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Opinnaytetyon aiheena oli perehtyé perinndllisen sairauden tyypin 1 neurofibromatoo-
si syntymekanismeihin. Sairauden aiheuttaa mutaatio NF1- geenissa. Geeni siséltaa
rakennusohjeet neurofibromiini kasvurajoitevalkuaiselle, joka on mukana solujen kas-
vun kontrolloinnissa. NF1 on yksi yleisimmista autosomaalisesti dominantisti periyty-
vista sairauksista. Sairauden ilmaantuvuus ympari maailmaa on 1/3000 ja Suomessa
arvioidaan olevan 1000 — 2000 NF1:a sairastavaa ihmistd. Sairaudesta ei voi parantua
ja taudinkuva voi olla eri yksil6illa hyvinkin erilainen. Lahes kaikilla sairastuneista
ilmenee iholla maitokahviléiski&. Toisten taudinkuvaan saattaa kuulua kasvaimien ai-
heuttamia epdmuodostumia kasvoissa, luuston alueen kehityshairidita tai silman vari-
kalvolla olevia kyhmyjé. Neurofibroomat eli ihon hyvénlaatuiset hermon tukikudok-
sen kasvaimet ovat NF1 sairauden yksi keskeisimpid tunnusmerkkeja. Kasvaimien
koko ja mé&ara vaihtelevat suuresti erityisesti ihmisen eri ikdkausien hormonaalisten
muutosten yhteydessd, kuten murrosian, raskauden ja vaihdevuosien aikana.

Tutkimuksen tavoitteena oli selvittaa soluviljelymenetelmin ihon hyvanlaatuisten kas-
vaimien syntya viljelemalld kasvaimista saatua solupopulaatiota ja erityisesti Schwan-
nin soluja. Tavoitteena oli selvittda vaikuttaako kasvaimien syntyyn ja lisdantymiseen
jokin hormonaalinen tekijd murrosidssg, raskauden ja vaihdevuosien aikana. Yhteisené
tekijana ajatellaan olevan ihmisen sukupuolihormonit. Tyoni tarkoituksena oli suunni-
tella ja kehittda protokolla estradiolin, testosteronin ja hCG:n testaamiseen Schwannin
soluilla.

Protokolla Schwannin solujen testaamiseen kehitettiin BrdU ELISA — maarityksella
toimivaksi. Tutkimuksen tulokset antoivat uutta tietoa Schwannin solujen eri geno-
tyyppien -/- ja +/- solukantojen kayttaytymisesta estradiolin, testosteronin ja hCG:n
lasna ollessa BrdU ELISA- méarityksella. Mielenkiintoista oli, ettd hormonit stimu-
loivat erityisesti -/- solujen kasvua. Se oli nahtévissa erityisesti 4. paivan kasvatustu-
loksissa jopa 200 prosentin kasvuna viljelmissa. 2. paivéan kasvatuksissa solujen kasvu
oli estradiolin ja testosteronin vaikutuksesta lisd&ntynyt 10 - 20 prosenttia. HCG inhi-
boi +/- solujen kasvua péivanéa 4 jopa 15- 40 prosenttia. Tulokset osoittavat selkeésti,
ettd NF1 -/- genotyypin Schwannin solut ovat erityisen herkki& sukupuolihormonien
vaikutuksille.
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The purpose of this thesis was to study the mechanism of inheritable disease type 1
neurofibromatosis. It is caused by mutations in the NF1 gene. The gene encodes the
tumor suppressor protein neurofibromin witch is involved in controlling of cell prolif-
eration. NF1 is one of the most common autosomal dominant disorder. NF1 is affect-
ing 1/3000 individuals worldwide and in Finland is estimated to be 1000 — 2000 NF1
patient. You cannot cure from the disease and the complications of NF1 vary between
individuals. Nearly all NF1 patients have café-au-lait spots. Some patients might have
deformed face caused by tumors, bones development disorder or nodules in the eye’s
iris. Neurofibromas are skin benign peripheral nerve sheath tumors and the central
feature of NF1. The size and amount of the tumors vary a lot during people hormonal
periods like adolescence, pregnancy and menopause.

The purpose of this study was to solve the origin of skin benign tumors with cell cul-
ture methods by culturing the cell population of tumors and specially Schwann cells.

The aim was to investigate the factors in tumors increasing during adolescence, preg-
nancy and menopause. The common feature is thought to be human’s sex hormones.

The purpose of this study was to plan and develop a protocol to test estradiol, testos-

terone and hCG with Schwann cells.

The protocol for testing Schwann cells was developed with BrdU ELISA — test. The
result of these studies gave new information about behavior of Schwann cells in two
different genotypes -/- and +/- with estradiol, testosterone and hCG. It was interesting
to see the effect of hormones especially in -/- cells. It was detected specific on day 4
cultures even 200 percent with increase in cell proliferation. Day 2 cultures cell prolif-
eration was increased only 10 — 20 percent influence of estradiol and testosterone.
HCG inhibited on day 4 cultures +/- cells proliferation even 15 — 40 percent. The re-
sults showed clearly that Schwann cells of -/- genotype are very sensitive to the influ-
ence of sex hormones.
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1 JOHDANTO

Tutkimuksessa kasitelldén tyypin 1 neurofibromatoosi (NF1) oireyhtymén syntyme-
kanismeihin. Sairautta kutsutaan myds nimell& von Recklinghausenin tauti. Tyypin 1
neurofibromatoosin aiheuttaa mutaatio NF1- geenissd. Geeni siséltdd rakennusohjeet
proteiinille nimeltd neurofibromiini. T&ma proteiini on mukana solujen kasvun kont-
rolloinnissa. Neurofibromatoosi on yksi yleisimmistd autosomaalisesti dominantisti
periytyvistd sairauksista. Sairaan perintotekijan lapéisevyys on 100 %, mika tarkoit-
taa sitd, ettd tauti ilmenee kaikilla muuttuneen geenin kantajilla eli sairaus ei voi olla
piilevana. Sairauden ilmaantuvuus ympdari maailmaa on 1/3000. Suomessa arvioi-
daan olevan 1000-2000 neurofibromatoosia sairastavaa ihmistd. Taudin esiintyvyy-
dessé ei ole eroa maantieteellisten tai etnisten ryhmien valill4. Taudista ei voi paran-
tua. (2, 3)

Neurofibromatoosin taudinkuva voi olla eri yksililla hyvinkin erilainen. Taudin vai-
keusaste vaihtelee huomattavasti henkilGsta toiseen samankin perheen sisalla. Noin
10-20%:lla sairastuneista taudinkuva on hyvinkin vaikea hankaline kasvaimineen.
Lahes kaikilla sairastuneista ilmenee iholla maitokahvildiskid. Toisten taudinkuvaan
saattaa kuulua kasvaimien aiheuttamia epdmuodostumia kasvoissa, Lischin noduluk-
sia silmén vadrikalvolla tai valenivelen muodostumista. Taudinkulun ennustaminen
yksittéisen potilaan kohdalla on vaikeaa. Neurofibromatoosiin kuuluvat myés olen-
naisena osana neurofibroomat, jotka ovat ihon hyvénlaatuisia kasvaimia. Nama kas-
vaimet koostuvat paéasiassa Schwannin soluista ja fibroblasteista. Ne siséltavat myods
mast — soluja, perineuriaalisoluja ja endoteelisoluja. Neurofibroomat ovat hermon
sidekudoksen kasvaimia ja niita esiintyy tavallisimmin iholla, ihonalaiskudoksessa.
Niita voi esiintyd myos kaikkialla keskushermoston alueella tai sisdelimissé seka sel-
kéaydinkanavassa. Kasvaimien koko ja maaré vaihtelee suuresti. IThon hyvanlaatuisilla
kasvaimilla on taipumus ilmestyd murrosidssa, raskauden ja vaihdevuosien aikana.
Tutkimuksen tarkoituksena on selvittdd yhtenevaista syyta ihon neurofibroomien
syntyyn ja kasvuun. Yhtendisend tekijdna ajatellaan olevan hormonimuutokset eri
ikékausissa. (2, 3, 11)



Taudin syntymekanismia koetetaan selvittdd muun muassa soluviljelymenetelmin.
Koska neurofibroomat sisaltavat padasiassa Schwannin soluja, tutkitaan kasvaimien
syntya viljelemalla niitd. Tassa tutkimuksessa tarkastellaan hormonien vaikutuksia
Schwannin soluille estradiolin, testosteronin ja koriongonadotropiini (hCG) avulla.
Tutkimuksen alussa tarkastellaan kasvaimien solujen ominaisuuksia yleisell& tasolla.
On tarke&& opetella tunnistamaan, mité soluja kasvain pitéé sisallaan. Kasvain sisal-
td4d4 muun muassa Schwannin solujen eri genotyyppié olevat -/- ja +/- solukannat, joi-
ta tulisi tarkastella jatkossa hormonitestauksien merkeissd omina néaytteindan. Hete-
rotsygoottinen +/- genotyyppi NF1-geenin kromosomissa on tyypillinen NF1-
potilaille, kun taas osalle soluista on tapahtunut toisen alleelin katoaminen (LOH,
loss of heterozygous) tai somaattinen mutaatio -/-. NF1 Schwannin solujen eri geno-
tyyppia olevat solukannat merkitdédn jatkossa -/- ja +/- tavoin. Tavoitteena on saada
Schwannin solujen tutkimiseen rutiininomainen menetelma, mité voisi myos kéyttaa

tdmaén tutkimuksen jalkeenkin hyodyksi.

Vaikka ihon hyvénlaatuisten kasvaimien ilmestyminen neurofibromatoosia sairasta-
ville ihmisille ei ole haitallisimmista oireista taudinkuvaa, kasvaimet ovat kuitenkin
elamai jonkin verran hankaloittava asia. lhmisen sukupuolihormonien oletetaan vai-
kuttavan kasvainten syntyyn ja lisdantymiseen. Tassa tydssa oli tarkoitus selvittaa
onko hormoneilla vaikutuksia Schwannin soluja sisdltdvan kasvaimen kasvuun val-

votuissa soluviljelyoloissa.

Kirjallisuusosiossa tutustutaan neurofibromatoosiin, selvitetddn mista Schwannin so-
lut saavat alkunsa, kuinka ihon hyvanlaatuinen kasvain syntyy ja tehdaan katsaus
tutkimuksen kannalta oleellisimpiin hormoneihin. Menetelm&osuudessa kerrotaan
kasvainnéytteiden hakemisesta potilailta ja Schwannin solujen viljelemisesta seka
kuvaillaan, kuinka I6ydettiin menetelma hormonien tutkimiseen Schwannin soluilla.
Tutkimuksen lopussa tulososiossa esitetddn protokolla hormonien tutkimiseen
Schwannin soluilla sekd Schwannin solujen viljelyn aikana ilmeneviin muihin asioi-
hin, joihin tulisi jatkossa kiinnittdd huomiota. Pohdinnassa esitetd&n ehdotuksia siit,

miten ihon hyvénlaatuisten kasvaimien syntya voidaan jatkossa tutkia.

Tassd tydssd modernin biotekniikan menetelmié soveltamalla etsitddn nimenomaan

uusia ratkaisuja, joilla voisi parantaa neurofibromatoosia sairastavien ihmisten ela-
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manlaatua ja hyvinvointia. Ihmisten sairauksien tutkiminen t&ht&d&a ihmisten hyvin-
vointiin. Siten saadaan selville uusia asioita sairauksien syntymekanismeista, ja sita

kautta uutta tietoa ladketieteen avuksi.

2 TUTKIMUKSEN TAVOITTEET

Soluviljelytekniikoiden avulla voidaan tutkia soluja ja niiden toimintoja tarkasti
kontrolloiduissa olosuhteissa. Solujen viljely tarjoaa mahdollisuuden yksittdisten ja
eri solutyyppien tutkimiseen olosuhteissa, jossa muiden solujen tai soluvéliaineen
vaikutukset puuttuvat. Schwannin soluja on viljelty jo kauan. (21) Tutkimuksen ta-
voitteiden saavuttamista varten oli tarkoitus opetella eristam&én neurofibroomista
Schwannin soluja ja kehittdd mahdollisuuksien mukaan jo olemassa olevaa soluvilje-
lymenetelmdd. Tarkoituksena oli syventyd solujen morfologiaan, opetella tunnista-
maan Schwannin solujen +/- ja -/- solukannat, yllapitéa solujen kasvatusta, pakastaa

saatuja soluja seké saada ne pakastamisen jalkeen uudelleen kasvamaan.

Soluilla oli tarkoitus testata erilaisia hormoneja, joten tydni tarkoituksena oli suunni-
tella ja kehittdd protokolla hormonien testaamiseen Schwannin soluilla. Tutkimuk-
sen tavoitteena oli selvittdd, vaikuttaako neurofibroomien syntyyn ja liséantymiseen
jokin hormonaalinen tekija murrosiassd, raskauden ja vaihdevuosien aikana. Yhtei-
send tekijana ajatellaan olevan ihmisen lisadntymisfysiologiaa saételevat gonadotro-
piinit, jotka kuuluvat sukupuolihormoneihin. Gonadotropiineja ovat follikkelia sti-
muloiva hormoni (FSH) eli follitropiini, luteinisoiva hormoni (LH) eli lutropiini, jot-
ka erittyvat aivolisékkeen etulohkosta seka istukkahormoni eli koriongonadotropiini
(hCG), jota muodostuu raskauden aikana sikitstd ja myéhemmin istukan trofoblas-
tisoluista. LH:n ja hCG:n biologinen aktiviteetti on hyvin lahelld toisiaan. Naiden
hormonien alfaketjut ovat lahes identtiset ja beetaketjuissa on myds huomattavana
paljon samaa. Sen takia LH:n vaikutusta Schwannin solujen kasvuun voidaan tutkia
suoraan verrannollisesti hCG:n avulla. Tarkoituksena on testata hCG:n lisaksi myos
kahden muun sukupuolihormonin, estradiolin ja testosteronin, vaikutusta Schwannin

solujen kasvuun. NF1 sairauteen kuuluvat ihon hyvénlaatuiset kasvaimet neurofib-
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roomat sisaltdvat padasiassa Schwannin soluja, minka takia neurofibromatoosien
syntya tutkitaan viljelemall& niit4. Soluviljely on perusmenetelmd, jolla voidaan tut-
kia soluja ja niiden toimintoja seka sisdisia rakenteita kontrolloidussa olosuhteissa.
Schwannin solujen eristys ja viljely on normaalia soluviljelyd merkittavasti vaati-

vampi menetelma.

