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Glioomat ovat eraita aggressiivisimmista ja tappavimmista aivosyovista. Niiden aggressiivisuudesta
ja tappavuudesta kielii se, ettd tyypillisesti potilaat selviavat vain 15 kuukautta diagnoosin jalkeen.
Taman vuoksi on erityisen tarkedd I16ytda niihin mahdollisimman tehokkaita hoitoja.
Isositraattidehydrogenaasi (IDH) toimii normaalisti sitruunahappokierrossa entsyymind a-
ketoglutaraattia tuottavassa reaktiossa. IDH:n mutaatioilla on kuitenkin todettu yhteyksia kasvaimen
immuunijarjestelman toimintaan glioomissa. On myos todettu, ettd mutaatio glioomissa tapahtuu jo
syovan alkuvaiheessa niin kutsutuissa syévan kantasoluissa. On todettu myés, etta glioomista IDH-
villityypin gliooma, eli ei mutatoitunut muoto on kaikista tappavin.

Tama tyon tarkoituksena on selvittdd IDH-mutaation vaikutuksia gliooman ja sen ympariston
immuunijarjestelmaan ihmisessa. Kyseessa on R-ohjelmakielen avulla tehty ekspressioanalyysi
jossa vertaillaan kolmea eri ryhmaa keskenaan. Ensimmainen ryhma on IDH-villityyppi, toinen IDH-
mutaatio yhdistettynd 1p/19q deleetioon, ja kolmas IDH-mutaatio ilman 1p/19q deleetiota.
Analyysissa kaytetty data on peraisin The Cancer Genome Atlas —projektista. Dataa on niin
alemmilta glioomaluokituksilta kuin myds korkeamman tason glioblastoomista. Ensin ryhmista
etsittiin ne geenit, joilla ekspressioero on tarpeeksi suuri. Tdman jalkeen tarpeeksi suuren ryhmien
valisen ekspressioeron saaneiden geenien tilastollinen merkittdvyys varmistettiin t-testin avulla.
Lopuksi naitd geeniryhmia analysoitin KEGG-reittianalyysin ja Gene Ontology —annotaatioiden
avulla. Merkittavimpana havaintona voidaan pitda interferoni (IFN)-y:n signaloimana tuotettavien
kemokiinien vahenemista niissa ryhmissa, joissa oli IDH-mutaatio. Téma kemokiinien vaheneminen
johtaa siihen, ettd CD8+ tappaja-T-solut eivat paase tunkeutumaan syopakudokseen yhta hyvin.
Analyysissa tuli myos esille luokan Il MHC-kompleksin ekspression muutos. Se ilmeni ekspression
pienemiseksi IDH-mutatoituneissa kasvaimissa. Kun luokan Il MHC-kompleksien maara laskee,
laskee my6s CD4+ auttaja-T-solujen maara. IDH-mutatoituneissa sydvissa siis seka CD8+ tappaja-
T-solujen, ettd CD4+ auttaja-T-solujen maara laskee, heikentden kudoksen immuunijarjestelman
toimintaa.

Avainsanat: Isositraattidehydrogenaasi, mutaatio, gliooma, sydpa, ekspressioanalyysi, immuunijarjestelma

Taman julkaisun alkuperaisyys on tarkastettu Turnitin OriginalityCheck —ohjelmalla.
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1. JOHDANTO

Glioomat ovat eraita yleisimmista ja tappavimmista aivosyovista (Hartmann ym. 2010, Bleeker ym.
2012). Glioomat, ja erityisesti glioblastoomat, ovat aivosydvistd kaikkein aggressiivisimpia. Niiden
aggressiivisuudesta kertoo paljon se, ettda mediaani selviytymisaika potilailla diagnoosin jalkeen on
15 kuukautta (Bleeker ym. 2012). Ne jaotellaan WHO:n mukaan tasoihin I-1V niiden histologisten ja
molekulaaristen piirteiden perusteella. Tason | kasvaimiin lukeutuu mm. pilosyyttiset astrosytoomat,
tason Il kasvaimiin mm. oligodendroglioomat, tason lll kasvaimiin mm. anaplastiset oligodendro-
glioomat ja tason IV kasvaimiin glioblastoomat. Eri glioomia voidaan tunnistaa erilaisten molekulaa-
risten markkereiden perusteella. Eras niistd on 1p/19q deleetio yhdistettyna mutaatioon, joka toimii
markkerina oligodendroglioomalle. Tassa tutkimuksessa eraana ryhmana ovat ne naytteet, joista tuo
deleetio yhdistettyna mutaatioon 16ytyy. Kuitenkin eri glioomatyypit, kuten oligodendroglioomat voi-
vat kuulua markkereidensa perusteella eri tasoille (Louis ym. 2016). Esimerkiksi siina, missad anap-
lastiset oligodendroglioomat kuuluvat tason Ill kasvaimiin, kuuluvat tavalliset oligodendroglioomat

tasolle Il.

Isositraattidehydrogenaasi (IDH) puolestaan toimii sitruunahappokierrossa entsyymina isositraatin
o-ketoglutaraattia tuottavassa reaktiossa. IDH:lla on useampi isoformi, mutta niista vain IDH1:n ja
IDH2:n mutaatiot on todettu yleisiksi glioomissa. Useimmissa tapaukissa mutatoituneena on IDH1:n
132. aminohappo tai analoginen IDH2:n R172 aminohappo (Yan ym. 2009). Nama mutaatiot tapah-
tuvat usein jo syovan alkuvaiheessa, silla ne ovat havaittavissa seka tason Il etta 1l glioomissa (Yan

ym. 2009) jotka muuten eroavat toisistaan.

Naita kahta yhdistavana tekijana toimii se, etta IDH:lla ja sen mutaatiolla glioblastoomissa on todettu
yhteyksia immuunijarjestelmaan (Kohanbash ym. 2017). Immuunijarjestelma vaikuttaa syévan le-
vidmiseen, silld usein immuunijarjestelma tuhoaa tunnistamansa sydpasolut. Siispa immuunijarjes-

telman puutokset voidaan yhdistda suurempaan sydpariskiin (Schreiber ym. 2011).

