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Yhtd emasta koskevan IL28B-geenin polymorfismin on todettu vaikuttavan hepatiitti C -
potilaan hoitovasteeseen. CC-genotyyppi voidaan yhdistdd parempaan hoitovasteeseen
kuin CT- tai TT-genotyypit. Potilaan genotyypin tutkiminen tukee hoidon suunnittelua. Ta-
man tutkimuksen tarkoituksena oli tutkia suomalaisten potilaiden genotyyppeja IL28B
rs12979860 -geenipolymorfismin suhteen.

Tutkimus suoritettiin - kayttamalla LightCycler-kemiaan pohjautuvaa reaaliaika-PCR-
menetelm&&. Monistustuote osoitettiin kaupallisen pakkauksen spesifisilla koettimilla sula-
miskayrdanalyysissa. Potilasnaytteita tutkittiin 80.

Potilaista suurin osa, 51,25 %, oli genotyyppia CC. Genotyyppia CT oli 41,25 %, ja geno-
tyyppia TT oli 7,5 %. Tulokset vastaavat osaltaan aiemmin tehtyja analyyseja.

| Tulokset osoittavat, ettd suomalaisista potilaista suurella osalla on 1L28B-geenin alleell,
jonka kantajilla on todettu hyva hoitovaste hepatiitti C:n la&kityksessa. Kaytetyt menetel-
mat osoittautuivat toimiviksi genotyyppaustutkimusta varten.

Avainsanat HCV, genotyyppi, eristys, reaaliaikainen PCR
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A single nucleotide polymorphism of the IL28B gene has been proven to associate with
response to the treatment of patients with hepatitis C. The response is better in patients
with genotype CC compared with CT or TT. Analyzing the patient's genotype supports
treatment planning. The objective of this study was to analyze the genotypes of Finnish
patients regarding IL28B rs12979860 genetic polymorphism.

The study was carried out using the LightCycler chemistry-based real-time PCR method.
The sequence of the multiplied product was indicated using melting curve analysis and the
specific probes of a commercial kit. 80 patient samples were analyzed.

Most of the patients, 51,25%, had the CC allele. 41,25% had the CT allele and 7,5% had
the TT allele. The results correlate to previous studies.

The results showed that a majority of the Finnish patients had such a genotype of IL28B
gene, which is associated with response to medicinal therapy of hepatitis C. The methods
used in this study proved functional for the genotyping analysis.

Keywords HCV, genotype, extraction, real-time PCR
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1 Johdanto

Hepatiitti C -virus (HCV) on merkittavin kroonisten maksasairauksien aiheuttaja lansi-
maissa (Farkkila 2010). On osoitettu, ettéa polymorfismi IL28b-geenin lahella vaikuttaa
hepatiittipotilaan I&adkehoidon vasteeseen. Liséksi peginterferoni-ribaviriinilagkitys saat-
taa aiheuttaa voimakkaita sivuvaikutuksia. (Hu ym. 2011: 163-172.) Potilaan hoidon
suunnittelussa on syyta pohtia ladkehoidolla saavutettavaa todennakoista hyotya suh-

teessa sen aiheuttamiin haittoihin ja kustannuksiin.

Tassé tyossa tutkitaan suomalaisten C-hepatiittia sairastavien potilaiden genotyyppia
IL28B:n suhteen. Mittaukset toteutettiin HUSLAB virologian ja immunologian osastolla

maaliskuussa 2013. Tydelamaohjauksesta vastaa osastonylilaékari Maija Lappalainen.

2 Hepatiitti C -virus

Hepatiitti C kuuluu flaviviruksiin perustuen genomin rakenteeseen ja fysiokemiallisten
ominaisuuksiin. Muiden flavivirusten joukossa se muodostaa kuitenkin oman ryhman-
sa. Se tarttuu veren ja eritteiden valityksella. (World Health Organization 2013; Lappa-
lainen — Farkkila 2010: 578; Lappalainen — Lumio 2003: 500.)

HCV-tartunta verensiirtoinfektiona on harvinainen, silla Suomessa verenluovuttajat ja
verituotteet tutkitaan viruksen suhteen. Suonensiséisten huumeiden kayttgjilla tartunnat

ovat yleisia. (Lappalainen — Farkkila 2010: 579.)

