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Ajan saatossa ihmiselle kehittynyt laktoosinsietokyky on seurausta yhden emaksen koh-
dalla tapahtuneesta geenimutaatiosta. Maailmanlaajuisesti tarkasteltaessa laktoosi-intole-
ranssin esiintyvyydessa on suuria alueellisia eroja. Laktoosin sietokykyyn vaikuttavan
geenimutaation esiintyvyys on yleisempaa alueilla, joilla lehmanmaito on ollut merkit-
tava ravinnonléhde. Afrikassa ja Aasiassa on kansoja, joiden keskuudessa jopa 90 %:lla
on edelleen laktoosi-intoleranssi, kun taas esimerkiksi Suomessa vastaava luku on vain
n. 18 %.

DNA-tutkimukset ovat nykyisin perusterveydenhuollon rutiinitutkimuksia ja niitd hyo-
dynnetaan esimerkiksi laktoosi-intoleranssia tutkittaessa. Reaaliaikaiseen polymeraasi-
ketjureaktioon perustuvat menetelmat ovat talla hetkella keskeinen kaytossé oleva DNA-
tutkimuksen muoto Kliinisessa laboratorioanalytiikassa. Tamén opinndytetyon tavoit-
teena on monipuolistaa bioanalytiikan koulutusohjelman molekyylibiologian opetusme-
netelmi& Tampereen ammattikorkeakoulussa ja mahdollistaa RT-PCR-menetelmien hyo-
dyntaminen bioanalyytikoiden koulutuksessa Applied Biosystems StepOnePlus™ Real-
time PCR Systems -analysaattorilla. Opinnéytetyon tarkoituksena on uuden menetelmén
pystyttdminen sekd tydohjeen tuottaminen laktoosi-intoleranssiin vaikuttavan pistemu-
taation tutkimiseksi bioanalyytikko-opiskelijoiden molekyylibiologian kurssin kayttoon.
Opinndytetyon osana tuotetaan myods kayttoohje Applied Biosystems StepOnePlus™
Real-time PCR-analysaattorille.

Opinnaytetyon kirjallisen osion tehtdvénd on antaa teoriatietoa laboratoriotdiden tueksi.
Kirjallinen osio antaa perustiedot DNA:n rakenteesta seka-, DNA-replikaatiosta ja siina
kasitelld&n geeneihin ja mutaatioihin liittyvid ilmioit4. Kirjallisessa osiossa perehdytééan
laktoosi-intoleranssiin seké késitellaan reaaliaikaisen PCR:n periaatteita. Lisdksi avataan
koestusprosessia, joka oli edellytyksend tyo- ja kéyttéohjeen laadinnalle. Toimeksianta-
jan kanssa on sovittu, etté tyo- ja kdyttoohjetta ei julkaista Theseuksessa.

Opinndytety6n tavoite saavutettiin ja onnistuttiin luomaan uusi menetelma seka opetus-
kaytOssé toimivat ohjeet tyon suorittamiseksi. Tama opinndytetyd mahdollistaa jatkotut-
kimusaiheita uusille opinnaytetdille. Menetelméssa kéaytettdvien DNA- ja reagenssikon-
sentraatioiden tarkempi optimointi voi toimia suorana jatkotutkimusaiheena talle opin-
néytetyolle.

Asiasanat: geenitekniikka, polymeraasiketjureaktio, mutaatio, SNP, laktoosi-intole-
ranssi
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Due to a mutation in one base of human genome, lactose tolerance evolved over time.
However, there are substantial differences in the prevalence of lactose tolerance world-
wide. The mutation connected to lactose tolerance is more present in areas where con-
sumption of cow’s milk is an integral part of nutrition. To illustrate, some African and
Asian peoples show a lactose intolerance rate as high as 90% of the population, whereas
the corresponding proportion in Finland is only approximately 18%

Different DNA tests are now among routine exams in basic health care, for example, in
examining lactose intolerance. Many of the main methods in clinical laboratory analytics
are based on real time polymerase chain reaction (RT-PCR). The aim of this thesis is to
diversify the methods used in molecular biology education within the Biomedical Labor-
atory Science program at Tampere University of Applied Sciences, by enabling the use
of RT-PCR methods, namely with the Applied Biosystems StepOnePlus™ PCR analyzer.

The thesis has two parts: the first part provides theoretical background for laboratory an-
alytics and the second part consists of the work instructions and manual. The first part
presents the basics of DNA structure and DNA replication, as well as different phenom-
ena linked to the human genome and its mutations. It concentrates on the basics of lactose
intolerance and on the principles of real-time PCR. Also, the first part discusses the testing
process that was a prerequisite for producing the work instructions and manual. As per
agreement with the company, the work instructions and manual will not be published on
the Theseus platform.

The objectives set for the thesis were achieved: a new laboratory method was set up, and
work instructions for Biomedical Laboratory Science students were produced. Further
research on this method is now possible in future thesis projects. For example, a more
precise optimization of the DNA and reagent concentration used in the method will pro-
vide a topic for continuing the research carried out in this thesis.

Key words: genetic engineering, polymerase chain reaction, mutation, SNP, lactose in-
tolerance
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ERITYISSANASTO

Absorbanssi
Amplifikaatio
Antiparalleelisuus
Autosomi
Diploidinen
DNA-polymeraasi
DNA-sekvenssi
DNA-templaatti
dNTP

dUTP

FRET
Hydrolyysi
Heterotsygootti
Homotsygootti
Inhibiittori
lturata

kb

Katalysoida
Lokus
Lyofilisoitu
Malabsorptio
mMRNA

Oligonukleotidi

Polymorfismi

Pistemutaatio

Resessiivinen

SNP

Suure, joka kuvaa objektin/aineen valonimemiskykya
PCR-tuotteen monistuminen

DNA-juosteiden suunta on toisiinsa ndhden vastakkainen
Kromosomi 1-22; ei ole sukupuolikromosomi
Kaksinkertaisen kromosomiston sisaltava

DNA:n kahdentumisessa toimiva entsyymi

Nukleotidien keskinainen jarjestys DNA-molekyylissa
DNA-jakso, joka on PCR-monistuksen kohde
Deoksinukleosiditrifosfaatti

Deoksiuridiinitrifosfaatti, eméksena urasiili

Fluoresoiva resonanssienergiansiirto

Reaktio, jossa yhdiste hajoaa veden lasna ollessa

Tietyn lokuksen alleelit ovat erilaiset

Tietyn lokuksen alleelit ovat samanlaiset

Estéva tai hidastava tekija

Sukusoluja tuottava solulinja

Kiloemas, 1000 emé&sparia

Toimia katalysaattorina, vaikuttaa kemialliseen reaktioon
Geenin paikka kromosomissa

Kylmakuivattu

Imeytymishéirid, ravinnon puutteellinen imeytyminen
Lahetti-RNA sisaltdd geneettisen informaation proteiinien
valmistamiseksi aminohapoista.

5-60 emaksen mittainen synteettinen yksijuosteinen DNA- tai
RNA-jakso

DNA:n kohta, jossa vahintdan kahden vaihtoehtoisen alleelin
esiintymistiheys véesttssa on yli 1%

Yhden eméksen muutos DNA-jaksossa

Peittyvd ominaisuus, jonka ilmentyminen edellyttdd ho-
motsygoottia geeniparia

Single nucleotide polymorphism. Yhden eméksen polymor-

fismi
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Villi tyyppi
5’3’ eksonukleaasi-

aktiivisuus
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urasiili-DNA-glykosylaasi; entsyymi, joka estaa carryover
tuotteiden syntymisen RT-PCR:ssa
Geeni, joka ei ole mutatoitunut, ns. ”alkuperdinen, normaali”

DNA-polymeraasin kyky poistaa useita nukleotideja



1 JOHDANTO

Geenitestit ovat arkipdivaistyneet ja nykyisin kaikkien kansalaisten saatavilla. Geenitut-
kimuksen menetelmaét kehittyvat nopealla vauhdilla ja mahdollistavat genomitiedon hyo-
dyntdmisen laajassa mittakaavassa. Suomalaisessa terveydenhuollossa yleisimmin tehta-
vat geenitestit liittyvat muun muassa laktoosi-intoleranssin diagnostiikkaan, suomalaisen
tautiperinnon tauteihin ja korkean riskin syopétautien seulontaan. Geenitestit tulevat l&-
hivuosina olemaan yh& suuremassa osassa suomalaista terveydenhuoltoa. (Sosiaali- ja
terveysministeri6 2015, 6, 11; Mylab 2014.)

Opinnaytetyon aiheena on reaaliaikaisen PCR-menetelman kehittdminen laktoosi-intole-
ranssiin liittyvén geenimutaation méaarittamiseksi. Opinndytetyon toimeksiantajana on
Tampereen ammattikorkeakoulu ja opinndytetydn tuotoksena syntyvat tyo- ja kayttooh-
jeet ovat suunnattu bioanalyytikko-opiskelijoiden kayttdon. Idea aiheeseen syntyi, jotta
koululla olevaa Applied Biosystems StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems-analysaat-
toria voitaisiin hyodyntédd myos bioanalytiikan koulutusohjelmassa. Erilaiset reaaliaikai-
seen PCR:&an perustuvat menetelmadt ovat laajalti kaytssa Kkliinisissé laboratorioissa.
Ty0n tavoitteena on bioanalytiikan opetusmenetelmien kehittdminen vastaamaan parem-
min tyoeldmassa kaytdssa olevia tekniikoita. Opinndytetyon tarkoituksena on luoda toi-

miva menetelma seké laatia ty6- ja kdyttdohje tyon suorittamiseksi opetuslaboratoriossa.

Opinndytetyon raporttiosiossa kasitell&an laktoosi-intoleranssia ja sen geneettisté taustaa
sekd PCR:n periaatetta. PCR-prosessin ja laktoosi-intoleranssin ymmartamiseksi ja poh-
justamiseksi tyossa kaydaan lapi genetiikan, mutaatioiden sekd DNA:han liittyvié perus-
teita. Raporttiosiossa kasitellaan kattavasti koestusprosessin eri vaiheet teoriataustoineen.
Raporttiosio painottuu kasitteleméaan edella mainittuja aiheita. Koska kyseessa on toimin-
nallinen opinndytety®, jonka tuotos on tyoohje, kasitellaan raporttiosiossa lyhyesti myds

tydohjeiden laadinnassa huomioon otettavia seikkoja.



2 DNA

Ihmisen perintdaines koostuu DNA:sta. DNA on lyhenne sanasta deoksiribonukleiini-
happo (eng. deoxyribonucleic acid). James Watson ja Francis Crick selvittivdt DNA:n
kaksoiskierrerakenteen vuonna 1953. Heidan kehittdménsa mallinnus on antanut perustan
modernille molekyylibiologialle seké johtanut uusien tieteellisten 16ydosten ja tekniikoi-

den rajahdysmaiseen kasvuun. (Bates & Maxwell 2005, 1.)

2.1 DNA:n rakenne

DNA-molekyyli muodostuu kahdesta toistensa ymparille Kiertyneesta nauhasta, jotka
ovat liittyneet yhteen vetysidoksin. Nauha muodostuu toisiinsa perdkkain liittyneista
nukleotideista, jotka sisaltavat emaksen, sokeriosan seké fosfaattiryhmén (kuvio 1). Nau-
han runko muodostuu toisiinsa liittyneista sokeri-fosfaattiketjuista, jossa kuhunkin so-
keri-fosfaattipariin on liittynyt emésosa. Eméksia on nelja erilaista, adeniini (A), guaniini
(G), tymiini (T) ja sytosiini (C). Kaksi ensin mainittua, adeniini ja guaniini ovat kahdesta
rengasosasta muodostuvia suurikokoisempia puriineja. Tymiini ja sytosiini ovat puoles-
taan pienempid, yhden renkaan pyrimidiineja. Emékset muodostavat pareja tietyn emas-
pariperiaatteen mukaisesti, jossa A—-T, T — A, C - G ja G — C voivat liittya yhteen ve-
tysidosten avulla: ndin jokainen muodostunut pari koostuu yhdesta puriinista ja yhdesta
pyrimidiinisté. (Parssinen, Suominen & Haajanen 2012, 138-140.)

