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Tiivistelma

Biopankkien hallinnassa olevat kudosnaytekokoelmat toimivat merkittdvéana resurssina ladketieteellisissa tutkimuk-
sissa. Naytteiden sailyttaminen formaliiniin fiksoituna ja parafiinilla peitettyind FFPE-kudosnaytteina (formalin-
fixed, paraffin embedded) mahdollistaa naytteiden tutkimisen takautuvasti, koska kudosrakenne saadaan sailytet-
tya ennallaan. Naytteiden ja tietoaineistojen avulla voidaan kehittdd uudenlaisia laakkeita, diagnostisia menetel-
mia ja esimerkiksi potilaalle yksil6llisesti sopivia hoitoja, seka varmistaa niiden toimivuus.

Opinndytety6 oli Ité-Suomen Biopankille tehtava kehittdmistyd, jonka tavoitteena oli kehittda TMA-laitteella ote-
tuille munuaissydpakudospaloille toimiva DNA:n eristysmenetelma. Tarkoituksena oli eristdd DNA:ta FFPE-
munuaissyopakudoksesta ja varmistaa eristetyn DNA:n laatu eli pitoisuus, puhtaus ja eheys. DNA:n eristamisesta
laadittiin myds tydohje, joka jai Itd-Suomen Biopankin kayttodn tulevia munuaissydpakudoksesta tehtavia DNA:n
eristyksia varten.

DNA:n eristyksissa kaytetyt ndytteet olivat Itd-Suomen Biopankin hallinnassa olevia 13—18 vuotta vanhoja parafii-
niin valettuja, formaliinifiksoituja munuaissydpakudosnaytteita. Tytssa kaytettiin QIAGENin GeneRead FFPE -kittia,
joka on tarkoitettu genomisen DNA:n eristamiseksi FFPE-kudoksesta. Naytteet eluoitiin spin-kolonnista kolme ker-
taa, jotta varmistuttiin kaiken DNA:n irronneen kolonnin kalvolta. Eristetyn DNA:n pitoisuus ja puhtaus mitattiin
mikrovolyymispektrofotometrilld ja eheys geelielektroforeesiin perustuvalla analysaattorilla. DNA:n eristdmiseen
tarkoitettu tydohje laadittiin munuaisydpdkudosta varten kitin ohjetta mukaillen.

Eristettyjen DNA-ndytteiden pitoisuudet olivat suurimpia ensimmaisessa eluutiossa, puhtauksien ollessa myos
hyvaksytyissa raja-arvoissa. Toisessa ja kolmannessa eluutiossa DNA:n pitoisuudet ja puhtaudet laskivat huomat-
tavasti verrattuna ensimmaiseen eluutioon. DNA:n eheys mitattiin ainoastaan ensimmaisen eluution naytteista.
Kolmasosassa naytteistéa DNA oli riittdvén ehedd jatkokayttoa ajatellen.

Johtopaatoksiné voitiin todeta, ettéd FFPE-munuaissyOpakudoksesta eristetty DNA oli yleisesti ottaen melko pilk-
koutunutta. Tuloksista havaittiin, etta mita vanhempi nayte oli, sita pilkkoutuneempaa siita eristetty DNA oli. Nayt-
teen pitoisuuteen ja saantoon ndytteen ialla ei ollut vaikutusta. Naytteen ottokohdalla, tuumorin keskelté tai reu-
nasta, ei ollut vaikutusta DNA:n eheyteen eikd sen pitoisuuteen tai puhtauteen.

Avainsanat
biopankki, DNA, DNA:n eristys, FFPE, tydohje
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Abstract

Biobanks have collections of tissue samples that are a major resource in medical research. Preservation of tissues
in FFPE blocks (formalin-fixed, paraffin embedded) allows the tissues to be retrospectively studied because the
tissue structure remains unchanged. Samples and sample data can be used to develop novel drugs, diagnostic
methods and customized treatments for patients and to ensure their functionality.

This thesis was a development work for the Biobank of Eastern Finland that had an aim to develop a DNA isola-
tion method for the tissue samples taken out of kidney cancer specimens with a TMA-device. The purpose of the
thesis was to extract DNA from FFPE-kidney cancer tissue and to ensure the quality of the extracted DNA; i.e. its
concentration, purity and integrity. The protocol for the DNA isolation was also developed to be used in the Bi-
obank of Eastern Finland in future DNA isolations from kidney cancer samples.

The samples used in DNA isolation were 13-18 years old FFPE kidney cancer samples from the Biobank of Eastern
Finland. The QIAGEN GeneRead FFPE kit that is designed for purification of genomic DNA from FFPE tissues, was
used for the isolation of DNA. The DNA was eluted three times from the isolation column to make sure that all of
the DNA had been removed from the silica membrane of the column. The concentration and purity of the ex-
tracted DNA was determined by a spectrophotometer and the integrity by a gel electrophoresis-based analyzer.
The isolation protocol for genomic DNA was prepared for the kidney tissue, in line with the kit’s instructions.

The concentration of the extracted DNA was highest in the first elution, with purities also at acceptable limits. In
the second and third elution the DNA concentration and purity decreased considerably compared to the first elu-
tion. The integrity of the extracted DNA was determined only from the first elution. One third of the samples had
enough intact DNA for further use.

In conclusion, it was found that genomic DNA extracted from FFPE kidney cancer tissues was generally quite
fragmented. It was observed that the age of the sample had effect on the fragmentation of the isolated DNA;
DNA from older tissue was more fragmented than DNA from younger tissue. The age of the sample had no effect
on the concentration and the yield of the isolated DNA. It was also observed that the site of the sample (taken
from the center or the edge of tumor) had no effect on concentration, purity or integrity of DNA.

Keywords
biobank, DNA, isolation of DNA, FFPE, work instruction
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Sanasto

Absorbanssi = Optinen tiheys, valon imeytymista aineeseen kuvaava luku

DIN = DNA:n eheytta kuvaava arvo, DNA Integrity Number

Dissekointi = Kudosnaytteen pilkkominen

DNA = Deoksiribonukleiinihappo, perintéainesta, sisadltdd muun muassa geenit

DNA:n sekvensointi = DNA:n emasjarjestyksen selvittaminen

Eluointi = Uuttaminen, ainesosan irrottaminen soveltuvalla liuottimella

Emaspari = DNA:ssa vastakkaisten emdsten muodostama pari, DNA-juosteen pituus ilmoitetaan
emasparien lukumaarana

FFPE = Formaliinilla fiksoitu, parafiinilla peitetty (formalin-fixed, paraffin-embedded)

Fiksointi = Kudosnaytteen kiinnittdminen formaliinilla

Fragmentti = Katkelma, palanen, DNA:ssa lyhyt jakso juosteesta

Geeni = DNA:n emasjakso, joka toimii ohjeena RNA:n valmistamiseen

Genominen DNA = Kromosomeiksi pakkautunut DNA

NGS = Uuden sukupolven sekvensointi, Next Generation Sequencing

Nukleotidi = Nukleiinihappojen rakenneyksikkd, koostuu emaksestd, sokeriosasta ja fosfaatista
Proteinase K = Proteiineja hajottava entsyymi, proteinaasi K

Spin-kolonni = Nukleiinihappoja sitovan silikakalvon sisaltava pylvas

TMA = Kudossiru-tekniikka (tissue micro array)
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1 JOHDANTO

Suomalaisista joka kolmas tulee sairastumaan syopadan jossain vaiheessa eldmdansa (Terveyden ja
hyvinvoinnin laitos 2014). Yha useampi syopaan sairastuneista paranee, silla hoitotulokset ovat pa-
rantuneet syopahoitojen kehittyessa tehokkaammiksi ja tarkemmin kohdennetuiksi (Syopajarjestot
2017). Korkealaatuiset ihmisperdiset nadytteet ovat avainasemassa syopatutkimuksessa ja uusien
hoitojen kehittdmisessa. Tutkimuksia varten voi kuitenkin olla haasteellista |16ytaa tarpeeksi laajoja
aineistoja tuoreita kudosndytteitd. Tasta syysta FFPE-kudosnaytteiden, eli formaliinilla fiksoitujen ja
parafiiniin valettujen kudosnaytteiden (formalin-fixed paraffin-embedded) ja niista eristetyn DNA:n
ja RNA:n kaytto on lisadntynyt syopatutkimuksissa. (Doiron 2014.)

Biopankeissa sdilétaan laajoja ihmisperdisia naytekokoelmia terveystieteellisia tutkimuksia varten
(Auria Biopankki 2017). Biopankit ovat merkittavassa asemassa uusia hoitomuotoja ja ladkkeita ke-
hitettdessa, silld ne pystyvat tarjoamaan riittdvan suuria nayte- ja tietoaineistoja kliinisen tutkimuk-
sen kayttodn (Suomen Biopankit 2017b). Naytekokoelmien avulla pystytdan tutkimaan tekijoita, jot-
ka ovat vaikuttaneet sairauksien syntyyn seka kehittdmaan parempia ldékkeitd, hoitoja ja taudin-
maaritysmenetelmia (Auria Biopankki 2017). Esimerkiksi Itd-Suomen Biopankilla on hallinnassaan
250 000 kudosnaytettd vuosilta 2000—2013, mikd mahdollistaa laajojakin tutkimuksia (Ita-Suomen
Biopankki 2017c).

Saimme toimeksiannon opinndytetydllemme Ité-Suomen Biopankilta, ja se on tehty osana Ita-
Suomen biopankkiekosysteemi hanketta (A73545). Tyd on kehittamistyd, jonka tavoitteena on kehit-
taa TMA- eli tissue microarray -laitteella otetuille FFPE-munuaissydpakudospaloille toimiva DNA:n
eristysmenetelma. Opinndytetydmme tarkoitus on eristdd genomista DNA:ta FFPE-
munuaissyopakudosnaytteistd ja varmistaa niiden laatu: puhtaus ja pitoisuus mikrovolyymispektrofo-
tometrilla ja eheys geelielektroforeesiin perustuvalla analysaattorilla. Tarkoituksena on laatia DNA:n
eristamisesta tyoohje, joka jda Ita-Suomen Biopankin kayttéon tulevia munuaissydpakudoksesta
tehtavid DNA:n eristyksia varten. Lisaksi Ita-Suomen Biopankki saa haltuunsa tyon aikana FFPE-

munuaissyOpakudoksesta eristdmdmme DNA-ndytteet, joita voidaan hyédyntaa tutkimuskaytossa.
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BIOPANKKI

Biopankit sailyttdvat ihmisperadisten veri- ja kudosnaytteiden ja niihin liittyvan tiedon kokoelmaa ter-
veystieteellisia tutkimuksia varten. Biopankkien naytekokoelmat toimivat merkittdvana resurssina
ladketieteellisissa tutkimuksissa. Naytteiden ja tietoaineistojen avulla voidaan kehittad uudenlaisia
diagnostisia menetelmia, seka varmistaa niiden toimivuus. Aineistoja voidaan kayttda myos kehitet-
taessa potilaille yksildllisesti sopivia hoitoja. Hoitojen ja ladkkeiden tehokkuus on yksil6llista ja myds
syOpatyyppeja on lukuisia erilaisia, joten parhaiten tehoavan hoidon |I6ytaminen on tarkeaa. (Kaa-
ridinen ja Soini 2015a; Suomen Biopankit 2017b.)

Biopankkilaki

Taman hetkinen Biopankkilaki on astunut voimaan 1.9.2013 ja sen tarkoituksena on turvata nayt-
teenantajan yksityisyytta ja itsemaaraamisoikeutta, mutta myds edistda ndytteiden kaytén avoi-
muutta ja talla tavoin tukea tutkimusta. Laissa on saddetty biopankin perustamiseen ja toiminnan
harjoittamiseen liittyvista vaatimuksista, naytteiden keradamisesta ja sailyttamisestd, seka siihen liit-
tyvasta valvonnasta. Laki maarittelee myds nadytteiden antajien oikeudet ja jarjestelyt, joilla tie-

tosuoja voidaan varmistaa. (Biopankkilaki 2012, § 1.)

Laissa on madritelty tarkasti, mita biopankilla tarkoitetaan ja my&s nayte ja siihen liittyvat kasitteet
on kuvattu tarkoin. Nayte on ihmisperdistd materiaalia tai siihen liittyva tekninen tallenne. Naytteet
jaetaan tunnisteellisiin, koodattuihin ja tunnisteettomiin ndytteisiin. Tunnisteellinen nayte tarkoittaa,
ettd siihen on liitetty henkilon yksiliva tieto tai siihen voidaan palauttaa yksiléivaa tietoa. Koodattu
ndyte ei sisalla henkilon yksildivaa tietoa, vaan yhteys henkiléon tai naytetta koskevaan tietoon mer-
kitdan yksiléllisella tunnisteella. Koodiavaimella voidaan yhdistaa yksildiva tunniste luonnolliseen
henkildén. Tunnisteeton nayte tarkoittaa naytettd, joka ei sisalla yksildivaa tietoa tai yhteys tietoon
on katkaistu pysyvasti. (Biopankkilaki 2012, § 2—-3.)

Naytteenantajan oikeudet ja tietosuoja

Jokaisella suomalaisella on oikeus luovuttaa naytteitd biopankkiin ja se on vapaaehtoista. Huoltajat
voivat antaa alaikdisen suostumuksen hanen puolestaan. Sairaalakdynnilld tai vaestétutkimuksessa
asiakkaalle annetaan tietoa biopankkitoiminnasta ja tietosuojasta ja kysytaan, haluaako han antaa
naytteen biopankkiin. Nayte voi olla esimerkiksi kudos- tai verindyte. Nayte otetaan sairaalakaynnin
tai tutkimuksen yhteydessa ilman, etta asiakkaalle tulee lisdvaivaa. Biopankkiin on mahdollista siirtda
my6s vanhoja naytteitd, joiden kerdaminen on tapahtunut ennen 1.9.2013. Vanhojen naytteiden
siirtoon tarvitaan alueellisen eettisen toimikunnan ja Valviran hyvéksynta. (Suomen Biopankit
2017c.)

Nadytteenantajalla on oikeus tietad, missa hanesta otettuja naytteitd sailytetadn, missa tutkimuksissa

niitd on kaytetty ja millaista tietoa tutkimuksista saatiin ja onko tiedolla vaikutusta ndytteenantajan
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sairauden hoitoon. Naytteenantaja saa itse valita, haluaako han tietoa, jos biopankkitutkimuksen

|6ydokselld on vaikutusta hanen terveyteensa. (Suomen Biopankit 2017c.)

Biopankkiin annettu suostumus on mahdollista myds perua. Ennen biopankkien perustamista otettu-
jen naytteiden osalta koko siirto on mahdollista kieltda, mutta kielto ndytteen kdytdstd on mahdollis-
ta tehda my®ds siirron jo tapahduttua. Suostumuksen peruuttaminen tai rajoittaminen tehdaan kirjal-

lisesti, eika syyta siihen tarvitse ilmoittaa. (Suomen Biopankit 2017c.)

