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Sydpa on vaeston ikaantyessa jatkuvasti yleistyva joukko erilaisia sairauksia,
joiden aikainen havaitseminen ja hoito on tarkeaa. Taman Turun yliopiston
biologian laitoksella toteutetun opinnaytetyon tarkoituksena oli testata ja
optimoida  japanilaisten tutkijoiden kehittamaa  sukkulamatopohjaista
syopaseulontamenetelmaa. Tavoitteena oli selvittaa, havaitsevatko C. elegans -
sukkulamadot sydvan ihmisen virtsanaytteista, koska nailla sukkulamadoilla on
erittdin kehittynyt kemosensorinen jarjestelma, jonka avulla ne havaitsevat
kemiallisia arsykkeita.

TyOssa tutkittiin kemotaktisten kokeiden avulla, houkuttelivatko vai karkottivatko
virtsanaytteiden kemialliset aineet sukkulamatoja. Kokeissa kaytettiin
kasvatusnestenaytteita seka virtsanaytteita, jotka olivat tyon paatutkimuskohde.
Koetulosten pohjalta maaritettiin kemotaksiaindeksi, joka oli sita positiivisempi
mitd enemman nayte houkutteli sukkulamatoja puoleensa.

Tuloksissa esiintyi huomattavaa vaihtelua, ja menetelman tarkkuudeksi saatiin
50-75 %. Opinnaytetydn perusteella voitiin todeta, ettd menetelma on lupaava,

mutta ettd lisatutkimuksia viela tarvitaan menetelman tarkkuuden ja
luotettavuuden lisaamiseksi.
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TESTING OF NEMATODE-BASED CANCER
SCREENING METHOD

As the population ages, there are increasing numbers of cancer cases whose
early detection and treatment is important. The aim of this thesis conducted at
the Department of Biology of the University of Turku was to test and optimize a
nematode-based cancer screening method developed by Japanese researchers.
The goal was to determine if the C. elegans nematodes can detect cancer in
human urine samples, because these nematodes have an advanced

chemosensory system that allows them to detect chemical stimuli.

In this study, chemotactic experiments were used to examine whether chemical
agents in urine samples attracted or expelled nematodes. Growth medium
samples were used in the experiments, as well as actual urine samples. Based
on the test results, the chemotaxis index was determined and found to be more
positive, the more the sample attracted nematodes. There was considerable
variation in the results, and the accuracy of the method was calculated to be 50-
75%. Based on the thesis, it could be stated that the method is promising, but
that further research is still needed to increase the accuracy and reliability of the
method.
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Kaytetyt lyhenteet ja sanasto

Carsinoma in situ

ddH20

Hermafrodiitti

In vitro

Karsinogeeni
Karsinogeneesi
Kemosensorinen
Metabolia

NaN3

NGM

OP-50-1

Progressiovaihe

Solulinja

Immortalisoitu solulinja

Pintasolukon alkava oireeton syopa, joka ei ole
tunkeutunut alla olevaan kudokseen vaan rajoittunut

tiettyyn kohtaan.
Kaksoistislattu vesi

Kaksineuvoinen; pystyy tuottamaan seka naaras- etta

koiraspuolisia sukusoluja

Koeolosuhteissa eli elimistdon, elididen tai oman

ymparistdnsa ulkopuolella, "koeputkessa”
Sybpaa aiheuttava aine

Tapahtuma, jossa solu muuttuu pahanlaatuiseksi
Kemiallisia yhdisteita aistivia

Aineenvaihdunta
Natriumatsidi
Nematode Growth

Medium, sukkulamatojen

kasvatusneste
Streptomysiinille resistentti OP-50 bakteerikanta

Sydvan kehittymisvaihe, jossa pahanlaatuisuuden aste

lisaantyy.
Solupopulaatio, jota voidaan kasvattaa loputtomasti

Kuolemattomaksi tehty solulinja, joka jakautuu
rajattomasti.
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Pauliina Toivoselle (Turku Prostate Cancer Consortium, Turun yliopistollinen
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Johdanto

Opinnaytety0 toteutettiin  Turun yliopiston biologian laitoksella Dos. Paivi
Koskisen tutkimusryhmassa. Tyon tavoitteena oli optimoida ja testata Japanissa
kehitettya N-NOSE -sydpaseulontamenetelmaa, jossa kaytetdan hyvaksi C.
elegans -sukkulamatojen hajuaistia. N-NOSE syodpaseulontatestin tarkoituksena
on havaita mahdollinen syopa jo hyvin varhaisessa vaiheessa potilaiden

virtsanaytteista helposti, nopeasti ja kivuttomasti.

Sydpa on yksi johtavista kuolinsyista koko maailmassa ja se yleistyy koko ajan
vaeston ikaantyessa. Suuri osa sydpataudeista on parannettavissa, jos ne
havaitaan ja hoidetaan ajoissa. Hyvalla ja oikea-aikaisella diagnostiikalla
saadaan parempaa hoitoa nopeammin seka saastoja, joten siitd hyotyvat niin
potilaat kuin yhteiskunta. Potilaiden psyykkinen ja fyysinen terveys ovat
ensiarvoisen tarkeitd. Syopahoidot ovat rankkoja ja niihin tarkoitetut laakkeet
kallita, minka vuoksi onkin tarkeaa tutkia ja kehittaa syopadiagnostiikkaa
tutkittavalle mielekkdammaksi. (Terveyden ja hyvinvoinnin laitos 2022; Joensuu
et al. 2013.)

Opinnaytetyon tutkimus toteutettiin kemotaktisilla kokeilla, joissa naytteina
kaytettin  sekda  kasvatusneste- ettd virtsanaytteitd.  Opinnaytetyon
paatutkimuskohteena olivat virtsanaytteet, jotka olivat eturauhasen
hoylaysnaytteita. Osalla potilaista oli todettu pahanlaatuinen eturauhassyopa ja
osalla hyvanlaatuista eturauhasen likakasvua. Syopasolujen
kasvatusnestenaytteita kaytettin menetelman harjoitteluun ja sukkulamatojen
kayttaytymisen havainnointiin. Kemotaktisilla kokeilla oli tarkoitus selvittaa,

houkutteliko vai karkottiko tutkittava nayte C. elegans -sukkulamatoja.



