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THVISTELMA

Mikro-RNA:t (miRNA:t) ovat lyhyitd, proteiinia koodaamattomia RNA-rakenteita, jotka toi-
mivat kohdekudoksesta riippuen joko kasvaimien kasvun hillitsijoing tai kiihdyttgjind. MiR-
200c kuuluu miR-200-perheeseen, ja se kayttaytyy eri tavalla rintasyopakudoksessa kuin ter-
veessa rintakudoksessa. MiR-200c hillitsee epiteelis-mesenkymaalista muuntumista (epithe-
lial - mesenchymal transition, EMT) ja estda solujen invaasiota ja migraatiota. Viimeaikaisten
tutkimusten mukaan miR-200c saatelee steroidihormonireseptorien eli progesteroni- ja estro-
geenireseptorien (PR ja ER) ilmentymistd. Tutkimuksessani selvitin miR-200c:n esiintyvyytta
ja toimintaa 172 rintasyOpandytteessd. Rintakudosnéytteet ovat osa Kuopion rintasydpépro-
jektia (Kuopio Breast Cancer Project, KBCP), jonka néytteet on Kkerétty vuosina 1990-1995.
Selvitin miR-200c:n ilmentymisen eri ndytteissa kvantitatiivisella polymeraasiketjureaktiolla
(QRT-PCR) ja vertasin madria kliinispatologisiin muuttujiin ja potilaiden elinajanennustee-
seen. Tuloksieni mukaan PR ja miR-200c ovat mahdollisia ennustetekijoitad syévan etenemi-
selle. Korkea miR-200c:n ilmentyminen liittyi huonompaan elinajanennusteeseen PR-
negatiivisissa syovissdé (n = 68) ja alhainen miR-200c:n ilmentyminen huonompaan
elinajanennusteeseen PR-positiivisissa syovissd (n = 86), (Coxin monimuuttuja-analyysi
kummastakin: P = 0,002 ja OR = 3,433 sekd P = 0,004 ja OR = 4,176). PR-negatiivisissa
syovissd korkea miR-200c:n ilmentyminen liittyi myds potilaan lyhyempaan uusiutumisva-
paaseen elinajanennusteeseen (relapse-free survival), (Coxin monimuuttuja-analyysilla P =
0,001 ja OR = 3,613), paikallisiin tai kaukaisiin sydévan uusiutumisiin (logistisella regressiolla
P = 0,006 ja OR = 3,965) ja kaukoetdpesékkeisiin (logistisella regressiolla P = 0,015 ja OR =
3,390). Loysin myos yhteyden korkean miR-200c:n ilmentymisen sekd huonosti erilaistunei-
den (gradus I11) ja alhaisen levinneisyysasteen kasvainten valilla (logistinen regressio huonos-
ti erilaistuneille sydville P = 0,002 ja OR = 2,791 ja korkean levinneisyysasteen syéville P =
0,035 ja OR =0,285).

Tuloksieni mukaan miR-200c:114 on ilmeinen merkitys rintasyovéssa. MiR-200c ja PR toimi-
vat hyvina ennustetekijoina elinajan arvioimisessa. Laajempia tutkimuksia tarvitaan kuitenkin
varmistamaan tulokseni, mutta tassakin mittakaavassa ne saattavat luoda pohjan uudelle tut-
kimuskohteelle eli PR:n s&atelemille miRNA-molekyyleille rintasyovassa.
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ABSTRACT IN ENGLISH

Micro-RNAs (miRNAs) are small, noncoding RNAs that act as tumor suppressors or onco-
genes. MiR-200c is a member of the miR-200 family; it is known to be dysregulated in inva-
sive breast carcinoma. MiR-200c inhibits the epithelial-mesenchymal transition and cell mi-
gration and invasion. Recent studies showed that miR-200c regulated steroid hormone recep-
tors, estrogen receptors (ER), and progesterone receptors (PR). The present study aimed to
detect miR-200c in 172 invasive breast carcinoma cases selected from a prospective cohort
enrolled in Kuopio, Eastern Finland, between 1990 and 1995. MiR-200c expression was de-
termined with relative g-PCR, and results were compared to clinicopathological variables and
patient outcome. | found that PR status combined with miR-200c expression was a significant
marker of outcome. High miR-200c expression was associated with reduced survival in PR-
negative cases (n = 68); low miR-200c expression indicated reduced survival in PR-positive
cases (n = 86) (Cox regression: P = 0.002, OR = 3.433; and P = 0.004, OR = 4.176, respec-
tively). In PR-negative cases, high miR-200c expression was associated with shortened re-
lapse-free survival (Cox regression: P = 0.001, OR = 3.613); increased local/distant recur-
rence (Logistic regression: P = 0.006, OR = 3.965); and more frequent distant metastasis (Lo-
gistic regression: P = 0.015, OR = 3.390). | also found that high grade and low stage tumors
were positively correlated with high miR-200c expression (Logistic regression for high grade
tumors: P =0.002, OR =2.791 and for high stage tumors: P = 0.035, OR = 0.285).

My results indicated that miR-200c may play a role in invasive breast carcinoma. Further-
more, miR-200c combined with PR status provided a refined predictor of outcome. In future,
a larger study is required to confirm our results. This data may provide a basis for new re-
search target — PR -regulated miRNAs in breast cancer.
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1. Johdanto

Rintasyopa voidaan jakaa eri alatyyppeihin sydvan ennusteeseen vaikuttavien biologisten ja
kliinisten muuttujien avulla [1-3]. Muuttujat selvitetddn immunohistokemiallisia tutkimus-
menetelmid kayttden jo syovan diagnosointivaiheessa. Ennusteeseen vaikuttavia muuttuija
ovat mm. estrogeenireseptorin (ER) ja progesteronireseptorin (PR) maarat, ihmisen epider-
maalisen kasvutekijareseptori 2:n (Her2) monistuma ja kasvaimen solujen jakautumisnopeu-
den kertova antigeeni Ki-67. K&yttden apuna naitd muuttujia, kuvantamista seka muita kliini-

Sié tietoja selvitetdén rintasyovan tarkempi diagnoosi ja suunnitellaan oikea hoito [4].

Steroidihormonien eli estrogeeni- ja progesteronihormonien on todettu liittyvan rintasyévan
syntyyn ja kasvuun. Viime aikoina tutkimuksissa on kiinnitetty huomiota hormonien vaiku-
tuksia vélittdvien hormonireseptorien ER:n ja PR:n sek&d mikro-RNA-molekyylien (miRNA)
valiseen yhteyteen syovissa. Hormonireseptorien on todettu sdatelevan miRNA-molekyyleja

[5,6].

