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THVISTELMA

Rintasyopd on teollistuneissa maissa naisten yleisin syopd. Suomessa jopa joka
yhdeksés nainen sairastuu rintasyopéaan. (Suomen SyoOpérekisteri, 2011). Rintasyovén
kehittymiseen vaikuttavat monet tekijat, kuten ik&, vaihdevuosien jalkeinen ylipaino,
tupakointi ja alkoholin suurkulutus seké ionisoiva sateily ja karsinogeenit (Trichopoulos
ym., 1972, MacMahon ym., 1982, Garfinkel ym., 1988, Howe & Mclaughlin 1996,
Smith-Warner ym., 1998, Preston ym., 2002, Huovinen & Mustajoki, 2007, Suzuki ym.
2009, Suomen Syopérekisteri, 2011). Lisaksi rintasyOpériskin suuruuteen vaikuttavat
perinndlliset tekijat (Claus ym., 1996). Perinnélliseen riskiin liittyen on I6ydetty geenejé
(BRCAL ja BRCA?2), jotka lisdavat rintasyopéaén sairastumisriskia (Hall ym., 1990, Miki
ym., 1994, Wooster ym., 1994, Wooster ym., 1995). Lisdksi on l6ydetty my0ds geeneja,
jotka on liitetty kohtalaiseen rintasyopériskiin (ATM, BRIP1, PALB2, CHEK2) (Pharoah
ym., 2008) sekd matalan riskin geenejd, jotka aiheuttavat yhdessd muiden matalan riskin
geenien ja ymparistotekijoiden kanssa rintasyopad (Lichtenstein ym., 2000, Pharoah
ym., 2002). Talla hetkelld tunnetut geneettiset tekijat, mukaan lukien korkean riskin
aiheuttavat geenit, selittavat alle 30 % rintasyovan geneettisesta riskista (Fletcher &
Houlston, 2010, Zhang ym., 2011). Lisatutkimuksia tarvitaan, koska geneettiseen riskiin
liittyvié tekijoita lienee vield tunnistamatta.

Tassa Pro Gradu -tutkimuksessa haluttiin selvittaa liittyvatk6 hCSE1L/CAS- ja HUS1-
geenien  polymorfismit  rintasyopariskiin.  Polymorfismien (single nucleotide
polymorphism, SNP) genotyypit madritettiin RT-PCR TagMan-menetelmélld ja
yhteytta rintasyopariskiin  tutkittiin vertailemalla ~ genotyyppifrekvensseja
rintasyopapotilaiden ja verrokkihenkildiden valilla kayttden tilastollisia menetelmié.
RintasyOpaad sairastavilta tutkittiin myods genotyypin ja kliinispatologisten tekijoiden
yhteytta x*-testilla.

Tutkimuksessa l0ydettiin HUS1-geenin polymorfismeilla rs1056663 (p-arvo 0,005)
seké rs2242479 (p-arvo 0,011) yhteys rintasydpariskiin. HUS1-geenin polymorfismeilla
rs1056663, rs2242479 seka rs3176564 huomattiin olevan yhteys HER2:een (p-arvot
jarjestyksessa: p=0,005, p=0,002, p=0,001). HUS1-geenin polymorfismilla rs3176582
(p=0,049) ja CSE1L-geenin polymorfismeilla rs8118101 (p=0,045) seka rs8118101 (p-
arvo=0,049) huomattiin olevan yhteys levinneisyysasteeseen. Mutta sitd miten HUS1-
geeni vaikuttaa rintasyopariskiin, ei tiedetd tdman tutkimuksen perusteella. CSE1L-
geenilla ei huomattu olevan yhteyttd rintasyopériskiin. On mahdollista ettd, HER2-
positiivisia naytteita oli testeissa lilan vahén luotettavan tuloksen saamiseksi. Myds
levinneisyysaste madrityksissa harvinaista alleelia oli véahan, jolloin tulosten
luotettavuus saattaa karsid, ja ndin ollen ei tiedetd onko CSE1L-geenin polymorfismien
yhteys levinneisyysasteeseen oikea.



Esipuhe

Tama Pro Gradu -ty on jakautunut ajallisesti eri kokonaisuuksiin, joista tarkeimmét
ovat olleet kliininen vaihe laboratoriossa seka kirjoittamisjaksot. Kirjoittamisjaksot ovat
jakautuneet usealle vuodelle erindisten henkilokohtaisten tapahtumien vuoksi, jolloin ei
ole jaksanut ajatella ollenkaan tdman tyon Kirjoittamista, mutta kuten sanonta kuuluu:
vaikeuksien kautta voittoon. T&ssé tdma tyo nyt on valmiina monta vuotta aloittamisen

jalkeen.

Haluaisin kiittad kaikkia, jotka ovat olleet tukemassa minua téssa Pro Gradu -tyon
tekemisvaiheessa. Erityiset Kiitokset ohjaajilleni Marialle, Jaanalle ja Artolle, seka
Mikolle, joka loppuvaiheessa tuli Marian tilalle. Lisdksi haluaisin Kkiittdd koko
patologian laitoksen henkilokuntaa arvokkaista tiedoista ja avusta tyon tekemisen
aikana, erityisesti haluaisin kiittdd Eijaa laboratorion kéyttéon liittyvien asioiden
neuvomisessa. Haluaisin kiittdd my6s Catarinaa vertaistuesta tyon kliinisen vaiheen
aikana seké kirjoittamisprosessin alkuvaiheen hankaluuksien selvittelyssa. Erityiset
kiitokset haluan osoittaa perheelleni; Viljamille, lapsilleni, vanhemmilleni seka kaikille
ystavilleni, jotka ovat tukeneet ja kannustaneet minua koko prosessin ajan ja jaksaneet

vakuutella tyén valmistumisen puolesta.
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1. JOHDANTO

Rintasyopd on teollistuneissa maissa naisten yleisin syopd. Suomessa jopa joka
yhdeksas nainen sairastuu rintasyopéaéan. (Suomen Syoparekisteri, 2011).

Rintasyovan kehittymiseen vaikuttavat monet tekijat. 1an myota rintasyopariski kasvaa
ja myos pitkd hedelmallinen ik& lisdd riskid sairastua (Trichopoulos ym., 1972,
MacMahon ym., 1982, Huovinen & Mustajoki, 2007, Suomen Sy0pérekisteri, 2011).
Vaihdevuosien jalkeinen merkittdva ylipaino seké tupakointi ja alkoholin suurkulutus
ovat rintasyovan sairastumisriskia lisdavia tekijoitd. lonisoiva séteily ja karsinogeenit
aiheuttavat perimdan mutaatioita ja siten lisdavat syopariskia. (Garfinkel ym., 1988,
Howe & Mclaughlin 1996, Smith-Warner ym., 1998, Preston ym., 2002, Suzuki ym.
2009).

Yleisten (ympdriston) riskitekijoiden lisdksi rintasy0pédan sairastumiseen vaikuttavat
perinndlliset tekijat (Claus ym., 1996). On I6ydetty geeneja, jotka lisaavét rintasyépaan
sairastumisriskid, kuten BRCA1 ja BRCA2 (Hall ym., 1990, Miki ym., 1994, Wooster
ym., 1994, Wooster ym., 1995). BRCA1- ja BRCA-geenien mutaatiot selittdvét noin 2-3
% kaikista rintasyopatapauksista (Ford ym., 1995, Newman ym., 1997). Kohtalaisen
riskin geenit (ATM, BRIP1, PALB2, CHEK?2) selittdvét yhdessa noin 1 % periytyvista
rintasyovistd (Pharoah ym., 2008). Liséksi on matalan riskin geeneja, jotka aiheuttavat
yhdessd muiden matalan riskin geenien ja ympéristotekijoiden kanssa rintasyopaa
(Lichtenstein ym., 2000, Pharoah ym., 2002). Talla hetkell& tunnetut geneettiset tekijat,
mukaan lukien korkean riskin aiheuttavat geenit, selittdavat alle 30 % rintasydvan
geneettisesta riskista (Fletcher & Houlston, 2010, Zhang ym., 2011). Geneettiseen

riskiin liittyvia tekijoita lienee vield tunnistamatta ja lisatutkimuksia tarvitaan.

Tassa tutkimuksessa haluttiin selvittda liittyvatkd hCSE1L/CAS- ja HUS1-geenien
polymorfismit rintasy6pariskiin. Polymorfismit (single nucleotide polymorphism, SNP)
genotyypattiin RT-PCR TagMan-menetelmélld ja yhteytta rintasyopériskiin tutkittiin
vertailemalla genotyyppifrekvensseja rintasyopépotilaiden ja verrokkihenkildiden
vélilla kayttden tilastollisia menetelmid. Rintasy0pééd sairastavilta tutkittiin myods

genotyypin ja kliinispatologisten tekijoiden yhteytti x*-testilla.



2. KIRJALLISUUSKATSAUS

2.1 Rintasy6pa

2.1.1 Rintasyo6van esiintyvyys

Rintasyopa on teollistuneissa maissa, kuten myds Suomessa, naisten yleisin syépa (kuva
1). Suomessa noin joka yhdeksds nainen sairastuu jossakin eldméansd vaiheessa
rintasyopéan. Rintasyopakuolleisuus on kuitenkin alentunut 1950-luvulta nykyaikaan
asti. Kuolleisuuden véhenemiseen on mahdollisesti syynd varhaisemman vaiheen
diagnoosi, mammografiaseulontojen tekeminen yli viidenkymmenen vuoden ikaisille
naisille ja parempien hoitomenetelmien kehittyminen. Sit4 vastoin uusien
rintasyOpétapausten esiintyminen on merkittavasti lisdantynyt. Vuosien 1960-1964
vélilla on ollut keskimdarin 779 rintasyopétapausta vuodessa, kun taas talld hetkella

vuosittain todetaan jo lahes 4500 uutta tapausta. (Suomen Syopérekisteri, 2011).

Rintasyopdd esiintyy sekd miehilld ettd naisilla, mutta miehilld se on erittdin
harvinainen (National Cancer Institute, 2011). Rintasydvan esiintyvyys oli Suomessa
vuonna 2009 naisilla 4474, joka oli 32,5 % kaikista naisten syopétapauksista (13781
tapausta) ja miehilld rintasyopétapauksia oli 26, joka oli 0,18 % Kkaikista miesten
syOpatapauksista (14728 tapausta) (kuva 2). Kuopion Y liopistollisen sairaalan piirissa
rintasyovan esiintyvyys oli vuonna 2009 705, joka oli 32,4 % kaikista naisten

syOpéatapauksista Itd-Suomessa (2174 tapausta). (Suomen Syoparekisteri, 2011).
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Kuva 1. Naisten yleisimpien uusien sydpétapausten lukumaérat, sekd yleisimpien sydpien mennyt ja
ennustettu trendi. (Sydparekisteri, 2012).
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Kuva 2. Rintasydvan esiintyvyys Suomessa ikévakioituna /100 000. (Syopajarjestot, 2012).

Rintasyopd on Suomessa naisten yleisin syopékuolemien syy. Rintasydpakuolleisuus
koko Suomessa oli vuonna 2009 naisilla 821, joka oli 15,6 % Kkaikista naisten
syopakuolemista (5255 kuolemantapausta) (kuva 3). Rintasyovan eloonjadmisennuste
on kuitenkin hyva; vuosina 2007-2009 mitatut eloonjaé@misluvut olivat yhden vuoden

jalkeen 97 % ja viiden vuoden jalkeen 89 %. (Suomen Syoparekisteri, 2011).
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Kuva 3. Rintasydpakuolleisuus Suomessa ikévakioituna /100 000. (Syopéjarjestot, 2012).

2.1.2 Yleiset riskitekijat

Rintasyovan riski kasvaa 25. ikdvuoden jalkeen. Suomessa noin neljasosa tapauksista
on 25-49-vuotiailla, neljasosa on 50-59-vuotiailla ja noin puolet sydpatapauksista
todetaan yli 60-vuotiailla (kuva 4) (Suomen Syopérekisteri, 2011).
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Kuva 4. Rintasydvan ilmaantuvuus eri ikdaryhmissa. (Syopéajarjestét, 2012).

Hormonaaliset tekijat vaikuttavat rintasyévan syntyyn ja ovat tunnetuimpia
riskitekijoitd. Estrogeeneilla on tarked rooli rintasydvan synnyssa ja elinikdinen
estrogeenialtistus liittyy rintasyopériskiin; kuukautisten alkaminen varhaisessa iassa,
sekd lapsettomuus tai ensimmainen synnytys yli 30-vuotiaana, véhdinen imetyksen
madard, myohaisella ialla alkavat vaihdevuodet, vaihdevuosi-ian jalkeinen ylipaino; yli
30 painoindeksi lisaa riskia noin 30 %, ehkaisytablettien pitkaaikainen kéaytto seké yli 5
vuotta kestdvd hormonikorvaushoito vaihdevuosi-ian jalkeen lisadvat riskia sairastua
rintasyopaan, koska ne lisadvat kehon altistusta estrogeeneille (Trichopoulos ym., 1972,
MacMahon ym., 1982, Layde ym., 1989, Ewertz ym. 1990, Folsom ym., 1990, Hunter
& Willet, 1993, Kelsey ym., 1993, Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast
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Cancer, 1996, Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer, 1997,
Huovinen & Mustajoki, 2007). Aiemmin sairastettu rintasy0pd tai hyvénlaatuinen
(benigni) rintasairaus lisaa riskié sairastua rintasy0pééan (Dupont & Page 1985, Carter
ym., 1988, Wang ym., 2004). Lobulaarisen karsinooma in situn (LCIS) on todettu
lisdavan rintasyopériskia; rintasyopa kehittyy 8-11 kertaa useammin naisille, joilla on

LCIS kuin naisille, joilla muutosta ei ole (Page ym., 1991, Sy6pajarjestot, 2011).

Vahemman tutkittu riskitekij& on mm. altistuminen ionisoivalle sateilylle, joka aiheuttaa
soluissa vaurioita. Solujen vaurioista voi kehittyd vuosia mydhemmin rintasyopé, joka
on todettu mm. sateilyonnettomuuksien yhteydessa (Garfinkel ym., 1988, Howe &
Mclaughlin 1996, Smith-Warner ym., 1998, Preston ym., 2002). Lapsena tai nuorena
saatu sédehoito, joka on kohdistunut myos rintarauhaskudokseen, liséé rintasyopariskié
(Sybpajarjestot, 2011). Myods ympariston estrogeenien (xenoestrogeenit) kertyminen
elimistodn on yhdistetty rintasyopariskiin (Davis ym., 1993). Riskid lisdavat myos
véhéinen liikunta, ravitsemukselliset tekijat, kuten liiallinen energian- tai rasvansaanti
seké punaisen lihan liikakayttd, lisdksi myds runsas alkoholin kayttd ja tupakointi on
yhdistetty lisddntyneeseen rintasyopariskiin (Garfinkel ym., 1988, Bernstein ym., 1994,
Smith-Warner ym., 1998, Zheng ym., 1998, Bartch ym., 1999, Nair ym., 1999, Gram
ym., 2005, Johnnson 2005). Myo6s rodulla, kansallisella alkuperalla seka
maantieteelliselld sijainnilla on huomattu olevan yhteys rintasyopériskiin (Ziegler ym.,
1993).

