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Keuhkosy6pd on maailman yleisin syfpa niin ilmaantuvuuden kuin kuolleisuuden suhteen
ja sen suurin riskitekijd on tupakointi. Keuhkosydpa jaetaan kahteen paaryhmaan,
pienisoluiseen karsinoomaan ja ei-pienisoluiseen karsinoomaan. Adenokarsinooma on yksi
ei-pienisoluisen karsinooman alatyyppi, johon potilaan tupakointihistorian on todettu
vaikuttavan vahiten. Mutaatio EML4:n (echinoderm microtubule-associated protein-like 4)
ja ALK:n (anaplastic lymphoma kinase) valilla on huomattu olevan yksi adenokarsinoomaa
aiheuttava tekija, jonka aktivaatio aiheuttaa syopéasolukon synnyn. Tama aktivaatio
voidaan pysayttaa pienimolekyyliselld inhibiittorilla, crizotinibilla.

Suoritimme opinnaytetyémme Haartman Instituutin sytomolekyyligenetiikan
tutkijaryhméassa Helsingissd syksylla 2011. Tyon tarkoituksena oli osoittaa EML4-ALK-
fuusio-onkogeeni  adenokarsinoomapotilaiden kudosnaytteistd fluoresenssi in  situ
hybridisaatio-menetelmadn avulla (FISH) ja lopuksi vertailla saamiamme tuloksia
immunohistokemian (IHC) avulla saatuihin tuloksiin, jotka saimme HUSLABIn
keskuspatologian laboratoriosta. Tavoitteena oli my6s selvittdd FISH-menetelméan
toimivuutta EML4-ALK-fuusio-onkogeenin osoittamisessa uudella Vysis ALK Break Apart
FISH Probe -reagenssipakkauksella tehtyna.

Tutkimme FISH-menetelméan avulla 31 naytettd, joista yksi oli EML4-ALK-positiivinen ja 30
oli EML4-ALK-negatiivisia. Loytdmamme positiivinen nayte tulkittiin immunohistokemian
menetelméan avulla negatiiviseksi. Tdméan tuloksen vertaamisen jalkeen EML4-ALK-fuusio-
onkogeenin osoittaminen IHC:lla paéatettiin lopettaa, silla se ei ollut riittdvan spesifinen
tutkimusmenetelma.

Saatujen tuloksien my6téd voimme todeta, ettd IHC-menetelmaa tulisi kehittda ja testata
liséd, jotta sitd voitaisiin kayttédd luotettavasti EML4-ALK-fuusio-onkogeenin osoittamiseen.
Meiddn kokemuksiemme mukaan uutta FISH-reagenssipakkausta voidaan kayttaa
luotettavasti EML4-ALK-fuusio-onkogeenin osoittamiseen, silla kaikki valmistamamme
FISH-valmisteet onnistuivat ja olivat analysoitavissa.

Avainsanat adenokarsinooma, EML4-ALK-fuusio-onkogeeni, fluoresenssi in
situ hybridisaatio, immunohistokemia
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Lung cancer is the most common and fatal cancer in the whole world and smoking is the
leading cause to it. Lung cancer is divided into two main groups which are small cell
carcinoma and non-small cell carcinoma. Adenocarcinoma is a subtype of non-small cell
carcinoma and smoking history is less likely relevant in this sense. The mutation between
EML4 (echinoderm microtubule-associated protein-like 4) and ALK (anaplastic lymphoma
kinase) has been noticed as one of the factors that cause adenocarcinoma by activating
cell proliferation. This activation can be stopped by a small molecular inhibitor, crizotinib.

Our study was performed at the Laboratory of Cytomolecular Genetics, Haartman
Institute, Helsinki, Finland, during autumn 2011. The aim was to detect EML4-ALK fusion
oncogene from lung tissue samples and compare two different assays to each other. At
the moment, there is not any research method which could be considered as a golden
standard. To detect the fusion oncogene, we used the Fluorescence in situ Hybridization
(FISH) assay. At the end of our study, we compared our results to the results of
immunohistochemistry (IHC) which were performed by the Pathology Department, Helsinki
University Central Hospital, Finland. The Vysis ALK Break Apart FISH Probe -assay we used
was new, so one of the purposes was to get more experiences in it.

We examined 31 formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissue samples with the FISH
assay. The results showed one EML4-ALK positive sample and 30 negative samples. The
one positive sample we examined was negative with the IHC assay. After comparing these
results, it was determined to stop detecting EML4-ALK fusion oncogene with IHC since it
was clear that it was not specific enough. Our study showed that the FISH assay is more
specific than the IHC assay as we expected based on previous studies.

The results lead to the conclusion that the IHC assay needs to be improved and tested
more so that it could be a reliable research method for detecting EML4-ALK fusion
oncogene. By our experience the new FISH assay works reliably in detecting EML4-ALK
fusion oncogene from FFPE samples, because all of the samples we prepared with the new
assay succeeded.

Keywords adenocarcinoma, EML4-ALK fusion oncogene, fluorescence in
situ Hybridization, immunohistochemistry
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1 Johdanto

Solun toimintaa saatelevat ulkoiset tekijat, joiden kaskysta solu jakautuu, erilaistuu tai
kuolee. Solu saattaa muuntua niin, etté sen toiminta ei ole en&a riippuvaista ulkoisista
tekijoistd, vaan se alkaa jakaantua kontrolloimattomasti. Kontrolloimattomasti kasvavaa
solukkoa, jolla on oma verisuonitus ja joka pystyy tunkeutumaan ymparoivaan kudok-
seen, kutsutaan syovéksi ja sen syntyminen johtuu DNA:n muutoksista. DNA-
polymeraasi ei ole erentymatdén monistaessaan DNA:ta, vaan tekee my@s virheitd, jotka
saattavat johtaa DNA:n muutoksiin. Solut saattavat myos altistua tekijoille, jotka lisda-
vat DNA-vaurion riskid, kuten kemikaaleille, séateilylle ja tietyille virusinfektioille. Paha-
laatuisen sydpasolukon syntymiseen tarvitaan kuitenkin useampi DNA-muutos samassa
solussa. (Heino — Vuento 2002: 279-280.)

Normaali solu on riippuvainen kasvutekijoiden aikaansaamista viesteistd. Sydpasolun
luonteeseen kuuluu riippumattomuus naista tekijoistd, ja tatad kautta kiihtynyt solun
jakautuminen. Sydpasolun itsendisyys johtuu kasvutekijavaikutusta valittavien tiedon-
siirtopolkujen pysyvasta aktivoitumisesta, jonka DNA:n mutaatio on aiheuttanut. (Hei-
no — Vuento 2002: 282.) Tallin puhutaan onkogeeneista, eli sybpageeneistd, jotka
saavat alkunsa, kun solun normaalille toiminnalle keskeinen proto-onkogeeni muuntuu
esimerkiksi mutaation kautta. Tall6in solujakautuminen aktivoituu pysyvasti ja kasvain-
solukko paasee lisdédntymaan. Proto-onkogeenien koodaamia proteiineja ovat muun
muassa kasvutekijat, kasvutekijéiden reseptorit tai solulimassa toimivia kasvusignaaleja

tumaan valittavat proteiinit. (Aaltonen 2002: 197-198.)

Molekyylibiologian tutkimusmenetelmien avulla pystytdan tulevaisuudessa kehittdmaan
parempia tasmaladkkeitd, jotka vaikuttavat suoraan syopasoluun, eivatkd niinkdan
tuumorin ympaérilla olevaan terveeseen kudokseen (Kallioniemi — Makela 2006). Tieto
geenien tehtdvistd karttuu koko ajan, minkd ansiosta kasitys kasvaimien synnysta ja
kehityksestéa on selkiytynyt. Uusien kasvaingeenien tunnistus on vield meneilldén, ja
l[&hitulevaisuudessa pyritddan ymmartdmaan naiden geenien koodittamien proteiinien

toimintaa. (Aaltonen 2002: 197.)



Keuhkosytpa on maailman yleisin syopa niin ilmaantuvuuden kuin kuolleisuudenkin
suhteen. Suomessa keuhkosyOopa on miehilla toiseksi yleisin ja naisilla neljanneksi ylei-
sin syopa. KeuhkosyOpéan sairastumisen riskia lisadvat muun muassa tupakointi, as-
besti, ionisoiva sateily sek& keuhkoahtaumatauti. Keuhkosydpa on alkuvaiheessa oi-
reeton ja oireiden ilmaantuessa usein hoidon ulottumattomissa. N&in ollen syévan to-
teaminen varhaisessa vaiheessa parantaisi sairastuneen henkilon ennustetta. (Mali —
Ojala — Salo 2007: 276-279.) Keuhkosytpa jaetaan kahteen eri paaluokkaan, ei-
pienisoluiseen karsinoomaan ja pienisoluiseen karsinoomaan. Ei-pienisoluinen karsi-
nooma jaetaan edelleen kolmeen alatyyppiin, levyepiteeli-, adeno- ja suurisoluiseen

karsinoomaan. (Knuuttila 2005: 573.)

EML4 (echinoderm microtubule-associated protein-like 4) ja ALK (anaplastic lymphoma
kinase) onkogeenien valilla tapahtuvan mutaation on huomattu olevan yksi adenokar-
sinooman aiheuttajista. Tatd muuntunutta onkogeenid kutsutaan fuusio-onkogeeniksi,
ja se on useimmiten l|0ydetty sellaisilta keuhkosyOpapotilailta, jotka eivat tupakoi.
EML4-ALK-fuusio-onkogeeni on I6ydetty vuonna 2007, jonka jalkeen siihen liittyen on
tehty useita tutkimuksia ympari maailmaa. Viela ei ole saatu selville, milla tutkimusme-
netelmalla geenimuutos varmimmin l0ydetaan. (Sasaki ym. 2010.) EML4-ALK-fuusio-
onkogeenin l0ytaminen on tarkeaa, silla sitd vastaan on kehitetty tdsmalaake, joka
tutkimuksien mukaan inhiboi solujen lisdaantymista ja saa aikaan solusyklin pysahtymi-

sen, solukuoleman ja kasvaimen haviamisen (Li ym. 2010).

Koska EML4-ALK-fuusio-onkogeenin diagnosointiin ei ole vield vakiintunutta tutkimus-
menetelm&a, Haartman Instituutin sytomolekyyligenetiikan tutkijaryhnma (CMG Re-
search Group) antoi meille tehtavan liittyen EML4-ALK-fuusio-onkogeenin diagnosoin-
tiin. Liityimme heidan ryhmaansa elokuussa 2011 yhdeksan viikon ajaksi ja padohjaa-
jinamme toimivat professori Sakari Knuutila ja laakari loana Borze. Tutkimuksen tarkoi-
tuksena on selvittaa, kuinka FISH-menetelméan avulla saadut tulokset vastaavat immu-
nohistokemian avulla saatuja tuloksia. Tehtdvdnamme projektissa on tehda FISH-
valmisteita, tulkita niitd ja myods aikaisemmin tehtyjd FISH-valmisteita. Saatuja tuloksia
verrataan immunohistokemian tuloksiin, jotka saamme HUSLABIn keskuspatologian
laboratoriosta. Tavoitteena on my0s selvittda FISH-menetelman toimivuutta EML4-ALK-
fuusio-onkogeenin osoittamisessa uudella Vysis ALK Break Apart FISH Probe -

reagenssipakkauksella tehtyna.



2 Syovan synty ja onkogeenit

Téssa kappaleessa kerromme sydvéan syntyyn liittyvista vaiheista, seka eri mutaatiotyy-
peistd, jotka saattavat vaikuttaa syopasolukon kehittymiseen. Kerromme myds onko-

geenien merkityksesta syovan synnyssa.

2.1 Sydvan synty ja vaiheet

Sybvan synty on monivaiheinen tapahtuma, joka on seurausta DNA-vaurioista. Sy6pa
saa alkunsa yhdesté solusta, joka vaurioiduttuaan alkaa jakautua kontrolloimattomasti.
DNA-vauriot eli mutaatiot siirtyvat syntyviin tytarsoluihin, mink& seurauksena syntyva
solukko saa kasvuedun ympdristossaan. (Isola 2007: 22.) Sy6van synnyn voidaankin
ajatella olevan prosessi, jossa solut kehittavat itselleen mutaatioiden kautta kasvuky-
vyn, jonka ansiosta ne jakautuvat ja paasevat tunkeutumaan ymparistoonsa paremmin

kuin muut solut (Coleman - Tsongalis 2006: 350).

Mutaatioita syntyy elimistéssa kaiken aikaa, mutta harva niisté kuitenkaan johtaa syo6-
van kehittymiseen. Elimistdlla on mutaatioita eliminoivia korjausentsyymeja, jotka ha-
vaitsevat DNA-ketjun virheelliset emékset, leikkaavat ne pois ja korjaavat vaurion
emasjarjestykseltddn alkuperaiseksi. DNA-vaurioiden korjausmekanismin pettdminen
onkin yksi keskeinen mekanismi sydpien synnyssa. (Isola 2007: 22-23.) Myds monet
kemikaalit, sateily ja virukset vaurioittavat solujen DNA:ta ja kromosomeja, ja altistavat
syovalle. (Knuutila 2002: 54-55.)

Syopasolu voi syntya erilaisista molekyylimuutoksista kuten deleetioista, insertioista ja
pistemutaatioista (Coleman — Tsongalis 2006: 349). Geenivirhe voi siis aiheutua vain
yhden emaksen muutoksesta tai jopa miljoonien emasparien virheistd. Mutaatiot voi-
daan luokitella ryhmiin niiden rakenteensa perusteella. Osa mutaatioista aiheuttaa
muutoksia DNA:n pituuteen. Tallaisia mutaatioita ovat insertiot eli lisdykset DNA:han,
deleetiot eli havidméat DNA:sta ja duplikaatiot eli jonkin DNA:n osan kahdentumat. Toi-
sen ryhman mutaatiot ovat sellaisia, joissa DNA-molekyylin pituus ei muutu. N&ita ovat
pistemutaatiot, jolloin yksi emds on muuttunut toiseksi tai mutaatio, jossa useampi
emas on korvautunut toisilla emaksilla. Inversiossa osa DNA:ta on kaantynyt suunnal-

taan painvastaiseksi. (Kere 2002: 91-93.)