MiRNA:t ovat pieni4, noin 19 - 24 emdasparia pitkid, proteiineja koodaamattomia RNA-
molekyyleja, jotka kiinnittyvat kohdemolekyylinsd lahetti-RNA:n 3’-p&ahén (3’-UTR) ja s&é&-
televat ndiden translaatiota proteiineiksi [7]. Tutkijat ovat loytdneet yhteyksia miRNA-
molekyylien ja sy6pakudoksen valilld&. MiRNA:t toimivat syopakudoksessa esimerkiksi syo-

van etenemisen hillitsijoing tai kiihdyttdjina [8-10].

MiRNA-molekyyleja on loydetty yli tuhat erilaista, mutta tassa tutkimuksessa tutkitaan miR-
200-perheeseen kuuluvaa miR-200c:t4. Samaan perheeseen kuuluvat liséksi miR-141, miR-
200b, miR-200a ja miR-429 [11]. Rintasydvassd miR-200-perhe yllapitéa epiteliaalista feno-
tyyppid ja véhentda epiteliaalis-mesenkymaalista muutosta (EMT) hillitseméalla transkrip-

tiotekijoitd ZEB1 ja ZEB2 [12-15]. Lisaksi miR-200-perhe hillitsee migraatioon liittyvien



geenien ilmentymistd kuten MSN, FN1 [16] ja WAVE3 [17] ja kiinnittyy aktiinia sdateleviin
proteiineihin FHOD1 ja PPM1F [18]. MiR-200c yll&pitad solun herkkyyttd anoikikselle kiin-
nittymalla TrkB:ta koodaavaan geeniin [16] sek& vaikuttaa apoptoosin kdynnistymiseen sééte-
lemalla FAP-1:t4 CD95:n valitykselld [19]. Eri rintasy0péatyypeissa miR-200-perhe ilmentyy
eri tavalla [20,21], esimerkiksi metastaattisessa rintasyovéssé sen ilmentyminen oli eréan tut-
kimuksen mukaan hiljentynyt [22]. MiR-200-perheen alhainen ilmentyminen liittyi myos
EMT:n transkriptiotekijoiden kohonneeseen maardan ja miR-200c-141:n lokuksen hyperme-

tylaatioon [22].

MiIRNA-molekyylien ilmentymiserot syovan ja normaalikudoksen valilla voivat osittain joh-
tua hormonireseptorien maaran vaihtelusta [6]. Useissa tutkimuksissa osoitetaan, ettd ER s&a-
telee miRNA-molekyyleja rintasydvassa [23-26], mutta myos PR vaikuttaa rintasyovan miR-

NA-molekyylien ilmentymiseen [27-31].

Tyodsséani tutkin miR-200c:n ilmentymistd ja rintasyopdpotilaiden ennustetta. Tutkimukseni
rintasy0pénéytteet ovat osa Kuopion rintasyopaprojektia, jonka aineisto kerattiin vuosina
1990 — 1995. Vertasin miR-200c:n ilmentymistd ja kliinispatologisia muuttujia potilaiden
ennusteeseen. Tuloksia analysoidessani totesin miR-200c:n ilmentymisen vaikuttavan syovan
uusiutumisvapaaseen elinajanennusteeseen (relapse-free survival) ja potilaiden rintasyopés-

pesifiseen elinajanennusteeseen PR-positiivisissa ja —negatiivisissa sy0Vvissa.



2. Aineisto ja menetelmat

2.1 Aineisto

Tutkimuksessa kaytettdvat rintasyopénaytteet ovat osa Kuopion rintasyopéprojektin (Kuopio
Breast Cancer Project, KBCP) aineistoa. Projektin 497 ndytettd on keratty Itd-Suomessa vuo-
sina 1990 — 1995 rintasyopépotilailta leikkauksen yhteydessd. Tutkimusryhmamme on jul-
kaissut tarkemmat tiedot KBCP:n néytteistad ja tutkimusasetelmista jo aiemmin [32,33]. Tut-
kimukseeni oli kaytettdvissa 172 rintasyopaprojektin naytetta. Aineisto oli valikoimaton enka

arvioinut tarvittavan aineiston maaraa etukateen voimalaskelmin.

Potilaiden keski-ika aineistossani oli diagnoosihetkelld 60,4 vuotta. Keskimaarainen seuranta-
aika oli helmikuuhun 2011 mennessé 9,7 vuotta vaihdellen valill4 0,10 ja 19,8 vuotta. Seuran-
ta-aikana potilaista 60 oli kuollut rintasyopéén, 59 potilasta oli menehtynyt muuhun syyhyn ja
53 potilasta oli elossa. Kesdkuussa 2013 selvitettiin potilaiden sairauden levinneisyys kauko-
ja lahietapesakkeisiin. Aineistoni potilaista 60 sairasti etdpesékkeista rintasy6paa ja heista
30:n syopé oli lahettanyt toisen, kolmannen tai neljannen linjan etdpesdkkeen. Tarkempaa

tietoa potilaista ja kasvaimista on taulukossa 1 ja liitetaulukossa S1.

Kuopion Rintasydpaprojektilla on 1t4&-Suomen yliopiston ja Kuopion yliopistollisen sairaalan
eettisen toimikunnan lupa (kirjalliset hyvaksynnat 1/1989 ja 61/2010). Jokainen potilas sali
seka suulliset ettd kirjalliset ohjeet tutkimuksesta ja allekirjoitti suostumuslomakkeen osallis-

tumisestaan.



2.2 Nukleiinihappoeristys ja kvantitatiivinen polymeraasiketjureaktio

Eristin RNA:n -70 °C:ssa sailytetyista tuorendytteista kayttamalla MirVana miRNA Isolation
Kit -reagensseja (Ambion, Austin, Texas, TX). Leikkasin tuorendytteistad noin 30 mg:n kokoi-

set palat, joista eristin totaali-RNA:n valmistajan ohjeiden mukaisesti.

Seuraavaksi valmistin komplementaari-DNA:n (cDNA) kaanteiskopioimalla 10 nanogram-
maa naytettd kayttden geenispesifisia alukkeita ~miR-200c:lle ja RNU48:lle.
Ké&anteiskopiointiin k&ytin TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit (Life Technolo-

gies, Grand Islands, NY) -reagensseja. Tassakin vélivaiheessa noudatin valmistajan ohjeita.

Taman jalkeen maaritin miR-200c:n ilmentymisen kvantitatiivisella polymeraasiketjureaktiol-
la (QRT-PCR) kayttden miR-200c:lle ja RNU48:lle TagMan MicroRNA Assay -alukkeita.
Suoritin PCR-reaktiot Mx3000 Real-Time PCR System gRT-PCR -laitteella (Life Technolo-
gies, Grand Islands, NY) valmistajan ohjeiden mukaan. Endogeenikontrollina kdytin valmis-

tajan suosittelemaa RNUA48:ta.

