4l TURUN
af& YLIOPISTO

.

R

LOX-perheen entsyymit rintasyovan biomarkkereina ja

laakehoidon kohteena

Saaga Tammi

Luonnontieteiden kandidaatin tutkielma
Turun yliopisto

Bioladketieteen koulutusohjelma
Léadketieteellinen tiedekunta
Bioladketieteen laitos

27.4.2026

Turun yliopiston laatujirjestelmén mukaisesti timén julkaisun alkuperdisyys on tarkastettu

Turnitin OriginalityCheck -jérjestelmalla.



Kandidaatintutkielma

Tutkinto-ohjelma, oppiaine: Bioldiketieteen koulutusohjelma
Tekiji: Saaga Tammi
Otsikko: LOX-perheen entsyymit rintasyovan biomarkkereina ja l1dfdkehoidon kohteena

Ohjaajat: Vanhempi tutkija, dosentti Johanna Englund; vanhempi erikoistutkija, dosentti Emilia
Peuhu

Sivumaéira: 20 sivua

Paivamaara: 27.4.2026



Tiivistelma

Rintasy0pé on maailmanlaajuisesti yleisin naisten sairastama syopatyyppi seka yleisin naisten
syopédkuolemia aiheuttava tauti. Rintasyovét voidaan luokitella niiden alkuperén ja
invasiivisuuden perusteella, ja liséksi ne voidaan jakaa karkeasti neljadn alatyyppiin niiden
molekulaaristen ominaisuuksien perusteella: luminaalinen A, luminaalinen B, HER2-
monistunut ja kolmoisnegatiivinen. Ndistd alatyypeistd etenkin kolmoisnegatiivinen
rintasyOpé on yhdistetty aggressiiviseen ja ennusteeltaan huonoon fenotyyppiin.

Soluviliaineen koostumuksen ja uudelleenmuotoilun merkitys syovin, mukaan lukien
rintasyOvén, etenemisessd on korostunut tutkimuksissa viime vuosikymmenten aikana.
Erityisesti soluviliaineen jaykistyminen on yhdistetty aggressiivisiin rintasyOpatyyppeihin.
Yhtend soluvéliaineen koostumusta séételevéina tekijand toimivat LOX-perheen entsyymit,
jotka ovat kupaririippuvaisia amiinioksidaaseja ja katalysoivat ristisidosten muodostumista
kollageeni- ja elastiinisdikeiden vilille ja jaykistdvit siten soluviliainetta. lhmisen LOX-
entsyymiperheeseen kuuluu lysyylioksidaasi (LOX) ja nelja lysyylioksidaasin kaltaista
entsyymid (LOXL1-4), jotka koostuvat konservoituneesta katalyyttisestd C-terminaalisesta
domeenista sekd N-terminaalisesta domeenista, jonka rakenne eroaa hieman perheen eri
entsyymien vélilld. LOX/LOXL-entsyymit valittavit sekd solunulkoisia ettd solunsiséisid
toimintoja, jotka vaikuttavat niin alkionkehitykseen, elimiston normaaliin toimintaan kuin
patologistenkin tilojen kehittymiseen. Soluviliaineen koostumuksen sditelyn lisdksi tutkijat
ovat tunnistaneet useita mekanismeja, joilla LOX-perheen entsyymit edistdvét rintasyovéan
kehittymisté ja etdpesikkeiden muodostumista. Niistd tirkeimpid mekanismeja ovat epiteeli-
mesenkyymi -siirtymén edistdminen ja solujen liikkkumisen sditely.

LOX-perheen entsyymien ilmentyminen vaihtelee erityyppisissd rintasyopakasvaimissa
verrattaessa terveeseen rintakudokseen, ja niiden ilmentymiselld on havaittu olevan yhteys
rintasydpépotilaiden ennusteeseen. LOX-perheen entsyymien ilmentymisen lisdéntyminen on
yhdistetty etenkin invasiivisiin rintasyopiin, ja aggressiivisissa kolmoisnegatiivisissa
rintasyovissa erityisesti LOX- ja LOXL2-entsyymit ovat usein yli-ilmentyneitd. Lisdksi LOX-
perheen entsyymien pitoisuudet veresséd eroavat rintasydpéapotilaiden ja terveiden henkiléiden
vililld, mika tekee ndistd entsyymeistd mahdollisia serologisia biomarkkereita, joita voitaisiin
hyodyntdd rintasydvén diagnostiikassa, etenemisen ennustamisessa ja yksiloidyn ladkehoidon
suunnittelussa.

LOX-perheen entsyymien toimiminen rintasyopai edistdvini tekijoind tekee niistd myos
mahdollisia lddkehoidon kohteita. Tutkijat ovat onnistuneet kehittdmédn useita LOX-perheen
entsyymejd inhiboivia pienmolekyylejéd sekd vasta-ainelddkkeitd, joilla on havaittu olevan
rintasydpidkasvainten kasvua ja etipesidkkeiden muodostusta vihentdvia vaikutuksia. Suurin
osa LOX/LOXL-inhibiittoreista ei kuitenkaan ole vield edennyt kliinisiin tutkimuksiin
rintasydvén hoidossa. Haasteen inhibiittorien kehitykseen tuovat LOX-perheen entsyymien
tarkedt toiminnot koko elimistdssd sekd vaikeudet entsyymien kristallirakenteiden
selvittdmisessa.

Rintasydpé on hyvin yleinen tauti, jonka aggressiivisten alatyyppien aikaisempaan
tunnistamiseen ja hoitoon tarvitaan lisda ratkaisuja. LOX-perheen entsyymit ovat mahdollinen
tulevaisuuden biomarkkeri ja lddkehoidon kohde erityisesti invasoivien rintasydpien kohdalla.
LOX-perheen entsyymien toimintamekanismien ja ilmentymisprofiilin tarkempi selvittdminen
voisivat edistdd rintasyovén diagnostiikan kehitysté ja helpottaa uusien LOX/LOXL-
inhibiittorien kehittdmista.

Avainsanat: rintasyopd, lysyylioksidaasi, soluvéliaine, biomarkkeri
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1 Johdanto

Rintasy0pé on Suomessa yleisin naisten sairastama syOpétyyppi seké toisiksi eniten naisten
syopédkuolemia aiheuttava sairaus. Noin 5000 suomalaista sairastuu rintasyopadn vuosittain.
11 Myos maailmanlaajuisesti rintasydpé on naisten yleisin syopétyyppi ja kaikista yleisin

sydpikuolemien aiheuttaja 1.

