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Nestebiopsia on lupaava, non-invasiivinen menetelma syovan diagnosoinnissa ja hoidossa. Nes-
tebiopsiasta eristettavissa olevan kiertavan, solunulkoisen DNA:n avulla voidaan mm. arvioida syo-
van levinneisyytta ja kasvainsolujen mutaatiotyyppeja. Nestebiopsian sisaltamista biomarkkereista
saadun tiedon avulla voidaan valita optimaalisin terapiamuoto syovanhoidossa.

Opinnaytetydmme empiirisen osuuden toimeksiantaja oli Pohjois-Pohjanmaan sairaanhoitopiirin,
Oulun Yliopistollisen sairaalan Patologian osasto. Tutkimusaineistona olivat kahden, terveen, nais-
puolisen kontrollihenkilon verindytteet seka syopapotilailta eristetty solunulkoinen DNA.

Terveiden kontrollihenkildiden verinaytteista eroteltiin plasma, johon tehtiin syopapotilaiden so-
lunulkoisesta DNA:sta laimennossarja. Laimennossarjan naytteista eristettiin solunulkoinen DNA
ja maaritettiin solunulkoisen DNA:n pitoisuudet.

Opinnaytetydmme tarkoituksena oli perehtya nestebiopsiaan ja solunulkoiseen DNA:han ja testata
valitulla menetelmalld, kuinka hyvin kaikki solunulkoinen DNA saadaan eristettya ja kuinka puh-
dasta se on solunsisaisestd DNA:sta. Saadut tulokset osoittivat, etta onnistuimme eristamaan so-
lunulkoisen DNA:n ja, etta kayttamamme eristysmenetelma sopii eristykseen myds solunulkoisen
DNA:n maaran ollessa naytteessa vahainen. Saamamme tulokset voivat auttaa optimaalisen so-
lunulkoisen DNA-pitoisuuden maarittamisessa molekyylipatologisia menetelmia varten ja tulevia
tutkimuksia silmalla pitaen.
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Liquid biopsy is a promising, non-invasive method of diagnosing and monitoring cancer.

With the information carried by cell free DNA, that is isolatable from liquid biopsy, it is possible to
evaluate the distribution and different mutation types of tumor cells. The information gained from
biomarkers in liquid biopsy can guide therapeutic decisions in oncology.

The thesis was assigned by The Northern Ostrobothnia Hospital District, Oulu University Hospital,
Pathology Unit. The material of this thesis comprised of blood samples obtained from two healthy
female control individuals and cell free DNA isolated from cancer patients.

Plasma was separated from the blood samples and dilution series was made from the cell free
DNA collected from cancer patients. Cell free DNA was isolated and the concentration levels
measured from the samples of dilution series.

The purpose of this study was to examine the topics of liquid biopsy and cell free DNA in the
literature and to test how well and purely cell free DNA is isolated with the chosen method. The
results indicate that we managed to isolate cell free DNA and the method used apply even when
the amount of cell free DNA is very minor. These findings can help in choosing the level of cell free
DNA-concentration for methods of molecular pathology and upcoming research.

Keywords: liquid biopsy, cell free DNA, cfDNA, cancer, tumor DNA, ctDNA
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1 JOHDANTO

Nestebiopsia on lupaava, non-invasiivinen menetelma syévanhoidossa perinteisen invasiivisen ku-
dosbiopsian rinnalla. Kudosbiopsian ottamiseen liittyy epamukavuutta ja komplikaatioriskeja, eika
syopakasvaimeen aina ole mahdollista paasta kasiksi. Nestebiopsia on vaivattomampi menetelma
kuin kudosbiopsia tuumorista peraisin olevien biomarkkerien maarittamiseen. Nestebiopsioista
eristettavissa oleva kiertava, solunulkoinen DNA (cell free DNA, cfDNA) sisaltaa informaatiota syo-
paan liittyvistd geneettisista ja epigeneettisista muutoksista. cfDNA onkin erityisen lupaava bio-

markkerilahde sy6van hoidon seurannassa. (Kustanovich, Schwartz, Peretz & Grinshpun 2019.)

Tassa opinnaytetyossa perehdymme verenkierrossa esiintyvaan solunulkoiseen DNA:han jo ole-
massa olevan kirjallisuuden avulla. Opinnaytetydhdmme kuuluu empiirinen osuus, jonka toimeksi-

antaja oli Pohjois-Pohjanmaan sairaanhoitopiirin, Oulun Yliopistollisen sairaalan Patologian osasto.

Empiirisen osuutemme tavoitteena oli erotella terveiden henkildiden verinaytteista plasma ja tehda
siihen sydpapotilailta eristetysta cfDNA:sta laimennossarja. Taman jalkeen oli maara eristaa lai-
mennossarjan naytteistd cfDNA:t ja maarittaa kunkin naytteen cfDNA-pitoisuus. Tarkoituksena oli
testata, kuinka hyvin kaikki cfDNA saadaan eristettya valitulla menetelmélla ja kuinka puhdasta se
on solunsisaisesta DNA:sta. Saamamme tulokset auttavat optimaalisen cfDNA-pitoisuuden maa-

rittamisessa molekyylipatologisia menetelmia kaytettdessa ja tulevia tutkimuksia tehtaessa.



