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Keuhkosyopd on maailmanlaajuisesti merkittdvd syoOpatauti, joka oli vuonna 2010
Suomessa miesten yleisin ja naisten toiseksi yleisin sy®dpékuolinsyy. Keuhkosyopa
voidaan jakaa histologisesti kahteen luokkaan. Ei-pienisoluinen syépamuoto kattaa noin 75
% kaikista keuhkosytpatapauksista.

Talla hetkelld niin sanottu ’personalised medicine’ on terveydenhuollossa erityisen
mielenkiinnon kohteena ja joitakin onkogeenien signaalivalitykseen vaikuttavia
tasmalaakkeita on jo markkinoilla. TAsmalaakkeet eivat aina tehoa, joten karsinogeneesiin
johtavien kohdegeenien tarkempi tutkiminen edistdaa merkittavasti syévan tutkimusta ja
hoitoa.

Opinnaytety® tehtiin Helsingin yliopiston Haartman-Instituutin sytomolekyyligenetiikan
laboratoriossa Sakari Knuutilan tutkimusryhmdassa kevaalla 2013. Tavoitteena oli osoittaa
tutkimukseen valituista keuhkosybpanaytteista kopiomaaramuutoksia
molekyylikaryotyypityksella. Tarkoituksena oli maarittdd array-CGH -menetelmalla
yleisimmin toistuvat sekd& pienimmat yhteiset kopiomaaramuutosalueet. Lisaksi
tutkimukseen valittiin nelja tunnetua keuhkosydpaan liittyvaa geenid (ALK, BRAF, EGFR ja
KRAS), joiden mutaatiostatuksia oli tarkoitus vertailla kopiomaaramuutosalueisiin.

Kopiomaaramuutoksia tutkittiin yhteenséd 28:sta naytteestd. Niitd [0ytyi 20 naytteesta
yhteensd 166:lta erilliseltd alueelta, joista noin 72 % oli amplifikaatioita. Amplikoneja
osoitettiin yksi komosomissa 17g12. Yleisimmat yhteiset amplifikaatioalueet olivat kro-
mosomeissa 1q, 5p, 89 ja 14q ja deleetioalueet kromosomeissa 6q ja 19p. Otoksen
vaihtelevuuden vuoksi geenimutaation ja kopiomaaramuutoksen vélilla ei voitu osoittaa
olevan yhteytta. Naytteiden esitietojen vaihtelevuuden ja pienen otoskoon vuoksi riippu-
vuussuhteita tupakan kaytdén, geenimutaatioiden ja kopiomaaramuutosten valilla ei voitu
luotettavasti osoittaa.

Naytteista voitiin osoittaa yhteisid, toistuvia kopiomaaramuutosalueita. Jatkotutkimuksia
kuitenkin tarvitaan mahdollisten drivergeenien ja kohdegeenien tunnistamiseksi.
Tutkimuksen tarkoituksena oli tunnistaa naméa alueet ja tdma onnistui odotetulla
tarkkuudella. Tutkimuksessa ké&siteltiin vain neljdd keuhkosyopaan liittyvda geenia, mutta
sekvensoinnilla 10ydettyjd geenimutaatioita oli yhteensa 40, joita tulisi my6s verrata
osoitettuihin kopiomaaramuutoksiin.

Avainsanat ei-pienisoluinen  keuhkosydpad, geenikopiomaard, aCGH,
molekyylikaryotyypitys
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Lung cancer is the most common cause of cancer-related death worldwide. Lung cancer is
divided into two, histology-based categories. Approximately 75% of cancer cases is non-
small cell lung cancer (NSCLC).

At the moment, personalised medicine is a new trend in medical treatment and targeted
therapies are available. Gene expression, and thus, the growth of cancer cells may be
inhibited by targeted therapies; this method can be used for copy humber altered genes as
well. However, for a successful targeted cancer treatment, a specific genetic mutation is
required, so identifying new target genes is essential for diagnosis and prognosis
purposes.

This study was performed at the Laboratory of Cytomolecular Genetics, Haartman
Institute, University of Helsinki, Finland, during spring 2013. The purpose of this study was
to detect gene copy number alterations from the selected tissue samples by performing
virtual karyotyping. The main goal was to detect the most recurring and minimal common
regions of the genomic copy number alteration events using the array CGH technology.
Additionally, four well known lung cancer related genes, ALK, BRAF, EGFR and KRAS,
were chosen, so we could compare mutation status of these genes to the detected copy
number alteration regions.

Data for this study was collected from 28 samples. The total amount of the detected copy
number alterations was 166 of the total of 20 samples. 72% of the detected alteration
events were copy number gains. Only one amplification was detected in locus 17¢q12. The
most commonly recurring gains were in loci 1q, 5p, 8q and 14q, and losses in loci 6q and
19p. Correlation between a mutated oncogene and a copy number alteration event could
not be detected. Due to the inconsistent clinical status and small sampling, correlations
between smoking status, oncogene mutation and copy number alteration could not be
verified.

The results lead to the conclusion that common, recurring copy number alterations could
be identified. Therefore, this study provided the required data needed for further analysis.
This study was narrowed down to four clinically relevant oncogenes, but there was a total
number of 40 identified lung cancer related mutations which should also be compared with
the copy number alteration data. Moreover, further analysis is needed to identify the target
genes and possible driver genes for the copy number alterations.

Keywords NSCLC, copy number alterations, array CGH, virtual
karyotyping
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1 Johdanto

Keuhkosy6pa on maailmanlaajuisesti merkittava sydpatauti. Noin 90 % keuhkosyoévista
aiheutuu tupakoinnista, muita altistavia tekijoita ovat esimerkiksi tydperaiset altisteet,
passiivinen tupakointi ja perimd. Keuhkosyopa voidaan jakaa histologisesti kahteen
luokkaan, pienisoluiseen ja ei-pienisoluiseen keuhkosydpaan. Ei-pienisoluinen

syopamuoto (tassa tydssa NSCLC) kattaa noin 75 % kaikista keuhkosydpatapauksista.

Talld hetkelld niin sanottu ’'personalized medicine’ on terveydenhuollossa erityisen
mielenkiinnon kohteena. Tiettyjen geenimutaatioiden yhteytta keuhkosyodvan syntyyn
on tutkittu viime vuosina ja joitakin onkogeenien signaalivalitykseen vaikuttavia
tasmalaéakkeitd on jo markkinoilla ja uusia kehitellddn jatkuvasti. Uudetkaan laakkeet
eivat tosin paranna keuhkosyopad, vaan tuovat joitakin kuukausia lisda elinaikaa. Tilas-
tollisesti tama ei kuulosta merkittavaltda, mutta oireeton lisdaika on hyvin tarkeaa seka
potilaille etta heidan omaisilleen. Tasmalaékkeet eivat kuitenkaan tehoa kaikilla potilail-
la, joten karsinogeneesiin johtavien kohdegeenien tarkempi tutkiminen edistaéd merkit-
tavasti syovan tutkimusta ja hoitoa. Geenimutaatioiden ja kopiomaaramuutosten on
tutkimuksissa todettu korreloivan keskenéén erityisesti EGFR-onkogeenin mutaatioiden
yhteydessa. Kopiomaaramuutokset ovat sytpakudoksessa huomattavasti yleisempia

kuin normaalikudoksessa, minka vuoksi ne ovat oivallisia syévan biomarkkereita.

Opinnaytety® suoritetaan Helsingin yliopiston Haartman-Instituutin sytomolekyyligene-
tiikan laboratoriossa Sakari Knuutilan tutkimusryhmassa kevaalla 2013 (tassa tydssa
CMG-laboratorio). Opinnaytetyd on osa CMG-laboratorion suurempaa tutkimuskoko-
naisuutta, jonka paamaarana on kartoittaa geenien kopiomaaramuutoksia ja niiden
yhteyttd geenien pistemutaatioihin ja talla tavoin I0ytdd uusia, kliinisesti merkittavia
keuhkosytvan biomarkkereita. CMG-laboratoriossa on sekvensointimenetelmien avulla
I[0ydetty runsaasti uusia geenien pistemutaatioita ja tdméanhetkisen tutkimuksen koh-
teena ovat naiden geenimutaatioiden mahdollinen yhteys keuhkosytpéan seké geeni-
en muutosalueilla mahdollisesti piilevat kopiomaaramuutokset. Opinnaytetyén nayte-

materiaali on valittu naiden aiemmin sekvensoitujen naytteiden joukosta.

Opinnaytetyon tarkoituksena on osoittaa tutkimukseen valituista keuhkosyopéanaytteista
kopiomaaramuutoksia molekyylikaryotyypityksella. Kaytettavaksi menetelméaksi on va-

littu array-CGH, koska tarkoituksena on tarkastella kopiomaaradmuutoksia koko geno-



min laajuisesti. Ty6n tavoitteet kopiomaaramuutosten analysoinnin osalta voidaan ja-
kaa kahteen osaan. Ensinnakin tavoitteena on maarittédd yleisimmin toistuvat seka pie-
nimmat yhteiset kopiomaaramuutosalueet. Nailtd maaritetyiltéd alueilta tullaan jatkotut-
kimuksissa etsimaan geeneja, joihin mahdollinen kopiomaaramuutos kohdistuu. Liséksi
tutkimukseen valittiin nelja tunnettua keuhkosyop&én liittyvaé geenia (ALK, BRAF,
EGFR ja KRAS), joiden osalta on tarkoitus verrata, korreloivatko geenimutaatio ja ko-

piomaaramuutos keskenaan.

Opinnaytetydn alussa esitetdan tydn ymmartamisen kannalta térkea teoriatieto. Aikai-
semmissa, tutkimusryhmassa tehdyissa bioanalytiikan opinnaytetdissa on kattavasti ja
yksityiskohtaisesti kayty lapi syévan syntyyn ja keuhkosyopaan liittyvaa teoriatietoa,
joten tassa tydssa esitellaan ainoastaan tutkimuksen aiheen kannalta olennaiset asiat.
Naytemateriaali on ei-pienisoluista keuhkosytpékudosta, joten luodaan katsaus taman
keuhkosybpamuodon altistaviin tekijéihin, hoitoon ja periméan muutoksiin. Myos tutki-
mukseen valitut keuhkosyopaan liittyvat geenit esitellaan. Teoriatietoa kaytetysta tutki-
musmenetelmasta painotetaan yksityiskohtaisella molekyylikaryotyypityksen ja array-
CGH-tekniikan periaatteiden lapikaynnilla. Lopuksi esitetdan tyon tulokset ja niiden
johtopaattkset, arvioidaan prosessin ja tulosten luotettavuutta sekéd pohditaan tydn

onnistumista ja tulosten merkitysta.

2 SyoOvan synty

Sy6pa on seurausta solun kasvua saatelevien tai DNA:ta korjaavien geenien mutaati-
oista. Sydpakasvain on monoklonaalinen eli sen alkulahde on aina yksittainen solu,
joka mutaation seurauksena alkaa jakautua hallitsemattomasti ja jonka jalkelaissoluille
kyseinen mutaatio periytyy. Mutaatioita tarvitaan solulinjassa useita, jotta solusta kehit-
tyy kasvainsolu. (Isola 2007: 16—33.) Satunnaisesti kehittyneessa sydvassa mutaatiot
ovat somaattisissa soluissa, joten ne eivat ole periytyvid. Sydpaalttiusgeeni voi sijaita
myds sukusoluissa (ei-somaattinen solu), jolloin se on perinndllinen, mutta solun kehit-
tyminen kasvainsoluksi saakka vaatii lisdksi somaattisia mutaatioita ja yleensa myds

ymparistosta tulevan arsykkeen. (Aittomaki — Peltoméaki 2006: 186—-204.)



2.1 Onkogeenit ja kasvurajoitegeenit

Solun kasvua suoraan saatelevien geenien mutaatioilla on suuri merkitys syévéan syn-
nyssa. Proto-onkogeenit ovat normaaleja solun geeneja. Ne voivat tiettyjen muutosten
kautta osallistua kasvainsolujen kehittymiseen ja syntyyn. Niiden tehtavana ei kuiten-
kaan ole varsinaisesti tuottaa vain syopasoluja, vaan ne ovat tarkeita toimijoita myos
normaaleissa signaalinsiirtoketjuissa. Proto-onkogeenin muuttuminen onkogeeniksi (eli
onkogeenin aktivoituminen) voi tapahtua tavoilla, jotka on esitetty kuviossa 1. (Lehto —
Stenbéck 2012a: 251-254.) Onkogeenien normaali tehtava on solun kasvun edistami-
nen, joten jo yhden alleelin mutaatio voi riittda aiheuttamaan solunkasvun kiihtymisen.
(Isola 2007: 16—33; Lehto — Stenbé&ck 2012b: 250-251.)

PROTO-ONKOGEENI
Pit:'fedm:lﬁtiﬂ geenin kromosomien
i deleetio A uudelleen-
geenin koodaa- monistuma jarjestyminen
vassa osassa

ova — - - - -

RNA  Nlm I N ] L
] I
Toiminnaltaan Normaalin — —
muuttuneen tai proteiinin Normaali- Toiminnallisesti
yliaktiivisen liikatuotanto rakenteisen poikkeavan
proteiinin proteiinin proteiinin
tuotanto liikatuotanto liikatuotanto

Kuvio 1. Onkogeenien aktivoitumisreitit (Lehto — Stenback 2012a: 251-254).

Erilaiset mutaatiot proto-onkogeenissa, esimerkiksi pistemutaatiot tai deleetiot, voivat
aiheuttaa solussa toiminnaltaan muuttuneen proteiinin tuotannon, kun taas geenin mo-
nistumassa normaalia proteiinia tuotetaan liikkaa. Kromosomien uudelleenjarjestymissa
geeni voi joutua voimakkaan tai normaalista poikkeavan s&ételyalueen vaikutuksen
alaiseksi, mika voi johtaa normaalirakenteisen proteiinin likatuotantoon. Jos uudelleen-
jarjestymassa syntyy kahden eri geenin muodostama fuusiogeeni, voidaan sen koo-
daamaa fuusioproteiinia tuottaa aktiivisen fuusiopartnerin tuotannon vuoksi liikaa. (Leh-
to — Stenback 2012a: 251-254.)



Toinen syovan kehittymiselle tarkeéd geeniryhma on kasvurajoitegeenit, jotka normaa-
listi toimiessaan hidastavat solun jakautumista tai estavéat sen kokonaan. Kun onko-
geenien aktivoituminen aiheuttaa syOpasolun jakaantumisen, kasvunrajoitegeeneilla
vaikutus on péainvastainen: solu aloittaa hallitsemattoman jakautumisen geenien toi-
minnan heikentyessa. Kasvurajoitegeenit tarvitsevat yleensd molempien alleelien vau-
rion, mutta nykyisin tunnetaan myoés joukko kasvurajoitegeeneja, jotka edistavat syo-
van kasvua yhdenkin alleelin vaurion myota. Tyypillistd syopasoluille on myo6s kehitty-
nyt kyky levitd ympardéivadn kudokseen seka etapesakkeiden muodostaminen, mika on
seurausta solujen Kiinnittymista saéatelevien proteiinien heikentymisesta. (Isola 2007:
16-33; Lehto — Stenback 2012b: 250-251.)

2.2 Kopiomaaramuutokset

Kopiom&aramuutos on periman mutaatio, jossa DNA-jakson kopioiden maaré poikkeaa
normaalista. Normaali kromosomisto on diploidi, joten normaali geenikopiomaara au-
tosomeissa ja homogameettisissa sukupuolikromosomeissa (kromosomit XX) on kaksi;
heterogameettisissa sukupuolikromosomeissa (kromosomit XY) kopiomaar& on yksi.
Muutosalue voi kattaa joko koko geenin tai vain osan geenistd, mutta se voi myds olla
koko kromosomiston laajuinen. (Genetics Home Reference 2013.) Kopiom&aran
ollessa normaalia alhaisempi puhutaan héviamasta eli deleetiosta, jossa joko toinen
(heterotsygoottinen deleetio) tai molemmat (homotsygoottinen deleetio) alleelit ovat
havinneet. Kopiomaaran ollessa normaalia suurempi puhutaan monistumasta eli
amplifikaatiosta. Monistuman ollessa huomattavan suuri (yli viisinkertainen) ja kapealle
alueelle keskittynyt (korkeintaan 20 megaemaksen kokoinen), sitd kutsutaan korkean
asteen monistumaksi eli amplikoniksi. Amplikon voi siséltda satoja geenin kopioita.
(Myllykangas — Bohling — Knuutila 2007.)

Tassa opinnadytetydssa kaytetddn kopiomaaran haviamasta termia deleetio ja
monistumasta termia amplifikaatio. Korkean asteen monistumasta kaytetaan termia
amplikon. Englanninkielisessa kirjallisuudessa deleetiosta voidaan kayttaa myos termia
‘loss’, monistumasta termid ’gain’ ja korkean asteen monistumasta termia
"amplification’. Naméa termit esiintyvat tulosanalyysin kuvioissa luvussa 7. Kuviossa 2

on esitetty kopiomaaramuutokset emastasolla.



normaali: .. .CTATACGTAGG. ..

deleetio: ...CTA GTAGG...

amplifikaatio: .. .CTATACTACGTAGG. ..

amplikon: .. .CTATACTACTACTACTACTACTACGTAGG. ..

