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Sammendrag
Brystkreft er den mest vanlige krefttypen blant kvinner i Norge. Ca. 60 % av dise er

lymfeknute negative. Pa bakgrunn av tumor grad, starrelse og estrogen reseptor klassifiseresi
dag 85 % av dle pre menopausale lymfeknute negative brystkreft pasenter i hayriskogruppen
som f& adjuvant behandling. Dette innebagrer en stor grad av overbehandling for kun 30% av
disse kvinner far spredning. Mitose aktivitets indeks (MAI) er en maestokk for proliferagon
0g den gerkeste prognogtiske faktor for lymfeknute-negative brystcarcinomer. For denne
gruppen padenter har en dudie vigt a gansen for tilbakefdl er 25 ganger Sarei gruppen
MAI >=10 enni gruppen MAI<10[ 22]. En totd genome DNA andysei den samme studien
viste korrdagon mellom tap pa kromosom 1p31 og MAI>=10. ARHI/Noey?2 er et maternat
imprintet tumor suppressor gen lokdisert til 1p31. LOH pa det paernde dldet vil faretil
fullstendig inaktivering av genet. Ekspregon av dette genet har en bremsende effekt pa
cdlevekst. | et forsgk pa afinne en forklaring pahva som gjer MAL til en sterk prognostisk
faktor ble det gjort LOH analyser med microsatellite markerer pa 1p31. Det ble brukt DNA fra
formdinfiksert parafininnstgpt vev fraen gruppe pasienter med lymfeknute negative,
infiltrerende, ductale brystcarcinom. | arbeidet med &isolere DNA ble det prevd ut 3
forskjelige metoder. Det ble gjort immunhistokjemi pA TMA snitt fra 420 pasienter med
infiltrerende ductade brystcarcinom. Det ble brukt antistoff for noen av effektorene for ARHI,
p21WAFVCIPL cudlinD; og MAPK, i tillegg til @strogen og progesteron reseptor og Ki67. Det ble
funnet en korrelasion mellom LOH pé 1p31 og nedsatt p21"AFY“P! men ingen korrdlagion
mellom LOH pa 1p31 og cydinD 1 dler MAPK. Det ble heller ikke funnet noen korrelagion
melom LOH pa 1p31 og MAI. De immunhistokjemiske andysene viste a i gruppen med hay
ekgoregon av cydinD var det like store grupper med positiv og negativ ekspregon av
p21WAFVCIPL | tillegg ble det pévist en korrelasion mellom negativ ekspresion av Ki67 og

positiv ekgpregon av cydinD ;.



1. Innledning

Brystkreft er den mest utbredte kreftform blant kvinner i dderen 30-74 &. Pr i dag rammes
12 % av dle kvinner i Norge. Tdl fraKreftregisteret [1] viser a i 2003 var det 2694 nye
brystkrefttilfdler i Norge. Litt over hdvparten av tilfdlene forekommer hos kvinner mellom 45
og 64 &. Patrossav radika kirurgi der 20 — 30 % av disse pasientene p.g.a. metastaserende

sykdommer.

Mammografiscreening av kvinner over 50 & medferer tidlig oppdagelse av sykdommen og
sammen med adjuvant behandling vil dette gke overlevelsen. Adjuvant kjemotergpi og
hormonbehandling gker overlevelsen hos pasenter med brystkreft. Behandlingen har imidlertid
avorlige bivirkninger for pasentene, og behandlingen er kostbar. Adjuvant behandling ber
derfor kun gistil heyriskopasenter. Ifage ” Sankt-Gallan consensus guiddines’ anbefales det
ikke Adjuvant Systemisk Terapi (AST) (Vedlegg 8) til pasienter i lavrisikogruppen, dvs. smd,
grad 1, estrogen reseptor positive tumorer [2]. Denne gruppen utgjer bare 15 % og det
medfarer at 85 % av ale premenopausa e kvinner med lymfeknutenegative brystcarcinomer
blir behandlet med AST. Siden det bare er 30 % som utvikler fjernmetastaser uten AST, utgjer
dette en hgy grad av overbehandling. Reproduserbarheten av tumorgrad er ikke god, selv blant
eksperter pa brystkreft diagnostikk. [3]. Det ma derfor vagre e ma afinne bedre prognostiske
faktorer som pa en sikker méte gjer det mulig a skille pasientene i hgy og lav risikogrupper.
Det er ogsa viktig afinne prediktive faktorer som kan foruts om pasienten vil harespons pa

den behandlingen som gis.

Det er funnet en rekke prognostiske faktorer for brysicarcinomer og flere av dem er direkte
eler indirekte relatert il proliferagon. Det er gjort mange studier som har klargjort den rollen

de enkdte gener spiller ved cdlleproliferagon. Prognose henger ngye sammen med



proliferagonsaktivitet. Dette er en av de biologiske prosessene som er godt dokumentert for
brystcancere [4,5,6,7,8]. Here sudier har vig a mitosetelling er den viktigste delen av en
histologisk klassifisaring. Pa grunn av mangel pa nayaktige protokoller har det vaat problemer
med reproduserbarheten. Bagk et al har vigt a telling av antall mitoser paen definert méte i det
perifere omrade av tumoren, er en sandardisart mding av MAI [10,11,12].
Mitosesktivitetsndeksen (MAI) er det totale antall mitoser som tellesi ti kontinuerlige synsdt
(40X objektiv, 0.75 numerisk gperture og synddt diameter 450um som totdt gir en

forsterrdlse X 400) i det mest cellerike og mingt differensierte omréde av tumoren [9)].
Tellingene gjeres pa 4um tykke hematoxylin og eosin (H& E) fargede snitt. Ved adele MA,
mdlt i en populagon, i to grupper, med en terskdverdi pa 10 (MAI<10 gungtig og MAI>=10
ugungtig), brukes benevningen MAI10. Det er gjort flere retrogpektive og progpektive studier
hvor denne terskelverdien er brukt. Sudiene viser a maling av mitosesktiviteten, etter en dik
sandardisert metode og med terskelverdi 10, gjar den til den hgyeste og mest reproduserbare
prognogtisk faktor sammen med lymfeknutestatus [12,13,14,15,16,17,18]. En stor prospektiv
studie fra Nederland har evduert MAI som den faktoren som har den hayest prognogtiske verdi
til askillemellom hay- og lavriskogrupper av lymfeknute negative brystcancerpasienter under
55 & [19]. Mdingen er lett tilgiengelig, billig og reproduserbar. Den blir heller ikke pavirket

av forlenget fikseringdtid [20,21].

Den hiologiske forklaringen pa Mitose Aktiviteten og hvasom gjer den til en sAsterk
prognostisk faktor er fremdeles ukjent. | en studie fra Nederland, utfart av Janssen et d, ble det
gjort tota genome DNA anaysering med comparative genome hybridisering (CGH) pa 76
invasive lymfeknutenegative brystcancere [22]. Et av funnene var tap av dlele palocus 1p31
som vige serk korrdagon til MAI>=10. Det ble ogsa pdvist en amplifikagon pa

kromosomarm 3g som viste sterk korrelagon til tilbakefal av sykdommen. Dette var den



serkeste prognostiske faktoren i undersgkel sen. En hypotese er & denne gkningen skyldes
amplifisering av genet PIK3CA som er den katalytiske subenheten p110 dpha av pl3-kinase,
klasse 1a. P13-kinase er et transformeringsprotein pavirket av vekstfaktorer. Det har flere
effektordomener og via PKB/AKT sgnaveien er det involvert i cellens bevegdighet,

invasivitet og gpoptosehemming.

Tap av 1p forekom i 43 % av brystcarcinomer med MAI >=10 og barei 17 % av tilfellene med
MAI<10. Oppfaging av pasentenei gjennomsnittlig 46 maneder vige a i gruppen med MAI
>=10 var det 27/47 (57 %) av tilfdlene som fikk residive cancere. | gruppen med MAI<10 var

det 5/29 (17 %) av tilfellene som fikk residiv cancer(Figur 1).

Ductal breast carcinomas

1.2
1.0
®
>
S .8
8 -
§ .6 MAI <10
LL Logrank = 3.7 pr—
[}
o =5,
2 4 HR=59 MAI >=10
= p=0.048
g 2
o
S

0 20 40 60 80 100 120

Follow up in months

Fgur 1 Prosentvis antall pasienter uten tilbakefdl i gruppene MAI<10 og MAI >=10

Disse tallene samsvarer godt med funnene om tap pa kromosom 1p. Tap av & tumor Suppressor

gen padette kromosomet kan fare til uregulert proliferagon av tumorceller og resuiterei hay

MAI. En kandidat for et dikt gen er ARHI (ogsakat Noey2) pa 1p31. Genet ble lokalisart til

dette kromosomet av Yu et d i 1999 [23], og Loss of Heterozygosity (LOH) andyser har vigt
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a ARHI er det mest vanlige delesjonsomréde pa dlele 1p31 i bryst- og ovarie-tumorer [23, 24].
En LOH studie av Janssen e d pasamme DNA som ble brukt i CGH-studien viste at det var

en korrelagon mellom LOH pa 1p31 og MAI10 (Tabdl 1) (upublisart data).

Tabell 1. Korrelagon mellom LOH pa 1p31 og MAI10i tumorvey

MAI10
MAI <10 | MAI >=10 | Totalt
LOHpa| ne 16 13 29
1p31 ia 5 2 27
Totalt 21 3 56

Patross av den gode prognostiske verdien av MAI er det 17 % i gruppen MAI<10 som far
lokak dler distale metastaser, og i gruppen MAI >= 10 er det 57 % som ikke far metastaser.
MAI har vist seg & vagre en bedre prognostisk faktor enn estrogen reseptor og tumorgrad. For &
gizre den til en idedl predikator for & skille mellom hay- og lav-riskogrupper ma en kartlegge

flere genetiske hendelser som farer til a en celle far gkt evnetil prolifergon og invasivitet.

2. Problemstilling og hensikt med oppgaven
| dag klassifiseres pre-menopausae lymfeknute negative pasienter i en lavrisko gruppe pa
grunnlag av tumorstarrelse, grad og estrogen reseptor. Mitose aktivitets indeks (MAL) er en
mdestokk for proliferagon. Nar den brukes med terskelverdi 10 (MAI< 10, gungtig og
MAI >=10, ugunstig), har bade retrospektive og prospektive studier vist a MAI er en sterkere

prognostisk faktor enn bade tumor grad og estrogen reseptor for lymfeknute-negative
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brystcarcinomer. | en total genome DNA analyse med CGH er det funnet korrelagon mellom

tap pakromosom 1p31 og MAI>=10[22]. Studien viste ogsi at gansen for tilbakefdl etter

giennomsnittlig oppfaging pd 46 maneder var 2.5 ganger sarre i gruppen MAI>=10 enn for

gruppen MAI<10. MAI er dlikeve ikkeidedl nok til & hindre overbehandling fordi 17 % med

gunstig MAL & tilbakefal og 57 % med ugunstig MAI far ikke tilbakefall. Produkter fra

tumor suppressor gener kan pavirke ukontrollert vekst ved inhibering av cdlle syklus.

ARHI/Noey2 er en kandidat for et tumor suppressor gen lokdisert til 1p31. ARHI er et

materndt imprintet gen og LOH pa det paternde dldet vil feretil fullstendig inaktivering. |

forsek med cellekulturer ble det pavist at ARHI ekspresion nedregulerer cydinD; promotor og

induserer p21. Dette farte til hemming av cellvekst [23]. Det er ogsa pavist at ARHI bremser

celle proliferagon viaMAPK sgnaveien [35].

