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EturauhassyOpa on miesten toiseksi yleisin sy0péd maailmalla ja yksi periytyvimmistd ihmisen syovista,
koska noin 57 % riskistd selittyy geneettisilla tekijoilla. ANO7-geenin kromosomaalinen sijainti 2q37.3
on tunnistettu vahvaksi eturauhassyovén riskilokukseksi suomalaisilla. ANO7:n 1s77559646-variantti
on yhteydessd aggressiiviseen eturauhassyopddn. Variantin emdsmuutos G > A sijaitsee 5'-
silmukointialueella viisi nukleotidia alavirtaan eksonista 4. Kyseisen silmukointikohdan mutaation on
havaittu hiiritsevén esiaste-RNA:n normaalia silmukointia ja johtavan eksonin 4 ohittamiseen seké
apikaalisen ANO7-proteiinin ilmentymisen menettimiseen eturauhasen luminaalisessa epiteelissa.
ANO7:n léhetti-RNA:n on havaittu jddvin silmukoinnin jdlkeen tumaan epiteelisolujen siséén, mikd
voisi selittdé proteiinin ilmentymisen menettdmisen.

Téssd tutkielmassa tutkin, onko ANO7:n rs77559646-variantin atheuttamaa silmukointivirhetti
mahdollista korjata muokatuilla spliseosomaalisilla Ul- ja U6-snRNA:illa, jotka sitoutuvat 5'-
silmukointikohtaan ja osallistuvat esiaste-RNA:n silmukointiin. Tutkimusta varten valmistettiin
muokatut splisecosomaaliset Ul- ja U6-snRNA-plasmidit kohdennetun mutageneesin avulla tekemélla
yksi mutaatio (U1 mut 1- ja U6 mut 1 -plasmidit) ja kaksi mutaatiota (U1 mut 2- ja U6 mut 2 -plasmidit).
Ul mut 1- ja U6 mut 1 -plasmidit sisélsivdt C > U emdsmuutoksen silmukointikohdassa +5. Ul mut 2 -
plasmidi sisédlsi lisiksi U > G emismuutoksen ja U6 mut 2 -plasmidi A > G emismuutoksen
silmukointikohdassa +4.

Silmukoinnin korjaamista tutkittiin minigeenien silmukointianalyysilld (engl. minigene splicing assay).
Plasmidit transfektoitiin COS-7-soluithin, RNA eristettiin ja muunnettiin kdanteistranskriptaasi-
polymeraasiketjureaktiolla cDNA:ksi. Lopuksi suoritettin PCR ANO7-minigeenille spesifisilld
alukkeilla ja PCR-tuotteet visualisoitiin agaroosigeelielektroforeesilla.

Muokkaamalla spliseosomaalisia Ul- ja U6-snRNA:ita pyrittiin  lisddmiddn snRNA:iden
komplementaarisuutta ANO7:n 1s77559646-variantin kanssa. Sitd kautta yritettiin korjata variantin
aiheuttamaa silmukointivirhettd. Silmukointianalyysi osoitti, ettd kahdella mutaatiolla muokattu
spliseosomaalinen Ul-snRNA korjasi osittain rs77559646-variantin silmukointia. Tulokset eivit
tukeneet sitd, ettd muokatulla spliseosomaalisella U6-snRNA:1la olisi vaikutusta silmukointiin.

Avainsanat: eturauhassyopd, ANO?7, mutaatio, silmukointivirhe, muokattu spliseosomaalinen U1-
snRNA, muokattu spliseosomaalinen U6-snRNA, minigeenien silmukointianalyysi
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Prostate cancer (PCa) is the second most common cancer in men worldwide and it is one of the most
heritable human cancers, genetic factors accounting for 57 % of the risk. The chromosomal region
2q37.3, which contains the ANO?7 gene, has been identified as a strong risk locus for prostate cancer.
The ANO7 1s77559646 variant is associated with aggressive prostate cancer. This variant causes a G >
A transition located at the 5’ splice region, five nucleotides downstream of exon 4. The change disrupts
normal RNA splicing and causes skipping of exon 4, leading to loss of ANO7 protein expression in the
prostate luminal epithelium. The aberrantly spliced ANO7 mRNA is retained in the nucleus, which might
explain the loss of ANO7 protein.

This thesis investigated whether the splicing defect caused by the ANO7 rs77559646 could be corrected
using modified Ul and U6 small nuclear RNAs (snRNAs), which are key components of the
spliceosome. Modified Ul and U6 snRNA plasmids were generated through site-directed mutagenesis,
introducing either a single mutation (Ul mut 1 and U6 mut 1) or two mutations (Ul mut 2 and U6 mut
2). The Ul mut 1 and U6 mut 1 plasmids contained a C > U substitution at the +5 position of the splice
site. Additionally, the Ul mut 2 plasmid included a U > G substitution, while the U6 mut 2 plasmid
carried an A > G substitution at the +4 position of the splice site.

Splicing efficacy was evaluated using a minigene splicing assay. Plasmids were transfected into COS-7
cells, followed by RNA isolation and reverse transcription into cDNA. PCR was then performed to
amplify ANO7 minigene transcripts representing exon 4 inclusion or skipping, and the products were
analyzed by agarose gel electrophoresis.

The modifications introduced into U1 and U6 snRNAs were designed to enhance their complementarity
to the ANO7 rs77559646 variant and thereby promote correction of the splicing defect caused by the
mutation. Splicing analysis revealed that the Ul snRNA containing two specific mutations partially
corrected the aberrant splicing associated with rs77559646 variant. In contrast, the modified U6 snRNA
showed no detectable effect on splicing.

Key words: prostate cancer, ANO7, mutation, splicing defect, modified Ul snRNA, modified U6
snRNA, minigene splicing assay
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1 Johdanto

1.1 Eturauhanen

Eturauhanen (engl. prostate gland) on noin saksanpdhkinidn kokoinen lisdsukupuolirauhanen,
joka sijaitsee miehilld virtsarakon alapuolella ja perdsuolen edessd (Oseni ym., 2023). Sen
padasiallinen tehtdvd on tuottaa eméksistd siemennestettd, joka ravitsee ja suojaa siittiQitd.
Eturauhanen tuottaa noin 30 % siemennesteen tilavuudesta (Zaichick, 2014). Lisdksi se edistda
siittididen kulkeutumista kiveksistd virtsaputken kautta kohti munasolua ejakulaation aikana.
Eturauhasen kehittymisen kannalta androgeenireseptorien (engl. androgen receptor, AR)
stimulaatio androgeeneilla on valttdmitontd (Banerjee ym., 2018; Wilson, 2011). Eturauhasen
biologisesti aktiivinen androgeeni, dihydrotestosteroni (DHT) pelkistyy testosteronista Sa-

reduktaasientsyymin vaikutuksesta (Andersson ym., 1991).

Aikuisen eturauhasessa on kolme vyohyketté: perifeerinen vyohyke (engl. peripheral zone, PZ),
keskivyohyke (engl. central zone, CZ) seké transitiovyohyke (engl. transition zone, TZ) (kuva
1) (McNeal, 1981). Lisdksi anteriorinen fibromuskulaarinen strooma (engl. anterior
fibromuscular stroma) muodostaa yhden erillisen alueen. Perifeerinen vyohyke késittda yli 70
% eturauhasen rauhaskudoksen tilavuudesta ja useimmat eturauhasen kasvaimet kehittyviét télle
alueelle. Keskivyohyke muodostaa noin 25 % ja transitiovydhyke vain noin 5 %

rauhaskudoksen tilavuudesta. Keskivyohyke ympéaroi siementiehyitd (Figiel ym., 2023).
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Kuva 1. Eturauhasen vyohykkeellinen rakenne. Eturauhanen muodostuu perifeerisestd vyohykkeestd,
transitiovyOhykkeestd, keskivyohykkeesti ja anteriorisesta fibromuskulaarisesta stroomasta.
Siementiehyt ja virtsaputki kulkevat eturauhasen ldpi. Virtsarakko sekid rakkularauhanen ovat
yhteydessi eturauhaseen. Kuva tuotettu itse (Figiel ym., 2023) kuvan pohjalta Inkscape-ohjelmalla.



Eturauhasen epiteeli erilaistuu kolmeksi pddasialliseksi solutyypiksi: luminaalisiksi soluiksi
(engl. luminal cells) (noin 60 %), tyvisoluiksi (engl. basal cells) (noin 40 %) ja
neuroendokriinisiksi soluiksi (engl. neuroendocrine cells) (noin 1 %) (kuva 2) (Packer &
Maitland, 2016). Luminaaliset solut vastaavat eritystoiminnasta, kun taas tyvisolut ovat
kontaktissa suojaavan tyvikalvon kanssa (Figiel ym., 2023). Eturauhasen epiteelisolut erittavét
useita proteiineja, kuten prostataspesifistd antigeenid (engl. prostate-specific antigen, PSA)

(Hayward & Cunha, 2000).

Luminaalinen solu Lumen

Tyvisol
i Neuroendokriininen solu

Tyvikalvo

Silea lihassolu

Kuva 2. Eturauhasen solutyypit. Eturauhasen epiteeli koostuu sisdkerroksen erittdvistd luminaalisista
soluista, niitd ympéroivistd tyvisoluista, jotka ovat kosketuksissa tyvikalvon kanssa, sekd
harvinaisemmista neuroendokriinisista soluista. Kuva tuotettu itse (Figiel ym., 2023) kuvan pohjalta
Inkscape-ohjelmalla.

Eturauhaseen liittyy kolme patologista tilaa: eturauhastulehdus (engl. prostatitis), eturauhasen
litkakasvu (engl. benign prostatic hyperplasia, BPH) ja eturauhassyopé (engl. prostate cancer,
PCa), jotka aiheuttavat samankaltaisia oireita (Oseni ym., 2023). Eturauhastulehdus ja
litkakasvu ovat eturauhasen hyvénlaatuisia tauteja, joista jilkimmaéinen ilmenee yleensa vasta
vanhemmalla 14lld. Liikakasvu vaikuttaa pddosin eturauhasen transitiovybhykkeeseen (Figiel
ym., 2023). EturauhassyOpd syntyy, kun eturauhasen solut muuttuvat pahanlaatuisiksi.
Eturauhassyovésti katsotaan olevan periytyvd muoto (engl. hereditary/familial prostate cancer)
ja ei-perinndllinen muoto (engl. sporadic prostate cancer) (Alberti, 2010).
Eturauhastulehduksen ja liikakasvun yhteydestd eturauhassyovan riskiin on olemassa

ristiriitaista tutkimustietoa (Zhang ym., 2020).



1.2 Eturauhassyopa
1.2.1 Epidemiologia

Eturauhassy0pd on miesten toiseksi yleisin sy0pd maailmalla keuhkosyovén jéilkeen ja se
aiheuttaa viidenneksi eniten sydpédkuolemia miehilldi (Bray ym., 2024). Vuonna 2022
eturauhassyOpé johti ldhes 400 000 kuolemaan maailmalla ja uusia eturauhassydpatapauksia
todettiin 7,3 9% kaikista uusista syOpitapauksista. Ennusteiden mukaan uusien
eturauhassyOpétapauksien mééra tulee nousemaan vuoden 2020 noin 1,4 miljoonasta jopa 2,9
miljoonaan vuoteen 2040 mennessd (James ym., 2024). Suomi on yksi 118 maasta, joissa
eturauhassyOpé on yleisimmin diagnosoitu syopéd (Bray ym., 2024). Suomessa diagnosoitiin
5631 uutta eturauhassydpétapausta ja 1012 miestd kuoli eturauhassyopédn vuonna 2023 (Seppa
ym., 2023).

Eturauhassyovén yleisyys vaihtelee huomattavasti eri maiden ja alueiden vililld (Bray ym.,
2024). Korkeimmat ilmaantuvuusluvut havaitaan Pohjois- ja Lansi-Euroopassa, Australiassa ja
Uudessa-Seelannissa, Karibialla, Pohjois- ja Eteld-Amerikassa sekd eteldisessd Afrikassa.
Aasiassa ja muualla Afrikassa eturauhassyOpdd esiintyy jonkin verran vdhemmén.
Eturauhassyovian ilmaantuvuuslukujen alueellinen jakauma eroaa kuolleisuuslukujen
jakaumasta. Korkeinta kuolleisuus on Karibialla ja tietyissd Afrikan osissa, erityisesti Saharan
eteldpuolisessa Afrikassa. Ndiden maantieteellisten erojen taustalla vaikuttavat muun muassa
véestdjen geneettiset tekijdt, ymparistotekijit ja elaméntavat (Bergengren ym., 2023). Myds
erot maiden vililld diagnostiikassa ja terveydenhuollossa selittivét eturauhassyovian
ilmaantuvuuseroja (Zhou ym., 2016). Eturauhassyovén ilmaantuvuus kasvoi nopeasti 1980-
luvun lopulta 1990-luvun alkuun monissa korkean tulotason maissa, kuten Pohjois-Amerikassa,
Pohjoismaissa ja Australiassa, PSA-testauksen eli prostataspesifisen antigeeni-testauksen

myotd (Center ym., 2012).



1.2.2 Karsinogeneesi

Eturauhassyovén synnyssd yhdeksi merkittavéksi tekijaksi on ehdotettu kroonista tulehdusta
(Oseni ym., 2023; Shen & Abate-Shen, 2010). Arvellaan, ettd eturauhasen krooninen tulehdus
johtaa DNA-vaurioihin ja heikentdd solujen kykyé korjata DNA:ta, miki voi aiheuttaa solujen
hallitsematonta jakautumista. Tdma hallitsematon jakautuminen edistii pahanlaatuisten solujen
muodostumista ja siten kasvaimen kehittymistid. Tulehduksen tarkkaa alkuperdi ei tunneta,
mutta sen on ehdotettu liittyvdn esimerkiksi patogeeneihin, kemiallisiin &rsykkeisiin,

ruokavalioon tai fyysisiin traumoihin (de Bono ym., 2020).

Eturauhassyovéssd kasvunrajoitegeenit (engl. tumor suppressor genes), kuten PTEN ja TP53,
sekd DNA:n korjausgeenit (engl. DNA repair genes) usein inaktivoituvat, kun taas onkogeentit,
kuten MYC, voivat aktivoitua (de Bono ym., 2020). Nami muutokset edistdvit asteittaista
kasvaimen kehittymistd. Eturauhassyovin kasvaimen kehitysvaiheet voidaan jakaa kolmeen
ryhmaéin: intraepiteliaalinen neoplasia (engl. intraepithelial neoplasia), androgeeniriippuvainen
adenokarsinooma (engl. androgen-dependent adenocarcinoma) ja androgeeniriippumaton eli
kastraatioresistentti  adenokarsinooma (engl. androgen-independent/castration-resistant
adenocarcinoma) (Testa ym., 2019). Eturauhassyovistd noin 95 % on adenokarsinoomia

(Alizadeh & Alizadeh, 2014).

Eturauhassy0pé on kliinisesti ja geneettisesti heterogeeninen tauti (Haffner ym., 2020). Osalla
potilaista eturauhassyopa etenee hitaasti ja pysyy oireettomana pitkddn, kun taas toisilla se
ilmenee nopeasti etenevdnd ja aggressiivisempana. Paikallinen tai paikallisesti edennyt
eturauhassyOpa voidaan luokitella matala- (engl. low-risk localised disease), keskivaikea-
(engl. intermediate-risk localised disease) tai korkeariskiseksi taudiksi (engl. high-risk localised
disease/locally advanced disease) (Cornford ym., 2024). Paikallinen eturauhassyopé on yleensi
aluksi oireeton (kuva 3), mutta taudin edetessd voi ilmetd alempien virtsateiden oireita (engl.
lower urinary tract symptoms, LUTS), kuten tihentynyttd virtsaamisentarvetta, virtsaretentiota
tai pidatyskyvyttomyyttd. Muita mahdollisia oireita ovat kipu, erektiohdiriot sekd

verivirtsaisuus.

Androgeenireseptorien signaloinnilla on keskeinen merkitys eturauhassydvén synnyssd ja
etenemisessd (Banerjee ym., 2018). Reseptorien aktiivisuutta voidaan vihentda ja androgeenien

vaikutusta estdd androgeenideprivaatiohoidolla (engl. androgen deprivation therapy, ADT),



joka antaa yleensd aluksi hyvén hoitovasteen (Dong ym., 2018). Vaikka androgeenitasot
lasketaan kastraatiotasolle, eturauhassyOpd etenee usein ajan myotd kastraatioresistentiksi
(engl. castration-resistant prostate cancer, CRPC). Kastraatioresistentti eturauhassyopa ei enda
reagoi androgeenien puutteeseen, vaan kykenee etenemdidn matalista androgeenipitoisuuksista

huolimatta.

Taudin edetessd metastaattiseksi sydpdsolut voivat levitd luustoon, imusolmukkeisiin tai
elimiin (Shen & Abate-Shen, 2010). Metastaattisessa eturauhassyovissi esiintyy useimmiten
luustoetédpesikkeitd (engl. bone metastases), joihin liittyy voimakasta luukipua (Smith ym.,
2022). Harvemmin etdpesdkkeitd havaitaan my0s keuhkoissa tai maksassa (Shen & Abate-
Shen, 2010). Pitkille edenneessd eturauhassyOvéssa tehoavat hoitovaihtoehdot ovat rajallisia ja
pédasiallinen hoitomuoto on kemoterapia. Ainoastaan pieni osa diagnosoiduista matalan riskin
eturauhassyOpétapauksista johtaa kuolemaan (Damber & Aus, 2008). Koska eturauhassyopa on
tyypillisesti idkkdiden miesten sairaus, potilaat kuolevat usein eturauhassydvin kanssa, mutta

harvoin itse syopdan (Hamdy ym., 2023).

Paikallinen hoito Androgeenideprivaatio Kemoterapia

.

b

Kasvaimen kasvu/ PSA-taso

| Paikallinen eturauhassydpa | Metastaattinen eturauhassyopa |

Kastraatioresistentti eturauhassyopa |

| Oireeton tauti I QOireellinen tauti I

Kuva 3. Eturauhassyovén eteneminen. Eturauhassydpé on usein aluksi paikallinen, mutta voi edetesséin
muuttua metastaattiseksi ja kastraatioresistentiksi. Paikallinen eturauhassyOpd on yleenséd oireeton,
mutta taudin edetessé oireita alkaa ilmaantua. Hoitostrategia méérdytyy kasvaimen vaiheen ja taudin
laajuuden mukaan. Eturauhassyopa johtaa harvoin kuolemaan. Kuva muokattu (Biorender).



1.2.3 Riskitekijat

Eturauhassyovén suurimpia riskitekijoitd ovat korkea ika, positiivinen perhetausta ja etninen
tausta (Bergengren ym., 2023; Damber & Aus, 2008). Eturauhassydvén sairastumisriski kasvaa
idan myotd (Godtman ym., 2022). Yhdysvaltojen syopitilaston mukaan eturauhassyovan
todennékoisyys nousee 60—69-vuotiaiden miesten 1,8 prosentista > 70-vuotiaiden miesten 8,2
prosenttiin (Siegel ym., 2022). EturauhassyOvin sairastumisriskiin vaikuttavat myds
sairastuneiden sukulaisten madrd, ldhisukulaisuus ja ikd sairastuessa tai kuollessa
eturauhassyOpédn sekd syovin vaikeusaste ja muut syovit (Bergengren ym., 2023). Michilld on
suurempi riski sairastua, jos eturauhassyopda esiintyy ensimmdisen asteen sukulaisilla (Johns
& Houlston, 2003; Zeegers ym., 2003). Riski on noin 2,5-kertainen, jos perheessd on yksi
sairastunut ensimmaéisen asteen sukulainen. Jos heitd on kaksi tai useampia, riski on jopa 5-
kertainen. Lisdksi eturauhassydvén riski vaikuttaisi olevan hieman korkeampi miehilld, joilla
on sairastunut veli verrattuna niihin, joilla on sairastunut isd (Hemminki & Czene, 2002;

Zeegers ym., 2003).

Afrikkalaista ja afrokaribialaista syntyperdd (engl. African Caribbean ancestry) olevilla
miehilld on korkea riski sairastua eturauhassyOpdidn ja mahdollisesti aggressiivisempaan
tautimuotoon nuorella idlld (McHugh ym., 2021; Rebbeck ym., 2013). Eturauhassydvén
esiintyvyys ja sen aiheuttama kuolleisuus ovat korkeimmat afroamerikkalaisilla (engl. African
American ancestry) ja afrokaribialaisilla (Rebbeck ym., 2013). Lisdksi eturauhassydvin
atheuttama kuolleisuus on korkea Saharan eteldpuolisessa Afrikassa, jossa tavataan myos

korkeimmat eturauhassydvén kasvainvaiheet (engl. tumor stage) ja -asteet (engl. tumor grade).