3 IHMISEN HERMOSTO

3.1 Keskus- ja dareishermosto

Ihmisen hermosto jaetaan keskushermostoon ja perifeeriseen eli aareishermostoon.
Keskushermostoon kuuluvat aivot ja selkaydin. Aareishermostoon kuuluvat aivoher-
mot, selkéydinhermot ja autonomisen (tahdosta riippumattoman) hermoston perifeeri-
set osat. Aareishermoston hermot ovat muodostuneet hermosolujen jatkeista. Hermos-
to ottaa vastaan informaatiota aistinreseptoreiden valityksella. Hermosto keraa tiedon,
prosessoi ja tallentaa tietoa seké lahettda spesifisid viesteja kohdesoluihin ympari eli-
mist6d. Yhdessa aistinelinten ja hormonien kanssa hermosto muodostaa elimistosta
yhtendisesti reagoivan kokonaisuuden, jota ilman elimet toimisivat ristiriitaisesti.
Hermosto vaikuttaa muihin elimiin hormonien, valittajaaineiden ja yllapitavasti vai-

kuttavien aineiden vélityksella. (7)

3.2 Hermosolu

Hermosolua kutsutaan myds neuroniksi. (Kuvio 1) Hermosolun tehtdvana on kuljettaa
eteenpain hermoimpulsseja ja olla yhteydessé toisiin soluihin vélittajaaineiden avulla.
Hermosolut eivat péésaantoisesti endd uusiudu erikoistuessaan tai tuhoutuessaan. Ta-
vallinen neuroni sisaltdd kookkaan tuman. Tumaa ympdroi erityinen solulima-alue,
jota kutsutaan myds perikaryoniksi. Tuma ja perikaryon muodostavat yhdessé kul-
mikkaan muotoisen soomaksi kutsutun alueen. Soomasta ulkonevat useat dendriitit eli
tuojahaarakkeet ovat hermoimpulsseja vastaanottavia rakenteita. Dendriitit haarautu-

vat voimakkaasti kuten puun oksat ja ne ovat yhteydessa tuhansiin aksoneihin. Yhdes-
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s& hermosolussa on yleensa yksi aksoni eli viejahaarake. Aksoni alkaa solun sooma-
osan aksonikukkulasta. Aksoni johtaa impulssin eteenpdin toiseen soluun. Loppuosas-
taan aksoni jakautuu moniksi haaroiksi ja ndma haarat muodostavat toisten her-

mosolujen kanssa liittymia eli synapseja. (7)

Seka keskushermoston ettd &&reishermoston neuronien aksonien ymparilla esiintyy
solukalvon erikoistunut rakenne, joka muodostaa niin sanotun eristekerroksen aksonin
ympdrille. Tdma eristekerros on muodostunut moninkertaisiksi kerrostuneista soluista,
jota kutsutaan myeliinitupeksi. Keskushermostossa myeliinid tuottavat oligodendro-
syytit ja adreishermostossa Schwannin solut. N&itd soluja kutsutaan yhteisnimityksel-
tddn myos gliasoluiksi. Schwannin solu Kiertyy aksonin ympérille, jolloin myeliini
muodostuu Schwannin solujen rasva-ainepitoisista solukalvoista. Myeliini on erilaista
adreishermostossa ja keskushermostossa. Jotkin taudit, kuten MS-tauti ja eréat aivojen
ja selkdytimen tulehdukset vaurioittavat myeliinid ja aiheuttavat oireita sen hermon

vaikutusalueella, jonka myeliinikerros on vaurioitunut. (7)

dendritti

Misslin jyviset

fuma ja
tymapyrrinen

/_/ shuma

Rarvierin
Inzronama

myelinippl

aksati

Kuvio 1. Hermosolu.
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3.2.1 Myeliinituppi

Keskityn opinndytetydssani Schwannin solujen tarkasteluun. Kukin Schwannin solu
muodostaa 0,3 — 1,5 mm pitkdn patkan myeliinituppea. Kuva myeliinitupellisesta
hermosyysta on kuvassa 2. Vierekkaisten patkien vélissa on myeliinitupessa katkos,
jota kutsutaan Ranvierin kuroumaksi. Kaikki aksonit eivét ole myeliinitupen peitossa.
Myelinisoitumattomassa &areishermoston hermosyyssa yksi Schwannin solu ympéroi
useaa aksonia. Schwannin solun tuma on yleensa néiden keskelld. Myelinisoitumat-
tomassa hermosyyssa ei ole Ranvierin kuroumia, vaan solut ovat tiiviisti toisiinsa liit-
tyneitd. Ranvierin kurouman kohdalla aksonin solukalvo ei ole paallystetty, joten io-
nipumput voivat pumpata ioneja solun siséén ja solusta ulos. Nain ionipumput yll&pi-
tavat solukalvon kalvojénnitettd Ranvierin kuroumassa ja vievat hermoimpulsseja
eteenpéin. Myeliinitupen kohdalla ei tapahdu ionien vaihtoa solun ja sen ymparistén
kesken eli myeliinituppi toimii myods eristeend. Myelinisoituneessa aksonissa her-
moimpulssit kulkevat nopeammin kuin myelinisoitumattomassa. Myelinisoitumatto-
mia hermosyitd on sekd keskushermostossa etta perifeerisessa hermostossa. Kes-
kushermostossa myelinisoitumattomat hermosyyt kulkevat irrallaan hermo- ja tu-

kisolujen haarojen valissd. Kuva erilaisista myeliinitupista kuviossa 2.(7)

Schwannin solun sytoplasma

Myeliinitupeton Myeliinitupellinen
hermosyy hermosyy

Kuvio 2. Myeliinituppi.
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http://fi.wikipedia.org/wiki/Kalvoj%C3%A4nnite
http://fi.wikipedia.org/wiki/Hermoimpulssi
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3.2.2 Synapsi

Kahden hermosolun valista liittymakohtaa kutsutaan synapsiksi. Hermoimpulssi siir-
tyy tai jaa siirtymattd sen kautta neuronista toiseen. Aksoni haaroittuu paastaan pie-
neksi laajenemaksi ja sitd kutsutaan synapsipaatteeksi. Synapsipaéatteitd on useita ja ne
muodostavat synapsin neuronien dendriittien kanssa. Kun aareishermostosta léhtee
kasky, tieto valittyy neuronien valityksella kohdesoluille. Perékkdisten neuronien
maaré riippuu kohteesta. Kun kasky vélittyy aksonia pitkin synapsipéatteeseen, vapau-
tuu aksonin synapsipaatteesta synapsirakoon valittajdaineita, joita on varastoitu val-
miiksi vélittajaainerakkuloihin. Synapsirako on synapsipaatteen ja seuraavan neuronin
dendriitin valissa. Siita onko tarkoituksena stimuloida vai inhiboida, riippuu siitd, mita
valittdjdainetta vapautuu synapsirakoon. Vastaanottavan neuronin dendriittien resepto-
rit tunnistavat valittdjaaineet, jotka sitoutuvat reseptoreihin. Jos valittajaaine ja resep-
torit ovat toista tyyppid, voi seurauksena olla kdskyn inhiboiminen. Vastaanottava re-
septori Vvélittdd puolestaan tiedon edelleen solun sisdén. Sen seurauksena ionikanavien
toiminta muuttuu siten, ettd solukalvon lepopotentiaali muuttuu. Solukalvon sisapuo-
lella on negatiivinen varaus, mutta silloin kun synapsi on kiihottava eli eksitoiva niin
tapahtuu depolarisaatio. Silloin kalvojannite on hetken aikaa positiivinen ja vastaan-

ottavassa neuronissa syntyy aktiopotentiaali, joka ajaa tietoa edelleen eteenpdin. (7)

4 NEUROFIBROMATOOSI NF1

4.1 Taudinkuva

Neurofibromatoosin taudinkuva voi olla eri yksil6illa hyvinkin erilainen. Taudin vai-
keusaste vaihtelee huomattavasti henkilostd toiseen samankin perheen sisélla. Noin
10-20%:1la sairastuneista taudinkuva on hyvinkin vaikea hankaline kasvaimineen.
Joillakin voi ilmetd ihossa niin kutsuttuja maitokahviléiskia, kun taas toisella saattaa
olla neurofibromatoosin aiheuttamia epdmuodostumia kasvoissa. Neurofibromatoosi
mééritelladn etenevaksi sairaudeksi, silla tietyt muutokset ilmaantuvat tiettyyn ikaan

mennessa ja jotkut oireet pahenevat ian my6td. Taudinkulun ennustaminen yksittaisen
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potilaan kohdalla on vaikeaa ja sen takia NF1- potilaat kdyvét harvakseltaan NF1- tau-
tiin perehtyneen laakarin seurannassa. (2, 3, 11)

NF1 — diagnoosi perustuu National Institute of Health:n (NIH, USA) vuonna 1987

hyvéaksymiin kriteereihin. Kriteerien mukaan potilaalla pitdisi olla ainakin kaksi seu-

raavista ominaisuuksista (10)

- >6 ihon café-au-lait — l4iska4, jotka ovat ennen puberteettia yli 5 mm ja
puberteetin jalkeen yli 15 mm (Kuva 1, A)

- >2 neurofibroomaa tai yksi pleksiforminen neurofibrooma (Kuva 1, B)

- kesakoita nivus- tai kainaloalueella (Kuva 1, C)

- nékodhermon kasvain (Kuva 1, D)

- 22 Lischin nodulusta eli silmén vérikalvolla olevat kyhmyt (ndkyvét ruskeina
taplind iriksessd) (Kuva 1, E)

- luuston alueen kehityshairiot kuten luiden synnynnéinen taipuminen,
pseudoartroosi ja skolioosi (Kuva 1, F)

- lahisukulaisella oleva NF1

- . ‘
! i p ] - \
s 3 e | ‘1’
‘ JRUN YLIOPISTO
UNIVERSITY OF TURKL

Kuva 1. Tyypin NF1 taudinkuvaan liittyvat oireet kuvina.
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4.1.1 Cafe-au-lait — laiskat

Maitokahvildiskien ilmaantuminen on yleensé ensimméinen merkki NF1- potilaalla.
Laiskat nakyvat usein vastasyntyneessd ja lisdantyvat muutaman ensimmaisen elin-
vuoden kuluessa. Naitd muutoksia on lahes jokaisella neurofibromatoosia sairastaval-
la. Maitokahvildiskét ovat soikeita, epdsymmetrisia ja tarkkarajaisia vaaleanruskeita
laiskid. Naihin laskiin ei liity pahanlaatuistumisen riskia. Laiskien koko vaihtelee
kesakon kokoisesta jopa toisen puolen vartalosta peittavaan laiskaan. (3, 10, 11)

4.1.2 Muut komplikaatiot

Neurofibromatoosiin liittyy useita erilaisia oireita, joita esiintyy vain osalla potilaista.
Jo vauvaikaisella saattaa olla epdmuodostumia kasvoissa. Lapsuusidssa luiden kasvu
voi olla epdsymmetristé, voi esiintyd myos luukatoa tai valenivelen muodostumista.
NF1- henkilot ovat myods keskivertoa lynyempid. NF1- potilailla saattaa esiintya
myaos skolioosia, kuuroutta, silman iiriksessa olevia ruskeita taplia (Lischin noduluk-
sia), nadn hairioitd, kouristuksia, kohonnut verenpaine, hermostollisia puutosoireita
ja syOpéatauteja. Hienomotoriikan hairiot, oppimisvaikeudet ja ylivilkkaus saattavat
kuulua myds NF1- taudin kuvaan. NF1- potilaat ovat &lykkyydeltddn keskivertoa al-
haisempia. Sairaus voi aiheuttaa lukuisten oireidensa takia potilaille huonon itsetun-

non, epasosiaalisuutta ja sairastuneiden sosiaaliset taidot ovat usein heikkoja. (2,3,4)

4.2 Neurofibroomat

Neurofibroomat ovat tyypin 1 neurofibromatoosin yksi keskeisimpid tunnusmerkkeja.
Neurofibroomat ovat hyvénlaatuisia hermon tukikudoksen kasvaimia, jotka koostuvat
padasiassa Schwannin soluista ja fibroblasteista. Neurofibroomat siséltdvat myos
mast-soluja, perineuraalisoluja ja endoteelisoluja seka runsaasti kollageenia siséltavaa
soluvaliainetta. Neurofibroomat ovat hermoa ympardivén sidekudoksen kasvaimia ja
niita esiintyy tavallisimmin iholla, ihonalaiskudoksessa. Niitd voi esiintyd myos kaik-
kialla keskushermoston alueella tai sis&elimissa seka selkdydinkanavassa. Kasvaimien
koko ja méaaré vaihtelee suuresti erityisesti hormonaalisten muutosten yhteydessd, ku-

ten murrosiéssa, raskauden ja vaihdevuosien aikana.(1,2)
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Neurofibroomat jaotellaan neljdén eri ryhmaan. Kutaaninen neurofibrooma on kiinte-
asti thoon liittyva hyvanlaatuinen kasvain, joka on saanut alkunsa pienista ihon her-
mopaatteistd. T&ma kasvain kehittyy 99 %:lla potilasta. Kyseessa on punertava, kutia-
va, antihistamiineille reagoimaton, ihon mukana liikkuva ja esteettistd haittaa aiheut-
tava kasvain. Kasvaimien méaaré ja koko vaihtelee potilaskohtaisesti alle kymmenesta
tuhansiin kasvaimiin, ja se ei ole mitenkdan ennustettavissa. Kasvaimet aiheuttavat
potilaille usein psyykkisia ongelmia esteettisen haittansa takia. Nama kasvaimet voi-
daan poistaa laserilla leikkaamalla, mutta poistetun kasvaimen tilalle saattaa ilmestya
uusi kasvain. (1,2,3) Nama ihon neurofibroomat ovat oleellisia opinnaytetyoni tutki-

muksen kannalta.

