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Sy0pé on geneettinen sairaus, mink& vuoksi sydpakasvaimen geneettisten muutosten
tunteminen auttaa kohdennettujen tasméladkkeiden valinnassa ja hoitovasteen arvioin-
nissa. Tamén tyon tarkoituksena oli kehittdd PIK3CA-geenin mutaatioanalyysi syopa-
diagnostiikkaan soveltuvaksi. PIK3CA on PI3K/Akt/mTOR-reaktiotielld keskeisena
tekijana olevan PI3K-proteiinin katalyyttinen osa. PIK3CA-geenin mutaatiot moninker-
taistavat P13K:n aktiivisuuden, jolloin reitin signalointi ei ole en&a riippuvainen resepto-
riin sitoutuvasta kasvutekijastd. Reitti sadtelee keskeisia solun toimintoja, kuten jakau-
tumista ja erilaistumista, ja on yksi useimmin mutatoituneista reaktioreiteista syovassa.

Kehitettdvana olleessa menetelméssa naytteend on potilaan parafiiniin valetusta kudos-
naytteesta eristetty DNA. DNA:sta monistetaan PCR:Il& yleisimmin mutaatioita sisalta-
vat kohdat. PIK3CA-geenin somaattisista pistemutaatioista yli 80% sijaitsee eksonin 9
kodoneissa 542 ja 545 ja eksonin 20 kodonissa 1047. Jaksojen monistamisen jalkeen
PCR-tuote sekvensoidaan pyrosekvensointimenetelmalla.

Menetelman suurimpina haasteina olivat pseudogeenin monistuminen ja kontaminaatio-
herkkyys. Naihin haasteisiin pyrittiin vastaamaan PCR-alukkeita, olosuhteita ja tydtapo-
ja muokkaamalla. Tyossa I6ydettiin PCR-alukkeet, joilla PCR-olosuhteita tiukentamalla
paastiin eroon pseudogeenin monistumisesta. Kontaminaatio-ongelmasta PCR:ssa ei
paasty kokonaan eroon, mutta huolellisilla ty6tavoilla kontaminaatio pysyi vahdisena
eikd hairinnyt varsinaisten naytteiden tulosten tulkintaa. Menetelmén herkkyys ja tois-
tettavuus madritettiin mutaatioita siséltavista standardi-DNA-naytteista tehdyilla lai-
mennossarjoilla. Menetelma osoittautui hyvin herkéksi ja toistettavuus oli hyva. Mene-
telmé 16ysi luotettavasti myos tiedossa olleet mutaatiot tutkituista rintasyopénaytteista.

Menetelmasta tuli tdmén opinnaytetydon myoté kéayttokelpoinen ja sitd voidaan jatkossa
kayttdd Keski-Suomen keskussairaalan patologian osastolla tutkimusnaytteiden analy-
sointiin.
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ABSTRACT
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Degree programme in Biomedical Laboratory Science

MAARIT AHTIAINEN:
The Mutation Analysis of PIK3CA for Cancer Diagnostics

Bachelor's thesis 56 pages, appendices 4 pages
April 2015

Cancer is a genetic disease. Therefore, the knowledge of genetic changes in a tumor
helps clinicians to tailor the treatment of a patient and predict the clinical response. The
purpose of this Bachelor's thesis was to improve the mutation analysis of the PIK3CA-
gene for a reliable detection of the most common mutations in the gene.

The PI3K/Akt/mTOR-pathway is among the most frequently mutated pathways in hu-
man cancer. This pathway regulates several cellular processes, such as cell growth, pro-
liferation and differentiation. PIK3CA is the catalytic subunit of PI3K protein, and the
mutations in PIK3CA-gene multiply the activity of PI3K. This leads to a constitutive
activation of the pathway regardless of the growth factor binding into the cell-surface
receptor.

In the current method, the sample DNA is first extracted from a tissue sample embedded
in paraffin. DNA samples are amplified by using PCR for regions including the most
common mutations. These are codons 542 and 545 in exon 9 and codon 1047 in exon
20. These mutations cover ~80% of the somatic point mutations found in the PIK3CA-
gene. After amplification, a mutation analysis is performed by using pyrosequencing.

The two main challenges in this study were to avoid the pseudogene amplification and
to prevent contamination in the PCR reactions. For this purpose, the PCR primers, PCR
conditions and the related work operations were modified. Suitable PCR primers were
found which together with adjusted PCR conditions excluded the pseudogene amplifica-
tion. However, the problems with PCR contamination were not totally solved. Fortu-
nately, the level of contamination was sufficiently low to allow the mutation analysis of
patient samples. The sensitivity and reproducibility of the method were determined by
using dilutions of the reference mutation standards. The method proved to be very sen-
sitive and reproducible. Known mutations were reliably found in previously studied
breast cancer samples.

The Bachelor's thesis produced a usable method for mutation analysis of PIK3CA. The
method can be further used in the Pathology Laboratory of the Central Finland Central
Hospital for testing the most common mutations in PIK3CA-gene from patients with
cancer.

Key words: cancer, genetic testing, PIK3CA
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1 JOHDANTO

Syo6vén varhainen toteaminen on edellytys hyvalle taudin hoidolle ja ennusteelle. Sy6-
padiagnoosi perustuu useimmiten mikroskooppiseen tutkimukseen, jossa pyritaan sel-
vittdm&an muutoksen pahan- tai hyvanlaatuisuus. T&ta varten kasvain pyritdén tyypit-
tdmaan ja selvittdmadn sen lahtokudos, levinneisyys ja erilaistumisaste. Morfologinen
tutkimus perustuu histokemiallisiin varjayksiin ja mm. solujen kasvutapaan, kokoon,
muotoon ja jakautumistiheyteen. Diagnoosia voidaan tarkentaa immunohistokemiallisil-
la, sytogeneettisilla ja molekyylipatologisilla tutkimuksilla. (Ristimaki, Franssila ja
Kosma, 2013, 88-100.)

Geneettisten muutosten merkitys syévan synnyssa on tunnettu jo pitkaan, mutta vasta
perimdn lukemiseen ja geenimuutosten selvittdmiseen tarvittavan teknologian kehitty-
minen on mahdollistanut geneettisen tiedon yhdistdmisen diagnostiikkaan ja hoitoihin.
Ihmisen koko genomitiedon hyddyntaminen diagnostiikassa on aikaisemmin osoittautu-
nut lilan kalliiksi ja ty6laaksi, mutta uuden sukupolven sekvensointitekniikat, joissa
sekvensointi keskitetdan sairauden kannalta keskeisiin ja tunnettuihin genomin kohtiin,
mahdollistavat kustannustehokkaan geenidiagnostiikan. Sy0pakasvaimen yksil6llisten
geneettisten ominaisuuksien tunteminen auttaa kohdennettujen tasmalaékkeiden valin-
nassa ja hoitovasteen arvioinnissa. (Myllykangas, Koskenvuo ja Alastalo, 2013, 141-
143.)

Taman tyon tarkoituksena oli kehittdd PIK3CA:n mutaatioanalyysi syopa-
diagnostiikkaan soveltuvaksi. Menetelman olosuhteita ja tyoskentelytapoja optimoimal-
la pyrittiin saavuttamaan diagnostiseen kayttoon riittdvd menetelmén luotettavuus ja
herkkyys. Tavoitteena oli, ettd menetelm&& voitaisiin jatkossa kéayttdd Keski-Suomen
keskussairaalan patologian osastolla tutkimusnaytteiden analysointiin, mika laajentaisi

molekyylipatologian sydvan DNA-muutosten tutkimusvalikoimaa.



2 SYOVAN SYNTY

Syovén synty eli karsinogeneesi on tapahtumasarja, jossa solun DNA:ssa tapahtuvat
vauriot eli mutaatiot johtavat solun hallitsemattomaan jakautumiseen. Karsinogeneesis-
sé voidaan erottaa kolme vaihetta: initiaatio, promootio ja progressio. Initiaatiovaihees-
sa solun DNA:ssa tapahtuu mutaatio, jota solun DNA:n korjausmekanismit eivét jostain
syysté saa korjattua ja joka altistaa solun myéhemmille muutoksille. Promootiovaihees-
sa solukko jakautuu aktiivisesti, geneettinen instabiliteetti lisdantyy ja solukko muuttuu
pahanlaatuiseksi. Progressiovaiheessa pahanlaatuiset muutokset jatkuvat, solukko muut-
tuu riippumattomaksi ulkoisista kasvutekijoista ja ssavuttaa kyvyn l&hettad etéapeséakkei-
t4. (Isola 2013, 13.)

Syopéasoluksi solun muuttavat muutokset osuvat solun kasvunsaatelyjarjestelmiin eli
jakautumista, kasvua, erilaistumista ja ohjattua solukuolemaa saateleviin geeneihin.
Sy0pé on useimmiten somaattinen, eli mutaatiot tapahtuvat ihmisen elinaikana, eivatka
nain ollen periydy. Pienessé osassa syopia (5-10%) syovalle altistava geenivirhe on ol-
lut jo sukusoluissa ja johtaa periytyvaan syopéaalttiuteen. (Aittoméki ja Peltomaki 2006,
186-187.) Syopa on ladhes aina monoklonaalinen, eli kasvain on saanut alkunsa yhden
solun kontrolloimattomasta jakautumisesta. Kasvainsolukko voi silti olla hyvinkin hete-
rogeeninen seka mutaatioiden etta solujen ilmiasun suhteen. Tama johtuu seka vilkkaan
jakautumisen takia suuresta mutaatioiden ilmaantumistaajuudesta verrattuna normaaliin
solukkoon ettd syopasolukon heikentyneestd kyvysta korjata syntyvid DNA-vaurioita.
(Isola 2013, 15.)

Hanahan ja Weinberg ovat esittaneet teorian keskeisista ominaisuuksista, jotka solun on
saavutettava, jotta solu muuttuu pahanlaatuiseksi (taulukko 1). Namé& ominaisuudet ovat
tunnusomaisia, toisiaan tdydentavia ja yhteisia kaikille syopasoluille, riippumatta niihin
johtavien geenien ja mutaatioiden valtavasta moninaisuudesta. (Hanahan & Weinberg,
2000, 58; 2011, 646)



TAULUKKO 1. Sy6pasolun ominaisuudet.

1. Omavaraisuus kasvusignaalien suhteen
Riippumattomuus kasvua rajoittavista signaaleista

. Apoptoosin torjuminen

2

3

4. Rajaton jakautumiskyky

5. Angiogeneesi eli verisuonien muodostus
6

Kyky tunkeutua ympéroivaan kudokseen ja lahettaa etapeséakkeité

Geneettisten muutosten lisaksi sydpasoluilla voi olla hankittuja, ulkopuolelta tulleita
uusia DNA-jaksoja. Useimmiten syyné ovat virusinfektiot, joita pidetaan osallisena 10-
15%:ssa ihmisen syovistd. Syopéan kytkeytyvié viruksia ovat ihmisen papilloomavirus
(HPV), hepatiittivirukset B ja C (HBV ja HCV), herpesvirus (KSHV), Epstein-Barr-
virus (EBV) ja ihmisen T-lymfotrooppinen virus (HTLV-1). (Martin & Gutkind, 2008,
S31.) Virukset lisadvat isdntasolun jakautumista, kiihdyttavét aineenvaihduntaa, estavét
ohjelmoitua solukuolemaa eli apoptoosia ja hairitsevat immuunitoimintaa, mik& edes-
auttaa syovan syntyd. (Pekkonen & Ojala, 2013, 1545-1546.)

Syopéasolun genomissa voi olla myods hankittuja epigeneettisia muutoksia, jotka muutta-
vat DNA:ta ympéaréivan kromatiinin rakennetta ja geenien ilmentymista ilman, etta
DNA:n emaésjarjestys muuttuu (Stratton ym. 2009, 719). Ensimmaisen kerran syoévan
epigeneettisia muutoksia osoitettiin 30 vuotta sitten, jolloin havaittiin, ettd kasvainku-
doksessa DNA:n metylaatio on vahentynyt terveeseen kudokseen verrattuna (Feinberg
& Vogelstein 1983, 89). Hypometylaatio on sittemmin osoittautunut yhdeksi syopésolu-
jen tyypilliseksi piirteeksi. Hypometylaation liséaksi muita epigeneettisia mekanismeja
ovat DNA:n hypermetylaatio, DNA:han sitoutuvien proteiinien modifikaatiot ja mikro-
RNA-vilitteinen saately. Soluilla on siis DNA:n liséksi epigeneettinen taso, joka maa-
raa solun kohtalosta, ja jossa tapahtuvat virheet voivat altistaa esim. sydvalle yhtélailla

geenimuutosten kanssa (Tieva & Peltomaki 2012, 62.)



3 SYOVAN GENETIHKKA

Sata vuotta sitten saksalainen sytologi Theodor Boveri esitti, ettd syopéa on geneettinen
sairaus, jossa solun periméssé eli DNA:ssa tapahtuneiden muutosten seurauksena solu
aloittaa epanormaalin jakautumisen (Boveri 2008, 1-84). Taméa pystyttiin osoittamaan
vasta yli seitsemankymmenté vuotta myohemmin, jolloin mullistavat havainnot syopéa
aiheuttavista, solun normaalien geenien muutoksista tehtiin (Stehelin ym. 1976, 170-
173; Parada ym. 1982, 474-478; Tabin ym. 1982, 143-149). 1980-luvun puolivalissa
jako kahden tyyppisiin syopéda aiheuttaviin geeneihin; onkogeeneihin ja kasvunrajoite-
geeneihin, alkoi vakiintua, samoin kuin kasitys syovén geneettisten muutosten moninai-
suudesta (esim. pistemutaatiot, kopioluvun muutokset, translokaatiot) (MacConaill ja
Garraway 2010, 5220).

