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1. JOHDANTO

Sy6pd on yleisnimitys erilaisille taudeille, joissa elimiston omat solut alkavat lisdéntya
kontrolloimattomasti. Syopid voidaan luokitella muun muassa sen perusteella, misté
elimestd tai solutyypistd se saa alkunsa. Karsinooma on nimitys syoville, jotka saavat
alkunsa epiteelisoluista. Karsinoomat jakautuvat edelleen sen perusteella, millaisesta
epiteelikudoksesta on kyse: esimerkiksi adenokarsinooma on 1dhtoisin rauhasepiteelista.
Sarkoomat ovat syopid, jotka saavat alkunsa tukikudoksesta esimerkiksi lihaksista.
Leukemia tarkoittaa syopédd, joka on l&htdisin luuytimen verta tuottavista soluista.
Lymfoomat saavat alkunsa lymfosyyteista. Néiden lisdksi on olemassa myds muita

syopatyyppeja. (Carbone 2020.)

Kun solu muuttuu sydpésoluksi, sithen kertyy runsaasti erilaisia geneettisid muutoksia,
jotka antavat solulle syoville tyypillisid, elinkykyd parantavia piirteitd. Hanahan ja
Weinberg (2000) midrittelivit artikkelissaan sydville yleiset tuntomerkit (hallmarks of
cancer). Ndméd tuntomerkit ovat omavaraisuus kasvusignaaleille, piittaamattomuus
kasvua rajoittavia signaaleja kohtaan, kyky viltelld apoptoosia, kyky tunkeutua kudoksiin
ja metastoitua, rajoittamaton replikaatiopotentiaali sekd angiogeneesin yllépito.
Tieteellinen syopatutkimus keskittyy kaikkiin nédihin sydvén eri piirteisiin ja tutkimuksen

kautta voidaan saada arvokasta tietoa eri mekanismien yksittéis- ja yhteisvaikutuksista.

Geneettiset muutokset, joita soluihin syOvédssd kertyy, saavat alkunsa proto-
onkogeeneistd tai tuumorisuppressorigeeneistd. Proto-onkogeeni muuttuu syopéa
aiheuttavaksi onkogeeniksi, kun siithen syntyy joku uusi kasvua edistivd (gain of
function) mutaatio (Stehelin ym. 1976). Télloin riittdd, ettd vain toinen alleeli mutatoituu.
Tuumorisuppressorit ovat geenejd, jotka sddtelevdt solun jakautumista. Kun niissd
tapahtuu toiminnan tuhoava mutaatio (loss of function), voi solu alkaa jakautua
kontrolloimattomasti. Yleensd tdlloin molempien alleelien tdytyy mutatoitua, jotta

muutos ndkyy solussa (Knudson 1971).

Syopatutkimus on tirkedd sekd yksilon ettd yhteiskunnan kannalta. Lisdéntynyt tietimys
syovén kehityksen mekanismeista on johtanut erilaisten hoitokeinojen seka diagnostisten
menetelmien kehittymiseen, mikd on vuorostaan laskenut syovéstd aiheutuvia

kustannuksia (Torkki ym. 2018). Taloudellisten kustannusten lisdksi syopa voi aiheuttaa



suuria kustannuksia yksilon eldménlaadulle, joten tutkimusten lisddmin tietimyksen
kautta saavutettu parempi hoitovaste ja eloonjddmisodote voivat olla yksilolle

mittaamattoman arvokkaita.

1.1  Eturauhassyopd

1.1.1 Eturauhanen

Eturauhassyopé on maailmanlaajuisesti miehilla toiseksi eniten esiintyva syopatyyppi ja
Suomessa se on yleisin. Vuonna 2019 uusia tapauksia diagnosoitiin Suomessa noin 5200.
Se on keuhko- ja henkitorvisydpien jalkeen seuraavaksi eniten kuolemia aiheuttava syopa
ja vuoden 2019 tiedon mukaan -eturauhassydpdkuolemia oli 934 kappaletta.
Eloonjadmisodote 5 vuotta toteamisen jilkeen on kuitenkin korkea, noin 93 %. (Suomen

syoparekisteri 2019).

Eturauhanen kuuluu miesten sukupuolirauhasiin. Yksilonkehityksessd eturauhanen saa
alkunsa alkion urogenitaaliontelon epiteelikuroumasta. Sen kehitykseen vaikuttaa
kiveksien tuottama testosteroni (Cunha ym. 2018). Eturauhasen kehitystd ohjaavat useat
geenit, esimerkiksi Homeoboksi-geeniperheen geenit (Norris ym. 2009). Aikuisella
eturauhanen sijaitsee virtsarakon alapuolella perdsuolen edessd ja kiveksistd tulevat
siementiehyet yhdistyvit sielld virtsaputkeen. Eturauhasen tehtdvéd on tuottaa ja erittda
emdksistd nestettd siemennesteeseen, joka tasapainottaa emittimen happamuutta ndin

ravintoa (Visconti 2012).

McNealin (1981) jaottelu jakaa eturauhasen neljdén vyohykkeeseen: etuvyohyke (AFS,
anterior fibromuscular stroma), keskivybhyke (CZ, central zone), perifeerinen eli

ulkovyohyke (PZ, peripheral zone) seké vélivyohyke (TZ, transition zone) (Kuva 1).



Proksimaalinen virtsaputki

Etuvydhyke
Valivyohyke

. akkularauhanen

Ulkovydhyke

Keskivydhyke

Kuva 1. Eturauhasen vyohykkeet. (Muokattu Bhavsar & Verma 2014).

Etuvyohykkeen paksu fibromuskulaarinen kudos peittdd koko eturauhasen anteriorisen
puolen. Etuvyohykkeessd ei ole rauhasrakenteita. Keskivyohykkeen rakenteet
muodostavat 25 % eturauhasen rauhasrakenteista. Sen tichyet sijaitsevat proksimaalisesti
ejakulaatiotichyeen verrattuna ja levittdytyvit lateraalisesti eturauhasen kirkiosassa.
Keskivyohykkeen lateraalinen raja yhdistyy ulkovydhykkeen lateraalirajaan.
Ulkovyohykkeessd sijaitsee noin 70 % eturauhasen rauhasrakenteista. Sen tiehyet
levittdytyvét radiaalisesti virtsaputkesta. Ldhes kaikki karsinoomat saavat alkunsa
ulkovyohykkeestd. Vilivydohyke kuuluu periuretaalisiin tiehyisiin. Se on muita
periuretaalisia tiehyitd kehittyneempi ja muodostaa vajaan 5 % eturauhasen
rauhasrakenteista. Vilivyohyke on patologisesti merkittdvd rakenne, silld nodulaarinen

hyperplasia on 14ht6isin sieltd (McNeal 1981).

Veri tulee eturauhaseen péddasiassa sisdisestd suoliluun valtimosta haarautuvista
eturauhasvaltimoista. Veri poistuu eturauhasen laskimoputkista, jotka yhdistyvit siséisiin
suoliluun laskimoihin (Lee 1953). Eturauhanen vastaanottaa sympaattista,

parasympaattista ja sensorista hermotusta inferiorisen hypogastrisen hermopunoksen



kautta. Eturauhasen siled lihas aktivoituu sympaattisen hermotoiminnan seurauksena

ejakulaatiossa. Hermotoiminta muuttuu idn myotd (White ym. 2013).

1.1.2 EturauhassyOpétyypit ja yleisimmait metastaatiokohteet

Lihes kaikki eturauhassyovét ovat adenokarsinoomia eli kasvaimia, jotka saavat alkunsa
rauhasepiteelistd. Valtaosa on 1dhtoisin asinussoluista (acini cells). Pieni osa
adenokarsinoomista on 1dhtdisin eturauhasen tiehyitd linjaavista soluista. Jalkimméainen
tyyppi on ndistd kahdesta aggressiivisempi. (Markman 2022a.) Muita
eturauhassyopétyyppejd ovat uroteelikarsinooma, neuroendokriiniset kasvaimet,
pienisolukarsinooma, okasolukarsinooma ja eturauhasen sarkoomat. N&méd ovat
adenokarsinoomiin verrattuna erittdin harvinaisia. Eturauhassyopa ldhettdd etdpesikkeiti
yleisimmin luihin (80-90 %) ja imusolmukkeisiin (40-50 %). My6s maksan ja keuhkojen
etapesikkeet ovat tyypillisid (10-20 %). Etdpesdkkeiden sijainti vaikuttaa oirekuvaan.

1.1.3  Oireet, diagnosointi ja hoito

Eturauhassyopd voi pysyé pitkdédn oireettomana, miké saattaa myohéstyttdd diagnoosia.
Oirekuvaan voi kuulua virtsaamisvaikeus, virtsasuihkun paineettomuus, verivirtsaisuus,
verinen siemenneste, luustosirky, tahaton painon lasku seké erektio-ongelmat (Rannikko

& Kataja 2022; Markman 2022b).

Eturauhassyopdd seulotaan tyypillisesti perdsuolen kautta tunnustelemalla sekd PSA-
kokeilla. PSA tulee sanoista prostate-specific antigen eli eturauhas-spesifinen antigeeni.
Terveilld miehilld PSA:ta on verindytteessd jonkin verran, mutta suuri méérd voi viitata
eturauhasen tautitilaan, kuten tulehdukseen tai syopddn. Diagnoosi voidaan varmistaa
ultraddni- tai magneettikuvatutkimuksella ja ottamalla eturauhasesta kudosnéyte.
Kudosniytteen perusteella voidaan arvioida, kuinka aggressiivinen syopd on kyseessa.
Tédhdn voidaan hyodyntdd gleasonin asteikkoa sekd genomista testausta. Genomisessa
testauksessa ndytteestd analysoidaan, mitd geneettisid mutaatioita sydpasoluissa esiintyy.

Liséksi syovin levinneisyyden tutkiminen voi vaatia lisdkokeita. (Mayo Clinic 2022a)

Eturauhassyovén hoito riippuu syovan aggressiivisuudesta ja sen vaikutuksista potilaan

elamadn. Lievissa tapauksissa hoitoa ei valttamaittd aloiteta ollenkaan, vaan syovén tilaa
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ainoastaan valvotaan aktiivisesti. Mikili syOpd on rajoittunut ainoastaan eturauhaseen,
voidaan hyodyntdd eturauhasen poistoa. Eturauhassyopdd voidaan hoitaa sddehoidolla,
kylmé- ja kuumaterapialla, hormoniterapialla, kemoterapialla, immunoterapialla seké
kohdennetulla lddkehoidolla. Sddehoidossa korkeaenerginen siteily tuhoaa solujen
DNA:ta, jolloin solut kuolevat. Kemoterapiassa kéytetyt ladkkeet tuhoavat nopeasti
kasvavia soluja, joihin syopésolut lukeutuvat. Solut tuhoavaa kylma- ja kuumaterapiaa
voidaan hyodyntdd paikallisesti pieniin eturauhassyOpiin. Eturauhassyopd voi olla
riippuvainen testosteronista ja hormonihoito perustuu siihen, ettd testosteroni ei padse
vaikuttamaan syOpésoluihin. Hoidossa voidaan hyodyntdd testosteronin tuottoa estdvia
aineita tai aineita, jotka estdvét testosteronin vaikutukset. Tarvittaessa voidaan myds
poistaa kivekset, jolloin testosteronin méédrd kehossa laskee huomattavasti.
Immunoterapian tarkoituksena on edesauttaa elimiston immuunipuolustusta tuhoamaan
syopasolut. Kohdennetussa lddkehoidossa hoito kohdennetaan johonkin tiettyyn sydvén
ominaisuuteen. Valinta voi olla riippuvainen jostain tietystd mutaatiosta. (Mayo Clinic

2022b)

1.1.4 Riskitekijat

Eturauhassyovdn kehityksen syitd ei tdysin tunneta. Ikd on merkittdva riskitekijé
sairastumiselle. Riski sairastua kasvaa runsaasti noin 50 ikdvuoden jélkeen, ja diagnoosi
saadaan Suomessa keskimddrin noin 71-vuotiaana (Suomen syOpérekisteri 2019).
Etnisyydelld on havaittu olevan vaikutus eturauhassyOpariskiin. Afroamerikkalaisilla
miehilld on kaksinkertainen riski sairastua eturauhassyopdian Euroopan amerikkalaisiin
verrattuna. Vield isompi ero on Aasian amerikkalaisiin, joihin verrattaessa
afroamerikkalaisten riski voi olla kolmesta neljdén kertaa suurempi. Afroamerikkalaisilla
taudinkuva on usein myo0s aggressiivisempi ja diagnoosihetkelld pidemmaélle edennyt
kuin Euroopan amerikkalaisilla. Hoitovaste on usein alhaisempi ja hoitoon liittyy

enemmaén sivuvaikutuksia. (Chornokur ym. 2011.)

Joissain tutkimuksissa lihavuuden on esitetty vaikuttavan eturauhassydvin riskiin.
Lihavuus tutkimusaiheena on kuitenkin hyvin monimutkainen, ja lihavuudella on laaja
vaikutus  esimerkiksi hormonitoimintaan, minkd seurauksena tarkkoja syy-

seuraussuhteita on erittdin hankala muodostaa. (Freedland & Aronson 2004.)



Perinndllisyydelld on vaikutus eturauhassyovén riskiin. Eturauhassyopétapauksista noin
eturauhassyopédéd aggressiivisempi ja se puhkeaa tyypillisesti nuoremmalla idlld (Klein
ym. 1998). Perinnéllistd eturauhassyOpdd on syytd epdilld, mikéli eturauhassyopad
esiintyy vahintddn kolmella ensimmadisen asteen sukulaisella tai kahdella alle 55-
vuotiaalla ensimmadisen asteen sukulaisella (Kdypé hoito -suositus 2014). Riskigeenit
liittyvdt tyypillisesti esimerkiksi DNA:n korjausmekanismeihin tai homologiseen
rekombinaatioon liittyviin geeneihin (Carlson ym. 2020; Zhang ym. 2020). Yksi
eturauhassyopain liitetyisté riskigeeneistd on HOXB13.

