Vereloome kasvajate molekulaardiagnostilised uuringud

Immuunanaliiiisi osakond

Vereloome rakkude leukeemilise transformeerumise peamiseks mehhanismiks on
geneetiliste muutuste teke. Kui muutused tekivad geenides, mis mdjutavad raku
jagunemist voi diferentseerumist, siis valjub raku areng kontrolli alt. Peamisteks
muutusteks on erinevate kromosoomide vahelised translokatsioonid, kromosoomi osade
deletsioonid ja inversioonid, kuid on teada ka vaiksemaid mutatsioone ning muutusi
geenide ekspressioonimustris. Teatud kindlate geenide muutumine pdhjustab kindla
fenotliibiga véahirakkude tekkimise. Geneetilise muutuse teadmine voimaldab kinnitada
diagnoosi, valida ravi ning hinnata prognoosi. Kindla molekulaarse markeri olemasolul on
voimalik edaspidi jalgida haiguse kulgu ning ravi efektiivsust.

PCR anallilsi naidustused:
1. Diagnoosi kinnitamine/tapsustamine
2. Remissiooni ja retsidiivi hindamine
3. Transplantatsioonieelne ning -jargne kontroll
4, Moddetava residuaalse haiguse (MRD) jalgimine.

PCR meetod on kdige tundlikum ja spetsiifilisem meetod moddetava residuaalse haiguse
jalgimiseks. Reaalaja polimeraasi ahelreaktsiooni puhul kasutatakse leukeemiamarkerite
suhtelist kvantiteerimist, s.t konkreetsel patsiendil maaratakse leukeemiaspetsiifilise
markeri hulka house-keeping ehk kontrollgeeni suhtes. Uhendlaboris kasutatavad
meetodid on valja tdéotatud vastavalt rahvusvahelise European LeukemiaNet (ELN)
standardiseeritud juhistele.

Hematoloogiliste somaatiliste mutatsioonide mRNA (paneel)
(B,Bm-Hem somatic mut mRNA panel)

Immuunanaliiiisi osakond

Antud analliiis on modeldud enamlevinud leukeemiaspetsiifiliste mutatsioonide
sOeluuringuks. Uuringu teostamiseks kasutatakse HemaVision kit anallisikomplekti, mis
vOimaldab tuvastada 32 erinevat kromosomaalset aberratsiooni ning nende erinevaid
murrupunkte. Erinevad aberratsioonid on seotud erinevate leukeemia vormidega (ALL,
AML, KML) ning omavad nii diagnostilist kui ka prognostilist vaartust.

HemaVision kit'iga saab tuvastada jargmisi aberratsioone:

Nimetus Laiendatud nimetus

del(1)(p32) STIL::TAL1

del(1)(p32) STIL::TAL1

inv(16) CBFB::MYH11

inv(16)(p13q22) CBFB::MYH11

t(1;11) MLL::EPS15

t(1;11)(p32;923) MLL::EPS15

t(1;11) MLL::MLLT11

t(1;11)(q21;923) MLL::MLLT11

t(1;19) TCF3::PBX1

t(1;19)(q23;p13) TCF3::PBX1

t(3;5) NPM1::MLF1

t(3;5)(q25.1:q35) NPM1::MLF1

t(3;21) RUNX1::EVI1

t(3;21)(g26;922) RUNX1::EVI1

t(3;21) RUNX1::MECOM

t(3;21)(g26:922) RUNX1::MECOM

t(3;21) RUNX1::RPL22P1

t(3;21)(g26;922) RUNX1::RPL22P1

t(4;11) MLL::AFF1

t(4;11)(q21;923) MLL::AFF1

t(5,12) ETV6::PDGFRB

t(5;12)(q33:p13) ETV6::PDGFRB

t(5;17) NPM1::RARA

t(5;17)(q35:q12) NPM1::RARA

t(6;9) DEK::NUP214

t(6;9)(p23:q34) DEK::NUP214




t(6;11) MLL: :MLLT4 t(6;11)(q27:923) MLL::MLLT4

t(8;21) RUNX1::RUNX1T1 £(8;21)(q22;q22) RUNX1::RUNX1T1

t(9;9) SET::NUP214 £(9,;9)(q34,q934) SET::NUP214

t(9;11) MLL::MLLT3 £(9;11)(p22;q23) MLL::MLLT3

t(9;12) ETV6::ABL1 t(9;12)(q34;p13) ETV6::ABL1

t(9;22) BCR::ABL1 (p190) £(9;22)(q34;q11) BCR::ABL1 (m-bcr, p190)

