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ESIPUHE JA KIITOKSET

Tassa raportoitu tutkimus on tehty paaosin Tyoéterveyslaitoksella Helsingissa, ja se on to-
teutettu Tyosuojelurahaston taloudellisella tuella (hankenumero 111100). Tutkimuksen on
suorittanut Ty6éterveyslaitoksen tutkimusryhma yhteistydssa Lyonissa Ranskassa sijaitse-
van WHO:n alaisen Kansainvalisen sydvantutkimuskeskuksen IARC:n tutkimusryhman
kanssa.

Tutkimuksen suorittaneeseen tyéryhméaan ovat kuuluneet Tyodterveyslaitoksen Systeemi-
toksikologian tiimista FT Eeva Kettunen, Dos. Henrik Wolff ja tutkimusprof. Kirsti Husgafvel-
Pursiainen, joka on tutkimuksen vastuullinen johtaja, seka liséksi Dos. Sisko Anttila
(HUSLAB ja Tyoterveyslaitos). Ryhmaan on myo6s kuulunut Dos. Kaisa Salmenkivi
HUSLAB:ista. Systeemitoksikologian tiimista laboratorioanalyyseja ovat tehneet bioanalyy-
tikko Sauli Savukoski seka erikoislaboratoriomestarit Tuula Suitiala ja Paivi Tuominen.

IARC:sta tutkimusryhmaan ovat kuuluneet Dr Hector Hernandez-Vargas ja Dr Zdenko Her-
ceg Section of Mechanisms of Carcinogenesis -yksikén Epigenetics Group -ryhmasta (yksi-
kon ja ryhman johtajana Dr Herceg). Liséksi IARC:ssé tehtyihin laboratorioanalyyseihin ovat
osallistuneet samasta yksikosta oleva Ms Marie-Pierre Cros seka IARC:n Section of Genetics
-yksikén Genetic Cancer Susceptibility Group -ryhmasta Mr Geoffroy Durand ja Dr Florence
Le Calvez-Kelm.

Tutkimus on kohdistunut asbestikuitualtistumiseen liittyvaan keuhkosyopaan ja erityisesti
on tutkittu asbestikeuhkosytvassa esiintyvia DNA-metylaation muutoksia yhtena merkitta-
vana syovan kehittymiseen liittyvana molekyylitason muutoksena. Tutkimuksessa kaytet-
tiin IARC:n kanssa tehtavan yhteistydn kautta saatavilla ollutta uutta perimanlaajuista tek-
nologiaa, jolla voidaan saada edustava kokonaiskuva metylaatiomuutoksista koko geno-
missa (ns. DNA-metylomi). Perimanlaajuisen lahestymisen lisaksi tarked vahvuus tutki-
muksessa oli se, etta siind tydperéisen asbestialtistumisen varmentamisessa voitiin kdyttaa
keuhkokudosnaytteesta tehtyja elektronimikroskooppisia asbestikuitumaarityksia. Kolmas,
erityisesti metylaatiotutkimukseen liittyva vahvuus oli etta tutkimuksen kohteena olevista
tapauksista voitiin tutkia naytteet seké keuhkosydpéakudoksesta ettd normaalista keuhko-
kudoksesta. Nain voitiin osaltaan sulkea pois yksilokohtaista vaihtelua, joka voi olla varsin
merkittdvad DNA:n metyloitumisen muutoksissa. Samalla kuitenkin tdméa valinta vaikutti
siihen, etta tutkittavien tapausten maaraa piti rajoittaa kustannussyista.

Tutkimus onnistui erinomaisesti sekd teknisesti ettd saatujen analyysitulosten osalta. Se
tuotti erittdin suuren maaran uutta analyysitietoa tyoperaiseen asbestialtistumiseen liitty-
vista metylaatiomuutoksista. Tassa raportissa kuvataan saatu valtava tietomaara lahinna
yhteenvedonomaisesti. Tama raportointitapa johtuu siita, etta tuloksia ei ole viela julkaistu
kansainvalisilla tieteellisilla foorumeilla lukuun ottamatta kahta kokousabstraktia, jotka ovat
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raportin liitteend. Kasikirjoitus on valmisteilla. Tutkimuksen rahoittajalle on my®ds toimitettu
yksityiskohtainen englanninkielinen tulosraportti, joka ei ole julkinen.

Kiitamme TyOsuojelurahastoa myonnetysta hankerahoituksesta. KiitAmme myds hankkeen
kansainvalista yhteisty6ta tukenutta Tyoterveyden Edistamisyhdistys ry:ta, jonka myon-
tama apuraha Eeva Kettuselle (myodntdpvm. 19.4.2012) mahdollisti osaltaan tutki-
musjaksot IARC:ssa.

Tekijat
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FOREWORD AND ACKNOWLEDGEMENTS

The research reported here has been mainly carried out at the Finnish Institute of Occupa-
tional Health (FIOH), Helsinki, with financial support received from the Finnish Work Envi-
ronment Fund (FWEF), Helsinki (project no 111100). The study has been conducted in col-
laboration with the International Agency for Research on Cancer (IARC), WHO, Lyon,
France.

The research group at the Systems Toxicology Team has included the FIOH scientists Dr
Eeva Kettunen, PhD; Dr Henrik Wolff, MD PhD, Chief Medical Officer (Pathology), and Re-
search Prof. Kirsti Husgafvel-Pursiainen, PhD, who functions as the head of the project, as
well as Dr Sisko Anttila, MD PhD, Chief Pathologist, HUSLAB, Helsinki University Hospital,
and FIOH. In addition, Dr. Kaisa Salmenkivi, Chief Pathologist, HUSLAB, Helsinki University
Hospital has participated in the study. The laboratory analyses at FIOH have been carried
out by Sauli Savukoski, biomedical laboratory scientist, as well as Tuula Suitiala and Paivi
Tuominen, both chief laboratory technicians.

The scientists involved in the current study at IARC have included Dr Hector Hernandez-
Vargas, MD PhD, and Dr Zdenko Herceg, PhD, from the Epigenetics Group, Section of Mech-
anisms of Carcinogenesis, with Dr. Herceg as the Head of the Section. In addition, Ms Marie-
Pierre Cros, Epigenetics Group, as well as Mr Geoffroy Durand, and Dr Florence Le Calvez-
Kelm, Genetic Cancer Susceptibility Group, Section of Genetics, have been involved in the
study as part of the IARC research group.

The study was focused on lung cancer associated with occupational exposure to asbestos
fibers. In particular, we investigated differential DNA methylation as one important molec-
ular-level mechanism involved in development of asbestos-related lung cancer. The study
applied up-to-date genome-wide technology, available for the study via collaboration with
the IARC group, to examine DNA methylation throughout the whole genome, i.e. to inves-
tigate the so called DNA methylome. In addition to the genome-wide approach, a major
strength of the study was that occupational asbestos exposure of the lung cancer cases
could be confirmed by electron microscopic asbestos fiber counts in the lung tissue. A third
strength, especially relevant for analysis of methylation patterns, was that pairwise samples
of lung tumor tissue and normal lung from same cases were available. This enabled us to
minimize individual variation known to exist for methylation levels. On the other hand, the
design limited the number of samples that could be included in the study, to keep the costs
on acceptable level.

The study was very successful both in terms of technical performance and overall results of
the methylation analyses. The vast datasets received were successfully analyzed with ap-
propriate filtering and data processing tools, and the study provided large numbers of new
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discoveries concerning differential methylated genomic regions and genes in asbestos-re-
lated lung cancer. This report summarizes the main results and methylation patterns ob-
served. We chose not to describe the study and results in more detail, as the work is cur-
rently unpublished and therefore confidential, apart from a two conference abstracts (at-
tached). A manuscript is in preparation. In addition the present report, we have provided
the Finnish Work Environment Fund with a detailed confidential research report.

We gratefully acknowledge the financial support received for the project from the Finnish
Work Environment Fund. The international collaboration in the project was additionally sup-
ported by a grant from Tyo6terveyden Edistamisyhdistys ry (Association for Promotion of
Occupational Health) to Dr Eeva Kettunen (decision dated 19 April, 2012) for a research
period in the IARC.

The authors
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THVISTELMA

Tausta. Asbesti on merkittavin keuhkosytpaa aiheuttava tyoperainen altiste, ja tutkimus-
ten mukaan se aiheuttaa noin 8-20 % kaikista keuhkosy®dpékuolemista riippuen mm. kui-
tutyypista ja altistumisen maarasta. Huolimatta merkittavista kuolleisuusluvuista ja pita-
vasti osoitetusta syy-yhteydesta asbestikuitualtistumiseen tunnetaan asbestisairauksien
syntymekanismit huonosti. Asbestiin liittyvaa keuhkosytpaa tama koskee erityisesti: mole-
kyylitason muutoksia ja sydpakasvuun liittyvia signaalireitteja soluissa tunnetaan tuskin
lainkaan. Tiedon kartuttaminen syntymekanismeista on erittéin tarkeada ja sita tarvitaan
riskinarvioinnissa seké ehkaisevien toimien tueksi. Molekyylitason syntymekanismien sel-
vittdminen auttaa tunnistamaan my6s muihin kuitumaisiin altisteisiin, esimerkkina teolli-
sesti valmistetut kuitumaiset nanohiukkaset, mahdollisesti liittyvad sydpasairastumisriskia
(ns. kuitukarsinogeneesia).

