HLK Noora Mannisto
505107

Opinnéaytety0, syventavét opinnot
Hammaslééketieteen tiedekunta

TURUN YLIOPISTO

Ohjaaja: yliopisto-opettaja Jaana Rautava
Asiantuntijatarkastaja: professori Stina Syrjanen
Kevat 2014

Ihmisen papilloomavirustyypin (HPV) 16 pitkan saatelyalueen
HPV16 E2-proteiinien sitoutumiskohtien (E2BS)
metylaatioiden tutkimusmenetelman pystytys



Sisallysluettelo

o] o To =T | (o U OO PRSPPSO VPP PP PP 3
1.1 Ihmisen PapilloomMaVIrUSs (HPV) ......eiiuiiiciieeciee ettt e tte e ste e e eaa e e s te e e st e e sateessaeenneeesnaeesnseaans 3
1.2 HPV-infektion aiheuttamat kliiniset muutokset seka paan ja kaulan alueen sy6vat.........cccceeeevveeennnee. 5
1.3 HPV16:n aiheuttamien malignien muutosten genominen tausta........ccccoccveeieeciieecccciee e e 6

1.3.1 Onkogeenien aktivaatio ja SAATEIY.....c...eeieiiiei e e 6
1.3.2 E2 DiNdING SIt@S (E2BSS) ...uvtieiuiieeiieeiieeciee ettt e sttt e estte e s e e e teeestaeesbaeessteesasaeasseesnseeessseesnseseseeesnseeansns 6
R B LN AN g 1=y AV - T o RSP 8
1.4.1 HPV-metylaation Merkitys. .ottt s s e e s e e s bae e e ssnsreeessnsreee s 8
1.5 Metylaation tutkimusmMeNetelMIG..........cooiiiii i e e e e e e are e e e anes 9
1.5.1 DNA:n metylaatiosensitiivinen restriktio .......cocceeiieiiii e 10
1.5.2 Geenisiru-sekvenointitutKimUS ........ocooiiiiie et 10
1.5.3 BisUIfiittiSEKVENOINTT .ee.uveiiiiieiiie ettt et e st e st esne e e sbeeeaeeas 10
1.6 SYVENTAVAN TYON TAVOITE .o ittt e e e s s s e e e e e e s s s saabaaaeeeeessesassbbbaaeeesssnsannns 12

2. Materiaalit ja MeNeLeIMAT.....ceiiii e e e e e e e e e e e e e nraeeeenarees 13

D Yo LU [T - SRR 13
2.1.1 Solujen herattaminen ja KASVAtUS .......c.ueeiiiciiiiiiiiieee ettt e e tte e e ste e e s snte e e e snteeessnraaeeeans 13
2.2 Solujen Kasvatus Ja DNA-EIISTYS ......ceiiiiiieeieiiieeeecieeeeeiite e e et eeeesteeeeessaeeesssseeesaasseeesasseeesansseessansseeens 13
2.3 DNA-metylaatio ja pyroSEKVENOINTI ........eeiiiiiiie et e et e e e eta e e e s b e e e eenaaeee s 14
2.3.1 BisUIfiN@@tiOKASITLRIY ...vveeeieieee e et e e et e e e eate e e s ebte e e e enreee e e ntaaaeeans 14
2.3.2 MELYIQ@tio-PCR ......eiii ittt ettt s e e e et e e e e bt e e e e sbteeeesbeaeeesnbteeeeertaaeeeanraeee e nraaeeaans 14
2.3.4 E2BS-alueiden pyrosekVENOINTi ... ...ciiiciiiiiiiiiee et e s ete e e s sare e e s saraeeeeans 15

TR U] (0] T PP PR PR USTURPOPPOI 17
3.1 Metylaatio-PCR bisulfinoidulle DNA:lle kohdistetuilla alukkeilla...........cccooviiiiiiiniiinniiiiiceieeeeee 17
3.2 Pyrosekvenointi ja E2BS-alueiden metylaatiokUViot..........cooviiiiiiiiiiiic e 17

Z/ o o) o Vo o = W W o] a1 (o] o F= 1= 1 o] T AT 22
Ty0558 KOhAAtut ONGEIMAL ....eiiiiiiii ittt re e 22
o] g1 u e o == 1o Y= AU URRP 23

7L =] OO P TP PSP 24

1] o1 (=T PP PPRTOPRPRP 25

I U o1 o = =] PSR 28

LIITE 2. Valmiit metylaatiotyOON EEL ......ccuuviiiciiee e e e e s rabre e s e ae e e e nares 29

LITE 3. HPV16 16W12E-variantin DNA-SEKVENSS ...c.cueiiiiierieieiiie et eee ettt e e s e 33



1. Johdanto

1.1 Ihmisen papilloomavirus (HPV)

Papilloomavirukset ovat pienid, hyvan- ja pahanlaatuisiin iho- ja limakalvoinfektioihin yhdistettyja viruksia,
jotka luokitellaan useisiin alaryhmiin mm. isdnnan, nukleiinihappo- ja kapsidirakenteen mukaan. Ne ovat
isdntaspesifisia (mm. kaneilla, lampailla, koirilla on omansa), eli ihmisilld esiintyy vain ihmisen
papilloomaviruksien (HPV) aiheuttamia infektioita. [1-4] lhmisen papilloomavirukset kuuluvat useista
suvuista (mm. alfa-, beeta- ja gammasuvut) koostuvaan Papillomaviridae-perheeseen [2,3,5].

HPV:t (~150 tyyppid) muodostavat vaipattomien DNA (deoksiribonukleiinihappo) -virusten perheen, joka
infektoi ihmisten epiteelin basaalisolukerroksen soluja [1, 6-9]. HPV-virukset luokitellaan ihoa tai limakalvoa
infektoiviin muotoihin sen perusteella, mitd epiteelisolutyyppia virus suosii [7]. Limakalvoja infektoivat
luokitellaan vield edelleen sy6paa aiheuttavan, onkogeenisen potentiaalinsa perusteella korkean (HR-HPV)
ja matalan riskin viruksiin (LR-HPV). Luokittelu pohjaa siihen, miten infektiosta aiheutuneet muutokset
kayttaytyvat (korkean riskin virukset voivat tyypillisemmin aiheuttaa pahanlaatuisia muutoksia). Korkean
riskin viruksiin (~20 kpl) luetaan mm. tyypit 16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 ja 70, kun
taas matalan riskin viruksia (~12 kpl) ovat mm. tyypit 6, 11, 42, 43 ja 44. [3,7,9-12] Useimmat HR-HPV-
viruksista kuuluvat alfasukuun (Alphapapillomavirus)[13,14].

HPV-virusten proteiinikapseli on ikosahedrin muotoinen ja halkaisijaltaan noin 55 nm [2,8,10]. Sisalla oleva
genomi on rakenteeltaan noin 8000 bp:n kokoinen, ympyranmuotoinen, kaksijuosteinen DNA (kuva 1)
[4,8,10]. Pienikokoisen genomin ilmentyminen on kuitenkin tehokasta ja sidoksissa viruksen infektoimien
levyepiteelisolujen erilaistumisasteeseen. Genomi muodostuu vain muutamasta geenistd, jotka koostuvat
avoimista lukualueista (open reading frames eli ORFs). Ndma alueet ovat potentiaalisesti proteiineja
koodaavia sekvenssejd, jotka alkavat aloituskodonista ja paattyvat stop-kodoniin ilman véliin jaavia
intronialueita [7]. HPV-genomissa ORF-alueet jaotellaan viruksen elinkaaressa ilmentymisajankohtansa
mukaisesti ns. aikaisiin (early eli E) ja myohaisiin (late eli L). E-geenien ilmentyminen alkaa yleensa pian
infektoitumisen jalkeen sekd ennen DNA-replikaatiota. Ndiden geenien proteiinituotteet ovat osallisena
virus-DNA:n replikaation ja ekspression sddtelyssa. Joissain E-geeneissad esiintyy pientd vaihtelua
sekvenssirakenteiden suhteen virustyyppien valilla [2,10,14]. L-geenit puolestaan koodaavat
viruspartikkelin rakenteellisia proteiineja ja niiden ilmentyminen ajoittuu viruksen replikaatiokaaren
loppupuolelle. [2,7]

Virus paddsee terveeseen epiteelikudokseen pienten kudosrepeytymien (mikroabraasiot) kautta [7,15].
Virukset tunkeutuvat soluihin muun muassa klatriiniriippuvaisen ja -riippumattoman endosytoosin avulla
[7]. Paastyaan soluun sisdan virus-DNA vapautuu tumaan, jossa se jakaantuu pienelld kopioluvulla [3]. Jos
naita episomeja on paljon eli kopioluku on suuri, ne voivat integroitua isinndan genomiin, mika voi sopivissa
olosuhteissa johtaa genomisen epastabiilisuuden, mutaatioiden ja malignien muutosten kertymiseen
isdntasoluun. Pahanlaatuiset muutokset voivat vaatia muidenkin tekijoiden (mm. karsinogeenien)
lasndoloa, ja siten jokainen HPV-infektio ei suoraan johda sydpaan. [3]
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Kuva 1. HPV-viruksen genomikartta, esimerkkina HPV16:n genomi (muokattu ldhteestd Rautava ja Syrjanen [3]).

HPV replikoituu epiteelin basaalisolukerroksessa, ja sen elinkaari maardytyy pitkalti epiteelisolujen
erilaistumisen mukaan [1,2,15]. Basaalikerroksessa solut ovat vield erikoistumisensa alkutaipaleella, mika
edesauttaa HPV-infektion etenemistd. HPV-virukset eivat valttamatta aiheuta valittomasti infektiota, vaan
voivat pysya lepotilassa pitkadankin, kunnes jokin arsyke laukaisee virusreplikaation [7]. HPV-infektoituneet
epiteelisolut eivat erilaistu, vaan niiden toimintaa leimaa virusreplikaatio. Jakauduttuaan infektoituneet
tytarsolut kulkeutuvat pois solukierrosta, eivdtkd enda ole mukana solusyklissd tai lapikay
terminaalierilaistumista [12,15]. Epiteelisolujen ollessa basaalivaiheessaan HPV-viruksen DNA-replikaatio ja
proteiinitranskriptio ovat erittdin alhaisella tasolla, mutta solujen vanhetessa myos virusreplikaatio ja -
transkriptio kiihtyvat. Todennakdisesti taman saa aikaan solujen erilaistumisen myo6ta muuttuva ymparisto.
Virionien kokoaminen tapahtuu epiteelin pintasolujen tumissa ja infektoivat HPV-virukset vapautuvat
epiteelin hilseilyssa [2,14]. Infektio voi nakya solukerroksissa mm. monitumaisuutena, suurentuneina
tumina ja koilosytoosina. [2,15] Usein infektiot ovat subkliinisid eli eivat aiheuta kliinistd muutosta, mutta
nakyvat histologisina muutoksina erotuksena latentista infektiosta, jossa histologinen kuva on normaali. [1]



1.2 HPV-infektion aiheuttamat kliiniset muutokset sekd paan ja kaulan alueen
syovat

Virukset aiheuttavat n. 15 % ihmisten syovista [16,17]. Naista arviolta 28 % on HPV:n aiheuttamia [17].
Luvut vaihtelevat miesten ja naisten kesken suuresti, ja vuonna 2009 arvioitiin naisten kaikista syovista 50
%:n olevan HPV:n aiheuttamia, kun miehilld vastaava luku jai reiluun neljaan prosenttiin [17].

