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Kasvajaseoseliste mutatsioonide méiiramine kopsuvihiga uuritavate

rakuvabast DNA-st

Magistritoé kaigus tootati vilja kopsuvéhispetsiifiliste mutatsioonide tuvastamiseks alleel-
spetsiifilise fragmentanaliilisi ja amplikonipohise teise polvkonna sekveneerimise téovoog.
Neid meetodeid kasutades analiiiisiti 70 kopsuvéhiga patsiendi plasmast eraldatud rakuvaba
DNA-d ja 33 FFPE koeldigust eraldatud genoomset DNA-d. Nimetatud meetoditega testides
on voimalik tuvastada mutantset alleeli, mille esinemissagedus on alla 1%. FFPE DNA
analiiisimise tundlikkus on korgem vorreldes rakuvaba DNA-ga, kuid seevastu rakuvaba

DNA spetsiifilisus on suurem.

Mirksonad: tsirkuleeriv rakuvaba DNA, kasvajaseoselised mutatsioonid, kopsuvihk, teise

polvkonna sekveneerimine.

B520 Uldpatoloogia, patoloogiline anatoomia.

Detecting cancer related mutations in cell-free DNA of lung cancer patients

An allele-specific fragment length analysis (FLA) and an amplicon-based multiplex next-
generation sequencing (NGS) workflow for lung cancer-related genes was set up. Plasma
samples from 70 lung cancer patients with 33 matching FFPE materials were analysed using
these methods. Results show that optimized workflows for FLA and NGS approaches can
detect mutant allele content with the frequency of less than 1%. The sensitivity of analysing
FFPE DNA material was better than that of cfDNA, but cfDNA had better specificity over
FFPE DNA material.

Key words: cell-free DNA, cancer related mutations, lung cancer, next-generation

sequencing.

B520 General pathology, pathological anatomy.
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KASUTATUD LUHENDID

bp
cfDNA
EGFR
FFPE
NGS

NSCLC

base pair, aluspaar

cell-free DNA, rakuvaba DNA

epidermal growth factor receptor, epidermaalne kasvufaktori retseptor
formalin-fixed, paraffin-embedded, formaliinis fikseeritud, parafiini sisestatud
next-generation sequencing, teise polvkonna sekveneerimine

non-small cell lung cancer, mitteviikerakuline kopsukartsinoom



SISSEJUHATUS

Vananeva rahvastiku tottu on vihkkasvajatesse haigestumus arenenud maades suurenemas.
Nii vihi tekkel kui ka progressioonil ja ravimresistentsusel on oluline roll koesisestel
geneetilistel muutustel. Tanu sellele arusaamale on hakatud lisaks kasvaja koe histoloogilisele
iseloomustamisele kasutatama ka molekulaardiagnostilisi meetodeid méaaramaks ravitundlikke
mutatsioone. Viimati nimetatud analiiiisi teeb keeruliseks kasvajarakkude heterogeensus ja
koe biopsia vOtmisel saadav vdhene analiiiisitav materjal. Biopsiamaterjalist on vdimalik
tuvastada ainult konkreetses asukohas konkreetsel ajahetkel esinevaid mutatsioone. Nimetatud
Kitsaskohti saaks lahendada ,vedela biopsia“ kasutuselevotuga. Vedelaks biopsiaks
nimetatakse ildjuhul verest eraldatud biomarkereid, niditeks DNA molekule. Kuna
kehavedelikku satub DNA molekule koikidest kudedest, on kasvajast parit mutantse DNA
osakaal madal. Sellest tulenevalt on tsirkuleerivate DNA molekulide genotiipiseerimiseks

vajalik kasutada piisavalt tundlikke meetode.

Antud magistritoé iiheks eesmargiks oligi vilja tootada metoodika rakuvaba DNA
molekulaarseks analiiiisiks ning seejarel testida viljatootatud metoodika kasutatavust uuringus
osalevate kopsuvihiga patsientide koematerjali ja rakuvaba DNA peal leidmaks

ravimtundlikke mutatsioone.

Eeldatavalt muutub hetkel veel valdavalt siirdemeditsiini valdkonda kuuluva tsirkuleeriva
rakuvaba DNA analiiiis kliinilises onkoloogias peatselt igapdevaselt kasutatavaks. Kéesolev

magistritdo piitiab selleks pakkuda efektiivseid metoodilisi lahendusi.



KIRJANDUSE ULEVAADE

Onkogenees

Viéhkkasvaja on defineeritud kui geneetiline haigus, mida pohjustab selliste mutatsioonide
kuhjumine, mis soodustavad rakkude kontrollimatut paljunemist, invasiivseid omadusi ja
metastaseerumist (Cooper, 2005, Devita et al., 2015a, Fearon, 1997). Kuigi enamus
tuumorites esinevatest mutatsioonidest on somaatilised, pohjustades sporaadilisi kasvajaid, on

siiski umbes 1% koigist kopsukasvajatest parilikud (Cooper, 2005).

Tuumorigeneesi pdhjustavad muutused kolme tililipi geenides: onkogeenides, kasvaja
supressorgeenides ja stabiilsus geenides. Esimesel juhul mutatsioonid nendes geenides
pohjustavad pidevat aktivatsiooni voi aktiveerumist tingimustel, kui metsiktiitipi (wild-type)
geen oleks vaigistatud, millele vastupidiselt muteerunud tuumori supressorgeenilt kodeeritud
produkti aktiivsus on pérsitud (Vogelstein & Kinzler, 2004). Onkogeenides esinevad
mutatsioonid peamiselt spetsiifilistes kuumades punktides (hot spot), mis on valdavalt
missenss- ehk aminohappe asendusmutatsioonid (Devita et al., 2015a). Onkogeeni {ihes
alleelis esinev aktiveeriv somaatiline mutatsioon on enamasti piisav, et pdhjustada raku
selektiivset kasvueelist (Vogelstein & Kinzler, 2004). Tuumori supressorgeenides esineb
seevastu inaktiveerivaid mutatsioone kogu geeni ulatuses. Pahaloomulistes kasvajates
esinevad peamiselt nukleotiidi vahetused, indelid (insertsioonid ja deletsioonid),
kromosomaalsed iimberkorraldused ning koopiaarvu muutused (Devita et al., 2015a). Kolmas
klass kasvaja teket soodustavaid geene, mida kutsutakse stabiilsus voi caretaker geenideks,
aitavad muteerudes tuumorigeneesile kaasa hoopis teistmoodi. Siia klassi kuuluvad
valepaardumisreparatsiooni (mismatch repair, MMR), nukleotiidi véljaldike (nucleotide
excision repair, NER) ja lammastikaluse véljaldike (base excision repair, BER) geenid, mille
produktid vastutavad normaalsel DNA replikatsioonil voi mutageenidega kokkupuutel
tekkinud vigade parandamise eest. Samuti kuuluvad siia geenid, mille produktid kontrollivad
suuremaid kromosoomi alasid hdlmavaid protsesse, mis vastutavad nditeks korrektse
mitootilise rekombinatsiooni ja kromosomaalse segregatsiooni eest. Stabiilsus geenid hoiavad
seega geneetiliste muutuste arvu madalal ning juhul, kui need geenid on inaktiveeritud, siis

toimub muteerumine teistes geenides korgemal médral (Friedberg, 2003).

Lisaks geneetilistele mutatsioonidele on véhitekkes oluline roll ka epigeneetiliste]l muutustel
(Cooper, 2005, Kok-Sin et al., 2015). Siia kuuluvad muutunud metiilatsioonitase, histoonide
kovalentsed = modifikatsioonid ja  mikro-RNA-de  (miRNA) poolt vahendatud

geeniregulatsiooni muutused. Kasvaja teket voivad soodustada iildine hiipometiilatsioon, mis
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poOhjustab genoomset ebastabiilsust, ja tuumor supressorgeenide hiipermetiilatsioon, mis
pohjustab nende geenide vaigistamist. Anormaalne metiilatsioon vdib mdjutada ka moningate
miRNA-de ekspressiooni (Brambilla & Gazdar, 2009). DNA metiilatsiooniga on seotud ka
nukleosoomi histooni sabade modifikatsioonid, mistdttu on muutunud kromatiini pakkimine
ja geeniekspressioon (Fraga et al., 2005). Tuumor supressor- ja onkogeenidena voivad kdituda
ka miRNA-d (Calin et al., 2004). Normaalsetes rakkudes reguleerivad miRNA-d maérklaud
MRNA-de ekspressiooni (Jackson & Standart, 2007), kuid vdhkkasvajate puhul on iildjuhul
mMiRNA-de biogenees diisreguleeritud (Hata & Lieberman, 2015). Voib viita, et miRNA-d on
seotud kasvajate patogeneesiga, kuna need osalevad rakkude vohamisel ja apoptoosil
(Brennecke et al., 2003, Xie et al., 2016) ning miRNA-de geenid asuvad sageli habrastes

saitides ja genoomsetes regioonides, mida seostatakse vahkkasvajatega (Calin et al., 2004).

Erinevalt paljudest haigustest, nagu niiteks tsiistiline fibroos ja lihasdiistroofia, mida
pohjustab mutatsioon iihes geenis, on vdhkkasvajatele iseloomulik see, et ainult iihe geeni
defekt ei pohjusta kasvajat. Imetaja rakkudes on mitmeid kontrollpunkte, mis kaitsevad
tekkinud potentsiaalsete kahjulike mutatsioonide eest ning seetdttu ongi vaja mitme geeni
defekti, et areneks invasiivne tuumor (Vogelstein & Kinzler, 2004). Kasvaja kujunemine on
astmeline protsess, mille kdigus omandab tuumor mitmeid joonisel 1. toodud bioloogilisi
voimeid (Hanahan & Weinberg, 2011). Tuumori tekke evolutsioonilise protsessi kdigus
toimub mutatsioonide kuhjumine erinevates rakuliinides, mistottu on rakkudevaheline
heterogeensus paratamatu. See omadus teebki kasvaja koe molekulaargeneetilise analiiiisi

keerukaks (Cooper, 2005).



piisiv kasvu
proliferatsiooni supressotite

raku immuunrakkude
energeetika poolt havitamise
muutmine valtimine

replikatifvse
surematuse
voimaldamine

RNA deregulatsioon kasvajat
genoomi soodustav
ebastabiilsus ja poletik

mutatsioonid
angiogeneesi invasiooni ja -
stimmuleerimine met-asta'seennmse
aktivatsioon

Joonis 1. Hanahani ja Weinbergi poolt vilja pakutud bioloogilised tunnused, mille on kas koik voi
suur enamus kasvajaid arengu kdigus omandanud (Hanahan & Weinberg, 2011). Lisaks nende poolt
pakutule voib 11. omaduseks lugeda ka epigeneetilised muutused ja RNA deregulatsiooni (Imielinski
etal., 2012).

Kopsuvihki pohjustavad keskkonnategurid

Kopsuvihi tekkel on oluline nii geneetiline taust kui ka keskkonnategurid. Geneetilisi héireid

soodustavateks keskkonnateguriteks on:

e suitsetamine ja passiivne suitsetamine;
e ashest;

e radioaktiivne tolm ja radooni aurud.

Ligikaudu 85% koigist kopsuvéhi juhtudest on seotud suitsetamisega (Padrik & Everaus,
2013). Kopsuvihi tekke tdendosuse ja suitsetamise doosi vahel esineb tugev seos (Wang et
al., 2015). Pdevas paki sigarette suitsetaval inimesel on kahekiimnekordne risk kopsuvéhki
haigestuda vorreldes mittesuitsetajaga (Alberg & Samet, 2003, Padrik & Everaus, 2013).
Kuna kopsuvihk on suuresti pohjustatud suitsetamisest, siis esineb haige siitidistamist ning
madalat prioriteeti kopsuvihi teadusuuringutes (Devita et al., 2015a). Samas iile poole
Ameerika Uhendriikides kopsuvihi diagnoosi saanutest on kas mittesuitsetajad vdi aastate

eest suitsetamise maha jatnud (Garces et al., 2004, Tong et al., 1996).

Lisaks nimetatud mojuritele loetakse kopsuvihi riskifaktoriteks veel ohusaastet (Pope et al.,
2002), osooni (Palli et al., 2004), toitumist (Miller et al., 2004), papilloomiviiruse
infektsiooni (Cheng et al., 2001) ja kroonilist poletikku (Ballaz & Mulshine, 2003).

9



Kopsuvihi histoloogilised vormid

Kopsu pahaloomulised kasvajad vdivad areneda kopsu parenhiiiimist voi bronhiaalsest koest.
Tulenevalt erinevustest kasvajate bioloogias ja ravist jagatakse kopsuvihk kahte suuremasse
gruppi: mittevdikerakuline kopsukartsinoom (non-small cell lung cancer, NSCLC) ja
véikerakuline kopsukartsinoom (small cell lung cancer, SCLC) (Padrik & Everaus, 2013).
Umbes 20-25% kopsuvéhi juhtudest on véikerakulised ning 75-80% mittevéikerakulised
kasvajad (Cooper, 2005). Mitteviikerakulise kopsuvéhi sagedasemad histoloogilised vormid
on adenokartsinoom ning lame- ja suurerakuline kopsukartsinoom'. Kopsuvihile on
iseloomulik suur mutatsioonide esinemise hulk vorreldes teiste enamlevinud pahaloomuliste
kasvajatega (Kandoth et al., 2013). Seda vdib seletada suitsetajate vahetu kokkupuutega
kartsinogeensete ainetega (Govindan et al., 2012). Sellelegi vaatamata on umbes 10-20%
kopsuvahihaigetest mittesuitsetajad (Garces et al., 2004, Subramanian et al., 2007). Siia
gruppi kuuluvad kdige sagedamini naised adenokartsinoomse histoloogiaga (Devarakonda et
al., 2015). Pohiliselt metastaseerub kopsuvéhk kaela ja rindkere liimfisdlmedesse, kuid samuti

ka rinnakelmesse, maksa, neerupealistesse ja luudesse (Cooper, 2005).

Eesti Tervise Arengu Instituudi tervisestatistika ja terviseuuringute andmebaasi’ andmetel oli
2013. aastal Eestis 834 kopsu, bronhi ja hingetoru (C33-C34) pahaloomulise kasvaja
esmasjuhtu. Nimetatud paikmete viie aasta suhteline elulemus nii Eestis® kui kogu Euroopas
oli aastatel 1999-2014 koigest 13%, mis on iiks madalamate seast vorreldes teiste kudede
vihkkasvajatega (Francisci et al.,, 2015). Korge suremus on pohjustatud varajase
diagnoosimise keerukusest ja kaugelearenenud kasvaja Kiirest progressioonist (Devita et al.,
2015b).

Kopsuvihi juhtmutatsioonid ja ravitundlikkus

Soliidtuumoritele omaselt on ka kopsuvahk molekulaarselt heterogeenne haigus (Chen et al.,
2013). Mitmed geenid osalevad nii SCLC kui ka NSCLC tuumorigeneesis, kuid sellegi
poolest seostatakse iga kasvaja tiilibiga unikaalseid geneetilisi muutuseid (Devita et al.,
2015b). Nende molekulaarsete anormaalsuste olemuste ja sageduste kindlakstegemine on
vajalik midramaks nende kliinilist tdhtsust (nditeks seotust suitsetamise, histoloogilise tiiiibi,
kasvaja staadiumi, elulemuse ja ravitundlikkusega), kasutatavust kopsuvihi ennetamise ja

varajase diagnoosimise vallas ning lisaks ka ravimiarenduses (Devita et al., 2015b). On

! http://www.cancer.org/
2 http://pxweb.tai.ee/esf/pxweb2008/dialog/statfile2.asp
3 http://www.tai.ee/et/tegevused/registrid/vahiregister
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oletatud, et kasvaja molekulaarse iseloomustamise pohjal oleks vdimalik igale patsiendile
soovitada personaalselt talle sobiv raviplaan, mis voiks maksimeerida ravi efektiivsust ja

viahendada soovimatuid kdrvalefekte (Macconaill et al., 2011).

Vihkkasvajate ravitundlikkus on maédratud konkreetses kasvajas esinevate mutatsioonide
poolt. Mitmete kasvajate puhul on médratud juhtmutatsioonid geenides, mis kodeerivad
signaalvalke, mis on olulised rakkude vohamisel ja ellujadmisel. Umbes 50% kopsu
adenokartsinoomidest esineb somaatilisi onkogeenseid mutatsioone EGFR (epidermal growth
factor receptor), ERBB2 (erb-b2 receptor tyrosine kinase 2), KRAS (Kirsten rat sarcoma
viral oncogene homolog), PIK3CA (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic
subunit alpha), BRAF (B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase), MAP2K1 (mitogen-
activated protein kinase kinase 1) ja ALK (anaplastic lymphoma receptor tyrosine kinase)
geenides (Su et al., 2011). Toetudes patogeneetilistele signaaliradadele, on vilja tootatud
mitmeid sihtmérkravimeid, mis héirivad rakkude vohamist (kasvufaktorite inhibiitorid),
rakutsiikli edasiminekut ja angiogeneesi. Kasvufaktoreid mojutavad ravimid toimivad
peamiselt EGFR ja ERBB2 geeniproduktidele ning KRAS onkogeeni aktivatsioonile.
Rakutsiiklit ja angiogeneesi pidurdavad ravimid toimivad tuumor supressorgeenidele (Huber
& Stratakis, 2004).

