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Genomiikan laboratoriomenetelmien perusteita
bioanalyytikoille

- Oppimateriaali kromosomitutkimuksen ja molekyyligenetiikan menetelmista

Tassa toiminnallisessa opinnaytetydssa laadittiin oppimateriaali, jonka
tavoitteena on edesauttaa bioanalyytikko-opiskelijoiden genetiikan opiskelua ja
harjoittelua. Lukumateriaalin (39 sivua) lisaksi tuotettiin kertauskysymyksia (100
kpl) seka kuvitus tuotokseen. Esitellyt menetelmat on rajattu niihin menetelmiin,
joihin kahden viikon laboratoriotydosaamisen harjoittelujaksolla tutustutaan.

Sytogenetiikan osalta esitellaan soluviljely ja G-raitavarjays. G-raitavarjayksella
voidaan todeta suurehkoja muutoksia kromosomeissa ja niiden lukumaarassa.
Nama ovat usein syyna esimerkiksi kehityshairidihin, epamuodostumiin tai
lapsettomuuteen. Molekyylisytogenetiikan menetelmilla (FISH) voidaan osoittaa
esimerkiksi mikrodeleetioita tai translokaatioita, joita esiintyy esimerkiksi
syovissa, kuten verisyovissa.

Molekyyligenetiikan menetelmista esitellaan mononukleaaristen solujen eristys,
DNA:n eristys, PCR-tekniikka, elektroforeesiajo ja sekvensointi. DNA:n eristys
seka monistaminen PCR-menetelmalla ovat geenitutkimusten lahtokohta. PCR-
menetelmaa ja elektroforeesia kaytetdan esimerkiksi verisydpien
jaannostautianalytiikassa, toistojaksotautianalytiikassa ja yksittaisten
geenivirheiden tutkimiseen.
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Basics of Genetic Laboratory Methods for Medical
Laboratory Scientists

- Learning material on chromosome analysis and molecular genetic techniques

The purpose of this bachelor’s thesis was to produce learning material to further
practical and theoretical learning of genomics among medical laboratory
science students. Produced material consists of Finnish text material (40
pages), questions (100 pcs.) and illustration. Only methods included in two-
week practical training period, are included.

This thesis presents cytogenetic methods i.e. cell culture and g-banding
technique. Changes in chromosome number or large changes in their structure
can be indicated by G-banding. These aberrations frequently account for
developmental disorders, malformations, and infertility. Molecular cytogenetic
techniques (FISH) are used to find microdeletions or translocations, which can
be found for example in cancer like leukemias.

Molecular genetic methods such as isolation of mononuclear cells, DNA
extraction, PCR, electrophoresis, and sequencing are also presented. DNA
extraction and PCR replication are the basis of genetic testing. PCR and
electrophoresis are used (for example) in MRD (minimal residual disease)
testing in leukemias, in repeat expansion disorder testing and single gene
defect testing.
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1 Johdanto

Viimeisten vuosikymmenten aikana ihmisen periman tutkimus on edennyt
harppauksin. Samalla molekyyligeneettisten menetelmien kehitys on
edesauttanut monien sairauksien diagnosointia. (Kere ym. 2010.)
Molekyylibiologisilla menetelmilla — kuten PCR ja sekvensointi - on paljon
diagnostisia sovellutuksia aina geneettisten sairauksien ja syopien
diagnostiikasta infektiotautien osoittamiseen (Whitfield 2013). Perinteiset
sytogeneettiset tutkimukset, kuten karyotyypitys ja sita uudemmat
molekyyligeneettiset menetelmat tukevat toisiaan, ja menetelmia tarvitaan
diagnostiikkaan ja hoidon suunnitteluun ja seurantaan. (ks. Merker & Arber
2010, 243-246; Autio & Kairisto 2015, erit. 101-102, 109-138; National Cancer
Institute 2020; Liehr 2021a, 1.) Genomiikan laboratoriossa voidaan tutkia mm.
synnynnaisia kromosomipoikkeavuuksia, pahanlaatuisia verisairauksia ja
syopatauteja (Tyks 2023b & c).

Turun ammattikorkeakoulun bioanalyytikkokoulutukseen kuuluu kahden viikon
harjoittelu genetiikan laboratorioissa (Turun ammattikorkeakoulu 2022). Tassa
toiminnallisessa opinnaytetydssa tarkoituksena on laatia oppimateriaali, joka
tukee seka kyseista harjoittelujaksoa etta bioanalyytikkokoulutuksen genetiikan
teoriakurssin opetusta. Oppimateriaalin tavoitteena on tuoda harjoittelujakson ja
genetiikan kurssin sisallét lahemmas toisiaan ja siten tehostaa teorian ja
kaytannon sisaistamista ja oppimista myos lyhyella harjoittelujaksolla.
Materiaalille nayttaisi olevan tarvetta, koska vastaavaa genetiikan menetelmia
koskevaa oppimateriaalia bioanalyytikoille ei ole 16ydettavissa. Materiaalissa on
haluttu avata nimenomaan menetelmatietoa, joka on bioanalyytikon /
laboratoriohoitajan tyon keskiossa, ja josta vastaavaa oppimateriaalia on

saatavilla vahaisesti, jos ollenkaan.
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2 Oppimateriaalin tavoite ja kaytannon toteutus

Taman opinnaytetyon tarkoitus on luoda genetiikan laboratoriomenetelmia
koskeva oppimateriaali, joka havainnollistaa kaytannon tyota kliinisen
genetiikan laboratoriossa, ja joka on yhtenevaisempi myos genetiikan
harjoittelujakson sisallon kanssa. Materiaalin tavoitteena on edesauttaa
oppimista ja opettamista bioanalyytikkokoulutuksessa. Oppimateriaalin teossa
on otettu huomioon hyvan oppimateriaalin piirteet, kuten luettavuus ja

havainnollisuus. Tata tukee myos osana tuotosta toteutettu kuvitus.

2.1 Opinnaytetyon tarkoitus ja tavoite

Tarkoituksena on laatia bioanalyytikko-opiskelijoille oppimateriaali, joka tukee
genetiikan harjoittelujaksoa seka genetiikan opetusta ja oppimista
bioanalyytikkokoulutuksessa. Materiaalin tarkoitus on tarjota opiskelijalle
ennakkotietoa genetiikan laboratorion menetelmista, joihin kliinisen
laboratoriotydosaamisen harjoittelujaksolla tutustutaan. Tarkoitus on myos
tuoda genetiikan teoriakurssin sisaltd lahemmas laboratorion kaytannon tyota ja
harjoittelujakson sisaltda, jotta ne tukisivat paremmin toisiaan. Menetelmat
esitetaan bioanalyytikolle mielekkaasta nakdkulmasta, minka oletetaan

edesauttavan menetelmien ymmartamista ja oppimisen motivaatiota.

Tavoitteena on auttaa perehtyjaa ja perehdyttajaa harjoittelujakson aikana seka
helpottaa niin oppijan kuin opettajankin tyota genetiikan opintojaksolla.
Opiskelijan ennakkotiedot helpottavat perehdyttamista, ja nain voidaan
oletettavasti myds tehostaa lyhyen harjoittelun aikana tapahtuvaa

oppimista. Kaytannon harjoittelun ja teoriakurssin sisaltojen yhtenaistamisen
tavoite on helpottaa sisaistamista ja syventaa oppimista. Tuotetun materiaalin
tavoite on myos helpottaa opettajan ty6ta tarjoamalla oppimateriaalia ja

oppimista testaavia kysymyksia opetuksen ja tenttien laadinnan tueksi.

Bioanalyytikolle suunnattua, laboratoriodiagnostiikan nakdkulmasta tehtya,

teoreettisesti oikein mitoitettua kirjallisuutta on vaikea I6ytaa. Opetuksessa
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kaytetaan usein materiaalia, joka on suunnattu esimerkiksi laaketieteen alalle,
jolloin nakdkulma ei ole laboratoriotyossa, eika alan peruskasitteita avata.
Menetelmia esittelevaa kirjallisuutta on toisaalta myods bioteknologian
nakokulmasta, jolloin nakokulma ei valttamatta ole diagnostiikassa (ks. esim.
Suominen ym. 2013 tai Parssinen ym. 2012). Bioanalyytikoille kohdennetun
kirjallisuuden puute vaikuttaa olevan haaste opiskelijoille. Se on nahtavissa
muun muassa oppimateriaaleiksi suunnattujen opinnaytteiden runsaudessa;

niille on todellinen tarve.

2.2 Tuotos ja sen kaytannon toteutus

Kyseessa on toiminnallinen opinnaytetyd. Toiminnallisen opinnaytteen
tuotoksena syntyy konkreettinen tuotos (Vilkka 2003, 51), joka tassa
tapauksessa on oppimateriaali. Erilaiset ohjeistukset ja tietopaketit ovat varsin
yleinen toiminnallisen opinnaytetydn muoto (Vilkka 2003, 51-52). Tahan
tuotokseen sisaltyy teoriaosuus kuvineen seka aihealueen ymmarrysta

testaavia kysymyksia.

Tassa opinnaytetydssa voidaan ajatella olevan kyse myods kehittamistyosta’
jossa tavoitteena on bioanalyytikkokoulutuksen opetuksen pienimuotoinen
kehittaminen tuottamalla oppimateriaalia vapaasti kaytettavaksi Turun
ammattikorkeakoulun bioanalytiikan opetuksessa. "Tutkimuksellisessa
kehittamistyossa lahtokohtana ovat kaytanndn ongelmat ja kysymykset, jotka
ohjaavat uuden tiedon tuottamista ” (Humak 2023). Tassa tyossa tuotetaan
uuden tiedon sijaan uusi tuote (tiedon synteesi), jota voidaan kayttaa

opetuksessa.

Kehittamistydssa menetelma on mika tahansa systemaattinen ja
suunnitelmallinen keino paasta tavoitteisiin.” Siksi menetelma voikin olla hyvin

vapaamuotoinen. (Humak 2023.) Taman tyon tavoite oli tehda oppimateriaali, ja

1 Kehittamistydsta ks. Salonen ym. 2017, 7.
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keino sen toteuttamiseen oli relevanttien kysymysten esittaminen ja niihin

vastaaminen Kirjallisuuden ja kaytannon laboratoriotyon havainnoinnin keinoin.

Oppimateriaalin sisallon ideointi- ja suunnitteluvaiheessa? kaytettiin hyvaksi

seuraavia kysymyksia tutkimuskysymysten tavoin:

1. Mita menetelmia genetiikan laboratoriossa kaydaan lapi kliinisen
laboratoriotydosaamisen harjoittelujakson aikana?

2. Miten naitda menetelmia laboratoriossa konkreettisesti kaytetaan el
millaisia tydvaiheita ne esimerkiksi sisaltavat?

3. Miksi (mihin) niita kaytetaan, eli millaisiin kliinisiin / diagnostisiin

kysymyksiin ne esimerkiksi vastaavat?

Kysymys 2 — konkreettiset menetelmat ja niiden suorittaminen — on
laboratoriohoitajan tydonkuvan keskiossa. Kysymys 3 asetettiin
havainnollistamisen, laajemman kokonaiskuvan hahmottamisen ja
mielenkiinnon ja motivaation herattamisen vuoksi. Tuotos tehtiin

opiskelijalahtdisestd nakdkulmasta.

Prosessin eri vaiheissa pyydettiin palautetta oppimateriaalista Turun
ammattikorkeakoulun opettajilta. Varsinaisia sisallollisia muutosehdotuksia ei
tullut. Saadun palautteen perusteella oppimateriaaliin lisattiin myds enemman
sisaltdoa kertaavia kysymyksia ja luentodiat aiheesta jatettiin pois, koska niita ei
sellaisenaan pidetty tarpeellisina. Implementointivaine? ja levitys jaavat tyon

aikarajoitteen vuoksi opettajien vastuulle.

Tuotos syntyi pitkalti kirjallisuuskatsauksen keinoin. Ensin koostettiin
kirjallisuuskatsaus genomiikan laboratoriomenetelmista edella mainitun
rajauksen mukaisesti. Kirjallisuuskatsaus tyostettiin taman jalkeen
oppimateriaaliksi lukijaystavalliseen muotoon ja lopuksi tehtiin aihetta koskevia
kertaus- ja tenttikysymyksia. Opinnaytety0ssa ei kaytetty tutkimuksellisia

aineiston analyysin menetelmia, kuten kyselyaineiston keruuta.

2 Kehittamistyon vaiheista ks. Salonen ym. 2017, 51-52.
3 Kehittamistyon vaiheista ks. Salonen ym. 2017, 51-52.
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Tutkimuksellisten metodien kayttd ei esimerkiksi Vilkan (2006, 56) mukaan ole

valttamatonta toiminnallisessa opinnaytetyossa.

Opinnaytetyon aineisto koostuu nain ollen olemassa olevasta kirjallisuudesta ja
valmiista aineistosta. Olennaista aineiston rajaamisen ja ymmartamisen
kannalta oli kuitenkin my6s havainnointi genomiikan laboratoriossa, jossa voitiin
kaytannossa havainnoida, minkalaisia menetelmia laboratoriossa kaytetaan ja
kohdentaa tiedonhakua myos taman perusteella. Havainnointi tapahtui solu- ja
molekyylibiologian ja sytogenetiikan harjoittelujaksolla 3.10.2022 - 14.10.2022
sekad 9.1.2023 - 20.1.2023. Kirjallisuusaineiston kokoaminen ja kirjoitustyo
aloitettiin syyskuussa 2022 ja valmis raportti ja tuotos palautettiin

tarkistettavaksi lokakuussa 2023.

Tuotos eli oppimateriaali rajattiin niihin genomiikan menetelmiin, joihin Turun
ammattikorkeakoulun bioanalytiikan opiskelijat paasevat tutustumaan
laboratoriotydosaamisen harjoittelujaksolla. Kyseiset menetelmat mainitaan

my0s harjoittelujakson tavoitteissa (ks. Turun AMK 2022).

Oppimateriaalin muodoksi valittiin kuvitettu tekstimuoto, joka on myos
tulostettavissa helposti. Joidenkin tutkimusten perusteella opiskelijat kaipaavat
painettuja oppimateriaaleja digimateriaalien rinnalle (Alfiras & Bojiah 2020; Osih
& Singh 2020, Chavali & Gundala 2022). Osittain siita syysta tuotettavaksi
materiaaliksi valittiin sellainen tekstimuotoinen materiaali, jonka voisi

halutessaan tulostaa.

Tuotokseen sisaltyy lukumateriaalin lisaksi sita koskevia kysymyksia
vastauksineen seka itse laaditut kuvat. Kysymyksia voidaan kayttaa esimerkiksi
luentojen jalkeen pohdintakysymyksina, kotitehtavina tai verkkoalustalla
oppimistehtavina tai testeina. Opettajan on mahdollista kayttaa kysymyksia
my0s tenttikysymyksina. Kysymyksia on yhteensa 100 kpl, joista osa on
monivalintakysymyksia, joiden tarkastaminen on automatisoitavissa verkko-
oppimisalustalla. Joidenkin monivalintakysymysten vastauksissa annetaan

oikean vastauksen (totta/tarua) lisaksi lyhyt perustelu.
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Tuotoksen suunnittelussa jouduttiin pohtimaan tekstimuotoisen tietosisallon
lisaksi muun muassa tuotoksen kuvitusta. Kuvitus tehtiin itse, jotta se voitaisiin
tarvittaessa julkaista rikkomatta tekijanoikeuslakia. Kuvituksen teossa otettiin
myds huomioon kuvituksen informatiivisuus ja selkeys niin varillisena kuin
mustavalkotulosteenakin. Lisaksi pelkka kuvitus on myos omana tiedostonaan,

jolloin pelkan kuvituksen voi halutessaan tulostaa varillisena.

Tuotetun oppimateriaalin pituus on noin 40 sivua. Tama vastaa esimerkiksi
OPMITKU-hankkeen suosituksen mukaisesti noin 6 tuntia opiskelijan ty6ta, joka
vastaa noin 74 opintopistetta (ks. Harjulahti ym. 2010, 101). Oppimateriaali
soveltuu siten hyvin esimerkiksi Turun AMK:n molekyyligenetiikan kurssin
oheislukemistoksi. Kurssin laajuus on viime vuosina ollut 2 opintopistetta (ks.
Turun ammattikorkeakoulu n.d.). TAman opinnaytetydn valmistumisajankohtana
kurssin laajuus on muuttunut, ja vuonna 2023 opintonsa aloittavilla
bioanalyytikko-opiskelijoilla kurssin laajuus tulee olemaan 4 opintopistetta.
(Turun ammattikorkeakoulu n.d.) Mahdollisia muutoksia kurssin sisalléssa ei ole

voitu ottaa huomioon tassa oppimateriaalissa.

Bioanalyytikko-opiskelijoiden koulutustausta ja aiempi kokemus luonnontieteista
vaihtelee melko paljon, mika on pyritty ottamaan huomioon. Tuotoksena
tehdyssa oppimateriaalissa onkin avattu myos peruskasitteistdoa, kuten DNA ja
geeni. Oppimateriaali sisaltda kuitenkin myds syventavaa tietoa erityisesti
laboratorion menetelmista seka kaytannon esimerkkeja genomiikan

laboratoriotutkimuksista ja niiden kysymyksenasettelusta.

2.3 Millainen on hyva oppimateriaali

Oppimateriaali on mita tahansa materiaalia, joka valittaa koulutuksen
tavoitteeksi asetettuja tietoja, taitoja ja asenteita (Hirsjarvi 1978, 125 Ekonojan
2014, 56 mukaan). Se voi olla perinteinen kirja, mutta se voi olla myds videoita,
aanitteita, kuvia tai jonkinlainen laite tai aine (Hirsjarvi 1983, 135—-136 Ekonojan
2014, 56 mukaan; Heinonen 2005, 30). Se voi toisaalta olla myds Internetissa

sijaitsevaa verkko-oppimateriaalia (Ekonoja 2014, 56). “Oppimateriaali on
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itsenaisesti kaytettava, jotain tarkoitusta varten laadittu jasennelty

aineistokokonaisuus” (Nurkka ym. 2005, 53).

Hyvalla oppimateriaalilla on opetuksellinen kayttdidea. Sen kaytto ei ole liian
monimutkaista tai vaikeaa, vaan se soveltuu tavanomaiseen opetus- ja
opiskelukayttoon. Yhdella oppimateriaalilla ei voi olla kaikkia hyvan
oppimateriaalin piirteita. Kaytossa oleva alusta vaikuttaa siihen, mita
ominaisuuksia oppimateriaalilla voi olla. Oppimateriaalin ominaisuudet
maaraytyvat sen mukaan, millainen oppimateriaali sopii parhaiten juuri kyseisen

asian opettamiseen. (Opetushallitus 2023a.)

Perinteinen oppikirja on sisaltdpohjaista oppimateriaalia. Tieto on valmiiksi
rajattu ja se esitetdan oppimisprosessia tukevassa jarjestyksessa, sopivan
kokoisissa osissa. Oppikirja ei ohjaa oppimisprosessia, mutta sen rakenne ja
esitystapa tukevat oppimista, eika oppijan tarvitse itse hakea tai tuottaa tietoa.
(Silander 2006, 61-62.)

Ranta ja Kortetjarvi-Nurmi (2018, 78) toteavat, ettd oppimateriaalin ulkoasu voi
edistda oppimista parantamalla luettavuutta. Tuotoksessa onkin otettu
huomioon tekstin visuaalinen ilme, rakenne ja kuvitus, jotka vaikuttavat
luettavuuteen ja ymmarrettavyyteen. Saundersin & Wongin (2020) ohjeistusten
mukaisesti on huomioitu tekstin riittava koko ja rivivali, riittava otsikoiden ja
valiotsikoiden koko ja erottuvuus seka otsikoiden, kuvien ja leipatekstin valiin
jaava valkoinen tila. Oppimateriaalissa on myds valtetty pitkia tekstikappaleita ja
kaytetty riittavia marginaaleja. Nama kaikki tekijat vaikuttavat tekstin
luettavuuteen ja sita kautta ymmarrettavyyteen (Saunders & Wong 2020, 203—
206.) Oppimateriaali on kirjoitettu palstaan tasatuksi tekstiksi Laukkasen (2006,
77) suosituksen mukaisesti. Lisaksi oppimateriaalista on poistettu tekstinsisaiset

viitteet luettavuuden parantamiseksi.

Otsikot ja alaotsikot rakentavat tekstia visuaalisesti ja toimivat tekstissa
navigoinnin tukena. Ne esittelevat aiheen ja sen paasisallot (Saunders & Wong
2020, 206.) Oppimateriaalin Iahdeluettelo ja otsikot onkin pyritty rakentamaan

niin, etta aiheen asiasisaltokokonaisuuden ja niiden keskinaiset suhteet voi
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helposti silmailla tai palauttaa mieleen sisallysluettelon tai otsikoiden avulla.
Oppimateriaalissa onkin paadytty suhteellisen runsaaseen valiotsikointiin, jotta
ne auttaisivat lukijaa paremmin jasentamaan aihekokonaisuutta ja sen
osasisaltdja. Laukkasen (2006, 72) mukaan julkaisun typografisilla ratkaisuilla,
kuten vareilla, julkaisun sisaista hierarkiaa ja asiasisaltoja voi jarjestella ja
rytmittda. Siksi tuotoksessa eri paalukujen otsikoissa on kaytetty eri vareja ja
niiden alla olevat valiotsikot ja kuvitukset noudattavat padotsikoiden

varimaailmaa.

Kuvituksen tehtavana on helpottaa ymmartamista, muistiin painamista ja
mieleen palauttamista (Hatva 2006, 49). Oppimateriaalissa kuvitusta kaytetaan
havainnollistamiseen, tiedon tiivistamiseen ja yhdistamiseen seka asioiden
keskinaisten suhteiden osoittamiseen. Kuvilla voidaan esittaa asioita, joiden
selittaminen pelkastaan sanallisesti olisi vaikeaa. Esimerkiksi prosessit on
jarkevinta esittaa kuvasarjojen tai kuvioiden avulla. (Saarinen & Vayrynen
1989, 45-46.)