Biopankkiin naytteiden antaneiden tietosuoja on korkealla tasolla. Tutkijat eivat kayta aineistoja,
joista naytteenantajan henkiléllisyys selvidisi, vaan naytteet on koodattu viivakoodilla ja/tai tutki-
muskoodilla. Perustelluista syistd naytteita voidaan luovuttaa myds tunnisteellisina, esimerkiksi kun
tutkijan on tarpeellista yhdistda aikaisempia tietoja naytteisiin. Naytteenantajan henkil6tietoja saily-
tetdan koodirekisterissa, joka on erillddn naytteistd ja luovuttajan tiedoista. Koodirekisteriin paasy on
rajoitettua. Biopankit noudattavat tiedonhallinnassaan henkil6tietolakia. 25.5.2018 tulee voimaan
EU:n yleinen tietosuoja-asetus, joka koskee myds biopankkeja. (Itd-Suomen Biopankki 2017a; Suo-

men Biopankit 2017c; Tietosuojavaltuutetun toimisto 2017.)

2.3 Naytteiden kayttd

Biopankit voivat luovuttaa nayteaineistojaan tutkimuksiin, joissa tavoitteena ovat terveyden edista-
minen ja sairauksien syiden tutkiminen. Jokaisella Suomen biopankilla on lisdksi omia painopistealu-
eita, joiden tutkimukseen biopankki keskittyy (Suomen Biopankit 2017a). Nayteaineistoja haluavan
tutkijan on oltava pateva seka ammatillisesti ettd tieteellisesti ja hanen on noudatettava toiminnas-
saan biopankin saantdja seka lakia. Tutkijan on tehtdva biopankille luovutuspyyntd, joka sisaltaa
tutkimussuunnitelman, selvityksen tietojen ja naytteiden kasittelysta seka tutkimuseettisen lauta-
kunnan lausunnon tai muun eettisen selvityksen. Luovutuspyynnén perusteella arvioidaan edellytyk-
sia naytteiden luovutukselle. Biopankkilain mukaan kaikkien tutkijoiden on saatava biopankin nayte-
aineistoja kayttdonsa samoin perustein. Padsya aineistoihin voidaan rajoittaa laissa mainittujen tai
etukdteen biopankin itsensa listaamien kriteerien, esimerkiksi painopistealueiden pohjalta. (Kaariai-

nen ja Soini 2015a; Kaaridinen ja Soini 2015b.)

Luovutettavat naytteet koodataan siten, ettei naytteita tai tietoja pystyta yksildimaan. Naytetietojen
yhdistdminen rekisteritietoihin on mahdollista tarpeen niin vaatiessa. Naissa tilanteissa rekisterinpita-
ja hoitaa yhdistamisen ja ennen tietojen luovutusta tutkimuksesta vastaavalle taholle, koodaa tiedot
koodeilla, jotka ovat hankekohtaisia. (Kaaridinen ja Soini 2015a.) Tutkija on velvollinen luovutta-
maan biopankille tutkimuksessa saatavat ndytekohtaiset tutkimustulokset ja nama uudet tulokset lii-
tetddn biopankissa naytteisiin. Naytteita ja niista saatuja tutkimustietoja voidaan kayttaa edelleen
uusissa tutkimuksissa. (Ita-Suomen Biopankki 2017b.) Biopankkien tulee saanndllisesti, vahintaan
kymmenen vuoden vdlein, arvioida tarvetta ndytteiden ja niihin liittyvien tietojen sailyttdmiseen.
Naytteet, jotka ovat tarpeettomia biopankin tutkimusalueen kannalta, havitetaan. (Biopankkilaki
2012, § 25.)
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2.4  Biopankkien merkitys tutkimustydlle

Biopankkien naytteet ovat tarked materiaali [adketieteellisessa tutkimuksessa, niitd on kaytetty esi-
merkiksi sairauksien syntymekanismien selvittamisessa ja uusien hoitomenetelmien kehittamisessa
kuten yksildllisten ladkkeiden kehitystydhon. Esimerkiksi rinta- ja keuhkosydpahoidoissa on jo kokeil-
tu geenitestaukseen perustuvaa yksilolle raataldityja hoitoja. Lisda vastaavia mahdollisuuksia voi-
daan l6ytda biopankkitutkimuksen avulla. (Béckstrom ja Vesterinen 2017.) Esimerkiksi Auria Biopan-
kin ndyteaineistoja kaytettiin tutkimuksessa, jossa selvitettiin kohonneiden leukosyyttiarvojen vaiku-
tusta polysytemia veraa sairastavien potilaiden terveydenhuollon resurssien kayttéon, kustannuksiin
ja potilaiden tautitaakkaan. Tutkimus tehtiin yhteistydssa Auria Biopankin, Turun yliopiston, Turun
yliopistollisen sairaalan seka terveysalan yritysten kesken. Auria Biopankki tarjosi tutkimusta varten
niin sanottua Real World Dataa polysytemia veraa sairastavista potilaista, joiden valkosoluarvot oli-
vat kohonneet. Real World Datalla tarkoitetaan kliinisten tutkimusten ulkopuolelta saatua tietoa poti-
laasta, jota hanen henkilétunnuksensa alta l16ytyy eri tietojarjestelmista. Tutkimuksessa selvisi, etta
polysytemia veraa sairastavilla potilailla kohonneet leukosyyttiarvot liittyvat suurempaan kuolleisuu-
teen, lisddntyneeseen terveydenhuollon resurssien kayttdéon ja kustannuksiin, myelofibroottisiin

muutoksiin ja tromboembolisiin komplikaatioihin. (Kosunen 2017; Medaffcon 2017.)

"Ita-Suomen Biopankki tukee etenkin verenkierto-, aineenvaihdunta, tuki- ja liikuntaelimistén-, neu-
rologisten- ja sydpdsairauksien seka mielenterveyden tutkimusta. Sen tehtdvana on edistéa terveys-
tieteellista, biolddketieteellista, kliinista, henkilokohtaisen ladketieteen ja niita niveltavaa tutkimusta
seka tautien ennaltaehkaisyn, diagnostiikan ja hoidon ja vaikuttavuuden kehitystd.” (Suomen Bio-
pankit 2017a.) Ensimmaisessa Ita-Suomen Biopankin biopankkitutkimuksessa Hyaluronan metabo-
lism in kidney cancer (HARCC) urologian erikoisladkari Timo Nykopp tutkii hyaluronaaniaineenvaih-
dunnan vaikutusta munuaissytvassa. Biopankki antaa tutkimuksen kayttéon 400 potilaan aineiston.

(Ita-Suomen Yliopisto 2017.)
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3 MUNUAISSYOPA JA DIAGNOSTISET KUDOSNAYTTEET

3.1 Munuaissydpa

Uusia munuaissydpatapauksia todettiin Suomessa vuosina 2010-2014 keskimaarin 908 henkilolla
vuodessa, joista yli 500 todettiin miehilla ja alle 400 naisilla (Nordcan 2016). Tama on 2—-3 prosent-
tia kaikista aikuisilla esiintyvista sydvista ja tilastojen mukaan munuaissydpa on yleistymassa. Eten-
kin pienten, alle neljén senttimetrin kokoisten munuaiskasvainten esiintyvyys on ollut kasvussa viime
vuosikymmenten aikana. Osa pienista kasvaimista on hyvin hidaskasvuisia, jolloin niilld ei ole vaiku-
tusta potilaan ennusteeseen. Valtaosa niistd on kuitenkin sy6pid. Suurin riskitekija on tupakointi,
jonka liséksi korkea verenpaine, lihavuus ja perinnélliset tekijat lisaavat riskia. Myos pitkalle edennyt
munuaisten vajaatoiminta saattaa lisdtd munuaissydpaan sairastumisen riskia. Useilla potilailla ei
kuitenkaan ole tunnetuista riskitekijéistd ainuttakaan. Ravinnon merkitysta sairastuvuuteen on tutkit-
tu ja joidenkin tutkimusten mukaan sairastumisriski pienenee jonkin verran, kun ruokavalio sisaltaa
hedelmia ja vihanneksia. (Bono, Joensuu, Rintala ja Bostom 2013; Jarvinen, Taasi, Nisén ja Kilpelai-
nen 2016.)

Noin 2—-3 prosenttia munuaissydvista on perinndéllisia. Yleisin vallitsevasti periytyva oireyhtyma, jo-
hon liittyy suuri, noin 50 prosentin suuruinen munuaissy®pariski, on von Hippel-Lindaun (VHL) oi-
reyhtyma, jonka aiheuttavat mutaatiot VHL-geenissa. Toinen perinnéllinen munuaissydpaan liittyva
oireyhtyma on leiomyomatoosi, jonka taustalla ovat fumaraasientsyymia koodaavan fumaraattihyd-
rataasi (FH) -geenin virheet. Tama aiheuttaa noin 20 prosentille geenivirheen kantajista munuais-
sydvan. Muita harvinaisia munuaissydvan taustalla olevia oireyhtymia ovat Birt-Hogg-Duben -
oireyhtyma, seka hyperparatyreoidismi ja leukatuumorit -oireyhtyma. (Aittomaki, Kdaridinen, Mecklin
ja Palva 2013; Kiuru 2002.)

3.1.1 Oireet ja diagnostiikka

Tyypillisia oireita munuaissyovassa ovat laihtuminen, verivirtsaisuus, kylkikipu ja kuumeilu. Veren
esiintyminen virtsassa johtuu kasvaimen tunkeutumisesta munuaisaltaaseen ja kipu aiheutuu munu-
aista ympardivan kapselin venymisesta tai kasvaimen tunkeutumisesta ympaérilla oleviin kudoksiin.
Oireiden perusteella I6ydetaan vain noin 10 prosenttia munuaissyovista, silla suurin osa 16ydoksista
tehddan sattumalta, muusta syysta tehtdvan vatsan ultraddnikuvauksen yhteydessa. Nykyaan jopa
50-70 prosenttia munuaissyodvista on sattumaldydoksia. Munuaissyopa aiheuttaa hypersedimentaa-
tiota, eli kohonnutta lasko-arvoa, mikroskooppista verivirtsaisuutta seka anemiaa. Noin 90 prosenttia
kaikista munuaissydvista on tyypiltdan adenokarsinoomaa. (Javanainen 2016; Jarvinen ym. 2016;
Raitanen 2016.)

MunuaissyOpda epailtdessa tehdaan yleensa vatsan kaikukuvaus. Taman lisaksi voidaan tehda useita
laboratoriotutkimuksia, kuten lasko, perusverenkuva, kreatiniini, alkalinen fosfataasi seka virtsan
kemiallinen seula. Kasvaimen sijainti, koko ja toisen munuaisen kunto varmistetaan tietokonetomo-

grafialla. Kuvauksella voidaan arvioida myds mahdollinen leviaminen Idhelld oleviin elimiin. Kuvan-
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tamisella ei voida todeta kasvaimen hyvan- tai pahanlaatuisuutta, joten ennen sydpahoitojen aloit-
tamista kasvaimesta otetaan biopsianayte, josta tehdaan histologinen tutkimus. (Jarvinen ym. 2016;
Raitanen 2016.)

3.1.2 Hoito ja ennuste

Ainoa parantava hoito munuaissydpaan on leikkaus. Usein munuainen seka ymparilld oleva rasva, li-
samunuainen ja imusolmukkeet poistetaan kokonaan, mutta munuaiskudosta sdastavat osapoisto-
leikkaukset ovat yleistyneet viime vuosina. Leikkausmenetelma valitaan siten, etta mahdollisimman
paljon toimivaa munuaiskudosta saadaan saastettyd. Laakehoito aloitetaan leikkauksen jalkeen, jos
sydpakudosta ei saada poistettua kokonaan. Mikali leikkaus ei ole mahdollinen aloitetaan suoraan
ladkehoito. Lisaksi leikkaushoitoon liittyy kroonisen munuaisten vajaatoiminnan riski, joten pienten ja
hitaasti kasvavien munuaiskasvainten kohdalla voidaan mahdollisuuksien mukaan valttaa leikkaus
kokonaan, jolloin kasvaimen tilaa seurataan aktiivisesti. Metastasoitunutta eli etdpesakkeita tehnytta
munuaissyOpaa hoidetaan oireenmukaisesti. Sddehoidon ei katsota parantavan hoitotuloksia, eika
pidentdvan elinajanodotetta, joten sita kaytetaan lahinna oireiden hoitoon. (Javanainen 2016; Jarvi-
nen ym. 2016; Raitanen 2016.)

Munuaissy6papotilaista noin 80 prosenttia on elossa vuoden kuluttua diagnoosista ja noin 60 pro-
senttia viiden vuoden kuluttua (Nordcan 2016). Ennusteeseen vaikuttavat muun muassa levinnei-
syys- ja erilaistumisaste. Mikali kasvain on ollut paikallinen, eiké se ole metastasoitunut, Iahes kaikki
ovat elossa viiden vuoden kuluttua diagnoosista. Uusilla Iddkehoidoilla on voitu parantaa myds eta-
pesdkkeita lahettdneen sydvdn ennustetta. Taudin uusiutumisista suurin osa tulee ilmi viiden vuoden

seurantajakson aikana. (Javanainen 2016.)

3.2 Diagnostiset kudosnaytteet

Diagnostinen tarkoittaa “diagnoosiin tahtadva, diagnoosiin kuuluva; diagnoosin kannalta ratkaiseva
oire tai 16ydds” (Duodecim 2007). Diagnostinen ndyte voi olla esimerkiksi koepala, jonka avulla halu-
taan diagnosoida muutoksia tai erottaa kaksi sairautta toisistaan, esimerkiksi sieni-infektio ihottu-
masta. Diagnostinen kudosnayte otetaan, kun kudoksesta saatava tieto on jatkohoidon tai operatii-

visen hoidon valinnan kannalta merkityksellistd. (Makinen 2012a.)

Patologian laboratoriossa tutkittavien diagnostisten kudosnaytteiden kirjo on laaja. Naytteet jaetaan
pieniin ja suuriin operatiivisiin naytteisiin. Pienia operatiivisia ndytteita ovat muun muassa luomet,

mutta myds joidenkin syvien kirurgisten naytteiden katsotaan kuuluvan pieniin operatiivisiin nayttei-
siin. Suuriin operatiivisiin ndytteisiin kuuluvat esimerkiksi sairauksien vuoksi poistetut elimet ja niiden
osat. Nain ollen koepalat voivat painaa milligrammoista kymmeniin grammoihin. Laboratorioon toi-

mitetusta materiaalista kuitenkin vain pieni osa paatyy lopulliseen tutkimukseen. Sen vuoksi lahetta-
van ladkarin antamilla esitiedoilla, kuten anatomisella suunnalla ja poistomarginaalilla, on suuri mer-

kitys patologin tyélle. Kudosnaytteesta saatava diagnoosi on riippuvainen ndytteen edustavuudesta.
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Jos kudosnaytteestd saatu vastaus ja kliininen 16ydds ovat ristiriitaisia, tarvitaan lisatutkimuksia.
(Médkinen 2012a.)