1.1  Nestebiopsia

Nestebiopsia on non-invasiivinen tutkimusmenetelma, jossa ei tarvitse leikata koepalaa kirurgisin
toimenpitein. Verrattuna perinteiseen kudosbiopsiaan, nestebiopsia on huomattavasti kivutto-
mampi, helpompi ja nopeampi toimenpide ja sen avulla taudinkuvaa voidaan seurata reaaliaikai-
sesti (Isomursu, Kononen & Kuopio 2015). Nestebiopsiassa kerataan kehon nestetta ja nesteesta
eristetaan tutkittava biomarkkeri. Biomarkkerit ovat erilaisia molekyyleja, esimerkiksi solunulkoista
DNA:ta. Nestebiopsialla tarkoitetaan yleensa laskimoverinaytettd, mutta my6s muita kehon nes-
teitd, kuten virtsaa, sylked, likvoria tai seminaaliplasmaa voidaan kayttaa naytemateriaalina. Bio-
markkereina voivat toimia muun muassa DNA, RNA, solunulkopuoliset vesikkelit, useat eri gly-
koproteiinit ja antigeenit tai kasvainsolut. (Kustanovich ym. 2019.) Naytteen kerdysvaiheessa taytyy
kiinnittdd huomiota biomarkkerin optimaaliseen sailymiseen jatkotutkimuksia varten ja esimerkiksi
verinaytteet, joista tutkitaan nukleiinihappoja, taytyy ottaa nayteputkiin, jotka ovat tarkoitettu DNA
ja RNA -molekyylien sailymiseen. Tassa tydssa nestebiopsian naytemateriaalina oli laskimoveri-

naytteen plasma ja biomarkkerimolekyylina cfDNA.

Nestebiopsianaytteet taytyy analysoida herkilla tutkimusmenetelmilla, koska biomarkkerien pitoi-
suudet ovat hyvin pienia. Isomursu ym. (2015) toteavat, ettd cfDNA:n maara veressa on terveen
potilaan muutamasta nanogrammasta millilitrassa, pitkalle edennytta syopaa sairastavan potilaan
satoihin mikrogammoihin litrassa, josta edelleen vain pieni osa on syopakasvaimista peraisin ole-
vaa kiertavaa tuumori-DNA:ta (circulating tumor DNA, ctDNA). Nestebiopsiaa voidaan hyddyntaa
monin tavoin syovan diagnosoinnissa ja hoidossa. Nestebiopsian avulla voidaan todeta syopa ja
arvioida sen levinneisyytta ctDNA maaran avulla. Nestebiopsian avulla voidaan myos maarittaa
ctDNA:sta kasvainsolujen mutaatio-tyyppi, jonka avulla voidaan valita optimaalisin hoitomuoto. Mit-
taamalla cfDNA:n maaraa veressa ja ctDNA osuutta siitd, voidaan arvioida hoidon tehoa. (Kus-

tanovich ym. 2019.)



1.2 Verenkierron solunulkoinen DNA

Solujen ulkopuolella elimistdssa esiintyvaa DNA:ta kutsutaan solunulkoiseksi DNA:ksi (cfDNA). So-
lunulkoinen DNA esiintyy plasmassa yleensa lyhyina fragmentteina (<1000 bp) sitoutuneena pro-
teiineihin, lipideihin tai vesikkeleihin. (Qiagen 2013.) cfDNA on heterogeeninen joukko, koostuen
paaosin nukleaarisesta ja mitokondriaalisesta DNA:sta ja sen katsotaan olevan peraisin eri lah-
teista. Plasman siséltaméa cfDNA on padosin peraisin normaaleista soluista, kuten leukosyyteista.
Syopaa sairastavilla suurimman osan cfDNA:sta on todettu olevan peraisin kasvaimista. (Kus-
tanovich ym. 2019.) Terveella ihmisella veren cfDNA-pitoisuus on yleensa muutama nanogramma
millilitraa kohden. Sydpépotilailla veren cfDNA:n maara on yleensa selkeasti kasvanut, pitoisuuden

ollessa jopa 100-1000-kertainen terveeseen yksiloon nahden. (Isomursu ym. 2015.)

Ensimmaisen havainnon veren solunulkoisen DNA:n olemassaolosta tekivat Mandel ja Métais
vuonna 1948. Heidan pioneeritydnsa ei aikanaan herattanyt suurta kiinnostusta, vaan vasta 30
vuotta myéhemmin, kun Leon kumppaneineen havaitsi kohonneita cfDNA-pitoisuuksia syopapoti-
laiden verenkierrossa. (Heizer, Ulz & Geigl 2015.) Kohonneita cfDNA-tasoja voivat aiheuttaa myds
raskaus, elinsiirrot seka fysiologiset ja patologiset prosessit, kuten fyysinen rasitus, tulehdus, dia-

betes, kudosvaurio, sepsis ja sydaninfarkti (Kustanovich ym. 2019).