Tutkimus on viimeisten noin 10 vuoden aikana tuonut esiin, ettad perinnéllisten muutosten
lisaksi ns. epigeneettisilla muutoksilla - muutoksilla, jotka vaimentavat normaalia geenitoi-
mintaa muilla mekanismeilla kuin periman pysyvilla muutoksilla - on merkittava rooli syo-
van kehittymisessd. On myos osoitettu, etté epigeneettiset muutokset, erityisesti DNA-me-
tylaation muutokset, ovat keskeisia myos altistumiseen liittyvissa syOvissa. Tutkituin esi-
merkki tastd on DNA-metylaation muutokset tupakointiin liittyvassa keuhkosyévassa. Vii-
meaikoina on saatu viitteitd myds asbestialtistumisen ja metylaatiomuutosten vélisesta yh-
teydesta.

Tavoitteet. Hankkeen tavoitteena oli tutkia DNA-metylaation muutoksia keuhkosy®vassa
kayttamalla uusia, koko perimanlaajuisia menetelmid. Tavoitteena oli tunnistaa genomin-
lagjuisesti sellaisia metylaatiomuutosten kohteena olevia geeneja tai genomialueita, jotka
ovat keskeisia erityisesti asbestialtistumiseen liittyvan keuhkosyovan kehittymisessa. Vii-
mekadessa tutkimus tavoittelee tallaisten metylaatiomuutosten tunnistamista ja karakteri-
sointia niin, etta ne olisivat kaytettavissa ns. biomarkkereina asbestialtistumiseen liittyvalle
keuhkosyovélle.

Tutkimusasetelma, aineisto ja menetelmat. Tutkimuksen tavoitteena oli selvittaa
DNA-metylaation muutoksia keuhkosydvéassa kayttamalla taman hetken perimanlaajuisia
menetelmid (ns. DNA-metylomin tutkiminen). Tutkimus kasitti yhteensé 28 keuhkosyopa-
tapausta, joista 14 oli tydssaan altistunut asbestille ja 14 tapauksella ei ollut tydperaista
asbestialtistumista. Jokaisesta tapauksesta oli tutkittavana seka keuhkosydpakudosta etta
normaalia keuhkokudosta niin, etta naita voitiin verrata pareittain mahdollisen yksildllisen
vaihtelun vahentamiseksi. Liséksi tutkittiin kuudelta muuta keuhkovaivaa kuin syopaa sai-
rastavalta kontrollitapaukselta keuhkokudosnaytteet.
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Tutkittavien tapausten tyOperainen asbestialtistuminen oli arvioitu maarittamalla asbesti-
kuitupitoisuus normaalista keuhkokudoksesta pyyhkaisyelektronimikroskoopilla. Myds ty6-
historiasta ja tupakointitavoista oli tiedot olemassa.

Genominlaajuinen metylaatioanalyysi tehtiin Maailman terveysjarjeston alaisen Kansainva-
lisen sydvantutkimuskeskuksen IARC:n laboratoriossa Lyonissa, jossa Eeva Kettunen oli
vierailevana tutkijana. Tama on osa kansainvalista tutkimusyhteistyétamme IARC:n kanssa
(paayhteistydkumppanit Drs Zdenko Herceg ja Hector Hernandez-Vargas). Koko genomin
kattava DNA-metylaatioanalyysi suoritettiin lllumina Infinium 450K HumanMethylation -
teknologialla, joka hyddyntaa ns. mikrosirutekniikkaa (koettimet kattavat yli 450.000 mah-
dollisesti metylaation kohteena olevaa eri genomin kohtaa [ns. CpG site]. Tekniikan vaati-
mat normalisoinnit ja laadunvarmennusanalyysit suoritettiin ennen metylaatiotulosten jat-
kokasittelya. Mikrosiruanalyysissa tunnistettujen metylaatiomuutosten varmentamisessa
kaytettiin standardiksi muodostunutta bisulfiittikasitellyn DNA-ndytteen pyrosekvenssoin-
tia. Tulosanalysoinnissa kaytettiin kolmea eri strategiaa: Ensimmaisessa tulokset analysoi-
tiin yhta genomikohtaa koskevien muutosten (differentially methylated positions, DMPs)
suhteen seka myos niin, etta tarkasteltavien ryhmien valinen ero metylaatiotasossa oli va-
hintddn 10% (A10% DMP). Toisessa tarkasteltiin metylaatiomuutoksia tietylla genomialu-
eella (differentially methylated regions, DMRs). Kolmas analyysistrategia otti huomioon ns.
suuren vaihtelun metylaatiokohdat (methylation variable positions, MVPs). Saadun analyy-
situlosmassan esikasittely, tilastollinen kasittely ja tulosanalyysit tehtiin perimanlaajuisille
analyyseille kaytettyja menetelmia hyddyntéen. Tilastollisissa analyyseissa ja bioinformaat-
tisessa tulosten kasittelyssa kaytettiin R/Bioconductor —ohjelmistoja ja joitain muita data-
prosessointisovelluksia. DMP-kohtien genomisessa tunnistamisessa kaytettiin HM450K-
mikrosirumenetelman antamia tietoja seka ihmisen genomin referenssitietoja (hg19). Tut-
kimuksella oli tarvittavat eettiset lausunnot ja tutkimusluvat.

Tulokset. Asbestialtistuneiden keuhkosydpatapausten ryhméassa keuhkojen asbestikuitu-
pitoisuudet osoittivat selkeasti tyoperaista altistumista (5,9 - 145 milj. kuitua/gramma kui-
vaa keuhkonaytettd), altistumattomien ryhméassa asbestikuitupitoisuudet olivat tydperaisen
altistumisen tasoa pienempia (O - 0,5 milj. kuitua/g) ja kontrollitapauksista kahden kuitu-
maara osoitti tydperaista altistumista. Kaikki tutkitut olivat tupakoineet runsaasti, osa heista
oli lopettanut.

Metylaatiomuutosten genominlaajuinen analyysi onnistui erittain hyvin. Mikrosiruanalyysin
tekninen toistoanalyysi seké erilaiset tuotettujen metylaatioanalyysitulosten laatuarvioinnit
osoittivat mikrosiruanalyysin tulosten olevan hyvin toistettavia ja tuotettujen tulostietomas-
sojen olevan muillakin tavoilla arvioituna laadullisesti hyvia.

Metylaatioanalyysin tuloksissa keuhkosyopapotilaiden normaali keuhkokudos erottui sel-
vasti keuhkosydpékudoksesta kaikilla eri tasoilla tehdyissé data-analyyseissa (DMP-, A10%
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DMP-, DMR- ja MVP-analyysit). Useimmissa analyyseissa metylaatiomuutokset olivat tilas-
tollisesti merkitsevasti erilaisia normaalikudoksessa verrattuna keuhkosydpakudokseen
(vakioitu p-arvo tilastollisesti merkitseva).

Tutkimuksessa havaittiin myos, etté asbestialtistuminen liittyi tiettyjen genomialueiden me-
tylaatiomuutoksiin. Tarkasteltaessa 100 analyysin karkeen sijoittuvaa MVP-kohtaa havait-
tiin naista 22 liittyvan tilastollisesti merkittavasti asbestialtistumiseen, kun analyysissa otet-
tiin huomioon seka syopakudos ettéd normaalikudos (vakioitu p-arvo <0,05). Tulosanalyysit
osoittivat, ettd my®6s tupakointiin liittyi tilastollisesti merkitsevasti yli 100 MVVP-kohtaa. Saa-
dut tulokset raportoidaan yksityiskohtaisesti tieteellisessa julkaisussa (kasikirjoitus valmis-
teilla).

