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Sammendrag
| den vestlige verden er endometriekreft den vamdigynekologiske kreftformen og

forekomsten er gkende. Det er ogsa den fierde bgppkreftformen hos kvinner i Norge. De
fleste kvinner som rammes av endometriekreft er 60eir, og risikoen gker med alderen. |
dag oppdages sykdommen tidligere enn fgr hos miarigeer og det gir gode muligheter for
helbredelse, men ogsa gkt risiko for overbehandiingvinner uten risiko for utvikling av
kreft. Utviklingen av endometrial karsinogenesemikomplisert og innviklet prosess der
mange ulike faktorer, regulatorer og mekanismdtes@n rolle. Gjennom forskning har
forstaelsen for denne utviklingen blitt bedre, neea er det mange ting vi ikke forstar eller

vet.

Malet med studien er a finne hvilken rolle PAX2, XDog PTEN, og flere microRNAs (mir-
183, 200C, 10B, 223, 205, 505, 29a, let7a, 101) h&Ri utviklingen av endometrial
karsinogenese. Om disse kan brukes som biomarkarfutsi prognose og om
proteinnivaet av COX2, PAX2 og PTEN kan bli forklat fra en korrelasjon mellom mRNA,
microRNA og protein nivaet. Derfor ble det gjortrimanhistokjemiske analyser og mRNA
analyser ved rtPCR for disse PAX2/COX2/PTEN. Dethnukt RNA fra formalinfiksert
parafininnstgpt vev fra pasienter med endometrpeiplasi. Immunhistokjemiske snitt fra
pasient praver med proliferativt endometrie og enelmie hyperplasi ble scoret pa to ulike
mater for & bestemme protein nivaet, samt at @egjoirt immunhistokjemi pa TMA snitt fra

183 pasienter med endometriekreft.

Det ble funnet at PAX2 inaktivering er en tidlignuelse, og at PAX2 H-score kan brukes
som biomarkar for & forutsi prognose av pasientesd endometrie hyperplasi, men at disse
resultatene trenger & bli validert far denne metdda brukes til rutinediagnostikk.
Scoringsmetoden for PAX2 trenger a bli forbedrettelsiden reproduserbarhet enna ikke er

optimal.

Masteravhandling i Biologisk Kjemi iv



Prognostiske biomarkgrer i endometrioid endometrial karsinogenese
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1. Innledning

| den vestlige verden er endometriekreft den vamdigynekologiske kreftformen og
forekomsten er gkende. | Norge har den aldersjesi@rekomsten av endometriekreft mer
enn doblet seg i Igpet av de siste femti arenes(Baper 100 000 i 1958 til 16.4 i 2009). Det
er ogsa den fijerde hyppigste kreftformen hos kviniNorge. Det totale antallet av
krefttilfeller av endometriekreft i Norge i 2009rvaa& 696, og fem ars relativ overlevelse var
83,5 % [1]. Vi ser en gkning i forekomsten av endtiekreft i de senere ar, mens

forekomsten av livmorhalskreft har gatt ned (fidjwr
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Figur 1: Oversikt over innsidens, mortalitet og ovelevelse fra 1965 — 2010 for
livmorhalskreft og endometriekreft i Norge.

De fleste kvinner som rammes av endometriekreftver 60 ar, og risikoen gker med alderen.
| dag oppdages sykdommen tidligere enn fagr hos mammner og det gir gode muligheter

for helbredelse men ogsa gkt risiko for overbehagdiv kvinner uten risiko for utvikling av
kreft. En langvarig pavirkning av det kvinneligegkjnshormonet gstrogen kan gke risikoen
for endometriekreft. Pa tross av denne pavirknirfgemange kvinner i dag moderne

gstrogenbehandling mot plager i overgangsalderenn® behandlingen gis i kombinasjon
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med hormonet progesteron. Progesteron motvirkeogest og beskytter slimhinnen i
endometrie mot kreftutvikling. Faktorer som hgyadilykk, diabetes, sen overgangsalder og
fa eller ingen barnefgdsler, kan gi gkt risiko dadometriekreft Livsstil som for eksempel
darlig kosthold, fedme, vektgkning og mangel pask/aktivitet er ogsa knyttet til

endometriekreft [2-5].

Det er i flere studier rapportert en gkt risiko éountvikle endometriekreft med gkende
kroppsvekt eller body mass index (BMI) [4, 6]. Oenttr 60 % av forekomsten av
endometriekreft skyldes fedme, og overvektige keirsom er diagnostisert med
endometriekreft har seks ganger sa stor risik@ fiw av sykdommen enn ikke-overvektige
kvinner [7, 8]. Leptin, er en sentral aktar i regulg av energibalanse og av kontroll av
kroppsvekten, men kan ogsa fungere som en vekstfakisse organer ved bade normal og
ved sykdomstilstander. Hyperleptinemia (et forhdegptin niva i serum) er et felles trekk ved

overvektige kvinner.

Leptin indusert funksjonell aktivering av COX-2J%K2/STAT3-, MAPK/ERK-, og
PISK/AKT avhengig, og induserer celleproliferasj@ndometriekreft celler. Noe som

indikerer at COX-2 kan veere en kritisk faktor i ftoevikling i endometrie [9].

PAX2 tilhgrer en familie av sammenkoblede boks gesoen er involvert i
transkripsjonsregulering under embryogenese. Gamebaktiveres ved hjelp av gstrogen og
tamoxifen i endometriale kreftceller, mens det ikkie aktivert i normalt endometriet, noe

som impliserer at PAX2 er en ngkkel regulator ftatgikling av endometriet.

PTEN tumorsuppressor genet er det hyppigst inatévgenet i premaligne og maligne
lesjoner i endometrioid endometriekreft. Ved brukiramunhistokjemi er PTEN protein ofte
vist som inaktivert i norske endometrioide endome&teft prgver, men mutasjoner har nesten
aldri blir funnet (upublisert data fra vart labanatim). Dette kan tyde pa at PTEN
proteinaktivering er forarsaket av epigenetiske amigmer. Hypermetylering er en plausibel
og mulig mekanisme, en annen mulig mekanismendiryiek av PTEN mRNA pa grunn av
microRNA binding. For eksempel har det blitt viasmiR183 og miR200c kan regulere
direkte.
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2. Problemstilling og hensikt med oppgaven

| denne studien gnsket vi & undersgke:

1. Hvilken rolle PAX-2, COX-2 og PTEN, og flere ma&RNAs (mir-183, 200C, 10B, 223,
205, 505, 29a, let7a, 101, 152) har i utviklinggreadometrial karsinogenese?

2. Kan PAX2, COX2 og PTEN protein- eller mRNA elegjons brukes som biomarkear for &
forutsi prognose av en pasient med endometrie pigmreller endometriekreft?

3. Kan proteinnivaet av COX2/PAX2 og PTEN bli fakl ut fra en korrelasjon mellom
mRNA, microRNA og protein niva?

Masteravhandling i Biologisk Kjemi
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3. Bakgrunn

3.1.Endometriekreft
Kreftformen endometriekreft dannes i slimhinneiviorhulen, endometrie. Det store

flertallet av endometriekreft er av typen adenokans. Denne kreftformen oppstar i celler
som produserer og utsondrer slim og andre vaesk®B2 presenterte Bokhman en dualistisk
modell av endometrie tumorgenese som var baséstmsk observasjon og klinisk-
patologisk korrelasjon [10]. | denne dualistisked®iten falger kreftftormene ulike biologiske
mekanismer, der de er delt inn i type 1, endomietkeeft, og type 2, ikke - endometrioid
kreft.
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Figur 2: Oversikt over uterus. Endometrie er innerde lag med epiteliale celler.
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Bilde 1: Histologisk oversikt av uterusveggen.
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Type 1 endometriekreft utvikles fra normal til pfetativt endometrium via endometrie
hyperplasi til invasiv karsinom. Denne kreftformamfatter ca 80 % av alle nydiagnostisert
endometriekreft. Type 2 kreft oppstar ofte fra fistloendometrie i eldre kvinner og oppfarer
seg mye mer aggressivt. Utvikling fra normalt tilignitet kan ta rundt 30-40 ar og
prosessen falger en trinnvis oppbygning av endringelluleere regulatoriske veier som fgrer
til uhensiktsmessig cellevekst [11]. Endometriandl@metrial kreft er vanligvis diagnostisert
pa et tidlig stadium, FIGO (The International Fedien of Gynaecologists) stadium 1 og 2,
der kreften fortsatt er begrenset til corpus utgrdermed er muligheten for helbredelse hgy.
Likevel ser vi at en av tre kvinner dar av sykdomreelv om kreften er diagnostisert pa et
tidlig stadium [12].

Siste revisjon av graderingssystemet er FIGO2009;

FIGO 2009 Kirurgisk Graderings System for Karsinoemdometriet

IA Tumor begrenset til endometrie, ingenred& myometriets spredning

IB Tumor begrenset til endometrie, > %2 mybmes spredning

Il Cervikal stromal spredning, men ikkewgoendometrie

[IA- Tumor invaderer den sergse hinnen ellareagh omgivelser

1B Vaginal og / eller parametrial spredning

[IC1 Spredning til bekken lymfeknuter

[IC2 Spredning til para-aorta

IVA  Tumorspredning til bleere og / eller tarnmskiinner

IVB Fjernmetastasenkludertabdominametastaser obeller i lyskelymfeknuter

Tabell 1: FIGO 2009 Kirurgisk Graderings System forkarsinom i endometrie.

Dgdsfallsraten for endometriekreft i FIGO stadiw# @r hgy (20-80 % og hgyere). Selv om
sykdommen na blir oppdaget mye hyppigere ved atstg" tidlig stadium (FIGO stadium 1-
2) er dadeligheten fremdeles 5-15 % [13, 14] dgriftiar har dette veert stabilt [15, 16]. |
tillegg til FIGO graderingssystemet brukes i dagtdibgisk grad for & bestemme individuell
terapi. Dette har gjentatte ganger vist seg a waeprognostisk betydning [17, 18], men disse
vurderingene av grad er subjektive og den progsksstngyaktigheten og reproduserbarheten
er ikke alltid optimal [14, 15, 19]. Likevel refledeer histologisk grad ikke ngdvendigvis den
biologisk atferden til kreft [20].
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3.2.Endometrial kreftutvikling
Vogelstein og medarbeidere introduserte en molekylaglell for utvikling av ondartede

svulster som baserte seg pa utviklingen av kolateidenom til karsinom [21]. | falge denne
teorien, utvikler ondartede svulster seg gjennome&ke forlgperlesjoner med celluleer atypi
og arkitektoniske forandringer, der man stgterh§kkene dysplasi, karsinom in situ,
intraepitelial neoplasi og atypisk hyperplasi, aujig av det aktuelle organ.
Utviklingsprosessen av svulsten blir etterfulgteavtrinnvis ervervelse av ulike epigenetiske
endringer.

