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Tyypin 1 diabetes (T1D) on haiman saarekesoluihin kohdistuvan autoimmuunireaktion
pohjalta syntyvé parantumaton pitkdaikaissairaus, jonka ilmaantuvuus ja esiintyvyys ovat
kasvaneet maailmanlaajuisesti viime vuosikymmenind. Muutoksen arvellaan johtuvan
muutoksista ymparistdssa tai elintavoissa, minké johdosta entistid suurempi osa perinnél-
lisesti alttiista vdestostd sairastuu.

Ympiristotekijdt voivat aiheuttaa pitkdaikaisia ja tytirsoluille periytyvid muutoksia gee-
nien ilmentymiseen epigeneettisilld mekanismeilla, kuten DNA-metylaatiolla. DNA-
metylaatiossa liitetddn entsymaattisesti metyyliryhma sytosiiniin, mika hankaloittaa tran-
skriptiotekijéiden kiinnittymistd DNA:han. Siten DNA-metylaatio etenkin geenien
promoottorialueilla voi vihentdd geenien ilmentymistd. Tdssd tutkimuksessa verrattiin
T1D-alttiuteen vaikuttavan ja immuniteetille tirkedn HLA-DQB1-geenin promoottorissa
sijaitsevan geenikohdan metylaatioasteen eroja lapsidiabeetikoiden ja verrokkien vélilla.
Liséksi huomioitiin tutkittavien genotyyppi ja ikd. Metylaatioasteen eroja tarkasteltiin
TID:n taudin syntyyn liitetyissd lymfosyyteissd: B-soluissa sekd CD4- ja CD8-
positiivisissa T-soluissa.

Tutkimusta varten saatiin DIPP-projektin puitteissa perifeerisen veren mononukleaarisia
soluja 15 lapsidiabeetikolta ja i4n, sukupuolen sekd HLA-genotyypin mukaan kaltaiste-
tulta verrokilta. Tutkittavat jaettiin myds HLA-genotyypin mukaan korkean riskin
genotyypin (DR3-DQ2/DR4-DQS8) ja kohtalaisen korkean riskin genotyypin (DR4-
DQ8/X) ryhmiin. PBMC-néytteistd eroteltiin eri lymfosyyttipopulaatiot kdyttimalla la-
jittelevaa  virtaussytometriaa.  Solundytteistd eristettiin = DNA, jolle tehtiin
bisulfiittikonversio ja kohde-DNA-sekvenssin rikastus PCR-menetelmalld. Tamén jal-
keen DNA-ndytteiden metylaatioasteet madritettiin pyrosekvensointimenetelmalla.

Tutkimuksen ainoa tilastollisesti merkittdvd metylaatioasteen ero diabeetikoiden ja ver-
rokkien vililld havaittiin CD4-positiivisissa soluissa. Diabeetikoilla oli hyvin korkeaa
metylaatioastetta, kun taas verrokeilla oli hieman matalampaa. Lisdksi B-soluissa ha-
vaittiin, ettd korkean riskin genotyypin B-soluissa esiintyi korkeampaa metylaatioastetta
kohtalaisen korkean riskin genotyyppiin nihden. Mikili havaitut korkeammat metylaa-
tioasteet korreloivat odotetusti geenin ilmentymiseen, saattaisi vihentynyt antigeenien
esittely HLA-DQBI1-molekyylissd liittyd T1D:hen. Jatkotutkimuksia tarvitaan DNA-
metylaation vaikutuksesta geenin ilmentymiseen ja DNA-metylaation muutoksista suh-
teessa taudin eri vaiheisiin. Joka tapauksessa timén tutkimuksen tulokset viittaavat siihen,
ettd muutoksilla HLA-DQB1-geenin metylaatiossa voi olla merkitystd T1D:n synnyssa.

Avainsanat: tyypin 1 diabetes, HLA-geenialue, DNA-metylaatio, lymfosyytit
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1 Johdanto

Tyypin 1 diabetes (T1D) on insuliininpuutoksesta johtuva parantumaton pitkdaikaissairaus. Insu-
liinipuutoksen taustalla on useimmiten autoimmuunireaktio, joka johtaa haiman saarekkeissa
sijaitsevien insuliinia tuottavien B-solujen tuhoutumiseen. T1D:1l4 tarkoitetaankin jatkossa nimen-
omaan autoimmuunireaktiolla syntyvdd tyypin 1 diabetesta. Autoimmuunireaktioon johtavat
mekanismit tunnetaan edelleen melko huonosti, mutta sen tiedetddn alkavan kuukausia tai vuosia
ennen T1D:n oireiden ilmentymistéd [1]. Merkkejd autoimmuunireaktiosta voidaan osoittaa mittaa-
malla tutkittavan verestd autovasta-aineita, joilla voidaan ennakoida T1D:n puhkeamista [2].

T1D:n taustalla on sekd perinn6llisid tekijoitd ettd ymparistotekijoitd. T1D:n perinndlliseen luontee-
seen viittaa se, ettd T1D-potilaiden sukulaiset ovat alttiimpia sairastumaan T1D:hen muuhun
viestoon verrattuna. Alttius on suurinta T1D-potilaan identtiselld kaksosella, jonka todenndkdisyys
sairastua T1D:hen vaihtelee eri tutkimuksissa 30—-70 %:n vililld. Perinndllistd alttiutta on liitetty usei-
siin geeneihin, mutta merkittivimmat T1D-alttiusgeenit sijaitsevat immuniteettiin liittyvalla HLA-
geenialueella. [3] T1D:n ilmaantuvuus on viime vuosikymmenind maailmanlaajuisesti kasvussa, jota
perinnolliset tekijdt tuskin selittdvat. Taméan vuoksi epdilldédn, ettd ymparistotekijan tai -tekijoiden
vaikutuksesta entistd suurempi osa perinnollisesti alttiista viestostd sairastuu. [4]

T1D:t4 hoidetaan jatkuvilla verensokerimittauksilla ja elinikdiselld insuliinikorvaushoidolla. Hyvélla
hoitotasapainolla voidaan hidastaa, mutta ei kuitenkaan pitkéllad aikajinteelld tdysin vilttdd T1D:hen
liittyvid komplikaatioita, kuten ndon heikkeneminen, sydédn- ja verisuonitaudit, munuais- ja ddreisher-
movauriot. T1D:n ja etenkin sen pitkdaikaiskomplikaatioiden hoitokustannukset vievdt Suomessa ja
maailmalla merkittdvén osan terveydenhuollon kuluista ja vihentdvit toiminnallisia elinvuosia. 5, 6]
T1D:n syntymekanismin selvittiminen onkin tdrkeé4, jotta parantumatonta tautia voitaisiin ennalta-
ehkaista.

1.1 Haiman saarekkeisiin kohdistuva autoimmuniteetti

1.1.1 Insuliitti

Ensimmaiset merkit haimassa esiintyvastd autoimmuunireaktiosta havaittiin jo 1900-luvun alussa [7],
mutta vasta 1970-luvulla T1D:n mahdollinen immunologinen syntymekanismi sai laajempaa hy-
viksyntdd. MyOhemmin immuunijirjestelmén valkosolujen tunkeutumista Langerhansin
saarekkeisiin alettiin kutsua insuliitiksi, jonka tutkiminen eldvilld potilailla on edelleen ongelmallista.
Nykykdsitys insuliitista perustuukin edelleen 1ihinnd menehtyneisti diabeetikoista tai vasta-ainemaa-
rityksien perusteella T1D:lle alttiista henkildistd kerdttyihin ndytteisiin, mutta niistd saatujen
ndytteiden lukumééri ja laatu on rajallista. [8] Siispd T1D:n syntymekanismeja on pyritty mallinta-
maan jyrsijoilld, erityisesti NOD-hiirilld (engl. non-obese diabetic, suom. ei-lihava diabeettinen).
Kuitenkin NOD-hiiritutkimuksista saatuja tuloksia on tarkasteltava kriittisesti, silld jyrsijéiden ja ih-
misten haiman rakenne sekd insuliittiin liittyvien solujen ilmentyminen eroavat toisistaan. [7, 8]

Insuliittia on pyritty mallintamaan NOD-hiirimalleissa, joissa immuunijirjestelmd aiheuttaa tu-
lehdusvasteen  kaikissa haiman saarekkeissa, mikd johtaa muutamassa kuukaudessa
insuliinipuutokseen [9, 10]. Ihmisten insuliitti ilmenee sen sijaan matala-asteisempana tulehdusvas-
teena, jossa esiintyy erillisid, yksittdisid tulehduskeskuksia ja niitd ilmentyy eri aikoihin.
Tulehduskeskuksissa valkosolut kerddntyvdt yhteen kohtaan haiman saarekkeen seindméén, josta
vain pieni osa valkosoluista vaikuttaa tunkeutuvan haiman saarekkeen sisille. [11, 12] Niiden



valkosolujen aiheuttaman tulehdusreaktion ajatellaan johtavan B-solujen tuhoutumiseen, mika edel-
leen johtaa T1D:hen, kun riittdvén suuri osa B-soluista on tuhoutunut [7, 10].