Kuvio 2. Esimerkkejéa kopiomaéramuutoksista eméstasolla.

Kromosomitason mutaatiot ovat myds havaittavissa kopiomaaran muutoksena silloin
kun mutaation seurauksena geneettisen materiaalin maara on vahentynyt tai
lisdéntynyt. Tyypillinen tallainen tilanne on isokromosomi tai epatasapainoinen
translokaatio, jossa uudelleenjarjestyvat kromosomin osat ovat eri mittaiset.
Disentristen (kahden sentromeerin kromosomien) tai rengaskromosomien yhteydessa
tapahtuu usein kopiomaaran haviamaa. (Genetics Home Reference 2013.)

Kopiomé&aramuutosten on tutkimuksissa todettu liittyvan keuhkosydvan syntyyn, mutta
hyvin pieni osa l6ydetyistd muutosalueista on pystytty yhdistdmaéan johonkin tunnettuun
keuhkosybpéageeniin. Vuonna 2012 tehdyssa tutkimuksessa tupakoimattomilla
adenokarsinoomapotilailla (n = 69) esiintyi eniten amplifikaatioita kromosomeissa 5q,
7p ja 16p. Yleisimmat deleetiokohdat olivat kromosomeissa 10q ja 15q. (Thu ym.
2012.) Vuonna 2010 tehtiin toinen tutkimus saman kokoluokan otoksella (n = 60) tupa-
koimattomista adenokarsinoomapotilaista. Yleisimmat amplifikaatiokohdat olivat tutki-
muksen mukaan kromosomeissa 1q, 5p, 7p, 89 ja 16p, vastaavasti yleisimmat delee-
tiokohdat olivat 8p, 9p, 99, 139 ja 189 (muutoksia yli 20 %:ssa naytteistd). (Job ym.
2010.) Vuonna 2007 tehtiin tahan mennessa laajin adenokarsinooman geenikopiomaa-
riin liittyva tutkimus (n = 371). Tutkimuksen perusteella tupakoimattomilla adenokar-
sinoomapotilailla esiintyi eniten amplifikaatioita kromosomissa 5p (60 %:ssa naytteistd)
ja yleisin amplikon-alue oli kromosomissa 14g13.3 (noin 12 %:lla). (Weir ym. 2007:
893-898.)

Geenin kopiom&aran amplifikaatio voi aiheuttaa onkogeenin aktivoitumisen ja vastaa-
vasti deleetio voi johtaa kasvunrajoitegeenin inaktivoitumiseen. Molemmissa tapauk-
sissa muutos voi laukaista solun muuttumisen kasvainsoluksi. Amplikonissa geenialue
on monistunut moninkertaisesti, joten myds onkogeenin yliekspressio on talldin suu-

rempaa. Amplikonit ovat tyypillisia muutoksia kiinteissd syOpékasvaimissa. Vuonna



2007 tehdyn tutkimuksen mukaan amplikonien yleisyys NSCLC:ssé& on noin 65 % (n =
450, joissa yhteensd 294 amplikonia). (Myllykangas ym. 2007.) Kopiom&aran muutos
voi vaikuttaa myos epigeneettisiiin saatelymekanismeihin ja aiheuttaa geenin inaktivoi-
tumisen. Téallaisia mekanismeja ovat metylaatio ja histonien deasetylaatio, jotka saate-
levat DNA:n transkriptiota ja geeniekspressiota. (Weir — Meyerson — Zhao 2004: 433—
438.)

Kopioméaaran muutoksen vaikutus riippuu muutoksen laajuudesta ja sen vaikutuksesta
geenituotteena syntyvaan proteiiniin. Kopiomaaran muutoksen osuessa geenin
eksoniin voi aiheutua aminohapon lukukehyksen muuttuminen, minkéd seurauksena
syntyva aminohappo muuttuu toiseksi (missense) tai aminohappojen luku keskeytyy
(nonsense). Nain syntyneelld geenin toiminnan muutoksella voi olla ratkaiseva vaikutus
sydpasolun syntyyn, jos solun jakautumiseen tai DNA-vaurioiden korjausmekanismiin

osallisena olevan proteiinin toiminta muuttuu. (Heino — Vuento 2009: 317-330.)

Genomin kopiomaaradmuutoksista noin 2-15 % arvioidaan kuuluvan normaaliin
periman vaihteluun, tasta kaytetddn termid CNV (copy number variation). CNV on
verrattavissa yhden nukleotidin  pistemutaation polymorfismiin  (SNP), mutta
muutosalueet voi olla laajuudeltaan useita megaemaéaspareja (Mb). CNV:t ovat
tyypillisesti periytyvia, kun taas syopdan littyvat kopiomaaramuutokset ovat
luonteeltaan somaattisia (Zhang 2010: 259-281.) Normaali genomin variaatio voidaan
erottaa muista kopiomaaramuutoksista genomitietokantojen avulla.
Kopiomé&aramuutokset ovat syopakudoksessa huomattavasti yleisempia kuin
normaalikudoksessa, minka vuoksi ne ovat oivallisia biomarkkereita. Biomarkkerit ovat
molekyyleja, jotka kuvaavat normaaleita biologisia prosesseja tai esimerkiksi

syOpatautien tilaa. (Myllykangas ym. 2007.)

3 Keuhkosyopa

Keuhkosyopa on maailmanlaajuisesti merkittava syopatauti. Suomessa se oli vuonna
2010 miesten vyleisin sybpakuolemasyy ja naisilla toiseksi yleisin. (Suomen
Syo6parekisteri 2012a; Suomen SyoOparekisteri 2012b.) Vaikka ennuste on vuosien
saatossa parantunut, kaikista potilaista on elossa viisi vuotta sydvan toteamisen
jalkeen vain 5-13 % sukupuolesta, iastd ja syovan laadusta riippuen. Keuhkojen

epiteliaaliset syovat voi histologisesti jakaa kahteen paaryhmaéan: pienisoluiseen



keuhkosyopéén (small cell lung cancer, SCLC) ja ei-pienisoluiseen keuhkosytpaan
(non-small cell lung cancer, NSCLC) (Kuvio 3). (Kaypa Hoito 2008; Mali — Ojala — Salo
2006: 277-279.)

Keuhkosyopa

Ei-pienisoluinen Pienisoluinen
keuhkosyopa keuhkosyopa

Suurisoluinen
anaplastinen
karsinooma

Levyepiteeli-

Adenokarsinooma e T

Kuvio 3. Keuhkosyoévén histologinen luokittelu (Mali — Ojala — Salo 2006: 279).

Ei-pienisoluinen syopamuoto kattaa noin 75 % kaikista keuhkosydvista. Noin 40-50 %
keuhkosyovistd on adenokarsinoomia ja niiden osuus on edelleen kasvussa. (Kaypa

Hoito 2008.) Opinnaytetydmme aineisto koostuu eri NSCLC:n alalajeista.

3.1 Altistavat tekijat

Tarkein keuhkosyovélle altistava tekijd on tupakointi, joka aiheuttaa noin 90 %
keuhkosyovista. Tupakoinnin lopettaminen pienentdd syOpariskia, mutta riski ei
kuitenkaan koskaan saavuta tupakoimattomien tasoa. Passiivinen tupakointi suurentaa
sairastumisen vaaraa 2-3 kertaiseksi. (Mali ym. 2006: 277-278.) Toinen keskeinen
syoOpariskin kasvattaja ovat erilaiset tyoperaiset altisteet kuten esimerkiksi asbesti.
Nykyaan asbestin kaytté on Suomessa kiellettyd, mutta sitd 16ytyy viela vanhoista
rakennuksista, joissa sille altistuvat purkutdiden tekijat suojausmaaraysten

puutteellisen noudattamisen vuoksi. Yhdessa tupakka ja asbesti lisdavat voimakkaasti



toistensa aiheuttamaa riskid. (Huuskonen — Jahkola — Oksa 2010; Knuuttila 2011;
Kaypa Hoito 2008; Mali ym. 2006: 277-278.)

3.2 Periman muutokset keuhkosyovassa

Vaikka tupakoinnilla on suuri merkitys keuhkosydvan synnyssa, eivat Kkaikki
keuhkosybtpéapotilaat tupakoi. Tupakansavulle altistumisen lisaksi myds perimalla on
valia. Vaikka keuhkosyopa ei ole missaan muodossaan perinnéllinen sairaus, voi alttius
keuhkosyovélle periytyd geenimutaatioiden muodossa ja erilaisia mutaatioita onkin
tutkittu ahkerasti viime vuosien aikana. (Knuuttila 2011; Mali ym. 2006: 277-278.)
Opinnaytetybhomme valittiin tutkittaviksi nelja geenia: ALK, BRAF, EGFR ja KRAS.
Tassa kappaleessa on esitelty lyhyesti nama geenit ja niiden ilmentyminen

NSCLC:ssa. Taulukossa 1 on tarkempaa tietoa geenien ominaisuuksista.

Taulukko 1. Geenimuutokset keuhkosytvassd. Geenien paikkatiedot otettu OMIM-
tietokannasta. (OMIM 2013; Koivunen ym. 2008; Brose ym. 2002: 6997—7000;
Pao ym. 2004; Riely ym. 2008: 5731-5734.)

Geeni Muutos Sijainti Yleisyys
NSCLC:ssa
ALK Uudelleenjarjestyma 2p23.2p23.1 3-7%
BRAF Mutaatio 7934 1-3%
EGFR Mutaatio 7p11.2 10-35 %
KRAS Mutaatio 12p12.1 15-25%
3.21 ALK

Anaplastista lymfoomakinaasia koodaavan ALK-geenin uudelleenjarjestymia on kuvat-
tu useissa syovissa. Yleisin fuusioituma on esimerkiksi Non-Hodgkinin lymfoomassakin
esiintyvd NPM-ALK, joka kattaa noin 80 % translokaatioista. (Amin — Lai 2007: 2259 —
2267.) NSCLC:hen liittyvia fuusiopareja on tunnistettu useita, joista tamanhetkisen mie-
lenkiinnon kohteena on erityisesti EML4-ALK -fuusiogeeni. Tdman fuusion on tutkimuk-
sissa osoitettu olevan hyvin tarkedssa asemassa kasvainten synnyssa. Liséksi sen on
huomattu olevan hyvin vastustuskykyinen EGFR-tyrosiinikinaasi-inhibiittorihoidoille.

ALK-fuusiot ovat tyypillisia muutoksia vahan tupakoineille (alle 10 askivuotta) ja ei-




tupakoiville, aasialaisille, sek& nuoremmille keuhkosyoOpapotilaille. (Shaw ym. 2009;

Koivunen ym. 2008.)

3.2.2 BRAF

BRAF kuuluu seriini-treoniini-proteiinikinaasia koodaavaan geeniperheeseen. RAF-
1-geenit ovat keskeisid tekijoita MAP-kinaasin signaalikaskadissa ja osallistuvat nain
solun lisdantymisen, erilaistumisen, transkription ja selvidmisen saatelyyn. Tutkimuk-
sissa esitetyn tiedon mukaan BRAF-mutaatioita on havaittu 66 %:ssa melanoomista,
mutta myods pienessa osassa keuhkosyovista. (Lovly — Horn — Pao 2012b; Brose ym.
2002.) Amerikkalainen tutkimusryhméa profiloi vuonna 2011 697 adenokarsinoomaa
sairastavaa potilasta, tasta otoksesta pystyttiin osoittamaan BRAF-mutaatioita 18 poti-
laalla. Yleisimmat mutaatiokohdat olivat domeeneissa V600E, G469A ja D594G. Tyy-
pillisesti BRAF-muutoksia 16ytyy tupakoivilta ja tupakoinnin lopettaneilta adenokar-
sinoomapotilailta. (Paik ym. 2011: 2046—-2051.)

3.2.3 EGFR

Eras tunnetuimpia keuhkosyopdan liitetyista geneettisista muutoksista on
epidermaalista kasvutekijareseptoria koodaavan EGFR-geenin mutaatio ja siita johtuva
geenin yliekspressio. (Inoue - Nukiwa 2005.) EGFR kuuluu solukalvon
tyrosiinikinaasireseptoreihin ja sen aktivoimat solunsisaiset signaalireitit vaikuttavat
esimerkiksi solun lisdaantymiseen. Yleisimmat EGFR-muutaatiot (suunnilleen 90 %
kaikista geenin mutaatioista) ovat eksonin 19 deleetio ja eksonin 21 L858R-
pistemutaatio. Adenokarsinoomassa EGFR-mutaatioita I6ydetaan yleensa ei-
tupakoivilla naispotilailla. (Ladanyi — Pao 2008: 16-22.) Geenimutaatioiden ja
kopiomaaramuutosten on tutkimuksissa todettu korreloivan keskendadn erityisesti
EGFR-mutaation yhteydessa (Thomas — Weir — Meyerson 2006: 4384-4391).

3.2.4 KRAS

Ihmiselta on tunnistettu kolme erilaista RAS-geenia, joiden koodaamat proteiinit ovat
keskeisia osia solun lisdantymisen, selviytymisen ja erilaistumisen kannalta. Aktivoivat
mutaatiot RAS-geeneissa aiheuttavat RAS-GTPaasin aktivaation myos kasvutekijasig-

naalien puuttuessa, talloin syntyy jatkuva signaali joka edistd&d solun lisaantymista.
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KRAS-mutaatiot esiintyvat yleensa kasvaimissa yhdessa villityypin drivergeenien, ku-
ten EGFR:n ja ALK:n, kanssa. (Lovly — Horn — Pao 2012a; Lovly — Horn — Pao 2012c.)
KRAS-mutaatiot ovat tyypillisesti yhden eméksen vaihdoksia, kuten esimerkiksi
pistemutaatiot kodoneissa 12 ja 13. KRAS-onkogeenit esiintyvat usein NSCLC:ssa
varsinkin tupakoineilla potilailla ja nailla kasvaimilla on tapana olla aggressiivisesti
leviavia ja vastustuskykyisid kemoterapialle: muutosten on Kkliinisissa tutkimuksissa
osoitettu olevan tarkeité negatiivisia biomarkkereita kun lahdetaan arvioimaan syévan
ennustetta. (Kalari ym. 2012; Riely — Ladanyi 2008.)

3.3 Keuhkosyovén hoito

Opinnaytetydn aiheen vuoksi tdssd osiossa keskitytadn nimenomaan NSCLC:n
hoitoon. Keuhkosyévan hoidon valintaan vaikuttavat sydvan histologinen luokitus,
potilaan yleiskunto, leikkauskelpoisuus ja taudin kliininen levinneisyysaste. Syfvan
levinneisyysaste ja sen myota ennuste ja hoitovaihtoehdot kuvataan TNM-luokituksella
eli tumor-node-metastasis-luokituksella. TNM:std k&y ilmi kasvaimen koko ja
levinneisyys, seka metastaasi- ja imusolmukestatus. (Kaypa Hoito 2008.)

Varhaisvaiheen NSCLC:ssé ensisijaisena hoitomuotona on leikkaus, jossa poistetaan
joko keuhkolohko tai koko keuhko. Jos leikkaushoito ei ole mahdollista, voidaan
potilaalle antaa joko primaarikasvaimeen tai laajemmalle alueelle kohdistettu s&dehoito
rippuen syovan TNM-luokituksesta. Paikallisesti edenneet sydvat voidaan hoitaa
yhdistelmahoidoilla, joissa yhdistetaan leikkaushoitoa solunsalpaajiin ja sadehoitoon.
Solunsalpaajahoitojen siedettdvyys on kuitenkin leikkauksen jalkeen huomattavasti
huonontunut, joten yhdistelmahoitoihin valittavien potilaiden tulisi olla mahdollisimman
hyvakuntoisia. Jos tauti on laajalle levinnyt, hoitona suositellaan palliatiivista
solunsalpaajahoitoa tai muuta oireen mukaista hoitoa potilaan yleiskunnosta ja
toimintakyvysta riippuen. (Knuuttila 2011; Kéaypa Hoito 2008; Mali ym. 2006: 288—289.)