TYMIINI

ADENIINI

O==
,o/
o HzN
Sokeri- o nzu
fosfaatt|runko°/ \l@g

pai SYTOSIINI /‘O
GUANIINI

KUVIO 1: DNA-rakenne. (Wikimedia commons 2016, muokattu)
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Heikkojen vetysidosten méara poikkeaa siten, ettd A — T parin vélill& on kaksi ja G — C -
-parien vélilla kolme vetysidosta. Vaikka vetysidos on heikko sidos, on niitda DNA-mole-
kyylissé niin paljon, ettd yhdessa ne muodostavat hyvin pysyvan rakenteen. (Parssinen
ym. 2012, 138-140.) Geneettinen informaatio on koodattuna DNA:n emasjarjestyksessa
(Campbell & Farrell 2012, 253).
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2.2 DNA-replikaatio

Solun jakautuessa DNA-molekyylistd monistetaan kopio. Uudessa DNA-molekyylissa
on sama emasjarjestys kuin alkuperadisesséa malli-DNA:ssa. Tatd ilmitta kutsutaan DNA-
replikaatioksi. Prosessi on monimutkainen, tarkoin séédelty ja siihen osallistuu useita eri-
laisia entsyymeja. Replikaatioprosessi koostuu kolmesta vaiheesta. Ensimmaisessa vai-
heessa kaksijuosteinen DNA-molekyyli avataan yksijuosteiksi. Avautuvat juosteet ovat
antiparalleeleja eli kulkevat vastakkaisiin suuntiin. Toinen juoste on 5-3'-suunnassa ja
toinen 3-5'-suunnassa. Taman jalkeen seuraavassa vaiheessa syntetisoidaan uusi juoste
yksijuosteiseen malli-DNA:han. Kumpikin juoste syntetisoidaan 5'-3'-suunnassa. Kol-
mannessa vaiheessa, joka tapahtuu limittain toisen vaiheen kanssa, varmistetaan ettei
muodostuva juoste sisalla virheita eli emékset liitetdan toisiinsa oikein emaspariperiaat-
teen mukaisesti. (Campbell & Farrell 2012, 253-254.)

Mutaatiot syntyvéat usein DNA:n replikoitumisen yhteydessa. DNA-replikaatiokoneisto
tekee virheitd kerran 10° emésparin aikana. DNA-polymeraasi pyrkii korjaamaan repli-
kaatiossa syntyvat virheet oikolukuaktiivisuusominaisuudellaan. Polymeraasi korjaa syn-

tyvit virheet 3°—5’-suunnassa. (Hartwell ym. 2016, 214.)
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3 GENETIIKKA

Geneettinen analytiikka kehittyy nopeasti ja tutkimusvalikoima laajenee kattamaan yhéa
useampia sairauksia seka sairauksiin altistavia geneettisia tekijoita. Kun aiemmin kyettiin
tutkimaan yksittéisia geenejé, nykyisilla tutkimuksilla kyetdan kattamaan ihmisen koko
genomi. (Horelli-Kuitunen & Orpana 2016a.) Geenitestit ovat arkipaivéistyneet, mista
yhtend esimerkkind on perusterveydenhuollossakin rutiininomaisesti kdytéssa oleva lak-
toosi-intoleranssiin liittyvan mutaation tutkiminen vatsavaivojen syita selviteltdessa.
(Horelli-Kuitunen & Orpana 2016b.)

3.1 Geenitutkimuksen etiikka

Geneettisten tutkimusten avulla voidaan osoittaa tai sulkea pois sairautta aiheuttava gee-
nivirhe ihmisen genomissa. Tastd on etua sairauden diagnosoinnin lisaksi arvioitaessa
sairastumisriskid jo ennen varsinaisten oireiden esiintymista sekd arvioitaessa geenivir-
heen periytymista ja esiintymistd suvuittain. Synnynndisten geenivirheiden diagnosoi-
miseksi tutkimus on tarpeellista tehdd vain kerran, silla tulos on pysyv4, toisin kuin han-
kinnaisissa sairauksissa. (Horelli-Kuitunen & Orpana 2016b.) Geenitason tutkimukset ei-
vat ole aivan ongelmattomia, silla ne sisaltavét eettista tarkastelua vaativia kysymyksia.

Yksityisyyden suoja on yksi néistd. Geenitutkimuksilla on mahdollista tunnistaa henkild
yksilotasolla koko genomia koskevan tiedon avulla. Ké&siteltdessé pienempid osia geno-
mista, esimerkiksi yksittaistd geenid, tunnistaminen on vaikeampaa yksilotasolla. (Ge-

nomikeskustydryhman arviomuistio 2017, 7-8.)

Geenitesteja ja geenitiedon kayttod varten sovelletaan eri laeissa ja kansainvalisesti sito-
vissa sopimuksissa olevia sdantoja, silla Suomessa ei ole erillista lakia, joka saatelisi suo-
raan nditd asioita. Tallaiset kansanvaliset sopimukset ovat yhté sitovia kuin lakimme.
(Soini 2017, 130.) Yleissopimus ihmisoikeuksista ja biold&ketieteestd edellyttas, etta pe-
rinnollista sairautta ennustavia, sairastumisalttiutta tai geneettista taipumusta tutkivia tes-
tejd saa suorittaa vain terveydellistd syistd tai terveyteen liittyvien tieteellisten tutkimus-
ten yhteydessa. Lisaksi edellytetaan, ettd tutkittavalla henkil6ll& on mahdollisuus asian-

mukaiseen perinndllisyysneuvontaan. (Yleissopimus 2010/24.)
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3.2 Geenit

Geeni on DNA:n jakso, joka sisaltad geneettisen koodin eli proteiinia koodaavan perimén
osan. Geenit sijaitsevat kromosomien lokuksissa ja ovat kooltaan vaihtelevia. Geenit
koostuvat eksoneista ja introneista. Geenin proteiineja koodaavaa osaa kutsutaan ekso-
niksi ja ei-koodaavaa osaa introniksi. Introni-alueella sijaitsee muun muassa geenin toi-
minnan saatelyyn liittyvia alueita, kuten tehostaja- ja vaimentajajaksoja. (Kere & Knuu-
tila, 2016.)

Geeneilla voi olla vaihtoehtoisia muotoja eli alleeleja, joiden emaésjarjestys on erilainen.
Alleelit voivat erota toisistaan yhden tai useamman emaksen osalta. Erot eméasjarjestyk-
sissa voivat muuttaa geenin toimintaa olennaisesti. Yksittainen alleeli sijaitsee yhdessa
geenilokuksessa. Diploidisesta genomistaan johtuen ihmisella on alleeleja kaksi kappa-
letta. Toinen alleeleista on peritty isalta ja toinen didilt4d. VVaestotasolla saman geenin al-
leeleja voi kuitenkin olla tuhansia. (Kere & Knuutila 2016.)

3.2.1 Polymorfismi

Geneettistd monimuotoisuutta kutsutaan polymorfismiksi, mikéli sen esiintyvyys on yli
1 % vaestosta. Polymorfismi ilmenee eripituisina DNA-jaksoina, yhden emaksen poly-
morfismista aina kromosomitasolle asti. Yhden eméksen polymorfismia kutsutaan eng-
lanninkielisella termilla single nucleotide polymorphism (SNP). Yhtend esimerkking
SNP:std on pohjoismaalaisille tyypillinen laktoosinsietokyky. (Kere & Kivirikko 2006,
60-61.)

Geneettisen vaihtelun tunteminen on keskeinen edellytys perinndllisten sairauksien tut-
kimisessa. Ihmisen koko genomin DNA-sekvenssin maarittdminen oli ensimmainen askel
pitkalla matkalla molekyylitason ymmarryksessa sairauksissa joihin geenit liittyvéat. Re-
ferenssigenomin tunteminen antoi mahdollisuuden kerété tietoa yleisimmistd SNP:ist4,
joiden kartoittamiseksi perustettiin kansainvalinen HapMap- projekti vuonna 2005. Ta-
mén projekti mahdollisti geneettisten variaatioiden tutkimisen seka tutkimusmenetelmien
kehittdmisen. (Gunderson, Barker, Bibkova, Fan 2007, 85.)
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3.2.2 Mutaatiot

Mutaatiot ovat emésjérjestyksessé tapahtuvia muutoksia, joilla saattaa olla vaikutusta
myaos fenotyyppiin. Vain pieni osa mutaatioista muuttaa emasjarjestysta siten, ettd mu-
taatiolla on vaikutusta geenin toimintaan. Mutaation seurauksena geenin tuottaman pro-
teiinin m&aré tai rakenne voi muuttua, jolloin sill4 saattaa olla vaikutusta myos fenotyyp-
piin. (Hartwell ym. 2016, 206, 208.) Emésjarjestyksen muutoksia aiheuttavia mutaatioita
ovat substituutio, deleetio, insertio, duplikaatio, inversio ja translokaatio (Kettunen & Pa-
lotie 2016a). Mutaatioille altistavia tekijoitd ovat muun muassa erilaiset kemialliset ja
fysikaaliset tekijat, esimerkiksi UV-valo, rontgensateet sekéd vapaat radikaalit (Hartwell
ym. 2016, 213).

Mutaatiot voivat tapahtua seka geeni- ettd kromosomitasolla ja vastaavasti seka ituradan
soluissa ettd somaattisissa soluissa. Ituradan soluissa tapahtuvat mutaatiot periytyvat jal-
keldisille, mikali mutaatio on hedelm@ittyneessa sukusolussa. (Kettunen & Palotie 2016b,
Kere & Kivikko 2006, 62.) Mutaatiot vaihtelevat kooltaan aina yhden eméksen muutok-
sista kokonaisen kromosomin monistumiseen (Kettunen & Palotie 2016b). Yhden emak-
sen mutaatioita eli pistemutaatioita ovat substituutio, deleetio seké insertio. Substituutiot
jaetaan transitioihin ja transversioihin. Transitioissa pyrimidiiniemas vaihtuu toiseen py-
rimidiiniin (C & T) ja puriiniemdas toiseen puriiniin (A & G). Transversioissa vaihdos
tapahtuu puriinin ja pyrimidiinin vélilla. (Kettunen & Palotie 2016a.) Pistemutaatiot vai-
kuttavat vain yhteen tai muutamaan emaspariin DNA:ssa, ja siten muuttavat vain yhden

geenin rakennetta (Hartwell ym. 2016, 208).



14

4 LAKTOOSI-INTOLERANSSI

Laktoosi-intoleranssilla tarkoitetaan laktoosia pilkkovan ohutsuolen limakalvon lak-
taasientsyymin puutosta, johon liittyy maitotuotteiden nauttimisen yhteydessa esiintyvia
maha-suolikanavan oireita, kuten esimerkiksi ilmavaivoja, vatsan turvotusta, vatsakipuja
jaripulia. (Jarveld & Kolho 2017; Hillila 2007.) Laktoosi on maidon péaaasiallinen hiili-
hydraatti. Laktoosi on disakkaridi, joka ei sellaisenaan imeydy elimistéon, vaan se taytyy
pilkkoa monosakkarideiksi. Ohutsuolen mikrovillusten enterosyytit tuottavat laktaasient-
syymid, jonka katalysoimana laktoosi hydrolysoituu glukoosiksi ja galaktoosiksi. (Sand
ym. 2014, 412.) Laktaasientsyymin puutoksen takia laktoosi kulkeutuu hajoamattomana
paksusuoleen ja siirtdd samalla osmoottisesti nestettd mukanaan. Paksusuolen bakteerit
hajottavat laktoosia, jolloin syntyy vatsavaivoja aiheuttavia kaasuja. (Jarvelda & Kolho
2017; Hillila 2007.)

4.1 Laktoosi-intoleranssin geneettinen tausta

Aikuisién laktoosi-intoleranssi on ihmiselle luonnollinen tila ja sen aiheuttaa villin tyypin
alleelin homotsygotia (Kettunen & Palotie 2012c). Laktoosin sietokyky on kehittynyt tu-
hansien vuosien kuluessa ja se vaihtelee suuresti eri populaatioissa ympéri maailman.
Laktoosin sietokykyyn on yhdistettavissa useita eri geenimutaatiota, esimerkiksi C/T-
13910. (Misselwitz ym. 2013, 152.)

