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Mikro-RNA:t ovat noin 22 emasparin pituisia RNA jaksoja, joita esiintyy kaikissa eukaryoottisissa
elidissd. Nama jaksot vaikuttavat suuresti solujen elinkaaren toimintoihin ja eri geenien
ekspressioon sitoutumalla mRNA juosteisiin. Mikro-RNA:n ekspressiota ollaan tutkittu laajasti
syévan merkkiaineena, mutta neurologisten vaurioiden hoidossa ja diagnostiikassa ollaan vasta
tutkimuksen alkuasteilla.

Turun yliopiston BAAC-tutkimusprojekti tutkii mikro-RNA:n mahdollisuutta toimia merkkiaineena
urheilijoiden saamien aivotarahdysten diagnostiikassa ja hoidossa. Tama opinnaytetyon tarkoitus
on osoittaa, onko kuivaverinayte toimiva naytteidenkeruumenetelma BAAC-projektin myéhempiin
vaiheisiin. Kuivaverinayte olisi kerayksen helppouden ja naytteen kasittelyn vapaamuotoisuuden
takia paras mahdollinen naytemuoto, mutta sen toimivuus tassa analytiikassa on tuntematon.

Taman opinnaytetydn analyysivaiheessa havaittiin, ettd RNA:ta ei onnistuta erottamaan
kuivaverinaytteesta tarvittavia maaria tarvittavissa puhtauksissa, ja siten se ei sovellu

nykyiselldan projektin kayttéon. Uusien erottelumenetelmien kayttdédnotto saattaa mahdollistaa
kuivaverinaytteen kayton.
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THE MEASUREMENT AND STORAGE OF MICRO
RNA IN DRYED BLOOD SPOT SAMPLES

Micro-RNA are a family of small RNA molecules containing about 22 nucleotides. They can be
found in all eukaryote cells. They affect the expression of the genome and cellular lifecycle
immensely by binding with mRNA. Micro-RNA’s expression has been studied broadly as a
biomarker for cancer, but it functioning as a marker for the diagnosis and treatment of neurological
damage is a new area of study.

The BAAC-project, running in the university of Turku, is studying microRNA’s as a biomarker for
the treatment and diagnostics of concussions in athletes. This batchelor thesis is meant to test, if
a dried blood spot is a valid specimen collection method for later stages of the BAAC-project. A
dried blood spot sample would be an optimal specimen because of its easy collection and storage,
but it's functionality in this analysis is unknown.

In the analytics phase of this bachelor’s thesis, it was found that sufficiently large or pure samples
of RNA could not be extracted from the samples. As such the dried blood spot method can not
be used in this project. The introduction of new extraction methods might allow for the use of
these kind of samples.

KEYWORDS:

MicroRNA, molecular biology, blood specimen collection



SISALTO

KAYTETYT LYHENTEET TAI SANASTO
1 JOHDANTO

2 OPINNAYTETYON TEOREETTISET LAHTOKOHDAT
2.1 RNA

2.2 Ei-koodaavat RNA:t

2.3 Mikro-RNA

2.4 PCRjagPCR

2.5 Kuivaverinayte
3 OPINNAYTETYON TARKOITUS, TAVOITTEET JA TEHTAVAT

4 OPINNAYTETYON TOTEUTUS

4.1 Toteutussuunnitelma

4.2 Naytteiden keruu

4.3 Naytteiden pakastus

4.4 Naytteiden kasittely ja analysointi

4.5 Opinnaytetydn metodologiset l1&dhtékohdat
4.6 Opinnaytetydn eettiset l1ahtdkohdat

5 TULOKSET

6 POHDINTA

6.1 Tuloksien pohdinta

6.2 Mahdolliset ongelmat prosessissa
6.3 Mahdolliset jatkotutkimukset

LAHTEET

10
11
12
12

14

15
15
15
16
17
17
18

19

20
20
20
21

22



KUVAT

Kuva 1. Nukleotidin perusrakenne 10
Kuva 2. Naytekortti josta on poistettu nayteruudut. 16
TAULUKOT

Taulukko 1. Eroteltujen RNA naytteiden spektrofotometrsen analyysin tulokset. 19



KAYTETYT LYHENTEET TAI SANASTO

DNA
RNA

PBS

BSA

Deoksiribonukleiinihappo

Ribonukleiinihappo

Phosphate buffered saline, fosfaattipuskuroitu suolaliuos

Bovine Serum Albumin, naudan seerumista eristetty albumini



1 JOHDANTO

Mikro-RNA:t, eli miRNA:t ovat lyhyita, keskimaarin 22 emaksen pituisia ei-koodaa-
via RNA ketjuja. Ihmisessa on tunnistettu yli kaksi tuhatta erilaista miRNA:ta, joista suu-
rin osa supressoi lahetti-RNA:n toimintaa. Solujen elamankaaren eri vaiheet ovat vah-
vasti miRNA:n ohjaamia. (Guled & Knuutila 2013.)

