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INFOLEHT

Tsirkuleeriva rakuvaba DNA metiilatsioonitaseme muutused kopsuvihi biomarkerina

Kidesoleva t60 kaigus tootati vilja naatriumbisulfit-tootlusel, multipleks PCR-il ja
amplikonipdhisel teise pdlvkonna sekveneerimisel pohinev tddvoog metiilatsioonitaseme
madramiseks cfDNA-s. Seejdrel rakendati meetodit 32 kopsuvdhiga uuritavate cfDNA ja
buffy kihi DNA peal. Katsete tulemusena jdreldati, et tsirkuleeriva rakuvaba DNA
metiilatsioonitaseme muutuste analiilisimine on potentsiaalselt kasutatav kopsuvéhi

diagnostilise biomarkerina.

Mirksonad: DNA metiilatsioon, tsirkuleeriv rakuvaba DNA, kopsuvéhk, biomarker, teise

polvkonna sekveneerimine.

B520 Uldpatoloogia, patoloogiline anatoomia

Altered methylation of circulating cell-free DNA as a biomarker of lung cancer

Sodium bisulfite treatment, multiplex PCR and amplicon-based next-generation based
workflow was created to measure methylation levels in cfDNA. Methylation levels were
analysed in plasma and buffy coat samples from 32 lung carcinoma patients. Based on results
we concluded that analysing altered methylation levels in cell-free DNA can be potentially

used as a biomarker for lung cancer diagnosis.

Key words: DNA methylation, cell-free DNA, lung cancer, biomarker, next-generation

sequencing.

B520 General pathology, pathological anatomy
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Kasutatud lihendid

CCDC181 — coiled-coil domain containing 181

CDO01 — cysteine dioxygenase

cfDNA - cell-free DNA, rakuvaba DNA

CpG — tsiitosiin-guaniin dinukleotiid

DLEC] — deleted in lung and esophageal cancer

FFPE — formalin-fixed, paraffin-embedded, formaliinis fikseeritud, parafiini sisestatud
HOXA9 — homeobox A9

NR2E1 — nuclear receptor subfamily 2 group E member 1

NSCLC — non-small cell lung cancer, mittevéikerakuline kopsuvéhk

ZNF'154 — zinc finger protein 154



Sissejuhatus

Kopsuvihk pdhjustab kdikidest vihitiilipidest enim surmajuhtumeid ning kuna kopsuvéhi
varajane  diagnoosimine vOib  oluliselt suurendada elulemust, otsitakse uusi
molekulaardiagnostilisi biomarkereid kasvaja varajaseks tuvastamiseks ja prognoosi
maidramiseks. Lisaks geneetilistele muutustele esinevad kartsinogeneesis ka epigeneetilised
muutused ning vdhkkasvajaid iseloomustab tuumorsupressorgeenide promootorregioonide

CpG saarekeste hiipermetiilatsioon, mida saab kasutada kopsuvihi biomarkerina.

Tuumorsupressorgeenide CpG saarekeste hilipermetiilatsiooni saab analiiiisida ka vedelas
biopsias (enamasti vereplasma DNA-s), millel on eeliseid vorreldes tavapérase
koematerjaliga. Vedel biopsia on viheinvasiivne ja peegeldab kasvaja heterogeensust, kuid
samas on kasvajast pdrinev tsirkuleeriv DNA vaid véike osa kogu tsirkuleerivast DNA-st ja

seepdrast tuleb vedela biopsia analiilisi puhul saavutada piisav tundlikkus.

Kéesoleva t06 eesmarkideks oli viélja tootada toovoog metiilatsioonimédéra uurimiseks
rakuvabas DNA-s ning seejdrel viljatootatud meetodi pohjal selgitada valitud geenide ja
piirkondade metiilatsioonitaseme muutuste kasutatavust rakuvabas DNA-s kopsuvéhi

potentsiaalse diagnostilise biomarkerina.



Kirjanduse lilevaade
Epigeneetika ja DNA metiilatsioon

DNA metiilatsiooni lildiseloomustus

Epigeneetika uurib 1dbi rakutsiikli paritavaid geeniekspressiooni muutusi, mis pole seotud
muutustega DNA  kodeerivas jirjestuses (Egger et al., 2004). Uheks enim uuritud
epigeneetiliseks mehhanismiks on DNA metiilatsioon, mis avastati esmakordselt 1948. aastal

veise tiiimusest (Hotchkiss, 1948).

DNA metiilatsioon eukariiootides hdlmab endas tsiitosiini 5’ siisinikule metiiiilgrupi (-CHz)
lisamist peamiselt CpG (tslitosiin-guaniin dinukleotiidi) kontekstis ning umbes 70-80% CpG
dinukleotiididest on genoomis metiileeritud (Busche et al., 2015). CpG-de arv inimese
haploidses genoomis on umbes 28 miljonit (Rakyan et al., 2011). Metiileerimata CpG
dinukleotiide leidub peamiselt geeni promootorite ldhedal tihedate klastritena, mida
kutsutakse CpG saartekesteks (Cedar & Bergman, 2009). Umbes 70% geenide promootoritest
asuvad CpG saarekeste sees (Saxonov et al., 2006). CpG saarekesed on peamiselt koduhoidja
(housekeeping) geenide ja regulaatorgeenide promootorpiirkondades (Straussman et al.,
2009). Enamik geenisiseseid regioone on CpG-vaesed, kuid need vihesed CpG-d on samas
tihedalt metiileeritud (Jones, 2012). Varasemalt on niidatud geenisiseste regioonide
metiilatsiooni positiivset korreleerumist geeniekspressiooniga (Ball et al., 2009), kuid samas
on ndidatud ka geenisiseste regioonide metiilatsiooni rolli transkriptsiooni elongatsiooni
efektiivsuse vihendamisel (Lorincz ef al., 2004). Geenisiseste regioonide metiilatsiooni tipse

rolli ning mehhanismide véljaselgitamine vajaks veel edasist uurimist.

CpG dinukleotiidid on imetajate genoomis alaesindatud, sest metiileeritud tsiitosiinid
soodustavad potentsiaalselt mutatsioone (Bird, 1980). Spontaansel tsiitosiini deamineerimisel
tekib uratsiil, mida on vdimalik efektiivselt eemaldada uratsiil DNA gliikosiilaasiga, kuid
metiileeritud tsiitosiini deamineerimisel tekib tiimiin, mille eemaldamine on ebaefektiive

(Hermann et al., 2004).

Rakud kontrollivad  geeniekspressiooni  pakkides DNA  histoonivalkude {imber
nukleosoomidesse. Geenid on ekspresseeritud, kui kromatiin on avatud ja inaktiveeritud, kui
kromatiin on kondenseerunud (Rountree et al., 2001). Metiileerimata DNA on sageli

atsetiileeritud, kuid metiileeritud DNA on tihti deatsetiileeritud. DNA metiilatsioon ja
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histoonide deatsetiilatsioon toimivad kooskdlas ning viivad kromatiini allasurutud seisundisse

(joonis 1) (Fuks, 2005; Rodenhiser & Mann, 2006).

Transkriptsioon véimalik

A
Transkriptsioon takistatud ‘

Joonis 1. Ekspresseeritud geene iseloomustab avatud kromatiin, millel on metiileerimata tsiitosiinid
(valged ringid) ja atsetiileeritud histoonid (sinised sabad). Vaigistatud geene iseloomustab
kondenseerunud kromatiin, metiileeritud tsiitosiinid (punased ringid) ja deatsetiileeritud histoonid.
Kromatiini seisundid on pédrduvad (Rodenhiser & Mann, 2006).

Lisaks esineb imetajate genoomis ka hiidroksiimetiilatsiooni, mis seisneb S-metiiiiltsiitosiini
(5-methylcytosine, 5-mC) metiiiilgrupi oksiidatsioonis (Kriaucionis & Heintz, 2009). 5-
hiidrokstimetiiiiltsiitosiini (5-hydroxymethylcytosine, 5-hmC) funktsioon on veel ebaselge,
kuid see vOib omada olulist rolli DNA demetiilatsioonil ja seeldbi geeniekspressiooni
reguleerimisel (Moore et al., 2013). Inimestel esineb korge 5-hmC tase ajus, maksas, neerus
ning kolorektaalsetes kudedes. Kopsus on 5-hmC tase madal (Li & Liu, 2011). Uuringud on
ndidanud, et kartsinogeneesi korral viheneb 5-hmC tase oluliselt (Haftner ez al., 2011; Li &
Liu, 2011; Liu et al., 2013).

DNA metiilatsiooni funktsionaalne tdhendus

DNA metiilatsiooni iiks oluline funktsioon on geeniekspressiooni reguleerimine. DNA
metiilatsioon voib takistada transkriptsioonifaktorite seondumist mirklaud-DNA jérjestustele
ning l4bi selle vaigistada transkriptsiooni (joonis 2a) (Yin et al., 2017). Lisaks on ndidatud, et
MeCP2 (methyl CpG-binding protein 2, metiileeritud CpG-d siduv valk 2) toob kohale ko-
repressorid ja selle kaudu toimub samuti transkriptsiooni vaigistamine (joonis 2b) (Lyst ef al.,
2013). DNA metiiiiltransferaasid toimivad sageli iiheaegselt histoone modifitseerivate

ensiiimidega, mis takistavad transkriptsiooni lébi vaigistava kompleksi tekke (joonis 2c)



(Chang et al, 2011). Samuti on niidatud, et metiilatsioon geenisisestes alades voib

initsieerida kinnise kromatiini struktuuri teket, mis vihendab RNA poliimeraas II

elongatsiooni efektiivsust (joonis 2d) (Lorincz ef al., 2004).

00000 00%60

Joonis 2. DNA metiilatsiooni poolt vahendatud geeniekspressiooni vaigistamise mehhanismid: (a)
transkriptsioonifaktorite seondumine DNA-Ie on takistatud, (b) metiileeritud CpG-sid siduvad valgud
toimivad koos ko-repressoritega transkriptsiooni vaigistamisel, (c) metiiiiltransferaaside interaktsioon
histoonide modifitseerijatega takistab geeniekspressiooni ja (d) tihe metiilatsioon geenisisestes
regioonides mdjutab transkriptsiooni elongatsiooni. T - transkriptsioonifaktor, MBP - metiileeritud
CpG-sid siduvad valgud, DNMT - DNA metiiiiltransferaasid, HMT - histoonide metiiiiltransferaasid,
HDAC - histoonide deatsetiilaasid (Klose & Bird, 2006).

Metiileeritud CpG saarekesed asuvad tavaliselt geenides, millel on vajalik pikaaegne
vaigistatud seisund, nagu niditeks vermitud ja inaktiivsel X-kromosoomil asetsevad geenid
(Jones, 2012). Samuti on DNA tihedalt metiileeritud korduvates elementides, mis pdhjustab
retroviiruste, LINE1 elementide (long interspersed nuclear elements, pikad insertsioonilised

tuuma hajuskorduselemendid) ja Alu-jarjestuste vaigistamise (Yoder et al., 1997).

Lisaks on CpG saarekeste metiilatsioonil roll nii embriionaalsel arengul kui ka rakkude
diferentseerumisel - metiilatsioonimustrid on loote frontaalse korteksi arengu ajal
diinaamilised (Schneider et al., 2016) ning on ndidatud, et DNA metiilatsiooni kadu soole
tiivirakkude geenide enhanserelementides pdhjustab rakkude hilinenud diferentseerumise
(Sheaffer et al., 2014). Samuti on uuritud iilegenoomset DNA metiilatsiooni enne ja pérast
patogeensete bakterite infektsiooni inimeste dendriitrakkudes. Leiti, et demetiilatsioon toimub
ka immuunsiisteemi transkriptsioonifaktorite enhanserelementides ja seega on metiilatsioon

oluline imuunstisteemi t66s (Pacis ef al., 2015). Metiilatsioonimustrite muutused omavad rolli



erinevates haigustes, nagu nditeks vidhkkasvajates (Hulbert et al., 2016) ning

neurodegeneratiivsetes haigustes (Smith et al., 2016).

Kodige enam esineb metiileeritud DNA-d inimese tiilimuses ja ajus ning kdige vihem platsenta
DNA-s (Ehrlich et al, 1982). 5-mC taseme muutust ajus on seostatud Alzheimeri tdvega
(Coppieters et al., 2014). Platsenta korduvate elementide metiilatsiooni muutusi on seostatud
loote kasvu ja in utero kokkupuutega kindlate keskkonnas olevate {iihendite nagu

ksenodstrogeenidega (Wilhelm-Benartzi et al., 2012; Vilahur ef al., 2014).

DNA metiililtransferaasid ja DNA demetiiiilimine

Imetajatel toimub sugurakkudes ja preimplantatsioonilistes embriiodes iilegenoomne DNA
metiilatsiooni reprogrammeerimine. See on vajalik olemasoleva epigeneetilise informatsiooni

eemaldamiseks ja siisteemi taaskédivitamiseks uuel arenguetapil (Wang et al., 2004).

DNA metiileerimist viivad 14bi DNA metiiiiltransferaasid (DNA methyltransferase, DNMT),
mis kataliilisivad metiililriihma {ilekandmist ko-faktorilt ~S-adenostiiil-L-metioniinilt
tslitosiinijddgi 5’ siisiniku positsioonile. Metiililtransferaasid on vastutavad tsiitosiini
metiilatsioonimustrite sédilimises nii replikatsioonil kui ka de novo metiilatsioonis (Goll &
Bestor, 2005). Imetajates esineb kolme tiiipi DNA metiitiltransferaase: DNMT1, DNMT3a,
DNMT3b ning lisaks eksisteerib DNMT3L, mille puudub Kkataliiiitiline aktiivsus.
Metiiiiltransferaasid koosnevad regulatoorsest N-terminaalsest osast, mis sisaldab
funktsionaalseid domeene ja kataliiiitilisest C-terminaalsest osast, mis koosneb

konserveerunud aminohappe motiividest (joonis 3) (Jurkowska et al., 2011).
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Joonis 3. DNA metiiiiltransferaaside N-terminaalsed ja C-terminaalsed osad. Mairgitud on N-
terminaalse osa funktsionaalsed domeenid ning C-terminaalse osa konserveerunud aminohappe
motiivid rooma numbrites. Lithendid: DMAP1 - DNMA metiiiiltransferaasiga seotud valk 1, PBD -
jagunevate rakkude tuuma antigeeni seondav domeen, NLS - tuuma lokalisatsioonisignaal, PWWP -
proliin-triiptofaan motiiv, ADD - ARTRX-DNMT3-DNMT3L domeen, TS - targeting sequence, BAH
- bromo-adjacent homology, BPHD - polybromo homology domain (Jurkowska et al., 2011).

