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1 Johdanto

1.1 Rinta- ja eturauhassyopa

Rintasy0péd on suomalaisnaisten yleisin syOpatyyppi, johon sairastui Suomen sydpére-
kisterin (2020) mukaan vuonna 2018 4934 naista. Vuosittain rintasyopdin sairastuu
Suomessa noin 5000 naista. Suomen rintasyoparyhméan diagnostiikka- ja hoitosuositus-
ten mukaan (Joensuu 2019) syopdriskiin vaikuttavat monet ympéristotekijit, kuten lap-
settomuus, vaihdevuosioireisiin kdytetyt hormonihoidot, runsas alkoholin kiyttd, tupa-
kointi ja ylipaino, mutta useimmiten suoranaista syytd potilaan syovin ilmaantumiselle
el pystytd médrittdmadn. On arvioitu, ettd noin 5-10 % rintasydvistd voidaan selittdd

perinndlliselld alttiudella.

Tunnetuimmat perinndlliseen alttiuteen liittyvét geenit ovat BRCAI ja BRCA2, joiden
yhteys rintasydpdén todettiin jo yli kaksikymmentd vuotta sitten. Miki ym. (1994) tote-
sivat BRCAI-mutaatioiden yhteyden rintasyopériskiin jo vuonna 1994, ja hieman myo-
hemmin Wooster ym. (1995) tyoryhmineen 10ysi yhteyden BRCAZ2-geenin ja rinta-
syopadriskin vililli. BRCAI ja BRCA2 ovat geenejd, jotka sddtelevit DNA:n korjausme-
kanismeja ja transkriptiota DNA-vaurioiden yhteydessd. Yoshidan ja Mikin (2004) yh-
teenvedossa mainitaan, ettd geenien toiminta on yhteydessd myds kromosomaalisen
stabiliteetin ylldpitimiseen, sekd solusykliin ja apoptoosiin. Geenejd kutsutaan tuumori-
suppressori- eli kasvurajoitegeeneiksi, ja jos nidissd geeneissd esiintyy jokin haitallinen
mutaatio, se voi aiheuttaa DNA:n korjausmekanismien héirioité, ja johtaa lisddntynee-
seen spontaanien mutaatioiden ilmenemiseen soluissa ja mahdollisesti syovan kehitty-

miseen.

BRCA-mutaatioiden vaikutus rintasyOpariskiin vaihtelee eri tutkimuksissa. Sining Che-
nin ja Giovanni Parmigianin (2007) meta-analyysin mukaan BRCA/-mutaatioiden kan-
tajilla on 57 % ja BRCA2-mutaatioiden kantajilla 49 % riski sairastua rintasyopain
70:een ikdvuoteen mennessd, kun taas Kuchenbaeckerin ym. (2017) tutkimuksessa jo-
hon osallistui 3886 naista, syOpdriski 80:een ikdvuoteen mennessd oli BRCAI-
mutaatioiden kantajilla 72 % ja BRCA2-mutaatioiden kantajilla 69 %. Tiedetdén my®s,

ettd eri alueilla on hieman erilainen mutaatioprofiili ja rintasydvin sairastumisriski. Rin-
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tasyopdriskin lisdksi BRCAI- ja BRCA2-mutaatioiden kantajilla on myos lisdéntynyt
riski sairastua munasarjasyopéén, jonka suuruus on noin 20—40 %. Pelkdstdéin BRCAI-
geenistd on vuosien aikana Petrucellin ym. (1998) mukaan 16ydetty yli 1800 patogeenis-

t4 varianttia.

Suomen syOpédjarjestdjen mukaan (2020 b) eturauhasyopa on puolestaan miesten yleisin
syopd, johon sairastuu vuosittain Suomessa noin 5000 henkil6d. Suomen syOpérekiste-
rin (2020) mukaan vuonna 2018 syOpéén sairastui 5016 miestd. Sairauden tarkkaa ai-
heuttajaa ei tiedetd, mutta on havaittu, ettd syOpériskid lisddvat runsas rasvan ja lihan
syominen, liikkunnan puute seki tupakointi. Epidemiologisten analyysien perusteella on
perinndllisen alttiuden esitetty olevan syynd noin puolessa syopatapauksia. Esimerkiksi
Hjelmborg ym. (2014) havaitsivat pohjoismaalaisessa kaksostutkimuksessa, ettd syopa-
riskistd noin 57 % voidaan mahdollisesti selittdd perinnéllisilla tekijoilld. Kankuri-
Tammilehdon, Vihisen ja Schleutkerin (2019) katsauksen mukaan néitd perinnollisia
tekijoitd tunnetaan toistaiseksi vain vdhdn, mutta esimerkiksi HOXBI3-geenin virheet
ovat osoittautuneet syOpdriskid kasvattavaksi tekijéksi erityisesti pohjoismaalaisessa

véestossd. Myos ATM- ja CHEK2-geenien mutaatiot ndyttdvat lisddvan syopariskid.

Yksi eturauhasyopdriskiin vaikuttava tekijd ndyttédisi olevan mutaatiot ANO7-geenissa.
ANOT7 on erityisesti eturauhasessa esiintyvd anoktamiini-perheeseen kuuluva kalsiumin
aktivoima transmembraaninen proteiini, jolla on fosfolipidi-skramblaasi -aktiivisuutta
(phospholipid scramblase). Proteiinin tarkkaa merkitystd solun toiminnalle ei vield tun-
neta. Kaikkonen ym. (2018) loysivit geenistd kaksi mutaatiota, jotka ndyttdvit merkit-
tavisti lisddvan syOpdriskid. Variantti 1s77559646 on silmukointia hiiritsevd variantti,
joka tutkimuksen perusteella on yhteydessé lisdéntyneeseen syopariskiin, sekd syovén
aggressiivisuuteen. Tdmé variantti aiheuttaa neljinnen eksonin jélkeisen intronisen
fragmentin sdilymisen sekvenssissd. Variantti rs148609049 puolestaan on 5’-UTR alu-
eella sijaitseva variantti, joka ei tutkimuksen mukaan lisdd syOpdriskid, mutta sillé niyt-
tdd olevan yhteys aikaisempaan kuolleisuuteen syopédédn sairastuneilla. Tdmén liséksi
tutkimus osoitti ANO7-geenin ekspression olevan korkeampaa syopédkudoksessa, kuin
normaalissa eturauhaskudoksessa, ja timé korkeampi ekspressio oli yhteydessad korke-

ampaan potilaiden kuolleisuuteen.



1.2 Emésvarianttien tarkastelu ja tulkinta

Jos henkild epéilee kuuluvansa sukuun, jossa esiintyy perinndllistd syOpéd, hanelld on
mahdollisuus hakeutua perinnéllisyysneuvontaan. Potilaan genomia tarkastelemalla on
mahdollista selvittdd, kantaako hén joitain vaarallista patogeenistd mutaatiota tai harmi-
tonta varianttia geeneissd, joiden on osoitettu olevan yhteydessd syOpériskiin. Ndiden
tutkimusten ongelmana on kuitenkin se, ettd esimerkiksi BRCA-geeneistd on 16ydetty
jopa tuhansia variantteja, ja edelleen 10ydetddn uusia ennestdin tuntemattomia variantte-
ja. Naitd vaikutuksiltaan tuntemattomia variantteja kutsutaan tuntemattoman merkityk-
sen varianteiksi, eli VUSeiksi (variant of uncertain/unknown significance). Jos potilas
saa tutkimuksesta vastaukseksi, ettd hin kantaa varianttia, jonka merkitysté ei tarkkaan
tiedetd, tdmi vaikeuttaa perinndllisyysneuvontaa, ja voi lisdtd potilaan huolta, vaikka
perinndllisyysneuvonnassa selitetddnkin perusteellisesti se, mitd muutoksesta nykyiin
tiedetddn. Asiaan joudutaan palaamaan muutaman vuoden kuluttua, jolloin on mahdol-
lista tarkistaa, onko variantin merkityksestd tullut uutta tietoa. Ennaltachkdiseviin toi-
menpiteisiin, kuten esimerkiksi rintojen poistoon, ei voi ryhtyd epdvarman variantin
havaitsemisen perusteella, koska VUS-muutos saattaa ollakin hyvénlaatuinen variantti,
joka et ollenkaan selitd potilaan sairastumisriskid. Naistd syistd on tdrkedd tutkia ja sel-
vittdd VUSien vaikutuksia geeneihin ja syOpdriskiin. Alati lisddntyvé tutkimustieto joh-
taa ajan kuluessa VUS-varianttien uudelleen luokitteluun haitallisiksi tai harmittomiksi,
mikd helpottaa potilaiden hoidon suunnittelua, kuten Son ym. (2019) tutkimuksessa,
jossa 75:std BRCAI tai BRCA2 VUS-varianttia kantavasta potilaasta kaksi méaritettiin
uudestaan péivitettyjen tietojen ja suositusten perusteella haitallisen variantin kantajiksi
ja kolmekymmenti todennikoisesti harmittoman variantin kantajiksi. Jos variantin luo-
kitus muuttuu patogeeniseksi eli mutaatioksi, niin tietoa voidaan kidyttdd sukulaisten
syOpdriskin arvioinnissa: ne sukulaiset, joilla ei ole mutaatiota vapautuvat tihennetysti

seurannasta.

The American College Of Medical Genetics And Genomics (ACMG), Association for
Molecular Pathology (AMP) ja College of American Pathologists ovat yhdessd antaneet
ohjeistuksia varianttien patogeenisyyden asteen madrittimiseen. Jotta variantti voidaan
luokitella luotettavasti patogeeniseksi tai harmittomaksi, on variantin vaikutuksesta ol-
tava luotettavaa tietoa useasta ldhteestd. Eri kriteerien perusteella varianttien patogeeni-

syys voidaan luokitella Richardsin ym. (2015) suositusten mukaan viiteen eri kategori-



aan: patogeeninen (pathogenic), todenndkodisesti patogeeninen (likely pathogenic), epé-
varma (uncertain significance), todennédkdisesti harmiton (likely benign) ja harmiton
(benign). Patogeenisyydestd epdilyn herdttdvit esimerkiksi variantit, jotka aiheuttavat
geenin transkriptiin ennenaikaisen lopetuskodonin, sekd emadsmuutokset, jotka muutta-
vat tietyn aminohapon samaksi, kuin jokin aikaisemmin todettu patogeeninen variantti.
My0s proteiinin toiminnalle kriittisille domeeneille ilmaantuneet variantit voivat viitata
patogeenisyyteen, varsinkin jos ndilld alueilla ei ole aikaisemmin todettu harmittomia
emdsmuutoksia. Taman liséksi siittiossd, munasolussa tai alkiokehityksesséd voi tapahtua
de novo -mutaation syntyminen, jolloin perinndllistd sairautta sairastavan henkilén su-
vussa ei ole ennestddn samaa sairautta, mutta tdllaisen muutoksen osoittaminen perin-
nolliseksi on haasteellista. Kaikenlaisten emésvarianttien kohdalla on tosin tirked myos

tarkastella variantin mahdollisia vaikutuksia silmukointiin.

Geenituotteen tai transkriptin toimintaa voidaan myds tutkia in vitro- ja in vivo -
menetelmilld, ja jos validoitu menetelma toteaa variantin olevan proteiinille toiminnalli-
sesti haitallinen, tai ettd variantti héiritsee transkriptin silmukointia, on tima myds vah-
vaa todistusaineistoa variantin patogeenisyydelle, olettaen, ettd tutkimukseen kiytetyt
menetelmit on validoitu tdhdn kiyttdtarkoitukseen. Populaatiotasolla patogeenisyyteen
voi viitata se, ettd variantti esiintyy sairailla ihmisilld huomattavasti useammin kuin
kontrollipopulaatiossa. Timédn menetelmén ongelmana on kuitenkin se, etté erittdin har-
vinaisten varianttien tutkimuksissa tilastollinen merkittdvyys usein laskee niin paljon,
ettd tuloksien tulkitseminen muuttuu kyseenalaiseksi. My0s erilaisten tietokoneohjel-
mien tulkintoja voidaan pitdd merkkind patogeenisyydestd, jos usea eri ohjelma toteaa
variantin haitalliseksi. Tosin tietokoneanalyysit yksin eivét koskaan riitd todistukseksi

patogeenisyydestd, vaan tarvitsevat rinnalleen myds muuta todistusaineistoa.

Richardisin ym. (2015) suosituksista 16ytyy monia muita kriteerejd patogeenisyyden
arvioimiseksi. Kirjoittajat myos painottavat, ettd tekstissd mainitut kriteerit eivét valtta-
mittd sovi jokaisen geenin tutkimiseen. Tdma on erityisen tirkedd huomioida varsinkin
silloin, kun todistusaineistona on ainoastaan tiettyyn sairauteen tai geenin erikoistuneen

asiantuntijaryhmén omakohtainen tulkinta tietyn variantin patogeenisyydesta.

Richardisin ym. (2015) ohjeet ja niiden noudattaminen, sekd péivittiminen ovat tarkeitd,

silld standardoidut patogeenisyyteen viittaavat kriteerit ja sanasto helpottavat kliinisten
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laboratorioiden ja muiden terveydenhuollon ammattilaisten vilistd yhteistyotd ja -
ymmaérrystd, jos potilaan tutkimuksen osaksi kuuluu emésvarianttien tarkastelu. Ym-
marrettdvd asiantuntijoiden laatima raportti potilaan kantamasta variantista helpottaa

kaikkien osapuolien yhteistyotd, seké potilaan hoidon ja seurannan suunnittelua.

Terveydenhuollon ammattilaisilla ja tutkijoilla on kéytettdvissd myds monia eri tieto-
kantoja, joista l0ytyy ajankohtaista tietoa yksittdisten varianttien vaikutuksista. Yksi
tunnetuimmista téllaisista tietokannoista on Landrumin ym. (2017) kuvaama ja NCBI:n
yllapitdma ClinVar. Tamin tietokannan tarkoitus on koota yhteen tietoa varianteista eri
lahteistd, ja saatavilla olevan tiedon miirdn ja uskottavuuden perusteella médritelld va-
riantin mahdollinen vaikutus patogeeniseksi, harmittomaksi tai tuntemattomaksi. Kaikki
tietyn variantin vaikutukseen viittaavien tutkimusten ja datasettien 14hteet 16ytyvit vari-
antin sivulta riippumatta siitd, ovatko tutkimusten johtopéatokset variantin vaikutuksista
yhdenmukaisia vai ristiriitaisia. Tamén lisdksi jokaiselle variantille on tietokannassa
madritetty oma variantin vaikutuksen johtopéitoksen luotettavuutta edustava “review
status” -pistemédrd, jossa suurempi luku viittaa luotettavampaan tulkintaan variantin
vaikutuksesta, johtuen tiukemmista ja kattavammista arviointiperusteista. Nolla tihted
viittaa siithen, ettd variantti on vain havaittu ja sen vaikutuksen tulkinnalle ei ole todis-
teita, yksi tdhti tarkoittaa, ettd variantti ja sen vaikutus on kuvailtu vain kerran, tai ettd
useampi ldhde on kuvaillut variantin vaikutuksen ristiriitaisesti. Jos variantin “review
status” -pistemdérd ylittdd kolme téhted, on variantin vaikutuksen tulkinta todenndkoi-
sesti luotettava, silld tdimédn pistemdiridn voi saada vain asiantuntijapaneelin arvioima
variantti. ClinVarin arviointijarjestelma ja pisteytys helpottaa eri varianttien vaikutusten
tarkastelemista, ja samalla kokoaa yhteen varianttiin viittaavaa kirjallisuutta, sekd pdi-

vittdd tietoja variantista uusien tutkimusloydosten ja julkaisujen myota.

Yleisesti variantteja arvioivien tietokantojen lisdksi on olemassa monia spesifisempid
tietokantoja, kuten esimerkiksi BRCA-geeneihin ja rintasyopddn keskittyvd ENIGMA
consortium (2020), jonka asiantuntijaryhmi arvioi ja luokittelee aktiivisesti VUS-
variantteja. Tdmén tietokannan luokittelut ja tulkinnat ovat erityisen tirkeitd rintasyovan

ja syOpariskin tutkimuksessa.



1.3 Mutaatioiden vaikutusten ennakkoarviointi in silico -menetelmilla

Eri variantteja kuvailevien tietokantojen tarkastelun lisdksi, on ennen varsinaisen tutki-
mustyon aloittamista usein myos hyvé tarkastella erilaisten emdsmuutosten vaikutuksia
teoreettiselta pohjalta erilaisilla tietokoneohjelmilla. Talla tavalla voidaan suuresta méa-
rastd erilaisia emdsmuutoksia rajata tutkimukseen ne mutaatiot, jotka vaikuttavat mie-
lenkiintoisimmilta, tai eroavat merkittdvasti muista vaihtoehdoista. Mielenkiintoisia
emdsmuutoksia ovat esimerkiksi sellaiset, jotka muuttavat jonkin proteiinin toiminnalle
kriittisen aminohapon kemiallisesti erilaiseksi aminohapoksi, tai muutokset, jotka muut-

tavat jotenkin mRNA:n silmukointia, johtaen erilaiseen proteiinituotteeseen.

Tietynlaisten emasmuutosten, kuten ennenaikaisten lopetuskodonien, lukuraamia muut-
tavien indel-mutaatioiden ja suurten deleetioiden vaikutukset ovat tyypillisesti haitalli-
sia geenin toiminnalle. Yksittdisten emdksien muutokset, intronisten mutaatioiden ja
geenin sddtelyalueilla sijaitsevien mutaatioiden vaikutuksia on puolestaan vaikeampi
ennakoida. Téllaiset mutaatiot saattavat muuttaa jonkin proteiinin toiminnalle kriittisen
aminohapon toiseksi, héiritdi RNA:n silmukointiprosessia, tai muuttaa jonkin DNA:han
tai RNA:han sitoutuvan proteiinin tunnistussekvenssin toimimattomaksi. Toisaalta mo-

net téllaisista mutaatioista voivat olla tdysin harmittomia.

Mutaatioiden vaikutusten ennakointia varten on kehitetty monia erilaisia tietokoneoh-
jelmia, jotka tarkastelevat mutaatioiden mahdollisia vaikutuksia eri menetelmilld ja eri
lahtokohdista. Yksi kliinisen tutkimuksen kéytetyimpid ohjelmia on Alamut® Visual,
joka yhdistdd monen erilaisen ennusteohjelman ja julkisten tietokantojen havainnot yh-
deksi helppolukuiseksi tulokseksi. Alamut-ohjelmaan kuuluu neljd erilaista alaohjel-
maa: Align-GVGD, PolyPhen-2, SIFT ja MutationTaster2. Alamutiin kuuluva Align-
GVGD-ohjelma (Tavtigian ym. 2006) ennakoi missense-mutaatioiden haitallisuutta
proteiinin toiminnalle aminohappotasolla, tarkastelemalla mutaation seurauksena muut-
tuneen aminohapon kemiallisten ominaisuuksien eroavaisuutta proteiinissa normaalisti
ilmenevdidn aminohappoon verrattuna. PolyPhen-2 (Adzhubei ym. 2010) tarkastelee
mutaatioiden vaikutuksia proteiinin kolmiulotteiseen rakenteeseen, seké tutkii, miten
yleistd aminohapon muuttuminen toiseksi tietyssd kohdassa aminohapposekvenssid on
homologisissa proteiineissa. Samanlaisilla menetelmilld toimii myds ohjelma nimeltd
SIFT (Sim ym. 2012). MutationTaster2 (Schwarz ym. 2014) tarkastelee proteiinin ra-

kenteen lisdksi mutatoituneen emiksen fylogeneettistd konservoitumista ja mutaation
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aitheuttamia mahdollisia vaikutuksia silmukointiin, sekd geenin sditelyalueisiin. Ndiden
lisdksi Alamut-ohjelma tarkastelee myds muuttuneen nukleotidin ja aminohapon fylo-

geneettistd konservoitumista.

Internetistd 10ytyy monia muita erilaisia ilmaisia sekd maksullisia ennusteohjelmia, joita
tutkijat voivat kayttdd projekteissaan. Esimerkiksi Human Splicing Finder (Desemet
ym. 2009) kéyttdd monia erilaisia algoritmejd 10ytddkseen silmukointiin tarvittavien
sekvenssien hdirioitd. RBPmap (Paz ym. 2014) puolestaan etsii nukleiinihapposekvens-
sistd erilaisia RNA:ta sitovien proteiinien sitoutumiskohtia, ja vertailemalla mutaa-
tiosekvenssid normaaliin sekvenssiin, voidaan tarkastella mutaatioiden aiheuttamia
mahdollisia muutoksia. RegRNA -ohjelma (Huang ym. 2006) tunnistaa mRNA-
sekvenssisti erilaisia sddtelyalueita, kuten silmukointiin tarvittavia sekvenssejd, miRNA
kohdesekvenssejd ja transkriptiosdételyyn tarvittavia sekvenssejd. Vertaamalla mutant-
tisekvenssid normaalisekvenssiin voi ohjelmalla tarkastella mutaatioiden mahdollisia

vaikutuksia.

Vaikka eri ennusteohjelmien tarkkuus paranee alati ohjelmien kehittyessd, emme pysty
kuitenkaan korvaamaan oikeaa mutaatioiden tutkimusta nailld ohjelmilla. Ernst ym.
(2018) selvittivat Alamut-ohjelman tarkkuutta BRCAI ja BRCA2 missense-varianttien
patogeenisyyden toteamiseen, ja kévi ilmi, ettd ohjelma ennusti runsaasti vadrid positii-
visia tuloksia, joiden mukaan harmiton variantti olisi ohjelman mukaan patogeeninen.
Toisaalta tutkimuksessa kdvi my0s ilmi, ettd SIFT ja MutationTaster2 pystyivit sulke-
maan pois patogeeniset variantit hyvin, eli ndméa ohjelmat tulkitsivat patogeeniset vari-

antit erittdin harvoin harmittomiksi.

Ennusteohjelmat tarjoavat hyvén tavan keskittdd tutkimuksia todennikoisimmin merkit-
tdviin emdsmuutoksiin, mutta lopullinen tulos mutaatioiden vaikutuksista on silti todet-
tava muillakin tutkimusmenetelmilld. Geenit, geenituotteet ja niiden sditelyjérjestelmait
ovat monimutkaisia verkostoja, joista emme vield tiedéd kaikkea, ja timén takia ennuste-
ohjelmat eivit mitd todenndkdisimmin tule koskaan tdysin korvaamaan perinteisié tut-

kimusmenetelmid.



1.4 Alleelinen epitasapaino

Alleelinen epétasapaino (allelic imbalance), josta kdytetiin myos nimitystd alleelis-
pesifinen ekspressio (allele specific expression) on ilmid, jossa ihmisen kahdesta van-
hemmilta peritystd saman geenin alleeleista toinen ekspressoituu enemmaén tai vahem-
mén kuin toinen. Bucklandin (2004) katsauksen mukaan, timé ilmid ndyttdd olevan
yleinen ihmisgenomissa, ja johtuu usein muutoksista geenien sditely- ja promootto-
rialueilla, seké epigeneettisistd muutoksista. My0s erilaiset mutaatiot itse geenissad niyt-
tdvdt vaikuttavaan alleeliseen epitasapainoon. Jos toinen alleeli on tdysin poissa geno-
mista deleetion takia, geenin ekspressio odotetusti laskee. Mutaatiot, jotka aiheuttavat
ennenaikaisia lopetuskodoneja, tai lukukehyksen muutoksia, ndyttavit paikasta riippuen
Rheen ym. (2017) mukaan laskevan geeniekspressiota paljon useammin, kuin silmu-
kointiin vaikuttavat mutaatiot, missense mutaatiot, tai hiljaiset mutaatiot. Taméan lisdksi
Mizuno ja Okada (2019) ovat havainneet, ettd jotkin mutaatiot vaikuttavat alleelien vali-

seen ekspressioon eri tavalla eri kudoksissa.

Alleelisen epdtasapainon vaikutus syOpdriskiin on kiistanalainen, ja ndyttdd riippuvan
syopatyypistd. Eri tekniikoilla tehdyt tutkimukset vaikeuttavat tuloksien vertailua ja
saattaa osaltaan johtaa ristiriitaisiin tuloksiin. Pyrosekvensointia kdyttden ovat Tomsic
ym. (2010) ja Segui ym. (2011) esimerkiksi todenneet, ettei TGFBR-geenin alleelista
epitasapainoa esiinny paksusuolensydpddn sairastuneilla ithmisilld merkittdvisti enem-
min kuin terveilld ihmisilld. Akuutin myeloidisen leukemian (AML) tapauksessa taas
sekvenssidataan perustuvan Batchan ym. (2019) tutkimuksen mukaan alleelista epétasa-
painoa esiintyy syopdd sairastavilla ihmisilld yhdeksédssd geenissi, jotka ovat usein mu-
tatoituneita sairastuneilla thmisilld. Merkittdvin ero normaali- ja mutanttialleelin véli-

sessd ekspressiossa havaittiin GATA2-geenissa.

Chen ym. (2008) havaitsivat alleelispesifistd realiaikaista PCR-tekniikkaa kéyttden, ettd
alleelista epdtasapainoa BRCAI- ja BRCA2-geenien ekspressiossa esiintyy rintasyopaa
sairastavilla ithmisilld, mutta ei terveilld henkil6illd. Samaa tekniikkaa hyddyntden Shen
ym. (2011) havaitsivat, ettd BRCAI-geenin alleelista epédtasapainoa esiintyy munasarja-
syOpdén sairastuneilla henkil6illd enemmaén kuin terveilld. BRCA2-geenin alleelista epa-
tasapainoa ei tutkimuksessa havaittu syopddn sairastuneilla henkil6illd. Ndiden havain-

tojen lisdksi Huijsmansin ym. (2015) mukaan, myos HER2- ja TOPA2-geenien alleelista



epdtasapainoa ndyttdd esiintyvén varsinkin HER2-geenid yliekspressoivissa sekd tripla-

negatiivisissa rintasydpédkasvaimissa, mutta ei normaalissa rintasyopakudoksessa.