Tuotetussa oppimateriaalissa on otettu huomioon kuvien osalta myos se, etta
kuvat toimivat seka varillisina etta mustavalkoisina. Nain materiaali on helposti
tulostettavissa. Vareja ja yksityiskohtia on muutenkin kaytetty harkiten. Talla
valtetaan turhaa nayttdsumua (screen fog) ja siten viestin ymmartamisen
vaikeutumista. Duh ja Krasna (2011, 133—-134) puhuvat semanttisesta
kohinasta, jolla tarkoitetaan viestin ymmartamista vaikeuttavia hairiotekijoita,
jotka heikentavat oppimisprosessia. Semanttista kohinaa voi syntya
epasopivien visuaalisten elementtien valinnasta, kuten huonosti valitusta

fontista tai epaselvista kuvista.

Hyvan oppimateriaalin tulee olla my6s havainnollista. Havainnollisuutta lisaa
kuvien, kuvioiden ja kaavioiden ohella esimerkit. (Ranta & Kortetjarvi-Nurmi
2018, 64—65.) Haatasen ym. (1998, 181) mukaan hyva oppimateriaali sitoo
teorian kaytantdoon antamalla esimerkkeja. Tassa oppimateriaalissa
havainnollisuus onkin pyritty toteuttamaan paitsi kuvien myds esimerkkien
kautta. Genetiikan laboratoriotutkimuksista esitetaan esimerkkeja, joissa

kerrotaan, millaisen sairauden tutkimiseen menetelmaa esimerkiksi kaytetaan.
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Esimerkeilla on pyritty parantamaan tutkimusten tarkoituksen ymmartamista ja

lisdamaan tekstin kiinnostavuutta.

Oppimiseen vaikuttaa ulkoisten tekijoiden lisaksi myos oppijan olemassa oleva,
edeltava tieto. Opittava tieto ankkuroituu oppijan olemassa olevaan tietoon
(esim. Howe 1984, 3—4,13; 49-73; Marstio 2020, 35). Opiskelijan aiemmat
tietorakenteet vaikuttavat jo luetun ymmartamiseen. (Vatanen 1987, 18—19.)
Bioanalyytikko-opiskelijoilla on hyvin vaihtelevasti edeltavaa tietoa
luonnontieteista, mika vaikeuttaa tekstin sopivan lahtétason maarittamista.
Opiskelijoiden taustatietojen vaihtelevuus on kuitenkin pyritty huomioimaan
mahdollisuuksien mukaan. Tiedon ja kasitteiden tuttuus vaikuttavat myds luetun
ymmartamiseen (Vatanen 1987, 18), minka vuoksi genetiikkaa kasittelevan
materiaalin ymmartamisen helppous tai vaikeus riippuu muun muassa

opiskelijan aiemmasta luonnontieteellisesta osaamisesta.

Mita vieraampi sisalto ja sen kasitteet ovat lukijalle, sitd suuremman painoarvon
tekstin kieliopillinen rakenne saa sen ymmartamisessa (Luria 1976 Vatasen
1987, 18 mukaan). Tuotoksessa pyrittiinkin helppolukuisuuteen. Tekstin
tieteellisyytta ei haluttu uhrata sen kustannuksella. Helppolukuisuus pyrittiin
toteuttamaan kielellisilla ja rakenteellisilla ratkaisuilla seka ymmartamista
helpottavilla kuvituksilla. Asiasisallon vaativuustaso arvioitiin niin, etta
lukijakuntana on korkeakouluopiskelijat mutta ennen kaikkea bioanalytiikan

opiskelijat.

Oppimiseen vaikuttaa myos opiskelijan persoonallinen oppimistyyli. Oppijoita
voidaan jakaa useilla eri tavoilla oppimistyylien suhteen. Harris ja Bell (1990)
jakavat oppijoita esimerkiksi sarjallisiin (serialist) ja holistisiin oppijoihin.
Sarjallinen oppija opettelee opittavan asian mieluiten pala palata sarjana.
Holistiselle oppijalle taas on tarkeaa saada ensin laajempi kokonaiskuva, jonka
osaksi han sijoittaa pienemmat yksityiskohdat. (Harris & Bell 1990, 15.) Oppijat
voidaan toisaalta jakaa esimerkiksi kokemuksellisiin oppijoihin,
pragmaatikkoihin, reflektoijiin ja teoreetikoihin. Joku oppii parhaiten erilaisin

menetelmin kuin toinen. (Harris & Bell 1990, 16—18.) Nain ollen voidaan olettaa,
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etta myos erilaiset oppimateriaalit soveltuvat erilaisille oppijoille, eika sama

materiaali valttamatta ole paras kaikille.

Materiaalissa on otettu huomioon erilaisia oppimistyyleja, ja sen voi perustella
sopivan seka sarijallisille etta holistisille oppijoille, silla materiaali sisaltaa
molempia piirteitd. Materiaali koostuu sarjalliseen oppimiseen sopiviksi paloiksi
rajatuista kokonaisuuksista, jotka etenevat loogisesti. Muun muassa tihea
otsikointi rajaa aiheita tarpeeksi pieniin osiin. Toisaalta materiaalin laajahko
rajaus ja mahdollisuus luoda silmays koko materiaaliin kerralla (mm.
sisallysluettelon avulla) antaa holistiselle oppijalle tarpeeksi laajan

kokonaiskuvan oppimisen lahtokohdaksi.

2.4 Eettinen pohdinta

Ennen raportointia selvitettiin, minkalaista tietoa laboratorioiden toiminnasta saa
raportoida julkisuuteen. Laboratorion tydohjeiden kayttod tyon aineistona ei ollut
luvallista, joten menetelmakuvauksia on etsitty tieteellisista julkaisuista niilta
osin kuin niitd on saatavilla olevasta aineistosta |6ytynyt. Joiltakin osin on
jouduttu turvautumaan bioteknologiayritysten verkkosivuillaan esittelemiin

menetelmaohijeisiin ja -kuvauksiin.

Tyohon ei littyne edella mainitun lisaksi muita eettisia ongelma-alueita.
OpinnaytetyOssa ei esimerkiksi kasitella henkilbtietoja. Tydlla ei ole rahoittajaa,
eika opinnaytetyontekijoilla ole muitakaan tyohon vaikuttavia sidonnaisuuksia.
Opinnaytetyon toimeksiantaja on Turun ammattikorkeakoulu, jolle ei aiheudu

kustannuksia opinnaytetyosta.

Kyseessa ei ole tutkimusmuotoinen opinnaytetyd. Tuotoksessa ei nain ollen
esiteta tutkimustuloksia, (joiden vaaristyminen voisi olla ongelma) eika silla ole
tutkimuskohteita, joiden anonymiteettia tai tietosuojaa tulisi varjella. Tyossa ei
myoOskaan kasitella tutkimuskysymyksia, joista olisi tiettavasti yhdellekaan
yksityishenkildlle tai yritykselle taloudellisia, sosiaalisoikeudellisia tai

henkilokohtaisia seuraamuksia. Tyoskentelyssa on kaikin tavoin pyritty
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noudattamaan ammattietiikkaa ja kollegiaalisuuden periaatteita. Oppimateriaalin

kuvitus on tehty itse, joten se voidaan julkaista tekijanoikeuslakia noudattaen.
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3 Genetiikan perusteita bioanalyytikoille

DNA on tiiviisti pakattu informaatiopaketti. Se sisaltaa valtavasti tietoa. Solun
tumassa, jonka halkaisija on vain mikrometrin (millimetrin tuhannesosa), on pari
metria DNA:ta, joka sisaltda noin 3,2 miljardia nukleotidia. (Jokela 2017, 9-11.)
Geeneja tassa paketissa on noin 20 000, minka lisdksi DNA sisaltaa
monimutkaisia geenien saatelymekanismeja (Kettunen 2017, 19). Geenit
sisaltavat kaiken sen informaation, jota tarvitaan elimiston toimintaan. Ne ovat
DNA-jaksoja, jotka koodaavat geenituotteita eli proteiineja. (Kaariainen 2017,
79.) Proteiineilla on elimistéssa monia tehtavia, joten virheet niiden tuotannossa
voivat johtaa erilaisiin sairauksiin ja oireyhtymiin (ks. Frilander 2006, 14;
Kaariainen 2017, 79; Nelson & Cox 2021, 70). DNA:han voi syntyd mutaatioita
joko ihmisen elinaikana ymparistovaikutusten kautta tai ne voivat olla

vanhemmilta periytyneita (Kankuri-Tammilehto & Schleutker 2017).

3.1 DNA, geeni ja kromosomi lyhyesti

Geenit ovat periman toiminnallisia yksikoita. Ne ovat DNA-jaksoja, jotka
koodaavat geenituotteita eli proteiineja. Geenien koodaavien alueiden
emasjarjestys toimii rakennuskaavana proteiineille. Tumallisten elididen — kuten
ihmisen — DNA:ssa on my0s ei-koodaavia saatelyalueita. Koodaavia alueita
kutsutaan eksoneiksi ja ei-koodaavia alueita introneiksi. Intronit eivat siis
koodaa proteiinien aminohappojarjestysta. Ne vaikuttavat kuitenkin geenien
luentaan ja niiden ilmentymisen saatelyyn. (esim. Frilander 2006, 14-16.)
Ihmisen DNA:sta itse asiassa vain pieni murto-osa (n. 2 %) on varsinaisesti
proteiinien aminohappojarjestysta koodaavia osia. (Jokela 2017, 12; Jokela &
Vainio 2017, 156.)

DNA ja RNA eli deoksiribonukleiinihappo ja ribonukleiinihappo koostuvat
nukleotideista. Nukleotidi puolestaan koostuu sokeriosasta (deoksiriboosi tai
riboosi), fosfaattiosasta ja emasosasta. DNA:ssa esiintyvat emakset ovat
adeniini (A), guaniini (G), sytosiini (C) ja tymiini (T). (Kuva 1) RNA:ssa tymiini on
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korvautunut urasiililla (U) (Kuva 3). Nukleotidit kiinnittyvat toisiinsa fosfaatti- ja
sokeriosien valisilla fosfodiesterisidoksilla ja muodostavat DNA-juosteen.
Kaksoisjuoste muodostuu, kun vastakkaisten juosteiden emakset pariutuvat
vetysidoksilla. Emakset pariutuvat aina C-G, A-T (A-U RNA:ssa). Naita pareja
kutsutaan komplementaarisiksi emaksiksi. (esim. Campbell ym. 1999, 77-79,
281-283; Kumar 2014, 4-5; Jokela 2017, 9-10.)

nukleotidi

A ‘ G c A emasosa

. A c & @sokeriosa
AN

P fosfaattiosa
@ \ S "‘/ ‘l\'\-‘ -"‘J \ / \ /
o o o (3

Kuva 1. DNA:n nukleotidirakenne.

Nukleotidien sokeri- (S) ja fosfaattiosista (P) syntyy DNA-juosteen runko, jonka
sokeriosiin emasosat (A, T, G ja C) ovat kiinnittyneina. DNA- juosteen paat on
nimetty 3'- ja 5'-paaksi. Nimet viittaavat nukleotidin numeroituihin hiiliatomeihin
emaksesta lahtien. Juosteen 3'-paa alkaa nukleotidin sokeriosan kolmannesta
hiiliatomista. Juosteen 5'-paa paattyy nukleotidin viidenteen hiiliatomiin
liittyneeseen fosfaattiosaan. DNA-polymeraasi kiinnittda uuden nukleotidin aina

3'-paahan. (Encyclopaedia Britannica a.)

DNA:n kaksoisjuoste on kiertynyt ja pakkautunut histoniproteiinien ymparille ja
kiertynyt kolmiulotteiseksi rakenteeksi muodostaen lopulta kromosomin (esim.
Knuutila 2006, 32). Inmisella on kromosomeja tavallisesti 46 kappaletta.
Mitoosissa eli somaattisten solujen jakautumisessa myos kromosomit

jakautuvat, mita edeltdd DNA:n kopioituminen ensin solun interfaasivaiheessa.
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DNA:n kopioituessa kaksoisjuoste avautuu ja DNA-polymeraasi rakentaa uuden
vastinjuosteen avautuneiden juosteiden rinnalle. Metafaasivaiheessa DNA on
jarjestaytynyt kaksi sisarkromatidia kasittaviksi kromosomeiksi, joilla on kaksi
lyhyempaa p-kasivartta ja kaksi pidempaa g-kasivartta (Kuva 2).
Sisarkromatidit ovat kiinni toisissaan sentromeeristaan. Somaattisten solujen
jakautuessa sisarkromatidit jakaantuvat solun eri puolille ja lopulta solu jakautuu
kahdeksi. Nain ollen kussakin syntyneessa solussa on kaikki 46 kromosomia.
Meioosissa eli sukusolujen jakautumisessa kromosomiparien
vastinkromosomit (Kuva 2) taas jakautuvat eri puolille solua ja jaavat eri
soluihin solun jakautuessa. Nain sukusoluihin jaa haploidinen kromosomisto eli
yksi kustakin kromosomiparista. Sukusolussa on nain ollen 23 kromosomia.
(esim. Knuutila 2006, 32—-36.)

kromosomipari
p-kasivarsi

sentromeetri

g-kasivarsi

Y

sisarkromatidit

Kuva 2. Vastinkromosomit eli kromosomipari ja sisarkromatidit.
3.2 DNA:sta proteiiniksi: transkriptio, translaatio ja geenin ilmentyminen

DNA saatelee elimiston ominaisuuksia ja toimintaa toimimalla mallina solujen
tuottamille proteiineille, jotka ovat yleisimmin geenien lopputuotteita. (Jokela
2017, 12.) Lopputuote voi olla myds RNA. Proteiinien syntymista ja sen
saatelya kutsutaan myos geenien ilmentymiseksi. Tietynlaisten proteiinien
tuotanto aiheuttaa siis geenin fenotyyppin. (Campbell ym. 1999, 294.)

Proteiinisynteesin tapahtumaketju on hyvin monivaiheinen (ks. esim. Campbell
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ym. 1999, 296-309 tai Frilander 2006, 14-29), ja se esitetdan tassa

yksinkertaistetusti.

DNA-juosteen emasten kirjoittama koodi luetaan ja muunnetaan
aminohappoketjuiksi eli proteiineiksi solun ribosomeissa (Kuva 4).
Avautuneen DNA juosteen rinnalle muodostuu kuitenkin ensin
komplementaarinen lahetti-RNA-juoste (Kuva 3). Tata kopiointitapahtumaa
kutsutaan transkriptioksi. (Campbell ym. 1999, 294-308.) Geenien luenta ja
transkriptio tapahtuu useiden proteiinien avulla, tarkeimpana RNA-polymeraasi-
entsyymi. (Frilander 2006, 18-21.)

— RNA - juoste

u G\c\ANALGAALCIC c
Oy
fanan A - ann - ek

DNA - juoste

Kuva 3. DNA ja kopioituva lahetti-RNA (mRNA)

Lahetti-RNA (mRNA) siirtyy transkription jalkeen tumasta soluliman
ribosomeihin. Ribosomissa lahetti-RNA:n tuoma koodi luetaan kolmen emaksen
jaksoissa. Naita jaksoja kutsutaan kodoneiksi (Kuva 4). Kodoni vastaa aina
yhta tiettya aminohappoa (mutta aminohappoa voi vastata useampi kodoni).
Esimerkiksi asparagiiniaminohappoa vastaavat kodonit AAU ja AAC. (Campbell
ym. 1999, 294-308.)

Proteiinien koostamiseen tarvitaan myos siirtaja-RNA:ta (tRNA), joka tuo
vapaita aminohappoja solulimasta ribosomille. Siirtdja-RNA:n antikodoni (Kuva
4) sitoutuu mRNA:n kodoniin. Siten tRNA:n kuljettamat aminohapot kiinnittyvat
oikeaan jarjestykseen. (Campbell ym. 1999, 304-308.) Proteiinit koostuvat

Turun AMK:n opinnaytety6 | Pujo Pirhonen & Jennina Terho



22

aminohapoista, joita on 20 erilaista. Yhdessa proteiinimolekyylissa
aminohappoja voi olla jopa satoja tai tuhansia. (Nelson & Cox 2021, 70, 81.)

Alla oleva kuva on tehty Campbell ym. teoksessa olevien kuvallisten esitysten

perusteella.

\ aminohappo

Met
lle
antikodoni

CRROANN oot
= s ahbiehaaales®
20000 0BV MRNA

Kuva 4. Translaatio (proteiinisynteesi) ribosomissa.

Proteiineilla on elimistdssa ja soluissa valtavasti erilaisia tehtavia. Ne toimivat
solujen ja kudosten rakennusaineina, entsyymeina, hormoneina ja vasta-
aineina seka kuljettavat muita aineita. (Nelson & Cox 2021, 70; Frilander 2006,
14.) Siksi ei olekaan vaikea kuvitella, etta virheet proteiineissa tai niiden

tuotannossa voivat aiheuttaa elimistossa toimintahairioita.

3.3 Mutaatiot perimassa
DNA:n kopioinnissa tapahtuu virheita jatkuvasti, varsinkin suurikokoisissa

geeneissa (Kere & Kivikko 2006, 60—-62). Virheet DNA:ssa voivat johtaa

virheellisiin tai toimimattomiin proteiineihin, mika puolestaan voi johtaa erilaisiin
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sairauksiin (Frilander 2006, 14; ks. myo6s Kere & Kivikko 2006, 65—-66;
Kaariainen 2017, 79).

DNA:ssa ilmenevat mutaatiot voivat olla haitallisia tai harmittomia. Jotkut
mutaatiot voivat olla jopa hyodyllisia, ja ne mahdollistavat osaltaan lajin
evoluution. (Kumar 2014, 6.) Saman geenin erilaiset alleelit mahdollistavat
normaalin geneettisen vaihtelun eli aiheuttavat erilaisia ilmiasuja — kuten silmien
vari tai pituuskasvu. Geenien erilaisia vaihtoehtoisia muotoja kutsutaan myds
polymorfismiksi. Saman geenin eri alleelit voivat kuitenkin vaikuttaa myds
henkilon sairastumisalttiuteen. (Kere & Kivikko 2006, 60-62, 65.)

Polymorfiset muutokset tai mutaatiot voivat olla my6s hyvin eri kokoisia aina
yhdesta emaksesta* jopa miljooniin eméspareihin. Jopa yhden eméksen
muutos voi tietyissa tapauksissa johtaa sairauteen. Mikali se muuttaa
valmistettavan aminohapon toiseksi, se voi muuttaa proteiinin vaarin toimivaksi
tai toimimattomaksi. Esimerkiksi hemofilia A:ta aiheuttavissa hyytymistekija
VIII:n mutaatioissa arginiinia koodaava kodoni (CGA) on korvautunut
pysaytyskodonilla (TGA). (Kere & Kivikko 2006, 60—62, 65-66.)

Geneettinen sairaus voi johtua vain yhdesta geenista tai useiden geenien
yhteisvaikutuksesta (Kaariainen 2017, 79, 83). Luonnollisesti myds suuremmat
mutaatiot kromosomeissa tai niiden lukumaarassa aiheuttavat erilaisia
sairauksia ja oireyhtymia (esim. Simola 2006, 131-143). Kromosomeissa

esiintyvid mutaatioita kasitellaan lisaa luvussa 4.

Geenin mutaatio voi olla joko jalkelaisille periytyva ituratamutaatio (el
sukusoluissa esiintyva mutaatio) tai hankinnainen somaattinen mutaatio, joka
muodostuu elaman aikana ja voi johtua esimerkiksi ymparistotekijoista.
Esimerkiksi sateily tai altistus tietyille kemikaaleille voivat osaltaan aiheuttaa
mutaatioita ja siten esimerkiksi leukemioita. (Kankuri-Tammilehto & Schleutker

2017.) Sybvassa on usein kyse hankinnaisesta mutaatiosta®. Syopa syntyy, kun

4 Yhden eméaksen polymorfismi = SNP (single nucleotide polymorphism) (Kere & Kivikko 2006,
61; ks. myos luku 5.5.3).

5 Joissakin tapauksissa mutaatio voi olla sukusoluissa, jolloin mutaatio periytyy syntyvan yksilon
kaikkiin soluihin. Tall6in on kyse periytyvasta syopaalttiudesta (Aittomaki & Peltomaki 2016,
187-188.)
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solussa tapahtuu periman vaurioita eli sellaisia mutaatioita, jotka vaikuttavat
solun jakaantumiseen, kasvuun ja erilaistumiseen, tai hairitsevat normaalia
solukuolemaa. (Aittomaki & Peltomaki 2016, 279-280; Kelkka, Savola &
Mustijoki 2019.)
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4 Sytogenetiikka ja molekyylisytogenetiikka

Sytogenetiikka on kromosomien, niiden rakenteen ja periytymisilmididen
tutkimusta. (Thompson ym. 1991, 13; Knuutila 2006, 38; Weise & Liehr 2021b.)
Molekyyligenetiikka taas viittaa periman molekyylitason tutkimuksiin eli
menetelmiin, joilla tutkitaan geeneja tai DNA:n emasjarjestysta. (ks. Kere, Meri
& Wartiovaara 2010.) Molekyylisytogenetiikka asettuu naiden valille, ja sen
tarkein tekniikka on FISH-tutkimus, jonka avulla voidaan tutkia
nukleiinihappojaksoja kromosomeissa tai interfaasin tumissa. FISH-
tutkimuksessa kromosomeja tutkitaan tietyille kromosomialueille spesifisilla
koettimilla. (esim. Ténnies 2010; Horelli-Kuitunen & Orpana 2016, 110, 114—
115; Knuutila 2006, 42—47; Liehr 2021b.)