Subkutaaninen neurofibrooma saa myos alkunsa pienistd hermopaétteistd, mutta se
sijaitsee syvemmalla. Nama neurofibroomat voivat aiheuttaa kipua ja hermostollisia
oireita. Ne eivat myoskaan liiku ihon mukana. Pleksiforminen neurofibrooma saa
alkunsa isoista hermojuurista ja kasvaa useimmiten ihonalaisissa kudoksissa seka
ihoon kiinnittyneend. Se voi kasvaa jopa useiden kilojen painoiseksi kasvaimeksi ja
se saattaa muuttua myo6s pahanlaatuiseksi neurofibrosarkoomaksi. Pleksiformista
neurofibromatoosia tavataan 60 prosentilla NF1 potilaista. Kasvaimet ilmestyvét
usein lapsuudessa tai murrosidssa. Ne ovat esteettisesti haitallisia sekd voivat aiheut-
taa hermostollisia ongelmia. Pleksiformisia kasvaimia on erittdin hankala poistaa,
koska ne saattavat ulottua syvélle pitkin hermorunkoa, kasvaa suurien verisuonten
ympadrille tai yltaa selkaytimeen asti. Tutkimusten mukaan alle 50- vuotiailla neuro-
fibromatoosia 1 sairastavilla naisilla on lisdantynyt riski sairastua rintasydpaan johtu-

en kasvaimista, jotka saattavat muuttua pahanlaatuisiksi. (1,2,3)

4.2.1 Neurofibroomien muodostuminen

Neurofibroomakasvaimen heterogeenisyys eri solutyyppien suhteen asettaa haasteen
kasvaimen synnyn ja kehityksen ymmértdmiselle. Kasvaimen solutyyppien luontainen
keskindinen riippuvuus on perustana neurofibroomien monimutkaisuudelle. Neurofib-
rooma sisaltdd samat solut kuin normaali hermo. Normaalissa hermossa neurofibroo-

mien oletetaan saaneen alkunsa niin sanotusta toisesta osumasta geenissa. NF1- geenia
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kutsutaankin Knudsonin kaksoisosumateoriaan nojaten tuumorisupressiogeeniksi.
Knudsonin kaksoisosumateoria perustuu siihen, etta geenien molempien alleelien tu-
lee inaktivoitua ennen kuin geenistd aiheutuvan sairauden oireet ilmentyvat. Osassa
kasvainten Schwannin soluista on havaittu olevan NF1-potilaille tyypillinen hetero-
tsygoottinen +/- genotyyppi NF1-geenin kromosomissa, kun taas osalle soluista on
tapahtunut toisen alleelin katoaminen (LOH) tai somaattinen mutaatio -/-. (16)

Schwannin solut jakautuvat vilkkaasti hermon kehityksen aikana ja solut ohjaavat
aksonien kasvua muun muassa tuottamiensa erilaisten tyvikalvon proteiinien avulla.
Schwannin solujen kasvu lisadntyy hermon katkeamisen yhteydessa, jolloin hermon
sidekudoksen solut alkavat jakautua, vaeltaa vahingoittuneiden solujen tilalle ja ohja-
ta paranevien aksonien kasvua. Neurofibromatoosissa hermon sidekudoksesta alkun-
sa saavat kasvaimet syntyvat useamman solutyypin kontrolloimattomasta kasvusta
(21). Neurofibroomien on huomattu lisdéntyvan paikallisen vamman tai hormonaalis-
ten muutosten seurauksena. Vammojen syntyminen aiheuttaa elimistéssa joko haa-
van paranemis- tai hermojen uusiutumisprosessin ja sen oletetaan laukaisevan ja li-
sédavan neurofibromatoosin muodostumista. Erityisesti hormonaalisten muutosten
oletetaan olevan yhteydessé neurofibroomien muodostukseen. Neurofibroomilla on
taipumus ilmestyd murrosiassa, jolloin ne yleensd ensimmaisen kerran havaitaan.
Toinen merkittdva ajanjakso neurofibroomien ilmestymiselle on raskaus. (16) Jo
olemassa olevien neurofibroomien koko suurenee jopa 50 prosenttia ja uusien kas-
vaimien maara saattaa lisdéntyy jopa 60 prosenttia raskauden aikana. (25) On merkit-
tavaa, ettd neurofibroomien koko pienenee synnytyksen jalkeen. Syita edelld mainit-
tuihin huomioihin ei viela tiedetd. (16) Neurofibroomien muodostumista on havain-

nollistettu kuvioissa 3 ja 4.
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Normaali hermo

Aksomi  po blasti Mastsoh
1

Neurofibrooma

Schwrannun
soh

Kuvio 3. Normaali hermo vs. neurofibrooma hermo. Kuvassa havaittavissa normaalin
hermon ero neurofibrooma hermoon. Neurofibroomassa solujen méaara lisdantyy ja
normaalin hermon rakenne rikkoutuu. (muunneltu 15)

A B.
Parinzurivm
Myeliinitupellinen
Hermo —— hermosiie

Fasikkali

Kuvio 4. Neurofibrooman kehittyminen. A. Aareishermosto koostuu useista solutyy-
peistd; hermosoluista (sininen), Schwannin soluista (punainen), perineuriaalisoluista
(harmaa), fibroblasteista (keltainen) ja satunnaisesti myds mast-soluista (vihred). B.
Neurofibrooman kehittyessa solujen maara lisdantyy, Schwannin solut irtoavat akso-
neista ja perineurium hajoaa. C. Neurofibrooman kehityksen oletetaan saavan alkun-
sa terveen NF1- alleelin mutatoitumisesta tai katoamisesta (-/-, vaaleanpunainen)
Schwannin soluissa. (muunneltu 16)
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4.3 NF1 geeni ja proteiini

Neurofibromatoosia (NF1) kutsutaan myds nimelld von Recklinghausenin tauti. Sai-
raus on tunnettu jo vuosisatoja, mutta vasta 1982 saksalainen von Recklinghausen
esitti perusteellisen kuvauksen neurofibromatoosista. Recklinghausen paikallisti neu-
rofibromatoosin aiheuttaman geneettisen héirion kromosomiin 17 (3). Kyseessa on
suuri geeni, mika kasittad 60 eksonia sek& 350kb genomista DNA:ta. Tyypin 1 neuro-
fibromatoosin aiheuttaa mutaatio NF1- geenissd. NF1- geeni siséltdd rakennusohjeet
proteiinille nimelta neurofibromiini, miké sisaltad 2818 aminohappoa. Tama proteiini
on mukana solujen kasvun kontrolloinnissa ja sitd tavataan runsaasti neuroneissa, oli-
godendrosyyteissa ja Schwannin soluissa. Sita esiintyy my6s vaihtelevasti muissa so-
lutyypeissa aikuisilla, kuten keratinosyyteissa ja valkosoluissa. NF1- geenin l&hetti-
RNA on 11-13 kb emasparin kokoinen. Se esiintyy lahes kaikissa kudoksissa, erityi-

sesti aivoissa, selkéytimessa ja dareishermostossa. (13, 15)

Neurofibromiini- proteiini on sukua GTPaasia (guanosiinitrifosfaatti) aktivoivalle pro-
teiinille (GAP), jonka on osoitettu toimivan Ras-sydpageenin vastavaikuttajana. GAP
on neurofibromiinin parhaiten tunnettu toiminnallinen osa, joka on sukua neurofibro-
miinin domeenille (GRD). Neurofibromiinin GRD stimuloi luontaista GTPaasin p21-
RAS-GTP:t& hydrolysoidakseen GTP:n GDP:ksi. Neurofibromiinin padasiallisena teh-
tavana on inaktivoida aktiivinen Ras-GTP inaktivoiden p21-RAS. Ras- proteiini saate-
lee solua vélittdmalla signaaleja solukalvolta tumaan. Ras-proteiini on kiinni solukal-
volla farnesyylitranferaasin avulla. Ras on osa signaalinvalitystietd, jota aktivoivat
kasvutekijat ja niiden reseptorit, kuten epidermaalinen kasvutekijé (epidermal growth
factor, EGF), hermokasvutekija ja verihiutalekasvutekija (platelet-derived growth fac-
tor, PDGF). Kasvanut Ras-GTP pitoisuus johtaa raf kinaasin kautta MEK-kinaasin
aktivaatioon ja mitogeenia aktivoivan proteiinikinaasin (MAP) isoformien Erkl ja
Erk2 aiheuttaen edelleen solujen jakaantumisen. Kasvanut Ras-GTP suojaa soluja
my0s apoptoosilta eli solukuolemalta aktivoimalla proteiinikinaasin B/Akt:n P13- Ki-
naasin avulla tai aktivoimalla tumatekija  B:n (NF-¢B). Ras on avaintekijd monien
kasvutekijoiden signaalin valityksessa ja neurofibromiinin puute lisd4 solujen jakau-
tumista ja selviytymistd. (3, 13, 15) Neurofibromiinin tehtdvad on havainnollistettu

kuviossa 5.
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Kuvio 5. Neurofibromiinin tehtdva Ras:n aktivaatiossa ja signaloinnissa. (muunneltu,
15)

4.4 NF1 mutaatiot

Kaikissa NF1 potilaan soluissa NF1 — alleeli kantaa geneettista variaatiota. Neurofib-
rooman kehitys saa tutkimusten mukaan alkunsa niin sanotusta toisesta osumasta
NF1- geenissd. Sen perusteella NF1- geenid kutsutaankin Knudsonin kaksoisosuma-
teoriaan nojaten tuumorisupressiogeeniksi. Toisen NF1 — alleelin puuttuminen so-
maattisista soluista aiheuttaa toiminnallisen neurofibromiinin puutetta. Tutkimukset
ovat osoittaneet, ettd osassa kasvaimen Schwannin soluista on heterotsygoottinen ge-
notyyppi (+/-, loss of heterozygosity, LOH) tai molempien NF1 — alleelien poistumi-
nen (-/-), mitk& liittyvat kutaanisten ja pleksiformisten neurofibroomien muodostuk-
seen sekd pahanlaatuisten &&reishermoston kasvainten muodostukseen neurofibroma-
toosiin sairastuneilla. LOH ilmenee vain kromosomissa, joiden ituradassa ei esiinny
mutatoitunutta alleelia. Deleetioiden koko vaihtelee tai deleetiot voivat olla tietyisséa
kohdissa NF1- geenid. Useat eri tutkimukset ovat osoittaneet, ettd LOH tai pistemu-

taatioiden osuus NF1- geenissa on neurofibroomissa huomattava. (13, 14)

Pistemutaatiot ovat yleisia NF1- geenissé ja vaikuttavat siten myos geenin silmukoi-

tumiseen. Niista aiheutuu edelleen somaattisia ja ituradan mutaatioita. Monien NF1-
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potilaiden mutaatioiden on todettu aiheuttavan proteiinituotteiden lyhentymist4, min-
ka seurauksena muodostuu toimimaton proteiini ja aktiivisen neurofibromiinin pitoi-
suus vahenee. Pienet geenin sisdiset poistot ja lisdykset aiheuttavat kolmanneksen
kaikista mutaatioista. Vain seitseman prosenttia 300 raportoidusta mutaatiosta on ha-
vaittu uudestaan. Mutaatioiden syntyyn voi vaikuttaa moni eri asia, kuten ajoitus,
ympéristd, toisen osuman sijainti geenissé tai tuntemattomien geenien muutokset,
jotka vaikuttavat sairauden ilmentymiseen. Neurofibromatoosi voi siis syntyéd usei-
den eri mutaatioiden seurauksena, mika selittdd puolestaan sairauden oireyhtymén

suuren kliinisen vaihtelun. (15)

4.5 Perinnollisyys

Neurofibromatoosi on yksi yleisimmistd autosomaalisesti dominantisti periytyvista
sairauksista. Sairaan perintdtekijan lapdisevyys on siis taydellinen, mika tarkoittaa
sitd, ettd tauti ilmenee kaikilla muuttuneen geenin kantajilla eli sairaus ei voi olla pii-
levand. Sairauden ilmaantuvuus ympari maailmaa on 1/3000 ja sille on ominaista
suurentunut riski erilaisiin syopasairauksiin (1, 14). Suomessa arvioidaan olevan
1000-2000 neurofibromatoosia sairastavaa ihmistd. Taudin esiintyvyydessé ei ole
eroa maantieteellisten tai etnisten ryhmien vélilla. Taudista ei voi parantua. Se maari-
telladn etenevaksi sairaudeksi, silla tietyt muutokset ilmaantuvat tiettyyn ikdin men-
nessé ja jotkut oireet pahenevat ian myo6td. Taudin ilmeneminen voi olla hyvinkin
erilaista jopa saman perheen neurofibromatoosia sairastavien yksildiden kesken. NF1
geenin mutaatiovauhti on hyvin suuri, jolloin terveet vanhemmat voivat saada NF1-
mutaatiota sairastavan jalkeldisen. Noin puolet kaikista tapauksista aiheutuu uusista
mutaatioista. (3, 11, 12)
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5 HORMONIT

5.1 Hormonien rakenne

Hormonit ovat biomolekyyleja, jotka vaikuttavat jo pienind pitoisuuksina muiden so-
lujen toimintaan ja joita erikoistuneet solut erittdvat verenkiertoon. Hormoni leviaa
verenkierron mukana koko elimistoon, mutta se vaikuttaa kuitenkin vain tiettyihin so-
luihin, joita kutsutaan hormonin kohdesoluiksi. Kohdesolut muodostavat yhdessa
kohde-elimen. Hormoneja erittavista soluista on muodostunut erityisid umpirauhasia
eli endokriinisia rauhasia. Monissa elimissd on myds muiden solujen lomassa hor-

moneja erittavia soluja. (7)

Hormonit poikkeavat kemialliselta rakenteeltaan paljon toisistaan. Vesiliukoiset
hormonit ovat joko aminohappojohdannaisia tai aminohapoista koostuvia peptidiket-
juja tai proteiineja seké niihin saattaa olla liittyneena hiilihydraattiosa. Rasvaliukoiset

hormonit ovat yleensa steroideja. (7)

5.2  Hormonien vaikutustavat

Hormonit ja muut viestiaineet vaikuttavat kohdesoluihinsa sitoutumalla niiden solu-
kalvossa oleviin reseptoreihin eli vastaanottimiin, jotka valittdvat vaikutuksen edel-
leen soluun. Eraat rasvaliukoiset hormonit eivét pysahdy solukalvoon vaan menevat
solun siséén. Esimerkiksi steroidihormonien ja D-vitamiinin reseptori on vasta tumas-
sa. Hormonin ja reseptorin yhteenliittyma vaikuttaa tumaan siten, etta tiettyjen lahetti-
RNA-molekyylien ja niiden vaikutuksesta juuri kyseessé olevalle hormonille ominais-
ten proteiinien tuotanto liséantyy. Proteiini- ja peptidihormonit vaikuttavat viestiainei-
den yleiseen tapaan solukalvon reseptoreihin. Kullekin hormonille on olemassa vain

sille ominaiset reseptorit, joita on useita eri tyyppeja. (7)

Solukalvon reseptoriin liittynyt hormoni ei vaikuta siis suoraan tumaan. Muutamat
hormonit avaavat tai sulkevat ionikanavia, toiset vaikuttavat reseptoriin liittyneen G-

proteiinin kautta ja kolmannet vaikuttavat jonkun entsyymin vélityksella. (7)
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5.3 Gonadotropiinit

Ihmisen lisd&antymisfysiologiaa séatelevat kolme eri gonatropiinia, joita ovat follikke-
lia stimuloiva hormoni (FSH) eli follitropiini, luteinisoiva hormoni (LH) eli lutropii-
ni, mitka erittyvat aivolisékkeen etulohkosta seké istukkahormoni (hCG), jota muo-
dostuu raskauden aikana sikiosta ja myohemmin istukan trofoblastisoluista. Gonado-
tropiinit ovat rakenteeltaan glykoproteiineja ja ne koostuvat kahdesta alfa- ja beeta-
ketjusta seka kullekin hormonille ominaisista hiilihydraattiketjuista. Edella mainituil-
la gonatropiineilla alfaketjut ja siihen liittyneet rakenneosat ovat samanlaisia. Raken-
teelliset erot koostuvat beetaketjun aminohapoista, hiilihydraattiketjujen erilaisesta
maarésta ja eroista niiden sitoutumiskohdista beetaketjuun. liman hiilihydraattiosaa
gonadotropiinit menettaisivét biologisen aktiivisuutensa. Mitd enemman hiilinydraat-
tirakenneosassa on siaalihappoja, sitd pidempi on niiden puoliintumisaika. Hiilihyd-
raattiketjujen tehtdva on pidentdd gonadotropiinien puoliintumisaikaa ja voimistaa
niiden biologista aktiivisuutta reseptoriin sitoutumisen yhteydesséd. Samankin gona-
dotropiinin hiilihydraattikoostumus voi vaihdella eri molekyyleissa ja muuttaa hor-

monin aktiivisuutta eri fysiologisissa ja patofysiologisissa tiloissa. (5)

5.3.1 Gonadotropiinien erityksen saately

Ihmisen aivolisakkeessa on kaksi taysin erillistd rauhasta, joita ovat etulohko ja taka-
lohko. Aivoliséke muodostaa yhdessa hypotalamuksen kanssa monimutkaisen hormo-
naalisen séaatelyjarjestelmén. Hypotalamuksen tehtdvand on sdéddelld aivolisékkeen
toimintaa. Aivolisake on pieni ja hyvin keskeinen umpirauhanen, minka tehtavéana on
erittad erilaisia hormoneja. Monet aivolisakkeen erittdméat hormonit saételevat puoles-

taan muiden umpirauhasten toimintaa.(5)

