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PCR-MENETELMAN VALIDOINTI — translokaation
(6;9)(p23;934) osoitus RNA:sta

Akuutissa myelooisessa leukemiassa verta muodostaviin soluihin kertyy erilaisia solujen
toimintaa muuttavia mutaatioita, normaalien myelooisen sarjan solujen tuotanto on estynyt ja
epakypsat solut ilmaantuvat vereen ja muualle elimistddn. Yksi tallainen muutos on
translokaatio (6;9)(p23;q34), jonka tuloksena syntyy fuusiogeeni DEK-NUP214.

1(6;9)(p23;q34)-positiivisessa AML:sséa voi olla monosyyttisia piirteitda ja yleisid 16ydoksia
potilaalta ovat basofilia sekd& monilinjainen dysplasia. t(6:9)(p23;934)-positiivinen AML
luokitellaan  huonon  ennusteen ja korkean relapsiriskin  luokkaan. Varhaisella
hematopoieettisten kantasolujen siirrolla on kuitenkin havaittu olevan ennustetta parantava
vaikutus.

Opinnaytetydssa tuotettin materiaali PCR-menetelman validoimiseksi translokaation
(6;9)(p23;934):n osoittamiseksi RNA:sta, jonka tuli olla sek& spesifinen kyseiselle mutaatiolle,
etta riittavan herkka jaannostautitutkimukseksi. Naytemateriaalia oli kéaytettavissa validointiin 50
potilaalta joko mononukleaarisina soluina tai RNA:na.

Kaytettavissa oli yhden aikaisemmin t(6;9)(p23;934)-positiiviseksi todetun AML-potilaan néayte,
jota kaytettiin  positiivisena kontrollina. Tunnetusta positiivisesta néaytteesta tehtiin
laimennossarja, jolla tutkittin menetelman herkkyyttd. Kaikkien naytteiden RNA:n eheys
varmistettiin rinnakkaisella ABL-geenin tutkimuksella.

50 potilaan naytteistd kahdessa todettiin DEK/NUP214-fuusiogeeni. Molemmilla potilailla oli
myds kromosomitutkimuksessa voitu osoittaa t(6;9)(p23;934)-muutos. Toisen positiivisen
potilaan seurantanaytteista tutkittin DEK-NUP214 —fuusiogeenin maara kvantitatiivisella PCR-
menetelmalla, ja tuloksia verrattiin aiemmin kéytetyn seurantamarkkerin maaraan.

Kahden DEK/NUP214-positiivisen potilaan diagnoosivaiheen luuydinnaytteistéd tehtiin log-
lineaarinen laimennossarja  analyysin  herkkyystason  maarittamiseksi.  Menetelman
herkkystasoksi saavutettin  1/100 000. Menetelm& osoittautui siis seka spesifiseksi
DEK/NUP214-fuusiogeenin osoittamisessa  ettd  riittdvan herkaksi kaytettavaksi
jaédnndstautitutkimuksena.
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THE VALIDATION OF A PCR ASSAY - Detection of
the translocation (6;9)(p23;g34) in RNA

In acute myeloid leukemia mutations accumulate in the blood forming cells altering the
functionality, production of normal cells of the myeloid series is interrupted and abnormal cells
appear in blood and in other tissues. One of these changes is the translocation (6;9)(p23;934),
which results in a fusion gene DEK-NUP214.

1(6;9)(p23;q34) -positive AML can have monosytic features, and it is often associated with
basophilia and multilineage dysplasia. t(6;9)(p23;q34) -positive AML is classified to the poor
prognosis and group of the high relapse risk. Early stage hematopoietic stem cell transplant
improve the prognosis.

In this bachelor’s thesis material was produced for the validation of a PCR-assay to detect the
translocation (6;9)(p23;934) from RNA. The PCR-assay should be both specific to the chosen
translocation and sensitive enough to be used as a molecular residual disease assay. Sample
material was available to the validation from 50 patients, either as mononuclear cells or as RNA.

In this study a positive control was used, which had been previously diagnosed positive for the
translocation (6;9)(p23;q34). This positive sample was used in a dilution series to determine the
sensitivity of the used assay. The preservation of RNA in every sample and the cDNA
manufactured from it was assured by a parallel ABL-gene PCR-assay.

Of the samples of 50 patients subjected, 2 were proven positive for the fusion gene
DEK/NUP214. Both of these patients had been found positive for translocation (6;9)(p23;q34)
cytogenetically. Several follow-up samples were tested for the DEK-NUP214 fusion gene from
one of these two patients using a quantitative PCR assay, and the resulting level of the fusion
gene was then compared to the level of the MRD-marker used previously.

Log-linear dilution series of diagnosis phase samples from two DEK/NUP214 fusion gene
positive patients were used to determine the sensitivity of the assay. The sensitivity of the assay

was proven to be 1/100 000. The assay was therefore proven to be both specific to the fusion
gene DEK/NUP214 and sensitive enough to be used as a molecular disease assay.
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KAYTETYT LYHENTEET JA SANASTO

Lyhenne

Allogeeninen kantasolusiirto

Autologinen kantasolusiirto

DEK-geeni

Ensembl

FLT3-ITD

Fuusiogeeni

Klonaalinen

Lyhenteen selitys (Lahdeviite)

Toisen ihmisen luovuttama kantasolusiirre, jossa
hyddynnetdan siirteen immunologisten solujen
vaikutusta pahanlaatuisen taudin parantamiseksi
(Ruutu 2007, 492).

Potilaalle annetaan potilaalta itseltddn aiemmin
kerattya veren kantasolusiirretta tai luuydinta. Ennen
kantasolujen keraamista annetaan solunsalpaaja- ja
kasvutekijahoitoa tautisolukuorman vahentamiseksi ja
kantasolujen mobilisoimiseksi verenkiertoon. (Ruutu
2007, 492-495.)

Proto-onkogeeni, jonka tuottama proteiini saatelee
transkriptiota, mRNA:n kasittelya ja kromatiinin
uudelleenkasittelya (Sitwala, Adamas & Markowitz
2002, 8862).

Ensembl-projekti on aloitettu vuonna 1999. European
Bioinformatics Instituten (EBIn), European Molecular
Biology Laboratoryn (EMBIn) ja Wellcome Trust
Sanger Instituten (WTSIn) yhteisprojektiin on keratty
DNA-sekvensseja ja kokoonpanoja tutkimuksista
ympari maailman. Sivustolla on 58 lajin genomit, joista
voi hakea geenin tai proteiinin nimella tai sijainnilla
kromosomistossa. (Ensembl, 2011.)

FMS-like tyrosine kinase 3 - Internal Tandem
Duplication. FLT3-geenin pieni sisdinen duplikaatio,
joka saa aikaan tyrosiinikinaasin jatkuvan aktiivisuuden
ja stimuloi soluproliferaatiota epanormaalia
signaalitieta. (Elonen 2007, 290.)

Kahden geenin yhdistymasta syntyva, proteiinia
koodaava uusi geeni (Suominen, Parssinen, Haajanen
& Pelkonen 2010, 88).

