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TIIVISTELMA

Tutkimuksen tausta ja tavoitteet: Eturauhassydpéa on miesten yleisin syépa Suomessa
ja muissa lansimaissa ja sen syntyyn vaikuttavatantekijat, niin perinndlliset tekijat
kuin my6s ulkoiset riskitekijat. Perinnéllisen eduhassydvan osuus on noin 5-10 %
kaikista syOpatapauksista, mutta noin 20 % syovmta todennékdisesti joitakin
perinndllisia tekijoita taustalla. Tama tutkimusryggtuu suomalaisella perheaineistolla
tehtyyn kytkentatutkimukseen, jossa saatiin vahwgkdnta kromosomaaliseen
alueeseen 17021-22. Tavoitteena oli l6ytdd etusmyliwalle altistavia muutoksia
kandidaattigeenistINF1B, joka sijaitsee kyseisella alueella.

Tutkimusmenetelmat: Kandidaattigeenin  sekvenssi  selvitettiin  sekvertsoin
menetelmalla kayttden ABI PRISM -analysaattoriaur&tihassyopéén assosioituneita
geenimuutoksia  tutkittin  suuremmassa  aineistossadyttken  TagqMaft
genotyyppausmenetelmaa. Yhden geenimuutoksen tgt@ém kaytettin  High
resolution melting (HMR) -menetelmad, jonka optintdija testaus olivat osa
tutkimuksen  tavoitteita.  Tutkimuksen  aineistona tk#yn  suomalaisia
eturauhassybpaperheitd ja Suomen Punaisen Ristienluevuttajat toimivat
kontrollindytteina. TagMafgenotyyppauksissa aineistona kaytettin Tampereen
yliopistollisen sairaalan urologian poliklinikarueauhassytpapotilaiden naytteita.

Tutkimustulokset: Kandidaattigeenistd 10ytyi kymmenen muutosta, gidtaksi
(IVS8-22T>C ja IVS9+444C>A) oli assosioitunut etulnassydpaan. Liséksi geenin
promoottorialueelta I6ytyi mielenkiintoinen 16 ersék toistojakso, jonka toistojen
maarat vaihtelivat eri naytteiden valilla.

Johtopaatokset:. HNF1B-geenistd |0ytyneet, eturauhassyopdan astosobi
muutokset sijaitsivat intronisella alueella ja 3RFalueella, joten ndiden muutosten
vaikutus geeniin valittyy todennakoisesti geenimehtymiseen saatelyn kautta.
Yksityiskohtaisempaa biologista vaikutusta on vaikennustaa taman tutkimuksen
perusteella. Promoottorialueelta |6ytynyt toistgjalsijaitsee alueella, jossa on useiden
transkriptiofaktoreiden kiinnittymiskohtia. Sekvairauutokset vaikuttavat
todennakaoisesti transkriptiotekijoiden kiinnittyraen ja edelleeAINF1Bn sdatelemien
geenien ilmentymiseen. Tarkempia tutkimuksia kukbentarvitaan, jotta voidaan
arvioida variaatioiden yhteytta syopaan.
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ABSTRACT

Background and aims:Prostate cancer is the most common cancer of riralEsland
and in other Western countries and it is a veryefogieneous disease. The most
important risk factors are age, race and familydnjs Proportion of hereditary prostate
cancer from all prostate cancer cases is about%;1fut in about 20 % of cancer cases
there are some genetic factors behind. This stadyased on earlier linkage study,
which was performed using Finnish prostate canamiilies. Strong linkage to locus
17921-22 was found in this earlier study. The afrthe study was to find predisposing
changes from the sequence of the candidate B@&H€LB, which maps to concerned
chromosomal area.

Methods: Candidate gene was sequenced using ABI PRISM -asalsene variants
associated with prostate cancer were investigatéatger sample size using TagMan

genotyping method. One of the gene variants wadiextuoy High resolution melting
(HMR) -method. Optimization and testing of HMR walso one of the aims of the
study. Finnish prostate cancer families were usedsample material and control
samples were blood donors from the Finnish Red Ci®amples of urology policlinic
patients from Tampere University Hospital were alsed in TagMaf+genotyping.

Results: Ten gene variants were found from the candidate,gehwhich two (IVS8-
22T>C and IVS9+444C>A) were associated with prestaincer. Moreover there was
interesting repeat sequence of 16 base pairs ie gesmoter, where the number of
repeats varied between different samples.

Conclusions: Mutations found fromHNF1B gene that were associated with prostate
cancer, were located in intronic and 3'UTR areaghef gene. That suggests the
regulative role of these mutations in the gene &sgion. Based on this study, more
detailed biological effect is difficult to predidRepeat sequence of promoter region is
located in the area, where there are binding dibdesmany transcription factors.
Sequence variations probably affect the bindingrariscription factors and further the
expression of genes regulated HNF1B. Nevertheless, more studies are needed to
estimate the connection between these variatiohpaostate cancer.
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1 JOHDANTO

Eturauhassyopa on talla hetkella selkeasti miegteisin syopa ja toiseksi yleisin

syopakuolemien aiheuttaja Suomessa (Suomen syast@rek2009). Myos useimmissa
lAnsimaissa eturauhassydpé on yleisimmin diagnosgiipa ja sen esiintyvyys on ollut
nousussa maailmalaajuisesti. Eturauhassytpa ontekgd@iinen tauti, jonka syntyyn

vaikuttavat niin perinnélliset tekijat kuin myos koiset riskitekijat. Selkeimpina

riskitekijoind voidaan pitda korkeaa ikaa, etniséustaa ja perhehistoriaa taudin
suhteen (Schaid, 2004). Eturauhassyopa kehittyyhaskudoksen epiteelisolujen
muuttuessa pahalaatuisiksi syopasoluiksi, mita tédelyleensd PIN-muutos (eng.
prostatic intraepithelial neoplasia) eli eturaulmapatologinen muutos (Bostwick ym.,
2004).

Perinndllinen sydpa kattaa noin 5-10 % kaikistaaibhassyovista, mutta nuorella ialla
eturauhassyopaan sairastuneista jopa puolet sarpstinnéllistd eturauhassyopaa tai
familiaalista syopaa (Carter ym., 1992). Familisedisa syovassa tautialttius kulkee
suvussa, mutta sairastumistiheys sukulaisten keldasa ei taytd perinnollisen syévan
kriteereja. Perinndlliselle eturauhassyovalle &ltim geeneja on pyritty tunnistamaan
useissa kytkentd- ja assosiaatiotutkimuksissa,arkatkonaisvaltaisesti tautialttiudesta
vastaavia selkeitd riskigeeneja ei ole loydettyrirPéllinen eturauhassybpa on
todennakaoisesti hyvin heterogeeninen tauti, jokasemrausta useista alttiusgeeneista,
jotka mahdollisesti vaikuttavat yhdessa elamantapatyvien riskitekijoiden kanssa
(Macinnis  ym., 2009). Kun oikeat geenimuutokset igtyvat, niiden

kerrannaisvaikutus voi olla suuri ja aiheuttaa saurskin sairastua eturauhassyopaan.

Tassa tyossa tutkittiin kromosomialueella 17glaitsievaa geeniBINF1B (hepatocyte
nuclear factor-1-beta) suomalaisessa perheainssstd@uomalaisella perheaineistolla
tehty genominlaajuinen kytkentatutkimus (George ,ykasikirjoitus) osoitti vahvan
kytkenndn (LOD-arvo 3,6) kromosomialueeseen 17¢21-Xuudessatoista
eturauhassyopaperheess?NF1B-geeni oli jo aikaisemmin yhdistetty suurentuneasee
eturauhassyopariskiin neljan SNP-muutoksen rs42B8924757210 (Gudmundsson
ym., 2007), rs4430796- ja rs11649743 (Sun ym., P@3&lta, joten geenia haluttiin
tutkia myods suomalaisessa aineistossa. HNF1B arsKriptiotekija, joka vaikuttaa
ainakin maksan, munuaisten ja sukupuolirauhasteodogiumiseen alkionkehityksen



aikana seka myohemmin edelld mainittujen elinteémitdojen yllapitoon (Lu ym.,
2007).

Liséksi tyossd testattin High resolution meltingdMR) -menetelmaa ja sen
soveltuvuutta sekvensointia korvaavaksi menetelm&kglR-menetelmé perustuu eri
genotyyppien erilaiseen DNA:n sulamislamp66n. DNAaksoiskierteinen rakenne
sitoo fluoresoivaa variainetta, joka DNA-juosteidenmotessa voidaan havaita. Eri
naytteiden genotyypit voidaan erottaa erilaisemrsigkayran perusteella. Menetelma
on nopea tapa erotella suuresta naytemaarastasarilgenotyypit ja se vahentaa

sekvensointireaktioiden maaraa.



2 KIRJALLISUUSKATSAUS

2.1 Eturauhanen

2.1.1 Eturauhasen rakenne ja tehtavéat

Eturauhanen (Kuva 1) on miesten lisdsukupuoliraghae on kooltaan noin luumun
kokoinen ja sijaitsee virtsarakon alapuolella apstken ymparilla. Eturauhanen
muodostuu noin viidestakymmenesté pikkurauhas@stiea laskevat parinkymmenen
tiehyen kautta virtsaputkeen. Rauhasten valissésil@mita lihassyitd seka runsaasti
sidekudosta, jonka maara kasvaa miehen vanhetddggaaminen voikin olla
vanhemmilla miehilla vaikeutunut eturauhasen suemesen takia. (Nienstedt ym.,
1999, 438.)

eluranhanen

rakkularayfhanen

vl rEsapiul

Kuva 1.Eturauhasen poikkileikkauskuva. Eturauhassyopigden tuki ry:n (ERSY:n)
verkkosivu,http://www.psa.fi/images/poikkileikkaus.jpg

Eturauhasesta voidaan anatomisesti erottaa egilaigiohykkeitd: etuvybhyke,
keskusvybhyke, valivyohyke seké perifeerinen vy@hyk Etuvydhykkeessa ei ole
lainkaan rauhaskudosta, vaan se koostuu side- hasKudoksesta. Padosan
eturauhasesta muodostavat keskusvyohyke ja penéeervydhyke. Virtsaputkea

ymparoivat alueet muodostavat valivydhykkeen. Htbhesen hyvanlaatuinen
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likakasvu saa alkunsa valivyohykkeen alueelta, taas valtaosa eturauhassyodvista saa

alkunsa perifeerisen vybhykkeen alueella. (Nurmi,\2002.)

Syntymén aikaan eturauhanen painaa noin 1 ¢, jestaalkaa vahitellen kasvaa
saavuttaen noin 4 g painon 12 vuoden iasséa. Peteitesssd miessukupuolinormonien
erityksen lisdantyessé eturauhanen kasvaa voimstkagpainaa lopulta noin 15 - 20
g. Neljankymmenen ikavuoden jalkeen eturauhaserariigratuinen lilkkakasvu saa
aikaan eturauhasen voimakkaan painon kasvun, jokdenkin maaraltdan ja
nopeudeltaan on hyvin yksiléllista. Suurimmillagmrauhanen voi talléin painaa jopa

satoja grammoja. (Nurmi ym., 2002.)

Eturauhanen on lisasukupuolirauhanen, jonka teht@ivdmuodostaa ja varastoida
siemennestettd. Valtaosa siemennesteestd muodepsitilisissa rakkularauhasissa,
joista se purkautuu rauhastiehyita pitkin virts&puat alkuosaan. Eturauhasen tuottama
rauhaserite muodostaa noin yhden neljasosan siestem tilavuudesta. Rauhaserite
siséltda siittididen tarvitsemia ravinteita sekélen liikkumiskyvyn kannalta tarkeita
yhdisteitd. Eturauhanen erittdd myos prostataspesifantigeenia (PSA), jonka
proteaasientsyymi liuottaa geeliméisen siemennestgaoksevaan muotoon.
Prostataspesifisen antigeenin maéara veressa vordaata ja siita on tullut merkittava
eturauhassyovan merkkiaine, koska veren PSA-tasetwrmuhassyopdéd sairastavilla

usein koholla. (Nurmi ym., 2002.)

2.1.2 Eturauhasen hyvéanlaatuinen liikakasvu

Eturauhasen hyvanlaatuinen liikakasvu on norm&ékntymiseen liittyva ilmio, joka
on todettavissa 80 %:la yli 60-vuotiaista miehiaarelma, 2010). Naista noin 40 %
karsii liikakasvun aiheuttamista oireista. Hyvamlé@en liikakasvu on seurausta
eturauhasen valivyohykkeen epiteelin sekd valivkélia tukevan side- ja
lihaskudoksen liikakasvusta (Bostwick ym., 2004)inga tunnettu eturauhasen
hyvanlaatuisen liikakasvun riskitekija on ika. Mikéiessukupuolihormonien tuotanto

on vahentynyt, liikkakasvun riski on normaalia pieme (Saarelma, 2010).

Suurentuneen eturauhasen oireet johtuvat siit@ ettsarakon alapuolella oleva
eturauhanen kasvaessaan seka painaa virtsarakqem pettd ahtauttaa rauhasen lapi
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kulkevaa virtsaputkea. Lisaksi eturauhasen kasvikuttaa virtsarakon kaulan ja
rauhasen lihaksiston toimintaan. Yhdessa ndmaatekgittaavat rakon toimintaa ja
vaikeuttavat virtsan eritystd. Virtsan kerdantymg@mat ilmenevat tihentyneena
virtsaamistarpeena. Eturauhasen hyvéanlaatuinenakbgvu ei ole terveydelle

vaarallista, mutta oireet voivat olla kiusalliséarjiitd voidaan hoitaa. (Saarelma, 2010.)

2.1.3 PIN-muutos eturauhassyovan esiasteena

PIN-muutos (eng. prostatic intraepithelial neomaseli eturauhasen patologinen
muutos on mitd todennakdisin eturauhasen adenokarsian esiaste. PIN-termia
kaytetaan nykyaan kuvaamaan korkean arvon PIN-mstai{i®#iGPIN, eng. high grade
PIN) erotuksena matalan arvon PIN-muutoksesta, @tasoida suoraan yhdistada
kasvaimen muodostukseen. Eturauhasen hyvéanlaatulileakasvu saa alkunsa
valivydhykkeen alueelta, kun taas valtaosa eturssyievista saa alkunsa perifeerisen
vyohykkeen alueella. Adenokarsinooma-kasvaimettiatiit perifeerisen vyohykkeen

rauhaskudoksen epiteelisoluista niiden muuttueakargaatuisiksi. PIN-muutos kuvaa
solun jakautumista, joka edeltda pahanlaatuisitavgsiivista syovassa tavattua kasvua.
PIN-muutos kertoo hairidistd solun erilaistumisegsa solusyklin saatelyssa ja
muutoksella kuvataan tilannetta normaalin eturagphigeselin ja syovan valilla.

Eturauhasen tiehyissa tapahtuu sytologisia muudpksuten tuman kasvua, jotka
muistuttavat syovassa tapahtuvia ilmi6itd. PIN-rokgessa epiteelisolujen kasvu
suuntautuu tyvisoluista solun luumenin puolellekdnon péinvastainen ilmi6é solujen

normaalille kasvulle. (Bostwick ym., 2004.)

PIN-muutos ei nosta merkittavasti seerumin PSA-katraatiota, joten muutos voidaan
havaita vain eturauhasesta otetusta koepalastamiBlitoksia I6ydetdaan noin 9 %:ssa
otetuista eturauhasen koepaloista ja PIN-I0ydoidi&een sytpa kehittyy yleensa noin
kymmenen vuoden kuluessa. Mita korkeammalla ialld-fAuutos l6ydetaan, sita
nopeammin potilaalle yleensa kehittyy eturauhasgyopanhemmilla miehilla
karsinooma kehittyy usein jopa viiden vuoden si&&@lIN-muutoksen loytymisesta.
(Bostwick ym., 2004.)
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2.2 Eturauhassyotpa

Eturauhassyopa on talla hetkellda selvasti miestersig syopd Suomessa ja toiseksi
yleisin miesten sydpékuolemien aiheuttaja keuhke&yd jalkeen (Suomen
syoparekisteri, 2009). Arviolta joka kymmenes miekee elinaikanaan sairastumaan
eturauhassyopaan. Todennakdisesti eturauhassyoOystyyrs vaikuttavat yhdessa
geneettiset tekijat, endogeeniset hormonit sekaayistptekijat. Perima on kuitenkin
yksi selkeimmisté riskitekijoista ja tutkimuksisea voitu osoittaa, ettd suvussa useat
eturauhassyfpaan sairastuneet nostavat selkedsfi werveiden miesten riskia

sairastua.

2.2.1 Prevalenssi

Eturauhassyopa on yleisimmin diagnosoitu sytpanuséssa lansimaissa ja sen
esiintyvyys on ollut nousussa. Eturauhassyovarsyyeiessa on kuitenkin suuria eroja
eri maiden valilla. Eniten eturauhassyopaé sait@asteUSA:ssa Kanadassa, Ruotsissa,
Australiassa ja Ranskassa, kun taas Aasian matsésanstavattu vain vahan (Schaid
2004). Suomessa eturauhassyopa on télla hetkdilasiemiesten yleisin sybpa ja
toiseksi yleisin miesten sydpékuolemien aiheuttegahkosyovan jalkeen (Suomen
syoparekisteri, 2009). Kuvassa 2 on esitetty vtesgn syopatapausten kasvu
Suomessa vuosina 1953 - 2005 yleisimpien syopiaftaoKuvasta voi nahda, miten

eturauhassyopa on yleistynyt huomattavasti vegsst@a muihin yleisiin sydpatauteihin.

Vuosittainen sydpatapausmaéira

EDDD e
4000 i Maha
—linta
Eturauhanen
—|euhko
Suolisto

Kuva 2.Yleisimpien syOpéatautien maarat ja niiden muutosemessa vuosina 1953 -
2006. (Suomen syoparekisteri, 2088p://www.cancerregistry.fi/tilastot/AID91.htinl
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Myds Yhdysvalloissa eturauhassyopd on yleisimmiagaosoitu syépa miehilla ja

esiintymistiheys on noussut huomattavasti viimei28rvuoden aikana. Yleistyminen
voidaan selittda osittain PSA-seulonnan aloittallaisgolloin suurempi osa syovista

pystytddn diagnosoimaan. Vuoden 2001 jalkeen etasmydpa on kuitenkin yleistynyt
Yhdysvalloissa noin 4,4 % vuosittain, mita ei voidalittda pelkastaan seulonnan
lisdyksella. My0s Yhdysvalloissa eturauhassyopa ewtha toiseksi eniten

syopakuolemia miehilla. (American Cancer SociefQ2)

2.2.2 Riskitekijat

Eturauhassyopa on monitekijainen sairaus, jossadsaskitekijoitd ovat ikd, etninen
tausta ja perhehistoria taudin suhteen (Schaid )200d4man lisdksi myOds muita
eturauhassyovan syntyyn vaikuttavia tekijoita oteety, kuten hormonit, ruokavalio ja
fyysinen aktiivisuus. On myo6s Vviitteitd siitéa, et&#iurauhasen tulehdukset voisivat
edistdad eturauhassyovan kehittymista (Nelson ya@@4pR Eturauhassyoépéa on vanhojen
miesten sairaus ja noin 80 % syo6vista diagnosoigéadb-vuotiailla miehilla (Carter
& Coffey 1990). Myo6s esiintyvyys lisdantyy huomatiati miesten idn mukana.
Nuorena diagnosoitu eturauhassybépa on taas tod@éisedk perinnéllista
eturauhassyopaa (Carter ym., 1992). Suomessa sySEitapauksia on diagnosoitu
eniten 70 - 74 -vuotiaiden ikdryhm&ssa vuosina 200807 (Suomen syoparekisteri,
2009).

Eri etnisten ryhmien valilla on suuria eroja rigéissairastua eturauhassyépaan. Etenkin
afrikkalaista alkuperad olevalla vaestdlla nayitd@kevan suurempi riski sairastua
syOopaan verrattuna valkoihoiseen vaest6on (Monmoe $995). Tutkimuksissa on
osoitettu, ettd myods afrikkalaista alkuperaa olevieskuudessa perhehistorialla on
suuri vaikutus sairastumisriskiin, mika viittaahgn, etta positiivisella perhetaustalla on
etnisyytta suurempi vaikutus sairastumisalttiut¢stfonroe ym., 1995). Suurin osa
eturauhassyovista on sporadisia, mutta noin 5 - %0sydvista positiivisella
perhetaustalla on vaikutusta taudin syntyyn. Mitlieisempi sukulaissuhde henkilolla
on eturauhassyopaan sairastuneisiin ja mita useparpeenjasen on sairastunut, sita
suurempi riski henkil6lla on sairastua. Eturauhépéyiski siis kasvaa sairastuneiden
sukulaisten maaran mukaan. Esimerkiksi miehell&gkgo ensimmaisen asteen

sukulaisista (isa tai veli) kolme tai useampia amastunut eturauhassyopéan, on 11-
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kertainen riski sairastua verrattuna mieheen, jeilale positiivista perhetaustaa taudin

suhteen (Steinberg ym., 1990).

