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Tiivistelma

Tutkimuksen tausta ja tavoitteet: H/ER2 on pahanlaatuista solukasvua aiheuttava
syOpédgeeni, jonka geenimonistumaa ja/tai sen koodaaman reseptoriproteiinin
yliekspressiota esiintyy rintasyovéssd sekd myos erdissd muissa syOpétyypeissa.
HER2 -reseptorin aktivaation on osoitettu aktivoivan solunsisdistd PI3K-Akt -
signalointireittid ja siten edistdvin rintasyOpdsolujen proliferaatiota. PI3K-Akt
signalointiin vaikuttaa keskeisesti myos tuumorisuppressorigeeni PTEN, jonka
mutaatioita tai deleetioita on havaittu seki rintasydvéssi ettd useissa muissa syovissa.
Tamaén tutkimuksen tarkoituksena oli kehittdd kvantitatiivinen RT-PCR assay PTEN -
ekspressiotasojen  maddrittdmiseksi  sekd  mdadrittdd PTEN  -ekpressiotaso
rintasyOpésolulinjoissa ja arkistoiduissa potilasndytteissa.

Tutkimusmenetelmét: Néytteiden PTEN mRNA -ekspressiotasoja maéritettiin
kvantitatiivisella reaaliaikaisella PCR:11d. Néaytteind oli 57 rintasydpéjadleikendytettd
ja 12 rintasyopidsolulinjaa. PTEN -ekspressio maddiritettiin suhteessa MCF-7 -
solulinjan PTEN -tasoon, joka tiedettiin kirjallisuuden perusteella normaaliksi ja
kontrollina kdytettiin LNCap -solulinjaa, jossa on yhden PTEN -alleelin deleetio.
Alentuneena PTEN -ekspression rajana pidettiin LNCap -solulinjan ekspressiotasoa.

Tutkimustulokset: PTEN -ekspressio oli alentunut 13,3 %:ssa potilasniytteista.
Tarkasteltaessa erikseen HER2:n suhteen positiivisten ja negatiivisten naytteiden
PTEN -ekspressiotasoja havaittiin, ettd HER2 -positiivisissa ndytteissd PTEN -tasot
olivat  keskiméédrin  alhaisempia kuin HER2 -negatiivisissa  ndytteissa.
Rintasydpésolulinjoista 25,0 %:ssa oli alentunut PTEN -ekspressio.

Johtopéitokset: Kvantitatiivinen PCR on kiyttokelpoinen menetelmd PTEN -
ekspressiotasojen méérittimiseen, koska se on toistettava ja tulokset saadaan ilman
subjektiivista arviointia toisin kuin immunohistokemiallisia menetelmié kéytettdessa.
Saadut tulokset osoittavat, ettd alentunut PTEN -ekspressio on yleisesti esiintyvé
16ydods rintasydvissd ja saattaa liittyd HER2 -positiiviseen syOpddn. Tétd tutkimusta
on tarkoitus jatkaa selvittimilld alentuneen PTEN -ekspression mahdollista yhteytta
PIK3CA -onkogeenin (PI3K.n alayksikkdd koodaava geeni) mutaatioihin ja
merkitystd HER2 -reseptoriin kohdistetun lddkkeen (trastutsumabi, Herceptin)
resistenssissa.
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Abstract

Background and Aims: HER? is an oncogene that is amplified and/or overexpressed
in breast cancers and some other cancers. Activation of HER2 receptors has been
shown to activate the PI3K-Akt signalling pathway and thus induce proliferation of
breast cancer cells. PTEN is a tumor suppressor gene that also has a significant effect
on PI3K-Akt signalling. Mutations and deletions of PTEN have been reported in both
breast cancers and several other cancers. The aims of this study were to develop a
quantitative RT-PCR assay for determining the levels of PTEN expression and to
determine levels of PTEN expression in breast cancer cell lines and fresh-frozen
breast carcinomas.

Methods: By using quantitative real-time RT-PCR the levels of PTEN mRNA
expression were determined in 57 fresh-frozen breast carcinomas and 12 breast cancer
cell lines. The results were classified by comparing to a cell line with known normal
(MCF-7) and decreased (LNCap) PTEN mRNA expression. Decreased PTEN
expression was defined as the mRNA level equal to or below that found in a cell line
with a genomic PTEN deletion (LNCap).

Results: Levels of PTEN expression were decreased in 13.3% of the clinical tumor
samples. The PTEN expression levels in HER2 positive samples were on average
lower than in HER2 negative samples. Decreased PTEN expression levels were found
in 25.0% of the cell lines.

Conclusions: Quantitative PCR is a useful method for determining the levels of
PTEN expression. It is reproducible and interpretation of the results is not subjective
as in immunohistochemical methods. The results indicate that decreased expression
of PTEN is a common finding in breast cancer and may associate with HER2 positive
breast cancer. Further studies are needed to find out the possible correlation of
decreased PTEN expression to mutations in PIK3CA oncogene (the gene encoding a
subunit of PI3K) and the role of PTEN expression in trastuzumab (Herceptin)
resistance.
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1. Johdanto

HER?2 on pahanlaatuista solukasvua aiheuttava syopigeeni, jonka geenimonistumaa
ja/tai sen koodaaman reseptoriproteiinin yliekspressiota esiintyy sekd rintasyovéssi
ettd my0Os erdissd muissa syOpatyypeissd. Monistumaan liittyy usein aggressiivinen
syopd ja huono ennuste, lisdksi tdllainen syOpd on myds yleensd resistentti
tavanomaisille syopélddkkeille. HER2 -reseptorin aktivaation on osoitettu aktivoivan
solunsisdistd PI3K-Akt -signalointireittid ja siten edistdvin rintasyOpdsolujen
proliferaatiota. Talld signalointireitilld on tirked merkitys solujen kasvun ja
eloonjddmisen sddtelyssd. Reitin keskeinen risteyskohta on Akt -kinaasi, jonka
aktivoituminen saa aikaan mm. solujen lisdéntymisen ja solusyklin nopeutumisen seké
estdd apoptoosia. HER2 -positiivisen rintasydvén hoitoon on kdytossd humanisoitu
vasta-aine trastutsumabi (Herceptin), jonka on osoitettu alentavan PI3K-Akt -reitin

aktiivisuutta.

PI3K-Akt signalointiin vaikuttaa keskeisesti my0s tuumorisuppressorigeeni PTEN,
jonka mutaatioita tai deleetioita on havaittu sekéd rintasyOvéssa ettd useissa muissa
syovissd. PTEN osallistuu PI3K-Akt -reitin sddtelyyn estimélld Akt:n aktivoitumista
ja siten hillitsemilld solujen kasvua. Hairiot PTEN:n toiminnassa tai sen tiydellinen
puuttuminen johtavat syOvdn kehittymiseen ja etenemiseen. Lisdksi PTEN:1ld on
merkitystd myds erdiden syOpalddkkeiden toiminnassa, joten sen toimintahdirididen
on osoitettu aiheuttavan ladkeresistenssid. PTEN:n ekspressiota rintasydvissd on
tutkittu immunohistokemiallisilla menetelmilld, mutta ekspressiotasoja ei ole

selvitetty transkriptiotasolla eikd kvantitatiivisesti.



2. Kirjallisuuskatsaus

2.1 Rintasyopa

2.1.1 Yleisti

Rintasydpé on naisten yleisin syopd Suomessa. Vuonna 2003 naisilla todettiin 1dhes 3
800 uutta rintasy0péd ja noin joka 10. nainen sairastuu rintasyOpadn jossain eldménsa
vaiheessa. Naisilla rintasyopd on yleisin syOvéstd aiheutuva kuolinsyy, vuonna 2003
rintasyopédédn kuoli 822 naista. Rintasyovén ikdvakioitu ilmaantuvuus on lisdéntynyt
vuodesta 1957 (26.5/100 000) vuoteen 2003 (84.3/100 000) yli kolminkertaiseksi ja
ilmaantuvuuden oletetaan edelleen kasvavan ldhivuosina. Koko véestod ajatellen

rintasyOpa oli vuonna 2003 kolmanneksi yleisin syopa (www.cancerregistry.fi).

2.1.2 HER?2 -positiivinen rintasyopa

HER2 (human epidermal growth factor receptor 2, tunnetaan myos nimilld ErbB2 tai
neu) on solukalvon lépiisevd tyrosiinikinaasireseptori. HER2 kuuluu EGFR tyypin I
kasvutekijareseptorityrosiinikinaasiperheeseen yhdessi EGFR:n, HER3:n ja HER4:n
kanssa. Kaikilla reseptoreilla paitsi HER3:1la on sytoplasminen tyrosiinikinaasialue ja
kaikki paitsi HER2 sitovat spesifisesti ligandeja solun ulkoisella domainillaan.
Ligandin sitoutumisen jdlkeen reseptorit dimerisoituvat kayttien HER2:ta
suosituimpana  sitoutumispartnerina. Tdm&d  heterodimerisaatio saa  aikaan
tyrosiinikinaasiaktiivisuuden ja signaloinnin reseptorien alapuolella olevissa MAPK -

ja PI3K -reiteissd (Nahta ym., 2006).

HER2:n geenimonistumaa ja/tai proteiinin yliekspressiota esiintyy 10—40%:ssa
rintasyOvistd ja sen on todettu olevan yhteydessa potilaiden huonoon eloonjddamiseen.
Yliekspressio korreloi voimakkaasti rintasydvén patogeneesin ja ennusteen kanssa ja
sitd on lOydetty sekd primaarikasvaimista ettd metastaaseista, minkd perusteella
HER2:teen kohdistettu hoito saattaa olla tehokas my6s muihin kuin

rintasyopéakasvaimiin (Nahta ym., 2006).



Humanisoitu monoklonaalinen vasta-aine trastutsumabi (Herceptin) on lidke, joka on
kohdistettu suoraan HER2 -reseptorien solunulkoisiin osiin. Trastutsumabi on tilla
hetkelld ainoa HER2:teen kohdistettu hoito, jonka USA:n FDA on hyviksynyt
metastaattisen rintasyovén hoitoon. Mekanismit, joilla trastutsumabi saa aikaan HER2
-positiivisten kasvainten regression eivét ole taydellisesti selvilld, mutta kokeellisissa

in vitro -ja in vivo -malleissa on havaittu useita solu- ja molekyylitason vaikutuksia.

Trastutsumabia kdytetdén rintasyovén hoidossa yhdessa sytostaattien kanssa. Romond
ym. (2005) vertasivat tutkimuksessaan pelkkédd solunsalpaajahoitoa trastutsumabin ja
solunsalpaajien  yhdistelméhoitoon ja  totesivat, ettd kahden vuoden
mediaaniseurantajakson aikana kontrolliryhméassa esiintyi kaksinkertainen maéaéra
uusiutumisia tai metastaaseja trastutsumabilla hoidettuhin verrattuna. Neljin vuoden
kuluttua trastutsumabilla hoidetuista oli elossa 85 % ja kontrolliryhméstd 67,1 %.
Annettaessa trastutsumabia yhdessd doketakselin tai vinorelbiinin kanssa
varhaisvaiheen rintasyOpédpotilaille havaittiin, ettd trastutsumabi—yhdistelmihoidossa
kolmen vuoden kuluttua potilaista oli elossa 96,3 % kun vastaava luku pelkilld
solunsalpaajilla hoidetuilla potilailla oli 89,7 %. Merkittivimpi ero ryhmien vélilla
havaittiin, kun verrattiin potilaita, joiden syopd ei ollut uusiutunut (Joensuu ym.,
2006). Tutkittaessa trastutsumabin vaikutusta varhaisvaiheen rintasyovin hoidossa on
vuoden pituisen hoitojakson aikana havaittu, ettd trastutsumabilla hoidetuilla potilailla
esiintyy vdhemmin metastaaseja tai rintasy0vdn uusiutumista kontrolliryhmédn
verrattuna. Myds kuolleisuus oli pienempi trastutsumabilla hoidettujen ryhméssi

(Piccart-Gebhart ym., 2005).

Faasin II kliinisissd kokeissa havaittu trastutsumabivaste oli kuitenkin alhainen, 12—
34% kun hoidon mediaanikesto oli 9 kk. Faasin II kokeissa trastutsumabia annettiin
yhdessd kahden eri solunsalpaajan, paklitakselin tai doketakselin kanssa, minka
havaittiin lisddvén vastelukuja, hidastavan taudin etenemisti ja lisddvén eloonjdédmista
monoterapiaan verrattuna. Suurin osa niistdkin potilaista, joilla havaittiin vaste
trastutsumabi-pohjaiseen hoitoon kuitenkin kehittdvét resistenssin vuoden kuluessa
(Nahta ym., 2006). Trastutsumabi-resistenssi kehittyy yleensi ldhes aina 0,5-2 vuoden
kuluessa hoidettaessa etdpesdkkeitd ldhettinyttd rintasyopdd (Slamon ym., 2001).
Resistenssid on kahta pédétyyppid: 1) Primaarinen resistenssi, jossa syOpdsolukko ei

reagoi trastutsumabiin edes hoidon alkuvaiheessa sekd 2) Sekundaarinen eli hankittu



resistenssi, joka kehittyy aluksi tehoavan hoidon aikana. Primaariresistenssid esiintyy
arviolta 10-30 %:ssa tapauksista. Selkeimpina esimerkkind on potilastapaus, joka on

kuvattu trastutsumabi-resistentin solulinjan yhteydessé (Tanner ym., 2004).

Toistaiseksi ei ole olemassa kliinisesti osoitettua tekijad, jonka perusteella voitaisiin
ennustaa kasvainten trastutsumabi-resistenssia. Resistenssille on esitetty useita
mekanismeja kuten p27:n toiminnan estyminen ja IGF-IR:n (insulin-like growth
factor I receptor) aktivaatio. HER2 -reseptoria yliekspressoivissa rintasyOpésoluissa
tiedetddn olevan alentunut p27 -aktivaatio. Trastutsumabi-késittely saa aikaan
solusyklin pysdhtymisen G; -vaiheeseen, miké edellyttdd normaalia p27 -proteiinia ja
sen kykyéd estdd cdk2:n toimintaa. Trastutsumabille resistenteissd rintasydpdsoluissa
on osoitettu olevan alentunut p27 -ekspressio ja vastaavasti cdk2:n aktiivisuus on
lisddntynyt. Vastaavasti IGF-IR:n aktivoitumisen on osoitettu alentavan p27 -tasoja
solussa. Myds PI3K-Akt -reitilldi ja PTEN:1ld on osoitettu olevan osuutta

resistenssissd (Ocafia ym., 2006).

