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R-Ras on Ras-perheeseen kuuluva pieni GTPaasi, joka muistuttaa rakenteellisesti
muita Ras-perheen geeneja. Useat ndistd muista Ras-perheen geeneista ovat tunnettu-
ja proto-onkogeenejd, joiden aktivoivat mutaatiot kykenevét aiheuttamaan normaalin
solun transformaation sydpésoluksi. N&iden Ras-geenien mutaatioiden on arvioitu
olevan keskeisessé osassa useissa eri syovissa, n. 50 % kaikista syopatapauksista.

Huolimatta rakenteellisista yhtalaisyyksista ko. tunnettuihin Ras onkogeeneihin, R-
Ras geenid aktivoivien mutaatioiden ei ole kuitenkaan osoitettu aiheuttavan syopaa.
Sen sijaan proteiinin aktivaation on esitetty hillitsevan syopasoluille tyypillista proli-
feraatiota ja invasiivista kasvua. Taman tutkimuksen tarkoituksena oli selvittdd R-
Ras:n roolia kemiallisesti indusoidussa ihon kasvainmallissa. Kéyttamalla poistogee-
nistd hiirikantaa (R-Ras KO) ja vertailemalla sit4d normaaliin hiirikantaan havaitsim-
me, ettd R-Ras on merkittavé tekija epidermaalisten kasvainten kehittymisessa.

19 viikkoa kestdneessa kokeessa perimaltd&dn normaaleilla (villi-tyyppi, WT) eldimil-
le kehittyi l&hes kuusinkertainen maara kasvaimia verrattuna poistogeenisiin eldi-
miin. Kasvaimet my06s ilmaantuivat aiemmin ja kasvoivat suuremmiksi villi-tyypin
eldaimilld. Vaikka R-Ras ilmentyi voimakkaasti ihon dermaalisissa verisuonissa, sita
el havaittu sek& normaalissa ettd karsinogeeneilld kasitellyssd epidermiksessd, jossa
kasvaimet manifestoituivat. Nama seikat antavat ymmartéd, ettd huolimatta aiemmin
kuvatuista anti-onkogeenisistd ominaisuuksistaan, R-Ras vaikuttaisi olevan merkitta-
vassé roolissa kasvaimen kehittymisessa (ihon kokeellisessa, kemiallisessa karsino-
geneesi-mallissa) mekanismeilld, jotka mahdollisesti liittyvat kasvainkudoksen im-
munologiseen saatelyyn.
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1 JOHDANTO

Ras-proteiinit ovat pienid guanosiinitrifosfaattia sitovia ja hydroksyloivia G-
proteiineja, guanosiinitrifosfataaseja, jotka toimivat solunsisaisind signaalinvalittaji-
na useissa keskeisissa signaalin vélitysteissa. Nama pienet GTPaasit ovat ryhma toi-
minnallisesti solun sis&ssd, sytosolissa, esiintyvia entsyymejd, joiden taipumus sitoa
ja hydrolysoida GTP:t4 tekee niistd oleellisen osan solujen biokemialliseen sdételyyn
osallistuvaa viestijarjestelmad. Ras-geeniperheen koodaamien GTPaasien toiminnal-
liset erityispiirteet tekevat niistd ennen kaikkea solun proliferaation, mutta myos eri-
laistumisen, migraation ja selviytymisen (elon jadmisen) keskeisid séatelijoitd. Ne
ilmentyvat padasiassa voimakkaasti jakautuvissa soluissa, joissa ne valittavat solun

kasvuun ja jakautumiseen vaikuttavia signaaleja. (1)

GTPaasit toimivat osana solunsiséista viestijarjestelmaa ottaen vastaan signaaleja ja
valittéden niit& eteenpdin aktivoimalla eri toisioldhettijarjestelmié ja ionikanavia. Ne
toimivat erddnlaisina molekulaarisina on/off-kytkimin& solun sisdisen signaalivéli-
tysverkoston Kriittisissa kohdissa ja kontrolloivat solunsisdisida prosesseja vuorotte-
lemalla aktiivisen ja inaktiivisen muodon valill4 riippuen niihin sitoutuneen GTP:n
hydrolysaatiosta. GTPaasit ovat aktiivisia GTP:n ollessa niihin sitoutuneena ja
inaktivoituvat GTP:n hydrolysoituessa guanosiinidifosfaatiksi, GDP:ksi.

Koska Ras-perheen GTPaasit osallistuvat keskeisesti moniin solun jakautumista, eri-
laistumista ja selviytymisté sadteleviin signalointireitteihin, niiden aktiivisuus solussa
on tarkasti s&&deltyd. GTPaasien toiminnan merkittavin séately tapahtuu erilaisten
ulkoisten saatelyproteiinien kautta, joista tarkeimpié ovat GTPaasia aktivoivat prote-

iinit (GTPase activating proteins, GAP) ja guanosiini-nukleotidi-vaihtajat (Guanine



Nucleotide Exchange Factors, GEF). GEF:t katalysoivat GDP:n vaihtamista GTP:ksi
ja siten suosivat GTPaasin aktiivista muotoa, kun taas GAP:t inaktivoivat kompleksia

voimistamalla GTPaasin hydrolysoivaa vaikutusta.

