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MUNASARJASYOPAPOTILAIDEN
TUOREKUDOSNAYTTEIDEN SOPIVUUS MLPA-
ANALYYSIIN

- perustuen geeneihin BRCA1 & BRCA2

Munasarja- ja rintasyopad ovat kaksi yleisimpdd syoOpatapausta kaiken ikaisten naisten
keskuudessa, minka taustalla on mahdollisesti vaikuttavana tekijanda BRCALl tai BRCA2-
geenivirhe, eli mutaatio. Kasvunrajoittajageenit sijaitsevat 17. ja 13. kromosomissa, ja niiden
tuottamat proteiinit osallistuvat DNA:n virheiden korjaukseen. On arvioitu, ettd 5-10 prosenttia
munasarja- ja rintasyovista johtuu perinnéllisesta alttiudesta. BRCA1-geenivirheen kantajalla on
25-50% riski sairastua munasarjasyopaan, kun taas BRAC2-geenivirheesta riski sairastua on 10-
20%. Kun BRCA-geenimutaation kantajilla on 60-85%:n rintasyodpariski.

Taman opinnaytetyon tarkoitus oli selvittaa, soveltuvatko tuorekudosnaytteet MLPA-analyysin,
silla tuorekudosnaytteet mahdollistavat laadukkaan kasvaingenomin analyysin. Opinnaytety®
tehtiin - Turun yliopistollisen keskussairaalan Laaketieteellisen genetiikan laboratoriolle.
Opinnaytetyon tavoitteena oli tukea muita tutkimusmenetelmida munasarja- ja rintasyépéageenien
havainnoimisessa ja laajentaa Laadketieteellisen genetiikan laboratorion tutkimusvalikoimaa ja
parantaa potilaan hoidon tasoa.

Tutkimus toteutettiin kevaalla 2019 Laaketieteellisen genetiikan laboratorion tiloissa. Yhteensa
45 valmiiksi eristettyda DNA-naytetta valittiin indikaation ja aikaisempien tutkimustulosten
perusteella laboratorion naytevalikoimasta. Naytteet ovat vuodelta 2018, ja niille kaikille on
aikaisemmin tehty uuden sukupolven sekvensointi. Uuden sukupolven sekvensoinnista saadut
tuloksien analyysit oli jaanyt normaaleiksi, toisin sanoen pistemutaatiota ei ollut todettu. Valitut
naytteet siis ovat lahttkohtaisesti sellaisia, joista voisi 16ytya kopiolukumuutos. Naytteille tehtiin
kopiolukumuutoksiin ja koettimiin perustuva MLPA-tutkimus. MLPA-menetelméstda saadut
tulokset analysoitiin SoftGenetics:n kehittdmalla Genemarker-ohjelmalla.

Tulokset kertovat, ettéd tuorekudosnaytteet teknisesti soveltuvat MLPA-analyysiin. Saatu
positivinen MLPA-tulos on kuitenkin aina varmistettava muulla menetelmalla. N&in ei ole
mahdollista, ettd MLPA:lla yksindan pystyttaisiin vastaamaan sydpadiagnostiikasta.

ASIASANAT:

Munasarjasyopa, Rintasyopa, Geenivirhe, BRCA1l, BRCA2, Tuorekudosnayte, NGS, MLPA,
PCR.
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APPLICABILITY OF FRESH TISSUE SAMPLES
FROM OVARIAN CANCER PATIENTS FOR MLPA-
ANALYSIS

- based on the genes BRCA1 and BRCA2

Ovarian- and breast cancer are two of the most common cancer cases among women of all ages,
due to a mutation in the BRCAL1 or BRCA2 gene. The growth-limiting genes are located on
chromosomes 17 and 13, and the proteins they produce are involved in repairing DNA
aberrations. It is estimated that 5-10% of ovarian- and breastcancers are due to genetic
propensity. The Carrier of BRCA1-gene mutation has 25-50% risk of developing ovarian cancetr,
whereas the carrier, who has BRCA2-gene mutation has a risk of 10-20%. While carrier of BRCA-
gene mutation has 60-85% risk of developing breast cancer.

The purpose of this Thesis is to research suitability of fresh tissue samples in MLPA-analysis,
because fresh tissue samples enable to quality analysis of tumorgenome’s. The Thesis is made
for Finland’s Southwest Hospital Medical genetics laboratory. This Bachelor's Thesis aims to
contribute other researches of ovarian- and breast cancer genes observation and expand Medical
genetics laboratory’s study selection and improve quality of patient care.

The research was carried out in the laboratory of the medical genetics department in spring 2019.
Forty-five pre-extracted DNA-samples were selected by their indication and earlier research
results from the laboratory’s sample archive. The samples were from year 2018 and had already
been analyzed once using Next-Generation Sequencing. Analysis of results from Next-
Generation Sequencing had remained normal, in the other words, no point mutation had been
found. Thus, the selected samples are in principle, those that could have variations in the copy
number. The samples were researched by MLPA-method, which is based on variations of coby
number and probes. The results of the MLPA-method were analyzed using the Genemarker
software developed by SoftGenetics.

The results show that fresh tissue samples are suitable in MLPA-analysis technically. However,
the received positive MLPA-results always have to be verified by other research method.
Therefore it's not possible to use MLPA-method by itself for diagnose cancer.

KEYWORDS:

Ovarian cancer, Breast cancer, Genetic error, BRCA1, BRCA2, Fresh tissue sample, NGS,
MLPA, PCR.
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SANASTO
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Kohdennetun DNA-sekvenssin monistaminen PCR:ssa

Lampotilaa lasketaan, jotta DNA-alukkeet voisivat kiinnittya templaatti-
DNA:han. PCR-menetelman toinen vaihe.

Kromosomin osan héaviama, jonka seurauksena osa perintdainek-

sesta, eli geeneista haviaa, mika aiheuttaa kehityshairiota.

Kun kaksijuosteista DNA:ta kuummennetaan sen erottamiseksi kah-

teen yksittdiseen juosteeseen; PCR:n ensimmaéinen vaihe.

Deoksiribonukleiinihappo, joka sisaltaa kaikkien eliiden solujen ja joi-

denkin virusten geneettisen (20 000-25 000 geenid) materiaalin.
Jonkin kromosomin osasen ylimaara tai esimerkiksi kahdentuma
Proteiinia koodaava osa geenin rakenteessa

PCR-menetelman kolmas vaihe, jossa valmistetaan uutta DNA-juos-

tetta, muun muassa lampétilaa nostattaessa.
Isoja sekvenssi-jaksoja

Perinndllistd ominaisuutta ohjaava DNA-jakso, joka sisaltaa tiedon val-

kuaisaineen tai RNA-molekyylin valmistamiseksi

Mutaatio. Useimmiten kyse on peittyvasti periytyvasta sairaudesta. Jos

molemmat vastingeenit ovat virheellisia, seurauksena on sairaus.
Geeniperimd, joka on koodattu DNA:han.

MLPA-menetelmén toinen vaihe

Liittyma

Probemix. Sisaltda jopa 60 erilaista MLPA-koetinta, jokainen kohdis-

taen tiettyyn DNA-sekvenssiin



ligaatio

loppuelongaatio

nukleotidi

oligonukleotidi

pooli

sekvenssi
sekvensointi

syntetisoida

MLPA-menetelméan kolmas vaihe, joka suoritetaan yli 16h kestavan
hybridisaation jalkeen; DNA-juosteiden yhteen sitominen péaistaan ko-

valenttisella sidoksella
Ekstensio-vaiheen viimeistely.

DNA:n ja RNA:n rakenneyksikkd, johon kuuluu kolme osaa; emas, so-
keriosa, jotka yhdessa muodostavat nukleosidin, ja fosfaatti

koostuvat yleensa 13-25 nukleaotidista ja ne on suunniteltu hybridisoi-
tumaan spesifisesti DNA- tai RNA-sekvensseihin. Sana lahtoisin Krei-
kasta, oligo tarkoittaa harvaa / pienta.

kahdesta tai useammasta eri potilaasta/lahteesté peraisin olevat DNA-

naytteet yhdistetaan analyysia varten
Emasten jarjestys DNA:ssa
Menetelmd muun muassa DNA:n nukleotidijarjestyksen selvittdmiseksi

Yhdistaa, yhdistella

Tag DNA-polymeraasi Entsyymi, joka on otettu lampda kestavasta (yli 80°C) bakteerista

Thermus aquaticus; hyédynnetaan lammaonsietokyvynsa vuoksi

PCR-menetelméan kolmannessa vaiheessa, ekstensiossa



1 JOHDANTO

Munasarjasyopa on tappavin, usein uusiutuva gynekologinen sy6pd, jonka taustalla on
mahdollisesti BRCAL tai BRCA2-geenivirhe, eli mutaatio. BRCA1 ja BRCA2 ovat kas-
vunrajoitegeeneja, joiden tuottamat proteiinit osallistuvat DNA:n virheiden korjaukseen.
Nama molemmat geenit ovat mahdollisia vaikuttavia tekijoitd sek& munasarja-, etta rin-
tasyovan kehityksesséa. On arvioitu, ettéd 5-10 prosenttia munasarja- ja rintasyévista joh-
tuu perinndllisesta alttiudesta (Suomen Gynekologiyhdistys, 2001). Suomen Sy6péare-
kisterin vuoden 2017 tilastojen mukaan munasarjasyodpa oli 8. yleisin sydpa naisilla, kun
taas rintasy6pa oli yleisin 20-69-vuotiaiden naisten keskuudessa. 70 vuotta tayttaneiden
naisten syopailmaantuvuus ja -kuolleisuus tilastossa munasarjasyodpa oli listalla 10., kui-
tenkin sydpakuolemia oli [Ahes yhté paljon kuin uusia tapauksia on loydetty. (Syopére-
kisteri, 2017.) Vaikka munasarjasyopa ei ole tilastojen kérkipaassa, on munasarjasybvan
eloonjdadmisaste paljon alhaisempi kuin muiden naisiin kohdistuvien sydpien. Diagnoo-
sivaiheesta riippuen viiden vuoden eloonjaamisaste on noin 40-50 prosenttia. (OCRA,
2019.)