3.2.1 FFPE-kudosndytteen valmistaminen patologian laboratoriossa

Laboratorioon saapuvan kudosnadytteen koko maarittda sen kasittelyn laboratoriossa (kuvio 1). Pie-
net koepalat voidaan laittaa suoraan naytekasettiin, kun taas suuremmat naytteet vaativat kayntiin-
panon. Kayntiinpanossa patologi tutustuu naytteeseen tarkastelemalla sita silmamaaraisesti ja ottaa
siitd edustavat viipaleet naytekasetteihin. Nayte dokumentoidaan kuvaamalla tai piirtamalla ja kirjoit-
tamalla niin tarkasti, etta naytteen tietoihin voidaan jalkeenpain palata luotettavasti. Esikasittelyn
jalkeen naytekasetit siirretadn automatisoituun kudoskuljettimeen, jossa kudoksista poistetaan vesi
ja rasva, jolloin ndytteet saadaan sailymaan ja kudosrakenteet kovetettua. Lopuksi kudokset peite-
taan parafiinilla, joka kovettuu kudosten ymparille ja sisdan jadhtyessaan ja nain mahdollistaa leik-
keiden tekemisen. (Makinen 2012b.) N&din valmistettuja kudosndytteitd kutsutaan FFPE-
kudosnaytteiksi (formalin-fixed paraffin-embedded) (McDade Walker 2013).

Nayte laboratorioon

oo (D

Leikkaus + dokumentointi Dissekointi

Nayte kasettiin

Veden ja rasvan poisto Kudoskuljetus

Parafiinipeitto

Varjays

Mikroskopointi

KUVIO 1. FFPE-kudoksen valmistelu patologian laboratoriossa (mukaillen Makinen 2012b.)

Parafiinipeiton jalkeen kudoksista voidaan leikata 2—5 um paksuisia leikkeitd, jotka kiinnitetddn nay-
telasille. Kiinnityksen jalkeen naytteet varjatdan. Suomessa kaytetyin varjdysmenetelma on hema-
toksyliini-eosiini-varjays, jossa hematoksyliini tuo esille tumarakenteen ja eosiini varjaa solun sisadiset
ja ulkoiset proteiinit. (Makinen 2012b.) Munuaisbiopsioiden diagnostiikassa kadytetdan kuitenkin
usein erikoisvarjayksia, joita esimerkiksi ovat PAS (Periodic Acid-Schiff) -varjays ja AFOG (Acid Fuch-
sin Orange G) -varjays (Fimlab 2016; Finto 2015; Helin 2012).
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3.2.2 Monikudosblokit

FFPE-kudosndytteista voidaan valmistaa monikudosblokkeja, joihin on keratty satojen, jopa tuhan-
nen potilaan ndytteet. Kudosnaytteista otetaan halutuista kohdista biopsianeulalla sylinterimaiset
naytteet, eli puntsit, jotka sijoitetaan tyhjaan parafiiniblokkiin. Tasta parafiiniblokista, eli monikudos-
blokista voidaan valmistaa kudossiru leikkaamalla siité 4-5 pm paksuinen leike, joka asetetaan lasil-
le. Kudossiru-, eli TMA (tissue microarray) -tekniikalla pystytddn samanaikaisesti tutkimaan satoja
naytteitd. TMA-tekniikkaa hyddynnetaan esimerkiksi syévan molekyylitutkimuksissa, silla sen avulla
voidaan tutkia suurella mittakaavalla esimerkiksi tiettyja geeneja tai proteiineja ja niiden merkitysta
syovan kehittymisessa. Kudossirut voidaan varjata histokemiallisilla tai immunohistokemiallisilla me-
netelmilld ja kudossirulle voidaan tehda myds fluoresenssi /n situ -hybridisaatioanalyysi geeni-, lo-
kus- tai kromosomispesifisella koettimella. (Knuutila 2012; Visapaa 2003.)

Kudosnaytteista voidaan ottaa kudospaloja, eli puntseja, manuaalisesti tai kayttamalla TMA-laitetta.
TMA-laitteet voivat olla téysin automatisoituja, tietokoneella ohjattavia tai puoliautomaattisia. TMA-
laitetta voidaan kayttaa monikudosblokkien valmistuksen lisaksi my6s naytteenpoimijana DNA-
eristyksia varten. Itd-Suomen Biopankilla on kaytdssaan Isenetin valmistama Galileo CK4500 TMA-
laite, jolla voidaan ottaa FFPE-kudosnaytteistd halkaisijaltaan 0,6—2,0 mm kudospaloja. (Isenet
2017; Talvinen 2010.)

3.2.3 DNA:n sailyvyys FFPE-kudosnaytteissa

Formaliinifiksaatiolla saadaan sdilytettya naytteen kudos- ja solurakenne ennallaan siten, etté nayt-
teita voidaan tarkastella my6hemmin esimerkiksi patologisissa ja immunohistokemiallisissa tutkimuk-
sissa. FFPE-kasiteltyjen kudosten etuina ovat muun muassa kudosten helppo kaytettdvyys ja pitka-
kestoisen varastoinnin edullisuus. Fiksointiprosessi kuitenkin vaurioittaa DNA:ta, ja saa sen pilkkou-
tumaan. (Ludyga ym. 2012.) FFPE-kudoksista eristettyjen nukleiinihappojen laatuun vaikuttavat
esimerkiksi kudoksen laatu, fiksaation kesto, fiksatiivin konsentraatio ja pH-arvo. Kudoskuljetus ai-
heuttaa liséksi ristiinsitoutumista nukleiinihapoissa ja proteiineissa, mika omalta osaltaan myés joh-
taa DNA:n rakenteen hajoamiseen. FFPE-ndytteista eristetyt nukleiinihapot sisaltdvatkin yleensa alle

3000 emasparin pituisia, eli normaalia pienempia fragmentteja. (Ludgate ym. 2017.)

Bass, Engel, Greytak ja Moore (2014) selvittivat kirjallisuuskatsauksessaan, kuinka formaliinifiksaa-
tioon ja parafiinipeittoon liittyvat preanalyyttiset tekijat vaikuttavat kudosten morfologiseen ja mole-
kyyliseen rakenteeseen. He toteavat artikkelissaan, etta tutkimustulokset pitkdaikaisen sailytysajan
vaikutuksesta DNA:n laatuun ovat vaihtelevia. Osassa tutkimuksista kerrotaan, ettéd FFPE-kudoksia
voidaan sailyttda vuosia ilman suurempia vaikutuksia myéhempaan DNA-analyysiin. Osassa tutki-
muksista taas on saatu selville, ettd sdilytysajan kasvaessa DNA:n pilkkoutuminen lisdantyy. Kirjalli-
suuskatsauksessa todetaan myds, etta yli 10 vuotta sailytetyistéd FFPE-kudosnaytteista eristetyn
DNA:n kayttoa tulisi valttda DNA-analyyseissa, esimerkiksi PCR-monistuksessa, liiallisen pilkkoutumi-
sen vuoksi. Myds Watanabe ym. (2017) selvittivat tutkimuksessaan pitkaaikaisen sailytyksen vaiku-

tusta FFPE-kudoksesta eristetyn DNA:n saantoon, pitoisuuteen ja eheyteen. Tutkimuksessa he kayt-
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tivat puolen vuoden, kolmen, kuuden, yhdeksan ja 12 vuoden ikdisia FFPE-kudosnaytteita. Tuloksis-
ta kavi ilmi, etta naytteen idlld ei ollut vaikutusta DNA:n saantoon eika pitoisuuteen. Sen sijaan

DNA:n pilkkoutuminen lisadntyi ndytteen ian kasvaessa.
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4 DNA

DNA:lla, eli deoksiribonukleiinihapolla, tarkoitetaan perintdainesta, joka sisaltdad muun muassa geenit
eli perintétekijat. Geenit mahdollistavat solujen kehityksen, toiminnan ja informaation siirtdmisen
jalkelaisille. Ne toimivat ohjeena RNA:n, eli ribonukleiinihapon valmistamiseen, joka taas toimii oh-
jeena proteiinien valmistamiseen. (Suominen ym. 2013, 13.) Suurin osa ihmisen perimaaineksesta,
eli genomista, sijaitsee pakkautuneena tuman kromosomeihin, joita normaalisti on 46 (Nienstedt,
Hanninen, Arstila ja Bjorkqvist 2009, 36, 45). Kromosomit kahdentuvat ennen solun jakautumista,
jotta geneettinen informaatio saadaan siirrettyd molemmille tytarsoluille. Kromosomeiksi pakkautu-

neesta DNA:sta kdytetadn nimitysta genominen DNA. (Suominen ym. 2013, 11, 105.)

DNA:n rakenneosia ovat nukleotidit, jotka muodostuvat pentoosisokerista seka siihen kiinnittyneesta
fosfaattiryhmastd ja orgaanisesta emaksesta. DNA:ssa pentoosisokerina on deoksiriboosi, ja emaksi-
na esiintyvat adeniini, guaniini, sytosiini ja tymiini. Nukleotidit kiinnittyvat toisiinsa muodostaen ket-
jumaisen, pitkan nukleiinihappomolekyylin, jota kutsutaan DNA-juosteeksi. (Suominen ym. 2013,
15-16.) DNA-molekyyli on kaksijuosteinen, ja juosteet kulkevat toisilleen vastakkaisiin suuntiin. Vas-
takkaisten juosteiden emakset kiinnittyvat toisiinsa vetysidoksilla ja muodostavat kaksoiskierteen
kietoutumalla toistensa ymparille. DNA-juosteiden pituus ilmoitetaan emaspareina, josta kaytetdan
lyhennetta ep tai bp (base pair). (Suominen ym. 2013, 19-21.) Keskim&ardinen ihmisen geeni sisal-
taa 27 000 emasparia, joista kuitenkin vain noin 1300 tarvitaan keskikokoisen proteiinin koodittami-
seksi (Solunetti 2006b). DNA-naytteistd voidaan selvittdd DNA:n emasjarjestys sekvensointimene-
telmilld, jotka perustuvat naytteessa syntyviin eripituisiin DNA-fragmentteihin. Emasjarjestyksen sel-
vittdmiseen voidaan kayttaa esimerkiksi Sangerin sekvensointia, jossa sekvensoitavaa DNA-juostetta
kaytetadn templaattina DNA-synteesiin. Nykyisissa NGS-menetelmissa, eli seuraavan sukupolven
massiivisissa paralleelisekvensointitekniikoissa, pystytdan suorittamaan samanaikaisesti rinnakkain

jopa miljoonien kohde-DNA-jaksojen sekvensointi. (Solunetti 2006a; Suominen ym. 2013, 177, 188.)

4.1 Genomisen DNA:n eristys

DNA:ta eristetdadn esimerkiksi tutkimuskaytt6a, rikosteknista tutkintaa ja ladketieteellista diagnostiik-
kaa varten. Eristys on mahdollista tehda erilaisista lahtOmateriaaleista, esimerkiksi veren soluista,
kudoksista, posken limakalvon epiteelisoluista tai syljesta. (Ghatak, Muthukumaran, ja Nachimuthu
2013; Pursiheimo 2016; Suominen ym. 2013.) Perinteisesti DNA:ta on puhdistettu fenoli- tai fenoli-
kloroformiuutolla, mutta nykyaan kaytdssa on yleisesti kaupallisia DNA:n puhdistukseen tarkoitettuja
reagenssisarjoja, eli kitteja, joissa perinteiset menetelmat on korvattu erilaisilla silikamenetelmilla.
Spin-kolonnimenetelmassa silika on sidottuna pienessa pylvaassa, eli spin-kolonnissa (kuva 1). Kao-
trooppi, eli solujen rakennetta hajottava yhdiste, seka korkea ionivahvuus saavat aikaan sen, etta
nukleiinihapot sitoutuvat silikamatriksiin. Kaotrooppiliuoksessa oleva DNA-nayte siirretdan pylvaa-
seen, joka laitetaan vastaanottoputkeen. Putki sentrifugoidaan, jolloin DNA tarttuu silikakalvoon, ja
loppu liuos siirtyy kalvon ldpi. Seuraavaksi spin-kolonniin lisdtddn etanolia, jolla pestadn pois epa-
puhtaudet, jonka jdlkeen pesuliuokset sentrifugoidaan silikan 1api. Viimeiseksi DNA eluoidaan silika-
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kalvon lapi pienelld maaralla matalan ionivahvuuden omaavaa puskuria. (Suominen ym. 2013, 105-

106.)
DNA-ndyte: e > > j
liuotettu geelipala, .
PCR-tuote tms. o e irrotus i j

KUVA 1. DNA:n eristysvaiheet spin-kolonni-tekniikkaan perustuvalla menetelmalld (mukaillen Suomi-
nen ym. 2013, 106.)

Spin-kolonnien lisdksi silikamenetelma on kaytdssa myds menetelmissd, jotka perustuvat magneetti-
partikkeleihin. Magneettipartikkelimenetelmassa DNA sidotaan silikalla paallystettyihin magneettisiin
partikkeleihin. Nukleiinihappojen pesussa ja irrotuksessa periaate on sama kuin spin-

kolonnimenetelmissd. Magneettipartikkelimenetelmat ovat automatisoitavissa ja sen myéta soveltu-

vat suurille ndytemaarille. (Suominen ym. 2013, 107.)

4.2 DNA:n pitoisuus ja puhtaus

Eristetysta DNA:sta tehtdvien tutkimusten on oltava luotettavia ja toistettavissa, joten DNA:n taytyy
olla mahdollisimman eheda ja DNA:n maaran taytyy olla riittdvan suuri. Tasta syysta genomisen
DNA:n laadun, pitoisuuden ja puhtauden arviointi on tarked vaihe esimerkiksi ennen sekvensointi-
menetelmien kdyttdd. FFPE-kudosndytteiden laadunarviointi voi kuitenkin olla haastavaa, silla eriste-
tyn DNA:n laatu voi vaihdella eri naytteiden valilla ja siihen vaikuttaa myds eristysmenetelman toi-
mivuus. Jokainen nayte on tutkittava erikseen, jotta voidaan varmistaa eristetyn DNA:n olevan riitta-

van laadukasta jatkokasittelya varten. (McDade Walker 2013.)

Genomisen DNA:n pitoisuuden mittaamiseen on mahdollista kdyttda useita eri menetelmia. Mene-
telmat perustuvat ndytteen absorbanssiin, fluoresenssiin tai agaroosigeeli-elektroforeesiin. Yleisim-
min kaytossa oleva menetelma on absorbanssin mittaaminen, joka perustuu nukleotidien absorp-
tiomaksimiin aallonpituudella 260 nanometrida (nm). Myds fluorometria ja fluoresoivien DNA:ta sito-
vien vdrien kayttd on yleisesti kdytdssa oleva menetelma DNA:n maaran mittaamiseen. Fluoresens-
siin perustuvat menetelmat ovat tarkempia kuin absorbanssiin perustuvat, varsinkin ndytteissa, jois-
sa genomisen DNA:n pitoisuus on pieni. Fluorometri mittaa ndytteen pitoisuuden vertaamalla nayt-
teen kayraa standardikayrdan, joka on luotu naytteistd, joissa DNA:n pitoisuus on ollut tiedossa.
Agaroosigeelilld tehtavalld elektroforeesiajolla voidaan myds arvioida DNA:n pitoisuutta, mutta se on

menetelmana epatarkka. (Promega 2017; Suominen ym. 2013, 110-111.)