”SNaPshot quantitative primer extension assay” -tekniikkaa kdyttdmailld ovat Caux-
Moncoutier ym. (2009) myos tutkineet alleelista epdtasapainoa rintasydpaad sairastavilla
henkil@illd, jotka eivét kantaneet mitdén tunnettuja haitallisia mutaatioita, mutta kantoi-
vat jotain VUS-varianttia. Kuudestatoista BRCA/ VUS-varianttia kantavasta potilaasta
kahdella havaittiin normaalin vaihtelun ulkopuolella oleva ero alleelien vélisessd eks-
pressiossa. 37:std BRCA2 VUS-varianttia kantavasta potilaasta kolmella havaittiin nor-
maalista vaihtelusta poikkeava ero alleelisessa ekspressiossa. Uudessa pyrosekvensoin-
tia hyodyntivissd tutkimuksessa taas Jamard ym. (2017) eivdt 16ytdneet yhteyttd
BRCAI- tai BRCA2-geenin alleelisen epitasapainon ja rinta- ja munasarjasyopdriskin
vililld. Eri tutkimusmenetelmien ja tutkimusten ristiriitaisten tuloksien johdosta alleeli-
sen epétasapainon vaikutus rinta- ja munasarjasyOpariskiin on vield toistaiseksi epivar-

ma.

1.5 Droplet Digital PCR

Droplet digital PCR eli ddPCR, on kvantitatiivinen menetelma, jolla pystytidin tarkasti
toteamaan ja mittaamaan niytteesséd olevia nukleiinihappoja EvaGreen viérilli tai fluore-
soivia-koettimia (esim. Tagman) hyddyntden. Menetelmin tarkkuuden ja spesifisyyden
saa aikaan PCR-reaktion jakaminen 20 000:een erilliseen reaktioon, muodostamalla
reaktioseoksesta kahden nanolitran kokoisia pisaroita, joista jokaisessa tapahtuu erilli-
nen PCR-reaktio. Menetelmilld voidaan muun muassa havaita tiettyja harvinaisia sek-
venssejd suuresta madrdsti DNA:ta, ja verrata kahden eri alleelin vélisid ekspressiota-
soja. PCR-lamp0syklin jilkeen kdytetyn viriaineen aiheuttama signaali todetaan ndyt-
teestd mittaamalla pisaroiden aiheuttama fluoresenssi. DdPCR-laitteisto méérittda fluo-
resenssin perusteella jokaisen pisaran negatiiviseksi tai positiiviseksi, ja laskee tilastolli-
sesti pisaroiden perusteella ndytteessd olevan DNA:n méérdn. Jos samassa reaktiossa on
kaksi eri fluoroforeilla merkattua koetinta, voidaan mitata ndiden kahden koettimen

vélinen suhde (Hindson ym. 2011).

DdPCR-tekniikkaa on kiytetty syopédgeenien alleelisen epétasapainon tutkimiseen. De

Smith ym. (2015) ovat tutkineet menetelmédlla kuuden eri geenin sydpériskiin liittyvien



SNP-emiksien (single nucleotide polymorphism) alleelisen epdtasapainon yhteytti lap-
suusajan akuuttisen lymfaattiseen leukemiaan (ALL). Tutkimuksessa selvitettiin RNA-
tason ekspression sijaan sitd, miten syopakudoksessa normaali- ja riskialleelit sdilyivét
syOpédsoluissa sairaudelle yleisten deleetioiden johdosta. Tutkimuksessa ei 10ydetty
nayttod sille, ettd syopakudoksen kehitys suosisi normaalin tai riskialleelin sdilymisti
kudoksessa. Maeda ym. (2020) ovat puolestaan tutkineet H3F3A-geenin K27M-
mutaation aiheuttamaa alleelista epdtasapainoa diffuusien keskiviivan glioomien aivo-
kasvaimissa, ja he totesivat, ettd joissakin mutaatiota kantavista kasvaimista mutanttial-
leelia ilmenee enemmaén kuin normaalia alleelia, johtaen mutanttialleelin korkeampaan

ekspressioon ja syopépotilaiden suurempaan kuolleisuuteen.

1.6 Tutkimuksen tarkoitus

Yksi tutkimuksen alkuperdisistd tarkoituksista oli tutkia tiettyjen Turun yliopistollisen
keskussairaalan (TYKS) Kliinisen genetiikan vastuualueen, Perinndllisyyslddketieteen
poliklinikan potilailla esiintyvien BRCAI ja BRCA2 VUS-varianttien mahdollista yh-
teyttd geenien alleeliseen epétasapainoon ddPCR-menetelmailld, ja samalla tarkastella
kyseisen menetelmén soveltuvuutta tutkimukseen, jossa on pieni koehenkilomééra. En-
nen varsinaista ddPCR-analyysid, variantit oli tarkoitus rajata ja niiden soveltuvuus tut-
kimukseen mairittda erilaisilla in silico -analyyseilld. Tutkimukseen sopivien tarkastel-
tavia variantteja kantavien potilasndytteiden véhdisen mééridn vuoksi, tutkimus rajatiin

varianttien in silico -analyysien tarkasteluun.

Tutkimuksen toinen tavoite on tutkia tiettyjen ANO7-varianttien alleelista epdtasapainoa
samalla ddPCR-menetelmélli. RNA-sekvensoinnilla on tarkasteltu Kaikkosen ym.
(2018) 16ytdmén syopariskid lisddvin rs77559646-variantin kantajien ANO7 ekspressio-
ta ja myos sitd, ekspressoituvatko alleelit yhtd paljon, laskemalla muiden eksonisten
SNP-emiksien alleelifrekvenssit. Tarkoituksena on tutkia nditd samoja eksonisia SNP-
emdksid ddPCR-menetelmilld, ja verrata saatuja alleelifrekvenssien tuloksia RNA-
sekvensoinnin antamiin tuloksiin, ja ndin tarkastella ddPCR-menetelmén soveltuvuutta

alleelisen epdtasapainon tutkimiseen.
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2 Aineisto ja menetelmat

2.1 Koehenkilot

BRCAI ja BRCA2 -tutkimuksen koehenkilot valittiin Turun yliopistollisen keskussairaa-
lan (TYKS) Perinndllisyysldédketieteen poliklinikan potilaista, joilla oli sekvensoinnin
perusteella todettu jokin BRCAI tai BRCA2 VUS-variantti. Nami variantit on listattu
taulukkoon 1. ANO7 -tutkimusta varten puolestaan analysoitiin 10 rs77559646-
varianttia kantavan potilaan eturauhaskudoksen RNA:sta tuotettua cDNA-ndytettd. Yksi
ndyte oli perdisin normaalista kudoksesta, loput syopakudoksesta. Kéytetty cDNA oli

tuotettu oligo(dT)- ja satunnaisalukemenetelmin (random primer mix) yhdistelmalla.

2.2 BRCA-naytteiden RNA-eristys ja cDNA-synteesi

BRCA-tutkimusta varten koehenkildiltd kerdttiin  suostumuksella kokoverindytteet
”PAXgene® Blood RNA” -putkiin ja RNA eristettiin "PAXgene® Blood RNA” -kitilla
valmistajan ohjeiden mukaan. RNA:n eristyksen jidlkeen suoritettiin ¢cDNA-synteesi
”iScript™ Advanced cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR” -kitilld valmistajan ohjeiden

mukaan. Ndama tydvaiheet tehtiin, vaikka kyseisid nédytteitd ei lopulta analysoitukaan.

2.3 in silico -analyysi Alamut® Visual-ohjelmalla

Tutkimuksessa tarkasteltiin Alamut-ohjelmalla saatuja raportteja Varsinais-Suomen
alueella todetuista BRCAI- ja BRCA2-VUS-varianteista. DNA-tutkimusnéytteitd saatiin
14:1td rintasyOpédgeenitutkimukseen osallistuneelta potilaalta, jotka olivat saaneet aikai-
semmin perinndllisyysneuvontaa Turun yliopistollisen keskussairaalan Perinndllisyys-

ladketieteen poliklinikalla.

2.4 in silico -analyysi Human Splicing Finder -ohjelmalla

Tdhédn analyysiin kéytetty ohjelma oli Human Splicing Finder versio 3.1 (HSF 3.1).
Kyseinen ohjelmistoversio ei ole endd vapaasti saatavilla, vaan uusi paivitetty versio
muuttui tutkimuksen aikana maksulliseksi. Analyysid varten haettiin BRCA VUS-

variantin rs-numeron perusteella VUSia ympiardivd geenisekvenssi “Ensembl Genome
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Browser” -tietokannasta. Rs-numeron perusteella haetun variantin sivuilta valittiin
”flanking sequence” -ndkymad, jossa nidkyi VUS-variantti punaisella ja eksoninen sek-
venssi keltaisella. VUS-varianttia ympérodivistd sekvenssistd kopioitiin sekvenssi, johon
sisdltyi eksoni ja 150-200 emésta intronista sekvenssid. Jos VUSin sisdltima eksoni oli
niin suuri, ettd eksonin ja intronisen sekvenssin pituudeksi tuli yli 2500 emaistd, VUSia
ympérdivd sekvenssi rajattiin siten, ettd intronista sekvenssid oli sekvenssissd mukana
vain 150-200 emidstd VUS-emistd ldhempdnd olevasta intronista. Rajaus 2500 emak-
seen perustui sithen, ettd Human Splicing Finder ei pysty kasittelemiddn titad pidempia

sekvenssejé.

HSF-analyysityypiksi valittiin “analyze a sequence” ja sekvenssi valittiin kopioimalla
ohjelmaan oma sekvenssi. Ohjelman nikyméén kopioitiin rajattu sekvenssi, jossa VUS-
emdis mddritettiin villityypin emikseksi, ja sekvenssin eksoni rajattiin. ”Proceed to ana-
lysis” -toiminnon jilkeen valittiin ’perform a quick mutation”, jossa VUS-positiossa
oleva villityypin emis vaihdettiin mutanttiemdkseksi. Analyysin perusteella tulokset
jaettiin kolmeen kategoriaan: uudet luovuttajasekvenssit (new donor sites), uudet ekso-
niset hiljentéji- eli ESS-sekvenssit (new ESS sites) sekéd rikkoutuneet eksoniset vahven-
taja- eli ESE-sekvenssit (broken ESE sites). Kuvassa 1 on esimerkki yhden variantin

Human Splicing Finder analyysin tuloksien yhteenvedosta.
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Heﬁ!‘!‘ﬂESEEFI!‘NEWNaﬂwryuxmmawmmx

1 aatgacaaaa agttactaaa tcactgccat cacacggttt atacagatgt caatgatgta ttgattatag aggttttcta ctgttgectge atcttatttt
101 tatttgttta catgtctttt cttattttag tgtccttaaa aggttgataa tcacttgcectg gtttc tcaaacaatt taatttcagG

AGCCTACRAG

201 ARAGTACGAG ATTTAGTCAA CTTGTTGAAG AGCTATTGAA AATCATTTGT GCTTTTCAGC TTTGGAGTgt aagtgttgaa tatcccaaga

301 atgacactca agtgctgtcec atgaaaactc aggaagtttg cacaattact ttetatgacg g accttttagt ctaggttaat tttagttctg

401 tatctgtaat ctatttttaa aaaattactc ccactggtct cacaccttat tttatcaatc g catttttcac

Total sequence length: 480 nucleotides
Mulank Sequence susstiution st postion 207 (C>T)

1 aatgacaaaa agttactaaa tcactgccat cacacggttt atacagatgt caatgatgta ttgattatag aggbttttcta ctgttgetge atcttatttt

101 tatttgttta catgtetttt cttattttag tgtccttaama aggttgataa tcacttgectg agt

gttte tcaaacaatt taatttcagG AGCCTACRRG

201 ZAAGTATGAG ATTTAGTCRAA CTTGTTGRAAG AGCTATTGAZR AATCATTTGT GCTTTTCAGC TTG AGG TTTGGAGTgt aagtgttgaa tatcccaaga
301 atgacactca agtgctgtcc atgaaaactc aggaagtttg cacaattact ttctatgacg tggtgataag accttttagt ctaggttaat tttagttctg
401 tatctgtaat ctatttttaa aaaattactc ccactggtct cacaccttat tttatcaatc gtaaggtgca catttttcac

Total sequence length: 480 nucleotides

The sequences analyzed in HSF are underlined.

~ nierpretec Data

This table shows only relevant results related to the mutation position and context.
The mutation occurs in the late exonic positions, the following table show results of donor splice sites, ESE and ESS that could be affected by the mutation

Predicted signal Prediction algorithm cDNA Position Interpretation
1- ESR Sequences from Goren et al. HLEraared G1A EEEas
New ESS Site 2
2 - llEs from Zhang et al. "H L B & = s =
1- PESE Octamers from Zhang & Chasin AGAAAGTAC GA1GAT TTAGT
ESE Site Broken 2 - HSF Matrices - 9G8 2 3
3 - EIEs from Zhang et al. 1 i E: ks

Kuva 1. Esimerkki BRCAI ¢.230C>T-variantin Human Splicing Finder tuloksien yhteenvedos-
ta. Kuvassa nékyy ylhdilld sekvenssi, jossa on vihredlld kirjaimella merkitty normaalialleelin C-
emds ja alemmassa sekvenssissd punaisella kirjaimella merkitty varianttialleelin T-emés. Ekso-
ninen sekvenssi on merkitty isoilla kirjaimilla ja introninen sekvenssi pienilld kirjaimilla. Kuvan
alaosan “interpreted data” -osiossa ndkyy minkalaisia ja milld algoritmilld ohjelma on 16ytényt
mahdollisia silmukointiin vaikuttavia muutoksia varianttisekvenssissd.

2.5 in silico -analyysi RBPmap-ohjelmalla

Tédhidn analyysiin kéytetty ohjelma oli RBPmap version 1.1. Eksonisten VUSien analyy-
sid varten haettiin BRCA-geenin traskriptin referenssisekvenssi NCBI “nucleotide” tie-
tokannasta. BRCA I-transkripteista kdytettiin BRCA [-transkripti varianttia 1 (NCBI Re-
ference Sequence: NM_007294.4) ja BRCA2-geenin kohdalla ainutta tietokannassa ole-
vaa referenssi transkriptia (NCBI Reference Sequence: NM_000059.3). Intronisten va-
rianttien kohdalla haettiin samasta tietokannasta geenien referenssisekvenssit BRCA1:lle
(NCBI Reference Sequence: NG _005905.2) ja BRCA2:1le (NCBI Reference Sequence:
NG 012772.3).

Sekvensseistd etsittiin VUS-eméksen positio ja analyysid varten kopioitiin VUS-

emiksen molemmilta puolilta 10 eméstd. Tdma sekvenssi syotettiin RBPmap ikkunaan

13



ja genomiksi valittiin human. “Motif selection” -kohdasta valittiin RBPmap listalta all
human/mouse motifs” -vaihtoehto, ja analyysi suoritettiin muuttamatta muita parametre-
ja. Jos 10 emadstd ei tuottanut tuloksia, lisdttiin VUS-emadstd ympérdivdan sekvenssiin
emdiksid 25 emikseen asti viisi kerrallaan, kunnes ohjelma antoi tuloksen. Jos tulosta ei

saatu 25 emiksen kanssa, todettiin ettei sitoutumiskohtia 16ytynyt.

Tamén jalkeen normaali referenssisekvenssissd oleva emés muutettiin VUS-variantti
emikseksi ja sama analyysi toistettiin. Molempien analyysien tulokset tallennettiin, ja
sekvenssien eroja tutkittiin. Merkittdvit muutokset villityypin sekvenssistd VUS-
mutanttisekvenssiin rajattiin sitoutumiskohtiin, jotka sisdlsivit VUS-eméksen. Muutok-
sia oli kahdenlaisia: uudet varianttisekvenssiin ilmestyneet sitoutumiskohdat, seké nor-
maalisekvenssistd hdvinneet sitoutumiskohdat. Jos sitoutumiskohdan muutos oli sellai-
sessa positiossa, ettd sitoutumiskohta ei sisdltinyt VUS-emadstd, téllaista muutosta ei
huomioitu tarkastelussa. Jos tapahtunut muutos oli sellainen, ettd sekvenssissé oli vie-
rekkéin usea saman proteiinin sitoutumiskohtaa, ja varianttisekvenssistd hévisi osa néis-
td sekvensseistd, ei tdtd muutosta myOskddn huomioitu tarkastelussa, koska sekvenssiin

jéi edelleen sitoutumiskohtia téille proteiinille.

Kun VUS-mutanttisekvenssid verrattiin villityypin sekvenssiin, havainnot jaettiin nel-
jain kategoriaan riippuen sitoutumiskohtaa vastaavan proteiinin toiminnasta: uudet ja
hivinneet mahdollisesti silmukointiin liittyvét sitoutumiskohdat, sekd uudet ja hdvinneet
muut sitoutumiskohdat. Proteiinien toiminnan méérittdmiseen haettiin tieto GeneCards

tietokannasta. Kuvassa 2 esimerkki yhden variantin RBPmap analyysin tuloksista.

BRCAL1 C.230C>T
Normaali alleeli Variantti alleeli
Results for sequence: sequence!

Genomic position: chri7:43104924-43104954 Strand: -
5 View binding sites predictions summary

Protein: MSI1(Hs/Mm)

Results for sequence: sequencet
Genomic position: chr17:43104924-43104954 Strand: -
5 View binding sites predictions summary

Protein: MSI(Hs/Mm)

Position Genomic coordinate Motif ~ Occurrence Zscore Povalue o ; i :
2 17 43104032 gy SRR 1055 2502 Position Genomic coordinate Motif Occurrence - ?-sf:m F-}'alua
Protein: PABPCA{Hsim] 2 ) Chri7:43104932 uaguarg gecuacaagaaaguangagauIlagUcasc 1955 23302
Position Genomic coordinzte Moif  Occurrence Zscore Paalue  Protein: PABPCH[HsiMm)
7 ChriT 43104048 a3aaaar gecnacia A juscgagausuagucaEcy 1882 200802 Position Genomic coordinate  Motif Occurrence Lscore Povalue
Protein: SNRNPTOHsitn) 7 TAI00E  ssasm §ECUACAR) AR TUAIGGATUAGUCRACE 1882 2802
Position Genomic coordinate  Motif Occurrence Zscore Pvalue Protein: SNRNP70{Hs/Mm)
24 Chr17:43104931 mwucaag §ECUACARJAAAGUACGAZALILATUCAACH 1073 24202 Position Genomic coordinate Motif Occurrence Z-score Povalue
Protain: SRSF3(Hs/Mm) 24 ¢hr17:43104831 Hucaaq gocuacaagasaguaugagauuua UCAACE 1073 24%e-02
Position Genomic coordinate  Motif Occurrence Zscore Pvalue Protein: SRSF3{HsiMm)
2 €hr17:43104953 wewe qecuacagasguacqagaviiagueascy 2373 882603 Position Genowiccoordinate Mot Occurnence 2acore Povalue
€hr17 43104950 woe g - 2402 81503 2 chri7 43104953 W gocuaCgeaaguaug: 2314 10%02
- R — 24 10 g 743104050 — geeuacaaTaaaguangagay o 2913 B8e0d
% chri7.43104020 WOMK gocuaciagaMaguICMmIAGRGA3CY 24 260603 5 chri7 43104620 WORC  gecuscaagasaguaugaganiuaguCadcy 261 3703
Priei SROPAT NI} Protein: SRSFS{HsiMm)
Position Genomic coordinate  Motif Occurrence Zscore P-value §
= i Position Genomic coordinate  Motif Occurrence Zscore Pevalue
3 chr1743104952 yyacsg geouaCaatasaguscgagaumsegueaacy 2501 478603 5 ChelT 43104050 — gecuacaagaaaquaugagauabqucaacy 2501 478603
Protein: SRSF7(Hs/Mm) ‘ 7 =
Position Genomic coordinate  Motif Occurrence Zscore Pvalue p'*‘":ERSF7mﬂMm] 8 "
12 Chri7.43104943 wggacra gecuacaagead(UAGH AgauTaguCaREy 1957 250602 Position Genomic coordinate  Motif Occurrence Zscore Pvalue
ChriT 43104041 acgacg gocuacargERagUAC An AuIsaguCEREy 1807 208002 15 chri7 43104840 acgagagay geruacangaaaguauy;agauuuaguesacy 1850  3.22e-02
15 chriT:43104940 acgagagay gecuacagaRRTUACT A JAUNUAgUCEACE 2550 53003 Protein: TRAZB(Hs/Mm)
Protein: TRAZB(Hs/Mm) Position Genomic coordinate  Motif Occurrence Zscore Povalue
Position Genomic coordinate  Motif Occurrence Zscore Pvalue Chri7:43104044 aaguguu gecuacagaaasuaude 2105 1.7ee-2
15 chri7:43104940 2aguguu LE 1684 461e02 15 hri7.43104840 aaguguu 20228 UG A 1768 3.8%e-02
17 chriT:43104038 aaguguu ge 1684 46te02 17 743104838 aaquauu gecuacaagaaaguanaaNNA; 1768 38502
Download predictions summary s lext file Download predictions summary as lext file
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Kuva 2. Esimerkki BRCA1 C.230C>T-variantin RBPmap tuloksista. Kuvassa vasemmalla nor-
maalialleelin tulokset ja oikealla varianttialleelin tulokset. Kuvassa punaisilla neli6illd merkitty
ohjelman havaitsemat erot sekvenssien vililld. Merkittdvé ero sekvenssien vililld ndyttéisi ole-
van SRSF3-proteiinin sitoutumiskohdan hévidminen varianttisekvenssistd positiossa 12. Kysei-
sen proteiinin sitoutumiskohta on neljd eméstd. Tamé on merkittidvin ero, silld varianttiemis on
téssa tutkitussa sekvenssisséd positiossa 16, eli sitoutumiskohta siséltdd VUS-eméaksen. Variant-
tisekvenssistd ndyttdd hdvinneen myds SRSF7-proteiinin sitoutumiskohdat positioista 12 ja 14,
mutta nditd ei huomioitu, koska positiossa 15 oleva sitoutumiskohta sdilyi varianttisekvenssissa.
Sama pitee myoOs varianttisekvenssiin positioon 11 ilmestyneeseen uuteen TRA2B-proteiinin
sitoutumiskohtaan. Muutosta ei huomioitu, silld sekvenssistd 10ytyi jo TRA2B sitoutumiskohta
positioista 15.

2.6 in silico -analyysi RegRNA-ohjelmalla

RegRNA-analyysi suoritettiin RegRNA 2.0 ohjelmistoversiolla. Ohjelman “scan” -
ikkunaan syotettiin samanlainen sekvenssi kuin Human Splicing Finder -ohjelmaan,
mutta Human Splicing Finderista poiketen, RegRNA-ikkunaan kopioitiin sekvenssi,
jossa oli koko eksoni ja 150-200 emésti intronista sekvenssid eksonin molemmilta puo-
lilta, olettaen ettd sekvenssin pituus oli alle 10 kb. Ikkunan ’select RNA motifs” -
valikosta valittiin “select all” -vaihtoehto ja ikkunan alaosasta painettiin “submit” -
painiketta. Tdma analyysi tehtiin normaalille sekvenssille, jossa varianttieméksen koh-
dalla oli normaali emads, sekd varianttisekvenssille, jossa normaali emés oli muutettu
variantti emikseksi. Analyysien tuloksia verrattiin toisiinsa, ja muutokset normaali- ja
varianttisekvenssin vélilld kirjattiin ylos. Kuvassa 3 on esimerkki yhden variantin Reg-

RNA-analyysin tuloksista.
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Kuva 3. Esimerkki BRCA2 C.583T>G-variantin RegRNA tuloksista. Kuvassa nékyvilld vain
tuloskatsauksen “transcriptional regulatory motif” -osio, josta ainut ero sekvenssien vélilla 16y-
tyi. Tuloksista nékyy, ettd variantti sekvenssiin on ilmestynyt uusi C/EBP sitoutumiskohta posi-
tioon 225-236. Tulos oletetaan merkittaviksi, silld tutkitussa sekvenssissd variantti eméiksen
positio oli 232, eli juuri timén uuden sitoutumiskohdan paikalla.

2.7 Alukkeiden ja koettimien suunnittelu

Alukkeet ja koettimet suunniteltiin ’Bio-Rad Droplet Digital™ PCR

Applications Guide” aluke- ja koetinsuunnitteluohjeiden, sekd Kamitakin ym. (2018)
alleelispesifisen RNA-ekspression tutkimiseen tarkoitetun ddPCR-protokollan mukai-
sesti. Alukkeet ja koettimet suunniteltiin Primer3plus -ohjelman avulla siten, ettd aluk-
keiden suunnittelussa ja valitsemisessa PCR-tuotteen koko oli 60-200 emistd, sekvens-
seissd viltettiin kolmea emadstd pidempid G- ja C-toistoja ja alukkeiden 3’ -pddhin
suunniteltiin G- tai C-emds, jos mahdollista. Koettimet suunniteltiin siten, ettd niiden
pituus oli enintdén 30 emaésti, ja ettd tutkittava variantti emés sijaitsi mahdollisimman
keskelld koetinta. Jos tdmi ei ollut mahdollista, variantti eméksen tdytyi sijaita véhin-
tddn neljdn eméksen padssi koettimen 3’ tai 5° -pdéstd. Koettimessa ei myodskéddn saanut
olla G-emadstd 5 -péddssd. Koetinsekvenssi ei saanut olla péddllekkdinen alukesekvenssin

kanssa, mutta sai sijaita alukesekvenssin vieressa.

Jos alukesuunnittelu ei onnistunut Kamitakin ym. (2018) protokollan 60 °C annealing
lampotila-asetuksilla, kokeiltiin protokollan vaihtoehtoisia 55 °C asetuksia. Jos aluke-
suunnittelu ei onnistunut ndinkiin, kokeiltiin omia koetinsekvensseji, jotka olivat enin-
tddn 30:nen emédksen pituisia, ja joissa varianttiemds oli vdhintddn neljin emédksen péds-
sd koettimen 5’ ja 3° -pdéstd. Jos omien koetinsekvenssien sydttdminen ohjelmaan ei
myOskéddn toiminut, todettiin kyseinen variantti sopimattomaksi tutkimukseen aluke-

suunnittelun epdonnistumisen takia.