Tutkimusmenetelman valintaan vaikuttaa muun muassa se, tiedetaanko
ennalta, mita geenivirhetta etsitaan ja minka tyyppinen tai kuinka suuri mutaatio
on kyseessa (Castren 2018). Kromosomitutkimuksilla voidaan selvittaa
esimerkiksi synnynnaisia kehityshairioita ja pahanlaatuisia veritauteja (Knuutila
2006, 38-39). Molekyylisytogeneettisiin tutkimuksiin kuuluu myos vertaileva
genominen hybridisaatio (VGH/CGH) eli molekyylikaryotyypitys (Knuutila 2006,
43-47; Tonnies 2010, 146—148), joka ei kuulu nykyiseen kliinisen
laboratoriotydosaamisen harjoittelujakson sisaltoon, ja se on rajattu myds

taman opinnaytetyon ulkopuolelle.

4.1 Syto- ja molekyyligeneettiset naytteet ja niiden kasittely

Molekyyli- ja sytogeneettisia tutkimuksia voidaan tehda hyvin erilaisista
naytetyypeista: veresta, luuytimesta, kudoksista ja jopa syljesta. Kudokset
voivat olla tuoreita, jaadytettyja tai parafiiniin sailéttyja. Molekyyligeneettisia
tutkimuksia varten otetut veri- ja luuydinnaytteet otetaan yleensa joko
etyleenidiamiinitetraetikkahappoa (EDTA) (violetti korkki) tai natriumsitraattia
sisaltaviin (sininen korkki) sailéntaaineellisiin putkiin. Tuorenaytteet sailétaan
yleensa RPMI-liuokseen tai steriiliin fysiologiseen suolaliuokseen. (Merker &
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Arber 2010, 243-244.) Sytogeneettisiin tutkimuksiin, kuten karyotyypin
maarittamiseen, otetaan veri- ja luuydinnaytteet usein hepariiniputkiin (vinrea
korkki). (Merker & Arber 2010, 243—-244; Autio & Kairisto 2015, 137; Tyks
Laboratoriot 2022b ja h.)

DNA-naytteet voidaan yleensa sail6a ja kuljettaa lyhyen aikaa
huoneenlammadssa. (Merker & Arber 2010, 243.) Esimerkiksi karyotyypin
maarittamista varten litium-hepariiniputki on lahetettava laboratorioon nopeasti.
Mikali sita ei voida analysoida heti, se voidaan sailyttaa jaakaapissa 1-3
vuorokautta. Naytetta ei saa sentrifugoida eika pakastaa. Nayte otetaan

steriilisti, eli sita ei voi ottaa avoneulalla. (Tyks Laboratoriot 2022b & h.)

RNA hajoaa ja muuttuu herkasti. Siksi se on kasiteltava ja analysoitava hyvin
pian naytteenoton jalkeen. On kuitenkin olemassa erikoisputkia (esimerkiksi
PAXgene Blood RNA), jotka sisaltavat RNA:ta stabiloivia lisdaineita, jolloin RNA
saadaan sailymaan kauemmin. (Shen 2019, 154; Autio & Kairisto 2015, 138.)
Nama putket voidaan myos pakastaa pidempiaikaista sailytysta varten (BD

Biosciences n.d.).

DNA- ja RNA-naytteiden kanssa on valttamatonta ehdoton huolellisuus
kontaminaation varalta. Ne on siis otettava steriilisti, jotta nayte ei kontaminoidu
esimerkiksi siihen kuulumattomalla DNA:lla. Samasta syysta naytteiden kanssa
tydskennellaan steriileja valineita kayttden laminaarivirtauskaapissa, usein yksi
nayte kerrallaan. (Opetushallitus 2023b; Parssinen 2012, 85; ks. myos luku 5.3)
DNA:n kasittelyyn kaytettavien valineiden ja astioiden on myos oltava
nukleaasi®vapaita. My6s soluviljelmien kanssa tydskennellaan
laminaarivirtauskaapissa steriilisti, ja soluviljelmat on suojattava esimerkiksi
bakteerikontaminaatioilta. (Sun 2010, 36.)

8 Nukleaasi on entsyymi, joka hajottaa DNA:ta tai RNA:ta (esim. Tieteen termipankki 2013; ks.
myds luku 5.2.)
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4.2 Kromosomitutkimus ja karyotyypitys

Karyotyyppi-termi viittaa ihmisen (tai muun organismin) koko kromosomiston
kasittavaan kuvaukseen, jossa kromosomit on tunnistettu ja jarjestetty
konvention mukaisesti isoimmasta pienimpaan. Karyotyyppi antaa kuvan koko
kromosomistosta (Shen 2019, 332), joka ihmisella tavallisesti koostuu 46
kromosomista eli 22 autosomiparista ja kahdesta sukupuolikromosomista X ja
X, tai Xja Y (Thompson ym. 1991, 13).

Karyotyypin maarityksessa kromosomisto tunnistetaan ja jarjestetaan
kromosomien morfologian, kuten koon ja sentromeerien sijainnin seka
kromosomien kasivarsien suhteellisen koon perusteella. Erityisesti G-raitojen
avulla voidaan tunnistaa kromosomit ja huomata niissa esiintyvat
poikkeavuudet. (Thompson ym. 1991, 17; Knuutila 2006, 40.) Varjattyja
kromosomeja tarkastellaan noin tuhat kertaa suurentavalla mikroskoopilla.
Kromosomien tunnistamisessa ja jarjestamisessa kaytetaan nykyaan apuna

my®s digitaalisia kuvankasittelyohjelmia. (Knuutila 2006, 40.)
2 &
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Kuva 5. Normaali kromosomisto jarjestettyna karyotyypiksi. Alimmalla rivilla
seka XY etta XX kromosomipari.
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Ylla olevassa kuvassa (Kuva 5) on normaali kromosomisto jarjestettyna
karyotyypiksi kromosomista 1 kromosomiin 22. Alimpana kromosomiparit XY ja
XX. Sentromeerit on merkitty pinkilla viivalla. Kromosomit asetetaan niin, etta g-
kasivarret eli pidemmat haarat osoittavat alaspain ja p-kasivarret eli lyhyemmat
haarat osoittavat ylospain. (Kuva on tehty mukaillen: National Human Genome

Research Institute n.d.)

4.2.1 Kromosomitutkimuksella etsitdadn kromosomipoikkeavuuksia

Jos tahdotaan tietaa, onko sairauden syyna kromosomipoikkeavuus, voi laakari
pyytaa kromosomitutkimusta ilman, etta ennalta tiedetaan, missa kromosomin
osassa virhe voisi olla. Tama on iso ero suoriin geenitutkimuksiin, joissa usein
tiedetaan jo ennalta, mita sairautta epaillaan ja missa geenissa tai geeneissa
mutaatio nain ollen mahdollisesti sijaitsee. (Orpana & Huopanen 2006, 268—
269; Horelli-Kuitunen & Orpana 2016, 109.)

Kromosomipoikkeavuudet voivat olla joko synnynnaisia tai hankinnaisia
(Aittomaki & Peltomaki 2016, 279-280; ks. myds luku 3.3), ja ne voidaan jakaa
esimerkiksi maarallisiin ja rakenteellisiin poikkeavuuksiin. Maarallisia
poikkeavuuksia ovat esimerkiksi aneuploidiat, kuten trisomiat. Trisomiassa
kromosomistossa on kolme samaa kromosomia kromosomiparin sijaan.
Rakenteellisia poikkeavuuksia ovat esimerkiksi deleetiot, duplikaatiot, inversiot,

insertiot seka translokaatiot. (Tonnies 2010, 135.)

Deleetiossa kromosomista puuttuu osa tai osia. Duplikaatiossa jokin
kromosomin osa on monistunut eli kyseista aluetta on kromosomissa kaksi
yhden sijaan. Koko kromosomistossa kyseisen alueen geeneja on talldin kolme
kahden sijaan. Inversio merkitsee kromosomin osan kaantymista toisin pain
samassa kromosomissa. Translokaatio tarkoittaa kromosomin osan siirtymista
esimerkiksi toiseen kromosomiin (Kuva 6). (Simola 2006, 141-143; Moilanen
2016, 137-143.)

Turun AMK:n opinnaytety6 | Pujo Pirhonen & Jennina Terho



29

duplikaatio deleetio translokaatio

N

Kuva 6. Duplikaatio, deleetio ja translokaatio.

Translokaatio voi olla balansoitunut tai balansoitumaton eli tasapainottunut tai
tasapainottumaton. Balansoituneessa translokaatiossa geneettista materiaalia
ei katoa, vaan DNA-jaksot vaihtavat paikkaa toistensa kanssa. Tasta ei yleensa
koidu oireita. Balansoitumattomassa translokaatiossa taas geneettista
materiaalia voi kadota tai sita voi olla ylimaarin, mika aiheuttaa usein muutoksia
my0s fenotyypissa eli nakyvia muutoksia yksilossa. (Ténnies 2010, 133;
Moilanen 2016, 129, 136.) Esimerkiksi kroonisessa myelooisessa leukemiassa
havaitaan usein balansoitunut translokaatio kromosomien 9 ja 22 valilla. Tata
kutsutaan myos Philadelphia-translokaatioksi. (Knuutila 2006, 41; Merker &
Arber 2010, 243.)

Ylimaaraiset kromosomit (trisomiat) ja toisaalta kokonaisen kromosomin
puuttuminen ovat merkittavimpia kromosomisairauksien ja myos
keskenmenojen aiheuttajia. Esimerkiksi Downin oireyhtyma on toiselta
nimeltaan 21-trisomia, silla kromosomia 21 on siind kolme kappaletta. Kyseinen
mutaatio syntyy usein meioosissa eli sukusolun jakautumisvaiheessa. Muita
merkittavia trisomioita ovat trisomiat 18 ja 13 - eli Edwardsin ja Pataun
oireyhtymat. (Simola 2006, 133-136; Moilanen 2016, 129-132.)
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Kromosomitutkimus pyydetaan esimerkiksi tutkimusnimikkeella B-Karyot, B-
Kromos, Bm-Kromos tai B-KromHem (esim. Tyks). Tavallisella
kromosomitutkimuksella (B-Kromos) selvitetdan yleisimmin synnynnaisia
kehityshairidita, kuten trisomiaa tai kehitysviiveita, dysmorfisia piirteita tai
kasvun poikkeavuuksia seka puberteettikehityksen poikkeavuuksia.
Tutkimuksella voidaan selvittda myds infertiliteettia tai toistuvien
keskenmenojen syyta, joiden takana voi myos olla kromosomipoikkeavuuksia.
(Tyks Laboratoriot 2022a.) Hematologisille potilaille tehdaan myos
kromosomitutkimus (Bm-Kromos ja B-KromHem), silla hematologisiin
sairauksiin voi liittya erilaisia hankinnaisia, klonaalisia
kromosomipoikkeavuuksia. Kaikkiin kromosomitutkimuksiin sisaltyy

soluviljely ja G-raita-varjays. (Tyks Laboratoriot 2022b ja c.)

4.2.2 Soluviljely

Kromosomitutkimus voidaan tehda paitsi veren lymfosyyteista, myds
luuytimesta tai esimerkiksi imusolmukkeesta tai lapsiveden tai istukkanaytteen
soluista. Lapsiveden tai istukan soluista voidaan tutkia sikion kromosomistoa.
(Knuutila 2006, 39.)

Toisin kuin geenitestiin, kromosomitutkimukseen tarvitaan aina elavia jakautuvia
soluja (Orpana & Huopanen 2006, 268—269; Merker & Arber 2010, 243).
Soluviljelyyn tarvitaan siis soluja, jotka jakautuvat ja lisaantyvat nopeasti niita
vilieltdessa. Tahan soveltuvat hyvin veren valkosolut eli lymfosyytit, erityisesti T-
solut (Thompson ym. 1991, 15.) Toisinaan soluja on stimuloitava jakautumaan
(Knuutila 2006, 39).

Valkosolut kerataan usein laskimoverinaytteena, useimmiten hepariiniputkeen.
Monia muitakin naytetyyppeja voidaan kayttaa, kuten luuydinnaytetta.
Luuydinnaytteella on kromosomitutkimuksessa se etu, etta siina on suuri maara
spontaanisti jakautuvia soluja, joten jakautumisen stimulointi ei talldin ole aina
tarpeellista. Luuydinnaytetta kaytetaankin useimmiten tutkittaessa

hematologisia sairauksia. Luuydinnaytteen huono puoli on se, etta siita saatavat
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kromosomivalmisteet ovat huonompilaatuisia; kromosomit ovat tyypillisesti
lyhyita ja sumeita tai “karvaisia” ja raidat erottuvat huonosti. (Thompson ym.
1991, 15.) Toisinaan luuydinnaytteenkin soluja on stimuloitava jakautumaan.
Esimerkiksi kroonisessa lymfaattisessa leukemiassa (KLL) suurin osa soluista
ei jakaudu spontaanisti.” Tasta syysta KLL-soluja joudutaan stimuloimaan, jotta
saadaan tarpeeksi metafaasin soluja. (Shanafelt, Geyer & Kay 2004, 1204; Cin
& MclLaughlin 2012.)

Soluja viljellaan solu- ja kudosviljelyyn tarkoitetussa elatusaineessa, joka
sisaltdd muun muassa solujen kasvulle valttamattomia aminohappoja,
glukoosia, suoloja ja vitamiineja. Suosittu elatusaineliuos on esimerkiksi RPMI.
Se on kehitetty erityisesti hematopoieettisten solujen ja lymfosyyttien viljelyyn.
(Henchler 2018, 50-56.) Elatusaineeseen lisataan yleensd myds naudan

seerumia (FBS) ja antibiootteja (Segeritz & Vallier 2017).

Naytteen nukleaariset solut erotellaan, lasketaan ja lisataan viljelyliuokseen (n.
5 miljoonaa solua / viljely) (Cin & McLaughlin 2012). Tarvittaessa solut
stimuloidaan jakautumaan fytohemagglutiniinilla (PHA), joka on mitogeeni eli
mitoosia stimuloiva yhdiste. (Thompson ym. 1991, 15-17; Autio & Kairisto 2015,
110). Viljelmaa inkuboidaan, kunnes solut alkavat jakautua. Viljelyaika on
yleensa 24—72 tuntia riippuen tutkittavasta sairaudesta ja viljeltavien solujen
laadusta. Inkubointi tapahtuu kosteuskammiossa 37°C:ssa, 5 % CO2—
pitoisuudessa. (Kuva 7.) Kromosomit voidaan myds kasitella etidiumbromodilla,
joka estaa kromosomien liiallisen tiivistymisen. Kun kromosomit ovat
muodoltaan pidempia, kromosomien raitamuodostus havaitaan selvemmin ja
kromosomit ja mahdolliset mutaatiot on helpompi tunnistaa. (Cin & McLaughlin
2012.)

7 KLL-solujen solusykli ja elinikd ovat normaalia pidemmat, silla solut eivat saavuta normaalia
apoptoosia eli solukuolemaa. Tasta johtuu myds KLL-solujen kertyminen vereen. Kertyminen ei
siis johdu siita, ettd KLL-solut jakautuisivat nopeasti. (Shanafelt, Geyer & Kay 2004, 1204.)
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— ! RPMI + FBS + (PHA)
noin 5 milj. nukleaarista solua

= | | 24-72 h
— ’ 379
= 5% CO,

Kuva 7. Soluviljelypullo ja viljelykaapin olosuhteet.

Solujen jakautuminen pysaytetaan kolkisiinilla, joka pysayttaa jakautumisen
solun metafaasiin. Metafaasi on otollinen vaihe tutkia kromosomeja, silla DNA
on silloin jakautunut ja kromosomit tiivistyneet muotoon, jossa niiden raidoitus
voidaan selvasti nahda. (Autio & Kairisto 2015, 110.)

4.2.3 Kromosomivalmisteiden teko ja G-raitavarjays

Viljelyn jalkeen nayte sentrifugoidaan ja pinnalle jaanyt supernatantti poistetaan.
Solupelletti resuspensoidaan eli sekoitetaan uudelleen ja lisataan hypotoninen
liuos tipoittain naytteeseen. Hypotonisen liuoksen lisaamisen jalkeen naytetta
inkuboidaan n. 15-20 minuuttia. (Cin & McLaughlin 2012; Zneimer 2016, 547.)
Hypotonialiuoksena kaytetaan kaliumkloridia (KCI) ja sen tarkoitus on turvottaa

solut ja vapauttaa kromosomit soluista (Thompson ym. 1991, 15-17).

Hypotoniakasittelyn jalkeen solut kiinnitetaan fiksatiivilla eli metanoli-
jaaetikkahapposeoksella (3:1). Fiksatiivia lisataan putkeen tipoittain samalla
voimakkaasti sekoittaen (vorteksoiden). Taman jalkeen nayte sentrifugoidaan ja
poistetaan pinnalle jaanyt supernatantti. Tama toistetaan 4-5 kertaa. Fiksoidut
solut sailytetaan jadkaappildampdtilassa yon yli (+4°C). (Cin & McLaughlin
2012.)
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Kromosomivalmiste tehdaan tiputtamalla valmistettua solususpensiota
naytelasille 4-5 tippaa n. 10—-25 cm korkeudelta, jolloin solut hajoavat ja
kromosomit leviavat lasille. Lasit kuivataan ja laitetaan 2 tunniksi 85-90°C
lampdtilaan. (Cin & McLaughlin 2012.) Kromosomivalmisteessa tulisi nahda
kaikki 46 kromosomia samassa mikroskoopin nakokentassa niin, etteivat ne
peita toisiaan (Moore & Best 2001,1.)

Lopuksi kromosomit kiinnitetaan naytelasille ja varjataan kromosomien
tunnistamiseksi ja karyotyypin maarittamiseksi. Varjaysmenetelmia on useita,
mutta tavallisin on G-raitavarjays. (Autio & Kairisto 2015, 111.)
Kromosomivalmisteet kasitellaan ensin trypsiinilla, joka on proteolyyttinen eli
proteiineja pilkkova entsyymi. Trypsiinikasittelyn jalkeen tapahtuu varsinainen
varjays Giemsalla. (Thompson ym. 1991, 17; Autio & Kairisto 2015, 111; Shen
2019, 334.)

Kussakin ihmisen 23 kromosomiparista on erityinen G-raitakuvio, josta kaikki
kromosomit voidaan varjayksella tunnistaa ja yksildida. G-raitojen
muodostumiseen vaikuttavat esimerkiksi alueen geenitiheys seka C-G ja T-A
emasparien tiheys. Tummat raidat muodostuvat A-T —rikkaille alueille, joilla on
yleensa myos geeneja tiheammin. (Knuutila 2006, 39-40; Howe ym. 2014,
Read 2014, 13.)

Kromosomien tunnistamisessa ja jarjestamisessa kaytetaan hyodyksi paitsi G-
raitoja, myos kromosomin kokoa, sen kasivarsien pituutta ja sentromeerin
sijaintia. Karyotyypissa kromosomit jarjestetaan suurimmasta pienimpaan.
Tassa jarjestyksessa kromosomit on myos nimetty numeroin 1-22.
Kromosomipari 23 muodostuu sukupuolikromosomeista, jotka on nimetty X ja
Y-kromosomeiksi. (Therman 1980, 17; Thompson ym. 1991, 17; Knuutila 2006,
40.)

Kromosomien suurikokoiset muutokset voivat olla ndhtavissa G-raitavarjayksen
avulla. Pienempien mutaatioiden, kuten pistemutaatioiden, havaitsemiseen
tarvitaan kuitenkin muita menetelmia, kuten molekyyligeneettisia menetelmia tai

FISH-tutkimusta. Seuraavassa luvussa kasitellaan FISH-menetelmaa, josta on
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olemassa suuri maara erilaisia sovelluksia. Tassa tyossa kasitellaan FISH-
tutkimusta lahinna pahanlaatuisten hematologisten tautien diagnostiikan

nakokulmasta.

4.3 Fluoresenssi in situ hybridisaatio (FISH)

FISH on molekyylisytogeneettinen tutkimus (Howe 2014), jota kaytetaan
yleensa havaitsemaan suurikokoisia insertioita, deleetioita, duplikaatioita ja
translokaatioita. Tata menetelmaa kaytetaan seka sairauksien
diagnoosivaiheen tutkimuksiin etta seurantavaiheen tutkimuksiin esimerkiksi
pahanlaatuisissa veritaudeissa. (Merker & Arber 2010, 245.) FISH-
menetelmalla kromosomipoikkeavuuksia voidaan etsia joko metafaasin

kromosomeista tai interfaasin tumista (Tonnies 2010, 136).

Diagnoosivaiheen FISH-tutkimuksissa etsitaan taudin tarkempaa kategoriaa ja
selvitetdan taudin ennustetta (Merker & Arber 2010, 245). Diagnoosivaiheen
FISH-tutkimusta (FISH-DG) kaytetdan varmentamaan todettuja tai epailtyja
kromosomipoikkeavuuksia tai toteamaan esimerkiksi leukemiapotilaille
tyypillisia translokaatioita, deleetioita ja duplikaatioita (Tyks Laboratoriot 2022d).
FISH-tutkimus voidaan tehda myds esimerkiksi hematologisen potilaan
jaannostaudin maarittamiseksi (Tyksin tutkimusnimike: FISH-MRD?8) (Merker &
Arber 2010, 245; Tyks Laboratoriot 2022¢).