Absorbanssin mittaamiseen perustuu esimerkiksi mikrovolyymispektrofotometri NanoDropin toimin-
ta. Nanodropissa DNA:n maaran mittaamiseksi riittad 1 pl ndytetta ja samalla mittauksella voidaan
arvioida my0s ndytteen puhtautta. Absorptioarvo 1 aallonpituudessa 260 nm vastaa DNA -liuoksen
pitoisuutta 50 pg/ml. DNA absorboi jonkin verran vield aallonpituudessa 280 nm ja ndistd kahdesta

aallonpituudesta saadaan laskettua puhtaalle DNA-liuokselle absorbanssisuhde, joka on A260
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nm/A280 nm = 1,8. Proteiineilla absorptiomaksimi on korkeammalla, noin 280 nm:ssa. Jos absor-
banssisuhde on esimerkiksi 1,5, nayte sisdltda todennakdisesti proteiineja, jotka ovat merkittavimpia
epapuhtauksia. Myds fenolijgamat alentavat absorbanssisuhdetta, kun taas ndytteissa mahdollisesti
olevat RNA ja hiilihydraatit nostavat sita. (Suominen ym. 2013, 110-111.)

NanoDrop-mittauksesta saadaan myds A260 nm/A230 nm absorbanssisuhde, joka on toissijainen
puhtauden arvo. Silld saadaan selville mahdolliset hiilihydraatti- tai fenolijaamat, jotka absorboivat
230 nm:ssd. 260/230 absorbanssisuhde on yleensa korkeampi kuin 260/280 absorbanssisuhde. Ra-
ja-arvot absorbanssisuhteelle 260/230 ovat 2,0-2,2. Arvoa alentavat esimerkiksi fenolijgamat ja ar-
voa kohottavat esimerkiksi mittauspaan epdapuhtaus nollandytteen mittauksen aikana. (Matlock
2015.)

4.3 DNA:n eheys

Ehea DNA on pilkkoutumatonta, kooltaan keskimaarin noin 27 000 ep, eli se ei ole pirstaloitunut
pienempiin fragmentteihin (Duodecim 2007; Solunetti 2006b). DNA:n eheyden mittaamiseen voi-
daan kayttda useita eri menetelmia, jotka perustuvat esimerkiksi elektroforeesiin tai kvantitatiiviseen
PCR- eli polymeraasiketjureaktioon. Eristysprosessin aikana DNA katkeaa herkasti, kun DNA-liuosta
sekoitetaan voimakkaasti, pipetoidaan ja sentrifugoidaan. Eheyteen voi vaikuttaa myds naytteen
muu kasittely sekd sailytys. Tasta syystéd DNA:n eheyden mittaus on tarkeda tehda naytteille esimer-
kiksi ennen laaja-alaisiin genomisiin analyyseihin siirtymista, silld analyyseissa voidaan kayttaa vain
tarpeeksi hyvalaatuista DNA:ta siséltdvia naytteita. Esimerkiksi genomisten DNA-kirjastojen valmis-
tukseen DNA:n on oltava mahdollisimman eheda silla sekvensoinnin onnistumisen kannalta oleellista
on, kuinka eheda DNA on ja kuinka paljon sitd on saatu eristettyd. Eheyden mittausta kaytetaan
myds lisdantymisladketieteen seka sydpatutkimusten sovelluksissa. (Jung ym 2017; Suominen ym.
2013, 105; Zonta, Nizard ja Taly 2015.)

FFPE-kudoksesta eristetyn genomisen DNA:n eheytta voidaan tarkastella esimerkiksi kdyttéamalla
TapeStation-analysaattoria. TapeStationissa kaytetadn Genomic DNA Analysis ScreenTape- mene-
telmda, jolla mitataan naytteen sisdltdman genomisen DNA:n fragmenttien koot. Koon mittaus pe-
rustuu geelielektroforeesiin ja "ladderiin”, joka sisaltéda standardisoidut, tunnetun kokoiset DNA-
fragmentit. ScreenTape-kasetti sisaltda geelimatriisin ja puskuriliuoksen, joka on suunniteltu geno-
misen DNA:n analysointia varten. Kasetti asetetaan TapeStation-laitteeseen, jossa ndytteelle tapah-

tuu elektroforeesi, kuvantaminen ja analysointi. (Agilent Technologies 2017.)

Ajon valmistuttua TapeStation Analysis -ohjelmisto esittda tulokset geeliajokuvana (kuva 2) seka
elektroferogrammina (kuva 3). Kuvista on ndhtavissa myds numeerinen arvio DNA:n eheydestd, eli
DIN (DNA Integrity Number) -arvo. DIN-arvolla voidaan objektiivisesti ja standardisoidusti arvioida
DNA:n eheyttd. Arvon selvittdmiseksi TapeStation Analysis-ohjelmisto kayttad algoritmia, joka perus-
tuu noin 7000 eri DNA-ndytteen analyysiin. DIN-arvot madritetdan asteikolla 1-10, jossa arvo yksi
vastaa todella pilkkoutunutta genomista DNA:ta ja arvo 10 erittdin eheda genomista DNA:ta. (Agi-

lent Technologies 2017.) Esimerkiksi Jung, Ji, Song ja Park testasivat tutkimuksessaan, kuinka FFPE-
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tuumorindytteista eristetyn DNA:n DIN-arvot korreloivat NGS-parametrien kanssa. Tutkimuksessa
kaytettiin SureSelectXT Reagent kit HSQ (p/n G9611A) -kittia sekvensointikirjaston valmistukseen, ja
kirjaston laatua arviotiin TapeStationin Genomic DNA Analysis Screen Tape- menetelman tuottamalla
DIN-arvolla. Jung ym. toteavat tutkimuksessaan, etta ndytteissd, joissa DIN-arvo oli alle kolme, DNA
ei ollut riittdvan laadukasta sekvensointikirjaston valmistukseen heidan kayttamallaan kitilla. (Jung
ym. 2017.)
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KUVA 2. TapeStation geeliajokuva (Pdakkonen, Ruotsalainen ja Ruuskanen 2017)

TapeStation geeliajokuvassa (kuva 2) on nahtavissa ajon kaikkien naytteiden tulokset. Vasemmassa
reunassa, Al (L) paikalla, on ladder, joka sisaltda tietyn kokoiset fragmentit. Erittdin eheda genomis-
ta DNA:ta sisaltdvat naytteet nakyisivat geeliajossa yhtena selkeana fragmenttina. Erittdin pilkkou-
tunut genominen DNA esiintyy geeliajokuvassa pitkéna pyyhkaisynomaisena jalkend, miké on nahta-
vissa esimerkiksi kuvasta paikalla B1. DIN-arvo esitetdan naytteesta tehdyn geeliajon alapuolella.
(Agilent Tecnologies 2017.)

Elektroferogrammissa (kuva 3) on nahtavissé yhden ndytteen TapeStation-ajon tulos. Naytteet, jot-
ka sisaltavat erittdin eheda genomista DNA:ta nakyvat elektroferogrammissa tarkkarajaisena huip-
puna ennen ladderin suurinta huippua (48 500 ep). Pilkkoutumisen lisddntyessa elektroferogrammi-
kayrassa on nahtavissa pienempia genomisen DNA:n fragmentteja ja suurin huippu siirtyy kohti pie-
nempia DNA:n kokoja. Erittdin pilkkoutunut genominen DNA ndhdaan elektroferogrammissa levedna
huippuna alle 2000 emésparin koossa. (Agilent Tecnologies 2017.)
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Sample Table
Well DIN Cone. [ng/ul] Sample Description Alert Observations
30 640 I

A2

KUVA 3. TapeStation elektroferogrammi (Paakkonen, Ruotsalainen ja Ruuskanen 2017-10-26)

Kuvassa 3 on genomisen DNA:n elektroferogrammikadyrd, josta voidaan nahda ndytekohtainen
DNA:n eheys geeliajokuvaa tarkemmin. Elektroferogrammikdyran alapuolella on ladderin fragmentti-
en koot 100-48 500 emasparia. Naytteen fragmenttien koot vaihtelevat 250 emasparista yli 48 500
emaspariin. Kuvassa nékyvan kdyran huippu on 1336 emdsparin kohdalla, eli DNA on hyvin pilkkou-

tunutta. Analysaattori ilmaisee elektroferogrammin yhteydessa myos ndytteen konsentraation ja

DIN-arvon.
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5 TYON TAVOITE JA TARKOITUS

Saimme toimeksiannon opinndytetydllemme Ita-Suomen Biopankilta. Tyd oli kehittamistyd, jonka ta-
voitteena oli kehittdd TMA-laitteella otetuille FFPE-munuaissydpakudospaloille toimiva DNA:n eris-
tysmenetelma. Opinndytetydssédmme oli tarkoitus eristda genomista DNA:ta FFPE-
munuaissyopakudosnaytteistd ja varmistaa niiden laatu; puhtaus ja pitoisuus mikrovolyymispektrofo-
tometrilla ja eheys geelielektroforeesiin perustuvalla analysaattorilla. Laadimme tydsta myds tyooh-
jeen, joka jaa Itd-Suomen Biopankin kayttéon tulevia munuaissydpakudoksesta tehtdvia DNA:n eris-
tyksia varten. Tyo0 toteutettiin Itd-Suomen yliopistolla sijaitsevassa kliinisen patologian ja oikeuslaa-
ketieteen oppiaineen seka Ita-Suomen Biopankin tiloissa Kuopion yliopistollisessa sairaalassa, missa
kaytéssamme oli tarvittavat laboratoriotilat.

5.1 Kehittamistyo

Kehittamistyd on kasitteena hyvin laaja. Silla voidaan tarkoittaa esimerkiksi oman tydskentelyn ke-
hittamista yksilétasolla, mutta yhta hyvin myds laajempaa organisoitua kehittdmishanketta. Ominais-
ta kaikille kehittamistdille on ongelmaldhtdinen ja tulosten parantamiseen téhtaava, tavoitteellinen ja
aktiivinen toiminta. Kehittdmistdiden tavoitteet voivat olla aineellisia, esimerkiksi tydprosessin ja sen
tulosten parantaminen, tai aineettomia, kuten tydilmapiirin ja tydympariston kehittaminen. Vaikka
kehittdmistoiden kirjo on laaja, niille kaikille on ominaista kaytannoénlaheinen ja innovatiivinen toi-
minta. Tyon tuloksena syntyvalle tuotokselle on ollut selked tarve, ja tuotoksen sisaltdma tieto on
hyddynnettavissa ja arvioitavissa. (Anttila 2007, 12-14.)

Kehittamistyd alkaa yleensa suunnitteluvaiheella, jossa on tarkoitus tutustua tutkittavaan aiheeseen
ja teoreettisen taustaan. Kirjallisuuteen perehtymalld ymmarretadn tutkittavaa ilmiéta paremmin,
mika on tarkeda varsinkin silloin, kun aiheen kanssa ei ole aikaisemmin oltu tekemisissa. Suunnitte-
luvaiheessa taytyy tehda paatoksia kehittdmiskohteen ongelman rajauksesta ja tyokaluista, joilla ke-
hittdmistydssa haetaan ongelmaan ratkaisua. (Kananen 2012, 47-48.) Suunnitteluvaiheen jalkeen
siirrytdan kaytannon tyon toteutukseen, jonka jdlkeen tyon tuloksia voidaan arvioida. Tulosten pe-
rusteella voidaan joko siirtya tydn viimeistelyvaiheeseen tai jatkaa tydstdvaihetta. Viimeistelyvai-
heessa viimeistelladn tyon tuloksena syntynyt tuotos ja raportti tydsta. Valmis tuotos esitelldan ja
julkaistaan ja tyd paattyy. (Salonen 2013.)

5.2 Hyva tybohje

Ty6ohjeen kirjoittaminen alkaa tavoitteen laatimisella. Tavoite selventaa kirjoittajalle, kenelle tydoh-
je on suunnattu ja kuinka tarkkaa tietoa sen lukija tarvitsee. Tarvittavan tiedon tarkkuuteen vaikut-
taa ohjeen kayttajén aikaisempi kokemus asiasta. Kun ohjeen tavoite ja kohderyhma on selvilld, se
tarvitsee otsikon, joka kuvaa ohjetta mahdollisimman hyvin. Otsikon jdlkeen tulee tarvittaessa joh-
danto, jossa kdydaan lapi tydssa tarvittavat valineet ja mahdolliset esivalmistelut. Ohjeen tarkoituk-
sena on antaa vastaus siihen, miten ohjeen kayttaja toimii ja antaa mahdollisesti vastaus myds mik-
si-kysymykseen. Miksi-kohtaa kaytetaan, jotta ohjeen kayttdja osaisi huomioida erityisen tarkeat sei-
kat, kuten varoitukset. (Kankaanpaa ja Piehl 2011, 57,296; Torppa 2014, 125-129.)
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Ohjeen tarkoituksena on opastaa tydn tai asian tekemisessa ja sen on luonnollista edeta tydjarjes-
tyksen mukaan, jolloin numerointi on hyva tapa erottaa kohdat toisistaan. Nain pitkdkin ohje tulee
helpommin seurattavaksi. Valiotsikot auttavat myds jasentamaan ohjetta, vaikkei se olisikaan pitka.
Ohjeen toimimisen kannalta on térkeda kayttad kaskymuotoa. Se helpottaa lukijaa ja han ymmartaa
olevansa itse toimija. My6s ohjeen kieleen taytyy kiinnittdd huomiota ja valita siind kaytettavat sanat
siten, ettd ne ovat ohjeen lukijalle tuttuja. Oudot termit taytyy avata. Saman sanan toistaminen oh-
jetekstissa ei haittaa, koska ohjeen tarkoitus on olla ymmarrettava ja selkea. (Kankaanpaa ja Piehl
2011, 297, 299-300; Torppa 2014, 125-129.)

Laaditun ohjeen yllapitéminen tulee ajankohtaiseksi esimerkiksi tekniikan kehityksen mydta. Riippu-
en muutoksen suuruudesta ohje voidaan paivittaa tai kirjoittaa uudelleen. Samalla téytyy arvioida
ohjeen otsikointi, mahdollinen muuhun aineistoon sopiminen ja linkkien toimivuus, jos materiaali si-
jaitsee internetissa. (Torppa 2014, 125-129.)
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TYON TOTEUTUS

Opinnaytetytprosessimme alkoi helmikuussa 2017 Ita-Suomen Biopankin tullessa esittelemaan
opinnadytetydn aiheita opetusryhmallemme. Ita-Suomen Biopankilla on hallinnassaan Kuopion yliopis-
tollisen sairaalan patologian osastolta siirrettyja FFPE-kudosndytteita (Itd-Suomen Biopankki 2017c)
ja heilld oli tarve pystyttad DNA:n eritysmenetelma FFPE-munuaissyopakudosnaytteille vuoden 2017
aikana. Opinnaytetydlle hankittiin tutkimusluvat Pohjois-Savon sairaanhoitopiirilta. Tyon aikataulu
suunniteltiin siten, ettd kevaalla 2017 laadittaisiin tydsuunnitelma ja eristettaisiin DNA:t, seka mitat-
taisiin niiden pitoisuus, puhtaus ja eheys. Suunnitelman mukaan syksylla 2017 kirjoitettaisiin opin-
naytetyon raportti. Suunnitelmasta poiketen emme ehtineet kevaan aikana tehda kaikkia DNA:n eris-
tyksia, joten jatkoimme DNA:n eristyksia syksylld. Eheydet mitattiin, kun kaikki eristykset oli saatu
tehtya. Eheysmittausten jélkeen siirryttiin tydohjeen ja tulostaulukoiden viimeistelyyn seka raportin

kirjoittamiseen.

