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Eturauhassyöpä on ilmaantuvuudeltaan yleisin ja kuolleisuudeltaan toiseksi ylei-

sin miesten syöpäsairauksista. Opinnäytetyössä tarkastelemme ATAD2-geenin gee-

niekspressiotuotteen, ATAD2-proteiinin, immunohistokemialliseen värjäytymiseen pe-

rustuvaa histoscore-menetelmää sekä menetelmän soveltuvuutta eturauhassyöpäen-

nusteen arvioimisessa.

Potilasaineisto muodostui 326 hormoninaiivista sekä 189 kastraatioresistentista

havaintoyksikköstä. Hormoninaiivien ja kastraatioresistenttien havaintoyksiköiden

frekvenssijakaumien välillä havaittiin tilastollisesti merkittävä ero tarkasteltaessa se-

kä kategorisen sytoplasman (p-arvo 0.000) että kategorisen tuman (p-arvo 0.000)

histoscoren suhteen. Kastraatioresistenttien havaintoyksiköiden histoscore oli keski-

määräisesti hormoninaiivien havaintoyksiköiden histoscorea suurempi. Hormoninaii-

vien havaintoyksiköiden sytoplasman osuus ja tuman histoscore korreloivat positii-

visesti (p-arvo 0.000) kontrolloitaessa sytoplasman luokan suhteen.

Hormoninaiivien havaintoyksiköiden kategorisen Gleason-luokituksen (2-6, 7, 8-

10) ja kategorisen tuman histoscoren (0, 1-5, 6-300) välillä oli tilastollisesti mer-

kittävä ero (p-arvo 0.003). Ki67:n ja kategorisen sytoplasman histoscoren (0, 1-50,

51-300) sekä Ki67:n ja kategorisen tuman histoscoren välillä oli tilastollisesti mer-

kittävä riippuvuus (p-arvo 0.000 ja p-arvo 0.000 vastaavasti). PSA:n pitoisuuden ja

kategorisen sytoplasman histoscoren sekä PSA:n pitoisuuden ja kategorisen tuman

histoscoren välillä ei merkittävää tilastollista riippuvuutta havaittu. Diagnoosi-ikä

ei ollut tilastollisesti merkittävä sekoittava tekijä.

Kategorisen tuman histoscoren luokkien välinen ero potilaan eturauhassyöpäen-

nusteeseen oli tilastollisesti merkittävä (p-arvo 0.009). Cox-regressioanalyysi osoitti,

että tuman histoscore oli tilastollisesti merkittävä potilaan eturauhassyöpäennustee-

seen vaikuttava muuttuja (p-arvo 0.008) eb:n ollessa 1.037.
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ESIPUHE

Opinnäytetyötäni kirjoittaessa vuosina 2013 ja 2014 on eturauhassyöpä ilmaantu-

vuudeltaan yleisin suomalaisten miesten syöpäsairauksista. Eturauhassyöpä selittää

arviolta kolmanneksen miesten syöpäsairauksien ilmaantuvuusjakaumasta. Eturau-

hassyöpä on toiseksi yleisin miesten syöpäkuolleisuuden aiheuttaja, miesten keuh-

kosyöpäkuolleisuuden jälkeen. Voidaankin todeta, että miesten syöpäsairautena etu-

rauhassyöpä on erittäin merkittävässä asemassa.

Lääketieteen syventävien opintojen opinnäytetyöni sai alkunsa työskennellessäni

kesällä 2013 tutkimusapulaisena eturauhassyövän molekyylibiologian tutkimusryh-

mässä. Mahdollisuudesta työskennellä eturauhassyöpätutkimuksen parissa haluan-

kin kiittää lämpimästi silloista työnantajaani sekä nykyistä opinnäytetyöni ohjaa-

jaa professori Tapio Visakorpea. Haluan kiittää myös tohtoritutkija Heini Kalliota

opinnäytetyöhöni liittyvistä neuvoista.
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1. JOHDANTO

1.1 Eturauhasen anatomia, histologia ja molekyylibiologia

Eturauhanen (prostata) on pariton, eksokriininen lisäsukupuolirauhanen. Eturauha-

sen massa on keskimäärin 20 g ja halkaisija on likimäärin 3-4 cm. Eturauhanen si-

jaitsee mediaalisagittaalitasossa symmetrisesti sekä virtsarakon kaulan, proksimaa-

lisen virtsaputken että distaalisten siemenheittotiehyeiden ympärillä, vatsakalvon

ulkopuolella retroperitoneaalisesti. [5]

Eturauhasen uloimpana kerroksena on epätarkkarajainen sidekudoskapseli. Etu-

rauhanen jaetaan seuraaviin anatomisiin vyöhykkeisiin: perifeerinen, transitionaali-

nen ja sentraalinen parenkyymaalinen vyöhyke sekä anteriorinen �bromuskulaarinen

strooma. [5]

Anteriorinen �bromuskulaarinen strooma ei muodostu rauhasepiteelikudokses-

ta. Fibromuskulaarisen sidekudoksen, strooman, tehtävä eturauhasessa on liittää

eturauhasen rauhasepiteelikudos, parenkyymi, konsistenssiksi eturauhaskudokseksi.

Eturauhanen on kombinaatio sekä parenkyymi- että stroomakudosta. [5]

Sentraalinen parenkymaalinen vyöhyke ympäröi distaalisia osia siemenheittotie-

hyistä. Siemenheittotiehyet laskevat bilateraalisesti siemenjohtimista sekä rakkula-

rauhasista prostataaliseen virtsaputkeen. Periferaalinen parenkymaalinen vyöhyke

sijaitsee sentraalisesta parenkymaalisesta vyöhykkeestä posteriorisesti ja ympäröi

proksimaalisia osia siemenheittotiehyeistä. Transitionaalinen parenkymaalinen vyö-

hyke ympäröi virtsarakon kaulan distaalisia osia sekä periuretraalisesti proksimaali-

sia osia virtsaputkesta. Anteriorinen �bromuskulaarinen strooma sijaitsee transitio-

naalisesta parenkymaalisesta vyöhykkeestä anteriorisesti. [5]

Vyöhykkeillä on keskeinen kliininen merkitys. Mainittakoon, että eturauhassyö-

västä 90 %:a esiintyy periferaalisella parenkymaalisella vyöhykkeellä; eturauhasen

hyvänlaatuinen liikakasvu (benigni prostatan hyperplasia) esiintyy sentraalisella pa-

renkymaalisella vyöhykkeellä [3; 4].

Eturauhasen posteriorinen osa on palpoitavissa transrektaalisesti [3]. Tuseeraus

peräsuolen kautta on yksinkertainen toimenpide. Toimenpidettä pidetään epäherk-

känä ja -tarkkana, mutta yksinkertaisuudestaan huolimatta tuseeraus per rectum

(TPR) on kliinisen eturauhastutkimuksen diagnostiikan perustutkimus ja urologi-

sen potilaan ensimmäinen tutkimus tutkimussarjassa. [5]

Histologisesti eturauhanen koostuu sekä epiteelikudoksen muodostamasta rauhas-
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ja tiehyeparenkyymista että sidekudoksen ja sileän lihaskudoksen muodostamasta

�bromuskulaarisesta stroomasta. [5]

Fibromuskulaarinen strooma on supistumiskykyinen. Rauhas- ja tiehyerakenteita

verhoava epiteeli on kaksikerroksinen. Luminaalisen kerroksen muodostaa sekreto-

rinen, yksinkertainen lieriöepiteeli; basaalisen kerroksen yksinkertainen kuutioepi-

teeli. Epiteelin alla sijaitsee tyvikalvo. Tyvikalvon alla sijaitsee �bromuskulaarinen

strooma liittämässä eturauhaskudoksen konsistenssiksi kudokseksi. [5]

Epiteelikudoksen parenkyymista sekä �bromuskulaarisesta stroomasta muodos-

tuvat rauhasrakenteet poimuuntuvat lumeniin. Eturauhasen mikroskooppinen ku-

dosrakenne on visualisoitavissa kuvassa 1 sekä pienemmällä että suuremmalla suu-

rennoksella. Kyseessä on hematoksyliini-eosiini (HE) -värjätyn eturauhaskudoksen

virtuaalimikroskooppikuva. [5]

Kuva 1. Rauhas- ja tiehyeparenkyymi sekä �bromuskulaarinen strooma

(vasemmalla). Luminaali- ja basaalisolut sekä epiteelinalainen �bromuskulaarinen

strooma (oikealla). [52]

Dihydrotestosteroni (DHT) on testosteronia kymmenen kertaa potentiaalisempi andro-

geeni. DHT:n osuuden arvoidaan olevan 90 %:a eturauhasen androgeenivaikutukses-

ta. [5]

DHT konvertoidaan testosteronista �bromuskulaaristen stroomasolujen tyypin

2 5-α-reduktaasin katalysoimassa biokemiallisessa reaktiossa. Immunohistokemialli-

sesti on osoitettu, että epiteelin luminaalisolut eivät ekspressoi 5-α-reduktaasia; ba-

saalisolut ekspressoivat. Kuriositeettina mainittakoon, että tyypin 1 5-α-reduktaasia

ei ole osoitettavissa eturauhasessa, vaan ihossa sekä maksassa. [5]

DHT vuorovaikuttaa autokriinisesti �bromuskulaarisissa stroomasoluissa ja pa-

rakriinisesti rauhas- ja tiehye-epiteelisoluissa. DHT läpäisee rasvaliukoisena steroi-

dihormonina solukalvon ja sitoutuu androgeenireseptoriin (AR) tumassa. AR on

tumareseptoriperheen reseptori. [5]

DHT:n ja AR:n ligandi-reseptori -kompleksi indusoi AR:n reguloimien geenien

transkriptiota. Transkriptoituvia geeneja ovat lukuisat kasvutekijägeenit: FGF-7,

FGF-1, FGF-2 sekä TGF-β. Kasvutekijöiden epäillään vahvistavan �bromuskulaa-

risten stroomasolujen proliferaatiota; toisaalta vaimentavan sekä rauhas- että tiehye-
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epiteelisolujen apoptoosia. Kasvutekijävaikutuksen arvellaan selittävän eturauhas-

kudoksen kudosmuutokset. AR-geenin lokus on �uoresenssi in situ hybridisaatio

(FISH) -menetelmällä paikannettu X-sukukromosomiin. [5; 26; 50; 51]

1.2 Eturauhassyöpä

Prostatan adenokarsinooma (CA) on eturauhasen maligni glandulaarinen epiteeli-

neoplasia. Kansankielellä prostatan adenokarsinooma on eturauhassyöpä. Kansan-

kielisestä termistä puuttuu etiologiaan ja patogeneesiin liittyvä lääketieteellinen ek-

saktius. [1; 2; 3]

Eturauhassyövän ilmaantuvuus vuonna 2012 raportoitiin olevan 4659 tapausta.

Ikävakioitu ilmaantuvuus oli 82.1 tapausta 100 000 kohti. Vastaavasti vuonna 2012

kirjattiin 855 kuolemaa. Kuolleisuus oli 24.9 kuolematapausta 100 000 kohti. [1; 2; 3]

Eturauhassyöpä oli vuonna 2012 ilmaantuvuudeltaan yleisin miesten syöpäsai-

rauksista sekä toiseksi yleisin miesten syöpäkuoleman aiheuttaja, miesten keuhko-

syöpäkuolleisuuden jälkeen. Seuraavassa esitetään myös vuoden 2011 ja 2005 tilas-

tot.