‘Personalised medicine’ tarkoittaa hoitoa, jossa otetaan huomioon potilaan
henkilokohtaiset ominaisuudet, esimerkiksi perimdn emasjarjestyksen muutokset,
mahdolliset geenien mutaatiot ja ilmentdminen. Na&in pystytddn tarjoamaan
tehokkaampaa hoitoa potilaalle soveltuvilla menetelmilla oikeaan aikaan. Myds
NSCLC:ssd on tutkittu onkogeenien signhaalivalitykseen suoraan vaikuttavia
ladkeaineita. Tutkimukseemme liittyvistd geeneistd vain ALK:lle ja EGFR:lle on

kehitelty kohdennettuja hoitoja. (Mali ym. 2006: 291; Kallioniemi — Pitkanen — Knowles
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2010; National Cancer Institute 2012.) Suoraan KRAS-vélitteistd karsinogeneesia
inhiboivia hoitoja ei ole viela pystytty luomaan. BRAF-entsyymi-inhibiittorihoitoja on
tutkittu varsinkin melanooman yhteydessa, joten keuhkosydpdan soveltuvia hoitoja
voidaan olettaa jossain vaiheessa saatavan. (Kalari ym. 2012; Ribas — Flaherty 2011.)
NSCLC:n hoitoon kaytettyjen tasmalddkkeiden on havaittu toimivan paremmin
tupakoimattomilla henkilGilla, joskin syyta tahén ei viela tunneta. (Kaypa hoito -

suosituksen paivitystiivistelma 2009.)

Vaikka kohdennetulla hoidolla on mahdollista saada lisdelinaikaa ja jopa oireettomia
kuukausia, se ei paranna kokonaan sydpaa. Jos hoito tehoaa, syopa kuitenkin yleensa
uusii jonkin ajan kuluttua. (Knuutila 2012a.) Hoitokeinojen monipuolisuudesta
huolimatta kuratiivisten sydpahoitojen jalkeen tauti uusiutuu noin 50 %:lla kahden
vuoden aikana ja 90 %:lla viiden vuoden aikana. Noin 70 % uusiutumisista on laajalle
levinneitd metastaaseja, joiden parantaminen ei ole mahdollista. Keuhkosytpaa

kokonaan parantavaa hoitoa ei ole. (Mali ym. 2006: 293.)

4 Opinnaytetydn tarkoitus ja tavoitteet

KeuhkosyOpaa aiheuttavia geenimutaatioita on tutkittu paljon ja niiden tunnistamiseen
on jo kaytdssa diagnostisia menetelmid, mutta kaikkiin potilaisiin tdsméahoidot eivat
tehoa. CMG-laboratoriossa on jo vuonna 2011 kaynnistetty tutkimus, jonka yhtené koh-
teena ovat syOpadkasvainten syntyyn mahdollisesti vaikuttavat geenien kopioméaara-
muutokset. Jos nama kopiomaaramuutokset voidaan luotettavasti osoittaa ja varmen-
taa, voidaan talla tavoin loytda uusia, Kliinisesti merkittdvia syévan biomarkkereita.
Loydettyja biomarkkereita voidaan soveltaa kohdennettuun diagnostiikkaan ja yksiloity-
jen hoitojen kehittamiseen. Liséksi tutkimusryhm&n mielenkiinnon kohteena on saada
lisda tutkimusta edistavaa tietoa koko genomin alueelta. (Heino — Vuento 2009: 317—
330; Knuutila — Wirtanen 2012.) Opinnaytetydmme on osa tata tutkimuskokonaisuutta.
Tassa kappaleessa esittelemme osuutemme téahan projektiin liittyen. Kuvio 4 kuvaa
tutkimuksen kulun kokonaisuudessaan ja aineiston rajautumisen tutkimuksen edetes-

sa.
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Kohdennettu syvasekvensointi 81:lle
potilasnaytteelle: osoitettu 192 geenimutaatiota

Kohdennettu toistosekvensointi (lllumina
Cancer Panel) 192:lle geenimutaatiolle: osoitettu
40 yhteista geenimutaatiota

Array-CGH 28:lle naytteelle: tarkoitus osoittaa
kopiomaaramuutoksia

Sekvensointi- ja aCGH-tulosten vertailu:
kopiomaaramuutoksen ja geenimutaation yhteys;
tunnetut onkogeenit; mahdolliset kohdegeenit

Kuvio 4. CMG-laboratorion NSCLC-naytteiden tutkimusprosessi kokonaisuudessaan. Kopio-
maaramuutosten osoittaminen on osa kokonaisuutta, siniset kohdat kuuluvat opinnayte-
tydmme osuuteen. (Knuutila 2013.)

Opinnaytetydmme tarkoituksena on osoittaa tutkimukseen valituista keuhkosyopéanayt-
teistd kopiomaaramuutoksia molekyylikaryotyypityksella. Menetelmdna toimii array-
CGH, koska tarkoituksena on tarkastella kopiom&aramuutoksia koko genomin laajui-
sesti. Tavoitteenamme on maarittda yleisimmin toistuvat sek& pienimmaét yhteiset ko-
piomaaramuutosalueet, joista tullaan jatkotutkimuksissa etsimaan mahdollisia kopio-
maaramuutoksiin liittyvid geeneja. Tyohon valittin  my6s neljd tunnettua keuh-
kosyopaan liittyvaa geenid (ALK, BRAF, EGFR ja KRAS), joiden osalta on tarkoitus

verrata korreloivatko geenimutaatio ja kopiomaaramuutos keskendan.

Tutkimuksen aineistona on 28 potilasnaytettd, joiden DNA on eristetty formaliinifiksoi-
duista, parafiiniin valetuista (myohemmin FFPE) tuumorikudosblokeista. Naytteet on
valittu sekvensoitujen kudosnaytteiden joukosta, joista on osoitettu pistemutaatioita
syopaan liittyvisséa geeneissa. Kohdennettu syvéa- ja toistosekvensointi ovat Next Gene-
ration Sequencing -tekniikoita (NGS), joiden tarkoituksena on tuottaa erittain suuri
maara sekvenssidataa samanaikaisesti kohdistetusti rajatulta genomin alueelta. (Suo-
minen — Parssinen — Haajanen — Pelkonen 2010: 188-192.) Saatuja tuloksia verrataan
normaaliin ihmisen genomiin ja sen perusteella tehddan tulkinta ovatko Idytyneet ko-
piomaaramuutokset keuhkosyévan kannalta merkittavia, sekd maaritetaan jatkotutki-
musten kannalta tarkeimmat, toistuvimmat kromosomialueet.
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Tutkimusta ohjaavat seuraavat kysymykset:

1. Onko aCGH-menetelmélla osoitettavissa geenien kopiomaaradmuutoksia ei-
pienisoluisista keuhkosytpékudosnaytteista?

2. Mitka ovat aCGH-menetelmalla osoitettujen kopioméaaramuutosten toistuvimmat
ja pienimmat yhteiset alueet?

3. Vastaavatko aCGH-menetelmalla osoitetut kopiomaaramuutosalueet tutkimuk-
seen valittuja sekvensoinnilla osoitettuja geenimutaatioita (ALK, BRAF, EGFR
ja KRAS)?

Henkilokohtaisena tavoitteenamme on lisdksi aCGH-prosessin tuntemisen ja hallitse-
misen kokonaisuudessaan seké teoriassa etta kaytanndssa. Tarkeana tavoitteena on
my06s englanninkielisen ammattisanavaraston laajentaminen, kielitaidon kehittdminen

seka tutkimusryhmé&n toiminnan ja tyGtapojen ymmartaminen.

5 Molekyylikaryotyypitys

Molekyylikaryotyypitys on syto- ja molekyyligenetiikkaa yhdistava menetelma, jolla voi-
daan tutkia koko genomin jokaisen geenin kopiomaardmuutoksia mikrosirutekniikalla
(Tyybakinoja — Knuutila 2006). Molekyylikaryotyypityksen on mahdollistanut genetiikan
menetelmien kehittyminen ja sekvenssivertailun vuonna 2003 valmistunut koko ihmisen
genomin sekvensointiprojekti, Human Genome Project (HUGO). Molekyylikaryotyypi-
tyksen tuloksia voidaan verrata HUGO-projektin tuloksista rakennettuun ihmisen ge-
nomin tietokantaan ja siten saada selville tutkimuksen kohteena olevan naytteen gee-
nikopiomadarien merkittavat deleetiot ja amplifikaatiot. (Human Genome Organisation
2013; Tyybéakinoja — Knuutila 2006.)

Molekyylikaryotyypityksella on mahdollista maarittdd muutosalueiden karyotyyppiraidoi-
tuksen tarkkuudella. Translokaatioiden katkoskohdat ovat my6s maaritettavissa, mikali
geenin kopiom&éard on muuttunut epatasapainoisen translokaation myota. Nain karyo-
tyypitysté on voitu kayttdd uusien syopageenien paikallistamiseen sekéd sydvan inhibiit-

torigeenien seulontaan. (Tyyb&kinoja — Knuutila 2006.) Mikrosirutekniikan etuna on,
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ettd yhdelld mikrosirulla saadaan tutkittua yhtaaikaisesti tuhansia kudoksen geeneja
(Knuutila 2000).

Toteutimme tutkimuksessamme molekyylikaryotyypityksen array-CGH -menetelmalla,
josta kaytdmme opinndytetydssdamme kansainvalisesti tunnettua lyhennettd aCGH.
Muita kirjallisuudessa menetelméasta yleisesti kaytettyja lyhenteitd ovat muun muassa
VGH ja array-CGH, lisdksi voidaan myts puhua mikrosiru- ja mikrolevytekniikoista.
Array-CGH tarkoittaa kirjaimellisesti mikrolevyalustalla tehtavaa vertailevaa genomista
hybridisaatiota (array comparative genomic hybridization) (Suominen ym. 2010: 206—
210).

5.1 Array-CGH:n periaate

Array-CGH perustuu nukleiinihappojen hybridisaatioreaktioon, jossa kaksi toisilleen
komplementaarista yksijuosteista nukleiinihappoketjua liittyy toisiinsa siten, etta emak-
set muodostavat vetysidoksen vastinemastensa kanssa, jolloin eméakset A-T ja G-C
pariutuvat keskenaan. Kaytéssamme oleva array-CGH-menetelmé& on Agilentin suun-
nittelema, joten vaiheiden toimintaperiaatteet on esitetty Agilentin tietoihin perustuen.
Muiden valmistajien aCGH-laitteet ja reagenssit saattavat olla joiltakin osin erilaisia.
(Suominen ym. 2010: 206-210.)

Array-CGH:lla analysoitavan DNA:n tulee olla kontaminoivista proteiineista vapaata ja
fragmentoitumatonta. Jotta kilpaileva sitoutuminen toimisi luotettavasti, tulee vertailta-
van DNA:n konsentraation olla suhteessa sama. Tarvittaessa DNA:ta voidaan laimen-
taa. (Agilent Technologies 2012.) Digestiovaiheessa DNA pilkotaan (digestoidaan) pie-
nempiin jaksoihin restriktioentsyymien avulla hybridisaatiovaiheen mikrosirun oligokoet-
timiin sitoutumisen helpottamiseksi. Restriktioentsyymi katkaisee DNA-juosteen tietysta
kohdasta tunnistamansa nukleotidisekvenssin perusteella. (Suominen ym. 2010: 112—
121.) Kuviossa 5 on selvennetty digestiovaiheen tapahtumat emastasolla. Restriktio-
entsyymi katkaisee DNA-juosteen tunnistamansa katkaisukohdan mukaisesti, jonka
jalkeen katkaistut DNA-juosteet denaturoidaan korkeassa lampdtilassa (kuvion 5 koh-
dat 1 ja 2). Random primerit kiinnittyvat denaturoituun juosteeseen emasjarjestyksensa
mukaiseen kohtaan. Exo(-) Klenow -polymeraasi liittdd fluoresenssileimattuja dNTP-
nukleotideja juosteeseen alkaen random primerien kiinnityskohdasta (kuvion 5 kohta
3). (Agilent Technologies 2012; Suominen ym. 2010.)
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Kuvio 5. Digestiovaiheen tapahtumat emastasolla (Agilent Technologies 2012; Suominen ym.
2010).

Digestoimalla pilkottu DNA on leimattava fluorokromeilla, jotta se voidaan detektoida
skannausvaiheessa (Agilent Technologies 2012). Tarkoituksena on, ettd mahdollisim-
man suuri osa geneettisesta materiaalista leimautuu, joten ensin pilkottu DNA denatu-
roidaan 95 °C:ssa ja avattuun juosteeseen liitetdan random primer -alukkeet, jotka si-
toutuvat nimensd mukaisesti sattumanvaraisiin kohtiin. Eksonukleaasivapaa Klenow-
fragmentti toimii 37 "C:n lampdtilassa ja jatkaa nukleotidien liittamista syntetisoitavaan
juosteeseen alkaen random primerien kiinnityskohdasta. Lopputuloksena on DNA-
juoste, jossa alkuperdiseen juosteeseen ovat kiinnittyneet fluoresenssileimatut dNTP-
nukleotidit eli fluorokromit. Koko DNA-materiaalin kattavan sitoutumisen varmistami-
seksi fluorokromien ja dNTP-nukleotidien mé&ara suhteessa naytteen maardan on
yleensa hieman suurempi, joten ylimaaraiset pestdaan leimauksen jalkeen pois. Moni-
vaiheisessa tapahtumasarjassa pesupuskurin pH:n avulla saadaan aikaan leimatun
DNA:n sitoutuminen silikapylvdaseen, jolloin ylimaaraiset nukleotidit ja fluorokromi-

leimat voidaan huuhtoa pois. (Agilent Technologies 2012.)

Kuviossa 6 on esitetty molekyylikaryotyypityksen periaate kaaviona leimausasteesta
eteenpain. Tutkittava DNA ja normaalia ihmisen genomia edustava referenssi-DNA

merkitaan eri vareja fluoresoivilla leimoilla ja hybridisoidaan mikrosirulle, jolla ne sitou-
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tuvat mikrosirun oligokoettimiin kilpailevan sitoutumisen periaatteella. Oligokoettimet
ovat kaupallisia, ISCA (International Standards for Cytogenomic Arrays Consortium)
-stardardin mukaisesti valikoituja muutaman emaksen pituisia nukleotidijaksoja, jotka
kattavat kaikki eksonit painottuen erityisesti tunnettujen geenien, promoottorien ja te-
lomeerien alueille. Yhdella mikrosirulla oligokoettimien lukuméaaréa vaihtelee, saatavilla
on useiden kymmenen tuhansien koettimien mikrosiruista aina miljoonan koettimen
siruihin. (Agilent Technologies 2012.) Kayttotarkoituksesta riippuen oligokoettimet voi-

vat edustaa myds muita genomin osia.

tutkittava DNA normaali DNA

}

FLUORESENSSI-

m thIMAUS m
m m w MIKROSIRUN
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—

KARYOTYYPITYS:

HYBRIDISAATIO
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‘m m o
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Kuvio 6. Molekyylikaryotyypitys mikrosirulla (Knuutila 2006).

DNA sisaltaa paljon toistojaksoja, joiden ndkyminen tuloksissa estetaan denaturoimalla
DNA-juosteet ja kiinnittamalla haluttuihin kohtiin toistojaksoista koostuvaa DNA-
valmistetta (Agilentin menetelmadssd Human Cot-1 DNA®) sek& Blocking Agent
-valmistetta. Taman seurauksena toistojaksot eivat paase sitoutumaan mikrosirun oli-
gokoettimiin. DNA renaturoidaan, jonka jalkeen DNA on valmis hybridisaatioon. Hybri-
disaatio mikrosirulle tapahtuu 65 °C:n lampétilassa 24 tunnin ajan. Korkea lampdtila
takaa DNA-juosteiden pysymisen denaturoituneina koko tapahtuman ajan ja pitkalla
hybridisaatioajalla varmistetaan, ettd mahdollisimman suuri osa leimatusta DNA:sta

sitoutuu oligokoettimiin. (Agilent Technologies 2012.)
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Mikrosiru luetaan laserskannerilla, joka muodostaa varillisen korkearesoluutioisen ku-
van koetinpisteiden fluoresenssin voimakkuuden perusteella. Kuvan sisaltamat tiedot
muutetaan numeeriseen muotoon valitun kuva-analyysiohjelman avulla. Tulokset nor-
malisoidaan vahentamalla fluoresenssisignaalin intensiteettiarvosta taustakohinan ai-
heuttama signaalin intensiteetti. Normalisoinnin tarkoituksena on muokata epéatasaises-
ti jakautuneet signaalien intensiteettiarvot lahemmas normaalijakaumaa, jotta tulosten
analyysi tilastollisten menetelmien avulla olisi mahdollista. Intensiteettiarvojen perus-
teella lasketaan suhdeluku (alla olevassa kaavassa logaritminen suhde), jotta ja-
kaumasta saadaan symmetrinen. Logaritminen muunnos (log,) lasketaan seuraavalla
kaavalla:

. . referenssi—DNA
Logaritminen suhde = log2 (—)
tutkittave DNA

Suhdeluku kuvaa tutkittavan naytteen kopiomaaraa suhteessa normaaliin genomin
kopiomaaraan. Logaritmisen muunnoksen jalkeen normaalin kopiomaaran suhdeluvuk-
si tulee 0, vahvistuneet signaalit (amplifikaatiot) ovat positiivisia lukuja ja vaimentuneet
signaalit (deleetiot) negatiivisia. Kopiomaaramuutoksen koko ja sijainti saadaan selville
kromosomiraidan tarkkuudella. (Suominen ym. 2010: 206—-210; Tyybakinoja — Knuutila

2006.) Tulosten tulkinnasta kerrotaan tarkemmin luvussa 6.3.

