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Molekyylipatologia on patologian erikoisala, jossa tutkitaan nukleiininappoja eli DNA:ta ja RNA:ta
seka niissa tapahtuneita muutoksia. Ala kehittyy nopeasti ja tutkittavia mutaatioita l0ytyy koko ajan
lisaa, joten molekyylipatologian merkitys osana kliinisen patologian diagnostiikkaa on kasvamassa.
Isositraattidehydrogenaasi- eli IDH-geenin mutaatio on yksi tarkeimmista molekyylimuutoksista gli-
oomissa. Opinnaytetydssa kaytettava reaaliaikainen PCR mahdollistaa nopeamman diagnoosin,
silld monistuvan tuotteen maaraa voi seurata reaaliaikaisesti.

Taman opinnaytetyon toimeksiantajana toimi Oulun yliopistollisen sairaalan patologian yksikko.
Opinnaytetyon tarkoituksena oli suorittaa molekyylipatologian menetelmalla testausajot kayttaen
formaliinifiksoituja parafiinileikkeita (FFPE). Opinnaytetyd tehtiin Idylla-jarjestelmalla, jolla etsittiin
IDH-mutaatioita glioomanaytteista. Tavoitteena oli arvioida molekyylipatologian menetelman hyo-
dynnettavyytta selvittamalla menetelman toimivuutta ja vertailemalla saatujen tulosten vastaa-
vuutta immunohistokemian tuloksiin. Opinnéytetydn toteutustavaksi valikoitui toiminnallinen opin-
naytetyo ja saatuja tuloksia tarkasteltiin laadullisin menetelmin.

Opinnaytetydssa kaytettiin 15 glioomapotilaiden FFPE-naytteita. Opinnadytetydn tuloksissa mole-
kyylipatologian menetelmé havaitsi mutaation ja osoitti kaikille naytteille immunohistokemian
kanssa yhteensopivia tuloksia. Yhdestakaan RT-PCR-ajosta ei tullut vaaria positiivisia tuloksia. Tu-
lokset osoittavat, ettd molekyylipatologian menetelma on kayttokelpoinen vaihtoehto glioomien
diagnostiikassa.

Ongelmia mutaation havaitsemisessa ilmeni vasta testattaessa valmistajan suosituksia pienempia
naytemaaria. Opinnaytetydssa oli mukana suhteellisen suurikokoisia naytteitd. Tulevaisuudessa
naytteet voivat olla pienempia varsinkin paksuneulabiopsioiden yleistyessa, ja se saattaa haastaa
laitteen mutaatiohavaitsemiskyvyn. Jatkotutkimuksena voisi ajaa asteittain pienempia naytemaaria,
jolloin selvidisi pienin mahdollinen ndytemaaré, josta mutaatio on viela havaittavissa.
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Molecular pathology is a specialized field of pathology that studies nucleic acids DNA and RNA,
and the changes that have occurred in them. The field is rapidly evolving, and more mutations are
being discovered all the time. Molecular pathology is becoming an increasingly important part of
clinical pathology diagnostics. Determination of isocitrate dehydrogenase (IDH) 1/2 mutational
status is important in the diagnosis of glioma. The real-time PCR used in this thesis enables a faster
diagnosis, as the amount of replicate product can be observed in real time.

This thesis was commissioned by the Department of Pathology at Oulu University Hospital. The
purpose of this thesis was to perform molecular pathology tests using formalin-fixed paraffin
embedded sections (FFPE). The thesis was performed with the Idylla system to detect IDH
mutations in samples from glioma patients. The goal was to evaluate the usefulness and
functionality of the molecular pathology method and to compare the results obtained with those of
immunohistochemistry.

The thesis used 15 samples. In the results of this thesis, the molecular pathology method showed
results consistent with immunohistochemistry for all samples. The results indicate that the
molecular pathology method is a viable option in the diagnosis of gliomas.

The samples used in this thesis were relatively large. Problems in detecting the mutation only
occurred when testing smaller sample sizes than the manufacturer's recommendations. As a
further study, progressively smaller sample volumes could be run, in which case the smallest
possible sample amount in which the mutation is still detectable would be found.

Keywords: isocitrate dehydrogenase, molecular pathology, real-time polymerase chain reaction,
immunohistochemistry, Idylla, glioma
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1 JOHDANTO

IDH- eli isositraattidehydrogenaasi-entsyymit ovat valttamattomia entsyymeja, joilla on keskeinen
rooli solujen homeostaasissa ja Krebsin syklissa (Han ym. 2020, 1580). IDH1 sijaitsee sytoplas-
massa ja peroksisomeissa ja sen kromosomilokus on 2q33. IDH2 sijaitsee mitokondriossa kromo-
somilokuksessa 15g26. (Han ym. 2020, 1580; Nelson ym. 2023.) IDH:ta koodaavat geenit ovat
usein mutatoituneet ihmisen pahanlaatuisissa kasvaimissa (Han ym. 2020, 1580). Mutaation l0yty-
minen IDH1- tai IDH2-geenissa ryhmittda gliooman diffuusien glioomien ryhméaan. Diffuusit gli-
oomat ovat aivojen tukikudoksen kasvaimia, jotka kasvavat epatarkkarajaisesti terveen aivokudok-
sen seassa. Diffuusit glioomat jaetaan IDH-mutatoituneisiin ja IDH-mutatoitumattomiin kasvaimiin.
(Tynninen ym. 2020, 1203.)

Opinnaytety6 tehdaan Oulun yliopistollisen sairaalan (OYS) patologian osastolle, joka on osa Poh-
jois-Pohjanmaan hyvinvointialuetta (POHDE). Tamén opinnaytetyon tarkoituksena on tutkia IDH-
1-2-mutaatiota molekyylipatologian menetelmalla kayttden glioomapotilaiden formaliinifiksoituja
parafiiniin imeytettyja kudosnaytteita (FFPE). Menetelmasta saatuja tuloksia verrataan immunohis-
tokemian tuloksiin. Tavoitteena on arvioida saatujen tulosten pohjalta menetelman kayttoonottoa
osaksi glioomapotilaiden diagnostiikkaa. Talla hetkella OYS:n patologian osastolla ei tutkita IDH-
mutaatiota molekyylipatologisella tutkimusmenetelmalla. Opinnaytetydssa kaytettava molekyylipa-
tologian menetelma perustuu reaaliaikaiseen polymeraasiketjureaktioon (Real-Time PCR), josta
kaytan lyhennettd RT-PCR. Tata ei tule sekoittaa reserve-transcription PCR:aan, josta usein kay-

tetd@n myos samaa lyhennettd (Suominen ym. 2013, 167).

Geneettinen tieto ja ymmarrys tiedon soveltamisesta hoitoon lisaantyvat jatkuvasti, joten laborato-
rioiden tulee mukauttaa tutkimukset lisdantyvaan ja muuttuvaan tautitietoon (Kytola, Kankainen &
Ristimaki 2023). Molekyylipatologia on kehittyva ala ja tutkittavia mutaatioita [dytyy koko ajan lisaa.
IDH-geenin mutaatio on yksi tarkeimmista molekyylimuutoksista glioomissa. Yleisesti IDH1-mutaa-
tio maaritetddn immunohistokemiallisia menetelmia hyddyntaen. (Nelson ym. 2023.) Tynnisen ym.
(2020, 1206) mukaan immunohistokemian IDH1-varjayksen tulos ollessa negatiivinen, tarvitaan
molekyyligeneettisia menetelmia IDH-mutaation osoittamiseksi. Molekulaarisen maarittelyn tarkoi-
tuksena on muodostaa aiempaa yhtenaisempia kasvainryhmia. Molekyylimuutoksiin perustuva luo-
kittelu luo pohjan tulokselliselle hoidolle, silla se parantaa glioomien diagnostiikan tarkkuutta. (Tyn-
ninen ym. 2020, 1202-1206.)



2 AIVOSYOPA JA GLIOOMAT

Aivot ja selkaydin muodostavat keskushermoston. Hermokudos koostuu hermosoluista ja hermo-
tukisoluista eli gliasoluista. Aivokudoksessa toimivia gliasoluja ovat astrosyytit, oligodendrosyytit ja
ependyymisolut. Astrosyytit muodostavat aivojen veriaivoesteen. Oligodendrosyytit muodostavat
myeliinituppea keskushermoston aksonien ymparille. Ependyymisolut reunustavat aivokammioita

ja osa niista erittaa aivo-selkaydinnestetta. (Leppaluoto ym. 2019, 329-331.)

Glioomat ovat aivojen tukisolukasvaimia (Tynninen, Gardberg & Haapasalo 2023). Eri soluista lah-
toisin olevat kasvaimet nimetaan yleensa lahtosolukon mukaan, esimerkiksi astrosytoomat ovat
lahtoisin astrosyyteisté ja oligodendoglioomat ovat lahtéisin oligodendrosyyteista (Terveyskyla
2021a).

21 Syovan synty eli karsinogeneesi

Sydvan synty on monivaiheinen prosessi, joka johtuu mutaatiosta eli muutoksesta solun DNA:ssa
(Mékinen ym. 2012, 308). Sydvan syntyyn vaikuttaa lahes aina jokin ulkoinen tekija (lvaska, Risti-
maki & Mustjoki 2023). Geenimuutokset syntyvéat sattumanvaraisesti ja vain harvat niista edistavat
syovan syntya. Ensimmainen geenimuutos, kuten yksittaisen proto-onkogeenin eli esisyopageenin
aktivoituminen, ei viela aiheuta syopaa, mutta nopeutuneen jakautumisen vuoksi solun tytarsolut
ottavat yliedustuksen, jolloin todennakaisyys sille, ettd myos toinen geenimuutos kohdistuu naihin
soluihin, kasvaa. (Heino & Vuento 2019, 325, 329.)

