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THVISTELMA

Veren hyytyminen perustuu hyytymisjarjestelmaan, joka siséltéé erilaisia hyytymistekijoita. Osa
tekijoista edistéd veren hyytymisté ja osa taas estda sité. Antitrombiini 111 on eréas veren
hyytymistekij6ita inhiboiva faktori. Sitéa koodittavassa geenissa tunnetaan monia tunnettuja mutaatiota
Tassa tydssa keskitytdan naistd mutaatioista kahteen muutokseen, joita kutsutaan antitrombiini
Cambridge |- jall -mutaatioiksi. Aikaisempien tutkimustulosten perusteella kyseisten mutaatioiden
epéilldan lisddvan tromboosin eli veritulpan riskia

Opinnaytetyo toteutettiin Suomen Punaisen Ristin Veripalvelun toimeksiannosta. Opinnédytetyon
tarkoituksena oli tutkia, esiintyykd suomalaisessa vaestossa antitrombiini Cambridge |- tai 11 -
mutaatioita. Tutkimusaineisto koostui 687 naytteesta seka lisdaineisto 166 naytteesta Kyseisten
mutaatioiden olemassaoloa on aikaisemmin tutkittu vain brittiléisessa, espanjalaisessa ja ranskalaisessa
vaestoss4, jonkatakia Veripalvelu kiinnostui aloittamaan taman tutkimustydn ensimmai sena Suomessa.
Tyon menetelmina kaytettiin valmiiksi eristetyn DNA:n monistamista polymeraasiketjureaktiolla
(PCR), digestiota seka agaroosigeelielektroforeesia. Tulokset luettiin suoraan geeliltaja ne kuvattiin
kameralla.

Suuresta naytemadrasta (n=853) huolimatta el yht&&n mutaatiota tutkimusainel tosta pystytty
osoittamaan. Vaikka aikaisemmissa tutkimuksissa néille mutaatioille on |6ydetty suhteellisen suuri
ilmaantuvuus, e tutkimustemme mukaan mutaatioiden olemassaoloa voida osoittaa télla ndytemaaralla
Suomessa.

Ei voidatodeta, etta antitrombiini Cambridge |- jall -mutaatiot lisdisivét tromboosiriskid suomalaisilla,
silla yhtédan mutaation kantajaa el aineistosta |0ytynyt.
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ABSTRACT

Blood clotting is based on a coagulation system which includes several coagulation factors. Some of
these factors promote blood clotting, while some inhibit it. Antithrombin I11 is a factor, which inhibits
coagulation factors. The gene coding for antithrombin, comprises many known mutations. Two of these
mutations are called Antithrombin Cambridge I- and 1l -mutations. Previous studies suggest that these
mutations could increase the risk for thrombosis.

Thisfinal project was implemented through the assignment of the Finnish Red Cross Blood Service.
The purpose of this study was to investigate, if we could point out these mutations from our research
material. The existence of these mutations has previously been investigated only in British, Spanish
and French populations. The methods used in this study were multiplying the DNA using the
polymerase chain reaction (PCR), digestion and gel electrophoresis.

In spite of the large number of samples (n= 853), not a single mutation could be assigned from our
research material. Even though previous studies have been able to assign relatively high existence for
these mutations, we could not identify any mutation in the Finnish population.

Despite the assumption that these mutations could be a genetic risk factor for thrombosis, we could not
point out that Antithrombin Cambridge I- and |1 -mutations would increase the risk for thrombosis
among Finnish people.
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1 JOHDANTO

Veren hyytymisen ja hyytyman hajottamisen pitda olla tasapainossa, ettei synny
verenvuototilannetta tai vaarallista veritulppaa. Taman vuoks liidlista hyytymista
estavéat hyytymistekijoiden inhibiittorit, joita ovat muun muassa proteiini C ja
antitrombiini [11. (Koski - Vilpo 2005: 160-161.) Antitrombiini on tarkein hyytymisen
séételija plasmassa ja se estdd trombiinin lisdksi monia hyytymistekijoita (L assila 2007:
40).

Antitrombiinia koodittavassa geenissi sijaitsee useita tunnettuja mutaatiota, joista tassa
opinnaytetyossa keskitytaan antitrombiini Cambridge I- ja Il -mutaatioihin (Perry ym.
1991: 248). Myohemmin opinndytetydssa mutaatioista puhuttaessa kaytetdan
lyhyempa& muotoa Cambridge |- ja Il -mutaatiot. Kyseisten mutaatioiden uskottiin jo
16 vuotta sitten lisdavan tromboosien riskid, mutta kiistatonta néyttéa ei siité ole (Perry
ym. 1991. 249). Viimeisimman tutkimustuloksen aiheesta julkaisseet espanjalaiset
totesivat Cambridge Il-mutaation esiintyvyydeks espanjalaisessa vaestossd 0,2 %.
Heidan tutkimusmateriaalissaan Cambridge |l-mutaatio oli laskimotromboosien
riskitekija. (Corral ym. 2007.)

Opinndytetyon tavoitteena oli osoittaa Cambridge I- ja |l -mutaatioiden olemassaolo tai
niiden puuttuminen suomalaisessa tutkimusaineistossa polymeraasiketjureaktio- eli
PCR-pohjaista menetelmda kayttéden. OpinndytetyOn teoriaosiossa kerrotaan veren
hyytymisesta ja mutaatioista. Veren hyytymisen perusmekanismin ymméartaminen on
My0s erilaiset mutaatiotyypit ja niiden seuraukset on hyva tuntea, ettd voi ymmartéa
millaisista muutoksista Cambridge |- ja Il -mutaatioissa on kyse. Taman jalkeen
esitelldan tyossid kéaytetyt menetelmét ja esitellédn saadut tutkimustulokset. Lopuks
arvioidaan niiden luotettavuutta. Seuraavalla sivulla on kaaviokuva tyon rakenteesta
(kuvio 1).



OPINNAYTETYO

Opinnaytetydn
tarkoitus
Teoria Tyon
menetelmat
Veren Mutaatiot DNA:n PCR Digestio
hyytyminen konsentraatio
Tutkimuksen suoritus Agaroosigeeli

elektroforeesi

Tulokset ja niiden
tulkinta

KUVIO 1. Opinnaytetyon rakenne (Salmela 2008).

2 OPINNAYTETYON TARKOITUS

Opinndytetyd tehtiin - Suomen Punaisen Ristin - Veripalvelun toimeksiannosta
Veripalvelun laboratorioiden asiantuntijuutta yllapidetddn ja parannetaan monilla
tutkimus- ja kehitysprojekteilla, joiden aktiivisina tutkimuskohteina ovat muun muassa
hyytymistekijat seka elin- ja kantasolusiirtojen kudossopeutuvuustekijat (Veripalvelu
2005). Veripalvelu suorittaa Suomessa hemostaasin  héaridihin  liittyvia
erikoistutkimuksia. Taman ja julkaistujen kansainvélisten tutkimustulosten vuoksi,
Veripalvelu oli kiinnostunut tutkimaan Cambridge I- ja Il -mutaatioiden esiintymista
Suomessa. Nadiden mutaatioiden tutkimustuloksia kansainvélisesti ovat aikaisemmin
julkaisseet britannialaiset, espanjalaiset ja ranskalaiset tutkimusryhmé. Jos

opinnaytetyon tutkimustuloksilla voidaan todeta, ettd suomalaisilla esiintyy kyseisia
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mutaatioita, saatetaan Cambridge-mutaatiotutkimukset lisétéa Veripalvelun jo nyt
kattavaan tukostaipumustutkimusvalikoimaan.

Tutkimustulos on kansainvélisesti merkittéva ja se julkaistaan riippumatta siitg,
l6ytyykd mutaatioita. Kansainvalinen merkittavyys johtuu siitd, ettda mutaatioita on
alemmin tutkittu vain muutamassa maassa. Jos suomalaisiita pystytéén osoittamaan
kyseisia mutaatioita, tutkijat toivovat niiden selittavan edes joitain vield tuntemattomia
hyytymishairididen taustalla olevia syita. Suomessa on monia hyytymishéirion omaavia
potilaita, eikd ldheskddn kaikkien hyytymisharididen aiheuttgjaa vield tunneta
Veripalvelun mukaan (Kliiniset laboratoriotutkimukset 2008) vain noin joka viidennella
valikoimattomista laskimotukospotilaista todetaan jokin tietty laskimotukoksa
aiheuttava tekija. Liséksi tukostaipumusta aiheuttava hemostaasin hairié pystytdan
nykyisin laboratoriomenetelmin toteamaan vain noin 50-60 %:lla niistéa potilaista,
joiden suvussa esiintyy tukoksia.

Opinndytetyon tarkoituksena on etsid kyselsd4 mutaatioita suomalaisesta
tutkimusaineistosta. Ty0 suoritetaan monistamalla tutkittava DNA-nayte kayttéen
PCR:ta, pilkkomalla tuote redriktioentsyymin avulla sek& agamalla tuote
agaroosigeelielektroforeesilla.

Opinndytetydssa haetaan vastauksia seuraaviin kysymyksiin:

Minkdainen frekvenssi Cambridge I- ja |l -mutaatioiden esiintyvyydelle
saadaan suomalai sessa vaest0ssa?

Mika on ndytteiden monistumisen onnistumisprosentti PCR-ajojen jalkeen? Mit&
padtel mia tasta voidaan tehda?

3 VEREN HYYTYMINEN JA SEN HAIRIOT

Verisuonivaurion syntyessd hyytymisjarjestelméa aktivoituu, kun kudostekija ja
kollageeni aiheuttavat verihiutaleiden eli trombosyyttien kerd&ntymisen paikalle.
(Wartiovaara-Kautto - Syrjda 2004: 265.) Trombosyytit tarttuvat vaurioituneen
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endoteelin alaisiin rakenteisiin (muun muassa kollageeniin ja von Willebrand- tekij&an)
erityisten reseptoriensa avulla. Kollageeni liimaa ja aktivoi tarttuneita trombosyytteja,
sekda muuttaa trombosyytin solukalvon hyytymista edistavaksi. Trombosyyttien
tarttumista rakenteisiin kutsutaan trombosyyttien adheesioks (esitetty kuviossa 2).
Taman seurauksena trombosyytit aktivoituvat, jolloin ne vapauttavat suonia supistavia
tekijoita ja trombosyyttejd aggregoivia tekijoita sekd hyytymistekijoita. Samalla ne
muuttavat muotoaan, jolloin reseptorien méard solukalvolla lisdantyy ja solukalvon
fosfolipidit paljastuvat. Loyh& veritulppa muodostuu aggregoituneista (tarttuneista)
trombosyyteistda ja tdtd tulppaa vahvistaa hyytymigérjestelman aktivoitumisen
seurauksena syntynyt fibriini. Veren hyytyminen on esitetty kuviossa 2. (Koski — Vilpo
2005: 158; Lassila 2007: 32.)

