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KASUTATUD LUHENDID

ap - aluspaar

B-SIFT — bi-directional sorting tolerant from intolerant (algoritm)

CNV - copy number variation, koopiaarvu variatsioon

DDLPS — dedifferentiated liposarcoma, dediferentseerunud liposarkoom
ENCODE - Encyclopedia of DNA Elements

Gb — giga base pairs, miljard aluspaari

GWAS - genome-wide association study, iilegenoomne assotsiatsiooniuuring
Indel — insertsioon voi deletsioon

IVA — Ingenuity® Variant Analysis

KT — kompuutertomograafia

Mb — mega base pairs, miljon aluspaari

MLPS — myxoid liposarcoma, miiksoidne liposarkoom

MNYV — multiple nucleotide variation, mitmenukleotiidne variatsioon

MRT — magnetresonantstomograafia

NncRNA — non-coding RNA, mittekodeeriv RNA

NGS — next-generation sequencing, jargmise polvkonna sekveneerimismeetodid
PET — positronemissioontomograafia

RCLPS — round cell liposarcoma, timrarrakuline liposarkoom

SIFT — sorting tolerant from intolerant (algoritm)

SNP —single nucleotide polymorphism, ithenukleotiidne poliimorfism

SNV - single nucleotide variation, ihenukleotiidne variatsioon

Tb — tera base pairs, trillion aluspaari

WDLPS — well-differentiated liposarcoma, histi diferentseerunud liposarkoom

3’UTR — 3’ untranslated region, 3’ mittetransleeritav regioon



SISSEJUHATUS

Liposarkoomid on haruldased pahaloomulised rasvkoe kasvajad, millede esinemissagedus on
ligikaudu 1-2 juhtumit miljoni inimese kohta aastas. Eristatakse peamiselt kolme alamtiiiipi:
hasti-diferentseerunud/dediferentseerunud,  timarrakuline/miiksoidne  ja  pleomorfne
liposarkoom, mis erinevad nii neile iseloomulike mutatsioonide, histoloogia kui ka patoloogia
poolest. Kuigi liposarkoomide puhul on histi kirjeldatud neile omaseid kromosomaalseid
timberkorraldusi, amplifikatsioone ja deletsioone, on nendes kasvajates esinevaid
tthenukleotiidilisi variatsioone (Single nucleotide variation, SNV) ja viiksemahulisi

insertsioone ja deletsioone (indelid) uuritud minimaalselt.

Kuigi tegemist on ddrmiselt viikeste mutatsioonidega, vdivad SNV-d ja indelid otseselt
mdjutada nii vihkkasvajate tekkimist kui ka nende edasist patogeneesi. Lisaks sellele vdivad
patoloogilist mdju mitte omavad mutatsioonid korreleeruda tegelike pdhjuslike
mutatsioonidega, ning omada seeldbi olulist prognostilist védrtust. Kaasaegsete
sekveneerimismeetoditega on voimalik SNV-sid ja indeleid médrata suure tdpsusega.
Jargmise pdlvkonna sekveneerimismeetodite kiire arengu tulemusena on suuremahuliste
sekveneerimistdode maksumus ning toomahukus oluliselt vdhenenud, mis on toonud kaasa

sekveneerimise laialdasema kasutamise nii teadust6os kui ka kliinilises praktikas.

Kiesoleva t60 eesmidrk oli uuritava liposarkoomi vodimalike pdhjuslike ja patogeneesi
mdjutavate geneetiliste variatsioonide tuvastamiseks rakendada meie uurimisgrupi poolt
véljatootatud vdhipaneeli, mis katab vdhkkasvajate puhul kliinilises praktikas téhtsust
omavaid genoomi piirkondi. Antud uurimustéé viidi lidbi Tartu Ulikooli arstiteaduskonna bio-

ja siirdemeditsiini instituudi patofiisioloogia osakonnas.

Mirksonad: liposarkoom, sekveneerimine, lon PGM, geneetilised variatsioonid.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Geneetiline varieeruvus

Mutatsioonid DNA nukleotiidses jérjestuses ja selle struktuuris pohjustavad variatsioone
inimese ning ka teiste elusorganismide genoomides. Périlikud ja somaatilised variatsioonid
genotiilibis pohjustavad erinevusi indiviidide fenotiiiibis, mdjutades nii antropomeetrilisi
nditajaid, teatud haigustesse haigestumise riski ning ka seda, kuidas reageeritakse erinevatele
keskkonnatingimustele. (Sachidanandam jt, 2001) Variatsioonid, mis toovad kaasa indiviidi
parema kohastumuse keskkonnaga, tagavad valikulise eelise ning muutuvad populatsioonis
enamlevinumaks. (Haraksingh ja Snyder, 2013) Variatsioonid voivad edasi paranduda nii
individuaalselt kui ka spetsiifiliste kombinatsioonidena ehk haplotiitipidena. (Cao jt, 2013)
Geneetilistest variatsioonidest tulenevalt erinevad inimeste genoomid nukleotiidse jarjestuse
poolest 0,2-0,4% ulatuses. (Tishkoff ja Kidd, 2004)

Geneetilisi variatsioone saab liigitada ldhtudes varieeruvate segmentide suurusest, nende
loomusest ning asukohast genoomis. lga variatsioon on ainulaadne oma asukoha ning
nukleotiidse jarjestuse poolest. Eristatakse seega ithenukleotiidilisi (single nucleotide variant,
SNV) ja mitmenukleotiidilisi variatsioone (multiple nucleotide variant, MNV), lithikesi ehk
mone nukleotiidi pikkuseid insertsioone vOi deletsioone (indelid) ning struktuurseid
varieeruvusi (joonis 1, Ik 5). Struktuursete variatsioonide hulka kuuluvad pikemate DNA
jarjestuste deletsioonid, insertsioonid, amplifikatsioonid, inversioonid ja translokatsioonid.
Uhtlasi ka koopiaarvu variatsioonid (copy-number variation, CNV), mobiilsete elementide
translokatsioonid ja kromosomaalsed aneuploidiad. (Haraksingh ja Snyder, 2013) Suurem osa

variatsioonidest jadb DNA mittekodeerivatesse piirkondadesse. (Giampaoli jt, 2013)

Valdav enamus teadaolevaid SNV-sid, indeleid ja ka teisi viiksemahulisi geneetilisi
variatsioone on koondatud dbSNP andmebaasi. (Sherry jt, 2001) dbSNP andmebaasi kdige
uuem, 141. versioon sisaldab 62 387 983 inimese geneetilist variatsiooni, millest 43 737 321
on valideeritud. (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) Selle andmebaasi tdienemisse on
oluliselt panustanud 1000 Genoomi Projekt, mille eesmérk on vilja selgitada inimese

genoomi varieeruvuse ulatus. (1000 Genomes Project Consortium jt, 2012)



) e ATTGGCCTTAACCECCGATTATCAGGAT
Uhenukeotiidne variatsioon (SNV) ATTGGCCTTAACCIICCGATTATCAGGAT

ATTGGCCTTAACCCGATICCGATTATCAGGAT
ATTGGCCTTAACCC CCGATTATCAGGAT

Insertsioon vii deletsioon (indel)

. e ATTGECCTTAACECCUCATTAT CAGGAT
Mitmenuldeotiidiine variatsioon (MNV) ATTGGCCTTAACRGTOCATTATCAGGAT

ATTGGCCTTRACCCCCGATTAT CAGGAT
ATTGGCCTTCGGGEGTTIATTAT CAGGAT

Inversioon

ATTGGCCTTAGGCCTTAACCCCCGATTATCAGGAT

Koopiaaru variatsioon (CINV)
ATTGGCCTTA------ - ACCTCCGATTATCAGGAT

Joonis 1. Niited geneetilistest variatsioonidest. Kohandatud Frazer, K. A. jt 2009. a artiklist.
(Frazer jt, 2009)

1.2. Geneetilised variatsioonid ja vihkkasvajad

Vihk on geneetiline haigus, mida pohjustavad geeniekspressiooni muutuses kajastuvad
mutatsioonid SNV-dest kuni suuremahuliste deletsioonide, insertsioonide, amplifikatsioonide
ja struktuursete Umberkorraldusteni. (Kamalakaran jt, 2013) Véhkkasvajate teket voivad
pdhjustada mutatsioonid geenides, mis on seotud niaiteks DNA reparatsiooni, mutageenide

metabolismi voi rakutsiikli ja apoptoosi kontrolliga. (Savas ja Liu, 2009)

Vihitekke protsessis ehk onkogeneesis on kesksel kohal mutatsioonid, mis toovad kaasa
onkogeenide ekspressioonitaseme tousu vOi nende Kkonstitutiivse ekspressiooni, ning
mutatsioonid, mis pdhjustavad tuumor-supressor geenide ekspressiooni vidhenemist voi
taielikku inaktiveerumist. (Chari jt, 2010) Laialdaselt on uuritud mutatsioone niiteks ATM,
BRCAL, BRCA2 ja TP53 tuumor-supressor geenides. (Savas ja Liu, 2009*) Oluliste
muutusteni geeniekspressioonis viivad tavaliselt kas inaktivatsioonid, mis hdlmavad
molemaid alleele, voi mitmekordsed geenide koopiaarvu suurenemised. (Chari jt, 2010)
Struktuursete iimberkorraldustega voib muuhulgas kaasneda ka onkogeensete liitgeenide teke.
Naiteks liposarkoomide puhul on kirjeldatud erinevate FUS-DDIT3 ja EWSR1-DDIT3
liitgeenide teket. (Dal Cin jt, 1997; Rabbitts jt, 1993)

Geneetilised variatsioonid voivad mdjutada ka eelsoodumust kasvaja tekkeks, selle allumist
ravile ning patsiendi elumust. (Savage ja Chanock, 2006) Kusjuures, miaravaks saavad nii

parilikud kui ka somaatilised mutatsioonid. (Savas ja Liu, 2009)