Epidermaalse kasvufaktori retseptorit (EGFR) kodeeriv geen, mis asub 7. kromosoomi
lithikeses Olas, on iiks enam esinev muteerunud proto-onkogeen kopsu adenokartsinoomides.
See geen kodeerib transmembraanset ERBB perekonna retseptor-tiirosiinkinaasi, mis
aktiveerub, kui selle ekstratsellulaarsele ligandi siduvale regioonile seondub iiks EGF
perekonna molekulidest. Aktiveerudes need retseptorid homo- voi heterodimeriseeruvad teiste
ERBB perekonnaliikmetega ning vallandavad RAS/RAF/MEK ja PI3K/AKT/mTOR
signaalrajad. Epidermaalse kasvufaktori (epidermal growth factor, EGF) retseptori perekonda
kuuluvat valku kodeerib ka ERBB2 geen, mis asub 17. kromosoomi pikas dlas (Devita et al.,
2015b, Hynes & Lane, 2005, Riese & Stern, 1998, Yarden & Sliwkowski, 2001). Valgul
endal puudub ligandi siduv domeen, mistdttu see ei seo kasvufaktoreid, vaid seondub tugevalt
teiste ligandi siduvate EGF retseptori perekonnaliikmetega, moodustades heterodimeere
(Graus-Porta et al., 1997). Moodustunud kompleks seob ligande stabiilsemalt ja véimendab
kinaas-vahendatud allavoolu signaalradasid, kuhu kuuluvad mitogeen-aktiveeritud
proteiinkinaas (MAPK) ja fosfatidiiiilinositool-3 kinaas (PI3K). Mutatsioonid ja
tileekspresseeritus EGFR ja ERBB2 geenides pohjustavad tiirosiinkinaasi pidevat

aktivatsiooni ning jirgnevate radade fosforiilatsiooni, mille tulemusel soodustub rakkude
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kontrollimatu proliferatsioon, invasioon ja metastaaside teke (joonis 2)* (Devita et al., 2015b,
Hynes & Lane, 2005, Yarden & Sliwkowski, 2001).

€ ligand

rakkude vohamine
angiogeneesi inhibeerimine
migratsioon
invasioon

Joonis 2. Signaalirada, mis algab ligandi seondumisega EGFR-le, mistdttu retseptor
homodimeriseerub ja fosforiileerub (joonisel tdhistatud P-tdhega). Aktiveeritud EGF retseptor
aktiveerib KRAS onkogeeni, mis omakorda BRAF onkogeeni ja kaks proteiin kinaasi (MEK ja
MAPK). Selle tulemusel hakatakse ekspresseerima kasvu soodustavaid geene. EGFR aktiveerib ka
PIK3CA onkogeeni, mis fosforiileerib PIP2-e PIP3-ks. Toimub mitmete allavoolu asuvate efektorite
aktiveerimine, mis viib omakorda valkude silinteesini, raku kasvamise, vohamise, migratsiooni,
angiogeneesi ja invasioonini. Sinise ringiga on tdhistatud antud t66s késitletavad geenid (Berg &
Soreide, 2012).

KRAS geen asub 12. kromosoomi lithikeses dlas ja kuulub RAS geenide perekonda. See geen
kodeerib valku, mis on liige védikeste GTP-aaside superperekonnas. Aktiveerivaid mutatsioone
voivad pohjustada iihenukleotiidsed asendused, mida on seostatud mitmete pahaloomuliste

kasvajatega, nagu néiteks kopsu adenokartsinoom ja kolorektaalne vahk®.

BRAF geen asub 7. kromosoomi pikas Olas ja kodeerib valku, mis kuulub seriin/treoniin
proteiin kinaasi raf/mil perekonda. See valk reguleerib rakkude jagunemist, diferentseerumist
ja sekretsiooni mojutavat MAK kinaasi/ERK signaalirada. BRAF geeni mutatsioone

seostatakse ka siidame defektidest tulenevate haigustega, vaimse arengu peetusega ning

* http://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/2064
> http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3845
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mitmete pahaloomuliste kasvajatega, nagu niiteks mitte-Hodgkini limfoom, melanoom,

mitteviikerakuline kopsuvihk ja kopsu adenokartsinoom®.

PIK3CA geen asub 3. kromosoomi pikas dOlas. Fosfatidiitilinositool 3 kinaas
(phosphatidylinositol-3-kinase, PI3K) koosneb viiksemast regulatoorsest ja suuremast
kataliititilisest alaliksusest, mis on kodeeritud erinevate geenide p001t7. Regulatoorne subiihik
sailitab kataliiiitilise alaiiksuse madalat aktiivsust mittepaljunevates (quiescent) rakkudes
(Cantley, 2002). PIK3CA geen kodeerib kinaasi pl10o kataliiitilist alaiiksust, mis kasutab
ATP-d (adenosine triphosphate, adenosiintrifosfaat), et fosforiileerida lipiide, mille koostises
on inositool (fosfatidiiiilinositoolid, phosphatidylinositols, PtdIns). PI3K rada reguleerib
rakkude vohamist, kasvu, apoptoosi ja tsiitoskeleti imberkorraldusi. PIK3CA on proto-
onkogeen, milles esinevad aktiveerivad mutatsioonid peamiselt p110a helikaalses voi kinaasi
domeenis ja neid seostatakse erinevate vihkkasvajate tuumorigeneesiga (Samuels et al.,

2004).

Umbes 15-20% kaugelearenenud mittevdikerakulise kopsuvdhiga patsientidel esineb
sihtmérkravis kasutatavaid juhtmutatsioone (Bordi et al., 2015). Kaks kdige enam levinud
mutatsiooni EGFR geenis on 21. eksoni punktmutatsioon (rs121434568) ja liihikesed
raamisisesed (in-frame) deletsioonid eksonis 19 (Shigematsu et al., 2005). Neid voib
nimetada ravitundlikeks mutatsioonideks, kuna alluvad ravile tiirosiinkinaasi inhibiitoritega
(tyrosine kinase inhibitor, TKI) (Devita et al., 2015b), mis pidurdavad EGFR signalisatsiooni
ja tulemusena tekib kasvajaraku apoptoos (Devarakonda et al., 2015). Kindlaks tehtud EGFR
mutatsiooniga patsientidele kirjutatakse TKI ravimina vilja kas gefitinib, erlotinib voi afatinib

(Bordi et al., 2015).

KRAS ja EGFR mutatsioonide koosesinemise ja prognoosi ning ravitundlikkuse kohta on
andmed vastukdivad. On nididatud, et EGFR/KRAS mutatsioonide puhul on
progressioonivaba ja iildine elulemus madalam kui patsientidel, kellel on ainult EGFR
mutatsioonid (Wang et al., 2010). Samas Kim et al. to6rithm néitas, et KRAS mutatsioonid ei

mdjutanud prognoosi (Kim et al., 2013).

EGFR-TKI ravi kasutamisel on viltimatu omandatud resistentsuse kujunemine, mis tekib
keskmiselt 10-12 kuu jooksul (Sequist et al., 2011). Koige sagedamini tekitab omandatud
resistentsust sekundaarne EGFR mutatsioon 20. eksonis (p.T790M, ¢.2369C>T,
rs121434569), mille esinemissagedus jadb vahemikku 49...63% (Sequist et al., 2011, Yu et

® http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/673
" http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5290
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al., 2013). Harvemini pohjustavad resistentsuse tekkimist ERBB2 geeni amplifikatsioonid
(umbes 12% juhtudest), MET geeni amplifikatsioonid (umbes 8% juhtudest), PIK3CA
mutatsioonid (umbes 5%) vOoi BRAF geeni mutatsioonid (1%) (Bordi et al., 2015).
Resistentsusmehhanismi identifitseerimine on aluseks raviplaani muutmisele. Asja on
heakskiidu Kliiniliseks kasutuseks saanud kolmanda pdlvkonna EGFR-TKI ravim osimertinib,

mida kasutatakse p.T790M mutatsiooniga patsientide raviks (Greig, 2016).

Kopsuvihi diagnostika

Kopsuvihi diagnostika algab anamneesist, ldbivaatusest ja radioloogilistest uuringutest. Kuid
kasvaja histoloogiliseks, immuunohistokeemiliseks ja molekulaarseteks uuringuteks on hetkel

vaja koematerjali, mille saamiseks kasutatakse:

e bronhoskoopiat, mis vdimaldab hinnata kasvaja ulatust ning vdtta biopsia ja
tsiitoloogiline uuring;
e nodelbiopsiat kompuutertomograafia kontrolli all, mis vdimaldab votta biopsiat
perifeersetest kasvajatest;
e mediastinoskoopiat, mida kasutatakse kasvaja levikuulatuse hindamiseks
mediastinaalsetes limfisolmedes;
e operatsiooniaegset biopsia votmist (Padrik & Everaus, 2013).
Kasvaja suuruse ja levikuulatuse kirjeldamiseks kasutatakse standardiseeritud TNM-siisteemi
(tumor, node, metastasis, kasvaja, limfisolm, metastaas). TNM-siisteem Kklassifitseerib
pahaloomulised kasvajad algkolde levikuulatuse ja suuruse (T), regionaalsete liimfisdlmede
haaratuse (N) ja kaugmetastaaside puudumise v3i olemasolu (M) alusel (Devita et al., 2015a,
Padrik & Everaus, 2013). Samuti médratakse histopatoloogiline diferentseerumisaste ja
jadkkasvaja olemasolu ning suurus. Sarnase prognoosiga TNM-grupid koondatakse
staadiumitesse 0 (kartsinoom in situ), I, I, 1l ja IV (kaugmetastaasid), mis omakorda

jaotatakse alajaotusteks (la, Ib jne) (Padrik & Everaus, 2013).

2015. aastal WHO (World Health Organization) poolt vilja antud uus kopsu kasvajate
klassifikatsioon sisaldab juhiseid, mis soovitab koikide kasvajatiitipide puhul kasutada
diagnoosimisel immuunohistokeemiat (Travis et al., 2015). Tédnu nimetatud tehnikale on
voimalik NSCLC jagada adeno- ja lamerakulisteks kartsinoomideks. Esimesele neist on
iseloomulik TTF-1 (thyroid transcription factor-1) esinemine ning teisele p63
(transformation-related protein 63), CK (cytokeratin) 5 ja 6 (Rekhtman et al., 2011). Lisaks

14



sellele on vajalik mittevdikerakulise kopsuvdhiga patsientide geneetiline testimine, kuna

paljud ravimid on efektiivsed ainult kindlate mutatsioonide olemasolul (Travis et al., 2015).

Soeluuringute ning spetsiifiliste siimptomite puudumine haiguse algfaasis tingib kopsuvéhi
hilist diagnoosi (Paci et al., 2009). Ameerika Vahiliidu poolt ldbiviidud uuringust selgus, et
peaaegu pooltel juhtudel on diagnoosi hetkeks vidhkkasvaja kaugelearenenud (Siegel et al.,
2016). Lisaks sellele on pracguste diagnoosimeetodite puuduseks asjaolu, et biopsia vGtmine
voimaldab médrata ainult antud ajas ja kohas esinevaid muutuseid. Samuti on invasiivsete
omaduste tottu biopsia teostamine monikord vastundidustatud. Seepidrast on viimasel ajal

suurt tdhelepanu pooratud mitteinvasiivsete uurimismeetodite arendamisele (Ma et al., 2015).

Vedel biopsia

Vedelaks biopsiaks nimetatakse kehavedelikest (nditeks veri, siilg, uriin, kdhuddne- ja
pleuravedelik) isoleeritud biomarkereid (Rolfo et al., 2014). Nendeks voivad olla eksosoomid,
tsirkuleerivad kasvaja rakud (circulating tumor cells, CTC) vai tsirkuleerivad nukleiinhapped
(circulating nucleic acids, CNA). Vihiuuringute siirdemeditsiinis on hetkel vedel biopsia
kiiresti arenev ning laialdaselt uuritud valdkond, kuna see voOib olla vihkkasvajaga
patsientidel kasutoovaks nii diagnoosil, ravi valikul kui ka haiguse jdlgimisel (Rolfo et al.,

2014). Vedelat biopsiat saab kasutada:

e varajaseks diagnoosimiseks;

e terapeutiliste sihtmérkide ja resistentsuse méddramiseks;

e reaalajas ravi tulemuslikkuse jdlgimiseks;

e metastaatiliste retsidiivide esinemise v0i progresseerumise hindamiseks (Rolfo et al.,

2014, Schwarzenbach et al., 2011).

Eksosoomide vabanemine eksotsiitoosi teel toimub nii normaalse fiisioloogilise seisundi
(naiteks rakkude omavaheline suhtlus) kui ka kasvaja esinemise korral. Tuumori invasiivsuse
ja eksosoomide vabastamise vahel esineb positiivne korrelatsioon. Arvatakse, et védhirakud,
millel on suurenenud metastaatiline potentsiaal, sekreteerivad eksosoome, mis sisaldavad
distinktiivsete tunnustega valke. Rakkude migratsiooni stimuleerivaid eksosoome saab

kasutada terapeutilise sihtmédrgi vOi metastaasi indikaatorina (Harris et al., 2015).

Kasvaja massist eemaldudes satuvad rakud liimfi- voi vereringesse, kus need voivad jddda

ringlema tksikute rakkudena, kobarasse koguneda voi kasvada sisse uude koesse, et

moodustada metastaase (Gold et al., 2015). Mitteviikerakulise viahkkasvajaga indiviididel on

CTC iildarv veres positiivses korrelatsioonis kasvaja staadiumiga (Chen et al., 2015, Krebs et
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al., 2011), kuid sellegipoolest on patsientidel milliliitris veres keskmiselt kdigest 1...2 CTC-d
(Hofman et al., 2011, Zhang et al., 2016).

Tsirkuleerivad nukleiinhapped on ekstratsellulaarsed nukleiinhapped, mida leidub nii tervete
kui ka vidhkkasvajaga indiviidide kehavedelikes (Swaminathan & Butt, 2006). CNA-deks on
nii DNA (cell-free DNA, cfDNA ja circulating tumor DNA, ctDNA), mRNA kui ka miRNA
molekulid (Calin et al.,, 2004). Rakuvaba kaheahelaliste DNA fragmentide sattumine
vereringesse toimub kasvaja rakkude nekroosi voi apoptoosi tulemusel (Jahr et al., 2001) ning

elusatest rakkudest aktiivse sekretsiooni kaudu (Stroun et al., 2001) (joonis 3).

Veresoon

Eksosoom ! \\0\\ .!\ \..\ X \

Nature Reviews | Cancer

Joonis 3. Veres ringlevate nukleiinhapete paritolu (Schwarzenbach et al., 2011).

Mitteviikerakulise kopsuvihiga patsientidel on keskmiselt plasma cfDNA kontsentratsioon
korgem kui tervetel isikutel (Sozzi et al., 2003), olles mdlemas grupis siiski viga varieeruv
ning osaliselt kattuv (Szpechcinski et al., 2016). Lisaks sellele voib cfDNA taseme muutus
kehavedelikes kajastada ka fiisioloogilisi ja patoloogilisi protsesse, mis ei ole
kasvajaspetsiifilised (Atamaniuk et al., 2004, Jiang & Pisetsky, 2005, Lo et al., 2000). Vere-
ja limfiringes olevat cfDNA kogust mojutavad ka fiisioloogiline filtreerimine ja
degradatsioon. Maks ja neerud eemaldavad cfDNA molekule vereringest, kus nende
poolestusaeg varieerub 15 minutist kuni mitmete tundideni (Schwarzenbach et al., 2011).
Seetottu ei saa ainult cfDNA kontsentratsiooni mdotes diagnoosida kasvaja olemasolu.
Vaatamata sellele saab cfDNA molekule kasutada vdhkkasvaja biomarkerina, kui tuvastada
tuumoritele omaseid geneetilisi ja epigeneetilisi muutuseid (Schwarzenbach et al., 2011).
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Tsirkuleeriv rakuvaba DNA vodib sisaldada nii kodeerivat kui ka mittekodeerivat osa
genoomsest DNA-st, mida saab testida mikrosatelliitse ebastabiilsuse, heterosiigootsuse kao
(loss of heterozygosity, LOH), mutatsioonide, poliimorfismi, metiilatsiooni ja fragmentide
suuruse suhtes (Ma et al., 2015).

Varreldes koest proovi votmisega, on vedelal biopsial mitmeid eeliseid: vihene invasiivsus,
terviklik pilt kasvaja erinevates Kkolletes esinevatest mutatsioonidest ja reaalajas muutuste
jalgimine. Rakuvabast DNA-st mutatsioonide tuvastamise suurimaks probleemiks on piisava
spetsiifilisuse ja tundlikkuse tagamine, kuna PCR-il pohinevad tehnoloogiad eeldavad, et
muteerunud fragmente on kehavedelikes piisavas hulgas vorreldes normaalsest koest
pirinevate DNA jérjestustega. Uhtse biomarkerite molekulaargeneetilise testimise standardi
puudumise tottu on keeruline vorrelda omavahel erinevate laborite poolt 14biviidud analiiiise
(Schwarzenbach et al., 2011). Kuid vaatamata sellele piitidsid Luo et al. metaanaliiiisi kdigus
médrata rakuvaba DNA diagnostilist kasutatavust EGFR mutatsioonide tuvastamisel. 20
kriteeriumitele vastava uuringu analiilisimisel arvutati cfDNA-l1 pdhineva mutatsiooni
detekteerimise tundlikkuseks 67%, spetsiifilisuseks 94%, Sansside suhteks (diagnostic odds
ratio, DOR) 30 ja koveraaluseks pindalaks (area under curve, AUC) 93%. Viimase kahe
korge védrtuse pohjal vaib Oelda, et cfDNA on diagnostikas kasutatav eeskitt siis, kui

koematerjali ei ole saada, kuigi tundlikkus jadb koematerjali analiiiisile alla (Luo et al., 2014).

