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Androgeenireseptori, koreguloija, hormoneista riippumaton

Eturauhassy6pd on miesten yleisin syopé teollisuusmaissa. Sen synnyn ja
etenemisen molekylaarisia mekanismeja on tutkittu paljon, mutta selittdvad syyta
ei ole vield 16ydetty. Tassd tydssa tutkittiin androgeenireseptorin koaktivoijan,
CBP:n, geneettisid muutoksia eturauhassydvéssid. Androgeenireseptorin
koaktivoijat edistidvét reseptorin transaktivaatiokykya eri tavoin.

Geenialueen mutaatioita tutkittiin viidestd solulinjasta ja 32 vieraskudossiirteesta
kayttamalld denaturoivaa korkeapaineista nestekromatografiaa (DHPLC) ja
sekvensointia. Geenikopioluvun muutoksia tutkittiin fluoresoivalla in situ -
hybridisaatiolla (FISH) samoista solulinjoista ja 12 vieraskudossiirteestd. CBP-
geenialueen mutaatioita ei todettu yhdessdkaan tutkituista naytteista.
Vieraskudossiirteissd ei ollut myoskaidn geenikopioluvun muutoksia. Kolmessa
solulinjassa todettiin geenialueen kopiolukuméirdn muutos: DU145 soluissa oli
kromosomi 16:n, jossa CBP geeni sijaitsee, trisomia; LNCaP- sekd LAPC4-
solulinjoissa oli tetrasomia.

Naiden tulosten perusteella vaikuttaisi siltd, etti CBP ei ole geneettisesti
muuttunut eturauhassyovassa. Lisdtutkimukset ovat kuitenkin tarpeen, koska
solutasolla on havaittu, ettd CBP:n yliekspressio vaikuttaa syopésolujen
vasteeseen eri hormonihoitoihin.
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1 JOHDANTO

Eturauhassydpé on miesten yleisin sydpétauti teollistuneissa maissa (Jemal ym.
2007). Androgeeneillé eli mieshormoneilla on merkittdva osuus eturauhassydvéin
syntyyn ja etenemiseen. Androgeenireseptori (AR) vilittdd eturauhasen solussa
androgeenivaikutuksen. AR:iin vaikuttavat monet tekijat, jotka voivat joko edistdd
(koaktivoijat) tai estdd (korepressoijat) kohdegeenien aktivaatiota (McKenna ym.
1999). Kokeellisesti on osoitettu, ettd AR:n yliekspressio muuttaa
hormoniriippuvaisen eturauhassyovan hormoneista riippumattomaksi (Porkka &
Visakorpi 2004). Taten on mahdollista, ettd taudin hormonaalisen hoidon aikaisen
uusiutumisen mekanismit liittyisivit AR:n signaloinnin uudelleen

aktivoitumiseen, johon mahdollisesti erilaiset sditelijdt myos vaikuttaisivat.

AR:n aktivaatio on monivaiheinen prosessi, johon tarvitaan seké koaktivoijia ettid
korepressoreja sopivan mikroympériston luomiseksi. Néistd koaktivoijat toimivat
yhteistyodssi reseptorin kanssa muuttamalla niiden transaktivaatio-ominaisuuksia

mm. edistdmilld kromatiinin muokkausta, preinitiaatiokompleksin syntymisti ja

RNA-polymeraasin liikettd. Useita koaktivaattoreita on jo loydetty, néistad

tutkituin on p160/SRC-perhe (McKenna ym. 1999).

CBP (CREB binding protein eli cAMP-response element binding eli CREB:a
sitova proteiini) on yksi ndisté sdételijoistd, joka toimii AR:sté riippuvan
transkription koaktivoijana (Aarnisalo ym. 1998). CBP:n toiminta mm.

mahdollistaa histoniasetyylitransferaasien (HAT) aktiivisuuden, mika johtaa

transkriptioon (Vo & Goodman 2001).