Yhteenveto ja johtopaatdkset. Asbestialtistumiseen liittyvaan keuhkosydpaan kohdis-
tunut perimanlaajuinen metylaatiomuutosten tutkimushanke oli erittdin onnistunut ja tun-
nisti suuren joukon uusia genomin kohtia, joissa havaittiin metylaatiomuutoksia keuhko-
sytdpakudoksen ja normaalin keuhkokudoksen vélilla. TyOperaista asbestialtistumista tar-
kastelevat analyysit samalla tavoin tunnistivat suuren maaran uusia geeneja, joiden me-
tylaatiomuutokset liittyivat tilastollisesti merkitsevasti asbestialtistumiseen. Myos tupakoin-
tiin havaittiin liittyvan suuri maéra metylaatiomuutoksia. Yhteenvetona tutkimuksen 16y-
doksista voi todeta, ettd tunnistetut metylaatiomuutokset paljolti osuivat geeneihin, jotka
osallistuvat stressin ja tulehduksen, energia- ja rasva-aineenvaihdunnan seké proteiinien
hajoamisen prosesseihin soluissa, sopien néin hyvin aikaisempaan tietoon asbestiin liitty-
vista syopamekanismeista. Keskeisten 16yddsten varmentaminen toisessa keuhkosydpaan
kohdistuvassa tutkimuksessa on yleistettavyyden vuoksi tarkeaa.

Tutkimuksen merkitys. Tassa raportoitu tutkimus tuotti uutta, koko genomin kattavaa
tietoa DNA-metylaation muutoksista asbestialtistumiseen liittyvassa keuhkosydvassa. Saa-
dut tulokset taydentavat merkittavalla tavalla tietoa asbestikuitualtistumiseen liittyvan syo-
van kehittymisessa vaikuttavista molekyylitason mekanismeista. Parempi tietdmys me-
tylaatiomuutoksista on tarkeaa syopéariskin arvioinnissa. On todennakoista, etta tama tieto
palvelee myds muiden kuitumaisten altisteiden sydpéavaikutusten selvittamistd, esimerk-
kin& kuitumaiset hiilinanokuidut.

Hankkeen yhtena tarkeana piirteena oli tutkimuksessa keskeiselld sijalla ollut kansainvali-
nen tutkimusyhteistyd Kansainvalisen sydvantutkimuskeskus IARC:n kanssa. Se teki mah-
dolliseksi taman hetken kehitysté edustavien genominlaajuisten tekniikoiden kaytén. Koska
asbestin aiheuttamaan keuhkosyopaan liittyvistd molekyylitason muutoksista tiedetaan
vield kovin vahan, ei ole ennakkotietoa, jonka avulla voisi kohdentaa metylaatiomuutosten
analyyseja oikeisiin geeneihin tai genomin kohtiin.



:Tqiiterveqsluitos Epigeettiset muutokset asbestiin liittyvassa keuhkosydvassa

ABSTRACT

Background. Asbestos is the main occupational lung carcinogen causing approximately
8-20 % of lung cancer deaths, depending on the type and extent of the exposure and the
population. Despite the high cancer mortality and proven causal relationship between ex-
posure to asbestos fibers and human pulmonary cancer, our understanding of molecular
alterations in asbestos-related lung carcinogenesis has remained relatively sparse. How-
ever, knowledge about mechanisms of fiber-carcinogenesis, including those on the molec-
ular level, is a prerequisite for up-to-date risk assessment and further preventive actions.
In addition, a better understanding of fiber-related lung carcinogenesis also contributes to
identification of cancer risks related to other types of potentially carcinogenic fibrous mate-
rials, such as, for example, engineered fibrous nanoparticles.

Epigenetic modifications have emerged as major class of molecular alterations in cancer.
DNA methylation is involved in the disruption of normal gene expression (e.g. of tumour
suppressor genes, a most important class of the so called cancer genes). Current limited
data suggest that epigenetics may play a role in asbestos-related cancer, similar to the
much more widely recognized association between differential methylation and smoking in
lung cancer: More detailed data are, however, in practice completely missing.

Aims. The present study explored DNA methylation patterns in lung cancer using a ge-
nome-wide approach, i.e. investigated the so-called DNA methylome. The goal was to iden-
tify with current genome-wide technologies differentially methylated genes and genomic
regions which play significant roles during lung cancer development associated with asbes-
tos exposure, with the ultimate aim of identifying and characterizing these as potential
methylation biomarkers for asbestos-related lung cancer.

Study design, materials, and methods. Genome-wide differential DNA methylation was
studied in lung tumor and normal peripheral lung tissue collected for each lung cancer case
as a matched pair. The study comprised 28 male cases of lung cancer with (14 cases) or
without (14 cases) occupational exposure to asbestos; all were relatively heavy current or
former smokers. As controls, normal lung tissue from six male cases with non-malignant
lung disease was included. Detailed data on pulmonary fiber counts (scanning electron mi-
croscopy), work and smoking histories, as well as patho-clinical data was available for the
cases. Genome-wide differential methylation profiles were examined by lllumina Infinium
450K HumanMethylation technology covering more than 450 000 CpG sites. Validation ex-
periments were done by pyrosequencing. After robust normalizations and corrections for
multiple comparisons, the strategy for data analysis of DNA methylation was implemented
at single-site level (differentially methylated positions, DMPs), regional (CpG island) level
(differentially methylated regions, DMRs), and differential variable methylation site (MVPs).
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The DNA methylome data were analyzed based on a combination of R/Bioconductor pack-
ages following recent guidelines for HM450K data mining, supplemented by other data pro-
cessing applications. To study the genomic context of DMPs we used HM450K annotations,
with hgl9 as the human reference genome. The study has positive statements from the
appropriate ethics committees and research permission as needed.

Results. Pulmonary asbestos fiber counts indicated clear occupational level exposure for
the asbestos-exposed lung cancer group, and low-level or no exposure for the non-exposed
lung cancer group, and two of the non-malignant controls had fiber counts indicative of
occupational exposure. All cases included were smokers, either current ones or former
smokers, with close to or more than 40 pack-years of smoking.

The genome-wide DNA methylation analysis was successfully performed as a collaborative
effort in the laboratory of the WHO/International Agency for Research on Cancer in Lyon
(PIs Drs Zdenko Herceg and Hector Hernandez-Vargas). Technical replicates and quality
plots of the lllumina array results indicated repeatability and overall good quality of the
assays.

On the various levels of data analysis (DMPs; DMPs with at least 10% difference; DMRs;
MVPs), lung tumor tissue were found to show differential methylation pattern as compared
with the corresponding (pairwise matched) normal lung tissue samples. The differences
between tumor and normal lung reached statistical significance (adjusted p-value) in most
of these data analyses, with clearly distinguishable methylation patterns between lung tu-
mor and normal lung tissue observed.

The various levels of methylation analysis revealed differences associated with asbestos
exposure. Of the top 100 MVPs, 22 were statistically significantly associated with asbestos
exposure (adjusted p-value <0.05, both tumor and peripheral lung tissues included). In
addition, the analyses suggested more than 100 MVPs as smoking-related. The results will
be described in detail in a scientific report (manuscript in preparation).

Summary and conclusions. Our current study on genome-wide methylation analysis
was highly successfully and discovered a multitude of genomic (CpG) sites, mostly residing
in gene regions, which showed significantly differential methylation in lung cancer as com-
pared to normal lung tissue. Our findings thus suggest that methylation profiles were glob-
ally affected in lung cancer tissue compared to matched normal lung. We also found asso-
ciations to asbestos exposure and tobacco smoking, suggesting a role for these exposures
in modification of genome-wide DNA methylation profiles. In a more general view, we ob-
served differential methylation in lung cancer of genes such as those involved in cell stress
and inflammation, cellular energy and lipid metabolism, and protein degradation processes,
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fitting well to what is known or speculated about asbestos-related cancer mechanisms. Cur-
rent findings obviously need to be validated in another study population, to further evaluate
their significance.

Significance of the study. Our current work contributes to a deeper understanding of
fiber-related lung carcinogenesis and to the role of differential methylation may play in it.
Opening up asbestos-related carcinogenesis is highly important not only to understand mo-
lecular tumorigenesis during development lung cancer, but also for improved risk assess-
ment and, ultimately, for development of more specific molecular biomarkers for early di-
agnosis and clinical follow up. An additional significant outcome of the study was the inter-
national collaboration which made it possible for us to utilize up-to-date laboratory technol-
ogies for investigating differential methylation on genome-wide level. This was highly ben-
eficial for the study, since so little is known about alterations the fibers may cause in meth-
ylation and therefore a candidate gene-based studies are likely less optimal and may give
as result narrower insights in the carcinogenesis process related to asbestos exposure.
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1 TAUSTA

Asbesti on ryhma luonnosta saatavia kuitumaisia silikaattimineraaleja, jotka jakautuvat am-
fiboliasbestiin (krokidoliitti, amosiitti ja antofylliitti) ja serpentiiniasbestiin (krysotiili) ja joilla
on ollut laajaa kayttéa rakentamisessa ja teollisuudessa. Kansainvélinen sydvantutkimus-
keskus IARC on luokitellut kaikki asbestikuidut ihmiselle sydpaa aiheuttaviksi (Straif ym.
2009; IARC 2012). Asbesti on merkittavin keuhkosyopaa aiheuttava tydperainen altiste, ja
tutkimusten mukaan se aiheuttaa noin 8-20 % kaikista keuhkosydpakuolemista riippuen
mm. kuitutyypista ja altistumisen maarasta (Karjalainen & Anttila 1997 ; Rushton ym. 2008;
McCormack, ym. 2012; IARC 2012). Maailmanlaajuisesti tySperdinen asbestialtistuminen
aiheuttaa vuosittain hieman yli 40.000 keuhkosydpéakuolemaa ja runsaat 50.000 mesoteli-
oomaa. Liséksi asbestoosiin arvioidaan maailmanlaajuisesti kuolevan vuosittain noin vajaat
10.000 — 20.000 ihmista. Namaé luvut ovat kuitenkin todennakdisesti aliarvioita, silla asbes-
tisairauksia alidiagnosoidaan eiké tunnistettuja tapauksia myoskaan raportoida taysimittai-
sesti (Collegium Ramazzini 2015).