Madritin ensimmaisessd qRT-PCR -ajossa vakiokayrat miR-200c:lle ja RNU48:lle. Niiden
avulla varmistin reaktioiden toimivuuden hyvéksyttavalla tavalla. Laskin geenien suhteelliset
ilmentymistasot AACt —menetelmélld kayttden yhtaloissa jokaisen naytteen kolmen rinnak-
kaisen kynnyssyklin (threshold cycle, Ct) keskiarvoa. Kalibraattorindytteena qRT-PCR -
ajoissa kaytin benignia rintasyopéndytettd, jonka suhteelliseen ilmentymisarvoon (fold chan-
ge) rinnastin muiden néytteiden fold change —arvot. Suhteelliset ilmentymiset ovat néhtavilla

liitetaulukossa S2.

Seuraavaksi jaoin miR-200c:n eri naytteiden suhteelliset ilmentymismaérat kahteen ryhmaén
jatkoanalyyseja varten: (1) keskivertaisen ja korkean ilmentymisen ryhmé, jossa miR-200c:n

ilmentyminen oli korkeampi kuin miR-200c:n mediaani-ilmentyminen ja (2) alhaisen ilmen-
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tymisen ryhmé, jossa néytteiden miR-200c:n ilmentyminen oli alhaisempi kuin mediaani-

ilmentyminen.
2.3 Tilastoanalyysit

Laskin tilastoanalyysit Windowsin SPSS 19.0. -ohjelmalla (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
MiR-200c:n ilmentymismé&&ran vertaamiseen eri ryhmissa kaytin y2-yhteensopivuustestid ja
ilmentymisen ja kliinisten muuttujien vélisten yhteyksien selvittdmiseen kéytin logistista reg-
ressioanalyysié. Elinajanennusteen selvittdmiseen kaytin Kaplan-Meierin eloonjagamisanalyy-
sié ja sen testejd log-rank, Breslow sek& Tarone-Ware. Pdaatetapahtumaksi méaaritin rintasyo-
vastd aiheutuneen kuoleman. MiR-200c:n ilmentymisen ja rintasyovan elinajanennusteen
valisen yhteyden analysointiin kdytin Coxin monimuuttuja-analyysié. Tilastollisesti merkitse-

viné P-arvoina pidin arvoja, jotka olivat alle 0,05.
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3. Tulokset

3.1 Korkea miR-200c:n ilmentyminen liittyy huonosti erilaistuneisiin syopiin

Vertasin miR-200c:n ilmentymista kliinispatologisiin muuttujiin. MiR-200c:n korkea ilmen-

tyminen liittyi huonosti erilaistuneisiin syopiin (gradus I11), (P = 0,002, taulukko 1) ja alhai-

sen levinneisyysasteen syopiin (stage | ja stage 11), (P = 0,045, taulukko 1).

Taulukkol. Rintasyopéapotilaiden kliiniset tiedot yhdistettynd miR-200c:n ilmentymi-

seen.

miR-200c:n ilmentyminen®

Kliininen muuttuja n Alhainen Korkea P OR (95% CL)
ilmentyminen | ilmentyminen
(%) (%)

Ik& diagnoosihetkelld 0,17°

Alle 59 v. 85 38 (22,1) 47 (27,3)

Y1i 60 v. 87 48 (27,9) 39 (22,7)
Potilaan elossaolo 0,242°

Kuollut rintasy6péén 60 29 (16,9) 31 (18,0)

Kuollut, muu syy 59 35 (20,3) 24 (14,0

Elossa, ei uusimaa 46 20 (11,6) 26 (15,1)

Elossa, uusima 7 2(1,2) 5(2,9)
Histologinen erilaistumisaste 0,002°

ljall 10 63 (37,8) 43 (27,5) Ref.

Il 61 21 (12,6) 40 (24,0) 0,002 2,79 (1,45 -5,37)
Histologinen levinneisyys 0,045

I 44 21 (12,7) 23 (13,9) Ref.

I 10 45 (27,2) 55 (33,3) 0,762 | 1,116 (0,548 —2,272)

Il jalv 21 16 (9,7) 5 (3,0) 0,035 | 0,285 (0,089 — 0,915)
Histologinen tyyppi 0,254°

Duktaalinen 11 54 (32,3) 63 (37,7)

Lobulaarinen 31 19 (11,4) 12 (7,2)

Muu 19 11 (6,6) 8(4,8)
Estrogeenireseptori 0,866"

Negatiivinen 51 26 (15,7) 25 (15,0)

Positiivinen 11 57 (34,3) 58 (34,9)
Progesteronireseptori 0,21°
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Negatiivinen 72 40 (24,1) 32 (19,3)

Positiivinen 94 43 (25,9) 51 (30,7)

Her2:n monistuma 0,452°

Ei 13 67 (42,1) 66 (41,5)

Kylla 26 11 (6,9) 15 (9,4)
Triplanegatiivisuus 0,541°

Kylla 29 16 (9,3) 13 (7,6)

Ei 14 70 (40,7) 73 (42,4)

Paikallinen / kaukouusima 0,185"

Kylla 73 32 (18,7) 41 (24,0)

Ei 98 53 (31,0) 45 (26,3)
Primaarinen kaukoetépesake 0,337°

Kylla 60 27 (15,7) 33(19,2)

Ei 11 59 (34,3) 53 (30,8)
Luminaalityyppi A/ B 0,531°
Luminaali A (ER+, Her2-, PR+) | 10 49 (45,4) 51 (47,2)

Luminaali B (ER+, Her2+, PR-) | 8 3(2,8) 5 (46,3)

Lyhenteet: n = tapausten maaré, Ref = verrokkiryhma logistisessa regressioanalyysissa, p =
tapahtuman todennékdisyys, OR (95 % CI) = rintasydpaspesifisen kuoleman vetosuhde ja 95
%:n luottamusvali

#: Alhainen ja korkea miR-200c:n suhteellinen ilmentyminen mediaanijaon mukaan

b. ¥?— testin P-arvo, muut P-arvot logistisesta regressioanalyysisté (jalkimmainen tehty >
testissd merkitsevan tuloksen saaneille néytteille)

3.2 Alhainen miR-200c:n ilmentyminen kuvaa itsendisesti lyhytt4 elinajanen-
nustetta PR-positiivisissa naytteissé

Kaplan-Meierin eloonjadmisanalyysin mukaan alhainen miR-200c:n ilmentyminen PR-
positiivisilla syovilla (n = 94) viittaa lyhyeen elinajanennusteeseen (P = 0,003, kuvaaja 1A).
Tekemdssani Coxin monimuuttuja-analyysissé miR-200c osoittautui itsendiseksi tekijaksi
(kuvaaja 1B). Totesin myds imusolmukkeisiin levidmisen ja Her2:n monistuman maarén itse-
naisiksi tekijoiksi (P = 0,004 ja OR = 4,176, liitetaulukko S3). Havaitsin samansuuntaisen
yhteyden my0s naytteill, jotka olivat sek& PR- ettd ER-positiivisia (n = 88) Kaplan-Meierin

eloonjadmisanalyysissé (P = 0,013, liitekuvaaja S1).
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Kuvaaja 1. MiR-200c:n ilmentyminen ja rintasyopaspesifinen elinajanennuste PR-
positiivisissa syovissa. A) Kaplan-Meierin eloonjddmisanalyysi; B) Coxin monimuuttuja-
analyysi lisamuuttujinaan potilaan ikd diagnoosihetkelld, imusolmukkeet, kasvaimen koko,
histologinen tyyppi, Her2:n monistuma ja ER:n mé&aré. Lyhenteet: n = tapausten maaré, p =
tapahtuman todennakdisyys, OR (95 % CI) = rintasyopaspesifisen kuoleman vetosuhde ja 95
%:n luottamusvali Coxin monimuuttuja-analyysissé.