Mikro-RNA:ta on tutkittu laajasti 2000-luvulla. Erityisesti mahdollisuudet biomarkkereina
syovan diagnostiikkaan on ollut laajan tutkimuksen alaista. Lisdantynyt kiinnos-
tus miRNA-tutkimusta kohtaan on synnyttanyt laajan tietopohjan alasta ja vakiinnutta-
nut kvantitatiivisen PCR-menetelman kayton miRNA:ta tutkittaessa (You-Jia ym. 2008).
Mikro-RNA:n kayttd aivovaurioiden diagnostiikassa on aluillaan oleva tutkimuksen
kohde. Vakavien aivotarahdysten on osoitettu aiheuttavan miRNA-pitoisuuksien vaihte-

lua selkaydinnesteessa seka syljessa (Hicks ym. 2018).

Eri tutkimukset ovat saaneet eroavia tuloksia RNA:n sailyvyydesta kuivaverinaytteissa.
Mitattaessa miRNA:ta on vertailtavia tuloksia saatu jopa kuuden kuukauden huoneen-
lampdisen sailytyksen jalkeen (Ponnusamy ym. 2016). Toisaalta RNA-mittausten tulok-
set on osoitettu muuttuvan jopa kymmenkertaisesti neljan viikon sailytyksen jalkeen
(Gruner ym. 2015). Taman eroavaisuuden syyksi on ehdotettu entsyymien herkan taipu-
muksen pilkkoa RNA:ta heikentyvan huomattavasti lyhyempien RNA-jaksojen kohdalla
(Reece ym. 2014). Mikro-RNA:ta on kyetty eristamaan kuivaverindytteesta vertailtavissa

maarin, jopa vuosien jalkeen, kun naytteet on sail6tty -80°C (Buroker ym. 2013).

Tama opinnaytety6 suoritetaan osana Turun yliopiston biolaaketieteen laitoksen BAAC-
projektia. Projektissa selvitetaan mikro-RNA:n soveltuvuutta diagnostiikkaa ja hoitoa hel-
pottavana merkkiaineena aivotarahdyksissad. Taman opinnaytetydn tavoitteena on sel-
vittda kuivaverinaytteen toimivuus naytteidenkeruumenetelmana projektin myohem-
missa vaiheissa. Projektin luonteesta johtuen optimaalinen naytemuoto sallisi pitkankin
sailytyksen ilman jaahdytettya ymparistoa. Naytteenkeruun tulisi myos olla riittavan yk-
sinkertainen, jotta eri ammattikuntien henkilésté kykenisi kerdamaan naytteen luotetta-
vasti ja vaivattomasti. Kuivaverinayte olisi ominaisuuksiltaan optimaalinen naytteen ke-
ruumuoto, silla se vaatii laskimoverindytettd huomattavasti vahemman invasiivisen ja

teknisesti selkedamman naytteen keruun sormenpaan ihopistona. Tassa opinnaytetydssa
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selvitetdan mikro-RNA:n mittauskelpoisuus kuivaverindytteessa, sailytysajan lisaanty-
essa. Naytteet sailottiin huoneenlammadssa eroavia aikoja ja analysoitiin tulosten saa-

miseksi.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Simo Vainionpaa



2 OPINNAYTETYON TEOREETTISET LAHTOKOHDAT

2.1 RNA

Elollisten solujen geneettisen informaation sailéva rakenne on DNA. Tama pitkd mole-
kyyliketju siirtyy kopioituna solusta toiseen solunjakautumisen aikana. Soluissa DNA pi-
taa sisalldaan ohjeet proteiinien tuotantoon, mutta nama proteiinit eivat synny suoraan
DNA:ssa sijaitsevien geenien ohjeista. Sen sijaan DNA:sta valmistuu naista geeneista
RNA-molekyyleja transkription avulla. Tallaisia proteiineja koodaavia RNA-molekyyleja
kutsutaan lahetti RNA:ksi (MRNA). Eukaryoottisissa soluissa DNA sijaitsee tumassa ja
proteiinituotanto tapahtuu tuman ulkopuolella sytoplasmassa. RNA molekyylit kulkeutu-

vat tumasta sytoplasmaan, jossa ne koodaavat proteiinisynteesin. (Meister, G. 2011)

