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Tutkielma on kirjallisuuskatsaus ja kasittelee pdan ja kaulan alueen sydpid, niiden
epidemiologiaa sekd epigeneettisia muutoksia, jotka vaikuttavat syopien kehittymiseen.
Syoparyhma on hyvin monimuotoinen ja sen esiintyvyys vaihtelee runsaasti eri maanosien
vdlilla. Ennen pdan ja kaulan alueen sydpid pidettiin lahinna tupakoivien ja alkoholia
runsaasti kdyttavien idkkdiden ihmisten sydpana. Viimeisten vuosikymmenien aikana on
saatu enenevadssa maarin uutta tietoa siitd, ettd ihmisen papilloomavirustartunta (HPV) voi
aiheuttaa osan pdan ja kaulan alueen syodvistd, etenkin suunielun sydpida, minkd johdosta
naita syopia esiintyy myds nuoremmilla tupakoimattomilla ja ei alkoholia kayttavilla
henkildilla.

Tiedetddn, ettd geenien mutaatiot, jotka aiheuttavat hairidita geenisekvensseissa voivat
johtaa syOpdsolujen syntyyn. Epigeneettiset muutokset, joista yleisin on DNA metylaatio,
taas muuttavat geenin toimintaa ilman etta itse geenisekvenssi muuttuu. Nama muutokset
ovat periaatteessa reversiibeleja, ja ne kuuluvat osana yksildon normaalia kehitystda, mutta
niitd on osoitettu myo6s I6ytyvan syodvista. Naiden haitallisten muutosten osoittamisella voi
olla tulevaisuudessa suuri merkitys syopien diagnostiikassa ja hoidossa, koska muutoksia
pystytddan mahdollisesti ladkkeellisesti palauttamaan seka niiden avulla pystytaan arvioimaan
syopien luonnetta. Taman vuoksi epigeneettiset muutokset ovat tiiviin tutkinnan kohteena.

Toinen tdrked diagnostinen ja hoitolinjaa maarittava tekija on HPV:n osoitus sydvadssa. Se
onkin talla hetkelld yksi tarkeimmista biomarkkereista paan ja kaulan alueen syévissa. Myos
DNA metylaation perustuvia molekyylimarkkereita, sekd mutaatioihin perustuvia
markkereita on kaytéssa padan ja kaulan alueen syovissa. Tulevaisuuden hoito tulee
todennadkdisesti pitkalti perustumaan lukuisten biomarkkereiden perusteella pohjautuvaan
kohdennettuun terapiaan, jolloin kukin sydpdpotilas saa yksil6llista hoitoa juuri siihen
syOpatyyppiin ja sen sisdltamiin geneettisiin ja epigeneettisiin muutoksiin mita itse sairastaa.

Avainsanat: pdan ja kaulan alueen syovat, DNA metylaatio, HPV, biomarkkeri
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1. Johdanto

Syopien etiologia on moninainen ja eri syovilla on osittain eri tekijat taustalla. Joillakin syo6villa
periytyvyydelld on suuri merkitys syovan kehittymiseen, kun taas toisilla ymparistotekijat ovat
ratkaisevassa asemassa. On tarkedad tuntea, miten syodpdsolut muuttavat normaalien solujen

molekyylibiologiaa, jotta uusia tehokkaampia hoitomuotoja voitaisiin kehittaa.

Tassa kirjallisuuskatsauksessa kasitellddn paan ja kaulan alueen levyepiteelikarsinoomia, painottuen
suuontelon ja suunielun levyepiteelikarsinoomiin, sekd niissa esiintyviin epigeneettisiin muutoksiin,
erityisesti metylaatioihin. On tarkeaa, ettd hammaslaakarit seka ladkarit tunnistavat pahanlaatuiset
muutokset ajoissa, jotta hoito saadaan aloitettua varhain, silld paan ja kaulan alueen syovat ovat

huonoennusteisia ja aikainen diagnoosi parantaa ennustetta huomattavasti.

Ihmisen papilloomaviruksen eli HPV:n yhteys kohdunkaulansy6piin on tunnettu jo pitkdan. HPV:n
yhteyttd paan ja kaulan alueen syopiin, eritoten suunielun syopiin, on alettu myds enenevassa
maarin tutkia. Kirjallisuuskatsauksessa kasitelldan lopuksi HPV- positiivisten ja -negatiivisten pdan ja
kaulan alueen syopien epigeneettisid eroavaisuuksia, silla on havaittu, ettd kyseisilld syovilld on eri
hoitoennusteet sekd -vasteet. Aihe on hyvin ajankohtainen, silla HPV-rokotukset on otettu mukaan

tyttéjen kansalliseen rokotusohjelmaan vuonna 2013.

2. Paan ja kaulan alueen syévat

Pdan ja kaulan alueen syopiin kuuluu suuri ryhma eri syopia, jotka ovat pddasiassa
levyepiteelikarsinoomia. Padn ja kaulan alueen syOpiin luetaan muun muassa syovat, jotka ovat
lahtoisin huulesta, suuontelosta, nendontelosta, nenadn sivuonteloista, nenanielusta, kurkunpaasta
ja/tai suunielusta, johon kuuluvat muun muassa kielen tyvi, nieluristat ja pehmea suulaki seka nielun
alaosa eli hypopharynx. (Joensuu ym. 2013.) Primaarikasvaimen |dhtokohtaa on kuitenkin toisinaan
vaikea maarittdad padan ja kaulan alueella ja rajat syoparyhman sisdllda ovat talloin vaikeasti
erotettavissa. Nama seikat osaltaan hankaloittavat paan ja kaulan alueen syopien tutkimista ja tiedon

kokoomista.



Suuonteloon kuuluvat huulien sisdpinnat, kielen etuosa (2/3 kielestd), ikenet, posken limakalvot,
suunpohja seka kova suulaki. Takaosistaan suuontelo rajautuu kovan ja pehmedan suulaen rajalle,
etulakikaareen seka kielen vallinystyihin, jotka sijaitsevat kielen etu- ja takaosan rajapinnalla (kuva 1)

(Joensuu ym. 2013).
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Kuva 1. Suuontelo (muokattu Joensuu ym. 2013). Punaisella kirjoitetut alueet eivat kuulu suuonteloon.

Nielu koostuu kolmesta osasta: nenanielu, suunielu ja alanielu (kuva 2). Suunielu on sen
keskimmainen osa, johon kuuluvat pehmeéa suulaki, kielen tyvi seka risakudokset. Risakudosten
luokitukset voivat vaihdella tutkimuksittain, silld vuonna 1993 niiden ICD-koodi muutettiin. Ennen
nielurisojen syovat kuuluivat suunielun maligniteetteihin, kun taas nykyaan niilld on oma ICD-
koodinsa C09, johon taas eivat kuulu kielirisojen syovat (C02.4) eivatka kitarisojen syovat (C11.1)
(International Statistical Classification of Diseases and Related Health Problems 10th Revision, 2010).

Eri-ikaisissa tutkimuksissa risasyovat kattavat toisistaan poikkeavia kudosryhmia.
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Kuva 2. Suun alueen anatomia (kuva muokattu http://biology-

forums.com/index.php?action=gallery;sa=view;id=8468).

2.1 Epidemiologia

Paan ja kaulan alueen syovistd huulen ja suuontelon syopa on miesten 11. yleisin sydpa maailmassa
ja kurkunpdan syopa on sijalla 13. Mikddn ndistd syovistd ei ole naisten 15 yleisimman sydvan
joukossa (GLOBOCAN. http://globocan.iarc.fr/). Ndiden sy6pien esiintyvyys vaihtelee kuitenkin
suuresti eri maanosien valilla (GLOBOCAN. http://globocan.iarc.fr/, Suusyopa. Kaypa hoito 2012.)
Miehilld paan ja kaulan alueen sydvan esiintyvyys on yli kaksinkertainen naisiin verrattuna.
Papilloomavirustartuntaan liittyvien suunielun syopien esiintyvyys on lisddntymassd molemmilla

sukupuolilla. (Cancer facts and figure 2013.)

Vuosien 2009-2013 aikana todettiin Suomessa syoparekisterin (www.syoparekisteri.fi) tilastojen
mukaan 597 uutta suun ja nielun alueen sy6péatapausta vuodessa ja syopakuolemien maara kyseisella
ajanjaksolla oli vuodessa 193 potilasta. Myds Suomessa kyseisia syopid esiintyy enemman miehilla
kuin naisilla. Kuvassa 3 on eritelty naisten ja miesten suun ja nielun sekd suuontelon syépien
ilmaantuvuudet Suomessa (kuva 3). Maailman terveysjarjesté (WHO) on tilastoinut vuonna 2012

uusia paan ja kaulan alueen syopia (C00-14, C32) 686 328 ja siihen kuoli arviolta 375 665 potilasta



maailmalla. N&ihin arvoihin on huomioitu huulen, suuontelon, nielun ja kurkunpdan syo6vat.

(GLOBOCAN.)
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Kuva 3. Suun ja nielun sekd suuontelon sybpien ilmaantuvuus Suomessa vuosina 1995 - 2013. limaantuvuus

100 000 henkea kohden, molemmat sukupuolet ja kaikki ikdryhmat mukaan luettuna. (NORDCAN.)

Kuvassa 4 nakyy huulen ja suuontelon syodpien riskialueet maailmanlaajuisesti. Euroopan maista
muun muassa Espanjassa, Ranskassa ja Saksassa ndiden syOpien esiintyvyys on huomattavaa.
Australiassa, Papua-Uusi-Guineassa seka Intiassa sydpien ilmaantuvuus on myods suuri (Kuva 4).
Kehittyneissd maissa paan ja kaulan alueen sydvat kasittdavat noin 5% kaikista pahanlaatuisista
syovistd, mutta Kaakkois-Aasiassa luku voi nousta jopa 50 %:iin ja kyseiset syovat ovatkin Eteld- ja
Kaakkois-Aasiassa yleisimpien syOpien joukossa (van Oijen ja Slootweg 2000, Llewellyn ym. 2001).
Eteld- ja Kaakkois-Aasian korkea syopadilmaantuvuus on yhteydessd betelpdhkindn pureskeluun

(Argiris 2008).



Arvioitu ikdvakioitu ilmaantuvuus 100 000 henkilda kohden: huulen ja suuontelon syvat. Kaikki ikdluokat, molemmat sukupuolet.
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Kuva 4. Huulen ja suuontelon sydpien riskialueet (muokattu GLOBOCAN)

P3dan ja kaulan alueen syopda on aiemmin pidetty idkkdiden ihmisten sy6pana. Syopa on kuitenkin
yleistynyt alle 60-vuotiaiden keskuudessa viime vuosikymmenen aikana (Gillison ym. 2007). Alle 45-
vuotiailla oli 2000-luvun alussa arviolta 6 % kaikista suuontelon ja suunielun syovista (Llewellyn ym.

2001).

2.2 Riskitekijat

Paan ja kaulan alueen levyepiteelikarsinoomien tarkeimmat yksittdiset vaaratekijat ovat tupakointi ja
runsas alkoholin kaytto, jotka selittavat noin 75 % naista syovista (Argiris ym. 2008). HPV-infektio on
myo0s itsendinen riskitekija ja sen merkitys on erittdin keskeinen suunielun sydvissd (Brennan ym.
1995, Crowe ym. 2002, Argiris ym. 2008, Suusybpa. Kaypa hoito 2012). Ultraviolettisateily on
riskitekija etenkin huulisyovan kehittymiselle. Nuuskan kdyton arvellaan myos lisdavan suusyopariskia
ja syopariski on riippuvainen muun muassa kdytetyn nuuskan valmistustavasta. My6s suuvesien,
joiden alkoholipitoisuus ylittdd 25 %, pitkdaikaisella kaytolla on yhteys lisdantyneeseen
suusyopadriskiin. Ravinnon merkitystd on tutkittu suusyovan kehittymisen yhteydessa ja on todettu
ettd monipuolisella ruokavaliolla sekd tuoreiden hedelmien ja vihannesten sekd kalan kaytolla on
suotuisia vaikutuksia syovan kehittymiseen, kun taas runsas lihan syonti saattaa lisdtad suusyopariskia.

(Suusyopa. Kaypa hoito 2012.) On myo6s mainittava, ettad paan ja kaulan alueen syovat voivat liittya



erdisiin periytyviin syndroomiin, esimerkkind Fanconin anemia, mutta tdma on erittdin harvinaista

(Suusyopa. Kaypa hoito 2012, Joensuu ym. 2013).

2.2.1 Tupakka ja alkoholi

Runsas tupakointi ja alkoholin kdyttd ovat paariskitekijat paan ja kaulan alueen syovissa. Pelkastdan
tupakoinnin on todettu kuusinkertaistavan suuontelon sydpariskia. Tupakoinnilla on suurin vaikutus
kurkunpdan syopien ilmaantuvuuteen: tupakoivilla on 20-kertainen riski saada kurkunpdan syopa
kuin tupakoimattomilla. (Joensuu ym. 2013.) Seka tupakoinnista etta alkoholinkulutuksesta johtuviin
syopdriskeihin vaikuttaa vahvasti niiden annosmaarat ja sen lisdksi niiden yhtaaikaisella kaytolla on
todettu olevan synergistinen vaikutus. Myos alkoholin tyypilld saattaa olla merkitystd syopien
kehittymiseen: oluen ja vdkevien alkoholijuomien on todettu olevan haitallisempia kuin esimerkiksi
viinin. Alkoholilla ja tupakalla on todettu olevan yhteys arviolta 75 %:iin suuontelon ja nielun syopiin.

(Blot ym. 1988).

Etanoli ei ole sybpda aiheuttava aine elimistolle ja kudoksille, mutta sen hapettumistuote
asetaldehydi on. Etanolin oksidaatio sisadltda kaksi reaktiota: ensimmaisessa etanoli hapettuu
astealdehydiksi sytosolissa olevan alkoholidehydrogenaasin avulla ja toisessa asetaldehydi hapettuu
asetaatiksi mitokondriossa aldehydidehydrogenaasin (ALDH) avulla. (Salaspuro 2003.) Alkoholin
haitalliset  vaikutukset syntyvdat siis etanolin  hapettuessa elimistdossd asetaldehydiksi
alkoholidehydrogenaasi-entsyymien avulla. Asetaatti, joka on etanolin hapettumisreaktion
lopputuote on myrkyton ja sen elimistd pystyy poistamaan. (Chang ym. 2011.) Tadman
happetumisreitin lisdksi on todettu, ettd myés mikrosomaalinen etanolin oksidaatioreitti hapettaa

etanolia asetaldehydiksi (Salaspuro 2003).

Asetaldehydin karsinogeenisyys saattaa selittyd sen kykyyn hdairitd DNA synteesid ja DNA:n
korjausmekanismeja seka asetaldehydin kykyyn liittyd proteiineihin, jolloin niiden muoto ja toiminta
hdiriintyy. On myo6s osoitettu, ettd alkoholidehydrogenaaseja koodaavien geenien polymorfismit
vaikuttavat pdan ja kaulan alueen kohonneeseen syoOpariskiin. On esitetty, ettd asetaldehydi ei
yksinaan selittaisi alkoholin karsinogeenisyyttd, vaan etta etanolilla olisi kyky liuottaa tupakansavusta
karsinogeeneja ja ndin ollen lisdisi kemiallista karsinogeenisyyttd. (Chang ym. 2011.) Salaspuro ja

tyoryhma (2015) kirjoittivat vastikdan Ladkarilehteen ALDH:n pistemutaation ja sen aiheuttamasta



ALDH:n puutteen yleisyydesta vdestossa. ALDH2:n puutetta esiintyy huomattavassa maarin ja silld on
todettu selvd yhteys ylaruoansulatuskanavan syopiin. He mainitsevat asetaldehydin olevan kenties
maailman yleisin karsinogeeni, jota on alkoholin lisdksi kosmetiikka- ja elintarviketuotteissa seka

tupakansavussa. (Salaspuro ym. 2015.)

Vaikka valtaosa etanolin hapettumisesta tapahtuukin maksassa, on myds osoitettu ettd osa etanolin
oksidaatiosta asetaldehydiksi tapahtuu syljessd, mahanesteissa ja paksusuolen luumenissa. Useat
suoliston normaaliflooraan kuuluvat bakteerit seka sylkirauhaset ja limakalvot pystyvat hapettamaan
etanolia asetaldehydiksi, mika selittdisi osaltaan sitd miksi runsas alkoholin kaytto liittyy

kohonneeseen riskiin saada ruoansulatuskanavan alueen sy6pa. (Salaspuro 2003.)