1.2 Homeoboksin sisdltdvit geenit ja proteiinit, HOXB13

1.2.1 Homeoboksin sisdltdvit geenit ja proteiinit

Homeoboksi on 180 emisparin pituinen DNA-sekvenssi, joka 1dydettiin alun perin
Drosophila melanogaster -banaanikdrpdsen genomista, kun huomattiin, ettd mutaatiot
geeneissd atheuttavat erilaisia kehityshdirioitd (McGinnis ym. 1984; Lewis 1992).
Myohemmin homeoboksin sisdltivid geenejd (HOX-geenejd) on osoitettu 10ytyvin
kaikista kolmesta monisoluisten elididen kunnasta. HOX-geenit ovat hyvin laaja-alainen
ryhmé. Thmisilld kuvaillaan tyypillisesti olevan 39 HOX-geenid, jotka jakautuvat
kromosomaalisten sijaintien perusteella neljdén eri klusteriin: HOXA, HOXB, HOXC ja
HOXD. Klusterien kromosomaaliset sijainnit ovat: HOXA 7pl15.2, HOXB 17q21.3,
HOXC 12q13.3 ja HOXD 2q31 (Luo ym. 2019). HOX-geenit jakautuvat edelleen
numeroituithin ryhmiin paralogien perusteella (esim. HOXA1, HOXBI jne.). HOX-
geeniryhmé saattaa kuitenkin olla vield laajempi. Holland ym. (2007) kuvailivat 300

thmisen todennékdistd HOX-lokusta, joista 65 he arvioivat pseudogeeneiksi.

Paralogit sijoittuvat klusterissa siten, ettd yksilonkehityksessd 3 paédn paralogit toimivat
anteriorisesti ja aikaisemmin yksilonkehityksessd. Paralogien numerointi suurenee 5’
suuntaan edetessd, ja loppupddn geenit toimivat posteriorisemmin sekd myOhemmin

yksilonkehityksen aikana (kuva 2).
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Kuva 2. HOX-lokukset. Kuvassa nikyy HOX-paralogit jaettuna neljan klusterin
mukaisesti (HOXA, HOXB, HOXC, HOXD). Nuolin on merkitty yksilonkehityksen
aikainen transkriptiojirjestys ajallisesti ja sijainnillisesti. Oikeanpuoleiseen kaavakuvaan
on virikoodein merkitty eri paralogien suhteelliset sijainnit ihmisen elimistossa
yksilonkehityksen geeniekspression mukaan. (Muokattu Luo ym. 2019).

HOX-geenit koodaavat proteiineja, jotka toimivat spesifisinid transkriptiotekijoina.
Tiedetéddn, ettd niilld on tirked rooli yksilonkehityksen aikaisessa organogeneesissa seké
solujen erilaistumisessa etenkin anterior-posteriorisella akselilla (Rezsohazy ym. 2015).
HOX-proteiinien molekyylitason toiminnan tuntemuksessa on kuitenkin paljon puutteita.
HOX-proteiinit sisdltivdit 60 aminohapon kokoisen homeodomeenin, joka on tirked
tekijd kohde-DNA:han kiinnittymisessd. On kuitenkin ollut epéselvyyttd siitd, miten
keskenddn hyvin samankaltaiset HOX-proteiinit tunnistavat kohteensa spesifisesti. On
esitetty, ettd joissain tapauksissa spesifiseen tunnistamiseen vaaditaan kofaktoreita (Chan

ym. 1994).

HOX-geeneilld on havaittu olevan lukuisia rooleja syovin kehityksessd. HOX-geenit
voivat olla sekd proto-onkogeenejd ettd tuumorisuppressoreita. Lisdksi HOX-geenit
vaikuttavat syovian kehitykseen myos epigeeneettisilli mekanismeilla. HOX-geenien

rooleja sydvissa on tiivistettynd kuvassa 3. (Feng ym. 2021.)
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Kuva 3. HOX-geenien rooli syovéssd luokiteltuna syovén eri tuntomerkkien mukaan.
(Muokattu Feng ym. 2021).

1.2.2 HOXBI3

HOXBI13 on yksi homeoboksidomeenin sisdltdvistd geeneistd. Sen kromosomaalinen
sijjainti on 17q21.32 ja se koostuu kahdesta eksonista. Homeoboksidomeenin lisdksi

geeniin kuuluu kaksi MEIS-interaktiodomeenia (Kuva 4).

17q21.32

Chr17 [ | 2|

Eksoni 1 Eksoni 2 Transloitumaton Koodaava
1 alue U alue I 3987

HOXB13

Kuva 4. HOXB13-geenin genominen sijainti ja sen domeenit. Lyhenne Chrl7 tarkoittaa
kromosomia 17. (Muokattu Brechka ym. 2017).

HOXB13-geenin olemassaolon kuvailivat alun perin Zeltser ym. (1996). Tutkimuksessa
kuvailtiin HOXB13-ekspression alkavan yksilonkehityksessd hiantdkuroumasta (tailbud)
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ja  levidvan  kehityksen myo6td  selkdytimen, ruuansulatuselimiston  sekd
urogenitaalielimiston posteriorisiin osiin. HOXB13-proteiinin normaalia toimintaa on
kuvailtu jyrsijamalleilla. Huang ym. (2007) kuvailivat rottamallia kéyttden selkedn
anterior-posteriorisen gradientin eturauhasen yksilonkehityksen aikaisessa HOXBI3-
ekspressiossa. Tutkimuksen mukaan ekspressio on korkeinta ventraalisen eturauhasen
luminaalisissa epiteelisoluissa, keskivertoa lateraalisessa eturauhasessa ja alhaista
dorsaalisessa  eturauhasessa.  Ekspressiogradientti  kuvailtiin ~ my0s  kaikkien
eturauhaslohkojen tiehyissa: korkein ekspressio havaittiin tichyiden distaalisissa pdissa,
kun taas proksimaalisissa tichyissd ekspressio oli rajoittunutta. Sreenath ym. (1999)
ndyttivdt hiirimallilla, ettd aikuisen hiiren eturauhasessa HOXBI3-ekspressio on
androgeeneista riippumatonta. Economides ja Capecchi (2003) puolestaan esittivit, ettd

HOXB 1 3-ekspressiota vaaditaan eturauhasen normaaliin eritystoimintaan.

Solutasolla on niytetty HOXB 1 3-ekspression vaikuttavan solusykliin. Hamid ym. (2014)
tutkivat HOXB13-ekspression vaikutusta sekd yliekspressoimalla ettd hiljentdmalla
(knockdown) HOXB13-geenid PC-3- sekd LNCaP-soluissa. Yliekspressio sai aikaan
solujen pysdhtymisen Gl-vaiheeseen. HOXBI13-proteiinin vaje puolestaan lisdsi
solunjakautumista. HOXBI13:n on osoitettu alentavan androgeenireseptorin
hormonivilitteistd toimintaa annosriippuvaisesti. HOXB13:n yliekspressio vdhentda
androgeenistimuloitua PSA:n tuottoa, kun taas HOXB13:n supressio solussa stimuloi

androgeenireseptorin transaktivaatiota (Jung ym. 2004).

HOXBI13- ja MEISI-geeneja ekspressoidaan eturauhassoluissa yhdessd. Yksi kahdesta
HOXB13:n MEIS-interaktiodomeenista riittdd normaaliin toimintaan. Molempien MEIS-
interaktiodomeenien  poisto ei  kuitenkaan vaikuta HOXBI13-proteiinin ja
androgeenireseptorin ~ vuorovaikutuskykyyn, ja  HOXB13  pystyy = MEIS-
interaktiodomeenien puuttuessakin vihentdmadn PSA:n tuottoa
androgeenireseptorivalitteisesti. Tutkimuksissa on havaittu, ettd joko MEISI-geenin tai
HOXB13-geenin hiljentiminen (knockdown) vdhentdd myos toisen tuotantoa osoittaen,
ettd ndmid kaksi transkriptiotekijdd ohjaavat toistensa ekspressiota ja/tai vaikuttavat
toistensa stabiiliuteen. On myos havaittu, ettd MEIS1 vaikuttaa yhdessa HOXBI13-
proteiinin kanssa sen sditelemien BCHE- ja TNFSFI10-geenien ekspressioon, silld
MEIS-geenin hiljentdminen (knockdown) lakkauttaa ndiden ekspression. Lisdksi MEIS1
stabilot HOXB13-proteiinia pidentien sen puoliintumisaikaa. (Johng ym. 2019.)
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1.3 HOXBI3 ja eturauhassyopd

HOXB 13-geenin rooli syovassd on monialainen. Sen on erindisin mekanismein ehdotettu
toimivan sekd potentiaalisena onkogeenind ettd tuumorisuppressorina. Sen tiedetdén
muun muassa vahentdvian syopdsolujen jakautumista estimélld androgeenireseptorin

toimintaa. (Jung ym. 2004.)

Ewing ym. (2012) kuvailivat tutkimuksessaan uuden perinnélliselle eturauhassyoville
altistavan HOXB13-geenivariantin. Kuvattu G84E-variantti sisiltdd missense-mutaation,
joka muuttaa glysiinin proteiinin positiossa 84 glutamiinihapoksi. On havaittu, ettd
variantti on yleisempi Pohjoismaissa kuin muualla maailmassa ja sen onkin ajateltu
olevan suomalainen perustajamutaatio (Laitinen ym. 2013). Variantin 16ytymisesti
huolimatta sen syoville altistava mekanismi jii vield epdselviksi. HOXB13-proteiinin

roolia syovissé on tutkittu runsaasti viime vuosina.

Chen ym. (2018) kuvailivat artikkelissaan HOXB13:n ja androgeenireseptorin
silmukointivariantti 7:n (AR-V7) yhteyden. Jélkimmadiselld on havaittu olevan tdrked
merkitys kastraatioresistentissd eturauhassyovassd. Tutkimuksessa huomattiin, ettd
HOXBI13-proteiinin suora fyysinen kontakti vaaditaan AR-V7:n kiinnittymiseen
avoimeen kromatiiniin kastraatioresistentissd eturauhassyovissd ja se toimii siten
yhteistyossdé AR-V7:n kanssa aktivoiden kohdeonkogeenejd. HOXB13:n ja AR-V7:n
yhteisekspression olemassaolo saa todistavaa tukea potilasnéytteistd sekd siitd, ettd

HOXB]13-geenin hiljentiminen inhiboi AR-V7:n onkogeenisté toimintaa.

Yao ym. (2019) ehdottivat tutkimuksessaan HOXBI13-proteiinin edistdvén
eturauhassyovén levidmistd ohjaamalla yhteisesti mitoottisten kinaasien toimintaa seka
estdmélld oletetun tuumorisuppressorin HSPB8:n toimintaa. Nerlakanti ym. (2018)
puolestaan totesivat tdydellisen HOXBI3-deleetion olevan letaali joillekin solulinjoille
(mukaan lukien LNCaP). Yao ym. (2019) viittasivatkin kyseiseen tutkimukseen, esittden
ndiden tulosten vililld olevan loogisen yhteyden. Hamidin ym. (2014) tutkimuksessa taas
ndytettiin, ettd syopidsolulinjat PC-3 ja LNCaP proliferoituvat nopeammin HOXB13-
vajeessa. Siten he esittivit, ettd vaikka HOXB13-geenin ekspressio on eturauhassyovéssa
korkealla tasolla, proteiinissa olisi joku funktionaalinen puute, joka saa solut jakautumaan
nopeammin. Jungin ym. (2004) saama tutkimustulos siitd, ettd HOXBI3 heikentdd

LNCaP-solujen jakautumista, tukee titd havaintoa. Kim ym. (2010) puolestaan esittivit
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tutkimuksessaan, ettd androgeenivapaassa ymparistossd korkea HOXBI3-geenin
ekspressio edesauttaa LNCaP-solujen proliferaatiota ja proteiinin vaje taas heikentia sita.
Mekanismina tille he kuvailivat p21“Af-tuumorisuppressorin inhiboinnin kautta

tapahtuvan RB-E2F-signalointitien aktivaation.

HOXBI13-proteiinin tuotannon rajoittaminen kerryttdd soluihin lipidejd (Norris ym.
2009). Lu ym. (2022) kuvaavat tuoreessa tutkimuksessaan mekanismin liittyen HOXB1 3-
geenin  puutoksen aiheuttamaan lipidiakkumulaatioon ja  eturauhassyOpéén.
Tutkimuksessa  esitetdén, ettd  normaalitilassa  HOXBI13 vuorovaikuttaa
histonideasetylaasi HDAC3:n kanssa, joka vuorostaan katalysoi histonin deasetylaatiota
ja estid lipogeenisaitelijoitd, kuten rasvahapposyntaasia toimimasta. HOXB13-proteiinin
puutos tai G84E-variantti hiiritsee titd yhteistyotd ja saa aikaan lipidien kertymisen
eturauhassyopésoluihin, mikd puolestaan edesauttaa solujen liikkumiskykyd ja
metastaasia. Saatu tulos on merkittidva, silld se antaa viitteitd siitd, ettd lipogeenisten
vuorovaikutusten inhibitio voisi olla lupaava hoitomenetelmd HOXB13-puutteisessa

eturauhassyovassa.

1.4 CRISPR-Cas9

1.4.1 Historia

CRISPR tulee sanoista clustered regularly interspaced short palindromic repeats eli
karkeasti suomennettuna ryhmittyneet sddnndllisesti levittdytyneet lyhyet palindromiset
toistojaksot. Ensimméinen CRISPR kuvattiin Escherichia coli -bakteerilla jo 1987
Ishinon ym. tutkimuksessa, joskin sen biologisesta toimintamekanismista ei ollut vield
tietoakaan. Mojica ym. (1993) kuvasivat CRISPR-jaksoja myos arkeilla, ja kun timén
jilkeen jaksoja kuvattiin yhd useammilla prokaryooteilla, jaksojen konservatiivisuus
alkoi herittdéd ajatuksia niiden biologisten toimintojen tdrkeydestd. Mojica ym. (2005)
kuvailivat CRISPR-jaksojen olevan vastaavia kuin mitd [0ytyy esimerkiksi
bakteriofaagien genomista ja huomasivat, ettd samankaltaiset jaksot bakteereilla estdavit
bakteriofaagia infektoimasta niitd. Téstd he tekivit johtopditoksen, ettd CRISPR:11d on
rooli bakteerien immuniteetissa. My0s Pourcel ym. (2005) ja Bolotin ym. (2005) tulivat

tutkimuksissaan samaan johtopaétokseen.
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Jansen ym. (2002) kuvailivat geenejd, jotka toimivat yhdessd CRISPR:n kanssa ja ndma
geenit saivat nimen Cas (CRISPR associated genes). Makarova ym. (2006) puolestaan
lopulta kuvasivat CRISPR:n ja Cas-proteiinin toimivan yhdessd muodostaen
prokaryoottisoluille adaptiivisen immuniteetin viruksia ja plasmideja vastaan toimien
vastaavasti kuin eukaryoottien RNA-interferenssi. Barrangou ym. (2007) kuvasivat, ettd
viruksen kohtaamisen jidlkeen bakteerit lisddvit uusia faagiperiisid jaksoja genomiinsa.
Jaksojen lisddminen ja poisto muokkaavat bakteerin kykyd vastustaa tiettyja
bakteriofaageja, joten immuniteetti perustuu jakson ja bakteriofaagin sekvenssien

yhteneviisyyteen. (Pddasiassa Ishino ym. 2018 kokooma-artikkelia mukaillen.)