1 Syépa

Sydpa mielletdan yleensa yhdeksi sairaudeksi, mutta todellisuudessa se kasittaa
yli 200 erilaista sairautta. Ne voivat ilmeta ympari kehoa ja niiden syyt ja luonne
voivat olla hyvin erilaisia. Yksi syovan piirre on epanormaalien solujen nopea
jakautuminen hallitsemattomalla tavalla. Lisaksi pahanlaatuisen kasvaimen
solukon jarjestaytyminen on usein epatyypillista ja sen koko ja muoto vaihtelee
huomattavasti. Pahanlaatuinen kasvain tunkeutuu ymparistoon seka viereisiin
elimiin ja lahettaa usein etdpesakkeita, Solujen levitessa syntyneet etapesakkeet

ovat ensisijainen syy syopakuolemiin. (Joensuu et al. 2013; Eggert 2017)

Sydpa on yksi johtavista kuolinsyistd maailmassa. Maailman terveysjarjesto
WHO:n mukaan vuonna 2020 Iahes 10 miljoonaa kuolemaa aiheutui sydvasta,
mika tarkoittaa lahes yhta kuolemaa kuudesta. Yleisimpia syopia koko
maailmassa ovat rinta-, keuhko-, paksusuoli- ja perasuoli- ja eturauhassyovat.
Monet syovat ovat parannettavissa, jos ne havaitaan riittavan aikaisin ja
hoidetaan tehokkaasti. (World Health Organization 2022.)

1.1 Syo6pa Suomessa

Joka kolmas suomalainen sairastuu syopaan elamansa aikana. Suomen
Syodparekisterin tilastoraportin - mukaan vuonna 2019 Suomessa todettiin
yhteensa 35 327 uutta syoOpatapausta ja 13 085 syopakuolemaa.
Sydpatapaukset ovat lisdantyneet rajahdysmaisesti, silla 1950-luvulla uusia
syopatapauksia oli vain noin 8000. Sydpariski kuitenkin lisdantyy ian kasvaessa.
Alle 40-vuotiaalla sy6pa on vield harvinainen, mutta jo noin joka kolmannella 85-
vuotiaista on todettu jokin syOpatauti. Uusien syOpatapausten maara onkin
lisaantynyt tasaisesti vimeisen 30 vuoden aikana vaeston ikaantyessa, mutta
syopakuolemien maara on selvasti vahentynyt suhteutettuna vaestdn
ikarakenteeseen seka maaraan. Syopakuolleisuudessa on suuria eroja eri
syopatyyppien valilla. Parantumisennuste on koko ajan parempi, mutta syopa on
Suomessa silti edelleen toiseksi yleisin kuolinsyy. Suuri osa sy®papotilaista
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parantuu kuitenkin kokonaan. (Terveyden ja hyvinvoinnin laitos 2021;

Syodpajarjestot 2021; Joensuu et al. 2013)

Suomen yleisimmat syovat olivat vuonna 2019 eturauhassydpa ja rintasyopa.
Miehilla eturauhassyopa, suolistosyovat, virtsarakon syopa, munuaissyopa ja
melanooma ovat lisdantyneet. Miehilla keuhkosyopa lisaantyi 1970-luvulle asti.
Se on kuitenkin edelleen yksi yleisimmista syovista, vaikka se on vahentynyt
1970-luvusta lahtien. Naisilla yleisin sydpa Suomessa on rintasydpa ja muita
lisaantyneita syopia ovat esimerkiksi suolistosyovat, keuhkosyopa ja
ihomelanooma. Lapsilla yleisimpia syopia ovat leukemia, imusolmukesyovat

seka pahanlaatuiset aivokasvaimet. (Syopajarjestot 2021; Tuomisto 2020)

1.2 Syodvan synty

Sydvan synty eli karsinogeneesi on monimutkainen vaiheittainen prosessi, jonka
etenemista koskevat kasitykset perustuvat kliinisiin ja epidemiologisiin
havaintoihin, koe-elainmalleihin, seka solu- ja molekyylibiologisiin tutkimuksiin.
Naista erityisesti kliiniset havainnot ovat olleet tarkeita. Kliinisia havaintoja
voidaan kuitenkin yleensd tehda vasta progressiovaiheessa olevasta
syopasolukosta, jolloin syopasolut ovat ehtineet jakautua jo 25-30 kertaa ja niita
on talléin noin miljardi. Loytyy kuitenkin syopatyyppeja, kuten kohdunkaulan ja
paksusuolen sydvat, joissa syovan esiasteita voidaan tunnistaa
mikroskooppisesti. Esiasteiden kehittyminen syovaksi voi kestda vuosia.
(Joensuu et al. 2013)

Yksinkertaistettuna syopa alkaa, kun solun perimaaineksen vaurioitumisen
seurauksena yksi tai useampi solu alkaa kasvaa ja lisdantya liikaa. Geeneissa
voi tapahtua muutoksia eli mutaatioita, jos solun jakautumisessa tapahtuu virhe
tai jos solu altistuu karsinogeenisille eli sydopaa aiheuttaville ymparistotekijoille.
Yksi geenivirhe ei kuitenkaan yleensa riitéd aiheuttamaan sy6paa. Syopa syntyy
vasta, jos mutaatioita sattuu useissa solujen kasvua ja erilaistumista saatelevissa

geeneissa, ja jos elimistdn vaurioita korjaava puolustusjarjestelma pettaa, jolloin
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vaurioituneet solut voivat alkaa jakautua hallitsemattomasti. (Joensuu et al. 2013;
Cancer Research UK 2021)

1.3 Syodvan levinneisyys ja vaiheet

Sydvan levinneisyysastetta mitataan TNM-luokituksella, jolla saadaan selville
minka laatuinen syopa on kyseessa ja onko se levinnyt muualle kehoon. TNM-
luokitus on kansainvalinen pahanlaatuisten kasvainten levinneisyytta kuvaava
jarjestelma, joka perustuu kasvaimen kokoon (T=tuumori), sydpasolujen
iimenemiseen alkuperaisen kasvaimen laheisissa imusolmukkeissa (N=nodus,
solmuke) ja metastaaseihin eli muualla kehossa ilmeneviin etdpesakkeisiin
(M=metastaasi). TNM-luokituksessa jokainen edella mainittu osa-alue arvioidaan

erikseen taulukon 1 mukaan. (Edge et al. 2010)

Taulukko 1. TNM-luokitus yleisesti. (Edge et al. 2010)

T Primaarikasvain
T0 Ei todettavissa olevaa kasvainta
Tis Carsinoma in situ

T1-T4 Kasvaimen koko ja paikallinen

levinneisyys

TX Kasvain ei arvioitavissa
N Paikalliset imusolmukkeet
NO Ei paikallisia etapesakkeita

imusolmukkeissa

N1-N3 Paikallisissa imusolmukkeissa

iimenevien etapesakkeiden koko

NX Paikallisten imusolmukkeiden
etapesakkeet ei arvioitavissa

M Etapesdkkeet muualla kehossa

MO Ei etapesakkeita

M1 Etapesakkeita havaittavissa
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TNM-luokituksen perusteella sydpa jaetaan numeerisesti eri vaiheisiin (0, I, II, 111,

IV) seuraavasti:

Vaihe 0: Oireeton alkava pintasolukon sydpa (carsinoma in situ), joka on

rajoittunut tiettyyn kohtaan eika ole levittaytynyt alla oleviin kudoksiin.