FISH-menetelmalla on tiettyja etuja perinteiseen kromosomitutkimukseen
nahden. Silla voidaan havaita pienempia muutoksia DNA:ssa kuin G-
raitavarjayksella. FISH-menetelmalla voidaan lisaksi tutkia seka
jakautumisvaiheen (metafaasi) kromosomeja etta interfaasivaiheen tumia, eika
se ei vaadi jakautuvia, elavia soluja naytemateriaalikseen. (Merker & Arber
2010, 245; Tonnies 2010, 135.) FISH-menetelmalla on kuitenkin myods

rajoitteensa. Se on esimerkiksi vahemman herkka kuin molekyyligeneettiset

8 MRD = minimal residual disease = jaannostauti. Jaannostaudilla tarkoitetaan niitd leukeemisia
tautisoluja, jotka ovat hoidosta huolimatta jaaneet jaljelle. Leukemiapotilailta seurataan
jaanndstaudin ilmenemista, joka vaikuttaa hoitoon ja taudin uusimisriskiin (Kruse ym. 2020.)
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menetelmat. Etuna naihin taas on se, ettd FISH-menetelmalla voidaan
paremmin havaita esimerkiksi translokaatioita, joiden katkoskohdat voivat
vaihdella laajalla alueella. Fuusiogeenin osoittamiseen (ks. luku 4.3.3.)
kaytetaankin yleensa molempia menetelmia. (Merker & Arber 2010, 245; Autio
& Kairisto 2015, 119.)

Hematologisten sairauksien diagnoosi perustuu aina useaan erilaiseen
rinnakkaiseen tutkimusmenetelmaan. Diagnoosiin tarvitaan seka
sytogeneettisia etta molekyyligeneettisia menetelmia. Naiden lisaksi diagnoosiin
tarvitaan solumorfologista tietoa, immunofenotyypitysta ja kliinisia tietoja
potilaasta. (Merker & Arber 2010, 246; Wolff 2007,135.)

4.3.1 FISH- menetelmaperiaate ja FISH-koettimet

FISH-menetelma perustuu spesifisille hybridisaatiokoettimille, jotka on leimattu
fluoresoivilla aineilla eli fluorokromeilla. Koettimien hybridisoituminen eli
vastaavan DNA-jakson ilmentyminen tutkittavassa DNA:ssa voidaan havaita
signaalina fluoresessimikroskoopissa. (Autio & Kairisto 2015, 114; Wang ym.
2016, 347-348; Shakoori 2017.)

Kuva 8. Fluoresoivat signaalit interfaasin tumassa ja metafaasin

kromosomeissa.®

9 FISH-lasien ja signaalien tarkastelu mikroskoopilla ei kuulu kliinisen laboratoriotyéosaamisen
harjoittelujakson sisaltéon.
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Hybridisaatiolla viitataan siihen, etta komplementaariset DNA-juosteet sitoutuvat
toisiinsa vastinemasperiaatteen mukaisesti. Komplementaariset emakset
sitoutuvat siis aina toisiinsa (ks. luku 3.1). FISH-menetelman tapauksessa se
tarkoittaa, etta koettimen DNA-juoste pariutuu tutkittavan kohde DNA:n
komplementaarisen juosteen kanssa. (esim. Campbell ym. 1999, 77-79, 281—
283; Tonnies 2010, 136.) ‘In situ’ puolestaan merkitsee “alkuperaisessa
sijainnissa” eli tdssa tapauksessa sita, etta hybridisaatio tapahtuu
kromosomissa tai tumassa. (ks. NCI; Wolff 2007, 135).

Koettimia on paljon erilaisia. Karkein jako voidaan tehda esimerkiksi
lokusspesifisten koettimien ja koko kromosomin tunnistavien
maalauskoettimien, seka toistuvia jaksoja tunnistavien koettimien valille. (esim.
Naeim ym. 2013, 56; Shakoori 2017, 347-349.) Koettimia saadaan valmiina
kaupallisina tuotteina (Wolff ym. 2007, 134), ja Aution ja Kairiston (2015)
mukaan lahes kaikkien verisydvissa usein esiintyvien translokaatioiden ja
deleetioiden osoittamiseksi on jo olemassa kaupallisia koettimia, joilla voidaan

tunnistaa yleisimmin tavattavat muutokset.

Lokusspesifiset koettimet on suunniteltu hybridisoitumaan tiettyyn lokukseen,
esimerkiksi tiettyyn geeniin. Lokusspesifiset koettimet ovat kaytannollisia
esimerkiksi translokaatioiden, inversioiden ja deleetioiden osoittamisessa.
Erilaisia lokusspesifisia koettimia ovat esimerkiksi “fusion-signal” ja “break-
apart” tai “split-signal” -koettimet. (ks. Shakoori 2017; Naeim ym. 2013, 56-59;
van der Burg 2004, 897; Oxford Gene Technology n.d.) Lokusspesifisten
koettimien lisaksi on olemassa maalauskoettimia, joilla voidaan maalata jopa

koko kromosomisto (esim. Naeim ym. 2013, 56-58).

Fuusiosignaalikoettimen periaate on se, etta kaksi erivarista koetinta
(esimerkiksi punainen ja vihred) sulautuu kolmanneksi, sekundaariseksi variksi
(esimerkiksi keltainen) mikali kromosomissa on tietty translokaatio (Kuva 9,
vasen puoli; Katso myds Kuva 11, jossa sama periaate on esitetty metafaasin

kromosomeissa). (Shakoori 2017, 355; Oxford gene technology n.d.)
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Break-apart- tai split signal —koetin on suunniteltu translokaation
katkoskohtaan sen eri puolille. Normaalissa kromosomissa eri variset koettimet
(esim. punainen ja vihred) ovat toisissaan kiinni, jolloin niiden signaali yhdistyy
kolmanneksi, sekundaariseksi variksi (tassa keltainen). Normaalissa
karyotyypissa nahdaan talldin kaksi saman varista (keltaista) signaalia. Jos
kromosomissa ilmenee translokaatio, siirtyvat koettimet kauas irti toisistaan, ja
mikroskoopissa nahdaan talldin koettimen primaarivarit toisistaan irrallisina.
(Kuva 9, oikea puoli.) (Shakoori 2017, 355; Van Dongen ym. 2005, 68-69.)

® o
®
o

Kuva 9. Fuusiosignaalikoetin (vas.) split-signal-koetin (oik.)

Yhteenvetona voidaan todeta, etta erilaisilla koettimilla voidaan havaita
erityyppisia muutoksia. Esimerkiksi mikrodeleetiot voidaan osoittaa koettimella,
joka on suunniteltu hybridisoitumaan deletoituvaan jaksoon (esim. Knuutila
2006, 45). Mikali kromosomissa ei ole kyseista jaksoa, eli siind on deleetio, ei
mikroskoopissa nahda fluoresoivaa signaalia (ibid). Translokaatioita osoittavat
koettimet taas aikaansaavat esimerkiksi fuusioituvan signaalin tai signaalien
erottumisen kahdeksi erilliseksi signaaliksi, riippuen koettimen tyypista (esim.
Van dongen ym. 2005, 68—-69; Shakoori 2017, 356, 361.)

4.3.2 FISH-lasien valmistus

FISH-lasit valmistetaan kiinnittdmalla ensin nayte eli kromosomit tai tumat
naytelaseille (Merker & Arber 2010, 245). Naytelasit voidaan kasitella pepsiinilla
(tai muulla proteaasilla) ja formaldehydilla. Proteaasi auttaa koettimia
kiinnittymaan DNA:han. Formaldehydi auttaa muun muassa stabiloimaan
kromosomirakennetta. Lasien huuhteluun pepsiini- ja formaldehydikasittelyjen
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valissa kaytetaan SSC'0- ja PBS'- liuoksia. Taman jalkeen naytteet
dehydroidaan nousevalla alkoholisarjalla 70-100 % etanolissa ja kuivataan.
Mikali niita ei kayteta heti, ne sailoétaan -20°C:ssa. (Liehr ym. 2022, 5; ks. myos
Abbott n.d.)

Seuraavaksi fluoresoivat koettimet pipetoidaan lasille. Nayte ja koettimet
denaturoidaan 75—-77°C:ssa, jolloin naytteen (ja koettimien) DNA-juosteet
irtoavat toisistaan. Taman jalkeen naytetta inkuboidaan n. 37°C:ssa, jolloin
koettimet hybridisoituvat naytteeseen (Kuva 10.) Inkubaatioajan jalkeen

ylimaaraiset koettimet pestaan pois. (Merker & Arber 2010, 245.)

Lasille lisataan lopuksi fluoresoiva variaine (DAPI-sininen) ja peitinlasi.
Fluoresoiva variaine mahdollistaa sen, ettd koko kromosomi tai tuma nakyy
mikroskoopissa fluoresoivan leiman liséksi. Valmis lasi mikroskopoidaan

fluoresenssimikroskoopilla. (Zneimer 2017, 613.)

Naytteen kiinnitys

+ mnr Alukkeiden pipetointi ﬁ
AT T

Y T Denaturaatio 75°C
‘f}’+ mii g Hybridisaatio 37°C

Kuva 10. FISH-lasien valmistaminen.

10 Saline sodium citrate eli natriumsitraattia sisaltava suolaliuos.
1 Phosphate buffered saline eli fosfaattipuskuroitu suolaliuos.
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Seuraavassa on esimerkin vuoksi esitelty koettimia myyvan
bioteknologiayrityksen (Creative Bioarray n.d. a) suosittelema FISH-protokolla

yksinkertaistetusti.

1) Nayte fiksoidaan naytelasille ja annetaan kuivua.

2) Koettimet pipetoidaan naytelasille naytteen paalle ja paallystetaan
peitinlasilla. Peitinlasi saumataan kiinni naytelasiin “kumisementilla”.

3) Naytelasit denaturoidaan 73+£1°C:ssa 1-5 minuuttia.

4) Naytetta inkuboidaan kosteuskammiossa 37°C:ssa yon yli. Tassa
vaiheessa tapahtuu hybridisaatio.

5) Ylimaaraiset kiinnittymattomat koettimet pestaan pois: Peitinlasi ja sen
limaukset irrotetaan ja naytelasi pestaan ja inkuboidaan 73+1°C
pesuliuoksessa.

6) Lasilta valutetaan ylimaarainen neste ja annetaan kuivua pimeassa.

7) Lisataan DAPI:a sisaltavaa kiinnitysainetta ja peitinlasi. Taman jalkeen

naytetta voi katsoa fluoresenssimikroskoopilla.

4.3.3 Esimerkkeja hematologisten sairauksien tutkimisesta FISH-menetelmalla

BCR/ABL1 -fuusiogeenin osoittaminen KML ja ALL-potilailla

Akuutin lymfaattisen leukemian (ALL) tautiluokitusta varten tehdaan seka
molekyyligeneettisia etta sytogeneettisia tutkimuksia. Esimerkiksi BCR/ABL- tai
ETV6/RUNX1 -fuusiogeenit tutkitaan kaikilta ALL-potilailta, silla naihin
muutoksiin liittyvat tautiluokitukset voivat vaikuttaa hoitojen valintaan. (Autio &
Kairisto 2015, 130-131.)

Joissakin ALL-leukemioissa ja melkein kaikissa KML-leukemioissa l0ytyy 9;22
translokaatio (BCR-ABL1) eli niin kutsuttu Philadelphia-kromosomi (Kuva 11).
Kyseinen translokaatio korreloi huonon ennusteen kanssa ALL:ssa, ja vaikuttaa
potilaalle annettavaan hoitoon. (Nolte ym. 2019, 975.) Nama translokaatiot
voidaan yleensa todeta FISH-tutkimuksella. On kuitenkin huomattava, etta
naissa tapauksissa tarvitaan myos molekyyligeneettisia menetelmia.
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Esimerkiksi Nolte ym. toteaa, ettd BCR-ABL1-fuusiogeenin tarkempi tyyppi tulisi
varmistaa kvantitatiivisella RT-PCR-menetelmalla. Tama edesauttaa jatkossa

hoidon tehon ja jaanndstaudin monitoroinnissa. (Nolte ym. 2019, 975.)

BCR/ABL-fuusiogeeni eli translokaatio 9;22 voidaan osoittaa esimerkiksi
valitsemalla sellainen koetinpari, jossa ABL-geenin punainen signaali fuusioituu
BCR-geenin vihrean signaalin kanssa muodostaen keltaisen signaalin.
Keltaisen signaalin havaitseminen osoittaa siis translokaation olemassaolon.
(Autio & Kairisto 2015, 115.) ABL-geeni sijaitsee normaalisti kromosomissa 9 ja
BCR-geeni kromosomissa 22, mutta translokaatiossa 9;22 kromosomien 9 ja 22
g-kasivarren osat vaihtavat paikkaa, jolloin ABL- ja BCR-geenit siirtyvat
vierekkain, ja syntyy niin kutsuttu Philadelphia-kromosomi. (Kuva 11.)
(Koskenvesa 2022).

translokaatio

B BCR BCR  Philadelphia
ABL kromosomi

22

ABL N

Kuva 11. translokaatio 9;22 eli Philadelphia-kromosomi.

EVT/RUNX1 -fuusiogeenien osoittaminen ALL potilailla

Translokaatio 12;21 (EVT6/RUNX1, vanhalta nimeltdédn TEL/AML1) on
yhteydessa ALL:n hyvaan ennusteeseen. Kyseinen translokaatio ilmenee n. 25
%:ssa lasten ALL-tapauksia. Sita ei voi havaita G-raita-varjatyista

kromosomeista, joten siihen tarvitaan muita menetelmia, kuten FISH-
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menetelmaa. (Wolff 2007, 140-141.) Akuuttia lymfoblastileukemiaa (ALL)
sairastavilta lapsilta selvitetdan aina 12;21 translokaation eli ETV6/RUNX1-
fuusiogeenin mahdollinen esiintyminen FISH-menetelmalla. (Autio & Kairisto
2015, 130.)

Translokaation 12;21 osoittamisessa voidaan kayttaa kahden varin koetinsettia.
Normaalissa solussa nahtaisiin kaksi punaista ja kaksi vinreaa signaalia. Mikali
solussa ilmenee translokaatio 12;21 eli fuusiogeeni, se nakyy
fluoresenssimikroskoopissa keltaisena signaalina, kun punainen ja vihrea
signaali yhdistyvat translokaation seurauksena kromosomissa 21. (Wolff 2007,
140-141.) Tama nakyy nain ollen saman tapaisena fuusiosignaalina kuin ylla

olevassa esimerkissa. (Kuva 11).
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5 Molekyyligenetiikka

Kromosomitutkimusten lisaksi perimaa voidaan tutkia geenitasolla.
Molekyyligenetiikka tutkii naita geeni- ja molekyylitason muutoksia perimassa.
Molekyyligeneettisia tutkimuksia varten on tiedettava, missa geenissa epailty
muutos sijaitsee. Geenitutkimuksiin ei kuitenkaan vaadita
kromosomitutkimusten edellyttamia elavia soluja, vaan naytteeksi riittaa eristetty
DNA, joka on myds helppo sailoa mahdollisia tulevia tutkimuksia varten.
(Orpana & Huoponen 2006, 268—-269.)

Monet geenidiagnostiikan menetelmat perustuvat polymeraasiketjureaktioon
(PCR) (Horelli-Kuitunen & Orpana 2016, 116). PCR-monistuksen jalkeen, DNA-
sekvenssin jatkotutkimus voi tapahtua elektroforeesilla tai se voidaan
sekvensoida. Seka elektroforeesi ettd sekvensointi edellyttavat naytemateriaalin
monistamista ensin PCR:llIa. Elektroforeesin avulla voidaan havaita jopa yhden
nukleotidin deleetio DNA:ssa. (Shen 2019, 362.)

Esimerkiksi eras Huslabissa kaytossa olevista geenitesteista on
laktoosimalabsorbtioon liittyva geenimuutos, DNA-tutkimus veresta (B-LAKT-D),
jossa tutkitaan laktaasigeenin saatelyalueen nukleotideja. Alueella sijaitseva
C/C-genotyyppimuutos aiheuttaa 70 prosentille kantajista laktoosi-intoleranssin.
Sen sijaan C/T- ja T/T- genotyypin kantajilla ei iimene laktoosi-intoleranssia.
(Lehtimaki ym. 2010, 217; Huslab 2023a.)

5.1 Mononukleaaristen solujen eristys

Mononukleaarisia soluja ovat kaikki ne verisolut, joilla on pyorea yksittainen
tuma. Niihin kuuluvat siis lymfosyytit, monosyytit, luonnolliset tappajasolut (NK-
solut) ja dendriittisolut. Nain ollen punasolut ja granulosyytit eivat kuulu
mononukleaarisiin eli yksitumaisiin soluihin. Suurin osa veren yksitumaisista
valkosoluista on ihmisella tavallisesti lymfosyytteja (70—90 %). Suurin osa niista
T-lymfosyytteja. (Kleiveland 2015; Flow Contract Site Laboratory (FCSL) n.d.)

Mononukleaaristen solujen eristys on useissa tapauksissa valttamatonta, jos
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halutaan sailyttaa verisoluja pidemman aikaa jaadytettyna, koska
mononukleaariset solut kestavat pakastusta ja sulatusta paremmin kuin muut
verisolut. Soluja voidaan nain sailyttda pienemmissa erissa jatkotutkimuksia,

kuten DNA:n eristysta ja geenitutkimuksia varten. (Puleo ym. 2017.)

Esimerkiksi Tyks Laboratorioiden tutkimusnimike Bm-Molbiol kasittaa
mononukleaaristen solujen eristyksen ja sailomisen luuytimesta ja B-MolBiol
vastaavasti solujen eristyksen veresta. Nayte suositellaan ottamaan BD
Vacutainer CPT with Sodium Citrate -putkeen. Nayte on sentrifugoitava kahden
tunnin kuluessa naytteenotosta. Solujen erottelun ja niin kutsutun solupesun
jalkeen nayte pakastetaan -70°C:een. Sailotyista naytteista voidaan jatkossa
eristda DNA:ta tai RNA:ta ja tehda tarvittavia jatkotutkimuksia. (Tyks
Laboratoriot f; Tyks Laboratoriot g.)

Mononukleaaristen solujen erottelua helpottavat kaupalliset tuotteet, kuten
CPT™ (cell preparation tubes) -putket. Erottelu putkessa perustuu solujen
tiheysgradienttiin. Kun nayte sentrifugoidaan CPT-putkessa, putken sisaltamat
erottelugeeli ja Ficoll-Hypaque erottelevat naytteen eri ainesosat omiksi
kerroksikseen. Punasolut ja neutrofiilit jaavat geelin alapuolelle, kun taas
pienemman tiheyden omaavat mononukleaariset solut eli monosyytit ja
lymfosyytit jadvat geelin ylapuolelle. Paallimmaiseksi erottuu plasma. (Kuva 12.)
Sentrifugoinnin jalkeen mononukleaariset solut voidaan erottaa geelin paalta ja
pesta. Tama mahdollistaa myos solujen saildmisen syvajaahan. Verisoluista
mononukleaariset solut kestavat paremmin jaadytysta ja sulatusta kuin niita

hauraammat punasolut ja granulosyytit. (Puleo ym. 2017.)
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+ Plasma

* Mononukleaariset solut: monosyytit ja lymfosyytit
* Verihiutaleet

¢ Geeli

» Punasolut ja granulosyytit

Kuva 12. CPT-putki

Sentrifugoinnin jalkeen putken yldosaan erottunut plasma ja mononukleaariset
solut pipetoidaan steriileihin putkiin. Putkiin lisataan PBS-puskuria. Liuos
sentrifugoidaan toistamiseen ja supernatantti pipetoidaan pois solupelletin
paalta. Solupelletti sekoitetaan uudelleen PBS-puskuriin. Liuoksesta lasketaan
solupitoisuus joko manuaalisesti laskukammion ja mikroskoopin avulla tai
automaattisilla solulaskijoilla. Nayte jaetaan mikroputkiin ja pakastetaan

nestetypen avulla. (Puleo ym. 2017; BD Biosciences 2020.)

5.2 DNA:n eristysmenetelmia

Nukleiinihappojen tutkiminen ja sen monistaminen PCR- menetelmalla
edellyttada DNA:n eristamista. Esimerkiksi veri sisaltaa kopiointia hairitsevia
tekijoita, jotka on pyrittdva poistamaan eristamisessa. (Suominen ym. 2013,
154.) DNA voidaan kerata esimerkiksi veren valkosoluista tai kudoksista.
Kudosnaytteet on ensin homogenisoitava jauhamalla (Parssinen ym. 2012, 157;
Suominen ym. 2013, 105). DNA:ta voidaan kerata myds formaliiniin saildtyista,
parafiinin valetuista tai jaadytetyistd kudoksista mutta myds esimerkiksi syljesta
(Gupta 2019).
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DNA:n eristaminen vaatii luonnollisesti ensin sen vapauttamista solusta, jonka
vuoksi solukalvot ja tuma on hajotettava. Tata kutsutaan lyysaukseksi. Solujen
hajotessa solusta vapautuu entsyymeja, kuten DNAasientsyymeja, jotka voivat
hajottaa DNA:ta. Proteinaasi K:ta voidaan kayttaa estamaan DNA:n hajoamista
DNAasien vaikutuksesta. (Sun 2010, 37.) Nukleiinihappoja hajottavia
entsyymeja voi paasta naytteeseen myos esimerkiksi iholta. Tyoskentelyssa on
my0s siksi noudatettava tarkkaa aseptiikkaa ja kaytettava aina
suojahansikkaita. (Parssinen ym. 2012, 85.) Oikeat olosuhteet, kuten oikea
lampatila, pH ja ionivahvuus, on myos kontrolloitava nukleiinihappoja
eristettdessa (Wang 2016, 328).

Lyysaus tehdaan usein kemiallisesti kayttamalla puskureita, jotka sisaltavat
detergentteja (kuten SDS'?), jotka hajottavat solukalvoja. (Sun 2010, 37; Bio-
Rad n.d.a.) Lyysayspuskurin perustana on usein Tris
(Tris(hydroksimetyyli)Jaminometaani), jota kaytetdan muun muassa biologisena
puskurina. (Wang ym. 2016, 331; National library of medicine 2023a).
Puskuriliuoksessa on usein mukana myos EDTA:ta
(etyleenidiamiinitetraetikkahappo). EDTA estaa hajottavien entsyymien
toimintaa, silld se on kelatoiva eli metalli-ioneja sitova yhdiste. Se sitoo Mg2+-
ioneja, joita nukleiinihappoja hajottavat entsyymit puolestaan tarvitsevat
toimiakseen. Nain niiden toiminta estyy EDTA:n vaikutuksesta. RNAasia

kaytetaan liuoksessa RNA:n hajottamiseen. (Parssinen ym. 2012, 85.)