Ihmisilld CBP siitelee solujen erilaistumista, kasvua ja homeostaasia (Kalkhoven
2004). Sita ekspressoidaan monissa soluissa, ja se onkin elintdrked proteiini.
CBP:n mutaation tiedetddn aiheuttavan Rubenstein-Taybi-syndrooman, johon
kuuluu dlyllinen kehitysvammaisuus, tietyt kasvonpiirteet, lyhytkasvuisuus ja
leveit varpaat sekd sormet (Hallam & Boutchouladze 2006). CBP:114 on kriittinen

rooli mm. monissa hermoston kehitykseen vaikuttavissa vaiheissa, ja sen



toimimattomuus onkin yhdistetty mm. ALS:44n, Alzheimerin tautiin ja

Huntingtonin tautiin (Hallam & Boutchouladze 2006).

CBP-geeni sijaitsee kromosomialueella 16p13.3, jossa on havaittu
uudelleenjérjestidytymistd ainakin akuutissa myeliinisessa leukemiassa (Giles ym.
1997). Proteiinissa on monta konservoitunutta aluetta, kuten histoneihin sitoutuva
histidiinirikasta aluetta, CREB:a sitova KIX-domeeni, steroidireseptorien
koaktivaattori-1-interaktiodomeeni (SID) sekd HAT-domeeni (Vo & Goodman
2001, Kalkhoven ym. 2002, Kalkhoven 2004).

p300 on CBP:n rakennehomologi, ja niilld on monia yhteisid toimintoja seka
hyvin sdilynyt, samankaltainen sekvenssi (Sterner & Berger 2000, Vo &
Goodman 2001, Goodman & Smolik 2000). p300, kuten myos CBP, on
isokokoinen asetyylitransferaasi, joka nimensd mukaan séételee ja asetyloi monia
transkriptioon liittyvid proteiineja (Sterner & Berger 2000). Se on interaktiossa
monien promoottoreihin sitoutuvien transkriptiotekijéiden kanssa, joista osa,
esimerkiksi c-Jun, c-Fos ja c-Myb, on liitetty sydvén etenemiseen (Sterner &

Berger 2000).

CBP:n aktiivisuus asetyloi histoneja ja muita transkriptiotekijoitd, kuten
tumareseptoreita, joihin AR:kin kuuluu. Se toimii yhdessd monien muiden
histoniasetyylitransferaasien kanssa (Vo & Goodman 2001, Goodman & Smolik
2000, Kalkhoven 2004, Sadoul ym. 2008). Esimerkiksi hypoksiassa CBP stabiloi
transkriptiokompleksia, johon kuuluvat mm. HIF-1a, STAT3 ja Ref/APE. Tama
saa aikaan VEGF:n (vascular endothelial growth factor) aktiivisuuden nousun,
joka on kuvattu sekd haima- ettd eturauhassyopisoluissa (Kalkhoven 2004, Gray
ym. 2005). Muissakin sydvissd CBP toimii aktiivisesti; se kykenee mm.
sitoutumaan p53:n kanssa, mikéd inhiboi tdtd kasvurajoitegeenid, jonka on havaittu

vaikuttavan useiden kasvainten kasvuun (van Orden ym. 1999).

CBP sitoutuu AR:n LXXLL-motiiviin matalalla affiniteetilla ja lisda sen
aktiivisuutta in vivo ilman androgeenivaikutusta (Heery ym. 2001). Eniten CBP:td
16ytyy eturauhassolujen tumasta, mutta immunohistokemiallisissa tutkimuksissa

myos sytoplasma viérjaytyy lievésti (Comuzzi ym. 2003).



CBP ilmentyy eri vaiheissa eturauhassyovéan kehitystd. Sen ilmenemisessa ei ole
kuitenkaan havaittu muutoksia, jotka korreloisivat syovédn synnyn ja etenemisen
kanssa (Comuzzi ym. 2003, Linja ym. 2004). CBP:ti 16ytyy LNCaP-, PC-3- ja
DU145-soluista, jotka kaikki on eristetty eturauhassydvdn metastaaseista. Sitd on
niin ik&dn hyvénlaatuisessa eturauhasepiteelissi, eturauhasen hyvénlaatuisissa
kasvaimissa, sitd ymparoivéssa stroomassa ja ldhialueen syopasoluissa. (Comuzzi

ym. 2003).