DNMTT1 on peamiselt vastutav metiilatsiooni sdilitamise eest, kopeerides metiilatsioonimustri
uuele siinteesitud DNA-ahelale peale DNA replikatsiooni (joonis 4). DNMT1 omab 30 kuni
40-kordset eelistust hemimetiileeritud substraadile (Goyal et al, 2006) ning on korgelt
ekspresseeritud jagunevates rakkudes (Robertson et al., 1999). DNMT3a ja DNMT3b
metiileerivad  metiileerimata  ja  hemimetiileeritud DNA-d ja on vastutavad
metililatsioonimustrite loomisel varajases imetajate arengus (joonis 4) (Okano et al., 1999).
Lisaks on leitud, et DNMT3a ja DNMT3b on ekspresseeritud eelkdige diferentseerumata
tiivirakkudes ja embriionaalses koes (Jurkowska ef al., 2011). DNMT3a toimib tlivirakkude
proliferatsioonil ning DNMT3b vdtab osa tiivirakkude diferentseerumise initsiatsioonist
(Umehara et al., 2013). DNMT3L toimib koos transkriptsioonifaktoritega ja soodustab seelibi
DNMT3a ja DNMT3b de novo metiilatsiooni (Pacaud et al, 2014). Hiljuti on ndidatud, et
DNMT3a ja DNMT3b-I on kaitsev roll epidermise tuumorigeneesis (Rinaldi et al., 2017).
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Joonis 4. Metiiiiltransferaaside skeem. Ndidatud on metiiiilriihma lisamine 5’ siisinikule ning de novo
metiiiiltransferaasi ja sailitus-metiiiiltransferaasi mehhanismid (Heyward & Sweatt, 2015).

DNA demetiiiilimine voib toimuda passiivselt, kui DNA replikatsioonil remetiilatsiooni ei
toimu (Valinluck & Sowers, 2007) voi aktiivselt TET (ten-eleven translocation) valkude

osalusel. TET valgud vahendavad 5-mC oksiideerumist 5-hmC-ks (Guo et al., 2011).

Epigeneetilised muutused vihkkasvajas

Kartsinogeneesis toimuvad selliste geneetiliste ja epigeneetiliste muutuste kuhjumised, mis
pohjustavad onkogeenide, tuumorsupressorgeenide ja stabiliseerivate geenide (nende hulka
kuuluvad geenid, mis parandavad DNA replikatsioonil vigu) diisregulatsiooni (Vogelstein &
Kinzler, 2004). Kuigi somaatilised korvalekalded nagu mutatsioonid ja koopianumbri
muutused omavad suurt rolli, on sihtmédrkgeenide metiilatsioonitaseme muutused
sagedasemad (Chan et al, 2008). Samuti eksisteerivad geneetiliste ja epigeneetiliste
mehhanismide vahel seosed — epigeneetilised modifikatsioonid vdivad soodustada
punktmutatsioonide teket ja geneetilised mutatsioonid voivad mojutada metiilatsioonimustrit
(Brena & Costello, 2007). Néiteks on avastatud, et rohkem kui 30% haigustega seotud iduliini
punktmutatsioone toimuvad CpG dinukleotiidides (Rideout et al., 1990).
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Viéhkkasvajale on iseloomulik globaalne hiipometiilatsioon ja promootorite CpG saarekeste
hiipermetiilatsioon (Ehrlich, 2002). Promootorregioonide hiipermetiilatsioon on seotud
transkriptsiooni vaigistamisega ning inaktiveerib tuumorsupressorgeene, mis mojutavad raku
protsesse nagu rakutsiikli regulatsioon (Wang et al., 2012), DNA reparatsioon (Kordi-
Tamandani et al., 2010), apoptoos (Liu et al., 2012) ja ravimite resistentsus (Arnold et al.,
2003). Globaalne hiipometiilatsioon kopsuvdhis viib genoomi ebastabiilsuseni 1dbi

retrotransposoonide suurenenud geeniekspressiooni (Daskalos et al., 2009).

Enamasti on CpG saarekesed metiileerimata ja seega voOimaldavad geeniekspressiooni
toimumist (joonis 5a). Tuumorirakkudes on teatud tuumorsupressorgeenide CpG saarekesed
hiipermetiileeritud, mis takistab transkriptsiooni (joonis 5b) (Rodriguez-Paredes & Esteller,
2011). Sellise de novo anormaalse metiilatsiooni pohjuseks on pakutud kahte mehhanismi.
Vihkkasvaja korral levib metiilatsioon normaalsetest metiilatsioonitsentritest (niiteks Alu
regioonid) metiilatsioonivabade promootor CpG saarekestesse, mis asuvad ldhedal (Wang et
al., 2011). Teiseks voimaluseks pakutakse metiilatsiooni “kiilvamist”, kus kindlad CpG
dinukleotiidid metiileeritakse ning see soodustab omakorda rohkemate CpG-de metiileerimist

(Peng et al., 2012).

? Metileeritud CpG dinukleotiid

(a) o
- Metileerimata CpG dinukdeotiid
METULEERIMATA CpG SAAREKE |

" b ) @
P OTREIIEI® ¢t gl t gl ?

TRANSKRIPTSIOON

(b)

HUPERMETULEERITUD CpG SAAREKE

A/K_
r N 5
crmmPitIa o Lo T g
&. TRANSKRIPTSIOON TAKISTATUD

Joonis 5. Tuumorsupressorgeeni CpG saarekeste erinevus normaalses ja vihirakus. (a)
metilileerimata CpG saarekesed voOimaldavad transkriptsiooni, (b) hiipermetiileeritud CpG
saarekesed takistavad transkriptsiooni (Esteller, 2002).

Erinevalt mutatsioonidest vdivad DNA metiilatsioon ja histoonide modifikatsioonid olla
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poorduvad. Metiilatsiooni teel vaigistatud geene on voimalik taasaktiveerida, kasutades
demetiileerivaid ravimeid (Sarkar et al, 2013). Varasemalt on ndidatud, et histooni
deatsetiilaasi (histone deacetylase, HDAC) inhibiitorid (Tong et al, 2006) ja DNMT
inhibiitorid (Nam et al., 2004) vdivad taastada tuumorsupressorgeenide ekspressiooni. DNMT
inhibiitor 5-asatsiitidiin on tsiitidiini analoog, mis fosforiiiilitakse ja liilitatakse DNA
jarjestusse replikatsioonil. Selline analoog tuntakse DNMT1 poolt dra ning algatatakse
tavaline metiililgrupi iilekandmine. Limmastikgrupp ravimi 5’ siisinikul moodustab aga
poordumatu  DNMT 1-asatsiitidiini  sideme, mis pohjustab ensiiiimi lagunemist ja
metiilatsiooni laialdast vihenemist. Kuna 5-asatsiitidiin integreerub DNA-sse replikatsioonil,
siis ravim mojub kiiresti jagunevatele vihirakkudele efektiivsemalt (Momparler, 2005).
Samas esineb sageli resistentsust DNMT inhibiitoritele (Prébet et al, 2011) ja
soliidtuumorites on nende aktiivsus limiteeritud, mis voib olla pohjustatud nende ravimite

lihikesest poolviirtusajast (Stewart et al., 2009).

DNA metiilatsiooni muutused kopsuvahis

2012. aastal diagnoositi lilemaailmselt umbes 1,8 miljonit uut kopsuvéhi juhtumit (Torre et
al., 2015). 2014. aastal oli Eestis 821 hingetoru, bronhi ja kopsu pahaloomulise kasvaja
esmasjuhtu! ning kopsuvihk oli samal aastal meestel sageduselt teine vihitiilip (14%) ning
naistel kuulus kopsuvéhk kiimne sagedama vihkkasvaja hulka. 2010 - 2014. aastal oli Eestis

kopsu, hingetoru ja bronhi pahaloomulise kasvaja viie aasta suhteline elulemus vaid 14%?.

Kopsuvihk jagatakse kahte peamisesse gruppi: mitteviikerakuline kopsuvihk (non-small cell
lung cancer, NSCLC) ja viikerakuline kopsuvahk (small cell lung cancer, SCLC). Umbes
85% kopsuvidhi juhtumitest on mittevdikerakulised kasvajad, mis jagunevad omakorda kolme
histoloogilisse klassi: adenokartsinoom, suurerakuline kopsukartsinoom ning lamerakuline

kopsukartsinoom 3

. Kopsuvéhi suurimateks keskkonnast ldhtuvateks riskifaktoriteks on
aktiivne ja passiivne suitsetamine, Ohusaaste, asbest ja radioaktiivne tolm. Kirurgiline
resektsioon on kdige edukam kopsuvihi ravimise viis, kuid on vdimalik ainult varajase
staadiumi NSCLC puhul. Kuna kasvaja kirurgiline eemaldamine ei ole hilistes
vihistaadiumites vOimalik, siis on silisteemravi, sh kemoteraapia peamine ravimise Vviis

metastaatiliste kasvajate puhul (Molina et al., 2008).

L http://pxweb.tai.ee/PXWeb2015/index.html

2 http://www.tai.ee/et/tegevused/registrid/vahiregister
3 https://www.cancer.org/content/cancer/en_header.html
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Tuumorsupressorgeenide inaktivatsioon 14bi promootorite hiipermetiilatsiooni toimub
tavaliselt juba varajases kartsinogeneesis ja on seega potentsiaalne biomarker véhi
diagnoosimisel (Brock et al., 2008). Lisaks saab DNA metiilatsiooni uurida ka erinevatest
mitte- vOi vidheinvasiivselt kogutavatest bioloogilistest vedelikest, nagu nditeks rogast
(Hulbert et al., 2016), verest (Hardy et al., 2016) ja bronhoalveolaarsest lavaazist (Ren et al.,
2017).

Kopsuvihi korral on DNA metiilatsioonimustrite muutusi sageli leitud néiteks RASSFI1A (ras
association domain family member 1), CDKN2A (cyclin dependant kinase inhibitor 24),
CHD13 (cadherin 13) ja APC (APC, WNT signaling pathway regulator) geenides (Tsou et
al., 2002). 2013. aasta meta-analiilisis néidati, et kopsuvdhi koes on CDKN2A geeni
promootori hiipermetiilatsiooni esinemissagedus 17-80% (Gu et al., 2013). Mdned kopsuvéhi
korral esinevad epigeneetilised muutused vdivad olla seotud suitsetamisega ehk nende
esinemissagedus on suurem suitsetajatel kui mittesuitsetajatel. Sellisteks on niiteks APC
(Toyooka et al., 2003), RASSFIA ja CDKN2A geenide hiipermetiilatsioon (Huang et al.,
2015).

Hiipometiilatsiooni seostatakse genoomse ebastabiilsusega, mis vOib pdhjustada onkogeenide
aktivatsiooni (Hur et al., 2014). Kopsuvihis toimub hiipometiilatsioon sagedamini
tuumaelementides, pikkades terminaalsetes kordusjérjestustes (long terminal repeats, LTR),
segmentaalsetes duplikaatides ja subtelomeersete alade korduvates jéarjestustes (Rauch et al.,
2008). Geenispetsiifilist hiipometiilatsiooni on tdheldatud néiteks MAGE (melanoma-
associated antigen) geenis, mille hiipometiilatsioonist pdhjustatud tileekspressiooni esineb 75-

80% mittevaikerakulise kopsukartsinoomi puhul (Jang et al., 2001).

Uute biomarkerite avastamine on oluline kasvajate varajaseks diagnoosiks ja ravimivastuse
ennustamiseks. CDKN2A hiipermetiilatsioon on modnede kopsuvéhi tiilipide korral varajase
kartsinogeneesi tunnuseks ning on néidatud, et CDKN2A4 promootorite hiipermetiilatsioon on
tuvastatav rogast isegi kuni 3 aastat enne kopsuvéhi kliinilist diagnoosi (Palmisano et al.,
2000). Paljud hiipermetiileeritud tuumorsupressorgeenid kopsuvéhis annavad infot haiguse
prognoosi kohta. Ndiiteks 2011. aasta meta-analiiiisis ndidati, et RASSFIA promootori
hiipermetiilatsiooni seostati halva prognoosiga I — II staadiumi NSCLC patsientidel, seega
sellised patsiendid voiksid saada kasu agressiivsemast ravist (Wang et al., 2011). RASSF1A,
HOXA9 (homeobox A9), ALXI (ALX homeobox 1), NPBWRI (neuropeptides B and W
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receptor 1), PCDHGBG6 (protocadherin gamma subfamily B, 6), HISTI4HF (histone cluster 1
H4 family member F) geenide hiipermetiilatsioonil leiti seos lithema haigusvaba elulemusega
I staadiumi NSCLC puhul (Sandoval et al, 2013). Hiljuti on ndidatud ka
tuumorsupressorgeeni ZARI (zygote arrest 1) inaktivatsiooni ldbi CpG saarekeste
hiipermetiilatsiooni kopsuvdhis (Richter et al, 2017) ning TUSC3 (tumor suppressor
candidate 3) metiilatsiooni seost vdiksema kasvaja suurusega ja pikema elulemusega (Duppel

etal., 2016).

