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Kasvainhypoksia on yleinen ilmid kiinteiden syopakasvainten mikroymparistossa ja silla on
laaja-alaisia vaikutuksia syovén biologisiin prosesseihin, aggressiivisuuteen seké hoitoresis-
tenssiin. Hypoksisen tilan synty on monimutkainen prosessi, joka saa alkunsa muun muassa
kasvaimen kiihtyneen kasvun seurauksena. Tama johtaa hapen saannin rajoittumiseen ja solu-
jen aineenvaihdunnallisiin muutoksiin. Kasvaimen hypoksinen mikroympéristd aktivoi useita
solunsiséisia signalointireitteja, joissa keskeisid ovat HIF-transkriptiotekijat seka PIM-kinaasit.
Geenien ilmentymisten muutosten vaikutuksesta syopésolut kykenevat sopeutumaan véhahap-
piseen ymparistoon, miké edistaa niiden eloonjaamista, proliferaatiota ja etdpesakkeiden muo-
dostusta.

Hypoksian on havaittu olevan keskeinen tekija syopahoitojen resistenssissa etenkin sade- ja
ladkehoidoissa. Lisdksi hypoksia vaikuttaa immuunivasteisiin ja voi heikentdd myds immuno-
terapian tehoa. Syopéhoitojen kehittdmiseksi on tarkedd ymmartaa syyt hypoksian taustalla
sekd kehittdd keinoja sen vaikutusten torjumiseksi. Tallaista hypoksian vaikutuksien es-
toon pyrkivaa hypoksiamodifikaatiota ovat esimerkiksi HIF- ja PIM-estéjien kéayttd. Myos kas-
vaimen hypoksiatilan méaarittdminen erilaisin menetelmin, kuten kuvantamisella ja erilaisilla
biomarkkerianalyyseilla, on tarkeaa sydpahoidon suunnittelun kannalta.

Avainsanat: kasvainhypoksia, HIF-transkriptiotekijat, PIM-kinaasit, sydpéhoito
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1 JOHDANTO

Happi on tarked osa monisoluisten aerobisten elididen aineenvaihduntaa ja sen puutteellisuus
johtaa herkaésti vakaviin kudoksellisiin vasteisiin. Kudoksissa hallitsemattomasti jakautuvat so-
lut muodostavat massoja, joita kutsutaan kasvaimiksi. Kudoksellinen hapen niukkuuden eli hy-
poksian on havaittu olevan tyypillinen piirre lahes kaikkien kiinteiden syopakasvainten mikro-
ymparistossa, ja ilmioé on jo vuosikymmenten ajan ollut syopatutkimuksen keskidsséd. Syodvat
eli pahanlaatuiset kasvaintaudit kuuluvat maailman yleisimpiin tauteihin, mika tekee myos kas-

vainhypoksiasta maailmanlaajuisen ilmion.

Hypoksialla on vaikutusta sek& normaaleihin soluihin ettd sy6péasoluihin, mutta solutyyppien
vasteet eroavat merkittavasti toisistaan. Pitkittynyt hypoksia normaalien solujen mikroympa-
ristossa johtaa ennen pitkda ohjelmoituun solukuolemaan eli apoptoosiin tai akuuttiin patologi-
seen solukuolemaan eli nekroosiin. Normaalin s&&telyn piirista karanneet syopésolut kykenevét
normaaleista soluista poiketen kuitenkin sopeutumaan niukkaan happipitoisuuteen muun mu-
assa saatelemélla geenien ilmentymista seka suosimalla happea vaatimatonta aineenvaihduntaa.
Kasvaimessa solujen tarve sietda hypoksiaa on korostunut, silla niiden tiheé lisadntyminen joh-

taa nopeasti hapensaannin vaikeuksiin.

Thomlinson ja Gray (1955) havaitsivat hypoksisen tilan keuhkosydpapotilaiden kasvainkudo-
ksessa jo 70 vuotta sitten. Hapella kasiteltyjen kasvainsolujen huomattiin esimerkiksi reagoivan
sédehoitoon kolme kertaa hypoksisia soluja tehokkaammin ja useat tutkimukset ovat sittemmin
asettuneet tukemaan naitd havaintoja. Hypoksian onkin todettu olevan yhteydessa syévan ag-
gressiivisuuteen seka huonoon eloonjaamisennusteeseen. Sydvan huonoennusteisuus on tulosta
monista tekijoistd, mutta kasvainhypoksian ndkokulmasta siihen vaikuttavat erityisesti
vahahappiseen mikroympéristoén adaptoituneiden sydpasolujen geenien ilmentymisen
muutokset. Nam& muutokset johtavat herké&sti etenkin kiihtyvddn metastasointiin eli
etdpesakkeiden muodostukseen, genomiseen epdstabiilisuuteen sekd hoitoresistenssiin niin
ld&kehoidon kuin sddehoidon osalta. Kasvainhypoksia on taten noussut tarkeaksi osaksi myds
syopahoitojen kehitystyota.



2 KASVAIMEN HYPOKSINEN MIKROYMPARISTO

Kasvaimen mikroympaéristo (engl. tumor microenvironment) eli TME on monimutkainen ja jat-
kuvassa muutoksessa oleva kokonaisuus kasvaimen ympérilla, joka koostuu muun muassa eri-
laisista soluista, verisuonista seka soluvaliaineesta. Hypoksia on kasvaimen mikroympériston
ominaisuus, joka on tiiviissé yhteydessa muun muassa kasvainsolujen lisdantymiseen, aineen-
vaihduntaan seké verisuonten muodostukseen. Hypoksisille sydpasoluille olennaisten vélitys-
teiden aktivaatio johtaa erilaisten kasvainhypoksiatyyppien muodostumiseen. Hypoksisten alu-
eiden synty puolestaan johtaa herkésti sellaisten prosessien kéynnistymiseen, jotka kiihdyttévat
hypoksiaa ja sen vaikutuksia entisestdan. Hypoksisen mikroympériston syy-seuraussuhteet ei-

vat siis ole taysin yksiselitteisia.

2.1 Hypoksiatyypit

Normaalissa kudoksessa hapen osapaine vaihtelee aineenvaihdunnan aktiivisuuden mukaan vé-
lilla 40-95 mmHg. Kudos luokitellaan yleensd hypoksiseksi hapen osapaineen ollessa alle
10mmHg, mutta hypoksia voidaan maaritella eri tavoin eri kudoksissa aineenvaihdunnan aktii-
visuuden erojen perusteella. Kasvainhypoksia voidaan luokitella kahteen eri alatyyppiin vallit-
sevan happivajeen laadun seka sen keston perusteella. Hypoksia voi olla tyypiltd&n joko kroo-
nista tai akuuttia ja eri tyypit voivat johtaa muun muassa hyvinkin erilaisten signaaliteiden ak-
tivaatioon seka hoitoresistenssiin. Kasvaimen mikroymparistd voi myds olla vahvasti hetero-

geeninen ilmentden molempien hypoksiatyyppien alueita samanaikaisesti (Liu ym. 2023).

Kroonisen hypoksian synnyn perusperiaatteet tunnistettiin jo Thomlinsonin ja Grayn (1955)
tutkimuksessa. Krooninen hypoksia saa alkunsa hiussuonten valittdman hapen diffuusion vahe-
nemisesta ja sitd kutsutaankin siksi usein myos diffuusion rajoittamaksi hypoksiaksi (engl. dif-
fusion-limited hypoxia). Diffuusiovaikeudet johtuvat syépasoluille olennaisesta liiallisesta pro-
liferaatiosta eli uudiskasvusta. Aktiivinen proliferaatio johtaa solumassan tiheyden nopeaan
kasvuun, mika puolestaan vaikeuttaa joidenkin solujen hapensaantia merkittavasti, silla niiden
etdisyys lahimpéén verisuoneen on &killisesti kasvanut (Bayer & Vaupel, 2012; Nobre ym.
2018). Akuutti hypoksia puolestaan on seurausta vahentyneesté perfuusiosta eli veren lapivir-
tauksesta ja sitd kutsutaankin siksi myds perfuusion rajoittamaksi hypoksiaksi (engl. perfusion-
limited hypoxia). Akuutti hypoksia johtuu epétasaisesti ja vajaasti kehittyneiden verisuonten
eripituisista sulkeutumisjaksoista ja toisin kuin kroonisessa hypoksiassa, tila voidaan kumota