Eturauhassy0pé on yksi periytyvimmisti syovistd, koska noin 57 % riskisté selittyy geneettisilla
tekijoilld (Mucci ym., 2016). Uusimman tutkimuksen mukaan tunnetaan 451 geneettisté
varianttia, jotka liittyvdt eturauhassyopdriskiin (A. Wang ym., 2023). Riskivariantit on
tunnistettu genominlaajuisilla assosiaatiotutkimuksilla (engl. genome-wide association studies,
GWAYS) ja meta-analyyseilla. Tutkituista 451 riskivariantista eurooppalaisilla esiintyy 429 (95
%), latinalaisamerikkalaisilla 424 (94 %), afrikkalaisilla 411 (91 %) ja aasialaisilla 377 (84 %).
Vain pieni osa varianteista on viestOkohtaisia. Ainoastaan eurooppalaisilla ilmentyvid

riskivariantteja on yhdekséntoista, afrikkalaisilla viisi ja aasialaisilla kolme.



Useilla eturauhassyopépotilailla on mutaatioita DNA-vauriovaste-geeneissd (engl. DNA
damage response genes, DDR genes), kuten homologisen rekombinaation korjausgeeneissa
(engl. homologous recombination repair genes, HRR genes) sekdi DNA:n
kahdentumisvirheiden korjausgeeneissd (engl. DNA mismatch repair genes, MMR genes)
(Bugoye ym., 2023). Yhdessd tutkimuksessa havaittiin, ettd 11,8 %:lla metastaattista
eturauhassyOpad sairastavista esiintyi perinnollisié ituratamutaatioita DNA:n korjausgeeneissé
(engl. germline DNA repair genes), kuten mutaatioita HRR-geeneissid: ATM, BRCAI, BRCA?2,
CHEK?2, PALB2 ja RAD51D (Pritchard ym., 2016). Paikallisessa eturauhassyovéassé vastaavia

mutaatioita esiintyi vihemmaén 4,6 %:1la potilaista.

Tutkimuksien mukaan DNA:n korjausgeenien mutaatiot voivat liittyd aggressiivisempaan
eturauhassyovén tautimuotoon ja korkeampaan kuolleisuuteen nuoremmalla idlld (Khan &
Cheng, 2022). Esimerkiksi BRCAI- ja BRCA2-mutaation kantajilla on suurempi riski sairastua
aggressiiviseen ja metastaattiseen eturauhassyopdén (Castro ym., 2013). BRCAI-mutaation
kantajilla eturauhassydvéan riski on noin 3,75-kertainen ja BRCA2-mutaation kantajilla jopa 8,6-
kertainen 65 vuoden ikdin mennessd (Kote-Jarai ym., 2011; Leongamornlert ym., 2012).
MMR-geenien MLHI-, MSH2-, MSH6- ja PMS2-mutaatiot liittyvit myds kohonneeseen
eturauhassyovén riskiin (Bugoye ym., 2023). Eturauhassyopd voi olla yhteydessd myds
Lynchin oireyhtyméén (engl. Lynch syndrome) MMR-geenien mutaatioiden kautta (Khan &
Cheng, 2022; Oka ym., 2023). Laajassa tutkimuksessa, jossa oli mukana 3607
eturauhassyOpépotilasta, 17,2 %:lla havaittiin esiintyvdn perinnéllisid ituratamutaatioita
(Nicolosi ym., 2019). Mutaatioista 24,3 % oli BRCA2-, 14,1 % CHEK?2-, 9,6 % ATM-, 6,4 %
BRCAI-, 4,5 % HOXBI13-, 3,4 % MSH2-, 3,3 % TP53-, 2,7 % PMS2-, 2,5 % PALB2-, 2,2 %
MSHG6- seké 0,6 % RADS51D- ja 0,3 % MLH [-mutaatioita.

Myo6s ymparistotekijoilld ja elaméantavoilla on merkitystd eturauhassydvin sairastumisriskissa.
Tallaisia tekijoitd ovat muun muassa ylipaino ja metabolinen oireyhtymai, pituus, vdhdinen
fyysinen aktiivisuus, tupakointi, tietyt ladkkeet, karsinogeenit (kuten kemikaalit ja séteily),
seksuaalinen aktiivisuus, infektiot ja tulehdukselliset sairaudet sekd ruokavalio. Runsas
transrasvojen ja punaisen lihan kaytto tai tulehdusta edistdva ruokavalio (engl. proinflammatory
diet) on yhdistetty kohonneeseen eturauhassydvén riskiin. (Benke ym., 2018; Bergengren ym.,
2023; Brookman-May ym., 2019; Campi ym., 2019; Islami ym., 2014; Jian ym., 2018;
Lophatananon ym., 2017; Michels ym., 2021; Mohseni ym., 2019; Motterle ym., 2022; Parra-
Soto ym., 2022; Purcell ym., 2022; Rawla, 2019).



1.2.4 Diagnosointi

Eturauhassyopéa epdillesséd alustavaan riskiarviointiin kuuluu PSA-testaus sekd tuseeraus eli
eturauhasen tunnustelu (engl. rectal examination/digital rectal exam, DRE). Liséksi kartoitetaan
henkilokohtaiset riskitekijat (Cornford ym., 2024). Mikili eturauhassyopddn viittaavia
16ydoksid havaitaan, ohjataan potilas jatkotutkimuksiin, jotka voivat sisdltdd esimerkiksi
magneettikuvauksen tai virtsatestin. Jos ndiden tutkimusten perusteella syopéepdily sdilyy,
ohjataan potilas koepalan ottoon. Tulosten perusteella saadaan selville syovin tyyppi ja
levinneisyys seka potilaan ennuste (James ym., 2024). Eturauhassydvin véiestotason seulontaa

oireettomille miehille ei nykyddn suositella (Jackson ym., 2022).

Eturauhassyopédé seulotaan PSA-testin avulla, joka on merkittdva varhaisen eturauhassyovan
indikaattori ja yleisesti kdytetty biomarkkeri (Guo ym., 2021). PSA-testissé potilaalta otetaan
verindyte, josta madritetddn eturauhasen tuottama PSA-proteiinin madrd (Sekhoacha ym.,
2022). PSA-arvoa 4 pg/l pidetéédn yleisend riskirajana eturauhassyoville, vaikka selkeitd raja-
arvoja terveiden miesten ja eturauhassyOpépotilaiden vililld ei ole (Duffy, 2011). PSA-arvon
ollessa 4-10 pg/l, arviolta noin 3540 % testatuista miehistd sairastaa eturauhassyopédd. Vaikka
PSA on nykyisin laajasti kdytetty biomarkkeri maailmalla, se ei ole tdydellinen (Guo ym.,
2021). PSA-arvoon voivat vaikuttaa monet tekijat, kuten krooninen tulehdus, eturauhasen
litkakasvu, ladkitys tai muut kasvaimet. Lisédksi joidenkin asiantuntijoiden mukaan PSA ei ole
ithanteellinen markkeri eturauhassydvin alkuvaiheen havaitsemiseen, koska PSA-seulonta
saattaa johtaa hitaasti etenevdn syovin ylidiagnosointiin ja tarpeettomaan hoitoon (Duffy,

2011).

Eturauhassy0vén havaitsemista ja seurantaa tehostaa moniparametrinen magneettikuvaus (engl.
multiparametric magnetic resonance imaging, mpMRI) (Cornford ym., 2024; James ym.,
2024). Magneettikuvaus yhdistettynd kohdennettuun PSA-testaukseen voi véhentdd
eturauhassyovén ylidiagnosointia. Kiertdvd kasvain-DNA (engl. circulating tumor DNA,
ctDNA) on myods kayttokelpoinen diagnostinen tydkalu erityisesti pitkdlle edenneen
eturauhassyOvén toteamisessa (Jayaram ym., 2021). Metastaattista eturauhassyopai
diagnosoidaan kuvantamismenetelmilld, kuten rontgenkuvauksella, tietokonetomografialla
(TT), magneettikuvauksella (MRI) tai luuston gammakuvauksella (engl. radionuclide bone

scintigraphy/bone scan, BS) (James ym., 2024). PSMA eli prostataspesifinen solukalvon



proteiini (engl. prostate-specific membrane antigen, PSMA) on melko uusi merkkiaine, jota

hyodynnetidan PSMA-PET-TT-kuvauksessa (James ym., 2024; Sandhu ym., 2021).

Eturauhassyovén heterogeenisen luonteen vuoksi sen diagnosointi ja hoito voivat olla haastavia
(Haffner ym., 2020). Hoito méirdytyy tapauskohtaisesti muun muassa kasvaimen koon ja
levinneisyyden, PSA-pitoisuuden, mahdollisten liitdnnéissairauksien sekd potilaan iin mukaan
(James ym., 2024; Sekhoacha ym., 2022). Eturauhassydvidn kasvaimen vaihe mééritetdin
TNM-luokituksella (engl. TNM classification) ja Gleason-luokituksella (engl. Gleason
grading). Gleason-luokitus on keskeinen tydkalu eturauhassyOvén riskin arvioinnissa, koska se

mittaa eturauhassyopédkudoksen erilaistumisen astetta (Sinnott ym., 2017).

Gleason-luokituksessa kasvaimen luokitteluryhmid (engl. grade group) on viisi (Epstein ym.,
2016; James ym., 2024). Ryhmai 1 kuvaa hyvin matalariskisté ja ennusteeltaan suotuisaa tautia,
kun taas ryhma 5 vastaa erittdin korkean riskin ja aggressiivisen eturauhassydvén tautimuotoa.
Gleason-pisteytys (engl. gleason score) vaihtelee arvojen 610 vililld ja jakautuu seuraavasti:
ryhmad 1: gleason-pisteet < 6, ryhma 2: gleason-pisteet 7 (3 + 4), ryhma 3: gleason-pisteet 7 (4
+ 3), ryhmaé 4: gleason-pisteet 8 (4 + 4,3 + 5,5 + 3) jaryhma 5: gleason-pisteet 9—10 (Epstein
ym., 2016). Ensimméinen luku gleason-pisteissd kuvaa solujen yleisintd kasvutapaa ja toinen

luku toiseksi yleisintd kasvutapaa tai huonoimmin erilaistunutta komponenttia.

1.2.5 Hoitomuodot

Yleensd eturauhassyopd todetaan vaiheessa, jossa kasvain on paikallinen. Talloin
hoitovaihtoehtoina ovat aktiivinen seuranta, radikaali prostatektomia eli eturauhasen
poistoleikkaus (engl. radical prostatectomy), ulkoinen siddehoito tai brakyterapia eli sisdinen
siddehoito (engl. brachytherapy) (Duffy, 2011; Hamdy ym., 2023). Matalariskisti
eturauhassyOpéé voidaan hoitaa aktiivisella seurannalla (Cornford ym., 2024). Tama tarkoittaa
saannollistd seurantaa, jossa yhdistetddn PSA-testaus, kuvantaminen ja kliininen tutkimus
(James ym., 2024). Aktiivinen seuranta vihentéd tarpeetonta hoitoa ja hoidosta mahdollisesti
aiheutuvia haittavaikutuksia. Eturauhasen poistoleikkaus voidaan tehdd joko avoimena
leikkauksena tai laparoskooppisesti eli vatsaontelon tdhystysleikkauksena (Sekhoacha ym.,
2022). Brakyterapiassa radioaktiiviset ldhteet sijoitetaan suoraan eturauhaskudokseen tai sen

laheisyyteen. Ulkoisessa sddehoidossa siteily kohdistetaan ulkopuolelta eturauhaseen.



Viimeaikaisen 15 vuoden seurantatutkimuksen mukaan paikallisen eturauhassydvén potilailla
ei ollut merkittévai eroa eturauhassyopéakuolleisuudessa eri hoitomuotojen (aktiivinen seuranta,
eturauhasen poistoleikkaus tai sddehoito) vélilli (Hamdy ym., 2023). Aktiivinen seuranta
ndyttdd kuitenkin johtavan useammin taudin etenemiseen tai etdpesidkkeiden muodostumiseen.
Jos paikallinen eturauhassyOpd on keskivaikea tai vaikea, aktiivisen seurannan rinnalle
suositellaankin muita hoitokeinoja (Cornford ym., 2024). Yleisesti ottaen eturauhassyOvin
ennuste on hyvi, jos kasvain on paikallinen ja sy0pdkudos on erilaistunutta (Eggener ym.,
2010). Paikallisen eturauhassyovin potilailla, joilla on matala tai kohtalainen uusiutumisriski
ja, joiden sairaus on havaittu ja hoidettu ajoissa, ennuste on erinomainen: noin 99 % on elossa
10 vuoden kuluttua (Rebello ym., 2021). Vaikka eturauhassydvian varhainen testaus ja
hoitomenetelmét ovat kehittyneet, arviolta noin 2040 % eturauhassydvistd uusiutuu (engl.

biochemical recurrence) (Sandhu ym., 2021).

Mikéli eturauhassyOpd todetaan vasta myohemmadssd vaiheessa tai sairaus etenee, tarvitaan
muita hoitomuotoja, kuten hormonihoito eli androgeenideprivaatiohoito (Damber & Aus, 2008;
James ym., 2024). Tavallisia androgeenideprivaatiohoitoja ovat esimerkiksi GnRH-agonistit ja
-antagonistit (engl. gonadotropin-releasing hormone agonists and antagonists) (Freedland &
Abrahamsson, 2021) tai orkiektomia eli kivesten kirurginen poisto (engl. orchidectomy) (James
ym., 2024). GnRH-agonistit ja -antagonistit alentavat follikkelia stimuloivan hormonin (FSH)
ja luteinisoivan hormonin (LH) tasoja, mikd puolestaan vdhentdd testosteronin tuotantoa
kastraatiotasolle (Freedland & Abrahamsson, 2021). Eturauhassydvin hoitotulos on yleensa
parempi, kun hormonihoito yhdistetdédn sddehoitoon (Rebello ym., 2021). Hormonihoito
lieventdd edenneen eturauhassyovin oireita 70—80 %:ssa tapauksista, mutta usein noin kahden
vuoden kuluessa edennyt tauti etenee androgeeneista riippumattomaan tilaan (engl. androgen-
independent state/androgen independent prostate cancer, AIPC) (Damber & Aus, 2008).
Eturauhassyovin hoitokeinojen saatavuudessa on edelleen suuria eroja matalan ja korkean

tulotason maiden vélilld (James ym., 2024).

Metastaattisen eturauhassydvén toteamisen jdlkeinen elinaika on noussut korkean tulotason
maissa arviolta noin 2,5 vuodesta noin 5 vuoteen sen jilkeen, kun kéyttoon otettiin uusia
hormonaalisia valmisteita (engl. hormonal agents), kuten abirateroni ja entsalutamidi sekd
radium-223-radioaktiivinen lddke ja solunsalpaajia, kuten dosetakseli ja kabatsitakseli (Davis
ym., 2019; Gillessen ym., 2020; James ym., 2017, 2024; Rydzewska ym., 2017; Sweeney ym.,

2015; Vale ym., 2016). Eturauhassyovan uusimpiin hoitomuotoihin kuuluu kohdennettu
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radionuklidihoito (engl. targeted radioligand therapy, RLT), kuten Lutetium-177 ('”’Lu)-
PSMA-617, sekd PARP-estijit (engl. PARP inhibitors) eli poly(ADP-riboosi)-polymeraasien
estdjat. Namé hoidot voivat olla tehokkaita erityisesti metastaattisen kastraatioresistentin
eturauhassyovan (engl. metastatic castration-resistant prostate cancer, mCRPC) hoidossa
(James ym., 2024; Longoria ym., 2024; Sartor ym., 2021). PARP-estdjien lupaavimpia kohteita
ovat DDR-geenit, kuten BRCA2, BRCAI, ATM ja CHEK?2 (James ym., 2024).

1.3 ANO7
1.3.1 ANO7 ja TMEM16-proteiiniperhe

Anoktamiini 7 (engl. Anoctamin 7) on transmembraaniproteiini, jota koodaa ANO7-geeni
(Kunzelmann ym., 2019). Tamad geeni tunnetaan myds nimilldi TMEMI6G (engl.
Transmembrane protein 16G), NGEP (engl. New Gene Expressed in Prostate) sekd D-TMPP
(engl. Dresden-transmembrane protein of the prostate). ANO7 kuuluu TMEM16-perheeseen,
johon kuuluu kymmenen transmembraaniproteiinia (ANO1-ANO10). Anoktamiinit toimivat
kalsiumaktivoituneina kloridikanavina (engl. Ca**-activated C1~ channels) ja/tai fosfolipidien
skramblaaseina (engl. phospholipid scramblase). Skramblaasit kuljettavat lipideja

kaksisuuntaisesti pitoisuusgradientin mukaisesti (Falzone ym., 2018).

Nimitys anoktamiini viittaa alkuperdiseen késitykseen, ettd ndmd proteiinit toimivat
anioniselektiivisind kanavina ja muodostuvat kahdeksanosaisesta transmembraanirakenteesta
(Yang ym., 2008). Anoktamiinien on havaittu osallistuvan useisiin biologisiin prosesseihin,
kuten kasvaimen muodostumiseen, siledn lihaksen supistumiseen, hermosolujen herkkyyden
sadtelyyn sekd epiteelisolujen eritystoimintaan (Benarroch, 2017). Vaikka ANO7:n tarkka
toiminta eturauhaskudoksessa on vield osin tuntematon (Guo ym., 2021), sen on havaittu
toimivan skramblaasina (Suzuki ym., 2013). Tétd tukevat havainnot ANO7-proteiinin ja
tiettyjen kalvorakkuloiden (engl. vesicles) kuljetusproteiinien vélisestd vuorovaikutuksesta
(Kaikkonen ym., 2020). Sen sijaan ei ole varmuutta siitd, toimiiko ANO7 my0s ionikanavana

(Guo ym., 2021). Muiden anoktamiinien toiminta tunnetaan paremmin.

ANO1 ja ANO2 toimivat péadasiassa Ca’*-aktivoituina Cl-kanavina (Schroeder ym., 2008;
Yang ym., 2008). ANO6 toimii Ca*'-riippuvaisena fosfolipidiskramblaasina (Suzuki ym.,

2010) ja silld on keskeinen tehtivd veren hyytymisen sédételyssd verenvuotosairaus Scottin
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oireyhtyméssa (engl. Scott syndrome) (Suzuki ym., 2010; Zwaal ym., 2004). ANOG6 osallistuu
my0s muun muassa epiteelisolujen ja makrofagien solukuolemaan (Ousingsawat ym., 2019)
sekd solunulkoisten kalvorakkuloiden (engl. extracellular vesicles, EVs) vapautumisen
sadatelyyn mahdollisesti skramblaasiaktiivisuuden avulla (Whitlock & Hartzell, 2017). ANO3,
ANO4, ANOS sekd ANO9 toimivat my0s pddasiassa skramblaaseina (Gyobu ym., 2017,
Suzuki ym., 2013). ANO9 on lisdksi kationikanava, jota aktivoi cAMP-riippuvainen
proteiinikinaasi A (PKA) (Kim ym., 2018). Anoktamiiniperheen useiden jasenten (ANOI,
ANOS5, ANO6, ANO7 ja ANO9) on havaittu olevan yhteydessi solujen lisddntymiseen (engl.

cell proliferation) ja syovén kehittymiseen (Kunzelmann ym., 2019).

1.3.2 ANOQ7 ja eturauhassyopa

ANO7-geenin kromosomaalinen sijainti 2q37.3 (Das ym., 2007) on tunnistettu vahvaksi
eturauhassyovén riskilokukseksi suomalaisissa perinndllisen eturauhassydvan suvuissa (engl.
hereditary prostate cancer family, HPCa) (Cropp ym., 2011). ANO?7 on alun perin tunnistettu
eturauhasspesifiseksi geeniksi (Bera ym., 2004) ja sen ilmentymistd havaitaan Ildhes
yksinomaan eturauhaskudoksessa (normaalissa, benignissd ja syOpédkudoksessa) (Das ym.,
2008; Mohsenzadegan ym., 2013). Das ym. (2008) tutkimuksessa ANO7-proteiinia ilmentyi 91
%:ssa tutkituista eturauhassydpisolundytteistd ja Mohsenzadegan ym. (2013) mukaan kaikki
tutkitut néytteet ilmensivit ANO7-proteiinia vaihtelevalla voimakkuudella. Tarkemmin
katsottuna ANO7-geeni ja sen koodaama ANO7-proteiini ilmentyvit eturauhasen luminaalisten
epiteelisolujen solukalvossa (Metsdld ym., 2023, 2025). Joidenkin tutkimusten mukaan ANO7
ilmentyy my®ds tyvisoluissa (Marx ym., 2021; Wahlstrom ym., 2022). ANO7:n on havaittu
ilmentyvan heikosti eturauhasen lisdksi joissakin muissa elimissd (Das ym., 2008). ANO7

liittyy esimerkiksi rintasyovén kehittymiseen ja ennusteeseen (Li ym., 2015).