Aikuisian laktoosi-intoleranssia esiintyy maailmanlaajuisesti eniten Aasiassa seké suu-
rimmassa osassa Afrikkaa, joissa sitd esiintyy jopa 90 %:lla alueen véestosta. Pieninté
laktoosi-intoleranssin esiintyvyys on populaatioissa, joilla on pitka historia maidon kayt-
tdmisessa elintarvikkeena. Pohjois-Euroopassa laktoosi-intoleranssia esiintyy alle 10
%:lla alueen vaestosta. (Deng, Misselwitz, Dai & Fox. 2015.) Aikuistyypin hypolaktasi-
assa eli laktoosi-intoleranssissa laktaasientsyymin puutos periytyy autosomaalisesti re-
sessiivisesti. Suomalaisessa véestossa aikuistyypin hypolaktasiaa on 18 %:lla ja maail-
manlaajuisesti sité esiintyy 65 %:lla. Laktaasientsyymin aktivisuus alenee imevaéisian jal-
keen ja pienenee noin 10 %:iin alkuperdisesta geneettisesti alttiilla henkil6llda 5-12 vuo-
den ik&&n mennessa. (Jarveld & Kolho 2017; Hillila 2007.)
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4.2 Mutaatio C/T-13910

Laktaasientsyymi on iso glykoproteiini, ja sitd koodaa yksi geeni, kooltaan noin 50 kb.
Geeni sijaitsee kromosomissa 2 (Swallow 2003, 198-199). Laktaasigeenin (LCT-geeni)
séatelyalueella, MCM6-geenin intronissa 13, tapahtunut pistemutaatio on kytkoksissa
laktoosin sietokykyyn. Mutaatio C/T-13910 sijaitsee 13 910 emdsparia yldvirtaan lak-
taasientsyymin transkriptioalueelta kromosomissa 2g21-22. (Rasinpera 2006, 9, 35.)
Geenin luonnollisen hiljentymisen estaa intronissa tapahtunut transitio, sytosiinin vaihtu-
minen tymiiniksi. Talloin laktoosia pilkkovaa entsyymia tuottuu aikuisidssakin. (Kettu-
nen & Palotie 2016a; Kettunen & Palotie 2016c¢.) Epigeneettiset tekijat ovat kytkoksissa
laktoosi-intoleranssin syntyyn. Epigeneettisten muutosten vaikutus saatelyelementteihin,
kuten spesifisiin promoottoreihin ja tehostaja-alueisiin, selittdd yksildiden vélisia eroja
laktaasin mRNA-tasoissa. (Labrie ym. 2016.) Eri genotyypit seké niista todennakdisesti

aiheutuva fenotyyppi esitetdan taulukossa 1.

TAULUKKO 1. SNP C/T-13910 (Snpedia 2018, muokattu)

Genotyyppi Fenotyyppi

C/IC Laktoosi-intoleranssi aikuisialla

CIT Todennékoisesti kykenee pilkkomaan laktoosia
TIT Kykenee pilkkomaan laktoosia

Suomalaisessa véestossa laktaasientsyymin matalaan aktiivisuuteen liittyva genotyyppi
on C/C-13910. Genotyypit C/T-13010- ja T/T-13010 Kykenevat sitd vastoin pilkkomaan lak-
toosia. Huomioitavaa kuitenkin on, ettd C/C-genotyyppi ei suoranaisesti kerro laktoosi-
intoleranssista. Kyseessé on geneettinen ominaisuus, joka ei vélttdmatta ilmene vatsaoi-
reina. Kuitenkin noin 90 % ihmisist, joilla on C/C-genotyyppi, saa laktoosi-intoleranssin

oireita maitotuotteista. (Jarveld & Kolho 2017.)

4.3 Laktoosi-intoleranssin diagnosointi

Suomessa laktoosi-intoleranssin diagnosoinnissa kaytetdan geenitestauksen menetelmia,
jotka perustuvat joko minisekvensointiin tai reaaliaikaiseen polymeraasiketjureaktioon
(Hillila 2007). Aiemmin k&ytossa ollutta laktoosirasitustestia ei endd kaytetd sen epa-

spesifisyyden vuoksi. Laktoosirasituskokeen periaatteena on mitata laktoosiannoksen
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nauttimisen jalkeen verensokerin nousua tai hengitysilman vetypitoisuuden kasvua. Lak-
toosirasituskokeisiin liittyy kuitenkin virhel&hteitd, joiden vuoksi rasitustestit eivét ole
luotettavia. Esimerkiksi 20 %:lla vaestosta ei tuotu lainkaan vetyé ruoansulatuskanavassa,
jolloin mydskéan hengitystestia ei voida luotettavasti kayttaa diagnostiikassa. Toinen kes-
keinen virheldhde on mahalaukun tyhjenemisnopeuteen liittyva laktoosimalabsoptio,
jossa laktoosiannos voi kulkeutua nopeasti ohutsuoleen ja aiheuttaa néin oireita olematta
varsinaisesti laktoosi-intoleranssia. (Kolho 2018.) Geenitesti on potilaalle miellyttavampi
kuin rasitustestit, silla geenitesti ei vaadi suuren laktoosiannoksen nauttimista, josta saat-
taa aiheutua epamiellyttaviéd ruoansulatuskanavan oireita. Geenitesti ei myoskaan vaadi
useita perakkéisia verikokeita, kuten verensokerin mittaamiseen perustuva rasituskoe.
(Mattar, Mazo, Carrilho 2012.)
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5 POLYMERAASIKETJUREAKTIO (PCR)

Lyhenne PCR (polymeraasiketjureaktio) tulee englanninkielen sanoista polymerase chain
reaction. Menetelmén kehitti 1980-luvulla amerikkalainen Kary Banks Mullis ja sai tasta
DNA:n monistamisen mullistaneesta keksinnostdadn kemian Nobel-palkinnon vuonna
1993. Tat&d menetelman kehittymistd edelsivat lukuisat erilaiset tieteelliset tutkimukset ja
Ioydokset alkaen jo 1800-luvulta. (Solunetti 2006.) Menetelmén perusperiaatteena on
monistaa tutkittavasta geenialueesta miljoonia kopioita, joista voidaan selvittaa kyseisen
geenialueen rakennetta ja siind esiintyvia virheitd monin eri geenidiagnostiikan sovellus-
ten avulla. Menetelman kaytto edellyttad tutkittavan DNA-sekvenssin tuntemista ja sita
voidaan hyddyntaa vain melko lyhyiden DNA-jaksojen tutkimisessa. (Horelli-Kuitunen
& Orpana 2016c.)

5.1 PCR:n periaate

Tutkittavan sekvenssin molempiin 3'-pdihin suunnitellaan noin 20 nukleotidin mittaiset
komplementaariset alukkeet, jotka sitoutuvat eméaspari-periaatteen mukaisesti kohdesek-
venssiin. Reaktiossa tarvitaan alukkeiden lisaksi DNA-polymeraasi, joka syntetisoi uutta
vastinjuostetta liittamalla reaktioseokseen lisattyja deoksinukleotiditrifosfaatteja (ANTP).
Lampostabiilit DNA-polymeraasit kestavat prosessin aikana kaytettavia korkeita lampo-
tiloja inaktivoitumatta. La&mpostabiileja DNA-polymeraaseja on monia erilaisia. Nykyi-
sin yksi kaytetyimmista on geenitekniikan keinoin vahemman virheitd tekevaksi muo-
kattu Tag-polymeraasi. Alun perin se on eristetty kuumissa lahteissé elavistd Thermus
aquaticus-bakteereista. (Horelli-Kuitunen & Orpana 2016¢; Suominen, Pérssinen, Haa-
janen, Pelkonen 2013, 153-156.)

Ensin reaktioseoksessa tarvittavat elementit yhdistetddn, minka jalkeen PCR-laite aloittaa
ensimmaisen syklin. Monistettava DNA-templaatti denaturoidaan yksijuosteiseksi noin
95 °C:ssa. Taman jéalkeen alukkeiden kiinnitysreaktiossa (eng. annealing) lampdtila las-
ketaan lyhyeksi aikaa noin 50 °C. Lyhyet alukkeet kykenevét nyt kiinnittymaan templaat-
tiin niille komplementaarisiin kohtiin. Lyhyessé ajassa pidempi templaatti-DNA ei ehdi
renaturoitua eli kiinnittya takaisin itsensé kanssa vaan pysyy yksijuosteisena. Seuraavassa

vaiheessa lampotilaa nostetaan hieman, DNA-polymeraasille optimaaliseen lampdtilaan,
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joka tyypillisesti on noin 70 °C. Templaatin pidennysvaiheessa eli ekstensiossa DNA-
polymeraasi aloittaa vastinjuosteen syntetisoinnin liittdmalla dNTP-nukleotideja yksi-
juosteiseksi denaturoidun templaatti-DNA:n 3'-péistd alkaen. Ensimmainen PCR-sykli on
nyt valmis. Kuviossa 2 on esitetty PCR-reaktion eri vaiheet. Seuraavaksi prosessi alkaa
alusta, eli lampdtila nostetaan uudelleen noin 95 °C:seen, jolloin kaikki aiemmin synteti-
soidut kaksijuosteiset nauhat aukeavat, jolloin syklin edetessa alukkeet sitoutuvat alku-
peréisiin templaatti-DNA-juosteisiin sek& vasta syntetisoituihin juosteisiin. DNA-juostei-
den méaara kasvaa néin jokaisessa syklissa eksponentiaalisesti. Tyypillisesti syklejé tois-
tetaan noin 30-40 Kkertaa, jolloin lopulta saadaan jopa miljoonakertainen maaré monistet-
tavaa DNA-sekvenssid. Monistusreaktion jalkeen ndyte analysoidaan agaroosigee-
lielektroforeesilla. (Horelli-Kuitunen & Orpana 2016c¢; Suominen ym. 2013, 153-156.)
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KUVIO 2. PCR-syklin eri vaiheet. (Suominen ym. 2013, 155, muokattu)

Polymeraasiketjureaktioon perustuvat menetelmat hyddyntavat luonnollisen DNA-repli-
kaation peruselementtejd. Eldvassa solussa replikaatio on hyvin monimutkainen prosessi
ja siihen osallistuu useita erilaisia proteiineja. Elavan solun replikaatiossa monistuu koko
genomi, kun taas PCR:ssa monistetaan lyhyitda DNA-fragmentteja ja mukana ovat vain
peruskomponentit. (McPherson & Mgller 2000, 4.)

5.2 Reaaliaikainen PCR (RT-PCR)

Reaaliaikainen PCR kehitettiin 1990-luvun puolessa valissd. Menetelma mahdollisti
PCR-tuotteen méaran kvantitatiivisen tarkastelun sek& analyysin seuraamisen reaaliaikai-
sesti PCR-reaktion eksponentiaalisessa vaiheessa. Reaaliaikaisen kvantitatiivisen PCR:n
kehittaminen mullisti PCR:n kayton kliinisessa diagnostiikassa. (Overbergh, Giulietti,
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Valckx, Mathieu 2005, 110.) Reaaliaikaisen PCR:n etuina ovat analyysin nopeus ja mah-
dollisuus lukea tulokset véalittémasti ajon jalkeen sek& automatisoitavuus, korkeat lapi-
menomaarat, tarkkuus ja sensitiivisyys (Patrinos & Ansorge 2005, 4). Reaaliaikaisella
PCR:ll& on kuitenkin myds omat heikkoutensa. Menetelmat ovat hyvin herkkid PCR-in-
hibiittoreille seka erilaisille kontaminaatioille, jotka voivat olla perdisin vedestd, aluk-
keista, koettimista tai DNA-templaattien pipetoinnin aikana muodostuneesta aerosoleista.
(Loftis & Reeves 2012, 4.) Erilaisista reaaliaikaisista PCR-sovelluksista kaytetaan lah-
teesté riippuen hieman erilaisia ilmaisuja. Tassa opinnaytetyossa reaaliaikaisesta PCR:sta
kaytetdan lyhennettd RT-PCR (Suominen ym. 2013, 167).

Reaaliaikaisessa PCR:ssé perusperiaate vastaa alukkeiden kaytdn sekd denaturointi-,
alukkeiden kiinnitys- ja ekstensiovaiheiden osalta perinteisti PCR-menetelmaa. RT-
PCR-menetelmalla on kuitenkin monia etuja verrattuna alkuperaiseen PCR-tekniikkaan.
DNA:n monistuminen ja datan analysointi tapahtuvat yhden vaiheen aikana, joten mene-
telma ei vaadi PCR-ajon jélkeista analytiikkaa tai kasittelyd. (Overbergh ym. 2005, 109-
110; Lee ym. 2009, 24.) RT-PCR:ssé datan analysointi perustuu emittoituvan fluoresens-
sisignaalin havaitsemiseen ja mittaamiseen reaaliaikaisesti (Overbergh ym. 2005, 115).
RT-PCR-laitteeseen on lisatty fluoresenssia havaitsevaa ja mittavaa optiikkaa, joka mah-
dollistaa fluoresenssin mittaamisen jokaisen syklin aikana (Lee, Squirrell, Leslie, Brown.
2009, 23).