BRCAL- ja BRCA2-geenien mutaatioita on raportoitu yli 2000 erilaista mutaatiota, mu-
kaan lukien deleetiot, insertiot ja monet yksittisten nukleotidisubstituutoiden koodaavat
tai ei-koodaavat sekvenssit (Karami, 2013). Pienet mutaatiot saadaan kiinni NGS-mene-

telmalla, mutta isoihin mutaatioihin tarvitaan MLPA:ta.

Taman opinnaytetyon tarkoitus on selvittda, soveltuvatko tuorekudosnaytteet MLPA-
analyysiin. Taman opinnaytetyon aihe on saatu Tyksin Laadketieteellisen genetiikan la-
boratorion osastolta. Talla hetkella Laaketieteellisen genetiikan laboratorion osastolla
kaytetaan menetelmana NGS-sekvensointia, joka perustuu rinnakkaissekvensaintiin II-
luminan laitteilla, jossa moninkertaistetaan jopa miljoonia lyhyitd DNA-fragmentteja sa-
manaikaisesti (UEF, 2018). NGS:n avulla tutkitaan muun muassa genomin virheitd, va-
riaatioita ja geenien ilmentymisen muutoksia, esimerkiksi pistemutaatioita (Siltanen,
2018). Kyseisella menetelmalléa saatujen tuloksien analyysi on jaanyt normaaliksi, toisin
sanoen pistemutaatiota ei ollut todettu. Valitut naytteet siis lahtokohtaisesti ovat sellaisia,
ettd niista voisi l6ytya kopiolukumuutos, joka pystytaan havaitsemaan MLPA-menetel-
malla. Naytemuotona menetelm&an on kaytetty tuorekudosnaytetta, josta on tehty DNA

eristys fenoli-kloroformiuutoksella.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Amanda Hynna



Opinnaytetyd on ajankohtainen, silla geenimutaatioldydokset ovat tarkeita sydvan var-

haisdiagnostiikassa ja ehkaisyssa.

Taman opinnaytetydn tavoitteena on tukea muita tutkimusmenetelmia ovario- ja rinta-
syOpageenien havainnoimisessa ja laajentaa Ladketieteellisen genetiikan laboratorion

tutkimusvalikoimaa.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Amanda Hynna



10

2 MUNASARJASYOPA JA GEENIVIRHE, BRCA1 &
BRCA2

MunasarjasyOpatyyppeja on useita erilaisia, jaoteltuina niiden solutyypin ja kudoksen si-
jainnin mukaan (Target Ovarian Cancer, 2014). Yleisin munasarjasytvan tyyppi on
HGSOC (High-Grade Serous Ovarian Cancer) (National Academies Press, 2016). Mu-
nasarjasyopa voi kehittyd kaiken ikaisille naisille, yleisimmin se diagnosoidaan vaihde-
vuosien jalkeen. Diagnosointi tapahtuu yleensa vasta pitkalle edenneessa vaiheessa yli
75%:lla sairastavilta naisilta, silld varhaisen vaiheen sairaudet ovat yleensa oireettomia
ja myoOhdaisen vaiheen oireet epaspesifisid. (Chyke ym. 2016). Munasarjasyovat ja kas-
vaimet kehittyvat yleensd kolmesta kudoksesta: noin 90 prosenttia kehittyy munasarjat
peittavan pintakerroksen epiteelisoluista. Epiteelisolukasvainten esiintyvyys on yleisinta
yli 50-vuotiailla naisilla. Noin viisi prosenttia kehittyy munasarjojen ytimen muodostavista
stromaalisoluista. Tietyt stromaalisolukasvaimet ovat yleisempi& murrosikaisilla naisilla,
vaikkakin tuumoreita voi esiintya kaiken ikaisilla naisilla. Loput viisi prosenttia kehittyvéat
itusoluista. Sukusolukasvaimet esiintyvat yleisemmin nuoremmilla naisilla. (Target Ova-
rian Cancer, 2014.)

BRCAL- ja BRCA2-geenien sukuanamneesi tiedetd&n olevan yksi munasarjasydvan
suurimmista riskitekijéistd (Amos ja Struewing 1993). BRCA1-geenivirheen kantajalla on
25-50% riski sairastua munasarjasyopaan, kun taas BRAC2-geenivirheesta riski sairas-
tua on 10-20% (Suvisaari, 2019). Kasvunrajoittajageenit sijaitsevat 17. ja 13. kromo-
someissa. BRCAL1 koostuu 24 eksonista ja koodittaa 1 863 aminohapon suuruista pro-
teiinia, kun taas BRCA2 koostuu 27 eksonista ja koodittaa 3 418 aminohapon proteiinia.
(Miki ym. 1994, Tavtigian ym. 1996.) BRCAL1 ja BRCAZ2 tuottamat proteiinit osallistuvat

DNA:n virheiden korjaukseen.
2.1 Rintasydpa

Suomessa rintasy6pé naisten keskuudessa on yleisin, silla siihen sairastuu jo yli 5000
naista vuodessa. Tapausm&&rd on kasvanut tasaisesti 2,5 prosenttia vuodessa vuo-
desta 2000 alkaen. Suomen Syo6péarekisterin ennusteiden mukaan vuonna 2030 tode-
taan uusia syOpatapauksia koko maassa yhteensa noin 43 000, joista arviolta 23 000

miehill& ja 20 000 naisilla. Noin puolella yli 60-vuotiailla naisilla 16ydetdén rintasyopa, 25-

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Amanda Hynna



11

49 vuotiailta noin neljannekselta, ja toinen neljannes 50-59-vuotiailta. On arvioitu, etta 5-
10 prosenttia rintasydvista johtuu perinndllisesta alttiudesta. (Sybpéajarjestot, 2016.) Noin
joka kahdeksannelle kehittyy rintasyopa ennen 85 vuoden ikaa. Kuitenkin keski-maarin
20% rintasy6patapauksista Euroopassa tapahtuu alle 50-vuotiailla naisilla; 36% esiintyy
50-64 vuotiaina, ja loput tapaukset yli mainitun ian. (Ferlay J, ym. 2018.) BRCA-geeni-
mutaation kantajilla on 60-85%:n rintasydpariski. Geenimutaation kantajien keski-ika
diagnoosihetkellda on 20 vuotta alhaisempi kuin niilla, joilla mutaatiota ei ole. (Heikkila,
2013.)

2.2 Tuorekudosnayte

DNA-tutkimuksia pystytédan periaatteessa tekemaan mista tahansa terveesta- tai kas-
vainkudoksesta, jossa esiintyy tumallisia soluja (VSSHP, 2019). Tuorekudosnaytteet
mahdollistavat tietyt erikoistutkimukset, jotka eivat formaliiniin fiksoidusta materiaalista
enda onnistu. Erikoistutkimuksiin kuuluu muun muassa sytogeneetti-set ja molekyylipa-
tologiset tutkimukset. Estddkseen tuorendytteen mahdollisen kuivumi-sen, nayte kaari-
taén keittosuolalla kostutettuun liinaan. (Ari Ristiméaki ym. 2013.) MLPA-menetelmaan
tuorekudosnayte on sopiva BRCA1- ja BRCA2-geenien diagnostiikassa niihin sopivien
koetinseosten ansiosta (MRC Holland, 2019). Laaketieteellisen Genetiikan laboratorioon
saapuneet tuorekudosnaytteet DNA-eristetdan heti fenoli-kloroformiuutoksella tai pakas-
tetaan -80°C. Kiinted kudos pilkotaan suspensioksi tai mahdollisimman pieniksi kudos-
paloiksi, joista solut hajotetaan puskuriliuoksessa SDS-kasittelylla ja proteiinit pilkotaan
proteinaasi K-entsyymikasittelylla. Lopussa DNA puhdistetaan fenoli- ja klorofor-miuu-

toksilla ja saostetaan etanolilla. (J. Sambrook ym. 1987.)

2.3 NGS

Next Generation Sequencing on periman (DNA:n tai RNA:n) emasjarjestyksen sekven-
sointiin (DNA:n nukleotidijarjestyksen selvittdminen) kehitetty menetelma, joka soveltuu
muun muassa yhden nukleotidin muutosten seka lyhyiden insertioiden ja deleetioiden
analysoimiseen. (UEF, 2018.) NGS:aa lisdksi voidaan kayttdd sekvensoimaan kokonai-
sia genomeja tai vain tietyille alueille, mukaan lukien kaikki 22 000 koodaavaa geenia

(kokonainen eksomi) tai pieni maara yksittaisia geeneja (Behjati, 2013).

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Amanda Hynna
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NGS-sekvensointi tarjoaa paljon herkemman lukeman, mink& vuoksi sité voidaan kayt-
taa tunnistamaan muutokset, jotka sijaitsevat vain muutamassa prosenttissa soluista,
mukaan lukien mosaiikkivariaatio. Lisaksi NGS-sekvensoinnin herkkyytta voidaan lisata
edelleen yksinkertaisesti lisaamalla sekvensointisyvyytta. Taméan vuoksi NGS:aa on kay-
tetty erittéin herkissa tutkimuksissa, kuten sikion DNA:n tutkimisessa aidin veresta (Har-

ris, 2013), tai kasvainsolujen tason seuraamista syopapotilaista (Dawson, 2013).