Endoteeli

> Verisuonivaurio

kollageeni,
O von Willebrand
Trombosyyttien L - tekija

: . adheesio 1 Kudostromboplastiini
S TN — l

Vasokonstriktio «——— Aktivoituminen | ©SOlPidi \

'l' Hyytymiskaskadi aktivoituu

%

Aggregoitunen

Veren virtaus hidastuu — | §yha veritulppa

1., «— Fibriini
Tiivis veritulppa

KUVIO 2. Veren hyytyminen (Koski — Vilpo 2005: 160). Kuva on julkaistu Kosken ja
Vilpon luvalla (20.5.2008).



Veren taytyy pysya elimistossd juoksevana sen kiertéessi verisuonistossa, silla veren
hyytyminen aiheuttais tukoksia verisuonissa. T&s& pitdd huolen elimiston
hemostaasijarjestelmd.  Jos verisuonen seindma vaurioituu, hemostaasijérjestelma
pysayttda verenvuodon muodostamalla hyytyman vauriokohtaan. Hemostaasijérjestelméa
my6s hajottaa tarpeettomaks kayneen hyytyman, kun vaurio on Kkorjaantunut.
(Mahlamaki 2004: 310.)

Veren hyytymigéarjestelma koostuu monista erilaisista hyytymistekijoista, jotka
numeroidaan | — X11 (Armstrong 2006: 21). Taulukossa 1 esitetéén hyytymistekijoiden |
— XII tarkeimmét tehtévét hyytymis érjestelméssa

TAULUKKO 1. Veren hyytymistekijoiden | - XI1 tehtéavat (Mukaillen Armstrong
2006: 22).

Nimi Tehtava

Muutetaan fibriiniksi
Fibrinogeeni (verihyytymén osa)
Aktivoidaan trombiiniksi, joka
Protrombiini muuttaa fibrinogeenin fibriiniksi
Kudostekija Kofaktori Vlla:lle
Kalsium

Kofaktori Xa:lle
Aktivoi IX ja X kudostekijan
Prokonvertiini kanssa
Antihemofiilinen globuliini
A Kofaktori (Ixa)

Antihemofiilinen tekija B IXa aktivoi X
Stuart-Prower-tekija Xa edistaa trombiinin syntya
Antihemofiilinen tekija C Xla aktivoi IX:té
Hagemanin tekija Sitoutuu kollageeniin, aktivoi Xl:ta
Stabiloi fibriinia

Yksinkertaistettuna veren hyytyminen perustuu hyytymistekijgjarjestelmaan, joka
voidaan jakaa ulkoiseen ja sisdiseen jarjestelméaan. Ulkoinen jarjestelma aktivoituu
kudosvaurion  yhteydessd, jolloin  syntyy  kudostromboplastiinia.  Siséinen
hyytymigdrjestelmd kaynnistyy verisuonen pinnalla olevien negatiivisesti
varautuneiden pintojen vaikutuksesta. (Koski - Vilpo 2005: 160-161.)
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Molemmat jérjestelmét aloittavat hyytymiskaskadin, jossa jonkin entsymaattisen aineen
aktivoituminen muuttaa ketjun seuraavan proentsyymin aktiiviseen muotoon. Jos jokin
0sa jaa aktivoitumatta, seuraavatkin jaavé. Trombiinin muodostus riippuu kahdesta eri
hyytymistekijakompleksista, tenaasista (hyytymistekijat X, Vllla ja 1Xa), joka aktivoi
tekija X:n, ja protrombinaasista (hyytymistekijét 11, Va ja Xa), joka asettuu
verihiutaleen pinnalle tuottaakseen protrombiinista trombiinia. Trombiini Synnyttda
hyytyman muuttamalla fibrinogeenin fibriiniksi. Fibrinolyyttinen jarjestelma aktivoituu
hyytymisen k&ynnistyttya ja osaltaan pitéa hyytymistasapainoa ylla elimistoss, silla se
liuottaa hyytyman. Veressd on myos hyytymistekijoiden inhibiittoreita, joiden tehtavana
on huolehtia siitd, ettel veri hyydy hallitsemattomasti. Na&itd inhibiittoreita ovat
esimerkiks proteiini C ja antitrombiini 111. (Koski - Vilpo 2005: 160-161; Mahlamaki
2004: 312 - 313; Wartiovaara-Kautto - Syrjala 2004: 265; Lassila 2007: 33.) Kuviossa 3

havainnollistetaan ulkoisen ja sisdisen hyytymisjarjestelman yhteytta

Ulkainen hyytymisjérjestelmé Sizainen hyytymisjarjestelmé

pinta-aktivaatio
Filariini FIBRINOLYSI
\\ el —— Stakiili fibriini

Protrombiini  —— Trombkini —————  Fibrinogeeni

KUVIO 3. Ulkoinen ja sisdinen hyytymigarjestelma pdétyy samaan lopputulokseen;
fibrinolyysin syntymiseen erilaisten valivaiheiden kautta (Salmela 2008).

3.1 Tromboosit

Tromboosilla tarkoitetaan verisuonitukosta, jossa verisuonen sisdlle muodostuu
verihyytyma. Verisuonitukos tunnetaan kansankielella myos veritulppana. (L &8ketieteen
termit 2002: 684.) Tromboosi on patologinen prosessi, jossa hemostaasi on héiriintynyt
(Armstrong 2006: 18). Se syntyy, kun veren hyytymigérjestelma tai siihen kuuluvat



tekijat eiva toimi kunnolla Naméa hairiot voivat liittyd hyytymisominaisuuksien

muutoksiin, endoteelisolujen toimintaan tai veren virtauksen hairioihin.

Hyytymista edistévét tilat voidaan jakaa primaarisiin ja sekundaarisiin tiloihin.
Geneettinen héirio, joka edistdd hyytymista ja vaikuttaa jonkin hyytymigérjestelman
valkuaisaineen toimintaan, on Yyleensa primaaristen tilojen syynd Erilaiset
ymparistotekijét ja sairaudet ovat sekundaaristen tilojen taustalla, esimerkiksi pitka
vuodelepo tai erddt ladkkeet edistavéat hyytymistd ja tdten tromboosien syntya. (Soini
2005: 257 - 258.) Yleensa tukoksen syntyminen edellyttéd useampaa samanaikaista
riskitekijéd, mutta tukoksia voi myos syntya taysin spontaanisti (Koski — Sinisalo —
Vilpo 2005: 172). Alla on taulukko (taulukko 2) muutamista laskimotukokselle
altistavista tekijoista.

TAULUKKO 2. Joitakin tunnettuja laskimotukoksille altistavia riskitekijoita
(Mukaillen Koski — Sinisalo — Vilpo 2005: 172).

HANKINNAISET SYYT PERIYTYVAT SYYT
Korkea ika Alentunut antitrombiinin aktiivisuug
Aiemmat tukokset Proteiini C:n vajaus
Vuodelepo ja leikkaukset Proteiini S:n vajaus
Ehkaisypillerit ja raskaus APC-resistenssi
Lihavuus Hyytymistekija ll-mutaatio

Laskimotukokset ovat niin tavallisia, ettd jopa 1/1000 ihmisestd sairastaa tukoksen
vuosittain (Koski — Sinisalo — Vilpo 2005: 171). El&keikaisilla tromboosien esiintyvyys
on jo paljon korkeampi, 1/100 asukasta kohden (Puurunen - Syrjdla 2007: 574). Tasta
voidaan todeta, etta tromboosien riski kasvaa ian mukana.
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3.2  Tukogaipumus

Trombofilia tarkoittaa usein perinndllisesta syystd johtuvaa alttiutta sarastua
trombooseihin eli toisin sanoen tukostaipumusta (L 88ketieteen termit 2002: 684).

Tukostaipumus liittyy Virchow’ in triadin mukaan johonkin seuraavista syist&

1. Laskimon seindmavaurio

2. Muutos veren virtauksessa

3. Muutos veren koostumuksessa (Koski — Sinisalo — Vilpo 2005: 171).

Virchow’in triadi on perdisin vuodelta 1856 ja perusmekanismi on edelleen voimassa.
Hyytymistapahtuma perustuu veren hyytymisominaisuuksiin, suonen seindmasta
paljastuviin rakenteisiin ja virtausolosuhteisiin, jotka esitetddn kuviossa 4. (Lassila
2004: 10-11)

veri virtaus

suonen seinaméa

KUVIO 4. Virchowin triadi (Mukaillen Lassila 2004: 11).

Corralin  ym. (2007: 4258) mukaan trombooseihin sairastumista pystyttaisiin
merkitsevasti pienentdmadn, jos riskiryhmiin kuuluvat potilaat pystyttéisiin gjoissa
identifioimaan ennen kuin sairauden hoito vaatisi  kliinisia toimenpiteita.
Verisuonitukoksille altistavia riskitekijoita on tutkittu jo yli 40 vuotta. Vuonna 1965
Egeberg havaitsi antitrombiinin puutoksen tromboosin riskitekijana Taman jalkeen
tutkijat ovat kuvanneet monia geneettisi@ muutoksia ja puutoksia, jotka atistavat
trombooseille. Kun faktori V:n (FV Leiden) ja protrombiini geenin (G20210A)
geneettiset muutokset havaittiin vuosina 1994 ja 1996, muuttui samalla dramaattisesti
koko molekylaarinen kasitys laskimotukoksista. Viela 40 vuotta sitten gjateltiin
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trombofilian eli perinndllisen tromboosialttiuden, johtuvan yhden geenin véalittamasta
mutaatiosta. 1990-luvulla tultiin kuitenkin siihen padtelmaan, ettd trombofilia on
pikemminkin monen geenin valittdma muutos, koska huomattiin monen oireilevan
potilaan kantavan useampaa kuin yhtd geneettistd riskitekijdd Taman lisdksi
ymmarrettiin - trombofilian perinndllisen taipumuksen olevan vuorovakutuksessa
ymparistotekijoiden kanssa, jonka vuoks trombofilian voidaan sanoa olevan

monimuotoinen ja monitekijainen tauti. (Corral ym. 2007: 4258.)

