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Itamerelld kuljetettavan raakadljyn ja oljyjalosteiden maaran on ennustettu kasvavan huo-
mattavasti lahivuosina. On tarke&a tutkia oljyn vaikutuksia elidihin, silla Itdmerellda mahdolli-
sen oljyonnettomuuden riski on suuri. Itdmeren ominaisuudet, kuten veden mataluus ja hi-
das vaihtuminen, murtovesi seka kylmyys tekevat siitd herkan likaantumiselle ja sen aiheut-
tamille vaikutuksille.

Tama opinnaytety6 on tehty Suomen ymparistokeskuksessa. Tyon tavoitteena oli ottaa
kayttoon gPCR-menetelma, jonka avulla tutkitaan geeniaktiivisuutta kudoksessa. Menetel-
man tarkoituksena on selvittad, kuinka haitalliset aineet vaikuttavat tutkittavaan sinisimpuk-
kaan (Mytilus Trossulus) oksidatiivisen stressin naktkulmasta. Simpukoita altistettiin 6l-
jylle, jonka komponentit synnyttavat elidissa happiradikaaleja. Kun elion happiradikaalien
maara kasvaa, myos antioksidanttien maaran on noustava. Elion geenit tuottavat antioksi-
dantteja neutraloimaan happiradikaaleja. Mikali happiradikaaleja on antioksidantteihin nah-
den liikaa, puhutaan oksidatiivisesta stressista. Talloin happiradikaalit aiheuttavat solussa
proteiinien, lipidien ja DNA:n vahingoittumisen ja pahimmassa tapauksessa solukuoleman.

Naytteind kaytetyt simpukat oli haettu Itamerestd mahdollisimman puhtaalta alueelta. Sim-
pukoille tehtiin yksi koeasetelma, jossa oli kaytdssa kolme erilaista kasittelya: kontrollit,
matala pitoisuus 6ljya vedessa ja korkea pitoisuus 6ljya vedessa. Osaa simpukoista altis-
tettiin yhden paivan ajan ja toista koeryhmaé seitseman paivan ajan. Kolmas koeryhma
siirrettiin viela seitseman paivan altistuksen jalkeen puhtaaseen veteen viikoksi. gPCR-me-
netelmalld mitattiin oksidatiivisen stressin torjumiseen ja mahdollisiin muihin vaikutuksiin
littyvien geenien aktiivisuuksia.

RNA-naytteiden laatu varmistettiin bioanalysaattorilla. Kuoppalevyjen vdlisia eroja ja repli-
kaattien varianssia tarkasteltiin laskemalla variaatiokertoimia, joiden tuli jaada alle viiden
prosentin. Kaikissa tavoite saavutettiin. Kontrollien tuloksia verrattiin ANOVAIlla matalapi-
toisiin ja korkeapitoisiin kasittelyihin. Kontrollien ja matalien pitoisuuksien valilla p-arvot oli-
vat yli 0,05. Nain ollen eroja niiden valilla ei ollut. Korkeiden pitoisuuksien ja kontrollien va-
lilla joidenkin geenien p-arvo oli yli 0,05 paivana 1 ja toisien geenien kohdalla paivana 7.

Avainsanat Itdmeri, sinisimpukka, 6ljy, haitalliset aineet, qPCR, biomarkkeri,
oksidatiivinen stressi, antioksidanttijarjestelma
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The amount of crude oil and petroleum products transported in the Baltic Sea is expected to
increase significantly in the coming years. It is important to study the effects of oil in or-
ganisms, as there is a high risk of a possible oil accident in the Baltic Sea. The features of
the Baltic Sea, such as the shallow water and slow changeover, brackish water and cold
temperature make it sensitive to contamination and its effects.

The aim of this study was to introduce a gPCR method to investigate gene activity in tissue.
The purpose of the method is to find out how hazardous substances affect the blue mussel
(Mytilus trossulus) under study. Mussels were exposed to oil in the laboratory. Components
of the oil produce oxygen radicals in the organisms. As the number of oxygen radicals in the
organism increases, the number of antioxidants also needs to increase. The organism’s ge-
nes produce antioxidants to neutralize oxygen radicals. The oxygen radicals in the cell cause
damage to the proteins, lipids and DNA, and in the worst case, cell death.

The mussels used as samples were collected from the Baltic Sea from an area, which was
known to be as clean as possible. There were three different experimental designs for the
mussels: controls, low concentration of oil in water and high concentration of oil in water.
Some of the mussels were exposed for one day and another test group for seven days. The
third experimental group was transferred to clean water for a week after seven days of ex-
posure. gPCR method was used to measure the activity of genes involved in combating
oxidative stress and other possible stress effects.

The quality of the RNA samples was confirmed by a bioanalyzer. The differences between
the well plates and the variance of the replicates were examined by calculating the coeffi-
cients of variation, which were to remain below 5 %. These goals were achieved. Control
results were compared with ANOVA for low-grade and high-grade treatments. There was no
difference between control and low concentration treatments. Between high concentrations
and controls for some genes, the p-value was greater than 0.05 for day 1 and for other genes
for day 7.

Keywords Baltic sea, blue mussel, oil, hazardous substances, gPCR,
biomarker, oxidative stress, antioxidant system
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Catalase gene. Katalaasigeeni.

Complementary deoxyribonucleic acid. Komplementaarinen deoksiribo-
nukleiinihappo.

Deoxyribonucleic acid. Deoksiribonukleiinihappo.

Glutathione S-transferase. Glutationi S-transferaasi.

Major vault protein. Major vault -proteiini.

Polyaromatic hydrocarbon. Polyaromaattinen hiilivety.

Polymerase chain reaction. Polymeraasiketjureaktio.

Pleiotropic drug resistance protein. Pleiotrooppinen ladkeresistenssiprote-

iini.

Phosphoprotein. Fosfoproteiini.

Quantitative polymerase chain reaction. Kvantitatiivinen DNA:n monista-

mismenetelma.

Reactive oxygen spesies. Reaktiivinen happiradikaali.

Superoxide dismutase. Superoksididismutaasi.

Finnish Environment Institute. Suomen ymparistokeskus.

Tris-acetate-EDTA. Tris-asetaatti-EDTA.



1 Johdanto

Tama opinnaytetyo tehtiin Suomen ymparistokeskuksessa (SYKE) Merikeskuksen labo-
ratoriossa. Tyo liittyi osana Merien saastuminen -ryhman tutkimuksiin, joissa keskitytaan

erilaisten haitallisten aineiden esiintymiseen ja vaikutuksiin ltAmeressa.

Laaja valuma-alue, mataluus seka vahainen veden vaihtuvuus tekevat Itdmeresté hyvin
herkan likaantumiselle ja sen vaikutuksille, joten sen tilaa on tarkeé tutkia ja seurata.
Itdmeren ympaéristd on haasteellinen useille elidille muun muassa murtoveden seka lam-
potilan ja valon maaran vaihtelun vuoksi. Itdmerella kuljetetaan runsaasti 6ljya vuosittain
ja maarén ennustetaan kasvavan huomattavasti lahivuosina. N&in ollen 6ljyonnetto-

muuksien riski kasvaa entistd suuremmaksi. [1, s. 5, 12, 24, 36—39.]

Oljy aiheuttaa monenlaisia ongelmia Itameren ekosysteemissa. Pienind maarina oljyn
komponentit aiheuttavat elion elimistdssa stressivasteen, jota voidaan havaita tutkimalla
tiettyjen geenien aktiivisuuksien muutoksia. Nama muutokset saattavat viitata oksidatii-

viseen stressiin, joka saa aikaan solujen vaurioita ja pahimmillaan elion kuoleman.

gPCR-menetelmaa on sovellettu ymparistotieteissa, jossa haasteena on ollut genomisen
tiedon puute tutkittavista lajeista. Haitallisten aineiden vaikutusta antioksidanttigeenien
aktiivisuuteen on tutkittu jonkin verran eri simpukka- ja osterilajeissa, joissa on raportoitu
seka geenien aktivoitumista etta inhiboitumista, riippuen tutkittavasta kemikaalista. Viela
vahemman on tutkimuksia, joissa haitallisten aineiden vaikutusta on tutkittu seka geeni-
etta entsyymiaktiivisuuksiin, jotka on maaritetty samasta yksilosta. Oljy-yhdisteilla on
havaittu olevan vaikutuksia simpukoiden geenien aktiivisuuteen. [2.] Oljyn vaikutuksia

geeniaktiivisuustasolla ei ole aiemmin tutkittu ltdmeren sinisimpukassa.

Tyo6n tarkoituksena oli ottaa kayttéén menetelméa, jonka avulla tutkitaan sinisimpukan
geenien aktiivisuuksien muutoksia. Taman avulla voidaan jatkossa seurata simpukan
stressitasoja. Kaytannon tyo oli aloitettu keradmalla simpukat Itdmeresta ja suorittamalla
Oljyaltistukset eri pitoisuuksilla ja aikapisteilla. N&ain voitiin vertailla geenien aktiivisuuksia
ottaen huomioon eri pitoisuudet ja altistumisen kesto. Ty6ta jatkettiin taméan opinnayte-
tyon kaytdnnon osuudella eli eristimalla naytepaloista RNA-naytteet ja syntetisoimalla

niistd cDNA-naytteet gPCR-analyysia varten.



2 Teoria

2.1 Itamerija oljy

Itdmerelld kulkee runsaasti suuria aluksia joka hetki, kuten kuvassa 1 on esitelty. ItAme-
ren olosuhteet ovat haasteelliset, mik&a tuo omat riskinsé onnettomuuksille. On arvioitu,
ettd Suomenlahdella kuljetetaan vuodessa noin 150 miljoonaa tonnia 6ljya. Kuljetettavan
Oljyn maaran ennustetaan kasvavan lahivuosina 260 miljoonaan tonniin vuodessa. [3; 4,
s. 9]
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Kuva 1. Itdmeren laivaliikenne. Itdmerelld kulkevien alusten maara 8.1.2019. [5.]