5.2 Menetelmaan vaikuttavat tekijat

Mikrosirutekniikkaan liittyy joitakin rajoituksia. Menetelmalla voidaan havaita ainoas-
taan geneettisen materiaalin kopiomaaran muutoksia, joten translokaatiot, inversiot ja
fuusioitumalla syntyneet geenit tulee osoittaa muilla menetelmilla (esimerkiksi FISH,
kohdistettu syvasekvensointi). Vahintddn 30 %:ssa tutkittavan naytteen soluista tulee
esiintya kopiomaarén muutos, jotta poikkeavuudesta muodostuu havaittavissa oleva
signaali. (Knuutila 2012b.) Téh&n perustuu naytteiden valinnassa kaytetty tuumoriku-
dospitoisuuden kriteeri. Koska parafiinileikkeista eristetty DNA on laadultaan heikom-
paa kuin veresta eristetty DNA, hybridisaatioreaktiot eivat ole yhtd voimakkaita kuin
esimerkiksi veresta eristetylla DNA:lla. Sen vuoksi aCGH:lla ei pystyta osoittamaan

pienid yhden nukleotidin muutoksia. (Knuutila — Wirtanen 2012.)

DNA:n kontaminaatioherkkyys edellyttaa genetiikan laboratoriolta asianmukaisia asep-

tisia tyotapoja. Fluoresoivaa merkkiainetta tulee kéasitella valolta suojattuna, koska fluo-



18

resenssileima reagoi valoon ja siten kuluu ennenaikaisesti. Otsonikadon seurauksena
lisdéntynyt UVB-séteily katkoo mikrosirun oligokoettimiin sitoutuneen DNA:n vetysidok-
sia. Taman vuoksi otsonin maara tulisi mitata siind vaiheessa, kun mikrosirulle kiinnit-
tyméattomat, ylimaaraiset leimatut nukleotidit pestaan pois. Otsonin maaran ylittdessa
tietyn pitoisuuden (Agilentin menetelmalla 50 pg/m®) on suositeltavaa kayttaa erillista
otsonisuojaa. (Agilent Technologies 2012.)

6 Toteutus

Tassa osiossa on kuvattu, miten tutkimus toteutettiin kaytannossa. Ty® on suoritettu
CMG-laboratoriossa kevddn 2013 aikana. Naytemateriaali on CMG-laboratorion
valitsemaa ja eristamdd, Ilukuunottamatta yhtd naytettd, joka on eristetty
toteutusprosessin aikana. Array-CGH on laboratorioprosessina pitk&kestoinen,
tyovaiheiden suunnittelu mukaan lukien prosessiin kaytettiin aikaa nelja tyoviikkoa, eli
noin viisi tyopaivaa yhta naytesarjaa kohden. Tulosten analysointiin aikaa kaytettiin
kolme tyoviikkoa.

6.1 NAaytemateriaali

Opinnaytetydn aineistona kaytettiin formaliinifiksoidusta, parafiiniin valetusta (FFPE)
keuhkotuumorikudoksesta eristettya DNA:ta. Otoksen (n = 28) kaikki potilaat sairasta-
vat jotakin NSCLC:n alalajia: 82 % naytteista oli adenokarsinoomaa, loput vaihtelevasti
muita alatyyppeja kuten esimerkiksi suurisoluista keuhkosy6pda. Suurin osa potilaista
oli jossain vaiheessa elamé&ansé tupakoinut, kuviossa 7 on havainnollistettu miten otos

jakautui tupakoiviin ja tupakoimattomiin.
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Tupakointistatus
14
12
10
8
6
6
4
2
2
0 T T
ei koskaan alle 10 v tupakoinut, yli 20 v tupakoinut, vli 20 v tupakoinut,
tupakoinut lopettanut lopettanut jatkuu edelleen

Kuvio 7. Naytteiden tupakointitiedot.

Kaytettava aCGH-menetelma vaatii, ettd naytteen tuumorikudospitoisuuden on oltava
vahintddn 30 %, tutkimukseen valituissa naytteissd tuumoripitoisuudet vaihtelivat
40:sta 90 prosenttiin. Tutkimuksen kohteena oleva DNA oli eristetty CMG-
laboratoriossa tuumorikudosblokeista 27.6.—3.10.2012 vélisena aikana, mutta yhdesta
naytteesta (LC24) jouduttiin eristam&an lisda DNA:ta naytteen niukkuuden vuoksi. Eris-
tyksessa kaytettiin Qiagenin QlAamp DNA Mini Kit -eristyspakkausta. Analyysissa kay-

tettdvana referenssi-DNA:na toimi Agilentin valmistama kaupallinen tuote.

Ennen aCGH-tutkimusta DNA-naytteista on jo tehty Suomen molekyyliladketieteen
instituutissa (FIMM) sekvensointi Next Generation Sequencing -menetelmalld. (Knuuti-
la — Wirtanen 2012.) Naytteet oli eristysvaiheessa numeroitu LC-tunnisteella (Lung
Cancer + satunnainen naytenumero) kolminumeroisen koodin lisksi. Naytteisiin viita-
taan tutkimuksessa vain LC-numerolla, koska se on selkeintd ja helpottaa vanhojen

tulosten vertailua taman tutkimuksen tuloksiin.

FFPE-naytteet ovat nousseet tarkeadksi |Ahdemateriaaliksi genetiikan alueella niiden
sailyvyyden vuoksi ja potentiaalista tutkimusmateriaalia 16ytyykin runsaasti arkistoista
ympari maailman. Parafiiniin valetuista kudosleikkeisté eristetty DNA ei kuitenkaan
vastaa laadultaan taysin esimerkiksi veresta eristettyd DNA:ta. Koska FFPE-naytteet
aiheuttavat aCGH:ssa jonkin verran taustakohinaa, tulosten analysointi voi olla varsin-

kin kokemattomammille haastavaa. Naytemateriaalin kaytt6a vaikeuttaa myods formalii-
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niin fiksoitumisesta johtuvat molekyylitason muutokset, kuten esimerkiksi proteiini-
proteiini tai nukleiinihappo-nukleiinihappo -ristisidokset. (De Witte — Lea-Chou — Collins
2007.)

Mitddn varsinaista estettd ei kuitenkaan FFPE-naytteiden kaytdlle aCGH:ssa ole:
DNA:n eristysvaiheessa tehtava proteinaasi K -digestio hajottaa proteiineja ja haitallisia
entsyymeja, RNaasi A taas eliminoi mahdollisen konaminoivan RNA:n. Sopiva eristys-
tekniikka voi mahdollistaa hyvinkin korkealaatuisen naytemateriaalin eristamisen jok-

seenkin vanhoista parafiinikudosblokeista. (Pikor — Enfield — Cameron — Lam 2011.)

6.2 Tyobn suoritus

Tutkimusprosessissa kaytettiin Agilentin aCGH-tutkimusta varten valmistamia laitteita
ja reagenssipakkauksia ja elektroforeesigeeliajoon Lonza FlashGel® -laitetta ja
-reagensseja. Naytteiden prosessointi suoritettiin paddosin menetelmakohtaisia tydohjei-
ta noudattaen ja poikkeamista olemme maininneet erikseen. Laboratoriopéivakirja
LOT-numeroineen on liitteessa 1. Tyo tehtiin k&ytetyn 8x60K-mikrosirun kokorajoituk-
sen vuoksi kahdeksan naytteen ja kahdeksan referenssi-DNA -naytteen sarjoissa. Vii-
meisessa sarjassa hyodynnettiin mikrosirun ylimaaraisia naytepaikkoja ja analysoitiin
uudelleen nelja potilasnaytettd. Naytteet jaettiin sarjoihin alkuperaisputken kolminume-
roisen juoksevan jarjestysnumeron mukaan numerojarjestyksessa. Kuviossa 8 on esi-
tetty aCGH-prosessi kokonaisuudessaan. Seuraavassa osiossa esitellddn tarkemmin

jokainen ensimmaisen naytesarjan tyévaihe.
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DNA:n eristys parafiinileikkeesta

DNA:n konsentraation ja puhtauden mittaus

Digestio

Fluoresenssileimaus

Leimautumattoman DNA:n pesu

Leimausaktiivisuuden mittaus

Hybridisaatio (24 h)
Sitoutumattoman DNA:n pesu

Skannaus

Tulosten analysointi

Kuvio 8. aCGH:n laboratorioprosessin vaiheet (Agilent Technologies 2012).

Vaikka naytteiden DNA:n puhtausaste ja DNA-pitoisuus oli jo aikaisemmin mitattu,
kaikki naytteet mitattiin uudelleen ennen prosessin alkua, jotta saataisiin varmuus
DNA:n laadukkuudesta ja soveltuvuudesta aCGH-tutkimukseen. Mittaus suoritettiin
NanoDrop ND-1000 -spektrofotometrilld, joka laskee DNA-konsentraation automaatti-
sesti nanogrammoina mikrolitraa kohden (ng/pl). Puhtaan proteiini- ja kontaminanttiva-
paan DNA:n suhdeluku on 1,8-2,0, jonka laite laskee absorbanssiarvojen A260 ja
A280 avulla. DNA:n fragmentoituminen tarkistettiin elektroforeesilla 1,2 % agaroosigee-
lissd. Tulokset olivat reaaliaikaisesti nahtavissd FlashGel Capture® -ohjelman avulla.
28 naytteesta kaksi alitti hieman suositellun puhtausrajan, mutta koska naiden DNA-
konsentraatiot olivat riittavat, paatettiin, ettei niitd sen vuoksi hylata. Elektroforeesigee-
liagjon perusteella naytteissa ei ollut havaittavissa fragmentoitumista (kuvio 9), joten
kaikki naytteet hyvaksyttiin jatkotutkimuksiin.
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Kuvio 9. Esimerkki FlashGel® -elektroforeesigeeliajon tuloksesta. Kuvassa kaikki potilasnayt-
teet (LC-numeroidut), referenssi-DNA-néaytteet (M=mies, F=nainen) sek& kokomarkkeri
(SM). DNA:ssa ei ole havaittavissa fragmentoitumista.

Jokaista tutkittavaa potilasnaytetta kohden tarvittin samaa sukupuolta edustavan refe-
renssi-DNA-naytteen, jonka pitoisuus ja fragmentoituminen mitattiin edelld mainitulla
tavalla. Referenssinad kaytettiin Agilentin valmistamaa kaupallista DNA:ta nimeltaan
Human Reference DNA Male/Female. Agilent ilmoittama referenssi-DNA:n vakiopitoi-
suus on 200 ng/ul (Agilent Technologies 2012). Tama tarkistettiin spektrofotometrimit-
tauksella, josta saatu tulos oli hieman matalampi, mutta tdma otettiin huomioon lasket-

taessa tarvittavaa DNA:n maaraé seuraavassa tydvaiheessa.

Tutkittavan DNA:n konsentraation pitda olla samassa suhteessa referenssi-DNA:n
konsentraation kanssa, jotta tulos on mahdollista tulkita oikein. Huomattavasti epasuh-
tainen nukleotidien ma&ara nadkyy tulosten analyysivaiheessa suoraan kopiomaaran
muutoksena. (Agilent Technologies 2012.) Taman vuoksi naytteité laimennettiin nukle-
aasivapaalla vedella siten, ettd lopullinen saanto naytteen vakiotilavuudessa (10,1 pl)
on 500 ng DNA:ta. Naytteistd kolme oli konsentraatioltaan huomattavasti referenssi-
DNA:ta alhaisempia, joten niita ei laimennettu, vaan referenssi-DNA:ta laimennettiin
vastaamaan naiden naytteiden konsentraatiota. Laimennukset laskettiin mitatun DNA:n

konsentraation perusteella, laskukaavat ovat laboratoriopaivékirjassa liitteessa 1.
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Digestio master mix valmistettin SureTag® DNA Labeling Kit -reagenssipakkauksen
siséltamista tarvikkeista sekd nukleaasivapaasta vedesta. Jokaiseen naytteeseen ja
referenssiin lisattiin 2,9 pl master mixia ja ne pantiin 37 “C:n vesihauteeseen 2 tunnin
digestion ajaksi. Taman jalkeen naytteita inkuboitiin vielda 20 minuuttia 65 °C:n
lampolevylla entsyymiaktiivisuuden lopettamiseksi. Restriktioentsyymeitd on monia
erilaisia; tassa tutkimuksessa kaytetyn Agilentin menetelmén entsyymit ovat Alu | ja
Rsa I, jolloin tuloksena on 200-500 emasparin mittaisia DNA-juosteita. Alu | katkaisee
DNA-juosteen kohdasta AG|CT 5 paasta, Rsa | vastaavasti kohdasta GT|AC 5 paasta.
Asetyloitu BSA stabiloi entsyymiaktiivisuuden digestiovaiheessa ja
restriktioentsyymipuskuri luo optimi-olosuhteet digestioreaktiolle. Restriktioentsyymi
toimii 37 °C lampdtilassa. Juosteiden renaturaation estamiseksi naytteiden annettiin
viilentya jaahauteella viiden minuutin ajan. Digestion onnistuminen tarkistettiin Lonzan
FlashGel® -elektroforeesigeeliajolla (kuvio 10) ja kaikkien naytteiden todettiin olevan
jatkokelpoisia. Onnistuneessa digestiossa DNA-juosteiden tulisi olla 200-500
emasparin pituisia. (Agilent Technologies 2012; Suominen ym. 2010: 112-121))
Digestion jalkeen naytteet siirrettiin pakastimeen sailytykseen, mikali samana paivana
ei jatkettu seuraavaan tyovaiheeseen.

| i | / ;
B e .y SR YA |~ e—— f— h_d-., — e —

Kuvio 10. Esimerkki digestiovaiheen jalkeisestd FlashGel® -elektroforeesigeeliajon tuloksesta
toisen ja kolmannen naytesarjan osalta. Kuvassa potilasnaytteet (LC-numeroidut), referens-
si-DNA-naytteet (M=mies, F=nainen) seka kokomarkkerit keskella (SM). DNA:ssa ei ole ha-
vaittavissa fragmentoitumista.
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Agilentin menetelméan kayttamat fluoresenssileimat ovat Cyanine 3-dUTP ja Cyanine 5-
dUTP. Cy-5 ja Cy-3 -fluorokromimolekyyleissé urasiilin 11-aseman hiileen on lisatty
biotiini, jonka avulla se kiinnittyy nukleotidiin. (Suominen ym. 2010: 195-200.)
Leimausvaiheen aluksi lisattiin 2,5 pl random primerid ja naytteita inkuboitiin 95 "C:n
lampolevylla 3 minuutin ajan. Seuraavan master mixin valmistuksen ajan, noin 5
minuuttia, naytteiden annettiin jaahtya jailla, jotta exo(-) Klenow ei alkaisi toimia

ennenaikaisesti.

Molemmista fluorokromeista valmistettin oma Labeling master mix SureTag® DNA
Labeling Kit -reagenssipakkauksen sisaltamista tarvikkeista sekd nukleaasivapaasta
vedestd. CMG-laboratorion kaytanténa on leimata tutkittava nayte siniseksi Cy-3-
fluorokromilla ja referenssi punaiseksi Cy-5-fluorokromilla, joten tutkimuksessa
kaytamme tata vakiintunutta tapaa. Jokaiseen digestoituun potilasnaytteeseen lisattiin
11,5 ul Cy-3-leimaa sisdltavaa master mixia ja vastaavasti jokaiseen digestoituun
referenssindytteeseen saman verran Cy-5-leimaa sisdltavaa master mixia.
Leimautuminen tapahtuu 37 °C:n lampdtilassa, naytteet pantiin 2 tunnin ajaksi
vesihauteeseen, minka jalkeen naytteitd inkuboitiin vielda 10 minuuttia 65 °C:n

lampolevylla. Taman jalkeen naytteet siirrettiin pakastimeen sailytykseen.

Leimautumaton DNA pestiin naytteista ja referensseistd kuvion 11 mukaisesti. Lahes
kaikille naytteille tehtiin lisdsentrifugointivaihe, koska naytteen volyymi ylitti sallitun raja-
arvon. Pesupuskurina kaytettiin yksinkertaista Tris-EDTA-liuosta (TE), jonka pH on 8,0.