Syovan synnylle keskeiset mutaatiot eivat kohdistu sattumanvaraisesti ihmisen geno-
miin, vaan sellaisiin geeneihin, joiden virheellinen toiminta johtaa véalivaiheiden kautta
malignistumisprosessiin. Naita geeneja kutsutaan syopageeneiksi ja ne jaetaan kahteen
paatyyppiin: onkogeenit, joiden toiminnan pysyva aktivoituminen johtaa sydvan syn-
tyyn ja kasvurajoitegeenit, joiden toiminnan havidminen vaikuttaa sydvan syntyyn.
(Isola 2007: 25.)

2.2 Onkogeenin rooli syovan synnyssa

Onkogeenit ovat solun normaalille toiminnalle keskeisten proto-onkogeenien muuntu-
neita muotoja. Kun proto-onkogeeni muuntuu esimerkiksi mutaation kautta, voidaan
sitd kutsua onkogeeniksi. Talléin solujakautuminen aktivoituu pysyvasti ja kasvainso-
lukko paasee lisaédntymaéan. Proto-onkogeenien koodaamia proteiineja ovat esimerkiksi
kasvutekijat, kasvutekijoiden reseptorit tai solulimassa toimivia kasvusignaaleja tumaan
vélittavat proteiinit. (Aaltonen 2002: 197-198.) Yhteistd kaikkien onkogeenien aktivoi-
tumiselle on, etté toisen alleelin vaurioituminen riittdd syopaa aiheuttavan vaikutuksen
aikaansaamiseksi. DNA-vaurion seurauksena onkogeenien toiminta lisdantyy moninker-

taiseksi tai muuttuu vaaranlaiseksi. (Isola 2007: 25.)

Onkogeenien aktivoitumiseen on useita eri syitd, joita on esitetty kuviossa 1. Pistemu-
taatiossa yhden aminohapon muutos johtaa pysyvasti aktiivisen proteiinin tuotantoon,
ja tata kautta solujen jakautumiseen. My6s suuremmat geenimuutokset, kuten translo-
kaation kautta tapahtuva mutaatio, voivat aiheuttaa onkogeenin synnyn. Mikali translo-
kaatio tapahtuu geenin séatelyalueella ja proto-onkogeeni joutuu uuden voimakkaam-
min toimivan sdatelyalueen alaisuuteen, alkaa solu jakautua saatelyalueen signaalista
tarpeettomasti. Translokaation aiheuttamat mutaatiot voivat aiheuttaa my6s uuden
proteiinin synnyn (fuusioproteiini), joka kiihdyttéda solujen jakautumista. (Heino — Vuen-
to 2002: 282-283.)



1. Pistemutaatio:

Normaali proto-onkogeeni Mutatoitunut proto-onkogeeni
Ei kasvutekijaa Kasvutekija
(@)
— — v i
\|, Mutaatio
Ei viestia Solun jakautumista edistiva Jatkuva viestinta
lyhytaikainen viesti \L
Sy6pa

2. Translokaatio saatelyalueella:

Normaali genomi Syopa
) L =—
G_g_gnin oma Proto-onkogeeni Uusi voimakas saatelyalue lisda proto-onkogeenin
saatelyalue tuotetta —> solun jakautuminen kiihtyy
—> syopa

3. Translokaatiosta fuusioproteiini:

Normaali genomi Syopa
Geeni A T 1} ——— —_
Geeni B —— _— Pala geeni A:sta siirtyy toiseen kromosomiin

ja liittyy geeni B:n
Uusi geeni tuottaa fuusioproteiinin, joka

edistda solujen jakautumista
—> sydpa

Kuvio 1. Onkogeenien aktivoitumistapoja.

Tyrosiinikinaasit ovat joukko normaaleissa soluissa olevia proteiineja, jotka sadtelevéat
solun toimintaa. Onkogeenien fuusiomekanismit ovatkin saaneet lisdantyvasti huomio-
ta, silla moni fuusioista johtaa tyrosiinikinaasin aktivaatioon erityyppisissa syovissa.
Onkoproteiineiksi tullakseen tyrosiinikinaasit kayvat lapi aktivoivan mutaation tai raken-
teellisen muutoksen, esimerkiksi translokaation, inversion tai insertion kautta. Téallai-
sessa tapauksessa tyrosiinikinaasi fuusioituu ja syntyy onkoproteiini. (Sandberg — Me-
loni-Ehrig 2010.) Sy6péasoluissa tyrosiinikinaasien aktiivisuuden hallinta on usein hairiin-
tynyt. Suurentunut kinaasiaktiivisuus voi lisata pahanlaatuisten solujen jakautumista,

elinikda ja kykya tunkeutua ymparoivaan kudokseen. (Elonen — Elomaa 2007: 187.)



Lopputuloksena solu alkaa lisdéantya, ja syopasolukko paasee kehittyméaan (Sandberg —
Meloni-Ehrig 2010). Tassa tyossa tutkimuksen kohteena on inversion kautta syntynyt

EML4-ALK-fuusio-onkogeeni, joka aiheuttaa tyrosiinikinaasin pysyvan aktivaation.

3 Aikaisemmat EML4-ALK-fuusio-onkogeeniin liittyvat tutkimukset

Molekyylibiologian menetelmilla voidaan tutkia sy6pasolun jakautumista ja solukuole-
maa seka erityisesti onkogeenien ja kasvurajoitegeenien muodostamia signalointiverk-
koja. Yksityiskohtainen informaatio edistaa syopalaédkkeiden kehittamista oikeaan suun-
taan. Tana paivand suurin mielenkiinto on kohdistunut sydvassd mutatoituneisiin ki-
naaseihin, joita vastaan on jo kehitetty toimivia inhibiittoreita. Kinaasien rakenteet ovat
entuudestaan hyvin tiedossa ja se mahdollistaa spesifisten estdjamolekyylien kehitta-
misen. (Kallioniemi — Méakeld 2006.) Aikaisempina vuosina on keskitytty tutkimaan
EGFR-mutaatiota, jonka on todettu olevan yksi merkittdvimmista molekyylitason mu-
taatiosta ei tupakoivien ja erityisesti aasialaisten ei-pienisoluista keuhkosy6paa sairas-

tavien potilaiden periman muutoksissa. (Sasaki ym. 2010.)

EML4-ALK-fuusio-onkogeeni ldydettiin Japanissa vuonna 2007. Taman tutkimuksen
my6ta on alettu tutkimaan erilaisia ALK-kinaasin inhibiittoreita, joista voi tulevaisuudes-
sa olla merkittava hyoty ei-pienisoluista keuhkosydpééa sairastaville potilaille, joilla on
EML4-ALK-mutaatio. (Soda ym. 2007.) Naité inhibiittoreita testataan niin in vitro kuin in
Vivo, ja on osoitettu, etta tietyt inhibiittorit aiheuttavat sydpasolujen apoptoosin in vitro

ja pienentavat tuumoria in vivo (Sasaki ym. 2010).

Vuonna 2009 tehtiin USA:ssa Massachusettsin keskussairaalassa tutkimus, jossa ver-
tailtiin ei-pienisoluista keuhkosydpaéa sairastavien potilaiden kliinisia tutkimus- ja sy6-
pahoitojen tuloksia. Heista osalla oli todennettu EML4-ALK-fuusio-onkogeeni ja osalla
ei. Potilaat oli valittu seuraavin kriteerein, joista heidan tuli tayttdd vahintdan kaksi.
Potilaan oli oltava mielelladn nainen, aasialainen, tupakoimaton tai erittdin vahan tupa-
koinut sekd keuhkosydvan tuli olla alalajiltaan adenokarsinooma. Tutkimuksen tuloksis-
ta kavi ilmi, ettd 13 prosentilla (n=141) todettiin EML4-ALK-mutaatio, 22 prosentilla oli
EGFR-mutaatio ja 65 prosentilla ei ollut kumpaakaan edelld mainituista mutaatioista.

Samoin muutamia erityispiirteitd huomattiin niilla potilailla, jotka olivat EML4-ALK-



fuusio-onkogeenin suhteen positiivisia. He olivat yleensa miehia, selkeasti nuorempia,
ei tupakoivia ja he eivat reagoineet EGFR-kinaasin inhibiittoreihin. Lopputuloksena tut-
kijat totesivat, etta potilaat, joilla on EML4-ALK-fuusio-onkogeeni, eivat hyddy samasta
hoidosta kuin he, joilla on EGFR-mutaatio. Nain ollen on erittéin tarkeda saada potilaille

oikea diagnoosi. (Shaw ym. 2009.)

Vuodesta 2007 lahtien tutkijat ovat miettineet, mikéa olisi luotettavin sekd kustannuste-
hokkain tutkimusmenetelma EML4-ALK-fuusio-onkogeenin maarittamiseen. Vertailem-
me tasséa opinnadytetydssa FISH-valmisteista saatuja tuloksia immunohistokemian avulla
saatuihin tuloksiin ja samaa on tutkittu aiemminkin USA:ssa Minnesotan Mayo-
klinikalla. Tutkimusryhma kerasi tutkimusta varten 101 keuhkosytpéapotilaan kudos-
naytteet, joista oli tehty parafiinileikkeet. Kaikille naytteille tehtiin sek& FISH-tutkimus,
jonka on ajateltu olevan niin sanottu kultainen standardi ALK-mutaatioiden etsimisessa,
ettd immunohistokemian vasta-ainetutkimus. Kaikki tutkimukseen valitut potilaat sai-
rastivat adenokarsinoomaa ja he eivat olleet koskaan tupakoineet. FISH:n ja immuno-
histokemian menetelmat suoritettiin eri laboratorioissa ja toisen menetelméan tuloksia
tietamatta. Tutkijaryhmd& vertaili tuloksia lopulta keskenaan ja lopputuloksesi saatiin,
ettd heidan kayttdmansa immunohistokemiallinen tutkimusmenetelma on yhté luotet-
tava kuin sytogenetiikassa kaytetty FISH. Tutkijaryhmd kuitenkin painottaa, etta jatko-
tutkimuksia aiheeseen liittyen vaaditaan vield paljon enemman. (Yi ym. 2011.) Suo-
messa téllaisen tutkimuksen on aloittanut Haartman Instituutin CMG:n tutkijaryhma,

mista kerromme seuraavassa 0siossa.

4 Opinnaytetyon tarkoitus ja tavoitteet

Haartman Instituutin sytomolekyyligenetiikan tutkijaryhméa (CMG) on jo vuosia tutkinut
syovélle merkittavia biomarkkereita kuten soluja tai biomolekyyleja, jotka kertovat eli-
miston biologisista tapahtumista, esimerkiksi sairauden kehittymisesta tai reagoimises-
ta annettuun laakkeeseen. (Paasikivi 2010.) CMG:n tutkijaryhm&d on kaynnistanyt
vuonna 2011 tutkimuksen, jonka tarkoituksena on selvittaa syita ei-pienisoluisen keuh-
kosy6papotilaiden hoitoresistenssiin. Tassd kappaleessa esittelemme kyseisen tutki-

muksen sekd osuutemme tédhan prosessiin liittyen.



4.1 CMG:n tutkijaryhman tutkimusprosessi

Ei-pienisoluisen keuhkosydpéapotilaiden hoitoresistenssia kartoittavan tutkimuksen nay-
temateriaalina on keuhkosyOpépotilaista otetuista kudospaloista tehtyja parafiinileikkei-
ta, jotka tulevat HUSLABIn keskuspatologian laboratoriosta. Naytteet on valikoitu kah-
den kriteerin perusteella: keuhkosyopa on tyypiltddn adenokarsinooma ja potilas ei ole

tupakoinut. Kuviossa 2 on esitelty tutkimuksen vaiheiden kulku.

Patologian keskuslaboratoriossa tehdaan leikkeista tarvittavat varjaykset, joiden avulla
patologi lausuu, onko kyseisessd leikkeessd kasvainsolukkoa. Mikéli kasvainsolukkoa
l6ytyy, tehd&an naytteesta useita eri tutkimuksia. EGFR-mutaatiota maarittava tutkimus
tehdddn HUSLABIn genetiikan laboratoriossa PCR-pohjaisella menetelmalla. EML4-ALK-
mutaation tutkimukset tehdaan kahdella eri menetelmalla: HUSLABIn keskuspatologian
laboratorio tekee tutkimuksen immunohistokemiallisen menetelman avulla ja CMG:n
tutkijarynméa FISH-menetelman avulla. EGFR- ja EML4-ALK-mutaatiot ovat toinen toi-
sensa poissulkevia tekijoita, mutta silti molemmat mutaatiot tutkitaan, koska asiaa ei
ole todennettu laajojen aineistojen avulla. CMG:n tutkijaryhm& suorittaa naytteille
my6s syvasekvensoinnin, minkd avulla varmistetaan aiemmista tutkimusmenetelmista
saadut positiiviset tulokset. Negatiivisista naytteista pyritddn I6ytdmaan muita mahdol-
lisia mutaatioita, jotka olisivat voineet aiheuttaa adenokarsinooman ei-tupakoivalle po-
tilaalle. Ulkopuolinen tutkijaryhm& Iso-Britanniassa kehittéd parhaillaan PCR-pohjaista
tutkimusmenetelmaa, jolla ndytteet tullaan my@s analysoimaan. Taméan tutkimusmene-

telman tarkoitus on sama kuin syvasekvensoinnin tarkoitus.

Hypoteesina CMG:n tutkijaryhmalla on, ettd mikéali nayte on negatiivinen EGFR:n ja
EML4-ALK:n suhteen, jossakin muussa solun signalointireitin geenissa on mutaatio.
Nama mutaatiot saattavat olla hyvin pienid, kuten pistemutaatioita, jolloin vain yksi
emas on muuttunut toiseksi. Tall6in parhaimpina tutkimusmenetelmind pidetaan sy-
vasekvensointia, jonka avulla voidaan genomia tutkia laajasti, sekd PCR-pohjaista tut-
kimusmenetelmad, jota Iso-Britannian tutkimusryhmasséa kehitetdén. Tutkimusprojektin
tuloksia ei suoraan kaytetd diagnostiikassa, mutta merkittavasta 16ydoksesta ilmoite-

taan kyseisen potilaan hoitavalle 1aakarille.



p

* HUSLABIn keskuspatologian laboratorion patologi tutkii )
_ _ kudosleikkeen.
A HCIERIIE « Jos kyseessa on adenokarsinooma ja ei-tupakoitsija, naytteet
WLLNTE]  [ahetetadn eteenpain.