Yhdesta solusta lahtdisin oleva, perimaltaan yhteneva
solujoukko (Clone definition, 2012). Syovat ovat mono-
klonaalisia tauteja joten sydpéasolut ovat samankaltai-
sia uudelleenjarjestymisensa suhteen (Knuutila 2000,
1833).



MRD

NUP214/CAN

p-haara

Proto-onkogeeni

g-haara

Translokaatio

Minimal Residual Disease eli jAdnndstauti. Akuutissa
myelooisessa leukemiassa jaannostaudiksi maaritel-
laan alle 5% osuus sairaita soluja luuytimessa tai peri-
feerisessa veressa (Jorgensen & Chen 2011, S49).

Nukleoporiini 214kDa. Nukleoporiinin tehtava on estaa
suurten proteiinien diffuusiota tuman ja soluliman
valilla. 214kDa on proteiinin atomimassa, yksikkdna
kilodalton. (Patel, Belmont, Sante & Rexach 2007, 83.)
Aiemmin NUP214-geenia on kutsuttu nimella CAN
(Swerdlow ym. 2008, 116).

Sentromeerin jakaman kromosomin lyhyt haara
(Knuutila, Kairisto & Porkka 2007, 118).

Proto-onkogeenit voivat aktivoitua onkogeeneiksi eli
syOpaa aiheuttaviksi geeneiksi niihin kohdistuvien
mutaatioiden vaikutuksesta. Proto-onkogeenit
koodaavat yleensa solun kasvua ja erilaistumista
saatelevia proteiineja. (Koulu, Mervaala & Tuomisto
2007, 129.)

Sentromeerin jakaman kromosomin pitka haara
(Knuutila, Kairisto & Porkka 2007, 118).

Siirtym4, jossa DNA-jakso siirtyy kromosomistossa
paikasta toiseen (Suominen ym. 2010, 42).



1 JOHDANTO

Epéiltaessa akuuttia leukemiaa potilaasta otetaan veri— ja luuydinnaytteitd seka
selvitetddn minkalaisia yleisoireita potilaalla on. Yleisia oireita ovat vasymys,
suorituskyvyn lasku, selittamattomét mustelmat, verenvuoto nenastd, ikenista ja
suolesta, infektiot ja pitkittynyt tai toistuva kuumeilu. Joskus akuutti leukemia
todetaan oireettoman henkilén verenkuvasta sattumaldydoksena. (Elonen 2007,
290.)

Akuutissa leukemiassa veri- ja luuydinnaytteiden erittelylaskennan yleisimpia
poikkeavia |6ydoksia ovat jonkin solutyypin ylipopulaatio tai epakypsét,
leukeemiset blastisolut. Veressa blastisoluja on osoitettavissa noin 90 %:lla
leukemiapotilaista. Blastisolujen lisdantyminen luuytimessd on diagnostinen
l6ydds: jos blasteja on vahintddn 20 % luuytimen soluista, kyseessa on akuutti
myelooinen leukemia, AML. AML voidaan todeta myos vaikka blastisoluja olisi
alle 20 %, jos blastisoluista l6ydetaan AML:lle tyypillinen WHO-luokituksen
kromosomipoikkeavuus. (Elonen 2007, 291-294.) WHO:n viimeisimpien
ohjeiden mukaan alle 20 % blastisoluosuudella AML-diagnoosiin johtavia
kromosomimuutoksia on  nelja, 1(8;21)(g22;922), inv(16)(p13.1;922),
t(16;16)(p13.1;022) ja t(15;17)(922;912) (Swerdlow ym. 2008, 110).

Diagnoosin lisaksi kromosomimuutokset vaikuttavat merkittavasti taudin
riskiluokitukseen ja my6s hoitoon. Esimerkiksi kromosomin 3 osan g21 inversio,
inv(3)(q21926.2), muuttaa taudin luokituksen suomalaisessa leukemia-
luokituksessa heti suuren riskin ryhmaéan, jossa hoidot ovat raskaampia
(Suomen Hematologiyhdistys Ry 2011). Liitteessd& 1 on Suomen
Hematologiyhdistyksen vuoden 2012 geneettinen riskiluokitus. Toinen tallainen
kromosomipoikkeavuus on kromosomien 6 ja 9 valinen translokaatio
1(6;9)(p23;934), jossa kromosomin 6 lyhyen varren raidan 23 kohdalta alkaen
irronnut pala on vaihtanut paikkaa kromosomin 9 pitkan varren raidan 34
kohdalta katkenneen palan kanssa, joka on nahtavissa kuvassa 1.

Molekyylitasolla translokaation seurauksena on kromosomissa 6 sijaitsevan

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Petri Rummukainen



DEK-geenin ja kromosomissa 9 sijaitsevan NUP214-geenin fuusioituminen
kimeeriseksi DEK/NUP214-fuusiogeeniksi. (Gargon ym. 2005, 1341-1343.)
Taudin morfologisia piirteitd ovat luuytimen ja perifeerisen veren basofilia.
DEK/NUP214-positiiviseen AML:aan liittyy heikko ennuste seka lapsille etta
aikuisille. (Swerdlow ym. 2008, 115-116; Hamaguchi ym. 1998, 1249.)
Varhaisen vaiheen luuydinsiirrolla on kuitenkin saatu aikaan parempi ennuste
(Garcon ym. 2005, 1341-1343).

Kuva 1. t(6;9)(p23;g934)-mutatoituneet kromosomit (Translocatios - chromosome
6, 2012).

Taméan opinnaytetybn tavoite on nopeuttaa AML:aa sairastavan potilaan
diagnostilkkaa seka tuloksista riippuen ohjata potilaan taudin riskiluokitusta.
TYKSLABIn Molekyyligenetiikan laboratorio palvelee tutkimuksillaan koko maan
hoitoyksikoitd ja tadméa tutkimus taydentéisi tutkimusvalikoimaa kehittyvalla
molekyyligenetiikan alalla. Opinnéaytetyon tarkoitus on validoida luotettava
kvantitativinen PCR-menetelma TYKSLABIn kayttéon (6;9)(p23;934)-
translokaatioon liittyvan DEK/NUP214-fuusiogeenin osoittamiseksi RNA:sta
diagnoosivaiheen ja seurantavaiheen naytteista. Menetelman avulla potilaan

taudin diagnostiikka ja jdanndstaudin seuranta parantuisivat entisestaan.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Petri Rummukainen
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2 AKUUTTI MYELOOINEN LEUKEMIA JA
JAANNOSTAUTITUTKIMUKSET

2.1 Mutaatiot leukemiadiagnostiikassa

Akuutti myelooinen leukemia on klonaalinen, varhaisesta kantasolusta lahtoisin
oleva pahanlaatuinen verisairaus (Elonen ym. 2007, 285). Taudissa luuytimen
normaali verisolujen muodostus on jarkkynyt, ja epakypsat blastisolut valtaavat
luuytimen ja lopulta ilmaantuvat myos perifeeriseen vereen tai muihin kudoksiin.
Potilaiden keski-ika diagnoosihetkella on 65 vuotta. (Swerdlow ym. 2008, 27-
28.)