palauttamalla veren virtaus takaisin normaaliksi (Nobre ym. 2018).
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Kroonisen hypoksian sydpasoluissa useat hypoksiavasteet on havaittu vahvemmiksi kuin akuu-
tin hypoksian soluissa, mika sai tutkijat alun perin uskomaan kroonisen hypoksian vaikuttavan
sydvan aggressiivisuuteen akuutteja hypoksiajaksoja voimakkaammin. Muun muassa hypok-
siastressin sietdmisen kannalta olennaisia transkriptiofaktoreita seké niiden aktivoimia geeneja
tuotetaan kroonisessa hypoksiassa enemman. Liséksi pitkittyneen hypoksian on havaittu lis&a-
van syopasolujen invasiivisuuskapasiteettia (Algawi ym. 2007; Bayer & Vaupel, 2012). Akuut-
tia hypoksiaa ei ensin tunnistettu kroonisen hypoksian ohella yhta yleiseksi tai uhkaavaksi te-
kijéksi syovéssd. Sittemmin monet akuutin hypoksian vasteet on kuitenkin monilta osin ha-
vaittu kroonistakin hypoksiaa monimutkaisemmiksi ja vaikeahoitoisemmiksi. Durand ja Le-
pard (1995) havaitsivat tutkimuksessaan, ettd vahintdan puolet levyepiteelikarsinoomaa ympa-
roivista verisuonista ilmensivat akuuttiin hypoksiaan viittaavia ajoittaisia perfuusiomuutoksia.
Lisaksi 15-20 % sédehoidolle resistenteistd soluista vaikutti k&rsivdn nimenomaan akuuteista
happivajejaksoista. Aiemmin pelkéaksi mekanistiseksi ominaisuudeksi tulkitun ilmion sijasta he
ehdottivat, ettd epasédannallinen perfuusio olisi yksi kasvainhypoksian synnyn tarkeimmisté pe-

riaatteista, ja ettd hoidossa tulisi kiinnittdd enemman huomiota hypoksian laatuun.

Thews ym. (2004) tutkimuksessa krooniselle hypoksialle altistetuilla rotilla perfuusio eli veren
lapivirtaus suonissa oli voimakkaampaa kuin rotilla, jotka puolestaan altistettiin akuutille hy-
poksialle. Useamman verisuonen lapi virtaava veri kroonisessa hypoksiassa johti vahaisempaan
kasvaimen kasvuun, vaikka verisuonten tiheydessa ryhmien valill4 ei havaittu eroavaisuuksia.
Akuutille hypoksialle altistuneiden rottien kohdalla perfuusio puolestaan heikkeni huomatta-
vasti ja useampi verisuoni ei kuljettanut verta lainkaan. Tutkimustuloksista kavi ilmi, ettd pit-
kaaikainen sopeutuminen vahahappisuuteen vaikuttaa kroonisen hypoksian tapauksessa veri-
suonten toiminnallisuuteen parantavasti ja taten mahdollistaa tehokkaamman hapen diffuusion

soluille.

Vakava-asteisen hypoksian on havaittu johtavan myos solusyklin pysahtymiseen ja sen myota
normaalien happiolosuhteiden palautuessa mittaviin DNA-vaurioihin. Akuutin hypoksian solu-
jen on kuitenkin havaittu kykenevén jatkamaan DNA-replikaatiota hapellisten olosuhteiden pa-
latessa kudokseen toisin kuin kroonisen hypoksian solujen. Kroonisessa hypoksiassa solujen
replikatiivinen uudelleenkdynnistyminen on estetty useilla replikaatioinhibiittoreilla, minka
seurauksena solut kuolevat. Akuutisti hypoksisen kasvaimen solujen kyky jatkaa replikoitu-

mista johtaa kuitenkin kertyviin DNA-vaurioihin sek& genomiseen epastabiilisuuteen, mika te-



kee kasvaimista aggressiivisia ja vaikeahoitoisia (Pires ym. 2010). Uudet I6ydokset hypoksia-
tyyppien merkittavista eroavaisuuksista mahdollistavat monipuolisempien hoitokeinojen kehi-
tyksen ja niiden perusteella erityisesti akuuttiin hypoksiaan olisi Kiinnitettava jatkossa enem-

maéan huomiota.

2.2 Verenkierto ja angiogeneesi

Hiussuonten mé&éra ja laatu ovat suorassa yhteydessa kudosten hapensaantiin ja néin ollen sii-
hen, miten hypoksisia alueita muodostuu. Judah Folkman (1971) ehdotti tutkimukseensa poh-
jaten, ettd verisuonten uudismuodostus eli angiogeneesi on tarked prosessi osana kehittyvan
kasvaimen selviytymistd, kasvua sekd myéhemmin myos etédpesédkkeiden muodostusta. Veri-
suonten muodostuminen kasvaimen ymparistoon poikkeaa kuitenkin tavallisesta verisuonten
kehityksestd, mika johtaa herkasti hapettomien alueiden syntymiseen. Siinda misséd normaalin
kudoksen verisuonet ovat jarjestaytyneet hierarkisesti taysin erilaistuneisiin ja tasaisesti jakau-
tuneisiin eri suonityyppeihin, kasvaimen verisuonitus on epatasainen niin kehitykseltaan kuin

jarjestaytyneisyydeltddan (Nagy ym. 2009).

Kasvainten verisuonet jarjestaytyvét usein serpentiinimdiseen muotoon ja ne voivat olla halkai-
sijaltaan hyvinkin eri kokoisia. Lisdksi ne haarautuvat epatasaisesti, mika johtaa erilaisiin epa-
muodostumiin, kuten umpikujiin, tukoksiin seka vuotaviin seinamiin. Myds niin kutsutut arte-
riovenoosiset suntit (engl. arteriolar-venous shunts), joissa veri kulkee sydamesta tulevasta val-
timosta suoraan laskimoon ilman niiden valissa tyypillisesti ilmenevéé hiussuonitusta, ovat kas-
vaimille tyypillisia (Nagy ym. 2009; Siemann, 2011). Poikkeavan verisuonittuneisuuden myoté4
myos verenkierto on usein epasaannollistd eikd aina noudata tiettyd yhdensuuntaista reittia.
Osassa suonista veri ei kulje jatkuvasti, vaan se voi virrata vaihtelevia reitteja pitkin ja toisinaan

vaihtelevasti jopa eri suuntiin samassa suonessa (Chaplin ym. 1987).

Terveessa kudoksessa jarjestelmallinen verisuonitus on taattu tarkasti saadellyilld molekylaari-
silla pro-angiogeenisilla sek& anti-angiogeenisilla sa&telytekijoilla, jotka toimivan imusuonis-
ton kanssa yhteistytssa varmistavat kontrolloidun ja tarpeenmukaisen verisuonten muodostuk-
sen sek& verenkierron. Tunnetuimpiin pro-angiogeenisiin séatelijéihin kuuluvat endoteelikas-
vutekijat (engl. vascular endothelial growth factors) eli VEGF:t. Tarkeimpi& anti-angiogeenisia
tekijoitd puolestaan ovat trombospondiinit, angiostatiini sek& endostatiini (Huang & Bao,
2004). Normaalissa kudoksessa molempia angiogeenisia saatelytekijoita eritetddn tasapainoi-

sesti aineenvaihdunnallisten vaatimusten perusteella, toisin kuin aggressiivisesti kasvavassa
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syopasolupopulaatiossa, jossa pro-angiogeenisten tekijoiden on havaittu selvasti yliekspressoi-
tuvan (Siemann, 2011). T&t4 angiogeenisten tekijoiden tasapainon kallistumaa kohti pro-an-
giogeenisten tekijoiden ylituotantoa kutsutaan angiogeeniseksi vaihdokseksi (engl. angiogenic
switch) ja muun muassa alhaisen happipitoisuuden on havaittu vaikuttavan positiivisesti sen
kaynnistymiseen (Baeriswyl & Christofori, 2009). Voimakas pro-angiogeenisten tekijoiden il-
mentyminen on siis mit4 todenndkoisimmin taustalla kasvainten verisuonten kaoottisessa jar-

jestaytymisessa, mika johtaa seké akuuttiin ettd krooniseen hypoksiaan.

2.3 Aineenvaihdunta

Verisuonten kehityksen tavoin my6s sydpasolujen aineenvaihdunta poikkeaa merkittavéasti nor-
maalien solujen aineenvaihdunnasta ja niille olennaista on muun muassa poikkeava glukoosin-
kayttd. Normaalit nisakassolut saavat energiansa joko aerobisessa soluhengityksessé tai maito-
happokdymisessa. Maitohappokaymista hyddynnetéan kuitenkin lahes ainoastaan hapettomissa

olosuhteissa, kun taas hapen l&snd ollessa solut hyddyntavét aerobista respiraatiota.