Perinteisessda PCR-menetelméssa PCR-tuotteet on analysoitava agaroosigeelielektrofo-
reesilla, joka lisd4 PCR-tuotteen kontaminaatiovaaraa. RT-PCR:ssé reaktiot tapahtuvat
suljetuissa reaktiokaivoissa tai -putkissa, jotka osaltaan véhentavat PCR-tuotteen konta-
minaatiovaaraa ja tulosten vaihtelevuutta. Agaroosigeelielektroforeesissa kaytetaan myr-
kyllisia kemikaaleja, kuten esimerkiksi etidiumbromidia, mutta RT-PCR:ssa tyontekijalla
ei ole altistumisvaaraa talle tai muille vastaaville vaarallisille kemikaaleille. RT-PCR on
my®ds huomattavasti sensitiivisempi ja nopeampi menetelma seké helposti automatisoita-
vissa. Merkittdvand etuna on myds RT-PCR-tulosten kvantifiointi, sill4 perinteisessa
PCR:ssé tulokset ovat saatavissa pelkastaan kvalitatiivisessa muodossa. (Overbergh ym.
2005, 109-110; Lee ym. 2009, 24.)
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5.2.1 Fluoresenssin tuottaminen reaktiossa

Luminesenssi tarkoittaa valon tai sateilyn vapautumista elektronin palatessa korkeam-
malta energiatasolta matalammalle. Kun molekyylin tietyt elektronit viritetd&n korkeam-
malle energiatasolle viritysvalon avulla, kyseessd on fluoresenssi. Fluoresenssin viritys-
tila purkautuu ja palautuu perustilaan yleensé hyvin nopeasti, samalla vapautuu fluore-
senssivaloa. (Akerman & Jokela 2010, 57).

Reaaliaikaisessa PCR:ssé fluoresenssin tuottamiseen kéytettavat menetelmét voidaan ja-
kaa kahteen eri pdaryhmain: DNA-juosteeseen sitoutuviin fluoresoiviin vériaineisiin ja
FRET-tekniikkaan perustuviin menetelmiin (Saunders 2009, 2). Ndmé kaksi erilaista me-

netelmé&a tuottaa fluoresenssi on esitetty kuviossa 3.
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KUVIO 3. Fluoresenssin tuottaminen fluoresoivalla vériaineella sekd hybridisaatioon pe-

rustuvalla hydrolyysikoettimella.

Fluoresoivat vériaineet, esimerkiksi SYBR Green I, sitoutuvat epaspesifisesti kaksijuos-
teiseen DNA:han PCR-reaktion aikana (Lee 2009, 25-26). Sitoutuessaan fluoresoivan
molekyylin rakenne muuttuu, mink& seurauksena fluoresenssisignaalin méara kasvaa
(Saunders 2009, 2). Kasvavan fluoresenssin maard on verrannollinen DNA:n maaraan.
Fluoresoivat vériaineet sitoutuvat kaikkeen kaksijuosteiseen DNA:han, joten menetelméa
el kuitenkaan ole yht& spesifinen kuin koetinhybridisaatioon perustuvat menetelmat.
(Suominen ym. 2013, 167.) PCR-reaktion jalkeen suoritetaan sulamiskéayraanalyysi,
jonka avulla erotetaan haluttu PCR-tuote muista epéspesifeistda PCR-tuotteista. (Over-
bergh 2005, 111.)
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Fluoresenssi resonanssienergiasiirto (FRET) on molekyylin valista energian siirtoa. Sa-
teilyd tuottamattomassa prosessissa virittyneen luovuttaja fluoroforin fotoni nostaa vas-
taanottajamolekyylin elektronin energiatilan korkeammalle tasolle. Luovuttaja fluorofori
palautuu perustilaan emittoimatta fluoresenssia. Mekanismi on riippuvainen molekyylien
valisisté heikoista vuorovaikutuksista ja sen toimivuutta rajoittaa luovuttajan ja vastaan-
ottajan molekyylien etdisyys. Vaatimuksena on myo6s luovuttajan fluoresenssi emis-
siospektri ylitt44 vastaanottajan absorptiospektrin. Nykydan useimmat fluoresenssidetek-
tiomenetelmat perustuvat niin sanottuun fluoresenssin sammuttamiseen (eng. quenching)

kahden molekyylin valisen energiansiirron avulla. (Marras 2006, 4).

Fluoresoivaa resonanssienergiansiirtoa voidaan hyddyntad monin eri tavoin. Fluoresoivat
leimamolekyylit voidaan liittaa koettimiin, alukkeisiin tai PCR-tuotteeseen. Y leisin tapa
on kayttdd hybridisaatioon perustuvia fluoresenssileimattuja koettimia, jotka sitoutuvat
spesifisesti DNA-juosteeseen. (Saunders 2009, 2; Lee ym. 2009, 24.) Reaaliaikaisessa ja
kvantitatiivisessa PCR:ssa voidaan hyodyntaa hybridisaatioon perustuvia hydrolyysi- tai
hybridisaatiokoettimia (Loftis & Reeves 2012, 11). Koettimen hybridisaatioon perustuvat
menetelmat ovat luotettavampia kuin epaspesifisesti sitoutuvat vériaineet. Fluoresenssi-
signaalia syntyy, kun luovuttaja ja vastaanottaja erkanevat riittdvan kauas toisistaan. VVaa-
rat positiiviset tulokset ovat siten epatodennédkoisia. Spesifisen DNA-sekvenssin maaran
lisadntyminen nakyy fluoresenssisignaalin kasvuna. (Saunders 2009, 2; Loftis & Reeves
2012, 11.) Koettimien kaytté mahdollistaa eri kohdesekvenssien yhtaaikaisen tutkimisen
samassa reaktioputkessa (multiplexing). Reaktioputkeen voidaan lisata useita eri fluore-
senssileimoilla leimattuja koettimia, joten eri geenialueita voidaan tutkia samanaikaisesti
yhden PCR-ajon aikana. Vastaavasti voidaan kéayttdad myos yhta koetinta ja useita erilaisia
alukkeita. (Loftis & Reeves 2012, 4.)

5.2.2 Hydrolyysikoetin ja SNP-analyysi

Hydrolyysikoettimet ovat alleeli- tai sekvenssispesifisid. Koettimet kiinnittyvat yksijuos-
teiseen templaattiin, forward- ja reverse-alukkeiden véliin, annealing- ja ekstensiovaihei-
den aikana. Koettimen 3'-p&ahén on liitetty fosfaattiryhma4 tai vastaava molekyyli, joka
estdd DNA-synteesin kdynnistymisen koettimen kohdalta. Synteesi kdynnistyy siis vain
alukkeiden 3'-pdisté. (Lee ym. 2009, 33; Overbergh ym. 2005, 110.)
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Koettimeen on kovalenttisesti sidottu leimamolekyyleja (Arya ym. 2005, 209). Koettimen
5’-padssé on fluorofori ja 3’-p&&ssd sammuttajaleima. Sammuttajaleima on myos tekni-
sesti fluoresenssivari, mutta yleensa se emittoi paljon pidemmillé aallonpituuksilla kuin
ilmaisinvari, joten analysaattori ei havaitse sen fluoresenssia. Normaalissa, hybridisoitu-
mattomassa muodossa koettimet eivat tuota fluoresenssisignaalia. Fluoresenssisignaali
syntyy, kun hydrolyysikoetin hajoaa Tag-polymeraasin 5'-3’-eksonukleaasiaktiivisuuden
vaikutuksesta. Tallgin fluorofori irtoaa sammuttajaleiman laheisyydesta ja fluoresenssin
synty mahdollistuu (kuvio 4). (Overbergh ym. 2005, 110; Lyon, Mao, Swensen 2009,
149.) Syntyvén fluoresenssin intensiteetti on suoraan verrannollinen PCR-tuotteen maa-
raan (Arya ym. 2005, 210).
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KUVIO0 4. Hydrolyysikoettimen toimintaperiaate (Wikimedia commons 2015, muokattu)

SNP-mutaatioiden havaitsemiseen voidaan hyodyntaa hydrolyysikoettimia. Hydrolyy-
sikoettimien etuna on spesifisyys, silla koettimet Kiinnittyvat vastinjuosteeseensa yhden
emaksen tarkkuudella. SNP-mutaatioita tutkittaessa reaktioseokseen lisgtadn kahta sek-
venssiltaén erilaista ja erilaisella fluoroforilla leimattua koetinta. Alleelit voidaan tunnis-
taa fluoresenssisignaaliensa perusteella. (Saunders 2009, 4; Lyon ym. 2009, 150.) Yhden
fluoresenssivarin huomattava kasvu merkitsee homotsygoottia genotyyppid, kun taas mo-
lempien signaalien nousu merkitsee heterotsygoottia genotyyppid. Koettimen ja kohde-
emaksen yhteensopimattomuus heikent&é koettimen kiinnittymista templaattiin ja estaa

koettimen hajoamisen, jolloin fluoresenssia ei synny. (Livak 1999, 143-144.)
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Koettimien hybridisaatiota voidaan tehostaa erilaisin keinoin, kuten kehittdmalla koetti-
mia ja muokkaamalla oligonukleotideja. Esimerkkeind muokatuista oligonukleotideisté
ovat muun muassa MGB-, LNA- ja ZNA-koettimet. MGB-koettimien (minor groove bin-
der) ja LNA-ologinukleotidien (locked nucleic acid) hybridisaation tehostamiskyky pe-
rustuu ionittomiin vuorovaikutusmekanismeihin. ZNA-koettimien (Zip nucleic acids) toi-
minta perustuu sitd vastoin oligonukleotidien negatiivisen varauksen laskemiseen. (Mo-
reau ym. 2009.) Edella mainittujen modifioitujen oligonukleotidien sulamislampdtila
(Tm) on korkeampi verrattuna perinteisimpiin koettimiin. Korkeampi lampdtila mahdol-
listaa lyhyempien koettimien kayton (Arya ym. 2005, 213; Metabion International AG
2017; Exiqon 20009, 3.)

PCR-laitteisto analysoi SNP-tutkimuksessa syntyvéan fluoresenssi-informaation laske-
malla Rn-arvon, joka perustuu reaktiokaivojen fluoresenssisignaaliin, ja méaarittelee siten
mité alleeleja ndytteissd on. Néytteiden genotyypit ja tutkimuksen tulokset esitetddn ha-
jontakaaviossa (kuvio 5), jossa ndhdaan alleeli 1:n suhde alleeli 2:een. Kaaviosta voidaan
my0s nahda, onko kyseessa homotsygootti vai heterotsygootti genotyyppi. (TagMan SNP
Genotyping Assays User Guide 2014, 27-28.) Kuviossa 5 sininen pistejoukko kuvaa ho-
motsygoottia genotyyppia alleelin 1 suhteen, vihrea pistejoukko kuvaa heterotsygoottia
genotyyppid ja punainen pistejoukko homotsygoottia genotyyppid alleelin 2 suhteen. Ku-

viossa 5 negatiiviset kontrollit ovat esitettyna mustina nelidina.
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KUVIO 5. Alleelien ryhmittyminen hajontakaaviossa.
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5.2.3 RT-PCR-data

RT-PCR-tulosten analysointi perustuu fluoresenssisignaalin reaaliaikaiseen mittaami-
seen. Signaalin m&ard on suoraan verrannollinen syntyvan PCR-tuotteen maaraan. En-
simmaisten syklien aikana fluoresenssisignaalissa ei juurikaan ole havaittavissa muu-
tosta. (Overberg ym. 2005, 109.) Tamé& ns. perustaso (eng. baseline) maaritetadn siten,
ettd fluoresenssisignaali kasvaa mutta ei kuitenkaan ylita laitteiston detektiorajaa. Lait-
teisto madrittada perustason syklien 3-15 valilla. (Arya ym. 2005, 210.) Fluoresenssisig-
naalin kasvu tapahtuu eksponentiaalisesti, ja ndin myoés PCR-tuotteen maaré tuplaantuu
jokaisen syklin aikana. Eksponentiaalista kasvua ja syklien maaraa tarkastellaan amplifi-
kaatiokuvaajasta (kuvio 6). Syklien edetessa synteesin tehokkuus vahenee ja saavutetaan
tasaantumisvaihe, jossa PCR-tuotteen méaaréan kasvu on lahes lineaarista eli syntyvan tuot-
teen maara pysyy muuttumattomana jokaisella syklilla. Syita kasvun hidastumiseen ovat
templaatin PCR-inhibiittorit, reagenssien méaran vaheneminen, amplikonien uudelleen
yhdistyminen sekd pyrofosfaattimolekyylien kertyminen. (Arya ym 2005, 210-211,
Saunders 2009, 3.)