1.4.2 CRISPR-Cas-systeemit ja toiminta tiivistettynd, Cas9

CRISPR-Cas-systeemit jakautuvat kahteen péidluokkaan. Luokan 1 CRISPR-Cas-
systeemeissd on monialayksikkdinen (multisubunit) crRNA-efektori-kompleksi.
Luokkaan 1 kuuluvat tyypin I, III ja IV systeemit. Tyypit jakautuvat vield alatyyppeihin
efektoriproteiinien sekvenssiyhtendisyyden, lokusorganisaatioiden ja toistojaksojen
perusteella. Luokan 2 CRISPR-Cas-systeemeissd on yksialayksikkodinen (single subunit)
crRNA-efektorimoduuli. Luokkaan 2 kuuluuvat tyypin II, V ja VI systeemit. Tyyppien
jako alatyyppeihin luokassa 2 on hankalampaa, silli efektoriproteiinit ovat niin
samankaltaisia. Jako perustuu sekvenssien erilaisuuteen. (Makarova ym. 2011; Makarova

ym. 2015; Makarova ym. 2020.)

CRISPR-Cas-systeemien toiminta voidaan jakaa kolmeen vaiheeseen: adaptaatio,
ekspressio ja interferenssi. Adaptaatiossa vierasperdisisti geneettisisti elementeistd
otetaan lyhyitd jaksoja CRISPR-ryhmittyméaan (array). CRISPR-ryhmittymét koostuvat
toistojaksoista, joiden viliin vierasperdiset geneettiset elementit integroituvat. Néitd
kutsutaan spacereiksi. Ekspressiovaiheessa CRISPR transkriptoidaan ja prosessoidaan
crRNA:ksi, joka puolestaan muodostaa ribonukleoproteiinikompleksin Cas-proteiinien
kanssa. Tyypin II systeemissdé crRNA:n maturaatioon tarvitaan my0s tracrRNA
(transactivating). Interferenssivaiheessa Cas-crRNA-kompleksi sitoutuu PAM-
sekvenssin  viereiseen komplementaariseen jaksoon vieraassa perimiaineessa
(protospacer) ja vieras perimdaine hajotetaan Cas-nukleaasilla. Yksinkertaisin tdma
mekanismi on tyypin II systeemeilld, joissa toimii Cas9. (Mojica ym. 2009; Deltcheva

ym. 2011; Makarova ym. 2015; Staals ym. 2016.)
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Nishimasun ym. (2014) kuvailema Streptococcus pyogenes -bakteerin Cas9:n rakenne on

esitetty Kuvassa 5.
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Kuva 5. S. pyogenes -bakteerin Cas9:n rakenteesta johdetun Cas9-ohjain-RNA-DNA-
kompleksin rakenne. RECI1- ja REC2-domeeni sekd siltaheliksi kuuluvat
tunnistuslohkoon (REC). RuvC-, HNH- ja Pl-domeenit puolestaan kuuluvat
nukleaasilohkoon (NUC). (Muokattu Nishimasu ym. 2014).

Cas9 koostuu kahdesta lohkosta: tunnistuslohkosta REC (recognition lobe) ja
nukleaasilohkosta NUC (nuclease lobe). REC-lohko voidaan jakaa kolmeen alueeseen:
pitkdan, siltaheliksiksi (Bridge helix) kutsuttuun a-heliksiin, REC1-domeeniin ja REC2-
domeeniin. REC-lohko on Cas9:lle uniikki. Tutkimuksessa selvisi, ettdi REC2-domeeni
ei ole ehdottoman tdrked DNA:n leikkaamisen onnistumiselle, mutta REC1-domeenin
eheys puolestaan on kriittinen toiminnalle ja sen mutaatiot estivit leikkauksen. NUC-
lohko puolestaan jakautuu RuvC-, HNH-, ja PI-domeeniin (PAM interacting domain).
Kuten REC-lohko myds PI-domeeni on Cas9:1le uniikki. PI-domeenin puute estdd DNA:n
leikkauksen ja silld on iso rooli PAM-spesifisyyden kannalta. Aiemmista tutkimuksista
tiedetédén, ettd Cas9 leikkaa DNA:n molemmat juosteet siten, etti HNH-domeeni leikkaa
crRNA:lle komplementaarisen juosteen ja RuvC leikkaa ei-komplementaarisen juosteen
(Gasiunas ym. 2012; Jinek ym. 2012). Nishimasun ym. (2014) tutkimuksen tulokset
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antoivat tukea ndille mekanismeille lisdten osaltaan tarkempaa tietoa toiminnasta.
Mallissa ohjain-RNA:n ja kohde-DNA:n luoma 20 emésparin mittainen heterodupleksi
sijjaitsee REC- ja NUC-lohkojen rajapinnalla olevassa positiivisesti varautuneessa
uurteessa siten, ettd kohde-DNA on sijoittunut sopivasti HNH-leikkausta varten. Mallissa
el otettu huomioon ei-komplementaarista DNA:ta, mutta komplementaarisen juosteen
sijjainnin perusteella arvioitiin ei-komplementaarisen juosteen sijaitsevan sopivasti

RuvC:n aktiivisen kohdan ldheisyydessa.

1.4.3 Geneettinen muokkaus CRISPR-Cas9-menetelmalla

Charpentier ja Doudna (2012) kuvailivat CRISPR-Cas-systeemiin perustuvan
geeninmuokkaustyokalun (Jinek ym. 2012). Tutkimuksessaan he kuvailevat, ettd
tractrRNA ja crRNA voidaan yhdistdd yhdeksi ohjain-RNA:ksi, joka ohjaa Cas9-
nukleaasin genomiin ja luo kaksijuosteisen katkoksen. Muokkaamalla ohjain-RNA:n 20
emésparin pituista sekvenssintunnistavaa osaa, voidaan leikkaus kohdentaa genomissa
mihin tahansa kohtaan, jonka vierestd 16ytyy 5 NGG-PAM-sekvenssi. Cas-nukleaasin
vaatima PAM-sekvenssi voi vaihdella sen perusteella, minké prokaryootin genomista se
on perdisin. Leikatussa kohdassa genomia voidaan muokata erindisin menetelmin niin,

ettd saadaan tuotettua haluttu genotyyppi.

Kun nukleaasi on leikannut juosteet, solu pyrkii korjaamaan syntyneen katkoksen joko
hyodyntdmalla homologi ohjattua korjausmekanismia (Homology directed repair, HDR)
tai ei-homologisten pdiden yhdistdmistd (Non-homologous end joining, NHEJ). NHEJ
tapahtuu solussa yleisemmin. Kaksijuosteinen katkos DNA:ssa on solun selviytymisen
kannalta katastrofaalinen tila ja se yritetdén korjata mahdollisimman nopeasti liittdmalla
leikatut pdét yhteen. Tdlloin syntyy helposti virheitd, kuten insertioita tai deleetioita.
HDR puolestaan perustuu siihen, ettd solu ikdén kuin ottaa mallia vastaavasta DNA-
patkistd korjaten katkoksen sen ohjeen” mukaisesti. Mekanismiin perustuen voidaan
luoda tarkkoja muutoksia genomiin tuomalla soluun DNA-pitkd, joka on pdistd
samanlainen kuin leikattu DNA ja keskelld on pédtkd, joka sisdltdd halutun muutoksen.
Koska HDR tapahtuu ldhinnd jakautuvissa soluissa ja on muutenkin NHEJ:&
harvinaisempi tapahtuma, on siithen perustuva genomin muokkaus verrattain hankalaa

(Saleh-Gohari & Helleday 2004).
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CRISPR-Cas9-tekniikan etuja on sen helppokiyttdisyys, spesifisyys ja tehokkuus
verrattuna muihin geneettisiin muokkausmenetelmiin. CRISPR-Cas9 on huomattavasti
helpompi kohdentaa haluttuun alueeseen verrattuna esimerkiksi TALEN-menetelméén,
jossa joudutaan aina luomaan kaksi kokonaan wuutta TALEN-geenid. TALEN-
menetelmissd leikkauskohdan spesifisyys vaihtelee muutamien emédksien vililld, kun
taas esimerkiksi S. pyogenes -bakteerin Cas9 leikkaa juosteen tietystd kohtaa. Vaikka
TALEN-menetelméd on myos tehokas geeninmuokkaustydkalu, sitd ei voida kohdistaa
useaan kohtaan genomia saman aikaisesti. CRISPR-Cas9-menetelméssé timi onnistuu.

(Ran ym. 2013.)

Menetelmédn varjopuolena on sen taipumus kerryttdd epitoivottuja insertioita ja
deleetioita kaksijuosteisen katkoksen korjaamisen seurauksena. On myds mahdollista,
ettd kohde-DNA:n lisdksi leikkautuu my0ds muita hyvin samankaltaisia sekvensseja.

Tadma voi pahimmillaan johtaa jopa kromosomitason muutoksiin. (Li ym. 2020.)

S. pyogenes -bakteerista perdisin oleva Cas9-nukleaasi tarvitsee toimiakseen NGG-PAM-
sekvenssin, jossa N kuvastaa mitd tahansa emistd. Kohde-DNA:n taytyy olla genomissa
juuri ennen 5°-NGG-PAM-sekvenssid. Cas9 katkaisee kaksijuosteisen DNA:n kolme

emdsparia yldvirtaan PAM-sekvenssistd (kuva 6).

Genominen lokus - - m == -

Kohde (20 bp) v PAM

5 . .AATGGGGAGGACATCGATGTCACCTCCAATGACTAGGGTGGGCAACCAC. . 3/

Kohde-DNA LEEEEREEETTTETIR FIEINTTTTT
3 . .TTACCCCTCCTGTAGCTACAGTGGAGGTTACTGATCCCACCCETTGGTG. . 5

A

5 GUUUUAG!‘\GCUAGA
VIR
BUUCAACUAUUGCCUGAUCGGAAUAAAAUU CGAUA
A A,‘I\!l\(gllJGGCACCGA -
Ohjain-RNA TG
3\ UUUUUUCGUGGCU Cas9

Kuva 6. Kaavakuva S. pyogenes -bakteerin RNA-ohjatun Cas9-nukleaasin toiminnasta.
20 nukleotidin mittainen ohjain-RNA (siniselld) ohjaa Cas9-nukeleaasin (keltainen)
kohde-DNA:n (sininen viiva) luo. Cas9 katkaisee kaksijuosteisen DNA:n kolme
emdsparia yldvirtaan (punaiset nuolet) PAM-sekvenssistd (punainen viiva). (Muokattu
Ran ym. 2013).
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CRISPR-Cas9-menetelmdd on hyoddynnetty laajalti muuntogeenisten elididen
tuottamiseen ja menetelmdlld on potentiaalia myds erilaisten geneettisten sairauksien
tutkimuksessa ja hoidossa. Menetelmdd on yritetty valjastaa muun muassa
sirppisoluanemian  hoitoon  (Frangoul —ym. 2021). Erilaiset eettiset ja
turvallisuuskysymykset asettavat rajoitteita menetelmén hyddyntdmiseen geeniterapiassa

(Uddin ym. 2020).

Menetelmdd on myods muokattu siten, ettd on mahdollista tuottaa katkos vain toiseen
DNA-juosteeseen. Tatd menetelmédd hyodyntdmaélla voidaan saada aikaan hyvin tarkkoja
muutoksia, kuten yhden emiksen vaihtoja. Naiitd sovelluksia ei késitelld téssd

opinndytetyosséd tarkemmin.

1.4.4 Poistogeenisten solujen tuotanto CRISPR-Cas9-menetelmalld

Geenin toiminnan tutkimiseksi voi olla hyddyllistd selvittdd, mitd solussa tapahtuu, kun
geeni ei ole toiminnassa. Tadtd tilannetta voidaan simuloida hyodyntimélla RNA-
interferenssid, jossa geenistd transkriptoitu ldhetti-RNA hajotetaan ennen translaatiota
proteiiniksi, hyddyntden lyhyttd synteettistd kaksijuosteista RNA:ta. Tama ei kuitenkaan
ole pysyvd tila ja tutkimuskdyttoon voi joskus olla tarpeen luoda kokonaan

poistogeeninen solulinja. Téahén voidaan hyodyntdda CRISPR-Cas9-tekniikkaa.

Kuten luvussa 1.4.3 jo mainittiin, kaksijuosteisen katkoksen korjaamisessa NHEJ-
mekanismilla tapahtuu usein jo itsestdédn insertioita ja deleetioita. Mikéli ndmaé insertiot
tai deleetiot aiheuttavat lukukehyksen muutoksen, voi koko geeni muuttua
toimimattomaksi pelkéstddn yhden katkoksen vaikutuksesta. Vaihtoehtoisesti on
mahdollista kdyttdd useampaa ohjain-RNA:ta, jolloin geenistd saadaan poistumaan
isompi palanen tai palasia ja poistogeenisten solujen muodostuminen on varmempaa

(Cong ym.2013).

Poistogeenisten solulinjojen tuotto voi olla silloin tdlloin haasteellista. Solulinjojen
muodostus vaatii, ettd solut yksittdissolujaotellaan, ja palautuminen téisti kisittelystd voi
kestdd pitkddn, eivitkd solut vilttdmattd palaudu késittelystd ollenkaan.
Tutkimuskdytossd olevista solulinjoista monet ovat polyploideja, jolloin usein syntyy

kohdegeenin osalta heterotsygoottisia soluja, kun CRISPR-Cas9-reaktio ei tapahdu
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kaikissa kromosomeissa. Joissain tapauksissa proteiinin tuotanto ei pysdhdykéén
kokonaan geenimuokkauksen myo6td, vaan saattaa syntyd muuntunutta proteiinia
esimerkiksi eksonihyppiyksien (exon skipping) tai nonsense-riippuvaisen vaihtoehtoisen

silmukoinnin (non-sense associated alternative splicing) myo6td. (Giuliano ym. 2019.)