Merkittadvin yksittainen rintasydvan sairastumisvaaraa lisadvé tekijd on positiivinen
sukuhistoria. Noin 5-10 % rintasyovistd on arveltu olevan perheittdin esiintyvia
(perinndllisia) (Claus ym., 1996). Kaksostutkimusten mukaan kuitenkin jopa
neljasosassa rintasydvistd on perinndllisia tekijoitda mukana (Lichtenstein ym., 2000).
Riski sairastua rintasyopaan on noin kaksikertaa suurempi naisilla, joiden
lahisukulaisella on ollut rintasydpd, verrattuna naisiin, joiden lahisukulaisilla ei ole
rintasyopad. Rintasyopériski kasvaa sitd mukaa kun sairastuneiden l&hisukulaisten

maaréa lisdantyy. (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer, 2001).
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2.1.3 Rintasyopariskia pienentavat tekijat

Varhaiset ja wuseat raskaudet suojaavat vaihdevuosien jalkeiseltd rintasyovélta
istukkagonadotropiinin vaikutuksesta (Janerich & Hoff, 1982, Russo & Russo, 2000),
mutta raskaushormonit, kuten estrogeeni, voivat kuitenkin aiheuttaa piilevan
rintasyovan aktivoitumisen ja varhaisen ilmaantumisen (Lambe ym., 1994). Raskaudet
eivat suojaa nuorta naista geneettistd alkuperdd olevalta rintasyovalta (Jernstrom ym.,
1999). Rintojen poisto ennaltaehkéisevésti vahentdd rintasyovan ilmaantuvuutta noin 90
% naisilla, joilla esiintyy rintasyopaa suvussa (Eeles ym., 1996, Klijn ym., 1997,
Hartmann ym., 1999). My6s hormonituotannon lopettaminen munasarjoissa ennen
vaihdevuosia ~ munasarjojen  poistoleikkauksella  tai  LHRH-analogihoidolla
(Luteinisoivaa hormonia vapauttava hormoni, Luteinising Hormone Releasing

Hormone) véhentaa riskid sairastua rintasyopaan (Bundred, 2001).

Saanndllinen liikunta ehkéisee rintasydpad. Tutkimuksessa, jossa selvitettiin 74171 50—
79 -vuotiaan naisen liikuntatottumuksia 18, 35 ja 50 vuoden i&ssd, saatiin viitteité etta,
suositusmaéara liikuntaa on noin 30 minuuttia paivassa (McTiernan ym., 2003). Samassa
tutkimuksessa huomattiin ettd, naisilla jotka olivat harrastaneet kohtuukuormitteista
liikuntaa, kuten reipasta kévelya, ainakin kolme kertaa viikossa 35 vuoden ikéising, oli
14 % pienempi rintasyovan riski kuin vahemman liikkuvilla. 50-vuotiaana
kohtuukuormitteista liikuntaa harrastavilla naisilla oli pienentynyt rintasyopariski.
Liikunta auttaa myos painonhallinnassa, jolloin ylipainon aikaansaama riski sairastua

pienenee. (McTiernan ym., 2003).

My0s ravintoaineet voivat suojata rintasyovaltd. Erdadn tutkimuksen mukaan D-
vitamiinin runsaan saannin on huomattu suojaavan rintasyovéltd (Chen ym., 2010),
mutta muissa tutkimuksissa ei ole saatu luotettavia tuloksia D-vitamiinin vaikutuksesta
rintasyovan ehkaisemiseen (Gissel ym., 2008). Omega-3 rasvahapot nayttaisivat
suojaavan rintasyovaltd, mutta omega-6 rasvahappojen merkityksestd on saatu
ristiriitaisia tuloksia (Simonsen ym., 1998, Thiébaut ym., 2009). Joidenkin tutkimusten
mukaan omega-6 rasvahappojen saanti pahkindista lisaisi rintasydpariskid, mutta saanti
kasviOljyista vahentdisi rintasyopariskia. (Simonsen ym., 1998, Thiébaut ym., 2009).
Valimeren ruokavalio ja erityisesti oliividljy on yhdistetty rintasydvalta suojaaviksi
tekijoiksi erdissd tutkimuksissa (Menendez ym., 2008, Murtaugh ym., 2008,

Trichopoulou ym., 2010). Vihred tee ndyttéisi suojaavan rintasyovalta, jos sitd juodaan
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yli viisi kupillista pdivassa, ja soija ndyttdisi suojaavan rintasyovélta vain aasialaisia
naisia (Seely ym., 2005, Nagata, 2010). My6s runsaan kalsiumin saannin on todettu
véahentévan rintasyopariskia 19 % (Chen ym., 2010).

2.1.4 Rintasyopatyypit

RintasyOpa jaetaan kahteen tyyppiin syopasolujen alkuperén perusteella. Rintatiehyista
alkanut syopd nimetddn tiehytperdiseksi (duktaalinen) rintasyovéksi. Rinnan
rauhasrakenteesta alkanut syopd on rauhasperdinen (lobulaarinen) rintasyopa. (World
Health Organization, 1981).

Noin 75-80 % rintasydvista on tiehytperdisid (World Health Organization, 1981).
Tiehytperdisessa rintasyovassa rintatiehyeen solu menettda kontrollin ja alkaa jakaantua
muodostaen kasvaimen. Tiehytperdinen kasvain tunkeutuu rintatiehyen sisélta
ympéroivaan kudokseen, jolloin kyseessd on rintasyopd. Rintasyovéan esiasteeksi
luokiteltava duktaalinen karsinooma in situ (DCIS) on kasvain, joka ei ole viel& levinnyt
rintatiehyiden ulkopuolelle. (van Diest, 1999, Reis-Filho & Lakhani, 2003).

Rauhasperéinen rintasyopd on toiseksi yleisin rintasyopatyyppi (5-15 % rintasyovistd)
(Fortunato ym., 2011, Kim ym., 2011). Rauhasperéiselld kasvaimella on suurempi
taipumus esiintyd molemmissa rinnoissa kuin tiehytperdisella kasvaimella ja

rauhasperainen kasvain muodostaa useammin etdpesakkeita (Syopéajarjestot, 2011).

Rintasydvan muita, harvinaisempia tyyppeja ovat tubulaarinen, kribriforminen,
musinoosi, medullaarinen ja papillaarinen. Nadma tyypit uusivat harvemmin kuin
tiehytperdinen ja rauhasperdinen. Poikkeuksena kuitenkin on medullaarinen, jonka
ennuste on samanlainen kuin yleisten muotojen ennuste. Pagetin tauti on harvinainen
DCIS:n erikoistyyppi. Pagetin taudin kliinisend loyddksend on vetistavd ihottuma
nannissd, jolloin maitorauhastiehyisté 16ytyy sydpésoluja (in situ -muutos). Tama tyyppi

ei yleensa tunkeudu syvemmalle rauhaskudokseen. (Syopéjarjestot, 2011).
Tulehduksellinen  (inflammatorinen) rintasyépa on myds yksi harvinaisista

rintasyopatyypeistd.  Tulehduksellisessa  rintasydvassd rintarauhasessa — esiintyy

tulehdusoireiston kaltainen tila, jolloin rinta on punainen, kuumottava ja turvonnut.
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Tulehduksellinen rintasydpakasvain voi olla tyypiltdan joko tiehyt- tai rauhasperainen.

(Syopajarjestot, 2011).

2.1.5 Rintasyo6van luokitus ja erilaistumisaste

Rintasyovan levinneisyys luokitellaan joko levinneisyysaste-luokituksen avulla
(Singletary ym., 2002) (taulukko 1) tai pTNM-luokituksen avulla (International Union
Against Cancer, 1950, The American Joint Committee for Cancer, 1997) (taulukko 2).

Taulukko 1. Rintasyovan luokitus levinneisyyden mukaan. p= patologisanatomisesti varmistettu, T=
primaarikasvain, N= alueelliset imusolmukkeet ja M=etdpesike. (Singletary ym., 2002, Kaypa hoito,
2007).

Alueelliset

Levinneisyysaste Primaarikasvain imusolmukkeet FEtdpesékkeet
0 Tis NO MO
I T1 NO MO
lla TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
Ilb T2 N1 MO
T3 NO MO
llla TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1, N2 MO
lib T4 Mika tahansa N MO
Mika tahansa T N3 MO
1\ Mika tahansa T Mika tahansa N M1
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Taulukko 2. Rintasyévan pTNM-luokitus. Taulukossa p= patologisanatomisesti varmistettu, T=
primaarikasvain ja N= alueelliset imusolmukkeet; mikali luokitus perustuu vain vartijaimusolmukkeiden
tutkimukseen, kaytetddn lisaméaérettd sn (sentinel node) esim. pNO (sn), M=etépesdke. (International
Union Against Cancer, 1950, American Joint Committee for Cancer, 1997, Kéypa hoito, 2007).

Lyhenne Selitys

pTis Preinvasiivinen karsinooma, carcinoma in situ, duktaalinen carcinoma in situ (DCIS), lobulaarinen
carcinoma in situ (LCIS) tai Pagetin tauti, jonka yhteydessa ei ole osoitettavissa kasvainta.

pTO Ei \iitteité& primaarikasvaimesta

pT1l Kasvaimen suurin [&pimitta < 2 cm

pTimic Mikroinvaasio < 1 mm

pTla Kasvaimen suurin lapimitta > 1 mm, </= 5 mm

pT1lb Kasvaimen suurin I&pimitta > 5 mm, </= 10 mm

pTlc Kasvaimen suurin [apimitta > 10 mm, </= 20 mm

pT2 Kasvaimen suurin lapimitta 20-50 mm

pT3 Kasvaimen suurin I&pimitta > 50 mm

pT4 Mink& tahansa kokoinen kasvain, joka kasvaa suoraan ihoon tai rintakehén seindméaan

pT4a Kasvain on Kiinnittynyt rintakeh@n seinamaan

pT4b Appelsiini-iho (peau d'orange) tai saman rinnan alueella olevia satelliittipesakkeita tai haavauma

pT4c pT4a ja pT4b

pT4d Inflammatorinen (tulehduksellinen) karsinooma

pTX Primaarikasvaimen kokoa ei ole witu maarittaa

pNO Ei metastasointia paikallisiin kainaloimusolmukkeisiin. ITC (isolated tumor cells, yksittaiset

kasvainsolut imusolmukkeessa) luokitellaan pNO. Talldin kasvainsolut ovat yksittain tai muutaman
solun rykelmassé kooltaan <0.2 mm.

pNo(i-) Morfologisessa tutkimuksessa ei todeta yksittaisia kasvainsoluja (ITC)
pNO(i+) Morfologisessa tutkimuksessa ldydetaan yksittaisia kasvainsoluja (ITC)
pNO(mol-) Histologisessa tutkimuksessa ei todeta etépesakkeitd, ei-morfologisissa tutkimuksissa

ei ITC I0ydosta.
pNO(mol+) Histologisessa tutkimuksessa ei todeta etédpesakkeitd, ei-morfologisissa tutkimuksissa ITC 16ydos

pN1Imi Mikrometastaasi > 0.2 mm, (0.2 mm > 2 mm)

pN1 Etapesake 1-3 kainaloimusolmukkeessa tai mikroskopiassa todettu etédpeséake kliinisesti
negatiivisessa rintalastan viereisessa vartijaimusolmukkeessa.

pNla Metastaasi 1-3 kainaloimusolmukkeessa (ndista ainakin yksi > 2 mm)

pN1b Rintalastan viereisessa vartijaimusolmukkeessa mikroskopiassa todettu etépesake

pNlc pN1la ja pN1b

pN2 Etapesakkeitad 4-9 kainaloimusolmukkeessa tai kliinisesti todettu etdpesake rintalastan viereisessa
imusolmukkeessa, kun kainaloimusolmukkeessa ei ole kasvainta.

pN2a Etapesakkeitd 4-9 kainaloimusolmukkeessa (ainakin yksi > 2 mm)

pN2b Kliinisesti todettu etédpeséke rintalastan viereisessa imusolmukkeessa, kun
kainaloimusolmukkeessa ei ole kasvainta.

pN3 Etapesakkeité yli kymmenessa kainaloimusolmukkeessa tai solisluun alapuolisissa imusolmukkeissa

tai kliinisesti todettuina rintalastan viereisissa imusolmukkeissa, kun myds kainaloimusolmukkeissa
on metastasointia, tai etdpesakkeita yli kolmessa kainaloimusolmukkeessa ja mikroskopiassa
todettu etapeséke kliinisesti negatiivisissa rintalastan viereisisséa imusolmukkeissa tai solisluun
ylapuolisissa imusolmukkeissa.

pN3a Etépeséakkeité yli kymmenessa kainaloimusolmukkeessa (ainakin yksi > 2 mm) tai etépeséke solisluun
alapuolisissa imusolmukkeissa.
pN3b Kliinisesti todettu etapeséke rintalastan viereisissa imusolmukkeissa kainalon imusolmukemetastasoinnin

yhteydessa tai etdpesékkeité yli kolmessa kainaloimusolmukkeessa, kun kliinisesti negatiivisesta
rintalastan viereisesta vartijaimusolmukkeesta I6ytyy mikroskopiassa etapesake.

pN3c Etapesake solisluun ylapuolisissa imusolmukkeissa
pMO Ei etédpesakkeita
pM1 Etapesakkeita

M-luokan eli etépesdkeet ilmoittavan —luokan maérittdminen kertoo kasvaimen
levidmisestd muihin elimiin. MO tarkoittaa, ettd kasvain ei ole levinnyt ja M1 tarkoittaa,
etta kasvain on levinnyt muualle elimistoon tai ettd alkuperaistd kasvainta ei voi poistaa
(American Joint Committee for Cancer, 1997). Noin 70 %:lla uusiutuvista

rintasyopatapauksista rintasyopa leviad luustoon (Coleman, 1997). Muita Rintasyovalle
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tyypillisia etédpesédkekohteita ovat keuhkot, maksa, ylavartalon iho ja imusolmukkeet,

vatsaontelon kalvopinnat ja imusolmukkeet sek& aivot (Coleman, 1997).

Mikroskooppitutkimuksessa madritetddn leikkauksessa poistetusta syopéakasvaimesta
rintasyovan  histologisen  tyypin  lisdksi  sen  erilaistumisaste  (gradus).
Erilaistumisasteeseen vaikuttavat muun muassa syopésolujen ulkomuoto ja solujen
jakautuminen. Hyvin erilaistunut gradus | -kasvain muistuttaa eniten normaalia
rintakudosta ja on yleensa hyvdennusteisin. Gradus Il -kasvaimet ovat hyvéennusteisen
ja huonoennusteisen kasvaimen valimuotoja. Gradus Il -kasvaimet ovat huonosti
erilaistuneita ja niissa todetaan syovén drhakkaan kasvutapaan liittyvia piirteitad. (World
Health Organization, 1981).

2.1.6 Ennustetekijat

Rintasyovan ennustetekijat ovat syopéaan liittyvid tekijoitd, joiden esiintymisellda on
huomattu olevan yhteys sydvan poikkeavan uusiutumisen todennakdisyyteen seké
rintasyopakuoleman vaaraan. Ennustetekijat voidaan jakaa kahteen osaan; prognostiset
tekijat ja prediktiiviset tekijat. Prognostiset tekijat ovat sydvan uusiutumista ennustavia
tekijoita kun taas prediktiiviset tekijat ennustavat hoitovastetta. (Toikkanen ym., 1990,
Gasparini ym., 1993, Rosen ym., 1995, Scholl ym., 1996, Donegan, 1997, Fresno ym.,
1997).