Tybssa kdytetyt ndytteet

Patologi valitsi 13—18 vuotta vanhoista FFPE-munuaissyépakudosnaytteistd tahan tutkimukseen so-
veltuvat naytteet ja niista edustavat kohdat kudospalojen ottoa varten. Tutkija otti jokaisesta nayt-
teestd kaksi halkaisijaltaan 1,5 mm kudospalaa, tuumorin keskeltd ja reunasta. Kudospalat otettiin
TMA-laitteella, ja tutkija siirsi ne eppendorf-putkiin, merkitsi niihin juoksevan tunnistenumeron ja
tiedon, onko nayte tuumorin reunasta (R) vai keskelta (K), esimerkiksi 1K ja 1R. Tutkija toimitti
ndytteet ja listan ndytenumeroista ja niita vastaavista tunnistenumeroista Itda-Suomen Yliopiston klii-
nisen patologian ja oikeusladketieteen oppiaineen laboratorioon, jossa DNA:n eristykset suoritettiin.

TMA-laitteella otettiin tata ty6ta varten 198 kudospalaa 99 eri FFPE-munuaissy®pakudosndytteesta.

Ennen munuaissydpakudoksesta tehtavien eristysten aloittamista QIAGENin GeneRead FFPE -kitin
(QIAGEN 2014) toimivuus testattiin eristamalla DNA:ta munuaiskudosnaytteista (n7=25) ja mittaa-
malla eristetyn DNA:n pitoisuus ja puhtaus. Kitin tydohjetta mukaillen laadittiin tydohje (liite 1), jon-

ka mukaan munuaissydpakudoksen DNA:n eristykset tehtiin.

DNA:n eristys QIAGEN GeneRead DNA FFPE -kitilla

Ty6ssa kaytettiin QIAGENin GeneRead FFPE -kittia, jolla on mahdollista eristad genomista DNA:ta
FFPE-kudoksesta. Kaikki eristyksessa kaytetyt reagenssit, etanolia lukuunottamatta, sisaltyivat kittiin.
Kitin ohjeessa neuvotaan tekemaan eristys FFPE-kudoksesta mikrotomilla otetuista, korkeintaan 10
Mm paksuisista leikkeista. (Qiagen 2014.) Taman tyon tarkoituksena oli eristdd DNA:ta alkuperaises-
ta ohjeesta poiketen TMA-laitteella otetuista, halkaisijaltaan 1,5 mm kudospaloista, joten kitin tydoh-

jetta muokattiin tyéhdn paremmin sopivaksi.

Eristamisprosessi (kuva 4) aloitettiin lisadmalla eppendorf-putkiin Deparaffinization Solutionia, jonka
tarkoituksena on irrottaa parafiini kudospaloista. Kitin ohjeesta poiketen Deparaffinization Solutionia

lisattiin kaksinkertainen maara. Sen jalkeen naytteitd inkuboitiin 56 celsiusasteessa kolme minuuttia.
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Inkuboinnin jdlkeen naytteiden annettiin jadhtya huoneenlampdoén ja samalla niita varten valmistet-
tiin master mix, joka sisdlsi RNase-free wateria, Buffer FTB:td, sekd Proteinase K:ta, jota lisattiin
kaksinkertainen maara kitin ohjeeseen verrattuna. Proteinase K rikkoo ristisidoksia proteiinien ja
DNA:n valilld ja ndin vapauttaa DNA:ta. Master mix -liuosta lisattiin jokaiseen nayteputkeen, jonka
jalkeen ndytteet sekoitettiin vortexilla ja sentrifugoitiin. Naytteet siirrettiin 56 celsiusasteeseen lam-
pokaappiin. (Qiagen 2014.) Kitin ohjeen mukaan Proteinase K -inkubointi kestaisi tunnin ajan. Oh-
jeesta poiketen naytteita inkuboitiin [ampdkaapissa yon yli, inkubointiajan vaihdellessa 14-23 tunnin
valilla. Proteinase K -inkuboinnissa kaytettiin tasoravistelijalla varustettua lampdkaappia, jonne nay-

teputkiteline asetettiin vinoon sekoittumisen tehostamiseksi.

Seuraavana paivana naytteet siirrettiin inkuboitumaan tunniksi 90 celsiusasteeseen. Inkuboinnin ai-
kana Buffer FTB kumoaa osittain formaliinin aiheuttamia muutoksia nukleiinihapoissa. Inkuboinnin
jalkeen ndytteet sentrifugoitiin ja alempi, kirkas DNA:ta sisaltava faasi siirrettiin varovasti uuteen
eppendorf-putkeen. Naytteisiin lisattiin RNase-free wateria ja suspensoitiin pipetilld. Sen jdlkeen
naytteisiin lisattiin UNG:a eli urasiili-N-Glykosylaasi-entsyymid, joka poistaa keinotekoiset urasiilit
DNA:sta. Naytteet sekoitettiin vortexilla ja siirrettiin inkuboitumaan 50 celsiusasteeseen tunniksi.
(Qiagen 2014.)

Inkuboinnin jdlkeen naytteet sentrifugoitiin nopeasti ja niihin lisattiin RNase A:ta, joka on RNA-
juosteiden fosfodiesterisidoksia hajottava entsyymi, joka poistaa ndytteestd RNA:ta. Taméan jalkeen
ndytteitd inkuboitiin huoneenlammdssa kaksi minuuttia. Nayteputkiin lisattiin soluja hajottavaa Buf-
fer AL:aa ja naytteitd sekoitettiin voimakkaasti vortexilla. Naytteisiin liséttiin etanolia ja sekoitettiin

voimakkaasti vortexilla. (Qiagen 2014; Thermo Fisher Scientific 2017.)

Vortexoinnin jalkeen DNA-liuos siirrettiin kerdysputkessa olevaan spin-kolonniin, jota sentrifugoitiin
taydella teholla minuutin ajan. Sentrifugoinnin aikana DNA sitoutuu kolonnin kalvolle. Kolonnin Iapi
tullut neste havitettiin ja vaihe toistettiin niin monta kertaa, etté kaikki DNA-liuos oli ajettu kolonnin
Iapi. Kolonnin kalvolle jadneet epapuhtaudet pestiin pois ensin AW1-puskurilla, sitten AW2-puskurilla
ja lopuksi etanolilla. Etanolilla pesemisen jalkeen sentrifugointi toistettiin kaksi kertaa, jotta kaikki

etanoli saatiin poistettua kolonnista.

Puhdasta DNA:ta varten valmisteltiin eppendorf-putket, joita tuli jokaista naytetta kohden kolme,
yksi kullekin eluutiokerralle. Spin-kolonni asetettiin eppendorf-putkeen ja pipetoitiin kolonnin kalvon
keskelle 40 pl Buffer ATE:a, joka irroittaa DNA:n kalvolta. Naytteita inkuboitiin viisi minuuttia huo-
neenldammdssd, jonka jalkeen ne sentrifugoitiin. Kitin ohjeen mukaan eluointi tehtaisiin vain yhden
kerran. Ohjeesta poiketen eluointi toistettiin kolme kertaa, jotta voitiin varmistua kaiken DNA:n ir-

ronneen kolonnin kalvolta. Eristysten jdlkeen siirryttiin pitoisuuksien ja puhtauksien mittaamiseen.
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DNA:n eristys QIAGEN GeneRead DNA FFPE-kitilla
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KUVA 4. QIAGEN GeneRead DNA FFPE-kitin toimintaperiaate (mukaillen Qiagen 2014)

6.3 DNA:n pitoisuuden ja puhtauden mittaus

Eristetyn DNA:n pitoisuuden ja puhtauden mittaamiseen kaytettiin Thermo Fisher Scientificin mikro-
volyymispektrofotometri NanoDropia. Mittaukset suoritettiin heti eluointien jalkeen. NanoDrop esi-

valmisteltiin pipetoimalla 1 pl tislattua vetta mittauspaan puhdistamiseksi ja 1 pl Buffer ATE:a nolla-
naytteeksi, jonka tarkoituksena oli poistaa mittaustuloksista eluutiopuskurin aiheuttama absorbans-

sihdirid. Mittauspaat puhdistettiin jokaisen naytteen valissa sellulla pyyhkimalla.
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Esivalmisteluiden jalkeen aloitettiin ndytteiden mittaukset, jotka suoritettiin 1 pl:lla ndytetta. Nano-
Drop antoi tulokset pitoisuutena ng/ul ja puhtauksien osalta absorbanssisuhteet 260/280 ja
260/230. Mittaustuloksesta piirtyi myds absorbanssikayra, josta esimerkki kuvassa 5. Pitoisuus- ja

puhtaustulokset siirrettiin Exceliin laadittuun yhteenvetotaulukkoon.
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KUVA 5. NanoDrop-mittaustulos (mukaillen Thermo Fisher Scientific 2010, 5-1.)

6.4 DNA:n eheyden mittaus

Eheyden mittaukset tehtiin Itd-Suomen Biopankin laboratoriossa Kuopion Yliopistollisessa sairaalas-
sa, sen jalkeen kun kaikki eristykset oli tehty. Mittaukset tehtiin ainoastaan ensimmaisen eluution
naytteille, koska NanoDrop-mittausten perusteella voitiin todeta Iahes kaiken DNA:n irronneen spin-
kolonnin kalvolta ensimmaisessa eluutiossa. DNA-nadytteiden eheyden mittaamiseen kaytettiin Agi-
lent 4200 TapeStation-analysaattoria, jossa kaytetadn Genomic DNA Analysis ScreenTape -
menetelmaa. Mittaus tuotti DIN-arvon, jonka avulla pystyimme tarkastelemaan DNA:n eheyttd. Me-
netelman toimivuuden kannalta ndytteen konsentraation tulisi olla 10—100 ng/pl, joten mittauksia

varten laimensimme naytteet, joiden pitoisuus oli suurempi.

Laimennokset tehtiin 96-kuoppalevylle steriiliin veteen. Naytteita laimennettiin ndytteen konsentraa-
tion perusteella 1:9, 1:4 tai 1:1. Kuoppalevyltd pipetoitiin 1 pl naytetta eppendorf-liuskan nayteput-
kiin 2-16, joihin oli pipetoitu 10 yl Genomic DNA Sample Bufferia. Liuskan ensimmaiseen putkeen
pipetoitiin 1 pl Genomic DNA Ladderia eli standardindytettd. Naytteitd sekoitettiin tasoravistelijalla
minuutin ajan ja sen jalkeen ne sentrifugoitiin lyhyesti. Liuskat asetettiin TapeStation-laitteeseen,
johon oli ennalta sydtetty naytteiden tunnistenumerot. Eheys pystyttiin mittaamaan 195 ndytteests,

koska kolmen nayteputken nayte oli kuivunut sdilytyksen aikana.
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6.5 Tulosten dokumentointi

Tulosten dokumentointia varten laadittiin Excel-taulukko (kuva 6), johon tehtiin sarakkeet naytteiden
taustatiedoille, eli blokki- ja tunnistenumeroille (ID), naytteen idlle, puntsin eli kudosndytteen hal-
kaisijalle ja naytteen ottokohdalle tuumorista. DNA:n eristykseen liittyville tiedoille tehtiin omat sa-
rakkeet, joihin kirjattiin eristyksen aloituspaivdmaara, eluutiotilavuus, eluutiokerta ja Proteinase K -
inkuboinnin kesto. Taulukkoon tehtiin sarakkeet DNA:n maaralle (ng/ul ja ng/nayte), puhtausarvoille
(260/280 ja 260/230) ja DIN-arvolle. DNA:n maara ng, eli saanto, saatiin kertomalla DNA:n maara
ng/ul eluutiotilavuudella, joka oli kaikissa naytteissa 40 pl. Tiedot dokumentoitiin taulukkoon heti jo-

kaisen eristyskerran paatteeksi DIN-arvoja lukuun ottamatta, jotka dokumentoitiin eheys -mittausten

jalkeen.
Blokkinumero 1D k& Pvm Puntsien Tuumori Eluutiotil Eluutioke DNA:N 260/280 260/230 DNA:n DIN Inkuboin
halkaisija nkohta avuuspl rta madra maird ng tiaika
mm keskelts, ng/ul prot-k h
reunasta
1K1 18 28.4.2017 1,5 K 40 1 60,998 1,768 1,447 2440 1,7 14
1K/2 18 28.4.2017 1,5 K A0 2 12,291 1,683 0,99 452 14
1K/3 18 28.4.2017 1,5 K 40 3 3,826 1,459 0,862 393 14
1R/1 18 28.4.2017 15 R 40 1 116,474 1,8 2,036 4659 1,7 14
1R/2 18 28.4.2017 1,5 R 40 2 20,394 1,693 1,256 1056 14
1R/3 18 28.4.2017 15R A0 3 26,572 1,554 0,859 1063 14
2K/1 17 28.4.2017 1,5 K 40 1 245,507 1,777 1,773 9820 2,3 14
2K[2 17 28.4.2017 1,5 K A0 2 37,313 1,761 1,838 1493 14
2K/3 17 28.4.2017 1,5 K 40 3 22,808 1,686 0,919 912 14
2Rf1 17 28.4.2017 15R A0 1 159,975 18 1,802 6399 2,2 14
2R/2 17 28.4.2017 1,5 R 40 2 38,53 1,624 0,921 1541 14
2R[3 17 28.4.2017 15R A0 3 67,077 1,553 0,611 2683 14
3K/1 17 28.4.2017 1,5 K 40 1 60,066 1,771 1,492 2643 1,6 14
K2 17 28.4.2017 1,5 K A0 2 23,505 1,637 0,821 940 14
3K/3 17 28.4.2017 1,5 K 40 3 10,456 1,701 0,765 418 14
3RM1 17 28.4.2017 15R A0 1 120,326 1,743 1,326 4813 2,3 14
3R/2 17 28.4.2017 1,5 R 40 2 47,799 1,589 0,763 1912 14
3R/3 17 28.4.2017 15 R 40 3 18,73 1,665 1,04 749 14

KUVA 6. Tulostaulukko (Paakkdnen, Ruotsalainen ja Ruuskanen 2017-10-26)

Kuvassa on esimerkkina kolmen eri munuaisydpakudosnaytteen tulokset. Jokaisesta nadyteblokista on
otettu kudospalat tuumorin keskelta ja reunasta, joten samalla blokkinumerolla on kaksi naytetta eri
ID-tunnisteella eli tunnistenumerolla, esimerkiksi 1K ja 1R. Jokaisen naytteen tunnistenumeron vii-
meinen numero kertoo eluutiokerran. Esimerkiksi 3K/1 tarkoittaa naytettd, jonka tunnistenumero on
kolme, sen ensimmaistd eluutiota tuumorin keskelta otetusta naytteesta. Kaikkien naytteiden
(n=198) jokaisen kolmen eluution mittaustulokset (7=594) koostettiin taulukkoon kuvassa esitetylla
tavalla. Taulukko mahdollistaa monipuolisen tietojen tarkastelun, esimerkiksi suodattamalla tulokset

eluutiokerran, eristyspaivan tai pitoisuuden mukaan.
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7  TYON TULOKSET

7.1  Eristetyn DNA:n pitoisuus ja saanto

Koostimme kaikkien munuaissy®pdkudosnaytteiden (7=198) kolmen eluution pitoisuuden ja saannon
mittaustulokset (7=594) taulukoihin. Tulokset on jaettu eluutiokertojen ja naytteenottokohdan,
tuumorin keskelta (taulukko 1) ja reunasta (taulukko 2) mukaan. Pitoisuus ja saanto esitetaan kes-
kiarvoina, jonka lisaksi taulukoissa on kunkin eluution pitoisuuden ja saannon vaihteluvalit. Jokainen

eluutio tehtiin 40 pl ATE-puskuria.