Itameren ekosysteemi on alttiimpi 6ljyn haitallisille vaikutuksille, kuin monien muiden me-
rien ekosysteemit. [tAmeren suolapitoisuus on matala verrattuna muihin meriin. Mitd ma-
talampi suolapitoisuus on, sita enemman 6ljya liukenee meriveteen. Matalassa lampoti-
lassa elididen 6ljyn komponenttien hajotuskyky ja haittavaikutuksista palautuminen on

hitaampaa. Lisaksi kylmassa 6ljyn komponentit haihtuvat tavallista hitaammin. [4, s. 27 ]



Kesalla seka valo ettd lampo edistavat haihtumista ja mikrobiologista muuntumista ja
vaikuttavat téaten myos 6ljyn kayttaytymiseen vedessa. Talvella mitatut kokonaisoljypitoi-
suudet ovat yleensa korkeampia kuin kesalla, silla yhdisteiden hajotusta rajoittaa ravin-
teiden puute, kylma vesi ja kyseisen oljynlaadun sisaltamien yhdisteiden hajottamiseen
sopeutuneiden mikrobien puute. Talviaikaan (loka-marraskuussa) vedesta suoritetut
mittaukset ovat pienemman virheensa vuoksi luotettavampia kuin keséaaikaan tehdyt mit-
taukset. Naista syisté johtuen talviaikaisten havaintojen suhteellinen osuus 6ljypitoisuuk-

sien seurannassa todennékoisesti kasvaa jatkossa. [4, s. 17.]

Raakadljy ja siitd jalostetut dljytuotteet ovat useiden yhdisteiden seoksia. Erityisesti po-
lyaromaattisten hiilivetyjen (PAH) on osoitettu olevan haitallisia vesieliille. Oljyn myrkyl-
lisyys liittyy yhdisteiden kemialliseen rakenteeseen ja se eroaa jokaisen yhdisteen koh-
dalla. Jokainen 6ljy on erilainen seos eri yhdisteita. Oljyonnettomuuden ymparistévaiku-
tusten arvioiminen on hankalaa, koska sen hetkiset ymparistotekijat vaikuttavat 6ljyn le-
viamiseen, haihtumiseen ja biosaatavuuteen. Lisaksi eri 6ljyjen siséltdmien haitallisim-

pien yhdisteiden vaihteleva maara vaikeuttaa vaikutusten arviointia. [4, s. 18-19.]

Koska Itdmerella olosuhteet vaihtelevat paljon, haitallisten aineiden vaikutusten indikaat-
toreina kaytetaan usein paljon tutkittuja pitkaikaisia lajeja, joissa haitalliset aineet aiheut-
tavat mitattavissa olevia stressivasteita. Tallaisia lajeja ovat liejusimpukka ja sinisim-
pukka. [4, s. 28.]

2.2 Simpukka ja indikaattorilajit

Oljyindikaattorilajien tulisi olla laajalle levinneita ja esiintya riittavan runsaina Suomen
vesialueilla. Seuranta-aineiston olemassaolo on my¢s vertailun kannalta eduksi. Toi-
saalta myos uhanalaisten lajien kaytto indikaattoreina on tarkeaé, jos 6ljy saastuttaa nii-
den esiintymisalueen. Indikaattoreina kaytettavien elididen 6ljyaltistuminen riippuu vuo-
denajan liséksi myos 6ljyvahingon sijainnista. Rannalla elibyhteisét ovat monimuotoi-

sempia verrattuna lajikdyhiin avomeren pohjaekosysteemeihin. [4, s. 32—36.]

Sinisimpukat ovat yleisimmin kaytettyja meressa elavia bioindikaattoreita ympéariston
haitallisia aineita ja niiden vaikutuksia tutkittaessa. Simpukat ovat tutkituimpia indikaat-
torilajeja. N&in ollen niitd kaytettdessa voidaan ottaa huomioon miten eri tekijat, kuten

esimerkiksi vuodenaikojen vaihtelut vaikuttavat niiden stressivasteisiin. Ne ovat herkkia



ympaériston muutoksille, raskasmetalleille sek& muille haitallisille aineille. Simpukat ovat
pitkaikaisia, kerryttavat epédpuhtauksia, niitd esiintyy maailmanlaajuisesti ja ne kestavat
hyvin ankaria olosuhteita silti reagoiden biologisesti stressiin. Lisaksi simpukan aineen-
vaihdunta hajottaa huonosti tiettyja 6ljyn komponentteja, jolloin yhdisteet varastoituvat
lajin kudoksiin. On arvioitu, etta ltameren simpukat suodattavat vuosittain koko ltameren
tilavuuden verran vettd. Taman seurauksena simpukat kerdavat tehokkaasti vedessa
olevia haitallisia aineita kudoksiinsa. Naista syista simpukat ovat hyvia bioindikaattoreita.
[4,s.33-36;6;7,s.19.]

Kun simpukka altistuu tarpeeksi haitalliselle aineelle, sen kudoksissa alkaa tapahtua mi-
tattavissa olevia muutoksia. Nama muutokset liittyvat elion kykyyn puolustautua haital-
listen aineiden aiheuttamia vaurioita vastaan. Muutoksia tapahtuu entsyymien toimin-

nassa, energian kulutuksessa seka tiettyjen geenien aktiivisuuksissa. [7, s. 21.]

2.3 Biomarkkeri

Biomarkkerit voidaan méaaritella karkeasti joko indikaattoreiksi tai merkeiksi muutoksista
biologisessa systeemissd. Ne voivat viestia muutoksista molekulaarisella, biokemialli-
sella tai solutasolla. Toksikologiassa biomarkkerit ovat luokiteltu altistumisen, vaikutuk-

sen ja alttiuden merkeiksi. [8, s. 26—28.]

Ideaalin biomarkkerin tulisi olla helposti mitattavissa tutkittavasta kudoksesta tai muusta
biologisesta tuotteesta. Biomarkkereita hyddynnetddn ympariston tilan seurannan mit-
tauksissa, joita kaytetaan altistumisen, riskinarvioinnin ja sen hallinnan arviontiin ja tut-
kimiseen. [8, s. 26—28.]

Oljyvahingon tapahduttua biomarkkereita voitaisiin mitata mahdollisimman pian paikan-
paalta otetuista elibnaytteista, jotta ndhdaan oljyaltistuksen valittomat vaikutukset, seka
voitaisiin seurata elididen palautumista tai mahdollisia pitk&aikaisvaikutuksia kuukausien

tai vuosien jalkeen [4, s. 27-28].

Jotta 6ljyn vaikutuksia eliéihin voitaisiin mitata, on tarkeaa, etta maaritetaan myos erik-
seen referenssialue, missa 6ljyvahinko ei todennékoisesti vaikuta ja varsinainen vaiku-
tustutkimusalue. Tai vaihtoehtoisesti verrataan ekosysteemin 6ljypitoisuuksia ja terveytta

Oljyvahinkoa ennen ja sen jalkeen. [4, s. 28.]



Biomarkkerit ovat sellaisia biologisia toimintoja, jotka normaalitilassa huolehtivat solujen
tasapainoisesta toiminnasta, eli niilla on aina jokin mitattava perustaso. Altistuminen hai-
tallisille aineille, kuten 6ljy-yhdisteille, aiheuttaa biomarkkerien aktiivisuuden muutoksen.
Muutoksia perustasoon voi aiheutua mygds muista ymparistotekijoista johtuen tai altistu-
misessa eri haitalliset aineet aiheuttavat vastakkaiset reaktiot: toinen inhiboi ja toinen
aktivoi esimerkiksi jonkin geenin toimintaa. Tallgin tietyn biomarkkeri-vasteen Ioytdminen
on vaikeaa. Ongelman valttamiseksi on suositeltavaa mitata yhden biomarkkerivasteen
sijaan monia biomarkkereita, joilla on erilaisia kayttotarkoituksia ja jotka ilmenevéat eri
biologisilla tasoilla. [7, s. 19.] Mitd useampi biomarkkeri viittaa muutoksiin, sitd varmem-

min mittaukset viittaavat elion olevan stressitilassa.

2.4 Oksidatiivinen stressi

Oksidatiivista stressia syntyy, kun reaktiivisten happiradikaalien ja niita neutralisoivien
antioksidanttien tasapaino jarkkyy. Talléin reaktiivisia happiradikaaleja on enemman kuin
mit& antioksidantit kykenevat torjumaan. Tama voi johtua joko happiradikaalien voimak-
kuudesta tai antioksidanttijarjestelman vajavaisesta toiminnasta. Elimiston normaaliti-
lassa happiradikaalit ja antioksidantit ovat tasapainossa. Tyypillisimpia happiradikaaleja
ovat hydroksyyliradikaali ("OH), vetyperoksidi (H,0,) ja superoksidiradikaali ("05). Ku-
vassa 2 on esitetty tyypillisimpien happiradikaalien ja antioksidanttien valinen tasapaino.

[2.] Antioksidanteista on kerrottu tarkemmin seuraavassa luvussa.

Happiradikaalit Antioksidantit

N——
N——

" HO - SOD

CAT

H,0,

— Px

JAN

Kuva 2. Yleisimpien happiradikaalien ja antioksidanttien tasapaino. [2.]



Happiradikaaleja muodostuu muun muassa ionisoivan sateilyn, ilmansaasteiden, UV-
valon ja erilaisten haitallisten aineiden, kuten 6ljyn vaikutuksesta. Lisaksi happiradikaa-
leja syntyy normaalisti elimiston soluhengityksessa. Happiradikaalien ja antioksidanttien
epatasapaino johtaa proteiinien, lipidien ja DNA:n vahingoittumiseen. Liiallinen happira-
dikaalien aiheuttama kuormitus aiheuttaa lopulta solukuoleman. [2.] Elimiston antioksi-
danttijarjestelma tuottaa antioksidantteja rajoittaen ndin happiradikaalien maaraa pitaen
tasapainoa ylla ja elion terveena.

2.5 Antioksidanttijarjestelma

Kun eliossa happiradikaalien maara lisdantyy, antioksidanttigeenien aktiivisuus kasvaa
ja nain ollen solut alkavat tuottamaan lisaa erilaisia antioksidanttientsyymeja vaarallisia
hapen sivuvaikutuksia vastaan. Antioksidanttientsyymit ovat keskeisessa roolissa ho-
meostaattisen hapetus-pelkistystilan yllapitdmisessa. Antioksidanttien puute tai yli-il-
mentyminen voi aiheuttaa peruuttamattomia vaurioita kudoksissa. Antioksidanttientsyy-
mien kolme paatekijdd ovat superoksididismutaasi (SOD), katalaasi (CAT) ja gluta-
tioniperoksidaasi (GPx). Naista kolmesta tassa tydssa maaritettiin katalaasin ja superok-
sididismutaasin geeniaktiivisuuksia. Katalaasi ja superoksididismutaasi ovat yleisia ent-
syymeja, joita esiintyy lahes kaikissa hapelle altistuvissa elavissa organismeissa. Ne
ovat erittdin tarkeitd entsyymeja solun suojaamisessa happiradikaaleja vastaan. Kata-
laasit ovat hyvin tehokkaita. Yksi katalaasimolekyyli voi muuttaa miljoonia vetyperoksidi-

molekyyleja joka sekunti. [2, 9.]

