
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

”RNA stands between DNA and protein in the central dogma of life”  
   – Francis Crick 
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Keuhkosyöpä on maailman yleisin syöpä ja Suomessakin se on yksi yleisimmistä. Keuhkosyö-
vät jaetaan kahteen ryhmään: pienisoluiseen ja ei-pienisoluiseen keuhkosyöpään. Noin 85 % 
kaikista keuhkosyövistä on ei-pienisoluista tyyppiä. Keuhkosyövän ennuste on usein huono 
huolimatta diagnoosin ja hoidon laajasta kehityksestä. Syöpätautien hoidossa suurena on-
gelmana on hoitoresistenssi ja siten uusia hoitomuotoja pyritään kehittämään jatkuvasti. 
Uusien tutkimusten taustalla on pyrkimys muun muassa verestä ja kudoksesta löydettävien 
biomarkkerien käyttöön syövän ennaltaehkäisyssä, diagnosoinnissa ja ennusteen arvioinnis-
sa.  
 
Uudet tutkimukset ovat osoittaneet miRNA:n vaikutuksen karsinogeneesiin ja luoneet uusia 
odotuksia hoidon parantamiseen ja keuhkosyövän ennusteeseen. miRNA:t ovat pieniä RNA-
molekyylejä, jotka säätelevät geeniekspressiota ja ovat siten tärkeä osa monia biologisia pro-
sesseja. miRNA:t säätelevät ainakin 30 % kaikista ihmisen proteiinia koodaavista geeneistä.  
miRNA:n ekspression on todettu poikkeavan syöpäkudoksessa; miRNA:t voivat olla joko yli- 
tai aliekspressoituneita.  
 
Helsingin yliopiston Haartman-instituutin sytomolekyyligenetiikan laboratorion tutkimusryhmä 
tutkii miRNA:n yhteyttä ei-pienisoluiseen keuhkosyöpään. He olivat tutkineet miRNA:n eks-
pressiota keuhkosyöpänäytteistä mikrosirumenetelmällä. Tavoitteenamme oli analysoida mik-
rosirumenetelmällä jo analysoituja näytteitä reaaliaikaisella RT-qPCR:llä ja vertailla saatuja 
tuloksia. Työmme tarkoituksena oli selvittää, miten tulokset vastasivat toisiaan. 
 
Tutkimme kahden miRNA:n (miR-3907 ja miR-494) ekspressiota 20 keuhkosyöpänäytteestä. 
Reaaliaikaisen RT-qPCR:n tulokset miR-3907:n ekspression osoittamisessa vastasivat mik-
rosirumenetelmällä saatuja tuloksia 85 %:sti. Toisaalta miR-494-aluke edellyttää lisäopti-
mointia, eivätkä saadut tulokset ole vertailukelpoisia. Siten yhteneväisyys reaaliaikaisen RT-
qPCR:n ja mikrosirumenetelmän välillä oli suuri miR-3907-aluketta käytettäessä. 
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Lung cancer is the most common type of cancer in the world and, in Finland, it is one of the 
most common types of cancer as well. Lung cancer is divided into two groups: small-cell lung 
cancer and non-small-cell lung cancer (NSCLC). Approximately, 85% of all lung cancers are 
NSCLC. The prognosis of lung cancer is often poor despite the extensive development of 
diagnosis and therapy. The treatment resistance is a problem when dealing with lung cancer 
patients. Hence, new therapies are generated. The discovery of molecular biomarkers and 
their application in prevention, diagnosis and prognosis are widely researched. 
 
New studies have indicated the effect of miRNAs in cancer pathogenesis and opened a new 
prospect for improving cancer treatment and prognosis. miRNAs are small RNA molecules, 
which regulate gene expression and associates with many biological processes.  miRNAs 
regulate at least 30% of all human protein-coding genes. miRNA expression has discovered 
to be aberrant in cancer tissue: miRNAs are either overexpressed or downregulated. 
 
We made our study at the Laboratory of Cytomolecular Genetics, the Haartman Institute, 
Helsinki University, Finland. The research group studies the connection between miRNAs and 
NSCLC. They have already examined the expression of miRNAs from several samples by mi-
croarray.  Our aim was to analyze the samples by realtime RT-qPCR and to compare these 
results. The purpose of our study was to examine how the microarray results responded to 
the results received from realtime RT-qPCR when analyzing the expression of miRNA.  
 
We studied the expression of two miRNAs (miR-3907 and miR-494) from 20 NSCLC-patients.. 
The results from realtime RT-qPCR responded to the results received from microarray with 
high percentage when studying the expression of miR-3907. On the other hand, the use of 
miR-494 requires improvement and testing. The results lead to the conclusions that miR-
3907-primer gives similar results when comparing these methods. 
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1 Johdanto 

 

Syövän synty ja kehittyminen on monivaiheinen tapahtuma, jonka taustalla ovat peri-

män muutokset kromosomi- tai DNA-tasolla. Keskeistä syövän synnyssä on solujen 

jakaantumista, kasvua, erilaistumista ja apoptoosia säätelevien geenien mutaatiot. (Ait-

tomäki – Peltomäki 2006: 187; Isola 2006: 22.) Keuhkosyöpä on maailman yleisin syö-

pä ja Suomessakin se on yksi yleisimmistä. 85–90 % kaikista keuhkosyöpätapauksista 

aiheutuu tupakoinnista ja muita altistavia tekijöitä ovat muun muassa asbesti, ionisoiva 

säteily ja keuhkoahtaumatauti. (Mali – Ojala – Salo 2006: 277–278.)  

 

Keuhkosyövät jaetaan pienisoluiseen ja ei-pienisoluiseen keuhkosyöpään: suurin osa on 

ei-pienisoluista keuhkosyöpätyyppiä. Keuhkosyövän ennuste on hyvin huono, koska se 

todetaan usein myöhään, kasvaimet ovat heterogeenisiä ja keuhkosyöpä uusiutuu her-

kästi. Tutkimusmenetelmien kehittyminen mahdollistaa kasvaimen molekulaarisen taus-

tan selvittämisen ja geeniekspression (ilmentymisen) muutosten tutkimisen, minkä 

avulla pyritään löytämään mahdollisimman tehokasta hoitoa. Tarkan kasvaintyypin sel-

vittäminen auttaa lisäksi keuhkosyövän diagnosoinnissa ja ennusteen arvioinnissa. 

(Cherni – Weiss 2011: 1045.) 

 

Muutokset geenien ilmentymisessä vaikuttavat kaikkien elävien organismien kasvuun ja 

erilaistumiseen. Geenien ilmentyminen tarkoituksenmukaisesti vaatii samanaikaista 

säätelyä monin tavoin. Virheet ilmentymisessä voivat johtaa useisiin sairauksiin kuten 

syöpään ja siten geeniekspression muutoksia onkin tutkittu laajalti. (Frilander 2006: 

17–18; Finnzymes 2009: 21.) 

 

Mikro-RNA:t (miRNA:t) ovat pieniä, ei-koodaavia RNA-molekyylejä, jotka säätelevät 

geeniekspressiota ja ovat siten tärkeä osa monia biologisia prosesseja. (Li – Ruan 

2009: 1117.) miRNA:n ekspression muutokset ovat yhä enemmän yhdistetty syövän 

patofysiologisiin muutoksiin. miRNA:n ekspression on havaittu poikkeavan syöpäkudok-

sessa ja tietyt miRNA:t on tunnistettu mahdollisiksi syövän syntyyn ja kehitykseen vai-

kuttaviksi kasvunrajoite- ja onkogeeneiksi. (Ortholan – Puissegur – Ilie – Barbry – Mari 

– Hofman 2009: 1047.) Siten miRNA:t ovat nykyisin yksi tutkituimmista molekyyleistä 

syöpätutkimuksessa (Leidinger – Keller – Meese 2012: 1). 
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Helsingin yliopiston Haartman-instituutin sytomolekyyligenetiikan laboratorion tutki-

musryhmä pyrkii kehittämään yksilöllistä hoitoa ei-pienisoluiseen keuhkosyöpään. 

Ryhmä tutkii miRNA:iden ekspressiota keuhkosyöpäkudoksesta muun muassa mik-

rosirumenetelmällä. Opinnäytetyömme on osa tätä kokonaisuutta. Tarkoituksenamme 

on selvittää, miten reaaliaikaisen kvantitatiivisen käänteistranskriptio-PCR:n tulokset 

vastaavat mikrosirumenetelmällä saatuja tuloksia. Työmme tavoitteena on analysoida 

mikrosirumenetelmällä jo analysoituja näytteitä reaaliaikaisella kvantitatiivisella kään-

teistranskriptio-PCR:llä ja vertailla saatuja tuloksia.  

 

Opinnäytetyön alussa esitämme teorian, jota pidämme tärkeänä työn ymmärtämisessä. 

Keuhkosyöpä ja hoidon kehittäminen liittyvät kokonaisprojektiin ja toisaalta tutkimus-

materiaalinamme on keuhkosyöpäkudosnäytteitä. Siten haluamme esittää olennaisen 

teoriatiedon keuhkosyövästä. miRNA ja sen tutkiminen on työmme tärkein näkökohta 

ja se näkyy myös teorian laajuudessa. Olemme käyneet yksityiskohtaisesti läpi käyttä-

mämme tutkimusmenetelmän pitäen mielessä aiheen rajauksen.  Lopuksi esitämme 

työn toteutuksen ja tulokset sekä arvioimme työprosessin ja tulosten luotettavuutta. 

Lisäksi esitämme tulosten johtopäätökset ja pohdimme työn onnistumista.  

 

2 Keuhkosyöpä 

 

Syöpä kehittyy solussa perimän muutosten seurauksena. Muutokset voivat olla kromo-

somi- tai DNA-tason tapahtumia eli yksittäisiä mutaatioita DNA:ssa tai kromosomien 

rakenteellisia muutoksia (Aittomäki – Peltomäki 2006: 186–187; Kervinen – Gahmberg 

2004: 2323.) Mutaatioita tarvitaan useita ja yhdessä ympäristö- ja elämäntapatekijöi-

den kanssa ne altistavat syövän synnylle. Syöpä ei yleensä periydy, vaikkakin lähes 

kaikissa syöpätyypeissä on kuvattu perinnöllisiä muotoja. (Aittomäki – Peltomäki 2006: 

186–187.) 

 

Keuhkosyöpä on maailman yleisin syöpä ja Suomessakin se on yksi yleisimmistä. Mie-

hillä se on toiseksi yleisin ja naisilla neljänneksi yleisin syöpä. Sairastuminen keuh-

kosyöpään on suoraan verrannollinen tupakointiin; 85–90 % kaikista keuhkosyöpäta-

pauksista aiheutuu tupakoinnista. Naisilla sairastuvuus on jatkuvasti lisääntynyt ja mie-

hillä päinvastoin vähentynyt, mikä johtunee muuttuneista tupakointitavoista. Keuh-



3 

 

 

kosyövälle altistavia tekijöitä ovat tupakan lisäksi muun muassa asbesti, ionisoiva sätei-

ly ja keuhkoahtaumatauti. (Mali ym. 2006: 277–278.) 

 

Keuhkosyövät jaetaan kahteen ryhmään: pienisoluiseen ja ei-pienisoluiseen keuh-

kosyöpään. Noin 85 % kaikista keuhkosyövistä on ei-pienisoluista tyyppiä. (Cherni – 

Weiss 2011: 1045.) Ei-pienisoluisten keuhkosyöpien päätyypit ovat levyepiteelikar-

sinooma, adenokarsinooma ja suurisoluinen karsinooma. Kaikista keuhkosyövistä levy-

epiteelikarsinooma on yleisin (40 %). (Mali ym. 2006: 279.) 

 

2.1 Oireet ja diagnoosi 

 

Todettaessa keuhkosyöpä voi olla jo pitkälle edennyt, sillä se on usein varhaisvaihees-

saan oireeton. Lisäksi useimmat keuhkosyövän oireet jäävät helposti huomaamatta 

epäspesifisyytensä vuoksi. Keuhkosyövän tärkeimpiä oireita ja löydöksiä ovat hen-

genahdistus, yskä, kipu, veriyskä, keuhkokuumeet ja varjostuma keuhkon natiivirönt-

genkuvassa. Lisäksi yleisoireina on muun muassa heikkous, väsymys, ruokahalutto-

muus ja kuumeilu. (Mali ym. 2006: 281.) 

 

Keuhkosyöpää epäiltäessä varmistetaan histologinen diagnoosi ja selvitetään taudin 

levinneisyys. Potilaan tutkiminen aloitetaan anamneesin kartoituksella, laboratorioko-

keilla, natiiviröntgenkuvalla sekä bronkoskopialla (keuhkoputkien tähystys). Laborato-

riotutkimuksia tehdään maksan ja munuaisten toiminnan selvittämiseksi, mutta spesi-

fistä serologista tutkimusta ei ole. Diagnoosi perustuu leikkauksessa poistetun kudok-

sen mikroskooppiseen tutkimukseen tai biopsianäytteeseen. (Mali ym. 2006: 279, 283–

286.) 

 

2.2 Hoito 

 

Keuhkosyövät jaetaan kansainvälisen levinneisyysluokitusjärjestelmän, TNM-

luokituksen mukaan primaarikasvaimen, alueellisten imusolmukkeiden ja etäpesäkkei-

den mukaan eri levinneisyysasteisiin (0-IV). Potilaan hoito valitaan levinneisyysasteen 

ja kasvaintyypin mukaan. Vaihtoehtoina käytetään perinteisesti leikkausta sekä säde- ja 

solunsalpaajahoitoja joko yksittäin tai erilaisia hoitomuotoja yhdistäen (Teppo 2011; 

Mali ym. 2006: 288–290.)  



4 

 

 

Syöpätautien hoidossa suurena ongelmana on hoitoresistenssi. Pahanlaatuiset kasvain-

solut kehittävät usein mekanismin sädetystä ja sytostaatteja vastaan esimerkiksi lisää-

mällä DNA:n korjausaktiviteettia ja vähentämällä apoptoosin määrää. (Dietel – Sers 

2006: 748.) Lisäksi perinteiset syöpälääkkeet (solunsalpaajat) vaikuttavat syöpäsolujen 

lisäksi myös normaalisoluihin, minkä vuoksi haittavaikutukset ovat usein hankalia (Ker-

vinen – Gahmberg 2004: 2323). 

 

Lisääntynyt tietämys solu- ja molekyylibiologisista tekijöistä on mahdollistanut uuden-

laisten syöpälääkkeiden kehittämisen. Nämä niin sanotut täsmälääkkeet pyritään koh-

distamaan kullekin kasvaintyypille ominaisiin solun rakenteisiin ja toiminnan häiriöihin. 