3.3 Korkea miR-200c:n ilmentyminen kuvaa itsendisesti lyhytta elinajanennus-
tetta ja lyhyempéé uusiutumisvapaata elinajanennustetta PR-negatiivisissa sy0-
Vissé

Totesin korkean miR-200c:n ilmentymisen liittyvén PR-negatiivisissa syovissa (n = 72) lyhy-
een elinajanennusteeseen Kaplan-Meierin eloonjadmisanalyysissa (P = 0,002, kuvaaja 2A).
Tulos pysyi merkitsevana myods Coxin monimuuttuja-analyysissad (P = 0,002, OR = 3,433,
kuvaaja 2B). Myos histologinen tyyppi, ER:n mééara ja tuumorin koko olivat itsenéisia tekijoi-

t4 Coxin monimuuttuja-analyysissé (liitetaulukko S4).
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Kuvaaja 2. MiR-200c:n ilmentyminen ja rintasyopaspesifinen elinajanennuste PR-
negatiivisissa syovissa. A) Kaplan-Meierin eloonjdgadmisanalyysi; B) Coxin monimuuttuja-
analyysi lisémuuttujinaan potilaan ik& diagnoosihetkelld, imusolmukkeet, kasvaimen koko,
histologinen tyyppi, Her2:n monistuma ja ER:n maara. Lyhenteet: n = tapausten maaré, p =
tapahtuman todennékdisyys, OR (95 % CI) = rintasydpaspesifisen kuoleman vetosuhde ja 95
%:n luottamusvali Coxin monimuuttuja-analyysissé.

PR-negatiivisia syopia oli aineistossani 72, joista 45 oli myds ER-negatiivisia. Tein Kaplan-
Meierin eloonjddmisanalyysin sekd PR- ettd ER-negatiivisille syoville tutkiakseni, vaikuttiko
ER:n maard tuloksiin. Naissékin tapauksissa korkea miR-200c:n ilmentyminen liittyi huo-
nompaan elinajanennusteeseen (P = 0,025, liitekuvaaja S2). Coxin monimuuttuja-analyysissa
laskelmat eivédt kuitenkaan yltdneet merkitsevalle tasolle toisin kuin pelk&stdédn PR-

negatiivisilla tuumoreilla.

Seuraavaksi vertasin miR-200c:n ilmentymistd uusiutumisvapaaseen elinajanennusteeseen
Kaplan-Meierin eloonjadmisanalyysilla. PR-negatiivisessa ryhmassa korkean miR-200c:n

ilmentymisen potilailla uusiutumisvapaa elinajanennuste oli huonompi kuin alhaisen miR-
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200c:n potilailla (P = 0,001, kuvaaja 3A). Tulos pysyi merkitsevand myds Coxin monimuut-

tuja-analyysissa (P = 0,001, OR = 3,613, kuvaaja 3B, liitetaulukko S5).
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Kuvaaja 3. MiR-200c:n ilmentyminen ja rintasyévan uusiutumisvapaa elinajanennuste
PR-negatiivisissa syovissa. A) Kaplan-Meierin eloonjgdmisanalyysi; B) Coxin monimuuttu-
ja-analyysi lisamuuttujinaan potilaan ik& diagnoosihetkelld, imusolmukkeet, kasvaimen koko,
histologinen tyyppi, Her2:n monistuma ja ER:n médard. Lyhenteet: n = tapausten maarg, p =
tapahtuman todennakaoisyys, OR (95 % CI) = rintasyOpaspesifisen kuoleman vetosuhde ja 95
%:n luottamusvali Coxin monimuuttuja-analyysissé.

Tutkin my6s, liittyikd miR-200c:n ilmentyminen paikallis- ja kaukouusiutumiin. PR-
negatiivisessa ryhmassa (n = 72) paikallis- tai kaukouusiutuneilla syovilla oli korkeampi miR-

200c:n ilmentyminen kuin uusiutumattomilla syovilla (P = 0,006, OR = 3,965).

Viimeiseksi selvitin, liittyikd miR-200c:n ilmentyminen rintasyévan kaukoetépesékkeisiin.
PR-negatiivisilla syovill, joilla oli kaukoetdpesakkeitd, miR-200c:n ilmentymismaaréat olivat

korkeampia kuin etapesékkeettomilla rintasyopatapauksilla (n = 72, P = 0,015, OR = 3,390).
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4. Pohdinta

Tutkimukseni on ensimmainen julkaistu tyo, joka yhdistéa rintasyopapotilaan elinajanennus-
teen ja miR-200c:n ilmentymisen kasvaimen PR:n mé&&rdaan. Tuloksieni mukaan syévan PR:n
maara liittyy oleellisesti siihen, miten miR-200c vaikuttaa potilaan jaljelld olevaan elinaikaan.
Totesin miR-200c:n korkean ilmentymisen ennustavan PR-negatiivisissa syovissa lyhyempéaa
jaljelld olevaa elinaikaa, kun taas PR-positiivisissa syovissa alhainen miR-200c:n ilmentymi-
nen on lyhyemman elinajan itsendinen ennustetekija. Vastaava tulos l6ytyi myds syovissa,
joka ovat sekd PR- ettd ER-positiivisia. PR-negatiivisissa syovissd korkea miR-200c:n ilmen-
tyminen liittyi my0s uusiutumisvapaaseen elinajanennusteeseen, paikallis- ja kaukouusiutu-
miin sek& kaukoetapesékkeisiin. Loydoksiéni voidaan mahdollisesti kayttad tulevaisuudessa

apuna sy6évan diagnostiikassa ja uusien hoitojen kehittelyssa.