Til tross for den hgye frekvensen av endometrisitiype 1) endometriekreft, er ikke de
molekyleere endringene som bidrar til utvikling aggresjon fullt ut forstatt. De fleste studier
pa endometrie karsinogenese konsentrerer seg gendgiske endringer og forskjeller
mellom type 1 og 2 kreft. Det er fa studier vednaie onkogenesen fra proliferativ
endometrium hos unge kvinner, til fullverdig typerddometriekreft. Ofte er de basert pa et
lite antall pasienter. Som ved de fleste epitelmaddigniteter, er endometriekreft resultatet av
en opphoping av ulike genetiske og epigenetiskeirger i gener som regulere blant annet

vekst av celler.

Bilde 2: Histologiske bilder av endometriekreft. Type 1, endometroid andenocarcinoma
(til venstre) og type 2 papilleer sergs adenokarsimo (til hayre).

Et normalt premenopausalt endometrium er preget ayklisk mgnster av proliferative og
sekretoriske faser, som blant annet blir kontrobersteroidhormoner i ovariet, der det gvre
cellelaget blir avstgtt ved hver menstruasjon. ®syistemet blir forstyrret under endometrie
hyperplasi og kreft hvor endometriet blir ufullstiém avstett og genetiske endringer forblir i
cellene i basallagen [22]
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3.3.Epidemiologi og klassifikasjoner
Endometrie hyperplasi er en histologisk diagnose sppreget av spredning av endometrie

kjertler som gir en starre kjertel-til-stroma ragion det som er observert i normalt
endometrium[23]. Det er en utbredt sykdom med 34l€§janse for kreft progresjon. Det er
anslatt til & veere minst 200.000 nye tilfeller er den vestlige verden, og rundt 3000-5000
tilfeller i Norge [24].

3.4.WHO Kklassifisering
Det har blitt foreslatt mange forskjellige klassifsjonssystemer for endometrie hyperplasi,

men farst i 1994 aksepterte Verdens Helse Orggaisas klassifiseringssystem for
endometrie hyperplasier med 4 kategorier (WHO94}tdsystemet var basert pa en studie
() med bare 170 tilfeller [25] som hadde sammderale tilstedevaerelse av to kriterier;

kjerne atypi og kjertel kompleksitet.

De fire kategorier i klassifikasjonssystemet fodemetrie hyperplasi er enkel hyperplasi
(SH), kompleks hyperplasi (CH), enkel atypisk hypasi (SAH), og kompleks atypisk
hyperplasi (CAH). Disse varierer i sin progresjasikp med henholdsvis 1%, 3%, 8% og
29% [25]. Tabellen nedenfor viser antall tilfellem er involvert for hver kategori. Selv om
progresjonsrisikoen ser imponerende ut, er derblasert pa 13 krefttilfeller, og i tre av fire

underkategorier er det bare ett tilfelle.

Cancer Number of Number of

progression patients Progression
| | | cases
Simple 1% 93 1
hyperplasia
| Complex 39, - 29 1
| hyperplasia
Simple atypical 8% 13 1
| hyperplasia . |
Complex atypical 299, 35 10
hyperplasia

Tabell 2: Den statistiske grunnlaget for den WHO94lassifiseringssystem (Kurman et al
1985).
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WHO94 klassifiseringssystemet var en forbedringdigaidligere nomenklaturene, siden dette
systemet korrelerte til kliniske utfall, men dedtsgtiske grunnlaget er ytterst svakt. En annen
svakhet med WHO94 klassifiseringssystemet for eredoenhyperplasi er at det er subjektivt
og at det fokuserer pa cytologisk atypi. Dettedi@tisk trekket har i flere nyere studier vist
seq a veere darlig reproduserbart [26-30]. | tilleggelerer WHO94 darlig med molekylzer
biologiske funksjoner [31].

| praksis betydde innfaringen av WHO94 at allenkér med en kompleks hyperplasi eller
mer alvorlig stadium ble behandlet med en hysterektUt fra tabell 2 kan man lese at bruk
av WHO94 har fart til en enorm overbehandling, sidare 16% (12/77) av pasienter med en
kompleks hyperplasi eller mer utvikler kreft.

3.5.EIN klassifisering og D score
Morfometriske tilnaerminger til endometrie hyperplale utforsket pa slutten av 1970 og i

begynnelsen av 1980-tallet [32-35]. Morfometiskekisjoner er godt reproduserbare, noe
som star i kontrast til de subjektive mikroskopi&kieerier. | senere tid har morfometrisk
prognostisk D-score blitt utviklet ved hjelp av entketriekreft som endepunkt [36]. Helt fra
starten av har D-score blitt utviklet som en praiisk test for & forutsi fremtiden og
eventuell progresjon til kreft. Denne prognostigégten hadde ikke til hensikt & etterligne de
subjektive diagnostiske klassene i WHO94 klasssjiassystemet. Funksjonene til D-score
bygger pa en arkitektonisk (volum prosent strongaytoe overflate tetthet av kjertler) og
cytologisk (standardavvik av korteste kjerne aksetyr [36].

Uavhengige valideringsstudier av GLP fase 3 ody&A [37], Nederland [38] og Norge [39],
bekrefter at D-score har prognostisk verdi. D-s¢@eblitt implementert som en

rutinemessig diagnostisk og terapeutisk patologites rekke laboratorier i Nederland, Norge
og USA [40]. Omtrent pa samme tid som D-score blaipert, ble molekyleere tester anvendt
pa endometrie hyperplasier av Mutter et al. i Bosited & bruke genetiske klonalitetstester,
viste han at de fleste hyperplasier er polyklonaen at noen ble monoklonale. Endometrie
hyperplasier viser karakteristiske genetiske em@rirsom er bevart i pafalgende kreft [31, 41-
43]. Disse funnene stemmer overens med de erfarguge er gjort i flere epiteliale systemer,

og at godartede monoklonale premaligne lesjonatsatt for malign transformasjon.
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Figur 3: Klonal ekspansjon og multistep kreftutvikling. (G.L.Mutter;

www.endometrium.org)

Verdensledende gynekologiske patologer vurdertgaemmenligning av molekylaergenetisk
klonalitet og D-score. Denne sammenligningen \ast®-score korrelerte mye sterkere til
klonalitet enn WHO94 diagnoser, og at D-score vge ilmedre reproduserbart enn WHO94
[37, 44]. Nesten alle tilfeller med D-score > 1deNPS> 55%) er polyklonal, mens mange
(men ikke alle) tilfeller med D-score < 1 (eller 8R55%) er monoklonale. Innen 2000 var
det klart at de genetiske og morfometriske tilnaagane har identifisert en overlappende

gruppe endometriale lesjoner som kan utvikle ddgsit.

Den nyeste versjonen av WHO- klassifikasjonen (WBI@R) [45] bekrefter bruken av
WHO94, men erkjenner sine mangler. Den nye kldssjonen introduserer alternative
molekyleer genetiske og morfometrisk-baserte Endoenkttraepetelial Neoplasi (EIN)
klassifiseringen [46]. Det er ingen tvil om at @@t tiden er D-score som er den sterkeste
prognostiske faktoren for endometrie hyperplasin et er ikke alle patologiske laboratorier
som har morfometrisk utstyr tilgjengelig. Derfordakte Mutter et al. & "etterligne" D-score
ved a ta flere av de grunnleggende elementene-fieoe som har resultert i EIN

klassifiseringen.
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Denne klassifiseringen kan en na utfare ved tgelpt vanlig standard lysmikroskop.
Opprinnelig er EIN klassifiseringen foreslatt av tigernational Endometrial Collaborative

Group [26], og den beskriver tre sykdomskategorier:

1. Benign Reaktiv Hyperplasi (BRH).
Dette er en hormonavhengig, diffus lesjon som é&kbanale.

2. Endometrial intraepitelial neoplasi (EIN).
EIN er ved oppstart en lokalisert "klonal" sprednibet er monoklonalt og
neoplastisk. Med avanserte stadium, kan det blidifirse lesjoner.

3. Kreft.

EIN er en klinisk relevant diagnose som er memré fil direkte behandling. Den
prognostiske verdien av EIN ligger i kombinasjomerat det er lett & male morfometriske
funksjoner som kan brukes til & beregne D-scoréteQgares i et vanlig Haematoxylin &
Eosin snitt. EIN kan identifiseres ved subjektivdering av standard H&E fargede
histologiske snitt [44].

Denne type subjektive vurderinger er rimelig gagiroduserbare [47], men vurderingen av
D-score er imidlertid mye bedre reproduserbar [R4] grunn av dette har hyperplasi med en
D-score <1 blitt re-definert som morfometrisk EIRY]. Dette er virkelige neoplastiske
monoklonale lesjoner, og det er bare et tidsspdrianénange vil utvikle seg til kreft, dersom
de forblir ubehandlet. "Hyperplasi” lesjoner medlescore > 1 som ikke er neoplastiske,
polyklonale ikke-regressive og som er gstrogensede. Disse lesjonene bgr anses som
ufarlige og behandles deretter med for eksempejgateron/progestin. Den prognostiske
verdien av D-score overgar WHO2003 sin prognostiskedi kraftig. Dette ble bekreftet i en
fersk meta-analyse av 674 endometrie hyperplaséer 10-15 ars oppfalging (hasardratio: D-
score=45, WHO2003=7) [24].

10
Masteravhandling i Biologisk Kjemi



Prognostiske biomarkgrer i endometrioid endometrial karsinogenese

.

__— ENDOMETRIAL ——_

——

= —
—_— =

——  HYPERPLASIA __ —— 0o
e e
[;7 D-Score ]
= Z S
< 0-1 > < <0 =1 —
\K —— e T
R zr()gcstcroncJ
4 weeks .__Wi?gfif,f,,
A S Vaginal US,
[ Curettage ‘ -+/- microcurettage,
— 1x/2 years

e

[ T

1 ‘ Hysterectomy BRI SE
S - ; Usualj

follow-up

Figur 4: Behandlingsskjemaet for pasienter med enduoetriet hyperplasie.