NGS:n menetelmia on muun muassa 5 erilaista, mutta kaikilla niilla on yhteisena ominai-
suutena DNA:n toisen juosteen muodostumisen reaaliaikainen analysointi ja massiivis-
ten rinnakkaisten sekvensointireaktioiden suorittaminen. Lisaksi naitd menetelmia kayt-
taessa ei valttamatta tarvitse entuudestaan tietdd sekvensoitavan alueen sekvenssia,
mika helpottaa uusien tuntemattomien monimuotoisuuksien etsimista. Kuitenkin epatie-
toisuus ndiden tuntemattomien varianttien perinnéllisesta vaikutuksesta voi aiheuttaa on-

gelmia ennustaessa niiden vaikutusta tulevaisuudessa. (ten Bosch, 2008.)

Prosessissa DNA-naytteesta valmistetaan ns. kirjasto, jonka tarkoituksena on muodos-
taa sekvensoitavien fragmenttien pooli erilaisten entsymaattisten reaktioiden avulla (Sil-
tanen, 2018). Laadketieteellisen Genetiikan osastolla NGS-menetelmédssa on kaytetty
BRCA MASTR Plus Dx kittia (Multiplicom). Kirjastot sekvensoitiin NextSeg-sekvensaat-
torilla (Illumina) kayttaen 2x150 bp paired-end sekvensointitekniikkaa. Kasittelyihin kuu-
luu muun muassa kohdealueiden monistus, merkinta tunnistesekvensseilla (indexit)
seka universaalialukkeiden tunnistuskohtien kiinnitys (SOP-DNA-161, 2016).

2.4 MLPA

MLPA (Multiplex Ligaton-dependant Probe Amplification) on alankomaalaisen MRC Hol-
landin kehittdma, yksinkertainen, viisivaiheinen, PCR-pohjainen menetelma, milla pysty-
tddn osoittamaan variaatiot useiden ihmisen geenien kopiolukuméaéarassa. Molekyyli-
diagnostiikassa MLPA:ta voidaan taméan kyvyn vuoksi kayttdd useiden geneettisten sai-
rausten maaritykseen, esimerkiksi patogeneettiset variantit, joihin liittyvat tiettyjen gee-
nien deleetiot tai duplikaatiot. (Stuppia ym, 2012.) MLPA eroaa muista markkinoilla ole-
vista menetelmista silla, menetelméa perustuu koettimiin, jotka hybridisoituvat tutkittaviin
DNA-alueisiin. MLPA-koettimet ligoidaan kiinni toisiinsa, jonka jalkeen koetinparit monis-
tetaan PCR-reaktiolla. PCR:ssa monistuvat vain ne koettimet, jotka ovat ligoituneet.

Fragmentit erotellaan kokonsa perusteella kapillaarielektroforeesissa, ja kopioluvun

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Amanda Hynna
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maaritys tehdaén vertaamalla tutkittavan ndytteen fragmenttien pinta-aloja tunnettuihin
kontrollinaytteisiin. (MRC Holland, 2019.)

MLPA:n viisivaiheiseen menetelmaa varten tarvitaan lahtd-DNA ja koetinseos, johon on
kiinnitetty fluoresoiva merkkiaine tulosten analysointia varten. Fluoresoiva merkkiaine on
tassa tapauksessa kuvattu oranssina varind. Ensimmaisen vaiheen aikana laimennettu
DNA-nayte denaturoidaan n. 98°C lampdtilassa, jonka jalkeen pipetoidaan 3 pl koetin-
seosta denaturoidun laht6-DNA:n paalle, jonka jalkeen koettimet hybridisoituvat yon yli
tutkittavaan DNA:han. Seuraavana paivana tapahtuvassa toisessa vaiheessa, eli ligaa-
tiossa koettimet kiinnittyvat toisiinsa. Ligoitumattomien koettimien poistaminen on tar-
peetonta MLPA:ssa, silla niitd ei voida vahvistaa esponentiaalisesti, eivatka ne tuota ta-
ten signaalia. Kolmannessa vaiheessa, PCR-reaktiossa kopioituvat kokonaiset, ligoitu-
neet koettimet. Lopuksi ennen data-analyysia PCR-reaktiossa tuotetut monistustuotteet
erotetaan kapillaarielektroforeesilla. Data-analyysi tehdaan perustuen kopioituneisiin ko-
ettimiin, ja sekvensaattori lukee tulokset fluoresoivan merkkiaineen avulla. (MRCHol-
land,2019.)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Amanda Hynna
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MLPA:n avulla pystytddn saamaan yhdessa reaktiossa maksimissaan 96 naytteen tulok-

set 24 tunnin sisdlla. Menetelmé on yksinkertainen ja yhta reaktiota kohti halpa. MLPA

pienin tarvittava ndytemaara on vain 50ng, mutta menetelma on hyvin herkké mahdolli-

selle kontaminaatiolle, jonka vuoksi DNA:n puhtauteen tulee kiinnittaa erityisesti huo-

miota. MLPA:n esimerkki etuna on muun muassa se, etta se tunnistaa usein esiintyvat,
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yhden geenin poikkeamat kohdentamalla (n. 50 — 70nukleotidia) sekvensseja, jotka ovat
muun muassa FISH-menetelmalle (fluorescent in situ hybrization) lilan pienia havaitta-
vaksi. (MRC Holland, 2019.) Vastaavasti MLPA:ta ei FISH-menetelman tavoin pysty
viela toistaiseksi kayttdmaan yksittdisten solujen tutkimiseen, eika koko genomin sek-
vensointiin. MLPA:lla ei myoskaan pystytya tunnistamaan tuntemattomia pistemutaati-
oita. Soluseoksista saatujen DNA-naytteiden MLPA-analyysi antaa keskiméaaraisen ko-

piolukumaaran solua kohden.

Suurimmassa osassa geeneihin vaikuttavia ituradan mutaatioita edustavat pistemutaa-
tiot, kuitenkin tutkimukset ovat osoittaneet, etta geenin deleetioita tai duplikaatoita voi-
daan havaita osassa tapauksista, jotka ovat negatiivisia pistemutaatioiden seulonnalle.
Useat tutkimukset ovat liséksi osoittaneet juuri geenin kopiolukumuunnoksilla olevan
merkitys monimutkaisten sairauksien synnyssa, ja etta tietyt kopiolukumuutokset ovat
oletettuja yleisempia, mika tulevaisuudessa lisdd mahdollisesti MLPA:n kayttda suurien

kopiolukujen maarityksessa.

Tutkimuksen tulosten tulkintaa tulee hankaloittamaan muun muassa se, ettd tuumori-
analyysissa on vaikea havaita tietyn geenin deleetiota, jos nayte, josta DNA on eristetty,
siséltaa alle 50 % sytpasoluja. Lisaksi mosaiikkisuuden esiintyminen saattaa jaada huo-
maamatta, koska normaalien solujen lasnaolo voi peittdd epanormaalien solujen lasna-
olon. MLPA ei myotskaan pysty havaitsemaan tasapainoisia uudelleenjarjestelyja, koska
menetelma perustuu potilaan DNA:n m&arien vertaamiseen kontrolliin ja tasapainoiset
uudelleenjarjestelyt tuottavat muutoksen DNA-sekvenssien jarjestyksessa, mutta eivat

DNA-méaarissa. (Stuppia ym. 2012.)

2.5 PCR

Polymerase Chain Reaction, eli polymeraasiketjureaktio, jonka on kehittanyt amerikka-
lainen biokemisti Kary Mullis vuonna 1983, mistd myéhemmin han sai Nobelin kemian-
palkinnon vuonna 1993 (TheScientist, 2019). Polymeraasientsyymin avulla voidaan mo-
nistaaa tietystd Dna-osasta monta identtistd kopiota. Reaktio toistetaan monta kertaa
perakkain kokeen aikana, ja jokaisen toiston jalkeen DNA-maaré kaksinkertaistuu. (He-
lena Salo, 1997.)
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Toimiakseen PCR-reaktioon tarvitaan monistettavan DNA:n, alukkeet, DNA-polyme-
raasientsyymin, deoksinukleotideja eli dNTP:t&, steriloitua vetta, puskuriliuoksen ja io-
neja. Reaktio tapahtuu pienessa tilavuudessa, joko steriilissad koeputkessa tai PCR-Pla-
tessa, PCR-laitteessa, joka nostaa ja laskee lampdtilaa halutun sarjan mukaisesti. (So-
lunetti, 2006.)

Useimmiten PCR:ssa on 20-40 kolmivaiheista syklid, ensimmaisena vaiheena, 15-30
sekunnin kestavassa denaturaatiossa reaktioseoksen lampdétilaa nostetaan korkealle (n.
94-95°C), jotta DNA-juosteet irtoavat toisistaan. Nain syntyy kaksi yksittaistd DNA-juos-
tetta, jotka toimivat mallina uusien DNA-juosteiden tuottamiseksi. Toisessa vaiheessa
(annealing) lampdtilaa lasketaan 50-65°C, mik& mahdollistaa alukkeiden kiinnittymisen
yksijuosteisiin templaatti-DNA:hin. Vaihe kestda yleensa noin 10-30 sekuntia. Kolman-
nessa vaiheessa lampdtilaa taas nostetaan optimaaliseen lampétilaan 72°C:een, jolloin
Taqg DNA-polymeraasientsyymi syntetisoi yksijuosteisesta DNA:sta kaksijuosteista

DNA:ta lisaamalla DNA-emaksia yksi kerrallaan. (Yourgenome, 2016.)

- — &
/ =
—
I
KAKSIJUOSTEINEN \\ =
DNA o J——— —
DENATURAATIO ANNEALING EKSTENSIO
94-95°C 50-60°C 72°C

Kuva 2. Polymeraasiketjureaktio eli PCR
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2.6 Aikaisemmat tutkimukset

Vehmanen ym. (1997) tutkivat Helsingin yliopistollisessa sairaalassa 100 rintasyopaper-
hetapausta ja seuloivat solujen mutaatioita BRCA2-geenin koodausalueilta. Tutkimuk-
sen tarkoituksena oli selvittéd BRCA2-geenimutaation osuutta suomalaisten rintasyopa-

perhetapauksissa.