Suurin osa rintasyovistd on karsinoomia eli epiteelisolukosta 1&htdisin olevia syopia.
Rintakarsinoomat voidaan luokitella invasiivisuuden perusteella in situ-, invasoiviin tai
metastasoiviin karsinoomiin. Duktaalisessa in situ -karsinoomassa ja lobulaarisessa in situ -
karsinoomassa syopésolut kasvavat tiehyt- tai rauhasrakenteiden luumenissa, mutta eivit ole
invasoineet tyvikalvon ldpi. Invasiivisessa duktaalisessa karsinoomassa ja invasiivisessa
lobulaarisessa karsinoomassa sydpasolut ovat padsseet tunkeutumaan tiehyitd tai rauhasia
ympéroiviin kudoksiin. Metastasoivissa rintasy0vissé rintakasvaimesta perdisin olevat
syopdsolut ovat puolestaan paisseet kulkeutumaan veri- tai imusuoniston kautta muualle
elimistdon ja muodostaneet uuden kasvaimen toisaalle. Yleisid rintasyovén

metastaasipaikkoja ovat imusolmukkeet, keuhkot, maksa ja luut. )

Alkuperin ja invasiivisuuden lisdksi rintasyovét voidaan jakaa neljddn ryhméain
molekulaaristen ominaisuuksiensa perusteella: luminaalinen A, luminaalinen B, HER2-
monistunut ja kolmoisnegatiivinen. Tdma jako perustuu estrogeenireseptorin (ER),
progesteronireseptorin (PR) ja ihmisen epidermaalisen kasvutekijan reseptori 2:n (HER2,
engl. human epidermal growth factor receptor 2) ilmentymiseen sekd sydpasolujen
jakaantumisaktiivisuuteen rintasydpikudoksessa (Taulukko 1).
Hormonireseptorinegatiiviset (ER- ja PR-) rintasyovit ovat usein kaikista aggressiivisimpia ja
ennusteeltaan huonompia [#. Erityisesti kolmoisnegatiiviset rintasydvit ovat ennusteeltaan
huonoja, silléd niihin ei olla onnistuttu kehittdmaan yhté tehokkaita ladkehoitoja kuin muihin

rintasydvin alatyyppeihin B,



Taulukko 1. Rintasyovin molekulaaristen alatyyppien piirteet.

Alatyyppi ER PR HER2 Jakaantumisaktiivisuus
Luminaalinen A + + tai - - Hidas
Luminaalinen B + + tai - + tai - Nopea
HER2-monistunut - - + Erittdin nopea
Kolmoisnegatiivinen - - - Erittdin nopea

Lyhenteet: ER, estrogeenireseptori; PR, progesteronireseptori; HER2, ihmisen epidermaalisen

kasvutekijin reseptori 2

Lysyylioksidaasien entsyymiperhe koostuu lysyylioksidaasista (LOX) sekd neljasta
lysyylioksidaasin kaltaisesta entsyymistd (LOXL1-4). LOX/LOXL-entsyymit ovat
kollageenin ja elastiinin lysiinitdhteitd hapettavia, kupaririippuvaisia entsyymejd, jotka
sddtelevit soluviliaineen jarjestdytymistd. Alun perin LOX-perheen entsyymit on tunnistettu
kasvunrajoitegeeneind ja esimerkiksi LOX-geenin normaalia vihdisempi ilmentyminen on
yhdistetty tuumorigeneesiin useissa sydvissi. [®) Mydhemmin on kuitenkin havaittu, etti
LOX-entsyymin inaktiivinen esiaste vélittd4 solujen kasvua rajoittavia toimintoja
inhiboimalla syopai edistdvan RAS-onkogeenin toimintaa, ja aktiivisilla entsyymeilld on
puolestaan syopii edistidvid vaikutuksia #l. Undemmissa tutkimuksissa useimpien LOX-
perheen entsyymien on siis havaittu yli-ilmentyvén monissa sydvissd ja vélittdvan syopda
edistivid toimintoja. Myos rintasyovissd LOX-perheen entsyymien ilmentymisprofiili

muuttuu ja ne alkavat vilittimiin useita rintasydpai edistivii toimintoja.®]

Erot LOX-perheen entsyymien ilmentymisessé terveen rintakudoksen ja sydpékudoksen
vililld tekevit néistd entsyymeistd mahdollisia biomarkkereita, joiden avulla rintasyovéan
etenemistd voitaisiin ennustaa ja hoitoa kohdentaa tehokkaammin. Menetelmid LOX-perheen
entsyymien pitoisuuksien madrittdmiseksi verestd, virtsasta ja kudoksista onkin jo pyritty
kehittiméin rintasydvin diagnostiikan parantamiseksi. 1% LOX-perheen entsyymit tarjoavat
my0s uuden mahdollisen kohteen rintasydvin lddkehoidoille, ja useita LOX-perheen
entsyymejé inhiboivia pienmolekyylejé ja vasta-aineldédkkeitd onkin jo kehitteilld niin

prekliinisissa kuin kliinisissdkin tutkimusvaiheissa 114,

Tadmén tutkielman tarkoituksena on koota tietoa LOX-perheen entsyymien toiminnoista
rintasyovissa sekd niiden mahdollisuuksista tulevaisuuden biomarkkereina ja lddkehoidon

kohteena rintasyovén hoidossa.



2 LOX-perheen entsyymit

2.1 Rakenne ja prosessointi

LOX-perheen entsyymit ovat niin eukaryootti- kuin prokaryoottisoluissakin esiintyvia
kupaririippuvaisia amiinioksidaaseja. Kaikissa LOX-perheen entsyymeissa on konservoitunut
katalyyttinen domeeni C-terminaalisessa pddssd, missd ovat entsyymin kuparia sitova osa,
lysyylityrosyylikionin (LTQ, engl. lysyl tyrosyl quione) kofaktorin aminohappotihteet seka
sytokiinireseptorin kaltainen domeeni (CRL, engl. cytokine receptor-like doimain) (Kuva 1).
N-terminaalisella alueella kaikilla perheen entsyymeilld on yhtendinen
signaalipeptidisekvenssi. Lisdksi LOXL1-entsyymilld on proliinipitoinen alue (PRR, engl.
proline-rich region) ja LOXL2-, LOXL3- ja LOXL4-entsyymeilld puolestaan nelji scavenger-
reseptorien kysteiinipitoista domeenia (SRCR, engl. scavenger receptor cysteine-rich domain)
(Kuva 1). N-terminaalisen alueen rakenteen perusteella ihmisen LOX-perheen entsyymit

voidaankin jakaa vield kahteen ryhmiin: LOX/L1 ja LOXL2/L3/L4. [15:16]

N-terminaalinen domeeni C-terminaalinen domeeni
LOX
[ ere
[ | ima
LOXL1
L] cu

LOXL2 [:] oRR

LOXL3

LOXL4

Tehty: BioRender.com

Kuva 1: LOX-perheen entsyymien geenien rakenteet. LOX/LOXL-entsyymit koostuvat
konservoituneesta C-terminaalisesta domeenista ja rakenteeltaan vaihtelevasta N-terminaalisesta
domeenista. Lyhenteet: Sytokiinireseptorinkaltainen domeeni (CRL); lysyylityrosyylikionin (LTQ)
kofaktori; kuparia sitova osa (Cu®"); signaalipeptidi (SP); proliinipitoinen alue (PRR); scavenger-
reseptorien Kysteiinipitoinen domeeni (SRCR)



LOX- ja LOXLI1-entsyymit tuotetaan soluissa entsyymien epdaktiivisina esiasteina. Esiasteet
eritetddn solun ulkopuolelle, missé niiden aktivoituminen tapahtuu luun morfogeneettisen
proteiini 1:n (BMP-1, engl. bone morphogenetic protein 1) vilitykselld. BMP-1 vapauttaa
katalyyttisesti aktiiviset entsyymit poistamalla osan esiasteista (Kuva 2). 'l LOXL2-,
LOXL3- ja LOXL4-entsyymien aktivaatioon ei puolestaan tarvita BMP-1:t4 eikd niiden
prosessointi ole vilttimitonti entsyymien aktiiviselle toiminnalle '®!. Prosessoinnin ja solun
ulkopuolelle siirtymisen jalkeen LOX-perheen entsyymit pystyvit myds siirtyméén takaisin
soluun ja vilittiméin siten solunsisiisid toimintoja (Kuva 2) !, Tarkkaa mekanismia, jolla

ndmi entsyymit siirtyvit takaisin soluun ei kuitenkaan vield tunneta.