Type 1 endometrial kreft falger den gstrogen-relatecien. Det virker som de oppstar i
bakgrunnen av uhindret gstrogenstimulering, sideardorbundet med endometriale
hyperplasier, har gstrogen (ER) og progesteron @RR)resjon, samt de er forbundet med
forhgyede nivaer av gstradiol i serum. Den vikédgatsaken til hyperestrogenism er endogen
overproduksjon av gstrogener pa grunn av fedmeedgnovulerende sykluser under
perimenopause og overgangsalder. | tillegg er gstret uhindret grunnet mangelen pa

progestin ved redusert ovarial produksjon.

Type 2 endometrial kreft fglger den ikke-relategtrogen veien, og det virker som de
oppstar i bakgrunnen av atrofisk endometrie. Dematitypen forekommer vanligvis ved en
hayere alder, ca 5-10 ar senere enn ved type Inwtdekreft. ER og PR ekspresjonen for
type 2 endometrial kreft er som oftest negatiwéredivakt positivt, og nivaet av gstradiol i

serum er ikke forhgyet.

Den hyppigste genetiske endringer ved endometfiebré® TEN inaktivering grunnet
mutasjoner, etterfulgt av microsatelitt instabtlidg mutasjoner av K-ras gigcatenin. PTEN,
K-ras mutasjoner og microsatelitt instabilitet esett som tidlige hendelser som oppstar i en
undergruppe av atypisk endometrie hyperplasi og tigtype 1 endometriekreft. Mens p53
mutasjoner er ansett som en sen hendelse sonuskier progresjon av omtrent 10-20% av
endometriekreft, de fleste av disse type 2. Derekydere patogenesen av endometriekreft er
fortsatt relativt darlig forstatt, men det er i dagj etablert at type 1 og type 2 endometrial

kreft falger distinkte genetiske veier.
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De prognostiske studiene som er gjort pa biomarkamedometrial karsionogenese er ofte
preget av en blanding av de forskjellige sub-typ@gyiee 1 og 2 sammen, plus alle FIGO
stadier til sammen) av endometrial kreft, men agsbave pasienttall

3.6.Biomarkgrer
Kunnskapen om kreft pa det molekyleere nivaet hasidee tidret gkt sterk etter en betydelig

forbedring av maten menneskelige svulster er kariart pa.

Biomarkgrer ble farst definert pa denne maten;
"Celluleer biokjemiske eller molekyleere endringemser malbare i biologisk media som

humant vev, celler eller veesker".

| dag inkluderer denne definisjonen ogséa biologisgenskaper og prosesser. Disse kan bl
objektivt malt og vurdert som en indikator pa noleraiologiske prosesser, eller som en
farmakologisk respons pa den terapeutiske intejgran. Kort forklart er biomarkarer
praktiske verktay og teknologier som kan gi ossbh@dinformasjon om prediksjon, arsak,
diagnose og regresjon, men ogsa utfallet av belmanaV sykdom. P& grunn av dette kan man
undersgke om de sier noe om prognose for overkevaBnsene for a danne metastaser og
valg av behandlingsform ved & koble informasjonenbdomarkarer opp mot klinisk data.

En prognostisk biomarkar spar utfallet av pasienten ved tidspetnkv diagnose uansett
terapien, mens gorediktiv markgar vil gi informasjon om hvor mye resultat niam forvente

av en terapi.

3.6.1.DNA-markgrer
Biomarkarer kan ogsa kategoriseres etter en malytnfor eksempel DNA, RNA, proteiner

eller metabolitter. DNA-baserte markgrer kan repnésre blant annet mutasjoner,
aneuploidy, tap av heterozygositet eller mikrosistteistabilitet, DNA methylering, viral

DNA eller genamplifisering.
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3.6.2.Protein biomarkarer
De to store klassene av muterte gener som biditaeftutvikling er onkogener og

tumorsuppressor gener. Disse genene er ikke baerteumen har ogsa store forandringer pa
grunn av metylering eller microRNA nivaet. Dissetarte genene kan pavirke den normale
syklusen i cellene ved a forstyrre de fire faseo@lesyklusen; G1, S, G2 og M. For at
celleveksten kan gke kreves det en forbedring gwoddéive faktorene og en utarming av de
negative faktorene. Nar et onkogen er mutert,dstiteinproduktene til onkogenet produsert i
store kvanta eller de har en gkt aktivitet. Praesom spiller en rolle i bade det 8 hemme
vekst og i tumordannelse blir kodet av tumorsupgegener. Protein biomarkgrer kan

pavises bade i serum og i vevspraver.

| kreft i andre typer organer, er molekylaere bickaaer sterke prediktorer for klinisk
progresjon av kreftsykdommen, og stadig nye mobekglbiomarkgarer er innfgrt som
prognostiske faktorer. For endometriekreft er mamgéekyleere faktorer som DNA Ploidy,
Microsatellitt instabilitet (MSI) og morfometriskanksjoner lovende, men resultatene er

sprikende og ikke-konkluderende for de fleste bidmeene.

3.7.PTEN - Fosfatase and tensin homolog
PTEN tumorsuppressor genet er det hyppigst inattévgenet i premaligne og maligne

lesjoner i endometrioid (typel) endometriekreft,[48]. Funksjonell inaktivering av PTEN
resulterer i gkt spredning og er forenlig med enelioi® hyperplasi og kreft som har blitt
bekreftet i knockout mus [49]. Ved at PTEN undedgr phosphoinositide 3-kinase (PI3K)-
AKT-mTOR signalvei, styrer PTEN veldig mange cedtuie prosesser. Dette inkluderer
overlevelse, spredning/proliferasjon, energi meliabw og celluleer arkitektur. | kreft er
derfor mange av mekanismer som styrer PTEN uttty&gdunksjoner endret. Disse
mekanismene inkludere transkripsjonsreguleringt-prasskripsjonsregulering akke

kodende RNA, post-translasjonelle modifikasjonepagein-protein interaksjonen [50].
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Figur 5: AKT er sentral i flere viktig prosesser; nedtrykk av PTEN vil farer til en

forhgyet aktivitet av AKT og dermed av proliferasjon, cellevekst og overlevelse.

Nylig har det monoklonale antistoffet 6h2.1 blittikt til rutine immunhistokjemisk
evaluering av PTEN aktiviteten. Dette bekrefteo@p til 83% av endometrioid type er
endometrial kreft og 63% av alle EIN lesjoner, €ER negative [48]. Et problem med PTEN
er at det er normalt uttrykt i proliferative enddnede kjertler og stroma, men uttrykk avtar i

normalsekretorisk syklus, noe som resulterer ialagit proteinuttrykk [51].

Mikrosatellitt instabilitet spiller ogsa en beskgad ekstra prognostisk rolle for P21 og
Survivin i FIGO - 1 endometriekreft [52, 53]. Videhar amerikanske studier vist at PTEN
ofte er mutert [54]. Ved bruk av immunhistokjemiREFEN protein ofte vist som inaktivert i
norske endometrioide endometriekreft prgver, metagjoner har nesten aldri blir funnet
(upublisert data fra vart laboratorium). Dette kgahe pa at PTEN proteinaktivering er
forarsaket av epigenetiske mekanismer. Hypermeathger en plausibel og mulig
mekanisme, og det er interessant og viktig hvitedegsa kan forklare inaktiveringa av P21,
P27 og andre proteiner. Videre er det viktig aifé um det er en relasjon mellom slike
eventuelle suppressor gen, hypermethyleringer ptinleeseptorer. | sa fall kan det gi en
molekyleer cellebiologisk forklaring pa endringésoisthold og livsstil i Norge, og den gkte

forekomsten av endometriekreft.
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Bilde 3: Eksempler pé kjertler positive for PTEN til venstre og kjertler negativ for
PTEN til hgyre.

3.8.PAX2
Det er vist at bade normalt proliferativt og norhsakretorisk endometrie generelt har et

sterkt proteinuttrykk av PAX2 (ved hjelp av IHC)ens hyperplasi har et varierende uttrykk.
Komplekse og atypiske hyperplasier, og karsinonagisharre sannsynlighet for a ha et
fullstendig tap av PAX2 uttrykk ved bruk av immusitukjemi. Tap av PAX2 synes a
forekomme tidlig i utviklingen av endometriale ftadier. Dette kan vise seg nyttig i enkelte
tilfeller der en diagnostisk marker kan brukesdakille normalt endometriet fra komplekse
og atypiske hyperplasier, og karsinomer av lav-gkaanplett tap av PAX2 proteinuttrykk er
gkende med gkende alvorlighetsgrad av hyperplgsidelvis tap av PAX2 uttrykk oppstar i
normalt endometrium, men i mindre grad av vevehaog sjeldnere enn i enkel hyperplasi.

En av fordelene med PAX2 er at proteinuttrykkeldgist er borte i bade normal proliferativt
og sekretorisk endometrium, slik som proteinuttryiklP TEN kan veere. PTEN er uttrykt
bade cytoplasmisk, nuklezger og i stromale cellemiBanligner man proteinuttrykket til
PTEN og PAX2, er det lettere a vurdere proteiniitey til PAX2 pa grunn av den tydelige
kjernefarging.
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Bilde 4: Eksempler pa kjertler positive for PAX2 til venstre og kjertler negativ for
PAX2 til hgyre.

3.9.COX2 - cytochrome c oxidase subunit ||
Steinbakk et. al gjorde en av de mest omfattengtiestier det immunhistokjemiske

proteinuttrykket av flere biomarkgrer ble analysemdometrie hyperplasier. Disse ble
korrelert med klinisk utfall (progresjon til kraftapet av oppfalgingsperioden). Resultatet av
denne studien viser at den morfometrisk prognastidtscore og COX2 har selvstendig
ekstra prognostisk verdi som overskygger andredjamer som blant annet 2003 WHO og
EIN klassifikasjonene. COX2 negativitet er assasiexd hay kreft progresjon risiko. Disse
resultatene kan synes a vaere kontroversielle ofdrtil teorien om at den biologiske rollen til
COX2 som en sen faktor i endometrie karinogeneS&X2 har flere roller, og de

mekanismene og samspillet mellom disse mekanismesitort sett ukjent.

Det som er interessant er at Lu og Broaddus [56] &a stor serie av endometroid
endometriekreft funnet COX2 metylering i den enkrdhelen. Dette innebaerer vanligvis et
redusert genuttrykk og som antyder at COX2 oveykitikke er en viktig mekanisme i de
endometroide svulster. De fleste studier pa endaoeketft har funnet tilsvarende hgyt
ekspresjonsmgnster av COX2 (60-92% positivitet).