2.1 Hepatiitti C -viruksen rakenne ja lisd&ntyminen

Hepaitiitti C on halkaisijaltaan noin 50 nm:n kokoinen RNA-virus. Viruksen genotyyppe-
j& on loydetty yksitoista, jotka voidaan jakaa edelleen alatyyppeihin. Genotyyppien valil-
I& ei ole suurta eroa virulenssin tai patogeenisyyden suhteen, mutta rokotteiden kehit-
tamisté se hidastaa. HCV:n genotyyppi vaikuttaa muun muassa sen viruslddkeherkkyy-
teen ja ladkehoidon suunnittelemiseen. (World Health Organization 2013; Lappalainen
— Farkkila 2010: 578; Lappalainen — Lumio 2003: 500-502.) Genotyyppeja 1, 2 ja 3
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esiintyy maailmanlaajuisesti, yleisimpina tyypit 1a ja 1b, jotka aiheuttavat arviolta 60 %
kaikista infektioista (World Health Organization 2013). Suomessa genotyyppi 3a aiheut-
taa eniten tartuntoja, noin 46 %. Genotyypin la ja 1b virus aiheuttaa 35 %, ja genotyy-
pin 2 virus aiheuttaa 17 % infektioista. (Farkkila 2010.) Genotyyppien eroavaisuudet
sijaitsevat useissa eri genomin kohdissa. Nukleiinihapon osoittamiseen PCR-
menetelmalla soveltuvat viruksen genomin konservoituneet ei-koodaavat alueet sen 5’
ja 3’ paissa. (World Health Organization 2013.)

Kuvio 1. Hepatiitti-C-virus elektronimikroskooppikuvassa (The C. Everett Koop Institute 2013).

Viruksen replikaatiosyklid ei tunneta hyvin. Oletetaan, ettd se replikoituu samalla lailla
kuin muutkin virukset, joilla on positiivisjuosteinen RNA-genomi. HCV:n genomi on yk-
sijuosteinen, ja siind on yksi pitk& lukukehys. Virus tunkeutuu soluun, ja sen genomi
paasee esiin sytoplasmassa. Genomin transkription seurauksena syntyy komplemen-
taarinen RNA-juoste, joka toimii templaattina positiivisjuosteiselle RNA:lle. (World
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Health Organization 2013.) Replikaatio tapahtuu paasaantoisesti maksasoluissa (Lap-
palainen — Farkkila 2010: 578).

2.2 Hepatiitti C taudinaiheuttajana

HCV:n inkubaatioaika voi vaihdella kahdesta kahteentoista viikkoon tartunnasta. Suurin
osa infektioista on oireettomia, niista 85-90 % kroonistuu. Oireinen hepatiitti kehittyy
noin 10-15 %:lle infektion saaneista, naista 48—75 % kroonistuu. (Farkkila 2010.) Virus
aiheuttaa maksasairauksia ja altistaa maksasyovalle. Sen ydinproteiini vaurioittaa mi-
tokondrioita ja lisé& oksidatiivista stressia sek& maksan rasvoittumista. Potilaista mie-
hilla, yli 40-vuotiailla, alkoholinkuluttajilla ja tupakoijilla maksavaurio etenee usein no-
peammin. Tavallisin maksansiirron aihe Euroopassa sekd Yhdysvalloissa on C-

hepatiitin aiheuttama maksakirroosi. (World Health Organization 2013.)

Maailmassa on arviolta 180 miljoonaa viruksen kantajaa. (Farkkila 2010; Lappalainen —
Lumio 2003: 500-502.) Suomessa ilmoitettiin vuonna 2011 1132 uutta tartuntaa, joista
63 % miehilla ja 37 % naisilla. Tapaukset liittyvat pddosin suonensisaisten huumeiden

kayttoon. (Tartuntataudit Suomessa 2011.)

2.2.1 L&aakehoito

Hoitosuositus krooniselle HCV-infektiolle on pegyloitu alfainterferoni ja ribaviriini. Hoito-
jakson pituus riippuu viruksen genotyypistéd. Hoidon suunnittelemisessa ja seurannassa
tutkitaan kvantitatiivisesti viruksen nukleiinihappoa. (Farkkilda 2010.) Interferonilaékkeen
toiminta perustuu antiviraaliseen ja antifibroottiseen vaikutukseen. Ribonukleaaseja
aktivoivat proteiinit vapautuvat, jolloin viruksen mRNA hajoaa. Pegyloinnissa interfero-
niin litetdén polyetyleeniglykoliketju kovalenttisilla sidoksilla, joka pidentdd ladkkeen
vaikutusaikaa hidastamalla sen imeytymista ja poistumaa. Kansainvalisessi mittakaa-
vassa monet potilaat eivat reagoi hoitoon. Pegyloidun [&ddkkeen teho on parempi ja
sivuvaikutukset vahaisemmat. Interferoniladke annostellaan subkutaanikudokseen.
Ribaviriini on nukleosidianalogi, joka muistuttaa rakenteellisesti guanosiinia. Se otetaan
suun kautta. (Kerdnen 2006.) Tartuntalain mukaan hoito on potilaalle ilmaista (Tartun-
tatautilaki 1986/583).