Prognostisia ennustetekijoitd arvioitaessa madritetddn yleensd kasvaimen koko
(lapimitta), joka mitataan poistetusta kasvaimesta ja ilmoitetaan kolmiulotteisesti.
Levidminen kainaloimusolmukkeisiin maéritetdan, silla kainalon
imusolmukemetastaasien ilmaantumista pidetddn tarkeimpana sydvan uusiutumista
ennustavana tekijana. (Carter ym., 1989, Rose ym., 1989, Ries ym., 1994). Kasvaimesta
tutkitaan myds histologinen erilaistumisaste (invasiiviset karsinoomat) tai tumagradus,
asteikolla I-111, jossa hyva erilaistumisaste (gradus I) viittaa hyvadn ennusteeseen ja
huono erilaistumisaste (gradus Ill1) huonoon ennusteeseen (Toikkanen ym., 1990).
Muita histologisia piirteitd ovat syopasolukon tunkeutuminen imu- tai verisuoniin, joka
liittyy huonoon eloonjadmisennusteeseen, sekd kasvainsolukon tunkeutuminen ihoon.
(Blanco, 2001).

17



SyoOpésolujen jakaantumisnopeus (proliferaatioaste) on tutkimusten mukaan vahva ja
itsendinen prognostinen ennustetekija rintasyovassa. Syopésolujen jakaantumisnopeus
voidaan madrittad useilla eri menetelmilla. Nama menetelmét perustuvat mm. mitoosien
laskemiseen histologisesta naytteestd, immunohistokemiallisiin tekniikoihin (kuten Ki-
67, PCNA) sekda solunjakautumisen S-vaiheessa olevien solujen madrittdmiseen
staattisella sytometrialla tai virtaussytometrialla. Eri sydpésolujen jakaantumisnopeuden
madritysmenetelmien paremmuus on epéaselvd. (Hedley ym., 1993, Witzig ym., 1993,
Remvikos ym., 1997).

Liséksi on vartijaimusolmukebiopsia, jonka avulla voidaan ennustaa rintasyopépotilaan
selviytymistd. Sitd voidaan kayttdd myos rintasyopéleikkauksen suunnittelemiseen.
Vartijaimusolmukebiopsiassa rintaan ruiskutetaan ennen leikkausta radioaktiivista
ainetta tai sinivéria. Radioaktiivisen aineen tai sininvarin kulkeutumisen avulla voidaan
I6ytad leikkauksen yhteydessd ne imusolmukkeet, joista mahdolliset etapesakkeet
I6ytyvat  ensimmdisend, jos syopd on levinnyt.  Tutkimusten  mukaan
vartijaimusolmukebiopsia kertoo kainalometastaasien esiintyvyydestda 97 %:ssa
rintasyopatapauksista (Liberman ym., 2001). On tutkittu ettd kainalon sytpa ei ole
uusiutunut potilailla, joilta on poistettu terve vartijaimusolmuke kainalosta (Schrenk
ym., 2001).

Prediktiivisia ennustetekijoiden maarityksia ovat estrogeeni- ja
progesteronireseptorimadritykset, joita kéytetddn apuna rintasyovan laékehoitoja
valittaessa ja  potilaan  selviytymisen arvioinnissa.  Tutkimusten  mukaan
hormonireseptoripositiiviset kasvaimet reagoivat suotuisasti hormonaaliselle hoidolle
(Hahnel ym., 1985, Isaacs ym., 2001). Estrogeenireseptorin (ER) ja
progesteronireseptorin -~ (PgR)  esiintyminen  kasvaimessa  liittyy  parempaan

eloonjaamisennusteeseen (Elston ym., 1991).

HER-2-onkogeenin (Human Epidermal growth factor Receptor 2, ihmisen
epidermaalinen kasvutekija reseptori 2) madrittdminen on tarkedd, koska HER-2-geenia
tuotetaan liikaa 25-30 %:ssa rintasydpatapauksista. HER-2-geenin monistuminen viittaa
keskimaaréistd huonompaan ennusteeseen. HER-2-onkogeeni tuottaa solukalvon
lapdisevad (transmembraani) tyrosiinikinaasireseptoria, joka on lahes samanrakenteinen

epidermaalisen kasvutekijareseptorin kanssa. (Huovinen ym., 2007, Joensuu ym., 2007).
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HER-2-onkogeenin kliininen merkitys liittyy rintasyopaldékkeeseen. L&dkkeen vasta-
aine hillitsee HER-2-reseptoriproteiinin ylituotannon aktivoimaa sydpasolujen kasvua
liittymalla proteiiniin ja estden sen toimintaa. (Bono & Joensuu, 2010).

2.2 Perinndllinen sairastumisriski

Rintasyovista noin 5-10 % on arveltu olevan perheittéin esiintyvia (Claus ym., 1996).
Perheittdin esiintyvadn korkean riskin rintasyopdan liittyvien geenien sairastumista
aiheuttavat alleelit ovat erittéin harvinaisia (Lichtenstein ym., 2000). Nykyisin tunnetut
korkean riskin geenit selittdvéat vain noin 20 % perheittdin esiintyvista rintasyovista
(Thompson & Easton, 2004, Varghese & Easton, 2010) ja korkean riskin geenivirhe
I6ytyy todenndkdisemmin alle 35-vuotiailta rintasyopéapotilailta (Eerola ym., 2002).
Matalan riskin geenit ovat suhteellisen yleisid véestossa ja on arvioitu, ettd ne
aiheuttavat lisddntyneen rintasyopériskin myos perheittéin esiintyvissa rintasyovissa
(Pharoah ym., 1997, Antoniou ym., 2002).

2.2.1 Korkean ja kohtalaisen riskin geenit
Korkean riskin geenit altistavat sydvalle ja alttius periytyy jalkeldisille mendelistisesti.

Talla hetkelld tunnetut korkean riskin geenit selittdvat vain noin 15-20 % kaikista
periytyvistd rintasyopatapauksista (Claus ym., 1996, Szabo ym., 1997, Easton 1999,
Peto ym., 1999, Anglian Breast Cancer Study Group, 2000, Thompson & Easton 2004,
Varghese & Easton, 2010). Tarkeimmaét ndistd geeneistd ovat BRCAL ja BRCA2 (breast
cancer 1 ja 2) (Hall ym., 1990, Miki ym., 1994, Wooster ym., 1994, Wooster ym.,
1995). Mutaatiot BRCA1- ja BRCA-geeneissa selittdvat mahdollisesti vain noin 2-3 %
kaikista rintasydpatapauksista (Ford ym., 1995, Newman ym., 1997). Kohtalaisen riskin
geenit (ATM, BRIP1, PALB2, CHEK2) selittavat yhdessa noin 1 % periytyvistéa
rintasyovistd (Pharoah ym., 2008). Téalla hetkelld tunnetut korkean ja kohtalaisen riskin
rintasyopageenit, niihin liittyva rintasyopariski seka geenin/proteiinin toiminta on

esitelty taulukossa 3.
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Taulukko 3. Korkean ja kohtalaisen riskin geenit, niiden toiminta solussa seké geeneihin liittyva rintasyopériski.

Geeni

Toiminta

Rintasyopariski

BRCA1 (breast cancer 1,

rintasyépd 1)

BRCA2 (breast cancer 2,

rintasyépd 2)

BRCA1 on kasvunrajoitegeeni, joka toimii portinvartijana rajoittamalla kasvaimen kehittymista tai
aiheuttamalla solukuoleman (Schutte ym., 1995, Thompson ym., 1995, Holt ym., 1996, Kinzler &
Vogelstein 1997, Wang ym. 2002). BRCA1-proteiini toimii genomisen tasapainon sekd kromosomien
stabiliteetin sdilyttamisessa, kuten DNA:n korjauksessa esim. replikaation tai transkription jalkeisten
virheiden korjaamisessa sekd vuorovaikuttaa monien molekyylien, kuten DNA:n korjaukseen
osallistuvien proteiinien, muiden kasvunrajoitegeenien, onkogeenien seka solusyklin saatelijoitten
kanssa (Chapman ym., 1996, Scully ym., 1997, Tirkkonen ym., 1997, Yarden & Brody 1999, Xu ym.,
1999, Bochar ym., 2000, Scully & Livingston 2000, Wang ym., 2000, Welsch ym., 2000, Borg ym.,
2001, Welsch & King 2001, Venkitaraman ym., 2002).

BRCA2 on kasvunrajoitegeeni, joka toimii portinvartijana rajoittamalla kasvaimen kehittymista tai
aiheuttamalla solukuoleman (Schutte ym., 1995, Thompson ym., 1995, Holt ym., 1996, Kinzler &
Vogelstein 1997, Wang ym., 2002). BRCA2-proteiini toimii genomisen stabiilisuuden ylldpitamisessd,
kuten DNA:n korjauksessa esim. replikaation tai transkription jalkeisten virheiden korjaamisessa seka
vuorovaikuttaa monien sdatelyproteiinien, kuten RAD51, BRCA1 sekd DSS1 kanssa (Milner ym., 1997,
Tirkkonen ym., 1997, Fuks ym., 1998, Xu ym., 1999, Scully & Livingston 2000, Welsch ym., 2000,
Venkitaraman ym., 2002, Xia ym., 2006).

Keskimaardinen kumulatiivinen riski BRCA1-geenimutaation
kantajilla on 70 ikdvuoteen mennessa 65 % (Antoniou ym., 2003)
ja korkean riskin suvuissa vastaava riski on 70 % (Easton ym., 1995,
Ford ym., 1998). Yleinen suhteellinen rintasyopariski on 30-39-
vuotiailla 33, 40-49-vuotiailla 32, 50-59-vuotiailla 18 ja 60-69-

vuotiailla 14 (Antoniou ym., 2003).

BRCA2-geenin mutaation kantajilla keskimaarainen kumulatiivinen
riski sairastua rintasydpaan on 70 ikdavuoteen mennessa 45 %
(Antoniou ym., 2003), mutta korkean riskin suvuissa vastaava riski
on noin 85 % (Easton ym., 1995, Ford ym., 1998). Yleinen
suhteellinen rintasyopariski on 30-39-vuotiailla 16, 40-49-vuotiailla

9,9, 50-59-vuotiailla 12 ja 60-69-vuotiailla 11 (Antoniou ym.,
2003).
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Taulukko 3 jatkuu.

TP53 (tumor protein 53,

kasvainproteiini 53)

ATM (ataxia-
telangiectasia mutated,
ataxia-telangiectasia

mutatoitunut)

TP53-proteiini toimii transkriptiotekijana ja se aktivoidaan vasteena monille solun stressitiloille, kuten
ionisoivalle sateilylle ja UV-valolle (Vogelstein ym., 2000). TP53 kasvunrajoitegeeni osallistuu
keskeisiin transkription saatelytapahtumiin solun kasvussa sekd kuolemassa. Sydvdlle altistavat
mutaatiot TP53-geenissd vaikuttavat keskeisiin solun kasvuun sekd kuolemiseen liittyviin
aineenvaihdunnallisiin tapahtumiin. TP53-geenid kutsutaan genomin vartijaksi. (Vogelstein, 1990).
Erdat mutaatiot TP53- geenissa aiheuttavat Li-Fraumeni-syndrooman (LFS) (Malkin ym., 1990). LFS on
harvinainen autosomaalinen sairaus, jossa on suurentunut riski sairastua erilaisiin syopiin, kuten

rintasyopaan (Li & Fraumeni 1969, Li ym., 1988).

ATM on seriini-treoniinikinaasi, joka aktivoituu vasteena ionisoivasta sateilysta aiheutuvalle DNA-
vauriolle. ATM vahentdaa DNA-synteesida vaurion jalkeen estamalld solusyklin etenemisen G1-
vaiheesta S-vaiheeseen. (Canman ym., 1998). Se sditelee myods monien kasvunrajoitegeenien
toimintaa (Banin ym., 1998, Canman ym., 1998, Matsuoka ym., 1998, Cortez ym., 1999). Bialleelinen
mutaatio ATM-geenissa aiheuttaa harvinaisen autosomaalisen resessiivisen sairauden Ataxia-
telangiectasia (A-T), jossa on oireina mm. herkkyys ionisoivalle sateilylle, heikentynyt
immuunipuolustus seka suurempi riski saada pahanlaatuisia kasvaimia (Canman ym., 1998, Kastan &

Lim 2000).

LFS:43 sairastavilla naisilla on 18-kertainen riski sairastua
rintasyopdan ennen 45-vuoden ikdd verrattuna muuhun vaestéon

(Garber ym., 1991).

Heterotsygoottista ATM-mutaatiota kantavilla A-T potilaiden
sukulaisnaisilla on 2-7-kertainen rintasyopariski (Swift ym., 1987,
Pippard ym., 1988, Borresen ym., 1990, Swift ym., 1991, Easton
ym., 1994, Athma ym., 1996, Olsen ym., 2001, Thompson ym.,
2005) On myos osoitettu ettd A-T-perheiden ulkopuolella yleinen

suhteellinen rintasyopariski on 2,37 (Renwick ym., 2006).
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Taulukko 3 jatkuu.

PTEN (phosphatase and
tensin homolog gene,
fosfataasi ja tensiini

homologinen geeni)

CHEK2 (chekpoint kinase
2, tarkastuspiste kinaasi

2)

LKB1= STK11 (serine-
threonine protein kinase
11, seriini-treoniini

proteiinikinaasi 11)

PTEN-geeni toimii kasvunrajoitegeenind seka sdatelee p53 stabilisuutta, ja yllapitdd myods genomista
stabiilisuutta tumassa (Liaw ym., 1997, Stambolic 2001, Mayo & Donner 2002, Freeman ym., 2003,
Lian & Cristofano 2005, Déléris ym., 2006, Li ym., 2006). Mutaatiot PTEN-kasvunrajoitegeenissa
Cowdenin syndrooma -perheissa on yhdistetty syopdan (Starink ym., 1986, Longy & Lacombe 1996).
Cowdenin Syndrooma (CS) on autosomaalinen dominantti sairaus, johon liittyy eri elinten (erityisesti
ihon, suun ja nendn limakalvojen, suoliston, kilpirauhasen sekd rintarauhasen) hyvanlaatuisten
kasvainten muodostuminen (Nelen ym., 1996, Liaw ym., 1997, Eng 2003). CS:aan liittyy myos
kohonnut riski kilpirauhassy6pdan, rintasyopdan ja kohdun limakalvon syopaan (Longy & Lacombe

1996, Botma ym., 2002).

CHEK2 on G2 tarkastuspistekinaasi, joka toimii genomisen tasapainon ylldpidossa ja valvoo solusyklin
vasteita (Matsuoka ym., 1998). Se sdatelee myos apoptoosia (Yang ym., 2002). ATM aktivoi CHEK2-
geenin vasteena DNA:n kaksoisjuosteen vauriolle sekd replikaatiosilmukan ongelmille. Lisaksi CHEK2
stabilisoi p53:n ja fosforyloi BRCA1:n DNA-vaurion jalkeen. (Matsuoka ym., 1998). On havaittu, etta
CHEK2 on mutatoitunut joissakin periytyvissa rintasyovissa. ( CHEK2-Breast Cancer Concortium 2002,

Vahteristo ym., 2002, Meijers-Heijboer ym., 2003, Oldenburg ym., 2003).