Tyypillisesti täsmälääkkeet vaikuttavat muun muassa solujen signaalivälitysketjussa 

toimiviin proteiinikinaaseihin ja muihin säätelyproteiineihin, joiden toiminnan häiriöiden 

tiedetään olevan syövän syntymisen taustalla. (Kervinen – Gahmberg 2004: 2323–

2325.) Ei-pienisoluisessa keuhkosyöpätyypissä eniten tutkittuja ovat tyrosiinikinaasin 

inhibiittorit (EGFR-TKI) gefitinibi ja erlotinibi (Mali ym. 2006: 291). Gefitinibi tarttuu 

ATP:n paikalle epidermaalisen kasvutekijän reseptoriin (EGFR) estäen sen autofosfory-

laation, joka on yksi syövän kehitykseen vaikuttavista tekijöistä. (Kervinen – Gahmberg 

2004: 2325). 

 

Tutkimus on osoittanut, että jopa saman tyypin kasvaimet ovat molekyylitasolla kovin 

heterogeenisiä. Tämä takia yhden kaikille sopivan lähestymistavan kehittäminen syö-

vän hoitoon saattaakin olla vaikeaa. Siten yksilöllisen hoidon tarve on tiedostettu; hoi-

don tulisi perustua kasvaimen biologisen luonteen selvittämiseen sekä potilaan soveltu-

vuuden tarkasteluun.  (Wistuba – Gelovani – Jacoby – Davis – Herbst 2011: 135–138.) 

 

Kasvaimen molekulaariseen tunnistukseen perustuvalla hoidolla on suuri potentiaali 

yksilöllisen hoidon saavuttamiseksi monen tyyppisissä syövissä. Vaikkakin täsmähoito 

on yleistynyt kliinisessä käytössä, useiden lupaavien lääkeaineiden tulokset ovat jää-

neet odotettua huonommiksi. (Wistuba ym. 2011: 135–138.) Esimerkiksi gefitinibilääki-

tys toimii vain noin 10 % keuhkosyöpäpotilaista. Syynä huonoon hyötyprosenttiin pide-

tään EGFR:n tyrosiinikinaasiosan eroja. On huomattu, että gefitinibilääkitys tehoaa eri-

tyisesti niillä, joiden EGFR on mutatoitunut ATP-sitoutumiskohdan läheisyydessä. (Ker-

vinen – Gahmberg 2004: 2325.)  
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Jotta kalliita täsmälääkehoitoja annettaisiin ”oikeille potilaille” eli valittaisiin henkilöt, 

jotka todennäköisimmin hyötyvät lääkityksestä, tulisi keuhkosyöpäpotilaiden kasvainten 

mutaatiot kartoittaa tarkasti. Onkin oletettavaa, että mahdollisimman tehokkaan hoidon 

saavuttamiseksi potilaan syöpätyypin tarkka tunnistaminen, syövän kehitysasteen ja 

muiden yksilöllisten tekijöiden selvittäminen tulee tulevaisuudessa olemaan hyvin tär-

keässä osassa syövän hoitotapaa suunniteltaessa. (Kervinen – Gahmberg 2004: 2325, 

2329–2330.) 

 

Keuhkosyöpä kuuluu edelleen huonon ennusteen syöpiin, vaikkakin keuhkosyöpäpoti-

laiden elossaoloennuste on vuosikymmenten kuluessa hitaasti parantunut (Mali ym. 

2006: 281–293). Elinennuste viiden vuoden päähän on vain 15 prosenttia (Gao – Xu– 

Shu 2011: 699). Tästä syystä uusien hoitomuotojen ja diagnostisten välineiden löytä-

minen on tärkeää. 

 

3 Mikro-RNA 

 

Kaikkien lajien perinnöllinen informaatio on koodattuna genomiin, jonka toiminnallisia 

yksiköitä sanotaan geeneiksi. Geeni on pätkä DNA:ta, joka pitää sisällään tiedon tuotet-

tavasta proteiinista ja RNA:n rakenteesta. Geenin ilmentyminen (ekspressio) pitää si-

sällään geneettisen informaation lukemisen DNA:sta RNA:ksi ja edelleen proteiiniksi.  

Tumassa tapahtuvassa transkriptiossa muodostuu DNA:ta vastaava RNA-molekyyli. 

Tämä esiaste-RNA muokataan muun muassa silmukoinnin avulla lähetti-RNA:ksi 

(mRNA). Valmis mRNA kuljetetaan sytoplasmaan, jossa siitä tehdään proteiinia (trans-

laatio).  (Frilander 2006: 14–22.) 

 

Kaikki DNA:sta tuotetut RNA-kopiot eivät toimi lähettinä (mRNA), vaan näiden geenien 

lopullisia tuotteita ovat erilaiset RNA:t, kuten ribosomaaliset RNA:t, siirtäjä-RNA:t ja 

mikro-RNA:t (miRNA) (Palotie 2006: 51–52). miRNA on ei-koodaavaa RNA:ta, joka sää-

telee geeniekspressiota ja on siten tärkeä osa monia biologisia prosesseja. miRNA:t 

osallistuvat muun muassa solujen erilaistumiseen ja uudismuodostukseen sekä apop-

toosiin ja erilaisiin tautiprosesseihin. (Li – Ruan 2009: 1117.) miRNA:t ovat lyhyitä, 19–

24 nukleotidin mittaisia yksijuosteisia RNA-molekyylejä (Cherni – Weiss 2011: 1045). 

Bioinformaatikoilta saatu tieto osoittaa, että miRNA:t ovat mukana melkein kaikissa 
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tärkeimmissä signalointireiteissä, esimerkiksi monien kasvaimeen liittyvien geenien 

ekspressiossa (Gao ym. 2011: 699). 

 

Ensimmäisen miRNA:n löysi Victor Ambrosin tutkimusryhmä Harvardin yliopistosta 

1990-luvun alussa. Tämän Caenorhabditis elegans  -sukkulamadosta löydetyn miRNA:n 

(lin-4) huomattiin säätelevän geeniekspressiota translaatiovaiheessa. Löydöksen jäl-

keen käytettiin useita menetelmiä muiden miRNA:iden löytämiseen eri eläin- ja kasvila-

jeista. (Ahmed 2007: 569–570.) 

 

Manchesterin yliopiston ylläpitämän miRBASE:n mukaan 168 eri lajin genomista on 

löydetty 18226 erilaista miRNA:ta (11/2011). miRNA:ita on löydetty muun muassa kas-

vi- ja nisäkässoluista sekä viruksista (Ahmed 2007: 570). Ihmisen genomissa olevien 

miRNA:iden määrää ei tiedetä vielä tarkasti, mutta vuonna 2012 julkaistun artikkelin 

mukaan niitä oli löydetty yli 1500 (Leidinger ym. 2012: 1). miRNA:iden säätelykohteena 

on noin 30 % kaikista ihmisen proteiinia koodaavista geeneistä (Ortholan ym. 2009: 

1047). Määrä on yhä kiistanalainen; on ennustettu, että miRNA:t säätelisivät jopa 60 % 

ihmisen genomista (Friedman – Fahr – Burge – Bartel 2009: 92). 

 

3.1 Geeniekspression säätelijä 

 

miRNA:t säätelevät yksittäisten geenien translaatiota sitoutumalla komplementaarisesti 

lähetti-RNA-molekyyliin. miRNA kiinnittyy mRNA:han täydellisesti aiheuttaen sen pilk-

koutumisen, jolloin translaatio estyy. Toisaalta miRNA voi sitoutua kohteeseen myös 

osittain, mikä johtaa translaation hiljentymiseen. (Frilander 2006: 25–26; Leidinger ym. 

2012: 1.) On mahdollista, että miRNA:t vaikuttavat kohdegeeniin myös transkriptiota 

hiljentämällä (kromatiinitasolla) (Ahmed 2007: 570–572). Kuviossa 1 on esitetty miR-

NA:n mahdolliset vaikutuskohteet sekä säätelyn lopputulokset. Aikaisemmin miRNA:n 

on oletettu säätelevän geeniekspressiota vain inhiboiden sitä, mutta lähiaikoina on saa-

tu viitteitä, että miRNA:t voisivat myös lisätä geeniekspressiota (Leidinger ym. 2012: 

1).  
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Kuvio 1. miRNA:n vaikutuskohteet ja säätelyn lopputulokset. 

 

 

Yksi miRNA pystyy säätelemään useita satoja geenejä, ja toisaalta yhtä geeniä säätelee 

samanaikaisesti useampi miRNA. Yksittäiset, lähetti-RNA:han sitoutuneet miRNA:t pys-

tyvät yhteisvaikutuksella määräämään geenin ilmentymisastetta translaatiota hiljentä-

mällä. Säätelyn tarkoituksena on säätää geenin ilmentyminen tarkalleen oikealle tasolle 

kohdesolussa tasapainottaen proteiinien tuottoa. Yksittäisten miRNA:iden ilmentymi-

sessä on eroja eri kudosten, solutyyppien ja yksilönkehityksen eri vaiheiden välillä. (Fri-

lander 2006: 26.) 

 

3.2 miRNA:n synty 

 

miRNA-geenit luetaan RNA polymeraasi II:lla (transkriptio) esiaste miRNA:ksi (pri-

miRNA). Nämä pri-miRNA:t voivat olla joko koodaavaa tai ei-koodaavaa RNA:ta, ja niitä 

prosessoidaan tumassa sijaitsevalla mikroprosessorikompleksilla lyhyemmiksi, 70 nuk-

leotidin sekvensseiksi (pre-miRNA). (Ortholan ym. 2009: 1047–1048; Ahmed 2007: 

570–571.) 

 

pre-miRNA kulkeutuu tumasta sytoplasmaan tumakalvossa sijaitsevan portin (exportin-

5) kautta. pre-miRNA:sta tehdään sytoplasmassa sijaitsevan RNaasi polymeraasi III 

Dicerin avulla 22 nukleotidin pituinen, kaksijuosteinen miRNA (ds-miRNA). (Ortholan 

ym. 2009: 1047–1048; Ahmed 2007: 570–571.) Helikaasi-entsyymi avaa juosteet, jois-

ta toinen valitaan kohdegeenin säätelijäksi. Valinnan jälkeen yksijuosteinen miRNA liite-

tään hiljentämiskompleksiin (RNA induced silencing complex, RISC), joka tunnistaa 

kohdegeeniin kohdistuvan säätelyn ja välittää informaation miRNA:lle. Yksijuosteinen 

RISC+ miRNA 

kohde mRNA 

translaation 
estäminen 

translaation 
hiljentäminen 

DNA:n 
kromatiini 

transkription 
hiljentäminen 

vaikutuskohde 

lopputulos 
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miRNA (ss-miRNA) kiinnittyy joko osin tai kokonaan emäspariutumissäännön mukaises-

ti lähetti-RNA:n (mRNA) 3´päähän. (Ahmed 2007: 570–572.) (Kuvio 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kuvio 2. miRNA:n synty ja kiinnittyminen lähetti-RNA:han (Mukaillen Ortholan ym. 2009: 1048).  

 

 

pri-miRNA transkriptio ja miRNA:n prosessointi on tarkasti säädeltyä; pienikin muutos 

prosessoinnissa vaikuttaa lopputuotteeseen. Siten vääränlainen miRNA:n säätely vai-

kuttaa karsinogeneesiin. (Ortholan ym. 2009: 1053.) 

 

3.3 Yhteys syöpään 

 

Syövän synnylle keskeiset DNA-vauriot kohdistuvat geeneihin, joiden epänormaali toi-

minta johtaa syövän kehittymiseen (karsinogeneesiin). Nämä niin sanotut syöpägeenit 

jaetaan kahteen päätyyppiin: onkogeeneihin ja kasvunrajoitegeeneihin. Onkogeenien 

aktivoituminen ja niitä vastustavien kasvunrajoitegeenien normaalin toiminnan häiriin-

tyminen johtavat syövän syntyyn. (Isola 2006: 25–26.)  

 

miRNA:iden ja sairauksien välillä ei ole yksiselittäistä yhdistävää tekijää, mutta useat 

tutkimukset osoittavat miRNA:n ekspression poikkeavan syöpäkudoksessa; miRNA:t 

voivat olla yli- tai aliekspressoituneita (Frilander 2006: 27; Ortholan ym. 2009: 1049). 
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Esimerkiksi verrattaessa ei-pienisoluista keuhkosyöpäkudosta ja vastaavaa normaalia 

kudosta 104 näytteessä, havaittiin 43 poikkeavaa miRNA-ekspressiota: 15 yliekspres-

soitunutta (esimerkiksi mir-155, mir-21, mir-191 ja mir-17-3p) sekä 28 aliekspressoitu-

nutta (let-7-a2 ja mir-125a) (Ortholan ym. 2009: 1050). Näistä osa on hyvin merkittä-

viä keuhkosyövän karsinogeneesissä. (Cherni – Weiss 2011: 1045–1047.) 

 

miRNA:n aktiivisuuden muuttuminen saattaa olla yhtenä avaintekijänä eri syöpien syn-

nyssä. Normaalisti miRNA säätelee onkogeenia vähentämällä sen määrää, toimien siis 

tuumorisupressorina. Kun miRNA:n toiminta on heikentynyt esimerkiksi mutaation, 

deleetion tai miRNA:n prosessoinnin virheiden takia onkogeenin määrä lisääntyy, mikä 

voi myötävaikuttaa syövän muodostumiseen. Toisaalta, jos miRNA on yliekspressoitu-

nut esimerkiksi translokaation tai geenin vahvistamisen vuoksi, se inhiboi tuumorisu-

pressorina toimivaa geeniä liikaa, jolloin se voi edistää tuumorin kasvua. (Ahmed 2007: 

576–577.) miRNA:n yhteys syöpään on kuvattu kuviossa 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Kuvio 3. miRNA:n yhteys syöpään. Mutaation tai muun häiriön takia (salama), miRNA:n aktiivi-
suus muuttuu vaikuttaen onkogeeninä tai kasvunrajoitegeeninä toimivaan mRNA:n määrään. 

 

 

Myös syöpään liittyvä miRNA (onco-miR) voi toimia joko onkogeeninä tai kasvunrajoi-

tegeeninä. Onkogeenisen miRNA:n yliekspressio on osallisena karsinogeneesiin vaikut-

taen solun kasvureittiin, apoptoosin välttämiseen ja rajattomaan jakautumiseen. Lisäksi 

se stimuloi verisuonten uudismuodostusta, invaasiota ja etäpesäkkeiden muodostusta. 