Ymmarrys HPV:n osuudesta paan ja kaulan alueen sydvissda on kasvanut kuluneiden vuosikymmenten
aikana. Paan ja kaulan alueen syovat kasittavat joukon suun, nielun, kurkunp&an ja nendonteloiden syopia,
jotka ovat anatomiselta ilmentymaltdan hyvin heterogeenisia [11,19]. Koska HPV infektoi erityisesti
epiteelisoluja, ovat niihin liittyvat syovat karsinoomia. lhmisten suunielun syovista arviolta 46 %,
kurkunpaan syovistd 22 % ja suuontelon syovistd 24 % ovat meta-analyysitutkimuksissa osoittautuneet
HPV-positiivisiksi [18]. Vaikka taustalla on aina useita riskitekijoitda, HPV-tartuntaan liittyy usein alkoholi,
tupakka, marihuana tai seksuaalinen riskikayttaytyminen [3,7,12,19]. Tutkimuksissa on huomattu, ettd HPV-
virusten esiintyminen syovissa riippuu myos yllattavan paljon seka anatomisesta paikallistumisesta mm.
nielurisoihin (53,9 %), kielen tyveen (47,8 %) tai kovaan suulakeen (6,2 %), ettd tartunnan saajan
maantieteellisestd asuinalueesta (esimerkiksi Euroopassa HPV-infektioiden osuus kasvaa pohjoisemmaksi
mentdessd) [18]. Maailmanlaajuisesti tupakan ja alkoholin aiheuttamien p&an ja kaulan alueen
levyepiteelikarsinoomien (HNSCC) maara on laskussa, mutta suunielun alueen syopien maara on lievadssa
nousussa kenties juuri HPV-infektioiden lisdantymisen vuoksi [6,19]. Vakavasti alentunut vastustuskyky
(mm. perussairaudesta, elinsiirrosta johtuva) on erés tarkea syy HPV:een liittyvien sydpien maaran kasvuun
[17]. Tavallisimpia ihmisilla tavattavia HR-HPV-tyyppeja ovat HPV16 ja -18 [20,21], joilla on yhteys erityisesti
suunielun alueen syopiin (tonsilla ja kielen tyvi). HPV-infektiolta saattaa kestdd enemman kuin kymmenen
vuotta kehittya pahanlaatuisiksi, ja kliinisesti terveillakin ihmisilla voi olla HPV-tartunta. [6,19] Vain pieni
osa infektioista kehittyy syoviksi, todenndkdisimmin silloin, kun HPV-infektio on henkil6lld persistoiva eli jaa
pysyvaksi. Tdma riippuu ymparistotekijoiden, tupakoinnin ja periman liséksi viruksen onkogeenitoiminnasta
[15,21].

LR-HPV-virusten aiheuttamat infektiot menevat yleensd nopeammin ja helpommin ohi kuin HR-HPV-
infektiot [6,12]. LR-HPV:t, kuten HPV6 ja -11, aiheuttavat yleensd vain lievid muutoksia suussa, kuten
tavallisia syylia, visvasyylia tai papilloomia. Ne sijoittuvat usein suulakeen, alahuuleen, kielen sivuille seka
kielen selkadn, ja ovat usein pienida (>2 mm) sekd sormimaisten, papillaaristen ulokkeiden peitossa
muistuttaen kukkakaalia. Fokaalinen epiteelihyperplasia (FEH) on LR-tyyppien aiheuttama hyvanlaatuinen
leesio, jota esiintyy erityisesti tietyissa vaestoryhmissa [3]. HPV:ia on l6éydetty mm. verrukoottisista
karsinoomista, suun leukoplakioista, erytroplakioista ja lichen planus -muutoksista [4]. Suurimmassa osassa
tapauksista (82,2 % [18]) aiheuttaja on HPV 16 [3,4,11,19,22], ja seuraavaksi yleisimpia ovat HPV 18, 31, 33
ja 35 [1,5,23]. Papilloomavirusinfektioista 80-90 % paranee ajan kanssa itsestddn immuunivasteen
kehittyessa [2].

Tutkimusten mukaan HPV-peraista paan ja kaulan alueen levyepiteelisyopaa sairastavat ovat nuorempia ja
vastaavat hoitoihin paremmin kuin ns. perinteiset tupakka- ja alkoholitaustaisia levyepiteelisyopia
sairastavat [7,11,19,22]. Tama johtuu siitd, ettei HPV-positiivisten epiteelisydpien p53 ole mutatoitunut ja
usein tuumorisuppressori pl6 ilmentyy runsaammin, jolloin solut ovat perimaltddan normaalimmat ja
menevat esimerkiksi sddetyksen johdosta helpommin apoptoosiin [6].



1.3 HPV16:n aiheuttamien malignien muutosten genominen tausta
1.3.1 Onkogeenien aktivaatio ja saately

Geeneja, jotka ovat normaalisti inaktiivisia tai joiden aktiivisuuden akillinen lisddntyminen mutaation
seurauksena voi ajaa solun kohti dysplastisia muutoksia, kutsutaan proto-onkogeeneiksi [24]. Naiden
geenien aktivoituneita muotoja puolestaan kutsutaan onkogeeneiksi. Kahden HPV-geenin (E6 ja E7) on
tiedetty toimivan onkogeenien tapaan sopivissa olosuhteissa. Onkogeenisten HPV:ten aiheuttamat
neoplastiset muutokset johtuvat padasiassa ndiden kahden virusonkogeenin lisddntyneesta ekspressiosta
basaali- ja parabasaalisoluissa. Onkogeenit hairitsevat varsinkin solujen apoptoosimekanismia kykenemalla
inaktivoimaan p53- ja pRB-tuumorisuppressorit, joilla on keskeinen asema solusyklin saatelyssd ja
apoptoosikaskadin laukaisussa. [1,11] Tasta syysta ne aiheuttavat genomista epavakautta ja vaikeuttavat
soluissa mm. kromosomien erkanemista seka lukumaarien poikkeamaa (aneuploidia) [11].

Alkuun viruksen geeneista ekspressoituvat E1, E2, E6 ja E7, joista kahdella viimeiselld on kyky hairita solun
terminaalista erilaistumista sekd DNA-synteesid [1,5,23]. HPV16 ja -18 integroituvat yleensa isdantdnsa
DNA:han, mutta virusgenomi voi jaada myos ekstrakromosomaaliseksi DNA:ksi. Integraatio isdannan
genomiin osuu yleensa viruksen omien E1- ja E2-alueiden keskelle, jolloin jokin ndiden alueiden toiminnan
kannalta oleellinen geenialue deletoituu ja negatiivinen feed-back-kontrolli menetetaan. E6- ja E7-alueet
sailyvat tavallisesti ehjina. [1,7,25] E1- ja E2-alueiden deleetiot voivat aiheuttaa muutokset E6- ja E7-
geenien luennassa sekd ilmentymisessa, mika voi johtaa geenien kontrollin menetykseen. Kontrolloimaton
geeniekspressio on karsinogeneesin kulmakivia [4,16]. Varsinkin jos HR-HPV-E6- ja -E7-geenien kontrolli
katoaa, naiten geenien ekspressio lisddantyy rajusti, jolloin alkaa ilmaantua pahanlaatuisia muutoksia.
[3,4,26] Infektion aiheuttamat solumuutokset aiheutuvat viruksen ja isdantdsolun omien proteiinien
aktiivisesta vuorovaikutuksesta virusreplikaation aikana, [7] jolloin keskeisimpid vuorovaikutusmekanismeja
on viruksen periman kasittely isdnnan omilla proteiineilla (mm. RNA splicing).

Tuumorisuppressorigeenit ovat geenejd, joiden aktiivisuus suojaa solua menettamadsta kontrollia eli
aktivoimasta onkogeeneja. Niiden aktiivisuuden menetys voi myoOs johtaa syOopdan. E6 sitoutuu p53-
tuumorisuppressoriin joko suoraan tai vaikuttamalla toisten proteiinien (mm. p73, p300) valityksell3, ja
tuhoaa sen ubikitiinireitin kautta [8,15]. Tdma johtaa mm. apoptoosin estoon ja solusyklin hairiintymiseen.
E6 aktivoi myods telomeraasin kaanteiskopioijaentsyymin (hTERT) transkription sitoutumalla sen
promoottorialueen  transkriptiofaktoreihin (mm. c-Myc,  Spl). hTERT  kontrolloi mm.
telomeraasiaktiivisuutta, ja vaikuttaa siten solujen kuolemattomuuteen. E7 puolestaan vaikeuttaa
tuumorisuppressorigeeni pRB:n toimintaa [8,15], joka on keskeinen mm. DNA-korjauksessa, apoptoosissa ja
solujen erilaistumisessa. E7 haittaa E2F-proteiinin sitoutumista pRB:hen, mista aiheutuvat solusyklin G1/S-
tarkastuspisteen hairiot ja siitd kontrolloimaton soluproliferaatio. E6- ja E7-proteiinien on esitetty
vaikuttavan myds mm. angiogeneesiin VEGF- ja HIF-1a-proteiinien kautta. [8]

1.3.2 E2 binding sites (E2BSs)

E6- ja E7-geenien ekspressiota sdatelee virusgenomin ylavirran URR (upstream regulatory region)-
alueeseen kuuluva koodaamaton LCR (long control region) -kontrollialue (650-900 bp), jota puolestaan
sdatelevat sille sitoutuvat transkriptiotekijat, kuten Spl ja HPV:n E2-proteiini [1,27]. LCR sijaitsee geenien
E6 ja L1 valissa (kuva 1) [1,7] ja pitaa sisalladn koko genomin ilmentymistd saatelevat promoottori- ja



vahvistaja-alueet, joista E6- ja E7-geenien ekspression sdatelyn kannalta tarkeimpia ovat E2-proteiinin nelja
sitoutumisaluetta (E2BSs) (kuva 2). Naille alueille sitoutuessaan E2 hillitsee geeniekspressiota hairitsemalla
transkriptiofaktoreiden sitoutumista seka helpottaa El-proteiinin sitoutumista. Sen sijaan sitoutumisen
estyminen lisda geeniekspressiota. [5,7,27-29].

E2-sitoutumisalueet (E2BSs) sisaltavat hyvin konservoituneita palindromisia jaksoja (ACCNsGGT-
toistojaksot), joita esiintyy myds muualla LCR-alueella [1,7,30]. Nama toistojaksot sisaltdvat CpG-motiiveja,
ja ovat siksi potentiaalisia metylaatioalueita [30]. Yksi palindromeja sisaltava alue on P97-promoottori, joka
sddtelee E6- ja E7-geeneja [5,28]. Naiden geenien on arveltu mm. voivan lisdtd solun
metyylitransferaasiaktiivisuutta [13].

E2-proteiinin sitoutumisessa eri E2-alueisiin on eroja. Sen sitoutuminen E2BS1-alueelle aiheuttaa aikaisen
promoottorin aktivaation ja aikaisten viraalituotteiden ekspression E2-, E6- ja E7-geeneissa [14].
Sitoutuminen E2BSl1-alueeseen on voimakkain ja stabiilein, E2BS2-alueeseen heikoin. E6/E7-
geeniekspressio ei hiljene, jos E2-konsentraatio on liian alhainen ja vain E2BS1 on taytetty. [27] Jos E2-
proteiinin maara nousee tietyn rajan yli, E2 sitoutuu myos alhaisemman affiniteetin alueille (E2SB2-4), mika
johtaa P97-promoottorin toiminnan estymiseen (Spl ja TBP syrjaytetdan). Samalla E6- ja E7-proteiinien
tuotto pysyy hallinnassa. Alfavirusten E2BS-alueet sijaitsevat hieman eri paikoissa kuin esimerkiksi
beetavirusten [5], mikd voi olla yksi syy siihen, ettad alfasuvun virukset aiheuttavat useammin vakavampia
infektioita.

E2-repressiotoiminnan menetys on pa&daasiallisin syypda onkogeenien aktivaatioon ja sydpdamuutosten
laukeamiseen [1,14]. Metylaatiota on tutkittu yhtend tarkeimpana epigeneettisend mekanismina, joka
vaikuttaa E2-proteiinin toimintaa estavasti. Jokainen E2BS sisdltda yhden tai kaksi CpG-motiivia, jotka ovat
potentiaalisia metylaatiokohteita. E2BS-alueen metyloituminen estdd E2-proteiinia sitoutumasta
transkriptiosdatelyalueille [13,30], sekd samalla El-sitoutumisen [27] ja E2-vilitteista P97-promoottorin
aktivoitumista [28]. Muun muassa naiden toimintojen ajatellaan aiheuttavan virustoiminnassa muutoksen
kohti pahanlaatuistumisen esiastetta, dysplastiseen suuntaan [27], ja esimerkiksi varsinkin E2BS3- ja E2BS4-
alueiden metylaatiomuutokset ovat Reuschenbachin ym. [31] mukaan yhteyksissdé E2-geenin
yhtendisyyteen seka viruksen fyysiseen statukseen paan ja kaulan alueen sydvissa.