TAULUKKO 1. Tuumorin keskeltd otetuista naytteista (7=99) eristetyn DNA:n pitoisuus ja saanto

eluutio  ka. pitoisuus ng/pl vaihteluvali ng/pl ka. saanto g vaihteluvali ug
1 244,76 7,43 — 734,92 9,79 0,30 - 29,40
2 49,40 2,65 - 134,85 1,98 0,17 -5,39
3 25,96 2,66 — 88,27 1,04 0,17 - 3,53

Tuumorin keskelta otettujen naytteiden ensimmaisen eluution pitoisuuden vaihteluvéli oli 7,43—
734,92 ng/ul, keskiarvon ollessa 244,76 ng/ul. Saannon vaihteluvali oli 0,30-29,40 ug ja keskiarvo

oli 9,79 ug. Toisessa ja kolmannessa eluutiossa pitoisuudet ja saannot laskivat odotetusti.

TAULUKKO 2. Tuumorin reunasta otetuista naytteisté (7=99) eristetyn DNA:n pitoisuus ja saanto

eluutio  ka. pitoisuus ng/pl vaihteluvali ng/pl ka. saanto g vaihteluvali pg
1 266,46 17,94 — 653,05 10,66 0,72 - 26,12
2 56,51 5,30 — 169,65 2,26 0,21-6,79
3 32,65 3,54 — 412,885 1,31 0,14 - 16,52

Tuumorin reunasta otettujen ndytteiden pitoisuudet ja saannot olivat hieman korkeampia kuin tuu-

morin keskelta otettujen. Tuumorin reunasta otettujen nadytteiden ensimmaisen eluution pitoisuuden
vaihteluvali oli 17,94-653,05 ng/pul ja keskiarvo 266,46 ng/ul. Saanto vaihteli tuumorin reunasta ote-
tuissa naytteissa 0,72-26,12 ug valilla keskiarvon ollessa 10,66 ug. Myds reunasta otettujen nayttei-

den toisen ja kolmannen eluution pitoisuudet ja saannot olivat odotetusti pienempia.

Laadimme eristetyn DNA:n pitoisuuksien mittaustuloksista myds pylvaskaaviot (kuviot 2 ja 3). Kaa-
vioissa mittaustulokset jaettiin luokkiin 100 ng/ul valein. Tuumorin keskeltd ja reunasta otettujen
naytteiden tulokset ovat omissa kaavioissaan, joihin on koostettu kaikkien kolmen eluution mittaus-
tulokset. Kaavion vaaka-akselille on sijoitettu ndytteiden DNA-pitoisuudet ng/pl ja pystyakselille

naytteiden lukumaara.
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KUVIO 2. Tuumorin keskeltd otetuista kudosnaytteista (17=99) eristetyn DNA:n pitoisuuksien ja-

kauma ensimmaisessa, toisessa ja kolmannessa eluutiossa

Tuumorin keskelta otettujen ndytteiden ensimmaisen eluution DNA-pitoisuudet olivat suurimmassa
osassa naytteista (n=79) yli 100 ng/ul, kun taas toisessa eluutiossa lahes kaikkien naytteiden
(n=92) pitoisuudet jaivat alle 100 ng/pl. Kolmannessa eluutiossa kaikkien naytteiden (7=99) pitoi-

suudet olivat alle 100 ng/pl.
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KUVIO 3. Tuumorin reunasta otetuista kudosnaytteista (7=99) eristetyn DNA:n pitoisuuksien ja-

kauma ensimmaisessd, toisessa ja kolmannessa eluutiossa

Tuumorin reunasta otettujen ndytteiden ensimmaisen eluution DNA-pitoisuudet olivat suurimmassa
osassa naytteista (n=81) yli 100 ng/ul, kun taas toisessa eluutiossa lahes kaikkien naytteiden
(n=87) pitoisuudet jdivat alle 100 ng/ul. Myds kolmannessa eluutiossa ldhes kaikkien naytteiden

(n=96) pitoisuudet olivat alle 100 ng/pl.
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7.1.1 Pitoisuus ja saanto Proteinase K -inkubointiajan mukaan

Eristyksien Proteinase K -inkubointiajat vaihtelivat 14 tunnista 23 tuntiin. Laadimme ensimmaisen
eluution mittaustuloksista erilliset taulukot tuumorin keskeltd (taulukko 3) ja tuumorin reunasta (tau-
lukko 4) otetuille naytteille, joissa on esitetty pitoisuuksien ja saantojen keskiarvot ja vaihteluvalit

inkubointiaikojen mukaan jaoteltuna.

TAULUKKO 3. Tuumorin keskeltd eristettyjen DNA-naytteiden pitoisuus ja saanto Proteinase K -

inkubointiaikojen mukaan

pitoisuuden
Proteinase K - ka. pitoisuus vaihteluvali saannon vaihte-
inkubointiaika n ng/ul ng/ul ka. saanto g luvali ug
14 18 227 49,58 — 734,92 9 1,98 — 29,40
18 18 278 66,37 — 613,50 11 2,66 — 24,54
19 18 303 64,20 — 705,54 12 2,57 - 28,22
22 9 242 57,63 — 417,52 10 2,31 -16,70
23 36 208 7,43 — 565,16 8 0,30 — 22,60

99

23 tunnin Proteinase K -inkubointiaika oli yleisin (/7=36). Pitoisuuden ja saannon vaihteluvalit olivat
jokaisella inkubointiajalla suuria, esimerkiksi 23 tunnin inkuboinnissa pitoisuus oli 7,43-565,16 ng/pl
ja saanto 0,30-22,60 ug. Korkein pitoisuuden ja saannon keskiarvo oli 19 tunnin Proteinase K -

inkuboinnilla.

TAULUKKO 4. Tuumorin reunasta eristettyjen DNA-naytteiden pitoisuus ja saanto Proteinase K -

inkubointiaikojen mukaan

pitoisuuden
Proteinase K - ka. pitoisuus vaihteluvali saannon vaihte-
inkubointiaika n ng/ul ng/ul ka. saanto g luvali ug
14 18 272 56,88 — 653,05 11 2,28 - 26,12
18 18 287 80,85 — 601,85 11 3,23 -24,07
19 17 310 58,80 — 649,28 12 2,35-25,97
22 9 235 47,50 — 468,50 9 1,90 - 18,74
23 37 241 17,94 - 651,11 10 0,72 — 26,04

99

Tuumorin reunasta ja keskelta otettujen naytteiden DNA eristettiin samaan aikaan, joten 23 tunnin
Proteinase K -inkubointiaika oli yleisin (17=37) myds reunasta otetuille nadytteille. Pitoisuuden ja
saannon vaihteluvalit olivat jokaisella inkubointiajalla suuria, esimerkiksi 14 tunnin inkuboinnissa pi-
toisuus oli 56,88—-653,05 ng/ul ja saanto 2,28-26,12 pug. Korkein pitoisuuden ja saannon keskiarvo

oli myds tuumorin reunasta otetuissa naytteissa 19 tunnin Proteinase K -inkuboinnilla.

7.1.2 Pitoisuus ja saanto ndytteenottokohdan ja naytteen idn mukaan

Munuaissyopakudosnaytteita oli 198, joista 99 oli tuumorin keskelta ja 99 tuumorin reunasta. Nayt-

teet olivat 13-18 vuotta vanhoja ja niiden maarat (7=18-21) ikdluokkien valilld eivat vaihdelleet



31 (49)

merkittavasti, lukuunottamatta 18-vuotiaita naytteitd, joita oli vain yksi. Ensimmadisen eluution mit-
taustuloksista laadittiin erilliset taulukot (taulukko 5 ja taulukko 6) naytteenottokohdan mukaan.
Taulukoissa esitetadn tietyn ikdisistd munuaissydpakudosnaytteista eristetyn DNA:n pitoisuuksien ja

saantojen keskiarvot ja vaihteluvalit.

TAULUKKO 5. Tuumorin keskeltd otettujen ndytteiden DNA:n pitoisuuksien ja saantojen keskiarvot

ian mukaan
pitoisuuden
ka. pitoisuus vaihteluvali saannon vaihte-
naytteen ika n ng/ul ng/ul ka. saanto ug luvali pg

13 18 193 18,53 — 565,16 7,71 0,74 - 22,61
14 21 236 7,43 — 542,30 9,42 0,30 - 21,70
15 19 338 64,20 — 705,54 13,52 2,57 — 28,20
16 19 222 49,58 — 594,13 8,89 1,98 — 23,77
17 21 244 57,63 — 734,92 9,74 2,31 -29,40
18 1 61 - 2,44 -

99

Tuumorin keskelta otettujen naytteiden DNA -pitoisuuksien ja -saantojen keskiarvot olivat parhaim-
mat 15 vuoden ikaisilla naytteilld. Pitoisuuksien vaihteluvali oli 64,20-705,54 ng/pl ja saannon vaih-
teluvali 2,57-28,20 pg. Myds muun ikaisilla ndytteilla pitoisuuden ja saannon vaihteluvalit olivat suu-

ria.

TAULUKKO 6. Tuumorin reunasta otettujen ndytteiden DNA:n pitoisuuksien ja saantojen keskiarvot

ian mukaan
pitoisuuden
ka. pitoisuus vaihteluvali saannon vaihte-
naytteen ika n ng/l ng/pl ka. saanto g luvali pg

13 18 195 19,26 — 440,81 7,81 0,77 - 17,63
14 21 280 17,94 - 506,67 11,20 0,72 - 20,27
15 19 367 64,59 — 651,11 14,66 2,58 — 26,04
16 19 221 56,88 — 489,57 8,83 2,28 - 19,58
17 21 272 47,50 — 653,05 10,88 1,90 - 26,12
18 1 116 - 4,66 -

99

Myds tuumorin reunasta otettujen naytteiden DNA -pitoisuuksien ja -saantojen keskiarvot olivat par-
haimmat 15 vuoden ikaisilla naytteilla. Pitoisuuksien vaihteluvali oli 64,59-651,11 ng/pul ja saannon
vaihteluvali 2,58-26,04 ug. My6s muun ikaisilld naytteilla pitoisuuden ja saannon vaihteluvalit olivat
suuria. Taulukoista voidaan havaita, ettd tuumorin keskelta ja reunasta otetuissa ndytteissa tulokset
olivat ldhes rinnakkaisia saman ikaisilla naytteilld. Osassa tuumorin reunasta otetuissa naytteissa oli
hieman korkeammat DNA:n pitoisuudet kuin tuumorin keskeltd otetuissa, mutta erot eivat olleet

suuria.
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7.2 Eristetyn DNA:n puhtaus

Munusaissyopakudoksesta eristettyjen DNA-naytteiden (n7=198) puhtausarvot saatiin samalla Nano-
Drop -mittauksella pitoisuuksien kanssa. Mittaukset tehtiin kaikista kolmesta eluutiosta ja mittaustu-
loksista (n1=594) koostettiin taulukko (taulukko 7). Mittauksissa saaduista kahdesta puhtausarvosta
kasitelldan vain ensisijaista, eli A260/A280 absorbanssisuhdetta, jonka raja-arvo puhtaalle DNA:lle
on 1,7-1,9. Saadut mittaustulokset jaettiin kolmeen luokkaan: alle 1,7, 1,7-1,9 ja yli 1,9. Mittaustu-

losten jakautuminen luokkiin on kuvattu taulukossa lukumaarina ja prosenttiosuuksina.

TAULUKKO 7. Eristetyn DNA:n puhtaus

1. eluutio 2. eluutio 3. eluutio
Puhtaus n %-0suus n %-0suus n %-0suus
<1,7 5 3 72 36 119 60
1,7-1,9 191 96 116 59 60 30
>1,9 2 1 10 5 19 10
198 198 198

Ensimmaisessa eluutiossa lahes kaikki eristetyt DNA-ndytteet (7=191) olivat puhtauden raja-
arvojen, 1,7-1,9, sisdlla. Ainoastaan 4 prosenttia naytteista oli epdpuhtaita. Toisen eluution naytteis-
ta raja-arvojen sisalla oli enad 59 prosenttia (n7=116) naytteista ja kolmannessa eluutiossa puhtaiden
naytteiden osuus laski 30 prosenttiin (/7=60). Tulokset esitetddn myds ympyrakaaviossa (kuvio 4,

kuvio 5 ja kuvio 6).

1% 3%

E<17 m1,7-19 m>19

KUVIO 4. Naytteiden puhtauden jakauma 1. eluutiossa (/7=198)
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KUVIO 5. Naytteiden puhtauden jakauma 2. eluutiossa (n7=198)

10 %

30 %

60 %

m<1,7 m17-19 m>19

KUVIO 6. Naytteiden puhtauden jakauma 3. eluutiossa (n7=198)

Eristetyn DNA:n eheys

Eristettyjen DNA-ndytteiden (n7=198) eheys mitattiin TapeStationilla, joka antaa naytteiden DNA:n
eheytta kuvaavan DIN-arvon. Mittaukset suoritettiin ainoastaan ensimmaisen eluution naytteille,
joista 195 naytteelle saatiin tulos. DIN-arvot olivat valilld 1,4-5,1. DIN-arvojen jakauma kuvataan
taulukossa (taulukko 8) lukumadrina ja prosenttiosuuksina jaoteltuna naytteenottokohdan, tuumorin

keskeltd ja reunasta, mukaan.
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TAULUKKO 8. DIN-arvojen jakauma lukumaarind ja prosenttiosuuksina naytteenottokohdan mukaan

tuumorin keskelta tuumorin reunasta
DIN (n) %-0suus (n) %-0suus
1-1,9 18 19 14 14
2-2,9 49 51 55 56
3-3,9 27 28 27 28
4-5,5 3 3 2 2
97 100 98 100

Tuumorin keskelta otetuista naytteistd 31 prosentilla (7=30) naytteista DIN-arvo oli yli kolme. 51
prosentilla (7=49) naytteista DIN-arvo oli 2-2,9 ja 19 prosentilla (7=18) DIN-arvo oli alle kaksi.
Tuumorin reunasta otetuista naytteista 30 prosentilla (7=29) DIN-arvo oli yli kolme. 56 prosentilla
(n=55) ndytteista DIN-arvo oli 2-2,9 ja 14 prosentilla (7=14) DIN-arvo oli alle kaksi. Taulukosta
voidaan havaita tuumorin reunasta otetuilla naytteilld olevan vahemman heikoimpia DIN-arvoja (1-

1,9) kuin tuumorin keskeltad otetuissa naytteissa.