Sybpasairauksille on yhteistd solun elinkaaren hairiintyminen ja solujen hallitsematon kasvu, joka
tuhoaa normaalia kudosta. Riippumattomuus kasvutekijoistd on yksi monesta tekijasta, joka vai-
kuttaa solun muuttumiseen pahanlaatuiseksi. Syopasolut voivat muokata immuunijarjestelmaa it-
selleen suotuisaksi, jolloin immuunijarjestelma ei enda kykene tuhoamaan sydpasoluja. (Ivaska
ym. 2023.) Kontrollitta kasvanut solukko voi muodostaa kasvaimen, jolla on oma verisuonitus. Tal-
lainen kasvain pystyy tunkeutumaan ymparoéivaan kudokseen. (Heino & Vuento 2019, 323.) Kes-
kushermoston kasvainten syntyyn ei tunneta ehkaisykeinoja eika esimerkiksi elintavat vaikuta nii-
den syntyyn. Keskushermoston kasvaimet eivat ole perinnéllisia. (Atula 2023.)



2.2 Keskushermoston kasvaimet

Suomessa todetaan vuosittain noin 1000 keskushermoston kasvainta, joista noin 400 on glioomia
(Suomen Sydparekisteri 2023). Keskushermoston kasvaimista 90 %, esiintyy aivoissa, loput sel-
kdytimessa. Suomessa keskushermoston kasvaimiin kuolee nykyaan yli 400 henkilda vuosittain.
Tilastojen mukaan vuonna 2021 pelkastaan glioomien aiheuttamia kuolemia on ollut 314 kpl. (Suo-
men Sydparekisteri 2023; Seppa ym. 2023.) Yleisin keskushermoston kasvain on gliooma, joka
saa alkunsa gliasoluista. Glioomien ennuste vaihtelee suuresti niiden tyypeista ja biologisista omi-
naisuuksista riippuen (Atula 2023.) Vuosina 2019-2021 seuratuista glioomaa sairastavista poti-
laista viiden vuoden paasta diagnoosista on ollut elossa naisista 34 % ja miehista 25 % (Seppa ym.
2023). Maenpaan ym. (2014) mukaan aivokasvaimet ovat yksi lasten yleisimmista syovista. Muiden
kasvainten tavoin, myos aivokasvainten yleisyys kasvaa keski-ian jalkeen (Atula 2023). Aivokas-

vaimille ei ole tyypillista levita keskushermoston ulkopuolelle (Terveyskyla 2021b).

Perinteisesti keskushermoston kasvainten luokittelu on perustunut yksinomaan histologisiin omi-
naisuuksiin. Nykyaan tietyt molekyylimarkkerit ovat kasvattaneet merkitystaan seka taydentavan
ettd maarittelevan diagnostisen tiedon tarjoajana. Vuonna 2021 World Health Organization (WHO)
on julkaissut Central Nervous System Tumours -kirjan uusimman painoksen (CNS5), jossa kasitel-
laén lukuisia molekyylimuutoksia, joilla on kliinispatologista hyotya ja jotka ovat tarkeita keskusher-
moston kasvainten mahdollisimman tarkan luokittelun kannalta. Yksi naista kasiteltavista molekyy-
limuutoksista on IDH-mutaatio. Molekyyliparametri voi joskus lisata histologisten 10ydosten arvoa
luokan maarittamisessa. (Louis ym. 2021, 1231-1232, 1238-1239.)

2.3 Glioomien luokittelu

Glioomat voidaan luokitella mikroskooppisella tutkimuksella ja molekulaarisilla muutoksilla. Mole-
kulaariset muutokset, kuten IDH-mutaatio, jakavat kasvaimia ennusteeltaan erilaisiin ryhmiin,

vaikka histologinen tyyppi ja pahanlaatuisuusaste olisi sama. (Tynninen ym. 2020, 1202.)

Patologi nime&a ja luokittelee kasvaimen pahanlaatuisuusluokkien (Gradus 1-4) mukaan (Terveys-
kyla 2021b). Luokka 1 sisaltaa hyvanlaatuiset ja hitaasti kasvavat kasvaimet. Naiden kasvainten
raja aivokudokseen on tarkka, jolloin kokonaispoisto on yleensa parantava hoito. Ne painavat tai

siitdvat aivokudosta, mutta eivat kasva aivokudoksen solujen sekaan. (Terveyskyla 2021b.)



Luokan 1 kasvaimet ovat aikuisilla harvinaisia eivatka ne muutu pahanlaatuiseksi ajan kuluessa
(Terveyskyla 2021a). Luokat 2—4 sisaltavat kasvaimet, jotka tunkeutuvat aivokudokseen. Tallaisen
kasvaimen poisto ei yleensa ole parantava hoito, silla kasvain on epatarkkarajainen ja leikkaus jaa
usein epataydelliseksi. Glioomat muodostavat valtaosan naista kasvaimista. (Terveyskyla 2021b.)
Luokan 2 glioomat kehittyvat hitaasti useiden vuosien aikana ja joillakin niista on taipumus muuttua
pahanlaatuiseksi (Terveyskyla 2021a). Luokan 3 glioomia kutsutaan anaplastisiksi, mika viittaa so-
lujen muuttumista pahanlaatuiseen suuntaan. Luokan 4 glioomat ovat maligneja eli pahanlaatuisia
kasvaimia, joille on tyypillista kasvaimen suureneminen nopeasti. (Terveyskyla 2021a; Kaikki syo-
vasta 2023.)

Oligodendroglioomassa, jossa on samanaikaisesti sekd IDH-mutaatio etta 1p/19g-kodeleetio luo-
kitellaan ryhmaan 2-3 (Louis ym. 2021, 1238; Tynninen ym. 2020, 1202). Oligodendrogliooman
ennuste on suotuisampi, kuin astrosytooman (Tynninen ym. 2020, 1205). Astrosytoomissa IDH-
mutaatio erottaa suotuisan ennusteen kasvaimet omaksi ryhméakseen (Tynninen ym. 2020, 1202).
Glioblastooma on glioomista tavallisin ja pahanlaatuisin astrosyyttinen kasvain (Tynninen ym.
2020, 1202; Pustchi ym. 2020). Noin puolet aikuisten diffuuseista glioomista on glioblastoomia
(Tynninen ym. 2020, 1205). IDH-mutatoitumaton glioblastooma kuuluu luokkaan 4 (Louis ym. 2021,
1238).

2.4 IDH-mutaatio

IDH-entsyymit ovat valttamattomia entsyymeja, jotka osallistuvat useisiin aineenvaihduntaproses-
seihin, kuten Krebsin sykliin, glutamiinin aineenvaihduntaan, lipogeneesiin ja redox-saatelyyn. Kes-
keisessa roolissa ne ovat solujen homeostaasissa ja Krebsin syklissa, silla ne katalysoivat isosit-
raatin oksidatiivista dekarboksylaatiota alfaketoglutaraatiksi (a-KG). (Han ym. 2020; Cadoux-Hud-
son, Schofield & McCullagh 2021, 2561; Lin ym. 2015, 1-2.)

Isositraatissa on 6 hiiliatomia ja sen hapettava entsyymi on isositraattidehydrogenaasi (IDH). Ok-
sidatiivisessa karboksylaatiossa yksi hiiliatomi irtoaa asetyyli Ko-A:sta hiilidioksidina, jolloin syntyy
alfaketoglutaraatti (0-KG). a-KG:ssa on taten 5 hiiliatomia. (Heino & Vuento 2019, 114-115.) Tar-
kemmin selitettynd a-KG muodostuu, kun IDH1:n ja IDH2:n katalyyttiset kohdat osoittavat affini-

teettia substraattiin, tassa tapauksessa isositraattiin, ja yhdessa
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nikotiiniaminiadeniinidinukleotidifostaafin (NADP+) ja kaksiarvoisen metallikationin, kuten magne-

siumin tai mangaanin, kanssa saavat aikaan a-KG muodostumisen (Han ym. 2020).

IDH:ta koodaavat geenit ovat usein mutatoituneet ihmisen pahanlaatuisissa kasvaimissa (Han ym.
2020, 1580). IDH-mutaatioissa IDH-mutantti pelkistaa a-KG:n 2-hydroksiglutaraatiksi (2-HG). IDH-
mutaatiot tuottavat suuria maaria 2-HG:ta, jonka kertymisen solun sisa- ja ulkopuolelle oletetaan
saavan aikaan syopien patogeneesin, vaikka tarkka mekanismi, jolla se tekee taman, on edelleen
epavarma. (Cadoux-Hudson ym. 2021, 2561; Lin ym. 2015, 1-2.)

Mutaation [0ytyminen IDH1- tai IDH2-geenissa ryhmittaa gliooman diffuusien glioomien ryhmaan.
Diffuusit glioomat jaetaan IDH-mutatoituneisiin (IDH-mutantti) ja IDH-mutatoitumattomiin (IDH-villi-
tyyppi) kasvaimiin. (Tynninen ym. 2020, 1202-2023.) IDH-mutatoituneiden kasvainten ennuste on
parempi kuin vastaavilla, saman histologisen luokan IDH-mutatoitumattomilla kasvaimilla (Gondim
ym. 2019). Esimerkiksi IDH-mutatoitumatonta glioblastoomaa sairastavan potilaan mediaani elos-
saoloaika on vain reilu vuoden, kun taas IDH-mutatoitunutta glioblastoomaa sairastavilla vastaava

aika on noin 2,5 vuotta (Tynninen ym. 2020, 1203).

Yleisin IDH-mutaatio on IDH1 R132H, jota esiintyy noin 90 %:ssa |IDH-positiivisista tapauk-
sista (Gondim ym. 2019). Mutaatio voi johtaa muutoksiin syntyvan proteiinin rakenteessa (Heino &
Vuento 2019, 325). Yleisimmassa IDH1-mutaatiossa adeniini on korvautunut guaniinilla nukleoti-
dissa 395 (¢.395G>A). Se muuntuu histidiiniksi (CAU) arginiinin (CGU) sijaan (p.Arg132His). Tasta
kaytetaan nimitysta R132H-mutaatio, silld mutaatio sijaitsee kodonissa 132. (Mehrjardi, Hanggi &
Kahlert 2020, 2.) Yhden nukleotidin korvautuminen toisella, niin kutsuttu pistemutaatio, on yleisin
geenivirhe, joka johtaa usein vaaran aminohapon ohjautumiseen paikalle translaatiossa eli proteii-
nisynteesissa. Aminohapon muuntuminen toiseksi aiheuttaa valkuaisaineen vaaranlaisen laskos-
tumisen, jolloin sen rakenne muuttuu ja sen normaali toiminta saattaa hairiintya tai estya kokonaan.
(Jalanko, Ranki & Palotie 1996.)
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3 DIAGNOSTISIA TUTKIMUKSIA IDH-MUTAATIOISSA

Kaikista aivokasvaimista pyritdédn saamaan edustava nayte histologisia tutkimuksia varten. Alus-
tava lausunto voidaan antaa jo jaaleiketutkimuksesta, joka tehdaan jo leikkauksen aikana. (Ter-
veyskyla 2021b.)