Y,
N
*HUSLABINn genetiikan laboratoriossa tehddan PCR-pohjainen
tutkimus, jonka avulla saadaan selville onko naytteessd EGFR-
mutaatio.
V,

*HUSLABINn keskuspatologian laboratoriossa tehdaan EML4-ALK-
tutkimus immunohistokemian avulla.

EMLA-ALK *CMG-ryhma tekee EML4-ALK-tutkimuksen FISH-menetelméan avulla.

«CMG-ryhma tekee néytteista syvasekvensoinnin varmistaakseen
positiiviset tulokset, seka etsidkseen negatiivisista tuloksista muita
mahdollisia mutaatioita.

. eTutkimusryhma Iso-Britanniassa tekee naytteistda PCR-pohjaisen
plbiEElil s tutkimuksen ja tarkoitus on sama kuin edella.

>
| eTavoitteena on eri mutaatioiden selvittdminen ja niiden avulla )
hoitoresistenssin kartoittaminen.

ey ©Tutkimusprojektin tuloksia ei suoraan kayteta diagnostiikassa,
mutta merkittavasta l0ydoksesta ilmoitetaan kyseisen potilaan
hoitavalle lagkarille. J

Kuvio 2. Tutkimusprosessin kulku.

4.2 Opinnaytetyon tavoitteet

Opinndytetyémme, jonka vaiheet on esitetty kuviossa 3, on osa CMG:n tutkijaryhman
edelld kuvattua suurempaa tutkimusta. Koska standardimenetelmad EML4-ALK-fuusio-
onkogeenin diagnosointiin ei viela ole, tutkimustehtdvdndmme on selvittdd, miten
FISH-menetelman avulla saadut tulokset vastaavat immunohistokemian avulla saatuja
tuloksia. Tehtavandmme projektissa on tehda FISH-valmisteita, tulkita niitd ja myo6s
aikaisemmin tehtyja FISH-valmisteita. Lopuksi vertaamme saamiamme tuloksia HUS-

LABIn keskuspatologian laboratoriosta saatuihin immunohistokemian tuloksiin.
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FISH-valmisteiden teko.
FISH-valmisteiden analysointi.

Saatujen tulosten vertaaminen IHC tuloksiin.

Tulosten analysointi ja pohdinta.

Kuvio 3. Opinnaytetydn eteneminen.

CMG:n tutkijaryhm& on saanut kayttoonséd uuden ALK-reagenssipakkauksen, jonka
avulla valmistamme FISH-lasit. Tavoitteena on myos selvittéd FISH-menetelmén toimi-
vuutta EML4-ALK-fuusio-onkogeenin osoittamisessa uudella Vysis ALK Break Apart
FISH Probe -reagenssipakkauksella tehtynd. Kyseinen reagenssipakkaus ollaan siirta-
massa HUSLABIn genetiikan laboratorioon mahdollisesti vuoden 2011 aikana. Tehta-
vandmme on myo0s luotettavien tulosten saaminen valmistamistamme FISH-laseista,
jotta CMG:n tutkijaryhma voisi kayttéaa tuloksia heidan projektinsa mydhemmasséa vai-

heessa.

Néiden tavoitteiden ja tehtdvien perusteella muodostimme seuraavat tutkimus-

kysymykset:

1. Kuinka FISH-menetelméan avulla saadut tulokset vastaavat IHC-menetelméan
avulla saatuja tuloksia EML4-ALK-fuusio-onkogeenin osoittamisessa adenokar-
sinooman diagnostiikassa?

2. Kuinka FISH-menetelm& toimii Vysis ALK Break Apart FISH Probe
-reagenssipakkauksella tehtynd EML4-ALK-fuusio-onkogeeni osoittamisessa?

Liséksi henkilokohtaisina tavoitteinamme on toimia osana kansainvalisté tutkijaryhmaa
ja ndin ollen kehittdd englannin kielen taitoja seka yhteistyo- ja vuorovaikutustaitoja.
Opinnaytetyon tyostaminen suunnitelmineen ja toteutuksineen on suurin yksittdinen
projekti ammattikorkeakoulussa ja tarkoituksenamme on oppia hallitsemaan oma aihe
perusteellisesti, sekd hytdyntamaan koulutuksen aikana saatua tietotaitoa niin loppu-

raportin kirjoittamisessa kuin kaytannon osuuden suorittamisessa.
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5 Keuhkosyopa ja adenokarsinooma

Opinnaytetydémme keskittyy adenokarsinoomaan, joka on ei-pienisoluisen keuhkosy6-
van alatyyppi. Tassd osiossa kerromme keuhkosydvan ja adenokarsinooman oireista,

diagnostiikasta ja hoidosta.

5.1 Keuhkosydvan yleisyys, riskitekijat ja luokittelu

Keuhkosy6pa on talla hetkella maailman yleisin syopa, johon sairastuu ja menehtyy yli
miljoona ihmistd vuosittain. Suomessa keuhkosy6pa on miehilla toiseksi ja naisilla nel-
janneksi yleisin syopa. Suurin keuhkosytpda aiheuttava tekija on saanndéllinen tupa-
kointi ja erityisesti naisten keuhkosydpéatapaukset ovat vuosikymmenien aikana lisdan-
tyneet tupakoinnin yleistymisen seurauksena. Sitd vastoin miesten vahennettya tupa-
kointiaan on heidéan sairastuvuuskin laskenut. Tupakoitsijan riski sairastua keuh-
kosydpdan on jopa noin 15-20 kertaa suurempi kuin tupakoimattoman henkilon ja
my06s passiivinen tupakointi nostaa riskin noin 2-3-kertaiseksi. Keuhkosy6pa on yleensa
alussa melko oireeton, mink& vuoksi syopa diagnosoidaan vasta my6haisessa vaiheessa

ja sen hoitaminen on vaikeaa ja ennuste huono. (Mali — Ojala — Salo 2007: 277-279.)

Keuhkosy6pa jaetaan histologisen rakenteensa perusteella WHO:n vuonna 1999 maa-
rittelemien luokittelukriteerien mukaan eri syopalajeihin. N&itd ovat pienisolukarsinoo-
ma, levyepiteelikarsinooma, adenokarsinooma, suurisoluinen karsinooma sekd muut
harvinaisemmat karsinoomat. (Taskinen — Salmenkivi - Anttila 2005: 125.) SyOpéatyyp-
pien suhteelliset osuudet on lueteltu taulukossa 1. Yleensa syOpatyypit jaotellaan pel-
kastdan kahteen paatyyppiin, jotka ovat pienisoluiset ja ei-pienisoluiset karsinoomat.
Olemme téssa tydsséa keskittyneet pelkéastdan adenokarsinoomaan, joka kuuluu levyepi-
teeli- ja suurisoluisen karsinooman ohella ei-pienisoluisiin karsinoomiin ja johtuu yleen-
sa tupakoinnista. Huomattavaa kuitenkin on, ettéa kaikki ne potilaat, jotka eivat ole kos-
kaan tupakoineet ja sairastuvat keuhkosytpdan, sairastavat lahes aina adenokarsinoo-
maa. (Mali — Ojala — Salo 2007: 279-280.)
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Taulukko 1. Keuhkokasvaimien suhteelliset osuudet v. 1980-1987 (Taskinen — Salmenkivi -
Anttila 2005: 126).

Keuhkosyopatyyppi Maailmassa (20) Suomessa (%06)
Levyepiteelikarsinooma 25-51 43
Pienisolukarsinooma 3-28 22
Adenokarsinooma 6-41 18
Suurisoluinen karsinooma 4-19 16
Adeno-levyepiteelikarsinooma 1
Harvinaiset karsinoomat <1

Kasvainten luokittelu perustuu histologisen rakenteen tutkimiseen valomikroskoopilla,
minkd vuoksi kudosleikkeistd valmistetut preparaattilasit varjatdan hematoksyliini-
eosiinilla ja joskus tehddan liséksi eri limavarjayksia ja immunosytokemiallisia varjayk-
sia luokittelun tdsmentamiseksi. Muun muassa keuhkojen primaarikasvainten ja eta-
pesékkeiden erotteluun kdytetddn immunosytokemiallisia varjayksid. Usein keuhkokas-
vaimissa on nahtavissd monille keuhkosyopatyypeille tyypillisia rakenteita ja WHO on-
kin korostanut luokittelukriteereissdan, ettd se syopatyyppi, jolla on huonoin ennuste,
vaikuttaa eniten sydpatyypin luokitteluun. (Taskinen — Salmenkivi - Anttila 2005: 125-
126.) Pienisoluinen keuhkosy6pd on ennusteeltaan kaikkein huonoin, silla yleensa se
on jo diagnoosin selvitessa levinnyt ja elinaikaa on keskimaarin jaljella vain 6-8 viikkoa.
Ei-pienisoluinen sydvan ennuste on levinneisyydesta riippuen noin muutamasta kuu-
kaudesta vuoteen. (Mali — Ojala — Salo 2007: 288—291.)

5.2 Keuhkosydvan oireet, diagnostiikka ja hoito

Keuhkosy6papotilaat osaavat hakeutua hoitoon useimmiten liian myohaisessé vaihees-
sa, koska ensioireet ovat hyvin epamaaraisia ja niiden ajatellaan aiheutuvan véahem-
man vaarallisista sairauksista. Téllaisia oireita ovat muun muassa pitkittynyt yska, rin-
takipu ja hengenahdistus. (Souhami — Tobias 2005: 200.) Ensioireiden liséksi keuh-
kosy6évan yksi merkittdvimmisté potilaan oireista on veriyska, silla sitéd esiintyy noin
puolella kaikista keuhkosyOpéapotilaista. Suomalaisen Ladkéariseuran Duodecimin aset-
tama tyéryhma on vuonna 2008 maarittanyt keuhkosydvan hoitosuositukset, joissa
kaydaan lapi perusteellisesti keuhkosydvan epidemiologiaa, diagnostiikkaa, hoitovaih-

toehtoja ja niiden kehitysta. (Kaypéa hoito 2008.)
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Keuhkosytvan diagnostiikassa on erityisen tarkeda suorittaa huolellinen anamneesi.
Potilasta on haastateltava tarkkaan ja tarkoituksena on selvittdd muun muassa tupa-
kointihistoria, asbestialtistus, oireet, muut sairaudet, aiemmat syodvat sekd arvioida
potilaan yleiskunto (Mali — Ojala — Salo 2007: 283). Anamneesin jalkeen tehd&aan Kkliini-
set tutkimukset, joihin kuuluvat sydan- ja keuhkodanien kuuntelu, kainaloiden imusol-
mukkeiden, kaulan ja soliskuoppien tunnustelu sekd maksan koon arviointi. (Kaypa
hoito 2008). Potilas lahetetddn keuhkosairauksien klinikalle, misséa héanelle tehdaan
keuhkojen natiivirontgenkuvaus seka thoraxin ja ylavatsan tietokonetomografia. Nailla
peruskuvantamistutkimuksilla pyritddn maaritthmaédn mahdollisen keuhkokasvaimen

paikka, koko, levinneisyys ja kasvutapa. (Mali — Ojala — Salo 2007: 283)

Erikoissairaanhoidon piirissa selvitetddn keuhkosydvan histologinen rakenne ja tyyppi,
levinneisyys sek&@ potilaan toimintakyky. Na&ita kaikkia tietoja tarvitaan, silla ei-
pienisoluisille ja pienisoluisille karsinoomille on olemassa omat hoitolinjat. Potilaalle
tehdaan oireista riippuen keuhkoputkien ja valikarsinan tahystys, luuston isotooppitut-
kimus, pleuranestepunktio ja keuhkofunktiotutkimukset: spirometria ja diffuusikapasi-
teettimittaus. Keuhkoputkien tahystys on yksi tarkeimmista perustutkimuksista keuh-
kosyoOpapotilaan kohdalla, silla sen avulla saadaan biopsianayte tai imu-/harjanayte
histologian ja sytologian mikroskooppisia tutkimuksia varten. Keuhkosyévan osalta ei
ole olemassa spesifisid kasvainmerkkiaineita, joten verinaytteista suositellaan analysoi-
tavaksi ainakin CRP, ASAT, ALAT, AFOS, albumiini, seerumin kreatiniini, kalium, natri-

um ja kalsium. (Kaypa hoito 2008.)

Kun potilaan keuhkosyodvan tyyppi on tunnistettu ja levinneisyys selvitetty, voidaan
paattdd millaista hoitoa hanelle annetaan ja arvioidaan mygs sairauden ennuste. Kaikki
keuhkosyévan hoitomuodot vaikuttavat potilaan hengityskapasiteettiin ja sen vuoksi
yleiskunnon ja toimintakyvyn maarittiminen on valttamatonta. Sydpahoidot ovat rank-
koja aiheuttamiensa sivuoireiden takia ja eivat nain ollen sovellu heikkokuntoaisille poti-
laille. (K&ypa hoito 2008.)

Pienisoluista keuhkosy6p&a sairastavaa potilasta hoidetaan paasaantdisesti solunsal-
paajilla ja sadehoidolla. Leikkaus on harvinaisempi vaihtoehto, koska sairaus diagno-

soidaan yleensa niin my6hadan, ettei kasvaimen leikkaamista suositella. Ei-pienisoluinen
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keuhkosytpa leikataan aina, kun se on vaan mahdollista, silld sen on todettu olevan
toimiva hoitomuoto ldhes kolmannekselle kyseista keuhkosyopatyyppia sairastavista
potilaista. Duodecimin antamissa hoitosuosituksissa suositellaan myds solunsalpaaja-
hoitoa ja sddehoitoa yhdessa tai erikseen joko ennen tai jalkeen leikkauksen. Jotta
naité hoitoja voidaan antaa leikkauksen jéalkeen, on potilaan oltava hyvassa kunnossa
ja mitéd aiemmin sédehoito aloitetaan, sitd parempia ovat hoitotulokset. Toimintakykya
voidaan luokitella eri tavoin ja taulukossa 2 onkin esitelty yksi yleisimmistd vaihtoeh-

doista, Karnofskyn toimintakykyluokitus. (Kaypa hoito 2008.)

Taulukko 2. Karnofskyn toimintakykyluokitus (Kaypéa hoito 2008).