Trastutsumabi-resistenssin tutkimiseen on kdytetty paljon JIMT-1 -solulinjaa, joka on
ensimméinen HER2 — positiiviselta ja trastutsumabi-resistentiltd potilaalta periisin
oleva kokeellinen malli primaariselle trastutsumabi-resistenssille. Trastutsumabin ei
ole havaittu estdvin JIMT-1 -solujen kasvua mydskddn in vitro tai
hiiriksenografteissa. Solulinjan on havaittu olevan resistentti myos toiselle HER2 -
positiivisen sydvéin hoitoon kohdistetulle lddkeaineelle, pertutsimabille (Tanner ym.,

2004).

2.2 PTEN

2.2.1 Yleista

PTEN (phosphatase and tensin homologue, tunnetaan my0s nimilldi MMACI tai
TEPI) on yksi yleisimmin mutatoituneista tuumorisuppressorigeeneistid. Se sijaitsee
kromosomissa 10923, alueella jossa on havaittu heterotsygoottisuuden menetysta

(loss of heterozygosity, LOH) mm. eturauhassyovissé ja glioblastoomassa. PTEN:n



kuvasi yhté aikaa kolme eri tutkimusryhmid (Maehama ym., 2001). PTEN -geenissd
on yhdeksén eksonia ja se koodaa 5,5 kb:n kokoista mRNAta.

PTEN:n geenituote on 403 aminohapon pituinen ja 53kDa:n kokoinen proteiini
(Leslie & Downes, 2004, Maehama ym., 2004), joka koostuu N-terminaalisesta
fosfataasidomainista ja  C-terminaalisesta =~ C2-domainista.  N-terminaalinen
proteiinityrosiinifosfataasidomaini (PTP) muistuttaa rakenteeltaan kaksoisspesifisid
fosfataaseja (DSP) ja silldi on osoitettu olevan myds proteiinisubstraatteja. N-
terminaalisen osan rakenne on samankaltainen kuin solun tukirangan proteiinien
tensiinin ja auksilliinin, jotka osallistuvat solun rakenteen ylldpitdmiseen. Tamén

rakenteen biologista merkitystd PTEN:114 ei kuitenkaan tiedeta.

C2 -domainin tehtdvdnd todenndkdisesti on fosfolipidien kohdistaminen ja siten
proteiinin siirtdminen solukalvolle (Maehama ym., 2001). C2-domainin lisdksi
PTEN:n C-terminaalisessa padssd on PDZ -sitova domaini, joka osallistuu proteiinien
vélisiin  vuorovaikutuksiin sekd kaksi proliini-, glutamiinihappo-, seriini- ja
treoniinisekvenssid, jotka osallistuvat proteiinien hajottamiseen (Leslie & Downes,
2004). Fosfataasi- ja C2-domainien lisdksi PTEN:lld on havaittu olevan useita

rakenteita, jotka saattavat toimia lokalisaatiosignaaleina (Maehama ym., 2001).

PTEN:1la on kolme eri ominaisuutta, joiden perusteella sitd voidaan pitda
tuumorisuppressorigeenind. Ensinndkin P7TEN:n perinndlliset mutaatiot liittyvit
autosomaalisiin dominoivasti periytyviin sekd usein syoOville altistaviin sairauksiin,
kuten Cowdenin sekd Bannayan-Zonana syndroomiin. Toiseksi, PTEN:n
homotsygoottista inaktivoitumista on tavattu useissa syovissd. Kolmanneksi, PTEN -
proteiini on erittdin konservoitunut. Sen rakenne on huomattavan samankaltainen eri
lajeilla ja ihmisen geeni muistuttaa suuresti hiivan, hiiren ja koiran sekvenssejd (Ali

ym., 1999).

2.2.2 PTEN:n pseudogeeni

Kromosomista 9 on I6ydetty PTEN -pseudogeeni. Analysoitaessa sen sekvenssid on
havaittu, ettd pseudogeeni on 98,6 %:sesti yhdenmukainen funktionaalisen PTEN

cDNA:n kanssa. Funktionaalisen PTEN cDNA:n ja pseudogeenin vililld on

10



ainoastaan 19 nukleiinihapon ero 1287 emdésparin kokoisessa fragmentissa, joka
kisittdd koko geenin koodaavan alueen (Dahia ym., 1998). Koska téssd geenissi ei ole
lainkaan introneja, niin on pddtelty ettd kyseessd on prosessoitu pseudogeeni.
Prosessoidun pseudogeenin yleisiin rakenteellisiin ominaispiirteisiin kuuluu intronien
taydellinen puuttumisen liséksi poly-A -alue 3’ -pdissd sekd pseudogeenid ympéroivit
suorat toistoalueet. Pseudogeenien on havaittu sijaitsevan eri kromosomeissa kuin
niitd vastaavien funktionaalisten geenien. Pseudogeenit syntyvit mRNA:n tai sitd
vastaavan cDNA:n integraatiosta hajonneen kromosomin katkoskohtaan ja titi
tapahtumaa seuranneesta DNA:n synteesistd ja korjauksesta. Prosessoituja
pseudogeeneji ei endd transkriptoida eivitkd ne siten tuota sitd toimivaa mRNA:ta,

josta ne alun perin ovat 1dhtoisin (Vanin, 1985).

2.3 PTEN-PI3K-Akt -signalointireitti

PTEN-PI3K-Akt -signalointireitti (Kuva 1) on yksi tdrkeimmistd solujen kasvuun
vaikuttavista signalointireiteistd (Alberts ym., 2002). Lisdksi se sddtelee apotoosia ja
solujen lisddntymistd. Se on myos yksi useimmin syovassd muuttuneista reiteista.
Reittid aktivoi Ras -proteiini sekd sen alapuolella olevat efektorit useilla eri
mekanismeilla. PTEN-PI3K-Akt -reitin toimintaan vaikuttavat monet eri
signaloitireitit (Cully ym., 2006). Useat tdméin reitin proteiineista (esimerkiksi PI3K:n
katalyyttiset ja sdételevit alayksikot) voivat toimia onkoproteiineina aktivoituessaan
tai  yliekspressoituessaan, kun taas toiset (esimerkiksi PTEN) ovat
tuumorisuppressoreita. Somaattisia geneettisid ja/tai epigeneettisid muutoksia, jotka
kohdistuva reitin proteiinejaa koodaaviin geeneihin on raportoitu useissa sporadisissa

syovissd (Altomare ja Testa, 2005).

11
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Kuva 1. PTEN-PI3K-Akt -signalointireitti. Reseptorityrosiinikinaasit (RTK)
aktivoivat PI3K:a, joka fosforyloi PIP,:n PIP;:ksi. PIP; aktivoi PDK1:n, joka edelleen
saa aikaan Akt:n (kuvassa PKB) aktiivisuuden. Akt estid FOXO -
transkriptiofaktoreiden toimintaa, mikd johtaa solujen lisddntymiseen ja
eloonjddmiseen. PTEN estdd PI3K:n toimintaa defosforyloimalla PIP;:n takaisin
PIP,:ksi. Kasvutekijoiden aktivoimat RTK:t kdynnistavit Ras -signalointireitin, joka
aktivoi PI3K:ta suorasti ja epédsuorasti. p53 on vuorovaikutuksessa FOXO -
transkriptiofaktoreiden sekd ERKI1:n ja ERK2:n kanssa ja siten vaikuttaa PI3K -
signalointiin (Cully ym., 2006).

2.3.1 Akt

Akt -kinaasit ovat tirkeitd vilittdjdaineita solun eri prosesseja sditelevissd
signalointireiteissd, PTEN-PI3K—Akt -reitissd Akt on keskeinen risteyskohta. Naméa
prosessit sddteleviat solujen kokoa ja kasvua, lisddntymistd, eloonjddmista,
glukoosimetaboliaa, genomista stabiilisuutta ja verisuonten uudismuodostusta.
Geneettisesti muokatuilla hiirilld on osoitettu, ettd poikkeava Akt -signalointi voi
johtaa maligniteettiin, joko yksinddn tai yhdessd muiden geneettisten poikkeamien
kanssa (Altomare & Testa, 2005). Akt:ll4 on kolme erittdin homologista isoformia,
joita koodaavat eri geenit. Isoformeilla on erilliset, mutta osittain paillekkéiset

tehtdvit (Cully ym., 20006).
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Aktivoitu Akt tiedetdin yleisesti selviytymistekijiksi, joka toimii apoptoosia estévisti
usealla eri mekanismilla. Nditd ovat mm. sytokromi c:n vapautumisen mitokondrioista
estiminen, proapoptoottisten tekijoiden BAD ja prokaspaasi-9 fosforyloiminen ja
inaktivoiminen sekd FOXO -transkriptiofaktorien, jotka sddtelevdt apoptoosille
kriittisten geenien ekspressiota, fosforyloiminen ja inaktivoiminen. Akt aktivoi my0s
IkB kinaasia, joka on NF-kB:n positiivinen séiteliji ja siten saa aikaan
antiapoptoottisten geenien transkription. Muita apoptoosin estomekaniseja Akt:114 on
edistdd Mdm2:n fosforylaatiota ja kuljetusta tumaan, jossa se vidhentdd p53 -

vélitteisen solusyklin tarkastuskohtia (Altomare & Testa, 2005).

Akt:n aktivoituminen vilittdd solusyklin etenemistd vaikuttamalla sykliini D1:n
tasoon soluissa. Akt myds estid solusyklin inhibiittoreiden p21, WAFI ja p27"P!
toimintaa niitd fosforyloimalla. Yksi vaikutuskohteista on myds sen alapuolella
sijaitseva mTOR -kinaasi, jota Akt aktivoi estdimédlld tuumorisuppressoriproteiinien
TSC1 ja TSC2 kompleksinmuodostusta. mTOR vélittdd solujen kasvua ja
proliferaatiota sddtelemilld ribosomaalista biogeneesid ja proteiinien translaatiota

sekd sidtelee ravintovastetta rajoittamalla solusyklin etenemistd (Altomare & Testa,

2005).

Akt:n signaloinnilla on merkitystdi myds muissa solun prosesseissa, joita pidetddn
syovén tunnusmerkkeind. Esimerkiksi VEGF:114 (Vascular endothelial growth factor)
on useita biologisia aktiivisuuksia endoteelisoluissa ja VEGF:n vaikutusten solujen
selviytymiseen on osoitettu olevan Akt:n vilittdmid. Myos kasvainsolujen migraatio
on osittain liitetty Akt:n signalointiin. Akt:n on osoitettu osallistuvan kasvainten
invaasioon ja metastaasiin edistdmailla soluviliaineen metalloproteinaasien erittymisti
ja epiteliaalisen mesenkymaalitransition induktiota. Muissa solun prosesseissa Akt:n
on osoitettu fosforyloivan hTERT:id (Human telomerase reverse transcriptasea), joka

stimuloi telomeraasin aktiivisuutta ja replikaatiota (Altomare & Testa, 2005).

Akt:n aktivoitumisen sydvissd on osoitettu liittyvén pitkdlle edenneeseen sairauteen
ja/tai huonoon ennusteeseen tietyissd syOpatyypeissd, kuten rintasyovissd. Useat eri
mekanismit vaikuttavat Akt -reitin aktivoitumiseen syoOvéssd, yksi ndistd on sen
yldpuolella sijaitsevien PTEN:n ja PI3K:n héiriot (Altomare & Testa, 2005).

Immunohistokemiallisten tutkimusten mukaan noin puolessa rintasyOpéndytteistd
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Akt:n signalointi on yliaktivoitunut, mutta ndistd vain 3 %:ssa on proteiinitasolla
havaittavia PTEN -mutaatioita (Cully ym., 2006). Erds merkittivdi Akt:n

yliaktivoitumisen aikaansaava tekija on HER2 — yliekspressio (Longva ym., 2005).

2.3.2 PI3K

Koska vain pienessd osassa niistd rintasyOvistd, joissa Akt on yliaktiivinen esiintyy
PTEN -mutaatioita, on todenndkdistd ettd PI3K-Akt -signalointireitin aktivoitumisen
taustalla on muitakin mekanismeja kuin PTEN:n suorat mutaatiot tai deleetiot. PI3K-
Akt -reittid voidaan pitdd monimutkaisen signalointireittien verkoston yhdistdjéna.
Nailla kaikilla reiteilld on toisiinsa sekd suoria ettd epasuoria vaikutuksia. Uusimpien
tutkimusten mukaan signalointireittien vilinen vuorovaikutus saattaa johtaa PI3K-Akt
-signaloinnin vapautumiseen, mistd on seurauksena syovén kehittyminen (Cully ym.,

2006).

Aktiivisessa muodossaan fosfatidyyli-inositoli-3-kinaasi (PI3K) koostuu sditelevésti
alayksikostd p85 sekd katalyyttisestd alayksikostd pl110. PI3K:n aktivoiduttua se
fosforyloi fosfatidyyli-inositoli-4,5-bisfosfaattia (PIP,) toisioldhetti fosfatidyyli-
inositoli-3,4,5-trifosfaatiksi ~ (PIP;). PIP;  vuorostaan  vilittdd  fosfatidyyli-
inositoliriippuvaisen kinaasi 1:n (PDKI1) ja Akt:n siirtymisen solukalvolle, missi
PDKI1 fosforyloi ja aktivoi Akt:n (Kuva 1) (Cully ym., 2006). PI3K tuottaa muitakin
toisioldhetteind toimivia ja membraaniin sitoutuvia fosfoinositideji, PIP; on kuitenkin

niisti tarkein.