Tasaantumisvaihe
*‘n“ili

Eksponentiaalinen vaihe

ARn

7 Ct
05 | Kynnysarvo \ Aj‘

. Peruslinja , +*

&

Sykli

KUVIO 6. Tyypillinen RT-PCR lineaarinen amplifikaatiokuvaaja (Overbergh ym. 2005,
115, muokattu)

Fluoresenssin nousu lasketaan tietokoneohjelman avulla ja se ilmaistaan y-akselilla ARn-
arvona. ARn-arvo lasketaan kaavasta Rn*- Rn- = ARn, jossa Rn*kuvaa tuotteen fluore-
senssiemissiota jokaisella ajan hetkelld, jokaisen syklin aikana ja Rn-kuvaa perustason
fluoresenssiemissiota. ARn-arvo korreloi suoraan PCR-tuotteen syntyyn PCR-prosessin
aikana. Huomioitavaa on, ettd ensimmadisten syklien aikana ARn-arvo ei nouse perustason
ylapuolelle. (Arya ym. 2005, 210; Overbergh ym. 2005, 115.)
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Laitteisto méaarittdd automaattisesti satunnaisen kynnysarvon (eng. treshold) peruslinjan
vaihtelevuuden perusteella. Kynnysarvo lasketaan méérittamélla syklien 3-15 fluoresens-
sisignaalien keskihajonta ja kertomalla tamé& kymmenelld. Kynnysarvon yl&puolelle ulot-
tuvat fluoresenssisignaalit lasketaan todelliseksi ja huomioon otettaviksi signaaleiksi.
Kynnyssykli (Ct) on se sykli, jossa fluoresenssisignaali ylittd4 kynnysarvon. Ct-arvo on
oleellinen mé&ére RT-PCR:ss&, koska sen avulla saadaan tarkkoja ja toistettavia tuloksia,
ja arvoa voidaan hyoddyntaa tutkittavan kohteen kvantifiointiin. (Arya ym. 2005, 210;
Overbergh ym. 2005, 115.) Tuloksia analysoidaan eri tavoin riippuen kaytetystd mene-
telmastd. Ct-arvoa hyddynnetdan esimerkiksi kvantitatiivisissa analyyseissa, erillisten
PCR-ajojen tulosten vertailussa seka positiivisen ja negatiivisen tuloksen maarittami-
sessé. (Edwards & Logan 2009, 92.)
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6 PCR-AJON SUUNNITTELU JA KAYTETYT MATERIAALIT

Koestuksessa kaytettiin kaupallisia reagensseja, joita tarvittaessa liuotettiin tai laimennet-
tiin. Koestuksessa kaytettyjen materiaalien konsentraatiot suunniteltiin referenssiartikke-
lin (Bacsi ym. 2008) mukaisesti. Menetelmaksi valittiin hydrolyysikoetinkemiaan perus-
tuvat koettimet koetinmenetelmén spesifisyyden vuoksi.

6.1 DNA-templaatti

DNA-templaatteina kéytettiin laskimoverinaytteista eristettya genomista DNA:ta. Mene-
telman koestuksessa kaytettiin genotyypiltddn tunnettuja naytteitd. Naytteet saatiin
Fimlab Laboratoriot Oy:lt4. Koestuksessa kaytetyt naytteet oli kerétty usean eri potilaan
naytteestd eli kyseessa oli ns. ndytepooli. Koestuksessa kdytettyjen ndytteiden genotyyp-
peind olivat C/C-13910, C/T-13010 ja T/T-13010. Koestuksen aikana kustakin genotyypisté
kaytettiin jokaisessa ajossa samaa ndytepoolia, jolloin tulokset ovat vertailukelpoisia silta
osin. RT-PCR-menetelman toimivuutta tutkittiin koulussa NucleoSpin® Boold-kitilla
puhdistetuista opiskelijandytteistd, joiden genotyyppi ei ollut tiedossa. Opiskelijanéytteet
oli eristetty aiemmin, bioanalytiikan koulutusohjelman Molekyylibiologian perusteet ja
perusmenetelmat -kurssin aikana. Ennen opinnédytetydn kokeellista osuutta opiskelijoilta
pyydettiin Kirjallinen suostumus DNA-néytteiden kéayttoon. Naytteistd mitattiin DNA:n
puhtaus ja konsentraatio. DNA:n konsentraation perusteella laskettiin PCR-reaktioon tar-
vittava DNA-naytteen tilavuus. Menetelméan optimoinnissa kéaytettava DNA-konsentraa-

tio oli Bacsin ym. (2008) mukaisesti noin 50 ng/ul.

6.2 Master mix

Master mix on yleisesti kaytetty termi PCR-reaktiossa kaytettavasta, usein kaupallisesta,
reagenssista. Master mix siséltdd reaktion kannalta vélttamattomat komponentit lukuun
ottamatta alukkeita, koettimia sekd DNA-templaattia. Tyypillisesti master mix sisaltaa
passiivisen referenssin, DNA-polymeraasin, puskurin, deoksinukleotidejd (dNTP:itd)
sekd magnesiumkloridia (MgCl.). (Edwards & Logan 2009, 86.) Téssa tydssa master mi-
xind kaytettiin Thermo Fisher Scientificin TagPath ProAmp Master Mixid. Kyseinen
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master mix sisaltda passiivisen referenssin ROX™, Dual-Lock™ Tagq DNA-polyme-
raasia, ANTP:it4, dUTP:t4, UNG:t4 seka puskuria. (TagPath ProAmp Master Mixes 2016,
5.) Opinndytetydsséd menetelmén optimoinnissa kaytettiin valmistajan suosituksen mu-
kaisesti tilavuutta 12,5 pl (TagPath ProAmp Master Mixes 2016, 9).

Passiivista referenssivaria kaytetddn RT-PCR-reaktioissa normalisoimaan reaktiossa
esiintyvia fluoresenssin vaihteluita eri reaktiokaivojen vélilla. ROX normalisoi esimer-
kiksi lampdtilojen ja néytevolyymien eroista tai ndyteputkien optisista ominaisuuksista
johtuvia fluoresenssivaihteluita eri reaktiokaivojen vélilld&. ROX ei kuitenkaan itsessaan
vaikuta PCR-reaktioon. (Lee ym. 2009, 31.)

Reaktiossa kéytetddn ns. hot-start-mekanismia, jolloin DNA-polymeraasi aktivoituu
vasta korkeassa lampdtilassa. Dual-Lock™ Tag DNA Polymeraasi hyddyntaa kahden
hot-start-mekanismin yhdistelm&a. Kahden hot-start-mekanismin kaytto estdd polyme-
raasin aktivoitumista alhaisissa lampétiloissa, ja estda siten myos epaspesifistd monistu-
mista. Polymeraasi aktivoituu 95 °C:ssa. (TaqPath ProAmp Master Mixes 2016, 17.)

Lampoon reagoiva urasiili-DNA-glykosylaasi (UNG) estéa ns. carry over -ilmion. UNG
on aktiivinen huoneenldammassé ja inaktivoituu korkeassa lampotilassa ensimmaéisen de-

naturaatio-vaiheen aikana. (TagPath ProAmp Master Mixes 2016, 17.)

6.3 Alukkeet ja koettimet

Opinnaytetyohon kaytettavat alukkeet ja koettimet tilattiin Metabion International
AG:lta. Alukkeet ja koettimet suunniteltiin referenssiartikkelin (Bacsi ym. 2008) poh-
jalta. Alukkeet toimitettiin lyofilisoituneessa muodossa, joten ennen pipetoinnin aloitta-
mista ne liuotettiin nukleaasivapaaseen veteen, konsentraatioon 10 pumol/l. Koettimet

olivat valmiiksi liukoisessa muodossa, konsentraatiossa 100 pumol/I.

Koettimet on leimattu 5" -paasta fluorensoivalla leimalla ja 3"-paéstd sammuttajalei-
malla. T-alleelia tunnistava koetin on leimattu Yakima Yellow-leimalla, joka emittoi sa-
malla aallonpituudella kuin Applied Biosystemsin yleisesti kdyttdmé VIC-leima. C-al-
leelia tunnistava koetin on leimattu 6-FAM-leimalla. Molempien koettimien sammutta-
jaleimana on BHQ-1 (eng. black hole quencer). Koettimet ovat 22 emasparin (eng. base

pair, bp) pituiset.
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BHQ-1:n absorbanssiaallonpituus on enintddn 534 nm ja tehokas absorbanssialue 480
580 nm. Se on suositeltava sammutin liitettdvéksi fluoresoivien variaineiden kanssa,
jotka emittoivat nakyvalla alueella (519-556 nm) heijastavan vihredn tai keltaisen osan.
Taman vériainejoukon emissiospektrit ylittavat riittdvasti BHQ-1:n absorbanspektrens-
sin, jotta jalkimmainen voisi sammuttaa edellisen fluoresenssin korkealla tehokkuu-
della. (Gene Link™ n.d.)

Koettimiin on liitetty 3’-pdédhéan ZNA-4-molekyyli, joka tehostaa koettimen hybridisaa-
tiota ja affiniteettia kohdejuosteeseen. ZNA-koettimien toiminta perustuu negatiivisesti
varautuneiden nukleiinihappojen valisen hylkimisvoiman véhentdmiseen. ZNA-koetti-
men negatiivista varausta on pienennetty konjugoimalla oligonukleotidiin kationisia yk-
sikdité (Z) eli spermiinijohdannaisia, joilla on positiivinen varaus. ZNA-koettimet so-
veltuvat hyvin SNP-analyyseihin, koska ZNA lisd4 spesifisyytta ja sensitiivisyytta koh-
desekvenssin tunnistuksessa. (Moreau ym. 2009; Polyplus transfection n.d.)

6.4 Kontrollit

RT-PCR-ajossa on aina oltava mukana negatiivinen kontrolli (Edwards & Logan 2009,
90). Negatiivisessa kontrollissa on DNA-templaatin sijasta vastaava tilavuus nukleaasi-
vapaata vettd. Negatiivisen kontrollin avulla voidaan varmistua reagenssien puhtaudesta.
Negatiivisissa kontrolleissa ei tule tapahtua monistumista PCR-ajon aikana. (TagPath
ProAmp Master Mixes 2016, 12.)

Opiskelijanaytteiden mittauksessa kaytettiin positiivina kontrolleina Fimlab Laboratoriot
Oy:lté saatuja ndytepooleja, sekvensseiltadn C/C1, C/T1 ja T/T1, seka kahta negatiivista
kontrollia. Positiivisten kontrollien avulla koestusvaiheessa pystytdén seuraamaan koet-
timien ja alukkeiden toimivuutta. Tunnettujen genotyyppien sijoittuminen hajontakaavi-
o0ssa on tunnettu, jolloin kyet&d&n varmistamaan analysaattorin kyky erotella eri genotyypit

oikein.
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7 MENETELMAN KOESTUS

Koestusprosessin keskeisend tavoitteena on menetelmén toimivuuden toteaminen. Toi-
mivaksi todettua menetelmaé voidaan jatkossa optimoida edelleen. Koestusprosessin ede-
tessd voidaan tarpeen mukaan tehd& muutoksia reagenssien konsentraatioihin seké reak-
tio-olosuhteisiin. Ensimmaéisen ajon pohjalta suunniteltiin koestusprosessi ja sen sisélta-
mat lisdajot. Kaikki vaiheet dokumentoitiin tarkasti, jolloin tuloksia pystyttiin vertaile-

maan. Vertailun kohteena téssa tapauksessa olivat erilaiset koetin- ja alukekonsentraatiot.