Kuvasta 3 voidaan nahda, kuinka aluksi superoksididismutaasi muuttaa superoksidiradi-
kaalit (O2) vetyperoksidiksi (H20,). Taman jalkeen joko katalaasi tai glutationiperoksi-

daasientsyymi pelkistavat vetyperoksidin vedeksi ja hapeksi.
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Kuva 3. Superoksididismutaasi muuttaa superoksidiradikaalin vetyperoksidiksi, ja katalaasi
muuttaa vetyperoksidin vedeksi ja happikaasuksi. Tai vaihtoehtoisesti glutationiperok-
sidaasientsyymi muuttaa vetyperoksidin vedeksi. [2.]

Tassé tydssd on mitattu kvantitatiivisella PCR-menetelmalla antioksidantteja tuottavien
geenien (CAT, SOD, GST) aktiivisuuden liséaksi my6s muiden stressivasteeseen rea-

goivien geenien (p53, PDRP, MVP) aktiivisuutta.

Kvantitatiivinen PCR (Quantitative Polymerase Chain Reaction, gPCR) on menetelma,
jolla voidaan tunnistaa ja mitata spesifisesti halutun DNA:n tai RNA:n maara naytteesta.
Geenien aktiivisuutta mitattaessa menetelméa perustuu geenin tunnistamiseen ja monis-
tamiseen suunniteltujen geenispesifisten alukkeiden avulla. Geenien toimiessa ne tuot-
tavat RNA:ta, jonka maara kertoo geenien aktiivisuudesta. qP CR-reaktiota varten nayt-
teesta eristetty RNA muutetaan ensin komplementaariseksi DNA:ksi (cDNA, yksijuostei-
nen) kaanteiskopioijaentsyymin avulla. gPCR-reaktiossa muodostuu kaksijuosteista
DNA:ta, kun spesifiset alukkeet tarttuvat haluttuun geenisekvenssiin. Tassa vaiheessa
my0s reaktiossa kaytettava fluoresoiva reportteriaine sitoutuu ja fluoresoi, minka avulla

on mahdollista mitata kaksijuosteisen DNA:n muodostumista reaaliajassa.



3 Tyobn suoritus

Tassa tydssa naytteina kaytetyt sinisimpukat olivat perdisin puhtaalta alueelta Tvarmin-
nen eldintieteellisen aseman lahistoltd. Koe suoritettiin lokakuussa 2017. Simpukoita al-
tistettiin dieseldljylle, joka oli peraisin Nesteen jalostamolta Porvoosta. Kokeessa halut-
tiin altistaa simpukat vain dieselin veteen liukenevalle osalle. Tama toteutettiin lisdamalla
dieselia tekomeriveteen (Instant Ocean) suhteessa 5 grammaa dieselid 1 litraan teko-
merivettd. Liuosta sekoitettiin +10 asteen lampdétilassa 48 tuntia, annettiin faasien erottua
3 tuntia ja otettiin talteen vain vesifaasi. Veden dieselpitoisuutta mitattiin reaaliaikaisesti
Enviroflu-sensorilla (TRIos). Akvaarioista valittiin sattumanvaraisesti 20 simpukkaa, joi-
den pehmytkudoksista poolattiin yksi nayte, josta maaritettiin PAH-pitoisuudet SYKEN
laboratoriossa. Kokeessa oli kolme kasittelya: ei-kontaminoitu tekomerivesi (kontrolli),
matala ja korkea dieselpitoisuus. Kaikilla kéasittelyilla oli kaksi replikaattiakvaariota. Sa-
mankokoisia simpukoita laskettiin sattumanvaraisesti sata kappaletta jokaiseen akvaari-
oon, joissa oli +10-asteista tekomerivetta 25 litraa 5,6 PSU:n (eng. practical salinity unit)
suolapitoisuudessa promilleina. Akvaariot puhdistettiin ja vesi sekd kasittelyt uusittiin
kahden paivan valein. Simpukoita ruokittiin paivittdin Instant Algae -levaseoksella. Nayt-
teita otettiin jokaisesta kasittelystd sattumanvaraisesti kuusi kappaletta yhden ja seitse-
man paivan jalkeen seka viikon jalkeen, kun simpukat oli siirretty seitseman paivan altis-
tuksen jalkeen puhtaaseen veteen (recovery). Kokeessa oli siis kolme aikapistetta, jotka
olivat paiva 1, paiva 7 ja recovery. Tata tyota varten simpukoista leikattiin ruuansulatus-
rauhanen. Naytteet jaadytettiin heti nestetyppeen ja sailottiin -80 asteessa RNA-eristysta

varten.

Taman opinnaytetydn kaytannon osuus alkoi eristamalla simpukoista preparoiduista ruu-
ansulatusrauhasista RNA. Naytteita eristettiin jokaisesta aikapisteesta ja kasittelysta
kuusi kappaletta. Eli 54 eri simpukan ruuansulatuskudoksesta eristettiin RNA. Naytetie-
dot ovat liitteessd 1. Eristyksessa oli otettava huomioon kaytdssa olevan reagenssin,
TRIzolin, vaarallisuus. Eristetyistd naytteista mitattiin Qubit-laitteella RNA-pitoisuus.
RNA-naytteista syntetisoitiin kaupallisen kitin avulla cDNA-néaytteet, joista mitattiin Qubit-
laitteella yksijuosteisen DNA:n pitoisuus. cDNA-naytteet ajettiin gPCR-laitteella kuuden
eri geenin alukkeilla. Kaytetyt alukkeet olivat CAT (katalaasi), SOD (superoksididismu-
taasi), p53 (fosfoproteiini), PDRP (pleiotrooppinen laakeresistenssi proteiini), GST
(glutationi S-transferaasi) ja MVP (Major vault -proteiini). Tydvaiheet on kuvattu tarkem-
min kohdissa 3.1-3.4.



Tyossa kaytettiin valineita, jotka oli varattuja ainoastaan RNA-analyyseille. Kaytetyt lait-
teet on kuvattu liitteessa 2. Reagenssit, kitit ja valineet on kuvattu liitteessa 3.

3.1 RNA-eristys

Korkillisiin putkiin lisattiin halkaisijaltaan 1,0 millimetrin kokoisia lasihelmia (BioSpec Pro-
ducts, tuotenumero 11079110) noin puoli sentti& pohjasta ja 1 millilitra TRIzolia (Ambion,
tuotenumero AM12400). On otettava huomioon, ettd TRIzolia kasiteltdessa tulee vaihtaa
suojakasineitéa sdanndllisesti ja kyseisen reagenssin kontaminoimat jatteet on havitet-
tava huolellisesti ja asianmukaisesti. Kasiteltavia naytteita oli 6—24 kappaletta eristysker-
taa kohden. Jokaiseen putkeen lisattiin noin 50—-100 milligramman kokoinen pala sini-
simpukkanaytettd ja putki siirrettiin valittdmasti jaihin. Naytteiden kasittelyssa kaytetyt

vélineet puhdistettiin 70-prosenttisella etanolilla eri naytteiden ja kasittelyiden valilla.

Kun lasihelmet, TRIzol ja naytteet oli lisatty putkiin, ne asetettiin homogenisaattoriin
(FAST PREP FP120, sarjanumero FP120-1B060289-4D) kaksi kertaa 25 sekunniksi voi-
malla 5 metrid sekunnissa. Taman tyovaiheen paatteeksi nayteputket jatettiin huoneen-

[amp6on inkuboitumaan 5 minuutiksi.

Inkubointiajan taytyttya nayteputkista siirrettiin nesteet eppendorf-putkiin ja kuhunkin li-
sattiin 200 mikrolitraa kloroformia (Sigma-Aldrich, tuotenumero 650471). Korkit suljettiin
huolellisesti ja putkia kdanneltiin rauhallisesti ylésalaisin 15 kertaa, minka jalkeen putket
laitettiin jaille inkuboitumaan 2—3 minuutiksi. Naytteita sentrifugoitiin 12 000 g:n voimalla
15 minuuttia +4 asteessa. Putkista otettiin talteen ylempi kirkas faasi (RNA). Alemmat
faasit (proteiini ja DNA) vietiin -80 asteen sailytykseen mahdollisia myéhempia analyy-

seja varten.

RNA-putkiin pipetoitiin 500 mikrolitraa isopropanolia (J.T. BAKER, tuotenumero 8175).
Putkien korkit suljettiin huolellisesti ja putkia kd&nneltiin yldsalaisin rauhallisesti 10 ker-
taa, jonka jalkeen naytteita inkuboitiin huoneenlammosséa 10 minuuttia. Inkubointiajan
taytyttya naytteita sentrifugoitiin 12 000 g:n voimalla 10 minuuttia +4 asteen lampoti-

lassa.
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Sentrifugoinnin jalkeen varmistettiin, etta pelletti on hyvin kiinni putken seinaméssa. Put-
kista kaadettiin varovaisesti nesteet pois ja niitd koputeltiin imupaperia vasten ylimaa-
raisten nesteiden poistamiseksi. Putkiin lisattiin 1 millilitra 75-prosenttiseksi laimennettua
etanolia (Altia, tuotenumero 12110124). Tassa vaiheessa naytteet sailyvat +4 asteen
lampdtilassa viikon tai -20 asteessa kokonaisen vuoden.

Naytteitd vorteksoitiin siten, ettd pelletti irtosi putken seindmasta ja sentrifugoitiin 7 500
g:n voimalla 5 minuuttia +4 asteessa. Putkesta pipetoitiin nesteet pois ja pelletteja ilma-
kuivattiin 5—10 minuuttia. Pelletti ei saa kuivua liikaa, koska tama vaikuttaa sen liukene-

miseen seuraavassa vaiheessa.

Jokaiseen putkeen lisattiin 100 mikrolitraa RNaasi-vapaata vettd (MP Biomedicals, tuo-
tenumero 821739) ja vorteksoitiin, kunnes pelletti oli taysin liuennut veteen. Naytteita
inkuboitiin +55,5 asteessa noin 3 minuuttia. Inkuboinnin jalkeen varmistettiin, etta pelletti

on liuennut veteen. Naytteita sailytettiin -80 asteessa.