Leptin-indusert funksjonell aktivering av COX-2BkK2/STAT3-, MAPK/ERK-, og
PI3K/AKT avhengig, og induserer celleproliferasjandometriekreft celler, noe som
indikerer at COX-2 kan veere en kritisk faktor i ftoévikling i endometrie [9]. Hyppig inntak
av hay glykemisk mat kan ogsa veere viktig, sideredéorbundet med regelmessig hgyt

insulin og insulinvekstfaktor topper (som kan loiferret ved insulinresistens). Siden mange
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av kroppens celler inneholder insulin reseptoren &an stimulere spredning, kan det tenkes
at et vestlig kosthold gir opphav til kontinuerhigperstimulering av for eksempel
endometrialeceller. Det er nylig blitt rapportetrhge baerere av en polymorfisme i insulin
reseptoren substratet-2 (IRS-2)-genet (assosiattinsalinresistens, fedme og type 2
diabetes) har en 4.87 ganger hgyere risiko foviklatendometriekreft [56]. Disse dataene
samlet antyder at dietter som rike pa hay glykemlskbohydrater og en livsstil med lite
fysisk trening er relatert til endometriekreft dglatte forhold kan effektueres av leptin,

insulin og insulinvekstfaktorer.

Bilde 5: Eksempler pa kjertler positiv for COX2 til venstre og kjertler negativ for COX2
til hagyre

3.10.RNA
RNA (ribonukleinsyre) er molekyler som er satt sagnmav fire ribonukleinsyreadenin(A),

cytosin(C), guanin(G) oguracil (U). RNAet er en kopi abNAet som brukes til & lage

proteiner av aminosyrer etter DNAets oppskrift. Magen uttrykkes lager enzymet RNA
polymerase en kopi av informasjonen i genet i fanmmessengerRNA (MRNA). | mRNA er
alle introner fiernet fra DNAet. Translasjonen aRNA foregar pa ribosomene og er selve

syntesen av proteiner.

Et av de siste og mest overraskende fremskritt forétaelse av de grunnleggende
mekanismene i genreguleringen, har veert oppdagaisaerncroRNA (miRNAs). Siden de ble
oppdaget i 1993 [57], har det veert en gkning oggrem flom av studier som beskriver deres
betydning i den celluleere fysiologien og patologiklicroRNAs erikke kodende, korte

enkelt tradet (18-22 nukleotider) RNA molekylernsbar en rolle i & regulere mengden av
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protein fra kodene RNA ved a pavirke deres stahitiy translasjons effektiviteten av mal
MRNA. De har blitt tatt med i en gkende rekke hiidke prosesser, herunder neoplasi. Nyere

studier viser at disse regulatoriske molekylen@eslvert i utviklingen av endometriekreft.

De er post-transkripsjonale regulatorer som biseégrtil komplementaere sekvenser pa mal
messenger RNA molekyler (MRNA), som vanligvis resglr i translasjons undertrykkelse
eller molekydegradering og stans pa protein ekgpress malgenet. Til nd har man klart &
identifisere over 1000 forskjellige microRNA molé&log teoretisk kan disse binde seg til
60% av alle mulige mMRNA molekyler. Forholdene melloMRNA og microRNA er
komplekse, siden et microRNA kan pavirke ekspresjpforskjellige mRNA molekyler
mens forskjellige microRNA molekyler kan pavirke dammen mRNAet. MicroRNA
molekyler er veldig stabile og det er rikelig agsk molekylene i mange menneskelige
celletyper. MicroRNA er derimot veldig vevsspeskikog er trolig involvert i de fleste

biologiske prosesser ved at de pavirker genreggeri.
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Figur 6: Forenklet bilde av hvordan microRNA blir | aget og eksportert til cytoplasma

hvor den kan binde seg til et mal mMRNA moleky[58].

Nylig beskrev Cohn et al. en mikroRNA profileringssie hvor de konkluderte med at
forskning pA miRNA, i et tidlig stadiet av endonigkreft, virker veldig lovende [59]. De
demonstrert miRNAs evne til a identifisere en kfeftotype, forutsi overlevelse, og evne til
identifisere kjente endret genene i endometriekkéétere beskriver de to microRNA
molekyler (mir-183 og mir-200C) som regulerer PTéikekte [60]
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3.11.Vevsmikromatriser
Tissue micro array eller vevsmikromatriser er patdbkker som inneholder vevsylindere fra

mange forskjellige pasientprgver. Instrumentet sonkes er et enkelt laboratorieinstrument.
En bruker to tynnveggede, skarpe, hule nalerdthase ut en parafinsylinder fra en tom
parafinblokk (mottakerblokk), og en vevsylinder &a pasientprgve med parafininnstgpt vev
(donorblokk). Diameteren pa nalene bestemmer heogv sylinderen som stanes ut skal
veere. Den kan variere fra 0.6mm - 2.0mm. Nalen lsarkes for a stanse ut vev sylinderen
har litt starre diameter enn nalen som stanseandfipsylinderen. Pa denne maten vil en sikre
at vev sylindere vil veaere tett omsluttet av parafém den plasseres i hullet i mottaker blokken.
Ved hjelp av to mikrometerskruer pa naleholderem, kalene beveges i X-Y retning med
eksakt presisjon. Pa denne maten blir vev sylimdplassert pa sirlige, rette linjer, og de

ferdige TMA-snittene kan screenes hurtig og systeka

Denne teknikken gir mulighet for & analysere odputihdre vevspraver i ett enkelt snitt.
Analyser pa TMA-snitt kan utfgres pa bade DNA, Rbi\protein niva. Dette kan veere bade
in situ hybridisering og immunohistokjemi. Det arkiverterralinfikserte parafininnstgpte
vevet som er brukt til & stille diagnostiske korstuner er et sveert verdigfullt og finnes i
begrenset mengde. Uttak av en vevsylinder fra eafiphlokk er en skansom mate & ta ut

materiale pa, og det gir minimalt med gdeleggefsdqd resterende vevet rundt [61].

Pa et enkelt snitt er det derfor mulig & utfgre imimistokjemi pa et stort antall prgver fra
tumorvevet. Pa denne maten kan en teste ut og aligame nye antistoffer, prober og
protokoller. Det oppnas en hurtig evaluering aviysen fordi den utfarer pa flere vevspraver
pa ett snitt. Man sparer ogsa kostnader til reaggemg antistoffer. Siden alle vevsprgvene
behandles og farges under samme betingelser Wiadet sma variasjoner i resultatene [62-
64]. Flere studier konkluderer med at det er enlgwdelasjon mellom bruken av TMA og
hele snitt. TMA er godt egnet som screening met@tkanalysering av et stort antall tumorer
[61, 65, 66].
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3.12.Immunhistokjemi (IHC)
Immunhistokjemi har fatt navnet sitt fra ordet "imni som refererer til de antistoffer som

brukes og "HISTO" som betyr vev. De refererer éhgrosessen der proteiner oppdages i
cellene i vevs snitt ved a utnytte prinsippet orargtstoffer binder seg spesifikt til antigener i
biologisk vev. Ved a vise ngyaktig hvor et gitt {gia ligger innenfor det vevet en
undersgker, har denne metoden en enorm fordel sidielh 1980-tallet har det blitt utviklet
immunhistokjemiske algoritmer som gir en mer ngigakimor diagnose i tillegg til den
morfologiske analysen. Man kan oppna en visualigeav en antistoff-antigen interaksjon
ved a benytte flere ulike direkte og indirekte nadeto Den mest anvendte metoden na er en
hgy sensitiv, to trinns peroxidase markert polymetode, der ett hgyt antall peroxydase

enzymer katalyserer nedslag av DAB substrat p&sther antigenet befinner seg.
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DIRECT METHOD INDIRECT POLYMER
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Figur 7: Direkte (til venstre) og indirekte (til hgyre) metoden for immunhistokjemi

Immunhistokjemi kan veere en teknisk komplisert gs@l Alle trinn i den prosessen en
vevsprgve gar gjennom er viktige for utfallet awlarsgkelsen. Fikseringstiden i formalin bar
veere minst 24 timer for sma preparater og 48 timrestore preparater. En ufullstendig
fiksering farer til at cellene krymper. Dette gt vanskelig for parafinene a trenge inn i
cellene og erstatte vann, alkohol og xylen undanferingsprosessen. Forsinket fiksering
medfarer autolyse av vevet som gjar det vansketigkke konklusjoner ved bedgmming av

fargereaksjonen pa de immunhistokjemiske snittene.
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For & unnga at snittene lgsner helt eller delvisofgpvarming under antigen retrieval
prosessen er det er fordel & benytte objektgladsetiened silan. Det er viktig at snittene som
er snittet ikke lagres ved romtemperatur i mer eoen fa uker. De vil etter hvert miste en del
antigener, og det gjelder spesielt kjerne antigener for eksempel gstrogen reseptor.
Snittene bar fryses ned dersom de skal lagre engré tid. Parafininnstgpt vev kan
oppbevares ved romtemperatur uten a tape antitgnidiet er ogsa viktig a ikke bruke for
tykke snitt til immunhistokjemi analyser. Det kasré til uspesifikk farging og en risiko for at

vevsbiter Igsner fra objektglasset under immunkjetai prosessen.

Ved & bruke monoklonale antistoff kan en oppnademsitivitet, og spesifisiteten kan
forbedres med en god rensemetode. Polyklonaletafiigsr hgy sensitivitet men ikke alltid

like god spesifisitet.

3.13.Primere
En primer er en kort sekvens pa 20-30 nukleotiogide er konstruert spesielt for a

gienkjenne en sekvens i eller rundt et gnsket métg&lomrade. Et primer-par kan vaere
designet for et spesifikt DNA/RNA omrade i en sfikkiart eller den kan veere spesifikk for
en gruppe proteiner/gener. De kan ogsa veere dpesthir arter med et DNA omrade hvor

felles egenskaper er lokalisert.

Et primer-par bestar av to nukleotidsekvenser figesiot DNA/cCDNA/MRNA/mikroRNA

trad i 5°-3 retning ("Forward-Primer"), og det amér designet for den motsatte,
komplementaere DNA traden i 3°-5'retning ("ReverseBr"). Nar disse er konstruert riktig,
vil de danne et "amplikon" i PCR prosessen. StgerpB amplikonet er avhengig av hvor stor
avstand det er mellom bindingsstedene til den "fwdi/og den "reverse" primeren. Det er
viktig at amplikon starrelsen ikke blir for langyrfda kreves lengre tid og hgyere temperatur i
hver syklus under PCR prosessen. Dette er spesi{ i real-Time PCR og det er anbefalt

at amplikon stgrrelsen er mindre enn 100-300 bp.