BRCAI- ja BRCA2-varianteista valittiin alukesuunnitteluun ensin ne variantit, joiden
vaikutuksista ei ClinVar tietokannan mukaan ole tarkkaa tietoa, ja jotka vaikuttivat
Alamut-ohjelman analyysien perusteella haitallisilta. Taémén lisdksi alukesuunnitteluun
valittiin myds variantit, joiden osalta oli odotettavissa saatavilla olevia potilasniytteita.
Tiettyjen varianttien kantajia pyydettiin tutkimuksen valmistelun aikana néytteenottoon,
mutta ndytesaatavuudesta tuli ongelma tutkimuksen kannalta: odotettua madrda potilas-
ndytteitd el saatu, ja ndytteitd tiettyjen varianttien kantajilta oli niin vdhén, ettei niiden
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tarkasteleminen olisi ollut tutkimuksen kannalta mielekésta. Liian pieni koehenkilomaa-

rd olisi tehnyt tuloksien tulkitsemisesta liian epdvarmaa. Tiedot varianttien CinVar tul-

kinnoista, ndytesaatavuudesta ja alukesuunnittelun onnistumisesta l0ytyvit taulukosta 1.

Taulukko 1. Kaikki tutkimuksessa kisitellyt BRCA1- ja BRCA2-variantit, ndytesaatavuus, alu-

kesuunnittelun onnistuminen ja ClinVar-tietokannan tulkinta variantin patogeenisyydesta.

Variantti ClinVar tulkinta Potilasniytteiden | Alukesuunnittelun
(Review status) saatavuus onnistuminen
BRCAI
c.230C>T 2/4 epdvarma 0 Ei
c.3257T>C 0/4 epavarma 0 -
c.3649T>C 2/4 epdvarma 0 Ei
c.4676-8C>G Y4 mahdollisesti 1 Kylla
harmiton
BRCA2
c.68-TT>A % harmiton 2 Ei
c.583T>G - 0 Ei
c.2884C>T 2/4 epdvarma 1 Ei
c.3314C>T - 1 Ei
c.4756A>C - 1 Kylla
c.5225A>T 2/4 epdvarma 0 Ei
c.6821G>T %2 mahdollisesti 1 Kylla
harmiton
c.7121A>G Ya epdvarma 0 -
c.7712A>G Y4 epdvarma 0 Ei
c.7759C>T Y4 epavarma 0 -
c.7805+13A>G Y4 epavarma 0 -
c.8855T>C - 0 -
€.8953+24T>C - 1 Ei
c.9232G>T - 2 Ei
c.9302T>C Y4 epdvarma 0 Ei
c.9411T>G %, harmiton 4 Ei
c.9872C>G 2/4 epavarma 0 Ei
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c.10234A>G %, harmiton 0 -

Koska alukesuunnittelu epdonnistui suurimmalta osalta varianteista, BRCA - ja BRCA2-
varianttien lisdksi suunniteltiin myos SISu-tietokannasta 10ytyneille Suomessa yleisim-
min esiintyville BRCA2 SNP-eméksille alukkeet. Yleisimmistd SNP:istd rajatiin pois
sellaiset, joiden alleelifrekvenssi oli alle 0.15, ja jotka sijaitsivat UTR- tai toistojakson

alueella. Namd SNP:t ja niiden alukesuunnittelun onnistuminen on listattu taulukkoon 2.

Taulukko 2. SISu-tietokannan yleisimméat BRCA2 SNP:t ja ndiden alukesuunnittelun onnistumi-

nen.
BRCA2 SNP Alleelifrekvenssi Alukesuunnittelun onnis-
tuminen

1s9534262 0.578091 Kylla

rs1801406 0.319613 Ei

rs1799955 0.237801 Ei

rs144848 0.196731 Kylla

rs543304 0.186071 Ei

ANO7-tutkimukseen valittiin sekvenssidatan perusteella yhdeksin ANQO7-varianttia,
joille alukesuunnittelu tehtiin. Néistd varianteista vain neljéille alukkeiden ja koettimien
suunnittelu onnistui tyydyttavilld tavalla, ja ndistd neljastd variantista kolme valittiin

tutkimukseen. Kyseiset variantit 16ytyvét taulukosta 3.

Muista varianteista poiketen, intronisen rs78154103 GC-variantin alukesuunnittelussa
otettiin huomioon variantin aiheuttama hiirid intronin seitsemén silmukointiin.
Sekvensointidatan perusteella on havaittu, ettd jos henkilo kantaa alleelia G, timéi
variantti aiheuttaa silmukoinnissa intronin seitsemédn fragmentin sdilymisen
transkriptissa. Tdmén variantin alukesuunnittelussa kédytettiin seuraavaa sekvenssid,

jossa eksoninen sekvenssi on alleviivattu ja variantti emés on punainen:

GCCGGTTCAGAGTGAACAAGCTGCCACGCTTCCTCGGGAGTGACAACCAGG
ACACCTTCTTCACAAGCACCAAGAGGCACCAAATTGTGAGTGGGGGTTCCC
TGCCGCGGGCCCCAAACCCTGACCTGGCTCTGAGGATCCTGCCAGCCCCCA
GCCTCCATGGATGCAGAAAGGCCTGCTTGAGACCAGAGGGCCGAGGCC
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Onnistuneesti suunnitellut alukkeet tilattiin Bio-Radin ’Customize PCR primers or
probe assays” kautta valitsemalla ”ddPCR probe assay”. Jokaisen variantin HEX- ja
FAM-leimatut alleelispesifiset koettimet alukkeineen tilattiin erikseen, asettamalla
“create custom assay” -ikkunaan oikea ja vasen aluke, haluttu koetin ja sen leima, ja
asettamalla aluke-koetin suhde (primer-to-probe ratio) 1,8:aan. Tarkat tiedot

tutkimukseen kéytetyistd alukkeista ja koettimista 16ytyvit taulukosta 4.

Taulukko 3. ANO7-variantit, joille protokollan mukainen alukesuunnittelu tehtiin. Lihavoituna
tutkimukseen valitut variantit.

ANQ7 -variantti Alukesuunnittelun onnistuminen
rs77559646 GA Kylla

rs11695874 GT Ei

rs147325507 CA Ei

rs2074840 CT Kylla

157677160 CT Ei

rs7593101 CT Kylla

rs78605785 GT Ei

rs7590653 GA Ei

rs78154103 GC Kylld

Taulukko 4. ANO7-varianteille suunnitellut alukkeet ja koettimet. 1: Vasen aluke, 2: Oikea alu-
ke, 3: PCR-tuotteen koko, 4: Koetin, normaali alleeli, varianttiemés punaisena alleviivattuna,
suluissa leima, 5: Koetin, variantti alleeli, variantti emés punaisena alleviivattuna, suluissa lei-
ma. Nukleotidisekvenssien yhteyteen on merkitty Primer3plus-ohjelman ennakoima sulamis-
lampdtila (Tm). Eksoni 8 rs2074840 CT- ja eksoni 16 rs7593101 CT-varianttien alukkeet suun-
niteltiin kddnteiskomplementaariselle sekvenssille.

ANO7 rs77559646 GA ANO7 rs2074840 CT ANO?7 rs7593101 CT (eksoni
(eksoni/introni 4) (eksoni 8) 16)

1| 5- 5’- 5’-
GACAGAACAGACATGCACAG- | TGCTGGAAAAGGACTTGGC | AAACAAGGTGTGGTAGTTG-3’
3’ Tm 59.0 -3’ Tm 60.5 Tm 55.2

2| 5- 5’- 5-CTCAAGGTGTTCATCTTCC-
GTCACTGAGTGGATGCAGG-3’ | AAAAACCTGCTTGGGATCC | 3’ Tm 55.2
Tm 60.1 A-3’ Tm 59.5

3| 131bp 140 bp 108 bp

4|5- 5’- 5’-
CCAGGTACGTGGAGGCTGTCA | AGGGGCCGTCATGCAGGG CAATGTAGACGGGTGAGGAGT
TGGGC-3' Tm 64.5 (FAM) GGA-3’ Tm 64.0 (HEX) AGAAGT-3’ Tm 57.5 (HEX)

5|5- 5’- 5’-
CCAGGTACATGGAGGCTGTCA | TGGGGGCGTCTTGAAGGGG | AGGCAATGTAGACGGGTGAG
TGGGCAG-3' Tm 64.0 (HEX) | CCATCAT-3' Tm 65.5 (FAM) | GAATAGAA-3’ Tm 59.1 (FAM)
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2.8 ANQO?7 alukkeiden ja koettimien toimivuuden testaus

Kaikkien ANO7 alukkeiden ja koettimien toimivuus testattiin tekemdilld eturauhas-
syopdsolulinjojen cDNA:lla ddPCR-reaktio. Optimaalinen PCR-syklin annealing-
lampdtila testattiin lampdgradientilla, ja tdmin jalkeen alukkeiden ja koettimien spesifi-

syys testattiin variantti DNA konsentraatiogradientilla.

Testausta varten kolmen eturauhasyopidsolulinjan eristetystd RNA:sta tehtiin cDNA
samalla menetelmilld kuin BRCA-naytteille "iScript™ Advanced cDNA Synthesis Kit
for RT-qPCR” -kitilld valmistajan ohjeiden mukaan. Jokainen ANO?7 aluke- ja koetinpa-
ri testattiin eri solulinjoilla, joissa tutkittava variantti esiintyi. ANO7 eksoni 16
rs7593101 -variantin alukkeiden testaamiseen kiytettiin MDA PCa 2b-solulinjan
cDNA:ta, ANO7 eksoni/introni 4 1577559646 -variantin alukkeiden testaamiseen kiytet-
tiin 22Rv1-solulinjan cDNA:ta ja ANO7 eksoni 8 rs2074840 -variantin alukkeiden tes-
taamiseen kaytettiin LNCaP-solulinjan cDNA:ta.

DdPCR-reaktiota varten nidytteet valmisteltiin syvidkaivoiselle PCR-levylle ”Pri-
mePCR™ ddPCR™ Gene Expression Probe Assays” -ohjeen mukaan. Reaktioon kiy-
tettiin ohjeen mukainen maksimaalinen 50 ng initial RNA maéiréd solulinjojen alhaisen
ANO7-geenin ekspression takia. Protokollan ohjeiden lisdksi valmis ndytelevy myos
sekoitettiin vorteksoimalla ja sentrifugoitiin “eppendorf Centrifuge 5804” -sentrifugilla
minuutin ajan 1000 rpm nopeudella ennen pisaroiden valmistamista. PCR-kuoppalevy
my0s sinetditiin ”Bio-Rad Piercable Foil Heat Seal” sinetdintiliuskalla ”Bio-Rad PX1
PCR Plate Sealer” -laitteella 180 °C lampdtilassa viiden sekunnin ajan ennen vortek-
sointia ja sentrifugointia. DdPCR-reaktioon tarvittavat pisarat valmistettiin sentri-
fugoinnin jilkeen automaattisella "Bio-Rad AutoDG™ Instrument” -laitteella valmista-
jan ohjeen mukaan. Pisaroiden muodostamisen jdlkeen valmiit pisarat sisdltivd PCR-
kuoppalevy sinetditiin samalla tavalla kuin ennen sentrifugointia ja nidytteet laitettiin

PCR-koneeseen.

Lampdgradienttia varten “Bio-Rad C1000 Touch™ Thermal Cycler” PCR-koneeseen

ohjelmoitiin ”PrimePCR™ ddPCR™ Gene Expression Probe Assays” -ohjeen mukai-
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nen PCR-sykli, jossa annealing/extension-lampdtilaksi asetettiin 1ampogradientti, jolla
jokaiseen pystyrivilld olevaan PCR-levyn kaivoon saatiin eri lampétila. Yhteen kaivoon,
jonka ldmpdtila ei eronnut merkittévisti muista, laitettiin negatiivinen kontrolli, jossa
solulinjan cDNA korvattiin vedelld. Samasta syysti toiseen kaivoon laitettiin pelkdstidan
laimennettu “ddPCR™ Buffer Control for Probes” puskuriliuos, jota ei analysoitu (liite

1, taulukot 15 ja 16).

PCR-syklin jilkeen pisarat analysoitiin ”"Bio-Rad QX200™ Droplet Reader” -laitteella,
ja Quantasoft-ohjelmistolla. Kaikkien ldmpotilagradienttien tapauksessa madritettiin itse
erikseen jokaiselle kaivolle FAM ja HEX fluoresenssikanaville omat raja-arvot, joiden
perusteella ohjelmisto médritti pisarat negatiivisiksi tai positiivisiksi. Raja-arvot maari-
tettiin késin, koska ohjelmiston automaattinen analyysitoiminto ei pystynyt asettamaan
raja-arvoja oikealla tavalla, miké johti kyseenalaisiin tuloksiin (kuvat 4 ja 5). Tdma joh-
tui todennakdisesti siité, ettd laitteisto analysoi jokaisen kaivon erikseen omana mittauk-
sena, eikd vertaa kaivoja toisiinsa. Raja-arvojen késin asettelun jidlkeen tulokset olivat
kunnollisia (kuvat 4 ja 5). Raja-arvojen madrittdmisen jélkeen valittiin optimaalinen
annealing-ldmpotila sen perusteella, missd kaivossa/ldmpdétilassa FAM-positiiviset,
HEX-positiiviset, negatiiviset ja kaksoispositiiviset pisarapopulaatiot erosivat toisistaan
parhaiten (kuvat 6 ja 10). Eksoni 16 rs7593101 alukkeiden ja koettimien optimaaliseksi
annealing-lampdtilaksi valittiin 59 °C ja eksoni 8 rs2074840 alukkeiden ja koettimien
optimaaliseksi annealing-lampdtilaksi valittiin 63 °C.
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Kuva 4. ”1-D amplitude plot” esimerkki eksoni 16 rs7593101 néytelevyn ldmpétilagradientin
tuloksista. Siniset pisteet edustavat FAM-positiivisia pisaroita ja vihredt HEX-positiivisia pisa-
roita. Vasemman puolen kuvaajassa C ja F kaivojen keskimmaiset pisarapopulaatiot on maéri-
tetty automaattisesti positiivisiksi, toisin kuin muissa kaivoissa. Oikean puolen samoissa kuvaa-
jissa raja-arvot on asetettu kdsin (violetti viiva) siten, ettei keskimmadistd pisarapopulaatiota
oleteta positiiviseksi.

Ch1+0B2 1387 ChI+CA2 627 CAICHR 06 G a2 1157 CA14gh2+: ChTeCHR: 789 ChY 20326 CHICAQ- TR

02 u w0 L s L B 1 " 0 3 0 s E 1

Kuva 5. ”2-D ampitude plot” esimerkki eksoni 16 rs7593101 néytelevyn ldmpdtilagradientin
tuloksista. Kuvassa kaikki kaivot yhdistettynd, vasemmalla puolella automaattisilla raja-arvoilla
ja oikealla puolella kuvan 4 mukaan asetetuilla raja-arvoilla. Automaattisilla raja-arvoilla va-
semmassa kuvassa esiintyy satunnaisia oransseja kaksoispositiivisia pisaroita kohdissa, joissa
niitd ei pitéisi esiintyd. Oikeassa kuvassa oikein asetetuilla raja-arvoilla siniset FAM ja vihreét
HEX populaatiot nékyvit selvésti erilldin.
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Kuva 6. ”2-D amplitude plot” Esimerkki eksoni 16 rs7593101 ndytelevyn kaivosta C, jossa
annealing-ldmpétila oli 59.1 °C. Kuvassa ndkyy miten FAM ja HEX pisarapopulaatiot ovat
selvisti erillddn toisistaan. MDA PCa 2b-solulinjan alhaisen ANQO7 ekspression takia kuvassa ei
ndy kaksoispositiivisten pisaroiden populaatiota, joka teoriassa ilmestyisi kuvaajan oikeaan
ylakulmaan FAM ja HEX populaatioiden viliin. Kuvassa nikyy myos violeteilla viivoilla asete-
tut raja-arvot.
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22Rvl1-solulinjan ekspressio oli niin pientd, ettei eksoni/introni 4 rs77559646 alukkei-
den ja koettimien toimivuudesta saatu luotettavaa tulosta (kuva 7). Koe toistettiin uudel-
la PCR-ohjelmalla, jonka ldmpétilagradientti oli 62—52 °C (liite 1, taulukko 17), mutta

tdma el parantanut tulosten luotettavuutta.
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Kuva 7. ”2-D amplitude plot” eksoni/introni 4 rs77559646 ndytelevysti, joka tehtiin liitteen 1
taulukon 17 PCR-ohjelman mukaan. Kuvassa kaikki kaivot. Mustalla negatiiviset pisarat, ku-
vassa ndkyy yksittdisid positiivisia pisaroita, mutta ei tarpeeksi optimaalisen annealing-
lampotilan maérittdmistd varten.

Koska 22Rv1-solulinjan cDNA:lla ei pystytty optimaalista annealing-lampdtilaa méérit-
tdimaan, ANO7 eksoni/iontroni 4 koettimien ja alukkeiden testausta varten tehtiin
ANQO7:4é yliekspressoivien PC3-solulinjoista eristetysti RNA:sta cDNA:ta. Solulinjassa
pLVX-IRES-mCherry-ANOT7S esiintyy normaali alleeli G ja solulinjassa pLVX-IRES-
mCherry-ANO7S-R158H esiintyy mutanttialleeli A. Solulinjojen cDNA:sta tehtiin
50/50 sekoitus sopivan annealing-lampdtilan madrittdmistd varten. PCR-ohjelma oli

sama kuin liitteen 1 taulukossa 17.
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Kuva 8: ”1-D amplitude plot” PC3-solulinjojen 50/50 cDNA sekoituksesta. Kuvassa liian suuri
cDNA:n méairéd johtaa siihen, ettei negatiivisia pisaroita synny, kuten negatiivisessa kontrolli-
kaivossa G.

PC3-solulinjojen yliekspressio johti sithen, ettei lukulaite pystynyt liian suuren ekspres-
sion takia antamaan tuloksia (kuva 8). Tdma johtui siitd, ettd laite ei pysty toteamaan
signaalia, jollei ndytteessé ole positiivisten pisaroiden lisdksi myds negatiivisia pisaroi-
ta. Sekoituksesta tehtiin 1:50 laimennos ja koe toistettiin. Talld laimennoksella saatiin
tulos, mutta edelleen suuren ekspression takia tehtiin toinen 1:250 laimennos, ja koe
toistettiin. Téll4 laimennoksella saatiin selvemmin nékyviin eri pisarapopulaatiot (kuva
9), ja eksoni/introni 4 alukkeiden ja koettimien annealing-lampétilaksi valittiin 58 °C

(kuva 10).
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Kuva 9. ”1-D amplitude plot” PC3-solulinjojen 50/50 cDNA sekoituksen 1:250 laimennoksesta.
Laimennoksen avulla ohjelma pystyy erottamaan negatiiviset ja positiiviset pisarat toisistaan,
toisin kuin laimentamattomassa néytteessd (kuva 8). Lisdksi kuvassa nikyy selvisti myos kaksi
positiivista pisarapopulaatiota, joista vain ylempi maééritettiin positiiviseksi asettamalla omat
raja-arvot pisarapopulaatioiden valiin.

ChlChle 328 CA1Ch- 3254 CBICAD+ 1323 ChICRE-1Z300 ChBCH2+ 342 CATHCAR: 465 CBICH0Y 1478 CHLR: 100

58.2°C
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Kuva 10. ”2-D amplitude plot” esimerkkikuvat PC3-solulinjojen 50/50 sekoituksen 1:250 lai-
mennoksesta. Molemmissa annealing-lampétiloissa HEX, FAM ja kaksoispositiiviset pisarapo-
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pulaatiot ovat selvésti erilldéin toisistaan, mutta 58.2 °C annealing-lampdtilalla pisarapopulaati-
oiden vilinen etdisyys johtaa selvempain eroon populaatioiden vililld. Tdémén perusteella 58 °C
valittiin eksoni/introni 4 alukkeiden ja koettimien optimimaaliseksi annealing-ldmpétilaksi.

Tadmin jilkeen koettimien spesifisyys médritettiin. Kamitakin ym. (2018) protokollassa
ei koettimien spesifisyyttd mééritetty lainkaan, vaan alukkeiden ja koettimien toimivuu-
den toteamiseen riitti vain parhaan annealing-lampétilan méaarittdminen. Tama johtuu
siitd, ettd koettimien samankaltaisuuden aiheuttaman ristireagoinnin takia spesifisyyden
testaamista ei pidetd olennaisena. Menetelmalld tutkitaan alleelien suhteita, ja tdma risti-
reagointi ei protokollan mukaan vaikuta tuloksiin merkittdvasti, kunhan ”2-D amplitude
plot” -ikkunassa pisarapopulaatiot ovat selvésti erillddn. Protokollasta poiketen paatim-

me kuitenkin tarkastella koettimien spesifisyyttd konsentraatiogradienteilla.

Eksoni/introni 4 koettimien spesifisyyden testaamista varten ANO7S- ja ANO7S-
R158H-solulinjojen cDNA:sta tehtiin 1:250 laimennettu konsentraatiogradientti, sekoit-
tamalla solulinjojen cDNA:ta eri suhteissa, jolloin normaalia G alleelia kantavan

ANO7S-solulinjan cDNA:n midrad ndytteessd kasvatettiin (liite 1, taulukko 18).

Taulukko 5. Yhteenveto eksoni/introni 4 rs77559646 konsentraatiogradientin tuloksista.

Normaali / variantti | Normaali / variantti | Normaali variantin | Normaalien FAM-

cDNA:n suhde cDNA:n konsent- cDNA:n suhde va- | positiivisten / vari-

ndytteessi raatio (kopiota / pul) | riantti cDNA:han anttt HEX-
positiivisten pisa-
roiden maari

50/50 260/107 2.5 2508/1074

50/50 279/110 2.53 2503/1060

75/25 401/55.7 7.2 3662/586

75/25 412/53.9 7.6 3545/538

90/10 500/26.8 18.6 4904/319

90/10 469/28 16.8 3581/256

Taulukossa 5 varianttialleelia vastaavan HEX-leimatun koettimen aiheuttaman signaalin
selvd lasku tdtd varianttia sisdltdvin cDNA:n miirdn vdhentyessd osoittaa, ettd koetti-
met ovat tarpeeksi spesifisid tutkimustarkoitukseen. Taulukkoon kerétyt tiedot ja esi-

merkkikuvat 16ytyvit liitteen 1 kuvista 11-14.
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Samanlaiset konsentraatiogradientit tehtiin myos eksoni 8 rs2074840 ja eksoni 16
rs7593101 koettimien tarkastelua varten. Eksoni 8 konsentraatiogradientissa vihennet-
tiin heterotsygoottisen variantti alleelia sisdltdvin LnCap-solulinjan cDNA:ta korvaa-
malla se normaalia alleelia sisdltivin homotsygoottisen MDA-solulinjan cDNA:lla.
Eksoni 16 konsentraatiogradientti tehtiin pdinvastoin vdhentamélld varianttialleelia si-
sdltdvin MDA-solulinjan cDNA:ta korvaamalla se normaalialleelia sisédltdvin LnCap-
solulinjan cDNA:lla. Vaikka konsentraatiogradientit erosivat hieman toisistaan, johtuen
solulinjojen eri DNA konsentraatioista, kaikissa nékyy, miten varianttialleelin konsent-
raatio laskee, kun variantti alleelia sisdltdvin cDNA:n méard néytteessd vihenee. Kon-
sentraatiogradienttien toistamista ei pidetty tutkimuksen kannalta kriittisend. Taulukoi-
den 5, 6 ja 7 konsentraatiogradienttien tuloksien perusteella kaikkien varianttien koetti-
met todettiin toimiviksi, eli koettimet pystyvit erottamaan normaalin- ja varianttialleelin

toisistaan, kunhan sopivat raja-arvot asetetaan.

Taulukko 6. Yhteenveto eksoni 8 rs2074840 konsentraatiogradientin tuloksista.

Normaali (MDA)/ | Normaali / variantti | Variantti cDNA:n Normaalien HEX-

variantti (LnCap) cDNA:n konsent- suhde normaaliin positiivisten / vari-
cDNA:n suhde raatio (kopiota / ul) | cDNA:han antti FAM-
ndytteessa positiivisten pisa-

roiden maara

0/100 5.4/2.6 0.49 72/35
0/100 6/2.9 0.48 77/37
50/50 12.2/1.6 0.13 132/17
50/50 11.5/2.1 0.18 125/23
90/10 16.4/0.65 0.04 174/7
90/10 17.6/0.52 0.03 200/6
100/0 16.9/0 - 164/0
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Taulukko 7. Yhteenveto eksoni 16 rs7593101 konsentraatiogradientin tuloksista.

Normaali (LnCap) / | Normaali / variantti | Variantti cDNA:n Normaalien HEX-

variantti (MDA) c¢DNA:n konsent- suhde normaaliin positiivisten / vari-

cDNA:n suhde raatio (kopiota / ul) | cDNA:han antti FAM-

ndytteessi positiivisten pisa-
roiden maard

0/100 5/9 1.8 56/100

0/100 6.5/10.5 1.6 63/102

50/50 29/4.6 0.16 309/50

50/50 24.3/5 0.21 260/54

90/10 38.7/0.38 0.01 405/4

90/10 38.2/1.3 0.035 393/14

2.9 ANO7-ndytteiden analysointi

Potilasndytteiden ANO7 koesarjat tehtiin samalla tavalla kuin alukkeiden optimointi
”PrimePCR™ ddPCR™ Gene Expression Probe Assays” -ohjeen mukaan. ANO7-
analyysiin valittiin jo valmiiksi varastossa olevia cDNA-potilasndytteitd. Tutkimuksessa
kaytetty cDNA oli tuotettu oligo(dT)- ja satunnaisalukemenetelmén (random primer
mix) yhdistelmalld. Tutkittavia niytteitd oli kymmenen: BLCA10, RALP32, -35, -161, -
202, -205, -207, -214, -378 ja -387. Kaikki ndytteet olivat perdisin sydpakudoksesta,
paitsi ndyte BLCA10, joka oli normaalia kudosta. Kaikista néytteista tehtiin 1:10 cDNA
laimennos, ja ensimmadiseksi tutkittiin eksoni 16 rs7593101 -variantti néytteistd 202,

205 ja 207. Onnistuneen kokeen jélkeen sama koe suoritettiin lopuille niytteille.