Tassa tutkimuksessa lahtdaineistona oli The Cancer Genome Atlas (TCGA) —projektista peraisin
oleva ekspressiodata, jota tutkimalla selvitettiin, onko jonkin proteiinin tuotanto kasvanut vai vahen-
tynyt IDH-mutaation seurauksena. Datasta 10ytyy tason Il ja Il glioomien, seka tason IV glioblas-
toomien ekspressioita. Data on tuotettu koko genomin laajuisella transkriptomin, eli kaikkien solun
sen hetkisten mMRNA molekyylien sekvensoinnilla. Ennen ekspressioanalyysia datalle tehdaan seu-
raavia tyovaiheita. Ensimmaisena sekvensointidatasta maaritetdan eri tavoin silmukoituneet RNA-
sekvenssit. Tama tehdaan vertaamalla sekvensointidataa valittuun referenssigenomiin. Nain saa-
duista geenien lukemista maaritetaan seuraavaksi RNA-ekspressiotasot. Ekspressiotasojen maarit-

tdmisen jalkeen data vield normalisoidaan haluttuun muotoon. Jokaisessa tyOvaiheessa on monia



eri tapoja ja vaihtoehtoisia menetelmia, jotka tuottavat keskenaan erilaista dataa. Tassa tutkimuk-

sessa kayteylle datalle tehdyt tydvaiheet on esitelty luvussa 2.1.

2. MATERIAALIT JA MENETELMAT

Tassa luvussa on esitetty materiaalille tehdyt tyOvaiheet alalukuihin jaettuna. Materiaalien alkupera
ja ennen tata tutkimusta tehdyt tydvaiheet on esitetty yleisesti johdannossa, mutta tédssa kaytetyt

menetelmat esitellaan tarkemmin.

2.1 TCGA datamatriisi

Ennen tata tutkimusta aineistolle on tehty seuraavat tyévaiheet

(https://docs.gdc.cancer.gov/Data/Bioinformatics Pipelines/Expression mRNA Pipeline/,

4.4.2020). Ensimmaisena koko genomin laajuisesta transkriptomin sekvensoinnista saatu data on
kaannetty FASTQ-muotoon, jonka jalkeen siitd on eroteltu eri tavoin silmukoituneet RNA-sekvenssit
vertaamalla niitd GRCh38 referenssigenomiin. Taman jalkeen geenien lukemista on maaritetty
RNA:n ekspressiotasot HT-Seqg-Count:ia apuna kayttden. Lopuksi, jotta data on kaytettavaa, on se
normalisoitu. Tassa analyy-sissd data on TPM (transcripts per million) -normalisoitua. Naita

menetelmia kayttaen data on siis saatettu tassa analyysissa kaytettavaan muotoon.

Tassa tutkimuksessa suurin osa tyosta on tehty R-ohjelmalla kayttaen sen peruspaketteja ja Matrix
Tests -pakettia. Datamatriisissa on 57 133 geenin ekspressioarvot yhteensa 507 eri naytteesta.
Naytteista 204 kpl oli IDH-villityyppi (IDH-WT) —naytteita, 111 kpl IDH mutaatio yhdistettyna delee-
tioon (IDH-CD) —naytteita ja 192 kpl IDH-mutaatio ilman deleetiota (IDH-NCD) —naytteita. Datalle ol
my0s taulukko, josta selvisi naytteen koodilla se, mihin naista ryhmista data kuuluu. Naytteista 150
kpl oli GBM naytteita ja 357kpl LGG naytteitd. LGG data on tason Il ja Il glioomien dataa, ja GBM
puolestaan tason IV (glioblastoomien dataa. Data on ladattu joulukuussa 2019

(https://portal.gdc.cancer.gov/repository, 18.4.2020).

2.2 Alkutestaus

Jotta saataisiin selville, onko TPM-normalisoitu data tdhan analyysiin sopivaa, suoritettiin sille seu-
raavat alkutestaukset. Aluksi kaikki naytteiden arvot muutettiin ensin niiden kymmenkantaiseen lo-
garitmimuotoon. Sitten data jaettiin kahteen ryhmaan, naytteisiin 1—-255 ja 256-507, silla kaikkia 507

naytetta ei pystytty laittamaan samaan kuvaajaan muodostuneen vektorin koon vuoksi. Naytteita ja


https://docs.gdc.cancer.gov/Data/Bioinformatics_Pipelines/Expression_mRNA_Pipeline/
https://portal.gdc.cancer.gov/repository

niiden arvojen jakautumista tarkasteltiin myds naytetasolla. Naista ryhmista tehtiin Boxplot-kuvaajat,
joista maaritettiin poikkeamat ja todettiin, onko datan TPM-normalisaatio riittdva, vai pitddkd sille
tehda muutoksia. Mikali merkittavia poikkeamia olisi ollut, olisi dataa pitanyt kasitellda uudestaan, jotta

se olisi oikein normalisoitunutta.

2.3 Tilastollinen testaus

Taman jalkeen alkuperaiset arvot muutettiin niiden kaksikantaisiksi logaritmeiksi. Sitten naytteet ja-
ettiin nilden mutaatiotyypin perusteella uusiin matriiseihin, ensimmaisena ryhmana IDH-WT, toisena
IDH-CD ja kolmantena IDH-NCD. Jokaisesta ryhmasta laskettiin jokaiselle geenille sen ekspression
mediaani. Naita geenien mediaaneja vertailtiin ryhmissa toisiinsa laskemalla niiden valisen eron it-
seisarvo. Ensin vertailu tehtiin ryhmille, joissa mediaanien valinen ero oli yli 1,5. Kuitenkin jotta ver-
tailuun saataisiin enemman geeneja mukaan ja sitd kautta reittejd paremmin nakyviin, vertailtiin
myds ryhmia, joissa mediaanien valinen ero oli yli 1. Nama ryhmien valiset erot vastaavat 2- ja 2,83-
kertaisia ekspressioeroja lineaarisella asteikolla. Saatuja geeniryhmia vertailtiin pareittain t-testien
avulla. Saaduille tuloksille tehtiin Bonferronin korjaukset (p-arvo < 0,0005). Naiden koodit 16ytyvat
liitteista. T-testin ja sen korjauksen avulla saatiin selville ne geenit, joilla on tilastollisesti merkittava
ero kahden vertaillun ryhman valilla. Kaytetty MatrixTests-paketti mahdollisti sarakkeiden valiset t-

testit.