£(9;22) BCR::ABL1 (p230) £(9;22)(q34;q11) BCR::ABL1 (u-bcr, p230)

t(9;22) BCR::ABL1 (p210) t(9;22)(g34;931) BCR::ABL1 (M-bcr, p210)

t(10;11) MLL::MLLTI10

£(10;11)(p12;q23) MLL::MLLT10

t(11;17) MLL::MLLT6

t(11;17)(gq23;921) MLL::MLLT6

t(11,17) ZBTB16::RARA

t(11;17)(q23;q12) ZBTB16::RARA

t(11;19) MLL::ELL

t(11;19)(g23;p13.3) MLL::ELL

t(11;19) MLL::MLLT1

t(11;19)(g923;p13.3) MLL::MLLT1

t(12;21) ETV6: :RUNX1

t(12;21)(p13;922) ETV6: :RUNX1

t(12;22) ETV6::MN1

t(12;22)(p13;q11/12) ETV6::MN1

t(15;17) PML::RARA

t(15;17)(q24;q12) PML::RARA

t(16,21) FUS::ERG

t(16;21)(p11;q22) FUS::ERG

t(17;19) TCF3::HLF

t(17;19)(q22;p13) TCF3::HLF

t(X;11) MLL: :FOXO4

t(X;11)(q13;q23) MLL::FOX04

Kui positiivseks osutub selline aberratsioon, mida on vdimalik maarata kvantitatiivse
reaalaja poliimeraasi ahelreaktsiooniga, siis on edaspidi voimalik teostada ka kvantitatiivne
anallls. Teisi leitud mutatsioone saab jalgida sama meetodiga. Kuna test on kvalitatiivne,
siis ei sobi see mdddetava residuaalse haiguse hindamiseks.

Uuritav materjal, selle votmine, saatmine ja sailitamine

Katsuti | K2E/K3E-katsuti (lilla kork)

AnalUusitav kogus | Veri 6 mL, luulddi 2 mL

Sailivus | 2-8 °C 48 tundi

Analiiiisimeetod: kvalitatiivne reaalaja polUmeraasi ahelreaktsioon (PCR)
Analiiiisi tegemise aeg: toopaeviti, vastus 5 toopaeva jooksul
Vastuse vorm: positiivne/negatiivne (iga aberratsiooni kohta eraldi)

Naidustus ja kliiniline tahendus

Diagnoosi tapsustamine/selgitamine, prognoosi hindamine.

Miieloproliferatiivsed haigused

JAK2 geeni p.V617F mutatsiooni DNA hulk
(B,Bm-JAK2 p.V617F DNA QN)

Immuunanaliiiisi osakond

Mleloproliferatiivseid haigusi, nagu toelist politstteemiat (PV), essentsiaalset
trombotsiteemiat (ET) ja idiopaatilist mielofibroosi (IMF), iseloomustab klonaalne tihe voi
mitme mieloidse rakurea proliferatsioon, mis omakorda toimub tsdtokiini



hupersensitiivsuse tottu. Janus-tlrosiinkinaas-2 p.V617F mutatsiooni (JAK2 p.V617F) on
leitud suurel hulgal PV ja ET diagnoosiga patsientidel ning vahemal maaral IMF-ga
patsientidel. JAK2 kuulub normaalselt raku signaalraja molekulide hulka ja osaleb geenide
transkriptsiooni aktiveerimisel. Mieloidsetes tlivirakkudes muteerunud JAK2 viib aga
kontrollimatu mueloidse rakurea proliferatsioonini. JAK2 mutatsiooni tuvastamine reaalaja
pollimeraasi ahelreaktsiooniga voimaldab kroonilisi mleloproliferatiivseid haigusi paremini
diagnoosida, nt eristada primaarset politsiteemiat ja sekundaarset eritrotsitoosi ning
essentsiaalset ja reaktiivset trombotstitoosi.

Uuritav materjal, selle votmine, saatmine ja sadilitamine

Katsuti | K2E/K3E-katsuti (lilla kork)

AnaliUsitav kogus | Veri 6 mL, luuidi 2 mL

Sailivus | 2-8 °C 7 pdeva

Analiiiisi tegemise aeg: toopaeviti, vastus 5 té6paeva jooksul

Analiiiisimeetod: kvantitatiivhe reaalaja polimeraasi ahelreaktsioon (PCR)

Vastuse vorm: JAK2 V617F mutatsiooniga ja wild-type DNA koopiate arvu suhe %-des.
Ndidustus ja kliiniline tdhendus

Mueloproliferatiivsete haiguste diferentsiaaldiagnostika ja ravi tulemuslikkuse jalgimine.

t(9;22) BCR::ABL1 (p210 KML) translokatsiooni mRNA
(B,Bm-t(9;22) BCR::ABL1 (p210 KML) mRNA)