LCR
7008 124
74537454 7860-7871 35-46 50-61
VAHVISTAJA SIS
F+ (NF1 . TEF_1) 4 E1 : - “
E2BS1 E2BS2 E2BS3 E2BS54
CpG: 7453, 7459 CpG: 7860 CpG: 37,43, 52, 58

Kuva 2. HPV16 -viruksen genomin LCR-alue. Kuvaan on merkitty E2BS-alueiden sijoittuminen sekvenssilla seka niiden
sisdltdmien CpG-alueiden sijainti (kuva koostettu kayttamalla l1ahteitd Chaiwongkot ym. [1] sekd Vinokurova ym. [14]).



1.4 DNA-metylaatio

Metylointi on fundamentaalinen epigeneettinen mekanismi, joka kuvaa genotyypin ja ympariston valista
vuorovaikutusta, joka kohdistuu geenien ekspression sdatelyyn. DNA:n metyloinnin merkitys korostuu
erityisesti geenien transkription hiljentdmisessa [16,32-34]. Yleensd aktiiviset geenit ovat vahaisesti
metyloituja, kun taas inaktiiviset runsaasti. Kaikkia metylaation merkityksia DNA:n sadtelyssa ei varmasti
vield edes tunneta, mutta silld on merkitysta ainakin geenien ekspression saatelyssa (histonimodifikaatiot,
transkriptiofaktoreiden sitoutuminen jne.), DNA imprintingissa (paternaalisen ja maternaalisen geenialueen
ilmentymisen saately), X-kromosomin inaktivaatiossa sekd DNA-puolustuksessa (ns. parasiittisten alueiden,
kuten retrotransposonien hillintd) [24,32,35]. Sitd, kuinka metylaatio aiheuttaa geenien hiljentymisen, ei
tarkkaan ymmarretd, mutta todennakodisesti silla on ainakin vaikutuksia geenien promoottori- ja
saatelyalueilla mm. transkriptiotekijoiden sitoutumiseen seka mahdollisesti kromatidia
uudelleenjarjestelevien histonideasetylaasien toimintaan [33]. Promoottorialueen CpG-alueiden
metylaation puute sallii geenin ekspression. Osa naistd alueista sijaitsee kuitenkin myds geenien
ulkopuolella, eika niiden tarkkaa merkitystd ymmarreta. [16]

Selkarankaisilla ainoastaan CpG-sekvenssien sytosiinit voivat metyloitua. CpG-motiiveja esiintyy genomeissa
melko vahan, mutta niilld on suuret keskittymat nimenomaan geenien promoottori- ja sadatelyalueiden
lahella. [1,24,32] DNA-metylaatiossa metyyliryhmia lisdtaan kovalenteilla sidoksilla C5-asemaan sytosiiniin
tai N6-asemaan adeniiniin. Metylaatio on yleisin epigeneettinen tapahtuma. Sytosiinin metyloitunut muoto
on 5-metyylisytosiini, jolla on sama sitoutumissuhde guaniiniin kuin adenosiinilla on urasiiliin tymiinin
lisdksi. [36] DNA-metylaatiot ovat osittain periytyvida, mutta niihin vaikuttavat yksil6lliselld tasolla myds mm.
ravinto, terveys, ika ja ymparistd. Geenien metylaation on vaitetty olevan tehokas mekanismi, jolla geenien
ilmentymismuodot periytyvat samanlaisina jalkikasvulle. Metyyliryhmia liittdvat emaksiin DNA-
metyylitransferaasientsyymit (DNMTs, de novo ja yllapitavat). Geenien demetylaatio voi tapahtua
spontaanisti entsyymitoiminnan puuttuessa tai jos jokin entsyymi aktiivisesti poistaa metyyliryhmia. [24,33]
On todettu, ettd juuri promoottorialueen tuumorisuppressorigeenien metylointi vaikuttaa niiden
transkription hiljenemiseen HNSCC-syovissa [4,13,29,36].

Koska metylaatio voidaan liittdd ndin moneen genomiseen sdatelyprosessiin, metylaatiokoneiston hairiot
voivat aiheuttaa tai liittya useisiin tautitiloihin. CpG-saarekkeiden hypermetylaatiokuviot on tunnistettu jo
useasta syovasta [37].

1.4.1 HPV-metylaation merkitys

DNA-hypermetylointi on ollut ilmiénad jo kauan tunnettu monissa maligneissa syoOvissa, ja johon liittyy
yliaktivoitunut DNMT-entsyymi [33]. Syy siihen, miksi DNMT-entsyymit ovat syovissa yliaktiivisia, ei tunneta
[33]. HNSCC:ia sairastavien potilaiden HPV-positiivisuus tai -negatiivisuus nakyy eri geenien
metylaatioeroissa. Worsham ym. [19] ovat tutkineet HPV-positiivisten potilaiden geenien muutoksia, ja
|6ytdneet useiden onkogeeniaktivaatioiden lisdksi useita hypermetyloituneita geeneja (promoottorialueet).
Erityisesti ylimetyloituja ovat olleet mm. Wnt-reitin seka E-kadheriinireitin geenit. Naiden metylaatioiden
selvittdminen voi avata uusia tutkimusuria HPV-perdisten HNSCC:ien hoidossa. My0ds Lleras ym. [36] ovat
|6ytaneet 28 ylimetyloitua geenia, joita ei ole aiemmin hyédynnetty HNSCC-tutkimuksissa. Metylaatiotason
ei ole todettu olevan yhteydessa ikdan [32].



Virusinfektion aiheuttamassa karsinogeneesissa metylaatiossa tapahtuu muutoksia seka isannan etta HPV:n
genomissa. Erityisesti juuri CpG-alueiden metylaatioiden on todettu lisddntyvan, ja ndma muutokset ovat
sitd suurempia mitd vakavammasta syovasta on kyse [21,32]. Useissa HPV-metylaatiotutkimuksissa on
keskitytty LCR-, L1-, L2-, E5- ja E6-geenialueisiin (taulukko 1), joilla metylointimuutosten on havaittu olevan
selkeimmat, mutta E2-proteiinin sitoutumisalueet kuin myds itse E2-geeni ovat viime aikoina avanneet
erittdin lupaavia tutkimussuuntia [1,14,31]. Metylaatiokuvioiden muutoksia on ajateltu pystyttavan
kayttamaan biomarkkereina, joiden avulla voidaan myos luokitella kasvaimia [33].

Taulukko 1. Geenejd, joiden metylaatiomuutoksilla on todettu mahdollinen yhteys HPV:een aiheuttamaan syopaan,
on aiemmissa tutkimuksissa keskitytty arvioimaan myds muilla kuin vain E2BS-geenialueilla.

Kohdegeeni, jonka metylaatiota Lihde
on tutkittu HPV-ldhtoisiin syopiin
liittyen
L1 Brentnall ym. [20], Sun ym. [21], Bryant ym. [32], Lorincz ym. [34],
Mirabello ym. [38], Bradsma ym. [39]
L2 Brentnall ym. [20], Bryant ym. [32], Lorincz ym. [34], Bradsma ym.
[39]
E6 Brentnall ym. [20], Lorincz ym. [34]
E2 Reuschenbach ym. [31], Bryant ym. [32]
E2BS Chaiwongkot ym. [1], Jacquin ym. [13], Vinokurova ym. [14],
Snellenberg ym. [27], Visa ym. [29], Reuschenbach ym. [31]
URR/LCR Bradsma ym. [16], Brentnall ym. [20], Sun ym. [21], Bryant ym. [32],
Lorincz ym. [34], Mirabello ym. [38]
E5 Bradsma ym. [39]
EGFR, E-kadherini, Wnt- Worsham ym. [19]
antagonistit
ZNF-perhe Lleras ym. [36]
koko genomi Worsham ym. [19], Lleras ym. [36]

Koska DNA-metylaatio on luonteeltaan reversiibelid, se on ollut jo jonkin aikaa ihanteellinen kohde
ladkehoidon kannalta. Esimerkiksi sellaiset syopaladkkeet kuin azasitidiini ja decitabiini inhiboivat DNMT:a.
Tama ei johda aktiiviseen demetylaatioon, mutta sen ansiosta syOpdaktivaatiossa demetyloituneet
tuumorisuppressorigeenit saattavat jalleen aktivoitua ja vaikuttaa syopdsolun toimintaan. [33,40]

1.5 Metylaation tutkimusmenetelmia

DNA-metylaation tutkimiseen on olemassa useita menetelmia, joiden tavoite on kyetd osoittamaan
sekvenssispesifisesti pienetkin kemialliset emasmuokkaukset. Koska metylaatio ei monistu PCR-tekniikalla,
on muita keinoja metyyliryhmien jaljittamiseksi jouduttu kehittamaan. Yleensa menetelmat jaetaan
kolmeen kategoriaan, jotka ovat endonukleaasi-, vasta-aine- tai bisulfiittipohjaisia menetelmia.




1.5.1 DNA:n metylaatiosensitiivinen restriktio

Tassd menetelmassd metylaatiosensitiivisia restriktioentsyymeja (MSRE) kdytetddn analysoimaan CpG-
alueiden sytosiinien metylaatioastetta. MSRE:t pilkkovat DNA:ta spesifien metyloimattomien sytosiinien
kohdalta, mutta eivat kykene leikkaamaan metyloituneita sytosiineja. Metyloitunut DNA jaa ehjdksi ja on
monistettavissa polymeraasiketjureaktiolla (PCR), gPCR:lla tai multiplex ligation-dependent probe
amplification (MLPA) -menetelmalld. Monistuneita alueita voidaan tarkastella mm. elektroforeesin avulla.
Menetelman etuja ovat nopeus ja useiden alueiden tutkiminen kerralla. Haittapuolina on, ettd menetelman
resoluutio on riippuvainen DNA:n restriktiokohdista ja menetelmd on herkkd DNA:n laadulle. PCR-
analysoinnin ongelmina mainittakoon, ettd menetelmaan sisaltyvat lampotilamuutokset voivat aiheuttaa
eroja tuloksiin. [33,40]

1.5.2 Geenisiru-sekvenointitutkimus

Metyloituja sytosiineja vastaan kehitetyt vasta-aineet ovat 1980-luvun peruja, ja niiden avulla
metylaatioastetta voidaan tarkastella immunologisin keinoin. Yleisimpiin vasta-ainemenetelmiin kuuluvat
mm. mikroarrayt sekd aiemmin myos next-generation sequencing (NGS). Niiden hyvia puolia on, ettad koko
genomin metylomi on kerralla tarkasteltavissa, kun taas metyylisensitiivinen restriktio ja
bisulfiittimenetelma sopivat paremmin yksittaisten geenilokaatioiden tarkasteluun. [33,40]

DNA-mikroarray on DNA-hybridisaatiomenetelmd, jossa normaaleista ja hairiintyneistd soluista eristetty
mRNA kdannetdaan cDNA:ksi ja leimataan fluoresoivalla varilla. Sekoitetut naytteet ladataan geenisirulle,
jonka  kuoppien pohjilla  oleviin  oligonukelotidipatkiin  ndytteet sitoutuvat vaihtelevasti.
Fluoresenssisignaalikuvioista voidaan paatelld, mitkd geenit ovat aktiivisia kummassakin solutyypissa.
Menetelman etuja ovat hyva suorituskyky ja alhainen hinta, mutta haittoja mm. koettimien epaspesifisyys,
eikd menetelma sovi kaikkien geenimuutosten tarkasteluun. [33,41]

NGS kasittda useita korkean suoritustehon menetelmia (lllumina, SOLID, Roche 454 ym.), jotka ovat
tehokkaampia perinteiseen Sanger-sekvenointiin verrattuna. NGS-menetelmalld on mahdollista
sekvenoinda samanaikaisesti useita eri DNA- ja RNA-patkid, ja se on menetelmanad suhteellisen edullinen.
Menetelmid on kdytetty mm. tutkimaan muutoksia geenien toiminnassa ja luonnehtimaan epigenomia,
kuten metylaatiota ja histoniasetylaatiota. Ne soveltuvat kuitenkin huonosti sellaisten alueiden
tarkasteluun, jotka sekvenoituvat huonosti mm. runsaan GC-sisallén vuoksi. [33,42,43]