Molekulaardiagnostilised meetodid onkoloogias

Onkoloogias vajatakse molekulaardiagnostilisi uuringuid kasvajate varajasel avastamisel, ravi
méadramisel ja sekundaarsel preventsioonil, kuna kasvaja tekkega kaasnevad alati geneetilised
ja epigeneetilised muutused (Huber & Stratakis, 2004). Diagnostilised laborid testivad hetkel
kuumade punktide (hot spot) mutatsioone standardsete molekulaarsete tehnoloogiatega.
Naiteks kasutatakse kvantitatiivset qPCR-1, mida monikord kombineeritakse korglahutusega
sulamispunkti analiiiisiga (high resolution melting analysis, HRM), ja Sangeri sekveneerimist.
Olgugi et need meetodid on usaldusvddrsed, on nende puuduseks suhteliselt suure DNA
algkoguse vajadus, suutmatus tuvastada mutatsioone muteerunud jarjestuste madala osakaalu
puhul ja pikk to6tlemise aeg, mis tuleneb vajadusest iga huvipakkuvat piirkonda eraldi testida
(Froyen et al., 2016).

Neid meetodeid sobiks asendama teise poOlvkonna sekveneerimine (next generation
sequencing, NGS) (Froyen et al., 2016), mida saab kasutada nii kogu genoomi, eksoomi kui
ka spetsiifilistelt piirkodandelt saadud amplikonide analiiiisiks. NGS-i kasutades saab

tuvastada muutusi nii DNA, mRNA, miRNA kui ka DNA metiilatsiooni tasemel (Devita et
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al., 2015a). Multipleks amplikonipdhisel genotiipiseerimisel on olenemata véikesest
algmaterjali kogusest voimalik saavutada jérjestuste suurem katvus, tdnu millele saab leida
madala alleelse fraktsiooniga iihenukleotiidseid muutusi ning insertsioone-deletsioone
(indeleid). Amplikonide sekveneerimine on kasulik juhtudel, kui soovitakse tuvastada
somaatilisi mutatsioone keerulistest proovidest, nagu nditeks kasvajad, kus lisaks tuumori

DNA-le on ka iduteeliini DNA-d®.

Antud magistritéés kasutati huvipakkuvate liihemate regioonide analiiiisimiseks Illumina®

poolt vilja tootatud siinteesil pohinevat sekveneerimist (sequencing-by-synthesis, SBS)

(Bentley et al., 2008). NGS t66voo neli iildist sammu on:

e raamatukogu valmistamine;

e Klastrite loomine;

e sekveneerimine;

e tulemuste analiiiis.
Valmistatud adapterjarjestustega iiheahelaline raamatukogu lactakse klaasist kiibile (flow
cell), kus on fiiiisiliselt eraldatud rajad. Iga rada on tihedalt kaetud pinnale kinnitatud kahte
tiilipi oligotega (p5 ja p7), mis on adapterjérjestustega komplementaarsed. Klastrite loomiseks
hakatakse DNA molekule klonaalselt paljundama ,silla® amplifikatsiooni (bridge-
amplification) meetodil (joonis 4)® (Bentley et al., 2008).

flow cell

moodustunud
klastrid

Joonis 4. Sihtmédrk DNA klastrite tootmise pohimote (Illumina, Inc.)

lllumina® SBS tehnoloogia kasutab miljonite moodustunud klastrite samaaegseks
sekveneerimiseks lihe aluse kaupa poorterminaatoritel pdhinevat DNA siinteesi meetodit. Iga

sekveneerimistsiikli kdigus liidetakse DNA ahelasse iiks fluorestsentsiga méargitud dANTP (A,

8http://www.illumina.com/content/dam/illumina-
marketing/documents/products/illumina_sequencing_introduction.pdf
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C, T voi G). Klastrite laseriga ergastamise tulemusel tuvastatakse pildistamise tehnikat
kasutades fluorestsentsvirv ja selle tugevus ning pirast ensiimaatilist 16ikamist saab toimuda
jargmise nukleotiidi ahela koosseisu liilitumine. Tulemuste analiiiisimiseks jérjestatakse

saadud sekvents referentsjirjestusele® (Bentley et al., 2008).

Lisaks Illumina® poolt pakutavale tehnoloogiale on kasutatud kasvajate rakuvaba DNA
spetsiifiliste regioonide sekveneerimiseks ka lon Torrent PGM"™ platvormi (Couraud et al.,
2014, Frenel et al., 2015).
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EKSPERIMENTAALOSA

Too eesmargid

Kéesolev magistrito6 on osa suuremast ,,Tsirkuleerive DNA kopsuvédhi biomarkerina“
projektist, mille kdigus analiiiisitakse mittevdikerakulise kopsuvihiga patsientide vereplasmas
ringlevat rakuvaba DNA-d ravimtundlikkust ja prognoosi mojutavate somaatiliste

mutatsioonide ning pikemas plaanis DNA metiilatsioonitaseme muutuste suhtes.

Antud t60 praktilise osa eesmirgiks oli vereplasmas tsirkuleeriva rakuvaba DNA ja
formaliinis fikseeritud, parafiini sisestatud (formalin-fixed, paraffin-embedded, FFPE)
koematerjalist eraldatud kasvaja DNA testimine sagedamini muteerunud geenides

ravimtundlikkust mdjutavate mutatsioonide suhtes, alaeesmirkidega:

1. tootada vilja alleel-spetsiifilisel amplifikatsioonil ja fragmentanaliiiisil pohinev PCR
metoodika EGFR geeni sagedaste mutatsioonide analiiiisiks;
2. tootada vilja teise pdolvkonna sekveneerimisel pdhinev meetod sagedasemate
ravimtundlikkust ja prognoosi mdjutavate somaatiliste mutatsioonide tuvastamiseks;
3. vorrelda fragmentanaliiiisi ja teise pdlvkonna sekveneerimise meetodil tuvastatud
mutatsioonileide:
3.1. FFPE koeldikudest kliinilistes laborites teostatud EGFR mutatsioonianaliiiiside
tulemustega;
3.2. FFPE koeldikudest ja vereplasmas tsirkuleerivast rakuvabast DNA-st ning

nende esindatust ehk alleelseid fraktsioone.
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Materjal ja metoodika

Analiiiisimetoodikate viljatootamine ja optimeerimine

Metoodikate véljatodtamiseks ja optimeerimiseks kasutati analiiiisitava materjalina tervetelt
vabatahtlikelt kogutud vereplasmast eraldatud rakuvaba DNA-d ja Solis BioDyne poolt
kloneeritud EGFR geeni 19. eksoni deletsiooni (rs121913421) ja 21. eksoni punktmutatsiooni
(rs121434568). Viltimaks alleelide juhuslikku véljalangemist, segati tervete vabatahtlike
cfDNA-d omavahel kokku. Meetodite tundlikkuse hindamiseks lisati kontrollide rakuvaba
DNA segule erinevates protsentides eelnevalt amplifitseeritud mutantseid DNA fragmente.

Samuti kontrolliti metoodikate iildist kasutatavust FFPE koematerjalil.

Rakuvaba ja koematerjali DNA eraldamine

Rakuvaba DNA (cell-free DNA, cfDNA) saamiseks koguti tervetelt vabatahtlikelt veeniverd
BD Vacutainer® K2E (EDTA) vaakumkatsutitesse (Becton, Dickinson and Company, USA).
Vereplasma eraldamiseks tsentrifuugiti verd 1600 rcf (relative centrifugal force ehk
gravitational force, g) juures 15 minutit toatemperatuuril Eppendorf™ Centrifuge 5810 R
masinas (Fisher Scientific Company L.L.C., USA), misjirel teostati plasmale teine
tsentrifuugimine 2500 rcf juures 10 minutit toatemperatuuril Eppendorf " Centrifuge 5430 R
masinas (Fisher Scientific Company L.L.C., USA) (Wong et al., 2013). Vereplasma 2 ml

alikvoodid siilitati -80 °C juures kuni edasise DNA eraldamiseni.

Rakuvaba DNA eraldamiseks plasmast kasutati kahte selleks moeldud kitti:
NucleoSpin® Plasma XS (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Saksamaa) ja QlAamp®
Circulating Nucleic Acid (CNA) (QIAGEN, Saksamaa). Enne cfDNA eraldamist
tsentrifuugiti vereplasmat kolmas kord 13000 rcf juures 2 minutit toatemperatuuril
Eppendorf  Centrifuge 5430 R masinas. NucleoSpin® Plasma XS kiti puhul kasutati DNA
eraldamiseks modifitseeritud protokolli (lisa 1). QlAamp® CNA kiti puhul kasutati 6 ml
plasmast DNA eraldamiseks samuti modifitseeritud protokolli (lisa 2.), kuid 2 ml algmaterjali
korral kasutati tootja poolt koostatud juhendit, selle erinevusega, et elueeriti soojendatud

elueerimispuhvriga kaks korda.

Metoodikate optimeerimiseks kasutatud FFPE koeldigud saadi SA Tartu Ulikooli Kliinikumi
Patoloogiateenistusest. Koematerjalist DNA (FFPE DNA) eraldamiseks kasutati GeneRead
DNA FFPE (QIAGEN, Saksamaa) kitti vastavalt tootjapoolsetele juhistele, kuid soojendatud
puhvriga kaks korda DNA-d elueerides.
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DNA kvaliteedi kontroll

Eraldatud DNA kontsentratsiooni mdddeti Qubit® 2.0 fluoromeetriga (Thermo Fisher
Scientific Inc., USA) kasutades cfDNA puhul Qubit® dsDNA HS (High Sensitivity) Assay
(Thermo Fisher Scientific Inc., USA) ja FFPE DNA puhul Qubit® dsDNA BR (Broad-Range)
Assay (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) kitti, vastavalt tootja poolt antud juhtndéridele.

Nii ¢fDNA kui ka FFPE DNA fragmentide pikkust mdddeti TapeStation 2200 instrumendil
(Agilent Technologies, USA), kasutades ldhtuvalt DNA kontsentratsioonist D1000 vdi High
Sensitivity D1000 ScreenTape-i® (Agilent Technologies, USA), vastavalt tootja
instruktsioonidele. Saadud tulemused visualiseeriti TapeStation (Agilent Technologies, USA)

tarkvaraga.

Fragmentanaliiiis

Fragmentanaliiiisi meetodil sooviti tuvastada kahte enamlevinud EGFR geeni mutatsiooni.
EGFR geeni 19. eksoni ¢.2235_2249dell5 deletsiooni tuvastamiseks vajalikud
praimerjérjestused (forward 5’-ACTCTGGATCCCAGAAGGTGAG-3’ ja reverse 5’-FAM-
CCACACAGCAAAGCAGAAACTC-3’) saadi SA Tartu Ulikooli Kliinikumi Uhendlabori
geneetikakeskusest. Nimetatud praimerid paljundavad 121 bp pikkust DNA jérjestust. Kuna
€.2235_2249del15 deletsioon on 15 nukleotiidi pikk, siis paljundatud mutantse produkti
pikkus peab olema 106 bp. EGFR geeni 21. eksoni ¢.2573T>G punktmutatsiooni
tuvastamiseks disainiti késitsi erinevad alleel-spetsiifilised praimerite komplektid, millest
eelkatsete jargselt valiti pdhjalikumaks testimiseks kaks forward praimerit (common 5°-
AACACCGCAGCATGTCATGA-3’ ja 858R 5’-GTCAAGATCACAGATTTTGGGAG-3’)
ning iks reverse (5-TAMRA-CTTCTGCATGGTATTCTTTCTCTTC-3’) praimer. 858R
forward oligonukleotiidi puhul jéi otsitav punktmutatsioon praimeri 3’ otsa alla, tinu millele
paljundati ainult mutantset jarjestust ning teine, common forward praimer disainiti
mutatsioonita DNA jirjestusele amplifitseeritavuse kontrolliks. Nimetatud praimerid

paljundavad 67 bp pikkust mutantset ja 80 bp pikkust referentsjirjestusega produkti.

Maidramaks meetodi tundlikkust, tehti tervete kontrollisikute cfDNA segusse erineva
hinnangulise koopiaarvu suhtega mutantse DNA fragmendi lahjendusrida (spike-in 0,2%,
0,5%, 1%, 2%, 4%, 8%). Tervetelt vabatahtlikelt kogutud plasmast eraldatud rakuvaba DNA-
de segu kasutati negatiivse kontrollina, millele lisati kunstliku positiivse ehk mutantse
kontrollmaterjali tekitamiseks EGFR geeni 19. eksoni deletsiooni voi 21. eksoni

punktmutatsiooni sisaldavat amplifitseeritud DNA fragmente.
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EGFR geeni 19. eksoni deletsiooni amplifitseerimiseks kasutati kdigepealt reaktsioonisegu,
mille kogumaht oli 25 pl ning mis sisaldas 13ppkontsentratsioonis 1U HOT FIREPol® DNA
Polymerase (Solis BioDyne), 1x HOT FIREPol® Buffer B (Solis BioDyne), 0,2 mM dATP,
dTTP, dGTP, dCTP (Thermo Fisher Scientific Inc.), 2,5 mM MgCl, (Thermo Fisher
Scientific Inc.), 10 pmol praimereid ja spike-in lahjendusrida. Amplifikatsioon viidi 14bi
Applied Biosystems™ 2720 termotsiikleris (Thermo Fisher Scientific Inc.) jirgmistel

tingimustel:

poliimeraasi aktivatsioon 95 °C 15 min

denaturatsioon 95°C 30sek

praimerite seondumine 59°C 30sek 40 tsiiklit
elongatsioon 72°C 60sek |

16plik elongatsioon 72 °C 7 min

programmi 13pp, temperatuuri hoidmine 4 °C.

EGFR geeni 21. eksoni punktmutatsiooni amplifitseerimiseks kasutati koigepealt
reaktsioonisegu, mille kogumaht oli 20 pl ning mis sisaldas 16ppkontsentratsioonis 1x HOT
FIREPol® GC Master Mix-i (Solis BioDyne), 1 mM MgCl, (Solis BioDyne), 6 pmol reverse
praimerit, 0,6 pmol common forward praimerit, 5,4 pmol 858R forward praimerit ja spike-in
lahjendusrida. Amplifikatsioon viidi libi Applied Biosystems 2720 termotsiikleris jargmistel

tingimustel:
poliimeraasi aktivatsioon 95°C 15 min
denaturatsioon 95°C 45sek

praimerite seondumine 68 °C 40 sek (-0,5 °C tsiikli kohta) — 16 tsiiklit

elongatsioon 72 °C 30 sek B
denaturatsioon 95°C 45sek |

praimerite seondumine 60 °C 30 sek — 30 tsiiklit
elongatsioon 72 °C 30 sek ]

10plik elongatsioon 72 °C 7 min
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programmi I3pp, temperatuuri hoidmine 4 °C.

Fragmentanaliiiisi reaktsioon viidi 1dbi Eesti Biokeskuse tuumiklabori poolt 3130xI Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, USA) kapillaarelektroforeesi analiisaatoril, mille véljundiks
on .fsa laiendiga failid. Saadud andmekogumite analiiiisimiseks kasutati GeneMapper”™ v4.1
tarkvara (Applied Biosystems, USA). Tulemusena saadud elektroferogrammide signaalide
ehk piikide pohjal otsustati, kui kdrge on meetodi saagikus, spetsiifilisus ja tundlikkus.
Tundlikkuse parandamiseks ja signaalide tugevamaks muutmiseks modifitseeriti mitmeid
kordi PCR-i reaktsioonisegu koostist ning amplifikatsiooni tingimusi: denaturatsiooni,

praimerite seondumise ja elongatsiooni aega ning temperatuuri ja tsiiklite arvu.

Loplikus protokollis kasutati EGFR geeni 19. eksoni puhul reaktsioonisegu kogumahuga 20
ul, mis sisaldas 15ppkontsentratsioonis 1x HOT FIREPol® GC Master Mix-i, 1 mM MgCl,,
10 pmol praimereid ja spike-in lahjendusrida. Amplifikatsioon viidi libi Applied Biosystems

2720 termotsiikleris jargmistel tingimustel:
poliimeraasi aktivatsioon 95 °C 15 min
denaturatsioon 95°C 45sek

praimerite seondumine 68 °C 40 sek (-0,5 °C tsiikli kohta) — 16 tsiiklit

elongatsioon 72 °C 30sek 3
denaturatsioon 95°C 45sek |

praimerite seondumine 60°C 30sek =~ 36 tsiiklit
elongatsioon 72°C 30sek |

16plik elongatsioon 72 °C 7 min

programmi 13pp, temperatuuri hoidmine 4 °C.

EGFR geeni 21. eksoni punktmutatsiooni paljundamiseks kasutati 10plikus protokollis
reaktsioonisegu kogumahuga 20 ul, mis sisaldas 13ppkontsentratsioonis 1x HOT FIREPol®
GC Master Mix-i, 1 mM MgCl,, 10 pmol reverse praimerit, 1 pmol common forward
praimerit, 9 pmol 858R forward praimerit ja spike-in lahjendusrida. Amplifikatsioon viidi 1abi

Applied Biosystems' " 2720 termotsiikleris jirgmistel tingimustel:
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poliimeraasi aktivatsioon
denaturatsioon
praimerite seondumine
elongatsioon
denaturatsioon
praimerite seondumine
elongatsioon
denaturatsioon
praimerite seondumine
elongatsioon

16plik elongatsioon

95 °C

95 °C

68 °C

72 °C

95 °C

62 °C

72 °C

95 °C

60 °C

72 °C

72 °C

12 min
45 sek

40 sek (-0,5 °C tsiikli kohta) -

30 sek

40 sek

30sek = 20 tsiklit

30 sek

30 sek

30sek = 26 tsuklit

30 sek

7 min

programmi 18pp, temperatuuri hoidmine 4 °C.