Kriteerit Luokka (%06)
Kykenee normaaliin toimintaan, ei oireita taudista 100
Kykenee normaaliin toimintaan, vahaisia l1oydoksia tai oireita 90
taudista
Normaalitoiminta ponnistuksin, joitakin 16ydoksia tai oireita 80
taudista
Ei kykene normaalin toimintaan eikd tyohon, pystyy 70
huolehtimaan itsestédan
Tarvitsee ajoittain apua, mutta kykenee huolehtimaan 60
useimmista tarpeistaan
Tarvitsee huomattavaa apua ja usein ladkinnallista hoitoa 50
Kykenematon huolehtimaan itsestaan, tarvitsee erityista apua 40
ja laakinnallistéa hoitoa
Vakavasti toimintakyvyton, sairaalahoito aiheellista 30
Hyvin sairas, laitoshoito ja aktiivinen tukihoito valttamatonta 20
Terminaalivaihe, elintoiminnot heikkenevéat nopeasti 1

Jos potilaan sairaus uusii tai etenee ensimmaisen hoitovasteen jalkeen, voidaan harkita
uutta solunsalpaajahoitoa. Silloin tulee ottaa huomioon potilaan ensimmaisen hoidon
kesto, suorituskyky, hoitovasteen laajuus ja haittavaikutukset. Noin puolet sellaisista
potilaista, jotka ovat saaneet vahintaan kolmen kuukauden hoitovasteen ensimmaisista
hoidoista, saa myds hoitovasteen toisesta hoitosyklista. Potilaita, jotka saavat solunsal-
paajahoitoa, tulee tarkkailla noin kahden kuukauden vélein ja arvioida hoitojen haitta-
vaikutukset ja sen teho. Jos ndkyvaa tehoa ei ole ja haittavaikutukset ovat suuria, on
hoidon jatkaminen hyddytontd eikd se ole myoskdan potilaan oman edun mukaista.
(Kaypa hoito 2008.) Ei-pienisoluista keuhkosytpaa on nykyaan mahdollista hoitaa myds

uusilla tisméahoitoladkkeilld, jotka vaikuttavat molekyylitasolla kasvaimen toimintaan.
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Lagkkeitd annetaan yksittain tai useita kerrallaan niin sanottuna yhdistelmahoitona.
(Knuuttila 2005: 583.)

5.3 Adenokarsinooman diagnostiikka ja hoito

Adenokarsinooma on ei-pienisoluisiin karsinoomiin kuuluva keuhkosy6patyyppi, jonka
yleisyys vaihtelee maantieteellisesti ja on selkeasti yleistyméassa kaikkialla maailmassa.
Euroopassa adenokarsinoomien osuus on noin 30 % ja USA:ssa se on jo yleisin ei-
pienisoluisista karsinoomista kattaen 50 % kaikista tapauksista. (Knuuttila 2005: 574.)
Adenokarsinooma on muiden keuhkosy6pien tapaan useimmiten tupakoinnin aiheutta-
ma kasvain, mutta se on my6s yleisin syOpatyyppi ei-tupakoivien keuhko-
syopéapotilaiden keskuudessa (Mali — Ojala — Salo 2007: 279-280). Adenokarsinooman
on todettu olevan hieman yleisempi naisilla kuin miehilla ja yleensa potilaat ovat nuo-
rempia, kuin esimerkiksi levyepiteelikarsinoomaa sairastavat potilaat. (Skarin — Blanco
1996: 63).

Adenokarsinoomat jaetaan useisiin alalajeihin, joista yleisimpi& ovat asinaariset, papil-
laariset ja bronkioalveolaariset adenokarsinoomat. Asinaarinen adenokarsinooma lahtee
etenemaan keuhkojen limarauhasista, mikéa on myo6s tyypillista levyepiteelikarsinoomal-
le, ja tastd syystd molempia kutsutaan sentraalisiksi karsinoomiksi. Papillaarinen
adenokarsinooma on perifeerinen kasvain, joka tunkeutuu sen léhell& oleviin soluraken-
teisiin ja lahettdd etdpesakkeitd erityisesti aivoihin. Bronkioalveolaarinen adenokar-
sinooma on perifeerinen kasvain, joka taas etenee keuhkojen alveoleja pitkin. (Mali —
Ojala — Salo 2007: 279-280.) Adenokarsinooman primaarikasvain on yleensa hyvinkin
pienikokoinen, mutta se tunkeutuu helposti verenkiertoon ja onnistuu lahettdmaan

etdpesékkeita jo sairauden varhaisessa vaiheessa (Knuuttila 2005: 574).

Terveen keuhkokudoksen histologista rakennetta tarkasteltaessa on ndhtévissa keuh-
kolle tyypillinen rikkonainen rakenne tyhjan ilmatilan vuoksi. Mikroskoopin avulla on
my06s erotettavissa selkedsti erikokoiset ilmatiet kuten alveolit, ilmetiehyet ja bronkuk-
set seka keuhkoa ympardiva sidekalvo. (Solunetti 2006a.) Isojen keuhkoputkien ympa-
rilld on rustoa ja pienempien keuhkoputkien pinnalla on respiratorista epiteelid, jonka
alla on siledd lihaskudosta. (Solunetti 2006b). Edella mainittuja rakenteita olemme

kuvanneet kuvioissa 4 ja 6. Adenokarsinooman tavallisimpia histologisia piirteitd ovat
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rauhasmaiset rakkulat ja tiehyet, sidekudoksen ja liman muodostaminen, solujen suuri
koko seka niiden runsas sytoplasma (Taskinen — Salmenkivi - Anttila 2005: 127). Naita

rakenteita on nahtavissa kuvioissa 5 ja 7.

Kuvio 6. Terve keuhkokudos (40x). Kuvio 7. Adenokarsinooma (40x).

Adenokarsinoomapotilaan diagnosointi jatkuu Kliinisten tutkimusten ja sydpatyypin
tunnistuksen jélkeen kaikille ei-pienisoluista keuhkosytpaa sairastaville potilaille tehta-
valla TNM-luokituksella (tumor node metastasis). Talla luokituksella on tarkoitus kuvata
kasvaimen kokoa ja levinneisyyttd, imusolmukkeiden statusta ja mahdollisia etapesék-
keitda. Taman jalkeen voidaan valita potilaalle sopivin hoitolinja. TNM-luokituksen sijasta
voidaan keuhkosytpa myos luokitella rajoittuneeksi tai levinneeksi sydvéaksi. Rajoittunut
syopa esiintyy yhdessa puoliskossa keuhkoista ja silla voi olla etdpesékkeita lahialueen
imusolmukkeissa. Levinneessa sydvassa sairaus on edennyt naiden rajojen ulkopuolel-
le. (Kéypa hoito 2008.)
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Rajoittuneen adenokarsinooman ensisijainen hoito on leikkaus ja jos se ei ole mahdol-
lista, annetaan potilaalle kuratiivinen sadehoito, jolla tarkoitetaan sddehoidon kohdis-
tamista suoraan primaarikasvaimeen eikda mahdollisiin etépesakkeisiin. Leikkauksesta
hyvin toipuneille potilaille suositellaan platinapohjaista solunsalpaaja-hoitoa, joka aloi-
tetaan noin 5-8 viikon kuluttua leikkauksesta. Solunsalpaajat annetaan kolmessa tai

neljassa syklissa. (Kaypa hoito 2008.)

Laajemmalle alueelle levinneiden adenokarsinoomien hoitolinjat eivat ole yksiselitteisia
ja hoitopaatds perustuu syovan levinneisyyden arviointiin keuhkojen valikarsinassa.
Leikkaus on harvoin paras vaihtoehto téllaisille potilaille, vaan useimmiten heille anne-
taan solunsalpaajia ja saddehoitoa yhdistelméhoitoina. Jos potilas ei saa hoitovastetta
ensimmaisista solunsalpaajahoidoista, ei hanta tule tassa tapauksessa leikata. Kaikkein
vakavimmin sairastuneet adenokarsinoomapotilaat eivat hyody leikkaushoidosta vaan
heidan oireitaan ja elamanlaatua pyritadn pidentamaan sekéa parantamaan pelkéstaan
solunsalpaajahoidoilla. Jos potilaan suorituskyky on huonontunut ja han ei kesté solun-
salpaajia, pyritadn hanen oireitaan helpottamaan tehokkaasti muilla keinoilla. (Kaypa
hoito 2008.)

Adenokarsinoomaa voidaan hoitaa myos erilaisilla tasmalaakkeilla, jos potilas ei ole
reagoinut ensimmaisen tai toisen linjan hoitoihin. Viime vuosina on kaytetty EGFR-
tyrosiinikinaasin estdjaa erlotinibia, josta on saatu hyvid tuloksia erityisesti ei-

tupakoivien adenokarsinoomapotilaiden keskuudessa. (Kaypa hoito 2008.)

6 EML4-ALK-fuusio-onkogeeni ja sen diagnosointimenetelmat

Yksi uusimmista tutkimuksien kohteena olevista tyrosiinikinaaseista on EML4-ALK-
fuusio-onkogeeni, josta kerromme enemman tassd osiossa. Kaymme myos lapi ylei-
simméat EML4-ALK-fuusio-onkogeenin diagnosointiin kaytettavat tutkimus-menetelmat

ja kerromme perusteellisemmin FISH- ja IHC-menetelmista.
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6.1 EML4-ALK-fuusio-onkogeeni

EML4-ALK-fuusio-onkogeeni on yksi ei-pienisoluisen keuhkosyévan kohdemolekyyleista,
josta kerrottiin ensimmaisen kerran vuonna 2007. Fuusio-onkogeeni on pienen inversi-
on lopputulos, joka tapahtuu kromosomissa 2p (kuvio 8). (Shaw ym. 2009; Sasaki ym.
2010.) EML4-ALK-fuusio-onkogeeni on useimmiten l6ydetty ei-tupakoivilta henkil6ilta,
joilla on keuhkosy6pad. Muutamassa tutkimuksessa on samaa fuusio-onkogeenia Ioydet-
ty my6s muiden syopien yhteydessd, kuten rinta- ja kolorektaalisytvissa. (Sasaki ym.
2010.) Inversio johtaa tyrosiinikinaasiproteiinin muodostumiseen, josta aiheutuu voi-
makas onkogeeninen aktiivisuus (in vitro ja in vivo) (Shaw ym. 2009). Inversio ei kui-
tenkaan tapahdu aina samassa paikassa, vaan useita eri EML4-ALK-mutaatioiden vari-
aatioita on ldydetty. Vuonna 2010 variaatioita oli 16ydetty 11, joista kaksi oli selvasti
muita yleisempid (yhteensd 62 % kaikista variaatioista). Eri variaatioiden kliinisid mer-

kityksia ei ole vield maaritelty. (Sasaki ym. 2010.)

EML4 ALK
!_lﬁ (=’
[ # ] Kromosomi 2
[ ]
I_r_l

EML4-ALK-fuusio-onkogeeni

Kuvio 8. Inversion kautta syntynyt EML4-ALK-fuusio-onkogeeni (Mukaillen Mano 2007).

ALK on rakenteeltaan klassinen esimerkki tyrosiinikinaasireseptorista, jonka toimintape-
riaate on havainnollistettu kuviossa 9. Talla reseptorilla on solunulkoinen ligandeja sito-
va o0sa, solukalvon lapaiseva jakso, sekd solunsisdinen osa, jossa reseptorin entsyy-
miaktiivisuus sijaitsee (Palmer ym. 2009). Tyrosiinikinaasireseptorit ovat monomeerisia
proteiineja, jotka ligandin sitoutuessa muodostavat reseptoripareja eli dimerisoituvat.
Lahekkain tuotuina reseptorin solunsisaiset osat fosforyloivat toisensa, missa ATP toimii
reaktion fosfaattilahteend. Fosforylaatio tuottaa edelleen sitoutumispaikkoja viestinvali-
tysketjussa toimiville proteiineille. Naiden proteiinien kautta valittyvat kasvutekijéiden
vaikutukset solujen jakautumiseen ja erilaistumiseen ja monien onkogeenien aktivaati-

oon. (Scheinin 2001: 57-58.) EML4-ALK-fuusio-onkogeeni saa aikaan taman signalointi-
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reitin pysyvan aktivaation, mik& saadaan kuitenkin tehokkaasti pysaytettyd pienimole-

kyylisella inhibiittorilla, jonka kohteena on ALK (Shaw ym. 2009).

Tyrosiinikinaasireseptorit ovat Ligandin sitoutuessa kaksi monomeerista
monomeerisid proteiineja. tyrosiinikinaasireseptoria muodostavat
dimeerin.
3. L. | 4. !
N
ATP == ADP

Lahekkdin tuotuina reseptorin solun- Fosforylaatio tuottaa sitoutumispaikkoja
sisdiset osat fosforyloivat toisensa. viestinvalitysketjussa toimiville proteiineille.
ATP toimii reaktion fosfaattilahteena. Solu saa viestin jakautumiseen, erilaistumiseen

tai ohjattuun solukuolemaan.

Kuvio 9. Tyrosiinikinaasireseptorin toiminta.

ALK-geenin uudelleenjarjestaytymista on tutkittu jo 15 vuotta ja useat diagnostiset
menetelmét on todettu olevan sensitiivisia ja spesifisia, kun selvitetadn taman kasvain-
tyypin geneettisen vaurion luonnetta. Kuitenkaan talla hetkella ei ole standardimene-
telmad EML4-ALK-fuusio-onkogeenin l6ytamiseen ei-pienisoluisessa keuhkosyovassa.

Useamman menetelman kaytettavyytta arvioidaan talla hetkella. (Sasaki ym. 2010.)

6.2 Diagnosointimenetelméat

EML4-ALK-fuusio-onkogeenin diagnosointiin on kaytetty eri menetelmi&, joista yleisim-
mat ovat PCR (polymerase chain reaction), IHC (immunohistochemistry) ja FISH (fluo-
rescence in situ hybridization). PCR on todettu olevan hyvin sensitiivinen menetelma,
jonka avulla loytyvat ALK-geenin eri mutaatiotyypit. Ongelmana ovat kuitenkin olleet

monet eri variaatiot mutaatioista, minka takia tutkimukseen tulee siséllyttda kaikki tie-
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dossa olevat alukkeet liittyen ALK-geenifuusioihin. FISH:in on todettu olevan spesifi-
sempi tutkimusmenetelm& ALK-geenifuusioiden I0ytamiseen. Ongelmana tassa mene-
telméassa on, etta eri variaatioita EML4-ALK-fuusio-onkogeeneista ei pystyta erottamaan
toisistaan, kuten esimerkiksi PCR:n avulla. IHC:n sensitiivisyys ja spesifisyys on todettu
olevan riittdva, kun se tehddan suurisoluisen lymfooman ALK-statuksen selvittdmisen
rutiinitutkimuksena. Silloin  kun halutaan diagnosoida ALK-mutaatiota keuhkojen
adenokarsinoomassa, IHC:n on todettu olevan riittamaton, silla kaikki ALK-geenin suh-
teen positiiviset naytteet eivat ole kuitenkaan varjaytyneet positiivisiksi. Syy tahan on

vield selvittamatta. (Sasaki ym. 2010.)