1.5.3 Bisulfiittisekvenointi

Metylaation tarkeyden ymmartamiseksi on pitkdan haluttu vertailla normaaleja ja syopasoluja keskenaan
metylaatioiden suhteen. Geenimetylaatioita tutkimalla on ajateltu olevan mahdollista 16ytda uusia
karsinogeneesin biomarkkereita [35]. Paras menetelma tdhan on bisulfiittisekvenointi, joka on kuitenkin
kallis menetelma ihmisen koko genomin kattaviin karsinogeneesin tutkimuksiin ihmisen genomin koon
vuoksi. Virusten pienille genomeille se sen sijaan sopii. [16]

Bisulfiittisekvenointi on menetelma, jota kutsutaan varsinkin syopien metylaatiotutkimusten "kultaiseksi
standardiksi” [33]. Silld voidaan maarittdda DNA:n metylaatiostatusta spesifisesti tai ei-spesifisti metyloidulle
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DNA:lle suunniteltujen alukkeiden avulla [31,33,40] ja maarittaa metylaatioasteita 100-1000 bp:n kokoisilta
alueilta [33]. Menetelmassd on kaksi osaa, joista ensimmadinen on DNA:n bisulfinointi. Bisulfiittikasittely
vaikuttaa siten, etta kemiallisten reaktioiden kautta DNA:n sytosiinit muuttuvat deaminaatiolla urasiiliksi,
mutta 5-metyylisytosiinit sdilyvdat ennallaan. Jotta metylaatioita voitasiin tdman jalkeen analysoida,
hyodynnetdan PCR:43, jossa tymiinit korvaavat urasiilit ja sytosiinit korvaavat metyloidut sytosiinit. Tama
johtaa siihen, etta tavallisen neljdemaksisen DNA:n sijaan tuotoksena saadaan kolme-emaksista DNA:ta,
kun ldhes kaikki sytosiinit ovat korvautuneet tymiinilla. Jaljella olevista sekvensseista |6ytyvat talldin vain A,
G ja noin 50 % T. Lisaksi kasitellyn DNA:n sulamispiste laskee, kun GC-maara laskee. Tall6in naytteiden
analysoinnissa voidaan kayttdd myos sulamiskdyrda. [33,40] Menetelma on halpa, toistettava ja silla on
korkea resoluutio [33]. Bisulfiittimenetelman vaikeudet kohdistuvat ennen kaikkea paljon aikaa vaativaan
tyohon, sopivien koettimien ja alukkeiden suunnitteluun, mutta yhtd lailla myos epéatdydelliseen
metyloimattomien sytosiinien kadntamiseen urasiiliksi. Yhdessa ndma haitat ovat vahentdaneet menetelman
suosiota, ja esimerkiksi endonukleaasipohjaiset menetelmat ovat ajaneet niistd paikoin ohi.
Bisulfiittimenetelma liittyy yksittdisten geenipatkien metylaatiomuutosten tarkkailuun, joten tutkimuksissa
olisi syyta myos todistaa tilastotieteellisin keinoin metylaatiomuutosten yhteys HPV-infektioon.

Pyrosekvenointi (PSQ) on bisulfinointi-PCR:d8 seuraava sensitiivinen, usein metylaatiotutkimuksissa
kaytetty menetelma, joka soveltuu tutkimuksiin, joissa DNA-maarat ovat pienid, eivatka ehkd laadultaan
parhaita [33,35]. Silldi saadaan erotuksena muihin menetelmiin kvantitatiivista tietoa CG-alueiden
emaksistd. Menetelma perustuu siihen, ettd emasten lisdyksen yhteydessa vapautuu pyrofosfaattia, joka
muutetaan ATP:ksi. ATP ajaa puolestaan lusiferiinin muuttumista lusiferaasiksi, mistd vapautuu valoa
mittauslaitteen havaittavaksi. Pyrosekvenoinnin hyvid puolia on, ettd heterogeenisesta DNA-seoksesta on
mahdollista saada hyvat, kvantifioidut tulokset, voidaan kasitelld useita CpG-motiiveja kerralla ja kayttaa
kerralla useita laatukontrolleja. [32]
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1.6 Syventavan tyon tavoite

E2BS-alueiden metylaation puute voi edesauttaa E2-proteiinin sitoutumista niihin URR-alueella, mika
puolestaan aktivoi onkogeeneinakin tunnettujen E6- ja E7-proteiinien transkription [1,7,13,14,27,31,32].
Taman tyon tavoitteena oli toistaa Chaiwongkotin ym. [1] menetelm3, jolla voidaan havaita tutkittavana
olevasta HPV-infektoidusta solulinjasta viruksen LCR-alueen E2-sitoutumisalueiden (E2BS) mahdolliset
metylaatiomuutokset.  Ndiden  syventdvien ulkopuolisena jatkotavoitteena on, ettda talla
metylaatiomenetelmalla tullaan osoittamaan mahdollinen metylaatio tai sen puute ns. HUPA (suomalaisten
perheiden HPV-tutkimus) -projektin potilasnadytteista.

Koska HUPA-tutkimuksessa on kdytetty harjausndytteitd suu- ja sukuelinalueelta, on valitun
metylaatiomenetelman yksi pdakriteereistd ollut se, etta metylaatioita voidaan tutkia pienesta
ndaytemaarastd. Menetelman pystytyksen mallina on kéaytetty Chaiwongkotin ym. [1] kuvaamaa
menetelmaa. Kyseessa on bisulfinointiin ja pyrosekvenointiin perustuva menetelma. Nama menetelmat
soveltuvat analysoimaan myds parafiiniin  sailottyja pienid potilasnaytteitd, joissa DNA voi olla
frakmentoitunutta [33,35]. Menetelman (Chaiwongkotin ym. [1]) kdytettiin kahta HPV16-positiivista
solulinjaa, ja tarkotuksena oli osoittaa niissd samankaltainen metylaatioaste kuin alkuperaistyossa oli
kuvattu.
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2. Materiaalit ja menetelmat

2.1 Solulinjat

Tyossa kaytettiin kahta kohdunkaulan syovista eristettyd HPV16-positiivista solulinjaa. CaSki-solut ovat
kromosomistoltaan aneuploidisia ja sisaltavat kukin yli 600 HPV16-DNA-kopiota [26]. SiHa-soluissa HPV16-
kopioita on vain noin 1-2 kopiota per solu. [26] Molemmissa solulinjoissa HPV16 on integroituneena, mutta
CaSki-soluissa E2-alue on sailynyt ehjana, kun taas SiHa-soluissa E2 on osittain pikkoutunut. Solut olivat
kaupallisesti hankittuja ATCC-linjoja (American Type Culture Collection, 10801 University Boulevard,
Manassas, USA).

2.1.1 Solujen herattaminen ja kasvatus

Kaikki solulinjat oli varastoitu dimetyylisulfoksidissa (DMSO) nestetyppeen. Soluampullit heratettiin
sulattamalla ampullit vesitilkassa, minkad jalkeen ampullin sisalto siirrettiin 9 ml:iin DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium) 15 ml:n fuugiputkessa. Putki fuugattiin 5 min 1000 rfc, minka jalkeen solupelletti
suspensoitiin 1 ml:iin DMEM:i&, joka siirrettiin kokonaisuudessaan 75 c¢cm3:n kasvatuspulloon (10 ml
DMEM).

Soluja kasvatettiin 75 cm?:n pulloissa, joissa oli 10 ml DMEM-mediumia (10 % FBS, 1 % NEAA). Pulloja
kasvatettiin lampokaapissa (37 °C, 5 % CO,). Medium vaihdettiin kahden paivan vilein ja soluja siirrostettiin
uusiin pulloihin, kun konfluenssi [aheni 80 %:a.

2.2 Solujen kasvatus ja DNA-eristys

DNA-eristysta varten soluja kasvatettiin 2x75 cm? pulloa. Kun pullot olivat noin 80 %:sti konfluentteja, solut
kerattiin. Vanha medium poistettiin, soluja huuhdottiin 2x 5 ml 1x PBS-liuoksella, lisattiin 2 ml 1x trypsiinia
ja pullojen annettiin inkuboitua 37 °C 15 min. Taman jalkeen solut suspensoitiin varoen 8 ml:iin tuoretta
DMEM-mediumia. Solut fuugattiin alas 15 ml:n fuugiputkessa (1000 rfc 5 min). Taman jalkeen solupelletti
sailottiin jaille odottamaan eristysta.

DNA-eristys tehtiin kdyttdaen korkeasuolapitoista eristysmenetelmaa [45]. Kaikki medium poistettiin niin
hyvin kuin mahdollista pipetilla. Solupelletti suspensoitiin 2x 500 pl Lysis-puskuriin, ja suspensio siirrettiin
1,5 ml:n Eppendorf-putkeen. Suspensioon lisattiin 30 pl proteinaasi K:ta (10 mg/ml, Roche), ja Eppendorf-
putken annettiin inkuboida yon yli vesihauteella (37 °C). Seuraavana paivdana suspensioon lisattiin 300 pl
kyllastettyd NaCl-liuosta (n. 6 M) ja vorteksoitiin, kunnes putkeen ilmestyi valkea proteiinisakka.
Seuraavaksi fuugattiin taydelld teholla 15 min, minka jdlkeen supernatantti siirrettiin 15 ml:n Falcon-
putkeen, jossa oli 2,4 ml absoluuttista etanolia. Sisaltoa sekoitettiin kaantelemalla putkea, kunnes DNA
saostui rihmaksi, joka poimittiin lasisella pasteur-pipetilla Eppendorf-putkeen, jossa oli 1 ml 70 % EtOH.
Putkea vorteksoitiin ja fuugattiin tdysilla 5 min. Supernatantti poistettiin ja DNA:n annettiin kuivua
avonaisessa putkessa vetokaapissa noin puoli tuntia. Lopuksi DNA liuotettiin 50 pl:aan vettd ja annettiin
putken inkuboitua huoneenlammadssa kevyessa ravistelussa noin puoli tuntia.
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DNA:n pitoisuus mitattiin spektrofotometrilld (Ultrospec 2100 pro, GE Healthcare) 1:50-laimennoksesta (2
pul DNA + 98 ul vettd). Puhtausasteen (260/280) oli osuttava vélille 1.6—-1.9, jotta kaytettdva DNA olisi
mahdollisimman vapaa reaktioita hairitsevista epapuhtauksista ja metylaatio voitaisiin suorittaa.

2.3 DNA-metylaatio ja pyrosekvenointi
2.3.1 Bisulfinaatiokasittely

DNA-metylaatioiden tutkiminen aloitettiin suorittamalla bisulfinaatio, joka deaminoi yksijuosteisen DNA:n
metyloimattomat sytosiinit urasiiliksi. Reaktio suoritettiin Methylamp™ DNA Modification Kitin (cat.no. P-
1001-1, Epigentek) ohjeiden mukaisesti. Lyhyesti, CaSki- tai SiHa-soluista eristettyd DNA:ta ma&aritettiin
jokaiseen reaktioputkeen 200 ng:aa 24 pl:aan vettd (valmistettiin DNA-laimennos konsetraatiolla 40 ng/pul,
josta otettiin 5 pl eli 200 ng, joka sekoitettiin 19 pl:aan vettd), johon lisattiin 1 pl kitin R1-reagenssia. Seosta
inkuboitiin vesihauteella 37 °C:ssa 10 min. Taman jalkeen lisattiin 125 pl R1/R2/R3-liuosta per reaktioputki,
vorteksoitiin ja inkuboitiin kuumablokissa 65 °C:ssa 90—-110 min. Inkubaation jalkeen lisattiin 300 pl R4 ja
fuugattiin seos spinnauskolumnissa 30 s 12000 rpm. Sen jalkeen lisattiin 200 pl R5 ja fuugattiin uudelleen.
Seuraavaksi lisattiin 50 pl R1/90 % EtOH -liuosta ja annettiin inkuboida RT 8 min. Fuugaus suoritettiin kuten
edelld, minka jalkeen suoritettiin pesut kahdesti lisdéamalla 200 pl 90 - %:sta EtOH:ia ja fuugaamalla
ensimmaisen kerran 30 s ja toisella 1 min. Viimeiseksi DNA eluoitiin lisédmalld 10-15 ul R6 ja fuugaamalla
30 s. Tama 10-15 pl DNA:ta sailottiin pakkasessa (-20 °C) PCR-ajoa varten, jos ajoa ei suoritettu heti.