Immuunanaliiiisi osakond

Rohkem kui 95%-1 juhtudel esineb kroonilise mieloidleukeemia (KML) patsientidel
Philadelphia kromosoom ehk kromosomaalne translokatsioon t(9;22)(q34;q11).
Translokatsiooni (9;22) korral on 9. kromosoomil murd ABL1 geeni kohalt, Ghinedes 22.
kromosoomiga BCR geeni keskelt. Selle tulemusel tekib liitgeen BCR::ABL1. Sellelt geenilt
toodetud liitvalgu BCR::ABL1 funktsionaalse tlrosiinkinaasi osa on pidevalt aktiveeritud
ning omab seetottu kriitilist rolli leukeemia patogeneesis. Soltuvalt murdepunkti asukohast
bcr geenis vdib esineda erineva pikkusega BCR-ABL1 valke, peamised on neist p190, p210
ja p230. Ageda limfoidleukeemia (ALL) korral on tihti tegemist liitvalguga BCR::ABL1
p190. Kroonilise mueloidleukeemia (KML) korral esineb enamasti BCR::ABL1 p210.

Kuna Philadelphia kromosoomi esinemisest soltub prognoos ning ravi, siis on selle
madramine olulise tahtsusega.

BCR::ABL1 liitvalgu olemasolul on vdimalik kasutada vdga efektiivset ravi tlirosiinkinaasi
inhibiitoritega (imatiniib, nilotiniib, dasatiniib jt), mis inhibeerivad valikuliselt BCR::ABL1
kinaasi aktiivsust. Molekulaarse ravivastuse jalgimiseks moddetakse BCR::ABL1 mRNA
taset kvantitatiivse reaalaja polimeraasi ahelreaktsiooniga. Analllsi regulaarne
kordamine aitab kaasa retsidiivi varasele avastamisele.

Uhendlaboris teostatakse BCR::ABL1 p210 (KML) analiiiisi vastavalt rahvusvaheliste
standardiseerimisprogrammide (European LeukemiaNet) poolt valja téétatud juhistele ja
nouetele ning kogu protsess on standardiseeritud EUTOS for CML rahvusvahelise
programmi raames. Uhendlaboris on v&imalik tuvastada BCR::ABL1 transkripte tasemel
vahemalt MR4.5.



Uuritav materjal, selle votmine, saatmine ja sailitamine

Katsuti | K2E/K3E-katsuti (lilla kork)

Anallusitav kogus | Veri 6 mL, luuldi 2 mL

Sailivus | 2-8 °C 48 tundi

Analiilisi tegemise aeg: to0pdeviti, vastus 5 téopdeva jooksul
Analiiiisimeetod: kvantitatiivhe reaalaja polimeraasi ahelreaktsioon (PCR)

Vastuse vorm: BCR::ABL1 mRNA ja kontrollgeeni ABL1 mRNA suhe rahvusvahelise skaala
protsentides (%]IS).

Ndidustus ja kliiniline tdhendus

Kroonilise mieloidleukeemia kahtlustusel diagnoosi tapsustamine, mdddetava residuaalse
haiguse ja ravi tulemuslikkuse jalgimine ning retsidiivi kiire tuvastamine.

Ravi efektiivsuse jdlgimiseks teostatakse PCR anallilsi reeglina iga kolme kuu tagant.
Parast tdieliku molekulaarse ravivastuse saavutamist (BCR::ABL1 mRNA negatiivne) voib
analllsi teostada harvemini.

Oluline molekulaarne ravivastus (Major Molecular Response ehk MMR) on saavutatud siis,
kui saadud vaartus on < 0,1%(IS).

Kui BCR::ABL1 transkript (mRNA) ei ole tuvastatav, siis lisatakse vastusesse ka analidsi
tundlikkuse ehk molekulaarse ravivastuse tase: MR4.0 = BCR::ABL1 < 0,01%(IS); MR4.5
= BCR::ABL1 < 0,0032%(IS) v0i MR5.0 = BCR::ABL1 < 0,001%(1S).

21.08.2017 omistati Uhendlaborile EUTOS MR4.5 sertifikaat, mis tdendab, et labor on
voimeline tuvastama BCR::ABL1 transkripte tasemel MR4.5.

Analiis on akrediteeritud Eesti Akrediteerimiskeskuse poolt.