4.1 MiRNA ja PR rintasy0véssa

ER ja PR liittyvat vahvasti rintasyopadn, mutta viela ei tarkkaan tiedetd, milld mekanismeilla
miRNA-molekyylit vaikuttavat syovéan syntyyn ja kehittymiseen. Erddn tutkimuksen mukaan
hormonireseptorien ja miRNA-molekyylien yhteydet liittyivat rintasyovan etenemiseen [34].
Moni tutkimusryhma on osoittanut, ettd ER saatelee miRNA-molekyylien ilmentymisté, mut-
ta vain harvat ryhmét ovat I0ytdneet PR:n s&atelemia miRNA-molekyylejd. MiR-200-

perheestd ja sen vaikutuksesta rintasyopaan ja PR:iin on julkaistu vain muutamia toita.

Ensimmaiseksi PR:n ja miRNA-molekyylien yhteys havaittiin naisen sukuelinkudoksissa [35-
39]. Myéhemmin PR:n osoitettiin sdatelevdn miRNA-molekyylejd myos rintasyovassa. Syn-
teettinen progestiini, medroksiprogesteroniasetaatti, hiljensi miR-16:n ja muiden miRNA-
molekyylien séételyé rintasyovan solulinjoissa [27]. MiR-200c:n m&ar& muuttui progestero-

nihoidon vaikutuksesta MCF10A-solulinjassa [28] ja miR-200-perheeseen kuuluvan miR-
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141:n ilmentyminen hiljentyi T47D-solulinjassa [30]. MiR-513a-5p on progestiinin saatelema
mMIiRNA, joka erdéssa tutkimuksessa séateli PR:n ilmentymista [30]. Lisaksi progestiinit hil-
jensivat miR-29:n esiintymistad hormonireseptoripositiivisessa rintasyovéssa [31]. Tutkimuk-
sissa on my0ds osoitettu miR-181:n ja miR-26a:n sitoutuvan PR:n 3’UTR:aan ja reagoivan
ER:n mé&ardan. Naiden miRNA-molekyylien séételyn hiljentyminen johti PR:n geenin tuotan-

non kasvamiseen [29].

Aiempien tutkimustulosten mukaisesti voidaan olettaa, ettd myds omassa aineistossani PR
séételee miR-200c:n ilmentymistd. MiR-200c kayttaytyi elinajanennusteen suhteen eri lailla
PR-negatiivisissa ja PR-positiivisissa syovissd. En kuitenkaan I0ytdnyt merkitsevid eroja
Kruskal-Wallisin testilla miR-200c:n ilmentymisessa PR-positiivisissa ja -negatiivisissa syo-

Vissa.

4.2 MiR-200c ja ER

PR-positiivisia syopétapauksia aineistossani oli 94, joista 88 oli my6ds ER-positiivisia. Estro-
geeni séételee PR:n toimintaa, joten PR ja ER toimivat yhdessd rintasyovassa [40,41]. Tein
Kaplan-Meierin eloonjagamisanalyysin myos ER-positiivisille syoville tutkiakseni miR-200c:n
ja elinajanennusteen vélistd yhteyttd tassd ryhmassa. Yllatykseksi yhteyttd miR-200c:n ja
elinajanennusteen Valilla ei 10ytynyt, vaikka potilasméara seka rintasyopaan kuolleiden maéara
olivat suhteellisen suuria (P = 0,259). MiR-200c:n ja elinajanennusteen valilla ei 16ytynyt

yhteyttd myoskaan ER-negatiivisten syopien ryhmassa.

4.3 Imusolmukemetastaasit

Syovén levidminen imusolmukkeisiin on yksi vahvimmista elinajanennusteen maarittajista.
Aineistoni PR-positiivisilla syovilla havaitsin imusolmukkeisiin levidmisen olevan tilastolli-

sesti merkitsevé elinajanennustetta kuvaava tekija. PR-negatiivisilla syovilla imusolmukkeet
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eivat kuitenkaan olleet merkitsevid Coxin monimuuttuja-analyysissé. PR-negatiivisissa syo-
vissa imusolmukkeisiin levinnyttd tautia oli mééarallisesti vahemman kuin PR-positiivisissa
syovissd, mika voi mahdollisesti selittda ristiriitaa yleisen tiedon ja tutkimustuloksieni vélill&.
Toisaalta PR-positiiviset syovét ovat yleensa myds ER-positiivisia ja niihin on kehitetty hyva
ja toimiva hoito. Naissa tapauksissa imusolmukkeisiin levidminen on useimmiten vahva huo-
non ennusteen merkki. Eteneminen kainalon imusolmukkeisiin ei vélttdmatta ole hor-
monireseptorinegatiivisissa tapauksissa yhtd merkittdva ennustetekija kuin reseptoripositiivi-
sissa tapauksissa, koska reseptorinegatiivisten syOpien ennuste on tdsmahoidon puuttuessa

heikompi.

4.4 Rintasyovan eri tyypit

Kahden aiemman tutkimuksen tulokset ovat samankaltaisia kuin omat tulokseni [42,43]. Néi-
den tutkimusten mukaan ER-positiivisissa syovissd PR:n maara jakaa rintasyovan hyvan (lu-
minaali A) ja huonon ennusteen (luminaali B) luokkiin [42,43]. Tutkimuksissa ei késitelty
miR-200c:t4. Valitettavasti en pystynyt itse vertaamaan tydsséni ER-positiivisten sydpien
elinajanennusteen eroja PR-statuksen mukaan. Aineistossani oli vain muutama ER-
positiivinen ja samalla PR-negatiivinen nédyte eli ldhes kaikki ndytteet olivat sekd ER- ettd
PR-positiivisia. Analyysieni mukaan ER- ja PR-positiivisilla syovilla on sama ennuste kuin
PR-positiivisilla syovilld. Molemmissa ryhmissa miR-200c:n ilmentyminen jakoi syovan pa-

remman ja huonomman ennusteen ryhmaan.

Geenitutkimuksissa on mééritetty nelja rintasyopéluokkaa: luminaali A, luminaali B, basaali-
tyyppinen (basal-like) ja Her2 -monistumapositiivinen [1,2]. Tutkimukseni aineistossa lumi-
naali B —luokan syopid oli vain 8 kappaletta, kun taas luminaali A —luokan kasvaimia oli 100
kappaletta. En loytanyt yhteyksid miR-200c:n ilmentymisen ja luminaalisten luokkien valill4

todennadkaisesti aineistoni liian pienen luminaali B -luokan ndytema&ran vuoksi. Syopanayt-

19



teisséni oli vain 29 kolmoisnegatiivista eli "triplanegatiivista” syopaa, joissa ei ole ER:a, PR:a
eikd Her2-monistumaa. Yhteyksid miR-200c:n kanssa ei 16ytynyt, silla reseptorinegatiivisten
syopien méaaré lienee liian pieni tilastoanalyyseihin.