Ylijagdnyt R1/R2/R3-liuos s&il6ttiin  pakkaseen (-20 °C) ja kéaytettiin aina kahden viikon sisall3
valmistamisesta. Ennen kaytt6a liuos sulatettiin huoneenlammaossa ja sitd vorteksoitiin 2 min. Ohjeissa ei
ollut mainintaa sulattamiskertojen maaran rajoittamisesta, vain parasta ennen pvm.

2.3.2 Metylaatio-PCR

PCR-reaktioissa kaytetyt alukkeet maaraytyivat sen mukaan, oliko tuotetta tarkoitus kayttda kloonaukseen
bisulfiittigenomisekvenointia varten vai pyrosekvenointiin. PCR-alukkeina kaytettiin Chaiwongkotin ym. [1]
kuvaamia alukkeita (taulukko 2). Alukkeiden kohdegeenit on esitetty taulukossa 3. Alukkeet ja koettimet
tilattiin Thermo Fisher Scientificiltd (Waltham, MA, Yhdysvallat).

Reaktioseokset valmistettiin 50 pl:n tilavuuteen (x ndytteiden maara + pipetointivara) pipetoimalla yhteen:

. 5 pl 10x PCR-puskuria

. 8 ul 1.25 mM dNTP

. 0.4 pl HotStarTag-polymeraasia (Qiagen)

. 0.5 ul 25 uM forward- seka reverse-alukkeita (taulukko 2)
. 31,1 pl vetta

Lopputilavuus saavutettiin lisadmalla reaktioseoksen valmistuksen jalkeen 5 pl bisulfinoitua DNA:ta. Putket
spinnattiin nopeasti ennen ajoa. PCR-ajo suoritettiin kuten aiemmin kuvattu Chaiwongkotin ym. [1] mukaan
(PCR-koneessa ohjelmalla "methylatio”):

. denaturaatio 95 °C 5 min
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. 50 syklia: denaturaatio 94 °C 40 s, annealing 50 °C 30 s, ekstensio 72 °C40 s
. loppuekstensio 72 °C 6 min
o 4 °C oo,

Ajon jdlkeen nadytteet siirrettiin jadkaappiin odottamaan seuraavaa paivaa, jolloin jatkettiin joko
geelieristykseen ja kloonaukseen tai pyrosekvenointiin.

Taulukko 2. Bisulfinoidun DNA:n PCR- ja pyrosekvenointireaktioissa kaytettavat alukkeet.

Aluke Forward (5'>3’) Reverse (5'>3’) Koko
(bp)
E2BS2-4 AAATTGTATATGGGTGTGTGTAAAT | AACATTACAATTCTCTTTTAATAAA 165
E2BS1 GTAATTGTGTTATGTAATAAAA AATCAAAAAAACAAAAATTTAACAC 178
E2BS1 Bio-ATTGGTTGTGGTTATTTATTGTA | AAAAAACACATTTTATACCAAAAAAC | 160
(ampl.)
E2BS2-4 TTGTAAAATTGTATATGGGTGTG Bio-AAATCCTAAAACATTACAATTCTC | 180
(ampl.)

Taulukko 3. PCR-kohdesekvenssit, joille alukkeet on suunniteltu. Kohdesekvenssit katsottu HPV-genomisekvenssia
apuna kayttaen (liite 3).

E2BS Sekvenssi Sijainti (bp)
1 CGAATTCGGTTG 7453-7464
2 CGTTTTGGGTTA 7860-7871
3,4 ACCGAAATCGGTTGAACCGAAACCGGT 35-61

2.3.4 E2BS-alueiden pyrosekvenointi

Pyrosekvenointia varten bisulfinoidulle DNA:lle suoritettiin edelld kuvattu amplifikaatioreaktio (ks. 2.3.2
Metylaatio-PCR), mutta alukkeina  kaytettiin  pyrosekvenointiin  kohdistettuja, biotinyloituja
amplifikaatioalukkeita (taulukko 2). Valmiit PCR-tuotteet testattiin ajamalla 5 pl:n suuruinen néayte
agaroosigeelilld (liite 1). Naytteisiin pipetoitiin 1/10-PCR-tilavuuden verran 6x Loading Dyeta (New England
BioLabs, UK). Markkerina kaytettiin Quick-Load® PCR Marker NO475S (New England Biolabs, UK). Geelid
ajettiin 94-100 V noin puolitoista tuntia. Bandien koko ja ajon onnistuminen tarkistettiin UV-poydalla.
Onnistuneet ndytteet vietiin pyrosekvenointiin.

Naytteet puhdistettiin PyroMark Q24 Advanced -protokollan mukaan ennen kuin ne ajettiin PyroMark Q24
-laitteella (Qiagen) ohjemanuaalin mukaisesti tehdylld ajo-ohjelmalla. Lyhyesti, puhdistus ja ajo suoritettiin
seuraavasti:
e PCR-tuotteet immobilisoitiin sefaroosipartikkeleihin (biotinyloidut rakenteet tarttuvat partikkelien
pintaan)
o Valmistettiin Binding-mix (tdama perustilavuus kerrottiin naytteiden maaralla +
pipetointivara): 40 pl Binding buffer (Qiagen), 2 ul Streptavidin Sepharose™-partikkeleita
(lot 10008026, GE Healthcare), 18 pl MQ-vetta.
o Binding-mixia pipetoitiin syvadlevykuoppaan 60 ul per naytekuoppa ja niihin lisattiin 20 pl
PCR-tuotetta spesifioituihin kuoppiinsa.
o Levy suljettiin teippaamalla paalta, minka jalkeen levya ravisteltiin 1400 rpm 10 min.
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Ohjelma vertasi

PyroMark Q24 -kasettiin ladattiin koneen kutakin varten madrittelemda maara

huoneenlampdistd entsyymid, substraattia sekd nukleotideja (PyroMark Q24 Advanced Reagents
4x24, Qiagen).
Annealing-reaktiota varten valmistettiin sekvenointialukkeista laimennokset

ajoa

o alukkeet laimennettiin aluksi MQ-vedelld pitoisuuteen 10 uM. T&tad laimennosta kaytettiin
varsinaisten ajolaimennosten valmistukseen, jossa pipetoitiin yhteen 24,25 pl Annealing
Bufferia (Qiagen) sekd 0,75 pl 10 uM alukelaimennosta (tdlléin loppukonsetraatio 0,375
uM). Joka alukkeelle tehtiin oma laimennosseoksensa. Jalleen kunkin reagenssin maara
kerrottiin ajettavien naytteiden maaralla plus yksi pipetointivara.

o PyroMark Plate PCR-levylle (Qiagen) pipetoitiin ndita laimennoksia 25 ul per ajettava nayte.
Kumpikin levy vietiin PyroMark Q24 Vacuum Workstationille (Qiagen), missd DNA-naytteiden siirto
ja puhdistus suoritettiin

Sepharose-kuopat imettiin tyhjiin “siililla” ja kuoppiin lisattiin viela 100 ul MQ-vetts, joka
imettiin (taulukossa 9 on esitetty aiheeseen liittynyt ongelma). Talla varmistettiin, etta

kaikki partikkelit sitoutuneen DNA:n kera saatiin irti kuopista.

@)

”Siili” siirrettiin altaaseen, jossa oli 70 % EtOH, ja imettiin 5 s

Siirto Denaturation-altaaseen, jossa pidettiin 5 s

Siirto 1x Washing buffer -altaaseen, jossa pidettiin 10 s

Nosto yldasentoon, jotta viimeisetkin nestetipat valuisivat letkusta pois

O O O O O

Siirto PCR-levyn ylle (aina oli muistettava tarkistaa, ettd naytepiikit tulivat oikeiden
alukekuoppien ylle) ja sammutettiin imu ennen levykosketusta, huljuteltiin 10 s

o "Siili” nostettiin pois ja huuhdeltiin ohjeen mukaisesti vesialtaissa 4,5 ja 6

PCR-levy vietiin lampdlevylle inkuboitumaan 5 min 80 °C, josta se siirrettiin valittémasti
ajolaitteeseen ja ajo kaynnistettiin valitsemalla USB-tikulle tallennettu ajo-ohjelma. Ajo-ohjelmassa
pohjaksi valittiin CpG-assay ja kaytettiin PyroMark Q24 Advanced Instrument metodia numero 006.

Ajojen suunnitteluun ja analysointiin kaytettiin PyroMark Q24 Advanced 3.0.0 -ohjelmaa.

tuloksia automaattisesti GenBankin HPV16 16W12E-variantin DNA-sekvenssista

(Chaiwongkot ym. [1]; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF125673.1) sekvesointialukkeiden avulla

manuaa

lisesti selvitettyihin sekvensseihin (taulukko 4).

Taulukko 4. Pyrosekvenoinnin verrokkisekvenssit E2BS-alueille. Y=pyrimidiiniemas (sytosiini, tymiini, urasiili), R=

puriiniemds (guaniini, adenosiini)

E2 Sekvenssi ennen bisulfinointia (5'>3’) Analysoitava sekvenssi (5’2 3’)
binding
site
E2BS1 AACCGAATTCGGTTGAAGCTACAAAATGGCCGCT | AACCRAATTCRATTAAAACTACAAAATAACCRCT
GGCGCTACAAAATTTAGTATATATAAAACAAAAAC | AACRCTACAAAATTTAATATATATAAAACAAAAC
AGGATGTAGCAAATATAGTTTATATACAATGA AAAATATAACAAATATAATTTATATACAATAA
E2BS2 CGTTTTGGGTTACACATTTACAAGCAACTTATATAA | YGTTTTGGGTTATATATTTATAAGTAATTTATATA
TAATACTA ATAATATTA
E2BS3-4 | CGTAACCGAAATCGGTTGAACCGAAACCGGTTAG | YGTAATYGAAATYGGTTGAATYGAAATYGGTTA
TATAAAAGCAGACATTTTATGCACCAAAAGAGAAC | GTATAAAAGTAGATATTTTATGTATTAAAAGAG
T AATT

16



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF125673.1

3. Tulokset

3.1 Metylaatio-PCR bisulfinoidulle DNA:lle kohdistetuilla alukkeilla

Kuvasta 4 ndahddan E2BS1- ja -2-4-amplifikaatioalukkeiden tuotteiden muodostus. Seka CaSki- etta SiHa-
solujen kohdalle muodostuu E2BS1-naytteiden kohdalle kirkastumat noin 150-160 bp:n kohdalla (taulukko
2). E2BS2-4-ndytteissa vastaavanlaiset kirkastumat ovat noin 180 bp:n kohdalla.

Campt  Samp1 negampi Camp24 Samp24 negamp2-4
766 bp | | T e

500 bp

300 bp
150 bp

50 bp

Kuva 4. Pyrosekvenointiin amplifikoitujen naytteiden geeliajo, jossa nadhdddn E2BS1- ja -2-4-tuotteiden
muodostuminen. C= CaSki, S= SiHa, neg= negatiivinen kontrolli.

3.2 Pyrosekvenointi ja E2BS-alueiden metylaatiokuviot

CaSki- ja SiHa-solujen konsentraatio bisulfinaation alussa oli noin 200 ng/ 24 pl, joka on optimimaara, jonka
menetelma kerrallaan pystyy luotettavasti kasittelemaan. Keskimdaardiset metylaatioasteet on esitetty
taulukossa 5. CaSki-solujen E2BS1-alueen potentiaalien metyloituvien nukleotidien metylaatioaste oli noin
neljadkymmentd prosenttia, kun SiHa-soluilla aste jdi alle kymmeneen prosenttiin. CaSki-solulinjassa
hajontaa esiintyi enemman ja varianssi oli korkeampaa, kun taas SiHa-solulinjassa vaihtelu olivat
tasaisempia ja hajonta marginaalista. Yleisesti hajonta vaihteli vdahan, korkeimmillaankin korkeintaan nelja
prosenttiyksikkoa.

E2SB2-alueen metyloitumisprosentit olivat kummallakin solulinjalla alhaiset, CaSki-soluilla yli kymmenta
prosenttia ja SiHa-soluilla Iahes olematonta. Hajonta naytteiden valilld oli kummankin solulinjan kohdalla
hyvin vahaista ja tulokset toistuivat samanlaisina.