Sukusolulinjan mutaatiot LKBI-geenissa aiheuttavat Peutz-Jeghers syndrooman, joka on harvinainen
autosomaalinen dominantti sairaus. Sairaus lisdd mm. ruuansulatuskanavan sydpien ja rintasydvan
riskid. (Giardiello ym., 1987, Tomlinson & Houlston 1997, Hemminki ym., 1998, Jenne ym., 1998,
Giardiello ym., 2000).

CS-perheissé ~ PTEN-geenin mutaatiot aiheuttavat 25-50 %
elinikdisen riskin sairastua rintasyopaan. CS ja PTEN-mutaatio
aikaistavat rintasyopaan sairastumista noin 10 vuodella verrattuna

sporadisiin tapauksiin (Starink ym., 1986, Longy & Lacombe 1996).

CHEK2-geenin1100delC variantti aiheuttaa naisille noin 2,7-

kertaisen rintasyOpariskin ja naisille, joilla on perheessa

rintasyopaa 4,7 kertaisen riskin (Weischer ym., 2008).

LKB1-geenin mutaatio ndyttaisi lisddvan rintasydpadriskia vain niilla,
joilla on Peutz-Jeghers syndrooma (Chen & Lindblom 2000, de
Jong ym., 2002). Kumulatiivinen riski sairastua on jopa 45 % 70-

ikdvuoteen mennessa (Hearle ym., 2006).

22



Taulukko 3 jatkuu.

PALB2 (partner and
localizer of BRCA2,
BRCA2:n kumppani ja
paikallistaja)

BRIP1 (BRCA1-interacting
protein 1 gene, BRCA1:n
kanssa vuorovaikuttava

geeni 1)

RADS51C (radiation
sensitive 51C,

sdteilyherkkd 51C)

PALB2 on geeni, joka koodaa BRCA2:n kanssa vuorovaikuttavaa proteiinia. PALB2-BRCA2
vuorovaikutus on tarked BRCA2:n DNA-kaksoisjuosteen korjausmekanismeissa (Xia ym., 2006).
Bialleelinen PALB2-geenin mutaatio aiheuttaa Fanconi anemian N-alatyypin (FA-N). FA on harvinainen
autosomaalinen resessiivinen oireyhtyma, jolle on tyypillistd synnynndiset epamuodostumat, eteneva
luuytimen toiminnan heikkeneminen sekd kohonnut syopaalttius ( D'Andrea & Grompe 2003, Reid
ym., 2007). PALB2 monoalleelinen mutaatio liittyy kohonneeseen rintasyopa riskiin (Xia ym., 2006,
Rahman ym., 2007).

BRIP1:n koodaama proteiini toimii DNA:n korjauksessa homologisessa rekombinaatiossa (Liang ym.,
1998, Moynahan ym., 1999, Moynahan ym., 2001, Wang ym., 2004). BRIP1-proteiini vuorovaikuttaa
myos BRCA1l-proteiinin kanssa (Jacquemont ym., 2007, Garcia ym., 2008). Bialleelinen mutaatio
BRIP1:ssa aiheuttaa yhden Fanconi anemian alatyypin J (FANCJ) ja monoalleelinen mutaatio on

liitetty kohonneeseen rintasyopariskiin (Levran ym, 2005, Seal ym., 2006).

RADS51C on osallisena kahdessa kompleksissa; XRCC2:n, RAD51B:n ja RAD51D:n kanssa, sekd XRCC3:n

kanssa (Thacker ym., 2005). Nama kompleksit toimivat DNA-vaurion korjaamisessa, kuten
homologisessa rekombinaatiossa seka geneettisen stabiilisuuden ylldpitamisessd (Smeenk ym., 2010).
RAD51C bialleelinen mutaatio on yhdistetty Fanconi anemia-perheisiin (Vaz ym., 2010). RAD51C-
geenin monoalleelisten mutaatioiden on havaittu liittyvdn perheittdin esiintyvdan rinta- ja

munasrjasyépaan (Meindl ym., 2010).

Rintasyopariski on 2,3-kertaa suurempi monoalleelisen mutaation

kantajilla verrattuna yleiseen vaest66n (Rahman ym., 2007).

Mutaatio BRIP1- geenissa aiheuttaa noin kaksinkertaisen

rintasyopadriskin kantajalleen (Levran ym., 2005, Seal ym., 2006).

Geenin mutaatiot ovat harvinaisia, mutta penetranssi on korkea,
vaikkei riskista ole vield esitetty lukuarvioita. (Meindl ym., 2010,

Claque ym., 2011, Vuorela ym,. 2011).
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2.2.2 Lievasti kohonneeseen riskiin liittyvat geenit

On arvioitu ettd lievasti kohonneeseen rintasyopariskiin liittyvia geeneja on paljon,
koska talld hetkelld tunnetut korkean tai kohtalaisen riskin geenit (BRCA1,
BRCA2,TP53, ATM, PTEN, CHEK2, LKB1, PALB2,BRIP1 sekd RAD51C) vaikuttavat
alle 20 %:ssa periytyvistd rintasyovista (Ford ym., 1995, Newman ym., 1997,
Thompson & Easton 2004, Antoniou ym., 2008).

Lievasti kohonneeseen riskiin liitetyt geenivariantit voivat yhdessda muiden
geenivarianttien tai ymparistotekijoiden kanssa aiheuttaa sydvan kehittymisen.
Kuitenkaan toistaiseksi ei vield tiedetd kuinka suuri osa geneettisistd syistd johtuvista
rintasyOpéatapauksista on lievasti kohonneen riskin varianttien aiheuttamia ja kuinka
paljon sellaisia riskialleeleja on olemassa. (Lichtenstein ym., 2000, Pharoah ym., 2002,
Ghoussaini ym.). Téalla hetkella tunnetut lievésti kohonneeseen riskiin liittyvat
geenivariantit selittdvat noin 9 % perheittédin esiintyvaan rintasyopaan liittyvasta riskista
(Ghoussaini ym., 2012). Vaikka lievasti kohonneen riskin geenimuutoksiin liittyva
vaara sairastua rintasyépaan on suhteellisen véhéinen, on niiden esiintyminen véestosséa
yleisempéé kuin suuren rintasydpdalttiuden aiheuttavien geenimuutosten. Sen vuoksi
lievasti kohonneen riskin geenivarianttien vaikutus rintasyovan esiintymiseen saattaa

olla véestotasolla hyvinkin merkittava. (Pharoah ym., 2002).

Lievasti kohonneeseen riskiin liittyvia variantteja on loydetty 21 (Easton ym., 2007,
Hunter ym., 2007, Stacey ym., 2007, Stacey ym., 2008, Ahmed ym., 2009, Thomas ym.,
2009, Zheng ym., 2009, Antoniou ym., 2010, Turnbull ym., 2010, Fletcher ym., 2011,
Haiman ym., 2011). Lisdksi Ghoussaini ym. tutkimuksessa loydettiin kolme uutta
lievasti kohonneeseen riskiin liittyvad varianttia: PTHLH- geenin (parathyroidi
hormonin  kaltainen hormoni) kanssa samalla kytkentdepatasapainoalueella
kromosomissa 12pll sijaitseva rs10771399, jonka suhteellinen suojaava vaikutus
harvinaista alleelia kohti on 0,85 (0,83-0,88, 95 % luottamusvali), kromosomissa 12
alueella g24 sijaitseva rs1292011, jonka suhteellinen riski alleelia kohti on 0,92 (0,91-
0,94, 95 % luottamusvéli) sekd kromosomissa 2121 kytkentdepatasapainoalueella,
jossa ei ole tunnettuja geenejd, sijaitseva rs2823093, jonka suhteellinen suojaava
vaikutus harvinaista alleelia kohti on 0,94 (0,92-0,96, 95 % luottamusvéli). Taméan

variantin 1ahin geeni on NRIP1 (tumareseptorin kanssa vuorovaikuttava hormoni 1).
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(Ghoussaini ym., 2012). Lisaksi tunnetaan sairastumisriskié lisddvia variantteja, jotka
sijaitsevat kytkentdepatasapainoalueella, jossa ei ole tunnettuja geenejd, Kkuten
kromosomissa 8 alueella 24 sijaitseva SNP rs13281615, jonka suhteellinen riski alleelia
kohti on 1,08 (1,05-1,11, 95 % luottamusvali) (Easton ym., 2007), kromosomissa 2
alueella 35 sijaitseva rs13387042, jonka suhteellinen riski alleelia kohti on 1,20 (1,13-
1,28, 95 % luottamusvéli) (Milne ym., 2009). Muutamia lievasti kohonneeseen riskiin

liittyvié geenivariantteja on esitelty myos taulukossa 4.

Geenivariantteja, jotka liittyvat lievasti kohonneeseen riskiin, tutkitaan edelleen
Kiivaasti, koska suvuttain esiintyvista rintasyovista jaa geneettisesti selittamatté noin 75
% (Easton ym., 1999). Koska nykyisissa tutkimuksissa ei ole pystytty méaarittamaan
enempaa korkean riskin geeneji, on tultu siihen johtopaatOkseen, ettd riski saada
rintasyOpé tulee osittain tai kokonaan suuremmasta méaaréastd lievasti kohonneeseen

riskiin liittyvista geeneista (Pharoah ym., 2002)
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Taulukko 4. Muutamia lievésti kohonneeseen riskiin yhdistettyja variantteja, geenit joiden alueella ne
sijaitsevat sek& suhteellinen rintasydpériski alleelia kohti. Mukailtu julkaisun Ghoussaini & Pharoah 2009

mukaan.

Variantti

Geeni/léaheinen alue

Suhteellinen riski

alleelia kohti (95
% luottamusvaéli)

Viite

rs2981582
rs1219648

rs3803662

rs4973768

rs889312

rs2046210

rs13387042

rs13281616

rs10941679

rs3817198

rs6504950

rs1053485

FGFR2 (Fibroblast growth factor receptor 2,
fibroplasti kasvutekijé reseptori

TOX3 (TOX high mobility group box family
member3)/LOC643715 (locus643714)

SLC4A7 (solute carrier family 4, sodium
bicarbonate cotransporter, member 7, liuoksen
kantajageeni perhe 4, natriumbikarbonaatin
yhteiskuljettaj, jasen 7)/ NEK10 (never-in
mitosis related Kinase 1, mitoosiin liittyva
kinaasi, joka ei ole koskaan sisépuolella 1)

MAP3K1 (mitogen activated protein kinase
kinase kinase 1, mitogeenin aktivoima
proteiinikinaasi kinaasi kinaasi 1)/MGC33648
(hypothetical protein, hypoteettinen proteiini)/
MIER3 (mesoderm induction early response 1,
family member 3, mesodermin induction
aikainen vaste 1, perheenjasen 3)

ESRI1 (estrogen reseptor 1,
estrogeenireseptori 1)

TNP1 (transition protein 1, transition proteiini
1)/ IGFBP5 (insulin-like growth factor
binding protein 5, insuliinin kaltainen
kasvutekijaan sitoutuva proteiini 5)/
IGFBP52(insulin-like growth factor binding
protein 2, insuliinin kaltainen kasvutekijaan
sitoutuva proteiini 2)/ TNS1 (tensin 1, tensiini
1)

FAMB84B (family with sequence similarity 84,
member B, perhe, jolla on samankaltainen
sekvenssi 84, jasen B)/ c-MYC (c-
myelocytomatosis oncogene, c-
myelosytomatoosi onkogeeni)

MRPS30 (mitochondrial ribosomal protein
S30, mitokondriaalinen ribosomaalinen
proteiini S30)/ FGFR10 (fibroblast growth
factor 10, fibroplasti kasvutekija 10)

LSP1 (lymphocyte C assembly protein 1,
lymfosyytti spesifinen proteiini 1)/H19

COX11 (cytochrome C assembly protein 11,
sytokromi C:n kokoava proteiini 11)/
TOM1L1 (target of mybl-like 1, mybl-
kaltainen kohde 1)

CASP8 (caspase 8, kaspaasi 8)

1,26 (1,23-1,30)
1,32 (1,17-1,49)

1,20 (1,16-1,24)

1,11 (1,08-1,13)

1,13 (1,10-1,16)

1,29 (1,21-1,37)

1,20 (1,14-1,26)

1,08 (1,05-1,11)

1,19 (1,13-1,26)

1,07 (1,04-1,11)

0,95 (0,92-0,97)

0,88 (0,84-0,92)

Easton ym., 2007
Hunter ym., 2007

Easton ym., 2007
Stacey ym., 2007

Ahmed ym., 2009

Easton ym., 2007

Zhen gym., 2009

Stacey ym., 2007

Easton ym., 2007

Stacey ym., 2007

Easton ym., 2007

Ahmed ym., 2009

Cox ym., 2007
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2.3 Uusien rintasyOpageenien etsiminen

Assosiaatiotutkimuksia on kaytetty uusien syopéalleelien etsimiseen yli 30 vuotta ja
ymmartdmys yhden geenin vaikutuksen perusteella (monogeenisesti) periytyvista
taudeista on lisadntynyt. Talld hetkelld haasteena on selvittdd monen eri geenin
vaikutukseen liittyvien (polygeenisten) tautien molekulaarista ja geneettistd taustaa.
Polygeenisten tautien, kuten rintasyovan, geneettisen taustan tutkiminen perustuu mm.
geneettisiin assosiaatiotutkimuksiin, joilla voidaan maarittdd vahdiseen riskiin liittyvia
yleisid geneettisia variantteja. (Pharoah ym., 2004)

2.3.1 Kytkentaepatasapaino

Kytkenté (linkage) liittyy geenien paikkojen (lokusten) vélisiin geneettisiin etaisyyksiin.
Geenien sijaitessa eri kromosomeissa, niissa olevat alleeliyhdistelmat periytyvét
toisistaan riippumatta. Jos geenit sijaitsevat samassa kromosomissa mutta kaukana
toisistaan, on oletettavaa ettd niiden alleelit periytyvat myods toisistaan riippumatta,
koska meioosissa niiden véliin muodostuu tekijainvaihduntoja (crossing over).
Kytkenndan voidaan sanoa olevan olemassa, kun geenit sijaitsevat samassa
kromosomissa niin l&hell& toisiaan, etté niissa olevat tietyt alleelit siirtyvat sukupolvelta
toiselle odotettua useammin yhdessd, jolloin syntyy harvoja tekijainvaihduntojen
aiheuttamia rekombinaatioita ja niiden maard ilmaisee suoraan lokusten vélisen
geneettisen etdisyyden. (Morton ym., 1956, Botstein ym., 1980, Donis-Keller ym.,
1987, Nakamura ym., 1987, Hastbacka ym., 1990, Lehesjoki ym., 1991, Schlessinger
ym., 1992, Weissenbach ym., 1992, Ballabio ym., 1993, Sulisalo ym., 1993).
Kytkenndan avulla voidaan madrittdd Mendelin periytymissaantéjen mukaisesti
periytyvien sairauksien genetiikkaa. Sen avulla voidaan esimerkiksi etsia korkean riskin

aiheuttavia syépageeneja. (Pharoah ym., 2004).