Eturauhassyopdén sairastuneen henkilon perhetaugp@austuen voidaan tauti
luokitella joko perinndlliseksi, familiaaliseksiit@poradiseksi syovaksi. Carter ym.
(1992) kuvasivat ensimmaisend perinndllisen etuaasydvan, jossa vahintdédn yksi
seuraavista kriteereista tuli tayttya: 1) kolme t@meampi ensimmaéaisen asteen
sukulainen on sairastunut, 2) eturauhassyopéaévattiekolmessa sukupolvessa isan tai
aidin puolella tai 3) kaksi ensimmaisen asteen ksugista on sairastunut 55-vuotiaana
tai aikaisemmin. Familiaalisessa syovassa ei ole taikasti maariteltyja kriteereja,
mutta perheet, joissa kaksi ensimmaisen asteenlasstiel on sairastunut tai yksi
ensimmaisen asteen ja kaksi tai useampia toiseerastukulaista on sairastunut,
luokitellaan familiaalista syopaéa kantaviksi pekise{Carter ym., 1992). Nuorella ialla
eturauhassyopaan sairastuneista noin 40 - 50 %uksiséa on kyse familiaalisesta
sybvasta ja arviolta noin 10 - 20 % Kkaikista ethemsyovista on familiaalista

eturauhassyopaa.

2.2.3 Perinnoéllinen eturauhassyopa

Morganti ym. (1956) raportoivat eturauhassyovarmnggnisesta perheittain jo 1956,
mutta varsinaisesti perinnollisestd eturauhassyav@shuttin vasta ensimmaisten
segregaatioanalyysien julkaisun jalkeen 1992 (Carte, 1992). Taman jalkeen useita
eturauhassyovan periytymista kasittelevaa tutkimwst julkaistu. Useat tutkimukset
kayttavat segregaatioanalyysia selittamaan etussybigan suvuittaista periytymista
erilaisin geneettisin mallein. Monissa tutkimuksisssitettiin mallia, jossa tautialttius
selitettiin harvinaisilla dominattisesti perity\llriskialleeleilla yhdessa tai useammassa
geenissa aiheuttaen korkean elinikdisen sairastiskiis eturauhassyopaan (Carter
ym., 1992, Gronberg ym., 1997a, Schaid ym., 1998).

Mydhemmin on kuitenkin osoitettu, ettd erilaisetllihgarjoavat paremman selityksen
taudin suvuttaiseen esiintymiseen. Sairastumisrigi@rhaiten kuvaaviin malleihin
kuuluu resessiivisen periytyvyyden malli (Pakkangn., 2007) sekd dominantin ja
resessiivisen tai dominantin ja X-kromosomaalisamiypyvyyden malli (Cui ym.,

2001). Cui kollegoineen on esittdnyt, etta domiistintperiytyvat geenit lisdavat

15



sairastumisriskia nuorella ialla, kun taas reseis®sti periytyvat tai  X-
kromosomaaliset geenit nostavat sairastumisriski@hgmmalla ialla. Kahden tai
useamman geenin synergistinen vaikutus on myds tkuvdeterogeenisen
periytyvyyden mallissa, jossa vaikuttaa kaksi t@inke dominanttigeenia (Conlon ym.,
2003).

Monilla kytkentatutkimuksilla on pyritty tunnistarma korkean riskialttiuden geeneja
perheistd, joissa on useita eturauhassyopaan tsaiefia. Useita tautiin kytkeytyneita
kromosomialueita on loydetty naissad tutkimuksissautta varsinaisesti uusia
eturauhassyovalle altistavia geeneja ei ole l0ydktitkentatutkimusten perusteella
(Schaid, 2004). Myds assosiaatiotutkimuksilla onritpy tunnistamaan yleisia
eturauhassyovan riskiin liittyvid geenivariaatioifa monia kandidaattigeeneja on
tutkittu liittyen naihin assosiaatiotutkimuksiin.utkimustulokset kuitenkin viittaavat
siihen, ettd suvuittain esiintyva eturauhassyopatanennakoisesti seurausta useista
alttiusgeeneista, jotka madollisesti vaikuttavatdegsd elamantapaan liittyvien
riskitekijoiden kanssa. Todennakoisesti yksi taieampi geeni vastaa vahvasta
resessiivisesti periytyvasta riskista sairastuaagtuassyopaan, jonka liséksi monilla
geenivarianteilla voi olla heikko vaikutus taudiskialttiuteen (Macinnis ym., 2009).
Kun oikeat geenivariantit yhdistyvat, niiden kemarsvaikutus voi olla suuri ja

aiheuttaa suuren riskin sairastua eturauhassyopaan.

2.3 Sairaudelle altistavien riskigeenien etsiminen

Mielenkiinnon kohteena oleva kromosomikohta pailkaan yleensa ensin koko
genominlaajuisella tutkimuksella. Ensimmaisesse@ésa analysoidaan yleensa noin
400 mikrosatelliittimarkkeria, jotka sijoittuvat daisin vélein kromosomeihin.
Aineistoksi otetaan mahdollisimman suuri maara ei#h joissa on monia sairauden
kantajia yhtd perhettd kohti. Jos jokin markkeri ggenimerkki osoittaa kytkennan
tiettyyn kromosomipaikkaan, kyse voi olla tautigeetdheisyydesta. Tulokset tulee
kuitenkin analysoida huolellisesti ja kytkentd #ileosoittaa tilastollisesti

todennakoiseksi.

Yleensa kytkentaloydosta seuraa mikrosatelliittkkarikartan tihnentdminen kyseisella
kromosomialueella kytkentatuloksen varmistamisejsialueen tarkempien rajojen
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loytamiseksi. Taméan jalkeen voidaan valita kandiiigeeni |0ydetyltd alueelta
kromosomista ja tutkia geenia sairastuneiden jdrkdimenkildiden (tapaus-verrokki -
aineisto) avulla alleeli-assosiaation l6ytamisek&ndidaattigeenianalyysissé geeneja
tutkitaan yleensa yksi tai muutama kerrallaan. Geealitaan sen perusteella, mité
tiedetddn aikaisempien tutkimusten perusteella igedteen toiminnasta.
Kandidaattigeenitutkimuksen heikkouksia ovat malisteh kandidaattigeenien suuri
maara, jolloin tutkittavan geenin valinta useiderahabollisten joukosta voi olla

hankalaa.

2.3.1 Kytkentatutkimukset

Perinteinen lahestymistapa periytyvien riskigeeng@simiseksi on kytkentaanalyysi,
jossa perhemateriaalien avulla pyritddn paikantamtaudille altistavia geeneja.
Geneettiset kytkentdanalyysit perustuvat rekombio@gahtumien hyddyntamiseen.
On todenndakoista, ettd DNA-juosteiden vaihtoa tapatoisistaan kaukana sijaitsevien
geenien valilla, kun taas rekombinaatio lahekkaisidan sijaitsevan geenin valilla on
harvinaisempaa. Lokusten valisten rekombinaatioiéarad voidaan kayttaa lokusten

valisten geneettisten etaisyyksien laskemiseen.

Meioosin eli sukusolujen jakautumisen jalkeen saligéiltavat vain yhden kappaleen
jokaista kromosomia. Perintdaineksen jakamisekeidiogiset kromosomit yhdistyvat
keskendan. Jakautumisessa tapahtuu rekombinaatidR&lA-juosteen vaihtoa kahden
kromosomin  valilla. Jokaisen meioosin  aikana tapaht noin  30-40
uudelleenjarjestymista, mika vastaa muutamaa rekwmabota jokaisen kromosomin
osalta. Lokukset ovat kytkeytyneet jos ne periytyyEdessa, johtuen fysikaalisesta tai
geneettisesta laheisyydesta. Geneettisessa kydkatygtsissa yleisimmin kaytettyja
geenivariantteja ovat mikrosatelliitit. Niiden alaul voidaan seurata markkerin
periytymista perheissd. Geenimarkkeri, joka on g#isessa kytkennassa sairautta
aiheuttavan mutaation kanssa, periytyy suurell@rnodkdisyydella yhdessa mutaation
kanssa sairauden kantajalle. Kun sairauden ja geekkerin valinen kytkenta on

|6ydetty, sairautta aiheuttava geeni ja mutaatyoitfiin seuraavaksi paikantamaan.

Monogeenisid sairauksia aiheuttavat mutaatiot pardy klassisten Mendelin saantojen
mukaan, mutta tallaiset mutaatiot ovat yleensaiharsia populaatiossa. Yhden geenin
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aiheuttamille sairauksille on tyypillistd korkeangéranssi, eli vain hyvin harvoin
seuraavan sukupolven mutaationkantaja ei sairdssdksi on erittdin harvinaista,
etteivat kaikki perheen sisalla sairastuneet kantsairaudelle altistavaa mutaatiota.
Monogeenisten sairauksien geneettisistda erikoisEi& johtuen klassinen
parametrinen kytkentdanalyysi sopii ndiden taugeenien paikantamiseen yleensa

erinomaisesti.

Eturauhassyovaélle altistavien geenien etsimisessd vada kayttaa klassista
kytkentdanalyysia, koska periytymismalli ei noudaianettuja periytymissaantoja ja
useimpien geenien kohdalla penetranssi on alhaindonitekijaisten tautien
kytkentdanalyysid varten on kaytdssa ei-paramatisialyysimuotoja, jotka yleensa
testaavat geenimarkkereiden alleelien periytymistddinkantajille perheen sisélla
(Lander & Schork, 1994). Jos taudinkantajat jakastahttisid geenimarkkerialleeleja
perheissa useammin kuin tilastollisesti on odotettam, kyseessa voi olla kytkenta
taudin ja kyseisen geenimarkkerin valilla. Monijélgen sairauden kytkentaanalyysiin
tarvitaan suuri maaréa perheita tai sairaita sigamega, koska taudin heterogeenisyys ja
todennakoinen tautigeenien yleisyys vaestossa mhgikat analyysin tehokkuutta.
Kytkentdanalyysin heikkona puolena on myds suhsesll vahainen tutkittavien
rekombinaatioiden maara, koska useimmissa tapaake®nien sukupolvien naytteita

ei ole saatavilla samanaikaisesti. (Collins, 2009.)

2.3.2 Assosiaatiotutkimukset

Yleisimmin kéaytetty assosiaatiotutkimus on niin $attu tapaus-verrokkitutkimus,
jossa geenimarkkerin alleelifrekvensseja seurakaduaden ryhman valilla. Polymorfia
assosioituu sairauteen, jos sen alleelifrekvengsikkeavat merkitsevasti ryhmien
valilla. Aarimmaisen tarkeda geneettisessa tapausikitutkimuksessa on ryhmien
valinta siten, ettd ne edustavat samaa genedtisttaa ja ettd osallistuvat koehenkilot
eivat ole lahisukulaisia keskenaan (Cardon & B#MQ1, Lander & Schork, 1994). Jos
kyseisia asioita ei huomioida ryhmia valittaessarkitsevan eron I6ytyminen saattaa
johtua vaestdjen alleelifrekvenssien eroista, eils@iinkaan markkerialleelin

assosiaatiosta taudinaiheuttajamutaatioon tatafasin geenimarkkeriin.
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Assosiaatiotutkimus on tehokas menetelma monitskifisairauden taustalla olevien
geenien tunnistamiseksi, jos tutkittava geenimaikion riittdvan lahella taudille
altistavaa geenivariaatiota ja kytkentaepatasapamotdméan kanssa. Suurin osa
eturauhassyopaan assosioituvista geenivarianaist@sinaisesti aiheuta syopaa, vaan
pikemminkin lisaa alttiutta sairastua. Taman takralysoitavien ryhmien on oltava
tarpeeksi suuria, jotta analyysi olisi riittavanha&as heikkojen assosiaatioiden
havaitsemisessa (Cardon & Bell, 2001). Tutkittavigfnmien valintaan liittyvat
ongelmat voi myos ratkaista kayttamalla perheedisis verrokkeja, kuten esimerkiksi
TDT-analyysia (transmission disequilibrium test)ganotyypiltddn eroavien sisarusten
analyysia (Cardon & Bell ,2001). TDT-analyysisstitaan kolmen henkilén perimaa
eli sairaan perheenjasenen lisaksi tarvitaan vapramDNA-analyysi. TDT perustuu
siihen, etta lapsen todennakoisyys peria jokintialieeli toiselta vanhemmalta on 50
prosenttia, kun taas taudinaiheuttaja-alleeli éiistava alleeli) tai taudinaiheuttaja-

alleelin kanssa kytkentaepéatasapainossa olevdi glerg/tyy useammin.

2.3.3 Perinndlliselle eturauhassyovalle altistavat geenit

Useat tutkimusryhmét ovat keranneet perheaineignj@opulaatioista, joiden avulla
on yritetty paikantaa eturauhassyovalle altistavigeeneja. Ensimmainen
eturauhassyovélle altistava lokus (HPC1, 1g24-Z%b)déttin genominlaajuisissa
kytkentatutkimuksissa Yhdysvalloissa vuonna 1996i{s ym., 1996). HPC1-lokus oli
kytkeytynyt eturauhassyodpaan yhdessa kolmasosassatkituista 79
pohjoisamerikkalaisesta ja 12 ruotsalaisesta pethee HPC1l.n yhteys
eturauhassyopaan oli vallitseva perheissa, jog$pésoli puhjennut nuorella idlla ja se
voitiin parhaiten tunnistaa suurista perheistdsgaioli monia sairastuneita henkildita
(Gronberg ym., 1997b). Monet analyysit taman jatkeeat varmistaneet alttiusgeenin
paikantumisen kromosomialueelle 1g24-25 (Cooney $807), mutta toisaalta toisissa
tutkimuksissa tata yhteytta ei ole nahty (Mcindoe,y1997, Schleutker ym., 2000). Jo
ensimmaisesta eturauhassybpaan yhdistetysta géeosta voitin  paatella

eturauhassyovan geneettinen heterogeenisyys.
Vuonna 2002, kuusi vuotta alkuperaisen kytkenté@tutksen jalkeen,RNASEL

alttiusgeeni loydettiin  kromosomialueelta 1g24-2Gafpten ym., 2002). Kahden
mutaation, Glu265X ja Metllle, raportoitin periygn HPC1-kytkeytyneissa
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eturauhassyopéaperheissa. Suomalaisissa eturaupapsylieissa Glu265X-muutos on
yhdistetty kohonneeseen syopariskiin perheissasgoon vahintaan nelja sairastunutta
(RO6kman ym., 2002). Mutaation ei kuitenkaan voitusoittaa periytyvan
eturauhassyopéaperheissa, koska mutaationkantdjightih paljon sairastuneissa ja
terveissa kontrolleissa ja vain viisi henkil6a 3fdkitusta henkilosta oli kantajia
(Wiklund ym., 2004). RNASELgeenista on loydetty useita polymorfisia kohtia
harvinaisten mutaatioiden lisdksi. Arg462GIn oning® missense muutos, joka on
yhdistetty seka kohonneeseen (R6kman ym., 2002)a ettlentuneeseen
eturauhassyopariskiin (Nakazato ym., 2003). Tukiksvoitiin paatella, ettRNASEL
voi selittdd vain pienen osan kaikista familiagliai eturauhassyopatapauksista.
Glu265X on ainoa merkittdva geenin alueelta |0ytymytaatio ja sekin segrekoituu

taudin kanssa vain muutamissa tutkituissa perheisséa

Toinen eturauhassyovélle altistava lokus PCAP ltiydeanskalaisilla ja saksalaisilla
perheilla tehdyissa genominlaajuisissa kytkent&tutksissa. PCAP paikannettiin
kromosomialueeseen 1q42.2-43 (Berthon ym., 199&}a Tokusta tutkittin myds

muissa populaatioissa, mutta vahvistusta kytkear@lloytynyt muissa aineistoissa, tai
yhteys oli hyvin heikko. Kyseinen lokus on mahd®bkti eturauhassyovélle altistava
naissa kahdessa ranskalaisessa ja saksalaisesagdaatiogsa, mutta tulosta ei voida

yleistdd maailmanlaajuisesti.

Kolmas eturauhassyopaan yhdistetty Ilokus HPCX Iiiyde tutkimalla
pohjoisamerikkalaisia, ruotsalaisia ja suomalaisiperheaineistoja. Naissa
kytkentatutkimuksissa tunnistettiin X-kromosomirkls g27-28, joka oli kytkeytynyt
noin 16 %:iin perheista (Xu ym., 1998). Suomalasegaestossa kytkeytyneisyys oli
jopa 40 % ja vahvin tulos saatiin perheistd, joissati periytyi aidin puolelta ja
diagnoosi-ikd oli myohainen (>65 vuotta) (Schleuatim., 2000). Myos saksalaisessa
alueeseen (Paiss ym., 2001), mutta tutkimuksetsaypspulaatioissa eivat ole antaneet
vahvistustaHPCX-alueen kytkeytyneisyydelle (Bergthorsson ym., 20@n viitteita
siitd, ettd HPCXalueen mutaatioilla voisi olla osuutta myds spmiada
eturauhasyopéatapauksissa. Segregaatio-analyygehistuen eturauhassyovalle oli jo

aikaisemmin ehdotettu X-kromosomaalista periytyapagn (Monroe ym., 1995).
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HPCX-lokuksen kytkeytyneisyys eturauhassyopéaan vahsidita olettamusta, jolloin

syOpaalttius periytyisi maternaalisesti.

Tutkimalla sukuja, joissa on eturauhassybvan lisagsiintynyt aivokasvaimia,
|6ydettiin neljas eturauhassyovélle altistava IQkG#PB, kromosomialueelta 1p36
(Gibbs ym., 1999). Aivojen ja keskushermon sydpudinjo aikaisemmin huomattu
esiintyvan perheissa, joissa on alttius myos ehaassyopaan (Goldgar ym., 1994).
CAPBlokus voisi ainakin osittain selittaa yhteyden d&ii syopien valilla. Myos
negatiivisia tuloksiaCAPBgeenin kytkeytyvyydestd on raportoitu, eikd lokolke
merkittdvassa roolissa myoskaan suomalaisen vasgtipdriskin lisaajana.

Vuonna 2001 Utahissa tehtiin genominlaajuinen kytanalyysi kahdeksalle suurelle
eturauhassyopéaperheelle, jolloin paljastui kromadkxkuksen 17p11 (HPC2) yhteys
eturauhassybpaan. Utahin perheaineiston perustdélldettin kaksi periytyvaa
mutaatiokohtaa 1641insG ja Arg781HELACZ2geenista, joka oli ensimmainen
kandidaattigeeni kromosomikohdassa 17pll1.2. Imsel841linsG katkaisee yhden
kolmasosan proteiinista, joka on rakenteeltaan rmywanservoitunut ja jota voidaan
loytaa lahes jokaisesta ihmisen kudoksesta (Tawtiggm., 2001).ELAC2n yli-
iImentyminen syodpasoluissa voi aiheuttaa solusykiridita ja G2-vaiheen solujen
lisdantymista  aiheuttaen epdsaanndllista  solunfjakasta ja  kasvainten
muodostumista (Korver ym., 2003). Suomalaisestehg@@neistosta ei kuitenkaan
l6ytynyt ELAC2n 1641insG- ja Arg781His-mutaatioita (ROkman y2@Q01).

Jo ensimmaisessa genominlaajuisessa kytkentatutkessa vuonna 1996 nousi esiin
muitakin kromosomikohtia kuin eniten tutkittu 1q28- Yksi naista alueista oli 8p22-
p23. Xu ym. (2001c) tutkivat kyseista aluetta kyttéanalyysilla, jossa oli mukana 159
eturauhassyOpéaperhetta. Erityisesti perheet, joisgg@padiagnoosi oli tehty
vanhemmalla ialla (>65 vuotta), olivat kytkeytyrgettihan lokukseen. Eturauhassydvan
yhteys lokukseen on my6hemmin todistettu monisskinwksissa (Wiklund ym.,
2003). Kytkentdanalyysin jalkeen |oydettiin eturas$ydpaperheissa periytyvia
mutaatioita geenist®SR1 joka paikantui kromosomikohtaan 8p22 (Xu ym., 200
MSR1 on solukalvon lapaiseva proteiini, joka toingiseptorina monille polyanionisille
ligandeille, kuten bakteereille. MSR1-geeni ei ilme eturauhaskudoksessa, vaan

normaalisti se loydetaan vain makrofageista (Rokmaiitoskirja 2004). Kyseinen
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geeni on jo toinen eturauhassybpaan yhdistetty igegmka toimii myos

immuunipuolustuksessa. Tama viittaisi siihen, edt@rauhasen tulehduksilla olisi
yhteys sydvdn muodostumiseen, mista oli jo aikamem l0ydetty Vviitteita.