—
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La&kehoito saattaa aiheuttaa voimakkaita sivuvaikutuksia, jotka saattavat pahimmillaan
estéad hoidon jatkamisen. (Hu ym. 2011: 163.) Interferonilaakityksen tavallisimpia sivu-
vaikutuksia ovat flunssan kaltaiset oireet, pahoinvointi, ruokahaluttomuus, ripuli, unet-
tomuus, artyisyys, masennus, hiustenlahto, kuiva iho ja ihon kutina. Leukosytopenian
ja neutropenian riskin vuoksi verenkuva ja neutrofiilit tutkitaan saannollisesti laborato-
riokokeilla. Ribaviriinin kertyminen elimistén punasoluihin voi aiheuttaa hemolyyttista
anemiaa. Laakeaineen poistumista vahentdd munuaisten vajaatoiminta. Ribaviriinin
teratogeenisten ominaisuuksien vuoksi on huolehdittava luotettavasta ehkaisysta. (Ke-
ranen 2006.) Yhdistelmdhoidon vasta-aiheita ovat paihderiippuvuus, sydamen vajaa-
toiminta, masennus tai psykoosi, neutro- tai trombopenia, epastabiili epilepsia, epata-
sapainoinen diabetes, autoimmuunisairaudet, vaikea sepelvaltimotauti, dekompensoi-
tunut kirroosi, raskaus tai imetys, munuaisten vaikea vajaatoiminta, anemia, hemoglo-

binopatiat ja kontrolloimaton verenpainetauti (Farkkila 2010).

Uudempia spesifisia viruslaakkeita, joita kaytetddn genotyypin 1 viruksen hoitoon, ovat
hepatiittiviruksen NS3/4a-proteaasin estgjat telapreviiri ja bosepreviiri. Tutkimustulos-
ten mukaan proteaasinestjalaakitys yhdistettyna pegyloituun interferoniin ja ribavirii-
niin parantaa aiemmin hoitamattomien HCV-potilaiden hoitovastetta 25-30 % ja relap-
sipotilaiden hoitovastetta 35—-64 %. Kolmoisladkityksen myota lisdantyvat kuitenkin
myos sivuvaikutukset ja kustannukset. Uusia spesifisia |a&kkeita kliiniseen kaytt6on on
kehitteilla. (Farkkila 2012.)

2.2.2 1L28B-geenipolymorfismi

IL28-geeni sijaitsee kromosomissa 19 ja koodaa interferoni A-3:a (Geng ym. 2012:
200-201; Hu ym. 2011: 163-172). Geneettinen yhta emastéa koskeva DNA:n rakenteen
muutos eli polymorfismi (engl. single nucleotide polymorphism, SNP) geenin lahella
vaikuttaa HCV-infektion hoitovasteeseen (Chen ym. 2012: 91-103; Geng ym. 2012:
200; Zhifang ym. 1012; Hu ym. 2011: 163; Aula — K&é&ridinen — Palotie 2006). Vaiku-
tuksen mekanismia ei viela tunneta. Geenin rs12979860- ja rs8099917-SNP:n alleeleja
voidaan kayttdd ennustamaan hoidon vaikutusta. (Chen ym. 2012 91-103; Zhifang ym.
1012; Geng ym. 2012: 200; Hu ym. 2011: 163-172.)

IL28B-geenipolymorfismin ja HCV:n hoitovasteen vélinen yhteys on todettu meta-

analyyseissa. Tutkijat Chen, Liu, Mahato, Wang, Xu ja Zhao raportoivat IL28B-

—
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polymorfismia koskevassa analyysissaan, etta rs12979860:n genotyyppi CC liittyy vi-
ruksen poistumiseen potilaan seerumista (engl. sustained virological response, SRV)
peginterferoni-ribaviriinihoitoa saavilla potilailla. Hu ym. saivat samanlaisia tuloksia
analyysistaan. Liséksi analyysin perusteella CT-genotyypin potilaiden hoitovaste oli
parempi kuin TT-potilaiden. Myds Geng Wang ja Wu raportoivat CC-genotyypin potilai-
den saavuttavan huomattavasti useammin SRV:n laékehoidon avulla. Kansainvalisesti
Aasialaisilla potilailla esiintyy eniten rs12979860 genotyyppid CC, joka liittyy parem-
paan hoitovasteeseen. My6s eurooppalaisilla potilailla esiintyy tatéd genotyyppia huo-

mattavasti useammin kuin afrikkalaisilla. (Hu ym. 2011: 163)

HCV-infektion hoitovasteen ennustaminen perustui potilaan genotyypityksen liséksi
my6s viruksen genotyypin tutkimiseen. Genotyypin 2 ja 3 potilaiden laékehoidolla saa-
vutetaan todennakdisemmin hyva hoitovaste kuin genotyypin 1 virusta sairastavien
potilaiden hoidolla (Hu ym. 2011: 164; Farkkila 2010). Genotyyppausmenetelmien ke-
hittdminen ja vaestdn genotyypin selvittdminen tukee talldin potilaiden hoidon suunnit-

telua.

3 Geenimonistusmenetelmat

Virologian rutiinidiagnostiikan osana ovat jo vuosia olleet geenimonistusmenetelmat.
Ne ovat herkempid kuin muut virusdiagnostiikan menetelmét, ja niiden avulla voidaan

potilasndytteestd monistaa pienikin maara nukleiinihappoa. (Hedman ym. 1999.)