Huolimatta nain merkittavista kuolleisuusluvuista, pitavasti osoitetusta syy-yhteydesta as-
bestialtistumiseen ja tupakoinnin synergistisesta vaikutuksesta sydpéariskiin tunnetaan as-
bestisairauksien syntymekanismit huonosti (Oksa ym. 2014). Asbestiin liittyvaa keuhko-
syopaa tama koskee erityisesti: molekyylitason muutoksia ja syopakasvun signaalireitteja
tunnetaan tuskin lainkaan. Tiedon kartuttaminen syntymekanismeista on kuitenkin erittain
tarke&a ja sita tarvitaan riskinarvioinnissa seka ehkaisevien toimien tueksi (IARC 2012).
Molekyylitason syntymekanismien selvittdminen auttaa tunnistamaan muihin kuitumaisiin
altisteisiin liittyvaa sydpasairastumisriskia (ns. kuitukarsinogeneesia) (Kane & Hurt 2008;
Donaldson ym. 2010; Guo ym. 2012) seka myds ymmartamaan muiden asbestisairauksien
(esimerkkina asbestoosi) suhdetta keuhkosyodvéan kehittymiseen (Mossman ym. 2011; Col-
legium Ramazzini 2015).

Tutkimus on viimeisten noin 10 vuoden aikana tuonut esiin, ettad perinnéllisten muutosten
lisksi ns. epigeneettisilla muutoksilla - muutoksilla, jotka vaimentavat normaalia geenitoi-
mintaa muilla mekanismeilla kuin periman pysyvilld muutoksilla - on merkittava rooli syo-
van kehittymisessa (Baylin and Jones 2011; Berger ym. 2011). On myds osoitettu, etta
epigeneettiset muutokset, erityisesti DNA-metylaation muutokset, ovat keskeisia myos al-
tistumiseen liittyvissa sydvissa (Christensen & Marsit 2011; Feil & Fraga 2012). Tutkituin
esimerkki tastd on DNA-metylaation muutokset tupakointiin liittyvassa keuhkosydvassa
(Jarmalaite ym. 2003; Belinsky 2004; Divine ym. 2005; Leng ym. 2015). Viimeaikoina on
saatu viitteitd metylaatiomuutoksista myds asbestialtistumiseen liittyvassa keuhkosybdvassa
ja mesotelioomassa (Christensen ym. 2009; Herceg ym. 2013; Vandermeers ym. 2013).
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2 TAVOITTEET

Hankkeen tavoitteena oli tutkia DNA-metylaation muutoksia keuhkosyovassa kayttamalla
uusia, koko perimanlaajuisia menetelmia. Erityisesti tavoitteena oli

e tunnistaa genominlaajuisesti sellaisia metylaatiomuutosten kohteena olevia geeneja
tai genomialueita, jotka ovat keskeisia erityisesti asbestialtistumiseen liittyvan keuh-
kosybvan kehittymisessa;

e karakterisoida téllaisia asbestialtistumiseen liittyvia metylaatiomuutoksia/geeneja niin,
ettd ne olisivat kaytettavissa ns. biomarkkereina sydpavaaran tieteellisessa arvioin-
nissa ja asbestikeuhkosytvan varhaisessa tunnistamisessa seké viimekadessa myos
hoidossa.
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3 TUTKIMUSASETELMA, AINEISTO JA
MENETELMAT

3.1 Tutkimusasetelma ja aineisto

Asbestialtistumiseen liittyvassa keuhkosyovassa tutkittin DNA-metylaation muutoksia pe-
rimanlaajuisin menetelmin (ns. DNA-metylomin tutkiminen). Tutkimus kasitti yhteensa 28
keuhkosyOpatapausta, joista 14 oli tydssaan altistunut asbestille ja 14 tapauksella ei ollut
tyOperaista asbestialtistumista. Jokaisesta tapauksesta oli tutkittavana seké keuhkosyopa-
kudosta ettd normaalia keuhkokudosta niin, ettd naita voitiin verrata pareittain. Tama on
tarkeda mahdollisen yksiléllisen vaihtelun vaikutuksen eliminoimisessa. Liséksi tutkimus ka-
sitti ndytteitd normaalista keuhkokudoksesta muuta keuhkosairautta kuin sydpaa sairasta-
valta kuudelta kontrollitapaukselta. My6s muutamien samojen tapausten verindytteiden
metylaatiomuutokset analysoitiin verrokkikudoksena.

Tutkittavien tapausten tyoperainen asbestialtistuminen oli arvioitu maarittamalla normaalin
keuhkokudoksen asbestikuitupitoisuus pyyhkaisyelektronimikroskoopilla. Myds tyohistori-
asta ja tupakointitavoista oli tiedot.

3.2 Menetelmat ja data-analyysit

Genominlaajuiseen DNA-metylaatioanalyysiin tarvittiin jokaisesta kudosnaytteestda 600 pg
DNA:ta, joka muokattiin analyysia varten ns. bisulfiittikasittelyllda. Analyysi suoritettiin Illu-
mina Infinium HM450K BeadChip —teknologialla, joka hyédyntaa ns. mikrosirutekniikkaa.
Kaytetyn tekniikan koettimet kattavat yli 450.000 mahdollisesti metylaation kohteena ole-
vaa eri kohtaa (ns. CpG site) genomissa (Bibikova ym. 2011). Taméa vaativa analyysi tehtiin
osana kansainvalista tutkimusyhteistyétdmme IARC:n Section of Mechanisms of Carcino-
genesis —yksikdn (Lyon) kanssa. Tamén yhteistyon kautta hanke sai kayttdonsa periman-
laajuiseen metylaatioanalyysiin tarvittavan uuden teknologian seka tulosten kasittelyssa ja
tulkinnassa tarvittavan erityisosaamisen. Tekniikan vaatimat normalisoinnit ja laadunvar-
mennus—toimenpiteet suoritettiin ennen analyysitulosten jatkokasittelya (mm. Chen ym.,
2013; Teschendorff ym. 2013).

Metylaatiomuutosten tulosanalysoinnissa kaytettiin kolmea eri strategiaa. Ensimmaisena
tulokset analysoitiin yhtd muutoskohtaa koskevien muutosten (differentially methylated po-
sitions, DMPs) suhteen. Naitd DMP-tuloksia analysoitiin my®&s niin etta tarkasteltavien ryh-
mien valisen metylaatiotason eron piti olla suuruudeltaan vahintdan 10% (A10%). Toisena
analysoinnin tasona kaytettiin metylaatiomuutoksia tietylla genomialueella (differentially
methylated regions, DMRs). Kolmas analyysistrategia otti huomioon sydvassa havaitun
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suuren vaihtelun metylaatiossa tietyissa genomin kohdissa (methylation variable positions,
MVPs) (Hansen ym. 2011; Phipson & Oshlack 2014).

Genomilaajuisen metylaatioanalyysin tuottama valtava tietomaara esikasiteltiin genomin-
laajuisen menetelman vaatimalla tavalla. Saadun tietomassan esikasittely, tilastollinen ka-
sittely ja analyysit (muunnokset ja tilastollisessa analysoinnissa monien eri vertailujen vaa-
timat korjaukset) tehtiin perimanlaajuisille analyyseille kaytettyja menetelmia hyddyntaen
(Du ym. 2010; Leek ym. 2012). Raakadatan siirrossa kaytettiin tdhan soveltuvaa menetel-
maa (Aryee ym. 2014). Tilastollisissa analyyseissa ja bioinformaattisessa tulosten kasitte-
lyssa kaytettiin R/Bioconductor —ohjelmistoja ja muita sovelluksia HM450K-mikrosirumene-
telman tiedonlouhintakdytantéjen mukaisesti. Datamassan prosessoinnissa ja analysoin-
nissa kaytettiin myos IARC:n ryhman omia R-ohjelmointeja.