3.2 cDNA-synteesi

Tassa tyovaiheessa cDNA:n syntetisoimiseksi kaytettiin kaupallista SuperScript ® |l
First-Strand Synthesis System for RT-PCR -kittia. Aluksi piti laskea, paljonko naytetta
tuli pipetoida cDNA-reaktioon RNA-naytteen konsentraation avulla. Pitoisuuden tuli olla
3 mikrogrammaa per reaktio. Taman jalkeen putkiin pipetoitiin kaytetyn kitin reagenssit
taulukon 1 mukaisesti RNA-naytettd, random hexamers -alukkeita, dNTP -seosta ja
DEPC -kasiteltya vetta siten, etta jokaisessa putkessa oli kokonaistilavuudeltaan 10 mik-

rolitraa liuosta.

Taulukko 1. RNA-naytteen, alukkeiden, dNTP:n ja veden pipetointi. Reagenssit ovat kaytetysta
kaupallisesta kitistd. RNA-naytteen maara riippui sen konsentraatiosta ja veden
madara riippui RNA-naytteen maarasta. Seoksen yhteistilavuus tuli olla 10 mikrolit-

raa.
Reagenssi Maara (ul)
RNA-nayte n
Alukkeet: 50 ng/ul random hexamers 1
10 mM dNTP seos 1
DEPC-kasitelty vesi 10-n-2
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Seokset siirrettiin inkuboitumaan PCR-laitteeseen +65 asteeseen 5 minuutiksi ja annet-
tiin seisté O asteessa vahintdan 1 minuutin ajan. Inkuboinnin aikana valmistettiin cDNA-
synteesiseos pipetoimalla eppendorf-putkeen kaytetysta kitistd reagenssit taulukon 2
mukaisesti.

Taulukko 2. cDNA-synteesin seos.

Reagenssi Maara (ul)
10X RT Puskuri

25 mM MgCl,

0,1 MDTT

RnaseOUT (40 U/pul)
SuperScript 11l RT (200 U/ul)

[EN N O I N [ NS}

Kun naytteet oli inkuboitu, niihin lisattiin cDNA-synteesiseosta 10 mikrolitraa putkea koh-
den. cDNA-synteesiseoksia sekoitettiin kevyesti ja sentrifugoitiin nopeasti. cDNA-syn-

teesiseokset laitettiin inkuboitumaan taulukon 3 mukaisesti.

Taulukko 3.  cDNA-synteesin inkubointiohjelma.

Asteet (°C) | Aika (min)
25 10
50 50
85 5

0 Jaahdytys

Inkuboinnin jalkeen jokaiseen putkeen lisattiin viela 1 mikrolitra kaytetyn kitin Escherichia
colin RNaasi H:ta (2U/ul) ja seoksia inkuboitiin viela 20 minuuttia +37 asteen lampoti-

lassa. Synteesituotteet varastoitiin -20 asteeseen.

3.3 RNA- ja cDNA-pitoisuuksien maaritys

Qubit-mittauksissa kaytettiin kaupallisia kitteja. Qubit-laitteella mitattin RNA- ja SSDNA
(cDNA) -pitoisuudet naytteistd. RNA-pitoisuuksien mittaamiseen kaytettiin Qubit RNA
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Assay -kittia (Thermo Fisher Scientific, tuotenumero Q32855). cDNA-pitoisuudet mitattiin
kayttamalla Qubit ssSDNA Assay-kittia (Thermo Fisher Scientific, tuotenumero Q10212).
RNA-pitoisuus tuli mitata ennen cDNA-synteesia ja cDNA-pitoisuus ennen gPCR-ajoa.
Paaperiaatteena molemmissa mittauksissa oli, ettéd ensin valmistettiin tydliuos ja sitten
valmistettiin ja mitattiin standardit ja lopuksi naytteet. Tydliuos valmistettiin pipetoimalla
reagenssit taulukon 4 mukaisesti.

Taulukko 4.  Tyéliuos.

Tyoliuos
Reagenssi Maara (ul) /mitattava putki
Qubit RNA Reagenssi/
Qubit ssDNA Reagenssi 1
Qubit RNA puskuri /
Qubit ssDNA puskuri 199

Liuos sekoitettiin huolellisesti ja séilytettiin valolta suojattuna. Tydliuos tuli kayttda saman
paivan aikana. Standardeja valmistettiin 2 kappaletta. Ne valmistettiin pipetoimalla
Qubit-maaritykseen tarkoitettuihin putkiin (Thermo Fisher Scientific, tuotenumero

Q32856) reagenssit taulukon 5 mukaisesti.

Taulukko 5.  Tydliuosten, naytteiden ja standardien pipetointi.

Naytteet

Reagenssi Maara (ul) / nayte

RNA-nayte 1

Qubit RNA tyoliuos /

Qubit ssDNA tyo- 199
liuos
Standardit
Reagenssi Maara (ul) / standardi
Standardi 10

Qubit RNA tyoliuos /
Qubit ssDNA tyo- 190
liuos
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RNA-mittauksissa toisen standardin pitoisuus oli O ng/pl ja toisen 10 ng/ul ja sSDNA-
mittauksissa standardien pitoisuudet olivat 0 ng/ul ja 20 ng/ul. Liuoksia vorteksoitiin 2—3
sekuntia ja inkuboitiin huoneenlammaossa 2 minuuttia. Tamén jalkeen laitteesta valittiin

sopiva mittausohjelma ja mitattiin standardit laitteen antamien ohjeiden mukaisesti.

RNA-naytteet laimennettiin aluksi RNaasi-vapaalla vedella joko 1:10 tai 1:20. cDNA-
naytteita ei tarvinnut laimentaa. Naytteet valmistettiin pipetoimalla taulukon 5 mukaisesti

reagenssit Qubit-putkiin.

Naytteitd vorteksoitiin 2—3 sekuntia ja inkuboitiin huoneenlammaossa 2 minuuttia. Mitat-
taessa laitteeseen syoétettiin naytetilavuus, jonka perusteella laite laski naytteen todelli-

sen konsentraation. RNA-naytteista laskettiin itse vield laimennoskertoimen perusteella

todellinen konsentraatio.

3.4 gPCR

gPCR-analyysissa kaytettiin kaupallista Platinum® SYBR® Green -kittia ja monia erilai-

sia alukkeita. Alukkeiden tiedot ja sekvenssit ovat taulukossa 6.

Taulukko 6. gPCR-analyysissa kaytetyt alukkeet ja niiden tiedot.

Nimi Lyhenne Tehtdva Sekvenssi
Katalaasi CAT-F Antioksidantti 5" -AACCGAGAAACTCACCTGAAGGATCC-3"
Katalaasi CAT-R Antioksidantti 5 -ACCTTGGTCAGTCTTGAAGTGGAAT-3
Glutationt S transfe: | Gstar | Antioksidantt 5 -ATCAGGAGGCTGCCAAAGTA-3'
i
Glutationi S-transfe- | Gsrar | Antioksidantt 5 -CTACAGCCAACAGGCACTCA-3'
i
Major vault -proteiini | MVP-F Ladkeresistenssi 5-TGT TAT TGA GGA GAC TGT CAG G-3’
Major vault -proteiini | MVP-R Ladkeresistenssi 5-GGT CTT CTT CAC CAG CCATTC C-3’
Pleiotrooppinen ladke- | onop | p\A L koraus | 57 -CTGCCAAAGAAAGCTACAAAGAAG-3
resistenssiproteiini
Pleiotrooppinen ladke- | or0p o | by korjaus 5 -CCTTTGACAATGGATTGAGGTT-3’
resistenssiproteiini
Fosfoproteiini p53-F | Kasvurajoitegeeni 5 -CTAGGTAGACGGGCAGTAGAAGTT-3’
Fosfoproteiini p53-R | Kasvurajoitegeeni 5 -GCCTCCTGGTGTTACTGTAGTGAT-3’
Superoksididismutaasi | SOD-F Antioksidantti 5'-AGG CGC AAT CCATTT GTT AC-3’
Superoksididismutaasi [ SOD-R Antioksidantti 5'-CAT GCC TTG TGT GAG CAT CT-3'
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Analyysin standardit valmistettiin pipetoimalla samaan putkeen 2 mikrolitraa kaikkia
naytteita ja niista tehtiin kolme laimennosta (1:2, 1:5, 1:10). Eppendorf-putkeen valmis-
tettiin kitin reagensseista SYBR Green -seos taulukon 7 kaltaisesti.

Taulukko 7.  SYBR Green -seos.

Reagenssit Maara (ul) /kaivo
Platinum® SYBR® Green
gPCR SuperMix 5
ROX Reference Dye 0,2
Alukkeet 10 uM 0,4
RNaasi-vapaa vesi 3,4

SYBR Green -seosta pipetoitiin 96-kuoppalevyn jokaiseen kaytettavaan kuoppaan 9
mikrolitraa. Taman jalkeen kuoppiin pipetoitiin kolmena replikaattina cDNA-naytteet, nol-
landyte ja valmistetut standardit. Esimerkki pipetointikartasta liitteena 4. Kun seos ja
naytteet oli pipetoitu, levya sentrifugoitiin, jotta nesteet saatiin kuopan pohjalle. Sentri-
fugoitu levy asetettiin gPCR-laitteeseen (7300 Real Time PCR System, AB Applied Bio-
system, sarjanumero 273001443) ja kaynnistettiin kaytetylle alukkeelle soveltuva oh-

jelma. Kaytetyt gPCR-ohjelmat I6ytyvat taulukosta 8.



Taulukko 8. gPCR-ohjelmat eri alukkeille.
CAT, MVP Toistot Lampdtila °C Aika
50 2 min
Vaihe 1 1
95 10 min
95 15s
Vaihe 2 40
57 1 min
95 15s
Vaihe 3 (sulamispiste) 1 60 1 min
95 15s
SOD Toistot Lampatila °C Aika
) 50 2 min
Vaihe 1 1
95 10 min
95 15s
Vaihe 2 40 :
60 1 min
95 15s
Vaihe 3 (sulamispiste) 1 60 30s
95 15s
p53, PDRP Toistot Lampdtila °C Aika
Vaihe 1 1 94 1 min
95 10s
Vaihe 2 40
60 45 s
95 15s
Vaihe 3 (sulamispiste) 1 55 30s
95 15s
GST Toistot Lampdtila °C Aika
_ 50 2 min
Vaihe 1 1 :
95 10 min
. 95 15s
Vaihe 2 40 :
57 1 min
95 15s
Vaihe 3 (sulamispiste) 1 60 30s
95 15s

15
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Ajon jalkeen levy siirrettiin +4 asteeseen sailytykseen ja tulokset otettiin talteen tietoko-

neelta.