DNA-sekvenssin muutokset voivat olla pistemutaatioita eli yhden eméksen vaihtumisia
toiseen, mika voi johtaa vastaavan proteiinin aktivoitumiseen tai vaimenemiseen. Trans-
lokaatiot eli DNA-jaksojen siirtymiset kromosomien sisalla tai valilla voivat myotavai-
kuttaa syovan syntyyn hairitsemalla normaalien geenien toimintaa tai muodostamalla
syovélle altistavia fuusiogeenejd. Kromosomaaliset hairiot, joissa geenin kopioluku
kasvaa monistumisen seurauksena tai vahenee deleetioiden takia, voivat myos aiheuttaa
syopda. (MacConaill ja Garraway 2010, 5219-5220.)

DNA:n vaurioita syntyy elimistdssd koko ajan, mutta soluissa olevat korjausentsyymit
useimmiten eliminoivat muutokset. N&iden korjausmekanismien pettdmistd pidetaan
keskeisena tapahtumana sydvan synnyssa (Isola 2013, 16-17). Sydvan kehittymiseen
tarvittavien mutaatioiden maarasta ei ole varmuutta, mutta yleisesti ajatellaan, etta nor-
maalin solun kehittyminen syopésoluksi vaatii 6-12 kasvuedun tarjoavaa mutaatiota
(Aittoméki ja Peltomaki 2006, 190). Uusia syovélle altistavia mutaatioita etsitdan ja
Ioydetdén koko ajan lisaa. Ihmisen noin 22 000 proteiinia koodaavasta geenista noin
400 on osoittautunut mahdollisiksi syopageeneiksi. Naista noin 10% I6ytyy myos suku-
soluista aiheuttaen perinndllisen alttiuden sydvalle. (Stratton, Campbell & Futreal 2009,
721; Futreal, Coin, Marshall ym. 2004, 177).

Sy6pédgeeneissé on paljon vaihtelua kudosspesifisyyden ja mutaatioiden yleisyyden suh-
teen. Joitain geeneistd I0ytyy mutatoituneena monentyyppisisté syovistd, mutta on myos
geenejd, jotka rajoittuvat vain yhteen syopatyyppiin. Geneettinen vaihtelu on runsasta
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saman syopatyypin sisalla ja jopa histologialtaan taysin samanlaisten kasvainten vélilla.
Tietyn geenin saman mutaation vaikutus voi myos olla erilainen eri kasvaimissa. Edel-
leen mutaatioiden ilmaantuminen eri kasvaimissa eri aikaan vaikuttaa syovén kehittymi-
seen. Reittien moninaisuudesta huolimatta kaikki syopésolut lopulta saavuttavat kaikille

syopasoluille yhteiset ominaisuutensa (Taulukko 1) (Hanahan & Weinberg 2000, 67.)

3.1 Onkogeenit

Onkogeenit muodostuvat mutaation seurauksena proto-onkogeeneistd, joiden normaali
tehtévé on edistad solun kasvua. Geeniin kohdistuva mutaatio on aktivoiva ja usein vain
yhden aminohapon muutokseen johtava ns. missense-mutaatio (johtuu yleisimmin yh-
den nukleotidin vaihtumisesta toiseen). Onkogeenit toimivat solutasolla dominantisti,
eli vain geenin toisen alleelin mutatoituminen riittdd onkogeenin aktivoitumiseen ja
syopaa aiheuttavan muutoksen aikaansaamiseen (Aittomaki ja Peltoméki, 2006, 188).
Onkogeenien tuotteet voidaan luokitella kuuteen ryhmadn: solun ulkoiset kasvutekijat,
solun pinnalla olevat kasvutekijareseptorit, solun sisdiset signaalin vélittajat, apoptoosin
saatelijat, tuman transkriptiotekijat ja kromatiinin muokkaajat (Croce 2008, 503; Isola
ja Kallioniemi, 2013, 19). Tassa tyossa tutkimuksen kohteena oleva PIK3CA kuuluu

solun siséisiin viestinvalitysmolekyyleihin.

Onkogeenien aktivoituminen antaa soluille kasvuedun ja lisaa elossa pysymista. Akti-
voitumisen takana on monen tyyppisia geneettisid muutoksia; mutaatioita, geenien mo-
nistumista tai kromosomaalista uudelleenjarjestaytymisté. Itse geeni voi aktivoitua pis-
temutaatioiden, deleetioiden tai insertioiden vaikutuksesta, mutta samoin muutokset
geenin promootterialueella voivat johtaa transkription lisddntymiseen ja edelleen geenin
aktivaatioon. Geenien monistuminen voi johtaa ylimé&é&raisiin onkogeenin kopioihin ja
lisd&ntyneeseen aktiivisuuteen. Kromosomaaliset translokaatiot voivat siirtdd onkogee-
nin paikkaan, jossa aktiivisuus lisddntyy. Translokaatioiden seurauksena voi syntya
my06s geenien yhdistelmid, joiden tuottama fuusioproteiini on onkogeeninen (Chial H,
2008, 33).

3.2 Kasvunrajoitegeenit
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Kasvunrajoitegeenien tehtdvéna solussa on rajoittaa solun kasvua ja jakautumista ja
stimuloida solukuolemaa, jotta solujen tasapaino sdilyy. Osa néista geeneista osallistuu
my0s DNA:n vaurioiden korjaukseen eli estad mutaatioiden kertymista. Téllaisen gee-
nin toiminnan heikkeneminen tai loppuminen mutaation seurauksena voi kaynnistéa
syovan kehittymisen. Kasvunrajoitegeenit toimivat solutasolla usein resessiivisesti, eli
geenin molempien alleelien taytyy inaktivoitua, jotta syovélle altistava vaikutus syntyy.
(Aittoméki & Peltoméki 2006, 190.) Tata ilmiota kutsutaan Knudsonin kahden osuman
hypoteesiksi (two-hit hypotheses) (Knudson 1971, 820). Ensimmainen osuma geenin
toiseen alleelliin voi olla joko jo perimdssa saatu altistava mutaatio tai elaman aikana
syntynyt mutaatio, ja toinen osuma kohdistuu myéhemmin geenin vastinalleeliin. Toi-
nen osuma voi olla paitsi mutaation aikaan saama, myos esimerkiksi virusinfektion ai-

heuttama tai epigeneettinen metylaatiomuutos. (Isola & Kallioniemi 2013, 20.)

Parhaiten tunnettu kasvunrajoitegeeni on p53, joka koordinoi solun jakautumista ja
apoptoosia. p53 aktivoituu DNA:han tulleen vaurion seurauksena. Aktivoituessaan se
indusoi geenejd, joiden tuottamat proteiinit pysayttavat solun jakautumisen vaurion kor-
jausta varten. Jos DNA-vaurion korjaus ei ole mahdollista, aktivoitunut p53 indusoi
geenejd, joiden proteiinituotteet johtavat ohjelmoituun solukuolemaan eli apoptoosiin.
p53:n toimintahairid on yleisin yksittainen geenivirhe, ja esiintyy l&hes kaikissa syopa-
tyypeissa. (Isola 2013, 17-20.)

3.3 DNA-vaurioita korjaavat geenit

Genomissa muodostuu DNA-vaurioita koko ajan seka solun siséisten reaktiivisten teki-
joiden ettd ymparistotekijoiden aiheuttamana. Osa vaurioista johtaa solun kuolemaan,
jolloin pitkaaikaisia seurauksia ei ole. Vaurio voi myo6s tapahtua solun toiminnan kan-
nalta merkityksettoméssa kohdassa. Vaurioiden korjaamiseksi elimistéssa toimii joukko
DNA:ta korjaavia entsyymejd, jotka suorittavat jatkuvaa kromosomien valvontaa ja vir-
heiden korjausta. Korjausmekanismit voidaan jakaa DNA:n replikaation jalkeista tarkis-
tusta suorittaviin (mismatch repair, MMR), eméasmuutoksia korjaaviin (base excision
repair, BER) ja nukleotidivirheitd korjaaviin (nucleotide excision repair, NER) proteii-
neihin. Néiden korjausmekanismien hairi6ita pidetddn keskeisend tapahtumana syovan

synnyssé. (Isola 2013, 17.)
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4 SYOVAN GEENIDIAGNOSTIIKKA

Ihmisen koko genomin sekvensointi valmistui kymmenisen vuotta sitten (Human Ge-
nome Project, 1990-2003). Koko genomin hyddyntdminen diagnostiikassa on kaytan-
ndssa mahdotonta ja rajoittuu kalleutensa ja resursointivaatimustensa takia suurien kan-
sainvalisten tutkimuskonsortioiden hankkeisiin. Eksomisekvensoinnilla, jossa selvite-
td&n vain proteiineja koodaavien alueiden emasjérjestys (2% koko genomista), kustan-
nukset laskevat kymmenesosaan. Kliiniseen kayttoon tamékin on liian kallista, mutta
palvelee tutkimusmaailman intresseja. (Myllykangas, Koskenvuo & Alastalo, 2013,
141-145.)

Syopékasvainten genomien kartoitusprojekteista merkittdvimmat kaynnissa olevat ovat
Yhdysvaltain terveysviraston rahoittama sydpagenomiatlas (The Cancer Genome Atlas,
TCGA, http://cancergenome.nih.gov/) ja Sanger Instituutin syopagenomin kartoituspro-
jekti (https://www.sanger.ac.uk/). Ndiden hankkeiden tavoitteena on analysoida syste-
maattisesti kymmenien sydpatyyppien ja tuhansien kasvainten genomit ja verrata niita
terveiden kudosten genomiin. Hankkeet tuottavat uutta tietoa eri syopéatyyppien geneet-
tisistd muutoksista, mik& tulee parantamaan sydpépotilaiden diagnostiikkaa ja hoitoa.
Né&in kerdtyn tiedon pohjalta kliiniseen kéyttéon soveltuvassa syovan geenidiagnostii-
kassa keskitytaan selvittamaan kyseisen syovan kannalta merkittdvat periman muutok-
set. Tama on tullut mahdolliseksi kohdennettujen sekvensointitekniikoiden kehityksen
myota. (Myllykangas, Koskenvuo & Alastalo, 2013, 141-145.)

Kohdennetussa geenisekvensoinnissa keskitytddn sairauden kannalta merkittaviin ge-
nomin kohtiin, jolloin saadun tiedon analysointi on yksinkertaisempaa ja edullisempaa.
Samalla véltetddn eettiset ongelmat, joita koko genomin avaamisen myota syntyy, koska
genomista voi paljastua ihmisen terveyden ja tulevaisuuden kannalta merkittava tietoa.
Yksinkertaisimmillaan geenidiagnostiikka on potilaan yhden tai useamman tautiin liit-
tyvan geenin tiettyjen eksonien sekvensointia ja mutaatioiden madaritysta. Nykyinen
tdsmahoito perustuu tahan ja toimii hyvin, jos taudinkuva on selkeé ja kliinikko tuntee
kyseiseen kasvaimeen liittyvat muutokset, joita etsid ja joiden perusteella valita sopiva
hoito. Syopakasvain on usein kuitenkin useamman geneettisen muutoksen summa, jol-
loin yksittaisten geenimuutosten sijaan kokonaiskuvan saamiseksi tarvitaan laajempia
kyseiseen syopatyyppiin liittyvien muutosten analyysipaneeleja. Tallgin puhutaan uu-

den sukupolven sekvensointimenetelmistd, joilla voidaan kustannustehokkaasti maarit-
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tdd syopakudoksen laajempi geneettinen profiili etenkin hoidollisesti merkittavien ja
mahdollista l4&keresistenssié aiheuttavien muutosten suhteen. Naiden menetelmien us-
kotaan olevan syovan rutiinidiagnostiikkaa jo l&hitulevaisuudessa. (Myllykangas, Kos-
kenvuo & Alastalo, 2013, 141-145.)
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5 TASMAHOIDOT

Vaikka syopa on geneettisesti ja epigeneettisesti hyvin monimutkainen sairaus, kasvai-
men kasvua ja selviytymistd voidaan usein hairité vain yhden onkogeenin inaktivaatiol-
la. Tatéd ilmiota kutsutaan onkogeeniriippuvuudeksi. IImidn ajatellaan perustuvan siihen,
ettd onkogeenien koodaamat proteiinit osallistuvat moniin reaktioteihin sypasolun uu-
delleen ohjelmoidussa solun signaaliverkostossa, jolloin yksittdisen onkogeenin merki-
tys on suurempi kuin normaalisolussa. Syévan kohdistetut tdsmahoidot perustuvat té-
man heikon kohdan tunnistamiseen ja geenin toiminnan pyséayttamiseen. (Weinstein &
Joe 2006, 448).