12 tstiklit

Fragmentanaliiiisi reaktsioon ja tulemuste analiiiis viidi 14bi eelpool kirjeldatud viisil.

TruSight® Tumor 26 paneel

Teise polvkonna sekveneerimise (next-generation sequencing, NGS) labiviimiseks prooviti
esmalt llumina® poolt pakutavat TruSight® Tumor 26 paneeli, mis on eeskitt mdeldud FFPE
koeldikudest eraldatud DNA-st 26 geeni 174 amplikoni sekveneerimiseks ja somaatiliste
mutatsioonide tuvastamiseks. Enne raamatukogu koostamist nimetatud paneelile vorreldi nii
rakuvaba DNA kui ka FFPE koeldikudest eraldatud DNA amplifitseerumise voimekust
Quality Control Template-ga (QCT). lllumina® protokolli kohaselt tuleb selleks viia libi
proovide 100-kordsete lahjenduste kvantitatiivne reaalaja PCR (qQPCR) 7900HT Fast Real-
Time PCR System (Thermo Fisher Scientific Inc.) masinal. Raamatukogu koostamiseks
kasutati TruSight™ Tumor proovide ettevalmistamise protokolli (Illumina, Inc., USA),
vastavalt tootja poolt koostatud juhistele, selle erinevusega, et produkte paljundati 27 tsiikli

asemel 32 tsiikli jooksul. Oige pikkusega raamatukogu olemasolu kontrolliti TapeStation

2200 instrumendil.
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Amplikonipohine teise polvkonna sekveneerimine

Vottes aluseks Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu tuumiklabori amplikonipdhise teise
pdlvkonna sekveneerimise protokolli, loodi kdesolevas magistritoos multipleks PCR-i pdhjal
Ilumina® platvormil sekveneerimiseks sobiva raamatukogu koostamise ja tulemuste analiiiisi

téovoog (joonis 5).

Multipleks PCR produktide . aiHunter
amplikon PCR @ FASTQ) toorandmed

BWA-MEM Indelid
¥ ,

y [y
. " Raamatukogu IGV
PCR produktide Evantiseerimine ja Jbam laiendiga failid
pubastus 1 I =
normaliseerimine
¥

Punktmutatsioonid
GATK
¥ 4

Raamatukogu
Indeks PCR deanul\eenl?lme Ia ~vef laiendiga fail Punktmutatsioonid
MiSeq masinasse =
laadimine

Joonis 5. Raamatukogu koostamise toovoog amplikonipdhiseks teise pdlvkonna sekveneerimiseks ja
tulemuste analiitisiks.

Uuritavate geenide valik ja praimerite disain

Esmalt otsiti kirjandusest ja COSMIC® (Catalogue of somatic mutations in cancer)
andmebaasist (Forbes et al., 2015) mittevaikerakulise kopsuvéhi puhul 5 kdige sagedasemalt
muteerunud ravimseoselist geeni. Valitud geenide eksonitele disainiti praimerid tingimustel,
et nn sulamistemperatuur (melting temperature, Tm) jadks 60 °C ldhistele ning produktide
pikkus vahemikku 80...100 bp (tabel 1). Selleks kasutati nii Primer-BLAST programmi (Ye
et al.,, 2012) kui ka Kkisitsi disainimist. Vilistamaks sagedaste périlike geenivariantide
esinemist praimerite seondumiskohtades (minor allele frequency, MAF >1%) teostati kontroll
Ensembl veebilehel (versioon 84) (Yates et al., 2016).

% cancer.sanger.ac.uk
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Tabel 1. AmplikonipShiseks teise pdlvkonna sekveneerimiseks valitud geenide eksonid ja
lookusspetsiifiliste praimerite jarjestused.

Geen Ekson Lookusspetsiifilise praimeri jarjestus (5°-3°)
forward TGGGCAGATTACAGTGGGACA
BRAF H reverse CCACATTACATACTTACCATGCCAC
forward ATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTA
o reverse ACTGTTCAAACTGATGGGACC
forward TCTCTTGAGGATCTTGAAGGAAAC
. reverse TGTGCCAGGGACCTTACCTTATA
forward TGAGAAAGTTAAAATTCCCGTCGC
8 reverse CCCCACACAGCAAAGCAGAA
FOTR forward TCCAGGAAGCCTACGTGATG
% reverse AGGCAGCCGAAGGGCATGA
forward AACACCGCAGCATGTCAAGA
“ reverse CACCTCCTTACTTTGCCTCCTTC
forward TCCCTGATGGGGAGAATGTGA
+ reverse GGTGGAGGGGCTTACGTCT
ERBB2
forward TACCCTTGTCCCCAGGAAGCAT
% reverse GCACCGTGGATGTCAGGCAG
forward AGGCCTGCTGAAAATGACTGAA
’ reverse TGAATTAGCTGTATCGTCAAGGCA
(RAS forward CTTGGATATTCTCGACACAGCA
’ reverse AAAGAAAGCCCTCCCCAGTC
forward CAGCTCAAAGCAATTTCTACACGA
0 reverse TCCATTTTAGCACTTACCTGTGACT
PIK3CA
forward | AGCCTTAGATAAAACTGAGCAAGAGG
ot reverse TTTTGTTGTCCAGCCACCAT

Disainitud praimeritele lisati 5° otsa Illumina® iileulatuvad adapterid (forward overhang: 5’-

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-[lookusspetsiifiline  jirjestus] ja

reverse overhang: 5’-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-[lookus-
27



spetsiifiline  jérjestus]) ning saadud  praimerjirjestuste = omavahelist  sobivust
juuksendelastruktuuride ja dimeeride suhtes kontrolliti OligoAnalyzer®™ 3.1° (Integrated DNA
Technologies, Inc., USA) ja MultiPLX 2.1 (Kaplinski et al., 2005) programmiga. Viimati
nimetatud veebitdoriistaga jagati praimerid kahte, kolme ja nelja gruppi, arvestades
seondumistugevusi, produkti pikkust, sulamistemperatuuri ning seondumistugevusi omavahel
ja PCR produktidega.

Praimerite efektiivsust kontrolliti PCR-ga nii liksikult kui ka grupeeritult inimese genoomse
DNA (Human Genomic DNA, Roche Holding AG, Sveits) ja tervete isikute rakuvaba DNA
segu peal. Reaktsioonisegu kogumahuks oli 20 pl, mis sisaldas 1dppkontsentratsioonis 1x
HOT FIREPol® GC Master Mix-i, 2,5 mM MgCl,, 10 pmol praimereid ja 4 ng cfDNA-d v&i
45 ng gDNA-d. Amplifikatsioon viidi 1abi Arktik  termotsiikleris jargmistel tingimustel:

poliimeraasi aktivatsioon 95 °C 12 min
denaturatsioon 95°C 30sek

praimerite seondumine 58°C 30sek |~ CcfDNA puhul 45, gDNA puhul 35 tsiiklit

elongatsioon 72 °C 30sek

16plik elongatsioon 72 °C 5 min
programmi 18pp, temperatuuri hoidmine 4 °C.

PCR-i produktide olemasolu kontrolliti 3% agaroosgeelil (3% agaroos, 0,5X TBE (Tris-
boorhape-EDTA)).

Sekveneerimisraamatukogu valmistamine

Teise polvkonna sekveneerimise jaoks tehti raamatukogud cfDNA-st, FFPE DNA-st ja
erinevate mutatsiooni protsentidega spike-in-dest, kokku 50 proovi (tabel 2).

19 http://www.idtdna.com/Scitools
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Tabel 2. Proovid, millest tehti raamatukogude segu MiSeq” platvormil (Illumina, Inc.)
sekveneerimiseks. Multipleks reaktsioone — erinevate praimerigruppide arv; tsiiklite arv — multipleks
amplikon PCR-il kasutatud tsiiklite arv.

Proov Multipleks reaktsioone | Tsiiklite arv
cfDNA 1. replikaat 7 45
cfDNA 2. replikaat 7 45
cfDNA 7 35
FFPE DNA 7 35
0,2% deletsiooni ja punktmutatsiooni spike-in 4 35
0,4% deletsiooni ja punktmutatsiooni spike-in 4 35
1% deletsiooni ja punktmutatsiooni spike-in 4 35
2% deletsiooni ja punktmutatsiooni spike-in 4 35
4% deletsiooni ja punktmutatsiooni spike-in 4 35
50% deletsiooni spike-in 1 35
100% deletsiooni kloon 1 35

Raamatukogu loomiseks teostati esmalt multipleks amplikon PCR. Tulemusena saadi
produktid, mille 5’ otstes on iileulatuvad adapterid. Reaktsioonisegu kogumahuks oli 20 pl,
mis sisaldas 16ppkontsentratsioonis 1Xx HOT FIREPoI® GC Master Mix-i, 2,5 mM MgCl,, 10
pmol praimereid ja 1,5 ng DNA-d. Amplifikatsioon viidi libi Arktik termotsiikleris

jargmistel tingimustel:

poliimeraasi aktivatsioon 95°C 12 min

denaturatsioon 95°C 30sek

praimerite seondumine 58°C 30sek — 35 voi 45 tsiiklit
elongatsioon 72°C 30sek |

16plik elongatsioon 72 °C 5 min

programmi 16pp, temperatuuri hoidmine 4 °C.

Jargnevalt kasutati Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu tuumiklabori protokolli PCR produktide
puhastamiseks Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, Inc., USA) magnetkerakestega
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(lisa 3 ja 3.1) ja indeks PCR-i libiviimiseks, mille tulemusena liideti amplikonidele Nextera®
XT indeksjarjestused (Illumina, Inc., USA) (joonis 6).

forward overhang:

5-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-3' ST R
lookusspetsiifiline jirjestus

lookusspetsiifiline jirjestus — reverse overhang:
\'%, 5*-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-3'

Multipleks amplikon PCR

 Indeks 1
Indeks PCR \P7

Joonis 6. Amplikonide markimine Illumina® iileulatuvate adapterite ja indeksitega (Illumina, Inc.).

Indeks PCR-i reaktsioonisegu kogumahuks oli 50 pl, mis sisaldas 1dppkontsentratsioonis 1x
KAPA SYBR® FAST gPCR Kit Master Mix Universal-i (Kapa Biosystems, Inc., USA), 5 pl
Nextera® XT i7 indeks praimer 1 (Nextera® XT v2 Index Kit, lllumina, Inc.), 5 pl Nextera®™
XT i5 indeks praimer 2 (Nextera® XT v2 Index Kit, Illumina, Inc.) ja 5 pl puhastatud
amplikon PCR-i produkte. Indeksjirjestuste liitmine viidi labi Arktik  termotsiikleris

jargmistel tingimustel:

poliimeraasi aktivatsioon 95°C 10 min

denaturatsioon 95°C 30sek

praimerite seondumine 55°C 30sek [~ 8tsiiklit
elongatsioon 72°C 30sek |

16plik elongatsioon 72 °C 5 min

programmi 13pp, temperatuuri hoidmine 4 °C.

Indeksitega margitud PCR-i produktid puhastati samuti lisas 3 toodud viisil. Valmis

raamatukogude kontsentratsioon moddeti Qubit® 2.0 fluoromeetriga, kasutades Qubit®
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dsDNA HS Assay kitti. Amplikonide pikkust moddeti TapeStation 2200 instrumendil,
kasutades D1000 ScreenTape-i®. Leidmaks raamatukogude molaarset kontsentratsiooni
(mol/l), kasutati valemit:

. 6 .
kontsentratsioonng/ul__ y 1() = |ahuse nanomolaarne (nM) kontsentratsioon.

660 g/mol x keskmine pikkus

Arvutatud nanomolaarse kontsentratsiooni pohjal lahjendati raamatukogud esmalt 10 mM
TRIS pH 8,5 puhvris 10 nM-ks. Saadud lahjenduste kontsentratsiooni kontrolliti Qubit® 2.0
fluoromeetriga, kasutades Qubit® dsDNA HS Assay kitti ning lahjendati 10 mM TRIS pH 8,5
puhvris edasi 4 nM-ks. Koik 4 nM raamatukogud segati omavahel vordses koguses kokku.

Raamatukogu kvantifitseerimine ja MiSeq sekvenaatorisse laadimine

Leidmaks reagentide kassetile (reagent cartridge) laadimiseks vajalikku raamatukogude segu
pikomolaarset (pM) kontsentratsiooni, tehti vordlev qPCR varem sekveneeritud
raamatukoguga. Reaktsioonisegu kogumahuks oli 10 ul, mis sisaldas 10ppkontsentratsioonis
1x KAPA SYBR® FAST gPCR Kit Master Mix Universal-i koos praimeritega (Kapa
Biosystems, Inc., USA) ja KAPA standardeid (Kapa Biosystems, Inc.). DNA paljundamiseks
gPCR-i kédigus kasutati raamatukogude 2,5 pM ja 5 pM lahjendust. Amplifikatsioon viidi l&bi
7900HT Fast Real-Time PCR System termotsiikleris jargmistel tingimustel:

poliimeraasi aktivatsioon 95°C 5min
denaturatsioon 95°C 30sek

35 tsiiklit.
praimerite seondumine ja elongatsioon 60 °C 45 sek

Tulemuste vaatamiseks kasutati SDS v2.4 tarkvara (Applied Biosystems, USA). Vattes
arvesse eelmisel korral laetud raamatukogu kontsentratsiooni, saadud Klastrite tihedust
(K/mm?) ja gPCR-i tulemusena saadud sekveneeritava raamatukogu kontsentratsiooni,
arvutati soovitud 950 K/mm? tiheduse saavutamiseks vajalik raamatukogu pikomolaarne
kontsentratsioon. Seejdrel koostati Illumina® Experiment Manager (IEM) v1.11 tarkvara
(llumina, Inc., USA) kasutades SampleSheet ja Manifest fail. Esimest neist on vaja MiSeq®
sekvenaatori (Illumina, Inc.) kdivitamiseks ja hilisemaks analiiiisiks ning teist MiSeq Reporter
analiilisitarkvara (Illumina, Inc.) kdivitamiseks. SampleSheet sisaldab informatsiooni proovide
kohta, niiteks proovi nime, igale proovile vastavat indeksjérjestust ja viidet Manifest failile.
Manifest fail sisaldab informatsiooni amplikonide kohta, néiteks nende asukoht kromosoomil
ja praimerite pikkused. Enne raamatukogude segu laadimist reagentide kassetile, teostati segu

denatureerimine 0,2 N NaOH-ga ja lahjendamine soovitud kontsentratsioonini ning 0,5%
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PhiX kontrolliga kokkusegamine vastavalt MiSeq® Reagent Kit v2 protokollile (lllumina,
Inc.). Raamatukogu sekveneeriti MiSeq® sekvenaatoriga (lllumina, Inc.), 2 x 116 bp
jarjestustega (paired-end).

Sekveneerimistulemuste analiiiis

llumina® Sequencing Analysis Viewer v1.10.2 (SAV) tarkvara (lllumina, Inc.) kasutades
kontrolliti sekveneerimise kvaliteedi parameetreid, nagu niiteks Q30, klastrite tihedust ja
jarjestuste arvu. Q30 kvaliteediskoori korral on sekveneerimisvea sagedus 1:1000 ehk 99,9%

toendosusega on ahelasse liilitunud diged nukleotiidid.

MiSeq® sekvenaatorist saadi jdrjestuste toorandmed .fastq failiformaadis. Indelite ja
ithenukleotiidiliste asenduste leidmiseks kasutati kolme erinevat meetodit. Esiteks rakendati
Amplicon Indel Hunter v1.0.0 (aiHunter) programmi (Kadri et al., 2015) parameetritega --
cushion 3 -- maf 0.01, et detekteerida indeleid, mis on pikemad kui 3 bp ja mille MAF on

suurem kui 1%.

Teiseks kasutati sekveneeritud FASTQ jirjestuste joondamiseks GRCh37 inimese
referentsgenoomile BWA-MEM algoritmi (Li, 2013), mille véljundiks on .bam failid. Saadud
.bam faile protsessiti edasi Genome Analysis Toolkit v3.5 (GATK) (Mckenna et al., 2010)
HaplotypeCaller algoritmiga, mille védljundiks on variandid .vcf laiendiga failis. Leidudeks
loeti ainult sellised tihenukleotiidilised asendused, millel oli korge kvaliteet (QD > 5), mille
puuduvate véirtuse osakaal oli <5% ning mis ei moodustanud valepositiivseid klastreid (3
ithenukleotiidilisist asendust 10 bp sees). Seejdrel annoteeriti tulemused Variant Effect
Predictor (VEP) (Mclaren et al., 2010) tarkvaraga, méadrates geeni ja transkripti, kus variant
asub, variandi tdhtsuse ja asukoha valgu jdrjestusel. Annotatsioon sisaldas ka péaringuid
teistest andmebaasidest nagu OMIM, HGMD, ClinVar ja Cosmic.