7.3.1 DNA:n eheys Proteinase K -inkubointiajan mukaan

Eristyksien Proteinase K -inkubointiajat vaihtelivat 14 tunnista 23 tuntiin. Laadimme DIN-arvon, eli
eheyden mittaustuloksista taulukon (taulukko 9) ja pistekaaviot (kuviot 7 ja 8). Taulukossa esitetaan
DIN-arvojen keskiarvot ja vaihteluvalit inkubointiaikojen ja ndytteenottokohdan, tuumorin keskelta ja

reunasta, mukaan jaoteltuna.

TAULUKKO 9. DIN-arvojen keskiarvot ja vaihteluvalit Proteinase k -inkubointiaikojen ja naytteenot-

tokohdan mukaan

ka. DIN-arvo ka. DIN-arvo

Proteinase K - tuumorin tuumorin

inkubointiaika | n7 keskelta keskelta vaihteluvali | nreunasta reunasta vaihteluvali
14 17 2,3 1,6 -3,0 18 2,5 1,6 -3,6
18 18 2,5 1,7-4,2 18 2,6 1,7-3,4
19 17 2,7 1,7-3,9 17 2,6 1,8-3,6
22 9 2,1 1,6 -3,6 9 2,0 1,4-2,9
23 36 2,8 15-51 36 2,8 1,5-428

97 98

Tuumorin keskeltd ja reunasta otetuista naytteista paras DIN-arvojen keskiarvo (2,8) oli naytteilld,
joiden Proteinase K -inkubointiaika oli 23 tuntia. Tuumorin keskeltd otettujen naytteiden DIN-arvojen
vaihteluvali oli 1,5-5,1 ja tuumorin reunasta otettujen naytteiden 1,5—4,8. Taulukosta voidaan ha-
vaita DIN-arvojen olevan melko yhtenevaisia naytteenottokohdasta riippumatta, kun inkubointiaika

oli sama.

Tuumorin keskeltd ja reunasta otetuille ndytteille laadittiin erilliset pistekaaviot (kuviot 7 ja 8). Kaa-
vioiden vaaka-akselilla on Proteinase K -inkubointiaika ja pystyakselilla DIN-arvo. DIN-arvot saatiin

195 naytteelle, joista 97 oli tuumorin keskelta ja 98 tuumorin reunasta.
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Proteinase K -inkubointiaika

KUVIO 7. Tuumorin keskeltd otettujen munuaissydpakudosnaytteiden (7=97) DIN-arvot Proteinase

K -inkubointiajan mukaan

Kuviosta 7 voidaan nahda, etta Proteinase K -inkubointiajan pituudella ei ollut suoraa yhteytta tuu-
morin keskelta otettujen ndytteiden DIN-arvoihin. Parhaat DIN-arvot saatiin 23 tunnin Proteinase K -
inkuboinnilla kun taas heikoimmat 22 tunnin inkuboinnilla. 14, 18 ja 19 tunnin Proteinase K -

inkubointiaikojen valillda DIN-arvot jakautuivat melko tasaisesti.
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Proteinase K -inkubointiaika

KUVIO 8. Tuumorin reunasta otettujen munuaissydpakudosnaytteiden (n7=98) DIN-arvot Proteinse K

-inkubointiajan mukaan

Tuumorin reunasta otettujen naytteiden DIN-arvot jakautuivat erimittaisten Proteinase K -
inkubointiaikojen valilld samalla tavoin kuin tuumorin keskeltd otetuissa ndytteissa (kuvio 8). Hei-
koimmat DIN-arvot saatiin 22 tunnin, ja parhaat 23 tunnin Proteinase K -inkuboinnilla. 14, 18 ja 19

tunnin inkubointien DIN-arvojen valilla ei ollut juuri vaihtelua.

7.3.2 DNA:n eheys ndytteenottokohdan ja ndytteen idn mukaan

DIN-arvoista laadittiin pistekaaviot (kuviot 9 ja 10) naytteenottokohdan, tuumorin keskelta tai reu-
nasta, ja ndytteen idn mukaan. Kaavioissa esitetadn tietyn ikdisista munuaissydpakudosnaytteista
eristetyn DNA:n DIN-arvo naytteenottokohtien mukaan. Kaavion vaaka-akselilla on kudosnaytteen

ika ja pystyakselilla DIN-arvo, joka kuvaa DNA:n eheytta.
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KUVIO 9. Tuumorin keskeltd otettujen munuaissydpakudosnaytteiden (7=97) DIN-arvot kudosnadyt-

teen ian mukaan

Kuviosta 9 on nahtavissa, ettd tuumorin keskeltd otettujen ndytteiden ian kasvaessa heikoimpien

DIN-arvojen maara kasvoi. Esimerkiksi 13 vuotta vanhoilla naytteilld < 2 DIN-arvoja ei ollut lainkaan
ja 14 vuotta vanhoillakin vain kaksi, kun taas 17 vuotta vanhoilla naytteilla DIN-arvo oli < 2 viidella
naytteelld. Kuviosta havaitaan myds, ettd parhaimpia DIN-arvoja (> 3,5) oli enemman nuoremmilla

kuin vanhemmilla naytteilla.
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KUVIO 10. Tuumorin reunasta otettujen munuaissydpakudosnéytteiden (7=98) DIN-arvot kudos-

ndytteen idn mukaan

Kuvion 10 perusteella myds tuumorin reunasta otettujen kudosndytteiden DIN-arvojen voidaan tode-
ta laskevan kudosnaytteen ién kasvaessa. Esimerkiksi 13 vuotta vanhoilla naytteilld DIN-arvo oli < 2
vain yhdella naytteelld, kun 17 vuotta vanhoilla naytteilld < 2 DIN-arvoja oli kuudella ndytteelld.
Myds tuumorin reunasta otetuilla naytteilld parhaimpia DIN-arvoja (> 3,5) oli enemman nuoremmilla
ndytteilld. Tulosten ollessa yhtenevaisid kuvioiden 9 ja 10 valilld, voidaan havaita, ettd samanikaisilla

naytteilld naytteenottokohta ei ole vaikuttanut DIN-arvoihin.
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8 POHDINTA

8.1 Opinndytetyon vaiheet

OpinndytetyOprosessi koostuu kolmesta vaiheesta: suunnittelusta, toteutuksesta ja viimeistelysta.
Suunnitteluvaiheeseen kuuluvat muun muassa opinndytetydinfoon osallistuminen ja osittain toteu-
tuksen kanssa paallekkdin meneva tydsuunnitelman laatiminen. Toteutukseen kuuluvat esimerkiksi
opinndytetydn tydstaminen ja viimeistelyyn opinndytetydn esittaminen ja kypsyysndyte.
(Opinnaytetydn tekemisen vaiheet 2017.) Oma opinnaytetydprojektimme kaynnistyi nopealla aika-
taululla, koska tilaajalla oli tarve saada kehitettava menetelma kayttéonsa vuoden 2017 aikana ja la-
boratoriotydn osuus valmiiksi kevaan 2017 aikana. Suunnittelu- ja toteutusvaihe menivat hieman

paallekkain.

Viimeistelyvaiheessa on selkedsti ndhtdvissa, miten opinndytetydn eteneminen olisi ollut sujuvam-
paa: suunnitteluvaiheessa olisi taytynyt kayttad enemman aikaa aikataulujen yhteensovittamiseen
kaikkien kehittamistydhon osallistujien kesken. Tyon toteuttamisvaiheessa DNA:n eristys laboratori-
ossa oli riippuvainen TMA-laitteella otetuista munuaissydpakudosnaytteista ja kun naytteitd ei ajoit-
tain saatu alkuperdisten suunnitelmien mukaan, ei kaikkia DNA:n eristyksia ehditty tekemaan kevaan
2017 aikana, kuten oli tarkoitus. DNA:n eristyksid jatkettiin syksyllg, joka osaltaan viivastytti raportin
kirjoittamisen aloittamista. Oman haasteensa tydskentelyyn toi muut samaan aikaan olleet opinnot.
Alkuperdisen aikataulun mukaan opinndytetyd olisi valmistunut marraskuun 2017 lopussa, kun taas

toteutunut valmistuminen oli maaliskuussa 2018.

8.2 Laboratoriotytskentely

Ty6ohjetta, jonka mukaan DNA:n eristykset munuaissydpakudosnaytteistd tehtiin, testattiin ennen
tyon aloittamista terveilld munuaiskudosnaytteilla. Nailld eristyksilla testattiin ATE-puskurin optimaa-
lista eluutiotilavuutta 25, 30 ja 40 pl:lla, joista 40 pl valikoitui lopulliseen tyéohjeeseen. 40 pl tila-
vuudella Iahes kaikki DNA irtosi spin-kolonnin kalvolta ensimmaisissa eluutiossa. Eluutiotilavuuden
noston liséksi Proteinase K:n maaraa lisattiin ja Proteinase K -inkubointiaikaa pidennettiin. Nama
muutokset tehtiin ohjaajamme aikaisempien tietojen perusteella. Munuaiskudosnaytteista tehtyja
testieristyksia olisi kannattanut erilaisten inkubointiaikojen testaamiseksi tehda pienemmisséa sarjois-

Sa.

Varsinaiset munuaissydpakudoksesta tehdyt DNA:n eristykset tehtiin laaditun tyéohjeen mukaan.
TyOssa saatujen mittaustulosten ja tyon vaiheiden dokumentointi onnistui hyvin. Mittaustuloksia var-
ten laadittu Excel-taulukko (kuva 6) mahdollisti tietojen nopean suodattamisen ja tarkastelun heti
mittausten jdlkeen. Mittaustulokset (liite 2) toimitettiin tydn tilaajalle jokaisen DNA:n eristyskerran

jalkeen, jolloin ty6n tilaajalla oli tarvittaessa heti mahdollisuus kommentoida tuloksia.


https://reppu.savonia.fi/opinnaytetyo/amktutkinnot/Sivut/Eteneminen.aspx
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8.3  Tulokset
8.3.1 DNA:n eristyksen tulokset

Tulosten perusteella voidaan todeta, ettd QIAGENin GeneRead FFPE -kittia voidaan tietyin muutok-
sin kayttad DNA:n eristdmiseen TMA-laitteella otetuista munuaissydpakudospaloista. Noudattamalla
kitin tyoohjetta DNA:n eristysten tulokset olisivat todenndkdisesti olleet huonompia, koska ohje oli
laadittu korkeintaan 10 um paksuisille leikkeille. TMA-laitteella otetuissa kudospaloissa parafiinia ja
lahtdmateriaalia on enemman kuin leikkeissd, joten kitin ohjeen mukaiset maarat Deparaffinization
Solutionia ja Proteinase K:ta olisivat olleet riittdmattémia. Proteinase K -inkubointiajan muuttamisella
tunnista yon yli inkubointiin pyrittiin tehostamaan Proteinase K:n vaikutusta. Proteinase K:n inku-

bointiaika oli 14-23 tuntia eristyskerrasta riippuen.

Eluoimalla naytteet kolme kertaa varmistettiin kaiken DNA:n irronneen spin-kolonnin kalvolta jo en-
simmaisessa eluutiossa. Ensimmaisen eluution naytteiden DNA:n pitoisuudet ja saannot (taulukot 1
ja 2) olivat odotusten mukaisesti korkeimpia. My6s ensisijaisten puhtausarvojen (taulukko 7) ollessa
hyvia voidaan paatella pitoisuuden ja saannot mittaustulosten kuvaavan nimenomaan DNA:n maa-
raa naytteessa. Toisen ja kolmannen eluution pitoisuuden ja saannon mittaustulosten laskusta (tau-
lukot 1 ja 2) voidaan huomata, ettd lahes kaikki DNA irtosi spin-kolonnin kalvolta ensimmaisessa
eluutiossa, kuten oli tarkoitus. Puhtausarvot heikkenivét toisessa ja kolmannessa eluutiossa (tauluk-
ko 7), mista voidaan paatella toisessa ja kolmannessa eluutiossa olleen enemman epépuhtauksia,

esimerkiksi hiilihydraatteja tai proteiineja kuin ensimmaisissa eluutiossa.

Opinnaytetytssamme kaytettyjen FFPE-kudosten ika ei nayttdisi vaikuttaneen eristetyn DNA:n pitoi-
suuteen ja saantoon (taulukot 5 ja 6). Mydskaan naytteenottokohtien, tuumorin reunasta tai keskel-
ta, valilla ei ollut suurta eroa (taulukot 1 ja 2). Pitoisuus vaihteli tuumorin keskelta ja tuumorin reu-
nasta otettujen ndytteiden valilld, tuumorin reunasta otettujen naytteiden pitoisuuden ja saannon ol-
lessa hiukan korkeampia, kuin keskelta otettujen. Watanaben ym. (2017) tutkimuksessa testattiin
puolen vuoden, kolmen, kuuden, yhdeksan ja 12 vuoden ikdisia FFPE-kudosnaytteita ja todettiin, et-
ta kudoksen idlla ei ollut vaikutusta DNA:n pitoisuuteen ja saantoon. Tydssamme Proteinase K -
inkubointiajan vaikutukset eristetyn DNA:n pitoisuuteen ja saantoon olivat pienid, tuloksista (taulu-
kot 3 ja 4) pystyi kuitenkin havaitsemaan 18-19 tunnin inkuboinnin tuottaneen korkeimmat DNA:n

pitoisuudet ja saannot.

Kudospalan ndytteenottokohdalla, tuumorin reunasta tai keskeltd, ei mittaustulosten mukaan nayt-
taisi olleen vaikutusta DNA:n eheyteen (taulukko 8). Proteinase K -inkubointiajan vaikutusta DNA:n
eheyteen on vaikea arvioida, koska saman ikdisille naytteille ei testattu kaikkia, eli 14, 18, 19, 22 ja
23 tunnin inkubointiaikoja. Vertailukelpoisten tulosten saamiseksi ndytteitd olisi pitanyt inkuboida
kaikilla inkubointiajoilla, jotta pystyttaisiin arvioimaan onko inkuboinnin kestolla ollut vaikutusta DIN-

arvoon vai johtuvatko erot ainoastaan naytteiden idasta.
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DNA:n eheydelld ja naytteen idlla ndyttaisi mittaustulosten mukaan olevan yhteys, jota on kuvattu
kuvioissa 9 ja 10. Tuloksista voidaan havaita DNA:n pilkkoutumisen lisadantyvan munuaissyopaku-
dosnaytteen idan kasvaessa. Koska 18 vuotta vanhoja kudosnaytteitd oli vain kaksi, ei mittaustulok-
sista voida tehda johtopaatoksia. 13 vuotta vanhoilla naytteilld DIN-arvot olivat korkeimpia. Jungin
ym. (2017) tutkimuksen mukaan DIN-arvon ollessa yli kolmen, DNA:n eheytta pidetadn NGS-
sekvensoinnin kannalta riittdvana. Bassin ym. (2014) kirjallisuuskatsauksessa todetaan, etta yli 10
vuotta sdilytettyjen FFPE-kudosnadytteiden kayttéa DNA:n eristykseen tulisi valttdad DNA:n pilkkoutu-

misen vuoksi.