Leukemiasolujen toiminnan saately ei toimi normaalisti. Keskeista
leukemiasoluille on jatkuva jakautumiskyky. Leukemioiden patogeneesia
tutkittaessa kromosomien rakenteellisten ja lukumaaréllisten muutosten lisaksi
kromosomitutkimuksessa nakymattémat geenimuutokset ovat paljastuneet
solukon pahanlaatuistumisen syyksi. Tarkkaan ei kuitenkaan tiedetd, mitka
poikkeavuudet ovat avainasemassa normaalin  solun  muuttuessa
leukeemiseksi. (Elonen ym. 2007, 287-288.)

Viimeaikaisten tutkimusten valossa on kehitetty kahden mutaatiotyypin
mallihypoteesi, jossa leukemian laukaisevissa soluissa taytyy olla kahteen
luokkaan jaettavia muutoksia, jotka toimivat yhdessa leukemian kehittyessa.
Luokan 1 mutaatiot antavat solulle jakautumis- ja selviytymisedun vaikuttamalla
kinaasisignalointipolkuihin, luokan 2 mutaatiot taas saavat aikaan heikentyneen
erilaistumisen. Luokan 1 ja 2 mutaatiot esiintyvat yleensa melko tyypillising,
samanaikaisina mutaatiopareina, kuten FLT3-geenin sisdainen tandem-
duplikaatiomutaatio (internal tandem mutation, ITD) ja NPM1-geenin mutaatio.
(Betz & Hess 2010, 1427-1433.) sek&d FLT3-ITD tai JAK2-geenin mutaatiot ja
AML1-ETO-fuusiogeeni (Schneider ym. 2007, 2199-2201).

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Petri Rummukainen
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Noin 45 prosentilla akuuttia leukeamiaa sairastavien potilaiden luuydinnaytteen
kromosomitutkimuksessa havaitaan poikkeava karyotyyppi jota luonnehtii jokin
toistuva, kyseiselle taudille tyypillinen kromosomimuutos (Betz & Hess 2010,
1427-1433). AML:lle tyypillisia toistuvia kromosomipoikkeavuuksia, joiden
esiintyminen maarittelee taudin omaksi WHO-luokituksen alatyypiksi, on esitetty
taulukossa 1. Noin 15 prosentilla potilaista todetaan kromosomitutkimuksessa
vahintaan kolme poikkeavuutta eli kompleksi karyotyyppi (Betz & Hess 2010,
1427-1433).

Syopasoluissa on usein havaittavissa erilaisia alaklooneja, joiden kehityksesta
voidaan nédhda geenin monistumisen voimistuminen. Tutkimuksissa on havaittu
translokaatioita, joissa immunoglobuliinien aktiivinen promoottori on siirtynyt
mutatoituneen geenin eteen, edistéen sen monistumista. Jos solun
saatelymekanismit ovat siind maarin vaurioituneet ettd ne sallivat periméan
muuntelun, seurauksena on genomin yllapidon epajarjestys jolla voi olla laajoja
vaikutuksia koko perim&an. Joskus taas vaikutukset voivat rajoittua vain tiettyyn
kromosomiin. Telomeraasien saatelyn heikkeneminen poistaa kontrollin
solunjakautumiskerroista. Syévan solulinjojen uudelleenjarjestyneet kromosomit
voivat olla hyvin tasapainoisia, jolloin eraanlainen vaaristynyt Darwinilainen
kehitys saa aikaan syOp&solun nopean jakautumisen ja leviamisen uusilla,

paremmilla ominaisuuksillaan. (Bernheim 2010, 309-318.)

Taulukko 1. WHO:n vuoden 2008 luokittelun AML with recurrent abnormalities -
mukaisia mutaatioita (Swerdlow ym. 2008, 29).

Kromosomimuutos

Syntyva fuusiogeeni

1(6;9)(p23;34)

DEK-NUP214

t(15;17)(q11;q12)

PML-RARA

1(8;21)(q22;922)

RUNX1-RUNX1T1

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Petri Rummukainen
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Taulukko 1 (jatkuu).

inv(3)(g21926.2) tai t(3;3)(q21;926.2) RPN1-EVI1

inv(16)(p13.1g22) tai t(16;16)(p13.1;,9g22) | CBFB-MYH11

t(9;11)(p22;g23) MLLT3-MLL

t(1;22)(p13;q13) RBM15-MKL1

Translokaatiossa (6;9)(p23;934) DEK-geenin eksoni 9 fuusioituu NUP214-
geenin eksonin 18 kanssa. Translokaation (6;9)(p23;934) tuotteena syntyy
DEK/NUP214-fuusiogeeni, aiemmalta nimeltaéan  DEK/CAN-fuusiogeeni.
(Garcon ym. 2005, 1341-1343). DEK-geeni on proto-onkogeeni joka normaalisti
korjaa DNAnN virheitd. Yliekspressoituessaan DEK estdaa solukuolemaa.
(Kavanaugh  ym. 2011, 7465-7466.) DEK-geenin  on useissa
autoimmuunisairauksissa todettu toimivan autoantigeenina ja se on yhdistetty
akuutin ~ myelooisen  leukemian lisdksi  kolmeen  sy®pasairauteen:
maksakarsinoomaan, glioblastoomaan sekd melanoomaan (Sitwala ym. 2002,
8862-8870). NUP214:n on todettu saatelevan D-vitamiinireseptoria solun sisalla
(Miyauchi ym. 2009, 1090). Se on paikallistettu tumahuokoskompleksin
sytoplasman puoleiseksi osaksi (Kraemer, Wozniak, Blobel & Radu 1994, 1519-
1523.) DEK/NUP214-fuusioproteiini taas  toimii epanormaalina
transkriptiotekijand seké& saatelee tuman liikennettd sitoutumalla liukoisiin
kuljetustekijoihin (Swerdlow ym. 2008, 116).

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Petri Rummukainen
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2.2 Jaanndstautidiagnostiikka AML:ssa

2.2.1 Jaannostaudin seuranta

Jaanndostaudiksi luokitellaan 5% osuus tautisoluja luuytimessa tai perifeerisessa
veressd, joka vastaa morfologisen tutkimuksen herkkyytta (Jorgensen & Chen
2011, S49). WHO:n vuoden 2008 luokitukseensa ottamilla molekyylibiologisilla
menetelmilla (Swerdlow ym. 2008, 18) paastaan kuitenkin tasta paljon suurem-
piin herkkyyksiin, jopa 0,0001% asti. Herkalla menetelmalla havaittavan
jddnnostaudin - on todettu olevan tarkea ennuste tautivapaalle ja/tai
elossapysymisajalle. Seurantamarkkerin ekspressiotason vahainen aleneminen
tai uudelleenilmeneminen voivat ennustaa lahenevaa relapsia. Tallainen erittain
herkka seurantamenetelm& mahdollistaa hoidon lisdamisen joko kemoterapian
muutoksella tai kantasolusiirrolla kuukausia ennen kuin sen tarve tulisi havaitta-
vaksi morfologisesti. (Betz & Hess 2010, 1427-1433; Jorgensen & Chen 2011,
S49-50.)