Vaihe |: Sydpakasvain on pieni ja rajoittunut elimeen, jossa se alun perin on

muodostunut.

Vaihe Il: Sy6pakasvain on isompi kuin vaiheen |, mutta ei ole levinnyt ymparoiviin

soluihin. Voi olla myds levinnyt laheisiin imusolmukkeisiin.

Vaihe lll: Kasvain on suurempi ja on saattanut levitda ymparoiviin kudoksiin.

Lisaksi laheisissa imusolmukkeissa esiintyy etapesakkeita.

Vaihe 1V: Syb6pa on levinnyt muihin elimiin ja kehon osiin muodostaen

etapesakkeita.

Vaiheiden maaritelmat riippuvat siis TNM-luokituksesta ja syodvan tyypista.
(Cancer Research UK 2021)

1.4 Syopaseulonta

Syodpaseulonnoilla voidaan havaita varhaisvaiheinen sydpa tai sen esiaste.
Sydpaseulontojen paatavoitteena on pienentdd sydvan aiheuttamaa
kuolleisuutta. Sydpaseulontaohjelmat myds lisdavat kansalaisten tasa-arvoa ja
vahentavat alueellista eriarvoisuutta. Seulontojen avulla pystytdan parantamaan
potilaiden eldamanlaatua, kun hoidot voidaan aloittaa aiemmin. Sydpien
hoitaminen varhaisessa vaiheessa lyhentaa hoitoaikaa ja hoito on myds
kevyempaa kuin pidemmalle edenneen syodvan hoito. Samalla yhteiskunnan
kustannukset pienenevat ja resurssit voidaan kohdentaa nopeammin muihin

potilaisiin. (Terveyden ja hyvinvoinnin laitos 2021)



13

Seulonnoista voi kuitenkin aiheutua haittoja, esimerkiksi komplikaatioita,
psykososiaalista kuormitusta seka pitkaaikaisia terveyshaittoja. Ylidiagnostiikan
takia seulonnoissa voidaan |0ytda syoOpia tai niiden esiasteita, jotka eivat
valttamatta aiheuttaisi ihmisen elinaikana oireita eivatka potilaan kuolemaa.
Vaarat negatiiviset ja positiiviset tulokset voivat aiheuttaa turhaa huolta. Vaaran
negatiivisen tuloksen saaminen voi myohastyttaa diagnoosia ja nain ollen
hoitojen aloitus viivastyy. Vaara positiivinen tulos taas aiheuttaa turhaa huolta ja
ahdistusta potilaissa seka tuo lisdkustannuksia terveydenhuollolle seka
tarpeettomia hoitoja ja lisatutkimuksia. Syévan varhaisen toteamisen tavoittelu
on kuitenkin yleensa tarkoituksenmukaista. (Terveyden ja hyvinvoinnin laitos
2021; Joensuu et al. 2013)
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2 Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans on paaasiassa kosteilla lauhkeilla alueilla elava
sukkulamatolaji, joka on merkittava malliorganismi mm. kehitysbiologiassa ja
genetiikassa. C. elegans -sukkulamato on yksi yksinkertaisimmista ja
helpoimmista  organismeista  laboratorioeldinten  joukossa ja  sen
yllapitokustannukset ovat alhaiset seka sita voidaan kasitella tavallisilla in vitro -
tekniikoilla. (Frézal & Félix 2015)

2.1 Anatomia ja elinkaari

Aikuinen C. elegans -sukkulamato on lapinakyva noin 1 mm pituinen noin
tuhannesta solusta koostuva sukkulamato, jolla on ruoansulatusjarjestelma,
hermosto, lihaksisto ja lisdantymisjarjestelma. C. elegans voi olla kaksineuvoinen
hermafrodiitti tai uros. Se voi siis hedelmdittdd munasolunsa itse, jolloin yksi
sukkulamato voi elinaikanaan hedelmaittdd noin 300 munasolua. Uroksen lasna
ollessa hedelmoittyneiden munasolujen lukumaara voi kasvaa jopa tuhanteen.
Ristihedelmoitys tuottaa seka uroksia ettd hermafrodiitteja, kun taas
hermafrodiittien itsehedelmoityksen myodta syntyy geneettisesti identtisia
jalkelaisia, jotka ovat kaikki hermafrodiitteja. (Apfeld & Alper 2019)

Molempien sukupuolien yleinen rakenne on samanlainen. Elain koostuu
kahdesta putkesta, jotka on erotettu nesteella taytetylla tilalla. Elaimen muotoa
yllapidetaan sisaisella hydrostaattisella paineella. Urossukkulamato on kuitenkin
hieman ohuempi ja lyhyempi. (Barstead et al. 1999) C. elegans -sukkulamadon

rakenne on havainnollistettu kuvassa 1.
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phz;rynx intestine ____ gonad arm

V' LN sperma- R ectum
h’.; vulva theca

uterus

ventral
nerve cord

Kuva 1. C. elegans -sukkulamadon anatomia. Pharynx=nielu, ventral nerve
cord=vatsan puoleinen hermojuuri, uterus=kohtu, intestine=suolisto,
vulva=synnytysaukko, spermatheca=siittidsailio, gonad arm=sukupuolirauhasen
haara, rectum=perasuoli. (Simon Fraser University 2008)

Sukkulamatojen elinika on 2—-3 viikkoa, mutta ne voivat kuitenkin selviytya useita
kuukausia niin kutsutussa dauer-vaiheessa epatavallisissa olosuhteissa.
Sukkulamatojen elinkaari on havainnollistettu kuvassa 2. Normaalisti C. elegans
-sukkulamadot kayvat lapi kolme paavaihetta — muna, toukka ja aikuinen.
Munavaihe on nopea, munat kuoriutuvat 14 tunnissa, minka jalkeen alkaa
nelivaiheinen toukkavaihe (L1, L2, L3 ja L4). Ensimmaisen toukkavaiheen (L1)
jalkeen sukkulamadot voivat huonoissa olosuhteissa, esimerkiksi liiassa
tungoksessa tai ravinnon puutteessa, valita erilaisen kehitysreitin, jossa ne
paatyvat dauer-toukiksi (L2d). Tassa kehitysvaiheessa sukkulamadot eivat
tarvitse ravintoa ja voivat selviytya horrostaen useita kuukausia. Olosuhteiden
muuttuessa suotuisiksi sukkulamadot kehittyvat loppuun aikuisiksi. (Frézal &
Félix 2015)
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Adult