T1D:n oireisiin ja diagnoosiin johtavan tuhoutuneiden B-solujen osuudessa on havaittu olevan
yksilollisid eroja, mutta siind on havaittu olevan idstd riippuvaa vaihtelua: teini-ikiisilld ja vanhem-
milla diabeetikoilla tuhoutuneiden B-solujen osuus on noin 40-60 %, kun taas nuoremmilla tima
osuus on yleensd suurempi [10, 13, 14]. Insuliitti jatkuu T1D-diagnoosin jélkeen, ja samalla 3-solujen
tuhoutuminen etenee, mikd ilmenee insuliinia sisédltdvien saarekkeiden méérdn vidhenemisena.
Kuitenkin samalla insuliittiakin todetaan vihemmain, koska insuliittia todetaan harvoin insuliinia si-
saltamattomissd saarekkeissa [10, 15, 16]. Lisdksi B-solujen tuhoutuminen ei ole tiydellistd, vaan
insuliinia siséltdvia saarekkeita voi esiintyd vuosikymmenienkin kuluttua T1D-diagnoosista [16, 17].

Insuliittiin osallistuvista valkosoluista suurin osa on CD8-positiivisia lymfosyytteja (CD8+ T-solut).
Muita insuliitissa esiintyvid soluja ovat ainakin CD4-positiiviset lymfosyytit (CD4+ T-solut), CD20-
positiiviset lymfosyytit (B-solut) ja makrofagit. [13, 18] CD8+ T- ja CD4+ T-soluilla ajatellaan ole-
van merkittdvd rooli B-solujen tuhoutumisprosessissa: sytotoksisten CD8+ T-solujen ajatellaan
olevan suoraan vastuussa 3-solujen tuhoutumisesta, kun taas CD4+ T-solujen ajatellaan edistdvin
CD8+ T-solujen toimintaa tuottamalla sytokiineja [19]. T-solujen merkitykseen T1D:n taustalla viit-
taa se, ettd diabeetikoiden haimoista ja verestd eristetyt CD4+ T- ja CD8+ T-solut tunnistavat haiman
molekyylien epitooppeja [20, 21]. Lisédksi CD8+ T-solukloonien on havaittu tuhoavan ihmisten hai-
man [B-soluja in vitro -asetelmassa [22]. Huomioitavaa on, ettd T1D:n geneettinen alttius kytkeytyy
vahvasti HLA-geenialueelle, jolla on olennainen merkitys T-solujen toiminnan kannalta. Insuliitti-
sissa haiman saarekkeen soluissa ilmennetdén poikkeuksellisen paljon luokan I HLA -molekyyleja,
joiden yhteydessd CD8+ T-solut tunnistavat spesifiset antigeeniepitooppinsa [23]. On kuitenkin myds
viitteitd, etteivit CD8+ T-solut valttdmaéttd edesauta B-solujen tuhoutumista, koska ihmisten
haimoissa esiintyy CD8+ kudosmuisti-T-soluja ilman insuliittia [24], ja insuliitin tulehduskeskuk-
sissa merkittdvd osa CD8+ T-soluista edustaa kudosmuisti-T-solujen piirteita [25].

Hiljattaisissa tutkimuksissa on havaittu haiman saarekkeisiin tunkeutuvien B-solujen maéérdn
korreloivan T1D:n puhkeamisiin ja diagnoosivaiheessa todetun haiman B-solutuhon laajuuden
kanssa. Tdmédn perusteella insuliitti voidaan jakaa kahteen, taudin synnyltdin erilaiseen ryhmaéén:
CD20Hi ja CD20Lo. CD20Hi-insuliitin infiltraateissa on CD8+ T-solujen liséksi runsaasti B-soluja
ja T1D:n diagnoosivaiheessa esiintyy laajalti haiman B-solujen tuhoa. Yleensd CD20Hi-insuliittia
havaitaan nuorilla lapsipotilailla ja alle 7-vuotiaiden insuliitti onkin l&hes yksinomaan CD20Hi-
tyyppistd. CD20Lo-insuliitin infiltraateissa on vdhdn B-soluja, ja siind haiman B-solujen tuho on sel-
ikdisilld ja sitd vanhemmilla potilailla [13, 18]. Koska CD20Hi-insuliitti liittyy laajempaan -solu-
tuhoon ja varhaisemmin ilmentyvdin T1D:hen, onkin ajateltu, ettd B-solut edistdisivdt B-solujen
tuhoutumista joko epdsuorasti CD8+ T-solujen vilitykselld tai suorasti omilla mekanismeillaan [26].

1.1.2 Autovasta-aineet

Haiman f-soluihin kohdistuvan tulehduksen merkkini vereen ilmaantuu vasta-aineita, jotka tunnista-
vat haiman B-solujen rakenteita — autovasta-aineita. Niiden tarkka merkitys T1D:n taudin kehityk-
sessd on vield epdselvdd, mutta niitd pidetdin ennemmin merkkiaineina B-solujen tuhoutumisesta kuin
taudin aikaansaavina tekijoind. Nykyddn autovasta-aineita kdytetddn diabeteksen diagnostiikassa ja
T1D:td ennustavina merkkiaineina syntymédkohorttitutkimuksissa kuten DAISY:ssd, DIPP:ssd,
BABYDIAB:ssd ja TEDDY:ssd [27]. Merkittdvimmét autovasta-aineet, joita diabeetikoilta on to-
dettu, ovat: 1. IAA, jotka tunnistavat insuliinin epitooppeja; 2. GADA, jotka tunnistavat glutamaat-
tidekarboksylaasientsyymien epitooppeja; 3. IA-2A, jotka tunnistavat B -solujen tyrosiinifosfataasin
kaltaisen kalvoproteiinin (IA-2) solunsisdistd osaa; 4. ZnT8A, joka tunnistaa transmembraanisia sink-
kitransportteri 8:n (ZnT8). Autovasta-aineiden tunnistamille antigeeneille on yhteistd se, ettd ne
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liittyvdt haiman saarekkeiden B-solujen eritystoimintoihin: IA-2- ja ZnT8-molekyylejd on eriterak-
kuloiden solukalvolla, insuliini eritetddn eriterakkuloiden kautta ja GADG65-entsyymid esiintyy
solunsisaisissa eriterakkuloissa. [28]

Yleensd ensimmiinen autovasta-aine, jota T1D-alttiilla ihmisilld ilmenee, on joko TAA tai GADA.
Néiden ilmentymisessd on havaittu ajallista ja perinnollistd eroa: IAA alkaa ilmentyd yleensd 1-2
ikdvuoden vililld henkilGille, joilla on HLA-DR4-DQ8-riskihaplotyyppi, kun taas GADA ilmentyy
yleensd 1-5 ikédvuoden vililld henkildille, joilla on HLA-DR3-DQ2-riskihaplotyyppi. Alttius T1D:lle
nousee jonkin (noin 15 %) ensimmadisen autovasta-aineen ilmennyttyd, mutta vasta kahden tai use-
amman autovasta-aineen ilmentyminen tekee T1D:n puhkeamisesta todennikdistd (noin 70 %) [29].
On my0s mahdollista, ettd autovasta-aineiden ilmentyminen veresté lakkaa, mika on yleisinti (16-24
% tapauksista) tilanteessa, jossa veressd on ollut vain yksi autovasta-aine. Edelleen, mikéli kyseessa
on ollut IAA tai GADA, T1D:n riski alenee. Mikéli henkild on ilmentinyt useampaa vasta-ainetta,
on epatodenndkoistd (<1 %), ettd henkild ei jatkossa ilmentéisi autovasta-aineita [30]. Vaikka auto-
vasta-aineet ennustavatkin T1D:n kehittymistd, niiden avulla ei kuitenkaan voida ennustaa taudin
puhkeamisen ajankohtaa; aikavéli ensimmadisen autovasta-aineen ilmentymisen ja T1D:n puhkeami-
sen vililld voi olla jopa 20 vuotta [31].