3.3  Antitrombiini (111)

Antitrombiini 111 tunnetaan nykyaan lyhemmin nimella antitrombiini (AT). Plasman
antitrombiini sisaltdd 432 aminohappoa ja sen molekyylipaino on 58 000. (Rajan 2007.)
Antitrombiini on maksan syntetisoima glykoproteiini, joka neutraloi ja inhiboi useita
hyytymigjdrjestelman entsyymejd, muun muassa trombiinia. Se inhiboi trombiinia
muodostaen sen kanssa inaktiivisen kompleksin. (Kliiniset laboratoriotutkimukset 2008;
Koski — Sinisalo — Vilpo 2005: 172.)

AT:n toiminnallinen vgaus alkaansaa suuren riskin verisuonitukosten syntymiselle
(Imperial  College London 2007), ja sen voidaankin sanoa aiheuttavan
laskimotukostaipumuksen (Kliiniset laboratoriotutkimukset 2008). AT:n vaausta
voidaan pitéa jopa yhtena vaikeimmista trombofilioista, koska se inaktivoi trombiinin
lisdksi myos hyytymistekijoita IX, X, XI, XII, plasmiinia, kallikreiinia (Puurunen -
Syrjdla 2007: 577). Antitrombiinin, proteiini C:n ja proteiini S:n pitoisuuksien
madritykset kuuluvat nuorella i8ll& ilmaantuvan tai vaikean tukostaipumuksen
selvittelyyn. Geenivirheet, kuten protrombiinin eli hyytymistekija 1l:n mutaatio
(G20210A), tekija VvV Leiden mutaatio (FV Leiden, R506Q) seka sithen liittyva proteiini
Cin resigenssi (APC-resistenssi) ovat yleissimmét tekijdt, jotka selittavat
tukostaipumusta. (Lassila2007: 43.)

Antitrombiinia koodittava geeni on pystytty paikallistamaan kromosomiin 1g23-25.
Antitrombiini kuuluu proteiiniperheeseen, joka yhteisesti tunnetaan serpiiniryhmana eli
seriiniproteinaasin inhibiittoreina. Suurin osa tastd ryhmésta ovat inhibiittoreita, jotka
kontrolloivat veren entsyymien proteolyysia (Imperial College London 2007.)
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4 MUTAATIOT

Deoksiribonukleiinihappo eli DNA on eldvien solujen ominaisuuksien koodikirja, johon
yksilon perima sisdltyy. 1800-luvun lopulla, josta saakka DNA on tunnettu, pidettiin
Sitd turhanaikaisena molekyylind (Salkinoja-Salonen 2002:297). DNA:n rakenteen
ratkaisivat 1950-luvulla Cambridgen yliopistossa vaikuttaneet James D. Watson seké
Francis Crick, jotka julkaisivat artikkelinsa aiheesta Naure-lehdessa huhtikuussa 1953
(Watson — Crick 1953: 737.)

DNA koostuu nukleotideista, jotka muodostuvat sokeri—, fosfaatti — ja eméasosasta (Aula
— K&&ridinen — Palotie 2006: 356). Nukleotidit muodostavat kaksi ketjua, jotka liittyvéat
yhteen kahden eméksen vdlille syntyvéan vetysidoksen voimalla. Emékset ovat adeniini
(A), tymiini (T), sytosini (C) sek& guaniini (G). Ne pariutuvat siten, ettd A ja T
pariutuvat keskenddn, ja C ja G keskendan. (Frilander 2006: 15.) Emékset jaetaan
rakenteensa mukaan puriini — ja pyrimidiinieméksiin. Puriiniem&ksid ovat adeniini ja
guaniini, kun taas pyrimidiiniemaksia ovat sytosini jatymiini. (Solunetti 2006.)

Mutaatioita eli DNA:n rakenteen muutoksia voi olla hyvin erilaisia. Mutagtio voi olla
joko periytyvéén sairauteen johtava geenivirhe, monitekijaiselle sairaudelle altistava
variaatio tal harmiton polymorfismi. Mutaatioiden ansiosta geeneistd on olemassa
erilaisia alleeleja eli geenin vaihtoehtoisia muotoja. Polymorfismit eivdt aheuta
ilmiasun muutoksia ja ne voivat olla vain yhden eméksen vaihtumisia tai eripituisten
DNA-jaksojen toistumia. (Kere — Kivirikko 2006: 60.) Geneetikon nakokulmasta
mutaatio on vain muutos, joka voi olla hyvan- tai pahanlaatuinen. Mutaatioita voidaan
jaotellaryhmiin esimerkiksi niiden rakenteen mukaan, joita on esitelty taulukossa 3.
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TAULUKKO 3. Mutaatiotyypit (Mukaillen Kere — Kivirikko 2006: 63).

MUTAATIOT, JOILLA ON MUTAATIOT, JOILLAEIOLE
VAIKUTUSTA DNA:N PITUUTEEN VAIKUTUSTA DNA:N PITUUTEEN
Insertiot eli DNA:n lisaykset - Pistemutaatiot, joissa yksi emas
muuttunut toiseksi
Deleetiot i DNA:n haviamét - Invergot eli DNA-jakson k&antymét
Duplikaatiot eli jonkun osan - Useamman eméksen korvautuminen
kahdentumat toisella sekvenssilla

Pistemutaatio tarkoittaa sitd, ettd yksi emds muuttuu DNA-jaksossa. Yksittasia
pistemutaatioita tapahtuu soluissamme jatkuvasti, ja useimmat niistd osuvat geenien ei-
koodittaville alueille. Jos pistemutaatio osuu valkuaisaineita koodittavalle alueelle, ei
sekdan aina aiheuta muutoksia syntyvassa valkuaisaineessa. Tama johtuu siitd, etta
aminohappoja koodittavien kolmen eméksen mittaisten kodonien kaks ensimmaista
emastd usein madrédvét tarvittavan aminohapon. Kuitenkin taytyy muistaa, etta osa
pistemutaatioista aiheuttaa joskus hyvinkin suuria muutoksia tuotettavassa
valkuaisaineessa. (Solubiologian Web-oppikirja 2001.) Pistemutaatioiden kemiallinen
luokitus tapahtuu jaottelemalla transitiomutaatiot ja transversiomutagtiot erilleen.
Transitiomutaatiossa puriiniemas muuttuu  pyrimidiiniemékseksi  tai  toisin  pain.
Transversiomutaatiossa  puriiniemas muuttuu  toiseksi  puriiniemékseks  tal
pyrimidiiniemas toiseksi pyrimidiiniemékseksi. (Kere — Kivirikko 2006: 63), kuten
kuviossa 5 on esitetty.
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Pistemutaatiot

Transversiomutaatio Transitiomutaatio

Puriiniemas muuttuu toiseksi pyrimidiiniemas muuttuu Puriiniemas muuttuu pyri-
puriiniemakseksi toiseksi pyrimidiiniemakseksi midiinieméakseksi tai
painvastoin

A->G tai G>A C->T tai T->C A->C tai A->T
G->C tai G->T
C->Atai C->G
T->A tai T->G

KUVIO 5. Pistemutaatiot (Mukaillen Kere — Kivirikko 2006: 63).

4.1 Cambridge-mutaatiot

Cambridge I- ja Il -mutaatiot ovat antitrombiinin mutaatioita. Ne sijaitsevat saman
geenin samassa kohdassa kodonissa 384. (Corral ym. 2007: 4260; Perry — Harper —
Fairham — Daly — Carrell 1989: 174 - 175.) Taman vuoksi opinndytetyossa kaytettavalla
menetelméll&a voidaan vain todeta, mutaation olemassaolo, mutta e pystyté erottamaan
onko kyseessd Cambridge I- vai 1l -mutaatio, koska DNA:n emagérjestys e selvia
tutkimuksessa. Tarkemman tiedon selvittamiseksi néytteesta tulisi tehda sekvensointi,
eli selvittdd DNA:n emésjédrjestys, jolloin ndhdaén, kumpi mutaatio on tapahtunut.

Mahdollisten mutaatioiden [6ydyttya Veripalvelu huolehtii sekvensoinnista.
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4.2  Cambridge | -mutaatio ja sen tutkimus

Cambridge | -mutaatio [6ydettiin Cambridgen yliopistossa vuonna 1989 naiselta, jolla
oli nuorena toistuvia tromboosgja. Antitrombiini, jossa mutaatio on tapahtunut, sitoo
normaalisti hepariinia, mutta on menettényt kykynsa inhiboida trombiinia. (Perry ym.
1989: 175 - 176.)

Cambridge | -mutaatio on pistemutaatio, jossa guaniini (G) on muuttunut sytosiiniksi
(C). Villi tyyppi on siis G/G, heterotsygoottinen mutaatio on G/C ja homotsygoottinen
mutaatio C/C. Mutaation nimi A384P tulee diitg, ettd aminohappo vaihtuu aaniinista
proliiniksi kodonissa 384. (Perry ym. 1989: 174 - 175.) Syntynyt mutaatio on
transversiomutaatio, jossa puriiniemas muuttuu pyrimidiiniemakseksi (esitetty kuviossa
6) (Kere — Kivirikko 2006: 63).

Alaniini Proliini

A N

G C A C C A

KUVIO 6. Cambridge | -mutaatio, jossa alaniini muuttuu transversiomutaation
johdosta proliiniksi (Metsé-Ketela 2008).