1.5 Tutkimusasetelma ja tyon tarkoitus

HOXB13-geenin rooli eturauhassyovin kehityksesséd on edelleen epéselvi. Tutkimuksen
tarkoituksena  oli  kehittdd  protokolla ja luoda  HOXBI3-poistogeenisid
eturauhassyopésolumalleja CRISPR-Cas9-tekniikalla. Tulevaisuuden tavoitteena on
tutkia HOXB13-poistogeenisten solulinjojen toimintaa erilaisin menetelmin (RNA-seq,
funktionaaliset tutkimuksen jne.) rinnakkain tutkimusryhmissd aiemmin tuotettujen
G84E-variantin sisdltdvien solulinjojen kanssa. Tyossd kiytettiin kahta ohjain-RNA:ta

tarkoituksena poistaa geenisti alue ja samalla tuhota normaali lukukehys.
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2. AINEISTO JA MENETELMAT

2.1  Poistogeeniplasimidikonstruktien luominen, kloonaus DHS5 a-bakteerisoluissa,

kloonattujen plasmidien eristys ja sekvensointi

PspCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0 (Addgene plasmid # 62988) ja PspCas9(BB)-2A-
GFP (PX458) (addgene plasmid # 48138) -plasmidit olivat lahja Feng Zhangilta (Ran ym.
2013). Kumpaankin plasmidiin liitettiin gBlokki-geenipétka, joka sisdlsi kaksi ty6hon
suunniteltua  ohjain-RNA-sekvenssid. Restriktio-ligaatio-reaktioita varten PCR-
liuskoihin yhdistettiin 100 ng PX459-plasmidia tai 50 ng PX459-plasmidia, 3 pl TE-
puskuriin (Invitrogen) liuotettua gBlokkia, 2 pl 10-kertaista CutSmart-puskuria (New
England Biolabs), 1 pl 10 mM DTT:td, 1 ul 10 mM ATP:td, 0,5 pl Bbsl-
restriktioentsyymid (New England Biolabs), 0,5 ul T7 DNA-ligaasia (New England
Biolabs) ja tilavuudet tdytettiin 20 pl:aan asti nukleaasivapaalla vedelld. Naytteitd

késiteltiin viisi kierrosta seuraavasti: 37 °C 5 min, 23 °C 5 min.

Bakteerikasvatuksia varten valmistettiin LB-agar-maljoja, joihin lisdttiin 100 pg/ml
ampisilliinia transformoitujen bakteerien selektiota varten. PX459-konstruksin
transformaatiota varten sulatettiin jdilld 50 pl ja PX458-konstruktin transformaatiota
varten 25 pul DHS5a-kompetentteja E. coli -bakteerisoluja, minka jdlkeen ne siirrettiin 1,5
ml:n eppendorf-putkeen. Putkeen liséttiin 2 pl PX459-plasmidikonstruktia. Putkea
naputeltiin 5 kertaa, minké jilkeen sen annettiin inkuboitua jiilld 30 min. Inkubaation
jilkeen soluja lampokasiteltiin 42 °C:ssa 30 s, jotta plasmidi saataisiin solujen sisdén.
Tédmin jalkeen soluja inkuboitiin jdilld 5 min. Putkeen liséttiin 950 pl SOC-mediumia ja
solujen annettiin palautua 60 min 37 °C:ssa ravisteluinkubaattorissa. Palautumisvaiheen
jilkeen putkea naputeltiin ja kédnneltiin. Huoneenlampdisille LB-agar-maljoille
levitettiin laimentamatonta bakteeriliuosta sekd suhteessa 1:10 SOC-mediumiin
laimennettua bakteeriliuosta. Jéljelld olevat solut pelletoitiin, suurin osa supernatantista
poistettiin, solut resuspensoitiin ja maljattiin. Yksi malja jétettiin kasittelemétté
kontrollimaljaksi, jotta voitiin poissulkea kontaminaation mahdollisuus. Maljat laitettiin
37 °C:een yon yli. Seuraavana paivand PX459-transformoiduista bakteereista tehtiin nelja

ja PX458-transformoiduista bakteereista kolme 5 ml:n LB-nestekasvatusta (100ug/ml
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ampisilliini). Kasvatuksiin valikoitiin maljoilta yksittdiset kloonit. Nestekasvatuksien

annettiin olla 37 °C:ssa yon yli.

Jokaisesta nestekasvatuksesta varastoitiin osa lisdamalld 60 % glyserolia 1:1. Naytteet
sdilottiin -80 °C:ssa. Lopuista bakteerisoluista eristettiin plasmidi-DNA sekvensointia
varten kdyttden NucleoSpin Plasmid EasyPure -kittid (Macherey Nagel). Eristettyjen
plasmidindytteiden konsentraatio mitattiin NanoDrop-laitteella ja ne ldhetettiin Sanger-
sekvensoitavaksi  ulkopuoliseen  sekvensointipalveluun  (EuroFins)  kédyttden

sekvensointialukkeena aluketta

Ué6-forward:
GAGGGCCTATTTCCCATGATTCC.

Sekvensointitulosten perusteella valittiin sopivat kloonit, varastoiduista ndytteisti tehtiin
LB-agar-maljakasvatukset yon yli, minka jdlkeen kahdesta PX459-kloonista ja yhdesté
PX458-kloonista tehtiin 100 ml:n LB-nestekasvatukset yon yli ja seuraavana pdivani
kasvatuksista eristettiin plasmidi-DNA NucleoBond Xtra Midi Plus -kitilld (Macherey
Nagel). Plasmidi-DNA:n konsentraatiot mitattiin NanoDrop-laitteella ja lopulta valittiin

kloonit transfektiota varten.

2.2 Solulinjat ja soluviljely

22.1 PC-3

PC-3-solulinja on perdisin eturauhasen adenokarsinooman luustoetipesdkkeestd
(levinneisyysaste IV). Solulinjan soluilla on 62 kromosomia ja se on siten léhes triploidi.
Solut eivit ekspressoi androgeenireseptoria. PC-3-solujen elatusaineena kiytettiin F-
12K-elatusainetta (Gibco™, sisdltdd L-glutamiinia), johon liséttiin 10 % FBS:da
(Biowest) sekd 1 % penisilliini-streptomysiinid (BioWhittaker™). Soluja kasvatettiin
Corning® T75-pulloissa 37 °C:issa 5 %:mn COz.ympéristdssd. Soluille vaihdettiin
elatusaine péddasiassa kolme kertaa viikossa ja ne jaettiin tarvittaessa. Jaettaessa solut

huuhdeltiin PBS:11d (Cytiva HyClone) ja irrotettiin 0,25 % trypsiini-EDTA:lla (Gibco™).
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2.2.2 LNCaP

LNCaP-solulinja on perdisin eturauhasen levinnyttd karsinoomaa sairastavan henkilon
vasemman  supraklavikulaarisen imusolmukkeen neulabiopsiasta. Solut ovat
hypotetraploideja ja ekspressoivat androgeenireseptoria. LNCaP-solujen elatusaineena
kaytettiin RPMI-1640-elatusainetta (Gibco™, sisdltdd D-glukoosia, L-glutamiinia,
natriumbikarbonaattia ja natriumpyruvaattia), johon liséttiin 10 % FBS:44 (Biowest) sekéd
1 % penisilliini-streptomysiinid (BioWhittaker™). Soluja kasvatettiin Corning® T75-
pulloissa 37 °C:ssa 5 %:n CO,.ympdristossd. Soluille vaihdettiin elatusaine piiasiassa
kolme kertaa viikossa ja ne jaettiin tarvittaessa. Jaettaessa solut huuhdeltiin PBS:114

(Cytiva HyClone) ja irrotettiin 0,25 % trypsiini-EDTA:Ila (Gibco™).

2.3 PX459-plasmidikonstruktin transfektio PC-3- ja LNCaP-soluihin,
transfektoituneiden solujen selektio, LNCaP-solujen PCR

Sopiva puromysiinikonsentraatio PC-3-soluille testattiin 96-kuoppalevylle jaetuilla
soluilla. Testikonsentraatioina kdytettiin 0,5 pg/ml, 1 pg/ml, 2 pg/ml, 4 pg/ml, 6 pg/ml,
8 ng/ml sekd 10 pg/ml. Testin perusteella varsinaisiin késittelyihin valittiin 1 pg/ml

konsentraatio.

Transfektiota varten 12-kuoppalevyn kuuteen kuoppaan jaettiin jokaiseen 100 000 solua.
Kolmen kuopan solut transfektoitiin ja toiset kolme kuoppaa toimivat kontrollikaivoina.
Transfektioliuos valmistettiin lisadmélld yhteen eppendorf-putkeen 50 pl Opti-MEM-
elatusainetta (Gibco™) ja 3 ul Lipofectamine 3000 -reagenssia (Invitrogen by Thermo
Fisher Scientific) per transfektoitava kaivo. Toiseen putkeen lisdttiin 50 pl Opti-MEM-
elatusainetta, 1 pg plasmidi-DNA:ta sekd 2 ul P3000-reagenssia (Invitrogen by Thermo
Fisher Scientific) per transfektoitava kaivo. Putket vorteksoitiin, jilkimméinen putki
yhdistettiin ensimmadiseen ja liuoksen annettiin inkuboitua huoneenlimmdssd 15 min,
jotta plasmidi saataisiin siirtymién lipofektiokuplan sisddn. Tdmin jdlkeen jokaiseen
késiteltavddn kaivoon lisdttiin 100 pl livosta ja levy siirrettiin 37 °C:een yon yli, minkd
jélkeen soluille vaihdettiin tuore elatusaine. Tdstd seuraavana pdivina soluille vaihdettiin
tuore elatusaine, joka sisédlsi 1 pg/ml puromysiinid. Puromysiinin annettiin vaikuttaa
kolme vuorokautta, minka jdlkeen soluja hoidettiin normaalin protokollan mukaan. Solut

eivit palautuneet késittelyisté, ja noin kahden viikon péésta levy heitettiin pois.
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Sopiva puromysiinikonsentraatio LNCaP-soluille oli tutkimusryhméssd selvitetty
aiempia tutkimuksia varten, joten siitd ei tehty erillistd testid. Késittelyissd kéytettiin 1
png/ml puromysiinid. Transfektio tehtiin kahden eri LNCaP-kloonin soluille vastaavalla
tavalla kuin PC-3-soluille. Kahden viikon jidlkeen transfektiosta toisen LNCaP-levyn
solut irrotettiin, triplikaatit yhdistettiin ja osa soluista otettiin DNA:n eristykseen. Loput

solut laitettiin takaisin kasvamaan. Kontrollindyte otettiin vain yhdesti kaivosta.

DNA:n eristystd varten solut pelletoitiin ja supernatantti poistettiin, minké jilkeen ne
resuspensoitiin 20 pl:aan DNA Releasy ADVANCE -eristysliuosta (NIPPON Genetics).
Tamén jilkeen niitd késiteltiin ThermoCycler-koneessa seuraavalla tavalla: 65 °C 5 min,

96 °C 5 min, 20 °C 5 min.

PCR:ssi kaytetyt alukkeet:
HOXB13 G84E F1 CCATGGAGCCCGGCAATTAT
HOXB13 G84E R1 GCCATAGGCTGGTAGGTTCC

PCR-reaktiota varten PCR-liuskaan yhdistettiin yhtd naytettd kohden 5 ul 10 x
DreamTaq-puskuria (Thermo Fisher Scientific), 5 ul dNTP-sekoitusta (2 mM jokaista),
1,5 pul 10 uM forward-aluketta, 1,5 pl 10 uM reverse-aluketta, 0,25 pul DreamTaq-DNA-
polymeraasia (Thermo Fisher Scientific), 34,75 ul nukleaasivapaata vettd ja 2 pl
templaatti-DNA:ta. Yhteen kaivoon lisdttiin templaatti-DNA:mn sijjasta 2 pl
nukleaasivapaata vettd negatiiviseksi kontrolliksi. Tamén jdlkeen nidytteitd kasiteltiin
ThermoCycler-koneessa seuraavasti: 95 °C 2 min, (95 °C 30 s, 60 °C 30 s, 72 °C 1 min)
x 35,72 °C 5 min.

PCR-reaktion onnistuminen tarkastettiin 50 ml:n 2,5 % agaroosigeelilld (BioNordika),
johon lisittiin 1,5 ul Midori Green Advance DNA Stain -vériainetta (NIPPON Genetics).
Néytteisiin lisdttiin 6-kertaista latauspuskuria (Gel Loading Dye Purple 6 X, New England
BioLabs). Molekyylipainomarkkerina kéytettiin 100 eméasparin markkeria (Quick-Load
100 bp DNA Ladder 50pg/ml, New England BioLabs). Néytteitd ajettiin 100 V 40 min,
minka jélkeen geeli kuvattiin ChemiDoc Imager -laitteella. Poistogeenisid soluja ei ollut

havaittavissa ja transfektoiduista LNCaP-soluista péétettiin luopua.
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2.4 PX459-plasmidikonstruktin transfektion optimoiminen PC-3-soluilla

Transfektioprotokollaa yritettiin  optimoida védhentdmilld sekd plasmidin ettd
transfektioreagenssien madrdd. Optimoinnissa kdytettiin seitseméd eri yhdistelmaa.
Kolme reaktiota tehtiin alkuperdisilli reagenssimddrilld, mutta plasmidin méadrda
vahennettiin 0,75 pg:aan, 0,5 pg:aan sekd 0,25 pg:aan. Neljd reaktiota tehtiin
puolittamalla Lipofectamine 3000 -reagenssin sekd P3000-reagenssin maéadrit ja
kayttamalla 1 pg, 0,75 pg, 0,5 pg sekd 0,25 pg plasmidia. Kaikki reaktiot tehtiin

duplikaatteina.

Noin kolmen viikon jéilkeen solut pédtettiin siirtdd 96-kuoppalevylle palautumisen
nopeuttamiseksi. Siirron yhteydessd duplikaatit yhdistettiin. Téstd noin viikon jilkeen
solut irrotettiin ja pieni mééra soluja otettiin DNA:n eristykseen (luku 2.6). Loput solut
laitettiin takaisin kasvamaan. Solujen jakauduttua tarpeeksi ne siirrettiin kasvamaan 12-

kuoppalevylle.

Viikon padstd PCR-reaktion (luku 2.6) perusteella kaksi parhaiten transfektoitunutta
populaatiota siirrettiin  kasvamaan T25-pulloihin. Pullojen ollessa konfluentteja,
molemmista klooneista 1/3 soluista siirrettiin kasvamaan yhteen T75-pulloon ja 2/3
toiseen T75-pulloon. Kasvatuksen jéilkeen toiset pulloista pakastettiin, ja jéljelle
jadneiden pullojen soluja hoidettiin  normaaliin tapaan yksittdissolukloonien

muodostamiseen asti.