1.2 Altistavat geenipolymorfismit

1.2.1 HLA-molekyylit

HLA-molekyylit (engl. human leukocyte antigens) eli thmisen MHC-molekyylit (engl. major histo-
compatibility complex) ovat solujen pinnalla esiintyvid glykoproteiineja, jotka sitovat ja esittelevét
peptidiantigeenejd T-soluille T-solureseptorin vilitykselld. HLA-molekyylejd koodaavat geenit jae-
taan kahteen luokkaan: luokka I ja luokka II. [32, 33]

Luokan I HLA-molekyylejd ilmennetdén ldhes kaikissa ihmisen soluissa, ja niiden tehtdvani onkin
auttaa immuunijirjestelmad tunnistamaan yksilén omat terveet solut infektoituneista, kuolevista tai
vieraista soluista. Yleisesti luokan I HLA-molekyylissé tarjottavat antigeenit ovat perdisin solun si-
saltd, kuten solun omien proteiinien osia tai solun sisille tunkeutuneen viruksen osia. CD8+ T-solut
tunnistavat luokan I HLA-molekyyliin sitoutuneen peptidiantigeenin, ja mikéli peptidiantigeeni on
vieras, kyseiset T-solut aktivoituvat ja tuhoavat kohdesolunsa. Yksilon omia peptidiantigeeneja esit-
televid soluja kohtaan ei tavallisesti synny vastaavaa immuunivastetta. [32]

HLA luokan I -geenit ovat HLA-A, HLA-B ja HLA-C. Kukin geeneistd koodaa HLA luokan I -
molekyylin a-ketjua, joka voidaan jakaa viiteen rakenteellisesti ja toiminnallisesti eroavaan lohkoon
eli domeeniin. Ndistd al- ja a2-domeeni muodostavat molekyylin toiminnan kannalta olennaisen an-
tigeenistd peptidid sitovan uurrerakenteen (Kuva 1). HLA-molekyylin toista ketjua, p2-
mikroglobuliinia, koodaava geeni sijaitsee HLA-alueen ulkopuolella kromosomissa 15. [33]

Luokan II HLA-molekyylejd ilmennetdén antigeenejd tarjoavissa soluissa (APC, engl. antigen pre-
senting cell), kuten B-soluissa, dendriittisoluissa ja makrofageissa. Yleisesti luokan II HLA-
molekyylissé tarjottavat antigeenit ovat perdisin solunulkoisista taudinaiheuttajista, jotka APC on
fago- tai endosytoosilla ottanut sisddnsi. Tunnistaessaan antigeenin vieraaksi ja saadessaan niin kut-
sutun sekundaarisen aktivaatiosignaalin, CD4+ T-solu kdynnistdd immuunivasteen taudinaiheuttajaa
vastaan tuottamalla sytokiineja. [32]



Kuten luokan I HLA-molekyyli, luokan II HLA-molekyyli on my®ds heterodimeeri, joka koostuu kah-
desta polypeptidisté: a- ja B-ketjusta (kuva 1). Toisin kuin luokan I HLA-molekyyli, luokan IT HLA-
molekyylin polypeptidit muodostavat yhdessd antigeenisté peptidid sitovan uurrerakenteen, ja mo-
lempia polypeptideji koodaa HLA-geeni. Luokan II HLA-molekyylid koodaavia geenejd on
useampia, jotka nimetdin kolmen kirjaimen ja yhden numeron yhdistelmédnd. Ensimmaiinen kirjain
(D) viittaa geenin HLA-luokkaan eli luokkaan II, toinen kirjain (P, Q tai R) viittaa yhtd molekyylid
koodaaviin geeneihin ja kolmas kirjain (A tai B) viittaa sithen kumpaa ketjua, a:a vai p:a, geeni koo-
daa. Numerolla erotetaan geeniperheen itsendiset geenit toisistaan. Geenin lukuisat alleelivariaatiot
ilmoitetaan *-merkin jilkeen numeroilla ja kaksoispisteilld. Esimerkiksi HLA-DQB1*01:01 tarkoit-
taa yhtd luokan II DQ molekyylin B-ketjua koodaavaa alleelia. [34]
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Kuva 1. Luokan I (vasemmalla) ja luokan II (oikealla) HLA-molekyylien yleisrakenne solukal-
volla kaavamaisesti esitettynd. Mukailtu Merenmies & Partanen mukaan [33].

HLA-molekyylejd koodaava geenialue sijaitsee kromosomi 6:n lyhyessa késivarressa (6p21.3), ja se
sisdltdd yli 200 geenid, joista vain noin 40 koodittaa varsinaisia HLA-molekyyleja. HLA-
geenialueella esiintyy eniten polymorfismia eli perinndllistd vaihtelua eri yksiloiden vililld; 26 214
eri alleelia on I6ydetty tammikuuhun 2020 mennessa [35]. Kuitenkin on huomionarvoista, ettd valta-
osa alleeleista on hyvin harvinaisia, ja alleelien viliset erot voivat olla hyvin pienid — jopa vain yhden
nukleotidin verran [36]. Oleellista on, ettd polymorfismi vaikuttaa olennaisesti HLA-molekyylin uur-
rerakenteeseen, mikd puolestaan vaikuttaa sithen, millaisia peptideja HLA-molekyyli kykenee
sitomaan ja esittelemédn. Taten polymorfismin taustalla uskotaan olevan infektioiden aiheuttama
luonnonvalinta, joka on suosinut mahdollisimman monilukuisten mikrobien antigeeniepitooppien si-
tomiseen pystyvien alleelelivarianttien kehitysté. [37]

1.2.2 HLA-luokka II ja tyypin I diabetes

Diabetesalttiuteen voimakkaimmin vaikuttavat riskigeenit paikannettiin 1970-luvulla luokan IT HLA-
geenialueelle. HLA-alueen geeneissd esiintyy huomattavasti kytkentdepdtasapainoa (engl. linkage
disequilibrium), joka tarkoittaa eri geenilokuksissa sijaitsevien alleelien esiintymistd samanaikaisesti
tilastollista odotusarvoa useammin tai harvemmin. HLA-alueen siséllé erityishuomiota ovat saaneet
HLA-DRBI, -DQALI ja -DQBI -geenit, joiden tietyt alleelit ovat hyvin kytkeytyneiti toisiinsa. Ne
muodostavat yhtendisesti periytyvid kokonaisuuksia, haplotyyppejd, joista useimmiten voidaan yh-
den geenialleelin méairityksestd piditelld toisten geenilokusten alleelit. [38, 39] Esimerkiksi HLA-
DRB1*03:01 esiintyy ldhes aina kytkeytyneend DQA1*05:01 ja DQB1*02:01 -alleeleihin, jolloin
muodostuu DRB1*03:01-DQA1*05:01-DQB1*02:01 -haplotyyppi (DR3-DQ2), joka tunnetaan
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T1D:lle altistavana haplotyyppind. Toisena esimerkkind DRB1*04:01 on ldhes aina kytkeytyneend
DQA1*03:01, mutta sithen kytkeytyy joko DQB1*03:01 tai DQB1*03:02. Téssa tapauksessa kyt-
keytyvillda DQBI -alleelilla on olennaista merkitystd T1D:n riskin suhteen: DRB1*04:01-DQA1*03-
DQBI1*03:01 -haplotyyppi on TI1D-riskiltdin neutraali, kun taas DRBI1*04:01-DQA1*03-
DQBI1*03:02 -haplotyyppi (DR4-DQ8) on T1D:lle altistava [40]. Huomioitavaa on, ettd noin 90
%:ssa tutkituissa T1D:n fenotyypeissé esiintyy joko DR3-DQ2 tai DR4-DQ8 -haplotyyppi tai mo-
lemmat yhdessa. [38, 39]

Yhden riskihaplotyypin méarittiminen ei kuitenkaan ole riittdva tutkimus, kun tavoitteena on méaarit-
tad yksilon luokan II HLA-geeneihin liittyvad T1D-alttiutta. Yksilon perimé kullakin geenialueella
koostuu kahdesta haplotyypisti, jotka muodostavat genotyypin. Tamai tarkoittaa, ettd yksilolld on
kaksi vastaavaa HLA-DQ -molekyylin a- ja B-ketjua koodaavaa geenid. HLA-DQ-molekyylin a- ja
B-ketjut voivat olla ldhtdisin kummasta kromosomista tahansa: saman kromosomin geeneistd muo-
dostuu cis-heterodimeeri ja eri kromosomien geeneistd muodostuu trans-heterodimeeri. Taten yksilo,
joka on HLA-DQ-geenien suhteen heterotsygootti, voi ilmentda soluissaan neljai erilaista HLA-DQ-
molekyylid, joiden rakenne ja kyky esitelld erilaisia antigeenejd vaihtelee. Samalla alttius autoim-
muunireaktioille, ja siten alttius T1D:lle voivat muuttua huomattavasti. [40] Yhtend esimerkkind on
havaittu, ettdi HLA-DRB1*15:01-DQA1*01:02-DQB1*06:02 vihentéa alttiutta T1D:lle sellaisillakin
yksil6illd, jotka kantavat toisena haplotyyppinéén altistavaa haplotyyppid [41]. Toisaalta on havaittu,
ettd riskihaplotyypit voivat synergisesti lisitd T1D-alttiutta: HLA-DR3-DQ2/DR4-DQ8 genotyypin
riski sairastua T1D:hen 15 vuoden ikdidn mennessd on 5 %, kun taas HLA-DR3/DR3:1la vastaava
luku on <2 % [2]. Synergisen ilmion taustalla saattaa olla se, ettd toinen tai molemmat DR3-
DQ2/DR4-DQ8 -genotyypin koodaamista trans-DQ-molekyyleistd altistaisi T1D:lle enemmaén kuin
cis-DQ-molekyylit [38]. Toisaalta HLA-DR3-DQ2- ja DR4-DQ8-haplotyypit saattavat aiheuttaa
T1D:t4 toisistaan eroavilla syntymekanismeilla, koska niiden autovasta-aineprofiilit ovat erilaiset.
Siten HLA-DR3/DR4-DQ8-genotyyppia kantava yksilo voisi olla altis useammalle kuin yhdelle tau-
din syntymekanismille. [42]