Vihkkasvajad on kiillaltki heterogeensed ning see tuleneb vahemalt osaliselt inimese genoomi
varieeruvusest. Seda seost illustreerib asjaolu, et erinevates populatsioonides voib erinevat
tiipi vidhkkasvajaid esineda vdga erinevate sagedustega. (Savage ja Chanock, 2006) Peale
genotliiibiliste  erinevuste  mojutavad  kasvajate  heterogeensust ka  varieeruvad
keskkonnafaktorid. (Savas ja Liu, 2009) Kuigi enamasti on igale kasvaja tiilibile omased
kindlad mutatsioonid, on leitud, et osad mutatsioonid, mida varem peeti koespetsiifilisteks, ei
pruugi seda siiski olla. (Kamalakaran jt, 2013) Niiteks algselt oli ERBB2 geeni
amplifikatsioone kirjeldatud vaid rinnavdhkide puhul, kuid hilisemalt on tuvastatud nende

esinemine ka maoviahkide korral. (Kamalakaran jt, 2013; Barros-Silva jt, 2009)

Uldpilti vihkkasvajaid pdhjustavatest mutatsioonidest muudavad keerulisemaks ka
variatsioonid, mis esinevad populatsioonis ddrmiselt madalatel sagedustel, kuid voivad olla
kasvaja-spetsiifilised voi pdhjustavad kasvaja tekke vaid kombineerituna teiste geneetiliste
variatsioonidega. (Chari jt, 2010) On tidheldatud, et paljudes viahkkasvajates on haruldased
parilikud mutatsioonid enam esindatud kui somaatilised mutatsioonid. (Stratton jt, 2009)
Périlikud mutatsioonid vdivad mdjutada raku metabolismi ning DNA stabiilsust, kuid ei
pruugi ilma tdiendavate somaatiliste mutatsioonideta olla piisavad vihkkasvaja tekkeks.
(Bailmain jt, 2003) Seetdttu on parilikke geneetilisi variatsioone vdimalik kasutada kasvaja
tekkimise eelsoodumuse, erinevate ravimeetodite efektiivsuse ning haiguse kulgemise

prognoosimiseks. (Savas ja Liu, 2009)

1.2.1. Uhenukleotiidsed variatsioonid ja vihkkasvajad

Geneetilistest variatsioonidest on inimese genoomis kdige enam esindatud SNV-d ning need
on ka vihiuuringutes laialdast kasutust leidnud. (Savas ja Liu, 2009*) SNV-d on
tihealuspaarilised muutused genoomses jirjestuses. Tegemist on asendusmutatsioonidega,
mille korral summaarne nukleotiidide arv ei muutu. (Haraksingh ja Snyder, 2013) Kui SNV
variantne alleel esineb populatsioonis vdhemalt {iheprotsendilise sagedusega, on tegemist
tthenukleotiidse poliimorfismiga (single nucleotide polymorphism, SNP). (Vignal jt, 2002)
Teadaolevate SNP-de arv on viimase viie aasta jooksul hiippeliselt kasvanud ning need
voivad kujuneda olulisteks geneetilisteks markeriteks tervisliku seisundi hindamisel.
(Giampaoli jt, 2013)

Leidub erinevaid andmeid SNP-de esinemissagedusest inimese genoomis. 2001. aastal

labiviidud uurimuse pohjal jareldati, et inimese genoomis leidub iiks SNP iga 1900 aluspaari

(ap) kohta. (Sachidanandam jt, 2001) 2012. aastal avaldatud 1000 Genoomi Projekti andmete
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kohaselt leidus igas uuritud individuaalses genoomis ligikaudu 3,6-3,8 miljonit SNP-d ehk
ligikaudu iiks SNP iga 900 ap kohta. (1000 Genomes Project Consortium jt, 2012)

SNP on sisuliselt kahe erineva nukleotiidi esinemine erinevates genoomides samas
positsioonis. On vo&imalik ka nelja erineva nukleotiidi esinemine, kuid SNP-d esinevad
valdavalt kahealleelsetena. Seda iihe pohjusena secetdttu, et transitsioone pohjustavad
mutatsioonid toimuvad sagedamini kui transversioone pdohjustavad mutatsioonid. Teise
pOhjusena voib nimetada asjaolu, et nukleotiidsed asendused toimuvad madalal sagedusel.
Seega, on viga viike tdendosus, et samas positsioonis toimuvad kaks sdltumatut mutatsiooni.
(Vignal jt, 2002) Nukleotiidsete asenduste sageduseks inimese puhul arvatakse olevat

ligikaudu 2,5x10°® mutatsiooni nukleotiidi kohta pdlvkonnas. (Nachman ja Crowell, 2000)

Geneetilistes uuringutes rakendatakse SNP-sid kas geneetiliste markeritena, mille korral
nende tegelik funktsionaalne mdju ei ole oluline, vdi geneetiliste faktoritena, millede mdju
geeni ekspressioonile voi funktsioonile on teada. (Savas ja Liu, 2009*) Valdava enamuse
SNV-de puhul ei ole nende funktsionaalsed tagajérjed teada ning on tdendoline, et enamikel

SNV-del ei olegi funktsionaalseid tagajérgi. (Chanock, 2001)

1.2.1.1. Péhjuslikud iihenukleotiidsed variatsioonid

Pohjuslikud SNV-d omavad otsest bioloogilist moju, mis voib avalduda kas muutuste tttu
kodeerivas jdrjestuses, mille tulemusena saab mojutatud ekspresseeritud produkti
funktsionaalsus, vdi muutuste tottu regulatoorsetes elementides, mis avaldavad moju geeni

ekspressioonile ja/vai selle reguleeritavusele. (Haraksingh ja Snyder, 2013)

Juhul kui kodeeritava produkti struktuur ja funktsioonid on histi teada, on vdimalik tuletada
ka selles esineva SNV alleelide bioloogilist mdju. Kodeerivates jarjestustes voivad SNV-d
pohjustada silinoniitimseid voi mittesiinoniiiimseid asendusi. Siinoniilimsed asendused ei
pohjusta mdjutatud koodonile vastava aminohappe muutust ning kodeeritava valgu
aminohappeline jarjestus jadb samaks. Mittesiinoniiiimsed asendused vdivad olla missense vi
nonsense asendused. Missense asendus pdhjustab muutuse kodeeritava valgu aminohappelises
jarjestuses. Nonsense asenduse tottu tekib aga kodeerivasse DNA jérjestusse enneaegne stop-
koodon, mille tagajarjel ekspresseeritakse kas liihendatud peptiidi voi suunatakse vastav
MRNA lagundamisele. Moélemal juhul funktsioneerivat 10pp-produkti ei teki. (Haraksingh ja
Snyder, 2013) Naiteks tuumor-supressor geeni PTEN missense ja nonsense mutatsioone on

leitud glioomi ehk gliiarakkudest alguse saanud kasvaja rakkudest. (Steck jt, 1997)



Vastavalt regulatoorsetele piirkondadele, millede piiresse SNV-d jaavad, on voimalik tuletada
ka nende SNV-de tagajarg raku funktsioonidele. (Savas ja Liu, 2009*) Naiteks, sarkoomide
puhul esineb tihti T > G nukleotiidne asendus MDM2 geeni promootoris (SNP309,
rs2279744), mis pohjustab MDM?2 ekspressioonitaseme suurenemise, mis omakorda
inhibeerib tuumor-supressor geeni TP53 ekspressiooni. (Bond jt, 2004; Ito jt, 2011)

On samuti voimalik, et SNV-d, milledel esialgu mingit ndhtavat mdju geeniekspressioonile ei
ole, avaldavad ndhtavat moju alles pédrast pikaaegset geeni produkti minimaalset iile- voi
alaproduktsiooni akumuleerumist. Samuti voib mdju avalduda vaid kombineerituna teiste
variatsioonide voi spetsiifiliste keskkonnateguritega. (Savage ja Chanock, 2006) Naiteks
poliimorfismid kartsinogeenide metabolismiga seotud geenides mojutavad riski tubaka

tarbimisega seotud vihkkasvajate tekkeks. (Taioli, 2008)

Pohjuslike variatsioonide tuvastamiseks on rakendatud kasvajast ning tervest koest eraldatud
ja sekveneeritud DNA vordlevat analiiiisi. Seda illustreerib Ley, T. J. jt 2008. aastal labiviidud
uurimus, mille kdigus vorreldi akuutset miieloidset leukeemiat pddeva patsiendi kasvaja- ning
terve koe genoome. Kokku tuvastati 10 mittesiinoniiimset somaatilist mutatsiooni, milledest
kaks olid selle kasvaja puhul ka eelnevalt kirjeldatud indelid ning kaheksa olid esmakordselt
kirjeldatud SNV-d. Tuvastatud SNV-dest neli asusid teadaolevates vihkkasvajate
patogeneesiga seotud geenides. (Ley jt, 2008)

1.2.1.2. Uhenukleotiidsed poliimorfismid kui korrelatiivsed markerid

SNP-d on koige enam leidnud rakendust geneetiliste markeritena iilegenoomsetel
assotsiatsiooniuuringutel (genome-wide association study, GWAS). (Ku jt, 2010) Erinevate
GWAS uuringute pdhjal on jareldatud, et ligikaudu 88% fenotiiiibiga korreleeruvatest SNP-
dest asuvad intronites ja geenidevahelistes piirkondades. Missense asendused moodustavad
fenotiitibiga korreleeruvatest SNP-dest vaid 2%. (Hindorff jt, 2009) Kuna SNP-d on genoomis
véga levinud, esinevad need tihti aheldatuse tasakaalustamatuses (linkage disequilibrium) seni
avastamata tegelike pohjuslike mutatsioonidega ning paranduvad seetottu koos. (Savas ja Liu,
2009*) See tdhendab, et SNP-sid on voimalik rakendada markeritena, mille kaudu on
tuvastatavad haplotiitibid, mis korreleeruvad uuritavate fenotiiiipidega. (Savas ja Liu, 2009)
Niiteks, 8. kromosoomi pikemas 0las on tuvastatud piirkond (8g24), milles asuvate SNP-de
variantsed alleelid korreleeruvad eelsoodumusega haigestuda eesnddrme véhki. (Al Olama jt,
2009)