2.2 Tehtiva terveessia kudoksessa

LOX-perheen entsyymien padasiallinen tehtdvé elimistossd on katalysoida kovalenttisten
ristisidosten muodostumista kollageeni- ja elastiinisdikeiden viélille hapettamalla niiden
lysiinitdhteitd. Ristisidosten muodostumista katalysoimalla LOX-perheen entsyymit sdételevit
soluviliaineen jaykkyyttd, jarjestdytymistd ja eheyttd. Hieman erilaisten rakenteiden takia

perheen entsyymeilli on myds muita jokseenkin erilaisia toimintoja ihmisen elimistdssa. (2%

LOX-entsyymilld on havaittu olevan merkittidvd asema alkionkehityksen aikaisessa
kollageenin ja elastiinin ristisitoutumisessa, ja sen toiminnan on havaittu olevan elintirkeii
useiden elinten kehitykselle. Hiirikokeissa LOX-geenin hiljentiminen on johtanut keuhkojen
ja aortan kehityshairidihin sekd usein perinataaliseen kuolemaan. LOX-perheen entsyymeisti
LOX:lla onkin havaittu olevan kaikista merkittdvin asema ristisidosten muodostamisessa
alkionkehityksen aikana, silld hiiren alkioista eristetyissd soluissa LOX:n on osoitettu
vastaavan yli 80 %:sta lysyylioksidaasiaktiivisuudesta. [>1*?! Lisiksi kollageenin
ristisitoutumisen on havaittu vihentyvén koko alkiossa 40 %:a hiirill, joiden LOX-geeni on
hiljennetty tiysin. Tdssd hiirimallissa kollageenin ja elastiinin on havaittu jarjestiytyvin
epatyypillisesti etenkin alkioiden thossa. Nédiden havaintojen perusteella muut LOX-perheen
entsyymit vaikuttavat osittain kompensoivan puuttuvaa LOX-entsyymin toimintaa, silld
kollageenin ja elastiinin ristisitoutumista tapahtuu myds ilman aktiivista LOX-entsyymia,

vaikkakin vihemmin. [*>23]
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LOXL1-entsyymin toiminnan on puolestaan havaittu olevan valttdmatonta erityisesti
elastiinin jarjestaytymiselle, vaikka se osallistuu myos kollageenisédikeiden ristisitoutumiseen
(241 Hiirikokeissa LOXL1-vilitteisen elastiinin jérjestdytymisen on osoitettu olevan erityisen
tarkedd synnyttineiden naaraiden virtsarakon ja sukuelinten palautumiselle. LOXL /-geenin
toiminnan estiminen heikentda hiirten kykya uudelleenjirjestella elastiinisdikeet synnytyksen
jalkeen, minka on havaittu johtavan esimerkiksi emittimen seinimén heikkenemiseen ja

virtsarakon seki alempien virtsateiden toimintahiridihin. (2°)

Myos LOXL2:n on havaittu osallistuvan soluvéliaineen jirjestdytymisen sddtelyn muiden
perheen entsyymien tavoin [*), Liséiksi LOXL2:n uskotaan osallistuvan solujen kiinnittymisen
sddtelyyn, silld sen on havaittu ilmentyvédn voimakkaasti hyvin kiinnittyvissé solulinjoissa ja
puolestaan viahdisemmin heikosti kiinnittdytyvissa solulinjoissa. LOXL2 on yhdistetty myos
ikiisintymiseen, silli sen on havaittu yli-ilmenevin vanhenevissa fibroblasteissal?”). Lisiksi
LOXL2 osallistuu haavan paranemiseen lisddmaéllé keratinosyyttien litkkumista ja

erilaistumista 23],

LOXL3- ja LOXL4-ensyymien toimintoja normaalitilassa tai alkionkehityksessa ei ole vield
tutkittu kattavasti. Muiden perheen entsyymien tavoin amiinioksidaasiaktiivisuutta on
kuitenkin havaittu my0s ndissd entsyymeissa eli nekin osallistuvat ristisidosten

muodostamiseen ja siten soluviliaineen jirjestiytymisen siitelyyn 2301,

LOX-perheen entsyymeihin kohdistuvat tutkimukset keskittyvét pidasiassa niiden
toimintoihin patologisissa tiloissa, jolloin tieto niiden kaikista toimintamekanismeista tai
saatelystd normaalitilassa on edelleen puutteellista. Poikkeavuudet LOX-perheen entsyymien
ilmenemisessi ja toiminnassa saavat kuitenkin aikaan soluvéliaineen jérjestdytymisen
hiiridité ja edistdvit useiden sairauksien, mukaan lukien rintasyovén, etenemistd, miki tukee

havaintoja niiden tirke#sti asemasta soluviliaineen jérjestiytymisen siitelijoin 31321,
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3 LOX-perheen entsyymien merkitys rintasyovin patogeneesissi

3.1 LOX-perheen entsyymien toiminnan séditely

Vain muutamia syovisséd ilmenevid LOX-perheen entsyymien ilmentymisté ja toimintaa
sadtelevia tekijoitd ja signalointireittejd on onnistuttu tunnistamaan. Naistd merkittdvimmaksi
LOX-perheen entsyymien sddtelijaksi ja tuoton indusoijaksi on tunnistettu hapenpuute eli
hypoksia, miki yhdistetisin myds usein aggressiiviseen rintasydvin fenotyyppiin 3334, In
vitro- ja in vivo -tutkimuksissa hypoksian on osoitettu indusoivan LOX-perheen entsyymien
tuottoa ja lisddvén aktiivisuutta hypoksiasta indusoituvien transkriptiotekijéiden 1 ja 2 (HIF-1
ja -2) vilitykselld (Kuva 2) B*%]. LOX-geenisti on tunnistettu hypoksiasta indusoituvia
alueita eli geenialueita, joiden kanssa HIF-1 vuorovaikuttaa ja lisdi siten LOX-entsyymin
ilmentymisti hypoksisissa olosuhteissa [**. Muita tekijoiti, joilla on havaittu olevan LOX-
perheen entsyymien toimintaa sddtelevid vaikutuksia ovat transformoiva kasvutekija g1
(TGF-B1 engl. transforming growth factor beta 1) 7! ja fibroblastikasvutekiji 2 *8. TGF-B1:n
ja LOX-perheen entsyymien on havaittu vaikuttavan toisiinsa fosfatidyyli-inositoli-3-kinaasin
(PI3K) ja proteiinikinaasi B:n (AKT) kautta. LOX-perheen entsyymit aktivoivat PI3K/AKT-
signalointireittid ja TGF-B1 puolestaan indusoi LOX/LOXL-entsyymien tuottoa saman
signalointireitin valitykselld (Kuva 2). PI3K/AKT-signalointireitin aktivaation on havaittu
edistdvin solujen jakautumista, parantavan solujen selviytymiskykya ja lisddvén

angiogeneesii. 7!