Lisaks visualiseeriti .bam laiendiga faile Integrative Genomics Viewer (IGV) tarkvaraga
(Robinson et al., 2011), seades alleeli fraktsiooni laveks 1%. Programmi abil otsiti késitsi

ithenukleotiidilisi asendusi ning teadaolevaid deletsioone.
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Uuritavad

27.05.2016 seisuga on ,,Tsirkuleeriv DNA kopsuvéhi biomarkerina® uuringusse kaasatud 80
mittevéikerakulise kopsuvéhiga patsienti. Nendest esimesed 70 isikut moodustavad antud
magistritoé valimi (tabel 3). Uuringus osalemiseks andsid kopsuvéhiga patsiendid
informeeritud ndusoleku. Vereproove vottis SA Pohja-Eesti Regionaalhaigla (PERH)
uuringudde ning kliiniliste andmete kogumisel osalesid onkoloog ja projekti kdigus kaastood
tegev TU arstiteaduse iilidpilane. Kdiki koematerjale ja kliinilisi andmeid silitatakse ning

kasutatakse kodeerituna.

Tabel 3. Magistritoosse kaasatud mittevéikerakulise kopsuvéhiga patsientide kokkuvottev tabel. Igale
uuringu koodile vastab ks isik. Sugu: N — naine, M — mees. Histoloogiline leid: AK -
adenokartsinoom, LR — lamerakuline kartsinoom, SR — suurerakuline kartsinoom, TK — tipsustamata
kartsinoom, TMVR — tdpsustamata miteviikerakuline kartsinoom, VR - viikerakuline kartsinoom.
TNM — vt Ik 14. St — staadium: III v6i IV (kaugmetastaasid). TTF-1, p63, CK5 ja CK6 —
immuunohistokeemilised markerid. EGFRm diag lab — diagnostikalaboris saadud EGFR geeni
mutatsioonianaliiiisi tulemus. Viahir osakaal — vihirakkude osakaal FFPE koematerjalis.

Kood | Sugu | Vanus Egirggge I—:Lsi':jol T|IN|M| St T-I;F' p63 | CK5 | CK6 IéggFll'\;lng o:]:lilaigl
kAO2| N 85 jah AK la| IV pos 50%
kAO3| M 58 jah LR 2 IV | pos

kAO4| M 72 jah AK [131]2]|0 [INA]| pos |neg

kAO5 | M 48 jah AK 0 IV | pos neg | neg neg 30%
kAO6 | N 66 jah VR [3]2 A

kAO7| N 49 jah AK 3|1b| IV | pos neg

kA08| N 64 jah AK |2a|1]0]| A neg 50%
kA0 | M 64 jah AK |23 IV | neg pos | pos

kA10| N 75 jah AK |2b la| IV | pos |neg pos 30%
kAll| M 54 jah TK |2a|2|la| IV

kA1l2| M 63 jah TK |4 |3|la| IV | neg |pos| pos | pos neg 75%
kA13| M 61 jah TK |2a|2|1b| IV

kAl4| M 81 jah AK |3 ]2 IIA| pos |neg neg 90%
kA15| M 46 | retsidiiv| AK 2|1a| IV | pos neg | neg neg 30%
kA16| N 80 jah AK |2a|2|la| IV | pos neg 30%
kAl17| M 67 jah TK |2b| 2 A

kA18| N 57 jah VR |4 |3|1b| IV | neg neg | neg

kA19| N 75 jah AK |4 |2]|la| IV pos 50%
kA20| M 59 jah AK |3 111V pos 30%
kA21| M 76 jah LR 412|111V

kA22| N 75 jah AK | 2 la| IV | pos neg 10%
kA23| M 66 jah TK |4 |2|1b| IV

kA24| N 57 jah AK |1b| 2] 0 |IHA pos 80%
kA25| M 68 jah AK [1b|3| 1| IV | pos neg 90%




kA26| N 81 |retsidiiv| AK |2 1|1V pos 90%
kA27| N 70 jah AK | 2a la| IV | pos neg

kA28 | N 54 jah AK 13 (3|1| IV | pos |neg pos 25%
kA29| M 74 |retsidiiv| AK |2a|2|la| IV | pos

kA30| M 50 jah AK |2a|3 v neg 15%
kA3l| M 82 jah AK |1b]|2 IIA | pos

kA32| M 60 jah TK |2a|2 A | pos neg 80%
kA33| N 66 |retsidiiv| AK |2 |3 1B | pos pos

kA34| N 74 jah AK 2|1a| IV | pos neg | neg neg 20%
kA35| N 49 jah AK |3 ]2 IV | neg

kA36| M 71 |retsidiiv| AK |2a|2 |0 |IIA| pos neg | neg neg 80%
kA37| M 31 jah AK |41 IV | neg |neg| neg | neg neg 30%
kA38| N 59 jah AK 0|1b|IVB| pos neg 10%
kA39| M 73 jah AK |2a|2|la| IV | pos |pos| neg | neg neg 50%
kA40| N 55 jah AK |2a|2|1b| IV | pos |neg| neg | neg neg 30%
kA41| N 56 jah AK 4131 IV | pos neg | neg neg 70%
kA42| M 77 jah AK 2|1 |IVB| pos |[neg| neg | neg

kA43| M 69 jah AK 3 IIB| pos |neg

kA44 | M 72 |retsidiiv| AK 2 1A | pos neg 50%
kA45| N 71 |retsidiiv| AK |2a|[0| 0| IB | pos neg | neg neg 15%-70%
kA46| M 68 |retsidiiv| AK |la|0 IV | pos neg 90%
kA47| N 70 jah AK (2a|2| 1| IV | pos |neg| neg | neg pos 3%
kA48 | N 70 jah AK |2b 1| IV neg pos 100%
kA49| N 61 jah AK |32 IIA| pos |neg| neg | neg neg 30%
kA50| N 53 jah AK 2|1b| IV neg 30%
kA51| M 69 jah AK |la|2|1b| IV | pos |pos| neg | neg neg 40%
kA52| M 62 jah AK |[2b|3|1b| IV | pos neg 20%
kA53| M 66 jah AK |4 ]|0la| IV neg 10%
kA54 | M 79 jah AK |2a|3|1b| IV | pos neg

kA55| M 67 jah AK 3 1B | pos neg 50%
kA56| N 67 jah SR 0| 1IB| pos |neg| neg | neg

kA57| M 72 jah AK |2a|3 1B | neg pos | pos neg 30%
kA58 | M 64 jah AK 3111V | pos neg | neg neg 80%
kA59| N 67 jah AK 2|1a| IV pos 15%
kA60| N 56 jah TK |1b|3|1b| IV

kA61| M 74 | retsidiiv | AK 2|0 [INA] pos |neg neg 50%
kA62| N 55 jah TK 3 Il | neg |pos| neg | neg pos 30%
kA63| N 80 jah AK 2 I1IB| pos | pos pos 30%
kA64| M 63 jah AK [4b]|1 IV | pos |neg| neg | neg neg 50%
kA65| N 70 jah AK |2a|2]|0 |INHA neg | neg | neg neg 50%
kA66| M 68 jah  |[TMVR| 4 |2 |1b| IV | neg |neg

kA67 | N 74 jah AK 2 IV | pos |neg pos 80%
kA68| N 74 jah AK |1b|0| 0| IA | pos neg 50%
kA69 | M 71 jah AK [2b|2|1b| IV | neg |neg neg




kA70| M 59 jah AK 2|1a| IV | pos |pos| neg | neg neg 90%
kA71| M 53 jah AK [2b|3 |1 ]| IV neg | neg neg 30%

Uuritavate keskmine vanus uuringusse kaasamise hetkel oli 66 aastat (vahemikus 31...85),
nendest 46% olid naised. 70 isikust 56 (80%) oli histoloogiliseks leiuks adenokartsinoom.

Koige enam oli IV kliinilise staadiumiga (kopsuvihi kaugmetastaasidega) isikud (69%).

Koigilt 70 isikult oli kogutud veeniveri ning 4 isiku (kA20, kA28, kA34 ja kA51) puhul oli
kasvaja progresseerumise jiarel kogutud ka korduv materjal. 33 uuritava (47%) puhul oli
voimalik saada SA PERH patoloogiakeskusest sama isiku FFPE koematerjal. Uuringusse
saatmiseks oli koematerjal 1digatud 10 pm paksusteks koeldikudeks. SA PERH
patoloogiakeskusest saadeti ainult selliseid koeldike, kus oli eelneval tuvastatud

kasvajamaterjali esinemine.

Igalt patsiendilt koguti 2 Cell-Free DNA BCT® CE 10 ml (Streck, Inc., USA) Katsutit
veeniverd. Lisaks vereplasmale koguti vajadusel iduliini geneetiliste variantide maaramiseks

ka leukotsiiiitide rikas kiht (buffy coat), mida séilitati samadel tingimustel.

Uuritavate rakuvaba ja koeldigu DNA

Patsientide plasmast rakuvaba DNA ja FFPE koeldigust genoomse DNA eraldamiseks
kasutati vastavalt QlAamp® Circulating Nucleic Acid ja GeneRead DNA FFPE Kitti, tootjate
poolt etteantud instruktsioonide kohaselt, kuid kasutades soojendatud elueerimispuhvrit ning
kaks korda elueerimist. Eraldatud DNA kontsentratsiooni mdddeti Qubit® 2.0 fluoromeetriga
kasutades cfDNA puhul Qubit® dsDNA HS Assay ja FFPE DNA puhul Qubit® dsDNA BR
Assay Kitti.

Ravimseoseliste mutatsioonide testimine

Uuritavate cfDNA-d ja FFPE DNA-d kontrolliti ravimseoseliste mutatsioonide suhtes
eelnevalt viljatootatud fragmentanaliiiisi ja teise pdlvkonna sekveneerimise meetoditega, selle
erinevusega, et fragmentanaliiiisile eelnev PCR amplifikatsioon viidi ldbi Arktik
termotsiikleris ning NGS analiiiisile eelnev amplikon PCR-i reaktsioonisegu kogumaht oli 25
ul. Amplikonipdhiseks teise polvkonna sekveneerimiseks koostati raamatukogud koigist 107-
st uuritavatelt kogutud proovidest (70 cfDNA esmast materjali, 4 cfDNA korduvat
progresseerunud materjali, 33 FFPE DNA materjali) ning tervete kontrollide cfDNA segust,
1% ¢.2235_2249dell5 deletsiooni ja 1% ¢.2573T>G punktmutatsiooni spike-in-dest.
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Sekveneerimisel piisava katvuse saamiseks jagati proovid kaheks raamatukoguks, mida

sekveneeriti eraldi.

Mutatsioonileidude vordlemine

Mutatsioonileidude vordlemiseks kasutati esmase etalonina sertifitseeritud diagnostikalaboris
saadud EGFR analiiiisitulemusi. Tulemuste hindamisel tehti esmalt oletus, et
diagnostikalabori tulemus on absoluutselt tdene. Diagnostikalaboris oli testitud ainult FFPE
koematerjali EGFR geeni kahe peamise mutatsiooni suhtes, seejuures pole ravi madiramise
seisukohalt {iildjuhul oluline teha wvahet 19. eksoni deletsioonidel ja ¢.2573T>G
punktmutatsioonil. Sellise l&henemisega oli vdimalik kontrollida vaid 28 uuritava EGFR
geeni mutatsioonileide. Diagnostikalaboris saadud tulemuste pdhjal jagati vilja todtatud
meetoditega saadud tulemused nelja klassi: dige positiivsed (true positive, TP) ja negatiivsed
(true negative, TN) ning valepositiivsed (false positive, FP) ja -negatiivsed (false negative,
FN). Nende pdhjal arvutati fragmentanaliiiisi ning teise pdlvkonna sekveneerimise meetodite
tundlikkus, spetsiifilisus, positiivne ennustusvéirtus (positive predictive value, PPV) ja
kokkulangevus (concordance) diagnostikalabori tulemustega. NGS tulemusi analiiiisiti kolme
erineva metoodikaga: késitsi jdrjestuste labivaatamine IGV-s (manuaalne) ja programmidega
aiHunter vdi GATK (tarkvarapohine). Uuritavatel, kelle puhul polnud FFPE koeldike
voimalik saada (37/70) voi puudusid diagnostikalabori tulemused (5/33), méérati
mutatsioonileid 0igeks positiivseks, kui vdhemalt kaks analiilisimeetodit kolmest

(fragmentanaliilis, NGS manuaalne ja tarkvarapohine) tuvastasid mutatsiooni esinemist.
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Tulemused

Kéesoleva magistritod eksperimentaalse osa esimeses pooles tootati vilja fragmentanaliiiisil ja
teise polvkonna sekveneerimisel pohinevad meetodid cfDNA-st ja FFPE DNA-st
ravimtundlikkust mojutavate mutatsioonide tuvastamiseks. TOO teises pooles eraldati
mittevdikerakulise kopsuvidhiga patsientidelt kogutud verest cfDNA ja FFPE koeldigust
gDNA ning testiti neid huvipakkuvate mutatsioonide suhtes eelnevalt véljatootatud

fragmentanaliiiisi ja NGS meetoditega.

Analiiiisimetoodikate viljatootamine ja optimeerimine

Mitteviikerakulise kopsuvidhiga patsientide rakuvaba ning koeldigu genoomse DNA
analiiisimiseks somaatiliste mutatsioonide suhtes tuli esmalt vélja tootada meetodid
fragmentanaliiiisile ja teise pdlvkonna sekveneerimisele eelnevaks huvipakkuvate regioonide

paljundamiseks ning sekveneerimistulemuste analiiiisiks.

Rakuvaba ja FFPE DNA eraldamine ning kvaliteedi kontroll

Tervetelt vabatahtlikelt kogutud plasmast rakuvaba DNA eraldamiseks kasutati kahte Kitti
(NucleoSpin® Plasma XS ja QlAamp® CNA), mille puhul vdrreldi DNA saagikust
kontsentratsioonide alusel. NucleoSpin® Plasma XS kitiga eraldatud DNA kontsentratsiooni
polnud enamikul juhtudel vdimalik Qubit® 2.0 fluoromeetriga mddta, mis tihendab, et
proovide kontsentratsioon oli alla 0,01 ng/ul. Paari proovi puhul oli siiski vdimalik
kontsentratsiooni mdota ning nendel juhtudel saadi DNA keskmiseks saagikuseks 1,77 ng
(2,46 ng cfDNA/mI plasma kohta). QlAamp® CNA kitiga eraldatud DNA madalaim
kontsentratsioon oli vordluseks 0,11 ng/ul ning keskmine saagikus oli 12,39 ng (2,54 ng
cfDNA/mI plasma kohta). Saadud tulemuste ja kirjanduse (Devonshire et al., 2014, Mauger et
al., 2015, Page et al., 2013) pdhjal otsustati edaspidi rakuvaba DNA eraldamiseks kasutada
QIAamp® Circulating Nucleic Acid kitti. FFPE DNA eraldamiseks GeneRead” DNA FFPE
kitti kasutades saadi DNA saagikuseks 4,2 pg.

TapeStation 2200 instrumendiga modtes jdi rakuvaba DNA fragmentide pikkus vahemikku
125...200 aluspaari (basepair, bp) (joonis 7) ning FFPE koeldigust eraldatud genoomse DNA
puhul jdi fragmentide pikkus vahemikku 200...1000 bp (joonis 8).
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Joonis 7. Rakuvaba DNA fragmentide pikkus mdddetuna TapeStation 2200 instrumendil. X-teljel
fragmentide pikkus aluspaarides (bp), y-teljel proovi intensiivsus fluorestsents iihikutes (FU). Lower —
alumine pikkusmarker, Upper — iilemine pikkusmarker. Antud proovi puhul jddb cfDNA fragmentide
pikkus vahemikku 125...200 bp.
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Joonis 8. FFPE koeldigust eraldatud genoomse DNA fragmentide pikkus mdddetuna TapeStation
2200 instrumendil. X-teljel fragmentide pikkus aluspaarides (bp), y-teljel proovi intensiivsus
fluorestsents iihikutes (FU). Lower — alumine pikkusmarker, Upper — iilemine pikkusmarker. Antud
proovi puhul jagb FFPE DNA fragmentide pikkus vahemikku 200...1000 bp.

Fragmentanaliiiis

Fragmentanaliiiisi meetodi tundlikkuse ja spetsiifilisuse mairab sellele eelnevalt tehtud
huvipakkuvate regioonide amplifitseerimine PCR-i kdigus. EGFR geeni ¢.2235 2249dell5 ja
¢.2573T>G mutatsiooni voimalikult spetsiifiliseks ja tundlikuks tuvastamiseks prooviti
nimetatud mutatsiooni kloonide spike-in  segusid amplifitseerida erinevate PCR-i

reaktsioonisegude ja —tingimustega.

Kasutades lehekiiljel 23 vilja toodud protokolli, oli EGFR geeni 19. eksoni ¢.2235 2249del15

deletsiooni tuvastamise tundlikkus algselt 4% (joonis 9). Seda jareldati sellest, et madalamate
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protsentidega (0,2%, 0,5%, 1%, 2%) spike-in segude puhul oli elektroferogrammil ndha ainult
metsiktliiipi pitk. PCR-i kiigus produktide paljundamise suhtelist saagikust modddeti

elektroferogrammi piigi kdrguse jéargi.
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Joonis 9. EGFR geeni 19. eksoni ¢€.2235_2249del15 deletsiooni 4% spike-in segu fragmentanaliiiisi
reaktsiooni tulemusena saadud elektroferogramm. X-teljel fragmentide pikkus aluspaarides (bp), y-
teljel suhteline fluorestsents iihik (relative fluorescence unit, RFU). Punased piigid — pikkusmarkerid,
sinised tdidetud piigid — paljundatud produktid (106 bp mutantne, 121 bp metsiktiiiipi).