Eturauhassyopéd hoidetaan poistamalla androgeenit verenkierrosta joko
kirurgisella tai hormonaalisella hoidolla. Tdmén on havaittu lisddvin CBP-
proteiinin mairdé eturauhaskasvaimissa, ja on myos havaittu, ettd 80 %
kasvainten tumista on positiivisia CBP-proteiinin suhteen, kun eturauhassydpé on
edennyt hoitojen jilkeen (Comuzzi ym. 2003, Culig ym. 2004).
Yliekspressoimalla CBP:td LNCaP-soluissa on havaittu, ettd nima solut
muuttuvat tavallista aggressiivisemmiksi hydroksiflutamidihoidolla AR:n
aktiivisuuden lisdénnyttyd. Sen sijaan bicalutamidihoito ei vaikuttanut AR:n

aktiivisuuteen CBP:té yliekspressoivissa soluissa (Comuzzi ym. 2003).

Toistaiseksi ei ole julkaistua tietoa siitd, onko CBP geneettisesti muuntunut
eturauhassyovéssd. Tamin vuoksi tissd tydssi selvitettiin CBP:n sekvenssi- ja

kopiolukuméairdn muutoksia eturauhassyovén eri vaiheissa.



2 Aineisto ja menetelmat

2.1 Aineisto

Néytemateriaali koostui eturauhassyOpamalleista (solulinjat ja
vieraskudossiirteet). Solulinjoista tutkittiin seuraavat: LNCaP, PC-3, DU145,
22Rv1 (American Type Culture Collection, ATCC, Rockville, MD, USA), seka
LAPC4 (saatu Prof. C. Sawyersilta, UCLA, Los Angeles, CA, USA). Soluja

kasvatettiin valmistajan suosittelemalla tavalla.

Solujen lisdksi kdytdssd oli 32 eturauhassyovén vieraskudossiirrettd: LuCaP 23.1,
23.8,23.12, 35, 35v, 41, 49, 58, 69, 70, 73, 77, 78, 81, 86.2, 92.1, 93, 96, 105 ja
115 Prof. R. Vessellalta (Univ. Washington, Seattle, WA, USA) ja PC-
vieraskudossiirteet (PC82, 133, 135, 295, 310, 324, 329, 339, 346, 3461, 346B,
346BI ja 374) Prof. W. van Weerdeniltd (Erasmus MC, Rotterdam, Alankomaat).
Vieraskudossiirteet ovat kasvaimista tai niiden metastaaseista saatuja

kudosnéytteitd, joita on kasvatettu kateenkorvattomissa hiirissa.

2.2 Menetelmat

Solulinjoista ja vieraskudossiirteistd eristettiin totaali-RNA TRIZol®-reagenssilla
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) ja Qiagen RNeasy MiniKitia
(Qiagen Inc, Valencia, CA, USA) kéyttden valmistajien ohjeen mukaan. RNA:sta
kadnnettiin cDNA:ta Superscript II Reverse transcriptaasilla ja oligo d(T)



primerilla (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA) valmistajan ohjeen

mukaan.

2.2.1 PCR (polymerase chain reaction)

Mutaatioanalyysia varten koko mRNA:n koodaava alue transkription
aloituskohdasta loppuun monistettiin 22 fragmenttina polymeraasi
ketjureaktiomenetelmilld (PCR, polymerese chain reaction) cDNA:sta Phusion™
High-Fidelity DNA polymeraasientsyymilld (Finnzymes, Espoo, Suomi)
valmistajan ohjeen mukaan solulinjoista ja vieraskudossiirrdnndisista.
Alukesekvenssit ja PCR-reaktioissa kaytetyt alukkeiden kiinnittymislampdtilat
nikyvit taulukossa 1. PCR-kierto toteutettiin seuraavasti: alkudenaturaatio 98 °C
30 s, ja sitd seurasi 35 kierrosta seuraavasti: 98 °C 7 s, 57-59 °C 20 s ja 72 °C 25

s. Loppupidennysvaihe oli vield 5 min 72 °C:ssa.

Alueet, jotka olivat GC-rikkaita monistettiin kdyttdmalld Advantage®-GC
Genomic GC-pakkausta sekd Advantage®-GC Genomic Polymerase Mixid
(Clontech Laboratories, Inc, Mountain view, CA, USA) valmistajan ohjeen

mukaan. Ndmé néytteet menivit suoraan sekvensoitavaksi (taulukko 1).