3.2 Soluviliaineen koostumuksen siitely

Fibroosin eli soluviliaineen komponenttien, kuten kollageenin, liiallisen kertymisen on
osoitettu olevan yhteydesséd sydpikasvainten tehokkaampaan kykyyn muodostaa
etdpesdkkeitd. My0s rintasydvéssé fibroosia seuraava kudoksen jaykistyminen on yhdistetty
syOvén etenemiseen: mitd jaykempi kudos, sitd aggressiivisempi syopd. Merkittdvana
kudoksia jaykistdvina tekijdnd toimii fibroblastien erittdma kollageeni ja sen jirjestdytyminen

32391 Quuri tyypin 1 kollageenin tiheys rintakudoksen stroomassa on

soluviliaineessa. |
yhdistetty voimakkaaseen kasvaimen kasvuun seki invasiivisempaan rintasydvén

fenotyyppiin in vivo -tutkimuksissa 4%,
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LOX-perheen entsyymien kyky katalysoida kollageenisdikeiden vilisten ristisidoksien
muodostumista edistdd kudosten jaykistymisti ja fibrotisoitumista. LOX- ja LOXL1-3-
entsyymit osallistuvat etenkin tyypin 1 kollageenin ristisidosten muodostamiseen ja yli-
ilmentyesséén jaykistivit soluviliainetta rintakudoksessa. Syopakasvaimissa LOX-perheen
entsyymien yli-ilmentymisen ja niiden valittimén fibrotisoitumisen onkin havaittu lisddvén
kasvainsolujen jakaantumista sekd kykya invasoida ymparoiviin kudoksiin. Soluviliaineen
jaykistyminen voi my0s lisdtd hypoksiaa paikallisesti, mika jélleen lisdd LOX-perheen
entsyymien aktiivisuutta. 324142 Soluviliaineen jiykistyminen vaikeuttaa myds lisikkeiden
padsya kasvaimeen ja lisdd siten rintasyopdkasvainten lddkeresistenssid erityisesti syovan

yhdistelméhoidoille [**!,

Primaarisen kasvaimen mikroympériston sditelyn lisdksi LOX-perheen entsyymien on
osoitettu edistdvén rintasyovan keuhkoetdpesikkeiden muodostumista muokkaamalla
mikroympéristdd keuhkoissa etépesikkeelle sopivaksi. LOX- ja LOXL4-entsyymien on
havaittu lisddvin soluviliaineen jaykkyyttd keuhkometastaasien muodostumispaikalla, mika
edistdd niiden kasvua. >3] Myds LOXL2-entsyymilld on havaittu olevan kyky edistii
rintasyovin keuhkometastaasien muodostusta, vaikkakin sen mekanismeista on ristiriitaisia
havaintoja. LOXL2:n on esitetty toimivan LOX- ja LOXL4-entsyymien tavoin soluvéliainetta
jiykistivini tekijini etipesikkeen mikroympiristossi 1>, Toisaalta sen kyvyn edistii
keuhkometastaasien muodostumista on havaittu olevan riippumaton soluvéliaineen sdételysta
ja liittyvén ennemmin sen kykyyn sdéddelld sytokiinien ilmentymisté ja houkutella

immuunisoluja etipesikkeisiin 4,

3.3 Epiteeli-mesenkyymi -siirtymén edistiminen

Sydpidsolujen epiteeli-mesenkyymi -siirtymédssd (EMT engl. epithelial-mesenchymal
transition) solut menettévit epiteelisolukolle tyypilliset piirteet ja niiden kiinnittyminen
muihin soluihin viihenee, jolloin niiden kyky vaeltaa ja invasoida paranee *°1. LOX-perheen
entsyymit toimivat yhtend EMT:td indusoivana tekijdna niin alkionkehityksessd kuin useissa
eri sydvissikin 61, LOX-geenin yli-ilmentymisen seki tunnettujen EMT:hen liitettyjen

(47], Rintasyovissi LOX:n yli-

geenien ilmentymisen vélilld on havaittu vahva yhteys
ilmentyminen indusoi transkriptiotekija TWIST:i4, mikd puolestaan lisdd EMT:td (Kuva 2).

LOX-vilitteisen EMT:n on osoitettu lisddvén rintasyopasolujen kykyd metastasoida ja
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muodostaa etenkin luumetastaaseja. 8! LOXL2- ja LOXL3-entsyymien yli-ilmentymisen on
vilitykselld rintasydpésolulinjoissa seké in vivo -tutkimuksissa. Snail vihentéd epiteliaalisen
kadheriinin toimintaa soluissa, jolloin epiteelisolukolle tyypilliset piirteet alkavat havidmaén

(Kuva 2). 444

3.4 FAK/Src-signalointireitin aktivaatio

FAK/Src-signalointireitti on monissa syovissé tunnistettu syopasolujen litkkumista ja
metastasointia edistiva signalointireitti, joka koostuu fokaaliadheesiokinaasista (FAK, engl.
focal adhesion kinase) sekd Src-perheen proteiinityrosiinikinaaseista. LOX-, LOXL2- ja
LOXL4-entsyymien on osoitettu aktivoivan FAK/Src-signalointireittid monissa eri syovissa.
[50-521 . OX-perheen entsyymien vilittimasti ristisidosten muodostumisesta syntyy
vetyperoksidia, jonka on havaittu aktivoivan Src:td ja siten FAK/Src-signalointireittid (Kuva
2). Rintasyovissa etenkin LOX- ja LOXL2-entsyymien onkin havaittu aktivoivan FAK/Src-
signalointireittié juuri vetyperoksidin vilitykselld. [°*! Toisaalta LOX-vilitteisen kollageenin
ristisitoutumisen ja siitd seuraavan soluvéliaineen jaykistymisen on osoitettu edistivdan FAK:n
fosforylaatiota B1-integriinin vélitykselld, mikd myds aktivoi FAK/Src-signalointireitin ja
lis4d solujen liikkumista ja metastasointikykyi [°%. Lisiksi rintasydpésolujen erittimin
LOXL2:n on havaittu aktivoivan syopéén liittyvié fibroblasteja FAK:n aktivoinnin
vilitykselld. Syopaén liittyvien fibroblastien aktivaatio on yhdistetty rintasyopésolujen

voimakkaampaan kykyyn invasoida ja muodostaa etipesikkeiti. [>¥
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Kuva 2: LOX-perheen entsyymien prosessointi, sditely ja signalointireitit rintasyovissa.
Lyhenteet: Luun morfogeneettinen proteiini 1 (BMP-1); transformoiva kasvutekija g1 (TGF- 1);
hypoksiasta indusoituvat transkriptiotekijat 1 ja 2 (HIF-1 ja -2); fosfatidyyli-inositoli-3-kinaasi (PI3K);

transkriptiotekijd 1 (Snail); fokaaliadheesiokinaasi (FAK); Src-perheen proteiinityrosiinikinaasi (Src);
epiteeli-mesenkyymi -siirtyma (EMT)

3.5 Muut mekanismit

LOX-perheen entsyymeilld on havaittu olevan myds useita muita syopédé edistavia
solunulkoisia ja solunsiséisid mekanismeja liittyen esimerkiksi inflammaatioon,
angiogeneesiin ja epigeneettiseen siditelyyn. LOX-perheen entsyymien ilmentyminen on
yhdistetty useiden inflammaatiota lisddvien tekijoiden ilmentymiseen rintasyOvéssa.
Esimerkiksi LOX:n ilmentyminen korreloi CD8+ T-solujen kanssa ja LOXL1:n ilmentyminen
on puolestaan yhteydessi interleukiini-4:n miriin 5. Lisiksi LOX-perheen entsyymien on
havaittu edistivin sydpédkasvainten kasvun kannalta tirkedd angiogeneesid useiden eri
signalointireittien vilitykselld monissa erilaisissa sydpdmalleissa °68]. Erityisesti LOX-
entsyymin on havaittu aktivoivan verihiutalekasvutekijan vélittimaa signalointireittid
hapettamalla verihiutalekasvutekijareseptori B:n lysiinitdhteet, miké puolestaan lisdé
signalointikaskadin vélitykselld verisuonten endoteelisen kasvutekijén ilmentymista ja siten