Metulatsiooni tuvastamise meetodid

Enamik meetodeid DNA metiilatsiooni tuvastamiseks soltuvad naatriumbisulfit-tootlusest,
restriktsiooniensiiimidega to6tlemisest voOi  afiinsuspdhisel rikastamisel, mida saab

kombineerida sekveneerimise voi hiibridisatsioonimeetoditega (Kurdyukov & Bullock, 2016).

Naatriumbisulfit-to6tlus deamineerib metiileerimata tsiitosiinid uratsiiliks, kuid jdtab
metiileeritud tsiitosiinid tootlemata. Peale PCR-i on metiileerimata tsiitosiinid ndhtavad
tiimiinidena ja metileeritud tsiitosiinid jadvad tsiitosiinideks (Popp et al., 2010). Pérast
tootlust  on  voimalik CpG  saarekeste  metiilatsioonitaset  tuvastada  nditeks
plirosekveneerimisega, metiilatsioonispetsiifilise PCR-ga (Draht et al, 2016) vdi
iilegenoomse bisulfitsekveneerimisega (Lou et al., 2014). Kasutusel on ka DNA metiilatsiooni
mikrokiibid, millega on vdimalik korraga paljusid CpG saite analiiiisida (Moran et al., 2015).
Suure katvusega bisulfitsekveneerimisega saab paralleelselt analiiiisida mitmeid CpG saite.
Kui bisulfit-to6tlus on viidud 14bi ndutud tingimustel, on metiileerimata tsiitosiinide
konversiooni efektiivsus kuni 99% (Taylor et al., 2007). Bisulfit-tootluse konversiooni
efektiivsust mojutavad valkudega kontaminatsioon, DNA kvaliteet ja kaheahelalise DNA

olemasolu bisulfit-reaktsioonis (Warnecke et al., 2002).

Metiilatsiooni saab tuvastada ka restriktsiooniensiiiimidega, mis tunnevad &ra ja Idikavad
DNA jarjestusi erinevalt soltuvalt metiileeritud tsiitosiini  olemasolust.  Paljud
restriktsiooniensiitimid ei 16ika metiileeritud jarjestusi (Laird, 2010). Miinuseks on see, et
analiiiisida saab ainult kindla mustriga CpG saite, kus on ensiiiimi dratundmissait (Pan et al.,
2010). Restriktsiooniensiiime on eelnevalt kombineeritud ka koos kiibipShise
hiibridisatsiooniga. Niiteks DMH (differential methlation hybridization), mis on korge
labilaskega DNA  metiilatsiooni  uurimise meetod, mille puhul kasutatakse

restriktsiooniensiiime, et metiileeritud DNA fragmente hiibridiseerida CpG saarekeste
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mikrokiibile (Yan et al., 2009).

Lisaks saab metiileeritud DNA-d rikastada antikehadega, mis on spetsiifilised metiileeritud
tsiitosiinidele ~ v0i  metiiiilseonduvatele  valkudele.  Naiteks  metiileeritud DNA
immunosadestamine (methylated DNA immunoprecipitation, MeDIP), kus DNA IShutakse
ultrahelitdotlusega ja immunosadestatakse 5-mC antikehadega. Metiileeritud DNA on
rikastatud immuunosadestatud fraktsioonis, mida saab edasi analiiisida PCR-i,
sekveneerimise voi mikrokiipidega (Mohn et al., 2009). Selliste meetoditega saab eristada ka
5-hmC ja 5-mC, kuid tulemusena saadakse metiilatsiooni profiil, kust iiksikute CpG

saarekeste metiilatsioonitaset ei saa uurida (Thomson ef al., 2013).

Lisaks on voimalik metiilatsiooni tuvastada kolmanda pdlvkonna sekveneerimisega. Naiteks
MinlON (Oxford Nanopore Technologies, UK) sekveneerimismasinatel on ioonilaengu
signaalimuutustega vdimalik teha vahet 5-hmC ja 5-mC vahel. Samas on
sekveneerimistulemuste kvaliteet varieeruv, sest esinevad vead aluste modifikatsioonide

dratundmises, kuna ioonilaengu jaotuse erinevus on véike (Rand et al., 2017).

Vedel biopsia

Vedela biopsia all mdeldakse erinevaid kehavedelikest isoleeritud biomarkereid. Siia alla
kuuluvad tsirkuleerivad véhirakud (circulating tumor cells, CTC), tsirkuleerivad
nukleiinhapped (circulating nucleic acids, CNA) ja ekstratsellulaarsed vesiikulid. Vedelas
biopsias biomarkerite analiilisimist saab kasutada védhkkasvajate diagnoosi, prognoosi ja
ravivastuse méidramiseks (Best et al., 2015). Tsirkuleerivad vahirakud on rakud, mis ringlevad
veres ning pdrinevad tuumorist. CTC arvu veres on seostatud véhi progressiooni ja
elulemusega (Aceto et al., 2014). Ekstratsellulaarsed vesiikulid on rakkude poolt sekreteeritud
vesiikulid, mis koosnevad geneetilisest ja valgulisest osast, mis peegeldavad raku piritolu.
Ténu sellele on voimalik vesiikulitest detekteerida kasvajaspetsiifilist materjali (Santiago-
Dieppa et al., 2014). Tsirkuleerivate nukleiinhapete hulka kuuluvad kehavedelikest eraldatud
DNA ja RNA (Karachaliou et al., 2015).

Tsirkuleeriva rakuvaba DNA (cell-free DNA, cfDNA) analiiiis on esile kerkinud kui uus
viheinvasiivne verepohine vahkkasvaja biomarker (Marzese et al., 2013). Tervetel inimestel
varieerub enamasti plasmast eraldatud cfDNA kontsentratsioon vahemikus 1 - 10 ng/ml

(Mouliere et al., 2014). Vihipatsientidel on tdheldatud korgemat cfDNA kontsentratsiooni kui
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tervetel indiviididel (Catarino et al., 2008), kuid cfDNA kontsentratsiooni tdusu on nididatud
ka niiteks infektsiooni (De Vlaminck et al., 2015) ja fiilisiliste harjutuste tulemusena
(Breitbach et al., 2014). Samas ei ole kindlat cfDNA kontsentratsiooni, mida saaks kasutada
viahkkasvaja biomarkerina, sest tervete ja véhipatsientide cfDNA kontsentratsioonid vdivad
omavahel kattuda (Umetani et al., 2006). Tervete inimeste plasma cfDNA périneb enamasti
hematopoeetilistest rakkudest (Lehmann-Werman et al., 2016). Tuumori kasvades suureneb
selle uuenevate rakkude hulk (cellular turnover) ning apoptootiliste ja nekrootiliste rakkude
arv. Enamik cfDNA fragmente on umbes 180 bp pikkused, mis viitab, et cfDNA-d vabaneb
rakkudest toendoliselt apoptoosil ja nekroosil (Jahr et al., 2001). Lisaks on ndidatud ka
cfDNA vabanemist rakkudest aktiivse sekretsiooni teel (Stroun et al., 2001). cfDNA
geneetilised ja epigeneetilised modifikatsioonid peegeldavad originaalraku genoomi voi
epigenoomi (Fujiwara et al., 2005; Lehmann-Werman et al., 2016) (joonis 6) ning plasma
DNA-st on voimalik nii hiipermetiilatsiooni (Lecomte et al., 2002) kui ka hiipometiilatsiooni
tuvastada (Chan et al., 2013). Tuumorist parinev cfDNA on ainult viike osa kogu cfDNA-st,
mis monikord moodustab sellest vihem kui 0.01% (Diehl et al., 2005). Tuumorist parinev
cfDNA kontsentratsioon sdltub kasvaja ulatusest ja varieerub suuresti indiviidide vahel (Diehl
et al., 2008). cfDNA-d on leitud ka teistest kehavedelikest, nagu néiteks uriinist (Schageman
et al., 2013), aju- ja seljaajuvedelikust (Wang et al., 2015) ning pleuravedelikust (Sriram et
al., 2012).
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Joonis 6. cfDNA péritolu ning epigeneetilised ja geneetilised muutused. cfDNA vabaneb rakust
apoptoosil, nekroosil ja sekretsioonil. cfDNA-st saab tuvastada erinevaid geneetilisi ja epigeneetilisi
muutusi (Wan et al., 2017).
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Vihkkasvaja diagnoosimisel kasutatakse laialdaselt koematerjali, millel on mitmeid
miinuseid. Proovide formaliinis fikseerimine lagundab DNA-d, suurendades proovidevahelist
varieeruvust ja vihendades DNA hulka, mida saab kasutada molekulaarseteks analiiiisideks
(Holdhoff ef al., 2009). Tuumori erinevad alad omavad erinevat geneetilist profiili ning tihe
koebiopsia votmine ei véljenda kogu kasvaja geneetilist heterogeensust (Gerlinger et al.,
2012). cfDNA-d vabaneb mitmetest tuumori regioonidest ja seega peegeldab tuumorisisest
heterogeensust paremini (Murtaza et al., 2013). cfDNA poolvéértusaeg varieerub minutitest
(Volik et al., 2016) kuni mitme tunnini, mis vdimaldab muutusi tuumori arengus jilgida
tundide vordluses (Diehl et al., 2008; To et al., 2003). cfDNA eemaldatakse tsirkulatsioonist
nukleaaside abil (Lo et al., 1999), neerude filtreerimisprotsessi ja uurini kaudu (Botezatu et

al., 2000) ning makrofaagide fagotsiitoosi teel (Diehl et al., 2005).

2016. aastal ndidati, et ZPF42 (ZPF42 zinc finger protein), HOXA9, CDO0Il (cysteine
dioxygenase type 1), HOXA7 (homeobox A7), TACI (tachykinin precursor 1) ja SOX17 (SRY-
box 17) geenide promootori hiipermetiilatsiooni plasma DNA-s saab kasutada kopsuvihi
varajases diagnostikas (Hulbert et al., 2017). Samuti on nididatud, et SOXI7 promootori
hiipermetiilatsioon mojutab elulemust ja annab prognostilist infot NSCLC puhul
(Balgkouranidou et al., 2016). Erinevalt enamustest DNA metiilatsiooni biomarkeritest on
PITX2 (paired like homeodomain 2) ja SHOX2 (short stature homeobox 2) geenide
hiipermetiilatsiooni seostatud parema elulemusega (Dietrich er al., 2012). Hiljutistes
uuringutes on paljude lookuste paralleelseks uurimiseks kasutatud PCR amplikonide suunatud

korge katvusega sekveneerimist (Forshew et al., 2012; Holmila et al., 2017).
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Eksperimentaalosa
T66 eesmargid

Kéesoleva t66 eesmirkideks oli:
1. Vilja tootada to6voog metiilatsioonimédra uurimiseks kopsuvdhiga isikute
tsirkuleerivas rakuvabas DNA-s;
2. Seejirel viljatootatud meetodi pdhjal selgitada valitud geenide ja piirkondade
metiilatsioonitaseme muutuse kasutatavust rakuvabas DNA-s kopsuvihi potentsiaalse

diagnostilise biomarkerina.

19



Materjal ja metoodika

Meetodite vdljato6tamine ning optimeerimine

cfDNA metiilatsioonitaseme madramise meetodite véljatootamiseks ja esialgseks
optimeerimiseks kasutati kuue terve vabatahtliku vereplasmast eraldatud rakuvaba DNA segu.
Samuti kasutati praimerite testimiseks, multipleks PCR-i efektiivsuse optimeerimiseks ja
sobiva PCR-i seondumistemperatuuri leidmiseks inimese genoomset DNA-d (gDNA)

(Human Genomic DNA, Roche Holding AG, Sveits).

Tervete vabatahtlike cfDNA eraldamine

Tervetelt vabatahtlikelt koguti Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu andmekoguja poolt verd BD
Vacutainer® K2E (EDTA) katsutitesse (Becton, Dickinson and Company, USA). Plasma
eraldamiseks tsentrifuugiti verd 15 minutit 1600 rcf juures Eppendorf™ Centrifuge 5810 R
masinas (Fisher Scientific Company L.L.C., USA). Seejérel tosteti plasma 2 ml alikvootidena
tuubidesse ja tsentrifuugiti 10 minutit 2500 rcf juures Eppendorf™ Centrifuge 5430 R
masinas (Fisher Scientific Company L.L.C., USA) ning tosteti omakorda 2 ml alikvootidena

uutesse tuubidesse, mida séilitati -80°C juures.

cfDNA eraldamiseks 2 ml-st plasmast kasutati QlAamp® Circulating Nucleic Acid (CNA)
(QIAGEN, Saksamaa) kitti koos QIAvac 24 Plus vaakumkollektoriga (QIAGEN, Saksamaa)
vastavalt modifitseeritud juhistele (lisa 1). cfDNA-d siilitati -80°C juures.

DNA kontsentratsiooni ja pikkuse mootmine

cfDNA kontsentratsiooni mddotmiseks kasutati Qubit® 2.0 fluoromeetrit (Thermo Fisher
Scientific Inc., USA) ja Qubit® dsDNA HS (High Sensitivity) Assay (Thermo Fisher
Scientific Inc., USA) kitti vastavalt tootjapoolsetele juhistele. Varasemalt on to6rithma teine
liige mootnud cfDNA fragmentide pikkuseid, mis on eraldatud eelpool nimetatud metoodikat
kasutades QIAamp® CNA kitiga TapeStation 2200 masinal (Agilent Technologies, USA)
kasutades High Sensitivity D1000 ScreenTape®-i. Moddetud cfDNA fragmentide pikkus jai
vahemikku 125 - 200 bp ning seega jireldati, et rakuvaba DNA eraldamine antud kitiga on

edukas ning DNA fragmentide pikkust arvestati ka praimerite disainimisel.