Jo aikaisessa kehitysvaiheessa sy0pasolut kayvat lapi niille tyypillisen aineenvaihdunnallisen
muutoksen, josta kdytetd&n nimitystd Warburg-efekti. Otto Warburgia pidetadn yhtené ensim-
maisistd kasvaimen energiametabolian tutkijoista ja tutkimuksissaan hén osoitti, etta kasvain-
kudoksessa maitohappoa tuotetaan energiametabolisiin tarpeisiin myds hapen lasna ollessa toi-
sin kuin normaalissa kudoksessa, jossa maitohappokdymista kaytetaan energianléahteena lahes-
tulkoon ainoastaan happivajeessa (Warburg, 1925). Poikkeuksena tasté ovat urheilusuoritukset,

joissa kdytetadn aina hieman myos anaerobista aineenvaihduntaa.

Sy0Opééan sairastumisen tiedetédan johtuvan useista eri tekijoista ja niin kutsutuista toissijaisista
syistd, mutta Otto Warburg ehdotti syovén ensisijaiseksi syyksi solujen hapen kayton korvau-
tumista sokerien fermentoinnilla. Syopasolujen ilmentdmaa Warburg-efektiin perustuvaa feno-
tyyppié kutsutaan myds aerobiseksi glykolyysiksi ja sille ominaista on kasvanut glukoosin si-
séanotto. Méaarallisesti kasvavat eli proliferoivat sypasolut vaativat kasvavassa maarin ATP:ta
lisdantynyttd biomassatuotantoaan varten ja pyrkivat vastaamaan tarpeisiin vaihtamalla aineen-
vaihdunnallisia mekanismejaan. ATP-tuotanto oksidatiivisen fosforylaation kautta on yleisesti
ottaen kuitenkin huomattavasti glykolyysié tehokkaampaa, eik& fenotyypin muutokselle ole-
kaan l0ydetty taysin yksimielisté selitystd (Liberti & Locasale, 2016). Sen on kuitenkin ehdo-



tettu olevan lisdantynytté proliferaatiota tukeva sopeutumismekanismi, jossa lisadntyneen glu-
koosinoton ajatellaan toimivan hiilenléhteena lisdéntyneita biosynteettisia prosesseja, kuten li-

pidien ja proteiinien tuotantoa varten (Hosios ym. 2016).

Warburg-efektiin perustuvaan aerobiseen glykolyysiin johtavia mekanismeja ei siis tunneta tay-
sin. Glukoosinkuljettajien (engl. glucose transporters) eli GLUT:ien proteiiniperheen tiedetaan
kuitenkin olevan térke& syopésolujen muuntuneen aineenvaihdunnan mahdollistaja. Luokan 1
GLUT:ien rakenne ja toiminta tunnetaan parhaiten, ja luokkaan kuuluvien GLUT-1:n seka
GLUT-3:n transkription on havaittu olevan korkeampi syopékudoksessa kuin tavallisessa ku-
doksessa. Niiden yli-ilmentymisen on ehdotettu olevan vastuussa glukoosin sisaanoton lisaén-
tymisesta syopasoluissa (Mellanen ym. 1994; Yamamoto ym. 1990). Warburg-efektin liséksi
kasvaimen aineenvaihdunta on vahvasti glykolyyttista jo pelk&staén siitd syysta, ettd kasvaimen
sisalla vallitsevat hypoksiset olosuhteet. GLUT-1-proteiinin ilmentymisen on myds havaittu
myos olevan sitd korkeampi, mitd kauempana solu sijaitsee verisuonista. Havainto viittaa
GLUT-1:n vahvaan rooliin etenkin diffusion rajoittamassa eli kroonisessa hypoksiassa, jolle

tyypillistd on kasvanut etdisyys verisuoniin ja siitd johtuva happivaje (Rademakers ym. 2011).

Lis&déntyneiden biosynteettiset prosessien myota syopdasolujen tarve tuottaa useita eri aineen-
vaihduntatuotteita eli metaboliitteja kasvaa. Lisdéntyneen lipidien ja aminohappojen tuotannon
myota syopasolujen on muun muassa yllapidettava sitraattitasoja normaalien solujen aineen-
vaihdunnasta poikkeavalla tavalla. Normaaleissa soluissa sitraattia muodostuu sitruunahappo-
kierrossa asetyylikoentsyymi-A:n avulla, mitd hypoksisissa soluissa muodostuu vahemman.
Tama saa hypoksiset solut hyddyntdméaan vaihtoehtoisia tapoja yllapitaa sitraattitasoja. Solut
voivat esimerkiksi karboksyloida normaalisti sitruunahappokierrossa toimivaa a-ketoglu-
taraattia muodostaakseen isositraattia, josta isomerisoinnin avulla saadaan muokattua sitraattia
(Wise ym. 2011). Myds pyruvaatti on hypoksisille syépasoluille tarked metaboliitti, minké tuo-
tanto syOpéasoluissa lisdantyy. Pyruvaatin muuntaminen laktaatiksi on valttdmatén osa glyko-
lyysié ja ATP:n muodostusta hypoksisissa soluissa. Tamaén lisaksi pyruvaatti toimii usein osana
rasvahappoja ja sitd voidaan kayttdd myads ei-valttamattémien aminohappojen muodostuksessa.
Sekad sitraatti ettd pyruvaatti ovat tarkea osa asetyylikoentsyymi-A:n synteesid, jolla puolestaan
on vaikutusta DNA:n histoniproteiinien asetylaatioon. Syopésoluissa histonien asetylaatiolla on
vaikutusta etenkin syovélle tyypillisen glukoosiaineenvaihdunnan ké&ynnistymiseen, silla se
mahdollistaa vaihtoehtoiselle aineenvaihdunnalle olennaisten geenien transkription (Paredes
ym. 2021).



3 HYPOKSIAN AKTIVOIMAT VALITYSTIET

Hapesta riippuvainen aineenvaihdunta on johtanut monisoluisilla aerobisilla organismeilla tar-
koin sdadeltyihin hypoksiavasteisiin. Kaikki solut reagoivat ja pyrkivat sopeutumaan hypoksi-
aan, mutta normaalista sdatelysta poikkeavat sydpasolut ovat liséksi oppineet kayttdméan nor-
maaleja hypoksiavasteita hyvakseen. Monet hypoksiavasteina muodostetut proteiinit ja niiden

kasvaneet maarat soluissa ovatkin yhteydessé syopahoitojen toimimattomuuteen.

3.1 HIF-transkriptiotekijat

Tarkeimpiin sydpasolujen hypoksiastressin aktivoimiin reaktioteihin kuuluvat HIF (hypoxia-
inducible factor) -transkriptiofaktoreiden kéaynnistaméat HIF-valitystiet, jotka ovat tarkedssa
osassa my0ds normaalien solujen hypoksiavasteessa. HIF-proteiinit koostuvat kahdesta alayksi-
kosta: HIF-1a ja HIF-1B, joka tunnetaan my6s nimelld ARNT. HIF-1o dimerisoituu hypoksi-
sissa olosuhteissa ARNT (aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator) -proteiinin kanssa ja
toimii tdman jalkeen transkriptiofaktorina. Transkriptiofaktorikompleksi tunnistaa hypoksisissa
olosuhteissa useita kohdegeenej, joiden ekspression tavoitteena on yllapitéé solujen homeosta-
siaa vahahappisessa ymparistossa. HIF:it sitoutuvat hypoksiaresponsitiivisiin elementteihin
(engl. hypoxia response element) eli HRE:ihin solun metaboliasta, selviytymisesté ja prolife-
raatiota vastaavien geenien promoottori- tai tehostaja-alueilla (Bartoszewski ym. 2019; Wang
ym. 1995).

HIF:it 16ydettiin tutkittaessa hematopoieettisen kasvuhormonin eli erytropoietiinin (EPO) roo-
lia hypoksiassa. Veren happipitoisuuden laskiessa EPO:n tuotanto kytkeytyy nopeasti paalle,
mik& kdynnistdd erytropoieettiset vasteet ja ndin ollen veren hapenkuljetus tehostuu. EPO-
geenin tehostajajakson tarkastelu paljasti erityisen proteiinin, jonka sitoutuminen oli kytkok-
sissé hypoksiaan ja joka nimettiin HIF-1:ksi. HIF-1:n sitoutuminen erityiseen EPO-geenin te-
hostajakohtaan todettiin vélttdmattomaéksi transkription aloitukselle (Semenza & Wang, 1992;
Wang & Semenza, 1993). Myohemmin HIF-proteiinien on todettu vaikuttavan samalla tavalla
useisiin muihinkin geeneihin ja HIF-1 rinnalle on I6ydetty my6és HIF-2 isomuoto, jonka

toiminta poikkeaa ensin l0ydetysta HIF-1:sta.