Lansiskotlantilaisilla verenluovuttgjilla tehdyssa tutkimuksessa 10ytyi kaksi Cambridge
| -mutaatiota. Tutkittavina oli 9669 verenluovuttgjaa (n=9669). (Tait ym.1994: 106.)
Suomessa Cambridge | -mutaatiota e ole tutkittu aemmin (Jaatinen 2008). Cambridge |
-mutaatio on hyvin harvinainen ja mutaation aiheuttama muutos AT:n toiminnassa tulee
esiin jo antitrombiinin funktionaalisessa méarityksessa. Koska muutos proteiinissa on
niin suuri, ettad se voidaan havaita jo funktionaalisessa méarityksessa, e erillista
Cambridge | -mutaatiotutkimusta pideta tarpeellisena (Hiltunen 2008).
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4.3 Cambridge Il -mutaatio ja sen tutkimus

Cambridge Il -mutaatio 16ydettiin Cambridgen yliopistossa vuonna 1991 (Perry ym.
1991: 248 — 250). Cambridge Il -mutaatio on pistemutaatio, jossa guaniini (G) on
vaihtunut tymiiniksi (T). Taldin villi tyyppi on G/G, heterotsygoottinen mutaatio G/T ja
homotsygoottinen mutaatio T/T. Mutaation nimi A384S tulee siitd, ettda aminohappo
vaihtuu aaniinista seriiniks kodonissa 384. (Corra ym. 2007: 4260.) Kyseessad on
transversiomutaatio, jossa puriiniemas muuttuu pyrimidiiniemakseksi (esitetty kuviossa
7) (Kere — Kivirikko 2006: 63).

Alaniini Seriini
N N
4 A 4 A
G C A T C A
KUVIO 7. Cambridge Il -mutaatio, jossa alaniini muuttuu transversiomutaation

johdosta seriiniksi (Mets&-Keteld 2008).

Cambridge |1 A384S -mutaation esiintyvyyttd on aiemmin tutkittu brittil&isessa (Lansi-
Skotlannissa), espanjalaisessa ja ranskalaisessa véestdssa Ensmmdéisen kerran
mutaatiosta on raportoitu vuonna 1991 brittiléisten tutkijoiden toimesta. (Perry ym.
1991: 248 - 250.) Lansi-Skotlannissa mutaatiolle todettiin korkea frekvenssi (1/600)
vuonna 1994. Tutkittavana oli 9669 verenluovuttgjaa, joista neljdlétoista todettiin
tyypin kaksi mutaatio eli Cambridge |1 -mutaatio. (Tait ym.1994: 106.)

Espanjalaisilla 10ydettiin  matala frekvenss (0,2 %) mutaatiolle vuonna 2007.
Tutkimuksessa tutkittiin  tromboosipotilaita ja kontrolliryhmana verenluovuttgjia.
Molemmissa ryhmissa oli 1018 tutkittavaa. Verenluovuttajien joukosta 1018 henkilOsta,
kahdelta 10ytyi mutaatio. Tromboosipotilaiden ryhmastd mutaatio 16ytyi 17:sta
potilaalta. Kaikki |0ytyneet mutaatiot olivat heterotsygoottisia. Tutkimuksen mukaan
mutaatio aiheuttaa 8.63- kertaisen riskin saada tromboosi. (Corral ym. 2007: 4260.)
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Myds ranskalaiset ovat julkaisseet lyhyen yhteenvedon tutkimuksestaan, jonka
tutkittavat kuuluvat pariisilaiseen tromboositutkimusaineistoon (patients from the case-
control Paris Thrombosis Study, PATHROS). Té&sta aineistosta l6ytyi 473 nédytteen
joukosta kaks heterotsygoottisen mutaation omaavaa naispotilasta. (Picard ym. 2007:
2777 —2778.)

Cambridge Il -mutaatiota pidetddn kaukaasialaisten yleismpand yksittaisend
antitrombiinin vagauksen syyna Mutaatio el vaikuta antigeeni — elka anti-Xa
aktiivisuuteen. (Barba - Santamaria - Tirado - Marti - Fontcuperta 2008: 443; Perry ym.
1991: 249.) Mutatoituneella antitrombiinilla on normaali affiniteetti hepariiniin seka
normaali inhibitiovoimakkuus. Kuitenkin tayspitkan hepariinin 1&8sna ollessa Cambridge
Il:ta tulee substraatti faktori Xalle sekd trombiinille. (Mushunje - Zhou - Carrell -
Huntington 2003: 2030.)

Veripalvelun tutkijat olettavat mutaation [6ytyvan suomalaisilta, mutta sen frekvenssin
olevan matala. Kuitenkin on muistettava, etta oli tutkimustulos miké tahansa, on se
merkittéva 10ydos. Tulos tullaan julkaisemaan Veripalvelun toimesta heti, kun se on
mahdollista. Veripalvelun tutkijat odottavat mahdollisesti I16ytyvan Cambridge I- tai Il -
mutaation selittdvan edes osan niista hyytymisjarjestelman hairidistg, joille el viela tand
péivana ole |6ydetty syyta.

5 MUTAATIOIDEN OSOITTAMISEN MENETELMAT

Mutaatioiden osoittamisessa ké&ytetédn DNA:n  konsentraatiomittausta, PCR-
monistusmenetelméds, digestiota eli DNA:n katkaisua restriktioentsyymilla seka
agaroosigeelielektroforeesia. Seuraavassa syvennytaan tarkemmin jokaisen tyGvaiheen

menetelmiin teoriaosan avulla.

DNA:n eristys on yksi keskeisimmistéd menetelmista geenitekniikan alalla. Ennen kuin
kohde-DNA:ta voidaan kasitella esimerkiksi restriktioentsyymeillg, taytyy DNA eristéda
soluista tai kudoksista ja ainakin suunniteltuja reaktioita héiritsevét tekijét tulee poistaa.
Tosin PCR-tekniikat ovat kehittyneet nykyaan niin, ettei PCR:84 varten DNA:ta tarvitse
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aina eristéa ja puhdistaa. Usein saattaa riittda, ettd DNA saadaan vapautumaan solun
sisdltd monistamista varten. (Suominen — Ollikka 1999: 61.) Opinnaytetytssa
tutkimusmateriaalin DNA oli valmiiks eristetty Veripalvelun potilaslaboratoriossa
ké&ytossa olevilla rutiinimenetelmilla (Jaatinen 2008), joten DNA:n eristdmisen teoriaa
ei ole oleellista kasitella tassa opinnaytetydssa tarkemmin.

5.1 DNA:n konsentraation mittaaminen NanoDrop®-laitteella

NanoDrop ND-1000 laite on gspektrofotometri, joka mittaa DNA-pitoisuuksia
aallonpituuksilla 220 — 750 nm. Laite mittaa DNA-pitoisuuden 1 pl:sta ndytettd, ja ND-
1000 laite mahdollistaa DNA-pitoisuuden mittaamisen (kaksisaikeisestd DNA:sta) jopa
3700 ng/ul:aan asti laimentamatta. (NanoDrop 2007.)

Saimme  koulutuksen  NanoDrop  ND-1000-laitteen  kayttdon  Veripalvelun
laboratorioasiantuntija Jaatisen toimesta, ja mittausty6ta tehdessamme kaytimme
Veripalvelun virallista tydohjetta

5.2 PCR

Tyossd monistimme DNA:ta kayttéen PCR-menetelmda Kyseisen menetelmén on
kehittanyt ja kuvannut Kary Mullis tutkimusryhmineen vuonna 1986 (Mullis ym.1986).
Mullis sai PCR:n kehittémisesta Nobelin kemian palkinnon vuonna 1993 (M cPherson —
Magller 2000: 3). PCR on nyky&én laboratorioiden geenimonistuksen perusmenetel ma.

DNA:n monistaminen putkessa PCR-menetelmalld perustuu samaan periaatteeseen,
jolla DNA kahdentuu solussa. Kaksijuosteinen DNA avataan PCR-reaktiossa [ammadn
avulla (McPherson — Magdller 2000: 4.) Solun sisdla avautuminen tapahtuu
helikaasientsyymien avulla (Heino — Vuento 2004: 252). Avautuneen DNA:nN
mallijuosteen rinnalle kootaan toinen juoste polymeraasin avulla, kayttéen
rakennuspalikoina vapaita nukleotidgja. PCR-menetelméass kaytetédn siis samoja
peruselementtejd kuin elévassi solussa. (McPherson — Mgller 2000: 4.)

PCR-menetelméassa DNA:ta monistetaan kayttaen tutkittavalle geenille tai geenialueelle
spesifisa alukkeita, jotka ovat kaks erilaista nukleotidijarjestykseltdan tarkasti
tunnettua DNA-jaksoa, joille on komplementaariset alueet monistettavassa DNA:ssa
(Suominen - Ollikka 1999: 107 - 108; Kramer - Coen 2001). Tutkittavasta DNA:sta
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taytyy dgis tietéd emagérjestysta sen verran, ettd alukkeet voidaan valita (Klug —
Cummings 2003: 473). Alukkeet kiinnittyvdt monistettavan DNA:n juosteisiin DNA-
alueen vastakkaisiin pahin. Vdliin jéa monistettava alue. (Suominen - Ollikka 1999:
107 - 108; Kramer - Coen 2001.)

Liséks tarvitaan DNA-polymeraasia, jonka tulee kestéa ldhes 100 °C |&ampda
Lammonkestévia polymeraaseja saadaan eristettyd muun muassa kuumissa ldhteissa
elavigd bakteereista, kuten Thermus Aquaticus — bakteerista, josta saadaan Tag-
polymeraasia. (Suominen - Ollikka 1999: 107 - 108; Kramer - Coen 2001.)

PCR-reaktiota varten tarvitaan myds  deoksinukleotideja ei  dNTP:ta
Deoksinuklectideja tulee olla kaikkia neljda emésta (T, A, C ja G) saman verran, jotta
PCR-reaktion tarkkuus e kérsi. (McPherson, M. J. — Mdller, S. G. 2000: 25.)
Kopioitava DNA-juoste rakentuu PCR-seoksessa vapaana olevista deoksinukleotideista.
Kopioituminen perustuu emasten pariutumissdantéihin, joissa adeniini (A) pariutuu aina
tymiinin (T) kanssaja sytosiini (C) guaniinin (G) kanssa. Mallina oleva DNA-juoste siis
madréd kopioituvan juosteen emdasjarjestyksen omalla emésjarjestykselldan.
(McPherson, M. J. — Mdller, S. G. 2000: 4.)