PI3K:ta aktivoituu ainakin kolmen erillisen reitin vaikutuksesta, jotka kaikki alkavat
kasvutekijiligandin sitoutumisella tyrosiinikinaasireseptoriin (RTK). Tamai saa aikaan
reseptorin  dimerisoitumisen ja  tyrosiinitdhteiden autofosforylaation, mika
mahdollistaa niiden vuorovaikutuksen Src homology 2 (SH2) -domainin siséltdvien
molekyylien kanssa (Cully ym., 2006). p85:n SH2 -domainit sitoutuvat reseptorien tai
niiden substraattien fosforyloituihin tyrosiineihin. Tdmid véhentdd katalyyttisen
alayksikon pl10 inhibitiota ja saa aikaan sen siirtymisen solukalvolle. PI3K:n
aktiivisuutta lisdd edelleen vuorovaikutus pl110:n ja GTP:hen sitoutuneen RAS -

onkoproteiinin vililld (Bader ym., 2005).
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Normaali pl110 ei ole onkogeeninen, mutta yksinkertaisten geneettisten muutosten
seurauksena sen kasvua rajoittavat funktiot saavat aikaan onkogeenisyyden. p110:n
onkogeeninen muoto on ldsnd solukalvolla ja sen kinaasiaktiivisuuden taso on korkea
(Bader ym., 2005). PI3K:lla, jossa on mutantti pl110 alayksikko, on lisddntynyt in
vitro lipidikinaasiaktiivisuus verrattuna villityypin PI3K:n kanssa. Molekulaariset
mekanismit, joilla ndmd mutaatiot lisddvat PI3K -aktiivisuutta, ovat vield epéselvit

(Isakoff ym., 2005).

Mutaatioita PI3K:n siitelyalayksikossd p85 on havaittu transformoituneissa
solulinjoissa ja kasvainndytteissd. p85:n mutanttimuodot saavat aikaan PI3K-Akt:n
konstitutiivisen signaloinnin. Mutantin p85:n ekspressoiminen hiiressd aiheuttaa

lymfoproliferatiivisen hdirion seké kiinteitd kasvaimia (Bader ym., 2005).

2.3.3 PIK3CA

PIK3CA on onkogeeni, joka koodaa PI3K:n p110a -alayksikkod (Isakoff ym. 2005).
Onkogeeni on geeni, jonka normaali aktiivisuus edistdd solujen pahanlaatuisia
ominaisuuksia. Gain of function -mutaatioiden seurauksena onkogeeneisséd esiintyy
sopimatonta tai liiallista aktiivisuutta. Toisin kuin tuumorisuppressorigeentit,
onkogeenit ovat dominoivia eli vain toisen alleelin vahingoittuminen riittda.
PIK3CA:n monistumia esiintyy useissa syOvissd, mutta rintasyovéssd niitd ei ole
havaittu. Somaattisia PIK3CA -mutaatioita on 10ydetty muiden sydpien lisdksi myds
rintasyovasti. Useissa tutkimuksissa PIK3CA -mutaatioita on havaittu 18 - 40 %:ssa
rintasyOpéndytteistd. Vaikka PIK3(CA:sta on 16ydetty yli 25 eri mutaatiota, niin suurin
osa on kohdistunut kahteen hot spot -alueeseen. Ndiden mutaatioiden on todettu
aiheuttavan lisdéntynyttd PI3K -aktiivisuutta ja transformaatiota in vifro kanan alkion
fibroblasteissa sekd NIH3T3 -soluissa ja niilld saattaa olla myds in vivo -vaikutus

(Isakoff ym., 2005).

PIK3CA -mutaatioiden yleisyys rintasydvissd osoittaa, ettd niilli saattaa olla
merkittdvd rooli rintasyOvdn patogeneesissd. Isakoff ym. (2005) ovat tutkiessaan
PIK3CA -mutaatioita ihmisen epiteelisoluissa havainneet, ettdi mutantit PI3K -
proteiinit indusoivat Akt:sta riippumattomia signalointireittejd ja saavat aikaan solujen

kasvun yhdessd kerroksessa ilman ulkoisia kasvutekijoitd (EGF). Niiden solujen,
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jotka ekspressoivat aktivoitua Akt:td havaittiin kuitenkin tarvitsevan EGF:n
kasvaakseen kolmiuloitteisesti. Tdmén signalointireitin aktivoituminen PI3K:n tasolla
saa siis aikaan riittdvdn lisdédntymissignaalin mahdollistaakseen solujen kasvun
yhdessd kerroksessa ilman EGF:44, mutta signaali ei ole riittdvin vahva ylittdiméén
rajoituksia, joita kolmiulotteinen morfogeneesisysteemi asettaa. mTOR -reittid
luultavasti tarvitaan vélittdimddn aktivoituneen PI3K:n indusoima epdnormaali
morfogeneesi. Tamdn perusteella mTOR:n inhiboiminen immunosuppressiivisella
sirolimuusilla tai sen analogeilla saattaa olla soveltuva strategia niiden potilaiden

hoitamiseen, joilla on PIK3CA -mutaatioita.

2.3.4 PIK3CA ja PTEN

Hyvin vdhén on tutkittu sitd, esiintyykd rintasyOvdssd samoissa kasvaimissa seki
PIK3CA:m ettd PTEN:n mutaatioita. Saal ym. (2005) ovat raportoineet, ettd alentuneen
PTEN -ekspression ja mutatoituneen PIK3CA:n vililld on negatiivinen korrelaatio.
Heididn aineistonsa koostui 343:sta levinneisyysasteen II kasvaimesta, joista
immunohistokemialla todettiin 55 kpl PTEN -negatiivisiksi. Negatiivisista valittiin 48
ndytettd ja lisdksi 109 PTEN -positiivista kasvainta. Korrelaatioanalyysi PIK3CA -
mutaatioiden ja PTEN -immunohistokemiatulosten vélillA osoitti tilastollisesti
merkitsevisti, ettd valtaosa PIK3CA -mutaatioista oli niissd kasvaimissa, joissa oli

normaali PTEN -ekspressio.

2.4 PTEN:n toimintamekanismit

PTEN  todenndkdisesti auttaa  sditelemddn  apoptoosia  ja  kasvua
lipidifosfataasiaktiivisuutensa avulla, joka sdételee PIPs:n tasoa seki sitd kautta Akt:n
aktivaatiota ja apoptoosi- ja anoikisprosesseja. Toisaalta se osallistuu solujen
adheesion, migraation, kasvainsolujen invaasion, solun tukirangan organisaation ja
MAP -kinaasin aktivaation proteiinityrosiinifosfataasiaktiivisuudellaan, joka
kohdistuu FAK:hon ja Shc:hen. Jalkimmdiset vaikutukset saattavat olla oleellisia
erityisesti syovin myOohemmaéssd etenemisessd ja vaiheissa, jotka liittyvét invaasioon
ja metastaasiin. Néiden reittien vélilld saattaa esiintyd erityyppistd vuorovaikutusta.

PTEN:n kyky toimia myds solujen pinnalla erottaa sen  muista
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tuumorisuppressorigeeneistd kuten p53 tai Rb, jotka tyypillisesti toimivat tumassa

(Tamura ym., 1999b).

2.4.1 Lipidifosfataasiaktiivisuus

PTEN:n tuumorisuppressoriominaisuuden saa aikaan sen lipidifosfataasiaktiivisuus.
Sporadisissa rintasyOpésoluissa olevien PTEN:n mutaatioiden on osoitettu menettavin
kykynsa defosforyloida inositolifosfolipideja sdilyttden kuitenkin
proteiinifosfataasiaktiivisuutensa. Tama osoittaa, ettd  nimenomaan
lipidifosfataasiaktiivisuus on oleellinen tuumorisuppressoriroolille (Myers ym., 1998).
PTEN toimii vastakkaisella tavalla PI3K:n kanssa eli se defosforyloi PIP;:a
poistamalla spesifisesti sen D3 -fosfaatin (Di Cristofano & Pandolfi, 2000). PTEN:n
tehtdvd on pitdd PIPs;:n taso matalana ja niissd soluissa, joissa PTEN:n toiminta on
hiiriintynyt, PIP; -pitoisuus kohoaa. Tdméd johtaa Akt:n yliaktivoitumiseen, mika
suojaa solua apoptoottisilta drsykkeiltd. RintasyOpésoluissa, jotka yliekspressoivat
PTEN:i4d seuraa Akt:n inaktivoituminen. Tdmén seurauksena indusoituu spesifinen
apoptoottinen reitti anoikis, jonka saa alulle solujen irtoaminen soluviliaineesta (Li
ym., 1998). Useimpien normaalisolujen on kiinnityttdvd  solunulkoisiin
komponentteihin, jotta ne pystyvédt kasvamaan. Malignit solut eivdt kuitenkaan
tarvitse integriinivélitteistd kontaktia soluvéliaineeseen, vaan ne voivat lisdéntya
ilman adheesiota (Lu ym., 1999). PTEN:n rooli anoikiksen kontrolloimisessa
vaikuttaa olevan erityisen tdrked, koska PTEN -mutaatiot usein liitetdén
aggressiiviseen metastaattiseen kasvaintyyppiin (Di Cristofano & Pandolfi, 2000).
Vastaavasti  Akt:n  aktiivisuus on  koholla PTEN  -geenimutatoiduissa

glioblastoomasoluissa ja hiiren alkion fibroblasteissa (Stambolic ym., 1998).

PIP; on solukalvon lipidikaksoiskerroksen komponentti ja sitd esiintyy ainoastaan
solujen kalvorakenteissa. Téstd syystd on esitetty, ettd saavuttaakseen substraattinsa
PTEN:n tulisi kohdistua solukalvolle ja solukalvon saavuttamiseksi onkin tunnistettu
kaksi mahdollista mekanismia. On osoitettu, ettdi PTEN:n C2-domaini on kalsiumista
riippumaton ja kykenee sitoutumaan lipidivesikkeleihin in vitro. lisdksi PTEN:n
ulommaisin C-terminaalinen osa voi sitoa useita eri proteiineja PDZ-domainien
vélittdmien vuorovaikutusten kautta. Nadmi proteiinit ovat osallisena PTEN:n

siirtdmisessd solukalvolle (Leslie ym., 2001). Kasvaimiin liittyvdt mutaatiot C2-

17



domainin tirkeélld sitoutumisalueella heikentévit tdmén domainin kykyd sitoutua
fosfolipidivesikkeleihin ja inhiboida solujen lisddntymisté, vaikka ndiden solujen PIP;

-fosfataasiaktiivisuus sdilyykin muuttumattomana (Maehama ym., 2004).

2.4.2 Proteiinifosfataasiaktiivisuus

Vaikka lipidifosfataasiaktiivisuus onkin tarkein edellytys PTEN:n
tuumorisuppressorifunktiolle, on olemassa todisteita myds sen
proteiinifosfataasiaktiivisuuden merkityksestd. PTEN:114 on todettu olevan ainakin
kaksi proteiinisubstraattia: FAK (focal adhesion kinase) ja adaptoriproteiini Shc
(Maehama ym., 2001). PTEN:n on havaittu inhiboivan integriinivélitteistd solujen
levidmistd glioblastoomasoluissa fosforyloimalla FAK:ta. Timé on todistettu myds
lipidifosfataasi-inaktiivisilla soluilla, jotka my0s kykenivit estdmién solujen
levidmisen eli kyse on proteiinifosfataasiaktiivisuuden aikaansaamasta toiminnasta
(Kim & Mak, 2006). Lisdksi PTEN -mutanttien joiden fosfataasiaktiivisuus on
poistettu, on osoitettu menettdvan tuumorisuppressoriaktiivisuutensa. Yksi mutantti,
G129, jota esiintyy yleisesti Cowdenin syndroomassa ja satunnaisesti sporadisissa
rintasyovissd ei omaa lainkaan lipidifosfataasiaktiivisuutta, —mutta sen
proteiinifosfataasiaktiivisuus on normaali. Tdmén mutantin on osoitettu kykenevin
estiméddn integriinivélitteistd solujen migraatiota, levidmistd ja kasvainsolujen
invaasiota sekd osoittavan etti niméd ominaisuudet olisivat FAK:n defosforylaation
seurausta (Liu ym., 2005). PTEN:n proteiinifosfataasiaktiivisen toimintaa on soluissa

havaittu keskittyvin tumaan (Chung & Eng, 2005).

2.4.3 PTEN:n toiminta PI3K-Akt -reitin ulkopuolella

PTEN:id ekspressoituu useissa kasvainsoluissa pddasiassa solulimassa. Vastaavasti
normaalisoluissa sitd ekspressoituu sekd solulimassa ettd tumassa, erilaistuvissa tai
lepddvissd soluissa PTEN on keskittynyt tumaan. Kohonneen PTEN -ekspression
tumassa on todettu MCF-7 -soluissa liittyvdn Go-G; -vaiheeseen ja onkin esitetty, etti
tumassa oleva PTEN osallistuisi suoraan solusyklin etenemisen séditelyyn. Tumassa
olevalla PTEN:II4 saattaa siis olla erilaisia kasvua sditelevid rooleja kuin soluliman
PTEN:II4. Glioblastoomasoluilla, jotka eivit ekspressoi lainkaan PTEN:id, Liu ym.

(2005) havaitsivat, ettd tumassa aikaansaatu PTEN -aktiivisuus kykenee yksin

18



estimddn syOpdsoluille ominaista kiinnittymisestd riippumatonta kasvua (anchorage-
independent growth) sekd edesauttamaan solusyklin pysdhtymistd G; -vaiheeseen
Akt:n aktiivisuuden ollessa normaali. Tumassa sijaitsevan PTEN:n aikaansaama
kasvun estdminen vélittdyy ainakin osittain AMP -aktivoidun proteiinikinaasin
(AMPK) fosforyloinnin/aktivoinnin estdmisestd, mikd on Akt:std riippumatonta.
My0s toimiva lipidifosfataasidomaini on vélttdméton tuman PTEN:lle, jotta se voi
taydellisesti toimia solujen kasvua estidvésti. Liu ym. (2005) ehdottavat, ettd
sytoplasman PTEN:n vaikutus tapahtuu PI3K-Akt -reitin kautta, mutta tuman PTEN
toimii lisdksi Akt:sta riippumattomalla tavalla tuumorisuppressiivisesti. Tuman
PTEN:n on osoitettu estivin mTOR:n ja p70S6K:n aktiivisuutta Akt:stid
riippumattomasti ja aktivoidulla AMPK:lla saattaa olla oleellinen osa mTOR:n
vaikutuksen estdmisessd. Se ei kuitenkaan poista muiden Akt:std riippumattomien

signalointireittien merkitysta.