RNA eroaa DNA:sta rakenteellisesti vain hieman. Kumpikin koostuu fosfaattiryhmasta,
pentoosi sokerista (viisihiilinen monosakkaridi) ja orgaanisesta emaksesta (Kuva 1). Yksi
tallainen kolmen osan kokonaisuus on nimeltdan nukleotidi. Fosfaattiryhma on kummal-
lakin samanlainen ja toimii eri sokerien valisena liitoksena, kiinnittden monosakkaridin 3’
hiilen 5’ hiileen. Pentoosisokeri aiheuttaa RNA:n ja DNA:n valisen eron; Kun monosak-
karidin 2’ hiileen on liittynyt happi, on kyseessa riboosi, eli RNA ja taman hapen puuttu-
essa on kyseessa 2’-deoksiriboosi, eli DNA. Pentoosisokerin 1’ hiileen liittynyt emas voi
olla joko puriini tai pyrimidiini. Puriineja ovat adeniini (merkitdan A) ja guaniini (merkitdan
G), jotka esiintyvat sekd DNA:ssa, ettd RNA:ssa. Pyrimidiineista vain sytosiini (merkitaan
C) esiintyy kummassakin nukleiinihapossa, tymiini (merkitdan T) vain DNA:ssa ja urasiili
(merkitaan U) vain RNA:ssa. Nukleotidien muodostaessa ketjuja voivat puriinit ja pyrimi-
diinit liittya toisiinsa emaspariutumissaannén mukaisesti A-T, A-U ja C-G. Tasta muo-
dostuu kaksinauhaisia kokonaisuuksia tai laskostuneita juosteita. (Suominen ym. 2013)
Kolmen nukleotidin sarjaa RNA:ssa kutsutaan kodoniksi ja tdman muodostus maaraa

koodattavan proteiniin aminohapon (Meister, G. 2011).
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Kuva 1. Nukleotidin perusrakenne

2.2 Ei-koodaavat RNA:t

Jo varhaisissa genomien sekvensointiprojekteissa havaittiin, ettd monimutkaiset
genomit, kuten ihmisen genomi, koostuvat vain pienelta osin proteiineja koodaavista alu-
eista. On kuitenkin kyetty osoittamaan, ettd koko ihmisen genomi transkriptoidaan jatku-
vasti ja siten suuri maara ei-koodaavaa RNA:ta syntyy. Talla ei-koodaavalla RNA:lla on
lukuisia tunnistettuja tehtavia ja ymmarrysta sen toiminnoista laajennetaan jatkuvasti.
Monet naista tehtavista saatelevat geenien ekspressiota tai mahdollistavat tdman toimin-
nan. (Meister, G. 2011.)

Lukuisia ei-koodavia RNA ryhmia ollaan nimetty ja naiden ryhmien sisallakin vaihtelu on
suurta. Yleisimpia naista ovat ihmiskehossa ribosomaalinen RNA (rRNA), joka on osa
proteiineja valmistavaa ribosomia, ja siirtdja RNA (tRNA), joka siirtdd aminohappoja ra-
kentuvaan proteiiniin. (Darnell 2011.) Mikro-RNA ja pieni hairitseva RNA (siRNA) sitou-
tuvat komplementaarisiin mRNA-juosteisiin ja hairitsevat naiden toiminta RNA-interfe-
renssiksi kutsutulla mekanismilla. Pitkilla ei-koodaavilla RNA juosteilla vaikuttaa olevan
lukuisia tehtavia kromosomien rakentumisessa ja muissa kromosomaalisissa tehtavissa.
(Darnell 2011.)
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2.3 Mikro-RNA

Mikro-RNA:ta eristettiin alun perin vuonna 1993, sukkulamadon genomia tutkittaessa
(Reece ym. 2011, 411). Mikro-RNA:t ovat keskimaarin 22 emaksen pituisia yksijuosteisia
RNA-pétkia (Gule & Knuutila 2013). Mikro-RNA:n paaasiallinen tehtéava on saadella 1a-
hetti-RNA:n, eli mRNA:n, toimintaa. Saately on Iahinna supressoivaa ja yksi miRNA voi

sitoutua useaan erilaiseen mRNA:aan. (Darnell 2011.)

Mikro-RNA transkriptoidaan solun tumassa, ei-koodaavista DNA-jaksoista, pri-
miRNA:ksi. Tuman Drosha-mikroprosessorikompleksi pilkkoo pri-miRNA:n useiksi hius-
neulasiimukkarakenteisiksi pre-miRNA:ksi. Pre-miRNA on yksi noin 70 nukleotidin mit-
tainen RNA-juoste, joka on osittain emaspariutunut itsensa kanssa. Pre-miRNA:a kulje-
tetaan solun sytoplasmaan, jossa Dicer-entsyymi pilkkoo kompleksia, kunnes jaljelle jaa
yksijuosteinen miRNA. Mikro-RNA:n toinen juoste, jota kasitellaan termillda miRNA*, ir-
toaa sytoplasmaan ja hajoaa. (Suominen ym. 2013.) Kypsa miRNA sitoutuu AGO prote-
iinisuvun komplekseihin ja muodostaa kokonaisuuden miRNP. Harvinaisissa tapauk-
sissa myds miRNA* sitoutuu samaan kompleksiin ja toimii siten aktiivisena miRNA:na.
Edella mainitun syntymekanismin lisaksi osa pre-miRNA-rakenteista syntyy laajempien
RNA-transkriptioiden pientuotteena. (Gunter 2011.) Mikro-RNA vastaa toiminnaltaan ja
kehitykseltdan laajalti siRNA:ta, mutta yksi miRNA-jakso vaikuttaa suurempaan maaraan
eri mRNA:ta (Suominen ym. 2013).