Lyysauksen jalkeen DNA voidaan erottaa joko fenolilla ja kloroformilla
uuttamalla tai sitomalla DNA kiinteaan faasiin. Esimerkiksi silikakalvo tai
silikapartikkelit voivat toimia kiinteana faasina, johon DNA sidotaan ennen sen
eluoimista. (Brown 2016, 29-32; Sun 2010, 37-40.) Naitd menetelmia

kasitellaan seuraavaksi.

12 SDS (sodium dodesyl sulfate / SLS sodium lauryl sulfate) eli natriumlauryylisulfaatti on
detergentti, jota kaytetdan mm. proteiinien hajottamisessa ja liuottamisessa nestemaiseen
olomuotoon. (Nelson & Cox 2021, 87-89; Sodium dodecyl sulfate; Sodium lauryl sulfate.)
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5.2.1 Fenoli-kloroformiuutto

Fenoli-kloroformiuutto on perinteinen tapa puhdistaa DNA:ta. Siind DNA:ta
liuotetaan fenolissa tai fenolissa ja kloroformissa, minka jalkeen DNA
saostetaan etanolilla (Fairfax & Salimnia 2010, 5). Fenoli ja kloroformi ovat
orgaanisia liuottimia, jotka saostavat proteiineja mutta eivat DNA:ta. Tama
mahdollistaa sen, etta sentrifugoinnin jalkeen DNA:n sisaltava vesiliuos ja
saostuneet proteiinit erottuvat omiksi faaseikseen, minka jalkeen DNA:n
sisaltava vesiliuos voidaan pipetoida pois saostuneiden proteiinien paalta.
Fenoliuutto taytyy usein toistaa, koska proteiinimaara solu-uutoksissa on suuri.
(Brown 2016, 29.)
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Ehjat solut Solulysaatti I. 1. DNA puhdas DNA
hajotetut solut 2. proteiinit
3. lipidit

Kuva 13. Fenoli-kloroformiuutto.

Fenoliuuton toistamisen haittapuolena on se, etta DNA hajoaa toistuvan
sekoittamisen ja sentrifugoinnin seurauksena. Siksi ennen fenoliuuttoa
kaytetaan usein proteaasia, kuten proteinaasi K:ta, joka rikkoo proteiinit
pienemmiksi partikkeleiksi, jotka on helpompi poistaa fenolin avulla. (Brown
2016, 29-30.)

Kun veteen liuennut DNA on erotettu omaksi faasikseen, se voidaan saostaa
etanolilla ja kerata liuoksesta. 70-80 %:lla puskuroidulla etanolilla myos
pestaan pois epapuhtaudet. DNA voidaan erottaa liuoksesta sentrifugoimalla,

ellei tarvitse valttaa DNA:n katkeilua. Saostuneet DNA-rihmat voidaan myos
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esimerkiksi kiertda varovasti ohuen lasisauvan ymparille. (Suominen ym. 2013,
105.) Fenoli-kloroformiuutto on kuitenkin Iahes vaistynyt uudempien
silikamenetelmien tielta sen tyolayden ja aineiden myrkyllisyyden vuoksi.
(Suominen ym. 2013, 105-108.)

5.2.2 Spin-kolonni (spin-pylvas) menetelma

DNA:n eristaminen ja puhdistus tehdaan nykyisin paasaantoisesti valmiilla
kaupallisilla reagenssisarijoilla eli kiteilla. Eristamismenetelmat ovat myos
automatisoituneet enenevassa maarin naytemaarien kasvaessa. (Suominen
ym. 2013; Parssinen ym. 2012, 157; Wang & al. 2016, 328.) Valmiissa kiteissa
DNA voidaan erottaa esimerkiksi silikapartikkeleihin perustuvan spin-
kolonnimenetelman avulla (esim. HSE-AG n.d; Jena Bioscience n.d; Omega-
bio-tek n.d; ks. myos Brown 2016, 30—32), jossa DNA-molekyylit kiinnittyvat
pylvaassa olevaan silikaan, kun liuos sentrifugoidaan (vaihe 2). Taman jalkeen
DNA pestaan, eli muut kiintedan faasiin mahdollisesti sitoutuneet partikkelit
huuhdellaan pois (vaihe 3). Tama vaihe voidaan toistaan useampaan kertaan.
Viimeisena puhdas DNA eluoidaan irti silikasta. (Suominen ym. 2013, 105-106;
Shen 2019, 149.) Samaan tapaan myos RNA:n eristamiseen voidaan kayttaa

silikaan perustuvia valmiita kitteja (Shen 2019, 156).
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Kuva 14. Spin-kolonnimenetelma.
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Eras kaupallisista spin-kolonnimenetelmista on esimerkiksi Omega Bio-tekin
E.Z.N.A Blood DNA Mini Kit. Kittiin kuuluvia pylvaita ja reagensseja voidaan
kayttdaa muun muassa eristamaan DNA:ta veren mononukleaarisista soluista
tutkittaessa hematologisia sairauksia (verisyopia) ja seurattaessa niiden

hoitovastetta. (Omega Bio-tek n.d.)

Spin-pylvasmenetelman lisaksi silika voidaan yhdistaa paramagneettisiin
partikkeleihin, joiden magneettinen kasittely nopeuttaa DNA:n erottelua ja
helpottaa automaatiota (Suominen ym. 2013, 105-106; Brown 2016, 30-33).
Esimerkiksi QiaSymphony® laite perustuu silika- ja
magneettipartikkeliteknologian yhdistamiseen (ks. QIAsymphony® DNA
Handbook 2010, 9).

5.2.3 DNA:n puhtauden maarittaminen

Eristetyn DNA:n puhtaus voidaan maarittaa UV/VIS-spektrofotometrian avulla.
Puhtaan DNA:n absorbanssi on korkeimmillaan aallonpituudella 260 nm.
(Thermo Fisher Scientific 2022.) DNA:n konsentraatio voidaan laskea
absorbanssista Lambert-Beerin lain avulla. On suositeltavaa, etta absorbanssi
aallonpituudella 260 nm olisi valilla 0,1-1,0 ja sita korkeammilla arvoilla naytetta
tulisi laimentaa luotettavien tulosten saamiseksi. (Lucena-Aguilar ym. 2016,
264-265.)

Naytteen puhtaus saadaan laskettua vertailemalla absorbansseja esimerkiksi
aallonpituuksilla 260 nm ja 280 nm. Puhtaassa DNA-naytteessa absorbanssien
suhde nailla aallonpituuksilla (260 nm:280 nm) on 1,8. Mikali absorbanssien
suhde poikkeaa tasta, sisaltda nayte epapuhtauksia, kuten jaamia orgaanisista
liuottimista. (Dhaliwal 2013.)

Esimerkiksi, jos absorbanssien suhde on alle 1,6, sisaltaa nayte
todennakoisesti esimerkiksi proteiineja tai fenoleita, joiden absorbanssi on
korkeimmillaan Iahella aallonpituutta 280 nm. Toinen kaytetty absorbanssien
suhde on 260 nm:230 nm, jolla pyritdan suhteeseen 2,0-2,2. Tata alhaisempi

suhde kertoo naytteen sisaltavan proteiineja, guaniinihydrokloridia, EDTA:ta,
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hiilihydraatteja, lipideja, suoloja tai fenoleita. Naiden aallonpituuksien vertailussa
on kuitenkin huomioitava se, etta DNA:n eluointiliuos voi sisaltaa suoloja, joiden
absorbanssi on korkeimmillaan aallonpituudella 230, mika voi johtaa virheellisiin
tulkintoihin DNA:n puhtaudesta. (Lucena-Aguilar ym. 2016, 264.)

Spektrofotometria ei myoskaan erota DNA:ta ja RNA:ta toisistaan, joten nayte
voi sisaltaa RNA:ta, vaikka absorbanssien suhde viittaisikin puhtaaseen
DNA:han. (Lucena-Aguilar ym. 2016, 264.)

5.3 Polymeraasiketjureaktio (PCR)

Polymeraasiketjureaktiota eli PCR:aa kaytetaan DNA:n ja RNA:n
monistamiseen. Sen avulla voidaan esimerkiksi monistaa DNA:ta sekvensointia
eli sen emasjarjestyksen selvitysta varten tai diagnosoida perinnodllisia
sairauksia. (Khan 2012, 42—43.) PCR soveltuu myos huonokuntoisten tai hyvin
niukkojen naytemateriaalien, kuten parafiinileikkeista eristetyn materiaalin,
monistamiseen niin, ettd monistettua DNA:ta voidaan kayttaa geenitesteihin.
(Horelli-Kuitunen & Orpana 2016, 116) RNA:ta Iahdemateriaalina kaytettaessa
PCR-menetelma poikkeaa DNA:n monistamisesta mm. siten, ettd RNA:sta
tehdaan ensin kaanteistranskriptaasi eli kaannetaan RNA cDNA:ksi eli

komplementaariseksi DNA:ksi (Horelli-Kuitunen & Orpana 2016, 117).

PCR-menetelma soveltuu diagnostiikkaan nopeutensa ja tarkkuutensa ansiosta
ja sita voidaan kayttaa suoraan genomiseen eli kromosomaaliseen DNA:han.
(Khan 2012, 49.) Menetelman rajoitus on, etta sita voidaan kayttaa enintaan
vain muutamien tuhansien nukleotidien pituisten alueiden monistamiseen, joten
se soveltuu vain melko pienten mutaatioiden tutkimiseen. Tallaisia mutaatioita
ovat esimerkiksi pistemutaatiot eli yhden nukleotidin mittaiset mutaatiot. (Horelli-

Kuitunen & Orpana 2016, 116.) PCR:lla voidaan tutkia myos tiettya alleelia
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(alleelispesifinen PCR) tai toistojaksotaudeissa® tutkia toistojakson pituutta
(Castren 2015, 325).

PCR perustuu tarkoin kontrolloituihin [ampdétilasykleihin, joissa DNA:n
vuorottainen lammitys ja jaahdytys aiheuttavat DNA:n avautumisen ja
entsymaattisen kopioitumisen. PCR-reaktioon vaaditaan kopioitava DNA-juoste,
alukkeita, DNA-polymeraasia seka vapaita nukleotideja. (Kuva 15.) (Khan 2012,
43-45.)

Alukkeet ovat lyhyita, muutaman nukleotidin mittaisia DNA-jaksoja, joiden
emasjarjestys tunnetaan. Alukkeet valitaan niin, etta ne kiinnittyvat
monistettavan DNA-jakson alkuun ja loppuun. Alukkeen tehtavana on
polymeraasiketjureaktion kiinnittymisvaiheessa sitoutua yksijuosteiseen
DNA:han, minka jalkeen DNA-polymeraasi voi liittaa yksittaisia nukleotideja
alukkeen 3’-paahan. Alukkeet siis rajaavat monistettavan alueen molemmin
puolin. Alukkeiden valinta vaikuttaa kaytettaviin [ampaétiloihin. (Suominen &
Ollikka 2004, 107-108, 110.)

DNA-polymeraasi on entsyymi, joka liittda reaktioseoksen vapaat nukleotidit
alukkeen peraan mallijuosteen mukaisesti. DNA-polymeraasina voidaan kayttaa
esimerkiksi kuumuutta kestavaa Taqg-polymeraasia. Kun kaytetaan kuumuutta
kestavaa polymeraasia, sita ei tarvitse lisata syklien valissa, mika vahentaa
virheiden mahdollisuutta. (Suominen & Ollikka 2004, 107—108.) Nykyaan
kaytdssa on monia kaupallisia DNA-polymeraaseja ja ne eroavat toisistaan
ominaisuuksiltaan, kuten lammonsiedoltaan ja nopeudeltaan monistaa DNA:ta.
PCR-puskuria voidaan muokata niin, etta saavutettaisiin kaytetyn DNA-
polymeraasin kannalta parhaat mahdolliset olosuhteet, koska DNA-
polymeraasin toimintakyky vaikuttaa suoraan muodostuvan PCR-tuotteen
maaraan. Naytteen inhibiittorien eli reaktiota haittaavien tuotteiden toimintaa
voidaan vahentaa nostamalla puskurin pH:ta tai muuttamalla sen

kationipitoisuutta. Puskuriin voidaan myds lisata fasilitaattoreita (esim.

3Toistojaksot ovat ei-koodaavia, satojen tai tuhansien nukleotidien mittaisia DNA-sekvensseja,
joita l16ytyy jopa satoina tuhansina toisiaan laheisesti muistuttavina kopioina ymapari perimaa
(Kere & Knuutila 2016, 34). Toistojakson trinukleotidijakson ylimaarainen monistuminen
aiheuttaa perinndllisia sairauksia, jotka usein pahenevat sukupolvesta toiseen (Hietanen 1996).
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orgaaniset liuottimet), joiden tehtavana on esimerkiksi muuttaa DNA:n
lammonsietokykya, vahentaa virheiden muodostumista (esimerkiksi Tween 20)
tai tehostaa monistumista heikentamalla inhibitiota (esimerkiksi BSA, naudan

seerumin albumiini). (Hedman ym. 2013, 7.)
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PCR:lla on lukemattomia sovellutuksia, joista tassa esitellaan perinteisen
kvalitatiivisen PCR:n lisaksi kvantitatiivinen PCR seka digital droplet -PCR.
PCR edellyttaa huolellista tydoskentelya ja etukateissuunnittelua seka
kontrollointia. Usein kaytetaan seka negatiivisia etta positiivisia kontrolleja.
Negatiivisten kontrollien avulla selvitetaan mahdollinen kontaminaatio
alukkeissa tai templaatissa ja positiivisella kontrollilla varmistetaan reaktion
toimivuus. (Suominen & Ollikka 2004, 109-110; Suominen ym. 2010, 156.)

PCR on menetelmana hyvin herkka kontaminaatiolle, jota voidaan estaa
noudattamalla aseptiikkaa, tydskentelemallad laminaarivirtauskaapissa ja

huolehtimalla tilojen puhtaudesta puhdistamalla tydskentelyalue huolellisesti
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seka kayttamalla UV-valoa laminaarikaapissa silloin, kun siella ei tydskennella.
PCR-tuotteiden valmistukselle on hyva olla erilliset tilat PCR-tuotteiden
kasittelysta ja PCR-tyoskentelyyn on syyta varata erityiset pipetinkarjet tai
pipetit, joita ei kaytetda muuhun tyoskentelyyn. Kasineet tulee riisua ja havittaa
heti tydoskentelyn jalkeen. Reagensseja valmistetaan vain pienia eria ja ne
havitetdaan yhden kayttdkerran jalkeen. PCR-putkia ei avata enaa niiden
valmistustilassa ja ne sentrifugoidaan ennen avaamista, jotta minimoidaan

putkien avaamisesta aiheutuvat aerosolit. (Suominen ym. 2010, 165-166.)

PCR jaetaan kolmeen eri vaiheeseen, joita toistetaan vuoron peraan (Kuva 15.
Nama vaiheet ovat denaturaatio, alukkeiden kiinnittyminen seka pidennysvaihe.
Alukkeiden kiinnittymisvaiheesta kaytetaan myos nimitysta annealing.
Denaturaatiovaiheessa reaktioseosta kuumennetaan, jolloin DNA-kaksoisjuoste
avautuu eli denaturoituu. Tama mahdollistaa alukkeiden sitoutumisen
juosteeseen. Kiinnittymisvaiheessa lampdtilaa lasketaan hetkellisesti, jolloin
alukkeet kiinnittyvat juosteeseen. Vaiheen tulee olla riittavan lyhyt, jotta juoste ei
ehtisi pariutua itsensa kanssa uudestaan. Ainoastaan alukkeet, jotka ovat
alkuperaista juostetta paljon lyhyempia, ehtivat kiinnittya siihen.
Pidennysvaiheessa lampdtilaa nostetaan jalleen, mutta ei aivan
denaturaatiovaiheen lampatilaan asti. Lampdotilan nousu aktivoi DNA-
polymeraasin, joka alkaa liittaa reaktioseoksessa olevia vapaita nukleotideja
alukkeen 3’-paahan DNA-juosteen mallin mukaisesti. Kun koko DNA-juoste on
monistunut, Iampdtila nostetaan jalleen denaturaatiolampdétilaan ja vaiheet
toistetaan yha uudestaan, kunnes on saatu haluttu maara DNA-tuotetta.
(Suominen & Ollikka 2004, 107-108.)

PCR:lla voidaan muun muassa osoittaa kahden kromosomin valinen
translokaatio: esimerkiksi tutkittaessa follikulaariseen lymfoomaan liittyvaa
kromosomien 14 ja 18 translokaatiota. Sita varten PCR:n alukkeet on
suunniteltu sitoutumaan sellaiseen DNA-jaksoon, joka syntyy translokaation
seurauksena. Jos DNA:ta monistuu, tiedetaan, etta kromosomeissa on tama
translokaatio. (Horelli-Kuitunen & Orpana 2016, 118.)
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5.3.1 Kvantitatiivinen PCR

Kvantitatiivinen PCR on erittain herkka menetelma, jolla voidaan selvittaa
suoraan halutun nukleiinihapon maaraa naytteessa. Silla voidaan selvittaa
esimerkiksi tautisolujen maaraa naytteessa tai tietyn geenin ilmenemista
soluissa. Maara voidaan havaita fluoresoivan signaalin avulla. (Autio & Kairisto
2015, 117-118.)

Menetelmaa voidaan kayttaa esimerkiksi jaanndstautianalytiikassa.
Diagnoosivaiheessa etsitaan tautisoluista geneettinen poikkeavuus, joka toimii
jaannostautimarkkerina hoidon seurannassa. Kvantitatiivinen eli maarallinen
PCR-analyysi perustuu aina pitoisuuksien suhteeseen. QPCR:ssa on siis aina
mukana myds kontrolli-DNA-jakso, jonka maaraan tautisolun nukleiinihapon
maaraa verrataan. Kvantitatiivinen PCR soveltuu esimerkiksi sen
selvittamiseen, kuinka paljon naytteessa on pahanlaatuisia klonaalisia soluja
verrattuna terveisiin soluihin. Saatu tulos on suoraan verrannollinen tautisolujen
maaraan. (Autio & Kairisto 2015, 117-118.)

Menetelma soveltuu myods yleisimpien trisomioiden (kromosomeissa 21, 18, 13)
ja sukupuolikromosomien X ja Y lukumaaran selvittdmiseen lapsivesinaytteesta.
Kvantitatiivinen PCR on nopeampi menetelma kuin perinteinen
kromosomitutkimus, koska se ei vaadi soluviljelya, joten tulos mahdollisesta
trisomiasta voidaan saada jo parissa paivassa. Menetelma ei kuitenkaan korvaa
kaikkia trisomiaseuloja eika se havaitse varmuudella aneuploidiamosaikismia'4.
(Tyks Laboratoriot 2022i.)

Menetelmalla voidaan tutkia myds geenin ilmentymista eli sen tuottaman
geenituotteen eli proteiinin maaraa. Sita voidaan mitata eristamalla mRNA:ta ja

kaantamalla se cDNA:ksi, jonka maaraa mitataan. Geenituotteen maaraa

14 Mosaikismi tarkoittaa yksilon eri solujen valille syntynytta geneettistéa erilaisuutta, joka syntyy
hedelmdityksen jalkeen alkion- tai sikibnkehityksen aikana (Kere & Knuutila 2016, 27).
Aneuploidia tarkoittaa kromosomien lukumaaran muutosta, kuten trisomiaa (Moilanen 2016,
129). Aneuploidiamosaikismi tarkoittaa siis tilannetta, jossa osassa yksilon soluissa on
poikkeava kromosomiluku.
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voidaan haluta mitata esimerkiksi hoidon tehon arvioimiseksi. (Thermo Fisher

Scientific n.d.)

Kvantitatiivinen PCR mahdollistaa monistuvan DNA:n pitoisuuksien mittaamisen
reaaliaikaisesti eika se vaadi maaritykseen erillista elektroforeesiajoa kuten
perinteinen, kvalitatiivinen PCR. Kvantitatiivinen PCR perustuu fluoresoivan
leiman kayttdon polymeraasiketjureaktion aikana ja fluoresenssin mittaamiseen
fluorometrilla (Kuva 16). Leima sitoutuu kaksijuosteiseen DNA:han ja sen
fluoresenssin voimakkuutta mitataan PCR:n syklien alussa ja lopussa. (Collot-
Texteira ym. 2014, 86—87.) Fluoresenssin voimakkuus on verrannollinen DNA:n
maaraan, joten sen avulla saadaan laskettua monistuvan DNA:n pitoisuus

reaaliaikaisesti reaktion eri vaiheissa (Autio & Kairisto 2015, 117-118).
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Kuva 16. Kvantitatiivisen PCR:n vaiheet.

Kaytetty fluoresenssileima voi olla esimerkiksi SYBR Green -vari, joka sitoutuu

epaspesifisesti kaksijuosteisen DNA:han. Sitoutumattomana leima fluoresoi
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heikosti sinista valoa. Kun leima sitoutuu kaksijuosteiseen DNA:han, se
fluoresoi voimakkaammin ja emittoi vihreaa valoa. Koska SYBR Green on
epaspesifi, se sitoutuu kaikkeen kaksijuosteiseen DNA:han naytteessa, myos
reaktion sivutuotteena syntyviin DNA-jaksoihin. Jotta saadaan poistettua
sivutuotteiden ylimaarainen signaali, voidaan reaktioon lisata lisavaihe:
Jokaisen syklin lopuksi reaktioseosta kuumennetaan hitaasti, jolloin lyhyemmat
DNA-juosteet avautuvat, vapauttavat leimansa ja lakkaavat fluoresoimasta.

