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Tiivistelma

Estetroli on heikko naishormoni, jota sikion maksa tuottaa raskauden aikana. Syntymén
jdlkeen maksan kyky tuottaa titd hormonia havidi. Estetrolia voidaan mitata raskaana
olevan didin verestd, silld sitd siirtyy sinne mitattavissa olevia méérid istukan kautta,
mutta sen fysiologisia vaikutuksia sikidsséd tai didissd ei tunneta. Estetrolia tutkitaan
mahdollisena hormonihoitona rintasyovéssd, hormonaalisen ehkdisyn komponenttina
sekd vaihdevuosien hormonihoitona. Estetrolilla on vdhemméin sivuvaikutuksia kuin
nykyisissd hormonaalisissa hoidoissa ja ehkdisymuodoissa kéytetyssd estradiolissa.
Erikoistydssd estetrolin  vaikutuksia tutkittiin rintasyopéleikkauksista ja rinnan
pienennysleikkauksista ~ saatujen  potilaiden  kudosndytteiden  avulla  sekd

organotyyppisissid 3D-soluviljelmissa.

Aikaisemmissa tutkimuksissa estetrolin on osoitettu toimivan estradiolin toimintaa
estdvdsti, joten ndiden kahden hormonin vaikutuksia rintakudoksessa ja soluviljelmissi
selvitettiin yksindéin sekd yhdistelménd. Tutkimuksessa havaittiin, ettd estetroli ei
vaikuttanut merkitsevisti syopdkudoksen eikd normaalin kudoksen solujen
proliferaatioon eikd apoptoosiin. Estetroli vaikutti kuitenkin erdiden estrogeenille
sensitiivisten geenien ilmenemiseen. Niistd geeneistd eniten muutoksia ndkyi TFF1-
geenissd, joka on estrogeenireseptorin toiminnallinen markkeri. Pienid muutoksia oli
havaittavissa estrogeenireseptori alfan ilmentymisessd. 3D-viljelmissd estetroli lisdsi
solujen kykyd muodostaa organoideja, mutta yhdessd estradiolin kanssa se ei kyennyt
lisidméédn estradiolin vaikutusta tai toimimaan sen tehokkaana antagonistina.
Tutkimuksen perusteella estetroli ei estd tehokkaasti rintasyovdn kasvua, mutta
rintakudokseen kohdistuvan heikon estrogeenisen vaikutuksensa perusteella se saattaisi
sopia turvalliseksi vaihdevuosien hormonaaliseksi hoidoksi.

ASIASANAT: rintasyopi, hormonihoito, estradioli, estetroli
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Lyhenteet

ACTB Beeta-aktiini

AR Androgeenireseptori

AREG Amfireguliini

CASP-3 Kaspaasi-3

E2 Estradioli

E4 Estetroli

ECM Soluviliaine (engl. extracellular matrix)

EGF Epidermaalinen kasvutekiji (engl. epidermal growth factor)
ERa Estrogeenireseptori alfa

ERP Estrogeenireseptori beeta

FBS Naudan sikion seerumi (engl. fetal bovine serum)

HER2 Ihmisen epidermaalinen kasvureseptori 2 (engl. human epidermal growth

factor receptor 2)

IHC Immunohistokemia (engl. immunohistochemistry)

PBS Fosfaattipuskuroitu suolalious (engl. phosphate buffered saline)
PCR Polymeraasiketjureaktio (engl. polymerase chain reaction)
PR Progesteronireseptori

SERD Selektiivinen estrogeenireseptorin hajottaja

SERM Selektiivinen estrogeenireseptorin modulaattori

TAM Tamoksifeeni

TFF1 Trefoilfaktori 1

PDE Potilasperdinen eksplantti (engl. patient derived explant)
PDX Potilasperdinen ksenografti (engl. patient derived xenograft)
POS Menestymisen todennédkdisyys (engl. probability of success)



1 Johdanto

1.1 Rintasyopa

Rintasydpé on Pohjoismaissa yleisin naisten sairastama syOpasairaus. Jopa 30% kaikista
naisten sairastamista syOpétapauksista ovat rintasyopdd (Engholm ym. 2018). Samaan
lukemaan pééstdan Yhdysvalloissa (Siegel ym. 2018), joten rintasyopd on globaali
syOpdsairaus, joka koskettaa erityisesti ikdéntyvid, tyypillisesti 60 vuotta tdyttdneitd
naisia. Yhdysvalloissa 14% rintasydpatapauksista johtaa kuolemaan ja Pohjoismaissa
taas 14,9% (Sigel ym. 2018; Engholm ym 2018). Kliinisesti rintasyopdd seulotaan

mammografian avulla ja riskiryhméssd myos geeniseulonnan avulla (Li ym. 2018).

1.1.1 Rintasyovén syyt, kasvu ja eteneminen

Rinta koostuu rasvakudoksesta ja maitoa tuottavista maitorauhasyksikdisté, alveoleista,
joista ldhtee maitotichyet ndnneihin. Maitorauhanen on alun perin kehittynyt
hikirauhasesta ja se koostuu yhden maitotiehytpuuston ympérille muodostuneista
lohkoista, joissa on tiehytpuuston lisdksi ympdrdivdd sidekudosta ja rasvaa.
Maitorauhasen tiehyiden ja alveolien kaksikerroksinen epiteeli muodostuu luminaalisista
ja basaalisista soluista. Epiteelin basaalisessa solukerroksessa on epiteelisolujen esiasteita
(prekursoreita), jotka voivat erilaistua eri solutyypeiksi mukaan lukien epiteelid
ympardiviksi  myoepiteliaalisoluiksi. Luminaalinen epiteelisolukko  verhoaa
maitorauhasen rauhaspuustoa sisdltdpdin ja erilaistuu alveoleissa maitoa tuottaviksi
soluiksi. Maitorauhasen toimintaa sditelevit munasarjan ja lisimunuaisen kuoren
erittdimét estrogeeni, progesteroni ja androgeenit sekd aivolisdkkeen erittdmét

kasvuhormoni ja prolaktiini (Oftedal 2002; Macias ym. 2012).

Maitorauhaset erilaistuvat erittdviksi rauhasiksi raskauden myo6td, jolloin keho
valmistautuu imetykseen, mutta muutoin ne ovat melko inaktiivisia. Estrogeenin,
progesteronin ja prolaktiinin sddteleménd rauhasrakenne proliferoituu tihedksi
tichytpuustoksi ja alveoleiksi, jotka aktivoituvat ja kypsyvdt maitoa erittdviksi
rauhasyksikoiksi (Kuva 1). Imetyksen paityttyd alveolit ja suuri osa tiehyistd kuihtuu

(Macias ym. 2012).



Murrosiki Sukukypsyys Raskaus Imetys

Sivuhaara

Kuva 1. Maitorauhasen kehitys murrosiiistd imetykseen. Murrosidssd maitorauhasen tichyet
alkavat haarautua ja niiden péissi on paitenuppuja (engl. terminal end bud, TEB). Raskauden aikana
haaroittuneisiin tiehyisiin muodostuu alveolaarinuppuja, jotka imetykseksen myd6td erilaistuvat

kypsiksi alveoleiksi. Mukaillen: Malec 2014.

Rintasydvin syntyyn vaikuttavat perinndlliset sekd ympéristostd perdisin olevat tekijét.
Haitalliset elintavat kuten ylipaino, runsas alkoholin kéyttd ja tupakoiminen voivat
altistaa rintasyOvélle, mutta monitekijdisend sairautena yksittdinen tekija ei laukaise
syovdn syntyd ja sen riskiin voidaan vaikuttaa elintavoilla (Howell ym. 2014).
Hormonaalisilla tekijoilld on kuitenkin tarkein merkitys sydvén syntyyn, silld ne lisddvit
soluproliferaatiota eli soluméirdn lisddntymistd, mikd puolestaan altistaa soluja
pahanlaatuisille muutoksille. Esimerkiksi vaihdevuosien oireiden lievittimiseksi kaytetyt
hormonihoidot (Million Women Study Collaborators 2003) samoin kuin varhainen
ensimmdisten kuukautisten alkamisajankohta ja myohdinen synnytysikd voivat
vaihtelevasti lisdta riskid sairastua rintasyopéddn (Li ym. 2008; Collaborative Group on
Hormonal Factors in Breast Cancer 2002). Vaihdevuosien hormonihoidossa erityisesti
estrogeenin ja progesteronin yhdistelmihoito lisdd huomattavasti riskid sairastua
rintasyopddn, koska molemmat hormonit stimuloivat maitorauhasepiteelisolujen

proliferaatiota (Million Women Study Collaborators 2003).

Rintasydvén taustalla on epiteelisolujen hallitsematon jakautuminen (Joshi ym. 2010) ja
se on usein riippuvainen hormonaalisesta sddtelystd, erityisesti sydpésolujen
vastaanottamista estrogeenien aiheuttamista signaaleista. Hoitamaton tai hoitoon

reagoimaton rintasyopa muodostaa etdpesidkkeitd muualle elimistoon. Etapesdkkeitd voi
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muodostua myds vuosia myShemmin primddrisen tuumorin poiston jilkeen, silld osa
syopasoluista voi jadda ns. lepotilaan, jossa ne eivét jakaudu vaan pysyvit solusyklin Go-
vaiheessa (Luzzi ym. 1998). Hoitamattomana jopa 25-50% rintasyOpétapauksista johtaa

tappavan etdpesdkkeen muodostumiseen (Minn ym. 2005).

Syopésolu kiy ldpi ns. metastaattisen kaskaadin, jossa primédrituumorista siirtyy soluja
verenkiertoon ja verenkierron vilitykselld soluja levidd sekundédirisille paikoilla eri
elimiin muodostamaan uusia tuumoreita (Minn ym. 2005). Luuhun ja maksaan syntyy
eniten etdpesdkkeitd, silli syOpédsolut pystyvit helposti ldpdisemddn niiden ohuet
verisuonien seindmit. My0Os aivoihin syntyvit etdpesdkkeet ovat yleisid, mutta
syopdsolujen on ldpdistdvd veri-aivoesteen kapillaarien tiivis endoteelikerros, miké
tapahtuu leukosyyttien ja verihiutaleiden avustamana. N&md solut muodostavat
adheesiosta vastaavien L- ja P-selektiinien avulla komplekseja tuumorisolujen kanssa,
jolloin sydpésolut péadsevit levidmddn verenkierron avulla aivoihin ja muodostamaan

etdpesikkeitd (Laubli ym 2010).

1.1.2  Geneettinen tausta

Mutaatiot kasvunrajoitegeeneissi BRCA1 ja BRCA2, jotka osallistuvat DNA:n virheiden
korjaukseen, ovat suuri riski rintasyovédn kehitykselle. Ndméa geenit 16ydettiin vuosina
1994-1995 (Miki ym. 1994, Wooster ym. 1995). Jos ldhisukulaiselta 10ytyy mutaatio
ndissd geeneissd, on hyvin todenndkoistd, ettd sukusolulinjassa tapahtunut vallitseva
mutaatio peritytyy jélkeldisille (Schubert ym. 1997). Rintasyopéatapauksista 5-10 %
johtuu geenivirheesti BRCA1- tai -2 geenissd ja suuri osa ndistd virheistd on tunnistettu
(Antoniou ym. 2003). BRCA-mutaatioiden tunnistamiseksi on kehitetty erilaisia
geenitestejd, joten jos suvussa esiintyy tdmédn geenin suhteen mutaatioita, voivat
lahisukulaiset testata geeniperimidnsd ja havaita rintasyovdn tai riskin sairastua

rintasydpéén ajoissa (Nanda ym. 2005).

1.1.3 Hormonaalinen sdately

Rintasydvian hormonaalisesta sddtelystd vastaavat pddasiassa estrogeenit ja progesteroni
suoran transkriptionaalisen sdételyn seké parakriinisen sditelyn kautta. Estrogeenit ovat
naishormoneja, jotka osallistuvat naisen sekundddristen sukupuoliominaisuuksien
kehitykseen kuten rintojen kasvuun murrosiéssé seké naisen lisddntymiseen (Tomas ym.

1962; Mallepell ym. 2006). Kuukautisten alkaessa keskiméirin 13 vuoden idssi, aivojen
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hypotalamus stimuloi aivolisdkettd vapauttamaan estradiolia ja progesteronia
munarauhasista (Rees ym 1995). Nididen hormonien tuotto jatkuu kehossa aina
vaihdevuosiin saakka ja ne sddtelevdat munarakkulan kehitystd ja munasolun kypsymista
kerran kuukaudessa mahdollista hedelmdittymistd varten. Mitd aiemmin kuukautiset ja
siten naisen kehon hormonitoiminta ovat alkaneet, sitd suurempi riski on sairastua
myOhemmalld iélld rintasyopddn. Jokainen vuosi lisdd rintasyovén riskid viidelld
prosentilla, mitd nuorempana kuukautiskierto alkaa (Collaborative Group on Hormonal
Factors in Breast Cancer 2012). Keho tarvitsee estrogeeneja ylldpitddkseen normaalia
toimintaansa, mutta néitd hormoneja eritetdén niin pienissé pitoisuuksissa, ettd pienetkin
muutokset ovat merkittdvid kehon sdételyssid. Estrogeenit aiheuttavat rintarauhasen
solujen  proliferaatiota  estrogeenireseptoreiden  kautta ja  ne  lisddvit

progesteronireseptorin ilmentymisté kuukautiskierron loppupuolella (Fata ym.2002).

Naisilla erittyy myds androgeeneja lisimunuaisista. Androgeenit péddasiassa estdvit
estrogeenin vaikutuksia rintarauhasessa ja vihentivét soluproliferaatiota (Eigéliené ym.
2012), mutta eritys laskee idn myo6té ja seerumissa ndhdédédn selked androgeenitason lasku
ennen vaihdevuosia. Vaihdevuosien seurauksena elimistdn estrogeenien ja androgeenien
pitoisuuksien lasku muuttaa myos niiden keskindistd suhdetta, mikd voi vaikuttaa
rintasyovin kehitykseen.  Androgeenien kohdereseptorit eli androgeenireseptorit
osallistuvat my0s rintasyovén kehitykseen ja esimerkiksi osassa kolmoisnegatiivisesta
rintasyovéstd yliekspressoidaan androgeenireseptoria (Longcope ym. 1986; Lea ym.

1989).

1.1.4 Rintasyopatyypit

Yleisimmait rintasyOpétyypit ovat invasiivinen duktaalinen karsinooma (IDC, engl.
invasive ductal carcinoma) ja invasiivinen lobulaarinen karsinooma (ILC, engl. invasive
lobular carcinoma). Rintasydpétapauksista suurin osa on duktaalista ja noin 10 % on
lobulaarista syopéd (Li ym. 2003) ja niistd ILC on yhdistetty parempaan ennusteeseen
IDC:hen verrattuna (Toikkanen ym. 1997). IDC on tichytperdinen syop4, joka muodostaa
selkedrajaisen kasvaimen, jonka kasvu rajoittuu tichyeeseen tai sen vilittoméssa
laheisyydessd olevaan ymparistoon (Bellamy ym. 1993). ILC taas on rauhasperdinen
syopd ja se ei muodosta yhtd selvirajaisia rakenteita. Tamin syovin levidminen on

yleisempéd ja histologisissa nidytteissd ndhdddn pitkid nauhamaisia rakenteita, mika



johtuu e-kadheriinin puutteesta (Vos ym. 1997). E-kadheriini osallistuu epiteelisolujen
solujen vilisiin liitoksiin muodostamalla vyo6liitoksia solujen pinnalla (Gumbiner 1996).
In situ karsinoomia esiintyy lobulaarisessa (Kuva 2) sekd duktaalisessa syovéssd (Kuva
3). In situ- kasvaimissa syopésolut eivit ole tunkeutuneet stroomaan eivdtkd metastatoi
(Marshall ym. 1997). Rintakudoksen epiteelisolun kehitys syopdsoluksi kdy ldpi erilaiset
vaiheet; normaali, hyperplastinen, dysplastinen, neoplastinen ja invasiivinen.
Invasiiviseksi solu muuttuu, kun se tunkeutuu tyvikalvon lipi ja voi tdlloin levitd muualle
elimistdon muodostamiensa etidpesikkeiden avulla (Liotta ym. 1984; Turner-Ivey ym.

2017).

Alalah_ko

Alalohko

[ Rasvakudos

Kuva 2. Lobulaarinen in situ karsinooma (LCIS). LCIS on rauhasperdinen sydpd, jonka kasvu

rajoittuu rinnan lohkoihin. Mikroskooppikuvissa syopékudoksen lohkoissa ndhddin useita pyoreitd
soluja, jotka eivit ole tarttuneena toisiin soluihin solujen vélisiin liitoksiin osallistuvan E-kadheriinin

puutteen vuoksi. Mukaillen; PDQ Adult Treatment Editorial Board 2002.



Lohko

Rasvakudos

Kuva 3. Duktaalinen in situ karsinooma (DCIS). DCIS on tiehytperdinen sydpid, jonka kasvu
rajoittuu rintatiehyisiin. Mikroskooppikuvissa sydpdkudoksen rintatichyissd ndhddin muuntuneita
soluja, joiden tuman koko vaihtelee normaalista solusta poiketan hyvin pienestd laajaan. Mukaillen

Mukaillen PDQ Adult Treatment Editorial Board 2002.

1.2 Estrogeenien ja estrogeenireseptoreiden merkitys rintasyovassi

Estrogeeneihin kuuluu yleisin estrogeeni eli estradioli (E2), estroni (E1) estroli (E3) ja
estetroli (E4) (Hagen ym. 1965; Sasson ym. 1983; Tomas ym. 1962; Wu ym. 1976).
Estrogeenit kuuluvat steroidihormoneihin, joten niiden synteesin prekursorina toimii
maksan tuottama kolesteroli (Hanukoglu 1992). Estrogeenit osallistuvat naisen
sukupuolisten ominaisuuksien kehitykseen kuten rintojen kasvuun murrosidssé (Daniel
ym. 1987; Mallepell ym. 2006). Kuitenkin jos estrogeenejd on elimistdsséd jatkuvasti
suuria pitoisuuksia, joissa ei ndhdéd esimerkiksi kuukautiskierron aiheuttamia laskuja, se
voi altistaa rintasyovdan synnylle. Estrogeenit saavat aikaan solujen proliferaatiota ja
altistavat epiteelisoluja siten transformaatioon ja tuumoreiden muodostukseen (Pike ym.

1993; Johansson ym. 1998; Russo ym. 2006).

1.2.1 Estradioli E2
Estradioli eli 17f-estradioli on tdrkein estrogeeneistd. Hormonia erittyy munarakkulasta,

rasvakudoksessa, aivokuorelta seka osittain kiveksissd, joten sitd erittyy véhissd méérin



my0ds miehissd (Nelson ym. 2001). Estradiolin toiminta vilittyy estrogeenireseptoreiden
kautta, joiden ligandina se toimii. Estradiolitasot vaihtelevat idn ja sukupuolen mukaan.
Naisilla estradiolin maédrd lisddntyy murrosikdén tultaessa, kun nainen tulee
sukukypséksi. Talloin estradiolin méara vaihtelee kuukautisten eri vaiheiden mukaan,
jolloin suurin pitoisuus on ovulaatiovaiheessa ja pienin follikulaarivaiheessa,
vaihteluvélin ollessa noin 5-300 pg/ml. (Hubert ym. 2014). Estradiolin pitoisuuteen
vaikuttaa fyysinen aktiivisuus siten, ettd runsas fyysinen aktiivisuus laskee estradiolin
madrdd ja voi jopa viivastyttdd kuukautisten alkamisajankohtaa ja laskea syOpariskia

(Jasienska ym. 2006).