1. Sentrifugointi 1 min
6000x g
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2.430 yl 1xXTE lisays ja
naytteen pipetointi
pesupylvaaseen

3. Sentrifugointi 10 min
8000x g

4. 480 yl 1xTE lisays ja
sentrifugointi 19* min
8000x g

5. Pesupylvaan siirto
puhtaaseen putkeenja
sentrifugointi 1 min
8000x g

6. Naytteen maaran
mittaus: ylittaako 9,5
Mi?

Yli 9,5 pl: naytteen
pipetointi
pesupylvaaseen ja

Sentrifugointi 1 min
8000 x g, jatko
kohdasta 5

9,5 pl tai alle: Naytteen
pipetointi
alkuperaisputkeen ja
tarvittaessa 1xTE

siirto pesuputkeen

lisays

Kuvio 11. DNA:n pesun vaiheet lisédsentrifugointeineen. Agilentin menetelméaohjeesta poiketen
tahdella (*) merkittya sentrifugointiaikaa on pidennetty, koska ohjeen mukainen 10 minuutin
sentrifugointi ei ollut riittava poistaakseen kaiken ylimaaraisen eluaatin. Tavoitteena on saa-
vuttaa kaikille naytteille vakiotilavuus 9,5 pl. (Agilent Technologies 2012.)

Pesun jalkeen mitattin NanoDrop ND 1000 -spektrofotometrilla sitoutuneen
fluoresenssin absorbanssi ja DNA:n konsentraatio, joiden perusteella laskettiin
leimautumisaste, aktiivisuus ja saanto. Laskukaavat [0ytyvat laboratoriopaivékirjasta
litteesta 1. Suositeltava aktiivisuus on Cy-3-leimatuilla naytteilla 20-35 pmol/ug ja Cy-
5-leimatuilla  20-30 pmol/ug ja suositeltava saanto kaikila 8-11 pg (Agilent
Technologies 2012). Potilasnaytteista noin 32 % (18 naytettd) ja referensseista noin 20
% (11 naytettd) olivat suositelluissa raja-arvoissa. Saanto oli suositeltua tasoa
alhaisempi  kaikilla naytteilla ja referensseilla. CMG-laboratorion kaytannén
kokemuksen mukaan tulokseksi saadut aktiivisuus- ja saantoarvot olivat tyypillisia
parafiiniblokeista eristetylle naytemateriaalille. Prosessia jatkettiin kaikkien naytteiden
osalta.

Aktiivisuustietojen perusteella jokaiselle potilasnaytteelle valittin sopivan referenssi-
DNA-parin. Aktiivisuus vaihteli naytteiden valilla suuresti, joten potilasnaytteet ja
referenssit jarjestettiin aktiivisuudeltaan pienimmasta suurimpaan ja parit valittiin tAman
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mukaan. Hybridisaatioparit kirjattiin Mikrosirujen pipetointikaaviot -lomakkeille (liite 3).
Referenssinayteputken sisaltd lisattiin sitd vastaavaan potilasnayteputkeen, jonka
jalkeen DNA:n m&ara mitattiin. Yksinkertaista TE-puskuria lisattiin siten, etta yhteiseksi
tilavuudeksi saatiin vakio 16 pl, ja naytteet siirrettiin pakastimeen sailytykseen.

Hybridisaatio master mixin valmistuksessa lisattiin Agilentin menetelm&ohjeessa
annettuun maaraan 5 pl ylimaaraista reaktiota kohden, koska sen todettiin haihtuvan
toivottua enemman 95 °C:n inkubaation aikana. Hi-RPM-puskurin runsaan
vaahtoamisen takia mixiin liséttiin viela yksi ylimaardinen reaktio pipetointivaraksi.
Jokaiseen néaytteeseen ja referenssiin lisattin 34 pl master mixia. DNA-juosteiden
denaturoimiseksi naytteitd inkuboitin 95 °C:n |ampdlevylla 3 minuuttia ja
renaturoimiseksi sen jalkeen 37 °C:n vesihauteessa 30 minuuttia. Naytteita
sentrifugoitiin 1 minuutin ajan 6000 x g:n nopeudella, jonka jalkeen ne olivat valmiita

mikrosirulle pipetoitavaksi.

Hybridisaatiossa kaytetyt mikrosirut olivat Agilentin SurePrint G3 Human CGH
Microarray Kit 8x60K, joissa on kahdeksan 60 000 oligokoetinta sisaltavaa
naytepaikkaa (Agilent Technologies 2012). Mikrosirun silikoniesteilla rajattuun
naytepaikkaan pipetoitin 45 pl naytettd, ilmakuplat puhkottiin steriililla neulalla ja
peitinlasi asetettiin suojaamaan naytepaikkoja. Mikrosiru koottiin ohjeen mukaisesti
tiiviisti suljettuun hybridisaatiokammioon ja naytteiden vapaa liikkkuvuus mikrosirun ja
peitinlasin valissa varmistettiin. Hybridisaatio tapahtui hybridisaatiouunissa 65 °C:n

lampdotilassa 24 tunnin ajan.

Kun hybridisaatio oli valmis, otsoniarvo tarkistettiin. Otsonin ollessa Agilentin ilmoitta-
mia raja-arvoja korkeampi lisataan mikrosirun paélle erillinen otsonisuoja. Kaikkien
mikrosirujen kohdalla otsonilukemat jaivét alle sallitun 50 pg/m*:n rajan, joten suojausta

ei tarvittu. Sitoutumattomien nukleotidien pesu tehtiin kuvion 12 mukaisesti.
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Wash Buffer 1:

mikrosirun
purkaminen

Wash Buffer 1: Wash Buffer 2:

5 min ~ 37°C1min

Kuvio 12. Sitoutumattomien nukleotidien pesuprosessi hybridisaation jalkeen (Agilent Technolo-
gies 2012).

Pesty mikrosiru kuljetettiin valolta foliokuoressa suojattuna Biomedicumiin, jossa se
skannattiin Agilentin korkean resoluution SureScan DNA Microarray Scanner -
laserskannerilla. Skannerin asetuksen olivat Agilentin 8x60K -kokoiselle mikrosirulle
suosittamat. Heti ndytesarjan skannauksen jalkeen varmistettiin skannauksen onnistu-
minen skannatusta kuvatiedostosta seka tarkistettiin, ettei ohjelma ollut antanut vir-
heilmoituksia. Feature Exctraction -ohjelman avulla skannerin ottama kuvatiedosto
muunnettiin tulosten analysointiin kaytettdvan ohjelman ymmartdmaan muotoon eli
numeeriseksi tekstitiedostoksi. Taman jalkeen mikrosirun skannaustulokset olivat val-

miita analysoitaviksi.

Ennen viimeisen naytesarjan prosessointia seka tulosten analysointivaihetta tarkastet-
tiin alustavasti siihen mennessa edellisten sarjojen kaikki naytteet ja niiden laaduntark-
kailuraportit (myohemmin QC-raportit) (lite 5). Naiden raporttien tietojen perusteella
valittiin viimeiseen naytesarjaan uusittavat naytteet. QC-raporteista tarkistettiin fluore-
senssisignaalien intensiteetti ja taustakohinan maara seka naytteen jakaantuminen
mikrosirun oligokoettimille (n&kyvissa myos ylla olevassa kuvassa 11). Hajonnan suosi-
tusarvo on alle 0,30, intensiteetin yli 50 ja taustakohinan alle 15 (Agilent Technologies
2012). Lisaksi tarkistettiin analyysiohjelman (CytoGenomics) avulla, onko nayte mah-
dollisista laatupoikkeavuuksista huolimatta tulkittavissa ja onko sen uusiminen tutkitta-
vien kopiomaaramuutosten kannalta kannattavaa. Mikrosirun ylimaaraisten naytepaik-
kojen perusteella oli mahdollisuus uusia korkeintaan nelja naytetta ja ndma kaikki uu-
sintamahdollisuudet kaytettiinkin, vaikka ehdottomasti uusintaa vaativia naytteita olikin

vain kolme.
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6.3 Tulosten analysointi

Tulosten analysointiin kaytettiin Agilentin CytoGenomics -ohjelmaa (versio 2.0) seka
Zirichin yliopiston kehittdmaa ja yllapitamaa Progenetix -ohjelmaa. Kuviossa 13 on

esitetty tulosten analysointiprosessi kokonaisuudessaan.

CytoGenomics:

tulostenrajaus

potentiaalisiin
kopiomaara-
muutoksiin

Progenetix: yhteiset,
toistuvimmat
muutosalueet

Karyotyypitys
potilaskohtaisesti

Vertailu: omat e
tulokset vs. ALK, Vertailu: toistuvat

: muutoksetvs. NGS-
BRAE,RI?A:SGR 1a sekvensointitulokset

Analysointi:
Onkogeenit,
drivergeenit,
kohdegeenit

Kuvio 13. aCGH-tulosten analysointiprosessin vaiheet. Opinnaytetydhomme kuuluu ensimmaéi-
set nelja vaihetta (sininen vari). Naytteiden osalta tutkimusprosessi jatkuu viela (violetti va-

ri).

CytoGenomics jarjestad mikrosirun oligokoettimet automaattisesti idiogrammin eli kro-
mosomiraitamallin mukaisesti, jolloin voidaan tarkastella naytettd genomi-, kromosomi-
ja geenitasolla. CytoGenomics ilmoittaa skannerilla kuvatut ja numeeriseksi tiedoksi
muokatut tulokset sek& graafisena kuvana etta tunnuslukuina. Kuviossa 14 on esitetty
graafinen kuva kopiomaaran poikkeavuuksista kromosomi- ja geenitasolla. Ohjelmaan
voidaan maaritella kopiomaaramuutosalueen vahimmaiskoko, jolloin kaikki néaméa arvot
ylittdvat muutokset tulkitaan poikkeavuuksiksi ja merkitdan visuaalisesti helpommin
havaittaviksi. Asetukset olivat Agilentin (2012) suosituksen mukaiset, jolloin perékkais-
ten koettimien vahimmaismaara on 3 ja log ratio 0,25.
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Chr 20
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Kuvio 14. Esimerkki CytoGenomics -ohjelman tuloksesta. Graafisessa kuvassa on esitetty ko-
piomaaramuutokset kromosomin tasolla. Punaiset pisteet kuvaavat deleetioita ja siniset
amplifikaatioita. Kuvion keskella on liukuva keskiarvo (average log ratio) -kayra, joka ilmoit-
taa kopiomaéramuutoksen koon suhteessa normaaliin kopiomé&araén. (Agilent Technolo-
gies 2012.)

CytoGenomics -ohjelma ei tee tulkintoja kopiomaaramuutoksen aiheuttajasta, joten
ohjelman merkitsemien muutoskohtien oikeellisuus on aina arvioitava tapauskohtaises-
ti. Tama tutkimus kohdistuu kopiomaaramuutoksiin ei-pienisoluisessa keuhkosytvassa,
joten CytoGenomicsin loytamista poikkeamista suodatettiin normaaliin periman variaa-
tioon kuuluva polymorfismi. Ohjelman tietokantayhteyden avulla verrattiin poik-
keavuusalueita sekvensoituun normaaliin ihmisen genomiin, lahdetietokantana kaytet-
tiin ihmisen genomin tietokantaa hgl19. Tuloksista suodatettin myds poikkeavuudet,

jotka johtuvat muista tekijoista kuin todellisesta kopiomaaran muutoksesta perimassa.

FFPE-ndytemateriaali aiheuttaa tavallista suurempaa taustakohinaa, mikd voi saada
aikaan virheellisia log ratio -arvoja ja siten ndyttda kopiomaaramuutokselta, joten tallai-
set pyrittiin my6s karsimaan. Virheellisten tulosten suodattamisessa otettiin myés huo-
mioon paljon geneettistd variaatiota sisaltavat alueet, esimerkiksi kromosomien telo-
meerit ja sentromeerit ja suhtauduttiin kriittisemmin nailtd alueilta I6ytyneisiin poik-

keavuuksiin. Muutosalueen koon eli alueen siséalla olevien emasparien maaran seka
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poikkeavuuden rekisterdineiden koettimien maaran otettiin myés huomioon, erityisesti

mikali kyseessa oli kooltaan pieni muutosalue.

Potentiaalisista kopiomaaramuutoksista tehtiin ISCN 2009 -nomenklatuurin mukaiset
potilaskohtaiset karyotyypit (lite 4). Karyotyypeista selvidd onko kyseessa deleetio vai
amplifikaatio, kuinka laaja alue on kyseess&, mista kromosomista muutos I6ytyy ja on-
ko muutos kromosomin p- vai g-varressa. (Shaffer — Slovak — Campbell 2009: 121-
128.) Progenetix -ohjelman avulla etsittiin kopiomaaramuutoksista naytteiden kesken
yleisimmin toistuvat, yhteiset kromosomialueet. Saatuja tuloksia verrattiin Progenetixin
tutkimustulostietokantaan, jossa on aikaisemmin osoitettuja ei-pienisoluiseen keuh-
kosyopaan liittyvid kopiomaaramuutoksia. Taman vertailun tulokset on esitetty tulos-

analyysin yhteydessa luvussa 7.

Naytteiden NGS-sekvensointitulosten perusteella oli valittu nelja ei-pienisoluiseen
keuhkosyopéaéan liittyvaa geenia: ALK, BRAF, EGFR ja KRAS.
OMIM-geenitietokannasta etsittiin naiden geenien sijainti ja sita verrattiin kopiomaara-
muutos-tuloslistaan. Léydettyja kopiomaaramuutoksia verrattiin myds potilasnaytteiden
sekvensointituloksiin naiden geenien osalta. Apuna kopiom&aramuutosten luetteloin-

nissa kaytettiin Microsoft Officen Excel -taulukkolaskentaohjelmaa.

7 Tulokset

Opinnaytetydn tarkoituksena oli osoittaa aCGH-menetelmalla 28 potilasnaytteesta
geenien kopiomaaramuutoksia. Kopiomaaramuutoksiksi tulkituista amplifikaatioista,
deleetioista ja amplikoneista etsittiin sen jalkeen kaikkien potilasnaytteiden tuloksissa
eniten toistuvat kromosomialueet. Lisaksi tutkittin potilasnaytteista neljan tyéhon vali-
tun geenin (ALK, BRAF, EGFR, KRAS) mutaatiotietoja ja selvitettiin, |10ytyykd geenien

alueelta myds kopiomaaramuutoksia.

Tutkituista 28 naytteesta 20:ssa oli osoitettavissa yhteensa 166 kopiomaaramuutosalu-
etta. Naistd 119 (71,7 %) oli amplifikaatioita, 46 (27,7 %) deleetioita sek&d 1 (0,6 %)
amplikon. Kopiomaaramuutosalueiden koko vaihteli vélilla 0,4 Mb — 137,5 Mb. Kuvion
15 havaintomatriisi osoittaa muutosalueiden toistuvuutta ndytemateriaalissa. Muutos-

ten koko ja sijainti vaihtelivat suuresti eri naytteiden valilla, mutta joitakin toistuvia muu-
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toksia pystyttiin havaitsemaan. Y-kromosomi ei ndy kuviossa sen huonon tulkittavuu-

den vuoksi.
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Kuvio 15. Hajontamatriisi kopioméaaramuutosten koosta ja sijainnista naytekohtaisesti. Jokainen
vaakarivi vastaa yhta potilasnaytetta. Amplifikaatiot on merkitty vihrealla ja deleetiot punai-
sella, palkin leveys kuvaa kopiomaaramuutosalueen kokoa.

7.1 Karyotyypitys ja yhteiset kromosomialueet

Tutkituista naytteista kahdeksan oli karyotyypiltdédn normaaleja, eika niista voitu o0soit-
taa potentiaalisia Kliinisesti merkityksellisia geenien kopiomaaramuutoksia. Jokaisesta
naytteesta tehtiin karyotyyppi Progenetix-ohjelman ajoa varten. Taulukossa 2 on esitet-
ty esimerkkeja naytteiden karyotyypin merkitsemistavasta ISCN-nomeklatuurin mukai-
sesti (Shaffer ym. 2009: 121-128).

Taulukko 2.  Esimerkkeja naytemateriaalin karyotyypeista.

Nayte Muutos Muutosalue

LC9 Normaali arr(1-22,X)x2

LC55 Normaali arr(1-22)x2,(XY)x1

LC5 amplifikaatio (x3) 1p31.3p21.1(67,816,733-106,341,021)
LC10 deleetio (x1) 18q11.2qter(21,745,057-77,982,126)
LC5 amplikon (x4) 17q12(35,641,794-37,988,426)

Toistuvimmat kromosomialueet, joissa kopiomaaramuutoksia oli osoitettavissa, olivat
kromosomit 1q, 5p, 89 ja 14q. Kaikki namé& muutokset olivat tyypiltddn amplifikaatioita

ja ne voitiin osoittaa yli 25 %:ssa kopiomaaramuutos-positiivisista naytteista. Deleetioi-
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den osalta toistuvuus ei ollut yhtd suurta: noin 20 %:ssa kopiomaaramuutos-
positiivisista naytteista oli osoitettavissa deleetioita kromosomeissa 6q ja 19p. Kuviossa
16 on esitetty idiogrammina yhteenveto tutkittujen potilasnaytteiden kopiomaaramuu-

tosalueista ja niiden sijoittumisesta kromosomistoon.
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Kuvio 16. Idiogrammi 20 potilasnaytteen geenien kopiomaaramuutosten tuloksista. Amplifikaati-
ot on merkitty vihrealla ja deleetiot punaisella, palkin leveys kuvaa kopiomaaramuutosten
toistuvuutta.