Vuonna 2011 todettiin 4726 tapausta. Eturauhassyövän ikävakioitu ilmaantuvuus

oli 85.7 tapausta 100 000 kohti. Vuonna 2011 todettiin 885kuolemaa. Eturauhassyö-

vän ikävakioitu kuolleisuus oli 13.4 kuolematapausta 100 000 kohti. [1; 2; 3]

Vuonna 2005 raportoitiin 5539 tapausta, ja eturauhassyövän ikävakioitu ilmaan-

tuvuus oli 100 tapausta 100 000 kohti. Vastaavasti todettiin 776 kuolemaa, ja etu-

rauhassyövän ikävakioitu kuolleisuus oli 16.1 kuolemaa 100 000 kohti. [1; 2; 3]

Vuoden 2012 ilmaantuvuus- ja kuolleisuusluvut ovat tiivistettynä Syöpäjärjestön

taulukoissa kuvissa 1 ja 2 vastaavasti. [1; 2; 3]

Kuva 2. Miesten syöpäilmaantuvuus vuonna 2012 [2].
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Kuva 3. Miesten syöpäkuolleisuus vuonna 2012 [1].

Eturauhassyövistä osa on letaaleja, hoitotoresistenttejä eturauhassyöpiä; toisaalta

osa on latentteja, hoitoon reagoivia eturauhasyöpiä. Eturauhassyövän diversiteetti

on eräs merkittävimmistä diagnostisista ja terapeuttisista haasteista. [3]

Prostatan intraepiteelinen neoplasia (PIN) lokaali carcinoma in situ -kudosmuutos

on todennäköinen malignin eturauhassyövän prekursori. PIN:an liittyy epiteeli- ja

stroomasoluissa havaittavat irreversiibelit, somaattiset mutaatiot sekä epigeneettiset

muutokset. PIN on dysplastinen. [3; 5; 12]

Eturauhassyöpäpotilaiden keski-ikä on 71 vuotta. Eturauhasen kudosmuutokset

ilmaantuvat kaikille miehelle jossakin elämänvaiheessa, ennemmin tai myöhemmin,

enemmässä tai vähemmässä määrin. Keskimäärin eturauhassyöpä on vanhusten syö-

päsairaus. [3]

Eturauhassyöpä sekundaarisena satunnaislöydöksenä on tavallinen [28]. Eturau-

hassyövän seulonta on intensiivisen debatin kohteena, erityisesti kysymys eturauhas-

syövän seulonnalle asetettavien ehtojen täyttämisestä. Seulottavalta syöpäsairaudel-

ta oletetaan seuraavaa: kansanterveydellisesti merkittävä, olemassa oleva seulonta-

menetelmä varhaisvaiheen dysplastisten ja neoplastisten kudosmuutosten havaitse-

miseksi. Seulontamenetelmällä havaittavat kudosmuutokset tulevat olla hoidettavis-

sa, kun primaaripreventio ei ole mahdollinen. [3]

Käytännön seulontamenetelmiksi olisi vakiintumassa prostataspesi�nen antigee-

ni (PSA). Eturauhassyövän seulonnan kustannusvaikuttavuudesta ei ole olemassa

luotettavaa tutkimusnäyttöä, ja seulonnan vaikutusta elinvuosiin pidetään kiistana-

laisena. [3]

Oikeutusperiaatteen on täytyttävä eli seulonnasta saatavan hyödyn on oltava

suurempi kuin seulonnasta koituvan haitan. Eturauhassyövän seulonnassa riskinä

on ylidiagnostiikka sekä ylidiagnostiikasta syntyvä ylihoito. Ylihoito altistaa tervey-

denhuollon kustannuksille sekä komplikaatioille. [3]

Konsensus on, että eturauhassyövän seulontaa suositellaan riskiryhmän potilaille
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40-45 -ikävuodesta alkaen. Riskiryhmän potilaina pidetään potilaita, joilla on etu-

rauhassyöpää sairastava ensimmäisen asteen sukulainen eli vanhempi, sisarus tai lap-

si. Riskiryhmällä arviodaan olevan kaksikertainen todennäköisyys sairastua eturau-

hassyöpään. Eturauhassyövistä arvellaan perinnöllisiä olevan keskimäärin 2-3 %:a,

perheittäin esiintyviä keskimäärin 20 %:a. [3; 5]

Eturauhassyöpä on ilmaantuvuudeltaan yleisin afroamerikkalaisilla; toisaalta il-

maantuvuudeltaan harvinaisin aasialaisilla. Kaukasialaisten eturauhassyövän ilmaan-

tuvuus asettuu afroamerikkalaisten ja aasialaisten välille [5; 21]. Kaksoistutkimuksis-

sa on havaittu, että ympäristötekijöiden merkitys eturauhassyövässä on geneettisiä

tekijöitä merkittävämpi [3].

Länsimaalainen dieetti ja länsimaalaiset elämäntavat ovat eturauhassyövän riski-

tekijöitä kuten korkea ikä [18], rotu ja korkea androgeenipitoisuus. Runsas tyydyt-

tyneiden rasvojen käyttö, lihavuus, tupakointi [32], β-karoteeni sekä in�ammaatiot

lisäävät; toisaalta soija, tomaatti, α-tokoferoli, 25-OH-kolekalsiferoli [24] sekä se-

leeni vähentävät eturauhassyöpäriskiä. Alkoholilla ja A-vitamiinilla ei ole osoitettu

olevan merkittävää roolia eturauhassyövässä. Fyysisen aktiivisuuden merkityksestä

tieteellinen tutkimusnäyttö on puutteellista. [3]

Genominlaajuisten assosiaatiotutkimusten (GWAS) perusteella on osoitettu, että

AR-geenin X-sukukromosomissa esiintyvät pidentyneet CAG-toistojaksovariaatiot

ovat sekä muskulaariatro�ana että neurodegeneratiivisina oireina ilmenevän Ken-

nedyn taudin merkittäviä riskitekijöitä. AR-geenit, joiden CAG-toistojaksot ovat

lyhimmät, ovat androgeenisensitiivisimpiä. [5; 40]

Eturauhassyövistä osa etenee kastraatiosta huolimatta kastraatioresistenteiksi etu-

rauhassyöviksi (CRPC). CRPC:n kehittymiseen on esitetty lukuisia mekanismeja

AR-geenin ampli�kaatiosta [6; 7; 9; 23; 37], AR:n hypersensitiivisyyteen [8] sekä

AR:n hyposelektiivisyyteen.

Geneettiset muutokset näyttävät selittävän eturauhassyövän progressiota; toisaal-

ta hormoniresistenssin kehittymistä. On esitetty, että antiandrogeenit voisivat pa-

radoksaalisesti toimia inhiboivien antagonistien asemasta stimuloivina agonisteina.

[8; 33]

Geneettisellä variaatiolla on keskeinen rooli antiandrogeenihoitoa tulevaisuudes-

sa harkittaessa yksilöllisen lääketieteen yleistyessä. Soluissa tapahtuvat somaattiset

mutaatiot, epigeneettiset muutokset sekä PI-3-kinaasi/Akt -signaalikaskadin, kasvu-

tekijöiden ja kasvutekijäreseptorien muutokset voisivat selittää CRPC:n muodostu-

mista. [8; 33]

1.3 Eturauhassyövän histologia

Eturauhaskudoksen histologisia muutoksia on todettavissa noin 30 %:lla yli 50-

vuotiaista ja 70-80 %:lla yli 80-vuotiaista. Latenteista eturauhaskudoksen histologi-
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sista muutoksista arviolta 10 %:a kehittyy eturauhassyöviksi [3].

Eturauhassyövässä epiteelikudoksessa ei havaita basaalista kuutioepiteelikerros-

ta, eivätkä epiteelikudoksen parenkyymista ja �bromuskulaarisesta stroomasta muo-

dostuvat rauhasrakenteet poimuunnu lumeniin. Neoplastisten solujen sytoplasman

koostumus vaihtelee ja tumat ovat atyyppisia, suurikokoisia sekä sisältävät lukuisia

tumajyväsiä. [5]

Neulabiopsiat sisältävät vaihtelevasti benignia ja malignia eturauhaskudosta. Diag-

nostiikka riippuu neulabiopsianäytteen laadusta, joten vrheellisen diagnosoinnin ris-

ki on olemassa. Histologisia löydöksiä, kuten perineuraalista invaasiota, pidetään

maligniteetin tunnusmerkkeinä [20].

Diagnostiikkaa helpottamaan on kehitetty immunohistokemiallisia vasta-aine -

värjäysmenetelmiä. Menetelmien ohella käytetään usein standardi, hematoksyliini-

eosiini -värjättyjä rinnakkaisleikkeitä. [3; 5]

Eturauhassyöpänäytteistä yli 80 %:ssa on havaittavissa eturauhassyövän prekur-

soriksi todennäköinen PIN. Histologisesti PIN on dysplastinen. Epiteelisolut ovat

atyyppisia ja suuritumaisia. PIN:ssa epiteelikudos moudostuu sekä luminaalisesta

lieriöepiteelistä että basaalisesta kuutioepiteelistä. PIN:ssa epiteelin alla sijaitsee

tyvikalvo. [5]

1.4 Eturauhassyövän molekyylibiologiaa

Oppikirjaesimerkki eturauhassyövän somaattisista mutaatioista on ERG-geenin trans-

lokaatio ja fuusio androgeenien reguloiman TMPRSS2-geenin promoottorialueel-

le. TMPRSS2-geenin androgeeniriippuvainen yliekspressio saa aikaan ERG-geenin

yliekspression. Genotyypin variaatio ekspressoituu fenotyypiltään invasiivisena etu-

rauhassyöpänä, matriksimetalloproteinaasien hajoittaessa eturauhaskudoksen ekstra-

sellulaarista matriksia [5].

On myös osoitettu, että TMPRSS2:ERG-fuusiogeeni assosioituisi fuusioimatonta

verrokkiaan parempaan ennusteeseen [10]. TMPRSS2- ja ERG-geenin fuusiotuot-

teita on kvantitoitu virtsanäytteistä polymeraasiketjureaktio (PCR) -menetelmän

avulla.

ERG-geenin geeniekspressiotuote on proliferaatiota ja apoptoosia reguloiva trans-

kriptiotekijä. ERG-geenin lokus sijaitsee kromosomissa 21. TMPRSS2-geenin gee-

niekspressiotuote on seriiniproteaasi, jonka toiminta on kiistanalainen. TMPRSS2-

geenin lokus sijaitsee ERG-geenistä alavirtaan kromosomissa 21. [36]

Glutationi-S-tranferaasi P -geenin hypermetylaatio on oppikirjaesimerkki epige-

neettisista muutoksista. Glutationi-S-tranferaasi P -geenin lokus sijaitsee kromoso-

missa 11. Geenituotteella on keskeinen rooli hydrofobisten karsinogeenien konjugaa-

tiossa hydro�iliseen glutationiin. Geenin hypermetylaatio vaimentaa geeniekspressio-

ta, mikä vahvistaa vapaiden radikaalien pitoisuutta eturauhaskudoksessa. Vapaiden
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radikaalien arvellaan altistavan eturauhassyövälle. [5]

p53-geeni on tuumorisupressorigeeni, joka reguloi solusyklia sekä apoptoosia. p53-

geenin lokus sijaitsee kromosomissa 17. p53-geenin geeniekspressiotuote on trans-

kriptiotekijä, jonka säätelymekanismin perustuu miRNA:n ja p21-geenin ekspression

säätelyyn. [5]

p21-geenin geeniekspressiotuote sitoutuu solusyklin G1-S -vaiheiden transitiokoh-

dan sykliiniriippuvaiseen kinaasiin (CDK). Sitoutuminen CDK:in vaimentaa CDK:n

fosforylaatiokapasiteettia, mikä estää solusyklin siirtymisen G1-vaiheesta S-vaiheeseen.

p53-geeni kytkeytyy RB-geeniin p14-geenin avulla. p53-geenin geenimutaatio on eräs

merkittävimmistä geenimutaatioista lukuisissa maligniteeteissa kuten eturauhas- ja

rintasyövässä. [5]

PTEN-geeni on tuumorisupressorigeeni. PTEN-geenin geeniekspressiotuote on

fosfatidyyli-inositoli-trifosfaatti-fosfataasi, joka säätelee PI-3-kinaasi/Akt -kaskadia.