Kun loput néytteet tutkittiin eksoni 16 koettimilla, havaittiin ettd nédytteiden 10, 161 ja
214 cDNA-konsentraatio ja positiivisten pisaroiden méérd oli erittdin alhainen. Luotet-
tavamman tuloksen saamiseksi tehtiin ndiden ndytteiden cDNA:sta 1:3 laimennos, jota
kéytettiin seuraavissa koesarjoissa. Tdmén liséksi havaittiin, ettd néytteet 378 ja 387
eivit tuottaneet lainkaan pisaroita ddPCR-analyysissd, johtuen todenndkoisesti siitd,
etteivit ndytteet sisdltdneet cDNA:ta, tai siitd ettd, ANO7-geenin ekspressiotaso on ky-
seisissd ndytteisséd liian alhainen. Tdmén takia néytteet 378 ja 387 todettiin sopimatto-
miksi tutkimukseen. Koesarjoja tehtiin yhteensd kolme, joista jokaisessa oli jokaisesta

tutkittavasta ndytteestd kaksi duplikaattia, paitsi ndytteistd 378 ja 387, jotka tutkittiin
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vain kerran. Joidenkin naytteiden késittelyssd ilmeni tulosten tarkastelun yhteydessa
tyhjid mittauksia, johtuen todennékoisesti siitd, ettd PCR-levyn valmistelussa néyte

unohdettiin pipetoida. Témén takia osasta ndytteité ei saatu yhteensd kuutta mittausta.

Eksoni 16 koesarjan jilkeen néytteet 10, 32, 35, 161 202, 205, 207 ja 214 analysoitiin
eksoni 8 rs2074840 ja eksoni/introni 4 rs77559646 alukkeilla ja koettimilla. Jos tietyn
ndytteen tulos oli, ettd ndytteessd esiintyy vain toinen alleeli, ei katsottu tarpeelliseksi
tutkia ndytettd useampaa kertaa. Heterotsygoottiset ndytteet tutkittiin kolme kertaa, jos-
sa jokaisessa koesarjassa oli jokaisesta heterotsygoottisesta néytteestd kaksi duplikaat-
tia. Kuten edelld, joidenkin niytteiden késittelyssd ilmeni tulosten tarkastelun yhteydes-
sd tyhjid mittauksia, johtuen todennékoisesti siitd, ettd ndyte unohtui pipetoida PCR-

levylle. Kyseisistd ndytteistd ei saatu timén takia kuutta mittausta.

DdPCR-mittauksien jidlkeen tarkasteltiin saatavilla olevaa tietoa tutkittavien SNP-
emésten eri alleelien ilmenemisestd tutkittavissa néytteissd alleelien suhteiden méérit-
tdmistd varten. Tiedot perustuivat aikaisemmin tehtyihin sekvensointeihin. Kun allee-
lien véliset suhteet oli sekvensointidatan perusteella médritetty, verrattiin niita tuloksia

ddPCR-menetelméan antamiin tuloksiin.

Naytteen 35 tiedot oli kerdtty mRNA-kirjaston datasetistd, jonka sekvensointikattavuus
(coverage) oli noin 26-32 miljoonaa luentaa, ja kaikkien muiden ndytteiden tiedot oli
keritty totaali RNA datasetistd, jonka sekvensointikattavuus oli ndytteestd riippuen noin
32—-54 miljoonaa luentaa (liite 5, taulukko 21). Muista néytteistd poiketen, naytteestd 35

oli sekvensoitu sekd benignid, ettd syopikudosta.
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3  Tulokset

3.1 Alamut® Visual -analyysin tulokset

Taulukko 8. Alamut® Visual -ohjelman antamat tulokset. Align GVGD -ohjelma antaa tuloksen
numerona, jonka perusteella CO héiritsee vahiten proteiinin toimintaa, ja C65 héiritsee proteiinin
toimintaa merkittivésti. B = benigni, TH = todennékdisesti haitallinen, Pol. = harmiton poly-
morfismi, Kesk. = keskinkertainen, Ei kon. = ei konservoitumista.

Variantti Poly- SIFT Mutati- | Align | Nukleotidin Aminohapon
Phen-2 | tulkin- | on Tas- | GVGD | fylogeneettinen | fylogeneettinen
tulkin- | ta ter tul- | tulkin- | konservoitumi- | konservoitumi-
ta kinta ta nen nen

BRCAI

c.230C>T TH B TH Co Kesk. Kesk.
c.3257T>C TH B TH Co Heikko Kesk.
c.3649T>C B B Pol. Co Heikko Kesk.
c.4676-8C>G | - - - - - -
BRCA2

c.68-7T>A - - - - - -
c.583T>G TH TH Pol. Co Heikko Kesk.
c.2884C>T B B Pol. Co Ei kon. Heikko
c.3314C>T TH B TH Co Kesk. Heikko
c.4756A>C TH B Pol. Co Heikko Heikko
c.5225A>T TH B Pol. Co Heikko Heikko
c.6821G>T TH B TH Co Kesk. Heikko
c.7121A>G B B Pol. Co Ei kon. Kesk.
c.7712A>G TH TH TH Co Vahva Vahva
c.7759C>T TH TH TH C15 Heikko Vahva
c.7805+13A> | - - - - - -

G

c.8855T>C B TH Pol. C25 Vahva Heikko
c.8953+24T> | - - - - - -

C

c.9232G>T TH TH TH Co Kesk. Vahva
c.9302T>C TH TH TH - Kesk. Kesk.
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c.9411T>G B - - - - -

c.9872C>G TH TH TH C65 Vahva Vahva

c.10234A>G | B B Pol. Co Ei kon. Heikko

Taulukosta 8 nékee miten Alamut-ohjelman tulkinnat keskittyvit eksonisiin varianttei-
hin, ohjelma ei antanut tuloksia neljistd intronisesta variantista. Monen variantin koh-
dalla esiintyi alaohjelmien tulkintojen vélill4 ristiriitoja siitd, onko eméasmuutoksen vai-
kutus todenndkdisesti haitallinen vai harmiton. Ohjelman tuloksien perusteella 18:ta
eksonisesta variantista neljdn variantin tapauksessa kaikki ohjelmat tulkitsivat emas-
muutoksen todenndkdisesti harmittomaksi. Niihin variantteihin kuuluivat BRCAI
c.3649T>C, ja BRCA2-varianttien osalta variantit ¢.2884C>T, c.7121A>G, sekid
¢.10234A>G. Niiden varianttien nukleotidin ja aminohapon fylogeneettinen konservoi-
tuminen oli vain heikkoa tai keskivertoa. Variantti ¢.10234A>G on myos ClinVar-
tietokannan asiantuntijapaneelin tarkastelun perusteella todettu hyvénlaatuiseksi, mui-

den varianttien ClinVar tulkinta on vield epdvarma.

Varianttien joukosta 10ytyi my0s sellaisia, jotka niyttivdt olevan kaikkien Alamut-
alaohjelmien tulkintojen mukaan todennédkdisesti haitallisia. Na@mé variantit olivat
BRCA2 ¢.7759C>T sekd BRCA2 ¢.9872C>G. Molempien varianttien ClinVar tulkinta
on epdvarma, ja molempien varianttien aminohapon fylogeneettinen konservoituminen
on korkea. Lisdksi ¢.9872C>G variantin nukleotidin fylogeneettinen konservoituminen

oli myos korkea.

Muista Alamut-alaohjelmista poiketen AlignGVGD tulkitsi vain kolme varianttia mah-
dollisesti haitalliseksi. AlignGVGD-ohjelma antaa emdsmuutokselle pistemédiridn CO:sta
Co65:een, jossa pistemiédrdn kasvaessa mutaation aiheuttama hiiritseva vaikutus proteii-
nin toimintaan my0s kasvaa. Vain kolme varianttia sai AlignGVGD-ohjelman mukaan
CO:n ylittdvan pistemddrdn. Néaihin variantteihin kului edelldi mainitut BRCA2
c.7759C>T sekd BRCA2 c.9872C>G variantit, sekd variantti BRCA2 ¢.8855T>C, jossa
muiden ohjelmien tulkinnat emdsmuutoksen vaikutuksesta olivat ristiriitaisia. Kaikki
Alamut-analyysin tulokset on koottu yhteen muiden ohjelmien tuloksien kanssa liitteen

3 taulukkoon 20.
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3.2 Human Splicing Finder -analyysin tulokset

Taulukko 9. Human Splicing Finder tulokset, jossa esitetdéin varianttisekvenssissd havaitut muu-
tokset referenssisekvenssiin verrattuna. Sulkeissa muutoksen todenneiden eri algoritmien luku-

maara.

Variantti Uusi luovutta- Uusi eksoninen Rikkoutunut ekso-
jasekvenssi (new silmukoinnin hil- | ninen silmukoinnin
donor site) jentijasekvenssi vahvistajasekvenssi

(new ESS site) (new ESE site)

BRCAI

c.230C>T - 1(2) 1(3)
c.3257T>C - - -
c.3649T>C - - -
c.4676-8C>G - - -
BRCA2

c.68-7T>A - - -
c.583T>G 1(1) 1(3) -
c.2884C>T - 1(3) -
c.3314C>T - - 1(2)
c.4756A>C - - 1(3)
C.5225A>T - - 1(2)
c.6821G>T - - 1(5)
c.7121A>G 1 (1) 1(3) -
c.7712A>G - 1(3) 14)
c.7759C>T 1 (1) - -
¢.7805+13A>G - 1(5) 1(2)
c.8855T>C - - 1(3)
€.8953+24T>C - - -
c.9232G>T - 1(2) -
c.9302T>C - - 1(2)
c.9411T>G 1 (1) - -
c.9872C>G 2(1) 1(2) 1(3)
c.10234A>G - - 1(2)
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Taulukosta 9 nikyy, ettd viiden variantin osalta Human Splicing Finder ei 10ytinyt mi-
tddn merkittdvid muutoksia normaalin ja varianttisekvenssin valilld. Kaikista yleisin
muutos, jonka ohjelma havaitsi puolessa tutkituista varianttisekvensseistd, oli rikkoutu-
nut ESE-sekvenssi. Uuden luovuttajasekvenssin ilmestyminen varianttisekvenssiin nadyt-
td4 olevan harvinaisin muutos. Uuden luovuttajasekvenssin oli aina todennut vain yksi
algoritmi, mutta ESS- ja ESE-sekvenssien muutosten tapauksessa usein muutoksen oli
havainnut usea eri algoritmi. Ohjelma ei havainnut tutkituissa sekvensseissé lainkaan
mahdollisesti rikkoutuneita ESS-sekvenssejé tai uusia ESE-sekvenssejd. Kaikki Human
Splicing Finder analyysin tulokset on koottu yhteen muiden ohjelmien tuloksien kanssa

liitteen 3 taulukkoon 20.

3.3 RBPmap -analyysin tulokset

Taulukko 10. RBPmap -analyysin tulokset, jossa esitetdén varianttisekvenssissa ilmenneet muu-
tokset proteiinien sitoutumiskohdissa referenssisekvenssiin verrattuna. Motif = sitoutumiskohta.
Proteiinit on jaettu eri kategorioihin GeneCards tietokannan kuvauksien perusteella.

Variantti Uusi silmukointi | Hivinnyt sil- Uusi muu mo- | Hivinnyt muu

motif mukointi motif | tif motif

BRCAI

c.230C>T - SRSF3 - -

c.3257T>C - HNRNPAI1L2 - HNRNPAI1L2

c.3649T>C - SRSF3 - MATR3

c.4676-8C>G - - ZC3H14, PCBPI,

RBM41 PCBP3

BRCA2

c.68-7T>A KHDRBSI, - PABPC4 DAZAPI1,
KHDRBS2 RBMSI1

c.583T>G - - - -

c.2884C>T TRA2B - - -

c.3314C>T - - RBM42 HNRNPK

c.4756A>C - - - -

c.5225A>T TRA2B QKI, RBM42 G3BP2 QKI

c.6821G>T - HNRNPA2BI - HNRNPA2BI,
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LIN28A

c.7121A>G - - - PABPC5
c.7712A>G RBMS5 - HNRNPA2B1 | G3BP2
¢.7759C>T - - ZNF638 -
c.7805+13A>G | - PABPCI, - PABPCI,
SART3 PABPC4,
PUM2,
SART3
¢.8855T>C - - - -
.8953+24T>C | - HNRNPC, - CPEB2,
HNRNPCLI, CPEB4, TIA1
RALY, U2AF2
.9232G>T RALY, U2AF2 | SFPQ, SRSF2 | CPEB2, -
CPEB4,
HNRNPC,
HNRNPCLI,
ZC3H14,
ZNF638
¢.9302T>C - HNRNPU - HNRNPU,
PUM2
c.9411T>G SRSF5 MBNLI, - AICF, CPEB4
RBM41,
U2AF2, SRSF3
¢.9872C>G - MBNLI, TIAL, -
SRSFS, ZC3H14
TARDBP
c.10234A>G - YBX1, ZCRBI, | CNOT4 -
SRSF3

Taulukossa 10 esiintyvien proteiinien erottelu silmukointiin mahdollisesti vaikuttaviin

ja muihin proteiineihin perustui GeneCards tietokannan tulkintoihin. Vaikka tietyissi

varianteissa esiintyi paljon eroja referenssisekvenssin ja varianttisekvenssin viélill4, mil-

laén listatulla proteiinilla ei havaittu BRCA-geeneihin, tai erityisesti rintasyopaén liitty-

vid ominaisuuksia, paitsi ¢.8953+24T>C ja ¢.9232G>T varianteissa havaitulla HNRPC-
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proteiinilla, joka Anantha ym. (2013) mukaan saattaa sdddelli BRCAI- ja BRCA2-
geenien mRNA silmukointia, ja BRCA-proteiinien vuorovaikutuksia muiden proteiinien
kanssa DNA-vaurioiden korjauksessa toimivissa nukleoproteiini komplekseissa. Kaikki
RBPmap -analyysin tulokset on koottu yhteen muiden ohjelmien tuloksien kanssa liit-
teen 3 taulukkoon 20. Tarkempaa tietoa listalla olevien proteiinien ominaisuuksista 16y-

tyy liitteestd 4.

3.4 RegRNA 2.0 -analyysin tulokset

Taulukko 11. RegRNA 2.0 -analyysin tulokset, jossa esitetddn varianttisekvenssissd ilmenneet
muutokset referenssisekvenssiin verrattuna. TR. = transkriptioséételijasekvenssi (transcriptional
regulatory motif), ESE. = eksoninen silmukoinnin vahvistajasekvenssi (exon splicing enhancer
motif), RBS = ribosomin sitoutumiskohta (ribosome binding site), ORF = avoin lukuraami
(open reading frame).

Variantti Uudet sitoutu- Hiivinneet sitou- | Muut muutokset
miskohdat tumiskohdat
BRCAI
c.230C>T - - Hivinnyt RNA C-to-U
editointikohta
c.3257T>C - GTF2IRD1- -
isoform 2 (TR.)
c.3649T>C - - -
c.4676-8C>G - - -
BRCA2
c.68-7T>A - - Uusi RBS ja ORF
c.583T>G C/EBP (TR.) - -
c.2884C>T aMEF-2 (TR.) - -
c.3314C>T - cd45 tyrosine -
phosphatase
(ESE.)
c.4756A>C - - Uusi hsa-miR-769-3p
mikro-RNA-
kohdesekvenssi
c.5225A>T - - -
c.6821G>T - dystrophin gene | Havinnyt hsa-miR-1273e
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exon 27 ja g- mikro-RNA-
alpha-s exon 3 kohdesekvenssi
(ESE.)
c.7121A>G - - -
c.7712A>G MAF (TR.) - Hévinnyt RNA C-to-U
editointikohta
c.7759C>T - - -
c.7805+13A>G | - Oct-1 (TR.) -
c.8855T>C Kid3 ja TEL1 - -
(TR.)
c.8953+24T>C | - TCF-3 (TR.) -
c.9232G>T - - Hévinnyt RNA C-to-U
editointikohta
c.9302T>C - PLZF (TR.) -
c.9411T>G ATF2 (TR.) Cdx-1 (TR.) -
c.9872C>G - - -
c.10234A>G - - -

Kuten taulukossa 11 nékyy, RegRNA-ohjelma havaitsi monia muutoksia varianttisek-
venssissd referenssisekvenssiin verrattuna, mutta milldén havaitulla transkriptiotekijalla
tai eksonisella silmukoinnin vahvistajalla ei havaittu BRCA-geeneihin tai rintasyopdin
liittyvid ominaisuuksia Genecards tietokannan perusteella. Kaikki RegRNA -analyysin
tulokset on koottu yhteen muiden ohjelmien tuloksien kanssa liitteen 3 taulukkoon 20.
Tarkempaa tietoa listalla olevien proteiinien ja RNA-molekyylien ominaisuuksista 16y-

tyy liitteesta 4.
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3.5 ANO7 ddPCR-mittausten tulokset

Taulukko 12. Eksoni 16 rs7593101 -variantin RNA sekvensointidatan ja ddPCR-tulosten vertai-
lu. Sekvensointituloksissa tdhdelld (*) merkittyjen néytteiden yksittéisten eri alleelien esiinty-

minen oletetaan virheldhteeksi, ja suhteen médrityksessé tdti alleelia ei ole huomioitu.

Néyte ja ku- Sekvensointitulos, | Variantin suhde Variantin suhde

dostyyppi luentojen mééra referenssialleeliin referenssialleeliin
(normaalialleeli C RNA sekvensoinnin | suhde ddPCR-
varianttialleeli T) perusteella tuloksien perusteel-

la

10 normaali C19 T13 0.68 1,1 60,28

32 syopd C78 T85 1.09 0,98 ¢ 0,06

35 benigni CI181 Ti84 1,02 -

35 syopa* C240 T316 Al1* 1,32 Vain referenssi

161 syopéd C91 T31 0.34 0,34 ¢ 0,05

202 syopa C292 T352 1.2 1,156 0,06

205 syopa CI127TI173 1,36 0,98 ¢ 0,08

207 syopa C77 T91 1.18 1,48 ¢ 0,17

214 syopa C48 T31 0.65 0,88 5 0,21

Tulosten perusteella ndytteen 35 sekvensoinnin antama tulos ei vastaa ddPCR-tulosta
lainkaan. Taulukosta ndkee, miten néytteiden 161 ja 202 sekvensointi- ja ddPCR-
tulokset vastaavat hyvin toisiaan, kun taas niytteissd 10 ja 205 tulokset eroavat toisis-
taan merkittdvasti. Naytteiden 10, 207 ja 214 ddPCR-mittauksien keskihajonnat ovat
myo6s merkittdvasti muita nidytteitd suurempia. Tarkemmat tiedot ddPCR-mittauksien

yksityiskohdista 16ytyvit liitteen 5 taulukosta 21.

Taulukko 13. Eksoni 8 rs2074840 -variantin RNA sekvensointidatan ja ddPCR-tulosten vertai-
lu. Sekvensointituloksissa tdahdelld (*) merkittyjen néaytteiden yksittéisten eri alleelien esiinty-

minen oletetaan virheldhteeksi, ja suhteen méadrityksessa titi alleelia ei ole huomioitu.

Nayte ja ku- Sekvensointitulos, | Variantin suhde Variantin suhde

dostyyppi luentojen maara referenssialleeliin referenssialleeliin
(normaalialleeli C RNA sekvensoinnin | suhde ddPCR-
varianttialleeli T, perusteella tuloksien perusteel-
muu alleeli G) la

10 normaali C21 T20 0,95 1,56 5 0,65

32 syopa T177 Vain variantti Vain variantti

35 benigni T194 Vain variantti -

35 syopd * C2 T215* Vain variantti 1,2 5 0,06

161 syopa* C1 T126* Vain variantti Vain variantti

202 syopa C301 T430 1,43 1,45 ¢ 0,09

205 syopa* G1 T431* Vain variantti Vain variantti

207 syopa T193 Vain variantti Vain variantti

214 syopa T69 Vain variantti Vain variantti

Tulosten perusteella ndytteen 35 sekvensoinnin antama tulos ei vastaa ddPCR-tuloksia.

Taulukosta nidkee hyvin, miten homotsygoottisten ndytteiden tapauksessa, sekvensointi
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ja ddPCR pystyvit molemmat helposti toteamaan toisen alleelin puuttumisen, olettaen
ettd naytteiden 161 ja 205 sekvenssidatassa on virheellisesti madritetty yksittdinen ha-
vainto. Vain ndytteen 10 sekvensointi ja ddPCR-tuloksissa on havaittavissa merkittdva
ero, lisdksi ndytteen ddPCR-mittauksien keskihajonta on erittdin suuri. Tarkemmat tie-

dot ddPCR-mittauksien yksityiskohdista 10ytyvit liitteen 5 taulukosta 22.

Taulukko 14. Eksoni/introni 4 rs77559646 -variantin RNA sekvensointidatan ja ddPCR-tulosten

vertailu.

Néyte ja ku- Sekvensointitulos, Referenssin suhde Referenssin suhde

dostyyppi luentojen mééra varianttialleeliin varianttialleeliin suh-
(normaalialleeli G RNA sekvensoinnin | de ddPCR-tuloksien
varianttialleeli A ) perusteella perusteella

10 normaali G1 A3 0,33 0,550 0,06

32 syopa G8 Vain referenssi Vain referenssi

35 benigni G47 Vain referenssi -

35 syopi G50 Vain referenssi Vain referenssi

161 syopa GI10 Vain referenssi Vain referenssi

202 syopi G26 A19 1,37 0,41 ¢ 0,04

205 syopa G21 Vain referenssi Vain referenssi

207 syopa G5 A9 0,56 0,29 ¢ 0,04

214 syopa GI10 Vain referenssi Vain referenssi

Kahdesta muun variantin tuloksista poiketen, tilld variantilla nidytteen 35 sekvensointi-
ja ddPCR-tulokset vastaavat toisiaan. Taulukosta<14 ndkyy miten myds tdmén variantin
osalta molemmat menetelmit pystyvit toteamaan homotsygoottiset néytteet helposti.
Toisaalta sekvensointi ja ddPCR-tulokset eroavat huomattavasti toisistaan hete-
rotsygoottisten néytteiden osalta, ja monella niistd naytteistd, kuten 10 ja 207, ei sek-
vensointi ole tuottanut merkittdvdd méaédrad havaintoja alleelien vélisen suhteen tarkkaa
madrittdmistd varten. Tarkemmat tiedot ddPCR-mittauksien yksityiskohdista 16ytyvét

liitteen 5 taulukosta 23.
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4 Pohdinta ja tulosten tarkastelu

4.1 BRCAI ja BRCA?2 -tutkimuksen ongelmakohdat

BRCAI- ja BRCA2-variantteja ei tutkittu ddPCR-menetelmalld lainkaan, silld tutkimuk-
seen el saatu odotettua madrad potilasndytteitd. BRCAI- ja BRCAZ2-variantit ovat tyypil-
lisesti sukukohtaisia variantteja, joten siksi erilaisia tietyn tyypin variantteja esiintyy
madrillisesti vihin, ja toisaalta suvutkin ovat nykyéén tyypillisesti pienid, joten siksikin
saman variantin kantajia on vdhédn. Taloudellisista syistd, ei tutkimukseen tilattu aluk-
keita ja koettimia vain yhden tai kolmen potilasndytteen tutkimista varten. Tamén takia

tutkimus rajoittui BRCA 1- ja BRCA2-varianttien osalta in silico -analyyseihin.

Variantteja olisi voitu tutkia valmiiksi suunnitelluilla toimiviksi todetuilla kaupallisilla
“genotyping assay” -alukkeilla ja koettimilla, mutta ndiden ongelmaksi nousi se, ett-
emme saaneet tietoa siitd, mihin alukkeet sitoutuvat kohdesekvenssissd. Tarkoituksena
oli tutkia RNA-ekspressiota, joten alukkeet, jotka olisivat sitoutuneet introniseen sek-
venssiin, eivét olisi tutkimuksessa toimineet. Témén takia padtimme suunnitella kaikki

alukkeet ja koettimet itse, ohjeita noudattaen.

Suurin ongelma alukkeiden ja koettimien suunnittelussa oli koetinsekvenssin liian al-
hainen sulamisldmpétila, joka johtui AT-rikkaista sekvensseistd. Tamé johti monen ko-
ettimen tapauksessa siihen, ettd Primer3plus-ohjelman laskema ennakoitu sulamisldm-
potila oli litan alhainen. Ohjelma myos ilmoitti monen koettimen kohdalla ongelmaksi,
ettd koettimella oli riski sitoutua epidspesifiseen sekvenssiin. Tdmé ohjelman antama
varoitus oletettiin harmittomaksi, johtuen tutkimuksen keskittymisesti RNA-tason tut-
kimiseen, ja siksi, ettd PCR-syklin jdlkeen nédytteessd tulisi olemaan merkityksettomén
pieni médédrd mahdollista epéspesifistd cDNA:ta, johon koetin voisi sitoutua. Lisdksi tut-
kimuksessa tutkittiin yksittdisid emédksid koettimilla, jotka suurilta osin erosivat toisis-
taan vain tutkittavan eméksen kohdalla. Tdma itsessdén jo johtaa suureen ristireagoinnin
mahdollisuuteen koettimien vililld, jonka kdyttimdamme Kamitakin ym. (2018) proto-

kolla otti huomioon ohjeistuksessaan.

Alun perin BRCA1- ja BRCA2-varianttien osalta oli tarkoitus rajata tutkimukseen vari-

antit tdysin in silico -analyysien perusteella, mutta analyysien tuloksien valossa ei vari-

39



anttien joukosta 10ytynyt mitddn merkittdvasti muista varianteista eroavia vaihtoehtoja.
Tastd syystd alukesuunnitteluun valittiin variantit ndytesaatavuuden, ClinVar tietokan-

nan tulkinnan, sekd Alamut-ohjelman tuloksien perusteella.