1.2.3 Muut T1D:lle altistavat geneettiset tekijit

Kahden viime vuosikymmenen aikana niin kutsutut yksilon koko perimén eli genomin laajuiset as-
sosiaatiotutkimukset (GWAS, engl. genome-wide association studies) ovat mullistaneet
monitekijdisesti periytyvien tautien tutkimusta, T1D mukaan lukien. GWAS:ssa vertaillaan sairaiden
ja mahdollisimman samankaltaisten terveiden verrokkien genomia toisiinsa. Tavoitteena on 10ytaa
merkittdvid eroavaisuuksia ndiden kahden ryhmaén vaililtd jopa miljoonista ennalta méaritetyistd yh-
den nukleotidin pistemutaatioista (SNP, engl. single nucleotide polymorphism). SNP on mééritelty
sellaiseksi pistemutaatioksi, jonka eri muodot esiintyvdt viestotasolla véhiintddn 1 %:lla [43].
GWAS:1la on havaittu yli 60 HLA-alueen ulkopuolista, T1D:hen liittyvdd SNP:td. Yleisesti GWAS:n
avulla ldydettyjen uusien riskialleelien vaikutus T1D-alttiuteen on vdhdinen — suurimmalla osalla
ristivetosuhde (OR, engl. odds ratio) on alle 1,3 [44]. HLA-alueen ulkopuolisista riskigeeneisti, in-
suliinigeenin promoottorialueen polymorfismeilla on havaittu olevan voimakkain yhteys T1D-
alttiuteen — sen OR on 2.4. Muita havaittuja geenejd, joiden OR on yli 1,5, ovat PTPN22 ja IL2RA.
Kuitenkin HLA-alueen geeneistd on 10ytynyt edelleen selvisti voimakkain suhde T1D-alttiuteen —
OR vaihtelee 0.02-11.37. Edelleen HLA-DR3/DR4-DQS8 -genotyypin OR on yli 40 [43].

T1D:n monitekijdiseen periytymiseen vaikuttaa myds T1D:td sairastavan vanhemman sukupuoli.
Tutkimuksissa on havaittu, ettd T1D ilmenee lapsella jopa kaksi kertaa todenndkdisemmin, kun
T1D:t4 sairastava vanhempi on ollut isd eika diti [45—47]. Lisdksi Harjutsalo et al. tutkimuksessa isidn
T1D-diagnoosi-ikd ennusti T1D:n ilmentymisen todennékdoisyytté lapsella: T1D ilmenee lapsella 2,5
kertaa todenndkdisemmin isiltd, jonka T1D on todettu 4-vuotiaana tai nuorempana, kuin iséltd, jonka
T1D on todettu 15-17 -vuotiaana [45]. T1D:ta sairastavan vanhemman sukupuoli vaikuttaa myos



lapsen T1D:n taudinkuvaan: lapsella, jonka vanhemmista isé sairastaa T1D:té, on rajumpi taudinkuva
kuin lapsella, jonka vanhemmista &iti sairastaa T1D:td. Rajumpaan taudinkuvaan liittyy useammin
ketoasidoosia ja suurempaa painonlaskua. [45] Naytostd huolimatta on epdselvéd, miksi lapsen T1D:n
ilmentymiseen vaikuttaa T1D:td sairastavan vanhemman sukupuoli. Sekd geneettisid tekijoitd ettd
ympéristotekijoitd on ehdotettu ilmion taustalle, kuten geneettistd leimautumista [46] tai didisté siki-

00n siirtyvien T1D-vasta-aineiden T1D-riskid vdhentdvad vaikutusta [47].

1.3 Ymparistotekijat

T1D:n ilmaantuvuus ja esiintyvyys ovat kasvaneet maailmanlaajuisesti viime vuosikymmenina [48],
tosin korkean ilmaantuvuuden maissa, kuten Suomessa ja Norjassa, on havaittu kasvun hidastumista
[49]. T1D:n ilmaantuvuuden muutosten taustalla uskotaan olevan muutokset ympéristotekijoissa,
silld on epitodenndkdistd, ettd ndin lyhyessé ajassa tapahtuisi viestotasolla merkittdvid perinnollisid
muutoksia. Ympdristotekijoiden vaikutusta tukevia wviitteitdi on saatu maahanmuuttovdeston
epidemiologisista tutkimuksista, joissa T1D:n ilmaantuvuus on noussut henkil6illd, joiden vanhem-
mat ovat muuttaneet T1D:n suhteen matalan ilmaantuvuuden alueelta korkean ilmaantuvuuden
alueelle. [50-53]

Vaikka T1D:n taudinsynty voi kestdd useita vuosia, siind on kuitenkin havaittu vuodenajasta riippu-
vaa vaihtelua sekd taudinsynnyn etenemisessé ettd taudin puhkeamisessa. Suomalaisessa aineistossa
on havaittu, ettd T1D:lle altistavien autovasta-aineiden ilmentymisen muutokset, eli serokonversiot,
tapahtuvat useammin syys- ja talvikausina [54]. Lisdksi maailmanlaajuisesti T1D-diabeetikkoja to-
detaan talvikausina useammin kuin kesdkausina, mink havaittiin olevan sitd todenndkoisempéé, mita
kauempana tutkimuskeskus sijaitsee pdiviantasaajalta. [55] Havainnot viittaavat siihen, ettd ainakin
osa T1D:lle altistavista tai laukaisevista ympéristotekijoista voisi olla itsessdén kausiluonteisia, kuten
virusinfektiot ja kylma ilmasto. Nama tekijdt voisivat, yhdessd muiden insuliinintarvetta lisddvien
tekijoiden kuten murrosidn ja ylipainon kanssa, johtaa B-solujen ylikuormittumiseen, joka voisi pal-
jastaa autoimmuuniprosessin aiheuttaman B-solujen tuhon tai edistia sitd. [56]

Virusinfektioita on pitkdén pidetty mahdollisena T1D:lle altistavana ympaéristotekijand. Erityisen
kiinnostuksen kohteena ovat olleet enterovirukset, joiden epidemiat sopivat ajallisesti lisdédntyneiden
T1D-tapausten kanssa [54]. Lisédksi joidenkin enterovirusten on havaittu hakeutuvan ja lisddntyvan
haiman B-soluissa solu- ja koe-eldinmalleissa [57]. Hiiritutkimuksista on saatu viitteitd syy-seuraus-
suhteesta: viruksilla on aiheutettu T1D:n kaltainen sairaus [58, 59] ja pystytty estimddn T1D:n syntya
virusrokotteella [60]. Ihmistutkimuksissa ei ole kuitenkaan vield pystytty osoittamaan syy-seuraus-
suhdetta virusten ja TI1D:n wvilille [59, 61], vaikka vuonna 2011 tehdyssd 34 tapaus-
verrokkitutkimuksen meta-analyysissé todettiin kliinisesti merkittdvd yhteys T1D-potilaiden ja ente-
roviruksen vélilla [62].

T1D:n ilmaantuvuuden kausittaiselle vaihtelun taustalle on ehdotettu myds D-vitamiinin puutosta,
joka yleistyy valonmééran vdhentyessd talvisin. D-vitamiini sdédtelee immuunipuolustuksen vasteita
D-vitamiinireseptorin vilitykselld, mitd ilmennetdén useissa immuunisoluissa kuten B-soluissa, T-
soluissa ja APC:issd. [63] D-vitamiini onkin yhdistetty myds muihin autoimmuunitauteihin kuten
MS-tautiin ja yleistyneeseen punahukkaan [64]. Kohorttitutkimus- ja meta-analyysitulokset ovat kui-
tenkin olleet vaihtelevia D-vitamiinin ja T1D:n suhteen eikd vakuuttavaa syy-seuraussuhdetta ole
voitu todeta [65].

D-vitamiinin ja infektion liséksi paljon huomiota on saanut suoliston mikrobiomin ja immuunipuolus-
tuksen vilinen vuorovaikutussuhde. Suoliston mikrobiomin on havaittu olevan T1D-potilailla
yksipuolisempaa terveisiin verrokkeihin verrattuna prospektiivisissa syntymékohorteissa. Lisdksi on
havaittu ajallista yhtédldisyyttd varhaislapsuuden mikrobiomin epdsuotuisten muutosten ja T1D:en lii-
tettyjen autovasta-aineiden ilmentymisen vélilld. Syy-seuraussuhteen tutkiminen on kuitenkin ollut



hankalaa, silld suoliston mikrobiomin ja immuunipuolustuksen vililld on monimutkainen vuoro-
vaikutussuhde eika sitd vield tdysin ymmarretd. [66] Lisdksi kolmen ensimmaéisen ikdvuoden aikana
suoliston mikrobiomi on jatkuvassa muutoksessa, ja siind esiintyy ihmisten vililld runsaasti vaihtelua,
johon ulkoiset tekijdt vaikuttavat [67]. Monet T1D:lle altistaviksi ympéristotekijoiksi epéillyt tekijat,
kuten keisarileikkaus, imetyksen vdhiisyys, varhainen tai mydhéinen kiinteddn ruokaan siirtyminen
ja antibioottikuurit, vaikuttavat merkittdvasti suoliston mikrobiomin kehitykseen ja toimintaan [65].