2.4 KEGG ja GO reittianalyysit

Jokaisen ryhman lopulliset geenit eroteltiin muista, ja ryhmille tehtiin rikastusanalyysi Enrichr-verk-
kotyOkalulla (Chen ym. 2013). Enrichr vertailee annettua geenilistaa sen tietokannan geeni- ja pro-
teiinilistoihin. Talla vertailulla saadaan rikastettua nakyviin ne reitit, joihin annetun geenilistan geenit
vaikuttavat. Rikastusanalyysissa geeneja verrattiin normaaliin ihmisen geenitaustaan. Reittianalyy-
sista tutkittiin geenien vaikutuksia Gene Ontology (GO) 2018-annotaatioiden ja KEGG 2019 —reitti-
analyysin avulla. GO-annotaatiot kertovat eri tasoilla sen, mihin ekspressioerot solussa vaikuttavat.
Tasoja on kolme ja ne ovat biologiset prosessit, molekulaariset funktiot ja solun osat. Tassa analyy-
sissa tutkittiin kaikkia kolmea, jotta saataisiin mahdollisimman hyva kuva siitd miksi ja miten ekspres-
sioerot vaikuttavat immuniteettiin. Kuitenkin rikastusanalyysissa osa geeneista jai pois, silla ne tun-
nistettiin pseudogeeneiksi, joille ei tiedetd mitdan funktiota. Siispa ne eivat edes olisi vaikuttaneet
reittianalyysin tuloksiin. Saaduista taulukoista tutkittiin korjattujen p-arvojen ja rikastuneiden geenien
maarien avulla 10ytyyko joukosta immuunijarjestelmaan vaikuttavia tekijoita. Myos rikastuneiden

geenien maara suhteessa kaikkiin reittiin vaikuttaviin geeneihin huomiaitiin.



3. TULOKSET

Materiaalit ja menetelmat —kohdassa esitellyn alkutarkistuksen jalkeen saatujen kuvaajien yhteen-

veto on esitelty kuvissa 1 ja 2. Koska merkittavid poikkeamia ei ollut, voitiin tutkimusta jatkaa dataa

muokkaamatta.
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Kuva 1: Kuvassa on boxplot, joka sisaltda naytteiden
256-507 kymmenkantaisiksi logaritmeiksi muutetut arvot.
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Kuva 2: Kuvassa on boxplot, joka sisaltda naytteiden 1—
255 kymmenkantaisiksi logaritmeiksi muutetut arvot.

Koska data on kymmenkantaisessa logaritmimuodossa, ovat sen arvot siksi erilaisia tydn muihin

kaksikantaisiin arvoihin verrattuna. Tama ei kuitenkaan vaikuta lopputulokseen.

Seuraavassa taulukossa (taulukko 1) on esitetty jokaisen vertailuryhman geenien maara. Taulu-

kossa olevat geenit on jo jaettu niihin kolmeen ryhmaan ja pareihin, joissa niité vertaillaan. Tilastol-

Taulukko 1: Taulukossa on esitetty vertailuryhmien geenien maarat

X kertainen | vertailuryhma geenien
muutos maara

1 CD-NCD 403

1,5 CD-NCD 85

1 WT-CD 3615

1,5 WT-CD 1645

1 WT-NCD 2464

1,5 WT-NCD 985

listen testausten yhteydessa ei yhta-
ka&an geenia jouduttu poistamaan lis-
tasta, silld kaikki alittivat asetetun p-

arvon.



Taulukko 2: Taulukossa on esitetty KEGG-reittien tulokset IDH-WT, IDH-CD ja IDH-NCD
ryhmille, joissa vertailtavien ryhmien vélinen muutos on 1.

Vertailuryhma Reitin nimi p-arvo Korjattu p- Geenien maara

arvo per reitin koko

CD-NCD Complement and 5,13E-07 7,90E-05 11/79
coagulation cascades

CD-NCD Platelet activation 9,26E-04 3,56E-02 9/124

CD-NCD Phagosome 1,05E-03 3,58E-02 10 /152

WT-CD Phagosome 1,12E-08 1,15E-06 57 /152

WT-CD Complement and 6,36E-08 3,27E-06 35/79
coagulation cascades

WT-CD Leukocyte transendothelial 6,67E-06 1,37E-04 40/112
migration

WT-NCD Complement and 1,57E-04 6,92E-03 22/79
coagulation cascades

WT-NCD Phagosome 7,74E-04 2,17E-02 33/152

Kaikissa seuraavissa taulukoissa on esitetty vain suoraan immunologiaan liittyvat reitit. Myés muita
reitteja nousi esille, mutta ne eivat olleet suoraan liitettavissa immunologiaan. Naiden reittien luku-
maara on ilmoitettu taulukon yhteydessa. Taulukoissa nakyy ne reitit, joihin eri tavoin ekspressoitu-
vat geenit vaikuttavat. Taulukoissa nakyy myos reitin p-arvot, seka niiden geenien maara joiden
ekspressio on muuttunut suhteessa kaikkiin reitin geeneihin. Taulukossa 2 on esitetty KEGG-reitti-
analyysin tulokset ryhmille, joissa vertailtavien ryhmien valinen muutos on 1. KEGG-reittianalyysi
antaa tuloksena ne metabolian ja soluprosessien reitit, joihin valikoidut geenit vaikuttavat. Reitteja,
jotka eivat immunologiaan liittyneet ja joiden p-arvo oli alle 0,05 oli WT-CD vertailussa 299 kappa-

letta, WT-NCD vertailussa 293 kpl ja CD-NCD vertailussa 200 kpl.

Taulukko 3: Taulukossa on esitetty KEGG-reittien tulokset IDH-WT, IDH-CD ja IDH-NCD ryhmille,
joissa vertailtavien ryhmien valinen muutos on 1,5.