Yksi tupakansavun sisdltamistd lukuisista karsinogeeneistd on myos asetaldehydi. Salaspuro ja
Salaspuro (2004) osoittivat tutkimuksessaan miten alkoholin ja tupakoimisen yhtaikainen kaytto lisaa
moninkertaisesti asetaldehydin maaraa paikallisesti. Heiddn tutkimuksessaan verrattiin tupakoivia
henkilditda tupakoimattomiin, joille molemmille annettiin vakiomaara etanolia painokiloa kohden.
Ensimmaisessd osassa tutkimusta asetaldehydikonsentraatio mitattiin syljestd molemmilta ryhmilta
etanolin annostelun jalkeen, mutta tupakoivatkaan henkilot eivdt saaneet polttaa tana aikana.
Tupakoivilla todettiin olevan kuitenkin kaksinkertainen maara asetaldehydiad syljessdadan verrattuna
tupakoimattomiin. Toisessa osassa tutkimusta tupakoivat polttivat samanaikaisesti kuin nauttivat
etanolia, ja talloin mitatut asetaldehydikonsentraatiot olivat seitsemankertaiset verrattuna
tupakoimattomiin henkildihin. Tama osoittaa tupakoinnin ja alkoholin yhtaikaisen kayton

synergistisia vaikutuksia. (Salaspuro ja Salaspuro 2014.)

2.2.2 Ihmisen papilloomavirus

HPV:t ovat laaja ryhma pienikokoisia vaipattomia DNA -viruksia, jotka voivat lisdantya seka iholla etta
limakalvoilla. Ne lukeutuvat yleisimpiin sukupuoliteitse levidviin viruksiin. HPV:n tiedetdan tarttuvan
myo6s muilla tavoilla, kuten synnytyksessa aidista lapseen tai horisontaalisesti kosketuksen tai jopa
syljen vilitykselld. Osa viruksista poistuu elimistdsta itsestddan, mutta pieni osa infektioista voi
kroonistua ja aiheuttaa pahanlaatuisia muutoksia, minkd vuoksi sddnndllinen seuranta on tarpeen.

Papilloomavirukset jaetaan matalan ja korkean riskin HPV-tyyppeihin niiden aikaansaamien kliinisten



muutosten perusteella. On ajateltu ettd matalan riskin HPV:t aiheuttavat hyvanlaatuisia muutoksia,
kun taas korkean riskin HPV:t esiintyvat usein karsinoomien yhteydessa. (Konttinen ym. 2008,
Syrjanen ym. 2011, Johannsen ja Lambert 2013.) Tama ei ole kuitenkaan taysin yksiselitteinen jako,

etenkdan paan ja kaulan alueen levyepiteelikarsinoomissa.

Korkean riskin HPV:t esiintyvat useimmiten levyepiteelisyovissa, erityisesti kohdunkaulansyo6vissa, ja
niista tyypit 16 ja 18 ovat yleisimmat. Kohdunkaulan syovissa seka HPV-positiivisissa paan ja kaulan
alueen levyepiteelikarsinoomissa HPV-16 virusta esiintyy eniten. HPV infektioista yli 90 % on HPV-
tyyppid 16 ja HPV:n osuus on merkittavin suunielun sydvissa, joista 20—90 % maanosasta riippuen on
HPV positiivisia. (Kreimer ym. 2005, Syrjanen 2005, D’Souza ym. 2007.) HPV-18 virusta esiintyy
toiseksi eniten, mutta sen merkitys jdd huomattavasti vahdisemmaksi (Kreimer ym. 2005). Muista
HPV-tyypeistd mainittakoon HPV-31, HPV-33 ja HPV-35, joita on osoitettu suunielun syovissa
(D’Souza ym. 2007).

HPV-6 virusta, joka siis lukeutuu niin sanottuihin matalan riskin virustyyppeihin, on l6ydetty p&an ja
kaulan alueen levyepiteelikarsinoomista. Sen ei ole todistettu kuitenkaan aiheuttavan
kohdunkaulassa pahanlaatuisia kasvaimia, vaan ainoastaan hyvéanlaatuisia genitaalialueiden
kasvaimia, mutta sen yhteys pdan ja kaulan alueen sybpien tuumorigeneesissd on vield epaselva
(Kreimer ym. 2005.) HPV-6:n on todettu aiheuttavan levyepiteelipapilloomia, jotka lukeutuvat suun
tavallisimpiin hyvanlaatuisiin kasvaimiin (Konttinen ym. 2008). On my6s todettu, ettd hyvanlaatuiset
papilloomat, jotka ovat aiheutuneet HPV-6 ja HPV-11 infektiosta, voivat muuttua pahanlaatuisiksi
sadetyksen jdlkeen (Rautava ym. 2012). Rautava ja tyéryhma (2012) osoittivat julkaisussaan, etta
matalan riskin virustyyppeja I6ytyy paan ja kaulan alueen levyepiteelikarsinoomista seka yksittaisten
virusten infektoimissa sekd useamman viruksen infektoimissa karsinoomissa. Heidan
tutkimuksessaan HPV-6 ja HPV-11 loytyi 27,4 % levyepiteelikarsinoomista. Yksittdisten virusten
aiheuttamissa infektioissa HPV-6 esiintyi 8,8 %:ssa, HPV-11 2,9 %:sa ja HPV-16 64,7 %:ssa
karsinoomista, vastaavat luvut useamman viruksen infektoimissa karsinoomissa olivat HPV-6 40,7
%:ssa, HPV-11 51,9 %:ssa ja HPV-16 70,4 %:ssa ndytteistd. Tutkimuksessa oli mukana 106 pdan ja
kaulan alueen levyepiteelikarsinoomanaytettd, joista HPV-positiivisia oli 57 % ja HPV-negatiivisia 43

%. (Rautava ym. 2012.)



HPV:n osuus pdan ja kaulan alueen syodvissa osoitettiin jo 1983, mutta vasta 2000-luvulla sen yhteytta
pdan ja kaulan alueen syOpien syntyyn alettiin tutkia enemman, kun huomattiin kielen tyven ja
nielurisojen levyepiteelisydpien yleistyneen. Huomattiin myds, ettd sairastuneet olivat aiempaa
nuorempia. (Syrjanen ym. 1983, Hammarstedt ym. 2006.) Erityisesti tietyt paan ja kaulan alueen
levyepiteelikarsinooman alaryhmat liitetddan HPV-infektioihin. Suunielun syovat, varsinkin kielen
tyvesta ja risoista lahtoisin olevat, ovat useammin HPV-positiivisia kuin suuontelon syévat. (Gillison ja
Lowy 2004, D'Souza ym. 2007, Chaturvedi ym. 2008.) Onkin tilastoitu, ettd suuontelon syovat ovat
vdhentyneet, kun taas suunielun syévat ovat yleistyneet, mika voi selittya HPV-positiivisten syopien
kasvulla. (Chaturvedi ym. 2008.) HPV:n osuus tautitapauksissa vaihtelee kuitenkin tutkimuksittain
paljon, mika selittyy muun muassa tutkimusryhmien kayttamista eri metodeista, |6yddsten erilaisesta

tulkinnasta seka syopien sijainnista (Syrjanen 2005, Anaya-Saavedra ym. 2008).

HPV:n esiintyvyys suuontelon, suunielun ja kurkunpdan sydvissda on maantieteellisesti vaihtelevaa.
Uusimman meta-analyysin mukaan korkeimmat luvut suuontelon HPV-positiivisista syovista
tilastoitiin Aasiassa ja Eteld- ja Keski-Amerikassa ja alhaisimmat luvut taas Afrikassa. Suunielun
syovissa Pohjois-Amerikassa tilastoitiin huomattavasti suuremmat luvut kuin Aasiassa, Oseaniassa ja
Euroopassa. Alhaisimmat luvut suunielun HPV-syovissa oli taas Eteld- ja Keski-Amerikassa. Nailla
alueilla tosin tilastoitiin korkeimmat HPV-positiiviset kurkunpaan syovat, kun alhaisin arvo taas oli
Pohjois-Amerikassa. Myds maanosien sisdlld on huomattavaa vaihtelua sydpaluvuissa. (Ndiaye ym.

2014.)

Yleisesti ajatellaan, ettd papilloomavirus levida seksiteitse. Sitd on kuitenkin havaittu esiintyvan jo
pienilla lapsilla, jolloin kyseinen leviamistapa ei tule kyseeseen. Mahdollisia levidmistapoja on siis
olemassa muitakin. Viruksen levidmistavat voidaan jakaa kolmeen eri muotoon: horisontaalinen
transmissio, vertikaalinen transmissio ja autoinokulaatio eli tarttuminen yhdestd ruumiinosasta
toiseen samalla yksilolla. Horisontaalinen transmissio voi syntya ihojen tai limakalvojen vilisissa
kontakteissa tai eritteiden, kuten syljen, siemennesteen tai didinmaidon, valityksella. Vertikaalisesta
transmissiosta taas on kyse, kun lapsi on saanut infektion &didiltdan raskauden, synnytyksen tai
muutoin synnytyksen jalkeen vanhemmiltaan tai hoitajiltaan. (Syrjanen 2010.) Vastasyntyneilld,
joiden dideilld on genitaalialueen HPV-infektio, on jopa 33 % suurempi riski saada HPV-tartunta kuin

niilla vastasyntyneilld, joiden &idit ovat HPV-negatiivisia. Toiset lapset saavat &idiltdan pelkan



viruksen, mutta toiset saavat myds HPV-spesifisid vastustusaineita. Jos kuitenkin diti on hiljattain
ennen synnytysta saanut ensimmadisen HPV-tartuntansa eikd talloin vield kehittdnyt immunologista

vastetta HPV:lle, ei syntyva lapsikaan saa vasta-aineita, vaan pelkdn infektion. (Koskimaa ym. 2014.)

Taysin selvaa ei ole, minkalaiset seksuaaliset kanssakdaymiset liittyvat HPV-tartuntoihin. D'Souzan ja
tyéryhman (2007) tutkimuksessa havaittiin selvd yhteys HPV-positiivisten suunielusy6paa
sairastavien potilaiden ja suu — genitaalitransmission valilld. Suuseksin merkitys levidmismuotona ei
kuitenkaan ole kiistaton. HPV-positiivisia syopid on myo6s ihmisilld, joilla ei ole ollut monta
seksikumppania tai eivat ole harrastaneet suuseksid (Marur ym. 2010). Hiljattain ilmestyneessa
tutkimuksessa D’Souza ja tyoryhma (2014) tutkivat HPV-positiivisia suun ja nielun alueen
levyepiteelikarsinoomapotilaita ja heiddn kumppaneidensa HPV-positiivisuutta. Tutkimuksessa
ilmeni, ettd suurimmalla osalla syopapotilaiden kumppaneista ei ollut HPV-tartuntaa, joka viittaisi
silhen ettd horisontaalinen tartuntatie syljen valitykselld olisi harvinainen ja/tai ettd mahdolliset
aktiiviset tartunnat poistuisivat tehokkaasti elimistosta. Suurin osa HPV-infektioista on ohimenevij,
jolloin ei oireita valttamatta esiinny, mutta infektion kroonistuessa syopariski myos todennakadisesti

kohoaa. (D’Souza ym. 2014.)

Tyypillinen potilas, jolla on HPV-positiivinen padan ja kaulan alueen levyepiteelikarsinooma, on
valkoihoinen mies, joka ei yleensa polta tai kdyta alkoholia. Hin on my6s kolmesta viiteen vuotta
nuorempi kuin potilas, jolla on HPV-negatiivinen, tupakan ja alkoholin kayttéon liittyva,
levyepiteelikarsinooma. Yleensa potilailla on my6s hyva sosioekonominen status. (Chaturvedi ym.
2008, O’'Rorke ym. 2012.) Histologialtaan HPV-positiiviset syovat eroavat HPV-negatiivisista silla, etta

ne ovat useammin huonommin erilaistuneita (Marur ym. 2010).

2.2.3 Suusydpdvaaraa mahdollisesti lisddvat leesiot ja tilat

Suun kudoksissa esiintyviin suusybpdvaaraa lisddviin leesioihin (eng. oral potentially malignant
disorders, OPMD) liittyy suurentunut syopariski verrattuna vastaavaan terveeseen kudokseen. Kaikki
eivat siis kuitenkaan kehity syoviksi. (Warnakulasuriya ym. 2007.) N&ihin leesioihin kuuluvat

leukoplakia, erytroplakia ja suun proliferatiivinen verrukoosinen leukoplakia, lichen ruber planus eli

10



punajdkalatauti, punajakalan kaltaiset muutokset eli likenoidit muutokset ja lupus erythematosus eli

punahukka (Syrjanen ym. 2011, Suusydpa.Kaypa hoito 2012).

Punajakala on krooninen ja tulehduksellinen tauti, jota esiintyy iholla ja limakalvoilla arviolta noin 2 %
vdestostad. Suun limakalvoilla se on yleisempi kuin iholla esiintyva lichen planus. Punajdkélan etiologia
on tuntematon, sitd esiintyy kuitenkin useimmiten naishenkil6illd, jotka ovat idltdan 30—60-
vuotiaita. Arviolta yksi sadasta suun punajdkalistd muuttuu suusyovaksi. Likenoideja muutoksia on
vaikea erottaa punajakaldstd, mutta myos niihin liittyy malignisoitumisriski. Punajakala on kuitenkin
useimmiten molemminpuolinen, kun taas likenoidi muutos voi olla myds toispuoleinen. (Konttinen

ym. 2008, Suusy6pa. Kaypa hoito 2012, Joensuu ym. 2013.)

Erytroplakisilla eli punertavilla muutoksilla on myds taipumus olla tai muuttua pahanlaatuisiksi: noin
90% voi muuttua suusyovdksi. Taman vuoksi erytroplakisia muutoksia tulee aina epailla
pahanlaatuisiksi ja ne tulee poistaa kokonaan ja tutkia histopatologisesti. Leukoplakisilla eli vaaleilla
muutoksilla on taas huomattavasti pienempi riski malignisoitua: niistd vain 2—6 % malignisoituu.
Tuntemattomasta syystd suurempi suusyopariski liittyy ei-homogeenisiin leukoplakisiin muutoksiin,
jotka esiintyvat tupakoimattomilla naishenkil6illa. (Konttinen ym. 2008, Suusyopa. Kaypa hoito 2012,
Joensuu ym. 2013.) Suun proliferatiivinen verrukoottinen leukoplakia on leukoplakisen muutoksen
harvinainen muoto. Se kuitenkin malignisoituu todenndkéisemmin kuin muut leukoplakiat. (Syrjanen
ym. 2011.) Seka erytroplakia ettd leukoplakia ovat kliinisid termeja. Toisin sanoen, kun kaikki muut
mahdolliset aiheuttavat tekijat on poistettu tai poissuljettu ja muutos sen jalkeen sdilyy ennallaan
kahden viikon ajan, diagnoosina on erytroplakia tai leukoplakia. Leuko- ja erytroplakiasta tulee aina
ottaa kudosndyte lopullisen diagnoosin selvittdmiseksi kahden viikon sisédlld diagnoosista.
Histologinen kuva voi olla vaihteleva epiteelin ylisarveistumasta dysplasian eri asteisiin tai jopa

syopa. (Suusyopa. Kaypa hoito.2012.)

HPV:ta on esitetty l0ytyvan kaksin- tai jopa kolminkertaisesti enemman suusydpdvaaraa lisdavista
leesioista ja lahes viisinkertaisesti enemman suuontelon levyepiteelikarsinoomista kuin normaaleista
suun limakalvonaytteista. (Miller ja Johnstone 2001, Syrjanen ym. 2011.) HPV:ta on I6ydetty suun
punajdkalanaytteista kaksinkertaisesti verrattuna suun normaaleihin limakalvonaytteisiin. HPV-tyypit,
joita esiintyy eniten suun punajikalandytteissa, ovat 6 ja 11, jotka ovat niin sanottuja matalan riskin

virustyyppeja. Myos HPV-16 on todettu esiintyvdan suun punajdkalanaytteissd, mutta vihemman kuin
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HPV-6:ta ja HPV-11:ta. Leukoplakisissa naytteista sekd proliferatiivisista verrukoottisista
leukoplakioista on myos |oydetty HPV DNA:ta suunnilleen vyhtd paljon kuin suun
punajdkalanaytteista. Erytroplakisissa muutoksissa HPV:n maara naytteissd on suurempi: yli puolet
ndytteistd sisdlsi HPV-16:sta. HPV-infektion osuus edelld mainittujen muutoksien ja tilojen
kehittymiselle vaatii vield tarkentavia tutkimuksia, jotta todellinen yhteys selvida. Voidaan kuitenkin
todeta, ettd HPV:ita esiintyy enemman suusyopariskid lisddvissda suun limakalvomuutoksissa.

(Syrjanen ym. 2011.)