angiogeneesii !
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Tumassa LOXL2-entsyymin on havaittu aiheuttavan histonimodifikaatioita histonissa H3
hapettamalla siind olevan lysiinin. Tdima LOXL2-vilitteinen histonimodifikaatio esiintyy
useammin kolmoisnegatiivisissa rintasyopésolulinjoissa ja potilasldhtoisissa
rintasyOpéksenografteissa verrattuna muihin rintasyévin alatyyppien malleihin. H3:n
hapetettu lysiini on yhdistetty DNA-korjausmekanismien heikkenemiseen, jolloin solut
altistuvat sydpad aiheuttaville mutaatioille. (01 Lisiksi LOXL2 edistid solun aktiinitukirangan
uudelleenjérjestidytymistd lisddmélla aktiiniin sitoutuvien proteiinien fosforylaatiota
proteiinikinaasi C:n vélitykselld. Tdméan mekanismin on havaittu edistdvén kasvainsolujen
invasointia ja etipesikkeiden muodostumista ruokatorven okasolusydvissa. [ LOXL4:n on
puolestaan havaittu stabiloivan sydvéssi tunnetusti heikentynyttd 7P53-geenid. Stabiloinnin
seurauksena TP53 kertyy tumaan ja vihentid syopisolujen jakaantumista. %21 Téssi

tapauksessa LOXL4-entsyymillé vaikuttaa siis olevan syopéa inhiboiva vaikutus.
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4 LOX-perheen entsyymit rintasyovin biomarkkereina

4.1 Ilmentyminen rintasyovin eri alatyypeissi
4.1.1 LOXjaLOXL2

LOX-perheen entsyymien geeni- ja proteiinitason ilmentymisessd on havaittu eroja terveen
rintakudoksen ja rintasydopakudoksen vililld. LOX-perheen entsyymeistd etenkin LOX- ja
LOXL2-entsyymien yli-ilmentyminen on yhdistetty aggressiivisiin rintasydvén alatyyppeihin.
Solukokeissa on ositettu, ettd LOX ja LOXL2 ilmentyvéat merkitsevisti voimakkaammin
erittdin invasiivisissa rintasydpésolulinjoissa verrattuna huonosti invasoiviin solulinjoihin.
Lisdksi LOX-geenin toiminnan estiminen erittdin invasiivisissa rintasyOpasolulinjoissa on
vihentinyt solujen kykya invasoida. LOX-geenin ilmentymisen indusointi heikosti
invasoivassa rintasyOpdsolulinjassa on puolestaan lisdnnyt solujen invasiivisuutta

merkitsevisti. (03]

RintasyOpékasvainten molekulaarisia alatyyppeja vertaillessa LOX- ja LOXL2-entsyymien on
havaittu yli-ilmentyvan voimakkaammin ER-negatiivisissa rintasyovissé verrattuna ER-
positiivisiin rintasydpiin [*¥. T#td havaintoa tukevat myds potilasniytteisiin perustuvat
tutkimukset, joissa LOX- ja LOXL2-entsyymien on havaittu yli-ilmentyvan voimakkaimmin
kolmoisnegatiivisessa rintasydvissi, joka kuuluu myds ER-negatiivisiin rintasydpiin [©>-671,
Vastoin néitd havaintoja Cancer Genome Atlaksen invasiivisten rintasydpien tietokantaan

perustuvassa ilmentymisanalyysissé ei kuitenkaan 10ydetty merkitsevdd eroa LOX- ja LOXL2-

geenien ilmentymisessid invasiivisten rintasyopdkasvainten ja terveen rintakudoksen valilla
[68]

4.1.2 LOXLI1,LOXL3 ja LOXL4

LOXLI1-, LOXL3- ja LOXL4- entsyymien ilmentymisesti rintasyovéssé ei ole vield yhtd
kattavasti tietoa kuin LOX- ja LOXL2-entsyymien ilmentymisestd. LOXL /-geenin on
kuitenkin havaittu yli-ilmentyvéan invasiivisissa rintasyopatyypeissa ja erityisesti

luminaalisissa A- ja B -tyypin rintasyovissi (6867,
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LOXL3-entsyymin ei puolestaan ole havaittu yli-ilmentyvan misséén tietyssi rintasyovan
alatyypissé eikd selkedd eroa LOXL3-geenin ilmentymisessé rintasydpékudoksen ja terveen
kudoksen vililli ole havaittu 3%, LOXL3:n on kuitenkin havaittu ilmentyvin
voimakkaammin invasiivisissa rintasy0pésolulinjoissa verrattuna heikosti invasoiviin
solulinjoihin, vaikkakin yhtd voimakasta eroa ei ole havaittu kuin LOX- ja LOXL2-

entsyymien kohdalla (42631,

LOXL4-entsyymin ilmentyminen eri rintasyOpétyypeissd vaikuttaa eroavan merkittavisti
muista LOX-perheen entsyymeisté niin geeni- kuin proteiinitasollakin. LOXL4:n
ilmentymiselld on havaittu olevan niin rintasyopda edistdvid kuin kasvua rajoittaviakin
vaikutuksia. Etenkin solukokeissa LOXL4-entsyymin ilmentymisen on havaittu lisddvéin
rintasydpésolujen invasointia ja jakautumista muiden perheen entsyymien tavoin [637%, Naiti
havaintoja vastaan LOXL4:n hiljentdminen on edistdnyt rintasydpédkasvaimen kasvua ja
keuhkoetipesikkeiden muodostumista in vivo -tutkimuksessa "1, My®és potilasniytteisiin
perustuvissa tutkimuksissa LOXL4-geenin ilmentymisen on havaittu olevan vidhdisempéa

useissa eri rintasydvin alatyypissi verrattuna terveeseen rintakudokseen (68691,

4.2 Ilmentymisen vaikutus rintasyopipotilaan ennusteeseen

LOX-perheen entsyymien ilmentymisen ja rintasydvén ennusteen viélilld on 10ydetty selkeité
yhteyksid. Korkea LOX-geenin ilmentyminen on potilastutkimuksessa yhdistetty
lyhentyneeseen taudittomaan hoidon jilkeiseen jaksoon (engl. disease-free survival) sekd
lyhentyneeseen etidpesidkkeettoméadn elossaoloaikaan (engl. metastasis-free survival) ER-
negatiivisilla rintasydpapotilailla ["?. LOXL2-entsyymii ilmentivit kasvaimet on puolestaan
yhdistetty lyhyempédin kokonaiselinajanodotteeseen (engl. overall survival) ja lyhentyneeseen
etdpesdkkeettoméin elossaoloaikaan sekd HER2-monistuneissa ettd kolmoisnegatiivisissa
rintasyOvissd. Merkitsevda yhteyttd lyhentyneeseen taudittomaan hoidon jélkeiseen jaksoon ei
kuitenkaan LOXL2:n kohdalla ole 16ydetty. [*>731 LOXL3:n ilmentymiselli ja

(421, Jilleen poiketen

rintasydpépotilaiden ennusteella ei ole 16ydetty merkitsevdid yhteytta
perheen muista entsyymeistd LOXL4:n matala ilmentyminen on yhdistetty lyhyempéan

kokonaiselinajanodotteeseen 7!,
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4.3 Hyodyntiaminen biomarkkereina

Talla hetkelld rintasyévan diagnostiikka perustuu kolmoisdiagnostiikkaan, johon kuuluu
inspektio ja palpaatio, kuvantamistutkimukset seké histopatologiset tutkimukset
paksuneulandytteisti 4], Perinteisten diagnostisten menetelmien rinnalle on lihivuosina
noussut uusia serologisia, histologisia ja geneettisid biomarkkereita, joita on alettu
hyodyntdmaéaén rintasydvan uusiutumisen tunnistamisessa seké tehokkaimman ldédkehoidon

valitsemisessa [7).