2.5 PTEN:n merkitys soluissa

PTEN -ekspression vaikutusten on havaittu vaihtelevan eri olosuhteissa. PTEN:n
vaikutukseen PI3K -signalointikaskadiin vaikuttaa solun ulkoinen ympaéristd ja
riippuen altistuksesta kasvutekijoille ja muille eksogeenisille drsykkeille PTEN voi
saada aikaan joko solusyklin pysdhtymisen, apoptoosin tai anoikiksen

rintasyopésoluissa (Mills ym., 2003).

2.5.1 Solujen kasvu ja solusykli

PTEN:n osuutta solujen kasvun sditelyssd on tutkittu solulinjoissa ja hiiren alkioissa.
Kun PTEN:id on ekspressoitu mutatoiduissa glioomasoluissa, sen on havaittu estdvéin
solujen kasvua. Vastaavanlaista tuumorisuppressiivista vaikutusta on raportoitu myds
alkion kantasoluissa. PTEN” hiiren alkioissa esiintyy huomattavaa solujen
lisddntymistd, mutta alkiot kuolevat varhaisessa vaiheessa (Tamura ym., 1999).
PTEN:Il4 on vield osittain epédselvd merkitys sikionkehityksessd. On esitetty, ettd sitd
tarvittaisiin endodermin, mesodermin ja ektodermin erilaistumiseen (Di Cristofani
ym., 1998). Toinen ehdotus on, ettd sitd tarvitaan sikion kefaalisen ja kaudaaliseen

alueiden oikeaan asettumiseen seké istukan kehittymiseen (Suzuki ym., 1998). Nama
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molemmat mallit kuitenkin osoittavat, ettdi PTEN:n tehtdvd normaalikudoksessa
saattaisi olla solujen vilisten vuorovaikutusten kehittymisen ohjaaminen siten, ettd
solut, kudokset ja elimet muodostuvat oikein suhteessa toisiinsa (Tamura ym., 1999).
PTEN voi toimia kahdessa vaiheessa solujen kasvua estdvésti, vaikuttaen FAK:hon,

joka sditelee PI3K -aktiivisuutta tai suoraan PIP; substraattinaan (Li ym., 1998).

PTEN:n mutaatiot voivat vaikuttaa maligniteettiin myds muuttuneen proteiinien
synteesin  sddtelyn ja solun ravinteiden kulutuksen kautta. Drosophila
melanogasterilla tehdyt tutkimukset osoittavat, ettd PTEN inhiboi mTOR:ia, miki
johtaa muuntuneeseen proteiinien translaatioon ja aminohappojen kulutukseen. Tama
taas saa aikaan huomattavaan kasvun sekd yksilon ettd sen elinten koossa.
Viimeaikaiset tutkimukset osoittavat myds, ettd PTEN:n mutaatiot saataavat vaikuttaa
VEGF:n, joka stimuloi verisuonten muodostusta, aktiivisuuteen lisddmallda HIF-1:n
(hypoxia-inducible transcription factor 1) aktiivisuutta. HIF-1 puolestaan saa aikaan
VEGF:n transkription. Talloin PTEN:n puuttumisen aiheuttama yhdistelma
lisddntynyttd metaboliaa ja angiogeneesid saattaa edistdd kasvainsolujen kasvua ja

metastaasia (Sansal & Sellers, 2004).

PTEN"" hiiren alkion kantasoluissa on havaittu pieni lyheneminen (5-10 %) solusyklin
pituudessa (Sun ym., 1999). Normaalin PTEN - ekspression palauttaminen PTEN .
soluihin on saanut useissa glioomasolulinjoissa aikaan solusylkin pysdhtymisen G -

vaiheeseen 24 h infektion jilkeen (Weng ym., 1999).
2.5.2 Solujen adheesio ja migraatio

Koska PTEN:n puuttumista on havaittu usein loppuvaiheen metastaattisissa
kasvaimissa, on oletettu ettd silld voisi olla tehtdva solujen adheesion ja migraation
sddtelyssd. PTEN estdd selektiivisesti integriini- ja kasvutekijaviélitteisti ERK -tyypin
MAP — kinaasireitin aktivaatiota. Silld ei kuitenkaan ole vaikutusta basaaliseen MAP -
kinaasiaktiivisuuteen ilman &rsykettd. PTEN inhiboi myds Shc:n fosforylaatiota ja
Ras -aktiivisuutta, jotka johtavat MAP -kinaasin inhibitioon. MAP -kinaasireitin
lisdksi solujen liikkumista séédtelee FAK, jonka fosforylaatiossa on havaittu
huomattava aleneminen soluissa, joissa on PTEN -yliekspressio. Tdmi johtaa solujen

levidmisen, migraation solunulkoisen matriksin proteiineissa ja invaasion estoon
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(Maehama ym., 2001). FAK:n yliekspressio voi estdd PTEN:n biologisia vaikutuksia

solun migraatioon ja invaasioon (Gu ym., 1999).

2.5.3 Ohjelmoitu solukuolema

PTEN:n yliekspressio saa aikaan apoptoosin monissa eri solutyypeissi ja hiiren alkion
fibroblastit joista puuttuu PTEN -ekspressio, ovat resistenttejd monille eri
apoptoottisille drsykkeille (Maehama ym., 2001). PTEN:n kyky edistdd apoptoottista
vastetta saattaa liittyd toimintoihin, joilla PTEN pyséyttdd solusyklin ja sitd saattaa
valittdd useampi kuin yksi mekanismi. Vaikutuksillaan Akt:hen PTEN voi saada
aikaan proapoptoottisten molekyylien kuten Fas:n ja Bim:n aktivoitumisen kun se
samalla edistdd antiapotoottisten molekyylien kuten bcl-2 -perheen jdsenen Bad ja

XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis) inaktivaatiota (Kishimoto ym., 2003).

PTEN:114 on my0s merkittidva rooli siind, ettd se saa aikaan anoikiksen soluissa, jotka
menettidviat kontaktin solunulkoisen matriksin kanssa. Kun PTEN -ekspressio
palautetaan PTEN -negatiivisiin soluihin, se séditelee negatiivisesti FAK:ta minka

seurauksena solu kykenee anoikikseen (Maehama ym., 2001).

2.5.4 Solutyyppikohtaiset erot

PTEN -ekspression palauttamisen eri kasvainsolulinjoihin on havaittu johtavan joko
solusykslin  pysdhtymiseen (glioblastooma, munuaissyOpd) tai apoptoosiin
(eturauhassyOpd). Téhdn on esitetty eri syitd. Tuumorisuppressiivisuuden seuraukset
saattavat johtua tdysin solutyypisti tai vaihtoehtoisesti muut onkogeeniset reitit voivat
vaikuttaa PTEN:n kiyttaytymiseen (Di Cristofano & Pandolfi, 2000). PTEN:n
yliekspression vaikutusten on osoitettu vaihtelevan eri aikaan eri kasvatusolosuhteissa
(Lu ym., 1999, Weng ym., 1999) ja ettd suoran ulkoisen apoptoottisen drsykkeen
puuttuessa PTEN saa aikaan solusyklin pysdhtymisen G; -vaiheeseen (Di Cristofano

& Pandolfi, 2000).
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2.6 PTEN:n merkitys syovian lidkehoidossa

PTEN:n puuttuminen nédyttdd saavan solut sensitiiviseksi sirolimuusille (Crowder &
Ellis, 2005). Solulinjat ja ksenograftit joista PTEN puuttuu tdysin, vaikuttavat olevan
valikoivasti herkkid sirolimuusille ja sen analogille CCI-779:1le minki perusteella on
mahdollista, ettd sen kaltaisilla yhdisteilld saattaisi olla terapeuttista merkitysta
potilaille joiden kasvaimista puuttuu PTEN -ekspressio. Faasin I kokeissa CCI-779:1le
on havaittu vaste metastaattisessa rintasyovéssd ja faasin II kokeissa havaittiin
metastaattisen taudin vakiintuminen tai osittainen vaste vihintddn kolmen kuukauden
ajan 20 %:lla potilaista (Sansal & Sellers, 2004). DeGraffenried ym tutkivat kolmen
eri solulinjan herkkyyttd sirolimuusille ja PI3K -inhibiittorille LY294002:1le ja he
havaitsivat ettd alentunut PTEN -ekspressio lisdd herkkyyttd ndiden kahden

ladkeaineen solujen kasvua estivélle vaikutukselle (DeGraffenried ym., 2004).

PTEN -ekspression puuttuminen saa solulinjoissa aikaan myos resistenssid tietyille
ladkkeille, esimerkiksi gefinitibille ja vaste on havaittu kun PTEN:n toiminta on
palautunut normaaliksi (Sansal & Sellers, 2004). Solujen, joissa PTEN -taso on
alentunut, on havaittu olevan resistentimpid kemoterapeuttisille aineille kuin
normaalisti PTEN:id ekspressoivien solujen. Shoman ym. (2005) ovat myos
havainneet rintasyopépotilailla, joita hoidettiin antiestrogeeni tamoksifeenilla
merkittdvin yhteyden alentuneen PTEN -ekspression ja lyhyemmén elinajan véalilla

verrattuna potilaisiin, joilla on normaali PTEN -ekspressio.

2.7 PTEN -ekspression séitely

Useissa tutkimuksissa on tullut esiin, ettdi PTEN:id sdddellddn transkriptiotasolla eli
vaikuttamalla sen ekspressiotasoon, solunsisdiselld kuljetuksella sekd post-

translationaalisella modifikaatiolla kuten fosforyloimalla (Maehama ym., 2004).

PTEN:n ekspressiota séddtelevit transkriptiotasolla useat eri transkriptiofaktorit, mm.
p53 (Leslie & Downes, 2004). PTEN séitelee itsedén siten, ettd se lisdd p53 -
proteiinin tasoa suoraan pidentdmélld sen puoliintumisaikaa. Tdmé autoregulatorinen

rooli edellyttdd PTEN:n ja p53:n fyysistd interaktiota, mikd ei ole riippuvainen
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PTEN:n fosfataasiaktiivisuudesta (Tang & Eng, 2006). Sporadisissa rintasyovissi
saattaa olla normaali PTEN -geeni, mutta alentunut PTEN -immunoreaktiivisuus.
Tdmd havainto osoittaa, ettd normaalin PTEN -geenin tai sen proteiinituotteen
dysregulaatio voi poistaa PTEN:n toiminnan ja johtaa sydvdn kehittymiseen.
Transkriptionaalisen sddtelyn lisdksi normaalin PTEN -proteiinin toimintaa voivat
muokata myds proteiinien viliset vuorovaikutukset, fosforylaatio ja muut
epigeneettiset  tekijat (Leslie & Downes, 2004). Yksi merkittivimmista
edistysaskeleista PTEN:n sddtelyn tutkimisessa oli havainto fosforyloinnista C-
terminaalisella alueella (Tang & Eng 2006). PTEN:n C-terminaalinen osa on
kriittinen sen tuumorisuppressoriaktiivisuudelle ja se sisdltid mahdollisia
fosforylointikohtia, joilla todenndkdisesti on merkitysti PTEN:n sddtelyssa.
Aminohapot Ser380, Thr382 ja Thr383 ovat kaseiinikinaasi II:'n (CK2)
fosforylointisubstraatteja. CK2:n vilittdmd ndiden aminohappojen fosforylaatio
vihentdd PTEN:n katalyyttisen ja C2-domainin affiniteettia solukalvolle siten

alentaen PTEN:n aktiivisuutta (Leslie & Downes, 2004).

CK2 -vilitteisen PTEN:n fosforylaation inhiboiminen johtaa lisdéntyneeseen PTEN -
aktiivisuuteen ja vastaavaan alentumiseen Akt:n  aktiivisuudessa. Tamai
fosforyloimattoman PTEN:n aktivaatio saattaa johtua konformaation muutoksesta,
joka avaa sen PDZ:aa sitovat kohdat. Nididen kohtien olemassaolo PTEN:ssd
mahdollistaa vuorovaikutuksen PDZ:n siséltdvien proteiinien kuten MAGI-2:n
(membrane-associated guanylate kinase inverted-2) kanssa, sekd sellaisten aktiivisten
kompleksien muodostamisen, jotka voivat alentaa Akt-aktiivisuutta (Leslie &
Downes, 2004). MAGI-2:n yliekspression on osoitettu palauttavan PTEN:n
stabiilisuuden soluissa, joissa on normaali PTEN mRNA -taso mutta alentunut
proteiinin maird. Muita PTEN:n kanssa vuorovaikutuksessa toimivia PDZ:n siséltidvid
proteiineja ovat MAGI-3, hDLG ja hMAST (microtubule-associated serine-threonine
kinase), jotka kaikki voivat sitoutua PTEN:iin ja vaikuttaa sen stabiilisuuteen C-

terminaalisen osan fosforylaatiolla (Leslie & Downes, 2004, Valiente ym., 2005).