BCR::ABL1 kinaasi domeeni mutatsioonid (sekveneerimine) (XXX-BCR::ABL1
seq)

Immuunanaliiiisi osakond

Mutatsioonid BCR::ABL1 kinaasi domeenis voivad podhjustada leukeemia raviks
kasutatavate tdrosiinkinaasi inhibiitorite (TKI) suhtes resistentsust. Valdavalt on tegemist
kasvajarakkudes tekkivate punktmutatsioonidega, mille md&ju erinevate TKI-de
efektiivsusele on vaga erinev. Koige tuntum mutatsioon on T315I, mis podhjustab
resistentsust koikide esimese ja teise poOlvkonna TKI-de suhtes. Info erinevate
mutatsioonide ning nende mdju kohta TKI-dele taieneb pidevalt.

Antud anallilsi teostamiseks peab BCR::ABL1 mRNA tase olema vahemalt 0,1%IS.

Uuritav materjal, selle votmine, saatmine ja sailitamine

Katsuti | K2E/K3E-katsuti (lilla kork)

Analiisitav kogus | Veri 6 mL, luuidi 2 mL

Sailivus | 2-8 °C 48 tundi

Analiilisimeetod: BCR::ABL1 kinaasi domeeni sekveneerimine Sanger meetodil (~
aa220-420)

Analiilisi tegemise aeg: todpdeviti, vastus 5 té6paeva jooksul



Vastuse vorm

BCR::ABL1 kinaasi domeenis mutatsioone ei leitud.
BCR::ABL1 kinaasi domeenis leitud mutatsioon (mutatsiooni(de) kirjeldus).

Naidustus ja kliiniline tahendus

BCR::ABL1 kinaasi domeeni mutatsioonide maaramine on naidustatud Philadelphia
kromosoomi ehk t(9;22) BCR::ABL1 olemasoluga ning TKI ravi saavatel patsientidel, kes
ei saavuta optimaalset ravitulemust voi kui BCR::ABL1 mRNA tase touseb ravi ajal tile MMR
(Major Molecular Response) piiri ehk 0,1%(1S).

Vastavalt leitud mutatsiooni(de) tlibile voib olla vajalik muuta kasutatavat ravimit,
kohandada ravimi doosi v0i rakendada alternatiivseid ravimeetodeid. Mutatsioonide
olemasolu ei ole pUsiv; kasvajarakkudes vdivad tekkida uued mutatsioonid ning erinevad
kloonid voivad ravi tulemusel tekkida ning kaduda.

AML - dge miieloidleukeemia

t(15;17) PML::RARA translokatsiooni (variandid bcrl, bcr2, bcr3) mRNA
(B,Bm-t(15;17) PML::RARA bcrl, bcr2, bcr3 mRNA)

Immuunanaliiiisi osakond

Ageda promiuelotsiiiitleukeemia (AML-M3) korral on tihti tuvastatav kromosomaalne
translokatsioon (15;17), mida ei esine teiste leukeemiavormide korral. Translokatsiooni
tulemusena katkeb 15. kromosoom PML geeni kohalt, Ghinedes 17. kromosoomiga RARA
(retinoidhappe retseptor a) geeni keskelt, pdhjustades hlbriidse PML::RARA valgu
ekspressiooni. Vastav hibriidne valk pidurdab rakkude diferentseerumist ja takistab
apoptoosi ehk rakkude normaalset (“programmeeritud”) surma.

Translokatsiooni  (15;17) maaramine on oluline leukeemia molekulaarseks
identifitseerimiseks ja prognoosi hindamiseks ning efektiivseks raviks, sest vaid t(15;17)
suhtes positiivsed patsiendid alluvad ATRA (all-trans retinoic acid) ravile. Translokatsiooni
tuvastamine remissioonis oleval patsiendil voimaldab alustada kliinilist retsidiivi ennetava
raviga.

Kvantitatiivselt on vdimalik maarata sagedamini esinevaid t(15;17) PML::RARA variante
bcrl, bcr2 ning bcr3.

Uuritav materjal, selle votmine, saatmine ja sailitamine

Katsuti | K2E/K3E-katsuti (lilla kork)

Analiisitav kogus | Veri 6 mL, luuidi 2 mL

Sailivus | 2-8 °C 48 tundi

Analiilisi tegemise aeg: todpdeviti, vastus 5 té6paeva jooksul

Analiilisimeetod: kvantitatiivhe reaalaja polimeraasi ahelreaktsioon (PCR); maaratakse
t(15;17) variante bcrl, bcr2 ja/voi ber3 vastavalt esmase anallilsi tulemusele.

Vastuse vorm: PML::RARA mRNA ja kontrollgeeni ABL1 mRNA suhe protsentides.



Naidustus ja kliiniline tahendus

Kiiranalllsina AML-M3 kahtlusel diagnoosi tapsustamiseks. Moddetava residuaalse haiguse
ja ravi tulemuslikkuse jalgimine ning molekulaarse retsidiivi tuvastamine enne Kkliiniliste
haigusnahtude ilmnemist.