Talloin jaljelle jaa halutun DNA:n signaali. (Collot-Texteira ym. 2014, 86—88.)

Kvantitatiivinen PCR on vahemman kontaminaatioherkka mittausten eri
vaiheissa kuin kvalitatiivinen PCR, koska fluoresenssi saadaan mitattua

avaamatta koeputkia. (Collot-Texteira ym. 2014, 88.)

5.3.2 Digital droplet PCR

Digital droplet —PCR eli ddPCR on menetelma, jossa nestemainen DNA-nayte
sekoitetaan oljyyn vesi-0Oljy-emulsioksi ja sen jalkeen jaetaan tuhansiin
mikroskooppisiin pisaroihin. Suurin osa naista pisaroista ei sisalla naytetta
(Demaree ym. 2018.) Naita pisaroita voi olla esimerkiksi 20 000 kappaletta.
Kukin yksittainen pisara toimii koeputken tavoin nayteastiana. Pisaroissa
suoritetaan PCR, minka jalkeen analysoidaan, mitka pisaroista sisaltavat
monistunutta DNA:ta. (Bio-Rad n.d. b). Taman jalkeen lasketaan
nukleiinihappoja sisaltaneet pisarat ja arvioidaan Poisson-jakauman avulla
alkuperaisen naytteen nukleiinihappopitoisuus. Menetelma on huomattavasti
herkempi kuin gPCR eika se vaadi standardikuvaajan kayttda. Menetelmaa
voidaan kayttaa esimerkiksi variantti-alleelin lukumaarien maarittdmisessa, kun

etsitdan harvinaisia mutaatioita. (Demaree ym. 2018.)

Mikropisaroiden kaytdssa on monia etuja. Tavallinen PCR monistaa
tehokkaammin lyhyita kuin pitkia nukleotidijaksoja, mutta ddPCR:lla pitkienkin
kappaleiden monistaminen on tehokasta. Menetelma vahentaa PCR:n

inhibitiota ja naytteen kontaminaatioriskia. Lisaksi menetelma nopeuttaa DNA:n
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monistumista. Naytteen lampdétilan saately mikropisaroissa on helppoa. (Rapley
& Harbron 2011, 65—-67.)

Menetelmaa kaytetaan esimerkiksi myeloproliferatiivisiin tauteihin liittyvan
JAK2-geenin mutaatioanalyysiin. Naytteena kaytetaan luuydinta, kokoverta tai
luuytimesta eristettyja mononukleaarisia soluja. DdPCR:lIa voidaan havaita jopa
0,01 %:n mutaatiotaakka. Kliinisesti merkittdvana pidetaan yli yhden prosentin
mutaatiotaakkaa, joka kaytanndssa aina johtaa johonkin myeloproliferatiiviseen
tautiin. JAK2-geenin mutaatio 16ytyy yli 90 %:lla polysytemia veraa, yli 50 %:lla
essentellia trombosytoosia ja yli 50 %:lla primaarista myelofibroosia

sairastavilla. (Tyks Laboratoriot 2022j.)

5.4 Elektroforeesi

Elektroforeesia kaytetdan perinteisella kvalitatiivisella PCR-reaktiolla monistetun
DNA:n analysointiin (Walker-Daniels 2012). Elektroforeesin avulla voidaan
havaita jopa yhden nukleotidin deleetio DNA:ssa (Shen 2019, 362).

Elektroforeesi on menetelma, jonka avulla voidaan erotella sahkdisesti
varautuneita kappaleita niiden koon perusteella. Se perustuu sahkoisesti
varautuneiden kappaleiden (kuten DNA:n) liikkumiseen sahkdkentassa.
(Westermeier 2016, 1.) DNA liikkuu sahkdkentassa kohti positiivisesti
varautunutta elektrodia (Rabindra & Raju 2012, 15). Kappaleet liikkuvat eri
nopeudella sahkokentassa riippuen niiden koosta ja sdhkdvarauksesta, jolloin
saman ajan kuluessa nopeammin liikkkuvat kappaleet likkuvat kauemmas ja
hitaammin liikkuvat kappaleet jaavat lahemmas lahtopistetta. (Westermeier
2016, 1.) Kun kappaleet varjataan ja niita verrataan tunnettuun DNA:han,
kokostandardiin eli niin sanottuihin DNA-tikkaisiin (englanniksi DNA ladder),
voidaan selvittaa, kuinka pitka nukleiinihappoketju naytteessa on.
Samankokoiset kappaleet likkuvat yhta kauas lahtopisteesta ja standardiin
vertaamalla nahdaan, minka kokoinen naytekappale on. (Walker-Daniels 2012.)

Elektroforeesi voidaan jakaa vapaassa liuoksessa ja tukiaineessa tapahtuvaan
elektroforeesiin. Kapillaarielektroforeesi ja mikrosirutekniikat ovat vapaassa

Turun AMK:n opinnaytety6 | Pujo Pirhonen & Jennina Terho



S7

liuoksessa tapahtuvia reaktioita, kun taas esimerkiksi geelielektroforeesi
tapahtuu tukiaineessa. Seka kapillaarielektroforeesi etta geelielektroforeesi ovat
vyOhyke-elektroforeesimenetelmia (englanniksi zone electrophoresis, ZE).
Vyobhyke-elektroforeesimenetelmien heikkoutena on diffuusion aiheuttama
mahdollinen vyohykkeiden leviaminen, jolloin menetelmien herkkyys ja tarkkuus
karsivat. (Westermeier 2016, 2.)

Esimerkiksi toistojaksotautianalytiikassa toistojakson pituus saadaan selvitettya
elektroforeesiajon avulla. Lyhyemmat toistojaksot kulkevat valiaineessa
pidemmalle ja pidemmat toistojaksot jaavat lahemmas alkupistetta. (Orpana &
Huoponen 2006, 271-273.)

5.4.1 Agaroosigeelielektroforeesi

Agaroosigeelielektroforeesissa (AGE) DNA-fragmentit likkuvat ajolaitteessa
agaroosigeelin muodostaman verkkomaisen rakenteen lapi. Agaroosigeelin
verkko hidastaa kappaleiden liikkumista ja pienet kappaleet liikkuvat
nopeammin verkon lapi kuin suuret kappaleet. Nain voidaan maarittaa
kappaleiden koko. Agaroosigeelin konsentraatio vaikuttaa geelin
verkkorakenteen silmakokoon, joten geelin konsentraatio on valittava
erotettavan aineen mukaan. (Westermeier 2016, 1, 13.) Pienille DNA-jaksoille
valitaan konsentraatioltaan suurempi eli tiheampi geeli ja suuremmille DNA-
jaksoille konsentraatioltaan pienempi eli harvempi geeli (Barril & Nates 2011, 5).
Nukleiinihappojen sahkdinen varaus on kaikissa DNA-molekyyleissa
samanlainen, joten DNA-sekvenssin koko on mahdollista maarittaa sen

likkumisnopeudesta agaroosigeelilla (Rabindra & Raju 2012, 16).

Agaroosigeelielektroforeesiajolaite koostuu ajoaltaasta, kahdesta elektrodista
altaan paissa, turvakannesta, agaroosigeelista seka ajopuskurista.
Agaroosigeeli valmistetaan keittamalla agaroosia geelipuskurissa, minka
jalkeen jaahtynyt geeli valetaan muottiin, jota kutsutaan geelitarjottimeksi.
Muottiin asetetaan myos naytekampa, joka muodostaa geelille naytekaivot,

joihin naytteet voidaan pipetoida. Kun geeli jaahtyy, se muodostaa
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verkkomaisen rakenteen. Taman jalkeen naytekampa irrotetaan ja geeli
asetetaan ajolaitteeseen. Geeli upotetaan ajopuskuriin, joka sisaltdad samaa
geelid, josta agaroosigeeli on valmistettu. Taman jalkeen geelin kaivoihin
pipetoidaan naytetta. On tarkeaa, ettd nayte on raskaampaa kuin ajopuskuri,
jotta nayte asettuu kaivojen pohjalle eika sekoitu muihin naytteisiin. Naytteen
seassa on naytepuskuria, joka voi sisaltaa aineita, joilla se saadaan
raskaammaksi, seka variaineita, joilla voidaan seurata ajon edistymista. Kun
ajolaitteeseen kytketaan virta, DNA-fragmentit alkavat liikkkua kohti positiivisesti
varautunutta anodia. On tarkeaa kytkea ajolaitteen johdot oikein pain, jotta
naytteet kulkevat haluttuun suuntaan. (Suominen ym. 2013, 122-125; Yilmaz
ym. 2012, 35-37.)

Ajon aikana eri kokoiset fragmentit erottuvat omiksi vyohykkeikseen, joista
kaytetaan myos nimitysta “band” tai “bandi”. Jotta vyohykkeet saadaan nakyviin,
ne taytyy varjata. Variaine voidaan lisata joko naytepuskuriin, ajopuskuriin tai
ajon jalkeen geelille. Variaineena voi toimia esimerkiksi etidiumbromidi, joka
sitoutuu nukleiinihappojen emasten valiin ja fluoresoi ultraviolettivalolle
altistuessaan oranssinpunaisena. Ultraviolettivalo on haitallista inmiselle ja
lisdksi se hajottaa naytetta, joten nykyaan on kaytdssa myds turvallisempia
menetelmia. Vyohykkeita verrataan samalla ajettuun kokostandardiin, jolloin
voidaan silmamaaraisesti arvioida ajetun naytteen kokoa. Ajon lopuksi geeli
kuvataan ja kuva kasitellaan sopivaksi. (Suominen ym. 2013, 123, 125, 127,
130.)

Agaroosigeelielektroforeesi on suosittu menetelma suurten
nukleiinihappomolekyylien erotteluun, mutta koska erottuvat vyohykkeet
muodostavat melko leveita raitoja, menetelman erottelutarkkuus varsinkaan
pienilla DNA-jaksoilla ei ole erityisen suurta. Muita, tarkempia menetelmia on
saatavilla. (Barril & Nates 2011, 3.) Agaroosigeelielektroforeesi onkin melko
epatarkka menetelma DNA:n tutkimiseen, mutta sita kaytetaan yhdessa
perinteisen PCR:n kanssa helppoutensa ja edullisuutensa takia (Walker-Daniels
2012). Ajettu DNA on mahdollista ottaa geelilta talteen stanssaamalla eika

agaroosigeeli ole myrkyllista (Barril & Nates 2011, 4).
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Esimerkki: Steinertin tauti

Agaroosigeelielektroforeesia kaytetddn muun muassa Steinertin taudin eli
tyypin 1 dystrofia myotonica -taudin diagnostiikassa silloin, kun siina esiintyva
toistojaksomuutos on lilan suuri tutkittavaksi fragmenttianalyysilla ja RT-PCR:lla
(Tyks Laboratoriot 2023a). Steinertin tauti on yleisin aikuisilla esiintyva
lihasdystrofia, jonka aiheuttaa CTG-emaskolmikon toistojakson liiallinen
monistuma kromosomissa 19qg. Mutaatio pahenee usein sukupolvesta toiseen
toistojakson pidentyessa. Sairastuneilla toistojakson pituus voi olla tuhansia

emaskolmikoita. (Auvinen ym. 2003, 707.)

Terveilla ihmisilla stabiili, normaali alleeli on 5-35 toiston mittainen. 36-50
toistoa ei viela aiheuta sairautta, mutta alleeli voi olla epavakaa. 51-150 toistoa
tekee alleelista epavakaan, mika voi aiheuttaa oireettoman tai vahaoireisen
taudin. Yli 150 toistolla alleeli on epavakaa ja aiheuttaa Steinertin taudin. (Tyks
Laboratoriot 2023a.) Kun agaroosigeelielektroforeesilla ajettua naytetta
verrataan kokostandardiin, saadaan kuva naytteen sisaltamien nukleotidien

lukumaarasta ja siten toistojakson pituudesta (Suominen ym. 2010, 127).
Stanssaus

Stanssaus eli “muotoonleikkaus” on menetelma DNA:n puhdistamiseksi
elektroforeesiajon jalkeen. Ajo voidaan suorittaa geelilla, jonka sulamislampétila
on alhaisempi kuin DNA:n denaturoitumislampdtila. Tama geeli myos pysyy
nestemaisena alhaisemmissa lampotiloissa kuin tavallisesti

geelielektroforeesissa kaytettavat geelit. (Suominen ym. 2013, 130.)

Stanssausta varten ajettua geelia tarkastellaan esimerkiksi pidempiaaltoisen
UV-valon alla, joka ei vaurioita DNA:ta. Halutut DNA-vydhykkeet leikataan irti
kasin kayttaen steriilia veista. Leikatut palat asetetaan 3-5 palan ryhmissa
koeputkeen, jota kuumennetaan geelin sulamispisteeseen asti. Taman jalkeen
DNA voidaan jalleen eristaa jatkotutkimuksia varten, esimerkiksi fenoli-
kloroformi-uuton avulla tai spin-kolonnimenetelmalla, joita on kasitelty luvussa

5.2. (Suominen ym. 2013, 130.) Geelin sulattamisen sijaan naytteet voidaan
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irrottaa geeliltd myds entsyymeilla tai kaotrooppisilla suoloilla (Barril & Nates
2011, 4).

5.4.2 Kapillaarielektroforeesi

Kapillaarielektroforeesi (CE) on vapaassa liuoksessa tapahtuva elektroforeesi ja
se tapahtuu silikakapillaarissa, jonka molemmat paat on upotettu puskuriin.
Silikakapillaari on ohut, pitka putki, jonka lapi erottuminen tapahtuu. Kapillaarin
paissa olevissa puskureissa on elektrodit. (Westermeier 2016, 9.) DNA-
molekyyli on negatiivisesti varautunut, joten se liikkuu kapillaarissa katodista
anodiin, kun kapillaarielektroforeesilaite kdynnistetaan. Nayte injektoidaan

kapillaariin, 1ahelle katodipaata. (Westermeier 2016, 8-9.) (Kuva 17.)

silikak apilaarr

P usk Lr I. Cichledies

Kuva 17. Kapillaarielektroforeesi.

Kapillaarielektroforeesilaitteisto ei vaadi samanlaista tarkkaa seurantaa kuin

geelielektroforeesi eika se vaadi tydlasta geelin valmistamista (Bayes & Gut
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2011, 6). Menetelma vaatii hyvin vahan kemikaaleja tai nadytemateriaalia ja sita
voidaan kayttaa, kun tarvitaan hyvin tarkkaa erottelukykya. Menetelma vaatii
tehokkaan energianlahteen, jonka kuumenemista tulee varoa esimerkiksi
tuulettimien avulla. (Westermeier 2016, 9.) Muun muassa fragmenttianalyysi
(ks. luku 5.5.3) hyddyntaa kapillaarielektroforeesia (Thermo Fisher Scientific
2014, 15).

5.5 Sekvensointi

Sekvensoinnilla selvitetaan tutkitun DNA-jakson emasjarjestys. Siina kaytetaan
hyvaksi PCR:aa ja elektroforeesia. DNA monistetaan ensin PCR-menetelmalla
ja elektroforeesin ja leimattujen, muunneltujen nukleotidien avulla voidaan

selvittdd DNA-jakson sekvenssi eli emasjarjestys. (Wartiovaara 2022, 20.)

5.5.1 Sanger-sekvensointi

Sanger-sekvensointi tunnetaan myds nimilla dideoksimenetelma tai
terminaatiomenetelma. Se perustuu leimattujen dideoksinukleosiditrifosfaattien
(ddNTP) kayttoon. DANTP:t ovat dideoksiadenosiinitrifosfaatti (ddATP),
dideoksisytidiinitrifosfaatti (ddCTP), dideoksiguanosiinitrifosfaatti (ddGTP) ja
dideoksitymidiinitrifosfaatti (ddTTP). (Suominen ym. 2010, 18, 177-178.)

Sekvensoinnissa monistetaan DNA:ta PCR:lla. (Khan 2012, 43, 116)
Leimatusta ddNTP:sta puuttuu OH-ryhma 3’-paasta, minka seurauksena sen
peraan ei voi sitoutua toista nukleotidia. Kun leimattu ddNTP sitoutuu

monistuvaan DNA:han, monistuminen lakkaa. (Kumar 2012, 5-6.)

Sanger-sekvensointia varten tarvitaan yksijuosteista malli-DNA:ta, alukkeita,
DNA-polymeraasia, tavallisia nukleotideja (ANTP) seka naitd muokattuja,
nukleotideja, joista puuttuu 3’-paan OH-ryhma (ddNTP). Sekvensoitava nayte
jaetaan neljaan astiaan, joihin jokaiseen laitetaan sekvensoitavan naytteen
lisdksi alukkeita seka tavallisia nukleotideja, jotka sisaltavat kaikkia DNA:n
emaksia: dATP, dGTP, dCTP ja dTTP. Jokaiseen astiaan lisataan vain yhta
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dideoksinukleosiditrifosfaattia: yhteen astiaan ddATP, toiseen ddGTP,
kolmanteen ddCTP ja neljanteen ddTTP. (Kumar 2012, 5-6.)

Kun nain monistettu nayte ajetaan elektroforeesilla, saadaan erotettua DNA-
fragmentit pituusjarjestykseen yhden nukleotidin tarkkuudella. Asettamalla
fragmentit pituusjarjestykseen ja tarkastelemalla viimeista nukleotidia, saadaan
DNA:n emasjarjestys selville. (Kuva 18.) (Khan 2012, 118.) Tahan tarkoitukseen
voidaan kayttaa esimerkiksi automatisoitua kapillaarielektroforeesia (Suominen
ym. 2010, 180).
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Kuva 18. Sanger-sekvensointi yksinkertaistetusti.

Alun perin menetelmassa tarvittiin nelja eri reaktiota: yksi kullekin emakselle.
Mydhemmin kehitetyssa variterminaatiosekvensoinnista dideoksinukleotidit on
leimattu eri varein, jolloin neljan reaktion sijaan riittaa yksi yhteinen. (Kumar
2012, 5-6.) Nain reaktiot voivat tapahtua samassa astiassa, minka
seurauksena menetelma on voitu helposti automatisoida (Strachan & Read

2011, 218-219). Kun sekvensoitua DNA:ta verrataan tunnettuun terveeseen
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DNA:han, saadaan selville mahdolliset muutokset DNA:ssa. (Castren 2015,
237.)

5.5.2 Fragmenttianalyysi

Fragmenttianalyysi on menetelma, jolla voidaan selvittaa DNA-fragmentin koko
kapillaarielektroforeesin avulla. Fragmenttianalyysi soveltuu muun muassa
toistojakson pituuden selvittdmiseen. Fragmentti varjataan fluoresoivalla
leimalla, minka jalkeen fragmentit monistetaan PCR:lla. Monistetut fragmentit
ajetaan kapillaarielektroforeesilla, jolloin fragmentit asettuvat
pituusjarjestykseen. Vertaamalla tutkittavia fragmentteja standardiin, voidaan

paatella fragmentin koko. (Thermo Fisher Scientific 2014, 15-16.)

Fragmenttianalyysia kaytetaan esimerkiksi fragiili-X-oireyhtyman
diagnostiikassa. Fragiili-X-oireyhtymassa geenin FMR1 (fragiili-X-lahetti-
ribonukleiiniproteiini) CGG-toistojakso on monistunut 55-200 jakson mittaiseksi,
kun normaalisti terveellad ihmisella toistojakson pituus on alle 45 jaksoa. (Huslab
2023b.) Liian pitka toistojakso aiheuttaa FMR1-geenin metyloitumisen ja
inaktivoitumisen, mika johtaa alylliseen kehitysvammaisuuteen (Tyks
Laboratoriot 2021a). Fragiili-X-oireyhtyma on yleisin perinndllinen alyllisen

kehitysvammaisuuden muoto (Asuragen n.d.).

Sairailla geenivirheen kantajilla X-kromosomin pitkan haaran karjessa on usein
havaittavissa osassa soluja hauras kohta, joka voidaan todeta
kromosomianalyysilla. Kromosomianalytiikkka on melko luotettava sairaiden
poikien ja miesten diagnostiikassa, mutta naispuolisista kantajista vain osalla
todetaan hauras kohta. Terveilla kantajamiehilla kohtaa ei havaita lainkaan.
Siksi kromosomianalyysin sijaan DNA-analyysi on luotettavampi menetelma

geenivirheen toteamiseksi. (von Koskul & Leisti 1992.)

Fragiili-X-analyysissa voidaan kayttaa kaupallista AmplideX-kittia (Huslab
2023Db). Kitti hyddyntaa PCR:aa ja kapillaarielektroforeesia. Sen avulla
maaritetdan, kuinka monta CCG-toistojaksoa potilaan FMR1-geenissa on.
(Asuragen n.d.) Kun toistojaksojen maara ylittdaa 54 toistoa, puhutaan
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esimutaatiosta ja yli 200 toistoa johtaa taysmutaatioon. Terveen ja esimutaation
valiin jaa niin kutsuttu harmaa alue, kun toistojakson pituus on 45-54 jaksoa.
(Huslab 2023b.)

5.5.3 Muita sekvensointimenetelmia

Sekvensoinnilla on monia muitakin sovellutuksia, kuten massiivinen
rinnakkaissekvensointi eli seuraavan sukupolven sekvensointi (NGS, next
generation sequensing), joka onkin korvaamassa monilta osin tyélaampia
sekvensointimenetelmia, kuten Sanger-sekvensointia. NGS:lla on mahdollista
analysoida satojatuhansia nukleotideja tai jopa koko perima. (Castren 2015,
237.)

