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TIIVISTELMA

Tausta. Tupakoivien ja asbestialtistuneiden keuhkosydpa- ja mesotelioomapotilaiden
ennuste on erittdin huono (5 vuoden elonjaamisosuus noin 5 %). Molekulaarisilla bio-
markkerilla on ennusteellinen ja hoidollinen merkitys keuhkosy6vassa

Tavoitteet. Toisen sukupolven DNA-sekvensoinnilla — tavoitteemme oli luokitella ei-
pienisoluiset keuhkosydvat ja mesotelioomat molekulaarisiin alaryhmiin ja selvittaa
alaryhmien vastaavuus ennusteeseen, hoitovasteeseen, tupakointiin ja asbestialtis-
tukseen. Profiloinnilla pyrimme louhimaan biomarkkereita, joita voidaan hyédyntaa
arvioitaessa taudin etiologiaa (erityisesti asbestialtistusta) ja joita voidaan hyddyntaa
ennusteen ja hoitovasteen arvioinnissa (vaikutus hoidon valintaan).

Potilaat. Eri osatavoitteita varten kaytiin 1api kaiken kaikkiaan 892 keuhkosy&pa-
ja mesotelioomapotilaan sairaskertomukset. Niista kerattiin kliiniset tiedot, annetut
hoidot, ennustetiedot, tupakointi ja asbestialtistustiedot. Kliinisten ja altistetietojen
pohjalta suoritettiin Tyoterveyslaitoksella asbestikuitumaaritykset keuhkojen ei-syo-
paisesta kohdasta 199 adenokarsinooma- ja mesotelioomapotilaasta.

Sekvensointimenetelmat ja tulosten varmentaminen. Menetelmind kayttettin
eksomisekvensointia ja useita kohdistettuja uuden polven sekvensointimenetelmina.
Tulkset varmistettin useilla rinnakkaismenetelmilla kuten PCR:1aa, fluoresenssi in situ
hybridisaatiolla, ja immunhohistokemialla.

Tulokset. Hankkeessa syntyi kahdeksan alkuperaisjulkaisua ja kaksi hankkeeseen
liittyvaa kansainvalisena yhteistydna syntyvaa julkaisua. Hankkeessa voitiin ensim-
maista kertaa selvittda jo aiemmin tunnettujen hoidollisesti merkittavien aloitusmu-
taatioiden (EGFR, ALK, KRAS; BRAF) yleisyys suomalaisilla keuhkosyopapotilailla.
Ephriinigeeniperheen mutaatiot osoittautuivat uutena havaintona yleisiksi ei-pieni-
soluisessa keuhkosydvdssa. Viitteita siitd, etta mainitut aloitusmutaatiot liittyisivat
asbestialtistuneeseen keuhkosy®paan, ei tullut. Sen sijaan laajalla eksomisekvensoin-
nilla I6ydettiin uusia mutaatioita, jotka aineistossamme liittyivat asbestialtistukseen.
Léydoksemme varmentaminen muilla rinnakkaismenetelmilla on meneillaan.

Johtopédatokset ja hankkeen hydodyt terveydenhuollolle ja tutkijaryhteisolle.
Uuden polven sekvensointimenetelmat osoittautivat toimivaksi mentelmaski kaytet-
tdessa formaliiniin fiksattua ja paraffiiniin valettua syépakudosmateriaalia. Muihin pe-
rinteisiin menetelmiin verrattuna menetelma osoittautui luotettavaksi ja herkdksi ja
antoi genominlaajuisesti uutta informaatiota mutaatioista. Keuhkosyoévan kliinisesti
merkittavien aloitusmutaatioiden yleisyyden kuvaaminen antaa pohjaa kohdistettu-
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jen estajahoitojen kaytélle. ja kehittdmiselle. Kuvaamamme uudet asbestialitukseen
liittyvat mutaatiot keuhkosydvassa ja mesotelioomassa ovat tarkeita primaarihavain-
toja, joiden varmentaminen laajemmilla potilasaineistolla on keskeinen jatkotutki-
muksen aihe. Hankkeella on ollut huomattava merkitys kansallisen ja kansainvalisen
tutkimuksen verkottumisen, uuden teknologian pystyttamisen, nuorten tutkijoiden
kouluttamisen ja urakehityksen kannalta. Hankkeeseen suoraan tai epasuorasti on
valmistumassa kolme vaitdskirjaa ja yhteistyd ja tutkijavierailut Veronan ja Barcelo-
nan yliopistojen valilla on kaynnistynyt ja/tai voimistunut.
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LAHTOKOHTA JA TAUSTA

Keuhkosyopa aiheuttaa kaikista syovista eniten sydpakuolemia maailmanlaajuisesti.
Valtaosa keuhkosyoévasta liittyy tupakointiin (n. 80-90 %) ja pieni osa asbestialtistuk-
seen etenkin yhdessa tupakoinnin kanssa (2-5 %). Mesoteliooman keskeisin tausta-
tekija on puolestaan asbestialtistus.

Tupakoivien ja asbestialtistuneiden keuhkosytpa- ja mesotelioomapotilaiden ennuste
on erittdin huono (5 vuoden elonjaamisosuus noin 5 %). Tupakoimattomilla keuh-
kojen adenokarsinoomapotilailla on parempi ennuste kuin tupakoivilla potilailla [1].
Tupakoimattomilla potilailla molekulaarinen patogeneesi ndyttaa olevan erilainen kuin
tupakoivilla [1]. Asbestialtistuneen keuhkosydvdn erottamisella altistumattomien
ryhmasta olisi huomattava merkitys tyoterveys- ja vakuutusladketieteessa. Nain ollen
tavoitteemme I6ytaa biomarkkereita keuhkosydpien patogeneesissa merkittavanas-
teisen asbestialtistuksen osoittamiseksi on mita keskeisin.

Molekulaarisilla biomarkkerilla on ennusteellinen ja hoidollinen merkitys keuhkosyo-
vassa. Erityisesti EGFR-mutaatiopositiivisilla potilailla on parempi ennuste kuin nega-
tiivisilla ja nama potilaat paasaantoisesti respondoivat EGFR- inhibiittorihoitoon [1-3].
Hoitovastetta eivat saa kuitenkaan kaikki mutaatiopositiiviset potilaat ja hoidon teho
vaistyy ajan myota jokaisella potilaalla.