Suomessa AML:n jaanndstautia seurataan AML:n kansallisten hoito-ohjeiden
mukaisesti. Luuydinnéytteitd otetaan induktiohoidon jalkeen 14. paivana, 28.
paivana seka jos 28. paivan nayte on hypoplastinen, veri sytopeninen eika seu-
raavaa solunsalpaajahoitoa voida aloittaa, otetaan luuydinaspiraationaytteita
noin viikon valein. Jokaisen konsolidaatiohoidon jalkeen otetaan luuydinaspiraa-
tiondyte ja konsolidaatiohoitojen jalkeen ensimmaiset kaksi vuotta luuydinaspi-
raationaytteitd otetaan kolmen kuukauden vélein. Taman jalkeen luuytimen as-
piraatiotutkimus tehdaan mikali oireet tai soluarvot antavat aihetta. (AML seu-
ranta ja vastearvio 2012.)

Leukemiasolulle spesifisten fuusiogeenien vakaus tekee niistd erinomaisia
markkereita hoidon tehokkuuden seurantaan ja jaanndstaudin tunnistamiseen
(Buccisano ym. 2012, 333-335). DEK/NUP214-fuusiogeeni on hyvin vakaa, ja

se on todettavissa uudelleen remission jalkeen relapsitapauksissa, jolloin se on

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Petri Rummukainen
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hyva seurantamarkkeri jddnnostautitutkimukseen (Gargcon ym. 2005, 1341-
1343).

2.2.2 Jaannostautidiagnostiikassa kaytettavat menetelmat

Virtaussytometriset menetelmat perustuvat leukemiaan liittyvien
immunofenotyyppien ilmenemiseen solujen pinnalla, joita ei terveessa
luuytimesséa ole ollenkaan, tai niitd on hyvin vahan. Virtaussytometriaa voidaan
soveltaa laajasti, jopa 85%:lla AML-potilaista, sen kayttd on nopeaa ja
menetelmassa poissuljetaan kuolleet solut ja luuytimen jadmat. Nykyaikaisilla,
useilla lasereilla varustetuilla laitteilla voidaan samanaikaisesti tunnistaa 6-9 eri
antigeenid, jolloin yhdesta ajosta saadaan paljon tietoa solujen fenotyypista.
Viela kiistanalainen on kuitenkin kaytettdva raja MRD-positiivisen ja MRD-
negatiivisen tuloksen erottamiseen ja raja vaihtelee tutkimuksittain. (Buccisano
ym. 2012, 335-336.)

Jaanndostautidiagnostiikassa kaytetaan gPCR-menetelmien lisaksi
virtaussytometriaa seka harvemmin fragmenttianalyysia. Fragmenttianalyysissa
tutkitaan insertion tai deleetion aiheuttamia PCR-amplikonin koon muutoksia
kayttaen kapillaarielektroforeesia. Fragmenttianalyysia voidaan kayttaa
esimerkiksi FLT3-ITD:n toteamiseen. Myds luuydinsiirron jalkeen tutkittaessa
kimerismia kaytetaan yleisesti fragmenttianalytiikkaa. (Jorgensen & Chen 2011,
S52))

Fragmenttianalyysilla paastaan noin 1% herkkyyteen. Vaikka menetelmaa kay-
tetdan hoidon tehokkuuden arviointiin ja jddnnéstaudin seurannan mahdollista-
miseen, jadnnostautitutkimukselta vaaditaan vahintaan 0,1% herkkyystaso, jo-
hon paastaan vain PCR- ja virtaussytometrisilla menetelmilla. (Jorgensen &
Chen 2011, S50.)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Petri Rummukainen



15

2.2.3 Kvantitatiivinen PCR

Reaaliaikainen kvantitatiivinen polymeraasiketjureaktio (PCR) on nykyisin paljon
kaytetty analyysimenetelmd. PCR:llA& monistetaan kahden tunnetun jakson
valistd DNA-aluetta. (Suominen ym. 2010, 153-170.) Monistamiseen kaytetaan
termostabiilia DNA-polymeraasia, joka kestaa miltei 100 °C lampdétilaa. PCR-
syklin alussa lampotilaa nostamalla irroitetaan juosteet toisistaan. Denaturoinnin
jalkeen lampdtilaa lasketaan, mahdollistaen alukkeiden tarttumisen kiinni
vastinjuosteisiin. Lopuksi lampdtilaa nostetaan, jolloin DNA-polymeraasi tekee
vastinjuosteesta vastinkappaleen alukkeista lahtien. (Knuutila ym. 2007, 125-
126.)

TagMan-pohjaisissa menetelmissa reaktioseoksessa on alukkeiden liséksi
spesifisesti  johonkin  monistettavalle alueelle kiinnittyva, fluoresoivalla
reportterilla, esimerkiksi Fam, ja vaimentimella leimattu koetin, esimerkiksi
Tamra. Koettimessa 3’paan vaimennin estaa 5’ paan reportteria lahettamasta
fluoresoivaa signaalia. Koetin on suunniteltu siten, ettd sen sulamislamp6, Tn
on noin 10°C korkeampi kuin alukkeilla. Korkeammasta sulamislammostaan
johtuen se Kkiinnittyy ennen alukkeita monistettavalle alueelle. Alukkeiden
Kiinnityttyd  templaattiin polymeraasientsyymi alkaa  syntetisoimaan
vastinjuostetta. Koettimen kohdalle p&aastessaan polymeraasientsyymi irroittaa
sen templaatista vapauttaen reportterin vaimentimen vaikutuksesta, jolloin

syntyy mitattava signaali. (Tagman and SYBR Green Chemistries, 2012.)

Reaaliaikaisesta kvantitatiivisesta PCR:std kaytetaan useimmin lyhennetta
gPCR tai vaihtoehtoisesti RT-gPCR. gPCR:n kvantitointi voi olla joko
suhteellista tai absoluuttista. Absoluuttisessa kvantitointimetodissa kohdegeenin
ja samanaikaisesti tutkittavan referenssigeenin pitoisuudet maaritetddn
sijoittamalla ne tunnetuista pitoisuuksista lasketuille standardisuorilleen.
Yleisemmassa, suhteellisessa kvantitointimetodissa verrataan kohdegeenin
maaraa referenssigeeniin  monistumissignaalien  sykliarvojen  avulla.

Referenssigeenin tulee olla kaikissa naytteissa ja vakaa kaikissa kudoksissa ja
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olosuhteissa. (Suominen ym. 2010, 169-170; Absolute vs Relative
Quantification, 2012.)

gPCR-menetelm& on kehitetty niin, ettda fluoresenssin suureneminen on
suhteessa PCR-tuotteen pitoisuuteen. PCR-syklien lukuméaara, jolla ylitetaan
sovittu kynnysarvo, on kaantaden verrannollinen naytteen DNA-vastinjuosteiden
pitoisuuteen ennen PCR-reaktiota. Kvantitatiivisissa PCR-pohjaisissa
analyyseissd tulosten tulkintaan vaaditaan vertailukohdaksi potilaan
diagnoosivaiheen naytetta. Tulokseksi saadaan yleensa logaritminen vAhenema
diagnoosivaiheen  naytteeseen  verrattuna.  Diagnoosinaytteen  avulla
maadritetddn myds PCR-jaanndstautianalytiikalla saavutettavissa oleva korkein
mahdollinen herkkyystaso. gPCR:ll& voi mitata naytteiden valilla jopa
miljardiluokkaa olevia pitoisuuseroja, mutta pienien erojen mittaukseen
menetelma ei erityisesti sovellu, vaan pitoisuuden tulee vahintaan puoliintua tai
kaksinkertaistua. Kliinisesti merkittavina voidaan pitaa vasta yhden login eli

kymmenkertaista pitoisuusmuutosta. (Knuutila ym. 2007, 126-128.)