BRCAI- ja BRCAZ2-variantit olisi mahdollisesti voitu tutkia kdyttdmalld hyvaksi yleisid
heterotsygoottisia SNP:jé, joiden avulla geenin eri alleelit olisi voitu erottaa toisistaan.
Tétd menetelméd ei kuitenkaan kiytetty, silld pienen ndytemddrin takia todennékdisyys
tietyn yleisen SNP:n esiintymisestd tutkimuspopulaatiossa todettiin liian epdavarmaksi.
Tutkimuksen kannalta ei katsottu kannattavaksi ostaa mahdollisesti tarpeettomia ja toi-
mimattomia alukkeita ja koettimia. Lisdksi télld menetelmilld emme olisi saaneet tark-
kaa tietoa alleelien ekspression suhteista, silld meilld ei olisi ollut tietoa siitd, kumpi
alleeli esiintyy normaalissa ja kumpi VUSia kantavassa krmosomissa. Tétd varten oli-
simme tarvinneet potilaiden sekvenssitietoja, mutta emme saaneet niitd tietoja kéyt-

toomme tutkimusasetelman puitteissa.

4.2 BRCAI ja BRCA2 Alamut tuloksien tulkinta ja johtopaitokset

BRCAI- ja BRCA2-varianttien analyysi Alamut-ohjelmalla johti vaihteleviin tuloksiin ja
tulkintoihin, kuten taulukossa 8 nékyy. Monen variantin kohdalla eri alaohjelmat olivat
tulkinneet emdsmuutoksen mahdollisen vaikutuksen ristiriitaisesti, mutta joukosta 10ytyi
my0s variantteja, joilla kaikki ohjelmat olivat tulkinneet variantin haitalliseksi tai har-
mittomaksi. Variantti BRCAI ¢.3649 T>C, ja BRCAZ2-varianttien osalta variantit
c.2884C>T, c.7121A>G sekd c.10234A>G olivat sellaisia variantteja, jotka kaikki ala-
ohjelmat olivat tulkinneet mahdollisesti harmittomiksi ja ¢.10234A>G variantti on my0s
ClinVar tietokannan asiantuntijapaneelin tarkastelun perusteella todettu hyvénlaatuisek-
si. Ndiden tulosten perusteella ei voi kuitenkaan todeta kolmea muuta Alamut tulkinto-
jen mukaan harmitonta, mutta ClinVarin mukaan epdvarmaa varianttia varmasti harmit-

tomiksi, vaan varianteista on saatava tarkempaa tutkimustietoa.

Ernstin ym. (2018) BRCAI- ja BRCAZ2-varianttien tietokoneanalyysissd todettiin, ettd
Alamut-ohjelman SIFT- ja MutationTaster-alaohjelmat tulkitsivat mahdollisesti pato-
geeniset variantit erittdin harvoin harmittomiksi. Kun tutkimustuloksia eksonisten
BRCAI- ja BRCAZ2-varianttien Alamut tuloksia tarkastellaan, kdy kuitenkin ilmi, ettd

18:ta variantista kuuden tapauksessa ohjelmien antama tulkinta variantin mahdollisesta
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vaikutuksesta on ristiriitainen. Jos Ernstin ym. tutkimustulosta voisi pitdd varmana, kuu-
si varianttia voisi jittdd SIFT ja MutationTaster tulkintojen perusteella pois mahdolli-
sesti patogeenisten varianttien joukosta. Ndihin mahdollisesti harmittomiin variantteihin
kuuluivat BRCAI ¢.3649T>C ja BRCA2-varianteista ¢.2884C>T, c¢.4756A>C,
c.5225A>T, c.7121A>G ja ¢.10234A>G. Aikaisemmista tutkimuksista huolimatta néi-
den varianttien harmittomuutta ei voi todeta pelkdstddan SIFT ja MutationTaster tulkin-

noilla, vaan varianttien todellinen vaikutus on selvitettidva jatkotutkimuksilla.

Varianttien joukosta 10ytyi myos sellaisia, jotka olivat kaikkien Alamut-alaohjelmien
mukaan mahdollisesti haitallisia. Naitd olivat BRCAZ2-variantit c.7759C>T sekd
¢.9872C>G. Muista alaohjelmista poiketen AlignGVGD oli tulkinnut vain kolme vari-
anttia mahdollisesti haitalliseksi, ja nidihin variantteihin lukeutui edelld mainittujen li-
saksi myds BRCA2 c.8855T>C. AlignGVGD-ohjelman harvat haitalliset tulkinnat saat-
tavat selittyd silld, ettd ohjelma tutkii vain variantissa olevan muuttuneen aminohapon
ominaisuuksia normaalisekvenssin aminohappoon verrattuna, kun taas muut ohjelmat
ottavat huomioon myds esimerkiksi proteiinin kolmiulotteisen rakenteen, variantin
mahdolliset vaikutukset silmukointiin ja sditelyalueihin, sekd emiksen fylogeneettisen

konservoitumisen.

Jos AlignGVGD tulokset jatetddn huomiotta sen perusteella, ettei ohjelma niyttd muihin
ohjelmiin verrattuna olevan yhtd herkkd haitallisten muutoksien toteamisessa, kolmen
muun ohjelman tulkintojen perusteella myds BRCA2-variantit ¢.7712A>G, ¢.9232G>T,
sekd ¢.9302 T>C ovat kaikkien ohjelmien tulkintojen perusteella mahdollisesti haitalli-
sia. Varianttien c.7712A>G ja ¢.9302 T>C ClinVar tulkinta on epidvarma ja variantilla
c.9232G>T ei ole vield edes omaa ClinVar sivua. Kaikkien kolmen variantin nukleoti-
din ja aminohapon fylogeneettinen konservoituminen oli véhintddn keskivertoa ja vari-

antilla ¢.7712A>G molemmat olivat korkeita.

Analyysien perusteella 18:ta eksonisesta variantista viisi saattavat olla haitallisia prote-
iinin toiminnalle Alamut-ohjelmien tulkintojen mukaan, jos Align-GVGD tulkinnat
jatetddn huomiotta. Ndma variantit ovat BRCA2 c.7712A>G, ¢.7759C>T, ¢.9232G>T,
c.9302 T>C ja c.9872C>G. Nama variantit saattavat olla hyvid ehdokkaita jatkotutki-
muksiin, varsinkin niiden osalta, joista ei ole vield kattavaa tietoa ClinVar tietokannas-

sa.
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4.3 Mabhdollisten BRCAI- ja BRCA2-varianttien silmukointimuutosten
tarkastelu in silico -analyysien tuloksien perusteella

4.3.1 Silmukointiin tarvittavat sekvenssit RNA juosteessa

Silmukointia varten transkriptin introneista l0ytyy kolme splice site -sekvensseiksi kut-
suttua silmukointiprosessille kriittistd rakennetta: intronin 5’ -pééssa oleva GT luovutta-
ja-/donori-sekvenssi (donor site), intronin 3’ -pdédssd oleva AG vastaanottaja-/akseptori-
sekvenssi (acceptor site), sekd 18—40 nukleotidia yldvirtaan vastaanottaja sekvenssisti
sijaitseva polypyrimidiini alue ja branch point -emds, joka on aina adeniini. GT-AG
luovuttaja-vastaanottaja -sekvenssien lisdksi on olemassa myds harvinaisempia silmu-
kointisekvenssejd kuten GC-AG rakenne, mutta Bursetin ym. (2001) nisdkkéiden sil-
mukointisekvenssien tarkastelun perusteella 1dhes kaikki (98.71%) analysoiduista sil-
mukointisekvensseistd ovat GT-AG tyyppid. Silmukointiin tarvittavat proteiinit sitoutu-
vat ndihin luovuttaja-, vastaanottaja- ja branch point -sekvensseihin, ja jos sekvenssit
muuttuvat liikaa, se saattaa johtaa silmukoinnin hiiridihin ja mahdollisesti johonkin

sairauteen.

Abramowiczin ja Gosin (2018) mukaan mutaatiot voivat vaikuttaa monella eri tavalla
silmukointiin riippuen mutaation paikasta transkriptissa. Splice site -sekvenssit ovat
lyhyitd ja tdmén takia traskriptista saattaa 16ytyd my0s kryptisid splice site -sekvenssejé,
jotka toimivat voimakkaampina kohteina silmukointiproteiineille oikeaan splice site -
sekvenssiin verrattuna. Yleensd ndmi kryptiset sekvenssit eivdt kuitenkaan aiheuta sil-
mukointimuutoksia, koska sekvenssistd 16ytyy usein my0s silmukointia edistidvid voi-
mistaja (enhancer) -sekvenssejd ja silmukointia estdvid vaimentaja-/hiljentdja (silencer)
-sekvenssejd, joihin tietyt silmukointia sdételevit proteiinit voivat sitoutua, ja ndin sda-
delld kryptisten splice site -sekvenssien vaikutuksia. Mutaatiot saattavat heikentii nor-
maalin splice site -sekvenssin voimakkuutta, tai luoda uuden voimakkaan splice site -

sekvenssin, johtaen silmukoinnin mahdollisiin héiriihin.

Abramowiczin ja Gosin (2018) mukaan luovuttaja- ja vastaanottajasekvenssien mutaa-
tioista luovuttajasekvenssien mutaatiot ovat yleisempid kuin vastaanottajasekvenssien
mutaatiot. Jos splice site -sekvenssi on heikko ja mutaatio aktivoi voimakkaamman
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kryptisen splice site -sekvenssin viereisessd eksonissa tai intronissa, saattaa mutaatio
tdlloin johtaa intronin sdilymiseen transkriptissa, tai eksonisen fragmentin hdvidmiseen,
riippuen mutaation sijainnista. Mutaation vaikutus riippuu myods muusta ympardivasta
sekvenssistid, ja mahdollisista voimistaja- ja vaimentajasekvensseistd ja niiden tiheydes-
td, sekd mahdollisesti muuttuneesta transkriptin sekundaarirakenteesta. Tédstd johtuen
samankaltainen mutaatio eri eksonien luovuttajasekvensseissé saattaa tapauksesta riip-
puen johtaa intronin sdilymiseen, tai eksonin hidvidmiseen. Splice site -mutaatioiden
vaikutukset saattavat olla myos kudoskohtaisia, riippuen eri sddtelyproteiinien esiinty-
misemisestd eri solutyypeissd. Luovuttaja- ja vastaanottajasekvenssien mutaatioiden
lisdksi, voivat mutaatiot luoda transkriptiin uuden, tai hiiritd olemassa olevaa eksonista
voimistaja- tai vaimentajasekvenssid. Varsinkin eksonisen silmukoinnin voimistajan
(ESE, exonic splicing enhancer) hiiridt saattavat johtaa eksonin hividmiseen transkrip-

tissa.

Introniset mutaatiot saattavat puolestaan johtaa Abramowiczin ja Gosin (2018) mukaan
niin sanottujen pseudoeksonien sdilymiseen transkriptissa, jolloin osa intronia siilyy
transkriptissa. Tdlloin mutaatio luo introniin kryptisen luovuttaja- tai vastaanottajasek-
venssin, joka toimii silmukointiprosessissa normaalien luovuttaja- ja vastaanottajasek-
venssien kanssa. Esimerkkejd téllaisista mutaatiosta ovat Santzin ym. (2017) tarkaste-
lemat mutaatiot CFTR-geenistd, jossa ¢.3718-2477C>T ja ¢.3718-2477C>T introniset
mutaatiot johtavat intronisen sekvenssin sdilymiseen transkriptissa. Ndméd introniset
sekvenssit sisédltdvat ennenaikaisen lopetuskodonin, joka johtaa normaalia lyhyemmaén

ja tdmdn takia funktionaalisesti toimimattoman proteiinin synteesiin.

Eksonien oikeaan tunnistamiseen ei riitd vain splice site -sekvenssit, vaan tihéin tarvi-
taan myos eksonisia voimistaja-, eli ESE-sekvenssejd (ESE, exonic splicing enhancer)
ja eksonisia vaimentaja, eli ESS-sekvenssejd (ESS, exonic splicing silencer). ESE- ja
ESS-sekvenssit ovat myos térkeitd vaihtoehtoisessa silmukoinnissa. Zhun ym. (2001)
mukaan ESE-sekvenssit edesauttavat silmukointiproteiinien kerddntymisté tietylle alu-
eelle. Niille sekvensseille sitoutuvat SR-proteiinit, jotka edesauttavat muiden silmu-
kointiin tarvittavien proteiinien kuten Ul- ja U2AF-proteiinien kerddntymistd silmu-
kointikompleksin muodostamista varten. ESS-sekvenssit puolestaan estivit silmukoin-
tiproteiinien kerddntymista tietylle alueelle, ja ndin estdvit tiettyjen silmukointisekvens-

sien kdyton silmukointiprosessin yhteydesséd, johtaen intronin sdilymiseen, tai tietyn
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eksonin silmukointiin pois transkriptista. Ndiden sekvenssien tarkkaa toimintatapaa ei
vield tiedetd, mutta ainakin hnRNP-proteiinien on todettu sitoutuvan néille sekvensseil-
le, estden silmukointia edistdvien proteiinien sitoutumisen lihelld oleville eksonisille

voimistajasekvensseille.

4.3.2 BRCAI- ja BRCAZ2-varianttien silmukointimuutosten tarkastelu

Kun Human Splicing Finder tuloksia tarkastellaan, niin ndhdéén, ettd 11:ta variantilla
on ohjelma todennut rikkoutuneen ESE-sekvenssin. Monilla varianteilla esiintyi paljon
muutoksia silmukointiin liittyvien proteiinien sitoutumiskohdissa, mutta juuri ESE-
sekvensseihin sitoutuvien SR-proteiinien sitoutumiskohdat ovat tarkastelun kannalta
mielenkiintoisia. Néistd varianteista vain kahdella RBPmap-ohjelma havaitsi variant-
tisekvenssistd hdvinneen SR-proteiini sitoutumiskohdan. BRCA1 ¢.230C>T -variantista
hivisi SRSF3 sitoutumiskohta ja BRCAZ2-variantista ¢.9872C>G hivisi SRSFS5 sitoutu-
miskohta. Ndma tulokset ovat yhteensopivia toistensa kanssa, mutta varianttien joukosta
16ytyi myds variantti BRCA2 ¢.9232G>T, joilla Human Splicing Finder ei todennut rik-
koutunutta ESE-sekvenssid, mutta RBPmap totesi silti havinneen SRSF2-proteiinin si-
toutumiskohdan. Lisdksi varianttien joukosta 10ytyi mielenkiintoinen BRCA2
c.9411T>G -variantti, jossa et Human Splicing Finderin mukaan 16ydy rikkindistd ESE-
sekvenssid, mutta RBPmap tuloksien mukaan variantista on hdvinnyt SRSF3 sitoutu-
miskohta, mutta my6s ilmestynyt uusi SRSFS5 sitoutumiskohta. Se miten tdma SR-
proteiinin sitoutumiskohdan mahdollinen muutos SRSF3:sta SRSF5:een vaikuttaisi sil-
mukointiin, on epéselvi, silld molemmat ovat SR-proteiineja. Voi olla mahdollista, ettd
vadrdn SR-proteiinin sitoutuminen vddrdidn kohtaan transkriptia, saattaa vaikuttaa sil-
mukointiin hairitsevélld tavalla. Variantin RBPmap-analyysi tosin havaitsi tosin myds
monen muun silmukointiin liittyvén proteiinin sitoutumiskohtien muutoksia, joten tdma

SR-proteiinin vaihtuminen ei ole ainoa mahdollinen silmukointia héiritseva tekija.

Human Splicing Finder totesi my0s kahdeksan variantin tapauksessa varianttisekvens-
sissd uuden ESS-sekvenssin. Ndmé sekvenssit ovat ESE-sekvenssien lisdksi erityisen
mielenkiintoisia, silli ne ovat todenndkoisimmin silmukointia estdvien hnRNP-
proteiinien sitoutumiskohtia. Kahdeksasta variantista, joilla Human Splicing Finder to-
tesi uuden ESS sitoutumiskohdan, vain BRCA2 ¢.7712A>G -variantiin ilmestyi uusi
HNRNPA2B1 sitoutumiskohta ja BRCA2 ¢.9232G>T -variantiin ilmestyvit uudet
HNRNPC- sekdi HNRNPCLI-proteiinien sitoutumiskohdat. Nidistdi HNRNPC sitoutu-
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miskohdan ilmestyminen on erityisen mielenkiintoinen, silli Ananthan ym. (2013) mu-
kaan proteiini saattaa sdddelldi BRCAI- ja BRCA2-geenien mRNA silmukointia, ja
BRCA-proteiinien vuorovaikutuksia muiden proteiinien kanssa DNA vaurioiden kor-

jauksessa toimivissa nukleoproteiini komplekseissa.

Néiden lisdksi varianttien joukosta 10ytyi myods sellaisia, joilla hévisi hnRNP-
sitoutumiskohta. Néihin variantteihin lukeutui BRCA2-variantit ¢.3314C>T josta hévisi
HNRNPK sitoutumiskohta, ¢.6821G>T josta hdvisi HNRNPA2BI sitoutumiskohta,
¢.8953+24T>C, josta hdvisi HNRNPC sitoutumiskohta, sekd ¢.9302T>C josta hivisi
HNRNPU sitoutumiskohta. C.8953+24T>C variantin kohdalla Human Splicing Finder
ei ollut todennut mitidin silmukointimuutoksia, mutta muiden varianttien osalta ohjelma

oli todennut vain rikkoutuneen ESE-sekvenssin.

Mahdollisten uusien luovuttajasekvenssien (donor site) vaikutuksia on vaikea arvioida,
koska uuden luovuttajasekvenssin voimakkuus ei todennikoéisesti ole suurempi kuin
oikean 5’ -luovuttajasekvenssin. Human Splicing Finder vain toteaa uuden mahdollisen
luovuttajasekvenssin, mutta ei vertaa tdmén sekvenssin voimakkuutta jo olemassa ole-
vaan luovuttajasekvenssiin intronin 5’ -pddssd. Jos uusi luovuttajasekvenssi olisi voi-
makkaampi kuin normaali luovuttajasekvenssi, voisi olla mahdollista, ettd osa eksonin
3’ -pain sekvenssistd jdisi transkriptista pois, kun silmukointikoneisto valitsee vdérin
sitoutumiskohdan. Témé saattaisi mahdollisesti johtaa esimerkiksi lukuraamin muutok-

seen, tai proteiinin toiminnalle kriittisen domeenin rakenteen hdirioon.
Tuloksien perusteella on vaikea sanoa, mitkd emésvariantit saattavat vaikuttaa silmu-

kointiin merkittavasti, silld eri ohjelmat analysoivat sekvenssejd eri menetelmilld, ja eri

proteiinien tarkkoja vuorovaikutuksia BRCA - ja BRCA2-transkriptien kanssa ei tiedeti.
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4.4 Muiden BRCAI ja BRCA?2 in silico -analyysien tulosten tarkastelu

4.4.1 Havaitut ribosomin sitoutumiskohdat. transkriptiotekijat, ESE-sekvenssit
ja muut muutokset

Silmukointimuutosten lisdksi in silico -analyysit havaitsivat my0s muita erilaisia muu-
toksia varianttisekvensseissd, mutta niméd muutokset saattavat olla harmittomia. Esi-
merkiksi BRCA2 ¢.68-7T>A -variantin RegRNA-analyysin toteama uusi ribosomin si-
toutumiskohta (RBS) ja avoin lukuraami (ORF) saattavat olla harmittomia ohjelman
havaitsemia muutoksia. Vaikka transkriptiin ilmestyisi uusi mahdollinen ribosomin si-
toutumiskohta ja avoin lukuraami, se ei johtaisi ribosomin sitoutumiseen tdhdn vaihto-
ehtoiseen sitoutumiskohtaan, silld sekvenssin ymparistdstd puuttuvat muut translaatioon
tarvittavat tunnistussekvenssit, kuten 5> UTR-alue. Tdméan lisdksi muutos on intronissa,
eli ribosomi ei edes pystyisi tunnistamaan sekvenssid, silld sitd ei intronin pois silmu-
koinnin jélkeen enéd olisi transkriptissa. Voi tosin olla, ettd havaittu muutos olisi uuden
sisdisen ribosomin sitoutumiskohdan (internal risobome entry site) syntyminen. Helle-
nin ja Sarnowin (2001) katsauksen mukaan téllaisia sekvenssejd on havaittu stressin-
sietoon ja apoptoosiin liittyvien geenien mRNA-molekyyleilli. On my6s mahdollista,
ettd ohjelma tulkitsee timéin muutoksen ribosomin sitoutumiskohdaksi ja uudeksi avoi-
meksi lukuraamiksi vain sen takia, ettd aminohappo on muuttunut metioniiniksi, ja oh-

jelma toteaa pelkdstddn tdmén perusteella, ettd uusi ribosomin sitoutumiskohta on syn-

tynyt.

RegRNA-ohjelma 10ysi sekvensseistd my0s paljon erilaisia ESE-sekvenssejd, ja osalla
varianteista 16ytyi eroja ndiden sekvenssien ilmenemisessd normaalin- ja varianttisek-
venssin vililld. Niitd havaintoja on vaikea tulkita, silld ohjelma esittdd sekvenssin silld
nimelld, misti geenistd tdma kyseinen sekvenssi on aikaisemmin 16ytynyt. Monet geenit
todenndkoisesti kdyttavit néditd samoja ESE-sekvenssejd silmukoinnissa, mutta timén
tutkielman puitteissa ndiden mahdollisten muutosten vaikutuksia BRCA-transkripteihin

on vaikea arvioida.

Sekd RBPmap ettd RegRNA 10ysivit silmukointiin liittyvien proteiinien lisdksi eroja
transkriptiotekijoiden ja muiden proteiinien sitoutumiskohdissa, mutta ndiden muutok-

sien merkityksid ei pysty aina varmasti toteamaan. Ndiden kyseisten proteiinien tarkas-
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telussa ei 10ytynyt yhtikddn BRCAI- tai BRCAZ2-spesifistd proteiinia ja suurimmalla
osalla proteiineista ei ollut yhteyttd syopdén. Tamai ei tarkoita, etteiko joillakin néistd

proteiineista voisi olla vuorovaikutuksia BRCA-geenien kanssa.

Mistd tahansa emdssekvenssistd 10ytyy sattumalta todennikdisesti joitain eri proteiinien
mahdollisia sitoutumissekvenssejd. Kaikista tutkituista sekvensseistd 10ytyi aina useita
erilaisia mahdollisia sitoutumiskohtia, joten todennékdisyys sille, ettd mutaation aiheut-
tama satunnaisen proteiinin sitoutumiskohdan ilmestyminen tai hdvidminen normaa-

lisekvenssiin verrattuna aiheuttaisi merkittdvia haitallisia vaikutuksia on epdvarma.

4.4.2 Havaitut mikro-RNA ja RNA-editointisekvenssit

RNA-editointi on ilmid, jossa valmiin transkriptin sekvenssi muuttuu eri entsyymien
toimesta transkription jilkeen, muuttamatta ympardivad RNA-sekvenssid. Yksi tillainen
RNA-editoinnin muoto on C-to-U RNA editointi. Vun ja Tsukuharan (2017) katsauk-
sessa mainitaan, ettd C-to-U RNA -editointisekvenssejd on 10ytynyt monien transkrip-
tien 3° UTR-alueilta, varsinkin luuytimen makrofageista. Tdmén lisdksi artikkelissa
mainitaan myds apolipoproteiini B:n (apoB) vaihtoehtoinen editointi maksassa ja ohut-
suolessa, jossa nukleotidi 6666:den muutos C:std U:ksi luo transkriptiin ennenaikaisen
lopetuskodonin, ja johtaa erilaisten transkriptien esiintymiseen maksakudoksessa ja
ohutsuolessa. ApoB:n RNA-editointia on pidetty pitkddn ainoana konkreettisena esi-
merkkind C-to-U editoinnista ihmiselld, mutta esimerkiksi Sharman ym. (2015) tutki-
muksessa on 10ytynyt ndyttdd satojen eri geenien C-to-U editoinnista APOBEC3A-
proteiinin toimesta makrofagien M1-polarisaatiossa ja monosyyttien altistuessa interfe-

roneille ja hypoksialle.

RegRNA 16ysi ldhes kaikista sekvensseistd mahdollisia C-to-U RNA editoinnin kohtia,
mutta BRCA I-variantilla ¢.230C>T sekd BRCA2-varianteilla ¢.7712A>G ja ¢.9232G>T
varianttisekvenssistid hévisi tdllainen sekvenssi varianttiemdksen kohdalla, kun variant-
tisekvenssid verrattiin normaaliin sekvenssiin. C-to-U RNA-editoinnin tdyttd merkitysti
ithmiselle ei vield tunneta, vaikutukset saattavat olla kudos- seka tilannekohtaisia kuten
Sharman ym. (2014) tutkimuksessa, ja kaikkia editointiin osallistuvia eri proteiineja ja
niiden kayttdmid tunnistussekvensseja ei vélttimattd vield tiedetd. BRCA-geenien mah-

dollisesta RNA editoinnista ei ole tutkimustietoa, mutta Asaokan ym. (2019) tutkimuk-
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sessa on havaittu, etti APOBEC3-vilitteistdi RNA editointia esiintyy rintasyopdkas-
vaimissa, ja lisdintyneelld editoinnin méérilla on havaittu yhteys korkeampaan immuu-

nisolujen aktiivisuuteen ja potilaan selviytymiseen.

RegRNA havaitsi kahdella BRCAZ2-variantilla my0s mikro-RNA kohdesekvenssien
muutoksia, mutta myOskédan néilld ei mahdollisesti ole funktionaalisia vaikutuksia. Va-
rianttiin ¢.4756A>C ilmestyi uusi hsa-miR-769-3p mikro-RNA:n kohdesekvenssi. Xian
ym. (2019) ovat havainneet tdmidn mikro-RNA:n yliekspression olevan yhteydessa
maksasyopéén, ja Qiu ym. (2016) havaitsivat yliekspression olevan yhteydessd myds
melanoomaan, mutta yhteyksi rintasyOpéan tai BRCA2-geeniin ei ole tutkittu. On mie-
lenkiintoista, ettd kyseinen mikro-RNA on yhteydessd syOpdsairauksiin, mutta uuden
tdmin mikro-RNA:n kohdesekvenssin ilmestyminen ei tdméanhetkisten tutkimusten pe-

rusteella vaikuta BRCA2-transkripteihin.