2.2.2 DHPLC (denaturing high-pressure liquid chromatography)

Geneettisid muutoksia tutkittiin kdyttdmalld denaturoivaa korkeapaineista
nestekromatografiaa (DHPLC). DHPLC-maédéritys perustuu heterodupleksisen
DNA:n (villityypin DNA dupleksina mutatoituneen DNA:n kanssa) erilaiseen
lapikulkuaikaan osittain denaturoivissa olosuhteissa verrattuna vastaavaan
homodupleksiin (Xiao & Oefner 2001). Loytyneet poikkeavuudet tarkistettiin

sekvensoimalla, ja menetelmédd myds validoitiin satunnaisilla sekvensoinneilla.

Mutaatioanalyysi aloitettiin sekoittamalla PCR-tuotteet kontrolli-DNA:n kanssa ja
denaturoimalla niitd 95 °C:ssa 5 minuuttia. Tdmaén jidlkeen ndytteitd viilennettiin
aste minuutissa 65 °C:een, jotta kontrolli- ja ndyte-DNA:t yhdistyisivét
keskendén. DHPLC toteutettiin Agilent 1100 LC HPLC -laitteella (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA), jossa oli Varian CP28353 Helix DNA -pylvés (50
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x 3,0 mm) (Varian, Inc. Palo Alto, CA). Eri fragmenttien sulamislampétila ja
gradientti suunniteltiin Stanford Melt -algoritmin avulla
(http://insertion.stanford.edu/melt.html), ja tarkistettiin empiirisilla kokeilla
(taulukko 1). Néytteet, joiden muoto, kerdysaika tai molemmat poikkesi
normaalista, puhdistettiin kdyttden Qiagen QIAquick PCR-puhdistuspakkausta
(Qiagen Inc. Valencia, CA) tai Montage suodatusjérjestelmaa (Millipore

Corporation, Bedford, MA) valmistajien ohjeen mukaisesti.



TAULUKKO 1. PCR- ja DHPLC-ajojen olosuhteet.

Alukesekvenssit Alukkeen DHPLC-ajon DHPLC-gradientti
kiinnittymislampdétila | lampétila (°C)
O

FR 1 gaatcaacagccgecatctt gctgagtttggctcttttgg 59 sekvensointi

FR 2 atggctgagaacttgctgga actgaggctggccatgttag 57 62 63 57-59 56-68
FR 3 ctcaagggcagccgaaca ggctgtccaaatggacttgt 57 62 63 54-65 53-64
FR 4 cgcaagtcatgaatggatct aaggtgggcaaactgttgac 57 62 63 54-65 53-64
FR 5 caatgggagccactggag ggtttgttggtttcgettgt 57 61 62 56-68 56-68
FR 6 cattggaagaactgcacacg atcaggtgttgggaagatgg 57 61 62 57-69 56-68
FR 7 gccatctagtgcataaactcgt tggttctgtggcagaaactg 57 63 64 53-64 53-64
FR 8 ggtgcacacaccaacaacat gactgaggggtagccacaga 57 63 64 53-64 53-64
FR 9 cagcctcaaaccccagttc tgcecggaaaggtaatgactc 59 62 63 53-64 53-64
FR 10 catgccaaccctagaagcac gaaaggttcggggtctaagg 57 60 61 56-68 56-68
FR 11 ccagacgacaatttcaaagga gtggccggaagaaatgaata 57 61 62 57-69 56-68
FR 12 ggcgtgtgtacatttcttatctgg | cagcettctgggacaggtcat 57 60 61 58-70 58-70
FR 13 caacaagaagaagcccagcea gcttcatcttctggeaggat 57 63 64 57-69 57-69
FR 14 caacgagtgcaagcacca cggtgctgaggtaggagaag 59 63 64 57-69 57-69
FR 15 cttctgcctcaacatcaaacac cacctggctggtaggcttc 57 sekvensointi

FR 16 atggccaccatgaacacc agagcgctgggtgagatg 59 sekvensointi

FR 17 ggtgaacatcaacaacagcat catggcattcaggttctge 57 64 65 57-69 57-69
FR 18 caagtacgtggccaatcag tctgetgcetteatctgetgt 57 64 65 53-64 53-64
FR 19 agacagcacccccaacatc tgaaagggaaaaggtgatge 59 64 65 57-69 57-69
FR 20 ggacacgctagagaagtttgtg | gccggagtcaattcctatca 59 sekvensointi