Progenetixin tekijoiden yllapitamassa arrayMap-tietokannassa on julkaistuja ja validoi-
tuja, CGH-menetelmilla analysoituja sydpiin liittyvia tutkimustuloksia koko genomin
kopiomaaramuutosten osalta. NSCLC:n CGH-tuloksia on tietokannassa yhteensa 595
ja myos naistd on mahdollista tuottaa idiogrammi. (Baudis 2012a; Cai — Kumar — Bau-
dis 2012.) Taman tutkimuksen tuloksia voidaan verrata tahan yleiseen profiiliin. Kuvi-
ossa 17 on havainnollistettu NSCLC:n tyypilliset kopiomaaramuutosalueet. Verrattaes-
sa tutkimuksen tuloksia naihin tyypillisiin kopiomaaramuutosalueisiin, voidaan havaita
alueiden vastaavan toisiaan. Taman perusteella voidaan todeta tulosten olevan luotet-
tavia ja FFPE-materiaalia on odotetusti voitu kayttaa kopiomaaramuutosten osoittami-

seen aCGH-menetelmalla.
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8046/3: Non-small cell carcinoma (595 samples)
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Kuvio 17. Idiogrammi ei-pienisoluisen keuhkosytvan tyypillisesta kopiomaaramuutosjakaumasta
595 potilaan naytteisiin perustuen (Baudis 2012a; Cai — Kumar — Baudis 2012).

Toistuvimpien kopioméaaramuutosten pienimmat yhteiset kromosomialueet (MCR, mi-
nimal common regions) on kuvattu taulukossa 3. Amplifikaatioiden osalta tulokset vas-
taavat aikaisempaa tutkimustietoa. Amplifikaatioalueet kromosomeissa 1q, 5p, 89 ja
14913.3 sisaltyivéat vuosina 2007 ja 2010 tehtyjen tutkimusten MCR-alueisiin (Job ym.
2010; Weir ym. 2007: 433-438). Taman tutkimuksen naytemateriaalista maaritetyilta
MCR-alueilta 16ytyi vain kaksi tunnettua keuhkosyopaan liittyvaa geenia, LNCR1 ja
LNCR3.
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Taulukko 3. Pienimmét yhteiset kromosomialueet. Mahdolliset alueilla sijaitsevat keuh-
kosyopéaén liittyvat geenit 16ytyvat sulkeista. Muutos "amp” tarkoittaa amplifikaa-
tiota ja "del” deleetiota. (OMIM 2013.) Sinisella merkityt amplifikaatioalueet vas-
taavat aikaisempien tutkimusten tuloksia (Job ym. 2010; Weir ym. 2007: 433-

438).
Kromosomi- Koko ) Nayt-
_ Cytoband Muutos | Geeneja )
raita (Mb) teita
1021.2924.3 150,257,376- 25,5 amp 297 8
171,754,884

5pterpl4.3 151,737- 22,1 amp 56 (LNCR3) | 6
22,246,071

8012.3¢g23.1 63,892,527- 46,9 amp 143 7
107,764,059

14911.2913.3 23,138,372- 13,9 amp 97 7
37,020,815

14931.3932.2 88,651,756- 10,1 amp 60 4
98,759,778

6022.1923.2 117,590,391- 14,3 del 55 (LNCR1) 4
131,900,272

19pterp13.2 327,273- 11,7 del 226 4
12,042,486

Ainoa tassa tyossa loydetty amplikon sijaitsee kromosomissa 17ql2 (35,641,794-
37,988,426) ja on kooltaan 2,3 Mb. Alueella on 45 geenid, mutta ndiden joukossa ei ole

tunnettuja keuhkosytpaan liittyvia geeneja.

7.2 Geenimutaatioiden ja kopiomaaramuutosten vertailu

NGS-sekvensointitulosten perusteella EGFR-pistemutaatioita (L858R ja L861Q) oli
osoitettu neljasta potilasnaytteesté ja deleetioita (DEL19) kahdesta. N&istd kahdessa
naytteessa (LC24 ja LC75) oli osoitettavissa yhtad aikaa saman geenin alueella piste-
mutaatio L858R sekd kopiomaaramuutos. BRAF-mutaatioita ei sekvensoinnissa 0soi-
tettu yhdestakaéan potilasnaytteesta. ALK-uudelleenjarjestyma osoitettiin sekvensoin-
nissa kahdesta naytteestd, mutta kummassakaan ei ollut osoitettavissa saman geenin
alueella kopiomaaramuutosta. Erilaisia KRAS-mutaatioita (12ALA, 12ASP, 12CYS ja
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12VAL) osoitettiin yhteensé yhdeksasta naytteestd, mutta missaan néaista ei ollut osoi-

tettavissa kopiomaaramuutosta KRAS-geenin alueella.

Taulukossa 4 on esitetty vertailu aCGH-menetelmalla osoitettujen kopiomaaramuutos-
ten ja sekvensoinnilla osoitettujen geenimutaatioiden valilla. Vertailu on tehty tutkimuk-
seen valittujen geenien alueelta. Kopioméaaramuutoksia oli osoitettavissa ALK-, BRAF
ja KRAS-geenien alueella kolmessa naytteessa kussakin ja kaikki muutokset olivat
tyypiltdan amplifikaatioita. EGFR-geenin alueella kopiomaaramuutoksia oli osoitettavis-
sa viidessa naytteessa. Seitsemassa potilasnaytteessa ei pystytty osoittamaan geeni-
mutaatiota eika kopiomaaramuutosta, joten naita naytteita ei ole tassa taulukossa esi-
tetty. BRAF- ja EGFR-geenien kopiomaaramuutokset korreloivat huomattavassa maa-
rin: jokaisessa naytteessd, josta osoitettin BRAF-geenin kopiomaaramuutos, oli muu-
tos myds EGFR-geenin alueella. Muilla kopiomaaramuutosalueilla samanlaista korre-
laatiota ei havaittu. Taman tydn aineisto on kuitenkin lilan pieni luotettavaan tilastolli-

seen analyysiin.
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Taulukko 4.  Potilasnaytteistad osoitettujen kopioméaaramuutosten ja geenimutaatioiden vertai-
lu. X-merkinta tarkoittaa, etté kyseisen geenin alueelta on osoitettu kopiomaara-

muutos.
KOPIOMAARAMUUTOKSET GEENIMUTAATIOT

Nayte | ALK | BRAF | EGFR | KRAS | ALK BRAF EGFR KRAS
LC1 - X X - Positiivinen | Normaali | Normaali | Normaali
LC2 - - - X Normaali Normaali | Normaali | Normaali
LC5 - - X X Normaali Normaali | Normaali | Normaali
LC7 = = - - Normaali Normaali | Normaali | 12ASP
LC9 - - - - Normaali Normaali | Normaali | 12ASP
LC10 - - - - Normaali Normaali | DEL 19 Normaali
LC11 - - - - Positiivinen | Normaali | Normaali | Normaali
LC12 X - - X Normaali Normaali | Normaali | Normaali
LC23 - - - - Normaali Normaali | Normaali | 12CYS
LC24 - X X - Normaali Normaali | L858R Normaali
LC27 - - - - Normaali Normaali | L858R (B) | Normaali
LC46 = = - - Normaali Normaali | DEL 19 Normaali
LC52 - X X - Normaali Normaali | Normaali | Normaali
LC73 - - - - Normaali Normaali | Normaali | 12ALA
LC75 X - X - Normaali Normaali | L858R Normaali
LC76 = = - - Normaali Normaali | Normaali | 12VAL
LC77 - - - - Normaali Normaali | Normaali | 12CYS
LC78 - - - - Normaali Normaali | L861Q Normaali
LC82 - - - - Normaali Normaali | Normaali | 12ASP
LC85 X - - - Normaali Normaali | Normaali | 12CYS
LC86 - - - - Normaali Normaali | Normaali | 12VAL

Molemmat potilaat, joilla todettin EGFR-mutaation yhteydessa kopiomaaramuutos,
olivat tupakoivia. Aikaisempien tutkimusten mukaan EGFR-mutaatio on yleisempi tupa-
koimattomilla naispuolisilla henkil6illa (Job ym. 2010; Weir ym. 2007: 433-438). Tutki-
musaineistoon kuului seka tupakoivia etta tupakoimattomia EGFR-positiivisia potilaita,
mutta otos oli liilan pieni luotettavien johtopdatosten tekemiseen. Laajempaa vertailua
tupakoinnin merkityksesta ei aineiston pienuuden vuoksi voida tehda. Taydelliset tulok-

set kaikista potilasnaytteista ovat liitteessa 4.
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8 TyoOprosessin jatulosten luotettavuuden arviointi

Laboratoriotydskentelyn aikana kéasiteltdessd DNA-materiaalia noudatettiin genetiikan
laboratorion aseptisia tydtapoja. DNA:n kontaminaatioriskia pyrittiin pienentdméaan pi-
tamalla kaikki putkien korkit ja pipetinkarkilaatikoiden kannet kiinni, huolehtimalla pinto-
jen ja tydvalineiden puhtaudesta seka kayttamalla puuterittomia suojakasineita. Fluore-
senssileimausaineiden valoherkkyys otettiin huomioon noudattamalla Agilentin aCGH-
menetelméohjeen suosituksia: vahentamalla DNA:n leimausvaiheessa valon mé&araa,
kayttamalla valolta suojaavia eppendorfputkia seka valttamalla naytteiden ylimaaraista
pakastamista ja sulattamista. Entsyymien ennenaikainen aktivoituminen pyrittiin esta-
maan sailyttdmalla entsyymeja sisaltavat reagenssit ja naytteet jaissa tydskentelyn
aikana.

Pipetointikasialan vaikutusta kontrolloitiin jakamalla ty6t siten, ettd sama henkild pipetoi
aina koko pipetointisarjan. TyOvaiheet suunniteltiin etukateen ja niissa edettiin mene-
telmé&ohjeiden mukaisesti paitsi silloin, kun ohjeista poikkeaminen oli perusteltua. Kaik-
ki tyoskentelyn aikana tapahtuneet poikkeamat kirjattiin ylds prosessin sujuvuuden
varmistamiseksi. Inkubaatiot ja hybridisaatiot olivat kestoltaan menetelméaohjeen mu-
kaisia. Fragmentoitumisen tarkistukseen kaytetyt Lonza FlashGel® -geelikasetit ja
Loading Dye -variaine olivat pakkauksen mukaan vanhentuneita, mutta tdma ei CMG-
laboratorion aikaisemman kokemuksen perusteella vaikuttanut tuloksen luotettavuu-

teen.

Laboratorioprosessin luotettavuutta heikentdd hieman se, ettei meilla ollut ennestaan
kokemusta aCGH:sta. TAma johtui pddasiassa kustannussyista. Tata pyrittin kompen-
soimaan tutustumalla tydvaiheisiin teoriassa, mutta mahdollisia virhelahteita oli varsin-
kin ensimmaisen naytesarjan kohdalla vaikeampi ennakoida. Tarkkaan laaditut tutki-
muskysymykset varmistivat, ettd opinnaytetyén toteutus vastasi sille asetettuja tavoit-

teita.

Neljan potilasnaytteen hybridisaatio uusittiin, koska niiden QC-raporttien ja alustavan
tarkastuksen perusteella ei voitu luotettavasti maadritella, ovatko Cyto-
Genomics-ohjelman kopiomaaramuutoksiksi tulkitsemat I0ydokset todellisia muutoksia

vai ohjelman virhetulkintoja. QC-raporttien perusteella naytteiden fluoresenssisignaa-



38

lien intensiteetti ja taustakohinan maara vaihtelee suuresti, mutta CytoGenomicsilla
voidaan havaita, onko potilasnaytteen ja referenssi-DNA:n sitoutumisessa oligokoetti-
miin on huomattava ero. Taustakohinasta huolimatta kopiomaaramuutoksia on havait-
tavissa jokaisella kaytetylla aCGH-mikrosirulla, miké vahvistaa hybridisaation toimivuu-
den ja kyvyn osoittaa kopiomaaramuutoksia. Tulosten visualisointiin CytoGenomicsilla
kaytettiin Agilentin suosittamia asetuksia perakkaisten koettimien maarasta ja log rati-
osta; talla tavoin rajattiin pois pienimmat kopiomaaramuutosalueet ja pienennettiin vir-
heellisten tulkintojen riskia. Professori Sakari Knuutila on lisdksi vahvistanut, etta kaikki
tassa opinnaytetydssa raportoidut muutosalueet sisaltavat potentiaalisia kopiomaara-

muutoksia ja avustanut virheellisten tulosten karsimisessa.

Progenetix-ohjelmalla tuotettu idiogrammi kaikkien kopiomaaramuutoksia sisaltavien
naytteiden yhteisista muutosalueista vastaa lahes taydellisesti aiempien ohjelmalla
analysoitujen aCGH-sarjojen tuloksia. Tama puoltaa tulosten luotettavuutta, joten todel-
lisiksi  tulkitut  poikkeavuudet ovat geenikopiomaaramuutoksesta johtuvia.
FFPE-naytemateriaalin heikkolaatuisuus vahentéd luotettavuutta, mutta tdma oli tie-
dossa ja heikon laadun vaikutukset tulivat odotetusti esiin. Erityisesti heikkolaatuisuus
nakyi elektroforeesigeelilld, leimatun DNA:n alhaisena aktiivisuutena ja Cytogenomics-
tuloksissa havaittavana taustakohinana. Naistd seikoista huolimatta kopiomaaramuu-
tokset pystyttiin osoittamaan edella mainituin tuloksin.

Patologi on antanut lausuntonsa kaikista tutkimukseen kaytetyistd kudosnéaytteista ja
niiden kasvainkudoksen osuuden on varmistettu olevan yli 30 %. Naytteet ovat siis
nailtd osin vertailukelpoisia. Yksi ndyte jatettiin pois tutkimuksesta liian alhaisen tuumo-

rikudospitoisuuden vuoksi.

CMG-laboratoriolla on voimassaoleva tutkimuslupa potilasmateriaalin ja kudosnayttei-
den kayttoon seka eettiselta toimikunnalta ettéa Valviralta. Lupa kattaa myds tutkimus-
ryhmassa tehtavat opinnaytetyot, joten eettisyysongelmia ei ole. Tutkimusraportissa
naytteistd kaytetddn LC-koodinumeroita, jotka ovat tutkimusryhm&n omia tunnisteita
eivatkd ole kaytossa virallisissa dokumenteissa. Potilaita ja kudosblokkeja ei voi siis
jaljittéd numeroinnin avulla virallisista jarjestelmistda. Naytteiden karyotyyppien julkai-

semisen luvallisuus on varmistettu.
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9 Pohdinta

Opinnaytetydn tarkoituksena oli osoittaa geenien kopiomaaramuutoksia array-CGH-
menetelmalla. Aineistossa 20 naytteesta oli osoitettavissa yhteenséd 166 geenien ko-
piomaaramuutosaluetta. Karyotyypiltdan normaaleiksi luokiteltavia naytteita oli kahdek-
san. Tuumorikudoksen osuus oli naytteissa korkea, joten l6ydettyjen kopiomaaramuu-
tosten suuri maara vastasi odotuksia. Amplifikaatioiden osuus muutoksista oli 71,7 % ja
yleisimmat amplifikaatioalueet olivat kromosomeissa 1q, 5p, 89 ja 14q. Deleetioalueista
yleisimmaét olivat kromosomeissa 6q ja 19p. Amplikoneja osoitettiin yksi, joka sijaitsi
kromosomissa 17q12.

Saadut tulokset vastaavat osittain aikaisempaa keuhkosydvén tiimoilta saatua tutki-
mustietoa. Amplifikaatiovaltaisuus ja yleisimpien muutosalueiden sijainti vastaavat tay-
sin NSCLC:lle tyypillista kopiom&aramuutosjakaumaa, joten taméan perusteella tulokset
ovat luotettavia. Aikaisemmissa tutkimuksissa potilasaineisto oli tasta tyosta poiketen
paaosin tupakoimatonta ja yhteen NSCLC:n alatyyppiin keskittyvia, joten télta osin ta-
man tyon tuloksia ei voi suoraan verrata aikaisempaan tietoon. Myos tutkimukseen
valittujen neljan keuhkosytpaan liittyvan geenin mutaatioiden ja kopiomaaramuutosten

yhteytta tarkasteltiin.