3. Epigeneettiset muutokset

Epigenomiikka sditelee geenejd genomin ulkopuolisten tekijoiden avulla. Epigeneettiset
modifikaatiot eli DNA:n ”paélle” tapahtuvat muutokset, ovat edellytys nisdkkdiden normaalille
kehitykselle. Ne voivat kuitenkin saada aikaan my0s onkogeenien aktivoitumista ja
tuumorisuppressorigeenien inaktivoitumista, edesauttaen syopien kehittymistd (Esteller 2006).
Epigenomi koostuu kromatiinista ja siind esiintyvistd muutoksista, sekd kovalenttisista muutoksista
sytosiini-emaksien valilla. Epigenomi on mukana niin solun normaaleissa kuin epdnormaaleissa
toiminnoissa: muun muassa sydpien kehittymisessa, virusinfektioissa, somaattisessa geeniterapiassa,
kloonauksessa, geenien leimautumisessa, psyykkisessa terveydessa ja X-kromosomin inaktivaatiossa.
(Costello ja Plass 2001, Laird 2003, Das ja Singal 2004, Baylin 2005.) Epigeneettisissa tapahtumissa
syntyy muutoksia geenien ilmentymassa kehityksen ja solusyklin aikana niin, ettd itse DNA:n tai
RNA:n nukleotidisekvensseissd ei tapahdu muutoksia. Tdma johtaa siihen, ettd muutokset ovat
palautuvia, vaikka ne voivatkin olla periytyvid (kuva 5). (Das ja Singal 2004, Baylin 2005.)
Epigenetiikka on nopeasti kasvava molekyylibiologian tieteenala, johtuen sen osuudesta tautien

kehittymisessa seka sen mahdollistaman terapian vuoksi.

Epigeneettisia mekanismeja on nelja: DNA metylaatio, histonimodifikaatiot, kromatiinin
uudelleenmuokkaus sekd koodaamattoman RNA:n, kuten mikroRNA:n sdately (Sharma ym. 2010,
Weichenhan ja Plass 2013). Jotta epigeneettiset muutokset olisivat mahdollisia, tarvitaan eri
entsyymeja katalysoimaan ryhmien liittdmistd DNA:han tai histoneihin sekd ryhmien poissiirtamista
DNA:sta tai histoneista. Naihin entsyymeihin kuuluvat muun muassa DNA metyylitransferaasit (DNA
methyltransferases, DNMT), histoni metyylitransferaasit (histone methyltransferases, HMT) seka
histoni asetyylitransferaasit (histone acetyltransferases, HAT). (Weichenhan ja Plass 2013.)

Seuraavaksi kasitellddn lyhyesti eri epigeneettiset muutokset ja ne menetelmat, joita
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epigenomiikassa kdytetaan. Kirjallisuuskatsaus painottuu kuitenkin DNA metylaatioon syovissd, joten

sitd kasitellaan laajemmin seuraavassa kappaleessa.

A

Kuva 5. Epigeneettisten muutosten periytyminen. A. DNA metylaatio ja sen periytyminen DNA:n replikoituessa.
B. Hinstonimodifikaatio ja sen periytyminen. Histoneihin voi liittyd useita erilaisia ryhmid, jotka toimivat
epigeneettisind merkkeina (pieni lippu kuvassa). Ndma epigeneettiset muutokset periytyvat entsymaattisesti
kun DNA replikoituu. C. Kromatiinin uudelleenmuokkaus. Heterokromatiinin trankriptio tuottaa miRNA-
molekyyleja (vaakasuorat sauvat kuvassa). Nama aktivoivat entsyymejd, jotka saavat aikaan sen ettd

epigeneettiset muutokset sailyvat replikaation jalkeen. (Portin 2012.)

3.1 Histonimodifikaatiot

Ennen histonimodifikaatioita pidettiin toissijaisina muutoksina verrattuna DNA metylaatioon, mutta
Neurospora crassa-sienilajikkeella tehdyt tutkimukset osoittavat, ettd DNA metylaatio voi myos olla

riippuvainen histonimetylaatiosta (Tamaru ja Selker 2001). Histonimodifikaatioilla on tarkea tehtava
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geeniekspression sdatelyssa sekd kromatiinin rakenteessa (Esteller 2006). Kromatiini on DNA:n
pakkausmuoto, joka koostuu nukleosomeista. Histonit, H3, H4, H2A, H2B, ovat proteiineja, joiden
ymparille DNA-molekyyli kiertyy ja ndin ollen histonin ja DNA:n muodostama kompleksi, nukleosomi,
pystytdan pakkaamaan solulle riittdvan pieneen tilaan. (Sharma ym. 2010.) Histonimodifikaatioiden ja
metylaation valilld on osoitettu olevan tiivis yhteys (Esteller 2006, Sharma ym. 2010) ja on

mahdollista, ettd ndma kaksi tapahtumaa ovat riippuvaisia toisistaan (Li ym. 2013).

Histonimodifikaatiot tapahtuvat post-translationaalisesti sen N-terminaali hdnnéassa (kuva 6). Nédihin
translaation jalkeisiin tapahtumiin kuuluvat muun muassa asetylaatio, fosforylaatio, metylaatio ja
ubikitinylaatio, jotka vaikuttavat transkriptioon, replikaatioon sekad solun korjausmekanismeihin
(Tamaru ja Selker 2001, Sharma ym. 2010). Eri histonimodifikaatioilla on erilaisia vaikutuksia: toiset
aktivoivat geeneja ja toiset inaktivoivat. Tiedetdan, ettd osa histonimodifikaatioista aikaansaavat
yhdessd metylaation kanssa tuumorisuppressorigeenin hiljentymisen. (Esteller 2006.) My0ds histonin
asetylaatio- ja metylaatioryhmien menetyksilla on raportoitu olevan yhteys ihmisten kasvaimiin.
Histoni H4:n lysiini-16 monoasetylaation sekd lysiini-20 trimetylaation menetykselld on todettu
olevan yhteys kasvaimiin ja niitd pidetdankin mahdollisina biologisina markkereina pahanlaatuisten

muutosten synnyssa. (Fraga ja Esteller 2005.)

PQ( me me PO, AC me f‘«.’, AC me FQ‘ me AC me
H3 N-ARTKQTARKSTGGKAPRKQLATKAARKSAPATGGV KK...QKS...FKT...-C
J4 910 14 1718 23 2728 36 56 79
POMme AC AC AC ACPO ,me

H4 N-SGRGKGGKGLGKGGAKRHRKVL...-C
a8 8 12 16 18 20

PO, AC AC
H2A N-SGRGHKQGGK......K... -C

AC AC AC AC
H2B N-PEPAKSAPAPKKGSKKAVTK...... K...-C

12 15 20

Kuva 6. Post-translationaaliset histonimodifikaatiot. Histonien H3, H4, H2A ja H2B kovalentit modifikaatiot

nisdkkailla. PO,=fosforylaatio, me=metylaatio, , AC=asetylaatio, Ub=ubikitinylaatio. (Kuva muokattu Zhang ja

Dent 2005.)
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3.2 Kromatiinin uudelleenmuokkaus

Ei-kovalenttisilla mekanismeilla on niin ikdan tarked merkitys kromatiinin muokkauksessa. Naihin ei-
kovalentteihin mekanismeihin kuuluvat muun muassa nukleosomien uudelleenmuokkaus ja
histoniproteiinien korvaaminen toisilla histonivarianteilla, kuten H3.3:lla ja H2A.Z:lla. Liittamalla
kyseisia histonivariantteja nukleosomiin voidaan saada aikaan muutoksia geenien aktiivisuudessa.
H2A.Z histonivariantin liittdminen saattaa vaikuttaa geenien aktivaatioon suojaamalla geeneja DNA
metylaatioilta. Nukleosomien uudelleenmuokkaus, DNA metylaatiot ja histonimodifikaatiot ovat

kaikki keskeisia geeniekspressiossa seka kromatiinin rakentumisessa. (Sharma ym. 2010.)

3.3 mikroRNA:n modifikaatiot

Ihmisen genomi koostuu suurelta osin pitkistd koodaamattomista RNA-jaksoista seka lyhyista
koodaamattomista RNA-jaksoista, kuten mikroRNA:sta eli miRNA:sta. Nama ovat Iyhyit3,
yksijuosteisia RNA-molekyylejd, jotka eivdt koodaa proteiineja. Koodaamattomat RNA-jaksot
saatelevat proteiinien solunsisdista lokalisaatiota ja ovat mukana muun muassa translaatiossa,
posttranslationaalisissa modifikaatioissa, mRNA:n stabilisaatiossa ja kromatiinin muokkauksessa.
(Weichenhan ja  Plass 2013.) MiRNA:t saatelevat geeniekspressiota  hiljentamalla
posttranskriptionaalisesti geeneja. MiRNA:n ekspressiota voidaan sdadella epigeneettisin
menetelmin, mutta ne pystyviat myos itse muokkaamaan epigeneettisid mekanismeja solun sisalla.
Niiden kohteena voi olla muun muassa DNA metyylitransferaasit, jolloin genomin normaali DNA
metylaatio hairiintyy. (Sharma ym. 2010.) On havaittu, ettd osa miRNA:sta on onkogeenisia, kun taas
osa ehkdisee tuumorigeneesid. SyoOvissd on todettu olevan miRNA-155:n ja miRNA-21:n
yliekspressoituneina ja miRNA-146:n, miRNA-15:ta ja miRNA-16:ta hiljennettyna. (You ja Jones 2012.)
Tanskalainen tutkimusryhma julkaisi vuonna 2012 tyon, jossa he osoittivat ettd HPV-positiivisten ja -
negatiivisten pdan ja kaulan alueen karsinoomien miRNA-mallit eridvat toisistaan (Lajer ym.2012).

Tahan syvennytddn mydhemmin kappaleessa 5.
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3.4 DNA metylaatio

DNA metylaatio kuuluu yleisimpiin epigeneettisiin muutoksiin (Das ja Singal 2004), joka aikaansaa
geenien, kuten tuumorisuppressorigeenien, hiljentymisen (Gonzales-Ramirez ym. 2011a). Se saatelee
myos geenien ilmentymistd nisdkkdiden normaalissa kehityksessd. Syopdsoluissa DNA

metylaatiomallit ovat hairiintyneet.

DNA metylaatiossa metyyliryhma (-CHs3) sitoutuu kovalenttisesti sytosiinin rengasrakenteen 5°-
hiileen, jolloin syntyy 5-metyylisytosiini (Kuva 7). Nama metyyliryhmat liittyvat DNA:han sen isossa
uurteessa, niin sanotussa major groovessa, sijaitseviin sytosiineihin, jossa ne ehkaisevat geenien
transkriptiota. (Baylin 2005.) DNA metylaatiota tapahtuu pddosin sytosiini-guaniini dinukleotideissa,
joita esiintyy noin 1/80 dinukleotidien vilein (Costello ja Plass 2001, Gonzales-Ramirez ym. 2011a).
Metylaatiota esiintyy myos CpA -ja CpT-dinukleotideissa, mutta selvasti vihemman (Costello ja Plass
2001, Das ja Singal 2004). Ihmisen genomi sisdltdd huomattavasti vihemman CpG-dinukleotideja

verrattuna CpA- ja CpT-dinukleotideihin. Ne my®0s sijaitsevat hajallaan genomissa. (Laird 2003.)

Vaikka DNA metylaatiota tapahtuukin CpG-saarekkeissa, jolloin se ehkdisee kromosomien
epdvakaisuutta, niin pddsaantoisesti DNA metylaatiota esiintyy geenien valisilld alueilla seka
toistuvissa jaksoissa, kuten mikrosatelliittijaksoissa ja LINE- (eng. long interspersed nuclear element)
ja SINE- (eng. short interspersed nuclear elements) jaksoissa. CpG-saarekkeet ovat normaalisti melko
metyloitumattomia, mutta syOpasolujen genomeissa on kuitenkin tyypillistd, ettd CpG-
promootterialueet ovat hypermetyloituneita ja geenien viliset alueet hypometyloituneita.

(Weichenhan ja Plass 2013).

CpG-saarekkeita ovat ne alueet DNA:ssa, jotka sisdltavat kymmenkertaisen maardn CpG-
dinukleotideja, sytosiini-guaniini dinukleotideja, verrattuna muuhun DNA:han. CpG-saarekkeita
pidetdan geenien promoottorialueiden osana, jotka vastaavat geenien transkription seka replikaation
aloituksesta (Delgado ym. 1998). Ihmisen genomista nadiden saarekkeiden osuus on 1—12 %
(Gonzéles-Ramirez ym. 2011a). Noin 60 % kaikista geeneistd sisdltdd CpG-saarekkeita (Costello ja
Plass 2001, Sharma ym. 2010). DNA metylaatiota esiintyy siis tavallisesti saarekkeiden ulkopuolella,

lukuun ottamatta muutamia poikkeuksia, jotka kuuluvat yksilon normaalin kehitykseen. Esimerkki
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kyseisestd on metylaatio naisten toisessa X-kromosomin geenissd aiheuttaen sen hiljentymisen

(Costello ja Plass 2001).

NH,  SAM-CH; SAM NH,

N*Z | N N~Z | CH3
PN T PN
g =

DNMT

Kuva 7. Sytosiinin metylaatio 5-metyylisytosiiniksi DNA metyylitransferaasin katalysoimassa reaktiossa.

Metyyliryhman luovuttajana toimii S-adenosyylimetioniini. (Kuva muokattu www-medchem.ch.cam.ac.uk).

DNA metyylitransferaasit ovat entsyymiryhma johon kuuluu kolme, DNMT1, DNMT2, DNMTS3,
entsyymiperhettd, jotka voidaan edelleen jakaa useampaan alaryhmaan. Ne aikaansaavat DNA:n
hypermetylaatiota liittdmalld metyyliryhman sytosiinirenkaaseen. Osa entsyymeista saa aikaan uusia,
de novo, metylaatiomalleja, jossa CpG-dinukleotidit ovat ldhtokohtaisesti molemmissa DNA-
juosteissa metyloitumattomia. Toiset entsyymit taas ovat niin sanottuja metylaatiomallin yllapitavia
entsyymeja, jotka toimivat kun toisen DNA-juosteen CpG-dinkuleotidi on metyloitunut ja toinen ei,
eli ne ovat hemimetyloituneita. Nisdkkdilld on todettu olevan DNMT1, DNMT3a ja DNMT3b
entsyymeja. Kaikki kolme entsyymia aikaansaavat de novo -metylaatioita, mutta DNMT1:t3 pidetdan

paaosin yllapitavana entsyymina. (Costello ja Plass 2001, Das ja Singal 2004, Sharma ym.2010.)

DNA metylaation ollessa reversiibeli taytyy olla my6s entsyymejd, jotka poistavat metyyliryhman
sytosiinista, demetylaaseja. Demetylaasit ja niiden toiminta on jaanyt tutkijoillekin melko pitkdan
epaselvaksi. Koska metyyliryhman poisto sytosiinista on energiataloudellisesti epasuotuisa, niin
vaihtoehtoisia mekanismeja ja entsyymeja, kuten glykosylaaseja, on ajateltu aiheuttavan aktiivista
demetylaatiota. (Bhattacharya ym. 1999.) Toisaalta saattaa myds olla, ettd tapahtuu niin sanottua
passiivista demetylaatiota DNA replikaation yhteydessd, jos yllapitava DNMT ei ole ldsna (Costello ja
Plass 2001). Entsyymeja, joiden ajatellaan aiheuttavan demetylaatiota, ovat muun muassa 5-
metyylisytosiiniglykosylaasi, joka poistaa metyloituneen sytosiinin DNA:sta, sekd MBD2b (eng.
methyl-CpG binding domain 2), joka saa aikaan demetylaatiota hydrolysoimalla 5-metyylisytosiinin

sytosiiniksi ja metanoliksi (Das ja Singal 2004).
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3.5 Epigenomiikassa kaytettavat menetelmat

Gonzales-Ramirez ja tyotoverit (2011a) ovat listanneet artikkelissaan useita eri metodeja, joilla DNA
metylaatioita voidaan tutkia. Menetelmat ovat kehittyneet ja edelleen kehittyvat jatkuvasti. Useat
menetelméat perustuvat Southern Blot-tekniikkaan eli molekyylikoetinmenetelmaéan, jonka avulla
pystytddn tunnistamaan haluttu DNA-sekvenssi DNA-ndytteestd. Tutkittava DNA-ndyte pilkotaan
restriktioentsyymeilld ja ajetaan elektroforeesin avulla geelissa, jonka jalkeen geelin sisdltamat DNA
kappaleet siirrostetaan kalvolle, josta haluttu DNA-sekvenssi voidaan paikantaa hybridisaation avulla
kayttamallda leimattua komplementtisekvenssid eli koetinta. DNA-sekvenssin taytyy olla

yksijuosteinen, jotta koetin pystyy hybridisoitumaan naytteeseen. (Voet ja Voet 2011.)