Ras-geeniperhe on yksi Ras-superperheen kuudesta (Ras, Rho, Ran, Rab, Arf ja Rad)
alayksikosté. Ras-alaperheen viiteen eri alaryhmaddn kuuluvista jasenisté kliinisesti
merkittdvimpia ja parhaiten tunnettuja ovat K-Ras, H-Ras, N-Ras, M-Ras ja R-Ras.
Ras-superperheen Pienet GTPaasit ovat rakenteeltaan monomeerisia ja homologisia
heterotrimeeristen G-proteiinien alfa-alayksikon kanssa. Toisin kuin heterotrimeeri-
set G-proteiinit, joiden aktiivisuus on riippuvainen kompleksiin liittyneen reseptorin
aktiivisuudesta, Ras-perheen GTPaasit kykenevat toimimaan itsendisesti ilman erilli-
sen reseptorin vaikutusta: Ras-proteiini pystyy ilman ulkoista aktivaatiota irrotta-
maan GDP:n ja sitomaan tilalle GTP:n. Tdma itsendinen toiminta on normaaliolosuh-

teissa hidasta ja solun toiminnan kannalta merkityksetonté.

Aktivoiva mutaatio Ras-proteiinia koodaavassa geenisséd voi johtaa siihen, ettei
GTPaasi endd ole sitd inhiboivat GAP-proteiinin vaikutuksen alaisena, vaan pysyy
jatkuvasti aktiivisena. Ilman vastetta negatiiviseen sadtelyyn Ras-proteiini lahett&a
jatkuvasti kasvustimulaatiota solulle ilman normaalitilanteessa vaadittavaa kasvute-
kijastimulaatiota (5). Kun kriittisessa kohdassa vaste kasvustimulaation negatiivisen
séatelyyn menetetéan, liiallinen GTPaasi-aktiivisuus johtaa epatarkoituksenmukai-
seen muutokseen solun kayttaytymisessa ja mahdollisesti jopa solun syOopésoluksi

muuttumiseksi.



Koska Ras-perheen proteiinit sdatelevat padasiassa solun kasvuun ja jakautumiseen
liittyvid toimintoja, ndiden proteiinien epatarkoituksenmukainen toiminta johtaa so-
lun kasvun, erilaistumisen ja jakautumisaktiivisuuden s&atelyn epdonnistumiseen,
mika toimii lahtokohtana sydvan kehittymiselle (2). Edella kuvatulla tavalla mutaatio
Ras-geenissd voi johtaa merkittdvddn muutoksen solun toiminnassa muuttuneen
GTPaasi-aktiivisuuden kautta, kun vaste negatiiviseen séatelyyn menetetdan. Liialli-
nen GTPaasi-aktiivisuus antaa solulle voimakkaan kasvustimulaation (5), mika joh-
taa kiihtyneeseen proliferaatioon, invaasioon ja metastasointiin sekd apoptoosin eli
solujen ohjelmoidun solukuoleman valttdmiseen (6). Seurauksena on normaalin so-
lun muuntuminen geneettisesti epavakaaksi syopésoluksi. Kolmen parhaiten tunne-
tun Ras-geenin (H-Ras, K-Ras ja N-Ras) tiedetddn olevan yleisimpid ihmisen onko-
geenejd; ndiden proteiinien pysyvasti aktivoituneisiin muotoihin johtavia mutaatioita
on loydetty 25-35%:ssa kaikista syopatyypeistéd (3) ja jopa 90%:ssa tietyn tyyppisista

syovistd omaa jonkin Ras-onkogeenin aktivoivan mutaation (4).

R-Ras muistuttaa rakenteeltaan muita Ras-perheen proteiineja, mutta muodostaa kui-
tenkin poikkeuksen sydpéalttiuden suhteen. Siind missa yhden aminohapon mutaatio
Vvoi muuttaa toisen Ras-perheen jasenen syopaa aiheuttavaksi onkogeeniksi, R-Ras
geenissé vastaavan muutoksen on raportoitu aiheuttavan vain véhaisid muutoksia
proteiiniaktiivisuudessa. Lisaksi havaitut muutokset proteiiniaktiivisuudessa ovat ol-
leet riittdmattomia aiheuttamaan solun muuntumista patologisesti kéyttaytyvaksi
syopasoluksi (7). R-Ras geenin aktivoivia mutaatioita ei ole toistaiseksi l0ydetty yh-
destdkaan ihmiselld tavattavasta syopakasvaimesta (8), vaikka K-Ras:n ja H-Ras:n
tiedetddn olevan merkittdvimpia ja yleisimpié tunnettuja proto-onkogeeneja. R-Ras

toimiikin solunsiséisessa signaloinnissa H-Ras:n vastavaikuttajana ja ndiden kahden



Ras-perheen proteiinin vaikutukset solun kasvuun ja kehitykseen ovat painvastaisia.
Rintasyopéasoluilla suoritetuissa soluviljely-kokeissa onkin todettu, ettd R-Ras itse

asiassa inhiboi kaikkia syovalle tunnusomaisia piirteitd; proliferaatiota ja migraatiota

(9).