6.2.1 Fluoresenssi in situ hybridisaatio (FISH)

Molekyylisytogenetiikka perustuu in situ -hybridisaatioon, jossa DNA-koetin yhdistyy
(hybridisoituu) sen emasjaksoja vastaavaan DNA:n alueeseen. Koettimen kiinnittymi-
nen havaitaan mikroskooppisesti joko entsymaattisen reaktion synnyttdman varin tai
fluoresoivan variaineen aiheuttaman fluoresenssin perusteella. Paasaantoisesti kaytos-
sd on fluoresoivia havainnointimenetelmid, mistd syystd molekyylisytogenetiikalle on
tullut miltei yleisnimeksi FISH. (Knuutila 2002. 55-57.)

DNA koostuu kahdesta nukleenihappojuosteesta, jotka ovat kiinnittyneet toisiinsa ve-
tysidosten avulla eméaspariutumisperiaatteen mukaisesti (Uimanen ym. 2001: 11-12).
Nama vetysidokset ovat melko heikkoja, joten ne saadaan hajotettua korkean l[ampdti-
lan tai pH:n avulla, eli denaturoimalla DNA. Kun lampdtilaa tai pH:n arvoa lasketaan,
reaktio palautuu, jolloin juosteet kiinnittyvat toisiinsa jalleen emaspariutumissdannon
mukaisesti, eli hybridisoituvat. Denaturaatio ja hybridisaatio ovatkin DNA-teknologian
perusta. FISH-menetelmassa solut siirretddn mikroskoopin aluslasille, denaturoidaan
solut ja annetaan leimattujen koettimien hybridisoitua auenneeseen DNA:han. (Read —
Donnai 2007: 84-87).

Hybridisaation jalkeen koettimien ylimaara pestédan pois ja katsotaan koettimien tuot-
tamat signaalit fluoresenssimikroskoopilla (Read — Donnai 2007: 87). FISH-menetelmén
periaate on esitetty kuviossa 10. Fluoresenssimikroskoopissa kaytetddn tavallisen valon
sijasta ultraviolettivaloa, joka saa naytteessd aikaan fluoresenssivaloa. Fluoresenssi

ilmenee, kun koettimen fluorokromin molekyylit virittyvat tietylla aallonpituudella ja
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palautuvat toisella aallonpituudella virittymattomaan tilaan. Fluorokromien tuottama
valo on rajallinen varsinkin pienissa koettimissa. Tasta syystd mikroskopoinnin tulee

tapahtua riittdvan nopeasti, ettei valo himmene kokonaan. (Min 2003: 195.)

Solu kiinnitetty aluslasille

[TTTTTTTITITTTTTT]

DNA:n denaturointi

rrrr17r17vr 010117 17T T T T T TTT

(N I I S S [ [ S [ N |

o] ® Koettimen hybridisaatio DNA-juosteeseen
| N [ | I { I l | I S I )

Koettimen tuottama fluoresenssi
nakyy fluoresenssimikroskoopilla

Kuvio 10. FISH-menetelman periaate.

Hybridisaation onnistumiseen vaikuttavat eri olosuhteet, kuten lampétila, hybridisaatio-
puskurin suolapitoisuus (pH) ja koettimen pituus. Tastd syysté olosuhteet tulisi opti-
moida niin, ettd koetin sitoutuisi mahdollisimman tehokkaasti haluttuun kohteeseen.
Koettimelle on my0s olemassa tiettyja kriteereja, jotka vaikuttavat hybridisaation onnis-
tumiseen. Esimerkiksi koettimen sytosiini- ja guaniinipitoisuuksien tulisi olla riittavan
korkeat, silla niiden valille syntyy kestavampi sidos kuin adeniinin ja tymiinin valille.
Hybridisaation jalkeen lopputulokseen voidaan vaikuttaa my6s pesujen kautta opti-
moimalla niissakin lampdtila ja ionivahvuus (pH) mahdollisimman sopiviksi. (Suominen

— Ollikka 2004: 114-117.)
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Yksi FISH-menetelman hyvistd ominaisuuksista on, etté sen avulla voidaan tutkia inter-
faasivaiheessa (solun toimintavaiheessa) olevia soluja, jolloin solujen stimulointia saa-
dakseen ne matafaasivaiheeseen (jakautumisvaiheeen) ei tarvita. Stimulointi kestaisi
viikon ajan, joten FISH-menetelméan avulla tulokset saadaan nopeasti valmiiksi. (Jorde
ym. 2006: 110-111.) FISH-periaatetta voidaan soveltaa kromosomitutkimuksissa mo-
nella eri tapaa. Lokusspesifisessa FISH-tutkimuksessa kaytetadn pienen kromosomialu-
een, jopa yhden geenin tunnistavaa koetinta. Kromosomimaalaus-menetelméassa kayte-
tadn koko tietyn kromosomin alueelle hybridisoituvaa koetinta. Multicolor-FISH-
menetelmassa jokainen kromosomi maalataan erivarisiksi koettimien avulla. (Knuutila
2002: 55-57.) Telomeerialueen FISH-menetelm& on vahemman kaytossa oleva tutki-
mustapa, mutta sen avulla voidaan maarittdd muun muassa epatasapainoisia translo-
kaatioita, jotka sijaitsevat kromosomien paissa (Min — Swansbury 2003: 180-181).
Kaytamme opinnaytetydssamme lokusspesifistd FISH-tutkimusta, joka tehdaan para-

fiinileikkeesta.

6.2.2 FISH-valmisteen tekeminen parafiinileikkeesta

FISH-menetelmaa kaytetddn muun muassa kromosomivaurioiden analysointiin kasvain-
kudoksessa (Suominen ym. 2010: 203). Sen avulla saadaan visualisoitua haluttu nuk-

leenihapposekvenssi solupreparaatissa (Abbot Laboratories 2011).

FISH-valmistetta varten kudosleike fiksoidaan mikroskooppilasille (Suominen ym. 2010:
203). Taman jalkeen leikkeesta poistetaan parafiini Thermobrite-lampdlevyn sekd He-
mo-De- ja esikasittelyliuoksien avulla (Abbot Laboratories 2011). Kun parafiini on saatu
poistettua, kudosleikkeen solut kasitelldan proteinaasi K-entsyymilld, joka lisda solujen
lapaisevyytta. Taman seurauksena koetin padsee helpommin solujen siséan. (Suomi-
nen ym. 2010: 203.) Esikasittelyjen jalkeen DNA denaturoidaan yksijuosteiseen muo-
toon ja annetaan koettimien hybridisoitua DNA:han (Abbot Laboratories 2011). Hybri-
disaatio tehdaan yleensa yon yli (Suominen ym. 2010: 203). Kayttamamme Vysis ALK
Break Apart FISH Probe -reagenssipakkaus pitda sisalladn kaksi eri koetinta, joista toi-
nen koetin on leimattu oranssilla ja toinen vihredlla fluoresoivalla merkkiaineella. Naméa
koettimet ovat suunniteltu siten, etta ne kiinnittyvat ALK-geenin katkoskohdan vastak-
kaisille puolille (Abbot Laboratories. 2011). Hybridisaation jalkeen sitoutumattomat

koettimen pestaan pois (Suominen ym. 2010: 203; Abbot Laboratories 2011). Lopuksi
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tumat varjatdan DAPI:lla eli taustavarilla, joka fluoresoi sinistda (Abbot Laboratories
2011).

Hybridisoidut koettimet havaitaan fluoresenssimikroskoopilla, jossa on tarvittavat filtte-
rit fluoresoivien signaalien havaitsemiseksi. Kun hybridisaatio on tehty Vysis ALK Break
Apart FISH Probe -reagenssipakkauksella, oranssit ja vihreat signaalit nakyvat normaa-
lissa solussa vierekkain tai paallekkain, jolloin signaalit yhdistyessaan nakyvat keltaise-
na, eli fuusiosignaalina. Mikali solussa on tapahtunut EML4-ALK-fuusio, oranssi ja vih-
red signaali nakyvat selvasti erillaan toisistaan eli niin sanottuna split-signaalina. Talldin
signaalien tulee olla sen verran erilldan, ettd niiden valiin voisi kuvitella mahtuvan kaksi
signaalia. (Abbot Laboratories 2011.) Tarkemmat tyOvaiheet seka tarvittavat liuokset

on esitetty kappaleissa 8.1-8.2.

6.2.3 Immunohistokemia (IHC)

Immunohistokemiallisia menetelmid kaytetédan erityisesti kasvaintyyppien arvioinnissa.
Sen avulla on mahdollista erottaa muun muassa karsinoomat, sarkoomat ja lymfoomat
toisistaan. (Franssila 2007: 91) Immunohistokemiassa kuten myds immunosytokemias-
sa tarkoituksena on etsia antigeeneja erilaisten vasta-aineiden avulla kudoksista ja so-
luista. (Orton 2005: 159). Yleens& vasta-aineet leimataan fluoresoivilla merkkiaineilla
tai entsyymeilld, jotka sitoutuvat antigeeneihin. Sitoutumisen jalkeen kompleksit ovat
nahtavissa varireaktion myo6té joko fluoresenssimikroskoopilla tai valomikroskoopilla.
(Buchwalow — Bocker 2010: 31.)

Antigeenit voidaan tunnistaa kahdella eri tavalla, joko suorasti tai epasuorasti. Suoras-
sa menetelmassa leimattu primaari vasta-aine sitoutuu suoraan kohdeantigeeniin ja
sitoutumisen myota syntynyt varireaktio voidaan havaita mikroskoopissa. Epasuorassa
menetelmasséa kaytetdan sekundaarisia ja primaarisia vasta-aineita. Primaari vasta-aine
sitoutuu antigeeniin, jonka jalkeen leimattu sekundaari vasta-aine sitoutuu tahan
kompleksiin ja syntyy mikroskoopissa havaittava vahvempi varireaktio. (Gartner — Hiatt
2001: 4-6.) Epasuoran menetelman on todettu olevan sensitiivisempi suoraan mene-
telmaan verrattuna. (Hunt ym. 2006: 204—205.) Molemmat periaatteet on havainnollis-

tettu kuviossa 11.
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Kuvio 11. Immunohistokemian periaate.

Vertailussa kayttamamme IHC-tulokset olivat saatu epasuoraa polymeeri-menetelméaa
kayttaen. Tallin sekundaari vasta-aineeseen on kiinnitetty polymeerirunko, jossa puo-
lestaan on kiinni leimana toimiva entsyymi. Tdman avulla saadaan vahvemmat ja in-

tensiivisemmat signaalit, jotka on helpompi havaita mikroskoopissa. (Kero 2011.)

HUSLABIn patologian keskuslaboratoriossa primaari vasta-aineena kaytetdan Dakon
valmistamaa hiirimonoklonaalista ALK-vasta-ainetta (CD246), joka on optimoitu tassa
toimipisteessa suurisoluisen anaplastisen lymfooman diagnostiikkaan. Ennen primaari
vasta-aineen lisddmista parafiinileikkeet deparafinoidaan, jonka jalkeen ne esikasitel-
[a&n mikroaaltouunissa Tris-EDTA- puskurilla (pH 9,0). Tamén tarkoituksena on aukais-
ta formaliinin muodostamat metyleeniristisillat ja ndin mahdollistaa vasta-aineen paasy

kohdeantigeeninsa luo. (Kero 2011.)

Itse varjays tapahtuu LabVisionin immunoautomaatissa. Ensin laite tekee endogeenisen
peroksidaasin blokeerauksen, jonka jalkeen lisdtédn primaari vasta-aine ja annetaan
inkuboitua 30 minuuttia. Seuraavaksi laite pesee laseilta ylimaaraisen sitoutumattoman
vasta-aineen pois ja lisdd sekundaari vasta-aineen. Naytteita inkuboidaan jalleen 30
minuuttia, jonka jéalkeen suoritetaan toinen pesu. Laite lisda laseille DAB-reagenssin,
jota inkuboidaan 10 min. Taméan reagenssin tehtavd on tuottaa vérireaktio vasta-
aineen leiman kanssa. Inkubaation jalkeen laite huuhtelee DAB-reagenssin pois ja liséa

laseille tumavéarin, hematoksyliinin. Lopuksi naytteet kasitelladn nousevalla alkoholisar-



25

jalla sek& upotetaan ksyleeniin. Taméan jalkeen lasit ovat valmiita peiteltaviksi ja mik-

roskopoitavaksi. (Kero 2011.)

Kasvainten immunohistokemiallisissa tutkimuksissa kaytettavia vasta-aineita on ole-
massa jo satoja ja niita kehitetdan koko ajan lisda. IHC-tutkimuksissa voidaan yleensa
kayttaa tavallisia parafiinivalmisteita, jotka on ensin fiksoitu formaliinissa. Muutamat
vasta-ainemaaritykset vaativat ndytemateriaalikseen jaaleikkeitd. IHC on tarkea osa
histologisia tutkimuksia, mutta yksistdan sen perusteella ei ole suotavaa tehda diag-
noosia. Kasvainten immunohistokemiassa ja tulosten tulkinnassa on viel& paljon virhe-

lahteita ja kokemuksia on kerattava lisad. (Franssila 2007: 91-92.)

7 Xalkori (crizotinib) — tasmaladke EML4-ALK-fuusio-onkogeenin
aiheuttaman adenokarsinooman hoitoon

Luotettavan EML4-ALK-fuusio-onkogeenin diagnosointimenetelman selvittdminen on
tarkedd, koska tdman onkogeenin suhteen positiivisille adenokarsinoomapotilaille on

USA:ssa kehitetty tismalaéke, jonka tarpeellisuutta kartoitetaan parhaillaan Suomessa.