Naytteessa olevan DNA:n tai RNA:n eristamiseen kaytettavia menetelmié ovat fenoli-
kloroformiuutto ja silikapylvdsmenetelma (Suominen — Ollikka 2003: 63). Automatisoi-
dulla laitteella voidaan eristaa nukleiinihappoja kayttden magneettipartikkeleihin perus-

tuvaa menetelm&a. (Haajanen — Pelkonen — Parssinen — Suominen 2010: 166.)

Eristamisen jalkeen valittu geenialue monistetaan ja detektoidaan. Geeni voidaan mo-
nistaa useilla eri menetelmilla, joista yleisimmin kaytetddn polymeraasiketjureaktiota
(PCR), ligaasiketjureaktiota (LCR) ja transkriptiovalitteista menetelméaa. Kohdegeeniin
sitoutuvan koettimen lahettdmén signaalin monistumista voidaan myds mitata. (Hed-

man ym. 1999.)

—
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Laboratorioympariston tulee tayttaa analytiikan asettamat vaatimukset nukleiinihappo-
analyyseissa (Hopkins 2008: 22). Geenimonistustydskentelyssa on otettava huomioon
kontaminaatioriskin minimoiminen. Naytteeseen saattaa joutua esimerkiksi aerosoli-
kontaminaation seurauksena ulkopuolista nukleiinihnappoa. Kontaminantti monistuu
PCR-menetelmélld ja aiheuttaa tutkimuksen epaonnistumisen. Kontaminaation valtta-
miseksi on myos tarkeda erottaa toisistaan tilat, joissa naytteita kasitellaan ennen mo-
nistusta ja sen jalkeen. (Hopkins 2008: 22—23.) Taulukossa 1 on esitelty geenimonis-

tustydssa kaytettyja varotoimenpiteitd, joilla ehkaistiin kontaminaation syntymista.

Taulukko 1.  Varotoimenpiteet geenimonistustydssa.

tilojen puhtausasteen huomioiminen

tyoskentely laminaarikaapissa

filtterilliset pipetinkarjet

negatiiviset kontrollit

suojakasineet
tyotakki

nayteputkien kasitteleminen
sentrifugointi korkissa olevien pisaroiden poistamiseksi

korkin avaaminen imukykyisen lapun avulla

laitteiden seka tilojen puhdistaminen ennen ja jalkeen tyskentelyn
emaéaksiset detergentit
UV-valo

Myds turvallisuus tydskentelyssd on syyta ottaa huomioon. Turvallinen tydymparisto
tukee laadun yllapitamista. Hyviin laboratoriokéaytantdihin kuuluu muun muassa liuosten
kasittely ja jatehuolto turvallisesti. (Hopkins 2008: 22—23; Bustin — Nolan 2004. Good
laboratory practice!: 126.) Vaarallisten aineiden kasittelemisen vahentamiseksi suosi-
taan usein kaupallisia tuotteita, jotka on valmiiksi optimoitu tietylle ndytteelle (Rossi —
Saunders 2008: 59).

3.1 Magneettipartikkelieristys

Ennen monistamista verindytteen DNA eristetd&n ja puhdistetaan monistamista varten
lasisten magneettipartikkeleiden kayttdon perustuvalla menetelmalla. Verisolujen nuk-

leiinihappo eristetaan Rochen valmistamalla MagNA Pure LC -

—
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magneettipartikkeliautomaatilla. Talloin lasipartikkelit on paallystetty silikalla, joka sitoo
DNA:ta. DNA erottuu magneetin avulla. DNA:n nukleiinihapot denaturoituvat ja tarttuvat
partikkelin pintaan. Pesemalla poistetaan ylimaaraiset aineet, jonka jalkeen DNA eluoi-
daan. (MagNa Pure LC Operator’'s Manual 2007; Fiebelkorn ym. 2002.)
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Kuvio 2. DNA:n eristaminen magneettipartikkelimenetelmalla (MagNA Pure LC DNA Isolation
Kit — Large Volume 2011: 19-20).

Kuviossa 2 on kuvattu menetelman periaate. Nayte on asetettu analysaattoriin nay-
teastiaan (1). Naytteeseen lisatdan proteinaasi K, jolloin proteiinit hajoavat (2). Nay-
teastiaan lisataan lyysispuskuri, joka hajottaa solujen kalvorakenteet vapauttaen nukle-
iinihapon ja denaturoi nukleaasientsyymin (3). DNA sitoutuu nayteastiaan lisattaviin
magneettipartikkeleihin. Partikkeleiden suolapitoisuus, isopropanoli ja lyysispuskurin
ionivahvuus aiheuttavat sitoutumisen (4). Partikkelit erotetaan magneetilla jagdnnésnayt-
teestd (5). Toistuva partikkelien peseminen poistaa sitoutumattomat aineet ja laskee
kaotrooppista suolakonsentraatiota (6). Partikkelit erotetaan pesun jalkeen magneetti-
sesti pesupuskurista (7), jonka jalkeen puhdistettu DNA eluoidaan magneettipartikke-
leista ndyteastiaan (8). (MagNA Pure LC DNA Isolation Kit — Large Volume 2011: 19—
20.)