Suomalaisella perheaineistolla tehdysséa tutkimbdes®SRIgeenin varianteilla ei
kuitenkaan ollut yhteyttd eturauhassyopaan (Seppd@ad 2003). Taulukkoon 1 on
koottu kytkentatutkimuksilla 10ydetyt perinnollisel eturauhassyovélle altistavat
lokukset ja geenit seka niiden ensimmainen rapatitaiosi ja julkaisija.

Taulukko 1 Taulukossa on esitetty oletetut perinnélliseller@&ihassyovalle altistavat
lokukset.

Lokus/ Geeni Paikka kromosomissa Ensimmainen rapodinti
HPC1/RNASEL | 1g24-25 Smith ym. 1996

PCAP 1942.2-43 Berthon ym. 1998
HPCX XQ27-28 Xu ym. 1998

CAPB 1p36 Gibbs ym. 1999b
HPC2/ELAC2 17pl1 Tavtigian ym. 2001
MSR1 8p22 Xu ym. 2001c

Perheaineistojen perusteella tunnistetut riskigeesuat suhteellisen harvinaisia,
korkean penetranssin geeneja, jotka ovat vastuugam pienestd osasta
eturauhassyopatapauksia. Harvinaisten korkeamrig&enien liséksi eturauhassyévan
kehittymisen taustalla on kuitenkin mitd todenngkéimin paljon yleisid geneettisia
polymorfioita, joilla on yksistdan suhteellisen mievaikutus eturauhassyovéan
sairastumisriskiin (Guy ym., 2009). Populaatiotisaiski voi kasvaa huomattavaksi
polymorfioiden yleisyyden takia tai usean geen@ation yhdistyessd samalla
henkilolla voi tuloksena olla korkeampi eturauhd@gsialttius. Pienen syopariskin
muutoksien tunnistaminen kytkenta-analyysilla on ikeaa, mutta

assosiaatiotutkimuksilla myds naita muutoksia vardauinnistaa.

Assosiaatiotutkimusten avulla on tunnistettu moreturauhassyovélle altistavia
geeneja. Assosiaatiotutkimuksilla voidaan tunniggeaneja ja niiden polymorfioita,
joiden  vaikutukset eivat ole tarpeeksi voimakkaitdullakseen  esiin

kytkentatutkimuksissa. Assosiaatiotutkimusten avulinnistettuja, eturauhassyoévalle
altistavia geeneja ovat esimerkikd5BMB LMTK2 ja KLK3 (Eeles ym., 2008). Vuonna

2008 tehdyssad genominlaajuisissa assosiaatiotukisesga tunnistettin seitseméan
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kromosomialuetta, jotka olivat assosioituneet ethessyopédan. Liséksi
eturauhassyovalle altistavia kandidaattigeenejddtiyn kolmelta kromosomialueelta,
joista MSMB sijaitsi kromosomissa 10LMTK2 kromosomissa 7 jaKLK3

kromosomissa 19MSMB ja KLK3 geenit voisivat olla hyodyllisid eturauhassydvan
seulonnassa, kun taasMTK2 koodaa signaaliproteiinia ja voi nain ollen olla
potentiaalinen kohdemolekyyli eturauhassydvan Iaéakeihin (Guy ym., 2009).

Kaikkiaan assosiaatiotutkimuksissa on loydettyalti§in (vuosina 2007—-2008) noin 15
kromosomialuetta, jotka on yhdistetty suurentuneeseturauhassyopaalttiuteen ja
nailtda alueilta on tunnistettu noin kymmenen geenitka ovat assosioituneet

eturauhassy6paan (Witte, 2009).

Yleiset polymorfiat eivat suoraan vaikuta syopdatiien, mutta voivat yhdessa muiden
riskitekijoiden kanssa johtaa sybdvan syntyyn. Todkdisimmat eturauhassydvan
kandidaattigeenit osallistuvat androgeenien kutestosteronin metaboliaan, koska
eturauhasen solujen kasvu on riippuvainen testmstta. Androgeeneja stimuloivia
geeneja on tutkittu paljon ja on todennékdistaa ete vaikuttavat jollain tasolla
eturauhassydvan syntyyn. Kiistatonta yhteytta efuaasyopariskiin ei naista
androgeeneja stimuloivista kandidaattigeeneistéekldaan ole viela I6ydetty (Schaid,
2004). Androgeeneja stimuloivien geenien lisdkstala@ penetranssin muutoksia voi
l6ytyd DNA:n korjausreitin geeneista tai immuunijusiukseen liittyvista geeneista.
Osa kytkentatutkimusten perusteella |0ydetyista ragtioiassyovélle altistavista
geeneista, kutelcLAC2 tai MRS1 voivatkin itse asiassa olla matalan penetranssin

geeneja, toisin kuin ensin luultiin (Rokman, vékigs 2004).

2.4 KandidaattigeendNF1B

Taman tutkielman kokeellisessa osassa karaktensokandidaattigeeniHNF1B
(hepatocyte nuclear factor-1-beta) suomalaisessealgtassyopaperheissa. Geeni
valikoitui tutkimuksen kohteeksi aikaisempien kytk&utkimusten perusteellANF1B
koodaa proteiinia, joka kuuluu homeodomeinin sisédin transkriptiotekijoiden
suurperheeseen ja tunnetaan myos nimella TCF2HEFRL (Bach ym., 1991). Geenin
koodaama proteiini sitoutuu DNA:han joko homodinesmd tai heterodimeerisessa
muodossa yhdessa sille sukua olevan proteiinin Hdtkanssa. Geeni on elintarkea
alkionkehityksen aikana ja se osallistuu monienteh varhaiseen kehitykseen, joista
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esimerkkind munuaiset, maksa, sappikivet, haimasykuelimet (Lu ym., 2007).
lturadassa tapahtuvaHHNF1Bn mutaatiot aiheuttavat epamuodostumia edella
mainittuinin rakenteisiin (Kato & Motoyama, 2009)Geeni [dydettiin ensin
avainsaatelijand maksasta, mutta myohemmin sen ditionmimentyvan myds muissa
epiteelin peittamissad kudoksissa, erityisesti misissa. HNF1B-geenin koodaama
proteiini saatelee kudosspesifisesti geenien ilgmeistd vielda alkionkehityksen
jalkeenkin, erityisesti munuaisissa, maksassa jandmsa (lgarashi ym., 2005).
Mutaatiot geenissa aiheuttavat etupééssa erilaisisuaissairauksia ja diabetes-
syndroomaa seké joissakin syovis$F1B-geenin ilmeneminen on muuttunut (Kato
& Motoyama, 2009).

2.4.1 HNF1B-geenissa raportoidut mutaatiot

Yli kolmekymmentd eri sairauksia aiheuttavaa mudéaton raportoituHNF1Bn
DNA-sekvenssissa. Naihin mutaatioihin kuuluu misgen nonsense- ja frameshift-
mutaatioita seka insertoita ja deleetioita (Lu y@007). Nonsense- ja frameshift-
mutaatiot ovat jakautuneet tasaisesti koodaavauesskin alueelle, mutta missense-
mutaatiot ovat kerddntyneet paddasiassa DNA:haatgitaan alayksikk66n. Missense-
mutaatiot ovat mielenkiintoisia, koska ne voivatpesti muokata proteiinin rakenteen
kohdespesifisyytta ja toiminnallisuutta ilman, eféoteiinin toiminnallisuus lakkaa
kokonaan. Suurimassa osassa raportoiduista tagtaidbdlF1B-mutaatiot on yhdistetty
erilaisiin munuaissairauksiin ja tietyt mutaatiot yhdistetty lapsuusian diabetekseen ja
MODY (maturity-onset diabetes of the young) -diatseen (Igarashi ym., 2005).
Transkriptiotekijat, jotka ovat tarkedssd asematisgankehityksessé, osallistuvat usein
myo6s kasvaimen muodostukseen ja onkin osoitettd, HNIF1Bn ilmentyminen on
lisddntynyt munasarjasyovassa ja toisaalta sen nitymenen on vahentynyt
munuaissyovassa (Kato & Motoyama, 2009). Kitanaka. y2004) raportoivat
tutkimuksesta, jossa missense-mutaatiblF1B-geenissé aiheutti promoottori- ja
soluspesifisen transkription vahenemisen myBiNF1Ageenissd ja HNF1An
sitoutuminen kohdepromoottoriin estyi. TielyNF1Bn mutaatiot voivat siis vaikuttaa

myO6sHNF1AnN aktiivisuuteen maaratyissa kudoksissa ja kohelegjiesa.
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2.4.2 HNF1B-geenin rakenne ja kromosomialue 17q

HNF1B-geenissa on yhdeksan eksonia ja se sijaitsee lammkohdassa 17912 (kuva
3), Qg-kasivarren sentromeerisella puolella. Geenmmientaatio on DNA:n
miinusjuosteessa, missa se koodaa 557 aminohapuoist@iproteiinia. Geenista on
tunnistettu useita vaihtoehtoisia esi-mRNA:n leikkemiskohtia ja proteiinin eri
muotoja koodaavia transkriptejd, mutta kaikkien togen biologista toimivuutta ei ole

maaritetty. (Human genes, gene database, www.getsecs)..)

Chr 17
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Kuva 3.Kromosomi 17, johon on punaisella merkitty gedddF1B lokus.
(Human genes, gene database -verkkosivu, www.getseogg.)

Kromosomista 17 on ldydetty useita monistuneitaigduja kromosomipoikkeavuuksia
(Chen ym., 2009). 17g-kasivarressa on suuria mamegtia alueita, joissa homologinen
sekvenssifragmentti toistuu. Kromosomipoikkeavuualekeella on yhdistetty moniin
sairauksiin, joista esimerkkina rintasyovalle édtiet BRCA 1 ja 2 deleetiot (Chen
ym., 2009). Chen ym. ovat tarkastelleet monistumeicdrakenteiden alkuperaa
evoluutiossa ja huomanneet, etta rakenteet ovaitttajeita kadellisille nisakkaille ja
ne voidaan yhdistdd kahden retrotransposonin té&@m NAama retrotransposonit
nayttavat olevan edelleen aktiivisia, joten mydsiaunonistuvia alueita voi syntya.
Cardone kollegoineen (2008) on myds tutkinut kroomos 17 rakenteellisia

muutoksia evoluutiossa. Tutkimuksessa on paljastiettis kohdat 17q12/21 ja 17923
ovat toimineet katkaisukohtina kromosomin uudelj@gestaytymisissa ja niissa on
edelleen paljon monistuneita alueita. KandidaagingeHNF1B sijaitsee lokuksessa
17912, joten se paikantuu kromosomikohtaan, mika adlat hyvin aktiivinen

evoluution aikana.

2.4.3 HNF1B:n kohdegeenit

Kuvan 4 kaaviolla on esitettNF1Bn ja muiden geenien valisia vuorovaikutuksia.
Suurin osa geeneistd, joiden aktiivisuuttiNF1B saatelee, osallistuvat maksa-,

munuais- tai haimasolujen toimintojen saatelyl#iNF1B-geenin koodaama proteiini
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sitoutuu kohdegeenin promoottorialueeseen yleeksigoalen geenin ilmentymista,
tosin joissakin tapauksissa myds geenin hiljentéstés on raportoitu (lgarashi ym.,
2005). Monet kohdegeeneista koodaavat my0ds itsasKrgptiotekijoita, joten

saatelyverkosto jatkuu edelleen eri geenien sdktely

Kuva 4.Kuvassa on esitettNF1Bn seka muiden geenien valisia vuorovaikutuksia.
KeskimmaisendHNF1B (TCF2) ja ymparilla geenit, joiden aktiivisuutediNF1B
vaikuttaa. (STRING 8.2 -verkkosivu, 20h@p://string.embl.de)y

HNF1B tiedetaan saatelevan geenien ilmentymista ergfiseunuaisissa, maksassa ja
haimassa sekd muissa epiteelin peittamissa elimi&s&uitenkaan tunneta kaikkia
kohdegeeneja, joihin HNF1B:n saately kohdistuu. gsgm. (2009) raportoivakKif12
(kinesin family member 12) -geenistd, joka on yKdNF1Bn kohdegeeneista
munuaisissa.Kifl2 geenin oli jo aikaisemmin todettu aiheuttavan Rgéjista
munuaissairautta. Tutkimukseds$ilF1B-mutaatiot inhiboivaKif12 transkriptiota seka
viljellyissa soluissa seka hiirimallissKifl2-perheen geenit osallistuvat solun napojen
oikeaan suuntaamiseen solunjakautumisen aikanaen jpbikkeuksetKif12-geenissa
voivat aiheuttaa soluun epdnormaalia polaarisuuttaita on  havaittu

munuaissairauksissa.
Ma kollegoineen (2007) tunnisti tois¢tiNF1Bn kohdegeenin munuaisist8OCS3

(suppressor of cytokine signalling-3). Tassa tutkisessa HNF1B geenin

hiljentdminen hiiren munuaisissa aiheutti kystienoshostumista. Mutaatiot tai suuret

26



deleetiot HNF1B geenissa aiheuttavat MODY-syndroomaa, jota kussutanyos
nimella RCAD (renal cysts and diabetes), koska asaineilla on useita
munuaisvaurioihin johtavia munuaiskystoja. Sairaantdiittyy my6s synnynndisia
epamuodostumia munuaisissa, maksassa tai sukupudss. Tutkimuksess8OCS3
geenin ilmentymistasot nousivat munuaisen epitelelissa, jotka ilmensivatdiNF1B-
mutanttia tai hiirimallissa, josdNF1B geeni oli hiljennettyHNF1B sitoutuuSOCS3
geenin promoottoriin estden geenin ilmentymistan KOCS3roteiinitaso nousee
HNF1B-mutaatioiden johdosta, se estéaa HGF:n (hepatapgieth factor) aiheuttamaa
tubulogeneesia eli putkimaisten rakenteiden muamhista organogeneesin aikana.
HGF:n inhibitio estad edelleen Erk- ja STAT-3- giotien fosforylointia estden Costa
ym kohdekudosten muodostumista. Talla mekanismHlidF1B sdatelee elinten
muodostumist&OCS3Imentymisté kontrolloimalla alkionkehityksen aikea SOSCh
iimentymistasoja kontrolloimalla voisi mahdollisesibitaa myds munuaissairauksia,

jotka ovat aiheutune@tNF1B-mutaatioiden seurauksena.

Naiden geenien lisaksHNF1B vaikuttaa transkriptiotekijand usean muun geenin
aktiivisuuteen, joista seuraavana muutama esimefkHD1 (Polycystic kidney and
hepatic disease 1 precursor) -geeni koodaa solokdBvistavaa proteiinia, jossa on
useita immunoglobuliinin kaltaisia domeeneja (Beagm ym., 2004). Mutaatiot tadssa
geenissa aiheuttavat polykystistda munuaissaira@&rgmann ym., 2005)UMOD
(Uromodulin precursor) -geenin koodaama proteiini wrtsan runsain ja tarkein
proteiini ja muutokset proteiinia koodaavassa gesghialtistavat munuaissairauksille
(Hart ym., 2002). UMOD-proteiini voi toimia inhiltiorina kalsiumin kiteytymista
vastaan munuaisissa ja sen eritys virtsaan suojdsatieinfektioilta. HNF4A on
transkriptiotekijAHNF1Bn tavoin ja se saatelee useiden geenien aktiiitssu@hinnd
maksassa (Costa ym., 2003). Geenilla on todenrggtdissuus maksan, munuaisten ja
suolen muodostumisessa alkionkehityksen aikana.adliot HNF4A-geenissa on

yhdistetty II-tyypin diabetekseen (Love-Gregory &rutt, 2007).

2.4.4 HNF1B-proteiinin rakenne

HNFB-proteiini (kuva 5) on muodostunut 557 aminabstp ja se on kooltaan 61324
Da suuruinen. HNF1B:ssd on kolme erillista toimihst alayksikkda, joista

dimeerisaatio-alayksikkd vastaa sitoutumisesta HNpfoteiinin kanssa. Liséksi
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HNF1B:ss& on DNA:han sitoutuva POU-alayksikkd seldivoitumista valittava
alayksikkd. Aminohapot ovat konservoituneita DNAhaitoutuvassa alayksikdssa
sekd dimerisaatio-alayksikdssd, mutta naiden vatisat sekd C-terminaalinen osa
siséltavat vaihtelevia aminohappoja. Vaihtelevatnammapot mahdollistavat HNF1B:n
vuorovaikutukset eri proteiinien kanssa. Vaikka DN#&n sitoutuvat osat ovat
konservoituneita HNF1B:n ja HNF1A:n valilla, pratet sitoutuvat eri kohdegeeneihin
jopa samassa solussa. Munuaissolusta on tunni2éttpotentiaalista kohdegeenia
HNF1B:lle, mutta vain yhdeksan kohdegeenia HNFPA{LuU ym., 2007.)

Kuva 5.HNF1B-proteeiinin 3-D rakenne
(2DAG6, PDB (Protein data bank) -verkkosivattp://www.rcsb.org/pdp

HNF1B on POU-transkriptiotekija, joka osallistuariskriptiotekijoiden hierarkkiselle
reitille sééadellessdén tiettyjen elinten kehitygié toimintaa. Nimi POU tulee
ensimmaisisté loydetyista proteiineista, joissarakenteelle ominaiset alayksikot: Pit-
1, Octl ja UNC-86. POU transkriptiotekijat sa&téke monien neuroendokriinisten
elinten kehitysta ja ne sitoutuvat DNA:han POU-hodmmeinien valityksella. Suurin
osa HNF1B:n mutaatiota kantavista aminohappotétteisijaitsee DNA:han
sitoutuvassa osassa tai sen laheisyydessa. Kaikkitut eri sairauksille altistavat
mutaatiot vaikuttavat juuri DNA:n sitomisominaiswiik. HNF1B-muutaatioiden
ennustetaan vaikuttavan ratkaisevasti proteiinirabigisuuteen, jolloin vaarin
laskostunut proteiini voi kerddntya soluun ja sitdidaan hajottaa ennenaikaisesti.
Yhteenvetona HNF1B/DNA -kompleksin tutkimuksistaidemn sanoa, ettda mutaatiot
vahentavat merkittavasti transkription aktiivisauttaikuttaen todennékdisesti loss-of-

function -mekanismilla. (Lu ym., 2007.)
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2.4.5 HNF1A ja HNF1B muodostavat dimeerisen rakenteen

HNF1B-proteiini voi muodostaa heterodimeerisen né#en yhdesséd toisen
maksaspesifisen transkriptiotekijan HNF1A:n kanssiaesiintya homodimeerisesséa
muodossa. Molemmat dimeeriset muodot ovat toimiwmtta biologinen vaikutus
muuttuu  rakenteesta riippuen. Lisdksi monia vaihtoigia esi-mRNA:n
leikkautumiskohtia on kuvattu, mutta naiden eriemtieiden biologista toimivuutta ei
ole tutkittu. HNF1B:n rakenne on hyvin samankakankuin HNF1A:lla ja sen
sekvenssista 70 % on identtista. HNF1A- ja HNF18tgiineja koodaa kaksi erillista
geenia ja proteiinit ovat toiminnallisesti erilksikudosspesifisyyden ja ajoituksen
suhteenHNF1A-geeni sijaitsee kromosomissa 12 kun teadd-1B kromosomissa 17.
HNF1B ilmentyy haiman kantasoluissa ennen erilaistumestdo- tai eksokriinisiksi
soluiksi, kun taasiNF1A osallistuu etupaassa yllapitdmaan elinten toinmwistoja jo
erilaistuneissa soluissa. ToisaaltdNF1B-geeni osallistuu myds monien elinten
toimintaan valmiissa kudoksessa. Molemmista ge&heign |0ydetty erillisia
mutaatioita, jotka on yhdistetty diabetekseen ja nuaisen kehityshairioihin.
Sukuelinten kehityshéairiot ovat paaasiassa sewadbt-1B:n mutaatioista. (Lu ym.,
2007.)