Tuumorisupressiivisten miRNA:iden vähentyneellä ekspressiolla voi olla samantapaisia 

vaikutuksia. (Gao ym. 2011: 700.) miRNA let-7 on esimerkki tuumorisupressorigeenis-

tä, jonka aliekspressio johtaa onkogeenin lisääntymiseen.  (Cherni – Weiss 2011: 

1047). 

tuumori 
 

 

Kasvunrajoitegeeni 

 

 

 
Onkogeeni 
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miRNA säätelee kohdegeeniä ja tämän säätelyn häiriintyminen voi johtaa kasvaimen 

syntyyn ja kehittymiseen. Tällä on huomattu olevan kliinistä merkitystä useisiin syöpiin. 

(Gao ym. 2011: 699.) Kasvainten molekyylinen tutkimus avaa uusia näkökulmia, ei 

pelkästään mahdollisimman tehokkaan hoidon löytämiseen vaan kasvaintyypin luokitte-

luun ja ennusteeseen syövän etenemisestä ja hoidon onnistumisesta (Cherni – Weiss 

2011: 1045). 

 

3.4 Biomarkkerit syövän tutkimuksessa 

 

Biomarkkeri on kudoksesta, verestä tai muista kehon nesteistä löydettävä biologinen 

molekyyli, joka voi kuvata joko normaalia biologista prosessia tai sairauden tilaa ja ke-

hittymistä.  Biomarkkereita käytetään hyväksi muun muassa hoidon vasteen havaitse-

miseen tautitiloissa. (Paasikivi 2010: 20.) Syöpien yhteydessä puhutaan kasvainmerkki-

aineista, joita käytetään syövän diagnostiikassa, seurannassa ja ennusteen arvioinnissa 

(Stenman – Haglund – Roberts 2006: 95). 

 

Biomarkkerien löytäminen ja niiden käyttö syövän ennaltaehkäisyssä, diagnosoinnissa 

ja ennusteen arvioinnissa tulisi suuressa määrin parantamaan ei-pienisoluista keuh-

kosyöpää sairastavien potilaiden hoitoa (Gao ym. 2011: 699). Vaikka uusia biomarkke-

rikandidaatteja on löydetty (esim. EGFR-mutaatio), vain muutamia on validoitu kliini-

seen käyttöön. Useat biomarkkeritutkimukset eivät ole tarpeeksi sensitiivisiä ja spesifi-

siä, biomarkkerien käyttö on kallista eikä välttämättä tuota toivottua tulosta. Lisäksi 

jokainen lupaavalta vaikuttava biomarkkeri on todennäköisesti sopimaton laajaan kliini-

seen käyttöön. Biomarkkerien tutkimisessa on vaihtelua laboratorioiden välillä, joten 

tarvittaisiin standardisoituja menetelmiä, henkilökunnan ammattitaidon lisäämistä ja 

laadunvarmistusta biomarkkerien tutkimiseen. (Wistuba ym. 2011: 135–138.) 

 

Keuhkosyövän ennuste ei ole juuri parantunut viimeisten vuosikymmenten aikana, huo-

limatta diagnoosin ja hoidon laajasta kehityksestä. Uudet tutkimukset ovat osoittaneet 

miRNA:n vaikutuksen karsinogeneesiin ja luoneet uusia odotuksia hoidon parantami-

seen. (Ortholan ym. 2009: 1056.) Lisääntyneet tutkimukset miRNA:n osalta ovat avan-

neet keskustelun miRNA:iden käyttämisestä biomarkkereina, jotka mahdollisesti auttai-

sivat ratkaisemaan ongelmaa (Gao ym. 2011: 699). miRNA:t voisivat toimia joko diag-
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nostisena välineenä, apuna ennusteen arvioinnissa tai jopa hoitomuotona (Leidinger 

ym. 2012: 3). 

 

miRNA:ita voidaan löytää kudosten lisäksi myös monista kehon eri nesteistä kuten ko-

koverestä, plasmasta, seerumista ja virtsasta sekä jopa syljestä, ysköksestä ja BAL-

näytteestä. Tästä syystä miRNA:t voisivat tulevaisuudessa olla potentiaalisia biomark-

kereita keuhkosyövän varhaisessa havaitsemisessa myös ei-invasiivisena työkaluna. 

(Leidinger ym. 2012: 2.)  

 

miRNA:n ekspression tutkiminen voi mahdollisesti olla apuna myös ennusteen arvioin-

nissa. On esitetty, että joidenkin miRNA:iden ekspressiotasoilla ja potilaan ennusteella 

on yhteys. Esimerkiksi miR-21 yliekspressio on yhdistetty huonoon ennusteeseen. Vaik-

kakin miRNA:n ekspressiotason ja huonon selviytymisen välillä on selvä yhteys, spesifi-

set miRNA:t vaihtelevat tutkimusten mukaan. Syynä näihin eroihin on tutkimusten eri-

laisuus ja spesifisten miRNA:iden löytämistä varten metodeja tulisi vakioida yhtenäi-

sempien tulosten saamiseksi. (Leidinger ym. 2012: 5.) 

 

Lisäksi on herännyt kiinnostus käyttää miRNA:ta hoitomuotona. Hoidon kehittämisen 

periaatteena on lisääntynyt tieto miRNA:n roolista toimia tuumorisupressorina ja onko-

geenina. (Leidinger ym. 2012: 3.) Esimerkiksi erään tutkimuksen mukaan paksusuolen-

syöpäkudokseen injektoitu tuumorisupressori miRNA, mir-34a vähensi merkittävästi 

tuumorin kasvua. miRNA voisi toimia myös potentiaalisena terapeuttisena kohteena. 

(Ortholan ym. 2009: 1056.) Tulevaisuudessa geeni- ja proteiiniekspressioreitteihin 

kohdistuvalla hoidolla tulee mahdollisesti olemaan suuri merkitys (Wistuba ym. 2011: 

135–138). 

 

4 MikroRNA:n tutkiminen 

 

Vasta viime aikoina on ymmärretty miRNA:n tärkeys alati kehittyvässä lääketieteessä. 

miRNA:t ovatkin nopeasti kehittyvä tutkimuskohde, ja niiden rooli molekyyligenetiikan 

alalla on kasvanut viime vuosina huimasti. Yleisesti käytettäviä menetelmiä kuten reaa-

liaikaista PCR:ää ja mikrosirutekniikkaa on sovellettu myös miRNA:iden tutkimiseen. (Li 

– Ruan 2009: 1117; Ortholan ym. 2009: 1047.) 
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miRNA:n profilointiin on kehitetty useita menetelmiä muun muassa miRNA:n kloonaa-

minen, Northern-hybridisaatio (blotting), reaaliaikainen käänteistranskriptio-PCR (reaa-

liaikainen RT-PCR) ja in situ hybridisaatio (ISH). Kloonaamista käytetään pääasiassa 

uusien miRNA:iden löytämiseen ja Northern-hybridisaatio on kloonaamista tarkempi, 

rutiinikäytössä oleva metodi miRNA:iden tutkimiseen. Reaaliaikaisella RT-PCR:llä taas 

voidaan määrittää spesifiset miRNA:t näytteistä ja ISH:llä paikallistetaan yksittäinen 

miRNA soluista tai kudoksista. (Li – Ruan 2009: 1117–1118.) 

 

Kaikilla näillä tekniikoilla on omat etunsa, mutta myös tietyt rajoitteensa. Kloonaaminen 

ei ole tarpeeksi tarkka lähestymistapa miRNA:iden määrittämiseen; Nothern-

hybridisaatio on erittäin aikaa vievää, vaatii radioaktiivisia koettimia sekä suuren mää-

rän RNA:ta; PCR:n rajoitteena on sen suuri hinta ja ISH ei ole sopiva laajaan profiloin-

tiin. Näihin ongelmiin on kehitelty erilaisia ratkaisumalleja, muun muassa LNA:n (locked 

nucleic acid) käyttö affiniteetin (sitoutumisen) parantamiseksi koettimen ja kohdemole-

kyylin välillä Northern-hybridisaatiossa ja ISH:ssä. Edellä mainittujen rajoitusten lisäksi 

kaikilla näillä menetelmillä on yleisiä heikkouksia, muun muassa kapea-alaisuus ja hita-

us. Onneksi mikrosirumenetelmät pystyvät paikkamaan näitä heikkouksia tarjoamalla 

nopeaa ja laaja-alaista analyysiä. (Li – Ruan 2009: 1118–1119.) 

 

Useat viimeaikaiset tutkimukset osoittavat, että reaaliaikainen kvantitatiivinen kään-

teistrankriptio-PCR (reaaliaikainen qRT-PCR) on hyvin sensitiivinen ja spesifinen mene-

telmä, joka tarjoaa arvokasta tietoa geenien ilmentymisestä. Kuitenkin kerralla pysty-

tään mittaamaan vain rajoitettu määrä geenejä. Vastaavasti mikrosirumenetelmän 

herkkyys ja spesifisyys eivät ole samaa tasoa kuin PCR:ssä, mutta sillä pystytään mit-

taamaan satoja miRNA:n ekspression tasoja samaan aikaan ja se onkin yleisesti käy-

tössä geenien ilmentymisen tutkimisessa ja transkriptioaktiivisuuden yleiskuvan muo-

dostamisessa. (Farragher – Tanney – Kennedy – Harkin 2008: 435; Li – Ruan 2009: 

1123.) 

 

miRNA:t ovat huomattavan stabiileja ja niitä voidaan tehokkaasti eristää sekä määrittää 

formaliinifiksoiduista parafiinivalmistenäytteistä (FFPE-näytteet). Tämänhetkisen käsi-

tyksen mukaan miRNA:t kestävät RNaasi-käsittelyn, keittämisen, äärimmäiset pH-

olosuhteet, pitkäaikaisen säilyttämisen sekä uudelleen sulattamisen ja jäädyttämisen 

hyvin. (Gao ym. 2011: 702, 704.) 
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4.1  FFPE-näytteiden käyttö 

 

Tuorenäytteiden saannin rajallisuus vaikeuttaa tutkimustyötä, mutta formaliinifiksoituja 

parafiininäytteitä on laajalti saatavissa säilytettyinä patologian laboratorioissa ympäri 

maailmaa. Näytteiden suuri määrä tarjoaa mahdollisuuden tehdä laajamittaista tutki-

musta molekyyligenetiikan alalla. Kudos säilyy yhtenäisenä formaliinifiksoiduissa para-

fiinivalmisteissa, mutta toisaalta tekniikka säilyttää nukleiinihapot huonosti. RNA:n eris-

täminen FFPE-näytteistä on ongelmallista käsittelyn vaikuttaessa haitallisesti RNA:han: 

se pilkkoutuu ja lisäksi formaliini aiheuttaa ristireaktioita proteiinien ja nukleiinihappo-

jen välillä. Ongelmaa on pyritty ratkaisemaan muuttamalla eristystekniikan vaiheita, 

esimerkkinä proteinaasi K:n käyttö tuorenäytteissä käytettävän guanidiini-tiosyanaatin 

tilalla. Lisäksi on kehitetty spesifisiä reagenssipakkauksia ja ohjekirjoja tälle näytemate-

riaalille. (Farragher ym. 2008: 435–436.) 

 

miRNA:n eristäminen FFPE-näytteistä onnistuu kuitenkin suhteellisen hyvin: miRNA:n 

pieni koko vaikuttaa sen vakauteen fiksaation aikana, eikä miRNA ole yhtä altis leikkau-

tumiselle RISC-kompleksiin kiinnittyessään. Siten miRNA:ta pystytään tutkimaan FFPE-

näytteistä. Toisaalta formaliinifiksoitujen parafiinivalmisteiden käyttö vaikuttaa kään-

teistranskription tehokkuuteen vähentämällä sitä. (Goswami ym. 2010: 2.) 

 

Parafiinifiksoitujen valmisteiden onnistunutta käyttöä PCR:ssä ja RNA:n eristämisessä 

on kuvattu jo 1980-luvulla. Formaliinifiksoitujen parafiinivalmisteiden käyttö soveltuu 

geeniekspression määrittämiseen reaaliaikaisella kvantitatiivisella PCR:llä. Formaliinifik-

saatio vaikuttaa RNA-fragmenttien pituuteen, jolloin ne voivat olla jopa alle 200 emäs-

parin pituisia (Farragher ym. 2008: 437.) Fragmenttien pituuteen vaikuttaa myös näyt-

teen tyyppi, ikä, valmisteen laatu ja säilytysolosuhteet (QIAGEN 2011: 8). Tutkimukset 

osoittavat, että alle 130 emäsparin pituiset RNA:t ovat optimaalisia ja määrityksen on-

nistuminen on erittäin todennäköistä. qRT-PCR:ssä on mahdollisuus käyttää lyhyitä 

RNA-fragmentteja, mikä viittaa siihen, että menetelmä sopii hyvin tällaisten näytteiden 

tutkimiseen. (Farragher ym. 2008: 437.) 
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4.1 RNA:n käsittely 

 

RNA on epävakaampaa kuin DNA ja se hajoaa herkemmin näytteen keräyksessä, pro-

sessoinnissa ja säilytyksessä. Puhtaan ja yhtenäisen RNA:n valmistus on suhteellisen 

vaikeaa, koska se kontaminoituu helposti ympäristössä olevien RNA:ta hajottavien ent-

syymien takia (Brown 2000: 13.) Tärkein tehtävä RNA:n valmistamisessa on nopeasti 

ja tehokkaasti inhiboida RNA:ta hajottavat ribonukleaasit, joita on kaikissa elävissä 

soluissa (Brown 2000: 13). Ribonukleaasien pääsy näytteisiin on estettävä ja näytteissä 

jo olevien entsyymien toiminta inaktivoitava. RNA:n eristyksessä käytettäviä inhiboivia 

aineita ovat muun muassa RNaasin, hepariini ja proteinaasi K. Esimerkiksi proteinaasi K 

hajottaa ribonukleaaseja ja orgaanisia liuottimia. (Wilkinson 2000: 69.) 