£t(15;17) PML::RARA mRNA 0%: translokatsioon ei ole tuvastatav. Kui analiils oli eelnevalt
positiivne, siis on mutatsiooniga rakkude arv ravi tulemusel tdenaoliselt vahenenud alla
testi tundlikkuse taseme.

t(8;21) RUNX1::RUNX1T1 translokatsiooni mRNA
(B,Bm-t(8;21) RUNX1::RUNX1T1 mRNA)

Immuunanaliiiisi osakond

Translokatsioon (8;21) esineb 2-12%-| ageda mueloidleukeemiaga (AML) patsientidest.
t(8;21) tagajarjel muutub tanskriptsioonifaktorite kompleksi kuuluvate geenide normaalne
jarjestus ning selle tulemusel tekib kimaarne liitvalk RUNX1::RUNX1T1 (vana nimega
AML1::ETO), mida seostatakse just AML-M2 alattibiga. Translokatsiooniga t(8;21)
patsiendid on enamasti alla 30 aastased ning Uldiselt (isna hea prognoosiga, mistottu on
raviks vOimalik kasutada vahem agressiivset keemiaravi.

Uuritav materjal, selle votmine, saatmine ja sailitamine

Katsuti | K2E/K3E-katsuti (lilla kork)

AnallUusitav kogus | Veri 6 mL, luulddi 2 mL

Sailivus | 2-8 °C 48 tundi

Analiiiisi tegemise aeg: téopaeviti, vastus 5 tédpaeva jooksul
Analiiiisimeetod: kvantitatiivhe reaalaja polimeraasi ahelreaktsioon (PCR)

Vastuse vorm: RUNX1::RUNX1T1 mRNA ja kontrollgeeni ABL1 mRNA suhe protsentides.
Ndidustus ja kliiniline tahendus

AML kahtlusel diagnoosi tapsustuseks, prognoosi hindamiseks. Modddetava residuaalse
haiguse ja ravi tulemuslikkuse jalgimine ning molekulaarse retsidiivi tuvastamine enne
kliiniliste haigusnahtude ilmnemist.

t(8;21) RUNX1::RUNX1T1 mRNA 0%: translokatsioon ei ole tuvastatav. Kui analils oli
eelnevalt positiivhe, siis on mutatsiooniga rakkude arv ravi tulemusel tdendoliselt
vahenenud alla testi tundlikkuse taseme.

inv(16) CBFB::MYH11 inversiooni mRNA
(B,Bm-inv(16) CBFB::MYH11 mRNA)

Immuunanaliiiisi osakond

16. kromosoomi inversioon esineb 1-5%-1 dgeda mueloidleukeemia (AML) patsientidel. 16.
kromosoomis toimub peritsentriline inversioon (16p13g22), mille tagajarjel muutub
tanskriptsioonifaktorite kompleksi kuuluvate geenide normaalne jarjestus ning selle
tulemusel tekib kimaarne liitvalk CBFB::MYH11. inv(16) muutusega AML patsiendid on
tavaliselt nooremad ning Uldiselt Gsna hea prognoosiga, mistottu on raviks vodimalik
kasutada vahem agressiivset keemiaravi.



Uuritav materjal, selle votmine, saatmine ja sailitamine

Katsuti | K2E/K3E-katsuti (lilla kork)

Anallusitav kogus | Veri 6 mL, luuldi 2 mL

Sailivus | 2-8 °C 48 tundi

Analiiiisi tegemise aeg: to0pdeviti, vastus 5 téopdeva jooksul

Analiilisimeetod: kvantitatiivne reaalaja polimeraasi ahelreaktsioon (PCR)

Vastuse vorm: CBFB::MYH11 mRNA ja kontrollgeeni ABL1 mRNA suhe protsentides.
Naidustus ja kliiniline tahendus

AML kahtlusel diagnoosi tapsustamiseks, prognoosi hindamiseks. Mdddetava residuaalse
haiguse ja ravi tulemuslikkuse jalgimine ning molekulaarse retsidiivi tuvastamine enne
kliiniliste haigusnahtude ilmnemist.

inv(16) CBFB::MYH11 mRNA 0%: inversioon ei ole tuvastatav. Kui anallus oli eelnevalt

positiivne, siis on mutatsiooniga rakkude arv ravi tulemusel tdendoliselt vdhenenud alla
testi tundlikkuse taseme.