:

CDO-EB "‘."-*Q\

young adult

embryonlc
...... development "
several months
14 hr
‘ Dauer larva
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crowding § low food v
8 hr v
AN L1 larva
L9 farva 12 hr

Kuva 2. C. elegans -sukkulamatojen elinkaari. (Simon Fraser University 2008)

2.2 N-NOSE syo6paseulontamenetelma

"N-NOSE” on Japanissa kehitetty ja Hirotsu Bio Science Inc. -yhtidon patentoima
syOpaseulontatesti, jossa hyddynnetdan sukkulamatojen erittdin herkkia
hajuaistinvaraisia toimintoja. Se on yksinkertainen, edullinen, ja erittain herkka
syovan seulontamenetelma. N-NOSE on Kkliinisiin tutkimuksiin perustuva
arviointitesti, jonka tarkoituksena on arvioida syOpariskia testin
suorittamishetkella. Sen antamia testituloksia ei viela tule tulkita diagnoosiksi,

vaan se tarjoaa alustavaa tietoa tarkempien kliinisten lisatutkimusten tarpeesta.

Sukkulamadot reagoivat tutkitusti syovan erittamiin hajuaineisiin, joita ei voida
havaita olemassa olevilla testeilla. Toisin kuin muut talla hetkella kaytossa olevat

testit, N-NOSE pystyi havaitsemaan varhaisenkin vaiheen syodpid, ja pystyi
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muutenkin herkemmin ennustamaan sydpariskia. (Inaba et al. 2021; Hirotsu Bio
Science Inc. What is N-NOSE 2022)

2.3 C. elegans tutkimustyodssa

Laboratoriossa C. elegans -sukkulamatoja kasvatetaan petrimaljoilla, joilla on
kerros E. coli -bakteeria ravintona. Yksittaisellda petrimaljalla voidaan yllapitaa
tuhansia sukkulamatoja. Ne lisaantyvat nopeasti, minka vuoksi niiden yllapito on
helppoa ja nopeaa, silla uusia aikuisia jalkelaisia voidaan tuottaa satoja vain
kolmessa ja puolessa paivassa. Sukkulamatokantoja voidaan myo6s varastoida
pitkaaikaisesti, jopa vuosikymmenia, pakastamalla sukkulamatoja —80 °C:ssa tai

nestemaisessa typessa. (Apfeld & Alper 2019)

C. elegans -sukkulamadoilla on erinomaiset hajureseptorit, joita on jopa suurempi
maara kuin koirilla. Siksi sukkulamadoilla on erittdin kehittynyt kemosensorinen
eli kemiallisia yhdisteita aistiva jarjestelma. Taman jarjestelman avulla ne
pystyvat havaitsemaan monenlaisia haihtuvia ja vesiliukoisia kemiallisia
yhdisteitd, kuten haju- ja makuaineita. Organismeissa, joilla ei ole pitkan
kantaman aistinvaraisia mekanismeja, kuten nako- tai  kuuloaisteja,
kemosensaatio on tarkein aistimismenetelma. (Bargmann 2006; Lanza et al.
2021)

Lapinakyvyytensa ansiosta sukkulamatojen yksittaisten solujen visualisointi on
helppoa, ja niiden koko genomi seka jokaisen solun elinkaari on selvitetty.
(Ludwig & Levkowitz 2018) C. elegans on erityisen hyddyllinen kehitys- ja
ikaantymisprosessien seka metabolian tutkimisessa lyhyen ikansa ja useiden
elamanvaiheidensa takia. C. elegans -sukkulamatojen tutkimukset ovat jo
edistaneet useiden sairauksien, kuten Alzheimerin taudin, sydvan, diabeteksen
ja masennuksen taustalla olevien mekanismien ymmartamista. (Gomes & Wong
2006; Mullan & Marsh 2019)



18

3 Materiaalit ja menetelmat

Tyon paatarkoituksena oli selvittaa, tunnistavatko C. elegans -sukkulamadot
syovan erittamia hajuaineita virtsanaytteista kemotaksisilla kokeilla. Tuloksista
seurattiin, vetik0O nayte sukkulamatoja puoleensa, karkottivatko naytteen
hajuaineet sukkulamadot vai oliko kyseessa neutraali nayte. Tuloksia analysaoitiin
alusta asti ja toimintaa muutettiin saatujen tulosten mukaan, tarkoituksena

optimoida ja testata menetelmaa.

Tyo aloitettiin valmistelemalla tarvittavat ravintomaljat ja sukkulamatokanta seka
harjoittelemalla kemotaktisten kokeiden tekemista jo olemassa olevilla naytteilla,
kunnes koe pystyttiin tekemaan rutiinilla. Taman jalkeen siirryttiin tutkimaan Dos.
Paivi Koskisen yhteistydokumppaneilta Turun yliopistollisesta keskussairaalasta
saatuja normaalien ja syopasolujen kasvatusliuosnaytteita (taulukko 2) seka

potilasnaytteita, joita kasiteltiin ilman henkilotietoja.

Taulukko 2 Solulinjat, joista oli keratty kasvatusliuosnaytteita.

Solulinja Selite
PC-3 Eturauhassyodvan solulinja
MCF-7 Rintasydvan solulinja
Huvec Ihmisen napanuoran endoteelisoluja
CWR-R1 Eturauhassyoévan solulinja
DU145 Eturauhassyovan solulinja
LNCap Eturauhassyovan solulinja
PNT1a Normaali immortalisoitu eturauhasen
solulinja

3.1 NGM-maljojen valmistusohje

Kokonaistilavuus: 1 L
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Reagenssit punnittiin (Taulukko 3) ja liuotettiin veteen, minka jalkeen liuos

autoklavoitiin. Liuoksen annettiin jaahtya noin 55 asteeseen.

Taulukko 3. Kaytetyt reagenssit ennen autoklavointia.

Reagenssi Tarvittava maara
NaCl 3,09
Agar 17,09
Peptoni/Tryptoni 25¢g
ddH20 975 mi

Liuoksen jaahdyttya lisattiin taulukon 4 aineet.