Myos polymeraasiketjureaktioon, PCR, perustuvia menetelmid on useita. PCR:n avulla pystytdan
monistamaan DNA:ta eksponentiaalisesti, joten jo hyvin pieni maara DNA:ta riittdd tutkimuksen
suorittamiseen. Muun muassa metylaatiospesifissi PCR-menetelmdssd pystytdan selvittdmaan
DNA:sta metyloituneet sytosiinit metyloitumattomista sytosiineista. Osa menetelmistd taas
pohjautuu genomin maarittdmiseen muun muassa isotooppien ja 2-D elektroforeesin avulla tai
mikroarray- menetelmiin ja/tai bisulfinointiin, missa DNA kasitelldan natriumbisulfiitilla, jonka jalkeen
se monistetaan PCR-menetelmilld ja hybridisoidaan tai sekvensoidaan. (Gonzales-Ramirez ym.

2011a.)

DNA metylaatiota voidaan analysoida koko genomia kattavalla bisulfiitti sekvensoinnilla eli whole-
genome bisulfite sequencing-menetelmalla, lyhyesti WGBS. Silla voidaan erottaa metyloituneet ja
metyloitumattomat sytosiinit toisistaan. Metyloitumattomat sytosiinit muuttuvat kyseiselld
menetelmalla urasiiliksi kun metyloituneet sytosiinit pysyvat muuttumattomina. Ennen DNA-naytetta
tarvittiin mikrogrammoja tekniikan suorittamista varten, mika saattaa olla este tiettyja kudos- ja
tuumorindytteitd otettaessa. Nykydan on kuitenkin kdytdssa uudempi menetelmd, joka pohjautuu
niin sanottuun tagmentaatioon eli transposaasi-entsyymin toimintaan. Kyseinen menetelma tarvitsee
vain nanogrammoja DNA:ta analysoitavaksi. Toinen uusi menetelmd, joka myds mahdollistaa
analysoinnin hyvin pienestd maardasta DNA:ta on PBAT eli post-bisulfite adaptor tagging. Etuna
WGBS-menetelmdian on se, ettd silla voidaan valttda bisulfiitti sekvensoinnin aiheuttamat

koskemattomien templaatti-DNA:n menetykset. (Weichenhan ja Plass 2013.)

18



3.6 DNA metylaatio ja sy6pa

Epigeneettisten poikkeavuuksien yhteys syopien kehityksessa havaittiin jo 80-luvulla (Costello ja Plass
2001). Syopaa pidetdankin seka geneettisten ettd epigeneettisten muutosten aikaansaamana tautina
(Esteller 2006). Osa geeneista, kuten tuumorisuppressorigeenit, voivat olla hypermetyloituneita,
jolloin niiden toiminta inaktivoituu. Osa geeneista taas voi olla hypometyloituneita, jolloin geenit,
esimerkiksi onkogeenit, aktivoituvat. (Szyf 2006.) Varsinkin hypermetylaatio on ollut tiiviin tutkinnan
aiheena jo pitkdan, mutta viimeaikoina myoOs kiinnostus hypometylaation osuuteen sy6van

kehittymisessa on kasvanut.

3.6.1 Hypermetylaatio syévassa

DNA hypermetylaatio saa aikaan geenien, varsinkin tuumorisuppressorigeenien, hiljentymisen seka
lisda genomin instabiliteettia (Demokan ja Dalay 2011). Monella eri syopatyypilld on todettu olevan
hypermetyloituneita CpG-saarekkeita tietyissd tuumorisuppressorigeeneissa, kuten CDKN2A (eng.
cyclin-dependent kinase inhibitor), joka koodaa proteiinia p16, BRCA1 ja hMLH, jolloin niiden
toiminta hiljentyy (Esteller 2006, Ran ym. 2011). Metylaatio tapahtuu ldhes yksinomaan CpG-
saarekkeissa, jotka sijaitsevat useimmiten geenien promoottorialueilla (Moselhy ym. 2013). Solulla
on kuitenkin olemassa monta korjausmekanismia, jolla se pyrkii estamaian CpG-saarekkeiden
hypermetylaatiota: aktiivisella transkriptiolla ja demetylaatiolla ja replikaation aloituksella. Myos
kromatiini on muodostunut niin, ettad se estdd DNMT-entsyymien padsyn sen lahelle. On tutkittu, etta
useat geenit, jotka liittyvat apoptoosiin, solusyklin sdatelyyn, DNA:n korjaukseen, lddkeresistenssin
muodostumiseen, angiogeneesiin, solujen erilaistumiseen sekd metastaasien syntyyn syovassa,
lapikdyvat hypermetylaatiota. (Das ja Singal 2004.) Osa naistd geeneista, kuten CDKN2A ja RASSF1A,
ovat hypermetyloituneet useassa eri syOpatyypissa, kun taas toisten geenien hypermetylaatio on
enemman syOpaspesifistd. Eturauhassyovdassd on ldhes aina hypermetyloitunut GSTPI1-geeni
(glutathione S-transferase), mutta akuutissa myeloisessa leukemiassa kyseinen geeni taas on lahes
aina metyloimaton (Das ja Singal 2004). Paan ja kaulan alueen sy6paan on yhdistetty CDKN2A geenin
metylaatio (Sanchez-Cespedes ym. 2000). Kyseisen geenin promoottorialueen hypermetylaatiota on
osoitettu esiintyvdn myos useissa muissa syopatyypeissa (Tsou ym.2002). Sen koodamaa proteiinia

p16 kaytetdan myos HPV:n diagnostiikassa (Lassen ym. 2011).
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CpG-saarekkeiden hypermetylaatio saa aikaan myos sellaisten tuumorisuppressorigeenien
hiljentamista, jotka koodaavat miRNA:ta. Munasarjasyovan kudoksesta on lI6ydetty miR-130b, miRNA
prekursorin, hypermetylaatiota. Myds syOparesistenteistd solulinjoista on |6ydetty miR-130b
hypermetylaatiota. (Li ym. 2013.) Li ja tyotovereiden (2013) kohdunkaulan syopid koskevassa
julkaisussa todetaan, ettd miRNA:den DNA metylaatio on yhteydessd tuumorin aggressiivisuuteen.
He esittdvat mahdollisuuden, ettd miRNA:den, jotka liittyvat sydpiin, hiljentaminen CpG-saarekkeiden

hypermetylaatiolla on yhteydessa kasvaimien syntyyn ihmisissa.

Promoottorialueiden hypermetylaatio tapahtuu useimmiten tarkeiden tuumorisuppressorigeenien
CpG-saarekkeissa. Yleisimpia tuumorisuppressorigeeneja, jotka metyloituvat ja talloin inaktivoituvat,
ovat VHL, hMLH1 ja CDKN2A (Sanchez-Cespedes ym. 2000). Tutkimusten valilld on kuitenkin suurta
vaihtelua, missa tuumorisuppressorigeeneissd metylaatioita tapahtuu, ja ne vaihtelevat eri syopien
valilla. Tuumorisuppressorigeenien lisdksi on havaittu muidenkin geenien hiljentymista
promoottorialueen hypermetylaatiolla. DNA:n korjausgeeni MGMT (O®Methylguanine-DNA-
methyltransferase), detoksifikaatio geeni GSTP1 ja etdpesakkeiden syntya inhiboiva geeni DAPK

(death associated protein kinase) ovat esimerkkeja naistd (Sanchez-Cespedes ym. 2000).

Hypermetylaation on siis osoitettu olevan mukana monen eri syovan kehityksessa. Myds monet eri
geenit ovat hypermetylaation kohteena, joidenkin ollessa monessa eri syovassa hypermetyloituneina
ja joidenkin vain tietyissa syovissa. Esimerkiksi keuhkosy6vassa on raportoitu olevan yli 40 geenia,
joilla oli normaalista poikkeava DNA metylaatio (Tsou ym. 2002). Ne geenit, jotka hypermetyloituvat

usein paan ja kaulan alueen syovissa, kdydaan lapi tarkemmin kappaleessa 4.

3.6.2 Hypometylaatio syovassa

Hypometylaatiota ja sen osuutta syovdssa ei pitkadn pidetty niin olennaisena kuin hypermetylaation
osuutta, ja ndin ollen suuri osa tutkimuksista keskittyi pdaasiassa hypermetylaation vaikutuksiin
syovassd. Hypometylaatio on kuitenkin tirkea syovan synnyn kannalta ja sy6péasoluissa on havaittu
esiintyvan genominlaajuista hypometylaatiota (Tsou ym. 2002, Ehrlich 2009). On myds todistettu etta
syovan genomissa esiintyy useimmiten samanaikaisesti sekd hypo- ettd hypermetylaatiota (Ehrlich

2009).
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Syopien hypermetylaatio liittyy ldhes aina CpG-saarekkeisiin, kun taas hypometylaatiota esiintyy
usein toistuvissa DNA-jaksoissa (eng. repeated elements). Kaksi yleisintd toistuvaa jaksoa, joita
havaitaan syévan genomissa on LINE, varsinkin LINE-1:t4, ja SINE, joista yleisin on Alu-jakso. Myos
muita hypometyloituneita toistuvia jaksoja on I6ydetty tuumoreista muun muassa LTR-jaksot (eng.
long terminal repeats) (Rauch ym. 2007). Syopasolujen hypometylaatio johtaa usein eri
retrotransposonien, kuten edelld mainitut LINE-1 ja SINE, aktivoitumiseen (Das ja Singal, 2004,
Costello ja Plass 2001). Retrotransposonit ovat DNA-sekvenssin osia, jotka pystyvdat muuttamaan
paikkaa genomin sisallad. LINE-1, joka on arviolta 6 kb:n pituinen, sijaitsee ldhinnd ei-koodaavassa
DNA:ssa ja sen osuus ihmisen genomista on 15-18 % (Ehrlich 2002, Hur ym. 2013). Kyseinen jakso
sisdltdd myos runsaasti metyloituneen CpG-saarekkeen (Hur ym. 2013). Alu-jakso on pienempi noin
0,3 kb:n pituinen ja sen osuus genomista on hieman yli 10 %. Normaalisti Alu-jaksot ovat runsaasti

metyloituneita, mutta syovissa ne esiintyvat hypometyloituneina. (Ehrlich 2002.)

Sekad hypo- ettd hypermetylaatiolla on tyypillistd, ettd ne voivat esiintyd ldhes kaikentyyppisissa
syopdasoluissa, ne voivat esiintyd hyvin aikaisessa vaiheessa tuumorigeneesia ja ne yleensa lisdantyvat
syovan kehittyessa. Niilli molemmilla on myo6s todettu olevan tarkoin maaratty malli tietyille
syopatyypeille. (Ehrlich 2009.) Esimerkki hypo- ja hypermetylaation vuorovaikutuksesta on UNC5D-
geeni, jossa on havaittu syOpaspesifeja hypo- sekd hypermetylaatioita. Geenin promootterialueen
huomattiin olevan hypermetyloitunut, kun SINE-jaksot olivat hypometyloituneet. (Rauch ym. 2007.)
Hypometylaatio osallistuu karsinogeneesiin kuitenkin usealla tavalla, kuten vaikuttamalla epasuorasti
tiettyihin geeneihin ja lisédamalla kromosomaalista instabiliteettia ja retrotransposonien aktivaatiota
(Ehrlich 2002, Tsau ym. 2002, Das ja Singal 2004). Liikkuvan DNA:n hypometylaatio voi myo6s
aikaansaada transkriptionaalisen aktivoitumisen ja hairitd viereisten geenien ekspressiota (Das ja

Singal 2004).

DNA hypometylaatio on liitetty useaan eri syopatyyppiin, kuten koolonin, prostatan, mahan seka
kohdunkaulan sy6piin (Feinberg ja Vogelstein 1983, Bedford ja Helden 1987, Kim ym. 1994, Cravo
ym. 1996). Myos paan ja kaulan alueen levyepiteelikarsinooman yhteyttd hypometylaatioon on
tutkittu.  Smithin  ja  tyotovereiden  (2007) tutkimuksessa  osoitettiin, ettd 67 %

levyepiteelikarsinoomista pdan ja kaulan alueella olivat hypometyloituneita promoottorialueella.
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Tuoreessa julkaisussa on tutkittu LINE-1 hypometylaation ja paksusuolensyovdan metastaasien
yhteyttd. Tutkimuksessa todettiin selvd yhteys paksusuolensyévdan sekd varsinkin sen
maksametastaasien ja LINE-1 hypometylaation valilld. Tutkimus osoittaa my0s, ettd spesifinen LINE-
1-jaksojen hypometylaatio, aikaansaa tiettyjen onkogeenien, MET, RAB3IP ja CHRM3, aktivaation.
Myos lisdantyneen 5-hydroksimetyylisytosiinin  (5-hydroxymethylcytosine, 5hmc) ja LINE-1
hypometylaation valilld todettiin yhteys (Hur ym. 2013). Jo vuonna 1983 Feinberg ja Vogelstein
osoittivat, ettd HRAS geeni on hypometyloitunut useassa paksusuolen adenokarsinoomassa,

todistaen onkogeenien ja hypometylaation valisen yhteyden (Feinberg ja Vogelstein 1983).

Toinen endogeeninen hypometyloitunut retrotransposoni LINE-1:n lisdksi on HERV-K-geeniperhe. Se
on normaalisti runsaasti metyloitunut, mutta hypometyloituneena se on usein yhdistetty syopaan.
Vaikka HERV:n promootterin demetyloituminen ei ole niin merkittdva kuin LINE:n, niin se on silti hyva

mainita. (Rauch ym. 2007).

Mekanismi hypometylaation taustalla on vield suhteellisen tuntematon ja siitd on olemassa useita
hypoteeseja. On mahdollista, etta toistuvat DNA-jaksot demetyloituvat syépasoluissa vilkkaasti DNA
demetylaasin aktivoituessa. Kyseisen entsyymin toiminta nisakkailla on kuitenkin vield jadanyt osittain
selvittdmatta. Toinen mahdollinen mekanismi hypometylaatiolle on DNMT1-entsyymin vajavainen
toiminta syopasoluissa (Rauch ym. 2007). Toisaalta DNMT3a:n ja DNMT3b:n osuutta mekanismin
taustalla on myds tutkittu. DNA-jaksojen hypometylaatio voi myds epdsuorasti tai suorasti vaikuttaa

geeniekspressioon lisddmalla DNA:n rekombinaatiota. (Elrich 2009.)

3.6.3 Ravintoaineiden merkitys DNA metylaatioon seka syopaan

Eri ravintoaineiden vaikutuksia DNA metylaatioon on tutkittu. Varsinkin B-ryhman vitamiinit folaatti
(Bsg) seka kobalamiini (B1,) vaikuttavat metylaatioon, silld ne vaikuttavat hiilimetaboliaan ja niiden
maarien ollessa vajavaiset metabolia hairiintyy. Ravinnosta saatavan folaatin ja metyleeni
tetrahydrofolaatti reduktaasin (MTHFR) héirididen vaikutukset metylaatiomalleihin sekd sy6pa- etta

normaaleissa kudoksissa ovat tutkinnan kohteena. (Das ja Singal 2004.)
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MTHFR-entsyymi muuttaa 5,10-metyleenitetrahydrofolaatin 5-metyylitetrahydrofolaatiksi, joka taas
voi luovuttaa metyyliryhmansd homokysteiinille muodostaen metioniinia (Das ja Singal 2004).
Metioniinin tdytyy taas edelleen muuttua S-adenosyylimetioniiniksi (SAM), joka on ensisijainen
metyyliryhman luovuttaja monissa reaktioissa (Costello ja Plas 2001). Entsyymista on havaittu olevan
kaksi polymorfista varianttia, joista toinen on yhteydessa tiettyjen syopien lisddntyneeseen riskiin.
Tama polymorfismi saattaa olla yhteydessa folaatin saantiin. Jos folaatin saanti on liian vdhainen,
sekd DNA metylaatio ettd DNA synteesi ja sen korjaus, saattavat huonontua yksil6illd joilla on

kyseinen polymorfismi. Tama taas saattaa lisata yksilon riskid saada syopa. (Das ja Singal 2004.)

Lilan vahaiselld folaatin saannilla on todettu olevan vyhteys sekd geenien hypo- ettd
hypermetylaatioon. On todettu, ettd p53-geenilld tapahtuu hypometylaatiota. Myos DNMT-
entsyymien aktiivisuus lisddantyy, kun folaatin saanti on vahaista. Folaattivajeen jatkuessa pitkdan
lisdantyy kuitenkin sekd p53:n metylaatio ettd genominlaajuinen metylaatio. (Das ja Singal 2004.)
Suuremmalla folaatin saannilla voi olla suojaava vaikutus muun muassa keuhkosyopda vastaan (Dai

ym. 2013).