Vertailuryhma Reitin nimi p-arvo Korjattu p-arvo Geenien
maara per
reitin koko

WT-CD Complement and 2,01E-09 2,07E-07 25/79
coagulation cascades

WT-CD Phagosome 1,77E-08 9,09E-07 35/152

WT-NCD - - - -

CD-NCD | Cytokine-cytokine receptor 3,67E-02 9,41E-01 4/294
interaction

Taulukossa 3 on esitetty KEGG-reittianalyysin tulokset ryhmille, joissa vertailtavien ryhmien valinen
muutos on 1,5. WT-NCD vertailussa ei saatu ollenkaan immunologiaan liittyvia tuloksia, silla reitilla

ei ollut tarpeeksi geeneja. CD-NCD vertailussa reitin p-arvo oli suurempi kuin 0,05, mutta tulos otet-



tiin kuitenkin huomioon ja se on esitetty taulukossa. Reitteja, jotka eivat liity immunologiaan ja joiden
p-arvo jai lilan alhaiseksi, jotta ne olisi otettu varsinaisiin tuloksiin mukaan oli WT-CD vertailussa 279
kappaletta, WT-NCD vertailussa 258 kpl ja CD-NCD vertailussa 90 kpl.

Taulukko 4: Taulukossa on esitetty GO-annotaation biologisten prosessien tulokset IDH-WT,
IDH-CD ja IDH-NCD ryhmille, joissa vertailtavien ryhmien valinen muutos on 1.

Vertailuryhma Reitin nimi p-arvo Korjattu Geenien maara

p-arvo per reitin koko

CD-NCD positive regulation of 9,03E-07  4,61E-03 8/39
phagocytosis (GO:0050766)

CD-NCD positive regulation of myeloid 1,89E-05  2,41E-02 4/9

leukocyte mediated immunity
(G0:0002888)

CD-NCD positive regulation of leukocyte 4,79E-05  4,89E-02 4/11
degranulation (GO:0043302)

CD-NCD positive regulation of apoptotic 5,42E-06  1,38E-02 4/7
cell clearance (G0O:2000427)

WT-CD cytokine-mediated signaling 4,28E-12  1,09E-08 184/633
pathway (GO:0019221)

WT-CD interferon-gamma-mediated 9,49E-12  1,61E-08 38/70
signaling pathway
(G0O:0060333)

WT-CD neutrophil mediated immunity 2,59E-10 3,31E-07 144/487
(G0O:0002446)

WT-CD | neutrophil activation involved in  2,71E-10  2,77E-07 143/483

immune response
(G0:0002283)

WT-CD neutrophil degranulation 2,84E-10 2,41E-07 142/479
(G0O:0043312)

WT-CD cellular response to cytokine 1,18E-08  8,60E-06 131/456
stimulus (GO:0071345)

WT-CD inflammatory response 2,06E-07  9,56E-05 79/252
(G0O:0006954)

WT-CD response to cytokine 2,01E-06  6,82E-04 48/138
(G0:0034097)

WT-NCD cytokine-mediated signaling 3,76E-06  2,40E-03 117/633
pathway (GO:0019221)

WT-NCD cellular response to type | 1,98E-05  1,01E-02 21/65
interferon (GO:0071357)

WT-NCD type | interferon signaling 1,98E-05  9,19E-03 21/65

pathway (GO:0060337)

Taulukossa 4 on esitetty GO-annotaation biologisten prosessien tulokset ryhmille, joissa niiden va-
linen muutos on 1. GO-annotaatio painottuu geeneihin ja niiden tuotteisiin, jonka takia sitd on kay-
tetty tassa analyysissd KEGG-reittianalyysin liséksi. Nain on saatu kattavat tulokset, joiden pohjalta

asiaa tulkita. Taulukosta nakyvat ne biologiset prosessit, joihin geenien on todettu liittyvan. Tulosten
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avulla pystytdan tutkimaan mihin reitteihin IDH-mutaatio vaikuttaa. Reitteja, joiden p-arvo jai liian

alhaiseksi, tai ei liittynyt immunologiaan oli WT-CD vertailussa 4506 kappaletta, WT-NCD vertailussa
4064 kpl ja CD-NCD vertailussa 540 kpl.

Taulukko 5: Taulukossa on esitetty GO-annotaation biologisten prosessien tulokset IDH-
WT, IDH-CD ja IDH-NCD ryhmille, joissa vertailtavien ryhmien valinen muutos on 1,5.

Vertailuryhma Reitin nimi p-arvo Korjattu p- Geenien maara

arvo per reitin koko

WT-CD platelet degranulation 5,60E-08 7,14E-05 30/124
(G0:0002576)

WT-CD | cytokine-mediated signaling 1,02E-07 1,04E-04 91/633
pathway (GO:0019221)

WT-CD neutrophil degranulation 1,96E-07 1,67E-04 73/479
(G0:0043312)

WT-CD neutrophil activation 2,73E-07 1,99E-04 73/483
involved in immune
response (G0O:0002283)

WT-CD | interferon-gamma-mediated 5,28E-07 2,69E-04 20/70
signaling pathway
(G0:0060333)

WT-CD cellular response to  1,14E-06 5,28E-04 68/456
cytokine stimulus
(G0O:0071345)

WT-NCD | cytokine-mediated signaling 8,34E-06 6,08E-03 57/633
pathway (GO:0019221)

CD-NCD positive regulation of toll- 2,52E-02 1,00E+00 1/6

like receptor 3 signaling
pathway (GO:0034141)

Taulukossa 5 on esitetty GO-annotaation biologisten prosessien tulokset ryhmille, joissa niiden va-

linen muutos on 1,5. Koska valikoituneet geenit oli tiukemmin rajattu, oli reitteja kaiken kaikkiaan

myds huomattavasti vdhemman. Kuitenkin kaikista pareista 16ytyi tuloksia, joten reitti ei ollut lilan

tiukasti rajattu. Rajaus auttoi 16ytdmaan joukosta helpommin ne reitit, joilla ero ekspressiossa on

suurempi, joskaan tdma ei aina korreloi biologisen merkittadvyyden kanssa. Reitteja, jotka eivat joko

littyneet immuunijarjestelmaan tai joilla ei ollut tarpeeksi suuri p-arvo oli WT-CD vertailussa 3575

kappaletta, WT-NCD vertailussa 2899 kpl ja CD-NCD vertailussa 543 kpl.

Taulukossa 6 on annettu GO-annotaation molekulaaristen toimintojen tulokset ryhmille, joiden vali-

nen ero on 1. Tulokset kertovat mihin geenit vaikuttavat molekulaarisella tasolla. Siispa IDH-mutaa-

tion seka 1p/19q deleetion vaikutuksia mm. erilaisiin proteiineihin on hyva tutkia myés tdman GO-
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Taulukko 6: Taulukossa on esitetty GO-annotaation molekulaaristen toimintojen tulokset
IDH-WT, IDH-CD ja IDH-NCD ryhmille, joissa vertailtavien ryhmien valinen muutos on 1.