Tutkittavien DMP-kohtien genomisessa tunnistamisessa kaytettiin HM450K-mikrosirume-
netelman antamia tietoja, ihmisen genomin referenssitietoja (hg19) seka aikaisemmin jul-
kaistuja tietoja (Slieker ym. 2013). DMR-analyysit suoritettiin kirjallisuudessa kuvatulla ta-
valla (Jaffe ym. 2012; Du & Bourgon 2014).

DMP-analyyseissa arvioitiin tilastollista merkitsevyytta vakioidulla ns. False Discovery Rate
(FDR) p-arvolla ottaen huomioon metylaatiomuutosten analysointiin liittyvét erityispiirteet
(Smyth 2004); merkitsevyyden raja-arvona kaytettiin FDR<0,05. DMR-analyyseissa tilas-
tollisen merkitsevyys arvioitiin vakoidulla p-arvolla (ns. Family-wise error rate), rajana
FWER<O0,05. MVP-analyyseissa kaytettiin tilastollisen merkitsevyyden rajana vakioitua p-
arvoa FDR<O0,05.

Siruanalyysissa tunnistettujen metylaatiomuutosten varmentamisessa kaytettiin standar-
diksi muodostunutta bisulfiittik&sitellyn DNA-naytteen pyrosekvenssointia (kaytetyt primerit
olivat joko PyroMark (Qiagen) CpG tai itse suunniteltuja) aikaisemmin kuvatun mukaisesti
(Hernandez-Vargas ym. 2010).

3.3 Eettiset nakokohdat

Tutkimus perustui tutkittavien antamaan suostumukseen ja se on saanut tarvittavat puol-
tavat eettiset lausunnot ja tutkimusluvat (Helsingin ja Uudenmaan sairaanhoitopiirin Koor-
dinoiva eettinen toimikunta, Sosiaali- ja terveysalan lupa- ja valvontavirasto Valvira, THL;
DNr 105/13/03/00/2013; 5929/06.01.03.01/2013; THL/1055/5.05.01/2013).
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4 TULOKSET

4.1 Asbestialtistuminen ja tupakointi

Tutkittujen tapausten altistumis- ja muut taustatiedot on kuvattu taulukoissa 1 ja 2 (liite
1).

Asbestille altistuneiden keuhkosy6patapausten keuhkojen asbestikuitupitoisuudet vaihteli-
vat valilla 5,9 - 145 miljoonaa kuitua/gramma kuivaa keuhkonaytettd, osoittaen selkeaa
tyOperaista altistumista. Altistumattomien keuhkosyopatapausten ryhmasséa asbestikuitu-
pitoisuudet olivat tasolla, joka on tyOperaista altistumista pienempi (O - 0,5 miljoonaa kui-
tua/qg). Kontrollitapausten asbestikuitupitoisuus vaihteli valilla O - 3,0 miljoona kuitua/g, ja
kahdella pitoisuus osoitti typeraista altistumista. Kaikki tutkitut tapaukset olivat tupakoi-
neet runsaasti, osa heista oli lopettanut tupakoinnin ennen keuhkosydpéadiagnoosia. Asbes-
tialtistuneiden tapausten ryhmassa keskimaarainen tupakointi oli 40 + 24 ns. pakkavuotta
(yksi pakkavuosi = laskennallisesti yksi vuosi, jona tupakoitu paivittain 20 savuketta), al-
tistumattomien ryhmassa vastaava maara oli 44 + 10 ja kontrollitapauksilla 38 + 11 pak-
kavuotta.

4.2 Periménlaajuinen metylaatioanalyysi

Yhteistyona tehty metylaatiomuutosten genominlaajuinen analyysi mikrosirumenetelmalla
onnistui hyvin IARC:n laboratoriossa Lyonissa. Erilaisten suodatusten ja muiden laatukont-
rollitoimenpiteiden jalkeen metylaatiotulos saatiin jokaisesta naytteesta keskimaarin yli
434.000:sta kohdasta genomissa naytetta kohti (parittaiset kasvain-normaalikeuhko —
naytteet). Mikrosiruanalyysin tekninen toistoanalyysi seka erilaiset tuotettujen metylaatio-
analyysitulosten laatuarvioinnit osoittivat mikrosiruanalyysin tulosten olevan hyvin toistet-
tavia ja tuotettujen tietomassojen olevan muillakin tavoilla arvioituna laadullisesti hyvia.

Tassé raportissa kuvatut tutkimuksen paaasialliset tulokset perustuvat eri kudoksissa ja eri
tutkittavissa ryhmissa havaittuihin perimanlaajuisiin metylaatiomuutoksiin tarkasteltuna ns.
heatmap-muodossa. Naissa "kartoissa” tutkimuksen kokonaistulokset saadaan havainnolli-
sesti esiin eri tarkasteluryhmien metylaatioprofiileina (havaitut metylaatiotasot ja naiden
trendit).

4.3 Metylaatiomuutokset keuhkosydpakudoksen ja
normaalin keuhkokudoksen valilla

Metylaatioanalyysin tuloksissa keuhkosyopéapotilaiden normaali keuhkokudos erottui sel-
vasti keuhkosytpéakudoksesta kaikilla eri tasoilla tehdyissa data-analyyseissa (DMP-, A10%
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DMP-, DMR- ja MVP-analyysit). Useimmissa analyyseissa metylaatiomuutokset olivat tilas-
tollisesti merkitsevasti erilaisia normaalikudoksessa verrattuna keuhkosydpakudokseen
(vakioitu p-arvo tilastollisesti merkitseva). Yhteenvetona naytti olevan niin, ettd syopaku-
doksessa metylaatiotasot olivat useissa genomikohdissa suuremmat (ns. hypermetylaatio,
joka geenin saately tai ns. promoottorialueella liittyy geenin vahaisempaan ilmenemiseen
tai geenitoiminnan vaimentamiseen: téllaisia usein ns. kasvurajoite- eli tuumorisuppresso-
rigeenit) ja samojen tapausten normaalikudoksessa nama kohdat olivat usein vahemman
metyloituneita (hypometylaatio, joka liittyy geenin suurempaan ilmenemiseen). Genomissa
oli kuitenkin my®ds alueita, joissa tama prdfiili oli painvastoin eli sydpakudoksessa oli vahai-
sempaa metylaatiota ja normaalissa keuhkokudoksessa taas suurempaa metylaatiota vii-
taten siihen, etta nailla alueilla sijaitsevien geenien voimakas ilmeneminen liittyy syopakas-
vuun (ns. onkogeenien lailla toimivat geenit).

4.4 Asbestialtistumiseen liittyvat metylaatiomuutokset

Tutkimuksessa havaittiin, ettd asbestialtistuminen liittyi tiettyjen genomialueiden metylaa-
tion muutoksiin. Kun tarkasteltiin sataa analyysin karkeen sijoittuvaa genomikohtaa (DMP-
tulokset), joissa todettiin metylaatiotason muutoksia asbestialtistumiseen liittyen, niin ha-
vaittiin, ettd hypometylaatio oli tyypillista asbestialtistuneilla (seké keuhkosyopakudos etta
normaalikeuhkokudos mukana analyysissa) verrattuna altistumattomiin, joilla taas oli run-
saasti hypermetylaatiota. Samalla tavoin MVVP-analyysin tulosten tarkastelu viittasi siihen,
ettd hypometylaatio liittyy asbestialtistumiseen. Tata havaintoa tuki osaltaan myos se, etta
yhden havaittavan ryppaan asbestialtistumiseen liittyvassa MVP-kohtien heatmap-analyy-
sissa muodostivat altistumattomien tapausten sydpakudosnaytteet, joissa noin puolet
naista sadasta MVP-kohdasta oli hypermetyloituneita.

Sadasta kéarkeen sijoittuvasta MVP-kohdasta 22 liittyi tilastollisesti merkittavasti asbestial-
tistumiseen, kun analyysissé otettiin huomioon seké syopakudos ettéd normaalikudos (vaki-
oitu p-arvo <0,05). Kun tarkasteltiin vain sydpékudosnaytteilla tehdystéa vertailusta saatuja
MVP-tuloksia, niin analyysi tunnisti 11 tilastollisesti merkitsevasti asbestiin liittyvaa MVP-
muutosta. Tamankin analyysin mukaan vaikuttaisi silta, etta asbestialtistumiseen liittyvissa
syobvissa hypometylaatio on tarkeda. Nama 11 havaittua metylaatiomuutoskohtaa sijaitse-
vat padosin geenialueilla ja tunnistavat ndin useita uusia asbestisyopaan liittyvia geeneja.