Hiljattain my0s osoitettiin, ettd verisuonten endoteliaalisoluissa voimakkaasti ilme-
neva R-Ras estda verisuonten uudismuodostukselle eli angiogeneesille keskeista so-
lujen jakautumista ja verisuonten syOpékasvaimeen kasvua sekd toisaalta edistaa ve-
risuonten maturaatiota (suonen seindmén stabilisaatio eli verisuonen seindman per-
meabiliteetin eli lapéisevyyden lasku) kasvaimen angiogeneesin ja valtimovaurioiden
yhteydessa (9). Vaikka R-Ras ilmentymistéd eri kudoksissa kartoittavan tutkimuksen
mukaan R-Ras ei ilmenny normaaleissa epiteelikudoksissa (10), epiteeliaalista alku-
perdd olevien kasvainten (eli karsinoomien) tiedetd&n tuottavan R-Ras proteiinia
(11). Taman perusteella oletimme, ettd karsinogeenildhtdinen kasvainmuodostus
iholla saattaisi indusoida R-Ras ilmentymisen epiteelisoluissa ja lahdimme selvitta-
maan R-Ras proteiinin roolia sydvan synnyssé ihon epidermaalisen karsinogeneesi-

mallin avulla.



AINEISTO JA MENETELMAT

1.1 Hiiret

Homotsygoottiset poistogeeniset hiiret, joilla STOP-kodonin omaavan DNA-jakson
insertio estdd R-Ras:n ilmentymisen 4:n ja 5:n eksonin valilld kromosomi 7:n R-
Ras:sta (R-Ras KO -hiiret) hankittiin Masanobu Komatsun laboratoriosta (Sanford-
Burnham Medical Research Institute of Lake Nona, Orlando, Florida, USA). Ennen
kokeiden suorittamista R-Ras -heterotsygoottiset hiiret takaisinristeytettiin kahdek-
san sukupolven verran C57BL/6 -kannan (Harlan) kanssa, jotta saavutettaisiin R-
Ras:ia ilmentava (villityyppinen, WT) ja poistogeeninen (KO) kanta samassa hiirien
taustageenikannassa (sisarukset). Genotyyppi madritettiin jokaisesta eldimesta
PCR:ll& (10) ja R-Ras:n ilmentymisen puuttuminen varmistettiin myohemmin stan-
dardeja immunovarjaystekniikoita (immunohistokemia ja western blotting kudoksis-
ta) kayttéden. Hiirid ruokittiin tavanomaisilla laboratoriopelleteilld ja vedelld ad libi-
tum. Kaikki eldinkokeet suoritettiin Etela-Suomen El&inkoelautakunnan hyvaksymia

linjauksia noudattaen.

1.2 Kasvaininduktio

Tutkiaksemme R-Ras:n osuutta ihokasvainten muodostumisessa, kasittelimme ai-
kuisten hiirten (R-Ras KO ja WT) seldn kerran paikallisesti DMBA-mutageenilla
(7,12-Dimethylbenz[a]anthracene), ja sen jalkeen toistuvasti (2 x viikossa) solujen
kasvua lisdavalla TPA:lla (growth promoting histone deacetylase inhibitor) (14).
Edell4 selostettu kasittely sai aikaan papilloomien kehittymisen viikkojen aikana in-

terfollikulaarisesta epidermiksesté.
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Kéytannossa kokeelliset tyot suoritettiin seuraavasti: 8-viikkoisten hiirien seléstéa
poistettiin karvat ja 24 tuntia myohemmin 50 pg DMBA:ta (Sigma) 200 pul:ssa ase-
tonia siveltiin selk&puolen ihon karvattomalle alueelle. Viikon kuluttua tésta, hiirien
selén ihoa kasiteltiin kahdesti viikossa 5 pg:lla TPA:ta (Sigma) 200 pl:ssa asetonissa
aina 19 viikon ajan. Kasvaimet laskettiin kahdesti viikossa. Alueelle kasvanut kar-

voitus poistettiin huolellisesti, kasvaimia varoen, kahden viikon vélein.

