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Proteaasit eturauhassyovan
merkkiaineina

Hannu Koistinen, Juba Rantala, ja Tuomas Mirtic

Eturauhassyopa on yksi yleisimmista syovista. Varhain
todettu paikallinen eturauhassyopa on hoidettavissa,
joskin noin kolmannes naista uusiutuu, ainakin bioke-
miallisesti (PSA-tasot nousevat). Kliinisesti uusiutunut
ja edennyt tai levinnyt eturauhassyopa kehittaa usein
3-5 vuodessaresistenssin ensimmaisen linjan hormoni-
hoitoja vastaan, mika johtaa entista aggressiivisempaan
ns. kastraatioresistenttiin syopdan. EturauhassyGvan
varhaiseen toteamiseen on kaytetty sidtelematonta, ns.
opportunistista PSA-seulontaa, mikd onkin vahentanyt
kuolleisuutta (1). Koska PSA-testi ei ole sy6paspesifi ja
se |Oytdd usein myods pienet ja hitaasti kasvavat syovat,
ylidiagnostiikka on lisaantynyt PSA-testin laajamittaisen
kayton mydta merkittavasti: noin 50% ndin [Gydetyista
syOvista on sellaisia joiden hoidon on ajateltu olevan
turhaa.Yleensa eturauhassydvan kasvu on hyvin hidasta
ja nain se ei valttamatta aiheuta potilaille edes oireita
heiddnelinaikanaan. PSA-testi tai edes sen jalkeen syo-
van toteamiseksi tehdyt biopsiat eivat yleensa kykene
erottamaan indolentteja, hoitoa vaatimattomia syopia
niista kliinisesti merkityksellisista syovista jotka tulisi
hoitaa. Vaikka PSA-testin prognostista arvoa voidaan
parantaa analysoimalla samanaikaisesti eri PSA-muo-
toja, kuten vapaan- ja kokonais-PSA:n suhdetta (2), tai
muita merkkiaineita, kuten hK2:hta (kallikrein-related
peptidase 2, KLK2), nykyisin ei ole kdytettavissa tes-
tid jolla voitaisiin luotettavasti erottaa hoitoa vaativat
syOvat niista jotkat eivat vaadi hoitoa. Ylidiagnostiikka
on johtanut merkittavaan ylihoitoon, suurentuneisiin
terveydenhuollon kustannuksiin seké syopadiagnoosin
ja hoidon sivuvaikutusten potilaille aiheuttamaan ela-
manlaadun heikentymiseen. Eturauhassydvan diagnos-
tiilkkaan kaivataankin uusia jatarkempia ennusteellisia
merkkiaineita. Nykyisin kdytetyista merkkiaineista PSA
(tunnetaan myds nimella KLK3) ja hK2 ovat proteaase-
ja ja SPINKT on proteaasi-inhibiittori. Hypoteesimme
mukaan my6s muut proteaasit voivat olla hyodyllisia
merkkiaineina

lhmisessd ilmenee noin 600 proteaasia, mika vastaa
noin 2%:a kaikista geeneistimme (3). Yhdessa naita
600 proteaasia kutsutaan nimelld degradomi. Noin
puolet ndista proteaaseista erittyy solun ulkopuolelle.
Loput toimivat solussa, joko solun sisall tai solukal-
volla, josta niiden solun ulkoinen osa voi vapautua
muiden proteaasien toimesta. Proteaasien aktiivisuut-
ta kontrolloidaan useilla tavoin, mukaan lukien niiden
ilmenemisen saately, inaktiivisten pro-muotojen akti-
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vaatio (autoaktivaatio tai muiden proteaasien toimes-
ta), proteaasi-inhibiittoreiden saately ja translaation
jalkeiset muutokset, kuten fosforylaatio (4, 5). Useat
proteaasit toimivat kaskadeissa tai verkostona, mika
mahdollistaa “signaalin” vahvistamisen ja tehokkaan
sadtelyn. Proteaaseilla on lukuisia (pato)fysiologisia
vaikutuksia ja niiden on myd&s havaittu osallistuvan
lahes kaikkiin syovan kehityksen vaiheisiin (6). Pro-
teaasit eivat kuitenkaan naytd aikaansaavan syopda:
taman artikkelin kirjoittamisen aikoihin on listattu 567
geenid, joissa olevien mutaatioiden on havaittu aihe-
uttavan syopad (The Cancer Gene Census, http://can-
cer.sanger.ac.uk/census). Naista geeneista vain viisi oli
luokiteltu proteaaseiksi tai peptidaaseiksi. Kaksi ndista,
KLK2 jaTMPRSS2, liittyy eturauhassyopéan. Kuitenkin
kummassakin tapauksessa syopaan liitetty geneettinen
muutos on translokaatio, jossa ndiden proteaasigeeni-
enandrogeeniresponsiivinen elementti on fuusioitunut
transktiptiotekijoiden kanssa, aiheuttaen ndin ndiden
trasnkriptiotekijoiden lisadntyneen androgeeni-riippu-
vaisen ilmenemisen.