Aineistosta osoitettiin kaksi naytetta, joissa EGFR-geenissa on L858R-mutaatio ja gee-
nin alueella kopiomaaran amplifikaatio. Aikaisemman tutkimustiedon mukaan geenimu-
taation ja kopiomaaramuutoksen on todettu korreloivan keskendan erityisesti EGFR-
geenin mutaation yhteydessa, joten tallaisen yhtenevaisyyden [6ytyminen tassa tydssa
saaduista tuloksista oli odotettavissa. Kuudessa EGFR-positiivisessa néaytteessa ei
kuitenkaan tallaista yhteytta kopiomaaramuutokseen havaittu. ALK-, BRAF- ja KRAS-
geenien yhteytta kopiomaaramuutokseen ei voitu osoittaa, mutta erittdin pienen otos-
koon vuoksi yhteyden mahdollisuutta ei voida kuitenkaan varmuudella poissulkea.
BRAF-geenin kopiomaaramuutosten rinnalla esiintyi samalla potilaalla aina myds
EGFR:n kopiomaaramuutos, tosin BRAF-positiivisia naytteitad oli vain kolme, joten ta-
man havainnon perusteella ei voida muodostaa luotettavia johtopaattksia kyseisten

kopiomaaramuutosten yhteydesta.

Tama opinnaytetyd on osa laajempaa tutkimusprojektia, jonka tarkoituksena on pyrkia
selvittamaan kopioméaaramuutosten yhteyttd ei-pienisoluiseen keuhkosyopaan. CMG-

laboratorion tutkimuksen kokonaisvaltaisena tavoitteena on l0ytaa uusia hoitomuotoja
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NSCLC:hen sellaisille potilaille, joille olemassa olevat hoidot eivat tehoa. TAman vuoksi
erityisen mielenkiinnon kohteena ovat sellaiset geenialueet, joilta on I0ydettavissa hy-
vin vahan tai ei ollenkaan aikaisempaa tutkimustietoa kopiomaaradmuutosten tai piste-
mutaatioiden osalta. Tasta aineistosta ei téllaisia uusia alueita luotettavasti pystytty
osoittamaan, mutta saadut tulokset tukivat jo olemassa olevaa tietoa tunnetuista
NSCLC:hen liittyvista kopiom&ardmuutosalueista. Taman tyon jalkeen projekti tulee
todennéakdisesti jatkumaan tutkimuksilla, joilla pyritdan l6ytdaméaan biomarkkereita, joihin

hoito voidaan kohdistaa.

Opinnaytetydn yhtena tavoitteena oli rajata aCGH:lla osoitetuista kopiomaaramuutok-
sista jatkotutkimuksen kannalta mielenkiintoisimmat alueet. Tutkimusryhmén seuraa-
vana etappina on etsia maaritetyiltd pienimmilta yhteisilta alueilta ne geenit, joihin ko-
piomaaramuutos kohdistuu. Tutkimukseen kuuluvan neljan onkogeenin mutaation li-
saksi sekvensoinnilla on osoitettu kymmenia muita geenimutaatioita, joiden yhteys ko-
piomaaramuutokseen on myds syyta selvittda. Jatkossa kopiomaaramuutoskohtien
lapikayminen esimerkiksi FISH-tutkimuksen avulla voisi myos tuoda lisétietoa aiheesta.
Erityisesti hyodyllista olisi tarkemmin tutkia kromosomissa 17912 sijaitseva amplikon ja
kartoittaa, mitd geeneja sen alueella sijaitsee ja mitka naista ovat drivergeeneja. Mikali
kopiomaaramuutoksen kohde- tai drivergeenit pystytaan tunnistamaan ja niiden yhteys
NSCLC:hen on todistettavissa, voidaan geenitietoja hyddyntda biomarkkerina tasma-
laakkeiden kehittamisessa.

Array-CGH:lla saatiin tuotua esiin yleisimmat muutosalueet, joiden lahempi tarkastelu
on otoskoon pienuudesta huolimatta mahdollista. Array-CGH-menetelméan etuna on,
ettd sen avulla voidaan yhdelld kertaa kartoittaa kopiomaaramuutoksia koko genomin
laajuisesti. Kohdistettu sekvensointi ja FISH-menetelméa ovat hyvia jatkotutkimusmene-
telmid, koska aCGH-tulosten perusteella tutkimus voidaan kohdistaa spesifiin geeniin
tai sen osaan. Tutkimuksen laajentaminen epigenetiikan puolelle ei mydskaan ole
poissuljettua, silla deleetioiden metyloituneiden alueiden maarittdminen voi tuoda lisda

informaatiota ja tuoreita ndkdkulmia syopagenetiikkaan.

Tulosten arvioinnissa potilaiden kliiniset esitiedot merkitsevat paljon ja tdma olisi ollut
hyva sisdistaa jo suunnitelmavaiheessa. Kaytetty ndytemateriaali oli keuhkosyopatyy-
pin, tupakointistatuksen ja geenimutaatiostatuksen suhteen hyvin vaihtelevaa ja otos-
koko pieni, jotta tulosten perusteella voitaisiin muodostaa taysin luotettavia johtopaé-

toksid. Havaitut kopiom&aramuutosalueet olivat kuitenkin suurimmaksi osaksi yh-
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tenevaisida aiemman tutkimustiedon kanssa. Riippuvuussuhteita kliinisten esitietojen,
geenimutaatioiden ja kopiomaaramuutosten vélilla voitaisiin jatkossa laskea kayttamal-
& apuna tilastollisia menetelmid, esimerkiksi Pearsonin korrelaatiokerrointa. Tama ei
kuitenkaan ollut tassa tydssé mahdollista, silla aineiston vaihtelevuuden vuoksi tilastol-
lisen analyysin tulokset eivat olisi olleet luotettavia. FFPE-n&ytemateriaalin heikkous oli
jo tiedossa, kuten myds sen asettamat haasteet analyysi- ja tulosten tulkintavaiheessa,

mutta se ei loppujen lopuksi vaikuttanut tulosten luotettavuuteen huomattavasti.

CMG-laboratorion voimassaoleva tutkimuslupa seka eettisen toimikunnan lupa kattavat
kudosnaytteiden kaytdn tutkimuksessamme. Periaatteena oli potilaiden tunnistetietojen
pitdminen vain asianomaisten tiedossa, minka vuoksi naytteiden tunnistamiseen kay-
tettiin tutkimusryhman omia tunnistenumeroita, jotka ovat jaljitettdvissa ainoastaan
CMG-laboratorion omista tietokannoista. Eettisyyden kannalta ongelmia ei siis ole.

TyOprosessin ja tulosten luotettavuutta on pohdittu tarkemmin kappaleessa 8.

Opinnaytetydprosessi antoi mahdollisuuden toimia osana kansainvalista tutki-
musryhma&a ja harjoittaa ammatillisen englanninkielen taitoja. Englanninkieliset ty6oh-
jeet ja lahdemateriaali olivat suureksi hyddyksi ammatillisen sanavaraston laajentami-
sessa. Teoriatietoa lapikdydesséa lahdemateriaalia opittiin etsiméén ja tutkimaan kriitti-
sesti, mutta silti monipuolisesti. Molekyylikaryotyypitys ja syopagenetiikka ovat aiheina
hyvin laajoja, joten aiheen rajaus opinnaytetydn puitteisiin sopivaksi asetti aluksi haas-
teita. Kuitenkin tdssa tydssa kasitelty kokonaisuus oli ammatillisesti kehittava ja tydssa
onnistuttiin tuottamaan materiaalia, jota tutkimusryhma voi jatkossa kayttaa. Professori
Sakari Knuutilan laajaa sytomolekyyligenetiikan kokemusta ja asiantuntemusta hyo-
dynnettiin tydn puitteissa ja samalla syventyi oma genetiikan alan osaaminen. Koko
aCGH-prosessi opittiin suorittamaan aina naytemateriaalin keraamisesta tulosten tul-
kintaan asti ja samalla saatiin kokemusta tutkimuslaboratorion ty6tavoista ja tutkimus-
ryhman kaytadnnon tydstd. Opinnaytetydprosessi oli oppimiskokemuksena antoisa ja

kaytannossa paastiin hyddyntamaéan koko koulutuksen aikana hankittua tietoa ja taitoa.
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Laboratoriopaivakirja

Laboratoriopaivakirjassa on kuvattu aCGH-analyysiprosessin vaiheet ensimmaisen
naytesarjan osalta. Sarjassa on 8 potilasnaytetta ja 8 referenssi-DNA-naytetta. Kaikki-
en naytesarjojen osalta tydskentely tapahtui Agilentin array-CGH-menetelmaohjeen
sekd Lonzan FlashGel® System -menetelmédohjeen mukaisesti. Muutamassa kohdas-
sa on poikettu menetelmaohjeesta, esimerkiksi suurentamalla pipetointimaaraa tai pi-
dentamalla sentrifugointiaikaa. Naista poikkeamista on maininta laboratoriopaivakirjas-
sa. Naytesarjojen 2—4 tytvaiheet on suoritettu tassa laboratoriopdaivakirjassa kuvattua

prosessia noudattaen, seuraavia poikkeuksia lukuunottamatta:

e Naytesarjat 2 ja 3 on prosessoitu leimausaktiivisuuden mittausvaiheeseen
saakka samanaikaisesti.

o Nayte LC23 on prosessoitu erikseen sarjaan 3 naytteen LC71 poisjaénnin takia.

o Naytteen LC24 olemme itse eristaneet parafiiniin valetusta kudosblokista, Qia-
genin QlAamp® DNA Mini Kit (LOT 142341149) -menetelmélla reagenssipak-
kauksen ohjeen mukaisesti.

Esivalmistelut

o Kaikkien naytteiden DNA:n konsentraatio ja puhtauden mittaus NanoDrop ND-
1000 -laitteella
o Kaikkien naytteiden DNA:n fragmentoitumisen tarkistus Lonza FlashGel® -
elektroforeesigeelilla
o Kaytetyt geelikasetit ja reagenssit:
Lonza FlashGel® DNA Cassette 1,2% Agarose, 16+1 well double-tier, LOT
0000291437, exp 24.8.2012
— Lonza FlashGel® DNA Cassette 1,2% Agarose, 12+1 well single-tier, LOT
0000189183, exp 16.12.2010
— Lonza FlashGel® Loading Dye 5x concentration, LOT 0000132372, exp
30.6.2010
— Lonza FlashGel® DNA Marker, LOT 02-09-11, avattu 20.3.2012

Paiva 1 — Digestio

o Referenssi-DNA-néytteiden valmistus: sarjan jokaista potilasndytetta kohti
valmistettiin samaa sukupuolta edustava referenssi-DNA, kaytdssa seuraavat

o Kaytetyt referenssi-DNA-valmisteet:
— Human Reference DNA Female, valmistaja Agilent, LOT 0006139260
— Human Reference DNA Male, valmistaja Agilent, LOT 0006139685
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Potilas- ja referenssinaytteiden laimennos vakiotilavuuteen (10,1 pl) siten, ettd
saanto on 500 ng

Pipetointimaarien laskukaavat:

— a) DNA:nmaari (ul) = 500 + DNA:n konsentraatio (ng/ul)

—  b) Nukleaasivapaan veden méiri (ul) = 10,1ul — DNA: n méairi (ul)

Digestio Master Mixin valmistus (16x)

Kaytetty SureTag® DNA Labeling Kit -pakkauksen reagensseja:

— Agilent SureTag® DNA Labeling Kit -20 ‘C Box. Sarjat 1 & 2: LOT
0006100114, avattu 29.5.2012. Sarjat 3 & 4: LOT 0006155891, avattu
21.1.2013

Digestio Master Mixin lisdys nayteputkiin 2,9 pl

Inkubointi 37 °C:n vesihauteella 2 tuntia ja 65 °C:n lampolevylla 20 minuuttia

DNA:n fragmentoitumisen tarkistus Lonza FlashGel® -elektroforeesigeelilla

Naytteiden sailytys pakastettuna -20 ‘C:ssa

Paiva 2 — Fluoresenssileimaus

Random primerin lisays nayteputkiin 2,5 pl

Inkubointi 95 °C:n lampdlevylla 3 minuuttia

Jaahdytys jailla 5 minuuttia

Labeling Master Mixien valmistus, potilasnaytteille Cy-5 ja referensseille Cy-3
(16x), kaytettiin SureTag® DNA Labeling Kit -pakkauksen reagensseja

Labeling Master Mixin lisdys nayteputkiin 11,5 pl

Inkubointi 37 °C:n vesihauteella 2 tuntia ja 65 °C:n lampdlevylla 10 minuuttia
Naytteiden sailytys pakastettuna -20 °C:ssa

Paiva 3 — Puhdistus ja hybridisaatioparien valinta

DNA:n puhdistus yksinkertaisella TE-pesupuskurilla sentrifugoiden naytetta
pesupylvadssa, suoritus Agilentin menetelmaohjeen mukaisesti

Ohjeesta poiketen yksinkertaisen TE-pesupuskurin toisen lisdyksen (480 pl)
jalkeista sentrifugointiaikaa pidennetty 19 minuuttiin

Kaytetyt reagenssit ja tarvikkeet:

— 1XTE, pH 8.0, valmistettu 13.12.2012 ja 9.1.2013

— Microcon Ultracel YM-30 -pylvas, LOT R9AN68482

DNA:n maaran mittaus, lisdsentrifugointeja sen ylittaessa 9,5 pl
Leimausaktiivisuuden mittaus NanoDrop ND-1000 -laitteella
Leimautumisasteen, aktiivisuuden ja saannon laskukaavat:

340xCy3 tai Cy5 absorbanssi (pmolful)

— a) Leimautumisaste (%) = x 100%

DNA konsentraatio (ng/ul) = 1000

— b)) Aktiivisuus (pmol/ug) = Leimautumisaste + 0,034

DNAm konsentractio (ng/ul) <niyetesn maird (ul)
- ¢) Saanto (ug) = -
1000 ng/ug
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e Hybridisaatioparien valinta ja referenssi-DNA-putken yhdistdminen sit&
vastaavaan potilasnayteputkeen

e Yhdistetyn putken sisallon maaran mittaus ja tarvittaessa yksinkertaisen TE:n
liséys 16 pl:aan saakka

o Naytteiden sailytys pakastettuna -20 °C:ssa

e Agilentin 10x aCGH Blocking Agentin valmistus Oligo aCGH Hybridization Kit
-pakkauksen ohjeen mukaisesti

Paiva 4 — Hybridisaatio

e Hybridisaatio Master Mixin valmistus (8x), reagenssien maaria lisattiin reaktiota
kohden 5 pl ylimaaraista
o Kaytetyt reagenssit:

— Agilent 2x Hi-RPM Hybridization Buffer, LOT 0006081998, avattu 21.5.2012

— Agilent 10x aCGH Blocking Agent, LOT 0006125351, valmistettu 9.1.2013

— Human Cot-1 DNA®, valmistaja Invitrogen, LOT 858992

e Hybridisaatio Master Mixin lisdys nayteputkiin 34 pl

e Inkubointi 95 °C:n lampélevylla 3 minuuttia ja 37 °C:n vesihauteella 30 minuuttia

e Naytteen pipetointi mikrosirulle, menetelméaohjeesta poiketen nostimme
naytteen maaraa 45 pl:aan

o Kaytetyt mikrosirut:

— Agilent G4450A SurePrint G3 Human CGH 8x60K Oligo Microarray Kit,
LOT 0006107221-P10036, avattu 26.10.2011, exp 31.7.2013 ja LOT
0006144459-P10051, avattu 28.1.2013, exp 30.9.2014

e Hybridisaatio 65 °C:n hybridisaatiouunissa 20 rpm:n kierrosnopeudella 24
tunnin ajan

Paiva 5 — Pesu ja skannaus

e Pesu A, suoritus Agilentin menetelmaohjeen mukaisesti

e Pesupuskureiden valmistukseen kaytetyt reagenssit:
— 20xSSPE, LOT 0810-4L, valmistettu 23.6.2010, pitoisuuksilla 0,5xSSPE

(Wash Buffer 1) ja 0,1xSSPE (Wash Buffer 2)

— 20% N-lauroylsarcocine, LOT 048K6152, avattu 20.10.2009
— Tislattu vesi (MilliQ)

e Mikrosirun skannaus Agilent SureScan DNA Microarray Scanner -laitteella

e Agilent Scan Control -ohjelman asetukset ja tydskentely Agilentin
menetelmaohjeen mukaisesti

e Skannatun kuvatiedoston muuttaminen tekstitiedostoksi Agilent Feature
Extraction -ohjelmalla ja tulosten vienti Agilent CytoGenomics -ohjelmaan

Tulosten analysointi

o Kopiom&aramuutosalueiden tarkistus, rajaus ja analysointi  Agilent
CytoGenomics -ohjelmalla (versio 2.0)

o Kopiomaaramuutosalueiden toistuvuuden ja vyhteisten kromosomialueiden
analysointi Progenetix -ohjelmalla.