3.1  Immunohistokemia

Immunohistokemiallinen diagnostiikka perustuu vasta-aineiden kykyyn tunnistaa antigeeneja (Méa-
kinen ym. 2012, 1133). Vasta-aineet tunnistavat antigeeninsa ja sitoutuvat sen spesifiseen sitoutu-
miskohtaan (Makinen & Suikkanen 2023a). Tavoitteena on osoittaa tietyn antigeenin olemassaolo

tai sen puuttuminen tutkittavassa naytteessa (Makinen ym. 2012, 1135).

Vasta-aineita on poly- ja monoklonaalisia. Polyklonaaliset vasta-aineet tunnistavat antigeenista
useampia erilaisia sitoutumiskohtia, monoklonaaliset tunnistavat vain yhdentyyppisen sitoutumis-
kohdan. Osa vasta-aineista on pan-vasta-aineita, jotka voivat tunnistaa useita saman luokan anti-
geeneja. (Makinen & Suikkanen 2023a.) Kasvaindiagnostiikassa kaytettavat vasta-aineet tunnis-
tavat antigeeneja, joiden esiintyvyys pysyy stabiilina myos pahanlaatuisissa muutoksissa, eika kas-
vaimen huono erilaistuminen vaikuta ratkaisevasti varjaysreaktioon. Tulkinta on yleensa yksiselit-

teisesti joko positiivinen tai negatiivinen. (Mékinen ym. 2012, 1137.)

Immunohistokemian avulla patologi pystyy antamaan diagnoosin sellaisista kasvaimista, joita ei ole
ollut mahdollista luokitella pelkastaan HE- ja muiden histokemiallisten varjaysten avulla (Makinen
ym. 2012, 1133). Yksi immunohistokemian tarkeimmistd kayttoalueista on kasvainten alkuperan
varmistaminen (Mékinen & Suikkanen 2023b). Lisaksi immunohistokemian avulla tutkitaan solujen
toiminnan merkkiaineita, kuten proliferaatiomarkkereita, solusyklin ja apoptoosin antigeeneja seka

solujen toimintaa séaéatelevia antigeeneja (Makinen & Suikkanen 2023b).
Immunohistokemiallisella varjaykselld voidaan osoittaa IDH-geenin yleisin mutaatio IDH1 R132H

(Tynninen, Gardberg & Haapasalo 2021). IDH-mutaatio tuottaa muuttuneen proteiinin, joka voi-
daan havaita immunohistokemialla k&yttden R132H-vasta-ainetta (Gondim ym. 2019). Jos
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immunohistokemiassa IDH1-varjayksen tulos on negatiivinen, tarvitaan molekyyligeneettisia me-

netelmia IDH-mutaation osoittamiseksi (Tynninen ym. 2020, 1206).

3.2 Molekyylipatologia

Molekyylipatologialla tarkoitetaan laajasti maariteltyna molekyylien, kuten RNA:n, DNA:n tai prote-
iinien, tutkimista tautitilojen yhteydessa. Molekyylipatologisilla testeilla voi tutkia esimerkiksi DNA:n
emasjarjestysta, translokaatiota tai geenimuutoksia eli mutaatioita. (The Association of Clinical Pat-
hologists 2023.) Molekyylipatologisia tutkimuksia voidaan hyodyntaa syopadiagnostiikassa (Orte
ym. 2021, 1434). Testauksen tavoitteena on 0ytaa kaikki mutaatiot, jotka liittyvat diagnostiikkaan,
ennusteeseen tai hoitoon (Kytola ym. 2023). PCR-pohjaiset testit antavat tuloksen yksittaisen koh-
degeenin mutaatiostatuksesta, mutta nama tutkimukset vaativat edustavan naytteen. Molekyyli-
tieto, joka on keratty DNA:sta, toimii usein yksilollisen hoidon perustana. (Orte ym. 2021, 1433.)
Molekyylipatologisen testin tulee olla tarkka, herkka, mutta myds kustannustehokas. Tutkimus vaa-
tii edustavien naytteiden lisaksi huolellista suunnittelua ja menetelmavertailua seka toistettavuutta.
(Ristimaki ym. 2013, 1072.)

Nukleiinihappojen kanssa on tyoskenneltava tarkan aseptisesti, silla nukleiinihappoja hajottavia
nukleaaseja eli DNaaseja ja RNaaseja on kaikkialla. Nukleaaseja on esimerkiksi ihmisen iholla,
josta syysta on aina kaytettava kertakayttoisia suojakasineita. (Parssinen, Suominen & Haajanen
2012, 85.) Pienet reaktiotilavuudet ja pipetointimaarat edellyttavat laboratoriotydskentelyssa eri-
tyistd huolellisuutta ja tarkkuutta (Parssinen ym. 2012, 182). Tydskentely vaatii tarkkaa etukateis-
suunnittelua ja varsinaisten monistusreaktioiden ohella on hyvéa tehda kontrollireaktiot (Suominen
ym. 2013, 156). PCR on erittain tarkka menetelma, jossa pienikin kontaminaatio monistuu tehok-
kaasti. Kontaminaatioita voi vahentaa kiinnittdmalla huomiota tyoskentelytapoihin. Tyoskentelytila
pidetddn puhtaana ja se puhdistetaan jokaisen kayttokerran valissa. Suojakasineet vaihdetaan
naytteen valmistelun jalkeen ennen PCR-laitteelle siirtymista ja naytteiden valmistelussa kéytetaan
PCR-laatuista vettd sekd PCR:aan soveltuvia putkia. (Parssinen ym. 2012, 182-183; Bio-Rad
2006, 8.) Kertakayttoreagenssien kaytto pienentaa kontaminaatioriskia. On suositeltavaa kayttaa
vain PCR-tydskentelyyn varattuja pipetteja ja suojata itsensa asianmukaisesti. Putkien sisalto
sentrifugoidaan pohjalle ennen avaamista, jotta saadaan mahdollisesti korkkiin tarttunut neste mu-

kaan pipetointiin. (Parssinen ym. 2012, 182-183.)
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Molekyylipatologisten tutkimusten vastausaika on yleensa 5-10 tyopaivaa, joista noin puolet kuluu
itse analyysiin ja tulosten tulkintaan. Toinen puolikas menee naytteen edustavuuden arvioinnissa

ja naytteenkasittelyyn kuluvassa ajassa ennen analyysia. (Kytéla ym. 2023.)

3.21 Idylla-jarjestelma

Opinnaytety0ssa kaytettava ldylla-jarjestelma on taysin automatisoitu in vitro-diagnostiikkamene-
telm&. Se koostuu ldylla-ohjauspééatteestd, jonka voi liittda yhdesta kahdeksaan Idylla-moduuliin.
Kasettien ajo tapahtuu taysin automatisoidulla Idylla™ Platform-alustalla. Kone tekee automaatti-
sesti kasetinmukaisen testin. Se liuottaa naytteen, hajottaa solut, eristaa ja monistaa DNA:n, ha-
vaitsee kohdesekvenssien fluoresoivan leiman ja tekee data-analyysin, josta saatuja tuloksia voi-
daan tarkastella. (Biocartis 2023.)

IDH-1-2-mutaatiomaarityssarja on tarkoitettu IDH1- ja IDH2-mutaatioiden havaitsemiseen. Se on
ensimmainen Idylla™ FLEX-teknologialla kehitetty testi, johon kuuluu automatisoitu kasetti ja alu-
kepullo. Pipetoitavat alukkeet helpottavat uuden kasetin rakentamista, jolloin saadaan nopeammin
uusia testeja markkinoille. (Biocartis NV 2023, 9; Flanders.bio 2023). Jokainen testikerta vaatii yh-
den kertakayttoisen kasetin ja alukepullon. Idylla™ |IDH1-2-mutaatiomaarityssarja sisaltaa kaikki
tarvittavat reagenssit yhden Idylla™ IDH1-2-testin suorittamiseen. Alukepullo sisaltaa puskurin, lei-
maamattomat koettimet ja alleelispesifiset alukkeet, jotka on suunniteltu monistamaan spesifisesti
15 mutaatiota (ks. liite 4.). (Biocartis NV 2023, 9.) Kasetti sisaltaa kaikki tarvittavat reagenssit nayt-

teen esikasittelya ja havaitsemista varten (Biocartis 2023).

Kasetti ajetaan Idylla-jarjestelmassa, joka kykenee osoittamaan kvalitatiivisesti viisi IDH1-mutaa-
tiota kodonissa 132, nelja IDH2-mutaatiota kodonissa 140 ja kuusi IDH2 mutaatiota kodonissa 172.
Kasetissa tapahtuu koko prosessi uutetusta DNA:sta tuloksiin sisaltden reaaliaikaisen polymeraa-
siketjureaktion. Naytemateriaalina voi eristetyn DNA:n lisaksi kayttad FFPE-kudosta tutkittaessa
glioomaa, tai verta tai luuydinta tutkittaessa akuuttia myelooista leukemiaa. (Biocartis 2023; Bio-
cartis NV, 21.)

Kasettiin tulee asettaa leikkeita 1-3 kpl. Suositeltava leikkeen pinta-ala on vahintaan 25 mm?leik-

keestd, joka sisaltaa 100 % tuumorisoluja (Biocartis 2023). Kun alukepullon liuos ja nayte on ase-

tettu kasettiin, tulee kasetti asettaa valittomasti Idylla-laitteeseen, jossa materiaali sekoitetaan ja
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liuoksessa oleva puskuri mahdollistaa PCR-reaktion. Kaikki tarvittavat PCR-reagenssit ovat stabii-
lissa muodossa. Kemiallisten reagenssien, entsyymien, lammon ja korkeataajuisen ultraaanen yh-
distelma saa aikaan nukleiinihappojen vapautumisen PCR-monistusta varten. DNA monistetaan,
ja IDH1- ja IDH2-mutaatiot havaitaan fluoresoivasti leimattujen koettimien avulla. Monistamisen ja
havaitsemisen aikana syntyy fluoresoivia signaaleja, jotka Idylla™ IDH1-2-mutaatioméaéritys ana-

lysoi ja muuntaa geneettiseksi tiedoksi. (Biocartis NV 2023, 6.)