PTEN-geeni osallistuu solusyklin, apoptoosin sekä soluväliliitosten regulaatioon.

PTEN-geenin lokus on kromosomissa 10. PTEN-geenin geenimutaatio selittää PI-

3-kinaasi/Akt -signaalikaskadin säätelyhäiriön eturauhassyövässä. [5]

EZH2-geenin geeniekspressiotuote on transkriptiotekijä, joka metyloi kromatii-

nin histoniproteiineja. EZH2-geenin lokus sijaitsee kromosomissa 7. EZH2-geenin

yliekspressio vaimentaa lukuisia tuumorisupressorigeenejä. EZH2-geenin ekspressio

korreloi negatiivisesti adheesioproteiinin, E-kadheriinin, ekspression kanssa. Neoplas-

tiset solut vaimentavat solujen välisiin liitoksiin osallistuvien proteiinien ekspressio-

ta, mikä mahdollistaa invaasion ja metastasoinnin. [5; 41]

AMACR-geenin geeniekspressiotuote on rasvahappojen β-oksidaation entsyymi.

β-oksidaatiossa rasvahapot hapetetaan asetyyli-CoA:ksi, joka trikarboksyylihappo-

kierrossa (TCA) muodostaa pelkistynyttä nikotiiniamidiadeniinidinukleotidia (NADH).

NADH luovuttaa elektroninsa energiansiirtoketjuun ja protoninsa pumpattavaksi

mitokondrion intermembraanitilaan. Oksidatiivisessa fosforylaatiossa lopputuottee-

na muodostuu adenosiinitrifosfaattia (ATP) ATP-syntaasin kautta purettavan pro-

tonigradientin avulla. PCA3-geenin geeniekspressiotuote osallistuu RNA-välitteiseen

geenien regulaatioon. EZH2-, AMACR- ja PCA3-geenin geeniekspressiotuotteita on

käytetty PSA:n rinnalla molekyylimarkkereina eturauhassyöpätutkimuksessa. [5; 41]

ATAD2-geenin (ATPase family, AAA domain containing 2) geeniekspressiotuo-

te on ATAD2-proteiini, jonka toiminta on kiistanalainen. ATAD2-proteiinin arvel-

laan kytkeytyvän solun proliferaation ja apoptoosin regulaatioon. AR:n on osoitettu

osallistuvan ATAD2-geenin geeniekspression regulaatioon [47]. ATAD2-geeni sijait-

see kromosomissa 8.

Ki67-geenin geeniekspressiotuote on proliferaatioon ja rRNA:n transkription re-

gulaatioon osallistuva tumaproteiini. Ki67-tumaproteiini on tuumorisolujen prolife-

raatiomarkkeri, joka ekspressoituu solusyklin interfaasin vaiheiden G1, S ja G2 sekä
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mitoosin M-vaiheen aikana. Ki67-tumaproteiini ei ekspressoidu solusyklin lepovai-

heen G0-vaiheen aikana. [5]

Ki67-geenin geeniekspressio ilmenee mitoottisesti aktiivisissa soluissa kuten labii-

leissa luuytimen hematopoeieettisissa, ihon stratum basalen sekä ruuansulatuskana-

van Lieberkühnin kryptojen kantasoluissa sekä neoplastisissa soluissa kuten eturau-

hassyöpäsoluissa; toisaalta inaktiiviset G0-vaiheen solut kuten stabiilit hepatosyy-

tit ja permanentit kardiomyosyytit sekä neuronit eivät ilmennä Ki67-tumaproteiinia.

Ki67-tumaproteiinille on käytössä proliferaatioindeksi, joka kuvaa Ki67-tumaproteiinia

ilmentävien solujen prosentuaalista frekvenssia. Ki67-geeni sijaitsee kromosomissa

10. [5; 19; 22; 25; 35; 39; 41]

1.5 Gleason-luokitus

Eturauhassyövän erilaistumattomuusasteen (graduksen) arvioimisessa käytetään vii-

siportaista Gleason-luokitusta, jossa asetetaan luokka syöpäkudoksen erilaistumat-

tomuusasteen perusteella. [3; 5]

Erilaistumattomuusaste arvioidaan histologisia kudosleikkeitä mikroskopoimalla.

Gradus 1 tarkoittaa erilaistunutta neoplasiaa; Gradus 5 anaplastista neoplasiaa.

Gradukset 2-4 sijoittuvat gradusten 1 ja 5 välille kasvavan erilaistumattomuuden

mukaisesti. [3; 5]

Gleason-luokitus on erityisesti eturauhassyövän erilaitumattomuusasteen määrit-

tämiseen käytettävä mittari, jonka on osoitettu olevan käyttökelpoinen prognostinen

mittari. [5]

Histologiset näytteet sisältävät tiettynä ajanhetkenä t erilaisissa erilaistumatto-

muusasteissa olevia syöpäkudostyyppejä. Gleason-luokituksessa asetetaan primaa-

rinen gradus dominantille syöpäkudokselle ja sekundaarinen gradus resessiiviselle

syöpäkudokselle. [3; 5]

Gleason-luokituksen Gleason-luku saadaan summaamalla primaarinen ja sekun-

daarinen gradus. Gleason-luku on erilaistumattomuusasteen indeksi. Määritelmän

mukaisesti Gleason-luku saa kokonaislukuarvoja väliltä 2-10. [3; 5]

Syöpäkudoksen, joka sisältää yhdentyyppistä erilaistumattomuusastetta, Gleason-

luku saadaan kertomalla gradus kahdella. Jos syöpäkudoksen pahanlaatuisuusastei-

ta on enemmän kuin kaksi, saadaan Gleason-luku tarkastelemalla kahta suurinta

gradusta ja jättämällä jäljelle jääneet gradukset huomiotta. [3; 5]

Karkea Gleason-luokituksen jaottelu on seuraavanlainen: Gleason-luvun ≤ 6 syö-

päkudos on erilaistunut, Gleason-luvun 7 keskimääräisesti erilaistumaton sekä Gleason-

luvun ≥ 8 erilaistumaton syöpäkudos. Gleason-luvun ≤ 6 syöpäkudoksia löydetään

transuretraalisten höyläysleikkausten yhteydessä eturauhasen transitionaaliselta pa-

renkymaaliselta vyöhykkeeltä sekä neulabiopsioiden yhteydessä. [3; 5; 30; 38]
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1.6 TNM-luokitus

Eturauhassyövän levinneisyyden (stagen) arvioimisessa käytetään kliinistä TNM-

luokitusta. Lisäksi käytössä on patologinen luokitus. Sekä kliininen TNM-luokitus

että patologinen luokitus muodostavat keskeisen prognostisen mittarin. Kliiniseen

TNM-luokitukseen perustuva luokittaminen on monivaiheinen, moniammatillinen

prosessi. [3; 5]

Levinneisyyden arvioimisessa käytetään T-, N- ja M-luokkia. Levinneisyyttä ar-

vioidaan kliinisen TNM-luokituksen perusteella seuraavasti: T-luokka kuvaa tuu-

morin kokoa ja sijaintia, N-luokka kuvaa tuumorin imusolmukeinvaasioita ja M-

luokka kuvaa tuumorinmetastaaseja. Taulukoissa 1, 2 ja 3 esitetään kliinisen TNM-

luokituksen T-, N- ja M-luokkia vastaavat kriteerit. [3; 5; 34]

Taulukko 1. Kliinisen TNM-luokituksen T-luokan kriteerit [3].

T1a-luokka on usein transuretraalisen höyläysleikkauksen (TURP) sattumalöydös,

T1b-luokka on neulabiopsian sattumalöydös ja T1c-luokka on neulabiopsian löydös

korkean seerumin PSA:n yhteydessä. T2-luokka tarkoittaa eturauhaseen rajoittu-

nutta tuumoria. T3-luokka tarkoittaa eturauhasen epätarkkarajaisen sidekudoskap-

selin läpäisyttä tuumoria tai rakkularauhasiin invasoitunutta tuumoria. T4-luokka

tarkoittaa lähielimiin rakkularauhasten ulkopuolelle invasoitunutta tuumoria. [3]

Imusolmukkeisiin invasoimattomat ja invasoituneet tuumorit merkitään N0- ja

N1-luokilla (N2- sekä N3-luokkia käytetään ilmaisemaan invasoitujen imusolmuk-

keiden lukumäärää) sekä imusolmukkeiden ulkopuolelle metastasoimattomat ja me-

tastasoineet M0- ja M1-luokilla vastaavasti. Merkinnöissä X-kirjain (TX, NX tai

MX) tarkoittaa luokituksen arvioimiseen soveltumatonta näytettä. [3]
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Taulukko 2. Kliinisen TNM-luokituksen N-luokan kriteerit [3].

T1a-luokan tuumorit eivät usein progressoi yli 10 vuoden seurannassa. Iäkkäät T1a-

luokan potilaat on perusteltua asettaa aktiiviseen seurantaan, ja nuoret T1a-luokan

potilaat ohjataan neulabiopsiaan. [3; 5]

Neulabiopsianäyte otetaan eturauhasen periferaaliselta parenkymaaliselta vyö-

hykkeeltä ultraääniohjauksessa transrektaalisesti. Tarkoitus on poissulkea eturau-

hassyövän progressio. Ongelmana on, että neulabiopsianäytteen laatu vaikuttaa diag-

nostiikkaan. Syöpäkudosta ei välttämättä saada neulabiopsia näytteeseen, mikä hei-

kentää testin herkkyyttä. On muistettava, että T1b- ja T1c-luokkien tuumoreihin

liittyy merkittävä 20 %:n kuolleisuus. [3; 5]

Taulukko 3. Kliinisen TNM-luokituksen M-luokan kriteerit [3].

Levinneisyyden arvioinnissa kliinisen TNM-luokituksen rinnalla tehdään patologi-

nen luokitus. Patologisessa luokituksessa eturauhasesta, imusolmukkeista sekä etu-

rauhasen lähielimistä kuten rakkularauhasista saaduista kudosnäytteistä määrite-

tään erilaistumattomuus- ja levinneisyysaste. Patologinen luokitus perustuu patolo-

gin lausuntoon T-luokasta ja mahdollisesti N- ja M-luokista. Patologista luokitusta

täydentää Gleason-luku, marginaalistatus sekä läpimitat.

Patologisen luokituksen lausunto riippuu kudosnäytteistä. Patologilla on käytet-

tävissään potilasasiakirjat, kliinisen TNM-luokituksen tulokset sekä histopatologiset

kudosnäytteet.

1.7 Prostataspesi�nen antigeeni

Seerumista mitattava prostataspesi�nen antigeeni (PSA) on kliinisen laboratoridiag-

nostiikan kultainen standardi. PSA on rauhasepiteelin sekreetiotuote, joka eritetään

ejakulaation yhteydessä siemennesteeseen. PSA on seriiniproteaasi, jolla on keskei-

nen rooli ejakulaatin, erityisesti rakkularauhasista vapautuvan viskoosin koagulu-

min, juoksettumisessa. PSA on KLK3-geenin geeniekspressiotuote. KLK3-geeni si-

jaitsee kromosomissa 19. [5]
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PSA on kudosspesi�nen; ei syöpäspesi�nen. Seerumin PSA:n on osoitettu kohoa-

van sekä eturauhasen hyvänlaatuisessa liikakasvussa että eturauhassyövässä. Lisäksi

on osoitettu, että eturauhastulehdus (prostatiitti) ja ejakulaatio saattavat kohottaa

seerumin PSA:n pitoisuutta. Kliininen TPR-tutkimus ei kohota PSA:ta. [3; 4; 27]

Seerumin PSA:n ikäkohtaisina viitearvoina pidetään seuraavia rajoja: < 2.5 ng/ml

40-49 -vuotiaille, < 3.5 ng/ml 50-59 -vuotialle, < 4.5 ng/ml 60-69 -vuotiaille sekä

< 6.5 ng/ml 70-79 -vuotiaille miehille. Seeruminäytteen ikäkohtaiset viitearvot on

koottu taulukkoon 4. [3]

Taulukko 4. PSA:n ikäkohtaiset viitearvot [3].