Kytkentéepétasapaino (linkage disequilibrium) tarkoittaa sitd, ettd laheisten lokusten
tietyt alleelit esiintyvat yhdessa useammin kuin voisi olettaa alleelitaajuuksiin
perustuvien matemaattisten odotusten mukaan. Tamén voi aiheuttaa kyseisten alleelien
toiminnallisesta vaikutuksesta johtuva valinta, mutta suurimmassa osassa tilanteista

syyna on eri mekanismi; jos lokukset sijaitsevat tarpeeksi l&helld toisiaan, niiden
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tiettyjen alleelien valiin ei ehdi muodostua monienkaan sukupolvien aikana niin paljon
rekombinaatioita, ettd assosiaatio joka oli alussa, purkautuisi taydellisesti. Myoskaan
alleelit, joita tutkitaan, eivat talloin esiinny alleelitaajuuksiin perustuvina yhdistelmina
tutkittavassa vaestossa. (Hastbacka ym., 1992, Malafosse ym., 1992, Lehesjoki ym.,
1994).

Kytkentéepatasapainokaavioita laskettaessa taytyy arvioida alleelien lokusten etéisyys
toisistaan. Kytkentéepatasapainoon perustuvan etdisyyksien arvioinnin kannalta on
erittdin tarkeda tutkittavan populaation rakenne. Luotettavina voidaan pitda arvioita,
jotka perustuvat populaatioon, joka on lahtdisin tarpeeksi pienestd maarasta
alkuperdisvéestoa (perustajia). Liséksi on oletettava, ettd perustajavaestossé esiintyi vain
yksi mutaatio ja haplotyyppi. Populaation nykyisen vékiluvun pitaa olla tarpeeksi suuri,
ettd tutkittavia tautitapauksia olisi riittdvasti. Populaation suurentumisen on taytynyt
tapahtua ilman merkittdvdd muuttoliikettd, silla se olisi saattanut tuoda populaatioon
uusia muita haplotyyppeja. Lokusten vélisen etaisyyden arvioinnin edellytyksené on se,
ettd populaation laajentumisvaiheen pituus on tiedossa. (Renwick ym., 1955, Lehesjoki
ym., 1992, Héstbacka ym., 1993, Kere ym., 1993, Lehesjoki ym., 1993(a), Lehesjoki
ym., 1993(b)).

2.3.2 Tapaus-verrokki assosiaatioanalyysi

Assosiaatiotutkimusta kéytetdan polygeenisten sairauksien tutkimiseen etsittdessa uusia
mahdollisia sairastumisriskiin liittyvid geeneja. Assosiaatiotutkimuksessa kaytetaan
tapaus-verrokki koejarjestelyd, jossa on tutkittuun tautiin sairastuneet eli tapaukset ja
sairastuneille valitut verrokit, jotka ovat terveitd, mutta muuten sopivia sairastuneen
statukseen. (Risch 2000, Cardon & Bell 2001, Pharoah ym., 2004). Assosiaatioanalyysi
perustuu yleensa olettamukselle, ettd jos geenivariantti on yleinen, on myods tauti
yleinen. Jotkut yleisista geenivarianteista voivat altistaa yleisille taudeille ja naiden
geenivarianttien on ehdotettu olevan perustana epaillylle taudille. Assosiaatiokartoitus
on hyva tyovéline sellaisen lokuksen kartoitukseen, jolla on vahdiset vaikutukset

yksindan. (Pharoah ym., 2004).

Assosiaatioanalyysi voi olla joko populaatioon tai perheeseen perustuva. Perheeseen
perustuvaa assosiaatiotutkimusta tehd&an harvemmin, koska usein on hankalaa saada

tutkimukseen mukaan aiempia sukupolvia kuolemantapausten vuoksi. Populaatioon
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perustuva tutkimus on yksinkertainen tapaus-verrokki -tutkimus, jossa tutkittavan
lokuksen genotyyppifrekvenssejé verrataan sellaiseen henkiloon, joka ei ole tutkittavan
sukulainen. (Pharoah ym., 2004).

Assosiaatioanalyysia kaytettdessa syOpatutkimuksessa aloitetaan usein
kandidaattigeenildhtokohdasta, jolloin tutkittaviksi geeneiksi valikoituvat sellaiset
geenit, joiden valmistamat proteiinit, liittyvat usein jollakin tavalla sy6paan. Sellaisia
proteiineja ovat esimerkiksi apoptoosiin, solusyklin valvomiseen,
karsinogeeniaineenvaihduntaan tai DNA:n korjaukseen liittyvat proteiinit. Voidaan
my0s tutkia sellaisia geenejd, joiden tiedetddn olevan somaattisesti muuttuneita
syOvéssa. (Pharoah ym., 2004).

Assosiaatioanalyysissa verrataan esimerkiksi rintasyopdén sairastuneiden geneettisten
varianttien frekvenssia terveiden vertailuhenkildiden geenifrekvenssiin.  Tulosten
perusteella on mahdollista saada viitteita siit&, liittyyko tutkittu geeni rintasyopaan. On
mahdollista, ettd geenin variantti saattaa liittyd rintasyovan kehittymiseen, jos
sairastuneiden alleelifrekvenssi eroaa kontrollien alleelifrekvenssista.
Assosiaatioanalyysin avulla saadaan selville riskiin liittyvat variantit, mutta naiden
varianttien toiminnalliset vaikutukset on selvitettdva erikseen ennen kuin tiedet&an,
miten variantti liittyy syopériskiin sek& syovéan kehittymiseen. Assosiaatioanalyysin
tekeminen on helpottunut, koska on opittu tuntemaan paremmin geenien toimintaa ja
muutoksia, sekd on kehitetty uusia genotyypin madritysmenetelmid. (Pharoah ym.,
2004).

Koko genomiin perustuvassa assosiaatioanalyysissa markkerien genotyypit mééritetaan
koko genomissa, eika pelkédstddn muutamassa kandidaattigeenissd. Koko genomia
tutkitaan nykyisin yleensd SNP-markkereiden avulla. On olemassa kaksi yleista ns.
epasuoraa tapaa, joita kaytetddn koko genomin tutkimiseen; ensimmaisessa kaytetadan
quasi-random (melkein sattumanvarainen) tai anonyymeja SNP:ja, jotka on valittu koko
genomista sattumanvaraisesti tai tietyin emasvalein siten ettd SNP:t kattavat koko
tutkittavan alueen mahdollisimman hyvin. Toisessa tavassa taas kéaytetdan
kytkentdepatasapainokaaviosta valittuja htSNP:ja (haplotype tagging SNP), jotka
mahdollistavat koko kytkent&epéatasapainoalueen tutkimisen muutaman SNP:n avulla.

htSNP:t ovat kytkent&epatasapainossa muiden yksittédisten SNP:ien kanssa, ja siten
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niiden avulla voidaan tutkia koko kytkentdepatasapainoaluetta. Keskittyminen
geenialueilla sijaitseviin SNP:n koko genomin assosiaatiotutkimuksissa, saattaisi olla
tehokkaampaa kuin nykyisin k&ytettdvat epdsuorat l&hestymistavat, joissa SNP:t
valitaan siten, ettd SNP:ja on tasaisesti koko genomin alueelta, koska geeneissa
sijaitsevilla varianteilla on suurempi todenndkdisyys olla toiminnallisesti tarkeitd kuin
geenien ulkopuolella olevilla varianteilla ja geeneissa sijaitsevilla varianteilla on usein
pienempi kytkent&epatasapaino, jolloin niitd on vaikeampi havaita kaytettdesséa
epésuoria lahestymistapoja. Liséksi geenialueilla sijaitseviin variantteihin keskittyminen
saattaisi vdhentdad genotyyppauksen madréd, koska genotyyppaaminen on Kkallista.
(Tabor ym., 2002, Botstein & Risch 2003, Palmer & Cardon, 2005, Smith ym., 2005,
Jorgenson & Witte, 2006, Jorgenson & Witte, 2007). Mutta toisaalta taas geenialueilla
sijaitseviin  variantteihin  keskittyminen  véhentdisi  mahdollisesti  sellaisten
geenivarianttien 10ytymistd, jotka sijaitsevat geenialueiden ulkopuolella (Jorgenson &
Witte, 2006).

Kandidaattigeeniin perustuvan assosiaatiotutkimuksen ongelmana on mahdollinen
vahdinen tietamys kandidaattigeenin proteiinin toiminnasta, jolloin on vaikeampaa
tunnistaa kandidaattigeeneja niiden proteiinien toiminnan perusteella (Pharoah ym.,
2004). Ideaalitilanteessa yleiset polymorfismit sekd mahdollinen kytkentéepéatasapaino
selvitettdisiin ensin tutkittavassa populaatiossa. Jonka perusteella voitaisiin selvittéa,
miten paljon taytyy tutkia eri polymorfismeja, ettd saadaan selville myds kaikki muut
polymorfismit (htSNP:t). Mutta on mahdollista, ettei tutkittu markkeri vastaa oikeaa
toiminnallista varianttia, jolloin téllaiset variantit on kuitenkin tutkittava yksitellen.
(Pharoah ym., 2004).

2.4 TagMan-RT-PCR

Kvantitatiivisessa-RT-PCR:ssa (realtime-PCR) monistustuotteiden syntymista seurataan
fluoresoivien variaineiden avulla jokaisessa syklissa. TagMan® maaritys perustuu Taq
DNA polymeraasin 5’-3" —eksonukleaasiaktiivisuuteen. Jokaisessa reaktiossa on
geenispesifiset alukkeet ja fluoresoivat TagMan®-koettimet, jotka sisdltivit 5°-
reportterin ja 3’-vaimentajan. Reportterina k&ytetyt fluoresenssivérit ovat usein FAM ja
VIC (carboxy fluorescein). Vaimennin voi olla joko fluoresoiva aine tai mika tahansa

sopivalla aallonpituusalueella valoenergiaa absorboiva molekyyili.
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Polymerisaatiovaiheessa geenispesifiset alukkeet ja koetin kiinnittyvét tutkittavaan
DNA-juosteeseen, ja uusi kaksoisjuoste alkaa muodostua. Samalla kun Tag-polymeraasi
tekee templaatille vastinjuostetta, se myos pilkkoo sitoutuneen koettimen. Taman
seurauksena  reportteri  padsee  kauemmas  vaimentimesta ja  reportterin
fluoresenssisignaali tulee esiin. (kuva 5). DNA:n monistuminen havaitaan fluoresenssin
lisddntymisend. Jos naytteessa ei ole koettimelle sopivaa sitoutumiskohtaa, koetin pysyy
liuoksessa ehjand, ja fluoresenssi pysyy matalana taustaséteilynd. Esimerkiksi
kaksialleelisen SNP:n genotyyppien méérityksessd molemmille alleeleille on omat, eri
leimoilla leimatut koettimet (esim. VIC ja FAM). Kun SNP on tutkitussa naytteessa
homotsygoottinen, alleelispesifinen koetin sitoutuu ja siihen liittyvd leima (VIC tai
FAM) emittoi fluoresenssia. Kun SNP on heterotsygoottinen, molemmat leimat
emittoivat reaktiossa omaa fluoresenssiaan. RT-PCR:n etuna perinteiseen PCR:n on se,
ettd, siind voidaan seurata monistustuotteiden syntya sekd laatua ja méaéraa jokaisessa

syklissa reaaliajassa.

Polymerisaatio

5' R S
, LT ~m
Juosteen korvaaminen R
5 \H/S
v L 5

R
Lohkaisu '§.
5' + .S
i 5
Palymerisaatio R

“ - 5

.
y L L

Kuva 5. TagMan®-RT-PCR-reaktio. R=fluoresoiva reportteri, S=vaimentaja. Kuva mukailtu Centre for
proteomic & genomic reasearch (2007) julkaisusta.

5

2.6 CSE1L/hCAS

CSE1L/hCAS (chromosome segregation 1-like/ cellular apoptosis susceptibility)
I6ydettiin  tutkittaessa CcDNA fragmentteja, jotka aiheuttavat bakteeritoksiinien
indusoimana vastustuskyvyn apoptoosille ihmisen MCF-7 (Michigan Cancer

Foundation — 7) rintasyopésolulinjassa (Brinkmann ym., 1995a). CSE1L/hCAS-

31



proteiinilla on merkittava rooli apoptoosissa, koska se toimii mitoosin tarkastuspisteessa
ja, jos tarkastuspistettd ei l&pdaistd, solu ajautuu apoptoosiin (Behrens ym., 2001).
Proteiini toimii my6s tumastapoiskuljettajana importiini-o:lle (Behrens ym., 2001).
CSE1L-geeni sijaitsee kromosomissa 20 paikassa 13 (Behrens ym., 2001). T&ss&
paikassa on tapahtunut monistumista useiden syopien yhteydessd, kuten rinta-,
paksusuolen- ja virtsarakonsyovissa. (Behrens ym., 2001). CSE1L-geeni (genominen
sekvenssi on 50 649 emastd pitkd, siséltada 25 eksonia) (Brinkmann ym., 1999) on
ihmisen homologi hiivan Csel-geenistd, josta muodostuu 971 aminohapon pituinen
proteiini (Brinkmann ym., 1995b). Proteiini ohjautuu solulimaan tai tumaan
(Brinkmann ym., 1995b). Geenin paituote (MRNA 3174 emastd) tuottaa 100 kDa
kokoisen proteiinin (Brinkmann ym., 1995a).

2.6.2 Proteiinin toiminta

CSE1L/nCAS-proteiinia  ilmennetddn enemmén erilaistuvissa soluissa, kuten
esimerkiksi kiveksissé ja rintakudoksessa (Brinkmann ym., 1995b). CSE1L/hCAS-
proteiini toimii kahdessa eri tehtdvassa nisakassoluissa: solujen erilaistumisessa seka
apoptoosissa (Brinkmann ym., 1995b). hCAS vaikuttaa sekd solujen erilaistumiseen
ettd apoptoosiin, kuljettamalla importiini-o:a pois tumasta (Kutay ym., 1997).
Importiinin Kierrdtys on edellytyksend monien proteiinien, kuten mitoosiin liittyvien
proteiinien,  kuljettamiselle  tumakalvon  l&pi. Se  Kkiinnittyy  esimerkiksi
transkriptiotekijoiden, p53:n sekd BRCAL:n proteiinien NLS-sekvenssiin, joka ohjaa ne
tumaan (Gallant ym., 1995, Moroianu ym., 1996, Thomas ym., 1996, Middeler ym.,
1997, Wang ym., 1997, Kim ym., 2000). CSE1L-proteiini liittyy mitoosissa tarvittaviin
solurakenteisiin, kuten mikrotubuluksiin (Scherf ym., 1996, Wellmann ym., 1997).