 

Laboratorioympäristön tekeminen ”ribonukleaasivapaaksi” on tärkeää menetelmän on-

nistumiseksi. Ribonukleaasit ovat hyvin vakaita ja aktiivisia entsyymejä, jotka eivät 

yleensä vaadi kofaktoreita toimiakseen. Ne inaktivoituvat huonosti ja tuhoavat RNA:ta 

nopeasti. Ribonukleaasit kestävät myös hyvin erilaisia fysikaalisia käsittelyitä. Käytettä-

vät tarvikkeet (pipetit, pipetinkärjet, putket yms.) ja työtasot on käsiteltävä RNAasia 

tuhoavalla aineella. Autoklavointi ei yksin inaktivoi kaikkia ribonukleaaseja: esimerkiksi 

lasimateriaali voidaan käsitellä dietyylipyrokarbonaatilla (DEPC). (Brown 2000: 13; 

QIAGEN 2011: 29.) 

 

RNA:ta käsiteltäessä aseptinen tekniikka on lähtökohtana laadukkaalle työskentelylle. 

Yleisin ribonukleaasikontaminaatio johtuu käsissä ja pölyhiukkasissa olevista baktee-

reista sekä homeista. Tämän takia on käytettävä suojakäsineitä ja huolehdittava, että 

työskentelytilan ilma on mahdollisimman puhdas. Käsineet on vaihdettava tarpeeksi 

usein ja putket suljettava aina pipetointien välillä. Käsiteltävä RNA on pidettävä jäissä 

työskentelyn aikana. (QIAGEN 2011: 29.) 

 

4.2 RNA:n eristys 

 

Molekyylibiologinen tutkimus alkaa usein nukleiinihappojen eristämisellä ja puhdistami-

sella. Näytelaadusta ja myöhemmistä tutkimuksista riippuen käytetään erilaisia eristys-

tekniikoita, esimerkiksi DNA:lle ja RNA:lle on olemassa omat ohjekirjansa. Menetelmän 

valintaan vaikuttavat myös toivottu nukleiinihappojen määrä ja puhtaus. (Nukleiinihap-

pojen eristys ja puhdistus 2006.) RNA:n eristyksessä käytettäviä menetelmiä on satoja, 
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mutta monet niistä ovat aikaa vieviä ja työläitä. Tavoiteltavaa olisi, että menetelmät 

olisivat nopeita ja yksinkertaisia. (Wilkinson 2000: 69.)  

 

Eristys aloitetaan solujen mekaanisella, kemiallisella ja/tai entsymaattisella hajotuksel-

la. Sen jälkeen inaktivoidaan solujen nukleiinihappoja hajottavat nukleaasit ja eriste-

tään nukleiinihapot suodattamalla tai saostamalla. Eristetty materiaali puhdistetaan 

epäpuhtauksista, kuten proteiineista, erilaisia menetelmiä käyttäen. Näitä menetelmiä 

ovat muun muassa saostaminen, sentrifugointi ja kromatografia. (Nukleiinihappojen 

eristys ja puhdistus 2006.) 

 

RNA:n laatu voidaan tarkistaa eristämisen jälkeen eri tavoin. RNA:n konsentraatio saa-

daan selville mittaamalla absorbanssi spektrofotometrilla. Pieniä määriä RNA:ta on vai-

kea mitata fotometrilla; näiden tarkka määritys voidaan tehdä esimerkiksi Agilent® 

2100 Bioanalyzerilla. Laite antaa tulokseksi kuvaajan, josta nähdään näytteessä olevien 

eri RNA:iden pituudet. Lisäksi saadaan RNA:n yhtenäisyyttä kuvaava luku, ns. integrity 

number. (QIAGEN 2011: 31–33.) RNA:n laatu on tärkeää jatkotutkimusten kannalta. 

 

4.3 Mikrosirumenetelmä 

 

Mikrosirumenetelmä perustuu kohdemolekyylien ja mikrosirulevyyn kiinnitettyjen vas-

tinkoettimien hybridisaatioon. Hybridisaatiossa nukleiinihappojuosteet liittyvät toisiinsa 

komplementaarisesti. Eristetyt miRNA:t leimataan fluoresoivalla väriaineella ja hybridi-

soidaan mikrosirutekniikalla. Leimatun miRNA:n sitoutuminen sen vastinkoettimeen saa 

aikaan fluoresenssin. (Li – Ruan 2009: 1119.) Sen tuottama signaali havaitaan laser-

pohjaisella mikroskoopilla eli skannerilla. Myös kunkin testipisteen eli spotin aallonpi-

tuuksien intensiteetit saadaan määritettyä. (Suominen – Pärssinen – Haajanen – Pelko-

nen 2010: 206–207.) 

 

Onnistuneella mikrosirutekniikalla on kaksi perusvaatimusta. Ensimmäiseksi kohteen 

(miRNA) on oltava yksijuosteista, jotta se voi sitoutua komplementaariseen vastinjuos-

teeseen. Toiseksi kohde on pystyttävä havaitsemaan sen sitoutuessa (leimaaminen). 

Laadukas mikrosirutekniikka vaatii täsmällistä koettimien suunnittelua ja näytteiden 

valmistelua sekä onnistunutta miRNA:n leimaamista. (Febbo 2005: 256.) 
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Koettimen mahdollisimman tehokkaaseen ja spesifiseen sitoutumiseen vaikuttavat hyb-

ridisaatio-olosuhteet. Oikeat olosuhteet luodaan ottamalla huomioon muun muassa 

lämpötila, hybridisaatiopuskurin ionivahvuus sekä tutkittavan alueen ja koettimen pi-

tuus. Lopputuloksen onnistumiseen vaikuttaa olosuhteiden lisäksi hybridisaation jälkei-

set pesut. Hybridisaatio- ja pesuolosuhteet vaihtelevat menetelmästä riippuen. (Suomi-

nen ym. 2010: 193–194.) 

 

Mikrosirumenetelmällä voidaan samanaikaisesti tarkastella hyvin monia geenejä ja se 

onkin paras vaihtoehto tutkittaessa satojen miRNA:iden ekspressiota (Knuutila 2006: 

46; Li – Ruan 2009: 1123). Vaikka mikrosirumenetelmä tarjoaa laajalti informaatiota 

geenien ekspressiosta, muun muassa heikkoudet herkkyydessä ja sisäisissä standar-

deissa rajoittavat tulosten analysointia (Finnzymes 2009:21).  

 

5 Reaaliaikainen kvantitatiivinen käänteistranskriptio-PCR 

 

Polymeraasiketjureaktio on yksi kliinisen molekyylibiologian menetelmien tukipilareista, 

johtuen muun muassa sen reaktiovaiheiden yksinkertaisuudesta. PCR:llä saadaan tuo-

tettua eksponentiaalisesti DNA-sekvenssin kopioita pienestä määrästä DNA:ta. PCR on 

niin herkkä menetelmä, että sillä voidaan onnistuneesti monistaa DNA:ta jopa yhdestä 

solusta. Toisaalta valtava herkkyys aiheuttaa kontaminaatiovaaran, joka on haitta me-

netelmän onnistumiselle. (Theophilus 2005: 63–65.) 

 

Kliinisessä käytössä PCR:ää käytetään lähinnä infektiodiagnostiikassa ja geenimutaati-

oiden tunnistamisessa (Theophilus 2005: 65). PCR tarjoaa erinomaisia välineitä virus-

ten, parasiittien ja bakteerien diagnostiikkaan. Sitä käytetään laajasti myös genotyypi-

tyksessä määrittämään polymorfismia kuten yhden nukleotidin mutaatioita (Finnzymes 

2009: 21–23.) Lisäksi on kehitetty erilaisia menetelmiä perinnöllisten sairauksien to-

teamiseen ja muun muassa sikiön sukupuolen määrittämiseen lapsivesinäytteestä sekä 

jo hedelmöittyneestä munasolusta. PCR:ää käytetään myös oikeuslääketieteessä yksi-

lön tunnistamiseen. (Suominen ym. 2010: 176.) 

 

Useita erilaisia PCR:n sovelluksia on kehitetty käyttötarpeen mukaan. Esimerkiksi reaa-

liaikainen kvantitatiivinen käänteistranskriptio-PCR (reaaliaikainen RT-qPCR) on hyvin 
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tehokas geeniekspression tutkimiseen. Se on yksi tehokkaimmista menetelmistä tutkit-

taessa pieniä määriä RNA:ta sekä pieniä RNA-molekyyleja. (Finnzymes 2009: 21–22.) 

Siksi miRNA:ta ja sen esiasteita voidaan helposti analysoida käyttäen reaaliaikaista 

qPCR:ää (Ortholan 2009: 1047). 

 

Käytimme työssämme reaaliaikaista RT-qPCR:ää. Siinä yhdistyvät RNA:n muuttaminen 

komplementaariseksi DNA:ksi (cDNA), tuotteen monistaminen PCR:llä, fluoresoivan 

leiman käyttäminen reaaliaikaisessa mittaamisessa ja kvantitatiivisen tuloksen saami-

nen (Schmittgen 2006: 127). Useammat lähteet yhdistävät kvantitatiivisen ja reaaliai-

kaisen PCR:n, ja niistä puhutaankin usein synonyymeinä. Siksi olemme yhdistäneet 

kvantitatiivisen ja reaaliaikaisen PCR:n samaan kappaleeseen, jossa tuomme kuitenkin 

ilmi sovellusten ominaispiirteet.  

 

Seuraavassa käymme läpi PCR:n perusperiaatteen, työssämme käytettävät PCR-

sovellukset sekä reaaliaikaisen qPCR:n tulosten tarkastelun. Lopuksi tuomme esille 

muun muassa PCR-työskentelyyn liittyviä yleisiä huomioita. 

 

5.1 Polymeraasiketjureaktio 

 

PCR:ssä monistetaan nukleiinihappojärjestykseltään tunnettua DNA-jaksoa. Lähtöai-

neena käytetään kaksijuosteista DNA:ta, jonka juosteet avataan korkeassa lämpökäsit-

telyssä. Menetelmä perustuu kahteen alukkeeseen, jotka kiinnittyvät juosteiden vas-

takkaisiin päihin. Monistettava DNA-jakso jää alukkeiden väliin. (Suominen ym. 2010: 

153–154.) 

 

PCR koostuu useista sykleistä, joissa jokaisessa on kolme vaihetta. Alukkeiden sitoutu-

minen templaattiin (DNA-jakso) vaatii juosteiden erottamisen (denaturointi) toisistaan 

kuumennuskäsittelyllä. Alukkeet saadaan kiinnittymään templaattiin laskemalla lämpöti-

laa hetkellisesti (annealing). Tämän lyhyen ajan kuluessa alukkeet ehtivät kiinnittyä, 

mutta templaatti säilyy yksijuosteisena. Lämpötila nostetaan DNA-polymeraasille sopi-

vaksi, jolloin se alkaa liittää vapaita nukleotideja alukkeen perään templaatin mallin 

mukaisesti (ekstensio; pidennys). DNA-polymeraasi toimii 5´ 3´-suunnassa liittäen 

nukleotidit alukkeen 3´-päähän, jolloin muodostuu templaatin vastinjuoste. Kahdesta 
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juosteesta on näin saatu monistettua neljä juostetta (1. sykli). Seuraava sykli alkaa 

muodostuneiden juosteiden denaturoinnilla. (Suominen ym. 2010: 153–157.) 

 

Yhden syklin vaiheet ovat siis denaturointi, alukkeiden sitoutuminen ja pidennys, joita 

jatketaan kunnes tarvittava määrä kohteena olevaa DNA-sekvenssiä on saatu monistet-

tua. DNA-polymeraasi jatkaa toimintaansa, kunnes seuraava sykli alkaa. (Kuvio 4.) Si-

ten ensimmäisessä syklissä muodostuu monistettavaa aluetta pidempiä jaksoja. En-

simmäiset täsmälleen monistettavan alueen pituiset tuotteet saadaan vasta toisen syk-

lin tuloksena, jolloin niiden määrä kaksinkertaistuu sykli sykliltä (eksponentiaalinen 

kasvu). (Suominen ym. 2010: 154–157.)  

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

 
Kuvio 4. PCR-sykli. 

 

 

PCR-sovelluksen valintaan vaikuttavat näytteen laatu, prosessin nopeus ja toivottu lop-

putulos (Suominen ym. 2010: 167, 170; Sugden 2005: 327). Eri sovelluksissa käyte-

tään hyväksi polymeraasiketjureaktion perusperiaatetta. 

 

5.2 Käänteistranskriptio PCR 

 

Perinteisessä polymeraasiketjureaktiossa templaattina toimii DNA. Jos monistettava 

materiaali on RNA:ta, se pitää ensiksi muuttaa DNA:ksi yhdellä PCR:n sovellusmene-

telmällä, käänteistranskriptio-PCR:llä. (Suominen ym. 2010: 170.) 

 

Jos lähtömateriaalina on ei-koodaavaa RNA:ta, kuten miRNA, siltä puuttuu 3`-päästä 

polyA-häntä. Se täytyy syntetisoida poly(A)-polymeraasilla, jotta prosessi voidaan aloit-

taa.  Käänteistranskriptaasilla muutetaan RNA cDNA:ksi käyttäen muun muassa oligo-
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dT-alukkeita. Syntynyttä cDNA-juostetta käytetään PCR-reaktiossa templaattina ja en-

simmäisessä syklissä muodostuu cDNA:lle vastinjuoste. Seuraavissa sykleissä kumpikin 

juoste toimii templaattina. Kaikki vaiheet cDNA:n valmistuksessa ja monistuksessa voi-

daan tehdä yhdessä koeputkessa ilman välivaiheita. (QIAQEN 2009: 9–10; Suominen 

ym. 2010: 170–172.) Kun lähtömateriaalina on RNA:ta, sen käsittelyä koskevat eri-

tyisehdot on huomioitava PCR:n perusohjeiden lisäksi.  

 

5.3 Reaaliaikainen, kvantitatiivinen PCR 

 

Perinteisessä PCR-menetelmässä tehdään ensin monistusreaktio, jonka jälkeen näyte 

analysoidaan käyttäen esimerkiksi agaroosigeelielektroforeesia. Perinteinen PCR ei ole 

hyvä menetelmä kvantitatiiviseen määritykseen, sillä sen toistettavuus ei ole aina kovin 

luotettavaa. Kvantitatiivisen tuloksen saamiseen on kehitetty PCR:n sovellus, reaaliai-

kainen kvantitatiivinen PCR, jossa käytetään hyväksi kaikkien tutkittavien näytteiden 

mukana kilpailevaa templaattia sisäisenä standardina.  Tulos saadaan standardin avul-

la. Lisäksi reaaliaikaisessa PCR:ssä voidaan seurata syntyvän tuotteen määrää koko 

ajan reaktion edetessä. (Suominen ym. 2010: 166–170.)  Syntyvän tuotteen määrä 

mitataan jokaisen PCR-syklin jälkeen (Finnzymes 2009: 4). Fluoresoivaa merkkiainetta 

käytetään hyväksi tuotteen määrän havaitsemisessa (kvantifiointi); signaalin voimak-

kuus korreloi DNA:n määrään (Suominen ym. 2010: 166–167).  