Kasutades lehekiiljel 23 vélja toodud protokolli, oli EGFR geeni 21. eksoni ¢.2573T>G
punktmutatsiooni tuvastamise tundlikkus algselt rohkem kui 8% (joonis 10). Seda jareldati
sellest, et kasutatud reaktsioonitingimustel polnud iihegi kasutatud spike-in (0,2%, 0,5%, 1%,

2%, 4%, 8%) segu puhul mutantset produkti amplifitseerunud.

Joonis 10. EGFR geeni 21. eksoni ¢.2573T>G punktmutatsiooni 8% spike-in segu fragmentanaliiiisi
reaktsiooni tulemusena saadud elektroferogramm. X-teljel fragmentide pikkus aluspaarides (bp), y-
teljel suhteline fluorestsents iihik (relative fluorescence unit, RFU). Punased piigid — pikkusmarkerid,
must tdidetud piik — paljundatud 80 bp metsiktiilipi produkt.

Pédrast reaktsioonisegude ja —tingimuste modifitseerimist saadi 16plikuks fragmentanaliiiisi

meetodil EGFR geeni ¢.2235 2249dell5 ja ¢.2573T>G mutatsiooni tuvastamise
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tundlikkuseks 0,5% (joonis 11 ja 12). Selleks kasutati EGFR geeni 19. eksoni puhul lehekiiljel
24 ja 21. eksoni puhul Iehekiiljel 25 vilja toodud protokolli.

s 75 ms
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A

Joonis 11. EGFR geeni 19. eksoni ¢.2235_2249del15 deletsiooni 0,5% spike-in segu fragmentanaliiiisi
reaktsiooni tulemusena saadud elektroferogramm. X-teljel fragmentide pikkus aluspaarides (bp), y-
teljel suhteline fluorestsents iihik (relative fluorescence unit, RFU). Punased piigid — pikkusmarkerid,
sinised tdidetud piigid — paljundatud produktid (106 bp mutantne, 121 bp metsiktiiiipi).

50 60 70 80 90 100

8000 |
7000
6000 i
5000 :
4000 |
3000+
2000 :
1000 i

: o A Ji

50.0 67.61 175.0 81.14 100.0

Joonis 12. EGFR geeni 21. eksoni ¢.2573T>G punktmutatsiooni 0,5% spike-in segu fragmentanaliiiisi
reaktsiooni tulemusena saadud elektroferogramm. X-teljel fragmentide pikkus aluspaarides (bp), y-
teljel suhteline fluorestsents tihik (relative fluorescence unit, RFU). Punased piigid — pikkusmarkerid,
mustad tdidetud piigid — paljundatud produktid (67 bp mutantne, 80 bp metsiktiiipi).

Viljatootatud PCR-i reaktsioonisegu ja —tingimusi kasutati ka uuritavate cfDNA ja FFPE
DNA analiitisimiseks EGFR geeni 19. eksoni deletsioonide ja 21. eksoni c.2573T>G

punktmutatsiooni suhtes.

TruSight® Tumor 26 paneel

Eraldatud cfDNA ja FFPE DNA fragmentide pikkuse mddtmisel saadud tulemused (joonised

7 ja 8) andsid alust arvata, et nimetatud proovid voiksid sobida Illumina® TruSight® Tumor 26
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paneeli sekveneerimisraamatukogu tegemiseks, kuna nimetatud Kitis on paljundatavate
amplikonide pikkus 165-195 bp™.

Hlumina® TruSight® Tumor 26 paneeli puhul hinnati esmalt eraldatud DNA sobivust, vdttes
aluseks qPCR-i tulemusena saadud ACq vaartused. Iga proovi ACq vaértus vordub proovi
keskmine Cq (quantitation cycle, tsiikkel, alates millest detekteeritakse fluorestsentsi) véartus
miinus QCT (quality control template) keskmine Cq véirtus. Illumina® ei soovita kasutada
proove, mille ACq viirtus on suurem kui 4. Tehtud kvaliteedikontrollil saadi rakuvaba DNA
ACq vaartuseks 100-kordse lahjenduse puhul 10,04. Seejarel otsustati QCT-ga vorrelda ka 10-
kordse lahjenduse ja lahjendamata DNA amplifitscerumise voimekust. CfDNA 10-kordse
lahjenduse puhul saadi ACq viértuseks 5,79 ning lahjendamata cfDNA puhul 2,34. FFPE
DNA ACq véirtuseks 10-kordse lahjenduse puhul oli 10,16 ning lahjendamata FFPE DNA
puhul 6,87. Saadud tulemuste pdhjal otsustati 100-kordset lahjendust koematerjalist eraldatud
genoomsele DNA-le mitte teha. Kuna cfDNA ja FFPE DNA proovide 10-kordseid lahjendusi
vorreldi QCT 100-kordse lahjendusega, siis ei andnud see katse kinnitust, et antud DNA-d
sobivad Illumina® TruSight® Tumor 26 protokolli jaoks.

Sellele vaatamata prooviti koostada raamatukogu 4 proovist: tervete isikute plasmast
eraldatud cfDNA segu, FFPE koeldigust eraldatud gDNA, 1% EGFR geeni ¢.2573T>G
punktmutatsiooni ja 1% EGFR geeni c.2235 2249del15 deletsiooni kloonide spike-in-id
tervete kontrollide cfDNA segusse. Raamatukogu olemasolu ja kvaliteeti kontrolliti
TapeStation 2200 instrumendil. Oige pikkusega raamatukogu on vahemikus 300...330 bp,
mida ei saavutatud lihegi katsetatud proovi puhul. Seejirel sooviti kontrollida, kas suurema
DNA kontsentratsiooni korral voOiks raamatukogu koostamine oOnnestuda. Selleks
kontsentreeriti spike-in segu CHRIST RVC 2-25 (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen
GmbH, Saksamaa) vaakumkontsentraatori abil 8 korda ning eraldati ka uus kogus tervete
kontrollide rakuvaba DNA-d. Kdrgema kontsentratsiooni saamiseks elueeriti seekord DNA-d
kaks korda. Saadud kontsentraadi ja cfDNA 100-kordse lahjenduse amplifitseerumise
voimekust vorreldi samuti QCT kontrolliga ning saadi ACq véartusteks vastavalt 7,04 ja 6,90.
Kuigi need ndidud olid suuremad kui tootja poolt soovitatud 4, otsustati nimetatud proovidest
koostada raamatukogu, mille olemasolu kontrolliti TapeStation 2200 instrumendil. Oige
pikkusega raamatukogu ei saadud ka sel korral. Seetdttu loobuti antud t66s Illumina® poolt

pakutava TruSight® Tumor 26 paneeli kasutamisest.

http:/imww.illumina.com/content/dam/illumina-
marketing/documents/products/datasheets/datasheet_trusight_tumor.pdf
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Amplikonip6hine teise polvkonna sekveneerimise

Uuritavate geenide valik ja praimerite disain

Mitteviikerakulise kopsu kartsinoomiga isikute cfDNA ja FFPE DNA amplikonipdhiseks
teise polvkonna sekveneerimiseks valiti 5 ravimseoselist geeni: BRAF, EGFR, ERBB2,
KRAS ja PIK3CA. Iga geeni puhul valiti 2 kdige sagedamini muteerunud eksonit, vilja
arvatud EGFR geen, mille puhul vdeti analiilisimiseks tiirosiinkinaasi 4 eksonit. Praimereid
disainides selgus, et EGFR geeni 20. eksonis leiduvatele mutatsioonidele pole voimalik
etteantud parameetritega (matejal ja metoodika osa lehekiilg 26) praimereid disainida.
Otsustati proovida kahte varianti: iiks praimeripaar amplifitseeriks pikemat kui 100 bp
produkti ning kaks praimeripaari, mis amplifitseeriks lithemaid produkte. Kokku disainiti
seega 14 praimeripaari. Materjal ja metoodika peatiikis lehekiiljel 27 olevas tabelis 1 on
toodud ainult kasutusse voetud praimerite lookusspetsiifilised jarjestused. Disainitud
praimerid jagati MultiPLX 2.1 (Kaplinski et al., 2005) programmiga kaheks, kolmeks ja
neljaks grupiks (tabel 4), mida voiks koos PCR-i reaktsioonis kasutada.

Tabel 4. MultiPLX 2.1 programmiga jagatud praimerigrupid. A. — praimerid jagatud nelja gruppi, B. —
praimerid jagatud kolme gruppi, C. — praimerid jagatud kahte gruppi.

A

Grupp 1 |EGFRex18 EGFRex20 BRAFex15 |BRAFex11
Grupp 2 |KRASex2 ERBB2ex19 ERBB2ex20 [PIK3CAex20
Grupp 3 |EGFRex20mut2 [EGFRex20mutl |KRASex3
Grupp 4 |PIK3CAex9 EGFRex19 EGFRex21

B.
Grupp 1 |EGFRex18 BRAFex15 EGFRex20 |EGFRex20mut2 [BRAFex11
Grupp 2 |EGFRex19 PIK3CAex9 ERBB2ex19 [PIK3CAex20 |EGFRex21
Grupp 3 |EGFRex20mutl |KRASex3 ERBB2ex20 |KRASex2

C.
Grupp 1 |EGFRex20mut2 |[EGFRex18 EGFRex19 |EGFRex20 BRAFex11 [BRAFex15 [PIK3CAex20
Grupp 2 |PIK3CAex9 EGFRex20mutl |ERBB2ex19 |ERBB2ex20 KRASex2 |KRASex3 |EGFRex21

Kodigepealt tuli veenduda iiksikute ja seejirel grupeeritud praimeripaaride efektiivsuses.
Selleks amplifitseeriti nimetatud regioone PCR-ga gDNA ja cfDNA pealt. PCR-i produktide
olemasolu ning diget pikkust kontrolliti 3% agaroosgeelil (néditena gDNA geelipildid joonistel
13 ja 14). Produktide pikkus pidi jddma vahemikku 146...182 bp, mida oli ka ndha visuaalsel
kontrollil.
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Joonis 13. Genoomse DNA pealt iiksikute praimeripaaridega amplifitseeritud produktide visuaalne
kontroll 3% agaroosgeelil. 1. - O’GeneRuler 50 bp DNA suurusmarker (Thermo Fisher Scientific
Inc.); 2.-15. - PCR-i produktid vasakult paremale: BRAF ekson 11 ja 15, EGFR ekson 18, 19, 20 (1),
20 (2), 20 ja 21, ERBB2 ekson 19 ja 20, KRAS ekson 2 ja 3, PIK3CA ekson 10 ja 21.

150 bp —

Joonis 14. Genoomse DNA pealt grupeeritud praimeripaaridega amplifitseeritud produktide visuaalne
kontroll 3% agaroosgeelil. 1. - O’GeneRuler 50 bp DNA suurusmarker; 2.-10. - PCR-i produktid
vasakult paremale: jaotus A grupp 1, 2, 3 ja 4, jaotus B grupp 1, 2 ja 3, jaotus C grupp 1 ja 2 (vaata
jaotusi tabelist 4.).

Visuaalne kontroll geelil néitas, et kdik praimeripaarid ja grupid todtavad enam-vahem vordse
efektiivsusega. Nahes, et PCR-i kidigus paljundatakse ka pikemat EGFR geeni 20. eksoni
produkti, otsustati loobuda kahest liihemat produkti amplifitseerivast praimeripaarist ning

praimerid grupeeriti timber (tabel 5).

Tabel 5. Umber grupeeritud praimerigrupid. A. ja B. — praimerid jagatud kolme gruppi, C. — praimerid
jagatud kahte gruppi.

A

Grupp 1 |EGFRex18 |EGFRex20 |BRAFex15 ([BRAFex11
Grupp 2 |KRASex2 |ERBB2ex19 |[ERBB2ex20 |PIK3CAex20
Grupp 3 |[EGFRex19 |EGFRex21 |KRASex3 |PIK3CAex9

B.
Grupp 1 |EGFRex18 |BRAFex15 |EGFRex20 |BRAFex11
Grupp 2 [EGFRex19 |PIK3CAex9 |[ERBB2ex19 |PIK3CAex20 EGFRex21|
Grupp 3 |[KRASex3 |ERBB2ex20 |[KRASex2

C.
Grupp 1 |EGFRex18 [EGFRex19 |EGFRex20 [BRAFex11l |BRAFex15 [PIK3CAex20
Grupp 2 |PIK3CAex9 [ERBB2ex19 |ERBB2ex20 | KRASex2 KRASex3 |EGFRex21

Et saada kindlust kdikide eksonite vordses amplifitseerumises gruppide sees, tehti nendest
raamatukogud teise pdlvkonna sekveneerimise jaoks. Kuna jaotus A grupp 1 ning jaotus B

grupp 1 sisaldavad samu praimeripaare, siis nende kahe grupi puhul tehti iiks raamatukogu.
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Sekveneerimistulemuste analiiiis

Sekveneerimise tulemusena saadi kokku 19,6 miljonit 2 x 116 bp pikkust paired-end
jarjestust. 96,1% sekveneeritud jarjestustest olid kvaliteediskooriga Q30 vdi rohkem. Proovi
kohta saadi 0,26...0,47 miljonit jarjestust, mis joondati GRCh37 inimese referentsgenoomile
BWA-MEM algoritmi abil. Saadud .bam faile visualiseeriti IGV tarkvaraga ja kirjutati vilja
iga sekveneeritud amplikoni keskmine katvus, mille alusel vorreldi omavahel erinevate
multipleks gruppide efektiivsust. CfDNA algmaterjali korral tehti 45 PCR-i tsiikliga
raamatukogu kaks korda, et vorrelda replikaatide sarnasust ja tdepoolest replikaatide
amplikonide katvustes ei olnud tdhelepanuvidirseid erinevusi. Samuti polnud katvuste
erinevused margatavad 35 ja 45 tsiikli jooksul paljundatud amplikonide vahel ning cfDNA ja
FFPE DNA vahel. Mistottu otsustati edaspidi kasutada multipleks amplikon PCR-i
labiviimiseks 35 tsiiklit ning kuue amplikoniga multipleks gruppe (tabel 5 jaotus C).
Nimetatud tarkvara kasutades méérati meetodi detektsioonipiiriks vdhemalt 0,2%, kuna
koikide spike-in protsentide (0,2%, 0,5%, 1%, 2%, 4%, 8%) puhul oli ndha nii deletsiooni kui
ka punktmutatsiooni sisaldavaid jérjestusi. Joonisel 15 on toodud deletsiooni 0,2% spike-in
segu ja joonisel 16 punktmutatsiooni 0,2% spike-in segu sekveneeritud jarjestused IGV

tarkvaraga visualiseerimisel.

Total count: 154397

A:75(0%, 25+, 50-)

C:6(0%, 3+ 3-)

= G:154272 (100%, 77226+, 77046- )
T:44 (0%, 24+,20-)

N:0

DEL: 1909

INS: 0

=|[AGAAGGT GAGAAAGTTAAAATTCCCGT CGCTATCAAGGAATTAAGAGAAGCAACAT CTCCGAAAGCCA
E G E [3 i [3 1 P i A 1 K E L g A T = P K A

Joonis 15. Deletsiooni 0,2% spike-in segu NGS tulemuste analiiiis IGV-s visualiseerituna. Alumisel
real on ndha EGFR geeni 19. eksoni aminohappeline jérjestus, jirgmisel real nukleotiidne jérjestus.
Ulemised vertikaalsed tulbad (coverage) tihistavad konkreetse nukleotiidse asukoha katvust. Mustad
horisontaalsed jooned téhistavad deletsiooni esinemist. Kollasest kastist ndhtub, et antud piirkonnas on
jarjestusi 154397 ning 1909 (1%) neist sisaldavad deletsiooni.
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Coverag

Total count: 94213

A:63 (0%, 28+, 35-)

C:388 (0%, 193+,195-)
G:1008 (1%, 513+, 495- )
T:92754 (98%, 46397+, 46357-)

=||IICCGCAGCATGTCAAGATCACAGATTITITGGG6CTGGCCAAAMACTGCTGGGTGCGGAAMAGAGAAMAGARMT

EGFR

Joonis 16. Punktmutatsiooni 0,2% spike-in segu NGS tulemuste analiiis IGV-s visualiseerituna.
Alumisel real on EGFR geeni 21. eksoni aminohappeline jarjestus, jargmisel real nukleotiidne
jérjestus. Ulemised vertikaalsed tulbad (coverage) tihistavad konkreetse nukleotiidse asukoha katvust.
Punasega on mérgitud ¢.2573T>G mutatsiooni asukoht. Kollasest kastist ndhtub, et selles asukohas on
jérjestusi 94213 ning 1008 (1%) neist sisaldavad T nukleotiidi asemel G nukleotiidi.
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Uuritavad

Uuritavate cfDNA ja FFPE DNA eraldamine

Uuritavate plasmast eraldatud esmase materjali rakuvaba DNA keskmine kontsentratsioon oli
1,28 ng/ul (vahemikus 0,14...31,40 ng/ul) ning progressioonil kogutud korduva materjali
keskmine oli 0,85 ng/ul (vahemikus 0,21...1,41 ng/ul). Uhe uuritava (kA23) cfDNA
eraldamisel saadi eluaadis vdga korge DNA kontsentratsioon (31,40 ng/ul). See vdis olla
tingitud kas vererakkude liilisumisest, hilisstaadiumi levinud kasvajast voi juba alustatud
ravist. FFPE koeldigust eraldatud genoomse DNA keskmine kontsentratsioon oli 91,29 ng/ul
(vahemikus 0,28...484 ng/ul).