PTEN:n promoottorin toimintaa ja mRNA -ekspressiota todenndkdisesti sditelee
useampi  kuin  yksi transkriptiotekijd.  Esimerkiksi genomisen @ PTEN:n
promoottorisekvenssissd on runsaasti G -ja C -emiksid sisdltdvd 5° transloimaton

alue, joka voidaan aktivoida Spl -transkriptiofaktorilla ja saada aikaan
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konstitutiivinen PTEN -ekspressio (Han ym., 2003). Toinen transkriptiofaktori Egr-1
(early growth response-1) sitoutuu PTEN:n transloimattomalle alueelle
siteilyindusoidun signaloinnin aikana. PTEN:n promoottorialueella on myds
sitoutumiskohta toisellekin sdteilyherkélle transkriptiofaktorille p53:lle, jonka on
osoitettu kohottavan sekd PTEN mRNA:n ettd proteiinin tasoja. NF-kB lisdéd PTEN:n
ekspressiota solujen erilaistumisen aikana, mutta vdhentdd PTEN:n transkriptiota
soluissa, jotka vastaavat apoptoottiseen drsykkeeseen, mistd voi paitelld ettd NF-«xB -
indusoitu  PTEN:n  transkriptoituminen  saattaa  riippua  solukontekstista.
Ligaasiaktivoitu tumareseptori PPARY (peroxisome proliferator-activated receptor) on
mukana  anti-inflammatorisessa ~ vasteessa,  jonka  arvellaan  vilittyvéin
transkriptionaalisesti kontrolloidun PTEN:n aktivoimisen kautta (Leslie & Downes,

2004).

2.8 PTEN:n mutaatiot rintasyovissi

Tuumorisuppressorigeenit ovat resessiivisid ja niiden geneettisen inaktivaation two hit
-mallin mukaan inaktivaatio vaatii erilliset molempiin alleeleihin kohdistuvat
tapahtumat. Usein toinen tapahtuma on kromosomimuutos ja toinen on pienempi

mutaatio (Singh ym., 1998).

PTEN:n mutaatioiden ja proteiinin ekspression vidhenemisen yleisyys primaarisissa
sporadisissa rintasyOvissd on edelleen epidselvd. Arviot mutaatioiden ja toiminnan
menetysten médrdstd vaihtelevat 1 ja 48 %:n vililli. Tulokset ovat perdisin
immunohistokemiallisista ja mutaatioanalyysitutkimuksista (Panigrahi ym., 2004).
LOH:ia 10923 -alueella on loydetty 29-48%:ssa sporadisista rintasyovistd (Stingh
ym., 1998, Garcia ym., 1999).

2.8.1 PTEN:n deleetiot
Kun toista tuumorisuppressorigeenin alleeleista kohtaa somaattinen tai perinndllinen
mutaatio, toisen alleelin menetys johtaa selektiiviseen lisddntymis- tai

eloonjddamisetuun, joka johtaa maligniin transformaatioon. Toisen alleelin menetys

johtuu usein suuren kromosomaalisen alueen deleetiosta, mikd johtaa LOH:iin
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(Kenemans ym., 2004). LOH:n on todettu olevan yleinen primaarikasvaimissa, mutta
molempien alleelien puuttuminen liittyy mydhidisen vaiheen aggressiivisempiin ja
usein metastaattisiin kasvaimiin (Di Cristofano & Pandolfi, 2000). Molempien
alleelien puuttumisen on myds todettu olevan useammin yhteydessd perinndlliseen
kuin spontaaniin rintasyOpéadn (Eng, 2003). Tutkimuksissa esitetyt arviot tdydellisesta
PTEN -ekspression puuttumisesta eivdt ole korkeita, esimerkiksi Panigrahi ym.
(2004) havaitsivat tutkimuksessaan, ettdi PTEN -proteiini puuttui kokonaan 8 %:lla

rintasyopépotilaista.

2.8.2 Haploinsufficiency

Haploinsufficiency tarkoittaa, ettd jo yhden alleelin mutaatio tai menetys voi riittdd
saamaan aikaan solufenotyypin, joka johtaa tuumorigeenisyyteen ilman toisen alleelin
inaktivaatiota. Tamid on poikkeuksellista tuumorisuppressorigeeneille, jotka
tavallisesti ovat resessiivisid. Vaihtoehtoisesti haploinsufficiency voi lisdtd
syopdriskid ihmisilld joilla jo on heterotsygoottinen muutos erillisessé
tuumorisuppressorigeenissd. Yhden PTEN -alleelin inaktivoitumisella on osoitettu
olevan huomattava vaikutus solujen eloonjddmiseen ja lisddntymiseen hiirimalleissa
(Di Cristofano ym., 1998). Tutkimuksia koskien PTEN -haploinsufficiencya

rintasyOpépotilailla ei ole julkaistu.

2.8.3 Mutaatiot

Rintasyovissd on havaittu PTEN:n missense- ja frameshift- mutaatioita. Missense-
mutaatiot sijaitsevat eksonissa 6, kun taas frameshift -mutaatioita on ldydetty
eksoneista 3, 7 ja 9 (Ali ym., 1999). Suurin osa PTEN:n luonnollisesti tapahtuvista
missense -mutaatioista potilasnéytteissd on 1oydetty fosfataasidomainista (Machama
ym., 2001). C-terminaalista osaa koodaavalta alueelta on 10ydetty useita
nonsensemutaatioita (Tamura ym., 1999). Tédminkaltaiset PTEN -mutaatiot ovat

kuitenkin rintasyovissd huomattavasti harvinaisempia kuin useissa muissa syovissa
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2.8.4 Perinnolliset mutaatiot

Perinndllisia PTEN:n mutaatioita on 10ydetty harvinaisissa autosomaalisissa
vallitsevasti periytyvissd sairauksissa Cowdenin syndrooma ja Bannayan-Zonana
syndrooma.  Ndille on  tyypillisti  hamartoomien eli  hyperplastisten,
epdjarjestaytyneiden ja hyvénlaatuisten kasvaimien kehittyminen (Ali ym., 1999).
Hamartoomia esiintyy eri elimissd, mm. rinnassa ja 25-50 %:lle potilaista kehittyykin
rintasyopd (Hanssen ym., 1995, Eng, 1997). Yleisesti PTEN -mutaatiot ovat
perinndllisissd rintasydvissd harvinaisia, niitd esiintyy vain 1 %:ssa kaikista

perinnollisisté rintasyovistd (Kenemans ym., 2004).

Cowdenin syndroomassa ja Bannayan-Zonana syndroomassa on ldydetty 95
perinndllistd mutaatiota. Niistd noin puolet on frameshift -mutaatioita ja loput ovat
pistemutaatioita. Pistemutaatioista puolet on nonsense -mutaatioita, 24 missense -
mutaatioita ja 11 emadskorvautumisia, jotka aiheuttavat silmukoitumismuunnoksia.
Suurin osa (75 %) perinndllisistd mutaatioista johtaa lyhentyneen proteiinin tuottoon.
Yli puolet (13) missense -mutaatioista keskittyy fosfataasiydinmotiiviin eksonissa 5.
19 nonsense mutaatioista kohdistuu kolmeen kodoniin eksoneissa 5 ja 7 (Bonneau &

Longy, 2000).

Kun hamartoomien ja kasvainten viereisen normaalikudoksen DNA:ta on analysoitu,
on havaittu deleetioita normaalissa PTEN -alleclissa. Tdma merkitsee sitd, ecttd
ekspression menetys on varhainen tapahtuma, joka johtaa kohonneeseen solujen
lisddntymiseen, kudosten epédjarjestykseen ja  mahdollisuuteen kasvaimen

kehittymiselle (Lynch ym., 1997).

2.8.5 Epigeneettiset muutokset

Epigeneettiset muutokset kuuluvat yleisimpiin sydvissd tavattaviin molekulaarisiin
muutoksiin (Baylin & Herman, 2000). Epigeneettiset muutokset eroavat geneettisistad
muutoksista pddasiassa siten, ettd niitd taaphtuu useammin kuin geneettisid muutoksia
ja niitd esiintyy mddritellylld alueella geenid (Widschwendter & Jones, 2002).
Epigeneettiset muutokset ovat sellaisia muutoksia geenin toiminnassa, jotka eivit

muuta DNA -sekvenssid vaan ne muodostavat ylimddrdisen transkriptionaalisen
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kontrollin, joka siditelee geenin ekspressiota. Niitdi muutoksia ovat esimerkiksi
promoottorialueen hypermetylaatio. Garcia ym. tutkivat 90 rintasyOpéandytettd ja
normaalikudosnéytettd samoilta potilailta. He havaitsivat hypermetylaatiota 43.ssa
syOpdndytteessd, mutta vastaavia muutoksia ei  l0ytynyt yhdestikdin

normaalikudosniytteesti (Garcia ym., 2004).

LOH:n osuuden 10qg23:ssa rintasyOvissd on todettu olevan suurempi kuin
mutaatioiden méérén jiljellejddvissd PTEN -alleelissa. Tdmdn havainnon perusteella
on piitelty, ettd ndissd tapauksissa PTEN:n toiminnan menetyksen olisivat saaneet
aikaan epigeneettiset muutokset. Vaikka taustalla oleva mekanismi on vield tdysin
selvittimattd, on mahdollista ettd tistd olisi vastuussa PTEN -sdételijan kuten DJ-1:n
virheellinen sditely. Primaarisissa rintasyopédndytteissdé DJ-1 ekspressio korreloi
positiivisesti fosfo-Akt:n immunoreaktiivisuuden kanssa. In vitro DJ-1.n on todettu
estavin PTEN:n negatiivista PI3K -sditelyd ja lisddvan Akt -aktiivisuutta (Kim &

Mak, 2006).

2.8.6 Silmukoitumismuunnokset

Erilaiset RNA:n prosessointimenetelmét tiedetdén elintirkeiksi geenin toiminnan
sddtelyssd. Sporadisissa syOvissd on esitetty useita esimerkkejd vaihteluista mRNA:n
prosessoinnissa ja sitd seuraavasta erilaisten silmukoitumismuunnosten ekspressioista.
Silmukoitumuskohtamutaatiot saattavat késittdd jopa 22 % kaikista Cowdenin
sairauden ja Bannayan-Zonana syndrooman perinndllisisti PTEN -muutoksista
(Agrawal ym., 2005). Kuitenkaan suurimmassa osassa
silmukoitumiskohtamutaatioista joita on raportoitu, ei ole voitu osoittaa niiden
vaikutusta mRNA:han ja yhdessékddn ei kuvata mutaation biokemiallista seurausta
(Eng, 2003). Agrawal ym. (2005) tutkivat 40 Cowdenin sairautta tai Bannayan-
Zonana syndroomaa sairastavan potilaan kasvainndytettd ja 10ysivdt viisi
silmukoitumiskohtamutaatiota,  joista nelja  johti mRNA:n  poikkeavaan
muokaamiseen. Tutkiessaan ndiden nédytteiden PTEN -proteiinitasoja he havaitsivat
niissd huomattavaa vaihtelua. Riippuen siitd mihin eksoneihin poikkeava prosessointi
kohdistui, proteiinitaso oli alentunut vain hiukan tai jopa 80 %:sesti verratuuna

normaalikontrolleihin.
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Agrawal ja Eng (2006) Ioysivdt tutkimuksessaan kahdeksan uutta PTEN
silmukoitumismuunnosta. He havaitsivat myos, ettd nididen ekspressiot olivat erilaisia
sporadisessa  rintasyOvassd,  perinndllisessi =~ Cowdenin  sairaudessa  ja
normaalikudoksessa. He havaitsivat, ettd transloituneilla silmukoitumismuunnoksilla
oli myos erilaiset vaikutukset riippuen siitd, mihin eksoniin tai samankin eksonin eri
kohtiin poikkeuksellinen prosessointi kohdistui. Esimerkiksi mRNA:n eksoniin 5
lisdtyt eripituiset intronialueet vaikuttivat huomattavasti translaation seurauksena
muodostuneen proteiinin toimintaan. Yksi silmukoitumismuunnoksista toimi kuten
normaali PTEN, mutta kaksi muuta toimivat vastakkaisella tavalla lisddmalla sykliini
DIl:n promoottoriaktiivisuutta mikd edelleen lisdd Akt:n aktiivisuutta. PTEN

silmukoitumismuunnosten yleisyydesti rintasydvissa ei ole tutkimustuloksia.

2.9 PTEN:n mutaatioiden vaikutukset

Kun PTEN on deletoitunut, mutatoitunut tai muuten inaktivoitunut, PI3K efektorien
aktivaatio saattaa tapahtua ilman ulkoisia drsykkeitd, mikd mahdollistaa kasvaimen
kehittymisen (Cully ym., 2006). PTEN:n toiminnan menetys rintasyovéssid johtaa
useiden PI3K-Akt -signalointikaskadin komponenttien lisdédntyneeseen basaalitason
fosforyloimiseen sekd kaskadin ligandi-indusoitujen signaalien keston pitenemiseen

(Mills ym., 2003).

Hiirilld kohdennettujen PTEN:n toimintahdirididen on todettu vahvistavan PTEN:n
toiminnan menetyksen ja tuumorigeenisyyden vilistd yhteyttd. Hiiren PTEN -geenin
homotsygoottinen deleetio johtaa varhaiseen sikionkuolemaan. Hiiret, joilla on
heterotsygoottinen PTEN -mutaatio, ovat elinkykyisid mutta niille kehittyy kasvaimia

huomattavasti enemmain kuin normaaliyksildille (Maehama ym., 2001).

Tutkimuksissa, joissa on selvitetty P7EN -mutaatioiden yhteyttd rintasyovin
taudinkuvaan, on padsddntdisesti havaittu ettd alentunut ekspressio liittyy
edenneeseen ja metastoituneeseen syopaian. Bose ym. (2002) tutkivat 34 invasiivista
kasvainndytettd immunohistokemiallisesti ja he havaitsivat alentuneen PTEN -
ekspression 13 tapauksessa. Eniten alentunutta ekspressiota esiintyi vaiheiden II ja III

syovissi ja se oli my0s tilastollisesti yhteydessd kasvainten verisuonitukseen. He eivét
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kuitenkaan havainneet korrelaatiota muiden ennustetekijoiden tai estrogeeni- ja
progesteronireseptoristatuksen kanssa. Singh ym. (1998) havaitsivat LOH:ia yli
puolessa niistd kasvaimista, joissa oli imusolmukemetastaaseja. LOH:n on myds
todettu olevan tilastollisesti merkitsevisti yhteydessd estrogeenireseptorinegatiivisen
rintasyovdn kanssa (Bose ym., 1998). Garcia ym (1999). osoittivat merkitsevdn
korrelaation LOH:n, imusolmukemetastaasien ja histologisen luokituksen valilla.
Perren ym. (1999) havaitsivat korrelaation PTEN -ekspression puuttumisen ja
negatiivisen ER- ja PR-statuksen vililli. Lee ym. (2004) loysivit tilastollisesti
merkitsevdn yhteyden alentuneen PTEN -ekspression, imusolmukestatuksen ja
kasvaimen luokituksen vélilld. Useissa tutkimuksissa on osoitettu, ettd PTEN -
ekspression puuttuminen korreloi kuolleisuuden, imusolmukemetastaasien ja ER -

statuksen kanssa (Depowski ym., 2001).