 

On kehitetty useita tapoja käyttää fluoresenssiväriaineita tuotteen havainnoinnissa, 

esimerkiksi SYBR Green, TaqMan sekä energiansiirtotekniikat FRET ja Proximal. Näille 

yhteistä on fluoresenssisignaalin verrannollisuus tuotteen määrään. (Sugden 2005: 

330–331; Suominen ym. 2010: 167.) Menetelmät vaihtelevat muun muassa sitoutumis-

tavan mukaan (Finnzymes 2009: 4). 

 

Yksinkertaisessa reaaliaikaisen kvantitatiivisen PCR:n sovelluksessa käytetään ei-

spesifisesti kiinnittyvää leimaa (fluorokromi). Tämä lähestymistapa vaatii vähemmän 

optimointia kuin muut tekniikat, eikä se tarvitse tarkkaa tietoa kohdesekvenssistä. Eni-

ten käytetty ei-spesifisesti kiinnittyvä leima on SYBR® Green I. (Finnzymes 2009: 4.) 
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5.3.1 SYBR® Green I:n toimintaperiaate 

 

SYBR® Green I sitoutuu kaksijuosteiseen DNA:han, jolloin merkkiaineen fluoresenssin 

määrä moninkertaistuu. Sitoutumaton väriaine aiheuttaa pienemmän signaalin. (Sug-

den 2005: 330–331; Suominen ym. 2010: 167.) Jokaisen syklin aikana lämpötilaa las-

ketaan, jolloin alukkeet kiinnittyvät kohde-DNA:han ja SYBR Green-väriaine sitoutuu 

syntyneeseen kaksijuosteiseen tuotteeseen. (Kuvio 5.) Näin saadaan fluoresenssisig-

naali, joka mitataan kerran syklin aikana jokaisen pidennysvaiheen lopussa. (Sugden 

2005: 330–331.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kuvio 5. SYBR® Green I:n toimintaperiaate (Mukaillen Finnzymes 2009: 11). 

A. Denaturoitu DNA, aluke ja SYBR-Green-molekyylit ovat vapaana reaktioseoksessa. 

B. Aluke kiinnittyy juosteen 3´-päähän ja SYBR-Green-molekyylit sitoutuvat DNA:han. 
C. DNA-polymeraasi syntetisoi vastinjuostetta DNA-templaatin mukaan ja SYBR-Green-

molekyylit sitoutuvat tuotteeseen muodostaen fluoresenssisignaalin eksponentiaalisen kasvun. 
 

 

Kaikista reaaliaikaisen PCR:n sovelluksista SYBR® Green I on edullisin, ei vaadi kohdes-

pesifisiä koettimia ja voidaan käyttää mitä tahansa alukkeita. Tämä mahdollistaa tutki-

muksen käynnistämisen nopeasti. Menetelmän haittana on SYBR-värin epäspesifisyys, 

sillä se sitoutuu kohde-DNA:n lisäksi kaikkeen muuhunkin kaksijuosteiseen DNA:han, 

kuten alukkeisiin.  Jos spesifiset alukkeet suunnitellaan hyvin, tämän ei pitäisi olla on-

gelma. (Sugden 2005: 330–332.)  
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5.3.2 Reaaliaikaisen qPCR:n tulosten analysointi 

 

Kvantitatiivisten PCR-metodien tavoitteena on selvittää tutkittavien kohdemolekyylien 

alkuperäinen määrä PCR:llä monistettujen tuotteiden kokonaismäärän avulla (Sugden 

2005: 327). Tulosten analysoinnissa käytetään Ct-arvoa (threshold cycle), joka ilmoit-

taa syklien määrän, kun signaali ylittää kynnysarvon. Kynnysarvo määräytyy taustan 

aiheuttaman fluoresenssisignaalin perusteella. (Kuvio 6.) Suuri templaatin määrä aihe-

uttaa pienen Ct-arvon eli kynnysarvon ylittävä signaali saavutetaan nopeammin. Kvan-

tifikaatio suoritetaan eksponentiaalisessa vaiheessa, kun reaktio on vakaa ja tulokset 

ovat luotettavimpia. (Finnzymes 2009: 6–7.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

Kuvio 6. Esimerkkinä reaaliaikaisen qPCR:n kuvaaja useammasta näytteestä. 

 
 

Ideaalitilanteessa menetelmän reaktiotehokkuus on 100 %, jolloin tuotteen määrä li-

sääntyy eksponentiaalisesti kaksinkertaistuen jokaisessa syklissä. Käytännössä signaalin 

vahvistamisen tehokkuus voi olla huomattavasti vähemmän ja vaihdella merkittävästi. 

Reaktion tehokkuus riippuu monista eri tekijöistä kuten alukkeiden sekvensseistä, juos-

teiden pituudesta ja näytteen puhtaudesta. Nämä tekijät vaikuttavat alukkeiden kiinnit-

tymiseen, kohdejuosteiden denaturointiin ja DNA-polymeraasin toimintaan. (Sugden 

2005: 327.) 

 

Reaaliaikaisen PCR:n tuloksia voidaan määrittää (kvantifioida) joko absoluuttisesti tai 

suhteellisesti. Absoluuttinen kvantifikaatio käyttää hyväkseen vakioista saatua kalibraa-

tiokäyrää, joilla saadaan mitattua näytteen konsentraatio. Suhteellinen kvantifikaatio 
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määrittää suhteellisen muutoksen ekspression tasoissa verraten näytettä ja referenssiä. 

Suhteellinen määritys on yleisesti käytössä geeniekspressiotutkimuksissa. (Finnzymes 

2009: 42–43.) 

 

On tärkeää tehdä näytteistä rinnakkaismääritykset (ainakin kaksin- tai kolminkertaises-

ti), jotta voidaan luottaa menetelmän toimivuuteen, vaikka Ct-arvot olisivat korkeita. 

Jos rinnakkaisarvot eroavat yli 0,5 sykliä, näytteet pitäisi analysoida uudelleen. (Finn-

zymes 2009: 29.) 

 

Käytettäessä ei-spesifisesti DNA:han sitoutuvaa leimaa, kuten SYBR® Green I, moniste-

tun tuotteen spesifisyyttä tulee tarkastella sulamislämpötila-analyysin (melting curve) 

avulla. Spesifinen tuote saadaan erotettua ei-spesifisestä sulamislämpötilan vaihtelui-

den avulla. Analyysi paljastaa alukkeiden virheellisen sitoutumisen toisiinsa ja ei-

spesifisten PCR-tuotteiden läsnäolon. Alukkeiden virheellinen sitoutuminen voi vähen-

tää spesifisen kohteen monistumisen tehokkuutta. Vahvistamisen jälkeen laite tekee 

analyysin nostamalla lämpötilaa asteittain, jonka jälkeen se seuraa fluoresenssia läm-

pötilan funktiona. Väärin sitoutuneiden alukkeiden sulamislämpötila on normaalisti ma-

talampi kuin kohde-DNA:n. Tämä sulamislämpötilojen ero paljastaa ei-

tarkoituksenmukaisen sitoutumisen ja ei-spesifisten PCR- tuotteiden läsnäolon. (Finn-

zymes 2009:10–12; 40–41.) 

 

Reaaliaikaisen qPCR:n tulokset geeniekspressiota tutkittaessa on normalisoitava, jotta 

saadaan korjattua useita vaihteluja tutkimuksessa. Aiheuttajina voivat olla muun muas-

sa solujen ja nukleiinihappojen määrien sekä reaktion tehokkuuden muutokset, laite-

kohtaiset erot fluoresenssisignaalin havaitsemisessa sekä vaihtelut nukleiinihappojen 

yhtenäisyydessä ja näytteiden puhtaudessa. (Finnzymes 2009: 45.) Normalisoinnissa 

voidaan käyttää useita eri tapoja; esimerkiksi referenssigeeniä, joka on proteiinia ei-

koodaava geeni (Schmittgen 2006: 133). Referenssigeeniä käytetään näytteen esikäsit-

telyn ja käänteistranskriptio-PCR:n vaihtelujen normalisointiin. Referenssinä käytetyn 

geenin tulisi pysyä muuttumattomana ja vakaana. Tämän takia suositellaan käytettä-

väksi useita referenssigeenejä, ja niiden ekspression tasot on mitattava ja tarkistettava. 

(Finnzymes 2009: 46.) 
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Suhteellisten tulosten normalisoinnissa voidaan käyttää ΔΔCt-menetelmää, jossa näyt-

teen ja standardin Ct-arvoja verrataan referenssigeenin Ct-arvoon (ΔCt). Näin saadaan 

normalisoitua tulokset näytteen laadun ja määrän vaihteluiden vuoksi. Vertaamalla 

näitä normalisoituja arvoja saadaan laskettua ΔΔCt, jota voidaan log2-muotoon muu-

tettuna käyttää tulosten analysoinnissa. (Finnzymes 2009: 47–48.) 

 

5.3.3 Reaaliaikaisen RT-qPCR:n käytettävyys 

 

Reaaliaikaisella PCR:llä on monia etuja, muun muassa korkea herkkyys, suoritustaso ja 

tarkkuus. Kontaminaatioriski on pienempi, sillä valmiita tuotteita ei tarvitse käsitellä ja 

mitata monistuksen jälkeen. Lisäksi koko prosessi nopeutuu reaaliaikaisen PCR:n ansi-

osta. (Sugden 2005: 329; Suominen ym. 2010: 166–167.)  Reaaliaikaisen PCR:n sovel-

luksia käytetään paljon, mutta niissä tarvittavat laitteet ovat kalliimpia kuin perinteisen 

PCR:n laitteet (Suominen ym. 2010: 167).  

 

Reaaliaikaisen kvantitatiivisen PCR:n käyttö on lisääntynyt valtavasti viimeisten vuosien 

aikana. Sen on mahdollistanut suurentunut PCR-laitteiden, alukkeiden, koettimien ja 

reagenssipakkausten saatavuus, fluoresenssimenetelmien kehitys sekä kasvanut kiin-

nostus nopeisiin ja luotettaviin kvantitatiivisiin menetelmiin. Lisäksi on kehitetty useita 

keinoja menetelmän käyttämiseen eri tarkoituksissa muun muassa genotyypityksessä, 

patogeenien tunnistuksessa ja lisääntyvässä määrin syöpätutkimuksessa. (Sugden 

2005: 338–339.)  

 

Reaaliaikaisen qPCR:n kehittämisellä on ollut suuri vaikutus molekyyligenetiikan tutki-

mukseen (Farragher ym. 2008: 437.) Se on yleisesti käytössä mikrosirumenetelmän 

tulosten validoinnissa muun muassa herkkyytensä vuoksi (Finnzymes 2009: 21). 
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5.4 PCR-työskentely 

5.4.1 Olosuhteiden optimointi 

 

PCR:n onnistumiseksi on tärkeää suunnitella hyvin tulevat työskentelytavat. Menetelmä 

vaatii tiettyjä optimiolosuhteita: reaktiossa tarvittavien entsyymien, alukkeiden, deoksi-

nukleotidien ja magnesiumionien määrien on oltava oikeassa suhteessa sekä toisiinsa 

että templaattiin nähden. (Suominen ym. 2010: 156, 162.) Optimointi takaa paremman 

spesifisyyden, herkkyyden ja toistettavuuden. Valmistajan reagenssipakkauksessa rea-

genssit on optimoitu alustavasti ja tutkimus voidaan aloittaa heti. Optimaalisten tulos-

ten saamiseksi muun muassa alukkeiden ja koettimien konsentraatiot voivat vaatia 

muokkausta. (Finnzymes 2009: 40.)  

 

Eri entsyymien tehokkuuksissa on eroja ja niiden määrät riippuvat erilaisista templaa-

teista ja alukkeista. Alukkeiden tyyppi riippuu tehtävästä työstä; alukkeiden pituus, 

nukleotidikoostumus ja -pitoisuus vaikuttavat annealing-vaiheen lämpötilaan. Alukkei-

den kiinnittymiselle optimaalilämpötila on 55-72oC. Reaktiossa tulisi olla yhtä paljon 

jokaista nukleotidiä ja niitä tulisi olla mahdollisimman vähän. Näin PCR:n spesifisyys 

paranee, koska alukkeet eivät niin helposti kiinnity vääriin kohtiin eivätkä väärät nuk-

leotidit kiinnity DNA-nauhaan. Myös alukkeiden kiinnittymisreaktion lämpötilan opti-

mointi parantaa spesifisyyttä. (Suominen ym. 2010: 162–163.)  

 

Magnesiumionit vaikuttavat PCR-reaktiossa useaan vaiheeseen; muun muassa entsyy-

min aktiivisuuteen ja tarkkuuteen, denaturaatioon, alukkeiden kiinnittymiseen ja tuot-

teen spesifisyyteen. DNA-polymeraasi tarvitsee vapaita magnesiumioneja toimiakseen. 

(Suominen ym. 2010: 162.) 

 

Juosteiden epätäydellinen denaturoituminen on yksi todennäköinen syy PCR-

reaktioiden epäonnistumiseen. Ongelman voisi ratkaista denaturaatioaikaa pidentämäl-

lä, mutta se vähentäisi entsyymin aktiivisuutta. Yleinen denaturaatiolämpötila on 95oC 

ja aika 30 sekuntia. Ennen ensimmäistä sykliä tehtävä denaturaatio (esidenaturaatio) 

on hyvä olla pidempiaikaisempi. (Suominen ym. 2010: 163.) 

 

Pidennysvaiheen kesto riippuu templaattijuosteen pituudesta ja määrästä sekä käyte-

tystä entsyymistä ja lämpötilasta. Pidempää ekstensioaikaa käytetään yleensä viimei-
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sessä syklissä, jotta saadaan viimeisteltyä keskeneräiset tuotteet. Syklien määrään vai-

kuttaa vain templaatti-DNA:n määrä silloin, kun reaktio-olot ovat optimaaliset. Mitä 

pienempi templaatin määrä on, sitä enemmän syklejä tarvitaan.  Toisaalta kun syklejä 

on liian paljon, epäspesifistä tuotetta voi syntyä enemmän. Mikäli syklejä on liian vä-

hän, haluttua tuotetta ei saada tarpeeksi. (Suominen ym. 2010: 163–164.) 