4.5 Tupakointi ja metylaatiomuutokset

Seka DMP- ettd MVP-tulosanalyyseissa havaittiin metylaatiokohtia, joiden muutokset liittyi-
vét tupakointiin. DMP-analyysin tulokset tunnistivat lahes 20 eri metylaatiokohtaa, joissa
metylaatiomuutos liittyi tilastollisesti merkitsevasti tupakointiin (keuhkosydpéa- ja normaali
keuhkokudos mukana analyysissa ja tupakointi otettu huomioon jatkuvana muuttujana).
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Yleispiirteena vaikuttaa silta, etta tupakointiin - toisin kuin asbestialtistumiseen - liittyy suu-
rentunutta metylaatiota (hypermetylaatiota). MVP-tulosanalyysi osoitti samoin, etta sa-
dasta tupakointiin liittyvasta karkimuutoksesta noin yksi kolmasosa oli sellaisia, joissa ha-
vaittiin hypermetylaatiota. Muut MVP-kohdat olivat tavallisimmin hypometyloituneita.

Tutkimustuloksiamme on esitelty kahdessa eri kansainvalisessa kokouksessa (Kettunen
ym. 2014, 2015) ja tuloksista on valmisteilla kasikirjoitus kansainvéliseen tieteelliseen jul-
kaisuun (Eeva Kettunen, Hector Hernandez-Vargas, Marie-Pierre Cros, Geoffroy Durand,
Florence Le Calvez-Kelm, Henrik Wolff, Kaisa Salmenkivi, Sisko Anttila, Zdenko Herceg &
Kirsti Husgafvel-Pursiainen. Epigenome-wide DNA methylation profiling of asbestos-ex-
posed patients’ lung tumors, in preparation).

Tutkimuksen tuloksista julkaistut kokousabstraktit seka muut tieteelliset julkaisut on listattu
liitteessa (liite 2). Kongressiabstraktit ovat kokonaisuudessaan liitteessa 3.
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5 POHDINTA JA JOHTOPAATOKSET

Tassa raportoitu, asbestialtistumiseen liittyvaan keuhkosyoépaan kohdistunut perimanlaa-
juinen metylaatiomuutosten analyysi oli erittdin onnistunut ja tunnisti suuren joukon uusia
genomin kohtia, joissa havaittiin metylaatiomuutoksia keuhkosytpékudoksen ja normaalin
keuhkokudoksen valilla. Useimmat naista sijaitsivat geenialueilla ja nain tutkimus toi esiin
ison maaran uusia geeneja, jotka liittyvat keuhkosydvan kehittymiseen. Tybperaista asbes-
tialtistumista tarkasteltaessa tehdyt metylaatiomuutosanalyysit samalla tavoin tunnistivat
lukuisan joukon uusia geenejd, jotka tilastollisesti merkitsevasti liittyivat asbestialtistumi-
seen. Sama koskee metylaatiomuutoksia tupakointiin liittyvissa keuhkosyovissa: tutkimus
tunnisti lahes 20 genomista kohtaa/geenid, jotka assosioituivat tilastollisesti merkitsevasti
tupakointiin.

Yhteenvetona voi todeta, etta tehdyt analyysit tunnistivat metylaatiomuutoksia geeneissa,
joiden tiedetdan osallistuvan tavalla tai toisella sydvan syntyprosessiin. Osasta naita gee-
neja on olemassa aikaisempia havaintoja niiden osallisuudesta keuhkokarsinogeneesiin
(Belinsky 2004; Liloglou ym. 2014; Langevin ym. 2015). Lisaksi tunnistimme me-
tylaatiomuutoksia geeneissa, joista ei juurikaan ole aikaisempaa naytt6a, etta niiden muu-
tokset olisivat tarkeita sydvan synnyssa, vaan niiden tiedetdan osallistuvan normaaleihin
biologisiin prosesseihin, kuten kasvun saatelyyn seké solujen jakautumiseen ja erilaistumi-
seen. Asbestialtistumiseen liittyvassa keuhkosydvassa esiin nousseista geeneista valtaosa
oli uusia eika niita ei ole aikaisemmin liitetty asbestikeuhkosydpaan (Roggli ym. 2014).

Suuri tunnistettujen geenien seké niiden biologisten prosessien maara, joihin nama osallis-
tuvat, tuntuu viittaavan siihen, etté hyvin suuri joukko erilaisia normaaleja biologisia toi-
mintoja ohjaavia geeneja on metylaatiomuutosten kohteena asbestiin liittyvan keuhkosy6-
van kehittymisessa. Vaikuttaa myos silta, ettd osa naistd muutoksista tapahtuu jo karsino-
geneesin alkuvaiheessa: Tunnistimme keuhkosytpékudoksessa ilmenevia metylaatiomuu-
toksia keuhkosytpéatausten normaalista keuhkokudoksesta, kun tehtiin parittainen vertailu
normaalin keuhkokudoksen ja keuhkosydpakudoksen valilla. Verrattaessa keuhkosyopata-
pausten normaalia keuhkokudosta kontrollitapausten normaaliin keuhkokudokseen havait-
tiin my06s eroja metylaatiomuutoksissa, jotka ovat samansuuntaisia aiemmin julkaistujen,
lahinnd ehdokasgeenipohjaisissa tutkimuksissa saatujen tulosten kanssa metylaatiomuu-
tosten varhaisesta ilmenemisesta (esim. Belinsky ym. 2005; Hubers ym. 2014; Leng ym.
2015). Tamankaltaiset 16ydokset antavat tukea sille, ettd metylaatiomuutoksia voitaisiin
kayttaa biomarkkerina keuhkosytvan, mahdollisesti myo6s asbestiin liittyvan keuhkosydvan
varhaisessa havaitsemisessa ja tunnistamisessa seka toivottavasti tulevaisuudessa myos
hoidossa (Schmidt ym. 2010; Shivapurkar & Gazdar 2010; Sandoval ym. 2013; Hubers
ym. 2014; Liloglou ym. 2014; Langevin ym. 2015).
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Alustavat tutkimustuloksemme antavat my®os viitteita siita, ettd metylaatiotasojen muutok-
sista hypometylaatio nayttaisi olevan tyypillisempaa asbestialtistumiseen liittyvassa keuh-
kosybvassa kuin altistumattomien keuhkosy®vassa. Eri genomin alueilla esiintyvan hy-
pometylaation merkitystd osana syodvan epigeneettisia muutoksia ei talla hetkella tunneta
vield kovin hyvin (Berman ym. 2012, Shen & Laird, 2013; Lay ym. 2015; Yao ym. 2015).
Tulostemme perusteella vaikuttaisi myos silta, ettd tupakointiin liittyvalle keuhkosydvalle
taas hypermetylaatiomuutokset osassa geeneja olisivat enemman luonteenomaisia. Tama
vastaa aikaisempaa tutkimustietoa, mutta monet tutkimuksessamme havaituista hyperme-
tyloituneista geeneista ovat uusia 16ydoksia verrattuna aikaisemmin tunnistettuihin (Be-
linsky 2004 ; Husgafvel-Pursiainen 2013; Guida ym. 2015; Leng ym. 2015;). Nama mah-
dollisesti erilaiset asbestialtistumiseen ja tupakointiin liittyvat metylaatiomuutosten profiilit
ovat alustavaa uutta tietoa ja vaativat tarkentavia analyyseja ja lisdtutkimuksia seka var-
mentamista laajemmassa keuhkosyOpéaaineistossa.

Kokonaisuutena tutkimustieto asbestiin liittyvdn keuhkosydvan metylaatiomuutoksista
koko genomin tasolla on uutta eikd vastaavaa, keuhkojen asbestikuitupitoisuuden avulla
varmennettuihin tyoperaisiin tapauksiin kohdistuvaa tutkimusta ole tehty. Kokonaiskuvan
saamiseksi juuri perimanlaajuinen lahestymistapa on tarkea, silla aikaisemmat tutkimukset
ovat olleet ldhes kokonaan ehdokasgeenipohjaisia. Metylaatiomuutosten tutkiminen koko
genomin alueella tarjoaa syopavaarallisuuden arviointiin laajempaa ndkemysta altistumi-
seen liittyvan syovan kehittymisessa vaikuttavista mekanismeista, kuin mita tdhan asti on
ollut kaytettavissa (Herceg ym. 2013; Wild ym. 2013; Collegium Ramazzini 2015).