1.21  Solunulkoinen DNA ja syopa

Kuolevat kasvainsolut vapauttavat lyhyité patkia DNA:staan verenkiertoon. Naita lyhyita DNA-frag-
mentteja kutsutaan solunulkoiseksi kiertavaksi tuumori-DNA:ksi (ctDNA). (Burke 2014; Heizer ym.
2015.) Kiertava tuumori-DNA genomisine muutoksineen on peraisin seké kasvaimista etta niiden
etapesakkeista. Nestebiopsioita voidaan ottaa potilaalta useita kertoja, mika paihittaa yksittaiseen
naytteeseen rajoittuvan kudosbiopsian. Nestebiopsian sisaltamaa ctDNA:ta voidaan analysoida
saannollisesti, mika edesauttaa hoidonseurantaa. (Stewart, Kothari, Mouliere, Mair, Somnay, Be-

nayed, Zehir, Weigelt, Dawson, Arcila, Berger & Tsui 2018.)

Syopaan liittyvien genomisekvensointitutkimusten mukaan kaytannossa kaikkiin syopatyyppeihin
littyy geneettisia muutoksia, kuten yhden emaksen korvautuminen (substituutio), lisays (insertio),
haviama (deleetio) ja siirtyma (translokaatio). Somaattisten mutaatioiden frekvenssi on vahapatoi-
nen normaalin solupopulaation ollessa kyseesséa, mika tekee naista, ctDNA:sta detektoitavissa ole-
vista mutaatioista erityisen spesifisia biomarkkereita biologisesta nakokulmasta tarkasteltuina. (Vo-

gelstein, Papadopoulos, Velculescu, Zhou, Diaz & Kinzler 2013.)

Tutkimustulokset viittaavat kasvaimen pahanlaatuisuuden tason korreloivan nekroositason kanssa,
mika vastaavasti vaikuttaa vapaana kiertavan tuumori-DNA:n maaraan (Burke 2014; Heizer ym.
2015). Vuonna 2014 Bettegowda tutkimusryhmineen selvitti 640 sydpapotilaan kokoisen tutkimus-
aineistonsa pohjalta, verenkierrossa esiintyvia mutantti-DNA-fragmentteja 16ytyvan suhteellisen
korkeilla konsentraatioilla enemmistolla metastaattista syopaa sairastavista potilaista. Paikallista
syopaa sairastavilla konsentraatiotulokset olivat matalammat, suurimmalla osalla maaran ollessa
kuitenkin havaittavissa. Tama oli erityisen merkittava tulos syovan hoidon kannalta, silla syovan
ollessa paikallinen, on hoidon onnistumisen ennuste korkeimmillaan. Tarkasteltaessa pitkalle
edennytta sydpaa sairastavia potilaita, voitiin jokaiselta potilaalta identifioida geneettinen muutos,

mika tekee ctDNA:sta laajasti kayttokelpoisen biomarkkerin syopapotilaiden hoidossa. (2014.)

Tutkimusryhméan saamat tulokset puhuvat myds sen puolesta, ettd cDNA-pitoisuuden maarittami-
sella voidaan tarjota metastaattista (etapesakkeinen) syopaa sairastaville potilaille myds terapeut-
tista ja ennustavaa informaatiota. Kuviosta 1 voidaan nahda, etta syopapotilaat (metastaattiset),
joilla oli suhteellisen matala ctDNA-konsentraatiotaso, elivat merkittavasti pitempaan kuin korkean
ctDNA-pitoisuuden omaavat potilaat. Elinian ennusteen ja ctDNA-pitoisuuden valilla voidaan todeta
olevan korrelaatio. (Bettegowda ym. 2014.)
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KUVIO 1. Korrelaatio elinién ennusteen ja ctDNA-pitoisuuden vélillé (Bettegowda ym. 2014).
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1.3 Plasman erottelu

Veri koostuu nestemaisesta plasmasta ja siina olevista soluista. Plasma tarkoittaa siis veren (tai
imunesteen) solutonta faasia ja se muodostuu paaosin vedesta (n. 92 %). Plasma voidaan erotella
veresta sentrifugoinnin avulla. Sentrifugointi erottelee veren eri partikkelit omiksi sedimenteikseen,
jolloin punasolut painuvat putken pohjimmaisiksi, verihiutaleet ja valkosolut jaavat niiden pinnalle
omaksi kerroksekseen ja plasma ylimmaksi faasiksi. Sentrifugoitaessa sedimentoituneen aineksen
paalle jaavasta nestekerroksesta, tassa tapauksessa plasmasta, kaytetaan myds nimitysta super-
natantti. (Tirri, Lehtonen, Lemmetyinen, Pihakaski & Portin 2001.) Sentrifugoinnin jalkeen superna-
tantti voidaan varovasti pipetoiden ottaa talteen puhtaaseen putkeen. Sentrifugointi toistetaan saa-
dulle plasmalle vielda muutaman kerran, erotellen supernatantti mahdollisesti viela jaljelle jaaneesta

solupelletista aina puhtaaseen putkeen.