PCR-reaktio vaatii tarkoin méaaritellyt olosuhteet. PCR-seokseen lisétéén puskuria, joka
sisdltéd muun muassa magnesiumia ja luo edulliset olosuhteet PCR-reaktiolle.
(McPherson — Mgller 2000: 23 -24.)

Edella mainituista reagensseista tehddan seos mikrosentrifuugiputkiin. Alukkeita ja
nukleotideja on liuoksessa ylimaarg, jotta reaktio pystyy etenemaan loppuun asti. Tala
varmistetaan siis, ettd seoksessa on tarpeeksi uusien DNA-juosteiden rakennusaineita.
Seos laitetaan mikrosentrifuugiputkessa PCR-laitteeseen, johon ohjelmoidaan PCR-
ohjelma. (Suominen - Ollikka 1999: 107 - 108; Kramer - Coen 2001.)

PCR-ohjelmassa on kolme osaa, joista ensimmainen on noin 94 °C:ssa tapahtuva
denaturoiminen. Kaksijuosteinen DNA avautuu kahdeks erilliseksi juosteeksi, kun
korkea lampotila katkaisee DNA-juosteiden véliset vetysidokset. (McPherson — Mgaller
2000: 3.) Tama tehddan siksi, etta aukkeet voisivat sitoutua DNA-juosteisiin
(Suominen - Ollikka 1999: 107; Kramer - Coen 2001).
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Taa seuraa alemmassa lampdtilassa (noin 55 °C) tapahtuva nopea aukkeiden
kiinnittymisvaihe eli annealing. Koska DNA pyrkii taas sulkeutumaan lampdtilan
laskettua, taytyy alukkeiden kiinnittyd nopeasti. Tama onnistuu niiden pienen koon
ansiosta. (Suominen - Ollikka 1999: 107 - 108; Kramer - Coen 2001.) Kiinnittyneet
alukkeet toimivat aloituskohtana, josta uudet juosteet akavat muodostua (Klug —
Cummings 2003: 473 — 474).

Viimeisena on pidennysvaihe eli elongation, joka tarvitsee lampétilakseen noin 72 °C.
DNA-polymeraasi liittda reaktioliuoksessa vapaana olevia nukleotidgja 5'->3'-
suunnassa lahtien alukkeen 3'-pdastd, alkuperdisen DNA-juosteen mallin mukaan.
(Suominen - Ollikka 1999: 108; Taylor 1991: 1.) Molemmille DNA-juosteille
muodostuu nain alukkeidensa avulla vastinjuoste monistettavalle alueelle (Suominen -
Ollikka 1999: 108; Kramer - Coen 2001). Kuviossa kahdeksan on esitetty PCR:n
toimintaperiaate yksinkertaistettuna.

Vapaita nukleotideja —

Aluke Polymeraasi liitté8 —— — ——
nukleotidit toisiinsa Kiinnittyneité nukleotideja

TIA|T|G AJC A G ——»

A|lT[A|]C|T|G|]T|C|G|A|[T|G|A|C

Mallijuoste

KUVIO 8. PCR:n toimintaperiaate (Metsa-Keteld 2008).

DNA-juosteiden maard kasvaa monistettaessa eksponentiaalisesti, kuten kuviossa
yhdeksan esitetédn. PCR-sykliad toistetaan niin monta kertaa, etta saadaan riittavasti
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monistettua DNA:ta. (Suominen - Ollikka 1999: 108; Kramer - Coen 2001.) DNA:ta
voitaisiin monistaa periaatteessa loputtomasti, mutta monistettavan méaéran rajaa
alukkeitten ja nukleotidien mééra PCR-seoksessa (Klug — Cummings 2003: 473 — 474).
Yleensd 25 — 35 syklia riittaa tuottamaan tarvittavan méarén DNA:ta (Taylor 1991: 2).

Kaksijuosteinen DNA

|
| > DNA juoste avautuu

DNA monistuu

Syntyneet DNA:t avautuvat uudelleen

A/

Jokai selle DNA -juosteel le monistuu
vastinjuoste

KUVIO 9. DNA:n mé&ard kasvaa eksponentiaalisesti monistuksen edetessid (Metsé
Ketel& 2008).

PCR-tydskentelyssa tulee ottaa huomioon kontaminaation mahdollisuus. Kontaminaatio
voi tapahtua naytteiden valillg, tai valineiden ja reagenssien kautta. (Erlich 1989: 4.)
Tyoskentelytilassa leijailevat ndytteeseen kuulumattomat DNA:t saattavat kontaminoida
monistettavan PCR-reaktion, jolloin monistuu véaréd DNA:ta. Kontaminaatioiden
estdmiseksi PCR:n tekemiseen on hyva olla erillinen hyvin ilmastoitu ja eristeity
puhdastila. Reaktioseokset tulisi valmistaa laminaarivirtauskaapissa ja kayttéa tyossa
filtterillisia pipetinké&rkid. Puhtaaseen tilaan, jossa PCR:84 tehdaén, el mielelldan
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mentdisi endd saman paivan aikana takaisin PCR- tuotteiden kasittelyyn varatusta
tilasta. (Suominen - Ollikka 1999: 111 —112.)

5.3 Digestio

Monistetut PCR-tuotteet katkaistaan halutusta kohdasta restriktioentsyymillg, eli niille
tehdaén digestio. Restriktioentsyymeja saadaan bakteereista, joista kullakin lgjilla on
oma restriktioendonukleaasinsa eli restriktioentsyyminsa. Entsyymit tunnistavat tiettyja
jaksoja DNA:ssa emagdrjestyksen perusteella ja katkaisevat itselleen vieraan DNA:n
kyseisestd kohdasta. Bakteerien oma DNA on suojassa katkeamiselta, koska niilla on
katkeamiskohdassa metyyliryhm&  joka suojaa bakteeria niiden  omien
restriktioentsyymien toiminnalta. Entsyymien kayttd perustuu siihen, ettd ne pystyvéat
tunnisamaan missA tahansa DNA:ssa tietyn 4-8 nukleotidiparin  mittaisen
nukleotidijarjestyksen. Ne katkaisevat DNA-juosteen tunnistamastaan kohdasta tai sen
[ahettyvilta. (Suominen - Ollikka 1999: 68 — 69.)

Kayttamamme restriktioentsyymi on New England Biolabsin Pvu 11, jonka tunnistama

jakatkaisema kohta on seuraava:

5...CAG/CTG...3
3...GTC/GAC...5

Redtriktioentsyymeille suositellaan tiettya puskuria, joka t&ssa tapauksessa on
IXNEBuffer 2. Puskuri luo digestiolle otolliset olosuhteet ja se sisdltda NaCl:ia, Tris-
HCI, jaMgClz, seka DTT:ta (New England Biolabs®)

5.4  Agaroosigeelielektroforeesi

Agaroos on merilevasta saatava polysakkaridi, joka liukenee veteen kiehautettaessa ja
jahmettyy jadhdyttyaan. Agaroosigeelin valmistus tapahtuu sekoittamalla haluttu maara
agaroosijauhetta veteen ja geelipuskuriin seka kiehauttamalla seosta mikroaaltouunissa,
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kunnes agaroosi on sulanut. (Suominen - Ollikka 1999: 72 — 73.) Saatu agaroosigeeli on
huokoista, verkkomaista materiaalia, jossa nukleiinihapot pédsevét lilkkumaan (Klug —
Cummings 2003: 243).

DNA:n liikkuminen agaroosigeelilla perustuu siihen, ettda nukleiinihapot ovat
negatiivisesti varautuneita, jolloin ne kulkeutuvat sahkokentéssa positiivista napaa
kohden. DNA kulkeutuu agaroosigeelin verkkorakenteessa sitéa hitaammin mitd isompi
molekyyli on. (Suominen - Ollikka 1999: 72.) Jos gautumaan laitetaan kaksi
samanmuotoista ja kokoista ndytetta, litkkumisnopeus riippuu myos siitd, kummalla on
suurempi kokonaisvaraus. Geelin vahvuus, €li kuinka huokoista se on, vaikuttaa myods
gjautumisen nopeuteen. (Klug — Cummings 2003. 243.) N&n saadaan erotettua
erikokoiset DNA:t ja niille ominainen vyohyke eli bandi, joita tydssa tarkasteltiin
(Suominen - Ollikka 1999: 72).

Agaroosigeeliin lisdtédn valmistusvaiheessa etidiumbromidia, koska se sitoutuu
DNA:han jatekee sen nakyvaks agaroosigeelillg, ultraviolettivalolla (UV) katsottaessa.
Etidiumbromidi on karsinogeeni ja sita kasiteltdessa tulee kayttda nitriilikasineita seka
vetokagppia  sekoitettaessa  etidiumbromidi  l&mpim&én  agaroosiin,  koska

jéteastiaan. (Suominen - Ollikka 1999: 72 — 73.)

Monistetun DNA:n ndkyminen UV-valolla Kkatsottaessa perustuu siihen, etté
nukleiinihapot absorboivat ultraviolettivaloa. Parhaiten taméa tapahtuu aallonpituuksilla
254260 nm. UV-valon absorptio perustuu UV-valon ja puriinien ja pyrimidiinien
rengasrakenteiden valiseen vuorovaikutukseen. (Klug — Cummings 2003: 238.)

6 MUTAATIOIDEN OSOITTAMINEN

Tyossd analysoitiin kahta erilaista aineistoa, akuperdistd aineistoa (n=687) seka
lisdaineistoa (N=166). Yhteensa tyon koko aineisto eli ndyteméard oli 853. Koko
aineisson DNA oli eristetty Veripalvelun potilaslaboratoriossa kaytossa olevilla
rutiinimenetelmilla (Jaatinen 2008).
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6.1 Aineisto

Alkuperdisen aineiston naytteet olivat osa isoa véestopohjaista tapaus
verrokkitutkimusta, jonka tarkoituksena oli selvittdad periytyvan tukostaipumuksen
merkitysta raskauskomplikaatioissa. Aineistossa oli 46 naista, joilla oli ollut raskauden
alkana syva tai pinnallinen laskimotukos ja 641 naista, joiden raskaus oli sujunut
normaalisti ilman komplikaatioita. Kyseisella tutkimuksella on Veripalvelun eettisen
toimikunnan (18.2.1997) ja Sosiaali- ja terveysministerion lupa (Dnro 18/08/97).
Liséks jokaiselta tutkimushenkil6lta on saatu allekirjoitettu lupa heidan naytteittensa
tutkimiseen. (Hiltunen 2008.) Tutkimusaineiston 91 naytteestd DNA:n konsentraatio oli
entuudestaan tiedossa ja pitoisuudet olivat valilla 3.2 — 189.8 ng/ul. Muiden néytteiden
konsentraatiot mitattiin ensimméisen PCR-gjon jakeen, jos ndyte ei monistunut
(Jaatinen 2008). Tutkimusaineiston naytteet numeroitiin juoksevin numeroin valille 1 —
687.