Henskten med denne oppgaven er:
Aforbedre den prognostiske verdien av MAI 10 basert pa utfallet av fglgende analyser :

Ved & pavise korrelasjon mellom LOH pa 1P31 (ARHI) og MAI10i en pasientgruppe
av pre-menopausal e lymfeknute negative kvinner med infiltrerende ductal

brystcarcinom.

| mmunhi stokjemiske analyser av ARHI sine effektorer for & under sgke pa hvilken mate

tap av ARHI pavirker proliferasjon.

Ved & pavise LOH pa locus 1p31 i tumorceller fra 94 pasienter med invasiv ductal

brystcarcinom vil en beskrive inaktivering av ARHI.

Ved bruk av immunhistokjemi pa TMA-snitt med tumorvev fra 420 pasienter vil en
forsgke & identifisere noen av de proteinene som denne type tumorceller produserer.

Med semikvantitativ analysering av deimmunhistokjemiske snittene vil en kartlegge



hvilke proteiner disse cellene produserer for mye eller for lite av. Videre & detektere
noen av signalveiene som ARHI pavirker. Dette kan vaare med pa a gi en forklaring pa
hvorfor noen pasienter i gruppen MAI<10 befinner seg i risikogruppen for & fa

tilbakefall av sykdommen og hvorfor ikke alle i gruppen MAI >=10 far tilbakefall.

3. Teori

3.1 ARHI (ogsa kalt Noey?2)

ARHI er et tumor suppressor gen som har 54 - 62 % aminosyre homologi med Ras og Rap. Det
koder for et lite, 26kDa stort, GTP-bindende proteini Ras-superfamilien. Sammenligninger av
proteinet med Rap 1A og H-Rasviser & det er Sore forskjeler i effektor domenet for dette
proteinet, mens det GTP-bindende domenet er konservert. Dette samsvarer meda ARHI har
lav intringc GTP-ase aktivitet sammenlignet med Ras, som er et onkogen, med hagy GTP-ase
aktivitet. ARHI er et av de farst rapporterte tumor suppressorgen i Ras-superfamilien. | normae
cdler uttrykkes ARHI bare fraden paternde alde, ford den maternde dlele er imprintet [23].
ARHI genet drekker sag over 8 kb. Hele det genomiske fragmentet som dekker begge exonene,
et intron og promotor regionen er sekvensert. Det er funnet tre potensidle CpG idandsi

promotor og exonenetil ARHI. CpG idand | og Il er lokdisert til promotor region, mens CpG
idand I11 er lokalisert til den kodende region. Imprinting av genet skyldes methylering av disse
[25, 26]. Det er ikke funnet DNA mutagoner i selve sekvenskoden til ARHI, men viagenetiske
begivenheter som medfarer LOH (tap av heterozygositet) pa det funkgonelle, ikke imprintede
dleet, er det funnet tap av ARHI ekspregon i 40 % av ovarie og brystcancere. [24]. Tap av
ekspregon kan ogsa fremkomme som resultat av epigenetiske mekanismer som D NA

methylering, transkripgonsregul ering, deecetylering og methylering av histoner, [27, 28].



| 70 % av dleinvasive brystcancere er ARHI nedregulert mot 40 % av dle DCIS (Ducta

Carcinomain situ) [57].

ARHI ekspreson har en hemmende effekt pa cellevekst. Ved afremme reekspregon av ARHI
med transfekgon ble veksten undertrykt i bryst- og ovarie- cancer cdldinjer.
Vekstundertrykkelsen var assosiert med indukgon av p21 (p21VAFY'"l) som medferte
nedregulering av cydinD; promotor aktiviteten [23]. Denne funkgonen er gudert in vivo i
transgene mus med overekspreson av ARHI. Hey ekspregon av ARH I var assosert med dérlig
utviklede brystkjertler, nedsatt fertilitet, tap av neuroner og darlig utviklet thymus [29)].

CydinD 1 er et cdle syklus regulator gen som spiller en avgjarende rolle ved utviklingen av
flere kreft typer hos mennesker, herunder ogsa bryst kreft [31, 61]. Det er ofte en
overekspregon av genet i proaver fra DCIS som medfarer en hgyere risiko for utvikling av
infiltrerende ducta karsinom. p21 har vist seg @hemme celleddling ved inhibering av
cydinavhengige kinaser (Figur 2) [30]. Antall p21 molekyler bundet til cydin-CDK (cydlin-
cyclin dependent kinase) komplekset, bestemmer om det er aktivt. Et aktivt kompleks har bare

et bundet molekyl, mens et inaktivt kompleks har bundet mange molekyler.



Figur 2. ARHI induserer ekspreson av p21 som virker som en negdiv regulator pa progresion
av cdlesyklus og medferer redukgon i antall mitoser.[23]

En annen virkningsmekanisme for ARHI ekspregon er nedsatt sgnaeffekt viaMAP kinase
kaskade (ras/mitogen aktivert proteinkinase vekstfaktor-aktiverte kaskade). MAPK (Mitogen
aktiverte protein kinaser) er nekke proteiner som er involvert i sgnadoverfering og forsterking
av cdlulag respons pastimuli. MAPK er en familie med serine/threonine kinaser. De utgjer
den cytoplasmatiske forbindelsen mellom aktivert Ras pa plasma membranen og regulering av
genekspreson. MAPK er ogsa kjent som ERK (extracellular signal-regulated kinases).
Aktiverte MAPKer kan trandokeres til nucleus. Fordi aktiviteten til mange

transkrips onsfaktorer er regulert ved fosforylering, kan derfor MAPK er pa denne méten
pavirke transkripg onsaktivitet. Transkripgonsfaktoren APL er e viktig ma for MAPK
kaskaden. Som transkripgonsfaktor binder den seg til DNA og regulerer ekspregonen av gener
som er involvert i veks, differensering og celleded. En av mekanismene hvor APL induserer
cdle syklus progreson er ved & binde seg til og aktivere genet for cydinD 1 [34].

Eksoregon av ARHI blokkerer Sgnaler frembrakt av vekstfaktorer ved & pavirke Ras Raf

bindingen, og hemme fosforylering av MAPK indusart av aktiv Raf -1 kinase. Pa denne méten
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interfererer ARHI ekspregon pa signaer fra Ras-aktivert Raf -1 ved direkte hemming av Raf-1
kinase aktivitet, og Ras-GTP signaler omdirigerestil andre virkeomrader for Ras [35]. Denne
vekshemmingen er avhengig av en unik forlengelse av ARHI molekylets NH-terminal. Dette
skaper en unik forskjdl i forhold til oncogenet Ras. [36]. Etter fosforylering av MAPK danner

det aktiverte proteinet dimerer og trandokeres fra cytoplasmattil nucleus (Figur 3) [37].

Kinase Kaskader

Binding av

T
Ras aktiverer
vekstiaktor fil e i
;:_ltlor akfiverer ras Kinasen raf

Erk-1 fosforylerer
transkripsjonsfaktoren
myc og aktiverer
transkripsjon

Raf fosforylerer og
aktiverer den dobbelt
spesifikke kinasen |
Mek-1 B

Mek -1 fosforylerer
sennelthreonin
kinasen Erk-1 som
migrerer til nucleus

Fgur 3. ARHI hemmer fosforylering av Erk (MAPK) i MAP-kinase kaskaden. pErk (pMAPK)
trand okerestil nucleus og pavirker transkripgonsfaktorer [35]

Ved ahemme MEK 1 har eksperimenter med brystcancer cdlle linjer vist at aktivitet korrelerer

med cdlens proliferagon og matilitet, men har ingen innflytelse pa cdlens invadivitet. [38;39].
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ARHI ekspregon kan ogsd aktivere INK (c-Jun NH-termind kinase) og fremkalle gpoptose

giennom en capanavhengig og en caspase uavhengig mekaniame (Fgur 4) [40].

P21 WAF 1YCTP

1

CydinD1

C-jun
NH>-kinase

I 1 |

Apoptose ¢

M ek —I_' I
P-Erk

Figur 4. Skjematisk oversikt over ARHI ekspreson innvirkning pa MAPK og INK signaveier.

Ras-Raf cellevekst og
proliferagon

Patrossav a en del av funkgonenetil ARHI er avdekket er det fremdeles ukjent hvor i cellen
genproduktet er lokaisert. Immunhistokjemiske andyser pa prever franormalt brystvev har

avdekket at ARHI ekspregon i epthdide cdler er mest intensi cytoplasma og mer geldent og
diffust i kjernen. Dersom genproduktet er tilstede i kjernen er fargeintensiteten mest intens pa

kjernemembranen [33].

3.2 Formalinfiksert parafininnstgpt vev

Formdinfiksert parafininnstegpt vev representerer en uvurderlig ressurs som materide i
retrogpektive molekylaae genetiske studier. Det kan imidlertid vaare vanskelig & utvinne DNA
med god nok kvditet fra dette vevet [41]. N&r et vevspreparat mottas pa Avdedling for patologi,
er det ofte dlerede lagt i bufret formdin (4 %) til fiksaring. Etter en fiksaringstid pa opptil 48
timer gjer patologen en makroundersgkelse av preparatet. Det taes ut Sma ddler av preparaet,
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for eksempe en tumor, som en gnsker & undersake nagmere. Denne biten leggesi en
plasthrikett og fremferesi en histologisk fremferingsmaskin over natten. Her g& den gjennom
flere vaeskebad av formdin, etanol, og xylene og ender til dutt i flytende parafinvoks. Denne
prosessen medfarer dehydrering, klaring og preparering avvevet. Vaeke og fett blir fiernet og
erdattet med parafin. Vevshiten taes ut av fremfaringsmaskinen og stgpesinni en
parafinblokk. Etter denne prosessen er vevet A hardt a det er mulig & skjagre tynne snitt til
mikroskopi og andre formd [42].

Fikseringstiden, den tiden det tar for formdin atrengeinni dt vevet, vil avhenge av sarrelsen
pa vevshiten. | Igpet av denne tiden vil DNA i cellene bli degradert av DNAser. DNA trédene
brytes ned til dobbeltrédede fragmenter pa 150-200 bp. En kan ogsa fa cilvis nedoryting av

den ene DNA traden og fragmenter med et overheng av enkelttrédet DNA. Dette gjar
amplifikagon av DNA fraformalinfiksart vev vanskelig. Det fragmentet en ensker & undersgke
bar ikke overskride 200 bp [43]. Kvditeten pA DNA som ekstraheres fra parafinblokker med
samme type vev vil variere frablokk til blokk pagrunn av forskjeller i fikseringstiden.
Formdinfiksering medfarer sannsynligvisingen vesentlige endringer i nuklesaproteinene dler
phosphodiester bindingene i DNA [44,45]. Det vil derimot medfere krysshinding av histone
molekyler i DNA dobbe thdliks og binding av histone molekyler til DNA. Ved DNA isolering
vil disse bindingene forhindre at Proteinase K fordgyer proteinene fullstendig. P& denne méten
far en mindre DNA som lar seg amplifisere og det vil frendeles vagre en del proteinrester i
DNAet. Disse krysshindingene vil vagre opplesdig ved oppvarming i hydrofilt milje [46,47).
Tota mastectomi av mammavar mest vanlig som kirurgisk behandlingsform for pasenter med
brystcarcinomer i den tidsperioden som vevet ble samlet inn. Dette er Store preparat som
trenger lang fikseringstid og kan derfor medfare degradering av DNA. En tumor som ligger
innimellom fettvev og bindevev i mamma preparatet, vil degraderes av DNAser far formainen

har trengt inn og fiksert vevet. Dette vil medfere lavmolekylaar DNA som er svaat fragmentert.
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Bufret formain (4 %) gir best fiksering av vev, men det er usikkert om dette ble brukt de farste
arene undersakel sen omfatter. Mammavev bestér for det meste av fett og bindevev, i tillegg til
en dd kjertd vev. For akunneisolere tilstrekkelig DNA, ma en bruke relativt store mengder
vev. Dette vil faretil at en ogsa far gkt konsentragon av stoffer som virker hemmende pad PCR
reskgonen, dik som proteiner og lignende. Ved kirurgiske inngrep pa brystkreftpasienter blir

det fjernet et varierende antall lymfeknuter for & pavise om det er spredning av cancercdller til
dette vevet. Dette er sma vevshiter som fikseresraskt i formalin og DNA vil ofte vaare godt
bevart i disse preparatene. Lymfeknuter inneholder et stort antall lymfocytter som inneholder

mye DNA. Det er derfor mulig a utvinne tilstrekkelig DNA fra sma mengder vev.