4.5 MiRNA-molekyylien ilmentyminen vaihtelee erilaisen elinajanennusteen ja
uusiutumisriskin potilailla

SyoOpépotilaiden elinajanennusteen ja miRNA-molekyylien ilmentymisen vélilla on 16ydetty
yhteyksid useissa tutkimuksissa. Hepatosellulaarisessa maksasyovéassa korkeat miR-221:n ja
miR-21:n ilmentymiset liittyivat huonoon elinajanennusteeseen [44] ja korkeat miR-21:n ja
miR-200c:n ilmentymiset pienisoluisessa keuhkosydvassd huonoon elinajanennusteeseen
[45]. Epiteliaalisessa kohtusydvdssa miR-200c:n ilmentymisen avulla voitiin ennustaa
elinajan pituutta ja syovan uusiutumista [46]. Alhainen miR-429:n ilmentyminen liittyi koh-
tusyovéassa lyhyempéan uusiutumisvapaaseen elinajanennusteeseen [47]. MiR-200c:n korkea
ilmentyminen haimasy6véssd yhdistettiin parempaan elinajanennusteeseen [48], kun taas
kohdunrungon syovéssa korkea miR-205:n ilmentyminen liittyi huonoon elinajanennustee-

seen [49].

Toistaiseksi miR-200c:n ja rintasyovan elinajanennusteen yhdistavia tutkimuksia ei ole jul-
kaistu. VVoidaan ajatella, ettd alhainen miR-200c:n ilmentyminen johtaisi huonompaan ennus-
teeseen lisdantyneen migraation ja invaasion vuoksi. Hypoteesini pitdd paikkansa PR-
positiivisten rintasyopatapausten joukossa, mutta PR-negatiivisilla tapauksilla tulokset ovat
painvastaisia. Epaselvaa on, liittyykd ER:n maard aineistossani miR-200c:n erilaiseen vaiku-
tukseen PR-positiivisissa ja PR-negatiivisissa syovissé. Olisikin kiinnostavaa tarkastella ER-
negatiivisia ja PR-positiivisia syopid l&hemmin. Naméa syovéat ovat kuitenkin harvinaisempia
kuin ER-positiiviset ja PR-negatiiviset syovat eikd niitd ole aineistossani tarpeeksi jatko-

analyyseihin.
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Tulokseni valottivat myds miR-200c:n ilmentymisen ja PR:n vaikutusta syovan uusiutumis-
vapaaseen elinajanennusteeseen. PR-negatiivisessa rynméssa miR-200c:n korkea ilmentymi-
nen liittyi lyhyempadn uusiutumisvapaaseen elinaikaan. Tulos on samansuuntainen kuin 16y-
dokseni rintasydpaspesifisessa elinajanennusteessa PR-negatiivisissa tapauksissa. Tietddkseni

miR-200c:t4 ei ole liitetty rintasyévan uusimaan aiemmin.
4.6 MiR-200c korkean erilaistumisasteen rintasyovissa

Metaplastiset rintasyovét [14,22] ja v&hdklaudiiniset rintasyovat [22] sisdltavat tutkimusten
mukaan vahan miR-200-perheen geeneja. Eréén tutkimuksen havainnoissa ER-positiivisissa
rintasyovissd miR-200-perheen ilmentyminen on runsasta, kun taas Her2-positiivisissa ja
triplanegatiivisissa syovissa miR-200-perhe ilmentyy vain keskiverrosti [22]. Tulokseni poik-
kesivat edelld mainitun tutkimuksen aikaansaannoksista mahdollisesti Her2-positiivisten ja

kolmoisnegatiivisten ndytteiden pienen mééran vuoksi.

Cochranen julkaisussa havaittiin korkeita miR-200c-tasoja hyvin erilaistuneissa rintasyopalin-
joissa ja erittéin alhaisia miR-200c-tasoja huonosti erilaistuneissa syovissa [50]. Omassa ai-
neistossani taas korkeimmat miR-200c:n ilmentymiset 16ytyivat huonosti erilaistuneista, gra-
dus I1I:n syovistd. Tulos oli merkitsevd my6s kun aineisto jaettiin PR-positiivisiin ja PR-
negatiivisiin syopiin (PR-positiivisille syéville P = 0,001 ja PR-negatiivisille syoville P =
0,018). Erot tuloksien valilla johtuvat todenn&kdisesti siitd, ettd Cochranen aineiston naytteet
ovat rintasyopasolulinjojen soluja kun taas oma aineistoni koostuu oikeista rintasyopéanayt-

teistd, jotka ovat sekamuotoisempia kuin solulinjat.

Bockmeyerin tutkimuksen tuloksissa miR-200c:n ja miR-429:n ilmentymiset olivat hiljenty-
neet pahanlaatuisissa myoepitelioomissa mutta eivat basaalityyppisissé rintasyovissa [51].
Tutkijat paattelivat korkeiden miRNA-molekyylien ilmentymisten vakauttavan epiteliaalista

ilmiasua ja estavén invasiivista solujen kasvua. Oman tutkimukseni korkea miR-200c:n il-
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mentyminen gradus I11:n sy0vissa on ristiriidassa Bockmeyerin tulosten kanssa. Erot saattavat

johtua tutkimuksien erityyppisisté aineistoista.
4.7 MiRNA-molekyylien maaré vaihtelee kaukoetapesakkeissé

Yleensd potilailla, joiden syopa on l&ahettanyt kaukoetdpesakkeitd, on huonompi eloonjaami-
sen ennuste kuin etipesakkeettomilld potilailla. Erddssa tutkimuksessa miR-200c:n huomat-
tiin olevan yli-ilmentynyt kaukoetépesakkeissé verrattuna lahtokasvaimeen [52]. Omat ana-
lyysini osoittavat, ettd kaukometastasoineissa PR-negatiivisissa syovissd on enemman miR-
200c:ta kuin metastasoimattomissa syovissa. Liséksi korkeimman erilaistumisluokan (gradus
I11) syOpien miR-200c:n ilmentyminen on korkeampi niin koko aineistossa kuin PR-
negatiivisissa syovissakin. Vaikka tulokseni liittyvatkin ensi linjan kasvaimiin, ovat ne tiet-
tyyn pisteeseen asti yhtenevat edelld mainitun julkaisun tulosten kanssa. Voin paatelld omista
tuloksistani, ettd miR-200c:n ilmentymisen maara mahdollisesti kasvaa rintasyovén etenemi-
sen myoté ja liittyy etédpesédkkeiden muodostumiseen. Valitettavasti en loytanyt vahvistusta

hypoteesiin vertaamalla miR-200c:n ilmentymistd kasvaimen levinneisyysasteeseen.
4.8 MiR-200c, transkriptiotekijat ja geenien ilmentymisen saately