CSELL toimii mitoosin tarkastuspisteessa, jossa se sdatelee kromosomien tarkkaa
sijoittumista (Xiao ym., 1993). Mutatoitunut CSEL1L ei voi hajottaa sykliini-B-
proteiinia, jolloin tarkastuspistettéd ei lapdista ja solu ajautuu apoptoosiin, olettaen etta
CSELL toimii samalla tavalla ihmissoluissa kuin sen homologi CAS toimii hiivasoluissa
(Ogryzko ym., 1997).
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2.6.3 Yhteys syOpaan

Jos hCAS-geeni ei toimi tai sen toiminta on muuttunut, mitoosin tarkastuspiste ei toimi
ja apoptoosia ei tapahdu. Solu voi jatkaa kasvuaan ja jakautumistaan, jolloin syovén
kehittyminen on mahdollista. Monissa tutkimuksissa on huomattu, ettd CSE1L:n
ilmentyminen syopasoluissa liittyisi sydvan nopeaan kehittymiseen, mutta kuitenkaan ei
ole viel& ainakaan toistaiseksi olemassa kokeellisia tutkimuksia, joissa voitaisiin nayttaa
toteen ettd suurentunut CSE1L-geenin ilmentyminen lisdisi syopésolujen erilaistumisen
maaréé (Wellman ym., 1997, Boni ym., 1999, Behrens ym., 2001, Wellmann ym., 2001,
Behrens ym., 2003). CSE1L:n korkea ilmentyminen ei voi lisdt4 kromosomien
segregaation madréa syopasolujen jakautumisvaiheessa ja siten lisatd sydpdsolujen
proliferaatiota, koska solujen erilaistumisen maaravé vaihe on G1-S-vaihe ja CSE1L on
yhdistetty mitoottiseen vaiheeseen (Tai ym., 2010). Tutkimuksissa on saatu viitteit,
ettd lisdantynyt CSE1L-proteiinin ilmentyminen ihmisen MCF-7 rintasydpasoluissa ei
edistanyt solujen erilaistumista, vaan se vahensi erilaistumista sek& lisési MMP2 eritysta
ja syopasolujen invaasiota (Liao ym., 2008). Lisaantynyt CSEILL-proteiinin
ilmentyminen ei pystynyt myodskadn lisédméan ihmisen HT-29 paksusuolen
syopasolujen, ihmisen Hep G2 hepatokarsinooma solujen, 293 munuaissyépasolujen ja
hiiren B16-F10 melanoomasolujen levidmisté (Liao ym., 2008). Tulokset osoittivat, ettd
CSE1L-proteiinin alentunut maara tehosti B16-F10 sydpasolujen invaasiota ja vahensi
etapesékkeiden muodostusta syopasoluissa eldinten etédpeséke tutkimuksissa (Liao ym.,
2008).

CSELL ilmentyminen on lisdadntynyt monissa sydvissd, kuten imusuoniston
kasvaimissa, suolistosyovissa ja pahanlaatuisissa melanoomissa, ja sen korkea
ilmentymistaso liittyy korkeaan kasvaimen levinneisyysasteeseen, erilaistumisasteeseen
seké syopdpotilaan huonompaan ennusteeseen (Brinkmann ym., 1996, Wellmann ym.,
2001, Brinkmann, 1998, Boni ym., 1999, Hui ym., 2001, Bar-Shira ym., 2002, Hui ym.,
2002, Peiré ym., 2002, Brusstmann, 2004, Tong ym., 2004, Idbaih ym., 2008). Erdén
tutkimuksen mukaan CSE1L-geeni toimii apoptoosia hillitsevdnd tekijana
munasarjasyopasoluissa, ja sen apoptoosia hillitseva rooli liittyy apoptoosia edeltdvan
geenin RASSF1:n transkription séatelyyn (Lorenzato ym., 2012). CSE1L-geeni valittiin
tdhdn tyohon, koska tutkimusryhmamme aikaisemmassa tyossa (Hartikainen ym., 2005)

I0ydettiin - CSE1L-geenin  alueelta  mikrosatelliittimarkkeri ~ d20s887,  jonka
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alleelifrekvenssit erosivat tilastollisesti merkitsevasti rintasyopapotilaiden ja kontrollien

vélilla (p=0,041), ja siksi haluttiin selvittaa rintasyopariskia geeniin liittyen.

2.7 HUS1

HUS1 (Hydroxy urea sensitive 1) loydettiin tutkittaessa geenejd, jotka aiheuttivat
herkkyyden genotoksiineille (Enoch ym., 1992). Geeni, joka on 15 464 emé&sparia pitk&
ja jossa on 8 eksonia, sijaitsee kromosomissa 7, lokuksessa p13-12 (Dean ym., 1998).

Geeni tuottaa 280 aminohapon ja 31 691 Da kokoisen proteiinin (Singh ym., 2007).

2.7.1 Proteiinin toiminta

HUS1-proteiini toimii kompleksina RAD1- ja RAD9-proteiinien kanssa DNA-
vaurioiden tunnistamisessa tumassa (Volkmer ym., 1999, Caspari ym., 2000, Shiomi
ym., 2002, Weiss ym., 2002, Parrilla-Castellar ym., 2004) (kuva 6), mutta voi sijoittua
myo6s solulimaan (Hopkins ym., 2003). Tutkimuksissa hiivalla ja nisakkéilla on todettu,
ettd RAD9-RAD1-HUS1 -kompleksi (9-1-1-kompleksi) toimii oleellisena osana
tarkastupistesignaloinnin ~ kdynnistamisessd. Tarkastuspiste pitdd yllda genomista
tasapainoa (Longhese ym., 1998, Paulovich ym., 1998, Melo ym., 2002, Parrilla-
Castellar ym., 2004). On mahdollista ettd, 9-1-1-kompleksi toimii tunnistajana DNA-
vaurioissa, joten se toimii mydés CHKZ1-proteiinin aktivoinnissa vasteena DNA-vauriolle
(Parilla-Castellar ym., 2004). Kun solun sisalla tapahtuu DNA-vaurio, aktivoituu
solusyklin tarkastuspiste (G./S- tai G,/M), joka johtaa solusyklin etenemisen
pysahtymiseen. Solusyklin eteneminen estdd replikaation ja aloittaa DNA-vaurion
korjaamisen. (Lukas ym., 2004, Sancar ym., 2004). DNA-vauriolle vasteena, 9-1-1-
kompleksi menee vauriokohtaan kaynnistden tarkastuspisteen aktivaation (Zou ym.,
2002, Bermudez ym., 2003). Vuorovaikuttamalla monien nukleotidien korjaamiseen,
kuten transleesiosynteesiin, homologiseen rekombinaatioon sekd& mismatch-
korjaukseen, osallistuvien tekijoiden kanssa, HUS1 osallistuu myds suoraan DNA:n
korjaamiseen (Helt ym., 2005, Guan ym., 2007, He ym., 2008, Gembka ym., 2009).
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DNA vaurio Replikaation estyminen

Eméskdrjaus
Nukleotidikorjaus memm==p= Apoptoosi
Mismatchkorjaus

DNA:n korjaus Solusyklin pysdhtyminen

Kuva 6. HUS1-proteiinin toiminta kompleksina yhdessd Radl- ja Rad9-proteiinien kanssa (Atlas of
Genetics and Cytogenetics in Oncology and Haematology, 2012).

2.7.2 Yhteys sybpaan

Yllapitddkseen genomista tasapainoa, solut tarvitsevat tarkkuutta DNA:n
kahdentumisessa (replikaatiossa), vastinkromosomien erottumisessa (segregaatiossa)
sekd kykya vélttaa perinndllisia mutaatioita. Kromosomien kahdentuminen on haastava
tehtdva, jota voidaan hairita siséisilla virheilld kahdentumisessa. Myds ulkopuolelta
tulevat tekijat voivat olla héiritsevid tekijoitd aiheuttaen DNA-vaurion. Torjuakseen
mahdollisia  virheitd  solut  ovat kehitténeet DNA-korjauksen seka
tarkastuspistemekanismit (esim. Gi- ja Gp-tarkastuspisteet) (Hartwell ym., 1989,
Prakash ym., 1993, Friedberg ym., 1995, Elledge 1996, O’Connel ym., 2000, Zhou &
Elledge 2000, Hoeijmakers 2001, Nyberg ym., 2002). Virhe ndissa mekanismeissa voi
johtaa perinndllisten mutaatioiden kasaantumiseen ja genomisen tasapainon
hairiintymiseen, joka on tyypillistd syopasoluille (Hartwell ym., 1994, Lengauer ym.,
1998, Nyberg ym., 2002). HUS1-geenin toiminta liittyy DNA-vaurion
tarkastuspisteeseen, jota tarvitaan genomisen stabiilisuuden yllapitdmiseen. Hairiossa
tarkastuspiste ei toimi ja vaurioitunut DNA voi replikoitua. Tarkastuspisteen aktivaatio
saa usein aikaan apoptoosin, joka tuhoaa vaurioituneen solun (Sancar ym., 2004,
Harrison and Haber 2006, Su ym. 2006). Jos HUS1-geenin toiminta loppuu tai
hairiintyy, DNA:n korjausmekanismin toiminta heikkenee ja DNA:ssa tapahtuvat

mutaatiot paasevéat kasaantumaan, jolloin on mahdollista etta kehittyy sydpa.
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Tutkimusryhman  aikaisemmassa  tutkimuksessa  etsittiin -~ kromosomialueita
mikrosatelliiteilla autosomeista liittyen rintasyopériskiin. Tyossé tutkittiin - 435
autosomeissa sijaitsevaa mikrosatelliittimarkkeria 49 rintasyOpandytteestd ja 50
kontrollindytteestd. Tutkimuksessa loydettiin merkitseva arvo (p=0,033) markkereiden
d7s519 (p=0,082) seka d7s1818 vailiseltd alueelta, jolla myds HUS1-geeni sijaitsee.
(Hartikainen ym., 2005).

Espanjalaisessa tapaus-verrokki-tutkimuksessa —selvitettiin 91 geenin  yhteytté
rintasyopéan paikallisessa véestossa. Tutkimuksessa loydettiin 25 polymorfismista
(yhteensa 640 SNP:a) yhteys rintasyopéaan. Naista kaksi oli HUS1-geenin polymorfismit
rs1056663 ja rs2708861, jotka liittyivat rintasyopariskiin (p=0,0019 ja p=0.0017).
(Vega ym., 2009).

On liséksi havaittu, ettd mitd suurempi oli HUS1-proteiinin ilmentymistaso
pahanlaatuisessa munasarjasyopakasvaimessa, sitd suurempi oli kasvaimen koko ja sita
suurempia olivat p53:n sekd Bax:n ilmentymistasot. Myds mitoottinen indeksi ja
apoptoottinen indeksi olivat sitd suurempia mitd suurempi oli HUS1-proteiinin

ilmentymistaso. (de la Torre ym., 2009).

HUS1-geenin polymorfismin rs2708906 (p=0,0001) on huomattu liittyvdn myds
papillaariseen Kilpirauhassyopdan. Tutkimuksessa selvitettiin - 5077 SNP:a 340
kandidaattigeenin alueelta. HUS1 oli yksi ndista geenialueista. (Neta ym., 2011).

3. TUTKIMUKSEN TAVOITTEET

Tutkimuksen tavoitteena oli selvittdd onko hCAS- ja HUS1-geenien polymorfismeilla
vaikutusta rintasyopariskiin seké tutkia onko analysoiduilla polymorfismeilla yhteytta

rintasyovan kliinispatologisiin tekijoihin.
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4. AINEISTO JA MENETELMAT

4.1 Aineisto

Aineistona tutkimuksessa on otos Kuopion rintasyopaprojektin néytemateriaalista
(Ménnistd, 1999, Hartikainen ym., 2005).

Kuopion RintasyOpéprojektin nédytteet on kerétty naisilta (yht. 1919), jotka tulivat
Kuopion yliopistolliseen sairaalaan (sairaala-alue 750 000 ihmistd) tutkittaviksi
rintasairauden epdilyn vuoksi huhtikuun 1990 ja joulukuun 1995 valisend aikana. Heista
516:1la diagnosoitiin histologisesti varmistettu rintasyopéd (ikd 23-91 vuotta) ja 504
osallistui tutkimukseen. Tutkimukseen osallistui 83 % kaikista Kuopion yliopistollisen
sairaalan alueella kyseisend ajanjaksona diagnosoiduista rintasyOpatapauksista eli
aineisto on edustava otos (Mannistd, 1999). Véestorekisterista valittiin satunnaisesti
yhtd monta verrokkihenkiléd kuin oli tutkimukseen osallistuvia rintasyépatapauksia,
siten ettd verrokkiryhmé Kkattoi koko Kuopion vyliopistollisen sairaalan alueen.
Verrokkihenkilot pyrittiin  valitsemaan jokaiselle rintasyopéatapaukselle siten, etta
asuinpaikka (kaupunki/maaseutu) ja ikd (£5 vuotta) olisivat yhtenevaiset. (Mé&nnisto,
1999).

Kuopion Rintasyopéprojektin ndytteista on kyselyn avulla mééritetty laajat taustatiedot
(mm. rintasydvan yleisyys suvussa, synnytysten lukumaard, imetysten lukumaara ja
kesto, elintavat) ja potilaista on lisdksi Kkliiniset tiedot. Rintasyopapotilailta ja
verrokkihenkiloilta keréttiin EDTA-verindytteet, joista eristettiin genominen DNA.
Jokaiselta osallistujalta pyydettiin kirjallinen lupa. Tutkimuksella on It4&-Suomen
yliopiston ja Kuopion Yliopistollisen sairaalan eettisen toimikunnan lupa. (Mannisto,
1999). Tassd tyodssa oli kaytettavissi DNA-naytteet 492 potilaasta ja 437

verrokkihenkilosta.
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4.2 Menetelmat

4.2.1 Geenien ja polymorfismien valinta

CSE1L-geeni valittiin tahan tydhon, koska tutkimusryhman aiemmassa tydssa loydettiin
CSE1L-geenin alueelta markkeri d20s887, jonka alleelifrekvenssit erosivat tilastollisesti
merkitsevasti rintasyopdapotilaiden ja kontrollien valilla (p=0,041) (Hartikainen ym.,
2005). Tutkimuksessa loydettiin assosiaatio myds mikrosatelliittimarkkereihin d7s519
(p=0,082) sek& d7s1818 (p=0,033). D7S519 ja D7S1818 valinen alue on 3,28 Mb
kokoinen ja HUS1-geeni sijaitsee talla alueella noin 1,37 Mb padssa d7s1818:sta (kuva
6). (Hartikainen ym., 2005). T&ssé tydssa haluttiin selvittdd tarkemmin CSELL- ja
HUS1-geenien yhteytta rintasyopariskiin.

Tassa tyossa tutkitut HUS1- ja CSE1L-geenien SNP-markkerit valittiin kayttamalla
HapMap tietokantaa, siten etta polymorfismit kattaisivat geenin
kytkentéepétasapainoalueet mahdollisimman hyvin seka harvinaisen alleelin frekvenssi
olisi mahdollisimman suuri, jotta ndyteaineistossa ilmenisi myds harvinaisen alleelin

suhteen  homotsygoottista  genotyyppia (kuvat 7 ja 8, taulukko 5).
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Kuva 6. Kuva 6. Kromosomissa 7, alueella 46,115,995- 49,389,087 sijaitsevien markkereiden d7s519 seké d7s1818 valinen alue seka geenit, jotka sijaitsevat kyseisella
alueella (http://genome.ucsc.edu, versio Feb. 2009 (GRCh37/hg19)).
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Kuva 7. CSE1L-geenin kytkentdepatasapainokaavio sekd tutkitut SNP:t sekd Hartikainen ym., 2005
tutkimuksessa 10ydetty markkeri d20s887 (http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov/, 2012).

Geeni
HM_004507
HUZ1: HUS1 checkpoint protein
Ensenbl genes
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1056663 rs3176582 53176564 rs2242479
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Kuva 8. HUS1-geenin kytkentéepatasapainokaavio seka tutkitut SNP:t (http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/,
2012).
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Taulukko 5. CSE1L- ja HUS1-geenien tutkitut polymorfismit seka niiden alleelit, alleelifrekvenssit ja
leima TagMan assayssa.