Variantista c.6821G>T puolestaan hédvisi hsa-miR-1273e mikro-RNA:n kohdesekvens-
si. Tdmd muutos ei todenndkdisesti vaikuta transkriptiin, silld kyseisen mikro-RNA-
sekvenssin funktiosta ei ole miRBase, NCBI tai Genecards tietokantojen mukaan tietoa,
koska kyseinen sekvenssi on poistettu tietokannasta. Mikro-RNA-sekvenssejd analysoi-
vat ohjelmat ovat saattaneet tulkita kyseisen sekvenssin funktionaaliseksi mikro-RNA-

geeniksi, vaikka sekvenssilli ei téllaista toimintoa oikeasti ole.

Tallaisten mikro-RNA-sekvenssien muutoksia on vaikea arvioida ilman tarkempaa tut-
kimusta. Mikro-RNA:t toimivat usein sitoutumalla UTR-alueille, ja kummankaan mik-
ro-RNA:n kohdesekvenssin muutos ei sijainnut UTR-alueella. Tosin Hsu ym. (2011)
ovat havainneet myds koodaavalle sekvenssille sitoutuvia mikro-RNA-molekyyleji,
joten ei ole mahdotonta, ettd téllaiset koodaavalle sekvensille ilmaantuvat mikro-RNA

kohdesekvenssien muutokset voisivat olla funktionaalisia.
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4.5 Yhteenveto BRCA-varianttien analyysistd, sekd esimerkkejd mielen-
kiintoisista varianteista

BRCA-varianttien sekvenssianalyysit eri ohjelmilla tuottivat paljon mahdollisesti mie-
lenkiintoista tietoa, mutta yksin tdiméa data ei hyodytéd biologisesti funktionaalisten vari-
anttien tunnistamista. Datasta on pystyttdvé karsimaan pois merkityksettomat havainnot,
ja koska ohjelmat keskittyvét vain mahdollisten muutosten havaitsemiseen, on tutkijan

osattava paételld ja selvittdd, mitkd muutokset ovat oikeasti merkittavia.

Eri ohjelmien kiyttd saman variantin tarkasteluun mahdollistaa eri tuloksien vertailun,
ja jos eri ohjelmien tulkinnat tukevat toisiaan, vahvistaa timd mahdollisuutta siité, ettd
variantilla on oikeasti jokin vaikutus. Témén takia varsinkin Human Splicing Finder
tuloksien vertailu muiden ohjelmien havaintoihin on erityisen mielenkiintoista, vaikka
toisiaan tukevia tuloksia mahdollisista silmukointiproteiinien sitoutumiskohtien muu-
toksista esiintyi vain parilla variantilla ESE-sekvenssien tapauksessa. Samaan tapaan
Alamut-alaohjelmien samankaltaiset tulkinnat vahvistavat todenndkdisyyttd siitd, ettd
variantilla on tosiasiassa jokin vaikutus, varsinkin jos kaikki ohjelmat tulkitsevat varian-
tin haitalliseksi, ja kyseinen eméds sekd aminohappo ovat fylogeneettisesti konservoitu-

neita.

Tietokoneanalyysien perusteella osalla varianteista ilmeni monia mahdollisia muutok-
sia, kun taas toisilla muutoksia ilmeni selvdsti vihemmaén. Esimerkki variantista, jossa
ohjelmat havaitsivat hyvin vihidn muutoksia, on BRCA2 c.4756A>C, jolla havaittiin
vain rikkoutunut ESE-sekvenssi, sekd uusi hsa-miR-769-3p mikro-RNA kohdesekvens-
si. Kuten edelld mainittu, timd mikro-RNA on kuitenkin mielenkiintoinen siksi, ettd

silld on todettu olevan yhteys sydpdsairauksiin.

Hyva esimerkki variantista, jolla saattaa hyvinkin olla jokin funktionaalinen vaikutus,
on BRCA2 ¢.9872C>G. Kyseiselld variantilla havaittiin nelja erilaista silmukointimuu-
tosta, joista yksi oli ESE-sekvenssin hdvidminen, ja titd muutosta tukee myos havainto
ESE-sekvensseille sitoutuvan SRSF5-proteiinin  sitoutumiskohdan hévidmisesta
RBPmap -analyysin perusteella. Variantilla havaittiin my6s monen muun silmukointiin
liittyvédn proteiinin sitoutumiskohdan muutoksia. Néiden havaintojen lisdksi variantin
ClinVar tulkinta on epdvarma, kaikki Alamut-alaohjelmat tulkitsivat muutoksen haital-

liseksi ja kyseisen emidksen sekd aminohapon fylogeneettinen konservoituminen oli
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vahva. Ndiden havaintojen perusteella timéa variantti voisi olla hyva valinta syvempéan

tarkasteluun.

Toinen esimerkki mielenkiintoisesta variantista on BRCA2 c¢.7712A>G. Télla variantilla
oli havaittu kaksi silmukointimuutosta, joista molemmat oli todennut usea Human Spli-
cing Finderin kdyttdmi algoritmi. My0s proteiinien sitoutumiskohtien muutoksissa oli
havaittu uudet silmukointiin ja mRNA aineenvaihduntaan liittyvien RBMS5- ja
HNRNPA2BI1-proteiinien sitoutumiskohdat. Ndiden havaintojen lisdksi my0s kolme
neljastd Alamutin alaohjelmasta oli tulkinnut variantin haitalliseksi, ja eméksen sekéa
aminohapon fylogeneettinen konservoituminen oli vahva. Variantti ndyttdd myos olevan
erityisen harvinainen eurooppalaisessa populaatiossa, silli gnomAD genomes ja EXAC
tietokannoista ei 16ytynyt lainkaan havaintoja (liite 2, taulukko 19). Néistd syistd my0s

tdtd varianttia voisi harkita jatkotutkimukseen.

Alleelifrekvenssin perusteella BRCAZ2-variantti ¢.6821G>T voisi my0s olla hyva valinta
jatkotutkimukseen, silld kyseisen variantin SISu tietokannan alleelifrekvenssi oli kor-
kein (0,013) ja myds maailmanlaajuisesti tdimin variantin frekvenssi oli eri tietokan-
noissa korkeampien frekvenssien joukossa (0,0014— 0,0024). Téllaisen hieman ylei-
semmin variantin vaikutuksen selvittiminen voisi helpottaa jatkotutkimuksia, sekd pe-
rinndllisyysneuvontaa tulevaisuudessa. Variantissa havaittiin  rikkoutunut ESE-
sekvenssi ja hdvinnyt pre-mRNA:n prosessointiin ja kuljetukseen, sekd silmukointiin
liittyvin HNRNPA2BI1-proteiinin sitoutumiskohta. Alamut tulkinnat variantista ovat
ristiriitaisia ja nukleotidin fylogeneettinen konservoituminen on vain keskivertoa, mutta
muista varianteista poiketen, tdssd variantissa hidvinneen ESE-sekvenssin oli todennut
viisi eri Human Splicing Finder -ohjelman algoritmid. Usean algoritmin toisiaan tukeva
tulkinta tekee havainnosta luotettavamman kuin muiden hivinneiden ESE-sekvenssien
tapauksessa. Vaikka tdménhetkinen ClinVar tulkinta olettaa variantin harmittomaksi,
ndyttod tistd ei ole vield tarpeeksi, ja tietokoneanalyysien perusteella variantilla saattaa

hyvinkin olla jotain funktionaalisia vaikutuksia.

Varianttien tietokoneanalyyseissé ja tulosten tarkastelussa on aina muistettava, etta tul-
kintoja ja havaintoja tekevit ohjelmat ovat ihmisten suunnittelemia ja olemassa olevan
tiedon ympdérille rakennettuja tydkaluja. Ohjelmat helpottavat tutkijan tyotd ja auttavat

mielenkiintoisten varianttien rajauksessa, mutta ne eivét koskaan pysty suoraan totea-
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maan varianttien biologisia vaikutuksia. Kaikki tietokoneohjelmien ennustamat vaiku-
tukset tulee todistaa my0s kdytdnndssi. Kaikista varianteista 16ytyi jotain muutoksia, ja
erilaisia proteiinien sitoutumiskohtien muutoksia olivat ohjelmat todenneet erityisen
paljon. Kooste kaikista havaituista muutoksista, sekd lisdtietoa ja tulkintoja jokaisesta

variantista 10ytyy liitteistd 3 ja 4.

4.6 ANO7 ddPCR-tulosten ja sekvenssidatan vertailu

4.6.1 Erot ja yhtildisyydet ddPCR-mittauksien ja sekvensointidatan vélilla

DdPCR-menetelméé ja sekvensointia on vertailtu useassa tieteellisesséd julkaisussa. Ai-
kaisemmin mainitussa de Smithin ym. (2015) lapsuusajan akuuttista lymfaattista leu-
kemiaa (ALL) késittelevdssd tutkimuksessa tarkasteltiin tutkimusryhmén kayttimaa
ddPCR-tekniikkaa, vertailemalla ddPCR-tuloksia alleelisesta epdtasapainosta perintei-
seen sanger-sekvensoinnilla saatuihin tuloksiin, ja havaittiin, ettd menetelmien tulokset
ovat hyvin yhteensopivia ainakin kahden tutkitun SNP:n tarkastelussa. Tutkimuksessa
tosin selvitettiin RNA-tason ekspression sijaan sitd, miten sydopidkudoksessa normaali- ja
riskialleelit sdilyivét syOpdsoluissa sairaudelle yleisten deleetioiden johdosta. Tdmén
lisadksi Wang ym. (2019) ovat suoraan verranneet sanger-sekvensointia ja ddPCR-
tekniikkaa papillaarisen kilpirauhassydvén riskid kasvattavan BRAFY'F _mutaation
kliinisessd havaitsemisessa, ja he totesivat, ettdi ddPCR oli sensitiivisempi tekniikka
mutaation havaitsemiseen, varsinkin jos DNA-ndytteen konsentraatio on matala, kuten
kilpirauhassydvén tutkimiseen kéytetyissd pienikokoisissa syOpdndytteissd. Tdssdkddn
tutkimuksessa ei kuitenkaan tarkasteltu eri alleelien suhteita RNA-tasolla, vaan keski-
tyttiin tietyn mutaation havaitsemiseen DNA-néytteestd. Eri tutkimuksia tarkastellessa
el 10ytynyt aikaisempaa tutkimustietoa, joka liittyisi suoranaisesti RNA-tason alleelisen
epdtasapainon tutkimiseen, sekd RNA-sekvensoinnin ja ddPCR-tekniikan tuloksien ver-
tailuun. Témén johdosta tuloksia tarkastellessa ei ole mahdollisuutta viitata aikaisem-

piin havaintoihin.

Yksi tarked tdimén tutkimuksen tulosten tarkasteluun vaikuttava tekiji on se, ettei tutki-
muksessa ollut varmuutta siitd, onko sekvensointiin ja ddPCR-mittauksiin kdytetty tdy-
sin samaa ldhtomateriaalia. Vaikka molemmilla menetelmilld olisi kdytetty potilaan

syopdkudoksesta perdisin olevaa RNA:ta, on mahdollista, ettd eri menetelmilld on voitu

51



kayttdd syOpdkudoksen RNA:ta, joka ei ole ollut perdisin tdysin samasta ndytteesta.
Huomioitava on my®os se, ettd tuumorit, joista ndytteet on keritty, ovat olleet heterogee-
nisid, joten saman sydpédkasvaimen ndytteiden vélilld voi todenndkdisesti ilmetéd eroja.
On mahdollista, ettd eri menetelmiin kiytetty RNA on ollut perdisin eri syopdkudospa-
lasta, tai se on eristetty eri menetelmélld eri henkilon toimesta. kaikki ndma tekijét saat-

tavat vaikuttaa eroithin menetelmien tuloksien valilla.

Taulukon 12 tuloksien perusteella ndytteen 35 sekvensointidata ei ndytd vastaavan tut-
kittua ndytettd, koska ddPCR-mittauksen antama tulos eksoni 16 rs7593101 -variantin
tarkastelussa on tdysin erilainen. Sekvensoinnin perusteella ndyte 35 on heterotsygootti,
mutta ddPCR-mittauksen perusteella niytteessd olisi ainoastaan referenssialleeli. My0s
taulukon 13 eksoni 8 rs2074840 -variantin tulos on menetelmien vélilld tdysin erilainen,
sekvensoinnin perusteella ndyte on homotsygootti, mutta ddPCR-mittauksen perusteella
heterotsygootti. Mittauksen jilkeen kavi ilmi, ettd kyseinen nédyte on sekvensoitu kah-
desti eri menetelmilld, ja ndmi sekvensointitulokset ovat vastanneet toisiaan. Tdméan
havainnon perusteella on erittdin todennékoistd, ettd cDNA-synteesiin kdytetty RNA-

ndyte on ollut vaara.

Muiden néytteiden osalta sekvenssidatan ja ddPCR-mittauksien tulokset alleelien viéli-
sistd suhteista vaihtelevat rajusti tiettyjen varianttien ja ndytteiden kohdalla. Esimerkiksi
taulukossa 12 eksoni 16 rs7593101 -variantin néytteiden 205, 207 ja 214 alleelien vli-
set suhteet eroavat eri menetelmien tuloksissa merkittavésti toisistaan. Toisaalta samoja
alukkeita ja koettimia kéyttden loppujen néytteiden tulokset ovat huomattavasti lahem-
pénd toisiaan, erityisesti ndytteiden 161 ja 202, joiden alleelien viliset suhteet ovat mel-
kein samat, sekd sekvensoinnin, ettdi ddPCR-mittauksen perusteella (sekvensoin-
ti/ddPCR: 0,34/0,34 ja 1,2/1,15) ja néytteiden ddPCR-mittauksien keskihajonnat ovat
myo6s matalat (0,05 ja 0,06). Tamé ero tuloksissa eri nédytteiden vililld ei selity néyttei-
den 205, 207 ja 214 alhaisella cDNA konsentraatiolla ddPCR-mittauksessa, silld vain
ndytteessd 214 keskimiddrdinen konsentraatio on huomattavasti muista néytteistd poik-
keava (4,57 kopiota/ul verrattuna 15,3-16,12 kopioon/ul). Néaytteiden 207 ja 214
ddPCR-mittauksessa alleelien suhteen keskihajonta on merkittava (0,17 ja 0,21), mutta
toisaalta ndytteen 205 keskihajonta on huomattavasti pienempi (0,08). Yleisesti pie-
nempi alleelien vilisen suhteen keskihajonta ddPCR-mittauksissa nayttdd liittyvédn yh-

teneviin tulokseen sekvenssidatan kanssa, paitsi ndytteen 205 tapauksessa.
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Suuret keskihajonnat saattavat tehdd ddPCR-mittauksista kyseenalaisia. Erot keskiha-
jonnoissa voisi selittyd silld, ettd pieni ndytteen cDNA konsentraatio lisdd mittauksien
epatarkkuutta, mutta jos tarkastellaan eksoni 16 rs7593101 -variantin osalta ndytteiden
32 ja 207 ddPCR-mittauksien keskihajontoja (0,06 ja 0,17), ero cDNA konsentraatiossa
ei selitd eroa keskihajonnassa, silld molemmissa ndytteiden cDNA konsentraatiot ovat
lahelld toisiaan (13,55 ja 16,12 kopiota/pl). Tamén liséksi, vaikka ndytteen 10 alleelien
vilisen suhteen keskihajonta ddPCR-mittauksen perusteella on eksoni 16 ja erityisesti
eksoni 8 koettimilla suuri (0,28 ja 0,65), eksoni/introni 4 koettimilla taas ddPCR-
mittauksien keskihajonta on merkittavasti pienempi (0,06), vaikka naytteen cDNA kon-
sentraatio ei ole muuttunut. Voi tosin olla, ettd suurempi cDNA konsentraatio yhdistet-
tynd useampaan toistoon saattaisi pienentdd mittauksien keskihajontaa, ja lisétd kaikkien
tuloksien luotettavuutta. Toisaalta toistojen lisddminen heterotsygoottisten ndytteiden

osalta kasvattaisi analyysin tekemiseen tarvittavaa tyotaakkaa ja reagenssien kulutusta.

Taulukoiden 13 ja 14 tulosten valossa on selvdd, ettdi ddPCR-menetelmi pystyy tehok-
kaasti havaitsemaan toisen alleelin puuttumisen néytteestd. Kaikilla koettimilla ddPCR-
mittaus pystyi helposti havaitsemaan, onko nédytteessd molemmat, vai vain toinen allee-
li. Nama tulokset olivat myos yhteensopivia sekvensointituloksien kanssa. Molemmilla
menetelmilld esiintyi tosin yksittéisid toisen alleelin esiintymiseen viittaavaa datapistet-
td, mutta ndmé ovat mitd todennékdisimmin vain menetelmien virhehavaintoja, jotka

voidaan jattad tuloksien analysoinnissa huomiotta.

Toisaalta taulukon 14 nidytteen 207 eksoni/introni 4 sekvensointidata tekee téllaisesta
tulkinnasta haastavan. Sekvensoinnilla on saatu tulokseksi yhteensd vain 14 havaintoa.
Havaintojen pienen méérén takia on vaikea sanoa, kuinka luotettava tulos alleelien viéli-
sestd suhteesta on. Erityisesti timin ndytteen eksoni/introni 4 ddPCR-mittauksen tulos
saattaisi olla tarkempi kuin sekvensointitulos, silld ddPCR-menetelméilld havaintoja on
saatu merkittdvasti enemmén (yhteensd keskiméérin 322 positiiviseksi médritettyd pisa-
raa), ja tdmén lisdksi ndiden havaintojen keskihajonta on pieni (0,04). Myds ndytteen 10
eksoni/introni 4 on ongelmallinen samasta syystd, silld kyseisestd ndytteestd on saatu
sekvensoinnilla vain neljd havaintoa, kun taas ddPCR on méiérittdnyt keskiméérin 317
positiivista havaintoa, ja ddPCR-mittauksen keskihajonta on pieni (0,06). Myds niyt-

teistd 32, 161 ja 214 on saatu sekvensoinnilla erittdin pieni médédrd havaintoja (8, 10 ja
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10), mutta ndiden nédytteiden kannalta timi ei ole ongelmallista, silld nadytteissd on ha-

vaittu vain toinen alleeli.

Eksoni/introni 4 variantin sekvensointidatan suppeus johtuu luultavasti siitd, ettd ky-
seessd on introninen variantti, joka on havaittu totaali-RNA-sekvensoinnilla. Tdmé joh-
taa huomattavasti pienempéddn havaintojen méérddn intronisissa sekvensseissd, koska
RNA-sekvensointi  keskittyy nimenomaan ekspressoituihin sekvensseihin. Ekso-
ni/introni 4 rs77559646 -variantti on tosin erityistapaus, silld tdimé variantti aiheuttaa
hairioita silmukoinnissa, ja johtaa intronisen sekvenssin sdilymiseen transkriptissa. Tés-
td huolimatta sekvenssidata on tdlld variantilla paljon suppeampaa kuin muilla varian-

teilla.

Mielenkiintoista timén eksoni/introni 4 variantin kannalta on se, ettd heterotsygoottisten
nédytteiden ddPCR-mittauksien tuloksien keskihajonnat olivat kaikki pienempid muiden
varianttien tuloksiin verrattuna, riippumatta cDNA konsentraatiosta. Yksi selitys tille
saattaa olla, ettd suunnitellut koettimet ristireagoivat kohdesekvenssiensd kanssa vi-
hemmain kuin muille varianteille suunnitellut koettimet, johtaen tarkempaan ja luotetta-
vampaan eroon referenssi- ja varianttipositiivisten pisaroiden esiintymisessd ddPCR-

mittauksessa.

Kaikissa ddPCR-mittauksissa on otettava huomioon, etti positiiviset ja negatiiviset pi-
sarat toisistaan erottava raja-arvo asetettiin itse tuloksien tarkastelun yhteydessd samalla
tavalla kuin alukkeiden optimoinnissa. Kaikissa saman variantin analyyseissd kéytettiin
samoja raja-arvoja, joilla vain ylin pisarapopulaatio todettiin positiivisiksi. Ylimmaén ja
keskimmadisen pisarapopulaation vililld sijaitsi aina lukuisia yksittdisid mahdollisesti
positiivisia pisaroita, joista raja-arvon perusteella jotkin médarittyivit positiivisiksi ja osa
negatiivisiksi. Voisi olettaa, ettd tdma vaikuttaisi tuloksiin merkittdvésti, mutta timén
tutkimuksen kannalta tdmi ei ole merkittdva virheldhde, silld nditd pisaroita oli niin vé-
hén, ettd raja-arvojen muuttaminen ei vaikuttanut merkittivisti alleelien véliseen suh-
teeseen. Jos nditd kyseenalaisia pisaroita olisi huomattavan paljon, luotettavan raja-
arvon asettaminen olisi ongelmallisempaa. Tdmén ongelman voisi tosin mahdollisesti
ratkaista alentamalla ndytteen cDNA konsentraatiota, valitsemalla PCR-lampdsykliin
eri annealing ldmpdtilan, tai suunnittelemalla erilaiset alukkeet. Tédssd tutkimuksessa ei

kuitenkaan tillaista ongelmaa ilmennyt.
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4.6.2 Yhteenveto ddPCR-menetelmin toimivuudesta alleelisen epitasapainon
madrityksessd

DdPCR-menetelmin soveltuvuus alleelien vilisen suhteen méaarittimiseen nadyttda riip-
puvan naytteestd ja tutkittavasta variantista. Menetelméd pystyy helposti havaitsemaan
toisen alleelin puuttumisen niytteestd, mutta sekvensointidataa ja ddPCR-mittauksia
tarkastellessa ilmenee suuria eroavaisuuksia menetelmilld saaduissa tuloksissa. Taulu-
kon 12 eksoni 16 variantin tuloksissa ndkyy miten osalla nédytteistd menetelmien tulok-
set ovat melkein identtiset, kun taas osalla néytteistd ero on merkittdvé, johtuen suuresta
ddPCR-mittauksien keskihajonnasta. Suuret keskihajonnat ddPCR-mittauksissa saatta-
vat olla seuraus virheellisistd mittauksista, tai reaktioiden valmistelusta. Yksi mahdolli-
nen syy saattaa myo0s olla sekvensointiin ja ddPCR:44dn kdytetyn RNA:n ldhde. Jos me-
netelmissd on kéytetty saman potilaan eri kudospalasta perdisin olevaa RNA:ta, voisi

tama selittdd menetelmien antamat erilaiset tulokset.

Taulukon 13 eksoni 8 variantin tuloksissa referenssialleelin puuttuminen ilmenee sel-
vésti molemmilla menetelmilld, ja heterotsygoottisen ndytteen 202 tulokset alleelien
vilisestd suhteesta ovat yhteensopivia (1,43 ja 1,45). Toisaalta on mielenkiintoista, ettd
samoilla koettimilla ja alukkeilla heterotsygoottisen ndytteen 10 ddPCR-tulos eroaa
sekvensointituloksesta merkittavasti (sekvensointi/ddPCR 0,95/1,56),mutta timé johtuu

mitd todenndkdisimmin ddPCR-mittauksen erittdin suuresta keskihajonnasta (0,65).

Taulukon 14 eksoni/introni 4 variantin tuloksissa varianttialleelin puuttuminen ilmenee
selvdsti molemmilla menetelmilld, ja ddPCR-mittaukset ovat heterotsygoottisten néyt-
teiden kohdalla kattavia ja keskihajontojen (0,04) perusteella tarkkoja. Toisaalta timén
variantin ongelmakohdaksi nousee sekvensointidatan kattavuus. Heterotsygoottisten
ndytteiden eri menetelmien tulokset alleelien vélisistd suhteista eroavat toisistaan mer-
kittdvasti (sekvensointi/ddPCR 1,37/0,41 ja 0,56/0,29), mutta ddPCR-mittauksien pien-
ten keskihajontojen ja sekvensointidatan suppeuden perusteella voisi tdmédn variantin
tapauksessa todeta ddPCR-tuloksen luotettavammaksi alleelisen epdtasapainon mittarik-

si.
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Tulosten valossa on vaikea sanoa, kumpi menetelmé soveltuu paremmin alleelisen epé-
tasapainon tarkasteluun. Eri varianteilla ja myds eri néytteilld ilmeni paljon eroavai-
suuksia menetelmien tuloksissa, mutta myds erittdin hyvin toisiaan tukevia havaintoja,
kuten eksoni 16 ndytteet 161 ja 202. Yksi tutkimuksen ongelmakohta on se, ettid eksoni
8 ja eksoni/introni 4 varianteilla esiintyi monta homotsygoottista ndytettd, jotka mo-
lemmat menetelmét pystyivit madrittdiméaén helposti. Tutkimukseen olisi saatu parem-
paa tietoa, jos isompi osa tutkittavista naytteistd olisi ollut heterotsygoottisia ndiden
varianttien suhteen. Toinen tutkimuksen iso ongelma on eksoni/introni 4 ndytteiden
suppea sekvensointidata, joka vaikeuttaa menetelmien tuloksien vertailua. Toisaalta
ddPCR-mittausten alhaiset keskihajonnat viittaavat menetelmén tuottavan tdméin varian-
tin osalta luotettavampaa tietoa sekvensointiin verrattuna. DdPCR-mittauksien ongel-
makohdaksi nousi myds tiettyjen mittausten suuri keskihajonta, joka tekee tuloksista

kyseenalaisia.

Tutkimusasetelmaa voisi parantaa monella tavalla mahdollisissa jatkotutkimuksissa.
Tutkittavaksi voisi ottaa enemmaén variantteja sekd néytteitd, ja ennalta varmistaa, etti
niytteissa tutkittavat variantit olisivat mieluummin heterotsygootteja kuin homotsygoot-
teja. Lisdksi ennen tutkimusta pitdisi varmistaa nédytteiden sekvenssidatan kattavuus,
jotta menetelmid voisi verrata paremmin toisiinsa. Menetelmien tarkkaa vertailua varten
olisi my0s erityisen tirkedd kdyttdd samaa 1ihdemateriaalia sekvensointiin ja ddPCR-
mittaukseen. My0s syy tiettyjen nédytteiden ddPCR-mittauksien korkeille keskihajon-
noille olisi hyva selvittidd ja korjata. Mielenkiintoista voisi myds olla tutkia, mink&laisia
tuloksia alleelisesta suhteesta antaisivat samalle variantille suunnitellut eri aluke- ja koe-
tinparit. Jos tdménkaltaisessa tarkastelussa kévisi ilmi merkittdvid aluke- ja koetinriip-

puvaisia eroja, ddPCR-menetelmén luotettavuus kérsisi merkittdvasti.
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7 Liitteet

Liite 1: Yksityiskohtaiset tiedot ANO7 alukkeiden ja koettimien testaami-
sesta ja optimoinnista

Taulukko 15. PCR-koneeseen asetettu ANO7 eksoni 16 rs7593101 ldmpotilagradientin néytele-
vy. Télla levylld néytteitd oli vain pystyrivilla 1.