1.4  cfDNA:n eristys

Solunulkoinen DNA voidaan eristaa plasmasta kaupallisten reagenssisarjojen avulla. The QIAamp
Circulating Nucleic Acid -reagenssikitin proseduuri kasittaa nelja eri paavaihetta: lyysaus, sitoutu-
minen, pesu ja eluointi. Reagenssikitin avulla tehtava toimintosarja tapahtuu imusysteemiin kytke-
tyissa minikolumneissa. Ensimmaisessa vaiheessa nayte hajoitetaan eli lyysataan denaturoivissa
olosuhteissa, jotta saadaan nukleiinihapot vapautettua vesikkeleista, proteiineista ja lipideista, joi-
hin ne yleensa ovat sitoutuneet. Samalla inaktivoidaan RNaasit ja DNaasit, jotka voisivat hajottaa
nukleiinihappoja. Seuraavassa vaiheessa vapaat nukleiinihapot kiinnittyvat valikoivasti sitoutuen
minikolumnien silikamembraaneihin, kun lysaatit imeta@n imusysteemissa olevien minikolumnien
lapi. Taman jalkeen seuraa pesuvaiheet, jolloin kaikki mahdollisesti viela jaljella olevat kontaminan-
tit saadaan tehokkaasti eliminoitua. Lopuksi eluoidaan talteen kolumneihin sitoutunut pundas DNA.
(Qiagen 2013.)
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1.5 DNA:n pitoisuuden ja puhtauden maaritys

Naytteen puhtaus cfDNAn suhteen voidaan maaritella naytteen sisaltaman DNA:n koon mukaan.
DNA-molekyylin koko maaritelladn sen emasparien, bp, maaran mukaan. cfDNA on hyvin pieni
DNA-molekyyli, sen koko on vain <1000 bp, kun taas solunsisainen DNA on huomattavasti suu-
rempaa. Kun halutaan varmistaa, etta nayte sisaltda ctDNA:ta, voidaan suorittaa elektroforeesiajo.
Siina erikokoiset DNA-molekyylit likkuvat geelissa sahkovirran vaikutuksesta eri nopeudella riip-
puen DNA-fragmentin koosta. Naytteiden kanssa samaan aikaan geelilld ajetaan kokostandardi.
Naytteet leimataan DNA:han kiinnittyvalld merkkiaineella. Erikokoiset DNA-fragmentit muodostavat
vyohykkeen geelille, josta niiden koko voidaan maarittda kokostandardin avulla. Jos naytteen
DNA:n koko vastaa cfDNA:n kokoa, voidaan varmistua naytteen sisaltavan cfDNA:ta. Jos taas gee-
lilla havaitaan suurikokoista DNA:ta, nayte sisaltaa solunsisaista DNA:ta, jolloin cfDNA:n eristyk-

sessa ei ole onnistuttu. (Agilent Technologies 2009).
Naytteen DNA pitoisuus voidaan maarittdd menetelman avulla, jossa fluoresoiva leimavari kiinnit-

tyy DNA:han ja fluoresenssin voimakkuuden avulla voidaan laskea naytteen DNA-pitoisuus (Agilent
Technologies 2009).

12



2 MATERIAALI JA MENETELMAT

Kaikki tyovaiheet tehtiin Pohjois-Pohjanmaan sairaanhoitopiirin, Oulun Yliopistollisen sairaalan pa-
tologian laitoksen tyohjeiden mukaan. Tutkimusaineisto koostui kahdesta terveesta naishenki-
l6sta seka syopapotilailta aiemmin keratyista cfDNA-naytteista. Terveilta naishenkildilta kerattiin
laskimoverta ja eroteltiin veresta plasma. Saatuun plasmaan tehtiin laimennossarja syopapotilailta
aiemmin keratysta cfDNA:sta. Tarkoituksena oli testata, kuinka hyvin kaikki cfDNA saadaan eris-
tettya ja kuinka puhdasta se on solun sisaisestd DNA:sta. Tydvaiheet suoritettiin laminaarivirtaus-

kaapissa erityiselld huolella, estden ulkoinen DNA-kontaminaatio.