Syopépotilaan tdsmahoidon toteutuminen edellyttda perinteisen morfologisen diagnoo-
sin lisdksi molekulaarisia analyysimenetelmia; syopasoluissa tapahtuneiden mutaatioi-
den madarittamista ja la&keresistenssimekanismien tuntemista. Immunohistokemiallisilla
varjayksilla tai syto- ja molekyyligeneettisilla testeilla voidaan selvittdd, ilmentyyko
hoidon kohde kasvainsoluissa. Immunohistokemiallinen varjays on nopea, tarkka ja
edullinen tapa osoittaa jonkin proteiinin ilmentyminen kudoksessa, edellyttéen etta riit-
tavan herkka ja spesifinen vasta-aine kohdeproteiinille on olemassa. (Ristiméki, Kyt6l,
Haglund & Bono 2013, 1071-1074.) Sytogeneettisilla testeilld, kuten in situ-
hybridisaatiolla, voidaan havaita periman uudelleenjarjestymia ja molekyyligeneettisilla
testeilld, kuten PCR:llI4 ja sekvensoinnilla, kasvaimen somaattisia mutaatioita (Tyy-
békinoja &Knuutila 2006, 2018).

Tasmaélaakkeet hairitsevat tietyn molekyylin toimintaa syopékasvaimessa ja talla hetkel-
I kdytdssa olevien ladkkeiden joukossa on tekijoitd, jotka estavét solukasvun signaloin-
tia, hairitsevat kasvaimen verisuonien kehitystd, edistavat syopasolujen kuolemaa, sti-
muloivat immuunijarjestelma& tuhoamaan syopasoluja tai luovuttavat toksisia yhdisteitéd
syopasoluihin. Proteiinit, joita esiintyy sydpasolussa enemmaéan kuin terveessad solussa,
voivat olla hyvia kohteita tdsmahoidolle etenkin, jos ne osallistuvat solun kasvuun tai

elossa sailymiseen (American Cancer Society 2013).

Tasmaladkkeistd hyvana esimerkkind on HER2-positiivisen rintasyovan hoito trastut-
sumabilla. HER2-tyrosiinikinaasi kuuluu solun jakautumista séételeviin kasvutekijoihin,
ja geenin monistuma johtaa solujen hallitsemattomaan kasvuun. Lisaantyneen kinaasin

vaikutus voidaan estdd HER2-reseptoriin sitoutuvalla monoklonaalisella vasta-aineella,
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trastutsumabilla. Trastutsumabin tapaan monet tdsmalddkkeet ovat monoklonaalisia
vasta-aineita jotakin solun ulkoista rakennetta kohtaan. Tasmaladkkeiné kaytetddn myos
pienikokoisia molekyyleja, jotka voivat tunkeutua syopésolujen sisédéan ja héairitad solun
toimintaa. Rintasydvan hoidossa kaytettavd lapatinibi toimii HER1- ja HER2-
tyrosiinikinaasien inhibiittorina sitoutumalla solunsiséiseen kinaasin osaan. (Bono &
Joensuu 2010, 1205-1206). Muita kéytdssa olevia tdsméldékkeitd ovat mm. BRAF-
geenin V600E-mutaatiota ilmentdvan melanooman hoito vemurafenibilld (O Brien,
Guilhot, Larson ym. 2003, 994) ja Philadelphia-kromosomimuutoksen sisaltavan kroo-
nisen myeloidisen leukemian (CML) hoito imatinibilla (Chapman, Hauschild, Robert
ym. 2011, 2507).

Vaikka tasméladkkeen toiminta-ajatus on yksinkertainen, haastetta ladkkeen toimivuu-
delle tuo syopékasvaimen geneettinen moninaisuus ja kyky kehittaa resistenssi annetta-
valle hoidolle. Yhden signaalireitiston tietyn molekyylin inhibointi tdsméléakkeella voi-
daan syopasolukossa korvata ja kumota muiden, osittain paallekkéisten reaktioteiden
toiminnoilla. N&in ollen syévén hoidon tulevaisuudessa tietyn geenin mutaatioiden tun-
temisen lisaksi tulee panostaa kasvaimen koko geneettisen ympariston tuntemiseen.
(Martini ym. 2012, 87)
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6 PIK3CA

6.1 PI3K-AKT-mTOR-reaktiotie

tinvélitysmolekyyleind tyrosiinikinaasireseptoreiden kautta tapahtuvassa PIK3K-AKT-
mTOR-reaktiotien (fosfoinositidi-3-kinaasi-AKT-mammalian target of rapamycin) so-
lusignaloinnissa (kuva 1). Tyrosiinikinaasireseptoreihin kuuluvat mm. EGFR (epider-
mal growth factor receptor), humaani EGFR2 (HER2) ja IGF-R1 (insulin-like growth
factor 1). Solukalvon lapdisevan tyrosiinikinaasireseptorin kautta tapahtuva tiedonvéli-
tys perustuu reitilld toimivien proteiinien fosforylaatioon, ja lopullisena vaikutuskohtee-
na ovat keskeiset solutoiminnot (kuten kasvu, jakautuminen, erilaistuminen) kohdegee-

nien transkription ja proteiinisynteesin saatelemana.

kasvutekija

tyrosiinikinaasi-

reseptori
P

P PIP2 — PIP3 P
PP P P

PIK3CA
P P _—— l

PI3K AKT —

v

solukalvo

tuma
Proteiinisynteesi T*
apoptoosi solun kasvu

jakautuminen

verisuonien muodostus

KUVA 1. PI3K/Akt/mTOR-reaktiotie. Reitin aktivaatio kaynnistyy, kun kasvutekija
sitoutuu solukalvon tyrosiinikinaasireseptoriin. PI3K sitoutuu autofosforyloituneeseen
reseptoriin. Aktivoituneen PI3K:n katalyyttinen yksikkd PIK3CA siirtyy solukalvolle ja
fosforyloi fosfolipidi PIP2:n PIP3:ksi. Fosforyloitunut PIP3 puolestaan aktivoi AKT:n
ja edelleen mTOR:in. Né&in edennyt toisioldhettien aktivaatioketju saatelee monia kes-
keisid solutoimintoja kohdegeenien transkription ja proteiinisynteesin kautta. PTEN on
fosfataasi, joka toimii tuumorisupressorina inhiboiden PI3K-AKT:n signalointia (Mu-
kaellen Zhang 2013).
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6.2 PIK3CA:n mutaatiot

PI3K on heterodimeerinen entsyymi, joka koostuu saately-yksikosta (p85) ja katalyytti-
sestd yksikosta (p110a), jota PIK3CA-geeni koodaa. PIK3CA:n mutaatiot moninker-
taistavat PI3K:n aktiivisuuden, jolloin reitin signalointi ei ole enaa riippuvainen tyrosii-
nikinaasireseptoriin sitoutuvasta kasvutekijasta. Yli 80% PIK3CA:n somaattisista pis-
temutaatioista (yhden emaksen muutos, ks. taulukko 2) sijaitsee kolmessa ns. hot spot-
kohdassa; eksonissa 9 helikaalisella alueella kodoneissa 542 ja 545 ja eksonissa 20 ki-
naasialueella kodonissa 1047. Mutaatiot aiheuttavat yhden aminohapon muutoksen;
eksonin 9 kodoneissa 542 ja 545 glutamaatti muuttuu glysiiniksi (E542K ja E545K) ja
eksonissa 20 kodonissa 1047 histidiini vaihtuu arginiiniksi (H1047R). PIK3CA-geeni
lukeutuu onkogeeneihin ja sen mutaatiot ovat yleisid (~20-40%) monissa syopatyypeis-
sé, kuten rinta- ja kolorektaalisydvissé ja glioblastoomissa (Campbell, Russell, Choong
ym. 2004; Samuels, Wang, Bardelli ym. 2004).

TAULUKKO 2. PIK3CA:n yleisimmat mutaatiot eksoneissa 9 ja 20
(http://www.mycancergenome.org).

Aminohappomuutos

Nukleotidimuutos

PIK3CA exon 9 p.E542K €.1624G>A
PIK3CA exon 9 p.E545K €.1633G>A
PIK3CA exon 20 p.H1047R €.3140A>G

6.3 PIK3CA:n merkitys syovassa

PI3BK-AKT-mTOR-reaktiotie on yksi useimmin mutatoiduista reaktioteistd syovassa.
Reitti voi aktivoitua useiden erilaisten mekanismien kautta. Kahtena pddmekanismina
ovat reaktiotiehen osallistuvien tekijoiden somaattiset, reittid aktivoivat mutaatiot ja itse
tyrosiinikinaasireseptorien aktivaatio. Useimmiten lisd&ntynyt aktiivisuus johtuu akti-
voivista mutaatioista ja geenien monistumisesta reitin keskeisissa tekijoissa (esim. PI3K
ja AKT1) tai PTEN-tuumorisupressorin inaktivaatiosta. Useille reitin tekijoille on kehi-
tetty inhiboivia tdsmaladkkeitd, ja lupaavat tulokset prekliinisista tutkimuksista ovat
johtaneet ladkkeiden kliinisiin kokeisiin. (Courtney, Corcoran & Engelman 2010; 1075-
1081.)


http://www.mycancergenome.org/
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Rintasyovassa PIK3CA-mutaatioiden on osoitettu liittyvédn imusolmukemetastaaseihin,
estrogeeni- ja progesteronireseptorien ilmentymiseen samoin kuin HER2:n vyli-
ilmentymiseen (Saal ym. 2005, 2554; Stemke-Hale ym. 2008, 6084). Cizkova ym.
osoittivat ~450 potilaan aineistolla, ettd mutaatioiden esiintyminen rintasydvassé vaihte-
lee kolmoisnegatiivisten (ER-/PR-/HER2-) 12,5%:sta reseptoripositiivisten ja HER2-
negatiivisten (ER+/PR+/HER2-) 41,1%:iin. Samassa tutkimuksessa mutaatioiden esiin-
tyminen yhdistettiin myds pidempaan metastaasivapaaseen elossaoloaikaan (Cizkova
ym. 2012, 1). PI3K/Akt/mTOR-reaktiotien inhibiittoreiden teho rintasyévan hoidossa
yhdistettyna anti-HER2-hoitoon, hormonihoitoon tai kemoterapiaan on osoittautunut

paremmaksi syovissd, joissa on PIK3CA-mutaatioita (Oliveira ym. 2012).

Kolorektaalisyovét ovat joukko hyvin heterogeenisia syopid, joissa paikallinen kasvain
voidaan helposti poistaa, mutta pidemmalle edenneend ja metastasoituneena sairauden
ennuste on hyvin huono. Pitkélle edenneiden kolorektaalisytpien hoidossa kaytetdan
tdsmaladkkeend EGFR-inhibiittoreita, kuten setuksimabia ja panitumumabia, jotka inhi-
boivat PIK3/Akt/mTOR-reaktiotien. Anti-EGFR-hoidosta hyotyvat kuitenkin vain poti-
laat, joilla ei ole KRAS-geenin (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) mutaati-
oita. KRAS-villityypin syovissa PIK3CA-mutaatiot on yhdistetty huonompaan Kliini-
seen lopputulokseen ja mutaatioilla voi olla ennustearvoa anti-EGFR-hoidon teholle.
(Van Cutsem ym. 2009, 1408; Amado ym. 2008, 1626) Uusin merkitys PIK3CA-
mutaatioille 16ytyi Liaon ym. tutkimuksesta, jonka perusteella mutaatiot voisivat toimia
ennustavana tekijana aspiriinihoidon teholle. Aspiriinihoidon tiedetd&n suojaavan kolo-
rektaalisyovalta (Rothwell ym. 2010, 1741) ja Liaon ym. tutkimus osoitti, ettd diagnoo-
sin jéalkeinen aspiriinihoito on yhteydessa pidempéaén elossaoloon potilailla, joiden kas-
vaimesta on todettu PIK3CA-mutaatio (Liao ym. 2012, 1596).
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7 OPINNAYTETYON TARKOITUS JA TAVOITE

Tutkimuksen tarkoituksena on kehittdéd PIK3CA:n mutaatioanalyysi syopadiagnostiik-
kaan soveltuvaksi. Tarkoituksena on menetelméan olosuhteita ja tyoskentelytapoja opti-

moimalla saavuttaa diagnostiseen kéyttoon vaadittava menetelmén luotettavuus ja herk-

kyys.

Tutkimuksen tavoitteena on, ettd menetelméa voidaan jatkossa kayttad Keski-Suomen
keskussairaalan patologian osastolla potilasndytteiden analysointiin. Tutkimus tulee

laajentamaan molekyylipatologian syovan geneettisten muutosten tutkimusvalikoimaa.
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8 MENETELMAT JA MATERIAALIT

8.1 Tutkimusstrategia

Sain opinndytetyon aiheen patologian osastolta kesdkuussa 2013, jonka jalkeen aloin
perehtya aiheeseen ja Kirjoitin tutkimussuunnitelman. Tutkimuslupa ty6lle myonnettiin
11.10.2013. Opinnaytetyon kaytdnnon laboratorio-osuuden tein Keski-Suomen keskus-

sairaalan patologian osastolla loppuvuoden 2013 aikana.