Tutkimuksen aikana l6ydettiin 8 perhettd sadasta (8%), jotka kantoivat 5 erilaista mutaa-
tiota. Kaikissa viidessa mutaatiossa oli ennusteena ennenaikainen proteiinin tuotannon
vahentyminen ja rintasydvan ennenaikainen puhkeaminen (keskiarvo 49-vuotiaana).
Munasarjasyopaa ilmeni neljasta kahdeksaan tapauksesta, mutta miesten rintasydpaa

ei ilmentynyt.

Miki Y, Swensen J ym. (1994) tutkivat kromosomi 17q ja BRCA1-geenin yhteytta kloo-
nausmenetelmalld, samalla tutkien BRCA1-geenimutaation vaikutusta rinta- ja munasar-
jasyopéén. BRCALl-geeni ilmentyi lukuisissa kudoksissa, mukaan lukien rinta ja muna-
sarjat. Tutkimuksessa ilmeni BRCAL:n tunnistamisen helpottavan rinta- ja munasarja-
syovan herkkyyden varhaisissa diagnooseissa joillakin yksil6illa, mika saa ymmarta-

maan paremmin rintasyévan biologiaa.

Vuonna 2008 Afrikassa oli 68 000 uutta rintasytpé-tapausta, joista 37 000 dokumentoi-
tiin kuolemantapaukseksi. Maailman terveysjarjesté (WHO) arvioi vuonna 2010, etta Af-
rikassa olisi 97 733 uutta rintasybpéatapausta, joiden arvioitu kuolleisuus on 52 855. Noin
5% rintasyOpaa sairastavista potilaista on havaittu perinnéllinen mutaatio, muun muassa

BRCA1-geenin mutaatio.

Lawal AbdulRazzaq Oluwagbemiga ym. (2012) mé&aérittelivdt BRCA1- ja BRCA2-geeni-
mutaatioiden roolin afrikkalaisilla rintasyopapotilailla kayttden PUBMED- ja AJOL-tieto-
kantaa. He loysivat 16 tutkimusta, jotka tayttivat tutkimukseen vaaditut kriteerit. Tutki-

mukset olivat Pohjois-Afrikasta ja Saharan eteldpuolisesta Afrikasta.

Yhteensa 9 tutkimuksesta kasiteltin 752 potilasta Saharan etelanpuolisella Afrikassa.
Kolmessa tutkimuksessa, jossa kasiteltin 144 potilasta, tutkittin seka BRCAL etta

BRCA2 koodaavat alueet, kun taas kahdesta tutkimuksessa arvioitin BRCALl:n ja
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BRCA2:n tiettyja osia 571 potilaasta. Pohjois-Afrikkan rintasytpépotilaihin pohjautu-
neista tutkimuksista 4 tutkimusta kasittelivat BRCA1- ja BRCA2-geenien kokonaismaa-

raa 219 potilaasta, kun taas pari tutkimusta kasitteli osia BRCAL- ja BRCA2-geeneista.

Lawal AbdulRazzag Oluwagbemiga ym. tietokantatutkimusesta selvisi, ettd huolimatta
rintasydvan esiintymisesta afrikkalaisilla potilailla ja rintasydvan geneettisten mutaatioi-
den yhdistamisesta nuorilla naisilla on tehty maaraa kohden vahan tutkimuksia pienella
ajankohdalla, joista pystyisi arvioimaan kunnolla syévan geneettista perustaa. Kysei-
sesta tutkimuksesta selvisi, etta olisi tarve suorittaa hyva vaeston seulonta mutaatioiden

selvitykseksi.

Sarantaus L, ym. (2002) tutkivat muun muassa Suomessa BRCA1- ja BRCA2-geenien
perustajamutaatioiden esiintyvyytta tutkimalla kyseisten geenien laheisyydessa olevien
geenimerkkien periytymistd munasarja- ja rintasyopasuvuissa. Samalla he tutkivat
BRCAL- ja BRCA2-geenimutaatioiden yleisyytta suomalaisilta munasarjasyopéapotilailta,

joilla oli suvussa véahintaan kaksi munasarjasyopaan sairastunutta lahisukulaista.

Tutkimuksessa muun muassa havaittiin samanlainen geenimerkkien yhdistelm& molem-
pien geenien ymparilla kaikilla mutaation kantajilla, mika viittaisi yhteiseen esivanhem-
paan, josta mutaatio on periytynyt. Samalla havaittiin maantietellinen samanlaisuus sa-
man perustajamutaatiota kantavilla suvuilla. Lisaksi tutkimuksen aikana l6ydettiin
BRCALl-geenimutaation noin 5%:sta ja BRCA2-geenimutaation 1%:sta. Mutaatio havait-
tiin kaikissa suvuissa, mitd useampi lahisukulainen oli sairastunut munasarjasydpaan,

tai mitd nuorempana sydpatapaus oli diagnosoitu.

Zhang, Royer ym. (2011) tutkivat muun muassa MLPA-menetelmalla BRCA1- ja BRCA2-
geenimutaatioiden esiintyvyytta 1342 potilaalta, joilta oli diagnosoitu invasiivinen muna-
sarjasybpa vuosilta 1995-1999 ja 2002-2004. Tarkoituksena oli ollut saada tarkka arvio
mutaation kantajista munasarjasydpapotilaiden osuudesta. 1342 potilaasta 176 naisella
oli mutaatio. Osuudesta 107 naisella mutaatio oli BRCA1-geenissa, 67 BRCA2:ssa, ja
kahdella naisella oli molemmissa geeneissa. MLPA-menetelmalla tunnistettiin seitseman
deleetiota. Mutaatioiden esiintyvyys oli korkea naisilla, joille oli diagnosoitu sairaus jo 40-
vuotiaina. Esiintyvyys korostui mygs tiettyjen kansojen valilla. Muun muassa italialaisilla
naisilla mutaatioiden esiintyvyys oli 43,5%. Periytynyt mutaatio havaittiin 33,9%:lla nai-

sista, joilla oli ensimmaisen asteen sukulainen rinta-tai munasarjasyévan kanssa. Arvo
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laski 7,9%:n naisilla, joilla ei ollut ensimmaisen asteen sukulaista, joilla olisi ollut rinta-

tai munasarjasyopa.

Zhang, Royer ym. tutkimuksesta selvisi, etta naisilla, joilla on invasiininen munasarja-
syopa, on BRCAL- ja BRCA2-geenin mutaatiot yleisia. Suositeltavaa olisi, etta kaikilla

joilla on diagnosoitu kyseinen sairaus, tulisi kdyda geenitesteilla.
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3 OPINNAYTETYON TARKOITUS, TAVOITTEET JA
TEHTAVAT

Taman opinnaytetyon tarkoitus on selvittdd, soveltuvatko tuorekudosnaytteet MLPA-
analyysiin, silla tuorekudosnaytteet mahdollistavat laadukkaan kasvaingenomin analyy-
sin. Tutkimusaineistona kaytetdaan Laaketieteellisen genetiikan laboratorion naytemate-
riaalista 45 valmiiksi DNA-eristettyd potilasnaytetta ja kontrolleina toimivat standardin-
mukaiset kontrollit, naytteista valitut sisdiset kontrollit ja patologian osastolta saatu tuo-
rekudosnayte suolen epiteelista, jonka kopioluku on normaali. Kaikki naytteet ja kontrollit
ovat DNA-eristetty samalla menetelmalla, koska ne ovat silloin vertailukelpoisia keske-
naan. Ajojen tuloksia verrataan aiempiin NGS-menetelmalla saatuihin tuloksiin. Jos tu-
lokset todetaan kelvollisiksi, menetelma validoidaan laboratorion kayttéon.

Taman opinnaytetydn tavoitteena on tukea muita tutkimusmenetelmia munasarja- ja rin-
tasybpéageenien havainnoimisessa ja laajentaa Laaketieteellisen genetiikan laboratorion
tutkimusvalikoimaa ja parantaa potilaan hoidon tasoa.

Tama opinnaytetyt on luonteeltaan kvantitatiivinen, eli maarallinen tutkimus. Maaréllinen
tutkimus on numeerisiin arvoihin perustuvaa ilmién selittdmistd, kuvaamista ja tulkitse-
mista (Jyvaskylan yliopisto, 2017). Opinnaytetyossa kasitellaan kahden eri menetelman

tuloksia vertailemalla tuloksista saatuihin numeerisiin arvoihin.

Taman opinnaytetyon tutkimuskysymyksena on Ovatko tuorekudosnaytteet soveltuvia

analysoitavaksi MLPA-menetelmalla?
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4 OPINNAYTETYON KAYTANNON KULKU JA
TOTEUTUS

Opinnaytetydn aihe saatiin Tyksin Laéketieteellisen genetiikan laboratorion osastolta
syksylla 2018. Opinnaytetytn suunnitelma aloitettiin 2019 vuoden alussa. Opinnaytetyén
teoreettinen osuus kerataan kriittisesti arvioiden internetista seka Laaketieteellisen ge-
netiikan laboratorion osaston tydohjeista ja -materiaalista. Opinnaytetyon aikataulu koh-
distuu vuoteen 2019 syksyyn asti. Syventavan harjoittelujakson aikana naytteet kerataan
kokoon ja laimennetaan oikeaan konsentraatiopitoisuuteen ja MLPA-analysoidaan. Tut-
kimustulokset saadaan viimeistaan 2019 elokuun aikana. Lopullisen opinnaytetydn luo-
vutus tapahtuisi syksylla 2019.