3.2.2 Laaduntarkkailu ja tulosten tulkinta

Kasetin jokaisessa kammiossa monistuu ajon kanssa samaan aikaan KIF11-geenin konservoitu
fragmentti, jonka PCR-reaktio toimii naytteenkasittelyn kontrollina (SPC). Kontrollilla varmistetaan,
ettd koko prosessi naytteesta tulokseen on toteutettu asianmukaisesti. Kontrollireaktio toimii myds
mittarina naytteesta monistuvalle DNA-méaarélle ja sita kaytetaan naytteen mutaatiostatuksen ana-
lysoinnissa. (Biocartis NV 2023, 6, 18.)

[dylla™ IDH1-2-mutaatiomaaritysohjelmisto analysoi automaattisesti keratyt fluoresenssisignaalit
ja kayttdd PCR-kéyran tiedoista saatuja tunnusomaisia parametreja. Aluksi naytteenkasittelykont-
rollista (SPC) saadut fluoresenssisignaalit arvioidaan PCR-kayran validiteetin osalta, jonka jalkeen
voidaan maarittaa tuloksen validiteetti. (Biocartis NV 2023, 6.) Laaduntarkkailussa laite kertoo kont-
rollien onnistumisesta. Mikali maarityskontrollit eivat ole monistuneet asianmukaisesti, on maari-
tystulos epakelpo (invalid), eika talléin saatuihin tuloksiin voi luottaa. (Biocartis NV 2023, 23.) Jos
kasetin yksi kontrolli ei ole onnistunut, se johtaa kyseisen PCR-kammion mutaatiokohteen mita-
tdintiin, mutta muiden PCR-kammioiden osalta raportoidaan edelleen kelvolliset tulokset. Jos use-
ampi kuin yksi kontrolli ei ole onnistunut, kaikki kasetin tulokset mitatdidaan. (Biocartis NV 2023,
7.)

Ajon paatteeksi konsolin naytdlla nakyy tulos, jossa ilmoitetaan IDH1- ja IDH2-geenien tietyn mu-
taation esiintyminen tai puuttuminen analysoidussa naytteessa. Idylla ™-jarjestelma tulkitsee maa-
rityksen tulokset automaattisesti. Idylla ™ IDH1-2 mutaatiomaaritys raportoi kolmenlaisia tuloksia:
mutaatiota ei havaittu (no mutation detected), mutaatio havaittu (mutation detected) ja epakelpo
(invalid). (Biocartis NV 2023, 6, 23-24.)
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Kun mutaatio havaitaan, tulosraporttiin tulee lukemaan seuraavat lisatiedot mutaatiosta: proteii-
nimuutos, nukleotidimuutos, nukleotidimuutoksen sijainti seké havaitun mutaation kvantifiointisykli
(Cycle of Quantification) eli Cg- ja ACg-arvo (Biocartis NV 2023, 23-24). Cq- ja ACg-arvoja kayte-
taan sen maarittamiseksi, onko mutaatio havaittu naytteessa. Niita kaytetaan myos maarittamaan
kasetin kelpoisuutta ja arvioitaessa prosessin asianmukaista suorittamista naytteesta tulokseen
asti. Onnistuneessa testituloksessa on nékyvilla IDH-kontrollien mediaani-Cg-arvo. (Biocartis NV
2023, 7-8, 23.) Taman Cg-arvon ollessa liian korkea, tulee raporttin huomautus, ettei testi ole
valttamatta havainnut mutaatioita naytteista, joissa on matala mutaatio-osuus. Cg-arvo voi ylittya,

jos DNA:n laatu on heikko tai sen maara on liian alhainen. (Biocartis 2023.)

3.3 PCR:n periaate

PCR (engl. polymerase chain reaction) eli polymeraasiketjureaktio on DNA:n monistukseen kaytet-
tava monta kertaa perakkain toistettava kahdentumisreaktio, jossa monistettavat DNA-jaksot sijait-
sevat kahden nukleotidijarjestykseltaan tunnetun DNA-jakson valissa (Suominen ym. 2013, 153).
PCR:ssa tarvitaan puskuriliuosta, kopioitavaa DNA:ta, DNA-polymeraasientsyymi, alukkeita ja
nukleotideja. DNA-polymeraasit ovat entsyymeja, jotka katalysoivat DNA:n synteesia. PCR:ssa
kaytetaan kuumissa lahteissa elavista bakteereista eristettyja DNA-polymeraaseja, jotka eivat me-

neta toimivuuttaan kuumissa olosuhteissa. (Suominen ym. 2013, 153-154.)

Kohde-DNA:na toimii usein kaksijuosteinen DNA, joka vapautetaan solusta. DNA:n eristysvai-
heessa pyritaan poistamaan kopiointia hairitsevia ja inhiboivia tekijoita. Tavoitteena on haittateki-
joiden minimointi, mutta DNA:n ei siis valttamatta tarvitse olla taysin puhdasta. Lahtomateriaalina
voi toimia myds RNA, mutta se pitaa ensin kaantaa kaanteiskopioijaentsyymin avulla vastaavaksi
DNA:ksi. (Suominen ym. 2013, 154, 156.)

PCR-menetelma voidaan jakaa karkeasti kolmeen vaiheeseen: Denaturaatio, Annealing ja Exten-
sion. Nama kolme vaihetta muodostavat yhden syklin. Jokaisen syklin jalkeen DNA:n m&ara kak-
sinkertaistuu ja syklien maaraa toistamalla saadaan DNA:n maara nousemaan eksponentiaalisesti.
(National Library of Medicine 2023.) Denaturaatiovaiheen aikana DNA kuumennetaan 95 celsius-
asteeseen, jotta DNA:n emasparien véliset vetysidokset hajoavat ja kaksijuosteinen DNA muuttuu
yksijuosteiseksi. Annealing-vaiheessa denaturoitu DNA jaadhdytetaan 37-72 celsiusasteeseen, jol-

loin alukkeet Kiinnittyvat monistettavan yksijuosteisen DNA:n vastaaviin komplementaarisiin
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kohtiin. (Suominen ym. 2013, 154, 156; Khehra, Padda & Swift 2023.) PCR-reaktioiden annealing-
lampatila johtuu alukkeiden pituudesta, kaytettavista nukleotideista ja niiden maarasta. Se laske-
taan Wallacen saannon perusteella, jolloin kukin adeniini (A) ja tymiini (T) vastaa 2 celsiusastetta

ja kukin guaniini (G) ja sytosiini (C) vastaa 4 celsiusastetta. (Suominen ym. 2013, 154, 158.)

Extension vaiheessa lampotilaa nostetaan yleensa 72 celsiusasteeseen, jolloin DNA-polyme-
raasientsyymi alkaa liittaa reaktioseoksessa olevia nukleotideja 3'-5'-suunnassa tuottaen juosteita,
jotka ovat identtisia monistettavan kohteen kanssa. DNA-polymeraasi liittaa yhden nukleotidin ker-
rallaan ja littdminen tapahtuu aina paadyssa olevaan vapaaseen OH-ryhmaan. Kun monistettavan
DNA:n kummallekin juosteelle on syntynyt vastinjuoste, nostetaan lampétilaa 95 celsiusasteeseen
ja sykli alkaa alusta. Kun naita sykleja toistetaan useita perakkain, saadaan kohde-DNA:ta monis-

tettua pienesta maarasta suuri maara. (Suominen ym. 2013, 154, 156; Khehra ym. 2023.)

3.31 RT-PCR

Perinteisessa PCR:ssa tuote monistetaan ja monistuksen jalkeen ndyte analysoidaan esimerkiksi
agaroosigeelielektroforeesilla. Reaaliaikainen PCR (RT-PCR) eroaa perinteisesta PCR:sta siten,
ettd RT-PCR:ssa voidaan seurata syntyvan tuotteen maaraa reaaliaikaisesti reaktion edetessa.
Reaaliaikainen seuranta perustuu fluoresoivan merkkiaineen kayttoon. Signaalit saadaan mitatta-
viksi kayttaen DNA:han sitoutuvaa fluoresoivaa varia tai fluoresoivien koettimien avulla. Sitoutues-
saan valmistuvaan PCR-tuotteeseen variaineen fluoresenssisignaali moninkertaistuu ja se voidaan
mitata. RT-PCR ansiosta koko PCR:n prosessi nopeutuu. Myds DNA:n kontaminaatioriski piene-

nee, kun lopputuotetta ei tarvitse kasitellda monistamisen jalkeen. (Suominen ym. 2013, 166-168.)

Reaaliaikaisen PCR:n alalla on viime vuosina kehitetty useita erilaisia sovelluksia. Klassisen
TagMan-menetelmén lisaksi on otettu kayttdon esimerkiksi Molecular Beacons, Scorpions,
HybProbes, Hybeacons ja monia muita menetelmia. Naille kaikille yhteista on fluoresenssin lisdan-
tymisen mittaaminen reaaliajassa seka tarve kayttaa fluoresenssilla leimattua koetinta. Yksi reaa-
liaikaisen PCR:n sovellus on Mediator Probe-PCR. (Biomers.net 2024.)
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332 MP-PCR

Mediator Probe PCR (MP-PCR) on reaaliaikainen PCR-tekniikka, joka mahdollistaa erittain herkén
ja selektiivisen nukleiinihappojen osoittamisen. MP-PCR kayttdd DNA:n havaitsemiseen leimaa-
mattomia valittajakoettimia ja fluoresenssisignaalin tuottamiseen universaaleja reporttereita. (Bio-
mers.net 2024.)