Keskimaardiset metylaatioasteet olivat korkeimmat CaSki-solulinjalta eristetyn DNA:n E2BS3-4-alueella,
jolla metylaatio oli poikkeuksetta yli yhdeksankymmenen prosentin ja usein lahelld sataa. SiHa-solulinjan
vastaavat tulokset jaivat aina alle kymmenen prosentin. Ndiden E2BS-alueiden varianssit olivat kuitenkin
suurimmat kaikista tutkituista alueista ja keskihajonta vaihteli 5-9 prosenttiyksikon verran.
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Taulukko 5. Pyrosekvenointitulokset E2BS-alueiden metylaatioasteista solulinjoittain kolmena eri aikana eri naytteista

tehdyista ajoista.

Solulinja, E2BS, | Pyrosekv. | Keskimdarainen Varianssi | Keskiha- | Huomioitavaa
nukleotidi ajoja metylaatioprosentti (%) | (c?) jonta
(D)
Caski, E2BS1 3
7453 3 38 17 +4,1 geenialueiden metylaatioaste
7459 3 42 19 4,3 virhemarginaalien sisalla
SiHa, E2BS1 3
7453 3 7 0,3 10,6
7459 3 4 2 +1,4
CaSki, E2BS2 3
7860 3 13 0,3 10,6
SiHa, E2BS2 3
7860 3 2 2 +1,4
CaSki, E2BS3-4 3
37 3 92 41 16,4
43 3 96 30 15,5
52 3 94 42 16,5
58 3 99 11 13,3
SiHa, E2BS3-4 3
37 3 8 61 17,8
43 3 5 67 18,2
52 3 8 33 15,7
58 3 8 42 16,5
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Kuva 5. Esimerkkikuvaaja E2BS1 -alueen metylaatioasteista. Ylin grammi: CaSki. Keskimmadinen grammi: SiHa. Alin
grammi: negatiivinen kontrolli. Ajogrammien ylld punaisissa, keltaisissa tai sinisissa laatikoissa ovat
metylaatioprosentit. Sininen=materiaalin metylaatioaste luotettavasti analysoitu; keltaisella= analyysissa lievaa
epavarmuutta; punainen=epdaluotettava analyysi (vaikeuksia sekvenssin analysoinnissa tai materiaalia ei ollut
riittdvasti). Huomioitavaa on, ettd kontrollista saatiin laskennalliset arvot, vaikka kdyra itsessdan ei ilmaissut DNA:n
lasndoloa.

Pyrosekvenointituloksien perusteella E2BS1-alueella todettiin nelja potentiaalista CpG-aluetta, joista kaksi
ensimmaista olivat pddosin vahvasti metyloituneita (kuva 5). Naistd nukleotideja 7453 ja 7459 vastaavat
kaksi viimeista CpG-motiivia.

Tulosten mukaan E2BS2-alue on erittdin heikosti metyloitunut CpG-alueen nukleotidin 7860 kohdalla.
Grammien metylaatioasteista (kuva 6) havaitaan CaSki-solujen HPV-sekvensseissd tama E2BS-alue noin
kymmenessa prosentissa metyloituneeksi. On kuitenkin huomioitavaa, ettei E2BS2-alueella alukkeen
sitoutuminen kohteeseensa ollut paras mahdollinen. Asiasta konsultoitiin Terveyden ja hyvinvoinnin
laitoksen (THL) asiantuntijaa FT Marjo Haanperdd, mutta syytd ilmidlle ei saatu varmuudella selvitettya.
Koska kayra ei kuitenkaan itsessdaan osoita merkkeja nukleotidien lasndolosta kontrollissa, taman pitaisi
mahdollistaa tulosten luotettavan kayton.
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Kuva 6. Esimerkkikuvaaja E2BS2 -alueen metylaatioasteista. Ylin grammi: CaSki. Keskimmadinen grammi: SiHa. Alin
grammi: negatiivinen kontrolli. Sininen=luotettavasti arvioitu; punainensella nakyva arvo (n.a.) = kertoo, ettei
kontrollindytteesta ole |6ytynyt analysoitavaa materiaalia.

E2BS3- ja -4 -alueilla todetaan viisi potentiaalista CpG-metylaatiopaikkaa (E2BS-alueita nelja nukleotidien
37, 43, 52 ja 58 kohdalla). Naiden alueiden metylaatioasteet olivat korkeat (CaSki-soluissa 90-100 %, mutta
SiHa-soluissa 1-8 %) (kuva 7).
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Kuva 7. Esimerkkikuvaaja E2BS3-4 -alueen metylaatioasteista. Ylin grammi: CaSki. Keskimmainen grammi: SiHa. Alin
grammi: negatiivinen kontrolli. Sininen= naytteista on |oydetty luotettavalla tasolla analysoitavaa naytettd; punainen
(n.a.)= kontrollindytteesta ei ole I6ytynyt analysoitavaa materiaalia.
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4. Pohdinta ja johtop&atdkset

Tdssda syventdvien opintojen tydssa oli tarkoituksena toistaa Chaiwongkotin ja tydryhman
metylaatiotutkimustulokset [1] kdyttden HPV16-positiivisia CaSki- ja SiHa-solulinjoja ja siten pystyttda
tutkimusmenetelma tuleville tutkimuksille.

Metylaatioasteet

E2S5B1: CaSki-soluissa todettiin keskimaarin 38 %:n metylaatio nukleotidin 7453 kohdalla ja 42 %
nukleotidille 7459. SiHa-soluissa vastaavat metylaatioasteet olivat 7 % ja 4 %. Metylaatiotulokset vastasivat
Chaiwongkotin ym. [1] tydssd saavutettuja metylaatioasteita: E2BS1-alueen nukleotidin 7453 kohdalla
metylaatioaste oli 35—70 % ja nukleotidilla 7459 60-100 %. Tassa projektissa nukleotidin 7453 kohdalla
saavutettiin vastaava alaraja, mutta nukleotidin 7459 kohdalla jaatiin alle (taulukko 5).

E2BS2: E2BS2-alueen metylaatioasteet olivat tassa tydssa CaSki-soluissa keskimaarin 13 % ja SiHa soluissa 2
%, ja vastasivat Chaiwongkotin ym. [1] tuloksia, 0-20 %. Tama alue oli vain vahaisissa maarin metyloitunut
huolimatta siitd, oliko kyseessad CaSki- vai SiHa-solulinja. Huomioitavaa on kuitenkin, ettd E2BS2-alueen
pyrosekvenointigrammit poikkesivat ulkonadllisesti muiden E2BS-alueiden vastaavista. Asiasta konsultoitiin
THL:n asiantuntija Marjo Haanperda, jonka mukaan ne olivat kuitenkin luotettavasti tulkittavissa, koska
negatiivinen taso pystyttiin maarittdmaan ja pyrosekvenointilaite kykeni maarittamaian naytteista
luotettavalla tasolla mitattavaa DNA:ta.

E2BS3-4: CaSki-soluissa E2BS3-4-alueet olivat keskimaarin runsaasti metyloituneina, 90-100 %, ja SiHa-
soluissa geenien metyloituminen on erittdin vahaistd, 5-8 %. Hajonta oli muihin E2BS-aluisiin verrattuna
hieman runsaampaa. Chaiwongkotin ym. [1] tuloksissa E2BS3-4-alueiden metylaatioaste vaihteli
solutyypista riippuen valilla 30-100 %. Aiempien tutkimusten mukaan CaSki ja SiHa solulinjoissa E2BS3-4-
alueen ensimmainen metyloitunut alue on suurella todennakoéisyydelld SP1-alue [1,14,27].

Chaiwongkot ym. [1] totesivat tutkimuksessaan, ettda E2BS-alueiden metylaatioasteet vaihtelevat sen
mukaan, kuinka iso HPV-genomin kopioluku solulinjassa on ja onko virus integroitunut isdannan genomiin vai
toimiiko se episomaalisesti, selittden naiden solulinjojen metylaatioasteiden eron. Metylaatiotaso oli
alhaisempi, jos virusgenomi oli integroitunut, kun taas episomaalisessa monistumisessa metylaatioiden taso
oli korkeampi. Korkein metylaatiotaso todettiin, jos soluissa oli sekd korkea kopioluku ettd integraatio
genomiin. Tassa syventavien opintojen tydssa tulokset noudattivat pddosin Chaiwongkotin tuloksia, mutta
huomioitavaa on, ettd E2BSl-alueen primerien pyrosekvenointitulokset jdivat pyrosekvenointilaitteen
lukukyvyn virhealueella, eika tuloksien luotettavuutta ndilta osin voitu siten varmistaa. Lisaksi vaikka tydssa
kaytettiin samoja solulinjoja, ne ovat voineet muuttua geneettisesti useiden jakovaiheiden jalkeen.

Tybssa kohdatut ongelmat

E2BS1-alueen virhemarginaalitulokset. Ongelmana oli, ettd E2BS1-alueen pyrosekvenointitulokset jaivat
pyrosekvenointilaitteen lukukyvyn virhealueelle, eli laitteella oli vaikeuksia |6ytda naytteista luotettavassa
maarin  hyvakuntoista, analysoitavaa materiaalia. Ensimmaisessd vaiheessa varmistettiin DNA:n
optimimaaran kaytto reaktioissa, joka saatiin toteutumaan kdyttamalld sopivaa laimennusmenetelmaa.
Alukkeiden sekvenssien (Thermo Scientific; Waltham, MA, USA) yhtenevyys Chaiwongkotin
tutkimusryhman [1] kanssa myds varmistettiin. Koska vastaavaa ei todettu E2BS2- ja -3-4 -alukkeilla,
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ongelma alukkeiden vyleisessa kasittelyssa oli epatodenndkoinen. Mikali kyse olisi bisulfinaation
epaonnistumisesta, olisi ollut todenndkoistd, ettd alukkeet eivat olisi tunnistaneet kohdettaan
kloonauksessa vajavaisen bisulfinaation vuoksi, ja talléin pyrosekvenointiin E2BS2-4-alueelle suunniteltujen
alukkeiden ei olisi pitanyt toimia. Mahdollinen selittava tekija voi olla Brentnall ym. [20] esittdma hypoteesi,
jossa he esittivat koeasetelmissa alukeongelmien mahdollisena selityksend deleetiota, joka voisi aiheutua
esimerkiksi insertin asettuessa genomiin. Bradsma ym. [16] taas esittavdat mahdollisena syyna tutkittavien
alueiden korkeaa A/T-pitoisuutta, mika aiheuttaa sekundaarirakenteita.

Koeasetelman toisto. Taman syventavan opintojen koeasetelmia pyrittiin toistamaan myéhemmin, jolloin
pyrosekvenointi osoittautui ongelmalliseksi, eikd metylaatiotasoja kyetty toistamaan. Kontrollit ovat olleet
kunnossa, mutta metylaatiotasot eivat ole nousseet enaa yhta korkealle kuin taman tyon aikana. Alukkeista
oli saatu tulos ja geelit olivat kunnossa, joten syyn selvitys kohdistui pyrosekveneointiin, ja asiaa yritettiin
ratkaista jalleen THL:n asiantuntijan Marjo Haanperdn kanssa selvda syyta |loytamatta. Mahdollisia syita
voivat olla laiteongelmat. Toisaalta jos DNA:n kunto ja primerien elinvoimaisuus on ollut huono, eli
tyoskentelyssd on kaytetty vanhoja, aikaa sitten laimennettuja reagensseja, menetelman tarkkuus on
voinut karsia. Lisdksi DNA:n siirto sefaroosipartikkeleihin on kohta, joka herkasti vaikuttaa menetelman
toimivuuteen.

Johtopaatokset

Johtopaatoksen voidaan todeta, ettd tdssa syventdvien opintojen tyOssd saatiin padosin toistettua
Chaiwongkotin [1] CaSki- ja SiHa-soluilla saadut tulokset solujen metylaatiosta: E2BS-alueiden metylaatio oli
verrannollinen HPV:n suureen kopiolukuun. Vahaisin merkitys oli E2BS2-alueella, kun taas E2BS1- ja E2BS3-
4-alueet olivat vahvemmin metyloituneet. Menetelmallisesti haastavinta oli pyrosekvenointia edeltdvassa
bisulfinointivaiheessa seka pyrosekvenointitulosten analysoinnissa ja vertailusekvenssien tuottamisessa,
jossa tulevaisuudessa onkin hyva tutkimusyhteistyona konsultoida asiaan perehtynytta henkil6a.
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LIITE 1. Liuosohjeet

LB-agar-maljat (1 1)
10 g tryptone

5 g yeast extract
10 g NaCl

10 g agar

Ampisilliini 100 mg/ml (ampisilliinijauhe liuotettiin veteen ja suodatettiin 0.2 um suodattimen lapi 1,5 ml:n
eppareihin, jotka sailottiin pakkaseen -20 °C)

Ainekset (ei antibiootti) punnittiin ja liuotettiin lopputilavuuteen 1 | MQ-vetta. Pullo autoklavoitiin 120 °C
10 min, jonka jalkeen sen annettiin jddhtya lahes kddenlampdoiseksi hyytymista tarkkaillen. Jadhtyneeseen
LB-agariin lisattiin ampisilliinia (100 mg/ml) siten, ettd antibiootin loppukonsentraatio oli 50 pg/ml (litraa
LB-agaria kohden tama tarkoitti 2 ml ampisilliinistokkia). Agar valettiin maljoille (n. 20 ml per malja) ja
annettiin jadhtya. Maljat sailottiin jadkaappiin ylosalaisin pusseihin pakattuina.