—
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3.2 Polymeraasiketjureaktio

PCR on menetelmd, jossa DNA-jakso monistuu l&hes eksponentiaalisesti (Teophilus
2005: 63). Polymeraasiketjureaktion spesifisyys, nopeus ja herkkyys ovat tehneet me-
netelmasta yha yleistyvamman erityisesti virusdiagnostiikassa. Sen yleistyminen puo-
lestaan on aiheuttanut suuria muutoksia molekyylibiologiaan. (Bustin 2004: 5.) Mene-
telmén kehitysta on kiihdyttanyt siihen tarvittavien erilaisten entsyymien eristaminen ja

kayttoonsoveltaminen (Rapley 2005: 1).

PCR-monistusreaktiota varten valmistetaan reaktioliuos, Master Mix, joka sisaltdd nay-
tettd lukuun ottamatta kaikki ainesosat, jotka tarvitaan monistusreaktioon. Tavallisim-
min liuoksessa on alukkeet, nukleotidit, polymeraasientsyymi, koettimet, puskuri ja ka-
tioni, kuten magnesiumkloridi. Alukkeet ovat nukleotidijaksoja, jotka kiinnittyvat monis-
tettavan geenialueen paahan, jonka jalkeen dNTP-nukleotideistd muodostuu uusi juos-
te. Polymeraasi monistaa geenin, ja fluoresenssileimatut koettimet kiinnittyvat monistet-
tuun tuotteeseen. Puskuri sdatda reaktion pH-olosuhteet. Kationit, kuten magnesium,
muodostavat kompleksin dNTP:n kanssa ja tekevéat polymeraasientsyymille substraa-
tin. Magnesiumkonsentraatio maaraa reaktion spesifisyyden, suuri pitoisuus johtaa
epaspesifin reaktioon. (Haajanen ym. 2010: 162; Keer 2008: 146-147; Teophilus
2005: 63-65.)

PCR-monistus tapahtuu sykleissd, joissa toistuvat kolme eri lampdtiloissa tapahtuvaa
vaihetta: denaturaatio, jossa DNA:n juosteet irtoavat toisistaan, alukkeiden hybridisoi-
tuminen (engl. annealing) sekd pidentyminen, jolloin DNA-templaatille syntyy vastin-
juoste. Sykleja toistetaan kunnes on saavutettu tarvittava maara kopioita. Monistettava
DNA-jakso maaraytyy monistettavaan malli-DNA-juosteeseen sitoutuvien oligonukle-
otidialukkeiden mukaan. (Teophilus 2005: 63-65.)

—
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Kuvio 3. PCR:n vaiheet

Yksinkertaisimmillaan PCR-monistuksessa syntynyt tuote voidaan osoittaa aga-
roosigeelielektroforeesissa, misséd saadaan selville syntyneen monistustuotteen pituus.
Kuitenkin monistustuotteen oikean sekvenssin varmistamiseksi osoituksessa kaytetdan
useimmiten koetinta. Southern blot -analyysisséa elektroforeesilla erotellut DNA:n frag-
mentit siirretddn kalvolle, ja niihin hybridisoituu komplementaarinen koetin. Monistus-
tuotteen osoittaminen koettimen avulla voidaan tehdd myds ilman elektroforeesia esim.
liuoshybridisaatiolla. (Rapley 2005: 4-5.)

3.3 Reaaliaikainen PCR

Reaaliaikainen PCR yhdistdd monistamisen ja fluoresenssidetektion, jolloin jokaisen
syklin jalkeen voidaan havaita DNA:n maara. Fluoresenssiemission maéra on suoraan

verrannollinen monistustuotteen maardan, ja sen perusteella voidaan tulkita monistu-

—
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mista reaaliajassa. Fluoresenssin aiheuttaa DNA:han sitoutunut leimattu koetin tai fluo-
rofori. Leima voi sitoutua kaksijuosteiseen DNA:han epdaspesifisesti tai hybridisoitua
spesifisesti kohdealueelle. (Ponchel 2006: 139; Sudgen 2005: 328—-329.)