21 Esivalmistelut ja naytteenotto

Materiaaliksi kerasimme kahdelta terveelta naishenkiloltéa yhteensa kymmenen 10 ml:n laskimove-
rindytetta kyynartaipeesta. Naytteet nimettiin naytteeksi 1 (ensimmaisen koehenkilén naytteet) ja
naytteeksi 2 (toisen koehenkildn naytteet). Verindyteputkia saatiin yhteensa 5 kpl per koehenkild.
Naytteet kerattiin huoneenlampaisiin PAXgene-putkiin (PAXgene Blood ccfDNA Tube, A Qiagen/
BD Company). Putket sekoitettiin valittdmasti kaantelemalla niita 10 kertaa, jotta putken reagenssit
sekoittuvat vereen. Naytteenoton jalkeen putkien annettiin seisoa noin 30 minuuttia niin, etta ne

saavuttivat huoneenlamman. Seuraavassa tyovaiheessa verindytteista eroteltiin plasma.
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2.2 Plasman erottelu verinaytteista

Plasman erottelemiseksi putkia sentrifugoitiin huoneenldammdéssa 15 minuuttia 1900 xg swing out-
roottorissa. Kuviossa 2 on esitetty putkilot ensimmaisen sentrifugoinnin jalkeen. Supernatantti-
plasma pipetoitiin 15 ml:n Falcon-putkeen, varoen ottamasta solupellettid mukaan. Eroteltu plasma
sentrifugoitiin uudestaan huoneenlammaéssa 10 minuuttia, nopeudella 1900 xg, jonka jalkeen su-
pernatanttiplasma otettiin talteen kuten edella. Jokaisen putken plasma jaettiin 1 ml:n eppendorf-
putkiin niin, ettd yhden putken plasmasta saatiin 4-5 eppendorf-putkea. Eppendorf-putkia sentri-
fugoitiin huoneenlammdssa 10 minuuttia 13500 rpm. Lopuksi supernatantti pipetoitiin eppendorf-

putkista 15 ml:n Falcon-putkiin, edelleen naytekohtaisesti. Sailytysta varten plasma pakastettiin

ensin -20 °C:ssa yon yli, jonka jalkeen se siirrettiin -80 °C:een.

KUVIO 2. Veriputket ensimmaisen sentrifugoinnin jélkeen.
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2.3 cfDNA-laimennossarjojen teko

Terveilta naishenkililta, laimennossarjaa varten verinaytteista erotellut ja pakastetut plasmat sula-
tettiin 30 minuutin ajan 30-asteisessa vesihauteessa. Taman jalkeen putkia sekoitettiin Vortex-se-
koittajassa 30 sekunnin ajan. Ennalta tiedettiin laimennossarjaan kaytettavan, syopapotilailta eris-
tetyn cfDNA-liuoksen pitoisuuden olevan 1,38 ng/ul. Valmistettiin tasta cfDNA:sta edella eristettyyn
plasmaan laimennossarija niin, ettd laimennosten pitoisuudet cfDNA:n suhteen olivat: 0 %, 1 %, 2,5
%, 5 % ja 10 % ja, etta kunkin naytteen lopputilavuudeksi tuli 4 ml. Yhteensa naytteita tuli kymme-
nen (ndyte 1; 0 %, nayte 1; 1 %, nayte 1; 2,5 %, nayte 1; 5 %, nayte 1; 10 %, néayte 2; 0 %, nayte
2; 1 %, nayte 2; 2,5 %, nayte 2; 5 % ja nayte 2; 10 %). Taulukossa 1 on esitetty kuhunkin eri
nayteputkiloon pipetoitavat plasman ja cfDNA-liuoksen tilavuudet. Pipetointia varten cfDNA-liuosta
laimennettiin 1:10 PCR-vedelld. 1:10 laimennos tehtiin pipetoimalla 20 pl cfDNA-liuosta ja lisaa-
maélla 180 pl PCR-vetta.

TAULUKKO 1. Taulukossa on esitetty laimennossarjan (0 %, 1 %, 2,5 %, 5 % ja 10 %) pipetointiti-
lavuudet plasman ja cfDNA-liuoksen suhteen.

haluttu pitoisuus plasma cfDNA-liuos (1:10 lai- | yhteensa
mennos, 0,138ng/ul)

0 % (0 ng/pl) 4000 - 4 ml

1% (0,0001 ng/pl) 3997,1 pl 2,9 ul 4ml

2,5 % (0,00025 ng/pl) | 3992,8 pl 7,2 ul 4ml

5 % (0,0005 ng/ul) 3985,5 pl 14,5 pl 4ml

10 % (0,001 ng/ul) 3970,2 pl 28,9 pl 4 ml
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24 cfDNA:n eristaminen plasmasta

cfDNA:n eristamiseen plasmasta kaytettiin kaupallista QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit -m&éri-

tyssarjaa (A Qiagen/ BD Company).

2.4.1 Esivalmistelut cf-DNA:n eristamista varten

Esivalmisteluilla vahennettiin naytteiden kontaminaatioriskia. Laminaarikaappi kaynnistettiin 15 mi-
nuuttia ennen toiden aloittamista ja sen tydskentelytaso puhdistettin DNA Zap —liuoksella. Lisaksi
puettiin kertakayttinen tyotakki ja puhtaat hanskat. Hanskat vaihdettiin herkasti uusiin, mikali ne
likaantuivat. Tyovaiheissa kaytettiin maarityssarjan mukana tulevia putkia ja muovitavaraa. Kaikki
muovipussit suljettiin klemmareilla eika putkia saanut aukoa kaapin ulkopuolella. Pipetoitaessa pi-

petinkarki ei saa koskea esim. poytatasoon tai hanskoihin, jos ndin tapahtuu, taytyy karki vaihtaa.