Kuten RT-PCR:ssa, kohdesekvenssi monistuu alukkeiden avulla ja PCR:n kulkua voidaan seurata
fluoresenssin lisaantymisen myota. Tata tarkoitusta varten valittajakoetin liittyy eli hybridisoituu eri-
tyisella osalla kohdesekvenssiin. Valittajakoetin (engl. Mediator Probe) on leimaamaton oligonuk-
leotidi, jonka pituus on noin 40-50 nukleotidia. Sekvenssin 3’-paassa on MP-Block, joka estaa
juosteen pidentymisen PCR:n aikana. 3°-paa on spesifinen monistettavalle kohteelle ja sekvenssin
toinen paa, 5’-paa, jossa mediaattori sijaitsee, on yhteensopiva universaalin reportterin kanssa.

Valittajakoettimen rakenne on piirrettyna kuvassa 1. (Biomers.net 2024.)

n
Sl s,
il

alleelispesifinen aluke MP-Block

IIIIlIIIIIFIIIHiIIIIlIIIIIIII.3' .

kohdesekvenssi

Kuva 1: Vilittdjdkoetin (mukaillen Biomers.net 2024).

Universaali reportteri on koetin, joka on hiuspinnirakenteinen (molecular beacon) sisaltaen paaty-
silmukan ja kaksi vartta (Suominen ym. 2013, 160; Biomers.net 2024). Universaalilla reportterilla
on pidennetty 3'-paa, joka mahdollistaa komplementaarisen mediaattorin liittymisen. Universaalin
reportterin rungossa on fluoresoiva variaine, joka on suunnattu vastakkain 5’-paan vaimentajamo-
lekyylin (engl. quencher) kanssa, jolloin universaali reportteri ei fluoresoi sulkeutuneena. Univer-
saalin reportterin 3’-paassa on estomodifikaatio, UR-Block, joka estaa sen pidentymisen PCR ai-

kana. (Biomers.net 2024.) Universaalin reportterin rakenne on hahmoteltuna kuvassa 2.
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Fluorofori
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UR-Block

Mediaattorin sitoutumiskohta

Kuva 2: Universaali reportteri (Mukaillen: Biomers.net 2024).

Monistusvaiheen aikana polymeraasi irrottaa roikkuvan mediaattorin kokonaisena. Taman jalkeen
hybridisoitunut valittajakoettimen 3°-osa pilkkoontuu samalla, kun polymeraasi syntetisoi vastak-

kaisen juosteen (ks. kuva 3). (Biomers.net 2024.)

\ valittajakoetin

il IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII.

polymeraasi

Kuva 3: Polymeraasi monistaa kohdesekvenssin ja irrottaa roikkuvan mediaattorin (Mukaillen Bio-
mers.net 2024).

Vapautunut mediaattori voi aktivoida universaalin reportterin sitoutumalla sen yksijuosteiseen 3'-
paahan ja taten jatkaa polymeraasiaktiivisuutta. Taman seurauksena fluorofori ja vaimennin erka-
nevat toisistaan ja lisdantynyt fluoresenssi voidaan havaita. (Biomers.net 2024.) Tama tapahtuma

on kuvailtu piirroksena kuvassa 4.
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Kuva 4: Fluorofori ja vaimennin erkanevat toisistaan, jolloin fluoresenssi voidaan havaita (Mukaillen
Bio-mers.net 2024).

MP-PCR-menetelméssa universaalia reportteria voidaan kayttaa erilaisissa maarityksissa. Vain
alukkeet ja leimaamaton valittajakoetin on suunniteltava yksilollisesti haluttua tunnistusta varten.
(Biomers.net 2024.)

3.4 Aiemmat tutkimukset

IDH-mutaatioita on tutkittu jo aiemmin k&yttaen glioomapotilaiden FFPE-naytteita. Tutkimuksessa
on validoitu kvalitatiivinen RT-PCR-maaritys ja tutkimuksessa oli mukana 51 FFPE-naytetta. Tutki-
muksen tavoitteena oli arvioida RT-PCR-maarityksen lisdamista testausalgoritmiin. Saatuja tulok-
sia on verrattu immunohistokemian tuloksiin seka sekvensointiin. Naiden tutkimusten valinen vas-
taavuus oli 100 %. RT-PCR:n ja sekvensoinnin valilla havaittin 100 % yhdenmukaisuus IDH1-mu-
taatioiden havaitsemiseksi. Tutkimuksessa RT-PCR ja immunohistokemia osoittivat IDH1
R132H:lle yhteensopivia tuloksia yhteensa 11:lle 12:sta mutaationdytteesta. Yksi nayte oli R132H-
negatiivinen immunohistokemiassa, mutta R132H-variantti havaittiin seka PCR:lla etta sekvensoin-
tipaneelilla. Lisaksi nelja mutaatiopositiivista naytetta, joita immunohistokemia ei kykene havaitse-
maan, tunnistettiin muilla menetelmilld. Tutkimuksen johtopaatoksena oli, ettd RT-PCR-maaritys
voidaan luotettavasti suorittaa FFPE-naytteille ja sita voidaan kayttaa kliinisesti glioomapotilaiden
IDH-mutaatiostatuksen maarittdmiseen. (Nelson ym. 2023.)
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Toisessa tutkimuksessa, joka on suoritettu vuonna 2014, on validoitu reaaliaikainen kvantitatiivinen
PCR-maaritys havaitsemalla IDH1 R132H-mutaatiota ja 11 muuta harvinaisempaa IDH1- tai IDH2-
mutaatiota glioomapotilaiden FFPE-naytteista. Menetelman suorituskykya on verrattu immunohis-
tokemiaan ja Sanger-sekvensointiin. PCR:n herkkyys mutaatioiden tunnistamiselle oli verrattain
korkea. Maarityksen suorituskyky validoitin 171 naytteesta, joista 146 onnistuttin uuttamaan.
IDH1/2-mutaatiostatus oli saatu 91 % tapauksista onnistuneesti PCR-testilla. Yliopistollisista tutki-
muskeskuksista peraisin olevat naytteet olivat onnistuneet 100 %, ja kaupallisista naytteissa on-
nistumisprosentti oli 70 %. Yhta lukuun ottamatta kaikki immunohistokemia-positiiviset 1DH1
R132H-tapaukset havaittin PCR:II&. Immunohistokemian negatiivisista tapauksista PCR havaitsi
12 muuta harvinaista mutaatiota: 10 IDH1-mutaatiota ja 2 IDH2-mutaatioita. Tutkimuksessa paa-
teltin PCR-maarityksella olevan korkea onnistumisprosentti ja sen olevan herkempi kuin Sangerin
sekvensointi. Positiivinen vastaavuus oli 98 % immunohistokemian kanssa IDH1 R132H:ta havait-
semiseksi ja 100 % sekvensoinnin kanssa. Artikkelin mukaan PCR-maaritys voidaan suorittaa luo-

tettavasti FFPE-naytteilla ja se on nopeampi kuin kaytossa olevat menetelmat. (Catteau ym. 2014.)

Gondim ym. (2019) kirjoittamassa artikkelissa arvioitiin immunohistokemian IDH1-R132H-vasta-
ainetta IDH-mutaatiostatuksen maarittdmiseksi ja tulosta verrattiin PCR:aan, joka pystyy havaitse-
maan useampia IDH1- tai IDH2-mutaatioita. IDH-mutaatio I6ytyi immunohistokemian menetelmalla
12 tapauksesta ja PCR-menetelmalla 15 tapauksesta. R132H-vasta-aineella oli korkea spesifisyys,
sillé se oli 100 % ja sen herkkyys oli 80 %. Poikkeavat tulokset olivat 3 vaaraa negatiivista tulosta.
(Gondim ym. 2019.)
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4 OPINNAYTETYON TARKOITUS JA TAVOITTEET

Taman opinnaytetyon tarkoituksena on suorittaa molekyylipatologian menetelmalla testausajot for-
maliinifiksoiduista parafiinileikkeista testaten IDH-mutaatioita glioomapotilaiden naytteista. Opin-
naytetyon tavoitteena on arvioida molekyylipatologian menetelman hyodynnettavyytta IDH-mutaa-
tioissa selvittamalla menetelman toimivuutta ja vertailemalla tulosten vastaavuutta immunohistoke-
mian menetelmaan. Talla hetkella OYS patologian osastolla ei tutkita IDH1-2-mutaatiota molekyy-
lipatologian menetelmalla. Tassa opinnaytetydssa IDH-1- ja IDH-2-mutaatioita tutkitaan gliooma-

potilaiden FFPE-naytteista kayttaen Idylla IDH1-2-mutaatiomaarityskasetteja.

Laatutavoitteena on onnistua kaikissa tutkimuksen vaiheissa ja siten tuottaa luotettavia tuloksia
noudattaen tarkasti menetelméaohijeita, jotta opinndytetydssa saatuja tuloksia voidaan kayttaa OYS
patologian osastolla arvioitaessa uuden menetelman kayttoonottoa. Tasta opinnaytetyosta saatu-
jen tulosten avulla menetelmaa voidaan mahdollisesti kayttaa osana glioomapotilaiden syopadiag-

nostiikkaa.

Opinnaytetyon tutkimuskysymykset ovat:
1. Voiko etsittavan mutaation havaita MP-PCR-tekniikkaa kayttamalla?
2. Onko molekyylipatologian menetelman tulos yhteneva immunohistokemian menetelméan
tuloksen kanssa?

3. Onko uusi menetelma kayttokelpoinen vaihtoehto glioomien diagnostiikassa?

Tutkimuksen tuloksia voi kayttaa toimeksiantajaorganisaation tutkimusmenetelmien kehittamiseen.
Opinnaytetyo lisaa myos ammattitaitoni kehittymist, silla tutustun opinnaytetyota tehdessa mole-
kyylipatologian laboratorion toimintatapoihin, Idylla-laitteen kayttoon seka syvennan osaamistani
PCR:sta. Lisaksi taman opinnaytetydn tuloksia hyddynnetaan osana kansainvalistd monikeskus-

tutkimusta yhteistydssa Biocartiksen kanssa.
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5 OPINNAYTETYON TOTEUTUS

Opinnaytetyon toiminnallinen osa jakaantui alkuvalmisteluihin, laboratoriotyoskentelyyn, tulosten
raportointiin sekd menetelman arviointiin. Naytteina kaytettiin glioomapotilaiden FFPE-naytteita,
jotka olivat lapikayneet normaalin histologisen kudosprosessin. Tarkoituksena oli ajaa naytteet mo-

lekyylipatologian Idylla-jarjestelmassa ja verrata tuloksia immunohistokemiasta saatuihin tuloksiin.