Hydrolyysikoetin TagMan on kaytetyimpia detektiomenetelmia reaaliaika-PCR:ssé.
Tyypillisimmin koettimen 5’-pddhan on liitetty fluorofori ja 3’-pd&han vaimennin. Lait-
teen valonlahde virittdan fluoroforin, jolloin vaimennin vaimentaa sen emittoiman fluo-
resenssin fluoresenssi-resonanssi-energiansiirtoilmién (engl. fluorescence resonance
energy transfer, FRET) avulla. Kun fluorofori ja vaimennin ovat toistensa laheisyydes-
sa, fluoresenssisignaalia ei synny. Koetin hybridisoituu PCR-syklin toisessa vaiheessa.
Tag-polymeraasi valmistaa synteettisen juosteen pidennysvaiheessa, jolloin sen ekso-
nukleaasiaktiivisuus heikentdd koettimen, ja fluorofori irtoaa. Kun fluorofori etdantyy
vaimentimesta, vaimennus loppuu. Laite havaitsee fluoresenssin, jonka maaré on suo-
raan verrannollinen DNA-templaatin m&araan reaktiossa. (Sudgen 2005: 332-334;
Bustin & Nolan 2004. Chemistries: 244-245.)

LightCycler-menetelméassé koetin on leimattu SimpleProbe 519 -leimalla (TIB MOL-
BIOL 2012: 3). HybProbe-teknologiassa kaytetaan kahta oligonukleotidid, joissa on
fluoreseiini- ja fluoroforileimat. Koettimet hybridisoituvat kohdealueelle vierekkdin PCR-
syklin toisessa vaiheessa. Laitteen valonldhde virittda fluoreseiinin, joka emittoi vihre&a
fluoresoivaa valoa. Fluoreseiinin energia virittda fluoroforin FRET-ilmion avulla. Fluoro-
fori emittoi punaista fluoresoivaa valoa, jota mitataan aina alukkeiden hybridisoitumis-
vaiheen lopussa. (LightCycler FastStart DNA Master HybProbe 2011: 18-19.) LightCy-
cler on monikanavalaite, joka mittaa fluoresenssia kuudella eri aallonpituudella: 530,
560, 610, 640, 670 ja 705 nm. Lasikapillaarien kayttdminen mahdollistaa nopean reak-
tion, silla tavoitelampdétilan saavuttamiseen kuluu vain vahan aikaa. (Roche Diagnostics
2006: 72).

Sulamiskayraanalyysi selvittdd monistustuotteen sekvenssin. Analyysissa |ampdtilaa
lasketaan monistamisen jélkeen, jolloin spesifi koetin irtoaa vetysidosten maaran mu-
kaisesti, ja fluoresenssi vahenee. Laitteen ohjelmisto ilmaisee fluoresenssin maaran
kuvaajan avulla. (TIB MOLBIOL 2012: 8; Keer 2008: 139-140.) Kuviossa 4 on kuvattu

sulamiskayrdanalyysin mukainen kuvaaja.

—
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Kuvio 4. Tyypillinen sulamiskayra ja sulamishuiput kontrolleille 1L28B-méaarityksessa (TIB

MOLBIOL 2012: 4).

Sulamiskayra laskee kullekin genotyypille tyypillisesti samalla kun naytteen lampétila

laskee. Sulamishuiput kuvaavat muutosta fluoresenssin maarassa suhteessa lampoti-

laan.

4 Tyon tarkoitus

Tyo6n tavoitteena on selvittdd suomalaisten hepatiitti-C-potilaiden genotyyppijakaumaa

pienelld otoksella IL28B:n suhteen tutkimalla 80: potilaan genomia. Genotyypin perus-

teella voidaan arvioida ladkehoidon onnistumista ja sita kautta tarpeellisuutta.

Tallaista tutkimusta ei ollut aiemmin tehty Suomessa. Tavoitteena oli, ettd tyon tulok-

sena saataisiin aineistoa, jonka avulla voitaisiin arvioida suomalaisen HCV-potilaan

laékehoitoa jatkossa.

5 Tyon toteutus

Naytteiden valmistelu ja tydon mittaukset suoritettin HUSLAB virologian ja immunologi-

an osastolla. Tyon suoritusta ohjasi osastonylilaakari Maija Lappalainen.
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Naytteita tutkittin yhteensa 80 kappaletta. Naytteistd osa oli HUS:n gastroenterologian
klinikan potilaiden naytteitd, ja osa oli geenimonistuslaboratoriossa aiemmin tutkittuja
naytteitd. Nayteastioissa antikoagulanttina oli EDTA. Osa naytteista oli tuoreita, ja osa

oli pakastettuja.

5.1 Nukleiinihappoeristys

Eristamiseen kaytettin Rochen MagNA Pure LC DNA Isolation Kit — Large Volume -
tuotepakkausta. Naytteet laimennettiin ennen eristamista Rochen lyysispuskuriinlyyris-
puskuriin, joka hajotti solurakenteita. Laimennussuhde oli 1:2. Pakkaus sisalsi pesu-
puskurit, joilla poistetaan tuotteesta PCR-estdjat, suolat seka proteiinit. Pakkauksen
lyysispuskuri hajotti solut ja sitoi DNA:n. DNA sitoutui magneettipartikkelien silikaan ja
se eluoitiin eluointipuskurin avulla nayteastiaan. Proteinaasi K poisti proteiineja. (Roche
Applied Science 2011: 3.)