Normoksisissa eli normaalin happipitoisuuden soluissa HIF-a-proteiinialayksikon ekspression
on todettu olevan negatiivisesti sdadelty polyubikitinaation seka proteasomaalisen hajotuksen
kautta ja ilmi6té on tutkittu erityisesti HIF-1a:n kohdalla (kuva 1). Kallio ym. (1999) osoittivat
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tutkimuksessaan, ettd normaaleissa happipitoisissa olosuhteissa HIF-1a polyubikitinoidaan,
mutta hypoksian vallitessa ubikitinaatioaktiivisuus véhenee huomattavasti. HIF-1a:n mé&arén
havaittiinkin normaalin happitason vallitessa kohoavan, jos proteasomien toiminta estettiin.
My6hemmin Ohh ym. (2000) tutkimuksessa HIF-proteiinien ubikitinaation todettiin olevan yh-
teydessé Von Hippel-Lindau-proteiinin (pVHL) toimintaan. Aktiivinen pVHL-proteiini vaatii
toimiakseen sekd toiminnallisen a-ettd p-domeenin, joista f-domeeni sitoutuu suoraan HIF-
proteiiniin merkiten sen hajotettavaksi ja a-domeeni puolestaan osallistuu sitoutumalla elongi-
ineihin estden transkriptiota tapahtumasta. Seka a-ettd B-domeenien tiedetdan olevan alttiita
kohtia mutaatioille perinndllisessd von Hippel-Lindaun taudissa, jolle ominaista ovat lukuisat
ympari kehoa muodostuvat kasvaimet ja joka aiheutuu VHL-proteiinin toimimattomuudesta.
Von Hippel-Lindaun tauti johtaakin liialliseen HIF-proteiinien tuotantoon, silla niiden maaraa

séateleva ubikitinaatiojarjestelma ei toimi normaalisti.
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Kuva 1. Ubikitiinin rooli proteasomaalisessa hajotuksessa HIF-1a:n aktivaatiossa. HIF-1a polyubikitinoidaan
normoksisissa olosuhteissa ja hajotetaan nopeasti proteasomissa. Hypoksia saa HIF-/a:n valttymaan ubiki-
tinoinnilta, mik& johtaa lisé&ntyneeseen tumakuljetukseen ja dimerisaatioon ARNT:n kanssa, mik& puolestaan
mahdollistaa kohdegeenin transkription aloituksen. Muokattu (Kallio ym. 1999).

Downes ym. (2018) sekvensoivat HIF-proteiinin tarkeimpien isomuotojen, HIF-1a ja HIF2a:n,
transkriptomeja ja havaitsivat niiden ilmentévan jo tunnettuja rakenteellisia sekd toiminnallisia
samankaltaisuuksia, mutta myos olennaisia poikkeavuuksia. HIF-1 ja HIF-2 proteiinien ei
muun muassa olla samankaltaisuudestaan huolimatta havaittu sddtelevdn samoja geenejé,

vaikka ndin aikaisemmin ajateltiin. HIF-transkriptiofaktoreista tunnetuin on HIF-1. Downes



ym. (2018) havaitsivat HIF-1o:n sdételevan erityisesti energiametaboliaa, mink& he arvelivat
viittaavan HIF-1o:n merkittdvaan rooliin erityisesti akuuteissa metaboliamuutoksissa ja taten
etenkin nopeammissa hapen konsentraatiomuutoksissa. HIF-1o on todettu saatelevan useampia
sellaisia geenejd, jotka lisddvat mitokondriaalista autofagiaa ja néin ollen laskevan mitokondri-
aalista massaa. Mitokondriaalisen massan kontrolloinnin ajatellaan toimivan tehokkaana kei-
nona saddelld ATP-tasoja sekd toisaalta tapana valttaa reaktiivisten happiyhdisteiden muodos-
tumista. HIF-1o:n sé&atelyn piiriin kuuluviin geeneihin tiedetdan kuuluvan myds esimerkiksi
punasoluntuotantoa lisd&va erytropoietiini (EPO), useat glykolyyttiset entsyymit seké glukoo-
sin solukalvokuljetusta tehostava GLUT1 (Semenza, 2000). Liséksi HIF-1a:n uskotaan vaikut-
tavan etdpesakkeiden muodostumiseen ja muun muassa mitatut HIF-1a maarét ovat korkeam-

mat etdpesakkeissa kuin ensisijaisissa kasvaimissa (Zhong ym. 1999).

Vahemman tutkittu HIF-2a vaikuttaisi olevan térkedssa asemassa ennemminkin kroonisessa
hypoksiassa, silld sen osuuden on havaittu kasvavan pidentyneessa hypoksiatilassa. Teoriaa tu-
kevat myds havainnot HIF-2a.:n sadtelemasta rasvahappojen ja lipoproteiinien sisdénotosta. Ta-
man on arveltu toimivan mekanismina energian kerddmiseen muun muassa lisdéntynytté proli-
feraatiota varten, mika on yksi tarkea ominaispiirre etenkin kroonisessa hypoksiassa. Liséksi
HIF-2a:n on havaittu aikaansaavan useiden kollageenien ja kollageenid muokkaavien entsyy-
mien ilmentymistd, joiden uskotaan olevan yhteydessa verisuonten uudismuodostukseen eli an-

giogeneesiin (Downes ym. 2018).

Hypoksiatilan muuntumista akuutista krooniseksi ja sen seurauksena HIF-1a:n vaihtumista
HIF-2a:an on nimitetty HIF vaihdokseksi (engl. HIF-switch). Bartoszewski ym. (2019) tutkivat
HIF-proteiinien vaihdosta ja tulivat paatelmaén, etta se voisi olla seurausta sopeutumismeka-
nismin kehittymisesta pitkittynyttd hypoksiaa vastaan ja johtuisi muun muassa HIF-1la:n ja
HIF-20:n mRNA:iden stabiilisuuseroista. Erot HIF-1a ja HIF-2a ilmentymisen valill4 ovat kui-
tenkin osin edelleen epaselvid. On myds ehdotettu, ettd ainoastaan HIF-1a vaikuttaisi kriittisesti
kasvaimen muodostumiseen, kun taas HIF-2a:lla néyttdisi olevan ainoastaan kohtalainen vai-

kutus kasvaimen muodostumisen tehokkuuteen (Hoefflin ym. 2020).

Yksi tarkeimmista HIF-1a:n vaikutuksista perustuu Warburg-aineenvaihdunnan k&ynnistymi-
seen HIF-1a:n toimiessa valttamattomana transkription aloittajana monille entsyymeille, jotka
edistavat glykolyysia (Hoefflin ym. 2020). HIF-1a saatelee muun muassa glykolyysisaatelija
fosfoglyseraattimutaasi 1:sta (engl. glycolysis regulator phosphoglycerate mutase 1, PGAM1)



sekd useita laktaattidehydrogenaaseja (Firth ym. 1994; Kim ym. 2022). PGAM1 on tarkea
glykolyysin kahdeksannen vaiheen fosfaattiryhman muutoksen katalysoija ja laktaattidehydro-
genaasit puolestaan saatelevat glykolyysin loppupuolella esiintyvéa reaktiota, jossa hapen puut-

teesta johtuen pyruvaatti muutetaan laktaatiksi.

HIF-transkriptiofaktoreiden on yhdessa havaittu vaikuttavan merkitsevéasti angiogeneesin saa-
telyyn ja erityisesti VEGF-reseptorien geenien ilmentymiseen. VEGF toimii joko endoteeli-
soluspesifisten reseptorien kautta kemotaktisesti eli solujen liikkeeseen vaikuttavasti tai mito-
geenisesti eli solujen jakautumista lisdavasti. Tallaisia endoteelisolupesifisia reseptoreita ovat
VEGFR-1, VEGFR-2 sekd VEGFR-3. Naistd VEGFR-1 ja VEGFR-2-reseptorit kuuluvat hy-
poksian saatelyn piiriin. VEGFR-1 sééately tapahtuu HIF-proteiinia sitovan promoottorin véli-
tykselld, kun taas VEGFR-2 saddell&d&n post-transkriptionaalisesti (Tang ym. 2004). Epatyypil-
linen verisuonten muodostuminen ei siis ole ainoastaan kasvainhypoksian aiheuttaja, vaan

my0s sen seuraus.