Ravimseoseliste mutatsioonide leiud

Fragmentanaliiiis

Fragmentanaliiiisi tulemusena saadud elektroferogrammide podhjal otsustati, kas uuritaval
esineb voi ei esine otsitavat mutatsiooni. Deletsioon EGFR geeni 19. eksonis esines juhul, kui
lisaks metsiktiilipi 121 bp fragmendile olin ndha ka liihema pikkusega fragmenti.
Punktmutatsiooni suhtes positiivseks loeti juhud, kui ndha oli 67 bp pikkust fragmenti.
Rakuvabas DNA-s esines EGFR geeni 19. eksonis deletsiooni 10 isikul (14%), kuid mitte
tihelgi uuritaval ei esinenud 21. eksonis otsitavat punktmutatsiooni. Korduvast rakuvaba DNA
materjalist ei leitud kumbagi mutatsiooni ithegi isiku puhul. FFPE koeldigust eraldatud DNA-
s esines deletsioon 6 isikul (18%) ning punktmutatsioon 3 isikul (9%). Joonistel 17, 18, 19 ja
20 on naidetena toodud deletsioonide ning ¢.2573T>G punktmutatsiooni suhtes positiivsed ja

negatiivsed elektroferogrammid.
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Joonis 17. Uuritava kA08 cfDNA elektroferogramm EGFR geeni 19. eksoni deletsioonide suhtes. X-
teljel fragmentide pikkus aluspaarides (bp), y-teljel suhteline fluorestsents {ihik (RFU). Punased piigid
— pikkusmarkerid; sinisega tdidetud piik — metsiktiiiipi fragment. Sellel uuritaval ei esine cfDNA-S
EGFR geeni 19. eksonis deletsioone.
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Joonis 18. Uuritava kA02 cfDNA elektroferogramm EGFR geeni 19. eksoni deletsioonide suhtes. X-
teljel fragmentide pikkus aluspaarides (bp), y-teljel suhteline fluorestsents ithik (RFU). Punased piigid
— pikkusmarkerid; sinisega tdidetud madalam piik — deletsiooniga fragment, sinisega tdidetud kdrgem
piik — metsiktiiiipi fragment. Sellel uuritaval esineb cfDNA-s EGFR geeni 19. eksonis deletsioon.

47



65 75 85 95 105 115 125 135

3200
28001
2400
20001
1601
1200
0o il I

- | L
75.0 811 100.0 139.0
Joonis 19. Uuritava kA59 cfDNA elektroferogramm EGFR geeni 21. eksoni punktmutatsiooni suhtes.
X-teljel fragmentide pikkus aluspaarides (bp), y-teljel suhteline fluorestsents iihik (RFU). Punased
piigid — pikkusmarkerid; mustaga tdidetud piik — metsiktiitipi fragment. Sellel uuritaval ei esine

cfDNA-s ¢.2573T>G punktmutatsiooni.
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Joonis 20. Uuritava kA47 FFPE DNA elektroferogramm EGFR geeni 21. eksoni punktmutatsiooni
suhtes. X-teljel fragmentide pikkus aluspaarides (bp), y-teljel suhteline fluorestsents iihik (RFU).
Punased piigid — pikkusmarkerid; mustaga tdidetud madalam piik — punktmutatsiooniga fragment;
mustaga tdidetud korgem piik — metsiktiitipi fragment. Sellel uuritaval esineb FFPE DNA-s
€.2573T>G punktmutatsiooni.

Sekveneerimistulemused

Esimesel juhul saadi 19,66 miljonit 2 x 116 bp pikkust paired-end jarjestust, millest 96% olid
kvaliteediskooriga Q30 voi rohkem ja teisel juhul saadi 16,14 miljonit 2 x 116 bp pikkust
paired-end jarjestust, millest 96,9% olid kvaliteediskooriga Q30 vdi rohkem. Esimese
raamatukogu puhul saadi proovi kohta 0,04...0,30 ja teise raamatukogu puhul 0,04...0,33

miljonit jérjestust.

Tabelis 6 on toodud IGV tarkvara kasutades tuvastatud EGFR geenis olevad 19. eksoni
deletsioonide ja 21. eksoni ¢.2573T>G punktmutatsiooni leiud uuritavatel. 86% (19/22)
leidudest olid 19. eksoni deletsioonid. 5 uuritava puhul oli nii cfDNA kui ka FFPE DNA
materjalis sama mutatsioonileid. Uuritava kA24 cfDNA-st leiti 19. eksoni deletsioon, kuid
FFPE DNA-st 21. eksoni ¢.2573T>G punktmutatsioon. Uhel retsidiveerunud kasvajaga
uuringusse kaasatud isikul (kA33) leiti lisaks ekson 19. deletsioonile cfDNA-st ka TKI
sekundaarset resistentsust pohjustav p.T790M (c.2369C>T) mutatsioon 12% alleelse
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fraktsiooniga. Uuritava koematerjalist nimetatud mutatsiooni ei tuvastatud. Selle pohjuseks on
toendoliselt asjaolu, et koematerjal oli voetud 2 aastat varem Kui vereproov ning vereproovi

andmise eelselt oli uuritav saanud EGFR TKI ravi (erlotinib).

Tabel 6. IGV tarkvaraga tuvastatud uuritavate EGFR geeni mutatsioonileiud.

Materjal Mutatsioon
cfDNA kAOQ2 deletsioon
FFPE DNA kA02 deletsioon
cfDNA kAQ6 deletsioon
cfDNA kAQ9 deletsioon

FFPE DNA kA19

punktmutatsioon

cfDNA kA20

deletsioon

cfDNA kA24

deletsioon

FFPE DNA kA24

punktmutatsioon

cfDNA kA26 deletsioon
FFPE DNA kA27 deletsioon
cfDNA kA28 deletsioon
FFPE DNA kA28 deletsioon
cfDNA kA33 deletsioon
FFPE DNA kA33 deletsioon

FFPE DNA kA47

punktmutatsioon

cfDNA kA48 deletsioon
FFPE DNA kA48 deletsioon
FFPE DNA kA54(2) deletsioon
cfDNA kAS59 deletsioon
FFPE DNA kA59 deletsioon
cfDNA kAG62 deletsioon
cfDNA kAG63 deletsioon

Indelite tuvastamiseks kasutatud aiHunter tarkvara abil saadud tulemused on toodud tabelis 7.

13 uuritava puhul leiti analiiiisitud materjalidest EGFR geeni 19. eksoni deletsioone, kuid
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mitte tihelgi uuritaval polnud insertsioone. 38% (5/13) deletsioonidest esines nii cFDNA-s kui
ka FFPE DNA-s. Lisaks nendele leiti kolmest proovist (cfDNA kA02, cfDNA kA24 ja FFPE
DNA kA54 (2)) ka teine, pikem 30...54 nukleotiidiline deletsioon, mida pole tabelis vilja
toodud.

Tabel 7. AiHunter tarkvaraga tuvastatud indelid. Chr — kromosoom. Positsioon — indeli koordinaadid

kromosoomil. Alt — alternatiivne jérjestus. Katvus — amplikoni kogu katvus. Sagedus — indelis
sisaldava jdrjestuse esinemissagedus.

Materjal Chr | Positsioon Referents jirjestus Alt | Katvus | Sagedus

cfDNA KA02 7 | 55242440 AGGAATTAAGAGAAGC A | 21956 8%
cfDNA kA06 7 | 55242442 GAATTAAGAGAAGCAA G | 40412 4%
cfDNA KA09 7 | 55242442 GAATTAAGAGAAGCAA G | 37650 1%
cfDNA kA20 7 | 55242442 | GAATTAAGAGAAGCAACAT | G | 32748 1%
cfDNA kA24 7 | 55242442 GAATTAAGAGAAGCAA G | 10932 1%
cfDNA kA26 7 | 55242445 | TTAAGAGAAGCAACATCTC | T | 41954 | 29%
cfDNA kA28 7 | 55242441 GGAATTAAGA G | 70364 | 48%
cfDNA KA33 7 | 55242443 AATTAAGAGAAGCAAC A | 70678 | 28%
cfDNA kA48 7 | 55242440 AGGAATTAAGAGAAGC A | 37318 9%
cfDNA kA59 7 | 55242445 | TTAAGAGAAGCAACATCTC | T | 34144 2%
cfDNA kA62 7 | 55242441 GGAATTAAGA G | 36862 9%
cfDNA kA63 7 | 55242441 GGAATTAAGAGAAGCA G | 34034 9%
FFPE DNA kA02 7 | 55242440 AGGAATTAAGAGAAGC A | 62414 | 46%
FFPE DNA kA27 7 | 55242440 AGGAATTAAG A | 70244 | 10%
FFPE DNA kA28 7 | 55242441 GGAATTAAGA G | 83324 | 7%
FFPE DNA kA33 7 | 55242443 AATTAAGAGAAGCAAC A | 89374 | 90%
FFPE DNA kA48 7 | 55242440 AGGAATTAAGAGAAGC A | 48306 | 63%
FFPE DNA kA54(2) | 7 | 55242442 GAATTAAGAGAAGCAA G | 70942 1%
FFPE DNA kA59 7 | 55242445 | TTAAGAGAAGCAACATCTC | T | 41472 16%

GATK programmiga tuvastatud annoteeritud variandid on toodud tabelis 8. Uhenukleotiidilisi
asendusi leiti EGFR ja KRAS geenidest. Uhel uuritaval esines sama mutatsioon nii cfDNA
kui ka FFPE DNA materjalis. Ulejianud 9 isiku puhul leidus nukleotiidivahetusi kas cfDNA
voi FFPE DNA materjalis. Fragmentanaliiiisil otsitavat EGFR geeni 21. eksoni ¢.2573T>G
punktmutatsiooni esines kahe uuritava (kA19 ja kA47) FFPE materjalis.
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Tabel 8. GATK programmiga tuvastatud iihenukleotiidsed muutused. Ref — referents jarjestus. Alt —
alternatiivne jarjestus. AH — aminohape. ID - reference SNP ID (rs) number.

Materjal Geen |Ekson| Ref | Alt V'algu AH ID
positsioon

cfDNA kA26 EGFR | 19 C T 755 A rs727503017

cfDNA kA28 EGFR | 19 G C 750 A/P rs121913229

cfDNA kA62 EGFR | 19 G C 750 A/P rs121913229
FFPE DNA kA16 | EGFR 21 T A 861 L/Q rs121913444
FFPE DNA kA19 | EGFR 21 T G 858 L/R rs121434568
FFPE DNA kA25 | KRAS 2 C A 12 GIV rs121913529
FFPE DNA kA27 | EGFR | 19 G C 750 A/P rs121913229
FFPE DNA kA27 | EGFR 19 A C 750 A COSM1451590
FFPE DNA kA28 | EGFR | 19 G C 750 A/P rs121913229
FFPE DNA kA47 | EGFR | 21 T G 858 L/R rs121434568
FFPE DNA kA51 | KRAS 2 C A 12 G/C rs121913530
FFPE DNA kA55 | KRAS 2 C G 12 G/IA rs121913529

Mutatsioonileidude vordlemine

Diagnostikalabori kui standardi pohjal nelja klassi (dige positiivne ja negatiivne ning
valepositiivne ja —negatiivne) jaotatud 28 uuritava EGFR geeni mutatsioonileidude tulemused
on toodud tabelis 9 ning kolme analiiiisimeetodi tundlikkus, spetsiifilisus, positiivne
ennustusvaartus (PPV) ja kokkulangevus diagnostikalabori tulemustega on toodud tabelis 10.

Tabel 9. EGFR geeni 19. eksoni deletsioonide voi 21. eksoni ¢.2573T>G iihenukleotiidilise asenduse

mutatsioonileiude tdesuse hinnang diagnostikalabori tulemuste pdhjal. TP — dige positiivne, TN — dige
negatiivne, FP — valepositiivne, FN — valenegatiivne.

Uuritay Diagn lab | Fragmentanaliiiis NGS, manuaalne NGS, tarkvara
FFPE DNA |FFPE DNA |cfDNA| FFPE DNA |cfDNA| FFPE DNA |cfDNA
kA02 + TP TP TP TP TP TP
kAO05 - TN TN TN TN TN TN
kA08 - TN TN TN TN TN TN
kA12 - TN TN TN TN TN TN
kA16 - TN TN TN TN TN TN
kA19 + TP FN TP FN TP FN
kA24 + TP FN TP FN FN FN
kA25 - TN TN TN TN TN TN
kA27 - FP TN FP TN FP TN
kA28 + TP TP TP TP TP TP
kA32 - TN TN TN TN TN TN
kA33 & TP TP TP TP TP TP
kA40 - TN TN TN TN TN TN
kA41 - TN TN TN TN TN TN
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kA44 - TN TN TN TN TN TN
kA45 - TN TN TN TN TN TN
kA46 - TN TN TN TN TN TN
kA47 + TP FN TP FN TP FN
kA48 + TP TP TP TP TP TP
kA49 - TN TN TN TN TN TN
kA50 - TN TN TN TN TN TN
kA51 - TN TN TN TN TN TN
kA52 - TN TN TN TN TN TN
kA53 - TN TN TN TN TN TN
kA54 - TN TN FP TN FP TN
kAS55 - TN TN TN TN TN TN
kA58 - TN TN TN TN TN TN
kA59 + TP TP TP TP TP TP

Tabel 10. Kolme analiiiisimeetodi tundlikkus, spetsiifilisus, positiivne ennustusvdirtus (PPV) ja
kokkulangevus diagnostikalabori tulemustega.

Fragmentanaliiiis NGS, manuaalne NGS, tarkvara
FFPE DNA| cfDNA |FFPE DNA| cfDNA |FFPE DNA| cfDNA
Tundlikkus 100% 63% 100% 63% 88% 63%
Spetsiifilisus 95% 100% 90% 100% 90% 100%
PPV 89% 100% 80% 100% 78% 100%
Kokkulangevus 96% 89% 93% 89% 89% 89%

Diagnostikalaboris testitud 28-st FFPE koematerjalist esines EGFR geeni mutatsioon 8
uuritaval (29%). FFPE DNA puhul andis fragmentanaliiisi meetodil mutatsioonide

tuvastamine vorreldes NGS meetoditega enam kokkulangevaid (96%) tulemusi
diagnostikalaboriga. Eeldusel, et diagnostikalaboris tuvastatud leiud olid 100% tdesed ja ei
esinenud {iihtki valepositiivset ega —negatiivset tulemust, andis fragmentanaliiiisi ja NGS
vordluses koikidest positiivsetest leidudest enam digeid positiivseid tulemusi (PPV) samuti

fragmentanaliiiis (89%).

Tabelis 11 on toodud koigi uuritavate rakuvaba DNA testimisel fragmentanaliilisi ja teise
polvkonna sekveneerimise meetoditega EGFR geeni kahe peamise mutatsiooni tuvastamise

tundlikkus, spetsiifilisus ja positiivne ennustusvairtus.

52



Tabel 11. Koigi 70 uuritava cfDNA EGFR geeni mutatsioonide testimise tundlikkus, spetsiifilisus ja

positiivne ennustusvéirtus (PPV).

NGS, manuaalne ja

Fragmentanaliiiis tarkvaraphine
cfDNA cfDNA
Tundlikkus 64% 79%
Spetsiifilisus 98% 100%
PPV 90% 100%

Koigi 70 uuritava cfDNA testimise tundlikkus ja spetsiifilisus oli NGS meetodil kdrgem kui
fragmentanaliitisi meetodil. Ko&ik NGS meetodil tuvastatud leidud osutusid digeteks

positiivseteks (PPV = 100%).

Iga meetodi puhul vorreldi omavahel ka rakuvabast ning koematerjalist tuvastatud EGFR

geeni mutatsioonileidude kokkulangevust (tabelid 12, 13 ja 14).

Tabel 12. Fragmentanaliitisi meetodil tuvastatud EGFR geeni mutatsioonileidude kokkulangevus
cfDNA ja FFPE DNA materjalis.

cfDNA EFPE DNA Kokku
+ 5 0 5
- 4 24 28
Kokku 9 24 33 (100%)

Tabel 13. NGS manuaalse analiiisimeetodil tuvastatud EGFR geeni mutatsioonileidude
kokkulangevus cfDNA ja FFPE DNA materjalis.

cfDNA EFPE DNA Kokku
+ 5 0 5
- 5 23 28
Kokku 10 23 33 (100%0)

Tabel 14. NGS tarkvarapohise analiiisimeetodil tuvastatud EGFR geeni mutatsioonileidude
kokkulangevus cfDNA ja FFPE DNA materjalis.

cfDNA ':FPE DNA Kokku
+ 5 0 5
- 4 24 28
Kokku | 9 24 | 33 (100%)

Fragmentanaliiiisi ja NGS tarkvarapohise analiilisimeetodi korral oli 33 uuritava vorreldavast

materjalist 29 puhul (88%) cfDNA ja FFPE DNA tulemused kokkulangevad nii
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mutatsioonileiu kui ka selle puudumise osas. NGS manuaalse analiilisimeetodi korral tihtisid

mutatsioonileid ja selle puudumine 28 (85%) materjali puhul.