FR 21 taatgtatcccgataactttgtgatg | tccaaatacaatgttgaaaacage | 59 58 59 54-66 53-65
FR 22 tcatgcaagcgctctaattc caggggatcttaaagaacagaa | 57 54 55 55-67 55-67

11
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2.2.3 Sekvensointi

Kaikki néytteet, joissa ilmeni yliméérdinen tai epdnormaali piikki DHPLC-ajossa,
sekvensoitiin. Suoraa sekvensointia kdytettiin myos fragmenteista, joiden
monistaminen normaalilla PCR:114 oli hankalaa, useimmiten alueen korkean GC-
pitoisuuden vuoksi. Sekvensointi suoritettiin kdyttdmalld BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing -pakkausta (Applied Biosystems, Foster City, CA) ja ABI
PRISM ® 3100 sekvensaattoria (Applied Bisosystems) valmistajan ohjeen

mukaisesti.

2.2.4 FISH (fluoresenssi in situ hybridization)

Geenikopiolukuanalyysissa kaytettiin koettimena lokusspesifistd ihmisen BAC-
kloonia CBP:lle, joka leimattiin nick translaatiolla digoxigenin-dUTP:11d (Roche
Diagnostics). Referenssind kdytettiin kromosomin 16 sentromeerikoetinta, joka
vastaavasti leimattiin FITC-dUTP:114 eli fluorescein-12-dUTP:114 (NEN, Boston
MA). Kaksoisvérihybridisaatio suoritettiin antamalla molempien koettimien

hybridisoitua ndytteeseen samanaikaisesti.

Solulinjoista valmistettiin FISH-analyysié varten interfaasi- ja metafaasilaseja
kisittelemalld soluja colcemidilla (0,05 pg/ml) 2 - 4 tunnin ajan ja kerdmailla
soluja joko késittelyn jilkeen (metafaasilasit) tai kun solut olivat saavuttaneet

konfluenssin (interfaasilasit).

Solulinja-metafaasi- ja interfaasilaseille suoritettiin hybridisaatio denaturoimalla
lasit 2 minuutin ajan 72 °C:ssa denaturaatioliuoksessa (LIITE 1), jonka jilkeen
lasit kuivatettiin nousevassa etanolisarjassa (50 %, 75 % ja 100 % etanoli, 2
minuuttia jokaisessa) ja ilmakuivattiin. Hybridisaatioliuos valmistettiin
seuraavasti:

1 pl Cot-1 DNA (Ing/ul)

0.5 ul FITC-leimattua sentromeerikoetinta

1.5 pl digoksigeniini-leimattua CBP-koetinta

7 Wl Master mixid (LIITE 1)
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Hybridisaatioliuos denaturoitiin, lisdttiin laseille ja annettiin hybridisoitua

kosteassa kammiossa yon yli 37 °C:ssa.

FISH-analyysia varten vieraskudossiirteisté tehtiin 5 um paksuja jadleikkeité.
Vieraskudossiirrdnndislasit fiksoitiin Carnoy-menetelmailld ennen lasien
kuivatusta. Carnoy-liuoksessa on 1:3 metanolia ja etikkahappoa, jossa laseja
pidettiin nousevassa sarjassa, 10 minuuttia kaikissa: 50 %, 75 % ja 2 x 100 %.

Vieraskudossiirteiden hybridisaatio kesti 2 - 3 vuorokautta kosteassa kammiossa.