2.5  PX458-plasmidikonstruktin transfektio PC-3-soluihin

Ensimmadista transfektiotestid varten PC-3-soluja transfektoitiin vastaavasti kuin luvussa
2.3, tilla kertaa kéyttdmallda PX458-plasmidikonstruktia. Kaksi pédivad transfektion
jalkeen solut irrotettiin ja pieni mddrd soluja otettiin DNA:n eristykseen (luku 2.6).
Varsinaista transfektiota varten PC-3-soluja jaettiin pdivdd aiemmin kasvamaan kaikkiin
12-kuoppalevyn kuoppiin 100 000 solua jokaiseen. Solut transfektoitiin vastaavasti kuin
ailemmassa testissd. Transfektoiduille soluille vaihdettiin elatusaine pdivdd myohemmin
ja kaksi pdivdd myohemmin 10 000 fluoresenssipositiivista solua eroteltiin
virtaussytometrilld. Tétd varten solut irrotettiin ja sentrifugoitiin asetuksilla 200 rcf 5 min.

Supernatantti poistettiin ja solut resuspensoitiin kylméadn PBS:44n johon oli lisétty 2 %

24



FBS:d4. Solususpensio siirrettiin suodatinkorkin 1api FACS-putkeen ja laitettiin jéille
kuljetuksen ajaksi. Solut eroteltiin 15 ml:n falcon-putkeen, jossa oli 1 ml elatusainetta,
joka koostui kahdesta osasta FBS:44 ja yhdestd osasta tavallista PC-3-elatusainetta. Solut

siirrettiin kasvamaan 24-kuoppalevylle, jonka jdlkeen niitd hoidettiin normaaliin tapaan.

Solujen palauduttua (noin 2,5 viikkoa) solut irrotettiin, ja pieni méérd soluja otettiin
DNA:n eristykseen (luku 2.6). Loput solut laitettiin uudelleen kasvamaan 24-
kuoppalevylle. Tdmidn jilkeen solut siirrettiin  aina tarvittaessa isommalle

kasvatusalustalle. Kun soluja oli kasvatettu tarpeeksi, ne pakastettiin (nestetyppi).

2.6 PX459- ja PX458-transfektoitujen PC-3-solujen PCR

PCR:ssi kéytetyt alukkeet:
HOXB13 G84E F2: CCGGCAATTATGCCACCTTG
HOXB13 G84E R2: CCTGGTGGGTTCTGTTCTCC

PC-3-soluista eristettiin DNA vastaavasti kuin LNCaP-soluista luvussa 2.3. PCR-
reaktiota varten jokaista ndytettd kohden yhdistettiin 10,5 pl nukleaasivapaata vettd, 12,5
ul AmpliTaqg Gold™ 360 -mastermixid (Applied Biosystems by Thermo Fisher
Scientific), 0,5 ul 10 uM forward-aluketta, 0,5 pul 10 uM reverse-aluketta ja 1 pl
templaatti-DNA:ta. Lisdksi tehtiin negatiivinen kontrolli lisddmélld yhteen reaktioon
DNA:n sijasta 1 pl nukleaasivapaata vettd. Tdmidn jdlkeen ndytteitd késiteltiin
ThermoCycler-koneessa seuraavasti: 95 °C 10 min, (95 °C 30's, 60 °C 30's, 72 °C 30 s)
x 40, 72 °C 7 min. PCR-reaktion onnistuminen tarkastettiin agaroosigeelilld vastaavasti

kuin luvussa 2.3.

2.7  PX458-plasmidikonstruktin transfektio LNCaP-soluihin, solujen PCR

LNCaP-solut transfektoitiin vastaavasti kuin luvussa 2.3. kéyttden PX458-
plasmidikonstruktia. Soluille vaihdettiin elatusaine transfektiota seuraavana péivédni ja
kahden péivin jdlkeen 20 000 fluoresenssipositiivista solua eroteltiin virtaussytometrilla.
Tétd varten solut irrotettiin ja sentrifugoitiin asetuksilla 200 rcf 5 min. Supernatantti
poistettiin ja solut resuspensoitiin kylmédén PBS:d4n johon oli lisitty 2 % FBS:éa.
Solususpensio siirrettiin suodatinkorkin 1dpi FACS-putkeen ja laitettiin jdille kuljetuksen

25



ajaksi. Solut eroteltiin 96-kuoppalevyn kuoppaan, jossa oli 200 ul elatusainetta, joka
koostui kahdesta osasta FBS:44 ja yhdesti osasta tavallista LNCaP-elatusainetta. Solujen
palauduttua ne siirrettiin aina tarvittaessa isommalle kasvatusalustalle. Siirron yhteydessi
otettiin pieni midrd soluja DNA:n eristystd varten. Soluista eristettiin DNA vastaavasti
kuin luvussa 2.3. PCR-reaktio tehtiin vastaavasti kuin luvussa 2.6 ja PCR-reaktion
onnistuminen tarkastettiin agaroosigeelilld vastaavasti kuin luvussa 2.3. Kun soluja oli

kasvatettu tarpeeksi, ne pakastettiin kahdeksi viikoksi (talviloma).

2.8 PX459-transfektoitujen PC-3-solujen yksittdissolujaottelu solukloonien

muodostamiseksi, kloonien PCR

Jaottelua varten solut irrotettiin ja sentrifugoitiin asetuksilla 200 rcf 5 min. Supernatantti
poistettiin ja solupelletti resuspensoitiin 4 ml:aan kylméa PBS:44, johon oli lisétty 2 %
FBS:44. Solususpensio siirrettiin suodatinkorkin 1dpi FACS-putkeen ja laitettiin jdille
kuljetuksen ajaksi. Neljéille 96-kuoppalevylle jaettiin virtaussytometrilli yksi solu
jokaiseen kuoppaan. Kuopissa oli 100 ul elatusainetta, joka koostui kahdesta osasta
FBS:44 ja yhdestd osasta tavallista PC-3-elatusainetta. Soluille liséttiin seuraavana
paivand 100 pl elatusainetta ja timén jélkeen elatusaine vaihdettiin osittain kaksi kertaa
viikossa. Vain neljd kloonia ldhti kasvamaan ja ndistd kaksi kloonia ldhti kasvamaan
kunnolla. Noin kolmen ja puolen viikon jidlkeen ndmi solukloonit siirrettiin 12-
kuoppalevylle ja samalla otettiin pieni maird soluja DNA:n eristystd varten. Soluista
eristettiin DNA vastaavasti kuin luvussa 2.3. PCR-reaktio tehtiin vastaavasti kuin luvussa
2.6. PCR-reaktion onnistuminen tarkastettiin agaroosigeelilld vastaavasti kuin luvussa
2.3. Poistogeenisid klooneja ei ollut havaittavissa ja klooneista luovuttiin. Transfektoidut

solut pakastettiin.

2.9 PX458-transfektoitujen PC-3-solujen yksittdissolujaottelu solukloonien

muodostamiseksi

PX458-transfektoidut, GFP:n perusteella  jaotellut PC-3-solut otettiin
nestetyppisdilytyksestd kasvamaan kolme pédivad ennen yksittdissolujaottelua. Jaottelua
varten solut irrotettiin ja sentrifugoitiin asetuksilla 200 rcf 5 min. Supernatantti poistettiin
ja solupelletti resuspensoitiin 2 ml:aan kylméaa PBS:44, johon oli lisitty 2 % FBS:a4.

Solususpensio siirrettiin suodatinkorkin 1dpi FACS-putkeen ja laitettiin jdille kuljetuksen
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ajaksi. Kuudelle 96-kuoppalevylle jaettiin virtaussytomertilld yksi solu jokaiseen
kuoppaan. Kuopissa oli 100 pl elatusainetta, joka koostui kahdesta osasta FBS:4d ja
yhdesté osasta tavallista PC-3-elatusainetta. Soluille lisdttiin seuraavana paivana 100 pl
elatusainetta ja tdmin jélkeen elatusaine vaihdettiin osittain muutaman kerran viikossa.
Soluja hoidettiin noin kuukauden verran, jonka jilkeen kloonien kasvun todettiin

pysédhtyneen. Klooneista luovuttiin ja yksittiissolujaottelu padtettiin suorittaa uudestaan.

Yksittdissolujaottelun uusimista varten soluja otettiin kasvamaan nestetyppisailytyksesta
kaksi pdivdd ennen jaottelua. Jaottelu toteutettiin vastaavasti kuin ensimmaiselld kerralla,
mutta soluja jaettiin kahdeksalle 96-kuoppalevylle ja niiden elatusaine vaihdettiin osittain
vain kerran viikossa. Noin kahden viikon jidlkeen klooneja alettiin siirtdd uudelle 96-
kuoppalevylle. Uusien kuoppien ollessa konfluentteja, solut irrotettiin huuhtelemalla
PBS:114 ja lisddmalld 30 pl trypsiini-EDTA:ta. Solujen irrottua trypsiini inaktivoitiin
lisddmalla 100 pl elatusainetta. 100 pl siirrettiin 24-kuoppalevylle ja loput siirrettiin
uudelle 96-kuoppalevylle DNA:n eristystd varten. Solujen jakautuessa ne siirrettiin 24-

kuoppalevyltd 6-kuoppalevylle, jossa niité jaettiin tarpeen mukaan 1:6.

2.10 PX458-transfektoitujen LNCaP-solujen yksittdissolujaottelu solukloonien

muodostamiseksi

PX458-transfektoidut,  GFP:n  perusteella  jaotellut =~ LNCaP-solut  otettiin
nestetyppisdilytyksestd kasvamaan samaan aikaan PX458-transfektoitujen, GFP:n
perusteella jaoteltujen PC-3-solujen kanssa, mutta kahden péivin jilkeen huomattiin, ettd
suurin osa soluista ei ollut kiinnittynyt kasvatusalustaan. Solujen pelastamiseksi
elatusaine siirrettiin - kokonaisuudessaan 15 ml:n falcon-putkeen, sentrifugoitiin
asetuksilla 200 rcf Smin, elatusaine poistettiin ja pelletti resuspensoitiin 10 ml:aan
tuoretta elatusainetta, siirrettiin uuteen pulloon ja laitettiin inkubaattoriin. Myds
alkuperdiseen pulloon lisdttiin 10 ml tuoretta elatusainetta ja laitettiin inkubaattoriin.
Solut léhtivdt onnistuneesti kasvamaan ja muutaman viikon péédstd ne
yksittéissolujaoteltiin. Jaottelua varten solut irrotettiin ja sentrifugoitiin asetuksilla 200
rcf' 5 min. Supernatantti poistettiin ja solupelletti resuspensoitiin 2 ml:aan kylmai PBS:44,
johon oli lisétty 2 % FBS:44. Solususpensio siirrettiin suodatinkorkin 1dpi FACS-putkeen
ja laitettiin  jdille kuljetuksen ajaksi. Kuudelle 96-kuoppalevylle jaettiin

virtaussytometrilld yksi solu jokaiseen kuoppaan. Kuopissa oli 100 pl elatusainetta, joka

27



koostui kahdesta osasta FBS:44 ja yhdesti osasta tavallista LNCaP-elatusainetta. Soluille
liséttiin seuraavana pdivand 100 pl elatusainetta ja timén jélkeen elatusaine vaihdettiin
osittain kerran viikossa. Noin kolmen viikon jélkeen klooneja alettiin siirtdd uudelle 96-
kuoppalevylle. Kuoppien ollessa konfluentteja, solut irrotettiin huuhtelemalla PBS:114 ja
lisddmalld 30 pl trypsiinid-EDTA:ta. Solujen irrottua trypsiini inaktivoitiin lisidmaélla 100
ul elatusainetta. 100 pl siirrettiin 24-kuoppalevylle ja loput siirrettiin uudelle 96-
kuoppalevylle DNA:n eristystdi varten. Solujen jakautuessa ne siirrettiin 24-

kuoppalevyltd 6-kuoppalevylle, jossa niitd jaettiin tarpeen mukaan 1:6.

2.11 DNA:n eristys ja PCR valmiille klooneille

DNA eristettiin lisdamalla 96-kuoppalevyn kuoppiin 20 ul DNA Releasy ADVANCE -
eristyslivosta, minké seurauksena solut kuolivat ja irtosivat alustasta. Lysaatit siirrettiin
PCR-liuskaan ja niitd késiteltiin ThermoCycler-koneessa seuraavalla tavalla: 65 °C 5

min, 96 °C 5 min, 20 °C 5 min.

Ensimmaisessd PCR-ajossa ajettiin PC-3-kloonit 1-16 sekd LNCaP-kloonit 1-19. PCR
tehtiin samalla protokollalla kuin luvussa 2.6. PCR-reaktion onnistuminen tarkastettiin
agaroosigeelilld vastaavasti kuin luvussa 2.3. PCR:n tulos haluttiin varmistaa ajamalla
osa ndytteistd uudelleen. Samalla ajettiin PC-3-villityypin DNA:ta sekd GFP-jaoteltujen
LNCaP-solujen DNA:ta. PCR-reaktio tehtiin ja reaktion onnistuminen tarkastettiin
muuten vastaavasti kuin aiemmin, mutta geelin annettiin ajautua 60 min. Agaroosigeeliltd

valittiin kolme PC-3-kloonia, joista eristettiin DNA (luku 2.12).

PC-3-klooneille 1-26 tehtiin PCR kéyttdmaélld forward-aluketta (HOXB13 KO FI:
ATGGTTACTTTGGAGGCGGG), joka sijoittuu onnistuneen CRISPR-Cas9-reaktion
seurauksena genomista oletettavasti poistuneelle alueelle. Reaktio tehtiin muuten samalla
protokollalla kuin luvussa 2.6, mutta forward-aluke korvattiin tédlld alukkeella. Samalla

ajettiin normaalia protokollaa noudattava PCR LNCaP-klooneille 20-28.

DNA eristettiin lopulta vield PC-3-klooneilta 27-48 sekd LNCaP-klooneilta 29-34. PC-
3-kloonien 35-48 ja LNCaP-kloonien 29-34 kasvu oli pysdhtynyt ja niistd saatiin vain
DNA-néytteet. Ndille néytteille ajettiin PCR luvun 2.6 protokollan mukaisesti.

Agaroosigeeli ajettiin vastaavasti kuin luvussa 2.3.
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2.12 Joidenkin PCR-tuotteiden eristys geeliltd ja sekvensointi, PC-3-kloonin 40 PCR:n

uusiminen, PCR-tuotteen puhdistus sekd sekvensointi

Geeliltd eristettiin PC-3-villityypin sekd kloonien 1, 3 ja 5 PCR-tuotteet kdyttamélla
NucleoSpin Gel and PCR clean-up -kittid (Macherey Nagel). DNA-néytteistd mitattiin
konsentraatio  NanoDrop-laitteella ja ne ldhetettiin  Sanger-sekvensoitavaksi
ulkopuoliseen sekvensointipalveluun (EuroFins). Sekvensointialukkeena kéytettiin

samaa forward-aluketta kuin luvussa 2.6 kuvatussa PCR-protokollassa.