Seerumin PSA:n pitoisuuden rinnalla on käytettävissä herkempiä ja tarkempia me-

netelmiä. PSA-tiheys kuvaa seerumin PSA:n pitoisuuden suhdetta eturauhasen tila-

vuuteen. PSA-tiheyttä käytetään erottamaan eturauhasen hyvänlaatuinen liikakasvu

eturauhassyövästä. PSA-tiheys säilyy vakiona benignissa prostatan hyperplasiassa

(BPH). [3; 4; 5]

PSA:n muutosnopeus sekä vapaan PSA:n ja kokonais-PSA:n pitoisuuksien suhde

ovat herkkiä ja tarkkoja menetelmiä. PSA:n pitoisuuden muutosnopeus on korkea

eturauhassyövässä. Kokonais-PSA:n ollessa 4-10 ng/ml ja PSA:n muutosnopeuden

ollessa > 0.75 ng/ml/v on eturauhassyövän riski korkea. PSA:n muutosnopeuden

määrityksessä tulisi olla käytössä vähintään kolme mittauskertaa vuoden ajalta. [3;

4; 16]

PSA:n muutosnopeutta käytetään arvioitaessa post-operatiivista ennustetta. Jos

seerumin PSA:n pitoisuuden kahdentumistaika (t2 vrt. puoliintumisaika t1/2) on alle

2 vuotta, on eturauhassyövän riski 5 vuoden kuluttua prostatektomiasta korkea.

[3; 4; 16]

Vapaan PSA:n ja kokonais-PSA:n pitoisuuksien suhde on matala eturauhassyö-

vässä ja korkea benignissa protatan hyperplasiassa. Jos kokonais-PSA:n pitoisuus on

4-10 ng/ml sekä vapaan PSA:n ja kokonais-PSA:n suhde on > 25 %:a, on eturau-

hassyövän riski suuruusluokkaa 8 %:a. Jos vapaan PSA:n ja kokonais-PSA:n suhde

on 10-20 %:a, on eturauhassyövän riski suuruusluokkaa 20-28 %:a. [3; 4; 16]
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Taulukko 5. Seerumin PSA:n pitoisuus ja eturauhassyövän todennäköisyys [3].

Tutkimuksissa on havaittu, että 20-40 %:lla eturauhassyöpäpotilaista seerumin PSA:n

pitoisuus on < 4 ng/ml [5]. PSA:n pitoisuuden kohoaminen radikaalisen prostatekto-

mian, radioterapian tai kemoterapian jälkitilana on usein indikaatio relapsoituneesta

eturauhassyövästä, metastaaseista tai kastraatioresistentistä eturauhassyövästä. [3]

Taulukossa 5 esitetään PSA:n pitoisuuden ja eturauhassyövän todennäköisyyden

yhteys. Taulukossa 6 vastaavasti vapaan PSA:n ja kokonais-PSA:n pitoisuuksien

suhteen ja eturauhassyövän todennäköisyyden yhteys.

Taulukko 6. Vapaan PSA:n ja kokonais-PSA:n pitoisuuksien suhde ja

eturauhassyövän todennäköisyys [3].

1.8 Eturauhassyövän diagnostiikka ja hoito

Prostatan adenokarsinooma ekpressoituu 70 %:ssa tapauksista eturauhasen peri-

feraalisella parenkymaalisella vyöhykkeellä. Neoplastiset solut in�ltroituvat �bro-

muskulaariseen stroomaan, läpäisevät epätarkkarajaisen sidekudoskapselin ja tun-

keutuvat periprostataalisiin kudoksiin kuten rakkularauhasiin (T3-luokka) tai vir-

tarakon kaulaan, uloimpaan sulkijalihakseen, peräsuoleen tai lantiopohjan lihaksiin

(T4-luokka). [3; 5]

Neoplastiset solut leviävät metastaaseina lymfogeenisesti imunestekierron väli-

tyksellä para-aortan sekä lantion imusolmukkeisiin. Karsinooman neoplastiset solut

suosivat lymfogeenista metastasointia. Imunestekierto laskee laskimoverenkiertoon,

jonka välityksellä neoplastiset solut leviävät metastaaseina hematogeenisesti aksiaa-

liluustoon sekä sisäelimiin. [3; 5]
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Aksiaaliluuston metastaasipaikkoja ovat seuraavat: lannenikamat, reisiluiden prok-

simaaliset päät, lantion luut, rintanikamat sekä kylkiluut, joista selkärangan lanneni-

kamat ovat tyypillisimmät. Tämä on todennäköisesti seurausta laskimoverenkierros-

ta, joka laskee eturauhasesta selkärangan anterioriseen Batson-laskimopleksukseen.

[3; 5]

Tyypillistä kliinistä kuvaa ei ole olemassa, vaan ensioireet voivat olla epämää-

räisiä. Varhaisvaiheen eturauhassyöpä on usein oireeton tai vähäoireinen. Korkea

potilaan ikä ja epämääräiset virtsaamishäiriöt herättävät epäilyn eturauhasen ku-

dosmuutoksesta. Epäilyä tukevat korkea seerumin PSA:n pitoisuus tai TPR-löydös.

[3; 5]

Koska prostatan adenokarsinooma ilmenee periferaalisella parenkymaalisella vyö-

hykkeellä, ei eturauhassyöpä aiheuta virtsatieoireita; toisaalta eturauhasen hyvän-

laatuinen liikakasvu ilmenee transiotionaalisella parenkymaalisella vyöhykkeellä, ja

liikakasvusta seuraa heikentynyt virtsasuihku, virtsaretentio ja ylivuotoinkontinens-

si, jotka ajan saatossa hoitamattomana saattavat kulminoitua virtsaummeksi. [3; 4]

Eturauhassyöpä saattaa oireilla dysuriana tai hematuriana. Aksiaaliluustoperäi-

nen kipu tai patologiset fraktuurat ovat harvinaisia. Pitkälle edennyt metastaattinen

eturauhassyöpä on fataali, ja diagnoosin voidaan todeta olevan myöhässä. [3; 4]

TPR-menetelmällä havaitaan periferaalisen parenkymaalisen vyöhykkeen tuumo-

reita. TPR on menetelmänä epäherkkä ja epätarkka. Kuvantamismodaliteetit kuten

ultraääni (US), tietokonetomogra�a (CT), magneettiresonanssikuvantaminen (MRI)

sekä positroniemissiotomogra�a (PET) eivät sovellu eturauhasyövän poissulkemi-

seen, koska kuvantamismodaliteettien herkkyys ei ole riittävän korkea. Magneettire-

sonassikuvantamisen kehitys eturauhassyövän diagnostiikassa on kuitenkin edennyt

merkittävästi ja lupaavia tuloksia saadaan lähitulevaisuudessa. [3]

Eturauhassyövän diagnostiikka etenee systemaattisesti. Potilaalta määritetään

seerumin PSA. Diagnostiikan kultainen standardi on seerumin PSA:n lisäksi ultra-

ääniohjauksessa transrektaalisesti otettava 10-12:sta neulabiopsianäytteestä koostu-

va leikesarja. [3; 11; 15]

Eturauhassyöpää hoidetaan aktiivisen seurannan, radioterapian, radikaalisen pros-

tatektomian sekä kemoterapian menetelmin. Hoitoratkaisuun vaikuttavat kliininen

TNM-luokitus, Gleason-luokitus, PSA:n pitoisuus, potilaan ikä, liitännäissairaudet

sekä yleiskunto. Pienen ja keskisuuren riskin potilaiden ennuste on riippumaton va-

litusta hoitomuodosta, mutta suuren riskin potilaat keskimäärin hyötyvät radikaa-

lisesta leikkaushoidosta. [3; 13]

Sädehoidon menetelmistä käytetyimmät ovat 70-72 Gy:n radioterapia sekä 140

Gy:n brakyterapia. Radioterapiassa ympäröivien kudosten absorboitunutta annosta

pienennetään rajaamalla säteilytettävä kohde tai kohdistamalla säteily eturauhaseen

kirurgisesti esiasetettujen kultajyvästen avulla. Brakyterapiassa eturauhaseen asete-
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taan paikallisesti radioisotooppia, I125 , sisältäviä jyviä. Sädehoitoa varten luodaan

sädehoitosuunnitelma, jossa säteilyannosta seurataan annos-tilavuus histogrammin

avulla. [3; 14; 29]

Eturauhassyövän hoidon kultainen standardi on radikaalinen prostatektomia, jos-

sa poistetaan eturauhassyöpäkudos normaalin eturauhaskudoksen kudosmarginaa-

lilla. Kymmenen vuoden kuluessa eturauhassyöpä relapsoi 23 %:lla. Kymmenen vuo-

den elossaoloaika vaihtelee 88-95 %:a. Prostatektomian jälkeinen prognoosi perustuu

TNM-luokitukseen, Gleason-luokitukseen, PSA:n pitoisuuteen ja PSA:n muutosno-

peuteen. [3; 31]

Invasiivisen ja metastasoineen eturauhassyövän hoitomuodoksi valitaan antiandro-

geeni, LHRH-agonisti tai -antagonisti tai yhdistelmähoito. Antiandrogeeni farmako-

logisena kastraationa on osoittautunut yhtä tehokkaaksi kuin kirurginen kastraatio

(orkiektomia) metastasoimattomassa eturauhassyövässä. LHRH-agonisti farmakolo-

gisena kastraationa paradoksaalisesti inhiboi, negatiivisen feedback-ilmiön avulla,

gonadotropiinien kokonaispitoisuutta. LHRH-antagonisti inhiboi gonadotropiinien

kokonaispitoisuutta suorasti. Maksimaalisesta androgeenisalpauksesta ei ole havait-

tavaa lisähyötyä verrattuna kirurgiseen kastraatioon. [3; 17]

Hoidon tavoitteena on laskea seerumin PSA:n pitoisuus < 1 ng/ml. Alhainen

seerumin PSA:n pitoisuus ja latenssi PSA:n minimiarvon (nadir) saavuttamiseksi

ovat yhteydessä PSA-relapsoimattomuuteen. Seerumin PSA:n pitoisuuden kasvu >

3 ng/ml on usein indikaatio relapsoituneesta eturauhassyövästä, metastaaseista tai

CRPC:sta. Potilasta seurataan määräajoin. Alussa seurataan 3-6 kuukauden välein,

edelleen 6-12 kuukauden välein riippumatta onko pyritty kuratiiviseen vai palliatii-

viseen hoitoon. [3]

Erilaistuneen eturauhassyövän 10 vuoden elossaoloennuste on 90-94 %:a riippu-

matta käytetystä hoitomuodosta. Jos eturauhassyöpä on huonosti erilaistunut, saa-

vutetaan paras lopputulos radikaalisella prostatektomialla yhdessä adjuvanttisäde-

hoidon kanssa. Invasiivisen, metastasoineen eturauhassyövän elinaikaennuste on kes-

kimäärin 2-3 vuotta ja 5 vuoden elossaoloennuste on 33 %:a. Kastraatioresistentin

eturauhassyövän elinaikaennuste on keskimäärin 1.5 vuotta ja hoito on palliatiivista.

[3]



15

2. MENETELMÄT

Menetelmät-kappaleessa pohjustamme opinnäytetyön kannalta keskeisessä asemassa

olevan hitoscore-menetelmän taustoja. Tarkoituksena on rakentaa ATAD2-histoscoreen

perustuva luokitus, jonka sopivuutta eturauhassyöpäennusteen arviomisessa tulem-

me arvioimaan.

2.1 Tutkimusaineisto

Lääketieteen syventävien opintojen opinnäytetyöni ohjaaja professori Tapio Visa-

korpi luovutti tutkimusta varten 2 Excel-tiedostoa (.xls). Toisessa Excel-tiedostossa

oli data radikaalisen prostatektomian hormoninaiiveista näytteistä; toisessa data ka-

straatioresistenteistä näytteistä.