3.3 Isolering av genomisk DNA.

Det finnesflere konvengondlle teknikker for isolering av DNA frafomalinfiksert
parafininngtgpt materiade. De fleste av disse benytter tre trinn: 1. Deparafinisering;

2. Fordayelse av proteiner, 3. Rendng av nucleinsyrene fra proteinase opplasningen. Til
deparafinisering benyttes ofte xylene og akohol for &lese opp voksen og reversere
dehydreringen av vevet etter fremfaringgprosessen. En dternativ metode er bruk av mikro ovn
til & smelte voksen. | noen prosedyrer hopper en over dette trinnet og tilsetter proteinase K
direkte. Fordeyelse av proteinene med proteinase K blir mer effektivt etter deparafinisering og
gir Serre utbytte av DNA. Forlenget innkuberingstid, tilsetting av mer proteinase K, samtidig
som | gsningen bearbei des mekanisk, er med paa gke DNA utbytte [41].

Det er flere kommersdt tilgjengdlige kit til bruk for &isolere DNA fraformainfiksert
parafininnstgpt materide. Et av dem er " QIlAamp DNA micro kit” fra Qiagen [62]. Dette kit er
egnet til Aisolere sma mengder DNA frablod, vev, blodflekker og forskjdllige typer materide
frarettsmedisin. Wu et al har beskrevet en modifisert metode for utvinning av DNA fra
formalinfiksert parafininnstgpt vev med ” QlAamp DNA micro kit” fraQiagen [44]. Metoden
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benytter de samme reagensene som falger med kit. Ved 8 legge inn et ekstratrinn med
innkubering i 98 °C, fer tilsetting av proteinase, vil en bryte en ddl av de kovaente bindingene
mellom proteiner og DNA komplekser i det formdinfikserte DNAet. Forsak viser a denne
metoden gir signifikant forbedring av PCR amplifisering av genomisk DNA isolert fra

formdinfiksert parafininnstept vev.

3.4 PCR

PCR gjar det mulig & amplifisere en liten mengde templat DNA i billionfold i I@pet av noen fa
timer. Teoretisk kan metoden brukes med ekstremt sma mengder av det opprinnelige DNA,
helt ned til et molekyl. | lgpet av en syklusi PCR reskgonen varmes DNA farst opp til 90-100
°C for & separere det dobbel tradede DNAet. DNA kjdles deretter raskt ned til 50-65 °C dik a
korte enkeltrédede primere kan feste seg til sine komplementagre sekvensar. Lgsningen varmes
deretter opp til 60-70 °C, og det blir syntetisert nye DNA trader. DNA syntesen skjer ved a
dNTP inkorporeres pa den frie 3'OH enden pa primeren ved hjelp av Tag polymerase. Pa
denne méen blir det dannet to nye dobbe tradede DNA molekyler som inneholder den
sekvensen en ensker & amplifisere. Hele syklusen repeteres og for hver ny syklus dobles
mengden ma DNA. Dette innebagrer en eksponentiell gkning av det DNA fragment som en
ansker & amplifisere. En PCR reskgonsblanding bestdr av primere (forward og reverse), dNTP,
TAQ polymerase, Mgdl? og templat DNA. Dissetitreresi en analysebuffer som er optimal for
polymerase aktiviteten. For afaen optima PCR reskgon er det spesidt viktig atilpasse primer
konsentrasjonen, Mgcf konsentragionen, og mengde DNA templat, i hvert enkelt PCR oppsett.
| tillegg er temperaturen og inkubagongtiden ved de forskjelige trinnene viktig. Anneding
temperaturen, som er den temperaturen hvor primere fester seg til templatet, er avhengig av
smeltetemperaturen (Tm) for den enkelte primer. Feil temperatur pa dette trinnet kan medfare

a primer ikke fester seg til templatet og hindre amplifikagjon dller fordrsake en uspesifikk
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amplifisering. En PCR reakgion bar blandes pais for 8 unngd at primere fester seg til
enkeltradet DNA uten at det er 100 % homologi. Dette vil gi et uspesifikt produkt.

Det er vanskelig & utvinne DNA fraformdinfiksert parafin innstept vev med sa god kvditet a
det lar seg amplifisere. Det vil ofte inneholde rester av proteiner. | tillegg vil det vagre
fragmentert som falge av degradering i Igpet av fikseringstiden. Dette skaper problemer n&r
primere ska feste seg til templatet. Amplifisering av DNA isolert fra mikrodissekert vev vil
vage en spesid| utfordring. Sm& mengder utgangsmateriale medfarer sma mengder DNA. Det

er derfor viktig a PCR reskgonen er optima for afatil en amplifisering.

3.5 Laser mikrodissekson av tumorvev.

L aser mikrodissekgion gjar det mulig &isolere rene cdlle populagioner uten kontaminagon av
omkringliggende cdller [48]. Dette gir rlativt sma grupper med cdller og medferer veldig lite
utgangsmateridetil utvinning av DNA. Laserstrden er kald og skader ikke DNA i cdllene ved
dissekgon og har ingen innvirkning pa den videre andysaringen [49]. Cellene defineres ut fra
morfologien etter mikroskopering av vev snittet. Det er mulig & skjagre ut en populagon av
cdler dler bare en enkdt cdlle. Det kan vaae et problem & bevare cellenes morfologiske
detdjer pa snittene som brukesttil LMD. De kan ikke dekkes med dekkglass og dette medfarer
en lysbryting som gjer det vanskelig & se kontraster ved mikroskopering. Snittene bar vagre
minimum 4 pum tykke for akunne utvinne DNA fra det mikrodissekerte materidet. Et vev snitt
som brukes til mikroskopi undersgkelseer vanligvis 13 pm. Mikroskopering av et snitt pa 46
um kan gjere det vanskdig aidentifisere cdlene. Det er derfor ofte ngdvendig & sammenligne
HES fargede parafinsnitt frasamme vevet i et annet mikroskop for afinne de aktuelle

cellegruppene en gnsker & skjaare Lit.
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3.6 Konstruering av TMA blokker (Tissue micro array).
Tissue micro array er en parafinblokk som inneholder vev sylindere fra mange forskjelige

pasientpraver. Instrumentet som brukes er et enkelt, manuelt |aboratorieinstrument. To
tynnveggede, skarpe, hule ndler brukestil & stanse ut en parafinsylinder fraen tom

parafinblokk (mottakerblokk) og en vev sylinder fraen pasientpreve med parafininnstapt vev
(donorblokk). Nalen som stanser ut vev sylinderen har litt sarre diameter enn nden sam
stanser ut parafinsylinderen. Pa denne méten vil vev sylinderen vagre tett omduttet av parafin,
ndr den plasseresi hullet etter den utstansede parafinsylinderen. Ved hjdp av to
mikrometerskruer pa ndeholderen, kan ndlene bevegesi X-Y retning med eksakt presigon. Pa
denne méten plasseres vevsylindrene padirlige, rette linjer, og de ferdige TMA -snittenekan

screenes hurtig og systematisk (Figur 5).

Figur 5. TMA blokk (t.v.) og TMA snitt (t.h.) .

Diameteren pa ndene bestemmer hvor stor vev sylinder som stanses ut. Denne kan variere fra
0.6mm — 2.0mm. Teknikken gir mulighet for & analysere opptil hundre vevspraver i et enkelt
snitt. Analyser paet TMA -snitt kan utfares pabade DNA, RNA og protein niva. Dette kan
vage bade in situ hybridisaring og immunhistokjemi. Bruk av fullsnitt til screening er

tidkrevende, kostbart og har stor grad av variagon frasnitt til snitt. Arkivert, formainfiksert

parafininngtept vev som er brukt til 4 gtille diagnostiske konklugoner er svaat verdifullt og
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geldent Uttak av en vev sylinder fraen parafinblokk er en skdnsom méte &ta ut materiade pa,
og gir minimat med eddeggel se av vevet rundt [53,54].

Det er vanlig ataut en vevshit (3-5mm tykk) til histologisk undersgkelse. Det vil vage
teoretisk mulig & kjagre denne i 50-100 vev snitt, og dette vil gi materide til maksmalt 100
andyser. Dersom blokken brukes optimalt til konstruering av Tissue micro array, er det mulig
ataut opptil 200 "ndebiopsier”, avhengig av sterrelsen pa tumor. Pa denne méten
mangecbbles antall analyser som kan utfares pa en parafinblokk med tumorvev.

Pa et enkdt snitt er det mulig & utfare immunhistokjemi pa et stort antall prever fratumorvev.
P4 denne méten kan en teste Ut og optimalisere nye antistoffer, prober og protokoller. Fordi
flere vevspraver blir anadysert pa et snitt, oppnds en hurtig evaluering av analysen som utferes.
Man sparer ogsa kostnader til reagensar og antistoffer. Det vil vage sma variagoner i
resultatene, som falge av at ale vevspravene behandles og farges under samme betingel ser
[50,51,55]. Here studier konkluderer med at det er god korrdlagon mellom bruk av TMA og
hele snitt. TMA er godt egnet som screening metode ved andysering av et stort antal tumorer

[52,53,54].

3.7 Immunhistokjemi.

Immunhigtokjemi kan vaare en teknisk komplisert andyse. Alletrinn i den prosessen & vevs
preparat g& gjennom er viktig for utfallet av undersekelsen. Fiksaringdtiden i formdin ber
vage ming 24 timer for sma preparat, og 48 timer for store preparat. Ufullstendig fiksering
ferer til a cdlene krymper. Dette gjar det vanskelig for parafinen atrengeinni cellene og
erdatte vann, alkohol og xylen under fremfaringsprosessen. Forsinket fiksering medfarer

autolyse av vevet som gjer det vanskelig & trekke konklugoner ved bedamming av
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fargereakgonen pa de immunhistokjemiske snittene. VVed & forlenge oppvarmingstrinnet under
antigen retrieva prosessen, kan resultat av forlenget fikseringstid kompenseres.

Det er en forde & benytte objektglass dekket med silan for aunnga a snittet Igsner helt dler
delvis ved oppvarmingen under antigen retrieva prosessen. Snitt som ska brukestil
immunhistokjemi bar tarke over natten ved 37 °C, og deretter en time ved 60 °C.

Snitt som er skéret bar ikke lagres ved romtemperatur i mer enn noen fauker. De vil etter hvert
tape en dd antigener. Dette gjelder spesidt kjerne antigen, som for eksempel @strogen reseptor.
Dersom snittene ska oppbevares over lengre tid bar de fryses. Vev som er innstgpt i
parafinblokker kan oppbevares ved romtemperatur uten a tape antigenitet.