MiR-200c ja transkriptiotekijat ZEB1 ja ZEB2 saatelevat rintasydvassa toinen toisiaan kaan-
teisesti [12-14,53], mutta vastaavaa yhteyttd miR-200c:n ja ZEB1:n valilla ei 10ytynyt aineis-
tostani. Tarkemmat kuvaukset ZEB1:n tutkimusmenetelmistd ja immunohistokemiallisista
toista 16ytyvat tutkimusryhmamme aiemmasta julkaisusta [54]. Useat edelld mainitun yhtey-
den I6yténeet tutkijat kayttivat menetelmissadn kaupallisia solulinjoja mutta meidan tutkimus-
ryhmdmme arvioi ZEB1:n mddrdn immunohistokemiallisesti mikroskoopin avulla oikeista
rintasyopénaytteista. Erot aiempien I0ydosten ja havaintojeni valilla voidaan siten mahdolli-

sesti selittd eri menetelmillg, joita ZEB1:n m&&ran arvioimiseen on kaytetty.
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Kasvainnéytteissani oli pahanlaatuisten solujen joukossa mahdollisesti myds tavallisia rinta-
kudosoluja, joiden miR-200c:n ja ZEB1:n proteiini-ilmentymiset eronnevat pelkén kasvain-
kudoksen ilmentymisestd LOydokseni esittdénee miR-200c:n ilmentymistd ennemmin epiteli-
aalisen syovan mikroymparistossé kuin pahanlaatuisissa epiteelisoluissa, joihin aiemmat jul-

kaisut ovat keskittyneet.

Halusin seuraavaksi selvittdd teoreettisesti, mink& geenin ilmentymistd miR-200c mahdolli-
sesti sadtelee. Kayttamalla Targetscan-sovellusta [55] huomasin Cyplbl:n olevan miR-
200c:n kohdegeeni. KEGG-sovelluksen [56] avulla totesin Cyplbl:n liittyvan myos steroidi-
hormonien biosynteesiin. Loydosten perusteella miR-200c saattaa vaikuttaa steroidihormoni-
en biosynteesissa geenitasolla ja taten selittdd PR:n ja miR-200c:n vastavuoroisuutta ana-

lyyseissani.

Yhteenvetona totean korkean miR-200c:n ilmentymisen olevan invasiivista rintasyopaa sai-
rastavien potilaiden elinajanennusteen itsendinen tekija. Lisdksi korkea miR-200c:n ilmenty-
minen liittyy huonosti erilaistuneisiin syopiin. MiR-200c:n kayttaytyminen riippui PR:n maa-
rastd. PR-negatiivisissa syovissd korkea miR-200c:n ilmentyminen ennakoi uusimisriskia,
lyhyttd elinajanennustetta ja kaukoetapesékkeitd. MiR-200c:n ilmentyminen saattaa siis olla
rintasyovan etenemisen ennustetekijé ja PR:n merkitys rintasyovassa voi olla luultua suurem-
pi. Laajempia kliinisi& tutkimuksia moninkertaisine ndytemadrineen tarvitaan varmentamaan

miR-200c:n ja PR:n tdrkeys rintasyovén sairastumisriskissd, diagnoosissa ja ennusteessa.
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6. Liitteet

6.1. Liitetaulukot

Liitetaulukko S1. Kasvainaineiston kliiniset piirteet

Kliininen muuttuja n
Yhteensé 172
Ik& diagnoosihetkelld

Alle 59 v. 85
Y1i 60 v. 87
Ei tiedossa 0
Potilaan elossaolo
Kuollut rintasy6paan 60
Kuollut, muu syy 59
Elossa, ei uusimaa 46
Elossa, uusima 7
Ei tiedossa 0
Paikallinen / kaukouusima
Kylla 73
Ei 98
Ei tiedossa 1
Histologinen erilaistumisaste
ljall 106
I 61
Ei tiedossa 5}
Histologinen levinneisyys
I 44
I 100
Il and IV 21
Ei tiedossa 7
Histologinen tyyppi
Duktaalinen 117
Lobulaarinen 31
Muu 19
Ei tiedossa 5}
Estrogeenireseptori
Negatiivinen 51
Positiivinen 115
Ei tiedossa 6
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Progesteronireseptori

Negatiivinen 72

Positiivinen 94

Ei tiedossa 6
Her2:n monistuma

Ei 133

Kylla 26

Ei tiedossa 13
Triplenegatiivisuus

Kylla 29

Ei 143

Ei tiedossa 0
Luminaalityyppi A/ B

Luminaali A (ER+, Her2- ja PR+) 100

Luminaali B (ER+, Her2+ ja PR-) 8

Ei tiedossa 64
Primaarinen kaukoetépesake

Kylla 60

Ei 112

Ei tiedossa 0

Lyhenteet: n = tapausten méaaré
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Liitetaulukko S2. MiR-200c:n ilmentymisen suhteelliset arvot

Potilasnumero

Kerroinluku eli fold change

1 0,042
2 0,095
3 0,113
4 1,305
5 0,044
6 0,097
7 0,288
8 7,561
9 0,488
10 0,322
11 0,342
12 0,749
13 2,642
14 0,318
15 0,267
16 9,213
17 0,476
18 0,811
19 0,385
20 1,122
21 0,111
22 0,206
23 1,082
24 2,845
25 0,118
26 0,054
27 0,166
28 0,155
29 0,165
30 0,166
31 0,098
32 0,195
33 0,132
34 0,091
35 0,165
36 0,184
37 0,183
38 0,113
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39 0,155
40 0,181
41 1,994
42 0,369
43 0,238
44 0,830
45 0,538
46 0,689
47 1,325
48 1,870
49 3,287
50 0,772
51 0,237
52 1,549
53 0,380
54 0,372
55 0,145
56 0,604
57 0,265
58 0,442
59 0,147
60 0,130
61 0,358
62 0,149
63 0,894
64 0,384
65 0,272
66 0,166
67 0,160
68 0,469
69 0,517
70 0,287
71 0,207
72 0,265
73 0,493
74 0,020
75 0,109
76 0,122
77 0,048
78 0,091
79 0,667
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80 0,175
81 0,108
82 0,097
83 0,091
84 0,039
85 0,105
86 0,090
87 0,000
88 4,279
89 0,091
90 0,075
91 0,259
92 3,946
93 kalibraattori 1,016
94 0,064
95 0,083
96 0,077
97 0,059
98 0,080
99 0,108
100 0,006
101 0,121
102 0,135
103 0,095
104 0,062
105 2,589
106 0,083
107 0,133
108 0,054
109 0,254
110 24,190
111 0,380
112 0,405
113 0,943
114 2,195
115 2,978
116 0,444
117 0,313
118 0,800
119 0,360
120 0,268
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121 0,155
122 0,171
123 0,580
124 0,706
125 0,133
126 0,175
127 0,039
128 0,253
129 0,142
130 0,095
131 0,183
132 0,121
133 0,168
134 0,114
135 0,187
136 0,626
137 0,224
138 0,221
139 0,327
140 0,184
141 0,582
142 0,604
143 0,432
144 0,452
145 0,465
146 0,011
147 0,242
148 0,336
149 0,372
150 0,391
151 1,472
152 1,183
153 0,523
154 0,495
155 0,812
156 0,065
157 1,703
158 0,695
159 0,759
160 0,645
161 0,957
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162 0,781
163 0,509
164 0,355
165 0,752
166 1,638
167 0,664
168 2,787
169 0,407
170 0,506
171 0,300
172 0,744
173 0,824
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Liitetaulukko S3. Rintasyopéaspesifisen elinajanennusteen Coxin monimuuttuja-analyysi
ja kliinispatologiset muuttujat PR-positiivisissa syovissa.