Koska yhtddn mutaatiota @ tutkimustyon edetessa havaittu, tuli tdmén vuoksi
aiheelliseksi tutkia lisdaineistoa. Tama lisdaineisto koostui otoksesta ndytteitd, jotka oli
[ahetetty Veripalvelun hemostaasitutkimusyksikkoon kevaadlla 2008 tukostaipumuksen
selvittelya varten. Lisdaineiston naytteet valittiin sillA perusteella, ettd niissa
antitrombiinin aktiivisuus oli alle 90 % (Hiltunen 2008). AT-aktiivisuuden viitevali on
87% - 111 % (Kliiniset laboratoriotutkimukset 2008). Lisaaineiston tutkimiseen el
eettisen toimikunnan lupaa Cambridge-mutaatiotutkimuksia varten tarvittu, koska
naytteet tutkittiin osana tukostaipumuksen lagjempia selvittelyja Potilasmateriaali
numeroitiin juoksevin numeroin véalille A1 — A166.

LisBaineiston 166 naytteen joukosta oli Veripalvelun suorittamissa tutkimuksissa
[6ytynyt 16 heterotsygoottista FV Leiden mutaation kantajaa seké 2 heterotsygoottista
FIl eli protrombiinin mutaation kantgjaa. Kyseisilla tutkittavilla oli kuitenkin vain
geenimutaatiota. 148:lla tutkittavista el todettu kummankaan jo tunnetun geenivirheen

selittavan heidan kliinisia oireitaan.
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Tehtavéaksi tuli vield hakea vastausta seuraavaan kysymykseen:

Minkdainen antitrombiini Cambridge I- ja |l -mutaatioiden osuus on potilaan
kliinisten oireiden taustalla, kun FV Leiden ja FII -mutaatiot eivét pysty oireita

selittamaan?

6.2  Tutkimuksen suoritus

Tutkimuksen suoritus aloitettiin perehdytyksell§, josta huolehtivat
laboratorioasiantuntija Taina Jaatinen seka bioanalyytikko Jonna Clancy. Jaatinen ja
Clancy olivat etukéteen optimoineet PCR-ohjelman. He olivat testanneet optimaalisen
reaktiovolyymin, digestiovolyymin seka elektroforeesigjon ajan ennalta kasin. He olivat
myos testanneet espanjalaiselta tutkimusryhmdaltd (Corra ym. 2008) saadut

kontrollinaytteet, jotta ne monistuisivat myos heidan optimoimallaan PCR-ohjelmalla.

Espanjalainen tutkimusryhma osoitti suurta kiinnostusta suomalaista tutkimusta kohtaan
ja luovutti omasta aineistostaan kolme DNA-naytettd, joissa olivat mukana Cambridge-
mutaation omaavat ndytteet (hetero- ja homotsygoottinen) seka niin sanottu villi tyyppi
eli normaali tyyppi. Kuviossa 10 ndhddan ndiden kontrollindytteiden tulokset,
vasemmalla molekyylipainomarkkerin jalkeen villi tyyppi ("normaali”), keskella
homotsygoottinen mutaatio ja oikeadla heterotsygoottinen mutaatio. Ennen
molekyylipainomarkkeria oikealla on vesikontrolli. Kuvasta havaitaan myos, ettd PCR-
ohjelma jareaktiovolyymit toimivat, silla PCR-tuote monistuu selvasti.
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KUVIO 10. Tulos agaroosigeeliltda Vasemmasta reunasta alkaen kuvassa on
molekyylipainomarkkeri, villi tyyppi, homotsygoottinen mutaatio, heterotsygoottinen
mutaatio, vesikontrolli ja uudelleen molekyylipainomarkkeri (Clancy 2008).

Tyolle ei ole olemassa tydohjeita, koska tutkimus ei ole rutiinikdytossa. Opinndytetyon
tutkimuksen suorittamiseen tarvittavat ohjeet ja perehdytys saatiin Clancyltd ja
Jaatiselta. Kuviossa 11 on havainnollistettu kdytannon tyoskentelyn eri vaiheet.

Ty6
suorituksen vaihest

Pre-PCR PCR Post-PCR Tul okset
Esivalmistel ut Ohjelmoitu Digestio Agaroosigedli- Valokuvaus,
ja pipetoinnit PCR-ohjeima elektroforees luotettavuuden

arviointi
I nkubaatio Elektroforeesigjo

KUVIO 11. Tyon suorituksen vaiheet (Salmela 2008).
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Y hteen reaktioon (10pl) tarvittava PCR- seoson esitetty alla.

PCR-seos 10 pl
1.0l Puskuri 10x
0.2 pl dNTP 10mM
0.1 pl Ampli Tag DNA polymeraas (entsyymi) 5 U/l
1ul DNA-nayte
0.5ul Aluke AT6F2 10 pmol/ul
0.5ul Aluke AT6B 10 pmol/ul
6.7l Vesi
Y hteensa yhteen reaktioon (10ul) tarvitaan:

9 ul PCR-seosta/putki + 1 ul DNA

Riippuen naytteiden méaarastd, kullakin kerralla laskettiin PCR-seos sopivaksi, ottaen
huomioon pipetointivara ja vesikontrolli. Kaytannon syista tehtiin enimmilldan 94
naytetta kerralla, koska silloin tarvittiin PCR-gjoon vain yksi PCR-laite. Veripalvelun
tyontekijét tarvitsivat muut PCR-laitteet potilasnaytteita varten. PCR-laitteeseen mahtuu
96 naytetta kerralla, joten ndytteitd mahtuu sinne yhteensa 94 kappaletta + 2 kappal etta
vesikontrolliaa. Molemmat opiskelijat tekivda siis oman vesikontrollinsa, josta
tarkastettiin tulosten luotettavuus.

Aluks tarvittavat naytteet ja reagenssit, sekd pienissi erissd pakastettu ves otettiin
sulamaan. Poikkeuksena oli polymeraasientsyymi, joka otettiin suoraan pakkasesta kun
Sitd tarvittiin ja palautettiin heti pakkaseen pipetoinnin jalkeen. Lisdks huolehdittiin
tyopaikalle muut tarvittavat vélineet, kuten suoja-alusta, pipetit, filtterilliset
pipetinkérjet, telineet, roskakori, merkkaustussi, " strippejd@’ eli nayteputkia, ja " stripin”
kansia seké eppendorfputkia PCR-seoksen valmistukseen. ”Strippi” on ikdan kuin
nayteputkijono (nayteputket ja kannet esitetty kuviossa 12), jossa on kahdeksan
naytepaikkaa. Lisdaksi pre-PCR -tilassa tyoskennellessa tarvitaan Vortex-sekoitinta ja

minisentrifuugia
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KUVIO 12. PCR "drippgjd ahaala ja "strippien” kannet ylhddlla (Mukaillen

LightL abs 2008).

Nayteputket merkattiin juoksevin numeroin, jotka on etukdeen padtetty jokajselle

tehty, siirretddn jo tehdyt néytteet pakkasessa eri laatikkoon kuin missa tekeméttoméat

ovat.

Ensin pipetoitiin vesi seosputkeen, koska sité
on suurin maarg, jolloin sen saa hyvin putken
pohjalle. Sen jélkeen pipetoitiin  sulanest,
Vortex-sekoittgalla sekoitetut ja nopeasti

sentrifugoidut reagenssit eli dNTP, alukkeet ja

puskuri. Viimelsend otettiin  pakkasesta
viskoosi  polymeraasi, joka pipetoitiin
sentrifugoinnin ~ jdkeen  reaktioseokseen.

Taman jalkeen vieddan reagenssit heti takaisin
pakkaseen ja sekoitetaan reaktioseos tasaiseksi
Vortex-sekoittimella.  Sekoituksen

nopeasti,

jalkeen

seosputki  sentrifugoidaan jotta

pienetkin pisarat saadaan putken pohjale.
valmistaminen on

PCR-seoksen esitetty

kuviossa 13.

vesi

TP alukkeet

pLskuri

polymersasi

sekoitus Yoartex-
sekoittajalla

ioka putkeen 9 pl
por-sensts

i . . B %9

L I
A AT IR ] i‘ij
SEN

||'|Il".|'|ll|'I

W W W W WY WY

lopuksi 1 pl DNA- ndvtettd

KUVIO 13. PCR-seoksen valmistaminen
(Salmela 2008).
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PCR- reaktioseos jaettiin merkityille naytepaikoilleen strippeihin, 9 pl jokaiseen
putkeen. Taman jalkeen lisdttiin joka putkeen valmiiksi eristetty DNA-néyte, 1 ul, jonka
jalkeen reaktiotilavuudeks saadaan 10 pl. TassA vaiheessa piti olla erittain tarkka, etta
pipetoi oikean naytteen oikeaan paikkaan. Tdhé&n on hyva kehittéd itselleen hyva
muistijarjestelmd, jonka avulla voi olla varma, etta néyte on sielld missa pitéa
Pipetoinnin jadlkeen on my6s hyva tarkistaa silméamaaréisesti, ettd kakissa
ndytepaikoissa on saman verran seosta. Pipetoinnit tulisi saada putken pohjalle niin,
ettei nestepisaroita olis putken reunoilla. Jos nestetta j&4 putken reunoille, on vaarana
se, ettei PCR-ohjelman aikana kaikkia tarvittavia aineita ole riittavasti ja maaritys sen

vuoksi epaonnistuu.