Estradiolin miird laskee vaihdevuosien jilkeen, kun kuukautiskierto lakkaa ja
munasoluja ei endéd kypsy (Burger ym. 1999). Naisilla estradiolin médérd ennen titd on
riittdva suojaamaan osteoporoosilta, mutta vaihdevuosien jilkeen luun tiheys voi laskea
ja murtumat lisddntyd (Ettinger ym. 1998; Payne ym. 1999). Vaihdevuosien jilkeen
seerumista mitattavaa estradiolia havaitaan vihemmaén kuin 30 pg/ml (Berrino ym. 1996).
Estradiolia kéytetddn usein hormonihoitona vaihdevuosien jélkeisten oireiden
lievittdmiseksi, mutta hormonin kdyttd on yhdistetty my0s lisddntyneeseen

rintasyopdriskiin (Beral ym. 2002; Hein ym. 2013).

Miehilld estrogeenitaso nousee murrosikddn tultaessa ja aikuisena seerumin estradiolitaso
on noin 10-80 pg/ml (Yamamoto ym. 1999). Estradioli sdédtelee miehilld muun muassa
seksuaalista halukkuutta (Carani ym. 1999), spermatogeneesid (Guido ym. 2011) ja estda
sukusolujen apoptoosia kiveksissd (Pentikdinen ym. 2000). Estradiolin tasolla ei ole
huomattu yhteyksid seksuaalisen suuntautumisen kanssa, mutta silld voi olla yhteys

masentuneisuuteen (Carani ym. 1999; Stanikova ym. 2018).

1.2.2  Estrogeenireseptorit

Tumaan siirtyvistd estrogeenireseptoreista 10ytyy kaksi eri geenien koodaamaa
reseptoria, o ja . Reseptorit ovat homologisia keskenddn ja molemmat koostuvat viidesta
domeenista (Walter ym. 1985; Kuiper ym. 1996). Lisdksi on ryhmai solukalvoreseptoreita
eli mER:id (engl. membrane estrogen receptors), joita ovat GPER, ER-X, ja Gg-mER.
Néamé reseptorit vilittdvit signaalejaan G-proteiinireseptoreiden toiminnan kautta

(Pappas ym. 1995; Maggiolini ym. 2004; Toran-Allerand ym. 2002; Qiu ym. 2006).



Estradioli toimii ndiden reseptoreiden tirkeimpéni ligandina ja ne sitovat sitd yhtd

tehokkaasti (Zhu ym. 2006).

Estrogeenireseptoreja yliekspressoidaan noin 75 %:ssa rintasyOpétapauksista ja niitd
syopid kutsutaan yleisesti ER+ rintasydviksi. ER+ rintasydpd hyotyy hormonaalisesta
hoidosta, jossa kédytetddn joko estrogeenireseptorin modulaattoreita kuten tamoksifeenia
tai erilaisia aromataasi-inhibiittoreita, jotka estdvit estradiolin synteesin (Brodie ym.
1977; Perou ym. 2000). Kuitenkin estrogeenireseptoreiden vililli on myds eroja.
Esimerkiksi reseptoria o ilmennetddn munasarjoissa, rintakudoksessa sekd
hypotalamuksessa ja reseptoria B ilmennetdin munasarjoissa, munuaisessa, luissa ja
aivoissa (Brandenberger ym. 1997; Shughrue ym. 1998). Reseptoreiden ilmentyminen
eroaa eri rintasyopatyyppienkin vililld, minkd huomioiminen voisi auttaa sydvin
hoidossa. Duktaalisen syovin varhaiseissa vaiheessa ERa:n ilmentyminen on korkeaa ja
ERB:n ilmentyminen hyvin véhiistd, mutta lobulaarisen sydvén kohdalla molempia

reseptoreita ilmennetdén (Bo ym. 2014).

1.2.3 Estrogeenireseptoreiden vaikutusmekanismi

Estrogeenireseptori kuuluu steroidihormonireseptoreihin, jotka ovat joko nukleaarisia tai
sytoplasmisia reseptoreja. Steroidihormonireseptori muodostuu neljdsti domeenista;
DNA:ta sitovasta domeenista, hormonia sitovasta domeenista, muuttuvasta domeenista ja
sarana-alueesta. Steroidihormonin sitoutuessa reseptoriin se aktivoituu, muodostaa joko
homo- tai heterodimeereja ja estda tai aloittaa geenin transkription (Gorski 1987; Norman

ym. 2004).

Estrogeenin sitouduttua estrogeenireseptoriin solun sisélld, se aktivoi reseptorin, joka
puolestaan dimerisoituu ja siirtyy tumaan. Estrogeenit ovat rasvaliukoisia, joten ne
siirtyvdt tumaan solukalvon ldpi diffundoitumalla. Tumassa hormoni-reseptori -
kompleksin sitoutuminen kohdegeenien sédtelyalueille sijoittuviin estrogeenien vaste-
elementteihin (ERE, Estrogen response element) johtaa kohdegeenien transkription

muutoksiin (Kuva 4).



Reseptoriproteiini

i 1.
Hormoni-reseptori 2.
kompleksi Solilima

Steroidihormoni

-

Kohdesolun
solukalvo

Proteiini

Kuva 4. Steroidihormonireseptoreiden vaikutusmekanismi. 1. Steroidihormoni diffundoituu
solukalvon I&pi ja sitoutuu kohdereseptoriinsa. 2. Hormoni-reseptori kompleksi siirtyy tumaan. 3.
Tumassa kompeksi sitoutuu kohdegeeninsé sédtelyauleelle ja estdd tai aktivoi transkription, jolloin

tuotteena muodostuvasta ldhetti-RNA:sta valmistetaan solulimassa proteiini.

Eri signalointireittien aktivoituminen johtaa solujen proliferaation lisdédntymiseen sekéa
migraatioon (Gottlicher ym. 1998; Pike ym. 1993). Solussa tapahtuu proliferaation
kasvun myotd enemmén virheitdi DNA:n kopioinnissa ja syntyy mutaatioita. Naistd
mutaatioista voi seurata elimiston kontrollin ulkopuolelle joutunut solu, josta kehittyy
syopdsolu. Estrogeenimetabolian tuloksena elimistoon muodostuu soluille haitallisia
sivutuotteita, jotka voivat myds edistdd mutaatioiden muodostumista (Liehr 1990).
Solusyklin héiriintymisen, DNA:n kahdentumisessa tapahtuneiden virheiden ja
apoptoosin myoti solun saitely joutuu epdnormaaliin tilaan ja tuumorin muodostuminen

mahdollistuu (Russo ym. 2006).

Estrogeenien kohdegeenejd on useita satoja (Frasor ym. 2003), joista osa osallistuu
syovdan kehitykseen. Ndistd esimerkiksi tuumorisuppressiogeeni 7FFI stimuloi
syopdsolujen migraatiota (Prest ym. 2002), rintarauhasen kehityksestd vastaava

amfireguliini lisdd estrogeeniriippuvaisen rintasyovén solujen proliferaatiota, (Esther ym.

10



2015) ja GHR:n ilmentyminen korreloi kdénteisesti tuumorin erilaistumisasteen kanssa
(Gebre-Medhin ym. 2001). Rintasyovidssd proliferaation markkerigeenina kéytetdén
MKI67:44 ja se on vakiinnuttanut asemansa niin tutkimuksessa kuin rintasyovéan

proliferaatiomarkkerina sairaaloissa (Inwald ym. 2013).

1.3 Muiden steroidihormonireseptoreiden aktiivisuus rintasyovéssa

Steroidihormonit ovat umpirauhasissa kolesterolista muokattuja hormoneja, jotka
osallistuvat elimiston normaaliin sddtelyyn (Hanukoglu 1992). Rintasyovissi
steroidihormonireseptoreja ilmennetdéin enemmaéan kuin normaalissa kudoksessa. Néité
hormonireseptoreja ovat mm. estrogeenireseptorit alfa ja beeta, progesteroni- sekd

androgeeninireseptori.

1.3.1 Progesteronireseptori

Progesteronireseptori on tumareseptori, josta tunnetaan kolme eri muotoa; A, B ja C.
Tunnetuimmat muodot ovat A ja B, jotka syntyvét samasta geenisti eri aloituskohdasta
(Tsai ym. 1998). Progesteronireseptorit A ja C voivat estdd tai muokata reseptorin B
toimintaa (Condon ym. 2006). Reseptoreita A ja B ilmennetddn eri suhteesssa
rintasydvéssd ja tuumorit ilmentdvdt useimmiten hyvin vdhdn PR-B:td ja PR-A/B -
suhdeluku on hyvin korkea (Graham ym. 1995). Progesteronireseptorin aktivoituminen
sadtelee positiivisesti rintasyOpdsolujen proliferaatiota esimerkiksi aktivoimalla
Src/p21™/Erk -signalointireitin estrogeenireseptorin vélitykselld, kun ER aktivoi c-

SRC:n (Migliaccio ym 1998; Faivre ym. 2007).

Progesteroni osallistuu rintarauhasten kehitykseen ja maidon tuottamisen estdmiseen
raskauden yhteydessi. Munasarjoissa se muun muassa edesauttaa munarakkulan
kiinnittymistd, aloittaa kuukautiskierron luteaalisen vaiheen ja ylldpitdd raskautta
(Graham ym. 1997). Progesteroni voi edistdd tuumorin kasvua, silld se lisdd solujen

proliferaatiota sykliini D1:n ja NF-kB-ligandin vilitykselld (Beleut ym. 2010).

Progesteronireseptoria ilmennetddn usein estrogeenipositiivisessa rintasyovissid jopa
viidelldkymmenelld prosentilla eli kaikista rintasydpétapauksista noin 35% on PR+
(McGuire ym. 1978). Progesteronireseptori toimii estrogeenireseptorin séételyn alaisena
ja on siten myds osittain riippuvainen estrogeenista. ER+ rintasyovéan hoidossa kaytetyt

selektiiviset estrogeenireseptorin modulaattorit eivét tehoa yhtd tehokkaasti ER+/PR-
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kuin ER+/PR+- sy0piin, kun taas aromataasi-inhibiittorit tehoavat tihin ER+/PR-
syopddn (Ravdin ym 1992). Titen progesteronireseptori voi toimia hoitovasteen

ennusteena ja markkerina (Bardou ym. 2003).

Erddnd rintasyovian edistidjind voi olla progesteronireseptoria koodaavassa geenissi
esiintyvdt polymorfismit, erityisesti reseptorissa B (De Vivo ym. 2003).
Hormoniriippuvaista rintasyopédd on yritetty hoitaa progesteronin johdannaisilla, mutta
vield ei ole loytynyt tehokasta hoitoa. Esimerkiksi onapristonea kaytettiin
progestorireseptorin antagonistina, mutta ladkkeestd luovuttiin, silld se aiheutti potilailla
maksan toimintahdiriditd, vaikka tuumorin kehitys pysédhtyikin (Robertson ym. 1999).
Progesteroni-inhibiittoreita kehitetddn rintasyovdn hoidossa kohdentamalla niiden
toiminta estrogeenireseptorin signaloitireitteihin. Progesteronireseptoreiden eri muotojen
vililldkin on eroja ja esimerkiksi A-muoto inhiboi huomattavasti paremmin

estrogeenireseptorin toimintaa kuin B- ja C-muodot (Singhal ym. 2017).

1.3.2 Androgeenireseptori

Androgeenireseptori on tumareseptori, jonka ligandina toimivat androgeenit kuten
testosteroni. Androgeenit osallistuvat miehen sukupuolisia ominaisuuksia ilmentdvien
geenien toimintaan, mutta androgeenejd esiintyy myds naisissa munasarjojen ja
lisdamunuaisten erittdimdnd (Brown ym. 1989; Longcope 1986). Jopa 60-80 %
rintasyovistd ekspressoi androgeenireseptoria ja sitd pidetddnkin mahdollisena
rintasyopdmarkkerina ja hoidon kohteena (Isola 1993). On kuitenkin myo6s tutkimuksia,
joissa niiden on huomattu estdvidn estradiolin toimintaa normaalissa kudoksessa ja
toimivan inhibiittoreina rintasyovasséd (Poulin ym. 1988; Eigéliené ym. 2012). Tdma ero
voidaan selittdd potilaiden erilaisen estrogeenireseptorin ilmentymisen perusteella (ER+
tai ER-) sekd androgeenireseptoria koodaavan geenin eri varianttien avulla (Hickey ym.

2015).

Tietyissé alaryhmissd rintasyovan kehitys voi olla riippuvainen androgeenireseptorista,
silld androgeenit osallistuvat rintasyOpésolujen proliferaation stimuloimiseen (Birrell ym.
1995). Androgeenien vaikutuksesta rintasyopddan on monta erilaista ndkemystd, mutta
selvad korrelaatiota ei vield ole 10ytynyt androgeenin ilmentymisen ja rintasyopariskin
vililla (Kensler ym. 2018). Androgeeneihin tai androgeenireseptoriin kohdentuvaa

rintasyovén hoitoa tutkitaan ER+ ja ER- syovissd, mutta erityisesti tutkimus keskittyy
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kolmoisnegatiivisen rintasyovian hoitoon. Kolmoisnegatiivisessa rintasyovossd ei
ilmennetd  estrogeeni-,  progesteroni- tai ~ HER-reseptoria, =~ mutta  usein

androgeenireseptoria yliekspressoidaan (O'Shaughnessy ym. 2016; Bonnefoi ym. 2016).

1.4 Rintasyovén ladkehoito

Kaikkien eri rintasyOpityyppien ensisijaisena hoitona on primaarisen tuumorin
poistoleikkaus. Sydvin levinneisyydestd riippuen voidaan poistaa koko rinta tai jattda
tervettd kudosta tuumorin ympdrille. Leikkaus poistaa vain primdérisen tuumorin, mutta
usein tuumori on ehtinyt 1&hettdd muualle elimistoon verenkierron ja imusolmukkeiden
kautta etdpesdkkeitd, joita voidaan hoitaa sddehoidolla, kemoterapialla tai

hormonihoidoilla (Buchholz ym. 2002; Chen ym. 2018).

1.4.1 Sidehoito

Syopidsolujen jakautumista voidaan estdd sdteilyttimilld syopdkudosta. Rontgensiteet
vaikuttavat erityisesti jakautumisvaiheessa oleviin soluithin ja siten vaikutukset
kohdistuvat hyvin juuri syOpdsoluihin. Siddehoito toimii paikallisena hoitona, silld se
kohdistetaan tiettyyn alueeseen, jotta haitat terveeseen kudokseen saadaan minimoitua.
Sddehoitoa voidaan kdyttdd ennen tuumorin poistamista sen koon pienentdmiseksi ja
yksittédisten tuumorin ulkopuolella olevien solujen jakautumisen estdmiseksi (Fisher ym.
2002; Belletti ym. 2008). Rintasydvén vaeltavat tuumorisolut eli CTC:t (engl. circulating
tumor cells) ovat perdisin primédrisestd tuumorista ja ne siirtyvit sieltd potilaan
verenkiertoon. CTC:té ei tavata terveilld potilailla, joten ne voivat toimia biomarkkerina
sekd taudin etenemisen ennusteena. CTC:t metastasoivat uusiin paikkoihin ja voivat
muodostaa tuumoreita (Allard ym. 2004; Sleijfer ym. 2007). Syopasolut voivat kuitenkin
kehittdd resistenssin sdteilyd vastaan, jolloin tarvitaan muita hoitoja solujen
jakaantumisen estdmiseksi. Hormonaalisen syovédn hoidossa hyvd ennuste on saatu

kayttdmalla sddehoitoa yhdessd tamoksifeenin kanssa (Fisher ym. 2002).

1.4.2 Kemoterapia

Kemoterapiaa kéytetddn edenneen rintasy0vén primaarihoidossa. Sen avulla my0s
primaarin tuumorin koko saadaan pienennettyd (Fisher ym. 2002), leikkauksesta
paranemista nopeutettua (Pyfer ym. 2016) ja siirrettyd leikkauksen ajankohtaa
myohemmaéksi, mikéli se on tarpeellista. Leikkauksen siirtoa voidaan pitdd tarpeellisena

esimerkiksi, jos potilas polttaa tupakkaa, silli tupakanpoltto on yhdistetty
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huonontuneeseen haavan paranemiseen (Mgller ym. 2002). Kemoterapiaa annetaan myos
leikkauksen jidlkeen estimidn syovén uusiutumista. Kemoterapiassa kiytettyja ladkkeitd
on useita, joista kéytetyimpid ovat taksaani, syklofosfamidi, antrasykliinit ja
fluorourasiili. Hoidon haittapuolena on monet sivuvaikutukset, joista yleisimmaét ovat
hiusten 13hto, lihassdrky, vdsymys, pahoinvointi ja verenvuoto. Myo0s pitkdaikaisia
sivuvaikutuksia voi ilmetd, kuten kardiomyopatiaa, aikaiset vaihdevuodet ja

neurolokognitiivisia toimintahéiriditd (Palmer ym. 1980; Veroneseym 2018).

1.4.3 Hormonaalinen hoito

Hormonaalisen  syovdn  hoito  ja  levidmisen  estiminen  kohdennetaan
steroidihormonireseptoreihin. Niiden toimintaan voidaan vaikuttaa antiestrogeeneilla,
jotka usein kuuluvat joko selektiivisiin estrogeenireseptorin modulaattoreihin tai
selektiivisiin estrogeenireseptorin hajottajiin.  Antiestrogeenit estdvit estrogeenien
toimintaa muun muassa kilpailevalla inhibitiolla sitoutumalla samaan kohdereseptoriin ja
ne toimivat tirkeimpéni rintasyovén endokriinisena hoitomenetelméni (Berry ym 2006).
Estradioli lisdd kohdereseptoriensa kautta solujen proliferaatiota sekd migraatiota ja siten
syovan kasvua (Hartman ym. 2009; Casolari ym. 2011). Kun estradiolin
kohdereseptoreiden konformaatio saadaan muutettua antiestrogeenin sitoutumisen myota
ja estradioli ei kykene enéd sitoutumaan yhté tehokkaasti niihin, estradiolin sdételemien
kohdegeenien alavirran signalointireitit estyvdt (Shiau ym 1998). Tdmi taas johtaa
solujen proliferaation ja migraation laskuun (Katzenellenbogen ym 1985).
Antiestrogeeneilla on myos itsessddn proliferaatiota estdva vaikutus rintasyopésoluihin.
Toinen hormonaalisessa hoidossa kiytetty steroidihormonireseptoreiden aktiivisuuteen
kohdentuva menetelméd on aromataasi-inhibiittoreiden kdyttd. Niiden avulla voidaan

estdd suoraan estrogeenien synteesid (Chen ym. 1997).

1.4.3.1 Tamoksifeeni ja toremifeeni

Estrogeenipositiivisen rintasyovén tarkeimpané ladkehoitona toimii oraalisesti nautittava
tamoksifeeni. Hormonaalisen syovin hoidossa yhtd hyva pitkdaikaisennuste on saatu
kayttamalla pelkdstddan tamoksifeenia, kun vertailukohteena oli ryhmi, jonka sy6pé oli
ensin leikattu ja hoitoa jatkettu tamoksifeenilla (Mustacchi ym. 2003). Tamoksifeeni
16ydettiin vuonna 1962, jolloin sen oli tarkoitus toimia hormonaalisena ehkdisynd, mutta
myohemmin sen havaittiin estdvén estradiolin sitoutumista estrogeenireseptoriin ja siten

estivdn syovian kehityksen jatkumisen (Harper ym. 1966 & 1997; Cole ym. 1971)
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Tamoksifeenin sitoutuminen aiheuttaa reseptorin konformaation muutoksen, jolloin se

inhiboi alavirran geenien aktivoitumisen (Shiau ym 1998).