4. DNA metylaatio paan ja kaulan alueen syodvissa

Kuten muissakin sy6vissd, myo6s pddn ja kaulan alueen levyepiteelikarsinoomissa geenien
promootterimetylaatiolla on suuri merkitys syovan kehityksessa (Gonzales-Ramirez ym. 2011a). Suun
alueen syovat ovat niin heterogeeninen ryhma, ettd metyloituvat geenit ja niiden metylaatioaste
kuitenkin vaihtelevat paljon (Demokan ja Dalay 2011). Seuraavaksi kasitelladn geenien hyper- ja

hypometylaatioiden sekd mikrosatelliitti-instabiliteetin merkityksid pdan ja kaulan alueen syovissa.

4.1. Geenien hypermetylaatio paan ja kaulan alueen sydvissa

Yalniz ja tyotoverit (2011) tutkivat 24 tuumorisuppressorigeenin metylaatioita paan ja kaulan alueen
syovissd. He havaitsivat, ettd 16:sta geenissd oli metylaatioita yhdessd tai useammassa
kasvainndytteessa. Geenit, joiden todettiin olevan toistuvasti hypermetyloituneita kasvainkudoksessa

olivat CHFR (19 %), RAR[3 (15 %), DAPK1 (11.9 %) ja RASSF1A (11.1 %). Kahdeksalla geenilld ei havaittu

23



promootterialueen metylaatiota missddan kudosndytteissa. Nama geenit olivat CDKN2A, CDKN18B,
MLH1, BRCA1, BRCA2, PTEN, HIC1 ja VHL. Chenin ja tyotovereiden (2007) tutkimuksessa oli 28
primaaria pdian ja kaulan alueen levyepiteelikarsinoomaa, joista 14:sta tapauksesta |6ydettiin
promootterihypermetylaatiota. Tutkimuksen kohteena oli 22 sydpageenia ja hypermetyloituneimmat
geenit olivat RARP (39 %), CHFR (25 %) ja APC (21 %). Yalnizin ja tyotovereiden (2011) sekd Chenin ja

tyotovereiden (2007) tulokset RARB:n ja CHFR:n hypermetylaatiosta tdydentdvat toisiaan.

Steinmann ja tyotoverit (2009) tutkivat 15 geenin promootterihypermetylaatiota 54 paan ja kaulan
alueen levyepiteelikarsinoomanaytteessd sekd 23 normaalissa kudosndytteessd. Tutkimus osoitti,
ettd geenien hypermetylaatiota esiintyi huomattavasti enemman karsinoomandytteissa (42 %) kuin
tavallisissa kudosndytteissa (23 %). Geenit, joissa heiddn tutkimuksen mukaan oli eniten
promootterialueen hypermetylaatiota, olivat p16 (60 %), MGMT (53 %), DAPK (67 %), RARPB (75 %),
MLH1 (69 %), CDH1 (43 %), RASSF5 ja MST1 (96 %). (Steinmann ym. 2009.) Steinmannin ja
tyotovereiden (2009) seka Yalnizin ja tyotovereiden (2011) tulokset p16 (CDKN2A) metylaatiosta ovat
ristiriidassa. Taulukossa 1 on koottu yhteen eri tutkimusryhmien |6ydokset geenien

hypermetylaatioista.

Taulukko 1. Promootterihypermetylaatio suuontelon (OC) tai paan ja kaulan alueen (HNC) levyepiteeli-

karsinoomissa

Tutkimus Kudos n pl5 plé E-kad. DAPK MGMT MLH1 RARB MST1
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

Viswanathan ym. 2003 (0]§) 99 23 23 35 41 8

Kulkarni ja Saranath 2004 ocC 60 67 68 52

Czerninski ym. 2009 ocC 28 17

Supi¢ ym. 2009 ocC 77 58 43 37 34

Gonzdles-Ramirez ym. 2011b OC 50 76

de Freitas Cordeido-Silva ym. OC 45 24

2012

Sanchez-Cespedes ym. 2000  HNC 95 27 18

Rosas ym. 2001 HNC 30 47 33 23

Chen ym. 2007 HNC 28 39

Steinmann ym. 2009 HNC 54 60 67 53 69 75 96

Yalniz ym. 2011 HNC 126 0 11,9 0 15

RASSF-geenit ovat mukana signaalitransduktiossa, RARS-geeni taas vaikuttaa solujen erilaistumiseen,

CDH1-geeni on mukana soluadheesiossa, DAPK ja MST indusoivat apoptoosia, p16 ja LATS-geenit
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kontrolloivat solusyklid. DNA:n korjausgeeneja ja geeneja, jotka estdvat DNA:n vaurioita ovat GSTP1,

MGMT ja MLH1. (Steinman ym. 2009.) (Taulukko 2)

Taulukko 2. Yleisimmat hypermetyloituvat geenit suuontelon sydvissa (www.omim.org, Wang ym. 2011, Lleras

ym. 2013, Dammann ym. 2015).

Geeni Tehtava Sijainti Metylaation vaikutus
p15 Kasvunsaatelija 9p21.3 G1-vaiheen inaktivaatio (CDK4, CDK6
(CDKN2B) inaktivaatio)
pl6 Koodaa proteiineja, jotka sdatelevat p53-ja  9p21.3 Gl-vaiheen inaktivaatio (CDK4, CDK6
(CDKN2A) Rb-reitteja inaktivaatio)
MLH1 DNA mismatch-korjausgeeni 3p22.2 Geenin ekspression hiljeneminen ja hairiot

DNA:n

korjausmekanismeissa
MGMT DNA:n korjausgeeni 10g26.3 Lisda sensitiisisyytta alkyloiviin aineisiin
E- Lisda solujen proliferaatiota ja invaasiota, 16q22.1  aktivoi EGFR:a, lisdad syovan invaasiokykya?
kadheriin  solujen vdlinen adheesio
i (CDH1)
DAPK Kaynnistda apoptoosin 9g34.1 Apoptoosin hairio
RARB Solujen erilaistuminen 3p24.2 Geenin hiljentyminen
MST1 Kaynnistda apoptoosin 3p.21.31 Apoptoosin hdirio
CHFR Saatelee solusyklin siirtymista mitoosiin 12qg24.3 Mitoottinen “tarkastusasema” hairiintyy

3
RASSF Signaalitransduktiossa, solukasvun 3p21.3 Apoptoosin hairio?
saatelija, solukuoleman kadynnistaja
APC Whnt-signalointi, soluadheesio, migraatio, 5q22.2 Vaikutta syovan kehittymiseen seka
apoptoosi uusiutumiseen

Rb Solusyklin saatelija 13q14.2  Solujen proliferaatio

Kuten on jo mainittu, on vaikeaa maaritellda milld geeneilld on suurimmat vaikutukset paan ja kaulan

alueen syopien kehittymisessd, koskatutkimustulokset ovat ristiriidassa keskendan. Tuloksiin
vaikuttaa tutkittavana ollut syopatyyppi ja tutkimusmenetelmd, silla osa tutkimuksista kasittelee
paan ja kaulan alueen syopia laajempana kokonaisuutena, joka kattaa kaikki pdan ja kaulan alueen
syovat, kun taas toiset ovat tutkineet spesifisemmin esimerkiksi suuontelon levyepiteelikarsinoomia.
Kuitenkin, kuten muissakin syovissa, ne geenit joissa promootterimetylaatiota tapahtuu, ovat usein
vastuussa solusyklin sdatelystd. Seuraavaksi kasitelldan niitd geeneja, joiden hypermetylaatiota on

tutkittu toistuvasti pdan ja kaulan alueen syovissa.

CDKN2A koodaa sykliinikinaasi-inhibiittoria ja se pitda retinoblastooma (Rb) proteiinin aktiivisena ja
estavaa sen fosforyloitumisen (kuva 9)(Rosas ym. 2001). Se estada solua siirtymasta G1-faasista S-

faasiin (kuva 8) (EI-Naggar ym. 1997).
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Kuva 8. Solusykli. Gl-vaiheessa solu kasvaa, S-vaiheessa tapahtuu DNA:n replikaatio, G2-vaiheessa
varmistetaan DNA:n eheys ja M-vaiheessa tapahtuu solun jakautuminen eli mitoosi. GO-vaiheessa solujen
solusykli on pysahtynyt. Suurin osa soluista on GO-vaiheessa, josta solusykli voi taas kdynnistya kun tarvittavat
kasvutekijat ovat lasna. Solusyklin sdatelyn padkomponentit ovat sykliinit ja sykliiniriippuvaiset proteiinikinaasit

(CDK:t). (Schafer 1998.)

Muutokset CDKN2A funktiossa tapahtuu joko deleetioilla, promootterialueen hypermetylaatioilla tai
harvemmin pistemutaatioilla (Rosas ym. 2001). Tutkimuksissa on tilastoitu vaihtelevia
metylaatioasteita. Viswanathan ja tyotoverit (2003) Ioysivat 23 % CDKN2A promootterialueen
hypermetylaatiota tapauksistaan, kun taas Kulkarnin ja Saranathin (2004) tutkimuksessa tulos oli
67 %. Molemmissa tutkimuksissa kdytettiin naytteind suuontelon levyepiteelikarsinoomia. Useiden
geenien metylaatioita tutkiva ryhma ei havainnut CDKN2A metylaatioita (Yalniz ym. 2011). Rosasin ja
tyotovereiden (2001) tutkimus paan ja kaulan alueen primaarisydpien CDKN2A hypermetylaation
esiintyvyydestd oli 47 %. El-Naggar ja tyotoverit (1997) toivat esille tutkimuksessaan myds
sukupuolten mahdollisen merkityksen sen muutoksille. He totesivat, ettd 92 % naisten kasvaimista ja
55 % miesten kasvaimista osoitti muutoksia CDKN2A-geenissa. Toisaalta tutkimuksessa oli mukana
ainoastaan 13 naista ja 33 miest3, joten tulos ei ole tdysin verrattavissa suuren epasuhdan vuoksi. He
saivat myos selville, ettd nielun kasvaimissa on enemman CDKN2A muutoksia kuin muilla paan ja
kaulan alueilla. Nielun syovista 85 %:lla, kielen syovistda 50 %:lla ja muilla alueilla 67 %:lla on

muutoksia tassa geenissa. (EI-Naggar ym. 1997.)
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Rb-geenilla on todettu yhteys suuontelon sydpien karsinogeneesiin. Rb on onkogeeni, jonka
tehtdvand on estdd sddnndstelematdontd solukasvua. De Oliveiran ja tyotovereiden (2012)
tutkimuksessa todettiin suuontelon levyepiteelikarsinoomandaytteiden sisdltdvdn enemman Rb-
proteiinia kuin mitd ndytteet suusydpdvaaraa lisdavista leesioista sisalsivat. Pahanlaatuiset leesiot
sisdlsivat siis enemman Rb-proteiinia, mikd viittaa siihen ettad sitd voitaisiin kdyttda ennusteen

maarittamisessa tai biomarkkerina (De Oliveira ym. 2012).

E’Z\F _» Transcription

Vo V2 A\ V2 AV
AN VAN VAN Fan\

Kuva 9. Retinoblastoomaproteiinin (pRB) inaktivaatio. Hypofosforyloitunut pRb on sitoutunut E2F-
transkripitiofaktoriin. Kun sykliini-cdk-kompleksi fosforyloi pRb:n se inaktivoituu ja vapauttaa samalla E2F-
transkriptiofaktorin, joka aikaansaa solysyklin aktivoitumisen. (Schafer 1998.) HPV-16 E7 onkoproteiini

vapauttaa myos E2F-transkriptiofaktorin sitoutuessaan Rb-proteiiniin (ks. sivu 36).

E-kadheriini on kalsiumriippuvainen glykoproteiini, joka toimii solupinnan adheesiomolekyyling
(Moselhy ym. 2013). Sitd kutsutaan myo6s Cadheriini-1 sekd lyhyemmin CDH1 (www.omim.org).
Hairiot E-kadheriinin normaalissa toiminnassa ovat yhteydessa eri sy6piin, varsinkin epiteelista
lahtoisin oleviin syopiin. On tutkittu, ettd glykoproteiinin promoottorialueen hypermetylaatiolla,
kromatiinirakenteen muutoksilla sekd transkriptiotekijoiden toiminnalla on osuutta E-kadheriinin
toiminnan vajavuuteen. Kuitenkin syovissa, joissa todetaan E-kadheriinin normaalissa toiminnassa
hédiriditd, on harvoin mutaatioita. (Moselhy ym. 2013.) Sen toiminnan vaje on yleinen |16ydds useissa
syovissa ja silla on todettu olevan yhteys myo6s syévan levinneisyyteen ja kykyyn metastasoida (Ran
ym. 2011). Ran ja tyotoverit (2011) my®os tutkivat E-kadheriinin promootterialueen hypermetylaatiota
nendnielun sydvissad. He osoittivat, ettd nenanielun syovissa oli yleisesti havaittavissa E-kadheriinin
promootterialueen hypermetylaatiota verrattuna nenanielun normaaliin kudokseen, jossa téllaista
hypermetylaatiota ei ollut. Tutkimustulos samalla viittaa, ettd CpG-saarekkeiden hypermetylaatiolla

ja E-kadheriinin hiljentymiselld on yhteys.

Viswanathan ja tyotoverit (2003) ehdottavat tutkimuksessaan, ettd DNA:n korjausgeeni MGMT:n

sekd E-kadheriinin metylaatiota esiintyisi eniten suuontelon levyepiteelikarsinoomissa intialaisilla
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potilailla. He saivat tulokseksi, ettd 41 % MGMT:n ja 35 % E-kadheriinin proomootterialueista oli
hypermetyloitunut kaikista suuontelon levyepiteelikarsinoomandytteistd. Toisaalta Rosas ja
tyotoverit (2001) julkaisivat omassa tutkimuksessaan, ettd MGMT:n hypermetylaatiota esiintyi vain
23 % paan ja kaulan alueen kasvaimista. Kulkarni ja Sarah (2004) sitd vastoin julkaisivat suurimman
yhteyden MGMT:n hypermetylaatiolla ja suuontelon levyepiteelikarsinoomalla, he I6ysivdt 52 %:lla
ndytteistd kyseisen geenin hypermetylaatiota. Heiddn naytteensa olivat potilailta, jotka kayttivat

purutupakkaa, joka voi vaikuttaa tulokseen.

On raportoitu aikaisemmin, ettd epidermaalinen kasvutekijareseptori eli EGFR vadhentaisi E-
kadheriinin toimintaa. EGFR sekd sen ligandin yliekspressiota on I6ydetty 80—90 %:ssa paan ja
kaulan alueen levyepiteelikarsinoomissa (Muller ym. 2008). Sen yliekspression on osoitettu olevan
yhteydessd huonontuneeseen hoitovasteeseen sekd eloonjdamisennusteeseen (Ang ym. 2002). My0s
E-kadheriinin vaikutusta EGFR:iin tutkittiin tuoreessa julkaisussa, jossa todettiin E-kadheriinin
vdhentyneen aktivaation aiheuttavan EGFR:n transkription lisdantymista. Jos E-kadheriinin toiminta
loppuu kokonaan saattaa se johtaa pdan ja kaulan levyepiteelikarsinoomien maaran kasvuun

aktivoimalla EGFR:a ja siihen liittyvia signalointireitteja. (Wang ym. 2011.)