Minisekvensointi puolestaan on menetelma yhden nukleotidin sekvensointiin.
Tall6in voidaan tutkia pistemutaatioiden eli yhden nukleotidin emaksen
muutoksen (SNP, single nucleotide polymorphism) aiheuttamia sairauksia.
(Castren 2018.) SNP:t yksin eivat aiheuta tauteja, mutta yhdessa
ymparistotekijoiden kanssa ne lisaavat sairastumisriskia. Usein sairastuneella
pystytaan osoittamaan tietty SNP, mutta |aheskaan kaikki inmiset, joilla tietty
SNP I6ytyy, eivat sairastu. Esimerkiksi 90 % tyypin 1 diabeetikoista on jokin
diabetekselle altistava pistemutaatio, mutta samoja mutaatiota |0ytyy myds 33
% koko vaestosta. (Palotie ym. 2006, 184.)

Southern blot —sekvensointi on menetelma suurten, mutta ei kuitenkaan
kromosomitason, rakennemuutosten havaitsemiseen. Se perustuu DNA:n
pilkkomiseen restriktioentsyymeilla tietysta kohdasta ja niiden tunnistamiseen

leimatun geenikoettimen avulla. (Orpana & Huoponen 2006, 276.)
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6 Pohdintaa, arviointia ja jatkokehitysideoita

Aihe valittiin ja suunnitelma tyolle tehtiin ennen kliininen
laboratoriotydosaaminen -harjoittelun suorittamista. Osittain tdman vuoksi
oppimateriaalin laatiminen oli osin haasteellistakin, silla emme etukateen

tienneet harjoittelun konkreettisesta sisallosta.

TyoOpiste vaihtui paivittain, joten tyotehtaviin perehtyminen oli pintapuolista.
Laboratoriohoitajan tyonkuvassa keskeisina asioina nayttaytyvat kaytannon
tydohjeiden noudattaminen ja tydn tekninen suorittaminen.
Tutkimusmenetelmiin liittyva teoriapohjan tuntemus jai varsin pieneen osaan.

Tama saattoi toki johtua siita, etta harjoittelu oli lyhyt.

Genetiikan laboratorion ty6ohjeita ei saanut julkaista. Tasta syysta niita ei voitu
kayttaa opinnaytetydn lahteind. Konkreettisten ja ajantasaisten tyoohjeiden
I6ytaminen kirjallisuudesta olikin haastavaa. Useisiin ajantasaisiin tieteellisiin
julkaisuihin ei ole paasya ammattikorkeakoulun kirjaston kautta. Joitakin
tyoohjeita 10ytyi, erityisesti valmistajien kuten bioteknologiayritysten
verkkosivuilta. Ideaalitilanteessa olisimme kayttaneet lahteina ensisijaisesti
tieteellisia julkaisuja, mutta se ei ollut aina mahdollista. Usein tydohjeiden
esityksista oli myds haastavaa tehda yleistyksia niissa esiintyvien erojen vuoksi.
Toivommekin, etta tyo pystyy tasta huolimatta seka esittamaan teoreettista
tietopohjaa etta havainnollistamaan menetelmien kayttoa genomiikan

laboratoriossa.

Oppimateriaalin koostaminen ja laboratorioprosessien kokonaisuuksien
hahmottaminen oli haastavaa osittain siksi, ettd kahden viikon harjoittelussa ei
ymmarrettavasti ehtinyt saada kokonaiskuvaa genetiikan
laboratorioprosesseista kayttokohteineen. Harjoittelussa ei ehditty perehtya
esimerkiksi potilaiden diagnooseihin, eika menetelmien tekninen suoritus
useinkaan vaatinut tietoa tutkimuksen kysymyksenasettelusta, vaikka se olisi
ollut ymmartamisen kannalta hyddyllista. Oppimateriaaliin on lisatty sellaisia
menetelmien yksityiskohtia ja esimerkkeja, joihin ei ehdita perehtya

harjoittelussa, koska uskomme niiden auttavan ymmartamaan menetelmien
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periaatteita ja kayttokohteita paremmin kuin liian tiivistetty materiaali, joka voisi

herattada enemman kysymyksia kuin antaa vastauksia.

Kun paadyimme tekemaan yleisesityksen genomiikan laboratorion
menetelmista perustuen harjoitteluun, tulimme toisaalta sulkeneeksi
mahdollisuuden syventya yksittaisiin menetelmiin. Toivomme, etta tyo kuitenkin
valottaa tekniikoiden perusteiden lisaksi myos tutkimusmenetelmien
kysymyksenasettelua ja kayttdkohteita. Genetiikan opetus
bioanalyytikkokoulutuksessa on vain kahden opintopisteen laajuinen
kokonaisuus, ja koemmekin opinnaytetydprosessin aikana oppineemme

menetelmista ja niiden kayttokohteista paljon lahtbasetelmaan nahden.

Oppimateriaalin tavoitteen toteutumisen arviointivaihetta ei voida kaytettavissa
olevan ajan puitteissa tehda. Sen arviointi, miten oppimateriaali toimii, jaa
tulevien kurssilaisten ja opettajien arvioitavaksi. Koska vastaavaa genetiikan
menetelmia koskevaa oppimateriaalia bioanalyytikoille ei kuitenkaan ole
|dydettavissa, on mielestamme perusteltua olettaa, etta oppimateriaalin
olemassaolo jo sinallaan edesauttaa oppimista ja opettamista. Voimmekin
olettaa, etta tavoite saavutetaan ainakin jossain maarin jo nyt, kun
oppimateriaali on luotu. Sen implementointi ja hyddyntaminen jaa kuitenkin

opettajien tehtavaksi.

Taman tyon sisaltdéa voisi tulevaisuudessa taydentaa niilla menetelmilla, joita
emme voineet sisallyttaa tahan tyohon, kuten VGH/CGH, mikrosirutekniikat
sekad NGS-tekniikka. Niita ei sisallytetty tahan tydohon, silla ne eivat sisaltyneet
kahden viikon harjoittelujaksoon, emmeka ole tutustuneet tekniikoihin
opinnoissa. Tyosta olisi my0s tullut liian laaja. Emme ole kasitelleet erikseen
myoskaan RNA:n eristysta, silla sekaan ei kuulunut harjoittelujakson sisaltoon.
Oppimateriaalin laajentaminen nailla aiheilla voisikin sopia genetiikan

syventavat opinnot ja syventavan harjoittelun suorittaville opiskelijoille.

Oppimateriaalin testaamisen ja kehittdmisen suhteen meilla olisi viela runsaasti
ideoita, joita emme kuitenkaan tdman opinnaytetyon puitteissa ehdi toteuttaa.

Oppimateriaalia voisi esimerkiksi testata antamalla se luettavaksi ja
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kommentoitavaksi opiskelijoille. Opiskelijoita voisi pyytaa esimerkiksi listaamaan
materiaalissa esiintyvia kasitteita, joita olisi tullut selittad enemman. Vastausten
perusteella olisi mahdollista koostaa lisamateriaalia esimerkiksi niiden
kasitteiden suhteen, joissa opiskelijat kokivat puutteita. Kaikenlainen palaute
materiaalista voisi tietysti auttaa jatkokehittamaan materiaalia. Tallaista
kehittamisvaihetta emme valitettavasti ehdi taman opinnaytetyon puitteissa

toteuttamaan.

Taman opinnaytetyon pohjalta tehtiin myos PowerPoint-luennot
molekyyligenetiikan kurssille aiheista "DNA ja RNA”, "G-raitavarjays”, "FISH-
tekniikka” seka "agaroosigeelielektroforeesi’. Toinen opinnaytetyon tekijoista

laati nama osana syventavien opintojen suoritustaan.

Turun AMK:n opinnaytety6 | Pujo Pirhonen & Jennina Terho



69

Lahteet

Abbott n.d. FISH pretreatment. https://www.molecular.abbott/us/en/vysis-fish-
knowledge-center/fish-pretreatment Viitattu 24.2.2023.

Aittomaki, K. & Peltomaki, P. 2016. Syovan genetiikka. Aittomaki, K., Moilanen,
J., Perola, M. (toim.) Laaketieteellinen genetiikka, 279-299. Helsinki: Duodecim.

Alfiras, M. & Bojiah, J. 2020. Printed textbooks versus electronic textbooks: A
study on the preference of students of Gulf University in kingdom of Bahrain.
International journal of emerging technologies in learning 15(18), 40-52.

Asuragen n.d. a. AmplideX® Fragile X Dx & Carrier Screen Kit.
https://asuragen.com/portfolio/genetics/amplidex-fragile-x-dx-carrier-screen-kit/
Viitattu 25.7.2023

Autio, K. & Kairisto, V. 2015. Geneettinen diagnostiikka ja hoidon monitorointi
eri tautiryhmissa. Porkka, K., Lassila, R., Remes, K., Savolainen, E. (toim.)
Veritaudit, 101—-138. Helsinki: Duodecim.

Auvinen, S., Vihola, A., Krahe, R., Kupila, J., Hackman, P., Hietaharju, A. &
Udd, B. 2003. Uudentyyppinen myotoninen dystrofia. Ladketieteellinen
aikakauslehti Duodecim. 119(8), 707-713.
https://www.duodecimlehti.fi/duo93517 Viitattu 24.9.2023.

Barril, P. & Nates, S. 2011. Introduction to agarose and polyacrylamide gel
electrophoresis matrices with respect to their detection sensitivities. Magdeldin,
S. (toim.) Gel electrophoresis - principles and basics. 3—14. Rijeka: IntechOpen

Bayes, M. & Gut, |. 2011. Overview of genotyping. Rapley, R. & Harbron, S.
(toim.) Molecular analysis and genome discovery. 1-23. Chichester: John Wiley
& Sons, Inc.

BD Biosciences 2020. Vacutainer® CPT™ Cell Preparation Tube with sodium
citrate: Instructions for use.
https://www.bdbiosciences.com/content/dam/bdb/products/global/blood-
collection/blood-collection-tubes/362760_base/pdf/\VDP40394.pdf Viitattu
23.1.2023.

Turun AMK:n opinnaytety6 | Pujo Pirhonen & Jennina Terho



70

BD Biosciences. n.d. PAXgene® Blood RNA Tube.
https://www.bdbiosciences.com/en-eu/products/blood-collection/blood-
collection-tubes/paxgene-blood-rna-tube.762165 Viitattu 24.8.2023.

Bio-Rad. n.d. a. Nucleic Acid Extraction and Purification. https://www.bio-
rad.com/en-fi/applications-technologies/nucleic-acid-extraction-
purification?ID=LUSNQLDN. Viitattu 11.4.2023.

Bio-Rad n.d. b. Droplet digital PCR (ddPCR) technology. https://www.bio-
rad.com/en-fi/life-science/learning-center/introduction-to-digital-pcr/what-is-
droplet-digital-pcr?ID=MDV31M4VY Viitattu 15.9.2023.

Brown, T.A. 2016. Gene Cloning & DNA analysis. An introduction. 7th ed.
Oxford: Wiley Blackwell.

Campbell, N., Reece, J. & Mitchell, L. 1999. Biology. 5th ed. California:
Addison-Wesley.

Castren, M. 2015. Geneettiset tutkimukset. Pihko, H., Haataja, L. & Rantala, H.
(toim.) Lastenneurologia. Helsinki: Duodecim. 232—-238.

Castren, M. 2018. Molekyyligeneettiset tutkimusmenetelmat.
https://www.oppiportti.fi/op/Ine00170/do Viitattu 6.7.2023.

Chavali, K. & Gundala, R. 2022. The textbook dilemma: digital or print?
Evidence from a selected US University. TEM Journal 11(1), 242—-248.

Cin, P. & McLaughlin, C. 2012. Metaphase harvest and cytogenetic analysis of
malignant hematological specimens. Current protocols in human genetics 72(1).

Collot-Texteira, S., Minor, P. & Anderson, R. 2014. Viral diagnostics and gPCR-
based methodologies. Hugget, J. & O’Grady, J. (toim.) Molecular diagnostics:
current research and applications. 83—88. Norfolk: Caister Academic Press.

Creative Bioarray. n.d. Fluorescence in situ hybridization (FISH) Protocol.
https://www.creative-bioarray.com/protocol/fluorescence-in-situ-hybridization-
fish-Protocol.htm Viitattu 11.8.2023.

Demaree, B., Weisgerber, D., Dolatmoradi, A., Hatori, M. & Abate A. 2018.
Direct quantification of EGFR variant allele frequency in cell-free DNA using a
microfluidic-free digital droplet PCR assay. Fletcher, D., Doh, J. & Piel, M.
(toim.) Microfluidics in cell biology part C: Microfluidics for cellular and

Turun AMK:n opinnaytety6 | Pujo Pirhonen & Jennina Terho



71

subcellular analysis. 119-131. Sarjassa Methods in cell biology. (vol 148).
Cambridge: Academic Press. https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30473066/
Viitattu 24.9.2023

Dhaliwal, A. 2013. DNA extraction and purification. Materials and methods.
https://www.labome.com/method/DNA-Extraction-and-Purification.html Viitattu
10.8.2023

Duh, M. & Krasna, M. 2011. Aesthetics and creativity in e-learning material.
International journal of knowledge and learning 7(1-2), 130—144.

DrugBank Online 2023. Sodium lauryl sulfate.
https://go.drugbank.com/drugs/DB00815 Viitattu 19.8.2022.

Ekonoja, A. 2014. Oppimateriaalien kehittdaminen, hyédyntaminen ja rooli tieto-
ja viestintatekniikan opetuksessa. Jyvaskyla Studies in Computing 193.
Jyvaskylan yliopisto.

Encyclopaedia Britannica n.d.a. Deoxyribonucleic acid (DNA)
https://lwww.britannica.com/science/nucleic-acid/Deoxyribonucleic-acid-DNA
Viitattu 11.8.2023.

Encyclopaedia Britannica n.d.b. DNA structure.
https://www.britannica.com/science/nucleic-acid/Deoxyribonucleic-acid-
DNA#/media/1/421900/2659 Viitattu 11.8.2023.

Fairfax, M. & Salimnia, H. 2010. Quantitative PCR: an introduction. Molecular
Diagnostics: Techniques and applications for the clinical laboratory.
Amsterdam: Elsevier.

Flow Contract Site Laboratory (FCSL) n. d. Peripheral Blood Mononuclear
Cells. https://fcslaboratory.com/?s=mononuclear Viitattu 26.2.2023.

Frilander, M. 2006. DNA ja geenisaatelyn periaatteet. Aula, P. Kaaridinen, H. &
Palotie, A. (toim.) Perinndllisyyslaaketiede, 14—30. Helsinki: Duodecim.

Gupta, N. 2019. DNA extraction and polymerase chain reaction. Journal of
Cytology. 36(2): 116—117.

Haatanen, R., Suominen, T. & Leino-Kilpi, H. 1998. Hyva hoitoalan oppikirja —
Kyselytutkimus sairaanhoidonopiskelijoille. Turun yliopisto. Hoitotieteen

Turun AMK:n opinnaytety6 | Pujo Pirhonen & Jennina Terho



72

laitoksen julkaisuja. Makirinne-Heikkila, R. (toim.) Hoidon oppimisen ja
opetuksen tuloksellisuus — tutkimuksellinen nakokulma. Turku. 168—198.

Harjulahti, E., Tuohi, R. & Metsavuori, L. 2010 Mitoitussuositus. Harjulahti, E. &
Metsavuori, L. (toim.) Miten meni mitoitus, onnistuiko oppiminen? OPMITKU-
hankkeen loppuraportti, 97—105. Turun ammattikorkeakoulun raportteja 97.
Turku: Turun ammattikorkeakoulu.

Harris, D. & Bell, C. 1990. Evaluating and assessing for learning. Revised ed.
London: Kogan Page.

Hedman, J., Lovenklev, M., Wolffs, P., Lofstrdm, C., Knutsson, R. & Radstrom,
P. 2013. Pre-PCR prosessing strategies. Nolan, T. & Bustin, S. (toim.) PCR
Technology: Current innovations. 3rd ed. 3—17. Boca Raton: Taylor & Francis

Heinonen, J. 2005. Opetussuunnitelmat vai oppimateriaalit: Peruskoulun
opettajien kasityksia opetussuunnitelmien ja oppimateriaalien merkityksesta
opetuksessa. Helsingin yliopisto. Soveltavan kasvatustieteen laitos. Vaitdskirja.

Henchler, R. 2018. Cell culture media. Kasper, C., Charwat, V. & Lavrentieva,
A. (toim.) Cell tulture Technology, 49-59. Cham: Springer.

Hietanen, K. 1996. Trinukleotiditoistot ihmisen geneettisten tautien taustalla.
Laaketieteellinen aikakauskirja Duodecim. 112(3),188-
https://www.duodecimlehti.fi/duo60050 Viitattu 25.9.2023

Hombrechtikon systems engineering AG. (HSE AG). Spin-column extraction.
Yrityksen verkkosivu. https://www.hseag.com/our-references/spin-column-
extraction/ & https://www.hseag.com/our-references/spin-column-nucleic-acid-
purification/ Viitattu 19.8.2022.

Horelli-Kuitunen, N. & Orpana, A. 2016. Kromosomi- ja geenimuutosten
laboratoriodiagnostiikka. Aittomaki, K. ym. (toim.) Laaketieteellinen genetiikka,
109-125. Helsinki: Duodecim.

Howe, B., Umrigar, A. & Tsien, F. 2014. Chromosome preparation from cultured
cells. Journal of visualized experiments (83).

Howe, M.J.A. 1984. A Teachers’ guide to the psychology of learning. Oxford:
Basil Blackwell.

Turun AMK:n opinnaytety6 | Pujo Pirhonen & Jennina Terho



73

Humak 2023. Opinnaytetydopas YAMK.
https://humak.libguides.com/c.php?g=688355&p=4925414 Viitattu 26.9.2023

Huslab 2023a. Laktoosimalabsorptioon liittyva geenimuutos, DNA-tutkimus
veresta / 4614 B -LAKT-D. Tutkimusohjekirja. https://huslab.fi/cgi-
bin/ohjekirja/tt_show.exe?assay=4614&terms=lakt Viitattu 24.8.2023.

Huslab 2023b. Fragiili X-oireyhtyma, DNA-tutkimus veresta / 4112 B -FraX-D.
Tutkimusohjekirja. https://huslab.fi/cgi-
bin/ohjekirja/tt_show.exe?assay=4112&terms=fragiili,x Viitattu 25.7.2023

Jena Bioscience 2021.
https://www.jenabioscience.com/files/jenabioscience/datasheet_extern/PP-
237.pdf Viitattu 19.8.2022.

Jena Bioscience n.d. Yrityksen verkkosivu.
https://www.jenabioscience.com/molecular-biology/rna-dna-
preparation/genomic-dna-column-kits Viitattu 19.8.2022.

Jokela, M. 2017. DNA periman valittdjana. Jokela, M., Oja-Leikas, M. & Rova,
M. (toim.) Kiehtovat geenit: mihin geenitietoa kaytetaan, 9—14. Helsinki:
Duodecim.

Jokela, M & Vainio, S. 2017. Solujen tuottamat eksomit geenien saatelijoina.
Jokela, M., Oja-Leikas, M. & Rova, M. (toim.) Kiehtovat geenit: mihin
geenitietoa kaytetaan, 156—-160. Helsinki: Duodecim.

Kankuri-Tammilehto, M. & Schleutker, J. 2017. Geneettinen alttius syovalle.
Laaketieteellinen aikakauskirja Duodecim 133(19),1773-81.
https://www.duodecimlehti.fi/duo13943 Viitattu 10.8.2023.

Kelkka, T. Savola, P. & Mustijoki, S. 2019. Somaattiset mutaatiot terveyden ja
sairauden rajapinnalla. Ladketieteellinen aikakauskirja Duodecim 135(13),
1256—63. https://www.duodecimlehti.fi/duo15011 Viitattu 3.12.2022.

Kere, J. & Kivikko, S. 2006. DNA:n muutokset: mutaatiot ja polymorfismit. Aula,
P. Kaariainen, H. & Palotie, A. (toim.) Perinndllisyyslaaketiede, 60—71. Helsinki:
Duodecim.

Turun AMK:n opinnaytety6 | Pujo Pirhonen & Jennina Terho



74

Kere, J. & Knuutila S. 2016. Mita laakarin tulisi tietda kromosomeista, DNA:sta
ja geenisaatelysta. Aittomaki, K. ym. (toim.) Laaketieteellinen genetiikka, 18—44.
Helsinki: Duodecim.

Kere, J., Meri, S. & Wartiovaara, A. 2010. Molekyyligenetiikan huima
neljannesvuosisata. Laaketieteellinen aikakauskirja Duodecim. 126(19), 2296—
9. Viitattu 21.9.2022. https://www.duodecimlehti.fi/duo99111

Kettunen, J. 2017. Geenista genomiin. Jokela, M., Oja-Leikas, M. & Rova, M.
(toim.) Kiehtovat geenit: mihin geenitietoa kaytetaan, 15-21. Helsinki:
Duodecim.

Khan, F. 2012. Biotechnology fundamentals. Boca Raton. CRC Press cop.

Kleiveland, C.R. 2015. Verhoeckx, K. ym (eds.) The impact of food bioactives
on health: in vitro and ex vivo models. Springer.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK500148/ Viitattu 11.9.2023.

Knuutila, S. 2006. Geenit kromosomeissa: sytogenetiikan perusteet. Aula. P.,
Kaariainen, H. & Palotie, A. (toim.) Perinndllisyyslaaketiede, 31-47. Helsinki:
Duodecim.

Koskenvesa, P. 2022. KML eli krooninen myelooinen leukemia. Laakarikirja
Duodecim. https://www.terveyskirjasto.fi/dlk00822/kml-eli-krooninen-
myelooinen-leukemia Viitattu 2.2.2023.

Kruse, A., Abdel-Azim, N., Kim, HN., Ruan, Y., Phan, V., Ogana, H., Wang, W.,
Lee, R., Gang, EJ., Khazal, S., Kim, YM. 2020. Minimal Residual Disease
Detection in Acute Lymphoblastic Leukemia. International journal of molecular
sciences. 21(3):1054. https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7037356/
Viitattu 23.9.2023.