7.1 Koestusprosessi

RT-PCR-ajojen syklien kestot ja lampdtilat olivat kaikissa ajoissa vakiot (Taulukko 2).
Koestusprosessi koostui neljasta erillisestd RT-PCR-ajosta, joissa testattiin erilaisia koe-
tin- ja alukekonsentraatioita (Taulukko 3). Koestusvaiheessa jokaisessa ajossa kaytettiin
kahta negatiivista kontrollia. Naytepooleja oli kuusi, kaksi kustakin genotyypista. Nayt-
teet olivat genotyypiltdén tunnettuja (C/C, C/T, T/T). Ensimmaéisessa ajossa kaytettiin
kaikkia kuutta ndytepoolia. Seuraavassa kolmessa ajossa kaytettiin kustakin genotyypista

vain toista ndytepoolia.

TAULUKKO 2. RT-PCR-ajon vaiheet

Vaihe Lampdotila °C Aika
Pre-Read 60 30s
Alkudenaturaatio/entsyymiaktivaatio | 95 5 min
Denaturaatio 95 15s
Alukkeiden kiinnitys/ pidennys 60 60 s
Post-Read 60 30s

PCR-syklit suunniteltiin TagPath™ProAmp™Master Mix, Genotyping -ohjeen mukai-
sesti. PCR-ajon ensimmaéisessa (eng. pre-read) vaiheessa UNG-entsyymi aktivoituu.
Tama on fluoresenssia tuottamaton vaihe ja tapahtuu vain kerran ajon alussa. Ajon en-
simmaisessa syklissa tapahtuu alkudenaturaatio sek& DNA-polymeraasin aktivaatio. De-

naturaatiovaiheessa DNA-juosteet avautuvat, minké jalkeen seuraa alukkeiden kiinnitty-
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misvaihe sek& pidennysvaihe, jonka aikana tuotetaan kopio malli-DNA:sta. Denaturaa-
tiovaihe ja alukkeiden kiinnitysvaiheet seuraavat toisiaan. N&it4 vaihetta toistetaan noin
40 kertaa PCR-ajon aikana. (TagPath ProAmp Master Mixes 2016, 10.)

Ensimmaisen ajon tavoitteena oli testata menetelmén toimivuutta. Ensimmaisen ajon
konsentraatiot, alukekonsentraatio 0,9 UM ja koetinkonsentraatio 0,2 uM, perustuvat re-
ferenssiartikkeliin (Bacsi ym. 2008). Ensimmadinen ajo antoi suunnan seuraavien ajojen
suunnitteluun. Seuraavien ajojen tarkoituksena oli tutkia, mitkd ovat matalimmat mah-
dolliset toimivat aluke- ja koetinkonsentraatiot. Seuraavat ajot suunniteltiin huolellisesti
janiista tehtiin tarkat muistiinpanot. Taulukossa 3 on nahtavissa ajoissa kéytetyt konsent-
raatiot. Ajot suunniteltiin siten, ettd kussakin ajossa oli vain yksi muuttuja, jolloin pystyt-

tiin toteamaan konsentraatiomuutoksen vaikutus kyseisen analyytin osalta.

TAULUKKO 3. Ajo-kohtaiset koestuskonsentraatiot

Ajo Aluke uM Koetin uM
1 0,9 0,2
2a 0,9 0,05
2b 0,9 0,1
3a 0,2 0,2
3b 0,2 0,1
4 0,2 0,2

Toisessa ajossa konsentraatioita muokattiin koettimien osalta. Koettimet tuottavat fluore-
senssin, ja koestuksessa haluttiin 16ytaa matalin mahdollinen toimiva koetinkonsentraa-
tio. Alukekonsentraatio sailytettiin 0,9 uM. Neljassa koestusnaytteessa koetinkonsentraa-
tio laskettiin 0,1 uM ja neljassa koestusnaytteessa koetinkonsentraatio oli 0,05 puM. Kol-
mannessa ajossa alukekonsentraatio laskettiin 0,2 uM, ja koetinkonsentraatio oli neljassé
koestusndytteessa alkuperdinen 0,2 UM seké neljassd 0,1 puM. Neljannessa ajossa aluke-
konsentraatio oli 0,2 UM ja koetinkonsentraatio 0,2 uM. Mukana oli 2 negatiivista kont-
rollia, yhdet positiiviset kontrollit kustakin genotyypistd seka yksitoista tuntematonta
naytetta.
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7.2 Koestusprosessin tulokset

Ensimmaisen ajon jalkeen voitiin todeta RT-PCR-reaktion toimivan hyvin. Analysaattori
erotteli ndytteiden genotyypit omiksi pistejoukoikseen ja tunnisti genotyypit oikein, eika
negatiivisissa kontrolleissa tapahtunut monistumista. Koska fluoresenssin kasvu oli mer-
kittavad, lisdajoja paatettiin tehdd matalammilla aluke- ja koetinkonsentraatioilla. Aluk-
keiden ja koettimien matalimpien toimivien konsentraatioiden méaarittdminen on térkeaa
resurssien saastamiseksi. Konsentraatioiden on kuitenkin oltava riittavélla tasolla, jotta
menetelma toimii hyvin ja palvelee siten opetuskaytdssa. Master mixin suosituslampatilat
ja -ajat toimivat hyvin, joten niitd ei muutettu koestusprosessin aikana. DNA-konsentraa-
tion laskemiseen ei ndhty perusteita, silla laskimoverindytteestd keréttdvad naytemateri-
aalia on helppo saada ja se sisaltad paljon DNA-materiaalia. DNA-konsentraation muu-
tokset eivat vaikuta kustannuksiin, jolloin tdssé vaiheessa oleellisempaa on aluke- ja koe-

tinkonsentraatioiden optimointi.

Tuloksia tulkittaessa on otettava huomioon, etté vaikka kdytetddn samoja néytteitd, on ne
tehty eri ajokerroilla. Tésta syysta tulokset ovat suuntaa antavia. Edwardsin ja Loganin
(2009, 88) mukaan koestusajossa tulisi valita se koetinkonsentraatio, jossa on alhaisin
CT-arvo ja korkein fluoresenssisignaali. Taulukossa 5 (liite 1) on nahtavissa koestusajo-
jen ARn- ja CT-arvot. Taulukon arvoja vertaillessa voitiin todeta, ettd alukekonsentraa-
tion muutoksilla on véhadisempi vaikutus lopputulokseen kuin koetinkonsentraatiolla. Ma-
talilla koetinkonsentraatioilla fluoresenssin méaré oli riittdméton luotettavan tuloksen
saamiseksi. Ajojen 3a ja 4 tulokset on tehty valituilla konsentraatioilla, arvot nakyvét
taulukossa 5 (liitel).

T-koettimen osalta havaittiin epéspesifistda monistumista. Negatiivisten kontrollien koh-
dalla ei havaittu fluoresenssia, jolloin tulokset ovat siltd osin luotettavia. C-koetin tuottaa
matalamman fluoresenssin kuin T-alleeli. Kuviossa 7 on nahtévissa fluoresenssin kasvu

kontrollindytteiden osalta ajossa 4.
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Kuvion 7 kuvaajassa a. on esitetty positiivisen kontrollin C/C kuvaaja. Nuolen osoitta-
massa kohdassa voidaan havaita T-koettimen tuottamaa epéspesifistd monistumista. Li-
séksi C-koetin tuottaa odotetusti fluoresenssia. Kuvion 7 kuvaajassa b. on esitetty positii-
visen kontrollin T/T kuvaaja. Nuolen osoittamassa kohdassa ei ole havaittavissa C-koet-
timen tuottamaa monistumista. T-koetin tuottaa fluoresenssia odotetusti. Kuvion 7 ku-
vaajassa C. on esitetty heterotsygoottigenotyypin C/T kuvaaja. Kuvaajassa on nahtavissa
molempien koettimien spesifistd monistumista ja siten fluoresenssin kasvu molempien
koettimien osalta. Kuvion 7 kuvaajassa d. on esitetty negatiivisen kontrollin kuvaaja. Ne-

gatiivisen kontrollin kohdalla ei ole tapahtunut monistumista.
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KUVIO 7. Genotyyppien C/C, T/T, C/T positiivisten kontrollien sek& negatiivisen kont-

rollin amplifikaatiokuvaajat.
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8 OPINNAYTETYON TAVOITE, TARKOITUS JA MENETELMA

Opinnaytetyon tavoitteena on molekyylibiologian opetusmenetelmien monipuolistami-
nen Tampereen ammattikorkeakoulussa. Uuden menetelman tuominen tydohjeineen ope-
tuskayttoon valmistaa opiskelijoita kohti tyoelamad. Opinnédytetyd on laadultaan toimin-
nallinen, silla tyon tuloksena on tytohje ja kdyttdohje opetuskayttoon.

8.1 OpinnaytetyOn tavoite ja tarkoitus

Opinnaytetyon tavoitteen saavuttamisen myota Tampereen ammattikorkeakoulun opetus-
laboratoriossa kéaytettavisséd olevaa RT-PCR-analysaattoria on mahdollista hyddyntéa
enemman myds bioanalytiikan koulutusohjelmassa, ja opinnaytetyén osana laadittuja
tyoohjeita voidaan kayttaa opetuskaytdssa. Bioanalytiikan opiskelijat hyotyvét opiskelu-
jen aikana tapahtuvasta RT-PCR-laitteen kayttéon tutustumisesta seka laitteen perustei-
den tuntemisesta, koska RT-PCR:dén perustuvia tydmenetelmia kaytetaan ja tullaan yha
enenevassa maarin kayttamaan tyoeldmassa. Laktoosi-intoleranssin maaritykseen kayte-

tdén kyseistd menetelmda Suomessa useissa eri laboratorioissa.

Opinnaytetyon tarkoituksena on luoda menetelma ja laatia kdyttoohje RT-PCR-laitteen
kayttoon seka tyoohje laktoosi-intoleranssiin liittyvan pistemutaation maarittdmiseksi.
Tampereen ammattikorkeakoulun Applied Biosystems StepOnePlus™ Real-Time PCR-
laite ei aiemmin ole ollut bioanalytiikan koulutusohjelman kéaytossa. Aiemmin laktoosi-
intoleranssiin liittyva pistemutaatio on maéritetty vain perinteiselld PCR-menetelmaélla,

ja nyt tarkoituksena on tuoda rinnalle myds RT-PCR-menetelma.

8.2 Toiminnallinen opinnaytetyo

Toiminnallinen opinndytetyd koostuu usein opinndytetyon raportin liséksi erillisesta tuo-
toksesta, joka voi olla koulutusohjelmasta ja opinndytetydaiheesta riippuen esimerkiksi
perehdyttdmisopas, ohjeistus tai opas. Opinnéytetydprosessin tuloksena syntyvéa tuotos

on parannus aiempaan vastaavaan tuotokseen tai lopputuloksena voi syntya myos aivan
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uusi tuotos. (Salonen 2013, 9.) Toiminnallisen opinndytetydn tavoitteena on kehittaa, oh-
jeistaa, jarjestéa tai jarkeistad kaytannon ammatillista toimintaa. Toiminnallisen opinnéy-
tetyon tuotoksen tulee pohjautua teoreettiselle tiedolle, jonka tulee ilmentyé& opinnéyte-

tyon raporttiosion teoreettisessa viitekehyksessa. (Virtuaaliammattikorkeakoulu 2006.)
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9 TYOOHJE

Taman opinnaytetydn osana laaditaan kaksi erillistd tydohjetta: kayttdohje RT-PCR-lait-
teelle seké tydohje laktoosi-intoleranssiin liittyvan geenin méaarittdmiseen. Ohjeet toimi-
vat osana molekyylibiologiankurssin opetusta. K&ytdnnon laboratorioharjoitteluty®n
kautta opiskelija voi hyddyntédd oppimaansa teoriatietoa konkreettiseen laboratorioty6-
hon. Tassé luvussa késitellaan tydohjeen tekemisessé huomioitavia teoreettisia lahtékoh-

tia seké késitelld&n opinnédytetydn osana syntyneité ohjeita.