Rakuvaba DNA metiileerimine

Tervete isikute cfDNA-ga viidi metiilatsioonpositiivse kontrollmaterjali saamiseks 1dbi
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M.Sssl CpG metiiiiltransferaasi tootlus, kus reaktsiooni kogumaht oli 50 pl ning mis sisaldas
27 ng cfDNA-d, 4U M.Sssl metiilaasi (New England Biolabs®, Inc., UK), 3200 uM S-
adenosiitilmetioniini (New England Biolabs®, Inc., UK) ja 2,5X NEBuffer™ 2 puhvrit (125
mM NaCl, 25 mM Tris-Hcl, 25 mM MgCl,, 2,5 mM DTT, pH 7,9 25°C juures) (New
England Biolabs®, Inc.,UK). Reaktsiooni inkubeeriti 37°C juures 4 tundi ja seejérel peatati

reaktsioon inkubeerides proovi 65°C juures 20 minutit.

Lahjendusrea tegemine

Metiilatsiooni analiiiisi to0voo esialgseks viljatootamiseks ja testimiseks tehti lahjendusrida
kolmes korduses 0%, 5%, 10%, 20%, 50% ja 100% metiileeritud proovidele (kokku 18
proovi). Lahjendusrea jaoks segati metiileerimata tervete isikute (0%) ja M.SssI metiilaasiga
(New England Biolabs®, Inc., UK) metiileeritud tervete isikute (100%) cfDNA vastavates

proportsioonides kokku enne naatriumbisulfit-tootlust.

Naatriumbisulfit-tootlus

Tervete isikute cfDNA seguga viidi l1dbi naatriumbisulfit-konversioon kasutades EZ DNA
Methylation™ kitti (Zymo Research Corp., USA). Konversioonis ldhtuti tootjapoolsetest
soovitustest, aga cfDNA algset kogust tuli oluliselt vihendada, kuna cfDNA kontsentratsioon
oli vorreldes gDNA kontsentratsiooniga rohkem kui 100 korda madalam. Konversiooniks

kasutati 1 ng cfDNA-d. Inimese gDNA konversiooniks kasutati 195 ng DNA-d.

Uuritavate kandidaatgeenide valik ning praimerite disain

Metiilatsioonianaliitisiks valiti kandidaatgeenid ja nende uuritavad regioonid eelnevalt
teostatud kopsuvéhi uuringu alusel, kus vorreldi vdhivaba kopsukoe ja I staadiumi NSCLC
patsientide kopsukoe DNA metiilatsiooni (Lokk ef al., 2012). Lisaks valiti uuritavad CpG
dinukleotiidid kirjanduse ja Vihigenoomi Atlase* andmete pdhjal, mida vaadeldi veebipdhises
programmis Wanderer®. Analiiiisimiseks otsiti kandidaatgeenides esinevaid CpG-sid, mis
oleksid tervete isikute kopsukoes ja veres madala metiilatsiooni tasemega ning kasvajaga
isikute puhul esineks metiilatsiooni mirgatav tous. Kandidaatgeenide CpG-de jérjestused

saadi UCSC Genome Browser® andmebaasist.

4 https://cancergenome.nih.gov
5 http://maplab.imppc.org/wanderer/
6 https://genome.ucsc.edu
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Naatriumbisulfit-toodeldud DNA amplifitseerimise jaoks teostati praimerite disain
programmis MethPrimer (Li & Dahiya, 2002) tingimustel, et PCR-i produkti suurus jddks
vahemikku 100 - 150 bp, praimerite sulamistemperatuur (melting temperature, Tm) jadks
vahemikku 50 - 60°C ning et praimerjarjestus ise ei sisaldaks CpG dinukleotiide. Disainitud
praimerite seondumiskohti ning amplifitseeritavate produktide arvu genoomis kontrolliti
GenomeTester 1.3 (Andreson et al., 2006) programmiga. cfDNA metiilatsioonitaseme
analiiisiks valitud kandidaatgeenid on jargmised: ZNF154 (zinc finger protein 154),
CCDC181 (coiled-coil domain containing 181), CXCL5 (C-X-C motif chemokine ligand 5),
CDKN2A (cyclin dependent kinase inhibitor 24), CDOI (cysteine dioxygenase), HOXA7
(homeobox A7), HOXAI1 (homeobox All), FERD3L (fer3 like BHLH transcription factor),
STAR (steroidogenic acute regulatory protein), DLECI (deleted in lung and esophageal
cancer 1), AGTRI (angiotensin Il receptor type 1), GALRI (galanin receptor 1), HOXA9
(homeobox A9), NR2E1 (nuclear receptor subfamily 2 group E member 1) ja PROXI

(prospero homeobox I). Lisas 2 on vilja toodud kandidaatgeenide praimerjérjestused.

Disainitud praimeritele lisati Illumina® (Illumina, Inc., USA) iileulatuvad adapterjérjestused.
Left praimeritele lisati 5° otsa TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG
jarjestus ning right praimeritele lisati 5 otsa
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG jdrjestus. Praimerite jérjestusi
analiiiisiti juuksendelastruktuuride ning dimeeride suhtes OligoAnalyzer 3.17 (Integrated
DNA Technologies Inc., USA) programmiga. Praimerid jagati kahte multipleks gruppi
MultiPLX 2.1. programmiga (Kaplinski et al., 2005), mis vdtab arvesse praimerite
sulamistemperatuure, seondumisenergiaid ning produktide pikkuseid. Nii iiksikute praimerite
kui ka multipleks praimeritesegu efektiivsust kontrolliti tervete vabatahtlike cfDNA segu ning

inimese gDNA peal.

Naatriumbisulfit-toodeldud cfDNA ja gDNA kontsentratsiooni mdodeti Qubit® 2.0
fluoromeetril kasutades Qubit® ssDNA Assay (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) kitti
vastavalt tootjapoolsetele juhistele, mis mdddab iiheahelalise DNA kontsentratsiooni

vahemikkus 50 pg/pl kuni 200 ng/pl.

Praimerite seondumistemperatuuri maaramiseks viidi lébi gradient PCR, millega testiti kdige
korgema ja  madalama  sulamistemperatuuriga  praimereid, et leida  sobiv

seondumistemperatuur PCR-ks. Praimerite sulamistemperatuurid saadi MethPrimer (L.-C. Li

7 https://eu.idtdna.com/calc/analyzer
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& Dahiya, 2002) programmist, millega disainiti ka praimereid. Gradient PCR viidi 14bi
Veriti® termotsiikleris (Applied Biosystems, USA) seondumistemperatuuride 51°C, 53°C,
55°C, 57°C, 59°C, 61°C juures jargmise programmiga:

e Poliumeraasi aktivatsioon 95°C 12 minutit

o 45 tsuklit:

Denaturatsioon 95°C 30 sek
Praimerite seondumine gradient 30 sek
Elongatsioon 72°C 30 sek
e Loplik elongatsioon 72°C 5 min

Programmi 16pp, temperatuuri hoidmine 4°C juures.

Uksikute praimerite PCR-i  reaktsiooni kogumaht oli 20 pl, mis sisaldas
1oppkontsentratsioonis 1X HOT FIREPol® GC Master Mix-i (Solis BioDyne, Eesti), 2,0 mM
MgCl> (Solis BioDyne, Eesti), 10 pmol /left praimerit, 10 pmol right praimerit ning 1 pl
naatriumbisulfit-tdddeldud cfDNA-d voi 1 ng gDNA-d. PCR viidi 1dbi Artik™ termotsiikleris

(Thermo Fisher Scientific Inc., USA) jirgmise programmiga:

e Poliumeraasi aktivatsioon 95°C 12 minutit

e 45 tsuklit:

Denaturatsioon 95°C 30 sek
Praimerite seondumine 57°C 30 sek
Elongatsioon 72°C 30 sek
e Loplik elongatsioon 72°C 5 min

Programmi 16pp, temperatuuri hoidmine 4°C juures.

Multipleks PCR-i reaktsiooni kogumaht oli 25 pl, mis sisaldas 1dppkontsentratsioonis 1X
HOT FIREPol® GC Master Mix-i, 2,5 mM MgClz, 10 pmol left praimerit, 10 pmol right
praimerit ning 4 pl naatriumbisulfit-toodeldud cfDNA-d vo1 4 ng gDNA-d. PCR viidi lébi

Artik™ termotsiikleris jirgmise programmiga:

e Poliimeraasi aktivatsioon 95°C 12 minutit
o 45 tsuklit:

Denaturatsioon 95°C 30 sek
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Praimerite seondumine 57°C 30 sek

Elongatsioon 72°C 30 sek
e Loplik elongatsioon 72°C 5 min

Programmi 16pp, temperatuuri hoidmine 4°C juures.

PCR produkte kontrolliti 3% agaroosgeelelektroforeesil (3% agaroos, 0,5X TBE (Tris-
boorhape-EDTA)). Vordlusena kasutati O’GeneRuler 50 bp DNA suurusmarkerit (Thermo
Fisher Scientific Inc., USA).

Sekveneerimisraamatukogu ettevalmistamine

PCR-i produktide puhastamiseks kasutati Agentcourt AMPure XP magnetkerakesi (Beckman
Coulter, Inc., USA) ning Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu protokolli, mis oli kohandatud
toogrupi teise litkme poolt (lisa 3). Magnetkerakestega puhastatakse PCR-1 produkte
praimeritest ja praimerite dimeeridest, mis mdjutavad sekveneerimise kvaliteeti. Puhastatud
produktide kontsentratsioon mdddeti kasutades Qubit® 2.0 fluoromeetrit ja Qubit® dsDNA
HS Assay kitti. Puhastatud DNA fragmentide pikkuseid kontrolliti TapeStation masinal
kasutades D1000 ScreenTape® reagente. Antud magistritoos TapeStation masinal teostatud
modtmised viidi 1dbi todgrupi teise litkkme poolt. Mdddetud kontsentratsioonide alusel segati

vordses koguses omavahel kaks multipleks gruppi kokku.

Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu tuumiklabori protokolli pdhjal viidi 1ibi indeks PCR,
kasutades Nextera XT® Index Kit v2 indeksjérjestusi (Illumina, Inc., USA). Indeks PCR-i
kdigus ligeeritakse “koodid” iga proovi PCR produktide adapterjirjestustele, et peale
sekveneerimist oleks voimalik individuaalseid proove eristada. Indeks PCR-i reaktsiooni
kogumaht oli 50 pl, mis sisaldas 5 pl Nextera® XT indeks praimer 1-te, 5 pul Nextera® XT
indeks praimer 2-te (Nextera® XT Index Kit v2, Illumina, Inc., USA), 1X KAPA HiFi
HotStart ReadyMix-i (Kapa Biosystems, Inc., USA) ja 5 ul multipleks PCR produkte. Indeks

PCR viidi 1dbi Artik™ termotsiikleris jargmise programmiga:

e Poliimeraasi aktivatsioon 95°C 10 minutit
e & tsiiklit:
Denaturatsioon 95°C 30 sek
Praimerite seondumine  55°C 30 sek
Elongatsioon 72°C 30 sek
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e Loplik elongatsioon 72°C 5 min

Programmi 16pp, temperatuuri hoidmine 4°C juures.

Peale indeks PCR-i puhastati produktid Agentcourt AMPure XP magnetkerakestega (lisa 3)
ning DNA fragmentide pikkuseid mdodeti TapeStation masinal kasutades D1000
ScreenTape®-i. Lisaks testiti ka kolmandat magnetkerakestega puhastamist pikemate
fragmentide eraldamiseks, mille jaoks modifitseeriti lisa 3 juhendit. PCR produktile lisati
magnetkerakesi suhtes 1:0,6 selleks, et PCR produktidest pikemaid fragmente seondada.
Seejdrel tosteti supernatant, kus olid sees oodatud PCR-i produktid uuele PCR-plaadile ja
lisati magnetkerakesi suhtes 1:0,18, et seondada oodatud PCR-i produktid uuesti kerakestele.
Puhastatud produktide kontsentratsioonid moddeti Qubit® 2.0 fluoromeetriga kasutades
Qubit® dsDNA HS Assay reagente. TapeStation masinal mdodeti PCR produktide
fragmentide pikkused kasutades D1000 ScreenTape®-i.

Sekveneerimisraamatukogu saamiseks lahjendati kdik proovid kontsentratsioonini 10 ng/upl

ning segati omavahel vordsetes kogustes kokku.

Raamatukogu kvantifitseerimine ja sekveneerimine

Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu tuumiklabori protokolli kasutades viidi todgrupi teise
liikme poolt 1&bi raamatukogu kvantifitseerimine ja sekvenaatorisse laadimine. Kdigepealt
viidi 1dbi proovide kvantitatiivne reaalaja PCR (qPCR), mille kédigus vorreldi varem
sekveneeritud raamatukogusid sekveneerimisraamatukoguga ning arvutati Miseq® (Illumina,
Inc., USA) sekvenaatorisse laadimise pikomolaarne (pM) kontsentratsioon. SDS v2.4
tarkvaras (Applied Biosystems, USA) vaadeldi qPCR-i tulemusi. Sekveneerimisel soovitud
klastrite tiheduse 950 (K/mm?) saamiseks vorreldi varasemalt sekveneeritud raamatukogude
kontsentratsioone, klastrite tihedusi ja qPCR-i tulemusi. SampleSheet fail, mis sisaldab
proovide andmeid ning mida on vaja sekveneerimise alustamiseks, koostati I[llumina®

Experiment Manager (IEM) v1.13.1 tarkvaraga (Illumina, Inc., USA).