2.4.2 Liuosten valmistus

Valmistettiin liuokset maarityssarjan ohjeiden mukaan: ACB (200 ml isopropanoli + 300 ml ACB
konsentraatti), ACW1 (25 ml absoluuttinen etanoli + 19 ml ACW1 konsentraatti), ACW2 (30 mi
absoluuttinen etanoli + 13 ml ACW2 konsentraatti), RNA-AVE konsentraatti (1550 ul AVE RNA -
lyofilaattiputkeen, sailytys -20 °C), proteinaasi K-liuos oli kayttovalmista. ACL-RNA-liuosta valmis-
tettiin naytteiden tilavuuden mukaan tarvittava maara, ohjekirjan taulukkoa noudattaen. Yhden
naytteen tilavuus oli 4 ml ja naytteita yhteensa kymmenen kappaletta, joten ACL-RNA-liuos tehtiin
seuraavasti: 38,7 ml ACL puskuri + 61,9 ul RNA-AVE konsentraatti.
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243 QlAvac-imusysteemin kokoaminen

cfDNA:n eristykseen kaytettiin QlAvac imusysteemia, joka nakyy kuvioissa 3 ja 4. Imusarja koottiin
ohjeen mukaan. Ensin imusarjaan liitettiin VacValve (sininen venttiili), jonka jalkeen VacValveen
litettiin VacConnector. VacConnectoriin kiinnitettiin QlAamp pylvas ja pylvaéseen kiinnitettiin Ex-
tender (suppilo). Kuviossa 3 nakyvat Extenderit kiinnitettyina imupylvaisiin. Imusarjan tyhjiin paik-

koihin Kiinnitettiin tulpat.
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KUVIO 3. Qiavac-imusysteemi, jossa Extenderit paikoillaan QIAamp-pylvéisiin kiinnitettyind.
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244 Eristys imulaitteessa

Pipetoitiin 400 pl Proteinaasi K-liuosta 50 ml:n putkiin. Lisattiin putkiin 4 ml aiemmin tehtya plasma-
cfDNA-liuosta seka lisaksi 3,2 ml ACL-RNA:ta. Suljettiin putket ja sekoitettiin pulssi-vorteksoimalla
30 sekunnin ajan. Sen jalkeen putkia inkuboitiin valittomasti 30 minuuttia 60 °C:ssa vesihauteessa.
Inkuboinnin jalkeen lisattiin 7,2 ml ACB-puskuria ja vorteksoitiin 15-30 sekuntia, jonka jalkeen put-
kia inkuboitiin viisi minuuttia jaa@hauteessa. Inkuboinnin jalkeen liuos pipetoitiin imusarjan Exten-
der:iin VacValve-ventiillin ollessa suljettuna (kuvio 3). Kaynnistettiin pumppu, avattiin venttiilit ja
annettiin nesteen imeytya pylvaaseen. Jonkin naytteen imeytyessa muita aikaisemmin sen venttiili
suljettiin. Naytteiden imeydyttya, suljettiin VacValve-venttiilit ja poistettiin Extenderit. Jokaiseen pyl-
vaaseen pipetoitiin 600 pl ACW1-puskuria (kuvio 4), avattiin venttiilit ja annettiin puskurin imeytya
pylvaisiin. Kun puskuri oli imeytynyt, venttiilit suljettin. Taman jalkeen pylvaisiin lisattin 750 pl
ACW2-puskuria, avattiin venttiilit ja annettiin imeytya. Suljettiin venttiilit ja pipetoitiin pylvaisiin 750
I absoluuttista etanolia. Avattiin venttiilit ja annettiin imeytya. Suljettiin pumppu ja pylvaan tulppa.
Asetettiin pylvas puhtaaseen 2 ml keraysputkeen ja sentrifugoitiin 14000 rpm kolmen minuutin ajan.
Sen jalkeen siirrettiin pylvas uuteen 2 ml keraysputkeen ja kuivattiin korkki auki lamp6kaapissa 56
°C, 10 minuuttia. Kuivauksen jalkeen pylvas siirrettiin 1,5 ml kerdysputkeen ja lisattiin 45 ul AVE-
puskuria membraanin keskelle. Suljettiin putki ja inkuboitiin kolme minuuttia huoneenlammadssa.

Lopuksi putki sentrifugoitiin yhden minuutin ajan 14000 rpm ja pakastettiin (-20 °C).
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KUVIO 4. Extenderien poistamisen jélkeen pylvaéisiin pipetoitin ACW1-puskuria.