1.3 Immunohistokemialliset ja TUNEL-vérjaykset

Ihonaytteet sekd hoitamattomista kontrollihiiristé ettd DMBA-TPA hoidetuista hiiris-
ta kerattiin 19 viikon kuluttua kokeen aloituksesta. Kudosnéytteet fiksattiin 4% para-
formaldehydilld ja valettiin paraffiiniin. Paraffiinileikkeille (6 pm paksuisille) suori-
tettiin hematoksyliini/eosiinivérjays (HE) ja DAB-immunohistokemiallinen varjays
(IHC). IHC:ssa kaytettiin seuraavia vasta-aineita valmistajan ohjeiden mukaisesti:
LS-C147992 kanin anti-R-Ras- (Lifespan Biosciences, Seattle, Washington, USA),
TEC-3 rotan anti-Ki67 (DakoCytomation, Glostrup, Tanska) ja 550274 rotan anti-
CD31 (BD Pharminogen, Oxford, Englanti). Kéytetyt sekundaari vasta-aineet olivat
horseradish peroxidase (HRP) -konjugoidut vuohen anti-kani- (Dako) ja 414311F
anti-rotta -histidiini (Nichirei Bio, Tokio, Japani). Immunohistokemiallinen TUNEL-
varjays apoptoottisille tumille suoritettiin kayttden K403-50 TUNEL IHC -kittid
(Biovision, Milpitas, Kalifornia, USA) yhdessd metyylivinredn tumavarjayksen

kanssa.
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1.3.1 Histologisten naytteiden kvantitatiivinen analyysi

Kaikki lasit skannattiin k&yttden Aperio ScanScope® CS- ja XT systems (Aperio
Technologies, Kalifornia, USA) -ohjelmistoja (15). Lasien tarkastelu ja analysointi
tapahtui kayttamalla verkkopohjaista ImageScope™ -ohjelmaa. Immunohistokemial-
listen signaalien kvantifiointiin k&ytettiin Spectrum Analysis -algoritmikokoelmaa ja
Image Scope —analytiikkaohjelmistoa. Kyseiset algoritmit maarittavat positiivisen
varjaytyméan pinta-alan, keskimaaraisen positiivisen intensiteetin (optinen tiheys) se-
k& heikon (1+), keskivahvan (2+), ja vahvan (3+) positiivisen véarjaytyman (26).
Kaikki kvantifioidut histokemialliset analyysit (Ki-67, CD31, TUNEL) suoritettiin

jokaisen varjaytyman osalta vakiintuneita kaytént6ja noudattaen (15, 16).

1.4 lhondytteiden preparointi ja analyysi

Néaytteet otettiin seka kontrollieldinten ettd DMBA- ja TPA-ké&siteltyjen eldinten se-
l&n ihosta tuumori-induktioprotokollan 19. viikolla. Kerétyt ihonéytteet jaadytettiin
valittomasti nestemdisella typelld ja my6hemmin hajotettiin ns. RIPA-puskurissa,
johon oli lisdtty cOmplete proteaasi-inhibiittoria (Roche) sek& HALT -fosfataasi-
inhibiittoria (Thermo Scientific). Kudokset homogenisoitiin ja supernatanttien prote-

iinikonsentraatio mitattiin Qubit-laitteella (Invitrogen).

Jokaisesta naytteestd 50 pg proteiinia ladattiin NUPAGE 4-12% gradientin geelille
(Invitrogen, Paisley, Englanti) ja ajettiin Magic Mark ja Blue See —standardien kans-
sa. R-Rasin havaitsemiseen ké&ytettiin seuraavia primaarivasta-aineita: kanin poly-
klooniset vasta-aine R-Ras vastaan (Cell Signaling Technology:It4, Danvers, Mas-

sachusetts, USA) ja anti-b-aktiini (Millipore, Espoo, Suomi) ja vuohen anti-GAPDH
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(AbCam, Cambridge, Englanti). Kaytetty sekundaarinen vasta-aine oli HRP-
konjugoitu anti-kani (Cell Signaling Technology). Western blot-membraanit kuvat-
tiin saturoituattomina ImageQuant-laitteella (GE Lifesciences, Amersham, Englanti)
ja kvantifioitiin densitometrisesti ImageJ —ohjelmistolla (NIH, Bethesda, USA), jossa
b-aktiinia tai GAPDH:ta kaytettiin proteiinien latausmaarien normalisointiin eri ndyt-

teiden valilla.