PCR-menetelman rajoitukset asettavat omat vaatimuksensa tutkimuskohteille.
Fuusiogeeneja tutkittaessa menetelman herkkyys on niin suuri, etta joitain
fuusiogeeneja seurattaessa tulos jaa positiiviseksi hyvin matalalla tasolla,
vaikka potilaat Kliinisesti ovatkin remissiossa (Jorgensen & Chen 2011, S50-51).
gPCR-menetelmalla voidaan kuitenkin ennakoida tulevaa relapsia tason
nousulla (Buccisano ym. 2012, 333).
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3 OPINNAYTETYON TARKOITUS, TAVOITTEET JA
TUTKIMUSTEHTAVAT

Opinnaytetyon tarkoitus on validoida luotettava kvalitatiivinen ja kvantitatiivinen
PCR-menetelmd TYKSLABIn kayttoon translokaation (6;9)(p23;934) myoéta
muodostuvan DEK/NUP214 - fuusiogeenin osoittamiseksi luuydinnaytteen
mononukleaarisista soluista eristetystd RNA:sta. Menetelma tulee TYKSLAB
osasto 931 Molekyyligenetiikan Ilaboratorion diagnostiseen kayttoon.
Tavoitteena on nopeuttaa AML:aa sairastavan potilaan diagnostiikkaa seka

tuloksista riippuen ohjata potilaan taudin riskiluokitusta.
Tutkimusongelmat ovat:

1. Tunnistaako menetelmd luotettavasti potilaan RNA:sta t(6;9)(p23;934)-
mutaation?

2. Sopiiko kehitetty menetelma myds jaanndstautianalytiikkaan?
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4 TUTKIMUKSEN TOTEUTUS

4.1 Tutkimuksen kulku

Tutkimuslupa

Tutkimukseen haettiin tutkimuslupa TYKSLABIn ylihoitaja Benita Paloheinalta
VSSHP:n Hoitoty6n tutkimus- ja opinnaytetyélomakkeella marraskuussa 2011.
Tutkimus tehtiin TYKSLAB Molekyyligenetiikan laboratorion tiloissa syksyn
2011 ja kevaan 2012 aikana. Tutkimuksessa kaytettiin 50 potilaan naytteita,
jotka olivat pakastettuina TYKSLAB Molekyyligenetiikan laboratorion tiloissa.

Tutkimuksen eteneminen tasté eteenpain kuviossa 1.

Alukesuunnittelu

Opinnaytetyon suoritus aloitettiin etsimalla geenipankki Ensembl.org;sta DEK-
ja NUP214-geenien emasjarjestys. Taman jalkeen etsittin aiemmissa
t(6;9)(p23;934)-mutaatiota koskevissa tutkimuksissa kaytettyjen alukkeiden ja
TagMan-koettimen emasjarjestyksia, joiden sijoittumista eksoneihin verrattiin.
Alukkeiden ja koettimien emasjarjestykset on taulukoitu liitteeseen 2. Naista
viiden tuottaman monistustuotteen kokoa verrattiin keskendan tuotteen koon
vaihdellessa 73-290 emasparin valilla. Lopputuloksena paadyttiin suunnittele-
maan omat alukeet ja TagMan-koetin joita kayttaa, koska tarkoituksena oli paitsi
saada kayttoon gPCR:ssd optimaalinen tuotekoko, myos varmistaa menetel-
man toimivuus sekvensoimalla. Monistettavan alueen tuli taten olla riittavan pit-
k& sekvensointivarmistusta ajatellen, mutta ei niin pitka, etta monistumistehok-

kuus heikkenisi gPCR-reaktiossa.

Alukkeet ja TagMan-koetin suunniteltin Primer Express —ohjelmalla kayttaen
ohjelman perusasetuksia. Perusasetuksilla monistuvan tuotteen pituus on 50-

150 emaésparia jotta monistuminen olisi tehokasta, ja alukkeiden T,,=58-60°C
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seka alukkeiden valista eroa T:ll& saa olla enintdén 2°C epaspesifisen monis-
tumisen estamiseksi. Lisaksi alukkeen 3’-p&é&ssa saa olla viidestad viimeisesta

emaksesta enintdan 2 guaniinia tai sytosiinia.

Potilasmateriaali

Tutkimuksessa kaytettiin 50 potilaan diagnoosivaiheen naytteita, sek& yhden
fuusiogeenin DEK/NUP214 suhteen positiivisen AML-potilaan viitta seuranta-
naytetta. Tutkimuksessa kaytetyt naytteet olivat TYKSin, OYSin ja HYKSin he-
matologian Klinikoilla otettuja AML-potilaiden diagnoosivaiheen luuydinnaytteita.
Naytteista oli eristetty tavallisen toimintatavan mukaisesti mononukleaariset so-

lut jotka oli sailytetty -70°C lampdtilassa.

RNA:n eristys

RNA:n eristykseen mononukleaarisista soluista kaytettiin tavallisesti laboratori-
ossa kyseiseen tehtavaan kaytettavaa, kolonnipohjaista Qiagenin RNeasy Mini
kit:id. cDNA-synteesissa kaytettin Reverse Transcriptase —entsyymia, jolla
Random Hexameriad ja dNTP-seosta kayttaen valmistetaan vastin-DNA (cDNA),
joka on ominaisuuksiltaan paljon vakaampaa kuin RNA. RNA:ta pipetoitiin reak-
tioseokseen 1 pg ja reaktioseoksen kokonaistilavuus oli 20 pl. Reaktion jalkeen
tuotteeseen lisattiin 30l steriilid aguaa.
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Alukkeiden Aluketestaus positiivisel- 50 naytteen ajo RT-
suunnittelu la naytteella, varmistuk- PCR-menetelmalla
ja tilaus set, laimennussarjan ajo

Tulosten ja herkkyyden

analysointi, menetelmén

kaytettavyyden arviointi

Kuvio 1. Vuokaavio tutkimuksen etenemisesta.