Tama opinndytetyd on tutkimusotteeltaan kehittdamistutkimus. Kehittdmistutkimuksen
kohteena voi olla prosessi, toiminto, asiantila tai tuote, eli lahes mika tahansa, johon
voidaan valituilla toimenpiteilla vaikuttaa ja jonka halutaan kehittdmisen jélkeen olevan
paremmin (Kananen 2012, 21). Kehittdmistutkimus ja luonnontieteissa paljon tutkimus-
asetelmana kéytetty kokeellinen tutkimus muistuttavat toisiaan, koska molemmissa sel-
vitetddn tutkittavan asian ennen ja jalkeen-tilaa (Kananen 2012, 24). Dokumentaatio, eli
mitéd, miten, miksi, milla perusteella ja milloin tehtiin, on tdmén tyyppisessa tutkimuk-
sessa erittdin tarkead. Nain syntyva tutkimuspéivakirja toimii aineistona, johon opinnay-
tetyd perustuu (Kananen, 2012, 48). Kehittdmistyossd ei tyydytd vain kuvailemaan
esim. toimintoa kuten laadullisessa tutkimuksessa, vaan etsitdén vaihtoehtoja asiantilan

parantamiseen, testataan ne ja osoitetaan niiden toimivuus (Kananen 2012, 44).

Kehittamistutkimus on hyvin lahelld toimintatutkimusta. Molemmissa strategioissa py-
ritdédn muuttamaan olemassaolevaa asiantilaa. Toimintatukimus kuitenkin yleensd koh-
distuu ihmisiin ja tutkittavat osallistuvat tutkimusprosessiin (Kuula 1999, 10). Kehitta-
mistutkimuksessa voidaan erottaa kaksi prosessia: kehittamistyd, jonka kohteena téssa
opinnéytetydssé on PIK3CA-mutaatioiden maaritysmenetelmd, ja tutkimus, jonka tuo-

toksena opinnaytetyd on syntynyt.

8.2 Naytemateriaali

Mutaatioanalyyseissa ndytemateriaalina kaytettiin formaliinilla kiinnitettyja ja parafii-
niin valettuja rintakudosnaytteitd (Formalin-Fixed Paraffin-Embedded, FFPE). Né&yt-
teistd oli leikattu ja vérjatty ndytelaseja, joihin patologi oli valomikroskooppitarkastelun
jalkeen merkinnyt havaitun syopakudoksen tai syopésolujen sijainnin. Tdman perusteel-
la parafiiniblokissa olevasta naytteesta pyrittiin kerddmaan naytteet siltd kohtaa, jossa
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syopasoluja on mahdollisimman paljon. Néyteblokeista leikattiin mikrotomilla 5-10
pm:n paksuisia leikkeita 3-8 kpl/nayte riippuen leikkeiden pinta-alasta ja solutiheydesta.
Jos nayte oli hankalasti leikattavissa tai syopasolujen osuus oli hyvin pieni muuhun Kku-

dokseen verrattuna, ndytteet voitiin ottaa myods ontolla biopsianeulalla.

8.3 DNA:n eristys

DNA:n eristys (kuvio 1) parafiini-naytteista suoritettiin kaupallisella DNA:n eristyski-
tilla (QlAamp DNA FFPE Tissue Kit, Qiagen) valmistajan ohjeen mukaan (Qiagen,
2012). Ohje on suomennettuna liitteessé 1. Leikatuista leikkeistd poistettiin parafiini
ksyleenikaésittelylld, jonka jalkeen ksyleeni poistettiin etanolilla. Pienimmissa ja vaati-
vimmissa naytteissa kéytettiin saman valmistajan deparafinisointiliuosta (Deparaffiniza-
tion Solution, Qiagen) ksyleeni-etanoli-késittelyn sijaan, jolloin supernatantteja ei tar-
vinnut poistaa, ja pienet naytteet séilyivat putkessa varmemmin. Kudos hajotettiin ent-
symaattisesti proteinaasi K:lla 56°C:ssa ja kudoksen kiinnitykseen kéytetyn formaliinin
muodostamat ristisidokset hajotettiin kuumennuksella 90°C:ssa. DNA saostettiin ja ero-
tettiin puhdistuspylvéilla (QlAamp MinElute column, Qiagen), joiden kalvo sitoi
DNA:n. Pylvaassa oleva DNA pestiin pesupuskurilla ja uutettiin eluointipuskurilla.
DNA:n konsentraatio mitattiin pienoisspektrofotometrilla (NanoDrop 2000¢/2000 UV-
Vis, Thermo Scientific). Jos ndytteen DNA-pitoisuus oli hyvin matala, tulos tarkistettiin
Qubit® 2.0 fluorometrilla (Invitrogen, Life Technologies Corporation), jonka herkkyys

on NanoDrop:ia parempi.

8.4 Polymeraasiketjureaktio (PCR)

Polymeraasiketjureaktiolla tarkoitetaan menetelmaé, jossa haluttu DNA-jakso voidaan
monistaa eksponentiaalisesti (kuvio 2). PCR-sykli muodostuu kolmesta vaiheesta; koh-
de-DNA:n denaturaatiosta, PCR-alukkeiden Kiinnittymisestd komplementaariseen koh-
teeseen (annealing) ja pidennysvaiheesta (extension), jossa polymeraasiensyymi piden-
tda aluketta kohde-DNA:n kopioksi (kuvio 3). Sykleja toistamalla alukkeiden valiin
jadva DNA-jakso monistuu ekspontiaalisesti. PCR-reaktiot tehddén pienessa tilavuudes-
sa mikroputkissa (<0,5 ml). PCR-laitteeseen ohjelmoidaan em. vaiheisiin tarvittavat
lampatilat ja haluttu maara sykleja. Reaktion alussa seos kuumennetaan 15 minuutiksi
95 °C:een, jotta reaktiossa kaytetty termostabiili DNA-polymeraasi aktivoituu. (Suomi-
nen & Ollikka 1999.)
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Parafiininayte
U
Parafiinin poisto
U
Kudoksen hajotus
U
Kuumennus
U
DNA:n sitominen
pylvadaseen

Pesu
U
Uutto

U

DNA-nayte valmis
analysoitavaksi

KUVIO 1. DNA:n eristys parafiinindytteesta

1. sykli 2. sykli 3. sykli 4. sykli »——— 30. sykli

22 23 24 2> »———— 231 kopiota

KUVIO 2. Eksponentiaalinen monistus PCR-reaktion aikana
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1. Denaturaatio

v

PCR-sykli
3. Ekstensio 2. Alukkeiden kiinnittyminen

—— —-—)
——

KUVIO 3. PCR-syklin vaiheet.

Reaktioseosta (taulukko 3) tehddén tarvittava méaérd, jaetaan mikroputkiin ja lopuksi
lisatddn nayte-DNA. Jokaisessa reaktiosarjassa on aina mukana negatiivinen kontrolli
(reaktio ilman nayte-DNA:ta) kontaminaatioiden paljastamiseksi ja positiivinen kontrol-

li (tunnettu DNA-néyte) osoittamaan reaktion toimivuus.

TAULUKKO 3. PCR-seoksen pipetointiohje.

PCR-reaktioseos

pitoisuus reaktiossa | tilavuus reaktiossa
10xPCR-puskuri 1x 3,5ul
MgCl2 25 mM 3mM 2,1 ul
dNTP:t 10 mM kutakin 0.2 mM 0,70 pl
aluke F 10 pM 7 pmol 1,75 pl
aluke R 10 uM 7 pmol 1,75 ul
HotStarTaq 5 U/ul 1,1U 0,22 ul
H20 19,98 ul
Kokonaistilavuus 30 ul
+ nayte 0,3 ng/pl S5ul

Taulukon mukaisesti yhden putken reaktioseos siséltdd 30 ul reaktioseosta ja 5 pl nayte-
DNA:ta (pitoisuudeltaan 2ng/ml). PCR-reaktiot tehtiin T100 Thermal cycler-laitteella
(Bio-Rad). Tutkittavista DNA-ndytteistd monistettiin kahden erillisen PCR-reaktion
avulla PIK3CA:n eksonien 9 ja 20 alueet, joissa sijaitsevat yleisimmat tdman geenin

pistemutaatiot (Samuels ja Velculescu, 2004). Menetelmén pystytysvaiheesta lahtien
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PIK3CA-mutaatioanalyysissé oli kaytetty seuraavanlaista PCR-syklid: 94 °C 20 s (dena-
turaatio), 50 °C 20 s (alukkeiden kiinnittyminen) ja 74 °C 40 s (pidennys) toistettuna 50
kertaa (Valilento 2013). Taman tyon kuluessa reaktio-olosuhteita muokattiin jatkossa
esitetylld tavalla. Negatiivinen kontrolli sisdlsi ndytteend 5 pl nukleaasivapaata vetta
(Qiagen) ja positiivinen ndyte 5 pl metyloimatonta kontrolli-DNA:ta (DNA-
konsentraatio 1 ng/pl). Valmiit PCR-tuotteet séilytettiin +4 °C:ssa, ellei sekvensointia

tehty valittdmasti.

8.5 Pyrosekvensointi

Tassa tydssa PCR-tuotteen sekvensointiin kaytettiin pyrosekvensointimenetelmad, joka
oli muokattu kaupallisen BRAF-geenin pyrosekvensointiin kaytetyn reagenssikitin oh-
jeesta PIK3CA-geenin mutaatioiden osoittamiseen soveltuvaksi (Vélilehto, 2013). En-
nen sekvensointia PCR-tuotteet valmisteltiin PyroMark Q24-ty6asemassa (kuva 2A)
valmistajan ohjeiden mukaisesti (Qiagen, 2013). Naytteiden valmistelun ohje on suo-

mennettuna liitteessa 2.

A

KUVA 2. Pyromark Q24-tybasema (A) ja PCR-tuotteiden puhdistamiseen kaytettava
imusuodatuslaite (B) (Qiagen 2011).

Naytteen valmistelu sekvensointia varten aloitetaan sitomalla biotinyloidut PCR-tuotteet
streptavidiinilla paallystettyihin sefaroosipalloihin (& 34 um, Streptavidin Sepharose

High Performance, GE Healthcare). Sitoutuminen tapahtuu sitoutumispuskurissa (Py-
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romark Binding Buffer, Qiagen) ja putkia pidetdan ravistelussa 1400 rpm 10 minuutin
ajan. Streptavidiinipalloihin kiinnittyminen mahdollistaa néytteiden seuraavat késitte-
Iyvaiheet Pyromark Q24-tybasemassa. Tassa laitteessa naytteen késittely ja kuljetus
liuoksesta toiseen tapahtuu vakuumi-imulaitteen (kuva 2B) avulla, jonka suodatinkar-
kien lapi neste kulkeutuu, mutta suurikokoiset sefaroosipallot ja niissa Kiinni oleva néy-
te-DNA jaavat kiinni karkiin.

Liuokset tybaseman altaissa ovat kayttojarjestyksessa 70% etanoli, denaturaatioliuos
(Pyromark Denaturation Solution, Qiagen), pesupuskuri (Pyromark Was Buffer,
Qiagen) ja kayton lopuksi suodattimien huuhtelua varten kaksi vesiallasta. Etanolihuuh-
telu poistaa palloihin sitoutumattoman PCR-tuotteen, denaturaatioliuos erottaa PCR-
tuotteen vastinnauhat toisistaan ja pesupuskurissa biotyinyloimattomat juosteet huuhdel-
laan pois. Imulaitteen suodatinkarkia kuivataan hetki pystyasennossa, jonka jélkeen
vakuumi-imu sammutetaan ja suodatinkarjet asetetaan sekvensointilevylle, jonka kuop-
piin on valmiiksi pipetoitu sekvensointialukkeet. Kevyelld ravistelulla yksijuosteinen
nayte-DNA irtoaa kuoppiin, jonka jalkeen levyé inkuboidaan 80°C.ssa kahden minuutin
ajan. Levyn annetaan ja&htya vahintd&dn 10 minuuttia huoneenldmmossa. Tana aikana

sekvensointialukkeet sitoutuvat kohdesekvenssiinsa.

Pyrosekvensointi suoritetaan Pyromark Q24-laitteella (Qiagen) (kuva 3) valmistajan
ohjeiden mukaisesti. Reaktiossa tarvittavat entsyymi, substraatti ja nukleotidit pipetoi-
daan laitteen patruunaan (Kuva 3B ja C), ja ndytelevy ja patruuna asetetaan laitteeseen.
Sekvensointiohjelma siirretddn laitteeseen USB-muistitikulla ja ohjelma kéaynnistetaan.
Jokaisessa sekvensoinnissa ovat mukana negatiivinen ja positiivinen kontrolli PCR-

reaktiosta. Pyrosekvensoinnin reaktioiden periaate on selitetty kuvassa 4.