Hypotalamus ohjaa sek& miehen ettd naisen sukupuolielinten kehitysta ja toimintaa.
Joidenkin tahén s&atelyyn osallistuvien hypotalamussolujen toiminta on sikiokauden
alussa rytmistd. Poikasikioltad tamé& rytmisyys havidé todennakdisesti kivesten eritté-
méan testosteronin vaikutuksesta. Tytoille rytmisyys j&& pysyvéksi, mika ilmenee
my6hemmin kuukautiskiertona. Hypotalamus séételee sukupuolitoimintoja erittdmalla

hypofyysin porttilaskimojérjestelméan gonadoliberiini& eli gonadotropiineja vapautta-
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vaa hormonia (GnRH). Tama puolestaan lisdé aivolisdkkeen kummankin gonadotro-
piinin, sek& follitropiinin (FSH) ettd lutropiinin (LH), eritystd. GnRH erittyy hypota-

lamuksesta sysayksittdin.(7)

Gonadotropiinit, kuten lutropiini ja follitropiini ovat lahtoisin aivolisdkkeen etuloh-
kosta. Suurin osa gonadotrooppisoluista tuottaa sek&d lutropiinia ettd follitropiinia.
Naisilla progesteroni ja estrogeenit sekd miehilla testosteroni ja pienet estradiolipitoi-
suudet vahentdvat negatiivisen palautteen kautta gonadotropiininen eritysta. Myds ve-
ressd kiertdvat sukupuolihormonit vaikuttavat suoraan hypotalamukseen ja sita kautta
GnRH:n eritykseen. GnRH on kymmenen aminohapon muodostama peptidihormoni,
joka syntyy hypotalamuksen GnRH- neuroneissa. LH:n ja FSH:n eritys on riippuvai-
nen hypotalamuksesta erittyvastd gonadotropiineja vapauttavasta hormonista
GnRH:sta. GnRH vapautuu GnrH- neuroneista neurosekreettind eminentia medialik-
sen kautta aivolisékkeen varren porttilaskimojarjestelmaan, joka edelleen kuljettaa
hormonin kohdepaikkaansa aivolisdkkeen etulohkoon. Kuten jo aiemmin tekstissa
mainittiin, GnRH:n eritys on pulsseittaista, mikd on valttdmaténta gonadotropiinien
erityksen stimulaation kannalta. Pulsseittaisen erityksen vasteena LH:ta erittyy puls-
seina miehilld 1,5-3 tunnin ajan ja naisilla 1-5 tunnin valein. GnRH- pulssien vérah-
dyslaajuus ja pulssien esiintymisen lukuméaard madrdavat sen, erittyykd pulssista
LH:ta vai FSH:ta, ja kuinka voimakkaasti. Jatkuva GnRH-stimulaatio saa aikaan puo-
lestaan gonadotropiinien erityksen vaimentamisen. (5) Gonatropiinien séately on ku-

vattu kuviossa 6.

Hypotalamus

Aivalizéke LH
FSH

Kohriekudos

|

Kohdekudoksen Sukupuali -
tuattams hormaoni harmonit

puclihormont
vailattarat GuEH:n
imentynuseen

Kuvio 6. Gonadotropiinien sdétely. (muunneltu 5)
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5.3.2 Follitropiini (FSH) ja luteinisoiva hormoni eli lutropiini (LH)

FSH:n tehtdvana on edistdd kuukautiskierron alussa munasolun ja munarakkulan kas-
vua seka lisatd munarakkulan tekemaa hormonien eritystd. FSH ohjaa my®os siittididen
tuotantoa kiveksissa. FSH sitoutuu granuloosasoluihin ja lisda niiden aromataasi-
aktiivisuutta, jolloin estronin eritys lisdéntyy. FSH vaikuttaa myds granuloosasolujen
jakaantumiseen ja siten munarakkulan kasvuun, munarakkulan myo6héiskehitykseen,
aiheuttaa ovulaation ja ohjaa sitten keltarauhasen kehittymistd ja hormonituotantoa.
Aivolisédkkeen etulohkosta verenkiertoon erittyvan LH-hormonin tehtdva on stimuloi-
da munasolujen irtoamista tarttumalla kohdesolujen reseptoreihin. Naméa reseptorit
kuuluvat G-proteiinikytkentdisiin eli solukalvon lapaiseviin reseptoreihin. Kun LH- ja
FSH-hormonit sitoutuvat reseptorin ekstrasellulaariosaan, ne saavat aikaan syklisen
adenosiinimonofosfaatin pitoisuuden lisadntymisen ja solun metabolisen aktiivisuuden

lisadntymisen. (6)

Lutropiinin ja follitropiinin pitoisuudet ja tehtavét vaihtelevat naisten kuukautiskierron
eri vaiheessa. LH osallistuu munarakkulan myohaiskehitykseen, aiheuttaa ovulaation
ja ohjaa sitten keltarauhasen kehittymistd ja hormonituotantoa sekéd stimuloi miehen
kivesten Leydigin solujen androgeenituotantoa. Sen takia LH:ta kutsutaan myd6s ki-
vessoluja eli interstiaalisoluja stimuloivaksi hormoniksi. Veressé kiertavét estrogeenit
ja progesteroni pitavat negatiivisen palautteen kautta seerumin LH pitoisuudet lahes
koko kuukautiskierron ajan pienina. Follilukaarisen vaiheen lopussa estradiolipitoi-
suuden suurenemista seuraava lasku vapauttaa positiivisen palautteen kautta suuren
madran LH:ta aivolisakkeestd ja sitd seuraa munasolun irtoaminen. Progesteroni sam-

muttaa tamén palautteen. (6,7)

Kuukautisvuodot loppuvat keskimaadrin 50 vuoden i&ssa. Aluksi ne muuttuvat epa-
sédannollisiksi ja lopulta ne jaavat kokonaan pois. Kuukautisten loppumista kutsutaan
menopaussiksi. Muutaman vuoden aikaa ennen ja jélkeen menopaussia kutsutaan
vaihdevuosiksi. VVaihdevuosien syyna on munasarjojen folikkeleiden k&yminen vahiin,
koska ne ovat joko surkastuneet tai ovuloituneet. Sen seurauksena estrogeenin eritys
védhenee ja kohdun limakalvo ei end& kasva niin paksuksi, ettd voisi tulla kuukautis-
vuoto. Hypotalamus vapautuu palaute-estostaan ja stimuloi aivolisékettd erittdmaan

yh& enemman gonadotropiineja. (7) Inhibiinit ovat munarakkuloiden granuloosasolu-
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jen tuottamia glykoproteiinihormoneja. Vaihdevuosien aikana naisella inhibiini-B:n
madra verenkierrossa pienenee ja sen jarruvaikutus aivolisdkkeessa vahenee. Naisella
inhibiini A:n eritys seuraa progesteronin eritysta ja inhibiini B erittyy kasvavasta fol-
likkelista heijastaen samalla FSH-pitoisuutta. Sen seurauksena FSH:n pitoisuus alkaa
vahitellen suureta. Kun aikaisempaa suurempi maara FSH:ta vaikuttaa munasarjoihin,
munarakkuloiden estrogeenituotanto pysyy ennallaan tai voi lisdantya. Véhitellen est-
radiolin aikaansaama positiivinen palaute aiheuttaa sen, ettd ovulaatiota ei enéda tapah-
du. Menopaussia lahestyttadessé hypotalamus-aivoliséke jarjestelmaén tulee niin sano-
tusti hairioitd, jolloin estradiolin maara taas pienenee. Gonadotropiinien ettd estra-
diolipitoisuuksien suuret vaihtelut ovat talléin tyypillisia. (5,6)

FSH vaikuttaa miehilld myos siittididen tuotantoon Sertolin solujen kautta. Sertolin
solut eli kiveksen tukisolut ovat kivesten siementiehyissa sijaitsevia soluja, joiden teh-
tavéana on ravita kehittyvia siittioita sekd sdadella spermatogeneesia eli siittididen kyp-
symisté. Sertolin solut vastaavat osaltaan follitropiinin saételysta. Ne erittavat inhibii-
ni-hormonia, joka estaa follitropiinin erittymistéd aivolisdkkeen etulohkosta. Lapsilla
lutropiinin pitoisuus on hyvin pieni, mutta se kasvaa murrosiéssé ja siita voidaan tut-
kia puberteettikehitystd. Vaihdevuosien alkaessa lutropiinin ja follitropiinin eritys
Kiihtyy estrogeenin tuotannon vahenemisen ja negatiivisen palautteen vaimenemisen
takia, jolloin virtsaan erittyy runsaasti FSH:ta ja LH:ta. Gonadotropiineja kutsutaan

talloin menotropiineiksi.(5)

5.3.3 Istukkahormoni (hCG)

Istukkahormonin eli koriongonadotropiini on hiilihydraattipitoinen proteiini (glyko-
proteiini), joka muistuttaa rakenteeltaan lutropiinia ja follitropiinia. Istukkahormonin
ensisijaisena tehtdvéna on keltarauhasen progesteronituotannon turvaaminen alkuras-
kaudessa. Hormoni alkaa erittyd virtsaan jo useita péivid ennen kuukautisten jadamista
pois ja sen pitoisuus on suurimmillaan 6-8 viikon kuluttua viimeisestd ovulaatiosta.
Hormoni estad keltarauhasta surkastumasta ja keltarauhasen erittdmat steroidit vuoros-
taan estdvéat kuukautisvuodon. Sen jalkeen istukkahormonin eritys véhenee, koska is-
tukan oma progesteroni- ja estrogeenituotanto voimistuu. Istukkahormonilla on lutro-

piinin kaltainen vaikutus. Tatd vaikutusta hyddynnetdén naisen ovulaation varmista-
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misessa ja miehen testosteronituotannon lisaédmisessd. Myos raskaustestit perustuvat
hCG:n osoittamiseen naisen virtsasta tai verestd. Nykyadn testit ovat erittdin herkkia ja

mahdollinen raskaus voidaan todeta jo ennen kuukautisten jaamista pois. (5,7)

5.3.4 Estrogeeni

Ihmisen kolme térkeintd estrogeenia ovat estradioli, estroni ja estrioli. Estrogeeneja
syntyy pédasiassa munasarjoissa, mutta myo6s lisémunuaisten kuorikerroksissa, ras-
kauden aikana istukassa seka miehilla kiveksissa. Estrogeenit voidaan jakaa luonnolli-
siin, puolisynteettisiin ja synteettisiin estrogeeneihin. Niiden rakenteelle on ominaista

fenolinen hydroksyyli steroidirungon A-renkaan kolmannessa hiiliatomissa. (5)

Estrogeenien kuten muidenkin steroidihormonien synteesien l&htaine on kolesteroli.
Sukupuolirauhasten eli gonadien solukalvon pinnalla on LDL-reseptoreja. Reseptorei-
hin sitoutuvat veressa kiertdvat LDL-molekyylit, jonka jalkeen ne siirtyvat endosytoo-
sin avulla solun sisélle varastoitaviksi steroidisynteesia varten. Endosytoosissa solu
ottaa sisdansd materiaalia solun ulkopuolelta muodostamalla solukalvolle kuopan, jo-
ka kuroutuu irti solukalvosta rakkulaksi solulimaan. Gonadotropiinit séatelevat puo-
lestaan steroidien biosynteesid. LH-hormonin vaikutus kohdistuu péaasiassa syn-
teesiketjun alkuvaiheeseen, jolloin kolesteroli pilkkoutuu sytokromi P450 entsyymi-
jarjestelman katalysoimana pregnenoloniksi. FSH-hormonin vaikutus kohdistuu aro-
mataasientsyymin aktiivisuuden saatelyyn. FSH kiihdyttada androsteenidionin ja testo-
steronin metaboloitumista estroniksi ja estradioliksi. TAméa estrogeenien synteesi ta-
pahtuu l&hinna rasvakudoksen aromataasientsyymin katalysoimana miehilld ja vaih-

devuosi-ikaisilla naisilla. (5)

Estrogeenit ovat rasvaliukoisia, jolloin ne lapéisevat helposti solu- ja tumakalvot.
Rasvaliukoisuuden takia estrogeenien jakautumistilavuus on suuri ja proteiinisidok-
sesta vapautuvat estrogeenit siirtyvat nopeasti verenkierrosta kudoksiin. Solun syto-
plasmassa ja tumassa sijaitsee estrogeenireseptorit, joissa estrogeenien vaikutus valit-
tyy. Estrogeenireseptoreita on kahta paatyyppid, alfa ja beeta. Niité on lIoydetty l&hes

kaikista elimiston kudoksista, mutta niiden maara eri kudoksissa vaihtelee. Estrogee-
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nin sitoutuessa reseptoriinsa, tdma kompleksi kahdentuu ja sitoutuu tumassa oleviin

kohdegeeneihinsa joko aktivoiden tai estaen niiden toiminnan. (5,6)

Estrogeenit vaikuttavat murrosiassa sekundaaristen sukupuoliominaisuuksien muotou-
tumiseen ja yllapitdmiseen, kuten rintarauhasten kasvuun, rasvakudoksen naiselliseen
jakautumiseen, karvoituksen lisd&dntymiseen genitaalialueilla, ihon kimmoisuuteen ja
pehmeyteen sekd koko luuston muotoutumiseen ja pitkien luiden epifyysien sulkeu-
tumiseen. Tehokkain estrogeeni on estradioli (Kuvio 7), joka on hedelméllisessa idssa
olevan naisen téarkein estrogeeni. Estradiolin pitoisuus véhenee vaihdevuosia l&hestyt-
téessé ja sen aikana tarkein estrogeeni on estroni. Raskauden aikana vaikuttaa puoles-
taan istukan tuottama estrioli. Estradiolia valmistetaan myds synteettisesti. Suomessa

yleisin kéytetty estrogeeni hormonikorvaushoidoissa on 17-beeta-estradioli. (5,6)

OH

HO

Kuvio 7. Estradiolin rakenne. (muunneltu 5.)

5.3.5 Testosteroni

Testosteroni (Kuvio 8) on sukupuolihormoni, jota erittyy sek& miehilla etté naisilla.
Miehilla sitd erittyy 2,5 - 11 mg vuorokaudessa ja naisilla vajaa kymmenesosa siité.
Naisilla eritys tapahtuu munasarjoissa ja lisamunuaisissa. Miehilla GnRH stimuloi
gonadotropiinien eritystd, jotka edelleen stimuloivat kohdekudoksissa, kuten kivek-
sissd ja lisamunuaisissa, androgeenien ja siittididen tuotantoa. Testosteronia muodos-
tuu eniten kivesten Leydigen soluissa. Testosteroni metaboloituu kudoksissa 5-
alfareduktaasin vaikutuksesta aktiivisemmaksi dihydrotestosteroniksi ja edelleen est-
radioliksi aromataasientsyymin valityksell&. Testosteroni ja dihydrotestosteroni kiin-
nittyvat solun sisalla olevaan androgeenireseptoriin. Dihydrotestosteronilla on voi-

makkaampi androgeenivaikutus kuin testosteronilla, koska sen affiniteetti on korke-
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ampi ja reseptorikompleksi on stabiilimpi. Testosteronin ja aromataasientsyymin
aromataasio estradioliksi on tarkein estrogeenien synteesi miehilld ja postmeno-
pausaalisilla naisilla. Miehilld muodostuu estrogeenid noin 50 ug vuorokaudessa.