Polymorfismi Assaynumero Alleelit  Alleelifrekvenssi* Leima TagMan
(Applied Biosystems) (harvinainen alleeli) assayssa
CSE1L
rs6090940 C_29813559_10 GIT T:0,3315 G=VIC, T=FAM
rs8118108 C_1844693_10 CIA A: 0,3301 C=VIC, T=FAM
rs1885163 C_11660897_1_ T/IC C: 0,3045 T=FAM, C=VIC
rs6019620 C_1844684_10 T/IA A: 0,3310 T=FAM, A=VIC
HUS1
rs1056663 C_1825446_20 G/A A: 0,4570 G=VIC, T=FAM
rs2242479 C_1825418 1_ T/IA A:0,4725 T=FAM, A=VIC
rs3176564 C_1825427_10 TIC C:0,4725 T=VIC, C=FAM
rs3176582 C_1825435_10 CIT T:0,1470 G=FAM, T=VIC

* NCBI SNP database, 1000Genomes (http://www.nchi.nlm.nih.gov/snp/), 10.10.2012
4.2.2 Genotyypin méaaritys

Tutkittavista ndytteistd madritettiin  CSE1L-geenin SNP:ien rs1885163, rs6090940,
rs6019620 ja rs8118101 sek& HUS1-geenin SNP:ien rs1056663, rs2242479, rs3176564
ja rs3176582 genotyypit 5° nukleaasi TagqMan®-menetelmalla (Applied Biosystems).
Maaritykseen kaytettiin TagMan® SNP Genotyping Assay -reagensseja (Applied
Biosystems), johon kuului kahdelle alleelille spesifiset koettimet ja PCR alukkeet
(taulukko 5). Madritys tehtiin Mx3000P Real-Time PCR-laitteella (Stratagene). Néaytteet
(19 ng DNA:ta, 4 ng/ pl) jaettiin valmiiksi 96-kuoppalevyille. Kuoppiin lisattiin
reaktioseos, joka sisdlsi 2xMMix:n (TagMan® Genotyping MasterMix, lot. 0801015,
Applied Biosystems) ja 40x TagMan® SNP Genotyping Assay Mix:n (Applied
Biosystems). Reaktion kokonaistilavuus oli 10 ul. Jokaisella kuoppalevylla oli mukana
nelja NTC-kontrollia (No template control, ei sisdltanyt DNA:ta), jotka toimivat
kontrollina reaktioseoksen epdpuhtauksien varalta. Ohjelma RT-PCR-laitteella oli 2
minuuttia 50 °C:ssa, 10 minuuttia 95 °C:ssa, jonka jalkeen 55-65 syklia 15 sekuntia 92

°C:ssa ja 1 minuutti 60 °C:ssa.

Fluoresenssikuvaajista saaduista arvoista madritettiin genotyypit MxPro-Mx3000P
v3.01 -ohjelmalla. Néytteiden genotyypit kerattiin yhteen jokaisen SNP:n osalta ja niité

analysoitiin tilastollisesti.
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4.2.3 Tilastollinen arviointi

Tulosten tilastollisiin arviointeihin kaytettiin SPSS 14.0 For Windows- ohjelmaa (SPSS,
Chicago, IL). Genotyyppien yhteyttd rintasyOpariskiin tutkittiin vertailemalla
genotyyppifrekvensseja rintasydpépotilaiden ja verrokkihenkildiden vililld y2-testilla.
Rintasy0pad sairastavilta tutkittiin myos genotyypin ja kliinispatologisten muuttujien
(kasvaimen  koko, levinneisyysaste,  kudostyyppiméaaritys, erilaistumisaste,
estrogeenireseptoristatus,  progesteronireseptoristatus sekd HER2-reseptoristatus)
yhteyttd y°-testilla. Tilastollisesti merkitsevana pidettiin tulosta, jonka p-arvo oli <0,05.
Genotyyppien tasapainoa arvioitiin maarittamalla Hardy-Weinberg tasapaino y°-testilla.

5. TULOKSET

5.1 RT-PCR

QPCR-reaktiossa saatiin  tuloksena sitoutuneen ja pilkkoutuneen koettimen
fluoresenssin  madrdn kuvaajat. Esimerkkind CSE1L-geenin SNP rs1885163
fluoresenssit eri leimoilla; VIC (kuva 9) ja FAM (kuva 10). Fluoresenssien perusteella
madritettiin  MxPro-Mx3000P v3.01 -ohjelmalla mitd genotyyppid néytteet olivat.
QPCR-reaktiosta saaduista genotyypeistd on esimerkkind HUS1-geenin SNP rs1056663
(kuva 11). CSE1L-geenin SNP rs6019620 jatettiin pois analyyseista, koska se ei
toiminut QPCR:ssa. Testatuille genotyypeille tehtiin Hardy-Weinberg-equilibirium-
testi, ja kaikki genotyypit olivat Hardy-Weinberg-tasapainossa.
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Fluoresenssi
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Syklien méara

Kuva 9. QPCR-reaktion ndytteiden fluoresenssin méarat CSE1L-geenin SNP rs1885163 (VIC-leima). Pystyakselilla on fluoresenssin maéré ja vaaka-akselilla on syklien
maara.
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Syklien méara

Kuva 10. QPCR-reaktion néytteiden fluoresenssin maérét CSE1L-geenin SNP rs1885163 (FAM-leima). Pystyakselilla on fluoresenssin méard ja vaaka-akselilla on syklien
maara.
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Kuva 11. QPCR-reaktiosta saadut ndytteiden genotyypit. HUS1-geenin SNP rs1056663.

5.2 Tilastolliset arvioinnit

5.2.1 Rintasyodpariski

HUS1- ja CSE1L-geenien eri polymorfismien genotyyppifrekvensseja verrattiin
rintasyopapotilaiden ja verrokkien vélilld. Genotyypit jaettiin vertailuissa kolmeen
luokkaan, jossa kaikki genotyypit ovat omana luokkanaan (taulukko 6) sekd kahteen
luokkaan, jossa genotyypit on jaettu ryhmiin siten, ettd yleinen homotsygootti on omana
ryhménaén ja heterotsygootti sekd harvinainen homotsygootti muodostavat yhden
ryhméan (taulukko 7). Genotyyppien ollessa kolmena luokkana HUS1-geenin
polymorfismeilla rs1056663 (p-arvo 0,005) seka rs2242479 (p-arvo 0,011) huomattiin
olevan yhteys rintasydpériskiin (taulukko 6). Genotyyppien ollessa kahtena luokkana ei

huomattu polymorfismeilla olevan yhteytta rintasydpariskiin (taulukko 7).
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Taulukko 6. HUS1- ja CSE1L- geenien polymorfismien eri genotyyppien liittyminen rintasyopériskiin.
Genotyypit kolmena luokkana (x’-testi, 99 %-luottamusvali).

Genotyyppien lukuméaérg

Geeni SNP Genotyyppi  Potilas (%) Verrokki (%) p- Alleelifrekvenssit
arvo
HUS1
rs1056663 TT 156 (38 %) 120 (33 %) 0,005 T=0,595
TC 202 (49 %) 166 (46 %) C=0,405
CcC 52 (13 %) 77 (21 %)
Yhteensa 410 363
rs3176582 CcC 303 (67 %) 250 (65 %) 0,856 C=0,818
CT 139 (31 %) 121 (32 %) T=0,182
TT 11 (2 %) 11 (3 %)
Yhteensa 453 382
rs2242479 AA 165 (39 %) 128 (35 %) 0,011 A=0,604
AT 203 (48 %) 160 (44 %) T=0,396
TT 54 (13 %) 76 (21 %)
Yhteensa 422 364
rs3176564 GG 176 (40 %) 129 (35 %) 0,375 G=0,620
GA 212 (48 %) 180 (50 %) A=0,380
AA 56 (13 %) 55 (15 %)
Yhteensa 444 364
CSE1L
rs8118101 CcC 263 (64 %) 213 (68 %) 0,312 C=0,805
CT 130 (32 %) 82 (26 %) T=0,195
TT 19 (4 %) 16 (6 %)
Yhteensa 412 311
rs6090940 GG 242 (54 %) 189 (51 %) 0,403 G=0,725
GT 169 (38 %) 158 (42 %) T=0,275
TT 36 (8 %) 26 (7 %)
Yhteensa 447 373
rs1885163 TT 252 (56 %) 208 (57 %) 0,951 T=0,743
TC 160 (36 %) 126 (35 %) C=0,257
CcC 36 (8 %) 30 (8 %)
Yhteensa 448 364
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Taulukko 7. HUS1- ja CSE1L- geenien polymorfismien eri genotyyppien liittyminen rintasyopariskiin.
Genotyypit kahtena luokkana (yx’-testi, 99 %-luottamusvali).

Genotyyppien lukumééra

Geeni SNP Genotyyppi  Potilas (%) Verrokki p-arvo
(%)
HUS1
rs1056663 TT 156 (38 %) 120 (33 %) 0,154
TC+CC 254 (62 %) 243 (67 %)
Yhteensa 410 363
rs3176582 CcC 303 (67 %) 250 (65 %) 0,660
CT+TT 150 (33 %) 132 (35 %)
Yhteensa 453 382
rs2242479 AA 165 (39 %) 128 (35 %) 0,268
ATHTT 257 (61 %) 236 (65 %)
Yhteensa 422 364
rs3176564 GG 176 (40 %) 129 (35 %) 0,243
GA+AA 268 (60 %) 235 (65 %)
Yhteensa 444 364
CSE1L rs8118101 CcC 263 (64 %) 213 (68 %) 0,205
CT+TT 149 (36 %) 98 (32 %)
Yhteensa 412 311
rs6090940 GG 242 (54 %) 189 (51 %) 0,327
GT+TT 205 (46 %) 184 (49 %)
Yhteensa 447 373
rs1885163 TT 252 (56 % ) 208 (57 %) 0,831
TC+CC 196 (44 %) 156 (43 %)
Yhteensa 448 364

5.2.2 Kliiniset muuttujat

HUS1:n ja CSE1L:n eri polymorfismien yhteytta Kliinisiin ennustetekijdihin arvioitiin
genotyyppien ollessa kolmena luokkana (harvinainen homotsygootti, yleinen
homotsygootti, heterotsygootti) (taulukot 8 ja 9). HUS1-geenin polymorfismeilla
rs1056663, rs2242479 seka rs3176564 huomattiin olevan yhteys HER2:een (p-arvot
jarjestyksessa: p=0,005, p=0,002, p=0,001) (taulukot 8 ja 9). HUS1-geenin
polymorfismin rs3176582 huomattiin olevan yhteydessa kasvaimen kokoon (p=0,049)

seka levinneisyysasteeseen (p=0,050) (taulukko 8).
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Taulukko 8. HUS1-geenin polymorfismien rs1056663 ja rs2242479 yhteys kliinisiin muuttujiin,
genotyyppien ollessa kolmena luokkana ( x*-testi, 99 % -luottamusvali).

rs1056663 rs2242479
Kliininen muuttuja n p-arvo n p-arvo
TT TC CC AA AT TT
Kasvaimen koko 0,782 0,824
Tl 72 95 27 80 97 23
T2 64 77 19 63 73 24
T3&T4 10 23 4 11 22 5
Levinneisyysaste 0,930 0,645
| 54 68 20 62 72 16
1 71 101 24 69 93 28
Hi+1v 15 24 5 16 25 7
Kudostyyppimaaritys 0,543 0,462
Duktaalinen 93 123 34 99 117 38
Lobulaarinen 26 34 12 28 39 10
Muut 27 38 4 27 36 4
Erilaistumisaste 0,296 0,273
| 37 53 13 36 54 11
I 62 98 21 67 94 26
1] 46 43 16 50 43 15
Estrogeenireseptoristatus 0,131 0,080
Negatiivinen 36 38 16 37 34 16
Positiivinen 103 152 33 109 153 35
Progesteronireseptoristatus 0,503 0,463
Negatiivinen 56 65 20 58 63 21
Positiivinen 83 123 29 88 122 30
HER?2 status 0,005 0,002
Negatiivinen 117 157 34 122 162 36
Positiivinen 19 18 14 22 14 13
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Taulukko 9. HUS1-geenin polymorfismien rs3176564 ja rs3176582 yhteys kliinisiin muuttujiin,

genotyyppien ollessa kolmena luokkana ( x*-testi, 99 % -luottamusvali).

rs3176564 rs3176582
Kliininen muuttuja n p-arvo n p-arvo
GG GA AA GG GA AA

Kasvaimen koko 0,964 0,049

Tl 85 101 27 142 68 9

T2 68 79 22 122 48 1

T3&T4 12 21 5 20 18 1
Levinneisyysaste 0,919 0,050

| 64 76 20 111 46 8

I 77 101 27 141 64 2

Hi+1v 17 22 6 25 21 1
Kudostyyppimaaritys 0,570 0,307

Duktaalinen 103 126 38 188 76 9

Lobulaarinen 31 35 11 50 29 0

Muut 31 40 5 46 29 2
Erilaistumisaste 0,163 0,802

| 40 57 12 72 37 3

I 70 100 26 128 65 6

1] 54 43 16 82 32 2
Estrogeenireseptoristatus 0,197 0,650

Negatiivinen 40 39 16 59 34 2

Positiivinen 117 157 37 213 98 9
Progesteronireseptoristatus 0,670 1,000

Negatiivinen 63 69 21 102 49 4

Positiivinen 94 125 32 170 81 7
HER?2 status 0,001 0,475

Negatiivinen 132 171 38 234 105 8

Positiivinen 21 15 14 32 18 2

HUS1-geenin yhteyttd Kliinisiin muuttujiin arvioitiin genotyyppien ollessa kahtena

luokkana (yleinen homotsygootti sekd harvinainen homotsygootti+heterotsygootti).