Sekvensoinnin valmistuttua ajon raakadata tallentuu laitteelta USB-muistitikulle, jolta

se siirretaan tietokoneelle ja analysoidaan Pyromark Q24 2.0.6 —ohjelmalla (Qiagen).
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KUVA 3. Pyromark Q24-sekvensointilaite (A) ja patruuna (B), johon sekvensointiin
tarvittavat reagenssit pipetoidaan merkittyihin kaivoihin (C): entsyymi (E), substraatti
(S) ja nukleotidit (A, C, G ja T) (Qiagen 2011).
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——» Forward PCR primer

Biotinylated reverse PCR primer 4—0 SU”’«”’YIQSQ,
A Biotinylated single-stranded B ’ Light
template APS+PPi ATP g
J L
O luciferin  oxyluciferin
Polymerase ‘
3—CGTCCGGAGGCCAAGTTCCA S Luciferase
T T T T T T i 7 7 7 T 7 17 '
L L1 1)) e
S _Gcacec
: ATP light el
Polymerase Time

Nucleotide incorporation generates light
> : seen as a peak in the Pyrogram trace
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Nucleotide sequence
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rase
dNTP Lb dNDP + dNMP + phosphate

Apyrase )
ATP —<aar > ADP + AMP + phosphate

g [ T A g I T
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KUVA 4. Pyrosekvensoinnin periaate (Qiagen 2013)

(A) PCR-reaktiossa tuotettu biotinyloitu yksinauhainen tuote hybridisoidaan sekvensoin-
tialukkeen kanssa reaktioseoksessa, joka sisédltdad 4 entsyymid; DNA-polymeraasin, ATP-
sulfurylaasin, lusiferaasin ja apyraasin, sek& substraatteina adenosiini-5"-fosfosulfaattia
(APS) ja lusiferiinid. DNA-polymeraasi liittdd dNTP:n sekvensointialukkeeseen. Jokai-
sella sitoutumisella vapautuu vastaava maara pyrofosfaattia (PPi).

(B) ATP-sulfurylaasi muuttaa PPi:n ATP:ksi, jonka voimalla lusiferaasi hapettaa lusi-
feriinin oksilusiferiiniksi. Tdma havaitaan ATP:n maarad vastaavana nakyvan valon méaa-
rand. Kamera detektoi valon méaran, ja signaalin eli piikin korkeus vastaa liitettyjen
nukleotidien m&aréa.

(C) Apyraasi-entsyymi hajottaa vapaaksi jaaneet nukleotidit ja ATP:n, jonka jalkeen seu-
raava nukleotidi liitetddn. dATP-nukleotidin tilalla sekvensoinnissa k&ytetaan
dATPaS:4a (deoksi-adenosiini-a-tio-trifosfaatti), jota lusiferaasi ei tunnista substraa-
tikseen.

(D) Sekvensointialukkeen pidentaminen jatkuu halutun pituiseksi, ja nukleotidijarjestys
voidaan méaarittda pyrogrammin signaalipiikkien perusteella.
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9 TYON SUORITUS

9.1 Pseudogeenin monistumisen estaminen

Pseudogeenit ovat alkuperéisen, proteiinia koodaavan geenin kopioita, joilla ei ole en&a
kykya tuottaa toimivaa proteiinia (Mighell, Smith, Robinson ym. 2000). Pseudogeenit
voivat olla tarpeettomia jaanteitd genomissa, mutta ne voivat myds osallistua muiden
geenien ilmentymisen saatelyyn (Roberts & Morris 2013). PIK3CA-geenilla on pseu-
dogeeni, jolla on yli 95% homologia PIK3CA:n eksonien 9-13 kanssa, mika hairitsee
eksoni 9:n helikaalisen alueen mutaatioiden méaéritystd. Kodonissa 545 geenisekvenssi
on GAG ja pseudogeenin vastaava sekvenssi GCG, kun taas kodonissa 542 sekvenssi on
sama sekd geenissa ettd pseudogeenissd. (Muller, Miller, Hofmann ym. 2007.) Tama
edellyttdd menetelméan PCR-reaktiolta erittdin suurta spesifisyyttd, jotta vain oikea koh-

degeeni monistetaan ja sekvensoidaan.

9.1.1 Uusien PCR-alukkeiden suunnittelu ja testaus

PIK3CA-mutaatioanalyysin pystytysvaiheessa suurimmaksi ratkaistavaksi ongelmaksi
oli ja&nyt pseudogeenin monistumisesta johtuva taustasignaali, joka hairitsi tulosten
analysointia (Vélilehto 2013). Tassé vaiheessa PCR-reaktion alukkeina kaytettiin Kirjal-
lisuuden perusteella alukkeita PIK3CAex9F ja PIK3CAex9R (Nosho ym. 2008; Liao
ym. 2012) (taulukko 4). Naiden alukkeiden monistamalla alueella kodonissa 553
PIK3CA-geenissd on AGT ja pseudogeenissa A—C. Tama kohta sijoittuu reverse-
alukkeen keskelle, jolloin reaktio-olosuhteita tiukentamallakaan tuskin véltytdan pseu-
dogeenin monistumiselta. T&std syystd ohjaajani oli menetelmén kehittdmista varten
tilannut Bakerin ym. (2012) julkaisuun pohjautuen uusia alukkeita, joita aloin testata.
Sekd alukepareissa PIK3CAex9F15813-ex9R15813 ettd PIK3CAex9F16813-
ex9R16813 reverse-aluke oli suunniteltu niin, ettd alukkeen 3"paahan sijoittuvan ko-
donin 533 kahden eméksen ero geenin ja pseudogeenin valilla mahdollistaisi spesifisen
PIK3CA:n monistumisen. Tilasimme lisdaksi myds kaksi muuta reverse-aluketta
(PIK3CA-ex9R041013 ja PIK3CA-ex9031013), joista 3’-p&an viimeinen T jatettiin
pois, koska se sitoutuu seka PIK3CA-geenissé ettd pseudogeenissa vastinkohdassa ole-
vaan A-emakseen. Uusilla alukkeilla oli tavoitteena annealing-lampdétilaa tiukentamalla
saada aikaan olosuhteet, joissa 3’-pé&std vain PIK3CA-geeniin taysin sitoutuva aluke

pysyisi kiinni kohdesekvenssissé, jolloin monistuva tuote olisi spesifinen.
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TAULUKKO 4. PCR-reaktiossa tyon kuluessa testattujen alukkeiden ja monistettavien
DNA-jaksojen sekvenssit. Lopulliseen kayttoon péaatyneet on esitetty siniselld. Monis-
tettavassa sekvenssissa punaisella nakyvét yleisimmin mutatoituneet kodonit (eksonissa
9 kodonit 542 ja 545 ja eksonissa 20 kodoni 1047). Vihreélla merkitty on kodoni, jossa
on kahden eméksen ero PIK3CA:n ja pseudogeenin valilla.

Eksoni 9
Aluke Alukkeen sekvenssi | Monistettava sekvenssi
PIK3CA- 5 -biotiini- AACAGCTCAA AGCAATTTCT ACACGAGATC CTCTCTCTGA AATCACT-
ex9F AACAGCTCAAAG GAG CAGGAGAAAG ATTTTCTATG GAGTCACAGG T
CAATTTCTACACG-3
PIK3CA- 5-ACCTGTGACTC
ex9R CATAGAAAATCTTT-3
PIK3CA- 5-AAGGGAAAATGAC | AAGGGAAAAT  GACAAAGAAC  AGCTCAAAGC  AATTTCTACA
ex9F15813 AAAGAACAGC-3’ CGAGATCCTC TCTCTGAAAT CACTGAGCAG GAGAAAGATT TTCTAT-
PIK3CA- 5°-biotiini- GGAG TCACAGGTAA GTGCTAAAAT GG
ex9R15813 CCATTTTAGCACTT
ACCTGTGACT-3’
PIK3CA- 5"-biotiini-AACAGCTCA | AACAGCTCAA AGCAATTTCT ACACGAGATC CTCTCTCTGA AATCACT-
ex9F16813 AAGCAATTTCTACA-3" | GAG CAGGAGAAAG ATTTTCTATG GAGTCACAGG TAAGTGCTAA
PIK3CA- 5'"CATTTTAGCACTT AATG
ex9R16813 | ACCTGTGACT-3’
PIK3CA- 5°CATTTTAGCACTT AACAGCT CAA . ..
ex9R041013 | ACCTGTGAC-3’ v, , TGCTAA AATG
PIK3CA- 5°CCATTTTAGCACTT AACAGCTC A A .
ex9R031013 | ACCTGTGAC-3’ <. TGCTAA AATGG
Eksoni 20
Aluke Alukkeen sekvenssi | Monistettava sekvenssi
PIK3CA- 5 -biotiini- CAAGAGGCTT TGGAGTATTT CATGAAACAA ATGAATGATG CA-
ex20F CAAGAGGCTTTGGAG- | CATCATGG TGGCTGGACA ACAAAAATGG ATTG
TATTTCA-3’
PIK3CA- 5-CAATCCATTTTT
ex20R GTTGTCCA-3

Taulukossa 4 on esitetty tyon alussa kéytdssa olleet (PIK3CAex9F ja —ex9R) ja opti-

moinnin tuloksena nykyiseen kayttoon paatyneet alukkeet (PIK3CAex9F16813 ja -

ex9R16813) sek&d PCR-reaktioissa monistuvien DNA-jaksojen sekvenssit. Eksonin 20

PCR-alukkeet toimivat hyvin eiké niihin tehty muutoksia.

9.1.2 PCR:n olosuhteiden optimointi
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Menetelman pystytysvaiheessa PIK3CA-mutaatioanalyysissa oli kaytetty seuraavanlais-
ta PCR-syklid: 94 °C 20 s (denaturaatio), 50 °C 20 s (alukkeiden kiinnittyminen) ja 74
°C 40 s (pidennys) toistettuna 50 kertaa (Valilehto 2013). Sopivan alukkeiden kiinnity-
mislampdtilan arvioinnissa voidaan hyodyntdd alukkeiden sitoutumisen voimakkuutta
kuvaavaa sulamislampdtilaa (Tm) eli lampotilaa, jossa puolet alukkeesta on sitoutunut
kaksinauhaiseksi kohdesekvenssinsé kanssa. Karkea arvio sulamislamp@tilasta voidaan
laskea ns. Wallacen sadnnon avulla, jossa Tm = 2°C(A+T) +4°C(G+C), eli alukkeen A-
ja T-emadkset nostavat lampdtilaa 2°C ja G-ja C-emakset 4°C (Suominen ym. 2010; 158-
160). Usein annealing-lampdtilana kaytetddn muutamaa astetta sulamisldampdtilaa alem-
paa lampotilaa, ja alukkeiden valmistajatkin antavat alukkeille erilaisilla laskentaohjel-
milla suosituslampétiloja, mutta kaytanndssa parhaan mahdollisen annealing-lampétilan

Ioytdminen edellyttaa aina useamman lampotilan testausta.

Menetelmén pystytysvaiheessa kéytettyjen alukkeiden PIK3CAex9F ja PIK3CAex9R
sulamislampotilat Wallacen saannolla laskettuna ovat 70°C ja 68°C, mihin nahden kay-
tetty annealing-lampétila 50°C oli hyvin alhainen, ja saattoi osaltaan selittda epaspesifi-
sen tuotteen monistumisen. Taman takia uusien alukkeiden testauksen yhteydessa oikea
anneling-lampdtila varmistettiin tekemalld PCR-ajoja annealing-lampétiloilla 52, 54,
56, 58, 60, 62, 64, 66, 68 ja 70°C. PCR-laitteena kéytetty T100 Thermal cycler (Bio-
Rad) mahdollistaa lampdétilagradientin kdyton ajon aikana, mik& nopeuttaa oikean lam-
potilan haarukointia. Tein parhaan annealing-lampdétilan maarittamiseksi tarvittavat
PCR-ajot kayttamalla naytteend kaupallista kontrolli-DNA:ta. Parhaan lampétilan sel-
vittyd varmistin reaktion toimivuuden mydés parafiinileikkeista eristetyilla potilas-DNA-

naytteilla. Testasin myos exonin 20 alukkeiden toimivuuden samassa lampotilassa.

9.2 Pyrosekvensoinnin optimointi

Sekvensoinnissa kaytetyt alukkeet perustuvat aiempaan julkaisuun (Liao ym, 2012),
mutta deoksinukleotidien dispensaatio- eli syottdjarjestystd muokattiin tyon edetessé
niin, ettd mahdolliset nukleotidimuutokset tutkittavilla alueilla saatiin luotettavasti na-
kyviin (Taulukko 5). Dispensaatiota myos lyhennettiin rajaamaan sekvensointi tunnettu-

jen mutaatioiden alueelle, mik& samalla lyhensi sekvensointiaikaa (kuvio 4).
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TAULUKKO 5. Pyrosekvensoinnissa kéytettyjen alukkeiden sekvenssit, analysoitavat
sekvenssit ja nukleotidien dispensaatiojarjestys. * IUPAC-nukleotidikoodit: K=G/T,
Y=C/T, B=C/G/T (www.bioinformatics.org).