Potilaiden molekulaarinen karakterisointi erilaisiin ennusteellisiin hoidollisiin ryhmiin
on avainasemassa hoitotulosten parantamiseksi. Tarkeaa on |6ytad, ei ainoastaan
tupakoimattomien ja asbestille altistumattomien potilaiden ryhmasta, vaan myds al-
tistuneiden ryhmasta ennusteellisia molekulaarisia biomarkkereita. Molekulaarisen
profiloinnin avulla saattaisi 16ytya nykyaan hoitorefraktaareista tupakoivista ja asbes-
tialtistuneista alaryhmia, jotka hyotyisivat kohdistetusta hoidosta. Niin ikaan tarkeaa
olisi l6ytda tupakoimattomien ryhmasta ne potilaat, jotka eivat hyoédy nykyisista in-
hibiittorihoidoista.
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TAVOITTEET, TULOKSIEN HYOTY JA
SOVELLETTAVUUS

Toisen sukupolven DNA-sekvensoinnilla ja mikroRNA -profiloinnilla tavoitteemme oli
luokitella ei-pienisoluiset keuhkosydvat ja mesotelioomat molekulaarisiin alaryhmiin
ja selvittda alaryhmien vastaavuus ennusteeseen, hoitovasteeseen, tupakointiin ja
asbestialtistukseen. Profiloinnilla louhimme biomarkkereita, joita voidaan hyddyntaa
arvioitaessa taudin etiologiaa (erityisesti asbestialtistusta) ja joita voidaan hyddyntaa
ennusteen ja hoitovasteen arvioinnissa (vaikutus hoidon valintaan).

Loydettavien geenimuutosten (biomarkkereitten) avulla pyrkimyksemme oli ensiksi
arvioida onko jo olemassa valmiita muutokseen kohdistuvia inhibiittori- tai aktivoivia
molekyyleja muutoksen korjaamiseen potilashoidossa. Hypoteesimme oli, etta 16y-
damme toistuvia mutaatioita solun kasvua ja kuolemaa saatelevissa tyrosiinikinaasi
(TK) -geeneissa tai geenien ilmenemiseen liittyvia transkriptiofaktoreita koodaavissa
geeneissa. Jo nyt on tunnettu suuri maara TK-mutaatioita, joihin on olemassa tai ke-
hitteilla inhibiittori.

Profiloimalla tupakoivien, tupakoimattomien ja asbestialtistuneiden potilaiden gen-
omimuutoksia, avautui mahdollisuus erottaa asbestialtistuneen sydvan tyyppipoik-
keavuudet tupakan aiheuttamista. Koska asbestialtistuneet potilaat useimmiten ovat
my0ds tupakoivia, on asbestin altistuksen aiheuttamien muutosten ominaispiirteiden
tunnistaminen usein vaikeaa sellaisenaan, ilman tupakan aiheuttamien muutosten
kirjoa. Siksi aineistomme koostui myds pelkastdan tupakoivista potilaista.
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POTILAAT JA MENETELMAT

Tyovaiheet eri osatavoitteissa:

Eri osatavoitteita varten kaytiin 1&pi kaiken kaikkiaan 892 keuhkosy6pda- ja mesoteli-
oomapotilaan sairaskertomukset. Niista kerattiin kliiniset tiedot, annetut hoidot, en-
nustetiedot, tupakointi ja asbestialtistustiedot. Osaprojektien potilasaineistot ja tyo-
vaiheet on kuvattu alla.

Toistuvat mutaatiot ei-pienisoluisessa keuhkosyovdssa suomalaisilla po-
tilailla - julkaisu (1).

Tassa tydssa selvitimme toistuvimpia, sydpdan liittyvia ja todennadkoisesti haital-
lisia mutaatioita suomalaisilla ei-pienisoluisilla keuhkosy6papotilailla. Materiaalina
oli yhteensa 81 potilaan tuumorindytteitd. Menetelmina kaytettiin uuden suku-
polven sekvensointia ja lisaksi kapillaarisekvensointia tulosten varmentamisessa.
Sekvensointimenetelmana kaytettiin Agilentin SureSelect-systeemia. Validointi-
vaiheessa kaytettiin kapillaarisekvensointia.

Uuden polven sekvensoinnin ja PCR-menetelman vertailu ei-pienisolui-
sessa keuhkosydvidssa suomalaisilla potilailla - julkaisu (2).

Tassa tydssa selvitettiin uuden polven sekvensoinnin soveltuvuus aloitusmutaa-
tioiden tutkimisessa parafiinileikemateriaalista vertaamalla 81 potilaan tuloksia
vakiintuneeseen PCR-menetelmdan. Uuden polven sekvensointimenetelmana
kaytettiin Agilentin SureSelect-systeemia.

EGFR-aloitusmutaatiot ei-pienisoluisessa keuhkosyovdssa suomalaisilla
potilailla - julkaisu (3).

Tassa tyossa tutkittiin EGFR-geenin kliinisesti merkittavien aloitusmutaatioiden
esiintymisesta suomalaisilla 526 ei-pienisoluisen keuhkosydpapotilaan aineistos-
ta. Tulokset saatiin 510 potilaalta. Menetelmana kaytettiin PCR-perusteisia mu-
taatiotesteja.

Neljan menetelman vertailu ALK-fuusioiden osoittamisessa ei-pienisolui-
sessa keuhkosyovdssa suomalaisilla potilailla - julkaisu (4).

Tassa tyossa tutkittiin 87 ei-pienisoluisen keuhkosydpapotilaan ALK-fuusiot fluo-
resenssi in situ hybridisaatiolla (FISH), RT-PCR:lla, immunohistokemialla ja uuden
polven sekvensoinnilla (Agilentin SureSelect).
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ALK-fuusioiden frekvenssi ei-pienisoluisessa keuhkosyovdssa suomalai-
silla potilailla - julkaisu (5).

Tassa tydssa tutkittiin immunohistokemiallista menetelmaa kayttdaen ALKfuusi-
ospesifista vasta-ainetta fuusion yleisyys suomalaisessa potilasaineistossa. Osa
I6ydoksista varmistettiin uuden polven sekvensoinnilla (Ion Torrent-systeemi) ja
FISH:lla.

Ion Torrent -uuden polven sekvensointimenetelman soveltaminen para-
fiinileikemateriaalille ja aloitusmutaatioiden frekvenssin selvittaminen
eipienisoluisessa keuhkosyovassa suomalaisilla potilailla (kasikirjoitus
tekeilld).

Tassa tyodssa tutkittiin kayttaen Ion Torrentin keuhko- ja suolistosydpa -paneelin
sisaltamien aloitusmutaatioiden (50 geenid, 2850 mutaatiota) yleisyys 566 eipie-
nisoluisen keuhkosydpdpotilaan aineistossa.