Vertailuryhma Reitin nimi p-arvo Korjattu p- Geenien maara
arvo per reitin koko
CD-NCD G-protein coupled 3,09E-03 3,95E-01 3/15
chemoattractant receptor

activity (GO:0001637)
WT-CD chemokine binding 2,06E-04 2,16E-02 10117
(G0O:0019956)
WT-NCD - - - -

annotaation avulla. WT-NCD vertailussa suoraan immunologiaan liittyvia reitteja ei tullut esiin tiu-
kahkon rajauksen takia. Kaiken kaikkiaan pois jaaneita reitteja oli WT-CD vertailussa 971 kappaletta,
WT-NCD vertailussa 884 kpl ja CD-NCD vertailussa 367 kpl.

Taulukko 7: Taulukossa on esitetty GO-annotaation molekulaaristen toimintojen tulokset
IDH-WT, IDH-CD ja IDH-NCD ryhmille, joissa vertailtavien ryhmien vélinen muutos on 1,5.

Vertailuryhma Reitin nimi p-arvo Korjattu p- Geenien maara
arvo per reitin koko
WT-CD Toll-like receptor binding 3,56E-04 2,73E-02 5/9
(G0:0035325)

WT-NCD - - - -

CD-NCD cytokine receptor binding 2,07E-02 1,00E+00 3/137
(G0O:0005126)

CD-NCD cytokine activity 2,84E-02 1,00E+00 3/155

(GO:0005125)

Taulukossa 7 on annettu GO-annotaation molekulaaristen toimintojen tulokset ryhmille, joiden vali-
nen ero on 1,5. Kuten edellisessa, myodskaan tassa WT-NCD vertailussa suoraan immunologiaan
liittyvia reitteja ei tullut esiin, silla tassa kaytetty rajaus ekspression suhteen oli viela tiukempi. Tama
ei kuitenkaan aina korreloi sen kanssa, ettei sellaisia biologisesti merkittavia reitteja olisi joihin gee-
nin toiminta molekulaarisella tasolla vaikuttaa. Taulukosta pois jaaneita geeneja oli WT-CD vertai-
lussa 716 kappaletta, WT-NCD vertailussa 573 kpl ja CD-NCD vertailussa 141 kpl.
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Taulukko 8: Taulukossa on esitetty GO-annotaation solunsisdisten komponenttien tulokset
IDH-WT, IDH-CD ja IDH-NCD ryhmille, joissa vertailtavien ryhmien valinen muutos on 1.

Vertailuryhma Reitin nimi p-arvo  Korjattu p-  Geenien maara

arvo per reitin koko

CD-NCD tertiary granule ~ 5,08E-04 3,24E-02 11/164
(G0:0070820)

CD-NCD tertiary granule membrane 6,65E-04 3,29E-02 7/73
(G0O:0070821)

CD-NCD | specific granule membrane 2,43E-03 1,08E-01 7/91
(G0O:0035579)

WT-CD tertiary granule 1,63E-05 1,04E-03 52/164
(G0O:0070820)

WT-CD MHC class Il protein 1,69E-04 5,39E-03 9/14
complex (GO:0042613

WT-CD phagocytic vesicle 1,83E-04 5,45E-03 29/83
(G0:0045335)

WT-CD tertiary granule membrane 2,74E-04 7,62E-03 26/73
(G0:0070821)

WT-NCD MHC class Il protein 6,65E-04 2,97E-02 714
complex (GO:0042613

WT-NCD MHC protein complex ~ 3,94E-03 9,77E-02 7/18
(G0O:0042611)

Taulukossa 8 on esitetty tulokset GO-annotaation solunsisaisille komponenteille. Tulokset kertovat
missa osassa solua geenien tuottamat proteiinit toimivat. Taulukon ryhmien valinen ero on 1. Tau-
lukossa esitetyn luokan Il MHC-kompleksin ekspression todettiin olevan korkeampaa IDH-WT tyypin
kasvaimissa IDH-CD ja IDH-NCD tyypin kasvaimiin verrattuna. Taulukosta pienen p-arvon tai immu-
nologiaan liittymattdmyyden takia pois jaaneita reitteja oli WT-CD vertailussa 371 kappaletta, WT-
NCD vertailussa 330 kpl ja CD-NCD vertailussa 134 kpl.

Taulukko 9: Taulukossa on esitetty GO-annotaation solunsisaisten komponenttien tulokset
IDH-WT, IDH-CD ja IDH-NCD ryhmille, joissa vertailtavien ryhmien valinen muutos on 1,5.

Vertailuryhma Reitin nimi p-arvo Korjattu p- Geenien maara

arvo per reitin koko

WT-CD | MHC class Il protein complex  3,94E-06 3,51E-04 8/14
(G0:0042613)

WT-CD MHC protein complex  4,25E-05 1,72E-03 8/18
(G0O:0042611)

WT-NCD | MHC class Il protein complex  3,00E-05 2,68E-03 6/14
(G0O:0042613)

WT-NCD MHC protein complex  1,56E-04 7,75E-03 6/18

(GO:0042611)
CD-NCD - - - -
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Taulukossa 9 on esitetty tulokset GO-annotaation solunsisaisille komponenteille, ja taulukon vertai-
luryhmien valinen ero on 1,5. CD-NCD vertailussa ei suoraan immunologiaan yhdistettavia reitteja
I6ytynyt ollenkaan tiukan rajauksen takia. Tiukka rajaus vaikutti myds muiden vertailuryhmien vahai-
sempiin tuloksiin. Kuitenkin tulosten perusteella voitiin suoraan todeta luokan Il MHC-kompleksin
merkittdvyys. Taulukosta pois jaaneita reitteja oli WT-CD vertailussa 278 kappaletta, WT-NCD ver-
tailussa 221 kpl ja CD-NCD vertailussa 68 kpl.