Aluke Alukkeen sekvenssi Anaysoitava sekvenssi Dispensaatiojarjestys
PIK3CAex9- 5-CCATAGAAAATCTTTCTCCT-3’ | G/TCTC/ITAGTGATTTBAGA | CGTACTGCAGTGCATT-
RS1 GAGAG CGAGA
PIK3CAex9- 5 -TTCTCCTKCTYAGTGATTT-3’ * | BAGAGAGAG ACGTAGAGA
RS2
PIK3CAex9- 5 - TAGAAAATCTTTCTCCTGCT-3" | C/ITAGTGATTTCBAGAGAG | ACTAGTGAGTCGTAGA
RS3 AG
PIK3CAex20- | 5-GTTGTCCAGCCACCA-3’ TGAT/CGTGCITATC/TATTC | ATGCATACGTAGCT-
RS ITATTTG GATCGATCAT
Eksoni 9
AACAGCTCAA AGCAATTTCT ACACGAGATC CTCTCTCTGA AATCACTGAG CAGGAGAAAG ATTTTCTATG
.......................................... <
.............................. & RS2
............ I RS3

GAGTCACAGG TAAGTGCTAA AATG

RS1

Eksoni 20
CAAGAGGCTT TGGAGTATTT CATGAAACAA ATGAATGATG CACATCATGG TGGCTGGACA ACAAAAATGG

........................................ & RS
ATTG <

KUVIO 4. Sekvensoinnissa kéytettyjen alukkeiden RS1, RS2 ja RS3 (eksoni 9) sijoit-
tuminen ja RS (eksoni 20) PCR:11a monistetuille DNA-jaksoille. Nuolet esittavat aluk-
keita ja pisteviiva sekvensoitavaa jaksoa. Punaisella nédkyvét yleisimmin mutatoituneet
kodonit 542 ja 545 eksonissa 9 ja kodoni 1047 eksonissa 20.

9.3 Menetelman herkkyyden ja toistettavuuden maaritys

Jotta PIK3CA-mutaatioiden méaaritysmenetelméd soveltuisi kliiniseen kéayttéon, mene-
telman herkkyys oli madritettdva. T&td varten tilattiin kaupallisia E542K-, E545K- ja
H1047R-mutaatiot sisdltavia FFPE-standardeja (50% PI3Ka E542K FFPE Reference
Standard, 50% PI3Ka E545K FFPE Reference Standard ja 50% PI3Ka H1047R
(MCF10a) FFPE Reference Standard, Horizon Diagnostics, Canbridge, Unided King-
dom). Standardeissa kaytetyissa solulinjoissa mutaatiot ovat heterotsygoottisena, eli ko.
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mutatoidun alleelin tiheys naytteessé on 50%. Naytteista eristettiin DNA ja mééritettiin
konsentraatio kuten edelld. Naytteista tehtiin k&yttélaimennos 1ng/ul, jota sekoitettiin
pronsentuaalisissa suhteissa PIK3CA-villityyppia edustavan kontrolli- DNA:n saman-
vahvuisen laimennoksen kanssa (taulukko 6). N&in saatiin 2,5-50 % mutaatiota sisélté-
va sarja, jota naytteend kayttaen PCR-reaktiossa (5ul/reaktio) voitiin selvittdd menetel-
man herkkyytta.

TAULUKKO 6. Mutaatiofrekvenssisarjan pipetointi.

Ref Std 50% 1ng/ul | Co DNA 1ng/ul | Mutaation osuus
pl ul %
50 - 50
25 25 25
20 30 20
15 35 15
10 40 10
5 45 5
2,5 47,5 2,5

Selvitin  menetelmédn toistettavuutta tekemé&lld edelld mainittujen mutaatio-
frekvenssisarjojen PCR-reaktiot kahdella rinnakkaisella, jolloin pystyin arvioimaan me-
netelmén toistettavuutta erilaisilla ndytteen mutaatioméaarilla. Herkkyysmaarityksissa
exonista 9 monistettu jakso sekvensoitiin alukkeilla PIK3CAex9-RS1(E545K) ja —RS2
(E542K), ja exonista 20 monistettu jakso sekvensointialukkeella PIK3CAex20-RS
(H1047R).

9.4 Kontaminaatioiden valttaminen

Tyon pystytysvaiheessa havaittu menetelmén kontaminaatioherkkyys (Valilehto, 2013)
sdilyi haasteena myods menetelmén kehittdmisessd. PCR-reaktion kontaminaatio-
ongelmalla tarkoitetaan sellaisen DNA:n monistumista, joka ei ole peréisin monistetta-
vasta naytteestd. TA&mé tulee esiin monistumisena negatiivisessa kontrolliputkessa. Me-
netelmén herkkyys kontaminaatioille korostuu etenkin tilanteissa, joissa templaattia on

hyvin véhan, kuten diagnostiikassa. Kontaminaatio-ongelma esiintyy helposti silloin,
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kun samoja PCR-reaktioita tehdaan paljon ja toistuvasti, jolloin riski monistettujen jak-
sojen kulkeutumiselle esim. tyOpinnoille ja reagensseihin liséantyy, ja niiden siirtymi-
nen uusiin PCR-reaktioihin mahdollistuu. Tall6in PCR-tytskentelyn tilojen ja tydtapo-
jen merkitys korostuu. PCR-reaktioiden valmistukseen tulisi olla oma, muusta laborato-
riosta eristetty puhdastila, jossa reaktiot voidaan valmistaa laminaarivirtauskaapissa.
Laminaarikaappi tulisi puhdistaa UV-valolla pipetointien valissa. PCR-tydskentelyssé
tulisi kdyttaa vain tdhan tarkoitukseen olevaa pipettisarjaa ja suodattimen sisaltavia pi-
petinkarkia, joilla estetddn pipettien kontaminoituminen DNA:lla. Reaktioiden jalkeen
PCR-putkia ei koskaan saisi késitelld tilassa, jossa PCR-reaktioita pipetoidaan, vaan

tuotteiden kasittelyyn varatussa erillisessa tilassa (Suominen & Ollikka, 1999, 111-112).

Tydskentelyolosuhteet patologian osastolla taté tyota tehdessé eivét olleet optimaaliset
diagnostiselle PCR-tutkimukselle asetettuja edellytyksia ajatellen, mika osaltaan lisési
tyon haasteellisuutta kontaminaatioiden suhteen. PCR-reaktiot ja tuotteiden kasittely eli
sekvensointi tehtiin muusta laboratoriosta erilladn sijaitsevassa huoneessa, mutta nédyt-
teiden DNA-eristys ja PCR-reaktiot pipetoitiin vetokaapissa, jossa UV-puhdistuksen
mahdollisuutta ei ollut. Osastolle suunniteltu remontti molekyyli-patologian tilojen ny-
kyaikaistamiseksi viivastyi vuoden 2013 lopulla, mink& takia tydskentelyssé piti nou-
dattaa erityistd huolellisuutta ja ottaa tilojen haastellisuus koko ajan huomioon. Opin-
naytetyoni loppuvaiheessa hankittiin PCR-reaktioiden pipetointiin tarkoitettu poytamal-
linen UV-lampulla varustettu laminaarikaappi. Tama sijoitettiin DNA:n eristyspisteesta

erilleen ja péé&sin sitd kayttdméan viimeisissa PCR-reaktioissa.

9.5 Menetelman toimivuus rintasyopanaytteilla

Tyon paatteeksi testasin menetelmén toimivuutta rintasyopanaytteilld, joiden PIK3CA-
mutaatioiden olemassaolo tunnettiin. Kerdsin aiempien tulosten perusteella 18 ndytteen
parafiiniblokit, joista joko leikkasin leikkeita tai otin ontolla biopsianeulalla naytteita ja

eristin DNA:n. Naytteet analysoitiin em. tavalla.
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10 TULOKSET
10.1 Pseudogeenin monistumisen estaminen

Uudet alukeparit PIK3CAex9F15813-ex9R15813 ja PIK3CAex9F16813-ex9R16813
oli suunniteltu silla ajatuksella, ettd eksonissa 9 kodonin 533 kahden eméksen ero gee-
nin ja pseudogeenin vélilla mahdollistaisi spesifisen PIK3CA:n monistumisen, kun tdmé
kohta sijoitettiin reverse-alukkeen 3"padhan (taulukko 4). Tama ei kuitenkaan riittanyt
poistamaan pseudogeenin monistumista, mikd nédkyi sekvensointituloksessa “mutaa-
tiopiikkind” villityyppia edustavassa kontrolli-DNA:ssa samalla tavalla kuin vanhoilla
alukkeillakin (kuva 5A). Syy tahan 16ytyi PCR-alukkeiden sulamislampdtiloihin ndhden
hyvin matalasta PCR-reaktion annealing-lampétilasta, joka alkuperdisessé PCR-
ohjelmassa oli 50°C. Toimivaksi annealing-lampétilaksi valikoitui gradienttiajojen jal-
keen 62°C, jossa 3’-pd&sté vain oikeaan kohdegeeniin taysin sitoutuva aluke pysyi kiin-

ni kohdesekvenssissa ja pseudogeenin monistuminen estyi (kuva 5B).

e E

d M R A I T O A A O . ) [ ESN DNRST (PR Y S S Sy e D] L (e "
E S AT GG AECTAGATEC T G ACTGCATGT GAECTUSGACGCGCTGATCTSGHAGCTLG
5 10 P 15 20 25 30 35

5 10 15 20 25 30 35

KUVA 5. Sekvensointitulokset PCR-ajoista alukkeilla PIK3CAex9F ja PIK3CAex9R ja
annealing-lampdtilana oli 50°C (A) ja alukkeilla PIK3CAex9F16813 ja -ex9R16813 ja
annealing-lampdétilana 62°C (B). Pseudogeenin monistuminen nakyy yliméaraisena
piikkind (merkitty nuolella).
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Alukepareista PIK3CAex9F15813-ex9R15813 ja PIK3CAex9F16813-ex9R16813 jél-
kimmaiset toimivat paremmin johtuen mahdollisesti lyhyemmasta monistettavasta alu-
eesta. Reverse-alukeet PIK3CA-ex9R041013 ja PIK3CA-ex9031013, joista 3’-padn
viimeinen T oli jatetty pois, eivat osoittautuneet paremmiksi kuin alukepari
PIK3CAex9F16813-ex9R16813, mistd syysta tdma alukepari paatyi lopulliseen kéyt-

toon.

Pyrosekvensointiin tehdyt em. muokkaukset osoittautuivat toimiviksi, ja tutkittavat mu-
taatiot saatiin luotettavasti esiin. Sekvensointialuke PIK3CAex9-RS3 oli ollut menetel-
man pystytysvaiheessa varmistamassa RS1:11a ja RS2:1la saatua tulosta, mutta menetel-

man luotettavan toimivuuden takia sen kaytosté jatkossa luovuttiin.

10.2 Esimerkkeja mutaatioanalyysin tuloksista

Kuviin 6 ja 7 on koottu esimerkkeja eksonista 9 sekvensointialukkeilla RS1 ja RS2
tehdyista mutaatioanalyyseista ja kuvassa 8 on esimerkkeja eksonista 20 sekvensoin-
tialukkeella RS tehdyistd analyyseistd. Kuvia tulkittaessa on hyva pitdd mielessd, etta
potilasnéyte siséltad aina seka terveista soluista lahtoisin olevaa villityypin DNA:ta ettd
syopasolujen mutatoitunutta DNA:ta. N&in ollen sekvensointitulos on aina sekoitus
naistd. Kuviin on merkitty seka villityypin ettd mutatoidun naytteen sekvenssi. Analy-
saattorin antamat prosenttiluvut tutkittavien kohtien (ympyroity) emasmaéarille kertovat

mutaatio-osuuden.

Kuvassa 6 on esimerkkeja sekvensointialukkeella RS1 eksonista 9 tehdyista analyyseis-
t4. Kuvassa 6A on villityypin DNA:sta tehty positiivinen kontrolli, josta sekvenssiksi
saadaan G CTC AGT GAT TTC AGA. Sekvensointituloksessa useammat samat perak-
kaiset nukleotidit nakyvat korkeampana piikkind. Kuvassa 6B on nayte K9073-05, jossa
on mutaatio ¢.1633G>A eli kodonin 545 sekvenssi CTC on muuttunut sekvenssiksi
CTT. Tamé& nakyy analysoitavan kohdan sekvensointituloksessa niin, ettd villityypin
DNA:n nukleotidi-C:n 100%:n osuus on muuttunut suhteeksi C:71%-T:29%. Kuvassa
6C on nayte K9980-09, jossa on mutaatio ¢.1624G>A eli kodonin 542 sekvenssi TTC
on muuttunut sekvenssiksi TTT. Tama nakyy analysoitavassa kohdassa nukleotidi-C:n
100% osuuden muuttumisena suhteeksi C:38%-T:62%. Kuvassa 6D on sekvensointitu-

los negatiivisesta kontrollista, jossa optimitilanteessa ei pitdisi nakya mitdan. Menetel-
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massé esiintyneiden kontaminaatio-ongelmien takia, joista lisd4 seuraavassa kappalees-
sa, tassékin sekvensointituloksessa ndkyy kodonin 545 mutaatiota vastaava kontaminaa-
tio. Signaalin taso on huomattavasti matalampi kuin potilasnaytteissa eiké& nain ollen
hairitse analyysid. Kontaminaatio jaa vahaisyytensé vuoksi myos positiivisen kontrollin

signaalin alle.

Kuvassa 7 on esimerkkeja sekvensointialukkeella RS2 eksonista 9 tehdyisté analyyseis-
td. Kuvassa 7A on villityypin DNA:sta tehty positiivinen kontrolli, josta sekvenssiksi
saadaan C AGA GA. Kuvassa 7B on analyysi naytteestd K9980-09, jossa on mutaatio
€.1624G>A eli kodonin 542 sekvenssi TTC on muuttunut sekvenssiksi TTT. Tulokseksi
saatu nukleotidisuhde C:33%-T:66% vastaa melko hyvin kuvassa 6C esitettyé tulosta
samasta naytteesta, mutta RS1-alukkeella sekvensoituna. Kuvan 7C negatiivisessa kont-
rollissa ndkyy myos hieman kontaminaatiota, mutta signaalin taso on ndytteiden analyy-

situlokseen n&dhden merkitykseton.