Aloitusmutaatiot keuhkokarsinoidituumoreissa (6).

Tassa tyodssa selvitettiin Ion Torrentin keuhko- ja suolistosydpa -paneelin sisalta-
mien aloitusmutaatioiden esiintyvyys 26 keuhkokarsinoidipotilaalla.

Asbestialtistuneeseen keuhkojen adenokarsinoomaan ja mesoteli-
oomaan liittyvat mutaatiot (kasikirjoitus tekeilld).

Kliinisten ja altistetietojen pohjalta suoritettiin Tyoterveyslaitoksella asbesti-
kuitumaaritykset keuhkojen ei-sydpaisesta kohdasta 199 adenokarsinooma- ja
mesotelioomapotilaasta. Asbestialtistus perustui kuitumaaritystuloksiin ja aden-
okarsinoomassa rajana altistuneelle oli >2.0 x 10 ~6/g ja mesotelioomassa >
1.0 x 10 ~6/g. Altistumattoman adenokarsinooman raja oli < 1.0 x 10 ~6/g ja
mesotelioomassa <0.2 x 10 ~6/g.

Eksomisekvensointi suoritettiin seuraaville testiryhmille:
ei-tupakoivat, ei-asbestialtistuneet adenokarsinoomapotilaat: 1
tupakoivat, ei-asbestialtistuneet adenokarsinoomapotilaat: 16
tupakoivat, asbestialtistuneet adenokarsinoomapotilaat: 9
asbestialtistuneet mesotelioomapotilaat: 18
ei-asbestialtistuneet mesotelioomapotilaat: 3

Menetelmana kaytettiin eksomisekvensointia (Rochen Nimblegen) ja materiaalina
tuumorinaytteitd 26 adenokarsinooma ja 21 mesoteliooma-potilaalta. Mutaatioi-
den validointi PCR-menetelmalla on analysointivaiheessa.
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TULOKSET

Hankkeen tulokset eri osaprojekteissa olivat seuraavat:

Toistuvat mutaatiot ei-pienisoluisessa keuhkosyovidssa suomalaisilla po-
tilailla - julkaisu (1).

81 potilasta tutkittiin. Efriinireseptori-geenit osoittautuivat toistuvasti mutatoitu-
neeksi geeniryhmaksi, yhteensa 20% potilaista kantoi vahintaan yhta mutaatiota
joistakin naista geeneista. Useat niistda ennustettiin in silico-menetelmien avul-
la todenndkoisesti haitallisiksi ja esiintyivat geenitoiminnan kannalta merkityk-
sellisilla alueilla. Valtaosan potilasmateriaalista oli tupakoitsijoilta, minka vuoksi
emme pystyneet tilastollisesti osoittamaan mutaatioiden liittyvan tupakointihisto-
riaan, mutta valtaosa mutaatioista esiintyi tupakoitsijoilla. Lisdksi néma mutaatiot
esiintyivat useasti yhdessa muiden, erityisesti EGFR ja KRAS-mutaatioiden, kans-
sa. Aineiston pienuudesta johtuen onko asbestialtistuksella syy-yhteytta efriini-
geenimutaatioihin.

Uuden polven sekvensoinnin ja PCR-menetelman vertailu ei-pienisolui-
sessa keuhkosyodvidssa suomalaisilla potilailla - julkaisu (2).

Kun 81 potilasta tutkittiin, uuden polven sekvensointi ja PCR-menetelma antoivat
[ahes 100 prosenttisesti saman tuloksen. Muutamassa ristiriitaisessa tulokses-
sa kayttamamme kolmas menetelma (suora sekvensointi) viittasi uuden polven
sekvensointituloksen olevan oikean. Yhteenvetona tutkimuksestamme voidaan
todeta uuden polven sekvensoinnin olevan ylivertainen, koska se ei ainoastaan
osoittanut perinteisella menetelmalld |16ydetyt mutaatiot vaan uusia mutaatioita,
joita ei perinteisilla menetelmilla ollut tutkittavissa. Tassa tydssa ja muissa EGFR-
mutaatioita selvittavissa téissamme nayttaisi, ettei tahan keuhkosydvan alatyyp-
piin liity asbestialtistusta.

EGFR-aloitusmutaatiot ei-pienisoluisessa keuhkosydvdssa suomalaisilla
potilailla - julkaisu (3).

Tassa osatydssa ensimmaista kertaa osoitimme EGFR-mutaatioiden yleisyyden
suomalaisilla potilailla. Tulokset saatiin 510 potilaalta. Mutaatioita esiintyi yhteen-
sa 11% potilaista ja ne esiintyivat merkittavasti useammin naisilla ja ei-tupa-
koivilla. Tulokset olivat hyvin yhtenevaisia aiempiin tutkimuksiin, jotka oli tehty
eurooppalaisilla potilailla. Tutkimme myds mutaatioiden esiintymisen potilailla,
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joilla oli haastatteluun perustuva asbestialtistushistoria. Mutaatioita 10ytyi seka
asbestille altistumattomilta etta altistuneilta potilailta, altistumattomilta useam-
min, mutta tilastollista merkitsevyytta ei [6ydetty.

Neljan menetelman vertailu ALK-fuusioiden osoittamisessa ei-pienisolui-
sessa keuhkosyodvadssa suomalaisilla potilailla — julkaisu (4).

Menetelmavertailu osoitti, etta kaikki kaytetyt menetelmat antoivat saman tu-
loksen.Nain ollen merkittavaa on, ettd uuden polven sekvensointia voidaan luo-
tettavasti kayttaa taman fuusiogeenin osoittamiseen. Uuden polven sekvensoin-
nin merkittava etu on, etta voidaan samanaikaisesti todeta kliinisesti merkittavat
aloitusmutaatiot kuten EGFR, KRAS, BRAF. ja ALK-variaatiomutaatiot. Tutkimil-
lamme potilailla ei ollut osoitettavissa potilastietojen perusteella asbestialtistusta.

ALK-fuusioiden frekvenssi ei-pienisoluisessa keuhkosyovdassa suomalai-
silla potilailla — julkaisu (5).

Osoitimme ensimmaista kertaa ALK-fuusiofrekvenssin suomalaisilla potilailla. Se
on 2.3% kaikista ei-pienisoluisista keuhkosydvista ollen hieman alhaisempi kuin
mitd muissa eurooppalaisissa aineistoissa. Tahankaan aloitusmutaatioon ei nayt-
taisi liittyvan asbestialtistusta.