2.5 cfDNA:n pitoisuuden ja puhtauden maaritys

cfDNA:n koon maarityksessa kaytettiin Agilent High Sensitivity DNA Kit —maarityssarjaa ja Agilent
2100 Bioanalyzer —aitetta, jossa elektroforeesiajo suoritettiin (Agilent Technologies). Menetelman
avulla pystytaan tunnistamaan kooltaan 50-7000 bp olevia DNA-fragmentteja sek& méaarittdmaan
niiden pitoisuus naytteessa. Maaritys suoritettiin Biocenter Oulu Sequencing Centerin toimesta val-

mistajan ohjeen mukaan.
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3 TULOKSET

Kuviossa 5 on esitetty Agilent High Sensitivity DNA Kit-maarityssarjan (Agilent Technologies)
elektroforeesiajon tulokset naytteiden sisaltaman DNA:n kokojakaumasta. Y-akselilla on esitetty
koko emaspareina (bp) ja x-akselilla naytteet vasemmalta lukien: L = kokostandardi, 1-5 = naytteen
1 laimennossarjan naytteet: 0 %, 1 %, 2,5 %, 5 % ja 10 % ja 6-10 = naytteen 2 laimennossarjan
naytteet: 0 %, 1 %, 2,5 %, 5 % ja 10 %.

o B 8§ = & B E
- e S N S Y R -R
T B2 2 8 £ B8 2 8 %
= T E = E = o E E E E
= 3 2 2 3" 32333
7m_——_—_—_____
2000 —  —
700 — ——
500 — —
400 — ——
300 — ——
150 —
100 — —
35——————__——__

KUVIO 5. Kuviossa on esitetty elektroforeesiajon tulokset, joista voi ndhdéa néytteiden kokoja-
kauman. Y-akselilla koko eméspareina (bp) ja x- akselilla néytteet vasemmalta lukien: L = ko-
kostandardi, 1-5 = néytteen 1 laimennossarjan néytteet 0 %, 1 %, 2,5 %, 5 % ja 10 % ja 6-10 =
néytteen 2 laimennossarjan néytteet 0 %, 1 %, 2,5 %, 5 % ja 10 %.
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Tuloksista voidaan paatelld, etta elektroforeesiajo onnistui hyvin ja kokostandardi oli ajolle sopiva.
Naytteiden DNA-fragmentit olivat keskimaarin 150-200 emésparin (bp) kokoisia. Varsinkin néyt-
teen 2 laimennossarjassa nakyy hyvin se, etta vyohyke 150-200 bp kohdalla tummenee, kun nayt-
teen cfDNA-pitoisuus kasvaa, eli esim. kaivon 8 vyohyke (0 %) on haaleampi verratessa kaivon 12
(10 %) vydhykkeeseen. cfDNA:n eristys naytteista onnistui menetelmalld hyvin, silld saadut DNA-
fragmentit sopivat kooltaan cfDNA:ksi, eikd ajossa havaita suurempikokoista DNA:ta (joka olisi
osoitus solunsisaisesta DNA:sta). Elektroforeesiajon tulokset osoittavat myos sen, etta onnis-
tuimme eristamaan cfDNA:ta kaikista laimennossarjan naytteista, silla jokaisen naytteen kohdalla
nakyy cfDNA:ta. Kayttdmamme cfDNA-eristysmenetelma sopii eristykseen nain ollen myos silloin,

kun cfDNA:n maara naytteessa on vahainen.

Naytteen 1 ja naytteen 2 plasmat ovat kahdelta eri henkildltd. Kuviossa 6 nahtavien tulosten pe-
rusteella naytteen 2 eri pitoisissa naytteissa voitiin havaita olevan enemman cfDNA:ta. Naytteiden
1 ja 2 cfDNA:n maarien erot johtunevat yksiloiden valisesta normaalista vaihtelusta. cfDNA:n maara

plasmassa voi vaihdella yksildiden valilld 1-100 ng/ml (eli 1-100 pg/ul) (Qiagen 2013).

Vaikka nayttaa silta, etta jokaisessa naytteessa on vyohyke 150-200bp alueella, analyysista saa-

tujen, kuviossa 6 nakyvien, tulosten mukaan selvia tuloksia saatiin vain seuraaville naytteille:

Nayte 1; 1 %: DNA fragmentin koko 175 bp, pitoisuus 43,41 pg/ul

Nayte 1; 5 %: DNA fragmentit 52 bp (54,18 pg/ul), 170 bp (21,93 pg/ul) ja 178 bp (17,4 pg/ul)
Nayte 1; 10 %: DNA fragmentit 171 bp (80,26 pg/ul) ja 177 bp (78,77 pg/pl)

Nayte 2; 0 %: DNA fragmentit 176 bp (53,82 pg/pl) ja 182 bp (70,84 pg/ul)

Nayte 2; 5 %: DNA fragmentti 172 bp (108,16 pg/pl)

Nayte 2; 10 %: DNA fragmentti 173 bp (263,98 pg/ul) ja 10192 bp (71,47 pg/ul)