8.3.2 Tydohje

Opinnaytetytn yhtena tarkoituksena oli tydohjeen laatiminen. Kankaanpaa ja Piehl (2011) ja Torppa
(2014) tuovat esille tavoitteen laatimisen ja otsikoinnin tarkeyden hyvan tydohjeen kannalta. Teke-

massamme tydohjeessa on kuvaava otsikko, josta selvida mita tarkoitusta varten tydohje on laadit-

tu. Tavoite tydohjeelle oli selkea: alkuperdisen QIAGEN GeneRead™ DNA FFPE -kitin tydohjeen

muokkaaminen FFPE -munuaissydpakudokselle sopivaksi.

Kankaanpaa ja Piehl (2011) ja Torppa (2014) ohjeistavat laatimaan tydohjeen tydjarjestyksen mu-
kaan. Kiinnitimme tdhan erityista huomioita tydskentelyn sujuvuuden lisadmiseksi, esimerkiksi oh-
jeistamalla missa tydn vaiheessa lampdblokit tulisi laittaa ldmpenemaan. Torpan (2014) mukaan
kaskymuodon kayttd helpottaa lukijaa ymmartamaan olevansa itse toimija ja tata ohjetta nouda-

timme tybohjeessa.

8.4 Tulosten luotettavuus

DNA:n eristysprosessissa noudatettiin tydohjetta. Tyo suoritettiin huolellisesti ja poikkeamat kirjattiin
rehellisesti ylos. Tydssa kaytettyjen reagenssien toimivuuden kannalta on oleellista, etta niita kasitel-
Iaén valmistajan antamien ohjeiden mukaan. Osa reagensseista vaatii esivalmisteluja, kuten etanolin
lisadmisen puskureihin tai reagenssin lammittamisen tiettyyn l[dmpdtilaan ennen kayttda. Iiman naita
toimenpiteitd reagenssi ei pysty toimimaan tarkoitetulla tavalla ja tulokset voivat sen myéta olla vir-

heellisia. Etanolin lisadminen puskuriin merkittiin heti korkkiin, jotta tiedettiin sen olevan kayttéval-

mista. Reagenssien valmistajan ohjeita sailytyslampdtiloista noudatettiin, eika esimerkiksi pakastees-

sa sailytettavaa reagenssia pidetty huoneenlammdssa tarpeettomasti.

Yhta aikaa kasiteltavia ndytteitd oli 18 kappaletta, joten tutkittavat naytteet pidettiin aina tunniste-
numeron mukaisessa jarjestyksessa. Jokaisen pipetoinnin jalkeen ndyte siirrettiin eri riviin telineessa
naytteiden sekaantumisen valttamiseksi. Tyossa kdytetyt pipetit olivat kalibroituja, joten niiden toi-
minta oli luotettavaa. Tydn tekijoina meilld ei kuitenkaan ollut kovin paljon aikaisempaa kokemusta
pipetoinnista, jolla on mahdollisesti voinut olla vaikutusta tulosten luotettavuuteen. Pipetin karki
vaihdettiin jokaisen pipetoinnin valissa, jolla pyrittiin ehkdisemdan kontaminaatiot ndytteiden valilla.

Kontaminaatioita estettiin myds saannéllisella pintojen ja pipettien puhdistamisella.
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Puhtauden ja pitoisuuden mittaamisen yhteydessa tiedot syotettiin kdsin, koska laitteen ohjelmisto
ei mahdollistanut niiden sdhkoista kopiointia. Téman vuoksi muutamia mittauksia jouduttiin teke-
maan uudelleen, koska mittaustulos tallentui vaaralle tunnistenumerolle. Mittaustulokset saatiin ana-
lysaattorilta tekstitiedostona, josta ne vietiin Excel-taulukkoon. N&in toimien virheen mahdollisuus
tulosten kirjaamisessa oli pieni, mutta mikali tulokset olisivat tallentuneet suoraan Exceliin, olisivat
tiedon siirtoon liittyvat riskit olleet hyvin vahaisia. Muutamat virheelliset kirjaukset poistettiin heti

mittausten jalkeen yhteenvetotaulukosta.

Mittaustulosten luotettavuus varmistettiin noudattamalla mittauslaitteiden kayttéohjeita. NanoDropin
mittauspaan huolellisella puhdistamisella pyrittiin estémaan virheelliset mittaustulokset. Jos mittaus-
tuloksen oikeellisuutta epailtiin esimerkiksi absorptiokdyran perusteella, mittaus suoritettiin uudel-

leen. Mikali ndytteeseen jai ilmakupla, NanoDrop ilmoitti siitd ja myos silloin mittaus uusittiin. Tutki-
jan toimittaman tunnistetietolistan perusteella tehdyt tarrat tarkastettiin nayteputkeen kiinnittadmisen
yhteydessa toisen henkilén toimesta, jotta valtettiin mahdollisen kirjaamisvirheen paatyminen lopul-

liseen nayteputkeen.

DNA:n eheytta mitattaessa varmistettiin, etta ndytteet olivat eppendorf-liuskan putkien pohjalla mit-
tausten onnistumiseksi luotettavasti. Tarvittaessa liuskat sentrifugoitiin uudestaan. DNA:n eheyden
mittaamisessa kaytetty analysaattori mahdollisti ndytteiden tietojen syéttamisen sahkoisesti. Mitta-
uksia varten oli laadittu taulukko Excelissa ilman tietojen sy6ttamistd kdsin ja tama vahensi nappai-
lyvirheen mahdollisuutta. Laitteeseen liitetylld tietokoneella ei kuitenkaan ollut Exceliad, joten tiedot
taytyi tuoda tekstitiedostona. Excel-tiedoston muuttaminen tekstitiedostoksi sisélsi muutamia vaihei-
ta, joissa tietojen tahaton pois jaaminen olisi voinut olla mahdollista. Mittaustuloksista syntyvat
koosteet saatiin pdf-tiedostoina, joista tiedot syétettiin kdsin yhteenvetotaulukkoon. Manuaalinen tu-
losten syéttaminen lisasi virheen mahdollisuutta. Syétettyjen tulosten oikeellisuus tarkastettiin toisen

henkilon toimesta.

8.5 Opinndytetydn merkitys ja jatkotutkimusmahdollisuudet

Biopankkien tavoitteena on kerdté ja toimittaa ndytteita tutkimus- ja kehitystoimintaan (Itd-Suomen
Biopankki s.a.). Itd-Suomen Biopankki voi suoraan hyddyntaa tydssa saatuja tuloksia ja munuais-
syopakudoksesta eristettyd DNA:ta luovuttamalla niitd tutkimuskayttéon. Opinndytetyd mahdollistaa

jatkotutkimuksia seka opiskelijoille etta tutkijoille.

Mahdollinen opinndytetyon aihe voisi olla esimerkiksi naytteiden sekvensointi. Tdssa opinnaytetydssa
esille tullutta inkubointiajan vaikutusta eristetyn DNA:n eheyteen voisi my6s selvittaa tarkemmin.
Mahdollisessa tutkimuksessa voitaisiin testata erimittaisten inkubointiaikojen vaikutusta saman ikai-
siin naytteisiin. Eristysmenetelmaa voisi testata my6s nuoremmilla FFPE-
munuaissyopakudosnaytteilla, koska tutkimusten mukaan niissé DNA:n pilkkoutuminen on vahai-
sempad (Bass ym. 2014). Jatkokehitysaiheena voisi my6s olla RNA:n eristysmenetelman pystytys

TMA-laitteella otetuille FFPE-munuaissydpakudospaloille.
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8.6  Opinndytetyohon liittyvat eettiset kysymykset

Tutkimustyon taytyy olla eettisesti luotettavaa. Sen vuoksi Tutkimuseettinen neuvottelukunta on laa-
tinut ohjeet hyvista tieteellisista kaytdnnoista, joihin myds Savonia-ammattikorkeakoulu ja sitd myo-
td myo6s sen opiskelijat ovat sitoutuneet. Tutkimuseettisen neuvottelukunnan antaman ohjeen ta-
voitteena on edistda hyvaa tieteellistd kaytantoa niissa organisaatioissa, joissa tutkimusta harjoite-
taan. Tutkimusmenetelmien tulee olla tieteellisen tutkimuksen kriteerien mukaisia. Myds muiden tut-
kijoiden saavutuksia tulee kunnioittaa ja arvostaa. Hyvat tutkimuskaytannét on muistettava myos
syntyneen aineiston kasittelyssa ja raportoinnissa. Tutkimuseettisen neuvottelukunnan ohje kattaa
koko tutkimustydprosessin. Sen ldhtékohtia ovat muun muassa tutkimusluvan hankkiminen, rehelli-
syys, yleinen huolellisuus ja tarkkuus itse tutkimustydssa, mutta myds tulosten tallentamisessa, esit-

tamisessa ja tulosten arvioinnissa. (Tutkimuseettinen neuvottelukunta 2012.)

Hyvien tutkimuskdytantdjen mukaan opinndytetyoprosessi alkoi tutkimuslupien hankkimisella Poh-
jois-Savon sairaanhoitopiiriltd. Sopimukset laadittiin kaikkien opinndytetydn tekijéiden ja Pohjois-
Savon sairaanhoitopiirin valille. Tutkimuksessa kaytettyjen potilasnéytteiden tunnistetietona oli nay-
tenumero, josta selvisi ndytteenottovuosi. Tutkimuksen kannalta ei ollut tarpeellista kasitella nayt-

teenottovuoden lisaksi muita ndytteeseen liittyvia tietoja.

Biopankkitoiminnan ja genomitiedon eettisyytté voidaan tarkastella yleisella tasolla esimerkiksi nayt-
teita luovuttavan henkilon seka yhteiskunnan kannalta. Luovuttajan kannalta suurimmat eettiset ky-
symykset koskevat yksityisyydensuojaa sekd oikeutta paattaa naytteiden kaytosta. Tiedot eivat saa
joutua vaariin kasiin ja tietojen koodaus on suoritettava niin, ettei niitéd ole mahdollista yhdistaa luo-
vuttajaan ilman koodiavainta. Edellytyksena naytteiden kerdykselle on luovuttajan antama tietoinen
suostumus. Vanhojen ndytekokoelmien siirto biopankkien hallintaan onkin saanut kritiikkid osakseen,
silld monet eivat valttamatta tieda naytteidensa siirrosta julkisista ilmoituksista huolimatta. Yhteis-
kunnallisesti genomitiedon avulla kehitettava yksiléllinen terveydenhoito tarjoaa mahdollisuuden
edistda vaeston terveytta, ehkaistd kansantauteja seka parantaa terveydenhuollon kustannusvaikut-
tavuutta. Genomitiedon hyddyntédminen terveydenhuollossa vaatii kuitenkin riittdvaa ymmarrysta se-
ka riittdvia teknisia valmiuksia, jotta tieto olisi saatavilla oikein tulkittuna ja oikea-aikaisesti. (Carpen
ja Launis 2014; Kaaridinen 2017; Saxen 2018.)

8.7 Oman tydskentelyn ja oppimisen arviointi

Savonia-ammattikorkeakoulun opetussuunnitelman mukaan bioanalyytikon osaamistavoitteisiin kuu-
luu muun muassa eettisen osaamisen kehittyminen, johon sisaltyy vastuun ottaminen omasta toim-
minnastaan ja sen seurauksista (Opetussuunnitelmat 2018). Laboratoriotydskentelyssamme otimme
huomioon, etta naytteet olivat aitoja potilasndytteitd, joten otimme vastuun siita, etta tunnistetieto-
na olleita ndytenumeroita kasiteltiin asianmukaisesti. Lisaksi tydskentelyssa oli oleellista kasitella

naytteita siten, etta ne olisivat jatkokasittelyyn soveltuvia.
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Laboratoriotytskentelytaidot ovat tarked osa bioanalyytikon osaamisprofiilia. Opintoihimme on kuu-
lunut harjoitustunteja, joiden aikana olemme paasseet harjoittelemaan laboratoriotyohon liittyvia pe-
rustaitoja. Opinnaytetydn aikana olemme paadsseet syventdmaan osaamistamme, esimerkiksi pipe-
toinnin ja laitteiden kaytdn osalta. Kaiken kaikkiaan kaytimme laboratoriotydskentelyyn 150 tuntia.
Ty6 vaati ja kehitti pitkdjanteisyyttd, suunnitelmallisuutta, hyvia yhteisty6taitoja ja sitoutumista ase-
tettuihin tavoitteisiin. Tulosten laadukas ja systemaattinen kasittely ja analysointi vaativat tietotekni-

sia taitoja. Koemme, etta opinnaytetytprosessi lisdsi valmiuksiamme siirtya tydelamaan.

Lisaksi opinnaytetydprosessi kehitti tiedonhakutaitojamme seka alaan liittyvaa kielitaitoamme, silla
opinnadytetydssa kdytettyja lahteita haettiin useista eri tietokannoista ja kolmasosa lahteista oli eng-
lanninkielisia. Kielitaidon kehittyminen on osa opetussuunnitelman kansainvalisyysosaamista (Ope-
tussuunnitelmat 2018). Tydssa pyrittiin kayttdmaan korkeintaan 10 vuotta vanhoja ldhteitd, suurin
osa lahteista oli alle viisi vuotta vanhoja. Lahteiden etsinndssa kdytettiin luotettavia tietokantoja,
esimerkiksi PubMedia ja Oppiporttia. Osuvimpien artikkelien 16ytymiseksi kaytettiin my6s informaati-

kon tietotaitoa.

Opetussuunnitelmaan kuuluva innovaatio-osaamisemme kehittyi tydn mydéta. Innovaatio-osaamiseen
kuuluvat muun muassa luova ongelmanratkaisutaito ja tyétapojen kehittdminen (Opetussuunnitel-
mat 2018). Tydskentely laboratoriossa suunniteltiin siten, ettd eristysprosessi etenisi mahdollisim-
man sujuvasti. Kaikille kolmelle opinndytetydntekijalle oli oma tehtavansa: kaksi suoritti DNA:n eris-
tyksen ja yhden tehtavana oli kirjata mahdolliset poikkeamat, suorittaa mittaukset seka laatia ja
kiinnittaa naytteiden tunnistetarrat. Tehtdvia vaihdettiin jokaisella eristyskerralla. Tydnjako koettiin
tasapuolisena ja se toi vaihtelua laboratoriotydskentelyyn. Alussa tydn suunnittelu ja aikataulutus
olivat haasteellisia, koska eristdmisprosessi ei ollut vield tullut tutuksi. Tydn edetessé opimme huo-

mioimaan seuraavien tyovaiheiden vaatimat ennakkotoimenpiteet paremmin.
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