Proteaasien merkitysta etenkin soluinvaasiossa ja
metastaasien muodostuksessa on tutkittu laajasti. Sen
lisaksi etta proteaasit pilkkovat soluvaliainetta ja ad-
heesiomolekyylejd, mika edesauttaa soluinvaasiota,
proteaaseilla on lukuisia muitakin syévan kannalta re-
levantteja funktioita. Ne sddtelevat mm. proteaasi-akti-
voituja reseptoreita (protease-activated receptors, PARSs)
ja muita signalointimolekyylejd, kuten kasvutekijoita
ja kinaaseja (4, 5). Vaikka yleensa lisaantynyt protea-
asiaktiivisuus edesauttaa syovan kasvua ja leviamista,
useilla proteaaseilla on kuvattu myds syopaa estavia
vaikutuksia (7). Etenkin matriksin metalloproteaasien
(MMP) merkitysta syovassa on tutkittu laajasti. Kliini-
sissa potilaskokeissa MMP-inhibiittorit eivét ole toimi-
neet odotetusti, minka on arveltu johtuvan MMP:ien
biologian huonosta tuntemisesta (mika johtuu ainakin
osittain kaytetyista solumalleista, jotka eivat toisinna
syOpaa riittavan hyvin) jasiitd etta inhibiittorit eivét ole
olleet riittavan selektiivisia (8). Kun osa MMP:sta estaa
syovan kasvua, ndiden samanaikainen inhiboituminen
syovan kasvua edistavien MMP:ien kanssa on johtanut
huonoihin tuloksiin kliinisissa kokeissa.

Ihmisen eturauhasessa ilmenee yli 300 proteaasia
(9). Naista mm. kallikreiini-perheen proteaasit PSA ja
KLK2 ilmenevit erittain voimakkaasti eturauhasessa,
mutta vain heikosti, jos ollenkaan, muissa kudoksis-
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sa. PSA on yleensa ottaen heikko proteaasi, mutta se
pilkkoo siemennesteen semenogeliini-proteiineja erit-
tain tehokkaasti ja ndin liuottaa ejakulaation jalkeen
hyytyneen siemennesteen ja edesauttaasiittididen liik-
kuvuutta. PSA:lle on ehdotettu myds lukuisia sydvan
kasvuun liittyvid toimintoja, sekd sellaisia jotka lisaavat
kasvaimen kasvua ja etapesdkkeiden muodostusta, etta
sellaisia jotka vahentavat niita (10). PSA:n on havait-
tu mm. estavan angiogeneesid, mika saattaa osaltaan
selittda sen miksi eturauhassyopa yleensa kasvaa niin
hitaasti. Kliinisissa tutkimuksissa matalat PSA-tasot
eturauhasessa liittyvat huonoon prognoosiin, kun taas
korkeat kudoksen PSA-tasot liittyvat matalaan mikrove-
risuonten tiheyteen. On huomionarvoista, etta vaikka
PSA:n ilmeneminen syopakudoksessa on vahentynyt,
niin eturauhassyovassa PSA:n tasot verenkierrossa ovat
yleensa lisddntyneet, johtuen lisddntyneesta kulkeu-
tumisesta kudoksesta verenkiertoon. PSA:n on my0s
havaittu lisadvan solujen tai kasvaimen kasvua useis-
sa solumalleissa ja hiirilla xenografti-tuumorimallissa.
Voikin olla etta PSA lisdd kasvaimen kasvua sen ollessa
hyvin pieni, ja kasvaimen saavuttaessa muutaman mil-
limetrin lapimitan PSA:nangiogeneesid estava vaikutus
hidastaa kasvaimen kasvua (10). Tatd ei kuitenkaan
ole todistettu kokeellisesti. KLK-perheen proteaasien
ja MMP:en lisdksi useiden muiden proteaasien, kuten
hepsiinin, urokinaasi-tyypin plasminogeeniaktivaatto-
rin (uPA), matriptaasin ja trypsiini-3:n, merkitysta etu-
rauhassydvan kehittymisessa on tutkittu viime aikoina.
Néiden proteaasien on ajateltu etenkin edesauttavan
syopasolujen invaasiota ja metastaasien muodostu-
mista. Talla hetkella Notch-signalointi, joka aktivoituu
proteaasien toimesta, on suuren kiinnostuksen kohtee-
na eturauhassydpatutkimuksessa. Notch-signaloinnin
on havaittu lisddvan eturauhastuumoreiden kasvua ja
soluinvaasiota, seka edesauttavan kastraatioresistentin
syovan kehittymista (11).