Xalkori on ladkeyritys Pfizerin ensimmainen anaplastisen lymfooma kinaasin (ALK) akti-
vaatiota vastaan kehitetty inhibiittori (crizotinib), jonka kemiallinen kaava on esitetty
kuviossa 12. Ladke virallistettiin elokuussa 2011 ja on ensimmainen USA:n markkinoil-
le paassyt keuhkosytpadn kehitetty 1adke yli kuuteen vuoteen. (Pfizer 2011.) Ladketta
testattiin kolmessa vaiheessa ja jo kahden ensimmaisen vaiheen tuloksista kavi ilmi,
ettd useimmat potilaista reagoivat ladkkeeseen suotuisalla tavalla ja heidan elinik&dnsa
piteni. Ladkehoidosta odotetaan olevan hyttyd suurimmalle osalle ei-pienisoluista
keuhkosytpaa sairastavista potilaista, joilla on EML4-ALK-fuusio-onkogeeni. (Chustecka
2011.)
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Kuvio 12. Crizotinibin (C,1H,,Cl,FNsg) rakennekaava (Mukaillen WHO: Drug Information 2010
Vol. 24 No. 2).

Xalkorin virallistaminen perustuu 255 ei-pienisoluista ja ALK-positiivista keuhkosyopaa
sairastavan potilaan hoitotuloksiin. Ensimmaisessa testauksessa mukana olleiden poti-
laiden keskimaarainen hoitovasteen kesto oli noin 42 viikkoa. Hoito kesti noin 22 viik-
koa ja hoitovaste saavutettiin suurimmassa osassa potilaista kahdeksan ensimmaisen
hoitoviikon aikana. Toisessa tutkimuksessa potilaiden hoitovaste kesti keskim&arin 48
viikkoa ja puolet testaukseen osallistuneista saavutti sen kahdeksannella hoitoviikolla.
Kolmannessa vaiheessa keskityttiin tutkimaan erityisesti Xalkorin turvallisuutta. Pfizerin
kliinisissa tutkimuksissa kaytettiin ALK-fuusiogeenin todentamiseen Abbottin Vysis ALK
Break Apart FISH Probe -reagenssipakkausta, jota my6s kaytettiin tdssd opinnaytetyos-
sa. (Pfizer 2011.)

Crizotinibin eli kauppanimeltddn Xalkorin toiminta ei-pienisoluisten keuhkosyopa-
potilaiden hoidossa perustuu solujen signalointireittien estdmiseen, minkd on huomattu
vahentavan ja joskus jopa kokonaan lopettavan malignin sydpasolukon kasvamisen ja
levidmisen (Pfizer 2010). Laakkeen siséltdma inhibiittori kilpailee ATP:n kanssa resepto-
rin sitoutumispaikasta, jolloin fosforylaatiota ja tyrosiinikinaasin aktivaatiota ei tapahdu,
ja signalointireitti katkeaa. (Knuutila 2011.) ALK-positiivisilla keuhkosypapotilailla Xal-
kori estaa ALK-tyrosiinikinaasin aktivaation, jonka uskotaan olevan yksi ei-pienisoluista
keuhkosytpdad aiheuttavista molekyylitason tekijoistda (Pfizer 2011). Crizotinib-
ladkehoidon avulla on mahdollista lieventdd EML4-ALK-fuusio-onkogeenin suhteen posi-
tilvisten keuhkosyopépotilaiden oireita ja pidentdd elinikdd muutamasta kuukaudesta

vuoteen. Xalkori ei viela kuulu korvattavan hoidon piiriin Suomessa. (Knuutila 2011.)
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8 Opinnaytetyon toteutus

Opinnaytety6 toteutettiin Helsingin yliopiston Haartman Instituutin sytomolekyyligene-
tiikkan tutkijaryhmassé elo- ja syyskuun aikana vuonna 2011. Naytemateriaalin saimme
HUSLABIn keskuspatologian laboratoriosta, jossa ne valittiin asetettujen kriteerien mu-
kaisesti. Tutkimusluvat potilasmateriaalin kaytt66n olivat jo valmiiksi hankittu CMG:n

tutkijaryhman toimesta niin eettiseltd toimikunnalta kuin Valviralta.

Naytteet olivat formaliinifiksoituja ja parafiiniin valettuja kudospaloja. Parafiiniblokeista
tehdyt kudosleikkeet olivat kiinnitetty aluslasille. Kudosndaytteet oli otettu ei tupakoitse-
vilta ja adenokarsinoomaa sairastavilta keuhkosytpéapotilailta. Samasta blokista oli teh-
ty useampia leikkeitd varjattaviksi, joista patologi oli tarkistanut, ettd kudosnaytteesta
l6ytyy syopasolukkoa. Analysoimamme naytemdaara oli 31 kappaletta, joista itse kasit-
telimme analyysia varten 27 ja tutkijaryhma oli kasitellyt nelja. Seuraavissa kappaleissa

kerromme naytteiden kasittelysta ja analysoinnista.

8.1 Naytteiden kasittely

Naytteet kasiteltiin fluoresenssimikroskoopilla tehtavaa analyysia varten viidessa eréssa
samaa reagenssipakkausta kayttéaen. Jokaiseen erdan sisallytettiin reagenssipakkauk-
sen omat kaupalliset positiivinen ja negatiivinen kontrolli. Kasittely alkoi sulattamalla
parafiini pois naytelaseilta siihen tarkoitetulla ThermoBrite-lampolevylla. Sulatuslampd-
tila oli +60 °C ja sulatusaika keskimdarin 22 tuntia. Sulatuksen jalkeen parafiinin pois-

toa ja solujen esikasittelya jatkettiin eri liuosten avulla, kuten kuviossa 13 esitetaan.

Solujen esikasittelyyn tarvittavat liuokset:

1. Hemo-De. Liuos, jota kaytetédan ksyleenin tilalla. Poistaa sulatuksen jalkeen jal-
jelle jaanyttad parafiinia naytelasilta. Liuosta kaadetaan maljaan ja sailytetdan
huoneenlamma@ssa, missa se sailyy viikon ajan.

2. Pretreatment solution. Esikasitteyliuos, jonka tarkoituksena on myds poistaa pa-
rafiinia. Liuos kaadetaan maljaan, joka laitetaan +80 °C vesihauteeseen. Sailyy
kayttbkelpoisena yhden paivan.

3. Protease solution. Proteaasijauhe yhdistetddn proteaasipuskuriin ja sekoitetaan

hyvin. Liuos kaadetaan maljaan, joka laitetaan +37 °C vesihauteeseen ja anne-
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taan tasaantua 60 minuuttia ennen kayttoa. Sekoitettu liuos sailyy yhden pai-
van.

4. Tislattu vesi. Kaytetddn huoneenlampoisend Pretreatment ja Protease kasittely-
jen jalkeen. Vaihdetaan joka kayton jalkeen.

5. Etanoliliuokset. Tydsséa tarvitaan 70%, 80% ja 100% etanolia. 100% etanolia
kaytetdadn naytteiden dehydraatioon. 70%, 80% ja 100% etanolin sarjaa kayte-
taan esikasiteltdessa naytteité hybridisaatiota varten. Maljoihin kaadettuna eta-

noliliuokset sailyvat yhden viikon. (Abbot Laboratories. 2011.)

Hemo-De 5min. Hemo-De 5min. Hemo-De 5min.

Kudoksen Pretreatment

Lasien kuivaus merkitseminen solution
timanttikynalla +80 °C, 12min.

Protease 70% EtOH
+37 °C 20min. 1min.

85% EtOH 100% EtOH
Imin. Imin.

Eteneminen

Lasla bulens hybridisaatioon

Kuvio 13. Parafiinin poisto ja solujen esikasittely.

Esikasittelyn jalkeen koetinseosta pipetoitiin 10 pl naytelasille ja aseteltiin peitinlasi
padlle. Peitinlasin reunojen péadlle laitettiin paksu kerros kumiliimaa, joka esti haihtu-
mista. Seuraavaksi naytelasit laitettiin Thermobrite-lampdlevylle, jossa tapahtui DNA:n
denaturaatio (+73 °C ja 3 min.), jonka jalkeen koetin paasi sitoutumaan auenneeseen
DNA-juosteeseen. Hybridisaatioaika oli noin 22 tuntia +37 °C, jonka jalkeen sitoutu-

mattomat koettimet pestiin pois kuviossa 14 esitetylla tavalla.
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Pesuvaiheessa tarvittavat liuokset:

1. Wash Buffer I. Pesuliuos, jonka avulla peitinlasi saadaan irtoamaan aluslasista.
Kaytetdan huoneenlampdisend, jolloin séilyy yhden péivan.

2. Wash Buffer Il. Pesuliuos, jonka avulla saadaan pestya koettimien ylimaara
pois. Liuos kaadetaan maljaan ja laitetaan +74 °C vesihauteeseen ja annetaan
tasaantua 30 minuuttia. Taméan jalkeen liuos séilyy yhden paivan. (Abbot Labo-
ratories. 2011.)

Wash Buffer |

2-5 min. Wash Buffer 11

Lasien kuivaus

Kunnes peitinlasit +74 °C, 2min. pimeassa

irtoavat

Kuvio 14. Ylimaaraisten koettimien pesu.

Lopuksi naytelaseille lisattiin 10 pl DAPI:a eli fluoresoivaa taustavaria ja laitettiin peitin-

lasit paalle. Taman jalkeen lasit olivat valmiita mikroskopoitavaksi.

8.2 Naytteiden analysointi

Naytteiden analysointi suoritettiin fluoresenssimikroskoopilla, jossa oli nelja eri suoda-
tinta. Ensimmaiselld suodattimella katsottiin tuman rakenne DAPI:n avulla, toisella
suodattimella katsottiin vihreat signaalit ja kolmannella suodattimella katsottiin oranssit
signaalit. Neljas suodatin oli yhdistelmasuodatin, jonka avulla voitiin nédhda vihred ja
oranssi signaali samanaikaisesti. Taméan suodattimen avulla etsittiin naytteestd EML4-
ALK-fuusio-onkogeenin aiheuttamaa split-signaalia, joka tarkistettiin vihreén ja oranssin

suodattimien avulla.

Mikroskopoimme ensin kaikki 31 FISH-n&ytelasia ja arvioimme olivatko ne onnistuneita.
Kirjasimme ylos signaalien méaaran, alustavan vastauksen ja muut huomiota heratta-
neet seikat. Taman jalkeen ohjaajamme professori Sakari Knuutila mikroskopoi nayte-
lasit ja kertoi niistd oman nakemyksensa. Lopuksi laskimme jokaisesta naytteestd 50
yksittdisen solun signaalit ja kirjasimme ne erilliselle vastauslomakkeelle (lite 1).

Saimme HUSLABIn keskuspatologian laboratoriosta vastaavien naytteiden immunohis-
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tokemian tulokset, joihin vertasimme FISH-menetelman avulla saatuja tuloksia ja

teimme yhteenvedon kaikkien naytteiden tuloksista (liite 2).

Mikroskopoidessamme FISH-valmisteita, vastaamme tuli muutama erikoisempi nayte,
joissa signaalit poikkesivat tybohjeen antamista vaihtoehdoista. Analysoimme téllaiset
tapaukset yhdessa ohjaajamme kanssa. Havainnollistaaksemme analysointituloksia
valitsimme muutamia erilaisia naytelaseja, joista otimme kuvia opinnaytetyotamme
varten. Jokaisen kuvan ottamiseen kaytettiin kolmea eri suodatinta. Ensimmaisen suo-
dattimen avulla kuvattiin tuman taustavari, eli DAPI. Toisella suodattimella kuvattiin
vihred signaali ja kolmannella suodattimella kuvattiin oranssi signaali, joka nakyy kuvis-
sa punaisena. Kuvioissa 15-17 on esitetty EML4-ALK-fuusio-onkogeenin suhteen positii-
viset ja negatiiviset malliesimerkit seka kuvioissa 18-21 vastaan tulleet erikoisemmat

tapaukset.

Kuviossa 18 on esitetty mahdollinen ALK-geenin translokaatio, silla oranssi ja vihrea
signaali ovat liian kaukana toisistaan ollakseen inversion kautta syntynyt EML4-ALK-
fuusio-onkogeeni. Kuviossa 19 on jattisolu, joka sisaltda useita signaaleja ja on merkki
ALK-geenin monistumisesta. Meidan kayttamamme FISHin avulla ei voida sanoa, onko
kyseessa koko kromosomin 2 tai jopa koko kromosomiston monistuminen. Kuviossa 20
on nahtavissd mahdollinen vihredn signaalin deleetio, silla oranssille signaalille ei ole
vastaavaa vihreaa signaalia havaittavissa. Tama ilmi6 toistui suurimmassa osassa nayt-
teen soluista. Kuviossa 21 on vastaavasti nahtavissa oranssin signaalin deleetio, joka

my0s toistui suurimassa osassa naytteen soluista.
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Kuvio 15. Yleisndkymé& EML4-ALK-positiivisesta FISH-valmisteesta.

Kuvio 16. EML4-ALK-positiivinen solu. Kuvio 17. EML4-ALK-negatiivinen solu.
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Kuvio 18. Mahdollinen ALK-geenin Kuvio 19. Jattisolu.
translokaatio.

Kuvio 20. Vihredn signaalin deleetio. Kuvio 21. Oranssin signaalin deleetio.

9 Tulokset

Téssa luvussa tarkastellaan saatuja tuloksia. Opinnaytetydmme tarkoituksena oli ver-
tailla, kuinka FISH-menetelman avulla saadut tulokset vastaavat immunohistokemian
avulla saatuja tuloksia, sek&a arvioida FISH-menetelman toimivuutta EML4-ALK-fuusio-
onkogeenin osoittamisessa uudella Vysis ALK Break Apart FISH Probe -reagenssi-

pakkauksella tehtyna.

Teimme Vysis ALK Break Apart FISH Probe -reagenssipakkauksen avulla yhteensa 31

FISH-valmistetta, joista 15:std tehtiin myds immunohistokemiallinen maaritys. Immu-
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nohistokemiallisen tutkimuksen tekeminen EML4-ALK-fuusio-onkogeenin l6ytamiseksi
paatettiin lopettaa kesken opinndytetydmme, silla sen todettiin olevan epéaluotettava
tutkimusmenetelm&. Tama tuli ilmi, kun ensimmainen FISH-menetelméan avulla saatu
EML4-ALK-positiivinen tulos oli IHC-menetelmalla negatiivinen. Tasta johtuen vertailus-

samme oli mukana vain 15 naytetta, jotka on esitetty kuviossa 22.