4. PAATELMAT

4.1 Tulosten oikeellisuus

Naista tuloksista voidaan todeta, etta tilastollinen yhteys syépakudoksen immuunijarjestelman toi-
minnan ja IDH-mutaation valilla 16ytyy. Vaikka GO-annotaation kaikissa ryhmissa suoria yhteyksia
ei 16ytynyt, immuunijarjestelmaan vaikuttaa myos siihen epasuorasti liittyvat asiat, kuten solu-solulii-

tokset ja solun pintaproteiinit.

Alkutarkastuksesta huomataan, ettd merkittavia poikkeamia datassa ei naytetasolla ole. Siispa dataa
on kaytetty sellaisenaan. Data on ryhmissa hieman eri tavoin jakautunutta, silla kuvassa 2 % datasta
on jakautunut Iahemmas nollaa verrattuna kuvaan 1. Kuitenkaan tdma ei sinalldan ole merkittavaa,
silla arvot pysyvat samoissa mittaluokissa. Tuloksiin saattaa kuitenkin vaikuttaa se, etta kaytetty kri-
teeri ekspressiomuutoksille oli hyvin tiukka. TAma nahdaan siita, ettei t-testilla ja sen korjauksella

yksikdan geeni pudonnut aineistosta.

KEGG-reiteiltd saatiin melko erilaiset tulokset niiden ryhmien valilla, joissa mediaanien valinen ero
oli 1 verrattain ryhmaan, joissa ero oli 1,5. Taulukossa 2 WT-CD ja WT-NCD vertailuryhmissa tulok-
set vaikuttavat p-arvojensa ja geenimaariensa puolesta oikeellisilta. CD-NCD vertailuryhman biolo-
gista merkittavyytta voidaan kyseenalaistaa, silla siina eri tavoin ekspressoituneiden geenien maarat
ovat vahaisia reittien kokoihin verrattuna. Fagosomireitilla on ekspressioero vain 10 geenissa, vaikka
reitilld on 152 geenid. Toki, mikali nama geenit ovat kriittisia reitin toiminnan kannalta, voi toiminta
muuttua. Kuitenkin koska alle 10 % reitin geeneista on muuttunut, ei mutaatio tdssa suhteessa valt-
tamatta ole niin merkittava p-arvosta huolimatta. Taulukossa 3 esitetyissa tuloksissa on samaa on-
gelmaa. CD-NCD vertailussa vain korjaamaton p-arvo osuu tilastollisen merkittavyyden piiriin, silla
korjattu p-arvo seka geenien maara molemmat tekevat tuloksen merkittavyydesta oikeastaan melko
epaluotettavan. Koska kyseisessa sytokiini-sytokiini reseptori-interaktioreitissa on 294 geenia, joista

tassa tapauksessa olisi mutatoitunut vain neljd, vaikuttaa tulos melko merkityksettomalta biologisella
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tasolla. WT-NCD vertailusta ei saatu ollenkaan immunologiaan liittyvia tuloksia, joten selkeasti tau-
lukossa 2 esitetyt Komplementti- ja koagulaatiokaskadireitin ja Fagosomireitin geeniekspressioiden
muutos ei ole niin iso, ettad se nakyisi myos toisessa taulukossa. WT-CD vertailun tuloksia taulukossa

3 voidaan kuitenkin myos pitaa oikeellisina p-arvojen ja geenien maarien suhteen.

Mielenkiintoista on, ettd taulukossa 3 nakyvaa sytokiini-sytokiini reseptori interaktioreittia ei nay tau-
lukossa 2. Todennakoista on, ettd koska reitilld on rikastunut vain nelja geenia, ei reitin p-arvo ole
noussut tarpeeksi suureksi, jotta se olisi otettu mukaan taulukkoon 2. GO-annotaation biologisten
reittien tarkastelussa taulukossa 4 esiteltyja vertailuja ja niihin liittyvia reitteja voidaan pitaa tilastolli-
sesti merkittavina korjattujen p-arvojensa ja geenimaariensa puolesta. Kaikkien taulukon tulosten

voidaankin siis olettaa olevan oikeellisia.

Taulukossa 5 miltei kaikki tulokset ovat p-arvojensa puolesta tilastollisesti merkittavia. Kuitenkin CD-
NCD vertailussa esille nousseen Toll reseptori 3:n positiiviseen saatelyyn vaikuttavan reitin korjattu
p-arvo on 1, eli siis ei tilastollisesti merkittava. Kuitenkin tavallinen p-arvo osoittaisi sen olevan tilas-
tollisesti merkittava ja lisaksi reitilla on vain kuusi geenia. Siispa voisi ajatella, etta kun vain kuudesta
geenista yhden toiminta muuttuu, on silla merkitysta reitin kannalta. Puolestaan WT-CD reitilla on
useampi reitti, johon liittyy satoja geeneja (sytokiinisaadelty signalointireitti 633 geenia, neutrofiilien
degranulaatio 479 geenia ja neutrofiilien aktivaatio 483 geenia), jolloin eri tavoin ekspressoituneiden
geenien maaran on oltava myods suurempi. Taman vuoksi koska reiteissa on paljon enemman gee-

neja, joiden ekspressio on muuttunut, joten reittien toiminnan voitaisiin olettaa muuttuneen.

GO-annotaation molekulaaristen reittien suhteen taulukossa 6 CD-NCD vertailussa korjattu p-arvo
ei ole tilastollisesti merkittava. Kuitenkin, koska tavallinen p-arvo olisi tilastollisesti merkittava ja rei-
tilld on vain 15 geenia, joista kolme on mutatoitunut, voisi silld kuitenkin ajatella olevan vaikutusta
kemokiinien toimintaan ja siten immuunijarjestelmaan. Taulukon 7 tulosten biologista merkitysta voi-
daan epailla. Koska vain pienessa osassa geeneja on ekspressioeroja, vain WT-CD vertailun voi-
daan olettaa olevan oikeellinen. CD-NCD vertailuissa molemmat korjatut p-arvot ovat 1 ja yli sadan
geenin reitissa vain kolmen geenin ekspressio on muuttunut. Siispa voidaan ajatella, ettd nama gee-

nit tuskin vaikuttavat reitin toimintaan merkittavasti.