FLT3 geeni koodoni D835 mutatsioon ja sisemine tandemduplikatsioon DNA
(B,Bm-FLT3 D835, ITD DNA)

Immuunanaliiiisi osakond

FLT3 geeni pealt sUnteesitakse tlrosiinkinaasi retseptorit FLT3, mis normaalselt on
ekspresseeritud paljude rakkude pinnal, kaasa arvatud vereloome tivirakud, kus FLT3
retseptoril on votmeroll tlvirakkude prolifereerumise ja ka teatud diferentseerumise
kontrollprotsessides. FLT3 geenis vdib esineda peamiselt kahte tlilpi mutatsioone - esiteks
sisemised tandemduplikatsioonid (ITD) ja teiseks punktmutatsioon koodonis D835 kinaasi
domeeni aktivatsioonilingu osas. Mutatsioonid FLT3 retseptoris pohjustavad tlrosiinkinaasi
pideva aktiivsuse, mille tulemusel kaob kontroll vereloome tlvirakkude paljunemise ja
diferentseerumise ule.

FLT3 mutatsioone esineb eelkdige dgeda mieloidleukeemia (AML) diagnoosiga patsientidel
ja need on seotud suhteliselt halva prognoosiga.

Uuritav materjal, selle votmine, saatmine ja sailitamine

Katsuti | K2E/K3E-katsuti (lilla kork)

Analllsitav kogus | Veri 6 mL, luuidi 2 mL

Sailivus | 2-8 °C 7 pdeva

Analiiiisi tegemise aeg: toodpaeviti, vastus 5 téépaeva jooksul
Analiiliisimeetod: kvalitatiivne polimeraasi ahelreaktsioon (PCR)
Vastuse vorm: positiivhe/negatiivhe kummagi muutuse osas.
Na&idustus ja kliiniline tahendus

AML prognoosi hindamine ja raviskeemi valik.



FLT3 ITD ja/vG6i D835 DNA negatiivhe: muutused ei ole antud proovimaterjalis
tuvastatavad.

Wilmsi tuumori geeni 1 ehk WT1 mRNA (B,Bm-WT1 mRNA)

Immuunanaliiiisi osakond

Umbes pooltel dgeda miueloidleukeemia (AML) diagnoosiga patsientidel esineb nn
normaalne kartotllp - puudub spetsiifiline kromosomaalne aberratsioon, mida kasutada
ravi jalgimisel. Seetdttu on oluline leida mingi muu molekulaarne marker, mis vdimaldaks
jalgida haiguse kulgu.

Wilms'i tuumori geen 1 ehk WT1 on 11. kromosoomis asuv transkriptsiooniaktivaator, mis
identifitseeriti esmakordselt Wilms'i tuumoris.

Soltuvalt rakulisest kontekstist vdib WT1 valgul olla nii transkriptsiooni aktiveeriv kui ka
pidurdav toime ning sellel vdib olla nii flsioloogiline kui ka patoloogiline funktsioon,
eelkdige onkogeneesis. Reeglina on WT1 ekpresseeritud hematopoeetilistes tlivirakkudes,
kuid on leitud, et WT1 geen on Uleekspresseeritud ka paljudes kasvajarakkudes.
Vahemalt 75%-1 AML juhtudest on WT1 ekspressioon tuvastatav perifeersetes
vererakkudes. Paljud uuringud on naidanud, et WT1 transkriptsiooni taseme jargi
mononukleaarsetes rakkudes saab hinnata haiguse agressiivsust ning ravile allumist ning
seda markerit saab kasutada sOltumatult teistest markeritest moddetava residuaalse
haiguse jalgimiseks ning varase kliinilise retsidiivi avastamiseks.

Uuritav materjal, selle votmine, saatmine ja sailitamine

Katsuti | K2E/K3E-katsuti (lilla kork)

Analiisitav kogus | Veri 6 mL, luuidi 2 mL

Sailivus | 2-8 °C 48 tundi

Analiiiisi tegemise aeg: todpaeviti, vastus 5 td6paeva jooksul
Analiilisimeetod: kvantitatiivne reaalaja polimeraasi ahelreaktsioon (PCR)
Vastuse vorm: WT1 mRNA ja kontrollgeeni ABL1 mRNA suhe protsentides
Naidustus ja kliiniline tahendus

AML prognoosi hindamine ja raviskeemi valik. Tuvastatav WT1 geeni ekspressioon viitab
reeglina halvale prognoosile, seda eelkdige AML patsientidel. Mdddetava residuaalse
haiguse ja ravi tulemuslikkuse jalgimine ning molekulaarse retsidiivi tuvastamine enne
kliiniliste haigusnahtude ilmnemist.