Seuraavaksi naytteet dirrettiin PCR-laitetilaan huoneiden valissa olevan luukun kautta.
Luukun molemmin puolin huoneissa on omat ovet, joita e saa pitédd auki
samanaikaisesti. Kun ndytteet on siirretty luukusta sisdan, tyontekija itse kavelee pre-
PCR-tilasta PCR-tilaan eri reittia. Pre-PCR-tilan suojavaatteet riisutaan. Néaytteet
laitetaan PCR-laitteeseen, valitaan koneeseen ohjelmoitu PCR-ohjelma ja k&ynnistetdan
kone. Opinnaytetydssa kaytettiin seuraavanlaista PCR-ohjelmaa:

Alkudenaturaatio: 96 °C, 2 minuuttia

Denaturaatio: 94 °C, 30 sekuntia
Alukkeiden kiinnittyminen: 51 °C, 30 sekuntia

Pidennysvaihe: 72 °C, 30 sekuntia

x 30 syklid

Lisapidennys: 72 °C, 30 sekuntia

Jadhdytys 4 °C, niin kauan kunnes néytteet haetaan jatkotoimenpiteisiin
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Digestioseoksen valmistaminen on kdytéannossa helppoa. Digestio seka loput tyovaiheet
suoritetaan post-PCR-tilassa, johon néytteet girretdan PCR-ohjelman loputtua.
Seuraavassa on digestioseoksen ohje laskettuna yhdelle ndytteelle (10ul):

6 ul Vesi
2 pl Puskuri (x10)
2 ul PVU Il- restriktioentsyymi 10,000 U/ml

Digestioseos lasketaan naytteiden méardn mukaan, kertomalla materiaalit sopivalla
kertoimella. Digestioseos voidaan pipetoida suoraan PCR-putkiin, joissa ndytteet ovat
jééhtyneet PCR-ohjelman jalkeen. PCR-tuotetta on putkissa ennen digestioseoksen
lisddmistd 10 pl, ja seoksen lisédmisen jalkeen lopputilavuudeks saadaan yhteensd
20pl. Digestio tapahtuu tunnin inkubaation aikana +37 °C:ssa erillisessa lampokaapissa.

Inkubaation aikana voidaan pipetoida 2 pl latauspuskuria uusiin strippeithin. Niihin
sirretdan inkuboinnin jalkeen 10 ul digestiotuotetta, jolloin kokonaistilavuus on 12 pl.
Latauspuskurin tarkoitus on muuttaa nédytteen viskositeettia niin, ettd se on
agaroosigeeligjon aikana raskaampaa kuin kaytetty ajopuskuri. Nayte pysyy sen avulla
ndytekolossaan. Lisdksi latauspuskuriin on lisétty vériainetta, jolloin naytteiden
gjautumista voi seurata. (Suominen - Ollikka 1999: 73.)

Liséks valmistetaan 2 % agaroosigeeli elektroforeesigjoa varten, joka voidaan tehda
sopivan tauon aikana. Veripalvelussa agaroosigeelia tehddan valmiiks pulloihin, jossa
se aulatetaan uudelleen mikrossa. Siihen lisdtdan kaksi tippaa etidiumbromidia
tippapullosta vetokaapissa ja kaadetaan geelikelkkaan. Pehmedan geeliin lisdt&an
ndytekammat, jotka tekevét ndytekolot geelin jahmettyessa. Etidiumbromidia el tulisi
koskaan lisdtd kuumaan agaroosiin, silla se on karsinogeeni ja hoyrystyessdan aiheuttaa

tyoturvallisuusriskin tyontekijoille vetokaapista huolimatta

Digestiotuotetta pipetoidaan agaroosigeelille ndytepaikkoihin 11 pl, seka joka riville
yksi molekyylipainomarkkeri, jota pipetoidaan 5 pl. Molekyylipainomarkkeria
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(kuviossa 14) kaytetddn tunnettuna kokostandardina, johon nédytteiden gjautumista ja
pituutta verrataan. Lopuksi naytteitd agetaan puskurilla taytetyssa agjoaltaassa
sdhkokentassa 13 minuuttia 200 voltilla. Tulosten tulkintaa on havainnollistettu ala
olevassa kuviossa 14, jossa akohdassa on molekyylipainomarkkeri ja b-kohdassa
piirretty kuvio tutkimuksen tuloksista. Monistuneiden tuotteiden kokoa verrataan
tunnettuun kokostandardiin eli molekyylipainomarkkeriin, jolloin voidaan olla varmoja
gitd, ettd on saatu monistettua oikeaa tuotetta. (kuvioissa 14 on kaytetty

englanninkielista termid bp eli base pair, suomennettuna emaspari, ep)

A) B)

(== +~ ++4]

I . 288 bp

I 176 bp

I 112 hp

850

500
400
300
Z00

100

KUVIO 14. A) Molekyylipainomarkkeri (Invitrogen™). B) -/- esittda villia tyyppi&, +/-
heterotsygoottista mutaatiota ja +/+ homotsygoottista mutaatiota (Salmela 2008).
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Tuloksia tarkastellaan ultraviolettivalopdydalla ja tulokset voidaan lukea suoraan
geelilta Lisdksi kaikista ndytteista otetaan ja tulostetaan kuva, joka liimataan tyokirjaan,
johon kerdtdan kaikki tiedot tutkimuksen suorittamisesta. N&in tuloksista saadaan
tallennettua dokumentti, jota séilytetddn Veripalvelussa Tuloksia voidaan talla tavalla
tarkastella myos vuosien péasta. Geelille muodostuneista viivoista voidaan tulkita tulos
vertaamalla DNA-juosteiden pituutta molekyylipainomarkkeriin. Jos viiva on vain 288
emasparin eli ep kohdalla, on kyseessa homotsygoottinen mutaatio. Jos viiva on 288
ep:n 176 ep:n ja 112 ep:n kohdalla kyseessd on heterotsygoottinen mutaatio. Viivat 176
ep:n ja 112 ep:n kohdalla kuvaavat villia tyyppid eli on niin sanotusti ”normaali”.
(Corra ym. 2007: 4260.)

7 TULOKSET JA NIIDEN TULKINTA

Asetettujen tutkimusongelmien mukaisesti tulosten tulkinnassa kiinnitetédn huomiota
PCR-gjojen onnistumiseen. Toinen anaysoitava asia on mutaatioiden esiintyvyys
suomal aisessa vaest0ssa.

7.1  Tulosten onnistuminen

Alkuperéiselle aineistolle suoritetun ensimmaisen PCR-gon onnistumisprosentti oli
koko tydssa erinomainen. Ensimmaéisen PCR-agjon jalkeen 687 néytteestd oli monistunut
onnistuneesti 636. Ensimmaisen PCR-gjon onnistumisprosentiksi saatiin siis 92,6 %.
Tama on erittdin hyva onnistumisprosentti, ottaen huomioon sen, ettda DNA:n
pitoisuudet olivat suurilta osin tuntemattomia ennen tyon aloitusta. N&in hyva tulos
viittaa siihen, etta kaytetty PCR-protokolla ei ole kovin herkk& Se monistaa hyvin eri
DNA-pitoisuuksia, eika tyoskentelijan pipetointikasiala vaikuta suuresti tulokseen.

Niista 51 naytteestd, joista ensmmaéisen PCR-gjon jalkeen el saatu tulosta, paétettiin
mitata DNA:n pitoisuudet kéayttden  NanoDrop®-konsentraatiomittauslaitetta
Konsentraatiot olivat mittauksissa vdlilla 2,67 ng/ul ja 230,43 ng/pl. Yhdentoista
nadytteen konsentraatio oli melko matalaeli alle 25 ng/ul.
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Toisessa PCR-gjossa 51 naytteestd saatiin tulokset 31:s8 Nain ollen toisen PCR-agjon
onnistumisprosentti oli 60,8 %. Téassa vaiheessa on kuitenkin hyva muistaa, etté naiden
51 naytteen joukossa oli vain sellaisia néytteitd, jotka olivat syysta tai toisesta
epdonnistuneet ensimmaisella kerralla. Koko alkuperaisestda 687 ndytteen aineistosta
tulos jai ssamatta vain 20 ndytteesta.

Lisdaineistolle suoritettiin vain yksi PCR-gjo, jonka onnistumisprosentti oli 82 %, eli
136 naytettd 166:sta monistui onnistuneesti. Naytteiden DNA:n konsentraatioita ei
tiedetty, eika niitd mitattu. Onnistuminen oli siis hyva myo6s lisandytteiden osalta.
Kuviossa 15 esitetddn tulosten onnistuminen alkuperdisen aineiston ja lisdaineiston
osalta, sek& molemmat yhdistettyna.

900

800

700

600

500

400+

300

200

1)) ) ) )

100

alkuperéainen aineisto lisdaineisto koko tutkimusaineisto

O onnistuneet (kpl) B epaonnistuneet (kpl) |

KUVIO 15. Tutkimusaineiston ndytteiden onnistuminen. Vasemmalla alkuperdisen
aineiston onnistuneet (636) ja epadonnistuneet (20) naytteet, keskelld lisdaineiston
onnistuneet (133) ja epdonnistuneet (30) naytteet ja oikeala yhdistettyna koko
tutkimusaineiston onnistuneet (803) ja epdonnistuneet (50) ndytteet. (Salmela 2008.)



7.2  Mutaatioiden esiintyvyys

Kaikki saamamme tulokset olivat villin tyypin edustgjia, eli mutaatioita ei havaittu.
Tutkittaessa tutkimusaineiston néytteita saatiin yksi vaara positiivinen tulos, kun erés
tulos naytti olevan heterotsygoottinen mutaatio. Uusinta-analyysissa néyte kuitenkin
osoittautui villin tyypin edustajaksi. Positiivinen tulos johtui epétaydellisesta digestiosta
eli DNA:n katkeamisesta. (Jaatinen 2008).

Lisdaineistossa oli 148 potilasta, joiden oireiden taudstala el ole FV Leiden- ta Fll -
mutaatiot. Ei myoskaan voida todeta Cambridge |- ja Il -mutaatioiden olevan ndiden

potilaiden oireiden taustalla, silla mutaatioita ei 10ydetty.

7.3  Tulosten luotettavuuden arviointi

Tyoskentely on pyritty tekem&in mahdollisimman tarkasti, etteivat monistettavat DNA:t
kontaminoidu. Tyoskentely PCR-reaktiota pipetoitaessa tehdéén pre-PCR-tilassa
Naytteitd suojataan tyoskentelijan ihon kontaminanteilta suojavaattein ja hanskoin.
Pipeteissa kaytetdan filtterillisia pipetinkarkid, ettei aerosoloituva DNA paése pipettiin

jakontaminoi seuraavia naytteita.