SNP-de rakendamine geneetiliste markeritena voimaldab ka genoomi piirkondade voi
spetsiifiliste geneetiliste variatsioonide tuvastamist, mis on kasvaja tekkega pohjuslikult
seotud. Samas on iileminek korrelatiivsetest seostest pdhjuslike seosteni ddrmisel toomahukas
ja keerukas ettevotmine. (Matullo jt, 2013) Lisaks on SNP-sid kui markereid voimalik
kasutada ka geenide koopiaarvu variatsioonide ning alleelsete ebanormaalsuste tuvastamiseks.
(Chari jt, 2010)

1.3. Liposarkoomid

Liposarkoomid on haruldased pahaloomulised rasvkoe kasvajad, millede esinemissagedus on
ligikaudu 1-2 juhtumit miljoni inimese kohta aastas. (Gustafson jt, 1993) Sellegi poolest on
liposarkoom koige enam esinev pehmete kudede sarkoom, mis moodustab ligikaudu 20%
koikidest esinevatest mesenhiimaalsetest pahaloomulistest kasvajatest. (Dei Tos, 2000)
Liposarkoomid jagunevad kolme pohilise alamtiitibi vahel: hésti-diferentseerunud/
dediferentseerunud liposarkoomid, iimarrakulised/miiksoidsed liposarkoomid ja pleomorfsed
liposarkoomid. (Kindblom, 2006)

Liposarkoomi mdju elumusele sdltub suuresti nii selle alamtiiiibist kui ka kasvaja
anatoomilisest asukohast ja suurusest. Miiksoidsed ja hasti-diferentseerunud liposarkoomid on
diferentseerunud ning vidhe agressiivsed. Seevastu imarrakulised, dediferentseerunud ja
pleomorfsed liposarkoomid on dediferentseerunud ning agressiivsed kasvajad, mis ka
metastaseeruvad suurema toendosusega. Koige kehvema viljavaatega elumusele on
kohukelme-taguses ruumis esinevad liposarkoomid.. (Dei Tos, 2000) Ravimeetoditest on
pohilised kasvaja kirurgiline eemaldamine ja kiiritusravi. Keemiaravi suhtes on tundlikud

vaid vihesed alamtiiiibid. (Conyers jt, 2011)

Liposarkoomide puhul on hésti kirjeldatud erinevad spetsiifilised struktuursed mutatsioonid,
sh amplifikatsioonid ja deletsioonid. (Dal Cin jt, 1993; Taylor jt, 2008) Viikemahulistest
mutatsioonidest on kirjeldatud néiteks ithenukleotiidsete indelite esinemist PIK3CA, TP53 ja
PTEN geenides. (Barretina jt, 2010) SNV-de esinemist liposarkoomides on kirjeldatud
minimaalselt. Teada on nditeks variatsiooni SNP309 (rs2279744) sagedasem esinemine

liposarkoomides. (Ito jt, 2011)
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1.3.1. Hasti-diferentseerunud liposarkoom ja dediferentseerunud liposarkoom

Hasti-diferensteerunud liposarkoom (well- .
differentiated  liposarcoma, = WDLPS) L"h. ‘{
moodustab ligikaudu 40-45% liposarkoomi ,\ ‘ 5 \\ < 1
juhtudest, ning tekib enamasti kéhukelme- '$ L)
»
taguses ruumis vOi jdsemete rasvkoes. 1% ° ¢ “ ',.
Sagedasemad anatoomilised piirkonnad on x -

ka keskseinand ja viimajuhad. WDLPS-i \ p‘ 0 \ ‘

lokaalse taastumise tdendosus péarast * Il
! ’ .
'.

9
kasvaja eemaldamist voi selle rakkude l‘ -
surmamist on 30%, kuid kauglevikut on ,’ \
taheldatud vaid tksikutel juhtudel. (Dei

“
Tos, 2000) - ’

Joonis 2. WDLPS metafaasi kromosoomid.
Pohiliselt jagatakse WDLPS alamtiiiibid  pj|gj] on niha iseloomulikud

kolmeks: adipotsiiiitne, skleroosne ja ~ rongaskromosoom ja pikk
markerkromosoom. Kohandatud Sandberg,

pdletikuline  liposarkoom  (Fletcher jt, A A 2004. a artiklist. (Sandberg, 2004)
2002). Adipotsiitiitse liposarkoomi

moodustavad erinevas suuruses diferentseerunud adipotsiiiidid ehk rasvarakud ning vaiksemas
ulatuses lipoplastid. Skleroosne liposarkoom koondab peamiselt kdhukelme-taguseid ning
paratestikulaarseid liposarkoome, mida iseloomustavad stroomarakkude esinemine ja
kollageenne rakuviline maatriks. Pdletikulise liposarkoomi omapéra seisneb mitmetuumaliste
stroomarakkude ning erineva fenotiiiibiga, kuid peamiselt B- ja T-, limfotsiiitide esinemises.
(Dei Tos, 2000)

WDLPS tunnuseks on rongaskromosoomid vdi pikad markerkromosoomid, mis on
moodustunud peamiselt 12913-15 regioonist parit jarjestuste amplifitseerumisel (joonis 2).
(Dal Cin jt, 1993) 12q13-15 regioonist parit amplifitseeritud jarjestustesse kuuluvad néiteks
MDM2, CDK4, ja HMGA2 onkogeenid. (Pedeutour, 1999) MDM2 amplifikatsioon ja
ileekspresseerumine on WDLPS-i, ja ka dediferentseerunud liposarkoomi, iiks olulisemaid
omadusi. (Stiller jt, 2013) Ka CDK4 geeni, mis osaleb rakutsiikli regulatsioonis,
tileekspressioon esineb enam kui 90% juhtudest. (Dei Tos jt, 2000; Binh jt, 2005) Fedele, M.
jt poolt on fibroblastide koekultuuris néidatud, et HMGA2 geeni 3’ lithendatud (truncated)

variantide ekspresseerumine pohjustab rakkude transformatsiooni. (Fedele jt, 1998)
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Dediferentseerunud liposarkoomide (dedifferentiated liposarcoma, DDLPS) alla liigitakse
liposarkoomid, mille puhul on mérgata mittelipogeenseid ehk dediferentseerunud adipotsiiiite.
DDLPS saab alguse WDLPS dediferentseerumisest, ning on selle agressiivsem vorm,
Erinevalt WDLPS-st, on DDLPS-il 15-20% tdendosus metastaseeruda, kuid védhenenud
elumusega seostatakse pigem kasvaja mitmekordset lokaalset taastumist kui kauglevikut. (Dei
Tos, 2000) Sellegi poolest on DDLPS reeglina parema kliinilise viljavaatega kui tilejaanud
dediferensteerunud pleomorfsed sarkoomid. (McCormick jt, 1994) Enamasti toimub rakkude
dediferentseerumine esialgses kasvajakoldes, kuid 10% juhtudest voib de novo DDLPS
tekkida eemaldatud WDLPS asemele. (Dei Tos, 2000)

Kuna DDLPS on arenenud WDLPS-st, siis on ka selle tunnuseks 12qg13-15 regioonist
tekkinud rongas- ja markerkromosoomid. (Fletcher jt, 2002) DDLPS puhul on leitud, et
MDMZ2 koopiaarv ja ekspressioonitase veel enam suurenenud kui WDLPS-s. (Dei Tos |jt,
1997) Dediferentseerumise protsessiga on seostatud ka tdiendavad mutatsioone geenis TP53.

(Pilotti jt, 1997)

1.3.2. Umarrakuline/miiksoidne liposarkoom

Umarrakuline/miiksoidne liposarkoom moodustab ligikaudu 30-35% liposarkoomidest (Dei
Tos, 2000) ning 10% tdiskasvanutel esinevatest pehmete kudede sarkoomidest (Conyers jt,
2011). Umarrakuline/miiksoidne liposarkoom moodustub enamasti jisemete, eriti reie,
rasvkoes, kuid erandlikel juhtudel ka kdhukelme-taguses ruumis. Umarrakuline liposarkoom
(round cell liposarcoma, RCLPS) ja miiksoidne liposarkoom (myxoid liposarcoma, MLPS)
moodustavad iihe alamtiitibi kaks &darmust, millele vastavalt on MLPS paremini
diferentseerunud ning RCLPS dediferentseerunud ja seega agressiivsem darmus. MLPS puhul
on elumus 5 aastat pdrast esmast avastamist 70%, kuid RCLPS korral kahaneb see 20%-le.
(Dei Tos, 2000) RCLPS-i iseloomustab oluliselt suurenenud risk metastaseeruda. (Fletcher jt,
2002)