2.10 PTEN ja HER?2 rintasyovéissa

Aiemmissa tutkimuksissa ei ole havaittu eroa HER2 yliekspression ja alentuneen
PTEN -ekspression vililld (Bose ym., 2002, Shoman ym., 2005). Sen sijaan PTEN:n
promoottorin hypermetylaation ja HER2 -proteiinin yliekspression vililld on havaittu

korrelaatio (Garcia ym., 2004).

2.10.1 PTEN ja trastutsumabi

Trastutsumabi vaikuttaa vihentimélla HER2:teen sitoutuvaa PTEN:n tyrosiinikinaasi
Src:td ja ndin estdd PTEN:n tyrosiinifosforylaatiota. Tdmédn seurauksena on PTEN:n
aktivoituminen. Tdmad mekanismi osoittaa toiminnallisen vuorovaikutuksen HER2 -
reseptorin ja PTEN:n Src:n kautta rintasyOpésoluissa tapahtuvan tuumorisuppression
vélilld. Src:1ld on tdrked onkogeeninen tehtdvd (esim. PTEN:n inaktivointi), kun se
sitoutuu  yliekspressoituneeseen HER2  -reseptoriin ja samalla aktivoituu.
Trastutsumabi taas irrottaa Src:n HER2:sta, inhiboi Src:td ja siten aktivoi PTEN:i4
(Kuva 2), joka osallistuu trastutsumabin antituumorivaikutukseen (Nagata ym., 2004).
Tami dskettdin havaittu trastutsumabin toimintamekanismi selkedsti osoittaa, ettd
trastutsumabivaste riippuu sekd HER2:n sidtelystd ettd sen alapuolella olevien

HER2:teen liittyvien tapahtumien estdmisestd ja lisdksi myds PTEN -statuksesta.
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Rintasydpésolulinjoilla, hiiriksenografteilla ja kliinisilld néytteilld tehdyt tutkimukset
ovat osoittaneet, ettdi PTEN:n vajaus on molekulaarinen mekanismi, joka vaikuttaa
HER2 -yliekspressoivien rintasydvan resistenssiin trastutsumabi-pohjaiseen hoitoon
sekd ettd PTEN:n puuttumisen on todettu liittyvén trastutsumabiresistenssiin potilaissa

(Vogel ym.,2002).
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Kuva 2. PTEN:n puuttumisen aikaansaama trastutsumabi-resistenssi. Kuvassa A
HER2:n (kuvassa ErbB2) yliekspressio johtaa sen autofosforylaation aiheuttamaan
aktivoitumiseen. Tamin seurauksena Src -kinaasi ja Pik3 aktivoituvat ja liittyvét
HER2 -reseptoriin. On osoitettu, ettd aktivoituessaan Src -kinaasi inaktivoi PTEN:id
fosforyloimalla sen C-terminaalista osaa. Kuvassa B trastutsumabi sitoutuessaan
HRE2 -reseptoriin saa aikaan Src:n irtoamisen ja inaktivoitumisen. Téamén
seurauksena PTEN:n toiminta normalisoituu. Kuvassa C PTEN:n toiminnan

heikentyminen tai tdydellinen puuttuminen saattaa johtaa trastutsumabi-resistenssiin
(Pandolfi ym., 2004).

Nagata ym. (2004) havaitsivat tutkimuksessaan, ettd HER2 -positiivisten potilaiden
trastutsumabivasteissa oli eroja riippuen siitd, oliko PTEN -ekspressio normaali vai
alentunut. Trastutsumabiresistensseilld solulinjoilla tehdyt tutkimukset osoittivat
huomattavan eron PTEN — aktiivisuudessa resistenttien ja lddkkeelle herkkien
solulinjojen vélilld. Selektiivinen PTEN:n inhibitio joka liittyy Akt:n aktiivisuuden
indusoimiseen, johti huomattavasti alentuneeseen trastutsumabi-herkkyyteen. Myds
kliinisissd potilasndytteissd trastutsumabilla hoidettujen HER2 -yliekspressoivien
potilaiden PTEN -ekspressio oli voimakkaasti yhteydessd trastutsumabivasteeseen

(Fujita ym. 2006).
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2.11 Menetelmait

2.11.1 RNA:n eristiminen parafiininiytteisti

Uusien molekulaaristen menetelmien kuten PCR:n soveltaminen
arkistokudosnéytteiden analysoimiseen odotetaan lisddvin syovan taustalla olevien
molekulaaristen mekanismien ymmairtdmistd. Kuitenkin suurin osa leikkaus- ja
ruumiinavausndytteisti on sdilotty formaliinilla kiinnitettyind ja parafiiniin
upotettuina (FFPE) blokkeina pitkid aikoja ja RNA:n on usein todettu hajoavan
tillaisissa olosuhteissa. DNA:n eristiminen kyseisistd niytteistd on hyvin
dokumentoitua. Myos RNA:ta on eristetty arkistondytteistd ja onnistuttu monistamaan
tai analysoimaan geeniekspressiota kvantitatiivisesti. RNA:n eristiminen ja sen
jatkokaisittely on kuitenkin ongelmallista, koska usein RNA on hajonnut johtuen
viiveestd ennen ndytteen kiinnitystd, pitkittyneestd kiinnitysvaiheesta tai pitkéstd
sdilytyksestd  kiinnityksen  jdlkeen (Hamatani ym., 2006).  Erityisesti
formaliinikiinnitysvaihe voi vaihdella hyvinkin paljon eri nédytteiden valilla.
Tavallinen aika normaalikokoisille rintasydpédndytteille on noin yksi vuorokausi,
mutta suuremmilla niytteilld aika on pitempi. Varsinkin suurikokoisilla néytteilld
ongelmaksi muodostuu myds formaliinin epétasainen diffuusio kudoksessa. Néyte on
aina pinnalta kiinnittyneempi kuin keskeltd, minkd seurauksena saman niytteen
reunalta leikattu leike on erilainen kuin keskiosasta eli ndytteiden laaduissa on
vaihtelua. Eristystehokkuutta madaltaa myos formaliinikiinnityksen aikaansaama
RNA:n (ja DNA:n) sitoutuminen proteiineihin. Eristetyn RNA:n RT -reaktion
onnistumista heikentdd RNA:n formaliinin aikaansaama muuttuminen (Hamatani ym.,

2006).

FFPE on standardiprosessointimenetelmd jota kiytetddn patologian laboratorioissa
ympéri maailmaa, koska siten kisitellyt ndytteet ovat stabiileja huoneenldmmossa
minkd vuoksi niitd on helppo sdilyttdd. Ne muodostavatkin laajan arkiston
patologisesti hyvin karakterisoituja ja kuvailtuja kliinisid niytteitd, joista on usein
tiedossa hoitovaste ja hoidon lopputulos. Tidstd syystd FFPE -ndytteet ovat valtava
resurssi kaytettdviksi erilaisiin retrospektiivisiin ja prospektiivisiin tutkimuksiin

(Abramovitz & Leyland-Jones, 2006).

31



Joidenkin tutkimusten mukaan vain yksi kolmeskymmenesosa FFPE -niytteiden
RNA:sta on kayttokelpoista cDNA -synteesiin. Oletettavasti loput RNA:sta on
kemiallisesti muuttunut késittelyjen seurauksena. RNA:n hajoamisen vuoksi
ihanteellisena monistettavan kohteen kokona on pidetty <100 bp monistettacssa
RNA:ta FFPE -niytteistd (Abramovitz & Leyland-Jones, 2006, Hamatani ym., 2006).
RT-PCR:ll4 voidaan analysoida erittdin pienidkin RNA -fragmentteja, joten se on
soveltuva menetelma tutkittaessa néytteitd joiden RNA on hajonnut jonkin verran tai
jopa hyvin paljon, kuten on kyse arkistokudoksissa olevasta RNA:sta (Godfrey ym.,
2000). Kun monistettavan alueen koko on hyvin pieni, se kuitenkin usein vaikeuttaa

alukkeiden suunnittelua (Hamatani ym., 2006).

2.11.2 Kvantitatiivinen PCR

Perusperiaatteeltaan qPCR (kvantitatiivinen PCR) on samanlainen kuin tavallinen
PCR eli reaktiossa monistetaan tiettyd spesifisti DNA -fragmenttia. Tavallisessa
PCR:ssd kuitenkin pystytddn ldhinnd madrittimiin ainoastaan onko ndytteessi
kyseistd fragmenttia ja tarkka kvantitointi on kdytdnndssd mahdotonta. qPCR:ssd PCR
-tuotetta ei analysoida geelielektroforeesilla, vaan PCR -laite tunnistaa monistuneet
fragmentit. PCR -tuotteiden detektoimiseen kiytetddn kaksijuosteiseen DNA:han
sitoutuvaa fluoresoivaa viriainetta tai sekvenssispesifisid fluoresoivia koettimia
(kuvat 3 ja 4). SYBR Green I on fluoresoiva viriaine, joka sitoutuu kaksijuosteiseen
DNA:han eli sen sitoutuessa kaksijuosteiseen monistuneeseen PCR -tuotteeseen
syntyy fluoresenssi jonka voimakkuus on verrannollinen DNA:n mé&éraan.
Reaktiosyklien edetessd laite mittaa fluoresenssin jokaisen monistussyklin jilkeen.
SYBR Green -menetelmé on riippumaton DNA:n sekvenssistd, eli se tunnistaa kaiken
kaksijuosteisen DNA:n. Tamé asettaa vaatimuksia alukkeiden suunnittelulle, koska
sekd epéspesifinen alukkeiden kiinnittyminen viiriin templaatteihin ettd aluke-
dimeerien muodostuminen tulee minimoida. Monistetun tuotteen spesifisyys voidaan
kuitenkin todeta sulamiskdyrdn avulla. Reaktion lopussa ldmpdtilaa nostetaan
asteittain ja PCR -tuotteen denaturoituessa havaitaan jyrkkd vdheneminen SYBR
Greenin fluoresenssissa. Spesifiset tuotteet voidaan erottaa epidspesifistd niiden
erilaisten sulamislampdétilojen perusteella (DyNAmo Capillary SYBR Green qPCR
Kit, ohjekirja, Finnzymes).
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Kuva 3. SYBR Green -detektiomenetelméi PCR:ssid. Denaturaatiovaiheen jéilkeen
reaktiossa oleva DNA on yksijuosteista, jolloin SYBR Green ei sitoudu, eikd
fluoresenssia muodostu (kuva A). Annealing-vaiheessa alukkeet hybridisoituvat
kohdesekvenssiin. Tdlloin muodostuu lyhyitd alueita kaksijuosteista DNA:ta, joihin
védriaine sitoutuu ja syntyy fluoresenssia (kuva B). Pidennysvaiheessa alukkeiden
perdan on muodostunut pidempi sekvenssi, jolloin SYBR Greenia voi sitoutua
enemmin (kuva C). Lopuksi koko templaatti on kaksijuosteinen ja
maksimiméairdvériainetta on sitoutuneena (kuva D) (Technical Note No. LC 18/2004,
Roche).

aluke

Kuva 4. Sekvenssispesifinen detektiomenetelmi. Vapaana liuoksessa olevan
koettimen fluoresointi estetddn siithen kiinnittyneelld spesifiselld molekyylyiild (Q)
(kuva A). Kun koetin hybridisoituu kohteeseensa, estdminen vidhenee ja fluoresoiva
aine (R) emittoi vihredd fluoresenssid PCR -laitteen LED:n vaikutuksesta (Technical
Note No. LC 18/2004, Roche).
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qPCR:ssd on kéytossd kaksi kvantitointimenetelmid, absoluuttinen ja suhteellinen.
Absoluuttinen kvantitointi edellyttdd, ettd kdytossd on kontrolli, jonka absoluuttinen
RNA -konsentraatio on tiedossa. Suhteellisessa kvantitoinnissa ndytteiden RNA -
tasoja verrataan kalibraattorindytteen RNA -tasoon. Kalibraattorina voidaan kayttda
esimerkiksi kudosta tai solulinjaa, jossa tutkittavan geenin ekspressio on normaali

(Bookout & Mangelsdorf, 2003).

Kohdegeenin transkriptin mé&ird normalisoidaan samassa niytteessd olevan
referenssigeenin transkriptin méérdlld. Referenssigeenilli normalisoidaan jokaisen
ndytteen tuottama signaali siten, ettd ndytteiden viliset erot todella johtuvat niiden
vilisistd biologisista eroista. Usein referenssigeeneind kaytetddn nk. housekeeping —
geenejd kuten B-aktiini, GAPDH tai 18S rRNA, koska niiden ekspressiotasot ovat
lahes vakiot eri soluissa (DyNAmo Capillary SYBR Green qPCR Kit, ohjekirja,

Finnzymes).