Taulukko 4. Autoklavoinnin jalkeen lisatyt reagenssit.

Reagenssi Tarvittava maara
1M CaClz 1 ml
Kolesteroli (5 mg/ml etanolissa) 1 ml
1M MgSOq4 1 ml
1M KPOs4, pH 6,0 25 ml

Liuosta sekoitettiin kdantamalla sailépulloa varoen yldsalaisin, jotta ilmakuplia ei
muodostuisi. Liuosta kaadettiin 20-25 ml maljaa kohden ja annettiin kuivua 2-3
paivaa huoneenlammodssa, minka jalkeen maljat siirrettiin sailytettavaksi +4

asteeseen.

3.2 Sukkulamatokannan yllapito ja viljely

Ensimmaisena kasvatettin E. coli OP-50-1 kannan bakteereita tuoreita
ravintomaljoja varten. OP-50-1 bakteerikanta on resistentti
streptomysiiniantibiootille, joten kasvatuksessa voitiin kayttda antibioottia
ehkaisemaan kontaminaatiota. Bakteerit kasvatettiin liitteen 1 ohjeen mukaan.
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Taman jalkeen otettiin pakastettu Sod-4::GFP sukkulamatoera sulamaan.
Kaytetty Sod-4::GFP-kanta on siirtogeeninen ja ilmentaa vihreaa fluoresoivaa
proteiinia altistuttuaan stressitekijoille. Tatad kantaa kaytettin myos muihin
ryhman tutkimuksiin, mutta muutoin tassa tutkimuksessa olisi voinut kayttaa

peruskantaa N2.

Kolmelle bakteeria sisaltavalle ravintomaljalle pipetoitiin kullekin 300 ul sulatettua
matoeraa ja siirrettiin lampokaappiin 20 asteeseen. Sukkulamatojen liikkeelle
lahtda seurattiin muutamia paivia, kunnes liikkuminen oli selkeaa. Taman jalkeen
sukkulamatokantaa kasvatettiin kahden viikon ajan siirtdamallda sukkulamatoja
sisaltdvia agarpaloja vanhalta maljalta steriililla skalpellilla tuoreille
ravintomaljoille. Palat asetettiin uusille maljoille sukkulamatoja sisaltava puoli
alaspain. Sukkulamatokantaa kasvatettiin tydn aikana edella mainitulla tavalla.
Lisaksi bakteereita kasvatettin sekd NGM-maljoja valettin monesti

opinnaytetyon aikana liitteen 1 ohjeen mukaan.

3.3 Sukkulamatojen synkronointi

Kemotaktisia kokeita varten sukkulamatopopulaatio synkronoitiin, jotta kokeissa
kaytetyt sukkulamadot olisivat samassa elamanvaiheessa kokeiden aikana.
Samoja synkronoituja sukkulamatoja kaytettin muutamia paivia. Synkronointi
aloitettiin valmistamalla 5 ml natriumhypokloriittiliuosta eli valkaisuliuosta (ohje
litteessd 3) kutakin synkronoitavia matoja sisaltdvaa agarmaljaa kohden.
Valkaisuliuos tuhoaa sukkulamadot jattaen raskaana olevien aikuisten
sukkulamatojen munat vaurioitumattomiksi. Na&in saadaan synkronoitu

sukkulamatopopulaatio.

Valkaisuaineen valmistuksen jalkeen eldaimet pestiin maljoilta pipetoimalla
maljoille kaksi kertaa 2 ml M9 puskuriliuosta ja keraamalla liuos maljoilta 15 ml:n
falcon-putkeen. M9 puskuriliuoksen valmistusohje 16ytyy liitteesta 3. Pipetointien
valissa maljoja heiluteltiin varovaisesti edes takaisin, jotta sukkulamadot saatiin
likkeelle. Kun sukkulamadot oli siirretty falcon- putkeen, annettiin liuoksen seista

muutaman minuutin, jotta aikuiset sukkulamadot Ilaskeutuivat pohjaan.
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Supernatantti kerattiin bakteerijatteeseen ja sukkulamatojen paalle kaadettiin 10
ml M9 puskuria, jotta enin osa bakteereista saatiin pestya pois. Tama vaihe

toistettiin kolme kertaa.

Kun sukkulamadot oli pesty ja suurin osa supernatantista oli poistettu, aiemmin
valmistettu natriumhypokloriittiliuos kaadettin  sukkulamatoja sisaltavaan
putkeen. Putki peitettiin foliolla ja laitettiin pyorosekoittajaan 5—9 minuutiksi,
kunnes aikuisia sukkulamatoja ei melkein enaa nakynyt valoa vasten
katsottaessa. Taman jalkeen putki sentrifugoitiin 4000 kierroksessa 1 minuutin
ajan. Tarkistettiin, nakyykd munista muodostuva pelletti pohjalla ja kaadettiin
supernatantti pois putkesta. Putkeen lisattin M9 puskuriliuosta 5 ml jokaista
synkronoitua maljaa kohden. Pelletti sekoitettin Vortex-sekoittajalla ja
sentrifugoitiin 1 minuutin ajan 3500 kierroksessa. Supernatantti poistettiin ja
lisattiin uutta M9 puskuria tilalle. Tama toistettiin viisi kertaa, jonka jalkeen putki

jatettiin foliolla peitettyna pyorosekoittajaan huoneenlammadssa yon yli.

Seuraavana paivanad putkesta otettin kolme 5 pl naytettd ja laskettiin
mikroskoopin avulla putkessa olevien L1-vaiheen sukkulamatojen maara. Taman
perusteella madot maljattiin tuoreille bakteeria sisaltaville ravintomaljoille siten,
etta kussakin maljassa oli sukkulamatoja 1500—2000 kappaletta. Maljat siirrettiin

lampokaappiin odottamaan kayttéonottoa.