Mikro-RNA juosteita esiintyy l&hes kaikissa eukaryooteissa ja monissa viruksissa, joskin
naiden ilmenemismuodot voivat olla hieman eroavia eri lajien valilla. Mikro-RNA:t voivat
saadelld geeniekspressiota kolmella eri mekanismilla. Naiden mekanismien kaytté maa-
raytyy miRNA:n ja kohteena olevan mRNA:n rakenteellisesta yhteensopivuudesta. En-
simmainen mekanismi sitoo miRNP-kompleksin mRNA-juosteeseen ja pilkkoo sen.
Tama mekanismi toimii, kun miRNA-juoste on taydellinen vastakappale kohde-
mRNA:lle, mutta esiintyy laajasti vain kasvikunnassa. Toisessa ja kolmannessa meka-
nismissa miRNA sitoutuu vain osittain mMRNA:n ja joko estda tdman toimintaa tai johtavat

sen hajoamiseen pidempien prosessien kautta. (Gunter 2011, 251-257.)
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2.4 PCR ja qPCR

PCR:lla, eli polymeraasiketjureaktiolla monistetaan DNA-sarjoja, jotka sijaitsevat kahden
nukleotidijarjestyksltdan tunnetun DNA-sarjan valilla. Monistus perustuu lampdsyklien
muutoksiin, joka vaikuttaa nukleiinihappojen sitoutumisominaisuuksiin. Reaktion tuotta-
miseksi tarvitaan monistettava DNA, vapaita nukleotideja, DNA-polymeraasientsyymia
ja alukkeet, jotka sitoutuvat halutun DNA-jakson paihin. Korkeassa lampétilassa (noin
95°C) emasparien valiset vetysidokset purkautuvat ja kaksijuosteinen DNA denaturoituu
yksijuosteiseksi. Kun I[ampdtila lasketaan (noin 55°C) kiinnittyvat alukkeet halutun DNA-
sarjan paahan. Lampdtilaa taas hieman nostettaessa (noin 70°C) alkaa DNA-polyme-
raasi kokoamaan vapaita nukleotideja monistettavan alueen vastakappaleeksi. Kun
tama PCR-sykli toistetaan, on lahtdkohtaisia DNA-sarjoja jo kaksinkertainen maara, ja

niiden maara kasvaa tasta eksponentiaalisesti. (Suominen ym. 2013.)

gPCR tarkoittaa kvantitatiivista PCR menetelmaa, jossa halutun nukleiinihapposarjan
eksperssio voidaan osoittaa numeerisesti (Suominen ym 2013). qPCR on erittain herkka
kontaminaatioille ja vaatii huolellista tydskentelya, jotta tulokset olisivat vertailukelpoisia.
Kun mitattava molekyyli on yksijuosteinen RNA, pitda se ensin kaantaa DNA:ksi kaan-
teistranskriptaasilla. qPCR:sta kaytetdan myos nimitystd RT-qPCR (Real-time quantita-
tive-PCR). Nukleiinihappojen monistusta seurataan prosessin aikana ja verrataan tun-
nettuun sisaiseen standardiin. (ThermoFisher 2018.) Kirjallisuudessa puhutaan kaan-
teistranskriptaasiprosessista myds nimella RT-PCR (reverse transcription PCR), mutta

tassa tekstissa RT-alkuisella PCR-metodilla tarkoitetaan vain RT-gPCR-metodia.

2.5 Kuivaverinayte

Kuivaverindyte on imupaperille tiputettu kokoverinayte, jonka annetaan kuivua mydhem-
paa analyysia varten. Suomessa yleisin kayttd talle metodille on vastasyntyneiden ai-
neenvaihduntasairauksien seulonta, jonka suorittaa Saske varsinais-suomen sairaan-

hoitopiirin alaisuudessa (Vsshp, Saske 2018).