2-% EtBr-agaroosigeeli

2 g agaroosia
100 ml 1x EP-puskuria
10 pl EtBr

Agaroosi punnittiin erlenmyeriin vaa’alla. Mittalasilla mitattiin 100 ml puskuria, joka sekoitettiin yhdessa
agaroosin kanssa. Seosta lammitettiin mikrossa ja sekoitettiin aina valilla kunnes liuos oli kirkas ja
homogeeninen. Liuosta jadhdytettiin hieman kylman vesihanan alla kadenlampoiseksi ennen
etidiumbromidin lisdamista. EtBr sekoitettiin joukkoon ja valmis liuos kaadettiin nopeasti ajokelkkaan, jossa
oli sopivan kokoinen ajokampa. Geelin annettiin jahmettyd, minka jdlkeen kelkka purettiin ja geeli laitettiin
ajolaitteeseen ajopuskuriin (1x EP) odottamaan ajoa.
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LIITE 2. Valmiit metylaatiotydohjeet

HPV methylation on E2 binding sites — Step-by-step procedure

DNA EXTRACTION:

o When using cell samples:

O

O O O O O

Suspense cells into 2x500 ml of Lysis buffer and transfer the suspensionintoa 1, 5 ml
Eppendorf tube.

Add 30 pl proteinase K (10 mg/ml) and seal the Eppendorf.

Let the tube incubate in a warm water bath (37 °C) over night.

Next day, add 300 pl of saturated NaCl. Vortex ~15 s until a white sediment appears.
Centrifuge the Eppendorf 12 000 rpm for 15 min.

Transfer the supernatant carefully into a 15 ml Falcon tube containing 2, 4 ml of absolute
ethanol. Turn the tube upsidedown until the DNA precipitates and appears ”string-like”.
Carefully pick the DNA up with a Pasteur pipette and transfer it into an Eppendorf
containing 1 ml of 70 % ethanol.

Centrifuge 12 000 rpm for 5 min. Remove the supernatant and let the eppendorf dry open
inside laminar for halv an hour.

Dissolve DNA by adding 50 ul water (30 ul can be used if there is a suspicion that the
concentration is very low). Incubate about halv an hour in a gentle shaking.

Measure DNA concentration with UV spectrophotometer using a DNA dilution of 1:50 (2 pl
DNA + 98 pl water) or 1:100 (1 ul DNA + 99 pl water), depending on if you wish to save your
samples.

e When using samples molded in paraphine, see another procedure.

BISULPHITE REACTION (using Methylamp™ DNA Modification Kit by Epigentek):

e Follow the instructions given by the kit (with moderate alterations):

O

Use 50-200 ng on DNA. Prepare a proper dilution based on the DNA concentrations you
have measured with UV spectrophotometer in a 1, 5 ml Eppendorf into a final volume of 24
pl. There should be at least >50 pg DNA the modification to work. Check that the purity of
DNA (260/280) sits between 1.6-1.9.

Add 1 pl of R1 from the kit, mix and incubate in 37 C water bath for 10 min.

Prepare R1/R2/R3 mixture as instructed by the kit manual. Store it -20 °C if not used
immediately (good up to two weeks).

Add 125 pl of R1/R2/R3 to each sample, vortex and incubate in 65 °C for 90 minutes.

Add 300 pl of R4 to each sample. Place the samples into 2 ml spin columns in collection
tubes. Centrifuge at 12 000 rpm for 30 s (kit advices 15 s, but table centrifuge cannot do
this. Samples endure the increased centrifuge time til 1 min). Discard the flow-through.
Add 200 pl of R5 and centrifuge at 12 000 rpm for 30 s. Discard flow-through.

Add 50 ul of R1/90 % ethanol and incubate 8 min at room temperature. Centrifuge at

12 000 rpm for 30 s. Discard flow-through.

Add 200 pl of 90 % ethanol and centrifuge at 12 000 rpm for 30 s. Discard flow-through.
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Add another 200 pl of 90 % ethanol and centrifuge at 12 000 rpm for 1 min.
Place the columns in new 1, 5 ml Eppendorf tubes. Add 15 pl of R6 directly in the middle of
the column filters and centrifuge at 12 000 rpm for 30s.

o Store at-20 °Cif not used in PCR at once.

BISULPHITE PCR:

e Prepare reaction master mixtures for each primer pares separately and for negative control sample
in 1, 5 ml Eppendor tubes. Calculate the number of your samples and add one extra as a pipetting
margin. Multiply the following PCR components with that number and mix together:

5 ul of 10x PCR buffer

8 pl of 1.25 mM dNTP

0.4 pl of HotStarTaq polymerase (Qiagen) < add last!

0.5 ul of 25 uM forward primer (E2BS1 or E2BS2-4)

0.5 p of 25 uM reverse primer (E2BS1 or E2BS2-4)

o water so that after adding DNA the final volume of the samples will be 50 pl
e Share from the master mixes (it should be 50 ul minus DNA now) into PCR Eppendorf tubes. Add:
o bisulphinated DNA (as much you can get, 200 ng or less)

O O O O

e Spin the samples quickly if air bubbles are seen.
e Place the samples in to a PCR machine. Run the samples using (User = Hupa =) “methylatio”
program (runtime approximately 3 h). The program view should be the following:
o denaturation 95 °C 5 min
o 50 cycles: denaturation 94 °C 40 s, annealing 50 °C 30 s, extension 72 °C40 s
o final extension 72 °C 6 min
o 4°Ceoo,
e After the run, proceed with pyrosequencing or store your samples in a fridge +4-8 °C (max. one
week) or freezer -20 °C (over one week).

PYROSEQUENCING:

e Check that the PCR run has succeeded and run a gel.

o Prepare a 2 % agarose gel by mixing 2 g of agarose and 100 ml of 1x EP buffer in a 300 ml
Erlen-Myer.

o Warm it up in a microwave. Whenever the solution starts to boil, stop the microwave, stir
the solution and place back in to microwave. Repeat until the solution is clear and free of
visible particles.

Cool the solution under running water until you can almost hold the bottle in your hand.
Add 10 pl of ethidiumbromide, stir and pour in to a gel carrier. Let the gel set. After the
surface is solid, remove sample ladder and place the gel in to a gel runner.

Add 1x EP buffer until the top of the gel is beneath the surface.

Separete 5 pl from your samples and mix them with 1 pl of 6x Loading Dye. Pipet them
then in the sample holes on the gel. Add also 7 pl of DNA Ladder (Quick-Load® PCR Marker
NOA475S, New England Biolabs).
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O

O

Run the gel with 94-100 V for 1, 5 hours.
Check the gel under a UV table so that there are clean and clear bands at 160 (E2BS1) and
180 bp (E2BS2-4).

e (Carry the PCR samples on ice to pyrosequencing.

e Use PyroMark Q24 Advanced 3.0.0 program to plan your run.

O

O

Name it, place as a base CpG assay and choose PyroMark Q24 Advanced Instrument
method number 006.

The sample box below represents the actual sample plate in which the real samples are
put. Select into the sample box running programs based on sequencing primers that are
used to run the sample that will be placed in to a well at issue. Name your samples there
also.

Save it, put into a USB stick and print the program to see the volumes of reagents the
program has calculated.

e Engage the PyroMark machine and heat incubator!

e Follow the instruction manual of the machine.

O

O O O O

Prepare a Binding mixture (each reagent times the number of samples plus a pipetting
margin):
= 40 pl of Binding buffer (Qiagen), 2 ul Streptavidin SepharoseTM particles (lot
10008026, GE Healthcare), 18 ul MQ water
Add 60 pl of Binding mixture into each well in a deep-well plate that you are going to put a
sample in. Add 20 pl of PCR product into their specified wells.
Seal the plate with common tape and place it into shaking 1400 rpm for 10 min.
Add the proper amounts of room temperature enzyme, substrate and nucleotides
(PyroMark Q24 Advanced Reagents 4x24, Qiagen) in to a PyroMark Q24 cassette according
to the plan you printed out. Load the cassette into a PyroMark machine to wait.
Prepare primer dilutions in to 1,5 ml Eppendor tubes as following:
= dilute the sequencing primers to 10 uM with MQ water.
= dilute these dilutions into final concentration of 0,375 uM by adding 24,25 pl of
Annealing buffer (Qiagen) and 0,75 ul of 10 uM dilutions (multiply the amounts
with the number of your samples plus a pipetting margin)
Pipette these dilutions in to a PyroMark PCR Plate 25 ul per each sample.
Get both plates to PyroMark Q24 Vacuum Workstation (Qiagen) and engage the suction.
Suck the sample wells empty with the "hedgehog”. Put 100 ul of MQ water in to the wells
and suck it also to make sure you got all of the particles out.
Remove the “hedgehog” in to a pool containing 70 % ethanol and suck for 5 s.
Remove in to a pool containing Denaturation solution and suck for 5 s.
Remove in to a pool containing 1x Washing buffer and suck for 10 s.
Lift the “hedgehog” into an up position and hold for 15 s so that all of the extra fluid will
come out.
Place the “hedgehog” above the PCR plate. Make sure that the spikes are above the right
well containing the right primer for the sample hanging on the spike above!
Shut the suction down before toughing the PCR palte with the "hedgehog”. Rinse for 10s.
Remove the "hedgehog” and rinse it in pool number 4 containing water. Remove to pool
number 5 and put on the suction. Let it suck water so that the pool becomes empty. Lift up
to remove the extra water and shut down.
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o Let the PCR plate incubate at 80 °C 5 min. After this, place immediately to PyroMark
machine and engage the run (runtime approximately 2 h).
e Analyse the run by using PyroMark Q24 Advanced 3.0.0 program.
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LIITE 3. HPV16 16W12E-variantin DNA-sekvenssi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF125673.1)

1 actacaataa ttcatgtata aaactaaggg cgtaacCGaa atCGgttgaa cCGaaacCGg
E2BS3-4

61 ttagtataaa agcagacatt ttatgcacca aaagagaact gcaatgtttc aggacccaca
121 ggagcgaccc agaaagttac cacagttatg cacagagctg caaacaacta tacatgatat
181 aatattagaa tgtgtgtact gcaagcaaca gttactgcga cgtgaggtat atgactttge
241 ttttcgggat ttatgtatag tatatagaga tgggaatcca tatgctgtat gtgataaatg