Elektroforeesiajon (kuvio 5) tuloksissa erottuva nakyva vyohyke on siis noin 175 bp:n kokoinen
DNA fragmentti.
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KUVIO 6. Kuviossa on esitetty Agilent 2100 Bioanalyzer —laitteella saadut tulokset yksittéisille néyt-
teille. Ensimmaisessé sarakkeessa vasemmalta luettuna ovat néytteen 1 laimennossarjan néytteet
ylhdélta alas: 0 %, 1 %, 2,5 %, 5 % ja 10 % ja toisessa sarakkeessa néytteen 2 laimennossarjan-
néytteet kuten edelld. X-akselilla on esitetty DNA fragmentin koko (bp) ja Y-akselilla fluoresenssin
voimakkuus (FU). 35 bp ja 10380 bp kohdalla nékyvét piikit ovat minimi- ja maksimistandardit. Noin
177 bp kohdalla olevat huiput edustavat tutkittavaa cfDNA:ta.
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4 POHDINTA

Taman tutkimusluontoisen opinnaytetyon tavoitteena oli perehtya kirjallisuuden avulla verenkier-
rossa esiintyvaan solunulkoiseen DNA:han ja pohtia sen merkitysta syovan biomarkkerina. Tyon
empiirisessa osuudessa teimme verinaytteista eroteltuun plasmaan cfDNA-laimennossarjan, eris-
timme naytteistd cfDNA:n ja maaritimme sen pitoisuudet kussakin naytteessa. Pyrkimyksena oli
selvittaa, kuinka hyvin cfDNA saadaan eristettya valitulla menetelmalla ja kuinka puhdasta se on

solunsisaisesta DNA:sta.

Menetelméana cfDNA:n eristdmiseen kaytettiin kaupallista QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit-
maarityssarjaa (A Qiagen/ BD Company). cfDNA:n koon maarityksessa kaytettiin Agilent High Sen-
sitivity DNA Kit -maarityssarjaa ja Agilent 2100 Bio-analyzer-laitetta, jolla elektroforeesiajo suori-
tettiin (Agilent Technologies). Menetelman avulla pystytaan tunnistamaan kooltaan 50-7000 bp

olevia DNA-fragmentteja seka maarittdamaan niiden pitoisuus naytteessa.

Tulosten perusteella voidaan paatella, ettd cfDNA:n eristys naytteista onnistui valitulla menetel-
malla hyvin. Saadut DNA-fragmentit vastasivat kooltaan cfDNA:ta, eika ajotuloksissa havaittu suu-
rempaa DNA:ta, joka viittaisi solunsisaiseen DNA:han. Tulokset osoittavat myos sen, etta onnis-
tuimme eristdmaan cfDNA:ta kaikista laimennossarjan naytteista, silld jokaisen kaivon ajotulok-
sissa nakyi cfDNA:ta. Menetelman voidaan nain ollen todeta sopivan cfDNA:n eristykseen myds

silloin, kun sen maara naytteessa on vahainen.

Mitattaessa veren cfDNA:n pitoisuutta taytyy ottaa huomioon pitoisuuden luonnollinen variaatio.
cfDNA:n maara veressa on yksilollista ja pitoisuus voi vaihdella huomattavasti seka syopaa sai-
rastavien yksildiden valilla etta terveiden yksildiden valilla. Havaitsimme tdman variaation myds
tydssdmme naytteiden 1 ja 2 valilla, joiden plasmat olivat peraisin kahdelta eri henkilolta. Artikke-
lissaan Kustanovich, Schwartz, Peretz & Grinshpun (2019) kertovat, etta syopapotilaan cfDNA
maara vaihtelee 0-5 nanogrammasta millilitrassa yli 1000 nanogrammaan millilitrassa, kun taas
terveilla vaihteluvali on 0-100 ng/ml. Toisaalta Gold, Cankovic, Furtado, Meier & Gocke mainitsevat
vuonna 2015 tehdyssé artikkelissaan, etta tutkimuksessa terveen kontrollinenkilén plasman cfDNA
pitoisuus oli jopa 1000 ng/ml. Tasté voidaan paatelld, ettd kohonnut cfDNA pitoisuus ei ole aina
merkki syovasta. cfDNA:n kohoamista voivat aiheuttaa mm. elimiston tulehdukset, diabetes, ku-
dosvaurio, verenmyrkytys tai sydaninfarkti. Myds hyvalaatuiset elimiston stressitilat voivat nostaa
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veren cfDNA-pitoisuutta, kuten esimerkiksi likuntasuoritus, raskaus tai kudossiirrannainen. (Kus-
tanovich ym. 2019.) Lisaksi taytyy ottaa huomioon, ettd myds naytteenotto- ja ndytteenkasittelytapa

voivat vaikuttaa eristetyn cfDNA:n pitoisuuteen.

Tama opinnaytetyd ja saadut tulokset voivat auttaa optimaalisen cfDNA-pitoisuuden maarittami-

sessa molekyylipatologisia menetelmia varten ja tulevia tutkimuksia silmalla pitaen.
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