2.4.6 HNF1B-geenin yhteys eturauhassyopaan

Ensimmaisen kerran kromosomialue 17q yhdistettitragihassyopadéan vuonna 2003,
kun Lange ym. (2003) raportoivat perheaineistossladysta kytkentdanalyysista.
Kyseisessa tutkimuksessa vahvin kytkentd kromosofiii saatiin perheistd, joissa oli
neljd tai useampia eturauhassybpaan sairastunégesinaisestiHNF1B-geeni on
yhdistetty suurentuneeseen eturauhassyopariskismemdisen kerran islantilaisessa
genominlaajuisessa assosiaatiotutkimuksessa (GWA&sa oli mukana 1501
eturauhassyopaa sairastavaa miestd seka 1129®@lkan{Gudmundsson ym., 2007).
Tutkimuksessa oli mukana nelja erillistd tapauselkki -ryhmaa (islantilainen,
hollantilainen, espanjalainen ja yhdysvaltalainghnd), jotka vahvistivat kolmen
sekvenssivariantin (rs4239217, rs757210, rs4430&868psiaation eturauhassyopaan
kromosomissa 17. Naiden varianttien altistama sy8kia on verrattain pieni
yksilotasolla, mutta varianttien yleisyyden vuokspopulaatiotasolla riski on

kohtalainen.
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Gudmundssonin ym. julkaisema tulos vahvistettindhgmmin my6s Englannissa
(Eeles ym., 2008) ja Yhdysvalloissa (Thomas ym.Q&0tehdyissa tutkimuksissa.
Vuonna 2008 myds Sun kollegoineen raportoi usel$ii1B-geenista [0ytyneista
varianteista, jotka olivat vahvasti assosioituneitarauhassyopaan. Tama tutkimus oli
myo6s tapaus-verrokki -tutkimus, jossa aineistona kdiytetty ruotsalaisia ja
amerikkalaisia henkil6itd. Waters ym. (2009) tutkivuseiden geenivarianttien
yleisyyttd aineistossa, johon kuului naytteitd eetnisista ryhmista, kuten
eurooppalaiset, amerikkalaiset, afroamerikkalait#tnalaista alkuperad olevat seka
japanilaiset. Myo6s tassa tutkimuksesddNF1B-geenimuutokset assosioituivat
suurentuneeseen eturauhassyopariskiiNF1B-geenid on tutkittu myds suomalaisessa
perheaineistossa, jossa kromosomialue 17q on noussin (George ym.,

kasikirjoitus).

On todennakoista, ettd transkriptiotekija osalliseyovan kehittymiseen aiheuttaen
saateleménsa geenin poikkeavan ilmentymisen syosiintyyn vaikuttavalla
signaalireitilla. HNF1B-geenin on osoitettu osallistuvan eri kasvaintemtysyn.
lturadan ja somaattisten solujeRINF1B-muutoksia on |0ydetty esimerkiksi
munuaissolujen karsinoomassa (Kato & Motoyama, ROD&8man perusteella voidaan
sanoa, ettda HNF1B-geeni luokitellaan munuaisten tuumorisupressongee
Geneettinen yhteys eturauhassyobpaan viittaa siitett§ HNF1B-geenilla voisi

mahdollisesti olla samanlainen rooli eturauhaséssayling ym., 2008).

2.4.7 HNF1Byhdistava tekija eturauhassyovan ja diabetekseatéval

Eturauhassyovan ja diabeteksen valista yhteyttdutkittu paljon ja tulokset naista
tutkimuksista ovat jokseenkin ristiriitaisia. Epmdmlogiset tutkimukset viittaavat
siihen, etta tyypin 2 diabetesta sairastavilla migehon pienempi riski sairastua
eturauhassyopaan kuin miehilld, jotka eivat saarababetesta (Frayling ym., 2008).
Will ym. (1999) puolestaan raportoivat, ettéa viwgiotta tai pidempaan diabetesta
sairastaneilla miehilla olisi suurentunut riskiraatua eturauhassydépaan. Enemmist6
tutkimuksista kuitenkin osoittaa, ettd diabeteksadllisi eturauhassydvassa ehkaiseva

rooli.

30



HNF1B-geenista on I6ydetty muutoksia, jotka johtavat MO{naturity onset diabetes
of the young) -syndroomaan diabeteksessa (Fraylimg 2008). Pieni ryhma 2-tyypin
diabetekseen sairastuneista henkildista sairasawtiint noin kahdenkymmenen
ikdvuoden tienoilla, eika sairaudelle tyypillisesanhemmalla iélla. Suurella osalla
nuorena sairastuneista on vahva perhehistoria teiieden suhteen, jolloin sairastuneet
kantavat tiettyja geenivariantteja, jotka altistalveidat sairaudelle. Diabeteksen liséksi
HNF1B-geeni on jo monissa tutkimuksissa yhdistetty etbessyopadan (Sun ym.,
2008, Gudmundsson ym., 2007). On kuitenkin vieldsepvaa, toimiikdHNF1B-geeni
nimenomaan yhdistava tekija naiden sairauksienl&aldn myoés mahdollista, etta

kyseinen geeni vaikuttaa molemmissa sairauksiggaurnatta toisen sairauden tilasta.

Diabeteksen ja eturauhassyodvéan vdlille voidaandbynonia yhdistavia tekijoita ja

tietyn diabeteksen riskitekijan voidaan katsoa aleopn eturauhassyovalta tai
altistavan sille. Yhdistaviksi tekijoiksi on ehdtite monia diabetekseen liitettavia
piirteita, kuten erilaiset insuliinitasot, saatéviblevan insuliinin kaltaisen kasvutekijan
1 (IGF-1) maara, leptiinin maard, vapaata testoster maara seka laakehoidot
(Giovannucci & Michaud, 2007). Ainakin tietyilla pgglykemian hoitoon

tarkoitetuilla l1adkkeilla kuten metformiinilla valla sydpéariskid vahentava vaikutus.
Tama vaite on yhdenpitava tutkimusten kanssa,goetarauhassyovan riski vahenee,
mitd kauemmin ihminen on sairastanut diabetestaoisin sanoen saanut ladkitysta

tautiin (Giovannucci ym., 1998).

Koska diabetesta sairastavilla miehilla on pieneyityiski sairastua eturauhassyopaan,
tata yhteytta selittdvaa geneettista tekijaa onttgyselvittamaan. Winckler ym. (2007)
tunnistivat SNP:n rs757210NF1B-geenista, joka oli lievasti assosioitunut tyypin |
diabetekseen (OR 1.12, 95 % CI 1.07-1.18). Piaramdjalkeen Gudmundsson ym.
(2007) raportoivat HNF1B-geenivariantista rs4430796 intronissa 2, yhdiatéit
suurentuneeseen eturauhassyopariskiin (OR 1.2% @3 1.15-1.30). Taman jalkeen
tutkittin saman SNP:n (rs4430796) yhteytta tyypindiabetekseen, jolloin SNP:n
samalle alleelille A 16ydettiin yhteys myds tyydindiabetekseen (Frayling ym., 2008).
SPN:lla rs4430796 oli 1l tyypin diabeteksessa ethesyovélle vastakkainen suojaava
vaikutus (OR 0.91, 95% CI 0.87-0.94, p=2.7x10-7).
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Vuonna 2010 julkaistussa tutkimuksessa Steven®daitheen selvitti diabeteksen ja
eturauhassyovan valista yhteyttd. Tassa tutkimglesdsolme HNF1Bn SNP:ia

(rs11649743, rs4430796, ja rs7501939) olivat aegoseet vahentyneeseen
eturauhassyopariskiin ja vahaisesti kohonneesearetdisriskiin (Stevens ym., 2010).
Tutkimuksessa  haluttin  selvittdd,  voisivatko  namaSNP:t  vahentaa

eturauhassyopariskia spesifisesti diabeteksesfpuninisella mekanismilla.  Tata
tutkittin -~ tapaus-verrokki  aineistolla, jossa vétia geenivarianttien ja

eturauhassyovan yhteytta diabetesta sairastavi#ilié ja vastaavasti miehilld, jotka
eivat sairastaneet diabetesta. SNP:ien yhteys uttasgayopdan ei kuitenkaan
merkittdvasti muuttunut diabetes-statuksesta johtudos geenivariantin yhteys
eturauhassyopaan valittyisi diabeteksesta riipm@ia mekanismilla, eturauhassyovéan
riski pitaisi olla merkittavasti vahentynyt, kunatlietes-tila on huomioitu. Nain ei
kuitenkaan ollut, joten on mahdollista, eH&F1B vaikuttaa eturauhassydvan riskiin
esim. muuttamalla hormonitasoja tai kasvuun liigyw proteiinien ilmentymista.

Tallaista yhteytta tautien valille on ehdotettugj&aisemminkin. Stevens ym. tutkimus
viittaa siihen, etta kyseiset SNP:t (rs11649743488796, ja rs7501939) eivat selitd
eturauhassyovan ja diabeteksen yhteyttd, vaan exiiseen assosioituneet seka

diabeteksen etta eturauhassyopaan.

Loeb ym. (2009) tutkivat diabeteksen ja eturauh@ssy aggressiivisuuden yhteytta
HNF1B:n SNP:n rs2230796 kantajilla. Eturauhassygvdiologinen tila naytti olevan

samankaltainen riippumatta siitd, sairastivatkohmialiabetesta vai eivat. Tutkimus oli
tehty verrattain pienella aineistolla, mika saatt@aristda tuloksia, mutta tasta
huolimatta tulos viittaisi siihen, etté diabetesyksindén vaikuta assosiaatioon 17q12
riskialleelin ja eturauhassydvan aggressiivisuudéliila (Loeb ym., 2009). Tulos oli

samansuuntainen kuin Stevensin ym. aikaisempintut&iulos, jossa tautien yhteytta ei

voitu selittA8HNF1B geenivarianteilla.

Loydettyjen geenivariaatioiden biologisia vaikutizgksei vield tunneta. On mahdollista,
ettd tietty variaatiokohta osallistuu toisen geesaitelyyn.HNF1B-geeni koodaa
transkriptiotekijaa, joka séatelee monien muideanggn ilmentymista monien elimien
aikaisessa kehityksessa, kuten hainfasolujen ja sukuelinten kehityksessa. Kun
tiedetddn enemman HNF1B:n kohdegeeneista ja segiteigta, voi myos diabeteksen

ja eturauhassyovan yhteys selvita. Talla hetkedigtad siltd, ettd diabeteksella olisi
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ehkaiseva rooli eturauhassyovassa, mutta sairaukgidla vaikuttavia geeneja ei ole

viela onnistuttu kiistatta tunnistamaan.
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3 TUTKIMUKSEN TAVOITTEET

Tutkimuksen tavoitteena oli l0ytaa perinnélliselleturauhassyovalle altistavia
muutoksia kytkeytyneen kromosomialueen 17912 kaaattyeenisttHNF1B seka
tutkia geenin promoottorialuetta. Lisaksi oli taitkg selvittdd kahden jo aikaisemmin
eturauhassyopaan yhdistetyn HNF1B-geenivariantis4430796 ja rs11649743,
yleisyys suomalaisessa véestossa ja varianttieayyheturauhassybpadn Suomessa.
Tavoitteena oli myos testata High resolution meltfRiMR) -menetelman toimivuutta

mutaatioiden havaitsemiseksi sekd optimoida uuéaatelmaa toimivaksi.
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4 MATERIAALIT JA MENETELMAT

4.1 Naytteet

Aineistona kaytettiin suomalaisia eturauhassyog@td, jotka valittiin tutkimukseen
mukaan aikaisemmin tehdyn genominlaajuisen kytkarabysin perusteella (George
ym., kasikirjoitus). Kytkentd-analyysissa esiin splkromosomialue 17q21-22, jolle
saatiin merkittava LOD (logarithm of odds) -arvé 8kuva 6). Analyysissa oli mukana
44 eturauhassyopaperhettd, joista 16 kytkeytynpaéhetta valittin mukaan téahan
tutkimukseen. Kytkeytyneista perheista tutkittiimibkkiaan 137 naytetta, joista 57 oli
eturauhassyopaan sairastuneita henkildita. Mukaahkoituneissa perheissa oli
kaikissa vahintdan kolme eturauhassyopaan saidsdurhenkildoa ja seitseméssa
perheessa jopa viisi sairastunutta. Useissa pséeis todettu eturauhassybpad, joka
on luokiteltu aggressiiviseksi ICPCG:n (InternatbiConsortium for Prostate Cancer

Genetics) kriteerien mukaan.

|1.c'm (file = chrl7_TandILpre) 1?-q21_32
17q12 17q22
HINF1B BRCA1
17q12 17q21.31
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Kuva 6.Kuvassa on esitetty genominlaajuisessa kytkentfigsiaba saatu tulos, jossa
kromosomialue 17¢21-22 on saanut merkittavan LOIar 3,6 (George ym.,
kasikirjoitus).
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Perhenaytteiden lisdksi mukana oli naytteitd Tamger yliopistollisen sairaalan
urologian poliklinikan potilailta. Nama potilaat @estivat tutkimuksessa sporadista
syopaa eli heilla ei ollut perhetaustaan perustatimtta sairastua eturauhassyopaan.
Sporadisia naytteita kaytettiin perheaineiston gkeeila |10ytyneiden geenivariaatioiden
lisdtutkimuksiin, jotta ndhtiin kantoivatko sporatd syopaa sairastavat henkilét samoja
geenivariantteja. Lisaksi sporadista aineistoa dt#yt tutkittaessa kahta jo
aikaisemmin raportoitua eturauhassyovélle altistagaenivariaatiota (rs4430796 ja
rs11649743) suomalaisessa vaestossa. Kontrolleidgtt tutkimuksessa kaytettiin
Suomen Punaisen Ristin anonyymejd verenluovutteggekd miehia ettd naisia.
Genomiset DNA-naytteet oli eristetty EDTA-verindytta (valkosoluista) kéayttden

kayttaen Promega Wizard -Kkittia.

4.2 Sekvensointi

Kandidaattigeenin sekvensointi suoritettiin Sangenenetelmasta johdetulla syklisella
menetelmalld, jossa DNA-nayte monistettiin ensirRP@olymerase chain reaction) -
reaktion avulla. PCR-tuote puhdistettiin entsymsasti ylimaaraisten nukleotidien ja
alukkeiden poistamiseksi, jonka jalkeen tuotteédltiin sekvensointi-PCR -reaktio,
joka luettin ABI PRISM -analysaattorilla ja anabysin Sequencer 4.9 -ohjelmalla.
HNF1B-kandidaattigeenin yhdeksan eksonia sekvensoitiginel37 naytteestd, jotka
kuuluivat 17921-22 kromosomialueeseen linkattuitperheisiin. Eksonit, joista

|0ydettiin sekvenssivariaatioita, sekvensointiin@ngmmin myds kontrollinaytteista,

joita oli kaikkiaan 192 naytetta. Geenin eksoniegdien liséksi sekvensoitiin noin 1000
emasparin alue ennen geenisekvenssin alkua, jo#thdwoiiset promoottorialueen

mutaatiot saataisiin selvitetyksi.

4.2.1 Alukkeiden suunnittelu

Sekvensointireaktiota varten suunniteltiin alukkeg@btka sitoutuivat spesifisesti
haluttuun kohtaan genomista DNA:ta. Alukkeet sitwat halutun geenifragmentin
molemmille puolille, toinen geenin lukusuunnassaojaen vastakkaisessa suunnassa.
Alukkeiden avulla voidaan ensin monistaa haluttddAEfragmenttia PCR-reaktiolla,

jonka jalkeen alukkeita voidaan kayttaa DNA-fragtmesekvensointiin.
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Taulukko 2. HNF1Ryeenin sekvensoinnissa kaytetyt alukkeet.

Eksoni Forward-aluke 5'— 3° Ta (°C) Monistettavan

Reverse-aluke 5 3° alueen pituus
(bp)

1A F CTTCTGCTCTCCAGGTCTGC 59,3 527
R _GTGGCCGTTGGTGAGAGTAT

1B F CACGTCGCTCCAGCAAGAA 62,0 445
R_GACTTCTCTGGTGGGAAACGG

2 F TGCATAGACCATAGGTAGCACC| 62,0 342
R_GAGGGCAAAGGTCACTTCAG

3 F GGTTGCAAAGCTTAGTTAGACG| 59,3 467
R_GTCTCAATATCCCAGGACCG

4 F_ACTCCCAACCAAGACTGCTG 59,3 400
R_TAAGATCCGTGGCAAGAACC

5 F CAAGAGGTGCCGAGTCATTG |59,3 319
R _TTGAGGCAGGCCTTGTGAG

6 F_GAACTAGTCATGCCAAGGAATC| 55,0 302
R _CCACATTAATTTGCTTCCCA

7 F GGCTCAAATGATGGCATC 57,2 355
R_CGAGAAAGTTCAGACCCAGA

8 F_ CTACCTGAGGAGATGGGAGCT | 59,3 298
R CTTGCCACAACCTCTGCA

9A F_ GGTTGAGTTGGGCATCATC 55,7 575
R _CTCAAGATCATGTGGGATGG

9B F_GAACTGAGCCAAACACACTG 59,3 612
R GTTCTCGGTGGAACCATG

9C F_AGACAATCCACTCTCAGGAGG | 64,0 385
R GGCTTCACTTCCCACTTAGG

Promoottori | F CTCGTCTACAGAGCTCGTCC 65 397

1 R _GTGAAGGAGTCCGGGAGA

Promoottori | F GGAGCTTCACTTTGGCTAC 57,2 386

2 R_GTGAGAGCCAGAGGAAGC

Promoottori | F CTCTACTCTTCGCTTCCTCC 57,2 425

3 R_CTTCTAACTTGCCATGATCG

Nykyaan alukkeiden suunnittelua voi helpottaa manbioinformatiikan ohjelmilla,
jotka etsivat automaattisesti sekvenssista alukkeedopivan kohdan. Téassa
tutkimuksessa  kaytetyt alukkeet suunniteltin  ilmaravustavia ohjelmia
kohdesekvenssid vastaavaksi. Alukkeiden pituudehtelavat valilla 18 - 22
nukleotidia ja monistettavan alueen pituus oli 30600 nukleotidia. Tutkimuksessa
kaytetyt alukeparit, kiinnittymislampoétilat ja matettavien DNA-fragmenttien
pituudet on esitetty taulukossa 2. Alukkeiden taoinallisuus tarkistettiin kayttaen
apuna UCSC:n (University of California Santa Cr@nome Browser -verkkosivulla
olevaa In Silico PCR -ohjelmaa, joka laski alukleidodennakoiset sulamislampétilat
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sekd Kkertoi monistettavan kromosomialueen mahatllifiomologiset kohdat

genomissa.

Alukkeet testattiin ennen varsinaista naytteidekvessointia, jotta I6ydettiin oikeat

kiinnittymislampotilat PCR-reaktiota varten. Syndyv sekvenssin laatu tarkistettiin
Sequencer 4.9 -ohjelmalla ennen varsinaisten ndgttesekvensointia kayttaen testi-
DNA:ta. Alukkeet tilattin kaupalliselta valmistdja, Sigma Aldrichlta (Saint Louis,

MO 63103, USA).

4.2.2 PCR-reaktio

Jotta genomista DNA:ta voidaan sekvensoida, sitdeosin monistettava PCR-
reaktiolla. PCR-reaktio perustuu lampdtilavaihtalukestdvaan DNA-polymeraasi-
entsyymiin, jolla voidaan eksponentiaalisesti mtaas haluttua DNA-fragmenttia.
PCR-reaktiossa vuorottelevat denaturointivaihe, kka@iden kiinnittymisvaihe ja
pidennysvaihe ja jokaisen syklin jalkeen DNA:n n#&aon kaksinkertaistunut.
Monistusta varten suunnitellut spesifiset alukklieginittyvat DNA-juosteisiin, jotka
ovat erotettu yksijuosteiseen muotoon ensimmaisgssaturointireaktiossa.

Taulukko 3PCR-reaktiossa tarvittavat reagenssit yhta rekkohden.