NPM1 geeni mutatsioonide A, B ja D mRNA
(B,Bm-NPM1 mutA, mutB, mutD mRNA)

Immuunanaliiiisi osakond

Ligikaudu pooled ageda miueloidleukeemiaga (AML) patsientidest on tslitogeneetiliselt nd
normaalse kartotliibiga. Hoolimata sellest on see patsientide rihm ravile allumise ja
prognhoosi poolest vaga heterogeenne.

NPM1 (nukleofosmiin 1) geeni mutatsioone on leitud kuni 35%-l de novo AML juhtudel
(vaga harvad sekundaarsete AML juhtude korral), sealjuures 45-53% normaalse



kartotllbi korral. Suurem osa NPM1 geeni mutatsioonidest esinevad 12. eksonis.
Levinumad neist on mutatsioonid NPM1 mutatsioon A (c.860_863dupTCTG) (~72%), NPM1
mutatsioon B (c.863_864insCATG) (~12%) ja NPM1 mutatsioon D (c.863_864insCCTG)
(~4%). Muteerunud NPM1 valk lokaliseerub tuuma asemel tsitoplasmas (NPM1c+).
NPM1 mutatsioonide esinemine, eelkdige FLT3 geeni mutatsioonide puudumisel, on
reeglina hea prognoosi naitajaks.

NPM1 geeni mutatsioone anallilsitakse kahes etapis. Esimeses etapis teostatakse
patsiendile NPM1 geeni ekson 12 sekveneerimine Sanger metoodikaga. Kui tehakse
kindlaks mutatsioonide A, B vdi D esinemine, on edaspidi voimalik teostada vastava
mutatsiooniga geeni mRNA kvantitatiivset anallitisi. Seega on NPM1 geeni mutatsioonide
abil hea jalgida mdddetava residuaalse haiguse (MRD) esinemist.

Uuritav materjal, selle votmine, saatmine ja sailitamine

Katsuti | K2E/K3E-katsuti (lilla kork)

Analiudsitav kogus | Veri 6 mL, luutidi 2 mL

Sailivus | 2-8 °C 48 tundi

Analiiiisi tegemise aeg: toopaeviti, vastus 5 td6paeva jooksul

Analiiiisimeetod: esmasel analilsil Sanger sekveneerimine; edaspidiseks MRD
jalgimiseks kvantitatiivhe reaalaja polimeraasi ahelreaktsioon (PCR)

Vastuse vorm

Esmane analtts: NPM1 geeni ekson 12 mutatsioonide olemasolu/puudumine; leitud
mutatsiooni kirjeldus.

MRD jélgimine: NPM1 geeni A, B voi D mutatsiooni mRNA ja kontrollgeeni ABL mRNA suhe
protsentides.

Naidustus ja kliiniline tahendus

AML prognoosi hindamine ja raviskeemi valik. Moddetava residuaalse haiguse ja ravi
tulemuslikkuse jalgimine ning molekulaarse retsidiivi tuvastamine enne Kkliiniliste
haigusnahtude ilmnemist.

NPM1 mutatsioonide mRNA 0%: antud proovimaterjalis NPM1 geeni eksonis 12 vastavat
mutatsioone ei tuvastatud. Kui analliis oli eelnevalt positiivhe, siis on mutatsiooniga
rakkude arv ravi tulemusel téendoliselt vdhenenud alla testi tundlikkuse taseme.

ALL - age limfoidleukeemia

t(12;21) ETV6::RUNX1 translokatsiooni mRNA
(B,Bm-t(12;21) ETV6::RUNX1 mRNA)

Immuunanaliiiisi osakond

Translokatsioon 12;21(p13;922) on kdige levinum translokatsioon lapseea B-rakulise
ageda limfoidleukeemia (ALL) korral. Translokatsiooni tulemusena tekib kimaarne liitvalk
ETV6::RUNX1T1. Lapseea é&geda miueloidleukeemia (AML) puhul translokatsiooni (12;21)
praktiliselt ei esine ning taiskasvanute ALL-i puhul on esinemine harv. RUNX1 geen on
transkriptsiooni aktivatsiooni geen, kuid tekkinud translokatsiooni tulemusena muutub see
transkriptsiooni repressoriks. t(12;21) positiivsetel patsientidel on suhteliselt hea
prognoos.



Uuritav materjal, selle votmine, saatmine ja sailitamine

Katsuti | K2E/K3E-katsuti (lilla kork)

Anallusitav kogus | Veri 6 mL, luuldi 2 mL

Sailivus | 2-8 °C 48 tundi

Analiiiisi tegemise aeg: to0paeviti, vastus 5 tédpaeva jooksul

Analiilisimeetod: kvantitatiivne reaalaja polimeraasi ahelreaktsioon (PCR)

Vastuse vorm: ETV6::RUNX1 mRNA ja kontrollgeeni ABL1 mRNA suhe protsentides.
Naidustus ja kliiniline tahendus

Ageda leukeemia kahtlusel diagnoosi tapsustuseks, prognoosi hindamiseks. M&ddetava

residuaalse haiguse ja ravi tulemuslikkuse jalgimine ning molekulaarse retsidiivi
tuvastamine enne kliiniliste haigusnahtude ilmnemist.