Tulosten laskemiseen kéytetddn kunkin ndytteen crossing point (Cp) -arvoja
(Technical Note No. LC 13/2001, Roche). Crossing point on se PCR -syklien mééri,
jossa nayte ylittdd detektiokynnyksen eli se on verrannollinen reaktion alussa olevaan
templaatti-DNA:n méardéin (DyNAmo Capillary SYBR Green qPCR Kit, ohjekirja,
Finnzymes). Crossing pointit ovat kunkin reaktion monistustehokkuuden funktioita.
Kohde- ja referenssigeenien médrdt ovat PCR -tehokkuuden ja niytteiden crossing
pointien eli niiden konsentraatioiden funktioita. Tulokset esitetddn néytteen
kohde/referenssisuhteena, joka on jaettu kalibraattorin kohde/referenssisuhteella.
Kalibraattorindytteen suhteen tehdyssd kvantitaatioanalyysissa tarkkuus riippuu siis
kohde- ja referenssigeenien monistumisen erilaisista tehokkuuksista. PCR -
tehokkuuksien vaihtelut voidaan kuitenkin korjata oikeiden tuloksien saavuttamiseksi.
PCR:n teoreettinen optimitehokkuus on kaksi, miki tarkoittaa ettd jokainen PCR -
tuote replikoituu joka syklissd. Todellisuudessa tehokkuuteen kuitenkin vaikuttavat
monet tekijat kuten templaattikonsentraatio ja reaktion tehokkuus vaihtelee. Eroja
tehokkuudessa voivat aiheuttaa mm. vaihtelut alkuperdisen nidytteen méérdssi ja
nukleiinihappojen toimivuudessa, ndytteessd olevan RNA:n mahdollinen hajoaminen,
erot naytteiden laaduissa, pipetointivirheet sekd vaihtelut cDNA -synteesin

tehokkuudessa.
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qPCR:ssd monistuminen lasketaan teoreettisesti yhtalolla:

N=Nox E" jossa

N = molekyylien miira tietyn syklin aikana

No = molekyylien alkuperdinen lukumaéra

E = monistustehokkuus (optimaalisesti E=2)

Cp = syklien méari detektiovaiheessa (crossing point)

Kéyttdméissdmme kvantitoinnissa (Rochen RelQuant — ohjelma) tehddén ensin qPCR
sekd referenssi- ettd kohdealukkeille kalibraattorindytteesté eri laimennoksilla (esim.
1:10 — 1:10 000), joiden avulla ohjelma laskee korjauskertoimen. Korjauskertoimella

kompensoidaan vaihtelut PCR -reaktion monistustehokkuudessa.

Varsinainen kvantitointi tapahtuu soveltamalla AACp -menetelmai:

ACp(ndyte) =Cp(kohde) - Cp(referenssi)
ACp(kalibraattori) = Cp(kohde) - Cp(referenssi)
AACp maédritetddn kaavalla:

AACp = ACp(néyte) — ACp(kalibraattori)

Kohdegeenin ekspressio normalisoituna referenssigeenilld ja suhteutettuna
kalibraattoriin = 24P

Tamad kaava olettaa, ettd monitustechokkuus on sekd kalibraattorin ettd ndytteen
monistusreaktioissa yhtd suuri ja optimaalinen. Koska tilanne ei kuitenkaan ole tdma,
suhteellisessa kvantifioinnissa kompensoidaan reaktioiden viliset erot edelléd

mainitulla korjauskertoimella.

2.11.3 Pseudogeenin merkitys

Tutkittaessa PTEN:n ekspressiota transkriptiotasolla on pseudogeenin olemassaolo
huomioitava. Sen monistumista PCR -reaktiossa ei voida estdd alukesuunnittelulla,
koska pseudogeenista puuttuvat intronit. Kuitenkin cDNA on kéyttokelposta PCR -
reaktioissa, koska pseudogeeni ei transkriptoidu. Tadlloinkin on varmistuttava siitd,
ettd kiytettivi mRNA on DNAasi -késiteltyd, jotta mahdollinen kontaminoiva

genominen DNA saadaan poistettua naytteesta.
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3. Tutkimuksen tavoitteet

Tutkimuksen tavoitteena oli

1)  kehittdd  kvantitatiivinen =~ PTEN  -méiritysmenetelmd  solulinjoista,
jadkudosleikkeistd ja FFPE -leikkeisté eristetylle 1dhetti-RNA:1le

2) madrittdd PTEN -ekspressiotaso rintasydpésolulinjoissa sekd HER2 -positiivisissa

ettd HER2-negatiivisissa potilasniytteissa
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4. Materiaalit ja menetelmat

4.1 Niytteet

Néytteind oli RNA:ta 57 rintasyOpdkasvainjdileikkeestd, 15 FFPE -
rintasyopéandytettd, RNA:ta 7 rintasyopésolulinjasta: DU-4475, MDA-157, MDA-361,
SKBR-3, UACC-812, ZR-75-30 ja ZR-751 sekd 5 rintasyOpdsolulinjaa: BT-474,
EFM-192, JIMT-1, MDA-453 ja UACC-893. Eettisen toimikunnan lupa

potilasndytteiden kayttoon tutkimustarkoituksessa on haettu jo aiemmin.

gPCR:n kalibraattorina kaytettiin MCF-7 — rintasyopédsolulinjasta eristettyd RNA:ta,
jonka PTEN -ekspressiotaso tiedettiin kirjallisuuden perusteella normaaliksi
(DeGraffenried ym. 2004). Kontrollina qPCR:ssié oli RNA:ta kolmesta
eturauhassyopésolulinjasta, joiden PTEN -geenideleetiot tiedettiin. Solulinjat olivat
PC3, jossa on homotsygoottinen PTEN -deleetio, LNCap, jossa on yhden alleelin
menetys sekd DU145, jossa mahdollisesti on yhden alleelin deleetio (Hermans ym.,

2004).

4.2 Soluviljelmiit ja reagenssit

Rintasydpésolulinjat BT-474, DU-4475, MCF-7, MDA-157, MDA-361, MDA-453,
SK-BR-3, UACC-812, UACC-893, ZR-75-1 ja ZR-75-30 olivat perdisin ATCC:sta
(American Type Culture Collection) ja EFM-192 -solut DSMZ:sta (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen). JIMT-1 on eristetty
trastutsumabille resistentistd potilaasta ja kasvatettu Tampereen yliopiston
Ladketieteellisen teknologian instituutin SyOpébiologian tutkimusryhmaéssd (Tanner

ym., 2004). Solulinjojen kasvatusmediumit on kuvattu taulukossa 1.
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Taulukko 1. Solujen kasvatusmediumit

Solulinja Medium

BT-474, DU-4475, ZR-75-1, ZR-75-30 RPMI 1640, 10% FBS

EFM-192 RPMI 1640, 20% FBS,
2mM L-glutamiini

JIMT-1 DMEM, 7,5% FCS, P/S

MCEF-7 EMEM, 10% FBS, NA-pyruvaatti,
NEAA, 10 pg/ml insuliinia

MDA-157, MDA-361, MDA-453, L-15, 10% FBS

UACC-812, UACC-893

SK-BR-3 McCoy’s 5A, 10% FBS

4.3 FFPE -naytteet

FFPE -ndytteet olivat idltddn 2-5 vuotta vanhoja. Formaliinikiinnityksen jélkeen
néytteet oli pesty PBS:11d 1 h 15 min ja inkuboitu 70 % alkoholissa 1 h 15 min, 96 %
alkoholissa 3 x 1h ja ABS alkoholissa 3 x 1h. Tdmain jdlkeen néytteitd oli inkuboitu
ksyleenissd 1 h 15 min ja lh sekd lopuksi upotettu 60 asteiseen parafiiniin 4 x 1h

ajaksi.

4.4 RNA:n eristys ja kiinteiskopiointi

Potilasndytteiden ja solulinjojen RNA DNAasi -késiteltiin RNase-free DNase Set:11d
(QIAGEN), jotta ndytteistd saatiin pois mahdollinen genominen DNA -kontaminaatio.
Témin jalkeen RNA puhdistettiin PicoPure RNA Isolation Kit:1ld (Arcturus) tai
Absolutely RNA Nanoprep Kit:lld (Stratagene). RT -reaktio tehtiin Superscript II

Reverse Transcriptase:lla (Invitrogen) kdyttden random hexamer -alukkeita.

Solut trypsinoitiin ja pestiin PBS:1l14 ennen RNA -eristystd. Eristykseen kaytettiin
GenElute Mammalian Total RNA Miniprep Kit:id (Sigma). DNAasi -késittely,
RNA:n puhdistus ja RT tehtiin kuten ylld. Naytteiden RNA -pitoisuudet mitattiin
NanoDrop ND-1000 -spektrofotometrilld (NanoDrop). FFPE -ndytteistd eristettiin
RNA PureLink FFPE Total RNA Isolation Kit:lld (Invitrogen), DNAasi -késittely,
RNA:n puhdistus ja RT tehtiin kuten ylld. Kaikkiin RT -reaktioihin kdytettiin RNA:ta
0,5-1pg.
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4.5 Kvantitatiivinen PCR

QPCR -reaktiot tehtiin LightCycler 2.0 -laitteella (Roche), LightCycler Capillaries
20ul -kapillaareilla (Roche) ja DyNAmo Capillary SYBR Green qPCR Kit:1ld
(Finnzymes). Alukkeet suunniteltiin PerlPrimer -ohjelmalla (OJ Marshall) siten, ettd
ne ovat eri eksoneissa mikd vidhentdd mahdollisuutta genomisen DNA:n ja siten
PTEN -pseudogeenin monistumiseen. PTEN -alukkeiden sekvenssit olivat forward: 5'
ATTGCAGAGTTGCACAATATCC 3 ja reverse: 5!
CACATATCATTACACCAGTTCGTC 3°. Referenssigeenind oli GAPDH — geeni ja
sen monistamiseen kaytettyjen alukkeiden sekvenssit olivat forward: 5’
CTGAGCTAGACGGGAAGCTC 3’ ja reverse: 5 TCTGAGTGTGGCAGGGACT
3’ (Sillanpéda ym., 2004). FFPE -ndytteiden GAPDH -geenin monistamiseen kéytettiin
lyhyempia PerlPrimerilla suunniteltuja alukkeita, joiden sekvenssit olivat forward: 5’
AACCTGCCAAATATGATGAC 3’ ja reverse: 5> AATTCGTTGTCATACCAGGA
3.

Jokaisessa qPCR -reaktiossa oli lul templaattia (potilasniytteet laimennettiin 1:2,
solulinjat 1:50), 0,5 uM molempia alukkeita, 10ul Master Mixid (siséltda
polymeraasin, polymeraasin puskurin, DNTP:t, MgCl,:a, sekd SYBR Green -vérin) ja
lopputilavuus oli 20 pl. Reaktio-olosuhteet olivat: 95 °C x 15 min (kerran),

95 °Cx 155,58 °Cx25sja72 °Cx20s40 syklin ajan ja lopuksi sulamiskayr4.

Kvantitointi suoritettiin Relative Quantification (Roche) -ohjelmalla

Alukkeiden spesifisyys tarkistettiin sekd ajamalla PCR -tuote 1,5% geelille ettd
sekvensoimalla PCR -tuotteet. Sekvensointi suoritettiin ABI PRISM 310 genetic
Analyzer (Applied Biosystems) -laitteella kdyttden BigDye Terminator v.3.1 Cycle
Sequencing Kit:id (Applied Biosystems) ja sekvensoinnin tulokset tarkistettiin

BLAST -ohjelmalla (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).
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5. Tulokset

5.1 PTEN -ekspression kvantitatiivinen RT-PCR

Menetelmén spesifisyys osoitettiin MCF-7 -solulinjassa, jossa tunnetusti on normaalit
PTEN -alleelit. Tuloksena oli PCR -tuote, jonka sulamisldmpdtila oli 80 °C. Se
ajettiin geelille (kuva 5), josta puhdistettu tuote sekvensoitiin ja BLAST -haku
tietokannasta osoitti kyseessd olevan PTEN mRNA -sekvenssin. Jatkossa

sulamiskéyrdanalyyseissa vastaavan sulamisldmpdtilan omaava reaktiotuote katsottiin

spesifiseksi.

Kuva 5. 1. H;0, 2. JIMT-1, 3. MCF-7, 4. MDA-361, 5. MDA-361, genominen DNA,
6. H,O

Eturauhassydpésolulinjojen qPCR -tulokset on esitetty taulukossa 2. Niytteet ajettiin

my0s geelille (kuva 6), puhdistettiin ja sekvensoitiin.

Taulukko 2. Eturauhassyopésolulinjojen qPCR -tulokset

Solulinja PTEN -ekspressio
MCF-7 1,00
PC3 (tdydellinen deleetio) 0,00
LNCap (yhden alleelin deleetio) 0,08

DU145 (mahdollinen yhden alleelin deleetio) 0,65

¥ £
e L. o

Kuva 6. 1. PC3 1:25, 2. PC3 1:50, 3. LNCap 1:25, 4. LNCap 1:50, 5. DU145 1:25, 6.
DU145 1:50
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5.2 PTEN -ekspressio rintasyopipotilaiden jiileikenaytteissi

Potilasndytteistd ja solulinjoista eristetty RNA analysoitiin kvantitatiivisella PCR:114.
PCR onnistui 45/57 potilasndytteelld. PTEN ekspressiotasot vaihtelivat O:sta
moninkertaiseen verrattuna MCF-7 -solulinjaan. Kaikkien potilasnéytteiden tulokset

on esitetty taulukossa 3.

Taulukko 3. Potilasniiytteiden tulokset, MCF-7 = 1,00

Niytteet
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
PTEN -ekspressio 0,00 0,01 0,06 0,07 0,08 0,09 0,01 0,02 0,16 0,16
HER?2 -status neg neg neg neg pos neg neg neg neg  pos
PIK3CA -mutaatio neg neg neg neg pos pos * neg neg  pos
11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
PTEN -ekspressio 0,19 0,25 0,27 0,32 0,34 036 041 044 046 0,65
HER?2 -status neg pos pos pos neg pos pos pos  pos  pos
PIK3CA -mutaatio neg neg neg neg neg neg pos neg neg neg
21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
PTEN -ekspressio 0,88 1,04 1,10 1,14 1,24 1,34 1,41 1,55 1,67 1,83
HER?2 -status * neg neg neg neg neg neg pos neg  pos
PIK3CA -mutaatio neg pos neg neg neg * neg * pos  neg
31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
PTEN -ekspressio 1,88 1,90 222 2,96 3,18 3,52 396 795 49 58
HER?2 -status neg neg neg pos pos neg pos neg neg neg
PIK3CA -mutaatio pos neg neg * neg neg neg neg pos neg
41 42 43 44 45
PTEN -ekspressio 1509 4335 6518 2525407 8710768
HER?2 -status pos neg neg neg pos
PIK3CA -mutaatio neg neg neg neg neg

* = ei tiedossa

PTEN -ekspressio oli normaali tai kohonnut 24 niytteessd (53 %), eli PTEN:id
ekspressoitui saman verran tai enemmaén kuin MCF-7 soluissa. 19 néytteessa (42 %)
PTEN -ekspressio oli alentunut eli korkeintaan puolet MCF-7:n tasosta. Kuudessa

niytteessd (13,3 %) PTEN -ekspressiotaso oli sama tai alempi kuin LNCap -soluissa.