3.2 PIM-kinaasit

HIF-transkriptiotekijat ovat osoittautuneet monien solun hypoksiavasteiden ensisijaisiksi séa-
telijoiksi. Poikkeuksena téastd toimivat kuitenkin PIM (Provirus Integration site for Moloney
leukemia virus) -kinaasit, jotka ovat seriini/treoniini proteiinikinaaseja, joiden on havaittu toi-
mivan HIF-aloitteisesta transkriptiosta irrallisina entsyymeina. PIM-kinaaseja on kolmea eri
tyyppié: PIM-1, PIM-2 ja PIM-3. PIM-kinaasit tunnetaan kenties parhaiten niiden suorasta ky-
vysté fosforyloida ohjelmoidulle solukuolemalle eli apoptoosille olennaista Bcl2 assosioitua
solukuoleman edistdjaa (engl. Bcl-2-associated death promoter) eli BAD-proteiinia. Nain ollen
PIM-kinaasit voivat auttaa soluja vélttdamaan apoptoosia. Niiden on todettu kuitenkin myos saa-
televan kasvaimen solujen selviytymistd vahéhappisissa olosuhteissa esimerkiksi alentamalla
reaktiivisten happiyhdisteiden maaréa sdatelemélld muun muassa mitokondrion toimintoja osit-
tain samaan tapaan kuin HIF-1a (Warfel ym. 2016). PIM-kinaasit ovat erityisen suuressa roo-
lissa eturauhassy0véassd, jossa niita tuotetaan runsaasti. Eturauhasen kasvainten tiedetddn myos
olevan erityisen hypoksisia (Cibull ym. 2006) ja havaintoon pohjaten kiinnostus PIM-kinaasien

roolista kasvainhypoksiassa saikin osin alkunsa.

Toisin kuin suurimmalla osalla proteiinikinaaseja, PIM-kinaaseilla ei ole lainkaan sdételyyn

erikoistuneita alueita, vaan ne pysyvat translaatiosta lahtien aktiivisina. Toth ym. (2022) selvit-
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tivat tutkimuksessaan PIM-kinaasien séatelyd hypoksisissa olosuhteissa ja havaitsivat, ettei hy-
poksia suoraan vaikuttanut PIM-kinaasien méariin eivatka HIF-transkriptiotekijoiden sdatelyn
piiriin kuuluvat proteiinitasot nousseet soluissa yhdessa PIM-tasojen kanssa. Havaintojen pe-
rusteella hypoksian voitiin paatella vaikuttavan PIM-kinaaseihin translaation jalkeisen séételyn
tasolla. Tutkimuksessa osoitettiin hypoksian vaikuttavan nimenomaan PIM-kinaasien ubikiti-
naatioon sekd niiden proteosomaaliseen hajotukseen estévasti, ja normoksiassa ubikitinaatiota
tapahtuikin huomattavasti enemman. Tutkittavien PIM-1 ja PIM-2-kinaasien proteosomaalisen
hajotukseen valttaminen oli riippuvaista ubikitiineja poistavien deubikitinaatioproteiinien eli
DUB:ien aktivaatiosta. PIM-kinaasit hyGtyivat erityisesti erdéstd DUB-proteiineihin kuuluvasta

ubikitiinispesifisesta proteaasista (engl. ubiquitin-specific protease), USP28:sta.

USP28:n on aikaisemmin havaittu osallistuvan myds HIF-1a:n deubikitinaation séatelyyn
(Flugel ym. 2012). Silla on lisaksi havaittu olevan solusyklia séatelevid ominaisuuksia sen séa-
dellessa muun muassa solusyklin tarkistuspisteiden kinaaseja vaikuttaen nain solusyklin py-
séyttamiseen ja apoptoosiin (Zhang ym. 2006). USP28 deubikitinoi myds esisydpageenina toi-
mivaa MY C proto-onkogeenia (engl. MY C proto-oncogene) eli MY C-sadtelygeenid, minka on
todettu toimivan yhdessa PIM-kinaasien kanssa ja edistdvan kasvainten muodostumista (Kim
ym. 2010). Toth ym. (2022) tutkimuksessa USP28 poistogeeniset sydpasolut muodostivat kas-
vaimia ja kasvattivat kasvainten kokoa huomattavasti hitaammin kuin solut, joissa USP28 toimi
normaalisti. Lis&ksi poistogeenisistd soluista mitattiin pienemmé&t PIM-1 pitoisuudet. Tutki-
muksen tulokset tukevat paatelmaé siita, ettd USP28:n sdatelemat PIM-kinaasien méaréat todella

vaikuttavat syovan etenemiseen.

PIM-kinaaseilla vaikuttaisi olevan myos yhteys HIF-transkriptiotekijoiden ilmentymiseen. Ca-
sillas ym. (2018) tutkimuksessa geneettisen tai kemiallisen PIM-kinaasiaktiivisuuden estami-
sen huomattiin vahentavéan sek& HIF-1a:n ettd HIF-2a:n mééaria sek& HIF-1:n transkriptionaa-
lista aktiivisuutta. PIM-kinaasin esto johti HIF-proteiinien proteosomaaliseen hajotukseen hy-
poksisista olosuhteista huolimatta, jolloin hajotusta ei normaalisti tapahdu. Tulokset tukevat
teoriaa siitd, ettd syopasolut tehostavat PIM-kinaasien ilmentymisté vasteena hypoksiaan, mika
puolestaan mahdollistaa tehokkaamman HIF-1 tuotannon. PIM-kinaasien yhteys hypoksiaan ei
HIF-proteiineihin verrattuna ole vield yhtd tunnettu, mutta useiden niiden roolia korostavien
tutkimustulosten perusteella PIM-kinaasien rooliin perehtyminen voisi tuoda tarkeaa lisatietoa

kasvainhypoksian syiden ja seurausten ymmartamiseen.
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4 HYPOKSIA SYOVAN HOIDOSSA

Hypoksia on lasné lahes kaikissa kiinteissa kasvaimissa ja siksi sen vaikutukset on tarkead ottaa
huomioon myd6s syovén hoidossa. Hypoksisen mikroympariston tiedetddn vaikuttavan syévan
hoitovasteeseen monissa erilaisissa hoitomuodoissa ja useammasta eri syysta. Hypoksian mééa-
ritys ei aina ole yksinkertaista, mutta hoitojen onnistumisen kannalta se on kuitenkin olennaista.
SyoOpéhoitojen optimoimiseksi on tarkedd ymmartda sekd syyt muuntuneiden hoitokriteerien

taustalla etté tavat mitata kasvaimen hypoksiatilaa.

4.1 Terapiaresistenssi

SyoOpékasvainten kyky vastustaa hoitoa on suuri haaste syopéhoidoissa. Yksi keskeisimmisté
terapiaresistenssia aiheuttavista mekanismeista onkin kasvainten hypoksia. Hypoksisen
ympariston aktivoimat solunsisdiset signalointireitit lisddvat vastustuskykyd muun muassa
séde- seka la&kehoidoille ja vaikuttavat osin myds syovén leikkauksen tuloksiin. Normoksiset
syopasolut vastaavat hoitoihin usein hypoksisia soluja tehokkaamin, silla hypoksiassa aktivoid-
aan mekanismeja, jotka mahdollistavat solujen kontrolloimattoman jakautumisen sen estoon
pyrkivista hoidoista huolimatta. Hypoksisen mikroympériston aiheuttamat ongelmat hoidoille
ovat kuitenkin monisyisié. Siitd huolimatta niiden ratkomiseen on mys onnistuttu kehittdméaan

erilaisia strategioita

4.1.1 Resistenssiin johtavat tekijat

Syovén yleisimpiin hoitomuotoihin kuuluu sédehoito, jossa ionisoivaa sateilya kayttaen pyri-
tdan vaurioittamaan tiheésti jakautuvien sydpasolujen rakenteita ja ndin pienentdmaan kas-
vaimia. Thomlinson ja Gray (1955) I0ysivat tutkimuksessaan perustan sille, ettd hypoksialla on
vaikutus sddehoidon tehokkuuteen. Happivajeesta karsivien solujen havaittiin talléin olevan
perati kolme kertaa resistentimpia sateilylle kuin normaalihappisten solujen. Hypoksisten solu-
jen onkin useasti todettu olevan resistentimpia sadehoidolle siksi, ettd toimiakseen hoito tarvit-
see happea. Sddehoito perustuu reaktiivisten happiyhdisteiden muodostumisen aiheuttamiin
DNA-vaurioihin, joiden kertyminen soluun johtaa lopulta sen kuolemaan. Hypoksisissa olo-
suhteissa reaktiivisten happiyhdisteiden muodostuminen on kuitenkin rajallista. Happi reagoi
normaaliolosuhteissa vauriokohtien kanssa liséksi niin, ettd sddehoidolla aiheutettujen DNA-
katkoksien korjaaminen estyy. Hypoksiassa DNA-katkoksia kyetdan kuitenkin korjaamaan,