Tietoa kuitukarsinogeneesin molekyylitason mekanismeista voidaan hyodyntad myos laa-
jemmin, esimerkiksi teollisesti tuotettuihin nanopartikkeleihin mahdollisesti liittyvien ter-
veysriskien arvioinnissa. Joistakin teollisesti valmistetuista nanohiukkasista on jo olemassa
melko vahvaa nayttéa haitallisista toksikologisista ominaisuuksista ja vaikutuksista seka
myos kokeellista nayttéa kyvystéa aiheuttaa sydpaa. Yha kasvava joukko tutkimuksia osoit-
taa, etta asbestikuitujen ja kuitumaisten hiilinanopartikkeleiden karsinogeenisuusmekanis-
mit ovat hyvin samankaltaisia, varsinkin koskien mesotelioomaa (esim. Guo ym. 2012; Na-
gai & Toyokuni 2012; Donaldson ym. 2013; Rittinghausen ym. 2014). Teollisesti tuotettujen
nanopartikkeleiden on myds osoitettu voivan aiheuttaa metylaatiomuutoksia soluissa (Lu
ym. 2015). IARC:n tuoreessa syOpavaaran arvioinnissa hiilinanoputket luokiteltiin taman
hetkisen naytdn perusteella ryhméaéan 2B, mahdollisesti ihmiselle sydpéaa aiheuttava (Grosse
ym. 2014).
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6 TUTKIMUKSEN MERKITYS JA
HYODYNTAMINEN

Tassé raportoitu tutkimus tuotti uutta, koko genomin kattavaa tietoa DNA-metylaation
muutoksista asbestialtistumiseen liittyvassa keuhkosyovassa. Saadut tulokset taydentavat
merkittavalla tavalla tietoa kuitualtistumisen aiheuttaman syovan kehittymisessa vaikutta-
vista molekyylitason mekanismeista. Asbestikeuhkosydvan metylaatiomuutoksiin liittyvien
patomekanismien selvittdminen antaa mahdollisuuden verrata havaittuja muutoksia
muissa asbestisairauksissa tunnistettuihin mekanismeihin ja arvioimaan naiden keskinaisia
suhteita (esim. asbestoosiin ja mesotelioomaan liittyvat muutokset). Tutkimuksen havain-
not metylaatiomuutosten varhaisesta ilmenemisesta keuhkosydvan kehittymisen aikana
antavat osaltaan tukea metylaatiomuutosten soveltuvuudesta kaytettavaksi keuhkosyoévan,
mahdollisesti my6s asbestiin liittyvan keuhkosydvan biomarkkerina varhaisessa tunnista-
misessa ja muussa kliinisessa kaytossa.

Tietoa metylaatiomuutoksista voidaan hyddyntda myds syopariskin arvioinnissa yhtena tar-
kednad molekyylitason syntymekanismina. Talta osin tutkimuksemme antaa uutta tietoa
metylaatiomuutoksiin liittyvista sydpamekanismeista, jotka koskevat tydperadiseen asbes-
tialtistumiseen liittyvad keuhkosydpaa. On kuitenkin todennakdista tama tieto palvelee
myd&s muiden kuitumaisten altisteiden sydpéavaikutusten selvittamista.

Hankkeen yhtena tarkeana piirteena oli tutkimuksessa keskeiselld sijalla ollut kansainvali-
nen tutkimusyhteistyd WHO:n alaisen Kansainvélisen syovantutkimuskeskus IARC:n
kanssa. Se teki mahdolliseksi taman hetken kehitysta edustavien genominlaajuisten teknii-
koiden kayton. Koska asbestin aiheuttamaan keuhkosydpaan liittyvistd molekyylitason
muutoksista tiedetaan viela kovin vahan, on hyvin vaikea osata ennakolta kohdentaa me-
tylaatioanalyyseja oikeisiin geeneihin tai genomin kohtiin. Tasta syysta olisi perinteinen eh-
dokasgeenitutkimus ollut huomattavasti rajoittuneempi vaihtoehto. Tama rajoittuneisuus
voitiin valttda kayttamalla perimanlaajuista lahestymisté, joka tarjoaa kokonaiskuvan.

Hankkeen kansainvélinen yhteistyd myos tarjosi tutkimuksessa erikoistutkijana toimineelle
FT Eeva Kettuselle mahdollisuuden tydskennella kaksi tutkimusjaksoa kansainvalisessa la-
boratoriossa. IARC on tutkimuslaitos, joka tarjoaa myds erinomaisen mahdollisuuden pe-
rehtya laajemmin mm. sy6van syytekijoihin, patomekanismeihin ja biomarkkereihin koh-
distuvaan kansainvaliseen tutkimukseen ja alan nimekkaisiin tutkijoihin.
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8.1 Liite 1. Taulukot 1 ja 2. Tutkitut tapaukset ja
heidan taustatietonsa
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Taulukko 1. Tutkittujen keuhkosy®patapausten ik, asbestikuitualtistumis- ja kliiniset
tiedot (kaikki miehid).

Asbestialt. Asbestikuitu- Keuhkosydpa
Tapaus- Ikat (tyohisto- pitoisuus Tupa- Pakka- Eri-
nro (v) ria)? (SEM)? kointi# vuodet® Levinn.8  laist.” Solut.8
Keuhkosyopatapaukset, joilla ei asbestialtistumista
1 55 3 0 tup 36 1B 1] AC
2 54 2 0 tup ET 1A ET AC
3 69 3 0 tup 47 IV 1] AC
4 70 4 0 aik 38 1B 1] AC
5 65 4 0 aik 52 IV 1] AC
6 67 4 0 tup 50 1A Il AC
7 55 3 0,1 aik 54 1A 1] AC
8 41 3 0 aik 31 vV 1] AC-SCC
9 50 4 0 tup 35 1A 1] SCC
10 64 3 0 tup 45 | 1] SCC
11 58 2 0 aik 37 1B Il SCC
12 67 3 0 aik 47 1B Il SCC
13 72 3 0,5 aik 36 1A ET LCLC
14 64 3 0 tup 66 1A IV SCLC
60.8 (40-71) 0.0 (0-0,5) 44 £10
Keskiarvo Mediaani Keskiarvo
(vaihteluvali) (vaihteluvali) (£ keski-
hajonta)

Keuhkosyodpatapaukset, joilla tydperainen asbestialtistuminen

15 79 2 7,8 ET ET 1B Il AC
16 59 2 12,6 tup 105 1B Ml AC
17 64 1 72,9 aik 33 1B | AC
18 65 1 10,8 aik 23 A Il AC
19 65 2 9,4 tup 25 A Ml AC
20 59 1 35,0 aik 36 A Il AC
21 64 1 145 aik 22 1\ Ml AC-SCC
22 65 1 59 tup 32 1B Ml SCC
23 63 2 10,8 aik 27 1B Il SCC
24 57 1 6,6 aik 36 11IB Ml SCC
25 66 1 19,0 aik 35 1B Ml LCLC
26 58 1 90 tup 65 1B Ml LCLC
27 63 2 8,4 aik 20 A ET LCLC
28 62 1 12,8 tup 55 \Y \Y SCLC
63,5 (57-78) 11,7 (5,9-145) 40 +24
Keskiarvo Keskiarvo
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(vaihteluvali) Mediaani (+ keski-
(vaihteluvali) hajonta)

1ka leikkaushetkelld; 2Asbestialtistuminen arvioituna tyohistorian perusteella perustuen henkilokohtaiseen
tutkimushaastatteluun ja ty6hygieenikon arviointiin: 1, varma; 2, todennékéinen; 3, mahdollinen; 4 epato-
denndkoinen. 3Keuhkokudoksen asbestikuitumaarat madritettynd pyyhkaisyelektronimikroskoopilla (SEM):
kuituja grammaa kuivaa keuhkokudosta kohti (miljoonia) (mé&éritysraja ~ < 0.1 million f/g). 4tup, tupakoiva;
aik, lopettanut, tupakoinut aikaisemmin; 5Pakkavuosi= laskennallinen vuosi, jona aikana tupakoinut keskimaa-
rin 20 savuketta paivassd); 6Sydvan levinneisyysaste (stage), I-1V; 7Syépakudoksen erilaistumisaste (gradus), I-
IV; 8Keuhkosydvan solutyyppi (histologia): AC, adenokarsinooma; SCC, levyepiteelikarsinooma; AC-SCC,
adeno-levyepiteelikarsinooma; SCLC, pienisoluinen karsinooma; LCLC, suurisoluinen karsinooma. ET, ei tietoa.

21



:Tqiiterveqsluitos Epigeettiset muutokset asbestiin liittyvassa keuhkosyovéassa

Taulukko 2. Tutkittujen kontrollitapausten (muu keuhkovaiva kuin sytpa) ika, asbesti-
kuitualtistumis- ja tupakointitiedot (normaalikeuhkokudosnéayte tutkittu). Kaikki kont-
rollitapaukset miehia.