Hormoninaiiveja näytteitä oli 326 havaintoyksikköä; kastraatioresistentteja näyt-

teitä 189 havaintoyksikköä. Yhteensä näytteitä oli 515 havaintoyksikköä. Excel-

tiedostojen lisäksi tutkimukseen kuului immunohistokemiallisesti värjättyjen kudos-

näytteiden kudosmikrokartat (.jpeg) sekä Word-(.doc)/Excel-formaatissa kudosmik-

rokarttakuvia vastaavat koodittavat kartat.

Kudosmikrokartta (TMA) on histologinen menetelmä, jossa objektilasille kiin-

nitetään kudosleikkeitä pysty- ja vaakasuunnassa matriisirakenteeksi. Ultraäänioh-

jauksessa tehdyssä transrektaalibiopsiassa saaduista kudosnäytteistä valetaan Tissue-

Tek:in avulla kudosblokkeja.

Valetuista kudosblokeista leikataan kryomikrotomilla 5-15 µm kudosleikkeitä ob-

jektilasille pysty- ja vaakasuunnassa. Kudosleikkeet kiinnitetään adhesiivin avulla,

ja objektilasi kudosleikkeineen peitetään peitinlasilla. Kudosmikrokarttaa tarkastel-

laan mikroskoopilla tai digitoidussa tapauksessa virtuaalimikroskoopilla.

Opinnäytetyössä ei paneuduta kudosnäytteiden valmistusmenetelmiin, mutta ylei-

sesti permanentteja kudosnäytteitä saadaan, kun kudosnäytteet �ksoidaan forma-

liinissa otannan jälkeen, kovetetaan para�inissa ja värjätään histokemiallisesti tai

immunohistokemiallisesti HE-standardivärjäyksellä tai IHC-värjäyksellä vastaavasti.

Valmistusmenetelmä on työläs. Välitöntä patologin lausuntoa varten kudosnäytteet

voidaan käsitellä nestetypellä ja värjätään metyleeninsinisellä tumien erottamiseksi.

Opinnäytetyössä kudosnäytteet olivat kasattu kudosmikrokartoiksi. Työn kan-

nalta oli keskeistä, että sytoplasman ja tuman luokittaminen perustui patologin

lausuntoon. Mitä voimakaampi oli näytteen immunohistokemiallisen värjäytymisen
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intensiteetti, sitä korkeammalla luokalla kyseinen näyte koodattiin. Patologi grade-

rasi luokat kokonaisluvuilla 0-3 siten, että luokka 0 koodasi negatiivista, ja luokat

1-3 koodasivat positiivisia eturauhassyöpänäytteitä. Toisaalta mitä runsaampaa oli

näytteen immunohistokemiallinen värjäytyminen, sitä korkeammalla osuudella ky-

seinen näyte koodattiin. Sytoplasman ja tuman osuudet patologi graderasi prosen-

tuaalisesti 0-100 %:a.

Koodittavista kartoista luettiin kudosmikrokarttakuvan näytettä vastaava PAD-

numero. PAD-numeron avulla täydennettin patologin lausuntoon perustuen sytoplas-

man ja tuman sekä luokat että osuudet näytettä vastaavan PAD-numeron kohdalle

Excel-tiedostoihin.

Kudosmikrokartassa sytoplasman luokka ja osuus ilmoitettiin systemaattisesti

ennen tuman luokkaa ja osuutta. Tuman luokka koodattiin lisäksi N-kirjaimella.

Kudosmikrokarttakuvia ja koodaavia karttoja tarkasteltaessa havaittiin, että eräät

kudosmikrokarttojen kudosleikkeet eivät patologin lausunnon perusteella sisältäneet

eturauhassyöpää. Patologi esitti kyseiset kudosleikkeet termillä eiCA (ei adenokar-

sinoomaa). Kyseiset näytteet rajattiin opinnäytetyön ulkopuolelle.

Lisäksi havaittiin, että tiettyä PAD-numeroa vastaavia lausuntoja saattoi olla

kahdesta eri kudosblokista. Päädyimme yksimieliseen ratkaisuun siitä, että rajataan

toinen kudosleikkeistä satunnaisesti satunnaislukugeneraattorin avulla opinnäyte-

työn ulkopuolelle.

Tällaisissa tapauksissa sytoplasman ja tuman sekä luokat että osuudet olivat yh-

täsuuret tai poikkesivat lievästi. Mikäli tiettyä PAD-numeroa vastaavista kudosleik-

keistä ainoastaan toisella oli patologin lausunto, rajattiin opinnäytetyön ulkopuolelle

kudosleike, jota patologi ei ollut lausunut.

Opinnäytetyössä käytettävä histoscore-menetelmä perustui immunohistokemial-

liseen värjäykseen. Keskeistä oli patologin lausunto kudosnäytteiden immunohisto-

kemiallisesta värjäytymisestä, tarkemmin ottaen kudosnäytteiden kudosten solujen

sytoplasman ja tuman immunohistokemiallisesta värjäytymisestä. Immunohistoke-

miallinen värjäys perustui sekä sytoplasman että tuman ATAD2-proteiinin immu-

nohistokemialliseen värjäytymiseen.

Immunohistokemiallinen värjäytyminen sytoplasmassa sekä tumassa korreloi ATAD2-

proteiinin ekspressioon solulimassa sekä tumalimassa vastaavasti. Molekyylibiolo-

gian dogman avulla deoksiribonukleiinihapon (DNA) transkriptio johtaa ribonukleii-

nihapon synteesiin (RNA). RNA:n translaatio johtaa polypeptidin laskostuessa ra-

kenteelliseen tai toiminnalliseen proteiiniin.

Proteiinin rakenne määrää proteiinin toiminnan. Tietyillä proteiineilla on raken-

teellisia; tietyillä proteiineilla on toiminnallisia tehtäviä soluissa. Molekyylibiologian

dogmaa soveltamalla immunohistokemiallinen värjäytyminen kytkeytyi ATAD2-geenin

geeniekspressioon. Opinnäytetyössä olemme kiinnostuneita ATAD2-geeniekspression
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ja potilaan eturauhassyöpäennusteen välisestä yhteydestä.

Histoscore-menetelmää varten luotiin Excel-tiedostoihin seuraavat muuttujat: sy-

toplasman histoscore ja tuman histoscore. Histoscore määriteltiin intensiteetin ja

prosentuaalisen frekvenssin tulona.

Histoscoren määritelmää soveltamalla laskimme sytoplasman histoscoren luokan

eli intensiteetin ja osuuden eli prosentuaalisen frekvenssin tulona; tuman histoscoren

luokan ja osuuden vastaavasti. Molemmat sekä sytoplasman histoscore että tuman

histoscore saivat kokonaislukuarvoja väliltä 0-300:

sytoplasman histoscore = sytoplasman luokka x sytoplasman osuus

tuman histoscore = tuman luokka x tuman osuus

Sytoplasman ja tuman histoscore laskettiin vastaavien luokkien ja osuuksien tulona.

Kuvauksen voitiin ajatella olevan epälineaarinen. Jakaumat laskettiin vastaavien

luokkien ja osuuksien jakaumien tulona, kun sekä sytoplasman että tuman luokat ja

osuudet mielettiin tilastollisesti riippumattomiksi.

Seuraavan kappaleen tilastollisia menetelmiä varten yhteenvetona todettakoon,

että hormoninaiivien ja kastraatioresistenttien näytteiden tiedostot sisälsivät seu-

raavat muuttujat: sytoplasman luokka, sytoplasman osuus, sytoplasman histosco-

re, tuman luokka, tuman osuus ja tuman histoscore. Lisäksi jatkossa tarkastelun

keskipisteessä oleva, hormoninaiivien näytteiden data sisälsi seuraavat muuttujat:

PSA, Ki67; ensilöydöksen päivä, kuukausi ja vuosi; diagnoosi-ikä, progressiosta-

tus; progression päivä, kuukausi ja vuosi; progressio-vapaat kuukaudet, primaarinen

Gleason-gradus, sekundaarinen Gleason-gradus, laskettu Gleason-luku sekä patolo-

ginen pT-luokka.

2.2 Tilastolliset menetelmät

Lääketieteellisessä tilastollisessa tutkimuksessa kuten tieteellisessä tilastollisessa tut-

kimuksessa yleensä pyritään otoksen perusteella tekemään johtopäätöksiä populaa-

tiosta. Erityisesti opinnäytetyön kannalta populaatiosuureiden estimointi tulee pe-

rustumaan populaatiojakauman parametreista tehtyjen hypoteesien testaamiseen.

Häntätodennäköisyys, jota P-arvo kuvaa, on keskeisessä asemassa. P-arvoa ja P-

arvon käyttöä sekä erityisesti P-arvoon liittyvää väärinkäyttöä tieteellisessä tutki-

muksessa on runsaasti kritisoitu.

P-arvo on testisuureen häntätodennäköisyys, jolla saadaan vähintään havaitun

suuruinen testisuure nollahypoteesin H0:n ollessa voimassa. P-arvoa verrataan ylei-

sesti hyväksyttyyn riskitasoon α. Riskitaso α kiinnitetään tutkimuksen suunnittelun

yhteydessä, eikä ennalta määrättyä riskitasoa ole olemassa. Usein käytetään riskita-

soja: 0.01, 0.05 sekä 0.10. On huomattava, että pakotetta tälle ei ole.
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Riskitaso α kuvaa riskiä hylättäessäH0. Mitä suurempi on riskitaso, sitä suurempi

on tyypin 1-virhe. Tyypin 1 -virhe kuvaa riskiä, joka liittyy H0:n hylkäämiseen, kun

H0 on totta. Puhutaan väärästä positiivisesta testituloksesta. Mitä suurempi on

riskitaso α, sitä pienempi on tyypin 2 -virhe. Tyypin 2 -virhe kuvaa riskiä, joka liittyy

H0:n hyväksymiseen, kun H0 on väärä. Tällöin puhutaan väärästä negatiivisesta

testituloksesta. Mitä pienempi on tyypin 2 -virhe, sitä suurempi on tilastollinen

voima.

Riskitasona eli α-kriteerinä käytettiin opinnäytetyössä yleisesti hyväksyttyä ris-

kitason arvoa 0.05. Kun testisuureen häntätodennäköisyys eli P-arvo, oli pienempi

kuin 0.05, nollahypoteesi H0 hylättiin ja ryhmien välisen havaitun eron sanottiin

olevan tilastollisesti merkittävä. Saadun otoksen perusteella oli erittäin epätoden-

näköistä, että H0 olisi totta, jolloin H0 hylättiin olettaen H0 vääräksi. Edelleen

pääteltiin, että tutkimushypoteesi tai vaihtoehtoinen hypoteesi H1 oli totta. H0:n

hylkääminen ei vahvista H1:n olemassa oloa. Puhutaan tilastollisesta paradoksista.

Nollahypoteesia H0:a ei hylätty, jos P-arvo oli suurempi tai yhtäsuuri kuin 0.05,

koska tyypin 1 -virheen riski oli liian korkea.

Opinnäytetyössä tilastollisena ohjelmana käytettiin SPSS:ia (Statistical Package

for the Social Sciences). Tarkastelimme dataa, erityisesti sytoplasman histoscoren

ja tuman histoscoren jakaumia deskriptiivisinä esityksinä. Osoittautui, että sekä sy-

toplasman histoscore että tuman histoscore olivat vinojakautuneita. Negatiivisten

näytteiden frekvenssi oli dominoiva sekä sytoplasman histoscorea että tuman his-

toscorea tarkasteltaessa.

Ohjaajani suositteli sytoplasman histoscoren ja tuman histoscoren osittamista

maksimissaan neljään kategoriseen luokkaan. Luokkien rajaus toteutettiin siten, et-

tä rajanvedon tulkinta oli perusteltua sekä kliinisestä näkökulmasta ja että näytteet

jakautuivat mahdollisimman tasaisesti kategoristen luokkien suhteen. Yksinkertai-

sin menetelmä olisi ollut luokkien rajaaminen kvartiileihin tai tertiileihin. Tämä

olisi ollut kliinisesti perusteeton, emmekä olisi saaneet negatiivisia näytteitä omaksi

luokakseen.