Tulosten merkitys

1.

4.

Uuden polven sekvensointi osoittautui erittain hyvaksi menetelmaksi kliinisesti ja
etiologisesti merkittdvien mutaatioiden etsimisessa asbestialtistuneeseen keuh-
kosybpaan ja mesotelioomaan liittyen. Uusimmilla menetelmilla kuten Ion Tor-
rentpohjaisella systeemilld voidaan hyvinkin pienesta Iahtémateriaalista osoittaa
parafiinileikemateriaalista samanaikaisesti suuri maara syopien aloitusmutaatioi-
ta.

Tutkimustamme varten olemme kerdnneet laajan potilasaineiston, josta on klii-
nisten tietojen lisaksi tiedossa tupakan poltto ja asbestialtistus. Aineistoa voidaan
jatkossa kayttda biomarkkereiden louhinnassa.

Olemme ensimmaista kertaa selvittdneet keskeisimpien keuhkosydvan ja mesote-
liooman aloitusmutaatioiden yleisyyden suomalaisilla potilailla.

Olemme uusien asbestialtistukseen liittyvien biomarkkereiden jaljilla. Jatkotutki-
muksia kuitenkin tarvitaan l16ydéstemme vahvistamiseksi suuremmalla potilas-
aineistolla.
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Kehittamisideat

1. Uuden polven sekvensointi avaa uusia mahdollisuuksia biomarkkerianalytiikassa.
2. Riittavien potilasaineistojen saamiseksi kansainvélinen yhteisty® on tarkeaa.
Hyodyntamis- ja jatkotutkimustarpeet

Loytdmiemme uusien asbestialtistukseen liittyvien keuhkosydvan ja mesoteliooman
mutaatioiden varmentaminen suuremmalla potilasaineistolla on keskeinen jatko pro-
jektillemme.

Hankkeen aikana toteutunut sisdinen ja ulkoinen viestinta

Projektin johtaja on ollut paivittain yhteydessa HI:ssa taphtuneeseen laboratorio-
toimintaan. Han on kliinisten tietojen keruuvaiheessa ollut tiiviissa yhteydessa Aija
Knuuttilaan ja tietoja keranneeseen Milja Tikkaseen. Samaten han on ollut jatkuvas-
sa yhteydenpidossa asbestimaarityksista ja histopatologiasta vastaaviin patologeihin
Mikko Rontyyn seka Henrik Wolffiin. HI:ssa Virinder Sarhadi, Satu Mdki-Nevala ja
Pekka Ellonen ovat vastanneet sekvensointituloksista ja yhdessa projektin johtajan
kanssa ratkoneet ongelmatapaukset. Tutkimustuloksia on esitetty ryhman toimesta
alan kansainvalisissa ja kotimaisissa kokouksissa ja konferensseissa . Projektin myo-
td on syntynyt yhteisty6td Barcelonan ja Veronan yliopistojen kanssa. Taman myota
on projektin kokonaisuuteen liittyen syntynyt yhteisjulkaisuja. Yhteistyd mainittujen
yliopistojen valilla on jatkumassa ja syventymassa.

Hankkeen tuleva viestintasuunnitelma

Kun tutkimustulokset on varmistettu, viestintasuunnitelmamme on esittéda tulokset
seuraavilla foorumeilla:

1. Duodecim, "in press”-osasto (8)

. Mediuutiset (9)

. BestPractise (10)

. iMig 2016

. Keuhkosydpasymposium, Tuusula 2/2015

u b W N
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Hankkeessa valmistuneet julkaisut:
artikkelit, esitelmat seka niiden tekijat

Julkaisut:

1. Maki-Nevala, S, Sarhadi VK, Tuononen K, Lagstrom S, Ellonen P, Rénty M, Wir-
tanen A, Knuuttila A, Knuutila S. Mutated Ephrin Receptor Genes in Non-Small
Cell Lung Carcinoma and Their Occurrence with Driver Mutations — Targeted Re-
sequencing Study on Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded Tumor Material of 81
Patients. Genes Chromosomes Cancer. 52(12):1141-1149, 2013.

2. Tuononen K, Maki-Nevala S, Sarhadi V.K, Wirtanen A, Ronty M, Salmenkivi K, An-
drews J.M, Telaranta-Keerie A.I, Hannula S, Lagstrom S, Ellonen P, Knuuttila A. &
Knuutila S. Comparison of Targeted Next-Generation Sequencing (NGS) and Real-
Time PCR in the Detection of EGFR, KRAS, and BRAF Mutations on Formalin-Fixed,
Paraffin-Embedded Tumor Material of Non-Small Cell Lung Carcinoma-Superiority
of NGS. Genes Chromosomes Cancer. 52(5):503-511, 2013.

3. Madki-Nevala S, Ronty M, Morel M, Gomez M, Dawson Z, Sarhadi VK, Telaranta-
Keerie A, Knuuttila A, Knuutila S. Epidermal Growth Factor Receptor Mutations in
510 Finnish Non-Small Cell Lung Cancer Patients. J Thorac Oncol. 9(6):886-91,
2014.

4. Tuononen K, Sarhadi V.K, Wirtanen A, Ronty M, Salmenkivi K, Knuuttila A, Remes
S, Telaranta-Keerie A.I, Bloor S, Ellonen P. & Knuutila, S. Targeted Resequencing
Reveals ALK Fusions in Non-Small Cell Lung Carcinomas Detected by FISH, Im-
munohistochemistry, and Real-Time RT-PCR: A Comparison of Four Methods. Bio-
Med Res Int. Article Number: 757490, 2013.

5. Tuononen K, Kero M, Maki-Nevala S, Sarhadi VK, Tikkanen M, Wirtanen T, Ronty
M, Knuuttila A, Knuutila S. ALK Fusion and Its Association with Other Driver Gene
Mutations in Finnish Non-Small Cell Lung Cancer Patients. Genes, Chrom & Can-
cer. 53(11): 895-901, 2014.

6. Armengol G, Sarhadi VK, Ronty M, Tikkanen M, Knuuttila A, Knuutila S. Driver
gene mutations of non-small cell carcinoma are rare in primary carcinoids of the
lung = NGS study by Ion Torrent. In Press. Lung. 2014.