PC-3-kloonille 40 tehtiin uusi PCR-reaktio ja PCR-tuote puhdistettiin kdyttamalla
NucleoSpin Gel and PCR clean-up -kittid (Macherey Nagel). DNA-konsentraatio
mitattiin NanoDrop-laitteella ja ndyte ldhetettiin Sanger-sekvensoitavaksi ulkopuoliseen
sekvensointipalveluun (EuroFins). Sekvensointialukkeena kéytettiin samaa forward-

aluketta kuin luvussa 2.6 kuvatussa PCR-protokollassa.

2.13 Proteiinin eristys, proteiinikonsentraation mddritys ja western blot

Suurin osa PC-3-klooneista lopetti kasvamisen. Muutamalle hyvin kasvaneelle kloonille
(1, 2,5, 8, 12, ja 21) piitettiin tehdd western blot -analyysi. Analyysiin otettiin mukaan
myo0s tutkimuksesta erillisid villityypin soluja. Kloonit ja villityypin solut siirrettiin 6-
kuoppalevylle kasvamaan ennen proteiinin eristystd. Eristys tehtiin kdyttdmalld RIPA-
puskuria, jonka koostumus oli 50 mM Tris-Cl (pH 8), 150 mM NaCl, 1 % NP-40
lyysispuskuria, 0,5 % natrium deoksikolaattia sekd 0,1 % SDS:&4. Puskuria tehtiin
yhteensd 10 ml ja juuri ennen kéyttod sithen lisdttiin vield 200 pl liuotettua proteaasi-
inhibiittoria (protease inhibitor cocktail tablets, Roche Diagnostics, 1 tabletti liuotettuna
1 ml:aan PBS:44). Jailla olevat solut pestiin kerran kylmélla PBS:114, PBS poistettiin
huolellisesti, ja sen jdlkeen liséttiin 150 ul kylmdd RIPA-puskuria. Solut irrotettiin
kaapimalla, ja lysaatit siirrettiin eppendorf-putkiin, minka jilkeen niitd inkuboitiin jailla
30 min. Inkubaation jélkeen solut sentrifugoitiin asetuksilla 13 000 rcf, 20 min, +4 °C.
Supernatantti siirrettiin uuteen putkeen, josta 40 pl otettiin proteiinikonsentraation

madritystd varten ja loput pakastettiin.
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Proteiinin konsentraatio mééritettiin naytteistd kayttimélla BCA Protein Assay -kittid
(Pierce™). Niytteiden konsentraatio mitattiin sekd laimentamattomasta, ettd 1:5
laimennetusta proteiinindytteestd. Standardit ja néytteet tehtiin triplikaatteina. Jokaista
standardia ja ndytettd pipetoitiin 10 pul 96-kuoppalevyn kaivoon ja péélle liséttiin 200 pl
kitin ohjeen mukaan sekoitettua reagenssin A ja B sekoitusta. Néytteitd inkuboitiin 30
min 37 °C:ssa, minkd jilkeen niistd mitattiin absorbanssi 570 nm:n aallonpituudella.

Néytteiden konsentraatiot laskettiin standardisuoran avulla.

Western blot -analyysia varten proteiinindytteisiin liséttiin neljasosatilavuus 4X Laemmli
-puskuria, johon oli lisétty 10 % merkaptoetanolia (4X Laemmli Sample Buffer, Bio-Rad;
2-mercaptoethanol for electrophoresis, Sigma) ja ndytteitd keitettiin 95 °C:ssa 5 min.
Témin jilkeen néytteitd ladattiinl5 pg Bio-Radin Mini-PROTEAN® TGX™ 4-20 % -
valmisgeelille. Markkerina kaytettiin NIPPON Genetics BlueStar Plus Prestained Protein
-markkeria. Néytteitd ajettiin ajopuskurissa (25 mM Tris, 190 mM glysiini, 0,1 % SDS)
120 V 1,5 tuntia. Immobilon® -P -membraani aktivoitiin metanolissa ja huuhdeltiin
siirtopuskurissa (koostumus muuten sama kuin ajopuskurissa, mutta lisdksi 20 % EtOH:a)
ennen kayttod. MyoOs suodatinpaperit kasteltiin siirtopuskurissa. Siirto tehtiin
kosteamenetelmaélld (wet transfer) ja sitd varten kasattiin tiukasti yhteen siirtopuskurissa
kasteltu sieni, suodatinpaperi, geeli, membraani, suodatinpaperi sekd siirtopuskurissa
kasteltu sieni tdssd jdrjestyksessd. Siirto tehtiin siirtopuskurissa 70 V 2.5 tuntia
kylmé&huoneessa. Siirron jdlkeen membraani huuhdeltiin TBST:114 (1X TBS, jossa 0,1 %
Tween 20, Bio-Rad) ja siirrettiin 50 ml:n falcon-putkeen, jossa sitd blokattiin

huoneenldammossd 60 min 5 % rasvattomassa maitoliuoksessa (PanReac AppliChem).

Priméddrivasta-ainekdsittely tehtiin kdyttdmadlla kanissa tuotettua monoklonaalista
HOXB13-vasta-ainetta (Cell Signaling TECHNOLOGY) laimennoksessa 1:1000.
Laimennos tehtiin 1 % BSA-TBST:hen. Primérivasta-aineen annettiin vaikuttaa
kylmé&huoneessa yon yli. Tdmén jalkeen membraania inkuboitiin TBST:ssd 3 x 5 min.
Inkubaatioiden jdlkeen tehtiin sekundaarivasta-ainekésittely anti-kani-vasta-aineella
(Goat pAb to Rb IgG (HRP), abcam) 5 % rasvattomaan maitoliuokseen tehdylld 1:10 000
laimennoksella. Vasta-ainekasittely tehtiin huoneenlammassa 60 min. Késittelyn jélkeen
membraania inkuboitiin TBST:ssd 3x 5 min. Inkubointien jédlkeen membraania kasiteltiin
2 min Advansta WesternBright™ -kemiluminesenssireagenssissa (komponenttia 1 ja 2
1:1 sekoitettuna). Membraani laitettiin kalvojen viliin ja kuvattiin ChemiDoc imager -

laitteella.
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Membraania inkuboitiin TBST:ssé 5 min. Latauskontrollia varten sitoutuneet vasta-aineet
poistettiin membraanilta inkuboimalla 15 minuuttia Restore™ PLUS Western Blot
Stripping -puskurilla (Thermo Scieintific). Membraania huuhdeltiin TBST:ssd 6 x 5 min,
minkd jdlkeen membraani blokattiin huoneenldmmossd 60 min 5 % rasvattomassa
maitoliuoksessa. Primédrivasta-ainekésittely tehtiin hiiressé tuotetulla monoklonaalisella
beta-aktiini-vasta-aineella (Beta-Actin Mouse mAb, Cell Signaling TECHNOLOGY)
laimennettuna 1:1000 1 % BSA-TBST:hen. Kisittely tehtiin yon yli kylmdhuoneessa.
Tamin jilkeen membraania inkuboitiin TBST:ssd 3 x 5 min. Inkubaatioiden jédlkeen
tehtiin sekundaarivasta-ainekdsittely anti-hiiri-vasta-aineella (Anti-mouse IgG, HRP-
linked antibody, Cell Signaling TECHNOLOGY) 5 % rasvattomaan maitoliuokseen
tehdylld 1:10 000 laimennoksella. Vasta-ainekisittely tehtiin huoneenlammassd 60 min.
Kisittelyn jdlkeen membraania inkuboitiin TBST:ssd 3 x 5 min. Inkubointien jilkeen
membraania kisiteltiin 2 min Advansta WesternBright™ -kemiluminesenssireagenssissa
(komponenttia 1 ja 2 1:1 sekoitettuna). Membraani laitettiin kalvojen viliin ja kuvattiin

ChemiDoc Imager -laitteella.

2.14 CRISPR-Cas9-strategia tiivistettynd

Ohessa on esitetty tutkimukseen suunniteltu CRISPR-Cas9-strategia esitettynd osittaisen

HOXB 13-sekvenssin avulla (eksonista 1).

CCATGGAGCECGGCAATTATGCCACCTTGGATGGAGCCAAGGATATCGAAG
GCTTGCTGGGAGCGGGAGGGGGGCGGAATCTGGTCGCCCACTCCCCTCTGA
CCAGCCAQQQAGCEGCGCCTACGCTGATGCCTGCTGTCAACTATGCCCCCTT
GGATCTGCCAGGCTCGGCGGAGCCGCCAAAGCAATGCCACCCATGCCCTGG
GGTGCCCCAGGGGACGTCCCCAGCTCCCGTGCCTTATGGTTACTTTGGAGGC
GGGTACTACTCCTGCCGAGTGTCCCGGAGCTCGCTGAAACCCTGTGCCCAG
GCAGCCACCCTGGCCGCGTACCCCGCGGAGACTCCCAQ?GCCGGGGAAGAG
TACCCCAGCCGCCCCACTGAGTTTGCCTTCTATCCGGGATATCCGGGAACCT
ACCAGCCTATGGCCAGTTACCTGGACGTGTCTGTGGTGCAGACTCTGGGTGC
TCCTGGAGAACCGCGACATGACTCCCTGTTGCCTGTGGACAGTTACCAGTCT
TGGGCTCTCGCTGGTGGCTGGAACAGCCAGATGTGTTGCCAGGGAGAACAG
AACCCACCAGGTCCCTTTTGGAAGGCAGCATTTGCAG

31



PAM-sekvenssit (alleviivattu):
5’CCC (vastakkaisessa juosteessa 5’GGG)
5’CCG (vastakkaisessa juosteessa 5’CGG)

Ohjain-RNA:t (sitoutumiskohdat keltaisella yliviivauksella, leikkauskohdat merkitty
nuolin):

TGGTAGGTTCCCGGATATCC

GCATCAGCGTAGGCGCCGCT

PCR-alukkeet (vérikoodattu):

HOXB13 G84E F1 CCATGGAGCCCGGCAATTAT
HOXB13 G84E R1 GCCATAGGCTGGTAGGTTCC
VT-tuote 424 bp, oletettu KO-tuote 141 bp

HOXB13 G84E F2: CCGGCAATTATGCCACCTTG
HOXB13 G84E R2: CCTGGTGGGTTCTGTTCTCC

VT-tuote 568 bp, oletettu KO-tuote 285 bp

HOXB13 KO F1: ATGGTTACTTTGGAGGCGGG
VT-tuote yhdessd R2-alukkeen kanssa 337 bp, ei KO-tuotetta
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3. TULOKSET

3.1 PCR-ajojen tulokset agaroosigeelilld

Kuvassa 7 nidkyy PX459-transfektoitujen LNCaP-solujen PCR:n tulos. Transfektoidut
solut on merkitty kuvaan kirjainyhdistelméllda KO ja villityyppikontrolli VT. H>O
tarkoittaa negatiivista kontrollia, johon on templaatin sijasta lisdtty nukleaasivapaata
vettd. Kuvaan on merkitty molekyylipainomarkkerin 100:n ja 500:n emisparin kokoiset
alueet. Molekyylipainomarkkeri on sama kaikissa PCR-kuvissa. Tuloksen perusteella
populaatiossa ei ole poistogeenisid soluja, silld ndhtdvilld on ainoastaan villityypin 424

emadsparin kokoinen PCR-tuote.

Kuva 7. PX459-transfektoitujen LNCaP-solujen PCR:n tulos. Populaatiossa ei ole
poistogeenisid soluja. Molekyylipainomarkkerista on merkitty 100:n ja 500:n emédsparin
kokoiset alueet. 100 bp = 100 emésparin molekyylipainomarkkeri, KO = transfektoidut
solut, VT = villityypin solut, H,O = negatiivinen kontrolli.

PX458-transfektoitujen PC-3-solujen PCR:n tulos ndkyy kuvan 8 yldrivilla.
Transfektoidut solut on merkitty kuvaan kirjainyhdistelmélld KO ja villityyppikontrolli
VT. H>O tarkoittaa negatiivista kontrollia, johon on templaatin sijasta lisdtty

nukleaasivapaata vettd. CRISPR-Cas9-reaktio on onnistunut joissain soluissa, silld
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ndhtivilld on seki villityypin 568 emdsparin kokoinen PCR-tuote ettd poistogeenisten

solujen 285 emésparin kokoinen PCR-tuote.

Kuvan 8 alarivilld ndkyy optimoidulla PX459-protokollalla transfektoitujen solujen
PCR:n tulos. Merkinti 1/2 tarkoittaa populaatioita, joissa transfektointireagenssien maira
vihennettiin puoleen normaalista. 0,25, 0,75 ja 1,0 tarkoittavat plasmidin méaaridi
mikrogrammoissa. VT tarkoittaa villityypin DNA:ta. CRISPR-Cas9-reaktio on
onnistunut kaikissa populaatioissa, silld ndhtdvilld on sekd villityypin 568 emdsparin
kokoinen PCR-tuote, ettd poistogeenisen solun 285 emdésparin kokoinen PCR-tuote.
Populaatioissa 1/2 + 1,0 sekd 0,25 transfektio on onnistunut hieman paremmin kuin

muissa populaatioissa.

Kuva 8. PX458- ja PX459-transfektoitujen PC-3-solujen PCR:n tulos. Ylarivilld nikyva
PX458-transfektoitujen solut, joissa on havaittavissa seki villityypin, ettd poistogeenisten
solujen PCR-tuotteet. Molekyylipainomarkkerista on merkitty 100:n ja 500:n emésparin
kokoiset alueet. 100 bp = 100 emésparin molekyylipainomarkkeri, VT = villityyppi, KO
= transfektoidut solut, HoO = negatiivinen kontrolli. Alarivilld nékyy optimoidulla
PX459-protokollalla transfektoitujen solujen PCR:n tulos. Kaikissa testipopulaatioissa
transfektio on onnistunut. Populaatioissa 1/2 + 1,0 seké 0,25 transfektio on onnistunut
hieman paremmin kuin muissa. VT = villityyppi, 1/2 = transfektioreagenssien maari
vihennetty puoleen, 0,25/0,75/1 = transfektoidun plasmidin méédrd mikrogrammoina.
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Kuvassa 9 on ndhtdvilldi GFP:n perusteella eroteltujen PX458-transfektoitujen PC-3-
solujen PCR:n tulos. GFP:n perusteella erotellut solut on merkitty kuvaan
kirjainyhdistelmélld GFP ja villityypin solut VT. H2O tarkoittaa negatiivista kontrollia,
johon on templaatin sijasta lisdtty nukleaasivapaata vettd. Tuloksen perusteella noin
puolissa soluista CRISPR-Cas9-reaktio on onnistunut ja ndhtévilld on villityypin lisdksi

poistogeenisille soluille spesifinen 285 emésparin kokoinen PCR-tuote.