3.5 Tulosten tilastollinen kasittely

Saatuja tuloksia tuli kasitelld, jotta voitiin muun muassa arvioida menetelméan toimivuutta
ja mittausten luotettavuutta. Jokaisesta geenista oli siis mitattu kaikkien kasittelyjen ja
aikapisteiden naytteiden mittaus yhdella levylla kolmella replikaatilla geenia kohden.

Tamaéa on havainnollistettu kuvassa 4.

Paiva 1: Paiva 7: Recovery:

* Kontrolli
+ Matala
+ Korkea

+ Kontrolli * Kontrolli
* Matala +« Matala
* Korkea + Korkea

CAT, SOD, GST, PDRP, p53, MVP

Kuva 4. Jokaisella aikapisteella oli kontrolli, matala pitoisuus ja korkea pitoisuus. Naista jokai-
sesta ajettiin tutkittujen geenien alukkeilla gPCR-ajot.

Ct-arvoista laskettiin geenien suhteellinen aktiivisuus (eng. relative quantification, RQ).
Jotta suhteellinen aktiivisuus saatiin laskettua, tehtiin standardisuorat jokaiselle levylle
erikseen (liite 5). Jos lewvyilla olisi ollut samat standardit, olisi voitu kayttda samaa stan-
dardisuoraa kaikkien levyjen kohdalla, mutta liitteessa 5 kaytetyssa esimerkissa on kay-

tetty eri standardeja eri levyilla, joten saman suoran kaytto ei ollut mahdollista.
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Suorasta laskettiin kulmakerroin ja sen avulla laskettiin tehokkuus (eng. efficiency, E)

kaavan 1 mukaisesti.
-1
E= (10(W)) _1 1)

Tehokkuuden, cDNA-konsentraation ja naytteen ja kontrollien keskiarvon Ct-arvojen ero-
tuksen (ACt) avulla laskettiin geenin suhteellinen aktiivisuus kaavan 2 mukaisesti. cDNA-

konsentraatiot jaettiin tuhannella tulosten selkeyttdmiseksi.
RQ = (%) /(naytteen cDNA:n konsentraatio) (2)

Katalaasi-geenin mittaustuloksista lasketut arvot ovat esimerkkina liitteessa 6.

Kuoppalevyjen valisia eroja voitiin tarkastella vain geenien GST, p53 ja PDRP kohdalla,
koska vain niissa oli kaytetty levyjen vdlilla samaa standardia. Oli nelja eri pitoista stan-
dardia, joista mitattiin jokaisella levylla kolme replikaattia. Jokaisen eripitoisen standardin
kaikki arvot keréattiin yhteen ja niista laskettiin keskiarvo, keskihajonta ja variaatiokerroin.

Variaatiokerroin laskettiin kaavan 3 mukaisesti.

CV% = (kesk,ihajonta) «100 (3)

keskiarvo

Replikaattien valisia eroja vertailtiin laskemalla jokaisen naytteen replikaateista keskiar-

vot, keskihajonnat ja variaatiokertoimet.

Kasittelyjen vélisia eroja tutkittiin vertaamalla ANOVAlIla jokaisen aikapisteen kontrollien
RQ-arvoja matalan ja korkean pitoisuuden altistuksen RQ-arvoihin. ANOVAlla saatujen
p-arvojen perusteella paateltiin, oliko kasittelyiden valilla eroja vai ei. Jos p-arvo oli kor-
keampi kuin alfa (0,05), kasittelyiden vdliset arvot eivat eronneet merkitsevasti. Sen si-
jaan, jos p-arvo oli matalampi kuin alfa, arvot erosivat toisistaan merkitsevasti eli kasit-

telyiden valilla oli eroa.
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4 Tulokset ja niiden tarkastelu

4.1 Koejarjestelyiden mittaukset

Veden dieselpitoisuutta seurattiin reaaliaikaisesti fluorometrisella Enviroflu-sensorilla
(TRIlos). Taulukossa 9 on esitetty pitoisuudet alussa ja kahden vuorokauden jalkeen.
Simpukat suodattavat vetta, ja taman vuoksi kahden vuorokauden jalkeen veden diesel-

pitoisuudet olivat pudonneet matalan ja korkean pitoisuuden kasittelyissa.

Taulukko 9.  Veden dieselpitoisuus.

Veden dieselpitoisuus (pg/l)

Kasittely Alussa 2 vrk:n jalkeen
Matala 12 9
Korkea 30 20

Akvaarioista valittiin sattumanvaraisesti simpukoita, joista poolattiin nayte, josta maari-
tettiin PAH-pitoisuudet SYKE:n laboratoriossa. Taulukosta 10 voidaan havaita, kuinka
simpukat ovat seitseman paivan jalkeen kerdnneet PAH-yhdisteitd kudoksiinsa. Lisaksi
huomataan, ettd simpukoiden ollessa altistuksen jalkeen viikon puhtaassa vedessa nii-

den kudoksien PAH-pitoisuudet olivat laskeneet.

Taulukko 10. Simpukoiden kudoksista mitatut dieselpitoisuudet.

Simpukoiden kudosten dieselpitoisuus (pug/kg)
Kasittely Paiva 1 Paiva 7 Recovery
Kontrolli 10 11 12
Matala 48 74 38
Korkea 92 105 62

4.2 RNA-eristyksen onnistuminen

RNA-naytteistd osa analysoitiin bioanalysaattorilla toisessa laboratoriossa. Laitteella
varmistettiin, ettd kaytetty RNA-eristysmenetelma oli toiminut asianmukaisesti. Odotus-

ten mukaisesti naytteista saatiin esille kaksi eri kokoista vyohyketta (kuva 4).
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Ladder
c3p
c5e
D747

D7/

D70

D7/12

D7/13

D7/10

D7/11
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Kuva 5. RNA-naytteiden analysointi. Ylimmalla rivilla naytetunnukset, alimmalla naytteiden lu-
kumaara ja vasemmalla kokoasteikko (eng. ladder). Jokaisesta RNA-naytteesta on
erottunut 2 vydhyketta.

Liitteesta 7 nahdaan erottuneiden vydhykkeiden kuvaajat. Suuremman nukleotidivyéhyk-
keen piikki on korkea. Pienemman nukleotidivyohykkeen piikki puolestaan on hyvin
pieni. Simpukoille on tyypillista, ettd vain yksi piikki erottuu selkedasti. Joidenkin nayttei-

den kohdalla on jonkin verran taustakohinaa.

Liitteessé 8 olevista kuvaajista ndhdaan nukleotidien kokoasteikon ja naytteiden kuvaa-
jat. Lisaksi kuvaajien alapuolella on bioanalysaattorin mittaamat konsentraatiot. Naytteet
oli laimennettu suhteessa 1:10. Lopulliset bioanalysaattorilla mitatut konsentraatiot ja

Qubit-laitteella mitatut konsentraatiot ovat taulukossa 11.



Taulukko 11.
Nayte |Bioanalysaattori (ng/ul) | Qubit (ng/ul)
C3B 4490 3000
C4B 2720 1464
C5B 1240 936
D7/7 2230 953,5
D7/8 3480 1450
D7/9 3470 1550
D7/10 |4130 1300
D7/11 4060 1350
Cs1 3180 1000
CS2 3760 1300
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Bioanalysaattorilla mitatut konsentraatiot olivat huomattavasti korkeampia kuin Qubit-

laitteella mitatut. Verrattaessa mittaustuloksia toisiinsa huomataan, ettd konsentraatiot

kuitenkin kasvavat suhteessa toisiinsa. Tassa tydssa oli kokoaikaisessa kaytossa Qubit-

laite, joten sen antamia pitoisuuksia on kaytetty kasiteltdessa tuloksia.

4.3 Kuoppalevyjen valiset erot

Taulukossa 12 on esitetty vertailtujen geenien lasketut variaatiokertoimet. Kunkin stan-

dardin Ct-arvoista laskettiin keskiarvo, keskihajonta ja variaatiokerroin (liite 9). Jokaisen

kohdalla variaatiokerroin jai reilusti alle viiden prosentin, mika kertoo siita, etta kuoppa-

levyjen vdliset erot eivat ole suuret.

Taulukko 12. Mitattujen standardien valiset erot levyittain.

Levyjen keskiarvojen erot

GST Cv p53 Cv PDRP Cv

S1 31| |S1 29| [S1 1,7
S1:2 2,0| |S1:2 43| |S1:2 3,7
S1:5 25| |S1:5 2,6( [S1:5 2,9
S1:10 1,8 [S1:10 3,8 [S1:10 3,0




4.4 Replikaattien valiset erot
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Eri geenien mitattujen Ct-arvojen replikaateista laskettiin keskiarvot, keskihajonnat ja va-

riaatiokertoimet. Lasketut variaatiokertoimet 10ytyvat taulukoista 13-18.