Arutelu

Vihkkasvajate molekulaarne iseloomustamine V3ib olla oluline nii varasel haiguse
avastamisel, ravi valikul, residuaalhaiguse jdlgimisel ja resistentsuse tdttu progressiooni
tekkimisel ravimeetodi vahetamisel. Uued sihtmérkravimid on parandanud ravivastust ja
vorreldes kemoteraapiaga vidhendanud korvaltoimete esinemist, kuid annavad positiivse
ravivastuse ainult kindlate mutatsioonide olemasolul ja resistentsusmutatsioonide puudumisel.
Molekulaargeneetilise analiiiisi teeb aga keerukaks tuumori rakkudevaheline heterogeensus
ning hetkel peamiselt biopsiamaterjali pdhjal raviplaani koostamine, mis annab infot ainult
konkreetsel ajahetkel konkreetses kohas esinevatest mutatsioonidest. Kéesoleva magistritood
eesmirgiks oligi vidlja tootada molekulaardiagnostika meetodid, millega oleks vdimalik
tuvastada ravimseoseliste mutatsioonide esinemist kasvajatega isikute tsirkuleerivast

rakuvabast DNA-st ning vorrelda tulemusi cfDNA ja fikseeritud koematerjali kasutamisel.

Esmalt tuli leida parim viis vereplasmas tsirkuleeriva rakuvaba DNA eraldamiseks, mis
annaks suurima saagikuse. Selleks kasutati kahte kommertsiaalset kitti, millega eraldatud
DNA kontsentratsioone vorreldi omavahel. QIAamp® CNA kitiga eraldatud uuritavate
rakuvaba DNA keskmine saagikus ja kontsentratsioonid on vdorreldavad varasemalt

kirjanduses avaldatuga ja seega otsustati nimetatud Kiti kasuks.

Mutatsiooniuuringutes kasutati amplifitseeritud DNA fragmentanaliiiisi ning NGS analiiiisi.
FFPE koeldikudest eraldatud DNA kasvajaspetsiifiliste geenide sekveneerimiseks moeldud
lumina® TruSight® Tumor 26 paneeli abil raamatukogu loomine ei tulnud tdendoliselt vilja
seetottu, et DNA algkogus polnud piisav 174 amplikoni paljundamiseks. Alternatiivse
lahendusena tdootati vélja amplikonipdhine NGS metoodika EGFR signaaliraja 5 geeni

sagedasemate mutatsioonide madramiseks nii cfDNA-st kui ka FFPE DNA-st.

Uuritavate piirkondade DNA amplifikatsioon toimis edukalt ka multipleks reaktisoonis. Kuigi
sekveneerimisel saavutati amplikonide korge katvus, tuleb tdiendavat t66d teha variantide
automaatse leidmise algoritmidega, kuna teadaolevalt on laialt levinud lahendustel raskusi
variantide tuvastamisega madala muteerunud DNA osakaalu puhul. Varreldes
punktmutatsioonidega on probleemsem indelite tuvastamine. Algoritmide optimeerimiseks

kasutati paralleelselt NGS tulemuste manuaalset kontrolli IGV (Robinson et al., 2011)
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tarkvaraga. Selle toomahukuse tottu on antud magistrito6 NGS tulemustes kajastatud vaid

EGFR geeni mutatsioonianaliiiis ning selle vordlus DNA fragmentanaliiiisi tulemustega.

Esmalt hinnati tulemusi 28 vorreldava cfDNA ja FFPE materjali puhul, mis olid eelnevalt
EGFR mutatsioonide osas uuritud kahes erinevas sertifitseeritud diagnostikalaboris.
Diagnostiliste uuringute tulemused ei périne otse diagnostikalaborist, vaid on kogutud koos

kliinilise andmestikuga raviarstide kéest.

Diagnostikalaboritega vorreldes lahknenud tulemustest on voimalik, et viljatootatud
meetoditega esialgselt valepositiivseks hinnatud tulemused uuritavate kA27 ja kA54 FFPE
DNA puhul on siiski odiged positiivsed, kuna mutantse DNA osakaal oli NGS
analiiisimeetodiga mdddetuna viga madal (umbes 1% kogu jérjestustest) ning seetdttu vois
diagnostikalaborites olla raskusi nende usaldusvaérse tuvastamisega. Kuna nendel juhtudel ei
alustatud ravi tiirosiinkinaasi inhibiitoritega, ei saa mutatsiooni esinemise kohta jéreldust teha
ka ravitundlikkuse pdhjal. Valenegatiivsed tulemused uuritavate kA19, kA24 ja kA47 cfDNA
materjalis voivad viidata muteerunud DNA vdga madalale osakaalule proovis. Meta-
analiiisidest on teada, et cfDNA analiilisimisel on vorreldes koematerjaliga véiksem
tundlikkus. Samuti ei pruugi tuumoritele omase heterogeensuse tdttu igast kasvajarakust
DNA-d vereringesse sattuda. Kuigi projekti kdigus oli planeeritud koguda vereproove enne
patsientide ravi alustamist, vdis siiski juhtuda, et uuritav kA19 oli juba TKI raviga alustanud
ja see voib oluliselt vihendada kasvajast parineva cfDNA osakaalu. Uuritava kA24 FFPE
koematerjalist leiti nii diagnostikalaboris testides kui ka fragmentanaliiiisi ja NGS manuaalse
analiiisi kdigus 21. eksoni punktmutatsioon. Seevastu cfDNA materjalist leiti NGS
tarkvarapohise ja manuaalse analiilisi kdigus umbes 1% 19. eksoni deletsiooniga jérjestusi.
Eeldusel, et iikski leid pole valepositiivne voib selline tulemus niidata hoopis kasvaja

klonaalset heterogeensust.

Koige selgemalt nditab cfDNA analiiiisist saadavat kasu EGFR TKI sekundaarset resistentsust
pOhjustava p.T790M mutatsiooni leid uuritaval kA33. Antud isikul oleks ndidustatud esimese

pdlvkonna TKI asendamine kolmanda pdlvkonna ravimiga.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva magistritod kirjanduse osas anti iilevaade {ildisest onkogeneetikast,
spetsiifilisemalt kopsuvédhist ning seda pohjustavatest juhtmutatsioonidest ja nende
ravitundlikkusest. Lisaks Kirjeldati hetkel laialdaselt uuritavat vedela biopsia valdkonda ja
selle kasutamisvoimalusi. Samuti kirjeldati 1&hemalt teise pdlvkonna sekveneerimist, mida

kasutati ka t66 eksperimentaalses osas.

Too praktilise osa eesmdrgiks oli testida tsirkuleerivat rakuvaba DNA-d ja FFPE
koematerjalist eraldatud DNA-d kopsuvdhi puhul sagedamini muteerunud geenides
ravimtundlikkust mdjutavate mutatsioonide suhtes. Esmalt to6tati vilja EGFR geeni kahe
enamlevinud mutatsiooni (19. eksoni deletsioonide ja 21. eksoni punktmutatsiooni)
tuvastamiseks alleel-spetsiifilise fragmentanaliiiisi protokoll ja kopsuviahiga seostatud 5 geeni
(EGFR, BRAF, ERBB2, KRAS, PIK3CA) amplikonipohise teise pdlvkonna sekveneerimise
toovoog. Viljatootatud meetoditega on voimalik tuvastada mutantset alleeli, mille osakaal on
alla 1%.

Neid meetodeid kasutades analiiiisiti 70 kopsuvéhiga patsiendi plasmast eraldatud rakuvaba
DNA-d ja FFPE koeldigust eraldatud genoomset DNA-d. Leide analiiiisides kisitleti esmalt
kahe sertifitseeritud diagnostikalabor tulemusi absoluutse tdena. Hiljem, analiilisides koiki
koeproove, kisitleti toesena vdhemalt kahe meetodiga tuvastatud tulemusi. Selle pohjal
arvutati fragmentanaliiiisi, teise poOlvkonna sekveneerimise manuaalse ja tarkvarapohise
analiitisi tundlikkus ning spetsiifilisus. Mutatsioonanaliiis FFPE DNA-st on korgema
tundlikkusega kui CcfDNA-st, kuid rakuvaba DNA eecliseks on korge spetsiifilisus

mutatsioonide tuvastamisel.

Uuringusse  kaasatud mittevdikerakulise kopsuvdhiga patsientide rakuvaba DNA
sekveneerimisel NGS meetodiga tuvastati iihel juhul ka esimese pdlvkonna EGFR-TKI
sekundaarset resistentsust pdhjustav mutatsioon p. T790M, mida diagnostikalaborid polnud
suutnud koematerjalist leida. Ka NGS meetodil ei tuvastatud esmasel diagnoosil voetud
koematerjalist antud mutatsiooni. Leid esines EGFR-TKI ravi jargselt. Antud isikul oleks

ndidustatud esimese pdlvkonna TKI ravi asendamine kolmanda pdlvkonna TKI-ga.

Pikemas plaanis on kavas paneelanaliiiis pohjalikumalt juurutada. Samuti kaalutakse paneelis
geenide valikud laiendada. Kliinilisi andmeid kasutades soovime uurida seoseid

mutatsioonide, ravimtundlikkuse, progressioonivaba elulemuse ja ildelulemusega. T66 autor
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usub, et cfDNA kasutamine muutub mitmete vihkkasvajate puhul peagi rutiiniks ka kliinilises

praktikas.
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Detecting cancer related mutations in cell-free DNA of lung cancer patients

Madli Tamm

Summary

According to WHO, lung cancer is the leading cause of cancer deaths worldwide. Besides
invasive tumor biopsy, molecular diagnostic analysis of tumor cell-free DNA (cfDNA) is
becoming increasingly popular as a method enabling to capture the whole tumor
heterogeneity in almost real-time setting. This may have applications in both early

diagnostics, as well as therapeutic monitoring of alterations predictive for drug response.

An allele-specific fragment length analysis (FLA) workflow for EGFR gene two common
mutations (exon 19 deletions and exon 21 L858R mutation) and an amplicon-based multiplex
next-generation sequencing (NGS) workflow for 5 lung cancer-related genes (EGFR, BRAF,
ERBB2, KRAS, PIK3CA) was set up. Plasma samples from 70 lung carcinoma patients with
33 matching FFPE materials were analysed using these methods. Test results by two major
certified diagnostic laboratories were considered to be the gold standard and compared to the
results of FLA and NGS.

Results show that optimized workflows for FLA and NGS approaches can detect mutant
allele content less than 1%. The overall concordance between diagnostic laboratory results
and FLA, NGS manual analysis and NGS software based analysis results was 93%, 91% and
89%, respectively. The sensitivity of analysing FFPE DNA material was better than analysing
cfDNA but cfDNA had better specificity over FFPE DNA material. In addition to the EGFR
exon 19 deletions and ex 21 L858R pointmutations a T790M resistance mutation was found
in one female patient. This could mean that her current treatment plan should be changed to
third-generation EGFR TKI-s.

The further aim of this project is to perform a larger screen of drug susceptibility and
resistance mutations in the study cohort, involving detection of copy number variations and
DNA methylation changes. Author strongly believes that cfDNA analysis will become a

clinical routine in various cancers in the near future.
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LISAD
Lisa 1. Modifitseeritud NucleoSpin® Plasma XS high sensitivity protokoll

*1. Prepare sample: add 720 uL plasma to a microcentrifuge tube (2 ml, not provided).

*1a Proteinase K treatment: add 60 pL Proteinase K to the plasma sample, mix, and

incubate at 37 °C for 10 min.
*2. Adjust DNA binding conditions: add 1080 uL. Buffer BB.

3. Mix sample: invert the tube 3x and vortex for 3 s. Centrifuge the tube briefly to clean the
lid.

4. Bind DNA: for each sample, load the mixture (600 pL) to a NucleoSpin® Plasma XS
Column placed in a Collection Tube (2 mL). Centrifuge at 4500 rpm for 30 s, increase
centrifuge force to 12,000 rpm for further 60 s. Discard flow-through. Discard Collection
Tube with flow-through and place column into new Collection Tube (provided).

5. Wash and dry silica membrane:

1st wash: pipette 500 pL Buffer WB onto the NucleoSpin® Plasma XS Column. Centrifuge
for 30 s at 12,000 rpm. Discard flow-through.

2nd wash: add 250 pL Buffer WB to the NucleoSpin® Plasma XS Column. Centrifuge for
3 min at 12,000 rpm. Discard Collection Tube with flow-through and place the column into

a 1.5 mL microcentrifuge tube for elution (not provided).

6. Elute DNA: add 20 pL Elution Buffer to the NucleoSpin® Plasma XS Column.
Centrifuge for 30 s at 12,000 rpm.

*7. Removal of residual ethanol: Incubate elution fraction with open lid for 17 min at 75
°C.

* tahistatud punkte on modifitseeritud.

Lisa 2. Modifitseeritud QlAamp® CNA protokoll 6 ml plasmast rakuvaba DNA eraldamiseks

*1. Pipet 400 ul QIAGEN Proteinase K into a 50 ml centrifuge tube (not provided).
*2. Add 6 ml plasma to the tube.

*3. Add 3,25 ml Buffer ACL. Close the cap and mix by pulse-vortexing for 30 s.
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4. Incubate at 60 °C for 30 min.
5. Place the tube back on the lab bench and unscrew the cap.

*6. Add 7 ml Buffer ACB to the lysate in the tube. Close the cap and mix thoroughly by

pulse-vortexing for 15-30 s.
7. Incubate the lysate—Buffer ACB mixture in the tube for 5 min on ice.

8. Insert the Ql1Aamp Mini column into the VacConnector on the QIAvac 24 Plus. Insert

a 20 ml tube extender into the open QlAamp Mini column.

9. Carefully apply the lysate—Buffer ACB mixture from step 7 into the tube extender of
the QIlAamp Mini column. Switch on the vacuum pump (800 — 900 mbar). When all
lysates have been drawn through the columns completely, switch off the vacuum pump

and release the pressure to 0 mbar. Carefully remove and discard the tube extender.

10. Apply 600 pl Buffer ACW1 to the QIAamp Mini column. Leave the lid of the column
open, and switch on the vacuum pump (800 — 900 mbar). After all of Buffer ACW1 has
been drawn through the QIAamp Mini column, switch off the vacuum pump and release
the pressure to 0 mbar.

*11. Apply 700 pl Buffer ACW2 to the QIAamp Mini column. Leave the lid of the
column open, and switch on the vacuum pump (800 — 900 mbar). After all of Buffer
ACW?2 has been drawn through the QlAamp Mini column, switch off the vacuum pump

and release the pressure to 0 mbar.

*12. Apply 700 ul of ethanol (96-100%, not provided) to the QlAamp Mini column.
Leave the lid of the column open, and switch on the vacuum pump (800 — 900 mbar).
After all of ethanol has been drawn through the spin column, switch off the vacuum

pump and release the pressure to 0 mbar.

13. Close the lid of the QlAamp Mini column. Remove it from the vacuum manifold, and
discard the VacConnector. Place the QlAamp Mini column in a clean 2 ml collection

tube, and centrifuge at full speed (13,000 x g) for 3 min.

14. Place the QlAamp Mini Column into a new 2 ml collection tube. Open the lid, and

incubate the assembly at 56 °C for 10 min to dry the membrane completely.
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*15. Place the QIAamp Mini column in a clean 1,5 ml elution tube (provided) and discard

the 2 ml collection tube from step 14. Carefully apply 60 ul of (warmed) Buffer AVE to

the center of the QIAamp Mini membrane. Close the lid and incubate at room

temperature for 3 min.

*16. Centrifuge in a microcentrifuge at full speed (13,000 x g) for 1 min to elute the

nucleic acids. Repeat the elution step.

* téhistatud punkte on modifitseeritud.

Lisa 3. PCR produktide puhastamise protokoll Agencourt AMPure XP magnetkerakestega

(Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu tuumiklabor, Eesti)

1.

Too Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, Inc., USA) magnetkerakesed
toatemperatuurile ning seejirel sega korralikult.

Lisa PCR-i reaktsioonisegule 20 ul* AMPure XP magnetkerakesi ja raputa 1800 rpm
(revolutions per minute) 2 minutit.

DNA seondumiseks kerakestele inkubeeri segu 5 minutit toatemperatuuril.

Aseta PCR-i plaat magnethoidjale. Kui supernatant on muutunud selgeks, eemalda
ettevaatlikult vedelik.

Jata plaat magnethoidjale ning lisa 200 pl vérskelt valmistatud 80% EtOH lahust.
Inkubeeri 30 sekundit ning seejdrel eemalda kogu vedelik. Korda etanooliga pesu
samal viisil. Eemalda peenikest pipetiotsa kasutades kogu etanool.

Lase kerakestel magnethoidjal ilma kaaneta 10 minutit kuivada.

Eemalda kuivanud kerakestega plaat magnethoidjalt ja lisa 52,5 ul** 10 mM Tris pH
8,5 puhvrit. Raputa plaati 1800 rpm 2 minutit.

DNA elueerimiseks kerakestelt inkubeeri lahust toatemperatuuril 2 minutit.

Aseta PCR-i plaat magnethoidjale. Kui vedelik on muutunud selgeks, tdsta

ettevaatlikult 50 pl*** eluaati uuele plaadile.

* Amplikon PCR-i produktidele tuleb lisada AMPure XP magnetkerakesi 20 pl, kuid
indeks PCR-i produktidele 56 pl.

** Amplikon PCR-i produktidele tuleb lisada Tris puhvrit 52,5 pl, kuid indeks PCR-i
produktidele 27,5 pl.
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*** Amplikon PCR-i produktide puhul tuleb tosta 50 ul eluaati uuele plaadile, kuid indeks
PCR-i produktide puhul 25 pl.
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Lisa 3.1. Agencourt AMPure XP magnetkerakestega puhastamise pohimdte (Beckman Coulter, Inc.,
USA).
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