1.4 Epigenetiikka

Kaikissa thmisen tumallisissa soluissa esiintyy kiytdnndssd sama genomi. Kuitenkin yksilon solujen
valilld voi olla suuriakin rakenteellisia ja toiminnallisia eroja, mitka selittyvét geenien erilaisena il-
mentymisend erilaisissa soluissa. Epigenetiikka tutkii solujen geenien ilmentymiseen vaikuttavia
periytyvid muutoksia ja ominaisuuksia eli epigeneettistd tietoa, joka ei tee muutoksia DNA:n emés-
jarjestykseen. Epigeneettiset muutokset ovat pitkdaikaisia, ja ne muodostavat yhdessd solun
epigenomin. Epigeneettinen tieto periytyy tytérsoluille mitoosin aikana, mikd mahdollistaa kudosten
uusiutumisen vastaavanlaisilla soluilla. [68, 69]

Epigeneettiset muutokset eivét kuitenkaan ole tdysin pysyvid, vaan niitd sdddelldan epigeneettisilla
mekanismeilla: DNA-metylaatiolla, histonimuokkauksilla ja ei-koodaavilla RNA-molekyyleilla. Eri-
tyisesti alkionkehityksen aikana epigenomeissa tapahtuu runsaasti uusia muutoksia, jotka
mahdollistavat kantasolujen erilaistumisen eri solulinjoihin alkionkehityksen aikana. Epigenomit voi-
vat muuttua my0s epdsuotuisasti yksilonkehityksen eri vaiheissa ja myds normaalin ikdéntymisen
myo6td ympdristotekijoiden vaikutuksesta. Joissain tapauksissa epigeneettiset muutokset periytyvit
my06s meioosin aikana, jolloin sekid suotuisat ettid epdsuotuisat epigeneettiset muutokset voivat periy-
tya sukupolvelta toiselle. [68, 69]

1.4.1 DNA-metylaatio

DNA-metylaatiolla tarkoitetaan metyyliryhman kiinnittimistd kovalenttisella sidoksella DNA:n
emiksiin. Thmisilld metyloitavat emékset ovat ldhes yksinomaan sytosiineja sytosiini-guaniini-
dinukleotideissa (CpG). CpG:td esiintyy genomissa tilastollista odotusarvoa harvemmin paitsi keski-
madrin noin 1000 emdsparin pituisilla CpG-rikkailla alueilla, joita kutsutaan CpG-saarekkeiksi. [70]
CpG-saarekkeiden ja CpG-saarekkeiden ulkopuolisten CpG:iden DNA-metylaatiossa on huomatta-
vaa eroa: ihmisten perimdn CpG:istd noin 70 % esiintyy metyloituneena, mutta CpG-saarekkeiden
CpG:t esiintyvét padosin metyloitumattomina [71].

CpG-saarekkeita esiintyy erityisesti geenien promoottorialueilla, joista noin 70 %:iin liittyy CpG-
saarekkeita [72]. On my0s arvioitu, ettd jopa puolet CpG-saarekkeista esiintyisi geenien promootto-
rien sijasta geenialueiden sisdlla tai geenialueiden vileissd [73]. Joka tapauksessa DNA-metylaatiolla
vaikuttaa olevan olennainen rooli geenin ilmentymisen kannalta, silld DNA-metylaatio hankaloittaa
transkriptiotekijoiden kiinnittymistdi DNA:han. Siten etenkin geenin promoottorialueen DNA-
metylaatiolla voidaan estdd geenin ilmentymisté [70]. [Imi6ta on havaittu kudosspesifisissé soluissa,
joissa kudosspesifisten geenien promoottorialueiden muutokset DNA-metylaatiossa vaikuttavat gee-
nin ilmentymiseen [71]. DNA-metylaatiota ei kuitenkaan voida suoraan pitdd merkkind geenin
hiljentymisend, vaan silld voi olla kohdasta riippuen muutakin merkitystd geenien sédatelyssé, kuten
silmukoinnissa [70].

DNA-metylaatiota sditelee joukko DNA-metyylitransferaasientsyymejd (DNMT), kuten DNMT],
DNMT3a ja DNMT3b. Perinteisesti on ajateltu, ettd DNAn replikaation aikana DNMT1:n tehtdvéna
on tunnistaa ja siirtdd olemassa olevat DNA-metylaatiot tytdr-DNA-juosteisiin. DNMT3a:n ja
DNMT3b:n on ajateltu olevan vastuussa uusista, niin kutsutuista de novo -metylaatioista, joita tapah-
tuu erityisesti alkionkehityksen aikana ja syoOpésoluissa [74]. Perinteinen jaottelu on kuitenkin



jokseenkin harhaanjohtava, silld DNMT1, DNMT3a ja DNMT3b voivat metyloida DNA:ta yh-
teistyOssd ja lisaksi DNMT 1:n on havaittu kykenevin de novo -metylaatioihin [75].

DNA-metylaation poistoa eli DNA-demetylaatiota voi tapahtua joko passiivisesti tai aktiivisesti. Pas-
sitvista DNA-metylaatiota tapahtuu, kun DNA-replikaation yhteydessé DNA-metylaation
ylldpitomekanismit eivét toimi ja siten DNA-metylaatiomuutokset eivit siirry tytir-DNA-juosteisiin
kuuluvat muun muassa TET- ja AID/APOBEC-entsyymit [77]. Ne tekevét kemiallisia muutoksia sy-
tosiinin metyyliryhméén, jonka seurauksena DNA-korjausmekanismit korvaavat metyloituneen
sytosiinin tymiinilld tai metyloitumattomalla sytosiinilla [76].

DNA-metylaation yhteyttd T1D:hen on tutkittu viime aikoina epigenominlaajuisilla assosiaatiotutki-
muksilla (EWAS, engl. epigenome-wide association study), joissa etsitddn tautiin liittyvid
metylaatioeroja SNP-siruilla. SNP-siruihin on ennalta mééritetty olennaisia CpG-kohtia. Vuonna
2011 Rakyan et al. tutkivat diskordanttien eli T1D-taudin suhteen erilaisten identtisten kaksosten
CD14-positiivisista monosyyteistd metylaatioeroja. Tutkimuksessa kéytettiin Illumina 27K -sirua,
jonka yli 27 000 CpG-kohdasta havaittiin tilastollisesti merkittdvid metylaatioeroja 132 CpG-koh-
dassa. Niistd yksi havaittiin HLA-alueella ja tarkemmin HLA-DQB1-geenissd, jossa diabeetikoilla
ilmeni vihemman metylaatiota terveisiin verrattuna [78]. Vuonna 2014 Stefan et al. kaksostutkimuk-
sessa tutkittiin samalla Illumina 27k -sirulla B-solujen metylaatiota. Tdssé tutkimuksessa ei havaittu
HLA-DQBI1-geenissd merkittivid eroa, mutta HLA-alueelta 10ytyi muita metylaa-tioeroja diabeeti-
koiden ja terveiden vélilla [ 79]. My6hemmissa tutkimuksissa on kéytetty [lluminan 450K -sirua, jolla
voidaan tutkia yli 450 000 CpG-kohdan metylaatioita [80—82]. Paul et al. kaksostutkimuksessa tar-
kasteltiin metylaatioeroja CD4+ T-soluissa, CD19-positiivissa B-soluissa ja CD14-positiivissa-
CD16-negatiivissa monosyyteissd. Tutkimuksessa havaittiin vain yksi tilastollisesti merkittdva me-
tylaatioero, joka ilmeni CD4+ T-solujen DDIT4-geenin ldheisyydessd. Sen sijaan, tutkimuksessa
havaittiin tuhansia CpG-kohtia, joiden metylaatioasteissa oli merkittavisti enemmaén hajontaa diabee-
tikoiden viélilld kuin verrokkien vililld. Aiemmin vastaavaa ilmi6td on havaittu syopakudoksissa. [81]

1.5 Tutkimuksen tavoitteet

Syventdvien opintojeni tavoitteena oli vertailla HLA-DQBI1 -geenin promoottorissa sijaitsevan koh-
dan cg01889448 (-1401) metylaatioasteiden eroja alaikéisten diabeetikoiden ja terveiden verrokkien
vililld, mikd on aiemmin havaittu Rakyan et al. toimesta CD14-positiivisissa monosyyteissa [78].
Metylaatioasteita tutkittiin T1D:n taudinsyntyyn liitetyissd lymfosyyteissd: CD20+ B-, CD4+ T- ja
CD8+ T-soluissa. Merkittavit erot metylaatioasteissa voisivat olla viitteitdi HLA-DQB1-geenin poik-
keavasta ilmentymisestd eri ryhmissi, mika oikeuttaisi jatkotutkimuksiin.