Tamoksifeeni kuuluu SERM-yhdisteisiin eli  selektiivisiin ~ estrogeenireseptorin
modulaattoreihin ja sitd kédytetddn ER+ rintasyovdn hoidossa. Elimistdssd maksassa
toimivat entsyymit CYP2D6 ja CYP3A4 muuttavat tamoksifeenin aktiiviseen
muotoonsa, jolloin syntyneet tuotteet sitoutuvat estrogeenireseptoreihin ja estavit DNA-
synteesin (Desta ym. 2004). Tamoksifeeni estdd solujen proliferaatiota ja solut jadvat
solusyklissd Gi-vaiheeseen (Johnson ym. 1989 Lykkesfeldt ym. 1984). Kuitenkin
tamoksifeenin pitkdaikainen kdyttd kaksinkertaistaa riskin sairastua kohdun limakalvon
syOpadn, silld se toimii estrogeeniagonistina kohdun limakalvon soluissa, joissa se aktivoi
hTERT:in eli ihmisen telomeraasi kéénteiskopioijan ilmentymisen ja siten stimuloi

proliferaatiota (Wang ym. 2002).

Toremifeeni kuuluu tamoksifeenin tavoin SERM-yhdisteisiin ja silli on
antiestrogeeninen vaikutus rintakudoksessa sen sitoutuessa estrogeenireseptoriin (Lerner
ym. 1990). Toremifeeni muistuttaa tamoksifeenia monilta osin. Toremifeenin
vaikutukset on todettu olevan yhtd hyvédt kuin tamoksifeenilla ER+ syovian hoidossa
postmenopausaalisilla potilailla (Pyrhonen ym. 1997). Myos ndiden metaboliittien
toksisuus on samaa luokkaa (Kirk ym. 1993). Kuitenkin tamoksifeenilla ja toremifeenilla
on erilainen affiniteetti estrogeenireseptoreihin, silld toremifeenilla on 100-kertainen
affiniteetti estrogeenireseptoriin ja toremifeenia siedetddn myos paljon suuremmissa
pitoisuuksissa kuin tamoksifeenia (Jordan ym. 1980; Kohler ym. 1990). Toremifeenia
voidaan kayttdd yhdessd aromataasi-inhibiittorin kanssa hormonaalisen syovén hoidossa

(Goss ym. 2007).

1.4.3.2 Selektiiviset estrogeenireseptorin modulaattorit

Selektiiviset estrogeenireseptorin modulaattorit eli SERM:it ovat ER+ rintasydvén
hoitoon kéytettyjd synteettisid lddkkeitd, jotka nimensd mukaisesti toimivat
muokkaamalla estrogeenireseptorin toimintaa. SERM:ien toiminta voi olla joko
estrogeenista (luu) ja antiestrogeenista (rintakudos) kohdekudoksesta riippuen.
RintasyOvédssd niiden toiminta on antiestrogeenista, jos niitd kéytetddn
hormoniriippuvaisen rintasyovin ennaltachkdisyyn ja hoitoon (Frasor ym. 2004).

SERM:in sitoutuessa estrogeenireseptoriin alfa, beeta tai molempiin, reseptori-ligandi -
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kompleksin konformaatio muuttuu (Brzozowski ym. 1997; Paige ym 1999). Selektiivisid
estrogeenireseptorin modulaattoreita on kolmea eri sukupolvea; ensimmaisen sukupolven
SERM:it ovat tamoksifeeni ja toremifeeni, toisessa sukupolvessa raloksifeeni ja
kolmannessa sukupolvessa bazedoksifeeni, lasofoksifeeni sekd ospemifeeni (Pinkerton
ym. 2014). Ensimmdiisen sukupolvien SERM:ien on todettu olevan agonistisia
kohdunlimakalvolla ja altistavan sydpadmuutoksille, joskin toremifeenilla vaikutukset
olivat vihdisemmat. Toisen ja kolmannen sukupolven SERM:ien etuna onkin, ettd ne
eivit atheuta agonistisia vaikutuksia kohdun limakalvolla ja samaan aikaan sailyttavét

agonistiset vaikutukset luustoon (Marttunen ym. 1998).

1.4.3.3 Aromataasi-inhibiittorit

Aromataasi-inhibiittoreita  tutkittiin 1970-luvulla  hormonaalisen = ehkdisyn
komponenttina, mutta niiden huomattiin estdvdn hiirten tuumoreiden kasvua.
RintasyOpakudoksen kasvua rajoittavan  ominaisuutensa myOtd — aromataasi-
inhibiittoreiden kéyttd yleistyi rintasydvédn hoidossa (Schwarzel ym. 1973; Brodie ym.
1977; Brodie ym. 1981). Aromataasientsyymid tuotetaan rintakudoksessa ja aromataasi-
inhibiittorit estdvdt tdiméin toiminnan. Aromataasi (=CYP19A1, cytochrome P450 —
geeniperheen jisen) katalysoi elimistssa estradiolin synteesin testosteronista. Entsyymia
tuotetaan tuotetaan normaalissa rintakudoksessa seki rintasyopakudoksessa. (Thompson
ym. 1974; Amarneh ym. 1993; Harada ym. 1997; Means ym. 1989). Télld tavoin
estrogeenia ei muodostu eikd se pddse vaikuttamaan kohdereseptoreihinsa ja sitd kautta
ylldpitdmadn syovin kasvua. Aromataasia ilmentdvisti CYP19 geenistd 10ytyy useita
muotoja, mikd voi vaikuttaa aromataasi-inhibiittoreiden tehokkuuden vaihteluun
potilaiden vililld (Sebastian ym. 2001; Leyland-Jones ym 2015). Myds aromataasi-
entsyymin aktiivisuus voi toimia merkkind aromataasi-inhibiittorin toiminnan
vaikutuksista siten, ettd korkea pitoisuus korreloi hyvdn aromataasi-inhibiittorivasteen

kanssa. (Yue ym. 2001).

Aromataasi-inhibiittorit laskevat veressd kiertdvdn estrogeenin tasoa ja vaikuttavat
haitallisesti luustoon, aivoihin ja verenkiertoelimistdon, joihin estrogeeni vaikuttaa
positiivisesti (Burstein ym. 2014). Aromataasi-inhibiittorit ovat kdytOssd erityisesti
postmenopausaalisten potilaiden rintasydvén hoidossa ja niitd voidaan kéyttdd yksinddn
tai yhdistelmdhoitona esimerkiksi CDK4/6-inhibiittorien kanssa. CDK4/6 on

sykliiniriippuvainen kinaasi, joka osallistuu solusyklin sditelyyn (Goetz ym. 2017).

16



Kuitenkin 30 % aromataasi-inhibiittoreita kéyttivistd potilaista kérsii lihas- ja nivel

sdryistd (Liedke ym. 2012).

1.4.3.4 Kehitteilld olevat hoidot — Estetrolin potentiaali rintasyovan hoidossa

Uusia hoitoja ja ladkkeitd rintasyOpéad vastaan kehitetiédn jatkuvasti, silld tehokkaampia
ladkkeitd tarvitaan ja eri hoitoja vastaan voi kehittyé resistenssi. Monet uusista hoidoista
inhiboivat solusyklid, angiogeneesid tai lisddvédt apoptoosia. Kliinisissd kokeissa
rintasyOpélddkkeiden kohteena ovat muun muassa CDK4/6 (Finn ym 2015), mTOR
(Yardley ym. 2013) Pi3K (Krop ym. 2015) VEGF (Martin ym. 2015) ja BCL2 (Adelson
ym. 2015).

Lisddntyneen estrogeenitason sddtelyyn on kehitetty SERD:t eli selektiiviset
estrogeenireseptorin hajottajat, jotka saavat aikaan estrogeenireseptorin hajotuksen, miké
voi toimia ratkaisuna ER+ sydvén hoitoresistenssiin (Bergh ym. 2012; Johnston ym.
2013). Talla hetkelld ainoa markkinoilla oleva kliiniset tutkimukset 1dpéissyt SERD on
fulvestrantti (Robertson ym. 2009). Androgeenireseptorin roolia rintay0véssi ja sen
hoidossa on alettu my0s tutkimaan enemman ja sitd vastaan onkin kehitetty selektiivisid

androgeenireseptorin hajottajia (Lai ym. 2016).

Erddnd uutena hormonihoitona tutkitaan estetrolia (E4), joka ldydettiin vuonna 1965
(Hagen ym. 1965). E4 on heikko estrogeeni, jota sikion maksa tuottaa raskauden aikana
ja sitd siirtyy didin verenkiertoon mitattavissa olevia médria istukan kautta, jolloin siti
voidaan kéyttdd sikion hyvinvoinnin merkkind (Zucconi ym. 1967; Tulchinsky ym.
1975). Syntymin jélkeen sikion maksan kyky tuottaa titd hormonia héividd eikd syytd
tdhdn vield tunneta kuten ei myoskédédn tiedetd sen fysiologisia vaikutuksia sikidssd tai
aidissd. Estetroli syntetisoidaan estradiolista ja estriolista raskausviikosta 10 ldhtien.
Synteesistd vastaa kaksi entsyymid, 15-alfa-hydoksylaasi ja 16-alfa-hydroksylaasi
(Schwers ym. 1965; Zucconi ym. 1967). Nimensd mukaisesti ndmé entsyymit lisddvit

rakenteeseen ylimdirdisen hydroksyyliryhmén (Kuva 5).
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Kuva 5. Estetrolin biosynteesi maksan 150~ ja 16a-hyroksylaasien avulla. Estetrolia (E4) tuottaa
maksan 15-alfa-hydroksylaasi ja 16-alfa-hyroksylaasi estradiolista (E2) ja estriolista (E3). Lyhenteet
nimilld tulee yhdisteessd olevan hydroksyyliryhmin mé&rdn mukaan ja yhdisteet ovat kemialliselta

rakenteeltaan muuten tdysin samanlaisia.

Estetrolin on raportoitu toimivan antagonistisesti estradiolin kanssa ja sitd tutkitaan
mahdollisena hormonihoitona rintasydviassi sekéd vaihdevuosien hormonihoitona. Silld ei
ole yhtd suurta vaikutusta verenhyytymiseen kuten estradiolilla, joten se ei aiheuta
veritulppariskid (Gérard ym. 2015 B; Singer ym. 2014). Estetrolin kohdereseptoreja ovat
estrogeenireseptorit alfa ja beeta, mutta estradiolista poiketen se ei sitoudu muihin

sukupuolihormonireseptoreihin (Visser ym. 2008).

1.5 RintasyOpétutkimuksen mallit

Rintasyopad tutkitaan maailmanlaajuisesti solu- ja hiirikokeiden avulla. Kasvattamalla
rintasyOpédkudoksesta eristettyjd ja karakterisoituja solulinjoja, voidaan tutkia in vitro
muun muassa syopasolujen proliferaatiota, migraatiota, elinkykyé ja invaasiota. Ndma
kokeet tehddédn tyypillisesti 2D-viljelménd petrimaljalla, jossa solut kasvavat pohjaan
kiinnittyneend. In vitro -kokeita voidaan myos tehdd 3D:nd, jolloin solut voivat
muodostaa luonnollisen kaltaisia kolmiuloitteisia rakenteita kiinnittyessdn toisiinsa.

Organotyyppisissd 3D-soluviljelmissd solut muodostavat kudoksenkaltaisia rakenteita,
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koska ne kasvavat biologisesti aktiivisen soluvéliaineen (ECM) ympéardimind.
Tutkimuksessa useimmin kaytettyja ECM-kasvuympéristdjd ovat esimerkiksi tyvikalvon
proteiinikomponentteja siséltivd Matrigel ja tyypin [ kollageeni. Viljelmiin on
mahdollista lisdtd my6s muita sydpakudoksessa esiintyvid strooman solutyyppeja (kuten
fibroblasteja, endoteelisoluja, tulehdussoluja) ja siten voidaan mallintaa sydpasolujen
kasvua ja invaasiota in vivo —tilannetta jéljittelevissi olosuhteissa esimerkiksi erilaisten

kemoatraktanttien avulla (Moriah ym. 2016).

In vivo -kokeet tehdédén eldvissd organismissa kuten hiiressé tai rotassa. Erddnd mallina
toimivat potilasperdiset ksenograftit eli PDX:t (patient derived xenografts), joissa
heikentyneen immuniteetin omaaviin hiiriin  injektoidaan syOpdsoluja. Télla
menetelmilld voidaan seurata esimerkiksi tuumorin koon kasvua ja mahdollisten
etdpesidkkeiden muodostumista. Elimid tai niiden osia voidaan viljelld my0s ex vivo
potilasperdisten eksplanttien avulla (Morton ym. 2007; Centenera ym. 2018). Potilaista
perdisin olevien kudosten viljelyn avulla voidaan ndhdd paremmin kuinka erilaisia
vasteita eri potilasndytteet voivat antaa syOpdkudoksen heterogeenisyyden vuoksi, ja siten
mallintaa todenmukaisempaa tilannetta karekterisoituihin solulinjoihin verrattuna, joissa
kaikki solut ovat samaa alkuperdd. Kudosviljelylld voidaan myos vélttdd eldinkokeet ja
thmisperdisilld naytteilld tehtdvd kudosviljely luo tutkimukselle hyvin pohjan kliinisiin

kokeisiin.

Solu- ja eldinkokeiden perusteella voidaan selvittdd syovén synnyn, ehkéisyn ja estdmisen
taustalla vaikuttava biokemia, molekyylibiologia ja fysiologia tutkimalla esimerkiksi
erilaisten geenien toimintaa ja aktiivisuutta, signalointireittejd ja niihin vaikuttavia

transkriptiotekijoitd sekd proteiinien vélisid vuorovaikutuksia.
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2 Tutkielman tarkoitus ja tavoitteet

Estetrolia on tutkittu sekd vaihdevuosien hormonihoitona ettd rintasyovan hoitona
(Coelingh ym. 2016). Tutkielmassa selvitetdéin estetrolin agonistisia ja antagonistisia
ominaisuuksia yksinddn ja yhdessd estradiolin kanssa normaalissa rintakudoksessa,
rintasyOpdkudoksessa sekd rintasyOpédsoluissa. Estetrolin on osoitettu toimivan
syopdsoluviljelmissa estradiolin toimintaa estdvasti, jolloin sitd voitaisiin tulevaisuudessa
kayttdd mahdollisena rintasydvén tai vaihdevuosien hormonihoitona (Singer ym. 2014;
Gérard ym. 2015 A). Markkinoilla olevat hormonihoidot sisdltdvét vaikuttavana
aineenaan estradiolia tai synteettistd etinyyliestradiolia, jotka stimuloivat rintarauhasen
epiteelin proliferaatiota ja joiden kiyttd on yhdistetty mm. suurentuneeseen
veritulppariskiin.  Estetrolilla on kuitenkin huomattavasti pienempi vaikutus
verenhyytymiseen ja se voisi siten toimia turvallisempana hoitona (Gérard ym. 2015 C).
Ennen estetrolin toiminnan selvittdmistd ihmisilld tehtivissd kliinisissé kokeissa tulee
tdman hormonin vaikutukset tutkia solu- tai eldinkokeilla. Téssd tutkimuksessa tutkittiin
estetrolin  vaikutusta normaalissa rintakudoksessa, rintasyopidkudoksessa ja
rintasyOpésoluissa ex vivo sekd in vitro. Ex vivo -osuudessa rintakudosta viljelldén
kayttden muokattua Trowell’in viljelymenetelmédd (Trowell 1959; Eigéliené ym. 2012).
Eksplanttiviljelyiden avulla voidaan vélttaa eldinkokeiden kéyttod ja pystytddn tutkimaan
estetrolin vaikutuksia kudostasolla ihmisestd perdisin olevissa ndytteissd. Tutkielman
kudosviljelyosuus liittyy estetrolin rintasyopéavaikutuksia selvittdvédn yhteistyoprojektiin

Pantarhei Bioscience BV:n (Zeist, Hollanti) kanssa.

In vitro -osuudessa 2D- ja 3D-soluviljelykokeilla selvitettiin, miten estetroli vaikuttaa
solujen kasvuun ja elossa pysymiseen ja miten kasvuympdristd vaikuttaa estetrolin
kykyyn stimuloida solujen kasvua. 3D-soluviljely mallintaa paremmin solujen
luonnollista kasvutapaa, silli solut péadsevdt kasvamaan niiden luonnollista
kasvuympdiristod simuloivissa ympéristossd, kun taas 2D-kokeessa solut kasvavat

muovisen solumaljan pohjaan kiinnittyneend (Pampaloni ym. 2007).
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3 Aineisto ja menetelmiit

3.1 Rintakudosniytteiden kerdys ja viljely

Tutkimusta varten keréttiin Auria biopankin kautta potilaiden rintakudosnéytteitd Turun
yliopistollisen keskussairaalan patologian osastolta. Potilaita hoitava l4édkéri pyysi heiltd
biopankkiluvan kudosniytteitten antamisesta. Tietoa potilaan 1dstd, néytteen
histologisesta tyypisti ja asteesta seké estrogeenireseptoreiden aktiivisuudesta kdytettiin
tutkimuksessa (Liite 1). Normaalia rintakudosta rinnanpienennysleikkauksista (n=8) ja
rintasyopdkudosta tuumorin poistoleikkauksista (n=22, duktaalinen tai lobulaarinen
syopd) saatiin 38—90 vuotiailta naisilta, joista enemmistd oli postmenopausaalisia. Jotta
potilaan aikaisemmat hoidot eivdt vaikuttaisi tutkimuksen hormonikésittelyiden
tuloksiin, valitut potilaat eivét olleet saaneet neoadjuvanttihoitoa ennen leikkausta.
Histologisilta parametreiltidn kudoksen tuli ilmentdd estrogeenireseptoria ja

progesteronireseptoria, mutta HER2-reseptoria ei tullut ilmentya kudoksessa.