Det er viktig &ikke bruke for tykke snitt til immunhistokjemi. Det ferer til uspesifikk farging

og enrisiko for a vevshiter lasner fra objektglasset under den immunhistokjemiske prosessen.
Ved bruk av monoklonae antistoff oppndes hay senditivitet og spesifisiteten kan forbedres med
en god rensemetode. Polyklonde antistoff gir hay senstivitet. En ny generagon av
monoklonae kaninantistoff gir hey spesifisitet og hey affinitet. @kt inkubagongtid gjer det
mulig & eke fortynningen av antistoffet og en far redukson av uspesifikke resksoner.
Endogenous peroxidase og pseudoperoks dase aktivitet sees ofte i vev som inneholder rede
blodiegemer. Dette finner en oftei myoglobin i muskdcdler, i cytokrom i granulocytter og
monocytter og i katalaser i lever og nyre. For @ minske uspesifikk farging under den
immunhistokjemiske fargeprosessen, behandles snittene med peroxidase blokkerings reagens

[70].

3.8 Microsatellite analyser

| en microsatellite anayse benytter en seg av microsatellite markerer, ogsa kjent som STR

(Short tandem repeets). STR er korte polymorfe DNA loci spredd over hele genomet. Dette kan
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for eksempel vage (CA....CA),,(CAG.....CAG),, dler (CATG...CATG) repetigoner. | en
microsatd lite analyse amplifiseres et microsatellite locus med PCR v.h.a. en fluorescensmerket
forward primer, og en umerket reverse primer. En LOH-studie sammenligner amplifiserte
microsatellite markerer fratumorvev, med de samme markerer fra normalt vev, hos ssmme
individ. Dette synliggjares ved at DNA franormdt vev viser 2 dlder av den heterozygote
microsatellite markeren. Dersom en gitt tumorpreve har giennomggdtt LOH, vil den eneav deto
dldene vise en lavere kurvetopp, dler den er hdt fravearende [65,66]. PCR amplikonene
separeres etter sarrelse med kapillagre ektroforese og det fargemerkede produktet identifiseres
med fluorescens detekgon.

Starrelsen pd hvert DNA fragment er kakulert ut fra fragmentets elektroforetiske mobilitet og
vil derfor vage avhengig av sekvenssammensettingen, i tillegg til antall basepar. Prave fra
normalt vev blir betraktet som en kontroll og sammenlignet med prove fratumorvev. Den
relaive forskjelen i hgyden pa kurvene som representerer deto dldenedlderatio, blir

utregnet for prave og kontrall. Alldic imbdance er ratio av dlderatio for norma preve og
tumor preve. LOH kakuleres ut fraverdien av dldic imbalance og karakteriseres ved at
betingelsene >= 1.5 dler =< 0.5 oppfylles.

Reproduserbarheten og presigonen av resultatene er av sarre betydning enn den spesifikke
lengden i antall basepar.

4. Materiale og metoder

4.1 Studiepopulasion
Testpersonene i studien er hentet fra en database med 932 pasienter. Databasen bestdr av

kvinner i dderen 22-95 & med diagnosen " Infiltrerende brystcarcinom”. Av disse er 54 %
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lymfeknute negative. Med det menes at det ved mikroskopering ikke er pdvist spredning av
tumorceller til de undersekte lymfeknutene.

De har dle vaat pasenter ved Stavanger Universitetssykehusi tidsrommet 1976-1995, og her
mingt 6 méneders oppfaging. Median oppfdging er 116 (6 - 318) maneder. Materidet er
formainfiksart, parafininnstgpt tumorvev og normat vev som er arkivert pa Avdding for
Petologi, Stavanger Universtetssykehus. Parafinblokkene er lagret ved 10-15°C.

Fraarkivet ble det hentet frem parafinblokker med normalt vev og blokker med tumorvev fra
120 padienter i databasen. Disse ble brukt til utvinning av DNA. Til isolering av normat vev
ble det brukt lymfeknuter fra de pasentene hvor dikt meteride var tilgjengdlig. Frade evrige
pasientene ble pasientdatabasen for Avd. for Patologi, SUS (Sympathy) brukt til &finne annet
tilgjengdig, cdlerikt normdt vev. HES (Hematoxylin-Eosin-Safran) fargede snitt fradle
blokker som ble brukt til utvinning av narmalt DNA ble mikroskopert, for & utelukke at det var
tumorvev tilstede. Det ble laget 10 TMA-blokker med tumorvev fra42 pasenter i hver,
tilsammen 420. 120 av disse var de samme som ble brukt til isolering av tumor DNA. Etisk
Komité, Helse Vest, Datatilsynet og Helsedirektoratet hadde pa forhand godkjent bruk av

pasentmateridet til gudien.

4.2 Isolering av DNA fraformalinfiksert, parafininnstegpt vev
For disolere DNA fra parafinsnitt ble ferst parafinen fjernet. Deretter ble cllene lysert dik at

cdleinnholdet blefrigjort. Til dutt ble DNA fdt i 98 % dkohol og sdt.

Det ble prevd ut 3 forskjellige metoder for disolere DNA av hay nok kvdlitet til at det lar seg
amplifisere med PCR teknikk. Metode 1: Konvengonel metode (Vedlegg 1), Metode 2:
Prosedyre fra Qiagen for isolering av DNA fra parafininnstgpt vev med " QlAamp DNA micro
kit” (Vedlegg 2) og Metode 3: Modifisert prosedyre for isolering av DNA fra parafininnstept

vev med ” QIlAamp DNA micro kit ” (Vedlegg 3).
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Det ble brukt primere for et fragment fra PTEN (286 bp) i PCR (vedlegg 4, for & konfirmere at
DNA isolert med de forskjellige metodene lot seg amplifisere. DNA isolert fra EDTA-blod ved
hjelp av " QIAamp DNA micro kit”, ble brukt som positiv kontroll pa PCR resksonene. Leica

dedemikrotom (Leica SM 2000R) ble brukt til &lage snitt fra det parafininnstepte vevet.

Etter uttak av vev til isolering av normat DNA ble det laget et nytt vev snitt fra blokken med
normalt vev. Dette ble brukt til mikroskopering for akontrollere a det ikke forekom

tumorceller etter uttek av snitt dypere ned i blokken.

Metode 1: DNA-isolert med konvensjonell metode.
For akunneisolere DNA fraen siarre mengde vev ble det benyttet en konvensondl metode.

Snittene ble avparafinisert med xylen og etanol. Proteinene ble deretter fordeyet i varme over
netten etter tilsetting av proteinase K og TrigEDTA -buffer. Nukleinsyrene ble til dutt renset
fra proteinase opplasningen.

Fra 20 blokker med parafininnstgpt normat mammavev ble det frahver blokk skéret 5 vev

Tnitt, tykkelse10 pm. DNA bleisolert etter protokall, (Vedlegg 1). Spektrofotometriske

mainger viste at det var rikelige mengder DNA i pravene.

DNA ble brukt til amplifisering av fragment (286bp). med standard PCR (Vedlegg 4). Etter
elektroforese av PCR produktet, viste positiv kontroll tyddig band (286lp) pa gelen, men

DNA franormat mammavev viste bare diffuse band og primer-dimers (figur 6).

Det ekstraherte DNA ble deretter renset ved hjelp av “ Qiagen DNA purification kit”.
Spektrofotometriske malinger viste & det var veldig lite DNA igjen etter rensing. Det bleikke

pavist anplifikagon av fragment (286bp) etter tandard PCR (vedlegg 4).
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Figur 6. Agarosege med band pa DNA fra positiv kontroll (286 bp) (red pil), og uten band pa
DNA fravevsprover.

M etode 2: Standard prosedyrefor isolering av genomisk DNA fra vev med
Qiagen,” QlAamp DNA micro kit ”

Metodepringppet for kit er lysering av cdller med Buffer ATL og Proteinase K. Lysatet
overfarestil en QlAamp Min Elute kolonne. Under sentrifugering av lysatet bindes DNA til
dlicagd membranen i kolonnen. DNA renses ved tilsetting av 2 vaskebuffere, AW1 og AW2,
med pafdgende sentrifugering. DNA utvinnes fra kolonnen ved tilsetting av dsH,O dler
Buffer AE.

Det ble plukket ut blokker med normalt lymfeknutevev fra 5 pasienter i databasen. Fradisse
ble det skéret vev snitt, 10um tykkelse, 510 mn’. Dette ble overfart til et eppendorfrer og
brukt til disolere DNA etter standard prosedyre fra Qiagen (Vedlegg 2). Spektrofotometriske
mdinger viste a det var DNA i pravene. Etter amplifisering av fragment (286bp) med PCR,
(Vedlegg 4), ble det ikke pévist band p& agarosegd etter dektroforese av PCR produktet.

Signdene var diffuse med sor grad av "smear” (Figur 7).
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Figur 7. Agarosegel uten band etter PCR med DNA isolert med metode 2. Red pil viser positiv
kontroll (286 bp).

Metode 3: Modifisert prosedyrefor isolering av genomisk DNA fravev med Qiagen”
QIAamp DNA micro kit”.

Metoden benytter de samme reagensene som” QIAamp DNA micro kit"[44].

PCR maskin ble benyttet til varmeinnkubering.

DNA fra 20 parafinblokker med normdt vev bleisolert (Vedlegg 3). Etter amplifisering med
PCR med primere for fragment (286bp), viste agarosegelen tydelige band pa de fleste DNA
prover isolert med denne metoden. Hgur 8 viser a de fleste pravene ble amplifisert med

primere for fragment (286bp) med denne metoden Noen av prevene har band med " smear” og

noen viser ingen band pd agarosegelen.

Figur 8. Agarosegel som viser tyddige bénd pa positiv kontroll (red pil) (286 bp) og tyddige
band pa de fleste DNA prever isolert med metode 3.
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4.3 PCR
PCR- maskin, Hexigene TC412 (Techne), ble brukt til dle PCR kjaringene.

Det ble brukt HotMaster™ Tag DNA Polymerase og HotMaster Tag Buffer (Eppendorf) i PCR

miksen.

PCR ble utfart etter standard prosedyre. (Vedlegg 4)

4.4 Laser mikrodisseksjon av parafininnstgpt tumorvev fra mamma

Leica Laser Microdissector (Figurl0) ble brukt til & skjeere ut populasjoner med tumorcdller fra
vev snitt [63]. Metode 3 (Vedlegg 3) ble brukt for isolering av DNA framikrodissekert vev
med " QlAamp DNA micro kit”. PCR med primere for fragment (153 bp) ble satt opp for &
konfirmere at det eksiraherte DNA lot seg amplifisere. Det ble tatt bilder av vev snittene far og
etter laser mikrodissekgonen (Figur 11 og 12). Leica dedemikrotom (Leica SM 2000R) ble
brukt til &lage snitt fra det parafininnstgpte tumorvevet. For & unnga kontaminering ble
knivbladet skiftet, og dedemikrotomen godt rengjort med stevsuger og cdlestoff, mellom hver
prove. Det ble skaret ett vev snitt, tykkelse 45um, fra hver blokk med tumorvev. Vev snittet
ble lagt pa et objektglass dekket med plastmembran, spesialaget for mikradissskgon
(Membran Sides Pen-Membrane 2.0 um, Leica). Det ble avparafinisart og farget ifalge
prosedyre. (Vedlegg 6)

30 ul buffer ATL ble avpippetert i det dpne lokket pa et eppendorfrer. Det dpne raret ble
plassert i en holder under snittholderen pa lasermikroskopet, dik a lokket med buffer vendte

mot vev snittet. Mikroskop og laser ble inndtilt. Nar en cdllegruppe ble skjaat ut med

laserstrlen, | zsnet den sammen med plastmemibranen fra objektglasset og fat ned i buffereni

lokket pa eppendorfreret (Figur 9).
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Figur 9. Skjematisk fremdtilling av laser mikrodissekgon.  Figur 10. Bilde av laser mikraskop.