Hybridisaation jilkeen lasit pestiin seuraavasti: solulinjat: 2 minuuttia 72 °C:ssa
0.4 x SSC/0.3 % NP-40, 1 min huoneenldmpdisessd 2 x SSC/0.1 % NP-40 ja 4 x
SSC 5 min RT. Tdmin jdlkeen lasit esiblokattiin kdyttdmallda 4xSSC/1 % BSA:ta
(bovine serum albumin) 5 minuutin ajan, jonka jélkeen lasit vérjattiin 1:300 anti-
digoksigeeni-rodamiinilla, joka oli laimennettu blokkausliuokseen. Lopuksi lasit
pestiin 3 x 10 min PN-puskurissa (LIITE 1), huuhdeltiin vedessé ja kuivatettiin.
Viimeiseksi laseille lisdttiin tumavéri: 0.1 uM DAPI (4,6-diamidine-2-
phenylindole) ja signaalien heikentymisté estavé liuos (Vectashield, Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA). Vieraskudossiirrdnnéiset pestiin 2 x 5 min
50 -prosenttisessa Formamidi/2 x SSC:ssd 45 °C:ssa, 2 x 5 min 4 x SSC/0.05 -
prosenttisessa Tweenissd RT, ja 5 min 4xSSC:ssd RT ennen blokkausta, jonka

jélkeen ne kisiteltiin samoin kuin solulinjandytteet.

CBP- ja referenssikoettimien signaalit laskettiin kymmenista tumista kdyttden

Olympus BX50 epifluoresessimikroskooppia (Tokio, Japani).
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3 TULOKSET

3.1 Mutaatioanalyysi

Koko CBP:n koodaava alue monistettiin PCR:114 viidesta solulinja- ja 32
vieraskudossiirrendytteesta ja ajettiin lapi DHPLC:std. DHPLC-ajon perusteella
poikkeavan nikdiset ndytteet tutkittiin vield sekvensoimalla. Loppujen lopuksi
ndytteistd ei [0ytynyt yhtddn sekvenssipoikkeamaa, eli ndissd ndytteissd CBP-
geenin koodaavalla alueella ei ole mutaatioita tai polymorfioita (SNP, single

nucleotide polymorphism).

0 i I P I i 7 I I
1 2 El 4 5 [ 7 S El

Kuva 1. Esimerkki DHPLC-ajosta LNCaP-solulinjan CBP-geenin koodaavan
alueen loppupéésti. Ylempi on ajettu lampétilassa 54 °C, alempi 55 °C. Néyte on

homodupleksi, eli normaali.
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1.2 FISH

FISH-analyysill4 tutkittiin CBP:n geenikopioluku viidessid solulinjassa ja 12
LuCaP-kudossiirrdnnéisessd. Solulinjoista 22Rv1 ja PC-3 olivat normaaleja
geenin ja kromosomin 16 lukuméérian suhteen, eli sisélsivét kaksi sentromeerid ja
kaksi lokusspesifistd signaalia. DU145 -soluissa oli sekd geenia ettd kromosomia
3 kpl, LNCaP- sekd LAPC-solulinjoissa molempia oli 4 kpl. LuCaP-

kudossiirrdnndisten CBP-geenikopioluvut olivat kaikki normaaleja.
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4 POHDINTA

CBP on histoniasetyylitransferaasi, jonka kromosomien vilisesti translokaatiosta
johtuva epianormaali toiminta on aikaisemmin liitetty erityisesti leukemiaan (Giles
ym. 1997). My6hemmin on havaittu, ettd CBP sitoutuu my0s
androgeenireseptoriin toimien sen koaktivoijana (Aarnisalo ym. 1998).
Androgeenireseptorin koaktivoijat ovat interaktiossa reseptorin kanssa monilla eri
tavoilla, esimerkiksi muokkaamalla kromatiinia tai vaikuttamalla DNA-
polymeraasin liikkkeeseen. Nami muutokset lisdédvit androgeenireseptorin

transaktivaatiokykyd. (McKenna ym. 1999, Heinlein & Chang 2002).

AR-vilitteinen signalointi uudelleenaktivoituu eturauhassydvén muuttuessa
hormoneista riippumattomaksi, jolloin androgeeniablaatio hoitomuotona ei endéi
toimi (Linja & Visakorpi 2004). Yksi timén aiheuttamista mekanismeista on
AR:n yliekspressio, mutta myds androgeenireseptorin saitelijoilld, eli
koaktivoijilla ja korepressoreilla, saattaa olla vaikutusta eturauhassyovian

etenemiseen (Heinlen & Chang 2002).