44 naytteen HER2 -status oli tiedossa. Ndistd 17 oli HER2 -positiivisia ja 27 HER2 -
negatiivisia. Tarkasteltaessa erikseen HER2:n suhteen positiivisten ja negatiivisten

niytteiden PTEN -ekspressiotasoja havaittiin, ettd HER2 -positiivisista ndytteistd 59
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%:ssa ekspressio oli korkeintaan puolet MCF-7:n ekspressiosta, kun HER2 -

negatiivisissa ndytteissi vastaava osuus oli 37 % (taulukko 4).

Taulukko 4. HER2 -status ja PTEN -ekspressiotaso potilasnéytteissi

PTEN -ekspressiotaso

0-0,5 0,51-1 1,01-
HER?2 -positiiviset n (%) 9 (53) 1 (6) 7(41)
HER2 -negatiiviset n (%) 10 (37) 0(0) 17(63)

8:ssa potilasndytteistd oli gain-of-function -mutaatio PIK3CA -geenissd. Niiden
niytteiden PTEN -ekspressiotasot vaihtelivat ja pienen ndytemédrdn vuoksi ei voida
tehdd mitddn johtopaitoksid PTEN -ekspressiotason ja PIK3CA -mutaation vilisestd
yhteydestid tdssd aineistossa. On kuitenkin huomionarvoista, ettd aineistossa oli myos
sellaisia ndytteitd, joissa oli seké alhainen (alle 10 % normaalista) PTEN -ekspressio

ettd PIK3CA -mutaatio.

5.3 PTEN -ekspressio rintasyopasolulinjoissa

Solulinjojen PTEN -ekspressiotasot on esitetty taulukossa 5. Kaksi solulinjaa, JIMT-1
ja MDA-361 tiedettiin trastutsumabi — resistenteiksi (Tanner ym., 2004). Molemmissa
ndissd solulinjoissa oli myds alhainen PTEN -ekspressio. Vastaavasti neljin
solulinjan, BT-474, SKBR-3, UACC-812 ja ZR-75-30, tiedettiin olevan herkkié
trastutsumabille (Tanner ym., 2004). Néistd kolmen solulinjan PTEN -ekspressiotaso
oli vahintdin yhtd korkea kuin MCF-7:n, ainoastaan SKBR-3:n PTEN -ekspressio oli

alhainen, noin kolmasosa kalibraattoriin verrattuna.

Taulukko 5. Solulinjojen qPCR — tulokset, MCF-7 = 1,00

Solulinja PTEN -ekspressiotaso Solulinja PTEN -ekspressiotaso

JIMT-1 0,00 MDA-453 1,06
MDA-361 0,00 UACC-812 1,49
EFM-192 0,10 MDA-157 2,59
SKBR-3 0,34 ZR-7530 3,74
UACC-893 0,34 BT-474 4,11
DU-4475 0,50 ZR-751 10,99

42



PIK3CA -mutaatio tiedettiin olevan viidessd solulinjassa (EFM-192, JIMT-1, MDA-
361, MDA-453 ja UACC-893). Ndiden PTEN -ekspressio havaittiin keskimédrin
alhaisemmaksi verrattuna solulinjoihin, joissa mutaatiota ei ole (BT-474, SKBR-3,

UACC-812 ja ZR-7530) (p=0,02).

5.4 PTEN -ekspressio rintasyopépotilaiden FFPE - niytteissa

RNA eristettiin 15 FFPE -ndytteestd. Yhden ndytteen kohdalla eristys epdonnistui,
joten qPCR:II4 analysoitiin 14 niytettd, joista yhdeksdstd saatiin monistettua seki
PTEN- ettd GAPDH -geenit. Yhdessdkdin néytteesséd ei todettu alentunutta PTEN -

ekspressiota. Tulokset on esitetty taulukossa 6.

Taulukko 6. FFPE -niiytteiden qPCR -tulokset

Ndyte PTEN - Ndyte PTEN -
ekspressiotaso ekspressiotaso
MCF-7 1,00 5 21,74
1 1,46 6 22,98
2 2,89 7 23,53
3 11,08 8 44,08
4 11,99 9 143,98
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6. Pohdinta

PTEN on tuumorisuppressorigeeni, jonka mutaatiot tai deleetiot ovat erittdin yleisid
syoOvissd. Rintasyovdssd kuitenkin mutaatioiden osuuden on todettu olevan pieni,
vaikka alentunutta ekspressiota on havaittu useissa tutkimuksissa (Cully ym., 2006,
Panigrahi ym., 2004). Muuttuneen ekspression taustalla voi olla geneettisten
vaihteluiden liséksi my0s useita muita mekanismeja, kuten muutoksia transkriptiossa
tai proteiinin stabiilisuudessa, proteiinin muokkauksessa tai eri proteiinien vélisissd
vuorovaikutuksissa. Né&itd muutoksia ei kuitenkaan havaita DNA:ta analysoimalla
vaan on tutkittava geenin ekspressiota RNA- tai proteiinitasolla. Epdnormaalin
PTEN:n toiminnan taustalla olevista mekanismeista tiedetdén jonkin verran, mutta
niiden méaréllistd osuutta ja siten merkitystd ei ole kovinkaan paljon tutkittu.
Alentuneen PTEN -tason on todettu olevan yhteydessd sekd huonoon ennusteeseen
(Depowski ym., 2001) ettd mahdollisesti myds trastutsumabiresistenssiin (Nagata

ym., 2004).

Tutkimuksen tarkoituksena oli méiérittdd kvantitatiivisesti PTEN -ekspressiotasoja
sekd potilasndytteistd ettd rintasyOpdsolulinjoista. Aikaisemmissa tutkimuksissa
ekspressiotasoja on maddritetty ldhinnd immunohistokemiallisesti (Panigrahi ym.,
2004). Immunohistokemian tulosten tulkitseminen on kuitenkin subjektiivista ja
riippuu mm. kidytetystd vasta-aineesta sekd kudosndytteen késittelystd. Julkaistuissa
toissd on verrattu syOpdsolujen PTEN -virjdytyvyyttd ja positiivisten solujen madria
normaalin  rintakudoksen  vastaaviin (Lee ym., 2004). Tistd syystd
immunohistokemiallisten tutkimusten tulokset eivdt useinkaan ole keskenddn
vertailukelpoisia. Pédtimme kehittid PTEN -ekspressiotasojen madrittdmiseen
kvantitatiivisen RT-PCR -assayn, koska kvantitatiivinen PCR on menetelména
toistettavampi ja tulokset saadaan ilman subjektiivista arviointia. Kéytdssd olevat
kvantitointimenetelmdt mahdollistavat myds ndytteiden laadusta ja teknisistd

tekijoistd johtuvan vaihtelun hallinnan.
Tulosten perusteella 46 %:ssa potilasnéytteistd oli jonkin verran alentunut PTEN -

ekspressio, mikd vastaa kirjallisuudessa proteiiniekspressiolle esitettyjd arvioita

Panigrahi ym., 2004). Niistd naytteistd 29 %:ssa PTEN -taso oli korkeintaan 10 %
g y y
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kalibraattorindytteen =~ PTEN  -tasoon verrattuna. Vaikka kyseessd olivat
kasvainnidytteet, niin niissd on todenndkoisesti mukana my0s pienid madrid
normaalikudosta. Téll6in ndmé hyvin alhaiset PTEN -ekspressiotasot saattavat olla
perdisin normaalikudoksesta ja kasvainkudoksessa ei vélttimdttd lainkaan
ekspressoidu PTEN:id. Tulokset olisivat saattaneet olla erilaisia, mikdli PTEN -
ekspressiota olisi médritetty my0s proteiinitasolla, koska mRNA -tason analyysissa ei

tule esiin proteiinin prosessointiin liittyvit héiriot.

Kvantitatiivisella PCR:11d analysoitiin my0s formaliinilla kiinnitetyistd ja parafiiniin
upotetuista rintasyopandytteisti eristettyd RNA:ta, joiden PTEN -tasot olivat melko
korkeita. Myos jddleikkeissd todettiin osin hyvin korkeita PTEN -ekspressiotasoja.
Immunohistokemiallisissa tutkimuksissa ei ole raportoitu vastaavaa, joten erittdin
korkeiden ekspressiotasojen merkityksesté ei tiedetd. Mahdollisesti kyseesséd voi olla

sekundiérinen muutos, jolla yritetddan hillitd PI3K-Akt -reitin aktiviteettia.

Sekd PTEN- ettd GAPDH -mRNA:n monistaminen epdonnistui 12 jiéleikendytteessé
ja 5 FFPE -ndytteessd. Jaileikendytteissd syynd on todennidkoéisesti epdonnistunut
RNA -eristys tai liian pieni RNA -pitoisuus. FFPE -ndytteissé RNA saattoi olla liian
hajonnutta, kédytettyjen alukkeiden monistamat DNA -alueet olivat tillaisille naytteille

melko pitkid, 164 bp ja 201 bp.

Tarkasteltaessa rintasyOpédndytteiden tuloksia havaittiin, ettd HER2 -positiivisissa
ndytteissd oli enemmin sellaisia joiden PTEN -taso oli matala kuin HER2 -
negatiivisissa. Aikaisemmissa potilasndytteilli tehdyissd tutkimuksissa nédiden
ilmididen vililld ei ole havaittu yhteyttd. Tulos ei kuitenkaan ole poikkeuksellinen,
koska solulinjoilla tehtyjen tutkimusten perusteella Akt — reitti on aktivoitunut HER2
-positiivisissa soluissa (Li ym., 2005, Longva ym., 2005) ja toisaalta tiedetdin, ettd

PTEN -aktiivisuuden viheneminen johtaa Akt — reitin aktiivisuuden lisdédntymiseen.

Rintasydpésolulinjoissa havaittiin, ettd niissd solulinjoissa joissa tiedettiin olevan
PIK3CA -mutaatio, myds PTEN -tasot olivat alhaisempia kuin soluissa joissa tata
mutaatiota ei ollut. Tastd aiheesta on olemassa yksi tutkimus, jossa verrattiin PTEN -
tasojen ja PIK3CA -mutaatioiden vélistd yhteyttd rintasydpédndytteissa ja todettiin, ettd

ne ovat toisensa poissulkevat (Saal ym., 2005). Kohtusyovéssd on kuitenkin havaittu
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ndiden kahden mutaation esiintymistd samoissa niytteissd sekd ettd PIK3CA -
mutaatiot olivat yleisempii niissa tapauksissa joissa oli myds PTEN -mutaatio (Oda
ym., 2005). Potilasnéytteistd oli PIK3CA -mutaatio vain 8 ndytteessd, joista puolessa
PTEN -ekspressiotaso oli alentunut. Naytemddrd on kuitenkin niin pieni, ettd timén
tuloksen perusteella ei voi tehdd mitddn johtopddatoksid ndiden muutosten

esiintymisestd samoissa kasvaimissa.
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7. Johtopaatokset

Tassd  tutkimuksessa  mdidritettiin ~ kvantitatiivisesti  potilasndytteiden  ja
rintasydpésolulinjojen PTEN -ekspressiotasoja. Tulosten perusteella 42 %:ssa
potilasndytteistd oli alentunut PTEN -ekspressio. Verrattaessa HER2 -positiivisten ja
negatiivisten ndytteiden PTEN -ekspressiota havaittiin, etti HER2 -positiivisista
useammassa naytteessd oli alentunut PTEN -ekspressio kuin HER2 -negatiivisissa.
Aineistossa oli my0s potilasnéytteitd, joissa oli sekd alentunut PTEN -ekspressio ettd
gain-of-function PIK3CA -mutaatio. RintasyOpasolulinjojen kohdalla havaittiin, ettd
niissd solulinjoissa joiden PTEN -ekspressio oli normaalia alhaisempi, oli myos

PIK3CA -mutaatioita ja ne olivat resistentteji trastutsumabille.

Alentuneen PTEN -ekspression taustalla voi olla hyvin monia eri tekijoitd kuten
geenin mutaatiot tai deleetiot, p53:n ekspression aleneminen tai geenin
promoottorialueen hypermetylaatio. Jatkossa olisikin tarpeellista tutkia 1&hemmin
ndiden osuutta alentuneeseen ekspressioon. Lisdksi tulisi suuremmalla aineistolla
selvittdd sitd, onko PTEN -ekspression alentuminen yleisempdd HER2 -positiivisissa
kasvaimissa ja esiintyykd PIK3CA -mutaatioita ja alentunutta PTEN -ekspressiota

samoissa kasvaimissa.

FFPE -néytteitd on analysoitava enemmaén ja niiden tuloksia verrattava vastaavista
jadleikendytteistd saatuihin tuloksiin menetelmén toimivuuden varmistamiseksi. FFPE
-aineistosta on tiedossa sekd ck5/14 -status ettd ennuste, joten niiden avulla voidaan
my0s tutkia sitd, onko PTEN -ekspressio alentunut basaalityypin kasvaimissa seki

verrata PTEN -ekspressiota ja hoitoennustetta.

Tétéd tutkimuslinjaa on tarkoitus jatkaa ja sisdllyttdd tdmén tutkimuksen tulokset vield

tekeilld olevien eksperimenttien liséksi vaitoskirjani toiseen osatyohon
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