301 tttaaagttt tattctaaaa ttagtgagta tagacattat tgttatagtg tgtatggaac

361 aacattagaa cagcaataca acaaaccgtt gtgtgatttg ttaattaggt gtattaactg
421 tcaaaagcca ctgtgtcctg aagaaaagca aagacatctg gacaaaaagce aaagattcca
481 taatataagg ggtcggtgga ccggtegatg tatgtcttgt tgcagatcat caagaacacg
541 tagagaaacc cagctgtaat catgcatgga gatacaccta cattgcatga atatatgtta
601 gatttgcaac cagagacaac tgatctctac tgttatgagc aattaaatga cagctcagag
661 gaggaggatg aaatagatgg tccagctgga caagcagaac cggacagagce ccattacaat
721 attgtaacct tttgttgcaa gtgtgactct acgcttcggt tgtgegtaca aagcacacac
781 gtagacattc gtactttgga agacctgtta atgggcacac taggaattgt gtgccccatc
841 tgttctcaga aaccataatc taccatggct gatcctgeag gtaccaatgg ggaagaggst
901 acgggatgta atggatggtt ttatgtagag gctgtagtgg aaaaaaaaac aggggatgct
961 atatcagatg acgagaacga aaatgacagt gatacaggtg aagatttggt agattttata
1021 gtaaatgata atgattattt aacacaggca gaaacagaga cagcacatgc gttgtttact
1081 gcacaggaag caaaacaaca tagagatgca gtacaggttc taaaacgaaa gtatttgggt
1141 agtccactta gtgatattag tggatgtgta gacaataata ttagtcctag attaaaagct
1201 atatgtatag aaaaacaaag tagagctgca aaaaggagat tatttgaaag cgaagacagc
1261 gggtatggca atactgaagt ggaaactcag cagatgttac aggtagaagg gcgecatgag
1321 actgaaacac catgtagtca gtatagtggt ggaagtgggg gtggttgcag tcagtacagt
1381 agtggaagtg ggggagaggg tgttagtgaa agacacacta tatgccaaac accacttaca
1441 aatattttaa atgtactaaa aactagtaat gcaaaggcag caatgttagc aaaatttaaa
1501 gagttatacg gggtgagttt ttcagaatta gtaagaccat ttaaaagtaa taaatcaacg
1561 tgttgcgatt ggtgtattge tgecatttgga cttacaccca gtatagctga cagtataaaa
1621 acactattac aacaatattg tttatattta cacattcaaa gtttagcatg ttcatgggga
1681 atggttgtgt tactattagt aagatataaa tgtggaaaaa atagagaaac aattgaaaaa
1741 ttgctgtcta aactattatg tgtgtctcca atgtgtatga tgatagagcc tccaaaattg
1801 cgtagtacag cagcagcatt atattggtat aaaacaggta tatcaaatat tagtgaagtg
1861 tatggagaca cgccagaatg gatacaaaga caaacagtat tacaacatag ttttaatgat
1921 tgtacatttg aattatcaca gatggtacaa tgggcctacg ataatgacat agtagacgat
1981 agtgaaattg catataaata tgcacaattg gcagacacta atagtaatgc aagtgccttt
2041 ctaaaaagta attcacaggc aaaaattgta aaggattgtg caacaatgtg tagacattat
2101 aaacgagcag aaaaaaaaca aatgagtatg agtcaatgga taaaatatag atgtgatagg
2161 gtagatgatg gaggtgattg gaagcaaatt gttatgtttt taaggtatca aggtgtagag
2221 tttatgtcat ttttaactge attaaaaaga tttttgcaag gcatacctaa aaaaaattgce
2281 atattactat atggtgcagc taacacaggt aaatcattat ttggtatgag tttaatgaaa
2341 tttctgcaag ggtctgtaat atgttttgta aattctaaaa gecatttttg gttacaacca
2401 ttagcagatg ccaaaatagg tatgttagat gatgctacag tgccectgttg gaactacata
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2461 gatgacaatt taagaaatgc attggatgga aatttagttt ctatggatgt aaagcataga
2521 ccattggtac aactaaaatg ccctccatta ttaattacat ctaacattaa tgctggtaca
2581 gattctaggt ggccttattt acataataga ttggtggtgt ttacatttcc taatgagttt
2641 ccatttgacg aaaacggaaa tccagtgtat gagcttaatg ataagaactg gaaatccttt
2701 ttctcaagga cgtggtccag attaagtttg cacgaggacg aggacaagga aaacgatgga
2761 gactctttgc caacgtttaa atgtgtgtca ggacaaaata ctaacacatt atgaaaatga
2821 tagtacagac ctacgtgacc atatagacta ttggaaacac atgcgcctag aatgtgctat
2881 ttattacaag gccagagaaa tgggatttaa acatattaac caccaggtgg tgccaacact
2941 ggctgtatca aagaataaag cattacaagc aattgaactg caactaacgt tagaaacaat
3001 atataactca caatatagta atgaaaagtg gacattacaa gacgttagcc ttgaagtgta
3061 tttaactgca ccaacaggat gtataaaaaa acatggatat acagtggaag tgcagtttga
3121 tggagacata tgcaatacaa tgcattatac aaactggaca catatatata tttgtgaaga
3181 agcatcagta actgtggtag agggtcaagt tgactattat ggtttatatt atgttcatga
3241 aggaatacga acatattttg tgcagtttaa agatgatgca gaaaaatata gtaaaaataa
3301 agtatgggaa gttcatgcgg gtggtcaggt aatattatgt cctacatctg tgtttagcag
3361 caacgaagta tcctctectg aaattattag gcagcacttg gccaaccact ccgecgegac
3421 ccataccaaa gccgtegect tgggeaccga agaaacacag acgactatcc agcgaccaag
3481 atcagagcca gacaccggaa acccctgeca caccactaag ttgttgcaca gagactcagt
3541 ggacagtgct ccaatcctca ctgcatttaa cagctcacac aaaggacgga ttaactgtaa
3601 tagtaacact acacccatag tacatttaaa aggtgatgct aatactttaa aatgtttaag
3661 atatagattt aaaaagcatt gtacattgta tactgcagtg tcgtctacat ggcattggac
3721 aggacataat gtaaaacata aaagtgcaat tgttacactt acatatgata gtgaatggca
3781 acgtgaccaa tttttgtctc aagttaaaat accaaaaact attacagtgt ctactggatt
3841 tatgtctata tgacaaatct tgatactgca tccacaacat tactggegtg ctttttgcett
3901 tgcttttgtg tgcttttgtg tgtctgecta ttaatacgte cgetgcetttt gtetgtgtet

3961 acatacacat cattaatact attggtatta ctattgtgga taacagcagc ctctgegttt
4021 aggtgtttta ttgtatatat tgtatttgtt tatataccat tatttttaat acatacacat
4081 gcacgctttt taattacata atgtatatgt acaaaatgta attgttacat ataattgttg
4141 tataccataa cttactattt tttctttttt attttcatat atattttttt tttgttigtt

4201 tgtttgtttt ttaataaact gttatcactt aacaatgcga cacaaacgtt ctgcaaaacg
4261 cacaaaacgt gcatcggcta cccaacttta taaaacatgc aaacaggcag gtacatgtcc
4321 acctgacatt atacctaagg ttgaaggcaa aactattgct gatcaaatat tacaatatgg
4381 aagtatgggt gtattttttg gtgggttagg aattggaaca gggtcgggta caggeggacg
4441 cactgggtat attccattgg gaacaaggcc tcccacagct acagatacac ttgetectgt
4501 aagaccccct ttaacagtag atcctgtggg cccttccgat ccttctatag tttctttagt
4561 ggaagaaact agttttattg atgctggtgce accaacatct gtaccttcca ttcccccaga
4621 tgtatcagga tttagtatta ctacttcaac tgataccaca cctgctatat tagatattaa
4681 taatactgtt actactgtta ctacacataa taatcccact ttcactgacc catctgtatt
4741 gcagcctcca acacctgcag aaactggagg gceattttaca ctttcatcat ccactattag
4801 tacacataat tatgaagaaa ttcctatgga tacatttatt gttagcacaa accctaacac
4861 agtaactagt agcacaccca taccagggtc tcgeccagtg gcacgectag gattatatag
4921 tcgcacaaca caacaagtta aagttgtaga ccctgctttt ataaccactc ccactaaact
4981 tattacatat gataatcctg catatgaagg tatagatgtg gataatacat tatatttttc
5041 tagtaatgat aatagtatta atatagctcc agatcctgac tttttggata tagttgcttt
5101 acataggcca gcattaacct ctaggcgtac tggcattagg tacagtagaa ttggtaataa
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5161 acaaacacta cgtactcgta gtggaaaatc tataggtgct aaggtacatt attattatga
5221 ttttagtact attgattctg cagaagaaat agaattacaa actataacac cttctacata
5281 tactaccact tcacatgcag ccttacctac ttctattaat aatggattat atgatattta
5341 tgcagatgac tttattacag atacttctac aacccecggta ccatctgtac cctctacatc
5401 tttatcaggt tatattcctg caaatacaac aattcctttt ggtggtgcat acaatattcc
5461 tttagtatca ggtcctgata tacccattaa tataactgac caagctcctt cattaattcc
5521 tatagttcca gggtctccac aatatacaat tattgctgat gcaggtgact tttatttaca
5581 tcctagttat tacatgttac gaaaacgacg taaacgttta ccatattttt tttcagatgt
5641 ctctttggct gectagtgag gecactgtcet acttgectec tgtcccagta tctaaggttg
5701 taagcacgga tgaatatgtt gcacgcacaa acatatatta tcatgcagga acatccagac
5761 tacttgcagt tggacatccc tattttccta ttaaaaaacc taacaataac aaaatattag
5821 ttcctaaagt atcaggatta caatacaggg tatttagaat acatttacct gaccccaata
5881 agtttggttt tcctgacacc tcattttata atccagatac acageggcetg gtttgggect
5941 gtgtaggtgt tgaggtaggc cgtggtcagce cattaggtgt gggeattagt ggecatectt
6001 tattaaataa attggatgac acagaaaatg ctagtgctta tgcagcaaat gcaggtgtgg
6061 ataatagaga atgtatatct atggattaca aacaaacaca attgtgttta attggttgca
6121 aaccacctat aggggaacac tggggcaaag gatccccatg taccaatgtt gcagtaaatc
6181 caggtgattg tccaccatta gagttaataa acacagttat tcaggatggt gatatggttg
6241 atactggctt tggtgctatg gactttacta cattacaggce taacaaaagt gaagttccac
6301 tggatatttg tacatctatt tgcaaatatc cagattatat taaaatggtg tcagaaccat
6361 atggcgacag cttatttttt tatttacgaa gggaacaaat gtttgttaga catttattta
6421 atagggctgg tgctgttggt gaaaatgtac cagacgattt atacattaaa ggctctgggt
6481 ctactgcaaa tttagccagt tcaaattatt ttcctacacc tagtggttct atggttacct
6541 ctgatgccca aatattcaat aaaccttatt ggttacaacg agcacagggce cacaataatg
6601 gcatttgttg gggtaaccaa ctatttgtta ctgttgttga tactacacgc agtacaaata
6661 tgtcattatg tgctgecata tctacttcag aaactacata taaaaatact aactttaagg
6721 agtacctacg acatggggag gaatatgatt tacagtttat ttttcaactg tgcaaaataa
6781 ccttaactgc agacgttatg acatacatac attctatgaa ttccactatt ttggaggact
6841 ggaattttgg tctacaacct cccccaggag gecacactaga agatacttat aggtttgtaa
6901 catcccaggce aattgcttgt caaaaacata cacctccage acctaaagaa gatcccctta
6961 aaaaatacac tttttgggaa gtaaatttaa aggaaaagtt ttctgcagac ctagatcagt
7021 ttectttagg acgcaaattt ttactacaag caggattgaa ggccaaacca aaatttacat
7081 taggaaaacg aaaagctaca cccaccacct catctacctc tacaactgct aaacgcaaaa
7141 aacgtaagct gtaagtattg tatgtatgtt gaattagtgt tgtttgttgt ttatatgttt
7201 gtatgtgctt gtatgtgctt gtaaatatta agttgtatgt gtgtttgtat gtatggtata
7261 ataaacacgt gtgtatgtgt ttttaaatgc ttgtgtaact attgtgtcat gcaacataaa
7321 taaacttatt gtttcaacac ctactaattg tgttgtggtt attcattgta tataaactat
7381 atttgctaca tcctgttttt gttttatata tactaaattt tgtagcgceca geggecattt
7441 tgtagcttca acCGaattCG gttgcatgct ttttggcaca aaatgtgttt ttttaaatag
E2BS1
7501 ttctatgtca gcaactatag tttaaacttg tacgtttcct gettgecatg cgtgecaaat
7561 ccctgttttc ctgacctgea ctgettgeca accattccat tgttttttac actgeactat
7621 gtgcaactac tgaatcacta tgtacattgt gtcatataaa ataaatcact atgcgccaac
7681 gccttacata ccgetgttag gecacatattt ttggettgtt ttaactaacc taattgceata
7741 tttggcataa ggtttaaact tctaaggcca actaaatgtc accctagttc atacatgaac
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7801 tgtgtaaagg ttagtcatac attgttcatt tgtaaaactg cacatgggtg tgtgcaaacC

7861 Gttttgggtt acacatttac aagcaactta tataataata ctaa
E2BS2
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