eik& vaurioiden aiheuttamisesta talléin ole hyotya (Bouleftour ym. 2021).
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Toisena yleisend hoitomuotona syovassa hyddynnetaan laékitystd, josta kaytetdan usein myos
nimityksid sytostaattihoito ja kemoterapia. Hoidon tarkoituksena on usein estdé solunjakautu-
mista kasvaimissa muun muassa DNA- ja RNA-synteesia vaurioittamalla. Laakkeet voivat kui-
tenkin olla myds biologisia tasmalaékkeitd, jotka keskittyvat esimerkiksi verisuonten kasvun
estdmiseen. Hypoksiset solut ovat resistentteja syopéé vastaan kehitetyille la&kkeille monista
syistd. Yhten& syyna voidaan pitéda hypoksisten solujen kasvanutta etdisyytta verisuonista, jol-
loin ne pysyttelevat pitkélti l1adkeaineiden tavoittamattomissa (Brown & Wilson, 2004). Toi-
sena selittdvané tekijana on hypoksian yhteys laékeresistenssiin vaikuttaviin geeneihin. Muun
muassa HIF-1:n yli-ilmentymisen hypoksisissa kasvaimissa on havaittu olevan yhteydessa P-
glykoproteiinin lisdantyneeseen ilmentymiseen (Wartenberg ym. 2003). P-glykoproteiini tun-
netaan myos nimella moniléékeresistenttiproteiini 1 (engl. multidrug resistance protein 1) eli
MDR1, ja nimensd mukaisesti se tekee solut resistenteiksi monille laékkeille pumppaamalla
niitd solun ulkopuolelle. Osa la&kkeista taas pyrkii aiheuttamaan DNA-vaurioita sddehoidon
tavoin ja hapen puute heikentd niiden toimintaa samaan tapaan kuin sadehoitoresistenssissé
(Batchelder ym. 1996). Vahahappisuus nayttaisi tallaisten ladkkeiden kohdalla vaikeuttavan siis
vaurioiden aiheuttamista seka toisaalta mahdollistavan niiden korjaamisen. Myos aikaisemmin
tarkasteltujen hypoksian indusoimien PIM-kinaasien on havaittu vaikuttavan ladkeaineiden toi-
mintaan haitallisesti (Casillas ym. 2018).

Hypoksialla on vaikutusta myos syopéakirurgian mahdollisuuksiin. Kasvaimen leikkaus on ope-
raationa hyddyllinen potilaalle silloin, kun sy6pd ei vield ole levittaytynyt etdpesakkeiden muo-
dossa laajalti ympari kehoa. Tama patee toisaalta pitkélti myos muihin hoitomuotoihin. Hypok-
sia vaikuttaa kuitenkin etapesékkeiden muodostumiseen eli metastasointiin tukemalla monia
sen edellyttamid aineenvaihdunnallisia muutoksia syOopésoluissa. Syopésolujen metastaattisen
eli etapesékkeellisen fenotyypin tiedetddn nykyisin johtuvan useista solun lapikdymista valin-
taprosesseista, joita myds monet hypoksian aktivoimat mekanismit tukevat. Sydpésoluille tyy-
pillisen HIF-1 ja HIF-2 ylituotannon on muun muassa havaittu saatelevan E-kadheriini- ja vi-
mentiinitasoja eturauhassyovassa. Naméa kaksi proteiinia ovat tirked osa metastasoinnin epi-
teeli-mesenkyymi siirtymaa (epithelial-mesenchymal transition) eli EMT:t4, jossa epiteelisolut
irtoavat toisistaan ja muuttuvat litkkumiskykyisemmiksi. Tdmé osaltaan mahdollistaa syopéaso-
lujen etédpesakkeiden muodostamisen (Luo ym. 2006). Syopaleikkauksen jalkeisen hypoksia-
tilan on myos ehdotettu johtavan todennakdisemmin sydvan paikalliseen uusiutumiseen ja ag-

gressiivisempiin syopasolukantoihin. Govaert ym. (2014) tutkimuksessa havaittiin, ettd maksan
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leikkauksen jalkeen syntyva hypoksia edistdd mikrometastaasien kasvua ja jaljelle jaaneiden
syopasolujen metastasointikapasiteettia.

Joissain tapauksissa syovén hoitoon voidaan kayttad myos immunologista hoitoa, minkd tehoon
hypoksialla my6s on vaikutusta. Immunoterapia pyrkii tehostamaan elimiston omaa immuu-
nijarjestelmaa ja tavoitteena on saada se hyokkaamaan sydpasoluja vastaan. Hypoksisen mik-
roympariston on kuitenkin havaittu muuttavan kasvainvastaisten immuunisolujen (engl. anti-
tumor immune cells) ja immunosuppressiivisten solujen (engl. immunosuppressive cells) vali-
sid lukusuhteita niin, ettd hypoksiassa immunosuppressiivisten solujen maaré on normaalia kor-
keampi. Immunosuppressiiviset solut, kuten regulatoriset T-solut (engl. regulatory T-cells) eli
Treg solut seka myeloidiperdiset suppressorisolut (engl. myeloid-derived suppressor cells) eli
MDSC:t, vaikuttavat syopasoluihin kohdistunutta puolustusvastetta heikentévasti erittdmalla
immunosuppressiivisia tekijoitd. Tamé heikentdd kasvainvastaisten immuunisolujen kuten
CDB8*-T-solujen seka luonnollisten tappajasolujen (engl. natural killer cells) eli NK-solujen
tehoa, jolloin myds immunoterapian toimivuus heikkenee. Lisaksi hypoksialle tyypilliset veri-
suonten muodostuksen muutokset vaikuttavat myos immunoterapiaan, silld immuunisolujen

padsy kasvainalueelle vaikeutuu (Kopecka ym. 2021).

4.1.2 Resistenssin torjunta

Hypoksian aiheuttaman terapiaresistenssin torjuminen on ollut tutkimuksen padméaéarana jo pit-
kaan. Hypoksian resistenssia aiheuttavien vaikutusten torjuntaa voidaan kutsua myoés hypok-
siamodifikaatioksi (engl. hypoxia modification). Hypoksian muokkaamiseen ja terapiaresis-
tenssin ehkéisyyn onkin kehitetty muun muassa useita hypoksiassa aktiivisten proteiinien, ku-
ten HIF:ien, VEGF:n ja PIM-kinaasien estdjia. Estdjien toiminta pyrkii usein tavalla tai toisella
verisuonten muodostumisen estoon, mika vaikeuttaa kasvainten kasvua ja helpottaa tdten mo-
nien hoitomuotojen hyddyntamistd. My0ds hapen madran lisaédminen kasvaimiin, solujen hapen
kayttoon liittyvat muokkaukset seka séddehoitoa tehostavat sédeherkistajat (engl. radiosensiti-

zers) ovat osa hypoksiamodifikaatiota.

Erityisesti HIF-1a-estdjid on kehitetty useita, ja niiden toimintamekanismit ovat hyvin vaihtel-
evia. HIF-1a-estdjien toiminta voi perustua HIF-1a:n transkription tai translaation estamiseen,
HIF-1a:n stabiilisuuden muokkaamiseen, heterodimerisaation estoon, tumakuljetuksen tai

DNA:han sitoutumisen torjuntaan tai HIF-kohdegeenien muokkaukseen (Qannita ym. 2024).
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VEGF on térkea HIF-transkriptiofaktoreiden saatelyn piiriin kuuluva proteiini, jonka il-
mentymiseen pyritddn monesti puuttumaan terapiaresistenssin hoidossa, sillé se on tarke& osa
verisuonten muodostumista. Lee ym. (2000) tutkimuksessa VEGF:n estdjén havaittiin olevan
verisuonituksen taantumisen liséksi yhteydessa hapen mediaaniosapaineen kohoamiseen seka
alentuneisiin hypoksialukemiin. Epé&suoran verisuonituksen Kkautta tapahtuvan hypok-
siavaikutuksen lisdksi VEGF:I14 vaikuttaisi siis olevan my6s suorempi vaikutus happitasoihin.

PIM-estajat kytkeytyvat myos vahvasti VEGF:n ja HIF:ien toimintaan. Erityisesti PIM1-
kinaasin ylituotannon on todettu olevan yhteydessa joidenkin angiogeneesia estavien laakkei-
den toimimattomuuteen. Syyna tdhan voidaan pitdd PIM-kinaasien kykya séadelld HIF-
transkriptiotekijoiden stabiilisuutta, jotka puolestaan séatelevat vahvasti VEGF:n tuotantoa hy-
poksiassa (Casillas ym. 2018). Warfel ym. (2016) tutkimuksessa selvisi, ettd hypoksisissa olo-
suhteissa PIM-kinaasit vahentavét sydpasolujen oksidatiivista stressid lisadmalla antioksidant-
tien ilmentymista seka vahentamalla reaktiivisten happiyhdisteiden kertymista. PIM-kinaasien
estajat taten mahdollistavat reaktiivisten happilyhdisteiden kertymisen soluihin, mika jo itses-
s&an voi johtaa hypoksisten solujen kuolemaan, mutta mika voi myos tehostaa monien hoito-
muotojen toimintaa. PIM-kinaasi inhibiittorit voisivat siis olla tehokas hoitomuoto hypoksisten

kasvainten torjunnassa.