EML4-ALK FISH

Positiivinen

IHC
R

Kuvio 22. FISH- ja IHC-menetelmien vertailutulokset.

Immunohistokemiallinen tutkimusmenetelma ei ole EML4-ALK-fuusio-onkogeenin suh-
teen tarpeeksi spesifinen, silla kaytdssa olevan vasta-aineen avulla ei pystytty osoitta-
maan positiivisessa naytteessa ollutta fuusio-onkogeenia. Kokemuksiemme perusteella
FISH-menetelm& on toimiva EML4-ALK-fuusio-onkogeenin osoittamisessa uudella rea-
genssipakkauksella tehtyna, silla kaikki valmistamamme  FISH-kontrollit ja

-naytteet olivat analysoitavissa.

10 Tyoprosessin ja tulosten luotettavuuden arviointi

TyOprosessin luotettavuuteen pyrittiin vaikuttamaan suunnittelemalla tydvaiheet etuka-
teen seka toimimalla kaikissa ndissa vaiheissa tydohjeiden mukaisesti. Opinnaytetytta
varten laaditut tutkimuskysymykset ja tavoitteet varmistivat, ettd toteutus vastaa juuri

sitd, mita on ollut tarkoitus tutkia.

Suoritimme ennen kaytannon tyon toteutusta perehtymisjakson, jolloin tutustuimme
laboratorion tiloihin, tarvikkeisiin seka tyOtapoihin. Harjoittelimme FISH-menetelméan
suorittamista ohjaajan avustuksella, kunnes olimme saavuttaneet varmuuden tydsken-
nelld itsendisesti. Tama oli tarke&a, koska emme olleet aikaisemmin kayttaneet kyseista
menetelmaa ja tehtdvanamme oli valmistaa opinnaytetydssamme analysoidut FISH-
valmisteet itse. Pidimme laboratoriopéivékirjaa (lite 3), johon merkitsimme tekemiem-

me kudosleikkeiden naytenumerot, tyOvaiheet ja tarvikkeet. Tarkoituksenamme oli
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myds merkita kaikki poikkeavuudet, mutta niitd ei tydskentelymme aikana ilmennyt.
Suoritimme tyon niin, ettd sama henkilo teki kaikki tyovaiheet alusta loppuun yhdelle
naytesarjalle, minké tarkoituksena oli minimoida ké&sialan aiheuttamat eroavaisuudet.
Sisallytimme jokaiseen naytesarjaan myos reagenssipakkauksen mukana tulleet positii-

visen ja negatiivisen kontrollin, joiden avulla reagenssien toimivuus varmistettiin.

Luotettavuutta liséd se, ettd kokenut patologi valitsi edustavat kudosleikkeet FISH-
valmisteita varten ja varmisti, ettd kudosnaytteista I6ytyy syopasolukkoa. Esikasittelys-
sa kaytetyt liuokset vaihdettiin tydohjeessa annettujen valiaikojen mukaisesti ja [ampo-
hauteiden lampdtilat tarkistettiin erillisella lampomittarilla. Naiden toimenpiteiden avulla
varmistettiin liuosten toimivuus. Jokaisen nayte-eran parafiinin sulatus- ja hybridisaa-
tioajat olivat tydohjeen madarittelemissa rajoissa (22 h = 2 h), mika vaikutti FISH-
valmisteiden onnistumiseen. Olemme pyrkineet esittimaan opinnaytetyon toteutuksen

niin tarkasti, etta se olisi toistettavissa raportin perusteella.

Tulosten luotettavuutta puoltaa, etta jokaisen ndytesarjan yhteydessa tehtiin sek& posi-
tilvinen etta negatiivinen kontrolli. Kaikissa FISH-valmisteissa signaalit nakyivat hyvin ja
niista sai laskettua 50 solua. Opinnaytetydhon valittu otoskoko on sen verran pieni,
etta tuloksia ei voitu tarkastella tilastollisin menetelmin eikd saamiamme tuloksia néin
ollen voida yleistad. Otoskokoa ei voitu kasvattaa opinnaytetybhon annetun ajan rajalli-
suuden takia. Taman vuoksi vastaavanlaisia tutkimuksia olisi tehtéava jatkossa lisaa

suuremmalla otoskoolla.

11 Pohdinta

Keuhkosy6papotilaan ennuste on yleensa huono, mink& vuoksi on tarpeellista 16ytaa ne
potilaat, jotka hydtyisivat EML4-ALK-fuusio-onkogeeniin suunnitellusta tdsmaldaakkees-
ta, Xalkorista. Taman ladkkeen avulla on mahdollista lievittda potilaan oireita ja piden-
taa heidan elinikdansa tilanteesta riippuen muutamasta kuukaudesta vuoteen. Lagke
on vasta hyvaksytty markkinoille, ja se ei kuulu viela Suomessa korvattavan hoidon
piiriin. Mikali tismalaéke hyvaksyttaisiin korvattavan hoidon piiriin, mielestamme jokai-
nen hoidosta hy6tyva potilas ansaitsisi mahdollisuuden saada tata hoitoa. TAman vuok-

si on tarke&ad saada tietoa tasmaéaldakkeen tarpeellisuudesta korvauspaatoksia tekeville
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tahoille, mika edellyttad myds EML4-ALK-fuusio-onkogeenin osoittamiseen kaytettavien

diagnosointimenetelmien tutkimista ja kehittamista.

EML4-ALK-fuusio-onkogeeni on yksi adenokarsinoomaa aiheuttavista molekyylitason
tekijoista, jonka diagnosointiin ei ole vield vakiintunutta tutkimusmenetelmaa. Taman
perusteella muodostimme seuraavat tutkimuskysymykset, joihin pyrimme saamaan

luotettavat vastaukset.

1. Kuinka FISH-menetelman avulla saadut tulokset vastaavat IHC-menetelméan
avulla saatuja tuloksia EML4-ALK-fuusio-onkogeenin osoittamisessa adenokar-
sinooman diagnostiikassa?

2. Kuinka FISH-menetelmd toimii Vysis ALK Break Apart FISH Probe
-reagenssipakkauksella tehtynd EML4-ALK-fuusio-onkogeeni osoittamisessa?

Aikaisempien tutkimuksien perusteella oletuksena oli, ettd FISH-tutkimusmenetelma on
immunohistokemiallista tutkimusmenetelméaa luotettavampi. Saimme tekemistamme 31
FISH-valmisteesta yhden EML4-ALK-fuusio-onkogeenin suhteen positiivisen tuloksen,
joka oli tulkittu IHC-menetelmalla negatiiviseksi. Taman wvuoksi EML4-ALK-fuusio-
onkogeenin maarittAminen IHC-menetelméalla lopetettiin kesken opinnaytetydproses-
simme ja saimme vertailuun vain 15 naytettd. Nain ollen voimme todeta, ettd kaytdssa
ollut IHC-menetelma ei ollut riittdvan luotettava EML4-ALK-fuusio-onkogeenin osoitta-
miseen, vaan uutta spesifisempda vasta-ainetta tulisi kehittdd ja testata sen jalkeen
uudestaan. Mikali toimiva vasta-aine saataisiin kehitettya, uskoisimme IHC-menetelman
olevan kustannustehokkaampi kuin FISH-menetelmd, sillda se on automatisoidumpi ja
nopeampi. Tasta johtuen myo6s henkilokunnan palkkakulut olisivat pienempia. Emme
voineet vertailla tutkimusmenetelmissd kaytettéavien reagenssien hintoja, silla emme

saaneet niistd tarkkoja tietoja.

Yksi positiivinen 16ydds 31 naytteestd oli odotettavissa ollut tulos, silla aikaisempien
tutkimusten mukaan adenokarsinoomista vain noin 3-5 % ovat EML4-ALK-positiivisia.
Omien kokemuksiemme mukaan FISH-menetelm& on toimiva EML4-ALK-fuusio-
onkogeenin osoituksessa uudella ALK-reagenssipakkauksella tehtynd, silla kaikki teke-
mamme 31 naytettd sekéa positiiviset ja negatiiviset kontrollit olivat analysoitavissa ty0-

ohjeen mukaisesti. Kaikissa naytteissd signaalit olivat hyvin nahtévissa ja ndin ollen
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voidaan todeta, ettd denaturaatio ja hybridisaatio olivat onnistuneita. Naiden perusteel-
la FISH-menetelma ja -reagenssipakkaus ovat luotettavia ja ne voidaan mielestamme
siirtdd diagnostiikan puolelle. Taman laajuisessa projektissa otoskoko on pidettava
melko pienend, jotta ty0® saataisiin tehtya sille annettujen resurssien puitteissa. Suu-
remman otoskoon avulla olisimme voineet saada viela luotettavampaa tietoa EML4-

ALK-fuusio-onkogeenin osoittamisesta kyseisella reagenssipakkauksella.

Vaikka tarkoituksenamme oli etsid ainoastaan EML4-ALK-fuusio-onkogeenid, oli osassa
naytteista havaittavissa myos deleetion ja mahdollisesti translokaation my6ta syntynei-
ta mutaatioita. Naiden Kkliinistd merkitysta ei pystytd arvioimaan FISH-menetelman
avulla, vaan naytteille tullaan tekemaan syvéasekventointi, jonka tulokset julkaistaan
myohemmin. FISH-menetelméan avulla ei ole mydskaan mahdollista maarittaa, mika
EML4-ALK-fuusio-onkogeenin variaatio on kyseessa, kuten PCR:n tai syvasekvensoinnin
avulla. Eri variaatioiden kliinistd merkitysta syopahoitojen kannalta ei kuitenkaan viela

tiedetd, joten ei ole varmuutta onko niiden selvittaminen ylipaataan tarpeellista.

Opinnaytetydbmme oli osa CMG:n tutkijarynmén kaynnistamaa suurempaa projektia,
jossa etsitaan eri menetelmien avulla ei-pienisoluista keuhkosyOopéaa aiheuttavia mutaa-
tioita ja tutkitaan niiden vaikutusta potilaiden ladkehoitoon. Opinnaytetydstamme saa-
tiin suuntaa antavaa tietoa EML4-ALK-fuusio-onkogeenin osoittamiseen kaytettavista
tutkimusmenetelmisté, joiden soveltuvuutta tulisi jatkossa tutkia lisda. Myos Xalkori-
tasmalaakkeen tarpeellisuutta Suomessa olisi hyva kartoittaa isomman otoskoon avulla,
silla talla hetkella ei ole tarkkaa tietoa, kuinka moni ei-pienisoluista keuhkosyop&aa sai-

rastavista potilaista hyotyisi ladkkeesta.

Opinnaytetydbmme tavoitteena oli saada luotettavia tuloksia, joista olisi konkreettista
hyotya CMG:n tutkijaryhmaélle. Esittelemme saadut tulokset tutkijaryhman viikoittaises-
sa tapaamisessa marraskuussa 2011. Koimme opinnaytetyon tekemisen ja kansainvali-
sessa tutkijaryhméssa tydskentelyn erittéain mielekkééna ja innostavana. Saimme paljon
uusia kokemuksia laboratoriotydskentelysta ja erityisesti tutkimuslaboratorion tydsken-
telytavoista, silla emme olleet aikaisemmin toimineet osana tutkijaryhméaé. Henkilokoh-
taisena tavoitteenamme oli tyoskennella sujuvasti kansainvélisessa tutkijaryhméssa ja
onnistuimmekin kehittdmaan niin englannin kielen taitoja kuin yhteisty6- ja vuorovaiku-

tustaitoja. Opinnaytetyo oli hyva oppimiskokemus, jonka myo6ta opimme k&ayttamaan
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lahdemateriaalia monipuolisesti ja kriittisesti, sek& hahmottamaan tutkimuksen tekemi-
sen kokonaisuudessaan. Sisaistimme myds oman aiheemme perusteellisesti ja paa-
simme hyodyntamaan koulutuksen aikana saatua tietotaitoa sek& teorian ettd kaytan-

ndn osuuden toteutuksessa.
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FISH- JA IHC- menetelmien avulla saadut EML4-ALK tulokset

Naytenro EML4-ALK FISH EML4-ALK IHC
1 Negatiivinen Negatiivinen
2 Negatiivinen Negatiivinen
3 Negatiivinen Negatiivinen
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11 Negatiivinen Negatiivinen
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20 Negatiivinen
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22 Negatiivinen
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26 Negatiivinen

27 Negatiivinen

28 Negatiivinen

29 Negatiivinen

30 Negatiivinen

31 Negatiivinen
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Laboratoriopaivakirja
Maanantai 22.8.2011

e FISH-valmisteiden valmistaminen parafiinileikkeista Vysis ALK Break Apart FFPE
FISH Probe -reagenssipakkausta kayttéaen.

- Parafiinin sulatus ThremoBrite-uunissa 60 °C yon yli.
- Naytesarjassa oli 7 ndytetta seka positiivinen ja negatiivinen kontrolli.

—>ALK Neg. Control, LOT: 430221, exp: 2012-02-22
—>ALK Pos. Control, LOT: 432051, exp: 2012-05-17

e TyoGskentely tapahtui Vysis ALK -kitin tydohjeen mukaisesti.

Tiistai 23.8.2011

e FISH-valmisteiden teko jatkui 23 tunnin parafiinin sulatuksen jalkeen.

- Naytelasien esikasittely jatkui parafiinin poistolla, jossa kaytetaan Vysis ALK
-kitin omia sekd laboratorion erikseen tilaamia valmisteita: HemoDe
3x5min, EtOH 2x1min, Vysis Pretreatment Solution 12min, H20 3min, Vysis
Protease Buffer 20min, H20 3min, 70% EtOH 1min, 85% 1min, 100% EtOH
1min

- Naytelasit kuivataan ja niihin lisdtdan kitin sisaltamaa Hybridisaatio Probe
Mix-valmistetta 10 mikrolitraa ja peitetdan ne peitinlasilla.

- Peitinlasi liimataan kiinni kumisementill&.

- Lasit laitetaan ThermoBrite-uuniin denaturaatiota ja hybridisaatiota varten:
denaturaatio 73°C 3min, hybridisaatio 37°C 14-24h.