9.1 Tyoohjeiden laadinnassa huomioon otettavia asioita

Hyvéssé tyoohjeessa on tarkedd huomioida kohderyhma ja kéayttaa tarkoituksenmukaista
Kirjoitustyylid, joka puhuttelee kyseistéd kohderyhmaa. Tyoohjetta suunniteltaessa on otet-
tava huomioon tydohjeen kayttédjien ikd, asema ja aiempi tietdmys aiheesta. Tydohjeen
kayttotarkoitus ja siihen liittyvét erityistarpeet on otettava huomioon suunnittelussa ja to-
teutuksessa. (Vilkka & Airaksinen 2004, 129.) Johdannolla on pyritty selventdméaan luki-
jalle tyon tarkoitus ja herattdméan mielenkiinto tulevaa harjoitustyota kohtaan (Repo &
Nuutinen 2005, 138). Hyva tydohje etenee johdonmukaisesti, jolloin sitd on helppo nou-
dattaa ja tarvittava tieto 16ytyy helposti. Se sisaltaa sopivassa suhteessa tietoa, jolloin tar-
vittava tieto 16ytyy nopeasti eiké se vie liikaa aikaa tyon tekemiseltd. Hyva tyoohje sisal-
t&a riittavasti informaatiota, mutta toisaalta siind ei ole tydn suorittamisen kannalta mer-
kityksetdnta tietoa, joka vaikeuttaa ohjeiden ymmartamista. Tiedon on oltava ajantasaista,

paikkansa pitavaa seka kirjallisessa muodossa. (Highet, 2008.)

Hyvéssé tydohjeessa on huomioitu kayttajan tarpeet ja kyvyt. (SFS-EN 82079-1, 26).
Tyoohjeen laadinnassa otetaan huomioon erilaiset oppimistyylit, eli erilaiset keinot ja ta-
vat, joilla ihminen oppii helpoimmin uusia asioita (Prashing 2000, 107; Repo & Nuutinen
2005, 42). Kirjallisia ohjeita havainnollistetaan kuvilla, jolloin my6s erilaiset oppimis-
tyylit otetaan paremmin huomioon (Kauppila 2004, 59). Kuvat ja taulukot edesauttavat
sanallisten ohjeiden ymmartamista. Kuvat toimivat tekstisisaltoé tukevana, havainnollis-
tavana ja taydentdvana tekijand. Kuvat esittavat tietyt tyo- ja kdyttdohjeissa esitetyt asiat
selkedmmin kuin teksti. (Pesonen 2007, 48—49). Tydohjeiden ulkoasun on oltava selked,
yhtendinen ja johdonmukainen. Ohjeissa pyritdadn kayttdmaan selkeitd ja yksinkertaisia
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ilmaisuja. Lyhyet ja k&dskymuotoiset lauseet ovat helpommin ymmarrettavia. (Repo &
Nuutinen 2005, 139.) Kayttoohjeita laadittaessa voidaan hyddyntad esimerkiksi kaytetta-
vyystestausta. Kaytettdvyystestauksen tavoitteena on uusien kayttoohjeiden kehittami-
nen, kayttéohjeiden toimivuuden testaus sekd ymmarrettavyyden testaus. Menetelman
etuina ovat tulosten luotettavuus ja epakohtien nopea havaitseminen. Haittana on tulosten
tilastollinen todentaminen luotettavasti. (SFS-EN 82079-1 2012, 98, 100.)

9.2 Opinnaytetydn osana toteutettavien ohjeiden laadinta

Ohjeet laadittiin Microsoft Word -tekstinkasittelyohjelmalla sekd Microsoft Paint -ku-
vankasittelyohjelmalla. Erilliset tydvaiheet numeroitiin ja sijoitettiin omille sivuilleen oh-
jeiden luettavuuden parantamiseksi. Ulkoasun suunnittelussa huomioitiin tulostukseen
liittyvia yksityiskohtia. Tydohje on mahdollista tulostaa mustavalkoisena. Ohjeiden ul-
koasut eroavat toisistaan kayttotarkoitustensa vuoksi. Kayttoohje RT-PCR-laitteelle si-
joitetaan laitteen laheisyyteen, yhteiseen kéyttoon, eika sita jaeta opiskelijoille. Jokainen
opiskelija tulostaa oman version tydohjeesta harjoitustunnille. Ohjeet suunniteltiin tuke-

maan itsendisté tyoskentelya.

Ohjeiden toimivuutta testattiin testiryhmén avulla. Testiryhma koostui bioanalytiikan
opiskelijoista, jotka ovat aiemmin suorittaneet molekyylibiologian peruskurssin. Testi-
paivéané havainnoitiin opiskelijoiden toimintaa, minkéa pohjalta ohjeisiin tehtiin tarvittavia
tarkennuksia ja korjauksia. Opiskelijoilta keréattiin lisaksi testipdivan aikana vapaamuo-
toisesti huomioita seké korjausehdotuksia ohjeisiin. Kayttdohje palautetaan tulostettuna
ja kansitettuna toimeksiantajan edustajalle. Ty6éohje palautetaan sahkdisessda muodossa,

jolloin se on mahdollista jakaa opiskelijoille kurssin aikana.
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10 POHDINTA

Opinnaytetyon tarkoituksena oli luoda ty6ohje laktoosi-intoleranssiin vaikuttavan geenin
MCMBG intronissa esiintyvén pistemutaation genotyypitykseen. Edellytyksena talle oli toi-
mivan ja luotettavan RT-PCR-menetelméan luominen SNP C/T-13910:n tutkimiseksi
Tampereen ammattikorkeakoulun bioanalytiikan koulutusohjelman kéayttéon. Menetel-
man kayttéonotto opetuksessa monipuolistaa edelleen bioanalytiikan koulutusohjelman

opetusmenetelmid Tampereen ammattikorkeakoulussa.

Uuden menetelmén pystyttaminen vaatii huolellista esity6ta. L&hdeaineistona kaytiin lapi
tieteellisia artikkeleita, joissa kasiteltiin laktoosi-intoleranssin tutkimista reaaliaikaisella
PCR-menetelmalla. Useiden lahteiden joukosta valittiin yksi tieteellinen artikkeli, joka
toimii referenssiartikkelina. Lahdeaineiston pohjalta suunniteltiin kaytettavat materiaalit
seka tyosuorituksen vaiheet. Yhtend vaihtoehtona oli kayttaa kaupallisia reagenssikitteja,
joissa kaikki tarvittavat reagenssit ovat kayttdvalmiina ja valmiiksi optimoiduissa kon-
sentraatioissa. Valmiiden kaupallisten aluke- ja koetinseosten sijaan paadyttiin tilaamaan
referenssiartikkelin pohjalta suunnitellut alukkeet ja koettimet. Menetelméksi valikoitui
hydrolyysikoettimiin pohjautuva menetelméa. Spesifisyyden liséksi valintaa puolsi myos
se, ettd tydelamassa kyseisen SNP:n tutkimiseen kdytetaan tata samaista menetelmaa mi-
nisekvensoinnin ohella (Fimlab Laboratoriot Oy 2018; HUSLAB-liikelaitos 2017a).
Master mix tilattiin valmiina reagenssiseoksena. Kaupallisen master mix -reagenssi-
seosten kaytté on vakiintunut kdytantd. Kaupalliset master mixit ovat kustannustehok-

kaita seka toimiviksi testattuja eivatka siten vaadi optimointia.

Lahteiden luotettavuus pyrittiin varmistamaan etsimalld vastaava tieto useammasta l&h-
teestd ja valitsemaan mahdollisimman uusia l&hteita tyossa kéaytettavaksi. Merkittdva osa
koko opinndytetyoprosessia oli erilaisiin lahdeaineistoihin tutustuminen. Menetelma it-
sessaan on ollut kdytossa jo useita vuosia, joten kovin uusia l&hteitd ei menetelmasta ole
helppo 16ytda. Menetelmén perusperiaatteet on julkaistu jo vuosia sitten. Tarke&dna osana
tyén onnistumista on ollut yhteistyd Fimlab laboratoriot Oy:n asiantuntijoiden kanssa.
Opinndytetytprosessin alkuvaiheessa seurattiin kliinisessa laboratoriossa tehtavid RT-
PCR-tutkimuksia. Opinnéytetyoprosessin kannalta oli hyodyllista havainnoida, mita asi-

oita on huomioitava RT-PCR:11a tehtavissa analyyseissa.
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Geenitutkimuksia tehtdessd on otettava huomioon eettinen ndkokulma, sill4& muutokset
genomissa ovat pysyvié ja geenitutkimuksista saatava tieto voi muuttaa henkilon ja tdmén
ldheisten eldam&& dramaattisesti. Tieto alttiudesta perinndlliseen sairauteen voi vaikuttaa
elaméan monella tavalla. Se voi tuoda huolta omasta terveydentilasta ja vaikuttaa esimer-
kiksi raskaussuunnitelmiin. Laktoosi-intoleranssin liittyvén genotyypin maéritys valikoi-
tui opiskelijatyoksi, silla usein henkil6lla on jo tiedossa saako hén oireita maidosta eika
oman genotyypin maaritys siten valttdmatta vaikuta dramaattisesti arkielamaan. Taman
tyyppinen tutkimus sopii siten tehtévéaksi myds koulumaailmassa. Tassékin tapauksessa
muutokset genomissa ovat pysyvid, joten samat eettiset haasteet liittyvat myds kyseiseen
genotyypitykseen. Tyon varsinainen merkitys opiskelijoille on reaaliaikaiseen PCR-me-
netelmé&an tutustuminen k&ytannossé seka siihen liittyvien tekniikoiden oppiminen. Nayt-
teet tulisi tutkia anonyymisti, jolloin eettiset nakékulmat huomioidaan asianmukaisesti,
silla opiskelijoille ei ole tarjota perinndllisyysneuvontaa (Y leissopimus 2010/24). Geeni-
keskusty6ryhman arviomuistion (2017, 7-8) mukaan yksilon tunnistus yksittéisen tutkit-
tavan geenin tai geeninosan avulla voi olla vaikeaa vaesttasoisessa otannassa. Kuitenkin
opiskelijaryhmé on henkilémaaraltaan pieni, jolloin tulos voidaan helpompi yhdistaa yk-
sittdiseen opiskelijaan. Tamé ndkokulma osaltaan puoltaa sitd seikkaa, ettd naytteet tulisi

tutkia anonyymisti, jolloin huomioidaan myos opiskelijoiden yksityisyydensuoja.

Ensimmainen testiajo suunniteltiin referenssiartikkelin pohjalta. Lahtokohtana oli tilanne,
jossa ei voitu ennakkoon tietdd, toimiiko menetelmé valituilla materiaaleilla ja saadaanko
analyysistd oikeansuuntaisia tuloksia. Ensimmadinen ajo onnistui hyvin. Tdma mahdol-
listi koestusprosessin sisallyttdmisen opinnaytetydaikatauluun. Menetelma haluttiin vieda
kohti optimoidumpaa lopputulosta. Materiaalikulujen minimoimiseksi oli perusteltua lah-
ted tekemaan lisdajoja, jotta saataisiin selville matalimmat mahdolliset aluke- ja koetin-
konsentraatiot, joilla menetelmé viel& toimisi hyvin. Konsentraatiomuutosten vaikutusten
havainnoimiseksi tehtiin koestussuunnitelma, jonka mukaan tyoskentelyssé jarjestelmal-
lisesti edettiin. Luotettavuuden varmistamiseksi koko prosessin ajan pidettiin laboratorio-
paivakirjaa, johon Kirjattiin tarkasti ylos kaikki tehdyt ty6vaiheet ja tulokset. Huolellinen
dokumentointi opinndytetydprosessin kaikissa sen eri vaiheissa oli hyddyllista koko opin-
naytetyon kannalta. Dokumentointi helpotti tulosten vertailua seka tyo- ja kayttoohjeiden

laadinnassa huomioon otettavien yksityiskohtien suunnittelua ja huomiointia.
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Koestuksessa kaytettiin genotyypiltddn tunnettuja ndytteitd. Kunkin genotyypin naytteet
sijoittuivat oikein hajontakaavioissa, jolloin kyettiin toteamaan yksittdisten ajojen onnis-
tuminen. T-alleelille spesifisen koettimen kohdalla havaittiin epéspesifista monistumista,
jolloin fluoresenssin nousua néhtiin myés C/C-genotyypin ndytteissd. Optimoimalla me-
netelméa seké koettimia ilmiosté tulisi pyrkid eroon. DNA-konsentraatiota ei muutettu
alkuperaisestd 50 pg/ml. RT-PCR-analysaattorin ja master mixin valmistajan mukaan
menetelma toimisi myds pienemmilla DNA-konsentraatioilla (TagPath ProAmp Master
Mixes 2016, 8). DNA-konsentraatiota ei l&hdetty muuttamaan alkuperdisesta muiden rea-
genssien rajallisen maarén vuoksi. Edwardsin & Loganin (2009, 89) mukaan suuri DNA-
konsentraatio voi inhiboida reaktiota ja toisaalta pieni méaré voi vaikeuttaa havaitsemista.
Menetelmd toimi hyvin myds suuremmalla DNA-konsentraatiolla eika siind havaittu
DNA:n aiheuttavan inhibitiota.