Erot LOX-perheen entsyymien ilmentymisessa terveen henkilon ja rintasyopéapotilaan valilla
tekevit niistd mahdollisia rintasyovan biomarkkereita. Etenkin LOX- ja LOXL2-entsyymien
selked yli-ilmentyminen invasiivisissa hormonireseptorinegatiivisissa rintasyovissd seka
yhteydet potilaiden heikentyneeseen ennusteeseen tekevit niistd mahdollisia
erotusdiagnostiikassa ja taudin etenemisen ennustamisessa hyodynnettivid biomarkkereita.
[65-67.721 Histologisena biomarkkerina toimimisen lisiiksi LOX-perheen entsyymit ovat myds
mahdollinen serologinen biomarkkeri, minkd avulla invasiivisten histologisten ndytteiden
ottoa voitaisiin vihentii ja diagnostiikkaa nopeuttaa. Esimerkiksi kolmoisnegatiiviselle
rintasyoville ei ole vield onnistuttu validoimaan serologisia biomarkkereita kliiniseen
kayttoon ja juuri tdhdn ongelmaan uudet LOX- ja LOXL2-entsyymien méiéritysmenetelmat

voisivatkin tuoda ratkaisun. [7°]

Janyasupab ym. ovat kehittdneen biosensoriprototyypin, jolla on onnistuttu tunnistamaan
LOXL2:n pitoisuuksia rintasydpépotilaiden veri- ja virtsandytteistd. Biosensorin toimivuutta
testaavassa tutkimuksessa rintasydpépotilaiden ndytteissd havaittiin korkeampia LOXL2-
entsyymin pitoisuuksia verrattuna terveisiin kontrolleihin. Kliinisessd kaytdssa biosensorin
avulla voitaisiin siis tunnistaa aggressiiviset kolmoisnegatiiviset rintasyovat. Nayttoa
biosensorin toimimisesta laajassa kliinisessd kdyt0ssd tai tarkemmassa diagnostiikassa ei
kuitenkaan vield ole. Tdm& menetelma vaatisi siis jatkotutkimuksia ja validoinnin ennen
laajempaa kiyttoonottoa. ) LOX-entsyymin tarkkoja pitoisuuksia verindytteistd on
puolestaan onnistuttu havaitsemaan digitaaliseen immunomaééritykseen perustuvalla
menetelmalld. Tamad menetelma on osoitettu hyvin tarkaksi ja herkéksi menetelmiksi ja siksi
my0s sopivaksi kliiniseen kdyttoon, vaikkakin sen laajempaa kéyttoonottoa ei ole vield

tapahtunut. 1%
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Uusien biomarkkereiden laajemmassa kdyttoonotossa on omat haasteensa. Uuden
biomarkkerin tdytyy parantaa potilaiden ennustetta, mink& todistaminen vaatii laajoja ja

[76] Veresti tai

kalliita tutkimuksia. Lisdksi uusien menetelmien kéyttoonotto on usein kallista.
virtsasta mééritettavat biomarkkerit eivat myoskdén tiysin poistaisi kudosndytteisiin
perustuvan diagnostiikan tarvetta, jolloin uuden biomarkkerin kdyttdonotosta saatava hyoty

voisi jaada pieneksi.
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5 LOX-perheen entsyymit liiikehoidon kohteena

LOX-perheen entsyymien kdyttod ladkehoidon kohdemolekyyleind on tutkittu niin

[1.56] T4hdn mennessi suurin osa

rintasyovin kuin useiden muidenkin sairauksien kohdalla
LOX-perheen entsyymien toimintaa inhiboivista pienmolekyylilddkkeistd on kohdennettu
joko entsyymien kupaririippuvuuteen tai aktiivisen keskuksen LTQ-kofaktoriin. Tdhdn
mennessé kehitetyt inhibiittorit estdvit pddasiassa joko kaikkia LOX-perheen entsyymeja
(pan-LOX) tai pelkkdd LOXL2-entsyymid. Myds muutamia kaksoisinhibiittoreita on
kehitetty, jotka kohdentuvat LOXL2:n lisdksi LOX- tai LOXL3-entsyymeihin (Taulukko 2).
(77 Rintasy®vin hoidossa LOX/LOXL-inhibiittorien kehitys on kohdistunut etenkin LOX- ja
LOXL2-entsyymien inhibointiin, silld niiden toiminnan estdmisen on useissa tutkimuksissa
osoitettu vihentivin primaarikasvaimen kasvua sekd metastasointia [4+°6671, LOXL2-
inhibiittorien kehitystd on myos helpottanut saatavilla oleva kristallirakenne, jonka

selvittimisessi on ollut haasteita muiden perheen entsyymien kohdalla [®!. Pienmolekyylien

liséiksi biologiset vasta-aineldsikkeet ovat mahdollisia LOX/LOXL-inhibiittoreita [!>14],

Suorien sydvin etenemistd hidastavien vaikutuksien lisdksi LOX/LOXL-inhibiittorit voisivat
parantaa muiden sydpdhoitojen tehokkuutta, silli LOX-perheen entsyymien vilittima
soluviliaineen jaykistyminen vaikeuttaa ladkkeiden kulkeutumista kasvaimeen ja siten

(43 LOX-perheen entsyymien inhiboinnilla

heikentdd perinteisten syopaldidkkeiden tehoa
voitaisiin vihentdd soluvéliaineen jiykistymistd ja siten parantaa muiden lddkkeiden padsya
vaikutuspaikalle. Jo pelkéstddn LOX-entsyymin inhiboinnin on havaittu estdvin
kemoterapialle muodostuvan resistenssin syntymistda kolmoisnegatiivisissa

rintasyopikasvaimissa %),

5.1 Pienmolekyylit

LOX-perheen entsyymit eivit pysty katalyyttiseen toimintaan ilman kuparia ja siksi niiden
kupaririippuvuuteen onkin ldhdetty kohdentamaan inhibiittoreita. Kupaririippuvuuteen
kohdennettuja lddkeaineita on kuitenkin kehitetty vasta vdahin niiden huonon selektiivisyyden
takia. Huono selektiivisyys johtuu kuparin tarkedstd asemasta myds monissa muissa kehon
toiminnoissa ja kuparia kelatoivat 1dékeaineet voisivat siksi aiheuttaa haitallisia
sivuvaikutuksia. [7’) Merkittivin tihéin mennessi kehitetty LOX-perheen entsyymien

kupaririippuvuutta hyvéksikéyttiava ladkeaine on tetratiomolybdaatti, joka kelatoi kuparin ja
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siten estdd entsyymien toimintaa. Tetratiomolybdaatin on havaittu vdhentiavén
keuhkometastaasien muodostumista kolmoisnegatiivisen rintasyovén hiirimalleissa, mutta
vaikutusta primaarikasvaimen kasvuun ei kuitenkaan ole havaittu. Tetratiomolybdaatti on
myds edennyt kliinisiin kokeisiin ja 1d4kkeen tehoa ja turvallisuutta on tutkittu
rintasyOpépotilailla, joilla on korkea riski taudin uusiutumiseen. Vaikka tetratiomolybdaatti
on selektiivisyydeltdin huono lidikeaine, ei vakavia haitallisia sivuvaikutuksia havaittu. (8]

Tetratiomolybdaatti ei kuitenkaan toistaiseksi ole kliinisessé kdytossé rintasyovén hoidossa.