1.5 Statistiikka

Keskiarvot on esitetty 95% luottamusvalein. Kaikki data analysoitiin, jotta sen nor-
maalijakaumanmukaisuus voitiin maaritelld. Merkitsevyys tietyssa aikapisteessa las-
kettiin kayttden Studentin t-testid normaalijakaumaa noudattavalle datalle. Survival
plotin data analysoitiin logrank-merkitsevyystestilla (Mantel-Cox) ja ei-
normaalijakautunut aikajana analysoitiin nonlineaarisella regressiolla. Prism 6
(GraphPad Software, La Jolla, Kalifornia, USA) -ohjelmistoa k&ytettiin suurimpaan
osaan analyyseja ja STATA 11 (College Station, Texas: StataCorp LP) -statistista

analyysiohjelmistoa kaytettiin non-lineraariseen regressioanalyysiin.
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2 TULOKSET

2.1 Dermaalisella R-Ras:lla on merkittdva rooli ihokasvainten kehittymisessa

Huolimatta hiljattain julkaistusta tutkimuksesta, jonka mukaan R-Ras ei ekspressoidu
normaalissa epiteelikudoksessa (10), epiteeliaalista alkuperad olevien kasvainten tie-
det&én tuottavan R-Ras proteiinia (11). Taméan perusteella oletimme, ett4 karsinogee-
nildhtdinen kasvainmuodostus saattaisi indusoida R-Ras ekspression epidermiksen
soluissa ja lahdimme selvittdmd&n R-Ras proteiinin roolia ihon epidermaalisen karsi-
nogeneesi-mallin avulla. Taysikasvuisten R-Ras KO- ja WT-eldinten selén iho kasi-
teltiin kertaalleen DMBA:lla ja tdman jalkeen toistetusti kasvainten kasvua edistavéal-
& TPA:lla. Kasittely sai aikaan papilloomien muodostumisen interfollikulaarisesta

epidermiksesta (17).

Ensimmadiset papilloomat havaittiin villi-tyypin eldimilld seitseman viikon kuluttua
DMBA-kasittelysta ja 16 viikon kuluttua kaikille (100%, n=28) WT-eldimille oli ke-
hittynyt papilloomia (Kuva 1a). Kasvainten méaara villityypin eldaimill4 nousi tasai-
sesti, kunnes 19 viikon kuluttua kokeen aloittamisesta papilloomia oli kehittynyt noin
6 jokaista (WT) eldint4 kohden (Kuva 1b).

R-Ras poistogeeniset eldinten havaittiin puolestaan olevan huomattavan vastustusky-
kyisid ihokasvainten kehittymiselle (Kuva 1a-d). Kasvaimet kehittyivat KO-edimilla
6 viikkoa (mediaani) mydhemmin kuin WT-eldimilld. Kun 16 viikon jalkeen kaikilla
WT eldimilld oli kasvaimia, 53% R-Ras KO eldimistd ei ollut kehittynyt ainuttakaan
havaittavissa olevaa papilloomaa. Lopulta vain yhdelletoista (34%, n=32) R-Ras KO

eldimelle kehittyi useampi kuin yksi papillooma kokeen aikana. Mydskaan villi-
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tyypin eldimilla yleisesti esiintyneitd suuria papilloomia (halkaisija >2mm) ei havait-

tu lainkaan poistogeenisilla elaimillg (Kuva 1c-d).

Liséksi suoritettaessa erilaisia histologisia analyyseja (H&E, R-Ras, CD31, Ki67,
apoptoosi) ennalta madritellyistd kohdista kemiallisesti altistettua ihoa, R-Ras KO-
hiirilla havaittu juuri lainkaan papilloomia (ns. intra-dermaalisia kasvaimia). Kokei-
den aikana villityypin eldimilla kasvaimia ilmaantui keskimé&éarin jopa kolme kertaa
niin paljon kuin R-Ras KO-eldimilla (negatiivinen binominaalinen regressioanalyysi:
IRR=3.2; 95% CI 1.97, 5.21). Kokeen pé&attyessa (19 viikkoa DMBA/TPA -
késittelyn jalkeen) villityyppisilla eldimilld oli keskimadrin lahes 6 kertaa enemman

kasvaimia kuin R-Ras KO -hiirilla.
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KUVA 1. R-Ras:lla on keskeinen rooli ihokasvainten kehittymisessa. (a) Ensimmai-
set papilloomat havaittiin villi-tyypin eldimill4 seitsemén viikon kuluttua DMBA-
késittelystd ja 16 viikon kuluttua kaikilla (100%, n=28) WT-elaimilla oli papilloo-
mia. Vastaavasti 53%:lle R-Ras KO eldimista ei ollut 16 viikon kuluessa kehittynyt
ainuttakaan havaittavissa olevaa papilloomaa. (b) Kasvainten méaara villityypin eldi-
milld nousi tasaisesti ja 19 viikon kohdalla papilloomia oli keskimé&arin 6 jokaista
(WT) eldinta kohden. (c-d) Villi-tyypin eldimilld yleisesti esiintyneitd suuria papil-

loomia (halkaisija >2mm) ei havaittu lainkaan R-Ras KO el&imill&.