Rajasin sytoplasman histoscoren kolmeen luokkaan seuraavasti: 0, 1-50 ja 51-300.

Valitsin kyseiset luokkien rajat siten että luokka 0 sisälsi negatiiviset, luokka 1-50

matalan histoscoren luokan ja/tai matalan histoscoren osuuden ja luokka 51-300

korkean histoscoren luokan ja korkean histoscoren osuuden näytteet.

Rajasin tuman histoscoren vastaavasti kolmeen luokkaan: 0, 1-5 ja 6-300. Kysei-

set luokkien rajat valitsin siten että luokka 0 sisälsi negatiiviset, luokka 1-5 mata-

lan histoscoren luokan ja/tai matalan histoscoren osuuden ja luokka 6-300 korkean

histoscoren luokan ja korkean histoscoren osuuden näytteet.

Loin kolmiluokkaisen, kategorisen muuttujan Gleason-luvulle seuraavasti: 2-6, 7

ja 8-10. Kategorisen Gleason-luvun luokkien rajauksen perustin kirjallisuuteen [3].
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Kolmiluokkainen, kategorinen Gleason-luku toimi opinnäytetyössä eturauhassyöpä-

kudoksen erilaistumattomuusasteen ja eturauhassyöpäennusteen referenssina. Luok-

ka ≤ 6 sisälsi matalan erilaistumattomuusasteen sekä hyvän ennusteen ja luokka ≥
8 korkean erilaistumattomuusasteen ja huonon ennusteen näytteet. Luokka 7 asettui

luokkien ≤ 6 ja ≥ 8 välille sekä eturauhassyöpäkudoksen erilaistumattomuusasteen

että ennusteen suhteen.

pT-luokkaa ei tarvinnut erikseen luokittaa, koska kyseessä oli kaksiluokkainen

kategorinen muuttuja seuraavilla luokilla: pT2 ja pT3. pT1- ja pT4-luokat eivät

olleet edustettuina.

Tarkastelimme kategoristen muuttujien jakaumia frekvenssitaulukoiden avulla.

Normaalijakautuneille, jatkuville muutujille käytimme keskilukuna keskiarvoa ja ha-

jontalukuna keskihajontaa; vinojakautuneille, jatkuville muuttujille mediaania ja

kvartiiliväliä vastaavasti. Jatkuvien muuttujien jakaumat tarkastimme deskriptiivi-

sinä esityksinä. Graa�sen tarkastelun ohella testasimme muuttujien normaaliutta

Kolmogorov-Smirnov tai Shapiro-Wilk -testeillä.

Määritimme kategorisen sytoplasman histoscoren luokkakohtaiset frekvenssit ja

suhteelliset frekvenssit sekä hormoninaiiveille että kastraatioresistenteille näytteille.

Taulukoimme tulokset. Määritimme vastaavasti kategorisen tuman histoscoren luok-

kakohtaiset frekvenssit ja suhteelliset frekvenssit. Kirjasimme tulokset taulukkoon.

Testasimme hormoninaiivien ja kastraatioresistenttien näytteiden frekvenssijakau-

mia χ2-testillä, kun näytteet olivat ositettu kategorisen sytoplasman histoscoren se-

kä kategorisen tuman histoscoren suhteen.

Seuraavaksi laskimme sytoplasman histoscoren sekä tuman histoscoren välisen

Spearman-korrelaatiokertoimen sekä hormoninaiiveille että kastraatioresistenteille

näytteille. Spearman-korrelaatiokertoimen valitsimme, koska kyseessä olivat vinoja-

kautuneet, jatkuvat muuttujat.

Tarkastelimme sytoplasman luokan ja tuman histoscoren sekä sytoplasman osuu-

den ja tuman histoscoren välistä partial-korrelaatiota, jossa kontrolloimme tarkas-

telemattoman muuttujan suhteen. Tarkastelun toteutimme erikseen sekä hormoni-

naiiveille että kastraatioresistenteille näytteille.

Määritimme kategorisen Gleason-luvun sekä kategorisen pT-luokan frekvenssit

ja suhteelliset frekvenssit. Taulukoimme laskemamme tulokset. Laskimme katego-

risen Gleason-luvun frekvenssit ja suhteelliset frekvenssit ositettujen, kategoristen

sytoplasman histoscoren sekä tuman histoscoren suhteen. Vastaavasti määritimme

kategorisen pT-luokan frekvenssit ja suhteelliset frekvenssit kyseisten kategoristen

muuttujien suhteen.

Testasimme kategorisen Gleason-luvun luokkien ja ositettujen, kategoristen sy-

toplasman histoscoren sekä tuman histoscoren luokkien välistä riippuvuutta Linear-

by-linear -testillä. Laskimme Gleason-luvun sekä sytoplasman histoscoren että tu-
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man histoscoren väliset Spearman-korrelaatiokertoimet. Testasimme kategorisen pT-

luokan välistä riippuvuutta vastaavasti Linear-by-linear -testillä.

Ositimme Ki67:n kolmiluokkaiseksi seuraavasti: 0-5, 6-15 sekä 16-100. Luokkien

rajaus perustui kirjallisuuteen, erityisesti Käypä hoito -suositukseen [3], siten että

luokka 0-5 sisälsi negatiiviset sekä normaalin Ki67-ekspression näytteet, 6-15 nor-

maalia korkeamman ja 16-100 korkean Ki67-ekspression näytteet vastaavasti. [5]

Tarkastelimme Ki67:n mediaaneja ja kvartiilivälejä kategoristen sytoplasman his-

toscoren ja tuman histoscoren suhteen. Testasimme mediaanien välistä eroa tar-

kasteltavien luokkien suhteen ei-parametrisella Kruskal-Wallis -testillä. Seuraavak-

si laskimme Ki67:n sekä sytoplasman histoscoren että tuman histoscoren väliset

Spearman-korrelaatiokertoimet.

Luokitimme PSA:n kolmeen luokkaan seuraavasti: 0-3.9; 4.0-10.0 sekä ≥ 10.1.

Luokkien rajanveto perustui kirjallisuuteen. Luokka 0-3.9 sisälsi negatiiviset, nor-

maalin PSA-ekspression sekä normaalia PSA-ekspressiota korkeammat näytteet,

luokka 4.0-10.0 korkean ja luokka ≥ 10.1 erittäin korkean PSA-ekspression näyt-

teet vastaavasti. [3; 5]

Tarkastelimme PSA:n sekä kategoristen sytoplasman histoscoren että tuman his-

toscoren välistä riippuvuutta ei-parametrisella Kruskal-Wallis -testillä. Seuraavak-

si laskimme PSA:n sekä sytoplasman histoscoren että tuman histoscoren väliset

Spearman-korrelaatiokertoimet vastaavasti.

Tarkastelimme sekoittavana tekijänä luokkien diagnoosi-ikiä. Diagnoosi-iän ja ka-

tegoristen sytoplasman histoscoren sekä tuman histoscoren välistä riippuvuutta tes-

tasimme parametrisella, yksisuuntaisella ANOVA-testillä. Testin positiivinen löydös

vaati jatkotoimenpiteitä. Valitsimme post hoc -testiksi Tuckey HSD -testin. Laskim-

me lisäksi diagnoosi-iän sekä sytoplasman histoscoren että tuman histoscoren väliset

Spearman-korrelaatiokertoimet.

Opinnäytetyössä PSA:n pitoisuuden kohoamista käytettiin eturauhassyövän re-

lapsoitumisen, metastaasien sekä kastraatioresistentin eturauhassyövän indikaatto-

rina, vaikka esimerkiksi PSA:n muutosnopeutta pidetään sekä herkempänä että tar-

kempana. PSA:n pitoisuuden kohoaminen kytkettiin eturauhassyövän progressioon.

Eturauhassyövän progressio kyktettiin huonoon ennusteeseen.

Hormoninaiiveille näytteille oli ilmoitettu ensilöydöksen päivä, kuukausi ja vuo-

si; lisäksi oli määritetty progressiostatus; progression päivä, kuukausi ja vuosi sekä

progressiovapaat kuukaudet. Progressiovapaat kuukaudet saatiin laskemalla progressio-

ja ensilöydöksen aikapisteiden välinen erotus. Mikäli progressiota ei tapahtunut,

progresssiovapaat kuukaudet laskettiin ensilöydöksestä seurannan päättymiseen.

PSA-relapsoimattomuuden todennäköisyyttä tarkastelimme progressiovapaiden

kuukausien funktiona Kaplan Meier -selviytymiskuvaajien avulla luokkien suhteen.

PSA-relapsoimattomuuden luokkien välistä eroa testasimme logaritmisella Mantel-
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Cox -testillä. Selviytymiskuvaajia tarkastelimme kategoristen sytoplasman histosco-

ren, tuman histoscoren sekä Gleason-luvun tapauksissa.

Cox-regressioanalyysissa tarkastelimme sytoplasman histoscoren ja tuman his-

toscoren tilastollista merkittävyyttä ennusteeseen. Cox-regressioanalyysia varten muo-

dostimme seuraavan tilastollisen mallin: lnh(t) = lnh0(t) + b1 ∗ x1 + b2 ∗ x2, jossa
h(t) on hazard-funktio, h0(t) on perustason hazard-funktio, x1 on sytoplasman his-

toscore, b2 on sytoplasman histoscorea vastaava vakio, x2 on tuman histoscore sekä

b2 on tuman histoscorea vastaava vakio.

Cox-regressioanalyysimalli voitiin esittää sievennetyssä matemaattisessa muodos-

sa seuraavasti: ln h(t)
h0(t)

= b1 ∗ x1 + b2 ∗ x2. Kyseessä oli hazard-suhteen luonnollinen

logaritmi eli luonnollinen logaritmi hazard-funktion suhteesta perustason hazard-

funktioon. Kun tarkastelimme sytoplasman histoscoren vaikutusta hazard-suhteeseen,

oletimme tuman histoscoren vaikutuksen vakioksi; toisaalta kun tarkastelimme tu-

man histoscoren vaikutusta hazard-suhteeseen, oletimme sytoplasman histoscoren

vaikutuksen vakioksi. Tulkinta tapahtuu siten, että bi kuvaa hazard-suhteen luon-

nollisen logaritmin muutosta, kun xi muuttuu yhden yksikön. Tieteellisissä julkai-

suissa esitetään ebi perustuen seuraavaan malliin: h(t)
h0(t)

= eb1∗x1+b2∗x2 = eb1∗x1eb2∗x2 .



22

3. TULOKSET

Opinnäytetyön menetelmät-osassa, erityisesti tilastolliset menetelmät -kappaleessa,

suoritetut toimenpiteet johtivat tutkimusdataan, joka kerättiin tekstiksi, taulukoiksi

sekä kuviksi. Tulokset-osassa esitetään opinnäytetyön kannalta oleellinen tutkimus-

data, jonka tutkimuslöydöksiä rinnastetaan kirjallisuuteen opinnäytetyön pohdinta-

osassa. Taulukot ovat Excel:llä käsiteltyjä ja Kaplan-Meier -selviytymiskuvaajat ovat

manipuloituja SPSS-selviytymiskuvaajia. Opinnäytetyön keskeiset tutkimustulokset

ovat koottuna ja esitettynä alla.

Taulukko 7. Kategoristen sytoplasman sekä tuman histoscoren frekvenssit ja

suhteelliset frekvenssit luokittain. Lisäksi Gleason-luku sekä pT-luokka.

Hormoninaiivien ja kastraatioresistenttien näytteiden frekvenssijakaumien välinen

ero oli tilastollisesti merkittävä sekä kategorisen sytoplasman histoscoren että ka-

tegorisen tuman histoscoren suhteen (χ2-testi p-arvo 0.000 ja χ2-testi p-arvo 0.000

vastaavasti).