ANO7 vaikuttaa ilmentyvdn voimakkaammin normaalissa ja benignissd eturauhasen
kudoksessa kuin pahanlaatuisessa eturauhassyOvassd (Mohsenzadegan ym., 2013). Useissa
tutkimuksissa on havaittu molempien, ANO7:n ldhetti-RNA:n (engl. messenger RNA, mRNA)
(Jhun ym., 2017; Metséld ym., 2023; Sinnott ym., 2017) ja proteiinin ilmentymisen (Marx ym.,
2021; Metsdld ym., 2023; Mohsenzadegan ym., 2013) olevan heikentynyttd edenneessa
eturauhassyOvéssd. Matala ANO7-ilmentymisen taso voikin ennustaa eturauhassyovéin

metastaattista etenemistd (Chandran ym., 2007; Walker ym., 2017). ANO7-ilmentymisen tason
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on havaittu korreloivan kdénteisesti Gleason-luokituksen ja PSA-tason kanssa (Mohsenzadegan

ym., 2015).

Toisaalta Das ym. (2008) eivit havainneet yhteytti ANO7-ilmentymisen ja sydvin asteen
vililld. Kaikkosen ym. (2018) tutkimuksessa korkea ANO7:n ldhetti-RNA:n ilmentyminen
liittyi heikompaan eloonjddmisennusteeseen. Puolestaan Marx ym. (2021) raportoi, ettdi ANO7-
proteiinin heikentynyt ilmentyminen oli yhteydessd huonompaan ennusteeseen. Arvellaan, ettd
ANO7:114 on merkitystd varsinkin eturauhassydvin varhaisessa vaiheessa ja benignissi
eturauhaskudoksessa (Lof ym., 2025). Yleisesti voidaan todeta, ettdi ANO7 on mahdollinen

eturauhassyOvén alttiusgeeni (Kaikkonen ym., 2018).

ANO7 vaikuttaisi toimivan kasvunrajoitegeenind eturauhasessa, jolloin sen heikentynyt
ilmentyminen voisi edistdd eturauhassyOvén etenemistd (Wahlstrom ym., 2022). ANO7:n
toimintaa kasvunrajoitegeenind vahvistaa se, ettd ANO7:114 on huomattu olevan merkitysta
lipidimetabolian sdételyssi ja androgeenireseptorien signaloinnissa eturauhasen luminaalisissa
soluissa erityisesti matala-asteisessa syovdssd (Metsdld ym., 2025). ANO7:n ldhetti-RNA
ilmentyy androgeeniriippuvaisissa eturauhassolulinjoissa (engl. androgen-dependent prostate
cancer cell lines), kuten LNCaP, mutta ei androgeeniriippumattomissa solulinjoissa (engl.
androgen-independent cell lines) PC-3 ja DU145 (Bera ym., 2004). Tama viittaa sithen, etti
androgeenireseptorin signalointi (engl. androgen receptor signaling pathway) sdételee ANO7-
geenin ilmentymistd. Lipidimetabolian sddtelyn lisdksi ANO7:n uskotaan vaikuttavan
mitokondrioiden toimintaan (L6f ym., 2025). Edenneessid eturauhassyOvéssd syopdsolut
vaikuttaisivat olevan metabolisesti joustavampia (Beltran ym., 2019; Wei ym., 2024), eivitka
ndin ollen olisi yhti riippuvaisia ANO7:n toiminnasta (Metsild ym., 2025). ANO7-geenin tarkka

toimintamekanismi on vield selvittimatta.

ANQO7-proteiini voisi tulevaisuudessa olla mahdollinen biomarkkeri matalan riskin
eturauhassyOpépotilaille (Guo ym., 2021) ja auttaa eturauhassyovén luokittelussa ja hoidon
yksilollistaimisessd. Lisdksi ANO7 on lupaava kohde immunoterapialle, kuten vasta-
ainehoidolle (engl. antibody-based immunotherapy) tai T-soluhoidolle (engl. T-cell-mediated
immunotherapy). Monoklonaaliset vasta-aineet (engl. monoclonal antibody, mAb) voisivat
muodostaa uuden hoitostrategian PSMA-vasta-ainepohjaisen immunoterapian rinnalle. T-
soluhoito (rokote) on toinen mahdollinen tulevaisuuden hoitostrategia, silld siindi ANO7:1le

spesifiset T-solut kykenevét hajottamaan ANO7:44 ilmentdvid kasvainsoluja (Cereda ym.,
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2010). Immunoterapiasta hyotyisivdt todennékoisesti erityisesti varhaisen vaiheen
eturauhassyOpdpotilaat, koska heilld ANO7:n ilmentyminen nédyttéisi olevan kasvaimessa
korkeampaa (Guo ym., 2021). Polygeeniset riskitestit (engl. polygenic risk scores, PRS)
muutamille  eturauhassydvian  alttiusgeeneille ovat  todenndkdisesti  tehokkaampia
eturauhassyOvédn toteamisessa kuin testit, jotka tutkivat yksittdisid geenivariantteja (engl.

monogenic risk scores) (James ym., 2024).

1.3.3 ANO7:n rs77559646-variantti

Eturauhassyopédédn yhteydessé olevasta 451 riskivariantista neljad paikantuu ANO7-geeniin (A.
Wang ym., 2023). ANO7:n riskivariantit ovat yhden nukleotidin polymorfismeja (engl. single
nucleotide polymorphisms, SNPs). ANO7-geenin rs77559646-variantti on yhdistetty seké
kohonneeseen eturauhassyopériskiin ettd aggressiiviseen tautiin (Kaikkonen ym., 2018).
Kaikkosen ym. (2018) tutkimuksessa téitd varianttia havaittiin 9,4 %:lla tutkituista suomalaisista
kastraatioresistenteistd eturauhassyopépotilaista. ANO7:n 1s77559646-variantin emdsmuutos G
> A sijaitsee 5'-silmukointialueella (engl. splice region) viisi nukleotidia alavirtaan eksonista 4
(Wahlstrom ym., 2022). Kyseisen mutaation on havaittu johtavan eksonin 4 ohittamiseen
silmukoinnin aikana ja aiheuttavan apikaalisen ANO7-proteiinin ilmentymisen menettdmisen
eturauhasen luminaalisissa epiteelisoluissa. Homotsygooteilla rs77559646-variantin kantajilla

ANO7-proteiinin ilmentyminen néyttaisi hdvidvin kokonaan.

ANO?7:n léhetti-RNA:n on havaittu jddvén silmukoinnin jilkeen tumaan ANO7:4é ilmentivien
epiteelisolujen sisdlle, mikd voisi selittdd proteiinin ilmentymisen menettimisen (Metsdld ym.,
2023). Arviolta yli 70 %:ssa ANO7:n transkripteista tapahtuu tumaan jaamisté. Yleisesti ottaen
stabiilin ja pitkdin RNA:n odotetaan siirtyvén tumasta sytoplasmaan, ellei silld ole jokin tumaan
jaamistd edistdva tekija (Palazzo & Lee, 2018). Yksi tillainen mekanismi voi olla intronin
sdilyttiminen (engl. intron retention) (Dvinge & Bradley, 2015; Yap ym., 2012). Rs77559646-
variantin mutaation on havaittu aiheuttavan eksonin 4 ohituksen liséksi intronien 3, 4 ja 5
sdilyttdmistda (Wahlstrém ym., 2022), mikd saattaa selittdd RNA:n kertymisen tumaan.
Kuitenkin tarkka ANO7:n ldhetti-RNA:n tumaan jddmisen mekanismi ja sen biologinen

merkitys ovat edelleen selvittdamattd (Metsdld ym., 2023).
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Rs77559646-variantti vaikuttaa olevan yhteydessd hyviddn vasteeseen dosetakselihoidolle
metastaattisessa  kastraatioresistentissd  eturauhassyovéssd  (Kaikkonen ym., 2019).
Mahdollinen selitys télle havainnolle voi liittyd siithen, ettd ANO?7 olisi androgeenien sdételema
geeni (engl. androgen regulated gene, ARG) (Kiessling ym., 2005), koska dosetakselin ja
muiden taksaanien vaikutuksen arvellaan perustuvan osittain androgeenireptorin tumaan

kuljetukseen ja aktivaation estoon (Bai ym., 2019).

1.4 Silmukointi
1.4.1 Esiaste-RNA:n silmukointi ja spliseosomaaliset snRNA:t

Transkription jdlkeisessd esiaste-RNA:n (engl. precursor messenger RNA, pre-mRNA)
silmukointiprosessissa  (engl. pre-mRNA  splicing process) poistetaan proteiinia
koodaamattomat alueet eli intronit ja liitetdfdn koodaavat alueet eli eksonit yhteen (kuva 4)
(Black, 2003). Valmis ldhetti-RNA kuljetetaan sytoplasmaan ja muutetaan proteiiniksi
translaatiossa.  Silmukoinnin  onnistumiseen  vaikuttavat  useat  tekijat,  kuten
silmukointisignaalien voimakkuus sekd haarautumiskohdan (engl. branch point, BP) ja
silmukointikohtien  tunnistaminen.  Silmukointikohtia ovat 5'-silmukointikohta eli
luovuttajakohta (engl. splice donor/5" splice site, 5'ss) ja 3'-silmukointikohta eli
vastaanottajakohta (engl. splice acceptor/3’ splice site, 3'ss) (Baralle ym., 2009). Muita
vaikuttavia tekij6itd ovat silmukointia sditelevit elementit (engl. splicing regulatory elements,
SRE), RNA polymeraasi II, solunulkoinen signalointi, nonsense-vélitteinen ldhetti-RNA:n
hajoaminen (engl. nonsense-mediated mRNA decay, NMD) sekd RNA:n sekundaarinen

rakenne.
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Kuva 4. RNA:n silmukointi. Transkription jalkeen esiaste-RNA:sta poistetaan intronit. Eksonit liitetdén
yhteen, jolloin muodostuu lidhetti-RNA. Kuva muokattu (Biorender).

Jotta silmukointi onnistuisi, spliseosomin eli ribonukleoproteiinikompleksin  (engl.
spliceosome) on tunnistettava eksonit ja intronit oikein ja poistettava intronit (De Conti ym.,
2013). Spliseosomi koostuu uridiinipitoisista spliseosomaalisista ribonukleoproteiineista (engl.
small nuclear ribonucleoproteins, snRNPs), joita ovat U1, U2, U4/U6 ja U5 (kuva 5) (Wahl
ym., 2009). Ribonukleoproteiinit siséltédvit spliseosomaalisen snRNA-molekyylin (engl. small
nuclear RNA, snRNA) ja vaihtelevan méérdn proteiineja. U4/U6:ssa on kaksi snRNA-
molekyylid. [hmisen spliseosomi siséltdd noin 45 snRNA:ihin liittyvid proteiinia ja arviolta yli
200 muuta proteiinia (Hegele ym., 2012; Wahl ym., 2009). Spliseosomaalisten
ribonukleoproteiinien ensimméiinen tehtéivd on tunnistaa ja olla vuorovaikutuksessa 5'- ja 3'-
silmukointikohtien kanssa (De Conti ym., 2013). Toisena tehtdvind on muodostaa

silmukointikompleksi ja toteuttaa varsinainen silmukointireaktio.

Silmukointi alkaa, kun Ul-snRNA:n 5'-pdd pariutuu (engl. base pairing) 5’-silmukointikohdan
kanssa, joka sijaitsee eksonin ja intronin liitosalueella vélilld -3 ja +6 (De Conti ym., 2013;
Horowitz & Krainer, 1994). Kolme ensimmadisti 5'-silmukointikohdan emésta kuuluu eksonille
ja loput kuusi emadstd intronille. SR-proteiineilla (engl. serine/arginine-rich proteins, SR
proteins) on merkittdva rooli tdssd vaiheessa, koska useimmat spliseosomin RNA-RNA-
vuorovaikutukset ovat heikkoja ja tarvitsevat rinnalleen proteiineja (Wahl ym., 2009). Liséksi
silmukoinnin alkuvaiheessa SF1/BBP-silmukointitekijd (engl. splicing factor 1, SF1/branch
point binding protein, BBP) ja U2AF-tekijén (engl. U2 auxiliary factor) U2AF65- ja U2AF35-

alayksikot sitoutuvat haarautumiskohdan sekvenssiin (engl. branch point sequence, BPS) ja
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polypyrimidiinitielle (engl. polypyrimidine tract). Nédiden vuorovaikutusten muodostama

kompleksi tunnetaan nimelld E-kompleksi.

E-kompleksin muodostumisen jélkeen U2-snRNA sitoutuu haarautumiskohtaan ja muodostuu
A-kompleksi (Wahl ym., 2009). Tamai vaihe vaatii ATP:ti. Seuraavaksi A-kompleksiin liittyy
trimeeri U4/U6.US5, jolloin muodostuu B-kompleksi. U6-snRNA on keskeinen spliseosomin
aktivoitumisessa, mutta tdssd vaiheessa sen katalyyttisesti tarkeét alueet ovat vield pariutuneina
U4-snRNA:n kanssa. B-kompleksi siis sisdltdd kaikki snRNP:t, mutta spliseosomi on
katalyyttisesti inaktiivinen ja vaatii rakennemuutoksia. Kun Ul- ja U4-snRNP:t vapautuvat,
muodostuu aktiivinen spliseosomi. U6-snRNA pédsee pariutumaan 5'-silmukointikohdan
kanssa, kun U1-snRNP vapautuu. U4-snRNP:n poistuessa U6-snRNA pariutuu U2-snRNA:n
kanssa ja ndmd muodostavat katalyyttisesti aktiivisen kohdan. U4-snRNP:n irtoaminen séédtelee
siis spliseosomin siirtymistd aktiiviseen tilaan (Konarska ym., 2006). Samalla osa U6-
snRNP:sta laskostuu hiuspinnimdiseksi rakenteeksi (engl. intramolecular stem loop, U6-ISL)

(Wahl ym., 2009).

Aktiivinen spliseosomi kéy ldpi ensimmadisen katalyyttisen vaiheen ja vaihtoesterdinnin (engl.
transesterification  reaction), jolloin muodostuu  C-kompleksi. Téssd  vaiheessa
haarautumiskohdan  adeniinin  2'-hydroksyyliryhmd  hyokkdd  5'-silmukointikohdan
fosfodiesterisidokseen intronissa ja muodostuu lassorakenne (engl. lariat). Lassorakenne syntyy
5'-silmukointikohdan katkaisun seurauksena, jolloin 5’-eksoni erkanee ja muodostuu introni-
lasso—3'-eksoni -vilituote (engl. intron lariat-3’ exon intermediate). Ennen toista katalyyttista
vaihetta spliseosomi kdy lépi konformaatiomuutoksia. Toisessa vaihtoesterdintireaktiossa 5'-
eksonin 3'-hydroksyyliryhmé liitetddn 3'-silmukointikohdan fosfodiesterisidokseen, jolloin
introni poistuu ja eksonit liitetddn yhteen. Lopuksi valmis l14hetti-RNA vapautuu ja U2-, U5- ja
U6-snRNP:t kierrdtetddn uudelleen. (Konarska ym., 2006; Wahl ym., 2009).
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Kuva 5. Spliseosomin toiminta esiaste-RNA:mn silmukoinnissa. Spliseosomi muodostuu viidestd
snRNP:std (U1, U2, U4/U6 ja US). Ensin E-kompleksissa Ul sitoutuu 5'-silmukointikohtaan. Liséksi
3’-silmukointikohdan ldheisyyteen liittyy wuseita proteiineja: haarautumiskohtaan SF1/BBP,
polypyrimidiinitielle U2AF65 ja AG-dinukleotidiin U2AF35. A-kompleksi muodostuu, kun U2 sitoutuu
haarautumiskohtaan. Seuraavaksi trimeeri U4/U6.US liittyy muodostaen B-kompleksin, jonka jalkeen
U1 ja U4 vapautuvat. C-kompleksissa U6 liittyy 5'-silmukointikohtaan ja katalysoi U2:n kanssa intronin
irtoamisen lassorakenteena ja eksonien ligaation. Eksoneista muodostuu valmis ldhetti-RNA. Kuva
tuotettu itse (Lai ym., 2021) kuvan pohjalta Inkscape-ohjelmalla.
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1.4.2 Vaihtoehtoinen silmukointi

Vaihtoehtoinen silmukointi (engl. alternative splicing, AS) mahdollistaa sen, ettd yhdesta
geenistd voidaan tuottaa useita proteiini-isoformeja vaihtoehtoisen intronin tai eksonin
silmukoinnin seurauksena (Y. Wang ym., 2015). Vaihtoehtoinen silmukointi voidaan jakaa
viiteen paityyppiin (kuva 6) (Black, 2003). Eksoni voidaan joko siséllyttdd tai ohittaa (engl.
cassette exon/exon inclusion or exon exclusion). Vaihtoehtoiset 5'- ja 3'-silmukointikohdat
muokkaavat eksonin pituutta. Introneita voidaan sdilyttdd ldhetti-RNA:han. Toisiaan
poissulkevat eksonit (engl. mutually exclusive exon, MXE) tarkoittavat sitd, ettd vierekkaisistad
eksoneista sisédllytetddn vain toinen. Yhdessd esiaste-RNA:ssa voi esiintyd useita

vaihtoehtoisen silmukoinnin kohtia, mik4 lisdd proteiinien monimuotoisuutta.

Esiaste-RNA Lahetti-RNA

Normaal sitmukointi NN ——
[N e
Eksonin ohittaminen / sisallyttdminen -% —<:

I

0 T
Vaihtoehtoinen 5' -silmukointikohta -:% —<:

1 e
Vaihtoehtoinen 3' -silmukointikohta I~ —<:

—
Intronin sailyttaminen Y~ —___

Toisiaan poissulkevat eksonit

Kuva 6. Vaihtoehtoisen silmukoinnin tyypit. Vaihtoehtoisen esiaste-RNA:n silmukoinnin tuloksena
syntyy erilaisia ldhetti-RNA:n silmukointimuotoja. Kuva muokattu (Biorender).

Arvioidaan, ettd noin 95 %:1la ihmisen geeneistd, jotka siséltdvit useamman eksonin, esiintyy
vaihtoehtoista silmukointia (Pan ym., 2008). Silmukoinnin sdételyn virheet sekd vaihtoehtoisen
silmukoinnin poikkeavuudet on liitetty useisiin sairauksiin (Black, 2003), kuten sydpiin
(Anczukow & Krainer, 2016). Eksonin ohittaminen muodostaa 50-60 % syOpien

vaihtoehtoisista silmukointitapahtumista ja on niin ollen yleisin vaihtoehtoisen silmukoinnin
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muoto (Dvinge & Bradley, 2015). Sydvissd havaitut silmukointimuutokset johtuvat tyypillisesti
mutaatioista silmukointia sddtelevissa elementeissid tai muutoksista silmukointikoneiston osissa

(Anczukow & Krainer, 2016).

1.4.3 Vaihtoehtoinen silmukointi, ANO7 ja rs77559646-variantti

ANO7-geenistd tunnetaan kaksi silmukointimuotoa, jotka syntyvdt esiaste-RNA:n
vaihtoehtoisen silmukoinnin seurauksena. Lyhyt muoto, ANO7-S (ENST00000402530.7)
koostuu neljistd ensimmadisestd eksonista ja koodaa 179 aminohapon pituista solunsisdisté
proteiinia. Pitkd muoto, ANO7-L (ENST00000274979.12) koostuu 25 eksonista ja koodaa 933
aminohapon pituista solukalvoproteiinia. ANO7-S muodostuu vaihtoehtoisen polyadenylaation
(engl. alternative cleavage and polyadenylation) seurauksena intronissa 4, jolloin viimeisen

eksonin koodaava alue ulottuu intronin puolelle. (Bera ym., 2004; Das ym., 2007).