5.1 Opinnaytetyon toteutustapa

Opinnaytetyon tulee olla tydelamalahtdinen, tutkimuksellisella asenteella toteutettu, kaytannonla-
heinen ja alan tietojen hallintaa osoittava. Toteutustavaksi valikoitui toiminnallinen opinnaytetyo,
joka on kokonaisuutena kaksiosainen ja koostuu kaytannon toteutuksesta ja toteutuksen kirjalli-
sesta raportoinnista. (Vilkka & Airaksinen 2004, 10.) Toiminnallinen opinnaytetyd on yksi tutkimuk-
sellisen kehittdmisen tapa. Se on kehittamisty6ta, jossa tutkimuksen ajattelutapa ja tutkimuskay-
tanndt palvelevat ammatillista kehittamista. Pelkka kehittamistyo ei riita, vaan sen lisaksi tekija kir-

joittaa toteuttamisprosessista itsensa asiantuntijaksi. (Kostamo, Airaksinen & Vilkka 2022, 8.)

Opinnaytety0ssa saatuja tuloksia tarkasteltiin laadullisin keinoin. Laadullisessa eli kvalitatiivisessa
lahestymistavassa pyrittiin hankkimaan kokonaisvaltaista tietoa tutkittavasta kohteesta. Tutkittava
aineisto koottiin luonnollisessa, todellisessa tilanteessa. (Hirsjarvi, Remes & Sajavaara 2013, 161,
164). Tyon paékohtia olivat aineiston kasittely seka tuloksista raportointi ymmarrettavalla ja asiaa
valaisevalla kokonaisuudella. Tutkimuksen paépaino oli saavutetuilla tuloksilla, joten raportoita-
essa tuotiin esille erityisesti ne vaiheet, jossa tulokset saavutettiin. (Pitkaranta 2014, 109-110,
118.)

5.2 Alkuvalmistelut

Kun opinnaytetydnsuunnitelma valmistui, alettiin kokoamaan yhteen kaytettavia naytteita. Patolo-
gian osastolla oli arkistoituna naytteita, jotka mahdollisesti sopivat tutkimukseen. Nama oli listattu
siten, etta listaukseen oli valikoitu vuosien 2020-2023 glioomanaytteet, joista oli tiedossa immuno-

histokemian IDH1-varjaystulos. Listauksessa olevia naytteita oli yhteensa 51 kappaletta.
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Blokkiarkistosta haettiin FFPE-blokit ja lasiarkistosta etsittiin naytteista jo aiemmin tehdyt naytela-
sit. Kun materiaali oli koottu, tarkistettiin naytteen IDH-status. 27 kpl naytteista oli IDH-positiivisia
ja 24 kpl IDH-negatiivisia. Keratty materiaali kaytiin ensin lapi sairaalasolubiologin kanssa. Tassa
vaiheessa laseihin merkattiin mahdollinen naytealue, silla tutkittava materiaali voi olla koko kudos
tai vain osa kudoksesta. (Biocartis 2023). Samalla tarkistettiin, etta blokeissa oli tarpeeksi nayte-
materiaalia jaljella ja etta naytteessa oli tarpeeksi soluja mutaation havaitsemiseksi. Tassa vai-
heessa listauksesta putosi useampi nayte pois. Tarkemmin kasiteltavaksi valittin 14 1DH-positii-
vista ja 14 IDH-negatiivista, jotka vastuupatologi kavi lavitse. Han tarkasti mutaatioalueen seka
merkkasi laseille tuumoriprosentin. Naytevaatimuksena tutkimukseen on =10 % tuumorisoluja (Bio-
cartis 2023). Mukaan menetelman testaukseen valikoitui yhteensa 15 blokkia, joista 11 oli IDH1-
positiivista, 3 IDH1-negatiivista seka 1 blokki, josta oli tiedossa muualta saatu IDH2-positiivinen

tulos.

5.3 Tydvaiheet

Patologian osastolla on molekyylitutkimuksille varattuna erillinen huone, jossa PCR-tutkimukset
tehdaan. Ennen aloitusta kaytettavat tasot ja valineet seka mikrotomi desinfioitiin, jotta tutkimus
voitiin toteuttaa aseptisesti. Kaikki tarvittavat valineet otettiin esille ja niiden riittavyys varmistettiin.
Alukepullo otettiin sulamaan pakastimesta vahintaan 10 minuuttia ennen kayttoa. Naytelaseista
katsottiin tuumorialue ja blokeista rajattiin tutkittava alue tuumorialueen mukaan. Laseilla luki tuu-
moriprosentti, jonka mukaan laskettiin tutkimuksessa kaytettavien leikkeiden maéara. (Biocartis
2023). Leikkeet leikattiin erillisella mikrotomilla kayttaen aseptisia tydskentelytapoja ja ne siirrettiin

steriileilla pinseteilld PCR-tutkimuksiin tarkoitettuun Eppendorf-putkiin.

Opinnéytety6 toteutettiin Biocartiksen Idylla-molekyylidiagnostiikkajarjestelméé kayttaen. Koneelle
kirjauduttiin henkilokohtaisilla tunnuksilla. Laitteelle skannattiin kaytettavan kasetin ja alukepullon
koodi, jolloin kone tunnisti ennalta maaritellyn ajo-ohjelman. Kasetin paalle kirjoitettiin naytteen tun-

nistenumero jo siitakin syyst, jos ei ole itse ottamassa kasettia pois laitteelta.

Kertakayttoiset kasineet vaihdettiin ennen tutkimuspoydalle siirtymista. Filtteripapereita kostutettiin
hieman steriileilld pinseteilla nukleaasivapaassa vedessé ja asetettiin Superfrost-plus lasille. Toi-
sen filtteripaperin paalle asetettiin tarvittava maara parafiinileikkeita ja niiden paalle toinen filtteri-

paperi. Nain saatiin "sandwich”. Alukepullo k&ytettiin ensin Vortex-sekoittajassa 5 sekuntia, sitten
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mikrosentrifuugissa 15 sekuntia. Vortex-kasittely sekoittaa alukepullon ainesosat ja mikrosentrifuu-
gilla saadaan mahdollisesti korkkiin tarttuneet tipat pullon pohjalle pipetoitavaksi. Kasittelyn jalkeen
alukkeita pipetoitiin 50 ul kasetin hajotuskammioon ja samaan koloon vietiin sandwich koskematta
pinseteilld muualle. Pinsetteja sailytettiin kontaminaation vélttdmiseksi 70 % alkoholiliuoksessa ja
niiden annettiin kuivua ennen kayttoa. Kasetti laitettiin koneeseen heti sen valmistuttua ja ajo kesti
noin 95 minuuttia (Biocartis 2023). Mikrotomi ja kaytettavéat tasot oli tarkea desinfioida ennen seu-

raavan naytteen kasittelya.
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6 TUTKIMUSTULOKSET

Opinnaytetyo suoritettiin kayttden valmistajan menetelmaohjeita ja kuvallisia tyoohjeita (ks. liite 1)
(Biocartis 2023; Biocartis NV). Tutkimuksessa oli mukana OYS patologian laboratorion naytteita,
jotka olivat kayneet lapi tavanomaisen fiksaatio- ja kudoskasittelyn. Kun opinnaytetyon tulokset

valmistuivat, niita verrattiin immunohistokemian tuloksiin.

Opinnaytetyon ensimmaisena tutkimuskysymyksena oli selvittda, voiko etsittavan mutaation ha-
vaita kayttamalla MP-PCR-menetelmaa ja toisena tutkimuskysymyksena haluttiin saada vastaus
sille, oliko molekyylipatologian menetelman tulos yhteneva immunohistokemian menetelméan
kanssa. Saaduissa tuloksissa molekyylipatologian menetelmé havaitsi mutaation ja osoitti kaikille
tutkimuksessa mukana olleille naytteille immunohistokemian kanssa yhteensopivia tuloksia: yh-
teensa 11 naytteelle IDH1 kodonissa 132, yhdelle naytteelle IDH2 kodonissa 172 seka kolmelle
IDH-negatiiviselle naytteelle. Opinnaytetydn tulokset on esitetty liitteena olevassa taulukossa 1.
Saadut tulokset osoittavat, etta vastaavuus molekyylipatologian ja immunohistokemian menetel-
méassa oli 100 %. Yhdestakaan RT-PCR ajosta ei tullut vaéaria positiivisia tuloksia, mika osoitti 100
%:n spesifisyyden testattavalle menetelmélle. Naista tuloksista voitiin paatelld vastaus opinnayte-
tyon kolmanteen tutkimuskysymykseen toteamalla, etta uusi menetelma on kayttokelpoinen vaih-
toehto glioomien diagnostiikassa. Tama opinnaytetyo oli samalla osa kansainvalista monikeskus-
tutkimusta yhteistydssa Biocartiksen kanssa ja tutkimuksen tulokset tullaan julkaisemaan tieteelli-

sessa vertaisarvioidussa julkaisusarjassa.

Opinnaytetyon lisatutkimuksissa paastiin testailemaan kasetin rajoja ajamalla laitteessa naytteita,
joissa oli joko valmistajan suosituksia pienempi tuumoriprosentti tai pienempi ndytemaara. Myos
sellainen nayte uudelleenajettiin, joka oli antanut raporttiin korkean Cg-arvon kayttdmalla suurem-

paa ndytemaaraa. Lisatutkimukset I0ytyvat liitteessa olevassa taulukossa 2.

Cg-arvon ollessa korkea, tulee tuloksiin huomautus, ettei testi ole valttamatta havainnut mutaatioita
naytteista, joissa on matala mutaatio-osuus. Tallaisen huomion saanutta naytetta kokeiltiin ajaa
uudelleen kayttamalla valmistajan hyvaksymaa maksimindytemaaraa. (ks. liite 3, ndyte 19). Kysei-
sesta naytteesta oli jo ensimmaisessa ajossa loytynyt tiedossa oleva IDH1-mutaatio. Leikkeen
maaran lisaaminen vaikutti Cg-arvoon, vaikka huomio ei taysin poistunut. Naytemaaraa lisatessa

Cg-arvo pieneni miltei yhden pisteen verran. Ensimmainen ajo oli suoritettu kayttaen yhta leiketta,
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joten uudelleen ajettavan naytteen maara kolminkertaistettin. DNA:n maara oli siis riittava ja tuu-
morisolujakin naytteessa oli runsaasti, josta voi paatella, etta DNA:n laatu oli tassa tapauksessa
todennakaisesti hairitsevana tekijana. DNA voi olla pilkkoutunutta esimerkiksi formaliinifiksaation
takia, jolloin naytteessé voi olla inhiboivana tekijana formaliinijaga@mia tai jotain muuta, joka paasee

vaikuttamaan PCR-reaktioon.