Taulukko 13. Katalaasin variaatiokertoimet

alle 1
CAT Vi1
yli 3
Pdiva 1 Paiva 7 RE
Kontrolli | Matala |Korkea [Kontrolli | Matala |Korkea |Kontrolli |Matala |Korkea
- 2,5 1,6 1,1 1,0 2,9 <1 1,3 <1
<1 4,7 1,6 1,1 <1 1,7 <1 2,0 <1
<1 <1 1,1 <1 1,2 <1 1,5 <1 1,6
<1 <1 1,0 <1 2,2 <1 4,1 1,4 1,2
<1 2,1 1,6 2,7 1,2 1,9 <1 2,9 <1
<1 1,1 1,3 <1 1,2 1,3 <1 1,7 3,0
Taulukko 14. Major Vault -proteiinin variaatiokertoimet
alle 1
MVP
yli 3
Pdiva 1 Paiva 7 RE
Kontrolli | Matala |Korkea [Kontrolli |Matala |Korkea |Kontrolli | Matala |Korkea

1,0 1,3 <1 <1 <1 1,9 <1 1,9 <1
<1 1,6 <1 <1 1,2 1,5 <1 <1 1,1
2,1 1,2 2,3 <1 2,4 1,0 1,0 <1 <1
2,1 <1 <1 <1 1,2 <1 <1 <1 <1
<1 1,6 <1 <1 1,7 <1 <1 <1 2,9
1,6 2,0 <1 <1 <1 1,0 1,1 <1 <1




Taulukko 15. Superoksididismutaasin variaatiokertoimet
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alle 1
SO D ylil
yli 3
Pdiva 1 Paiva 7 RE
Kontrolli | Matala |Korkea [Kontrolli | Matala |Korkea |Kontrolli |Matala |Korkea
<1 2,9 <1 <1 <1 3,3 <1 2,5 <1
<1 1,0 <1 <1 <1 2,4 <1 2,3 2,1
4,5 <1 2,3 3,1 2,2 <1 2,9 <1 4,8
1,1 <1 1,4 1,0 2,3 <1 1,9 <1 2,0
2,0 4,4 <1 <1 1,8 1,8 <1 1,6 <1
<1 <1 1,1 <1 <1 1,4 <1 1,8 <1
Taulukko 16. Glutationi S-transferaasin variaatiokertoimet
alle 1
GST
yli 3
Pdiva 1 Pdiva 7 RE
Kontrolli | Matala |Korkea [Kontrolli | Matala |Korkea |Kontrolli | Matala |Korkea
1,4 1,3 1,5 <1 2,5 <1 1,0 <1 2,0
<1 1,2 1,3 1,4 2,0 2,0 <1 <1 1,7
<1 <1 1,7 1,4 3,2 3,6 3,6 1,8 <1
2,3 1,8 2,1 1,0 3,0 4,6 1,0 1,2 <1
2,7 3,6 1,0 1,6 3,2 1,8 <1 2,5 <1
3,8 2,0 <1 2,6 <1 <1 <1 1,1 2,5




Taulukko 17. Fosfoproteiinin variaatiokertoimet
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alle 1
p5 3 yli 1
yli 3
Paiva 1 Paiva 7 RE
Kontrolli | Matala |Korkea |Kontrolli | Matala |Korkea |Kontrolli |Matala |Korkea
<1 1,1 <1 <1 <1 1,0 <1 1,7 <1
1,0 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
<1 <1 <1 <1 1,5 <1 <1 1,1 2,5
<1 <1 <1 2,3 1,0 <1 1,8 2,7 <1
<1 1,1 <1 <1 1,4 <1 <1 1,1 <1
<1 1,0 <1 <1 2,2 <1 <1 1,0 <1
Taulukko 18. Pleiotrooppisen laékeresistenssiproteiinin variaatiokertoimet
alle 1
PDRP it
yli 3
Paiva 1 Pdiva 7 RE
Kontrolli | Matala |Korkea |Kontrolli |Matala |Korkea |Kontrolli | Matala |Korkea

<1 <1 <1 <1 <1 <1 1,0 <1 <1
1,3 <1 1,0 <1 1,4 <1 <1 1,1 <1
<1 <1 <1 2,9 <1 <1 <1 1,6 1,2
1,2 2,9 <1 1,6 1,0 <1 <1 1,2 <1
1,0 <1 <1 3,1 <1 <1 <1 1,3 <1
<1 <1 2,7 1,9 1,6 2,1 <1 <1 1,1

Jokaisen geenin kohdalla variaatiokertoimet olivat alle viiden prosentin. Geenien p53 ja

PDRP kohdalla suurin osa variaatiokertoimista jaivat alle kahden prosentin. Muiden gee-

nien kohdalla on hieman enemman yli kahden prosentin variaatiokertoimia.
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4.5 Kasittelyiden véliset erot

Taulukossa 19 on esitetty ANOVAlla saadut p-arvot. Niiden perusteella on tutkittu kasit-
telyiden vélisia eroja. Tassa on verrattu eri aikapisteiden kontrolleja matalan ja korkean
pitoisuuden altistuksiin. Paivan 1 cDNA-konsentraatiot olivat suuria, mika vaikutti kysei-
sen paivan lopullisiin tuloksiin. Geenien CAT ja p53 kohdalla paivén 1 tuloksissa on eroa
verrattuna kontrolliin, mutta eroa ei ole paivan 7 kohdalla. Tama viittaa siihen, ettéa erot
johtuvat cDNA-konsentraatiosta eikd geeniaktiivisuuden muutoksesta kudoksessa. Gee-
nien PDRP ja SOD tuloksissa paivan 7 kohdalla on tapahtunut muutosta. Mutta verrat-
taessa kontrolliin naytteitd, jotka ovat seitseméan paivan altistuksen jalkeen olleet viikon
puhtaassa merivedessa, ei muutosta ole verrattaessa. Tama antaisi ymmartaa, etta gee-

niaktiivisuus on palautunut kontrollin tasolle.

Taulukko 19. ANOVAlla saadut p-arvot verrattaessa kontrolleja ja matalan ja korkean pitoisuu-
den altistuksiin.

Kasittelyjen valiset erot

CAT Paiva 1 | Paiva 7 | Recovery
Kontrolli vs matala| 0,09 0,79 0,31
Kontrolli vs korkea | 0,02 0,28 0,13

MVP Paiva 1 | Paiva 7 | Recovery
Kontrolli vs matala| 0,47 1,00
Kontrolli vs korkea | 0,73 0,26

p53 Paiva 1 | Paiva 7 | Recovery
Kontrolli vs matala| 0,30 0,69 0,56
Kontrolli vs korkea | 0,00 0,79 0,27
PDRP Paiva 1 | Paiva 7 | Recovery
Kontrolli vs matala| 0,53 0,14 0,53
Kontrolli vs korkea | 0,42 0,00 0,11
SOD Paiva 1 | Paiva 7 | Recovery
Kontrolli vs matala| 0,44 0,18 0,30

Kontrolli vs korkea | 0,53 0,01 0,98
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5 Johtopaatokset

Bioanalysaattorin tulosten ja gPCR-analyysin onnistuneiden tulosten perusteella voi-
daan paatella, ettd RNA-eristys oli onnistunut. Myds sellaiset naytteet toimivat, jotka oli-
vat vaarassa kohtaa tyon toteutusta pois jailta seka olivat oudon varisia. Jatkossa on
otettava huomioon, ettd mitattaessa pitoisuuksia eri menetelmilla, saadaan eri tuloksia.
Na&in ollen saman tutkimuksen tuloksia kasiteltdessa olisi syyta olla koko ajan sama kon-
sentraatioiden mittausmenetelma. Onnistuneiden gPCR-tulosten perusteella voidaan to-

deta my6ds cDNA-synteesin onnistuneen.

Simpukat ovat luonnosta keréattyja ja jokainen on oma yksilénsa, joten niiden valilla on
varmasti eroja geeniaktiivisuuksia mitattaessa. Taméan vuoksi menetelman luotettavuutta
analysoitaessa simpukoiden valisia tuloksia ei voitu vertailla kesken&én. Levyjen valilla
ei ollut suurta eroa. Variaatiokertoimet pysyvét tavoitteessa eli alle viiden prosentin. Tata
voisi viela tutkia lisdd muillakin analysoiduilla geeneilla ja suuremmalla levymaaralla.
Tassa tyossa kaytettiin laitetta, johon soveltuu vain 96-kuoppalevyt. Levyjen erojen valt-
tamiseksi voisi kayttaa laitetta, johon soveltuu 384-kuoppalevy, mutta saatujen tulosten
perusteella kyseisesta nakokulmasta katsottuna sille ei ole tarvetta. Tavoitteiden mukai-

sesti replikaattien valiset variaatiokertoimet jaivat myds alle viiden prosentin.

Kasittelyiden vdliset erot ilmenivat odotetusti. Kontrollien ja matalapitoisten kéasittelyiden
valilla ei ollut eroja geeniaktiivisuuksissa, mutta kontrollien ja korkeapitoisten kasittelyi-
den geeniaktiivisuuksien valilla oli eroja. Taman perusteella voidaan epailla, ettd korke-
ammassa pitoisuudessa simpukoiden stressivasteet housevat ja tutkitut geenit aktivoitu-

vat.

Tassa tydssa haluttiin maarittaa geeniaktiivisuuden suhteellinen ero kontrollisimpukoissa
ja dljyaltistetuissa simpukoissa, mika laskettiin standardisuoran avulla, jossa standardi-
nayte sisalsi kokeen kaikki naytteet. Geeniaktiivisuus voidaan laskea myts muilla ta-
voilla, joista erillisen "housekeeping”-geenin (esimerkiksi 18S-geeni), jonka aktiivisuus ei
todenné&kdisesti muutu altistuksesta huolimatta, maaritys ja tulosten suhteuttaminen sii-

hen olisi my6s soveltunut tahan tyéhon [10]. Tulokset viittaavat siihen, ettéa dieselaltistus
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aiheuttaa muutoksen simpukoiden geenien aktiivisuuteen. Tassa tydssa jokaisessa ka-
sittelyssa jokaisen aikapisteen kohdalla on kéaytetty kuutta simpukkaa. Merkitsevan eron
esille saamiseksi voisi analysoida jokaisesta kasittelysta ja aikapisteesta kuusi simpuk-
kaa lisaa.

Tama tyo on luonut hyvan pohjan jatkaa tutkimuksia taman aiheen parissa. Koska tulok-
sia saatiin, voidaan jatkaa tutkimalla tydssa analysoituja geeneja lisda ja analysoimalla
muidenkin geenien aktiivisuuksia. Katalaasin ja superoksididismutaasin geenitason tut-
kimuksia tullaan vertaamaan myds simpukoista mitattuihin entsyymiaktiivisuustuloksiin.

Né&in voidaan tarkastella, tukevatko tulokset toisiaan.
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Liite 1

1(1)

Naytetiedot
Dieselkokeen naytetiedot (aikapiste, kasittely, kudos, naytteen tunnus).