Figur 11. Bilde av infitrerende ductd brystckarsnom fer laser mikro dissskjgon

Figur 12. Snitt frainfiltrerende ducta brystcarcinom etter laser mikro dissekgon.
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4.5 Konstruering av TMA (Tissue Micro array)

Manual Tissue Arrayer fraBeecher Instruments ble benyttettil alage TMA blokkene
(Fgur 13) [67].

En patolog hadde pa forhdnd mikroskopert HES fargede snitt fra hver parafinblokk med
tumorvev og den invasive front av tumoren med flest mitoser, var avmerket. Ved a
sammenligne snitt og tilherende vevshlokk, kunne det aktuelle omradet pa tumoren stanses ut
fra donorblokken.

TMA blokkene ble konstruert if@dge protokoll (Vedlegg 5).

Figurl3. TMA ingtrument fra Beecher Instruments.

4.6 Immunhistokjemi

Vev snitt (0.5-1.0.um) fra 10 TMA-blokker med til sammen 420 sylindre fratumorprever ble
brukt til immunhistokjemi. Snittene ble skéret pa dedemikrotom (Leica SV 2000R) og lagt pa
objektglass behandlet med silan. Automatisk farging av snitt ble utfert pa” Dako Cytomation
autostainer”[68]. Immunhistokjemi ble utfart ved bruk av monoklonde antistoff. Tabdl 2 viser
lokdisaring, klon og fortynning for de antistoff som ble brukt til immunhistokjemiske andyser

i denne oppgaven, gstrogen- og progesteron reseptor, p21, Ki67, CydinD1 og p42/44(pMAPK).
Dako Antibody Diluent, SO809, ble brukt til & fortynne antistoffene.
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For &minske bakgrunnsfargingen ble snittene farst behandlet med Peroksidase Blocking
Reagent (Dako Cytomation). ChenMate™ DAK O EnVison™ Detection Kit,
Peroxidase/DAB, Rabbit/Mouse (Dako Cytometion) ble brukt som visuaiseringsmetode.
Dette er en totrinns prosedyre der en farst innkuberer vev snittene med optimalt fortynnet
primagrantistoff frakanin eler mus. Deretter innkuberes de pa nytt med et peroksidase
konjugert polymer resgens. Til dlutt visualiseres reskgonen med ChemMate ™
DAB+Chromogen.

Dako TBS, tilsatt 0,05% Tween 20, ble brukt som vaskebuffer mellom de forskjdlige trinnene.
Antigen retrieva fremkom etter behandling i 3 min i trykk- koker. Hematoxylin (Dako
Cytomation) ble brukt som kontrastfarge.

Det ble gjort en semikvantitativ vurdering av de immunhistokjemiske snittene. Det ble utfart av
to personer uavhengig av hverandre. Resultatene ble sammenlignet og der hvor det ikke var
samsvar ble det gjort en ny vurdering ved bruk av stereomikroskop og diskugon i fellesskep.
Scoring av snitt med cytoplasmatisk farging ble delt inn i to grupper basert pa fadgende
kriterier.

Negative: < 1 % postive cdler og postive > 1 % pogtive celer.

Snitt farget med antistoff med kjernefarging ble ddlt i grupper med prosentvis positive tumor
celler etter fdgende skda <10 % posgitive celler, (11-50%) postive cdler,og > 50 %.postive

cdler.
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Tabdl 2. Immunantigtoffenes lokdisering, fortynning og klon.

Ioﬁ\gltiisséfif;g Antibody Clon Dilution CodeNo Company
Generelle ER 6F11 1/60 |NCL-ER-6F11 NCL
PGR PGR636 1150 M3569 Dako
Ki-67 MIB-1 1/100 M7240 Dako
MAPKsignalveil ARHI Rb polydond | 1/200 72112 Dr.Y.Yu
pa2/44 Rb mab 1/600 #4376 Cdl Signding
Cellecyklus p21 4D10 125 | NCL-WAF1 NCL
CyklinD1 SP4 12100 | RM-9104-S | NeoMarkers

4.7 Microsatellite analyse
Det ble utfart microsatellite andyser pA DNA fra 94 forskjellige pasienter. Andyser ble utfert

pa de pasientene hvor en hadde bade DNA fratumor og normalt vev som viste positivt signal

pa agarosegelen etter amplifisering med primere for fragment, (286bp) (jfr. isolering av DNA,
metode 3). Analyse av norma preve og tumor preve fra samme pasient ble utfart pardlet. Det
ble ogsa gjort tilsvarende analysering av DNA isolert fra EDTA-blod fra 10 vilkalige

personer. Disse ble brukt som referanseprever for aidentifisere de aktuelle toppene etter
kapillaarel ektroforesen, og som kontroll pa reproduserbarheten av andysen.

Markerene D152829, ARHI (TA-repetigon), D1S207, D1S430 og D1464 ble valgt ut fra
Genethon genetisk kart i NCBI [69] (Figur 14). Markerene som er valgt er ifdge NCBI
melom 70-85% heterozygote. Det ble satt opp PCR med primere for dle disse markarene med
5 DNA prever franormalt vev. Etter elektroforese av PCR produkt viste agarosegel ingen band

etter amplifikagon med primere for D1S2829 og TA repetigon i ARHI. Videre andysering ble
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derfor gjort med primere for markerene D1S207 (fragmentlengde, 140-172 bp), D1430
(fragmentlengde, 167-189bp) og D13464 (fragmentlengde, 101-121 bp).

Falgende fluorescensmerket primere ble brukt for markerene i PCR oppsett (Vedlegg 3):
D1S207,

(Forward CACTTCTCCTTGAATCGCTT, Reverse: GCAAGTCCTGT TCCAAGTCT)

D164,

(Forward GCCTAAATTTCTTACACATCCTAAC, Reverse: TGTTTTAAACACCACAAATAAATGT) ,
og D1430,

(Forward TCCAGATTTAGTGTCATTTCCC, Reverse: CACTTACAGTAACAAGOCOCAG

Geneandyzer 3130xI og Genemapper ®SoftwareVerson 3.7 (begge Applied Biosystems) [64]
ble brukt til fragmentseparering og LOH andysering.

PCR-produkt ble fortynnet og andysart pa Geneandyzer ifdge protokoll (Vedlegg 7).

GS500 Liz (Applied Biosystems) ble brukt som size standard. Separering av DNA fragmentene
ble utfert med polymer POP7 i 16 kanaer kapillazre ektroforese med lengde 36 cm.

Som en kontroll pa reproduserbarheten av analysen ble det andysart DNA frasamme
blodpreve i hver PCR kjaring. Den ble ogsa andysert som en kvalitetskontroll pa

fragmentsepareringen og andyseringen av LOH-data med Geneandyzer.
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Figur 14. Markerene D1S207, D1$430, D1464 pa kromosom 1p31, lokaisering pa Genethon
genetiske kart markert med rade piler [69].

4.8 Analyseproblemer og optimalisering av metode

Isolering av DNA

For &isolere normat DNA ble det brukt lymfeknutevev i cetilfeller hvor dette var tilgjengdlig.
Pa de gvrige pasentene ble det brukt annet tilgjengdlig cdllerikt vev.

PTEN er e tumor suppressor gen lokalisert til kromosom 10g23. Ved uttesting av DNA isolert
med de forskjellige metodene, ble det brukt primere for et fragment (286 bp) av dette genet i
PCR reakgonene. Det viste seg  vaae vanskelig afatil amplifisering av DNA isolert med
metode 1 og 2 med disse primere. For & vage garantert afatil amplifisering av DNA fra
formainfiksert parafininngtegpt vev, bar ikke fragmentene overstige 150bp [43]. En av
grunnene for a amplifiseringen midyktes med metode 1 og 2, kan vagre a fragmentet pa 286bp
var for langt. Etter PCR med DNA isolert med metode 3 (Vedlegg 3), viste agarosegelen

tyddlige band pa de fleste prevene. Noen av prevene viste band med ”smear” . Dette skyldes




rester av proteiner i DNA&t. De pravene som ikke viste band pé agarosegelen kan skyldes at

DNA var safragmentert at det ikke lot seg amplifisere med primere for fragment (286bp).

PCR

PCR med primere for mikrosatellite markerene ble optimaisart for afa et spesifikt produkt
som kunne andyseres pa Geneandyzer 3130x1. For afinne den optimae

primerkonsentragonen ble det laget PCR oppsett med DNA fra 5 normae vevspraver og 2 fra
tumorvev, med fortynningsrekke 1/10, 1/20, 1/50 av primer stocklzsning (100pmol/ul) for
markeren D1S207. Resultatet viste & PCR med primerkonsentragon 2 pmol/ul
(duttkonsentragion 0,1pmol/ul) gav tyddige bénd pa agarosegelen uten ”primer- dimer” band.
Dennefortynningen ble brukt til andysering med primere for dle markaerene. HotMaster™
Tag DNA Polymerase (Eppendorf) ble brukt i PCR reskgonen (Vedlegg 4). Ifdge produsenten
krever ikke denne polymerasen justering av magnesium konsentragonen fordi konsentragonen

i HotMaster Tag Buffer er optimaisert for dle ma DNA. If@ge produsenten er optimal
elongeringstemperatur 65 °C. For afa amplifisering av DNA fra mikrodissekert vev ble

temperaturen optimalisert fra 72 °C til 65 °C. Annedlingtrinnet ble forlenget fra 1 til 2 minuitter.

Laser Mikro Disseksjon

Det var noen ganger vanskelig identifisere de cellene som en gnsket & underseke. Ved &
mikroskopere et HES farget parafinanitt i et annet mikroskop, ble det gjort sammenligninger
med bilde av samme snitt i lasarmikroskopet. Pa denne méten kunne omradene med
cdllegrupper som infiltrerte fettvev og bindevev pekes ut. Det var ikke enskelig & famed
tumorceller med morfologi som kunne mistenkes & vagre DCIS (ductal carcinomaiin situ).

Omréder med stor grad av nekrose ble ikke skéret ut, og heller ikke omréder med mye
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leukocyttinfiltragion. For &fa et mest mulig representativt DNA fra tumorcellene, var det

enskelig aikke famed mer enn 10 % normae celler i det laserdissekerte materiadet.

Konstruering av TMA blokker

| denne oppgaven ble det vagt a stanse ut vev sylindere med diameter 2.0 mm. Ved avelgeen
sastor diameter er det starre mulighet for at vevshiten inneholder representativt materide,
kontra en sylinder med diameter 0,6mm. Det varierte hvor mye vev som ver igjeni
donorblokkene. Derfor var det en varierende lengde pa sylindrene som ble stanset ut. For &
tilpasse dybden av hullet i mottaker blokken, med lengden pa vev sylinderen, ble det brukt en
dybdestopper med varierende starrelse. PA denne méten ble sylindrene liggendei samme planii
TMA blokken.

Ved skjaging av snitt fra TMA -blokkene var det vanskdlig afa snitt hvor ale tumorsylindrene
var representert. Far et snitt skjaares fra en blokk ma den farst grovskjeares. Dette gjares for afa
den helt plan med kniven pa mikrotomen. Pa denne méten f&r en et snitt som inneholder dt vev
som er inngtgpt | blokken. PAgrunn av variagoner i lengden pavev sylindrene, var det viktig a
vage varsom med grovskjaging av TMA blokkene. Ved & grovskjegre for mye kunne att vevet
fraenkelte sylindere bli skjaat vekk, far det ble tatt ut et snitt. VVevet hadde ogsa en tendenstil
arulle seg sammen under skjagingen. Dette er et vanlig problem ved skjaging av snitt fraTMA
blokker med vev sylindere pa 2,0mm. En grunn kan vage a parafinen i mottakerblokken ikke

omdutter vev sylindrene sa godt [56].