PCR levyn kaivo MDA PCa 2b Annealing ldmpotila °C
cDNA/rs7593101

A Nayte 61

B Puskuri, ei ndytetta 60.4

C Nayte 59.1

D Nayte 57.2

E Nayte 55

F Nayte 53.1

G Negatiivinen kontrolli 51.7

H Nayte 51

Taulukko 16. PCR-koneeseen asetettu ANO7 eksoni/introni 4 rs77559646 ja ANO7 eksoni 8
rs2074840 lampotilagradientin ndytelevy. Talld levylld naytteitd oli pystyriveilld 1 ja 2. Nayte-
levyn valmistelussa kaivoon D2 laitettiin vahingossa kaksinkertainen madra ohjeen mukaan

valmistettua master mix seosta.

PCR levyn kaivo 1) 22Rv1 cDNA/ 2) LNCaP cDNA/ Annealing lampdtila
1577559646 rs2074840 °C
A Nayte Nayte 67
B Puskuri, ei ndytettd | Puskuri, ei ndytettd | 66.3
C Nayte Nayte 64.9
D Nayte Niyte 62.8
E Nayte Niyte 60.4
F Nayte Nayte 58.3
G Negatiivinen kont- Negatiivinen kont- 56.8
rolli rolli
H Nayte Nayte 56
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Taulukko 17. Uusi PCR-koneeseen asetettu alhaisemman annealing lampétilan ANO7 ekso-
ni/introni 4 rs77559646 lampdtilagradientin ndytelevy. Télla levylld néytteité oli vain pystyrivil-

lal.

PCR levyn kaivo 22Rv1 cDNA/ rs77559646 Annealing ldmpdétila °C
A Niyte 62

B Puskuri, ei ndytetta 61.4

C Nayte 60.1

D Nayte 58.2

E Nayte 56

F Nayte 54.1

G Negatiivinen kontrolli 52.7

H Nayte 52

Taulukko 18. Eksoni/introni 4 rs77559646 PCR-levyn ANO7S ja ANO7S-R158H 1:250 lai-

mennoksen konsentraatiogradientti. Annealing lampétila 58 °C.

Negatiivinen kontrolli

PCR levyn kaivo ANO7S / ANO7S-R158 cDNA suhde
A 50/50

B 50/50

C 75/50

D 75/50

E 90/10

F 90/10

G

H

Puskuri
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Kuva 11. ”1-D amplitude plot” eksoni/introni 4 rs77559646 konsentraatiogradientista. Siniset
FAM-pisarat vastaavat normaalia G-alleelia ja vihredt HEX-pisarat vastaavat variantti A-
alleelia. Kuvassa ndkyy miten vihreiden HEX-pisaroiden maéra laskee kaivosta A kaivoon F
kun varianttialleelin sisdltdimdn cDNA:n mééra laskee liitteen 1 taulukon 18 mukaan.
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Kuva 12. ”Consentration” -ikkuna eksoni/introni 4 rs77559646 konsentraatiogradientista. Ku-
vassa nikyy selvisti, miten vihrein mutanttialleelia sisdltivin cDNA:n konsentraatio laskee
vasemmalta oikealle kaivosta A kaivoon F liitteen 1 taulukon 18 mukaan.
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Kuva 13. ”Ratio” -ikkuna eksoni/introni 4 rs77559646 konsentraatiogradientista. Kuvassa na-
kyy, miten normaalialleelin suhde varianttialleeliin muuttuu selvisti, kun varianttialleelin sisél-
tamidn cDNA:n miéré laskee ndytteessd vasemmalta oikealle kaivosta A kaivoon F liitteen 1
taulukon 18 mukaan.
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Kuva 14. ”Events” -ikkuna eksoni/introni 4 rs77559646 konsentraatiogradientista. Kuvassa
nikyy miten itse asetettujen raja-arvojen perusteella droplet reader -laite on méadrittdnyt pisaroi-
ta FAM- ja HEX-positiivisiksi. Varianttialleelia vastaavien vihreiden HEX-positiivisten pisaroi-
den madrd laskee vasemmalta oikealle kaivosta A kaivoon F, kun téti varianttia sisdltimén
cDNA:n méérd niytteessd laskee liitteen 1 taulukon 18 mukaan.



Liite 2: BRCA-varianttien alleelifrekvenssit

Taulukko 19. Tutkittavien BRCA-varianttien SISusta (The Sequencing Initiative Suomi) ja
ClinVarista haetut eri tietokantojen mukaiset alleelifrekvenssit. GnomAD ja ExAC frekvens-
seissd on huomioitava eurooppalaisten frekvenssien monesti huomattavasti suurempi otanta
muihin maailman viest6ihin verrattuna.

Variantti gnomAD geno- gnomAD exo- ExAC europe- SISu, laatu-
mes europe- mes europe- an/global kontrollin
an/global an/global jéilkeinen

frekvenssi
BRCAI
c.230C>T - 0.000022/0.000016 | 0.00004/0.000025 -
c.3257T>C - 0.000022/0.000012 | 0.00005/0.000033 0.000048
c.3649T>C - - - -
c.4676-8C>G 0.00005/0.00006 0.000097/0.000064 | 0.00014/0.000084 0.00029
BRCA2
c.68-TT>A 0.0035/0.0026 0.0031/0.0029 0.0032/0.0024 0.006
c.583T>G - - - -
c.2884C>T 0.00011/0.00010 0.00016/0.000097 | 0.00015/0.000091 0.00082
c.3314C>T - - - -
c.4756A>C - - - -
c.5225A>T 0.00005/0.00003 0.000037/0.000020 | 0.00004/0.000025 0.000048
c.6821G>T 0.0037/0.0024 0.0027/0.0015 0.0022/0.0014 0.013
c.7121A>G 0.00005/0.00003 0.0/0.000004 - -
c.7712A>G 0.0/0.00022 0.000007/0.000032 | 0.0/0.000041 -
c.7759C>T - 0.000066/0.000044 | 0.00007/0.000041 -
¢.7805+13A>G 0.00005/0.00025 0.000022/0.000040 | 0.00003/0.000058 -
c.8855T>C - - - -
¢.8953+24T>C - - - -
c.9232G>T - - - -
c.9302T>C - - - -
c.9411T>G 0.0012/0.00076 0.001/0.00055 0.00083/0.00052 0.0042
c.9872C>G 0.00021/0.00013 0.00016/0.000088 | 0.00005/0.000033 0.00081
c.10234A>G 0.0022/0.037 0.0026/0.023 0.0023/0.023 0.0084




Liite 3: Yhteenveto BRCA I- ja BRCA2-varianttien in silico -analyyseista.

Taulukko 20. Yhteenveto BRCAI- ja BRCA2-varianttien in silico -analyyseistd. Ev. = epdvarma, Hai = haitallinen, Har. = harmiton, U. = uusi, H. = hdvinnyt, R. =
rikkoutunut, Ei kon. = ei konservoitumista, Heik. = heikko, Kesk. = keskiverto, Vah. = vahva, ESS = exonic splicing silencer, ESE = exonic splicing enhancer

Variantti ClinvVar | Alamut- Havaitut Uudet sitoutumis- Havinneet si- Muut Nukleotidin Aminohapon
tulkinta ohjelmien | silmukoin- kohdat toutumiskohdat muutokset fylogeneettine | fylogeneettinen
tulkinnat | timuutokset n konservoi- konservoitumi-
tuminen nen
BRCA1
¢.230C>T 2/4 Ev. 2/4 Hai. U. ESS site - SRSF3 H. C-to-U RNA | Kesk. Kesk.
R. ESE site editing site
c.3257T>C | 0/4 Ev. 2/4 Hai. - - GTF2IRDI1-isoform 2, | - Heik. Kesk.
HNRNPAIL2
c.3649T>C | 2/4 Ev. 0/4 Hai. - - SRSF3, MATR3 - Heik. Kesk.
c.4676- Y4 mah- - - RBM41, ZC3H14 PCBP1, PCBP3 - - -
8C>G dollisesti
Har.
BRCA2
c.68-7T>A | % Har. - - KHDRBS1, KHDRBS2, | DAZAP1, RBMSI1 Uusi ribosomin - -
PABPC4 sitoutumiskohta
ja avoin luku-
raami
c.583T>G - 2/4 Hai. U. Donor site | C/EBP SRSF3 - Heik. Kesk.
U. ESS site
c.2884C>T | 2/4 Ev. 0/4 Hai. U. ESS site TRA2B, aMEF-2 - - Ei kon. Heik.
c.3314C>T | - 2/4 Hai. R. ESE site RBM42 HNRNPK, cd45 tyro- | - Kesk. Heik.
sine phosphatase ESE
c.4756A>C | - Y4 Hai. R. ESE site - - U. hsa-miR-769- | Heik. Heik.
3p micro RNA
target site
c.5225A>T | 2/4 Ev. 1/3 Hai. R. ESE site TRA2B, G3BP2 QKI, RBM42 - Heik. Heik.
c.6821G>T | Y% mah- 2/4 Hai. R. ESE site - HNRNPAZ2BI1, H. hsa-miR- Kesk. Heik.
dollisesti LIN28A, dystrophin 1273e micro
Har. gene exon 27 ESE, g- | RNA target site
alpha-s exon 3 ESE
c.7121A>G | Y4 Bv. 0/4 Hai. U. Donor site | - PABPC5 - Ei kon. Kesk.




U. ESS site
c.7712A>G | Y Ev. % Hai. U. ESS site MAF, RBMS5, HNRN- G3BP2 H. RNA C-to-U | Vah. Vah.
R. ESE site PA2BI editing site
c.7759C>T | Y4 Ev. 4/4 Hai. U. Donor site | ZNF638 - - Hei. Vah.
c.7805+13 | Y4 Ev. - U. ESSsite | - Oct-1, PABPC1, - - -
A>G R. ESE site PABPC4, PUM2,
SART3
c.8855T> | - 2/4 Hai. R. ESE site | Kid3, TEL1 - - Vah. Hei.
C
c.8953+24 | - - - - HNRNPC, HNRN- | - - -
T>C PCL1, RALY,
U2AF2, CPEB2,
CPEB4, TIA1
c.9232G> | - % Hali. U. ESSsite | RALY, U2AF2, SFPQ, SRSF2 H. RNA C-to-U | Kesk. Vah.
T CPEB2, CPEB4, editing site
HNRNPC, HNRN-
PCL1,
ZC3H14, ZNF638
c.9302T> | Y4 Ev. 3/3 Hai. R. ESE site | - HNRNPU, PUM2, - Kesk. Kesk.
C PLZF
c.9411T> | % Har. 0/1 Hali. U. Donor ATF2, SRSF5 CDX1, MBNLI1, - - -
G site RBM41, U2AF2,
SRSF3, A1CF,
CPEB4
c.9872C> | 2/4 Ev. 4/4 Hai. 2 U. Donor | TIA1, ZC3H14 MBNLI1, SRSFS5, - Vah. Vah.
G site TARDBP
U. ESS site
R. ESE site
c.10234A> | % Har. 0/4 Hai. R. ESE site | CNOT4 YBX1, ZCRBI1, - E ikon. Heik.
G SRSF3




Liite 4: BRCAI- ja BRCA2-varianttien yksityiskohtainen tarkastelu

Téssd liitteessd tarkastelemme erikseen jokaisen tutkitun variantin. Tdhdn tarkasteluun
sisdltyy kuvaus jokaisesta proteiinista, jolla havaittiin jokin muutos varianttisekvenssis-
sd. Proteiinien tiedot haettiin Genecards tietokannasta. Havaittujen silmukointimuutos-
ten yhteydessd mainitaan sulkeissa Human Splicing Finderin kéyttimien algoritmien

maérd, jolla tulos saatiin.

BRCAI-variantit

¢.230C>T

Havaitut silmukointimuutokset: Uusi ESS-sekvenssi (2) ja rikkoutunut ESE-sekvenssi
3)

Havinneet sitoutumiskohdat: SRSF3

Muut havainnot: Havinnyt C-to-U RNA editointikohta

ClinVar tulkinta: 2/4 epdvarma
Alamut-ohjelmien tulkinnat: 2/4 haitallinen
Nukleotidin fylogeneettinen konservoituminen: Keskiverto

Aminohapon fylogeneettinen konservoituminen: Keskiverto

Tulkinta: Rikkoutunut ESE-sekvenssi tulos vastaa sekvenssistd hdavinnyttd SRSF3 sil-
mukointiproteiinin sitoutumiskohdan hévidmistd hyvin. Variantin ClinVar tulkinta on
epidvarma ja neljastd Alamut-ohjelmasta puolet totesivat variantit haitalliseksi. Vaikka
emdksen ja aminohapon fylogeneettinen konservoituminen on vain keskivertoa, voisi
silmukointitulosten ja hidvinneen SRSF3 sitoutumiskohdan hdvidmisen perusteella tode-

ta variantin mahdollisesti silmukointia hairitseviaksi.

¢.3257T>C
Ei havaittuja silmukointimuutoksia.

Hévinneet sitoutumiskohdat: GTF2IRD1-isoform 2, HNRNPA1L2

ClinVar tulkinta: 0/4 epdvarma
Alamut-ohjelmien tulkinnat: 2/4 haitallinen

Nukleotidin fylogeneettinen konservoituminen: Heikko



Aminohapon fylogeneettinen konservoituminen: Keskiverto

Tulkinta: GTF2IRDI1 séételee kognitiivista kehitystd, mutta silld saattaa olla vaikutusta
myo6s solusyklin sddtelyssd, kun taas HNRNPA1L2 on silmukointiproteiini. Eméksen
fylogeneettinen konservoituminen on heikko ja silmukointimuutoksia ei havaittu, vaik-
ka havinnyt silmukointiproteiinin sitoutumiskohta havaittiin. Variantin vaikutus on epé-

varma.

¢.3649T>C
Ei havaittuja silmukointimuutoksia.

Havinneet sitoutumiskohdat: SRSF3, MATR3

ClinVar tulkinta: 2/4 epdvarma
Alamut-ohjelmien tulkinnat: 0/4 haitallinen
Nukleotidin fylogeneettinen konservoituminen: Heikko

Aminohapon fylogeneettinen konservoituminen: Keskiverto

Tulkinta: Silmukointitulkinnasta huolimatta sekvenssissd havaittiin hdavinnyt SRSF3
silmukointiproteiinin sitoutumiskohta. MATR3 saattaa stabiloida tiettyjd mRNA-
molekyylejd, ja olla vastuussa viallisten mRNA-molekyylien sdilyttimisestd tumassa,
mutta timé ei ole varma. Alamut tulkintojen, nukleotidin heikon fylogeneettisen kon-
servoitumisen ja silmukointimuutosten perusteella variantin voisi mahdollisesti todeta

harmittomaksi, tosin ClinVar tietokannan mukaan tilanne on vield epdvarma.

c.4676-8C>G

Ei havaittuja silmukointimuutoksia

Uudet sitoutumiskohdat: RBM41, ZC3H14
Havinneet sitoutumiskohdat: PCBP1, PCBP3

ClinVar tulkinta: ¥4 mahdollisesti harmiton

Tulkinta: RBM41 on RNA:ta sitova proteiini, jolla on todettu yhteys Ebsteinin anomali-
aan. ZC3H14 on taas poly-A-sekvenssid sitova proteiini, joka saattaa vaikuttaa
mRNA:n stabiliteettiin, kuljetukseen ja translaatioon varsinkin hermosoluissa. PCBP1

proteiini taas on polioviruksen translaatiota sddtelevd proteiini, joilla on todettu myds



yhteys thmisen 15-lipoxygenaasin translaation sdételyssd. PCBP3 on C-rikkaisiin sek-

vensseihin sitoutuva RNA:ta sitova proteiini, jolla on transkription jilkeisid vaikutuksia.

Variantissa on havaittu paljon eri proteiinien sitoutumiskohtien muutoksia, mutta ndiden
vaikutuksia on vaikea ennakoida, varsinkin koska kyseessd on introninen variantti. Sil-
mukointimuutoksia ei havaittu ja ClinVar on tulkinnut variantin mahdollisesti harmit-

tomaksi, joten tdmai variantti voisi mahdollisesti olla harmiton.

BRCA2-variantit

c.68-7T>A

Ei havaittuja silmukointimuutoksia.

Uudet sitoutumiskohdat: KHDRBS1, KHDRBS2, PABPC4
Havinneet sitoutumiskohdat: DAZAP1, RBMS1

Muut havainnot: Uusi ribosomin sitoutumiskohta ja avoin lukuraami

Tulkinta: KHDRBS1 ja KHDRBS?2 ovat silmukointiproteiineja, joilla on todettu spesifi-
sid silmukointivaikutuksia eri geeneissd. PABPC4 on poly-A-sekvenssiin sitoutuva pro-
teiini, jolla saattaa olla vaikutuksia transkription sditelyyn T-soluissa, verihiutaleissa ja
megakaryosyyteissi. RBMSI1-proteiinilla on todettu yhteys MYC-geenin toimintaan,

kun taas DAZAP1 on RNA:ta sitova proteiini, jota tarvitaan spermatogeneesissé.

Vaikka Human Splicing Finder ei havainnut silmukointimuutoksia, sekvenssissé on silti
havaittu silmukointiin liittyvien proteiinien sitoutumiskohtien muutoksia. Variantin

mahdollinen vaikutus on epéselva.

c.583T>G

Havaitut silmukointimuutokset: Uusi luovuttajasekvenssi (1) ja ESS-sekvenssi (3)
Uudet sitoutumiskohdat: C/EBP

Hévinneet sitoutumiskohdat: SRSF3

ClinVar tulkinta: Ei tietoa
Alamut-ohjelmien tulkinnat: 2/4 haitallinen
Nukleotidin fylogeneettinen konservoituminen: Heikko

Aminohapon fylogeneettinen konservoituminen: Keskiverto



Tulkinta: C/EBP on transkriptiotekijd, joka sddtelee monia immuunipuolustukseen ja
tulehdukseen liittyvid geenejd, kun taas SRSF3 on silmukointiproteiini. Silmukointitu-
losten havaitsema uusi ESS-sekvenssi ja hdvinnyt SRSF3 sitoutumiskohta saattavat vai-
kuttaa héiritsevasti silmukointiin. Lisdksi variantista ei ole ClinVar tietokannassa mi-
tddn tietoa ja Alamut-ohjelmien tulkinnat ovat ristiriitaisia. Ndiden havaintojen perus-

teella variantin vaikutus on hyvin epévarma.

c.2884C>T
Havaitut silmukointimuutokset: Uusi ESS-sekvenssi (3)

Uudet sitoutumiskohdat: TRA2B, aMEF-2

ClinVar tulkinta: 2/4 epdvarma
Alamut-ohjelmien tulkinnat: 0/4 haitallinen
Nukleotidin fylogeneettinen konservoituminen: Ei konservoitumista

Aminohapon fylogeneettinen konservoituminen: Heikko

Tulkinta: TRA2B on silmukointiproteiini, kun taas aMEF-2 on lihassoluspesifinen tran-

skriptiotekija, joka sddtelee kasvutekijoiden ja stressin aktivoimia geenejé.

Variantissa oli yksi silmukointiin liittyvén proteiinin muutos, sekd uusi havaittu ESS-
sekvenssi. Toisaalta Alamut-ohjelmat ovat tulkinneet variantin harmittomaksi ja
nukleotidi sekd aminohappo eivit ole vahvasti fylogeneettisesti konservoituneita. Vari-

antin vaikutus on epdvarma, kuten ClinVar tulkinta.

¢.3314C>T

Havaitut silmukointimuutokset: Rikkoutunut ESE-sekvenssi (2)

Uudet sitoutumiskohdat: RBM42

Hévinneet sitoutumiskohdat: HNRNPK, c¢d45 tyrosine phosphatase ESE

ClinVar tulkinta: Ei tietoa
Alamut-ohjelmien tulkinnat: 2/4 haitallinen
Nukleotidin fylogeneettinen konservoituminen: Keskiverto

Aminohapon fylogeneettinen konservoituminen: Heikko



Tulkinta: RBM42 sitoutuu CDKNIA mRNA:han ja HNRNPK on ribonukleoproteiini,
joka sitoutuu poly-C-sekvensseihin ja on vastuussa mRNA:n prosessoinnista ja kulje-
tuksesta, mutta jolla ei ole havaittu silmukointiin liittyvid ominaisuuksia. Koska Alamut
tulokset ovat ristiriitaisia ja variantilla ei ole omaa ClinVar sivua, variantin mahdollista

vaikutusta on nédiden tuloksien perusteella vaikea ennakoida.

c.4756A>C
Havaitut silmukointimuutokset: Rikkoutunut ESE-sekvenssi (3)

Muut havainnot: Uusi hsa-miR-769-3p mikro-RNA-kohdesekvenssi

ClinVar tulkinta: Ei tietoa
Alamut-ohjelmien tulkinnat: % haitallinen
Nukleotidin fylogeneettinen konservoituminen: Heikko

Aminohapon fylogeneettinen konservoituminen: Heikko

Tulkinta: Vaikka Human Splicing Finder on havainnut silmukointimuutoksen, muut
ohjelmat eivit ole havainneet mitdén silmukointiproteiinien sitoutumiskohtien muutok-
sia. Valtaosa Alamut-ohjelmista tulkitsi variantin harmittomaksi, ja tdmén lisdksi
nukleotidin sekd aminohapon fylogeneettinen konservoituminen on heikkoa. Vaikka
ClinVar tietokannassa ei ole tietoa tdstd variantista, voisi ndiden tulosten perusteella

pitdd varianttia mahdollisesti harmittomana.

¢.5225A>T

Havaitut silmukointimuutokset: Rikkoutunut ESE-sekvenssi (2)
Uudet sitoutumiskohdat: TRA2B, G3BP2

Hévinneet sitoutumiskohdat: QKI, RBM42

ClinVar tulkinta: 2/4 epdvarma
Alamut-ohjelmien tulkinnat: 1/3 haitallinen
Nukleotidin fylogeneettinen konservoituminen: Heikko

Aminohapon fylogeneettinen konservoituminen: Heikko

Tulkinta: TRA2B on silmukointiproteiini, ja QKI on RNA:ta sitova proteiini, jolla on

silmukointiominaisuuksia ja tirked tehtdvd myelinisaation sditelyssd. RBM42 sitoutuu



spesifisesti CDKNIA mRNA:han. G3BP2 on tukiproteiini, joka liittyy antiviraaliseen

signalointiin.

Alamut tuloksien ja nukleotidin sekd aminohapon fylogeneettisen konservoitumisen,

sekd silmukointituloksien perusteella timé variantti saattaa olla mahdollisesti harmiton.

c.6821G>T

Havaitut silmukointimuutokset: Rikkoutunut ESE-sekvenssi (5)

Hévinneet sitoutumiskohdat: HNRNPA2B1, LIN28A, dystrophin gene exon 27 ESE, g-
alpha-s exon 3 ESE

Muut havainnot: Havinnyt hsa-miR-1273e mikro-RNA-kohdesekvenssi

ClinVar tulkinta: % mahdollisesti harmiton
Alamut-ohjelmien tulkinnat: 2/4 haitallinen
Nukleotidin fylogeneettinen konservoituminen: Keskiverto

Aminohapon fylogeneettinen konservoituminen: Heikko

Tulkinta: HNRNPA2B1 on proteiini, joka toimii per-mRNA:n prosessoinnissa ja kulje-
tuksessa, ja jolla on myds silmukointia edistdvid vaikutuksia. LIN28A puolestaan saate-
lee tiettyjd kantasolujen toiminalle tirkeitd geenejd. Vaikka moni algoritmi on tulkinnut
variantissa olevan rikkoutunut ESE-sekvenssi, ei minkdén SR-proteiinin sitoutumispai-
kan hdvidmistd todettu. ClinVar tietokannan mukaan variantti saattaa olla harmiton ja
aminohapon fylogeneettinen konservoituminen on heikko, mutta Alamut-ohjelmien
tulkinnat ovat ristiriitaisia. Variantin vaikutus silmukoinnin tai aminohappomuutoksen

osalta on epdvarma.

c.7121A>G

Havaitut silmukointimuutokset: Uusi luovuttajasekvenssi (1) sekd uusi ESS-sekvenssi
3)

Hévinneet sitoutumiskohdat: PABPC5

ClinVar tulkinta: %4 epdvarma
Alamut-ohjelmien tulkinnat: 0/4 haitallinen
Nukleotidin fylogeneettinen konservoituminen: Ei konservoitumista

Aminohapon fylogeneettinen konservoituminen: Keskiverto



Tulkinta: PABPCS5 on mRNA aineenvaihduntaa sédtelevd proteiini, joka sitoutuu
mRNA:n poly-A-sekvenssiin. Vaikka Human Splicing Finder tulkitsi variantissa olevan
silmukointimuutoksia, niméd muutokset eivit vastaa proteiinien sitoutumiskohtien muu-
toksia. Tamin lisdksi kaikki Alamut-ohjelmat ovat tulkinneet variantin harmittomaksi.
Taman liséksi kyseisen nukleotidin fylogeneetinen konservoituminen on heikko. Ndiden

tietojen perusteella voi variantti olla mahdollisesti harmiton.

c¢.7712A>G

Havaitut silmukointimuutokset: Uusi ESS-sekvenssi (3) ja rikkoutunut ESE-sekvenssi
4

Uudet sitoutumiskohdat: MAF, RBMS5, HNRNPA2BI

Havinneet sitoutumiskohdat: G3BP2

Muut havainnot: Hivinnyt RNA C-to-U editointikohta

ClinVar tulkinta: % epdvarma
Alamut-ohjelmien tulkinnat: % todennékdisesti haitallinen
Nukleotidin fylogeneettinen konservoituminen: Vahva

Aminohapon fylogeneettinen konservoituminen: Vahva

Tulkinta: MAF on transkriptiofaktori, joka sddtelee T-solujen apoptoosia, sekd linssin
kuitujen kehitystd alkiossa. RBMS5 on silmukointiproteiini, jonka on todettu olevan tar-
ked tuumorisuppressorigeeni, joka saddtelee solusyklin pysdyttimistd ja apoptoosia var-
sinkin p353, FAS ja CASP2/caspase-2-geenien vaihtoehtoisen silmukoinnin avulla.
HNRNPA2BI1 on proteiini, joka sdédtelee monia mRNA aineenvaihdunnan prosesseja,
kuten mRNA stabiliteettia ja kuljetusta. G3BP2 puolestaan on antiviraaliselle signaloin-

nille tirked sytoplasmisten stressijyvisten muodostamiseen tarvittava tukiproteiini.