Opinnaytetyd on osa Tyoelamayhteistydn ja opetuksen kehittdminen bioanalyytikkokou-
lutuksessa (TurkuCRC T163/2017) -hanketta.

Tutkimus suoritetaan tydohjetta (SOP DNA-124) seuraamalla. Pipetointia harjoitellaan
aluksi muun muassa Biohit:n 0,2-10ul —sadhkopipettia kayttaen, ennen virallista MLPA-

analyysin aloittamista potilasnaytteiden tulosten luotettavuuden parantamiseksi.

4.1 Tutkimusaineistot

Ensin kaikki sairaalageneetikon valitsemat jo valmiiksi DNA-eristetyt potilasnaytteet ke-
ratdan ja tehd&ddn mahdolliset konsentraatiolaimennokset, silla reaktiossa kaytetaan
konsentraatiopitoisuudeltaan 50ng/ul olevia naytteitd. Naytteet on keratty vuodelta 2018,
ja jotka ovat saapuneet Laaketieteellisen genetiikan laboratorioon eri puolilta Suomea.
Potilaiden anonymiteetin sdilyttdmiseksi tdssa opinnaytetytssa potilasnaytteet on ni-
metty eri tavalla, juoksevalla numerolla, kuin Ladketieteelliselld genetiikan laboratorion
osastolla olisi tapana. Kaikki ndytteet on DNA-eristetty fenoli-kloroformimuutoseristyk-

sella.
4.2 Laitteet ja tilat
Tutkimus suoritettiin Turun yliopistollisen keskussairaalan La&ketieteellisen genetiikan

laboratorion tiloissa. Muun muassa PCR-kontaminaation valttamiseksi PCR-reaktiota
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edeltavat vaiheet tehtiin DNA-laboratorion puhdastila PRE-PCR -huoneessa, josta siir-
ryttiin hybridisaation ja seuraavana paivana tapahtuvan ligaatio-ohjelman jalkeen PCR-
huoneeseen. PCR-ohjelman jalkeen naytteet ajettiin sekvensaattorilla, Applied Biosys-
tems:n 3500XLDX —laitteella POST-PCR huoneessa.

4.3 OpinnaytetyOn eettiset l&htokohdat

Tutkimustytssa tulee noudattaa rehellisyytta, yleistd huolellisuutta ja tarkkuutta tutki-
mustydssa seka tulosten tallentamisessa ja esittamisessa (Tutkimuseettinen neuvotte-
lukunta, 2017). Opinnaytetydnprosessin aikana noudatetaan hyvaa eettista kaytantoa ja
teoriapohja luodaan plagioimatta muiden teoksia, néin kunnioittaen toisten tutkijoiden
tyoté ja saavutuksia. Lahteet merkitaan oikein. Tiedonhaussa pyritdan I6ytamaan mah-
dollisimman luotettavaa tutkimustietoa muun muassa MLPA-analyysista. Potilasnaytteet
ovat valmiiksi sairaalageneetikon puolesta valikoituja 45 kappaletta, valmiiksi tutkittuja ja
DNA-eristettyja naytteitd vuodelta 2018. Potilaiden naytenumerot koodataan anonyy-
miseksi juoksevalla numerolla lomakkeista ja tutkimustuloksista, jottei potilaiden henki-
[Bllisyytta pysty jaljittamaan
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5 MLPA-TUTKIMUSTEN SUORITUS

MLPA-tutkimukset suoritettiin Laadketieteellisen Genetiikan tydohjetta SOP DNA-124
kayttaen. Normaalin suolen epiteelindytteen kontrollin ja kahden kopiolukumuutos stan-
dardinaytteen lisaksi yhteensa 46kpl fenoli-kloroformilla eristettyd DNA-naytetta laimen-

nettiin konsentraatioon 50ng/ul. Laskukaava 50ng/ul:n DNA-laimennoksille oli

50/ X ng/ul x 50 ng = X pl,

jossa X ng/ul on naytteen aiemmin mitattu konsentraatio, ja tuloksena saatu X pl on tar-

vittava maara DNA:ta mikrolitroissa.
Esimerkki 1 pyoristettyna.
50/975ng/ul x 50ng = 2,6yl , 2,6pl + 47,4l = 50l

Osalla naytteista konsentraatio oli niin suuri, etta jouduttiin lisddmaan laboratoriovetta

niin, ettd DNA:n maara kuitenkin ylittyi yli 1pl.
Esimerkki 2.
50/4365ng/ul x 100ng = 1,21l , 1,1l + 98,9ul = 100pl

Ajot koostuivat 8 osasta, joissa 4:ss& ensimmaisessa koettimet kohdistuivat BRCA
1:seen ja lopuissa ajoissa BRCA 2:seen. 6/8 ajosta koostui 24 naytemaarasta, josta
kolme ensimmaista olivat fenoli-kloroformilla eristettyja kontrolleja, joiden jalkeen oli nor-
maali suoli epiteeli-kontrolli ja ajon viimeisend naytteené toimi vesikontrolli dH20 (Liite
1). Osa naytteista toimivat sek& ajon sisdisené kontrolleina, ettd ajon ulkoisena kontrol-
leina muissa ajoissa, minka tarkoituksena oli tuoda esiin mahdolliset kontaminaatiot ja
pipetointivirheet ja varmistaa tulosten paikkansapitavyys. Ajoista 2/8 koostuivat BRCA1
& BRCAZ2 sarjalaimennoksista, joiden tarkoitus oli selvittaa, jos tai kun potilaalla on il-
mennyt mutaatio, kuinka pienelld prosenttiosuudella se voidaan 10ytdd. Naytetyypit
naissa ajoissa olivat Coriell:sta tilatut referenssinaytteet, jotka oli eristetty ja konsentraa-

tio oli tiedossa, ja normaalin suolen epiteelista eristettya DNA:ta.

Jokaisesta ajosta tehtiin erillinen tytlista Laaketieteellisen genetiikan laboratorion val-
miille pohjalle (Liite 2), johon kirjattiin ajojen paivamaarat, kontrollit, potilasnaytteet, ve-

sikontrolli ja niihin tarvittavat reagenssien maarat.
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DNA-laimennokset tehtiin samalla viikolla kuin ajo ajettiin, jolloin valtyttiin mahdollinen
naytteen haihtuminen Eppendorf-putkessa ja laadun heikentyminen. Kaikki DNA-laimen-
nokset sdilytettiin jadkaapissa, ja fenoli-kloroformi -kontrollit pakkasessa. Nayteputkien
sijasta kaytettiin 96-kanavaista/kaivoa PCR Platea, johon ympyrdimalla merkittiin poti-

lasnaytteiden ja kontrollien paikat.

Denaturaatio-ohjelma kaynnistettiin Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler — lait-
teessa. Laitteen kuumentuessa pipetoitiin 5 pl potilasnaytteitd ja kontrollit PCR Platelle.
Pipetoinnin jalkeen PCR Platen padlle laitettiin tiiviste, ja naytteet sentrifugointiin PCR
Platen pohjalle, jottei naytteet laitteen kuumentuessa haihdu tai siirry toiseen nayttee-

seen ja kontaminoidu. Plate siirrettiin laitteeseen ja aloitettiin denaturaatio-ohjelma.

Lampétila °C Kesto
Denaturaatio 98| 5 min
ohjelma 25 oo

Viiden minuutin kestéavan denaturaatio-ohjelman aikana valmistettiin Salsa-koettimista
koostuva hybridisaatioliuos Eppendorf-putkeen. Aluksi vortexoitiin SALSA MLPA buffer
ja pipetoitiin putkeen. SALSA Probe mix lisattdesséa reagenssia sekoitettiin pipetoinnin
yhteydessa ja lisattaesséa SALSA MLPA bufferiin.

HYBR. REAGENSSI

SALSA Probe mix 1,5ul
SALSA MLPA buffer 1,5ul
yhteensa 3ul

Denaturaatio-ohjelman jélkeen laitteen kansi avattiin ja naytteiden p&aaélle lisattiin 3 pl
hybridisaatioliuosta pipetoimalla kayttden huuhtelumenetelmaa. Pipetoinnin jalkeen
PCR Plate laitettiin takaisin laitteeseen ja valittin MLPA-Hybridisaatio -ohjelma, jossa

naytteet jaivat yon yli inkuboitumaan, ja tyota jatkettiin seuraavana paivana.

Lampétila °C Kesto
Hybridisaatio 95( 1 min
ohjelma 60( 16-20h
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Ligaatio-ohjelmaa varten valmistettiin reagensseista ligaatioseos erilliselle Eppendorf-
putkeen ty0ohjeiden mukaisesti. Ensimmaikseksi pipetoitiin dH,O ja hyvin vorteksoidut
ja sekoitetut Ligase-65 buffer A & B. ja vorteksoitiin ja spinnattiin hyvin. Lopuksi lisattiin
kylméssa pidettava Ligase-65 pipetilla huuhtelemalla. Taméan jalkeen seos sekoitettiin

hyvin ja spinnattiin ennen kayttoa.

Ligase-65 buffer A 3ul
Ligase-65 buffer B 3ul
deO 25u|
Ligase-65 1ul
yhteensa 32ul

PCR Plate pidettiin laitteessa ohjelman vaihtumisen aikana. Kun laitteen lampdtila laski
aikaisemman hybridisaatio-ohjelman lampdtila 60°C:sta 54°C:en, ligaatio-ohjelma pysay-
tettiin ja lisattiin 32l ligaatioseosta pipetoimalla naytekuoppiin, sekoittaen ja samalla valt-
taen ilmakuplia. Laite antaa tyon suorittamiselle 10 minuuttia ennen ohjelman jatkamista,

joten pipetointi piti suorittaa nopeasti, jolloin lisdksi valtyttiin naytteiden haihtuminen.