Kuva 9. GFP:n perusteella jaoteltujen PX458-transfektoitujen PC-3-solujen PCR:n tulos.
CRISPR-Cas9-reaktio on onnistunut noin puolella populaation soluista, silld néhtivilla
on sekd  villityyppinen =~ PCR-tuote ettd  poistogeeninen  PCR-tuote.
Molekyylipainomarkkerista on merkitty 100:n ja 500:n emisparin kokoiset alueet. 100
bp = 100 emisparin molekyylipainomarkkeri, VT = villityyppi, GFP = transfektoidut
solut, H>O = negatiivinen kontrolli.

PX459-transfektoitujen yksittdissolujaottelusta selvinneiden kahden PC-3-kloonin
PCR:n tulos ndkyy kuvassa 10. Transfektoidut solut on merkitty kuvaan
kirjainyhdistelmélld KO ja PC-3-villityyppi PC-3 VT. Havaittavissa on vain hyvin heikot
villityypin DNA:ta vastaavat PCR-tuotteet. Kuvassa ndkyy myds GFP:n perusteella
jaoteltujen LNCaP-solujen PCR:n tulos. Kuvassa GFP tarkoittaa jaoteltuja soluja ja VT
LNCaP-villityypin soluja. H>O tarkoittaa negatiivista kontrollia, johon on templaatin
sijasta lisdtty nukleaasivapaata vettd. Transfektio on onnistunut hieman heikommin

verrattuna kuvan 9 PC-3-solujen transfektioon.
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Kuva 10. Yksittdissolujaoteltujen PX459-transfektoitujen PC-3-solujen sekd GFP:n
perusteella jaoteltujen PX458-transfektoitujen LNCaP-solujen PCR:n tulos. PC-3-solut
ovat villityyppid. LNCaP-soluissa CRISPR-Cas9-reaktio on toiminut selkedsti alle
puolissa soluista. Molekyylipainomarkkerista on merkitty 100:n ja 500:n emésparin
kokoiset alueet. 100 bp = 100 emisparin molekyylipainomarkkeri, PC-3 VT = PC-3
villityyppi, KO = PX459-transfektoidut yksittdisjaotellut PC-3-solut, VT = LNCaP
villityyppi, GFP = GFP:n perusteella jaotellut PX458-transfektoidut LNCaP-solut, HO
= negatiivinen kontrolli.

Kuvassa 11 nikyy yksittiissolujaoteltujen PX458-transfektoitujen PC-3-kloonien PCR:n
tulos. Kloonien nimedmisessd on kéytetty juoksevaa numerointia. H>O tarkoittaa
negatiivista kontrollia, johon on templaatin sijasta lisétty nukleaasivapaata vetti. Kloonit

1-16 ovat kaikki heterotsygootteja HOXB13-geenin suhteen.
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Kuva 11. Yksittdissolujaoteltujen PX458-transfektoitujen PC-3-solukloonien 1-16
PCR:n tulos. Kaikki kloonit ovat heterotsygoottisia HOXBI3-geenin suhteen.
Molekyylipainomarkkerista on merkitty 100:n ja 500:n emésparin kokoiset alueet. 100
bp = 100 emésparin molekyylipainomarkkeri, H>O = negatiivinen kontrolli.

Kuvassa 12 nidkyy yksittiissolujaoteltujen PX458-transfektoitujen LNCaP-kloonien
PCR:n tulos. Kloonien nimedmisessd on kdytetty juoksevaa numerointia. H,O tarkoittaa
negatiivista kontrollia, johon on templaatin sijasta lisdtty nukleaasivapaata vetta.
Klooneissa 1-19 CRISPR-Cas9-reaktio ei ole onnistunut ja ndhtivilli on ainoastaan

villityypin PCR-tuote.
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Kuva 12. Yksittdissolujaoteltujen PX458-transfektoitujen LNCaP-kloonien 1-19 PCR:n
tulos. Kaikki solut ovat villityyppid. Molekyylipainomarkkerista on merkitty 100:n ja
500:n emésparin kokoiset alueet. 100 bp = 100 eméasparin molekyylipainomarkkeri.

Joidenkin yksittdissolujaoteltujen PX458-transfektoitujen PC-3- sekd LNCaP-
solukloonien uusinta-PCR:n tulos nikyy kuvassa 13 (juokseva numerointi). Lisdksi
samaan PCR-ajoon otettiin PC-3-villityypin DNA:ta sekd GFP-jaoteltujen LNCaP-
solujen DNA:ta, jotta voitiin varmistua siitd, ettd PCR-reaktio monistaa PC-3-villityypin
DNA:ta sekd poistogeenisid LNCaP-klooneja oletetulla tavalla. Tulokset vastaavat
alempia tuloksia muilta osin, mutta PC-3-kloonin 1 tulos uusinta-PCR:ssd poikkeaa
merkittdvisti aiemmasta tuloksesta, silld villityypin tuote on huomattavasti heikompi

kuin aiemmin.
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Kuva 13. Joidenkin yksittdissolujaoteltujen PX458-transfektoitujen PC-3- sekd LNCaP-
solukloonien uusinta-PCR:n tulos. Ylarivilld ndkyy PC-3-solut ja alarivilla LNCaP-solut.
Kloonien lisdksi samassa ajossa on ajettu PC-3 villityypin sekd GFP-jaoteltujen LNCaP-
solujen DNA:ta. Uusinta-PCR vastaa aiempia tuloksia muilta osin, mutta PC-3 kloonin 1
PCR-tuote poikkeaa huomattavasti aiemmasta ajosta. Molekyylipainomarkkerista on
merkitty 100:n ja 500:n emisparin kokoiset alueet. 100 bp = 100 eméisparin
molekyylipainomarkkeri, VT = PC-3 villityyppi, GFP = GFP:n perusteella jaotellut
LNCaP-solut, H,O = negatiivinen kontrolli.

Kuvassa 14 sekd kuvan 15 yldrivilla nékyy poistogeeni-forward-alukkeella monistettujen
PC-3-kloonien 1-26 PCR:n tulos. Tuloksen perusteella kokonaan poistogeenisten solujen
tuottaminen ei ole onnistunut, silld tdssd tapauksessa PCR-tuotetta ei pitdisi olla
ndhtdvilla. Liséksi kuvassa on ndhtévilld oletettavasti alukedimeereistd johtuvia lyhyitd

PCR-tuotteita.
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Kuvan 15 alarivilld ndkyy LNCaP-kloonien 20-28 PCR:n tulos. Tuloksen perusteella
CRISPR-Cas9-reaktio ei ole onnistunut, silld néhtivilld on ainoastaan villityyppisid PCR-
tuotteita. Lisdksi kuvassa on ndhtivilld oletettavasti alukedimeereistd johtuvia lyhyitd

PCR-tuotteita.

R T gy S ——

Kuva 14. Poistogeeni-forward-alukkeella monistettujen PC-3 kloonien 1-22 PCR:n tulos.
Poistogeenisten solujen tuotto ei ole onnistunut, silld tdlloin PCR-tuotetta ei ndkyisi
ollenkaan. Lisdksi kuvassa nikyy oletettavasti alukedimeereistd johtuvia lyhyitd PCR-
tuotteita. Molekyylipainomarkkerista on merkitty 100:n ja 500:n emésparin kokoiset
alueet. 100 bp = 100 emésparin molekyylipainomarkkeri.
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Kuva 15. Poistogeeni-forward-alukkeella monistettujen PC-3 kloonien 23-26 PCR:n
tulos (yldrivilld) sekd LNCaP-kloonien 20-28 PCR:n tulos (alarivilld). Téaysin
poistogeenisten PC-3-solujen tuotto ei ole onnistunut, silld tdlloin PCR-tuotetta ei nékyisi
ollenkaan. LNCaP-kloonit ovat kaikki villityyppié. Lisdksi kuvassa nikyy oletettavasti
alukedimeereistd johtuvia lyhyitd PCR-tuotteita. Molekyylipainomarkkerista on merkitty
100:n  ja 500:n emisparin  kokoiset alueet. 100 bp = 100 emdisparin
molekyylipainomarkkeri, H>O = negatiivinen kontrolli.

PC-3-kloonien 17-37 PCR:n tulos on néhtidvilld kuvassa 16. Tulos on vastaava kuin
klooneilla 1-16. Lisdksi kuvassa on nidhtavilld oletettavasti alukedimeereistd johtuvia

lyhyitd PCR-tuotteita.
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Kuva 16. Yksittdissolujaotellut PX458-transfektoitujen PC-3-solukloonien 17-37 PCR:n
tulos. Kaikki kloonit ovat heterotsygoottisia HOXB13-geenin suhteen. Lisdksi kuvassa
nikyy oletettavasti alukedimeereistd ~ johtuvia lyhyitéd PCR-tuotteita.
Molekyylipainomarkkerista on merkitty 100:n ja 500:n emisparin kokoiset alueet. 100
bp = 100 emésparin molekyylipainomarkkeri, H>O = negatiivinen kontrolli.

PC-3-kloonien 38-48 PCR:n tulos on nidhtévilld kuvan 17 ylarivillad. Tulos on vastaava
kuin klooneilla 1-37, paitsi kloonissa 40 on nihtavilld ainoastaan 285 emésparin kokoinen
poistogeeninen PCR-tuote. Lisdksi kuvassa on néhtdvilld oletettavasti alukedimeereisti

johtuvia lyhyitd PCR-tuotteita.
Kuvan 17 alarivilld on ndhtdvissd LNCaP-kloonien 29-34 PCR:n tulos. Tulos on vastaava

kuin muillakin LNCaP-klooneilla. Kloonin 30 PCR ei ole onnistunut. Lisdksi kuvassa on

ndhtévilla oletettavasti alukedimeereisti johtuvia lyhyitd PCR-tuotteita.
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Kuva 17. 10. Yksittdissolujaoteltujen PX458-transfektoitujen PC-3-solukloonien 38-48
(ylarivi) sekd LNCaP-solukloonien 29-34 (alarivi) PCR:n tulos. Kaikki PC-3-kloonit ovat
heterotsygoottisia HOXBI13-geenin suhteen, lukuun ottamatta kloonia 40, jossa on
ndhtévilld ainoastaan poistogeeninen PCR-tuote. LNCaP-kloonit ovat kaikki villityyppia.
Kloonin 30 PCR-reaktio ei ole toiminut. Lisdksi kuvassa on néhtdvilld oletettavasti
alukedimeereistd johtuvia lyhyitd PCR-tuotteita. Molekyylipainomarkkerista on merkitty
100:n  ja 500:n emisparin  kokoiset alueet. 100 bp = 100 emdisparin
molekyylipainomarkkeri.

3.2  Sekvensointitulokset

Ohessa on esitetty HOXB13-geenin proteiinia koodaava osuus jaettuna lukukehyksen
mukaisiin kolmen nukleotidin pituisiin patkiin. Tutkimuksessa kéytettyjen ohjain-RNA-
molekyylien sitoutumiskohdat on merkitty turkoosilla ja liilalla yliviivauksella, PAM-
sekvenssit on alleviivattu ja punaisena tekstind ndkyy osuus, joka pitiisi poistogeenisen

DNA:n onnistuneen tuoton yhteydessa poistua.
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ATG-GAG-CCC-GGC-AAT-TAT-GCC-ACC-TTG-GAT-GGA-GCC-AAG-GAT-
ATC-GAA-GGC-TTG-CTG-GGA-GCG-GGA-GGG-GGG-CGG-AAT-CTG-GTC-
GCC-CAC-TCC-CCT-CTG-ACC-AGC-CAC-CCA-GCG-GCG-CCT-ACG-CTG-
ATGECT-GCT-GTC-AAC-TAT-GCC-CCC-TTG-GAT-CTG-CCA-GGC-TCG-GCG-
GAG-CCG-CCA-AAG-CAA-TGC-CAC-CCA-TGC-CCT-GGG-GTG-CCC-CAG-
GGG-ACG-TCC-CCA-GCT-CCC-GTG-CCT-TAT-GGT-TAC-TTT-GGA-GGC-
GGG-TAC-TAC-TCC-TGC-CGA-GTG-TCC-CGG-AGC-TCG-CTG-AAA-CCC-
TGT-GCC-CAG-GCA-GCC-ACC-CTG-GCC-GCG-TAC-CCC-GCG-GAG-ACT-
CCC-ACG-GCC-GGG-GAA-GAG-TAC-CCC-AGC-CGC-CCC-ACT-GAG-TTT-
GCC-TTC-TAT-CCG-GGANNFCCCECECARACEIIAGIGAG-CCT-ATG-GCC-
AGT-TAC-CTG-GAC-GTG-TCT-GTG-GTG-CAG-ACT-CTG-GGT-GCT-CCT-
GGA-GAA-CCG-CGA-CAT-GAC-TCC-CTG-TTG-CCT-GTG-GAC-AGT-TAC-
CAG-TCT-TGG-GCT-CTC-GCT-GGT-GGC-TGG-AAC-AGC-CAG-ATG-TGT-
TGC-CAG-GGA-GAA-CAG-AAC-CCA-CCA-GGT-CCC-TTT-TGG-AAG-GCA-
GCA-TTT-GCA-GAC-TCC-AGC-GGG-CAG-CAC-CCT-CCT-GAC-GCC-TGC-
GCC-TTT-CGT-CGC-GGC-CGC-AAG-AAA-CGC-ATT-CCG-TAC-AGC-AAG-
GGG-CAG-TTG-CGG-GAG-CTG-GAG-CGG-GAG-TAT-GCG-GCT-AAC-AAG-
TTC-ATC-ACC-AAG-GAC-AAG-AGG-CGC-AAG-ATC-TCG-GCA-GCC-ACC-
AGC-CTC-TCG-GAG-CGC-CAG-ATT-ACC-ATC-TGG-TTT-CAG-AAC-CGC-
CGG-GTC-AAA-GAG-AAG-AAG-GTT-CTC-GCC-AAG-GTG-AAG-AAC-AGC-
GCT-ACC-CcCT-i

Seuraavaksi on esitetty oletettu DNA-sekvenssi sen jilkeen, kun edellisen sekvenssin
punaisella merkitty osuus on poistunut. PAM-sekvenssi on alleviivattu, jdljelle jadvit osat
ohjain-RNA-molekyylien sitoutumiskohdista on merkitty turkoosilla ja liilalla

yliviivauksella. Oranssilla tekstilld on merkitty kohta, josta "uusi” DNA alkaa:

ATGGAGCCCGGCAATTATGCCACCTTGGATGGAGCCAAGGATATCGAAGGC
TTGCTGGGAGCGGGAGGGGGGCGGAATCTGGTCGCCCACTCCCCTCTGACC

AGCCACCCAGTIEEE G CCTATGGCCAGTTACCTGGACG

TGTCTGTGGTGCAGACTCTGGGTGCTCCTGGAGAACCGCGACATGACTCCCT
GTTGCCTGTGGACAGTTACCAGTCTTGGGCTCTCGCTGGTGGCTGGAACAGC
CAGATGTGTTGCCAGGGAGAACAGAACCCACCAGGTCCCTTTTGGAAGGCA

GCATTTGCAGACTCCAGCGGGCAGCACCCTCCTGACGCCTGCGCCTTTCGTC
GCGGCCGCAAGAAACAGAGGCGCAAGATCTCGGCAGCCACCAGCCTCTCGG
AGCGCCAGATTACCATCTGGTTTCAGAACCGCCGGGTCAAAGAGAAGAAGG
TTCTCGCCAAGGINBAGAACAGCGCTACCCCTIEE

Ohessa on esitetty poistogeenisten PCR-tuotteiden sekvensoinnin tulokset. Kaikissa

tuotteissa nikyy vihreélla tekstilld merkitty oletettuun DNA:han verrattuna yliméaardinen

guaniini.