Paiva 1 Pdiva 7 Recovery
Kasittely |Kudos Nayte Kasittely [Kudos Nayte Kasittely |Kudos Nayte
Kontrolli (DG 1 D1C1 Kontrolli [DG 1 C1B Kontrolli |DG 1 RC1B
Kontrolli (DG 2 D1C2 Kontrolli [DG 2 C2B Kontrolli |DG 2 RC2B
Kontrolli (DG 3 D1C3 Kontrolli [DG 3 C3B Kontrolli |DG 3 RC3B
Kontrolli [DG 4 D1C4 Kontrolli [DG 4 C4B Kontrolli |DG 4 RC4B
Kontrolli (DG 5 D1C5 Kontrolli [DG 5 C5B Kontrolli |DG 5 RC5B
Kontrolli |LMS2 D1CLMS Kontrolli (DG 6 C6B Kontrolli |DG 6 RC6B
Matala |[DG1 D1L1 Matala DG 1 L1B Matala |DG1 RL1B
Matala |DG2 D1L2 Matala DG 2 L2B Matala |DG2 RL2B
Matala |DG3 D1L3 Matala DG 3 L3B Matala |DG3 RL3B
Matala DG 4 D1L4 Matala DG 4 L4B Matala DG 4 RL4B
Matala DG5 D1L5 Matala DG5 L5B Matala DG 5 RL5B
Matala LMS4 D1LLMS Matala DG 6 L6B Matala DG 6 RL6B
Korkea DG 1 D1H1 Korkea DG 1 H1B Korkea |DG1 RH1B
Korkea DG 2 D1H2 Korkea DG 2 H2B Korkea |DG2 RH2B
Korkea DG 3 D1H3 Korkea DG 3 H3B Korkea |DG 3 RH3B
Korkea DG 4 D1H4 Korkea DG 4 H4B Korkea |DG4 RH4B
Korkea DG 5 D1H5 Korkea DG 5 H5B Korkea |DG5 RH5B
Korkea |LMS6 D1HLMS Korkea DG 6 H6B Korkea |DG®6 RH6B




Tyossa kaytetyt laitteet

Liite 2
1(1)

Taulukossa kuvattu tydssa kaytetyt laitteet (kayttotarkoitus, valmistaja ja sarjanu-

mero).

LAITTEET

RNA-eristys

Laitteen nimi

Kaytto

Valmistaja

Sarjanumero

FAST PREP FP120

Naytteiden homogenisointi

Savant Instruments

FP120-1B060289-4D

MilliQ Veden puhdistus Merck Millipore F3DA70467C
Block heater Naytteiden lammitys Stuart Scientific R000100279
Qubit
_ RNA- ja DNA-pitoisuuksien )
Qubit fluorometer _ Turner Biosystems 45250-155
mittaus
cDNA-synteesi
PTC-200 Peltier Thermal Cycler | Inkubointi MJ Research AL 058602
gqPCR
_ DNA:n reaaliaikanen monis- ) _
7300 Real Time PCR System AB Applied Biosystems | 273 001 443

tus




Tyossa kaytetyt valineet, kitit ja reagenssit
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Taulukossa kuvattu tyossa kaytetyt vélineet, kitit ja reagenssit (kayttdtarkoitus, valmis-

taja ja tuotenumero).

RNA-eristys
o o Tuotenu-
Tuotteen nimi Kaytto Valmistaja
mero
Suorat, korkilliset putket Lyysaus, RNA-eristys SARSTEDT AG & CO 72.694.406
Rnase-Free 1.5 mL Microfuge Tubes RNA-eristys Ambion AM12400
Disposable Scalpels Naytepalan kasittely Swann-Morton 5010
Lasihelmet, Glass beads (1,0 mm) Lyysaus BioSpec Products 11079110
TRIzol Reagent Lyysaus, RNA-eristys Ambion 15596018
Kloroformi RNA-eristys Sigma-Aldrich 650471
Isopropanoli RNA-eristys J.T. BAKER 8175
RNaasi-vapaa vesi RNA:n laimennus MP Biomedicals 821739
ETAX Aa RNA:n puhdistus Altia 12110124
Qubit (RNA ja ssDNA)
Qubit RNA Assay Kit RNA:n pitoisuuden maaritys Thermo Fisher Scientific | Q32855
_ _ yksijuosteisen DNA:n pitoisuu- _ S
Qubit ssDNA Assay Kit o Thermo Fisher Scientific | Q10212
den maaritys
Qubit assay tubes Qubit-mittaus Thermo Fisher Scientific | Q32856
cDNA-synteesi
SuperScript ® Il First-Strand Synthesis o _ .
cDNA:n syntetisointi Life technologies 18080-051
System for RT-PCR
0,2 mL 8-Strip PCR Tube individually At- o
cDNA:n syntetisointi Star LAB A1402-3700
tached Flat Caps
Rnase-Free 1.5 mL Microfuge Tubes cDNA-synteesin Mix Ambion AM12400
gPCR
Platinum SYBR Green qPCR SuperMix |gPCR-ajo Thermo Fisher Scientific | 11733-046
Levyt gPCR-ajo 4titude ITOIOG
] . . Z734438-
Kalvot gPCR-ajo Sigma-Aldrich
100EA
Rnase-Free 1.5 mL Microfuge Tubes gPCR Mix ja primer Mix Ambion AM12400




Pipetointikartta
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Kolmeen ensimmaiseen kaivoon pipetoitiin nollandytteet. H-riville pipetoitiin standardit.

Loput kaivot voitiin kayttaa naytteiden analysointiin. Kaikista tehtiin kolme replikaattia.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A_INTC |NTC |NTC  |D1C1 |DIC1 |DIC1 |D1C2 |DI1C2 |D1C2 |D1C3  [DIC3  |D1C3
B |pic4 |pic4 |Dic4 |DIC5  [DICS  |D1C5  |DICLMS|DICLMS|DICLMS|DILl  |DILl  |D1Ll
C |pi2 |pi2  |pi2  |pit3  |pD1l3 D13 D14 |D1l4  |DIL4  |DILS  [D1L5  |DILS
D |DILLMS |DILLMS |DILLMS [DIH1 [D1H1 |DIH1 |D1H2 |D1H2 [DI1H2 |D1H3 |D1H3 |D1H3
E |D1H4 |DIH4 |D1H4 |D1HS |DIH5 |D1H5 |DIHLMS|DIHLMS|D1HLMS
F

51 51 51 $1:2 [S1:2 |s1:2 |s1:5 [S1:5  |s1:5  [S1:10 [S1:10 [S1:10




Katalaasin standardisuorat
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Standardeista tehdyt suorat. cDNA-konsentraatio on jaettu tuhannella selkeyttamaan tu-

loksia.

CAT, paivan 1 standardit
_ 40
o \0-\_‘_\
>
5 30 —
2 20 y=-21,367x + 37,754
2 R2 = 0,9974
=10
©
c
S 0 T T T T 1
w0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

cDNA-konsentraatio (ng/ul)

CAT, paivan 7 standardit
_ 35
S0 —
o 25 2 —3
O 20
g 15 y = -15,633X + 29,536
T 10 R2=0,8671
©
- 5
§ 0 T T T T 1
2B 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

cDNA-konsentraatio (ng/ul)
CAT, recovery

_ 30
S 25 4\.;\*
T 20
O 15 y =-12,222x + 26,669
% 10 R2 = 0,8994
°
5 5
-g 0 T T T T 1
& 0 0.1 0.2 0.3 0.4 05

cDNA-konsentraatio (ng/ul)




Liite 6
1(2)

Mitattujen naytteiden replikaattien keskiarvot, cDNA-pitoisuudet, nayttei-
den ja standardien cDNA-konsentraatioiden erotukset ja Ct-keskiarvojen

suhteelliset aktiivisuudet

Naytteista mitattiin cDNA-konsentraatiot ja kolmen replikaatin Ct-arvot. Ct-arvoista las-
kettiin replikaattien keskiarvot ja niistd laskettiin tehokkuus, néaytteen ja standardin vali-
nen erotus ja naytteen suhteellinen aktiivisuus. Tassa liitteessa esitetty vain katalaasista

saadut arvot.

Paiva 1 Kontrolli Kulmakerroin: 0,9974
Niyte Ct-keskiarvo Tehokkuus, E | cDNA-pitoisuus (ng/pl) ACt Suhteellinen aktiivisuus, RQ
D1C1 37,3 0,1 303 10,7 0,5
D1C2 27,2 1,1 404 -0,9 2,7
D1C3 24,5 1,5 410 -2,0 3,6
D1C4 31,0 0,7 430 2,9 1,7
D1C5 25,3 14 331 -2,9 4,1
D1CLMS 29,1 0,9 390 0,9 2,3
Pdiva 1 | Matala pitoisuus Kulmakerroin: 0,9974
Nayte Ct-keskiarvo Tehokkuus, E | cDNA-pitoisuus (ng/pl) ACt Suhteellinen aktiivisuus, RQ
D1L1 31,2 0,7 241 3,1 3,0
D1L2 29,6 0,9 409 14 2,1
D1L3 29,1 0,9 400 0,9 2,3
D1L4 27,1 1,1 361 -1,1 3,1
D1L5 29,7 0,8 309 1,5 2,7
D1LLMS 24,5 0,8 345 1,2 2,4
Pdiva 1 | Korkea pitoisuus Kulmakerroin: 0,9974
Nayte Ct-keskiarvo Tehokkuus, E | cDNA-pitoisuus (ng/pl) ACt Suhteellinen aktiivisuus, RQ
D1H1 27,6 1,1 322 -0,6 3,3
D1H2 30,6 0,8 452 2,4 1,7
D1H3 29,1 0,9 346 0,9 2,6
D1H4 29,1 0,9 452 1,0 2,0
D1H5 33,3 0,6 300 51 1,9
D1HLMS 25,3 0,7 401 2,0 19
Paiva 7 Kontrolli Kulmakerroin: 0,8671
Nayte Ct-keskiarvo Tehokkuus, E | cDNA-pitoisuus (ng/pl) ACt Suhteellinen aktiivisuus, RQ
C1B 22,6 1,1 175 -0,7 6,3
C2B 23,0 1,0 184 -0,3 5,7
C3B 22,0 1,2 166 -1,3 7,3
C4B 24,2 0,9 279 0,9 3,2
C5B 24,8 0,8 175 1,5 4,6
C6B 23,2 1,0 163 -0,1 6,2
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Pdiva 7 | Matala pitoisuus Kulmakerroin: 0,8671
Ndyte Ct-keskiarvo Tehokkuus, E | cDNA-pitoisuus (ng/pl) ACt Suhteellinen aktiivisuus, RQ
L1B 22,0 1,2 132 -1,4 9,3
L2B 21,2 14 192 -2,2 7,2
L3B 23,6 1,0 177 0,2 5,5
L4B 22,9 11 178 -0,4 6,0
L5B 24,8 0,8 255 1,5 3,1
L6B 24,2 0,9 219 0,9 4,0
Pdiva 7 | Korkea pitoisuus Kulmakerroin: 0,8671
Nayte Ct-keskiarvo Tehokkuus, E | cDNA-pitoisuus (ng/pl) ACt Suhteellinen aktiivisuus, RQ
H1B 22,2 1,2 177 -1,1 6,6
H2B 22,5 1,1 285 -0,9 4,0
H3B 24,0 0,9 124 0,7 7,3
H4B 234 1,0 155 0,1 6,3
H5B 22,6 1,1 170 -0,7 6,5
H6B 215 1,3 160 -1,8 8,1
Recovery Kontrolli Kulmakerroin: 0,8994
Nayte Ct-keskiarvo Tehokkuus, E | cDNA-pitoisuus (ng/pl) ACt Suhteellinen aktiivisuus, RQ
RC1B 22,1 1,2 294 -1,2 4,2
RC2B 234 1,0 285 0,1 3,4
RC3B 23,4 1,0 290 0,1 3,4
RC4B 22,9 1,1 300 -0,4 3,6
RC5B 25,3 0,7 215 2,0 3,2
RC6B 22,6 11 558 -0,7 2,0
Recovery| Matala pitoisuus Kulmakerroin: 0,8994
Nayte Ct-keskiarvo Tehokkuus, E | cDNA-pitoisuus (ng/pl) ACt Suhteellinen aktiivisuus, RQ
RL1B 219 1,3 223 -1,3 5,8
RL2B 22,6 1,1 245 -0,7 4,6
RL3B 24,1 0,9 248 0,8 3,4
RLAB 23,3 1,0 353 0,0 2,8
RL5B 23,4 1,0 224 0,2 43
RL6B 24,1 0,9 258 0,8 3,3
Recovery| Korkea pitoisuus Kulmakerroin: 0,8994
Nayte Ct-keskiarvo Tehokkuus, E | cDNA-pitoisuus (ng/ul) ACt Suhteellinen aktiivisuus, RQ
RH1B 22,0 1,3 292 -1,3 43
RH2B 23,2 1,0 289 -0,1 3,5
RH3B 23,2 1,0 311 -0,1 3,3
RH4B 23,2 1,0 242 0,0 4,2
RH5B 23,1 1,0 342 -0,1 3,0
RH6B 22,5 1,2 196 -0,8 5,9