Ongelmia mutaation havaitsemisessa ilmeni vasta testattaessa valmistajan suosituksia pienempia
naytemaaria. Kasetti ajettiin kayttaen vain puolta vaaditusta naytemaarasta, jolloin tiedossa oleva
mutaatio 10ytyi (ks. liite 3, ndyte 16). Vahentdessa maaraa tasta viela puolella, ei mutaatiota enda
havaittu ja myds Cg-arvo oli korkea (ks. liite 3, nayte 17). Idylla™ Explore-ohjelmasta paastiin kat-
somaan kyseisen ajon mutaatiokayria, joista oli nahtavissa mutaation kohdalla selvad nousua,
mutta mutaatio ei ollut ehtinyt monistua tarvittavaa maaraa rajallisten PCR-syklien aikana, jotta
mutaation olisi voinut havaita. Tasta voi paatelld, etta naytteen vahainen maara oli tassa tapauk-
sessa vaikuttavana tekijana. Naytteiden 16 ja 17 kohdalla ei nayttaisi olevan PCR-reaktioita inhi-
boivia tekijoita, silla suuremmilla ndytemaarilld Cqg-arvo oli selvasti pienempi. Mikali mutaatio-
DNA:ta ei ole tarpeeksi naytteessa, nayttaisi silta, ettd ajossa kaytettavaa materiaalia tulee olla

enemman.

Valmistajan ohjeissa on néytevaatimuksena vahintdan 10 % tuumorisoluja. Lisatestauksia teh-
dessa saatiin IDH-positiivinen tulos naytteestd, jossa oli vain 5 % tuumorisoluja (ks. liite 3, néyte
18). Kyseessa oli kohtalaisen suurikokoinen nayte, josta voi paatella sen, etta ainakin suurikokoi-

sista naytteista voi mutaation havaita, vaikka tuumorisoluprosentti olisi vaadittua pienempi.

6.1 Johtopaatokset

Yhteenvetona opinndytetydssa saatujen tulosten perusteella voidaan todeta, ettd RT-PCR-mene-
telmaa voi luotettavasti kayttda FFPE-naytteilla. Noudatettaessa valmistajan antamia ohjeita, tata
menetelmaé voidaan hyddyntaa osana glioomapotilaiden diagnostiikkaa. Mutaatio oli havaittavissa
MP-PCR-tekniikkaa kayttamalla. Opinndytety6 auttoi OYS patologian yksikkda laajentamaan mo-

lekyylipatologian tutkimusvalikoimaansa ja tarkentamaan sydpadiagnostiikkaansa.
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PCR-reaktioissa oli nahtavissa selvasti naytekohtaisia eroja. Toiset naytteet monistuivat heikosti
DNA:n maarasta huolimatta eikd maaran lisays juuri vaikuttanut tuloksen Cqg-arvoon. Toisissa nayt-
teissa DNA:n laadun sijaan DNA:n maara oli selvasti vaikuttavana tekijana, silla naytemaaraa lisa-
tessa myds Cqg-arvo pieneni. Tassa opinnaytety6ssa oli suhteellisen suurikokoisia naytteita, joista
mutaatio l0ytyi hyvin ja naytemaaran suhteen oli helppo noudattaa valmistajan ohjeistuksia. Mikali
kudospala olisi pieni, tulisi kayttaa maksimileikemaaraa, jotta DNA-mutaatioiden havaitseminen ei
jaisi ainakaan vahaisesta naytemaarasta kiinni. Ongelmia saattaa iimaantua kudospalan ollessa
erittain pieni. Esimerkiksi paksuneulandytteissa saattaa olla tilanne, ettd naytteessa kaikki solut

eivat valttdmatta ole tuumorisoluja, joka haastaa laitteen mutaatioidenhavaitsemiskyvyn.

6.2 Luotettavuuden arviointi

Luotettavuuden arviointi tassa opinnaytetydssa kohdistui aineiston analyysiin, tutkimuksen vertai-
lukelpoisuuteen seka raportointiin. Luotettavuutta lisasi kaytetty lahdekirjallisuus ja kaytettavat me-
netelmaohjeet, joiden perusteella tyo tehtiin. (Hirsjarvi ym. 2013, 188-189.) Molekyylipatologian
menetelmassa kaytettiin laitevalmistajan luomia kayttoohjeita. Opinnédytetydn tietopohjana kaytet-
tiin mahdollisimman tuoretta kirjallisuutta ja tieteellisia artikkeleita. Tietoa pyrittiin kokoamaan mo-
nesta lahteesta kayttaen kansainvalisia ja kotimaisia lahdeaineistoja mahdollisimman laajan koko-
naiskuvan saamiseksi. Jotta saatuihin tuloksiin voi luottaa, tuli omaa osaamista arvioida opinnay-
tetyon jokaisessa vaiheessa. Tutkimuksen luotettavuuteen vaikutti myos hyva ennakointi, jolloin
opinnaytetyon prosessi ja toiminnallinen osa tuli suunnitella hyvin etukateen, jotta tulokset valmis-

tuivat luotettavasti ja aikataulussa.

Opinnaytetyon raportoinnissa noudatettiin tieteelliselle tutkimukselle asetettuja vaatimuksia. Opin-
naytetyohon liittyvat vastuut ja velvollisuudet olivat tiedossa ennen menetelman testausta. Tietoa
hankittiin tieteellisten tutkimusten kriteerien mukaisesti ja tiedonlahteet arvioitiin kriittisesti. Tieto-
lahteind kaytettiin koulutuksen materiaalia, OYS patologian osaston materiaalia, kirjoja seka artik-
keleita. Tuloksia julkaistaessa ja esittdessa noudatettiin tieteellisen tiedon luonteeseen kuuluvaa

avoimuutta. (Hirsjarvi ym. 2013, 24.)
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6.3 Korkea Cg-arvo

Raporteissa osaan tuloksista tuli korkea Cg-arvo, jonka syita pohdittiin. Pohdinnan alla oli, etta
voisiko korkea Cg-arvo johtua esimerkiksi pipeteisté tai pipetoinnista. Asia tarkistettiin ja selvisi,
etta pipetit kalibroidaan keskimaarin kerran vuodessa. Lisaksi tyossa kaytetyt pipetit olivat olleet
molekyylipatologian laboratoriossa vain vahalla kaytolla, joten uudelleenkalibroinnin tarvetta ei ol-
lut. Jos pipetointimaara olisi ollut virheellinen tai pipetoitava neste olisi pipetoitu esimerkiksi kasetin
hajotuskammion reunoille, josta neste ei paasisi osaksi reaktiota, olisi ongelmia ollut todennakéi-
sesti jo mutaatioiden havaitsemisessa. Pipetoitaessa noudatettiin kuitenkin huolellisuutta ja tark-

kuutta.

Opinnaytety6 oli OYS patologian ensimmainen Idylla™ FLEX-teknologiaan perustuva tutkimus,
jossa alukkeet pipetoidaan kasettiin ennen ajoa. Alukepulloille tuli ndissa tutkimuksissa noin kaksi
jaadytys-sulatus-syklia. Pohdittiin, voisiko esille tulleet korkeat Cg-arvot johtua naista jaadytys-su-
latussykleista. Asiaa selvittdessa tuli ilmi, etta alukepullo kestaa useamman jaadytys-sulatussyklin,
joten talla syklimaaralla ei pitaisi olla minkaanlaista vaikutusta. Mikali nama syklit olisivat vaikutta-

neet alukkeisiin, olisi se vaikuttanut muihinkin ajoihin. Korkeita Cg-arvoja oli vain osassa ajoja.

Korkea Cg-arvo ei voinut olla mydskaan laitteesta tai kasetista johtuva, silld Idylla IDH1-2-kase-
teissa on tulosten luotettavuutta mittaava integroitu kontrollinayte ja itse Idylla-laitteen tulisi pysya
ajokunnossa vuosihuoltojen valilla. Laite antaa tiedon jokaisen ajon onnistumisesta ja iimoittaa,
mikali esimerkiksi naytemaara on vahainen. Mikali Idylla-laite ei olisi ajokunnossa tai huoltoa ei olisi
tehty, se nakyisi sisdisissa kontrolleissa ja suurempina ongelmina, kuin pelkkana Cg-arvon nou-
suna. Mikali analyysikasetin tuotannossa olisi ollut laatuvika, olisi se tullut ilmi kaikissa saman eran
kaseteissa. Nain ei kuitenkaan ollut ja kasettien sisaiset kontrollit menivat lapi. Cq-arvon nousu ei
johtune siis tekijasta, laitteesta tai valineista. Aiemmin tehdyt paatelmat vahvistuivat siita, etta kor-

keampi Cg-arvo johtui DNA:n vahaisesta maarasta tai DNA:n laatuongelmasta.

6.4 Opinnaytetyon eettiset lahtokohdat

Opinnaytetyssa noudatettiin eettisesti hyvan tutkimuksen edellyttamia hyvia tieteellisia kaytantoja.
Taman opinnaytetyon tarkeita eettisyyden mittareita olivat rehellisyys, huolellisuus seka tarkkuus

lapi prosessin; laboratoriotydskentelyssa, tulosten késittelyssé ja arvioinnissa seka raporttia
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esittdessa. (Hirsjarvi ym. 2013, 23-24; Tutkimuseettinen neuvottelukunta 2023, 3, 11.) Opinnayte-
tyon eettiset kysymykset liittyivat tutkimuksen jokaiseen vaiheeseen aiheenvalinnasta tutkimustu-

losten julkaisuun (Vuori 2023).