Kliininen muuttuja n B Wald OR (95% CI) P

Ik& diagnoosihetkelld

Alle 59 v. 39 0,152
Y1i 60 v. 47 Ref.

Tauti imusolmukkeissa
Ei 54 Ref.

Kylla 32 1,04 5630 | 2,82(1,20-6,62) 0,018

Kasvaimen koko 0,462
T1 36 Ref.

T2 46 0,215
T3jaT4 4 0,579

MiR-200c:n ilmentyminen?

Alhainen 37 1,43 8,430 | 4,18 (1,59 -10,96) 0,004
Korkea 49 Ref.

Histologinen tyyppi 0,107
Duktaalinen 63 0,102
Lobulaarinen 14 0,039
Muu 9 Ref.

Estrogeenireseptori
Negatiivinen 5 0,654
Positiivinen 81 Ref.

Her2:n monistuma
Ei 79 Ref.

Kylla 7 -2,37 | 15,50 | 0,094 (0,030 -0,30) | 0,000

Lyhenteet: n = tapausten maaré, B = kerroin, Wald = kertoimen tarkeys, Ref = verrokkiryh-
ma, OR (95 % CI) = vetosuhde ja 95 %:n luottamusvali, p = tapahtuman todenndkaisyys.
Lisdmuuttujina toimivat potilaan ikd, imusolmukkeet, kasvaimen koko, histologinen tyyppi,
Her2:n monistuma ja ER:n méara.

% Korkea ja alhainen miR-200c:n ilmentyminen jaoteltuna mediaanin mukaan.

36



Liitetaulukko S4. Rintasyopaspesifisen elinajanennusteen Coxin monimuuttuja-analyysi
ja kliinispatologiset muuttujat PR-negatiivisissa syovissa

Kliininen muuttuja n B | Wald OR (95 % CI) P
Ik& diagnoosihetkelld
Alle 59 v. 37 0,856
Y1i 60 v. 31 Ref.
Tauti imusolmukkeissa
Ei 36 Ref.
Kylla 32 0,408
Kasvaimen koko 0,004
T1 21 Ref.
T2 36 | 0,04 | 0,007 1,04 (0,40 —2,71) 0,932
T3jaT4 11 | 1,66 | 8,29 5,27 (1,70 - 16,32) 0,004
MiR-200c:n ilmentyminen?
Alhainen 38 Ref.
Korkea 30 | 1,23 | 941 3,43 (1,56 - 7,55) 0,002
Histologinen tyyppi 0,015
Duktaalinen 48 | 2,11 | 4,09 8,26 (1,07 - 63,93) 0,043
Lobulaarinen 11 | 3,07 | 7,37 | 21,61(2,35-198,80) | 0,007
Muu 9 Ref.
Estrogeenireseptori
Negatiivinen 43 1 0,88 | 3,86 2,42 (1,00 -5,83) 0,049
Positiivinen 25 Ref.
Her2:n monistuma
Ei 50 0,283
Kylla 18 Ref.

Lyhenteet: n = tapausten méaré, B = kerroin, Wald = kertoimen téarkeys, Ref = verrokkiryh-
mé&, OR (95 % CI) = vetosuhde ja 95 %:n luottamusvali, p = tapahtuman todennakoisyys.
Lisdmuuttujina toimivat potilaan ikd, imusolmukkeet, kasvaimen koko, histologinen tyyppi,
Her2:n monistuma ja ER:n maaré.

% Korkea ja alhainen miR-200c:n ilmentyminen jaoteltuna mediaanin mukaan.
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Liitetaulukko S5. Uusimavapaan elinajanennusteen Coxin monimuuttuja-analyysi ja
kliinispatologiset muuttujat PR-negatiivisissa syovissa.

Kliininen muuttuja n B | Wald OR (95% CI) P
Ik& diagnoosihetkelld
Alle 59 v. 37 0.609
Y1i 60 v. 31 Ref.
Tauti imusolmukkeissa 0.371
Ei 36 Ref.
Kylla 32
Kasvaimen koko 0.013
T1 21 Ref.
T2 36 | 0.03 | 0.006 1.04 (0.42 — 2.55) 0.936
T3jaT4 11 | 1.39 | 6.17 4.01 (1.34 - 12.02) 0.013
MiR-200c:n ilmentyminen?
Alhainen 38 Ref.
Korkea 30 | 1.29 | 10.85 3.61 (1.68 — 7.76) 0.001
Histologinen tyyppi 0.088
Duktaalinen 48 | 2.03 | 3.84 7.62 (1.00 — 58.04) 0.050
Lobulaarinen 11 | 242 | 4.84 11.20 (1.30 - 96.33) 0.028
Muu 9 Ref.
Estrogeenireseptori 0.155
Negatiivinen 43
Positiivinen 25 Ref.
Her2:n monistuma 0.992
Ei 50
Kylla 18 Ref.

Lyhenteet: n = tapausten méaré, B = kerroin, Wald = kertoimen téarkeys, Ref = verrokkiryh-
mé, OR (95 % CI) = vetosuhde ja 95 %:n luottamusvali, p = tapahtuman todenndkaisyys.
Lisdmuuttujina toimivat potilaan ikd, imusolmukkeet, kasvaimen koko, histologinen tyyppi,
Her2:n monistuma ja ER:n méara.

% Korkea ja alhainen miR-200c:n ilmentyminen jaoteltuna mediaanin mukaan.



6.2 Liitekuvaajat

Liitekuvaaja S1. Kaplan-Meierin eloonjadmisanalyysi miR-200c:n ilmentymisesta ja
rintasyévan elinajanennusteesta PR- ja ER-positiivisissa sydvissa. Lyhenteet: n = tapaus-
ten maard, p = tapahtuman todenndkoisyys.
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Liitekuvaaja S2. Kaplan-Meierin eloonjagamisanalyysi miR-200c:n ilmentymisesta ja

rintasyévan elinajanennusteesta PR- ja ER-negatiivisissa syovissa. Lyhenteet: n = tapaus-
ten maard, p = tapahtuman todenndkoisyys.
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