Testosteronin tuotanto jatkuu miehilld vanhuusikaan saakka. (5)

Testosteronin vaikutuksia kutsutaan myods androgeenisiksi vaikutuksiksi. Murrosias-
sé tapahtuva testosteronin lisadntyminen aiheuttaa siittimen, kivespussin, eturauhasen
ja siemenrakkuloiden huomattavaa kasvamista. Testosteroni saa aikaan miesten se-
kund&ériset sukupuoliominaisuudet, kuten lihasten kasvun, luuston maskuliinisen
muodostumisen, ihon paksuuntumisen, pituuskasvun, ihonalaisen rasvan vahenemi-
sen, adnen madaltumisen ja karvoituksen. Testosteroni vaikuttaa miehilla myds par-
rankasvuun sekd kaljuuden varhaiseen ilmaantumiseen, varsinkin jos siihen on ge-
neettista taipumusta. Edell& mainittujen asioiden seuraamuksiin kuuluu myds miehen
roolin tiedostaminen. Naisilla testosteroni aiheuttaa muun muassa karvoittumista ja

aanen madaltumista, mutta huomattavasti pienemmassa mittakaavassa kuin miehilla.

(5)

Testosteroni on yksi voimakkaimmin anabolisesti vaikuttavista steroideista ja kaikki
anaboliset steroidit ovat testosteronin johdannaisia. Testosteroni on rasvaliukoinen
steroidi. Testosteroni lisda tiettyjen solujen proteiinisynteesid vaikuttaen mik-
rosamaaliseen RNA-fraktioon. Viel4 ei kuitenkaan tiedet&, mihin kaikkiin soluihin se
vaikuttaa. (5)

Kuvio 8. Testosteronin rakenne. (muunneltu 5.)
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6 SCHWANNIN SOLUT

6.1 Schwannin solut dareishermostossa

Schwannin solut peittavat aareishermoston aksoneiden pintaa. Schwannin solut jao-
tellaan neljaén eri osaan, joita ovat myeliinia tuottavat, myeliinia tuottamattomat, pe-
risynaptiset ja periferaalisten ganglioiden solut. Luokittelu perustuu solujen morfolo-
giaan, biokemiallisiin ominaisuuksiin ja solujen neuronaaliseen ymparistoon, johon
solut ovat yhteydessa. Myeliinia tuottavat Schwannin solut ovat parhaiten tunnettuja
ja niiden tehtdvana on kiertyd moninkertaisesti ja tiukasti aksonin ympérille. Eri-
tyyppiset Schwannin solut saavat alkunsa yksittdisista prekursorisoluista, mitka il-
mentévat solujen tunnistuksessa kaytettavid markkeriproteiineja PO (myeliini proteii-
ni 0), GAP43 (kasvu valitteinen proteiini 43) ja F- spondiini. Prekursorisoluista
muodostuu epakypsid Schwannin soluja, mitkd ilmentdvat S100- ja PO- proteiinia.
(20) Schwannin solujen tunnistamisessa on tavallisimmin kaytetty antigeeni S100-

proteiinia, jota ei ole muissa kasvaimen soluissa. (21)

Schwannin soluja peittdd laminiinista ja kollageenista muodostuva tyvikalvo, joka
suojaa soluja toimimalla tarkednda aineiden ja solujen kulkeutumista saatelevana ra-
kenteena. Schwannin solujen tyvikalvot siséltavat laminiinin ketjuja B1, B2 ja M se-
ka tyypin 1V kollageenia. Schwannin solut ilmentévét sekd kudoksessa etta viljel-
massa tyvikalvon edelld mainittuja rakenneproteiinien geenejd. Schwannin solu-
aksoni ryhmittymien valiaine muodostuu hyytelomaéisestd sidekudoksesta en-
doneuriumista. Sen tehtdvana on suojata aksoneita puristavilta voimilta. Schwannin
solut ja fibroblastit tuottavat tata kyseistd soluvaliainetta. Schwannin solut liittyvat
valiaineeseen ainakin osittain alfa 2/beeta 1- integriinireseptoreiden avulla. Integ-
riinireseptorit koostuvat alfa ja beeta ketjutyypeistd, joita molempia tunnetaan useita
erilaisia. Integriinireseptorit ovat solukalvon proteiineja, joiden avulla solu voi tarttua
soluvalitilan rakenneproteiineihin. Reseptorien sytoplasminen osa tarttuu valittavien

proteiinien avulla solun tukirankaan. (21)
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6.2 Schwannin solujen jakautumiseen vaikuttavia tekijoita

Schwannin solujen oikea maara aksonin ymparill4 saavutetaan ohjelmoidulla solu-
kuolemalla ja solujen kasvuun vaikuttavilla tekijoilla. Schwannin solujen proliferoin-
tia stimuloivan signaloinnin oletetaan olevan osallisena aksonaalisen membraanin
kanssa. Useat tutkimukset ovat osoittaneet, ettd aksonaalinen Schwannin solujen mi-
togeeni olisi sukua hereguliiniperheen kasvutekijdille. Hereguliini stimuloi solujen
jakautumista aktivoimalla kasvutekijareseptorinsa erbB:n, joita on kolmea erilaista
erbB2, erbB3 ja erbB4. ErbB- reseptorin aktivoiminen johtaa puolestaan mitogeenia
aktivoivan proteiinikinaasin (MAP) aktivaatioon, mikéd aiheuttaa edelleen solujen
jakaantumisen. Schwannin solujen kasvua voivat myos stimuloida fibroblastiset kas-
vutekijat ja verihiutalekasvutekija (PDGF)., mutta vain Schwannin solujen mitogee-
nien aktivoimana solun syklisen AMP:n tuotantoa. Syklinen AMP puolestaan aktivoi
eteenpéin proteiinikinaasi A- entsyymid. Syklinen AMP irrottaa proteiinikinaasi
A:sta (PKA) katalyyttisia alayksikoita niin, ettd ne aktivoituvat. PKA:n katalyyttinen
alayksikko kiinnittda puolestaan fosfaattia solussa oleviin proteiineihin ja se saa ai-
kaan solussa vasteita (fosforylaation), kuten CREB- proteiineja, jotka vaikuttavat
puolestaan geenien luentaan. Tutkimusten mukaan forskoliinin lasndolo Schwannin
solujen kasvatuksessa stimuloi yhdessa hereguliinin kanssa solujen kasvua. Forsko-
liinin lis&&minen kasvatusmediumiin ilman hereguliinia ei vaikuttanut solujen kas-
vuun mitenkéan. Forskoliinilla ei ollut vaikutusta hereguliinin kasvureseptoreiden

aktivoitumiseen, oli hereguliini lasna tai ei. (24)

6.3 Schwannin solujen viljelyssad huomioitavia asioita

Schwannin soluja kasvatetaan vain coutatuilla eli paallystetyilla kasvatusalustoilla.
Couttauksen tarkoituksena on se, ettd paallystysaineet matkivat soluvéliainetta. Kas-

vatusalustat paallystetdan seka poly-L-lysiinilla ett& laminiinilla.(1)

Toinen térked asia, mika pitdd huomioida Schwannin solujen viljelemisessa ja mah-
dollisissa ainetestauksissa soluilla on mediumin vaikutus. Tutkimukset (22) ovat
osoittaneet, ettd punaisessa D-MEM:ssa punaisena vériaineena oleva fenosulfoliftale-

iini eli fenolin puna on estrogeenin kaltainen jaljittelija. Fenolin punaa kaytetaan so-
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lujen kasvatusmediumeissa pH- indikaattorina. Fenolin punan rakenne muistuttaa
huomattavan paljon estrogeenin rakennetta, jolloin fenolin punalla on taipumusta
tarttua solujen estrogeenireseptoriin. Fenolin punalla on merkittdvd estrogeeninen
aktiivisuus jo yleisimpien kasvatusmediumien sisaltavilla fenolin puna pitoisuuksilla
(15-45uM). Tama aiheuttaa estrogeenille reagoivien solujen jakautumisen lisaanty-
mista ja tiettyjen proteiinien synteeseja (22). Fenolin punassa ja estrogeenien raken-
teessa oleva fenolinen hydroksyyliryhma sijaitsee rakenteellisesti tarkedssa kohdassa,
mika mahdollistaa estrogeenien metabolialle tarkedt konjugaatioreaktiot. Fenolin pu-
nan lasndolon mediumissa on todettu aiheuttavan tietyille soluille jopa 50 prosentin
kasvun lisddntymisen verrattuna solujen kasvamista vastaavassa varittomasséa me-
diumissa. (23)

6.4 Schwannin solujen testaus BrdU ELISA — méarityksella

Erds perinteinen tapa mitata solujen jakautumista on 3H-tymidiinin inkorporaatio.
Kyseisessd menetelméssa on haittapuolensa muun muassa sen takia, etta siind kéyte-
tdén radioaktiivista leimausmenetelméa. Rinnalle on saatu yhtd tehokas solujen ja-
kautumista mittaava menetelma 5-bromi-2-deoksiuridiini (BrdU) ELISA -méaritys.
(17) Miller ja Nowakowski (26) ovat esitelleet kyseisen menetelmén jo vuonna 1988,
joten ihan uudesta menetelmésta ei ole kyse. BrdU — méaritys on todettu kayttokel-

poiseksi useissa eri tutkimuksissa in vitro ja in vivo. (18)

BrdU Cell Proliferation Assay Kit siséltdd 1000 naytteelle tarvittavat aineet. Soluja
kasvatetaan 96-kaivon levylla ja soluja inkuboidaan BrdU:lla 2-24 tuntia. Valmista-
jan mukaan BrdU menetelm& perustuu siihen, ettd solunjakautumisen s-
faasivaiheessa BrdU sitoutuu thymidiinin paikalle DNA- juosteessa. Mitd enemman
solut jakautuvat, sitd enemmaéan BrdU:ta sitoutuu solujen DNA:han. Medium poiste-
taan ja solut denaturoidaan 70 %:lla etanolilla, jotta myéhemmin laitettava vasta-aine
paésee sitoutumaan solujen DNA:han. Denaturaatiossa orgaanisen liuoksen kuten
alkoholin tarkoitus on se, etté se poistaa solukalvon lipideja ja dehydroi solun ja saat-
taa samalla denaturoida eli tuhota solukalvolla ilmentyvien proteiinien antigeenit.
(17)
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Solut blokataan blokkausliuoksella, koska se vahentad vasta-aineen epéspesifista tart-
tumista ja sitd kautta vaarid positiivisia tuloksia. Sen jalkeen levylle laitetaan anti-
BrdU, johon on yhdistetty peroksidaasi (POD). Tama vasta-aine sitoutuu solussa
antigeeniin eli uuteen syntetisoituun BrdU:ta siséltavddn DNA:han. Solut pestdén
fosfaattipuskuriliuoksella epéspesifisen tarttumisen vahentdmiseksi. Sen jalkeen so-
lun DNA:han kiinnittyneet BrdU ja anti-BrdU-POD havaitaan inkuboimalla soluja
entsyymin substraattiliuoksessa (tetrametyylibentsidiini, TMB). POD entsyymi me-
taboloi TMB substraatin kanssa ja reaktion lopputuotteena on silmillékin havaittava
sininen vérillinen yhdiste. Reaktio pysaytetddn 1M rikkihapolla, jolloin yhdisteesta
saadaan keltainen. Spektofotometrilla mitataan ndkyvén valon absorptiota 450 nm
suodattimella. Mitd enemmaén solut ovat jakautuneet, sitd vahvempi on varinmuodos-
tus ja sitd enemman se absorboi valoa seké sitd suurempi on sen absorbanssi. Tulok-

sena saadaan numeerista dataa eli absorbanssilukemia. (17)

Menetelma on erittain herkka ja toistettava. Pienetkin muutokset solujen jakautumi-
sessa on huomioitavissa sen avulla. Menetelmalla on kuitenkin rajattu lineaarinen
alue, jolla solujen jakautuminen voidaan vield luotettavasti todeta. Menetelmaa voi-
daan kayttaa useille eri soluille, mutta se pitaé validoida sopivaksi kullekin eri soluil-
le. Madrityksen tekeminen 96-kaivon levylla saastaa soluja, mediumia ja aineita ver-
rattuna moniin muihin solujen jakautumista mittaaviin maarityksiin. Sen takia maari-

tykselld on hyva tutkia erilaisten kasvutekijoiden vaikutuksia soluihin. (17)

7 TUTKIMUKSESSA KAYTETYT MENETELMAT

7.1 Potilaat ja kasvaimet

Tutkimukseen kaytettdvat kasvaimet eli neurofibroomat noudettiin Turun yliopistol-
lisesta sairaalasta (TYKS) ihotautiklinikan osastolta. Ihotautien erikoislaakari Sirkku
Peltonen poisti neurofibroomia CO; -laserilla potilaista, jotka sairastivat tyypin 1
neurofibromatoosia. Poistettavat kasvaimet numeroitiin ja kuvattiin ennen poistamis-
ta (kuva 2). Isommat tuumorit (>0,5cm @) laitettiin 10 prosenttiseen formaliiniin ja

seuraavana paivana 70 prosenttiseen etanoliin tai kasvaimet pakastettiin -70 °C:een
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muita madrityksid varten. Pienemmat kasvaimet (<0,5cm ) otettiin viljelyyn. Kas-
vainten kayttoon tutkimuksessa oli sekd Varsinais-Suomen sairaanhoitopiirin eettisen

toimikunnan ja TYKS:n ihotautien klinikan ettd kunkin potilaan itse allekirjoittama

lupa.

Kuva 2. Neurofibroomia. Poistettavat kasvaimet on merkattu juoksevalla numerolla
ennen laserointia.

7.2 Tutkimuksessa kdytetyt aineet

Taulukkoon 1 on listattu aakkosjarjestyksessé aineet, joita on kaytetty tutkimuksen
aikana. Myos valmistajat ja tuotenumerot seké aineiden padasiallinen kayttotarkoitus

I0ytyvat taulukosta.
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Taulukko 1. Tutkimuksessa kéytetyt soluviljelyyn liittyvét reagenssit. Tuotteiden
nimet ovat englanniksi.