 

5.4.2 Kontaminaatio 

 

Jo pienikin määrä vierasta DNA:ta, esimerkiksi pölypartikkeleista voidaan monistaa 

epätarkoituksenmukaisesti, jolloin tulosten tulkinnan virheet kasvavat (Theophilus 

2005: 63). Siksi on kiinnitettävä huomiota tila- ja logistisiin järjestelyihin sekä nouda-

tettava hyviä laboratoriotyöskentelytapoja. Usein PCR-menetelmiä tehdään vain siihen 

varatussa tilassa (puhdas tila), jolloin saadaan eliminoitua mahdolliset kontaminaatio-

riskit. (Suominen ym. 2010: 165.) 

 

PCR-työskentely suositellaan tehtäväksi laminaarivirtauskaapissa ja työskentelyalueen 

tulisi olla mahdollisimman puhdas. Pipetit ovat mahdollisesti yleisin kontaminaatioläh-

de, sillä DNA-molekyylit saattavat joutua sen sisäosiin. Siksi suositellaan käytettäväksi 

PCR-pipetinkärkiä, joiden suodatin estää molekyylien pääsyn pipetin sisäosiin ja välty-

tään kontaminoimasta seuraavia näytteitä. Lisäksi PCR-reaktioiden valmistuksessa tulisi 

käyttää vain siihen tarkoitettuja pipettisarjoja. (Suominen ym. 2010: 166.) 

 

PCR-reaktioiden valmistukseen on oma tila ja tuotteiden käsittelyyn omansa. Reaktion 

jälkeen putket siirretään avaamattomina tuotteiden käsittelytilaan, ja ne saa avata vas-

ta muutaman sekunnin sentrifugoinnin jälkeen. PCR-työskentelyssä käytetään omia 

reagensseja pieniin eriin jaettuina, jotta ylimäärä voidaan heittää pois. Kertakäyttöisten 

suojakäsineiden käyttö on tärkeää, ja niitä on vaihdettava mahdollisimman usein.  Jois-

sain tilanteissa tarvitaan tiukempia varotoimia, erityisesti silloin, kun lähtömateriaalia 

on niukasti tai on suuri mahdollisuus vääriin positiivisiin tuloksiin. (Suominen ym. 2010: 

165–166.) 
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6 Aikaisemmat tutkimukset 

 

Viime vuosien aikana kiinnostus miRNA:ta kohtaan on kasvanut laajasti. Aiheesta löytyy 

paljon tutkimustietoa eri näkökulmista katsottuna. Tästäkin huolimatta paljon on vielä 

tutkittavaa ja löydettävää. Tällä hetkellä voidaan vain arvailla, kuinka laajalti miRNA:t 

todellisuudessa vaikuttavat geenitasolla. Valitsimme tiivistelmien perusteella suuresta 

määrästä artikkeleita työtämme läheisesti koskettavat tutkimukset ja katsausartikkelit. 

 

Suomalainen tutkimusryhmä (Mosakhani, Neda – Sarhadi, Virinder K. – Borze, Ioana – 

Karjalainen-Lindberg, Marja-Liisa – Sundström, Jari – Ristamäki, Raija – Österlund, Pia 

– Knuutila, Sakari) on tutkinut miRNA:n profilointia paksusuolen syövässä. Vuonna 

2012 Genes, Chromosomes & Cancer -lehdessä julkaistu artikkeli ”MicroRNA Profiling 

Differentiates Colorectal Cancer According to KRAS Status” käsittelee miRNA:n eks-

pression vaihtelua paksusuolen syövässä KRAS-statuksen mukaan. He löysivät mik-

rosirumenetelmällä 49 miRNA:ta, jotka olivat epänormaalisti ekspressoituneita syöpä-

kudoksessa. Näistä valitut miRNA:t varmistettiin käyttämällä kvantitatiivista RT-PCR:ää.  

 

Oman työmme lähtökohtia vastaavan tutkimuksen tehneet Dacic, Kelly, Shuai ja Nikifo-

rova kuvaavat artikkelissaan ”miRNA expression profiling of lung adenocarcinomas: 

correlation with mutational status” miRNA:iden ekspression muutoksia adenokarsinoo-

missa. He tutkivat 319 miRNA:n ekspressiota mikrosirumenetelmällä ja muutamien 

yksittäisten miRNA:iden ekspressio validoitiin käyttämällä käänteistranskriptio-PCR:ää. 

He osoittivat tutkimuksessaan, että muutamien miRNA:iden ekspressio oli täysin ainut-

laatuista ja näiden miRNA:iden käyttöä diagnostiikassa ja syövän ennusteen arvioinnis-

sa tulisi tutkia lisää. 

 

Formaliinifiksoidun parafiinivalmisteen (FFPE) käyttöä vaihtoehtoisena näytemateriaali-

na miRNA:n geeniekspression tutkimisessa on käsitelty paljon.  Esimerkiksi Liu ja Xu 

havaitsivat vuonna 2011 Methods in Molecular Biology -lehdessä julkaistussa tutkimuk-

sessaan ”MicroRNA isolation from formalin-fixed, paraffin-embedded tissues”, että 

FFPE-näytteistä eristetyn miRNA:n ekspression profiili muistuttaa läheisesti tuorenäyt-

teestä saatua profiilia. Nämä osoittavat FFPE-näytteiden sopivuutta miRNA:n ekspres-

sion analysointiin.  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dacic%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kelly%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Shuai%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nikiforova%20MN%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nikiforova%20MN%22%5BAuthor%5D
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Useissa artikkeleissa on esitetty reaaliaikaisen RT-qPCR:n käyttöä miRNA:n ekspression 

profiloinnissa. On todettu, että reaaliaikainen RT-qPCR sopii tähän käyttöön hyvin. Esi-

merkiksi Schmittgen, Lee, Jiang, Sarkar, Yang, Elton ja Caifu toteavat 2008 julkaistussa 

Methods-lehden tutkimusartikkelissa ”Real-time PCR quantification of precursor and 

mature microRNA”, että PCR:ää voidaan käyttää mikrosirutekniikan validoinnissa tutkit-

taessa miRNA:n ekpsressiota. 

 

7 Opinnäytetyön tavoitteet ja tarkoitus 

 

Opinnäytetyömme on osana isompaa kokonaisuutta, jossa Helsingin yliopiston Haart-

man-instituutin sytomolekyyligenetiikan laboratorion tutkimusryhmä (CMG-

tutkimusryhmä) pyrkii selvittämään miRNA:n yhteyttä ei-pienisoluiseen keuhkosyöpään. 

Heidän projektinsa tavoitteena on muun muassa paikallistaa geeni- ja solutason bio-

markkereita, joiden avulla saataisiin kehitettyä yksilöllistä hoitoa ei-pienisoluiseen 

keuhkosyöpään.  Jo kehitetyt ns. täsmähoidot toimivat vain osalla potilaista ja näillekin 

resistenttiys ilmenee vuosien kuluessa. Projektin tutkimuskysymyksenä onkin selvittää 

hoitoresistenssin syy. 

 

Työmme tarkoituksena oli selvittää, miten reaaliaikaisen kvantitatiivisen käänteistran-

skriptio-PCR:n tulokset vastaavat mikrosirumenetelmällä saatuja tuloksia. Tavoitteena 

oli analysoida mikrosirumenetelmällä jo analysoituja näytteitä reaaliaikaisella RT-

qPCR:llä ja vertailla saatuja tuloksia. Työtä ohjaavana tutkimuskysymyksenä oli, kuinka 

reaaliaikaisen RT-qPCR:n tulokset vastaavat mikrosirumenetelmällä saatuja tuloksia 

miRNA:n ekspression osoittamisessa ei-pienisoluisista keuhkosyöpänäytteistä. 

 

Henkilökohtaisiin tavoitteisiimme sisältyivät reaaliaikaisen RT-qPCR-menetelmän hallit-

seminen teoriassa ja käytännön tasolla, kansainvälisen ammattisanaston laajentaminen 

ja kielitaidon parantaminen sekä tutkimusryhmän prosessin ja toiminnan ymmärtämi-

nen. 
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8  Toteutus 

 

Opinnäytetyö toteutettiin Helsingin yliopiston Haartman-instituutin sytomolekyyligene-

tiikan laboratoriossa alkuvuodesta 2012. Projektin alkuvaiheet olivat CMG-

tutkimusryhmän toteuttamia, vaikkakin olimme niissä mukana työharjoittelun aikana. 

Varsinaiseen opinnäytetyöhömme kuuluivat vaiheet miRNA:iden valinnan jälkeen. (Ku-

vio 7.) 

 

Kuvio 7. Yhteenveto toteutuksen etenemisestä: yllä tutkimusryhmän toteuttamat vaiheet ja alla 
meidän osuutemme projektista. 
 

8.1 Aineisto 

 

Aineistomme muodostui 20 potilasnäytteestä, jotka oli valittu patologian laboratoriotie-

tojärjestelmän tietokannasta (Qpati). Valitut näytteet olivat ei-pienisoluista keuh-

kosyöpätyyppiä, joista suurin osa oli diagnosoitu adenokarsinoomiksi. Näytteiden valin-

nassa käytettiin yhtenä perusteena tiettyä mutaatiota (EGFR), mutta meidän työssäm-

me sillä ei ollut merkitystä. Lisäksi käytimme kahta normaalia keuhkokudosnäytettä 

referenssinä (FirstChoice® Human Lung Total RNA: Ambion®).  

 

Käytetyt näytteet olivat formaliinifiksoituja parafiinivalmisteita, jotka oli leikattu ohuiksi 

mikroleikkeiksi. Parafiininäytteistä oli eristetty RNA:ta juuri tälle näytetyypille suunnitel-

lulla reagenssipakkauksella (RNeasy FFPE Kit, 2011). RNA:n laatu vaikuttaa tutkimuk-

sessa käytettäviin menetelmiin, ja siksi RNA:n pitoisuutta sekä laatua oli testattu erilai-

sin tavoin. Spektrofotometrilla mitattiin näytteiden RNA:n pitoisuus ja Agilent 2100 Bio-

analyzerilla tarkistettiin, onko näytteissä miRNA:ta ja kuinka yhtenäistä se on. Näytteet 

soveltuivat tutkimuksessa käytettäviin menetelmiin. Niissä oli tarpeeksi RNA:ta ja kaikki 

näytteet pitivät sisällään miRNA:ta, joskin se oli näytemateriaalin vuoksi melko pilkkou-

tunutta. 

Näytteiden 
valinta 

RNA:n eristys 
RNA:n laadun ja 
määrän mittaus 

Mikrosiru 
miRNA:iden 
valinta (5) 

RT-PCR 
Alukkeiden 

testaus 
Alukkeiden 
valinta (2) 

Reaaliaikainen 
qPCR 

Tulosten 
analysointi 
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8.2 Näytteiden analysointi 

 

miRNA:iden ekspressiota oli tutkittu mikrosirumenetelmällä (Agilent miRNA Microarray) 

ja tulokset analysoitu GeneSpring (11.5.1) -tietokoneohjelmalla. Mikrosirumenetelmän 

tulosten perusteella valikoitui viisi miRNA:ta (miR-3907, miR-494, miR-3607-5p, miR-

513c ja miR-892b), joiden ekspressioissa oli eroa esimerkiksi normaali- ja keuh-

kosyöpäkudoksen välillä. Tarkoituksena oli mitata kaikista näytteistä jokaisen miRNA:n 

ekspressio spesifisiä alukkeita käyttäen. Alukkeiden testauksessa huomasimme kuiten-

kin, että vain yksi toimi todella hyvin ja yksi jonkin verran. Muiden alukkeiden käyt-

töönotto olisi vaatinut suunnittelua ja optimointia, eikä tämä ollut mahdollista näin ly-

hyessä ajassa. Siksi valitsimme nämä kaksi toimivinta aluketta, jolloin näytemääräksi 

tuli 126 (21x2x3). Määrä sisälsi rinnakkaismääritykset 20 potilasnäytteestä ja yhdestä 

referenssistä sekä kaksi spesifistä aluketta ja yhden kalibraattori-alukkeen.  

 

Valittujen miRNA:iden ekspressio tarkistettiin reaaliaikaisella kvantitatiivisella käänteis-

transkriptio-PCR:llä. Käytimme näytteiden analysoinnissa miScript PCR System -

reagenssipakkausta, joka on suunniteltu havaitsemaan spesifisesti miRNA:ta. miScript 

PCR System on kolmivaiheinen: RNA:n muuttaminen cDNA:ksi käänteistranskriptio-

PCR:llä, alukkeiden valmistus sekä miRNA:n mittaus reaaliaikaisella qPCR:llä. Työ suori-

tettiin Qiagen® miScript PCR System (9/2011) -ohjekirjan mukaan. Näytteet analysoitiin 

LightCyclerilla (Roche®). Tarkempi selvitys näytteiden analysoinnista on liitteessä 1.   

 

8.2.1 Käänteistranskriptio-PCR 

 

Laimensimme 19 näytettä käänteistranskriptiota varten. Tarkoituksena oli saada RNA:n 

konsentraatioksi 200 ng/µl:ssa. Kolmen näytteen konsentraatio oli pienempi kuin 200 

ng/µl:ssa, milloin laimennosta ei tehty. Tämä otettiin huomioon reaktioseoksen veden 

määrässä. Valmistimme kaikille näytteille yhteisen reaktioseoksen, johon kuului tran-

skriptaasientsyymiseos, vesi ja puskuri. Transkriptaasientsyymi käänsi RNA:n cDNA:ksi 

ja puskuri sisälsi reaktiossa tarvittavat nukleotidit, alukkeet ja magnesiumionit. Reak-

tioseos jaettiin omiin putkiinsa, joihin lisättiin RNA. Varsinainen reaktio tapahtui en-

simmäisen inkuboinnin aikana (37oC/60min), jonka jälkeen reaktioseos inaktivoitiin 

inkuboimalla sitä 5 minuuttia 95oC:ssa. Näytteet laitettiin pakastimeen (-20oC) odotta-

maan seuraavaa vaihetta.  
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8.2.2  Alukkeiden testaus 

 

Spesifiset alukkeet käytettäviä miRNA:ita varten tilattiin Qiagenilta. Alukkeet tulivat 

valmistajalta kuivamateriaalina, joka liuotettiin TE-puskuriin ja liuos jaettiin pienempiin 

käyttöeriin jatkuvan uudelleen sulatuksen välttämiseksi. Jokaisen alukkeen toiminta 

testattiin kahdella potilasnäytteellä ja yhdellä referenssinäytteellä. Lisäksi testattiin ka-

libraattorin toimivuus; kalibraattorina toimi U6-aluke, jonka avulla normalisointi tehtiin. 