Utvalget av primere er sveert viktig og man bgraadyn til spesifisiteten av sekvensene,
smeltetemperaturen, prosent andel Guanin og Cymsileotider og selvhybridiserings

muligheten.
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3.14.Real-time PCR
Tidlig pa 1980 tallet ble PCR teknikken utviklet logr hatt stor betydning for forskning og

bioteknologi i de senere ar [67]. Uten PCR-teknikkadde ikke kartleggingen av det
humane genom og andre organismer veert mulig. Tk&nikar revolusjonert diagnostikken
innenfor blant annen rettsmedisin, kreftmedisinniasaytisk industri og fylogeni. Malet med
PCR er & kopiere en bit av en gen sekvens i fillstlelg mange kopier, slik at deteksjon er
mulig. Teknikken er sveert sensitiv, og har den éted at den ikke er avhengig av et

fenotypisk uttrykk som ofte kan variere innen samnuivid og art.

Kort forklart er prinsippet for en tre-trinns komsgonell PCR:

o Trinn 1. Oppvarming til 93-98 °C (denaturering).dbelttradet DNA splittes til to
enkelttrader.

o Trinn 2. Avkjgling til vanligvis 45—65 °C (hybridesing). To egendesignede
enkelttradet oligonukleotider, primere (ca. 20 Ipasg hybridiserer til hver sin DNA
trad (templat) i hver ende av malgenet. Oligonuliteme er komplementaere til
sekvensen de hybridiserer til.

o Trinn 3. Oppvarming til 72 °C (polymerisering), s@mDNA polymerases optimale
temperatur. DNA polymerase forlenger primerensrigleeved & koble sammen de fire
basenukleotidene (Adenin, Tymin, Cystin og Guaniktig rekkefglge slik at kopien
blir komplementeer til templatet. Adenin er komplenaer til Tymin, og Cystin
komplementaer til Guanin. | RNA blir Tymin erstatteéd Uracil.

Hver syklus (trinn 1-3) gjentas ca. 20- 40 ganggflere hundre millioner kopier vil tilslutt
veere i lgsningen. Kopieringen av DNA ved PCR skjeponentielt, og fra hvert templat blir
det dannet to kopier, som i sin tur er opphaveotilye, og sa videre [68]. Amplifiseringen
(kopieringen) foregar i sakalte mikro-rgr eller ner i spesielle maskiner (termosyklere) der
temperaturen justeres automatisk etter det progetraom er valgt av brukeren.

Real-time PCR er en modifisert metode av konvemdj&*CR som gir flere
anvendelsesomrader. Den viktigste forskjellen melkmnvensjonell og modifisert metode er
at Real-time PCR muliggjer kvantifisering av DNAgker i utgangsmateriale. Ved Real-time
PCR kan man direkte fglge med pa amplifiseringemavDNA/cDNA/RNA (amplikon).
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Figur 8 viser en amplifikasjonskurve fra en klaksisal-time PCR kjgring. Kurven viser
antall PCR-sykler pa x-aksen og fluorescensintenfia amplifikasjonen pa y-aksen.
Fluorescensintensiteten er proporsjonal med amyadimplifiserte amplikonkopier i
prevergret. Amplifikasjonsplottet viser to fasar,eksponentiell fase og en ikke eksponentiell
fase, ofte kalt plata fase. | lgpet av den ekspielnfasen dobles mengden amplikon for
hver syklus. Etter hvert som reaksjonen pagar tids komponentene (for eksempel DNA
polymerase eller primere) og dermed blir en elerefav dem en begrensende faktor.
Reaksjonshastigheten vil falle nar dette skjer @@wer i en platafase (syklus 28-40 i Figur
8). Fluorescenssignalet, ved de farste syklusemdug1-18 i Figur 8), vil veere pa niva med
bakgrunnsignalet (negativ kontroll), selv om des@ber skjer en eksponentiell gkning av
amplikon. Mengden amplikon ma overstige en tersketeshold Line, for at fluorescens kan
detekteres. Brytningspunktet for amplifikasjonslamog Threshold Line kalles Threshold
Cycle (CT), og blir angitt i syklusnummer [64].
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Figur 8: Amplifikasjonsplott for en positiv prave med Real-time PCR.
Syklusnummerene til reaksjonen er vist pa x-aksergg fluorescensintensiteten pa y-
aksen (grenn kurve). Figuren er hentet fra BioRad §9].
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4. Materiale og metoder

4.1. Studiepopulasjon
Testpersonene i studien er hentet fra en databad&484pasienter som har en eller to

histologiske prave(r) fra endometrie. Studien ee@bspektivt og populasjonsbasert arbeid
som inkluderer proliferativt endometrie, endomelyperplasi og endometriekreft praver.
Disse prgvene er fra pasienter som alle har vasi¢mizr ved Stavanger Universitetssykehus
mellom 1977-2004Alt pasientmateriale ved avdeling for patologkategorisert i en
database (Sympathy), og alle prgver som er tahsi®75 er inkludert i dette kodesystemet.
Fram til 1987 ble SNOP systemet brukt (Systematit@dnenclature of Pathology), mens
alle pravene som er arkivert etter dette har kdittet i henhold til SNOMED systemet

(Systematized NOmenclature of MEDicine).

Materialet er formalinfiksert og parafininnstapg, jparafinblokkene er lagret ved 10-15°C.
Fra arkivet ble det hentet frem parafinblokker édoruke pasientdatabasen for Avd. for
Patologi, SUS (Sympathy). Disse ble brukt til uhiitg av total RNA og til & lage snitt til
immunhistokjemi. Etisk Komité, Helse Vest, Datatilet og Helsedirektoratet hadde pa
forhand godkjent bruk av pasientmaterialet til ndREK nummer 2010/2664).

Totalt har vi brukt fullsnitt av kvinner med 75 (iiferativt endometrie, 36 pasienter med
endometrie hyperplasi. TMA blokker som ble lageteinolder 237 endometriekretft tilfelle.
For RNA-isolering brukte vi fullsnitt fra 65 tilfed med endometrie hyperplasi.

4.2.Immunhistokjemi for PTEN, COX2 og PAX2
Parafinsnitt med en tykkelse pa 4 um ble festettiglass dekket med Silan (S3002, Dako,

Glostrup, Danmark) og tarket over natt ved 37°Clegtter en time ved 60°C. Snittene ble
avparafinisert i xylene og rehydrert i en graderiessmed alkohollgsninger. Gjenvinning av
antigener ble utfart ved 120°C og et trykk av 1a8id0 mmol/L TRIS/1 mmol/L EDTA (pH
9.0) i 2 minutter under fult trykk, for det ble gok i 15 minutter for PTEN og PAX2. For
COX2 ble Dako Target Retrieval Solution S1699 bimkid samme temperatur og trykk.

Alle antistoffer ble uttestet i forkant av studieg alle snittene ble farget sammen for samme

antistoffet.
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Immunhistokjemi ble utfgrt ved bruk av en autometisargemaskin (Dako). Tris-bufferet
saltvann (S1968) 0,05% Tween 20 (pH 7.6) ble bsokt skyllebuffer. Endogent peroksidase
aktivitet ble blokkert med peroksidase blokkeringagens S2001 (Dako) i 10 minutter og
inkubert for 30 minutter med de aktuelle antisto&ePTEN monoklonalt antistoff, 1:300
(clone 6h2.1, Cascade Biosciences, Winchester, )MaaxX2 antistoff, 1:200 (clone kanin
polyklonal, cat. No 71-6000 fra Invitrogen, CamiarilCalifornia ), COX2 antistoff, 1:400
(clone 4h12, Novocastra Laboratories, Ltd). Alléistoffer ble fortynnet i DAKO
fortynningsmiddel. Immunkompleksene ble visualisexd hjelp av Peroxidase/DAB
ChemMate Envision Kit, Dako) og inkubert EnvisioRH rabbit anti-mus sekundaer
antistoffet i 30 minutter og deretter med DAB-chamyen i 10 minutter. Snittene ble sa farget
med hematoxylin som kontrast farging, dehydrertenogterte.

Hel snitt ble brukt for analysering av PAX2/COX2 BFEN i bade proliferativt endometrie
og endometrie hyperplasier. TMA ble brukt for algser PAX2 og PTEN i alle krefttilfelle.

4.3.Kvantitative analyser av immunhistokjemi
Kvantitativ analyse av det immunhistokjemiske Wkt ble gjort i et avmerket omrade pa

hvert enkelt snitt. Omradet er markert av en kisait patolog som valgte omradet med den
mest hgygradige delen av lesjonen. Alle snitt téimale en pasient ble analysert i samme
avmerkede omrade for alle immunfargingene. Degfue en semikvantitative vurdering av
de immunhistokjemiske snittene. Det ble utfgrt@pérsoner uavhengig av hverandre.
Resultatene ble sammenlignet og der hvor det ikkesamsvar ble det gjort en ny vurdering

ved bruk av stereomikroskop og diskusjon i fellegsk

PTEN og COX2 ble evaluerte som enten positive ekgyative. Ved & bruke stromalt PTEN
farging som positiv kontroll, ble PTEN uttrykkekjertler klassifisert som positivet der PTEN
ble uttrykt og negativt der PTEN ikke ga uttrykkfavge i kjertlene (helt bla kjertler, se bilde
4). Snitt som inneholdt en eller flere PTEN-nuktkjer ble scoret som negative selv om det |la

flere kjertler med PTEN uttrykk i samme omrade.

Videre ble fargingsintensitet ble gradert som Qyaie), 1 (svakt positiv), 2 (positivt), eller 3
(sterkt positiv) for PAX2, for hver fargingsintetedi ble det i tillegg vurdert prosentandel av
den intensiteten i det markerte omrade. Fra digsgevingene, ble en H-score beregnet som
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prosentandel av en fargingsintensitet ganger fatgesiteten. Derfor varierer H-score

poengsummen fra 0-300 (fargingsintensitet 3 i 1@@24alle celler i det markerte omrade)

4.4.0Optimalisering av Primere
Primere ble valgte ved & undersgke egenskapegtestkvensomradet ved & farst sette opp et

alignment i ClustalX. Dette gjorde vi for & se keilomrader som kan veere aktuelle. Det er

viktig at primerne er spesifikke slik at de ikke gpphav til uspesifikke bindinger.