Laimennettua naytettd pipetoitiin 400 pl kuoppalevylle, josta kone eristi 100 ul DNA-
templaattia. Templaatit analysoitiin genotyypin suhteen vuorokauden kuluessa eristyk-

sesta.

5.2 Reaaliaikainen PCR

Analysointiin kaytettiin valmista LightMix Kit IL28B T-3176C -tuotepakkausta, jota val-
mistaa TIB MOLBIOL. Tuotepakkausta kaytetdan rs12979860-SNP:n alleelin maarit-
tamiseen DNA-naytteesta. Yhdessa tuotepakkauksessa on materiaalia 64:4 reaktiota
varten. Tuotepakkaukseen kuuluu alukkeet, koettimet ja kolme vakiota, joiden avulla
genotyyppi maaritetddn. Ne liuotettiin kayttovalmiiksi PCR-tutkimusta varten. Vakioita
ovat heterotsygootti CT-alleeli, TT-alleeli ja CC-alleeli. (TIB MOLBIOL 2012.) Vakiot

valmistettiin rekombinaatiolaboratoriossa kontaminaation valttamiseksi.

Tutkimuksessa kaytettdva Master Mix -liuos valmistettiin kayttdAmalla Rochen LightCy-
cler FastStart DNA Master HybProbe -tuotepakkausta, joka sisaltdd polymeraasient-

syymin, puskurin, magnesiumkloridin ja dNTP:t (LightCycler FastStart DNA Master

—
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HybProbe 2011: 3). LightMix-tuotepakkauksen alukkeet ja koettimet lisattiin liuokseen.

Master Mix valmistettiin puhtaassa tilassa.

Tutkimusta varten DNA-templaatit analysoitiin genotyypin selvittamiseksi Rochen val-
mistamalla LightCycler 2.0 -reaaliaika-PCR-laitteella. LightMix-tuotepakkauksen spesi-
fisten alukkeiden avulla monistettin 139 emé&sparia pitka juoste. SimpleProbe 519 -
reagenssilla leimattu koetin on fluoresoiva silloin kun se on sitoutunut vastinjuostee-
seen. Koetin sitoutuu mutaatiokohtaan. Sulamiskayraanalyysisséa koetin irtoaa lampoti-
lan vahenemisen seurauksena. Talldin koettimen emittoima fluoresenssi vahenee tuot-
teessa. Monistustuotteen sulamispisteen mukaan maaritetddn monistustuotteen geno-
tyyppi tunnettujen vakioiden avulla. (TIB MOLBIOL 2012: 8.) Analyysissa fluoresenssia
mitataan aallonpituudella 530 nm. Jokaisen reaaliaika-PCR-analyysin tuli sisaltad ne-

gatiivinen kontrolli (H,O) seka vakiot.

LightCycler-laitteen hallinnoimiseen kaytettiin valmistajan tietokoneohjelmistoa, Light-
Cycler Software Version 4.0. Sen avulla laitteelle tehtiin nelivaiheinen ohjelma, jossa
ensin nayte denaturoidaan ja entsyymi aktivoidaan, sitten monistetaan kohdesekvens-
si, tunnistetaan sekvenssi sulamisanalyysin avulla ja jaahdytetdan lopuksi laite. (TIB
MOLBIOL 2012: 10.)

Taulukko 2.  LightCyclerin monistusohjelman vaiheet.

Vaihe 1 | Vaihe 2 Vaihe 3 Vaihe 4
Syklit 1 45 1 1
Kohdelampdtila (° C) | 95 95-60-72 | 95-43-75 | 40
Kesto (s.) 10 5-10-15 | 20-20-0 | 30

8 ul Master Mix -liuosta pipetoitiin lasikapillaareihin, jonka jalkeen naytetta liséttiin 2 pl.
Kapillaarit sentrifugoitiin, jotta materiaali asettui kapillaarin alaosaan. Tietokoneohjel-

miston avulla maaritettiin genotyyppaukseen kaytettava aallonpituus, kontrollit ja vakiot.

6 Tulokset ja niiden tarkastelu

Naytteitd analysoitiin yhteensa 80 kappaletta. Naistd hieman yli puolella (51,25 %) oli
CC-alleeli, joka voidaan yhdistdd hyvaan hoitovasteeseen. 41,25 % potilaiden geno-

meista oli CT-alleelia, ja 7,5 % oli TT-alleelia. Tulokset on esitelty taulukossa 3.