Estdjien lisaksi hypoksiaan ja sen aiheuttaman resistenssin torjuntaan on kokeiltu myds suo-
rempia lahestymistapoja. Muun muassa hemoglobiinin maarélla on arveltu olevan vaikutusta
terapian mahdollisuuksiin, ja sen méaéraa on pyritty kasvattamaan muun muassa potilaille teh-
dyilla verensiirroilla. Hoitovasteen ja hemoglobiinin yhteyttd ei kuitenkaan tdysin tunneta.
Pelkké lahtotilanteessa mitattu hemoglobiinitaso ei ole osoittautunut merkittavéksi sydvan en-
nustetekijaksi, mutta keskimaarédinen viikoittainen alin hemoglobiinitaso (engl. Average
Weekly Nadir Hemoglobin Levels) eli AWNH sen sijaan on. Grogan ym. (1999) tutkimuksessa
havaittiin, ettd mita alhaisempi AWNH kohdunkaulan sydpaa sairastavalla potilaalla oli, sité
huonompi oli viiden vuoden eloonjddmisennuste. Verensiirto paransi ennustetta, mutta se heik-
keni, jos hemoglobiinitaso putosi jalleen s&dehoidon aikana. Oikeana ajankohtana tehtya ve-
rensiirtoa voitaisiin siis pitdd mahdollisena tapana parantaa sadehoidon toimivuutta ja sen
kautta potilasennustetta. My0ds hengitetyn hapen pitoisuuden saatelylld on pyritty vaikuttamaan
sadehoidon toimivuuteen. Suit ym. (1972) tutkimuksessa rintasy6paa kantavat hiiret hengittivéat

100 prosenttista happea, minké todettiin parantavan merkittavasti sddehoitovastetta. Vaikutus
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oli suurempi hyperbaarisissa eli ylipaineisissa olosuhteissa kuin normobaarisissa eli normaali-
paineisissa, mikéd tukee hyperbaarisen hapen kdytdon mahdollisuuksia sddehoitoherkistajana

sydvan hoidossa.

Uudempi lahestymistapa kasvainhypoksian hoitoon on hapen kulutuksen vahentdminen syo-
pasoluissa, silla kasvaimen hapenpuute on pitkalti perdisin suuresta hapenkulutuksesta. Secomb
ym. (1995) tutkimuksen perusteella hapenkulutuksen vahentdminen 30 prosentilla vaikuttaisi
teoriassa verenvirtauksen lisdamista ja hyperbaarista happea tehokkaammalta tavalta véhentaa
hypoksiaa. Hapenkulutuksen védheneminen ei tutkimuksessa toteutettujen teoreettisten mallien
perusteella pelkédstadn nostaisi veren happipitoisuutta, vaan vahentéisi myos happigradientteja
eli epatasaisesta hapensaannista johtuvia hapen osapaineen vaihteluja kasvaimen sisalla. Ha-
penkulutuksen lasku voitaisiin aikaansaada muun muassa solusyklin pysayttdmiselld, lampoéa
lisadmalla tai oksidatiivista fosforylaatiota estamalla. Erilaiset solujen hapen kéyttod vahenta-
vat aineet ovatkin osoittautuneet prekliinisten tutkimusten perusteella toimiviksi ja niilla usko-

taankin olevan paikka tulevaisuuden syépéahoidoissa (Horsman ym. 2021).

Hapen toimintaa jaljittelevat kemialliset aineet ovat osin syrjayttaneet aiemmat hypoksiasta
johtuvan hoitoresistenssin torjuntamekanismit. Nailla sddeherkistgjina tunnetuilla aineilla on
kyky herkista resistentit syopasolukannat sadehoidolle hypoksisissa olosuhteissa mahdollista-
malla DNA-vaurioiden muodostumisen samoin periaattein kuin happi normoksisissa olosuh-
teissa. Yleisimpia radioherkistajia ovat luontaisina antibiootteina esiintyvét nitroimidatsolit.
Nitroimidatsolien aktivoituminen ja kyky muodostaa kovalenttisia sidoksia makromolekyylei-
hin hypoksiassa sai tutkijat kiinnostumaan niiden kaytostd sadeherkistgjind (Adams, 1973),
mutta my6hemmin niiden kaytdssa havaittiin muun muassa korkeista annoksista johtuvia neu-
rotoksisia sivuvaikutuksia (Wasserman ym. 1980). Osa tutkimuksista on osoittanut sddeherkis-
tajien kdyton myds hyodyttomaksi, mutta toisaalta erddssé paén ja kaulan alueen syopéan kes-
Kittyneessa laajassa meta-analyysissé niiden kdyton havaittiin parantavan kasvainten paikallista
kontrollointia seka yleista ennustetta huomattavasti, vaikka hyddyt yksittéin vaikuttivatkin pie-
niltd (Overgaard, 2011). Tulokset viittaavat mahdollisuuteen hyddynt&d sédeherkistdjia jat-
kossa etenkin pdén ja kaulan alueen sy6vissd, kunhan aineiden sivuvaikutukset eivat koidu on-

gelmaksi.
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4.2 Hypoksian maarittdminen

Kasvaimen hypoksiatilaa ei voi paatella sen koosta, kehitysasteesta tai histologiasta. Siispa hy-
poksian maaritykseen on taytynyt kehittaa erillisia menetelmiéd. Tutkimuksen avulla on pyritty
Ioytdmaan keinoja arvioida kasvainten hypoksiaa, mutta kliiniseen hypoksiamaaritykseen ei
toistaiseksi ole kaytdssa tiettya yleistynyttd menetelmad. Kasvainhypoksian méaarityksen me-
netelmét voidaan jakaa kolmeen paaryhméaéan: suoriin, fysiologisiin ja endogeenisiin. Mene-
telma voi siis perustua joko suoraan happikonsentraation mittaamiseen, happimolekyylien fy-
siologisten prosessien tulkitsemiseen tai vaihtoehtoisesti endogeenisten eli sisésyntyisten merk-
kiaineiden ilmentymisen arviointiin (Walsh ym. 2014). Toisinaan hypoksian méaéritykseen kay-
tettdvat menetelmat jaetaan jyrkemmin suoriin ja epédsuoriin menetelmiin, tai vastaavasti hy-

poksiamarkkereihin ja kuvantamiseen perustuviin menetelmiin.

4.2.1 Suorat menetelmat

Suorana happikonsentraatiota mittaavana menetelména voidaan kéyttaa kudokseen asetettavia
elektrodeja, jotka ovat yksi yleisimmista kasvainhypoksian happitasojen mééritystavoista. Nii-
den kéytté perustuu hapen reaktioihin sensorin laheisyydessa, mikd mahdollistaa datan keraa-
misen juuri asetetun anturin alueelta (Gatenby ym. 1988). Ongelmat elektrodien kéytossa koh-
distuvatkin pitkalti menetelman invasiivisuuteen seka siihen, ettei anturi erota eldvaa ja kuol-
lutta kudosta toisistaan. Tdmé johtaa herkésti hypoksiatilan yliarviointiin, jos mitattavaksi péaa-
tyykin kuollut kudos (Vaupel ym. 2007).

Muita suoria menetelmid ovat muun muassa fosforesenssisammutus (engl. phosphorescence
guenching), jossa tarkastellaan happimolekyylien ja fosforesenssivarien valisia vuorovaikutuk-
sia seka elektronin paramagneettista resonanssia (engl. electron paramagnetic resonance), jossa
hapelle selektiivinen pariton elektroni injektoidaan kudokseen. Myds Overhauser-tehostettu
MRI (engl. Overhauser-enhanced MRI) on suora tapa hypoksian méérittamiseen ja siind hapen
mittaukseen yhdistetddn magneettikuvaus. Menetelmé perustuu kudoksen vesiprotonien hyper-
polarisaatioon ja tuloskuvien reflektoimaan dataan. Ndma menetelmét ovat happielektrodeihin
nahden huomattavasti vdhemman invasiivisia, mutta eivét yhté laajalti k&ytettyjé tai kaikkialla
ladketieteellisesti hyvaksyttyja toimenpiteitd (Walsh ym. 2014)
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4.2.2 Endogeeniset menetelmat

HIF-1-proteiineja voidaan kayttad hypoksian maarittdmisessé kasvainkudoksesta, ja menetelma
on yksi tunnetuista endogeenisista maaritystavoista. Hapen lasna ollessa tuotettu HIF-1 ohjau-
tuu proteosomiin hajotettavaksi ja hajotus hidastuu hapen osapaineen laskiessa (Kallio ym.
1999). Tét4 tietoa hyddyntéen Liu ym. (2005) loivat HIF-1 riippuvaisista hypoksiaresponsiivi-
sista elementeisté eli HRE:ist4 viiden kopion promoottorin (SHRE), jonka aktiivisuutta seurat-
tiin vihredlla fluoresenssiproteiini -reportterigeenilla (d2EGFP). 5HRE-d2EGFP geenilla
varustetut melanoomasolut ilmensivat fluoresenssia vasteena hypoksiaan, ja fluoresenssin in-
tensiivisyys oli yhteydessa hapen méaraan. Vahvasti hypoksisessa kudoksessa fluoresenssisi-
gnaali oli siis suuri, kun taas kudoksen kaésittely hapella johti nopeaan fluoresenssisignaalin

laskuun.