3.4 Kemotaktiset kokeet

Kemotaksialla tarkoitetaan solujen tai organismien jarjestaytymista kemiallisen
arsykkeen perusteella. Se on ilmid, jonka avulla solut, bakteerit ja muut
yksisoluiset tai monisoluiset organismit ohjautuvat kohti ympariston kemiallisia
arsykkeita, kuten hajuja. Esimerkiksi bakteerit kayttavat kemotaksiaa
|oytaakseen ravintoa kulkeutumalla kohti korkeaa ravintomolekyylipitoisuutta

seka valttaakseen myrkkyja. (Williams 2010)

Kemotaktisilla kokeilla oli tarkoitus selvittaa, houkutteliko vai karkottiko tutkittava
nayte C. elegans -sukkulamatoja. Ensimmaiseksi kerattiin tarvittava maara
sukkulamatoja synkronoiduilta maljoilta. Sukkulamatoja tarvittiin 50-100 yksil6a
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jokaista koemaljaa varten. Maljoille pipetoitiin kaksi kertaa 2 ml S-basal puskuria
(valmistusohje liitteessa 2 ja sukkulamadot kerattin 15 ml falcon-putkeen.
Pipetointien valissd maljoja heiluteltiin varovaisesti, jotta saatiin sukkulamadot
likkeelle. Sukkulamatojen annettiin laskeutua putken pohjalle, jonka jalkeen
supernatantti poistettiin ja lisattiin 10 ml uutta S-basal puskuria. Tama toistettiin
kolme kertaa, jotta bakteerit saatiin pestya pois. Bakteerien poistaminen on
ehdottoman tarkeaa sukkulamatojen liikkumisen ja kokeen onnistumisen
kannalta. Poistettiin suurin osa supernatantista ja siirrettiin sukkulamadot
eppendorf-putkeen. Putkeen jatettiin vahan supernatanttia, jotta sukkulamadot

eivat kuivuneet ja niita saatiin pipetoitua koemaljoille.

Tyossa kaytettin @ Dos. Paivi Koskisen yhteistyokumppaneilta Turun
yliopistollisesta keskussairaalasta saatuja potilaiden virtsanaytteita, joita
kasiteltin ilman henkilotietoja. Osalla heistd oli todettu pahanlaatuinen
eturauhassyopa ja osalla hyvanlaatuista eturauhasen liikakasvua. Alustavissa
kokeissa kaytettin myds eturauhassyoOpasolujen kasvatusnesteita, mutta

potilaiden virtsanaytteet olivat paaasiallisena tutkimuskohteena tassa tyossa.

Valmisteltin naytelaimennukset ja NGM-maljat. NGM-maljat valmisteltiin
tekemalld kuvan 3 mukaiset merkinnat maljojen pohjiin kemotaktisia kokeita

varten.
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Kuva 3. Kemotaksiakokeiden asettelu.

TyOssa kokeiltiin molempia kuvassa 3 esiintyvia asettelutapoja. Virtsanaytteita
analysoitaessa kaytettiin tapaa A, jota oli alkuperaisessa tutkimuksessa kaytetty

(Hirotsu et al. 2015). Kasvatusnestenaytteita analysoitaessa kaytettiin tapaa B.

Ensimmaisena 5 pl sukkulamatoliuosta pipetoitiin maljan keskelle (tapa A) tai
reunaan (tapa B), minka jalkeen muihin merkittyihin kohtiin pipetoitiin 1 yl 1M
natriumatsidia, NaNs. Natriumatsidi on hermomyrkky, jota kaytettiin tassa
tapauksessa estamaan se, ettd sukkulamadot muuttaisivat liikkesuuntaansa

saavutettuaan hajun lahteen ja totuttuaan tahan hajuun.

Seuraavaksi pipetoitiin naytteet (+ tai o) ja niiden kontrollit (- tai ¢), kumpiakin 1
gl Virtsanaytteiden  kontrolleina  kaytettin -~ MilliQ-vettd ja  solujen

kasvatusnestenaytteiden kontrolleina kaytettin samaa kasvatusnestetta, jossa
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soluja oli kasvatettu. Kaikkien kaytettyjen materiaalien (maljat, sukkulamadot,
naytteet ym.) oli tarkea olla huoneenlampdisia kokeen toimivuuden kannalta.
Maljat suljettiin parafilmilla ja niiden annettiin seista 30-60 minuuttia. Jos maljoja
ei pystytty laskemaan tunnin kuluttua, ne siirrettin jaakaappiin, jotta
sukkulamatojen liike loppuisi ja tulokset eivat vaaristyisi. Sukkulamadot

kulkeutuivat kuvan 4 mukaisesti joko kontrolliin tai naytteeseen pain.

| ">~ 1yl NaN; seka
Tyl MilliQ-vetta tai
- kasvatusnestekontrollia

1 pl NaNs; seka
1ul naytetta N

Kuva 4. Sukkulamatojen kulkeutuminen kemotaktisissa kokeissa.

Sukkulamadot laskettiin mikroskooppia kayttaen ja niiden lukumaara Kkirjattiin
taulukkoon, jonka avulla laskettiin kemotaksiaindeksi Cl. Tulokset tulkittiin

Microsoft  Excel-taulukkolaskentaohjelmalla. = Kemotaksiaindeksi laskettiin

kaavalla:
,.0-0
~(0+0)
Cl=kemotaksiaindeksi, C=kontrollinaytteeseen pain kulkeutuneiden

sukkulamatojen lukumaara, O=tutkittavaan naytteeseen pain kulkeutuneiden
sukkulamatojen lukumaara.
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4 Tulokset ja tulosten analysointi

Ennen varsinaisia virtsanaytteita tutkittin useamman eturauhassydpasolulinjan
yhden rintasyopasolulinjan seka yhden normaaleja endoteelisoluja edustavan
solulinjan  solujen kasvatusnesteeseen erittamien aineiden vaikutuksia.
Kaytettyjen solulinjojen tiedot on esitetty kappaleen 4 taulukossa 2. Kustakin
naytteesta tehtiin viisi rinnakkaista kemotaktista koetta. Tassa kokeessa
kaytettiin 10-° naytelaimennosta. Tulokset tulkittiin ruutu ja jana -kaaviolla, jossa
sininen ruutu nayttdd suurimman osan (50 %) tuloksista ja jana nayttaa
suurimman ja pienimman arvon eli jana kertoo hieman tulosten hajonnasta.
Ruudun keskella oleva poikittainen viiva kertoo mediaaniarvon ja x-merkki

tulosten keskiarvon.

Kuviosta 1 havaitaan PC-3- ja MCF-7-naytteiden antavan positiivisen vasteen,
kun taas Huvec antaa hienoisen negatiivisen vasteen. MyOs hajonta
rinnakkaisten kokeiden valilla osoittautui pieneksi. Tama oli odotettu tulos, silla
PC-3 ja MCF-7 ovat syopasolulinjoja. Huvec-linjan odotettiin antavan negatiivisen
vasteen, silla se toimi kokeissa negatiivisena kontrollina. Mita positiivisempi tulos
on, sita voimakkaammin sukkulamadot hakeutuvat kohti syopanaytteita. Taman
perusteella kuviosta 1 voidaan todeta menetelman toimivan, joskin erot eri

solulinjojen valilla olivat sangen pienia.
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Kuvio 1. Kemotaktiset kokeet kasvatusnestenaytteilla kokeen toimivuuden
toteamiseen.