2.2 R-Ras proteiinin ilmentyminen on rajoittunut verisuoniin ja ihon dermaliseen
0saan

WesternBlot-analyysissa havaittiin huomattava R-Ras:n ilmentyminen seka kasitte-
lemattdmien ettd DMBA/TPA-kasittelyn saaneiden villityypin hiirten ihossa (Kuva
2a). Samalla R-Ras-proteiinin taydellinen puuttuminen varmistettiin k&sittelemétto-
mien ja DMBA/TPA Kkasiteltyjen R-Ras poistogeenisten eldinten naytteista (Kuva
2a). R-Ras:n ilmentymistd ei havaittu lainkaan normaalin tai DMBA/TPA kasitellyn
ihon epidermaalisessa solukossa villi-tyypin hiirilla (Kuva 2b). Dermaalisissa veri-
suonissa (ja mahdollisesti myos joissakin sidekudoksen soluissa) R-Ras proteiinia
ilmentyi, mutta epidermiksen (ja kasvainten) osalta R-Ras:n ilmentymista ei todettu

missaan vaiheessa (Kuva 2b).
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KUVA 2. R-Ras ilmentyminen on rajoittunut ihossa verisuoniin ja yksittaisiin solui-
hin ihon dermaaliseen osaan. (a) WesternBlot-analyysilla varmistettiin R-Ras:n il-
mentyminen villityypin hiirten ihossa seké sen téydellinen puuttuminen R-Ras pois-
togeenisten elainten naytteista. (b) R-Ras-proteiinia ilmentyi villityypin hiirilla der-
maalisissa verisuonissa, mutta epidermaalisen solukon (ja kasvainten) osalta R-Ras:n

ilmentymisté ei todettu missaan vaiheessa.
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2.3 R-Ras KO elainten resistenssi ihokasvainten kehittymiselle ei ole selitettavissa
vahentyneelld vaskularisaatiolla
Koska verenkierron riittdvyys on merkittdvimpia rajoittavia tekijoita kasvaimen kas-
vussa syovassa ja koska aikaisemmin on osoitettu, ettd ihmiseltd hiiren ihon alle siir-
retyt sy0pékasvaimet (xenogaftit) ovat verisuonitukseltaan hypervaskularisoituneita
R-Ras KO elaimilld (10,12), tutkittiin ihon vaskularisaatiota DMBA/TPA-kasittelyn
saaneilta ja kasitteleméattomilta eldimiltd. Ihon verisuonituksen tiheydessé ei havaittu
merkittavid eroja normaalien, kasittelemattomien WT ja R-Ras KO eldinten valilla
maéaritettdessa verisuonten lukumaaréa ja tiehyttd ihossa CD31-vasta-aineeseen peru-
tuvassa immunohistologisessa analyysissa (Kuva 3). Kasittely DMBA/TPA:lla sali
aikaan yli 10-kertaisen lisayksen verisuonituksen tiheydessd molemmilla genotyy-
peilld. Poistogeenisille eldimille kehittyi huomattavasti enemman, lahes kolminker-
tainen maarg, verisuonitusta villi-tyypin eldimiin verrattuna (P<0.0001, Kuva 3a),

mika on linjassa edellisten tutkimusten (10,12) kanssa.

Huolimatta siitd, ettd DMBA/TPA-kKasittelyn jalkeen villi-tyypin hiirten ihossa ha-
vaittiin merkittdvasti vahemmén verisuonitusta kuin R-Ras KO hiirilla, kasvainten
kehittyminen edellyttdd kuitenkin uudisverisuonia myds villityypin eldimilld, mitd
kuvastaa suurentunut verisuonituksen maaré kasvainten alapuolella tiheimmén suoni-
tuksen paikantuessa suurten (>2mm halkaisiljalta) kasvainten kohdalle (P<0.0001
non-tumor epidermis vs. large tumors ja P<0.0036 small vs. large tumors, Kuva 3b).
Taten johtopaatoksemme on, ettd ihon verisuonitus ei selitd kasvainten vahaista il-
mentymistd R-Ras KO elaimillg, joiden vaskularisaatio oli DMBA/TPA-kasittelyn
jalkeen huomattavasti runsaampaa kuin papilloomia tuottavilla villi-tyypin el&aimilla

(Kuva 3).
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KUVA 3. R-Ras KO eléinten resistenssi ihokasvainten kehittymiselle ei ole selity
véahentyneelld vaskularisaatiolla vaan verisuonitus on suurempaa. (a) DMBA/TPA-
késittely sai aikaan yli 10-kertaisen lisdyksen verisuonituksen tiheydessd molemmilla
genotyypeill&. Poistogeenisille eldimille kehittyi l&hes kolminkertainen maara veri-
suonitusta villi-tyypin eldimiin verrattuna (P<0.0001). (b) Villityypin elaimilla ha-
vaittiin suurentunut verisuonituksen maaré kasvainten alapuolella tiheimmén suoni-
tuksen paikantuessa suurten (>2mm) kasvainten kohdalle (P<0.0001 non-tumor epi-

dermis vs. large tumors ja P<0.0036 small vs. large tumors).
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2.4 R-Ras KO-eldimilla dermaalisten solujen proliferaatio on rajoittunutta ja apop-
toosi Kiihtynytta