Vuonna 1913 Ivar Christian Bang (1869-1918) maaritti glukoosia kuivatusta verinayt-
teesta ensimmaista kertaa. Taman jalkeen tutkimukset kuivaverinaytteista lisdantyivat ja
varsinkin vasta-ainemittausten maara kasvoi. Testimetodin yleistymisen myéta myds

naytto tutkimuksen toiminnasta lisaantyi. Nukleiinihappojen sailymisessa on esiintynyt
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suurta vaihtelua. Hepatiitti B -viruksen kaksoisjuosteista DNA:ta pystyttiin mittaamaan
luotettavasti kolmenkin viikon jalkeen, kun kuivaverinaytteita sailytettin huoneenlam-
mossa. RNA:n sailyvyydesta on syntynyt eroavaista tutkimusnayttoa, yhdessa tutkimuk-
sessa on osoitettu mittauskelpoisuuden sailyvan jopa vuoden huoneenldammaossa, kun
taas toisissa on havaittu kymmenenkertainen muutos neljan viikon jalkeen. Yleista yh-
teisymmarrystd RNA:n sailyvyydestd huoneenldmmdssa sailytetyissd kuivaverinayt-
teissa ei siis ole muodostunut. Naytteiden eri eluointimenetelmilld on osoitettu olevan
vain pienta eroavaisuutta, mutta laadukkaimmat tulokset on saavutettu PBS/BSA 0.05%

(phosphate-buffered saline / bovine serum albumin) -seoksella. (Gruner, ym. 2015.)

Gruner ym. (2015) kokosivat kuivaverinaytteen keraysta ja kasittelya standardoivan oh-
jeistuksen, jota ollaan kaytetty suurilta osin tdssa tutkimuksessa. Kuivaverinaytteen on
osoitettu olevan toimiva alusta mikro-RNA analyysille, kun eluointi suoritetaan pakasta-

mattomista naytteista (Ponnusamy ym. 2016).
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3 OPINNAYTETYON TARKOITUS, TAVOITTEET JA
TEHTAVAT

Taman opinnaytetyon tarkoitus on maarittda, onko kuivaverinayte toimiva naytteenke-
ruumenetelma mikro-RNA:ta mitattaessa ja kuinka sen mitattavuus muuttuu kuivaveri-

naytteen sailytysajan pidentyessa.

Taman opinnadytetydn tavoite on tuottaa informaatiota, joka auttaa yliopiston tutkimus-
ryhmaa maarittdmaan tulevat naytteenkeruumetodinsa. Yliopistolla toimiva BAAC-pro-
jekti pyrkii I16ytdmaan diagnoosia ja hoitoa helpottavia tuloksia, verinaytteista eroteltujen
mikro-RNA profiilien avulla. Tutkimuksen tulevien naytteiden keruu voidaan mahdolli-
sesti suunnitella tdman opinnadytetydn tuloksia apuna kayttaen, mikali kuivaverindyte to-

detaan tdhan toimintaan sopivaksi.
Tutkimuskysymykset ovat:

1. Kuinka luotettavasti miRNA pystytadan mittaamaan kuivaverinaytteesta?
2. Miten pidentynyt kuivaverindytteen sailytysaika huoneenlammdssa vaikuttaa

miRNA:an mittauskelpoisuuteen?
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4 OPINNAYTETYON TOTEUTUS

4.1 Toteutussuunnitelma

Taman opinnaytetyodn aihe saatiin yliopiston tutkijan aihe-ehdotuksesta. Ensimmaiset ta-
paamiset olivat Turun yliopiston biolaaketieteen laitoksella solubiologian ja anatomian
osastolla syksylld 2017. Toteutuksen aikataulu ja toimintatavat sovittiin kevaalla 2018.

Ty6ta varten on tehty toimeksiantosopimus yliopiston kanssa.

Teoreettinen tausta koottiin aihealueen tieteellisista julkaisuista ja oppikirjoista. Taman
opinnaytetydn eri aiheista 16ytyi useita tutkimuksia, mutta taysin vastaavaa tutkimusai-
hetta ei I0ytynyt. Mikro-RNA seka kuivaverinayteanalytiikka ovat hyvin tutkittuja aiheita,
joista kummastakin 16ytyi useita ohjeistavia julkaisuja. Tassa opinnaytetydssa kaytetyista
metodeista, kuten gPCR ja kuivaverinaytteen nukleiinihappoja saastava eluointi, 16ytyy

laajoja ohjeistavia oppikirjoja.

4.2 Naytteiden keruu

Naytteiden keruu suoritettiin elokuun 31. paiva 2018 Turun kupittaan palloiluhallissa ja
ne kerattiin BAAC-tutkimukseen jo osallistuvilta nuorilta miehilta. Naytteita kerattiin yh-
teensa 21 kappaletta. Naytteend otettiin laskimoverindyte Vacuette-merkkisiin 3 ml

EDTA-putkiin. Naytteet kuljetettiin yliopistolle 60 minuutin sisalla kerayksesta.