Yleisin geeni, joka liitetdaan kaikkiin syopiin on p53, joka saa aikaan solujen apoptoosia G1-vaiheessa
(kuva 8), silloin kun DNA on vaurioitunut niin, ettei se enda korjaudu. Taman vuoksi sitd pidetdan
myo6s tuumorisuppressorigeenind. Useissa sydvissa on todettu p53:n olevan mutatoitunut, jolloin
solun normaali toiminta hairiintyy ja soluissa tapahtuu kontrolloitumatonta proliferaatiota seka
solujen antiproliferatiiviset toiminnot, kuten apoptoosi, loppuu. p53:n mutaatiot ovat vahvasti
yhdistetty tupakan polttoon p&dan ja kaulan alueen levyepiteelikarsinoomissa (Brennan ym. 1995,
Llewellyn 2001). On julkaistu, ettd mutaatiot p53:ssa ovat 3,5-kertaiset niilld, jotka sekd polttavat ja
juovat alkoholia kuin niilld, jotka eivat polta tai juo (Brennan ym. 1995). p53:n inaktivaatio saattaa
myo0s olla tarked suusydpdavaaraa lisddvien leesioiden synnyssa paan ja kaulan alueen sy6vissa (Boyle
ym. 1993). De Oliveiran ja tyoryhman (2012) mukaan premaligneissa leesioissa oli enemman p53:a
kuin suuontelon levyepiteelikarsinoomissa. On tutkittu, ettd muutokset p53-geenissd voivat saada
aikaan sen tuumorisuppressorivaikutuksen alenemista, mutta myds aikaansaada mutantin p53-

proteiinin, jolla taas saattaa olla onkogeenisia ominaisuuksia (Min ym. 1994).
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4.2 Mikrosateliitti-instabiliteetin merkitys paan ja kaulan alueen syovissa

Ihmisen  mismatch-korjaus-jarjestelma, MMR-jarjestelmd, on tirked genomin eheyden
yllapitamisessad. Jos MMR-jarjestelma jarkkyy, lisddntyvat mutaatiot kaksin- tai kolminkertaisesti ja
syOpien, joissa on mikrosateliitti-instabiliteettia, kehittyminen lisdantyy. (Wang ym. 2013.) DNA:n
MMR-jarjestelmadn aktivaation loppuminen MMR-geenien hypermetylaatiolla aiheuttaa DNA:n
toistojaksojen epdvakauden, jota siis kutsutaan mikrosatelliitti-instabiliteetiksi (Demokan ym. 2006,
Wang ym. 2001). Pdan ja kaulan alueen levyepiteelikarsinoomissa mikrosateliitti-instabiliteettia on
todettu arviolta 7—30 %:lla potilaista (Ishwad ym. 1995, El-Naggar ym. 1996). Wangin ja
tyotovereiden (2001) tutkimuksessa mikrosatelliitti-instabiliteettia 16ytyi kaikkiaan 58 %:lla pdan ja
kaulan alueen levyepiteelikarsinoomanaytteistda. Jos alle 45-vuotiaita ei lasketa mukaan,
mikrosatelliitti-instabiliteetin esiintyvyys on 36 %, kun taas jos pelkdstdaan alle 45-vuotiaat otetaan
mukaan, nousee arvo 88 %:iin. Tama todistaa, ettd mikrosatelliitti-instabiliteetti liittyisi varsinkin

nuorempien potilaiden p&dan ja kaulan alueen karsinoomien syntyyn. (Wang ym. 2001.)

Mismatch-geenien inaktivaatiota pidetaan yleisimpana syyna sille, ettd mikrosatelliitti-instabiliteettia
esiintyy kasvaimissa (Wang ym. 2013). Paan ja kaulan alueen sydpien kannalta tutkimukset ovat
melko alussa ja tutkimustulokset mismatch-geenien osuudesta sydpien kehittymiselle ovat vield
ristiriitaisia. Eniten tutkitut mismatch-geenit, ovat hMLH1 ja hMSH2. hMLHI1-geeni on yhdistetty
my6s muun muassa maksa-, rinta- ja mahasyopiin (Gonzales-Ramirez ym. 2011b). Viswanathan ja
tyotovereiden (2003) tutkimuksessa hMLHI1:n promootterihypermetylaatiota on vain 8 % suun
levyepiteelikarsinoomissa. Hieman uudemmassa Czerninskin ja tyotovereiden (2009) julkaisussa sen
sijaan 50 %:ssa suun levyepiteelikarsinoomanaytteista |0ytyi promootterialueen hypermetylaatiota
hMLH1:ssd ja hMSH2:ssa. Suurempi esiintyvyys naiden kahden geenin vililla oli hMSH2:lla, silla
hMLH1:n promootterialueen hypermetylaatiota esiintyi 17 %:lla naytteistd, kun vastaavasti AMSH2:n
promoottorialueen hypermetylaatiota 36 %:lla. Ndihin tuloksiin sisdltyi yksi tapaus, jossa esiintyi
hypermetylaatiota molemmissa geeneissa. Czerninskin ja tyotovereiden (2009) tutkimus osoittaa
myo6s ndiden mismatch-geenien hypermetylaation yhteyden potilaisiin, joilla yhtaaikaisesti todetaan
useampi suun levyepiteelikarsinooma: kaikilla potilailla, joilla oli useampi suun alueen karsinooma, oli
joko hMLH1- tai hMSH2-geeni hypermetyloitunut. Erdan julkaisun mukaan ndiden geenien
hypermetylaatioita ei todettu yhdessdkdan alle 45-vuotiaan  potilaan  suuontelon

levyepiteelikarsinoomissa (Wang ym. 2001). Suuret erot julkaisujen tuloksissa voivat johtua muun
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muassa tutkimuksissa kdytettyjen menetelmien eri herkkyyksistd tai naytteiden eri histologisesta

luokituksesta (Wang ym. 2001).

Muutamat julkaisut raportoivat naisilla esiintyvdn enemmaéan promootterialueen hypermetylaatiota
kuin miehilla (Demokan ym. 2006, Czerninski ym. 2009). Demokanin ja tyotovereiden (2006)
julkaisussa hMSH2:n promootterin hypermetylaatiota esiintyy enemman naisilla kuin miehilla. Myos
Czerninskin ja tyotovereiden (2009) julkaisu hMLH1:std ja hMSH2:sta viittaavat siihen, ettd naisilla

olisi useammin hypermetyloitunut mismatch-geeni.

Wang ja tyotoverit tarkastelevat hPMS1 yhteyttd suuontelon levyepiteelikarsinoomiin.
Tutkimuksessa todetaan sen olevan ainoa geeni, jonka proteiinin ilmentyminen oli vahentynyt seka
nuorilla ettd vanhemmilla potilailla. He my6s tutkivat hMSH3, hMSH6, hPMS1 ja hPMS2-geeneissa
esiintyvid mahdollisia mutaatioita seka niiden ilmentymistd. Mutaatioita ei havaittu hPMS1-geenin
genomin eksoneissa eikd promootterialueilla. Western blot-analyysissd todettiin, ettd 100 % niista
kasvaimista, jotka sisdlsivat mikrosateliitti-instabiliteettia, oli joko vahentynyt ilmentyminen tai
hPMS1 ei ilmentynyt lainkaan. Ne kasvaimet, jotka eivat sisdltdneet mikrosatelliitti-instabiliteettia,
ilmensivat proteiinia normaalisti. Muutokset proteiiniekspressiossa tapahtuvat ilmeisesti post-

transkripitonaalisilla modifikaatioilla. (Wang ym. 2013.)

4.3 DNA hypometylaatio padn ja kaulan alueen syodvissa

Myos paan ja kaulan alueen sy6vissd hypometylaation vaikutuksia on tutkittu huomattavasti
vihemman mitd  hypermetylaation  vaikutuksia. = Suuontelon levyepiteelikarsinoomissa
metylaatiomuutoksista 59,4 % oli hypometyloitunut, kun vastaavasti 40,6 % oli hypermetyloitunut,
kurkunpdan levyepiteelikarsinoomissa 65,8 % oli hypometyloitunut ja 34,2 % hypermetyloitunut ja
suunielun levyepiteelikarsinoomissa hypometyloituneita oli 16,3 % ja hypermetyloituneita 83,7 %.
Naista luvuista mainittakoon se, ettd valtaosa hypometylaatioista kaikissa kolmessa syoparyhmaéssa
sijaitsivat CpG-saarekkeiden ulkopuolella, kun taas hypermetylaatiot sijaitsivat valtaosaltaan CpG-

saarekkeissa. (Lleras ym. 2013.)
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Richards ja tyotoverit (2009) tutkivat LINE-1:n ja Alu-jakson hypometylaatioiden vaikutuksia paan ja
kaulan alueen levyepiteelikarsinoomiin. Syodpdasolundytteiden toistuvissa jaksoissa todetaan
paapiirteissaan olevan vahemman metylaatioita. Varsinkin LINE-jaksot ovat enemman
hypometyloituneita niissd syOpandytteissd, jotka ovat HPV-negatiivisia. Genomin instabiliteettia
havaitaan myds enemman niissa syopanaytteissd, joissa on enemman LINE-hypometylaatiota. Myos
HPV-negatiivisuudella, lisdantyneelld genomin epéavakaisuudella sekd vahentyneelld genomin

metylaatiolla havaittiin olevan yhteys. (Richards ym. 2009.)

5. HPV ja paan ja kaulan alueen syovat

Tassd osiossa kasitellddan HPV:n integroitumista isdantdsoluihin ja miten tdma vaikuttaa solujen
toimintaan. HPV:n metylaation mekanismit ja metylaation vaikutuksia kdydaan lapi ja verrataan HPV-
positiivisten ja -negatiivisten syopien eroja ja niiden vaikutusta sybvdn ennusteessa. Kuten jo
aikaisemmin mainittiin, HPV:ta |6ydetdan useimmiten risojen ja kielen tyven syovistd erityisesti
lansimaissa, kun taas suunielun ulkopuolella, esimerkkeina suuontelo, kurkunpaa ja alanielu, viruksen
esiintyvyys on huomattavasti pienempi. (Gillison ja Lowy 2004, D'Souza ym. 2007, Chaturvedi ym.
2008, Kang ym. 2015.)

5.1 HPV:n biologiset toiminnot isantasoluissa

HPV infektoi epiteelin tyvisoluja ja integroituu usein isdntdsolun genomiin. HPV:lla on kahdeksan
lukukehysta (eng. open reading frames): aikaiset geenit (eng. early genes) E1, E2, E4, E5, E6 ja E7,
joiden koodaamat proteiinit vaikuttavat geeniekspressiossa, replikaation sdatelyssa ja transkriptiossa
ja myohdisen vaiheen geenit (eng. late genes) L1 ja L2, jotka koodaavat viruskapsidin
rakenneproteiineja. (Syrjanen ym. 2011, Vinokurova ja von Knebel Doeberitz 2011.) Taulukossa 3 on
eritelty geenien tehtdvat tarkemmin. HPV:n genomiin kuuluu myds sadateleva alue eli LCR (eng. long

control region), joka ei sisdlld koodaavia alueita (Zaravinos 2014). (Kuva 10.)
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Taulukko 3. HPV:n geenit seka niiden tarkeimmat tehtavat. (Dalianis 2014.)

Geeni Tehtdva

El Muodostaa heterodimeerisen kompleksin E2:n kanssa ja kontrolloi viraalista
replikaatiota

E2 Saatelee aikaisen vaiheen geenipromootteria ja yhdessa E1:n kanssa DNA replikaatiota

E4 Saattaa valittaa viraalisten partikkelien vapauttamista

E5 Stimuloi kasvutekijoiden mitogeenisia signaaleja

E6 Inaktivoi monia soluproteiineja ja koodaa E6 onkoproteiinia

E7 Inaktivoi monia soluproteiineja ja koodaa E7 onkoproteiinia

L1 On péaaasiallinen viruskapsidiproteiinin tuottaja ja HPV-rokotteen rakenneosa

L2 On pienempi viruskapsidiproteiinin tuottaja

Muutos HPV-16 E1/E2 sekvenssissa rengasmaisen HPV:n avautuessa mahdollistaa viruksen genomin
soluttautumisen isdntdsolun genomiin. Tama kasvattaa tuumorigeneesia lisdiamalla E6 ja E7 geenien
aktiviteettia, koska E2 rikkoutuu integraatiossa. E2 on E6 ja E7 ekspressiotason saatelija. (Ragin ym.
2004.) HPV:n onkoproteiineja ovat E5, E6 ja E7. Ne voivat saada aikaan hairidita isantdasolun
solujakautumisessa, erilaistumisessa, apoptoosissa ja immunologisessa tunnistamisessa. (Syrjanen
ym. 2011, Zaravinos 2014.) E6 ja E7 proteiinit vaikuttavat genomin toimintaan sitomalla tai
hajoittamalla p53- ja Rb- proteiineja ja ndin ollen lisdavat karsinogeenisyytta (Steenbergen ym. 1995,
Ragin ym. 2004, Zaravinos 2014). Useimmissa syovissa esiintyy p53:n mutaatioita, mutta HPV-
positiivisissa syovissd p53:n toiminta on inaktivoitu, eikd se sisdlld siis itsessddan mutaatioita. E6
onkoproteiini inaktivoi p53:a, kun taas E7 inaktivoi pRb:aa, johtaen E2F transkriptiotekijan

vapautumiseen ja p16 proteiinin yliekspressioon. (Zaravinos, 2014.)(Kuva 9.)

Tarkka HPV:n patogeneesin malli on esitetty kohdunkaulansyovélle, mutta paan ja kaulan alueen
syovissa molekylaarinen malli ei ole yhta selva. Yli 90 % kohdunkaulantuumoreista on todettu
sisdltdvan viraalista HPV-DNA:ta, joista osa esiintyy episomaalisessa muodossa ja osa on yhdistynyt
eli integroitunut isantdsolun genomiin. On esitetty, ettd suurin osa episomaalisessa muodossa
esiintyvistd viruksista lOytyisi syovan esiasteista, kun taas integroitunut virusmuoto |Oytyisi
vastaavasti invasiivisista syovistd. Nain ollen virusintegraation vaitetdan tapahtuvan sydvan
kehittymisen myohdisemmassa vaiheessa (Ragin ym. 2004.) Kulmalan ja tyotovereiden (2006)
julkaisussa kuitenkin esitetaan, ettad asia olisi pdinvastoin. Uutta kvantitatiivista reaaliaikaista PCR-
menetelmaa apuna kdyttden he havaitsivat, ettd HPV oli sekad integroituneena ettd episomaalisena
kohdunkaulansyévan esiasteissa. Naiset, joilla oli vain integroitunutta HPV-16 muotoa olivat

lahemmas 10 vuotta vanhempia kuin ne naiset, joilla HPV-16 oli episomaalinen. (Kulmala ym. 2006.)
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Paan ja kaulan alueen syodvissa HPV voi olla joko episomaalisessa muodossa ja/tai integroituneena
isdntdsolun genomiin. Olthof ja tyéryhma (2014) tutkivat miten ndma eri virusmuodot vaikuttavat
viraalisten geenien ekspressioon sekd virusten infektoimien isdntdgeenien ekspressioon.
Tutkimuksessa oli mukana 75 HPV-16 positiivista suunielun karsinoomandytettd, joista 39 %:ssa HPV
oli integroituneena ja 69 %:ssa episomaalisena. E2, E6 ja E7 RNA ekspressiotasoissa ei todettu eroja
integroituneen ja episomaalisen virusmuotojen sisdltdmien naytteiden vililla. Heidan tutkimuksen
mukaan siis integraatiolla ei ollut vaikutusta HPV:n onkogeenien luentaan, mikd on ristiriidassa
aikaisempien tutkimusten kanssa. (Olthof ym. 2014.) Badaraccon ja tyoryhma (2007) totesi, etta
heiddn 21 naytteen aineistossaan kaikki naytteet sisalsivat integroitunutta HPV:ta, ja kolmasosa
ndytteistd sisdlsi sekd integroitunutta ettd episomaalista HPV:ta (Badaracco ym. 2007). Viruksen
esiintymismuoto saattaa vaikuttaa syovan hoitoon. On esitetty, ettd interferonihoito tehoaisi
episomaalista HPV:ta sisdltaviin syOpasoluihin. Integroitunutta HPV:a sisaltdviin sy6pasoluihin

interferonihoidolla nayttaisi taas olevan epasuotuisia vaikutuksia. (Olthof ym. 2015.)

Useita HPV-16 integraatiokohtia on kartoitettu kohdunkaulansyoville. Monet naistd kohdista
sisdltdvat tuumorisuppressorigeeneja koodittavia alueita. (Ragin ym. 2004.) Useat integraatioalueet
korkean riskin HPV-tyypeille kohdunkaulansy6vissd sijoittuvat niin sanottuihin epéavakaisiin
kromosomialueisiin (eng. chromosome fragile site) (Groves ja Coleman 2015). HPV-16:sta integraatio
isdntagenomiin vaikuttaa paaasiallisesti sattumanvaraiselta, mutta Wilson ja tyéryhma (2013) ovat
kuitenkin osoittaneet selvdn yhteyden isdntdgenomin ja viraalisten E2 sekd E4 ja E5 alueiden

integraation valilla.

5.2 HPV-positiivisten sydpien todentaminen

E7 onkoproteiinin aiheuttama pRb:n inaktivaatio johtaa p16 yliekspressioon, joka voidaan havaita
immunohistokemiallisilla varjayksilla (Zaravinos, 2014). HPV-negatiiviset syovat voivat kuitenkin olla
myo6s pl6-positiivisia (Marur ym. 2010). Uudemmat julkaisut esittdvat, ettd pl6 yliekspression
todentaminen ei yksiselitteisesti osoita HPV-positiivisuutta, ja ndin ollen ei toimisi HPV:n
diagnostiikassa yksindan (Bussu ym. 2013, Perrone ym. 2011). Perronen ja tyéryhman (2011) mukaan
HPV:n osoittamisessa tulisi maarittda sekd pl6 yliekspressio ettd HPV DNA:n maaritys in situ
hybridisaatiolla. Toinen tapa osoittaa HPV-positiivisuus on kayttdd E6 ja E7 vasta-aineita

todentamiseen. Kyseisten vasta-aineiden vdhainen esiintyvyys suunielun naytteissa kuitenkin viittaisi
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testin huonoon herkkyyteen. Kumpikaan naistd menetelmista ei siis ole tdysin tyydyttdavd HPV:n
osoitukseen. (Combes ja Franceschi 2014.) Perustuen saksalaisiin tutkimuksiin p16, cykliini D1, pRb ja
p53 ekspression analysointi immunohistokemiallisesti on tullut osittain jo rutiinikdytantoon. HPV

positiivisissa nadytteissa ainoastaan p16 ekspressoituisi. (Prigge ym. 2015.)