Kontaminaatiota tarkastellaan joka sarjassa tehtavélla vesikontrollilla, joka tehdaén
muuten samoin kun néytteet, mutta DNA:n sijaan putkeen laitetaan vetta Putkessa ei
siis ole mitddn mink& pitais monistua. Agaroosigeelielektroforeesissa vesikontrollin

PCR-reaktiot elvéat ole kontaminoitunest.

Ohjagja on aina tarkastanut saadut tulokset, virhetulkinnoilta on véltytty. Tulosten
luotettavuutta on osaltaan lisdnnyt se, etta tydskentely on aina tapahtunut rauhallisessa
tahdissa, silla tyd aloitettiin hyvissa goin. Huolimattomuudesta johtuvia virheita
pyrittiin  ennaltaehkdisemaan pitamalla riittavasti taukoja tyoskentelyn vélissa ja
suunnittelemaan aikataulu joustavaksi. Tassa onnistuttiin hyvin, silla tutkimuksen
suorittamiseen varatulla gjalla, enndtettiin tutkia lisandytteita 166 kappaletta, ilman

kiireen tuntua.

Naytteiden huono DNA:n laatu heikensi tulosten onnistumista, silla Jaatisen mukaan
toiset ndytteet saattoivat ollajo hyvinkin kauan aikaa sitten eristettyja. Taméan vuoksi 20
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kappaleesta alkuperdisesta tutkimusaineiston naytteesta ja tulos saamatta.
Opinnaytetydn luonteen ja tutkimustulosten saavuttamisen kannalta el néhty kuitenkaan
oleelliseksi kayttaa tuoreita ndytteitd, jotka olis jouduttu eristdmaén opinnaytetyota
aloittaessa. Jos kaikki naytteet olisi eristetty ennen tutkimustyon aloittamista, ei
opinnaytetyohon olisi ehditty analysoida samaa médraa naytteitd. Veripalvelunkin
kannalta oli mielekk&ampéé saada riittavasti tutkimustuloksia, ja varautua siihen, etta
kaikki naytteet eivédt ehk& monistu.

Tutkimuksen ndytemaara oli kohtuullisen suuri, n=853 ja nédista 803 kappaleesta saatiin
hyvéksyttava ja luotettava tulos. Nain suurella tutkimusaineistolla saavutettiin erittain
hyvatulos, jota voidaan pitéa merkittavana.

Cambridge I- jall -mutaatioita on esiintynyt aikai semmissa tutkimuksissa eniten niiden
tutkittavien joukosta, joilla on todettu laskimotukoksia. Opinnaytetydhon kaytetty
tutkimusaineisto oli kerétty aikaisemmin raskaustutkimusta varten, ja sitd paétettiin
kayttéa hyddyks myos téhan opinnaytetyohon. Nan el aikaa kulunut opinndytetyon
tekemisessi aineiston keré&miseen ja DNA:n eristdmiseen. Aineistosta vain murto-
osalla eli 46:1la aineistoa keréttaessa raskaana olevalla naisella oli aiemmin sairastettu
laskimotukos. Tama tarkoittaa sitd, etta merkittava osa, eli 641 naista @ ollut koskaan
sairastanut laskimotukosta. Opinnaytetyossa haluttiin tutkia nimenomaan Cambridge I-
ja ll -mutaatioiden esiintymista suomalaisessa vaestossa. Kaytetty aineisto sopi tdhan
tarkoitukseen hyvin, silla tarkoituksena el ollut tutkia pelkéstéan potentiaalisten
mutaatioiden kantgjien (tukostaipumuspotilaiden) naytteitd Tdala aineistolla pdastiin
lopputulokseen, joka kuvasti Cambridge-mutaatioiden esintyvyyttd suomalaisessa
véestossa tdla naytemaardlla. Saavutetut tutkimustulokset olisivat saattaneet dis olla
toisenlaiset, jos aineisto olis koostunut esimerkiksi 687 tukostaustaisesta potilaasta,
muttatyon tarkoituksen vuoksi téllaista aineistoa ei haluttu tutkia.

Lisdaineistosta el tiedetty opinndytetyota tehdessa muuta kuin se, etta ndiden potilaiden
antitrombiiniaktiivisuus oli alentunut ja ettd heiddn naytteensd olivat saapuneet
Veripalveluun tukostaipumusselvittelyyn. Téaten tutkittavaks saatiin edellisten 46
tukoksen sairastaneen naisen liséksi nyt 166 kappaletta potilaiden naytteitd, joilla oli
historiaa tukoksista. Voidaan todeta, ettd uuden potilasaineiston sisdllyttdminen

tutkimukseen osoittautui jarkevaks ratkaisuksi, silla se lisasi tulosten luotettavuutta
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8 POHDINTA

Opinndytetyon tarkoituksena oli etsia Cambridge |- ja Il -mutaatioita suomalaisesta
vaestogta Tyon edetessa péétettiin alkuperéisen tutkimusaineiston lisaks tutkimukseen
sisdllyttda lisanaytteitd, silla se oli tieteellisesti perusteltua ja aikataulullisesti
mahdollista. Nain tutkimukseen saatiin lisdd naytteitd sekd monipuolisuutta

tutkimusai nei stoon.

Kyseisten mutaatioiden esiintymistd Suomessa tutkittiin nyt ensimmaista kertaa.
Olimme todella innostuneita ja kiitollisia saatuamme tilaisuuden osallistua tallaiseen
tutkimukseen. Saatoimme alusta asti olla varmoja siitd, ettd tutkimustulosten
valmistumista odotetaan mielenkiinnolla jatulos julkaistaan kansainvalisesti.

Tybeldméasta saatu tuki ja opastus Jonna Clancyn ja Taina Jaatisen osalta on ollut
tarkeda ja hyvin monipuolista. Kaytannon tyoskentely Veripalvelun laboratoriossa sujui
ongelmitta ja epéaselvissa tilanteissa saimme aina kysyéa apua ohjagjiltamme tai muulta
henkilokunnalta. Ty6ilmapiiri Veripalvelussa oli todella hyva, jolloin sinne oli helppo

tehdessd huomasimme myO0s muiden tyontekijoiden olevan kiinnostuneita
tuloksistamme, ja monesti kotiin lahtiessa kerroimme |0ytyiko tand8n mutaatioita. Tosin

joka kerta vastaus oli sama, mutta silti muut jaksoivat kannustaa meita eteenpain.

Tiedonhaku sujui hyvin, koska varsinkin Cambridge Il -mutaatiosta oli tuoreita
tutkimustuloksia. Tyomme teoriatausta, kuten veren hyytyminen ja ké&yttdmamme
menetelmét kuuluivat jo koulun perusopintoihin. Tyota tehdessamme olemme paasseet
perentymaan tarkemmin kyseisiin aiheisiin ja moni koulussa epaselvaksi jaanyt asia on
kirkastunut. Olemme saaneet myds paljon kokemusta PCR-tyOskentelystd, mista on
varmasti hyotya tyoelamassi. Pyrimme kokoamaan tyomme teoriaosuuden siten, etta se
tukisi tydomme tarkoituksen ja tutkimuksen suorittamisen ymmartamista.

Tyon tekeminen aloitettiin hyvissa gjoin sekd kaytannon tyon, etta kirjallisen tyon
osalta. Kaikki naytteet oli tutkittu jo toukokuun lopussa 2008, vaikka tyo palautettiin
vasta saman vuoden lokakuussa. Olemme saaneet tyostéd tekstiamme pitk&an, eika
mink&anlaista kiiretta tyon valmistumisen kanssa tullut. Kesdlomasta johtunut tauko

tyon tekemisessa olisi voinut olla lyhyempi, ettel niin paljon olisi unohtunut. Toisaalta
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oli hyva péésta irrottautumaan tyosta hetkeksi kokonaan, silla sen jalkeen ndki tyon

alvan uusin silmin.

Aiemmissa Cambridge IlI-mutaatiotutkimuksissa aineistot ovat koostuneet joko
verenluovuttgjista tai tromboosipotilaista. Naytteitd on ollut enemman kuin meidan
tutkimuksessamme, lukuun ottamatta pariisilaista tutkimusta, jossa naytemaara oli 473
tromboositutkimuspotilasta. Lansi-Skotlannissa tehdyssa tutkimuksessa ndytemaara oli
9669 verenluovuttajaa ja espanjalaisten tutkimuksessa tutkittiin 1018 tromboosipotilasta
ja 1018 verenluovuttgjaa. Naista ailemmista tutkimuksista mutaatioita on [6ytynyt
enemman tromboosipotilaita tutkittaessa, mutta myos verenluovuttgjien joukosta on
mutaation kantgjia havaittu. Voidaan siis olettaa Cambridge II-mutaation rikastuvan

tukospotilaiden joukossa, tosin sita esiintyy myds "normaali” vaeston joukossa.

Cambridge I- ja |l -mutaatiota on nyt tutkittu suomalaisessa vaestdssa. Y htddn etsittyjen
mutaatioiden kantgjaa ei aineistosta |6ytynyt. Tutkimallamme naytemaérdlla ei voida
todeta, ettet Cambridge-mutaatioita voisi |0ytyd suomalaisilta Voimme téssa
yhteydessa kuitenkin todeta, ettei kyseisi@ mutaatioita voitu osoittaa suomalaisessa
vaestossa talla naytemadrdlla ja aineistolla.

Viitaten aiempiin ulkomaalaisiin tutkimuksiin, olisi aloittamaamme tutkimusta
Suomessa mielenkiintoista jatkaa. Seuraava askel saattaiskin olla kyseisten
mutaatioiden etsiminen esimerkiksi verenluovuttgien (viitaten lansiskotlantilaiseen
tutkimukseen) tai tromboosipotilaiden keskuudesta (espanjalaiset ja ranskalaiset).
Nahtavaks jaa, jos jatkotutkimuksia aiheesta suoritetaan, millaisia tutkimustuloksia
suomal aisista viel& tulevaisuudessa mahdetaan saavuttaa.
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