Reagenssi Maara
H.O 16,85l

5 x puskuri 2,5ul
MgCl, 1,5ul
dNTP seos (10 mM) 0,5l
Forward-aluke (1@M) 1,5l
Reverse-aluke (10M) 1,5l
Tag-polymeraasi entsyymi 0,156
DNA-templaatti 50-100 ng

PCR-reaktiot  pipetoitin  laminaarikaapissa filtténjilla  kontaminaatioiden
estamiseksi. PCR-reaktioon tarvittavat reagendsifi yeaktiota kohden on esitetty
taulukossa 3. Tutkittavia DNA-naytteita kasitelti@6-kuoppalevylld, jotta pystyttiin
monistamaan useita naytteitd samanaikaisesti. Resgsta valmistettiin seos, jotta
reagenssit pystyttiin pipetoimaan koko 96-kuoppglev pipetointikaukaloa apuna
kayttaen. Naytteiden DNA-templaatit, joita olip? (25ng/ ul) per nayte, oli pipetoitu

valmiiksi kuoppien pohjalle ja sentrifugoitu kuopgayn pohjaan kontaminaatioiden
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valttamiseksi. PCR-koneessa kaytetty ohjelma ontetggi taulukossa 4.
Alkudenaturoinnin jalkeen vaiheet 2 - 4 toistettdh kertaa, jotta DNA-tuotetta saatiin

monistettua haluttu maara.

Taulukko 4PCR-koneen DNA:n monistamiseen kaytetty ohjelma.

Vaihe Lampatila (°C) Aika
1. alkudenaturaatio 95 10 min
2. denaturaatio 95 30s
3. alukkeiden kiinnittyminen d(alukkeelle ominainen | 30 s

kiinnittymislampotila)

4. pidennys (DNA-synteeesi) 72 45 s
5. lopullinen elongaatio 72 5 min
6. jaahdytys 11 1 min

4.2.3 PCR-tuotteiden geelielektroforeesiajo

PCR-reaktion onnistuminen varmistettin ajamalla RPQotteet agaroosigeelille.
Geelilta voitiin erottaa tuotteen kokoa vastaavadbamikali alukkeet olivat toimineet
halutulla tavalla ja oikeankokoinen tuote oli mustlmut. Geelilta nahtiin myos, mikali
PCR-reaktiossa oli syntynyt sivutuotteita. Mikalkeddilla nakyi haluttu tuote, eika

sivutuotteita havaittu, voitiin jatkaa sekvensoiatheeseen.

Geeli valmistettiin agaroosijauheesta ja 0,5 x TiSkurista, esim. 1,5 g agaroosia ja 65
ml 0,5 x TE-puskuria. Seos kuumennettin mikrossambgeeniseksi ja geelin
jadédhdyttya noin 60 °C:een, siihen lisattimldvaloherkk&a SyberSafe-reagenssia, jotta
tuotteiden bandit voitiin ndhda UV-valaistuksesSaeli valettiin ajokelkkaan, johon
asetettiin kammat naytteita varten. Geelia ajettom 30 min 150 V jannitteelld, jonka
jalkeen geeli valokuvattiin UV-valaistuksessa. \attaessa molekyylipainomarkkeriin

voitiin tuotteiden oikea koko tarkistaa.

4.2.4 PCR-tuotteiden puhdistus

PCR-tuotteiden puhdistus suoritettiin entsymadliise = EXOSAP-
puhdistusmenetelméllda. Yhden PCR-tuotteen puhdiserk tarvittin 0,024 pl
Exonucleaasi | -entsyymid (New England Biolabs Gat. M0293S, 20U{l), 0,25 pl
SAP (Shrimp Alkalinen Phosphatase) -reagenssiahi®&azat. No. 1 758 250, 1)
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sekd 9,725ul steriloitua vettd. EXOSAP-reagensseista valrttigie seos, jota
pipetoitin 10 ul per PCR-tuote. Reagenssiseosta pidettiin jaillatsygymin

lampoherkkyyden vuoksi. Reagenssien lisayksen gélk@iytteitd inkuboitiin 30 min
+37 °C:ssa, jonka jalkeen suoritettin 5 min deradtio 95 °C:ssa. EXOSAP-
menetelmalla poistettiin entsymaattisesti yliméetinukleotidit ja alukkeet PCR-

tuotteesta, jotta tuote olisi puhdas sekvensoaikiieta varten.

4.2.5 Sekvensointi-PCR

Puhdistetusta naytteesta pipetoitiin sekvensoi@iRPreaktiot, kayttaen Big Dye -
terminaattori menetelmdd (Applied Biosystems). Melned on syklinen

sekvensointimenetelmd, jossa hyoddynnetddn DNA-petgasin toimintaa ja

muokattuja dideoksinukleotidejd. DNA-polymeraasi @iysty liitthmaan uutta

nukleotidia dideoksinukleotidin jalkeen, joten ssedi pysahtyy. Dideoksinukleotidia
on reaktioseoksessa vain vahan, joten synteesiulomatunnaisesti eri kohdassa
sekvenssid ja syntyy useita erimittaisia DNA-paasjotka voidaan tunnistaa
fluoresenssileiman perusteella. Templaattina kéytepuhdistettua, kaksijuosteista
DNA:ta.

Sekvensointireaktiot tehtiin erikseen molempiin rdiin, geenin lukusuunnassa ja
vastakkaisessa suunnassa, jolloin tulos oli lumtathpi ja sekvenssin analysointi
helpompaa. Kontrollindytteiden osalta sekvensaaktiot tehtiin vain toiseen
suuntaan, mikali saatu sekvenssi oli hyvalaatuR&aktiot pipetoitiin jailla Big Dye -
entsyymin lampoherkkyyden takia. Reagenssit yhtidktreta kohden on esitetty
taulukossa 5. Reaktiot ajettiin PCR-koneessa seallaaohjelmalla: 30 s 96 °C, 20 s 50
°C ja 4 min 60 °C. Reaktiovaiheet toistettiin 2Gt&a, jonka jalkeen seurasi yhden
minuutin jaahdytys 11 °C:ssa.

Taulukko 5Sekvensoiti-PCR -reaktioon tarvittavat reagengdii reaktiota kohden.

Reagenssi Maara (pl)
2,5 x sekvensointi-puskuri 3

aluke (0,8uM) 2
BigDye-entsyymi 1
puhdistettu PCR-tuote 3

H20 1
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4.2.6 Sekvensointi-PCR-tuotteiden puhdistus etanolis&ssila

Sekvensointi-PCR -reaktion jalkeen nayte puhdistetetanolisaostuksella. Yhta
naytettd kohden pipetoitiin 28 absoluuttista etanolia sekgull 3M natriumasetaattia.
Reagensseista valmistettiin jéalleen seos ja reagemsgpetoitin 96-kuoppalevylle
pipetointikaukaloa apuna kayttden. Taman jalkeenytt@@ inkuboitiin

huoneenlammadssa 10 min. Inkubaation jalkeen seguifiin 30 min 3500 rpm, jonka
jalkeen suurin osa supernatantista imeytettiirusssapaperiin ja sentrifugoitiin viela
ylosalaisin 1 min 2000 rpm jaljelle jd&neen suptmiin poistamiseksi. Naytekuoppiin
lisattiin seuraavaksi 100l 70 % -etanolia ja sentrifugoitiin 10 min 3500 rpaman

jalkeen supernatantti poistettiin kuten edelld. émrsekvensointia ABlI PRISM -

analysaattorilla naytteisiin lisattiin 42 Hi-Di-formamidia.

4.2.7 Sekvensointi ABI PRISM -analysaattorilla

Sekvenssin luenta tapahtui ABI PRISM 3130xI Gendtialyzer (PE Biosystems,
Foster City, CA, USA) -laitteella, jossa ohut lagiKlaari tunnistaa eripituiset
fluoresoivat DNA-fragmentit lasersateen avulla. ABRISM -analysaattorissa on 16
lasikapillaaria ja DNA-sekvenssin tunnistus perustiworesenssivaloon. Sekvenssien

luenta tapahtui IMT:n (Institute of Medical Techagl) COFA sekvensointipalvelussa.

4.2.8 Sekvenssin analysointi Sequencer 4.9 -ohjelmalla

Sekvenssien analysointi suoritettin  Sequencer 4f8jelmalla. ABlI PRISM -
analysaattori tuottaa raakasekvenssia, joka muurtdtgettavaan muotoon Sequencer-
ohjelmalla. Ohjelma yhdistada samaa eksonia vastaadgtesekvenssit paallekkain
samaan contigiin, jolloin eroavuudet sekvenssisséhelppo nahda. Ohjelmaan voi
tuoda myods sekvensoitavan geenin referenssisekmengsloin ohjelma nayttaa
referenssisekvenssista poikkeavat kohdat autoreestiti

Sekvensoinnissa syntyy usein huonolaatuista sekizersekvensoitavan fragmentin
alkuun seka loppuun. Alkuun muodostuu huonolaauistkvenssia, ennen kuin
entsyymi alkaa kunnolla toimia ja loppuosa voi diaonolaatuista, koska entsyymi
pystyy muodostamaan vain rajallisen mittaisia DNagmentteja. Huonolaatuista
sekvenssia taytyykin poistaa mekaanisesti molenamgtistd, ennen kuin ohjelma

tunnistaa sen. Pienten korjausten jalkeen ohjetinjastaa eri naytteiden paallekkaiset
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sekvenssit samaan contigiin seka geenin lukususanetta vastakkaisessa suunnassa

oleville juosteille, jolloin sekvenssivariaatiot delppo tunnistaa.

Kaikissa tapauksissa geenin luenta ei kuitenkaan avan nain yksinkertaista.
Esimerkiksi heterotsygootti-insertio- tai -dele&tbdissa kromosomin eri juosteissa oli
erilaiset sekvenssit, jolloin ohjelma ei pystynyhnistamaan sekvenssia insertiokohdan
jalkeen. Tallaisessa tapauksessa sekvenssin amilys@ati hieman enemman
pohdintaa ja eri suuntaan menevien juosteiden ilkeatgotta muutoskohdan rakenne
voitiin selvittdd. Jos sekvenssi sisaltda toistepgk, joissa kopioluku vaihtelee eri
naytteiden valilla ja lisdksi sekvenssissa esiintyyuta variaatiota, sekvenssin luenta
voi olla todella haasteellista.

4.3 Genotyyppaus TaqM?nmenetelmalla

TaqMan®-meneteIméé kaytettiin  sekvensoinnissa |0ytyneidgeenivariaatioiden

tutkimiseen suuremmassa aineistossa. Lisaksi mem@ekaytettiin genotyypatessa
kahta jo aikaisemmin raportoitua eturauhassyovadléistavaa geenivariaatiota
(rs4430796 ja rs11649743) suomalaisessa vaestdasdistona genotyyppauksessa
kaytettiin  sporadisia naytteita Tampereen yliogisen sairaalan urologian

poliklinikan potilailta.

TaqMan®-meneteImé perustuu  fluoresenssileimattuihin koitt,  jotka

hybridioituessaan tutkittavan naytteen kanssa et fluoresenssivaloa. PCR-
reaktion aikana koettimet sitoutuvat komplementzmn kohdesekvenssiin, mikali

naytteessa on tutkittava alleeli. DNA-polymeraaskkaa naytteeseen sitoutuneesta

koettimesta FAMV- tai VIC®-reportteriIeiman siséltdvan sekvenssin, jolloiytteen

tietty alleeli voidaan tunnistaa fluoresenssin &UEri genotyypit erotetaan erivarisen
fluoresenssisignaalin perusteella ja tulokset amadiaan lopuksi SDS software version
2.2 -ohjelmalla, 7900 HT -analysaattorilla (AppliBibsystems Inc, Foster City, CA
94404, USA). SNP Genotyping Assayt voi tilata saoraApplied Biosystems -

valmistajalta.

Reagensseista valmistettiin ensin seos, josta TEEAdom Evo -pipetointirobottia
apuna kayttden pipetoitiin reagenssit 384-kuoppdllev Reagenssit yhtad reaktiota
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kohden on esitetty taulukossa 6. Yhden reaktionokaistilavuus oli 5ul. Robotti

pipetoi myos templaatti-DNA:t neljalta 96-kuoppafd 384-kuoppalevylle. PCR-
reaktiot ajettiin PCR-koneessa seuraavalla ohjéém@b °C 10 min, 92 °C 15 s, 60 °C
1 min. Lopuksi nayte jadhdytettiin 8 asteeseerakRevaiheet toistettiin 39 kertaa,

jotta tuotetta saatiin monistettua riittdva maara.

Taulukko 6. TagMarf-genotyyppausreaktioon tarvittavat reagenssit yfeéktiota
kohden.
Reagenssi Maara l)

TaqMan® Universal PCR Master Mi><,2’5

No AmpErasg) UNG (2x)

40x Assay Mix 0,0625
dH,O 1,4375
Genomic DNA (25ng[ul) 1

4.4 Genotyyppaus High resolution melting (HMR) -menet&la

HMR-menetelma perustuu eri genotyyppien erilaideBii\:n sulamislampoon. DNA:n
kaksoiskierteinen rakenne sitoo fluoresoivaa vae#a, jolloin fluoresenssin
intensiteetti laskee DNA-rakenteen sulaessa yksigiseen muotoon lampdétilan
noustessa. Kun fluoresenssisignaali on piirrettynpdtilan nousua vastaan,
normalisoidusta sulamiskayrasta voidaan erottdaeen villityyppi, heterotsygootti ja
homotsygoottinaytteet (kuva 7), koska eri genotyypulavat eri lampotilassa
yksijuosteiseen muotoonsa (Erali ym., 2008). Mdn&eon nopea tapa erotella
suuresta naytemaarasta erilaiset genotyypit. Jdgtaba n&hda sekvenssi yhden
emaksen tarkkuudella, tulee néayte viela sekvenspatateisin keinoin. Menetelma
kuitenkin nopeuttaa sekvensointia, koska kaikkiaytte@td ei tarvitse erikseen
sekvensoida. HMR-menetelméalla voidaan tutkia my@engh promoottorialueen

metylaatioprofiilia.

Alukkeet HMR-analyysia varten suunniteltin Beacbesingner TM 7.50 (Premier
Biosoft international, Palo Alto, CA 94303, USA)hjelmalla, joka etsi sekvenssista
sopivat kohdat alukkeille, jotta niille ei I6ytynyitomologiaa muualta genomista.
Alukkeiden tuli myds sitoutua mahdollisimman l&edilitkittavaa sekvenssivariaatiota,
jotta tutkittava alue ei olisi lilan pitka analysmraksi menetelmalla. Alukkeet tilattiin
kaupalliselta valmistajalta, Sigma Aldrichlta (Salrouis, MO 63103, USA) HPLC-
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puhdistettuina. Jokainen alukepari optimoitiin ensilukkeen konsentraation seka
lampotilan suhteen, jonka jalkeen optimoitiin vieldNA-templaatin  konsenraatio
kyseiselle alukeparille. Taman jalkeen alukkeitstattiin varsinaista HMR-analyysia
varten, jossa lampdtilaa nostettin hyvin pieninkedi® mahdollistaen pienenkin

sekvenssimuutoksen nakymisen muodostuvassa SubyTasisa.

8

Maormalized Fluorescence

Kuva 7. High resolution melting -analyysin normalisoitu a@wmiskayrd, jossa
villityyppid kuvaa vihrea kayra, heterotsygoottingta sininen kayra ja
homostygoottimuutosta punainen kayra (Erali ymQ&0

Jokaiselle naytteelle valmistettiin oma reaktiosgosta pipetoitiin kolme rinnakkaista
naytettd, jotta tulos olisi luotettava ja helpasikittavissa. Jokaisessa rinnakkaisessa
naytteessa tuli olla tdsmalleen sama maara temipl@dA:ta. Menetelm& on hyvin
herkk&, mista johtuen pipetointi suoritettiin lamanikaapissa erityista huolellisuutta
kayttaen. Tarvittavat reagenssit yhta naytettd kohdn esitetty taulukossa 7 ja
analyysissa kaytetty ohjelma taulukossa 8. Analjaibeet 2 - 3 toistettiin 39 kertaa,
jonka jalkeen seurasi minuutin denaturaatio ja katlgn lasku 50 °C:.een. Taman
jalkeen lampadtilaa nostettiin 0,2 °C aina 10 s mélptta sulamiskayrat eri naytteille
saatiin  muodostettua. HMR-analyysi suoritettiin aleskaisella PCR-laitteella
(CFX384 Real-Time PCR Detection System, Bio-Raddratories Ltd, Herts HP2
7DX, United Kingdom) ja tulokset analysoitin Premm precision melt analysis
software -ohjelmalla (Bio-Rad Laboratories Ltd, tddiP2 7DX, United Kingdom).
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Taulukko 7HMR-analyysiin tarvittavat reagenssit yhta reatitikohden.

Reagenssi Maara l)
SsoFast™ EvaGreen® supermix 5
Forward-aluke (1@uM) 0,5
Reverse-aluke (10M) 0,5
DNA-templaatti (25ng/ul) 1

H.O 3

Taulukko 8HMR-analyysissa kaytetty ohjelma.

Vaihe Lampdtila (°C) Aika
1. alkudenaturaatio 98 3 min
2. denaturaatio 98 10s
3. alukkeiden T, (alukkeelle ominainen | 30 s
Kiinnittyminen Kiinnittymislampotila)
4. denaturaatio 98 1 min
5. jaahdytys 50 1 min
6. sulamiskayran 65 - 95
muodostus 0,2°C nousu/ 10 s

4.5 Tilastolliset analyysit

Lopullinen tulosten analysointi tehtiin kayttaenilasia tilastollisia menetelmia.
HNF1B-geenin sekvenssista loydetyille muutoksidisekiettiin Hardy-Weinberg (HW) -
tasapainot, jotta nahtiin vastasivatko aineostoblsaaitut genotyyppifrekvenssit
odotettuja frekvensseja. Tuloksille laskettiin mydstitulosuhde eli odd-ratio (OR)
sekd 95 % luottamusvali, joiden avulla tarkasteltikuinka todennakoisesti tietty

muutos assosioitui eturauhassyopaan.

HW-tasapainot laskettiin seuraavalla kaavaflar[2pq + 4 = 1, jossa genotyypin AA
frekvenssi on ) genotyypin aa frekvenssi oA f@ genotyypin Aa frekvenssi on pq +
gp = 2pgq. Kun populaatio on Hardy-Weinberg tasapdassa niin havaitut
genotyyppifrekvenssit vastaavat odotettuja genqiifygkvenssejda, toisin sanoen
genotyyppien suhde pysyy vakiona sukupolvestaeaisgos yhtalo ei toteudu aineiston

genotyyppifrekvensseilla, muutoskohta on epatasagas.
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Liséksi eri genotyypeille laskettiin ristitulosubte (OR) ja vastaavat 95 %

luottamusvalit. Ristitulosuhteet laskettiin seuraévkaavalla.

(axd)

OR =
(cxb)

>

o o |-—: [=

Kaavassa a kuvaa riskigenotyyppien lukumaaraa ikaira muutoskohdan muiden
genotyyppien lukumaaraa sairailla, b riskigenotygpplukuméaraa kontrolleilla ja d
muiden genotyyppien lukumaaraa kontrolleilla. Mikakin kaavan arvoista a, b, c tai
d oli nolla, lisattiin kaikkiin tekijéihin 0,5, ja& ristitulosuhteet pystyttiin laskemaan
kaavaa kayttaen.

95 % luottamusvalit laskettiin seuraavalla kaavatkskeskiarvo + 1,96 x keskivirhe,
jossa otoskeskiarvo oli luonnollinen logaritmi ORasta ja keskivirhe neliGjuuri
lausekkeesta (1/a+1/b+1/c+1/d). Lopuksi lausekkéetoskeskiarvo + 1,96 x
keskivirhe) tulokset korotettiin potenssiify gotta saatiin luottamusvali kyseiselle OR-
arvolle. Mikali luottamusvaliin ei mahtunut arvoa, OR-arvoa voitiin pitaa
tilastollisesti merkittdvana. Alle yhden oleva OR«a merkitsi muutoksen suojaavaa
vaikutusta taudissa, kun taas yli yhden oleva amtasi altistavaan vaikutukseen.
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5 TULOKSET

5.1 Sekvensoinnin ja TagMan-genotyyppauksen perustsa#ldut tulokset

5.1.1 HNF1B-geenissa havaitut muutokset

HNF1B-geenin sekvenssista [6ytyi kymmenen muutosahoista kaksi (444G>A ja
1484G>A) loytyi eksonialueelta. Eksonista kaksityayt pistemutaatio 444G>A oli
hiljainen muutaatio, joka ei muuttanut kodonin kaachaa aminohappoa. Eksonista
seitseman loytynyt missense-mutaatio 1484G>A sejaarsi aiheutti glysiini-
aminohapon vaihtumisen seriiniksi (G495S). Lisakgronista kaksi I0ytyi neljan
emaksen insertio (IVS2-71 _72insTGTC) noin 70 nulktkd ennen koodaavan
sekvenssin alkua. Loput I6ytyneet muutokset olpiatemutaatioita, joista yksi |0ytyi
intronista kahdeksan (IVS8-22T>C) ja kuusi muutdTR-alueelta (IVS9+99C>A,
IVS9+100G>A, IVS9+274A>T, IVS9+384A>G, IVS9+444C>pa IVS9+924C>0).
Taulukkoon 9 on koottuHNF1B-geenistd |0ytyneet muutokset ja niiden eri
genotyyppien maarat ja genotyyppifrekvenssit etoasayopad sairastavilla

perhenaytteillda seka kontrolleilla.