Suoraan leikkauksesta saadut kudospalat kuljetettiin kisiteltdviksi kylmissé steriilissé
PBS:ssd. Kudospaloista poistettiin  ylimddrdinen rasvakudos ja ndyte leikattiin
halkaisijaltaan noin 2 mm kokoisiksi paloiksi, joita viljeltiin linssipaperin peittimén
metallisen ritildn pdilld 24-kuoppalevylld elatusliuoksessa (vériton HEPES-puskuroitu
DMEM/F12 jossa L-glutamiini (Gibco, 11039021), 100 IU/ml penisilliinid, 100 pg/ml
streptomysiinid, 0.25 pg/ml amfoterisiini B:td (Gibco, 15240062), 10 % lampdkésittelylla
inaktivoitua FBS:44, 10 nM hydrokortisonia (Sigma-Aldrich, H4001), 0.25 % insuliini-
transferriini-seleniumia (Gibco, 41400045) ja 10 ng/ml EGF:44 (ihmisperdinen
rekombinantti)). Ennen viljelyéd ndytteet huuhdeltiin pesuliuoksessa (variton DMEM/F12,
jossa L-glutamiini (Gibco, 11039021100), 100 IU/ml penisilliinid, 100 pg/ml
streptomysiinid, 0.25 pg/ml amfoterisiini B:td (Gibco, 15240062)). Elatusliuoksissa
kéytettiin erilaisia estradioli- sekd estetrolipitoisuuksia (Estetrol saatu Pantarhei
Bioscience BV:1td, Alankomaat) yksindén tai yhdistelmind ja kontrollina toimi etanoli.
Neljéstd viiteen kudospalaa viljeltiin ritildn pdélld kolmena rinnakkaisena kasvatuksena
ja elatusliuos vaihdettiin joka kolmas pdivd. Kasvatuksia ylldpidettiin 5 % COz:ssa 37
°C:ssa inkubaattorissa (CO2 Incubator MCO-20AIC, Sanyo). Kahdeksantena pdivini
viljely lopetettiin ja néytteet keréttiin joko nestetyppeen tai 10% neutraalipuskuroituun

formaliiniin.
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3.2 Immunohistokemialliset vérjaykset

Viljellyistd kudospalaoista valmistetttiin leikkeet, joista tunnistettiin ERa:n, ERB:n, PR:n,
KI67:n ja Casp3:n antigeeniekspressio immunohistokemiallisen vérjdyksen avulla.
Viljeltyjen kudospalojen annettiin fiksoitua yon yli 10%:ssa neutraalipuskuroidussa
formaliinissa, minki jélkeen ne dehydroitiin 70% etanolissa. Etanolissa ndytteet olivat
keskimadrin viikon, ennen kuin niistd valettiin parafiiniblokit ja leikattiin 5 pm leikkeet
mikroskooppilaseille (Thermo Scientific™ SuperFrost Ultra Plus™ Adhesion Slides)
immunohistokemiallisia vdrjayksié varten. Parafinoituja kudosnidytteitd lammitettiin tunti
60 °C:ssa kudosleikkeen kiinnittymisen varmistamiseksi. Niytteet deparafinoitiin
ksyleenissd ja nousevassa etanolisarjassa (70 %, 96 % 100 %). Deparafinoidut niytteet
huuhdeltiin vedelld ja késiteltiin 5 minuuttia 3 %:lla vetyperoksidilla epaspesifisen
sitoutumisen estdmiseksi. Peroksidaasiblokkauksen jélkeen laseja kuumennettiin
mikroaaltouunissa 800W teholla kolme kertaa 10 minuutin ajan 10 nM sitraattipuskurissa
(pH 6) ja annettiin jddhtyd huoneenldmmdssd. Jadhtyneisiin lasethin liséttiin
primddrivasta-aine (Taulukko 1.) vaikuttamaan yon yli + 4 °C:ssa kostutettujen
papereiden péélld suljetussa astiassa haihtumisen estimiseksi. Kontrollina toimi ndyte,

jossa kéytettiin PBS:44 primaarivasta-aineen sijasta.

Taulukko 1. Imnmunohistokemiassa kiiytettyjen vasta-aineiden tiedot ja laimennossuhteet.

Kohde Valmistaja Laji Klooni Laimennos
Ki67 DAKO, M7240 Hiiri MIB1 1:200
Caspase 3 Cell signaling; 9664 Kani S5A1 1:500

ERa DAKO, M7047 Hiiri 1D5 1:500

PR Novocastra; NCL-L-PGR-AB Hiiri C16/SAN27 1:50

ERpB Abcam; Ab288 Hiiri 14C8 1:500-1:1000
ERp Perseus proteomics Hiiri PPZ0506 1:1000

Seuraavana pdivdnd ndytteiden annettiin ldmmetd huoneenldmpdisiksi ennen
primddrivasta-aineen huuhtelua PBS:1ld. Viiden minuutin huuhtelu toistettiin kolme
kertaa. Biotinyloidun sekundiirivasta-aineen (laimennettu 1:200; Vector Laboratories,
USA) annettiin vaikuttaa leikkeilld tunnin ajan huoneen lammdssé. Lasin virjddmisessa
kéytettiin kromogeenistd HRP-konjugoitua diaminobentsidiiniin perustuvaa menetelmai
(Vecstasin Elite ABC Kit, Vector Laboratories, USA). Tdéméd avidiini-biotiiniliuos
valmistettiin puoli tuntia ennen sen kiyttdaikaa ja sen annettiin vaikuttaa leikkeilld
viahintddn tunti huoneenldmmdassé, minka jilkeen lasit huuhdeltiin kolmesti PBS:114 kuten
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edelld. Vérin muodostuminen tapahtui DAB-seoksella (3,3'-diaminobentsidiini), joka oli
laimennettu veteen. Eri vasta-aineilla on erilainen DAB-vérjdysaika, joka optimoitiin
seuraamalla mikroskoopilla vérjdyksen vahvuutta. DAB:n vaikutusajan padtyttyd se
huuhdeltiin pois vedelld ja vastavérjdyksend kéytettiin Mayers’in hematoksyliiniliuosta.
Vedelld huuhdelluista vérjatyistd ndytteistd poistettiin vesi ja ne fiksattiin kdymalla lapi
sama sarja etanolia ja ksyleenid kuten deparafinoinnissa, mutta vastakkaiseen suuntaan
aloittamalla 100 % etanolilla. Ksyleenilld késitellyt lasit pdillystettiin peitinlaseilla ja

jatettiin kuivumaan yon yli vetokaappiin.

3.3 Immunohistokemiallisten vérjdysten kvantitointi

Virjétyt lasit skannattiin Pannoramic 250 Slide Scanner -laitteella (3DHistech, Unkart).
Skannatuista ndytteistd otettiin 20-kertaisella suurennoksella kustakin potilasniytteesti ja
kasittelysta 1-3 kuvaa, joista laskettiin positiivisten solujen suhteellinen osuus (DAB-
vérjéttyjen tuma-alueiden pinta-alan suhde koko kuvan tumapinta-alaan) Immuno ratio-
ohjelmalla  (http://153.1.200.58:8080/immunoratio/) verraten alkuperdistd kuvaa
ohjelman pseudovirjittyyn tuloskuvaan. Niisté arvoista laskettiin kunkin vasta-aineen ja

hormonaalisen kisittelyn kohdalla keskiarvot.

3.4 RNA:n eristys ja komplementaarisen DNA:n synteesi

Kvantitatiivista PCR:dd varten nestetypelld jdddytetyistd ja -70 °C:ssa sdilotyistd
ndytteistd eristettiin  RNA fenoli-kloroformiuutolla valmistajan ohjeen mukaan
(TRIsure™ solution, Bioline, BIO-32033). Naytteet homogenoitiin ennen eristysté
UltraTurrax®:illa. Eristetytty RNA eluoitiin 30 pl: aan RNaasi-vapaata vettd ja
konsentraatio mitattiin NanoDrop® 2000 -spektrofotometrilla (Thermo Fisher

Scientific). Eristettyjd RNA-néytteitd sailytettiin -70 °C:ssa.

Komplemantarisen DNA:n synteesissd kdytettiin 1 pg RNA:ta. Synteesin ensimmaisessé
vaiheessa eristetty RNA, RNaasi vapaa vesi, oligo d(T)1s mRNA aluke (New England
Biolabs, S1316S) ja deoksinukleotidisekoitus (Thermo scientific, R1121) ajettiin 5
minuutin ohjelmalla (Smin +65 °C, o + 8 °C). Kéinteistranskriptaasipuskuri, Maxima
kéaénteistranskriptaasi (Thermo scientific, EP0743) ja RiboLock RNaasi-inhibiittori
(Thermo scientific, EO0382) liséttiin seuraavaa tunnin ajoa varten kuhunkin néytteeseen;

+50°C 30min, +85°C 5Smin, +8°C «. Kontrollina oli ndyte, jossa RNA oli korvattu RNA-
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vapaalla vedelld. PCR laitteena toimi Veriti 96 well Thermal Cycler (Applied
Biosystems, Massachusetts, Yhdysvallat).

3.5 Kvantitatiivinen PCR

Kvantitatiivisessa PCR:ssi tutkittiin eri geenien mRNA:n ilmentymistd SYBR Green:in
avulla. SYBR Green on fluoresenssiin perustuva menetelmé, jossa SYBR Green -
reagenssi sitoutuu PCR-tuotteisiin ja qPCR-ajosta saadut Ct-arvot kertovat missd PCR-
syklissé fluoresenssi ylittad asetetun kynnysarvon (Heid ym. 1996). Kvantitatiivisia PCR-
kokeita varten komplementaarinen DNA laimennettiin veteen 1:10. Nédyte valmistettiin
RNaasi vapaaseen veteen lisddmalla alukkeet (Oligomer, Finland tai Metabion, Germany;

Taulukko 2.) ja DyNAmo HS SYBR Green qPCR master mix (Thermo Scientific, F410).

Taulukko 2. Kvantitatiivisessa PCR:ssi kilytettyjen ihmisen kohdegeenien alukkeiden sekvenssit
5’-3’-suunnassa.

Kohdegeeni Forward Reverse
ACTB CGT GGG GCG CCC CAG GCA TTG GCC TTG GGG TTC AGG
CCA GGG
AR CAG GCA GAA GAC ATC TGA
CTC ACC AAG CTC CTG GAC TC
AAG
AREG GTG GTG CTG TCG CTC TTC ACT CAC AGG GGA AAT CTC
ATA ACT
ERa TGG AGA TCT TCG ACA TGC
GCC ATC AGG TGG ATC AAA
TG
ERp TGC TCG TCG GCA CTT CTC
AAA ACC GGC GCA AGA GCTG G
GHR ACT GAG GCC ACA GCA GCT AGG TGA ACG GCA CTT GGT
K167 ACG AGA CGC CTG GTT ACT GCT CAT CAA TAA CAG ACC
ATC CATTTA
PR AGC ATG TCG CCT TAG AAA TAG GGC TGT GCT TTC ATT
GTGC TG
TFF1 ACA CTC CTC TTC TGG AGG
GGT GTC CAT GCT GGC CCT CG
GAC GTC

Naytteet ajettiin C1000 Thermal cyclerilld (CFX96™Real-Time System C1000™
Thermal Cycler, Bio-Rad, Kalifornia, Yhdysvallat) seuraavalla ohjelmalla; aloitus
denaturaatio 95 °C 4 min, denaturaatio 95 °C 5 sekuntia, alukkeiden liittyminen 55/60/62

°C 15 sekuntia ja elongaatio 72 °C 20 sekuntia. Syklejd ajettiin 39 ja viimeisessé
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elongaatiossa 72 °C 3 min, sekd 65 °C 1 sekunti ja viimeinen denaturaatio 95 °C 5

sekuntia. Ajosta saaduista Ct-arvoista (Cycle threshold) laskettiin geenien ilmentyminen

. oo A-(ACHyaye-ACt ;
seuraavan kaavan mukaisesti; 2~(ACtiyteACtkontrolii)

Kohdegeenien Ct-arvoista laskettiin
keskiarvot, joista miinustettiin kontrollina toimivan beeta-aktiinin keskiarvo. Tatd arvoa
verrattiin viljelyiden kontrolliin, jolloin lopputuloksena saatiin laskettua geenien

suhteelliset ilmentymistasot kaavan mukaisesti.

3.6  Soluviljely

Soluviljelykokeissa kéytettiin estrogeeneihin reagoivaa rintasyopasolulinjaa MCF-7, joka
oli testattu mykoplasmakontaminaation varalta (PromoKine PCR Mycoplasma Test Kit,
PromoCell). Soluja viljeltiin @ 10 cm petrimaljoilla noin 80 % konfluenssiin DMEM-
elatusliuoksessa, joka sisélsi 10 % FBS: 44, 1 % L-glutamiinia sekéd 100 pg/ml insuliinia.
Solujen saavutettua noin 80% konfluenssin ne jaettiin huuhtelemalla maljaa PBS:I14 ja
irrottamalla solut trypsiini-EDTA-liuoksella. Solut sentrifugoitiin pohjaan 160 x g 3 min
jajaettiin uudelle maljalle 1:10. Kokeita varten solumaéra laskettiin solukammion avulla
solulaskurissa (Counting Slides Dual Chamber for Cell Counter, Bio-Rad). Solujen kunto
tarkistettiin kolmen péivdn vélein ja samalla elatusliuos vaihdettiin uuteen tai solut

jaettiin.

3.6.1 Solujen kasvun miérittiminen

MCF-7 solujen jakautumista ja kasvua seurattiin kuvantamalla soluja kasvun aikana ja
madrittdmalld solujen konfluenssia maljalla IncuCyte® ZOOM:n (Essen Bioscience)
avulla. Solut viljeltiin ensin 96-kuoppalevylle 2000 solua/kaivo elatusliuoksessa ja
annettin kiinnittyd yon yli kaivon pohjaan 5%:ssa hiilidioksidissa 37 °C:ssa
inkubaattorissa (CO2 Incubator MCO-20AIC, Sanyo). Seuraavana piivdna solut
herkistettiin tulevalle hormonikisittelylle vaihtamalla soluille elatusliuos, jossa oli
vihemmain kasvutekijoitd (DMEM/F12, jossa L-glutamiini (Gibco, 11039021) ja 10 %
Sigma stripped serum). Solujen annettiin kasvaa kasvutekijoistd koyhdytetyssd
elatusliuoksessa yon yli, minkd jilkeen soluille vaihdettiin estetrolia, estradiolia ja/tai
tamoksifeenia sisédltdvd elatusliuos. Solut siirrettiin IncuCyte® ZOOM:iin (Essen
Bioscience) ja niiden annettiin kasvaa viiden pdivin ajan. IncuCyte® ZOOM otti
automaattisesti kuvan kuoppalevystd kahden tunnin vélein ja kokeen loputtua kuvat

késiteltiin ja analysoitiin IncuCyte® ZOOM:lla. Koe toistettiin kolme kertaa.
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3.6.2 Solujen elinkyvyn miirittiminen

MCF7 —solujen kasvukokeessa seurattuja 96-kuoppalevyjad kiytettiin kokeen padtyttya
solujen elinkyvyn maidrittdmiseen mittaamalla solujen dehydrogenaasi-entsyymin
aktiivisuutta. Dehydrogenaasit pelkistivit WST-8-reagenssin  ((2-(2-methoxy-4-
nitrofenyyli)-3-(4-nitrofenyyli)-5-(2,4-disulfofenyyli)-2H-tetrazolium), (Dojindo
Laboratories)) veteen liukenemattomaksi formatsaaniksi. Aktiivisesti kasvavat tuottavat
pelkistysreaktioissaan formatsaania, joten WST-8:lla voidaan mitata elossa olevien
solujen suhteellista madrdd (Mosmann 1983). Kokeessa kuoppalevylle lisdttiin 1:10
WST-8-reagenssia ja sen annettiin vaikuttaa soluihin kahden tunnin ajan, minka jélkeen
kuoppalevystd mitattiin absorbanssi aallonpituudella 450 nm (Multiskan™ FC

Microplate Photometer, Thermo Scientific™). Koe toistettiin kolme kertaa.

3.7 Solujen kolmiulotteiset (3D) organoidiviljelmét

Solujen kéyttdytymistd organotyyppisessd 3D-soluviljelmédssd seurattiin IncuCyte®
ZOOM:lla. Naissd kokeissa 96-kuoppalevylle (u-Plate Angiogenesis, ibidi GmbH)
valmistettiin Matrigeelistd (BD Biosciences) kudoksia jdljittelevd kasvuympiristo
(Harma ym. 2010), josta ndhtiin, miten solujen kasvu ja selviytyminen eroavat
perinteisestd 2D-kuoppalevyilld viljelystd. Oleellisena erona 2D- ja 3D-viljelmissd on
solujen kasvutapa; 2D-viljelmissd solut kasvavat pohjaan kiinnittyneind yhdessd
kerroksessa, kun taas 3D-viljelmissd solut voivat kasvaa organoideiksi muodostaen
erilaistuneitakin kolmiuloitteisia solurakenteita. Ensin kuoppalevyn pohja téytettiin
elatusliuokseen sekoitetulla Matrigeelilld (4mg/ml) sentrifugoimalla kuopan pohjalle
(200G 20 min) ja antamalla sen polymerisoitua 37 °C:ssa tunnin ajan. Seuraaviksi solut
upotettiin  yksittdisind soluina Matrigeelid sisdltdvéssd elatusliuoksessa (1mg/ml)
sentrifugoimalla solu-Matrigeeli -suspensio 100 G 10 minuutin ajan ja inkuboimalla
kuoppalevya yon yli 5%:ssa hiilidioksidissa 37 °C:ssa inkubaattorissa (CO2 Incubator
MCO-20AIC, Sanyo). Soluja viljeltiin 14 pdivdn ajan eri hormonipitoisuuksissa
(Taulukko 3). Hormoneja siséltdvd elatusliuos vaihdettiin kolmen pdivin vilein ja

viimeisend paivind mitattiin solujen elossa pysyminen WST-8-reagenssilla kuten edella.
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Taulukko 3. Solujen kolmiulotteisessa organoidiviljemiissa kiytetyt estradioli (E2) ja estetroli
(E4) konsentraatiot (c).

Hormoni cl (nM) c2 (nM) c3 (nM) c4 (nM) c5 (nM) c6 (nM)
E2 1 10 - - - -

E4 10 100 1000 - - -

E2 + E4 1+10 1+ 100 1+ 1000 10+10 10+ 100 10 + 1000

Mikroskooppikuvantamista varten solut vérjéttiin live-soluviriaineilla, jotta voitiin
visualisoida eldvét ja kuolleet solut 3D-viljelmissi. Hormoneja sisdltdva elatusliuos
vaihdettiin elatusliuokseen, joka sisélsi 1 uM kahta soluja virjddviaia reagenssia,
Kalseiini-AM: 44 ja Etidiumhomodimeeri-1:td (EthD1) (Thermo Fisher Scientific). Vérin
annettiin vaikuttaa kuoppalevylld 30 min ajan. EthD1 kulkeutuu osittain hajonneiden
solujen epéstabiilimman solukalvon kautta solun sisdin, jossa se sitoutuu DNA-
molekyyleihin ja virjad ne punaiseksi. Eldvien solujen solunsisdinen esteraasi hydrolysoi

Kalseiini-AM:n vihredda varia fluoresoivaksi kalseiiniksi.

Virjityistd soluista otettiin konfokaalikuvat Zeiss Axiovert-200M mikroskoopilla.
Mikroskooppiin oli liitettynd Yokogawa CSU22 spinning disc konfokaaliyksikkd, jossa
Zeiss Plan-Neofluar 5x objektiivi. Ty0ssa kiytetyt eksitaatioaallonpituudet olivat 488nm
ja 561nm. Valotusaika asetettiin vélilld 300-400 ms. Kustakin kuopasta otettiin nelja
kuvaa perikkdisiltd leiketasoilta 40 pm tasovileilld. Kuvien intensiteettiprojektiot tehtiin
SlideBook ohjelmistolla (Intelligent Imaging Innovations Inc.). Maksimaalisen
intensiteetin projektiokuvia kéytettiin kuvien segmentaatioon ja fenotyyppiseen
analyysiin hyodyntdmalla AMIDA — ohjelmiston “batch-mode” —toimintoa (Harmi ym.
2014). Tausta poistettiin normalisaatiolla kéyttden joko Slidebook ohjelmistoa.
Segmentaatiossa punaiseksi ja vihredksi virjdytyneet solut tunnistettiin taustasta ja
segmentaatiokuvat kaytiin 1dpi verraten niitd alkuperéiseen kuvaan, jotta voitiin poistaa

mahdolliset virheellisesti analysoidut rakenteet.

3.8 Tilastolliset menetelmét

Immunoratio-ohjelmassa kvantitoidut immunohistokemian tulokset sekd excelilld
késitellyt qPCR-datat analysoitiin GraphPadPrism® -ohjelmalla (GraphPad Software
Inc., Kalifornia, Yhdysvallat, versiolla 6.05) sekd SPSS-ohjelmistolla (IBM Corp. SPSS
Statistics for Windows, Version 25.0. Armonk, NY). Molempien menetelmien

mittausarvot olivat vinosti oikealla jakautuneita, joten jokaiselle muuttujalla laskettiin
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logaritmimuunnos. Kaésittelyjd verrattiin kontrolliin ja toisiinsa toistettujen mittausten
varianssianalyysilla (repeated measures analysis of variance (ANOVA), silld havainnot
olivat toisistaan riippuvaisia. Lopuksi parittaisille ndytteille laskettiin p-arvo kiyttden
Bonferronin korjausta, jossa p-arvot kerrottiin késittelyiden lukumaéérélld. Merkitsevan

eron rajana kaytettiin p < 0.05 (*), p <0.01 (**) p <0.001 (***).