Et BLAST sgk i NCBI ble gjort for & undersgke at devalgte omrade ikke representerte
intron-omrader. Dette er omrader som ikke vil Itrykt av mRNA. Dersom primerparet
ligger pa hver sitt exon (med intron imellom), ldat dannes to produkter. Amplicon fra

MRNA blir da kortere enn amplikonen fra DNA strenge

Siden primere kan binde flere steder er det vi&tigmnga repeterende sekvenser siden dette
kan gi opphauv til flere produkter. Det ble ogsaensdkt om primerne i primer-paret ikke
overlappet hverandre. Dette for & unnga komplemensakvenser mellom primerne og/eller
sekvensen ("loop-back"). Base rekken i sekvensknsjdkket for & unnga like baser i rekke,
og da spesielt med tanke pa Guanin basene. Deevaiyadet bgr ha en jevn sammensetning
av de fire basene for & gke spesifisiteten, og &imglen ene primeren binder bedre enn den
andre. Dette for & unnga at primerne for eksemgellikt smeltepunkt. Da vil effektiviteten

av den ene veere bedre enn den andre avhengiglkgrhannealing temperatur som er satt

for prosessen. Til slutt ble de siste 5 nukleotedsjekket for antall av G-er eller C-er, fordi

det er viktig at 3’endenikke inneholder mer entster eller C-er.

Primerne ble konstruertHrimer3ved at den utvalgte sekvensen ble lagt inn, saptteelle
spesifikasjoner (inkluderende, ekskluderende).ertgde alternativer ble gitt, hvor de gitte

kriterier var best mulig ivaretatt, og de som pabsgst ble valgt.
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Primere Sekvens (5-> 3) Lengde | Produkt starrelse
PAX2 forward TATGTTCGCCTGGGAGATTC 20 118
PAX2 reverse GAAAGGCTGCTGAACTTTGG 20

PTEN forward CCCACACGACGGGAAGACAA 20 63
PTEN reverse ACCACACACAGGTAACGGCTG 21

COX2 forward CGAGTACACCGACTACGGCGGA 22 83
COX2 reverse GGAGTCGCAGGTCGCCTGGT 20

Tabell 3: Primersekvensene og lengde for de tre uilgte gener

Primere Konsentrasjon Produsenteng Optimalisert| GC innhold i %
temp.[1C temp.[1C

PAX2 forward 10pM 57.3 54/567? 50
PAX2 reverse 10uM 57.3 54/567? 50
PTEN forward 10pM 61.4 61.5 60
PTEN reverse 10puM 61.8 61.5 57.1
COX2 forward 10puM 65.8 65.6 63.6
COX2 reverse 10uM 65.5 65.6 70

Tabell 4: Primerkonsentrasjon og primerhybridiseringstemperatur for de tre utvalgte
gener. Alle PCR reaksjoner ble pa forhand optimalisrt med hensyn til
hybridiseringstemperatur for primerene, og med hengn til primerkonsentrasjonen.

Alle PCR produkter ble analysert pa agarosegelen.

4.5.1solering av RNA og kvantitativ Real-Time PCR (qPCR for
formalin fiksert vev.

Alle snittene ble evaluert av en erfaren patolaggfa vurdert andelen av tumorceller i hvert
vev. Alle vev inneholdt minst 50% tumorceller i gidet valgt for RNA-isolering. Fem snitt
pa 10 um av hver prave ble snittet for RNA isolgribe 5 snittene ble lagt pa hver sitt
objektglass for a skrape av det valgte omradettesnMaterialet ble overfart til et mikrorar

og parafinn ble fijernet ved hjelp av xylen. Denelike cellene lysert ved hjelp av proteinase K
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slik at celleinnholdet ble frigjort.. Total RNA bisolert ved hjelp High Pure FFPE RNA
Micro Purification Kit (Cat.NO. 04 823 125 001, Rwg Basel, Sveits) i henhold til
protokollen fra produsenten (Se vedlegg 1). Faliketskontroll ble konsentrasjonen for alle
prevene analysert ved hjelp av et Nanodrop instniiffienermo Fisher Scientific, Waltham,
USA).

4.6.cDNA-syntese
cDNA pragver ble laget av 40 ng total RNA ved hjalphgy kapasitet cDNA RT Kit (Applied

Biosystems, Carlsbad, California), etter produsenf@otokoll (Se vedlegg 2). To uL
fortynnet cDNA (1:1,64) ble brukt sammen med QuBatt Sybergreen PCR Kit (Qiagen,),
til et endelig reaksjon volum pa 20 mL. Real-tin@RPkvantifisering ble utfgrt med en Light
Cycler 480 (Roche, Zirich, Sveits), der 10 mM awssfikke primere for PAX2 (Forward
primer; TATGTTCGCCTGGGAGATTC, Reverse Primer; GAABETGCTGAACTTTGG
), COX2 (Forward primer; CGAGTACACCGACTACGGCGGA, ®ease Primer;
GGAGTCGCAGGTCGCCTGGT) og PTEN (Forward primer;
CCCACACGACGGGAAGACAA, Reverse Primer; ACCACACACAGBRCGGCTG) ble
brukt og fem mM av GAPDH spesifikke primere (fordagrimer:
TCTTTTGCGTCGCCAGCCGA, revers primer. CGACCAAATCCGGEACTCCGACC)
(Eurofins MWG GmbH, Ebersberg, Tyskland).

A bestemme det relative uttrykksnivaet for hvert gein, ble den komparative Ct metoden
brukt. Ct verdien av malgenet ble normalisert ve@gedogen referansaCt = Ct
(COX2/PAX2/PTEN)-CT (GAPDH)). Den relative uttryk&r hvert mal genet ble beregnet

giennom likningen 2

4.7.microRNA analyser
Falgende microRNAs skulle bli undersgkt pa totaltRfika 32 pasienter med endometrie

hyperplasi: miR-10b, miR-29c, miR-101, miR-183, r#B0c, miR-205, miR-223 og tre
kontroll microRNAs U6 snRNA, miR-24, miR-26b. FADNA syntese skulle vi bruke
MIRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR, Polyadenytegy og cDNA syntese Kkit,
ekspresjon av de utvalgte mikroRNA molekyler skatiéles med hjelp av semikvanitativ-
rtPCR. Amplifisering skulle skje i en lightcyclel@®ed miRCURY LNA™ Universal RT
microRNA PCR, SYBR Green master miks i en fasteptgipsett fra Exigon.
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hsa- | hsa- | hsa- | hsa- hsa- | hsa- | hsa- U6 hsa- | hsa- | UniSp6 | UniSp3
mMiR- | miR- | miR- [ miR- | miR- | miR- | MmiR- | sSnRNA | miR- | miR- CP IPC
10b | 29c | 101 183 200c | 205 | 223 24 | 26b

hsa- | hsa- | hsa- | hsa- hsa- | hsa- | hsa- U6 hsa- | hsa- | UniSp6 | UniSp3
MiR- | miR- [ MiR- | miR- | miIR- [ miR- | miR- | sSNRNA | miR- | miR- CP IPC
10b | 29c | 101 183 200c | 205 | 223 24 | 26b

hsa- | hsa- | hsa- | hsa- hsa- | hsa- | hsa- U6 hsa- | hsa- | UniSp6 | UniSp3
mMiR- | miR- | miR- [ miR- | miR- | miR- | MmiR- | SnRNA | miR- | miR- CP IPC
10b | 29c | 101 183 200c | 205 | 223 24 | 26b

hsa- | hsa- | hsa- | hsa- hsa- | hsa- | hsa- U6 hsa- | hsa- | UniSp6 | UniSp3
mMiR- | miR- | miR- [ miR- | miR- | miR- | MmiR- | sSnRNA | miR- | miR- CP IPC
10b | 29c | 101 183 200c | 205 | 223 24 | 26b

hsa- | hsa- | hsa- | hsa- hsa- | hsa- | hsa- U6 hsa- | hsa- | UniSp6 | UniSp3
MiR- | miR- [ MiR- | miR- | miIR- [ miR- | miR- | sSNRNA | miR- | miR- CP IPC
10b | 29c | 101 183 200c | 205 | 223 24 | 26b

hsa- | hsa- | hsa- | hsa- hsa- | hsa- | hsa- U6 hsa- | hsa- | UniSp6 | UniSp3
mMiR- | miR- | miR- [ miR- | miR- | miR- | MmiR- | sSnRNA | miR- | miR- CP IPC
10b | 29c | 101 183 200c | 205 | 223 24 | 26b

hsa- | hsa- | hsa- | hsa- hsa- | hsa- | hsa- U6 hsa- | hsa- | UniSp6 | UniSp3
MiR- | miR- [ MiR- | miR- | miR- [ miR- | miR- | sSNRNA | miR- | miR- CP IPC
10b | 29c | 101 183 200c | 205 | 223 24 | 26b

hsa- | hsa- | hsa- | hsa- hsa- | hsa- | hsa- U6 hsa- | hsa- | UniSp6 | UniSp3
MiR- | miR- [ MiR- | miR- | miIR- [ miR- | miR- | sSNRNA | miR- | miR- CP IPC
10b | 29c | 101 183 200c | 205 | 223 24 | 26b

Tabell 5: Eksempel pa plate oppsett for micorRNA aalyse av 32 RNA prgver fra

pasienter med endometrie hyperplasi.

4.8. Statistisk analyse
SPSS 18.0 for Windows (SPSS, Chicago, USA) blethrustatistisk analyser. Data er

presentert som median med rekkevidde med mindretamroppgitt. Den Kolmogorov-
Smirnov test og visuelt figurene ble brukt til &teefor normal fordeling. Kontinuerlige data
ble analysert ved to-sidig t-test eller Mann-Whyttietest. Ekspresjon av de forskjellige
markgrer ble sammenlignet med hverandre i prolifgrandometrie/hyperplasi og kanser.
Videre ble markarene ogsa vurdert i forhold tilkdsfor kanser progresjon eller stabil
sykdom eller regresjon i alle hyperplasi tilfelleg i forhold til risiko for tilbakefall/dagd av

sykdommen i alle kreft tilfellene.
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5. Resultater
Totalt har vi undersgkt 349 endometrieprgver maaunhistokjemi for PAX2/COX2 og

PTEN. Videre har vi isolert og analysert 65 RNA@efra pasienter med endometrie
hyperplasi. Av de 349 pasientene er 75 av prolifgrandometrium, 36 hyperplasier og 237
krefttilfeller. | de 75 proliferative endometriepene ble alle fargingene vellykket. For de 36
endometrie hyperplasi tilfellene var lesjonen shittort i 6 tilfeller for PTEN, og i 8 tilfeller
for COX2. Av de 238 kanser tilfellene som det lalgdt TMA-blokker av, fikk vi PAX2
farging i 183 tilfeller.

Totalt ble det isolert RNA fra 65 pasientprgverjngeunnet for lite materiale eller for lav
RNA konsentrasjon etter isoleringen ble det enéedigtallet 55 praver. Av disse prgvene ble
det laget cDNA.