Tuote Valmistaja | Tuotenro. Kayttotarkoitus
Mitogeeninen vaikutus eli nopeuttaa Schwannin solujen jakaantumista sitou-
Betal- heregulin Sigma H 7660 tumalla ja aktivoimalla solukalvon tyrosiinikinaasireseptoreita.
Blocking reagent for ELISA Roche 11112589001 blokkausliuos BrdU- maaritykseen
BrdU-kit Roche 11647229001 ELISA- madritysta varten
Dispase grade 1 Roche 1284908 Proteaasi eli hajottaa proteiineja
D-MEM (punainen) Gibco 41966-029 | Schwannin solujen kasvatusmedium pullovaiheessa. Tarjoaa ravinteet soluille
D-MEM (vériton) Gibco 31053-028 Schwannin solujen kasvatusmedium hormoneita tutkittaessa
F12 Gibco 21765-029 Kasvatusmedium
FBS Gibco 16000-044 Sisaltaa soluille tarvittavat kasvutekijat, mineraalit ja hormonit
Stimuloi +/- Schwannin solujen kasvua seka hetkellisesti kaytettyna myos -/-
solujen kasvua. Sen tiedetaan myos kiihdyttavan syklisen AMP:n toimintaa,
Forskolin Sigma F-6886 joka edes auttaa Schwannin solujen jakaantumista.
Fungizone Bio-Whittaker 17-836R Estaa iho - ja sieni-infektioita
IBMX Sigma 1-5879 Inhiboi syklisen AMP PDE (phosphodiesterase) toimintaa.
Insulin Sigma 1-6634 Ohjaa glukoosin kulkua solukalvojen lapi
Sopii ihmisen kasvaimen hajottamiseen. Hajottaa kudoksen rakenneprote-
Collagenase Type 1 Sigma C-0130 iineja, jotka yllapitavat kudoksen rakennetta.
L-glutamine Gibco 25030 Lisatdan varittomaan D-MEM:iin sama maara kuin punaisessa D-MEM:ssa.
N2-supplement Gibco 17502-048 Stimuloi hermoperaisten kasvaimien kasvua.
Natural Mouse Laminin Invitrogen 23017-015 Tarttumisalusta soluille kasvatusalustalla. Matkii soluvéliainetta.
Fosfaatti-puskuroitu suolaliuos, joka pitaa pH:n vakiona ja sisaltda yhta mon-
PBS Sigma D8537 ta ionia/U kuin on solun sisall3 eli est33 soluja kutistumasta tai hajoamasta.
Penicillin Streptomycin Gibco 15140-122 Estda tietyt mikrobikontaminaatiot
Poly- L-lysine Sigma P-1524 Tarttumisalusta soluille kasvatusalustalla
RPMI-medium Gibco 52400-025 Edullinen medium kasvainnaytteiden hakemiseen TYKS:sta
Sodium pyruvate Gibco 11360 Lisatdan varittémaan D-MEM:iin sama maara kuin punaisessa D-MEM:ssa.
trypsin-EDTA 0,05% Gibco 25300-062 Solujen irrottamiseen kasvualustasta
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7.3 Schwannin solujen viljely

Schwannin solujen viljely on kuvattu muun muassa Serran (13) ja Rosenbaumin (19)
tutkimuksissa. Tutkimukseeni liittyvad Schwannin solujen viljelymenetelmé& on perai-

sin niistad. Schwannin solujen viljelyprotokolla on liitteend 1.

Viljelyssa kéaytettavat kasvaimet haettiin TYKS:sté ja kasiteltiin heti sen jalkeen solu-
viljelytiloissa. Jokainen TYKS:sta saatu tuumori kasiteltiin erillisend naytteend. Tuu-
morit laitettiin 15 ml:n falconputkiin (BD Bioscience, USA), joissa oli noin 3 ml
RPMI- 1640- mediumia (Gibco, Uusi-Seelanti) seka penicillin streptomycinia 1/10
(Gibco). Potilaat seké heista laseroidut tuumorit oli merkattu kirjaimella seké juokse-

valla numerolla ja ndma tiedot merkittiin tutkimusryhman omaan tietokantaan.

Seuraavat tyovaiheet tehtiin soluviljelysséd laminaarikaapissa steriilisti. Ensin tuumo-
reista poistettiin jéljelle jaanyt iho. Sen jalkeen tuumori pilkottiin noin @ 3 mm:n pa-
loiksi. Palat siirrettiin 50 ml:n falconputkeen, jossa oli preinkubaatiomediumia. Prein-
kubaatiomedium koostui D-MEM:sté (Gibco, Uusi-Seelanti), 10 % FBS:sta (Gibco,
UK), 5 % penicillin streptomyciinista:std, 2 uM Forskolinista:sta (Sigma) ja 1:200
Fungizonesta (Bio-Whittaker). Tuumoria preinkuboitiin kolme vuorokautta (5 % CO»,
+37 °C).

Preinkuboinnin jalkeen tehtiin tuumorin kemiallinen ja mekaaninen hajotus. Tuumorin
palasia inkuboitiin 18-24 tuntia (5 % CO,, +37 °C) dissosiaatiomediumissa: D-MEM
(Gibco, Uusi-Seelanti), 10 % FBS (Gibco, UK), 160 U/ml collagenase type 1 (Sigma)
ja 0,8 U/ml Dispase grade 1 (Roche). Inkuboinnin jalkeen kasvaimen palat hajotettiin
erikokoisilla pipetinkérjilla suspensoimalla. Tuumorista saatu solupopulaatio sentrifu-
goitiin (Heraeus Sepatech Megafuge 1.0, 400g, 10 min). Sentrifugoinnin jalkeen solu-
pelletti suspensoitiin D-MEM:iin, jotta saatiin dissosiaatiomedium pestyé pois. Solut
sentrifugoitiin uudelleen ja saatu solupelletti suspensoitiin +/- proliferaatiomediumiin

(Taulukko 2) ja laitettiin kasvamaan coutatuille eli paallystetyille kasvualustoille.

Viljelyalustat paallystettiin ensin Poly-L-lysiinilla 1mg/ml (Sigma, USA) tunnin ajan

ja huuhdeltiin kerran puskuriliuoksella (PBS, Gibco). Sen jalkeen viljelyalustat kasi-
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teltiin tunnin ajan +37 °C:ssa laminiiniliuoksella 4pg/ml (Invitrogen, USA), jonka jal-

keen viljelyalustat taas pestiin PBS:11a.

Taulukko 2. Proliferaatiomedium - ohje SC+/- ja SC-/- soluille. (SC on lyhennelma

Schwannin soluille.)

Proliferaatiomedium (SC+/-): Proliferaatiomedium (SC-/-):

DMEM DMEM

FBS USA 10 % FBS USA 10 %

PS 100U/ml; 1% PS 100 U/ml; 1%
IBMX 0,5mM IBMX 0,5mM
Betal-heregulin 10 nM Betal-heregulin 10 nM

Insulin 2.5 pug/ml Insulin 2.5 pug/ml
Forskolin 0,5uM

Solut oli tarkoitus erilaistaa joko SC+/- soluiksi tai SC-/- soluiksi. Puolet edellisena
paivané kasvamaan laitetuista soluista sai -/- soluille tarkoitetun késittelyn. -/- solut
kasiteltiin ensin yon yli N,- mediumilla; D-MEM 73 %, F12- medium 25 %, penicil-
lin streptomycin 1 % ja N2-supplementti 1 % (5 % CO,, +37 °C). Seuraavana péaiva-

na -/- soluille vaihdettiin ilman forskoliinia oleva proliferaatiomedium.

Solujen kasvatusneste vaihdettiin 3-4 paivén vélein. Pullovaiheessa olevien viljelmien
kasvatusnesteesta vaihdettiin vain puolet tilavuudesta. Passagessa O soluja kasvatettiin
6-kaivon levyll ja silloin vaihdettiin koko kasvatusnesteen tilavuus uuteen. Siten saa-
tiin viljelma siistimmé&n nakaoiseksi ja irtonaiset solut pois. Soluja viljeltiin 6-kaivon
levylla (NUNC) passageen 1 tai 2. Sen jalkeen solut laitettiin kasvamaan T25- tai
T75- pulloihin. Solut irrotettiin kasvualustasta 0,05 % trypsiini-EDTA:lla, kun solut
olivat 70- 80 % konfluentteja.

Trypsiini-EDTA sulatettiin lampokaapissa (+37 °C). Mediumit imettiin pois kasvu-
alustoista ja solut pestiin kerran steriililla 1 x PBS:I1&4, minka jalkeen solujen péélle
pipetoitiin trypsiini-EDTA- liuosta. Trypsiinin annettiin vaikuttaa hiilidioksidikaa-
pissa noin viisi minuuttia. Solujen irtoamista seurattiin mikroskoopilla. Levyé tai
pulloa ravisteltiin voimakkaasti solujen irtoamisen edistdmiseksi. Kun solut olivat

irronneet, trypsiini-EDTA inaktivoitiin seerumia sisaltavalla mediumilla (DMEM +
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10 % FBS) ja solususpensio siirrettiin 15 ml:n sentrifuugiputkiin trypsiini-EDTA:n
sentrifugoimiseksi pois (400g, 10 min). Sen jalkeen supernatantti imettiin pois ja so-

lupelletti suspensoitiin tarvittavaan méaraan proliferaatiomediumia.

Solujen pakastus suoritettiin tarvittaessa solujen trypsinoinnin jalkeen. Sentrifuugista
saatu solupelletti pipetoitiin solujen pakastusmediumiin, joka koostui 10 %
DMSO:sta ja 90 % FBS:std. Sen jalkeen solut laitettiin solujen pakastusrasiaan ja
valittémasti — 70 °C:een ja seuraavana paivané solut vietiin — 196 °C:een. Esimerkik-
si T75 pullosta pakastettiin kaksi ampullia soluja. Yhteen ampulliin pipetoitiin 1 ml
pakastusmediumia. Kun solut haluttiin sulattaa soluviljelmi& varten, tuli ne sulattaa
nopeasti. Ensin sulatettu solupakastusmedium suspensio sentrifugoitiin (400g, 5 mi-
nuuttia) ja laitettiin saatu solupelletti kasvatusmediumiin seké pipetoitiin se kasva-

tusalustalle.

7.4 Protokollan hakeminen ELISA- maaritykselle ja hormonitestaukset

Viljelmissé kaytettiin mahdollisimman puhtaita Schwannin soluviljelmid. Ensimmai-
sessd testauksessa soluja pleitattiin 96-kaivon levylle eri maarid. Yhdelle 96 - kaivon
levyn kaivolle pleitattiin 250, 500, 1000 tai 2000 solua. Mediumina kaytettiin D-
MEM:4, jossa oli 1 % tai 10 % FBS seerumi. Solumaaria testattiin seka +/- ettd -/-
solukannoilla. BrdU ELISA- maarityksessa kaytettiin 4 tunnin BrdU vaikutusaikaa.
Tasta saadut tulokset eivat tuottaneet haluttua lopputulosta, joten siirryttiin seuraa-

vaan testaukseen.

Toisessa testauksessa haluttiin testata isompia solumaérid ja BrdU:n vaikutusaikaa.
Mediumina ké&ytettiin proliferaatiomediumia, mika oli valmistettu punaisesta D-
MEM:sta. Forskoliinia ei lisatty levykasvatuksiin ollenkaan. Testattavana olivat so-
lumé&é&rat 250 — 6000 solua/kaivo. Péivana 2 testattiin 4 tunnin BrdU:n vaikutusaikaa
ja paivéna 4 testattiin 4 ja 24 tunnin vaikutusaikoja. Tarkoituksena oli 16ytaa solu-
maard, jonka absorbanssilukemat olisivat sopivat, jolloin testattavien aineiden vaiku-

tus olisi viela selvésti havaittavissa.
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Kolmantena testattiin mediumin, solumé&ardn ja BrdU:n vaikutusaikaa. Soluja
pleitattiin 96- levyn kaivoille 6000, 10 000, 20 000 ja 50 000 solua/kaivo. BrdU:n
vaikutusaika oli 18 h. Mediumina kaytettiin punaista tai varitontda D-MEM
proliferaatiomediumia. Tarkoituksena oli testata kahden erilaisen mediumin vaikutus

Schwannin solujen jakautumiselle.

Kun protokolla hormonien testaamiseen oli tehty, voitiin aloittaa hormonien testaus
Schwannin soluilla. Testattavina hormoneina olivat testosteroni (Sigma, Fluka,
86500), B-estradiol (Sigma, E2758) ja hCG (Sigma, C0684). Estradioli ja testosteroni
laimennettiin 96 % etanoliin sek& hCG laimennettiin steriiliin dH,O:een. Hormoneis-

ta testattiin pitoisuudet 0,001 nm, 0,1 nm, 10 nm ja 100 nm.

7.5 BrdU ELISA -méaéritys

Soluja pleitattiin medium — ja hormonitestauksia varten 96- levyn kaivoille eri maa-
rid. Solut pleitattiin 100 pl tilavuudessa 96- levyn kaivoille paivand 0. Mediumina
kaytettiin véaritontd D-MEM proliferaatiomediumia. Solujen jakautumista mitattiin
paivana kaksi ja nelja. Soluja inkuboitiin BrdU:lla 18 tuntia ennen kuin ne fiksoitiin
etanolilla 30 minuutin ajan. Etanolin poistamisen jalkeen solut késiteltiin blokkaus-
liuoksella 30 minuutin ajan. Seka etanolia ettd blokkausliuosta pipetoitiin 200 pl/
kaivo. Blokkausliuos poistettiin ja tilalle laitettiin 100 pl/kaivo Anti-BrdU-POD- liu-
osta 60 minuutin ajaksi. Sen jalkeen kaivot pestiin viisi kertaa 1 x PBS liuoksella.
Seuraavaksi soluja inkuboitiin 30 minuuttia substraattiliuoksella ja reaktio pysaytet-
tiin 25 pl/kaivo 1M H,SOg4:lla. Solujen jakautumien mitattiin spektofotometrilld
450nm suodattimella viiden minuutin sisélld reaktion pysédyttdmisestd. Tuloksena
saatava numeerinen data kasiteltiin Microsoft Excel- ohjelmalla. ELISA - méérityk-
sen protokolla on opinndytetyon liitteend 3. Liitteend 2 on esimerkkind 96- levyn

hormonitestauksista tehty pipetointikaavio.
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8 TUTKIMUKSEN TULOKSET

8.1 Schwannin solujen viljely

Schwannin +/- ja -/- solukantojen rakenne oli tunnistettavissa. -/- Schwannin soluvil-
jelméat olivat puhtaamman nakaisia, yksittaiset Schwannin solut olivat lyhyempid ja -
/- solut kasvoivat harvemmassa kuin +/- solut. -/- solujen kasvupotentiaali oli lyhy-
empi kuin +/- solujen. Ne kasvoivat hyvin passageen 5 asti, mutta sen jalkeen -/- so-
lut alkoivat irrota kasvualustaltaan ja forskoliinilla kasittely ei elvyttanyt soluja enti-
selleen. Forskoliinilla ké&sittely auttoi eniten -/- solujen elpymistd ennen passagea 5
tehtyja viljelmia. Forskoliinikésittelyssa -/- solut saivat muutaman pdivan ajaksi +/-
mediumia, jossa oli forskoliinia mukana. +/- solut kasvoivat tiheasti, viljelmét olivat
epépuhtaampia, yksittéiset Schwannin solut pitkid ja solut kasvoivat useita passagei-
ta. +/- solujen viljelmisté tuli sitd puhtaampia mit4d myéhemmaén vaiheen passage oli

kyseessa. Soluja kasvatettiin jopa passageen 12. Kuvissa 3 ja 4 on nahtavissa solu-

kantojen eroavaisuudet.
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Kuva 4. Faasikontrastimikroskoopilla otetut kuvat +/- soluista 10x- suurennoksella.