3D-soluviljelmien organoidien tilastollinen analysointi Slidebookilla ja AMIDA:lla
kasitellyistd kuvista tehtiin  R-koodin avulla REX-ohjelmistossa (http://cran.r-
project.org). Tilastollisena testind kéytettiin t-testiii, jossa verrattiin kontrollia
kisittelyihin méériteltyjen parametrien perusteella (rakenteen pinta-ala (Area) ja
kuolleiden solujen osuus rakenteen pinta-alasta (Area Ratio Red). Saadulle p-arvolle

tehtiin vield Bonferronin korjaus. Tuloksien visualisoinnissa kdytettiin REX: ia.
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4 Tulokset

Tyon tarkoituksena oli selvittdd estetrolin vaikutusta normaalissa rintakudoksessa,
rintasyopakudoksessa sekd MCF7-rintasyopasolulinjassa. IThmisen sikid tuottaa estetrolia
kehittyessdén, mutta syntymdidn mennessd sen tuotanto lakkaa. Estetrolin fysiologisesta
roolista ei vield ole selkedd tietoa, mutta sen arvellaan voivan toimia farmakologisesti
osana hormonaalista ehkédisyd, hormonihoitona vaihdevuosiin seki rintasyovén hoidossa.
Estetroli on erityisen kiinnostava sen takia, ettd sen sivuvaikutukset ovat lievempié kuin
nykyisin kdytossd olevien estrogeenihormonivalmisteiden, silldi se muun muassa

aiheuttaa vihemmain verenhyytymista.

4.1 Estetrolin vaikutus solujen kasvuun

Solujen proliferaatiota seurattiin IncuCyte® ZOOM:illa 2D-solukokeissa. IncuCyte®
ZOOM laskee kuoppalevyltd solujen konfluenssin prosentteina eri aikapisteissé ja tdsti
voidaan laskea IncuCyte® ZOOM:n oman ohjelman avulla kasvukéyrit, madrittelemalla
ensin tietyt parametrit kuten pienin ja suurin mukaan laskettava solukoko, jolla saadaan

minimoitua esimerkiksi soluroskat varsinaisesta analyysista.

Ennen estetrolin (E4) vaikutuksen selvittdmistd MCF-7 -solujen kasvuun, solujen vaste
estradioliin (E2) testattiin kasvattamalla soluja 12-kuoppalevylld viiden pidivén ajan.
Estetrolin vaikutukset ilmenevét estrogeenireseptorin kautta ja estradiolivasteen
perusteella saatiin varmuus estrogeenireseptorin toiminnasta, silld solujen ominaisuudet
voivat muuttua, kun samaa solustokkia kasvatetaan ja jaetaan useita kertoja.
Kuoppalevyltd laskettiin solut kolmen péivén ja viiden pdivéin jilkeen. Kasvukayrasti
ndhdéédn, ettd 1 nM estradiolilla kasvaneiden solujen proliferaatio lisdéntyi huomattavasti

kontrolliin verrattuna (Kuva 5A).

2D-proliferaatiokokeen kasvukdyristd nidhdddn, ettd estetroli lisdsi yksinddn solujen
kasvua. Estetroli (10, 100 tai 100 nM) yhdessd 1 nM estradiolin kanssa hidasti hieman
estradiolin stimuloimaa kasvua, mutta konsentraatiopriippuvuutta ei ollut havaittavissa.
Estetroli (10, 100 tai 100 nM) yhdessd 10 nM estradiolin kanssa myds hidasti hieman
estradiolin stimuloimaa kasvua ja tilla estradiolin konsentraation yhdistelmélld ndhdédan
estetrolin konsentraatiopriippuvainen kasvun esto. Kasvukdyrit tukevat teoriaa, ettd

estetroli estiisi estradiolin toimintaa (antagonistinen vaikutus). Kasvukayristd kdy ilmi
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my0s ettd, estetrolin kasvua stimuloiva (agonistinen) vaikutus on noin kymmenen kertaa

heikompi kuin estradiolin (Kuva 5B).

Viimeisen aikapisteen konfluenssissa ndhdéén, ettd estradiolilla ja estetrolilla kasitellyilla
soluilla on pédtepisteessd noin 40-50 prosenttiyksikkod korkeampi konfluenssi
kontrollikdsittelyyn verrattuna (Kuva 5C). Estetroli yhdessd estradiolin kanssa laski
konfluenssia hieman verrattuna 1 nM estradiolilla késiteltyihin soluihin, mutta saman
verran eri pitoisuuksissa. Estetroli yhdessd 10 nM estradiolin kanssa taas laski
konfluenssia  konsentraatioriippuvaisesti ja lasku oli suurempi kuin 1nM

estradiolikasittelyissa.

Estetroli ei vaikuttanut merkitsevésti solujen elinkykyyn WST-8-reagenssin avulla
tehdyissé elinkykykokeissa 2D-soluviljelmissd. Kontrolliin verrattuna estradiolilla ja/tai
estetrolilla késitellyt solut olivat hieman elinkykyisempid, mutta kombinaatiokésittelyt
olivat samaa luokkaa pelkilld estetrolilla tai estradiolilla késiteltyjen solujen kanssa
(Kuva 5D). Estetroli ei kyennyt estiméén estradiolin vaikutusta solujen elinkykyyn 2D-
kokeissa, vaan se toimi estradiolin tavoin elinkykyé lisddvéna tekijdnd. Erot eivit olleet
tilastollisesti merkitsevid kontrolliin tai estradiolikdsittelyyn verrattuna kombinaatioiden

kohdalla.
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Kuva 5. A) Estradiolilla (E2) Kiisiteltyjen MCF-7 solujen kasvu solulaskurin avulla mitattuna

kahdessa aikapisteessi (70 h ja 120 h). B) Estetrolilla ja/tai estradiolilla (E2) Kiisiteltyjen MCF-

7 solujen kasvu ajan funktiona kahden tunnin aikapisteissi 138 tunnnin ajan. C) Estetrolilla

ja/tai estradiolilla Kisiteltyjen solujen viiden piivin kasvukiyrin piétepisteiden konfluenssit.

D) Estetrolin ja/tai estradiolin vaikutus solujen elinkykyyn 2D-soluviljelmissid. Kuvissa A-D

punainen véri edustaa hormonitonta kontrollia, musta vastaa eri estradioli- tai estetrolipitoisuuksia ja

harmaalla on esitetty estradioli yhdessd estetrolin kanssa. Kuvissa C ja D tilastollinen merkitsevyys

laskettu epdparametriselld t-testillda (Mann-Whitney), jossa kutakin késittelyd on verrattu kontrolliin

(*) ja estetrolin ja estradiolin kombinaatiota vastaavaan estradiolikésittelyyn (ei tilastollisia

merkitsevyyksid). Kuvissa A-D esitettynd keskiarvo +/- keskihajonta ja kukin koe toistettiin kolme

kertaa.
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4.2 Estetrolin vaikutus 3D-viljelmissa

3D-kokeissa MCF7-soluja kasvatettiin  kuoppalevyilld Matrigeelista valmistetun
geelimdisen matriksin sisdlld. Matriksin rakenne sekd sen biologisesti aktiiviset
molekyylikomponentit edesauttavat soluja kasvamaan pallomaisiksi, monisoluisiksi
rakenteiksi. Kokeessa hormonittoman kontrollin ja hormonia saaneiden solujen vililld oli
selked ero muodostuneiden organoidien koossa ja kuolleiden solujen suhteellisessa
osuudessa organoidissa. Kuitenkaan estradiolin ja estetrolin eri konsentraatioden valilla
ei ollut suuria eroja eikd estradiolilla sekd estetrolilla késitellyilld soluilla ollut
merkittdvid eroja vastaavaan 1 tai 10 nM estradiolikontrolliin verrattuna. Tama viittaisi

sithen, ettd estetrolin antagonistiset vaikutukset eivit tule ilmi 3D-viljelmissa.

Tutkimusasetelmassa mitd isompi organoidin koko on, sitd paremmin solut kasvavat.
Organoidien koon lisdksi kvantitoitiin kuolleiden solujen suhteellinen osuus
organoidissa. Estetrolilla ja/tai estradiolilla kisitellyt solut muodostivat selkeitd
organoideja, joiden koko oli huomattavasti isompi hormonittomaan kontrolliin

verrattuna.

3D-soluviljelystd otettiin konfokaalimikroskoopilla kuvat solujen muodostamista
organoideista ja ndistd kuvista ndhddén selked ero hormonittomien kontrollisolujen ja
hormoneilla kisiteltyjen solujen vililld, mutta eri hormonikésittelyiden vililld ei ndhda
huomattavia eroja (Kuva 6). Vastaavat tulokset ilmenevit myos laatikkojanakuvaajissa ja
lasketuissa p-arvoissa, joissa ero kontrolliin on jokaisen kisittelyn kohdalla tilastollisesti

merkitsevd (Kuva 7A).
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EKontrolli E2 1 oM E2 10 oM

E4 10 oM E4 100 nM E4 1000 nd

E2 1 oM+ E4 10 nM E21oM+E4100nM  E2 1M +E4 1000 nM

E2100M+E410nM E2100M+E4100nM  E2 10 nM + E4 1000 nM

Kuva 6. Konfokaalimikroskooppikuvia estetrolilla ja estradiolilla kisitellyisti MCF-7 soluista

3D-viljelméssi. Solut muodostavat palloina nékyvid organoideja (vihreédt rakennelmat) ja kuolleet

solut nékyvét pieniné punaisina pisteind. Kuvat otettu 12 péivii kestivin viljelyn paddyttya.

Estetrolilla ja/tai estradiolilla késitellyt solut, jotka olivat elinvoimaisia, muodostivat isoja
organoideja, kun taas kuolleet solut jdivét ldhinnd yksittdisiksi pieniksi rakenteiksi.
Kuolleiden solujen osuus (punainen viri) médritettiin kuva-analyysissd suhteellisena
prosenttiosuutena kunkin rakenteen sisdlld. Ero hormonittomaan kontrolliin oli kahden

kasittelyn kohdalla tilastollisesti merkitsevéd (Kuva 7B).

Tutkimuksessa oletettiin, ettd estetrolilla ja estradiolilla késiteltyjen solujen kohdalla
ilmenisi paljon kuolleita soluja ja organoidit olisivat pienid, jos esteroli estdd estradiolin
toimintaa. Kuitenkaan hormoneilla késiteltyjen solujen organoidien koossa ei néhty

huomattavia eroja. Organoidin kokoa analysoitaessa tilastollinen merkitsevyys ilmeni E2
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10 nM + E4 1000 nM kisittelylld, mutta koko kasvoi, mikd on vastakkainen tulos

tutkimuksen hypoteesille (Kuva 8A).

Kuolleiden solujen suhteellisessa osuudessa havaittiin muutama tilastollisesti merkitseva
ero (Kuva 8B). E2 1 nM + E4 10 nM nosti kuolleiden solujen maérdi tilastollisesti
merkitsevisti, mutta kun estetrolin konsentraatiota kasvatettiin kuolleiden solujen osuus
laski konsentraatioriipuvaisesti ja tilastollinen merkitsevyys ilmeni E2 1 nM + E4 1000
nM —kisittelyssd. Tutkimuksen organotyyppisissd 3D-viljelmissd estetroli lisdsi

organoidien kokoa ja vidhensi kuolleiden solujen madrdd (apoptoosia) tilastollisesti

merkittavasti.
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Kuva 7. Estetrolilla Kisiteltyjen solujen muodostamien organoidien koko (A) seki kuolleiden
solujen suhteellinen osuus organoidien sisélli (B). Organoidin koko mitattu pikseleini ja kuolleiden
solujen osuus laskettu prosentteina. Kuvassa esitettynd keskiarvot keskihajonnalla ja kunkin
laatikkojanan keskelld oleva viiva kuvaa mediaania. Kontrolli esitetty liséksi punaisella katkoviivalla.

Laatikoiden alla oleva numero kertoo analysoitujen organoidien lukuméérén.
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mitattu pikseleind ja kuolleiden solujen osuus laskettu prosentteina. Hormonikombinaatiota
verrattu 1 tai 10 nM estradioliin. Kuvassa esitettynd keskiarvot keskihajonnalla ja kunkin

laatikkojanan keskelld oleva viiva kuvaa mediaania. Kontrolli esitetty lisdksi punaisella
katkoviivalla. Laatikoiden alla oleva numero kertoo analysoitujen organoidien lukumaérén.

Kuva 8. Estetrolilla ja/tai estradiolilla kiisiteltyjen solujen muodostam

(A) seki kuolleiden solujen suhteell



Estetroli lisdsi 3D-soluviljelmien solujen elinkykyd. Hormonittomaan kontrolliin
verrattuna estetrolilla ja/tai estradiolilla késitellyt solut olivat tilastollisesti merkitsevasti
elinkykyisempiid. Kombinaatiokésittelyissd 10-1000 nM esteroli ei védhentinyt 1nM
estradiolin aiheuttamaa stimulaatiota. 10-1000 nM estetroli kuitenkin esti 10 nM
estradiolin aiheuttamaa elinkyvyn lisdystd konsentraatioriippuvaisesti, joskin tilastollista

merkitsevyyttd ei ollut havaittavissa (Kuva 9).

1.5

E *%*
** *

o *
:l" 1.0 4 T * % T T T
; T
("]
c
©
2 0.51
o
n
Ko
<

0.0~ T

W '\QQ Q°Q° QQQ
o\.@ q'\ b‘\ \Q QQ bz\
N
+ L 28R 2 v@‘,&@x@
R Q@
N \0

Kuva 9. Estetrolin ja/tai estradiolin vaikutus solujen elinkykyyn 3D-soluviljelmissi. Kuvassa
esitettynd yhden 3D-kokeen keskiarvot keskihajonnalla. Solujen elinkykyd on mitattu 12 piivén
jilkeen wst-8-reagenssin 450 nm aallonpituudella antaman absorbanssin arvon mukaan. Tilastollinen
merkitsevyys laskettu epdparametriselld t-testilld (Mann-Whitney), jossa kutakin késittelyd on verrattu
kontrolliin (¥) ja esterolin ja estradiolin kombinaatiota vastaavaan estradiolikdsittelyyn (ei tilastollisia

merkitsevyyksid).

4.3 Estetrolin vaikutus maitorauhas- ja rintasydpédkudoksen ex vivo -viljelmissé

4.3.1 Estetrolin vaikutus solujen proliferaatioon ja apoptoosiin

Estetrolin vaikutusta solujen proliferaatioon selvitettiin tutkimalla proliferaatiomarkkerin
Ki67:n ilmentymistdi mRNA-tasolla kvantitatiivisella PCR:1ld ja proteiinitasolla
immunohistokemian avulla. Estradioli lisdd solujen proliferaatiota ja estdd apoptoosia,

joten estetrolilla oletettiin olevan samanlaisia vaikutuksia rintakudokseen.
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Ki67 ja Casp3 vasta-aineella virjityt estetrolia ja/tai estradiolia siséltivilla
kasvatusliuoksella viljellyt potilasperdiset rintakudosleikkeet vérjaytyivit oletetusti
(Kuva 10), mutta immunohistokemiallisten vérjidyksien kvantitoiduista tuloksista
ndhdddn, ettd vaikutus proliferaatioon ja apoptoosiin on vidhdinen sekd syopi- ettd

normaalissa kudoksessa.

Kuva 10. Immunohistokemiassa kiytettyjen proliferaatiomarkkerin (KI67) ja
apoptoosimarkkerin (Casp3) virjaytyvyys kudosleikkeissd. Immunohistokemian vérjayksid
edustavat mikroskooppikuvat normaalista rintakudoksesta (ylarivi) ja rintasyopédkudoksesta (alarivi).
Kuvissa 10x suurennoksella otettu kuva koko leikkeen virjaytyvyydestd sekd 40x suurennos, jossa
nikyy yksittdisten epiteelisolujen vérjaytyvyys. Positiiviset solut ndkyvét ruskealla (DAB-virjdys) ja
tausta sinisend (vastavarjdys hematoksyliini-eosiinilla). Esimerkkejé positiivisita soluista on osoitettu

nuolella.

Immunohistokemiallisten vérjdyksien perusteella estetrolilla ei ollut merkittdvia
vaikutuksia solujen proliferaatioon. Estetroli yksindédn lisdsi syopdkudoksessa joidenkin
potilaiden nédytteiden virjdytymistd, mutta kokonaisuudessaan estetrolilla ei ollut

merkittdvid eroja proliferaatioon (Kuva 11A). Yksittdisten potilaiden kohdalla ilmeni
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korrelaatiota patologin médrittiméin K167 tason kanssa (Liite 2.) ja immunohistokemiassa
ilmenevdt potilaskohtaiset korkeat tai matalat ilmenemistasot toistuivat qPCR-
analyyseissd. Kuitenkaan potilaiden kohdalla korrelaatiota ER - ja Ki67-ilmentymistason
valilld ei ollut havaittavissa. Normaalissa rintakudoksessa estetroli lisdsi solujen

proliferaatiota, konsentraatioriippuvaisesti (Kuva 11B).

Estetrolikdsittely ei védhentdnyt tilastollisesti merkitsevésti estradiolin stimuloimaa
proliferaatiota normaalissa eikd syopakudoksessa. 100 nM ja 300 nM estetroli yhdessd 10
nM estradiolin kanssa ndytti toimivan hieman antagonistisesti rintasyopakudoksessa,
mutta tuloksen luotettavutta rajoittaa ndytemddrddn pienuus. Samat estetroli
konsentraatiot 1 nM estradiolin kanssa eivit toimineet antagonistina normaalissa tai

syopakudoksessa (Kuva 11C-D).

KI67 proteiinia koodaavan geenin mRNA:ssa ei myoOskddan ndhdd merkitsevid eroja,
vaikkakin geenitasolla ndhdédén jossakin méérin estetrolin proliferaatiota lisddvéa vaikutus
syopakudoksessa (Kuva 12A). Normaalissa kudoksessa Ki67 ilmentymisessi ei ole eroja

eri konsentraatioiden vililld (Kuva 12B).

Estradioli lisdd solujen proliferaatiota, mikd ilmenee KI67:n ilmentymisen kasvuna.
Yhdesséd estradiolin kanssa estetroli ei kyennyt estiméddn estradiolin estrogeenistd,
proliferaatiota lisddvad vaikutusta. SyOpédkudoksessa 100 tai 300 nM estetroli ei
vaikuttanut InM estradiolin aiheuttamaan proliferaatioon, mikd ndkyy néiden
kombinaatiokésittelyiden ilmentymistasossa, mikd on estradiolikontrollin (E2 1 nM)
luokkaa. 100 tai 300 nM estetroli yhdessd 10 nM estradiolin kanssa taas niyttavét lisddvin
solujen proliferatiota estradiolikontrolliin (E2 10 nM) verrattuna, mutta ndytteiden suuri
hajonta ja pieni lukumédrd tekevét tuloksista epdluotettavia (Kuva 12C). Normaalissa
kudoksessa 100 ja 300 nM estetrolin kombinaatio 1 nM estradiolin kanssa ndyttda
lisddvén proliferaatiota, joskin 300 nM pitoisuudella véhemmaén kuin 100 nM:1la. Kyse

voi olla kuitenkin suuren hajonnan vaikutuksesta ja pienesti ndytemaarédstd (Kuva 12D).