Raamatukogu denatureeriti 0,2 N NaOH-ga ning lahjendati soovitud kontsentratsioonini.
Seejdrel segati raamatukogu kokku 0,5% PhiX kontrolliga. Raamatukogu ettevalmistus kéis
vastavalt Miseq® Reagent Kit v2 tootjapoolsele juhendile (Illumina, Inc., USA).
Raamatukogu sekveneerimiseks kasutati MiSeq® sekvenaatorit, mille tulemusel saadi 2 x 151

aluspaari pikkused paired-end lugemid.
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Tulemuste analiiis

Esialgseid kvaliteedinditajaid nagu Q3o kvaliteediskoori, lildist klastrite tihedust ja jirjestuste
arvu vaadati [llumina® Sequencing Analysis Viewer v.2.1.8 (Illumina, Inc., USA) tarkvaraga.
[llumina® Miseq sekvenaatorist saadud FASTQ failide to6tlus ja andmete analiiiis
tarkvarapaketis R (R Core Team, 2015) viidi 1dbi toogrupi teise liikme poolt. Esmaseks
toorandmete kvaliteedikontrolliks kasutati programmi Trim Galore v0.4.2, millega trimmiti
madala kvaliteediga lugemite 10pud ja eemaldati adapterid. Trimmitud lugemid joondati
bisulfit-konverteeritud inimese genoomile (hgl9) kasutades Bismark v0.16.3 tarkvara
(Krueger & Andrews, 2011). Tulemuseks saadud BAM failidest loeti iga CpG saidi korral
metlileeritud ja metiileerimata alused skriptiga bismark methylation extractor. Viimase
etapina kasutati kohandatud R-skripti, millega arvutati iga CpG saidi metiilatsiooni tase.

Selleks jagati metiileeritud aluste hulk sekveneeritud aluste hulgaga.

Uuritavad isikud

Antud magistrito6 valimisse kuuluvad 32 mittevdikerakulise kopsuvdhiga uuritavat, kes
moodustavad 30% kdikidest “Tsirkuleeriv DNA kopsuvihi biomarkerina” projekti hetkel
kaasatud uuritavatest isikutest. Et tegemist on td0protsessi esialgse optimeerimise ja
testimisega, kaasati valimisse eeskdtt uuritavad, kellelt oli Onnestunud koguda enam
bioloogilist materjali. Valimisse kuuluvate uuritavate kliinilised andmed on ndidatud tabelis 1.
Uuritavad isikud kaasasid projekti SA Pohja-Eesti Regionaalhaigla ja SA Tartu Ulikooli
Kliinikumi onkoloogid. Uuritavad andsid projektis osalemiseks informeeritud ndusoleku.
Vereproovid kogus uuringudde ning FFPE (formalin-fixed, paraffin-embedded, formaliinis
fikseeritud, parafiini sisestatud) koeproovid, kust oli eelnevad tuvastatud kasvajarakkude
olemasolu, saadi SA Pdhja-Eesti Regionaalhaigla Patoloogiakeskusest. Isikute
proovimaterjale ja andmeid kasutati kodeerituna ning kliinilisi andmeid kogus projekti jaoks

TU arstiteaduse iilidpilane.

Magistritod valimisse kuuluvate uuritavate keskmine vanus projekti kaasamise hetkel oli 67
eluaastat, olles vahemikus 48 - 88 aastat. Uuritavatest 15 olid naised ning 17 mehed. 22 isiku
histoloogiliseks leiuks oli adenokartsinoom ning valdav osa uuritavaid oli hilisstaadiumi (III —

IV staadiumi) kopsuvéhi haiged.
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Tabel 1. Magistrit6o valimisse kuuluvate mittevéikerakulise kopsuvihiga uuritavate kliinilised andmed. Sugu: M - mees, N - naine. Esmane dgn - kas esmane
diagnoos vai retsidiiv. Vanus - vanus uuringusse kaasamisel. Histoloogia: AK - adenokartsinoom, TV - tdpsustamata vdhkkasvaja, SRNE - suurerakuline
neuroendokriinvidhkkasvaja, MVR - mittevdikerakuline véhkkasvaja, LR - lamerakuline vihkkasvaja. T néitab algkolde mddtmeid ja kasvajakolde lokaalse
leviku ulatust, N regionaalsete liimfisdlmede haaratust kasvajast ja M kaugmetastaaside olemasolu. IHK - immuunhistokeemia. TTF-1 ja Ki-67 -
immuunohistokeemilised markerid.

Kood Sugu | Esmane | Vanus Suitsetamine | Histoloogia | T N M Staadium | IHK TTF-1 Ki-67 (%)
dgn
kAO1 M jah 77 endine AK 4 2 1b v jah pos 50
kA44 M retsidiiv 72 jah AK 3 2 1 v jah pos
kA45 N retsidiiv 71 endine AK 0 0 la v jah pos
kA49 N jah 61 jah vV 3 2 IIIA jah pos
kAS0 N jah 53 AK 2 2 1b v ei
kAS52 M jah 62 AK 2b 3 1b v jah pos
kAS3 M jah 66 jah AK 4 0 la v ei
kAS54 M jah 79 endine AK 2a 3 1b v jah pos
kA56 N jah 67 jah SRNE 3 2 0 1A jah pos 50-60
kA62 N jah 55 el TV 3 3 1 v jah neg
kA64 M jah 63 AK 4b 2 1 v jah pos 40
kA65 N jah 70 endine AK 2a 2 0 1A el
kA66 M jah 68 MVR 4 2 I11B jah neg 50
kA67 N jah 74 el AK 2 1 v jah pos
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Kood | Sugu | Esmane Vanus Suitsetamine | Histoloogia T N M Staadium IHK TTF-1 Ki-67 (%)
dgn

kA68 N jah 74 el AK 2a 2 la v jah pos
kA69 M jah 71 jah AK 2b 2 1b v jah neg
kA71 M jah 53 jah AK 2b 3 1 v ei

kA72 M retsidiiv 69 jah LR la 0 1 v jah pos
kA75 M jah 70 MVR 4 2 1b v jah neg
kA76 N jah 78 el AK 2a 2 1b v jah pos
kA77 M jah 65 AK 3 3 0 1B ei

kAS80 M jah 73 jah AK 2b 3 0 1B jah pos
kAS81 M jah 65 endine AK 1b 2 1 v el

kAS82 N jah 54 2a 2 1 v ei

kAS87 N jah 66 MVR 4b 2 1b v jah pos
kA89 N jah 60 endine AK 3 2 1 v jah neg
kA90 M jah 58 jah AK 4b 3 1b v jah neg
kA91 M jah 72 jah TV 2b 2 1A jah neg
kA93 N jah 72 AK 2a 2 0 1A jah pos
kA97 N jah 78 ei AK 2a 1 0 1B el

kA98 M jah 88 ei AK 2a 2 la v el

kB01 N jah 48 ei MVR 2b 2 1b v jah pos
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Koigilt magistritodé valimi uuritavatelt oli kogutud veeniveri. Lisaks oli 5 isiku (kA49, kA7S,
kA76, kA82, kBO1) puhul kogutud ka uuel ajahetkel voetud (korduv) vereproov pérast ravi
alustamist. 19 isiku puhul oli olemas ka FFPE koeproovid. Nendest 19 isikust kahel (kA45,
kAR89) oli kaks FFPE koeproovi ning iihel (kA53) oli kolm FFPE koeproovi. Tabelisse 2 on
margitud FFPE koeproovide péritolu.

Tabel 2. Uuritavate FFPE koematerjali paritolu.

Isik FFPE materjali péritolu
kA44 | kops

kA45 | kA45(1) pleura; kA45(2) kops

kA49 | kops

kAS50 | kops

kAS52 | limfisGlm

kAS3 | kAS53(1A) kops; kA53(1) kops; kA53(2) kops

kA54 | limfisGlm

kA65 | limfisOlm

kA66 | bronh

kA68 | tipsustamata
kA69 | bronh

kA72 | kops

KA75 | limfisGlm

kAS81 | limfisOlm

kA82 | limfisOlm

kA89 | kA89(1) kops; kA89(2) limfisdlm

kA91 | limfisGlm

kA93 | limfisOlm

kB01 | bronh

Uuringus osalevatelt kopsuvihiga isikutelt voeti veeniverd kahte Cell-Free DNA BCT® CE
10 ml (Streck, Inc., USA) katsutisse ning koostods to0riihma teise litkkmega tsentrifuugiti
plasma eraldamiseks veri samadel tingimustel nagu eelnevalt kirjeldatud tervetel vabatahtlikel
(Ik 20). Leukotstititide rikka kihi (buffy kiht) DNA eraldamiseks koguti kiht pérast esimest

veenivere tsentrifuugimist 1 ml alikvootidena ning siilitati -80°C juures.

Uuritavate DNA eraldamine

Uuritavate rakuvaba, buffy kihi ja FFPE koematerjali DNA (FFPE DNA) eraldamine tehti
koostdds toorithma teise liikkmega. Plasmast cfDNA eraldamiseks kasutati QIAamp® CNA
kitti koos QIAvac 24 Plus vaakumkollektoriga kasutades modifitseeritud protokolli (lisa 1).
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Buffy kihi DNA eraldamiseks kasutati GeneJET Whole Blood Genomic DNA Purification
Mini Kit-i (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) ning FFPE DNA eraldamiseks kasutati
GeneRead™ DNA FFPE (QIAGEN, Saksamaa) kitti vastavalt tootjapoolsetele juhenditele,
kuid DNA-d elueeriti soojendatud elueerimispuhvriga kaks korda. Eraldatud DNA
kontsentratsioonide mdotmiseks kasutati Qubit® 2.0 fluoromeetrit. cfDNA kontsentratsiooni
modtmiseks kasutati Qubit® HS Assay kitti ning buffy kihi DNA ja FFPE DNA
kontsentratsiooni modtmiseks kasutati Qubit® dsDNA Broad Range (BR) Assay (Thermo
Fisher Scientific Inc., USA) kitti.

Lisaks uuritavatele sooviti sekveneerida negatiivse kontrollina tervete indiviidide cfDNA-d ja
buffy DNA-d. Valimisse kaasati 5 tervet isikut, kelle veeniverest eraldati cfDNA ja buffy kihi
DNA samamoodi nagu eelnevalt kirjeldatud uuritavatel. Sekveneerimisraamatukokku
kuulusid lisaks uuritavatele ja tervetele indiviididele veel arvestuslikult 20% metiileeritud
cfDNA positiivne kontroll kolmes korduses, mis oli eelnevalt juba sekveneeritud cfDNA

lahjendusrea osana.

Tabelis 3 on vilja toodud erinevad proovid, mis kuuluvad sekveneerimisraamatukokku ning

eraldi on mérgitud kasutatud multipleks PCR-i tsiiklite arv erinevate materjalide puhul.

Tabel 3. Sekveneerimisraamatukokku kuuluvad proovid ning multipleks PCR-i tsiiklite arv.

Materjal Proovide arv Tsiiklite arv
Esmane rakuvaba DNA 32 40
Esmane buffy kihi DNA 32 34
Korduv rakuvaba DNA 5 40
Korduv buffy kihi DNA 5 34
FFPE DNA 23 34
20% kontroll 3 45
Tervete isikute rakuvaba DNA 5 40
Tervete isikute buffy kihi DNA 5 34

Uuritavate DNA naatriumbisulfit-tootlus

Uuritavate isikute DNA-ga teostati naatriumbisulfit-konversioon kasutades EZ DNA
Methylation™ Kkitti vastavalt tootjapoolsetele juhistele. cfDNA konversiooniks kasutati 5 pl
cfDNA-d (keskmiselt 4,68 ng, vahemikus 0,97 - 33,90 ng). Buffy kihi DNA ja FFPE DNA
konversiooniks kasutati 50 ng DNA-d. Tervete isikute cfDNA konversiooniks kasutati samuti
5 ul cfDNA-d (keskmiselt 1,39 ng, vahemikus 0,51 - 4,1 ng). Tervete indiviidide buffy kihi
DNA konversiooniks kasutati 50 ng DNA-d.
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Sekveneerimisraamatukogu ettevalmistamine

Raamatukogu ettevalmistamine viidi 14bi eelnevalt lahjendusrea proovidel kirjeldatud
meetoditega, kuid multipleks PCR-i reaktsioonis kasutati véhem praimeripaare. Kontrolliks
lisati sekveneerimisraamatukokku ka 20% lahjendusrea proovi kolm kordust, mis oli eelnevalt

ette valmistatud ja sekveneeritud lahjendusrea proovidega sarnasel viisil.

Multipleks PCR-i reaktsioonisegu kogumaht oli 30 pl ning sisaldas 1dppkontsentratsioonis 1X
ZymoTaq™ PreMix-i (Zymo Research Corp., USA), 2 mM MgCl,, 9 pmol left praimerit, 9
pmol right praimerit ning 4 ul konverteeritud DNA-d. PCR viidi 1dbi Artik™ termotsiikleris

jdrgmise programmiga:

e Poliimeraasi aktivatsioon 95°C 10 minutit

e 40 tsiiklit cfDNA puhul, 34 tsiiklit FFPE ja buffy kihi DNA puhul:

Denaturatsioon 95°C 30 sek
Praimerite seondumine  55°C 30 sek
Elongatsioon 72°C 30 sek
e Loplik elongatsioon 72°C 7 min

Programmi 10pp, temperatuuri hoidmine 4°C juures.

Raamatukogu tegemiseks lahjendati koik 110 proovi 10 ng/ul lahjendusteks ning segati

vOrdses mahus omavahel kokku.

Raamatukogu kvantifitseerimine ja sekveneerimine

Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu tuumiklabori protokolli kasutades viidi toogrupi teise
litkme poolt ldbi raamatukogu kvantifitseerimine ja sekvenaatorisse laadimine eelnevalt
lahjendusrea raamatukogu puhul kasutatud wviisil (lk 25), kuid seekord sooviti klastrite
tiheduseks saavutada 800 K/mm? ning raamatukogu segati kokku 10% PhiX kontrolliga, et
valtida kiibile {ilelaadimist ning muuta raamatukogu mitmekesisemaks. Raamatukogu
sekveneeriti 2 x 149 paired-end jarjestustena kasutades MiSeq Reagent Kit v2 (Illumina, Inc.,

USA) kitti.
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Tulemuste analiiiis

[llumina® Miseq sekvenaatorist saadud FASTQ failide t66tlus ja andmete analiiiis
tarkvarapaketis R (R Core Team, 2015) viidi 1dbi t66grupi teise litkme poolt eelnevalt
lahjendusrea proovidel kirjeldatud meetoditel (Ik 26). Lisaks kasutati tarkvarapaketti R ka
metiilatsiooniprofiilide jooniste ja kuumakaartide (heatmap) tegemisel ning Pearsoni

korrelatsiooni leidmisel ja korrelatsioonijoonise tegemisel.