Naytteiden kuivaussailytykseen kaytettiin Whatman 903 -imupaperia. Suuremmista pa-
periarkeista valmistettiin 20cm x 11cm kokoisia kortteja (Kuva 1.), joihin merkittiin 10 -
12 15 mm kokoista keruualuetta. Naita kortteja valmistettiin 20 kappaletta. Jokaisesta
naytteesta siirrettiin kaksi pisaraa, eli noin 100ul, korttien merkitylle alueella. Jokainen
nayte siirrettiin viiteen eri korttiin kahtena rinnakkaisena naytteena. Rinnakkaisten nayt-
teiden viereen merkittiin naytetunniste ja kortit numeroitiin siten, ettad saatiin viisi ident-
tistd neljan kortin sarjaa. Yhden sarjan korteista kolme sisalsi viiden luovuttajan naytteet

ja yksi kuuden.
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Kuva 2. Naytekortti josta on poistettu nayteruudut.

Grliner ym. (2015) ohjeistavat kuivattamaan kuivaverindytettd huoneenlammaossa, hy-
vassa ilmanvaihdossa ja yon yli. Tata ohjetta mallintaen kortit asetettiin pahviseen teli-

neeseen, jossa ne seisoivat yon yli vetokaapissa.

4.3 Naytteiden pakastus

Naytteiden kuivuttua yon yli aloitettiin nayteruutujen valmistus. Tydalueena kaytettiin
BAAC-tutkimusryhman tyéhuonetta. Tyotaso pestiin, desinfioitiin ja paallystettiin muovi-
pinnoitetulla ty6alustalla. Ensimmainen korttisarja otettiin tyétasolle ja jokaisesta nayte-
paikasta leikattiin noin 7,5mm x 7,5mm kokoinen ruutu. Naytteiden leikkaukseen kaytet-
tiin yksilopakattua skalpellin karkea ja kasittelyyn laattapaisia pinsetteja. Nama tyovali-
neet desinfioitiin naytteiden valilld 80% etanolilla. Jokainen nayteruutu kerattiin omaan
kahden millilitran eppendorf-putkeensa ja putket nimikoitiin.

Keratyt nayteruudut siirrettiin putkissaan -80°C pakkaseen. Mikro-RNA:n on osoitettu py-
syvan kuivaverinaytekortissa analyysikelpoisena, kun se on pakastettu -80°C (Buroker
ym. 2013). Naytteet sisaltdva pakastin sijaitsee solubiologian ja anatomian osastolla ja
on Turun yliopiston etdseurannan alla. Loput naytekortit siirrettiin jokainen omaan muo-
vipussiinsa, joka suljettiin ilmatiiviiksi. Jokaiseen pussiin laitettiin pieni silica-geelia sisal-
tava pussi kosteuden poistajaksi. Nama muovipussit sailytettiin valolta suojattuna labo-
ratorion hyllyssa.
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Ensimmaisesta nayteruutujen valmistuksesta lahtien suoritettiin nelja vastaavaa nayte-
ruutujen valmistusta tasan viikon valein. Jokainen suoritus toteutettiin samalla tavalla
kuin ensimmainen ja jokainen nayteruutu siirrettin omaan 2ml eppendorf-putkeensa.
Kaikki naytteet sijoitettiin samaan pakastimeen. Joka perjantai kasiteltiin uusi korttisarja,
joten ruutujen valmistukset tapahtuivat 1.9.2018, 7.9.2018, 14.9.2018, 21.9.2018 ja
28.9.2018. Jokaisesta 21 potilasndytteesta oli yhdesséa sarjassa kaksi rinnakkaista ruu-

tua, joten viidesta erottelusarjasta syntyi 210 naytetta.

4.4 Naytteiden kasittely ja analysointi

Ensimmaisiin testiajoihin valikoitui kuusi eri naytetta, jotka olivat kaikki pakastettu nayt-
teenottoa seuraavana paivana. Testindytteet ajettiin kaksi kerrallaan kolmena eri pai-
vana. Naytteet eluoitiin Griner, ym. (2015) ohjaamalla tavalla. Naytteet otettiin pakka-
sesta suoraan eluoitavaksi, eika niiden annettu sulaa ennen eluointinesteen lisaysta.
Naytteiden eluoinnissa kaytettiin kahden ensimmaisen sarjan kohdalla PSA/BSA 0,05%
liuosta ja viimeisen sarjan kohdalla PSA/Tween20 0,05% liuosta. Eluointiliuosta pipetoi-
tiin nayteruutujen paalle 320ul. Nayteputket sekoitettiin nopeasti vortex laitteella ja ase-
tettiin tasoheiluttajaan 4 tunniksi. Putket sentrifugoitiin 10000G 1min ja eluointiliuosta ke-
rattiin 300pl.