HUS1-geenilld ei huomattu olevan yhteyttd kliinisiin muuttujiin genotyyppien ollessa

kahtena luokkana (taulukot 10 ja 11).
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Taulukko 10. HUS1-geenin polymorfismien rs1056663 ja rs2242479 yhteys kliinisiin muuttujiin,

genotyyppien ollessa kahtena luokkana (y*-testi, 99 % -luottamusvali).

rs1056663 rs2242479
Kliininen muuttuja n p-arvo n p-arvo
TT TC+CC AA AT+TT

Kasvaimen koko 0,879 0,403

Tl 54 88 62 88

T2 71 125 69 121

T3&T4 15 18 16 32
Levinneisyysaste 0,529 0,670

| 72 122 80 120

I 64 96 63 97

Hi+1v 10 27 11 27
Kudostyyppimaaritys 0,778 0,549

Duktaalinen 93 157 99 155

Lobulaarinen 26 46 28 49

Muut 27 42 27 40
Erilaistumisaste 0,258 0,170

| 37 66 36 65

I 62 119 67 120

1] 46 59 50 58
Estrogeenireseptoristatus 0,626 0,303

Negatiivinen 36 54 37 50

Positiivinen 103 185 109 188
Progesteronireseptoristatus 0,283 0,312

Negatiivinen 56 85 58 84

Positiivinen 83 152 88 152
HER?2 status 1,000 0,432

Negatiivinen 117 191 122 198

Positiivinen 19 32 22 27
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Taulukko 11. HUS1-geenin polymorfismien rs3176564 ja rs3176582 yhteys kliinisiin muuttujiin,

genotyyppien ollessa kahtena luokkana ( y°-testi, 99 % -luottamusvali).

rs3176564 rs3176582
Kliininen muuttuja n p-arvo n p-arvo
GG GA+AA GG GA+AA

Kasvaimen koko 0,824 0,139

Tl 64 96 111 54

T2 77 128 141 66

T3&T4 13 18 19 13
Levinneisyysaste 0,785 0,092

| 85 128 142 77

I 68 101 122 49

Hi+1v 12 26 20 19
Kudostyyppimaaritys 0,584 0,429

Duktaalinen 103 164 188 85

Lobulaarinen 31 46 50 29

Muut 31 45 46 31
Erilaistumisaste 0,098 0,464

| 40 69 72 40

I 70 126 128 71

1] 54 59 82 34
Estrogeenireseptoristatus 0,446 0,425

Negatiivinen 40 55 59 36

Positiivinen 117 194 213 107
Progesteronireseptoristatus 0,480 0,268

Negatiivinen 63 90 102 53

Positiivinen 94 157 170 88
HER?2 status 0,646 0,432

Negatiivinen 132 209 234 113

Positiivinen 21 29 32 20

CSE1L-geenin yhteytta arvioitiin kliinisiin muuttujiin genotyyppien ollessa kolmena

luokkana (harvinainen homotsygootti, yleinen homotsygootti, heterotsygootti) (taulukot
12 ja 13). CSElL-geenin polymorfismin rs8118101 (p=0,045) huomattiin olevan

yhteydessa levinneisyysasteeseen (taulukko 12). Muilla polymorfismeilla ei 16ytynyt

yhteytta kliinisiin muuttujiin.
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Taulukko 12. CSE1L-geenin polymorfismien rs8118101 ja 1885163 yhteys kliinisiin muuttujiin,
genotyyppien ollessa kolmena luokkana. ( x-testi, 99 % -luottamusvali).

rsg118101 rs1885163
Kliininen muuttuja n p-arvo n p-arvo
CC CT TT TT TC CC
Kasvaimen koko 0,065 0,107
Tl 94 42 8 89 53 18
T2 121 68 5 118 77 11
T3&T4 28 10 5 27 14 7
Levinneisyysaste 0,045 0,316
| 129 59 9 98 64 15
I 95 57 6 81 59 10
Hi+1v 23 9 3 19 10 4
Kudostyyppimaaritys 0,307 0,837
Duktaalinen 159 81 9 135 87 17
Lobulaarinen 42 26 3 29 23 6
Muut 46 18 6 34 23 6
Erilaistumisaste 0,651 0,802
| 71 29 4 57 32 6
I 112 59 7 88 62 13
1] 64 36 7 53 37 10
Estrogeenireseptoristatus 0,748 0,422
Negatiivinen 59 24 4 46 22 5
Positiivinen 184 92 14 149 103 22
Progesteronireseptoristatus 0,456 0,166
Negatiivinen 96 40 5 7 42 6
Positiivinen 145 76 13 116 83 21
HER?2 status 0,530 0,897
Negatiivinen 205 96 13 164 109 21

Positiivinen 30 18 3 22 17 3




Taulukko 13. CSE1L-geenin polymorfismin rs6090940 yhteys kliinisiin muuttujiin, genotyyppien ollessa

kolmena luokkana. ( x*-testi, 99 % -luottamusvali).

rs6090940
Kliininen muuttuja n p-arvo
GG GT TT
Kasvaimen koko 0,308
Tl 86 59 16
T2 113 79 13
T3&T4 27 14 6
Levinneisyysaste 0,531
| 117 79 18
I 92 66 13
Hi+1v 21 13 14
Kudostyyppimaaritys 0,679
Duktaalinen 150 100 18
Lobulaarinen 40 30 9
Muut 40 28 8
Erilaistumisaste 0,360
| 69 36 6
I 101 77 17
1] 60 43 12
Estrogeenireseptoristatus 0,157
Negatiivinen 58 27 9
Positiivinen 167 124 24
Progesteronireseptoristatus 0,155
Negatiivinen 94 49 11
Positiivinen 129 102 22
HER?2 status 0,391
Negatiivinen 190 130 23
Positiivinen 26 19 6

CSE1L-geenin yhteyttad arvioitiin Kkliinisiin muuttujiin genotyyppien ollessa kahtena

luokkana (yleinen homotsygootti seka harvinainen homotsygootti+heterotsygootti)

(taulukot 14 ja 15).

CSE1L-geenin polymorfismilla rs8118101 (p-arvo=0,049)

huomattiin olevan yhteys levinneisyysasteeseen (taulukko 14).

54



Taulukko 14. CSE1L-geenin polymorfismien rs8118101 ja rs1885163 yhteys kliinisiin muuttujiin,
genotyyppien ollessa kahtena luokkana ( y*testi, 99 % -luottamusvali).

rs8118101 rs1885163
Kliininen muuttuja n p-arvo n p-arvo
GG GA+AA GG GA+AA

Kasvaimen koko 0,722 0,799

T1 94 50 89 71

T2 121 73 118 88

T3&T4 18 12 17 16
Levinneisyysaste 0,049 0,102

| 129 68 124 90

I 95 63 92 79

HI+1V 23 12 22 17
Kudostyyppimaaritys 0,668 0,632

Duktaalinen 159 90 157 115

Lobulaarinen 42 29 42 35

Muut 46 24 39 36
Erilaistumisaste 0,428 0,458

| 71 33 68 43

I 112 66 105 88

Il 64 43 64 54
Estrogeenireseptoristatus 0,598 0,816

Negatiivinen 59 28 58 37

Positiivinen 184 106 175 140
Progesteronireseptoristatus 0,430 0,745

Negatiivinen 96 45 92 62

Positiivinen 145 89 139 115
HER?2 status 0,431 0,174

Negatiivinen 205 109 198 145

Positiivinen 30 1 24 27
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Taulukko 15. CSE1L-geenin polymorfismin rs6090940 yhteys kliinisiin muuttujiin, genotyyppien ollessa
kahtena luokkana (x*-testi, 99 % -luottamusvali).

rs6090940
Kliininen muuttuja n p-arvo
GG GA+AA
Kasvaimen koko 0,908
Tl 86 75
T2 113 92
T3&T4 18 15
Levinneisyysaste 0,513
| 117 97
I 92 79
Hi+v 21 17
Kudostyyppimaaritys 0,835
Duktaalinen 150 118
Lobulaarinen 40 39
Muut 40 36
Erilaistumisaste 0,186
| 69 42
I 101 94
1] 60 55
Estrogeenireseptoristatus 0,517
Negatiivinen 58 36
Positiivinen 167 148
Progesteronireseptoristatus 0,198
Negatiivinen 94 60
Positiivinen 129 124
HER?2 status 0,651
Negatiivinen 190 153
Positiivinen 26 25
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6. POHDINTA

Rintasyopd on naisten yleisin syopa teollistuneissa maissa ja Suomessa jopa joka
yhdeksds nainen sairastuu siihen elamansa aikana (Suomen syoparekisteri, 2010). T&ssé
tutkimuksessa selvitettiin  hCSE1L/CAS- ja HUS1-geenien mahdollista liittymista
rintasyopariskiin. Tydssé tutkittiin myds nédiden geenien eri polymorfismien yhteytta
Kliinis-patologisiin tekijoihin. Aiemmassa tutkimuksessa havaittiin ettd HUS1 ja CSE1L
saattaisivat olla matalan riskin rintasyovén kandidaattigeeneja (Hartikainen ym., 2005).

HUS1-geenid ei ole juurikaan tutkittu mahdollisena rintasydovan matalan riskin
geenivarianttina. Kirjallisuudessa on yksi tutkimus, jossa on loydetty matalaan riskiin
viittaavia tuloksia (Vega ym., 2008). CSE1L-geenid on tutkittu hieman rintasyopaan
liittyen, mutta mahdollisena rintasydvan matalaan riskiin liitettynd geenivarianttina sita
ei ole tutkittu (Behrens ym., 2001, Tai ym., 2010). CSE1L ilmentymisen on huomattu
lisd&ntyneen monissa syovissa ja sen korkea ilmentymistaso liittyy korkeaan kasvaimen
levinneisyysasteeseen, erilaistumisasteeseen sekd syOpdpotilaan huonompaan
ennusteeseen (Brinkmann ym., 1996, Boni ym., 1999, Hui ym., 2001, Bar-Shira ym.,
2002, Hui ym., 2002, Peir6 ym., 2002, Brusstmann, 2004, Tong ym., 2004, Fangym.,
2005, Oullet ym., 2006, Idbaih ym., 2008).

Tassa tutkimuksessa saatiin viitteitd siitd, ettd HUS1-geenin polymorfismeilla
rs1056663 (p-arvo 0,005) sekd rs2242479 (p-arvo 0,011) nayttdisi olevan yhteys
rintasyopariskiin. Mutta sitd miten HUS1-geeni vaikuttaa rintasyopariskiin, ei tiedeta
tdméan tutkimuksen perusteella. CSE1L-geenilld ei huomattu olevan yhteytta
rintasyopariskiin. Rintasyopériskia testattaessa sekéd verrokkien ettd potilaiden mééarat
olivat riittavat tulosten luotettavuuden kannalta (verrokkien maard vaihteli 311-382
vélilla ja potilaiden maard vaihteli 410-453 vaélilld). HUS1:n ja CSElL:n eri
polymorfismien yhteyttd kliinisiin ennustetekijoihin arvioitaessa saatiin selville, etta
HUS1-geenin polymorfismeilla rs1056663, rs2242479 seka rs3176564 on yhteys
HER2:een (p-arvot jéarjestyksessd: p=0,005, p=0,002, p=0,001). Siten on mahdollista
ettd HUS1 vaikuttaisi HER2:n monistumiseen rintasyopékasvaimessa, mutta on myos
mahdollista ettd HER2-positiivisia naytteita oli testeissa lilan vahan luotettavan tuloksen
saamiseksi. HUS1:n eri polymorfismeilla saattaisi olla yhteys kasvaimen kokoon

(rs3176582, p=0,049), mutta tulosten luotettavuuteen vaikuttaa harvinaisen
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homotsygootin véhéainen maérd. CSE1L-geenin polymorfismeilla rs8118101 (p=0,045)
ja rs8118101 (p-arvo=0,049) huomattiin olevan yhteys levinneisyysasteeseen. Myos
levinneisyysaste maarityksissd harvinaista alleelia oli vé&héan, jolloin tulosten
luotettavuus saattaa kérsid. Mutta, jos halutaan vield lisdtd luotettavuutta, voidaan
polymorfismeja tutkia suuremmalla ndytemé&éaralla, jolloin saadaan lisda naytteitd myos
harvinaista alleelia sisaltaviin genotyyppeihin ja mahdollisesti saataisiin selville
muitakin tdssa tutkimuksessa I0ytyméatta jaéneitd polymorfismeja, jotka liittyvat
rintasyopariskiin.

Espanjalaisessa tutkimuksessa saatiin HUS1:n suhteen samankaltaisia tuloksia kuin
tdssd tyossa saatiin. Heiddn tydssaan polymorfismilla rs2708861 oli yhteys
rintasyopériskiin (p-arvo=0,0008) ja my6s meiddn tutkimuksessamme mukana ollut
rs1056663 liittyi rintasyopariskiin (p-arvo=0,0013) (Vega ym., 2009). HUS1 liittyy
tutkimusten mukaan sy6paan (Zimmerman ym., 2004, Huang ym., 2007), joten meidan
tutkimuksen tulokset tukevat sitd ettd HUS1-geenilld saattaisi olla jonkinlainen rooli

rintasyOpériskin muodostumisessa.

Tyon tekemisessa ja onnistumisessa on monia mahdollisia virhel&hteitd, jotka pystyttiin
ehkdisemaan huolellisen tyoskentelyn avulla, kuten esimerkiksi naytteiden
sekoittuminen kuoppalevyiltd otettaessa, virheellinen DNA:n sekd muiden reagenssien
pipetointi, esimerkiksi DNA:n liian vahdinen maara tai puuttuminen ndyteseoksesta tai
kaytetylla pipetinkérjella pipetointi, jolloin ndytteeseen paéasee toista DNA-naytettd. On
my06s mahdollista ettd ndytteenkésittelyvaiheessa nédytteen sekaan voi paastd DNA:ta
ympéristostd, kuten esimerkiksi sylked, hiuksia tai ihosoluja.  Tulosten
analysointivaiheessa on mahdollista ettd alleelit merkitdan véarin tai ndytenumerot
sijoittuvat eri kohtaan Kkuin sitd vastaava genotyyppi. Mahdollisten virheiden
poistamiseksi tyossa naytteiden késittely tehtiin tarkasti seka kiinnitettiin huomiota
tulosten oikein kasittelyyn. Mahdollisia virheitd pystyttiin sulkemaan pois myos
kontrollien ja  NTC-naytteiden avulla, jotka sulkivat pois reagenssien
kontaminoitumisen vieraalla DNA:lla, sekd tekemélld muutamista naytteista kaksi

rinnakkaista toistoa.

Ihannetilanteessa vélttadkseen tyypin | virheitd (heikkoja tilastollisia merkkeja

assosiaatiosta, jotka liittyvét tietyn kynnysarvon alittaviin p-arvoihin), joita usein tulee
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populatioon perustuvissa tutkimuksissa (loannidis ym., 2004), ei pitdisi ajatella olevan
todellisia biologisia assosiaatioita. Siksi lisdtutkimukset, kuten replikaatiotutkimus
itsendisilld naytteilld sekd toiminnalliset assayt, olisivat tarpeellisia. Ottaen huomioon
ettd suurimmasta osasta perheittdin esiintyvistd rintasyopatapauksista puuttuu
geneettiset markkerit, olisi hyddyllistd tutkia mahdollista yhteyttd rintasyopaan lisaa
suuremmalla potilaiden maarélld tutkimuksessa (Esteban ym., 2012). Ty0dssé tutkitut
variantit sijaitsevat geenien alueella, jolloin on mahdollista ettd geenin ulkopuolella,
esimerkiksi geenin saatelytekijoissa, olevat variantit vaikuttavat myos rintasyopériskiin.
Joten parempien tulosten saamiseksi taytyisi tutkia myos geenin ulkopuolella sijaitsevia

variantteja.

Yksittaisella SNP:1I& on rajoitettu kliininen hydty, mutta polygeenisten riskiprofiilien
kayttd véestdoon perustuvissa seulontatutkimuksissa tarjoaisi mahdollisesti uusia
lahestymistapoja, erityisesti liitettynd muihin riskitekijoinin. Talla hetkelld tunnetut
matalan riskin geenivariantit rintasyovassa selittdvat vain véhdisen osan perheittdin
esiintyvista rintasyovista ja niiden riskejé ei vield tiedetd tarkasti. Tdman vuoksi olisi
tarpeen tutkia riskid suurissa yhteistydhankkeissa ja tarkentaa tuloksia, jotka liittyvat
matalan riskin geenivariantteihin sekd tutkia uusia mahdollisia matalan riskin geeneja

seka niiden ilmentymisté. (Cox ym., 2007).
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