7. Calio A, Nottegar A, Gilioli E, Bria E, Pilotto S, Peretti U, Kinspergher S, Simionato F,
Pedron S, Knuutila S, Tortora G, Eccher A, Santo A, Tondulli L, Inghirami G, Tabbo F,
Martignoni G, Chilosi M, Scarpa A, Brunelli M. ALK/EML4 Fusion Gene May Be Found
in Pure Squamous Carcinoma of the Lung. J Thorac Oncol. 9(5):729-32, 2014
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11.

12.

13.

14.

Tuononen K, Maki-Nevala S, Sarhadi VK, Wirtanen A, Rénty M, Salmenkivi K,
Andrews J.M, Telaranta-Keeria A.I, Hannula S, Lagstrém S, Ellonen P, Knuuttila A
& Knuutila S. Uuden Polven Sekvensointi Ylivertainen Keuhkosydvan Hoidollisesti
Merkittavien Geenimuutosten Havaitsemisessa. “In press”-osio Duodecim. 2013.

Sakari Knuutila: Mediuutiset. "Tasmalaakkeet tydllistavat laboratorioita yha
enemman” nro:8-9 s. 12-13. 21.2.2014.

Knuutila S. Uuden polven sekvensointi syépahoidon raataldinnissa. BestPractise.
4:7-11, 2013.

Sarhadi VK, Lahti L, Scheinin I, Ellonen P, Kettunen E, Serra M, Scotlandi K, Picci
P ja Knuutila S. Copy Number Alterations and Neoplasia-Specific Mutations in
MELK, PDCD1LG2, TLN1, and PAX5 at 9p in Different Neoplasias. Genes, Chrom &
Cancer. 53(7):579-88, 2014.

Kettunen E ja Knuutila S. Malignant mesothelioma (molecular markers). Clinical
and Pathological Features, Assessment and Diagnosis. Anttila S, Boffetta P. &
Straif K. Occupational Cancers. 2014.

Kane A.B, Jean D, Knuutila S ja Jaurand M-C. Mechanism of mesothelial carcino-
genesis. Occupational Cancers: Clinical and Pathological Features, Assessment
and Diagnosis. Anttila S, Boffetta P. & Straif K. Occupational Cancers. 2014.

Penny Nymark, Eeva Kettunen & Sakari Knuutila. Tumor of the lung. Heim S. & Mi-
telman F. Cancer Cytogenetics: Chromosomal and Molecular Genetic Abberations
of Tumor Cells. In press.

Luennot & konferenssit:

Sakari Knuutila: luennoitsija; Molecular biomarkers in asbestos —associated
lung carcinoma and mesothelioma. The 11th Shinano River & Lake Hamana
International Pathology Seminar, Nagoya, Japani. 12.-13.10.2013

Virinder Sarhadi: luennoitsija; Molecular markers in non-small cell lung cancer:
targeted sequencing approach. Haartman Seminaari, Helsinki. 19.9.2013
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LOPPURAPORTTI TYOTERVEYSLAITOKSEN
HANKEOSUUDESTA

Kyseessa on Helsingin yliopiston (HY) ja Tyodterveyslaitoksen (TTL) yhteishanke (Tyo-
suojelurahaston hankenumerot 112268 ja 112269), jossa TTL:ssa tehty osuus yh-
teisessa tutkimuksessa painottuu keuhkokudoksen kuituanalyyseihin perustuvaan
asbestialtistumisen arviointiin. HY:n vastuulla olevan hankeosuuden loppuraportti on
tadta TTL:n raportointiosuutta edeltédva osa, ja siitéa ilmenee myds koko projektissa
saavutetut tulokset. TTL:n osuuden on tarkoitus kuvata TTL:ssa tehty tutkimusosuus
[ahinna tdydentaen HY:n osuutta.
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TIIVISTELMA

Tausta. Helsingin yliopiston ja TyOterveyslaitoksen yhteishankkeen taustalla on tieto
siitd, etta tupakoivien ja asbestialtistuneiden keuhkosydpa- ja mesotelioomapotilai-
den ennuste on erittdin huono, ja toisaalta tiedetaan, etta molekulaarisilla biomark-
kereilla on ennusteellinen ja hoidollinen merkitys keuhkosyodvassa.

Tavoitteet. Yhteishankkeen tavoitteena oli erottaa keuhkojen adenokarsinoomat ja
mesotelioomat molekulaarisiin alaryhmiin kayttamalla tdmanhetkisia uusia DNA-sek-
vensointimenetelmia ja selvittda alaryhmien vastaavuus ennusteeseen, hoitovastee-
seen, tupakointiin ja asbestialtistukseen. Tavoitteena oli saada esiin biomarkkereita,
joita voidaan hyddyntaa arvioitaessa taudin etiologiaa, erityisesti asbestialtistumisen
roolia, ja joita toisaalta voidaan hyddyntaa ennusteen ja hoitovasteen arvioinnissa.

Potilaat ja asbestialtistumisen arvioiminen keuhkojen asbestikuituanalyy-
sien avulla. Yhteishankkeessa Tyoterveyslaitoksella tehtiin asbestikuitumaarityksia
139 keuhkoadenokarsinoomapotilaan keuhkojen ei-sydpdisesta kohdasta otetuista
naytteista; tutkitut potilaat valittiin kliinisten tietojen ja altistumistietojen pohjalta.
Tyoterveyslaitoksen tutkimusndytteista sisallytettiin [6ytévaiheen (koko periméanlaa-
juinen eksomisekvensointi) tutkimuksiin asbestille altistuneiden potilaiden keuhko-
sydpia 9 ja altistumattomien keuhkosydpia 17. Yhteensa hankkeessa tunnistettiin 171
keuhkon karsinoomaa, josta oli tieto keuhkojen kuituanalyysituloksesta.

Mesotelioomien suhteen ei useimmiten ole kaytettavissa elinaikana irrotettua keuh-
kokudosta, josta syysta mesotelioomien tutkimista varten hyddynnettiin Ty6terveys-
laitoksen tutkimusnaytteiden lisaksi HUS:issa todetuista mesotelioomista Tyoterveys-
laitoksella tehtyja kuituanalyyseja. Tutkimukseen soveltuvia mesotelioomia, joista oli
tieto keuhkojen kuituanalyyseistd, tunnistettiin yhteensa 98 tapausta.

Yhteensa koko hankkeen eri osatavoitteita varten kaytiin 1api kaiken kaikkiaan 892
keuhkosybpa- ja mesotelioomapotilaan sairaskertomukset. Naista kerattiin kliiniset
tiedot, annetut hoidot, ennustetiedot, tupakointi ja asbestialtistustiedot.