RCLPS/MLPS tunnusteks on vidikemoddulised kadvrakud ja lipoblastid, mis esinevad
miiksoidses rakuvaheaines. Kui suurenenud ja seetottu timarate mittelipogeensete rakkude
kogumike osahulk kasvajas on alla 5% vai iile 80%, on tegemist vastavalt MLPS voi RCLPS
vormiga. Kui hiipertsellulaarsete rakkude osahulk kasvajas jaab 5-80% piiresse, on tegemist
vahepealse RCLPS/MLPS vormiga. Dediferentseerunud timarrakkude kogumike osahulk on

seega oluline prognostiline faktor. (Dei Tos, 2000)
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RCLPS/MLPS-e iseloomustab enamasti translokatsioon (t12;16)(q13;p11), mille korral on 12.
kromosoomi pikemas ©Olas paiknev DDIT3 (DNA-damage-inducible transcript 3) geen
tthinenud 16. kromosoomi lithemas 0las paikneva FUS (fused in sacroma) geeniga (joonis 3).
(Rabbitts, 1993) Harvemal juhul vaib liitgeen olla tekkinud DDIT3 geeni ja 22. kromosoomi
pikemas oOlas paikneva EWSR1 (Ewing sarcoma RNA-binding protein 1) geeni liitumisel. (Dal
Cin jt, 1997) Conyers, R. jt iilevaatliku artikli valmimise ajal oli teada 11 erinevat FUS-
DDIT3 ja 4 erinevat EWSR1-DDIT3 liitgeeni, mis voivad pohjustada rasvarakkude
diferentseerumisprotsessi hdirumist (Conyers jt, 2011), kuid teadaolevalt ei mojuta erinevad
liitgeenide variandid kasvaja agressiivsust voi ravile allumist (Antonescu jt, 2001). FUS ja
EWSR1 kuuluvad RNA-ga seonduvate valkude perekonda FET, mille liikmed osalevad
transkriptsiooni  regulatsioonis. (Bertolotti jt, 1996) DDIT3 geeni produkt osaleb
apoptoosirajas ning rasvarakkude diferentseerumise regulatsioonis. (Batchvarova jt, 1995)

- (e Bl - -
Joonis 3. (t12;16)(q13;p11) translokatsiooni kujutav skeem. (Sandberg,

2004)

RCLPS/MLPS puhul on tuvastatud PI3K/AKkt raja iileaktivatsiooni, ning seda on seostatud
tileminekuga agressiivsemasse iimarrakulisse vormi. PI3K/Akt raja iileaktivatsiooni vdivad
pohjustada mutatsioonid PIK3CA geenis, puudulik PTEN ekspressioon ja liigne IGFR1
ekspressioon. (Demicco jt, 2011) PI3K/Akt raja iileaktivatsioon toob ldbi mitmete
mehhanismide kaasa apoptoosi inhibeerimise ning rakkude proliferatsiooni aktiveerimise.
(Vara jt, 2004)

1.3.3. Pleomorfne liposarkoom

Tegemist on koige haruldasema liposarkoomi alamtiiiibiga, mis moodustab vaid 5%

liposarkoomidest. (Ghadimi jt, 2011) Pleomorfne liposarkoom (pleomophic liposarcoma,
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PLPS) areneb enamasti korges vanuses ning anatoomilistest piirkondadest iildjuhul jasemetes,
kuid ka rindkeres ning kohukelme-taguses ruumis. PLPS on morfoloogiliselt kddvrakuline voi
pleomorfne, ning seda iseloomustab tiksikute nii tihe kui ka mitme vakuooliga lipoplastide
esinemine. (Dei Tos, 2000)

PLPS puhul on sagedamini esinevatest mutatsioonidest Kirjeldatud 13q14.2-q14.3 deletsiooni,
mis holmab ka tuumor-supressor geeni RB1 (Taylor jt, 2008), ja erinevaid tihenukleotiidsed
indeleid TP53 geenis (Barretina jt, 2010). Lisaks sellele on kirjeldatud ka mitmete erinevate
kromosoomipiirkondade deletsioone ja amplifikatsioone. (Mertens jt, 1998; Idbaih jt, 2005)
PLPS-id on mutatsioonide poolest vdga mitmekesised ning erinevalt WDLPS/DDLPS ja
RCLPS/MLPS-st antud alamtiiiibi puhul sarnaseid omaparaseid mutatsioone kirjeldatud ei

ole.

1.4. Vihkkasvajad ja sekveneerimine

Kiimme aastat tagasi pohinesid patoloogiatega seotud genoomsed uuringud peamiselt PCR
analiiisidel ning lithikeste DNA fragmentide sekveneerimisel Sangeri meetodil. Sellele
jargnes DNA kiipide kasutamine. (Giampaoli jt, 2013) Jargmise podlvkonna
sekveneerimismeetodid (NGS, next generation sequencing) on viimastel aastatel joudsalt
arenenud ning on vélja vahetamas eelnevaid suure labilaskevdimega meetodeid, nditeks DNA
kiipe. (Kamalakaran jt, 2013) NGS meetodid on toonud kaasa olulise edasimineku
genoomsetes uuringutes voimaldades suuremahulisi sekveneerimisi vordlemisi madalate

kulude ning vidikese toomahuga. (Liu jt, 2012)

Vihkkasvajate tekkimise pdhjused peituvad genoomis ning seetdttu on sekveneerimine
vihkkasvajate analiiiisil olulisel kohal. (International Cancer Genome Consortium jt, 2010)
Kasvaja genoomi sekveneerimine vOimaldab saada teavet nii iiksikute nukleotiidide tasemel
toimunud mutatsioonidest, geeni koopiaarvu muutustest kui ka kromosomaalsetest
timberkorraldustest. Transkriptoomide sekveneerimine annab {iilevaate ekspresseeruvatest
geenidest ning voimaldab tuvastada liitgeenide teket. NGS meetodid vdimaldavat tervete
genoomide sekveneerimist mitmekiimnekordse kattuvusega, mistdttu on tuvastatavad ka
haruldased geneetilised variatsioonid. (Kamalakaran jt, 2013) Kasvaja genoomi ning sama
indiviidi normaalse genoomi sekveneerimine ja vordlemine voib viia uute mutatsioonide

tuvastamiseni ning ka voimalike kasvaja tekkepdhjuste véljaselgitamiseni. (Ley jt, 2008)
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1.5. Jargmise polvkonna sekveneerimismeetodid

Jargmise pdlvkonna sekveneerimismeetodid voimaldavad oluliselt suurema mahu, tépsuse ja
kiirusega sekveneerimist kui esimese polvkonna meetodid, nagu niiteks Sangeri meetod.
(Pavlopoulos jt, 2013) Koige levinumad NGS siisteemid on (1) Roche 454, mis pohineb
purosekveneerimisel ehk nukleotiidi liitmisel eralduva piirofosfaadi tuvastamisel; (2) AB
SOLID™, mis raknedab DNA ligaasi ning tuvastab korraga kaks matriitsahelaga
komplementaarset aluspaari iga nelja aluspaari jarel; (3) Illumina GA/HiSeq , mis pdhineb
komplementaarse ahela siinteesil liidetavate nukleotiidide tuvastamisel; (4) kompaktsemad

ning viiksema libilaskevdimega siisteemid: lon PGM™ ja MiSeq". (Liu jt, 2012)

1.5.1. lon Torrent PGM"™

lon Torrent PGM™ (Personal Genome Machine) jdudis turule 2010. aastal ning seda turustab
ettevote Thermo Fisher Scientific. Antud platvorm on loodud kasutamaks eelkdige
viiksemates laborites ning kliinilises praktikas. lon PGM"" p&hineb pooljuht-sekveneerimisel,
mille puhul poliimeraasi poolt matriitsahelaga komplementaarse nukleotiidi liitmisel eralduvat
prootonit tuvastatakse pH muutuse kaudu. (Liu jt, 2012) Sekveneerimine toimub kiipidel,
milledel asetsevate monemikromeetrise 1dbimodduga kaevude pdhjas on sensorid, mis
voimaldavad pH muutuse registreerimist pinge muutusena. Igasse kaevu mahub vaid iiks
akriitilamiid kerake, mille pind on kaetud sekveneeritava DNA fragmendi kloonidega.
(Rothberg jt, 2011)

Vorreldes AB SOLiD™ ja lllumina HiSeq  siisteemidega, ei vdimalda Ion PGM' siisteem
terve inimese genoomi, eksoomi ega transkriptoomi sekveneerimist, sest ka kdige suurema
kaevude arvuga kiip suudab iihe to6tsiikliga sekveneerida vaid 2 Gb (giga base pairs, miljard
aluspaari). AB SOLID"™ 5500 Wildfire (W) ja Illumina HiSeq" 2500 v&imaldavad iihe
tootsiikliga sekveneerida vastavalt ligikaudu 120 Gb ja 1 Tb (tera base pairs, trillion
aluspaari). Kui AB SOLiD™ 5500 W ja Illumina HiSeq 2500 puhul kestab to6tsiikkel
vastavalt 10 ja 6 pdeva, siis ITon PGM " puhul olenevalt kiibist vaid 1,5 kuni 4,5 tundi, millele
lisandub ettevalmistustele kuluv 6 tundi. lon PGM™" puhul on aga sekveneerimise hind 1 Gb

kohta oluliselt kdrgem kui AB SOLID"" ja lllumina HiSeq " siisteemidel. (www.allseq.com)
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1.5.2. lon AmpliSeq™ Target Selection Technology

lon AmpliSeq Target Selection Technology vdimaldab huvipakkuvate genoomi piirkondade
sekveneerimist, rakendades raamatukogu valmistamisel multiplex PCR meetodit ning
tuhandetest praimerite paaridest koosnevaid paneele. Life Technologies™ on turule toonud
erinevad praimerite paneelid, mis voimaldavad sekveneerida vidhkkasvajate vOi parilike
haigustega seotud genoomi piirkondi. Saadaval on kaks erinevat vihipaneeli: Ion AmpliSeq
Cancer HotSpot Panel, mis katab pohjalikumalt kodige enam véhkkasvajates muteerunud
geene, ning lon AmpliSeq” Comprehensive Cancer Panel, mis katab iile 400 erineva
onkogeeni ja tuumor-supressor geeni eksoneid. Lisaks genoomse DNA amplifitseerimisele
turustatakse ka paneele RNA jérjestuste amplifitseerimiseks, mis vdimaldab lisaks

sekveneerimisele hinnata ka geenide ekspressioonitaset. (www.lifetechnologies.com)

Lisaks sellele pakutakse ka vdimalust tellida paneele kliendi poolt valitud piirkondade
sekveneerimiseks (lon AmpliSeq” Custom Panels) tagades, et vihemalt 85% soovitud
piirkondadest on komplekteeritava paneeli poolt kaetud. lon AmpliSeq " Custom Panels’ga on
voimalik katta kuni 1 Mb (mega base pairs, miljon aluspaari) huvipakkuvaid jarjestusi.