Tulemused

Meetodite valjatootamine ning optimeerimine

Uurimaks metiilatsioonitaseme analiilisimise voimalikkust rakuvabas DNA-s ning
optimeerimaks hilisemat uuritavate isikute sekveneerimisraamatukogu ettevalmistamist ja

andmete analiiiisi to6tati vilja toovoog kunstlikult metiileeritud DNA lahjendusrea peal.

DNA kontsentratsiooni mootmine

Tervete isikute cfDNA-de segu kontsentratsioon oli 0,616 ng/ul. Naatriumbisulfit-toodeldud
proovide kontsentratsiooni modtmisel andis Qubit® 2.0 fluoromeeter veateate, et proovidel
on liiga madal kontsentratsioon. To6tlusesse pandi 1 ng tervete isikute cfDNA-de segu, mida
elueeriti 10 pl-s ning kuna on teada, et naatriumbisulfit-to6tlus lagundab DNA-d, siis on
voimalik, et proovide kontsentratsioon oli parast to6tlust viiksem kui 50 pg/pl. Vastupidiselt
saadi monede proovide puhul modtmisel kontsentratsioon, mis oli suurem kui cfDNA
kontsentratsioon, mida konverteeriti. Seda vdis pdhjustada asjaolu, et Qubit® ssDNA Assay
kit mddodab ka kaheahelalise DNA olemasolu. Kuna c¢fDNA kontsentratsiooni polnud
voimalik pérast naatriumbisulfit-tootlust modta, on cfDNA kogus reaktsioonisegus vilja
toodud mahutihikutes (pl). Samuti ei moddetud buffy kihi ega FFPE DNA kontsentratsiooni
pérast konversiooni, vaid toodi vdlja DNA hulk nanogrammides, mis konversiooni lisati ning

koiki proove elueeriti pérast tootlust 10 pl-s eluatsioonipuhvris.

Qubit® ssDNA Assay kitiga moddeti inimese genoomse DNA kontsentratsiooni pérast
naatriumbisulfit-konversiooni. Kuna naatriumbisulfit-to6tluse jaoks kasutati suurem algkogus
gDNA-d, siis vOib eeldada, et DNA kontsentratsiooni mootmisel pérast konversiooni oli
suurem tdpsus. Genoomset DNA-d lisati naatriumbisulfit-tootlusesse 195 ng ning peale

konversiooni oli gDNA kontsentratsiooniks 7,2 ng/ul ehk peale tootlust jii modtmistulemuste
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pohjal alles 72 ng gDNA-d. Genoomset DNA-d lahjendati edasi kontsentratsioonini 1 ng/pl,
et kohandada PCR-i meetodeid viikese algkoguse DNA jaoks.

Uuritavate kandidaatgeenide valik ning praimerite disain

Metiilatsioonimiidra (ehk metiilatsioonitaseme) uurimiseks kopsuvihiga uuritavate cfDNA-s
valiti vélja 15 geeni, mille amplifikatsiooni efektiivsust kontrolliti nii {iksikult kui ka

multipleks reaktsioonis gDNA ja cfDNA peal.

Koige korgema ja madalama seondumistemperatuuriga praimeritega viidi l1dbi gradient PCR
ning sobivaks seondumistemperatuuriks valiti 57°C. Uksikute praimerite testimise pdhjal jéeti
analiilisist vdlja geenid CXL5 ja GALRI, sest amplifikatsioonil tekkisid kaks produkti. 13
praimeripaari PCR produkte, mis oli saadud PCR-1 kdigus kasutades seondumistemperatuuri
57°C, kontrolliti 3%  agaroosgeelelektroforeesil. ~ Produktide pikkus jdi (ilma
adapterjirjestusteta) vahemikku 101 - 149 bp, mida on niha ka geelipildil (joonis 7).

w b T =
M ZNF154 Clorfll4 CDKN2A CD01 HOXA7 HOXA1! FERD3L STAR DLECI AGTRI HOXAS

150
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Joonis 7. Uksikute praimeripaaride testimine genoomse DNA peal PCR seondumistemperatuuriga
57°C. M - O’GeneRuler 50 bp DNA suurusmarker. Uleval toodud geenide nimetused.

MultiPLX 2.1. (Kaplinski et al., 2005) programmiga jagatud praimerigrupid on ndidatud
tabelis 4.

Tabel 4. Praimerite jagunemine multipleks gruppidesse.

Grupp 1 | PROXI CDKN24 | HOXA7 | DLECI | AGTRI | HOXA9

Grupp 2 | FERD3L | CD0I ZNF154 | HOXAI1l | STAR NR2E] CCDC]S]‘

Inimese genoomse DNA peal kontrolliti multipleks gruppide efektiivsust ning tulemused

visualiseeriti 3% agaroosgeelelektroforeesil (joonis 8).
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Joonis 8. Multipleks gruppide efektiivsuse testimine inimese gDNA peal. M - O’GeneRuler 50 bp
DNA suurusmarker. Koos adapterjérjestustega on multipleks grupp 1 produktide pikkused vahemikus
169 - 216 bp ning multipleks grupp 2 produktide pikkused vahemikus 170 - 213 bp.

Visuaalsel geelipildi vaatamisel jareldati, et koik PCR produktid on amplifitseerunud ja

multipleks reaktsioonid on olnud edukad.

Sekveneerimisraamatukogu ettevalmistamine

DNA fragmentide pikkuste modtmine TapeStation masinas peale indeks PCR-i1 ja
magnetkerakestega puhastamist néitas, et lisaks oodatud PCR-i produktidele esinevad proovis
ka oodatust pikemad produktid. Toendoliselt on need praimerite dimeeride
amplifikatsiooniproduktid ning nendest vabanemiseks otsustati teostada kolmas

magnetkerakestega puhastamine, mida ei ole tavapérases protokollis ette ndhtud.

Joonisel 9 on ndidatud arvestuslikult 20% metiileeritud DNA fragmentide pikkused pirast
kolmandat magnetkerakestega puhastamist. Kuna oodatud PCR-i produktid koos adapter- ja
indeksjdrjestustega jdid vahemikku 237 - 285 bp, siis on ndha, et proovis esineb lisaks
oodatud PCR-i produktidele jatkuvalt ka oodatust pikemaid fragmente, mida ei suudetud ka

kolmanda magnetkerakestega puhastamisega eemaldada.
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Joonis 9. Proovi ,,20% kordus 1 fragmentide pikkused. Oodatud PCR-i produktide pikkus on
vahemikus 237 - 285 bp. X-teljel on pikkus aluspaarides, y-teljel on proovi intensiivsus fuorestsents
ithikutes (FU). Lower - alumine pikkusmarker, Upper - {ilemine pikkusmarker.
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Sekveneerimistulemuste analiiiis

Tervete vabatahtlike cfDNA teise pdlvkonna sekveneerimise tulemusena saadi 346 000
paired-end jirjestust. Kvaliteediskoor vdhemalt Q3o oli 92%-1 proovidest. Lahjendusrea
proovide keskmine katvus iile 8 amplikoni, mida kasutati hiljem ka uuritavate analiiisimiseks
oli 950 (vahemikus 1 - 5075) lugemit. Lahjendusrea proovide sekveneerimisel ei peetud
primaarseks suurt katvust, vaid kontrolli multipleks gruppide todtavust ja hinnati cfDNA
metiilatsioonitaseme analiiiisi voimalikkust teisel pOlvkonnal pOhineval

sekveneerimismetoodikal.

Kaks amplikoni, millel olid suuremad katvused vdrreldes iilejadanud amplikonidega olid
HOXAY ja DLECI. Keskmine katvus iile kolme proovi oli DLECI geenis 1232 (vahemikus
799 — 1513) ja HOXAY geenis 2659 (vahemikus 1624 — 3264). Lahjendusrea sekveneerimise
pohjal saadud metiilatsioonitase oli mdirgatavalt vidiksem arvestuslikust (tabel 5), mis
tdendoliselt tuleneb sellest, et cfDNA on fragmenteerunud ning madala kontsentratsiooniga,
mistottu metilileerimine M.Sssl metiililtransferaasiga polnud edukas. Kui edaspidi on soovi
tapsemalt kalibreerida metiilatsioonitaseme detektsioonipiire, tuleks cfDNA metiileeritud
lahjendusrea tegemiseks katsetingimusi tdiendavalt optimeerida voi kasutada monda

alternatiivset kalibratsioonisiisteemi.

Tabel 5. Lahjendusrea proovide arvestuslikud ja sekveneerimise pohjal saadud metiilatsiooniméérad
DLEC]I ja HOXAY geenis.

Proov Geen | Arvestuslik | Sekveneerimise pohjal
0% iile kolme korduse ZLOf(SI{O 822 822822
5% iile kolme korduse fILOI§C219 222 ?:izzﬁ
10% iile kolme korduse ZLOI;};]Q igz//z 173”510(:&
20% iile kolme korduse ZLOZ;:(ZIQ ;822 222822
50% iile kolme korduse fléiﬁig zgzﬁ 13:(3)322
100% iile kolme korduse ZLOI§6C419 188220) 22:282//2

Sekveneerimistulemustest jdreldati, et metiilatsioonitaset on antud meetoditega voimalik

uurida ning edaspidi kasutati lahjendusreast valitud arvestusliku 20% metiilatsioonitasemega
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proovi vaid positiivse kontrollina. Neljal amplikonil kolmeteistkiimnest ei tuvastatud
lugemeid vOi tuvastati vdga vihe lugemeid, mis on tdendoliselt pdhjustatud multipleks
gruppide sobimatusest. Metiileerimata tervete isikute cfDNA metiilatsioonimiir néitab

tdendoliselt seda, et antud geenides eksisteerib madala tasemega metiilatsioon.

Uuritavad isikud

Uuritavate DNA eraldamine

Antud magistritoé valimisse kuuluvate mittevdikerakulise kopsuvéhiga uuritavate esmase
materjali rakuvaba DNA keskmine kontsentratsioon oli 0,797 ng/ul (vahemikus 0,192 - 3,620
ng/pl) ning korduva materjali keskmine kontsentratsioon oli 1,834 ng/ul (vahemiks 0,254 -
6,780 ng/ul). Esmase materjali buffy kihi DNA keskmine kontsentratsioon oli 81,5 ng/ul
(vahemikus 27,8 - 234 ng/ul) ning korduva materjali buffy kihi DNA keskmine
kontsentratsioon oli 107,8 ng/ul (vahemikus 51,8 - 163 ng/ul). FFPE koematerjali DNA
keskmine kontsentratsioon oli 82,4 ng/ul (vahemikus 3,48 - 484 ng/ul). Viie terve isiku
cfDNA keskmine kontsentratsioon oli 0,279 ng/ul (vahemikus 0,102 - 0,820 ng/ul) ning buffy
kihi DNA keskmine kontsentratsioon oli 88,0 ng/ul (vahemikus 80,6 - 101,0 ng/ul).

Sekveneerimisraamatukogu ettevalmistamine

Metiilatsioonitaseme muutuste hindamiseks otsustati uuritavate puhul vorrelda omavahel iihe
isiku buffy kihi DNA-d, cfDNA-d ja FFPE DNA-d. Samuti vdeti vordluseks viie terve
vabatahtliku indiviidi cfDNA ja buffy kihi DNA proovid.

Praimerite dimeerid voivad mdjutada sekveneerimise kvaliteeti ning seetdttu on multipleks
gruppide optimeerimine téhtis. Seepérast testiti kdikide praimerite omavahelist sobivust PCR-
iga ning tulemuste pdhjal tootati késitsi vélja uued multipleks grupid. Selle tulemusena valiti

9 kandidaatgeeni, mis jagati kahte multipleks gruppi (tabel 6).

Tabel 6. Uued viljatodtatud multipleks grupid, mida kasutati uuritavate DNA metiilatsioonitaseme
médramiseks.

Grupp1 | HOXA7 |HOXAIl |HOXA9 |ZNFi54

Grupp2 | AGTRI CCDC181 | DLECI CDO01 NR2E]
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Peale indeks PCR-i viidi magnetkerakestega puhastamine 1dbi ainult iihe korra, kuna
TapeStationil mdddetud puhastatud produktide fragmentide pikkused olid dige suurusega
ning oodatust pikemaid DNA fragmente peaaegu ei esinenud. Joonisel 10 on ndidatud
uuritava kA44 DNA fragmentide pikkused peale indeks PCR-i ning magnetkerakestega

puhastamist.
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Joonis 10. Uuritava kA44 cfDNA fragmentide pikkused peale indeks PCR-i ja magnetkerakesetega
puhastamist. Oodatud PCR-i produktide pikkus on vahemikus 237 - 284 bp. X-teljel on pikkus
aluspaarides, y-teljel on proovi intensiivsus fuorestsents ihikutes (FU). Lower - alumine
pikkusmarker, Upper - iilemine pikkusmarker.
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Sekveneerimistulemuste analiiiis

Kopsuvahiga uuritavate DNA teise podlvkonna sekveneerimise tulemusena saadi 14,45
miljonit jarjestust. Kvaliteediskooriga vdahemalt Q3o olid 95,22% proovidest. Amplikonid,
mille keskmine katvus iile proovide oli alla 100 (N=1), jdeti analiilisist vilja, sest
hinnanguliselt on 10% metiilatsioonitaseme muutuse tuvastamiseks vaja ligikaudu 100
lugemit.Ulejidsnud amplikonide (N=8) keskmine katvus iile proovide oli 13 000 (vahemikus

600 - 32 000).