5.3 HPV:n metylaatio

Hypermetylaatiota tapahtuu HPV-16:sta L1-geenissad sekd LCR-alueella (Balderas-Loaeza ym. 2007).
Mekanismi on osittain tuntematon, mutta on esitetty, ettd HPV-16 ja -18 genomit voivat liittya
isdntdsolun DNA:han kasvaimen kehityksen aikana, jolloin virusgenomin normaali geenisekvenssi
héiriintyy, johtaen transkription loppumiseen niissa viruksen geeneissd, jotka sijaitsevat 5'-asemassa
LCR-alueella. Koska transkription loppumisen on havaittu kdynnistavan de novo -metylaatiota, johtaa
tdma lopulta ndiden muuttuneiden virus DNA-sekvenssien metylaatioon. On my6s todisteita siita,
ettd minka tahansa DNA:n liittdminen kromosomiin voi aikaansaada metylaatiota. (Balderas-Loaeza
ym. 2007.) Wilson ja tyoryhma (2013) havaitsivat metylaatiomuutoksia pdan ja kaulan alueen

syovissa, varsinkin L1- ja L2-geenien raja-alueella ja E1-geenin sisdlld (kuva 10).

Balderas-Loaeza ja tyGtoverit (2007) totesivat 10/12 tutkimissaan suuontelon karsinoomandytteessa
olevan muutoksia HPV-16 genomin DNA metylaatiossa. Heidan mukaansa
promootterihypermetylaatio E2 proteiinin sitoutumiskohdassa, joka sijaitsee LCR-alueella, saattaa
lisata karsinogeneesid estamalld E2 proteiinin sitoutumista. E2 proteiini siis normaalisti estda E6
geenin toimintaa, mutta proteiinin toiminnan estyessa E6 geenin onkogeeninen toiminta jatkuu.
Tama mekanismi selittdnee, miksi niissd alaryhmissa, joissa E2 geeni on tallella, ndhdaan silti
lisdantynyt E6 ja E7 onkogeenien ilmentyminen. (Bhattacharjee ja Sengupta 2006, Balderas-Loaeza

ym. 2007.)
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Kuva 10 (muokattu Wilson ym. 2013). HPV-16 genomi episomaalisessa muodossa. LCR= long control region eli
pitka saatelyalue; E1, E2, E4,E5, E6 ja E7= early region genes eli aikaisen vaiheen geenit; L1 ja L2= late region
genes eli myohdisen vaiheen geenit. Metylaatioalueet nakyvat kuvassa vaaleansinisend. Tutkimuksessa

kdytettiin apuna MeDIP-seq aineistoa.

Viruksen muoto isdntdsolussa vaikuttaa siihen, miten metylaatiot vaikuttavat geenien toimintaan.
HPV-16 episomaalisen muodon CpG-metylaatiot E2 proteiinin sitoutumiskohdassa ovat yleisid, kun
taas yksittdisen integroituneen virusgenomin geeneissa ei metylaatioita juurikaan esiinny. Jos taas
virus on monistanut genominsa, niin metylaatioita esiintyy kaikissa CpG-saarekkeissa, mika viittaisi
sithen, ettd metylaatiolla hiljennetddn suurin osa monisteista. E2 proteiinin sitoutumisalueen
metylaatiot saattavat siis johtaa lisddntyneeseen virusproteiinien ekspressioon sekd useamman

virusgenomin ldsna ollessa virusmaaran kontrollointiin. (Chaiwongkot ym. 2013.)

5.4 HPV-positiivisten ja HPV-negatiivisten kasvaimien erot metylaatioissa

Suunielun HPV-positiiviset ja -negatiiviset levyepiteelikasvaimet eroavat toisistaan yleisesti ottaen
molekyyligeneettisiltd ominaisuuksiltaan, riskitekijoiltdan, vaestotason esiintyvyydellddan seka
ennusteeltaan. Paisaantoisesti HPV-positiiviset syovat ovat ennusteeltaan parempia. (Chaturvedi

ym. 2008, Bosch ym. 2013.) HPV-positiivisissa syovissd E6 ja E7 onkoproteiinit inaktivoivat
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tuumorisuppressoriproteiinit p53:n ja pRb:n kiinnittymalld niihin. Tama saa aikaan muutoksia, jotka
voivat johtaa solun muuttumiseen ja pahanlaatuisen muutoksen kehittymiseen. pRb:n degradaatio

saa aikaan myds CDKN2A (p16) ilmentymisen kasvun kyseisissa soluissa. (Bosch ym. 2013.)

Worsham ja tyotoverit (2013) havainnoivat HPV-positiivisissa syovissd esiintyvdn enemman
promootterihypermetylaatioita mitd HPV-negatiivisissa syovissd. HPV-positiivisilla soluilla oli
suurempi metylaatioaste CpG-alueilla sekd toistuvissa ettd toistumattomissa alueissa (Sartor ym.
2011, Worsham ym. 2013). Myoés Lleras ja tyotoverit (2013) vahvistavat tutkimuksessaan sen, etta
suunielun karsinoomissa esiintyy yleisimmin HPV-positiivisuutta: 37 % suunielun, 17 % suuontelon
naytteistd ja 22 % kurkunpaan naytteista sisalsi HPV DNA:ta. He tutkivat edelleen suunielun hypo- ja
hypermetyloituneiden CpG-alueiden lukumé&arda ja vertailivat niiden yhteyttd HPV-statukseen:
metylaatiomuutoksien lukumdaara oli vyli kaksinkertainen HPV-positiivisissa syovissda. HPV-
negatiivisissa syovissa hypermetylaatiota esiintyi 161 CpG-alueella ja hypometylaatiota 12 CpG-

alueella, kun vastaavasti HPV-positiivisissa syovissa arvot olivat 428 ja 49.

Sartorin ja tyotovereiden (2011) mukaan CDKN2A (p16) ekspressio on vahentynyt HPV-negatiivisissa
kasvaimissa, kun taas sen ekspressio on lisddantynyt HPV-positiivisissa kasvaimissa, joko
kromosomaalisilla deleetioilla, mutaatioilla tai promootterihypermetylaatioilla sekd E7:n sitoutuessa
Rb-proteiiniin. Tdmad on ainoita alueita, jotka ovat enemman metyloituneita HPV-negatiivisissa

syovissa kuin HPV-positiivisissa syovissa.

Richards ja tyotoverit (2009) tutkivat toistuvien jaksojen CpG-metylaatioita HPV-positiivisissa seka -
negatiivisissa paan ja kaulan alueen levyepiteelisyovissa. HPV-positiivisuudella ja LINE metylaatiolla
|6ydettiin yhteys, kun taas HPV-negatiiviset syovissa oli havaittavissa LINE hypometylaatiota. Samaan
tulokseen paasivat myods Sartor ja tyotoverit (2011) tutkimuksessaan. HPV-positiiviset syovat olivat
myos genomiltaan vakaampia kuin HPV-negatiiviset syovat. Globaali hypometylaatio, joka lisda
genomin instabiliteettia, on korostunut HPV-negatiivisissa padn ja kaulan alueen

levyepiteelikarsinoomissa (Richards ym. 2009).

Lajer ja tyoryhma (2012) tutkivat miRNA ekspressiota HPV-positiivissa ja -negatiivisissa paan ja kaulan

alueen syovissa. Heidan tutkimuksen mukaan ndiden syopien miRNA-malleissa on eroavaisuuksia.
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HPV-positiivisilla padn ja kaulan alueen syovilld ja kohdunkaulan syévan valilld oli enemman
yhtalaisyyksia miRNA-malleissa kuin HPV-positiivisten ja -negatiivisten pdan ja kaulan alueen sydpien
valilla. Tarkeimmat HPV:n ydin miRNA:t, jotka heiddn tutkimuksessaan liitettiin HPV:n patogeneesiin
olivat miRNA-15a-, miRNA-16-, miRNA-497-perhe sekd miRNA-106-363-ryhma. He myds totesivat,
ettd HPV:n ytimen miRNA:lla on yhteys HPV:n onkoproteiinien E6:n sadteleman p53-reitin ja E7:n
saateleman pRb-reitin valilla. Kuvassa 11 havainnollistetaan naitd mahdollisia interaktioita HPV:n
ydin miRNA:den ja eri sydpaa aiheuttavien tekijoiden valilla. HPV E7 sitoutuu pRb:aan aiheuttaen sen
inaktivaation sekd vapauttaen E2F-transkriptiotekijaa, joka saa aikaan solusyklin etenemisen S-
faasiin, jolloin solu jakautuu. E7 ja p21:n yhteys taas saa aikaan sen, ettd miRNA-15a, miRNA-16,
mMiRNA-195 ja miRNA-479 kohteina olevien sykliinien toiminta estyy. Tama aiheuttaa sen, etta
solusyklin keskeytys estyy ja pahanlaatuisten muutosten synty lisddntyy. E6:n inaktivoima p53
aiheuttaa lopulta apoptoosin hairi6itd ja DNA:n vaurioita. p53 myods sdatelee miRNA-15a, miRNA-16,
miRNA-195, miRNA-143 ja miRNA-145 transkriptiota, joten p53:n inaktivaatio aiheuttaa kyseisten

miRNA:den transkriptioiden hairidita. (Lajer ym.2012.)
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Kuva 11. HPV:n ydin miRNA:den sekd E6 ja E7 onkoproteiinien aiheuttamien geenimuutosten yhteys
pahanlaatuisiin muutoksiin (Lajer ym. 2012).
6. Paan ja kaulan alueen sydpien ennuste ja hoito

Syovan ennusteeseen ja hoitovalintaan vaikuttavat muun muassa kasvaimen histologia, koko ja

paikka, paikallinen invaasiotapa ja sen paksuus, paikalliset ja ja kaukaiset metastaasit, HPV-
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positiivisuus ja toisten primaarikasvainten esiintyvyys sekd muut yleissairaudet ja tupakointi (Licitra
ym. 2006, Woolgar 2006, Demokan ja Dalay 2011). Pdan ja kaulan alueen syopapotilailla on
lisdantynyt riski saada toinen primaarikasvain yldhengitysteiden ja ruuansulatuskanavan yldosien
alueelle. Riski toisen primaarikasvaimen kehittymiselle on 5—35 % valilld, mikd on suurempi kuin
milldadn muulla syoparyhmalla. (Dhooge ym. 1998.) Koska potilailla esiintyy tavallisesti useita
syOpadriskia lisdavia tai jo pahanlaatuisia leesioita, Slaughter ja ty6toverit kehittivat vuonna 1953 niin
sanotun kenttdkarsinogeneesiteorian (eng. field cancerization) (Slaughter ym. 1953, Califano ym.
1996, van Oijen ja Slootweg 2000). Kyseinen teoria olettaa, ettd karsinogeeni yldhengitysteiden ja
ruoansulatuskanavan ylaosien alueella voi aiheuttaa geneettisid poikkeavuuksia ja ndin ollen useiden
pahanlaatuisten kasvainten syntymista kyseisille alueille (Califano ym. 1996). Naiden uusien
primaarikasvaimien kehittyminen on muun muassa syyna siihen, miksi kyseiselld syoparyhmalla on

huono ennuste (Dhooge ym. 1998).

Pdan ja kaulan alueen sydvat diagnosoidaan usein melko myohaan, sillda ne pysyvat oireettomina
pitkdan. Koska potilaalla ei ole oireita, ei hdan myoskadan hakeudu hoitoon, jolloin sy6pd usein
havaitaan lilan myoh&an. Ennuste huononee tuumorin koon mukaan: viisivuotisennuste T1-luokan
kasvaimelle on 80—90 %, T2-luokan kasvaimelle 50—70 % ja T3-T4-luokan kasvaimelle 20—40 %
(Joensuu ym. 2013). Hammaslaakarin onkin tarkeda havaita rutiinitarkastuksissa mahdolliset
pahanlaatuiset muutokset jo varhaisessa vaiheessa, mielelldan esiasteina, jotta hoito saadaan ajoissa
kdyntiin ja hoitovaste olisi parempi. Syovan hoito on eri ladketieteen alan spesialistien laajaa
yhteistyotd, johon osallistuu muun muassa pdan ja kaulan alueen kirurgeja, korva-, nena- ja
kurkkutautien erikoislaakareita, plastiikkakirurgeja, onkologeja ja radiologeja sekd hammaslaikareita

(Argiris ym. 2008).

Kirurgia ja sadehoito ovat olleet pitkddn p&adasiallinen hoitomuoto, myds solunsalpaajien seka
epigeneettisen terapian liittdminen hoitoon on lisdantynyt. Kookkaita kasvaimia hoidetaan yleensa
samanaikaisesti sekd sdde — ettd solunsalpaajahoidolla. Solunsalpaajahoitoa ei kuitenkaan kayteta

yksindan ilman sadehoitoa tai kirurgista toimenpidetta. (Joensuu ym. 2013.)

Koska paan ja kaulan alueen sydpien geneettinen tausta on moninainen, etenkin HPV-negatiivisilla
syovilla, yhtenevida kohteita epigeneettiselle terapialle ei ole lI6ydetty. Taman vuoksi olisi tarpeen

tuntea kaikki geenit ja mekanismit ndiden syOpien taustalla, jotta yksil6lliset terapiamuodot olisivat
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mahdollisia ottaa kayttoon. Kappaleessa 7 on kasitelty tarkemmin hoitomuotoja, jotka pohjautuvat

epigeneettisten muutosten tuntemiseen seka eri geenien mutaatioiden osoittamiseen.

6.1 HPV-positiivisten syopien ennuste

Syovan HPV-status on yksi kdytossa olevista biomarkkereista, joka kertoo muun muassa syévan
ennusteesta. Sen arvoa potilaan hoidon valinnan ohjauksessa tutkitaan parhaillaan (Marur ym. 2010).
HPV-positiivisilla suunielun levyepiteelikarsinoomilla on osoitettu olevan parempi ennuste verrattuna
HPV-negatiivisiin levyepiteelikarsinoomiin: potilailla, joilla on HPV-positiivinen sy6pd, on arviolta
puolet parempi viidenvuoden ennuste (overall survival). Kdytanndssa tama tarkoittaa noin 30 %
parempaa ennustetta (absolute survival). (Bosch ym. 2013.) Tama saattaa johtua siitd, ettd HPV-
positiiviset syovat reagoivat paremmin sidde- ja kemoterapiahoitoihin (Chaturvedi ym. 2008).
Leikkaushoidot tehoavat myos tutkitusti paremmin HPV-positiivisiin syopiin (O’Rorke ym. 2012).
Taudin eteneminen on huomattavasti pienempi HPV-positiivisilla potilailla. Merkittavaa on myos se,
ettd syovan uusiutuminen oli pdan ja kaulan alueen levyepiteelikarsinoomista 59 % ja suunielun
levyepiteelikarsinoomista 63 % pienempi kuin HPV-negatiivisilla syovilld. On vield varhaista sanoa,
johtuvatko ndma erot yksinomaan HPV-statuksesta, vai vaikuttaako tulokseen muun muassa se, etta
tyypillisesti HPV-negatiiviset syovat loytyvat vanhemmilta, tupakoivilta ja alkoholia kayttavilta
henkiloiltd. (O'Rorke ym. 2012.) Pienelld ryhmalla potilaita, joilla on HPV-positiivinen sy6pd, tulee

kuitenkin myo6haisia ja kaukaisia etdapesikkeita jopa viiden vuoden kuluttua (Lin ym. 2013).

HPV-positiivisten sydpien ennusteeseen vaikuttavaa heikentdvasti EGFR yliekspressio seka
kromosomaalinen epédvakaus. EGFR vyliekspressio huonontaa tosin sekd HPV-negatiivisten ettd
positiivisten syopien ennustetta. (Olthof ym. 2015.) Parempaan ennusteeseen viittaavat taas p16
yliekspressio, alhainen MHC luokka 1 sekd kohonneet CD44-, CD98- ja CD8+ TIL- (eng. tumor
infiltrating lymphocyte) arvot. Naiden lisdksi tupakoimattomuus ja hyva yleisterveys parantaa hoidon

ennustettavuutta. (Dalianis 2014.)