Liite 7

1()
Bioanalysaattorin RNA:n laadun analysointi
Kuvaajat bioanalysaattorin analysoimista RNA-naytteista.
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Bioanalysaattorin kuvaajat

Kuvaajat bioanalysaattorin analysoimista RNA-naytteista.

Electropherogram Summary

Ladder
[FU]
15+ | |
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51 -
D L st et ol
I | L] I T I
25 200 1000 4000 [nt]
Overall Results for Ladder
RNA Area: 1658
RNA Concentration: 150 ng/pl
Result Flagging Color: —/

Result Flagging Label:

All Other Samples

C4B
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25 200 1000 4000 [nt]
Overall Results for sample 2 : C4B
RNA Area: 300,9
RNA Concentration: 272 ngfpl
rRNA Ratio [28s [ 18s]: 0,0
RNA Integrity Number (RIN): N/A (B.02.08)
Result Flagging Color:
Result Flagging Label: RIN N/A

Fragment table for sample 2 : C4B

Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area

185 1482 1850

1271 422
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c3B
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25 200 1000 4000 [nt]
Overall Results for sample 1 : c3B
RNA Area: 495,8
RNA Concentration: 449 ng/pl
rRNA Ratio [28s / 18s]: 0,0
RNA Integrity Number (RIN): N/A (B.02.08)
Result Flagging Color:
Result Flagging Label: RIN N/A
Fragment table for sample 1 : C3B

Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area

188 1477 1983 2892 583
285 2615 3 366 6.6 13
csB
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Overall Results for sample 3 : C5B

RNA Area: 137,2

RNA Concentration: 124 ng/pl
rRNA Ratio [28s / 18s]: 0,0

RNA Integrity Number (RIN): N/A (B.02.08)
Result Flagging Color:

Result Flagging Label: RIN N/A
Fragment table for sample 3 : C5B

Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area

185 1503 2021
285 2999 asm

451 329
02 0.1




D77
[FU] E]I
|
100
50 =
0 L — =
T T T T T T
25 200 1000 4000 [nt]
Overall Results for sample 4 : D7/7 —
RNA Area: 2466
RNA Concentration: 223 ng/pl
rRNA Ratio [28s / 18s]: 0,0
RNA Integrity Number {RIN): N/A (B.02.08)
Result Flagging Color:
Result Flagging Label: RIN NfA
Fragment table for sample 4 : D7/7

Name Start Size [nt] End Size [nt] Area

% of total Area

188 1491 2175 1635 66.3
D7/9
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Overall Results for sample 6 : D7/9
RMA Area: 383,3
RNA Concentration: 347 ng/pl
rRNA Ratio [28s / 18s]: 0,1
RMA Integrity Number (RIN): N/A (B.02.08)
Result Flagging Color:
Result Flagging Label: RIN N/A
Fragment table for sample 6 : D7/9
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Overall Results for sample 5 : D7//8
RNA Area: 3850
RNA Concentration: 348 ngjpl
rRNA Ratio [28s / 18s]: 00
RNA Integrity Number (RIN): N/A (B.02.08)
Result Flagging Color:
Result Flagging Label: RIN N/A
Fragment table for sample 5 : D7//8

Name Start Size [nt] End Size [nt] Area %o of total Area

188 1480 2013 2623 68,1
285 28967 3 280 08 02
D7/12
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Overall Results for sample 7 : D7/12
RNA Area: 558,0
RNA Concentration: 505 ng/pl
rRNA Ratio [28s / 18s]: 01
RNA Integrity Number (RIN): N/A (B.02.08)
Result Fliagging Color:
Result Flagging Label: RIN N/A
Fragment table for sample 7 : D7/12

Liite 8
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Name Start Size [nt] End Size [nt] Area

% of total Area

185 1458 2599 1610 420
285 2845 4402 18.4 48
D7/13

[FU] 3
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Overall Results for sample 8 : D7/13 —
RNA Area: 549,9

RNA Concentration: 458 ng/ul

FRNA Ratio [28s / 18s]): 0,0

RNA Integrity Number (RIN): N/A (B.02.08)

Result Flagging Color:

Result Flagging Label: RIN NfA

Fragment table for sample 8 : D7/13

Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
185 1556 1843 3465 63.0

285 2476 3550 143 26

Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area

185 1568 1971 3054 547
285 2 668 3683 16.3 29
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Overall Results for sample 9 : D7/10 o
RNA Area: 456,6
RNA Conceniration: 413 ng/ul
rRNA Ratio [28s / 18s]: 0,0
RNA Integrity Number (RIN): N/A (B.02.08)
Result Flagging Color:
Result Flagging Label: RIN N/A
Fragment table for sample 9 : D7/10

Name Start Size [nt] End Size [nt] Area %o of total Area

188 1436 1976 2756 604
285 2805 3210 12 03
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Overall Results for sample 10 : D7/11 o
RMA Area: 448,6
RNA Concentration: 406 g/l
rRNA Ratio [28s / 18s]: 0.0
RMA Integrity Number (RIN): N/A (B.02.08)
Result Flagging Color:
Result Flagging Label: RIN NfA
Fragment table for sample 10 : D7/11

Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area

188 1432 1948 2794 623
288 2865 3109 13 03
Ccs2
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Overall Results for sample 12 : cs2
RNA Area: 4154
RNA Concentration: 376 ng/pl
rRNA Ratio [28s / 18s]: 0,0
RNA Integrity Number (RIN): N/A (B.02.08)
Result Flagging Color:
Result Flagging Label: RIN N/A
Fragment table for sample 12 : £s2

Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area

188 1417 1909

2140

515

Liite 8

cs1
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Overall Results for sample 11 : cs1 —
RNA Area: 3516
RNA Concentration: 318 ng/pl
rRNA Ratio [28s / 18s]: 0.0
RNA Integrity Number (RIN): N/A (B.02.08)
Result Flagging Color:
Result Flagging Label: RIN N/A

Fragment table for sample 11 : cs1
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area

188 1428 1937 2204 627



Liite 9

1(2)

Kuoppalevyjen valiset erot

Kuoppalevyjen valisia eroja voitiin vertailla vain geenien GST, p53 ja PDRP kohdalla,
koska niissa oli kaytetty samoja standardeja levyjen valilla.

GST |
Ct-arvot 37,88 3751 37,13 3543 3596 34,8 37,91 36,67 36,71
Keskiarvo 36,6
S1 -
Keskihajonta 1,2
Variaatiokerroin 3,2
Ct-arvot 38,12 37,43 37,07 36,88 3571 35,32 37,27 36,39 36,57
$1: Kfesk'larvo 36,7
Keskihajonta 0,9
Variaatiokerroin 2,4
Ct-arvot 38,07 36,83 37,52 3535 36,54 37,34 39,09 37,49
$1:5 Kfask'larvo 37,3
Keskihajonta 1,1
Variaatiokerroin 3,0
Ct-arvot 38,69 37,10 39,16 39,32 39,28 38,81
S Keskiarvo 38,7
1:10 Keskihajonta 0,8
Variaatiokerroin 2,2




PDRP
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Ct-arvot

26,7

26,7

27,0

26,9

26,5

25,1

26,0

26,9

Keskiarvo

S1

Keskihajonta

Variaatiokerroin

26,5
0,7
2,5

Ct-arvot

27,7

27,6

27,6

27,9

27,7

26,1

26,1

25,7

Keskiarvo

S1:2

Keskihajonta

Variaatiokerroin

27,0
0,9
3,4

Ct-arvot

28,3

27,5

28,4

28,8

29,1

26,8

27,4

27,2

Keskiarvo

S1:5

Keskihajonta

Variaatiokerroin

27,9
0,8
2,9

Ct-arvot

29,5

28,9

30,2

31,0

30,8

29,3

29,2

28,8

Keskiarvo

1:10

Keskihajonta

Variaatiokerroin

29,7
0,9
2,9

p53

S1

Ct-arvot

22,68

22,87

22,38

22,29

21,64

21,41

Keskiarvo

22,2

Keskihajonta

0,6

Variaatiokerroin

2,6

S1:2

Ct-arvot

25,13

23,45 23,2

23,06

22,18

22,42

Keskiarvo

23,2

Keskihajonta

1,0

Variaatiokerroin

4,5

S1:5

Ct-arvot

24,7

24,8 24,4

24,6

23,3

23,8

Keskiarvo

24,3

Keskihajonta

0,6

Variaatiokerroin

2,4

S1:10

Ct-arvot

25,6

25,5 26,3

25,8

24.4

24,0

Keskiarvo

25,3

Keskihajonta

0,9

Variaatiokerroin

3,5