Keratylle naytteelle suoritettiin Trizol erottelu, silla tata erottelua oltiin kaytetty tutkimuk-
sen muissa vaiheissa. Laboratoriolla oli kaytdssa Biolinen Trisure valmiste ja erottelu
suoritettiin valmistajan ohjeiden mukaisesti (Bioline 2018). Lopuksi naytteiden RNA pi-

toisuus ja puhtaus tarkistettiin Nanodrop merkkisella spektrofotometrilla.

4.5 Opinnaytetydn metodologiset 1ahtékohdat

Kvantitatiivinen tutkimus, eli maarallinen tutkimus, on tutkimustapa, jossa tarkasteltavaa
ilmiéta kuvataan numeerisesti. Numeerisen kuvauksen apuna kaytetdan kuvaajia, jotka
asettavat numeeriset arvot vertailtavaan muotoon. Maarallisessa tutkimuksessa kaytetty
mittari ryhmittelee, jarjestaa ja luokittelee tutkittavan muuttujan. Maaralliselle tutkimuk-
selle on tyypillista, ettd mitattavien havaintoyksikdiden maara on suuri. Yksi maarallisen
tutkimuksen tavoitteista voi olla kartoittava tutkimus, jossa etsitdadn uusia nakdkulmia il-
midon. (Vilkka 2007.) Korrelatiivinen tutkimus selvittdd missd maarin yhden muuttujan

vaihtelut vaikuttavat toisen muuttujan arvoihin. Tata tutkimusmuotoa voidaan kayttaa,
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kun halutaan selvittdd kahden eri muuttujan valisen yhteyden voimakkuus. (Anttila
2014.)

Tama opinnaytetyé on metodologisilta Iahtokohdiltaan kvantitatiivinen, silld mitattavan
yksikon ilmenemista tutkitaan maarallisesti. Kaikki tulokset ovat numeerisia ja esitetdan
kuvaajien kautta vertailtavaan muotoon. Tassa opinnaytetydssa halutaan osoittaa yhden
muuttujan, eli ajan, vaikutus toiseen muuttujaan, eli mikro-RNA:n ilmentymiseen. Tama
vertaileva kysymyksenasettelu tekee tutkimuksesta korrelatiivisen. Tama opinnaytetyo
on tavoitteiltaan osaksi myos kartoittava, silla aiemmissa tutkimuksissa osoitettu mikro-
RNA:n sailyvyys kuivaverinaytteissa haluttin saada kartoitettua kausaalisuhteiden

osalta.

4.6 Opinnaytetydn eettiset lahtokohdat

Tieteellinen tutkimus tulee olla suoritettu hyvan tieteellisen kaytannon maarittamalla ta-
valla, jotta sen tulokset olisivat hyvaksyttavia, luetettavia ja uskottavia. Hyva tieteellinen
kaytantd on osa tutkimusorganisaatioiden laatujarjestelmaa. Tutkimuseettisesta nako-
kulmasta keskeisia lahtdkohtia tieteellisessa tutkimuksessa ovat rehellisyys, huolellisuus

ja tarkkuus. (Tutkimuseettinen neuvottelukunta 2012.)

Tama opinnaytetyd on suoritettu hyvien tieteellisten kaytantdjen mukaisesti. Lahteet on
merkitty huolella ja asianmukaisesti. Tutkimukset ja aineiston keruu suoritettiin Turun

yliopiston tutkimusprojektin tutkimusluvan alaisuudessa.
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5 TULOKSET

Kaikki kuusi naytettd analysoitiin kahdesti Thermo Scientificin Nanodrop One spektrofo-
tometrilla, jotta saataisiin selville naytteiden lopullinen kokonais-RNA:n maara ja puhtaus
(taulukko 1). Seka 260/280 ja 260/230 tulos tulisi olla mahdollisimman lahella 2,0, jotta
nayte olisi puhdas. (ThermoFisher 2018).

ng/ul 260/280 | 260/230 260 280
Nayte 1 16,4 1,8 0,29 0,4 0,2
Nayte 2 14,5 1,86 0,72 0,36 0,3
Nayte 3 152 1,73 0,15 380 2,2
Nayte 4 13,1 1,66 0,09 0,33 0,2
Nayte 5 12,3 1,99 0,04 0,31 0,2
Nayte 6 57,9 1,99 0,41 1,45 0,7

Taulukko 1. Eroteltujen RNA naytteiden spektrofotometrsen analyysin tulokset.