Toiseksi tutkittiin uusia kasvatusnestenaytteita kolmella eri naytelaimennoksella
(10°, 10°% seka 107"), jotta saatiin selville, miten laimeita tai vahvoja hajuaineita
sukkulamadot aistivat. Kuviosta 2 havaitaan, ettd 10-" laimennus on liian laimea
aiheuttamaan selkeda kemotaktista vastetta. 10-’ laimennoksella tehtyjen
kokeiden tulokset eroavat kahdesta muusta laimennoksesta ja tulokset
vaihtelevat. Naiden havaintojen perusteella tama laimennos jatettiin pois lopuista
kemotaktisista kokeista. Kuviosta 2 voidaan myos havaita, etta laimennoksilla 10
5 ja 10°° saadut tulokset ovat enemman toistensa kaltaisia kuin laimennoksen 10-
7, vaikka osassa naytteistad hajonta oli suurta. Kokeessa negatiivisena kontrollina
kaytetty PNT-1 ei toiminut odotetulla tavalla, vaan antoi voimakkaimman
positiivisen vasteen, mika oli mielenkiintoista, silla se ei ole pahanlaatuinen
solulinja. Kyseinen linja on immortalisoitu ja tallaisten solujen ongelmana on se,
ettei niitd voida pitaa normaaleina soluina, silla ne eivat valttamatta toimi
normaalien solujen tapaan ja niiden ominaisuudet saattavat erota normaaleiden
solujen ominaisuuksista. (Carter & Shieh 2015). Tama on saattanut aiheuttaa
kokeissa tulosten vaaristymistd ja on nain antanut positiivisen vasteen

negatiivisen sijaan.
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Kuvio 2. Kemotaktiset kokeet eturauhassoluilla.

Seuraavaksi tutkittiin varsinaisia virtsanaytteitd sokkotestein kayttden 10" ja 102
laimennoksia, kuten japanilaisten tutkimuksissa. (Inaba et al. 2021) (Kuvio 3)
Tassa vaiheessa jokaisesta naytteesta tehtiin kuusi rinnakkaista koetta. Kokeissa
hajonta rinnakkaisten naytteiden valilla oli suurta eivatka naytteet, ja niiden
antamat vasteet vastanneet taysin toisiaan. Naytteet oli numerokoodattu, eika
koevaiheessa tiedetty, millaiset vasteet naytteiden tulisi antaa. Kun koodit
avattiin, havaittiin etta 10" laimennoksista seitseman kymmenesta eli 70 % antoi
oikean suuntaisen vasteen ja 102 laimennoksella vain 50 %. Laimennosten valilla
havaittiin siis myds eroja. Kuuden rinnakkaisen kokeen ajateltiin riittavan
antamaan tarpeeksi luotettavan tuloksen, mutta tulosten vaihtelevuuden takia

seuraaviin kokeisiin lisattiin rinnakkaisia naytteita.
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Kuvio 3. Ensimmaiset sokkotestit virtsanaytteilla. TURP=benigni
(hyvanlaatuinen) ja RALP=maligni (pahanlaatuinen).

Lisattiin  rinnakkaisten kokeiden maaraa kymmeneen olettaen tulosten
luotettavuuden parantuvan suuremmalla kokeiden maaralla. Seuraaviin kokeisiin
valittiin aiemmin kaytetyista naytteista nelja, joista kaksi oli hyvanlaatuista ja kaksi
pahanlaatuista. (Kuvio 4) TURP-559 ja RALP-1187 antoivat selkeasti odotetun
vasteen, mutta kahdessa muussa naytteessa ei nakynyt selkeaa eroa naytteiden
ja kontrollien valilla, joten niiden vaste jai neutraaliksi. TURP-561-naytteen vaste
on hieman enemman negatiivisella puolella kuin positiivisella, mutta ero on
erittain pieni. Kuviosta 4 kuitenkin nahdaan, etta kaikkien naytteiden
mediaaniarvot eli keskimmaiset arvot vastaavat odotettua vastetta. TURP-
naytteilld mediaani on negatiivinen ja RALP-naytteillda mediaani on positiivinen.
Toisin sanoen 50-75 % naytteista antoi oikean suuntaisen vasteen ja 25-50 %
neutraalin riippuen siita, lasketaanko TURP-561 mukaan oikean suuntaisen
vasteen antaneisiin naytteisiin. Taman perusteella paateltiin, etta rinnakkaisten

kokeiden lisaaminen paransi hieman tuloksia. Naista kokeista eteenpain
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kaytettiin kuitenkin vain yhtd 10" laimennosta, joten ei voida arvioida, miten

laimeammat naytteet reagoivat.
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Kuvio 4. Ensimmaiset kemotaktiset kokeet kymmenella rinnakkaisella
naytteella. TURP=benigni (hyvanlaatuinen) ja RALP=maligni (pahanlaatuinen).

Sama toistettiin kaikille naytteille ja tulosten odotettiin selkiytyvan edellisten
kokeiden tulosten perusteella. Kuviosta 5 havaitaan, ettd 70 % naytteista antoi
oikean suuntaisen vasteen, 20 % neutraalin ja 10 % antoi niin sanotusti vaaran
suuntaisen vasteen. Voidaan myods nahda, ettd naytteiden mediaaniarvot
vastaavat odotettua vastetta, sillda 90 % mediaaniarvoista on odotetun vasteen
puolella. Taman perusteella voidaan todeta, etta rinnakkaisia kokeita oli aiemmin

lilan vahan.
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Kuvio 5. Kemotaktiset kokeet kakista naytteista kymmenella rinnakkaisella
kokeella. TURP=benigni (hyvanlaatuinen) ja RALP=maligni (pahanlaatuinen).