Testauksen perusteella valitsimme kaksi parasta aluketta käytettäväksi varsinaiseen 

työhön.  

 

8.2.3 Reaaliaikainen qPCR 

 

Käänteistranskriptiossa saatiin cDNA:n konsentraatioksi 10ng/µl:ssa, joka laimennettiin 

vedellä (RNase-free) 5ng/µl:ksi. Valmistimme kaikille alukkeille omat reaktioseokset, 

joihin sisältyi SYBR Green® PCR -reaktioseos, yleisaluke, spesifinen aluke ja vesi. SYBR 

Green -väriaine sitoutuu kaksijuosteiseen cDNA:han, miRNA:lle spesifinen aluke kiinnit-

tyy templaatti cDNA:han ja yleisaluke muodostuneen vastinjuosteen toiseen päähän 

(reverse primer).  Reaktioseos ja näyte pipetoitiin kuoppalevylle pipetillä sekoittaen 

(Liite 2; taulukko 1). Sentrifugoimalla poistettiin ilmakuplat ja seos saatiin kuoppalevyn 

pohjalle. Käytimme eri laitetta kuin ohjekirja ehdottaa ja seuraavat vaiheet suoritimme 

CMG-tutkimusryhmän ohjeen mukaan. Seos siirrettiin kapillaareihin, jotka laitettiin 

LightCycler -analysaattorin adapteriin. Laite mittasi näytteiden fluoresenssin kapillaari-

en läpi.   

 

Spesifisten alukkeiden lisäksi menetelmässä käytettiin kalibraattoria (U6-aluke), jota 

tarvittiin tulosten normalisointiin. Kalibraattorin avulla saimme laskettua näytteille ver-

tailuarvot. Sekä kalibraattori että spesifiset alukkeet analysoitiin kerran jokaisen näyt-

teen kanssa. Lisäksi jokaisessa sarjassa oli mukana vesikontrolli (NTC) ja referenssinäy-

te. Vesikontrollilla kontrolloitiin muun muassa mahdolliset kontaminaatiot, ja referens-

sinäyte toimi vakiona normalisoinnissa. Potilas- ja referenssinäytteet analysoitiin rin-

nakkaismäärityksenä toistettavuuden arvioimiseksi.  
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8.2.4 Analysointisarjat      

 

Analysoimme aluksi kaksi näytettä kaikilla kolmella alukkeella tutustuaksemme mene-

telmään. Suurensimme analysoitavien näytteiden määrä tulevissa sarjoissa; jäljelle 

jääneet näytteet analysoitiin aina yhtä aluketta käyttäen useassa osassa. Siten varsi-

naiset analysointisarjat toteutuivat liitteen 2 taulukon 2 mukaan. Jokainen näyte analy-

soitiin yhdellä alukkeella kerran, joten lopulta analysointisarjoja oli yhteensä seitsemän. 

Näiden lisäksi kontrolloimme muutaman näytteen poikkeavien tulosten takia. Mukana 

jokaisessa sarjassa oli ainakin yksi vesikontrolli (NTC) ja standardinäyte. 

 

9  Tulokset 

 

Selvitimme kahden miRNA:n ekspressiota reaaliaikaisella kvantitatiivisella käänteistran-

skriptio-PCR:llä ja vertasimme tuloksia mikrosirumenetelmällä saatuihin tuloksiin. Ana-

lysoimme 20 näytettä molemmilla alukkeilla. Sulamislämpötila-analyysin perusteella 

miR-3907-aluke toimi hyvin eikä epäspesifistä sitoutumista ollut havaittavissa. Siten 

pystyimme käyttämään kaikkia näytteitä tulosten analysoinnissa. miR-494:n sulamis-

lämpötila-analyysi antoi viitteitä epäspesifisestä sitoutumisesta, joten valitsimme tulos-

ten analysointiin vain onnistuneimmat näytteet (7 kpl). Kuvion 8 ensimmäisessä kuvas-

sa on miR-3907:n sulamislämpötila-analyysin käyrä, jossa on havaittavissa vain yksi 

huippu tietyssä lämpötilassa. Jälkimmäinen kuva kertoo miR-494:n huonosta toimivuu-

desta, ja käyrässä onkin havaittavissa useita huippuja lämpötilojen vaihdellessa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

Kuvio 8. Sulamislämpötila-analyysit molemmilla alukkeilla. 
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Reaaliaikaisesta RT-qPCR:stä saatujen Ct-arvojen keskiarvoja käyttäen teimme näytteil-

le menetelmien vertailun helpottamiseksi normalisaation seuraavan kaavan mukaisesti 

(Finnzymes 2009: 47–48). Kaavassa käytetään yhdellä alukkeella saatuja Ct-arvoja. 

Kaavaan sijoitettavat luvut kaikista näytteistä ja esimerkkilasku on esitetty liitteessä 4. 

 

ΔCt näyte) = Ct(näyte[miR-1]) – Ct(näyte[U6]) 

ΔCt(kalibraattori) = Ct(referenssi[miR-1]) – Ct(referenssi[U6]) 

 

ΔΔCt = ΔCt näyte) – ΔCt kalibraattori) 

 

ΔΔCt  log2 

 

 

Tulokset olivat suhdeasteikollisia muuttujia, joita pystytään analysoimaan useilla kvanti-

tatiivisilla (määrällisillä) analyysimenetelmillä (Kankkunen – Vehviläinen-Julkunen 

2009:101). Laskimme Ct-arvoista keskiarvot ja log2-arvoista Pearsonin korrelaatioker-

toimen sekä tilastollisen merkitsevyyden tason (p-arvo). Korrelaation katsotaan olevan 

kohtalainen, kun 0,3 ≤ r < 0,8 ja toisaalta p-arvon tulisi olla ≤ 0,05, jotta tutkimus olisi 

tilastollisesti merkitsevä (Kankkunen – Vehviläinen-Julkunen 2009: 106, 108).  

 

miR-3907-alukkeella analysoitujen näytteiden korrelaatiokerroin oli -0,255 ja p-arvo 

0,278; miR-494-aluketta käytettäessä korrelaatiokerroin oli -0,421 ja p-arvo 0,347. 

Näiden testien perusteella huomasimme, että korrelaatiota mikrosirumenetelmän ja 

reaaliaikaisen RT-qPCR:n tulosten välillä ei ollut ja tilastollinen merkitsevyys puuttui.  

 

Normalisoinnin tuloksena saadut log2-arvot ovat mikrosirumenetelmän tuloksiin verrat-

tuna lähinnä suuntaa antavia, eivätkä tilastollisten testien tulokset olleet toivottuja. 

Siten yksinkertaistimme absoluuttiset arvot kvalitatiivisella osoituksella (positiivinen-

negatiivinen). Normalisoinnin tuloksena saadut log2-arvot muutettiin vastaamaan eks-

pression tasoa; nollaa suuremmat arvot viittaavat ekspressioon (positiivinen) ja toisaal-

ta alle nollan jäävät arvot voidaan tulkita ei-ekspressoituneiksi (negatiivinen).  

 

miR-3907 oli ekspressoitunut mikrosirumenetelmällä 19 näytteessä ja reaaliaikaisella 

RT-qPCR:llä ekpressoituneita oli 18; ei-ekspressoituneita mikrosirumenetelmällä oli yksi 

ja RT-qPCR:llä kaksi (Liite 2; taulukko 3). Siten reaaliaikaisella RT-qPCR:llä analysoi-

A 

B 

C 
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duista 20 näytteestä 17 vastasi mikrosirumenetelmän tuloksia. Menetelmien tulokset 

vastasivat toisiaan 85 %:sti (17÷20) miR-3907 ekspression osalta. (Taulukko 1.) 

 

Taulukko 1. miRNA-3907:n ekspression vertailun tulokset mikrosirumenetelmällä ja RT-qPCR:llä. 

 

 miR-3907:n ekspressio 

Näytenro Mikrosiru-menetelmä Reaaliaikainen RT-
qPCR 

1 positiivinen positiivinen  

2 positiivinen positiivinen 

3 positiivinen positiivinen 

4 positiivinen positiivinen 

5 positiivinen negatiivinen 

6 positiivinen positiivinen 

7 positiivinen positiivinen 

8 positiivinen negatiivinen 

9 positiivinen positiivinen 

10 negatiivinen positiivinen 

11 positiivinen positiivinen 

12 positiivinen positiivinen 

13 positiivinen positiivinen 

14 positiivinen positiivinen 

15 positiivinen positiivinen 

16 positiivinen positiivinen 

17 positiivinen positiivinen 

18 positiivinen positiivinen 

19 positiivinen positiivinen 

20 positiivinen positiivinen 

 

Reaaliaikaisen RT-qPCR:n ja mikrosirumenetelmän kvantitatiiviset ja kvalitatiiviset tu-

lokset ovat liitteessä 5. 

 

Jo pelkän sulamislämpötila-analyysin perusteella oletamme, että miR-494-aluke ei ollut 

luotettava alun perinkään. Käsitys vahvistui analysoidessamme seitsemän näytteen 

tuloksia, jotka osoittautuivat päinvastaisiksi mikrosirumenetelmään nähden. Näin ollen 

miR-494:n käyttö luotettavasti edellyttää lisäoptimointia, jotta sitä voidaan käyttää ver-

tailuun. Meidän osaltamme aika ei riittänyt tähän, joten jatkotutkimukset jäävät tutkija-

ryhmän tehtäviksi. 
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10 Työprosessin ja tulosten luotettavuuden arviointi 

 

Tarkastelemme työprosessin luotettavuutta hyvän laboratoriotyöskentelyn kautta. Kon-

taminaatio-ongelmia ei ollut, sillä puhdistimme käytettävät välineet ja tilat ennen työn 

aloittamista. Lisäksi vältimme reagenssien ja näytteiden kontaminaation käyttämällä 

suojakäsineitä sekä sulkemalla näyteputket ja reagenssit pipetointien välillä. Kiinnitim-

me huomiota hyvään pipetointitekniikkaan, noudatimme ohjekirjaa tarkasti ja merkit-

simme näytteet selkeästi niiden tunnistamista varten. Käytimme laadunvarmistukseen 

sisäisiä standardeja ja kalibraattoria sekä huolehdimme, että laitteiden ja pipettien ka-

libroinnit ja huollot olivat voimassa. Työskentely tapahtui pääosin jäillä ja pidempiaikai-

sesti alukkeet, näytteet ja reagenssit säilytettiin pakastimessa (-20oC). 

 

Opinnäytetyömme oli yhdistettynä työharjoitteluun, jossa harjaannuimme tekemään 

useita pipetointisarjoja kerralla. Ennen varsinaisia analyysejä tutustuimme PCR-

menetelmään harjoittelemalla sen tekemistä muutamia kertoja. Pyrimme vaikuttamaan 

siihen, ettei kädenjälki näkyisi tuloksissa. Siten sama henkilö pipetoi aina yhden pipe-

tointisarjan.  

 

Laskimme Ct-arvojen rinnakkaismäärityksistä korrelaatiokertoimen sekä p-arvon tois-

tettavuuden arvioimiseksi. Käytettäessä miR-3907-aluketta rinnakkaismääritysten kor-

relaatiokerroin oli 0,978 ja p-arvo 0,000; miR-494-alukkeella korrelaatiokerroin oli 

0,995 ja p-arvo 0,000. Erinomaiset rinnakkaistulokset kuvaavat pipetointitekniikan on-

nistumista ja menetelmän toistettavuutta. (Liite 3; taulukko 4.) 

 

Reaaliaikaisen RT-qPCR:n onnistumista voidaan arvioida miR-3907:n sulamislämpötila-

analyysin avulla. Yhtenevien sulamislämpötilojen (yksihuippuisuus) perusteella voimme 

olettaa, että jokaisessa näytteessä on monistettu vain yhtä spesifistä cDNA:ta. Lisäksi 

jokaisessa analysointisarjassa on havaittavissa monistumista, mikä kertoo menetelmän 

ja reagenssien toimivuudesta. Vesikontrollien onnistuminen taas kuvaa reagenssien 

puhtautta. (Liite 3; taulukko 5.) 

 

Selitys ei-toivotuille kvantitatiivisille tuloksille on oletettavasti se, että menetelmien vä-

lillä on eroa muun muassa sensitiivisyydessä ja spesifisyydessä sekä tulosten vertailu 

yksittäisiä, absoluuttisia arvoja käyttäen on vaikeaa kahden menetelmän normalisoinnin 
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erojen takia. Lisäksi tulosten luotettavuutta saattoi heikentää käytetty näytemateriaali 

(FFPE), joka tiettävästi aiheuttaa RNA:n pilkkoutumista ja heikentää sen laatua. Myös 

näytteiden ja reagenssien uudelleen pakastus ja sulatus saattoi vaikuttaa näytteiden 

laatuun ja siten saatuihin tuloksiin. Nämä tekijät saattavat osittain selittää myös poik-

keaman kolmen näytteen osalta kvalitatiivisissa tuloksissa.  

 

Vaihdoimme tutkimustulokset miRNA:n ekspression mukaan positiivisiksi ja negatiivisik-

si, jolloin mitta-asteikko vaihtui luokittelu- eli nominaaliasteikoksi. Siten myös tutkimuk-

semme muuttui kvalitatiiviseksi eli laadulliseksi. (Nummenmaa 2006: 38.) Tulosten 

muuttaminen kvantitatiivisesta kvalitatiiviseksi ei kuitenkaan poista normalisoinnin 

erosta johtuvia ongelmia, eikä siten lisää tutkimuksen luotettavuutta. Luokitteluas-

teikollisista muuttujista voidaan laskea vain harvoja tilastollisia tunnuslukuja. Vaikka 

muuttujille voidaan antaa numeeriset arvot (esim. positiivinen=2, negatiivinen=1), 

luokitteluasteikollista muuttujaa ei pidä käsitellä numeerisena muuttujana. (Nummen-

maa 2006: 38.) Siten päädyimme ilmaisemaan tutkimustulokset vain ilmoittamalla, 

kuinka suuri määrä PCR:llä ja mikrosirumenetelmällä analysoiduista näytteistä oli eks-

pressoituneita (positiivisia) ja ei-ekspressoituneita (negatiivisia).  