39



6.2 HPV-rokotteet

HPV-rokotteet kuuluvat taudin ehkaisyyn, silld ne torjuvat virustartuntaa ja antavat suojan viruksen
aiheuttamilta kohdunkaulan syévan esiasteilta (www.thl.fi). Talla hetkella maailmalla kdytdssa ovat
Cervarix®- ja Gardasil®-rokotteet. Niiden vaikutuksia HPV-positiivisten padan ja kaulan alueen
syopien kehittymiseen ovat tutkimuksen kohteena. Nama rokotteet eivdat tehoa enda tapauksissa,
joissa HPV-tartunta on jo syntynyt. Sen vuoksi rokotteet annetaan nuorille tytoille, jotka eivat ole
vield aloittaneet sukupuolieldmaa. (Zaravinos 2014, www.thl.fi.) Se, ettd osa lapsista saa HPV
infektion jo elamansd varhaisvaiheessa, ei-seksuaaliteitse, aiheuttaa kysymyksid oikeasta

rokoteajankohdasta. Talta alueelta tarvitaan tutkimustietoa nopeasti.

Cervarix® on bivalentti rokote, joka sisdltda HPV-16:n ja HPV-18:n puhdistettuja viraalisia proteiineja.
Gardasil®-rokote taas sisaltda neljan eri HPV-tyypin, HPV-6, -11, -16, ja -18, puhdistettuja viraalisia
proteiineja. (WHO 2014, www.thl.fi.) Euroopan markkinoille tulee syksyllda 2015 Merckin 9-
valenttinen HPV-rokote, mikd antaa suojan seitsemaélle korkean riskin HPV-tyypille ja kahdelle

matalan riskin HPV-tyypille (European Medicines Agency, www.ema.europa.eu).

HPV-rokotteiden kaytté on yleistynyt ja se on sisdllytetty ldhes kaikkien Euroopan maiden
kansalliseen rokoteohjelmaan. Sosiaali- ja terveysministerié kaynnisti rokotusohjelman Suomessa
syksylla 2013 Cervarix®-rokotteella. (Jarvi 2013.) Se kuuluu siis nykyaan Suomen kansalliseen
rokotusohjelmaan, ja sen saavat ilmaiseksi 6.-luokkalaiset tytot sekd 7.- 9.-luokkalaiset tytot
rokotusohjelman kahden ensimmadisen vuoden aikana (www.thl.fi). HPV-rokoteohjelmien kayttoon
ottojen vuoksi HPV-positiivisten syépien maardn laskua on todenndkodisesti odotettavissa

tulevaisuudessa (O'Rorke ym. 2012).

Preventiivisten rokotteiden ohella on kehitteilld terapeuttisia rokotteita. Talld hetkelld on viisi
lupaavaa terapeuttista rokotetta kliinisissa kokeiluissa, joista kaksi on peptidirokotetta, yksi rokote

sisdltda puhdistettua E7 DNA:ta seka kaksi on vektorirokotteita. (Zaravinos 2014.)
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7. Epigeneettiset biomarkkerit ja epigeneettiset ladkkeet sy6van hoidossa seka
kohdennettu geeniterapia

DNA metylaatiot ovat reversiibeleja tapahtumia, jonka vuoksi ne ovat lupaavia kohteita
geeniterapialle (Das ja Singal 2004). DNA metylaatioon liittyvat teknologiat ovat hyvia seka kliinisessa
diagnostiikassa ettd syopien hoidossa. DNA metylaatiomarkkereita kaytetdankin syovan
diagnostiikassa, silld tietyt geenimetylaatiot on liitetty tiettyihin syopatyyppeihin. Markkereita
voidaan myds kayttaa avuksi hoidon suunnittelussa, silla niiden avulla pystytddan ennustamaan, mika
hoito tehoaa parhaiten. (Laird 2003.) Uusimmat julkaisut painottavat sita, ettd tuntemalla kaikki
taustalla olevat geneettiset muutokset, voidaan pyrkid kehittamaan kullekin taustalla olevalle
muutokselle  spesifi  hoitomuoto. Tietyt geenit ja niiden  molekyylireitit, kuten
tuumorisuppressiogeenien p53-, pRb- ja Notch-reitit sekd onkogeenien EGFR-, PI3K-, Ras-, MET- ja
JAK/STAT-reitti, ovat keskeisid ja naiden mahdollisuuksia kohdennettuun terapiaan tutkitaan (Suh

ym. 2014). Myos FGF-reseptoriperhe on liitetty paan ja kaulan alueen sy6piin (Kang ym. 2015).

7.1 Demetylaatioladkkeet hoidossa

Demetylaatioladkkeet voivat tutkimusten mukaan peruuttaa metylaation aiheuttamat geenien
hiljennykset (Das ja Singal 2004). Laakkeitd on olemassa kahta eri paaryhmaa: DNA
metylaatioinhibiittorit ja histonideasetylaatioinhibiittorit (histone deacetylase, HDAC). DNA
metylaatioinhibittorit jaetaan edelleen kahteen ryhma&an: nukleosidianalogeihin ja ei-

nukleosidianalogeihin. (Mulero-Navarro ja Esteller 2008.)

Nukleosidianalogit, muun muassa sytidiinianalogit 5-asa- ja 5-asa-2’-deoksisytidiini (Kuva 12) (Mai ja
Altucci 2009), voivat liittyd DNA:n ja/tai RNA:n kanssa, jolloin ne estdavat muun muassa DNA
metylaatiota (Yoo ja Jones 2006, Mulero-Navarro ja Esteller 2008). Molempien ladketyyppien seka
asatidiinin (5-asasytidiini) ettd desitabiinin (5-asadeoksisytidiini) on todettu saavan aikaan remissiota
seka kliinistd kohennusta yli puolessa potilaista (Issa 2007)(Kuva 12). Jotta laadke toimisi, solun taytyy
olla proliferaatiovaiheessa. Tama onkin ldadkkeiden haittapuoli, silld ne ovat voimakkaasti soluille
myrkyllisia ja johtavat lopulta solukuolemaan (Mulero-Navarro ja Esteller 2008). Ne ovat kuitenkin
hyvin tehokkaita jo pienissa konsentraatioissa, ja annostusta on pienennetty, mikd on johtanut

ladkkeiden parempaan tehoon seka vahentényt niiden toksisuutta (Yoo ja Joens 2006).
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Kuva 12. Vasemmanpuoleinen 5-asasytidiini ja oikeanpuoleinen 5-asadeoksisytidiini (kuva muokattu Nelson

ym. 2004).

Nukleosidianalogien vaikutus on reversiibeli. Jos ladkkeen kdyttd lopetetaan, voi kasvainsolujen
maara lisddntya taman jalkeen voimakkaasti. Tatad ei tapahdu muilla ladketyypeilld. (Mulero-Navarro
ja Esteller 2008.) Ei-nukleosidianalogit, muun muassa prokaiiniamidi ja hydralatsiini (Mai ja Altucci
2009), sitoutuvat DNMT-entsyymien katalyyttiseen kohtaan, ja eivat siis integroidu DNA:han. Nain
ollen ladkkeillad ei ole epaspesifeja vaikutuksia kuten edellisilld nukleosidianalogeilla. (Mulero-Navarro
ja Esteller 2008.) Kliinisia kokeita niilla on kuitenkin tehty huomattavasti vdhemmaéan kuin
nukleosidianalogeilla, ja ndin ollen lisatutkimukset ovat tarpeen ennen kuin ei-nukleosidianalogeja

voidaan hyodyntaa sybpien hoidossa(Yoo ja Jones 2006).

DNA metyylaatioinhibiittorien lisdksi on kehitetty histonideasetylaatioinhibiittoreja. Deasetylaasit
poistavat asetyyliryhman nukleosomaalisesta DNA:sta, jolloin siita tulee inaktiivinen. (Mai ja Altucci
2009.) DNA metylaatio vaimentaa geeniekspressiota osin histonideasetylaasien avulla. Tasta syysta
HDAC inhibiittoreita on kaytetty aktivoimaan metyloituneita geeneja. HDAC inhibiittorit eivat
kuitenkaan pysty aktivoimaan tihedsti metyloituneita geeneja, mutta demetyloivien aineiden kanssa
kdytettynd ne voivat saada aikaan geenien aktivoitumisen. (Das ja Singal 2004.) HDAC inhibiittorit
jaetaan neljddan ryhmaan: lyhytketjuisiin rasvahappoihin, hydroamisiin happoihin, syklisiin
tetrapeptideihin sekd bentsamideihin, joilla kaikilla on eri funktionaalinen ryhma (Yoo ja Jones 2006,
Mai ja Altucci 2009). HDAC inhibiittoreilla on tehty vdhemman kliinisid kokeita kuin DNA
metylaatioinhibittoreille, silld niiden kdytén on havaittu aiheuttavan useita toksisia vaikutuksia.
Prekliiniset kokeet myo0s viittaavat siihen, ettd kombinaatiohoito olisi tehokkaampaa. (Mulero-

Navarro ja Esteller 2008.)
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7.2 Metylaatiomarkkerit

CpG-saarekkeiden hypermetylaatiota pidetdan yhtena yleisimpana markkerina, jota esiintyy ihmisen
syovassd. Niiden kayttod biomarkkereina puoltaakin moni asia. Ensinndkin muutokset DNA
metylaatioissa ovat tunnusomaisia neoplastisille soluille, jota voidaan hyvaksikdyttdaa syovan
diagnostiikassa ja syOpatyypin tunnistuksessa. Toiseksi metylaatiospesifit PCR-menetelmat, korkean
erotuskyvyn nestekromatografia ja korkean erotuskyvyn kapillaarielektroforeesi, ovat kaikki nopeita
ja tarkkoja menetelmia. Kolmanneksi DNA on hyvin stabiili molekyyli, jota saadaan tutkittavaksi
monesta eri kohteesta. DNA myos sdilyy pitkdan, jolloin sitd voidaan kayttdda melko pitkdan

ndytteenoton jalkeen. (Mulero-Navarro ja Esteller 2008.)

Tiettyjen geenien hypermetylaatiota voidaan my0Os kayttdd maariteltdessd syovdan ennustetta.
Mielcarek-Kuchtan ja tyoryhman (2014) tutkimuksessa geenihypermetylaatiota esiintyi eniten
CDKN2A ja CDH1 (E-kadheriini) geeneissa. He tutkivat ndiden geenien hypermetylaatioiden yhteyksia
syopien kliinispatologiseen kuvaan: CDKN2A hypermetylaatiolla oli suotuisa vaikutus syovan
ennusteeseen. (Mielcarek-Kuchta ym. 2014.) E-kadheriinia voidaan taas usein pitdd huonon
ennusteen markkerina, silld sen metylaatio on yhteydessa syévan lisddntyneeseen invaasiokykyyn ja

metastasointiin (Lleras ym. 2013).

Syovdan ennusteen lisdksi epigeneettisia markkereita kdytetddan hoitovasteen arvioinnissa ja
hoitotyypin valinnassa (Mulero-Navarro ja Esteller 2008). MGMT on hyva markkeri, silld sen
promoottorialueen metylaatio lisdd kasvaimen vastetta solunsalpaahoidolle (Das ja Singal 2004).
MGMT muun muassa lisda glioomien herkkyytta alkyloiville aineille (Esteller ym. 2000). Toinen
ennustava biomarkkeri on hMLH1, joka liittyy useisiin DNA:n korjausreitteihin. DNA mismatch
korjausgeenin inaktivaatio hMLH1 geenin promootterihypermetylaatiolla on yleinen muutos useissa
syovissa. (Mulero-Navarro ja Esteller 2008.) Kyseisen geenin demetylaatio saa aikaan paremman
vasteen tietyille lddkkeille kuten sisplatiinille (Mulero-Navarro ja Esteller 2008), joka on syOpien

hoidossa kdytetty platinajohdos (Argiris ym. 2008).

Vuonna 2011 Demokan ja Dalay tulivat siihen tulokseen, ettd DNA metylaatiomuutoksilla ei vield ole

kdytdannon merkitystd pdan ja kaulan alueen syodpien kliinisessd hoidossa, silla ne ovat liian
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epaluotettavia. Koska metylaatioanalyysit ovat kuitenkin hyvin tarkkoja, niin pdan ja kaulan alueen
syoville tullaan heidan mukaansa kuitenkin 16ytdmaan sopivat markkerit, kunhan laajempia aineistoja

on tarkasti selvitetty.

8. Yhteenveto

Syovan taustalla olevien geneettisten, epigeneettisten sekd viraalisten mekanismien tunteminen
antaa tietoa syoOvastd, sen ennusteesta ja hoitovasteesta eri hoitomuodoille. Useiden geenien
mutaatioita sekd geenimetylaatioita, jotka johtavat geenien hiljennyksiin, on liitetty pdan ja kaulan
alueen syopiin.  Tutkituin epigeneettinen muutos on DNA metylaatio, johon liittyy joko
metyyliryhman liittyminen tai poistuminen. Geenien hypermetylaatiota esiintyy useissa fysiologisissa
tapahtumissa, kuten kehityksessd ja X-kromosomin inaktivaatiossa. Monissa syOvissa
promootterialueiden CpG-saarekkeiden metylaatiot on liitetty muun muassa
tuumorisuppressiogeenien hiljentymiseen, joka lopulta johtaa syévan kehittymiseen. (Worsham vy.
2012.) Yleisimmat geenit, joissa on raportoitu olevan DNA hypermetylaatioita pdan ja kaulan alueen
syOvissd ovat CDKN2A (p16), RASSF, RARB2, MGMT, LATS, RARf, DAPK, MST, GSTP1, MGMT, MLH1,
APC, CHFR ja E-kadheriini (CDH1) (Taulukko 3). Nama kuitenkin vaihtelevat tutkimusten valilld paljon
ja talla hetkelld on vield vaikea maarittaa tarkasti kaikkia niitd geeneja syovissa, jotka lapikayvat

epigeneettisid muutoksia.

Hypermetylaatio on helposti havaittavissa soluista PCR-menetelmalla. Eri geenien hypermetylaatioilla
vaikuttaa olevan diagnostista arvoa. Muutokset ovat palautuvia ja siten hypermetylaatiomuutokset
todenndkodisesti avaavat uusia mahdollisuuksia sydpien hoitoon, mikd onkin johtanut useisiin
ladkekokeisiin. Osa ladkekokeista kohdistuu tuumorisuppressorigeenien uudelleenaktivointiin ja osa

DNA metyylitranferaasien inhibaatioon. (Worsham ym. 2012.)

HPV-positiiviset ja -negatiiviset pdan ja kaulan alueen sydvat eroavat toisistaan. HPV-positiiviset
syovat ovat tutkimusten mukaan parempiennusteisia kuin HPV-negatiiviset syovat. (Bosch ym. 2013.)
HPV-statuksen maarittaminen tulisikin nykyaan kuulua osana rutiinidiagnostiikkaa, silla se on talla
hetkelld yksi luotettavimmista molekyylimarkkereista paan ja kaulan alueen syovissa, vaikkakaan sita

ei vield toistaiseksi tutkimustiedon puuttuessa voida kdyttda taudin ennusteen arvioinnissa ja
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hoitolinjausta paatettdessa. HPV:n osoittamisen lisdksi talla hetkelld kaytossa olevia biomarkkereita
syOpddiagnostiikassa ovat muun muassa EGFR:n ja Rb:n yliekspressio. My0Os seuraavien geenien
hypermetylaatiot toimivat biomarkkereina pdan ja kaulan alueen syopadiagnostiikassa: CDKN2A,
hMLH1, MGMT ja CDH1. (Das ja Singal 2004, Esteller 2000, Kang ym. 2015, Mulero-Navarro ja Esteller
2008.)

HPV-positiivisissa syovissa havaitaan HPV onkoproteiinien, E6 ja E7, toimintaa, jotka taas inaktivoivat
p53 ja pRb toimintaa. HPV-positiivisissa syovissd esiintyy vdhemman mutaatioita kuin HPV-
negatiivisissa. Myds CDKN2A yliekspressio on liitetty HPV-positiivisuuteen. (Worsham ym. 2012.)
HPV-positiivisten syopien diagnostiikassa kaytetddankin molekulaarisia markkereita, kuten p16
proteiinin todentamista, ja/tai serologisia markkereita, kuten E6/E7 vasta-aineiden osoittamista.
Molemmilla on kuitenkin puutteensa: molekulaariset markkerit ovat epatarkkoja ja serologiset

markkerit epdsensitiivisid. (Combes ja Franceschi 2014.)

P3dan ja kaulan alueen syopiin vaikuttavat monet epigeneettiset ja geneettiset muutokset. Naiden
muutosten, sekd muiden hoitoon ja ennusteeseen vaikuttavien tekijoiden tunteminen, on
ensisijaisen tarkeda tulevaisuuden sydpdhoidossa. Jokaiselle potilaalle tulisi pystyd tarjoamaan
kohdennettua terapiaa juuri kyseessa olevan sydpatyypin mukaan. Nain paastdisiin mahdollisimman

hyviin hoitotuloksiin ja saataisiin parannettua tdman huonoennusteisen syéparyhman ennustetta.
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