Menetelmé&n toimivuuden varmistus reaaliaikaisella PCR-menetelmalla

Suunniteltujen alukkeiden toimivuus varmistettiin kayttdmalla Turun yliopiston
Laaketieteellisen genetiikan osaston kromosomilaboratorion kromosomitutki-
muksessa t(6;9)(p23;934):n osalta positiiviseksi todettua naytettd positiivisena
kontrollina. Positiivinen kontrolli, negatiivinen cDNA-kontrollipuuli eli usealta ter-
veeltd ihmiselta otetuista verinaytteista eristetysta, yhdistetystd RNA:sta valmis-
tettu cDNA seké reagenssikontrolli tutkittiin tilatuilla alukkeilla kayttden Applied
Biosystemsin 7500 Real-Time PCR Thermocycleria. Vertailugeenina kaytettiin
ABL-geenia RNA:n eheyden tarkistamiseksi seka tuloksen normalisoimiseksi.
Menetelmassa kaytettiin Thermo Scientificin Maxima qPCR Master Mixia seka
Tagman-koetinta, jotka ovat laboratoriossa vastaavissa tutkimuksissa kaytossa.
Tutkimuksessa kaytetyt alukkeet ja TagMan-koetin toimitettiin 100 pmol/l kon-
sentraationa jota pidettiin varastoliuoksena, ja niista laimennettiin 1:10 kaytto-
liuoserid, joiden pitoisuus oli siis 10 pmol/l. Tutkimuksessa kaytettiin reak-
tioseostilavuutena 25ul:aa, jossa oli 7,5 pmol alukkeita/reaktio, 5 pmol TagMan-

koetinta/reaktio seka templaattia 1pl.
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Geeliajo ja sekvensointi

PCR-tuotteiden spesifisyys varmistettiin ajamalla ne geelielektroforeesilaitteella,
eristamalla tuotteet ja sekvensoimalla ne Applied Biosystemsin 3500DX Genetic
Analyzer-sekvensointilaitteella. Kaikkiin tehtaviin kaytettiin laboratorion kaytéssa
olevia menetelmid. Positiivisesta kontrollista tutkittin myds laimennossarjan
avulla menetelman herkkyys laimentamalla naytettd cDNA-kontrollipuulilla

1:100 000 laimennokseen asti.

Potilasaineiston tutkiminen

50 potilaan diagnoosivaiheen naytteet ajettiin 5-8 néytteen erissa kayttaen var-
mistettua positiivista naytetta positiivisena kontrollina, cDNA-kontrollipuulia ne-
gatiivisena kontrollina seka steriilid aquaa reagenssikontrollina. Kontrolligeenina
kaytettiin ABL-geenia. Kaikki naytteet ajettiin seka DEK-NUP214-alukkeilla etta
ABL-alukkeilla duplikaatteina.

Jaanndstautianalyysit

DEK/NUP214-fuusion suhteen positiiviseksi todetun potilaan 5 seurantanayt-
teesta tutkittin DEK/NUP214-fuusiogeenin taso diagnoosinaytteeseen verraten
kayttaen kontrolligeenind ABL-geenida. ABL-geenin avulla normalisoitiin laimen-
nossarjasta saatu pitoisuus RNA:n mé&arddn naytteessd. Diagnoosivaiheen
naytteesta tehtin DEK/NUP214-fuusiogeenin tason maarittamista varten lai-
mennossarja johon tehtiin laimennokset 1:10, 1:100, 1:1000, 1:2000, 1:10 000,
1:20 000 ja 1: 100 000 cDNA-kontrollipuuliin laimentamalla. ABL-geenin tason
maarittAmiseksi kaytettiin laimentamatonta diagnoosivaiheen naytetta ja tehtiin
laimennokset 1:10 ja 1:100 steriiliin veteen laimentamalla. Laimennossarjassa
DEK/NUP214-fuusiogeenin tason tutkimiseksi kaytettiin kolmea rinnakkaista
naytetta laimennossarjasta, ABL-geenin tason tutkimiseksi kaytettiin kahta rin-

nakkaista naytetta. Templaattia pipetoitiin jAdnnostautianalyyseissa 5ul:aa.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Petri Rummukainen



22

4.2 Opinnaytetydn metodologiset lahtékohdat

Tutkimuksessa on kokeellisia, kvantitatiivisia ja kvalitatiivisia piirteita. Kuten
usein validointiprosessissa, ensin tulee tarkistaa menetelmdn toimivuus
yksittaiselld, tunnetulla naytteelld ja vasta sitten alkaa massa-ajo jossa
tuotetaan riittavasti tietoa menetelman tarkkuuden ja herkkyyden mittaukseen ja
arviointiin (Hirsjarvi, Remes & Sajavaara 2009, 134-136).

Kokeellisen menetelman tyypillisia piirteitda ovat naytteen valitseminen tietysta
populaatiosta, naytteen analysointi erilaisten koejarjestelyjen valoissa ja muiden
muuttujien kontrollointi. Kvalitatiivinen tutkimus taas voi edeltaa kvantitatiivista
niin sanottuna esikokeena, jossa tarkistetaan tutkimuksen jatkon jarkevyys ja

tarkoituksenmukaisuus. (Hirsjarvi, Remes & Sajavaara 2009, 134-136.)

Kvantitatiivisessa tutkimuksessa keskeistd ovat johtopd&tokset aiemmista
tutkimuksista seka otoksen valinta tutkittavista henkilista eli perusjoukosta
(Hirsjarvi, Remes & Sajavaara 2009, 140).

4.3 Opinnaytetyon eettisten ndkodkohtien tarkastelu

Opinnaytetyon aiheena olevalla menetelmalla todettava sairaus, DEK/NUP214-
positivinen AML on hyvin vaikea sairaus, jolla on huono ennuste. Nain ollen
DEK/NUP214-fuusiogeenin  osoittaminen mahdollisimman pian potilaan
diagnoosivaiheen naytteesta olisi merkittavaad, jotta potilas saisi tautiinsa
tehokkaimman mahdollisen hoidon. Yht&, kaikille saatavilla olevaa parantavaa
hoitoa ei talla hetkella ole olemassa, mutta tutkimusten mukaan diagnoosin
jalkeen nopeasti annattu hematologinen kantasolusiirre vaikuttaa erityisen
positiivisesti potilaan ennusteeseen (@stergaard ym. 2004, 28. 1213-1215;
Gargon ym. 2005, 19. 1338-1344).

Tutkimuksessa kaytettavia naytteitd lahettdneiden sairaaloiden OYS, TYKS,
HYKS hematologian klinikoiden vylilddkareiltd on pyydetty lupa naytteiden
kayttdmiseen. Lain ladketieteellisestd tutkimuksesta (488/1999) mukaan
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naytteista saatavia terveydentilaa tai henkilokohtaisia oloja kuvaavia tietoja ei
saa ilmaista sivulliselle. Kaytetyissa naytteissa ja naytetunnisteissa ei ollut
henkil6tunnuksia, eika naytemateriaalin tietosuojaa vaarannettu opinnaytetyon
suoritusvaiheessa eika raportointivaineessa. Naytteiden tunnistamiseen
pakastetuista  solunaytteista kaytettiin naytteiden saapumispaivaa,

kasittelypaivad seka nimea.

Terveydenhuollon ammattilaisina olemme velvollisia noudattamaan eettisia
ohjeita, joiden perusperiaatteita ovat hyvan tekeminen, vahingoittamisen
valttaminen ja elaman arvokkuuden korostaminen (ETENE 2001). Naita
perusperiaatteita noudatetaan myos tassa tutkimuksessa. Tutkimukseen on
haettu lupa TYKSLABIn ylihoitaja Benita Paloheinaltd VSSHP:n Hoitotyon
tutkimus- ja opinnaytety6lomakkeella 22.11.2011 ja se myonnettiin 24.11.2011.