Kokeita jatkettiin uusilla virtsanaytteilla, joita kasiteltiin jalleen tuntemattomina
naytteina. Nailla naytteilla tehdyt kokeet eivat antaneet odotettuja tuloksia.
Kuviosta 6 havaitaan, etta naytteista 41 % antoi oikean suuntaisen vasteen, 6 %
neutraalin ja 53 % odotusten vastaisen vasteen. Mediaaniarvot seuraavat
tuloksia melko hyvin, silla 47 % oli odotetun vasteen puolella ja 53 % taas ei
vastannut odotuksia. Viimeisten kokeiden tekemisessa tuli kiire, mika on
saattanut vaikuttaa tuloksiin. Kaikki kokeet tehtiin kuitenkin samalla tavalla, joten
Kiire ei taysin selita vaihtelevia tuloksia, mutta se takia sukkulamatoliuokseen on
esimerkiksi saattanut jaada enemman bakteereita pesun jalkeen, mika vaikuttaa
sukkulamatojen liikkumiseen maljoilla. Olosuhteet, kuten lampdtila ja kosteus,
ovat voineet myds olla erilaiset ja nain vaikuttaneet lopulliseen tulokseen. Lisaksi
kavi ilmi, etta naytteet saattoivat sisaltaa verta, joka voi myos vaaristaa tuloksia.
Potilasnaytteet olivat eturauhasen hdylaysnaytteita, minka takia naytteet ovat
voineet sisaltda verta ja muuta kudosta, joiden takia naytteisiin on voinut

kulkeutua ylimaaraisia hajuaineita. Taman takia tulos on saattanut hamartya.
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5 Loppupaatelmat

Opinnaytetyon tulosten perusteella ei voida todeta menetelmaa taysin
luotettavaksi, mutta tulokset antavat lupaavan pohjan jatkotutkimuksille.
Menetelma vaatii viela lisaa testausta ja optimointia. Hirotsu BioScience Inc.
(2022) tutkijoiden mukaan menetelman tarkkuus olisi 86,3 %, mutta
opinnaytetyon tuloksien perusteella tarkkuus vaihtelee 50-75%. Menetelman
tarkoitus ei kuitenkaan ole antaa suoraa syodpadiagnoosia, vaan olla osana
syOpadiagnostiikkaa ja havaita syopa jo varhaisessa vaiheessa. Tassa
vaiheessa ei tiedeta, havaitsevatko sukkulamadot houkuttelevia hajuaineita myos
sellaisista naytteista, jotka talla hetkella ovat hyvanlaatuisia, mutta jotka voivat
myOohemmin  kehittyd pahanlaatuisiksi, mikd olisi voinut vaikuttaa
opinnaytetydssa tehtyjen kokeiden tulosten vaihtelevuuteen. Hirotsu BioScience
Inc. (2022) tutkijoiden mukaan menetelmad havaitsee mahdollisen sydvan jo
vaiheissa 0 ja |, joten tamakin voisi olla mahdollista. Tama voisi olla
mielenkiintoinen ja tarkea pitkan aikavalin jatkotutkimuskohde. Muita kokeisiin
vaikuttavia tekijoita voisi tulevaisuudessa tutkia lisaa, silla naisilla
hormonitoiminnan on todettu vaikuttavan kemotaktisten kokeiden tulokseen.
(Lanza et al. 2021) lhmiskehossa voi olla muitakin tuloksiin vaikuttavia

mekanismeja, joista ei viela tiedeta.

Menetelma on suhteellisen helppo ja halpa toteuttaa, eika se aiheuta kipua tai
muuta karsimysta tutkittavalle. Tulosten laskeminen on tydlasta ja aikaa vievaa
monien rinnakkaisten kokeiden takia, mutta ajoittamalla kokeet oikein, on monien
rinnakkaisten kokeiden toteuttaminen samanaikaisesti mahdollista. Olosuhteiden
tulee olla vakaat ja sukkulamatojen olla samassa kasvuvaiheessa kokeiden
onnistumiselle. Eri kasvuvaiheissa sukkulamadot nimittain kayttaytyvat hieman
eri tavalla ja esimerkiksi kosteus ja lampdtila vaikuttavat suuresti niiden
likkuvuuteen. Kemotaktisissa kokeissa ei kuitenkaan ajateltu kasvuvaiheen
synkronoinnin olevan niin tarkeaa, joten synkronointi tehtiin vain kerran viikossa,
toisinaan kaksi kertaa. Tama on saattanut vaikuttaa tuloksiin ja jatkossa tulisi

synkronointi tehdd useammin, jotta sukkulamadot ovat varmasti samassa



33

kasvuvaiheessa. Koemaljojen merkitsemiselle tulisi kehittaa jokin helpompi ja
nopeampi tapa, esimerkiksi leimasin tai vastaava. Talla saastaisi paljon aikaa ja
testauksesta saataisiin kustannustehokkaampi, silla maljojen merkitseminen on
tehtava tarkasti ja se vie turhan paljon aikaa itse kokeilta. Lisaksi menetelmasta
saataisiin laadukkaampi, silla maljojen merkitsemisessa pienikin mittausvirhe voi

vaikuttaa tuloksiin.

Menetelma on lupaava, helppo ja edullinen seka potilasystavallinen, minka takia
se olisi hyva lisa sydévan diagnosoimiseen myods Suomessa. Se kuitenkin vaatii

viela jatkotutkimuksia ja kehittdmistd Suomen markkinoille sopivaksi.
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Liite 1

OP-50 valmistus ja maljaus

500 ml erlenmayerpulloon lisattin 200 yl OP-50 bakteerikantaa ja 200 ml LB-
mediumia (1:1000, ilman antibioottia). Jos kaytettin OP-50-1 bakteerikantaa,
lisattin myoés 200 pl streptomysiinia (1:1000 50 mg/ml kantaliuosta).

Bakteeriviljelmaa kasvatettiin yon yli 37 °C:ssa 14-16 tuntia.

Bakteeriliuos kaadettiin 50 ml falcon-putkiin ja sentrifugoitin 4000 rpm 10
minuuttia. Bakteerisolut keraantyivat pohjalle ja 45 ml supernatanttia kaadettiin
bakteerijatteeseen. Jaljelle jaanyt 5 ml sekoitettiin bakteerisolumassaan. 250 pl
eria bakteerisuspensiota pipetoitiin  tuoreille NGM-maljoille ja levitettiin
huolellisesti. Maljojen annettiin kuivua 2-3 paivaa, minka jalkeen ne siirrettiin +4

°C jaakaappiin mydhempaa kayttoa varten.
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Opinnaytetyossa kaytettyjen puskuriliuosten ja
valkaisuliuoksen valmistusohjeet

M9-puskuriliuos

NaCl 059
KH2PO4 34
Na2HPO4 5849
NH4CI 19
ddH20 1L
Reagenssit liuotetaan veteen ja autoklavoidaan.
S-basal puskuriliuos
NaCl 5859
K2HPO4 19
KH2PO4 69
Kolesteroli 1 ml (5 mg/ml etanolissa)
ddH20 1L
Reagenssit liuotetaan veteen ja autoklavoidaan.
Valkaisuliuos
1 M NaOH 1,25 ml
Hypokloriitti 1,0 mi
ddH20 2,75 ml
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