Useiden eturauhasessa ilmenevien proteaasien ta-
sot muuttuvat eturauhassyovassa. Lisaksi useat ndista
proteaaseista, kuten hK2, PSA ja TMPRSS2, ovat an-
drogeenisdddeltyja ja niiden tasot muuttuvat kastraa-
tioresistentin sydvan kehityksessa (12). Aiemmat tutki-
mustulokset viittaavat, etta tallaisilla proteaaseilla on
ennusteellista merkitysta. Esimerkiksi PSA-tasot laske-
vat antiandrogeenihoidon seurauksena, jos kasvain on
hormoni-responsiivinen, kun taas nousevat PSA-tasot
kertovat taudin uusiutumisesta. Olemme alustavasti
tutkineet n. 250 proteaasin mRNA-tasoja eturauhassy -
vassa, kayttden julkisesti saatavilla olevia tietopankke-
ja, ja havaitsimme ettd yli 10%:lla ndista proteaaseista
mRNA-tasot liittyvat potilaiden eloonjaamiseen. Tama
ei tietenkdan kerro mitadn syy- ja seurausyhteydesta
ja erot ovat suurelta osin pienid, minka vuoksi on ky-
seenalaista, onko naiden proteaasien mRNA-tasoilla
kliinista kayttoa, ainakaan yksinaan. Yhdessa muiden
merkkiaineiden kanssa kaytettyna ne voivat mahdolli-
sesti olla informatiivisempia. Koska proteaasien aktii-
visuutta saddellaan voimakkaasti translaation jalkeen,
mRNA-tasot eivat valttamatta kerro ndiden proteaasien
toiminnasta eturauhassydvassa.

Siitd huolimatta, ettd useiden proteaasien toimintaa
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ontutkittu eturauhassydvassd, degradominlaajuisia tut-
kimuksia ei ole tehty. Lisaksi useat tehdyista tutkimuk-
sista ovat kdyttaneet hyvin pelkistettyja ja keinotekoisia
solumalleja, jotka eivat kuvaa kunnolla syopaa ja sen
monimuotoisuutta. Olemme aloittaneet proteaasien
degradominlaajuisen tutkimuksen tarkoituksenamme
|6ytaa uusia ennusteellisia merkkiaineita ja ladkeaine-
kohteita eturauhassydvan diagnostiikkaan ja hoitoon.
Tama projekti on vasta aluillaan, joten tassa raportoi-
mamme tulokset ovat alustavia. Tutkiaksemme prote-
aasien vaikutusta solujen kasvuun ja invasiivisuuteen
olemme hiljentdneet proteaasien ilmenemistd, yksi ker-
rallaan, RNA-interferenssimenetelmalld mallissa, jossa
solut kasvavat ns. sferoideina soluvdliaineen sisalla.
Tama malli vastaa paremmin syovan mikroymparistoa
kuin perinteinen solujen kasvatus muovipinnalla, joka
ei edes mahdollista solujen invasiivisuuden tutkimista
(13). Uskomme etta talld tavoin I6ydetyt soluinvaasioon
ja syopasolujen kasvuun vaikuttavat proteaasit voivat
toimia, paitsi lddkeaineiden kohdemolekyyleind, myos
funktionaalisina biomerkkiaineina, jotka ennustavat
eturauhassyQvan aggressiivista kayttaytymista ja kykya
muodostaa etapesakkeita.