ANO7:1 rs77559646-variantilla on kaksoisvaikutus riippuen silmukointimuodosta (Wahlstrom
ym., 2022). ANO7-S lyhyessé silmukointimuodossa variantti toimii missense-mutaationa, kun
taas ANO7-L pitkdssd muodossa se aiheuttaa silmukointikohdan mutaation. Rs77559646-
variantin 5’-silmukointikohdan mutaatio G > A sijaitsee intronin 4 kohdassa +5 (Kaikkonen
ym., 2018). ANO7-L 1rs77559646-variantin aitheuttama silmukointikohdan mutaatio johtaa
eksonin 4 ohittamiseen ja ANO7-proteiinin ilmentymisen menettdmiseen eturauhasen

luminaalisessa epiteelissa.

Silmukointikohdan mutaatiot ovat tunnetusti useiden sairauksien taustalla (Black, 2003).
Kyseinen 5'-silmukointikohdan kohta (+5) on toiseksi yleisin silmukointia héiritseva
mutaatiokohta ihmisen periytyvissd sairauksissa (Buratti ym., 2007) ja kuuluu myds yleisiin
somaattisten syopdmutaatioiden kohteisiin (Shiraishi ym., 2018). Eksonin 4 ohittaminen
voidaan selittdd eksonin maidritelméteorian (engl. exon definition theory) avulla. Teorian
mukaan spliseosomaaliset ribonukleoproteiinit kokoontuvat eksonin molemmille puolille ja
kommunikoivat keskenddn, jotta oikea silmukointi suoritetaan (De Conti ym., 2013). ANO7:n
1s77559646-variantin tapauksessa silmukointikohdan mutaatio héiritsee titd vuorovaikutusta,

miké johtaa vaihtoehtoiseen silmukointiin.
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Tarkka molekulaarinen mekanismi, jolla rs77559646-variantti aiheuttaa silmukointihdirion, ei
ole wvield tdysin tunnettu.  Selitykseksi ~on chdotettu  rs77559646-variantin
komplementaarisuuden  heikkenemistd  spliseosomaalisen Ul-snRNA:n kanssa 5'-
silmukointikohdassa (Wahlstrom ym., 2022). ANO7:n villityypilld on yhteensopimaton emais
(engl. mismatch) A > C kohdassa +4 verrattuna konsensussekvenssiin 5'-silmukointikohdassa
(engl. consensus 5’ splice site), mutta tdimd muutos ei vield hdiritse silmukointia. Rs77559646-
variantilla on tdmén lisdksi yksi ylimdédrdinen mutaatio G > A kohdassa +5. Kyseisen mutaation
uskotaan heikentdvin merkittdvasti spliseosomaalisten Ul- ja U6-snRNA:iden sitoutumista
(Kandels-Lewis & Séraphin, 1993; Zhuang & Weiner, 1986) ja johtavan titd kautta eksonin 4

ohittamiseen.

1.5 Tutkimuksen tavoite ja hypoteesi

ANO7-geenin tarkka toimintamekanismi eturauhassyOvédssd on ollut pitkddn osittain
tuntematon. Tutkimuksella pyritddn ymmaértimédin syvemmin ANO?7-geenin 1s77559646-
variantin toimintaa. Variantin toiminnan selvittdiminen voisi olla merkittivdd aggressiivisen
eturauhassyovan hoidon kannalta. ANO7 ja sen variantti voisivat tulevaisuudessa toimia
diagnostisina biomarkkereina sekd mahdollisina ladkekohteina. Eturauhassyovin hoidon
suurimpia haasteita on erottaa aggressiiviset tapaukset lievemmisté varhaisessa vaiheessa, jotta
hoitoa voidaan kohdentaa tarkemmin ja vilttdd hitaasti etenevissd tapauksissa tarpeetonta

hoitoa.

Tamén tutkimuksen tavoitteena on selvittdd, voidaanko ANO7:n 1s77559646-variantin
atheuttama silmukointivirhe korjata muokatuilla spliseosomaalisilla Ul- ja U6-snRNA:illa.
Spliseosomaalisiin U1- ja U6-snRNA:ihin tehddén kohdennettuja mutaatioita, joiden oletetaan
parantavan niiden komplementaarisuutta rs77559646-variantin 5'-silmukointikohdan kanssa.
Hypoteesina on, ettd silmukointivirhettd voitaisiin korjata muokatulla Ul-snRNA:lla ja, ettd
korjaus tehostuisi muokattujen Ul- ja U6-snRNA:iden yhteisvaikutuksesta. Tata
lahestymistapaa ei ole tutkittu aikaisemmin ANO7:n rs77559646-variantin yhteydessé, joten

tutkimus tarjoaa uutta tietoa variantin mahdollisesta soveltuvuudesta geeniterapian kohteeksi.
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2 Aineisto ja menetelmat
2.1 Plasmidit

2.1.1 Valmiit plasmidit

ANO7: villityyppiplasmidi ja ANO7:n 157755964 6-varianttiplasmidi (kuva 7) saatiin valmiina
ryhméltd (Wahlstrom ym., 2022). Plasmidit sisdlsivit ANO7:n eksonin 4 ja sitd ympéroivat
intronit kloonattuna pSPL3-vektoriin. ANO7: villityyppiplasmidi kantoi G-alleelia ja
rs77559646-varianttiplasmidi kantoi A-alleelia 5'-silmukointikohdassa intronin 4 kohdassa +5.
Spliseosomaalinen Ul-snRNA-plasmidi (Ul WT -plasmidi) saatiin valmiina Mikko
Frilanderilta (Verbeeren ym., 2010) ja siind kloonausvektorina kéytettiin pGeneClip hMGFP -
vektoria (Promega). Muokatun spliseosomaalisen U1-snRNA-plasmidin (U1 mut 1 -plasmidi)
(kuva 8) valmisti Gudrun Wahlstrdém kohdennetun mutageneesin avulla tekemélld Ul WT -
plasmidiin emdsmuutoksen C > U silmukointikohtaan +5.
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Kuva 7. ANO7:n rs77559646-varianttiplasmidin (pSPL3-ANO7mut) plasmidikartta. Kuva tuotettu
SnapGene Viewer -ohjelmalla.
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Kuva 8. Ul mut 1 -plasmidin (pGeneClip-hMGFP-U1A-5+G>A) plasmidikartta. Kuva tuotettu
SnapGene Viewer -ohjelmalla.

2.1.2 Alukkeiden suunnittelu ja valmistus

Puuttuvia spliseosomaalisia snRNA-plasmideja (Ul mut 2, U6 WT, U6 mut 1 ja U6 mut 2)
varten suunniteltiin ja tilattiin alukkeet. Ul mut 2 -plasmidin alukkeet suunniteltiin PrimerX-
ohjelmalla (Bioinformatics). Ul mut 1 -plasmidin sekvenssistd kopioitiin pétka
GCAGAGGCCCAAGATCTCATATTTACCTGGCAGGGGAGAT (liite 1) ja mutaation
koodiksi laitettiin T23G, mika tarkoitti, ettd T-emds mutatoitiin G-eméakseksi kohdassa 23. U1

mut 2 -alukkeiksi valikoitui ensimmaiinen ehdotettu alukepari (liite 2).

U6 WT -plasmidin alukkeet suunniteltiin In-Fusion Cloning Primer Design Tool -ohjelmalla
(Takara Bio). Projektin tyypiksi valittiin kloonaus ja koko Ul mut 1 -plasmidin sekvenssi
kopioitiin kohdevektorin kenttddn. Valittiin linearisointi PCR:1ld ja merkittiin Ul mut 1 -

sekvenssin mitaksi 438 bp—602 bp. Insertiksi laitettiin tulevan U6 WT -plasmidin sekvenssi
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GTGCTCGCTTCGGCAGCACATATACTAAAATTGGAACGATACAGAGAAGATTAGC
ATGGCCCCTGCGCAAGGATGACACGCAAATTCGTGAAGCGTTCCATATTTTT (liite

3). Tulokseksi saatiin kaksi alukeparia, pGeneClip ja U6 _pGeneClip InF (liite 2). Alukeparia
pGeneClip kaytettdisiin Ul mut 1 -sekvenssin poistamiseen ja alukeparia U6 _pGeneClip_InF
U6 WT -sekvenssin lisddmiseen (liite 3). U6 mut 1- ja U6 mut 2 -plasmidien alukkeet
suunnitteli Christoffer Lof (liite 2). Valmiit alukkeet saapuivat noin 25 nmol pitoisuuksina. Ne
laimennettiin ensin 100 uM pitoisuuteen nukleaasivapaalla vedelld. Alukkeita vorteksoitiin 30

sekuntia, jonka jilkeen ne laimennettiin vield 10 uM lopulliseen pitoisuuteen.

2.1.3 U6-snRNA-plasmidin valmistus

Plasmideista valmistettiin ensin spliseosomaalinen U6-snRNA-plasmidi (U6 WT -plasmidi).
U6 WT -plasmidin valmistus aloitettiin tekemdlld erilliset CloneAmp HiFi PCR -reaktiot
alukkeille pGeneClip ja U6 _pGeneClip InF. Molempiin reaktioihin liséttiin 25 pul CloneAmp
HiFi PCR Premixid (Takara Bio; vanhentunut 2.2020) ja 21,2 ul nukleaasivapaata vetta.
CloneAmp  HiFi PCR  Premix  sisdlsi  DNA-polymeraasin,  puskurin  ja
deoksiribonukleotiditrifosfaatit eli ANTP:t. PGeneClip-reaktioon lisdttiin 10 ng (1 pl) Ul mut
1 -plasmidia ja 1,4 pl molempia alukkeita pGeneClip F (10 uM) ja pGeneClip R (10 uM).
U6 _pGeneClip_InF-reaktioon liséttiin 1 pl cDNA:ta (ANO7 1577559646 + Ul mut 1) ja 1,4 pl
molempia alukkeita U6 pGeneClip InF F (10 uM) ja U6 _pGeneClip InF R (10 uM).

Naytteet laitettiin omiin PCR-laitteisiin (Veriti Dx 96-well Thermal Cycler, Applied
Biosystems). Molempien PCR-ajojen denaturaatio oli 98 °C 10 sekuntia ja annealing 60 °C 15
sekuntia. PGeneClip ekstensio oli 72 °C 5 minuuttia ja U6 _pGeneClip InF 72 °C 15 sekuntia.
Ekstension ajat vaihtelivat PCR-tuotteen koon mukaan (1 min/kb). PGeneClip pitiisi antaa 5
kb PCR-tuote ja U6 _pGeneClip_InF 100 bp tuote. Vaiheet toistettiin 35 kertaa ja ajon lopussa
néytteet jadhdytettiin 10 °C:een.

PCR-tuotteiden spesifisyyttd tarkasteltiin agaroosigeelielektroforeesilla. Ensin valmistettiin
10x  TBE-puskuri eli  Tris-boraatti-EDTA  -puskuri, johon tuli 108 g
Tris(hydroksimetyyli)aminometaania, 55 g  boorihappoa ja 9,3 g EDTAa
eli etyleenidiamiinitetraetikkahappoa ja mQ-vetté 1 litran tilavuuteen asti. Valmiista 10x TBE-

puskurista laimennettiin 1x kayttdlaimennos.

24



Agaroosigeelielektroforeesia varten valmistettiin 1 % agaroosigeeli. 1x TBE-puskuriin (50 ml)
lisattiin 0,5 g Standard Agarose-Type LE -agaroosia (BioNordika; vanhentunut 1.2025).
Agaroosi liuotettiin TBE-puskuriin mikrottamalla ja geelin jd&hdyttyd lisdttiin 2 pl Midori
Green advance DNA stain -viriainetta (Nippon Genetics; vanhentunut 11.2024). DNA-
ndytteisiin (10 pl) lisdttiin 2 pl Gel Loading Dye, Purple (6X) -latauspuskuria (New England
BioLabs; vanhentunut 3.2024). Ajossa kiytettiin Quick-Load Purple 1 kb Plus DNA Ladder -
molekyylipainomarkkerina (New England BioLabs; vanhentunut 2.2025).
Molekyylipainomarkkeria ja néytteitd lisattiin geelille 12 pl. Naytteiden annettiin ajautua 100
V:n jéannittelld 40 minuuttia, jonka jdlkeen geeli kuvattiin ChemiDoc MP Imaging System -
laitteella (Bio-Rad) asetuksilla nukleiinihappo ja etidiumbromidi. U6 _pGeneClip InF antoi
spesifisen 100 bp geelituotteen ja se voitiin puhdistaa suoraan PCR-tuotteesta. PGeneClip sen

sijaan ei antanut spesifistd 5 kb PCR-tuotetta ja se tuli eristdé geelilta.

Jotta péistiin eroon epdpuhtauksista, kuten ylimddrdisistd puskurin jadmistd, entsyymeistd,
alukkeista ja nukleotideista, U6 _pGeneClip_ InF-PCR-tuote puhdistettiin NucleoSpin Gel and
PCR Clean-up -kitilla (Macherey-Nagel). Otettiin 40 pl U6-pGeneClip InF-PCR-tuotetta ja
liséttiin NTI Binding -puskuria suhteessa 1:2 eli 80 pl. Puskuri saosti DNA:n. Niyte siirrettiin
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up -pylvéddseen ja ndytettd sentrifugoitiin 11 000 x g 30
sekuntia. Sentrifugoinnin aikana DNA sitoutui pylvddn kalvoon. Naytettd pestiin kaksi kertaa
lisadmalla pylvéddseen 700 pul NT3 Wash -puskuria ja sentrifugoimalla 11 000 x g 30 sekuntia.
Pesulla péastiin eroon epapuhtauksista. Pylvédéan kalvo kuivatettiin sentrifugoimalla 11 000 x g
1 minuutin ajan. DNA irrotettiin pylvdin kalvosta lisddmalld 15 pl 70 °C:sta NE Elution -
puskuria. Naytettd inkuboitiin huoneenlimmdssd 5 minuuttia ja sentrifugoitiin 11 000 x g 1
minuutin ajan. Puhdistetun U6 pGeneGlip InF-ndytteen konsentraatioksi mitattiin 40,1 ng/ul

NanoDrop One -spektrofotometrilld (Thermo Fisher Scientific).

PGeneClip-PCR-tuote puhdistettiin 1 % agaroosigeeliltd, koska ndyte ei antanut spesifisté
PCR-tuotetta geelilld. PGeneClip-PCR-tuotteeseen (30 pl) lisdtiin 6 pl Gel Loading Dye Purple
(6X) -latauspuskuria. Néaytteiden annettiin ajautua geelilldi noin 40 minuuttia 100 V:n
jannitteelld. DNA-fragmentit leikattiin agarosigeeliltd puhtaalla skalpellilla. Fragmentit
eristettiin mahdollisimman nopeasti Benchtop UV Transilluminator (Daigger Scientific) -
leikkausalustan avulla, jotta UV-valo ei ehtinyt vahingoittaa DNA:ta. Geeliltd irrotetut
fragmentit punnittiin ja jokaista 100 mg kohden lisdttiin 200 pul NTI Binding -puskuria.

Inkuboitiin 9 minuuttia 50 °C:ssa ja vorteksoitiin jokaisen 2 minuutin kohdalla, kunnes kaikki
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geeli oli liuennut puskuriin. PCR-tuotteen puhdistus tehtiin loppuun NucleoSpin Gel and PCR
Clean-up -kitilld. Ndytteen konsentraatioksi mitattiin 10 ng/pl.

Kun PCR-tuotteet oli puhdistettu, voitiin U6-insertti (U6 _pGeneClip InF) kloonata U6-
vektoriin (pGeneClip) In-Fusion HD Cloning -kitilld (Takara Bio). Reaktiossa valmistettiin U6
WT -plasmidi (kuva 9). Vektori (pGeneClip) linearisoi plasmidin ja poisti U1 mut 1 -sekvenssin
plasmidista (liite 3). Insertti (U6 pGeneClip InF) lisdsi U6 WT -sekvenssin. Vektoria
(pGeneClip) otettiin reaktioon 70 ng ja inserttid (U6_pGeneClip InF) 3,7 ng. Suhde lasketiin
In-Fusion molar ratio calculator -laskurin (Takara Bio) tulosta (192 ng vektoria ja 8 ng inserttid)
soveltamalla, koska vektoria ei ollut tarpeeksi. Reaktioon lisdttiin 2 pl 5X In-Fusion Snap
Assembly Mastermixid (Takara Bio) ja ndytettd inkuboitiin 15 minuuttia 50 °C:ssa. 5X In-
Fusion Snap Assembly Mastermix sisdlsi muun muassa DNA-polymeraasin, jolla oli 3'-5' -
eksonukleaasiaktiivisuus. DNA-polymeraasi oli tirked ligaation onnistumisen kannalta, koska
se poisti nukleotideja DNA-sekvenssien pdistd, jolloin vektorin ja insertin sekvenssit padsivét

kiinnittymaén 15 emasparin paillekkéisyyden kautta.
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Kuva 9. U6 WT -plasmidin (pGeneClip-hMGFP-U6) plasmidikartta. Kuva tuotettu SnapGene Viewer -
ohjelmalla.
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U6 WT -plasmidi transformoitiin Stellar Competent -soluihin (Takara Bio; vanhentunut
7.2019). Soluja liséttiin 50 ul ja U6 WT -plasmidia 2,5 pl. Néyte laitettiin jaille 30 minuutiksi.
Néytteelle tehtiin lampdshokki viemélld se 45 sekunniksi 42 °C:een vesihauteeseen, jonka
jélkeen se siirrettiin jéille 1,5 minuutiksi. Liséttiin 447,5 pul 37 °C:sta SOC Outgrowth Mediumia
(BioLabs; vanhentunut 6.2024) ja ndytettd inkuboitiin tunti ravistelijalla 37 °C:ssa 300 rpm,

jotta solujen kasvu saatiin alkuun.

Plasmidien ligaation onnistuminen bakteereihin varmistettiin Luria-Bertani (LB)-agar-
maljoilla, joissa oli mukana ampisilliini (100 pg/ml). Plasmidit sisélsivdt ampisilliini
resistenssigeenin. Yhdelle maljalle levitettiin 100 pl laimentamatonta transformaatioseosta ja
toiselle maljalle 100 pl 1:10 SOC-mediumilla laimennettua seosta. Transformaatioseosta
sentrifugoitiin 5000 x g 3 minuuttia ja pelletti resuspensoitiin 100 ul SOC-mediumiin. Seosta
liséttiin 100 pl kolmannelle maljalle. Maljat laitettiin yon yli ylosalaisin kasvatuskaapiin 37
°C:een. Seuraavana pdivand tarkistettiin, ettd maljoilla kasvoi pesdkkeitd. Kaikilla muilla

maljoilla paitsi 1:10 laimennetulla maljalla kasvoi pesédkkeita.

U6 WT -miniprep-kasvatuksia varten valmistettiin LB-kasvatusliuos, jossa oli mukana
ampisilliini (100 pg/ml). Viiteen kasvatusputkeen lisdttiin 5 ml valmistettua kasvatusliuosta.
Yhteen kasvatukseen poimittiin aina yksi bakteeripesdke. Niytteet laitettiin ravistelevaan
inkubaattoriin 37 °C:een 250 rpm yon yli. Seuraavana pdivini valmistettiin glyserolindytteet
lisaamalld 500 pl 50 % steriilid glyserolia ja 500 pl miniprep-kasvatusta. Glyserolindytteet
pakastettiin -80 °C:een.

U6 WT -miniprep-kasvatuksista eristettiin plasmidia NucleoSpin Plasmid Transfection-grade -
kitin (Macherey-Nagel) avulla. Ensin U6 WT -kasvatuksia sentrifugoitiin 11 000 x g 30
sekuntia. Lisdttiin 250 pul A1 Resuspension -puskuria ja 250 pl A2 Lysis -puskuria. Néytteita
kddnneltiin kahdeksan kertaa. Lysis-puskuri hajotti solut. Lisdttiin vield 300 pl A3
Neutralization -puskuria ja ki&nneltiin putkia niin kauan, ettd Lysis-puskurin sininen véri havisi
kokonaan ja valkoinen saostuma alkoi muodostua. Neutralization-puskuri neutraloi DNA:n,
jotta DNA sitoutuisi pylvddseen. Niytteitd sentrifugoitiin 13 000 x g 10 minuuttia ja
supernatantit siirrettiin NucleoSpin Plasmid TG -pylvéisiin. Sentrifugoitiin 11 000 x g 1
minuutti. Naytteet pestiin kaksi kertaa. Ensimmadisessd pesussa lisdttiin 700 pul ERB

Detoxification -puskuria ja toisessa pesussa 650 pl AQ Wash -puskuria ja sentrifugoitiin 11 000
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x g 1 minuutti. Néytteet sentrifugoitiin uudelleen, jotta pylvédédn kalvo saatiin tdysin kuivaksi.
Lopuksi liséttiin 50 ul AE Elution -puskuria, joka irrotti DNA:n pylvdin kalvosta. Néytteitd
inkuboitiin huoneenldmmossd noin 1 minuutin ajan ja sentrifugoitiin 11 000 x g 1 minuutti.