Tulokset. Hankkeessa tehtyihin merkittaviin ns. aloitusmutaatioiden (EGFR-, ALK-,
KRAS- ja BRAF -geenit; kuvattu taman loppuraportin ensimmaisessa osassa) ylei-
syytta kuvaaviin 16ydoksiin liittyen ei havaittu viitteita siitd, ettd mainitut mutaatiot
liittyisivat asbestialtistuneilla todettuun keuhkosy6paan. Kaytetylla laajalla eksomi-
sekvensoinnilla 16ydettiin kuitenkin uusia mutaatioita, jotka aineistossamme liittyivat
asbestialtistumiseen. Loydodksen tekninen varmentaminen rinnakkaismenetelmilla on
tarkeda.
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Johtopédtokset ja hankkeen hyédyt tyoterveyteen kohdistuvalle tutkimuk-
selle. Tutkimuksessa voitiin potilaiden asbestialtistuminen kuvata erittdin tarkasti,
koska oli mahdollisuus hyddyntaa Tydterveyslaitoksella tehtavia elektronimikroskoop-
pisia keuhkojen asbestikuitumaarityksia. Tassa hankkeessa kaytettiin hyvaksi seka
tutkimustarkoituksessa etta oikeusladketieteellisen ammattitautiselvityksen yhte-
ydessd tehtyja kuitumaarityksid. Lisaksi Tyoterveyslaitoksella on kuitumaaritysten
tueksi pitkaaikainen tydhygieeninen sekd ammattitautidiagnostiikkaan liittyva asian-
tuntemus asbestialtistumisesta. Tallainen tarkka altistumisen arviointi tarjoaa maa-
ilman mittakaavassa aivan poikkeuksellisen lahtékohdan tutkia asbestialtistumisen
ja mahdollisten geneettisten muutoksien valista yhteyttd. Raportoitavassa tutkimuk-
sessa ldysimme uusia asbestialtistumiseen liittyvia mutaatioita keuhkosydvassa ja
mesotelioomassa. Nama ovat tarkeita alkuperadishavaintoja, joiden yhdistaminen as-
bestialtistumiseen talla tarkkuudella ei olisi kdaytanndssa ollut mahdollista ilman tata
yhteisty6hanketta.

Altistumiseen, ja erityisesti asbestialtistumiseen, liittyvien biolddketieteellisten merk-
kimuutosten |6ytéaminen ja téllaisen assosiaation varmistaminen ovat erittain haasta-
via tehtavia, joissa eteneminen vaatii seka erittdin hyvaa altistumisen arviointia etta
erinomaista molekyylibiologisten menetelmien osaamista. Naista syista eteneminen
usein tapahtuu pienin askelin tutkimus tutkimukselta ja tehdyt havainnot vaativat
uusia tutkimuksia tuekseen. Tassa tehtyjen mutaatiohavaintojen todentaminen laa-
jemmilla potilasaineistolla on keskeinen jatkotutkimuksen aihe.
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LAHTOKOHTA JA TAUSTA

Keuhkosyopa aiheuttaa kaikista syovista eniten sydpakuolemia maailmanlaajuisesti.
Valta- osa keuhkosydvasta liittyy tupakointiin (n. 80 %). Lisaksi pieni (2-5 %), mutta
tybperaisen altistumisen keskeisen syyosuuden vuoksi merkittava osa johtuu altistu-
misesta asbestille. Mesotelioomassa keskeisin syytekija on puolestaan asbestialtistu-
minen.

Tiedetaan, etta tupakoivien ja asbestialtistuneiden keuhkosydpa- ja mesotelioomapo-
tilaiden ennuste on erittdin huono (5 vuoden elonjdamisosuus noin 5 %). Tupakoimat-
tomilla keuhkojen adenokarsinoomapotilailla on parempi ennuste kuin tupakoivilla
potilailla [1], ja tupakoimattomilla potilailla molekulaarinen patogeneesi nayttaa ole-
van erilainen kuin tupakoivilla [1]. Asbestialtistuneen potilaan keuhkosydvan erot-
tamisella altistumattomien ryhmasta olisi huomattava merkitys tydperdisen syévan
tunnistamisessa. Hankkeessamme on tavoitteena I6ytaa biomarkkereita, jotka ovat
keskeisia asbestialtistumiseen liittyvan keuhkosydvan kehittymisessa.
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TAVOITTEET, TULOKSIEN HYOTY JA
SOVELLETTAVUUS

Molekulaarisen karakterisoinnin (uuden sukupolven DNA-sekvensointi ja mikroRNA
-profilointi) tavoitteena oli I6ytaa sekd tupakoimattomien ja asbestille altistumattomi-
en etta asbestialtistuneiden potilaiden sydvistda molekyylitason biomarkkereita, joilla
on ennusteellista merkitysta eri alaryhmien tunnistamiseksi.

Ei-pienisoluiset keuhkosydvat ja mesotelioomat pyrittiin luokittelemaan molekulaa-
risiin alaryhmiin ja selvittdmaan alaryhmien vastaavuutta ennusteeseen, hoitovas-
teeseen, tupakointiin ja asbestialtistukseen. Profiloinnilla tavoiteltiin biomarkkereita,
joita voidaan hyédyntda arvioitaessa taudin etiologiaa (erityisesti asbestialtistumista
ja myods tupakointia) seka myds sellaisia, joita voidaan hyddyntaa ennusteen ja hoi-
tovasteen arvioinnissa (vaikutus hoidon valintaan) [2-4].
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POTILAAT JA MENETELMAT

Potilaat ja ndytteet. Tyoterveyslaitoksen naytekokoelmista haettiin tutkimuksen
Idytovaihetta varten 9 asbestille altistuneiden potilaiden keuhkosy6paa ja 17 altis-
tumattomien potilaiden keuhkosydpaa. Lisdksi Tyodterveyslaitoksen ndytekokoelmis-
ta etsittiin 9 adenokarsinoomatapauksesta my6s normaalikudoksen tai valkosolujen
DNA:ta. Kliinisten ja altistumistietojen pohjalta tehtiin asbestikuitumaaritykset 139
adenokarsinoomapotilaan keuhkojen ei-sydpadisesta kohdasta otetusta leikkausnayt-
teesta. Lisaksi TTL:ssa keratyistda adenokarsinoomanaytteista etsittiin ja evaluoitiin
jatkoanalyysiin 9 altistuneen potilaan nayte.