2 Metodit

2.1 Naytteet

Tutkimuksessa kidytettyjen 15 diabeetikon ja 15 terveen verrokin ndytteet ovat perdisin DIPP-
projektista (engl. Diabetes Prediction and Prevention, suom. Diabeteksen ennustaminen ja ehkdisy),
PBMC-néytteistd (engl. peripheral mononuclear cell, suom. veren yksitumaiset solut). DIPP-
projektissa T1D:lle alttiit lapset kdyvit midrdajoin seurantakdynneilld, jonka yhteydessd otetaan ve-
rindyte [79]. Tutkimushenkil6iden PBMC-néytteisté eroteltiin BD FACSAria III (BD Biosciences) -
virtaussytometrilld eri lymfosyytit: CD20+ B-, CD4+ T-, CD8+ T- ja regulatoriset T-solut. Diabee-
tikot ja verrokit kaltaistettiin HLA-genotyypin, ién ja sukupuolen mukaan. 14 tutkimushenkildlla oli
korkean riskin genotyyppi DR3-DQ2/DR4-DQ8, kun taas 16 tutkimushenkil6lld oli kohtalaisesti li-
sddntyneen riskin haplotyyppi DR4-DQS8 ilman DR3-DQ2-haplotyyppid (DR4-DQS8/X).



Tutkimushenkil6t olivat 5—14-vuotiaita poikia. Mediaani-ikéa oli diabeetikoilla 10v 6kk ja verrokeilla
noin 9v 5kk. Ikderoa diabeetikon ja kaltaistetun verrokin vililld oli 1kk —2v 3kk. Diabeetikoilta ndyte
oli otettu 2—6 péivin sisdlla T1D-diagnoosista.

2.2 Bisulfiittikonversio

Eristetyille DNA-naytteille tehtiin bisulfiittikonversio EZ DNA Methylation-Gold -kitilld (Zymo Re-
search). Naytteitd otettin bisulfiittikonversioon niin, ettd konversioon tulisi kitille optimaalinen mééra
DNA:ta (200-500 ng): DNA-médrit vaihtelivat tutkimuksen bisulfiittikonversiossa 300 — 500 ng va-
lilla. Tyossd kaytettiin DNA Engine Dyad Thermal Cycler -laitetta (Bio-Rad) ja Eppendorf
Centrifuge 5417R -sentrifugia. Kaikki ndytteet eluoitiin 20 pl:aan kitin eluointiliuosta, ja niisté tehtiin
PCR-reaktioita varten MQ-vedelld laimennokset, joissa DNA-pitoisuus oli noin 5 ng/ul.

2.3 HLA-DQB1-geenin PCR- ja pyrosekvensointialukkeet

Tarkoituksena oli tarkastella HLA-DQB1-geenin promoottorien metylaatiota. Ensisijaisen tarkaste-
lun alla oli kohta -1401. Tarkastelun alle otettiin my0s kohta -1376, koska pyroksekvensoinnilla on
mahdollista tutkia useaa kohtaa samanaikaisesti. Geenialueille suunniteltiin PCR- ja pyrosek-ven-
sointialukkeet PyroMark Assay Design 2.0 -ohjelmalla. Suunnitellut alukkeet (Taulukko 1)
validoitiin valmistajan ohjeiden mukaisesti [84], mutta kohdan -1376 osalta alukkeet eivit ldpaisseet
validointia, joten kyseisen kohdan tarkastelusta luovuttiin. Sen sijaan alukkeet lapéisivét validoinnin
kohdan -1401 osalta eikd kohdan -1376 kelvottomuus vaikuta kohdan -1401 tulkintaan.

Taulukko 1. Geenialueelle suunniteltujen alukkeiden sekvenssit (5"-BIO = alukkeen 5°-pdd on
biotinyloitu, HPLC = aluke on puhdistettu high performance liquid chromatography (HPLC) -
menetelmilld, HPSF = aluke on puhdistettu High Purity Salt Free (HPSF) -menetelmalld, Ta =
annealing-lampotila).

Aluke Sekvenssi Muokkaukset Ta (°C)

HLA-DQBI1-F3 | ATTGTTGTTGGAAGTTTAGTGG HPSF 58

(forward) TAATT
HLA-DQBI-RS | . orreterceertrererer 5°-BIO, HPLC 58

(reverse)
HLA-DQB1-S3 |ATTGAATAATATAGAATATTGG

] HPSF 58
(sequencing) AGT

2.4 PCR

PCR:n tekemiseen kaytettin PyroMark PCR -kittid (Qiagen), joka on suunniteltu bisulfiittikonver-
toidun DNA:n monistamiseen. PCR-seos valmistettiin huoneenldmmossi, ja kitin valmistus-ohjeesta
poiketen ilman 25mM MgCL,-liuosta [85]. Alukkeiden HLA-DQBI1-F3 ja -R3 (taulukko 1) lopulli-
nen pitoisuus PCR-seoksessa oli 0,2 pM. Kunkin ndytteen PCR-reaktioon pipetoitiin 22 ul PCR-
seosta ja 3 pl bisulfiittikonvertoitunutta DNA-néytettd, jolloin ndytteen mééri oli noin 15 ng. PCR-
ajot tehtiin Kyratec SuperCyler Trinity -laitteella. Kéytetyssd PCR-ohjelmassa oli 3 vaihetta: entsyy-
min aktivaatiovaihe, monistusvaihe ja ekstensiovaihe. Entsyymin aktivaatiovaihe kesti 15 minuuttia
95 °C:ssa. Monistusvaihe tehtiin 45 syklissd, joissa oli 3 ldmpétilaltaan eroavaa osavai-hetta: 1. de-
naturaatiovaithe 94 °C:ssa, 2. annealingvaihe alukkeille sopivalla 58 °C:ssa (taulukko 1) ja 3.
ekstensiovaihe 72 °C:ssa. Kukin osavaihe kesti 30 s. Ekstensiovaihe kesti 10 min 72 °C:ssa. PCR:n
jélkeen ndytteiden monistuminen tarkistettiin agaroosigeelilla.



2.5 Pyrosekvensointi

PCR-reaktion jidlkeen PCR-tuotteita sdilytettiin eniintdén vuorokausi +4 °C lampdétilassa ennen pyro-
sekvensointia. Biotinyloitu PCR-tuote valmisteltiin pyrosekvensointia varten puhdistamalla sitd
vakuumipdydélla (PyroMark Q24 Vacuum workstation, Qiagen) magneettisten streptavidiinihelmien
(Streptavidin Sepharose High Performance, GE Healthcare Life Sciences) avulla. Puhdistettua
biotinyloitua PCR-tuotetta kéytettiin sitten templaattina varsinaisessa pyrosekvensoinnissa, jossa
kaytettiin PyroMark Q24 Advanced Reagents -kitin reagensseja (Qiagen). Pyrosekvensointiajo-oh-
jelma suunniteltiin PyroMark Q24 Advanced software -ohjelmalla, ja pyrosekvensointi tehtiin
PyroMark Q24 -laitteella.

2.6 Tulosten tilastollinen analysointi

Tulosten tilastollinen analysointi tehtiin IBM SPSS Statistics 25.00 -ohjelmalla. HLA-DQB1-geenin
promoottorin metylaatiota kohdassa -1401 vertailtiin eri ryhmien vélilld Mann-Whitneyn U-testilla.
Ryhmien vélisen hajonnan merkitsevyyttd tutkittiin varianssien kautta Levenen testilld. Metylaatio-
tason suhtautumista ikddn analysoitiin sekd Pearsonin korrelaatiokertoimella ettd Spearmanin jar-
jestyskorrelaatiokertoimella. Molempia analyysejd kéytettiin, koska metylaatiotasot eivit aina
noudata normaalijakaumaa [86], ja otoskoko on téssé liian pieni normaalijakauman analysoimiseksi.
Tulokset olivat tilastollisesti merkittdvid, mikili tuloksen p-arvo oli <0,05.