(www.lifetechnologies.com)
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. Too6 eesmirgid

Antud uurimust6o eesmaérgiks oli meie uurimisgrupi poolt kasvajate uurimiseks viljatootatud
lon AmpliSeq" Custom Panels’i abil leida liposarkoomi koest nii somaatilisi kui ka pirilikke
geneetilisi variatsioone, mis voiks aidata seletada selle véhitiiiibi tekkepohjuseid ja
patogeneesi. Selleks eraldati ja sekveneeriti DNA iihe patsiendi liposarkoomi koest ja tervest
rasvkoest. Sekveneerimise tulemuste analiiiisimiseks kasutati Ingenuity® Variant Analysis™
veebirakendust, et leida vdimalikke seoseid viikeste indelite ja SNV-de ning liposarkoomi

vahel.

2.2. Materjalid ja meetodid

2.2.1. Tartu Ulikooli eetikakomisjoni luba.

Tartu Ulikooli eetikakomisjon on andnud meie t66grupile loa kaasasiindinud ja omandatud
luukoe haiguste uurimiseks. Antud luba kattis ka kdesoleva t60 raames uuritud proove.
Uurimisalased proovid koguti koostdds Tartu Ulikooli Kliinikumiga ja uuringus osalenud isik

kirjutas alla vastavale ndusolekuvormile.

2.2.2. Patsiendi ja haigusjuhtumi iseloomustus

Patsient, 41-aastane meesterahvas, podrdus esmalt arsti poole moodustise tottu vasaku polve
piirkonnas. Vasaku pdlve piirkonnast eemaldati kohalikku tuimestust kasutades limaja
moodustisega limbritsetud plastmassitiikkk. Kuu aega hiljem teostati jargnevalt diagnoositud
ganglioni avamine. Sellest kolm nédalat hiljem tuvastati vasaku pdlve eespinnal valutu ja
pehme konsistentsiga kasvaja, mis oli modtmetega 4x5 cm ning allasetsevate kudede suhtes
liitunud. Jargnevalt eemaldati 3x4x5 cm suurune sagarlikulise struktuuriga pehme, pindmisele
lihase kirmele ja sddreluu luulimbrisele kinnitunud kasvaja koos nahanekroosiga.
Histoloogiliselt diagnoositi  kasvajaks G2 pT2 liposarkoom (G2 - keskmiselt

diferentseerunud; pT2 — kasvaja 1dbimd0ot on suurem kui 5 cm. (www.cancer.gov)).

Mone nadala moodudes poordus patsient korduvalt arsti poole eelnevalt opereeritud piirkonna
valu ning deformatsiooni tdttu, misjdrel suunati patisent onkokirurgi konsultatsioonile. Lahti
lainud ning nekrotiseerunud operatsioonihaava alt tuvastati miiksoidne kasvaja, millest voeti
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korduvalt biopsiad. Histoloogiliselt diagnoositi eelnevale analoogne kasvaja ehk taastunud
liposarkoom. ~ MRT-uuringu  (magnetresonantstomograafia)  tulemusena  tuvastati
liposarkoomile vastav kasvajamass vasaku sddre piirkonnas, mis paiknes peamiselt
subkutaanselt, kuid kesk- ja alaosas ka intramuskulaarselt, ning oli tihedas kontaktis sddreluu
luutimbrisega. Kasvaja maksimaalmddtmeks sagitaalpinnas oli 18 cm. Tdiendavalt labiviidud
KT- (kompuutertomograafia) ja PET-uuringute (positronemissioontomograafia) tulemusena
metastaase ei tuvastatud. Teostati vasaku reie amputatsioon, millest parinevad ka kdesolevas

t60s DNA eraldamiseks kasutatud koed.

2.2.3. DNA eraldamine

Liposarkoomi ja terve rasvkoe genoomne DNA eraldati vastavalt 40 mg kasvajakoest ning 97
mg rasvkoest. DNA eraldamiseks Kkasutati kombineeritult FastPrep®-24 siisteemi (MP
Biomedicals, Solon, Ohio, USA) ja PureLink” Genomic DNA Mini Kit’i (Invitrogen Corp.,
Carlsbad, California, USA).

Koeproovid asetati FastPrep’ Lysing Matrix A tuubidesse ning lisati 360 pl PureLink
Genomic Digestion Buffer’it. Segu homogeniseeriti kasutades FastPrep®-24 instrumenti
seadistatuna kiirusele 6,5 m/s 40 sekundi viltel. Homogeniseeritud segudest eemaldati ~250
ul vedelikku, millele lisati 30 pl proteaas K lahust (PureLink” Genomic DNA Mini Kit) ning
inkubeeriti temperatuuril 55°C 35 minutit. Edasised etapid teostati vastavalt PureLink

Genomic DNA Mini Kit tootja protokollile.

Eraldatud DNA puhtust kontrolliti NanoDrop' " 2000 spektrofotomeetriga (Thermo Scientific,
Wilmington, Delaware, USA). Kasutades geelelektroforeesi (1% agaroosgeel, 100 V, 30
min), tehti kindlaks, et DNA ei olnud lagunenud.

Eraldatud DNA tipset hulka maddeti Qubit® 1.0 fluoromeetriga (Invitrogen Corp., Carlsbad,
California, USA). Kasutatud 40 mg kasvajakoest ning 97 mg rasvkoest eraldati vastavalt 5,7

ugja 2,6 pg genoomset DNA-d.

2.2.4. Raamatukogu valmistamine ja sekveneerimine

Sekveneerimiseks valmistati raamatukogud vastavalt lon AmpliSeq” Custom Panels (Life
Technologies Corp., Carlsbad, California, USA) tootja juhistele. Raamatukogude
valmistamiseks kasutatud paneel oli eelnevalt disainitud meie uurimisgrupi ja Tartu Ulikooli

Kliinikumi onkoloogide koost66s. Antud paneel oli koostatud katmaks véhkkasvajate puhul
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Kliinilises praktikas huvipakkuvaid geenipiirkondi, ning koosnes 551 amplikonist kattes 45
rinevat geenipiirkonda kokku 68 260 aluspaari ulatuses.. Tapsed piirkonnad, mida kasutatud

paneel katab, on vilja toodud lisas 2, Ik 42.

Amplifitseeritud ning puhastatud raamatukogude kvaliteedi hindamiseks kasutati Agilent
2100 Bioanalyzer’it koos High Sensitivity DNA Kit’ga (Agilent Technologies Inc.,
California, USA).

Valmistatud raamatukogud sekveneeriti lon PGM™" platvormil kasutades kasutades lon 316"
kiipi (Life Technologies Corp., Carlsbad, California, USA).

2.2.5. Andmeanaliiiis

Sekveneeritud jirjestustest variatsioonide tuvastamiseks kasutati Ion Reporter  tarkvara (Life
Technologies Corp., Carlsbad, California, USA). Tuvastatud variatsioonide edasiseks
analiiiisiks kasutati Ingenuity® Variant Analysis™ (IVA) veebilahendust (Qiagen, Hilden,
Germany), mille vahendusel filtreeriti védlja variatsioonid, millede puhul aluspaarid oli
médratud vdiksema kvaliteediskooriga kui 20 ehk vdhem kui 99% kindlusega ning
variatsioonid, mis olid sekveneeritud vdhem kui 10-kordse kattuvusega. Antud uurimustoo
analiiiisis kasutati IVA Cancer Driver Variances rakendust, mis keskendub just vihkkasvajate
tekkega seotud variatsioonidele (SNV-d ja indelid). VA veebilahendus koondab lisaks enda
andmebaasile informatsiooni ka mitmetest eraldiseisvatest andmebaasidest ja rakendustest,
néditeks ENCODE (The Encyclopedia of DNA Elements) andmebaas ja SIFT (Sorting Tolerant
From Intolerant) algoritm, voimaldades hinnata variatsioonide geneetilist ja bioloogilist

tahtsust.

SIFT algoritm hindab aminohappe asendust valgu funktsiooni suhtes kas kahjustavaks voi
tolereeritavaks ldhtudes asendatud aminohappe konserveerumusest antud valguperekonnas.
(Kumar jt, 2009) Taiendatud SIFT algoritmi versioon B-SIFT (Bi-directional Sorting
Tolerant From Intolerant) on vdimeline eristama ka aktiveerivaid mutatsioone. (Lee jt, 2009)
ENCODE projekt on aastaid kogunud informatsiooni funktsionaalsetest elementidest inimese
genoomis. (ENCODE Project Consortium, 2012)
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2.3. Tulemused

Kokku sekveneeriti ligikaudu 221 Mb, millest 214
Mb ulatuses joondusid sekveneeritud jarjestused
inimese

referentsgenoomile. Liposarkoomi

raamatukogu Onnestus sekveneerida keskmiselt
1364-kordse kattuvusega ning rasvkoe raamatukogu
keskmiselt 2119-kordse kattuvusega. Viljavote
sekveneerimisprotsessi raportist on toodud joonisel

4.

Sekveneeritud piirkondadest leiti kokku 39 SNP-d
ja iiks kolmenukleotiidiline deletsioon, mis iiletasid
kvaliteedimaéra. Kolm SNP-d arvati nimistust vélja,
sest jdid piirkondadesse, millede sekveneerimine oli
onnestunud vaid iihest koest — kas tervest rasvkoest
vOi kasvajakoest. Nende SNP-de puhul seega
vordlusmoment puudus. Nimistust vélja arvatud 3
SNP-d asusid intronites ning nende kohta puudus
annotatsioon dbSNP andmebaasis. Ulejdinud 37
variatsiooni o0sas kudede vahel erinevust ei
esinenud,

leitud.

ning somaatilisi mutatsioone seega ei

IVA analiuusi tulemuste kohaselt voivad leitud

variatsioonidest  kaheksa olla  vidhkkasvajate
kontekstis kahjustava mdjuga ning need on vilja
toodud tabelis 1, Ik 21. Ulejiinud 29 variatsioonile
voimalikku kahjustavat mdju ei ennustatud ning
nende loetelu on toodud lisas 1, Ik 40. Kéesolevaks
hetkeks teadaolevalt {ihtegi leitud variatsiooni

eelnevalt liposarkoomidega seostatud ei ole.
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Tabel 1. IVA analiiiisi tulemusena potentsiaalselt kahjustavaks ennustatud SNP-d.