Kumar, B. 2012. DNA representation. Munshi, A. (toim.) DNA sequencing:
Methods and applications, 3—14. Rijeka: IntechOpen.

Kumar, D. 2014. Genes, genetics, and human genomics: Kumar, D & Eng, C.
(toim.) Genomic medicine: Principlesand practice, 3—12. Oxford: Oxford
University Press.

Kaariainen, H. 2017. Geeni- ja genomitutkimuksia terveille ja sairaille. Jokela,
M., Oja-Leikas, M. & Rova, M. (toim.) Kiehtovat geenit: mihin geenitietoa
kaytetaan, 79—-87. Helsinki: Duodecim.

Turun AMK:n opinnaytety6 | Pujo Pirhonen & Jennina Terho



75

Laukkanen, M. 2006. Typografia — luettavuuden ja kauneuden jaljilla.
Hiidenmaa, P., Jussila, R. & Nissinen, A. (toim.) Hyva kirja, 71-80. Helsinki:
Suomen tietokirjailijat.

Lehtimaki, T., Palotie, A. & Palotie, L. 2010. Perinndllisten ominaisuuksien ja
sairauksien DNA-diagnostiikka. Niemela, O. & Pulkki, K. (toim.)
Laboratoriolaaketiede - Kliininen kemia ja hematologia. Helsinki:
Kandidaattikustannus Oy

Liehr, T. 2021a. A definition of cytogenomics — which may also be called
chromosomics. Liehr, T. (toim.) Cytogenomics, 1-7. London: Elsevier

Liehr, T. 2021b. Molecular cytogenetics. Liehr, T. (toim.) Cytogenomics, 35-45.
London: Elsevier

Liehr, T., Weise, A., Person, L, Padutsch, N. & Kankel, S. 2022. How to obtain
high-quality metaphase spreads for mlecular cytogenetics. Current Protocols, 2
(2). https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/doi/epdf/10.1002/cpz1.392
Viitattu 2.2.2023.

Lucena-Aguilar, G., Sanchez-Lépez, A., Barberan-Aceituno, C., Carrillo-Avila,
J., Lopez-Guerrero, J., Aguilar-Quesada, R. 2016. DNA source selection for
downstream applications based on DNA quality indicators analysis.
Biopreservation and biobanking. 14(4), 264-70.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4991598/ Viitattu 24.9.2023

Marstio, T. 2020. Verkko-opinnon muotoilu. Kasikirja. Laurea julkaisut 134.
Laurea-ammattikorkeakoulu.
https://lwww.theseus.fi/bitstream/handle/10024/333810/Laurea%20Julkaisut%20
134.pdf?sequence=5&isAllowed=y Viitattu 30.8.2023.

Merker, J. & Arber, D. 2010. Molecular diagnostics of hematopoetic disorders.
Molecular diagnostics. Techniques and applications for the clinical laboratory.
243-260.

Moilanen, J. 2016. Kromosomipoikkeavuuksien aiheuttaman sairaudet.
Aittomaki, K. ym. (toim.) Laaketieteellinen genetiikka. 128—144. Helsinki:
Duodecim.

Moore, C. & Best, R. 2001. Chromosome Prearation and Banding. In eLS.
https://doi.org/10.1038/npg.els.0001444

Turun AMK:n opinnaytety6 | Pujo Pirhonen & Jennina Terho



76

Naeim, F., Rao, P., Song, S. & Grody, W. 2013. Atlas of hematopathology:
Morphology, immunophenotype cytogenetics, and molecular approaches.
Amstredam: Elsevier

National Cancer Institute 2020. Cytogenetics. Cancer-Dictionary.
https://www.cancer.gov/publications/dictionaries/cancer-terms/def/cytogenetics
Viitattu 15.9.2022.

National library of medicine 2023. Tromethamine. PubChem.
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Tromethamine Viitattu 7.9.2023.

National library of medicine. 2023b. Sodium dodecyl sulfate. PubChem.
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/3423265 Viitattu 7.9.2023.

National human genome research institute 2023. National Institute of Health
(NIH) https://www.genome.gov/genetics-glossary/Karyotype Viitattu 8.7.2023.

Nelson, D. & Cox, M. 2021 (toim.) Lehninger principles of biochemistry. 8th ed.
Ensimmainen painos julkaistu 2008. New York: Macmillan international.

Nolte, F. ym. 2019. Molecular Applications. Rifai, N. ym. (toim.) Tietz
fundamentals of clinical chemistry and molecular diagnostics. 8th ed. 961-987.)
St. Louis, Missouri: Elsevier.

Nordlab Oulu 2023. Hematologinen fluoresenssi in situ hybridisaatiotutkimus,
luuytimesta. Tutkimusohjekirja. http://oyslab.fi/ohjekirja/6209.html Viitattu
18.12.2022.

Nurkka, A., Talikka, M. & Karjalainen M. 2005. Verkko-oppimateriaalin laatu.
Sariola, J. & Evala, A. (toim.) Verkko-opetuksen laatu yliopisto-opetuksessa.
Verkko-opetuksen laadunhallinta ja laatupalvelu —hankkeen raportti 1. 51-67.
Helsinki: Helsingin yliopisto.

Omega Bio-tek, Inc. n.d. https://www.omegabiotek.com/product/e-z-n-a-blood-
dna-mini-kit/ > Protocol (Product Manual). Viitattu 18.5.2023.

Opetushallitus 2023a. E-oppimateriaalin laatukriteerit.
https://www.oph fi/fi/julkaisut/e-oppimateriaalin-laatukriteerit Viitattu 30.8.2023.

Opetushallitus 2023b. Biogeeni. Ohjeita laboratoriotydskentelyyn.
https://www.oph.fi/fi/oppimateriaali/biogeeni/ohjeita-laboratoriotyoskentelyyn
Viitattu 13.9.2023.

Turun AMK:n opinnaytety6 | Pujo Pirhonen & Jennina Terho



44

Orpana, A. & Huoponen, K. 2006. Geeni- ja kromosomimuutosten
laboratoriodiagnostiikka. Aula. P., Kaariainen, H. & Palotie, A. (toim.)
Perinndllisyyslaaketiede. 268-280. Helsinki: Duodecim.

Osih, S. & Singh, U. 2020. Students' perception on the adoption of an e-
textbook (digital) as an alternative to the printed textbook. South African journal
of higher education 34(6), 201-215.

Oxford Gene Technology (ogt) n.d. Common FISH signal patterns.
https://www.ogt.com/resources/fish-resources-support/fish-basics/common-fish-
signal-patterns/ Viitattu 26.1.2023.

Palotie, A. Tuomi, T. & Wessman, M. 2006. Monitekijainen periytyminen ja
tavallisten tautien genetiikka. Aula, P., Kaariainen, H. & Palotie, A. (toim.)
Perinndllisyyslaaketiede. Helsinki: Duodecim.

Puleo, A., Carroll, C., Maecker, H. & Gupta, R. 2017. Isolation of peripheral
blood mononuclear cells using Vacutainer® cellular preparation tubes (CPTTM).
Bio Protocol, 7(2). https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8376597/
Viitattu 23.1.2023

Parssinen, R., Suominen,| & Haajanen, K. 2012. Biogeeni. Ammatillista
biokemiaa ja geenitekniikkaa. Helsinki: Opetushallitus.

QIAsymphony® DNA Handbook. 2010.
https://www.giagen.com/us/resources/resourcedetail?id=e5247873-ee4c-4cf4-
98ab-0239a3a5dc8e&lang=en Viitattu 26.1.2023.

Rabindra, P. & Raju, N. 2012 Gel-electrophoresis and its applications.
Magdeldin, S. (toim.) Gel electrophoresis - principles and basics. 15-32. Rijeka:
IntechOpen

Ranta, I. & Kortetjarvi-Nurmi, S. 2018. Nain teet oppikirjan. Tampere:
Mediapinta.

Read, A.P. 2014. The human genome — structure and organization. Kumar, D.
& Eng, C. (toim.) Genomic Medicine: Principles And Practice, 13—26. Oxford:
Oxford University Press.

Saarinen, M. & Vayrynen, P. 1989. Ohjeita ammattioppikirjan tekijoille. Helsinki:
Valtion painatuskeskus.

Turun AMK:n opinnaytety6 | Pujo Pirhonen & Jennina Terho



78

Salonen, K., Eloranta S., Hautala, T. & Kinos, S. 2017. Kehittdmistoiminta ja
kehittamisen menetelmia ammatillisessa koulutuksessa. Turun
ammattikorkeakoulun oppimateriaaleja 108. Turku: Turun ammattikorkeakoulu.

Segeritz, C-P & Vallier, L. 2017. Cell culture. Growing cells as model systems in
vitro. Basic Science Methods for Clinical Researchers, 151-172.

Shakoori, A. 2017. Fluorescence In situ hybridization (FISH) and it's
applications. Bhat, T. & Wani, A. (toim.) Chromosome structure and aberrations.
343-367. New Delhi: Springer. https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-
81-322-3673-3_16 Viitattu 27.1.2023.

Shanafelt, T., Geyer, S. & Kay, N. 2004. Prognosis at diagnosis: integrating
molecular biologic insights into clinical practice for patients with CLL. Blood
103(4),1202-1210.
https://ashpublications.org/blood/article/103/4/1202/18088/Prognosis-at-
diagnosis-integrating-molecular Viitattu 2.2.2023.

Shen, C. 2019. Diagnostic molecular biology. London: Academic Press.
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B97801280282300001467via
%3Dihub Viitattu 23.8.2023.

Silander, P. 2006. Verkko-oppimateriaalien ja opetussovellusten kayton
suunnittelu. Koli, H. & Silander, P. (toim.) Verkko-opetuksen tyokalupakki -
oppimisaihioista oppimisprosessiin. 54—66. Helsinki: Oy Finn lectura AB.

Simola. K. 2006. Kromosomipoikkeavuuksien aiheuttamat sairaudet. Aula. P.,
Kaariainen, H. & Palotie, A. (toim.) Perinndllisyyslaaketiede. 131-147. Helsinki:
Duodecim.

Strachan, T. & Read, A. 2022. Human molecular genetics. New York: Garland
Science.

Sun, W. 2010. Nucleic extraction and amplification. Grody, W., Nakamura, R.,
Kiechle, F. & Strom, C. (toim.) Molecular diagnostics. Techniques and
applications for the clinical laboratory, 35—47. Amsterdam: Elsevier.

Suominen, J., Parssinen, R., Haajanen, K. & Pelkonen, J. 2013. Geenitekniikka.
Turun ammattikorkeakoulun oppimateriaaleja 52. Turun ammattikorkeakoulu.

Therman, E. 1981. Human chromosomes: structure, behavior, effects. New
York: Springer Verlag.

Turun AMK:n opinnaytety6 | Pujo Pirhonen & Jennina Terho



79

Thermo Fisher Scientific 2014. DNA fragment analysis by capillary
electrophoresis. User guide. https://assets.thermofisher.com/TFS-
Assets/LSG/manuals/4474504.pdf Viitattu 15.9.2023

Thermo Fisher Scientific 2022. Easy choises for RNA and DNA quantification.
https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/BID/brochures/rna-and-dna-
quantification-brochure.pdf viitattu 10.8.2023.

Thermo Fisher Scientific n.d. Introduction to Gene Expression: Getting Started
Guide. https://lwww.thermofisher.com/fi/en/home/life-science/pcr/real-time-
pcr/real-time-pcr-learning-center/gene-expression-analysis-real-time-pcr-
information/introduction-gene-expression.html Viitattu 26.9.2023.

Thompson ym. 1991. Genetics in medicine. 5th ed. Philadelphia: W. B.
Saunders.

Tieteen termipankki 2013. Nukleaasi.
https://tieteentermipankki.fi/wiki/Nimitys:nukleaasi. Viitattu 20.9.2023.

Turun ammattikorkeakoulu n.d. Opinto-opas. Bioanalyytikkokoulutus

Sosiaali- ja terveysalan ammattikorkeakoulututkinto, 210 op. https://opinto-
opas.turkuamk.fi/index.php/fi/l21632/fi/21700 Viitattu 7.9.2023.

Turun ammattikorkeakoulu 2022. Kliininen laboratoriotydosaaminen -harjoittelun
erikoisalakohtaiset tavoitteet. Bioanalytiikka.
https://turkuamk.itslearning.com/LearningToolElement/ViewLearningToolEleme
nt.aspx?LearningToolElementld=425111 Viitattu 23.8.2023.

Tyks 2023a Genomiikan palvelualue. https://www.tyks.fi/tietoa-tyksista/tyksin-
organisaatio/tulosryhmat/tyks-laboratoriot/genomiikan-palvelualue Viitattu
24.5.2023

Tyks 2023b Laaketieteellisen genetiikan laboratorio.
https://www.tyks.fi/potilaille-ja-laheisille/sairaalat-ja-toimipisteet/tyks-
kantasairaalan-alue/laaketieteellisen Viitattu 24.5.2023

Tyks 2023c Molekyylihematologian ja -patologian laboratorio.
https://www.tyks.fi/potilaille-ja-laheisille/sairaalat-ja-toimipisteet/tyks-
kantasairaalan-alue/molekyylihematologian Viitattu 24.5.2023

Turun AMK:n opinnaytety6 | Pujo Pirhonen & Jennina Terho



80

Tyks Laboratoriot 2021a. B-Fragiili X-oireyhtyma, DNA-toistojakson
jatkotutkimus verinaytteesta / 13154 B-FraXj-D. Tutkimusohjekirja.
https://webohjekirja.mylabservices.fi/ TYKS/index.php?test=13154 Viitattu
25.7.2023

Tyks Laboratoriot 2022a. B-Kromosomitutkimus / 2151 B-Kromos.
https://webohjekirja.mylabservices.fi/ TYKS/index.php?test=2151 Viitattu
16.12.2022

Tyks Laboratoriot 2022b. B-Kromosomitutkimus, hematologinen / 4551 B-
KromHem. https://webohjekirja.mylabservices.fi/ TYKS/index.php?test=4551
Viitattu 16.12.2022

Tyks Laboratoriot 2022c. Kromosomitutkimus luuytimesta / 2152 Bm-Kromos.
https://webohjekirja.mylabservices.fi/ TYKS/index.php?test=2152 Viitattu
16.12.2022

Tyks Laboratoriot 2022d. Hematologisen potilaan diagnoosivaiheen FISH-
tutkimus / 11874 FISH-DG. Tutkimusohjekirja.
https://webohjekirja.mylabservices.fi/ TYKS/index.php?test=11874 Viitattu
23.1.2023.

Tyks Laboratoriot 2022e. Hematologisen potilaan FISH-jaanndstautianalyysi /
11875 FISH-MRD. Tutkimusohjekirja.

https://webohjekirja.mylabservices.fi/ TYKS/index.php?test=11875 Viitattu
23.1.2023.

Tyks Laboratoriot 2022f. Mononukleaaristen solujen eristys luuytimesta / 10797
Bm-Molbiol. http://webohjekirja.mylabservices.fi/TYKS/index.php?test=10797
Viitattu 23.1.2023

Tyks Laboratoriot 2022g. Mononukleaaristen solujen eristys verinaytteesta /
10798 B-Molbiol.

http://webohjekirja.mylabservices.fi/ TYKS/index.php?test=10798 Viitattu
23.1.2023.

Tyks Laboratoriot 2022h. B-Hematologisen potilaan peruskaryotyypin maaritys
/11863 B-KARYOT.

http://webohjekirja.mylabservices.fi/ TYKS/index.php?test=11863 Viitattu
1.2.2023.

Turun AMK:n opinnaytety6 | Pujo Pirhonen & Jennina Terho



81

Tyks Laboratoriot 2022i. Trisomia-PCR-tutkimus lapsivesinaytteesta / 6059 Am-
TriNhO. Tutkimusohjekirja.

https://webohjekirja.mylabservices.fi/ TYKS/index.php?test=6059 Viitattu
24.8.2023

Tyks Laboratoriot 2022j. JAK2-geenin mutaatioanalyysi veresta / 4952 B-JAK2-
D. Tutkimusohjekirja.
https://webohjekirja.mylabservices.fi/TYKS/index.php?test=4952 Viitattu
24.8.2023.

Tyks Laboratoriot 2023a. Dystrofia myotonica 1,DMPK-geenin
toistojaksoalueen ekspansion DNA-tutkimus veresta / 4648 B-DM-D.
Tutkimusohjekirja.

https://webohjekirja.mylabservices.fi/ TYKS/index.php?test=4648 Viitattu
21.8.2023.

Tdénnies, H. 2010. Molecular cytogenetics in molecular diagnostics. Patrinos,
G.P. & Ansorge, W. (toim.) Molecular diagnostics. 2nd ed. 133—-153.
Amsterdam: Elsevier.

Van Dongen, J.J.M., Van der Burg, M. & Langerak, A.W. 2005. Split-signal
FISH for detection of chromosome aberrations. Hematology 10 (Supplement 1:
Advances in molecular hematology), 66—72.

Van der Burg, M. ym. 2004. Split-signal FISH for detection of chromosome
aberrations in acute lymphoblastic leukemia. Leukemia 18, 895-908.
https://www.researchgate.net/publication/8658935 Split-
signal_FISH_for_detection_of chromosome_aberrations_in_acute_lymphoblast
ic Viitattu 30.1.2023.

Vatanen, P. 1987. Keskiasteen oppilaat oppimateriaalinsa lukijoina. Joensuu:
Joensuun yliopisto.

Vilkka, H. & Airaksinen, T. 2003. Toiminnallinen opinnaytetyd. Helsinki: Tammi.

Von Koskul, H. & Leisti, J. 1992. Fragiili-X-oireyhtyman geenivian selviaminen
paljastaa uuden tautien periytymismekanismin ja parantaa diagnostiikkaa.
Laaketieteellinen aikakauskirja Duodecim. 108(17)
https://www.duodecimlehti.fi/duo20291 Viitattu 24.9.2023

Turun AMK:n opinnaytety6 | Pujo Pirhonen & Jennina Terho



82

Walker-Daniels, J. 2012. Current PCR methods. Materials and methods.
https://www.labome.com/method/Current-PCR-Methods.html viitattu 15.9.2023

Wang, Q., Nessar, A. & Smith, C. 2016. Molecular biology techniques. Nessar,
A. Glencross, H. & Wang, Q. (toim.) Biomedical science practice. 2nd ed. 318—
361. Sarjassa: Fundamentals of biomedical science. Oxford University Press.

Wartiovaara, K. 2022. Inmiskunnan DNA. Elaman koodin Kirjoitus. Helsinki:
Duodecim.

Westermeier, R. 2016. Electrophoresis in practice: A guide to methods and
applications of DNA and protein separations. Weinheim: Wiley-VCH Verlag.

Whitfield, J. 2013. Genetics and molecular biology in laboratory medicine, 1963
— 2013. Clinical chemistry and laboratory medicine 51(1), 113—-117.

Wolff, D. ym. 2007. Guidance for fluorescence in situ hybridization testing in
hematologic disorders. Journal of Molecular Diagnostics. 9(2).
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S152515781060373X Viitattu
20.1.2023

Yilmaz M., Ozic C. & Gok, |. 2012. Principles of nucleic acid separation by
agarose gel electrophoresis. Magdeldin, S. (toim.) Gel electrophoresis -
Principles and basics. 33—40. Rijeka: IntechOpen.

Zneimer, S. 2016. Cytogenetic laboratory management: Chromosomal, FISH
and microarray-based best practices and procedures. New Jersey: John Wiley
& Sons, Inc.

Turun AMK:n opinnaytety6 | Pujo Pirhonen & Jennina Terho



	1 Johdanto
	2 Oppimateriaalin tavoite ja käytännön toteutus
	2.1 Opinnäytetyön tarkoitus ja tavoite
	2.2 Tuotos ja sen käytännön toteutus
	2.3 Millainen on hyvä oppimateriaali
	2.4 Eettinen pohdinta

	3 Genetiikan perusteita bioanalyytikoille
	3.1 DNA, geeni ja kromosomi lyhyesti
	3.2 DNA:sta proteiiniksi: transkriptio, translaatio ja geenin ilmentyminen
	3.3 Mutaatiot perimässä

	4 Sytogenetiikka ja molekyylisytogenetiikka
	4.1 Syto- ja molekyyligeneettiset näytteet ja niiden käsittely
	4.2  Kromosomitutkimus ja karyotyypitys
	4.2.1  Kromosomitutkimuksella etsitään kromosomipoikkeavuuksia
	4.2.2 Soluviljely
	4.2.3 Kromosomivalmisteiden teko ja G-raitavärjäys

	4.3 Fluoresenssi in situ hybridisaatio (FISH)
	4.3.1 FISH- menetelmäperiaate ja FISH-koettimet
	4.3.2 FISH-lasien valmistus
	4.3.3 Esimerkkejä hematologisten sairauksien tutkimisesta FISH-menetelmällä


	5 Molekyyligenetiikka
	5.1 Mononukleaaristen solujen eristys
	5.2 DNA:n eristysmenetelmiä
	5.2.1 Fenoli-kloroformiuutto
	5.2.2 Spin-kolonni (spin-pylväs) menetelmä
	5.2.3 DNA:n puhtauden määrittäminen

	5.3 Polymeraasiketjureaktio (PCR)
	5.3.1 Kvantitatiivinen PCR
	5.3.2 Digital droplet PCR

	5.4 Elektroforeesi
	5.4.1 Agaroosigeelielektroforeesi
	5.4.2 Kapillaarielektroforeesi

	5.5 Sekvensointi
	5.5.1 Sanger-sekvensointi
	5.5.2 Fragmenttianalyysi
	5.5.3 Muita sekvensointimenetelmiä


	6 Pohdintaa, arviointia ja jatkokehitysideoita
	Lähteet