3 Tulokset

3.1 Metylaatiotasot diabeetikoiden ja terveiden verrokkien vililla

HLA-DQBI1-geenin promoottorin CpG-kohdan -1401 metylaatiota tutkittiin kolmessa eri solupopu-
laatiossa: B-soluissa, CD4+ T- ja CD8+ T-soluissa (kuva 2). Diabeetikoiden ja terveiden verrok-kien
vilisessd vertailussa havaittiin, ettd diabeetikoilla oli kaikissa solutyypeissd keskimairdisesti korke-
ammat metylaatiotasot. Diabeetikoiden T-solujen metylaatioaste oli korkea (yli 95 %) ja
metylaatioasteen hajonta oli vihdisti eri diabeetikkojen kesken. Sen sijaan verrokkien T-solujen me-
tylaatioasteiden hajonta oli merkittdvésti suurempaa. Ryhmien vélinen ero hajonnassa oli myos
tilastollisesti merkittdvad CD4+ T-soluissa (p<0,001) ja CD8+ T-soluissa (p<0,001). B-solujen me-
tylaatioasteissa oli samankaltaista vaihtelua ryhmien viélilld, ja niiden keskimaérdiset metylaatioasteet
olivat molemmissa ryhmissa T-solujen metylaatioasteita matalammat. Ainoa tilastollisesti merkitseva
ero keskimddradisissd metylaatioasteissa havaittiin CD4+ T-soluissa (p<0,001), joissa diabeetikoilla
oli keskimédrin noin 6,6 %-yksikkda korkeampi metylaatioaste verrokkeihin nédhden (kuva 2). CD8+
T-soluissa ei havaittu olevan tilastollisesti merkitsevdd eroa ryhmien vélilla (p=0,148), vaikka eroa
ndyttéisi olevan. On kuitenkin huomattava, ettid verrokkien mediaani on korkea (noin 95 %), miké
kertoo, ettd suurimmassa osassa verrokkien néytteissd on ollut keskimédrin korkea metylaatioaste.
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Kuva 2. HLA-DQBI1-geenin promoottorin CpG-kohdan -1401 metylaation (%) vertailua diabeeti-
koiden ja verrokkien eri valkosolutyypeissd. Kuvan laatikko- ja viiksikaavioissa (I box plot) on
merkitty laatikoiden (siniset ja punaiset) avulla tulosten mediaani (keskimméiinen paksu viiva) ja
tulosten ala- ja yldneljdnnes (laatikoiden ala- ja yldreuna). Laatikoiden ulkopuoliset janat (viiksi-
kaavio) kuvaavat aineiston suurinta ja pienintd tulosta. Muista tuloksista selvdsti poikkeavat
havainnot (engl. outlier) on merkitty kuvaan pallosymboleilla.

3.2 Metylaatiotasot riskiryhmien valilla

HLA-DQBI1-geenin promoottorin CpG-kohdan -1401 metylaatiota vertailtiin myds korkean riskin
genotyypin (DR3-DQ2/DR4-DQ8) ja kohtalaisesti lisdédntyneen riskin genotyypin (DR4-DQ8/X) vi-
lilla (Kuva 3). Tédssé vertailussa havaitaan jonkin verran hajontaa ldhes kaikissa solutyypeissd. Ainoa
tilastollisesti merkittdva ero hajonnan suhteen havaittiin B-soluissa (p=0,033), joissa kohtalaisesti li-
sddntyneen riskin genotyypin ryhmaissd esiintyi suurempaa hajontaa korkean riskin genotyypin
ryhmédén verrattuna. Vaikka T-soluissa vaikuttaisi olevan selvdd ryhmien vilistd eroa hajonnassa, se
ei ole kuitenkaan tilastollisesti merkittavd (CD4+ T-solut p=0,126; CD8+ T-solut p=0,080).

B-soluissa todettiin myds ainoa merkittdva ero (p<0,001) ryhmien vélisissd keskimédrdisissd me-
tylaatioasteissa. Korkean riskin genotyypin keskimdirdinen metylaatioaste oli keskiméddrin 13,5 %-
yksikkod korkeampi kuin kohtalaisesti lisdéntyneen riskin genotyypilld. CD8+ T-solujen metylaatio-
asteero ei aivan ollut tilastollisesti merkitsevad (p=0,064), mutta keskiméédrdinen metylaatioasteerokin
on pieni — noin 2 %-yksikkoa.

3.3 Eri riskigenotyyppien metylaatiotasot diabeetikoiden ja terveiden verrokkien valilla

Eri riskigenotyyppien diabeetikoiden ja verrokkien metylaatiotasojen vertailussa havaittiin merkit-
tdvin ero CD4+ T-soluissa (kuva 4). Tilastollisesti merkittdvad korrelaatiota ilmeni kuitenkin vain
kohtalaisesti lisddntyneen riskin genotyypissd (p=0,003), jossa diabeetikoiden CD4+ T-soluissa oli
keskimédrin 8,2 %-yksikkod korkeampi metylaatioaste kuin verrokeilla. Korkean riskin genotyypissé
ei aivan ollut tilastollisesti merkittdvéa eroa (p=0,097).
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Kuva 3. HLA-DQB1-geenin promoottorin CpG-kohdan -1401 metylaatio (%) eri riskigenotyyp-
pien eri lymfosyyteissd. Kuvan laatikko- ja viiksikaavioissa (engl. box plot) on merkitty
laatikoiden (siniset ja punaiset) avulla tulosten mediaani (keskimméinen paksu viiva) ja tulosten
ala- ja ylineljdnnes (laatikoiden ala- ja yldreuna). Laatikoiden ulkopuoliset janat (viiksikaavio)
kuvaavat aineiston suurinta ja pieninté tulosta. Muista tuloksista selvésti poikkeavat havainnot
(engl. outlier) on merkitty kuvaan pallosymboleilla.

Diabeetikoiden metylaatiotasoissa havaittiin merkittdvaa eroa eri riskigenotyyppien B-soluissa (kuva
4). Korkean riskin genotyypin diabeetikoilla on keskiméirin noin 16,6 % korkeampi metylaatioaste
B-soluissa kuin kohtalaisen korkean riskin genotyypin diabeetikolla (p=0,002). Tilastollisesti merkit-
tavdd eroa (p=0,040) havaittiln myds CD8+ T-soluissa, minkd todellinen merkitys jda tosin
kyseenalaiseksi, silld diabeetikoiden metylaatioasteet vaihtelivat 95-97 %:n valilla.

Diabeetikoilla havaitaan edelleen vihdisempédd hajontaa T-solujen metylaatioasteissa verrattuna ver-
rokkeihin. Kuitenkin ainoastaan korkean riskin genotyypin ryhmén CDS8+ T-soluissa ei ollut
tilastollisesti merkittdvdd eroa (p=0,057) diabeetikko- ja verrokkiryhmédn metylaatioasteen hajon-
nassa. B-soluissa ei todeta diabeetikko- ja verrokkiryhmien vililld eroja, mutta kohtalaisen korkean
riskin genotyypin diabeetikoiden metylaatioasteissa esiintyi merkittdvisti enemman hajontaa korkean
riskin genotyypin diabeetikoihin verrattuna (p=0,046).
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Kuva 4. HLA-DQB1-geenin promoottorin CpG-kohdan -1401 metylaation (%) vertailua diabee-
tikoiden ja verrokkien eri lymfosyyteissd jakamalla aineisto ensin eri riskigenotyyppeihin.
Kuvan laatikko- ja viiksikaavioissa (engl. box plot) on merkitty laatikoiden (siniset ja punaiset)
avulla tulosten mediaani (keskimméiinen paksu viiva) ja tulosten ala- ja yldneljannes (laatikoiden
ala- ja yldreuna). Laatikoiden ulkopuoliset janat (viiksikaavio) kuvaavat aineiston suurinta ja
pienintd tulosta. Muista tuloksista selvédsti poikkeava havainto (engl. outlier) on merkitty kuvaan

pallosymbolilla.

3.4 ki ja metylaatio
Verrokkien CD4+ T-soluissa havaittiiin tilastollisesti merkitsevai korrelaatiota metylaatioasteiden ja

1an vdlilld: metylaatioaste nousee ién karttuessa (Pearsonin korrelaatiokertoimen p-arvo (Rp) =0,011,
Spearmanin rho:n p-arvo (Spp) =0,045) (kuva 5). Verrokkien CD4+ T-solut jaettiin vield riskigeno-
tyypeittdin, jolloin havaittiin, ettd DR3-DQ2/DR4-DQ8-genotyypilld korrelaatio vahvistui
(Rp<0,001; Spp=0,002) (kuva 6), kun taas DR4-DQ8/X-genotyypilld ei havaittu ollenkaan korrelaa-
tiota (Rp=0,828, Spp>0,999). Korkean riskin genotyypin B-soluissa havaittiin Pearsonin korrelaatio-
kertoimella tilastollisesti merkitsevdd korrelaatiota sekd diabeetikoilla ettd verrokeilla, mutta ei
Spearmanin rho:lla: diabeetikoilla metylaatioaste laski i4n karttuessa (Rp=0,002, Spp=0,054), kun taas
verrokeilla metylaatioaste nousi ién karttuessa (Rp=0,046, Spp 0,139) (kuva 7). Huomionarvoista on,
ettd alle 7-vuotiailla metylaatioasteen ero ryhmien vélilld oli suuri, kun taas yli 10-vuotiailla me-
tylaatioasteet olivat samankaltaiset molemmissa ryhmissd. CD8+ T-soluissa havaittu tilastollisesti
merkitsevilla korrelaatiolla (Rp=0,039, Spp=0,034) ei ole todenndkdisesti todellista merkitystd, silld
siind havaittu metylaatioasteen ero oli noin 1%.
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Kuva 5. Verrokkien CD4+ T-solujen HLA-DQB1-geenin promoottorin CpG-
kohdan -1401 metylaation (%) suhde tutkittavan ikd4n. Siniset pallot edustavat
tutkimushenkildiden metylaatioasteita. Sininen viiva kuvaa regressiosuoraa. R?
Linear = selityskerroin = (Pearsonin korrelaatiokerroin)?.
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Kuva 6. Korkean riskin genotyypin verrokkien CD4+ T-solujen HLA-DQBI1-
geenin promoottorin CpG-kohdan -1401 metylaation (%) suhde tutkittavan
ikddn. Siniset pallot edustavat tutkimushenkildiden metylaatioasteita. Sininen