NanoDrop-mittaustulokset

Potilasnaytteiden DNA-pitoisuudet, fluoresenssileiman absorbanssi,

leimautumisaste ja saanto.
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leimautumisaktiivisuus,

Nayte Mitattu Eristetyn Cy-5 absor- | Leimatun Leimautu- | Aktiivi- Saanto (ug)

DNA:n banssi DNA:n misaste suus

konsen- (pmol/ul) konsen- (%)

traatio traatio

(ng/ul) (ng/pl)
LC1 7.1.2013 | 192,70 12,97 442,40 1,00 29,32 4,2
LC2 7.1.2013 | 53,72 7,47 364,79 0,70 20,48 3,5
LC5 7.1.2013 | 29,72 3,86 270,48 0,49 14,27 2,6
LC7 7.1.2013 | 764,29 10,1 445,09 0,77 22,69 4.2
LC9 7.1.2013 | 547,41 4,95 325,44 0,52 15,21 3,1
LC10 7.1.2013 | 87,41 3,36 112,77 1,01 29,80 1,1
LC11 7.1.2013 | 28,11 1,7 86,96 0,66 19,55 0,8
LC12 7.1.2013 | 145,84 4,08 192,99 0,72 21,14 1,8
LC23 7.1.2013 | 49,34 8,71 375,86 0,79 23,17 3,6
LC24 7.1.2013 | 71,26 2,52 91,01 0,94 27,69 0,9
LC27 7.1.2013 | 389,51 4,73 328,05 0,49 14,42 3,1
LC46 7.1.2013 | 231,39 4,48 298,11 0,51 15,03 2,8
LC52 7.1.2013 | 416,02 5,27 404,60 0,44 13,03 3,8
LC55 7.1.2013 | 122,50 4,74 424,08 0,38 11,18 4,0
LC73 7.1.2013 | 401,49 4,17 209,53 0,68 19,90 2,0
LC75 7.1.2013 | 115,90 3,3 303,52 0,37 10,87 2,9
LC76 7.1.2013 | 168,96 3,38 167,17 0,69 20,22 1,6
LC77 7.1.2013 | 338,47 3,81 406,33 0,32 9,38 3,9
LC78 7.1.2013 | 434,14 8,77 595,67 0,50 14,72 5,7
LC79 7.1.2013 | 455,11 3,52 259,21 0,46 13,58 2,5
LC80 7.1.2013 | 161,41 3,17 184,93 0,58 17,14 1,8
LC81 7.1.2013 | 133,04 17,51 592,66 1,00 29,54 5,6
LC82 7.1.2013 | 211,16 2,41 191,48 0,43 12,59 1,8
LC83 7.1.2013 | 426,95 4,52 272,95 0,56 16,56 2,6
LC84 7.1.2013 | 356,94 3,78 271,84 0,47 13,91 2,6
LC85 7.1.2013 | 389,38 6,32 378,12 0,57 16,71 3,6
LC86 7.1.2013 | 507,80 3,41 155,11 0,75 21,98 1,5
LC87 7.1.2013 | 399,40 6,81 331,13 0,70 20,57 3,1




Mikrosirujen pipetointikaaviot: naytesarjat ja hybridisaatioparit

Array 1_1 Array 1_2 Array 1_3 Array 1_4
Sample: Sample: Sample: Sample:
LC81 LC55 LC78 LC77
male 1 male 2 female 1 female 2

B

A

R

C

0O | Sample: Sample: Sample: Sample:

D

ElLcss LC75 LC52 LC76
female 3 female 4 female 5 female 6

UUSITTU

Array 2_1 Array 2_2 Array 2_3 Array 2_4
Barcode Number 252192415437  hybridisaatio 10.1.2013 klo 09:25

Array 1_1 Array 1_2 Array 1_3 Array 1_4
Sample: Sample: Sample: Sample:
LC87 LC73 LC7 LC12
male 1 male 2 male 3 female 1

B
A
R
C
0O | Sample: Sample: Sample: Sample:
D
ElLc1o LC83 LC82 LC1
female 2 female 3 female 4 female 5
UUSITTU
Array 2_1 Array 2_2 Array 2_3 Array 2_4

Barcode Number

252192418785

hybridisaatio 28.1.2013 klo 08:50
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Array 1_1 Array 1_2 Array 1_3 Array 1_4
Sample: Sample: Sample: Sample:
LC86 LC80 LC46 LC79
male 1 male 2 male 3 female 1

I: UUSITTU UUSITTU
R
C
O | Sample: Sample: Sample: Sample:
D
ElLc23 LC84 LC27 LC9
female 2 female 3 female 4 female 5
Array 2_1 Array 2_2 Array 2_3 Array 2_4

Barcode Number

252192418869

hybridisaatio 30.1.2013 klo 09:35

Barcode Number

252192418870

Array 1_1 Array 1_2 Array 1_3 Array 1_4
Sample: Sample: Sample: Sample:
LC11 LC2 LC86 LC80
male 1 male 2 male 3 male 4

B

A

R

C

O | Sample: Sample: Sample: Sample:

D

ElLcs LC76 LC24 LC10

female 1 female 2 female 3 female 4
Array 2_1 Array 2_2 Array 2_3 Array 2_4

hybridisaatio 13.2.2013 klo 09:11
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Potilasnaytteiden karyotyypit
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Potilasnaytteet, jotka osoitettiin karyotyypiltdan normaaliksi. Yhteensa 8 naytetta.

Nayte | Sukupuoli | Karyotyyppi

LC9 nainen arr(1-22,X)x2
LC11 | mies arr(1-22)x2,(XY)x1
LC23 | nainen arr(1-22,X)x2
LC55 | mies arr(1-22)x2,(XY)x1
LC76 | nainen arr(1-22,X)x2
LC77 | nainen arr(1-22,X)x2
LC78 | nainen arr(1-22,X)x2
LC87 | mies arr(1-22)x2,(XY)x1

Potilasnaytteet, joista osoitettiin kopiomaaramuutoksia. Yhteensa 20 naytetta.

Nayte | Sukupuoli | Deleetiot (x1) Amplifikaatiot (x3)

LC1 nainen lqter(145,515,383-249,212,668)
7pter(92,532-57,494,441)
7qter(62,516,153-159,088,577)

LC2 | mies 12pter(230,421-33,190,977)

LC5 |nainen 2pterp24.2(42,444-17,274,850) 1p31.3p21.1(67,816,733-106,341,021)

4pterpl5.33(71,552-1,395,0562)
4421.1q28.1(76,521,417-127,453,191)
9pterp23(271,257-10,554,090)
18q12.1q23(27,095,755-77,982,126)

1qter(144,988,715-249,212,609)
3¢22.1qter(130,893,897-197,840,339)
6p21.1p12.3(41,873,240-47,632,977)
7p15.3p14.1(24,126,329-40,380,042)
7p14.1p11.2(43,139,655-56,643,855)
8p23.1p11.1(9,578,275-43,333,638)
8qter(47,868,796-146,279,961)
9p21.1p13.1(30,810,232-39,156,954)
11p15.3p15.2(12,229,467-14,157,140)
12pter(230,421-33,454,095)
12qter(38,572,677-133,819,033)
13431.3q32.3(94,993,996-99,446,282)
16qter(46,726,341-90,111,263)
17p13.1p11.2(9,281,920-20,912,639)
17q12q21.31(38,008,326-41,659,047)
18pter(2,595,400-14,766,161)
19q11q13.2(28,272,497-43,077,841)
19q13.42¢ter(54,195,499-59,092,515)
22q11.1q12.3(17,280,847-32,644,810)
Xp11.3p11.22(45,856,483-51,151,319)




LC7

mies
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812.3qter(63,892,527-146,280,020)
12913.321.1(57,682,667-71,526,560)
13¢32.1033.1(95,813,476-102,108,845)
14g11.223.3(21,093,188-65,176,689)

LC10

nainen

9p24.3p21.1(730,034-31,642,059)
18q11.2qter(21,745,057-77,982,126)

8022.1923.1(94,550,070-107,764,059)

LC12

nainen

19pter(327,273-23,911,266)
20q11.21q13.32(29,888,477-56,798,215)

2pter(42,444-89,508,067)
8pter(221,611-43,333,638)
8qter(47,868,796-146,280,020)
10pterp11.1(148,206-38,295,993)
10023.226.3(88,232,111-131,643,607)
12pter(230,421-33,039,420)
14q11.213.3(23,138,372-37,020,815)
20pter(121,521-25,663,675)
20q13.32qter(56,859,986-62,893,189)

LC24

nainen

1pter(759,762-118,168,804)
1qter(144,988,715-249,212,668)
4p15.33p11(14,454,449-48,863,090)
4qter(53,377,684-190,896,615)
5pter(151,737-46,100,367)
5qter(49,690,172-180,684,442)
6p23p11.2(14,710,063-57,467,174)
7pter(92,532-56,786,860)
7qter(62,654,304-159,088,636)
8qter(56,737,183-146,280,020)
12p13.31(5,916,479-9,845,660)
12p11.22p11.21(30,435,583-32,397,335)
12912G21.2(57,485,677-76,083,707)
14qter(20,582,059-107,258,824)
16pter(106,271-34,272,321)
16qter(46,726,341-90,111,263)
17qter(25,590,352-81,029,941)

LC27

nainen

13q12.2q34(28,379,980-115,059,020)
19pter(327,273-23,513,458)
19913.32q13.43(46,268,084-58,116,694)

1021.2qter(149,857,165-249,212,668)
10p15.1p11.1(4,666,957-38,193,176)
10q11.23¢21.1(52,006,170-56,196,446)
14411.2q24.2(20,582,059-72,238,092)

LC46

mies

1021.2q24.3(150,257,376-171,754,884)
14q11.2q21.1(23,237,589-39,857,632)

LC52

nainen

3p26.1p25.3(7,327,122-8,749,407)
3p25.1(13,421,481-14,021,656)
3p24.2p22.3(25,700,343-32,544,483)
3p21.31(45,959,700-50,273,210)
3p14.1(64,081,363-69,088,115)

1p36.22p34.3(10,115,173-36,106,454)
1qter(144,988,715-249,212,668)
211.2934(97,260,682-214,354,752)
3p13p12.3(70,868,754-74,413,474)
3011.2q13.11(98,168,542-105,404,293)




3p12.3(76,026,268-79,132,976)
3026.33qter(179,052,601-197,840,339)
4pter(388,344-48,895,580)
5012.333.3(64,313,998-156,304,857)
6qter(62,390,475-170,890,108)
15011.2¢26.3(22,925,956-102,465,355)
16p13.3p11.2(106,271-29,707,432)
20q13.33(61,299,441-61,704,303)
22q11.1qter(17,570,807-51,178,264)
Xp22.33p11.21(2,744,701-55,479,633)
Xq11.2928(63,510,019-152,996,398)
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5pter(151,737-46,100,367)
5q11.1912.1(49,690,172-62,422,004)
6pter(170,426-56,047,442)
7p21.3(10,382,545-56,643,855)
7qter(69,773,947-159,088,636)
8qter(47,681,335-146,280,020)
11pter(770,222-49,427,777)
12qter(38,572,677-133,819,092)
13¢33.2034(105,286,434-114,169,675)
14qter(20,781,535-107,258,824)
15026.1026.2(93,805,530-95,889,086)
16p11.2(29,976,604-31,905,747)
18pter(4,908,480-14,102,527)
18q11.2qter(19,762,881-77,982,126)
20p13p11.1(1,108,046-26,075,841)
20q11.21q13.12(29,888,477-44,911,295)
20013.12q13.33(45,606,928-62,893,189)
20q13.33qter(59,427,254-60,688,157)
21g21.1¢22.3(18,081,105-48,067,924)

LC73

mies

5p13.3p12(33,402,313-43,944,605)

LC75

nainen

8pterp21.2(221,611-26,196,529)
13q12.2q14.2(28,875,081-50,679,218)
1623.1qter(77,647,054-90,111,263)
17pterp12(87,009-13,557,539)
18p11.32p11.23(14,316-8,306,657)

1qter(144,927,778-249,212,668)
2pter(42,444-90,105,896)
3qter(93,653,864-197,840,339)
Spterp14.3(151,737-22,246,071)
5033.3qter(156,780,251-180,684,501)
6016.125.3(97,906,135-160,182,777)
7pterp11.2(92,532-57,262,076)
9p24.3p13.2(271,257-38,205,685)
11pterp11.2(218,365-45,553,928)
13q12.12(23,903,799-24,807,317)
1431.3032.2(88,651,756-98,759,778)
16p13.3p11.2(3,165,058-34,272,321)
16422.1(67,672,633-70,442,715)
17qter(25,403,446-81,029,882)
18¢12.1q12.2(29,263,677-35,865,390)
19qter(28,740,835-59,092,570)
20qter(29,959,980-62,893,189)

LC79

nainen

Xpterp22.33(61,091-2,362,192)

8424.12024.22(121,464,556-135,822,767)
9p24.1p23(4,768,744-9,872,132)

LC80

mies

Spter(2,948,460-45,829,655)
19913.12 qter(36,079,312-59,092,570)

LC81

mies

19pterp13.2(327,273-12,042,486)
19q13.31q13.42(44,793,064-54,438,109)

20013.31g13.33(55,304,739-62,065,069)
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LC82 | nainen 6012q23.2(66,280,326-131,900,272) 1921.2qter(150,257,376-249,212,668)
13¢21.2932.1(61,190,142-95,518,325) | 6p24.2p21.31(11,083,745-35,105,577)
8p21.3p11.1(23,081,206-43,333,638)
8012.1q24.3(57,897,844-143,744,955)
14q11.2-932.33(2,058,059-107,258,824)
LC83 | nainen Spterp14.2(151,737-24,098,307)
LC84 | nainen 12014.1(58,110,202-59,764,208)
LC85 | nainen 3p21.31(45,959,700-48,933,111) 2p25.3p11.2(42,444-83,452,304)
6022.1925.3(117,590,391-159,137,328) | 5pter(151,737-45,829,655)
LC86 |mies 1p33p12(49,295,155-120,585,423) 17q22qter(56,162,241-81,029,941)

3pter(93,949-90,254,062)
6qter(62,944,549-170,890,108)
17pter(87,009-22,205,821)
19pterp13.11(327,273-17,037,020)
21qter(14,640,392-48,067,924)

Potilasnaytteesta LC5 osoitettiin deleetioiden ja amplifikaatioiden lisaksi yksi amplikon.

Nayte

Sukupuoli

Amplikonit (x4)

LC5

nainen

17q12(35,641,794-37,988,426)
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QC-raportit

Hybridi- Cy3intensi- Cy5intensi- | Cy3 Cy5
Nayte | soitu Array ID Hajonta | teetti teetti tausta | tausta
LC52 10.01.2013 | 252192415437 0,48 561,86 243,79 12,29 | 4,62
LC55 10.01.2013 | 252192415437 0,63 483,80 516,51 18,36 | 15,46
LC75 10.01.2013 | 252192415437 0,64 454,38 130,30 11,73 | 5,55
LC77 10.01.2013 | 252192415437 0,64 344,47 100,72 12,09 | 4,52
LC78 10.01.2013 | 252192415437 0,53 831,42 1309,21 27,23 | 26,33
LC81 10.01.2013 | 252192415437 0,58 1154,16 631,46 30,64 | 14,34
LC85 10.01.2013 | 252192415437 0,46 573,91 937,84 9,75 11,19
LC1 28.01.2013 | 252192418785 0,73 981,57 294,31 21,77 | 8,64
LC7 28.01.2013 | 252192418785 0,72 1272,98 716,34 48,25 | 31,42
LC12 28.01.2013 | 252192418785 0,59 353,08 136,45 11,56 | 5,59
LC73 28.01.2013 | 252192418785 0,74 423,07 255,71 18,10 | 9,41
LC82 28.01.2013 | 252192418785 0,85 216,28 373,03 7,40 16,74
LC83 28.01.2013 | 252192418785 0,58 442,14 148,24 14,22 | 5,97
LC87 28.01.2013 | 252192418785 0,54 1088,98 811,69 37,85 | 27,75
LC9 30.01.2013 | 252192418869 0,60 427,49 60,64 10,22 | 3,88
LC23 | 30.01.2013 | 252192418869 0,57 658,52 260,25 21,43 | 13,00
LC27 30.01.2013 | 252192418869 0,73 460,51 36,48 9,73 3,12
LC46 | 30.01.2013 | 252192418869 0,50 547,47 266,66 21,76 | 10,02
LC79 30.01.2013 | 252192418869 0,65 436,73 128,14 12,02 | 6,77
LC84 | 30.01.2013 | 252192418869 0,69 332,60 115,52 12,20 | 5,59
LC2 13.02.2013 | 252192418870 0,60 1018,07 303,29 41,01 | 5,86
LC5 13.02.2013 | 252192418870 0,58 498,37 107,27 19,16 | 3,36
LC10 13.02.2013 | 252192418870 0,65 115,15 31,11 5,71 3,61
LC11 13.02.2013 | 252192418870 0,52 75,32 294,00 5,41 8,51
LC24 13.02.2013 | 252192418870 0,55 95,01 269,82 5,20 4,72
LC76 13.02.2013 | 252192418870 0,52 249,46 319,07 6,02 5,41
LC80 13.02.2013 | 252192418870 0,60 195,46 551,42 6,86 9,78
LC86 13.02.2013 | 252192418870 0,54 310,84 393,58 8,14 8,64