—>HemoDe, LOT: 41310, exp: 31-04-2013, avattu: 15.6.2011

—>Vysis Pretreatment Solution, LOT: 0300C362, exp. 2011-12-02, avattu:
23.8.2011

—>Vysis Protease Buffer, LOT: 431121, exp: 2012-04-06, avattu: 23.8.2011
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—>Vysis Protease IV, LOT: 431084, exp: 2011-08-31, avattu. 23.8.2011

—>Vysis LSI ALK Dual Color Break Apart FFPE Probe, LOT: 427791, exp: 2012-
10-08, avattu: 19.7.2011

o TyoOskentely tapahtui Vysis ALK -kitin tyéohjeen mukaisesti.

Keskiviikko 24.8.2011

e FISH-valmisteiden teko jatkui 21 tunnin hybridisaation jalkeen.

- Naytelasit otettiin pois uunista ja poistettiin kumisilikoni peitinlasien paalta.

- Lasit pestiin Vysis ALK-kitin omissa pesuliuoksissa: Wash Buffer | 3-5min,
74°C Wash Buffer 1l 2min.

- Lasit kuivataan pimeéssé ja niihin lisataan 10 mikrolitraa DAPI | Counter
Stain-valmistetta ja peitet&an lasi peitinlasilla.

- FISH-valmiste pakastetaan tai mikroskopoidaan heti fluoresenssimikroskoo-
pilla.

—>Vysis Wash Buffer I, LOT: 431085, exp: 2012-04-05, avattu: 27.7.2011
—>Vysis Wash Buffer II, LOT: 431394, exp: 2012-04-20, avattu: 27.7.2011
—->Vysis DAPI | Counter Stain: LOT: 429415, exp: 2012-01-14, avattu:
19.7.2011

e TyoGskentely tapahtui Vysis ALK -kitin tydohjeen mukaisesti.

e FISH-valmisteista etsittiin solujen split-signaaleja, joissa nakyy seké vihred, etta
oranssin signaali erillaén keltaisen fuusiosignaalin liséksi. Jos split-signaaleja on
yli 50 %, on nayte EML4-ALK onkogeenin suhteen positiivinen, jos taas split-
signaaleja oli alle 10 %, on ndyte negatiivinen. Silloin kun split-signaaleja on
nahtavilla 10-50%, on toisen henkilon myds laskettava nayte ja heidan keskiar-
Vo jaa tulokseksi. Jos keskiarvo jaa alle 15 %, on néayte negatiivinen.

e Tulokset luettavissa erillisesta liitteesta.
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Maanantai 29.8.2011

e FISH-valmisteiden valmistaminen parafiinileikkeista Vysis ALK Break Apart FFPE
FISH Probe -reagenssipakkausta kayttaen.

- Parafiinin sulatus ThremoBrite-uunissa 60°C yon yli.
- Naytesarjassa oli 8 ndytetta seka positiivinen ja negatiivinen kontrolli.

—>ALK Neg. Control, LOT: 430221, exp: 2012-02-22
—>ALK Pos. Control, LOT: 432051, exp: 2012-05-17

e TyoGskentely tapahtui Vysis ALK-kitin tydohjeen mukaisesti.

Tiistai 30.8.2011

e FISH-valmisteiden teko jatkui 23 tunnin parafiinin sulatuksen jalkeen.

- Naytelasien esikasittely jatkui parafiinin poistolla, jossa kaytetaan Vysis ALK
-kitin omia sekd laboratorion erikseen tilaamia valmisteita: HemoDe
3x5min, EtOH 2x1min, Vysis Pretreatment Solution 12min, H20 3min, Vysis
Protease Buffer 20min, H20 3min, 70% EtOH 1min, 85% 1min, 100% EtOH
1min

- Naytelasit kuivataan ja niihin lisdtdan kitin sisaltdmaa Hybridisaatio Probe
Mix-valmistetta 10 mikrolitraa ja peitetdén peitinlasilla.

- Peitinlasi liimataan kiinni kumisementill&.

- Lasit laitetaan ThermoBrite-uuniin denaturaatiota ja hybridisaatiota varten:
denaturaatio 73°C 3min, hybridisaatio 37°C 14-24h.

—>HemoDe, LOT: 41310, exp: 31-04-2013, avattu: 15.6.2011

—>Vysis Pretreatment Solution, LOT: 0300C362, exp. 2011-12-02, avattu:
30.8.2011

—>Vysis Protease Buffer, LOT: 431121, exp: 2012-04-06, avattu: 30.8.2011
—>Vysis Protease 1V, LOT: 431084, exp: 2011-08-31, avattu. 30.8.2011
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—>Vysis LSI ALK Dual Color Break Apart FFPE Probe, LOT: 427791, exp: 2012-
10-08, avattu: 23.8.2011

o Tyoskentely tapahtui Vysis ALK -kitin tydohjeen mukaisesti.

Keskiviikko 31.8.2011

e FISH-valmisteiden teko jatkui 21 tunnin hybridisaation jalkeen.

- Naytelasit otettiin pois uunista ja poistettiin kumisilikoni peitinlasien paalta.

- Lasit pestiin Vysis ALK -kitin omissa pesuliuoksissa: Wash Buffer | 3-5min,
74°C Wash Buffer 1l 2min.

- Lasit kuivataan pimeéssé ja niihin lisataan 10 mikrolitraa DAPI | Counter
Stain-valmistetta ja peitet&an lasi peitinlasilla.

- FISH-valmiste pakastetaan tai mikroskopoidaan heti fluoresenssimikroskoo-
pilla.

—>Vysis Wash Buffer I, LOT: 431085, exp: 2012-04-05, avattu: 27.7.2011
—>Vysis Wash Buffer II, LOT: 431394, exp: 2012-04-20, avattu: 27.7.2011
—->Vysis DAPI | Counter Stain: LOT: 429415, exp: 2012-01-14, avattu:
19.7.2011

e TyOskentely tapahtui Vysis ALK -kitin tydohjeen mukaisesti.

e FISH-valmisteista etsittiin solujen split-signaaleja, joissa nakyy seké vihred, etta
oranssi signaali erilladn keltaisen fuusiosignaalin liséksi. Jos split-signaaleja on
yli 50 %, on nayte EML4-ALK onkogeenin suhteen positiivinen, jos taas split-
signaaleja oli alle 10 %, on ndyte negatiivinen. Silloin kun split-signaaleja on
nahtavilla 10-50%, on toisen henkilon myds laskettava nayte ja heidan keskiar-
Vo jaa tulokseksi. Jos keskiarvo jaa alle 15 %, on néyte negatiivinen.

e Tulokset luettavissa erillisesta liitteesta.
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Maanantai 12.9.2011

e FISH-valmisteiden valmistaminen parafiinileikkeista Vysis ALK Break Apart FFPE
FISH Probe -reagenssipakkausta kayttaen.

- Parafiinin sulatus ThremoBrite-uunissa 60°C yon yli.
- Naytesarjassa oli 6 ndytetta seka positiivinen ja negatiivinen kontrolli.

—>ALK Neg. Control, LOT: 430221, exp: 2012-02-22
—>ALK Pos. Control, LOT: 432051, exp: 2012-05-17

e TyoGskentely tapahtui Vysis ALK -kitin tydohjeen mukaisesti.

Tiistai 13.9.2011

e FISH-valmisteiden teko jatkui 23 tunnin parafiinin sulatuksen jalkeen.

- Naytelasien esikasittely jatkui parafiinin poistolla, jossa kaytetaan Vysis ALK
-kitin omia sekd laboratorion erikseen tilaamia valmisteita: HemoDe
3x5min, EtOH 2x1min, Vysis Pretreatment Solution 12min, H20 3min, Vysis
Protease Buffer 20min, H20 3min, 70% EtOH 1min, 85% 1min, 100% EtOH
1min

- Naytelasit kuivataan ja niihin lisdtdan kitin sisaltdmaa Hybridisaatio Probe
Mix-valmistetta 10 mikrolitraa ja peitetdén peitinlasilla.

- Peitinlasi liimataan kiinni kumisementill&.

- Lasit laitetaan ThermoBrite-uuniin denaturaatiota ja hybridisaatiota varten:
denaturaatio 73°C 3min, hybridisaatio 37°C 14-24h.

—>HemoDe, LOT: 41310, exp: 31-04-2013, avattu: 15.6.2011

—>Vysis Pretreatment Solution, LOT: 0300C362, exp. 2011-12-02, avattu:
13.9.2011

—>Vysis Protease Buffer, LOT: 431121, exp: 2012-04-06, avattu: 13.9.2011
—>Vysis Protease 1V, LOT: 431084, exp: 2011-08-31, avattu. 13.9.2011
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—>Vysis LSI ALK Dual Color Break Apart FFPE Probe, LOT: 427791, exp: 2012-
10-08, avattu: 13.9.2011

o Tyoskentely tapahtui Vysis ALK -kitin tydohjeen mukaisesti.

Keskiviikko 14.9.2011

e FISH-valmisteiden teko jatkui 21 tunnin hybridisaation jalkeen.

- Naytelasit otettiin pois uunista ja poistettiin kumisilikoni peitinlasien paalta.

- Lasit pestiin Vysis ALK-kitin omissa pesuliuoksissa: Wash Buffer | 3-5min,
74°C Wash Buffer 1l 2min.

- Lasit kuivataan pimeéssé ja niihin lisataan 10 mikrolitraa DAPI | Counter
Stain-valmistetta ja peitet&an lasi peitinlasilla.

- FISH-valmiste pakastetaan tai mikroskopoidaan heti fluoresenssimikroskoo-
pilla.

—>Vysis Wash Buffer I, LOT: 431085, exp: 2012-04-05, avattu: 27.7.2011
—>Vysis Wash Buffer II, LOT: 431394, exp: 2012-04-20, avattu: 27.7.2011
—->Vysis DAPI | Counter Stain: LOT: 429415, exp: 2012-01-14, avattu:
19.7.2011

e TyOskentely tapahtui Vysis ALK -kitin tydohjeen mukaisesti.

e FISH-valmisteista etsittiin solujen split-signaaleja, joissa nakyy seké vihred, etta
oranssi signaali erilladn keltaisen fuusiosignaalin liséksi. Jos split-signaaleja on
yli 50 %, on nayte EML4-ALK onkogeenin suhteen positiivinen, jos taas split-
signaaleja oli alle 10 %, on ndyte negatiivinen. Silloin kun split-signaaleja on
nahtavilla 10-50%, on toisen henkilon myds laskettava nayte ja heidan keskiar-
Vo jaa tulokseksi. Jos keskiarvo jaa alle 15 %, on néyte negatiivinen.

e Tulokset luettavissa erillisesta liitteesta.
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Maanantai 19.9.2011

e FISH-valmisteiden valmistaminen parafiinileikkeista Vysis ALK Break Apart FFPE
FISH Probe -reagenssipakkausta kayttaen.

- Parafiinin sulatus ThremoBrite-uunissa 60°C yon yli.
- Naytesarjassa oli 6 ndytetta seka positiivinen ja negatiivinen kontrolli.

—>ALK Neg. Control, LOT: 430221, exp: 2012-02-22
—>ALK Pos. Control, LOT: 432051, exp: 2012-05-17

e TyoGskentely tapahtui Vysis ALK -kitin tydohjeen mukaisesti.

Tiistai 20.9.2011

e FISH-valmisteiden teko jatkui 23 tunnin parafiinin sulatuksen jalkeen.

- Naytelasien esikasittely jatkui parafiinin poistolla, jossa kaytetaan Vysis ALK
—kitin omia seka laboratorion erikseen tilaamia valmisteita: HemoDe
3x5min, EtOH 2x1min, Vysis Pretreatment Solution 12min, H20 3min, Vysis
Protease Buffer 20min, H20 3min, 70% EtOH 1min, 85% 1min, 100% EtOH
1min

- Naytelasit kuivataan ja niihin lisdtdan kitin sisaltdmaa Hybridisaatio Probe
Mix-valmistetta 10 mikrolitraa ja peitetdén peitinlasilla.

- Peitinlasi liimataan kiinni kumisementill&.

- Lasit laitetaan ThermoBrite-uuniin denaturaatiota ja hybridisaatiota varten:
denaturaatio 73°C 3min, hybridisaatio 37°C 14-24h.

—>HemoDe, LOT: 41310, exp: 31-04-2013, avattu: 15.6.2011

—>Vysis Pretreatment Solution, LOT: 0300C362, exp. 2011-12-02, avattu:
20.9.2011

—>Vysis Protease Buffer, LOT: 431121, exp: 2012-04-06, avattu: 20.9.2011
—>Vysis Protease 1V, LOT: 431084, exp: 2011-08-31, avattu. 20.9.2011
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—>Vysis LSI ALK Dual Color Break Apart FFPE Probe, LOT: 427791, exp: 2012-
10-08, avattu: 13.9.2011

o Tyoskentely tapahtui Vysis ALK -kitin tydohjeen mukaisesti.

Keskiviikko 21.9.2011

e FISH-valmisteiden teko jatkui 21 tunnin hybridisaation jalkeen.

- Naytelasit otettiin pois uunista ja poistettiin kumisilikoni peitinlasien paalta.

- Lasit pestiin Vysis ALK-kitin omissa pesuliuoksissa: Wash Buffer | 3-5min,
74°C Wash Buffer 1l 2min.

- Lasit kuivataan pimeéssé ja niihin lisataan 10 mikrolitraa DAPI | Counter
Stain-valmistetta ja peitet&an lasi peitinlasilla.

- FISH-valmiste pakastetaan tai mikroskopoidaan heti fluoresenssimikroskoo-
pilla.

—>Vysis Wash Buffer I, LOT: 431085, exp: 2012-04-05, avattu: 21.9.2011
—>Vysis Wash Buffer II, LOT: 431394, exp: 2012-04-20, avattu: 21.9.2011
—->Vysis DAPI | Counter Stain: LOT: 429415, exp: 2012-01-14, avattu:
21.9.2011

e TyOskentely tapahtui Vysis ALK -kitin tydohjeen mukaisesti.

e FISH-valmisteista etsittiin solujen split-signaaleja, joissa nakyy seké vihred, etta
oranssi signaali erilladn keltaisen fuusiosignaalin liséksi. Jos split-signaaleja on
yli 50 %, on nayte EML4-ALK onkogeenin suhteen positiivinen, jos taas split-
signaaleja oli alle 10 %, on ndyte negatiivinen. Silloin kun split-signaaleja on
nahtavilla 10-50%, on toisen henkilon myds laskettava nayte ja heidan keskiar-
Vo jaa tulokseksi. Jos keskiarvo jaa alle 15 %, on néyte negatiivinen.

e Tulokset luettavissa erillisesta liitteesta.