—
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Taulukko 3.  Kaikkien naytteiden tulokset kappalemaarittain.
CcC CT TT yht.
41 (51,25 %) | 33 (41,25 %) | 6 (7,5 %) | 80

Chen ym. ovat meta-analyysissa tutkineet myos pohjoismaisia potilaita. Tutkimuksessa
raportoiduista 441:sta norjalaisista ja ruotsalaisista HCV-potilaista 39,7 % (175 kpl) ol
CC-genotyyppia. 60,3 % potilasta oli vastaavasti CT- tai TT-genotyyppid. Ladkehoidon
avulla 292 potilasta oli saavuttanut SRV:n. Naista 47,6 % (139 kpl) oli genotyyppia CC
ja 52,4 % (153 kpl) genotyyppia CT tai TT. Tutkimusmateriaalista kay ilmi, ettd CC-
genotyypin potilailla oli todenndkdéisemmin hyva hoitovaste. 79,4 % ndista potilaista
saavutti SRV:n. Otoksen hepatiittipotilaista CC-genotyypin potilaita oli Iahes kaksi vii-
destd. Tassa tutkimuksessa CC-genotyypin potilaita oli 51,25 %, eli vahemman kuin
toisista pohjoismaalaisista potilasta koostuvassa otoksessa. CT- ja TT-genotyypin poti-
laita oli yhteensa 48,75 %. Otoksen genotyyppien jakautuminen on esitelty kuviossa 5.

mCC51,25%
mCT41,25%
=TT 7,5%

Kuvio 5. Alleelien esiintyvyys tutkimustulosten mukaan.

23 tutkitun HCV-potilaan genotyypit jakautuvat seuraavasti: CC-genotyypin potilaita oli
10 (43,48 %), CT genotyypin potilaita oli 11 (47,83 %) ja TT-genotyypin potilaita oli 2
(8,7 %). Potilaiden jakauma viruksen genotyyppien mukaan on kuvattu taulukossa 4.
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Taulukko 4. HCV-potilaiden genotyypit viruksen genotyypin mukaan
GT1b (6 kpl) [ GT2b (8 kpl) | GT3a (9 kpl)

CC|2 6 2

CT|3 2 6

TT |1 0 1

15

Virusinfektiota sairastavien potilaiden tulokset genotyypin suhteen vastaavat hyvin ko-
ko otoksen tuloksia. On silti otettava huomioon, etta tutkittujen HCV-potilaiden mé&ara

on huomattavasti pienempi kuin koko otoksen maara.

7 Pohdinta

Taman tyon tavoitteeksi oli asetettu suomalaisten potilaiden genotyypin selvittdminen
IL28B-geenipolymorfismin suhteen. Geneettinen polymorfismi yhdistetdan hepatiitti C:n

virusldakehoidon hoitovasteeseen.

Tavoitteen mukaan tydssa oli tarkoitus tutkia 80 HCV-potilaan kokoverinaytteet. Tutki-
mukseen oli maara ottaa 40 naytettd potilaista, jotka sairastavat genotyypin 1 HCV:t4,
15 genotyypin 2 naytettd, 15 genotyypin 3 naytettd sekd 10 tervettd kontrollindytetta.
Naytteiden kerddmisessa kohdattiin kuitenkin vaikeuksia, ja todellisuudessa HCV-
potilaiden naytteita oli 23 kappaletta. Naytteiden saamisen pitkittyessa tutkimusmateri-
aaliksi otettiin muiden potilaiden kokoverinaytteitd. Naytteille oli geenimonistuslaborato-
riossa tehty HHV6-viruksen nukleiinihapon osoitus. 57 genotyyppia tutkittin muista
virologian osaston geenimonistuslaboratorion kokoverindytteistd. Oletetaan, etta tutki-
muksen kannalta talla ei ole merkitysta, silld virusinfektio ei vaikuta ihmisen genotyyp-

piin.

LightMix-tuotepakkaukseen kuuluvaa Master Mix -liuosta oli 128 reaktioon, mutta jokai-
seen analyysiin siséltyi neljd kontrollia ja vakiota. Liséksi ensimméinen PCR-monistus
epaonnistui, silla vakioissa tapahtui kontaminaatio. Myds pipetoinnissa tapahtuva liu-
oksen hukka vahensi Mixin maaraa. Naista syista tutkimustuloksia saatiin vain 80 nayt-

teelle. 80 oli kuitenkin potilastuloksille asetettu tavoite, joka tayttyi tutkimuksessa.

—
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Tulosten perusteella potilaskannasta suurella osalla on rs12979860-alleelin CC-
genotyyppi, jolla on todettu hyva hoitovaste. Naiden potilaiden kohdalla |&&kehoidolla

voidaan todennakdisemmin saavuttaa viruksen poistuminen potilaan seerumista.

Tutkimuksessa kaytetty menetelma oli toimiva ja antoi luotettavia tuloksia. Ensimmaéi-
nen monistusanalyysi epaonnistui pipetointivirheen vuoksi, jolloin kontrollisulamiskéayréat
eivat vastanneet tavoitetta. Muut PCR:t onnistuivat moitteettomasti huolellisen ty6sken-
telytavan ansiosta. Jatkossa klinikoilla saattaa olla tavoitteena tutkia potilaiden 1L28B-
genotyyppid Suomessa ja yhdistda tutkimustulokset suoraan potilaan hoitoon. Spesifi-
syyden ja tehokkuuden puolesta tutkimusta varten kaytetty menetelma sopii potilaiden

genotyypin maarittamiseen.
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