Hormoninaiivien näytteiden sytoplasman histoscoren ja tuman histoscoren vä-

linen Spearman-korrelaatiokerroin oli 0.465 (p-arvo 0.000). Kastraatioresistenttien

kudosnäytteiden sytoplasman histoscoren ja tuman histoscoren välinen Spearman-

korrelaatiokerroin oli vastaavasti 0.068 (p-arvo 0.459).

Hormoninaiivien näytteiden sytoplasman luokan ja tuman histoscoren välinen

korrelaatio oli 0.039 (partial-korrelaatio p-arvo 0.533) kontrolloitaessa sytoplasman

osuuden suhteen. Vastaavasti korrelaatio kastraatioresistenteille näytteille oli 0.177
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(partial-korrelaatio p-arvo 0.056). Hormoninaiivien kudosnäytteiden sytoplasman

osuuden ja tuman histoscoren välinen korrelaatio oli 0.224 (partial-korrelaatio p-arvo

0.000) kontrolloitaessa sytoplasman luokan suhteen. Kastraatioresistenteille näytteil-

le vastaava korrelaatio oli -0.060 (partial-korrelaatio p-arvo 0.520).

Kategorisen Gleason-luvun ja kategorisen sytoplasman histoscoren välinen riip-

puvuus ei ollut tilastollisesti merkittävä (Linear-by-linear p-arvo 0.743). Jatkuvan

Gleason-luvun ja jatkuvan sytoplasman histoscoren Spearman-korrelaatiokerroin oli

0.034 (p-arvo 0.588). Kategorisen pT-luokan ja kategorisen sytoplasman histoscoren

välinen ero ei ollut tilastollisesti merkittävä (Linear-by-linear p-arvo 0.188).

Kategorisen Gleason-luvun ja kategorisen tuman histoscoren välinen riippuvuus

oli tilastollisesti merkittävä (Linear-by-linear p-arvo 0.003). Jatkuvien Gleason-luvun

ja tuman histoscoren välinen Spearman-korrelaatiokerroin oli tilastollisesti merkit-

tävä 0.193 (p-arvo 0.002). Kategorisen pT-luokan ja kategorisen tuman histoscoren

välinen ero ei ollut tilastollisesti merkittävä (Linear-by-linear p-arvo 0.051).

Ki67:n prosentuaalisen osuuden ja kategorisen sytoplasman histoscoren välinen

ero oli tilastollisesti merkittävä (Kruskal-Wallis p-arvo 0.000). Ki67:n ja sytoplasman

histoscoren välinen Spearman-korrelaatiokerroin oli 0.430 (p-arvo 0.000).

Ki67:n prosentuaalisen osuuden sekä kategorisen tuman histoscoren välinen ero oli

tilastollisesti merkittävä (Kruskal-Wallis p-arvo 0.000) kuten sytoplasman histosco-

ren tapauksessa. Ki67:n ja tuman histoscoren välinen Spearman-korrelaatiokerroin

oli 0.384 (p-arvo 0.000).

PSA:n pitoisuuden ja kategorisen sytoplasman histoscoren välinen ero ei ollut ti-

lastollisesti merkittävä (Kruskal-Wallis p-arvo 0.312). PSA:n pitoisuuden ja sytoplas-

man histoscoren välinen Spearman-korrelaatiokerroin oli vastaavasti -0.090 (p-arvo

0.163).

PSA:n pitoisuuden ja kategorisen tuman histoscoren välinen yhteys ei ollut tilas-

tollisesti merkittävä (Kruskal-Wallis p-arvo 0.811), kuten ei sytoplasman histosco-

ren tapauksessa. PSA:n pitoisuudelle ja tuman histoscorelle laskettu Spearman-

korrelaatiokerroin oli -0.013 (p-arvo 0.836).

Diagnoosi-iän ja kategorisen sytoplasman histoscoren välillä ei ollut tilastolli-

sesti merkittävää yhteyttä (ANOVA p-arvo 0.125). Diagnoosi-iän ja sytoplasman

histoscoren välinen Spearman-korrelaatiokerroin oli yhdenmukaisesti -0.039 (p-arvo

0.556).

Diagnoosi-iän sekä kategorisen tuman histoscoren välinen ero oli tilastollisesti

merkittävä (ANOVA p-arvo 0.002). Diagnoosi-iän sekä tuman histoscoren väliselle

Spearman-korrelaatiokertoimelle saatiin arvoksi -0.090 (p-arvo 0.143).

Tilastollisesti merkittävä korrelaatio esiintyi diagnoosi-iän ja PSA:n pitoisuuden

välillä (Spearman-korrelaatiokerroin 0.151 p-arvo 0.012). Diagnoosi-iän keskiarvot

jakautuivat likimäärin tasaisesti kategorisen PSA:n pitoisuuden luokissa, kun tar-
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kastelu tehtiin box plot -kuvaajan avulla.

Testasimme lisäksi parametrisella, yksisuuntaisella ANOVA-testillä diagnoosi-iän

ja kategorisen PSA:n pitoisuuden luokkien välistä yhteyttä. Osoittautui, että koko-

naistarkastelussa oli havaittava tilastollisesti merkittävä riippuvuus diagnoosi-iän ja

PSA:n pitoisuuden luokkien kesken (ANOVA p-arvo 0.025).

Tarkastelimme yhteyttä post hoc -testin perusteella. Tuckey HSD -testin perus-

teella kategorisen PSA:n pitoisuuden luokkien 4.0-10.0 sekä ≥ 10.1 välinen ero oli

ainostaan tilastollisesti merkittävä (Tuckey HSD p-arvo 0.019). Kyseessä oli toden-

näköisesti tilastollinen detailji.

Kuva 4. PSA-relapsoimattomuuden todennäköisyys vapaiden kuukausien funktiona

tarkasteltuna kategorisen sytoplasman histoscoren luokkien suhteen (sin. 0, vih.

1-50, kel. 51-300).

Kategorisen sytoplasman histoscoren luokkien välillä ei ollut tilastollisesti merkittä-

vää eroa PSA-relapsoimattomuuden todennäköisyydessä (logaritminen Mantel-Cox

p-arvo 0.887). Kuvasta 4 voidaan tulkita, että sytoplasman histoscoren luokan 0

PSA-relapsoimattomuuden todennäköisyys oli seuranta-ajan päättyessä noin 0.4;

luokan 1-50 noin 0.3 ja luokan 51-300 noin 0.35.
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Kuva 5. PSA-relapsoimattomuuden todennäköisyys progressio-vapaiden

kuukausien funktiona tarkasteltuna kategorisen tuman histoscoren luokkien

suhteen (sin. 0, vih. 1-5, kel. 6-300).

Kategorisen tuman histoscoren luokkien kesken oli tilastollisesti merkittävä ero PSA-

relapsoimattomuuden todennäköisyydessä (logaritminen Mantel-Cox p-arvo 0.009).

Kuvaajasta havaittiin, että tuman histoscoren luokan 6-300 ennuste oli luokkien

ennusteista huonoin. Luokkien 1-5 ja 0 välinen ero PSA-relapsoimattomuuden to-

dennäköisyydessä oli havaittavissa siten, että luokan 1-5 ennuste oli merkittävästi

huonompi kuin luokan 0 ennuste. Luokan 0 PSA-relapsoimattomuuden todennäköi-

syys oli seuranta-ajan päättyessä noin 0.4; luokan 1-5 noin 0.25 ja luokan 6-300 noin

0.2.

Kuva 6. PSA-relapsoimattomuuden todennäköisyys progressio-vapaiden

kuukausien funktiona tarkasteltuna kategorisen Gleason-luvun luokkien suhteen

(sin. 2-6, vih. 7, kel. 8-10).

Kategorisen Gleason-luvun luokkien välillä oli tilastollisesti merkittävä ero PSA-
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relapsoimattomuuden todennäköisyydessä (logaritminen Mantel-Cox p-arvo 0.000).

Luokalla 8-10 oli huonoin ennuste; luokalla 2-6 oli paras ennuste. Luokan 7 en-

nuste oli odotetusti luokkien 2-6 ja 8-10 ennusteiden välissä. Luokan 2-6 PSA-

relapsoimattomuuden todennäköisyys oli seuranta-ajan päättyessä noin 0.6; luokan

7 noin 0.25 ja luokan 8-10 noin 0.1.

Sytoplasman histoscoreen sekä tuman histoscoreen perustuva rakentamamme Cox-

regressioanalyysimalli oli tilastollisesti merkittävä (−2∗ log likelihood p-arvo 0.025).
Muuttujatarkastelun hajautuksessa havaittiin, että sytoplasman histoscore ei ol-

lut tilastollisesti merkittävä muuttuja (p-arvo 0.661); tuman histoscore oli (p-arvo

0.008). Sytoplasman histoscoren eb1 = 0.999 ja tuman histoscoren eb2 = 1.037.
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4. POHDINTA

Opinnäytetyöni tarkoituksena oli tarkastella eturauhassyöpää, eturauhassyövän diag-

nostiikkaa ja hoitoa sekä molekyylibiologian sovelluksia eturauhassyövässä. Molekyy-

libiologian sovelluksista tarkastelimme histoscore-menetelmää ja menetelmän sovel-

tuvuutta eturauhassyöpäennusteen arviointiin.

Histoscore-menetelmän perustan muodostivat immunohistokemiallinen värjäyty-

minen, jossa histoscore laskettiin intensiteetin ja prosentuaalisen frekvenssin tulona.

Intensiteettia ja prosentuaalista frekvenssiä approksimoitiin patologin gradeeraa-

mien luokkien sekä osuuksien avulla.

Eturauhassyöpätutkimuksessa käytettäviä molekyylimarkkereita on lukuisia. Opin-

näytetyössä histoscore-menetelmä perustui ATAD2-geenin geeniekspressiotuotteen,

ATAD2-proteiinin, immunohistokemialliseen värjäytymiseen. Histoscore-menetelmän

soveltuvuutta tarkasteltiin radikaalisessa prostatektomiassa saatujen hormoninaii-

vien ja kastraatioresistenttien kudosnäytteiden avulla.

Semikvantitatiivisen ja semikvalitatiivisen luonteenpiirteidensä takia histoscore-

menetelmä on verraten subjektiivinen. Tavoitteena on objektiivinen luokitus. Luoki-

tuksen subjektiivisuus on otettava huomioon arviotaessa menetelmän virhelähteitä,

systemaattisen ja satunnaisvirheen osuuksia sekä menetelmän validiteettia ja reliabi-

liteettia vastaavasti. Luokituksen subjektiivisuus sekä virhe korostuvat käytettäessä

luokituksen perusteella saatua informaatiota päätöksenteossa.

4.1 Yhteenveto tutkimustuloksista

Tarkastelemalla suhteellisia frekvenssejä havaittiin, että hormoninaiivien näytteiden

suhteelliset frekvenssit painottuivat matalampiin sekä sytoplasman histoscoren että

tuman histoscoren luokkiin kuin kastraatioresistenttien näytteiden.

Hypoteesin testauksessa hylkäsimme nollahypoteesin H0: hormoninaiivien ja ka-

straatioresistenttien näytteiden frekvenssijakaumat ovat kategorisen sytoplasman

histoscoren ja kategorisen tuman histoscoren suhteen vastaavia.

Hormoninaiivien näytteiden sytoplasman histoscore sekä tuman histoscore kor-

reloivat positiivisesti. Kontrolloimme korrelaatiot tarkastelemattomien muuttujien

suhteen vakioinnin avulla. Osoittautui, että sytoplasman osuus korreloi positiivises-

ti tuman histoscoren kanssa.

Pidimme mahdollisena, että sytoplasman immunohistokemiallisen värjäytymisen
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korkea prosentuaalinen frekvenssi, intensiteetti vakio, maskasi tuman immunohis-

tokemiallisen värjäytymisen. Patologi todennäköisesti arvioi tuman immunohistoke-

miallisen värjäytymisen todellista värjäytymistä merkittävämmäksi.