Lampétila °C Kesto

Ligaatio 54( 15 min
ohjelma 98 5 min
20| Pause

Pipetoinnin jalkeen painettiin Resume, jolloin ohjelma jatkettiin loppuun asti, jonka ai-

kana valmisettiin PCR-reagenssiseos.

PCR REAGENSSI

dH,0 7,5ul
MLPA-Primemix 2ul
SALSA Polymerase 0,5ul
yhteensa 10pl

Ohjelman loputtua PCR Plate otettiin pois 2720 Thermal Cycler -laitteesta ja lisattiin 10
ul PCR-seosta naytteisiin pipetoimalla edestakaisin. Taméan jalkeen naytteet vietiin pois

puhdastilahuoneesta laboratorion PCR-huoneeseen ja kytkettiin PCR laite 2720 Thermal

Cycler paalle.
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PCR-ohjelma Lampétila °C Kesto | Toisto
1. Denaturaatio 95| 30s
2. Annealing 60 30s 1.-3.x35
3. Ekstensio 72| 60s
4. Loppuelongaatio 72| 20 min
5. Hold 15 oo

PCR-ohjelman jalkeen siirryttiin PCR-huoneesta POST-PCR huoneeseen, jossa tehtiin
ajon viimeinen vaihe AB 3500xL Dx Genetic Analyzer -laiteella. Naytteet tulisi ajaa 48
tunnin kuluessa PCR:sté, ja parhaat tulokset saadaan, kun naytteet ajetaan heti PCR:n
jalkeen. Naytteita pipetoitiin PCR Platesta uudelle puhtaalle PCR Platelle 1pl, ja lisattiin
kokostandardista (LIZ 500 Genescan, Applied Biosystems) ja Hi-Di-formamidista (Ap-
plied Biosystems) koostuvaa seosta. Kutakin naytettd kohti tulee 0,1ul LIZ-500:a ja
13,9ul Hi-Di-formamidia. AB-sekvensaattori on 24-kapillaarinen, jolloin loppuihin kuop-
piin taytettiin Hi-Di-formamidilla levyn tasapainottaamiseksi, jos siihen on tarvetta. Plate
siirrettiin GeneAmp 9700-koneeseen seitseman minuutin kestavaan denaturointi-ohjel-
maan. Ohjelman aikana naytelista syotettiin AB 3500xL Dx Genetic Analycer -laitteen
paatteelle ohjeiden mukaisesti. Denaturointi-ohjelman loputtua Plate sy6tettiin sekven-
saattoriin, jolla PCR-reaktiossa tuotetut monistustuotteet erotetaan kapillaarielektrofo-
reesilla. Ohjelman valmistuttua sekvensaattori l[ahettéé tulokset suoraan sairaalagenee-

tikkojen analysoitavaksi.

A.I04.BRCA1. /1 2 3 4 5 6 v 8 9 10 11 A

) L0000 0000000O0
e ‘- - eeee e e e
=t |- - - *®ees e
10 [dH;0 EQ O O OO OO OO0 O O
O Lo b, | FO OO O0O0O0O0O0O000O0
vuoksi ennen AB-ajoa HONONONONONONOHONOHNONONS
&ooooooooooocy

BRCA1 AJO 4 hahmotettuna PCR PLATELLE véarikoodein

Kuva 3. BRCA1 AJO4 hahmotettuna PCR Platelle varikoodein.
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6 TUTKIMUSTULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU

Teoriatieto viittaa tuorekudosnaytteiden olevan sopiva MLPA-menetelmalle.

Tulosten laatuun vaikuttaavia tekij6éitd ovat muun muassa naytteeseen kaytetty eristys-
menetelma, naytteen DNA-laatu ja puhtaus, kontrollindytteiden laatu, pipetointitarkkuus
ja mahdolliset kontaminaatiot (MRC Holland, 2017) ja DNA:n laadun heikentyminen
(Stuppia ym. 2012).

Tahan opinnaytetydn MLPA-tutkimukseen valittiin sellaiset naytteet, joissa aikaisempi
NGS-mentelmalla saatujen tuloksien analyysi oli jaédnyt normaaliksi, toisin sanoen piste-
mutaatiota ei todettu. Tulokset oli tulkittu vastaavalla lausunnolla: Sekvenssianalyysissa
potilaan kasvainnaytteesta ei ollut osoitettavissa patogeenisia variantteja BRCAL- ja
BRCAZ2-geenien alueella. Valitut naytteet siis lahtOkohtaisesti ovat sellaisia, etta niista

voisi l6ytya kopiolukumuutos.

6.1 MLPA

Ajojen aikana Applied Biosystems 3500xL Dx Genetic Analycer -sekvensaattori luo sek-
vensoiduista naytteistd raakadatan, joka haettiin verkon kautta koneella, ja tulokset tul-

kittiin GeneMarker-ohjelmalla kayttaen Laéketieteellisen genetiikan tydohjetta.

Tulosten analysointi aloitettiin valitsemalla kokostandardi tutkitun geenin mukaan. Kun
joko BRCAL1 tai BRCA2 -kokostandardi maaritettiin, valittiin sininen ja oranssi vari kuvas-
tamaan piikkeja. Sininen vari kuvastaa naytteen leimattuja fragmentteja ja oranssi vari
PCR-primermixissa sisaltavaa fluerisoivaa variainetta koettimen monistustuotteen visu-
alisoimiseksi (Premier Biosoft, 2019). Koko analysoinnin aikana k&ytettiin vain naita
kahta varia. Seuraavaksi tarkastettiin raakadatan piikkien korkeuksia. Piikkien korkeu-
den pitaisi olla vahintddn n. 2500 intensiteettiyksikk6a (Intensity Fluorescence Units).
Kun piikkien korkeudet maaritettiin olevan oikean kokoisia, katsottiin vesikontrolli silméa-
maaraisesti. Jos tulostaulukosta ei ilmentynyt ylimaaraisia fragmentteja vesikontrollin
kohdalla, poistettiin vesikontrolli. Poistettua vesikontrollia ei kaytetty synteettisen kont-
rollin laskelmissa, eika sitéd nakynyt tulosraportissa. Tehtiin Auto Pull-up Removal, jonka

tarkoituksena on poistaa mahdolliset leimojen spektreista vuotaneet ylimaaraiset taustat
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pois, mikd muuten nostaisi vaaria piikkeja. Lisaksi vahennettiin taustan maaraa Baseline

Substraction:lla, silla liilan korkea tausta hairitsee piikkien pinta-alojen maarityksessa.

Ylim&araisen taustan vahentamisen jalkeen ohjelmalla tehtiin sek& Size Calling ja nor-
malisaatio, jossa ohjelma normalisoi ja siistii dataa. MLPA-analyysissa suositellaan "Po-
pulation normalization” -normalisaatiota. Tassa eri kokoisten fragmenttien signaali inten-

siteetin erot tasoittuvat.

Esikasittelyn jalkeen tarkistettiin kokostandardien piikit jokaisen naytteen kohdalta; ko-
kostandardi pitdisi vastata niitd fragmenttien kokoja, mita siind tiedetaan olevan ko-
kostandardia valittaessa. N&in voidaan olla varmoja, ettd naytteissa olevat fragmentit
ovat sen kokoisia, kuin ne oikeasti ovat. Kokostandardilla verrattiin naytteistd saatuja
fragmenttikokoja, muodostaen lineaarisen kuvaajan. Mikali lukuarvo naytteen kohdalla
on yli 90, kokostandardi on ok. Jos lukuavo on pieni, eli arvo laskee alle 90, naytteen
kontrollipiikit ja ohjelmalle kerrotun markkerin oletetut piikit eivat tismaa, jolloin markkeri
on vaara (SOP-DNA-65).
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Kuva 4 Kokostandarditaulukko BRCA1 AJO 4:sta
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Seuraavaksi tehtiin paneeli, jossa maaritetaan geenialueiden ja kontrollialueiden pikkien
sijainnit ja niiden nimet. Paneelia tehdessa valittiin joko BRCAL tai BRCA2 koetinseosta
kuvaava paneeli. Kun paneeli oli tehty, analysoitiin data uudestaan, jolloin muodostui

raportti: lista naytteista ja paneelissa maaritellyista fragmenteista.

6.1.1 Synteettinen kontrollinayte

Genemarker antaa kayttajalle mahdollisuuden luoda synteettinen kontrollinayte, jota voi-
daan kayttaa kontrollina/vertailunaytteenad. Tama nayte lasketaan kaikkien valittujen nay-
tetiedostojen mediaaniksi. (Genemarker, 2016) Ohjelma ehdottaa oletuksena kaikkia
ajossa olevia naytteita synteettiseen kontrolliin, analysoinnin aikana valittiin kuitenkin
kolme fenolikontrollia synteettiseksi kontrolliksi. Synteettiselld kontrollilla voidaan vahen-
taa vaaria poikkeavia tuloksia, joita valilla tulee vain yhta kontrollia kayttettaessa (SOP
DNA-65).

Kopioluvun normalisoitu arvo on 1. Tall6in geenissa ei ole havaittavissa kopiolukumuu-
tosta. Tuloksen normalisoitu arvo, joka jaa alle 0,7 tarkoittaa heterotsygoottista delee-
tiota. Jos suhdeluku on noin yli 1,3, kyseessa on heterotsygoottinen duplikaatio. (MRC
Holland, 2017.)

Kun analyoinnin esikasittelyt ja synteettiset kontrollinaytteet oli valittu, tarkistettiin ja ver-
tailtiin jokaisessa ajossa olevan normaalin suolen epiteelista saatuja tuloksia. Kaikissa
ajoissa normaalin suolen epiteeli -tulossarja oli onnistunut hyvin, silla jokaisessa tulok-
sissa oli normalisoitu kopiolukuarvo, mika piti ollakin. Tulosten tulkinnan aikana tarkistet-
tiin myos ajojen sisdisten-, ettd ulkoisten kontrollien mahdolliset eroavaisuudet virheel-
listen pipetointitarkkuuden poissulkemiseksi. Suuria eroavaisuuksia ei naiden valilta

myoskaan I6ytynyt, jolloin tuloksiin pystyttiin luottamaan.