Naytteiden konsentraatiot mitattiin.

U6 WT -ndytteet valmisteltiin Sangerin sekvensointia varten. Sekvensointialuke T7 F 5'-
TAATACGACTCACTATAGGG2-3' laimennettiin 25 nmol pitoisuudesta 10 uM pitoisuuteen.
Sekvensointiputkiin lisdttiin 2,5 ul (10 puM) aluketta, 500 ng plasmista DNA:ta ja
nukleaasivapaata vettd 10 pl lopputilavuuteen asti. Naytteisiin liséttiin viivakoodilliset barcode-
laput ja ne ldhetettiin sekvensoitaviksi LightRun Tube Sequencing Service -
sekvensointipalveluun (Eurofins Genomics). Sekvensointituloksien saavuttua kloonien
sekvenssit tarkistettiin SnapGene Viewer -ohjelmalla. U6 WT -klooneista oikea sekvenssi oli

klooneilla 2, 3 ja 5. Virheellisid klooneja olivat kloonit 1 ja 4, ja ne hévitettiin.

2.1.4 Muokattujen U1- ja U6-snRNA-plasmidien valmistus

Muokatut spliseosomaaliset Ul- ja U6-snRNA-plasmidit (Ul mut 2, U6 mut 1 ja U6 mut 2)
valmistettiin kohdennetun mutageneesin avulla. Ul mut 2 -plasmidi valmistettiin mutatoimalla
Ul mut 1 -plasmidiin emidsmuutos U > G silmukointikohtaan +4. U6 mut 1 -plasmidi
valmistettiin mutatoimalla U6 WT -plasmidiin emdsmuutos C > U silmukointikohtaan +5. U6

mut 2 -plasmidiin tehtiin lisdksi muutos A > G kohtaan +4.

Muokattujen Ul- ja U6-snRNA-plasmidien valmistus aloitettiin CloneAmp HiFi PCR -
reaktioilla. Ul mut 2 -reaktioon lisdttiin 25 pl CloneAmp HiFi PCR Premixid, 22 pl
nukleaasivapaata vettd, 10 ng (1 pl) Ul mut 1 -plasmidia sekd 1 pl molempia alukkeita
Ul mut2 F (10 pM) ja Ul _mut2 R (10 pM). U6 mut 1- ja U6 mut 2 -reaktiot toteutettiin
puolet pienemmilléd tilavuuksilla, koska Premix loppui kesken. Reaktioihin liséttiin 12,5 pl
CloneAmp HiFi Premixid, 9,5 p nukleaasivapaata vettd ja 0,5 pul molempia alukkeita: toiseen
reaktioon U6 _mutl F (10 pM) ja U6 _mutl R (10 pM) ja toiseen U6 mut2 F (10 uM) ja
U6 mut2 R (10 uM). Plasmidiksi lisdttiin 5 ng U6 WT -plasmidin kloonia 2. Reaktioseokset
laitettiin PCR-laitteseen: denaturaatio 98 °C 10 sekuntia, annealing 65 °C 15 sekuntia ja
elongaatio 68 °C 5 minuuttia. Vaiheet toistettiin 18 kertaa ja ajon lopussa ndytteet jadhdytettiin
4 °C:een. PCR-tuotteet ajettiin 1 % agaroosigeelilld. Kaikki PCR-tuotteet antoivat yhden
spesifisen 5 kb geelituotteen, jolloin puhdistus voitiin tehdi suoraan PCR-tuotteista.
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Plasmidien PCR-tuotteet puhdistettiin NucleoSpin Gel and PCR Clean-up -kitilld. Otettiin 40
ul Ul mut 2 -PCR-tuotetta ja lisdttiin NTI Binding -puskuria suhteessa 1:2 eli 80 pl. U6 mut 1-
ja U6 mut 2 -PCR-tuotteita oli vain 15 pl, joten nédytteisiin liséttiin ensin 35 pl nukleaasivapaata
vettd ja sitten NTI Binding -puskuria 100 pl. Loput vaiheet tehtiin samalla tavalla kuin
aikaisemmin, mutta lopuksi liséttiin 20 pl NE Elution -puskuria. Néytteiden konsentraatiot
mitattiin. Ul mut 2 -néytteen konsentraatio oli 52,5 ng/ul, U6 mut 1 konsentraatio 25,7 ng/ul
ja U6 mut 2 konsentraatio 43,3 ng/ul.

Alkuperidiset villityypiplasmidit eli U1 WT ja U6 WT poistettiin plasmideista Dpnl-késittelylla.
Dpnl-kisittelyd varten haluttiin 1 pg puhdistettua mutatoitua plasmidia. Ul mut 2 -plasmidia
saatiin 1 pg, mutta U6 mut 1- ja U6 mut 2 -plasmideja ei riittdnyt haluttuun méérédén ja niitd
liséttiin véhemman. U6 mut 1 -plasmidia liséttiin noin 0,4 pg ja U6 mut 2 -plasmidia noin 0,8
pg. Plasmidien liséksi lisdttiin 5 pul 10X CutSmart -puskuria (BioLabs; vanhentunut 12.2021)
ja 1 ul Dpnl-entsyymid (BioLabs; vanhentunut 1.2021). Dpnl-entsyymi pilkkoi WT -plasmidin.
Nukleaasivapaata vettd liséttiin 50 pl lopputilavuuteen asti. Naytteitd inkuboitiin 37 °C:ssa 60
minuuttia. Dpnl-késittelyn jalkeen plasmidit puhdistettiin NucleoSpin Gel and PCR Clean-up -
kitilld. NTI Binding -puskuria liséttiin 100 pl.

Plasmidit transformoitiin NEB 5-alpha Competent E. Coli -soluihin (C2987H) (BioLabs;
vanhentunut 7.2023). Lisdttiin 50 pl soluja ja 1 pl plasmideja (U1l mut 2, U6 mut 1 ja U6 mut
2). Nayteet laitettiin jdille 30 minuutiksi. Naytteille tehtiin ldmposhokki viemélld ne 30
sekunniksi 42 °C:een vesihauteeseen, jonka jdlkeen ne siirrettiin takaisin jdille 5 minuutiksi.
Liséttiin 950 pl 37 °C:sta SOC-mediumia ja niytteitd inkuboitiin tunti ravistelijalla 37 °C:ssa
300 rpm.

Kaikille plasmideille otettiin kolme LB-agar-maljaa, joissa oli mukana ampisilliini (100 pg/ml).
Kahdelle  maljalle levitettim 100 pl  laimentamatonta  transformaatioseosta.
Transformaatioseosta sentrifugoitiin 5000 x g 3 minuuttia ja pelletti resuspensoitiin 100 pl
SOC-mediumiin. Seosta liséttiin viimeisille maljoille. Maljat laitettiin yon yli kasvatuskaapiin

ja seuraavana pdivéna tarkistettiin, ettd maljoilla kasvoi pesédkkeita.

Jokaiselle plasmidille tehtiin kolme miniprep-kasvatusta. Seuraavana pdivind valmistettiin
kasvatuksista glyserolindytteet, jotka pakastettiin -80 °C:een. Miniprep-kasvatuksista eristettiin

plasmidia NucleoSpin Plasmid Transfection-grade -kitin avulla. Naytteet ldhetettiin lopuksi
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sekvensointipalveluun sekvensoitaviksi. Sekvensointituloksien saavuttua kloonien sekvenssit
tarkistettiin SnapGene Viewer -ohjelmalla. Ul mut 2- ja U6 mut 1 -klooneista kaikilla
klooneilla oli oikea sekvenssi. U6 mut 2 -klooneista oikeat sekvenssit olivat klooneilla 1 ja 3.

Virheellinen klooni 2 hivitettiin.

2.1.5 Midiprep-kasvatukset ja plasmidieristykset

Jotta lopullinen plasmidi olisi perdisin vain yhdestd bakteeripesikkeestd, miniprep-
kasvatuksista maljattiin puhdasviljelmét. Levitettiin jokaisesta plasmidista (U1 mut 2 klooni 1,
U6 WT klooni 2, U6 mut 1 klooni 1 ja U6 mut 2 klooni 1) glyserolindytettd siksak-kuvioon LB-
agar-maljalle, jossa oli mukana ampisilliini (100 pg/ml). Maljat laitettiin yon yli

kasvatuskaappiin.

Midiprep-kasvatuksiin poimittiin maljoilta yksi bakteeripesidke yhteen 100 ml LB-
kasvatusliuokseen, jossa oli mukana ampisilliini (100 pg/ml). Néytteet laitettiin ravistelevaan
inkubaattoriin 37 °C:een 250 rpm yon yli. Midiprep-kasvatuksista kolme oli kasvanut hyvin
(Ul mut 2, U6 WT, U6 mut 2). U6 mut 1 -plasmidin kasvatus ei ollut kasvanut. U6 mut 1 -
maljalta poimittiin uusi bakteeripesidke 1 ml LB-kasvatusliuokseen ravistelevaan inkubaattoriin

ja esikasvatus siirrettiin myohemmin 100 ml kasvatusliuokseen yon yli.

Midiprep-kasvatuksista eristettiin plasmidia NucleoBond Xtra Plasmid purification -kitilla
(Macherey-Nagel). Kasvatuksia sentrifugoitiin 5000 x g 10 minuuttia 4 °C:ssa. Lisittiin 8§ ml
RES Resuspension -puskuria ja LYS Lysis -puskuria. Naiytteitd kddnneltiin 5 kertaa ja
inkuboitiin huoneenldmmaossi 5 minuuttia. Lisittiin NucleoBond Xtra -pylvédseen filtteri ja
kostutettiin se lisddamallda 12 ml EQU Equilibration -puskuria filtterin reunalle. Naytteisiin
lisattiin 8 ml NEU Neutralization -puskuria. Niitd kdénneltiin, kunnes sininen véri muuttui
varittomaéksi. Naytteet kaadettiin rauhallisesti NucleoBond Xtra -pylvéiden filtteriin. DNA
kiinnittyi pylvddseen ja epdpuhtaudet filtteriin. Ensimmadisessd pesussa liséttiin 5 ml EQU
Equilibration -puskuria filtterien reunalle. Filtterit poistettiin ennen toista pesua, jossa
pylviisiin lisdttiin 8 ml WASH Wash -puskuria. Lopuksi lisdttiin 5 ml ELU Elution -puskuria.
Plasmidien konsentraatiot mitattiin NanoDrop-laitteella. Ul mut 2 -plasmidin konsentraatio oli
142 ng/pl, U6 WT -plasmidin konsentraatio 200 ng/pl, U6 mut 1 -plasmidin konsentraatio 85
ng/ul ja U6 mut 2 -plasmidin konsentraatio 204 ng/pl.
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Naytteisiin lisdttiin 3,5 ml huoneenldmpdisté isopropanolia ja inkuboitiin huoneenldmmaossa 2
minuuttia. Plasmideille otettiin omat Nucleobond Finalizer -filtterit ja kiinnitettiin ne 30 ml
ruiskuihin. Naytteet kaadettiin ruiskuihin ja niiden annettiin valua filtterin ldpi rauhallisesti.
DNA sitoutui filtteriin. Liséttiin 2 ml 70 % etanolia ja pesun jdlkeen kuivausvaihe toistettiin 8
kertaa. Kuivauksella pdéstiin lopuista etanolin jd&misti eroon. Lopuksi filtterit siirrettiin 1 ml
ruiskuihin. Ul mut 2-, U6 WT- ja U6 mut 2 -plasmidien ruiskuihin liséttiin 400 pl TRIS
Redissolving -puskuria ja U6 mut 1 -plasmidin ruiskuun 300 pl puskuria konsentraatioiden
perusteella. TRIS irrotti DNA:n filtteristd. Lapi mennyt neste filtterditiin uudestaan. Plasmidien
viimeiset DNA konsentraatiot mitattiin ja ne vaihtelivat 1 pg/ul ja 2 pg/ul vélilld. Kaikkien

plasmidien puhtausarvot olivat hyvit.

2.2 Minigeenien silmukointianalyysi

Minigeenien silmukointianalyysi (engl. minigene splicing assay) on menetelma, jolla voidaan
tutkia halutun minigeenin silmukointia. Minigeeni, kuten eksoni ja sitd ympédrdivét intronit,
monistetaan ja kloonataan plasmidiin. Valmis plasmidi transfektoidaan sopivaan solulinjaan,
jossa RNA-polymeraasi II transkriptoi sen. Transkription tuloksena syntyneestd esiaste-
RNA:sta  silmukoidaan  ldhetti-RNA.  Lédhetti-RNA  muutetaan  RT-PCR:n  eli
kaédnteistranskriptaasi-polymeraasiketjureaktion (engl. reverse transcription-polymerase chain
reaction) avulla cDNA:ksi. Lopuksi cDNA monistetaan minigeenille spesifisilld alukkeilla ja

PCR-tuotteet visualisoidaan agaroosigeelilld. (Baralle ym., 2009).

2.2.1 COS-7-solut ja soluviljely

COS-7-solulinja on Afrikan vihredn apinan munuaisen fibroblasteja muistuttava solulinja
(Thermo Fisher Scientific, 2025a). Solut ovat mykoplasma-negatiivisia soluja ja ne sopivat
hyvin transfektioon. COS-7-soluja kasvatettiin DMEM-kasvatusmediumissa (engl. Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) (Gibco; vanhentunut 9.2023), johon oli lisdtty 10 % naudan sikion
seerumia (FBS) (Biowest; vanhentunut 11.2023) seké penisilliinid 100 U/ml ja streptomysiinii
100 pg/ml (Gibco). Soluja kasvatettiin T75-kasvatuspulloissa kasvatuskaapissa 37 °C:ssa, 5 %
CO:-pitoisuudessa. Solut jaettiin kahdesti tai kolmesti viikossa ja kdytettiin 16 jaon aikana

sulattamisesta.
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COS-7-solujen jakovaiheessa kaadettiin vanha kasvatusmedium ensin pois ja pestiin solut PBS-
puskurilla (Gibco), jotta pééstiin eroon kuolleista soluista ja trypsiini-inhibiittorin jadmista.
Pesun jilkeen lisdttiin 3 ml 0,25 % Trypsiini-EDTA-liuosta (Gibco) ja solut laitettiin noin 5
minuutiksi kasvatuskaappiin. Trypsiini irrotti solut kasvatuspullon pohjasta. Pulloon liséttiin 9
ml tuoretta kasvatusmediumia. Soluja siirrettiin uuteen kasvatuspulloon halutun jakosuhteen

verran ja kasvatusmediumia liséttiin 10 ml kokonaistilavuuteen asti.

2.2.2 Solujen transfektio plasmideilla

COS-7-solut siirrettiin kuoppalevylle transfektiota varten. Solujen konfluenssi oli
kasvatuspullossa noin 80 %. Solumiéra laskettiin solulaskurilla (TC20 automated cell counter,
Bio-Rad). Testitransfektiossa, jossa kokeiltiin plasmidien pitoisuuksia, 12-kuoppalevylle
siirrettiin 5 x 10* solua 1 ml DMEM-kasvatusmediumissa. Muissa transfektioissa 6-
kuoppalevylle siirrettiin 1 x 10° solua 2 ml kasvatusmediumissa. Kuoppalevyt laitettiin

kasvatuskaappiin yon yli ja transfektio suoritettiin seuraavana paivéna.

COS-7-solujen transfektiossa kéytettiin Lipofectamine 3000 -transfektioreagensseja
(Invitrogen; vanhentunut 1.2024). Solujen konfluenssi oli transfektion alussa kuoppalevylla
noin 85 %. Tutkimuksessa suoritettiin neljd erilaista transfektiota. Ensimmaéiseksi tehtiin
testitransfektio, jossa solut transfektoitiin ANO7:n rs77559646-varianttiplasmidilla ja yhdella
emdsmuutoksella muokatulla spliseosomaalisella Ul-snRNA-plasmidilla (Ul mut 1).
Testitransfektiossa haluttiin testata, kuinka alas ANO?7:n rs77559646-varianttiplasmidin mééra
taytyi viedd, jotta Ul mut 1 -plasmidin aikaansaamaa silmukointivirheen korjaamista havaittiin.
Tastd syystd ANO7:n rs77559646-varianttiplasmidilla testattiin neljad mééréa: 50 ng, 20 ng, 10

ngja 1 ng. Ul mut 1 -plasmidin mééri oli aina 1000 ng.

Transfektiota varten valmistettiin transfektioseokset, joihin liséttiin ensin 50 pl Opti-MEM-
mediumia. Ensimmadisiin reaktioseoksiin lisdttiin 3 pl lipofectamine 3000 -reagenssia ja toisiin
seoksiin 2 ul P3000-reagenssia. Reaktioseokset yhdistettiin ja annettiin inkuboitua
huoneenldammaossd 15 minuuttia. Transfektioseoksia lisdttiin kuoppalevylle 100 ul/kuoppa ja
kuoppalevy laitettiin kasvatuskaappiin yon yli. Transfektion onnistuminen tarkistettiin

seuraavana pdivdand kuvantamislaitteella (EVOS MS5000 Imaging System, Invitrogen).
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Testitransfektio tehtiin kerran ja ndytteet valmistettiin duplikaatteina, jolloin plasmidien ja

reagenssien maarét tuplattiin.

Toisessa transfektiossa COS-7-soluja transfektoitiin ANO7:n villityyppiplasmidilla tai ANO7:n
1s77559646-varianttiplasmidilla ja pEGFP-plasmidilla (Clontech/TaKaRa) tai Ul mut 1 -
plasmidilla (taulukko 1). PEGFP-plasmidi ilmentd4 vihreda fluoresoivaa proteiinia (engl. green
fluorescent protein, GFP) ja sitd lisdttiin kontrollikasittelyihin Ul mut 1 -plasmidin sijasta.
Transfektion tarkoituksena oli ndhdi, korjaantuuko ANO7:n 1s77559646-varianttiplasmidin
aiheuttama silmukointivirhe Ul mut 1 -plasmidilla ja huonontuuko ANO7:n
villityyppiplasmidin oikea silmukointi Ul mut 1 -plasmidilla. Testikierroksen perusteella
ANO7:n villityyppi- ja ANO7:n 1rs77559646-varianttiplasmidien madrdksi valikoitui 125 ng.
PEGFP- ja Ul mut | -plasmidien méddréksi valikoitui 3750 ng. Opti-MEM-mediumia lisdttiin
molempiin reaktiothin 125 pl, lipofectamine 3000 -reagenssia 11,25 ulja P3000-reagenssia 7,5
ul. Transfektioseoksia liséttiin kuoppalevylle 250 pl/kuoppa. Reagenssien méairid kasvatettiin
testikierroksesta, koska transfektio tehtiin 6-kuoppalevyllé oleville soluille ja, koska plasmidien

médrad lisattiin. Transfektiosta tehtiin kolme toistoa ja ndytteet valmistettiin duplikaatteina.

Taulukko 1. Toisen transfektion kisittelyt.

ANO7 WT + GFP

ANO?7 1577559646 + GFP
ANO7 WT + Ul mut 1

ANO7 1577559646 + Ul mut 1

Kolmas transfektio suoritettiin muokatuilla spliseosomaalisilla U1- ja U6-snRNA-plasmideilla
plasmidien (Ul mut 2, U6 mut 1 ja U6 mut 2) valmistuksen jdlkeen. COS-7-soluja
transfektoitiin  ANO7:n 1s77559646-varianttiplasmidilla ja kaikilla erilaisilla muokatuilla
spliseosomaalisilla Ul ja U6-snRNA-plasmidien yhdistelmilld (taulukko 2). Transfektion
tarkoituksena oli ndhdd, korjaavatko erilaiset muokatut snRNA-plasmidien yhdistelmat
ANO7:n 1s77559646-varianttiplasmidin silmukointivirhettd. Jokaisessa reaktiossa oli mukana
kolme erilaista plasmidia, joista jokaista lisdttiin 1,33 pg. Plasmideja lisdttiin yhtd paljon, koska
(Schmid ym., 2013) tutkimuksessa oli saatu hyvii tuloksia plasmidien méiérén ollessa sama.
Transfektioreagensseja liséttiin saman verran kuin aikaisemmalla kierroksella. Transfektiosta

tehtiin kolme toistoa. Naytteistd ei valmistettu duplikaatteja suuren ndytemaéran vuoksi.