Tutkimuslupa on néhtavissa liittessa 3.

Saadut tulokset kasiteltiin sellaisinaan. Mitaan tuloksia ei poistettu tulostason
muuttamiseksi tai tulkintojen vaaristamiseksi ja naytteet uusittiin vain, jos kont-

rollinaytteiden tulokset eivat olleet johdonmukaiset.
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5 TULOKSET JA NIIDEN TULKINTA

5.1 Tunnistaako menetelma luotettavasti potilaan RNA:sta t(6;9)(p23;q34)-

mutaation?

Tunnetun positiivisen naytteen PCR-tuotteista oli selvasti havaittavissa monis-
tunut, alle sadan emasparin kokoinen amplikoni. Negatiivisesta kontrollista ja
reagenssikontrollista ei saatu minkdanlaista monistunutta tuotetta. Geeliin lisat-
tiin tunnisteet 1-2 positiivisille naytteille, 3-4 negatiivisille kontrolleille ja 5 yhdis-
tetylle reagenssikontrollille. Kuvassa 2 néhtavan alimman kokostandardin vyo-

hykkeen koko on 100 emasparia.

Naytteet 1 ja 2 positiivinen nayte, 3 ja 4 ne-
gatiivinen kontrolli ja 5 reagenssikontrolli

Kuva 2. Criteriongeelilla erotellut geenituotteet.

Geelilta stanssattiin sekvensointia varten paloja. Nayte sekvensointiin duplettina
forward- ja reverse-suuntiin. Sekvensoinnista saatua emasjarjestysta verrattiin

tunnettuihin DEK-geenin ja NUP214-geenin emasjarjestyksiin, jolloin tunnistet-
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tiin kyseessa olevan DEK/NUP214-fuusiogeeni, jossa fuusiokohta oli DEK-

geenin eksonin 9 ja NUP214-geenin eksonin kohdalla (kuva 3).

quencher - [Chromatograms from Contig[Positiivinen kontrolli]] =
fle Edit Select Contig Sequence View window Help ‘=J__!
BD? Fusml\ﬂnen kunlrulh nru1 R NUPﬂBR 02 Fmgmam base HSS Base 38 of 58
L CAT b
/\/\ ”H”T/T\ /\AT“/\/M/X\/M |
DDF Posnu\rlnen kommlll nroZ R NUFx18R (4 Fmgmem base #36 Base 360t 49
A C A G
T H H

N

DEK-geenin eksonin 9 em&sjérjestystd, josta mustalla laatikolla erotettu aluke ja siniselld korostettu sekvensoitu alue:
GAAATTACTGGCCAGTGCTAAC Ii GGAAGAAGTCACAAT GAAACAGAT JTGCAAAAAG

NUP214-geenin eksonin 18 emésjarjestysta, josta mustalla |laatikolla erotettu aluke ja punaisella korostettu sekvensoitu
alue: GAAATTCGGCGCCTTCATCAGTATGTGAAATI TGCTGTCCAAGATGT GAATGATIGTTCT

Kuva 3. Sekvensoitu positiivinen kontrollinayte.

Menetelmalla saatiin siis monistettua vain tunnetun positiivisen potilaan nayt-
teesta nukleiinihappoja ja monistuminen oli spesifistéa seka tunnistettiin halutuksi
DEK/NUP214-fuusiogeeniksi. Menetelma siis tunnistaa luotettavasti potilaan
RNA:sta t(6;9)(p23;934)-mutaation.

5.2 Sopiiko kehitetty menetelma myds jddnnostautianalytiikkaan?

Tunnetusta positiivisen potilaan naytteestd sekad toisen positiiviseksi todetun
potilaan naytteesta valmistettiin log-lineaarinen laimennossarja menetelmén
herkkyyden maarittamiseksi. Laimennossarjassa naytteita laimennettiin cDNA-
kontrollipuuliin 1:100 000 laimennokseen asti. Laimennossarjan ajo reaaliaikai-
sella PCR-menetelmalla on nahtavissa kuvassa 4. Tunnetun positiivisen poti-
laan naytteesta valmistetulla laimennossarjalla paastiin 1:100 000 herkkyyteen

asti.
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1:1C

1:1

;;?,
/

13 15 17 19 M 23 25 37 29 31 33 35 3T 39 41 43 45 47 49

Kuva 4. Laimennossarja herkkyyden maarittdmiseksi.

Tutkituista 50:std diagnoosivaiheen naytteesta 3 potilaan naytteet osoittautuivat
positiivisiksi DEK/NUP214-fuusiogeenin osalta. Kuvassa 5 on nahtavissa mo-

nistunut nayte positiivisen kontrollin rinnalla.
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Delta Bn vs Cycle

Sl G g S R R e S e B AR

Kuva 5. gPCR:lla monistunut tuote ja positiivinen kontrolli.

Toisesta positiivisesta potilaasta ei ollut seurantandytemateriaalia kaytettavissa.
Toisen potilaan seurantanaytteita oli diagnoosivaiheen naytteen lisdksi kaytet-
tavissa viisi. Kuvassa 6 on nahtavissa seurantanayte laimennossarjan rinnalla

reaaliaikaisessa PCR-ajossa.

Delta Bn ve Cycle

i

o188 21 3 25 27 29 31 33 35 3T 38 41 43 45 47 49

Kuva 6. Positiivisen potilaan seurantandyte laimennossarjan rinnalla.
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Toisen positiiviseksi todetun potilaan diagnoosivaiheen naytteesta valmistetun
laimennossarjan perusteella PCR-menetelmén herkkyystasoksi saatiin 1:20
000. Viidesta seurantanaytteesta oli tutkittu myods FLT3-ITD:n jadnndstau-
tiosuus, jota verrattin DEK/NUP214-fuusiogeeniosuuteen. Vertailussa normali-
soidut pitoisuudet seuraavat hyvin toisiaan, eli DEK/NUP214-fuusiogeeni toimisi
vahintaan yhta hyvana jadnnostautimarkkerina kuin FLT3-ITD. Kuviosta 2 on
nahtavissa molempien markkereiden tason nousu léhelle diagnoosivaiheen ta-

soa, eli molekyyligeneettisesti on havaittavissa relapsi.

100%

90%
80% /
/a

60%

50% ¢=FLT3-ITD

——DEK/NUP214
40%

30%

/7
)
~ j/

20.6.2011 13.7.2011 8.8.2011 29.8.2011 27.9.2011

Kuvio 2. FLT3-ITD:n ja DEK/NUP214-fuusiogeenin maara seurantanaytteissa
diagnoosivaiheen naytteeseen suhteutettuna.