CBP:n vaikutusta eturauhassydpéén on tutkittu, mutta suuria muutoksia
ekspressiossa tai toiminnassa ei ole 16ydetty (Comuzzi ym. 2004, Linja ym.
2004). Geenimuutoksia ei kuitenkaan ole aikaisemmin tutkittu. Téssa
tutkimuksessa etsittiin CBP:n sekvenssimuutoksia viidesta
eturauhassyopésolulinjasta ja 32 vieraskudossiirteestd 16ytamétta niistd mitddn
merkittidvisti poikkeavaa. Yleisesti solulinjat ja vieraskudossiirteet on saatu
pitkélle edenneistd, ja kastraatio-resistenteistd kasvaimista, jolloin niihin on
ehtinyt kerddntyd monia geneettisid muutoksia (van Weerden ym. 1996). Néin
ollen oletettavasti CBP:n mutaatioiden ollessa yleisii, niitd 10ytyisi my0s néisti
syopamalleista. Esimerkiksi tutkittaessa SRC1-geenin monistumia em.
solulinjoista, vieraskudossiirteisti ja kliinisistd ndytteista 10ydettiin kahdesta
vieraskudossiirteestd geenimonistuma, mutta tutkituista 47 kliinisestd ndytteestd ei
yhdestékiin 10ytynyt monistumaa (Méki ym. 2006), ja samankaltaisia tuloksia on

saatu muillakin geeneilld (Waltering ym. 2006, Miki ym. 2007). My®ds toisin pdin
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on havaittu, etté jos kasvainndytteistd on l0ytynyt geneettisid muutoksia, samat

muutokset 10ytyvat myds vieraskudossiirteistd (Laitinen ym. 2006).

DHPLC:n herkkyys mutaatioiden suhteen on hyvi, jolloin menetelména se
soveltuu timénkaltaiseen tutkimukseen (Xiao & Oefner 2001). Jo aikaisemmin
menetelmii on validoitu sekvensoimalla osa DHPLC:std normaaleina ulos
tulleista naytteistd (Méki ym. 2006). DHPLC-ajojen liséksi suoritettiin
kontrollisekvensointeja menetelmén varmistamiseksi myos timén tutkimuksen

aikana, eivitka tulokset muuttuneet eri menetelmilla.

CBP- kromosomialueen tutkimiseen solulinjoista ja osasta vieraskudossiirteiti
kaytettiin FISH-menetelmaiai, jossa ei vieraskudossiirteistd saatu poikkeavia
tuloksia. Solulinjoista DU145 néytti 3 kopiota sekd kromosomin 16 sentromeeria
ettdi CPB-lokusta, eli kyseessd on kromosomin trisomia. LNCaP sekd LAPC4
ndyttivat 4 kopiota molemmista, eli kyseessd on tetrasomia. FISH on melko
vaativa menetelma niin toteuttaa kuin tulkitakin. FISH-metodin tuloksia on
verrattu useampiin eri menetelmiin ja todettu sen soveltuvan geenimonistumien

tutkimiseen hyvin (Kallioniemi ym. 1992).

Johtopéitoksend CBP:n geenimuutokset ja geenikopioluvun muutokset ovat
harvinaisia eturauhassyOvéssi. Nayttiisi siltd, ettd CBP:n geneettisilld
muutoksilla ei ole merkittdvéd roolia eturauhassyovén synnyssa ja etenemisessa.
Lisatutkimukset esimerkiksi mRNA- ja proteiinitasolla ovat kuitenkin vield
tarpeen, koska solutasolla on havaittu, ettd CBP:n yliekspressio vaikuttaa

syOpédsolujen vasteeseen eri hormonihoitoihin (Comuzzi ym. 2003).
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LIITE 1.

Kaéytettyjen liuosten teko-ohjeet:

Denaturaatioliuos
700 ml formaldehydii
100 ml 20 x SSC

Taytetddn 1000 ml:aan ja sdddetddn pH 7

Master mix 1.0

1 g dekstraanisulfaattia
5 ml formamidia

1 ml 20 x SSC
Taytetddn 7 ml:ksi ja sdddetddn pH 7

PN-puskuri
0.1 M NaH2P04

0.1 M% NP-40
1) 13.8 g NaH,POy liuotetaan litraksi vedelld
2) 89 g Na,HPOy liuotetaan viideksi litraksi vedelld

2) kohdan liuoksen pH sdddetdan 8:ksi 1) liuoksella, ja tdhén lisdtddn NP-40
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