MLPA-tulokset on esitetty seuraavassa taulukossa (Taulukko 1). Taulukon ensimmai-
sessd sarakkeessa on ilmoitettu ndytenumero, toisessa ja kolmannessa BRCA1 ja
BRCAZ2 -ajojen tulokset. Viimeisessa sarakkeessa on aikeisemmin ilmoitettu tuumoripro-
sentti. Naytteestd saatu tutkimustulos on ilmoitettu joko normaali, poikkeama tai poik-
keama on ilmoitettu tarkemmin. Taulukossa siséiset ja ulkoiset kontrollit ovat vaarikoo-

dattuna samalla varilla kuin MLPA-ajolistassa (Liite 1).
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NAYTE BRCA1 BRCA2 TUUMORIPROSENTTI
Normaali Normaali 100 %
Normaali Normaali 100 %
MLPA-2 Normaali Normaali 90 %
MLPA-3 Poikkeama Normaali 70 %
MLPA-3 Poikkeama Normaali 70 %
MLPA-4 POIK. Eksoni 20-24 duplik| POIK. Osittain duplik. 30%
MLPA-5 Normaali Normaali 80 %
POIK. Eksoni 17 del. Poikkeama 50 %
POIK. Eksoni 17 del. Poikkeama 50 %
MLPA-7 POIK. Eksoni 16 del. Normaali 50 %
MLPA-8 Normaali Normaali 60 %
POIK. Eksoni 10 del. Poikkeama ? 60 %
POIK. Eksoni 10 del. Poikkeama ? 60 %
MLPA-10 Normaali Normaali 50 %
MLPA-11 Normaali Normaali 60 %
MLPA-12 Normaali Normaali 80 %
Normaali Normaali 30 %
Normaali Normaali 30%
MLPA-14 Normaali Normaali 30%
MLPA-15 Normaali Normaali 30 %
MLPA-18 Normaali Normaali 30 %
MLPA-19 Normaali Normaali 60 %
MLPA-19 Normaali Normaali 60 %
MLPA-20 Epéaselva poikkeama Normaali 40 %
MLPA-20 Epdselva poikkeama Normaali 40 %
Normaali Normaali 80 %
Normaali Normaali 80 %
Poikkeama Poikkeama 50 %
Poikkeama Poikkeama 50 %
MLPA-25 Normaali Normaali 70 %
MLPA-26 Normaali Normaali 35%
MLPA-27 Normaali Normaali 35%
MLPA-28 Poikkeama Poikkeama 60 %
MLPA-29 Normaali Normaali 60 %
MLPA-30 Normaali Normaali 100 %
MLPA-31 Normaali Normaali 30 %
MLPA-31 Normaali Normaali 30%
MLPA-32 Normaali Normaali 25 %
MLPA-34 Normaali 50 %
MLPA-35 Normaali Normaali 40 %
MLPA-37 Poikkeama Poikkeama 90 %
MLPA-39 Normaali Normaali 30 %
MLPA-40 Normaali Normaali 30 %
MLPA-41 Normaali Normaali 60 %
MLPA-42 Kaottinen poik. Normaali 60 %
MLPA-43 Normaali Normaali 90 %
MLPA-43 Normaali Normaali 90 %
MLPA-44 Epdselva poikkeama Epdselva poikkeama 30%
MLPA-45 Normaali Duplikaatio 90 %
MLPA-46 Poikkeama Poikkeama 60 %
MLPA-47 Normaali Normaali 25%
Normaali Normaali 45 %
Normaali Normaali 45 %
MLPA-49 Normaali Normaali 75 %
MLPA-50 Normaali Normaali 90 %
MLPA-51 Normaali Normaali 40 %
MLPA-52 Normaali Normaali 40 %

Taulukko 1. MLPA-tuloslista ja tuumoriprosentit
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Lahes jokaisesta, tassa tutkimuksessa lapikdynneesta 45:sta naytteesta saatiin tutki-
mustulos. Naytteistda MLPA-34 oli ainoa, joka oli epaonnistunut, mika havaittin muun

muassa alemman kuvaajan pisteiden lineaarisesti laskeutumisella.
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Kuva 5. MLPA-34, epéonnistunut nayte.

Tuloksista osalla poikkeamat ja kopiolukumuutokset oli hankala maarittdd, mika hanka-
loitti kokonaiskuvan analysointia. Tulosten prosentuaaliset arvot on laskettu 52 naytteen
tuloksista, johon siséltyi myds ajojen siséiset, ettd ulkoiset kontrollit. Naytteiden koko-
naismaarasté noin 73,1 prosentilla tulos oli normaali. 34,6 prosenttia 52 naytteesta ilmeni
jumman kumman geenin kopiolukumuutoksia. Enemman kopiolukumuutoksia esiintyi
BRCA1-geenissa (32,7%), kuin BRCA2:lla (23,1%), mik& oli todenndkdisempé&a viitaten
aikaisempaan tutkimukseen. Molemmissa, seka BRCAL1-, ettd BRCA2-geenin kopiolu-
kumuutoksia esiintyi 21,2 prosentilla potilaista. Molempien geenipoikkeamien esiintyvyys
naytteessa tarkoittaa todennakdisemmin tuumorin kaoottisesta tilanteesta, mita ei pys-

tytd MLPA-tutkimuksella tarkoin maarittamaan.

Ajoissa 4. ja 8., joissa maariteltin BRCA1:n ja BRCA2:n prosentuaalista kopiolukumuu-
toksen esiintyvyytta sarjalaimentamalla Coriell:sta tilattuja referenssinaytteita, joissa on
selked poikkeavuus, normaalin suolen epiteeli -ndytteen kanssa. Poikkeavan naytteen
kopiolukumuutos esiintyi heikosti jo ensimmaisen laimennoksen kohdalla, mik& voi joh-
tua muun muassa normaalin suolen epiteeli —naytteestd, joka mahdollisesti peittéda refe-
renssinaytteestad tulevan kopiolukumuutoksen. Lisdksi somaattisten syOpétapausten
kohdalla MLPA:lla on hankala havaita poikkeavuuksia, joissa muutoksia kantavista so-

luista osuus on pieni (<25%) (Stuppia, 2012).
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Osassa naytteista saatiin siis tulos, joka viittaisi kopiolukumuutokseen kyseisessa nayt-
teessa. Kuitenkin naytteiden tausta, muun muassa subjektiivisesti maaritelty tuumorpro-
sentti, epatasapainottaa tulosta, eika voida olla asiasta taysin varmoja ilman toisen tut-
kimusmenetelman varmistusta. Liian alhainen tuumoriprosentti voi myos kertoa normaa-
likudoksen runsaudesta tuorekudosnaytteessa, mika voi peittaa tuumorista tulevan ko-
piolukumuutoksen. Sarjalaimennosten tulokset vahvistivat tuumoriprosentin merkityk-
sen. BRCAZ2 tuloksissa suurimmalla osalla BRCA2 ex 3 kohdassa I6ytyi poikkeavuutta.
Tama voi muun muassa viitata siihen, ettéa jossain kontrollindyteessa kyseisen eksonin
arvo on poikkeava, jolloin se heijastuu lahes kaikkiin naytteisiin. BRCA2 ex 3 -poik-
keavuus jatettiin siksi huomioimatta tulosten analysoidessa, jos se oli ainoa poik-
keavuus. Tall6in nayte oli tuloksena normaali. MLPA-23 nayte on my6s aikasemmin tut-
kittu muualla laboratoriossa, josta on myés ilmennyt kopiolukumuutoksia. T&mé&n nayt-

teen osalta siis tulokset ovat yhtapitavat.
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Kuva 6. BRCA1 AJO1 MLPA-13, normaali nayte.
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Probe Name |Bn Sze _|Heignt Rato
14q11 4978 1.325
15921 2585 0320
17q21 4345 1191
18q21 3811 1.092
q4 1,165
0.981
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Kuva 7. BRCA2 AJO5 MLPA-6, poikkeava nayte.

Molemmissa (kuvat 4 ja 5) on numeerinen tulostaulukkon oikealla ja tulokset kuvaajaan
havainnollistettuna alhaalla vasemmalla. Ylempi kuvaaja, elektroferogrammi, kuvaa AB
3500xL Dx Genetic Analyzer -sekvensaattorissa tapahtuneen fragmenttien erottelu ka-
pillaarielektroforeesin avulla, mika kuvaajassa ilmenee piikkeind. Alemmassa kuvaa-
jassa on hahmoteltu numeerisen tulostaulukon tulokset. Numeerisen tulostaulukon en-
simmaisessa sarakkeessa (Probe Name) on ilmoitettu tutkittavan alueen nimi, toisessa
koko ja kolmannessa tulos. BRCA1-koetinseoksessa sisaltaa tutkittavia alueita yhteensa
53, BRCAZ2:lla 56 tutkittavaa aluetta. Alemmassa kuvaajassa kontrollit on merkitty sini-
selld, normaalit tulokset vihredlla ja epanormaalit tulokset, jotka eivat ole 0,7-1,3 arvon
valilla, punaisella. Kun vihre&t merkit pysyvat rajatulla viitealueella £1, tulos on silloin
normaali. Optimaalisinta olisi, jos merkit olisivat kuvaajassa samalla viivalla. Taulukossa
poikkeavat arvot ndkyvéat tummennettuna. Taman opinnaytetyon tutkimustuloksissa Y-
kromosomi on poikkeuksetta aina tummennettuna, silla tutkittavat naytteet ovat naispuo-
leisia, jolloin Y-kromosomia ei pystyta syystd havaitsemaan naytteestd. Naytteessa
(kuva 5), jossa poikkeama havaitaan deleetiona, arvo on laskenut alle 0,7 ja nakyy ku-

vaajassa punaisena ja taulukossa tummennettuna.
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Kuvan 4 seka numeerisista, etta kuvaajan tuloksista pystytaan paattelemaan, ettei nayt-
teesta l6ytynyt BRCALl-geenin deletiota tai duplikaatiota, vaan kopioluku on normaali, eli

noin 1 arvon paikkeilla.