Koestusprosessin seurauksena paadyttiin laskemaan alukkeiden konsentraatiota alkupe-
raisestd. Menetelma todettiin toimivaksi Béacsin ym. (2008) artikkelissa esitettya pienem-
malla alukekonsentraatiolla. Matalampi alukekonsentraatio tuo jatkossa séastoja materi-
aalikustannuksiin. Valitulla konsentraatiolla fluoresenssia syntyy riittavasti, ja analysaat-
tori kykenee erottelemaan eri genotyypit oikein. Menetelman tarkempi optimointi vaatisi
suuren madrén ajoja sekd reagensseja. Kattavaa optimointia ei ollut tarkoituksenmukaista
toteuttaa osana tata opinndytetyota. Lopuksi valituilla konsentraatioilla tehtiin yksi lisdajo
suuremmalla nayteméaaralla. Ajon ndytemaara vastasi opiskelijoiden kurssilla kdyttamaa
naytemaarad. Opinndytetyota varten ei tarvittu verindytteenottoa, silld siind hyddynnettiin
olemassa olevia, opiskelijoiden aiemmin eristamid DNA-néaytteitd. Opiskelijoilta pyydet-
tiin kirjallinen suostumus néytteiden kayttamiseksi. Opiskelijandytteitd kasiteltiin ano-
nyymisti eiké niita voida yhdistaa yksittaisiin henkildihin. Naytteet numeroitiin ja nayt-

teitd kasiteltiin tdmén jalkeen vain numeroin.

Reaaliaikaisen PCR-menetelman teoriatietoon tutustuminen oli oleellinen osa taté tyota.
Analysaattorin kdyton sek& menetelmén periaatteiden ymmartamiseksi oli syvennyttava
monipuolisesti lahdeaineistoon. Koestusprosessin aikana tutustuttiin analysaattorin kéyt-
toon. Todettiin, ettd menetelmé&a varten laadittavan tydohjeen lisaksi analysaattorille tulisi
tehdd oma erillinen kayttéohje. Nadmé kaksi ohjetta muodostaisivat kokonaisuuden, jota
voitaisiin paremmin hyddyntéé opetuskaytdssa. Analysaattorin alkuperdinen kayttdohje

on hyvin laaja ja yksityiskohtainen seka sisaltda paljon timén menetelmén kannalta epé-
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oleellista tietoa. Liséksi alkuperdinen kayttdohje on englanninkielinen, joten oli tarpeel-
lista tehd& suomenkielinen k&yttdohje, jotta analysaattorin sujuva kaytto opetustilanteessa
olisi mahdollista. Kayttoohjeesta tehtiin selked ja jasennelty kokonaisuus, joka sisaltaa
menetelman kannalta oleellisen tiedon. Analysaattorin toimintaa ja tuloksia ohjataan tie-
tokoneohjelmalla. Kéyttoohjetta laadittaessa pyrittiin huomioimaan opiskelijoiden erilai-
set tietokoneen kéyttotaidot. Tavoitteena oli tehdé ohjeista niin selkeat, ettd véhemman-
kin tietokoneita kayttdneet opiskelijat pystyisivat melko itsendisesti kayttdmaan analy-
saattoria. Analysaattorin kayttoohje sisaltda runsaasti tekstia selventdvia kuvia, jotka

osaltaan tekevat kayttdohjeesta helppokayttdisen sekd ymmarrettavan.

Koestusprosessin aikana kirjattiin laboratoriopdivékirjaan tyo- ja kdyttdohjeen laatimisen
kannalta tarkeitd huomioita, joita hyddynnettiin ohjeiden laadinnassa. Tydohjeen toimi-
vuuden varmistamiseksi paatettiin jarjestdd opetustilannetta jaljitteleva tilaisuus, jossa
alan opiskelijat suorittivat tyon tyoohjeella. Tdma tapa testata tydohjeen toimivuutta
osoittautui erinomaiseksi keinoksi saada tuotoksesta palautetta ja tehdd huomioita ohjeen
kehittdmiseksi. Testipaivéan ansiosta ohjeista oli mahdollista muokata opetuskayttoon pa-
remmin soveltuva kokonaisuus. Kun ohjeita tulivat testaamaan opiskelijat, jotka eivat ol-
leet aiemmin kyseistd menetelmad ja analysaattoria kéytténeet, pystyttiin havaitsemaan
puutteet ja tarkennusta vaativat kohdat ohjeissa. Ndaiden huomioiden pohjalta ohjeet muo-
kattiin lopulliseen muotoonsa. Ohjeiden parannusehdotusten liséksi saatiin harjoitusta

opiskelijoiden ohjaamisesta tyétilanteissa.

Taman opinndytetyon osana olevien ohjeiden suunnittelussa huomioitiin ohjeen kéyt-
toymparistd sekéd kohderyhmané olevat opiskelijat ja heidan osaamistasonsa. Tydohjeissa
huomioitiin erot opiskelijoiden tietotaidoissa. Erilaisia oppimistyyleja tukevat ohjeita ha-
vainnollistavat ja tehostavat kuvat, taulukot sek& teoriapohjainen tieto laktoosi-intole-
ranssiin liittyvéstd SNP:std. Tyoohjeen johdanto-osio johdattelee opiskelijat aiheeseen ja
antaa tietoa tyon suorittamisen pohjaksi. Olennaisena oppimisprosessin osana tydohjee-
seen on siséllytetty laskutehtavid analyysissé tarvittavien reagenssikonsentraatioiden
maadrittdmiseksi. Mekaanisen suorittamisen lisaksi ohjeet pyrkivéat luomaan oppimis- ja
oivaltamishetki& opiskelijoille. Ohjeet on koostettu siten, ettd ne yhdessa kattavat keskei-
simmat menetelman vaiheet ja antavat mahdollisuuden syventéa tietoa. Ulkoasun suun-
nittelussa huomioitiin tulostukseen liittyvia yksityiskohtia, jotta ohjeet olisivat mahdolli-

simman hyvélaatuisia sekd selkedlukuisia myos tulostettuina. Tulostuslaatu on otettava
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huomioon, silla kontaminaatioriskin vuoksi laboratoriossa suositellaan kéytettéavaksi pa-
perisia tyoohjeita. Kayttoohjeeseen sisallytetadn runsaasti vérillisia kuvia helpottamaan
laitteen kayttoa seka havainnollistamaan tekstia. Jokaisen vaiheen kohdalla ohjeeseen py-
rittiin laittamaan riittdvad, mutta toisaalta vain oleellinen tieto, jolloin ohjeen kaytosta tulee
sujuvaa. Laadukkaan lopputuloksen kannalta oli tarkedad hyddyntaa tekstin- ja kuvanka-

sittelyohjelmia monipuolisesti.

Opinnaytetyon tavoite seka tarkoitus saavutettiin, silla menetelma otettiin kdyttéon osana
bioanalytiikan koulutusohjelmaa, molekyylibiologian kurssilla jo opinndytetydprosessin
aikana. Menetelmé ja ohjeet on todettu opetuskéyttoon soveltuviksi. RT-PCR-menetelma
tuo opiskelijoille konkreettisesti esille sen, miten tarkead oikeat tyotavat, ohjeiden tarkka
noudattaminen seké huolellisuus ovat bioanalyytikon tydssa. Mahdolliset kontaminaatiot
tulevat tdmén kaltaisissa harjoitustdissa herkasti esille. Pipetoitaessa pienia méaaria huo-
lellisuus ja hyva pipetointitaito korostuvat. Taman menetelman opiskelu kaytanngssa har-
jaannuttaa myos talta osin opiskelijoita kohti tyoeldmaa.

Nyt luotu toimiva menetelma toimii pohjana jatkotutkimusaiheille. Tulevia koulutusalan
opinnaytetoitd ajatellen DNA-, aluke- ja koetinkonsentraatioiden optimoinnit toimisivat
hyvind jatkotutkimusaiheina. Hyddyllinen aihe olisi menetelméan sd&taminen nyt havaitun
epaspesifisen monistumisen T-alleelin osalta. Mahdollisia muita tutkimusaiheita voisivat
olla erilaisten kaupallisten master mixien vertailu, kaupallisten valmiiden reagenssival-
misteiden toimivuuden seka kustannusten vertailu referenssiartikkelin pohjalta kaytetty-
jen reagenssien kesken. Hyvié aiheita olisivat myos erilaisten virheiden esiintuominen
kontrolloidusti seka niiden vaikutuksen arvioiminen analyysin tuloksiin. Tallaisia voi olla
esimerkiksi DNA-templaatin, negatiivisen kontrollin tai reaktioseoksen komponentin tai
koko reaktioseoksen puuttuminen naytekaivosta. Laajemmin ajateltuna lukuisia aiheita
tarjoaa RT-PCR-laitteen k&yton hyodyntdminen muilla bioanalytiikan erikoisaloilla, ku-

ten esimerkiksi mikrobiologian opetuksessa.

Olemme molemmat kiinnostuneita molekyylibiologiasta sek& uusista menetelmisté. Tar-
tuimme aiheeseen heti, kun tarjoutui mahdollisuus syventyd molekyylibiologiaan opin-
néytetydn muodossa. Padsimme itse vaikuttamaan tutkimuksen ja menetelmén valintaan
sekd prosessin sisaltoon. Opinndytetyon aihe kehittyi prosessin edetessa ja aiheen rajaa-

minen osoittautuikin haasteelliseksi. Aihe tarjosi mahdollisuuden syventyd moneen eri
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osa-alueeseen, joista jokainen olisi ollut mielestdamme oleellinen ja joihin olisimme mie-
lellamme syventyneet enemmaénkin. RT-PCR-ajoista saatujen tulosten tulkinta osoittautui
vaativaksi osa-alueeksi osaamis- ja koulutustasoomme ndhden. Kaytettavén ajan puit-
teissa oli haastavaa perehtya tulosten tarkempaan analysointiin. Perehdyimme opinnay-
tetyon kannalta keskisimpiin tuloksiin ja niiden analysointiin. Keskeisintd oli ymmartaa
erot eri ajoissa nahtévissa fluoresenssin maarissa seké& oppia tulkitsemaan hajontakaa-
viota. Aiheen rajaamiseksi olemme raporttiosioon valinneet mielestdimme keskeisimpia
aiheita tyo- ja kayttdohjeen tekemiseen liittyen seké teoreettista tietoa menetelmén ym-
martamisen tueksi. Opinndytetyon raporttiosuus tukee tyo- ja kayttdohjeen sisallon ym-
martdmistd. Uuden menetelman luominen tyhjastd on haastavaa ja tyolastakin, mutta erit-
tain palkitsevaa ja motivoivaa. Motivaation ohella huolellinen valmistautuminen ja sy-

ventyminen aiheeseen edesauttoi meitd onnistumisessa.
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Liite 1. Koestusprosessin yhteenvetotaulukko

TAULUKKO 5. Koestusprosessin ARn ja CT — arvot.
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Ajo Naytteet | Alleeli 1 ARn Alleeli 2 ARn Alleeli 1 CT Alleeli 2 CT
nro ©) (M ©) (M
1 CIC 1,227 0,749 22,878 27,961
CIT 0,837 2,101 24,25 25,298
T/T 0,265 3,135 27,004 23,738
2a CIC 0,385 0,213 26,231 27,951
CIT 0,245 0,645 28,027 25,705
T/T 0,038 0,919 - 23,744
2b CIC 0,828 0,477 24,854 26,409
CIT 0,558 1,369 26,484 24,539
TIT 0,14 1,932 - 23,162
3a CIC 0,924 0,682 24,655 25,706
CIT 0,651 1,615 25,593 22,844
TIT 0,378 2,381 - 22,297
3b CIC 0,477 0,315 25,143 25,985
CIT 0,308 0,779 26,966 23,887
TIT 0,091 1,104 - 22,468
4 CIC 0,924 0,679 21,788 24,314
CIT 0,629 1,59 23,292 22,557
TIT 0,24 2,361 - 20,852