Kuvassa 8 on esimerkkeja sekvensointialukkeella RS eksonista 20 tehdyista analyyseis-
td. Kuvassa 8A on villityypin DNA:sta tehty positiivinen kontrolli, josta sekvenssiksi
saadaan TGA TGT GCA TCA TTC ATT. Kuvassa 8B on analyysi ndytteestd K4873-
12, jossa on mutaatio ¢.3140A>G eli kodonin 1047 sekvenssi TGT on muuttunut sek-
venssiksi CGT ja nukleotidin-T:n 100%:n osuus on muuttunut suhteeksi C:30%-T:70%.

Kuvan 8C negatiivinen kontrolli on taysin puhdas.
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KUVA 6. Esimerkkeja alukeparilla PIK3CAex9F16813-ex9R16813 eksonista 9 tehdyn
PCR-tuotteen sekvensoinnista sekvensointialukkeella RS1. Naytteina villityyppia edus-
tava positiivinen kontrolli (A), K9073-05, jossa 1633G>A mutaatio kodonissa 545 (B),
K9980-09, jossa 1624G>A mutaatio kodonissa 542 (C) ja negatiivinen kontrolli (D).
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KUVA 7. Esimerkkeja alukeparilla PIK3CAex9F16813-ex9R16813 eksonista 9 tehdyn
PCR-tuotteen sekvensoinnista sekvensointialukkeella RS2. Naytteiné positiivinen kont-
rolli (A), K9980-09, jossa 1624G>A mutaatio kodonissa 542 (B) ja negatiivinen kont-
rolli (C).
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KUVA 8. Esimerkkejéd alukeparilla PIK3CAex20F-ex20R eksonista 20 tehdyn PCR-
tuotteen sekvensoinnista sekvensointialukkeella RS. Naytteind positiivinen kontrolli
(A), K4873-12, jossa 3140A>G mutaatio kodonissa 1047 (B) ja negatiivinen kontrolli
©).
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10.3 Kontaminaatiot

Tyon alkuvaiheessa kontaminaatio-ongelma ilmeni samoin kuin aiemminkin, eli PCR-
reaktioiden negatiivisessa kontrolliputkessa tapahtui monistumista. Sekvensoinnin pe-
rusteella monistuminen oli alkuperaltdén villityypin DNA:ta eli se saattoi olla l&htdisin
mistd tahansa DNA:ta siséltdvastd materiaalista. Koska muissa laboratoriossa tehdyissa
testeissa ei vastaavaa ongelmaa esiintynyt, todennédkdisin kontaminaation aiheuttaja oli
monistettu PCR-tuote. Téllainen kontaminaatio ei lievana hairitse kuitenkaan mutaatioi-
den madritystd, koska ndyte-DNA:ta on yleensd paljon enemmaén ja sen runsas monis-

tuminen peittdd kontaminaation alleen.

Samalla kun menetelmén herkkyytté alettiin méarittad kaupallisilla mutaatiostandardeil-
la, kontaminaatio-ongelma paheni. Tapahtui pahin, eli negatiivisessa kontrollindytteessa
alkoi monistua mutatoitunut DNA (kuva 6D). Tama siitd huolimatta, ettd tyoskentelin
mutaatiostandardeilla erityisen huolellisesti ja tiedostaen kontaminaatioriskin vakavuu-
den, joka mutatoidun DNA:n kasittelyyn liittyy. Mutaatiodiagnostiikassa tdmén kaltai-

nen kontaminaatio voi johtaa vaariin positiivisiin tuloksiin.

Todennédkoisend syyna kontaminaatioon olivat em. mainitut tdman kaltaiseen tyohon
soveltumattomat tyotilat. Eristin mutaatiostandardien DNA:t samassa tilassa ja samaa
pipettisarjaa kéyttden, joita kaytin myds PCR-reaktioita pipetoitaessa. Tallaiset tydvai-
heet tulisi ehdottomasti tehda erillisessa tilassa, jossa olisi mahdollisuus puhdistaa ty6ti-
la ja pipetit UV-valolla aina tydskentelyn jalkeen. Koska téllaista mahdollisuutta ei ol-
lut, siivosimme tyopisteitd perusteellisesti, kaikki PCR-reaktioihin kdytetyt reagenssit
uusittiin ja pidin taukoa PCR-reaktioiden tekemisessa. Nailla toimenpiteilld sain mene-
telman toimimaan niin, ettd kontaminaatio ei endé hairinnyt diagnostiikkaa; mutatoitu-
neen DNA:n monistuminen nakyi edelleen vahan negatiivisessa kontrollissa, mutta ei
hairinnyt varsinaisten ndytteiden tulosten tulkintaa, eli maaraltddn hyvin pienend kon-

taminaatio jai varsinaisesta naytteesta monistuvan jakson alle.
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10.4 Menetelméan herkkyys ja toistettavuus

Menetelman herkkyyden madrittdmisesséd kaytettiin PCR-reaktioihin alukeparia
PIK3CAex9F16813-ex9R16813 exonin 9 ja alukeparia PIK3CAex20R-PIK3CAex20F
exonin 20 monistamiseen. Naytteind olivat kaupallisista E542K-, E545K- ja H1047R-
mutaatiot siséltdvista DNA-standardeista tehdyt 2,5-50% laimennokset. Sekvensoinnit
tehtiin  alukkeilla PIK3CAex9-RS1 (E545K), PIK3CAex9-RS2 (E542K) ja
PIK3CAex20-RS (H1047R). Kuvassa 9 on esimerkking osa E545K-mutaation sisalta-
vasta standardista tehdysta herkkyysmaérityssarjasta RS1:11& sekvensoituna. Positiivi-
sessa kontrollissa eli villityypin DNA:ssa mutaatiota ei ole, jolloin kodonissa 545
nukleotidien suhde on C:100%-T:0% (kuva 9A). Kuvissa 9B, C ja D mutatoidun
DNA:n osuus on 5, 25 ja 50%, jolloin nukleotidien C ja T osuudet vastaavasti muuttu-
vat ollen ndisséd analyyseissa C:89%-T:11%, C:66%-T:34% ja C:54%-T:46%. Etenkin
pienilld mutatoidun DNA:n osuuksilla analyysin tulos oli todellista mutaation maaréa

suurempi.

Well: C1
Assay: PIK3CAex9-RS1ekstraG
1D: PC

AAAAA
ESATCGCACTGCACACTGACTGCACTGCACTGACTGACTGACTG

KUVA 9. (jatkuu seuraavalla sivulla)



Well: B7
Assay: PIK3CAex9-RS1ekstraG

Sample 1D: 25%
Note: 545

Analysis version: 2.0.6
Analysis parameters have been edited
.....
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Well: B§
Assay: PIK3CAex9-RS lekstraG

D Sample 1D: 50%
Note: 545
Analysis version: 2.0.6

Analysis parameters have been edited.

Well: BI
Assay: PIK3CAex9-RS lekstraG

E Sample ID: NC
Note: 545
Analysis version: 2.0.6

Analysis parameters have been edited
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KUVA 9. Esimerkkeja PIK3CAex9-RS1-alukkeella E545K-mutaation sisaltavasta stan-
dardista tehdystad herkkyysmaarityksestd. Kuvassa ovat positiivinen kontrolli (A), 5%
(B), 25% (C) ja 50% (D) mutaatiota sisaltavé laimennos seka negatiivinen kontrolli (E).

Kahdella rinnakkaisella tehtynéd herkkyysanalyysista saatiin kasitys myds menetelman

toistettavuudesta. Kuvassa 10 esitetddn laimennetuista mutaatiostandardeista (2,5-50%)

saadut rinnakkaiset mutaatioanalyysin tulokset. Kaikkien mutaatioiden analyyseissa

rinnakkaiset ovat melko hyvat, mika osoittaa menetelmén toistettavuuden olevan hyva.

Useimmiten eniten poikkeamia rinnakkaisiin tuli hyvin pienilld mutaatiofrekvensseilla,
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jolloin pienetkin pipetointierot rinnakkaisissa voivat vaikuttaa tulokseen suhteessa

enemman kuin suurissa pitoisuuksissa.
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Kuva 10. Mutaatiofrekvenssisarjasta (2,5-50%) méaritetyt mutaatiopitoisuudet mutaati-
oille E542K (A), E545K (B) ja H1047R (C). Vierekkaiset pylvaat kuvaavat samassa
PCR-ajossa tehtyja rinnakkaisia.



10.5 Rintasy0panaytteiden analysointi

Testasin tyoni lopuksi menetelmén luotettavuutta aiemmin patologian osastolla analy-
soiduilla rintasyOpénaytteilld, joiden mutaatiostatus tunnettiin. Naytteista 16ytyneet mu-
taatiot ja niiden madré on esitetty taulukossa 7. Tulokset vastasivat hyvin aiemmin saa-

tuja tuloksia, mika tukee menetelméan toimivuutta ja kdyttokelpoisuutta potilasnayttei-

den analysoinnissa.

TAULUKKO 7. PIK3CA-mutaatiot rintasyopanaytteissa.

K12236-12

ei mutaatioita

nadyte Loytynyt mutaatio ja sen maara
K9767-13 c.1633G>A p.E545K 34 %
K9234-13 c.1633G>A p.E545K 32%
K11255-12 c.1633G>A p.E545K 16 %
K7437-12 c.1633G>A p.E545K 30%
K5050-12 c.1633G>A p.E545K 37 %
K11372-12 €.1633G>C p.E545K 14 %
K12380-13 c.3140A>G p.H1047R 49 %
K16569-12 c.3140A>T p.H1047L 20 %
K11531-12 ¢.3140A>G p.H1047R 23 %
K11307-12 ¢.3140A>G p.H1047R 8%
K4873-12 ¢.3140A>G p.H1047R 30%
K1831-12 ¢.3140A>G p.H1047R 26 %
K2868-12 ei mutaatioita

K1151-12 ei mutaatioita

K17508-12 ei mutaatioita

K12150-13 ei mutaatioita

K3956-13 ei mutaatioita

K11640-12 ei mutaatioita
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11 JOHTOPAATOKSET JA POHDINTA

11.1 Etiikka ja luotettavuus

Opinnaytety6 aloitettiin tutkimussuunnitelman teolla, jonka jalkeen ty6lle haettiin tut-
kimuslupa Keski-Suomen sairaanhoitopiiriltd. Tyossa kédytettiin naytteind numeroituja,
olemassa olevia parafiiniblokkeja, joiden késittelyssa potilastiedot eivat tulleet missdén
vaiheessa esiin. Tyon eettisyys ja luotettavuus perustuvat hyvan tieteellisen kaytannén
noudattamiseen kuten rehellisyyteen, huolellisuuteen ja tarkkuuteen, tieteellisen tutki-
muksen kriteerien mukaisiin tiedonhankintatapoihin ja tutkimusmenetelmiin ja toisten
tutkijoiden tyon kunnioittamiseen ja asianmukaisiin viittauksiin. (Tutkimuseettinen
neuvottelukunta, 2013.)

Opinndytetyon kuten kaiken muunkin tutkimustyon laatu maéritellaan tyon luotettavuu-
den perusteella. Luotettavuus koostuu reliabiliteetistd eli tutkimustulosten pysyvyydesté
ja validiteetista eli oikeiden asioiden tutkimisesta (Kananen 2012, 161). Tutkimustulos-
ten pysyvyys tdssa opinndytety0ssa tarkoittaa sitd, ettd kehitetty analysointimenetelma
|0yté4 toistettavasti tutkittavana olevat mutaatiot. Edellytys menetelman kéytolle ja tois-
tettavuudelle on luotettava dokumentointi tyon kulusta (Kananen 2012, 165). Tdman
opinndytetyon kehitysvaiheen dokumentointi tapahtui yksityiskohtaista tyopéivakirjaa
pitaméalla. Tyodpaivékirjani sisdltdd lahtokohtatilanteen, kaikki menetelman kehityspro-
sessin vaiheet ja néiden tulokset seka kehitysprosessiin liittyvédn pohdinnan, eli miksi
jotakin tehtiin ja mitd siitd seurasi. Tyopdivékirjani kuvaaman kehitysprosessin olen
pyrkinyt kirjoittamaan opinndytetyoni tyon suoritus-kappaleeseen loogiseksi kokonai-

suudeksi.

Validiteettia eli patevyytté talle tyolle antaa tiivis yhteistyd molekyylipatologian henki-
Iokunnan kanssa. Aiheen valinta perustui heidén laajaan tietdmykseensa syopéadiagnos-
tiikasta ja kehitettavaksi valitun menetelman tarpeellisuudesta. Tiivis yhteisty6 ohjaajan
kanssa kehitystyon kuluessa lisasi tehtyjen ratkaisujen validiteettia. Perehdyin aiheeseen
liittyvaan kirjallisuuteen hyvin tutkimussuunnitelmaa tehdessani ja edelleen opinnéyte-
tyota Kirjoittaessani, ja olen pyrkinyt kokoamaan lukijalle olennaisimman ja ajan tasalla

olevan tietoperustan, johon opinndytetyoni pohjautuu.
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11.2 Tulosten tarkastelu ja johtopaatokset

Opinndytetyoni tarkoituksena oli kehittdd PIK3CA-mutaatioanalyysimenetelmé potilas-
naytteiden diagnostiseen testaukseen soveltuvaksi. Tdma edellytti menetelmén olosuh-

teiden ja tyoskentelytapojen muokkausta.