Tulokset analysoitiin aina valittomasti erottelun jalkeen, kolmena eri paivana, kaksi nay-
tetta paivassa. Spektrofotometrisessa mittauksessa lasketaan kokonais-RNA:n maara
veressa eika se siis paljasta miRNA-pitoisuuksia itsessaan. Osaston tutkijat ohjeistivat,
ettd kokonais-RNA tulee olla vahintdan 10 ng/ul seka puhdasta, jotta siitd kannattaa
tehda miRNA:n kvantitatiivisen maarityksen. Kvantitatiivista PCR analyysia ei naiden tu-

losten johdosta ajettu.
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6 POHDINTA

6.1 Tuloksien pohdinta

Naytteet ajettiin kaksi kerrallaan ja uudet eristykset aloitettiin vasta kun edellisen eran
tulokset osoittivat naytelaadun olevan kehnoa. Jokainen kuudesta naytteesta oli koko-
nais-RNA pitoisuudeltaan yli 10ng/pl, joten kaikki naytteet olisivat sopineet gqPCR ana-
lyysiin. Naytteiden puhtaus voidaan tulkita arvoista 260/280 ja 260/230. Kummankin ar-
von tulisi olla noin 2.0. 260/280 arvo oli suuressa osassa tuloksia riittavan hyva, mutta
nayte 3 ja nayte 4 osoittivat lievaa epapuhtautta. 260/230 Oli jokaisen naytteen kohdalla
selkeasti poikkeavan matala. Tama epapuhtaus voi selittya trizol-reagenssin jaanteilla

naytteessa tai muilla orgaanisilla tai epaorgaanisilla ainejaamilla.

Taman opinnaytetyon tarkoitus oli maarittda; voidaanko kuivaverinaytteesta maaritta
miRNA konsentraatio ja kuinka tuo konsentraatio muuttuu ajan myéta. Koska naytteista
ei onnistuttu mittaamaan riittadvan korkeita kokonais-RNA arvoja, voidaan kuivaverinayt-
teen kayttéa naissa tutkimuksissa pitda epasoveltuvana. Mikro-RNA tasojen mahdollista
muutosta ajan kuluessa ei onnistuttu havainnoimaan. Aiemmat tutkimukset ovat erotel-
leet kuivaverinaytteesta onnistuneesti mikro-RNA:ta (Gruner ym. 2015; Ponnusamy ym.

2016). Naissa tutkimuksissa on kuitenkin kaytetty spesifeja mikro-RNA erottelukitteja.

6.2 Mahdolliset ongelmat prosessissa

Koska jokaiselle naytekortille ollaan imeytetty 100 ul verta halkaisijaltaan 15 mm kokoi-
seen ympyraan ja tasta alasta kerataan talteen noin 7,5 mm x 7,5 mm kokoinen ruutu,
on lopullinen verimaara nayteruudussa vain noin 30 pl kokoverta. Eluointivaiheessa voi-
daan yha olettaa, ettd osa soluista jaa imupaperiin. Tama lopullinen pieni naytemaara

vaatii tarkkaa tyoskentelya ja saattaa helposti johtaa epaonnistuneeseen erotteluun.

Trizol-reagenssin ollaan osoitettu sitovan lyhyitd RNA-jaksoja eri suhteissa ja nain vai-
kuttavan lopulliseen saantoon (Young-Kook, Kim ym. 2012). Kaytetyn reagenssin val-
mistajan ohjeistuksessa neuvotaan kayttdmaan 75% etanolia RNA:n puhdistukseen

(Bioline 2018). 80% etanoli olisi kuitenkin saattanut puhdistaa naytteita paremmin.
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6.3 Mahdolliset jatkotutkimukset

Tahan opinnaytetydhdn keratysta aineistosta voidaan jatkaa tutkimusta. Tassa opinnay-
tetyossa osoitettiin, etta trizol-eristys ei ole toimiva eristysmetodi ndin pienelle ndytemaa-
ralle, mutta muissa tutkimuksissa ollaan kuivaverinaytteista eristetty miRNA:ta eristyski-
teilld (Gruner ym. 2015; Ponnusamy ym. 2016). Eristyskitti on kaupallisesti myytava pa-
ketti, joka sisaltaa kaikki reagenssit tiettya toimenpidetta, kuten miRNA:n erottelua, var-
ten. Jatkotutkimus tdhan tydhon olisi pyrkia eristdmaan miRNA:ta jo keratysta naytesar-

jasta kayttden markkinoilla olevia eristyskitteja.

Mikali kuivaverinayte halutaan ottaa projektissa kayttoon, olisi tarkeaa selvittaa eri ym-
paristomuutosten vaikutus naytteisiin. Tallainen tutkimus vaatisi samanlaisen naytesar-
jan keraamista, kuin tdhan opinnaytetyohon. Naytteita sailytettaisiin eri lampdotiloissa ja
vaihtelevassa ymparistdssa. Tallainen lampdétilavaihtelu vastaisi naytteiden postittami-
sesta aiheutuvaa vaihtelua. Kuivaverinaytteen tulisi olla aina pakattuna ilmatiiviiseen ti-

laan, jossa olisi mukana kosteutta sitova esine ja koko nayte valolta suojattuna.
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