Ensimmaiinen LOX-perheen entsyymien aktiivisen keskuksen LTQ-kofaktoriin kohdennettu
ja kaikista vanhin LOX/LOXL-inhibiittori on B-aminopropionitriili eli BAPN, jota tutkittaessa
16ydettiinkin ensimmaisti kertaa LOX-perheen entsyymit 811, BAPN ja sen kaltaiset
inhibiittorit toimivat irreversiibeleind LOX/LOXL-inhibiittoreina ja sitoutuvat kovalenttisesti

82831 In vivo -rintasydpamalleissa PAPN:n on havaittu

entsyymien LTQ-kofaktoriin
vihentdvin metastaasien muodostumista. Se ei kuitenkaan ole vaikuttanut jo muodostuneiden
etipesikkeiden kasvuun. 341 Vaikka PAPN on tehokas LOX/LOXL-inhibiittori, ei se
kuitenkaan ole sopiva lddkeaine kliiniseen kayttoon, silld siitd ei ole 10ydetty sopivia paikkoja
kemiallisten modifikaatioiden tekemiseen, jolloin esimerkiksi lddkemolekyylin

farmakokineettisten ominaisuuksien muokkaaminen ei onnistu 12!, Lisiiksi BAPN:1la on

osoitettu olevan teratogeenisia vaikutuksia seeprakaloissa 3],

Uudempia LOX/LOXL-inhibiittoreita ovat haloallyyliamiinipohjaiset PXS-yhdisteet. Ne ovat
aktiivisuudeltaan ja selektiivisyydeltd BAPN:n kaltaisia, mutta kemiallisilta ominaisuuksiltaan
muokattavampia. PXS-yhdisteiden inhiboiva vaikutus perustuu niiden kykyyn sitoutua
pysyvasti LOX-perheen entsyymien aktiiviseen keskukseen. PXS-S1A on sekd LOX- ettd
LOXL2-entsyymien toimintaa estidvé inhibiittori, jonka affiniteettia pystytddn muokkaamaan
vahvemman LOXL2-inhibition saamiseksi. PXS-S1A:ta muokkaamalla onkin kehitetty
LOXL2-selektiivinen PXS-S2A. Edelld mainitut PXS-yhdisteet ovat selektiivisié eivétka estd
muiden elimiston amiinioksidaasien kuten di- ja monoamiinioksidaasien toimintaa. PXS-
S1A- ja PXS-S2A-yhdisteilld on havaittu olevan rintasydpédkasvaimen kasvua vihentiva
vaikutus kolmoisnegatiivista rintasydpii mallintavissa in vivo - ja in vitro -malleissa. 5
PXS-5153A on puolestaan LOXL2- ja LOXL3-entsyymien LTQ-kofaktoriin irreversiibelisti
sitoutuva kaksoisinhibiittori. Sen on havaittu viahentidvén kollageenin ristisitoutumista ja
fibroosin muodostumista solututkimuksissa. % Tdmin PXS-molekyylin tehoa

rintasyopadmalleissa ei kuitenkaan ole vield tutkittu. Kaikkia LOX-entsyymejé inhiboiva pan-
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LOX-inhibiittori, PXS-5505, on puolestaan osoittautunut turvalliseksi faasin 1 kliinisissa
kokeissa ja edennyt faasin 2 kokeisiin myelofibroosin hoidossa !!#7l. Miki#n edelld
mainituista PXS-yhdisteisti ei kuitenkaan ole edennyt kliinisiin kokeisiin rintasy&vén

hoidossa.

Toinen melko uusien LOX/LOXL-inhibiittorien ryhmé on aminometyleenitiofeenipohjaisten
(AMT) LOX- ja LOXL2-kaksoisinhibiittorien ryhmi. AMT-pohjaisten inhibiittorien
toimintamekanismi ei ole tdysin selvilld, mutta sen uskotaan perustuvan inhibiittorin ja LOX-
sekd LOXL2-entsyymien LTQ-kofaktorin viliseen vuorovaikutukseen. Yksi AMT-pohjaisista
inhibiittoreista on CCT365623, jonka on havaittu vdhentivéan rintasydpékasvainten kasvua ja

88.891 AMT-pohjaisten molekyylien perusteella tutkijat ovat

metastasointia hiirimallissa. !
lahteneet kehittiméaan uusia inhibiittoreita kemiallisia muokkauksia tekemalld. Muokkausten
avulla Smithen ym. onnistuivat kehittiméan 2-aminometyleeni-5-sulfonyylitiatsolin (AMTz),
joka toimii muiden AMT-molekyylien tavoin LOX- ja LOXL2-entsyymien
kaksoisinhibiittorina ['?!. AMTz sitoutuu kuitenkin muita AMT-molekyylejid voimakkaammin
LOXL2-entsyymiin. AMTz:lla on havaittu olevan primaarikasvainten kasvua hidastava

vaikutus spontaanissa rintasyovian hiirimallissa. Lisdksi silld on todettu olevan hyvé oraalinen

hydtyosuus, miki tukee sen mahdollisuuksia edeti kliinisiin tutkimuksiin. [

Pienmolekyyleistd ensimmadinen kliinisiin kokeisiin edennyt LOX/LOXL-inhibiittori on
irreversiibeli LOXL2-selektiivinen bentsyyliamiinipohjainen PAT-1251. Se on onnistuneesti
lapdissyt faasin 1 kliiniset kokeet ja on télld hetkelld faasin 2 kokeessa myelofibroosin

a. P92l Rintasyoviin hoidossa PAT-1251 ei kuitenkaan ole vield kliinisissi kokeissa.

hoidoss
Yhtend uusimpana LOX-perheen entsyymejd inhiboivana molekyylind on tunnistettu
bitiatsolin johdannainen, LXG6403, joka inhiboi selektiivisesti ja irreversiibelisti LOX-
entsyymid. LXG6403:n on havaittu lisddvin syopdsolujen herkkyyttd kemoterapialle
kolmoisnegatiivisen rintasydvin potilasperdisissa ksenograftimalleissa. Lisdksi silld on hyvét
farmakokineettiset ominaisuudet, mika tekee siitd mahdollisen kandidaatin kliinisiin

kokeisiin. %
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5.2 Biologiset lidkkeet

LOX-perheen entsyymeihin on pienmolekyylien liséksi kehitetty vasta-aineladkkeiti
(Taulukko 2). Merkittdvin néistd on humanisoitu monoklonaalinen vasta-aine simtutsumabi,
joka toimii solunulkoisen LOXL2:n allosteerisena inhibiittorina ['*!. Simtutsumabin
LOXL2:ta inhiboiva vaikutus perustuu sen sitoutumiseen entsyymin neljanteen SRCR-
domeeniin. Simtutsumabi on edennyt faasin 2 kliinisiin kokeisiin erdiden fibroottisten
sairauksien seké syopien kohdalla, mutta rintasydvéan hoidossa sitd ei ole vield tutkittu
kliinisessd vaiheessa. Yleisesti simtutsumabi on todettu turvalliseksi ja se on ldpiissyt myos

useita faasin 2 kokeita. 394

Grossman ym. ovat puolestaan kehittineet vasta-ainelddkkeen, GS341:n, joka on kohdennettu
sitoutumaan suoraan LOX-entsyymin aktiiviseen keskukseen allosteerisen sitoutumisen
sijasta. GS341:n on osoitettu vihentdvén rintasyopakasvaimen kokoa ja metastasointia
keuhkoihin hiiren ksenograftimallissa. GS341 ei kuitenkaan ole vield edennyt kliinisiin

tutkimusvaiheisiin. 14

Taulukko 2: Rintasyopidmalleissa tutkittuja LOX/LOXL-inhibiittoreita, niiden vaikutuskohteet
ja mahdolliset vaikutusmekanismit.