Estetrolin vaikutusta solujen apoptoosiin tutkittiin immunohistokemian avulla. Casp3 on
proteaasi, joka muiden kaspaasien aktivoimana kéynnistdd ohjelmoidun solukuoleman eli
apoptoosin. Apoptoosi kdynnistyy spesifisten proteaasien, kaspaasien vaikutuksesta.

Viljellyistd kudospaloista tehdyt leikkeet vérjéttiin casp3-vasta-aineella. Estradioli estda
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rintasydpésolujen apoptoosia, silld se osallistuu apoptoosiin liittyvien signalointireittien
sadtelyyn (Casolari ym. 2011). Niiden signalointireittien toiminta vilittyy osittain
estrogeenireseptorin  toiminnan kautta. Oletuksena oli, ettd estetrolilla olisi
vastaavanlainen apoptoosia laskeva vaikutus. Estetroli ndytti hieman laskevan solujen
apoptoosia normaalissa kudoksessa (Kuva 13B), mutta silld ei ollut samanlaista
vaikutusta syopdkudoksessa (Kuva 13B). Kombinaatioviljelmissd estetrolilla ei ollut
vaikutusta apoptoosin tasoon normaalissa tai syopakudoksessa, jota viljeltiin 1 tai 10 nM

estradiolin kanssa (Kuva 13C ja D).
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ilmentyminen estetrolilla (E4) ja/tai

estradiolilla (E2) Kkaisitellyn

rintasyopikudoksen epiteelisoluissa (A, C) ja normaalin rintakudoksen epiteelisoluissa (B, D).

Kuvissa A-D esitettynd yksittiiset potilasarvot symboleilla ja viivoina keskiarvo seké keskihajonta.

Kuvissa A ja B punainen viiva tarkoittaa hormonitonta kontrollia, johon estetrolikisittelyitd on

verrattu. Kuvissa C ja D punainen viiva tarkoittaa hormonia sisiltdvdd kontrollia eli vastaavaa

estradioli kisittelyd (E2 1nM tai E2 10 nM), johon kombinaatioita on verrattu.
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Kuva 12. KI67:n mRNA:n suhteellinen ilmentyminen estetrolilla (E4) ja/tai estradiolilla (E2)
késitellyssd rintasyopikudoksessa (A, C) ja normaalissa rintakudoksessa (B, D) Kuvissa A-D
symbolit ovat yksittiisid potilasnéytteitd ja keskiarvo seki keskihajonta on merkitty viivojen avulla.
Kuvissa A ja B punainen viiva tarkoittaa hormonitonta kontrollia, johon estetrolikésittelyitd on
verrattu. Kuvissa C ja D punainen viiva tarkoittaa hormonia sisiltdvdd kontrollia eli vastaavaa

estradioli késittelyd (E2 1nM tai E2 10 nM), johon kombinaatioita on verrattu.
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Kuva 13. Casp3:n ilmentyminen estetrolilla (E4) ja/tai estradiolilla (E2) Kkisitellyn
rintasyopikudoksen epiteelisoluissa (A, C) ja normaalin rintakudoksen epiteelisoluissa (B, D).
Kuvissa A-D esitettynd yksittiiset potilasarvot symboleilla ja viivoina keskiarvo seké keskihajonta.
Kuvissa A ja B punainen viiva tarkoittaa hormonitonta kontrollia, johon estetrolikasittelyitd on
verrattu. Kuvissa C ja D punainen viiva tarkoittaa hormonia siséltdvdd kontrollia eli vastaavaa

estradioli késittelyd (E2 1nM tai E2 10 nM), johon kombinaatioita on verrattu.
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4.3.2 Estetrolin vaikutus ERa:n ja ERB:n ilmentymiseen

Estrogeenireseptoreiden ilmentymisté tutkittiin mRNA-tasolla kvantitatiivisella PCR:114
ja proteiinitasolla immunohistokemian avulla. Immunohistokemian varjayksissi ei ndhda
selkedd eroa kontrolliin verrattuna estrogeenireseptoreiden ilmentymisessd eika
estetrolilla ndytd olevan antagonistista vaikutusta estradiolilla kasitellyn kudoksen

estrogeenireseptoreiden ilmentymiseen.

Estrogeenireseptori alfan varjdytyminen immunohistokemiassa oli oletetun mukainen,

mutta estrogeenireseptori beetan kohdalla oli ongelmia vasta-aineen kanssa (Kuva 14).

(=] M oat, 3
ﬁ - - M o : &
F AR
Kuva 14. Immunohistokemian virjayksia edustavat mikroskooppikuvat

Estrogeenireseptoreiden alfa (DAKO) ja beeta (Perseus proteomics) ilmentymisesti normaalissa
rintakudoksessa (ylirivi) ja rintasyopikudoksessa (alarivi). Kuvissa 10x suurennoksella otettu
kuva koko leikkeen vérjaytyvydestd sekd 40x suurennos, jossa nikyy yksittdisten epiteelisolujen
varjaytyvyyden. Positiiviset solut nékyvét ruskealla (DAB-vérjiys) ja tausta sinisend (vastavirjiys

hemotaksyliini-eosiinilla). Esimerkkejé positiivisita soluista on osoitettu nuolella.

Yhteensd viittd eri vasta-ainetta testattiin, mutta ne kaikki vérjisivat kudosleikket eri
tavalla. Andersson ym. 2017 mukaan Perseus proteomicsin vasta-aine antoi

spesifisimmat tulokset, mutta silld varjdytyminen oli ldhes negatiivisen kontrollin tasoa.
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Tutkimuksen aikana julkaistujen eri vasta-aineiden spesifisyyttd koskevien ristiriitaisten
tietojen (Andersson ym. 2017; Nelson ym. 2017) ja niilld saatujen ristiriitaisten

varjdystulosten takia ER 3 —kokeitten tulokset jétettiin pois tutkimuksesta.

Estrogeenireseptori alfan ilmentyminen estetrolilla késitellyssd rintasyopdkudoksessa ja
normaalissa kudoksessa oli ldhelld kontrollin tasoa immunohistokemiallisissa
varjayksissd sekd qPCR:n tuloksissa. Estetroli lisdsi ERo immunopositiivisten solujen
maérdd hieman normaalissa kudoksessa (Kuva 15B) ja qPCR tuloksien perusteella ERa:n
ilmentyminen lisdéntyi syovén ja normaalin kudoksen kohdalla (Kuva 16A-B). Estetroli
yhdesséd estradiolin kanssa ndytti laskevan ERa immunopositiivisten solujen méarida
verrattuna estradiolin kanssa viljeltyy kontrolliin, mutta vastaavaa laskua ei ndhty qPCR-

tuloksissa (Kuva 15C-D ja Kuva 16C-D).

Estrogeenireseptori beetan ilmentyminen pysyi hormonittoman kontrollin tasolla
estetrolilla késitellyssa normaalissa kudoksessa (Kuva 17B). Syopdkudoksen kohdalla
ilmentyminen oli kontrolliin verrattuna korkeampaa, mutta eri konsentraatioiden vélilla

ei ollut selkedd eroa (Kuva 17A).

Estetroli ei estanyt 1 nM estradiolin vaikutusta ER:aan, mutta 10 nM estradiolilla ja 100
tai 300 nM estetrolilla késiteltyjen normaalien kudosten ERP ilmentyminen laski. 1nM
estradioli 100 nM estetrolilla jopa lisdsi ERB:n ilmentymisti tilastollisesti merkitsevisti
syopakudoksessa (p=0.0330). 10 nM estradioli yhdessd 100 nM estetrolin kanssa laski
estrogeenireseptori beetan ilmentymisté tilastollisesti merkitsevasti (p=0.213) 10 nM
estradioliin verrattuna normaalissa kudoksessa. Samoin sydpdkudoksessa 10 nM
estradioli 100 nM estetrolilla laski ERB:n ilmentymistasoa estradiolikontrollin (E2 10
nM) alapuolelle, mutta lasku ei ollut tilastollisesti merkitsevd suuren hajontansa vuoksi.
Nayteiden lukumééra 10 nM estradiolin kombinaationa 100 tai 300 nM estetrolin kanssa
on kuitenkin pieni (N=3-5), joten tuloksista ei voida tehdi selkedd johtopaatostd (Kuva

17C-D).
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Kuva 15. Estrogeenireseptori alfan ilmentyminen estetrolilla (E4) ja/tai estradiolilla (E2)
kisitellyn rintasyopidkudoksen epiteelisoluissa (A, C) ja normaalin rintakudoksen
epiteelisoluissa (B, D). Kuvissa A-D esitettynd yksittiiset potilasarvot symboleilla ja viivoina
keskiarvo seka keskihajonta. Kuvissa A ja B punainen viiva tarkoittaa hormonitonta kontrollia, johon
estetrolikasittelyitd on verrattu. Kuvissa C ja D punainen viiva tarkoittaa hormonia sisdltivad

kontrollia eli vastaavaa estradioli kasittelyd (E2 1nM tai E2 10 nM), johon kombinaatioita on verrattu.
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Kuva 16. Estrogeenireseptori alfan mRNA:n suhteellinen ilmentyminen estetrolilla (E4) ja/tai
estradiolilla (E2) Kisitellyssi rintasyopikudoksessa (A, C) ja normaalissa rintakudoksessa (B,
D) Kuvissa A-D symbolit ovat yksittéisid potilasndytteité ja keskiarvo seké keskihajonta on merkitty
viivojen avulla. Kuvissa A ja B punainen viiva tarkoittaa hormonitonta kontrollia, johon
estetrolikisittelyitd on verrattu. Kuvissa C ja D punainen viiva tarkoittaa hormonia sisiltivéd

kontrollia eli vastaavaa estradioli kisittelyd (E2 1nM tai E2 10 nM), johon kombinaatioita on verrattu.
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Kuva 17. Estrogeenireseptori beetan mRNA:n suhteellinen ilmentyminen estetrolilla (E4) ja/tai
estradiolilla (E2) Kisitellyssi rintasyopikudoksessa (A, C) ja normaalissa rintakudoksessa (B,
D) Kuvissa A-D symbolit ovat yksittéisid potilasndytteitd ja keskiarvo seké keskihajonta on merkitty
viivojen avulla. Kuvissa A ja B punainen viiva tarkoittaa hormonitonta kontrollia, johon
estetrolikasittelyitd on verrattu. Kuvissa C ja D punainen viiva tarkoittaa hormonia siséltavii

kontrollia eli vastaavaa estradioli kdsittelyd (E2 1nM tai E2 10 nM), johon kombinaatioita on verrattu.
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4.3.3 Estetrolin vaikutus ER:n sddtelemien geenien ilmentymiseen

Tutkimuksessa selvitettiin esterolin vaikutusta viiden eri geenin ilmentymiseen, joista
geeneistd progesteronireseptori, TFF1 ja amfireguliini ovat ER:n séitelemid
rintakudoksessa  (Prest ym. 2002, Esther ym. 2015). Lisdksi tutkittiin,
androgeenireseptorin (AR) ja kasvuhormonireseptorin (GHR) ilmentymistd, mihin
estrogeeneilla on havaittu olevan vaikutusta. Tuloksien mukaan estetrolin vaikutus oli

pieni ja antagonistinen vaikutus ei tullut selkeésti ilmi.

4.3.3.1 TFFI ja amfireguliinin ilmentyminen mRNA-tasolla

Estetroli lisdsi qPCR:ssd amfireguliinin ja TFF1:n ilmentymistd sekd normaalissa ettd
syopakudoksessa. Amfireguliinii osallistuu maitorauhasen kehitykseen ja rintasyovéssa
tdmin reseptorin yliekspressio voi aiheuttaa solujen invasiivisuutta. TFF1 on
rintakudoksessa ER:n kohdegeeni, jonka ilmentyminen toimii sensitiivisend ER-
aktiivisuuden markkerina. Joissakin kudoksissa se toimii tuumorisuppressiogeenind ja

joissakin sen yliekspressio taas lisdd solujen migraatiota.

Estetroli ei lisannyt TFFIl:n ilmentymistd syOpdkudoksessa, mutta normaalissa
kudoksessa ndhdddn konsentraatioriippuvainen tilastollisesti merkitsevd nousu (Kuva
18A-B). Samanlainen vaikutus ilmenee amfireguliinin kohdalla, joskin estetrolin
tilastollisesti merkitsevd stimuloiva vaikutus normaalissa kudoksessa on pienempi

TFF1:n ilmentymisen muutokseen verrattuna (Kuva 19A-B).

Estetroli yhdessi estradiolin kanssa ei vaikuttanut merkitsevésti TFF1:n (Kuva 18C-D)
ja amfireguliinin (Kuva 19C-D) ilmentymiseen mRNA-tasolla verrattuna estradiolin
kanssa viljeltyyn kudokseen. Ilmentyminen niytti lisddntyvin joidenkin kasittelyiden
kohdalla, mutta hajonta ja otosmaéird ovat niiden kohdalla niin pienet, etti kyse voi olla
hajonnan védristamisté tuloksista. Syopakudoksessa TFF1 ilmentyminen lisddntyi E2 10
nM + E4 300 nM -kasittelyssd (Kuva 18C) ja normaalissa kudoksessa E2 1nM + E4 300
nM —késittelyssd verrattuina vastaavaan 1 nM E2 -késittelyyn (Kuva 18D).
Amfireguliinin ilmentyminen lisdéntyi syOpdkudoksessa E2 10 nM + E4 300 nM -
kasittelyssd 10 nM E2-kisittelyyn verrattuna (Kuva 19C), mutta normaalissa kudoksessa
vastaavilla konsentraatioilla ilmene tilastollisesti merkitseva lasku amfireguliinin mRNA

tasossa (Kuva 19D).
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Kuva 18. Trefoil factor 1:n mRNA:n suhteellinen ilmentyminen estetrolilla (E4) ja/tai
estradiolilla (E2) Kisitellyssi rintasyopikudoksessa (A, C) ja normaalissa rintakudoksessa (B,
D) Kuvissa A-D symbolit ovat yksittéisid potilasndytteitd ja keskiarvo seké keskihajonta on merkitty
viivojen avulla. Kuvissa A ja B punainen viiva tarkoittaa hormonitonta kontrollia, johon
estetrolikasittelyitd on verrattu. Kuvissa C ja D punainen viiva tarkoittaa hormonia siséltavid

kontrollia eli vastaavaa estradioli késittelyd (E2 1nM tai E2 10 nM), johon kombinaatioita on verrattu.
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Kuva 19. Amfireguliinin mRNA:n suhteellinen ilmentyminen estetrolilla (E4) ja/tai estradiolilla
(E2) Kiisitellyssé rintasyopidkudoksessa (A, C) ja normaalissa rintakudoksessa (B, D) Kuvissa A-
D symbolit ovat yksittéisié potilasnéytteitd ja keskiarvo seki keskihajonta on merkitty viivojen avulla.
Kuvissa A ja B punainen viiva tarkoittaa hormonitonta kontrollia, johon estetrolikésittelyitd on
verrattu. Kuvissa C ja D punainen viiva tarkoittaa hormonia siséltdvdd kontrollia eli vastaavaa
estradioli kisittelyd (E2 1nM tai E2 10 nM), johon kombinaatioita on verrattu.
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4.3.3.2 Progesteronireseptorin ilmentyminen mRNA- ja proteiinitasolla seka
androgeenireseptorin ilmentyminen mRNA-tasolla

Estetrolin vaikutukset progesteronireseptoriin ja androgeenireseptoriin olivat hyvin
pienet. Progesteronireseptorin  ilmentyminen oli suhteellisen korkeaa, mutta
ilmentymistaso pysyi samana késittelystd riippumatta immunohistokemiallisessa
varjayksissd. Estetrolilla kisitellyssd syOpdkudoksessa ndhddén hajontaa ja eri esetroli
kéasittelyiden antama vaste on samaa tasoa (Kuva 20A). Normaalissa kudoksessa
estetrolin eri konsentraatiot anatavat mydskin saman tasoiset vasteet, mutta hajonta on
pienempéd syopakudokseen verrattuna (Kuva 20B). 100 nM ja 300 nM estetroli néytti
laskevan PR positiivisten epiteelisolujen miirdd rintasyopdkudoksessa yhdistettynd 10
nM estradiolin kanssa, mutta suuren hajonnan vuoksi tilastollisia merkitsevyyksid ei
havaita. Yhtd selkedd laskua ei ndhdd samoilla estetrolin konsentraatioilla 1 nM
estradiolin kanssa, mutta 1nM estradioli 100 nM estetrolilla laskee PR positiivisten
solujen madrdd tilastollisesti merkitsevésti (p=0.0244, Kuva 20D). Normaalissa
kudoksessa ilmentymistaso pysyi késittelystd riippumatta samalla tasolla eikd estetroli

siten estinyt estradiolin vaikutusta (Kuva 20C).

Estetrolilla  késitellyissda ~ kudoksissa =~ mRNA-tasolla ~ progesteronireseptorin
ilmentymisessd ndhdddn pieni nousu sekd normaalissa kudoksessa ettd
rintasyopdkudoksessa (Kuva 21A-B). Yhdessd estradiolin kanssa estetrolilla ei ole
antagonistisia vaikutuksia, mutta tuloksiin on suhtauduttava kriittisesti hyvin pienen

naytemééran vuoksi (Kuva 21C-D).

Androgeenireseptorin  ilmentyminen  estetrolilla  késitellyssi  normaalissa  ja
syopdkudoksessa on kontrollin tasoa eli ilmentymistasossa ei nihdd muutoksia. (Kuva
22A-B). Estetrolilla ja estradiolilla késiteltyjen kudosten androgeenireseptorin
ilmentyminen ndytti nousevan hieman (Kuva 22C-D), mutta sydpidkudoksessa 1nM
estradioli 100 nM estetrolilla laski androgeenireseptorin ilmentymistd tilastollisesti
merkitsevisti (p=0.0218). Estetroli ei kuitenkaan estinyt tehokkaasti estradiolin

toimintaa, vaan pikemminkin ndiden kahden hormonin yhteisvaikutus oli synergistinen.
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Kuva 20. Progesteronireseptorin ilmentyminen estetrolilla (E4) Kiisitellyn rintasyopikudoksen
epiteelisoluissa (A) ja normaalin rintakudoksen epiteelisoluissa (B) seki estetrolilla (E4) ja
estradiolilla (E2) Kisitellyn rintasyopikudoksen epiteelisoluissa (C) ja normaalin kudoksen
epiteelisoluissa (D) Kuvissa A-D esitettynd yksittdiset potilasarvot symboleilla ja viivoina keskiarvo
sekd keskihajonta. Kuvissa A ja B punainen viiva tarkoittaa hormonitonta kontrollia, johon
estetrolikasittelyitd on verrattu. Kuvissa C ja D punainen viiva tarkoittaa hormonia sisdltivad

kontrollia eli vastaavaa estradioli késittelyd (E2 1nM tai E2 10 nM), johon kombinaatioita on verrattu.
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Kuva 21. Progesteronireseptorin mRNA:n suhteellinen ilmentyminen estetrolilla (E4) ja/tai
estradiolilla (E2) Kisitellyssi rintasyopikudoksessa (A, C) ja normaalissa rintakudoksessa (B,
D) Kuvissa A-D symbolit ovat yksittéisid potilasndytteitd ja keskiarvo seké keskihajonta on merkitty
viivojen avulla. Kuvissa A ja B punainen viiva tarkoittaa hormonitonta kontrollia, johon
estetrolikisittelyitd on verrattu. Kuvissa C ja D punainen viiva tarkoittaa hormonia siséltdvid

kontrollia eli vastaavaa estradioli késittelyd (E2 1nM tai E2 10 nM), johon kombinaatioita on verrattu.