33



Taulukko 2. Kolmannen transfektion késittelyt.

ANO7 WT + U1 WT +U6 WT

ANO7 1577559646 + Ul WT + U6 WT
ANO7 1577559646 + Ul mut 1 + U6 WT
ANO7 1577559646 + Ul mut 2 + U6 WT
ANO7 1877559646 + Ul WT + U6 mut 1
ANO7 rs77559646 + Ul WT + U6 mut 2
ANO7 1577559646 + Ul mut 1 + U6 mut 1
ANO7 1s77559646 + Ul mut 2 + U6 mut 1
ANO7 1577559646 + Ul mut 1 + U6 mut 2
ANO7 1577559646 + Ul mut 2 + U6 mut 2

Viimeisessd eli neljdnnessd transfektiossa COS-7-soluja  transfektoitin =~ ANO7:n
villityyppiplasmidilla ja kaikilla erilaisilla muokatuilla spliseosomaalisilla U1 ja U6-snRNA-
plasmidien yhdistelmilld (taulukko 3). Transfektiossa haluttiin kokeilla, huonontavatko erilaiset
muokatut snRNA-plasmidien yhdistelmidt ANO7:n villityyppiplasmidin oikeaa silmukointia.
Jokaista plasmidia liséttiin 1,33 pg. Transfektiosta tehtiin yksi toisto, koska jo yhdesti toistosta

niki selvin tuloksen. Néytteistd ei valmistettu duplikaatteja.

Taulukko 3. Neljannen transfektion kisittelyt.

ANO7 WT + U1 WT +U6 WT

ANO7 1577559646 + Ul WT + U6 WT
ANO7 WT+ Ul mut 1 + U6 WT
ANO7 WT + Ul mut 2 + U6 WT
ANO7 WT + U1 WT + U6 mut 1
ANO7 WT + Ul WT + U6 mut 2
ANO7 WT + Ul mut 1 + U6 mut 1
ANO7 WT + Ul mut 2 + U6 mut 1
ANO7 WT + Ul mut 1 + U6 mut 2
ANO7 WT + Ul mut 2 + U6 mut 2
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2.2.3 RNA:n eristys

RNA eristettiin TRIsure-reagenssilla (Meridian Bioscience). Ensin kasvatusmedium poistettiin
ja TRIsure-reagenssia liséttiin 1 ml COS-7-solujen piélle. Solut keréttiin ja niitd inkuboitiin
huoneenldimmossd 5 minuuttia. Lisdttiin 200 pl kloroformia ja sekoitettiin hyvin. Naytteitd
inkuboitiin huoneenlammaossd 3 minuuttia, jonka jilkeen sentrifugoitiin 1200 x g 15 minuuttia
4 °C:ssa. RNA erottui vesifaasiin eli ylimpaan tasoon. Proteiinit ja DNA jdivit alempaa fenoli-
kloroformifaasiin. RNA:n eristyksessd viltettiin koskemasta putken reunoille tai fenoli-
kloroformifaasiin epapuhtauksien vilttimiseksi. RNA:n eristysvaihe toistettiin, jonka jélkeen
liséttiin 500 ul jadkylmai isopropanolia. Naytteitd inkuboitiin huoneenldimmaossa 10 minuuttia,
jonka jélkeen sentrifugoitiin 1200 x g 10 minuuttia 4 °C:ssa. RNA erottui pieneksi pelletiksi.
Pellettid pestiin 1 ml 75 % etanolilla ja sentrifugoitiin 7500 x g 5 minuuttia 4 °C:ssa. Pesuvaihe
toistettiin yhteensi kolme kertaa. Viimeisen pesun jilkeen etanoli poistettiin pipetoimalla ja
pellettid kuivatettiin  l[&mpoblokissa 55 ©°C:ssa noin 5 minuuttia. RNA liuotettiin
resuspensoimalla 15-20 pl nukleaasivapaaseen veteen pelletin suuruuden mukaan. Néytteet
laitettiin vield ldmpdblokkiin 55 °C:een noin 5 minuutiksi, jotta RNA liukeni kunnolla.
Néytteiden konsentraatiot mitattiin NanoDrop-laitteella ja ndytteet siirrettiin sdilytykseen -80

°C:een.

2.2.4 cDNA:n synteesi

Ennen cDNA:n synteesid eli komplementaarisen DNA:n valmistusta RNA-ndytteet késiteltiin
deoksiribonukleaasi I (DNase I) -entsyymilld. Deoksiribonukleaasi 1 pilkkoo yksi- ja
kaksijuosteista DNA:ta ja ndin ollen poistaa DNA:n (Thermo Fisher Scientific, 2025b).
Deoksiribonukleaasi I -kisittelyyn kaytettiin DNase I, Amplification Grade -kittid (Invitrogen;
vanhentunut 3.2023). Yhden nédytteen reaktioon tarvittiin 1 pg RNA:ta, 1 pul 10X DNase I -
reaktiopuskuria ja 1 pul DNase I, Amp Grade (1 U/ul) -entsyymid sekd nukleaasivapaata vetta
10 ul lopputilavuuteen asti. Néytteet nostettiin jédiltd huoneenldmpddn inkubointiin 15
minuutiksi. Liséttiin 1 pl 25 mM EDTA-liuosta ja nidytteet siirrettiin lampoblokkiin 10

minuutiksi 65 °C:een, jolloin entsyymi inaktivoitui.

CDNA:n synteesissd valmistettiin RNA-templaatista RT-PCR:n eli kiénteistranskriptaasi-
polymeraasiketjureaktion avulla komplementaarinen DNA eli yksiketjuinen DNA-molekyyli

(Bio-Rad, 2025). CDNA:n synteesiin kédytettiin iScript Select cDNA Synthesis -kittid (Bio-Rad,
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vanhentunut 4.2024). Yhden ndytteen reaktioon tarvittiin 3 pl nukleaasivapaata vettd, 4 ul 5X
iScript select -reaktioseosta, 2 pl Oligo(dT) ,, -aluketta ja 1 pl iScript reverse transcriptase -
entsyymid eli kdédnteistranskriptaasia. RNA:ta liséttiin yhteen reaktioon 10 pl. Negatiiviseen
vesi kontrolliin lisédttiin RN A-ndytteen tilalle 10 pl nukleaasivapaata vettd. Niytteet laitettiin
PCR-ajoon. Néytteitd inkuboitiin ensin 42 °C:ssa 60 minuuttia ja sen jilkeen 85 °C:ssa 5
minuuttia, jolloin kddnteistranskriptaasi-entsyymi inaktivoitui. Lopuksi ndytteet jadhdytettiin 4

°C:een ja siirryttiin suoraan PCR-reaktioon.

2.2.5 PCR ja agaroosigeelielektroforeesi

PCR-ajoa varten laimennettiin ANO7-minigeenille spesifiset alukkeet dUSD2 5'-
CCTGCACCTGAGGAGTGAAT-3" ja dUSA4 5-GCTCACAAATACCACTGAGAT-3'
(Wahlstrom ym., 2022) 10 uM pitoisuuteen. Laimennettuja alukkeita kéytettiin molempia 0,5
ul yhteen reaktioon. Liséttiin 12,5 ul AmpliTaq Gold 360 Master Mixid (Applied Biosystems),
9,5 ul nukleaasivapaata vetté ja 2 ul cDNA-nidytettd. Negatiiviseen kontrolliin lisittiin cDNA:n
tilalle 2 pl nukleaasivapaata vettd. Naytteet laitettiin PCR-ajoon: alkudenaturaatio 95 °C 10
minuuttia, 40 syklid: denaturaatio 95 °C 30 sekuntia, annealing 60 °C 30 sekuntia, ekstensio 72

°C 30 sekuntia seké viimeiseksi loppuekstensio 72 °C 7 minuuttia ja jddhdytys 4 °C.

Valmistettiin 2 % agaroosigeeli. 1x TBE-puskuriin (200 ml) lisdttiin 4 g Standard Agarose—
Type LE -agaroosia (BioNordika; vanhentunut 1.2025) ja 8 pl Midori Green advance DNA
stain -vériainetta (Nippon Genetics; vanhentunut 11.2024). DNA-néytteisiin (25 pl) liséttiin 5
ul Gel Loading Dye, Purple (6X) -latauspuskuria (New England BioLabs; vanhentunut 3.2024).
Ajossa kaytettiin Quick-Load Purple 1 kb Plus DNA Ladder -molekyylipainomarkkeria (New
England BioLabs; vanhentunut 2.2025). Molekyylipainomarkkeria ja néytteitd liséttiin geelille
30 pl. Naytteiden annettiin ajautua 100 V:n jinnitteelld noin tunnin ajan, jonka jélkeen geeli

kuvattiin ChemiDoc-laitteella.

2.2.6 Tulosten analysointi

Minigeenien silmukointianalyysin fragmenttien voimakkuuksia mitattiin ImageJ-ohjelmalla
agaroosigeelielektroforeesikuvista. ~ Ensin  plasmidikésittelyiden  fragmentit  rajattiin

manuaalisesti yksitellen. ImagelJ antoi fragmenteille niiden voimakkuutta vastaavat arvot, joista
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tehtiin diagrammikuvat Excel-ohjelmalla. Kisittelyiden fragmenttien voimakkuutta voitiin
havainnollistaa kahdella tavalla Excel-ohjelmalla. Ensimmaéisessd tavassa selvitettiin
kisittelyiden fragmenttien ilmentymisen taso molempien fragmenttien eli yld- ja
alafragmenttien arvojen avulla. Fragmenttien arvot normalisointiin villityyppikésittelyn (ANO7
WT + Ul WT + U6 WT) ylidfragmentin arvon avulla. Fragmenteille laskettiin keskiarvot ja
keskihajonnat ja niistd tehtiin diagrammikuvat. Toisessa havainnollistamistavassa jaettiin
kisittelyiden yldfragmentin arvo alafragmentilla. Arvot normalisoitiin villityyppikésittelyn

(ANO7 WT + Ul WT + U6 WT) fragmenttien suhdearvolla.

Fragmenttien voimakkuuksien keskiarvojen tilastollista eroa tarkasteltiin IBM SPSS statistics
-ohjelmalla yksisuuntaisella varianssianalyysilld (engl. One-Way ANOVA) ja Dunnetin (post
hoc) -testilld. Muiden késittelyiden arvoja verrattiin varianttikdsittelyn (ANO7 rs77559646 +
Ul WT + U6 WT) arvoihin. Tulos oli tilastollisesti merkitsevd, jos P <0,05. Talloin eri
kisittelyiden fragmenttien vélilld oli tilastollista eroa eksonin 4 siséllyttimisessd eli
silmukoinnin korjaamisessa. Silmukoinnin huonontamisen fragmenteille ei voitu tehdd

tilastollista tarkastelua, koska toistokierroksia oli vain yksi.
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3 Tulokset

3.1 Transfektio

COS-7-solujen transfektion onnistuminen oli ratkaisevaa minigeenien silmukointianalyysin
onnistumisen kannalta. Onnistuneessa transfektiossa suurin osa soluista ilmensi vihredd

fluoresoivaa proteiinia (kuva 10), koska plasmidit sisélsivit GFP-proteiinia koodaavan geenin.

toistokierrokselta. Kuvat otettu EVOS M5000 -kuvantamislaitteella mikroskoopin 10x objektiivilla.
Kuva A otettu GFP:n vihreédn fluoresenssin havaitsemiseen tarkoitetulla filtterilli. Kuvassa B yhdistyy
faasikontrastikuva ja filtterikuva. Transfektion onnistuessa COS-7-solut ilmensivat GFP:ta.

3.2 Silmukoinnin muuttaminen muokatulla U1-snRNA:lla

Minigeenien silmukointianalyysin avulla voitiin tarkastella ANO7:n villityypin ja ANO7:n
1s77559646-variantin  silmukointia. ANO7:n villityyppiplasmidi kantoi G-alleelia ja
1s77559646-varianttiplasmidi kantoi A-alleelia 5'-silmukointikohdassa intronin 4 kohdassa +5.
RT-PCR-tuotteita visualisoidessa agaroosigeelilld voitiin ndhdd ANO7:n villityypin ja
1s77559646-variantin (ANO7 mut +5) kaksi fragmenttia, 404 bp ja 261 bp (kuva 11). Ylempi
fragmentti, 404 bp edusti eksonin 4 oikeaa silmukointia eli eksonin sisdllyttdmistd. Alempi
fragmentti, 261 bp edusti eksonin 4 ohittamista. G-alleelia kantavassa ANO7:n
villityyppiplasmidissa yldfragmentti 404 bp ilmentyi alafragmenttia 261 bp selkeésti
voimakkaampana, jolloin péddosin eksoni 4 sisillytettiin. Puolestaan ANO7:n rs77559646-
varianttiplasmidissa alafragmentti 261 bp ilmentyi yldfragmenttia 404 bp voimakkaampana,

jolloin pééosin eksoni 4 ohitettiin.
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Minigeenien silmukointianalyysilld haluttiin selvittdd, onko ANO7:n rs77559646-variantin
aiheuttamaa virheellistd eksonin 4 silmukointia mahdollista korjata eli, onko eksonin 4
ohittaminen mahdollista estdd muokatuilla spliseosomaalisilla Ul- ja U6-snRNA:illa. Aluksi
selvitettiin, pystyik0 Ul mut 1 -plasmidi (Ul mut +5), jossa oli yksi mutaatio
silmukointikohdassa +5, korjaamaan yksin ANO7:n rs77559646-varianttiplasmidin (ANO7 mut
+5) virheellistd silmukointia tai pystyik6 Ul mut 1 -plasmidi huonontamaan ANO7:n
villityyppiplasmidin oikeaa silmukointia (kuva 11). ANO7:n rs77559646-varianttiplasmidin
ylafragmentti ei voimistunut eli Ul mut 1 -plasmidi ei korjannut virheellistd silmukointia. Sen
sijaan néytti, ettd ANO7:n villityyppiplasmidin alafragmentti voimistui vidhén, mikd viittasi
sithen, ettd Ul mut 1 -plasmidi saattoi huonontaa oikeaa silmukointia. Kuitenkin fragmenttien
voimakkuuksissa oli eroa toistokierroksilla ja valilld ndytti, ettei Ul mut 1 -plasmidilla olisi

silmukointia huonontavaa vaikutusta.

ANO7: WT mut +5 WT mut+5  vesi
Ul mut+5 mut+5  kontrolli

bp

400
300

200

Kuva 11. Minigeenien silmukointianalyysin toisen transfektion RT-PCR-tuotteet visualisoituna 2 %
agaroosigeelilld. Agaroosigeeliajossa kdytettiin 1 kb molekyylipainomarkkeria. ANO7 WT + GFP
(ANO7 WT) oli villityyppikasittely ja kantoi G-alleelia. ANO7 1s77559646 + GFP (ANO7 mut +5) oli
varianttikésittely ja kantoi A-alleelia. Yldfragmentti 404 bp tarkoitti eksonin 4 oikeaa silmukointia.
Alafragmentti 261 bp tarkoitti eksonin 4 ohittamista. Selvitettiin, korjasiko silmukointikohdasta +5
muokattu spliseosomaalinen Ul-snRNA-plasmidi (Ul mut +5) ANO7:n rs77559646-varianttiplasmidin
(ANO7 mut +5) virheellistd silmukointia. Selvitettiin myds, huononsiko muokattu spliseosomaalinen
Ul-snRNA-plasmidi (Ul mut +5) ANO7:mn villityyppiplasmidin (ANO7 WT) oikeaa silmukointia.
Agaroosigeelilld viimeisend negatiivinen vesi kontrolli. Tulos toistettiin kolme kertaa.
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3.3 Silmukoinnin korjaaminen muokatuilla U1- ja U6-snRNA:illa

ANO7:1 1377559646-varianttiplasmidin (ANO7 mut +5) eksonin 4 silmukoinnin korjaamista
tutkittiin Ul mut 1 -plasmidin liséksi toisilla muokatuilla U1- ja U6-snRNA-plasmideilla ja
niiden yhdistelmilld. Ul mut 2 -plasmidissa oli kaksi mutaatiota kohdissa +4/5, U6 mut 1 -
plasmidissa yksi mutaatio kohdassa +5 ja U6 mut 2 -plasmidissa kaksi mutaatiota kohdissa +4/5
silmukointikohdassa. RT-PCR-tuotteista néhtiin, ettd yldfragmentti 404 bp voimistui kolmessa
késittelyssd: ANO7 rs77559646 + Ul mut 2 + U6 WT, ANO7 1577559646 + Ul mut 2 + U6
mut 1 sekd ANO7 rs77559646 + Ul mut 2 + U6 mut 2 (kuva 12). Kuitenkaan kyseisten
kisittelyiden kohdalla yldafragmentin voimakkuus ei yltanyt villityyppikésittelyn (ANO7 WT +
Ul WT + U6 WT) tasolle. Liséksi késittelyssd ANO7 rs77559646 + Ul WT + U6 mut 1 nikyi
yhdelld toistokierroksella hieman voimistunut yldfragmentti. Muissa késittelyissa

ylafragmentin voimistumista eli eksonin 4 silmukoinnin korjaamista ei havaittu.

mut +5
ANO7: WT vesi
Ul: WT WT +5 +4/5 WT WT +5 +4/5 +5 +4/5  kontrolli
ve: WT WT WT WT +5 +4/5 +5 +5 +4/5 +4/5

400
300

200

Kuva 12. Minigeenien silmukointianalyysin kolmannen transfektion RT-PCR-tuotteet visualisoituna 2
% agaroosigeelilla. Agaroosigeeliajossa kédytettiin 1 kb molekyylipainomarkkeria. ANO7 WT + U1 WT
+ U6 WT oli villityyppikésittely. ANO7 1s77559646 (mut +5) + Ul WT + U6 WT oli varianttikasittely.
Selvitettiin, korjasivatko erilaiset yhdistelmdt muokattuja spliseosomaalisia Ul- ja U6-snRNA-
plasmideja (Ul mut 1 (+5), Ul mut 2 (+4/5), U6 mut 1 (+5) ja U6 mut 2 (+4/5)) ANO7:1n 1s77559646-
varianttiplasmidin (ANO7 mut +5) virheellistd silmukointia. Agaroosigeelilld viimeisend negatiivinen
vesi kontrolli. Tulos toistettiin kolme kertaa.

Kuvan 12 havainnot voitiin todentaa fragmenttien voimakkuuksien tarkemmassa tarkastelussa
(kuva 13). ANO7:n 1s77559646-variantin eksonin 4 siséllyttdmisen taso oli voimistunut kolmen
kisittelyn kohdalla: ANO7 rs77559646 + Ul mut 2 + U6 WT (0,54), ANO7 1s77559646 + U1
mut 2 + U6 mut 1 (0,46) ja ANO7 1577559646 + Ul mut 2 + U6 mut 2 (0,48). Eli silmukointi
korjaantui néissd kolmessa késittelyssd osittain. Lisédksi kisittelyssd ANO7 rs77559646 + Ul

WT + U6 mut 1 nékyi heikko eksonin 4 siséllyttdmisen taso (0,09). Muissa késittelyissa eksonin
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4 sisdllyttdmisen taso oli olematon (noin 0,02). Tilastollisella testilld varmistettiin paédtelmat.
Dunnetin-testilld verrattiin kaikkien muiden késittelyiden eksonin 4 sisdllyttimisen tasoa
ANO7:n1s77559646-varianttikasittelyn (ANO7 rs77559646 + U1 WT + U6 WT) tasoon. Mikéli
tulos oli merkitsevi, kisittelyiden vélilld oli eroa. Kolmen késittelyn tulokset olivat erittdin

merkitsevid (P = <0,001) *** villityyppikésittelyn liséksi.