£(12;21) ETV6::RUNX1 mRNA 0%: translokatsioon ei ole tuvastatav. Kui analtlis oli
eelnevalt positiivne, siis on mutatsiooniga rakkude arv ravi tulemusel tdenéoliselt langenud
alla testi tundlikkuse taseme.

Kimadarsuse markerite soeluuring
Kimadrsuse marker 1
Kimaarsuse marker 2

Immuunanaliiiisi osakond

Geneetiline kim&ar on organism, kellel on kaks vdi enam geneetiliselt erinevat
rakupopulatsiooni ehk siis erinevate genoomidega rakke. Kimaarid vodivad tekkida
looduslikult (ema vereringes loote rakud; loodete ,kokkusulamine”) voi tehislikult
(verelilekanne, tlivirakkude voi organite siirdamine).

Luuldi ja tdvirakkude siirdamise jargselt on voimalik erinevate geneetiliste markerite
madramise abil kindlaks teha retsipiendi ja doonori rakkude suhet ning selle kaudu hinnata
siirdamise edukust ning avastada varakult dratdukereaktsioonide tekkimist.

Uhendlaboris kasutatavasse analiitisi kuulub 39 erinevat geneetilist markerit, mille abil on
voimalik eristada erineva paritoluga genoome. Geneetilisteks markeriteks on valitud
erinevad bialleelsed insertsioonid/deletsioonid vm inimgenoomi sagedased polimorfismid.

Siirdamiseelne kim&arsuse sdeluuring

Esmase soOeluuringu kaigus teostatakse doonorile ning retsipiendile siirdamiseelselt
vordlusanallis, et teha kindlaks markerid, mille osas nende genoomid Uksteisest erinevad.
Informatiivne marker on selline, mis on olemas retsipiendil ning puudub doonoril. Korduva
siirdamise korral tuleb leida sellised markerid, mida pole Ghelgi doonoril.

Siirdamisjargne kimaarsuse markerite kvantitatiivne analiis

Siirdamisjargselt maaratakse konkreetse markeri DNA hulk retsipiendi veres ning
vorreldakse selle hulka siirdamiseelselt voetud proovimaterjali sama markeri DNA hulgaga.
Erinevate proovimaterjalide DNA kogus normaliseeritakse kontrollgeeni abil. Kuna
vahirakkudes voib toimuda DNA fragmenteerumist vOi Umberkorraldusi, jalgitakse
vOimaluse korral alati kahte informatiivset markerit, et valistada vale-negatiivsed
tulemused mdne markeri kadumise tottu.




Naiteks markeri tulemus 5% tdhendab seda, et siirdamisjargselt on retsipiendi enda DNA
ehk genoomi hulk kogu DNA-st 5%. Ulejaanud 95% kogu DNA-st on parit doonori
genoomist. Analiisi tundlikkus sdltub DNA hulgast reaktsioonis.

Uuritav materjal, selle votmine, saatmine ja sailitamine

Siirdamiseelseks kimaarsuse sdeluuringuks on vaja nii retsipiendi kui doonori verd!

Katsuti | K2E/K3E-katsuti (lilla kork)

Analiisitav kogus | Veri 6 mL, luuidi 2 mL

Sadilivus | 2-8 °C 7 pdeva

Analiilisi tegemise aeg: to0paeviti, vastus 3 tédpaeva jooksul
Analiilisimeetod: reaalaja poliimeraasi ahelreaktsioon (RT-PCR)
Vastuse vorm

Siirdamiseelne sdeluuring: Informatiivsed markerid valitud
Siirdamisjargne kimaarsuse markerite anallids: retsipiendi DNA hulk protsentides.

Ndidustus ja kliiniline tahendus

Allogeense vereloome tivirakkude siirdamise jargselt kimdarsuse staatuse (tdielik voi
osaline kimaarsus) ja taseme (osalise kimdarsuse korral stabiilne voi muutuv kimaarsuse
tase) regulaarne hindamine vdimaldab varakult avastada GVHD (graft-versus-host
disease), HVGD (host-versus-graft disease) ja retsidiivi tekkimist.

Vt ka: Luuldi aspiraadi tsitoloogiline, tsitokeemiline ja histoloogiline kompleksuuring
Vereloomehaiguste immuunfenotipeerimine
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