Késittelemattomilla villi-tyypin elaimilla havaittiin dermiksessa merkittavasti enem-
maén proliferoivia soluja (Ki67 maaritys) kuin kasitteleméattomilla R-Ras KO eldimil-
14 (P<0.0001, Kuva 4a), vaikka epidermiksen osalta vastaavaa eroa ei ollut todetta-
vissa. Kasittely DMBAJ/TPA:lla sai aikaan huomattavan hyperproliferatiivisen vas-
teen iholla (Kuva 4a), mutta tilastollisesti merkittdvad eroa genotyyppien vélilla ei
havaittu dermaalisten tai epidermaalisten solujen proliferaatiossa.

Tama osoittaa, ettd huolimatta papilloomien huomattavasti suuremmasta ilmentymi-
sesta villi-tyypin hiirilla (poistogeenisiin n&hden), ei kahden genotyypin vélilla ole
havaittavissa juurikaan eroa proliferoivien solujen osuudessa epidermiksessd, jossa

kasvaimet manifestoituivat.

Koska R-Ras:n salpaamisen mahasydvan epiteelisoluissa on raportoitu edistdvan so-
lujen ohjelmoituna kuolemaa eli apoptoosia (11), tutkimuksessa mitattiin myds apop-
toosin  mé&&ardd kumpaakin genotyyppid edustavien eldinten ihossa TUNEL-
varjayksellda. Seka villi-tyypin ettd R-Ras KO eldimilla havaittiin merkittavasti
enemman apoptoituvia soluja normaalissa epidermiksessad (P=0.0097 ja P<0.0001)
kuin DMBA/TPA-kaésitellyssa epidermiksesséd (Kuva 4c), mutta eroa genotyyppien
valillg ei havaittu. Vaikka epidermaalisten apoptoottisten solujen méérassa ei todettu
genotyyppien vélistd eroa, havaittiin merkittdvasti enemmén apoptoottisia soluja
dermiksessa késittelemattomilla R-Ras KO eldimilld kuin vastaavilla villi-tyypin

elaimilla (P=0.0007, Kuva 4c).
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KUVA 4. R-Ras KO-elaimilla dermaalisten solujen proliferaatio on rajoittunutta ja
apoptoosi kiihtynytta. (a-b) Kasittelemattomilla villi-tyypin eldimilla havaittiin der-
miksessa merkittavésti enemmaén proliferoivia soluja kuin k&sittelemattomilla R-Ras
KO eldimilla (P<0.0001). Epidermiksen osalta vastaavaa eroa ei todettu.
DMBA/TPA-kasittely sai aikaan huomattavan hyperproliferatiivisen vasteen mo-
lemmilla genotyypeilla. (c-d) Seka villi-tyypin ettd R-Ras KO eldimill& havaittiin
merkittdvasti enemmaén apoptoituvia soluja normaalissa epidermiksessé kuin
DMBA/TPA-kasitellyssa epidermiksessé (P=0.0097 ja P<0.0001). Merkitsevééa eroa
genotyyppien valilla ei havaittu. Sen sijaan dermiksessa havaittiin merkittavasti
enemman apoptoottisia soluja kasittelemattomilla R-Ras KO eldimilld kuin vastaavil-

la villi-tyypin elaimilla (P=0.0007).
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3 POHDINTA

Tutkimuksen hypoteesina oli, ettd kasvaimien ilmaantuminen tapahtuisi oleellisesti
aiemmin R-Ras KO-elaimilld kuin villityypin eldimilld johtuen R-Ras:n ilmentymi-
seen liitetyistd anti-onkogeenisistd ominaisuuksista kuten solujen voimakkaasta kiin-
nittymisestd ympéaroivad soluvélitilaan seka proliferaation ettd invasiivisen kasvun
(solumigraation) estosta (13). Hypoteesin testaamiseksi kdytimme hyvin kuvattua ja
yleisesti k&ytettyd kemiallista karsinogeneesi-mallia (DMBA/TPA kaésittely) normaa-
leille ja R-Ras poistogeenisille eldimille ihokasvainten indusoimiseksi (17). Ryhmien
valilla ollut ainoa ero oli R-Ras-proteiinin ilmentyminen iholla. Yllattden havaitsim-
me, ettd R-Ras:lla on keskeinen asema epidermaalisessa hyperplasiassa ja ihokas-

vainten kehittymisessa hiirilla.