 

Laadullisen tutkimuksen luotettavuutta tarkastellaan eri tavoin kuin määrällisen tutki-

muksen. Koska työmme tulokset ovat kvalitatiivisia, tarkkailimme sen luotettavuutta 

uskottavuuden ja siirrettävyyden kautta. Uskottavuudella tarkoitetaan tulosten kuvaa-

mista selkeästi ja siirrettävyydellä tutkimuksen toistettavuutta. (Kankkunen – Vehviläi-

nen-Julkunen 2009: 160.) Siten olemme pyrkineet kertomaan, miten analyysi on tehty 

ja mitkä ovat tutkimuksen vahvuudet ja rajoitukset sekä kuvanneet yksityiskohtaisesti 

koko tutkimusprosessin etenemisen.  

 

Tutkimusprojektilla oli valmiina kaikki yleisen ohjeistuksen mukaiset luvat: eettisen 

toimikunnan lupa, tutkimuslupa ja kudosnäytteiden käyttölupa Valviralta. Otimme 

huomioon eettiset näkökohdat työn kaikissa vaiheissa. Lähtökohtana oli erityisesti poti-

laiden tunnistustietojen korvaaminen tietyillä koodinumeroilla. Vain asianomaisilla oli 

tiedot koodien takana olevista nimistä ja henkilötunnuksista. Noudatimme hyviä tutki-

muskäytäntöjä, joihin kuului muun muassa vaitiolovelvollisuus. 
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11 Pohdinta 

 

Hoitoresistenssi on yleinen ongelma syöpätautien hoidossa ja siten uusia hoitomuotoja 

pyritään kehittämään jatkuvasti. Huolimatta diagnoosin ja hoidon laajasta kehityksestä 

keuhkosyövän ennuste on edelleen huono. Biomarkkerien käyttö syövän ennaltaeh-

käisyssä, diagnosoinnissa ja ennusteen arvioinnissa on mielenkiintoinen lähestymistapa 

molekyyligenetiikan tutkimuksiin.  

 

Ensimmäisen miRNA:n löytämisestä 1990-luvulta on tultu pisteeseen, jossa miRNA:iden 

merkitys karsinogeneesiin on tunnustettu, ja on myös kehitetty käyttötarkoituksia sen 

hyödyntämiseen lääketieteessä. Tutkimusten taustalla on miRNA:iden ekspression erot 

kasvain- ja normaalikudoksen välillä. miRNA:iden käyttäminen biomarkkereina on luo-

nut uusia odotuksia keuhkosyövän hoidon parantamiseen ja ennusteeseen. 

 

Opinnäytetyömme tarkoituksena oli selvittää, miten reaaliaikaisen kvantitatiivisen kään-

teistranskriptio-PCR:n tulokset vastaavat mikrosirumenetelmällä saatuja tuloksia. Ta-

voitteena oli analysoida mikrosirumenetelmällä jo analysoituja näytteitä reaaliaikaisella 

RT-qPCR:llä ja vertailla saatuja tuloksia. 

 

Kvantitatiiviset tulokset eivät vastanneet useita aikaisempia tutkimustuloksia, joiden 

mukaan reaaliaikainen RT-qPCR toimii mikrosirumenetelmän validointimenetelmänä 

usein hyvin. Erot meidän tulosten ja aikaisempien tutkimusten välillä saattavat selittyä 

sillä, että niissä on verrattu yhden miRNA:n ekspressiotason eroja kahden ryhmän välil-

lä (esimerkiksi normaali-/kasvainkudos). Työssämme vertailimme vain yksittäisten 

näytteiden ekspressioita näiden menetelmien kesken. 

 

Laadullista asteikkoa käytettäessä miR-3907:n ekspressio vastasi mikrosirumenetelmäl-

lä saatuja tuloksia hyvin. Siten reaaliaikainen RT-qPCR näyttäisi toimivan mikrosirutek-

niikan vertailumenetelmänä miR-3907-aluketta käytettäessä ja yhteneväisyys mene-

telmien välillä oli suuri. Toisaalta miR-494-aluke edellyttää lisäoptimointia, eivätkä saa-

dut tulokset ole vertailukelpoisia. Reaaliaikaisen RT-qPCR:n tulokset vastasivat mik-

rosirumenetelmällä saatuja tuloksia miRNA:n ekspression osoittamisessa ei-

pienisoluisista keuhkosyöpänäytteistä. Reaaliaikainen RT-qPCR toimi näiden tulosten 

osalta mikrosirumenetelmän vertailumenetelmänä miR-3907-aluketta käytettäessä. 
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Henkilökohtaiset tavoitteemme toteutuivat hyvin. Hallitsemme reaaliaikaisen RT-qPCR-

menetelmän sekä teoriassa että käytännön tasolla. Useiden analysointisarjojen tekemi-

nen vahvisti kokonaiskuvan hahmottamista ja työskentelytaitomme vahvistuivat mole-

kyyligenetiikan laboratoriossa. Erityisesti pipetointien osalta huomasimme kehitystä 

tarkkuuden ja nopeuden lisääntyessä. Lisäksi pystyimme toimimaan hyvin itsenäisesti 

pyrkien ratkaisemaan ongelmat ensin itse.  

 

Englanninkielen sanaston laajentamisessa ja kielitaidon parantamisessa auttoi sekä 

opinnäytetyön kirjoittaminen pääosin englanninkielisistä lähteistä että työskentely kan-

sainvälisessä tutkimusryhmässä. Jokapäiväinen työskentely tutkimusryhmässä auttoi 

ymmärtämään toiminnan viitekehyksen ja prosessin luonteen.  Parina olemme tehneet 

töitä jo useamman vuoden ja työnteko tuntui luontevalta ja sujuvalta. Tiesimme etukä-

teen toistemme vahvuudet ja käytimme niitä hyväksi työtä tehdessämme.  

 

Opinnäytetyömme oli osana isompaa projektia, jossa pyritään selvittämään miRNA:n 

yhteyttä ei-pienisoluiseen keuhkosyöpään. Alun perin oli tarkoituksena, että tekisimme 

yhden osan projektin kokonaisuudesta. Työmme tuloksia ei kuitenkaan voi sellaisenaan 

hyödyntää, vaan tutkimuksia on jatkettava tutkimusasetelmaa muuttaen. Meidän osuu-

temme jälkeen projekti tulee todennäköisesti jatkumaan tutkimuksilla, joilla pyritään 

löytämään ne biomarkkerit, joihin hoito voidaan kohdistaa. On vielä epäselvää, inhi-

boidaanko esimerkiksi miRNA:ta vai sen kohdegeeniä. Teoreettisena mahdollisuutena 

on etsiä tietokannoista miRNA:n säätelykohde ja valita molekulaarinen kohta, johon 

hoidolla vaikutetaan.  

 

Tiesimme, että tutkimusprojektissa on riskinä tietyt epävarmuustekijät, sillä uuden asi-

an tutkimisesta voi nousta monenlaisia kysymyksiä ja ongelmia. Tämäkään työ ei suju-

nut ongelmitta ja kohtasimme asioita, joihin emme olleet varautuneet. Jo opinnäyte-

työn suunnitelmavaiheessa olisimme voineet pohtia tutkimusasetelmaa tarkemmin ja 

arvioida, kuinka tuloksia voidaan käyttää näiden kahden menetelmän vertailussa.  

 

Haastavan aiheen vuoksi syvennyimme molekyyligenetiikkaan ja erityisesti miRNA:han 

perusteellisesti.  Aiheen mielenkiintoisuudesta johtuen kävimme teoriaa läpi hyvinkin 

syvällisesti, mutta pyrimme kirjoittamaan työhön oleellisia ja tärkeäksi kokemiamme 
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asioita työn ymmärtämisen kannalta.  Opimme käyttämään lähdetietoja kriittisesti ja 

yhdistämään useista lähteistä saatuja tietoja yhdeksi kokonaisuudeksi. Opinnäytetyö-

hön kulminoitui kaikki opiskelujen aikana opittu ja sovelsimme tietoa tämän työn kir-

joittamiseen. 
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Laboratoriopäiväkirja 

 

Jaoimme laboratoriopäiväkirjan kahteen osaan: käänteistranskriptio-PCR:ään ja reaali-

aikaiseen kvantitatiiviseen PCR:ään. Lisäksi esitämme lopuksi analysointisarjat ja pipe-

tointikaavion. Käytimme näytteiden analysoinnissa miScript PCR System -

reagenssipakkausta, joka sisälsi seuraavat osiot:  

 

 miScript Reverse Transcription Kit: Transkriptaasientsyymiseos, puskurit ja 

RNaasivapaa-vesi. Puskuri sisälsi magnesiumionit, nukleotidit ja alukkeet. 

 miScript SYBR Green PCR Kit: Alukkeet, RNaasivapaa-vesi ja SYBR Green PCR – 

reaktioseos. Reaktioseos sisälsi DNA-polymeraasin, puskurin, nukleotidit, väriai-

neen, referenssileiman ja magnesiumkloridia. 

 miScript Primer Assay: alukkeet 

 

Käänteistranskriptio-PCR 

FFPE-näytteistä eristetyn RNA:n muutimme cDNA:ksi käyttäen miScript Reverse Trans-

cription -reagenssipakkausta (LOT: 139312405, exp.date: 12/2012).  

 

Valmistelut 

1. Teimme tarvittavat laimennokset, jotta RNA:ta saatiin näytteisiin 200ng/µl.  
2. Suoritimme työn reagenssipakkauksen ohjeen mukaan. 

 

Tarvittavat reaktiokomponentit:  

Komponentti määrä/1 reaktio (µl) 

Puskuri 4 

RNaasi vapaa vesi 14 

RT Mix 1 

Templaatti RNA (200ng/ml) 1 

Yhteensä 20 

 

Huomioita:  

 pipetointivara oli 10 % reagenssin volyymistä 
 teimme pipetoinnit jäillä sekä säilytimme näytteet ja reagenssit -20oC:ssa 
 veden määrä vaihteli templaatti-RNA:n mukaan näytteissä, joiden konsentraatio 

oli alle 200ng/µl. 
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Reaaliaikainen kvantitatiivinen PCR 

Käytimme työssä miScript SYBR® Green PCR reagenssipakkausta (Lot 139295627, exp. 

date 07/2012) ja suoritimme työn miScript PCR System- ohjeen mukaan (Qiagen 2009: 

Real-Time PCR for Detection of miRNA or Noncoding RNA).  

 

 Kuoppalevyt: Biorad PCR PlatesTM 96-well Clear 

 Kapillaarit: Light Cycler® Capillaries (20µl), Lot 354587-00, exp.date 05/2013   

 

Valmistelut 

1. Sulatimme reagenssit, alukkeet ja näytteet.  

2. Valmistimme jokaiselle alukkeelle oma reaktioseoksensa, templaatti cDNA:n li-

säsimme myöhemmässä vaiheessa. 

 

 
*pipetointivara on 10 %, eli pipetoitava määrä kerrotaan 1,1. 

 

3. Pipetoimme reaktioseosta 19 µl ja cDNA:ta 1 µl kuoppalevyn pohjalle. Viimei-

seen sarakkeeseen tuli reaktioseos ja vesi (NTC). Standardeille ja näytteille teh-

tiin rinnakkaismääritykset. 

 

 

 Standardi Näyte NTC 

Mastermix1 S1 S2 N1 N2 X 

Mastermix2 S1 S2 N1 N2 X 

Mastermix3 S1 S2 N1 N2 X 

 

 

4. Kuoppalevy sentrifugoitiin (1000g; n. 30s). 

 

Ainesosa Määrä/ 1 reaktio* 

2x QuantiTect SYBR® Green PCR Master Mix 10 µl  

10x miScript Universal Primer 2 µl 

10x miScript Primer Assay 2 µl 

RNase-free water 5 µl 

Templaatti cDNA 1 µl 

Yhteensä 20 µl 
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Työn loppuvaiheet teimme CMG-laboratorion ohjeiden mukaan, sillä he käyttävät eri 

laitetta kuin Qiagenin ohjeessa. 

 

5. Siirsimme LightCycler-kapillaarit adaptereihin (Light Cycler Centrifuge Adapters) 

ja pipetoimme reaktioseokset kuoppalevyltä kapillaareihin (20 µl). Korkitimme 

kapillaarit ja ”spinnasimme” ne adapterien kanssa. 

 

6. Teimme analysoinnin PCR-laitteella (Light Cycler, Roche®). 
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Taulukot 

 

 
 

Taulukko 1. Pipetointikaavio. 
 

 
 

 

 
 

 
 

 

 
 

 
Taulukko 2. Analysointiaikataulu ja pipetointisarjat. 

 

Päivä Aluke Näytteet (kpl)* 

8.2.2012 miR-494 

miR-3907 

U6 

sarja1 (2)** 

9.2.2012 U6 sarja2 (9) 

13.2.2012 U6 

miR-494 

sarja3 (9) 

sarja3 (9) 

14.2.2012 miR-494 

miR-3907 

sarja2 (9) 

sarja2 (9) 

15.2.2012 miR-3907 sarja3 (9) 

 

*Näytteiden lisäksi jokaisessa sarjassa ajettiin standardinäyte. 
**Näytteet jaettiin kolmeen eri sarjaan analysoinnin helpottamiseksi. 

 

 

 

 

referenssi näyte1  näyte2 näyte3 näyte4 näyte5 

1  2 1  2 1 2 1 2 1 2 1 2 

näyte6 näyte7 näyte8 näyte9 NTC  

1  2 1  2 1 2 1 2 1 X X X 

miR-3907  Mikrosiru RT-qPCR 

positiivinen 19 18 

negatiivinen 1 2 

yhteensä 20 20 

Taulukko 3. miRNA-3907:n ekspression vertailun tulokset mikrosirumenetelmällä ja 

RT-qPCR:llä. 
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Reaaliaikaisen RT-qPCR:n kuvaajia 

 

 

Taulukko 4. Esimerkki kolmen näytteen rinnakkaismäärityksistä. 

Taulukko 5. Esimerkki yhden näytteen rinnakkaistuloksista, jossa mukana vesikontrolli 

(keltainen). 
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Reaaliaikaisen RT-qPCR:n tulokset 
  

miR-3907 

miR-494 
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Esimerkkinä näyte 1, miR-3907 

 

ΔCt näyte1) = 29,155 (näyte1[miR-3907]) – 33,38 (Näyte1[U6])= -4,225 

ΔCt(kalibraattori)= 

29,385(referenssi1[miR-3907]) – 30,975(referenssi1[U6])= -1,59 

 

ΔΔCt = -4,225(näyte1) – (-1,59)(kalibraattori1)= -2,635 

 

ΔΔCt  log2  2,635 

 

 

A 

B 

C 

U6 
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Reaaliaikaisen RT-qPCR:n ja mikrosirumenetelmän kvantitatiiviset ja 
kvalitatiiviset tulokset 
 

miR-3907 miR-3907 

miR-3907 