I mmunhistokjemi

Ved manudl mikroskopering kan det vagre vanskdlig & vurdere fargeintensiteten pa
immunhistokjemiske snitt pa en standardisert méte. For & beskrive positiviteten pa snittene ble
det gjort en semi-kvantitativ scoring. Det ble farst gjort en subjektiv vurdering ved at 2
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personer scoret snittene uavhengig av hverandre. Resultatet fra hver av scoringene ble deretter
sammenlignet. | detilfellene hvor det var uenighet ble det konkludert etter diskugon.

Det er ikke tatt med resultater pdimmunhistokjemisk anayse med antistoff for ARHI. Disse
antigtoffene var tilsendt fra'Yinhua Yu, M.D. Anderson Indtitutt, Houston; Texas, USA. De var
dessverre blitt gdelagt under trangporten og andysene viste A darlige resultater a det ble

frarddet av Dr. Y. Yu &bruke dem i studien.

Microsatellite analyser

Det bleisolert DNA franormalt vev og tumorvev fratilsammen 120 pasienter. Etter uttesting
av kvaliteten pA DNA var det 94 kasus hvor DNA fra bade tumorvev og normdlt vev lot seg
amplifisere. Paen dd av prevene var det vanskdlig afatil amplifisering av DNA frabéde
tumorvev og normat vev, i PCR oppsett med primere for mikrosatellite markerene D1S207,
D15464 og D13430. | de flestetilfdlene var det vanskelig damplifisere DNA isolert fra
tumorvev. Det ble brukt mye DNA ved optimaisering av PCR med primere for D1S207. Dette
resultertei at det ikke var nok DNA til & bruke pa uttesting av primere for de andre markarene.
Det er derfor faare prover med resultat for markerene D1S464 og D1430 (Tabdl 3)

Ved avlesning av toppene som fremkom etter separering av fragmentene framicrosatelite
andysen med markar D1S207, ble det observert flere kunstige topper (stuttere) i etterfalgelsen
av den virkdige toppen (Figur 15). Disse toppene er en fadge av polymerasens ufullsendige
replikering av DNA tréden. Tag polymerasen har ikke noen korrekturlesing og kan derfor
"glemme’ & sette inn noen basepar pa enden av noen trader. Disse biproduktene er 1-4
repetigoner kortere enn den egentlige toppen og er mest fremtredende ved
dinuklectidrepetigoner fordi lengre repetigonsenheter vil produserer faare” duttere’. Antall
topper og intendteten av dem er proporgona med antdl repetigoner i PCR produktet. Stuttere

er vel karakterisert og reproduserbare.



Figur 15. Topper karakterisert med stuttere Fragment franormalt vev (t.v.) og tumor vev
(t.n.) med primere for marker D1S207

Et annet fenomen som ble observert var topper som var delt pagrunn av 3'A nukleotid
vedheng utenfor templatet, ogsa kat "plus A” vedheng (Figur 16,17). Fenomenet er locus
avhengig og pavirket av reskgons betingelser. Bade stuttere og "tail A” kan gjere det vanskelig

Aidentifisere den virkelige toppen [65].

Figur 16. Topper karakterisert med "tail A” pavensre side av den egentlige kurven..
Fragment franormalt vev (t.v.) og tumorvev (t.n.) med marker D1430

Figur 17. Topper karakterisert med "tail A”. Fragment fra normdt vev(t.v.) og tumorvev
(t.n.) med marker D15464

For markeren D1S207 ble det observert en kurveforskynning pa opptil 50 bp i DNA fra

tumorvev hos 10 % av pasientene. Dette gjorde det vanskelig & sammenligne kurvene fra

normalt vev og kurvene fratumorvev (Figur 18).
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Figurl8. D1S207 Fragment franormalt vev (t.v.) og fragment med forskjevet kurve i tumorvev
(t.h.).
Pa grunn av disse problemene ved aviesning av kurvene ble dei hvert enkdlt tilfelle identifisert

manudt og ikke ved hjep av dataprogram.

4.9 Statistisk analyse
SPSS 12.0 for Windows (SPSS, Chicago, USA) ble brukt til statistiske andyser. Kryss tabell

mellom LOH forekomst og klinide patologiske parametre ble laget og testet for signifikans
med Fisher's eksakt test og Pearson Kji-kvadrat test. ToSdet p verdier < 0.05 ble betraktet som
sgnifikant.

Grenseverdier (=T) som tidligere beskrevet ble brukt som fadgende: MAI (T <10 dler T>=10),
cydlin D1 og Ki-67 (T <10 %, 10 % =< T< 50 % og T > 50 %), p21 og p42/44 (positiv og
negdiv), LOH (jadler nel).

Recurrence- free surviva (RFS) var tidsperioden fra primaatumor ble diagnogtisert og frem il
et eventudlt tilbakefd| av sykdommen i form av fjerne metestaser. Frisk og i live dler ded av
andre &saker, uten lokale dler fjerne metastaser, regnes som en ikke-hendelse. Med en
hendelse menes, i live med fjern metastaser dler ded av andre arsaker med fjern metastaser.
Pasientene ble scoret etter den siste registrerte patol ogiske undersakel sen. K aplan-Meier

overlevelseskurver ble laget og sammenlignet med log-rank test.



5. Resultater

5.1 Microsatellite analyser

Tabell 3. Plassering av markerene pa Genethon genetiske kart (NCBI) og antall informative
prover for hver marker

Genethon
Gendtisk Totant. |Ant. % Ant.
Marker chromasom |y Pas. informative | informative |LOH | ¥ LOH
(NCBI)
D1S207 1pal 11760(cM)| 73 s 86 36 57
D1S464 1pal 10670(cM)| 40 5 87 16 46
D1SA30 1pal 11300(cM) | 38 3 60 17 74
Totalt 1pal &8 50 74

DNA franormalt og tumor vev fra 94 kasus ble brukt i PCR med primere for markerene
D1S207 og D1$430 og 76 ble brukt i PCR med primere for D1464.

Tabell 3 viser resultatet etter LOH andysering med primere for de forskjellige markerene. For
markeren D1S207 var det 73 (63 %) som ble amplifisart. Av disse var 63 (86 %) informétive,
dvs. a de ikke var homozygote dler hadde en kurveforskyvning, og 36 (57 %) av disse vide
LOH. For markeren D13464 var det 40 prover som ble amplifisert, 35 (87 %) var informétive
0g 16 (46 %) viste LOH. For D15430 var det 38 praver som lot seg amplifisere, 23 (60 %) var
informative og 17 (74 %) viste LOH. | gruppen totdt er det tatt med dle kasus hvor mingt en

av markarene var informative.




Tabell 4. Oversikt over prever med LOH resultat for alle markerene

11 20 4] 5| 6/ 7] 8] 91.10] 11] 12] 13] 14) 15] 16] 17/ 18] 19] 20| 21] 22| 23| 24] 25| 26] 27| 28] 29] 30| 31
D1S207
D1S430

D1S464

0s LOH
neg LOH
homozygot

kurve.forskj.

FraTabel 4 kan vi lese mangteret for LOH for dle 3 markarenei 31 praver. Det er bare tatt
med de kasus hvor det var informagon fradle markarene. Tabellen viser at i 71 % (22 av 31)
av de informative provene er det et ensartet menster hvor ming 2 av markerene er positiv ler
negativ for LOH.

Kontrollene som ble tatt med i hvert PCR oppsett viste gode paraldler. Allderatio pa

kontrollene med de forskjelige primere vise SD fra 0.04 til 0.20.

5.2 Immunhistokjemi pa TMA-blokker

Tabdl 5. Overskt over immunantistoff lokaisert til kjeren andysert pA TMA

Antigoff  %Tumor | Immunfarging | Immunfarging | Immunfarging
i TMA <10% 10— 50% > 50%
HES
ER 73 62 (20%) 14(5%) 229(74%)
PR 3 132(43%) 51(17%) 121(39%)
Ki67 80 192(57%) 111(33%) 22(7%)
p21 76 187(58%) 102(32%) 2(1%)
CyclinD1 & 60(17%) 94(27%) 191(55%)
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Tabdl 6. Immunantistoff lokaisert til cytoplasma

Antigtoff | % Tumor i | Immunfarging <1 Immunfarging > 1%
TMA % pogtive postive
PMAPK 77 72 (22%) 252(78%)

Tabell 5 0g 6 gir en oversikt over postivitet paimmunfarging med antistoff lokadisert til hhv.
kjernen og cytoplasma andysert pa TMA -snitt. Kolonne 2 viser prosentvis hvor mange av
sylindrenei TMAen som bade inneholdt tumorvev, og hvor vev sylinderen var representert pa
TMA snittet. | Tabdl 5 viser kolonne 3, 4 og 5 resultatet av scoring pa positiviteten for de
forskjdllige nukleszre antistoffene i antal og prosentvis. Tabell 6 viser positiviteten pa

immunantistoff lokaisert til cytoplasma



Figur 19-21 viser snitt med immunhistokjemisk farging pa et kasus med LOH pd 1p31.

St

Figur 19. Immunhistokjemisk farging med positiv reskgon pa antistoff mot estrogen reseptor
(tv) og progesteron (t.h.)

Figur 20. Immunhistokjemisk farging med negativ reskgon pa antistoff mot p21 (t.v.) og
positiv reskgon pa antistoff mot cydlin Dy (t.h.)

» “' £ o=
Figur 21. Immunhistokjemisk farging med positiv reskgon pd antistoff mot p42/44 (t.v.) og
positiv reekson pa antistoff mot Ki67 (th.).



Tabdl 7. Resultater etter SPSS anaysering med krysstabell for immunhistokjemisk farging
med antistoff mot p21, cydinD1, Ki67, p42/44, MAI10 og LOH pa 1p31.

LOH pa 1p31
Immunhistokjemi . .
Nei B | 29de p-verd
p21 negetive
i 3 13
< 10% posgtive 0007
p21 postive
>10% postive 4 16
cycdinD1 negéaive
<10% podtive 2 L
0,272
cydinD1 podtive
>10 % positive L=
Ki67 negative
» 7 2
< 10% pogtive 043
Ki67 pogtive
>10% pogtive 0 o
p42/44(MAPK)
i 4 6
<1% postive 0438
p42/44(MAPK)
> 1% postive 13 0
MAI <10 1 27
0,783
MAI >=10 7 xn

Tabdll 7 viser a det er en korrdlagon mdlom immmunhistokjemisk farging med LOH pa1p31
0g p21, men ingen korrdagon malom immunhistokjemisk farging med cydinD,, Ki67,
MAPK og LOH pa 1p31. Den viser a det heller ikke er korrelasion mellom LOH pa 1p31 og

MAI10.



Tabdl 8. Krysstabell mellom LOH pa 1p31 og immunhistokjemisk farging med p21.

Pearson kjikvadrat p-verdi = 0.007.

Totdt
. postive 1-
negative 100 %
Er det LOH .
P& 131 Nei 3 13 16
Ja 24 16 40
Totdt 27 29 56

Tabdll 8 viser krysstabdl med LOH pa 1p31 og immunhistokjemi med p21 antistoff. Det er en

sgnifikant korrelagion mellom disse variablene. LOH pa 1p31 medfarer nedsat p21 protein i

cdlene.

Tabd| 9. Krysstabel mellom immunhistokjemisk farging med p21 og Cydin D;.
Pearson kjikvadrat p- verdi= 0.000.