Arvestuslikult 20% metiileeritud positiivse kontrollproovi kolme kordust analiiiisiti kahe
amplikoni suhtes (HOXA9 ja DLECI) nagu eelnevalt. Kolme korduse keskmine
metiilatsiooniméér oli oodatud 20% asemel DLECI geenis 4,8% ja HOXA9Y geenis 5,8%.
Keskmine katvus iile kolme proovi oli DLECI geenis 8244 (vahemikus 4582 — 10 514) ja
HOXA9 geenis 16 741 (vahemikus 11 671 — 20 680). Esimesel sekveneerimisel oli
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metiilatsiooniméér lahjendusrea 20% metiileeritud proovidel geenis DLECI 4,5% ja HOXA9Y

5,3%, millest voib jareldada, et kiipidevaheline varieeruvus on véike.

Terve isiku number 2 metiilatsiooni profiil on toodud vilja joonisel 11, kust on néha, et

AGTRI metiilatsioonitase oli buffy kihi DNA-s kdrgem kui cfDNA-s.

10 « bufty
* cfDNA
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Joonis 11. Terve isiku number 2 metiilatsiooniprofiil. X-teljel on amplikonide CpG saidid, y-teljel on

metiilatsioonimaér skaalal 0 - 100%.

Kuna geeni AGTRI CpG saidid olid osaliselt metiileeritud ka buffy kihi DNA-s nii tervetel
kui uuritavatel, siis selle geeni leide uuritavate korral ei vaadeldud. Ulejisinud uuringusse

valitud geenide puhul sarnanes tervetel isikutel cfDNA metiilatsioonimaér buffy kihi DNA-ga.

Tabelis 7 on vélja toodud amplikonisisesed keskmised metiilatsioonimééra erinevused cfDNA
ja buffy kihi DNA vahel, kus metiilatsioonitase on cfDNA-s viahemalt 10% korgem kui buffy
kihi DNA-s.

Tabel 7. Uuritavad isikud, kelle cfDNA-s olid antud geenide piirkonnad vdhemalt 10% korgema
metiilatsioonitasemega kui buffy kihi DNA-s.

Isik CCDC181 DLECI NR2E1 HOXA9 ZNF154
kA49 18,7%
kAS0 24,8%
kA69 36,1%
kAT72 20,5% 14,4%
kAS81 21,5%
kAS82 21,4% 62,3% 17,2%
kAS89 11,2% 42,0%
kA91 34,1%
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Koige enam leiti cfDNA metiilatsioonitaseme tousu vorreldes buffy kihi DNA-ga ZNF154
geenis. 32-st isikust tuvastati seda 5 isikul, ehk 15,6% uuritavatest, aga kAS50 proovi puhul
jattis soovida antud piirkonna metiilatsioonitaseme kvantitatiivne analiilis, kuna selle katvus

oli vaid 43-kordne.

NR2E]I geeni CpG saitides ndgime iihe uuritava cfDNA puhul 14% metiilatsiooni tdusu
vorreldes buffy kihi DNA-ga. Uuritav kA72 oli retsidiveerunud kasvajaga ning oli valimi

ainus lamerakulise kopsuvihi histoloogiaga isik.

CCDC181, DLECI ja HOXA9 geenide puhul ndgime iile 10% metiilatsiooni tdusu cfDNA-s
kahel uuritaval. Kodige suuremat tdousu tdheldati isiku kA82 HOXA9 geeni uuritavas
piirkonnas, kus keskmine metiilatsioonitase cfDNA-s oli vorreldes buffy kihi DNA-ga
tousnud 62% (joonis 12). Uuritavalt oli voetud ka FFPE koeproov ning jooniselt on selgelt
niha, et nii cfDNA kui ka FFPE DNA metiilatsioonitase on HOXA9 geenis tunduvalt kdrgem
kui buffy kihi DNA-s. Leidu toetab HOXAY korge metiilatsioonitase FFPE kasvajakoes.
Samuti esineb uuritaval kA82 vdhemalt 10% metiilatsioonitaseme tous cfDNA-s vorreldes
buffy kihi DNA-ga CCDCI181 ja ZNF154 geenides. Kahjuks selle isiku puhul ei suudetud

tapsustada kopsuvihi histoloogilist vormi.
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Joonis 12. Uuritava kA82 metiilatsiooniprofiil. Geenis HOXAY9 geenis on vidga suur
metiilatsioonitaseme erinevus buffy kihi DNA ja cfDNA vahel. Leidu toetab FFPE DNA korge
metiilatsioonitase. X-teljel on amplikonide CpG saidid, y-teljel on metiilatsioonimddr skaalal O -
100%.

Uuritavalt kA82 oli voetud lisaks ka teisel ajahetkel vereproov ning joonisel 13 on toodud
korduva proovi cfDNA ja buffy kihi DNA metiilatsioonitase vordluses esialgse cfDNA ja
buffy kihi DNA-ga ning FFPE DNA materjaliga. Korduval proovil oli cfDNA
metiilatsioonitase ligildhedane buffy kihi DNA omaga. Selle pdhjuseks on eeldatavalt kas
kasvaja DNA osakaalu langus ¢fDNA-s vO1 kasvaja epigeneetilise profiili muutus (tegemist

on ravi alustamise jargselt voOetud materjaliga). Kuna buffy kihi DNA sisaldab
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mittekasvajaliste rakkude DNA-d, siis peaksid algne ning korduv buffy kihi DNA olema
sarnase metiilatsioonimédraga. Seda on ka profiilides ndiha. Samuti on hésti ndha, et korgem
cfDNA metiilatsioonitase CCDC181, HOXAY ja ZNF'154 geenides vdiks tuleneda kopsukoest,

sest kopsuvéhi FFPE proovis on samuti nédha kdrge metiilatsioonimaar.
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Joonis 13. Uuritava kA82 metiilatsiooniprofiil, kus on néidatud ka teisel ajahetkel voetud cfDNA ja
buffy kihi DNA metiilatsioonimdir. X-teljel on amplikonide CpG saidid, y-teljel on metiilatsioonmair
skaalal 0 - 100%.

Joonisel 14 on ndha uuritava kA89 metiilatsiooniprofiili, kus 11% metiilatsiooni tdusu
taheldati geenis CCDC181 ja 42% tdusu ZNF154 geenis. Antud uuritaval on FFPE koeproov
voetud nii kopsust kui ka limfisdlmest. Liimfisdlme FFPE materjalis on DNA
metiilatsioonitase korgem DLECI, AGTRI, CDOI, HOXA9 ja HOXAII geenides kui
kopsukoe FFPE materjalis, mis vdib osalt peegeldada koespetsiifilist metiilatsiooni ja osalt
olla seotud kasvajarakkude hulgaga uuritavas materjalis. Kui iildiselt oli kasvajarakke
sisaldava FFPE koematerjali metiilatsioonitase kdrgem kui cfDNA-s, siis antud proovi puhul
esineb ZNF154 geenis vastupidine olukord. Tulemus vdib peegeldada koematerjali

epigeneetilist vOi klonaalset heterogeensust.
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Joonis 14. Uuritava kA89 metiilatsiooniprofiil. X-teljel on amplikonide CpG saidid, y-teljel on
metiilatsiooniméér skaalal 0 - 100%.
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Joonisel 15 on kuumakaardina ndidatud isikute ning amplikonide klasterdumist. Mida
heledam kast, seda erinevamad on iiksteisest cfDNA ja buffy kihi DNA metiilatsioonitase.

Uksteisele sarnasemad proovid ja amplikonid klasterduvad kokku.
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Joonis 15. Kuumakaart (heatmap) isikute ning amplikonide klasterdumisest. Mida heledam kast, seda
erinevamad on iiksteisest antud proovi antud amplikoni buffy kihi ja cfDNA metiilatsiooniméér.

Joonisel 16 on ndidatud korrelatsiooni ¢fDNA (kust on maha arvutatud buffy kihi DNA
keskmine metiilatsioonitase) ja FFPE DNA keskmiste metiilatsioonitasemete vahel. Pearsoni
korrelatsioonikordaja FFPE ja cfDNA keskmiste metiilatsioonitasemete vahel on 0,44 (seos
ndidatud punase joonega; p=0,002), mis tdhendab, et cfDNA ja FFPE metiilatsioonitasemed

korreleeruvad positiivselt.
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Joonis 16. X-teljel on kujutatud cfDNA metiilatsioonitase, millest on maha arvutatud buffy kihi DNA
metiilatsioonitase. Y-teljel on kujutatud FFPE DNA metiilatsioonitase. Punase joonega on toodud
Pearsoni korrelatsioonikordaja. Joonisel tdhistab iiks punkt ithte CpG saiti ning erinevad amplikonid
on néidatud erinevate virvidega.
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Arutelu

Vihkkasvajaid iseloomustab tuumorsupressorgeenide promootorregioonide CpG saarekeste
hiipermetiilatsioon, mis toimub juba varajases kartsinogeneesis (Nawaz et al., 2014). Vedel
biopsia on viheinvasiivne meetod, millega saab verest uurida kasvajatest tulenevaid
metiilatsioonitaseme muutusi. Vedela biopsia analiilis peegeldab kasvaja heterogeensust ning

voimaldab vidhkkasvajaga seotud muutusi tuvastada reaalajas.

Antud magistrito0 eesmargiks oli esmalt koostada t06voog metiilatsioonitaseme uurimiseks
rakuvabas DNA-s ning seejiarel uurida pilootprojektina uuritavate kopsuvdhiga isikute

metiilatsiooniméira rakuvabas DNA-s valitud kandidaatgeenides.

Eksperimentaalse t00 esimeses etapis tootati vélja meetod, millega on vdimalik
metiilatsioonimddra hinnata rakuvabas DNA-s. Analiilisimiseks otsiti kandidaatgeenides
esinevaid CpG-sid, mis oleksid tervete isikute kopsukoes ja veres madala metiilatsiooni tasemega

ning kus kasvajaga isiku puhul esineb metiilatsiooni tdusu.

Viljatootatud toovoog pohineb proovide naatriumbisulfit-tootlusel, millele jargneb multipleks
PCR ning amplikonipdhine teise pdlvkonna sekveneerimine. Multipleks PCR-i eelis vorreldes
tavapdrase PCR-ga on see, et on vOimalik viikesest algkogusest cfDNA-st amplifitseerida
mitmeid uuritavad geene. Esialgu testiti tdovoogu tervete isikute cfDNA lahjendusrea peal, mis
saadi segades metiileeritud ja metiileerimata cfDNA-d omavahel vastavates kogustes kokku.
Katsete pdhjal leiti, et cfDNA metiilaasiga metiileerimine vajaks optimeerimist, sest lahjendusrea
proovide arvestuslikud metiilatsioonitasemed olid palju korgemad kui sekveneerimisel saadud
tegelikud metiilatsiooniméédrad. Toendoliselt pole kasutatud tootjapoolsed juhendid optimaalsed
madala kontsentratsiooniga cfDNA jaoks ja samuti voib reaktsiooni efektiivsust mdjutada ka see,
et cfDNA fragmendid on véga liihikesed. Samuti jireldati katsete pohjal, et naatriumbisulfit-
tootlusel, multipleks PCR-il ja teise pdlvkonna amplikonipohisel sekveneerimisel pdhineva
toovooga on voimalik metiilatsioonimééra tuvastamine. Kuna koigil analiitisitavatel amplikonitel
ei olnud piisavalt lugemeid, kohandati multipleks PCR-i tingimusi - praimerite kontsentratsiooni
reaktsioonisegus ja voeti kasutusele Zymotaq™ Premix poliimeraas, mis on spetsiifiliselt
moeldud naatriumbisulfit-toodeldud DNA-le. Samuti katsetati uute multipleks gruppide

disanimiseks koiki praimereid omavahel praimerite dimeeride tekkimise suhtes.
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Eksperimentaalse t00 teises etapis testiti antud tddvoogu 32 mittevdikerakulise kopsuvihiga isiku
rakuvaba DNA peal. Metiilatsioonitaseme muutuste hindamiseks otsustati uuritavatel vorrelda
sama isiku cfDNA-d (peamine uuritav materjal), buffy kihi DNA-d (negatiivne kontroll), ja FFPE
DNA-d (positiivne kontroll). Samuti kasutati tdiendava negatiivse kontrollina viie terve
vabatahtliku cfDNA ja buffy kihi DNA proove. cfDNA metiilatsioonitasemest lahutati analiiiisis
buffy kihi DNA metiilatsioonitase, kuna buffy kihi DNA sisaldab mittekasvajaliste vererakkude
DNA-d, mida on eeldatavalt ka cfDNA-s.

Uuritavatel isikutel otsiti metiilatsioonitaseme muutusi, kus amplikonisiseselt oleks cfDNA
keskmine metiilatsioonimadr vahemalt 10% suurem kui buffy kihi DNA-s. 7-1 uuritaval 32-st ehk
21,8%-1 uuritavatest tuvastati vihemalt ithe geeni puhul 10% metiilatsioonitaseme erinevus

cfDNA ja buffy kihi DNA vahel.

cfDNA metiilatsioonitaseme alusel on ZNF154 valitud geenidest potentsiaalselt enamkasutatav
kopsuvéhi cfDNA pohise diagnostilise biomarkerina, kuna selle osas esines 15%-1 uuritavatest
vihemalt 10% metiilatsioonitaseme tous cfDNA-s. Varasemalt on ndidatud, et ZNFI154
hiipermetiilatsiooni esineb erinevates kasvajates (ka kopsuvidhis) ning see omab potentsiaali
kasuliku biomarkerina erinevat tiitipi vdhi diagnoosimisel (Margolin et al., 2016).
Absoluutskaalas koige suurem cfDNA metiilatsioonitaseme muutus leiti kA82 uuritava HOXA9
geenis, kus metiilatsioonitase oli 62,6%. Varasemalt on nédidatud, et HOXA9 inhibeerib kopsuvihi
rakkude migratsiooni ning selle hiipermetiilatsiooni on seostatud NSCLC puhul kasvaja
retsidiivide suurenenud tdendosusega (Hwang et al., 2015). DLECI metiilatsioonitaseme tous
esines uuritavatel kA72, kes oli retsidiveerunud kasvajaga ning kA81, kellel oli diagnoositud IV
staadiumi adenokartsioom. On ndidatud, et DLECI hiipermetiilatsioon seostub vihkkasvaja
levikuga kui vorreldi lokaalseid ja metastaatilisi kasvajaid (Castro et al., 2010). Retsidiveerunud
kasvajaga oli valimis kolm isikut. Tegemist on esialgsete hinnangutega tingituna sellest, et valim

on lisna vdike ning pakutud biomarkerite kasutatavus rakuvabas DNA-s vajaks edasist uurimist.

cfDNA kasutatavust kopsuvihi metiilatsioonipdhise biomarkerina toetab ka iildise korrelatsiooni

esinemine kasvajatega isikute FFPE DNA metiilatsioonitaseme ja cfDNA metiilatsioonitaseme
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vahel. Uuringu eelselt eeldasime, et oluline osa isikute cfDNA-st périneb kopsukasvajast ja selle

metastaasidest.