Havaittujen silmukointimuutosten ja RBMS5 sitoutumiskohdan ilmestyminen variant-
tisekvenssin on mielenkiintoinen havainto, timén lisdksi valtaosa Alamut-ohjelmista on
tulkinnut variantin haitalliseksi ja sekd nukleotidin, ettd aminohapon fylogeneettinen
konservoituminen ovat vahvoja. Nédiden tietojen perusteella variantti voisi olla mahdol-

lisesti haitallinen.



¢.7759C>T
Havaitut silmukointimuutokset: Uusi luovuttajasekvenssi (1)

Uudet sitoutumiskohdat: ZNF638

ClinVar tulkinta: % epdvarma
Alamut-ohjelmien tulkinnat: 4/4 haitallinen
Nukleotidin fylogeneettinen konservoituminen: Heikko

Aminohapon fylogeneettinen konservoituminen: Vahva

Tulkinta: ZNF638 on sytidiinirikkaisiin sekvensseihin sitoutuva proteiini, joka edistdd
retroviraalisen genomiin integroimattoman DNA:n repressiota, ja sddtelee my0s rasva-
solujen kehitystd. Vaikka proteiinien sitoutumiskohtien muutokset eivét tue silmukointi-
tuloksia, saattaa variantti olla proteiinitasolla haitallinen Alamut-ohjelmien tulkintojen

sekd aminohapon korkean fylogeneettisen konservoitumisen perusteella.

¢.7805+13A>G

Havaitut silmukointimuutokset: Uusi ESS-sekvenssi (5) ja rikkoutunut ESE-sekvenssi
@)

Havinneet sitoutumiskohdat: Oct-1, PABPC1, PABPC4, PUM2, SART?3

ClinVar tulkinta: %4 epdvarma

Tulkinta: Oct-1, joka tunnetaan myos nimelld POU2F]1, on transkriptiofaktori, joka séda-
telee tiettyjen snRNA-geenien ja immunoglobuliinien, sekd histoni H2B:n ekspressiota.
PABPCI1 on poly-A-sekvensseihin sitoutuva proteiini, joka séddtelee translaatiota ja sil-
mukointia. PABPC4 sitoutuu myos poly-A-sekvensseihin, ja proteiinin on todettu siéte-
levin mRNA-molekyylien stabiliteettia aktivoituneissa T-soluissa. PUM2 on transkrip-
tion jdlkeinen repressori, joka sddtelee alkion kehitystd, solujen erilaistumista, sekd vi-
rusinfektioiden tunnistamista. SART3 on silmukointikompleksin kokoonpanoa ja ha-

joamista edistévi proteiini.

Silmukointitulosten ja proteiinien sitoutumiskohtien hdvidmisten perusteella on vaikea
sanoa, onko variantilla haitallista vaikutusta silmukointiin, silld kaksi kolmesta havai-
tusta  silmukointiproteiinin  sitoutumiskohdan muutoksesta kuuluivat poly-A-

sekvensseihin sitoutuville proteiineille.



¢.8855T>C
Havaitut silmukointimuutokset: Rikkoutunut ESE-sekvenssi (3)

Uudet sitoutumiskohdat: Kid3 and TEL1 (TR.)

ClinVar tulkinta: Ei tietoa
Alamut-ohjelmien tulkinnat: 2/4 haitallinen
Nukleotidin fylogeneettinen konservoituminen: Vahva

Aminohapon fylogeneettinen konservoituminen: Heikko

Tulkinta: Kid3, toiselta nimeltd ZNF354C, on transkriptiotekijd, joka mahdollisesti sda-
telee osteoblastien erilaistumista, sekd syntymén jilkeistd myogeneesid. TELI1, toiselta
nimeltddn ATM, on DNA:n kaksoisjuosteen vaurioihin reagoiva kinaasi, joka sditelee

muun muassa p53 ja BRCA1-proteiinien vilitykselld solusykli ja apoptoosia.

Proteiinien sitoutumiskohtien muutokset eivit vastaa silmukointituloksia, mutta ristirii-
taiset Alamut tulokset sekéd nukleotidin vahva fylogeneettinen konservoituminen saatta-
vat viitata silmukointimuutokseen. Kokonaisuudessaan tdmén variantin vaikutusta on

vaikea arvioida.

¢.8953+24T>C

Ei havaittuja silmukointimuutoksia

Hévinneet sitoutumiskohdat: HNRNPC, HNRNPCL1, RALY, U2AF2, CPEB2,
CPEB4, TIA1

ClinVar tulkinta: Ei tietoa

HNRNPC on proteiini, joka sitoutuu mRNA:n UTR-alueille ja sditelee mRNA aineen-
vaihduntaa ja kuljetusta, sekd saattaa sdddelld spesifisesti BRCAI- ja BRCA2-geenien
mRNA silmukointia, ja BRCA-proteiinien vuorovaikutuksia muiden proteiinien kanssa
DNA-vaurioiden korjauksessa toimivissa nukleoproteiinikomplekseissa. HNRNPCL1
on kuvailtu silmukointiproteiiniksi, kun taas RALY on silmukointiproteiini, joka toimii
my0s transkriptionaalisena kofaktorina maksassa kolesterolin synteesissd. U2AF2 on
intronin branch site -sekvenssille sitoutuva silmukointiproteiini, ja CPEB2 on proteiini,

jonka oletetaan olevan tirked transkriptionaalisesti epdaktiivisten haploidisten spermati-



dien toiminnalle. CPEB4 on mRNA:n 3’ UTR-alueelle sitoutuva proteiini, joka séételee
UPR (unfolded protein response) -vastetta maksassa, ja proteiinia tarvitaan myos solu-
syklin etenemiseen. TIA1 proteiinilla on silmukointiin ja mahdollisesti apoptoosiin liit-

tyvid toimintoja. T1A1 sitoutuu 3 UTR-alueelle.

Tulkinta: Variantissa tapahtui erityisen paljon silmukointiin liittyvien proteiinien sitou-
tumiskohtien muutoksia, toisaalta Human Splicing Finder ei todennut mitién silmukoin-

timuutoksia, joten variantin vaikutus silmukointiin jd4 epaselvéksi.

¢.9232G>T

Havaitut silmukointimuutokset: Uusi ESS-sekvenssi (2)

Uudet sitoutumiskohdat: RALY, U2AF2, CPEB2, CPEB4, HNRNPC, HNRNPCLI,
ZC3H14, ZNF638

Héavinneet sitoutumiskohdat: SFPQ, SRSF2

Muut havainnot: Hivinnyt RNA C-to-U editointikohta

ClinVar tulkinta: Ei tietoa
Alamut-ohjelmien tulkinnat: % haitallinen
Nukleotidin fylogeneettinen konservoituminen: Keskiverto

Aminohapon fylogeneettinen konservoituminen: Vahva

Tulkinta: RALY on silmukointiproteiini, joka toimii my0s transkriptionaalisena kofak-
torina maksassa kolesterolin synteesissd. U2AF2 on intronin branch site -sekvenssille
sitoutuva silmukointiproteiini, kun taas CPEB2 on proteiini, jonka oletetaan olevan tér-
ked transkriptionaalisesti epdaktiivisten haploidisten spermatidien toiminnalle. CPEB4
puolestaan on mRNA:n 3’ UTR-alueelle sitoutuva proteiini, joka sddtelee UPR (unfol-
ded protein response) -vastetta maksassa, ja proteiinia tarvitaan myos solusyklin etene-

miseen.

HNRNPC on proteiini, joka sitoutuu mRNA:n UTR-alueille ja sddtelee mRNA aineen-
vaithduntaa ja kuljetusta, sekd saattaa sdddelld spesifisesti BRCAI- ja BRCA2-geenien
mRNA silmukointia, ja BRCA-proteiinien vuorovaikutuksia muiden proteiinien kanssa
DNA vaurioiden korjauksessa toimivissa nukleoproteiinikomplekseissa. HNRNPCL1
on kuvailtu silmukointiproteiiniksi. ZC3H14 on poly-A-sekvensseihin sitoutuva proteii-

ni, joka sddtelee mRNA stabiliteettia, kuljetusta ja translaatiota. ZNF638 on transkrip-



tiofaktori, joka sddtelee rasvasolujen kehittymistd, sekd genomiin integroimattoman
retroviraalisen DNA:n hiljentimistd. SFPQ proteiini sdételee monia tuman prosesseja,
spesifisid geenejd ja silld on myds vaikutuksia silmukointiin. SRSF2 on silmukointiin

tarvittava proteiini.

Variantissa havaittiin useita silmukointiin liittyvien proteiinien sitoutumiskohtien muu-
toksia, sekd uusia, ettd hdvinneitd. Mielenkiintoinen havainto oli uuden HNRNPC- pro-
teiinin sitoutumiskodan ilmestyminen varianttisekvenssiin, télld proteiinilla saattaa olla
BRCAI- ja BRCA2-spesifisid silmukointivaikutuksia. Tosin proteiini sitoutuu UTR-
alueelle, joten silld ei vélttdmattd ole vaikutusta timdn variantin tapauksessa. Human
Splicing Finder myds havaitsi mahdollisen uuden ESS sitoutumiskohdan ilmestymisen
sekvenssiin, ja timé tulos saattaa liittyd usean uuden silmukointiproteiinin sitoutumis-
kohdan ilmestymiseen varianttisekvenssiin. Variantti saattaa tulosten perusteella vaikut-
taa silmukointiin, ja tulosten varjossa titd olisi mielenkiintoista tutkia tarkemmin. Sil-
mukoinnin liséksi variantti saattaa olla my0s proteiinitasolla haitallinen, silld valtaosa
Alamut-ohjelmista tulkitsi variantin haitalliseksi ja aminohapon fylogeneettinen konser-

voituminen on korkea.

¢.9302T>C
Havaitut silmukointimuutokset: Rikkoutunut ESE-sekvenssi (2)

Héavinneet sitoutumiskohdat: HNRNPU, PUM2, PLZF

ClinVar tulkinta: ¥4 epdvarma
Alamut-ohjelmien tulkinnat: 3/3 haitallinen
Nukleotidin fylogeneettinen konservoituminen: Keskiverto

Aminohapon fylogeneettinen konservoituminen: Keskiverto

Tulkinta: HNRNPU siditelee muun muassa telomeerien pituutta, sekd monien geenien
transkriptiota ja silmukointia. PUM2 on UTR-alueille sitoutuva repressori, joka séételee
alkionkehitystd ja solujen erilaistumista. PLZF, joka on tunnettu myds nimellda ZBTB16,
on transkriptiofaktori, joka sditelee solusyklin etenemistd, ja jolla on vuorovaikutuksia

histonideasetylaasin kanssa.

Tuloksien perusteella variantin vaikutuksia on vaikea arvioida. Proteiinitasolla variantti

saattaa olla haitallinen, mutta silmukointitulokset ovat epdmaéraisia.



c.9411T>G

Havaitut silmukointimuutokset: Uusi luovuttajasekvenssi (1)

Uudet sitoutumiskohdat: ATF2, SRSF5

Havinneet sitoutumiskohdat: CDX1, MBNL1, RBM41, U2AF2, SRSF3, A1CF, CPEB4
ClinVar tulkinta: ¥ harmiton

Alamut-ohjelmien tulkinnat: 0/1 haitallinen (vain PolyPhen-2 tulkinta)

Tulkinta: ATF2 on transkriptiofaktori, joka séételee monia solujakautumiseen ja DNA-
vahingon korjaamiseen liittyvid geenejd. SRSF5 ja SRSF3 ovat tarkeitd silmukointipro-
teiineja. CDX1 on transkriptiotekijd, joka sédtelee suolispesifistd geeniekspressiota,
sekd enterosyyttien erilaistumista. MBNL1 on vaihtoehtoisen silmukoinnin siitelija,
kun taas RBM41 on RNA:han sitoutuva proteiini, jolla on yhteys Ebsteinin anomaliaan.
U2AF2 on silmukointiproteiini, ja A1CF on keskeinen apolipoproteiini B:n RNA edi-
toinnissa tarvittava proteiini. CPEB4 on mRNA:n 3’ UTR-alueelle sitoutuva proteiini,
joka séditelee UPR (unfolded protein response) -vastetta maksassa, ja proteiinia tarvitaan

myds solusyklin etenemiseen.

Variantista 10ytyi paljon silmukointiin liittyvien proteiinien sitoutumispaikkojen muu-
toksia, sekd uusi mahdollinen luovuttajasekvenssi. Ndmi muutokset voivat mahdollises-
ti olla silmukointia héiritsevid muutoksia, mutta toisaalta ClinVar tietokannan tulkinta

on, ettd variantti olisi mahdollisesti harmiton.

c.9872C>G

Havaitut silmukointimuutokset: Kaksi uutta luovuttajasekvenssid (1), uusi ESS-
sekvenssi (2) sekd rikkoutunut ESE-sekvenssi (3)

Uudet sitoutumiskohdat: TIA1, ZC3H14

Havinneet sitoutumiskohdat: MBNL1, SRSF5, TARDBP

ClinVar tulkinta: 2/4 epavarma
Alamut-ohjelmien tulkinnat: 4/4 haitallinen
Nukleotidin fylogeneettinen konservoituminen: Vahva

Aminohapon fylogeneettinen konservoituminen: Vahva



Tulkinta: TIAT1 proteiinilla on silmukointiin ja mahdollisesti apoptoosiin liittyvid toi-
mintoja. T1A1 sitoutuu 3° UTR-alueelle. ZC3H14 on poly-A-sekvensseihin sitoutuva
proteiini, joka sddtelee mRNA stabiliteettia, kuljetusta ja translaatiota. MBNL1 on vaih-
toehtoisen silmukoinnin sditelijd, ja SRSFS on tirked silmukointiproteiini. TARDBP on
3> UTR-alueille sitoutuva silmukointia sddteleva proteiini. Tuman transkriptien lisdksi

proteiini sddtelee mitokondrionaalisia transkripteja.

Havaittujen silmukointimuutosten ja niitd havaintoja tukevien silmukointiproteiinien
sitoutumispaikkojen muutosten, Alamut-ohjelmien tulkintojen, sekd nukleotidin ja ami-
nohapon vahvan fylogeneettisen konservoitumisen perusteella, timé variantti saattaa

olla monella tavalla geenin toiminnalle haitallinen.

¢.10234A>G

Havaitut silmukointimuutokset: Rikkoutunut ESE-sekvenssi (2)
Uudet sitoutumiskohdat: CNOT4

Hévinneet sitoutumiskohdat: YBX1, ZCRB1, SRSF3

ClinVar tulkinta: % harmiton
Alamut-ohjelmien tulkinnat: 0/4 haitallinen
Nukleotidin fylogeneettinen konservoituminen: Ei konservoitumista

Aminohapon fylogeneettinen konservoituminen: Heikko

Tulkinta: CNOT4 on transkription sditelijd, joka on osa apoptoosia, immuniteettia seka
kasvaimen syntyd sditelevdd JAK-STAT viestintdjarjestelmdd. YBX1 on DNA:ta sekd
RNA .ta sitova proteiini, jolla on RNA stabiliteettiin, transkriptioon ja silmukointiin liit-
tyvid vaikutuksia. ZCRB1 on silmukointiproteiini, joka on osa Ul2-tyypin spli-

seosomia.

Variantti vaikuttaa proteiinitasolla harmittomalta, mutta rikkoutunut ESE-sekvenssi
saattaa liittyd havaittuihin silmukointiproteiinien sitoutumiskohtien hévidmiseen jollain
tavalla. Toisaalta ClinVar tulkinnan mukaan variantti on harmiton ja nukleotidin seki
aminohapon fylogeneettinen konservoituminen on heikkoa, joten timé variantti ei ko-

konaisuudessaan todennékdisesti ole haitallinen.



Liite 5: Potilasnédytteiden sekvensointidata

Taulukko 21. Naytteiden sekvensointitiedot ovat perdisin Turun yliopiston bioinformatiikkayk-
sikdn Arfa Mehmoodin, Asta Laihon ja Laura Elon suorittamasta geeniekspression profiloinnin
tutkimuksesta Elina kaikkoselle ja Johanna Schleutkerille (Project 150067, January 28 2016).
Taulukkoon merkitty kaikkien luentojen méaird. Kyseessd on totaali RNA kirjasto.

Naytteen 35 tulokset ovat perdisin "Project 150048 II Jenni Méki-Jouppila, Stranded mRNA
Sequencing” -sekvensoinnista. Sekvensointi tehtiin eturauhasen kudosnéytteistd, joista toinen
oli syopékudosta ja toinen normaalia kudosta. Kyseessd on mRNA kirjasto.

Nayte ja kudos- | Sekvensointityyppi Kaikki luennat | Kartoitetut luennat (to-
tyyppi (total reads, mil- | tal mapped reads, mil-
joonaa) joonaa)

10 normaali Totaali RNA kirjasto 40 37,7

32 syOpé Totaali RNA Kkirjasto 36,4 33,1

35 normaali mRNA Kkirjasto 31,7 29,1

35 syOpé mRNA kirjasto 26,2 23,7

161 syopa Totaali RNA kirjasto 37,4 34,9

202 syopi Totaali RNA kirjasto 54,2 51

205 syopa Totaali RNA Kkirjasto 47,6 45,8

207 syopa Totaali RNA kirjasto 32,1 30,8

214 syopa Totaali RNA Kkirjasto 32,9 30,8

Liite 6: ANO7 potilasndytteiden ddPCR-mittauksien yksityiskohtaiset tu-

lokset

Taulukko 22. Eksoni 16 rs7593101 -variantin potilasndytteiden ddPCR-mittauksien yhteenveto.
Taulukkoon merkitty varianttialleelin suhde referenssialleeliin on Quantasoft-ohjelman “ratio” -
ikkunan antama tulos. Tuloksiin listattu mittauksien keskiarvo X, keskihajonta ¢ ja vaihteluvéli
W. Téhdella (*) merkityilld néytteilld kaksi 1:10 laimennettua mittausta 1:3 laimennuksien mit-

tausten joukossa.
Nayte, Varianttiallee- | Referenssiallee- | Variantti | Referens- | Varianttialleelin
sulkeissa lin konsentraa- | lin konsentraatio | pisaroi- si pisaroi- | suhde referenssi-
mittauk- tio (kopiota/ul) | (kopiota/pl) den méérd | den madré | alleeliin
sien médra
10* (6) X 6,66 X 6,47 X 71,5 X 69,5 x1,1
02,74 0 3,04 ¢ 30,66 0 33,69 00,28
W 3,15-947 W 2,01-10 W 33-104 | W21-103 | W 0,78-1,57
32 (6) X 13,55 X 13,92 X 140,67 | x144 x 0,98
c 0,58 00,93 c 13,78 olll 6 0,06
W 12,9-14,3 W 12,4-14,9 W 133- W 125- W 0,89-1,05
157 159
354) X0 X 48,68 X0 X 465,50 | Vain referenssi
c0 6 4,06 c0 6 60,18
AL W 42,60-51 wWo W 396-
529
161%* (6) X 9,83 X 29,50 x 106,67 |x318,83 |x0,34
c 4,36 o 13,57 ¢ 50,68 0 160,32 | 50,05
W 3,96-14,3 W 11,60-40,3 W 38-157 | W 118- W 0,28-0,42
481
202 (5) x153 X 13,34 X 189,6 X 147,6 x 1,15
c 1,59 o 1,21 ¢ 38,08 o 17,27 c 0,06
W 13,4-17,1 W 11,5-14,5 W 156- W 135- W 1,07-1,21




245 178
205 (6) X 22,95 X 23,47 X 264,67 |x270 X 0,98
c2 62,07 625,91 69,25 6 0,08
W 19,9-25,1 W 20,9-26,4 W 241- W 254- W 0,92-1,13
315 279
207 (6) x 16,12 X 11,03 x 187,67 | x127,67 |X1,48
o 1,35 c 1,77 6 23,39 cl6 60,17
W 14,6-17,6 W 8,65-13,7 W 157- W 107- W 1,29-1,69
221 155
214* (6) X 4,57 X 4,86 X 57 X 60,17 X 0,88
c 2,69 62,23 6 35,74 ¢ 30,89 c 0,21
W 1,2-6,94 W 14-6,71 W 12-90 | W 14,87 W 0,52-1,06

Taulukko 23. Eksoni 8 rs2074840 -variantin potilasndytteiden ddPCR-mittauksien yhteenveto.
Taulukkoon merkitty varianttialleelin suhde referenssialleeliin on Quantasoft-ohjelman “ratio” -
ikkunan antama tulos. Tuloksiin listattu mittauksien keskiarvo X, keskihajonta ¢ ja vaihteluvéli
W. Tdhdelld (*) merkityilld niytteilld ilmeni mittauksissa vain yksi poikkeava pisara, joka olete-

taan virheldhteeksi, timén takia alleelien suhteen arvoja ei ole taulukkoon laskettu tarkasti.

Nayte, Varianttiallee- | Referenssiallee- | Variantti | Referens- | Varianttialleelin
sulkeissa lin konsentraa- | lin konsentraatio | pisaroi- si pisaroi- | suhde referenssi-
mittauk- tio (kopiota/ul) | (kopiota/pl) den méérd | den madré | alleeliin
sien médra
10 (6) X 4,31 X 2,97 X 49,67 X35 X 1,56
c 1,06 c 0,84 cll c 12,52 c 0,65
W 3,07-6,01 W 2,2-4,24 W34-60 | W22-51 | W 1,06-2,73
32% (4) X 23 x 0,02 X277,75 | x0,25 Vain variantti*
c 0,88 c 0,04 629,79 60,5
W 22-24,1 W 0-0,07 W 245- W 0-1
309
35 (6) X 23,45 X 19,63 X 305,83 | x256,83 |x1,2
c 0,67 c 1,07 025,32 6 26,22 c 0,06
W 22,6-24,3 W 18-20,9 W 270- W 211- W 1,13-1,28
332 279
161 (4) X 32,98 x0 x407,25 | x0 Vain variantti
c 1,14 043,71
W 32,1-34,5 W 371-
462
202 (6) x 13,37 X 9,23 X 178,5 x123,33 | x145
c 1,47 c 1,09 622,15 c 14,46 ¢ 0,09
W 10,7-14,9 W 7,08-10 W 145- W 96-134 | W 1,33-1,54
204
205 (4) X 45,93 x0 X 560,5 X0 Vain variantti
65,79 c 15,97
W 38,8-51,7 W 540-
579
207 (4) X 27,78 x0 X 398 x0 Vain variantti
02,17 619,03
W 26,2-30,8 W 380-
421
214* (4) X 9,22 x 0,02 X 136 x 0,25 Vain variantti*
c 1,24 6 0,03 c 16,39 60,5
W 8,09-10,9 W 0-0,07 W 119- W 0-1
156




Taulukko 24. Eksoni/introni 4 rs77559646 -variantin potilasniytteiden ddPCR-mittauksien yh-
teenveto. Taulukkoon merkitty referenssialleelin suhde varianttialleeliin on Quantasoft-
ohjelman ratio” -ikkunan antama tulos. Tuloksiin listattu mittauksien keskiarvo X, keskihajonta
o ja vaihteluvéli W. Téhdelld (*) merkityilld ndytteilld ilmeni mittauksissa vain yksi poikkeava
pisara, joka oletetaan virheldhteeksi, tdmén takia alleelien suhteen arvoja ei ole taulukkoon las-

kettu tarkasti.
Néyte, Referenssiallee- | Varianttiallee- | Refe- Varianttipisaroi- | Referenssin
sulkeissa | lin konsentraa- | lin konsent- renssi den maara suhde variant-
mittauk- tio (kopiota/ul) | raatio (kopio- | pisaroi- tialleeliin
sien maa- ta/ul) den méaa-
réd rd
10 (6) X 8,99 X 16,55 x 111,5 X 205,67 x 0,55
62,54 04,98 0 40,54 o 81,5 6 0,06
W 5,99-13 .4 W 12,8-26,2 W 78- W 159-371 W 0,46-0,65
191
32*%(2) X 17,35 x 0,04 X 229,5 X 0,5 Vain refe-
60,78 6 0,05 621,92 |60,7 renssi*
W 16,8-17,9 W 0-0,07 W 214- W 0-1
245
35(2) X 31,35 x0 X 405 x0 Vain refe-
c 1,63 62,83 renssi
W 30,2-32,5 W 403-
407
161 (2) X 23,85 x0 X 316,5 x0 Vain refe-
o 1,34 o 34,65 renssi
W 22,9-24.8 W 292-
341
202 (6) X 5,65 X 13,83 X 79,83 X 194,83 X 0,41
c 0,64 c 1,42 c 7,63 c 14,63 c 0,04
W 4,85-6,48 W12-154 W 71-92 | W 176-215 W 0,35-0,48
205* (2) X223 x 0,03 X 333 x0,5 Vain refe-
o 1,56 6 0,04 62,83 0,7 renssi*
W 21,2-23,4 W 0-0,06 W 331- W 0-1
335
207 (6) X 5,28 X 18,35 X 72,83 X 249,5 x 0,29
60,42 01,83 611,92 |6199 6 0,04
W 5,05-6,13 W 16,3-20,6 W 63-96 | W 218-268 W 0,25-0,35
214 (2) X 6,39 x0 X 90 X0 Vain refe-
6 0,66 c0 renssi
W 5,92-6,85 W 90-90