KymmenestdHNF1B-geenissa havaituissa mutaatioista yhdeksan I&MP (single
nucleotide polymorphism) -tietokannasta ja vainiyksiutos, eksonin kaksi hiljainen
pistemutaatio (444G>A), on uusi. Taulukkoon 10koottu tunnettujen muutosten rs-
numerot sek& alleelifrekvessit niille muutoksiljejden tiedot oli merkitty NCBI:n
(National Center for Biotechnology Information) Sii€tokantaan.

Kahta muutoskohtaa IVS9+274A>T (rs2689) ja IVS9+24A (rs2688) tutkittiin viela
suuremmassa aineistossa. Lisatutkimuksissa geguattyip noin 700 sporadista syopaa
sairastavien henkildiden naytteitd sek& noin 70@tradinaytettd. Genotyypattyjen
naytteiden eri genotyyppien maarat sekd genotysgipienssit on esitetty taulukossa
11.
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Taulukko 9.Talukkoon on koottuHNF1B-geenista I6ytyneet muutokset ja niiden
genotyyppien maaréat perheaineistossa eturauhass\ggpéastavilla seka kontrolleilla
(suluissa genotyyppifrekvenssit).

Eksoni/ Nukleotidi- Genotyypin maara | Genotyypin maara,
Introni muutos perhenaytteet kontrollit,
(eturauhassyopaa 191 naytetta
sairastavat),
57 naytetta
Eksoni 2 444G>A GG 51 (89 %) GG 181 (95 %)
GA 6 (11 %) GA 10 (5 %)
Introni 2 IVS2- villityyppi 8 (14 %) | villityyppi 12 (6 %)
71_72insTGTC | heterotsygootti- heterotsygootti-
insertio 20 (35 %) insertio 75 (39 %)
homotsygootti- homotsygootti-
insertio 29 (51 %) insertio 104 (54 %)
Eksoni 7 1484G>A GG 51 (89 %) GG 183 (96 %)
GA 4 (7 %) GA 8 (4 %)
AA 2 (4 %)
Introni 8 IVS8-22T>C TT 5 (9 %) TT 11 (6 %)
TC 12 (21 %) TC 72 (38%)
CC 40 (70 %) CC 108 (57%)
3'UTR IVS9+99C>A CC 45 (79 %), CC 137 (72 %)
CA 12 (21 %) CA 50 (26 %)
AA 4 (2 %)
3'UTR IVS9+100G>A GG 3 (5 %) GG 8 (4 %)
GA 8 (14 %) GA 38 (20 %)
AA 46 (80 %) AA 145 (76 %)
3'UTR IVS9+274A>T AA 13 (23 %) AA 53 (28 %)
AT 23 (40 %) AT 92 (48 %)
TT 21 (37 %) TT 46 (24 %)
3'UTR IVS9+384A>G AA 53 (93%) AA 174 (91 %)
AG 4 (7 %) AG 17 (9 %)
3'UTR IVS9+444C>A CC 24 (42 %) CC 41 (21 %)
CA 8 (14 %) CA 84 (44 %)
AA 25 (44%) AA 66 (35 %)
3'UTR IVS9+924C>G CC 42 (74 %) CC 122 (64 %)
CG 15 (26%) CG 62 (32 %)
GG 7 (4 %)
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Taulukko 10.Taulukossa on esitetty NCBIl:n SNP-tietokannastdylieet rs-numerot
tunnetuille mutaatioille sekéa alleelifrekvenssitikéi ne oli ilmoitettu. Muutoksilla
rs2229295 ja rs1800929 alleelifrekvenssit on ldskeineistosta, jossa oli mukana
naytteita 15 eri etnisista ryhmista.

Introni/ Nukleotidi-muutos SNP-ID Alleelifrekvenssi
Eksoni (HapMap-CEU)

Eksoni 2 444G>A uusi

Introni 2 IVS2-71 72insTGTC rs55672944

Eksoni 7 1484G>A rs1805035

Introni 8 IVS8-22T>C rs3110641

3'UTR IVS9+99C>A rs2229295 C0.85A0.15
3'UTR IVS9+100G>A rs1800929 G 0.15A0.85
3'UTR IVS9+274A>T rs2689 A 0.53T0.47

3'UTR IVS9+384A>G rs1058166 A 0.95 G 0.05
3'UTR IVS9+444C>A rs2688 C0.39A0.61

3'UTR IVS9+924C>G rs10962 C0.81 G0.19

Taulukko 11.Taulukossa on esitetty muutosten IVSO+274A>T jeSI¥444C>A
genotyyppien maarat sporadisilla naytteilla sekéntialinaytteilla (suluissa
genotyyppifrekvenssit).

Eksoni/ Nukleotidi- Genotyypin méaara, | Genotyypin maara,
introni muutos sporadiset naytteet | kontrollinaytteet
3'UTR IVS9+274A>T AA 204 (29 %) AA 182 (26 %)

AT 335 (49 %) AT 341 (50 %)

TT 151 (22 %) TT 167 (24 %)
3'UTR IVS9+444C>A CC 112 (16 %) CC 108 (15 %)

CA 324 (47 %) CA 360 (50 %)

AA 260 (37 %) AA 257 (35 %)

5.1.2 HNF1B-geenin promoottorialueen sekvenssivariaatiot

Geenin koodaavan alueen liséaksi sekvensoitin M@0 nukleotidin alue ennen
transkription aloituskohtaa. Talla alueella arvinitsijaitsevan ainakin osa geenin
promoottorialueesta. Noin 800 nukleotidin alueedtanen geenin alkua ei 16ytynyt
minkaanlaisia sekvenssivaritaatioita. Taman jalksekvenssi yllattden muuttui hyvin
vaihtelevaksi. Sekvenssistd loytyi 16 nukleotidin ittamen toistojakso
(TGCCTCACCATCCTAG), jonka méaara eri naytteissa telinkeskimaarin kahdesta
viiteen toistojaksoon. Taman lisaksi alueelta 16ythy6s muita sekvenssivariaatioita.
Toistojakson vaihtelut sek& muut sekvenssivaridattekivat sekvensoinnista
mahdottoman, koska toistojakson deleetiot/ insertduplikaatiot) esiintyivat seka

heterotsygootteina ettd homotsygootteina muutoksjaa liséaksi vaihtelivat eri
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naytteiden valilla. Sekvensoinnilla ei pystytty tiaonaan kokonaisia fragmentteja
kyseista alueesta. Sequencer 4.9 -ohjelma ei miaskiystynyt muodostamaan
loogista sekvenssida ja todellinen sekvenssi oli do&n paatella erilaisten
variaatioiden joukosta. Sekvensointia kokeiltiineilla erilaisilla alukkeilla, mutta

lopputulos oli sama.

Tamén tyon puitteissa promoottorialueen sekvenssirittdminen yhden emaéaksen
tarkkuudella oli mahdotonta, mutta varmuudella aaial sanoa, etta kyseisella alueella
on paljon erilaisia sekvenssivariaatioita. Nam&aadrot ovat yleisia pistemutaatioita
suurempia ja vaihtelevampia. Muutoksia I6ytyi sedt@irauhassyopdd sairastavien
perheiden naytteista etta kontrollinaytteista, aaéirkkoja lukumaaria eri muutoksille

on mahdotonta sanoa.

5.1.3 Kahden HNF1B-geenin eturauhassyopaan assosioittiM&n genotyypit

suomalaisessa vaestdssa

Tasséa tutkimuksessa l6ydettyjen muutoskohtien sistikkittiin kahta jo aikaisemmin
eturauhassybpaan yhdistettyd sekvenssivarianttanalaisessa aineistosddNF1B
geenivarianttien rs4430796 (introni 2) ja rs1164d{#troni 4) on jo aikaisemmin
osoitettu olevan assosioituneita suurentuneesearaugiassyopariskiin (Sun ym.,
2008). Kyseiset sekvenssivariantit genotyypattimnn740 naytteesta, jotka olivat
sporadista syOpaa sairastavilta henkilGiltd. Lisalkgenotyypattin  noin 740
kontrollinaytettd. Naytteiden eri genotyyppien né@aseka genotyyppifrekvenssit on

esitetty taulukossa 12.

Taulukko 12. Talukossa on esitetty kahden sekvenssivariants®430796 ja
rs11649743, genotyyppien maara sporadisilla syoptmida seka kontrollinaytteilla
(suluissa genotyyppifrekvenssit).

SNP-ID Genotyypin maara,
sporadiset naytteet

Genotyypin maara,
kontrollinaytteet

rs4430796 GG 87 (12 %) GG 108 (15 %)
GA 294 (40 %) GA 300 (41 %)
AA 355 (48 %) AA 317 (44 %)

rs11649743 AA 13 (2 %) AA 11 (1 %)

AG 187 (25 %)
GG 542 (73 %)
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5.2 Tilastolliset analyysit

5.2.1 Hardy-Weinbergin tasapaino

Kontrollindytteet olivat muutosten suhteen Hardyittbergin (HW) -tasapainossa (p >
0.05), paitsi muutoksen IVS9+100G>A suhteen. Efuaasytpaa sairastavien naytteet
eivat olleet HW-tasapainossa muutosten 1484G>A81¢3T>C, IVS9+100G>A ja
IVS9+444C>A osalta. Aineistona tutkimuksessa kdytetl7g-linkattujen perheiden
eturauhassybpaa sairastavia henkiloitd, joita wkimuksessa mukana 57 naytetta.
Kontrollinaytteitd oli yhteensad 191 henkilolta. &isto on kuitenkin verrattain pieni
varsinkin osalta,

syOpda sairastavien mika voi ttaéli Hardy-Weinbergin

epatasapainon. Taulukkoon 13 on koottu p-arvot ld¥é&painolaskuista.

Taulukko 13. Taulukossa on esitetty eri genotyypgekautumista kuvaavat p-arvot
HW-tasapainolaskuista.

Eksoni/ Nukleotidi- p-arvo, p-arvo,
introni muutos perhenaytteet kontrollit
(eturauhassyopéaa
sairastavat)
Eksoni 2 444G>A 0,7291 0,7103
Introni 2 IVS2-71 72insTGTC | 0,1557 0,7549
Eksoni 7 1484G>A 0,0002 0,2516
Introni 8 IVS8-22T>C 0,0069 0,8255
3'UTR IVS9+99C>A 0,3744 0,8208
3'UTR IVS9+100G>A 0,0009 0,0126
3'UTR IVS9+274A>T 0,1820 0,6251
3'UTR IVS9+384A>G 0,7836 0,5198
3'UTR IVS9+444C>A 2,434E-07 0,1464
3'UTR IVS9+924C>G 0,2527 0,7992

5.2.2 OR:javaastaavat 95 %:n luottamusvalit

Muutoskohtien eri genotyypeille laskettiin ristibsuhteet eli odd-ratiot (OR:t) seka
vastaavat 95 %:n luottamusvalit, joiden arvot omtlo taulukkoon 14. Intronissa 8
olevan IVS8-22T>C -mutaation TC genotyyppilla (lmeteygoottimuutos) on suojaava
vaikutus eturauhassydvassa, kun taas CC genotyypimotsygoottimuutos)

suurentuneeseen olevan

assosioituu eturauhassyopariskiBiUTR-alueella
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IVS9+444C>A -mutaation CC genotyyppi (villityyppi) on  assosioitunut
suurentuneeseen syopariskiin, kun taas genotyypAl®n suojaava vaikutus

Taulukko 14 Taulukossa on esitetty I0ytyneiden muutoskohtienagyypit, OR:t ja 95
%:n luottamusvalit. Eturauhassydpéén assosioitugesityypit on lihavoitu.

Eksoni/ Nukleotidimuutos | Genotyyppi OR 95 % Cl
Introni
Eksoni 2 444G>A GG 0,575 0,19-1,76
GA 1,740 0,57 -5,31
AA 3,330 0,07 - 169,7
Introni 2 IVS2- villityyppi 2,435 0,94 - 6,29
71 _72insTGTC heterotsygootti+ 0,836 0,45-1,55
insertio
homotsygootti-| 1,238 0,68 - 2,24
insertio
Eksoni 7 1484G>A GG 0,372 0,12-1,12
GA 1,726 0,50 - 5,96
AA 17,252 0,82 - 364,7
Introni 8 IVS8-22T>C TT 1,573 0,52 -4,73
TC 0,432 0,21-0,89
CC 1,969 1,03 - 3,75
3'UTR IVS9+99C>A CC 1,478 0,73 -3,01
CA 0,752 0,37-1,54
AA 0,362 0,019 - 6,83
3'UTR IVS9+100G>A GG 1,271 0,33 -4,96
GA 0,474 0,19-1,19
AA 1,692 0,77 - 3,71
3'UTR IVS9+274A>T AA 0,769 0,38-1,54
AT 0,728 0,40-1,33
TT 1,839 0,98 - 3,46
3'UTR IVS9+384A>G AA 1,294 0,42 - 4,01
AG 0,772 0,25 - 2,40
GG 3,330 0,065 - 169,7
3'UTR IVS9+444C>A CC 2,474 1,32 - 4,66
CA 0,238 0,11-0,51
AA 1,479 0,81 -2,70
3'UTR IVS9+924C>G CC 1,584 0,82 - 3,06
CG 0,743 0,38-1,44
GG 0,214 0,012 - 3,80

IVS9+444C>A -mutaatiota tutkittin  myds suuremmasameistossa sporadisilla
syopanaytteillda. Sporadisessa sytvassa muutosueiagksosioitunut eturauhassyopaan.
CA genotyypin OR-arvo oli 0,883 ja 95 % luottamus@&d72 - 1,09. Myos sporadisilla
naytteilla genotyypilla CA nayttaisi olevan kuitenlenemman suojaava kuin altistava

vaikutus. Myds IVS9+274A>T muutosta tutkittiin searmassa aineistossa sporadisilla
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naytteilla. Sporadisen aineiston perusteella lagkeR:t ja 95 %:n luottamusvalit eri
genotyypeille on esitetty taulukossa 15. Muutoksstéat olleet assosioituneet

eturauhassybpaan sporadisessa aineistossa.

Taulukko 15 Taulukossa on esitetty sporadisesta aineistastetut OR:t ja 95 %:n
luottamusvalit eri genotyypeille.

Eksoni/ Nukleotidimuutos | Genotyyppi OR 95 % ClI

Introni

3'UTR IVS9+274A>T AA 1,172 0,93-1,48
AT 0,966 0,78-1,19
TT 0,877 0,68-1,13

3'UTR IVS9+444C>A CC 1,096 0,82 -1,46
CA 0,883 0,72 -1,09
AA 1,086 0,87 -1,35

Kaksi eturauhassyopédén vyhdistettyd muutoskohtad4305¥96 ja rs11649743,
genotyypattiin suomalaisella aineistolla. Eri gemypeille laskettin OR:t seka
vastaavat 95 %:n luottamusvalit, joiden arvot ometty taulukossa 16. Tilastollisilla
testeilla ei saatu merkittavia arvoja genotyypedle SNP:t eivat ole assosioituneet
olivat kuitenkin jakautuneet samansuuntaisesti kuiotsalaisella ja amerikkalaisella

vaestolla tehdyssa tutkimuksessa.

Taulukko 16.Taulukossa on esitetty sporadisella aineistolékdtut OR:t ja 95 %:n
luottamusvalit eri genotyypeille kahden SPN:n @sedd430796 ja rs11649743.

SNP-ID GENOTYYPPI OR 95 % ClI
rs4430796 GG 0,766 0,57 -1,04
G>A GA 0,942 0,76 - 1,16
AA 1,199 0,98 -1,47
rs11649743 AA 1,190 0,53 - 2,67
A>G AG 1,081 0,85-1,37
GG 0,915 0,73-1,15

5.3 Alleelifrekvenssit

Talulukossa 17 on esitetty alleelifrekvenssit paéyteille, kontrolleille seka
eurooppalaiselle vaestélle (HapMapCEU) niiden msiaio osalta, jotka oli ilmoitettu
NCBI:n  SNP-tietokannassa. Muutoksilla IVS9+99C>A  jdVS9+100G>A

alleelifrekvenssit eurooppalaiselle vaestolle oskédtu aineistosta, jossa oli mukana
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naytteita 15 eri etnisista ryhmista. Taulukossa libavoitu variantit, jotka olivat

assosioituneet eturauhassybpaan suomalaisessassiest

Talukko 17 Alleelifrekvenssit perhenéaytteille, kontrolleill@ eurooppalaiselle vaestolle

(HapMapCEU).
Eksoni/ | Nukleotidi- Alleeli- Alleeli- Alleeli-
Introni muutos frekvenssit, frekvenssit, frekvenssi
perhenaytteet kontrollit HapMapCEU
(syopaa
sairastavat)
Eksoni 2 | 444G>A G 0.95 G 0.97
A 0.05 A 0.03
Eksoni 7 | 1484G>A G 0.93 G 0.98
A 0.07 A 0.02
Introni 8 |IVS8-22T>C | T 0.19 T 0.25
C0.81 C0.75
3'UTR IVS9+99C>A | C 0.89 C 0.85 C 0.85
A0.11 A 0.15 A 0.15
3'UTR IVS9+100G>A| G 0.12 G0.14 G 0.15
A 0.88 A 0.86 A 0.85
3'UTR IVS9+274A>T | A 0.43 A 0.52 A 0.53
T 0.57 T0.48 T 0.47
3'UTR IVS9+384A>G| A 0.96 A 0.96 A 0.95
G 0.04 G 0.04 G 0.05
3'UTR IVS9+444C>A| C 0.49 C0.43 C 0.39
A 0.51 A 0.57 A 0.61
3'UTR IVS9+924C>G| C 0.87 C0.80 C0.81
G 0.13 G 0.20 G 0.19

5.4 HMR-menetelman optimointi

HMR-menetelmalla oli tarkoitus genotyypata intra@iskaksi olevaa insertiokohtaa
suuremmassa aineistossa. HMR-analyysia varteruttilalukkeet eivat kuitenkaan

monistaneet lainkaan DNA:ta. Taman jalkeen kokeifterinteistd sekvensointia varten
suunniteltuja alukkeita, jotka yllattden toimivayds tassd menetelméssa. Alukkeiden
konsentraatiota ja lampdétilaa optimoitaessa ne tivayt toimivan hyvin, mutta

varsinaisten naytteiden kanssa huomattiin epaspesiftuotteen muodostuminen.
HMR-analyysistd saadusta sulamislampdétilan kuvéajgkuva 9) voidaan nahda
alukkeiden epaspesifinen sitoutuminen, mika nakyyaajassa kahden sulamispiikin

muodostumisena.
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Kuva 9. Naytteiden sulamislampoétilaa kuvaavasta kayrasié nahda kahden eri
tuotteen sulaminen eri lampdatiloissa.
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Kuva 10.Lampdtilariippuvainen erotuskayra, josta hetergsottinaytteen voi erottaa
helposti (vihred), mutta kahden muun naytteen amatien on vaikeaa.

Ennen varsinaisten naytteiden analysointia olidiwms testata menetelmaa naytteilla,
joiden genotyypit tunnettiin jo sekvensoinnin pdtgaHMR-menetelmall& oli tarkoitus
saada yhdenmukainen tulos sekvensoinnissa saduul@sten kanssa. Menetelmalla
olisi pitdnyt pystyd erottamaan néaytteistd kolme genotyyppid, mutta vain

heterotsygoottindyte pystyttiin  tunnistamaan vatmaguva 10). Kaksi eri
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homotsygoottinaytettd, villityyppi ja homotsygoattiutos, olivat vaikeammin
erotettavissa. Lisaksi normalisoidussa sulamisleb@ganakyi selkeasti kaksi tuotetta,
mika saattoi vaikuttaa lopputulokseen (kuva 11).sk& menetelmdlla ei erotettu
kolmea eri genotyyppia testinaytteistd, ei kyseisigertio-kohtaa ollut mahdollista
tutkia suuremmassa aineistossa tdméan tyon pudtelks menetelmdd optimoitaisiin
edelleen, lo6ytyisi varmasti tapoja, jolla menetelmaataisiin toimivaksi suurten
aineistojen genotyyppauksessa.