Pseudogeenin monistumisen estdminen oli tydn ensimmaéinen haaste ja ehdoton edelly-
tys menetelman kliiniselle kaytolle. Analysoitavissa mutaatiokohdissa eksonin 9 ko-
doneissa 545 ja 542 ero geenin ja pseudogeenin valilla on hyvin pieni. Kodonissa 545
pseudogeenin sekvenssi on GCG ja PIK3CA-geenin GAG, kun taas kodonissa 542 sek-
venssi on molemmissa sama. Etenkin potilasnéytteissa, joissa tuumorisoluja on vahan,
pseudogeenin monistuminen voi johtaa vaariin tulkintoihin. Pseudogeenin tahaton mo-
nistuminen voi piilottaa kodonissa 542 olevan mutaation tai pseudogeenista kodonissa
545 monistuva muutos voidaan virheellisesti tulkita mutaatioksi. PCR-reaktiossa monis-
tumisen onnistuminen on taysin riippuvainen alukkeiden sitoutumisesta kohdesekvens-
siin. Erityisesti alukkeen 3"-padn, johon polymeraasi sitoutuu ja aloittaa monistamisen
5"— 3"-suuntaan, kiinni pysyminen kohde-DNA:ssa on valttamatdnta. Nain ollen tdmén
kohdan sitoutumisen heikentamiselld monistuminen voidaan myos estad. Tahan pyrittiin
suunnittelemalla eksonin 9 reverse-aluke niin, ettd aluke sitoutuu téydellisesti 3’-
paastaan vain PIK3CA-geeniin. Talléin pseudogeeniin heikommin sitoutunut aluke ei
riittdvan korkeassa alukkeen kiinnittymislampdtilassa pysy kunnolla kiinni, eikd pseu-
dogeenin monistumista tapahdu. Tama teoria toimi kaytanndssé hyvin, ja spesifinen

PIK3CA-geenin monistuminen toteutui.

Kontaminaatio-ongelma oli tyon toinen haaste. PCR-reaktioon perustuvassa diagnostii-
kassa tulee olla ehdottoman varma, ettd monistunut tuote on vain ja ainoastaan potilas-
naytteestd monistunutta. TAma varmistetaan aina PCR-ajossa mukana olevalla negatiivi-
sella kontrollireaktiolla, jonka ainoana erona muihin reaktioihin on ndytteen sijasta lisat-
ty vesi. Mutaatiodiagnostiikassa pahin mahdollinen kontaminaatio on l&htoisin mutaati-
on siséltavasta DNA:sta, jolloin monistuminen voi johtaa vaariin positiivisiin tuloksiin.
Kontaminaatio voi olla 1&ahtdisin mutaation siséltavéstd potilasnaytteestd, tai kuten tassa
tyossd, menetelman herkkyyden analysointiin kdytetystd mutaatiostandardista. Vaikka
mutaatiostandardien kasittelyyn liittyvat riskit tiedostettiin, ja niitd kéasiteltiin suurella

huolellisuudella, pahin silti tapahtui. PCR-reaktioihin kéytetyt reagenssit vaihdettiin,
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ty6tilat puhdistettiin ja PCR-reaktioiden teossa pidettiin tauko. Nailla toimenpiteilld

kontaminaatio saatiin riittdvan vahaiseksi ja pystyin saattamaan tyoni loppuun.

Herkkyys- ja toistettavuusmaarityksissa menetelma osoittautui hyvin herkaksi ja toistet-
tavaksi. Mutaatiostandardeista tehtyjen laimennossarjojen analyysituloksissa menetelma
antoi etenkin pienillda mutatoidun DNA:n osuuksilla todellista mutaation méaréa suu-
remman tuloksen. Yksi selitys talle voi olla jokin tekij& mutaatiostandardien laadussa,
joka voimisti monistumistehokkuutta. Menetelman suuri herkkyys selitti osaltaan myos
menetelman suurta kontaminaatioalttiutta. Tydn lopuksi menetelmélld analysoitiin
joukko rintasyOpénaytteitd, joiden mutaatiostatus tiedettiin aiempien maaritysten pohjal-
ta. Menetelma 16ysi mutaatiot luotettavasti.

Tyon kéytdannon laboratorio-osuudessa korostuivat molekyylibiologisten menetelmien
vaatima tarkkuus ja huolellisuus ja hyvien tydskentelyolosuhteiden merkitys. Patologian
osaston molekyylipatologian tilojen puutteellisuus oli osastolla tiedostettu, ja uusien
tilojen remontoinnin valmistumista odoteltiin. Opinnéytetyoni loppuvaiheessa kayttoon
saatiin poydalla pidettdva PCR-kayttoon tarkoitettu UV-kaappi, joka mahdollisti PCR-
reaktioiden pipetoinnin laminaari-virtauksen suojissa. Kaapin UV-lamppu mahdollisti
my0s tyoskentelyalueen dekontaminoinnin kayton jalkeen. Vuoden 2014 alkupuolella
patologian osastolle valmistuivat uudet molekyylipatologian kayttoon tarkoitetut tilat,
joissa edellda mainitut puutteet on hyvin saatu korjattua. Nain ollen olosuhteet syévan

diagnostiikassa kaytettavien mutaatioanalyysien suhteen ovat nyt kunnossa.

Tekijan aiempi kokemus molekyylibiologian tdista oli suurena apuna paitsi kaytannon
laboratoriotdissd myds kehitystyon eri vaiheiden pohdinnassa ja tyon eteenpdin viemi-
sessd. Tyon merkityksen hahmottaminen ja teoriatiedon omaksuminen vaati laajaa Kir-
jallisuuteen perehtymistd, ja syvensi tekijan tietdmysta syopésairauksista huomattavasti.
Opinnaytetyo tuotti kayttokelpoisen analyysimenetelmén PIK3CA:n yleisimpien mutaa-
tioiden maaritykseen. Opinndytetyd antoi tekijalleen hyvan perehdytyksen nykyaikai-
seen syopadiagnostiikkaan, jossa geenitestauksilla on yha enenevassa maarin merkittava

rooli.
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LITTEET

1(2)
Liite 1. DNA:N eristys

DNA:N ERISTAMINEN FORMALIINIFIKSOIDUISTA JA PARAFIINIIN VALE-
TUISTA KUDOSNAYTTEISTA
(QIAmp DNA FFPE Tissue Kit, Qiagen) (suomentanut Valilehto 2013)

1. Kuumenna lampdhaude 56 °C:een.
2. Poista ylimadrainen parafiini nayteblokeista.

3. Leikkaa mikrotomilla 3-8 leiketta (paksuus 5-10 um, max. 250 mm?2). Hylk44 en-
simmaiset 23 leikettd, mikali ndyteblokki on ollut kosketuksessa ilman kanssa.

4. Kera4 leikkeet 1,5 ml:n mikrosentrifugiputkiin ja lisda naytteisiin 1 ml ksyleenié.
5. Vorteksoi voimakkaasti 10 s.

6. Sentrifugoi taydella nopeudella (20 000 x g/14 000 rpm) 2min huoneenldmmaossa.
7. Poista supernatantti pipetoimalla.

8. Lisda naytteisiin 1 ml etanolia (96—100 %) ja sekoita vorteksoimalla.

9. Sentrifugoi tdydell&d nopeudella 2 min. huoneenldmmassa.

10. Poista supernatantti pipetoimalla.

11. Avaa putket ja anna naytteiden kuivua huoneenlammassa (tai 37 °C) 10 min tai
kunnes kaikki etanoli on haihtunut.

12. Suspensoi pelletti 180 pl:aan ATL-puskuria.

13. Lisda 20 ul proteinaasi K:ta ja sekoita vorteksoimalla.

14. Inkuboi 56 °C:ssa 1 h tai kunnes nayte on taysin hajonnut.

15. Inkuboi 90 °C:ssa 1 h.

16. Sentrifugoi lyhyesti.

17. Lisda 2 pul RNAaasi A:ta (100 mg/ml) ja inkuboi 2 min huoneenl&dm-ma@ssa.
18. Lisdd 200 ul AL-puskuria ja sekoita vorteksoimalla.

19. Lisdd 200 pl etanolia (96—100 %) ja sekoita vorteksoimalla.

20. Sentrifugoi 15 s.

21. Aseta QIAmp MInElute -puhdistuspylvas kerdysputkeen, ja siirrd nayteliuos pylvéa-
seen.

22. Sentrifugoi 8 000 rpm 1 min.

23. Poista kerdysputken liuos, ja siirré pylvés puhtaaseen keraysputkeen.

24. Lisaa pylvadseen 500 ul AW 1-puskuria.

25. Sentrifugoi 8 000 rpm 1 min. jatkuu



26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.

2(2)
Poista keraysputken liuos, ja siirrd pylvas puhtaaseen kerdysputkeen.
Lisaa pylvadseen 500 ul AW2-puskuria.
Sentrifugoi 8 000 rpm 1 min.
Poista keraysputken liuos, ja siirrd pylvas puhtaaseen kerdysputkeen.
Sentrifugoi tdydell&d nopeudella (20 000 x g/14 000 rpm) 3 min.
Aseta pylvés puhtaaseen kerdysputkeen.
Lisdd 20-200 pl ATE-puskuria pylvéaan kalvon keskelle.
Inkuboi 5 min huoneenldammassa.
Sentrifugoi tdydell& nopeudella (20 000 x g/14 000 rpm) 1 min.
Sailytd DNA lyhytaikaisesti 4 °C:ssa tai pidempiaikaisesti -20 °C tai -80 °C:ssa

mielelldan eriin jaettuna.
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Liite 2. Naytteiden valmistelu pyrosekvensointia varten

1(2)

NAYTTEIDEN VALMISTELU PYROSEKVENSOINTIA VARTEN
(PyroMark Q24 Advanced User Manual, Qiagen) (suomentanut Valilehto 2013)

o o1 B~ W

. Laimenna sekvensointialukkeet 10 pM:n pitoisuuteen annealing-puskurilla.

. Valmista DNA:n sitomiseen tarvittava liuos:

Streptavidin sepharose high performance 2 ul

Pyromark binding-puskuri 40 ul
H20 28 ul
Y hteensa 70 pl

. Pipetoi liuosta kuoppalevylle 70 pl/néyte.
. Lisdd 10 ul PCR-tuotetta.
. Sekoita ravistelijalla 10 min 1 400 rpm.

. Laimenna sekvensointialukkeet:

10 uM alukeliuos 0,8 ul
Pyromark annealing-puskuri 24,2 ul
Yhteensa 25 ul

. Lisad laimennettua sekvensointialuketta Pyromark Q24 —levylle 25 pl/nayte.

. Valmista naytteet Pyromark-vakuumitytasemassa:

Aseta PCR-levy ja Pyromark Q24-levy tydasemaan.

Kéynnista vakuumipumppu ja imulaite.

Aseta imulaitteen suodatinkarjet PCR-levyn kuoppiin 15 s ajaksi.
Siirrd imulaite 70 % etanoliin 5 s ajaksi.

Siirrd imulaite denaturaatioliuokseen 5 s ajaksi.

Siirrd imulaite pesupuskuriin 10 s ajaksi.

Nosta imulaite ylos ja pystyasentoon (yli 90°) 5 s ajaksi, jotta suodatinkarjet kui-
vahtavat.

Sulje imulaite (off).

Aseta imulaitteen suodatinkarjet Pyromark Q24 —levyn kuoppiin, ja liikuta tyoka-
lua edestakaisin sivuttain vapauttaaksesi templaatti-DNA:n.

jatkuu
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2(2)

Puhdista imulaite liikuttamalla sitd edestakaisin puhdistetun veden astiassa
(H20 1) 10 s.

Siirrd imulaite seuraavaan puhdistetun veden (H20 I1) astiaan, ja kdynnista imu.

Nosta imulaite ylos ja pystyasentoon (yli 90°) 5 s ajaksi, jotta suodatinkarjet kui-
vahtavat.

Sammuta imulaite ja vakuumipumppu sekd aseta imulaite P-asemaan (parking).

9. Inkuboi Pyromark Q24 —levya 2 min 80 °C:ssa.

10. Anna naytteiden jaéhtya vahintaan 10 min huoneenldmmaossa.

11. Valmistele sekvensoinnin ajo-ohjelma PyroMark Q24 —ohjelmalla.

12. Liuota kylmakuivatut entsyymi ja substraatti 620 ul:aan puhdistettua vetta.

13. Lisé4 entsyymi (E), substraatti (S) ja deoksinukleotidiliuokset (A, C, G ja T) Pyro-
mark-patruunaan omiin paikkoihinsa.

14. Aseta patruuna ja Pyromark Q24-nadytelevy sekvensointilaitteeseen.

15. Valitse ajo-ohjelma USB-muistitikulta.

16. Aloita pyrosekvensointi.
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