53



Suhteellinen AR mRNA:n ilmentyminen
N
N

Suhteellinen AR mRNA:n ilmentyminen

3 p=0.0218

Suhteellinen AR mRNA:n ilmentyminen
| ]

Suhteellinen AR mRNA:n ilmentyminen
!

Suhteellinen AR mRNA:n ilmentyminen
Suhteellinen AR mRNA:n ilmentyminen

Kuva 22. Androgeenireseptorin mRNA:n suhteellinen ilmentyminen estetrolilla (E4) ja/tai
estradiolilla (E2) Kisitellyssi rintasyopikudoksessa (A, C) ja normaalissa rintakudoksessa (B,
D) Kuvissa A-D symbolit ovat yksittéisid potilasndytteitd ja keskiarvo seké keskihajonta on merkitty
viivojen avulla. Kuvissa A ja B punainen viiva tarkoittaa hormonitonta kontrollia, johon
estetrolikasittelyitd on verrattu. Kuvissa C ja D punainen viiva tarkoittaa hormonia sisdltivad

kontrollia eli vastaavaa estradioli kisittelyd (E2 1nM tai E2 10 nM), johon kombinaatioita on verrattu.
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4.3.3.3 Kasvuhormonireseptorin ilmentyminen mRNA-tasolla

Estetoli yksinddn ei lisdnnyt kasvuhormonireseptorin ilmentymistd normaalissa tai
rintasyopédkudoksessa. Ilmentyminen on molemmissa kudoksissa samaa tasoa kontrollin
kanssa, joskin syopdkudoksessa ilmenee enemmin hajontaa (Kuva 23A-B). Yhdessa
estradiolin kanssa esteroli ei estdnyt estradiolin vaikutuksia vaan pikemminkin lisdsi
osittain estrogeenista stimulaatiota jokaisen kisittelyn kohdalla, erityisesti 1nM
estradiolin kohdalla (Kuva 23C-D). Normaalissa kudoksessa ndhdédén jopa tilastolisesti
merkitsevd nousu ilmentymistasossa 1nM estradiolin + 300 nM estetrolin kohdalla (Kuva

23D). Samanlainen agonistinen vaikutus ndhtiin mm. androgeenireseptorin kohdalla.
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Kuva 23. Kasvuhormonireseptorin mRNA:n suhteellinen ilmentyminen estetrolilla (E4) ja/tai
estradiolilla (E2) Kisitellyssi rintasyopikudoksessa (A, C) ja normaalissa rintakudoksessa (B,
D) Kuvissa A-D symbolit ovat yksittdisid potilasniytteitd ja keskiarvo sekd keskihajonta on merkitty
viivojen avulla. Kuvissa A ja B punainen viiva tarkoittaa hormonitonta kontrollia, johon
estetrolikdsittelyitd on verrattu. Kuvissa C ja D punainen viiva tarkoittaa hormonia sisdltivad

kontrollia eli vastaavaa estradioli késittelyd (E2 1nM tai E2 10 nM), johon kombinaatioita on verrattu.
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5 Tulosten tarkastelu ja pohdinta

Tutkimus tehtiin osana laajempaa projektia, jonka tarkoituksena oli selvittdd estetrolin
vaikutusta rintakudokseen eksplanttiviljelmissd. Pro gradu - tutkielmassa selvitettiin

liséksi estetrolin vaikutusta 2D- ja 3D-soluviljelmissa.

Rintasydpa on hyvin yleinen erityisesti naisia koskettava sairaus, johon on kehitetty useita
erilaisia lddkehoitoja, mutta johon tarvitaan jatkuvasti uusia hoitoja tehokkaamman
hoitovasteen saamiseksi ja resistenssin vélttamiseksi. Hormonaalisen rintasydvén hoidon
kehittdminen on erityisen tarkedd, silld tdmd syopd tyyppi kattaa noin 75%
rintasyOpétapauksista. Estetrolin on todistettu toimivan estradiolin toimintaa estivisti
(Gérard ym. 2015 B; Singer ym. 2014), joten tdssd tutkimuksessa selvitettiin estadako se
estradiolin ~ toimintaa  rintakudoksessa ja  syOpdsolujen  3D-soluviljelmissa.
Hormonaalisessa rintasyovassd estradioli vaikuttaa rintasyovian kehitykseen ja useat
ladkkeet kohdentuvat estradiolin toiminnan tai synteesin estdmiseen (Berry ym 2006).
Estetroli voisi toimia samalla periaatteella, kilpailemalla estradiolin kanssa
sitoutumiskohdista kudoksessa ja siten estden sen toiminnan. Estetrolin antagonistisen
toiminnan tuloksena potilaiden estradiolitaso laskisi ja rintasyovén kehitys ja levidminen

voisi pysahtya.

Estetrolia on myos tutkittu vaihdevuosien hormonaalisessa hoidossa (Coelingh ym.
2016). Jotta estetroli olisi potilailla turvallinen vaihtoehto vaihdevuosien aitheuttaman
estrogeenitason laskun korvaamaksi estrogeenihoidoksi, sen ei tulisi lisdtd solujen
proliferaatioa ja siten riskid rintasyovédn kehittymiseksi. Tutkimuksessa havaittiin, ettd
estetroli oli hyvin heikko estrogeeni, silld se ei suurillakaan pitoisuuksilla lisannyt solujen
proliferaatiota merkitsevdsti ja siten toimisi turvallisena estrogeenihoitona

postmenopausaalisille naisille.

5.1 Estetroli on heikko estrogeeni, joka ei antagonisoi estradiolia tehokkaasti

Estetroli toimi tutkimuksen tulosten perusteella heikkona estrogeenind solu- sekd
kudostasolla ja sen estrogeeninen stimulaatio on noin 10-kertaa pienempi estradioliin
verrattuna. Estetrolin vaikutukset olivat kuitenkin hyvin pienet kontrolliin verrattuna
eivitka erot keskiméérin olleet tilastollisesti merkitsevid. Gérard ym. 2015 A tutkimuksen
mukaan estetrolilla on heikompi stimulatorinen vaikutus kuin estradiolilla, mutta

estetrolilla  havaittiin  my0s olevan antagonistisia  vaikutuksia estradioliin
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konsentraatioriippuvaisesti. Tédssd tutkimuksessa estradiolin antagonistiset vaikutukset
eiviat kuitenkaan tulleet selkedsti esille 2D-proliferaatiokoetta ja muutamaa
steroidohormonireseptorin aktiivisuutta lukuun ottamatta.  Joidenkin késittelyjen
kohdalla estetroli ndytti estdvédn estradiolin vaikutusta, mutta konsentraatioriippuvuutta
el esiintynyt. Estrogeenit ovat usein pienilld konsentraatioilla agonisteja, mutta
suuremmilla konsentraatioilla tdmé agonistinen luonne hévidd ja ne toimivatkin
antagonistina. Tédllainen toimintatapa ndytti koskevan my0s estetrolia, silld kokeissa ei

havaittu selkedd antagonismia estradiolin vaikutuksille.

Gérard ym. 2015 B julkaiseman tutkimuksen mukaan estetroli lisdd estrogeenireseptori
alfan transkriptiota ja sitd kautta vaikuttaa solujen proliferaatioon positiivisesti. Téssd
tutkimuksessa estetroli stimuloi heikosti kudoksissa solujen proliferaatiota ja apoptoosiin
silld ei ollut juurikaan vaikutusta. Joidenkin geenien ilmentyminen lisdédntyi estetrolin
vaikutuksesta (ERa, PR, TFF1 ja AREG), mutta muutos kontrolliin verrattuna ei ollut
kaikkien késittelyiden kohdalla tilastollisesti merkittdvd. Yhdessd estradiolin kanssa
estetroli ei kyennyt estdiméén estradiolin toimintaa tehokkaasti. Estrogeenireseptori alfan
ja progesteronireseptorin kohdalla estetrolilla ndytti olevan agonistinen vaikutus, mutta
androgeenireseptorin ja kasvuhormonireseptorin kohdalla taas estetrolilla yhdessa
estradiolin kanssa vaikutti pikemminkin olevan synergistinen vaikutus. Kuitenkin
muutokset estrogeenireseptori alfan kohdalla olivat huomattavasti pienemmit
kirjallisuuteen verrattuna (Gérard ym. 2015 B; Liu ym. 2015). Néiden julkaisujen
tutkimuksissa on kéytetty kloonattuja syopésolulinjoja, joissa ERa:n ilmentymistason
voidaan ajatella olevan vakio kussakin solussa saman alkuperin vuoksi. Tamén
tutkimuksen potilasnédytteissd taas ndhdddn suuria eroja ERo:n ilmentymistasoissa
potilaiden vililld ja saman potilaan syopdkudoksen eri osien vélilld, mikd voi selittda,
miksei nousua ilmentymisessd nahty. Potilasmaérdd kasvattamalla tai asettamalla jokin
ERa:n ilmentymisen raja-arvo voitaisiin ndhdd paremmin estetrolin vaikutukset
estrogeenireseptori alfan ilmentymiseen. Singer ym. 2014 tutkimuksessa 14 péivin ajan
estetrolia saaneiden rintasyopépotilaiden ERo:n ilmentyminen tuumoreissa laski
tilastollisesti merkitsevisti. ERP:n ilmentyminen taas ndytti nousevan estetrolin
vaikutuksesta. Tamin tutkimuksen potilasniytteiden ja soluilla tehtyjen kokeiden vélilla
on pdinvastainen tulos julkaisujen perusteella, mutta koska potilasndytteet edustavat
todellista tilannetta ja suurta vaihtelua eri ihmisten valilld, niiden tulokset mahdollisesti

antavat todenmukaisemman tuloksen estetrolin vaikutuksista. Kuitenkin tavoitteena on
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kehittdd potilaille sopivia lddkkeitd ja hoitoja, joten vaikutus potilaissa on tirkein

kriteereistd, vaikka solukokeissa olisi saatu eridvia tuloksia.

5.2 Estetroli vaikuttaa vaihtelevasti solujen proliferaatioon, elinkykyyn ja
apoptoosiin

Estrogeenireseptori ligandiensa sitoutumisen myotd aktivoi tai estdd kohdegeenien
transkriptiota  sitoutumalla estrogeenin vaste-elementteihin.  Estrogeenireseptori
osallistuu signalointireitteihin, jotka lisddvét solujen proliferaatiota, migraatiota ja
invasiivisuutta. Tutkimuksessa estetroli vaikutti vaihtelevasti solujen proliferaation. 2D-
kasvukéyrissé estetrolilla ndhddan selked estrogeeninen vaikutus, mutta kudosviljelyiden
immunohistokemiallisissa vérjdyksissd ja qPCR:ssd vaikutus proliferaatiomarkkeriin
K167 oli vdhdinen, joskin myds ndiden menetelmien tuloksissa nédhdddn pieni kasvu
proliferaatiossa. Estetroli lisési proliferaatiota etenkin normaalissa kudoksessa, mutta
syopédkudoksessa proliferaatio lisdéntyi vain joidenkin potilaiden kohdalla. Singer ym.
2014 julkaisussa havaittiin, ettd estetrolilla oli merkittivd pro-apoptoottinen vaikutus
rintasyopatuumoreihin, mutta Ki67:n ilmentyminen ei muuttunut. Tdmén tutkimuksen
tulokset tukevat néitd havaintoja myoOs sen puolesta, ettd erot eri potilaiden vililla

aiheuttivat suuren hajonnan.

2D- ja 3D-soluviljelmissd solujen elinkyky parani kaikissa estradioli- ja
estetrolikdsittelyissd soluissa kontrolliin verrattuna, mutta erot eri kisittelyjen valilla
olivat hyvin pienid eikd estetrolin antagonistinen luonne tullut selkedsti ilmi
elinkykykokeissa. Tian ym. 2018 julkaisussa estradiolilla kisiteltyjen MCF-7 solujen
vialibiteetti parani tilastollisesti merkitsevisti samaa elinkykyd mittaavaa menetelmai
kéyttaen. Erona oli, ettd reagenssin annettiin vaikuttaa soluissa neljén tunnin ajan, kun
taas ndissd kokeissa jo kahden tunnin inkubaation jilkeen selked virireaktio oli
havaittavissa. Sopivaa reagenssin inkubointiaikaa méérittdessd solujen annettiin reagoida
WST-8:n (CCK) kanssa myds 4 h ajan, mutta tilloin absorbanssi nousi yli detektiorajan,
joten tulos ei endé ollut luotettava. Vaikka tutkimuksissa kdytettiin samalta toimittajalta
(ATCC) hankittuja MCF-7 soluja, on mahdollista, ettd solulinjojen ominaisuudet ovat

muuntuneet kdyton myd6td, miké voi laskea estrogeenisensitiivisyytta.

Estradioli estdd solujen apoptoosia estrogeenireseptoriin liittyvien signalointireittien

kautta, joissa apoptoosi voi kdynnistyé sisdisesti mitokondrion kautta tai ulkoisesti pro-
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apoptoottisten ligandien sitoutuessa solun pinnalla oleviin ns. kuolemadomeeneihin.
Estradioli muun muassa lisdd apoptoosin estimiseen osallistuvaa bcl-2 geenin
ilmentymistd ja indusoi NF-kB:n sekd PI3K/Akt:n vilittdimid selviytymistd lisddvia
signalointireittejd (Lewis-Wambi ym. 2009). Koska estetrolin on todistettu olevan heikko
estrogeeni ja sitoutuvan estrogeenireseptoriin, sen oletettiin myds estdvdn apoptoosia.
Tutkimuksessa estetroli laski hieman solujen apoptoosia normaalissa kudoksessa, mutta
el syOpdkudoksessa. Yhdessd estradiolin kanssa estetroli ei kyennyt estiméén solujen
apoptoosia normaalissa eikd syopdkudoksessa verrattaessa vaikutusta yksin estradiolin
kanssa kasiteltyyn kudokseen. Gérard ym. 2015 B julkaisun mukaan estetroli kykeni
aktivoimaan PI3K/AKT signalointireittié ja siten estiméin apoptoosia syopakudoksessa.
Kuitenkin casp3 vaikuttaa eri signalointireitin kautta apoptoosiin, mikd voi selittdé erot
tuloksissa. Toisaalta Singer ym. 2014 tutkimuksessa estetrolia saaneiden potilaiden

tuumoreissa oli havaittavissa tilastollisesti merkitsevad nousu apoptoottisessa indeksissa.

5.3 Estetroli lisdd merkitsevésti solujen 3D kasvua

Estetroli lisési tilastollisesti merkitsevésti solujen kykyd muodostaa organoideja
hormonittomaan kontrolliin verrattuna eli estetrolilla oli 3D-viljelmissd selked
estrogeeninen vaikutus. Konsentraatioriippuvuutta ei kuitenkaan ollut havaittavissa.
Yhdessd estradiolin kanssa organoidien koot pysyivdt suhteellisen vakion kokoisena
estetrolin konsentraatiosta riippumatta, mutta kuolleiden solujen suhteellinen osuus
organoidin sisélld laski vasteena estetrolikonsentraation nousulle. Estetrolilla ja
estradiolilla kisiteltyjen solujen elinkyvyssd néhtiin 3D-viljelmissd kuitenkin 10 nM
estradiolin kohdalla selked konsentraatioriippuvainen lasku, mika ei ndkynyt organoidien

kokoa analysoitaessa.

2D- ja 3D-viljelmissd kasvaneiden solujen geenien ilmentymisessd on raportoitu olevan
eroja. Vantangoli ym. 2015 julkaisussa tutkittiin 3D-viljelmissi kasvaneiden estradiolilla
kasiteltyjen solujen estrogeenin kohdegeenien ilmentymistd. Kontrolliin verrattuna
esimerkiksi PGR- ja GREB-geenien ilmentymisessd oli selked lisddntyminen, mutta
kuitenkin 2D-viljelmissd ndiden kohdegeenien ilmentymisessa oli suurempi kasvu
havaittavissa. Tdmid voisi selittdd, miksei 3D-viljelmissd nédhty eroa eri estetrolin
konsentraatioiden viélilld tai miksei antagonistinen vaikutus tullut selkeésti ilmi, vaikka
estrogeeniresponsiivisuus olikin selvdd. Vantagolin tutkimuksen mukaan hydrogeelissa

kasvaneiden MCF-7 solujen estrogeenireseptori beetan ilmentyminen laskee
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merkitsevisti, vaikkakin estrogeeniresponsiivisuus viljelmien soluissa sdilyy. Tédhdn voi
vaikuttaa solujen differentoituminen 3D-viljelmissd, mikd voi puolestaan vaikuttaa
proliferaation ja invasiivisuutta sddteleven geenien ilmentymiseen. Tdssd tutkimuksessa
solut kasvoivat erilaisissa materiaaleissa, jolla voi olla myos vaikutus tuloksiin. Kuitenkin
solut reagoivat hyvin lisittyyn estrogeeniin ja muodostivat kaikilla estradioli- ja estetroli-
kasittelyilld suurempia organoideja kontrollikdsittelyyn verrattuna. 12 pédivin
kontrolliviljelmissd solut muodostivat pienid organoideja ja kuolleita soluja oli
estrogeenikasiteltyihin organoideihin verrattuna enemmin eli estetrolilla on selked

kasvua lisddva vaikutus 3D-viljelmissa.

5.4 Kaiytettyjen menetelmien sopivuus ja rajoitteet tutkimusasetelmassa

5.4.1 Proliferaatio- ja elinkykykokeet

Solujen kasvua kuoppalevylld seurattiin automatisoidun mikroskooppikameran kahden
tunnin vélein ottamien kuvien avulla (IncuCyte® ZOOM). Kameran ottamista kuvista
laskettiin solujen peittdméd pinta-ala prosentteina. Jos kokeen alussa kuopissa oli
vaihtelevat méérdt soluja, se lisdsi hajonnan méiéaraa. Epitasainen solujen jakaantuminen
kuoppalevylld aiheuttaa myoOs hajontaa. Kamera kuvaa tietyt pisteet kuoppalevysti
pyrkien saamaan koko levyn kuvattua, mutta jos solut olivat pddasiassa kerdantyneet
kuopan reunoille, ne saattoivat jiddd mikroskooppikameran ottamasta kuvasta pois.
Kokeessa kéytetty MCF7-solulinja muodostaa helposti aggregaatteja, mikd vaikeutti
solujen pipetoimista tasaisesti kuopan pohjalle. Kuitenkin ndmé seikat on pyritty
huomioimaan tuloksissa, poistaen selkedsti epdonnistuneet kaivot. Rinnakkaisten
ndytteiden lukumiérd onkin pidettdvd suhteellisen korkeana, jotta voidaan poistaa

epdonnistuneita kaivoja tuloksia analysoitaessa.

Solujen elinkykyd madrittdvassd kokeessa WST-8 reagenssin avulla tulisi paremmin
huomioida solujen kasvukdyrdan vaikutus mittauksen lopputulokseen. 2D-kokeessa
elinkyky mitattiin viidentend pdivand, kun taas 3D-kokeessa kahdentenatoista pdivéna.
Niéitd tuloksia olisi hyvé verrata kasvukdyrdn muotoon, silld elinkyvyn méérityksessa
tulee eroja, jos solut ovat kasvaneet eri tahtiin ja siten mittaus tapahtuu kasvukayran eri
vaiheessa. Myos WST-8 -reagenssin inkubaatioaika voi olla yhtend virheldhteena.
Reagenssin on annettu vaikuttaa kuoppalevylld 2 tuntia, mutta kuitenkin se on lisétty eri

kaivoihin védhin eri aikaan, silld koko levyé ei pysty pipetoimaan kerralla. Tdma voi
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vaikuttaa lopputulokseen, kun lisdksi mittauksen suorittamiseen menee aikaa, joka voi

vaihdella laitteessa ilmenevien ongelmien vuoksi.