1.4
W Eksonin 4 sisallyttaminen
ke 3k 3k
12 Eksonin 4 ohittaminen
: | ‘ | I l
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g
o 0,8
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.2
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%‘ 0,6 ***l ek
g :
=
0,4 {
0,2
, I 10 . T |
ANO7:  WT mut +5

Ul: WT WT +5 +4/5 WT WT +5 +4/5 +5 +4/5
uUé: WT WT WT WT +5 +4/5 +5 +5 +4/5 +4/5

Kuva 13. Pylvisdiagrammi ANO7:n rs77559646-variantin eksonin 4 silmukoinnin korjaamisesta
muokatuilla spliseosomaalisilla Ul- ja U6-snRNA-plasmideilla. Selvitettiin, korjaavatko erilaiset
yhdistelmét muokattuja Ul- ja U6-snRNA-plasmideja (Ul mut 1 (+5), Ul mut 2 (+4/5), U6 mut 1 (+5)
ja U6 mut 2 (+4/5)) ANO7:n 1s77559646-varianttiplasmidin (4ANO7 mut +5) virheellistd silmukointia.
X-akselilla kéisittelyt ja Y-akselilla ilmentymisen taso. Diagrammissa nédkyvilld kunkin késittelyn
eksonin 4 siséllyttimisen ja ohittamisen tason keskiarvot ja keskihajonnat kolmelta toistokierrokselta.
Villityyppikasittelyn (ANO7 WT + Ul WT + U6 WT) eksonin 4 sisdllyttdmisen tason arvo oli 1 ja
kaikkien muiden kaisittelyiden tasot normalisoitiin silld. Silmukoinnin korjaamista tarkasteltiin
tilastollisesti Dunnetin-testilld vertaamalla kisittelyiden eksonin 4 sisdllyttimisen tasoa ANO7:n
1s77559646-varianttikasittelyn (ANO7 1577559646 + Ul WT + U6 WT) tasoon. Diagrammissa
nikyvissa késittelyiden merkitsevyys: *** erittdin merkitsevé tulos, P =<0,001.
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ANO7:1 1577559646-variantin eksonin 4 silmukoinnin korjaamisen tasoa voitiin tarkastella
my0s toisella diagrammilla, jossa ylidfragmentin 404 bp voimakkuus oli jaettu alafragmentin
261 bp voimakkuudella (kuva 14). Diagrammin padtelméit olivat samansuuntaisia kuvan 13
kanssa, mutta eksonin 4 silmukoinnin korjaamisen taso oli késittelyissd 1dhes puolet pienempi:
ANO?7 1577559646 + Ul mut 2 + U6 WT (0,28), ANO7 1s77559646 + Ul mut 2 + U6 mut 1
(0,26) ja ANO7 177559646 + U1 mut 2 + U6 mut 2 (0,25). Késittelyn ANO7 rs77559646 + U1
WT + U6 mut 1 silmukoinnin korjaamisen taso oli hyvin pieni (0,03). Tdma viittaisi sithen, ettd
kyseinen késittely ei korjannut silmukointia. Muut késittelyt eivit korjanneet eksonin 4
silmukointia, koska korjaamisen taso oli ldhelld nollaa (<0,01). Tilastollisella testilld
varmistettiin padtelmit. Dunnetin-testilld verrattiin kaikkien muiden késittelyiden silmukoinnin
korjaamisen tasoa varianttikasittelyn (ANO7 rs77559646 + Ul WT + U6 WT) tasoon. Kolmen
kisittelyn tulokset olivat ldhes merkitsevid: ANO7 rs77559646 + Ul mut 2 + U6 WT (P=
0,055), ANO7 1577559646 + Ul mut 2 + U6 mut 1 (P=0,078) ja ANO7 rs77559646 + U1 mut
2 + U6 mut 2 (P= 0,089). Ainut erittdin merkitsevd tulos (P= <0,001) *** oli

villityyppikasittelylla.
a4 sk ok
1,4

1,2

0,8
0,6

04

Silmukoinnin korjaamisen taso

0,2

o M _ . - - ;

ANO7:  WT mut +5
Ul:  WT WT +5 +4/5 WT WT +5 +4/5 45 +4/5
U6: WT WT  WT WT +5 +4/5 +5 +5 +4/5  +4/5

Kuva 14. Pylvisdiagrammi ANO7:n 1rs77559646-variantin eksonin 4 silmukoinnin korjaamisesta
muokatuilla spliseosomaalisilla Ul- ja U6-snRNA-plasmideilla. Selvitettiin, korjaavatko erilaiset
yhdistelmat muokattuja U1- ja U6-snRNA-plasmideja (Ul mut 1 (+5), Ul mut 2 (+4/5), U6 mut 1 (+5)
ja U6 mut 2 (+4/5)) ANO7:n rs77559646-varianttiplasmidin (ANO7 mut +5) virheellistd silmukointia.
X-akselilla kisittelyt, joissa yldfragmentin 404 bp voimakkuus oli jaettu alafragmentin 261 bp

42



voimakkuudella. Y-akselilla silmukoinnin korjaamisen taso. Diagrammissa nidkyvilld kunkin kasittelyn
silmukoinnin  korjaamisen tason keskiarvot ja keskihajonnat kolmelta toistokierrokselta.
Villityyppikasittelyn (ANO7 WT + Ul WT + U6 WT) silmukoinnin korjaamisen tason arvo oli 1 ja
kaikkien muiden Kkaésittelyiden tasot normalisoitiin silld. Silmukoinnin korjaamista tarkasteltiin
tilastollisesti Dunnetin-testilld vertaamalla kisittelyiden silmukoinnin korjaamisen tasoa ANO7:n
1s77559646-varianttikdsittelyn (ANO7 1s77559646 + Ul WT + U6 WT) tasoon. Diagrammissa
nékyvissd kisittelyiden merkitsevyys: *** erittdin merkitsevé tulos P=<0,001.

Silmukoinnin korjaamisen tulosta voitiin selittdd plasmidikisittelyiden emispariutumisten
perusteella (kuva 15). ANO7:n villityypilld oli 5'-silmukointikohdassa G-alleeli intronin 4
kohdassa +5 ja ANO7:n 1s77559646-variantilla mutaatio G > A samassa kohtaa. Muokattujen
spliseosomaalisten Ul- ja U6-snRNA:iden emékset pariutuivat ANO7:n rs77559646-variantin
5'-silmukointikohdan emaiksien kanssa. Yhdelld emdsmuutoksella muokatut snRNA-plasmidit,
Ul mut 1 ja U6 mut 1 sisélsivit silmukointikohdan mutaation C > U kohdassa +5. Kahdella
eméasmuutoksella muokattu Ul mut 2 -plasmidi sisélsi lisiksi silmukointikohdan mutaation U
> G ja U6 mut 2 -plasmidi mutaation A > G kohdassa +4. Kisittelyiden komplementaarisuudet
vaihtelivat eméspariutumisten perusteella. Lisdtessd mutaatioita Ul- ja U6-snRNA:hin
komplementaarisuus ANO7:n 1s77559646-variantin sekvenssin kanssa lisddntyi. Ul mut 2 oli
taysin komplementaarinen ANO7:n rs77559646-variantin kanssa, miké tuki sitd nakemyst, ettd
Ul mut 2 -plasmidi korjaisi silmukointia. U6 mut 1- tai U6 mut 2 -plasmideilla ei havaittu
olevan vaikutusta silmukoinnin korjaamiseen, vaikka komplementaarisuus lisddntyi myds

niiden kohdalla.
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Kuva 15. Kolmannen transfektion plasmidikésittelyiden emaspariutumiset. Lisdtessd mutaatioita U1- ja
U6-snRNA:hin komplementaarisuus ANO7:n 1s77559646-variantin sekvenssin kanssa lisdédntyi
silmukointikohdassa. ANO7:n 1rs77559646-variantin emasmuutos G > A (punaisella) sijaitsi 5'-
silmukointikohdassa intronin 4 kohdassa +5. Ul mut 1 ja U6 mut 1 sisélsivdt silmukointikohdan
mutaation C > U (vihredlld) kohdassa +5. Ul mut 2 ja U6 mut 2 sisdltavét lisdksi silmukointikohdan
mutaation U/A > G (siniselld) kohdassa +4. Kuva tuotettu Inkscape-ohjelmalla.
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3.4 Silmukoinnin huonontaminen muokatuilla U1- ja U6-snRNA:illa

ANO7:n 1377559646-variantin eksonin 4 silmukoinnin korjaamisen liséksi haluttiin tutkia,
huononeeko ANO7:n villityypin eksonin 4 oikeaa silmukointi. Silmukoinnin huonontamista
tutkittiin - muokatuilla spliseosomaalisilla Ul- ja U6-snRNA-plasmideilla ja niiden
yhdistelmilld. RT-PCR-tuotteista ei ndhty silmukoinnin huononemista eli alafragmentin 261 bp
voimistumista, vaan fragmenttien voimakkuus pysyi villityyppikasittelyn (ANO7 WT + U1 WT
+ U6 WT) tasolla (kuva 16). Téstd voitaisiin péételld, ettd muokatut spliseosomaaliset Ul- ja
U6-snRNA-plasmidit eivdt huonontaneet ANO7:n villityypin eksonin 4 oikeaa silmukointia.
Yhden késittelyn, ANO7 WT + Ul mut 2 + U6 mut 1 fragmentit ndkyivit agaroosigeelilld muita
kisittelyitd heikommin, jolloin yli- ja alafragmenttien voimakkuudet ndyttivat virheellisesti

lahes yhtd voimakkailta.

ANO7: WT mut +5 WT vesi
Ul: WT WT +5 +4/5 WT WT +5 +4/5 +5 +4/5 kontrolli
ueé: WT WT WT WT +5 +4/5 +5 +5 +4/5 +4/5

bp

400

300
200

Kuva 16. Minigeenien silmukointianalyysin neljinnen transfektion RT-PCR-tuotteet visualisoituna 2 %
agaroosigeelilld. Agaroosigeeliajossa kéytettiin 1 kb molekyylipainomarkkeria. ANO7 WT + Ul WT +
U6 WT oli villityyppikasittely. ANO7 rs77559646 (mut +5) + Ul WT + U6 WT oli varianttikasittely.
Selvitettiin, huonontavatko erilaiset yhdistelmédt muokattuja spliseosomaalisia Ul- ja U6-snRNA-
plasmideja (Ul mut 1 (+5), Ul mut 2 (+4/5), U6 mut 1 (+5) ja U6 mut 2 (+4/5)) ANO7:n
villityyppiplasmidin oikeaa silmukointia. Agaroosigeelilld viimeisend negatiivinen vesi kontrolli.
Tulosta ei toistettu.

Kuvan 16 havainnot voitiin todentaa fragmenttien voimakkuuksien tarkemmassa tarkastelussa
(kuva 17). Huomattiin, ettd kaikkien kisittelyiden eksonin 4 ohittamisen tasot olivat
villityyppikasittelyn tasoa (0,43) pienempid tai yhtd suuria. Tdma tarkoitti sitd, ettd muokatut
spliseosomaaliset Ul- ja  U6-snRNA-plasmidit  eivdit  huonontaneet ANO7:n
villityyppiplasmidin oikeaa silmukointia. Kasittelyn ANO7 WT + Ul mut 2 + U6 mut 1
fragmentit nédkyivit agaroosigeelilld muita késittelyitd heikommin (kuva 16), mikd oli

ndhtdvissd my0s diagrammissa matalampina arvoina (kuva 17).
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Kuva 17. Pylvédsdiagrammi ANO7:n villityypin eksonin 4 silmukoinnin huonontamisesta muokatuilla
spliseosomaalisilla Ul- ja U6-snRNA-plasmideilla Selvitettiin, huonontavatko erilaiset yhdistelmét
muokattuja Ul- ja U6-snRNA-plasmideja (Ul mut 1 (+5), Ul mut 2 (+4/5), U6 mut 1 (+5) ja U6 mut
2 (+4/5)) ANO7:n villityyppiplasmidin eksonin 4 oikeaa silmukointia. X-akselilla késittelyt ja Y-
akselilla ilmentymisen taso. Diagrammissa nédkyvilld kunkin kisittelyn eksonin 4 sisdllyttdmisen ja
ohittamisen tasot. Villityyppikésittelyn ANO7 WT + Ul WT + U6 WT eksonin 4 siséllyttimisen tason
arvo oli 1 ja kaikkien muiden késittelyiden tasot normalisoitiin silld. Tulosta ei toistettu.

Silmukoinnin huonontamisen tulosta voitiin selittdd plasmidikisittelyiden eméspariutumisten
perusteella (kuva 18). Muokattujen spliseosomaalisten Ul- ja U6-snRNA:iden emdkset
pariutuivat ANO7:n villityypin 5'-silmukointikohdan eméksien kanssa vaihtelevalla
komplementaarisuudella. Muokattujen Ul- ja U6-snRNA:iden komplementaarisuus ANO7:n
villityypin sekvenssin kanssa ndytti pysyvin suunnilleen samana tai huononevan lisdttdessi

mutaatioita Ul- ja U6-snRNA:ihin. Tdma selittdisi tulosta, ettei silmukointi huonontunut.
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Kuva 18. Neljannen transfektion plasmidikasittelyiden eméaspariutumiset. Muokatut spliscosomaaliset
Ul- ja U6-snRNA:iden emékset pariutuivat ANO7:n villityypin 5'-silmukointikohdan eméksien kanssa
vaihtelevalla komplementaarisuudella. Ul mut 1 ja U6 mut 1 sisilsivét silmukointikohdan mutaation C
> U (vihreélld) kohdassa +5. Ul mut 2 ja U6 mut 2 sisdlsivit lisdksi silmukointikohdan mutaation U/A
> G (siniselld) kohdassa +4. Kuva tuotettu Inkscape-ohjelmalla.
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4 Pohdinta

4.1 Silmukoinnin muuttaminen muokatuilla U1- ja U6-snRNA:illa
4.1.1 ANO7:n rs77559646-variantin aiheuttaman silmukointivirheen korjaaminen

Tutkielman tarkoituksena oli selvittdd, korjaavatko muokatut spliseosomaaliset Ul- ja U6-
snRNA:t ANO7:n 1s77559646-variantin atheuttamaa silmukointivirhettd. ANO7:n rs77559646-
variantilla on 5'-silmukointialueen mutaatio G > A intronin 4 kohdassa +5, joka johtaa eksonin
4 ohittamiseen (Wahlstrom ym., 2022). Variantti on yhteydessd aggressiiviseen
eturauhassyOpdidn (Kaikkonen ym., 2018). Ul- ja U6-snRNA:t sitoutuvat 5'-
silmukointikohtaan (Wahl ym., 2009). Sitoutuminen perustuu eméspariutumisiin (Buratti &
Baralle, 2010). Todenndkoisesti ANO7:n  1s77559646-variantin mutaatio aiheuttaa
komplementaarisuuden  vdhenemistd ~ Ul-snRNA:n ja  U6-snRNA:n  kanssa 5'-
silmukointikohdassa (Kandels-Lewis & Séraphin, 1993; Zhuang & Weiner, 1986), miké johtaa

virheelliseen silmukointiin.

Minigeenien silmukointianalyysilld havaittiin, ettd rs77559646-variantin silmukointivirhettd
korjaa kahdella mutaatiolla muokattu Ul-snRNA eli Ul mut 2 -plasmidi, joka sisdltdd
emdsmuutoksen C > U silmukointikohdassa +5 ja toisen muutoksen U > G kohdassa +4.
Kahden mutaation U1-snRNA ei kuitenkaan korjaa silmukointia ANO7:n villityypin tasolle eli
silmukoinnin korjaaminen ei ole tiydellistd. Muokatuilla spliseosomaalisilla U6-snRNA:illa ei
ole vaikutusta rs77559646-variantin silmukointiin. Silmukoinnin korjaaminen néyttéisi
vaativan 5'-silmukointikohdassa ANO7:n 1rs77559646-variantin ja Ul-snRNA:n vililld
taydellisen komplementaarisuuden. U6-snRNA:n  kohdalla ei havaittu silmukoinnin

korjaamista komplementaarisuuden lisdéntyessa.

Freund ym. (2005) selvitti, voisiko ylemmilld eukaryooteilla Ul-snRNA:n tiysi
komplementaarisuus 5’-silmukointikohdan kanssa johtaa liialliseen stabiloitumiseen (engl.
hyperstabilization) ja estdd 5'-silmukointikohdassa Ul-snRNA:n korvautumisen U6-
snRNA:lla. Tétd tapahtuu hiivalla. Tutkimuksessa havaittiin, ettd Ul-snRNA:n ja 5'-
silmukointikohdan komplementaarisuus ei heikentényt silmukointitehokkuutta. Se pdinvastoin
lisdsi  tehokkuutta ja  silmukointikohdan tunnistusta. Puolestaan = U6-snRNA:n

komplementaarisuuden 5'-silmukointikohdan kanssa ei havaittu vaikuttavan merkittdvasti
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silmukointiin. ~ Ajatellaankin, ettd ylemmilld eukaryooteilla liiallinen Ul-snRNA:n

stabiloituminen lisdd oikeaa silmukointia. (Freund ym., 2005).

Schmid ym. (2013) teki mutaatioita BBS/ (Bardet-Biedl-oireyhtyméd 1) -minigeeniin 5'-
silmukointikohtaan ja huomasi, ettd mutaatioiden aiheuttamat silmukointivirheet korjaantuivat
muokatuilla U1- ja U6-snRNA:illa. Muokattu U1-snRNA korjasi 5'-silmukointikohdan kohdan
+5 mutaation aiheuttaman silmukointivirheen vain osittain, mikd on yhtenevé tulos timén
tutkielman kanssa. Muokattu U6-snRNA ei korjannut silmukointivirhettd esiintyessdén yksin,
mikd pitdd my0Os paikkaansa téssd tutkielmassa. Muokatun Ul-snRNA:n ja U6-snRNA:n
molempien ldsnd ollessa silmukointivirhe korjattiin ldhes kokonaan, mikd taas erosi tdmédn
tutkielman tuloksista. Olisi mielenkiintoista tietdd, olisiko silmukointivirheen korjaus
voimakkaampaa, jos ANO7:n rs77559646-varianttiplasmidin maérad olisi vihennetty suhteessa
muokattuihin Ul- ja U6-snRNA-plasmideihin. Tdtd kokeiltiin tutkielmassa ainoastaan yhdella

mutaatiolla muokatulla Ul-snRNA:lla, jolla ei ollut vaikutusta silmukointiin.

On havaittu, ettd usein viisi tai kuusi yhteensopivaa emésparia Ul-snRNA:n ja 5'-
silmukointikohdan vélilld riittdd oikeanlaiseen silmukointiin (Ketterling ym., 1999). Téssa
tutkielmassa ANO7:n rs77559646-variantin silmukoinnin korjaaminen vaati Ul-snRNA:n
taydellisen komplementaarisuuden eksonin ja intronin liitosalueella vililla -3 ja +6.
Tutkimuksissa on huomattu, ettd silmukoinnin kannalta on my6s oleellista U6-snRNA:n ja 5'-
silmukointikohdan vélinen komplementaarisuus kolmesta kohtaa (+4, +5 ja +6) (Kandels-
Lewis & Séraphin, 1993; Lesser & Guthrie, 1993). Téssa tutkielmassa kahdella mutaatiolla
muokattu U6-snRNA sisdltdd kyseiset komplementaariset kohdat, mutta silmukointi ei
parantunut téstd huolimatta. Pohdin, voisiko muokatun U6-snRNA:n tehon puuttuminen johtua
siitd, ettd ANO7:n rs77559646-variantin silmukoinnin korjaaminen vaatisi vield paremman
komplementaarisuuden U6-snRNA:n kanssa (kohdat +1 ja +3). Schmid ym. (2013) tutki,
olisiko muilla U6-snRNA:n sitoutumiskohdilla kuin +4, +5 ja +6 vaikutusta silmukoinnin

korjaamiseen, eikd havainnut muilla kohdilla olevan vaikututusta.

Taman tutkielman eridvd tulos Schmid ym. (2013) tutkimuksen kanssa voi liittyd myos
1s77559646-variantin mutaation vaikutuskohteeseen silmukonnissa. Mutaatio niyttdisi
hiiritsevan silmukoinnin alkuvaihetta, jossa Ul-snRNA tunnistaa 5'-silmukointikohdan ja
sitoutuu sithen (Wahl ym., 2009). Myéhemmin U6-snRNA korvaa Ul-snRNA:n ja muodostaa

katalyyttisesti  aktiivisen kohdan. U6-snRNA:n ajatellaan katalysoivan molempia
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vaihtoesterdintireaktioita (Valadkhan, 2010). Koska kahdella mutaatiolla muokattu Ul-
snRNA:n korjasi silmukointivirhettd ja muokattu U6-snRNA ei, rs77559646-variantin

mutaation vaikutus ndyttiisi kohdistuvan ennemmin silmukoinnin alkuun.