Tassa opinnaytetydssa eettisia nakokohtia tarkasteltiin 1ahinna naytemateriaalien osalta. Opinnay-
tetyon materiaali koostui patologian osaston glioomanaytteista, joten opinnaytetyota varten tehtiin
lupahakemus, jonka allekirjoittaneet sitoutuivat noudattamaan salassapitovelvollisuutta ja kasitte-
lemé&an tietoja asianmukaisesti tietoturvallisuustoimenpiteet huomioiden. Tutkimustuloksissa ei na-
kynyt henkildtietoja eika niita lahetetty eteenpain raportoitaessa menetelman tuloksia. (Vuori 2023.)
Tutkimukset ajettiin kayttden naytenumeroita, joista ei voitu tunnistaa potilaiden henkilGllisyytta.
Opinnaytetyon raporttiin naytteet merkittiin jarjestysnumeroa kayttaen yksilonsuojan sailytta-
miseksi. Tulosten raportoinnin jalkeen kaikki opinnaytetydssa kaytetyt lomakkeet on havitetty tieto-

suojajatteena.
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7 POHDINTA

Opinnaytety0 eteni suunnitellussa aikataulussa ja sain toimitettua tulokset opinnaytetyon toimeksi-
antajalle sovitussa aikataulussa. Opinnaytetyolla oli merkitysta seka omalle ammatilliselle kasvul-
leni ettd toimeksiantajalle. Laatutavoite tayttyi, silla jokainen tutkimuksen vaihe onnistui ja tuloksena
saatiin luotettavia tuloksia. Opinnaytetyon tulokset olivat samassa linjassa aiempien tutkimusten

kanssa (Nelson ym. 2013; Gondim ym. 2019).

Prosessin aikana sain vastaukset opinnaytetyon tutkimuskysymyksiin. Opinnaytety0ssa kaytettava
naytemaara (15 kpl) oli otoskooltaan tyydyttava. Taman suuruisessa tutkimuksessa paastiin jo tar-
kastelemaan menetelman herkkyytta ja tarkkuutta. Opinnaytetyon tulokset osoittivat, ettd molekyy-
lipatologian menetelmassa oli suuri herkkyys. Jokaisessa ajetussa naytteessa mutaatio havaittiin
tiedossa olevan mukaisesti. Etsittdvan mutaation pystyi havaitsemaan MP-PCR-tekniikkaa kaytta-
malla ja saadut tulokset olivat taysin vastaavia immunohistokemian tulosten kanssa. Koska yhdes-

takaan RT-PCR ajosta ei tullut vaaria positiivisia tuloksia, osoitti se suurta menetelman tarkkuutta.

Molekyylipatologian menetelma on kayttokelpoinen vaihtoehto glioomien diagnostiikassa, silla im-
munohistokemian menetelmalla voidaan havaita IDH1-mutaatio, mutta Idylla-jarjestelma kykenee
|6ytamaén IDH1-mutaation lisdksi myds IDH2-mutaatioita. Saatujen tulosten perusteella toimeksi-

antaja suurella todennakoisyydella ottaa tutkimuksessa kaytetyn menetelman kliiniseen kayttoon.

Omaa ammatillista kasvuani tarkastellessa opin kokonaan uuden PCR-tekniikan seka molekyyli-
patologian laboratorion toimintatavat. Idylla-laitteen kayttd tuli erittain tutuksi ja oman alan sanaston
ymmarrys ja osaaminen koheni huomattavasti. Bioanalyytikon alaa koskevaa tietoa on usein eng-
lanniksi enemman saatavilla, joten englannin kielen kehittyminen on ammatillisen kasvun kannalta

ainoastaan positiivista.

Sain harjoitella tarkkaa tyoskentelya aseptisesti ja toteuttaa itsenéisesti koko opinnaytetydn pro-
sessin, joka kasvatti vastuunottokykyani. Opinndytetydn toiminnallinen osa suoritettiin OYS pato-
logian osastolla, joka edisti kykya tydskennelld tydyhteisdssa, mutta silti toimia itsenaisesti. Opin-
naytetyon aikana on ollut mahdollisuus hyodyntaa molekyylipatologian tyontekijoiden ja opinnayte-
tyon ohjaajien asiantuntijuutta. Teoriatieto karttui ja kaytannon osaaminen vahvistui, mika edistaa
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tyoelamaan siirtymista tulevaisuudessa. Tyoskentelytaitojen lisaksi tietamys molekyylipatologian ja

immunohistokemian menetelmista kehittyi. Etenkin oma osaamiseni PCR:sta syventyi.

Opinnaytetydn ohessa tehdyt lisatestaukset muodostuivat tarkeaksi osaksi kokonaisuutta, sillé
niista saatiin lisaarvoa laitteen herkkyydesta ja laite selvasti reagoi naytemaaran vahentamiseen.
Opinnaytety0ssa oli kaytettavissa suhteellisen suurikokoisia naytteita, mutta valttdmatta kaytan-

ndssa ei nain ole ja juuri siksi muutaman lisatestausten ajo pienemmilla maarilla oli tarkeaa.

Jatkotutkimuksena asteittain naytemaaraa pienentamalla saisi selville pienimman mahdollisen nay-
teméaaran, jolla mutaatio on havaittavissa. Testattaessa tulisi varmistaa, ettd naytteessa olisi mah-
dollisimman vahan naytetta inhiboivia tekijoita. Mielenkiinnosta voisi myos kokeilla ajaa laitteella
asteittain vanhempia naytteita selvittddkseen vaikuttaako ajan kuluminen naytteen DNA:n laatuun.

Tassa opinnaytetyossa kaytetyt naytteet olivat maksimissaan kolme vuotta vanhoja.

Tassa opinnaytetydssa saadun tiedon voisi yhdistaa jo kaytossa olevien molekyylipatologisten me-
netelmaohjeiden kanssa samaan paikkaan etenkin, jos IDH1-2-mutaatiomaaritystesti otetaan klii-
niseen kayttoon. Lisaksi uutta, Idylla FLEX-teknologiaa varten tarvittaisi omat tyoohjeet, silla aiem-
min kaytossa olleissa molekyylipatologian testeissa ei ole kuulunut pipetointia tyovaiheisiin. Tama
helpottaisi sita tilannetta, jos jatkossa tutkitaan Idylla FLEX-teknologialla uusia mutaatioita mole-

kyylipatologian menetelmalla.
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KUVALLISET TYOOHJEET

Quick Reference Guide A
'IDH1-2 e idylla

FFPE
It is recommended to use maximum 3 FFPE tissue sections
> 10% neoplastic cells

e ———
-

The physical appearance of products may deviate from their illustrations in this Quick Reference Guide,
Ref: (RG. IDHL-ZRUO_FFPE_072023 BIOCARTIS
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OPINNAYTETYOSSA SAADUT TULOKSET LIITE 2
TAULUKKO 1. Opinnéytety6ssé saadut tulokset
Nayte Tiedossa oleva Vuosi Tuumori-  Tutkimustulos Mediaani-
mutaatiostatus prosentti Cg-arvo
Mutation Detected IDH1
Uy 0
1 IDH1-positiivinen 2023 >50 % Codon 132 35,3
Mutation Detected IDH1
Uy o
2 IDH1-positiivinen 2023 80 % Codon 132 36,9
Mutation Detected IDH1
U 0
3 IDH1-positiivinen 2022 >50 % Codon 132 32,5
Mutation Detected IDH1
Uy 0
4 IDH1-positiivinen 2022 >50 % Codon 132 32,4
IDH1-negatiivinen, o, Mutation Detected IDH2
S DH2-positivinen 202 790% " Godon 172 32,8
6 IDH1-negatiivinen 2023 95 % No Mutation Detected 33,0
Mutation Detected IDH1
Uy 0
7 IDH1-positiivinen 2022 >50 % Codon 132 32,1
Mutation Detected IDH1
Iy 0
8 IDH1-positiivinen 2022 90 % Codon 132 30,9
9 IDH1-negatiivinen 2023 >50% No Mutation Detected 33,1
Mutation Detected IDH1
Iy 0
10 IDH1-positiivinen 2022 50 % Codon 132 32,8
Mutation Detected IDH1
Uy 0
11 IDH1-positiivinen 2022 >50 % Codon 132 35,3
Mutation Detected IDH1
i 0
12 IDH1-positiivinen 2022 >50 % Codon 132 35,1
Mutation Detected IDH1
i 0
13 IDH1-positiivinen 2021 50 % Codon 132 36,4
14 IDH1-negatiivinen 2022 80 % No Mutation Detected 33,9
15 IDH1-positivinen 2021 1009 Mutation Detected IDH 323

Codon 132
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KASETTIEN LISATESTAUKSET LIITE 3
TAULUKKO 1. Kasettien lisétestaukset
Nayte  Tiedossa oleva Vuosi Tuumori-  Tulos Mediaani-Cg-
mutaatiostatus prosentti arvo
16 IDH1-positiivinen 2021 50 % Mutation Detected IDH1 38,2
Codon 132
17 IDH1-positiivinen 2021 50 % No Mutation Detected 38,3
18 IDH1-positiivinen 2021 5% Mutation Detected IDH1 34,0
Codon 132
19 IDH1-positiivinen 2023 80 % Mutation Detected IDH1 36,2

Codon 132
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HAVAITTAVAT MUTAATIOT LITE 4

TAULUKKO 2. ldylla™ IDH1-2-mutaatioméérityssarjalla havaittavat IDH1- ja IDH2-mutaatiot (Mu-
kaillen Biocartis NV 2023, 7.)

GEENI | KODONI | MUTAATIO | AMINOHAPPOMUUTOS | MUUTOS DNA:SSA
IDH1 | 132 R132C p.Arg132Cys c.394C>T
R132H p.Arg132His .395G>A
R132G p.Arg132Gly .394C>G
R132S p.Arg132Ser €.394C>A
R132L p.Arg132Leu .395G>T
IDH2 | 140 R140Q p.Arg140GIn c.419G>A
R140L p.Arg140Leu c.419G>T
R140G p.Arg140Gly c.418C>G
R140W p.Arg140Trp c.418C>T
172 R172K p.Arg172Lys c.515G>A
R172M p.Arg172Met c.515G>T
R172G p.Arg172Gly c.514A>G
R172S p.Arg172Ser c.516G>T
R172S p.Arg172Ser c.516G>C
R172W p.Arg172Trp C.O14A>T
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