Kromo- Geeni Hg19/ Lipo- Terve .
dbSNP ID Geen . M
soom regioon GRCh37  sarkoom'  rasvkude o
Voib
rs1042919 11 RRM1 3'UTR A /T T suurendada
RRM1
ekspressiooni®
Promootori
rs7297175 12 ERBB3 Promootor T CIC CIC aktiivsuse
kaotus*
rs1799966 17 BRCAL  Ekson? T T CIT Missense;
tolereetiav
rs16942 17 BRCAL  Ekson? T T crT Missense;
tolereeritav
rs16941 17 BRCAL  Ekson? T T CIT Missense;
kahjustav
rs799917 17 BRCAL  Ekson? G AIG AIG Missense;
Aktiveeriv
CD3EAP; Ekson; Missense;
rs735482 17 ERCC1 3°UTR A CIA CIA tolereeritav®
CD3EAP; Ekson; Missense;
rs3212986 17 ERCC1I  3'UTR ¢ AC AIC aktiveeriv®

1. Mdlemad alleelid

2. Olenevalt transkriptist ka intron voi ncRNA (non-coding RNA).

3. Cao, X. jt, 2013.

4. IVA hinnang tuginedes ENCODE TFBS (The Encyclopedia of DNA Elements, Transcription Factor
Binding Sites) andmetele.

5. IVA poolt vahendatud SIFT (Sorting Intolerant from Tolerant) algoritmi tulemus.

2.4. Arutelu

Uhenukleotiidiliste ~ variatsioonide mdju  liposarkoomide —tekkimise riskile, nende
onkogeneesile voi haiguse kulgemisele on uuritud minimaalselt. Liposarkoomide puhul on
hasti kirjeldatud pigem suuremahulisi geneetilisi variatsioone. On teada liposarkoomidele
omaseid kromosoomi piirkondade amplifikatsioone (Pedeutour jt, 1999), translokatsioone
ning liitgeenide tekkimisi (Rabbitts jt, 1993).

Liposarkoomide puhul on kirjeldatud iihenukleotiidse poliimorfismi SNP309 esinemist

MDM2 geeni promootoris. Kirjeldatud on ka iihenukleotiidsete indelite esinemist geenides

TP53, PIK3CA ja PTEN. (Barretina jt, 2010) Kéesolevas uurimistods kasutatud paneel kattist
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neist geenidest vaid PTEN-i ning PIK3CA 9. ja 20. eksonit. Kaetud PIK3CA regioonidest
tihegi variatsiooni ei tuvastatud. PTEN geenist leiti nii terves rasvkoes kui ka kasvajakoes iihe
SNP variantne alleel (lisa 1, Ik 40), millele IVA ei omistanud vdimalikku kahjustavat moju.
Kuigi {ihtegi kéesoleva uurimust6d tulemusena tuvastatud variatsiooni varasemalt

liposarkoomiga seostatud ei ole, on neid kirjeldatud mitmete teiste viahkkasvajate taustal.

RRM1 (ribonucleotide reductase M1) geen kodeerib ribonukleotiid reduktaasi (RNR)
suuremat subiihikut, mille struktuuri kuuluvad piirkonnad nii substraadi kui ka allosteeriliste
regulaatorite sidumiseks. RNR kataliilisib ribonukleosiid difosfaatide redutseerimist
desoksiiribonukleosiid difosfaatideks ning on seega oluliseks komponendiks DNA siinteesiks
vajalike nukleotiidide siinteesi metabolismirajas. (Jordheim jt, 2011) RRM1 geeni
ekspressioonitaseme maaramine leiab rakendust farmakogeneetikas, kus korgest rakusisesest
dCTP  kontsentratsioonist tuleneb resistentsus erinevate keemiaravis kasutatavate

nukleosiidide analoogidel pohinevate iihendite suhtes, néditeks gemcitabine. (Cao jt, 2013)

On néidatud, et kdesoleva uurimistdd tulemusena tuvastatud SNP rs1042919 parandub sama
haplotiilibi koosseisus edasi mitmete teiste RRM1 geeni piiresse jadvate SNP-dega. (Cao jt,
2013) Mainitud SNP-ga samas haplotiilibis paranduvad SNP-d rs1348310, rs1042858 ja
rs1042927 tuvastati ka kiesoleva t66 tulemusena (lisa 1, Ik 40).

Cao, X. jt poolt teostatud uurimisto6 tulemusena selgus, et RRM1 geeni mRNA
ekspressioonitase korreleerub oluliselt mainitud haplotiiiipi kuuluvate SNP-dega rs1042927,
rs12806698 ja rs11030918. (Cao jt, 2013) Variantset alleeli SNP rs12806698 puhul kdesoleva
uurimist66 tulemusena ei tuvastatud ning geeni RRM1 promootori jarjestusse jaav SNP
rs11030918 jdi sekveneeritavatest piirkondadest vélja. Kuid on nididatud, et tuvastatud SNP
rs1042927 variantne alleel korreleerub RRM1 geeni mRNA kdrgema ekspressioonitasemega.
Samuti voib ka SNP rs1042919 variantne alleel olla otseselt seotud korgema RRM1
ekspressioonitasemega, sest selle esinemine korreleerub nukleosiidide analoogide
akumuleerumisega rakus, mis on omakorda seotud normaalsete desoksiinukleotiidide
slinteesiga normaalsest suuremal hulgal. (Cao jt, 2013) Selle pdohjal vdib oletada, et RRM1
ekspressioonitase vois olla normaalsest korgem ka sekveneeritud terves rasvkoes ja
liposarkoomi koes. Samas on varasemalt ndidatud, et RRM1 geeni iileekspressioon pigem

pidurdab kasvaja arenemist. (Fan jt 1997)

ERBB3 (v-erb-b2 avian erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 3) kuulub
epidermaalsete kasvufaktorite transmembraansete retseptorite perekonda. ErbB perekonda

kuuluvad retseptor tiirosiinkinaasid on olulisteks raku normaalse kasvu ja arengu jaoks
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vajalike signaalide mediaatoriteks. (Hynes ja Lane, 2005) ErbB retseptorid funktsioneerivad
heterodimeeridena, milledest kdige olulisemaks paariks peetakse ERBB2-ERBB3 dimeeri.
(Tazhar jt, 1996)

Kédesolevas to0s tuvastati SNP rs7297175 variantne alleel, mis asub ERBB3 geeni
promootorjarjestuses ning, ldhtudes IVA analiiiisi tulemustest, kattuvad selle positsiooniga
mitmete transkriptsioonifaktorite (CCNT2, ZNF263, EGR, TAFl, ZBTB7A, HMGNS3,
FOSL2, E2F6, FOXAL, ARID3A, CTCF, JUNB, POLR2A, FOS, GATA2, HDAC2, SIN3A,
SMARCB]1, JUN, SMARCC1, JUND, CHD2, FOXC1, FOSL1) seondumispiirkonnad. See

tdhendab, et variantse alleeli esinemine voib mdjutada ERBB3 ekspressiooni.

IVA niitab, et SNP rs7297175 variantse alleeli esinemine pohjustab ERBB3 promootori
funktsiooni kaotust, kuid on alust selles kahelda. Antud juhul on tegemist homosiigootselt
esineva variantse alleeliga, mis tidhendaks ERBB3 geeni ekspressiooni puudumist
(alternatiivsete promootorite esinemise kohta informatsiooni ei leitud). Normaalselt
ekspresseerub ERBB3 tiiskasvanud inimesel paljudes kudedes, suuremal hulgal néiteks aju-,
neeru-, kopsu- ja kéhundarme kudedes. (Su jt, 2004) ERBB3 geen ekspresseerub ka lootel aju,
maksa ning neerude kudedes (Kraus jt, 1989). Uhtlasi on niidatud, et ErbB3 geeni, mis on
ERBB3 homoloog hiirtel, ekspressiooni puudumine embriionaalses arengujérgus on hiirtele
letaalne. (Erickson jt, 1997) Seega ei tundu usutav IVA poolt antud hinnang promootori
funktsiooni tidieliku kadumise kohta, pigem voib geeni ekspressiooni tase olla langenud.
Siiani pole ndidatud variatsiooni rs7297175 tegelikku seost ERBB3 geeni ekspressiooniga ja

hetkel jadb selgusetuks, kuidas variantne alleel geeni ERBB3 ekspressiooni taset mojutab.

ERBB3 iileekspressiooni on aga tuvastatud mitmetes erinevates vihkkasvajate tiilipides,
muuhulgas rinnavdhi (Naidu jt, 1998) ja munasarja kartsinoomi (Rajkumar jt, 1996) puhul.
Uhtlasi on ERBB3 vdimeline otse seonduma PI3K kinaasi p85 subiihikuga, mistdttu ERBB2-
ERBB3 dimeer on vdimeline aktiveerima PI3K kinaasi ning seeldbi ka PI3K/Akt rada.
(Soltoff jt, 1994) PI3K/AKkt raja liigne aktiveeritus toob ldbi mitmete mehhanismide kaasa

apoptoosi inhibeerimise ning rakkude proliferatsiooni aktiveerimise. (Vara jt, 2004)

PI3K/Akt raja aktiivsust mojutab ka fosfataas PTEN, mille ekspressiooni puudumine toob
kaasa PI3K/Akt raja iileaktiveerumise. (Vara jt, 2004) Kéiesoleva t66 raames tuvastati SNP
rs11202607 (lisa 1, Ik 40) variantne alleel tuumor-supressor geeni PTEN 3’UTR alast. Siiani
ei ole veel teada, kas voi kuidas variatsiooni rs11202607 variantne alleel mdjutab PTEN geeni
ekspressiooni. Kdesolevaks hetkeks on SNP rs11202607 kohta teada nii palju, et see ei ole

seotud eesnddrmevihi tekkimise tdendosusega. (Xie jt, 2011)
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PI3K/Akt raja aktiveeritust on tdheldatud miiksoidsete/timarakuliste liposarkoomides.
(Demicco jt, 2011) On voimalik, et PI3K/Akt rada omab olulist osatihtsust ka teiste
liposarkoomi alamtiitipide onkogeneesis. (Gutierrez jt, 2011; Smith jt, 2013) Kuigi PI3K/Akt
raja tileaktiveeritus néib oluliselt mdjutavat vahemalt RCLPS/MLPS liposarkoomi arengut, ei
ole voimalik kdesoleva uurimust6d raames tuvastatud SNP-de pohjal oletada PI3K/AKkt raja

aktiivsust uuritud kasvajakoes.