Mita tulee solunsiséisiin komponentteihin, taulukossa 8 olevien CD-NCD vertailun merkitys voidaan
kyseenalaistaa. Vaikka vain spesifisen jyvasen membraaniin vaikuttavan reitin korjattu p-arvo ei ole
tilastollisesti merkittava, ei missdan CD-NCD vertailussa esille tulleessa reitissa ollut paljoa geeneja
suhteessa reitin kokoon. Voidaankin siis olettaa, etteivat CD-NCD vertailun tulokset valttamatta ole
biologisesti merkittavia. Taulukossa 8 olevien WT-CD ja WT-NCD tulosten voidaan kuitenkin olettaa
olevan oikein niin p-arvojen kuin geenien maarien suhteen. Taulukossa 9 on samaa vikaa kuin tau-

lukossa 8. CD-NCD vertailun tulokset tuskin siindkaan ovat biologisesti merkittavia korjatun p-arvon
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ja geenien maaran perusteella. WT-CD vertailussa esille tulleen Toll-reseptorin sitoutumisreitin voi-

daan kuitenkin olettaa olevan oikeellinen p-arvojen ja geenien maaran perusteella.

Tuloksista voidaan myos nahda, ettda KEGG-reitit antoivat paljon yleisemmat ja laajemmat reitit, kun
taas GO-annotaatio spesifimmat. Voidaankin todeta, etta taman tutkimuksen kannalta GO-annotaa-

tiotulokset ovat hyddyllisempia.

4.2 Biologiset merkitykset

IDH-mutaatiolla on todettu yhteys T-soluihin, tarkemmin CD8+ tappaja T-soluihin (Kohanbash ym.
2017). Kuitenkaan tdma yhteys ei nouse tuloksissa suoraan reittina esille. TAma voi johtua siita, ettei
datassa ole mukana siihen vaikuttavia geeneja tai siita, ettei niiden ekspressioero ollut tarpeeksi
suuri, jotta ne olisivat erottuneet mukaan niihin geeneihin, jotka ajettiin rikastusanalyysista lapi. Kui-
tenkin Konanbash ym. ovat tutkimuksessaan todenneet, ettd LGG-tyypin glioomissa IDH-mutaatiot
johtavat matalampaan CD8+ sytotoksisten T-solujen kudoksen infiltraatioon. IDH-mutaatio johtaa
soluissa pienempaan interferoni-y (IFN-y) indusoituvien kemokiinien ekspressioon verrattuna IDH-
WT tapauksiin. IFN-y on tyypin Il interferoni, joka tulehduksen aikana lisdd makrofagien aktivaatiota
sekd HLA 1 ja Il luokkien iimentymista. Tama parantaa antigeenia ilmentavien solujen kykya esitella
vieraita antigeeneja T-soluille. IFN-y voi myds estda Th2-tyyppisten lymfosyyttien proliferaatiota.
IFN-y:n ekspression muutos IDH-WT ja IDH-CD ryhmien valilld voidaankin todeta tdman tutkimuk-

sen tulosten pohjalta. Reitti nakyy taulukoissa 4 ja 5.

Koska ero on noussut esille WT-CD ja WT-NCD vertailuissa, ei 1p/19q deleetion siis pitaisi suuresti
muuttaa tilannetta. Ekspressioeron onkin todettu aiheutuvan IDH-mutaatiosta (Kohanbash ym.
2017). Siksi ekspressioero ei tule CD-NCD ryhmien vertailussa esille. Kyseisten IFN- y:n indusoivien
kemokiinien ekspressio siis laskee sekd CD- ettd NCD-ryhmissa. GO-annotaatiokoodin
(https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0060333, viitattu 28.3.2019) perusteella voidaan tutkia ja

todeta, ettd tama IFN-y:n ekspressiomuutos vaikuttaa myods muihin sen reitin annotaatioihin, jotka

my0s tulevat esille taulukoissa 4 ja 5. Naita reitteja ovat mm. sytokiinisdadelty signalointireitti ja vaste
sytokiineille. INF-y:n lisdksi WT-NCD vertailussa myds tyypin 1 interferonien signalointireitilla on ta-
pahtunut ekspressiomuutos. Tama voisi viitata siihen, etteivat mydskaan IFN-a ja IFN-B signaloi
normaalisti. Syépakasvaimissa kilpailu ravinteista on kovaa, ja tdma vaikuttaa erityisesti siihen,
kuinka paljon solut saavat sokeria kaytettdvakseen. On todettu, ettd kun T-solut eivat saa tarpeeksi
sokeria, eivat ne pysty kunnolla tuottamaan IFN-y:aa (Chang ym. 2015). CD ja NCD ryhmissa todettu
IFN-y —ekspression lasku voidaan siis osittain olettaa johtuvan myés T-solujen sokerin puutoksesta

sydpakasvaimessa IDH-mutaation lisaksi.

Koska IFN-y vaikuttaa osaltaan CD8+ T-solujen toimintaan, vaikuttavat ne myds ihmisen immuu-

nivasteeseen. Tama on todettavissa taulukosta 4, silla siella havaittuna on ekspressioero tulehdus-
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vasteessa IDH-WT ja IDH-CD ryhmien valilla. Esille noussut neutrofiilien aktivaatio viittaa myds im-
munijarjestelman muutokseen. Kuitenkaan IFN-y:n aktivaatio ei selita tata, silla se aktivoi makrofa-

geja, ei neutrofiileja.