Uuringu alusel ei ole voimalik anda tdpsemat infot ravi tulemuslikkuse kohta, kuna vereproove
voeti valdavalt enne ravi algust ning kasvaja progressioonil. Enamate proovide kogumist
takistasid logistilised probleemid, mistdttu suurel osal uuritavatest onnestus koguda vaid esmane

VEreproov.

Lahjendusrea arvestusliku 20% kontrolli metiilatsioonitaseme vordlemine lahjendusrea kiibi ja

uuritavate DNA-ga kiibil niitas, et kiipidevaheline varieeruvus on viike.

Naatriumbisulfit-toddeldud proovide amplikonipdhine multipleks suunatud korge katvusega
sekveneerimine sobib cfDNA metiilatsioonimddra hindamiseks ning antud meetodi iiheks
eeliseks on analiilisimiseks vidikese algkoguse DNA vajalikkus. Uuringu pdhjal jareldame, et
cfDNA metiilatsiooniprofiilide analiilisimine on potentsiaalselt kasutatav uute biomarkerite

testimisel ja leidmisel.
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Kokkuvote

Antud magistritdo kirjanduse peatiikis anti lilevaade imetajates toimuvast DNA metiilatsioonist,
ja metiilatsiooni funktsionaalsest tdhendusest. Lisaks kisitleti ka tuumorsupressorgeenide
proomotorite CpG saarekeste hiipermetiilatsiooni véhi kontekstis ning anti iilevaade peamistest
metiilatsiooni midramise meetoditest. Samuti kirjeldati vedela biopsia analiiiisi ning selle eeliseid

vorreldes tavapdrase koeproovi analiiiisiga.

Eksperimentaalse osa esimeseks eesmirgiks oli vélja tootada toGvoog metiilatsioonitaseme
tuvastamiseks rakuvabas DNA-s. To0voog, mis pohineb proovide naatriumbisulfit-tootlusel,
multipleks PCR-1 ning amplikonipdhisel teise pdlvkonna sekveneerimisel, todtati esialgu vélja

kunstlikult metiileeritud lahjendusrea proovidel.

Eksperimentaalse osa teiseks eesmidrgiks oli rakendada véljatodtatud meetodeid
mittevéikerakulise kopsuvéhiga uuritavate cfDNA, buffy kihi DNA ja FFPE DNA peal ning
hinnata cfDNA metiilatsioonitaseme kopsuvdhi biomarkerina. Metiilatsioonitaseme muutuste
analiiisimiseks ~ vaadeldi c¢fDNA  metiilatsioonitaseme erinevust  buffy kihi DNA

metiilatsioonitasemega. FFPE DNA metiilatsioonitaset kasutati positiivse kontrollina.

7-1 isikul 32-st ehk 21,8%-1 uuritavatest tuvastati vidhemalt iihes amplikonis rohkem kui 10%-
line CpG saitide keskmine metiilatsioontaseme erinevus cfDNA ja buffy DNA vahel. Kdige
suuremat kasulikkust cfDNA metiilatsioonitaseme mddotmisel nditas ZNF154 geen, kus esines
15%-1 antud magistrito6 valimisse kuuluvates isikutest vdhemalt 10%-line metiilatsioonitaseme
erinevus cfDNA-s. Koige suurem metiilatsioonitaseme erinevus (62%) esines HOXA9

amplikonis.

Sekveneerimistulemuste ~ pdhjal  jareldati, et  viljatootatud  t6ovoog  voimaldab
metiilatsioonitaseme tdpset mddramist ning rakuvaba DNA metiilatsioonitaseme muutus on

potentsiaalselt kasutatav diagnostilise biomarkerina.
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Altered methylation of circulating cell-free DNA as a biomarker of lung cancer
Margot Saare

Summary

Lung cancer is the leading cause of cancer-related deaths and early diagnosis of lung cancer
could increase survival rate. Thus researching for new biomarkers for lung cancer detection is
important. Carcinogenesis is characterized by epigenetic and genetic changes in the genome.
Hypermethylation of CpG sites in promoter regions of tumor supressor genes is a common
epigenetic change that is present in different types of cancer. Liquid biopsy is a blood-blased
method which has several advantages over tissue biopsy and it is possible to detect DNA
fragments from tumor cells in cell-free DNA. The challenges of liquid biopsy are that cell-free
DNA is highly fragmented, contains low concentrations of tumor derived circulating DNA and

methods for detecting circulating cell-free DNA must be sensitive.

The aim of this study was to create a workflow for analysing methylation levels in cell-free DNA
and then to use this workflow to analyse altered methylation of selected genes and regions as
biomarkers for lung cancer. The workflow was based on treating samples with sodium bisulfite,
performing multiplex PCR and then proceeded by next generation sequencing. Methylation level
changes were analysed in 37 plasma and buffy coat samples with 23 matching FFPE samples
from 32 lung carcinoma patients. In 7 lung cancer patients average methylation level in cell-free
DNA was at least 10% higher than in buffy coat DNA at least in one candidate gene. Gene
ZNF154 showed the most potential as lung cancer biomarker since there was at least 10%

methylation level change in 15% lung carcinoma patients.
We concluded that this workflow is suitable for analysing methylation levels of cell-free DNA

and analysing methylation profiles of selected genes in cell-free DNA can be potentially used as

biomarkers for lung cancer diagnosis.
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Tanusonad

Soovin tdnada oma juhendajat Neeme Tonissoni voimaluse eest teostada oma magistritod nii
huvitaval teemal. Suured tdnusdnad ldhevad ka kaasjuhendajatele Madli Tammele ja Kaie

Lokkile kannatlikuse, abivalmiduse ning nipuniidete eest antud 16putéd valmimisel.

Suured tdnud ka koigile, kes aitasid kaasa to0 erinevates etappides.
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Lisad

Lisa 1.

Modifitseeritud protokoll cfDNA eraldamiseks 2 ml plastmast QIAamp® CNA kitiga.

1.

® N N kWD

10.

11.

12.

13.

14.

Pipeteeri 200 ul QIAGEN Proteinase K-d 15 ml tsentrifuugi tuubi.

Lisa tuubi 2 ml plasmat.

Lisa 1,6 ml ACL puhvrit. Sulge kork ja sega vorteksil 30 sekundit.

Inkubeeri proovi 60°C juures 60 minutit.

Aseta proov toolaule ja keera kork lahti.

Lisa liisaadile 3,6 ml ACB puhvrit. Sulge kork ning sega proovi vorteksil 15-30 sekundit.
Inkubeeri liisaadi ja ACB puhvri segu 5 minutit j4al.

Aseta QIAamp Mini kolonnid QIAvac 24 Plus vaakumkonnektorisse. Sisesta 20 ml tuubi
pikendaja (tube extender) avatud QIAamp Mini kolonni. Jita kogumistuub alles.

Lisa hoolikalt liisaadi ja ACB puhvri segu QIAamp Mini kolonni tuubi pikendajasse. Liilita
sisse vaakumpump (800-900 mbar). Kui kogu liisaat on ldbinud kolonni, siis liilita
vaakumpump vilja. Ettevaatlikult eemalda ning viska tuubipikendaja dra.

Lisa 600 pl ACW1 puhvrit QIAamp Mini kolonnile. Jéta kolonni kaas lahti ning liilita sisse
vaakumpump (800-900 mbar). Kui kogu puhver on jooksnud 1dbi kolonni, liilita
vaakumpump vilja.

Lisa 700 ul ACW2 puhvrit QIAamp Mini kolonnile. Jita kolonni kaas lahti ning liilita sisse
vaakumpump (800-900 mbar). Kui kogu puhver on jooksnud Ildbi kolonni, liilita
vaakumpump viélja.

Lisa 750 pl 96-100% EtOH QIAamp Mini kolonnile. Jéta kolonni kaas lahti ning liilita sisse
vaakumpump (800-900 mbar). Kui koik puhver on jooksnud lébi kolonni, liilita
vaakumpump vilja.

Sulge QIAamp Mini kolonni kaas, eemalda see vaakumkollektorist ning viska dra
vaakumkonnektor. Aseta kolonn puhtasse 2 ml kogumistuubi ja tsentrifuugi 13 000 rcf juures
3 minutit.

Aseta QIAampi Mini kolonn uude 2 ml kogumistuubi, ava kaas ning inkubeeri proovi 10 min

56°C juures, et membraan tdielikult kuivatada.
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15. Aseta kolonn uude 1,5 ml eluatsiooni tuubi ning viska 2 ml kogumistuub &ra. Lisa 60 pl
soojendatud AVE puhvrit kolonni keskele, sulge kaas ning inkubeeri toatemperatuuril 3
minutit.

16. Tsentrifuugi 13 000 rcf juures 1 minut, et elueerida DNA. Elueeri sama eluaadiga DNA teist
korda ning inkubeeri proovi toatemperatuuril 3 minutit.

17. Tsentrifuugi 13 000 rcf juures 1 minut.

Lisa 2.

Kandidaatgeenide praimerite jarjestused.

Geen Praimerite jarjestus 5'-3'
INFI54 left | TTTTTGAGTTTTTATTGGTTTAGTAG

right | AAAAAATTAATACAAAAAATCCCC
CCDCI8] left | TTAGTGAAGTTGAGGTTTTTAAGGG

right | AAAAAAAATTTCACAACCAACACA
CXCLS left | TAGGAGGTTTATAGTGGTTAAGAGAG

right | TAAATAAAAAAAATACAAAAAACAC
CDKNA left | AAATTTGAGGTTAAAGATGTGTGGTATAT

right | CTAAACCAAAAAAATATAAAAAAAC
CDOI left | TTTAGATTTGTGGGGTTTATTTTTT

right | CCACCTTTCTTAAATAACTCTCC
HOXA7 left | GTTTTTTTGTGAGTTGGGAGTAAAG

right | AATCACAAATCAAAATTATAAATTCT
HOXAL left | TGTTTGTGTTTAATTGTAGGGTTTT

right | CTAACTATCCCCAATCCAAAACAT
FERD3L left | GGGAGGTTAGGGATAGGTTTG

right | AACTATTAAAAATCCCCACCAACA
STAR left | GTTTTTTTTGAGTTTTTTAAGTTT

right | CCCTTCCTTTACACAATAAATAATA
DLECI left | TGTTATGGAGATTAGGAGTTTTAAAA

right | AAAAACTTCCAAATAAACTAACTAAAACTA
AGTRI left | TAGGTATGTTTGGGGGATTTTAAG

right | AATATAACCAACTCCAAAAACAAAC
GALRI left | ATTTGTGTAGAGAGGTTTTTTGGT

right | AAAAAAACTAATTCTACTAAACCATAC
HOXA9 left | TGTTTAGGGTTTTAGTGGTGGTTAT

right | CCAAATTATTACATAAAATCTACAATTTCA
NR2EI left | GAAATTTAAGGATGTTTAAATTTTTATTGT

right | ACTACCCTCCAACCTACAAAACTC
PROXI left | TTTTAGGAGAAAATGGTGTTATTTAAAT

right | AAAAAAAATAAAAACCAAAAAAATCACT
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Lisa 3.

Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu tuumiklabori protokoll PCR produktide puhastamiseks
Agentcourt AMPure XP magnetkerakestega, mida on modifitseeritud t6ogrupi teise liikme
poolt.

1. Enne PCR produktide puhastamist too magnetkerakesed toatemperatuurile ning valmista
viarske 80% EtOH lahus. Toatemperatuurini joudnud magnetkerakesi sega vorteksil 30
sekundit.

2. Nii multipleks PCR reaktsioonisegule kui ka indeks PCR reaktsioonisegule lisa
magnetkerakesi suhtes 1:1,8 ja pipeteeri ettevaatlikult segu 10 korda {iiles-alla.

3. DNA seondumiseks magnetkerakestele inkubeeri proovi 5 minutit toatemperatuuril.

4. Aseta PCR-i plaat/tuubid magnetalusele. Kui supernatant on muutunud ldbipaistvaks,
eemalda see ettevaatlikult.

5. Hoia PCR-i plaat/tuubid magnetalusel ning lisa magnetkerakeste pesemiseks 200 pl 80%
EtOH Ilahust. Inkubeeri 30 sekundit ning seejidrel eemalda kogu EtOH lahus. Korda
magnetkerakeste pesu. Viimaks eemalda peenikest pipetiotsa kasutades kogu EtOH lahus.

6. Hoia PCR-i plaat/tuube magnetalusel ning lase kerakestel dhu kées kuivada 10 minutit.

7. Eemalda PCR-i plaat/tuubid magnetaluselt ja lisa proovidele 10 mM Tris pH 8,5 puhvrit.
Multipleks PCR-i proovidele lisa puhvrit 52,5 pl ja indeks PCR-i proovidele 27,5 pl.
Pipeteeri segu kiimme korda {iles-alla.

8. Inkubeeri segu toatemperatuuril 2 minutit, et elueerida DNA kerakestelt.

9. Aseta PCR-i plaat/tuubid 2 minutiks magnetalusele. Lébipaistvaks muutunud supernatant
tosta uuele plaadile/tuubidesse. Multipleks PCR-i korral tdsta 50 pl eluaati, indeks PCR-i

korral tdsta 25 pl eluaati.
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