Kéesoleva t66 raames uuritud kudedest tuvastati ka 10 heterosiigootset SNP-d BRCA1 (breast
cancer 1, early onset) tuumor-supressor geenis, milledest nelja korral toob variantse alleeli
esinemine kaasa missense mutatsiooni. BRCAL tuumor-supressor valk omab rolli DNA-s
kaheahelaliste katkete parandamises, rekombinatsiooni protsessis ja BASC (BRCA1-
associated genome surveillance complex) kompleksi moodustamises. BRCA1 voib iihtlasi
mojutada ka transkriptsiooni interakteerudes RNA poliimeraas II-ga.

(www.nchi.nlm.nih.gov/gene)

Kdige enam on BRCAL mutatsioone uuritud seoses rinnavéhiga, kuid lisaks sellele on leitud,
et BRCA1 mutatsioonid on seotud ka korgema riskiga munasarja-, (Chen ja Paramigiani,
2007) eesndarme- (Thompson ja Easton, 2002) ja kohundarmevahi (Ferrone jt, 2009) tekkeks.
Tuvastatud 4 SNP-d (rs1799966, rs16942, rs16941 ja rs799917), millede variantsed alleelid
pohjustavad missense mutatsioonid, on kiillaltki levinud (Dombernowsky jt, 2009; Xu jt,

2012), kuid nende moju kohta leidub vastukdivat informatsiooni.

SNP rs1799966 variantset alleeli on seostatud korgema riskiga rinnavéhi tekkeks (Tommasi
jt, 2005), kuid BRCAL valgu funktsioone see teadaolevalt ei mdjuta (Carvalho jt, 2007).
Samas ei suudetud Dombernowsky, S. L. jt poolt 1dbiviidud uuringus ndidata SNP rs1799966,
ja ka SNP-de rs16941 ning rs799917, seost rinna- vdi munasarjavahi tekkimise riskiga.
(Dombernowsky jt, 2009) Lisaks sellele on kahe eraldiseisva uuringu tulemusena leitud, et
SNP rs16942 variantne alleel vahendab rinnavihi tekkimise riski. (Tommasi jt, 2005; Cox jt,
2011) Samuti on leitud, et nende nelja SNP variantsed alleelid véivad pigem vdhendada
tiiimuse diferentseerunud Kkartsinoomi tekkimise riski (Xu jt, 2012*). Samade SNP-de
variantsete alleelide kasvajate tekkeriski pigem viahendavat moju jareldati ka uurimusest, mis
pohines siiljendirme kartsinoomidel. (Xu jt, 2012) Uhtegi nimetatud neljast BRCA1 missense
poliimorfismist pole varasemalt liposarkoomiga seoses uuritud. Ka kéesoleva t66 tulemusena
jaab selgusetuks, kas vdi kuidas BRCAL geen ja leitud variatsioonid vdivad liposarkoomi

tekkimise ja patogeneesiga seotud olla.
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Kéesolevas t60s tuvastatud geenide CD3EAP kodeeriva ala ja ERCC1 3’UTR ala piiresse
jadvatele SNP-de rs735482 ja rs3212986 variantsete alleelide tegeliku md&ju osas esineb
samuti vastukdivat informatsiooni. 2011. aastal ldbiviidud publikatsioonide meta-analiiiisi
tulemusena jareldati, et SNP rs3212986 variantse ahela esinemine ei ole riskifaktoriks véhi
tekkimisel. (Zhang jt, 2012) Samas on hilisem publikatsioonide meta-analiiiis ndidanud, et
antud poliimorfismi variantne alleel voib suurendada glioomi arenemise riski. (Fahmideh jt,
2014) 2013. aastal hiina populatsioonis labiviidud uuring néitas, et SNP rs3212986 variantne
alleel esines oluliselt sagedamini rinnavéhki pddevate indiviidide kui kontrollgrupi seas. (Pei
jt, 2014) Polimorfismi rs735482 variantse alleeli esinemist on aga seostatud pigem riski

viahenemisega haigestuda pdievihki. (Ricceri jt, 2010)

ERCC1 (excision repair cross-complementation group 1) geen omab funktsiooni NER
(nucleotide excision repair) DNA reparatsiooni rajas. (www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) ERCC1
ekspressioonitaseme médramine kasvajate puhul omab eelkdige farmakogeneetilist téhtsust,
sest vaid madala ERCC1 ekspressioonitasemega kasvajad on tundlikud plaatinumil
pOhinevatele keemiaravis kasutavatele iihenditele, nditeks cisplantin. (Shirota jt, 2001;
Olaussen jt, 2006) Mitteviikerakulise kopsuvdhi puhul on ndidatud, et SNP rs3212986
variantse alleeli esinemine ei too kaasa muutusi ERCC1 geeni ekspressioonis (Takenaka jt,
2010). Hetkel jadb selgusetuks kas voi kuidas poliimorfismid rs735482 ja rs3212986
kéesolevas t60s uuritud kudedes ERCC1 ekspressiooni mojutasid.

CD3EAP (CD3e molecule, epsilon associated protein) geeni produkti bioloogilisi funktsioone
on kirjeldatud minimaalselt, kuid on néidatud selle lokaliseerumist rakutuumas ning in vitro
interaktsioone RNA poliimeraas I transkriptsiooni initsiatsiooni faktoriga UBF (upstream
binding factor). (Whitehead jt, 1997) RNA poliimeraas 1 funktsiooniks on rDNA
transkriptsioon ning on niidatud, et suurenenud rDNA ekspressioon toob kaasa kiirenenud
rakkude proliferatsiooni. (Zhao jt, 2003) Kas voi kuidas kdesolevas t60s leitud CD3EAP
missense mutatsioonid vdivad mdjutada selle valgu funktsioone ja seelébi ka interaktsioone
UBF-ga ning rDNA ekspressiooni, jadb hetkel selgusetuks, kuid véirib kindlasti edasist

uurimist.

Kédesoleva t06 raames jddb teadmata, kas vOi milliselt méadral nimetatud variatsioonid
mojutasid uuritud vdhkkasvaja teket ja arengut. Kéesolev uurimust6o esitleb pigem meie
toogrupi poolt koostatud paneeli rakendamist onkoloogilistes uuringutes nii prognostiliste,

pOhjuslike kui ka ravimeetodite méadramisel oluliste variatsioonide tuvastamisel. Seda
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seetOttu, et tuvastati nii voimalikke patogeneesi mojutavaid kui ka farmakogeneetilist tdhtsust

omavaid variatsioone.

Kuigi ainult iithe juhtumi pdhjal on viga raske jareldusi teha, siis pigem ndib, et antud paneel
ei kata liposarkoomi markerite uurimiseks vajalikke genoomialasid — paneeliga saab uurida
koigest 68 260 aluspaari, mis on vaid ligikaudu 0,2% inimese genoomi kodeerivast alast.
Seetottu on jargnevalt plaanis antud juhtumi puhul rakendada kogu eksoomi sekveneerimist.
Viimase abil on voimalik méarata nii tithe- kui mitmenukleotiidseid variatsioone, indeleid ning
koopia arvu variatsioone, mis vdiks viia ldhemale liposarkoomi patogeneesi paremale

moistmisele.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva tooga uuriti iihe patsiendi liposarkoomi ja terve rasvkoe genoome, kasutades
selleks meie toogrupi poolt disainitud véhipaneeli. T66 tulemusena tuvastati 37 péritud
geneetilist markerit, kuid ei leitud mutatsioone, mille poolest kasvaja- ja terve kude erinenud
oleksid. Leitud variatsioone ei ole eelnevalt liposarkoomide puhul kirjeldatud, ning seega on
raske teha jareldusi, kas voi kuidas need uuritud liposarkoomi tekkimist vOi patogeneesi
mojutada voisid. Sellegi poolest on olemasolevate andmete pohjal voimalik arutleda vihemalt

osade tuvastatud variatsioonide voimaliku moju iile uuritud vidhkkasvajale.

Antud t66 tulemusena tuvastati mitmete SNP-de variantsed alleelid RRM1 geenis, millede
puhul on nididatud seost kdorgema RRM1 ekspresssioonitasemega. RRM1 geeni kdrgem
ekspressioonitase toob aga kaasa kasvaja korgema resistentsuse nukleosiidi analoogidel
pohinevate ravimite suhtes. Ka geeni ERBB3 promootorist leiti SNP rs7297175 variantne
alleel, mis jaddb mitmete transkriptsioonifaktorite seondumise piirkonda ning vdib seega
mojutada ERBB3 ekspressiooni. ERBB3 retseptor tiirosiinkinaas on aga vdimeline
aktiveerima mitmeid raku proliferatsiooniga seotud signaaliradasid, nagu niiteks PI3K/Akt
rada, mille tileaktivatsiooni on kirjeldatud ka RCLPS/MLPS puhul.