5.4.2 3D-soluviljely

Yksi syopétutkimuksen kdytetyimmistd tutkimusmenetelmistd on solulinjoilla tehtavét
2D in vitro -kokeet. Solulinjat voivat jakaantua rajattomasti, silld solut on tehty
kuolemattomiksi sopivilla késittelyilld. Kuolemattomuus voidaan saavuttaa tuomalla
soluihin telomeraasiaktiivisuus tai TERT-enstyymiaktiivisuus (Klingelhutz ym. 1994;
Tsai ym. 2014), mutatoimalla solusyklid sdételevit p53- ja pRb-geenit (Lundberg ym.
2002) tai transformoimalla soluun onkogeeni (Oh ym. 2003; Artero-Castro ym. 2009).
Perinteisesti soluja kasvatetaan muovisilla petrimaljoilla, joiden pohjaan solut
kiinnittyvét ja kasvavat yksinkertaisena kerroksena. Kuitenkin solujen kasvutapa maljalla
on hyvin erilainen kudoksiin verrattuna, joissa solut pddsevdt kasvamaan
kolmiulotteisesti ja onkin huomattu selkeitd eroja 2D- ja 3D-kokeiden tuloksien valilld

(Ohmori ym. 1998; Hongisto ym. 2003).

Erot tuloksissa voidaan selittdd muun muassa erilaisen mikroympériston avulla, silld
kudoksissa solu-solukontaktin muodostuminen, solujen vélinen signalointi ja
kommunikointi soluvéliaineen kanssa eroavat 2D-mallista (Tasdemir ym. 2018; Riedl
ym. 2017). Tamin takia on tirkedd 16ytdd uusia keinoja tutkia sydpédsolujen toimintaa
niille ominaisessa ymparistossi. Soluja voidaan kasvattaa erilaisilla hydrogeeleilld kuten
esimerkiksi matrigeelilld. Matrigeeli™ siséltdd tyvikalvolle tyypillisid komponentteja,
kuten laminiinia, kollageeni IV: &i sekd entaktiinia, ja se on alun perin eristetty
Englebreth-Holm-Swarm -tautia sairastavien hiirten tuumoreista (Orkin ym. 1977).
Matrigeelissd solut pddsevit kasvamaan ja jakaantumaan kaikkiin suuntiin, jolloin ne
voivat muodostaa organoideja (Olea ym. 1992; Rensburg ym. 2018). Téll4 kasvutavalla
voidaan myds tutkia solujen invasiivisuutta, kun jakaantuvat ja vaeltavat solut
tunkeutuvat esimerkiksi proteolyysin avulla matrigeelissd uusiin kasvupaikkoihin

(Zaman ym. 2006; Zhu ym. 2015).

3D-kokeessa kokeessa seurattiin yksittdisten solujen kykyéd jakaantua ja muodostaa
organoideja matrigeelissd. Jos kuoppalevyn kuoppiin on alun perin tullut eri méara
soluja, se lisdd hajontaa kokeessa suuresti. MCF7-solut ovat hyvin aggregoituvia soluja,

mikd piti huomioida solukokeissa sekoittamalla solut mahdollisimman hyvin
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elatusliuokseen, jotta ne saataisiin yksittéisiksi soluiksi. Jos kuoppalevyn matrigeeliin
laitetaan jo valmiiksi soluaggregaatteja, voi olla vaikea verrata solujen kykyd muodostaa
organoideja, kun ldhtokohdat ovat olleet erilaiset kaivojen vélilld. Kokeessa on hyvé pitdd
rinnakkaisten késittelyjen maard suurena, jotta tarvittaessa voidaan poistaa analyyseista

kaivot, jotka sisdltdvit paljon soluaggregaatteja.

5.4.3 Kudosviljely

Ennen uuden lddkkeen tai hoidon siirtymistd markkinoille sen on kéytava lépi prekliiniset
jakliiniset tutkimukset (Ladkelaki 1987/395; 2005/853). Prekliiniset tutkimukset voidaan
suorittaa esimerkiksi solukokeilla ja eldinkokeilla ennen ihmisilld tehtévid kliinisid
kokeita. In vitro -mallit ovat kuitenkin rajallisia ja vaikka eldinkokeissa kdytetyt hiiret
muistuttavatkin genomiltaan ihmistd, useat prekliinisissd kokeissa hyviksi havaitut
ladkkeet eivét ldpaise kliinisti vaihetta. Kliinisissi kokeissa oleville 1d4kkeilla voidaankin
madrittdd ns. menestyksen todennikoisyys eli POS-arvo (engl. The probability of
success). Esimerksiksi Wong ym. 2018 tekemén tutkimuksen mukaan uusien

syopéaladkkeiden menestymistodennikoisyys kliinisissé kokeissa on vain 3,4 %.

Tarve paremmille tutkimusmalleille on siis olemassa ja esimerkiksi potilasperdiset
eksplantit (PDE:t) kudosviljelyssd voisivat toimia luotettavana tutkimusmallina
prekliinisessd vaiheessa. Tdssd mallissa potilaista saadaan leikkauksen yhteydessd
kudosniyte ja kudosta voidaan pitdd hengissa laboratorio-olosuhteissa, kun sille annetaan
sopivia kasvutekijoitd (Centenera ym. 2018; Eigeliené ym. 2016). Kudoksen tai elimen
viljely ei ole uusi menetelmi, silld jo vuonna 1970 Trowell kehitti menetelméan elinten
viljelemiseksi. Potilaasta leikattu kudospala voidaan esimerkiksi viljelld metallisen ritildn
paélld (Eigelien¢é ym. 20006) tai sienen pdilld (Centenera ym. 2013). Téll4 tavoin luodaan
potilaista perdisin oleva ex vivo malli, jonka avulla saadaan tietoa tutkittavan aineen
vaikutuksista ihmiskudokseen. Ihmisperdinen tutkimus jo prekliinisessd vaiheessa voisi
pienentdd epdonnistuneiden kliinisten kokeiden todenndkoisyyttd ja samalla
saavutettaisiin taloudellinen sddstd. Thmisperdisten niytteiden viljelyssé tulee kuitenkin
huomioida eettisyys ja 1ddkarin on konsultoitava potilasta ennen ndytteen luovuttamista

tutkimuskayttoon.

Vaikka kudosviljely toimisikin parempana mallina 2D- ja 3D- soluviljelykokeisiin

verrattuna, tdlldkin menetelmdlld on rajoituksensa. Elimien erilaisia toimintoja,
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sddtelyjéarjestelmid ja niiden poikkeavuuksia ei voida tutkia. Syovén kohdalla esimerkiksi
verenkierron tutkiminen olisi tirkedd, silld tuumorin kasvu ja levidminen on riippuvainen
angiogeneesista. Jos syopidsolut eivdt saa happea ja muita verenkierron vélitykselld
saatavia aineita, ne eivét voi levitd muualle elimistdon ja solut voivat menné apoptoosiin.
Kudosviljelyssd ei myoskddn pystytd tutkimaan hermotusta ja suurimolekyylisten

yhdisteiden vaikutuksia kuten proteiinien vuorovaikutuksia voi olla haastavaa tutkia.

Syopd on luonteeltaan hyvin heterogeeninen, mikd nidkyy myds tdméan tutkimuksen
tuloksissa. Yksittdisten potilaiden vasteet hormoneihin voivat olla tdysin pdinvastaisia,
mikd vaikeuttaa estetrolin vaikutuksen arvioimista. Samoin kuin potilasndytteiden
midrdn tulisi olla todella suuri, jotta voitaisiin tehdd selked pddtelmd kokeiden
perusteella. Ongelmia voi esiintyd myds patologin antamassa histopatologisessa
madrityksessd.  Potilasndytteen  kriteerind  oli, ettd kudosndyte ilmentéa
estrogeenireseptoria. Kuitenkaan ilmentymistasolle ei anneta mitéén raja-arvoa, jolloin
jotkin tutkimuksen potilailta saadut kudosniytteet ilmentévit reseptoria 99 prosenttisesti,
kun taas joidenkin kohdalla ilmentyminen on vain prosentin luokkaa (Liite 2).
Estrogeenireseptorin ilmentymisen mééra voi vaikuttaa kudoksen estrogeenivasteeseen,
mika tisséd tutkimuksessa vaikuttaisi estetrolin vasteen suuruuteen. Tdméa nikyy selkedsti
immunohistokemiallisten virjdyksien kohdalla, silld samalla vasta-aineella ja samalla
kerralla vérjityt potilasndytteet vérjdytyviat hyvin vaihtelevalla tavalla. Joidenkin
potilasnéytteiden tulokset ovat vérjaytyvyydeltddn l14helld negatiivista kontrollia. TAméa
taas vaikuttaa koko potilasdatan kvantitoinnin lopputulokseen, jolloin estradiolin tai
estetrolin vaikutukset voivat peittyd. Tulokseen voi myds vaikuttaa sydpédsolujen

muuntunut vaste estrogeenireseptoriin.

Sairaalasta saatu kudosndyte koostuu tuumorista, normaalista rintakudoksesta sekd
rasvakudoksesta. Joissakin tapauksissa tuumori on selkeésti kdsin kosketeltaessa erottuva
kiintedmpi osa néytettd, kun taas joskus tuumoria on hyvin vaikea erottaa normaalista
kudoksesta. Tuumorin vilissd voi olla paljon sidekudosta ja rasvakudosta, jotka on vaikea
poistaa pienistd kudospaloista. Talloin lopputuloksena voi olla huono kudosndyte
jatkokdésittelyja varten. Syopédkudosta oli myds saatavilla vaihtelevat miirat; tuumorin
koko wvaihteli useammasta senttimetristd muutamaan millimetriin. Pienempien

tuumoreiden kohdalla néytettd ei saatu kaikkiin hormonikaisittelyihin tai rinnakkaisten
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késittelyiden miéra jéi pieneksi. Tamé puolestaan lisdd rinnakkaistenkin ndytteiden

vaihtelun mahdollisuutta.

5.4.4 Immunohistokemialliset virjaykset

Immunohistokemiallinen vérjdys on menetelmidnd suhteellisen helppo suorittaa ja
vérjayksen lopputulos on varsin tasalaatuinen. Tdssd menetelmissd ongelmia aiheuttavat
etenkin erilaiset vasta-aineet. Eri valmistajien tuottamien, samoja kohdeproteiineja
tunnistaven vasta-aineitten spesifisyydessd voi olla suuria eroja. Esimerkkina
estrogeenireseptori beeta, josta on julkaisuja, joiden mukaan suurin osa kiytetyistd ER[3
vasta-aineista ovat epaspesifisid (Andersson ym. 2017; Nelson ym. 2017). Ennen
tutkimusta testattiin viittd eri ER[P vasta-ainetta, jotka antoivat hyvin erilaisen
lopputuloksen rintakudoksen vérjdytyvyydessd. Joillakin vasta-aineilla perdkkiisten
kudosleikkeitten epiteelisoluja virjaytyi hyvin paljon, kun taas joillakin suurin osa
ndytteistd ndytti negatiiviselta. Koska tdssd tutkimuksessa ei ollut mahdollista ryhtyd
vasta-aineitten spesifisyyden perusteelliseen selvittdmiseen, immunohistokemialliset
vérjiykset jétettiin pois tuloksista. Negatiivinen varjddntyvyys ndyttdd kuitenkin tdlld
hetkelld timénkin tydon immunovirjiysten perusteella luotettavammalta tulokselta, silla
kvantitatiivisen PCR:n tulosten mukaan estrogeenireseptori beetaa ilmennetddn hyvin

vahéan rintakudoksessa.

Toinen haaste immunohistokemiassa on kudosndytteiden laatu. Kun kudospalasta
leikataan ohuet leikkeet lasille, ne voivat kiinnittyd huonosti rintakudoksen seassa olevan
rasvakudoksen takia ja rullautua lasille kasaksi. Rasvakudos on pyritty poistamaan jo
kokeen alussa kudospalan paloittelun yhteydessd, mutta tuumoriin voi silti jaddé pienid
madrid rasvakudosta. Kuitenkin rintasydpidkudosta voi olla vaikea erottaa normaalista
kudoksesta, jos se ei ole vield ldhtenyt metastasoimaan muualla, vaan pysyy vield
rauhasepiteelin tyvikalvon rajaamalla alueella, vaikka se onkin jo muuntunut normaalista
solusta syOpédsolun suuntaan. Normaalit epiteelisolut eivdt pysty tunkeutumaan
rasvakudokseen toisin kuin syOpésolut. Jos kudospalan rasvasolujen seassa on
epiteelisoluja, voidaan varmuudella todeta ne sydpdsoluiksi, mikd taas varmistaa, etti
kvantitoinnissa lasketaan juuri syOpésolujen positiivinen vérjddntyvyys eikd normaalin
rintakudoksen. Kuitenkaan hyvien néytteiden tekemiseksi, ei kudoksessa saisi olla liian

paljon rasvakudosta.
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5.4.5 Kovantitatiivinen PCR

Kvantitatiivinen PCR on erittdin herkkd menetelma4, jossa kontaminaation riski on suuri.
Kasittelijin oman DNA:n lisdksi ongelmaksi voi myds muodostua genomisen DNA:n
amplifikointi kohde-DNA:n sijaan. Vaikka yksittdiset qPCR -ajo-ohjelmat ovatkin
identtiset, jokainen ajokerta voi kuitenkin vaikuttaa lopputulokseen, mika lisdd virheen ja
hajonnan madrdi. Yksittdiset potilassarjat on tutkimuksessa ajettu samalla levylld
samassa ajossa, mutta erot eri potilaiden valilld voivat lisdéntya eri ajojen takia. Kuitenkin
suhteellisen suuren potilasndyteméédrdn ja useamman hormonikasittelyn takia, ei ole
mahdollista ajaa kaikkia potilasndytteiti samassa ajossa. Kriteerind tulosten
analysoinnissa on pidetty, ettd rinnakkaisten niytteiden Ct-arvot eivdt saisi erota
toisistaan yli 0,5 yksikkdd. Matalien Ct-arvojen kohdalla hajonnat eivét olleet niin suuri
ongelma, mutta korkeiden Ct-arvojen (arvot vililld 32-39) kohdalla hajonnan maira

lisddntyi selkedsti.

Rintakudospaloissa on pyritty leikkaamaan tuumorin keskeltd pienemmit kudospalat,
jotta viljeltdvit ndytteet sisdltdisivit mahdollisimman paljon syopdkudosta. Kuitenkin
varsinkin lobulaarisessa syOvissd, tuumorin seassa on normaalia kudosta, joten tdmi
vaikuttaa myods tutkittavan ndytteen tuloksiin. Kvantitaviisessa PCR:ssd ei voida
varmuudella sanoa, onko ilmentynyt geeni perdisin syOpakudoksesta vai normaalista
kudoksesta ja missd madrin se vaikuttaa lopputulokseen. Tdmaén takia on vélttimatonta,
ettd tutkimuksessa katsotaan my0s erikseen geenien ilmentymistd normaalissa
kudoksessa. Kvantitatiivisen PCR:n tuloksia ei my0Oskdidn voi verrata suoraan

immunohistokemiallisten védrjiyksien tuloksiin, silld menetelmit mittaavat eri asioita.

5.5 Johtopéitelmadt tuloksista

Tutkimuksen tulokset viittaavat sithen, ettd estetroli on hyvin heikko estrogeeni, joka ei
aiheuta merkittdvaa proliferaation lisdysté rintakudoksessa, mikd voisi mahdollistaa sen
kayton tulevaisuudessa esimerkiksi vaihdevuosien hormonihoidoissa estradiolin ja sen
johdannaisten sijasta.  Estetrolin kyky estdd solujen proliferaatiota yksin tai
estradiolistimulaation antagonistina on myds heikko, minkd perusteella yhdiste ei
ainakaan yksin ndytd tehokkaalta rintasydvin kasvun estossa. Kuitenkin estetroli saattaisi
sopia vaihdevuosien hormonaalisen hoidon lisdksi myds rintasydpépotilaiden
antiestrogeenihoidon yhteyteen vihentdmadn syopdhoidon aiheuttamia haitallisia

sivuvaikutuksia. Lisdksi estetrolin vaikutukset normaalissa rintakudoksessa olivat
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véhiiset. Tutkimalla tarkemmin estetrolin vaikutusmekanismeja voitaisiin saada varmuus
sen biologisesta roolista ja siten tietoa siitd, miten tdtd hormonia voitaisiin hyodyntiaa

laakehoidoissa.
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7 Liitteet

Liite 1 Potilaiden ikii ja rintakudoksen histologinen tyyppi sekii aste (N/A=ei

sovellettavissa).

Tunniste Ika Histologinen tyyppi Histologinen aste
E4-100 60 Duktaalinen 2
E4-200 67 Normaali N/A
E4-300 62 Normaali N/A
E4-400 69 Normaali N/A
E4-500 53 Normaali N/A
E4-600 61 Normaali N/A
E4-700 47 Lobulaarinen 2
E4-800 47 Duktaalinen 2
E4-900 62 Lobulaarinen 2
E4-1000 90 Duktaalinen 2
E4-1100 61 Normaali N/A
E4-1200 61 Duktaalinen 2
E4-1300 69 Lobulaarinen 2
E4-1400 52 Normaali N/A
E4-1500 68 Duktaalinen N/A
E4-1600 68 Lobulaarinen 2
E4-1700 56 Duktaalinen 3
E4-1800 70 Normaali N/A
E4-1900 84 Duktaalinen 1
E4-2000 85 Duktaalinen 2
E4-2100 38 Duktaalinen 2
E4-2200 86 Duktaalinen 3
E4-2300 79 Duktaalinen 3
E4-2400 78 Duktaalinen 3
E4-2500 65 Duktaalinen 3
E4-2600 78 Duktaalinen 2
E4-2700 60 Lobulaarinen 2
E4-2800 53 Lobulaarinen 2
E4-2900 82 Duktaalinen 2
E4-3000 68 Lobulaarinen 2
E4-3100 67 Duktaalinen 3
E4-3200 90 Duktaalinen 2
E4-3300 76 Duktaalinen 2
E4-3400 77 Duktaalinen 2
E4-3500 42 Duktaalinen 3
E4-3600 90 Duktaalinen 2
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Liite 2. Potilaiden estrogeenireseptori alfan, progesteronireseptorin ja KI167-

reseptorin ilmentyminen rintakudoksessa (N/A=ei sovellettavissa).

Tunniste ERa PR KI67
E4-100 99 98 24
E4-200 N/A N/A N/A
E4-300 N/A N/A N/A
E4-400 N/A N/A N/A
E4-500 N/A N/A N/A
E4-600 N/A N/A N/A
E4-700 95 95 30
E4-800 98 95 30
E4-900 95 15 7
E4-1000 98 98 20
E4-1100 N/A N/A N/A
E4-1200 95 85 6
E4-1300 99 99 5
E4-1400 N/A N/A N/A
E4-1500 95 95 15
E4-1600 0 80 20
E4-1700 98 90 25
E4-1800 N/A N/A N/A
E4-1900 99 99 11
E4-2000 99 85 6
E4-2100 98 99 20
E4-2200 99 92 40
E4-2300 99 99 15
E4-2400 95 50 20
E4-2500 1 2 50
E4-2600 99 95 50
E4-2700 95 95 10
E4-2800 95 98 5
E4-2900 0 0 18
E4-3000 99 99 5
E4-3100 0 0 80
E4-3200 95 95 8
E4-3300 99 95 14
E4-3400 99 00 6
E4-3500 0 9 80
E4-3600 98 95 22
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