Muutoksia ekspressiotasoissa on myés MHC-kompleksin suhteen, kuten taulukoista 7 ja 8 huoma-
taan. IFN-y:n ekspression lasku voi osaltaan johtua siita, ettd luokan | MHC:n ekspressio laskee.
Tasta kielii se, ettd kun naitd ekspressiotasoja keinotekoisesti nostetaan (Szatmari ym. 2006), saa-
daan T-soluja stimuloitua. Tall6in loogisesti luokan | MHC-kompleksien maaran lasku vaikuttaisi T-
solujen vahenemiseen. Kuitenkaan tama ei ole taulukoissa nahtavissa, silla ekspressioerot ovat
MHC luokan Il geeneissa, vaikka muutos ekspressiossa on ilmoitettu koko MHC-kompleksille. Tama
nahdaan siita, ettd kyseessa on samat geenit molemmissa reiteissa ja siita, ettd MHC-kompleksi on
ylaluokkana luokan Il MHC-kompleksille. Luokan Il MHC proteiini toimii yhdessa CD4+ auttaja-T-
solujen kanssa, ei CD8+ tappaja-T-solujen. Auttaja-T-solut mm. erittavat sytokiineja. Siispa taulu-
kossa 4 ja 5 esiintyvat erot sytokiinireiteissa voisivat olla yhteydessa juuri tahan tason || MHC
ekspressioeroon. Hussain ym. (Hussain ym. 2006) tutkimuksessa on osoitettu, ettd kun luokan Il
MHC ekspressio on kasvanut, on CD4+ auttaja T-solujen todettu tunkeutuvan paremmin syopakas-
vaimeen samalla kun CD8+ tappaja-T-solun tunkeutuminen vahenee. Koska tuloksissa todettiin luo-
kan Il MHC-kompleksin olevan korkeammin ekspressoitunut IDH-WT tyypin kasvaimessa, voitaisiin
olettaa, etta IDH-mutaatio vahentaa luokan Il MHC-kompleksien ekpressoitumista, ja siten CD4+
auttaja T-solujen paasya syopakudokseen. Talléin mydskaan muita valkosoluja paikalle houkuttele-
via kemokiineja ei erity. Tama olisi loogista ottaen huomioon, ettd IDH-mutaatio vahentdd myos

CD8+ tappaja T-solujen maaraa IFN-y:n vahenemisen kautta.

Kun kaikkia ryhmia vertaillaan keskenaan, voidaan huomata, etta rikastuneet reitit ovat hyvin erilaisia
vertailtavien ryhmien kesken. Tama osaltaan vahvistaa mm. Berghoffin (Berghoff ym. 2017) huo-
maamaa hypoteesia siitd, etta tulehduksen mikroymparistd vaihtelee sen mukaan, millainen glioman
alatyyppi on kyseessa. Mielenkiintoista kuitenkin on, etta taulukossa 2 kaikissa kolmessa ryhmassa
KEGG-reittien ryhmavertailussa nousi esille komplementti- ja koagulaatiokaskadit. Tastd voidaan
paatella, ettd komplemettijariestelman ekspressio on kaikkien kolmen ryhman valilla eri tasolla —
joissakin se on matalampi kuin toisissa, toisissa korkeampi. Selkein ero nakyy taulukossa 3:
komplementti ja koagulaatiokaskadit ovat antaneet tuloksen vain WT-CD ryhmille. Korkein

ekspressioero I0ytyy siis sielta.

CD-NCD ryhmien valilla tilastollisesti merkittavia ekspressioeroja 10ytyy myeloidisten leukosyyttien
saatelemasta immuniteetista ja leukosyyttien degranulaatiosta. Onkin siis mahdollista sanoa naiden
tulosten perusteella, ettd 1p/19q mutaatio voisi vaikuttaa leukosyyttien toimintaan tulehduksessa.
Myds ei-tilastollisesti merkittavat tulokset, kuten Toll-reseptori 3 signalointiin vaikuttava reitti, voisi

tassa tapauksessa vaikuttaa juuri tuohon leukosyyttien saatelemaan immuniteettiin.
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Yhteenvetona voidaan todeta IDH-mutaatiolla olevan vaikutusta sydpakasvaimen ja sita ympardivan
kudoksen immuunijarjestelmaan. Mutaation on todettu vahentavan IFN-y:n ekspressoitumista, mika
johtaa CD8+ tappaja T-solujen maaran vahenemiseen kudoksessa. Myds luokan || MHC-komplek-
sien maara vahenee IDH-WT tyypin kasvaimeen verrattuna, mika johtaa myos vahaisempaan CD4+
auttaja T-solujen maaraan kudoksessa. Mutaation lisdksi myos syovan mikroymparisto voi vaikuttaa
naiden solujen maaran vahenemiseen, silla sydpakudoksessa kilpailu ravinteista on kovaa. Se miten
1p/19q deleetio vaikuttaa immuunijarjestelmaan ei ole yhta selvaa, mutta tuloksista voidaan todeta

sen vaikuttavan kudoksen tulehdusvasteeseen leukosyyttien toiminnan kautta.
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LITTEET

Koodit

T-testi ja Bonfferonin korjaus. Esimerkkind CD-NCD ryhma, muut vertailut tehty samalla koodilla.

> set.seed (1)
> alpha <- 0.05
> m <- 10000
> N <= 12

> pvals <- replicate (m, {

+ IDHmCD = sample (logIDHmutCoDel, N)

+ IDHmNCD = sample (logIDHmutNonCoDel, N)
+ t.test (IDHmCD, IDHmNCD) $p.value})

> sum(pvals <0.05)

Fold change eli ryhmien vélisten ekspressioerojen selvitys. Esimerkkind CD-NCD vertailu, kaikki

muutkin tehtiin samalla tavalla

> genesCDNCD1l <- which(CD NCD FC > 1)

> rnamesCDNCD <- rownames (1ogWT) [genesCDNCD1 ]

> write.table (rnamesCDNCD, file = "C:/Users/Iida/Desktop/Opiskelu/Kandi/g
enesCDNCD1.txt", sep = "\t")

> genesCDNCD15 <- which (CD_NCD FC > 1.5)
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> rnamesCDNCD <- rownames (1ogWT) [genesCDNCD15]
> write.table (rnamesCDNCD, file = "C:/Users/Iida/Desktop/Opiskelu/Kandi/g
enesCDNCD15.txt", sep = "\t")

MHC-kompleksin ekspressioeron selvitys
> FC2 WTCD <- medianLogWT - medianLogCD

> which (rownames (logWT) == "CD74")

[1] 16721

> which (rownames (logWT) == "HLA-DRB5")
[1] 18153

> which (rownames (logWT) == "HLA-DMB")
[1] 18175

> which (rownames (1logWT) == "HLA-DPB1")
[1] 18183

> which (rownames (1ogWT) == "HLA-DQA1")
[1] 18157

> which (rownames (1ogWT) == "HLA-DPA1")
[1] 18182

> which (rownames (1logWT) == "HLA-DQB1")
[1] 18158

> MHC rownumbs <- c(16721, 18153, 18175, 18183, 18157, 18182, 18158)
> MHC values <- FC2 WTCD[MHC rownumbs]

> MHC values

[1] 2.504225 2.621340 1.940016 2.412654 1.921736 2.745716

[7] 1.850328
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