8.2  Protokollan hakeminen BrdU ELISA- méaritykselle

Ensimmaéisessé solumadratestauksessa testattiin solumaaria 250, 500, 1000 tai 2000
BrdU ELISA -méarityksen avulla. Soluja kasvatettiin 1 ja 10 %:ssa FBS mediumissa.
Paivan 2 mittaustuloksissa 1 % FBS mediumissa kasvatetut -/- ja +/- solut nayttivat
kasvavan hyvin absorbanssilukuja katsottaessa. Pdivan 2 mittaustuloksissa 10 % FBS
mediumissa kasvatetut -/- ja +/- solut eivat jaksaneet endd kasvaa. Solujen kasvupo-
tentiaali oli kédytetty loppuun jo pdivana 2. Solujen mikroskopointi osoitti sen, etta
Schwannin solut olivat 1ahes kokonaan havinneet ja fibroblastit sekd muut solut oli-
vat vallanneet 96- levyn kaivot kasvualustakseen. Paivén 4 mittaustulokset osoittivat
sen, ettd solut kasvoivat entistd huonommin ja ndyttivat entista huonommilta mikros-
kopoitaessa. Taméa protokolla ei tuottanut toivottuja tuloksia. Tulokset osoittivat sen,
ettd jatkossa tuli testata solujen kasvamista proliferaatiomediumissa isommilla solu-
maéarilla. Tulokset ovat nakyvissd kuvissa 9, 10, 11 ja 12.
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PVA2, 1% FBS -/- vs. +/-
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Kuvio 9. Pdivan 2 mittaustulokset 1 % FBS — mediumissa. Absorbanssilukemat
osoittavat ensi katsomalta -/- ja +/- solujen kasvavan péivané 2 hyvin 96-levyn kai-
voilla. Solujen mikroskopointi kertoo kuitenkin sen, ettd 1 % FBS mediumissa
Schwannin solut kuolevat nopeasti ja muut solut kuten fibroblastit alkavat kasvaa
vauhdilla. (Absorbanssi 450 nm.)

PVA2, 10% FBS -/- vs +/-
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Kuvio 10. Paivéan 2 mittaustulokset 10 % FBS — mediumissa. -/- ja +/- solujen kas-
vupotentiaali on kaytetty loppuun jo paivéna 2, kun soluja on kasvatettu 10 % FBS
mediumissa. (Absorbanssi 450 nm.)
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PVA4, 1 % FBS -/- vs. +/-
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Kuvio 11. Péivan 4 mittaustulokset 1 % FBS — mediumissa. Solujen kasvupotentiaali
laski edelleen paivana 4. Mikroskopointi osoitti vain fibroblastien olevan hengissa ja
Schwannin solujen kadonneen. (Absorbanssi 450 nm.)

PVA4, 10% FBS -/- vs. +/-
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Kuvio 12. Paivan 4 mittaustulokset 10 % FBS — mediumissa. Absorbanssilukemat
osoittavat solujen kasvupotentiaalin huonoksi edella mainituissa kasvuolosuhteissa.
(Absorbanssi 450 nm.)



45
Seuraavaksi tehdyssa solumaéra ja BrdU:n vaikutusaika testauksessa saadut tulokset
kertoivat uutta tietoa Schwannin solujen kasvatuksesta. Tulokset on tiivistetty tau-

lukkoon 3.

Taulukko 3. Tuloksia tiivistettyna.

Schwannin soluja voidaan kasvattaa 96- levyn kaivoilla.

Schwannin soluja voi laskea tietyn/halutun maaran.

Proliferaatiomedium BrdU ELISA - maaritykseen.

BrdU:n vaikutusaika pitaisi olla yli 4 tuntia, mutta alle 24 tuntia.

Alle 6000 solua/kaivo ei kannata kayttaa.

Tuloksista huomattiin, ettd Schwannin soluja voitiin kasvattaa 96- levyn kaivoilla, ja
laskea soluille tarkka solumaara. Alle 6000 solua/kaivo ei kannattanut kayttaa, koska
absorbanssilukemat olivat liian alhaiset. Proliferaatiomediumin kayttd oli hyva rat-
kaisu, koska siten Schwannin solut saivat tarvitsemaansa ravintoa ja solut jakautuivat
tasaisesti. Paivan 4 mittaustuloksissa 4 tunnin BrdU:n vaikutusajalla absorbanssilu-
kemissa oli hajontaa. BrdU:n vaikutusaika taytyi olla enemmaén kuin 4 tuntia, koska
solut jakautuvat hitaasti. 24 tunnin BrdU:n vaikutusaika oli taas liian pitk&, koska
absorbanssilukemat olivat 6000 solua/kaivo liian korkeat ja sama soluméaara 2 paivén
mittataustuloksissa vaikutti lupaavalta. Absorbanssilukemien tulisi olla 0,3 — 0,8 lu-
kemien alueella, jotta testattavien aineiden inhiboiva tai stimuloiva vaikutus olisi vie-
l& selvésti havaittavissa. Protokolla vaati vield testaamista. Solumaara ja BrdU:n vai-

kutusaika testauksen tulokset ovat nédkyvissa kuviossa 13.
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Solumaéra ja BrdU-testaus
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Kuvio 13. Solumadra ja BrdU:n vaikutusaika testaus. Erivéariset pylvaat kuvaavat eri
paivien mittauksia. Tulokset osoittivat sen, etta soluja pitdisi olla vahintdan 6000 so-
lua/kaivo. Sitd pienemmat soluméaarat antoivat liian alhaisia absorbanssilukemia.
BrdU:n vaikutusajalla oli paljon merkitystd. Neljan tunnin vaikutusaika aiheutti tu-
loksissa hajontaa solumaarien vélille ja 24 tunnin vaikutusaika antoi puolestaan liian
suuria absorbanssilukemia. Proliferaatimediumin kayttd, hieman alle 24 tunnin
BrdU:n vaikutusaika ja 6000 solua/kaivo alkoivat vaikuttaa hyvilta.

Kolmannessa testauksessa tuloksina saatiin paljon uutta tietoa mediumin merkityk-
sestd Schwannin solujen kasvulle, solumé&éristd ja BrdU:n vaikutusajasta. Solujen
kasvu ndkyi tasaisena absorbanssilukemana. Punaisella D-MEM proliferaatiome-
diumilla kasvatetut solut antoivat korkeampia absorbanssituloksia kuin vérittémalla
D-MEM proliferaatiomediumilla kasvatetut solut. Mediumin valinnalla todettiin ole-
van suuri merkitys Schwannin solujen kasvattamisessa. Parhaimmaksi solumaaraksi
osoittautui 6000 solua/kaivo. 20 000 solua/kaivo oli liikaa paivdn 4 mittauksissa,
koska solujen jakaantuminen oli pysahtynyt/taantunut. 50 000 solua/kaivo solut oli-
vat pienissd kasoissa kuopilla ja ne olivat huonon nakoisia. Todettiin, ettd 6000 so-
lua/kaivo absorbanssilukemat olivat seké paivana 2 etta 4 sopivat erilaisten aineiden
testaamiseen, jolloin aineiden mahdolliset vaikutukset olisivat viela havaittavissa.
Jatkossa oli kuitenkin tarkoitus testata useammalta potilaalta saatuja kasvaimia ja
samankin potilaan eri kasvainten solut kasvavat hieman eri tahtiin. Valitun solumé&é-
rén absorbanssilukemat sallisivat tallaisen vaihtelun. Saatu tulos toistettiin kertaal-

leen. Tulokset on esitetty kuviossa 14 ja 15.
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Kuvio 14. Medium, solumé&aré ja BrdU:n vaikutusaikatestaus pdivana 2. Pdivan 2
mittaustuloksissa oli kaytetty BrdU:n vaikutusaikana 18 h. Tuloksista oli
todettavissa, ettd punainen D-MEM proliferaatiomedium lisési selvasti Schwannin
solujen kasvua. Pdivan 2 mittaustuloksissa solumadrien 6000 — 20 000
absorbanssilukemat olivat hyvat erilaisten aineiden testaukseen.
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Kuvio 15. Medium, solumaaré ja BrdU:n vaikutusaikatestaus paivana 4. Pdivéan 4
mittaustuloksista oli parhaiten havaittavissa punaisen D-MEM:n solujen kasvua
lisddvé vaikutus 6000 solua/kaivo kohdalla. Tulokset osoittivat sen, ettd jatkossa
tulisi kayttdd 6000 solua/kaivo, varitontda D-MEM proliferaatiomediumia ja 18 h
BrdU:n vaikutusaikaa.

Edelld suoritettujen testauksien perusteella protokolla hormonien testaamisen
Schwannin soluilla BrdU:n ELISA- maééritykselld 96-levyn kaivoilla oli

mahdollistettu. Mediumina  pé&éatettiin ~ k&yttdd  véritonta  D-MEM
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proliferaatiomediumia ilman forskoliinia. Soluma&raksi valittiin 6000 solua/kaivo.
ELISA- mittaukset tehtdisiin pdivind 2 ja 4 solujen pleittaamisesta. BrdU
inkuboinniksi valittiin 18 tunnin vaikutusaika. Protokolla on opinndytetyon liitteend
3.

8.3 Hormonitestaukset

Protokolla I16ytymisen jélkeen voitiin aloittaa hormonien testaus Schwannin soluilla.
Testattavina hormoneina olivat testosteroni, 3-estradiol ja hCG. Estradioli ja testoste-

roni laimennettiin 96 % etanoliin sekda hCG laimennettiin steriiliin dH,O:een.

Tuloksina saatiin tietoa siitg, etta estradiolilla ja testosteronilla oli Schwannin solujen
jakaantumista lisddva vaikutus. Molemmista testattiin pitoisuudet 0,001 nM — 100
nM. Hormoneita testattiin seké +/- etta -/- soluilla edella kerrotun protokollan mukai-
sesti. Merkittavaa oli, ettd hormoneilla oli suurin vaikutus -/- soluihin. Estradiolilla ja
testosteronilla solujen jakaantumista eniten lisadva vaikutus nékyi pitoisuudessa 10
nM. Hormonien vaikutus nékyi suurempana péivana 4 kuin péivana 2. Tulokset on
esitetty kuvissa 16, 17, 18 ja 19.

Estradioli, PVA2 -/- vs. +/-
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m-/-

60 - m+/-

40 -
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20 -

Vehicle ctrl E 100 nM E 10 nM EO,1nM EO0,001 nM

Kuvio 16. Estradiolin vaikutus Schwannin solujen kasvuun pdivand 2. Pdivan 2
tuloksista voitiin todeta, ettd estradiolilla oli vaikutusta sekd -/- solujen ettda +/-
solujen kasvuun. -/- solujen kasvu liséantyi noin 10 - 20 % ja +/- solujen 10 %.
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Vehicle ctrl tarkoittaa solujen kasvua ilman hormonien vaikutusta. Vehiclen arvo on
asetettu 100 %:iin.

Testosteroni, PVA2 -/- vs. +/-
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Kuvio 17. Testosteronin vaikutus Schwannin solujen kasvuun paivéan 2 viljelmissa.
Testosteronilla oli myds solujen kasvua lisdéva vaikutus siten, ettd -/- solujen kasvu
lisadntyi noin 10 - 20 % ja +/- solujen 10 %. Vehiclen arvo on asetettu 100 %:iin.

Estradioli, PVA4 -/- vs. +/-
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Kuvio 18. Estradiolin vaikutus Schwannin solujen kasvuun pdivan 4 viljelmissa.
Paivan 4 tuloksissa Schwannin solujen kasvu lisadntyi jopa 200 %:lla pitoisuuksissa
0,001- 10 nM -/- soluilla. 0,001 — 10 nM pitoisuudet lis&sivat +/- solujen kasvua vain
noin 10 %. Vehiclen arvo on asetettu 100 %:iin.
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Kuvio 19. Testosteronin vaikutus Schwannin solujen kasvuun pdivana 4.
Testosteroni lisasi -/- Schwannin solujen kasvua 200 - 250% Kkaikilla testatuilla
pitoisuuksilla paivan 4 mittaustuloksissa. Testosteronin vaikutus +/- soluihin on
vahainen. Vehiclen arvo on asetettu 100 %:iin.

Seuraavaksi testattiin hCG hormonia samoilla pitoisuuksilla kuin estradiolia ja testo-

steronia testattiin eli 0,001 nM — 100 nM. Hormoneita testattiin sekd +/- ettd -/-

Schwannin solukannoilla. Merkittavaé oli, ettd hCG:lla oli Schwannin solujen kasvua

stimuloiva vaikutus sek& péivan 2 ettd 4 mittauksissa -/- soluihin ja inhiboiva vaiku-

tus +/- soluihin. Tulokset on havainnollistettu kuvissa 20 ja 21.
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Kuvio 20. HCG:n vaikutus Schwannin solujen kasvuun pdaivand 2. Paivan 2
mittaustuloksissa on huomioitavissa se, ettd hCG stimuloi -/- solujen kasvamista 30 —

50 % ja inhiboi noin 10 % +/- solujen kasvamista. Vehicle arvo on 100%.
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Kuvio 21. HCG:n vaikutus Schwannin solujen kasvuun pdaivdna 4. Péaivan 4
tuloksissa Schwannin solujen kasvu lisaantyi noin 160 %:lla pitoisuuksissa 0,001-
10 nM -/- soluilla. Mielenkiintoista oli, ettd hCG inhiboi +/- Schwannin solujen

kasvua 15 — 40 %.
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9 YHTEENVETO JAPOHDINTA

Ihon hyvénlaatuisten kasvaimien ja hormonien tutkiminen Schwannin soluilla solu-
viljelymenetelmin on jo pitkaan ollut mielenkiinnon kohteena, mutta silti siité on jul-
kaistu aika vahan tuloksia. Tutkimukset osoittivat, ettd Schwannin soluilla pystytaan
tekeméan tarkkojakin soluviljelymaarityksid. Tatd tietoa ei ollut tutkimusryhmés-
sdmme ennen ndiden tutkimusten tekemista. Tutkimuksen tavoitteet tayttyivat hyvin.
Suunnittelin ja kehitin itsendisesti protokollan hormonitestauksia varten Schwannin

soluilla.

Opinnaytetyoni yhtend tavoitteena oli opetella viljelemaan Schwannin soluja ja ope-
tella tunnistamaan solujen +/- ja -/- kannat. Tutkimusryhmaéssa kaytettya solujen vil-
jelyprotokollaa tuli myos kehittdd mahdollisuuksien mukaan. Viljelyprotokollan ja
solukantojen tunnistamisen opettelun jalkeen viljelyprotokollassa oli hieman kehit-
tdmisen varaa. Pullovaiheessa olevien viljelmien kasvatusnesteesta vaihdettiin vain
puolet tilavuudesta, koska tutkimuksen aikana tuli ilmi, ettd solut kasvoivat siten pa-
remmin. Aikaisemmin viljelmista oli vaihdettu lahes aina koko mediumtilavuus ker-
ralla. Passagessa O oli hyva vaihtaa koko mediumtilavuus, koska viljelméssa oli pal-
jon irtonaisia soluja seké& pienid kudospaloja. Isommissa passageissa viljelmat olivat
puhtaamman nakaisia, joten silloin ei ollut tarvetta vaihtaa koko tilavuutta kasvatus-
nestettd. Oletuksena oli, ettd solut erittivat tarkeitd aineita toisilleen kasvatusnestees-
s&. Toinen muutos protokollassa oli se, ettd dissociation medium pestiin pois. Kas-
vainten palasien hajotuksesta sentrifugoitu solupelletti suspensoitiin D-MEM:114 ja
solut sentrifugoitiin uudelleen. Solut puhdistettiin dissociation eli hajotusmediumista.