Mikäli väite pitää paikkansa, vaikeutuisi tuman histoscoren määrittäminen. Lu-

kijan on syytä muistaa, että tuman histoscore oli muuttuja, jolla oli tilastollisesti

merkittävä yhteys eturauhassyöpäennusteeseen.

Eturauhaskudoksen erilaistumattomuusasteeseen perustuvan kategorisen Gleason-

luokituksen suhteelliset frekvenssit painottuivat hormoninaiivien näytteiden tapauk-

sessa mataliin Gleason-luvun luokkiin. Oli todennäköistä, että näyte oli erilaistunut

eturauhasyöpänäyte ja potilaan ennuste parempi kuin erilaistumattoman eturauha-

syöpänäytteen tapauksessa. [3; 5]

Gleason-luvun ja tuman histoscoren välinen yhteys oli tilastollisesti merkittävä.

Kun muuttujia tarkasteltiin, havaittiin että Gleason-luvun kasvaessa tuman his-

toscore kasvoi. Ilmeisesti erilaitumattomuusasteen kasvaessa syöpäkudoksen syöpä-

solut ekspressoivat ATAD2-proteiinia tumassa enenevässä määrin.

Eturauhaskudokseen rajoittuneiden syöpien (pT2-luokka) suhteellinen frekvenssi

oli sidekudoskapselin läpäiseiden syöpien (pT3-luokka) suhteellista frekvenssia suu-

rempi. Korkeampi Gleason-luku oli yhteydessä korkeampaan pT-luokkaan; erilais-

tumattomat eturauhassyövät todennäköisesti tunkeutuivat eturauhasen sidekudos-

kapselin läpi kuin erilaistuneet eturauhassyövät.

Ki67:n prosentuaalisen osuuden sekä sytoplasman histoscoren että tuman his-

toscoren välinen yhteys oli tilastollisesti merkittävä. Korkea sytoplasman histoscore

sekä tuman histoscore eli merkittävä ATAD2-proteiinin ekspressio sytoplasmassa se-

kä tumassa oli yhteydessä syöpäsolun Ki67-proliferaatiomarkkerin prosentuaaliseen

osuuteen, joka vastaavasti oli syöpäkudoksessa korkeampi. Mielenkiintoinen löydös,

koska Ki67 on yleisesti tunnustettu proliferaatiomarkkeri.

Keskeistä opinnäytetyön kannalta oli, että histoscore-menetelmä, jota verrattiin

Gleason-menetelmään, oli yhteydessä syöpäkudoksen proliferaatioasteeseen. ATAD2-

proteiinin ekspressio sekä solulimassa että tumalimassa olivat yhteydessä syöpäku-

doksen syöpäsolujen proliferaatiomarkkeriin, Ki67:ään. On mahdollista, että erilais-

tumattomat syöpäsolut ovat proliferaatiota säätelevien tekijöiden regulaation ulko-

puolella.

PSA:n pitoisuuden sekä sytoplasman histoscoren että tuman histoscoren välillä ei

ollut tilastollisesti merkittävää yhteyttä. Toisaalta tiedämme, että PSA on kudoss-

pesi�nen; ei syöpäspesi�nen. PSA:n pitoisuuden ja Gleason-luvun välillä oli tilastol-

lisesti merkittävä yhteys. Erilaistumattoman eturauhassyöpäkudoksen tapauksessa

seerumista mitattiin korkeampia PSA:n pitoisuuksia kuin erilaistuneen syöpäkudok-

sen.

Osoittautui, että potentiaalisena sekoittavana tekijänä tarkasteltava diagnoosi-ikä
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oli tilastollisesti merkittävä, mutta kliinisesti merkityksetön. Kyseessä oli todennä-

köisesti tilastollinen detailji.

Kaplan-Meier -analyysissa havaittiin, että kategorisen tuman histoscoren yhteys

potilaan eturauhassyöpäennusteeseen oli tilastollisesti merkittävä ja rinnastettavissa

fererenssina käytettävään kategoriseen Gleason-lukuun. Sytoplasman histoscoren ja

potilaan eturauhassyöpäennusteen välillä ei vastaavaa yhteyttä havaittu.

Cox-regressioanalyysimallin parametreista ainoastaan tuman histoscore oli tilas-

tollisesti merkittävä ja yhdenmukainen Kaplan Meier -analyysin kanssa.

4.2 Tutkimustulosten re�ektio tieteellisiin julkaisuihin

Opinnäytetyössä esitetyt tilastot perustuivat Suomen Syöpärekisterin dataan. Ver-

tailemalla Suomen Syöpärekisterin tilastoja ulkomaalaisiin, länsimaalaisiin tilastoi-

hin, havaittiin, että eturauhassyöpä on globaalisti sekä ilmaantuvuudeltaan että

kuolleisuudeltaan merkittävä miesten syöpäsairaus.

Esitetyt diagnostiikka ja hoito -käytännöt perustuivat Suomen lääkäriseuran,

Duodecimin ja Suomen Urologiyhdistys ry:n asettaman työryhmän julkaisuun etu-

rauhassyövän hoitosuosituksista eli Käypä hoito -suositukseen. Käypä hoito -suositus

on tieteelliseen tutkimusnäyttöön perustuva hoitosuositus, jota terveydenhuollon

alan ammattilaiset sitoutuvat hoitotoimenpiteissään noudattamaan. Hoitosuositusta

sovelletaan parhaan tiedon ja taidon valossa, mutta terveydenhuollon alan ammatti-

laisen poikkeamista omiin uskomuksiinsa vedoten pidetään lääkärietiikan vastaisena.

ATAD2-geeni on suhteellisen vähän huomiota herättänyt geeni. ATAD2-geenin

geeniekspressiotuote, ATAD2-proteiini, on erityisesti germinaalisoluissa ekspressoi-

tuva proteiini, joka yliekspressoituu systemaattisesti syövissä kuten eturauhassyö-

vässä. [42]

Aktiivisen domainin, Bromo-domainin, sekä AAA-tyypin ATPaasi-domainin läs-

näolo herättää epäilyn ATAD2-proteiinin keskeisestä roolista kromatiinin remo-

delling -ilmiössä. ATAD2-proteiini vuorovaikuttaa lukuisten transkriptiotekijöiden

kanssa, mikä selittäisi osaltaan ATAD2-proteiinin mahdollisen roolin solun prolife-

raation ja apoptoosin säätelijänä.

ATAD2-proteiinin rooli solun proliferaation ja apoptoosin säätelijänä re�ektoi-

tuu syöpäkudoksen erilaistumattomuusasteeseen sekä tuumori-indeksiin eli TNM-

luokituksen T-luokkaan. [42]

ATAD2:n on havaittu kytkeytyvän rintasyöpäsolujen proliferaation ja apoptoosin

säätelyyn B-Myc:n ja EZH2:n välityksellä. Mekanismissa keskeistä ovat estrogeeni-

ja androgeenireseptorit, jotka muodostavat kromatiinia sääteleviä komplekseja. Kro-

matiinin säätelyä tapahtuu hormonisensitiivisissä syöpäsoluissa. [43]

ATAD2:n yliekspressio, joka ilmenee arvioiden perusteella yli 70 %:ssa rintasyöpä-

näytteistä, korreloi positiivisesti rintasyövän graduksen kanssa. Vastaavaa mekanis-



4. Pohdinta 30

mia on tarjottu eturauhassyövän erääksi mekanismiksi. Kyseinen mekanismi vastaisi

opinnäytetyössä saatuja tuloksia. [43]

ATAD2:n merkitystä rintasyövässä tukevat kokeelliset havainnot B-Myc:sta, his-

tonimetyylitransferaasi EZH2:sta ja RB-E2F:sta sekä IRS2:sta, VEGF:sta ja Akt1:sta.

Kyseisiä tekijöitä pidetään keskeisinä solun proliferaation ja apoptoosin säätelyssä.

[43]

ATAD2-proteiinin on havaittu toimivan Myc:n kofaktorina. On todennäköistä,

että ATAD2-geeni yliekspressoituu tai ampli�koituu letaaleissa eturauhassyövissä.

Löydös on yhdenmukainen tutkimustulostemme kanssa. [44] Graduksen arvioimi-

seen käytimme Gleason-luokitusta. Tutkimustuloksistamme havaitsimme, että gra-

duksen ja tuman ATAD2-proteiinin immunhistokemiallisen värjäytymisen välillä oli

tilastollisesti merkittävä yhteys, joka assosioitui edelleen potilaan huonoon syöpäen-

nusteeseen.

E2F ja Myc-transkriptiotekijät ovat solun proliferaation säätelijöitä. E2F:n koh-

degeeni on todennäköisesti ATAD2-geeni, joka ekspressoituu solusyklin interfaasin

S-vaiheessa. ATAD2-proteiini sitoutuu Myc-onkogeeniin ja saa aikaan kohdegeenin

transkription. ATAD2-geeni sijaitsee Myc-geenistä alavirtaan kromosomissa 8. Ky-

seisen lokuksen arvellaan olevan alttiina ampli�kaatiomuutaatioille. Havainto voisi

selittää löydöksemme, joissa havaitsimme ATAD2-proteiinin korkean ekspression.

[44; 48; 49]

Tutkimuksissa on havaittu, että ATAD2-proteiini on yhteydessä huonoon rinta- ja

keuhkosyöpäennusteeseen sekä korkeaan syöpäkuolleisuuteen. Jos ATAD2-proteiinilla

on keskeinen rooli eturauhassyövässä, on tutkimustuloksemme kategorisen tuman

histoscoren ja potilaan ennusteen välisestä yhteydestä merkittävä tutkimustulos.

[45; 48]

Tutkimuksissa on havaittu, että ATAD2-proteiini toimii konstitutiivisena akti-

vaattorina pro-in�ammatorisen sytokiininin NF-κB:n säätelyssä. Havainto on tehty

kastraatioresistenteissa syöpäsoluissa. [46]

On havaittu, että eturauhassoluissa AR säätelee ATAD2-geenin geeniekspressiota

[9]. AR kiinnittyy spesi�sti androgeenireseptorin sitoutumiskohtaan ATAD2-geenin

säätelyalueelle. Keuhkosyövässä on havaittu merkittävä ATAD2-geenin ampli�kaa-

tio, minkä arvellaan kytkeytyvän Myc-geenin välityksellä syöpäsolujen proliferaa-

tioon. ATAD2-proteiinin bromo-domainin arvellaan olevan mekanismissa keskeises-

sä roolissa. [47]

4.3 Tutkimuksen vahvuudet ja heikkoudet

Opinnäytetyön kannalta keskeistä oli määrällisesti merkittävä potilasaineisto. Poti-

lasaineistosta tehtävät johtopäätökset sekä johtopäätösten re�ektio tieteellisiin jul-

kaisuihin mahdollisti tutkimuksen mielekkyyden.
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Potilasaineisto muodostui 326 hormoninaiivista havaintoyksiköstä ja 189 kastraa-

tioresistentista havaintoyksiköstä. Yhteensä 515 havaintoyksikköä, joka määrällisesti

on merkittävä. Tilastollista voimalaskentaa ei tarvittu.

Kirjallisuutta sekä histoscoresta että ATAD2:sta oli rajoitetusti. Histoscore-menetelmän

käyttö oli vähäistä. Kirjallisuuden perusteella immunohistokemiallisen värjäytyvyy-

den intensiteetin ja prosentuaalisen frekvenssin tulon eli histoscore käyttäminen ei

ollut vakiintunut tieteellinen käytäntö; lähinnä tuntematon sovellus.

Opinnäytetyön tutkimustulosten ja tieteellisten julkaisujen vertailun perusteella

voidaan todeta, että ATAD2-geeni on suhteellisen vähän huomiota herättänyt geeni.

ATAD2-geenillä saattaa olla merkittävä asema eturauhassyövässä.
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