NHormalized, Temperature-Shifted Mekt Curve

Hormalized RFU

Shifted Temperahre

Kuva 11.Normalisoitu sulamiskéayra, josta voi nahda kaheeriuotteen sulamisen eri

lampdotiloissa. Sulamiskayréasséa olevat kaksi notkatad kuvaavat kahden eri tuotteen
sulamista.
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6 POHDINTA

6.1 Menetelmien tarkastelu

6.1.1 Sekvensointi

Sekvensointi-menetelmé on jo pitkaan ollut perusteimana kaytdéssa ryhmassa ja
sen eri tydvaiheet oli optimoitu jo valmiiksi toivaiksi. PCR-tuotteen puhditus oli tosin
vaihdettu hiljattain entsymaattiseen reaktioon perwaan EXOSAP-menetelmaan,
jonka toimivuus oli toisinaan vaihtelevaa. Verratiga aikaisempaan filtterilevyilla
tapahtuvaan PCR-tuotteen puhdistukseen, entsymaatthenetelma oli hyvin helppo
ja nopea suorittaa, mutta puhdistuksen teho olhtel@vampaa kuin aikaisemmin

kaytossa olleessa menetelmassa.

Sekvensointi on hyvin luotettava ja tarkka menetelnnusien mutaatioiden
havaitsemiseksi sekvenssistda, mutta toisaalta sey@s hyvin aikaa vieva ja kallis.
Tuloksen luotettavuuteen voi vaikuttaa mahdolligentaminaatiot, mikali nayte-
DNA:t paasevat sekoittumaan sekvensoinnin eri tyiiden aikana. Tama riski on
aina olemassa, mutta kontaminaatioita pyrittiintté&h&an huolellisilla tyotavoilla.
Liséksi perhenaytteitd ja kontrollindytteitd kakite aina erillisina naytteiden
kontaminaation valttamiseksi. Naytteista sekvemsoiimolemmat DNA-juosteet,
jolloin  havaittu mutaatio pystyttin  tarkistamaan ol@mmista juosteista.
Kontrollindytteistd ei pdaadasiallisesti sekvensoitypin toinen juoste, mikali
mutaatiokohta oli helposti analysoitavissa. Sekggnanalysointi tehtiin manuaalisesti
Sequencer 4.9 -ohjelmaa apuna kayttaen, jolloin heen mahdollisuus

analysointivaiheessa on otettava huomioon.

Vaikka sekvensoinnilla yleensa saadaan geenisekwvemakenne selvitettya yhden
emaksen tarkkuudella, tdssa tydssa huomattiin mgkgensoinnin rajallisuusiNF1B-

geenin intronista kaksi |0ytynyt neljan emakserertie pystyttiin viela havaitsemaan,
mutta promoottorialueelta |6ytyneet toistojakso-imstrmmat olivat jo mahdottomia

selvittdd yksityiskohtaisesti. Molempien muutoskeht sijaitseminen toistojakso-
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alueella teki sekvenssin lukemisesta erityisen tealista, koska Sequencer 4.9 -

ohjelma ei pystynyt paikallistamaan muutoksen tagkgaikkaa toistojaksojen sisalla.

6.1.2 Genotyyppaus TagMan-menetelmalla

Genotyyppaus suoritettiin TagMan-menetelmalla, joka perustuu
fluoresenssileimattuihin koettimiin, jotka hybridisessaan tutkittavan naytteen kanssa
emittoivat fluoresenssivaloa. Menetelma on hyvigtkikelpoinen suurien aineistojen
nopeaan genotyyppaukseen, jos tutkittava mutaditekdunnetaan entuudestaan.
Genotyyppaus-assayn tunnetulle muutokselle voitatilkaupalliselta valmistajalta,
Applied Biosystemsilta. Naytteet ja mastermix-sqopgetoidaan 384-kuoppalevylle
robotilla, jolloin kontaminaation riski on melko gni. Virheen mahdollisuus on
olemassa analysointivaineessa, kun suuria tiedostojuokataan tilastollisten

analyysien aikana. Menetelmé on kuitenkin kokonadessaan melko luotettava.

6.1.3 Genotyyppaus High resolution melting (HMR) -menei@&la

HMR-menetelma perustuu eri genotyyppien erilaidebii\:n sulamislampoon. DNA:n

kaksoiskierteinen rakenne sitoo fluoresoivaa véetda, jolloin naytteiden

sulamiskayrastd voidaan erottaa eri genotyypitaiseh sulamiskayran perusteella.
Menetelm& on nopea tapa erotella suuresta naytéstdderilaiset genotyypit ja se
nopeuttaa sekvensointia huomattavasti, koska laikidytteitd ei tarvitse erikseen
sekvensoida. Samanlaisen sulamiskayrdn muodostavsitteista voidaan valita yksi
nayte sekvensoitavaksi, jolloin voidaan selvittéékkien samaa genotyyppia olevien

naytteiden geenisekvenssi.

Menetelm& ei siedd lainkaan alukkeiden epéaspesifisitoutumista, kun taas
perinteisessa sekvensoinnissa mahdollisista péensstutuotteista paastdadn eroon
puhdistuksella ja sekvensointi-PCR-reaktion valamssella puhdistetusta PCR-
tuotteesta. Alukkeiden suunnittelu nousee HMR-mangissa entistd tarkeampaan
rooliin. Huolellisesta suunnittelusta huolimatta amahdollista, ettéd alukkeet eivat
muodosta tuotetta. Nain kavi myos tassa tyossa, KMR-analyysia varten

suunnitellut alukkeet eivat monistaneet laisink@dhA:ta. Alukkeet testattiin yhdesséa
toisen geenin monistukseen tarkoitettuien HMR-atulkn kanssa, jotka toimivat

moitteetta. Nain ollen reagensseissa tai tyotagogsollut vikaa. Alukkeita testattiin
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useissa lampotiloissa ja alukkeiden eri konsentigah, mutta niilla ei saatu

minkaanlaista tuotetta aikaan.

Tavallista sekvensointireaktiota varten suunnitefllukkeet kuitenkin toimivat myos
tdssd menetelmassd, mutta muodostivat sivutuottBamtuotteen muodostuminen
hairitsi todenndkdisesti analyysia sen verran, et genotyyppeja ei pystytty
tunnistamaan. Menetelm& vaatii viela talla hetkgdjon optimointia, jotta sita
voitaisiin kayttda suurien aineistojen tutkimise@ptimointi on spesifinen kullekin
tutkitulle sekvenssivariaatiolle ja uusi alukeparaatii aina uuden optimoinnin.
Tutkittava DNA-fragmentti tulee olla melko lyhytotia variaatiot voidaan tunnistaa.
Mikali sekvenssista l6ytyy monia muutoksia pieneluean sisalla, voi naiden
tunnistaminen talla menetelmaélla olla melko hadlstés ja vaatia edelleen perinteisen

sekvensoinnin.

Sekvensointia korvaaville menetelmille olisi kuikémvarmasti paljon kysyntaa, joten
menetelmaa kannattaa edelleen optimoida toimivakgiR-analysointiohjelman kesto
on vain noin 1,5 tuntia, mik& on hyvin Iyhyt aikarvattuna kaksi tyopaivaa vievaan
sekvensointiin. Mikali analyysi saadaan toimivakse nopeuttaisi huomattavasti
geenisekvenssien tutkimista. Tah&n ty6hon tarkoiteajan puitteissa menetelméan
testaus taman pidemmalle ei ollut mahdollista, enutbahdollisesti jo pienilla

muutoksilla se voitaisiin saada toimivaksi.

Myoés tuloksen luotettavuuden ja kontaminaationt&élisen kannalta HMR-analyysi
on parempi vaihtoehto verrattuna perinteisiin melnein. Naytteita ei tarvitse kasitella
niin  moneen Kkertaan, jolloin kontaminaatioiden iriskienenee. Perinteisessa
sekvensoinnissa kuoppalevylla olevat PCR-tuottdeetensin puhdistaa, jonka jalkeen
niista pipetoidaan sekvensointi-PCR-reaktiot, jotkela saostetaan ennen analyysia.
Naiden kasittelyjen aikana kontaminaatioriski kasvaomattavasti verrattuna HMR-
analyysiin, jossa tarvitaan vain yksi pipetointikerjonka jalkeen tulokset voidaan

lukea koneelta.
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6.2 HNF1B:n sekvenssista Ioytyneiden muutosten tarkaste

DNA-sekvenssissa esiintyy paljon vaihtelua, jokadaan jakaa yleisiin variaatioihin
eli polymorfioihin ja harvinaisiin variaatioihin ieimutaatioihin. Polymorfia viittaa
yleiseen muutokseen, johon ei valttdmatta liity ofgwpin muutosta kun taas
mutaatiolla tarkoitetaan yleensa ilmiasua muuttageanivarianttia. Monitekijaisten
tautien tutkimuksessa kyseinen luokittelu ei kuieam ole kovin yksiselitteinen ja
eturauhassyovan genetilkassa frekvenssiltddn theisgolymorfiat voivat altistaa

sairaudelle yhdessa muiden geenivariaatioiden kaihacinnis ym., 2009).

HNF1B-geenin sekvenssista l0ytyi kaikkiaan kymmeranaatiokohtaa, joista kaksi
l0ytyi eksonialueelta. Naistd vain toinen 1484G>ilkeatti aminohapon muutoksen
glysiinistd  seriiniksi  (G495S). Aminohapon muutolta sijaitsee proteiinin
transaktivaatio-alayksikossd, joka on vastuussa HBMF ja muiden proteiinien
valisista vuorovaikutuksista (Lu ym., 2007). Alayis sijaitsee proteiinin C-
terminaalisessa péaassd, missd se yhdessd muideriinea kanssa vastaa
kohdegeenien transkription saatelysta (Lu ym., 200iansaktivaatio-alayksikossa on
yleensa enemman vaihtelua aminohappojen valilldn KDNA:han sitoutuvassa
alayksikossa tai dimerisaatio-alayksikdossd. Muutbgk ei siis suoraan vaikuta
proteiinin sitoutumiseen kohde-DNA:n kanssa, muttaorovaikutukset muiden

proteiinien kanssa voivat epasuorasti vaikuttaalkglkenien transkription saatelyyn.

Variantti 1484G>A oli HW-tasapainossa (p = 0,25163191) kontrollinaytteiden
osalta, kun taas perhenéaytteet eivat olleet tasapsa (p = 0,0002, n=57).
Epatasapaino voi johtua perheaineiston pienest&tadm=57), mutta toisaalta se voi
my0s olla merkki valinnasta sairauden takia. Muwgbkuitenkaan ollut assosioitunut
eturauhassyopaan, kun mutaatiokohdan eri genotig/peskettiin OR:t ja vastaavat 95
% luottamusvalit. Homotsygoottimuutoksen OR-arvo itéd huolimatta suuri (OR
17,25, 95% CI 0,82 - 364,7), kun taas villityypilR@rvo oli pieni (OR 0,37, 95% CI
0,12 -1,12). Perheaineiston kokoa kasvattamallatoskohta voisi mahdollisesti saada

merkittavan arvon ja olla assosioitunut syopaan.

Mielenkiintoinen huomio muutoksen 1484G>A osaltaseh |6ytyminen vain kahdesta

perheestd. TyOssa tutkittin 16 eturauhassybpadastavaa perhettd, joista vain
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kahdesta loytyi tAmé&n mutaation kantajia. Naissdngiesa kaikki eturauhassydpaan
sairastuneet  kantoivat  kyseistd =~ mutaatiota  joko erb&tygootti- tai
homotsygoottimuutoksena, mutta toisaalta myds osla verveistd henkildistd kantoi
mutaatiota kyseisissd perheissa. Vaikka mutaatgaisikaan tilastollisesti merkittavia
arvoja populaatiotasolla, sen merkitys yksilotasolbi olla suuri. Naissd kahdessa
perheessa muutoksella on todennakdisesti biologmerkitys, vaikka sen vaikutus ei
nakyisikaan tilastollisissa testeissa.

Kaksi muutoksista 16ytyi introni-alueelta, 1VS2-7RinsTGTC ja IVS8-22T>C.
Kumpikaan muutoksista ei sijainnut intronien leikkkohdassa, joten ne eivét
todennakoisesti ainakaan suoraan vaikuta intrors#mukointiin. Intronissa kaksi
sijaitseva neljan emaksen insertio oli hyvin yleinauutos seka perhenaytteissa etta
kontrolleissa, eikd nain ollen ollut yhdistettadssturauhassybpéaan. Intronissa
kahdeksan oleva pistemutaatio 1IVS8-22T>C oli mydsingn muutos aineistossa,
mutta silti yleisempi perhenaytteissa. Mutaatio ellut HW-tasapainossa
perhenaytteiden osalta (p=0,0069, n=57), kun taasrdllinaytteet olivat tasapainossa.
Eri genotyypeille lasketut OR:t kertoivat CC-gengiyn olevan assosioitunut
eturauhassyopaan (OR 1,97, 95% CI 1,03 - 3,75), teas TC genotyyppilla oli
suojaava vaikutus (OR 0,43, 95% CI 0,21 - 0,89PN& 1VS8-22T>C
heterotsygoottigenotyyppi suojaa sairaudelta, kaast homotsygoottigenotyyppi
altistaa sille. Vastaava asetelma ei ole vieragtj&assa ja malliesimerkkind voidaan
pitdd sirppisoluanemian geneettistd taustaa. Sawauperinndllinen, jossa altistavan
mutaation heterotsygoottigenotyyppi suojelee mal@; mutta ei aiheuta taudin oireita
(Creary ym., 2007). Homotsygoottigenotyypissa pohdasmuuttuvat sirppimaisiksi
aiheuttaen vaikean sairauden, joka johtaa useirleluaan jo lapsuusiassa. Tassa
sairaudessa  homotsygoottigenotyyppi  siis  altistaaauditle, kun taas
heterotsygoottigenotyyppi antaa suojan toista staa/astaan (Creary ym., 2007).

Intronialueen muutokset eivat suoraan vaikuta syamyproteiinin rakenteeseen, mutta
niilla voi olla vaikutusta intronien sekundaarirakeen muodostumiseen ja
silmukointiin, mik& voi edelleen vaikuttaa ratkaiasti geenien aktiivisuuteen.
Eukaryooteilla suurin  osa intronien silmukoinnistéapahtuu spliseosomin
katalysoimana, jolloin hyvin monimutkainen RNA-pgohikompleksi tunnistaa ja

asettelee intronien leikkautumiskohdat oikeaan aseneksonien yhdistamista varten.
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Taman kompleksin lisaksi myds pre-mRNA:n sekundakenne vaikuttaa

leikkautumisaktiivisuuteen. (Buratti & Baralle, 20)

RNA-molekyyleilla on luonnollinen taipumus muodastatabiileja sekundaari- ja
tertiaarirakenteita. Muutokset naissa rakenteissieuttavat moniin prosesseihin, joissa
rakenne toimii itse saatelijana. RNA:n sekundakemdeen muutokset voivat
luonnollisesti vaikuttaa silmukointiin intronien ikkautumiskohtien laheisyydessa,
jolloin silmukointia ja eksonien yhdistymistd ei ivdapahtua. Taman lisaksi
sekundaarirakenteen muutokset voivat vaikuttaakéeitumistapahtumaa avustaviin
voimistaviin tai hiljentaviin cis-elementteihin é&sh naiden sitoutumisen. Kun pre-
MRNA:n sekundaarirakenne on muuttunut, avustav@ejnit eivat pysty sitoutumaan
kohdesekvenssiinsa, jolloin elementtien vaikutuskda. (Buratti & Baralle, 2004.)

Inronialueista transkriptoidaan myds mikro-RNA-mofgleja RNA:n silmukoinnin ja

dicer-entsyymin avustama (Ying & Lin, 2006). Intregt miRNA:t voivat sitoutua

MRNA:han vaikuttaen geenien ilmentymiseen. On tbkstaa, ettd muutokset intronien

sekundaarirakenteessa vaikuttavat myds miRNA-mgleky muodostamiseen.

Intronialueen sekvenssivariaatiolla voi siis ollaoma seuraamuksia, vaikka suoraa
vaikutusta syntyvan proteiinin rakenteeseen ei Bistemutaatioilla voi olla vaikutusta
sekundaarirakenteeseen, jos ne sijoittuvat ratkase kohtaan sekundaarirakenteen
muodostumisen kannalta. Intronista kaksi 16ytymsfiadn emaksen insertio voi helposti
muuttaa sekundaarirakennetta osuessaan ratkaisevadrtaan molekyylissa.
Sekundaarirakenteen muutoksilla voi edelleen ollania seurauksia geenin
aktiivisuuteen, kuten edella on kuvattu. Tassad§déytyneiden intronisten muutosten
vaikutusta HNF1B-geenin aktiivisuuteen on kuitenkin vaikea ennuste@ska pre-
MRNA:n 3-D rakennetta ei tunneta. Intronissa kakdekoleva pistemutaatio 1VS8-
22T>C oli kuitenkin tilastollisten testien perudtaeassosioitunut eturauhassyopaan,
joten jokin vaikutus muutoksella on geenin ilmenisyeen. Myods kaksi aikaisemmin
raportoituaHNF1B-geenin eturauhassydpaan assosioituvaa muutostay{8y 2008)

sijaitsivat intronialueilla, joten niiden vaikutos geeninsaatelyssa.

Suurin o0sa pistemutaatioista 16ytyi 3'UTR alueeltddista 1VS9+444C>A oli
mielenkiintoinen, koska se néaytti olevan yhteydesgéapaan. Genotyyppi CC sai
merkittavan OR-arvon 2,47 (95% CI 1,32 - 4,66) ¢aatyyppi CA arvon 0,238 (95%
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Cl 0,11 - 0,51). Tama viittaisi siihen, etta refessigenotyyppi altistaisi syovélle ja
kontrollit kantaisivat syovaltd suojaavaa mutaatioKontrollindytteet olivat HW-

tasapainossa muutoksen suhteen, mutta perhen@ytéskettu p-arvo oli hyvin pieni

(p = 2,434E-07, n=57)). Homotsygoottimuutoksen orma@A-genotyyppi ei ollut

assosioitunut syépaan ja oli melko yleinen sekéhgmiytteissa etta kontrolleissa.
Suuremmalla sporadisella aineistolla tehdyissé tygppauksissa 1VS9+444C>A
muutos ei saanut merkittavia arvoja (CC: OR 1,B3%9I 0,82 - 1,46, CA: OR 0,88,
95% CI 0,72 - 1,09). Tama viittaisi siihen, ettautos assosioituu vain perinndlliseen
eturauhassyopaan, eikd lainkaan sporadiseen syopatoksia analysoitaessa tulee
kuitenkin jalleen muistaa perheaineiston koko (aytettd), joka voi hieman vaaristaa
tilastollisten testien tuloksia. Perheaineiston d@kasvattamalla voitaisiin varmistaa

muutoksen todellinen yhteys perinndlliseen eturaay@dpaan.

Suurin osa ldytyneitd muutoksista sijaitsi 3'"UTReadlla. Vaikka mutaatiot 3'"UTR-
alueella eivat suoraan vaikuta syntyvan proteingikenteeseen, niilla voi olla monia
vaikutuksia geenin saatelyssa. Suurin osa mRNAatek#&lementeista sijaitsee UTR-
alueilla, joista 3'UTR-alue saatelee muun muass&AR metaboliaa kuten tumaan
kuljetusta, lokalisaatiota solussa, translaatiomok&uutta ja mMRNA:n stabiilisuutta
(Andreassi & Riccio, 2009). Elementit voivat ollaityudeltaan muutamasta
nukleotidista jopa yhteen kiloemékseen (kb). Eletth@ni olla useana kopiona 3'UTR-
alueella tai eri elementit voivat yhdessa osalfispadtelytapahtumaan (Andreassi &
Riccio, 2009). Geenien ilmentymista saatelevat saRNA:t (miRNA:t) sitoutuvat
myds 3 UTR-alueelle. Mikro-RNA:t sadatelevat geeniaktiivisuutta transkription
jalkeisesti sitoutumalla 3'UTR-alueella sijaitseava@ohde-mRNA:han estdaen sen
translaation tai kohdentamalla mRNA:n hajotettavakdikro-RNA:t osallistuvat
moniin séatelytehtaviin elimistdéssa, esim. eri teln kehitykseen, yllapitoon ja

sairaustilan muodostumiseen. (Olena & Patton, 3010.