Aldersfordeling for de forskjellige grupper vardehde: for proliferativt endometrie var
gjennomsnittet 37,7 (rekkevidde 25-50); for endamadtyperplasi var gijennomsnittet 46
(rekkevidde 24-88); for endometriekreft var gjenmsmittet 66,2 (rekkevidde 32-92) (se figur
9).
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Figur 9: Boksplott som viser aldersfordeling i de érskjellig pasientgrupper.
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Analysering av PAX2 i alle tilfeller var godt remhaserbar. For & komme til en endelig score
matte en konsensus magte til i 41/183 tilfeller.r@@msnitt score for proliferativt endometrie,
hyperplasi og kreft var signifikant forskjellig freverandre. Figur 10 viser boksplott med
fordeling av PAX2 H-score i de tre forskjellige gpene; gjennomsnitt for PAX2 score i
proliferativt endometrie var pa 157 (rekkevidde4sR, for endometrie hyperplasi var
gjennomsnittet 114 (rekkevidde 0-235) og for endmm&reft var gjennomsnittet 55
(rekkevidde 0-215).
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Figur.10: Boksplott som viser PAX2 protein uttrykk i pasienter med proliferativt

endometrie, endometrie hyperplasi og endometriekref

Selv om det er mye overlapping mellom de forslgellgruppene viser boksplottet en tydelig
trend for en lavere H-score for PAX2 med en merignadiagnose. | pasienter med
proliferativt endometrie hadde 27 pasienter en elggihde pragve, 8 av disse pasientene fikk
diagnosen leiomyom. Den gjennomsnittlige PAX2 vendior disse pasientene var ogsa
betydelig lavere (131 vs 179) enn de 14 pasierdenrehadde blitt diagnostisert som normal i
oppfalgingspraven. For pasienter med hyperplasvhagsa analysert PAX2 H-score i
forhold til oppfalgingen, og trenden er den samfoepasienter som hadde regresjon av sin
sykdom, var PAX2 H-score mye hgyere enn for degpdésr som viste progresjon av sin
sykdom (136 vs. 63, p= 0.013).
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Figur.11: Boksplott som viser PAX2 H-score for paginter med hyperplasi med

oppfelging.

PAX2 H-score viste ingen signifikant forskjell igpanter med forskjellige FIGO stadier. Det
var det heller ingen signifikant forskjell i PAX2-store for pasienter med eller uten
tilbakefall av sin sykdom. COX2 og PTEN var positivesten alle pasienter med proliferativt
endometrie og det var ingen korrelasjon mellomenakspresjon for COX2, PTEN og
PAX2.

| 50 tilfeller med endometrie hyperplasi hadde &ilé PAX2 H-score og resultater fra rtPCR.
Disse resultater viste ingen korrelasjon. PAX2 RR@r heller ikke korrelert med oppfelging
av disse pasienter, og det var heller ingen kasyahamellom mRNA ekspresjon av PAX2
med COX2 eller PTEN. rtPCR for PTEN og COX2 vaildrekke korrelert med oppfalging
(regresjon eller progresjon). Av de 183 krefttikele fikk 18/183 tilbakefall eller dgde av sin
sykdom. For alle tilfeller hadde vi data for badeEN/p27/p21/p16/survivin/p63/p53 protein
uttrykket og data for hypermethylering for h(MLH1/B&F1a/pl16/p21/survivin. PAX2

proteinekspresjon viste ingen korrelasjon med daki®rene.

Dessverre fikk vi ikke muligheten til & analyseriemRNA molekylene , da leverandgren til
microRNA-platene har hatt problemer med levereeadiss
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6. Diskusjon
Malet med denne studien var & undersgke 1). Hvilkkba PAX-2, COX-2 og PTEN, og flere

microRNAs (miR-10b, miR-29c, miR-101, miR-183, miROc, miR-205, miR-223) har i
utviklingen av endometrial karsinogenese; 2). KAXP, COX2 og PTEN protein- eller
mMRNA ekspresjons brukes som biomarkar for a foputsgnose av en pasient med
endometrie hyperplasi eller endometriekreft; 3)naoteinnivaet av COX2, PAX2 og PTEN
bli forklart ut fra en korrelasjon mellom mRNA, miRNA og protein niva?

For & oppna dette malet, ble tilgjengelig litteragjennomgatt og eksperimenter har veert
utfart i laboratoriet basert pa innsamlet informasjDen falgende diskusjonen fokuserer pa

observasjoner og data innhentet under den ekspaetteedelen av dette arbeidet.

Utviklingen av endometrial karsinogenese er en K@ar og innviklet prosess der mange
ulike faktorer, regulatorer og mekanismer spillerelle i denne utviklingen. Gjennom
forskning har forstaelsen for denne utviklingerttiiedre, men enda er det mange ting vi ikke
forstar eller vet. Utvikling fra normalt til maligpet kan ta rundt 30-40 ar. Og vi ser i denne
studien at dette stemmer godt overens med utviirfga normal proliferativt endometrie til
endometrie hyperplasi tar omtrentlig 10 ar, ogteiklingen fra endometrie hyperplasi til
invasivt karsinom tar omtrent 10-20 ar. At det&ipass langt mellom de ulike stadier av den
endometriale karsinogenese gir oss gode muligfhatér oppdage og behandle pasienter pa
en adekvat mate. Dessverre mangler man fortsaé bimtnarkarer for & tydelig identifisere

de lesjoner med hgy risiko for kreftutvikling. Derfolir per dags dato mange pasienter med

endometrie hyperplasi overbehandlet med et kirlngisgrep.

Gjennom ulike studer har en funnet ut at COX2 éreagig av JAK2/STAT3-, MAPK/ERK-,
og PI3K/AKT, og induserer celleproliferasjon i emaetriekreft celler. Noe som indikerer at
COX-2 kan veere en kritisk faktor i kreftutviklingghdometrie [9]. Andre studier impliserer at
PAX2 er en ngkkel regulator, og at PTEN tumorsuggme genet er det hyppigst innaktiverte
genet i premaligne og maligne lesjoner i endomietiemdometriekreft. Noe som kan tyde pa

at PTEN proteinaktiveringen er forarsaket av epagiske mekanismer.
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| denne studien ser vi en tydelig trend der H-séoréAX2 blir lavere med en mer malign
diagnose. Den samme trenden ser vi hos pasienterageesjon av sin sykdom der PAX2 H-
score er mye hgyere enn for de pasienter sompistgesjon av sin sykdom. Dette kan tyde
pa at en hgy H-score for PAX2 gir bedre prognos@ésienten og at PAX2 fungerer som en
regulator som bremser kreftutviklingen i endometsamt at PAX2 ekspresjons kan brukes
som biomarkear for a forutsi prognosen til en pasiPax2-inhibering kan dermed anses som
en tidlig hendelse i den endometriale karsinogergse som passer med tidligere funn fra
Allison et al, (51) som beskrev at PAX2 partiefp farekommer i 18% normale endometrie
og at prosent andel med PAX2 gkte med gkt gradaignitet. Monte et al [70] fant
respektiv 36%, 71%, og 77% tap av PAX2 i normakkanser (=hyperplasi) og kreft, som er
mye mer enn vi fant. Forskjellen ligger nok mestarings metode mellom Monte et al og
0ss, Bildene de viser i artikkelen av PAX2 negatigede vi aldri scoret som negativ men
som en H-score av 280 (dvs 90% med en fargingsietrav 3 pluss 10% med en
fargingsintensitet av 1). De beskriver ogsa atgraei med bade tap av PTEN og PAX2 gker
med gkende malignitet noe som tyder pa en klorspakdering av disse kjertler. PAX2 ser
ut til & fungere som en tumorsuppressor gen i eediamm. PAX2 er en transkripsjonsfaktor
som regulerer andre gener som for eksempel ERBg&resom har vist & veere av

prognostiske verdi i endometriekreft [71].

Ved a sammenligne PAX2 H-score med de forskjeHitfeO stadiene fant vi ingen
signifikant forskjell. Det var eller ingen forskjelPAX2 H-score for pasienter med eller uten
tilbakefall av sin sykdom. PAX2 kan derfor brukesrsprognostisk faktor i hyperplasier, og
eventuelt i proliferativt endometrium, men den Kdee benyttes som prognostisk faktor i
krefttilfeller. COX2 og PTEN var positiv i nestelleapasienter med proliferativt endometrie
og det var ingen korrelasjon mellom protein ekgprefor COX2, PTEN og PAX2. Det var
ingen korrelasjon mellom PAX2 H-score og resultatea rtPCR fra de 50 endometrie
hyperplasi prgvene som ble analysert. Det var higlgeen korrelasjon mellom resultatene fra
PAX2 rtPCR og oppfalging av disse pasientene. Ingerelasjon ble funnet mellom mRNA
ekspresjon av PAX2 med COX2 eller PTEN. Dette kale tpa at PAX2 mRNA er stabile og
har en sen "turnover", eller at microRNA har betgdri denne prosessen og fungerer som en

brems i kreftutviklingen.

34
Masteravhandling i Biologisk Kjemi



Prognostiske biomarkgrer i endometrioid endometrial karsinogenese

Sammenligning av rtPCR for PTEN og COX2 viste hahgen korrelasjon med oppfalging

(regresjon eller progresjon).

For alle de 183 krefttilfellene sammenlignet vidiga vi hadde for
PTEN/p27/p21/p16/survivin/p63/p53 protein uttrykketdata for hypermethylering av
hMLH1/RASSF1a/pl6/p21/survivin. Denne sammenligemgiste at PAX2 protein
ekspresjon ikke korrelerte med noen av disse fakimr

Det er viktig & veere klar over forskjellen mellom ulike analysemetodene som er brukt i
denne studien for scoring av PAX2, PTEN og COXa&hdlysemetode 1 (Scoring_Baak) har
vi sett pa ett begrenset antall kjertler, mens arelysemetode 2 (Scoring_vaae_jaem) er det
antall kjertler i et avmerket omrade som er tattinizette kan da tilsvare ca 40 kjertler. Dette
kan gi utslag pa om scoren blir hay eller lav ogden blir positiv eller negativ. Dette kan da
fare til at disse analysemetodene ikke korrelerd merandre. | analyse metode 3 (RNA
isolering) blir ett enda stgrre omrade av vevetrtetd (50-60 kjertler), ved makrodissekering

blir det omliggende vevet rundt kjertlene (strorag$a tét med.

Ved for eksempel analysering av PTEN, som ogsaitwaeinuttrykk i stroma, kan en fa et
hayere ekspresjonsnivaet av mRNA enn ved scorifgTl&N pa immunsnitt hvor man bare
se pa endometrie kjertler. Siden de tre analyseaeet er sa forskjellige kan det vaere en
forklaringen pa hvorfor nivaene mellom mRNA og jintikke stemmer overens med

hverandre.