Mesotelioomien suhteen ei useimmiten ole kaytettavissa elinaikana irrotettua keuh-
kokudosta josta syysta mesotelioomia varten hyddynnettiin Tyoterveyslaitoksella teh-
tyja keuhkojen kuituanalyyseja HUS:issa todetuista mesotelioomista. Lisaksi TTL:n
mesotelioomanaytteista etsittiin ja evaluoitiin 18 tapausta jatkoanalyysiin (17 altis-
tunutta ja 1 altistumatonta potilasta). Mesotelioomia tutkittiin yhteensa 98 tapausta.

Yhteishankkeen tutkimuksia varten kaytiin lapi kaiken kaikkiaan 892 keuhkosyotpa- ja
mesotelioomapotilaan sairaskertomukset.

Keuhkojen asbestikuituanalyysit. Tutkittavien potilaiden asbestialtistumisen arvioin-
ti perustui Tyoterveyslaitoksella elektronimikroskooppisesti tehtyihin keuhkokudok-
sen asbestikuitumaarityksiin. Adenokarsinoomassa rajana tyoperaiselle altistumiselle
pidettiin >2.0 x 10° asbestikappaletta / grammaa kuivattua keuhkokudosta (gkk).
Mesotelioomassa tama altistumisen raja-arvo oli > 1.0 x 10% / gkk. Tyoperaisesti
altistumattoman adenokarsinoomatapauksen raja oli < 1.0 x 10°% / gkk ja mesoteli-
oomassa vastaavasti < 0.2 x 10% / gkk. Ndytemateriaalin sopivuutta kuituanalyysei-
hin ja molekyylibiologisiin analyyseihin arvioivat tutkimusryhman patologit dos. Mikko
Ronty (HUSLAB) ja dos. Henrik Wolff (TTL).
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TULOKSET

Kootuista tapauksista muodostettiin seuraavat adenokarsinoomaryhmat: 1) tyéssaan
asbestille altistuneita ja tupakoivia oli 32 tapausta; 2) asbestialtistumattomia ja tu-
pakoivia oli 87 tapausta ja 3) asbestille altistumattomia ja tupakoimattomia oli 37
tapausta. Niita, joiden asbestialtistuminen kuituanalyysissa jai altistuneiden ja al-
tistumattomien valialueelle (ns. harmaa alue) oli yhteensa 15 tapausta. Kaikkiaan
adenokarsinoomia tutkimuksessa oli yhteensa 171 tapausta.

Mesotelioomien suhteen muodostettiin vastaavasti seuraavat ryhmat: 1) asbestille
altistuneita mesotelioomia oli 62 tapausta ja 2) asbestille altistumattomia oli 16 tapa-
usta. Histo-patologisen luokittelun mukaan ns. sarkomatoideja mesotelioomia oli 12
tapausta. Altistumisryhmien valiin harmaalle alueelle jai 8 mesotelioomaa.

Eksomisekvensointi (mutaatioanalyysit) suoritettiin taman raportin ensimmaisessa
osassa kuvatulla tavalla. Analysoidut tuumorindytteet muodostuivat 26 adenokarsi-
nooma- ja 21 mesotelioomapotilaasta. Mutaatioiden tekniset validointianalyysit teh-
tiin PCR-menetelmallda, kuten taman loppuraportin ensimmaisessa osassa on kuvattu.

Altistumistietojen suhteen jaoteltuna analyyseja tehtiin seuraaville adenokarsinooma-
ryhmille: 1) tupakoimattomat, asbestille altistumattomat adenokarsinoomapotilaat -
1 tapaus; 2) tupakoivat, asbestille altistumattomat adenokarsinoomapotilaat - 16
tapausta seka 3) tupakoivat, asbestille altistuneet adenokarsinoomapotilaat - 9 tapa-
usta. Mesotelioomatapausten joukosta sekvensoitiin altistumisen suhteen seuraavat
ryhmat: 1) asbestialtistuneet mesotelioomapotilaat - 18 tapausta ja 2) asbestille
altistumattomat mesotelioomapotilaat - 3 tapausta.

Eksomisekvensoinnin tuottamien tulosten analysoinnissa tehtiin merkittava havainto,
kun I8ysimme asbestialtistuneilta potilailta uusia somaattisia eli sy6paan liittyvia mu-
taatioita, joita ei 16ydetty altistumattomilta potilailta. Havaituille mutaatioille tehtiin
my0s lisdanalyyseja tulosten varmentamiseksi.

Saatujen merkittavien ja mielenkiintoisten tulosten todentaminen tehdaan tassa tut-
kimuksessa keratyssa laajemmassa potilasaineistossa. Taman tutkimusryhman muo-
dostavat tapaukset, joista on keratty tiedot keuhkojen kuitumaarista ja joista on tut-
kimusnayte saatavissa.

TULOSTEN MERKITYS

Tyoterveyslaitoksen tutkimusalueen ja hankeosuuden valossa tutkimuksen tulosten
keskeinen merkitys voidaan vetda yhteen seuraavasti:
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- Tutkimuksemme kokosi ja tuotti tiedon 171 adenokarsinooman ja 98 mesote-
liooman kuitumaarityksistd. Tama antaa erinomaisen mahdollisuuden arvioida
asbestialtistumisen merkitysta ndiden kasvainten patogeneesissa. Tutkimus pe-
rustuu mahdollisimman objektiiviseen altistumista kuvaavaan mittariin ja nain
vahvistaa altistumiseen liittyvaa tietopohjaa merkittavasti.

- Tutkimuksessa paastiin uusien asbestialtistukseen liittyvien biomarkkereiden jal-
jille. Jatkotutkimuksia kuitenkin tarvitaan 16ydéstemme vahvistamiseksi suurem-
malla potilasaineistolla.

- Tutkimus selvitti ensimmaista kertaa keskeisimpien keuhkosy6van ja mesoteli-
ooman aloitusmutaatioiden yleisyytta, kuten téman loppuraportin alkuosassa on
kuvattu.

- Uuden sukupolven sekvensointi osoittautui tutkimuksessa erittdin hyvaksi mene-
telmaksi kliinisesti ja etiologisesti merkittavien mutaatioiden etsimisessa asbesti-
altistumiseen liittyvassa keuhkosydvassa ja mesotelioomassa. Uusimmat kaytetyt
menetelmat mahdollistavat myds hyvin pienen kudosnaytteen (paraffiinileikenay-
te) tutkimisen niin, etta siita voidaan samanaikaisesti tunnistaa suuri maara syo6-
pien aloitusmutaatioita.