QIdln D;
<10% | 1050% | >50% | ‘ot
pogtive pogtive pogtive
cdler cdler cdler
p21 negaive %6 51 8 178
';’Olsgc‘)’ﬁ/o 7 29 o 130
Totdlt 53 80 175 308

Tabell 9 viser at det er korrelagon med snitt som er negativ for p21 og negativ for cydinD.
Tabellen viser ogsa a gruppen med snitt som har overekspresion av cydinD; er jevnt fordelt

mdlom gruppene som er positiv dler negativ pa p21.
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Tabdl 10. Krysstabdl mdlom snitt med immunhistokjemiske snitt antistoff mot Ki67 og
cydlin D1. Pearson kjikvadrat p- verdi= 0.000.

Cydlin D1

<10% | 1050% | >50% | To
postive postive podtive
cdler cdler cdler
< 10% cells 21 50 105 176
pasitive
Ki67 | 1050%
odlls positive 7 z 66 106
[0)
> 50 % cells 11 7 3 21
paoditive
Totdlt 7 0 174 | 33

Tabel 10 viser krysstabel mellom immunhistokjemi pd antistoff mot Ki67 og cydinD 1. Det er
gerk sgnifikens for omvendt korrdagon mellom Ki67 og cydinD4. En stor del av snittene

som har negaiv scoring pa Ki67 har positive scoring pacydinD 1.
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Figur 22. Kaplan-Maier overlevelseskurve for pasienter i gruppene MAI<10 og MAI>=10.
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Figur 22 viser overlevelseskurve for pasienter fra Stavanger database med lymfeknutenegative,
infiltrerende brystcarcinom. Median oppfaging er 116 (6 - 318) maneder. Etter 250 méneders
oppfaging er det 88 % i gruppen MAI < 10 og 76 % i gruppen MAI >= 10 som ikke har fét

tilbekefall.

6. Diskusjon

Vart hovedmd med disse studiene var & pavise LOH pa 1p31i tumorvev fra
lymfeknutenegative brystkreft pasienter og karrelere det med MAI som var mdlt i det samme
vevet. For dgjare en LOH andyse méite vi isolere DNA med god nok kvalitet til at det lot seg
amplifisere.

For aisolere DNA fra parafiningtept vev ble 3 forskjellige metoder testet. Metode 1 og 2 egnet
seg dalig til isolering av denne type vev. Amplifisering med primere for et fragment pa 286 bp
viste ingen band pa agarosegd etter elektroforese av PCR produktet. DNA isolert med metode
3 vigtetyddlige band pa agarosegd etter amplifisering. Vi vagte & bruke denne metoden til
isolering av DNA. Forsak har vist a med denne metoden gkes andelen DNA som lar seg
amplifisere og gjer det mulig & amplifisere lengre amplikoner [44]. Metoden er i tillegg
tidsbesparende, fordi den ikke trenger varmebehandling over natten.

Microsatellite markarene som er valgt for LOH analysen er lokalisert til 1p31. Dette er det
aktuelle omrédet hvor det med CGH teknikk er funnet en delesjon av DNA i tumorvev fra
invasve ductae brystcarcinom [22]. | microsatdllite analysen var det i enkdtetilfeler

vanskelig &identifisere den redlle dlele toppen. Kurvemengteret var veldig uregelmessig og
gjorde det vanskdlig a skille stuttere fra den redlle kurven. Det antas a dette skyldes
vanskdligheter med amplifisering av DNA fra formdinfiksert parafininnstegpt vev pa grunn av

rester av proteiner i DNA€. Microsatellite anaysen av DNA fratumorvev viste noen ganger
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en forskyvning av kurven pa opptil 50 bp, i forhold til kurven franormat DNA. Dette viser a
mange genomiske rearrangement i tumorvev gjer a det ikke dltid er likelett Atolke

resultatene fra dike andyser. Microsatdlite ingtability (MSl) er en fadge av a polymerasens
korrektur lesing har sviktet under DNA syntesen. Resultatet kan vagre at DNA fratumorceller,
som stammer frasamme vev, har forskjellig lengde pa microsad litene. Kurveforskyvningen
som vi har obsarvert kan vagre e resultat av DNA replikagonsfeil. For & bekrefte dler avkrefte
dette ma fragmentet DNA sekvenseres,

Det er pavist LOH pa 1p31i to tidligere studier paovarie og brystcarcinomer [23,24].
Konklugonen padisse er a& ARHI er i sentrum av en delegon pa dette dldet. | disse sudiene
er det brukt ovarie cancer cdlelinjer i tillegg til primaae ovarie cancere og primaae
brystcancere.

I LOH gtudientil Peng et al [24] antas det at det er brukt frosset materidei tillegg til DNA fra
celdinjer. Studien killer ikke mellom DCIS og invasive brystcarcinom. Sammenligninger

viser at i vart materide er det like stor prosent informative kasus, men prosent LOH er hgyere
for dle primere. | vér studie er det brukt DNA fratumorceller som er skéret ut med LMD og
det gir lite kontaminagon av normae celler. Det er brukt et selektivt materide fralymfeknute
negative "infiltrerende ductde brystcarcinom”. Denne type cancere har hey grad av
cdleproliferagon og invagivitet.

@strogen reseptor er en vel etablert prediktiv faktor for lang overlevelse uten
sykdomstilbakefal og gkt sannsynlighet for & ha utbytte av endokrin terapi. Steroid reseptor
andyser er sandard prosedyre for brystkreftpasienter og bestemmelse av gstrogen og
progesteron reseptor innhold i tumorvev, brukesi norske retningdinjer for adjuvant behandling
(vedlegg 7). Tabdll 5 viser a 20 % av tumorene i vart materide er negative for

@strogenreseptor mens 79 % er postive. For progesteron er fordelingen 56 % positive og 43 %



negative. En stor studie pa brystcancere [58] viser den samme fordelingen nér det gjelder disse
markerene. Dette viser a vart materiale er representativt.
KaplanMaier overlevelseskurve for pasienter fra Stavanger database viser at MAI10 er en god
prognostisk faktor for pasientene fra denne databasen (Figur 22). Kurven har samme form som
KaplanMaer overlevelseskurve for pasientene i sudien til Janssen et al (Figur 1).
| undersgke sen finner vi:
> Det e en sgnifikant korrelasion mellom LOH pa 1p31 og nedsatt p21 (p= 0.007).
> Vi finner ingen signifikant korrelagion mellom LOH pa 1p31 og cyclin Dy
(p=0,272), men i gruppen med LOH pa 1p31 er 64 % positive pacydinD 1.
> Resultatet av vére immunhistokjemiske andyser viser at det er en signifikant
korrdlagon mellom postive cydinD1 og negative Ki67.
> | gruppen med hay scoring pa positivitet for cydinD 1 er det lik fordeling mellom kasus

som er positive for p21 og de som er negative.

[ LOH palp31 |

p21 CIP /WAF1

R

PMAPK cyclinD,
?

Ki67/MAI

Figur 23. Skjematisk tegning som viser noen av virkningene LOH pa 1p31 kan hapa
cdleproliferagon.



Av Figur 23 ser vi en mulig virknigsmekanisme for p21 pa cdllesyklus ved &inhibere pa kinase
aktiviteten til cydinD; kompleksat. En mulig feedback mekanisme styrer balansen mellom
disse proteinene. Vi har vist & LOH pa 1p31 medferer nedsatt p21, men vi har ikke funnet
noen korrelagon med LOH pa 1p31 og cydinD ;. Disse funnene stemmer ikke med den
tidigere sudienttil Yu et al [23] hvor det er vig at i cdlekultur virket ARHI ekspregon
vekshemmende ved indukgon av p21  som igjen medferte nedregulering av cycdinD 4 promotor
aktiviteten. Vi fant en korrdlagon med lav p21 og lav cydinD 1. De pasientene som hadde okt
ekspreson av cydinD; var likt forddt mdlom gruppen som var positiv for p21 og negativ for
p21. Vare funn underbygges av to andre studier. | studien til Rosen et al [33] fant de at det var
en sgnifikant kardagon melom lav ARHI ekspregon og lav p21 ekspregon. De fant & 70 %
med lav ARHI ekspregon hadde hgy cydlinD; ekspregon, men denne omvendte korrelagonen
vigeikke gatistisk Sgnifikans. Wang et al [57] har funnet a i en gruppe med nedregulert
ARHI ekspregon var det en hayere ekspregon av cyclinD1.

Med immunhistokjemi er det vist at 82 % av kasusene i pasientgruppen fravéar database har
middds til gerk ekgoregon av cydinD1 0g 58 % har ingen ekspregon av p21.

In vitro forsek med Western blot andysering pa cdllekulturer fra brystcancer cdldinjer vise
en oppregulering av p21 nér cydinD 1 ekspresjon var indusert [66]. Dette viser at det er en
bdanse mdlom cydinD1 som en postiv regulator av cdle syklus og p21 som en negativ
regulator. En mulig mekanisme er at balansen mellom disse to proteinene reguleres av en
”feed-back” mekanisme hvor overekspregon av cydinD1 ferer til indukgon av p21. Padenne
méten aresteres cdlleproliferagonen og cdllene f& anledning til  differensiere. Dersom
eksgpregon av p21 oppherer som en fadge av LOH vil ikke lenger denne baansen
opprettholdes. Celer med gkt ekspregon av cydlinD 1, som fadge av amplifikegon, vil mangle

den nadvendige bremsen fra p21.



Vi fant korrdlagon melom forhayet cydinD 1 ekspregon og lav Ki67 ekspregon. Ki67 er en
kjent marker for prolifirerende celler, proteinet er til tedei cdlekjerneni dle fasene, ogsa
mitossfasen. Celler i hvilefasen, Go, har ingen ekspregon av Ki67.

Tidligere undersgkel ser viser a 40-50 % av dle invasive brystcancere har overekspreson av
cydinD4[59,60]. Havparten av disse kan skyldes amplifikagon av cydinD ; genet og den andre
halvparten kan skyldes stimulering fra aktivert estrogen. | vart materide er det en stor prosent
som er gstrogen reseptor positive. Denne type brystcancere er assosiert med hey differengering
og lav proliferagon.

Nedsatt ARHI ekspregon er forbundet med progregon av brystcancere [32,57]. Denne
nedreguleringen av ARHI kan vage en fage av LOH pa 1p31 dler en epigenetisk regulering
av gen ekspregonen [27,28]. Figur 23 viser en mulig mekanisme for & LOH pa 1p31 kan fare
til gkt cdlleproliferagon. Here studier har vist a overekspregon av cydlinD 1 farer til hemming
av cdlevekst og mye tyder paa dette kjer ved indukgon av p21 generert av cydinD 1 30,31].
Vi har pdvigt & LOH pa 1p31 har fart til nedsat p21. Manglende forekomst av p21 pa grunn av
LOH palp31 kan faretil at virkningen av overekspregon av cydinD 1, som fage av
amplifikagon, ikke blir ngytralisert. Dette kan medfare gkt proliferagon.

Det ble ikke funnet en korrdlagon mellom pMAPK og LOH. Det er vigt a ekspregon av ARHI
pavirker Ras/Raf bindingen og hindrer aktivering av MAPK ved fosforylering [35] (Figur 4). |
tillegg til Raf finnes det en rekke andre effektor proteiner som ogsa farer til aktivering av RAS

i MAPK kaskaden. Et av dem er P13K i AKT pathway. En manglende korrelagon med LOH
pa 1p31 og MAPK kan skyldes at dette og andre effektor protein ogsa pavirker MAPK
kaskaden og farer til aktivert MAPK. Det finnes forskjelige antistoff mot pMAPK til bruk i
immunhistokjemiske andyser. Vi har brukt det som er mest vanlig men det er mulig at et annet

antistoff hadde gitt andre resultater.
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Det ble ikke funnet noen korrdlagon mellom MAI10 og LOH pa1p31 i denne studien. |
dudientil Janssen et al (upublisert) ble det funnet en sterk korrdlagon mellom MAI og LOH. |
denne studien ble det ikke gjort sammenligninger av DNA fratumorvev og DNA franormalt
vev. Dette kan vagre en feilkilde ford personer som er homozygote vil bli regnet i samme
gruppe som personer med LOH. Resultatene vare viser a vi har flest informative kasus for
markaren D1S207. Ut fra Genethon genetiske kart (Figur 7) er dette den markeren som ligger
lengst vekke fra ARHI . For & bekrefte om en person har LOH er det enskelig med informagion
framingt to markerer.

| det videre arbeidet ma det gjeres flere microsatellite analyser med flere markarer. For afatil
amplifisering av DNA fraflere testpersoner, ma PCR optimaliseres for de markerene som er
brukt i denne oppgaven. Det vil davagre ngdvendig disoleres mer DNA, béde franormdt vev
0g tumor vev.