Alustavissa tutkimuksissa olemme havainneet PC-3
eturauhassydpasoluilla23:n proteaasintasojen vahenta-
misen lisadvan solujen invasiivisuutta tai kasvua. Nama
ovatmahdollisiasyovan kasvuajainvasiivisuutta estavia
proteaaseja (“tuumorisuppressoreita”). Vastaavasti 36:n
proteaasin tasojen vahentaminen taas johti invasiivi-
suuden ja/tai solujen kasvunvahenemiseen. Nama ovat
mahdollisia “onkogeeneja” joiden lisadntynyt ilmene-
minensydvassa voi edesauttaa syopédkasvaimen kasvua
ja etapesdakkeiden muodostusta. Nama proteaasit ovat
mahdollisia funktionaalisia biomerkkiaineita. Nostam-
me tassa esiin kolme nadistd proteaaseista. Kalpaiini-2
ja KLK2 ovat tulostemme mukaan potentiaalisia syo-
paa edistdvia proteaaseja eli koemallissamme niiden
tasojen vahentaminen esti syopdsolujen kasvua ja/tai
invasiivisuutta. Autophagin-3:n tasojen vahentaminen
taas vaikuttaa lisadvan syOpasolujen kasvua/invasii-
visuutta. Ndista KLK2 (tunnetaan myds nimelld hK2)
on tunnettu eturauhassyovan merkkiaine, jonka tasot
verenkierrossa ja ilmeneminen kudoksessa lisaantyvat
eturauhassyovassa (14). Yksinaan hK2 ei ole niin hyva
eturauhassygvan merkkiaine kuin PSA, mutta useissa
tutkimuksissa on havaittu etta yhdessa eri PSA-muoto-
jen kanssa se parantaa testin prognostista informaatiota
ja seulonnan spesifisyyttd. Kalpaiini-2:n ilmenemisen
vihentdmisen RNA-interferenssilld on aiemminkin ha-
vaittu estavan eturauhassydpasolujen invasiivisuutta
(15), kun taas autophagin-3 geenin poiston on hiirilla
havaittu johtavan syopaalttiuden lisadantymiseen (16),
vaikkakaan eturauhassyovan osalta sen toiminnasta ei
ole tietoa. Osa muista |6ydetyista proteaaseista liittyy
ubikitiini-proteasomijarjestelmaan, mika sopii hyvin
vksiin sen kanssa etta proteasomi-inhibiittoreita kay-
tetddn syopalaakkeina.

Kun tarkastelimme viiden eniten ja vahiten solukas-
vuun/invaasioon vaikuttaneen proteaasin geenieks-
pression muutosten, mutaatioiden ja geenien kopio-
maardn muutosten yhteyttd eloonjaamiseen havait-
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Seuloimme ns. RNA-interferenssitekniikalla ihmisen noin 600 proteaasin ilmenemisen vaikutuksia solujen kasvuun ja
invasiivisuuteen. Kontrolli siRNA-transfektoidut PC-3 eturauhassyépasolut muodostivat koeolosuhteissa noin viikon
kasvatuksen aikana invasiivisia solusferoideja, kun taas solut joista oli vahennetty kalpaiini-2:n tai KLK2:n ilmenemista
eivat invasoineet. Kalpaiini-2:n tapauksessa myés solumdira vaheni. Léysimme myds 34 muuta proteaasia, joiden ilme-
nemisen vihentdmiselld oli vastaavanlaisia vaikutuksia (mahdollisia "onkogeenejd”). Vastaavasti 16ysimme 23 proteaasia,
kuten autophagin-3, joiden ilmenemisen viahentaminen lisasi solujen kasvua ja/tai invasiivisuutta (mahdollisia ”tuumori-
suppressorigeenejd”). Oikealla viiden eniten ja vahiten solukasvuun/invaasioon vaikuttaneen proteaasin geeniekspressi-
on muutosten, mutaatioiden ja geenien kopiomairan muutosten yhteys eloonjaamisennusteeseen (http://www.cbiopor-

tal.org, "TCGA provisional” kohortti).

simme etta “onkogeeni”-proteaaseilla ndma muutok-
set liittyivat korkeampaan kuolleisuuteen, kun taas
“tuumorisuppressori”-proteaasien muutokset vaikut-
tivat liittyvan parempaan elinaikaennusteeseen. Tassa
analyysissa muutoksen suuntaa ei otettu huomioon,
eli esim. mRNA-tasoissa ”"aliekspressio” oli muutos
siind kuin "yliekspressiokin”. Nama eivat mydskaan,
geenideleetioita lukuunottamatta, vield kerro vastaa-
vien proteiinien aktiivisuudesta mitaan. Siita huolimat-
ta degradomi-seulonnan tulokset ovat rohkaisevia ja
jatkamme niiden validointia, merkkiainetutkimuksen
osalta mm. immunomaarityksin ja immunohistoke-
miallisin menetelmin. Koska eturauhasen proteaasien
tasot verenkierrossa ovat riippuvaisia paitsi ndiden
proteaasien ilmenemisestd eturauhasessa, myds niiden
kulkeutumisesta/vuotamisesta verenkiertoon, tulemme
tutkimaan proteaasien proteiinitasoja seka eturauhas-
kudoksessa etta verenkierrossa, sekd niiden toimintaa
eturauhassydvan kannalta. Tarkoituksenamme on ra-
portoida KliinLab lehdessa naista tuloksista aikanaan
kunhan alkuperdistyd(t) on julkaistu.

Hannu Koistinen kiittdd Suomen kliinisen kemian
vhdistystd (SKKY), Syopdsaatiota ja Sigrid Juséliuksen
sdatiotd projektille myénnetyistd apurahoista.
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