Ladkeaine Kohde Vaikutusmekanismi
Pienmolekyylit
Tetratiomolybdaatti | pan-LOX Aktiivisen keskuksen kuparin kelatointi
BAPN pan-LOX Kovalenttinen sitoutuminen LTQ-kofaktoriin
PXS-yhdisteet LOX/LOXL2, LOXL2/L3, Pysyvi sitoutuminen aktiiviseen

pan-LOX keskukseen/LTQ-kofaktoriin

AMT/AMTz LOX/LOXL2 Vuorovaikutus LTQ-kofaktorin kanssa
PAT-1251 LOXL2 Pysyvé sitoutuminen entsyymiin
LXG6403 LOX Pysyvé sitoutuminen entsyymiin
Biologiset ladikkeet
Simtutsumabi LOXL2 Sitoutuminen SRCR4-domeeniin
GS341 LOXL2 Sitoutuminen aktiiviseen keskukseen
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5.3 Laikekehityksen haasteita

Kuten monien muidenkin lddkkeiden kehityksessd myos LOX/LOXL-inhibiittorien
kehityksessé on haasteita. Yhtend suurena haasteena on LOX-perheen entsyymien
systeeminen ilmentyminen ja tirked asema soluvéliaineen normaalin jarjestdytymisen
sddtelijand. Entsyymien inhiboiminen voisi siis johtaa soluvéliaineen jarjestdytymisen
hairioihin kaikkialla elimistdssa erityisesti pitkdédn jatkuvassa hoidossa. Esimerkiksi kaikkia
LOX-perheen entsyymeja inhiboivan, -aminopropionitriilin on havaittu aiheuttavan luuston
epamuodostumia, tyrid seki aneurysmia in vivo -kokeissa (811, Selektiivisempi LOXL2-
inhibiittori, simtutsumabi, on puolestaan ollut hyvin siedetty kliinisissd kokeissa, mika
kertookin selektiivisyyden tirkeydestd myds LOX/LOXL-inhibiittorien kehityksessd 4!,
Inhibiittorien selektiivisyyttd ja annostelusysteemeja tulisi siis kehittéd, jotta inhiboivat
vaikutukset saadaan kohdennuttua mahdollisimman selektiivisesti suoraan syopdakasvaimiin.
Toisaalta myos tiedon puute LOX-perheen entsyymien kaikista toiminnoista vaikeuttaa
haittavaikutusten ennakointia ja turvallisten lddkkeiden kehittdmisté ja siksi lisdd

perustutkimusta LOX-perheen entsyymien toiminnoista tulisi tehda.

Toisena haasteena LOX/LOXL-inhibiittoreiden kehityksessd on se, ettd pelkastaan LOXL2:n
kristallirakenne on onnistuttu selvittiméin 8], Kristallirakenteen puuttuminen hankaloittaa
uusien selektiivisten inhibiittorien kehittdmistd muille perheen entsyymeille, silld ilman
kristallirakennetta entsyymien aktiivisen keskuksen tarkkaa rakennetta ei ole pystytty
selvittiméaan. Inhibiittorien huono selektiivisyys lisdd jélleen haittavaikutusten ilmenemisen

todenndkoisyytta.

Kliinisissd kokeissa ilmenneend LOX/LOXL-inhibiittorien kehityksen haasteena on ollut
riittdvédn tehon saavuttaminen etenkin biologisten ladkkeiden kohdalla. Esimerkiksi

simtutsumabi on useissa tutkimuksissa todettu turvalliseksi, mutta erdét tutkimukset on

[93

keskeytetty heikon tehon takia **!. Heikko teho voi johtua simtutsumabin sitoutumisesta

pelkastidn solunulkoiseen LOXL2-entsyymiin, jolloin solunsisdisen entsyymin valittdmét

(%31, Vaikka rintasydpikasvainten kasvua tai metastasointia ei

toiminnot jaavét inhiboimatta
saataisi tidysin pysdytettyd LOX/LOXL-inhibiittoreilla, ovat ne silti potentiaalisia

rintasydpilidkkeitd perinteisiin sydpihoitoihin yhdistettyna 43791,
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6 Yhteenveto ja tulevaisuuden nikymiit

Useat tutkimukset ovat osoittaneet, ettd LOX-perheen entsyymeilld on monia merkittdvia
rintasyOpid edistivid toimintoja, jotka liittyvét pidasiassa soluviliaineen koostumuksen
sddtelyyn ja solujen liikkumisen seki kiinnittymisen sditelyyn 248331 LOX/LOXL-
entsyymien toiminta on yhdistetty etenkin rintasyovan metastasoinnin edistdmiseen ja

aggressiivisen rintasydvin fenotyypin muodostumiseen [,

LOX-perheen entsyymien ilmentyminen on yhdistetty aggressiivisiin rintasyovén
alatyyppeihin sekd huonoon ennusteeseen rintasyopépotilailla, mika tekee niistd mahdollisia
biomarkkereita, joiden avulla voitaisiin tunnistaa rintasyovéan alatyyppi, ennustaa taudin
etenemisti ja ohjata lidikehoitoa "2, Etenkin LOX- ja LOXL2-entsyymien selkei yli-
ilmentyminen hormonireseptorinegatiivisissa rintasyovissé tekee niistd mahdollisia
biomarkkereita juuri niiden alatyyppien tunnistamiseen [*4-67), Vaikka eriitd LOX/LOXL-
entsyymien mééritysmenetelmid on jo kehitteilld, lisdd potilasniytteisiin perustuvaa
ilmentymisdataa ja tutkimuksia serologisista méaritysmenetelmisté tarvitaan, jotta LOX-

perheen entsyymien laajempi kliininen hyddyntiminen diagnostiikassa olisi mahdollista -1,

Myo0s useita ladkeaineita on kehitetty LOX-perheen entsyymien, erityisesti LOX- ja LOXL2-

[12,13.56] N4ma inhibiittorit eivit kuitenkaan ole vield edenneet

entsyymien inhiboimiseksi
kliiniseen kdyttdon rintasyovén hoidossa. Lisdtutkimukset LOX-perheen entsyymien
toiminnasta sekd normaalitilassa ettd rintasydvén kehityksessd voisivat mahdollistaa
tehokkaiden ja selektiivisten ladkkeiden kehittimisen. Lisda tietoa tarvitaan etenkin LOXL1-,
LOXL3-, ja LOXL4-entsyymeistd, jotta my0s niitd voitaisiin hyddyntaa ladkekehityksessa.
LOX-perheen entsyymeihin kohdennetut lddkehoidot voisivat parantaa etenkin
kolmoisnegatiivisten rintasydpépotilaiden selviytymismahdollisuuksia, silld
hormonireseptorien puuttumisen takia useat tdhdn mennessé kehitetyt hoidot eivit tehoa
kolmoisnegatiiviseen rintasyopéin 1. LOX/LOXL-inhibiittoreilla yksiniin ei todennikdisesti

tulla saamaan riittdvaa tehoa rintasyovén hoidossa, mutta niiden yhdistiminen jo olemassa

oleviin sydpéhoitoihin voisi parantaa rintasydpépotilaiden hoitovastetta huomattavasti.
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