Det er ogsa gnskdlig a gjere immunhistologiske andyser pA TMA snittene med antistoff for
ARHI. Dette kan gi oss et hilde pa hvor mange av vare kasus som er nedregulert for ARHI og

en bedre pekepinn pa om ekspresion av ARHI pavirker MAL.
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Vedlegg 1

Konvensjonell metode for DNA-isolering av formalin-fiksert vev

Depar afinisering av snittene:
1 2xtilsgting av 1 ml xylene, vortexmiksing og sentrifugering i 5 min. Supernatanten

kastes.

2 2xtilsting av 1 ml etanol, vortexmiksing og 5 min sentrifugering. Supernatanten
kastes.

3 1 drdpe aceton tilsettes og det dpne reret innkuberesi varmeskap i 65 °C i noen fa
minutter.

Isolering av DNA:
1. Til hvert snitt tilsettes 100 pl Proteinase K fortynnet 3/100 med PK1 TrisEDTA buffer

(1mM Tris pH 8.3, ImM EDTA, 0.5%Tween 20).

2. Lesningen vortexmikses og innkuberes over nétt i 37 °C. Det er en forde at |@sningen
bearbeides mekanisk noen ganger og tilsettes mer proteinase K underveis. Pa denne
méten fordgyes proteinene bedre.

3. Lasningen kokesi 7 min., settes deretter pdisi 3 min. og sentrifugeresi 30 sek.

Supernatanten vil ndinneholde utfelt DNA.



Vedlegg 2

Standard prosedyre fra Qiagen for isolering av genomisk DNA fravev med
"QlIAamp DNA Micro kit”

1

2.

10.

1

En mikrotom rengjares godt med cdllestoff og knivbladet skiftes mellom hver prove.
Et vevsnitt, 5-10mm’” og 8-10um tykt, skjaeres p rengjort mikrotom og leggesi et
varmebestandig mikrosentrifugera (0,6p).

180ul ATL buffer tilsettes straks, og romtempereres

Tilsett deretter 20Ul proteinase K og vortexmiksi 15s

Lesningen sattesttil innkubering i en varmeblokk eler et varmeskap, 56 °C, over
natten.

Neste dag: Tilsatt 200ul AL buffer til [gsningen, vortexmiksi 15s. Det er viktig a
lzsningen blir helt homogenisert.

Tilsett deretter 2000l akohol (96-100%) og bland i 15s pa vortexmikser.

Innkuber [gsningen ved romtemperatur (15-25 °C) i 5 min. Deretter en kort
sentrifugering for a fjerne drdper painnsiden av lokket.

Ovefar lysatet forgktig til QlAamp MinElute kolonne og sentrifuger i et minuit
v/8000 rpm. Plasser kolonneni et reint 2 ml rar. Raret med gjennomstramningsvaesken
kastes.

QI Aamp MinElute kolonnen dpnes forsiktig, tilsett 500l AW1 buffer og sentrifuger
v/800 rpm i e minutt. Reret med gjennomstramningsvaesken kastes, og plasser
kolonneni et reint 2ml rer.

Gjenta pkt. 10 med tilsetting av AW2 buffer.
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Vedlegg 2, sde2

12. Kolonnen sentrifugeres deretter v/10000 rpm i 3 min for & terke membranen. Plastrer
med gjennomstremningsvake kastes.

13. Plassx kolonnen i e reint 1,5ml mikrosentrifugerer og tilsett 20-100 pl romtemperert
AE buffer dler destillert sterilt vann, midt pa membranen.

14. Innkuber i 5 min ved romteperatur (15-25 °C) og sentrifuger deretter v/10000 rpm i et
minutt. Gjennomstremningsvaesken i mikrosentrifugereret vil ndinneholde utfelt

DNA.



Vedlegg 3

Modifisert metode for ekstrahering av DNA v.h.a. Qiagen” QlAamp DNA

micro kit”

1. Etvev snitt5- 10mm?, 8 - 10um tykkelse leggesi et varmebestandiig
microsentrifugerar, 0,6 pl.

2. Tilsett 180 pl lysebuffer ATL og lesningen varmes opp til 98 °Ci 15 min. Avkjd
deretter til vearelsestemperatur.

3. Tilsett 20 pl Proteinase K og l@sningen vortexmiksesi 15 sekog innkuberesi 68 °Ci
45 min. Avkjd til vegrelsestemperatur.

4. Tilsett 200 pl buffer AL, vortexmiksi 15 sek. og innkuber i 72°C i 10 min. Avkjd til

vagel sestemperatur.

Videre prosedyre er lik standard prosedyre fra Qiagen. (Vedlegg 2)
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Vedlegg 4
Standard PCR-oppsett

PCR-miks:
1. 5pl DNA

2. 2ul (10x Hot master Gold buffer)
3. 05ul dNTP (10mMm)

4. 1,0l (2uM) Primer forward

5. 1,0 (2uM) Primer reverse,

6. 0,25ul Hot magter Taq (5U/u)

7. Fortynnes opptil 20 pl med dsH20.

PCR program:
Denaturering 96 °C i 5 min.

Hgklusr: A °Ci 1 min, 55°Ci 2min, 65°Ci 2min, had 70 °Ci 10 min.

PCR-produkt fortynnet 10/12 pl med Loading dye.

Elektroforese med 150 v i 25 min. i 0,5 TBE buffer pa 1 % agarosegel farget
med SYBR ® Gold



Vedlegg 5

Konstruering av TMA blokker med 6 x 7 vevssylindre, diameter 2.0 mm

1. Mottakerblokker, dvs. tomme parafinblokker (2.8 x 2.2) cm, stgpes og romtempereres.
Far staping av mottakerblokkene skjaares det sma firkanter i plastkassettene som skal
feste parafinblokken. Pa denne méten presses mer parafin gjennom plasten og fester
blokken bedre dik at den ikke lgsner S lett ndr det ska skjegres snitt.

2. Plastbrikettene varmes pa forhand i varmekammer i mingt 30 min. Deretter legges deii
en stgpeform som fylles godt opp med flytende pardfin. Etter avkja ling lgsnes de fra
formen, og inspiseres for sprekkdannelser i parafinen. Disse ma eventuelt kasseres,
Mottakerblokkene bar lages dagen far de skal brukes.

3. Padfingylindere, diameter 2.0 mm, stanses ut av mottakerblokken ved hjelp av red
utstansingsndl.

4. Vev sylindere, diameter 2.0mm, stanses ut med bla utstansingsnd, fra giverblokken.

5. Vev sylinderen plasseres i mottakerblokken i det tomme hullet etter parafinsylinderen.
Posigonen for den enkelte vev sylinder noteres pa et arbeidsskjema (Vedlegg9) med
giverblokkens histologinummer og &rtal. Her noteres ogsa eventudle bemerkninger
om den utstansede vev sylinderen.

6. Utdanang av parafinsylindere fra mottakerbl okken ber skje fortlgpende med
utstansing av vev sylindere. Maskinen har litt drift og dersam dle de tomme hullene er

laget pa forhand vil dette medfere problemer né&r vev sylinderen ska plasseresi hullet.
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Vedlegg 5, side 2

7. Ved hjdp av en dybdestopper (forskjellige sarrdser fadger med instrumentet) kan en
regulere hvor dypt hull en stanser ut framottakerblokken. Dette reguleres etter hvor
mye vev som & igjen i giverblokken.

8. Vev gylinderen plasseresi det tomme hullet i mottakerblokken. Siden vev sylinderen
har litt sterre diameter ma den presses forsktig nedi. Alle sylindrene ma vaere mest
mulig i samme plan som mottakerblokken. De ma ikke synke for langt ned ler stikke
for langt opp. Dette vil medfare problemer n&r det ska skjeeres snitt fra blokken.

9. En begynner a konstruere blokken fra det nederste hgyre hjarme, posigon A1

10. Sylindrene plasseres mot venstre pay-aksen (avstand 0.5mm) til posigon G1. Deretter
beveges nden tilbake til det nederste hayre hjare og nden flyttes en posigon (0.5mm)

pa x-aksen og sylindrene plasseres fortlgpende i posigon pa y-aksen A2-G2, deretter
A3 - G3 0sv, s arbeidsskjema (Vedleggo).

11. Til dutt plasseres kontrollene med normdt vev i posigon H langs X-aksen. 3 sylindere
med diameter 1.0 mm plasseres langs xaksen mellom radene med pasientpraver.

12. N& dle sylindrene er plassart legges den ferdige blokken med baksiden ned i
vameskagp (37°C) i 10 — 15 min.

13. Et objektglass presses forsiktig pa overflaten av den varme blokken for afaden jevn
og sylindrene mest mulig i samme plan.

14. Blokken legges deretter pavarm stapeplatei 5 - 10 sk og avkjdes deretter il
romtemperatur.

15. Leggesi fryser i mingt en halv time far det skjaares snitt.



Vedlegg 6

Deparafinisering og farging av snitt til mikrodissekgon.

M aterialer

Hematoxylin (Shandon ingtant hematoxylin, Thermo e ectron corporetion)
Eosn (Eosin'Y solution, dcohalic with phloxine B, Sigma Diagnostics)

Deparafinisering:

1. Xylene 20s 3 X
2. 100% etanal, 30s 2x
3. 95% etanal, 30s 2X
4. 70% etandl, 30s 2X

Fargingmed H & E — hurtigmetode:
5. HO30sek.

6. Hematoxyllin 1 min

7. H2030sek

8. Bluing agent (0.1 % NaOH ) 30 k.
9. 70%etanol — 30 sk

10. 95 % etanol — 30 =k

11. Eosinlasning 30s

12. 70 % etanol 30s

13. 95 % etanol 30s

14. 100 % etanol — 30 sek. Luftterkes



Vedlegg 7

Microsatellite analyser

PCR-produkt ettter amplifisering av DNA franormale vevsprever fortynnes ¥ med
HPL C-vann. PCR produkt etter amplifisering av DNA fratumorprever brukes
ufortynnet.

2,0ul av fortynningen tilsettes 23.0 pl nytint formamid og 0,5 pl Sze dandard

(GSB00 Liz, Applied Biosystems).

. Andyseres pa 3130x| Geneandyzer (ABI).



Vedlegg 8

Norske retningslinjer for adjuvant behandling ved brystkreft

NECCL resringsdinfor

ADJUVANT BEHANDLING VED BRYSTKREFT
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Vedlegg 9

Arbeidsskjemafor TMA blokk (6 X 7 praver)

TMA STAV

Blokk: 10/05

Prosjektnavn: LOH,Mammaprosjekt,Stavanger | Laget av: Irene

Prosjektansvarlig: | Emiel Janssen Dato:31/01.05

posison | A | B C D E |F G |H
1
2
3 *kontrol
4 *kontrol
5 *kontrol
6