Asbestialt. Asbestikuitu-

Tapaus- Ikat (tyohisto- pitoisuus Pakka- Keuhkoku-
nro (v) ria)2 (SEM)? Tupakointi* vuodet® dos?
32 66 3 0 aik 23 Norm
29 58 3 0,9 tup 46 Norm
30 67 2 3,0 aik 31 Norm
31 56 2 2,8 tup 48 Norm
33 68 ET ET tup ET Norm
34 32 ET ET aik ET Norm

Kt.asklarv.(.). l\/.ledlaar?.l . (*
(vaihteluvali) (vaihteluvali) keski;irhe)

1kéa leikkaushetkelld, vuosia; 2Asbestialtistuminen arvioituna tyohistorian perusteella perustuen henkil6koh-
taiseen tutkimushaastatteluun ja tydhygieenikon arviointiin: 1, varma; 2, todennékdinen; 3, mahdollinen; 4
epatodenndkoinen. 3Keuhkokudoksen asbestikuitumaarat madritettyna pyyhkaisyelektronimikroskoopilla
(SEM): kuituja grammaa kuivaa keuhkokudosta kohti (miljoonia) (maaritysraja ~ < 0.1 million f/g). “tup, tupa-
koiva; aik, lopettanut, tupakoinut aikaissmmin; SPakkavuosi = laskennallinen vuosi, jona aikana tupakoinut
keskiméaarin 20 savuketta paivassd); eNorm, keuhkokudos normaali patologin mikroskooppisen tutkimuksen
perusteella. ET, ei tietoa.
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8.3 Liite 3. Tutkimuksen tuloksista raportoidut
kongressiabstraktit
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International Conference on Monitoring and Surveillance of Asbestos-Related Diseases, Hel-
sinki Asbestos 2014, Hanasaari Cultural Centre, Espoo, Finland 11.-13.2.2014. Abstract.
(Programme and Abstracts, p.38. Finnish Institute of Occupational Health, Helsinki).

(Oral presentation)

Epigenome-wide DNA methylation profiling of lung tumors
from asbestos-exposed patients

Kettunen E?!, Hernandez-Vargas H?, Cros MP?, Durand G2, Le Calvez-Kelm F3, Wolff H*, Sal-
menkivi K4, Anttila S, Herceg Z?, Husgafvel-Pursiainen K*

1Systems Toxicology, Health and Work Ability, Finnish Institute of Occupational Health, Hel-
sinki, Finland

2Epigenetics Group and 3Genetic Cancer Susceptibility Group, International Agency for Re-
search on Cancer, Lyon, France

4Department of Pathology, HUSLAB, Helsinki University Central Hospital, HUS, Finland

Introduction and objectives. Epigenomic variation can produce different phenotypes
from the same genotype. Epigenetic modifications such as DNA methylation have emerged
as one of the major mechanisms in multiple human diseases, including exposure-related
lung cancer. However, not much is known about the role of epigenetics in human lung
carcinogenesis associated with asbestos exposure.

In our long-term research to better understand molecular mechanisms of fiber-related hu-
man carcinogenesis, we have focused on lung cancer from asbestos-exposed and non-ex-
posed patients who were mostly smokers. In the current work, we explore the epigenome-
wide DNA methylation (DNA methylome) patterns in lung tumors to reveal methylation
markers in association with exposure, lung cancer pathology, or clinical features.

Study design, subjects, and methods. DNA methylome was studied in lung tumors and
adjacent normal lung as matched pairs obtained from 28 patients from lung surgery in
Helsinki during years 1988-1996. Data on the patients’ work history and pulmonary fiber
counts were available. Fourteen patients had been exposed to asbestos and fourteen were
non-exposed. As controls, leucocyte DNA samples as well as normal lung specimens from
patients with non-malignant lung disease were studied for genome-wide DNA methylation.
The DNA methylome was examined at IARC by lllumina Infinium 450K HumanMethylation
technology covering more than 450 000 CpG sites. Validation experiments were done by
pyrosequencing at FIOH.

Results. Preliminary data analysis indicates that DNA methylation profiles differed in rela-
tion to sample type, tumor histology, and exposure status. DNA leucocytes exhibited a pat-
tern of DNA methylation that clearly differed from the rest of samples. Significantly differ-
ential methylation was observed at 7.7% of the CpG loci between lung tumors and normal
lung from non-malignant lung disease patients whereas 1.5% of the CpG sites showed sig-
nificantly differential methylation (p < 0.001) between lung tumors and adjacent normal
lung. Distinct groups of genes showed hypomethylation in lung tumor tissue from asbestos-
exposed cases as compared to non-exposed lung tumor tissue.
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Discussion and conclusions. Our preliminary analysis indicates that DNA methylation
patterns showed tissue specificity and that significantly differential methylation in tumor vs.
normal lung was more pronounced among normal lung from non-malignant lung disease
patients than among adjacent normal lung. Differential methylation of distinct genes
showed linkage to patients’ exposure status.
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American Association for Cancer Research, AACR Annual Meeting 2015, 18.4.-22.4.2015,
Philadelphia, USA. (AACR Annual Meeting 2015, Proceedings Vol 56, abstract #1060).

(Poster presentation).

Epigenome-wide DNA methylation profiling of lung tumors
from asbestos-exposed patients

Short: DNA methylation in lung tumors

Eeva Kettunen!, Hector Hernandez-Vargas?, Marie-Pierre Cros?, Geoffroy Durand?,
Florence Le Calvez-Kelm3, Henrik Wolff!, Kaisa Salmenkivi*, Sisko Anttilal*, Zdenko
Herceg?, Kirsti Husgafvel-Pursiainen*

1Systems Toxicology, Health and Work Ability, Finnish Institute of Occupational
Health, Helsinki, Finland

2Epigenetics Group and 3Genetic Cancer Susceptibility Group, International Agency
for Research on Cancer, Lyon, France

“Department of Pathology, HUSLAB, Helsinki University Central Hospital, P.O. Box
400, 00029 HUS, Finland

Introduction and objectives.

Epigenetic modifications such as changes in DNA methylation have been shown as
response to many toxic exposures. However, not much is known about the role of
epigenetics in human lung carcinogenesis associated with asbestos exposure. Here,
we explored the epigenome-wide DNA methylation (DNA methylome) patterns in lung
tumors focused on asbestos-exposed and non-exposed patients who were mostly
smokers. We sought to investigate whether methylation markers in lung cancer as-
sociate with exposure (asbestos, tobacco smoke) and clinico-pathological features.

Study design, subjects, and methods.

The DNA methylome was examined by lllumina Infinium 450K HumanMethylation
technology covering more than 450 000 CpG sites. Validation experiments were done
by pyrosequencing. DNA methylation was studied in lung tumors and normal lung as
matched pairs obtained from 28 patients from lung surgery in Helsinki during years
1988-1996. Detailed data on the patients’ work and smoking histories, pulmonary
fiber counts (14 asbestos-exposed and 14 non-exposed), and clinical data were avail-
able. As controls, normal lung specimens from patients with non-malignant lung dis-
ease were studied for genome-wide DNA methylation.

Results.

DNA methylation profiles differed in relation to sample type, tumor histology and ex-
posure status. We identified more than 10.000 methylation variable positions (MVPSs)
that differed (adjusted P < 0.05) between lung tumors and matched normal lung.
Differential methylation in 14 MVPs were significantly associated with asbestos expo-
sure in lung tumor tissue whereas more than 100 MVPs were suggested as smoking-
related. Differential methylation of genes such as those involved in cell stress and
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inflammation, cellular energy and lipid metabolism, and protein degradation pro-
cesses were observed in lung tumors.

Conclusions.
Our analysis suggests that methylation profiles were globally affected in lung tumors

in comparison to matched normal lung. We also found associations to asbestos expo-

sure and tobacco smoking, suggesting a role for these exposures in modification of
DNA methylome profiles.
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Asbesti on merkittdvin keuhkosydpé&éa aiheuttava tyoperainen
altiste; tutkimusten mukaan se aiheuttaa noin 8-20 % kaikista
keuhkosydpékuolemista, riippuen mm. kuitutyypisté ja altistu-
misen méaarasta. Huolimatta merkittavista kuolleisuusluvuista
ja pitavasti osoitetusta syy-yhteydesta asbestikuitualtistumi-
seen tunnetaan asbestisairauksien syntymekanismit huonosti.
Asbestiin liittyvad keuhkosyopaa tama koskee erityisesti: mo-
lekyylitason muutoksia ja syopakasvuun liittyvia signaalireitte-
ja soluissa tunnetaan tuskin lainkaan.

Tassa raportoitu tutkimus tuotti uutta, koko genomin katta-
vaa tietoa epigeneettisista (DNA-metylaation) muutoksista as-
bestikuitualtistumiseen liittyvassa keuhkosydvassa. Tulokset
taydentavat aikaisempaa tietoa asbestialtistumiseen liittyvan
syovan kehittymisessa vaikuttavista molekyylitason mekanis-
meista. On todennakdistd, etta tutkimuksessa saatu tieto pal-
velee osaltaan my6s muihin kuitumaisiin altisteisiin liittyvien
syntymekanismien (ns. kuitukarsinogeneesin) selvittamista.
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