HYODYNTAMIS- JA JATKOTUTKIMUSTARPEET

Loytamiemme uusien asbestialtistukseen liittyvien keuhkosyévan ja mesoteliooman
mutaatioiden tutkiminen ja varmentaminen suuremmalla potilasaineistolla on keskei-
nen jatko projektillemme.
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YHTEISTYO JA SEN MERKITYS
YHTEISHANKKEESSA

Yhteishankkeessa tehty Helsingin yliopiston ja Tyodterveyslaitoksen tutkimusryhmien
valinen yhteistyd on ollut aktiivista ja sujunut erittdin hyvin. TTL:n osuuden tyd-
ryhman ovat yhteistydprojektissa muodostaneet vastaavana tutkijana toiminut Dos.
Henrik Wolff seka FT Eeva Kettunen, tutkimusprof. Kirsti Husgafvel-Pursiainen, pro-
jektiassistentti Helind Hamaldinen, bioanalyytikko Sauli Savukoski, bioanalyytikko
Jaana Kierikki ja erikoislaboratoriomestari Paivi Tuominen. TTL:n tutkimusryhma on
paivittain ollut yhteydessa keskenaan projektin TTL:n osuuteen liittyvista kaytdannon
jarjestelyista. Tyoterveyslaitoksen tutkimusryhmalla on ollut saannéllista yhteyden-
pitoa HY:n osuudesta vastaavaan prof. Sakari Knuutilaan ja muihin tutkimusryhman
jaseniin, dos. Aija Knuuttilaan, bioanalyytikko Milja Tikkaseen ja vaitoskirjatutkija FM
Satu Maki-Nevalaan.

Samaten on tarvittu yhteydenpitoa projektin patologien dos. Mikko Rontyn seka Hen-
rik Wolffin valilld. Tutkimustuloksia on esitetty ryhman toimesta alan kansainvalisissa
ja kotimaisissa kokouksissa ja konferensseissa. Seka Helsingin yliopiston ryhmas-
ta (Satu Maki-Nevala ja Sakari Knuutila) etta Tyoterveyslaitoksen ryhmasta (Henrik
Wolff) osallistuttiin maailmanlaajuisesti merkittdvimpaan mesotelioomakongressiin,
International Mesotelioma Interest Group - iMig 2014.

Yhteishanke on ollut erittdin onnistunut muoto raportoidulle tutkimukselle. Hanke on
onnistuakseen tarvinnut hyvaa asiantuntijaosaamista tutkittavien tapausten histo-
patologiasta ja kliinisesta taustasta, mahdollisimman tarkoista tyOperaista asbestial-
tistumista ja tupakointia koskevista tiedoista seka nykyhetken uusimmista molekyy-
libiologisista menetelmistd (ns. uuden sukupolven DNA-sekvensointi ja sen tulosten
tulkinta). Hankkeessa toimineen kahden tutkimusryhman yhteisty6lla kaikki tama
tarvittava osaaminen saatiin yhteen palvelemaan tehtya tutkimusta. Samat asiantun-
temusalueet on myos tarvittu tutkimuksen tuottamien tieteellisten kokonaistulosten
tulkinnassa ja raportoinnissa.

Hankkeella on myds ollut Iaheinen yhteys toiseen Tydsuojelurahaston rahoittamaan,
asbestialtistumiseen liittyvan tutkimushankkeeseen, joka on tutkinut asbestille tyds-
saan altistuneiden ja altistumattomien keuhkosydpdpotilaiden perimanlaajuista me-
tylaatiota keuhkokudoksessa. Hanke on tuoreesti raportoitu Ty®suojelurahastolle
(Husgafvel-Pursiainen K ja Kettunen E. Epigeneettiset muutokset kuitualtistumiseen
liittyvan keuhkosydvan sydpamekanismina. Tietoa tyosta, Tydterveyslaitos, 2015).
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TULOSTEN JULKISTAMINEN

Tutkimustuloksia on suunnitelmien mukaan julkaistu alan kansainvalisissa tieteelli-
sissa julkaisusarjoissa seka kansainvalisten kongressien esitelmissa ja abstrakteissa.
Tarkoituksena on myds julkaista tuloksia suomenkielisissa laaketieteen alan ammatti-
lehdissa (esimerkiksi Duodecim, Laakarilehti, Mediuutiset).

HANKKEESSA VALMISTUNEET JULKAISUT

Julkaisut

EXOME SEQUENCING REVEALS NOVEL RECURRENT MUTATIONS IN ASBESTOS-EXPO-
SED LUNG ADENOCARCINOMA AND MALIGNANT MESOTHELIOMA

Satu Maki-Nevala, Virinder Sarhadi, Ilari Scheinin, Pekka Ellonen, Mikko Ronty, Aija
Knuuttila, Eeva Kettunen, Kirsti Husgafvel-Pursiainen, Henrik Wolff and Sakari Knuu-
tila. Abstrakti. International Mesothelioma Interest Group -kongressi, Kap-kaupunki,
Etela-Afrikka, lokakuu 2014.

Maki-Nevala S, Sarhadi VK, Knuuttila A, Scheinin I, Ellonen P, Lagstrom S, Ronty
M, Kettunen E, Husgafvel-Pursiainen K, Wolff H, Knuutila S. Driver gene and novel
mutations in asbestos-exposed lung adenocarcinoma and malignant mesothelioma
detected by exome sequencing. Lung. 2015 Oct 13 [Epub ahead of print].

Kettunen E & Knuutila S. Malignant mesothelioma (molecular markers). Clinical and
Pathological Features, Assessment and Diagnosis. Ed. Anttila S & Boffetta P. Occupa-
tional Cancers. 2014. Springer. pp.325-343.
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Mitelman F. Cancer Cytogenetics: Chromosomal and Molecular Genetic Aberrations of
Tumor Cells. Wiley-Blackwell. ISBN: 978-1-118-79553-8. 4th edition, August 2015.
pp. 361-372.
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Luennot ja konferenssit

EXOME SEQUENCING REVEALS NOVEL RECURRENT MUTATIONS IN ASBESTOS-EXPO-
SED LUNG ADENOCARCINOMA AND MALIGNANT MESOTHELIOMA

Satu Maki-Nevala, Virinder Sarhadi, Ilari Scheinin, Pekka Ellonen, Mikko Rdénty, Aija
Knuuttila, Eeva Kettunen, Kirsti Husgafvel-Pursiainen, Henrik Wolff and Sakari Knuu-
tila. Satu Maki-Nevala, suullinen esitelma kokouksessa International Mesothelioma
Interest Group (IMiG 2014), Kap-kaupunki, Etela-Afrikka, lokakuu 2014.
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