Menetelmalla saatiin vastaavat tulokset kuin kaytéssa olevaa seurantamarkke-
ria kayttaen. Menetelméan herkkyydeksi saatiin ensimmaisesta, tunnetun positii-
visen potilaan laimennossarjasta 1:100 000 ja jalkimmaisesta, positiiviseksi to-
detun potilaan diagnoosivaiheen naytteestd valmistetusta laimennossarjasta

1:20 000 eli menetelma soveltuu myo6s jaanndstautianalytiikkaan.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Petri Rummukainen



29

6 POHDINNAT

Tutkimus oli erittdin spesifinen translokaatiolle (6;9)(p23;934) ja fuusiogeenipo-
sitiiviset naytteet monistuivat voimakkaasti gPCR-menetelmalla. Positiivisten
potilaiden esiintyvyys oli tutkimukseen valikoiduissa naytteissa 4%, joka on
hieman korkeampi kuin aiemmissa tutkimuksissa saadut tulokset (Jstergaard
ym. 2004; 1213, Chi, Lindgren, Quigley & Gaitonde 2008; 1835, Swerdlow ym.
2008; 115). Menetelmalla paastiin herkkyyteen 0,005 - 0,001%, joka on hyva

taso jaanndstautitutkimukselle.

Menetelmaa validoitaessa reagenssit ja laitteet toimivat erinomaisesti ilman
puutteita ja alukkeet toimivat tunnetulla positiivisella naytteella spesifisesti. Osa
naytesarjoista uusittiin johtuen epéatarkasta pipetoinnista. Varsinaisessa kaytos-
saan menetelmassa ei synny vastaavaa ongelmaa laboratorion henkiléstén ol-

lessa tyohonsa erikoistunutta, perehdytettya ja osaavaa.

Menetelma otetaan kevaan 2012 aikana kayttoon TYKSLABIn rutiinitutkimuk-
sissa, ja siita tulee kiinted osa akuutin myelooisen leukemian molekyyligeneet-
tistd diagnostiikkaa. Etsittdessd kyseistd mutaatiota TYKSLABIissa, saadaan
tulos nopeammin kuin kromosomitutkimusmenetelmilla, jolloin diagnostiikka ja

hoidon aloitus nopeutuu.

Menetelma saatiin taman tutkimuksen tuottaman tiedon perusteella validoitua ja
sen spesifisyys ja herkkyys ovat riittavat, joten sen osalta ei jatkotutkimusaiheita
l0ydy. Vastaavia uusien menetelmien validointeja TYKSLAB Molekyyligenetii-
kan laboratorio toki kaipaa tulevaisuudessa useita, varsinkin nyt koko genomin

sekvensoinnin yleistyessa ja tutkimustiedon lisdantyessa voimakkaasti.
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Liite 1 (1)

Liite 1. SHY:n Geneettinen riskiluokitus 2012

Luokitus perustuu ELN-ohjeistukseen (Blood 2010; 115: 453-474).

Siihen on lisatty monosomaalinen karyotyyppi (viitteet: Blood 2010; 116: 2224 -
2228 ja Blood 2011; 118: 679 -685).

Pieni riski (ryhma )

Seuraavat karyotyyppipoikkeavuudet (yksin tai muiden poikkeavuuksien yh-

teydessa)

t(8:21) (q22;922) [ RUNX1-RUNX1T1]

inv16 (p13.1;G22)/t(16;16) (p13.1;q22) [CBFB-MYH11]
Normaali karyotyyppi seuraavien mutaatioiden yhteydessa
NPM1-mutaatio ilman FIt3-ITD-mutaatiota

kaksoismutatoitunut CEBPA ilman Flt3-mutaatiota

Keskiriski (Ryhma Il)

Normaali karyotyyppi seuraavien mutaatioiden yhteydessa:
FIt3-ITD-mutaatio ja NPM1-mutaatio

FIt3-ITD-mutaatio ilman NPM1-mutaatiota

Normaali karyotyyppi ilman Flt3-ITD- ja NPM1-mutaatioita
Seuraavat ryhmaan | ja lll kuulumattomat karyotyyppipoikkeavuudet
t(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL

muut ryhméaan | ja lll kuulumattomat karyotyyppipoikkeavuudet



Liite 1 (2)

Suuri riski (Ryhma 1ll)

Seuraavat karyotyyppipoikkeavuudet

inv(3)(q21026.2) / t(3;3)(q21;026.2) [RPN1-EVI1]

1(6:9)(p23;q34) [DEK-NUP214]

t(v;11(v;g23) [uudelleenjarjestaytynyt MLL luk.ottamatta muutosta t(9;11)]
-5, 50-, -7, poikkeava 17p

kompleksinen karyotyyppi

kolme tai useampi karyotyyppipoikkeavuus. Lukuun ei lasketa seuraavia:
t(15;17), t(8;21), inv(16), t(16;16), t(9;11), t(v;11)(v;g23), t(6;9), inv(3), 1(3;3)

monosomaalinen karyotyyppi

yksi autosomin monosomia + yksi tai useampi rakenteellinen karyotyyppipoik-

keavuus
kaksi tai useampi autosomin monosomiapoikkeavuutta

Huom! Matalan riskin karyotyyppipoikkeavuuksia ja XY monosomioita ei lasketa
mukaan. (AML-2012; 2012.)
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Liite 2. Aiempien tutkimusten alukkeiden vertailu

Liite 2 (1)

Tutkimus Forward-aluke Reverse-aluke TagMan-koetin Tuotteen
pituus

Garcon  ym. | AAAGTTGAAGAA- CATCATTCACATCTTGGA- CATACTGATGAAGGCGCC | 161 emasta

2005, 1338- | ACCCCCTACAGA, 24 | CAGCA, 23 emasta GAATTTCCT, 27 emasta

1344. emasta

@stergaard, ATTACTGGCCAGTGC- GATTGTTGGCTAGGGTGT- TTCCAGATGCTGATCC- 212 emasta

Stentoft & | TAACTTG, 22 emasta TAAA, 22 emasta CACTCCA, 23 emasta

Hokland 2004,

1213-1215.

Hamaguchi CCTACAGATGAAGAGT- TCTTCCTCTGTTGGTTGATG, | Ei kaytetty tutkimuksessa 290 eméasta

ym. 1998, | TAA, 19 eméasta 20 emasta

1249.




Liite 2 (2)

Hamaguchi GGCCAGTGCTAACTTGG, | GTGTCTCTCGCTCTGG, 16 | Ei kaytetty tutkimuksessa 182 emasta
ym. 1998, | 17 eméasta emasta
1249.
Maeda ym. | TACTGGCCAGTGC- TGATGAAGGCGCCGAATTTC, | CTTTTTGCAAATCTGTTT- | 73 emasta
2003, 522- | TAACTTG, 20 emasta 20 emasta CAT
525.
TGTGACTT, 29 emasta
Tobal, Frost & | TTGGAAGAAGTCACAAT- | GGACAGCAAATTTCACA- TTGCAAAAAGGAA- 76 emasta
Liu Yin 2004, | GAAACAGA, 25 emasta TACTGATG, 25 emasta ATTCGGCGCCTT, 25
1267-1269. emasta
Itse suunnitel- | TGGAAGAAGTCACAAT- ATCATTCACATCTTGGACAG- | AGGAAATTCGGCGCCTT- | 89 emasta

lut alukkeet

GAAACAGATT, 26 emasta

CAA, 23 emasta

CATCAGTATG, 27 emasta
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