Vi kan konkludere med at PAX2 inaktivering er edlij hendelse. En kan ogsa konkludere
med at PAX2 H-score kan brukes som biomarker fordtsi prognose av pasienter med
endometrie hyperplasi, men at disse resultatengerei bli validert far denne metoden kan
brukes til rutinediagnostikk. Scoringsmetoden temdbli forbedret siden reproduserbarhet
ennd ikke er optimal. Eventuelt kan kanskje digiidedanalyse hjelpe til med & forbedre

reproduserbarheten for PAX2.

| det videre arbeidet er det ngdvendig a finne atigriunksjon av PAX2 i endometrium.
Dersom en biologisk funksjon av PAX2 er kjent kattel eventuelt fare til et nytt target for

endometrie hyperplasi behandlingen.
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Vedlegg 1

High Pure FFPE RNA Micro Kit

Experimental Overview

Place deparaffinized section In a

reaction tube
A G0l Tssue Lysks Butfer
L a—| and 10 pl ':ﬂt-SDE”_|
| Voriex 3 x & s and spin dowr |
k 4—| Add 30 pl Proteinase K |

Viortex 3 = & 5, spin down and
Incubate for 3 b at 55°C

Add 200 pl Binding Buffer
Jr | and 200 pl ethanol, abs.

Vortex 3 x 4 5, 5pin down, and plpet
the lysate Into the upper resenvolr of a
High Pure Micro Filter Tube assembly.

- Centrifuge at 8,000 = g for 30 s I}
| Discard fiowthrough | ¥
Cantrifuge 1 mlﬂrat miax. spead to dry
Iiter
Add 30 pl DNase Solutlon
l (3 ! DNase Incubation Buf-
4| ferand 27 ul DNase)
| Incubate for 15 min at +15 to +25°C
" «—| Add 300 wl Wash Buffer [ |
4— | Cenirifuge at 8,000 = gfor 155
| Liscard fiowthrough | ¥ 4| Add 300 pl Wash Bufter |l |
4— | Centrifuge at 8,000 = gfor 155
[ Discard flowthrough | ' +—[ Add 200 pIWash Buffer T |
4— | Centrifuge at 8000 = gfor 155 |
| Discard collection tube | ¥
Cientrfiege for 2 min at max spead o
- diry filter.
| Discard collaction tube | n

Place the Hiter Tube In a tresh 1.5 mi
microcentrifuge tube.
¥ a—| Aod 20 pl Elution Butfer |
Incubate for 1 min at +15 to +25°C.
Centrifuge at 8,000 = gfor 1 min

¥

Reload the Eluate, Incubate for 1 min
at +15 to +25°C. Centrifuge at
8,000 = g for 1 min

v
Pure total RNA |

Masteravhandling i Biologisk Kjemi 1



Prognostiske biomarkgrer i endometrioid endometrial karsinogenese

Protocol for the Isolation of RNA from Formalin-fix ed, Paraffin- Embedded Tissue

Deparaffinization The following table describes the deparaffinization procedure for ong 1-10 pm
section of formalin-fixed, paraffin-embedded tssue in 2 1.5 mi reaction tube.

ﬁ loome 1 - 10 wm saction In a 1.5 ml reaction tube add 800 wl Hemo-
De (or Xylene), at least vortex for & 5 three times, Incubate for 2 min,
vortex at keast for 4 s three times again and Incubate for 5 min. Centri-
fupe for 2 min at maximum spead (12,000 - 14,000 = g) and discard
supamatant by aspiration.
A After this step directly cap the tubes to avold tssue sectlons from
drying.
A I the tissue appears to be floating In the Xylene, spin for a further 2
min.
Repeat Step 1. .
Add 200 pl ethanol aL;} flick the tube to dislodge the pellet and vor-
tex for 4 s three times.
Centrifuge for 2 min at maximum speed (12,000 - 14,000 = g) and
discard supematant by aspiration.
@  Add 800 pl 7004 ethanal flick the tube to dislodge the pellet and vor-
tex for 4 s three times.
Centrifuge for 2 min at maximum speed and discand supematant by
aspiration.
©  After removal of 70% ethanol, respin the tube for 10 - 20 s and care-
fully remove the residual flukd with a fine bore pipet.
Incubate the open tubes In 2 heating block for 5 - 15 min at 55°C to

alr dry the tissue pellet
Proceed with stap 1 of the RNA isolatlon protocol.

Altemative The following table describes the deparaffinization procedure for one 1 -
Procadura 10 wm saction of formalin-flxed, paraffin-embedded tissue on a microscope
slide.
@  Place the slide In a Hemo-De (or Xylene) bath and Incubate for 10
min.
@  Tapoff excess liquid and place the slide Into ethanol abs. for 10 min.
© Change bath and Incubate the slide for a further 10 min In ethanol
abs.
@ Scratch the deparaffinized section from the slide by using a sterle

single-use scalpel and place It In a 1.5 ml reaction tube.
A To avoid scattering of the tissue, scratch the section from the
microscope slide before It has dred.

© - Dy the tissue for 10 min at 55°C.
» Proceed with step 1 of the RNA Isolation protocaol.
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RNA lsolatlon The following protocol describes the RNA isolation from a 1-10 wm saction of
Protocol formalin-fixed, paraffin-embedded tissue.

(@ [f necessary, multiple preparations can be pooled after step 4.

@ - Toone tissue pellet (deparaffinized as described above) add 60 pl
Tissue Lysks Buffer (bottle 1, white cap) and 10 ! 1004 505
= Viortex 3 = 4 5, spin down and add 30 pl Proteinase K working solu-
tion.
= Viortex 3 = 4 3, spin down and Incubate for 3 h at 55°C.

@ - Add 200 pl Binding Buffer (bottle 3, green cap) and 200 pl ethanol
abs.

= Viortex 3 = 4 5 and spin down

Combine the High Pure filter tuba with a colkection tube and pipat the

lysate Into the upper resenoilr.

Centrifuge for 30 5 at 8,000 = g In a microcentrifuge and discard the

flowthrough.

(@ Steps 3-4 can be repeatd<|, In order to load the column with addi-

tional sample matarial | t overioad the column).

Centrifuge for 1 min at max. speed to dry filter.

+« Ardd 30 wl DNase Solution (2 ) DNase Incubation Buffer and 27 pl
DiMase), Incubate for 15 min at +15t0 +25°C.

+ Add 300 ! Wash Buffer | working solution (bottle &, black cap) to the
upper resenvolr.

» Contrifuge for 15 s at 8,000 x g discard the flowthrough.

= Ard 300 ! Wash Buffer Il working solution (bottle 5, blue cap).
= Centnfuge for 15 5 at 8,000 x g discard the flowthrough.

Add 200 pl Wash Buffer Il working solution (bottle 5, blue cap),
centrifisge for 15 s at 8,000 = g discard the collection tube.

Placa the High Pure Micro filter tube iIn a fresh collection tube and
centrifuge for 2 min at maxdmuem speed.

+ Place the High Pure Micro filter tube In a fresh 1.5 mi reaction tube,
add 20 pl Elution Buffer (bottle 8, coloress cap), and Incubate for
1 min at +15 to +25°C.

= Centrfuge for 1 min at 8,000 = g

» Reload the Eluate; Incubate for 1 min at +15 to +25°C. Centrifuge at
8,000 = g for 1 min

The microcentrifuge tube now contalns the eluted RNA. Either use
0.5 - 5 pl of the eluted RNA directly In RT-PCR or store the eluted
RNA at —a0°C for later analysis.

A\ Bofore photometrc determination of the ANA concentration,
centrifuge the eluate for 2 min at maximum speed and transfer
supematant to a fresh 1.5 ml reaction tube without disturbing glass
flbers at the bottom of the onginal tube.
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Vedlegg 2

High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kits Protocol

Overview  To synthesize single-stranded cDNA from total RNA using the High
Capacity cDNA Reverse Transcniption Kits:

Prepare the 2 Heverse Transcription
Master Mix

l

Add total ANA to the 2 RT Master Mix
to create a 1 mix

1

Perform reverse transcription
in a thermal cycler

—

Use the reverse transcription Store the
reactions (cDMA) directly for reverse transcription
quantitative or other PCH applications reactions (cDMNA)

RNA Template For optimal performance of the High Capacity cDNA Reverse
Guidelines Transcription Kits, Applied Biosystems recommends using RNA
that 1s:
* Free of inhibitors of reverse transcription and PCR.
* Dissolved in PCR-compatible buffer or water
* Free of RMase activity
Note: If you suspect that the RNA contains RNase activity, add

RNase Inhibitor to the reverse transeription reaction at a final
concentration of 1.0 U/ulL.

Input Amount of Use up to 2 pg of total RNA per 20-pL reaction.
Total RNA
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Preparing the  To prepare the cDNA AT reactions:

cDNA Reverse
Transcription
Reactions

L.

Pipette 10 pL of 2X RT master mix mto each well of a
96-well reaction plate or mdividual tube.

Pipette 10 uL of RNA sample mto each well, pipetting up
and down two times to mix.

L= |

Seal the plates or tubes.

Briefly centrifuge the plate or tubes to spin down the
contents and to eliminate any air bubbles.

Place the plate or tubes on ice until you are ready to load the
thermal cycler.

Performing  To perform reverse transcription:

Reverse
Transcription

L.

Program the thermal cyeler conditions usmg one of the
thermal cyclers listed in Table 3 on page 4.

IMPORTANT! These conditions are optimized for use with
the High Capacity cDNA Reverse Transcription Kits.

Step1 | Step2 | Stepd | Stepd
Temperaturg ('C) | 25 37 85 4

Tima {Omin | 120min | Smin ~

Set the reaction volume to 20 pL.

LS ]

Load the reactions into the thermal cycler.

Start the reverse transcription run.
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Using the High Capacity cDNA Reverse Transcrption Kits

Storing cDNA  You can store ¢cDNA RT plates or tubes prepared using the High
Reverse Capacity cDNA Reverse Transcfiption Kits for short-term or long-

Transcription  term storage.

Reactions
Storage Duration Storage }uﬂé]ﬂpﬂmtum
Short-term {up to 24 hours before usa)? 910 6
Long-term -15t0-26

1 For prolonged storage at 2 to 6 *C, add EDTA fo & final concentration of 1 mM to
chelate cations and fo prevent nucleic acid degradation.

IMPORTANT! If required, briefly centrifuge the archive plates or

tubes before storing to spin down the contents and to eliminate any
air bubbles.
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