Kiesolevas to0s tuvastati SNP-d rs735482 ja rs3212986, mis jadvad nii ERCC1 kui ka
CD3EAP geenide piiresse ning millede variantsed alleelid toovad CD3EAP puhul kaasa
missense mutatsiooni. Kdesoleva t66 raames jadb selgusetuks, kas voi kuidas need SNP-d
voisid mdjutada ERCC1 geeni ekspressiooni voi CD3EAP poolt kodeeritud valgu funktsioone
uuritud kudedes. ERCCL1 ekspressioonitaseme médramine omab farmakogeneetilist tdhtsust
ning on voimalik, et muutused CD3EAP valgu funktsioonis mojutavad raku proliferatsiooni.
Lisaks eelnevalt mainitud variatsioonidele, tuvastati ka neli missense mutatsiooni BRCA1

geenis, kuid nende mdju osas esineb vastukaivat informatsiooni.

Kéesoleva toos uuritud ithe juhtumi pdhjal ndib, et kasutatud vihipaneeli liposarkoomi
tekkimist voi selle patogeneesi mojutavate viikeste indelite ja SNV-de uurimiseks rakendada
pigem ei saa. Sellegi poolest esitleb antud uvurimust66 meie uurimisgrupi poolt koostatud

véhipaneeli rakendamise voimalikkust nii teadust6os kui ka kliinilises praktikas.
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Targeted sequencing of a liposarcoma genome

Freddy Littekivi

SUMMARY

Liposarcomas are rare malignant tumours which arise from lipid tissue. Although different
chromosomal abnormalities are well characterized among liposarcoma subtypes, SNVs and
small indels are yet to be substantially associated with liposarcoma tumourigenesis. The aim
of this study was to use a custom panel designed by our research group, based on lon
Ampliseq” Target Selection Technology, in attempt to discover SNVs and small indels,
which could be causally linked to liposarcoma tumourigenesis or have an effect on its further
progression. In order to achieve that, DNA of a liposarcoma patient from both tumour tissue

and healthy lipid tissue was sequenced and analysed.

As a result, no difference was found between genetic variations from tumour tissue and
healthy lipid tissue, and therefore no somatic and potentially causative mutations were found.
However, a total of 37 germline genetic variants were discovered, a few of which could have
a possible effect on tumourigenesis. Although none of these variants have been previously
described in liposarcomas, their possible causative effects and prognostic values have been
demonstrated in other types of cancer. Nevertheless, the effects these variants might have had

on the investigated tumour can only be speculated upon.

Several SNPs were found in the RRM1 gene. The minor alleles of these polymorphisms are
shown to correlate with higher RRM1 expression levels, which in turn increase resistance to
nucleoside analog-based chemotherapy. The uncovered minor allele of the rs7297175 SNP,
which lies in the binding sites of numerous transcription factors, might have an effect on
ERBB3 expression levels. ERBB3 thyrosine kinase can directly activate the PI3K/Akt
pathway, which is shown to be associated with myxoid to round cell progression in

liposarcomas.

Two SNPs (rs735482 ja rs3212986) were found in the 3°UTR of ERCC1 gene and coding
regions of CD3EAP. It remains unclear if or how these SNPs might have affected the
expression of ERCC1 gene or the functions of the protein coded by CD3EAP in the
investigated tissues, but it is shown that ERCC1 expression levels hold a pharmacogenetic

significance as high expression levels cause resistance to platinum-based chemotherapy. The
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protein coded by CD3EAP gene can affect cell proliferation via interactions with RNA

polymerase I.

In addition to aforementioned SNPs, 10 SNPs were found in BRCAL gene, four of which were
missense mutations. There is conflicting information on the prognostic value of these SNPs in
terms of developing breast cancer, ovarian cancer or other carcinomas. It remains unclear if or
how these SNPs in BRCA1 gene could affect liposarcomas. As much as it is possible to
conclude at this moment, the rest of the discovered SNVs and one small deletion probably
hold no significance regarding the development or progression of liposarcomas and other

tumours.

As a result of this study it can be concluded that the custom cancer panel designed by our
research group is rather not suitable for investigating SNVs or small indels, which could be
causally linked to liposarcomas. Although, it should be stressed that this study was based on
only one case. Nevertheless, this study illustrates the possible use of the cancer panel

designed by our research group in both scientific research and medical practise.
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LISAD

Lisa 1. SNP-d, milledele IVA poolt voimalikku kahjustavat moju ei ennustatud.
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Lisa 2. Meie uurimisgrupi poolt viljatodtatud paneeli poolt kaetud genoomi alad.

Geen Kromo- Amplikoni Am;}likoni

soom algus 1opp
NRAS 3. ekson 1 115256402 115256523
NRAS 3. ekson 1 115256523 115256646
NRAS 2. ekson 1 115258593 115258692
NRAS 2. ekson 1 115258692 115258798
TPM1 8. ekson 1 154142847 154142967
ALK 20. ekson 2 29446151 29446278
ALK 20. ekson 2 29446278 29446404
EMLA4 2. ekson 2 42472673 42472750
EML4 2. ekson 2 42472729 42472809
EMLA4 6. ekson 2 42491868 42491942
EML4 13. ekson 2 42522488 42522587
EML4 13. ekson 2 42522587 42522690
EML4 14. ekson 2 42528418 42528514
EML4 14. ekson 2 42528481 42528565
EMLA4 15. ekson 2 42530157 42530262
EML4 15. ekson 2 42530262 42530371
EML4 17. ekson 2 42531595 42531719
EML4 18. ekson 2 42543115 42543223
EML4 20. ekson 2 42552559 42552667
EML4 20. ekson 2 42552659 42552778
UGT1A1 2 234668803 234668934
PIK3CA 9. ekson 3 178928183 178928290
PIK3CA 9. ekson 3 178928290 178928355
PIK3CA 20. ekson 3 178947985 178948058
PIK3CA 20. ekson 3 178948052 178948164
SLC34A2 12. ekson 4 25676044 25676153
SLC34A2 12. ekson 4 25676150 25676284
PDGFRA 18. ekson 4 55151943 55152058
PDGFRA 18. ekson 4 55152058 55152175
CKIT 9. ekson 4 55592006 55592108
CKIT 9. ekson 4 55592108 55592230
CKIT 11. ekson 4 55593473 55593597
CKIT 11. ekson 4 55593597 55593710
CKIT 13. ekson 4 55594153 55594289
CKIT 17. ekson 4 55599232 55599339
CKIT 17. ekson 4 55599335 55599442
CD74 6. ekson 5 149784225 149784351
ROS1 35. ekson 6 117642384 117642490
ROS1 35. ekson 6 117642490 117642614
ROS1 34. ekson 6 117645417 117645505
ROSL1 34. ekson 6 117645513 117645633
ROS1 32. ekson 6 117650493 117650597
ROS1 32. ekson 6 117650595 117650700
EZR 10. ekson 6 159191703 159191812
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Geen Kromo- Amplikoni Amelikoni
soom algus 1opp

ERBB2 17 37884059 37884192
ERBB2 17 37884192 37884315
ERBB2 17 37884310 37884443
ERBB2 17 37884441 37884557
ERBB2 17 37884556 37884660
ERBB2 17 37884660 37884745
ERBB2 17 37884745 37884864
ERBB2 17 37884845 37884963
BRCA1 17 41196288 41196368
BRCA1 17 41196361 41196473
BRCA1 17 41196468 41196577
BRCA1 17 41196576 41196699
BRCA1 17 41197132 41197215
BRCA1 17 41197215 41197294
BRCA1 17 41197294 41197398
BRCA1 17 41197398 41197521
BRCA1 17 41197509 41197629
BRCA1 17 41197624 41197752
BRCA1 17 41197742 41197829
BRCA1 17 41199640 41199737
BRCA1 17 41201118 41201236
BRCA1 17 41203054 41203159
BRCA1 17 41209055 41209164
BRCA1 17 41215293 41215418
BRCA1 17 41215803 41215928
BRCA1 17 41215928 41216008
BRCA1 17 41219608 41219731
BRCA1 17 41222916 41222984
BRCA1 17 41222984 41223114
BRCA1 17 41223114 41223212
BRCA1 17 41223212 41223295
BRCA1 17 41226337 41226428
BRCA1 17 41226428 41226544
BRCA1 17 41228490 41228576
BRCA1 17 41228576 41228658
BRCA1 17 41231304 41231431
BRCA1 17 41234352 41234475
BRCA1 17 41234475 41234593
BRCA1 17 41242845 41242963
BRCA1 17 41242963 41243060
BRCA1 17 41243448 41243568
BRCA1 17 41243568 41243692
BRCA1 17 41243692 41243805
BRCA1 17 41243805 41243903
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Lihtlitsents 16puto6 reprodutseerimiseks ja 1oputoo iildsusele kittesaadavaks tegemiseks

Mina, Freddy Lattekivi (stinnikuupéev: 11.09.1992)

1. annan Tartu Ulikoolile tasuta loa (lihtlitsentsi) enda loodud teose

Liposarkoomi genoomipiirkondade sekveneerimine, mille juhendajad on Ene Reimann ja
Ants Kurg,

1.1.reprodutseerimiseks sdilitamise ja tildsusele kéttesaadavaks tegemise eesmargil,
sealhulgas digitaalarhiivi DSpace-is lisamise eesmérgil kuni autoridiguse kehtivuse
téhtaja 10ppemisent;

1.2.iildsusele kittesaadavaks tegemiseks Tartu Ulikooli veebikeskkonna kaudu, sealhulgas
digitaalarhiivi DSpace’i kaudu kuni autoridiguse kehtivuse tihtaja 10ppemiseni;

2. olen teadlik, et punktis 1 nimetatud digused jddvad alles ka autorile;

3. Kinnitan, et lihtlitsentsi andmisega ei rikuta teiste isikute intellektuaalomandi ega
isikuandmete kaitse seadusest tulenevaid Gigusi.

Tartus, 26.05.2014
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