Tiivistetysti, tutkimuksemme osoitti pienen GTPaasin, R-Ras:n, tarkeén roolin epi-
dermaalisessa hyperplasiassa ja kasvainten kehittymisessa ihon karsinogeneesi-
mallissa. Tdma on huomiota herattdvéa ja odottamatonta, silla R-Ras:n aktiivisuus on
alemmin yhdistetty painvastaisiin muutoksiin solujen k&yttaytymisessa kuin sille ra-
kenteellisesti laheisten Ras-perheen tunnettujen proto-onkogeenien (13). Toisin kuin
muiden Ras-perheen jasenten kohdalla, todisteita aktivoivista mutaatioista R-Ras
geenissé ei ole 16ydetty maligniteettien yhteydessa (13). Tama tekee erittdin mielen-
kiintoiseksi tutkimuksemme tuloksen, jonka mukaan R-Ras, Ras-perheen ainoa ja-
sen, jota ei tdhdn mennessé ole liitetty syovéan kehittymiseen, on merkittdvassa roo-

lissa kasvainten kehittymisessa iholla.

Tulos on mielenkiintoinen myos siind mielessg, ettei R-Ras:n ilmentymista ollut ha-

vaittavissa epidermiksessd, jossa kasvaimet esiintyivat, vaan ainoastaan ihon dermaa-
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lisessa osassa. Tama havainto on linjassa aiempien tutkimusten kanssa, jotka ovat
osoittaneet, ettei normaaleissa epiteelikudoksissa tuoteta R-Ras-proteiinia (10). Tut-
kimuksessamme ei kuitenkaan havaittu kasvainten tai normaalien epidermaalisten
solujen tuottavan R-Ras:a vasteena kemiallisesti indusoidulle karsinogeneesille, mik&
on ristiriidassa aikaisempien havaintojen kanssa, joiden mukaan epiteliaalista alkupe-

raé olevat kasvaimet tuottavat huomattavasti R-Ras:a (11).

Kuitenkin tuloksemme mukailee tuoretta rintasyopatutkimusta (23); Vaikka rinta-
syopasolujen ilmentdméan R-Ras:n on havaittu tekevan kasvainsoluista yleisesti va-
hemman onkogeenisia soluviljely-olosuhteissa (in vitro), R-Ras -ilmentymé oli mer-
kittdvassd maarin matalampi kasvaimessa, kuin ympérdivassa normaalisessa kudok-
sessa (23). Kyseiset tulokset yhdessa tuloksemme kanssa korostavat mahdollisuutta,
ettd R-Ras:n voimakas ilmentyminen ympéarodivassa sidekudoksessa voi olla merkit-
tdvampad kasvaimen kehityksen ja etenemisen kannalta kuin mainittu ilmentyminen
kasvainsoluissa itsessaan. Avainkysymykseksi muodostuukin, onko rintasydpékas-
vaimia ymparoivassa sidekudoksessa todetulla R-Ras:n voimakkaalla ilmentymisell&
(23) yhteyttad kasvaimen kehittymiseen rintasyovéassd samaan tapaan kuin omassa

tutkimuksessamme.

Mahdollisia R-Ras KO-eldinten vastustuskykyisyyttd kasvaimille selittdvia seikkoja
lapikaytdessa ilmeisintd vaikuttaa olevan, ettd suurin ja merkittavin ero R-Ras villi-
tyypin ja KO eldinten valilla on I0ydettévissa normaalista dermiksesta — ei epider-
miksestd. Poistogeenisilld eldimilla havaittiin vdhemmén jakautuvia tumia ja enem-
man solukuolemaan tekevid (apoptoituvia) soluja dermiksessa. Vield on mahdotonta

antaa selitystd sille, mikd on poistogeenisen genotyypin vaikutus epidermaalisen
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kasvaimen kehittymiseen, etenkin kun normaaleilla (villityypin) hiirill4 ei ole epi-

dermaalista R-Ras-tuotantoa.

Loydoksemme antaa ymmartad, ettd epidermaalinen papilloomanmuodostus R-Rasia
ilmentévilla elaimilla johtuu mekanismeista, jotka ovat samankaltaisia kuin gastroin-
testinaalisen polypoosin kehitykseen johtavat (18); Gastrointestinaalisessa polypoo-
sissa Lkb1 -geenin puuttuminen ympéroivasta mesenkymaalisesta kudoksesta aiheut-
taa tuumorinmuodostusta kasvainsoluja tukevien stroomasolujen vahentyneen TGFf3
-tuotannon kautta sekd puutteellista TGFp-viestintad epiteelisoluissa (18). My0ds ty-
visolusydvéssa puolestaan todetaan erilainen stroomasidonnainen riippuvuus (19,
20). Lisaksi dermiksessa voi olla R-Ras -riippuvaisia muutoksia immunipuolustuk-
sessa tai vaeltavissa progeniittorisoluissa. Hairiot tallaisten solutyyppien toiminnassa

on myos yhdistetty epidermaaliseen tuumorigeneesiin (21, 22).
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