Aikaisemmin pesua ei ollut tehty.

Schwannin solujen -/- ja +/- kantojen rakenne on toisistaan huomattavasti poikkeava.
Tutkimustulokset osoittivat, ettd -/- soluilla tehdyt jatkotutkimukset kannattaa ajoit-
taa passagella 2 - 5 tehtyihin viljelmiin, kun taas +/- soluilla tutkimuksia voidaan jat-
kaa tarvittaessa pidempéan. Schwannin solujen -/- solujen kasvupotentiaali alkaa
loppua passagen 5 jalkeen. Soluja voidaan yrittda elvyttdd forskoliinia sisaltavalla
proliferaatiomediumilla, mutta avun vaikutus on hyvin lyhytaikainen tai riittdméaton

ELISA- médritysta varten. Todettiin, ettd -/- solut olivat puhtaampia Schwannin so-
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luviljelmia kuin +/- solut. Testauksien ajoittaminen alkuvaiheen passageihin tuottaa

parhaan tuloksen.

Yksi tarkeimmistd tutkimustuloksista oli se, ettd on erittdin oleellista huomioida D-
MEM:n koostumus testattaessa aineita Schwannin soluilla. Tutkimusryhméssamme
oli aina kasvatettu soluja punaisella D-MEM — mediumilla. Tiesin aikaisemmista tut-
kimuksista johtuen sen, ettd hormonitestaukset tulisi tehda varittoméalla mediumilla.
D-MEM:ssé punaisena variaineena oleva fenolin puna on estrogeenin kaltainen jéljit-
telijd ja sen rakenne muistuttaa huomattavan paljon estrogeenin rakennetta. Siita
syysta fenolin puna tarttuu helposti Schwannin solujen estrogeenireseptoriin. Punai-
nen D-MEM lisési Schwannin solujen kasvua jopa 50 prosenttia, jolloin hormonites-
tauksien ldhtokohta Schwannin solujen kasvulle olisi ollut liian korkea absorbanssi-
lukemia ajatellen. Schwannin soluja kannattaa kasvattaa jatkossakin punaisessa D-
MEM proliferaatiomediumissa, mutta hormonitestaukset ja muut ainetestaukset pi-
téisi tehda jatkossa varittomassa D-MEM proliferaatiomediumissa. Tutkimuksen ai-
kana huomattiin myds, ettd Schwannin solut eivét olisi kasvaneet kovin hyvin tai niin

useita passageita varittomassa D-MEM proliferaatiomediumissa.

Schwannin solujen viljelyssa taytyy huomioida myds se, etta eri potilaiden yksittdiset
tuumorit kasvavat kukin omaa tahtiaan. Viljelmat tarvitsevat jatkuvaa seuraamista,
silld kasvatusalustan taytyttyd 70 — 80 prosenttisesti, taytyy viljelméa jakaa uudelle
kasvatusalustalle. Hormonitestauksissa oli puolestaan térke&d, ettd kaivot eivat saa-
neet olla liian tdynna soluja pdivana 4, koska testattavien aineiden inhiboiva tai sti-

muloiva vaikutus pitéisi olla selvasti havaittavissa.

Tutkimuksen tavoitteena oli selvittdd vaikuttaako ihon hyvénlaatuisten kasvaimien
syntyyn ja lisddntymiseen jokin hormonaalinen tekijd murrosidssd, raskauden ja
vaihdevuosien aikana. Sukupuolihormonit vaikuttavat ihmisen eri ikdkausissa seka
miehiin ettd naisiin. Tutkimuksessa testattavia hormoneita 16ytyy molemmista suku-
puolista eri pitoisuuksia. Tutkimuksen tulokset antoivat uutta tietoa -/- solujen ja +/-
solujen kayttaytymisesta estradiolin, testosteronin ja hCG:n lasna ollessa. Hormonit
néyttivat tutkimustulosten perusteella vaikuttavan padasiassa -/- solujen kasvun li-
sdantymiseen. Naiden solujen kasvu liséantyi péivan 4 viljelmissa jopa yli 200 %.

Paivan 2 viljelmissé oli myds néhtavissa estradiolin ja testosteronin noin 10 - 20 %:n
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stimulointi +/- solujen kasvamisessa. HCG puolestaan inhiboi +/- Schwannin solujen
kasvua jopa 15 — 40 %. Tulokset osoittavat selkeasti, ettd NF1 -/- genotyypin

Schwannin solut ovat erityisen herkkid sukupuolihormonien vaikutuksille.

Jatkossa voisi testata hormonien vaikutusta Schwannin soluilla useammilla potilas-
naytteilla. Jo yhden potilaan eri kasvainten solupopulaatiossa oli huomattavia eroja,
mutta tehty protokolla huomioi néistd aiheutuvan vaihtelun. Olisi myds mielenkiin-
toista tutkia, kuinka estradioli ja hCG seké testosteroni ja hCG reagoisivat yhdessa
Schwannin solujen kasvuun. BrdU ELISA -menetelm&a voisi tarvittaessa testata

my06s muihin tutkimusryhmassdmme tehtaviin soluviljelmien soluihin.
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LITE 1

Schwannin solut

A) Neurofibroomien kasittely ja preinkubointi (keskiviikko tai perjantai)

1. Tuumori haetaan TYKS:sta ja laitetaan 15ml:n falconiin, jossa on n. 3mi
RPMI- mediumia (Gibco RPMI 1640) ja 1/10 osa penicillin streptomycinia
(Gibco). (Ota mukaan pasteur-pipettejd, 15 ml:n falconputkia, seka nestetyp-
ped ja foliota isompia tuumoreita varten — laitetaan -70 °C:een.)

2. Merkkaa yl6s potilaan numero, tuumorin numero ja se, mista tuumori on ope-
roitu. ( Esim. E26, TU30, niska.)

Seuraavat tydvaiheet tehdaan soluviljelyssa laminaarikaapissa:

3. “Kippaa” tuumori RPMI- mediumeineen lasimaljalle. Poista iho kasvaimesta
ja pilko tuumori noin @ 3mm:n paloiksi.

4. Siirra tuumorin palat 50ml:n falconiin, jossa on preinkubaatiomediumia.
(Isoille paloille 10 ml mediumia ja pienille paloille 5 ml mediumia.)

5. Preinkuboi kasvainta n. 3-5 vrk 5 % CO,-kaapissa +37 °C:ssa.

Preinkubaatiomedium 10 ml:

DMEM 8,5 ml

FBS (inaktivoimaton USA) 1 ml (10 %)

Penicillin Streptomycin 500 pl (5%, 500 U/ml)
Forskolin (10mM) 2 ul (2uM)

Fungizone 50 pl (1:100-1:1000; 1:200)

B) Kasvaimen/kudoksen kemiallinen ja mekaaninen hajotus (maanantai

1. Ime preinkubaatiomedium pois ja pipetoi 3-6ml dissociation mediumia.
2. Inkuboi 18-24 h 5 % CO,-kaapissa +37 °C:ssa.

Dissociation medium 10 ml:

DMEM 7,4 ml

FBS (inaktivoimaton USA) 1 ml (10%)
Collagenaasi typel (10mg/ml) 1,28 ml (160 U/ml)
Dispaasi (grade 1) (20U/ml)~ 400 pl (0.8 U/ml)

* lyofilisoitu jauhe liuotettu 2 ml:aan (HUOM! Plossa 40U/mg) dH,0, jolloin saadaan 25x Stock
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C) Viljelypullojen, -maljojen tai -levyjen couttaus lysiinill (maanantai)

Paallystysaineet matkivat soluvaliainetta. Paallystetyt viljelyalustat sailyvéat jaa-
kaapissa viikon.

1. Pé&allysta viljelyalustat Poly-L-lysiinilld 1mg/ml steriilid 1 x PBS:a tunnin
ajan RT®. (Stock: 50 mg/ml eli 200ul1/20ml)

2. Pese 1xPBS:ll&

3. Lis&a laminiiniliuos 4 pg/ml 1x PBS 20 min - 1h +37 °C:ssa. (50ul/10ml)

4. Pese 1 x PBS:II&.

D) Schwannin solujen viljely iistai)

1. Hajota kasvaimen palaset suspensoimalla ensin 5 ml:n pipetilla ja sitten

100ul pipetin karjella ja pipetilla.

Fuugaa 1200 rpm/ 10 min

Ime dissociation medium pois ja suspensoi solupelletti 5ml:aan DMEM:4.

Fuugaa 1200 rpm/10 min

Ime medium pois ja pipetoi solupelletille +/- proliferaatiomediumia tarvittava

méaara seka suspensoi. (1 tuumorin solut + 3ml mediumia, 2:lle 6-kaivon le-

vyn kuopalle; a’ 1,5ml mediumsolususpensiota)

6. Jaa solususpensio coutatuille kasvatusalustoille. (pienesta kasvaimesta kaikKki
solususpensio kahdelle 6-kaivon levyn kaivolle. Jne....)

7. Vaihda medium 2 vrk:n kuluttua samalla +/- soluille, kun laitat puolelle so-
luista -/- mediumin. (torstai)

okrwn

Proliferaatiomedium 10ml (SC+/-): Proliferaatiomedium 10ml (SC-/-):

DMEM 9ml DMEM 9gml

FBS USA (ei i) 1 ml (10 %) FBS USA (ei i) 1 ml (10 %)

PS 100 pl (100 U/ml; 1 %) PS 100pI (100 U/ml; 1 %)
IBMX (1 M DMSO:ssa) 5 pl (0,5 mM) IBMX (1 M DMSO:ssa) 5 pl (0,5 mM)
Betal-heregulin (5 pM) 20 pl (10 nm) Betal-heregulin (5 uM) 20 pl (10 nm)

Insulin (2 mg/ml) 12,5 pl (2.5 pg/ml) Insulin (2 mg/ml) 12,5 pl (2.5 pg/ml)
Forskolin (10mM) 0,5 ul (0,5 uM)*

*Forskoliini stokin (10mM) voi laimentaa 1:10. Laimennosta laitetaan 5pl/10ml:aan me-
diumia.
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E) NF1 -/- solujen kasittely seuraavasta paivasta alkaen (keskiviikko ja torstai)

1.

.

Vaihda niille soluille seerumivapaa N2-medium, jotka haluat rikastaa -/- so-
luiksi. Ime +/- medium pois ja lisdd N2 mediumia. Inkuboi 5 % CO, +37
°C:ssa yon yli.

N2- medium 10ml (SC-/-):

DMEM 7,3 ml (73 %)

F12 2,5 ml (25 %)
PS 100 pl (100 U/ml; 1 %)
N2-supplement 100 pl (1 %)

Vaihda seuraavana pdivana -/- soluille ilman forskoliinia oleva proliferaa-
tiomedium. Vaihda samalla +/- soluille medium.

Vaihda medium joka 3. tai 4. paiva.

Solut irrotetaan 0,05 % trypsin-EDTA:Ila, kun kaivosta on n.70 - 80 % kon-
fluentti, ja jaetaan uusiin kaivoihin. (Muista coutatuille kasvualustoille!)

Trypsinointi: Trypsiini-EDTA sulatetaan 1&mpokaapissa (+37 °C). Mediumit imetdén pois kasvualustoista ja soluja
pestaan kerran steriililla 1 x PBS:114, minka jélkeen solujen paalle pipetoitiin trypsiini-EDTA- liuosta (6-kaivon le-
vyn kuopalle 1ml, T25 plolle 2 ml). Trypsiinin annetaan vaikuttaa hiilidioksidikaapissa noin 5 min. Solujen irtoa-
mista seurataan mikroskoopilla. Levyé tai pulloa ravistelllaan voimakkaasti solujen irtoamisen edistdmiseksi. Kun
solut ovat irronneet, trypsiini-EDTA inaktivoidaan seerumia sisaltavélld mediumilla (DMEM + 10 % FBS) ja sentri-
fugoidaan pois (1000 rpm, 10 min).



LIITE 2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Vehicle | Vehicle | Vehicle | Vehicle
Blank | Blank | Blank | Blank |ctrl ctrl ctrl ctrl E107 |E107 |E107 |E107
E10® |E10® |E10® |E10® |E10%™ |E10"™ |E10%™ |E10" |E10% |E10" |E10% |E10™
Te107 |Te107 |Te10” |Te107 |Te10® |Te10® |[Te10® | Te10® |Te10™ | Te10™ | Te 10 | Te 10
-/-
Te10%? | Te10%? | Te 10 | Te 10 solut
Vehicle | Vehicle | Vehicle | Vehicle +-
Blank | Blank | Blank | Blank |ctrl ctrl ctrl ctrl E107 |E107 |E107 |E107 |Ssolut
E10® |E10® |E10® |E10® |E10"™ |E10"™ |E10™ |E10"™ |E10%® |E10™ |E10% |E10™
Te107 |Te107 |Te10” |Te107 |Te10® |Te10® |Te10® | Te10® |Te10™ | Te10™ | Te 10 | Te 10™
Te10™ | Te10* | Te 10™ | Te 10
Blank Vehicle
ctrl
Viljelymedium 100 pl 100 pl
Solumaara - 6000
BrdU 10 pl 10 ul
Etanoli 0,1 M| 0,1 M|




LITE 3

TEST X

Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric) VKOX

(Cat. No. 11 647 229 001, Roche)
Dilute BrdU labelling reagent (bottle 1) 1:100 with sterile culture medium

5ul BrdU + 495yl culture medium (resulting concentration: 100uM BrdU, store at -20°C).
Ready diluted in -20°C

Day 0; Plate the cells!

Plate the cells in 100 pl medium into 96-well micro-titer-plate (flat-bottomed). (100ul/well)

Plate 2 plates:
2 plates with day 2 and 4

Number of cells: (n =4)
6000

1. Add day 1 and 3 10 ul of BrdU labelling solution at 03.00pm to 100ul well
and incubate 18h +37°C.

2. After 18 (at 09.00am) hour incubation tap micro plate to remove labelling
medium.

3. Add 200ul/well FixDenat solution (bottle 2) and incubate 30 min RT°C

4. Tap micro plate to remove FixDenat.

5. Add Blocking reagent 200 pl/well and incubate 30 min RT °C ilute the al-
iquots in -20C- 1:10 with sterile dist water. For 96-well block 2mlI+18ml dH,0]

6. Tap micro plate to remove Blocking reagent.

7. Dilute Anti-BrdU-POD stock solution 1:100 with antibody dilution solu-
tion (for 96 well: 100ul Anti-BrdU-POD + 9900ulof ant.dil sol)

8. Add 100ul/well Anti-BrdU-POD antibody working solution and incubate
60 min RT °C

9. Tap micro plate to remove antibody conjugate

10. Wash micro plate with 1 X PBS 25oul/well. TWO quick rinse and then 3

x 5 min RT°C (Remove washing solution by tapping; washing buffer concentrate
was diluted 1:10 in double-distilled water)

11. Tap micro plate to remove washing solution.

12. Add 100ul/well Substrate and incubate 30 min RTCC.

Measurements

13. Then add the stop solution 25ul 1M H,SO, and incubate 1 min. on the
shaker. Measure the absorbance at 450nm within 5 min.