viiva edustaa regressiosuoraa. R? Linear = selityskerroin = (Pearsonin korre-laa-
tiokerroin)?.
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Kuva 7. Korkean riskin genotyypin diabeetikoiden ja verrokkien B-solujen
HLA-DQBI-geenin promoottorin CpG-kohdan -1401 metylaatioasteen (%)
suhde tutkittavan ikdin. Pallot (siniset ja punaiset) edustavat tutkimushenki-16i-
den metylaatioasteita. Viivat (sininen ja punainen) edustavat regressiosuoraa. R?
Linear = selityskerroin = (Pearsonin korrelaatiokerroin)?.
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4 Pohdinta

Tyypin 1 diabetes on autoimmuunitauti, jonka syntyyn liittyy todennékdisesti seké perinnéllisid teki-
jOitd ettd ymparistotekijoitd. Ndiden tekijoiden viliseen vuorovaikutukseen osallistuvat epigeneettiset
mekanismit, jotka ympériston vaikutuksesta voivat aiheuttaa pitkéikdisid muutoksia geenien ilmen-
tymiseen. Yksi tutkituimmista epigeneettisistd mekanismeista on DNA-metylaatio, jonka vaikutus
erityisesti geenien promoottorialueilla on yhdistetty geenin hiljentymiseen. Aiemmissa tutkimuksissa
on havaittu metylaatioasteen eroja diabeetikoiden ja verrokkien vélilldi HLA-geeni-alueella, jolla on
vahvin yhteys T1D:n perinndlliseen alttiuteen. Niinpé syventiviin opintoihini kuuluvassa tutkimuk-
sessani tutkittiin, esiintyykd HLA-DQB1-geenin promoottorin CpG-kohdassa -1401 metylaatioeroja
diabeetikoiden ja verrokkien vililld. Lisdksi metylaatioeroja tarkasteltiin kahdessa eri riskigenotyy-
pissd ja kolmessa T1D:n syntyyn liitetyssd lymfosyyteissd: B-, CD4+ T- ja CD8+ T-soluissa.

Tutkimuksessa havaittiin, ettd T-soluissa esiintyi yleisesti korkeaa keskimééraistd metylaatioastetta,
mikd oli odotettua, silld T-solujen ei ajatella kuuluvan APC-soluihin, ja siten ne eivét ilmentéisi luo-
kan II HLA-molekyylejd. Kuitenkin T-solujen metylaatioasteissa oli diabeetikoiden kesken hyvin
vihaistd hajontaa toisin kuin verrokeilla. Mahdollisesti juuri verrokeilla esiintyneen hajonnan vuoksi,
diabeetikoiden CD4+ T-soluissa ilmeni tilastollisesti merkittdvdd hypermetylaatiota verrokkeihin
ndhden. Huomioitavaa on, ettd CD4+ T- ja CD8+ T-soluihin sisdltyy monimuotoiset lymfosyyttipo-
pulaatiot; esimerkiksi tidsséd tutkimuksessa erikseen erotellut regulatoriset T-solut kuuluvat CD4+ T-
soluihin. Regulatoriset T-solut kykenevit ilmentdimééin luokan II HLA-molekyyleji, ja niiden tehti-
vand on hillitd muiden T-solujen reaktiivisuutta omia kudoksia vastaan [87]. Ero diabeetikko- ja
verrokkiryhmien metylaatioasteiden vélilld voisikin selittya silld, ettd diabeetikoilta puuttuvat tutki-
tun geenikohdan suhteen tietty tai tietyt hypometyloidut CD4+ T-solualatyypit, mitké laskisivat
solupopulaation keskiméérdistd metylaatioastetta.

B-soluissa havaittiin genotyypisté riippuvaa eroa metylaatioasteissa: korkean riskin genotyyppiin liit-
tyi korkeampaa keskimddrdistd metylaatioastetta kohtalaisesti lisddntyneen riskin genotyyppiin
ndhden. Loydos voi kielid siitéd, ettd HLA-DQ-molekyylin ilmentyminen olisi vidhdisempdd korkean
riskin genotyypissd. Viitettd tukee hiljattainen Kindt et al. tutkimus. Tutkimuksessa HLA-DRBS5-
geenin metylaatioprofiilin perusteella pystyttiin ennustamaan védhdisempédd geenin ilmentymista
DR3-DQ2-haplotyypillda DR4-DQ8-haplotyyppiin ndhden PBMC-néytteissa. Liséksi samaisessa tut-
kimuksessa havaittiin, ettd DR3-DQ2/DR4-DQ8-heterotsygoottien B-soluissa ilmensivit vihemmaén
HLA-DR-molekyyliéd verrattuna DR3-DQ2- ja DR4-DQ8-homotsygootteihin. [80] Jilkimma&inen ha-
vainto tukee ajatusta, ettd genotyyppi vaikuttaa HLA-molekyylien ilmentymiseen.

B-soluissa havaittiin lisdksi tilastollisesti merkittdvad idstd riippuvaa metylaatioasteen vaihtelua,
mikd ilmeni korkean riskin genotyypissé: alle 7-vuotiailla diabeetikoilla esiintyi hypermetylaatiota
verrokkeihinsa verrattuna. Vanhemmilla lapsilla ei ollut juuri eroa metylaatioasteissa. Alle 7-vuoti-
aiden metylaatioeron taustalla voi olla se, ettid diabeetikoilla pienempi osa B-soluista toimii APC-
soluina tai ne ilmentdvét antigeenejd HLA-DQ-molekyylin sijasta toisissa luokan II HLA-
molekyyleissd. Tdmé ero voisi johtaa erilaiseen taudinkuvaan, misté on saatu viitteitd insuliitin tutki-
muksista, joissa CD20Hi-insuliitti on liitetty nuoriin ja erityisesti alle 7-vuotiaihin [13, 18].

Téssé tutkimuksessa on useita rajoittavia tekijoitd, joiden takia tuloksiin tdytyy suhtautua varauksella.
Ensiksi, tutkimuksessa ei huomioitu DNA-metylaation vaikutusta geenin ilmentymiseen, minka
vuoksi DNA-metylaation merkitys tutkitussa kohdassa jdd avoimeksi. Toiseksi, tutkimuksesta ei
voida paitelld syy-seuraussuhteita, silld kyseessd on poikkileikkaustutkimus. Kolmanneksi, tutkimus-
henkildiden valikoitumisessa ei kontrolloitu ympéristotekijoitd, joilla voi olla merkittdvad vaikutusta
epigeneettiseen ilmiasuun. Ympdristotekijit olisivat helpommin kaltaistettavissa, mikéli diabeetikko-
verrokkiparit muodostettaisiin diskordanteista kaksosista tai idltddn ldheisistd sisaruspareista.
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Neljanneksi, tutkimuksessa tarkasteltiin lymfosyyttipopulaatioiden keskimédardisid metylaatioasteita,
miké saattaa kitked lymfosyyttipopulaatiossa esiintyvien poikkeavien lymfosyyttialatyyppien hyper-
tai hypometylaatio. Metylaatioasteeltaan poikkeava lymfosyyttialatyyppi tdytyisi kuitenkin pystya
erottelemaan muista lymfosyyteistd ennen metylaation analysoimista, silld metylaa-tiota ei voida tut-
kia tuhoamatta solua.

Tutkimuksen tulokset osoittavat, ettd DNA-metylaatiossa esiintyy eroja eri lymfosyyttipopu-
laatioissa, eri genotyypeissd sekd diabeetikoilla ettd verrokeilla, mitd on aiheellista tutkia jatkossa.
Erityistd mielenkiintoa herétti CD4+ T-soluissa ja CD20+ B-soluissa ilmenneet ryhmien sisdiset me-
tylaatioasteen vaihtelut eri yksiloissd. Jatkotutkimuksissa on syytd huomioida DNA-metylaation
vaikutus geenin ilmentymiseen, valkosolujen heterogeenisyyteen ja pyrkid minimoimaan erilaisten
ympdristotekijoiden vaikutusta tarkemmalla tutkimusaineiston valinnalla. Lisdksi on syytd
huomioida, ettd DNA-metylaatio on yksi epigeneettinen mekanismi muiden joukossa, johon kuuluvat
my0s esimerkiksi histonimodifikaatiot ja ei-koodaavat RNA:t.
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