On osoitettu, ettd 3"UTR-alueen keskimaarainerupiibhmisen geeneissa on noin 740
nukleotidia, mikd on enemman kuin muilla nisakKk&illTama viittaa siihen, etta
ihmisen genomi on kehittynyt kayttamaan hyvakseetJTR-aluetta geenien
transkription jalkeisessa saatelyssa. Eri mRNA-kp/keja tutkittaessa 3"UTR-alueen
on raportoitu osallistuvan mRNA:n stabiilisuuderranslaation ja lokalisaation

saatelyyn. Erityisesti alue nukleotidien 45 ja &bissa 3"'UTR:ss& osallistuu mRNA:n
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lokalisaatioon. Myds 3 UTR-alueen sekundaarirakgtge on vaikutus geenin
aktiivisuuteen. Useat tutkimukset ovat osoittanesti 3"UTR-alueella sijaitsevat
SNP:t voivat vaikuttaa geenien aktiivisuuteen jagjtautialttiuteen. (Hesketh, 2004.)

3'UTR alueelta I6ytynyt muutos IVS9+100G>A ei olluHW-tasapainossa
perhenaytteiden eika kontrollien osalta (perhee&ytt p=0,0009, n=57, kontrollit:
p=0,0126, n=191). Muutos ei kuitenkaan ollut assasiut eturauhassydpéan
laskettujen OR-arvojen perusteella. HW-epatasapaijuhituu yleensd joko
genotyypitysvirheestda,  sattumasta, virheellisestaletuksesta  genotyyppien
jakautumisessa tai valinnasta sairaudesta johtdattke-Thompson ym., 2009). HW-
tasapainoa on myos yleisesti kaytetty kuvaamaankkeen toimivuutta suuren
mittakaavan genotyyppauksissa, jolloin epatasapainon ajateltu johtuvan
genotyyppauksessa tapahtuneesta virheestd. Joissaksosiaatiotutkimuksissa
potilasnaytteiden HW-epatasapainon on ajateltu okart biologisesta yhteydesta
sairauteen, eika niinkdan genotyypitysvirheestas$dkin tutkimuksissa kontrollien on

kuitenkin vaadittu olevan HW-tasapainossa. (Wittkeempson ym., 2009.)

Muutoskohta [IVS9+100G>A ei ollut HW-tasapainossarhpaaytteiden, eika

kontrollien osalta. Nain ollen voisi olettaa, esdkvensoinnissa olisi tapahtunut jokin
virhe tai alukkeet eivat olisi sitoutuneet kohdessissiin halutulla tavalla. Jos
sekvenssissa on tunnistamaton polymorfia juuriaskiohdalla, johon PCR-aluke
sitoutuu, voidaan sekvenssia tulkita vaarin. Tallbeterotsygoottimuutokset voidaan
virheellisesti lukea homotsygooteiksi, kun toindleeli ei monistu yhta tehokkaasti
kuin toinen (Wittke-Thompson ym., 2009). MuutoksBr59+100G>A osalta juuri

homotsygoottimuutoksia on aineistossa paljon, 80 p&henaytteistd ja 76 %
kontrollinaytteista. Tatad voisi selittdd alukkeepatiydellinen sitoutuminen, mutta
toisaalta samaa aluketta on kaytetty viereisen emklimuutoksen IVS9+99C>A

havaitsemiseen, joka oli HW-tasapainossa seka paytieiden etta kontrollien osalta.
Aluke on siis todennékoisesti kuitenkin sitoutusekvenssiin oikein. Kenties kahden
pistemutaation  sijaitseminen  vierekkaisissa  nuideidsa on  hairinnyt

sekvenssinlukua.  Kuitenkin, jos verrataan aineistoperusteella saatuja
alleelifrekvensseja  eurooppalaisen  vaeston altegliensseihin - muutoksen
IVS9+100G>A osalta, luvut ovat hyvin samansuuntajseomalaiset perhenaytteet G
0.12 A 0.88, suomalaiset kontrollit G 0.14 A 0.86gurooppalainen vaestdo G 0.15 A
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0.85). Ehka genotyypityksessa ei sittenkdan olpahitunut virhettd, vaan
homotsygoottimuutos on syysta tai toisesta yleinim suomalaisessa vaestossa kuin

my0s muualla Euroopassa.

Verrattaessa muiden tassa tutkimuksessa I6ytynerderioskohtien alleelifrekvensseja
eurooppalaisen vaeston alleelifrekvensseihin, Inayttavat hyvin samansuuntaisilta
varsinkin suomalaisten kontrollinaytteiden osalt@aulukko 17). Perhenaytteiden
alleelifrekvenssit poikkeavat hieman enemman kaikkmuutoskohtien osalta, mité
voidaan selittdd jo perheaineiston pienemmalla l&ool Eturauhassytpaan
assosioituneen SNP:n IVS9+444C>A osalta perhendgtidrekvenssit eroavat melko
paljon eurooppalaisen vaeston alleelifrekvenssegigtthenaytteet: C 0.49 A 0.51,
kontrollit: C 0.43 A 0.57, eurooppalainen vaesto: @39 A 0.61). SNP:n

IVS9+444C>A referenssigenotyyppi CC oli assosiaituaturauhasyopaan. Tama voi
olla perinnoélliseen eturauhassyopaan liittyva ilmabdloin kontrollit seké europpalainen
vaestd kantaisivat suojaavaa muutosalleelia. Theés&gse voi olla myds sattumasta,
koska suomalainen perheaineisto oli hyvin pieninVa/ henkilda. Myos variantin

IVS9+274A>T perhenaytteiden alleelifrekvenssit ai&vat paljon eurooppalaisen
vaeston sekd suomalaisten kontrollien vastaavistaidta (perhenaytteet: A 0.43 T
0.57, kontrollit: A 0.52 T 0.48, eurooppalainen stée A 0.53 T 0.47). Tama SPN ei
saanut merkittavia arvoja tilastollisissa analyysaéj eika siten ollut yhdistetty
eturauhassyopaan. TT genotyyppi oli kuitenkin  hutbewasti yleisempi

perhenaytteissa kuin kontrolleissa, joten mahdsgtis suuremmalla perheaineistolla
genotyyppi voisi saada tilastollisesti merkittavéarvon ja olla assosioitunut
suurentuneeseen syopariskiin. Muutoskohtaa tutkittiyds suuremmalla sporadisella
aineistolla, mutta SNP ei mydskaan taman aineigmisteella ollut yhdistettavissa

syopaan.

6.3 HNF1B:n promoottorialueen sekvenssin tarkastelu

HNF1B geenin promoottorialueen sekvenssivariaatiot mstilat yhdeksi taman
tyon mielenkiintoisimmista osista. Tata aluettatesin pystytty yksityiskohtaisesti
sekvensoimaan, mutta noin 800 nukleotidia ennemige® UTR-alueen alkua |0ytyi
hyvin aktiivinen alue erilaisille duplikaatioillajsekvenssivariaatioille. Alueelta 16ytyi
16 nukleotidin mittainen toistojakso, jossa toistomaara vaihteli eri naytteiden valilla
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homo- ja heterotsygoottimuutoksina. Liséksi alweeldytyi myods joitakin muita
variaatiokohtia. Alueella sijaitsee useiden tramlafaktoreiden kiinnittymiskohtia,
joten nain suuret sekvenssivariaatiot vaikuttavatmasti transkriptioon tavalla tai
toisella. HNF1B-proteiini toimii itse transkriptiekijand muiden geenien saatelyssa,
joten poikkeavuudet sen oman transkription sa&élysivat aiheuttaa hyvin laajoja
seuraamuksia sen saatelemissd kudoksissa, esimsassak ja munuaisissa ja

mahdollisesti myos sukupuolirauhasissa.

Kromosomin 17 rakenteellisista poikkeavuuksista raportoitu aikaisemminkin ja
erityisesti 17g-késivarresta on 10ytynyt suuria Idgituneita alueita, joissa
homologinen sekvenssifragmentti toistuu (Chen yr009 Abstrakti, ASHG
konferenssi 2009). Nama duplikaatioalueet on yhkttistkahden retrotransposonin
toimintaan, jotka voivat olla edelleen aktiivisidautkimuksissa on myds paljastunut,
ettd kohdat 17g12/21 ja 17923 ovat toimineet katkedhtina kromosomin
uudelleenjarjestaytymisissa evoluution aikana jaisséi on edelleen paljon
duplikoituneita rakenteita (Cardone ym., 2008). [kgatiot on litetty moniin
sairauksiin ja heraakin kysymys, voisiko |6ydetydistojaksojen variaatiot olla
yhteydessé suurentuneeseen syopariskiin. HNF1Bssgakromosomikohdassa 17q12
eli alueella, joka on ollut hyvin aktiivinen evolion aikana. Aluetta taytyy kuitenkin
tutkia edelleen suuremmalla aineistolla ja meneiétn jolla promoottorisekvenssi
saadaan selvitetyksi yksityiskohtaisesti. Lisatmikksien jalkeen voidaan arvioida

paremmin monistumien yhteytta syopaan.

6.4 Kahden eturauhassyopéaéan yhdistetyn SNP:n tarkesielmalaisessa vaestossa

Kaksi jo aikaisemmin eturauhassyopaéan yhdistettyditoskohtasHNF1B-geenissa,
rs4430796 ja rs11649743, genotyypattiin suomalaisgheistolla. Eri genotyypeille
laskettiin OR:t sekd vastaavat 95 %:n luottamugvatiutta genotyypeille ei saatu
tilastollisesti merkittavia arvoja eli yhteytta santuneeseen syodpariskiin suomalaisessa
vaestossa ei [6ytynyt. Sun ym. (2008) raportoiwesteisten geenivarianttien yhteydesta
eturauhassyopaan perustuen tutkimukseen, jossastaime kaytettiin viitta eri
vaestoryhmaa. Tutkimuksessa on verrattu homotstigdat heterotsygoottimuutosta
yksindan referenssigenotyyppiin, jolloin arvot owudastollisesti merkittavid. Tassa
tutkimuksessa OR-arvot on laskettu vertaamallaittatkaa genotyyppia aina kahteen
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muuhun mahdolliseen (esim. homotsygottigenotyyppist&an hetrotsygootti- ja
referenssigenotyyppi). Sun ym. tutkimuksessa otyteletus, etta referenssigenotyyppi
on aina luonnollinen, ei sairauteen yhdistyva ggymti. N&ain ei kuitenkaan
valttamatta aina ole. Kun suomalaisella véaestol#dat tulokset analysoidaan
tilastollisesti saman periaatteen mukaan, SNP:A3@496 homotsygoottimuutos saa
tilastollisesti  merkittdvan  OR-arvon assdsioit  suurentuneeseen
eturauhassyopariskiin (OR 1,39, 95 % CI 1,01 - J1,92ulukossa 18 on vertailtu

suomalaisen aineiston seka Sun ym. (2008) tutkiesges olleiden ruotsalaisen seka

ja on

amerikkalaisen aineiston perusteella laskettuja aDR®ja seka alleelifrekvensseja

rs4430796- ja rs11649743 -geenivarianttien osalta.

Taulukko 18.Taulukkoon on koottu kahden tutkitun SPN:n alkeekvenssit ja OR:t
sekd vastaavat 95 % luottamusvalit kolmessa t@kauvaestérynmassa (Sun ym.,

2008).
SNP-ID, Vaestoryhma | Alleeli OR
riskialleeli frekvenssit (95% CI)
Sairaat Kontrollit| Heterotsygoott]-Homotsygootti-
muutos muutos
rs4430796
alleeli A AG vastaan GG AA vastaan GG
CAPS 0.61 0.56 1.09 1.49
(0,92 - 1.29) (1,25-1,79)
JHH 0.58 0.51 1.28 1.70
(0,98 - 1,68) (1,25 - 2,30)
suomalainen | 0.68 0.64 1.22 1,39
vaesto (0,88 - 1,68) (1,01 -1,92)
rs11649743
alleeli G GA vastaan AA| GG vastaan AA
CAPS 0.80 0.77 1.22 1.46
(0,91 - 1.64) (1,10 - 1,94)
JHH 0.84 0.82 0.99 1.16
(0,53 - 1,88) (0,63 - 2,17)
suomalainen | 0.86 0.87 0.89 0.82
vaesto (0,39 - 2,05) (0,37 - 1,85)

CAPS (eng. population-based case-control study fBweden) kuvaa ruotsalaisella
aineistolla tehtya tapaus-verrokkitutkimusta ja Jk#fig. hospital-based case-control
study from Johns Hopkins Hospital) vastaavasti #&kalaisen Johns Hopkinsin
sairaalan aineistolla tehtya tapaus-verrokkitutlstau Taulukosta voi nahda, etta

SNP:n rs4430796 osalta suomalaisella aineistolagatulokset eivéat poikkea muista
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merkittavasti. SNP:n rs11649743 osalta nayttad, @& GG genotyyppi suomalaisessa
vaestossa yleisempi kontrolleilla kuin sairaill@jsin kuin muissa vaestéryhmissa.

Tosin SNP rs11649743 ei ole assosioitunut eturayldagan kuin ruotsalaisen vaeston
homotsygoottimuutoksen suhteen. Alleelifrekvenssiiat suomalaisessa véaestossa
samansuuntaiset, kuin ruotsalaisessa ja amerikkalka vaestdssd. Suomalaisista

kontrollinaytteista I6ytyy hieman enemman riskialla G verrattuna muihin ryhmiin.

6.5 Tutkimuksen tulevaisuus

Tassa tutkimuksessa vain kaksi |0ydettyd variardtisvat tilastollisesti merkittéavan
arvon yhteydesta eturauhassyopdan. Naméa variajditsivat intonisella ja 3'UTR
alueilla, mika ei periaatteessa vahenné niiden itystié taudille altistavana tekijana,
mutta tarkkaa vaikutusta on vaikea ennustaa. MwsetokaikuttavatHNF1B-geenin
saatelyyn ja toisaalta muutokset transkriptiotekig@atelyssa voivat vaikuttaa muihin
geeneihin hyvin monella tapaa. Geenin promoottoeelta [0ytyi myds
mielenkiintoinen toistojaksovariaatio, jota kanaatttutkia jatkossa tarkemmin uusin
menetelmin. Kuitenkaan geenista ei ehka |oytynytn nvahvaa assosiaatiota
eturauhassyopaan, kuin genominlaajuinen kytkenbagsia3,6 LOD-arvolla olisi
antanut odottaa. Havaittuja muutoskohtia kannattatkia vield& suuremmassa
aineistossa assosiaation varmistamiseksi, mutikdistulee tutkia myods mahdollisia
haplotyyppiassosiaatioita. Vaikka yksittaisellaealllla ei olisi niin vahvaa altistavaa
vaikutusta, useiden alleelien periytyminen yhdessé&iheuttaa vahvemman altistavan

vaikutuksen taudille.

Tutkimusta kannattaa alkaa kohdistamaan myds muailieen geeneihin. Alueella on
useita geenejd, jotka olisivat mahdollisia kanditigeeneiksi. Seuraava askel olisi
hienokartoittaa kytkeytyvan alueen ympéaristd8iF1Bn lisdksi ja paikantaa uusia
mahdollisia kandidaattigeeneja. Kytkentaanalyysi®@D-arvo 3,6 kertoo vahvasta
kytkennasta alueella. Kuudessatoista tutkimukseeditugsa, kromosomiin 17
kytkeytyneessad perheesséa oli kaikissa vahintagmek@turauhassybpaan sairastunutta
henkil6a ja seitsemassa perheessa jopa viisi samata. Useissa perheissa oli todettu
eturauhassyopad, joka oli luokiteltu aggressiiesekCPCG:n kriteerien mukaan.

Korkea LOD-arvo on siis vahva merkki alueella sgavasta riskigeenista. Yksi
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vaihtoehto olisi selvittda kaikkien alueen geemanutokset kayttaen nopeampia uuden

sukupolven sekvensointimenetelmia.
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7 JOHTOPAATOKSET

Tutkimuksen tavoitteena oli l0ytaa perinnélliselleturauhassyovalle altistavia
muutoksia kromosomialueen 17912 kandidaattigeehist1B. Alueelta 16ytyi kaksi

muutoskohtaa IVS8-22T>C ja [IVS9+444C>A, jotka otivaassosioituneet
eturauhassyopaan. Toinen muutoksista sijaitsi nigsa kahdeksan ja toinen 3'UTR-
alueella, joten naiden muutosten vaikutus geenimentymiseen valittyy
todennékdisesti geenin sdatelyn kautta. Yksityiskisempaa biologista vaikutusta on
vaikea ennustaa taman tutkimuksen perusteella, amutiNF1B toimii

transkriptiotekijand sukupuolirauhasten epiteeligsi muodostumisessa, mihin

mutaatioiden vaikutuksen voisi ennustaa kohdistuvan

Tutkimuksessa oli myds tarkoituksena tutkia gegmomoottorialuetta, josta I6ydettiin
hyvin aktiivinen alue erilaisille variaatioille. No 800 nukleotidia ennen
geenisekvenssin alkua 10ytyi 16 nukleotidin toigkgjo, jonka toistojen maaréa vaihteli
eri  naytteiden valilla. Alueella sijaitsee useidertranskriptiofaktoreiden
Kiinnittymiskohtia, joten n&din suuret sekvenssigatiot vaikuttavat varmasti
transkriptiotekijoiden kiinnittymiseen ja edelleeANF1Bn séaatelemien geenien
iimentymiseen. Tarkempia tutkimuksia kuitenkin tgan, jotta pystytadn arvioimaan
toistojakso-monistumien yhteyttd eturauhassyop&aekvensointi ei menetelméana

soveltunut tdman alueen tutkimiseen, joten aluétteyy tutkia uusin lahestymistavoin.

Tutkimus tehtiin melko pienelld aineistolla, vaidgim perhenéytteiden osalta, joten
suuremmat ndytemaarat antaisivat tutkimukselle lobisesti lisdarvoa. Lopullisia

johtopaatoksia ei voida tehda tdhén aineistoon gheen, mutta geenista ei ehka
kuitenkaan 16ytynyt niin vahvaa assosiaatiota ethi@asyopaan, kuin genominlaajuinen
kytkentdanalyysi 3,6 LOD-arvolla olisi antanut ddet Toisaalta eturauhassytpa on
monitekijainen tauti, jonka aiheuttaa todennakdises geenien yhteisvaikutukset.

Ehk&d mybts nama havaitut muutokset aiheuttavat widesuiden geenimuutosten

kanssa riskin sairastua eturauhassyopéaan, air@kienikin sairastuneiden kohdalla.

Uusien muutoskohtien etsimisen liséksi selvitettikehden jo aikaisemmin
eturauhassybpaan yhdistetpiNF1B-geenivariantin, rs4430796 ja rs11649743, yhteys
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eturauhassyopaan suomalaisessa vaestossa. SNEBAT38 homotsygoottimuutos ol
assosioitunut suurentuneeseen eturauhassyopariskios suomalaisessa vaestissa,
kun taas SNP rs11649743 ei ollut yhdistettdviss@p&in. Tulokset ovat
samansuuntaiset kuin muidenkin vaestbdjen peruatessadut tulokset. Varianttien
biologinen vaikutus on viela epéselva, mutta niidgaitseminen intronisella alueella

viittaa saatelytehtavaan.

Tutkimuksen tavoitteena oli my6s optimoida High aleson melting (HMR) -
menetelmaa. Menetelman testaus jai kuitenkin mel@haiseksi laitehankinnan
viivastymisen vuoksi, mutta intronin kaksi insekiotndan tutkimiseen kokeiltin HMR-
menetelmaa. Huolellisesta suunnittelusta huolimatfakkeiden kanssa ilmeni
ongelmia, mista johtuen menetelmalla ei erotetiugenotyyppeja edes testinaytteista,
joiden genotyypit tiedettin jo etukateen. Mikélilukkeet kuitenkin saadaan
monistamaan haluttua tuotetta ilman sivutuottestaalukkeiden optimointi onnistuu,
menetelm& on hyvin kayttokelpoinen suurten aingistonopeaan tutkimiseen.
Menetelma tuskin koskaan tulee syrjayttamaan sedoretia kokonaan, silla tarkan
sekvenssin selvittamiseksi on edelleen sekvensoitamnakin joitakin saman
genotyypin omaavista naytteista. Geenisekvendsiggminen nopeutuu ja helpottuu
kuitenkin huomattavasti HMR-menetelmalla, verrattyperinteiseen sekvensointiin.
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