Myos HIF-1:n saatelyn piiriin kuuluvia proteiineja voidaan hyddyntaa hypoksian maéri-
tyksessa. Kasvaimen aineenvaihduntaan vahvasti kytkeytynyt GLUT1 toimii endogeenisena
hypoksiamarkerina useassa eri syopatyypissd. Glykolyysin tehostuminen hypoksisessa
kasvaimessa saa aikaan glukoosinkuljettajaproteiinin tuotannon lisddntymisen, jolloin
kasvaimesta mitattu GLUT1-proteiinin maaré kertoo tehokkaasti vallitsevasta hypoksiatilasta.
GLUT1-proteiinin ilmentymisen on myds havaittu olevan sita korkeampi, mita kauempana solu
sijaitsee verisuonista. Solun etaisyys verisuonista taas kertoo osin vallitsevan happivajeen
vakavuudesta (Rademakers ym. 2011; Walsh ym. 2014).

Toinen laajalti hyvéaksytty endogeeninen tapa hypoksian maarittdmiseen on komeettaméaaritys
(engl. comet assay), mika keskittyy yksittdisten solujen DNA-vaurioiden mittaamiseen.
Sateilyn tiedetaén aiheuttavan selkeésti enemmén DNA-vaurioita hyvéahappisissa soluissa kuin
happivajeesta karsivissa soluissa, mika onkin syy kasvainhypoksian aiheuttamalle sédehoitore-
sistenssille. Komeettamaarityksessa voidaan esimerkiksi analysoida sateilyn aiheuttamien
DNA-vaurioiden kertymista ja korjautumista. Komeettamaaritys pyrkii mittaamaan hypoksis-
ten solujen osuutta kasvainnaytteestd, ja menetelma on havaittu toimivaksi esimerkiksi sadehoi-
toa saavilla p&an ja kaulan alueen syovista karsivilla potilailla. Komeettamadrityksen tarjoama
data ei aina korreloi suoraan kudoksesta mitatun hapen osapaineen kanssa, mutta sen on
havaittu ennustavan tehokkaasti etenkin lyhyen aikavalin hoitotuloksia, mikéa kéytannon kan-

nalta on usein hyddyllistd (Le ym. 2003).
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4.2.3 Fysiologiset menetelmét

Nitroimidatsolit voivat toimia séddeherkistajien lisaksi fysiologisina hypoksiamarkkereina. Nii-
den kaytdssa sadeherkistdjind on havaittu muun muassa korkeista annoksista johtuvia neuro-
toksisia sivuvaikutuksia (Wasserman ym. 1980), mutta niiden eri muodot, kuten pimonidatsoli
tai 2-nitroimidatsoli EF5, ovat yleisessa kdytdssa niille kehitettyjen vasta-aineiden kohteina.
Vasta-aineilla voidaan todentaa hypoksisia alueita immunohistokemiallisin menetelmin, joissa

kaytettava nitroimidatsolien maara on huomattavasti alhaisempi (Raleigh ym. 1996).

Nitroimidatsoleja  hyddynnetddn  myds  positroniemissiotomografiassa- eli  PET-
kuvantamisessa, joka on yleistynyt fysiologinen menetelma hypoksian méaritykseen. Se on tek-
niikkana ei-invasiivinen ja siind hyddynnetadn suonensiséisesti annosteltuja isotooppileimat-
tuja merkkiaineita, joiden jakautumista kudoksiin voidaan tarkastella PET-kameralla. Sateile-
valla isotoopilla leimatut merkkiaineet ovat elimistossa fysiologisesti esiintyvia molekyyleja tai
niiden analogisia vastineita. Hypoksian madarityksessa yleisimmin kéytettyja merkkiaineita
ovatkin fluori-18-isotoopilla leimatut nitroimidatsolit (Perez ym. 2023). Nitroimidatsolit paa-
tyvét soluihin passiivisen diffuusion kautta, joissa ne pelkistyvat. Normoksisissa olosuhteissa
molekyylit uudelleenhapetetaan ja ne diffusoituvat soluista ulos toisin kuin hypoksiassa, jossa
pelkistyminen johtaa aineen jumiutumiseen solujen sisaan. Nitroimidatsolin jumiutumisnopeus
on kaantaen verrannollinen paikallisen hapen osapaineen kanssa, ja kertyminen voidaan havaita
PET-kameralla. Vain eldvassa kudoksessa aktiiviset reduktaasit ovat vélttamattomia nitroimi-
datsolin pelkistymiselle, mik& varmistaa sen, ettd yhdiste kertyy ainoastaan elaviin hypoksisiin
soluihin (Fleming ym. 2015).
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5 YHTEENVETO

Hypoksia on keskeinen osa kasvainten mikroympéristoa ja sill4 on jo pitkaan tiedetty olevan
vaikutus syovan kehittymiseen, aggressiivisuuteen sek& hoitoresistenssiin. Kasvaimen hapen-
puute johtaa moniin solutason muutoksiin, jotka mahdollistavat syopésolujen selviytymisen ja
kontrolloimattoman kasvun muuntuneista olosuhteista huolimatta. Keskeisessé asemassa ovat
HIF-transkriptiotekijat, jotka saatelevat useita hypoksiavasteita, kuten epéatavallista angioge-
neesia seka aineenvaihdunnan siirtymistéd aerobiseen glykolyysiin, josta kaytetddn myos termié
Warburg-efekti. HIF-proteiinien liséksi PIM-kinaasien merkitys on todettu tarkeéksi osaksi
kasvainhypoksian vasteiden séatelyd. Naiden vasteiden ansiosta syopasolut kykenevat vastus-

tamaan sade- ja ladkehoitoja sekd immunoterapiaa, mika vaikeuttaa syovan hoitoa.

Hypoksian maéritys on monesti haasteellista, mutta sen tarkempi tunnistaminen on keskeista
hoitovasteen parantamiseksi. Kéytdssa on suoria menetelmid, kuten hapensaturaation mittauk-
set elektrodeilla, fysiologisia menetelmi&, kuten PET-kuvantaminen, sekd endogeenisia merk-
kiaineita hyodyntavia menetelmid, kuten HIF-1:n ja GLUT1-proteiinin ilmentymisen arviointi.
Hypoksiatilan maarittdaminen mahdollistaa entista yksildllisemmaét ja kohdennetummat hoi-
tostrategiat. Hypoksian aiheuttaman terapiaresistenssin torjumiseksi on lisaksi kehitetty erilai-
sia estdjia, jotka pyrkivat estdimadan hypoksiavalitteisid signaalireitteja ja parantamaan syopa-
hoitojen tehoa. My06s suoremmat menetelméat kuten hapen mééran lisaédminen kasvaimiin, so-
lujen hapen kayttoon liittyvat muokkaukset sekd sddehoitoa tehostavat sadeherkistajat ovat tar-

ke osa hoitoresistenssia.

Tutkimuksessa tulisi pyrkida entista tarkempaan hypoksiatyyppien erotteluun seka yksilélliseen
hoitoon. Akuutin ja kroonisen hypoksian vaikutukset eroavat paljon toisistaan, ja niiden tar-
kempi ymmartaminen voisi mahdollistaa tehokkaamman hoidon suunnittelun. Lisaksi hypok-
siamarkkereiden sekd kuvantamismenetelmien kehitysty6lla on mahdollista tehostaa kas-
vainhypoksian diagnosointia ja sitd kautta syopahoitojen onnistumista. Kaikkiaan syvallisempi
ymmaérrys hypoksian mekanismeista syovéssa on tarkeaa ja pitkalla aikavélilld silla on mahdol-

lisuus vahentd4 sydvan aiheuttamaa kuolleisuutta.
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