Kaikista ithmisen geneettisid sairauksia aiheuttavista pistemutaatioista noin 15 % sijaitsee
silmukointikohdissa ja johtaa ldhetti-RNA:n silmukointivitheeseen (Krawczak ym., 1992).
Vaihtoehtoiseen silmukointiin johtavat 5’-silmukointikohdan mutaatiot kohdassa +5 ovat
melko yleisid (Buratti ym., 2007). Muokattujen Ul-snRNA:iden tehoa on tutkittu muutamissa
sairauksissa, joissa on taustalla 5'-silmukointikohdan mutaatio kohdassa +5 (Gongalves ym.,

2023).

Esimerkkind tdllaisesta sairaudesta on synnynndinen ja perinndllinen verenvuototauti, joka
johtuu hyytymistekija VII:n (FVII) puutteesta. Taudin 5'-silmukointikohdan mutaatio G > A
sijaitsee intronin 7 kohdassa +5 ja se aiheuttaa eksonin 7 ohittamisen ja FVII-puutoksen.
Mutaatio on siis hyvin samantapainen ANO7:n rs77559646-variantin atheuttaman mutaation
kanssa. Tutkimuksessa suunniteltiin komplementaarisia Ul-snRNA:ita ja ainoastaan tdysin
komplementaariseksi muokattu UIl-snRNA paransi 5'-silmukointikohdan sitoutumista ja
korjasi silmukointia parhaimmillaan 50 %. Tulos oli annoksesta riippuva. Plasmidien suhteen
ollessa sama silmukointi korjaantui noin 25 % teholla. Kun taas muokattua Ul-snRNA-
plasmidia lisdttiin 1,5-kertaisessa suhteessa tai enemmaén, silmukointi korjaantui noin 50 %
teholla. Tutkimus osoitti, ettd FVII-puutoksen takana oli heikentynyt Ul-snRNA:n
komplementaarisuus. Tutkimuksen tulos oli samantapainen tdmén tutkielman kanssa ja osoitti
muokatun Ul-snRNA:n suhteella olevan merkitystd silmukoinnin korjaantumisessa. (Pinotti

ym., 2008).

Muokattujen Ul- ja U6-snRNA:iden yhteisvaikutusta silmukointivirheen korjaamiseen on
tutkittu eldinmalleilla harvoissa sairauksissa, kuten erddssi vakavassa silmisairaudessa, joka
johtuu OPAI-geenin 5'-silmukointikohdan mutaatiosta G > A intronin 10 kohdassa +5.
Mutaatio aiheuttaa eksonin 10 ohittamisen ja johtaa 27 aminohapon menettimiseen OPA1-
proteiinissa. Tutkimuksessa tutkittiin, korjaavatko tdysin komplementaarisiksi muokatut U1- ja
U6-snRNA:t mutaation aiheuttaman silmukointivirheen hiirimalleissa subretinaalisella
antoreitilli. Molemmilla, pelkdlld komplementaarisella Ul-snRNA:lla sekd Ul- ja U6-
snRNA:illa yhdessd havaittiin samanlainen silmukointia korjaava vaikutus. Lisdksi OPA1-

proteiinin ilmentymisen huomattiin voimistuvan. Tutkimuksen tulos oli siind mielessé yhteneva
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taiman tutkielman kanssa, ettd muokatulla U6-snRNA:lla ei havaittu olevan silmukointia
korjaavaa vaikutusta. On siis mahdollista, ettd edes tdysin komplementaariseksi muokattu U6-

snRNA ei korjaisi ANO7:n rs77559646-variantin silmukointivirhettd. (Swirski ym., 2023).

Vaikuttaisi siltéd, ettd silmukoinnin korjaus vaatii muokattujen Ul- ja U6-snRNA:iden lisdksi
muita muutoksia silmukointikoneistossa. Uskotaan, ettd esiaste-RNA:n silmukointia
katalysoivat ennemmin snRNA:t kuin proteiinit (Sawa & Shimura, 1992). Kuitenkin arvellaan,
ettd proteiineilla, kuten U1-C-polypeptidilld, PRPF8-proteiinilla (engl. pre-mRNA processing
factor 8) sekd SR- ja hnRNP-proteiiniperheiden (engl. heterogeneous nuclear
ribonucleoproteins) jasenilld olisi vaikutusta 5’-silmukointikohdan tunnistamisessa (Roca ym.,
2008). Tassa tutkielmassa keskityttiin vain Ul- ja U6-snRNA:iden vaikutuksien tutkimiseen,
mutta voisi olla mielenkiintoista tarkastella myds esimerkiksi U5-snRNA:ta, koska U5-snRNA
vaikuttaa U6-snRNA:n ldheisyydessd silmukoinnin loppuun asti (Wahl ym., 2009).
Tarvittaisiin lisdd tutkimusta, jotta saataisiin tietoon muita tekijoitd, jotka osallistuvat

silmukointivirheen korjaamiseen.

Tutkielma antaa varovaista ndyttoa siitd, ettd ANO7:n rs77559646-variantti voisi mahdollisesti
soveltua geeniterapian kohteeksi tulevaisuudessa. Mahdollisesti kahden mutaation sisdltavaa
Ul-snRNA:ta voitaisiin kdyttdd ANO7:n 1s77559646-variantin silmukointivirheen osittaiseen
korjaamiseen. Kuitenkin lisdi tutkimusta tarvitaan aiheesta. Jos ANO7:n rs77559646-variantin
silmukointivirhe olisi mahdollista korjata, tarkoittaisi se sitd, ettdi ANO7:n esiaste-RNA:n
normaali silmukointi palautuisi. Tdmé voisi johtaa ANO7-geenin normaaliin toimintaan ja
proteiinituotteeseen, mikd voisi puolestaan vidhentdd aggressiivisen eturauhassyovan riskia.
Tamaén tutkimuksen tulokset voivat antaa viitteitd siitd, ettd vastaavanlaisia silmukointihairioita

voitaisiin mahdollisesti korjata myds muissa sairauksissa muokatun Ul-snRNA:n avulla.

Tutkimus ei ainoastaan kerro ANO7:n 1s77559646-variantin silmukointivirheen korjaamisesta,
vaan myods selittdd molekulaarista mekanismia rs77559646-variantin silmukointivirheen
taustalla. Koska muokattu Ul-snRNA korjaa osan silmukointivirheestd, todenndkdisesti
ANO7:n 1s77559646-variantin virheellinen silmukointi johtuu myos osittain Ul-snRNA:n

komplementaarisuuden heikkenemisesti 5'-silmukointikohdassa.
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4.1.2 ANOQO7:n villityypin oikean silmukoinnin huonontaminen

ANO7:m 1577559646-variantin silmukointivirheen korjaamisen liséksi tarkasteltiin ANO7:n
villityypin eksonin 4 oikean silmukoinnin huonontamista, jotta saataisiin parempi késitys
snRNA:iden toiminnasta. ANO7:n villityypilld on 5’-silmukointialueella G-alleeli intronin 4
kohdassa +5 (Wahlstrom ym., 2022). ANO7:n villityypin komplementaarisuus Ul-snRNA:n ja
U6-snRNA:n kanssa 5'-silmukointikohdassa on rs77559646-variantin komplementaarisuutta

parempi, miké johtaa oikeaan silmukointiin.

Minigeenien silmukointianalyysilld havaittiin, ettdi muokatut spliseosomaaliset Ul- ja U6-
snRNA:t eivdt huononna ANO7:n villityypin oikeaa silmukointia. Ainoastaan toisen
transfektion yhdelld mutaatiolla muokattu Ul-snRNA vaikutti huonontavan vdahin ANO7:n
villityypin silmukointia. Tdma voi johtua esimerkiksi siitd, ettd kyseisessd transfektiossa
muokattua Ul-snRNA-plasmidia lisdttiin  ANO7:n villityyppiplasmidia moninkertaisesti
enemmin. Muuten silmukoinnin huonontamista ei havaittu, kun snRNA-plasmidien ja ANO7:n
villityyppiplasmidin ~ suhde oli  sama. Talloin tulos johtuu todennékdisesti
komplementaarisuudesta, silld muokatessa U1- ja U6-snRNA:ita komplementaarisuus ANO7:n

villityypin 5'-silmukointikohdan kanssa pysyy samana tai huononee.

Neljannen transfektion yhdessé kisittelyssa (ANO7 WT + Ul mut 2 + U6 mut 1) fragmentit
ndkyividt heikommin ja fragmenttien voimakkuuksien tasot jdivit muita késittelyitd
matalammaksi. Verratessa kyseisen késittelyn fragmenttien suhteellisia voimakkuuksia
villityyppikasittelyyn ndytti silté, ettd késittely voisi huonontaa silmukointia hieman. Kuitenkin

tama tulos on todenndkdisesti vadristynyt heikommin nakyvien fragmenttien vuoksi.

4.2 Tutkimuksen virheldhteet ja rajoitteet

Vaikka tutkimus onnistui kokonaisuudessaan hyvin, on siind muutamia virheldhteitd. Yksi
virheldhde on transfektiotehokkuus, silld transfektiotehokkuus vaihteli hieman kierroksien
vililla. Toinen virheldhde on RNA:n eristimisen onnistuminen minigeenien
silmukointianalyysissd. RNA-niytteistd suurimmalla osalla oli hyvéd puhtausarvo. Muutaman
ndytteen laatu oli heikompi johtuen todenndkdisesti faasierotuksen herkkyydestd eli fenoli-
kloroformifaasiin jddmistd tai riittdmdttoméstd pesuvaiheesta. Yhden silmukoinnin

huonontamisen kisittelyn (ANO7 WT + Ul mut 2 + U6 mut 1) fragmentit ndkyiviat muita
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késittelyitd heikommin agaroosigeelilld. Tdhdn on voinut vaikuttaa edelld mainitsemat syyt tai
esimerkiksi hdirid PCR:ssd tuntemattomasta syystd. Osa kayttdmistdni reagensseista oli

vanhentuneita, milld on voinut olla my0s vaikutusta.

Minigeenien silmukointianalyysi toistettiin kolme kertaa tarkastellessa ANO7:n rs77559646-
variantin  silmukoinnin korjaamista ja vain kerran tarkastellessa ANO7:n villityypin
silmukoinnin huonontamista resurssikohtaisista syistd. Kolmella toistolla saatiin merkitsevid
tuloksia, mutta toistoméardé kasvattamalla tilastollista tehoa saataisiin vield lisdttyd. Joidenkin
toistojen valilld esiintyi suurehkoja keskihajontoja, kuten villityyppikasittelyn (ANO7 WT + U1
WT + U6 WT) kohdalla. Keskiarvon keskivirhe pienenisi toistoja liséttdessd. ANO7:n
villityypin silmukoinnin huonontamisesta ei tehty toistoja, koska silmukoinnin huonontumista
el havaittu minkaén kasittelyn kohdalla. Ajateltiin, ettd olisi turhaa kayttdi resursseja ja aikaa
toistokierroksiin. Vaikka tulos oli selvé, olisi toistoja lisddmalla voitu tulos varmentaa vield

tilastollisesti.

Yksi virheldhde liittyy tuloksien analysointiin ImageJ-ohjelmalla. Silmukointianalyysin
fragmenttien voimakkuuksien tulkintaan vaikuttaa muun muassa manuaalinen fragmenttien
rajaus ja agaroosigeelikuvien asetukset, kuten valotus ja kontrasti. Vertailuun valittiin
mahdollisimman samankaltaiset kuvat ja fragmentit rajattiin mahdollisimman tarkasti.
Tilastolliseksi testiksi valikoitui yksisuuntainen varianssianalyysi (One-Way ANOVA) ja
Dunnetin (post hoc) -testi, koska haluttiin verrata varianttikésittelyd (ANO7 rs77559646 + U1
WT + U6 WT) kaikkiin muihin késittelythin. Dunnetin-testin antamat merkitsevyydet
vaikuttavat jarkeviltd, mutta késittelyryhmien keskihajonnat erosivat jonkin verran toisistaan,

mika voi vaikuttaa testin merkittidvien erojen havaitsemiseen.

Tutkimuksen rajoitteet liittyvat 1dhinné in vitro -toteutukseen COS-7-soluilla ja menetelmén
turvallisuuden arviointiin. Ei ole tiyttd varmuutta, toimisiko tutkimus samalla tavalla
esimerkiksi 22Rvl-solulinjassa. 22Rv1 on ihmisen eturauhaskarsinooma-solulinja, jossa
ANO7:n 1s77559646-variantti esiintyy luonnostaan. Siirryttdessé in vivo -tutkimukseen tulisi
menetelmdd arvioida turvallisuuden puolesta ja varmistaa, ettei Ul- ja U6-snRNA:iden
muokkaaminen hiiritse kohteen ulkopuolisten esiaste-RNA:iden silmukointia (engl. off-target

pre-mRNA splicing) (Schmid ym., 2013).
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Kohteen ulkopuoliset vaikutukset ovat mahdollisia erityisesti muokattujen Ul-snRNA:iden
kohdalla, joissa on yksi emdsmuutos luonnolliseen Ul-snRNA:han verrattaessa. Talloin
muokattu Ul-snRNA voi olla liian samankaltainen luonnollisen Ul-snRNA:n kanssa, jolloin
se saattaa aktivoida normaalisti piilevid 5’-silmukointikohtia (engl. cryptic 5’ splice site), mika
voi johtaa poikkeavaan silmukointiin ei halutuissa geeneissi. Téllaisia sivuvaikutuksia voi olla
vaikeaa ennustaa. Ratkaisuna olisi esimerkiksi eksonispesifisen U1-snRNA:n suunnittelu (engl.
exon-specific Ul snRNA, ExSpeUl). Eksonispesifinen Ul-snRNA ei sitoudu suoraan 5'-
silmukointikohtaan, vaan alavirran introniin, joka on yhteydessi spesifiin eksoniin. (Pinotti

ym., 2011).

4.3 Jatkotutkimusaiheet

Tutkielmassa tutkittiin ANO7:n rs77559646-variantin silmukointivirheen korjaamista in vitro -
tasolla COS-7-soluilla. Seuraava vaihe olisi plasmidien vienti ihmisen eturauhaskarsinooma-
solulinjaan 22Rvl1, jotta ndhtdisiin, onko muokattujen Ul- ja U6-snRNA:iden vaikutus sama
kuin tdssd tutkimuksessa. On mahdollista, ettd muokatut U1- ja U6-snRNA:t kdyttiytyisivét eri
tavalla ihmisen solulinjassa, eikd samoja vaikutuksia vélttimittd havaittaisi. Siirryttdessi
thmisen solulinjaan tulee arvioida menetelméan turvallisuus, erityisesti kohteen ulkopuolisen

esiaste-RNA :n silmukoinnin mahdollisuus.

Kun menetelmin toimivuus ja turvallisuus olisi arvioitu 22Rvl-solulinjassa, voitaisiin
paremmin arvioida, olisiko menetelmdd mahdollista kéayttdd tulevaisuudessa ANO7:n
1s77559646-variantin silmukointivirheen korjaamiseen tai voisiko muokattuja Ul-snRNA:ita
hyddyntdd aggressiivisen eturauhassyovén hoidossa. Lisédksi tarvittaisiin enemman tutkimusta,
jotta silmukointivirhe voitaisiin korjata kokonaan. ANO7:n rs77559646-varianttia esiintyy 9,4
%:1la tutkituista suomalaisista kastraatioresistenteistd eturauhassyOpdpotilaista (Kaikkonen
ym., 2018). Tulisikin arvioida tarkasti, onko variantti tarpeeksi yleinen, ettd sithen kannattaisi

kehittdd kohdennettua geeniterapiaa.
Aggressiivisen eturauhassyovin alttiusgeenit, kuten ANO?7-geeni, eivit ole télld hetkelld laajasti

kliinisessd kédytossd biomarkkerina tai geenitestin kohteena. Tutkielman tulos vahvistaa

ndkemysti siitd, ettd ANO7-geeni tai rs77559646-variantti voisivat soveltua tulevaisuudessa
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biomarkkereiksi. Kuitenkin lisdd tutkimusta tarvitaan, jotta ANO7-geenin ja rs77559646-

variantin toimintamekanismit eturauhassydvissid ymmarrettdisiin kokonaan.
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Kiitokset

Haluaisin  ldmpimaésti  kiittdd Johanna Schleutkeria mielenkiintoisen gradupaikan
mahdollistamisesta Genetic cancer predisposition -tutkimusryhmissi eturauhassydvin parissa
ja asiantuntevasta ohjauksesta. Erityiskiitos ohjaajalleni Christoffer Lofille johdonmukaisesta
ja kattavasta ohjauksesta koko graduprosessini ajan. Laboratoriotydskentelyyn saamani ohjaus
ja kirjoitusprosessin aikaiset neuvot olivat korvaamattomia ja auttoivat minua kehittymééin
tutkimuksen tekemisessd. Lisdksi haluan kiittdd muita tutkimusryhmin jasenid, jotka ovat
auttaneet graduprosessini aikana. Pédivi Onkamoa kiitdn ohjauksesta biologian laitoksen

puolelta. Lopuksi haluan kiittdd perhettéini ja ystdvidni kannustuksesta ja saamastani tuesta.
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Liitteet

Liite 1 — Ul mut 2 -plasmidin alukkeiden suunnittelussa kdytetty templaatti-DNA:n sekvenssi

Templaatti-DNA:n sekvenssi (keltaisella) oli perdisin Ul mut 1 -plasmidista. Punaisella kohta, johon
mutaatio (T > G) sijoittui. Kuva tuotettu SnapGene Viewer -ohjelmalla.

T 10 T 20 L 30| L 40| T sol T ol T 70!

BgIII
|6CAGAGGCCCAAGATCTCATAT|TITACCTGGCAGGGGAGATACCATGATCACGAAGGTGGTTTTCCCAGGG
L 1 L L L L 1 L L L L 1 L 1

T ] T T T ] T 1 ' T L] 1 L 1 490
CGTCTCCGGGTTCTAGAGTATAAATGGACCGTCCCCTCTATGGTACTAGTGCTTCCACCAAAAGGGTCCC

e e
|
Mut

BspEI
CGAGGCTTATCCATTGCACTCCGGATGTGCTGACCCCTGCGATTTCCCCAAATGTGGGAAACTCGACTGC
1 L
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T T T T T T T T T T T T T T 560
GCTCCGAATAGGTAACGTGAGGCCTACACGACTGGGGACGCTAAAGGGGTTTACACCCTTTGAGCTGACG

ATAATTTGTGGTAGTGGGGGACTGCGTTCGCGCTTTCCCCTGCTGCAGTCTGGAGTTTCAAAAGTAGACT
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TATTAAACACCATCACCCCCTGACGCAAGCGCGAAAGGGGACGACGTCAGACCTCAAAGTTTTCATCTGA
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Liite 2 — Plasmidien alukkeet

Ul mutZ F: 5' CCAAGATCTCATATGTACCTGGCAGGGG 3'

Ul mutZ R: 5' CCCCTGCCAGGTACATATGAGATCTTGG 3'

pGeneClip F: 5' CTGCAGTCTGGAGTTTCAAAAG 3'

pGeneClip R: 5’ GAGATCTTGGGCCTCTGC 3'

U6_pGenClip InF_F: 5' GAGGCCCAAGATCTCGTGCTCGCTTCGGCAGCA 3’

U6_pGeneClip_ InF R: 5’ AACTCCAGACTGCAGAAAAATATGGAACGCTTCACGAA 3’

Ubmutl F: 5" CTAAAATTGGAACGATATAGAGAAGATTAGCATGG 3'

Ubmutl R: 5' CCATGCTAATCTTCTCTATATCGTTCCAATTTTAG 3'

Ubmut2 F: 5" CTAAAATTGGAACGATATGGAGAAGATTAGCATGGCC 3’

Ubmut2 R: 5" GGCCATGCTAATCTTCTCCATATCGTTCCAATTTTAG 3'
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Liite 3 — U6 WT -insertin kloonaus vektoriin

Vektori (pGeneClip) poisti Ul mut 1 -sekvenssin ja insertti (U6 _pGeneClip_InF) liitti U6 WT -
sekvenssin (keltaisella). Vektori ja insertti menivét osittain padllekkéin. Kuva tuotettu SnapGene Viewer

-ohjelmalla.
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AGTTTTCATCTGACCCGCCGGCGTAGCTACAATTGGAGCTCCTCGAGGGTTGCGCAACCTACGTATCGAACTCATAAGAT
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