Klooni 1, geeliltd eristetty poistogeeninen tuote:

CCCAGCGTATCCGGGAACCTACCAGCCTATGGCCAGTTACCTGGACGTGTCT
GTGGTGCAGACTCTGGGTGCTCCTGGAGAACCGCGACATGACTCCCTGTTGC
CTGTGGACAGTTACCAGTCTTGGGCTCTCGCTGGTGGCTGGAAC
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Klooni 3, geeliltd eristetty poistogeeninen tuote:

CCCAGCGTATCCGGGAACCTACCAGCCTATGGCCAGTTACCTGGACGTGTCT
GTGGTGCAGACTCTGGGTGCTCCTGGAGAACCGCGACATGACTCCCTGTTGC
CTGTGGACAGTTACCAGTCTTGGGCTCTCGCTGGTGGCTGGAAC

Klooni 5, geelilti eristetty poistogeeninen tuote:

CCCAGCGTATCCGGGAACCTACCAGCCTATGGCCAGTTACCTGGACGTGTCT
GTGGTGCAGACTCTGGGTGCTCCTGGAGAACCGCGACATGACTCCCTGTTGC
CTGTGGACAGTTACCAGTCTTGGGCTCTCGCTGGTGGCTGGAAC

Klooni 40, koko PCR-tuotteen sekvensointi:

CCCAGCGTATCCGGGAACCTACCAGCCTATGGCCAGTTACCTGGACGTGTCT
GTGGTGCAGACTCTGGGTGCTCCTGGAGAACCGCGACATGACTCCCTGTTGC
CTGTGGACAGTTACCAGTCTTGGGCTCTCGCTGGTGGCTGGAAC

Geeliltd eristettyjen villityypin tuotteiden sekvensointitietoja ei esitetd tdssd, silld
sekvensointipalvelusta saatujen kromatogrammien perusteella tulokset eivit olleet

luotettavia.

3.3 Western blot -analyysi

Kuvassa 18 on néhtivilld PC-3-kloonien 1, 2, 5, 8, 12 ja 21 seké tutkimuksesta erillisten
villityypin solujen western blot -analyysin tulos. Kaikkien kloonien proteiinit ovat
villityypin proteiiniin ndhden selkeésti lyhentyneet ja proteiinin mééri on huomattavasti

vihdisempi, etenkin klooneissa 1, 2 ja 21.

48 kDa = 0
25 kDa: - h -4-.4 -
—

Kuva 18. PC-3-kloonien 1, 2, 5, 8, 12 ja 21 seké tutkimuksesta erillisten PC-3 villityypin
solujen HOXB13-perusteinen western blot -analyysi. Kaikkien kloonien proteiinit ovat
villityypin proteiiniin verrattuna selvésti lyhentyneet ja proteiinia on tuotettu
huomattavasti vihemmén, etenkin klooneissa 1, 2 ja 21.
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Kuvassa 19 on nihtdvissd kloonien 1, 2, 5, 8, 12 ja 21 sekd tutkimuksesta erillisten
villityypin solujen western blot -analyysin B-aktiiniperusteinen latauskontrolli. Proteiinit

ovat kaikki samankokoisia ja niitd on ldhestulkoon yhté paljon.

RA

48 kDa :-h_h [

Kuva 19. PC-3-kloonien 1, 2, 5, 8, 12 ja 21 seké tutkimuksesta erillisten PC-3 villityypin
solujen western blot -analyysin B-aktiini-perusteinen latauskontrolli. Proteiinit ovat
samankokoisia ja niitd on tuotettu yhti paljon.

3.4 Tulosten yhteenveto

Tutkimuksessa ei onnistuttu tuottamaan kéyttokelpoisia solulinjoja. PC-3-soluista ei
yksittdissolujaottelun  jélkeen selviytynyt yhtddn villityypin kloonia, joten
kontrollisolujen puuttuessa soluja ei voida hyddyntdé tutkimuskdyttoon. LNCaP-soluista

el yksittdissolujaottelun jélkeen selviytynyt muita kuin villityypin soluja.
Tutkimuksessa kdytetyistd ohjain-RNA-sekvensseistd toinen toimi oletetulla tavalla.

Toisen kohdalla leikkauskohta erosi yhden eméksen verran oletetusta, mika sai aikaan

lukukehyksen sdilymisen. Western blot -analyysin tulos tukee titi havaintoa.
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4. POHDINTA

Tyon tarkoituksena oli tuottaa HOXBI3-poistogeenisia solulinjoja tutkimuskayttoon.
Valitettavasti valmiita solulinjoja ei kuitenkaan saatu tdmén opinndytetyon puitteissa
tehtyd. Lisdksi menetelma ei toiminut tdysin odotetulla tavalla. Vastoin oletuksia geenisté
poistunut alue ei sekvensointitietojen perusteella tuhonnut normaalia lukukehystd ja

tuloksena oli normaalia lyhyempi proteiini (kuva 18).

Tutkimuksessa kéaytettiin kahteen eri seulontamenetelméén perustuvaa plasmidia:
puromysiiniresistenssin antavaa sekd GFP-perusteista plasmidia. Tarkoituksena oli alun
perin kuitenkin kdyttdd ainoastaan soluille puromysiiniresistenssin antavaa plasmidia.
Puromysiini estdd proteiinisynteesin ja on siten soluille normaalisti toksinen. Tatd
plasmidia kéytettdessd solut kuitenkin kérsivdt huomattavasti. Protokollaa yritettiin
optimoida, mutta soluilla kesti silti suhteettoman kauan palautua transfektion jialkeen. On
mahdollista, ettd transfektio ei toiminut erityisen tehokkaasti ja todella suuri osa soluista
alkoi kuolla, ja transfektion valmiiksi visyttdneiden solujen oli haasteellista repopuloida
kasvatusalusta. Tatd havaintoa tukee se, ettd pienempikuoppaiselle levylle siirtdimisen
jalkeen solut alkoivat palautua paremmin. Transfektion suorittaminen ldhtokohtaisesti
pienempikuoppaisella levylld olisi voinut auttaa palautumisessa. Koska GFP-perusteinen
menetelmd osoittautui  kuitenkin toimivaksi, ei puromysiinimenetelmdd Idhdetty

kehittdmiin endd eteenpdin.

PCR-reaktioissa oli jonkin verran havaittavissa epétasalaatuisuutta. PC-3 kloonin 1 PCR-
tuote oli eri ndkdinen kahdessa eri ajossa. Lisdksi jossain kohtaa PCR-reaktioissa alkoi
muodostua oletettavasti alukedimeerejd, jotka nikyvit agaroosigeelilld lyhyind pétkina.
Alukedimeerien muodostaminen voi heikentdéd spesifisen PCR-tuotteen monistumista.
Naistd ongelmista voitaisiin pdéstd eroon optimoimalla PCR-reaktioita ja PCR-ohjelmaa
(Lorenz 2012). Tdmén opinndytetyon puitteissa tulokset ovat kuitenkin tarpeeksi

luotettavia.

Saadut solulinjat eivit olleet odotetunlaisia. Kaikki PC-3-kloonit olivat yhtd kokonaan
poistogeenistd lukuun ottamatta heterotsygootteja HOXB13-geenin suhteen. Villityypin

solujen puute aiheutti sen, ettd heterotsygoottisia solulinjojakaan ei voitu ottaa
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tutkimuskayttoon. Villityyppikloonien puutteelle ei keksitty mitdén selittavad tekijaa.
Teoreettisesti on mahdollista, ettd transfektio on toiminut PC-3-soluilla todella hyvin ja
villityypin soluja on ollut populaatiossa huomattavasti vihemmaén kuin heterotsygootteja.
Jos haluttaisiin selvittdd tdtd tarkemmin, voitaisiin yksittdissolujaottelu toistaa yhad
useammalle 96-kuoppalevylle ja katsoa millaisia klooneja nédistd saataisiin kasvatettua.
Toisaalta 48 kloonista ainoastaan yksi osoitti tdysin poistogeenistd genotyyppid. LNCaP-
kloonit olivat kaikki HOXB13-villityyppid. LNCaP-soluilla transfektio onnistui hieman
huonommin kuin PC-3-soluilla jo silmidmaéérdisesti fluoresenssimikroskoopilla arvioiden,
ja sama on nahtdvissd myos GFP-jaottelun jilkeisessd PCR:sséd (kuvat 9 ja 10). Lisdksi
GFP-jaotellusta LNCaP-solupopulaatiosta suurin osa kuoli pakastusjakson jidlkeen ja on
mahdollista, ettd sen jiljiltd jdi henkiin ldhinnd villityypin soluja. Tdmid voitaisiin
tarkistaa tekemilld PCR selviytyneille soluille. Joissakin tutkimuksissa (Kim ym. 2010;
Nerlakanti ym. 2018), joissa HOXB13-geeni on hiljennetty, on kuitenkin osoitettu, ettid
HOXB13-proteiinin puute heikentdd solujen kasvua ja on mahdollista, ettd proteiini on
lilan tdrked poistettavaksi soluista kokonaan. Ainoa tdssd tydssd saatu kokonaan
poistogeeninen klooni (PC-3 klooni 40) lopetti kasvamisen hyvin varhaisessa vaiheessa
ja siitd saatiin ainoastaan DNA-ndyte, mika tukee osaltaan titi ajatusta. Toisaalta on myds
esitetty, ettd HOXB13:n puute parantaa proliferaatiokykyd (Hamid ym. 2014; Lu ym.
2022).

Tutkimusmenetelmin kannalta oleellisin havainto on se, ettd toinen kéytetyistd ohjain-
RNA-molekyyleistd ei toiminut oletetulla tavalla. Tiedetddn, ettd S. pyogenes -bakteerin
Cas9, jota tyossd kaytettiin, katkaisee DNA:n spesifisesti 3 emésparin piddssi PAM-
sekvenssistd (Ran ym. 2013). Sekvenssitulosten perusteella ndyttdisi kuitenkin siltd, ettd
katkaisu on tapahtunut 4 emdisparin pédssd oletetusta PAM-sekvenssistd, jéttden
DNA:han ylimédrdisen guaniinin ja siten sdilyttden normaalin lukukehyksen, joskin
geenistd poistui iso osa. Kysymyksid herittdd se, ettd kdytetty PAM on muotoa GGG.
Liekd mahdollista, ettd PAM-sekvenssind on toiminut GGg eikd oletettu gGG. Télloin
kuitenkin yksi emds PAM-sekvenssistd olisi myds osana kohdesekvenssissi. DNA:n
korjauksessa muodostuu my0ds helposti insertioita. Koska ylimddrdinen emés on sama
kaikissa neljdssd sekvenssissd ja myods emds, joka normaalissa DNA:ssa on kyseisessd
kohtaa, on kuitenkin epitodenndkdistd, ettd olisi kyse tdstd, ja jatkoa ajatellen olisi

turvallisinta vaihtaa toinen ohjain-RNA uuteen.
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PCR:n perusteella ndenndisesti heterotsygootit solulinjat tuottivat western blot -analyysin
perusteella pelkéstdan lyhentynytté proteiinia, vaikka PCR-tuloksen perusteella voitaisiin
olettaa, ettd tuotettaisiin seké villityyppisté ettd lyhentynyttd proteiinia. Tdssé voisi olla
kyseessd dominantti negatiivinen vaikutus (dominant negative effect), jossa mutatoitunut
proteiini estdd normaalin proteiinin tuottamisen solussa (Veitia 2007). Lihes kaikkien
tutkimuksessa saatujen solulinjojen kasvu oli heikkoa (suurimmasta osasta ei saatu
proteiinindytettd ollenkaan eikd kaikista saatu edes DNA-ndytettd), joten lienee
mahdollista, ettd tuotettu lyhentynyt proteiini on jotenkin haitallinen soluille.
Valitettavasti titd ei voitu tutkia enempdd, silld kontrollisolujen puuttuessa tulokset
olisivat olleet merkittomid. Tuloksen selittdisi toisaalta myos se, ettd PCR:n perusteella
ndenndisesti villityyppinen DNA ei todellisuudessa olisikaan villityyppistd. On
mahdollista, ettd joissain kromosomeissa DNA leikkautui vain yhdestd kohtaa, ja
yksittdisen katkoksen korjauksen yhteydessé syntyi lyhyt, lukukehyksen rikkova insertio
tai deleetio, jota ei PCR:n perusteella voitu havaita. Tétd voitaisiin tutkia tarkemmin

sekvensoimalla.

Kaiken kaikkiaan tutkimuksessa ja tuloksien tulkinnassa on yhd paljon
kontrolloimattomia muuttujia ja tulokset eivét olleet monelta osin odotetunlaisia. Koska
varsinainen menetelmd ei toiminut tdysin odotetulla tavalla, on hankala tehda
johtopaitdksii siitd, onko kyse biologiasta vai menetelmillisestd ongelmasta. Menetelmé
vaatii siis vield optimointia ja uusintayrityksid tarvitaan solulinjojen muodostamiseksi,

mutta perusta toimivan protokollan aikaansaamiseksi on olemassa.
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