6.2 Lopputulos

Taman opinnaytetyon tutkimuskysymyksena on Ovatko tuorekudosnaytteet soveltuvia
analysoitavaksi MLPA-menetelmalla? Tutkimustuloksista kay ilmi, etta fenolikloroformilla
eristetyt tuorekudosnaytteet teknisesti soveltuvat MLPA-menetelmééan. Saatu positiivi-
nen MLPA-tulos on kuitenkin aina varmistettava muulla menetelmélla (MRC Holland,
2017). Nain ei ole mahdollista, etta MLPA:lla yksindan pystyttaisiin vastaamaan sy6pa-
diagnostiikasta. Ladketieteellisen genetiikan osastolla MLPA:ta kdytetddn muun muassa
akuuttisen lymfaattisen leukemian sydpadiagnostiikassa, minka tulokset varmistetaan

kromosomi-tutkimuksella.

Sybdpakudosnaytteiden tulkinnassa hankaloittaa se, etta ei tiedeta tarkalleen, mita syo-
pakudoksessa eksaktisti ilmentyy, varsinkin kun tuorekudosnéytteessa mahdollinen tuu-
moriprosentti on vaihteleva. Osalla tuloksissa I6ytyy mahdollisia kopiolukumuutoksia,
mutta muutosten tarkempi mekanismi ja laajuus ei pystyté talla menetelmalla taysin sel-
vittdmaan. Menetelma olisi mahdollista ottaa kayttoon sydpadiagnostiikkaa sovelletta-
essa, jos olisi toinen menetelma rinnalla, milla saataisiin varmistettua MLPA:lla saadut
tulokset. Tallainen vaihtoehtoinen menetelma olisi esimerkiksi ARRAY-menetelma, jota
talla hetkelld ei ole viela mahdollista ottaa kayttoon Ladketieteellisen genetiikan osas-
tolla. Aiemmin tutkitulla NGS-menetelméalla ei pystyté varsinaisesti rinnakkaisvarmista-
maan MLPA:n tuloksia, silla NGS:lla ei pystyta somaattisesta kudoksesta lIoytdmaan ko-

piolukumuutosta.
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7 POHDINTA

MLPA ja Next Generation Sequencing ovat molemmat toimivia menetelmia BRCAL- ja
BRCAZ2-geenien maarityksessa tuorekudosnaytteesta. Molemmissa menetelmissa on
kuitenkin hyvat ja huonot puolensa. MLPA on erittéin herkka epapuhtauksille, mika ko-

rostaa erityisen varovaisuuden menetelmaa suorittaessa.

Opinnaytety® kehitti bioanalytiikkakoulutuksessa opittuja tietotaitoja molekyyligeneettis-
ten menetelmien suhteen. Opinnaytetydn teoriatiedon prosessoinnin aikana oppi sovel-
tamaan aikaisempia tutkimuksia ja ymmartamaéan paremmin kahden tutkimuksen mene-
telmavertailua. Haasteena opinnaytetyon laboratorio-osuudessa oli aluksi tutkimuksen
kaytanndn osuuden tuntemattomuus. Tutkimuksen laboratoriotyéskentely tapahtui koko-
naisvaltaisuudessaan yksin, mika kehitti kykya hallita isompikin laboratorioprosessi itse-
naisesti. Opinnaytetyon tekija sai projektin aikana opetella kayttdmaan raakadatan ana-
lysointia varten kaytettyd Genemarker-ohjelmaa geneetikon opastamana, milla varmis-
tettiin, ettéa opinnaytetyon tekija saa parhaan mahdollisen kokonaisvaltaisen kasityksen
MLPA-tutkimuksesta, ja nain ymmartaa menetelmaa ja analysointia paremmin. Vaikka
MLPA-menetelma ei viela otettu laboratorion kayttéon, tyén tekeminen oli mielenkiin-

toista ja antoi arvokasta, varmempaa kokemusta DNA-laboratoriotydskentelysta.

7.1 Tutkimuksen luotettavuus

Teoriatieto pyrittiin rajaamaan mahdollisimman tuoreeseen tutkimusaineistoon, milla py-
rittiin palvelemaan taman opinnaytetyén ajankohtaisuutta. Tutkimus- ja teoria-aineisto oli
suurimmaksi osaksi englanninkielistd. Tutkimusten aikana kaytettiin MLPA-lasku ja ty6-
lomaketta, jonne Kirjattiin kaytettyjen reagenssien maarat ja lotit ja yleisesti, mita kysei-
send laboratoriopaivana oli tehty. Tutkimukset suoritettiin jokaisena kertana tydohjeiden
mukaisesti, aseptista tyojarjestelyd huomioiden. Pipetointitekniikkaa harjoitettiin ensin
ennen varsinaista pipetointia mahdollisten pipetointivirheiden valttamiseksi. Pipetoinnit
tehtiin suurimmaksi osaksi Laaketieteellisen Genomiikan DNA-laboratorion PRE-PCR
kontaminaatioiden valttamiseksi. Puhdas laboratoriotakki ja kertakayttokasineet edisti-
vat aseptista tydskentelya tyévaiheiden aikana. Ajojen valiset mahdolliset eroavaisuudet
muun muassa normaali suoli epiteeli-naytteen, ajojen sisaisten ja ajojen valisten kontrol-

lien tuloksista pystyi havaitsemaan mahdolliset pipetointivirheet.
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7.2 Tutkimuksen eettisyys

Tutkimusty®ssa tulee noudattaa rehellisyytta, yleista huolellisuutta ja tarkuutta tutkimus-
tydsa, tulosten tallentamisessa ja esittamisessa seka tutkimusten ja niiden tulosten arvi-
oinnissa (Tutkimuseettinen neuvottelukunta, 2017). Kunnioittaen toisten tutkijoiden
tyota, opinnaytetyon teoriapohja kirjoitettiin plagioimatta muiden tuotantoa ja merkitse-
malla lahteet oikein. Tietoa haettaessa yritettiin 16ytaa mahdollisimman paljon luotetta-
vaa, tarkkaa ja uutta tutkimustietoa MLPA:sta. Menetelmén heikkouksia ja vahvuuksia

tarkasteltiin muidenkin kuin valmistajan nakokulmasta.

Naytteet on keratty geneetikon ohjaamana, ja naytteet ovat vuodelta 2018 ja ne on tut-
kittu jo kertaalleen NGS-menetelmalla. Tutkimustuloksissa saatavat potilaan tunnistetie-
dot poistettiin ja koodattiin uudelleen anonyymiseksi tata opinnaytetyota varten, nain ol-
len tutkittavien henkilollisyytta ei pystyta jaljittdmaan. Opinnaytetyolle haettiin tutkimus-
lupa Turku CRC:Ita.

7.3 Jatkotutkimusaiheet

Mahdollisesti tulevaisuudessa Laéketieteellisen genetiikan laboratorion osastolla tata
opinnaytety6ta olisi mahdollisita jatkaa testaamalla samaiset potilasnaytteet ARRAY-me-

netelmall&, joka olisi mahdollinen vaihtoehto kopiolukumuutostutkimuksille.
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Reagenssitaulukko

REAGENSSIT

1. & 2. SALSA Probe mix
Sisaltaa jopa 60 erilaista MLPA-koetinta, jokainen kohdistaen tiettyyn DNA-sekvenssiin
(Synteettista oligonukleotideja, bakteeritonta oligonukleotidia, Tris.HCL, EDTA)
3. SALSA MLPA buffer
Sisaltaa antioksidantti ditiotreitolia (DTT), joka estaa rauta-ionien aiheuttaman
pidempien fragmenttien huonon monistumisen,
(KCI, Tris-HCI, EDTA, PEG-6000, DTT, oligonucleotides)
4. Ligase-65 buffer A
Mukana Ligase-65 kanssa, parantaen olosuhteita.
(Koentsyymi NAD (bakteeriperainen)
5. Ligase-65 buffer B
Mukana Ligase-65 kanssa, parantaen olosuhteita.
(Tris-HCI, MgCI2, ioniton "pesuaine")
6. Ligase-65 enzyme
Sitoutuu hybridisoituneeseen vasempan ja oikeaan koetinoligoon, katalysoiden naiden
kahden viliin kovalenttisen sidoksen. Jos koettimen ja sen kohteen valilla
ligaatiokohdassa ei ole yhta nukleotidia, entsyymi ei pysty ligatoitumaan oligoon.
(Glyseroli, EDTA, DTT, KClI, Tris-HCL,
ei-ioninen "pesuaine", Ligase-65 entsyymi (bakteeriperdinen)
7. PCR-primermix
Sisaltda dNTP:n, sekd eteen- ja taaksepdin suuntautuvan PCR-alukkeen.
Eteenpain suuntautuva PCR-aluke on flueresenssilla leimattu.
(Fluoresenssilla leimattu synteettiset oligonukleotidit (FAM/Cy5)
(dNTP:ta, Tris-HCL, KCI, EDTA, ioniton "pesuaine")
8. SALSA Polymerase
Voidaan kayttaa erinomaisena korvikkeena tag-polymeraasille
(Glyseroli, ioniton "pesuaine" EDTA, DTT, KCL, Tris-HCL,
polymeraasi entsyymi (bakteeriperainen)
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