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Opinnaytetyon tarkoituksena oli optimoida perifeerisen veren mononukleaaris-
ten valkosolujen ja RLT Plus -lyysauspuskurin maara Qiagen RNeasy® Plus
Mini Kit RNA-eristysmenetelmalle. Tehtavana oli erotella mononukleaariset val-
kosolut Becton Dickinson Vacutainer® CPT™ Cell Preparation Tube with Sodi-
um Sitrate -putkia (CPT™-putkia) kayttden, laskea solut Burkerin laskukammi-
ossa, eristaa ribonukleiinihappo (RNA) RNeasy® Plus Mini Kitilla seka mitata
RNA-saanto ja -puhtaus The Thermo Scientific NanoDrop™ 1000 -
spektrofotometrilla. Tavoitteena oli pienentda tutkimuksessa tarvittavan perifee-
risen veren maaraa ja vahentaa CPT ™-putkista aiheutuvia kustannuksia. Opin-
naytetyon aihe saatiin Tampereen yliopiston Laaketieteenlaitoksen Neuroim-
munologian tutkimusryhmélta, jota johtaa professori Irina Elovaara. Tutkija San-
na Rinta ja bioanalyytikko Raija Paalavuo ehdottivat aihetta Pirkanmaan am-
mattikorkeakoululle.

Opinnaytety6 perustui empiiriseen kokeelliseen tutkimusmenetelméaan. Kokeel-
lisen osuuden tulokset esitettiin pylvasdiagrammeina. Teoreettisessa osuudes-
sa kasiteltiin multippeliskleroosia, mononukleaaristen valkosolujen erottelua,
ribonukleaasikontaminaation ehkéaisya, RNA:n tehtdvid ja rakennetta, RNA-
eristysta sekd RNA:n pitoisuus- ja puhtausmittausta.

Kokeellisen osuuden tulokset osoittavat, ettd suurin RNA-saanto ja -puhtaus
RNeasy® Plus Mini Kitilla saadaan, kun 10 miljoonaa solua hajotetaan 600 mik-
rolitralla (ul) RLT Plus -lyysauspuskuria. Tulokset osoittavat myds, ettd kaksi
miljoonaa solua on liian pieni ja 12 miljoonaa solua lilan suuri solumaara eristaa
RNA:ta RNeasy® Plus Mini Kitilla. Jos soluja on 7,5 miljoonaa tai vahemman,
tulee RLT Plus -lyysauspuskurin maara kuitenkin olla 350 pl.

Optimoinnin  tulokset tukivat tutkimusryhman paatosta vahentada RNA-
eristyksessa kaytettavien mononukleaaristen valkosolujen maaraa. Tuloksia
voitiin kayttad hyvaksi myds solususpension jakamisessa ennen RNA-eristysta.
Jatkotutkimuksena voisi tehda laajemman kokeilun eri solumaarilla ja suurem-
malla otoskoolla. Lisdksi polyakryyliamidigeelielektroforeesin (PAGE), aga-
roosigeelielektroforeesin (AGE) tai Bioanalyzer-kapillaarielektroforeesilaitteen
avulla voisi tarkistaa, onko RNA pysynyt ehjana eristyksen aikana.
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ABSTRACT

Pirkanmaan ammattikorkeakoulu
Pirkanmaa University of Applied Sciences
Degree Programme in Biomedical Laboratory Technology

SARKARANTA, TIINA & SAVIJARVI, RIIKKA:
Optimizing the amount of mononuclear white cells in peripheral blood and RLT
Plus -lysis buffer for Qiagen RNeasy® Plus Mini Kit RNA isolation method

Barchelor’s thesis 63 pages, appendices 6 pages.
October 2009

The purpose of this barchelor’s thesis was to optimize the amount of mononuc-
lear white cells in peripheral blood and RLT Plus -lysis buffer for Qiagen RNea-
sy® Plus Mini Kit RNA isolation method. The task was to separate mononuclear
cells using Becton Dickinson Vacutainer® CPT™ Cell Preparation Tube with
Sodium Sitrate blood collecting tubes, to count cells in Birker counting cham-
ber, to isolate ribonucleic acid using RNeasy® Plus Mini Kit and measure quan-
tity and purity of RNA preparate using The Thermo Scientific NanoDrop™ 1000
spectrophotometer. The aim was to decrease the amount of sample and ex-
penses caused by CPT™ tubes. The subject for the barchelor’s thesis was re-
ceived from University of Tampere Medical School Neuroimmunology research
group led by Professor Irina Elovaara. Researcher Sanna Rinta and medical
laboratory technician Raija Paalavuo suggested the subject for Pirkanmaa Uni-
versity of Applied Sciences.

The barchelor’s thesis was based on empirical and experimental research me-
thod. The theoretical part concerns with multiple sclerosis, cell separation, ribo-
nuclease contamination, RNA functions, structure, isolation and quantity and
purity measurement. The results of the experimental part are presented as bar
charts to make the results more illustrative.

The highest quantity and purity of RNA is received when 10 million cells are de-
graded by 600 pl of RLT Plus -lysis buffer and RNA is isolated from the lysate
using RNeasy Mini Spin -column. Doing so also the purity of the isolated RNA is
highest. The results also show that two million cells is too small and 12 million
cells too large cell count for isolating RNA with RNeasy® Plus Mini Kit. If the cell
count is 7,5 million or less the amount of RLT Plus -lysis buffer should be 350

pl.

The results of the optimization support the research group’s decision to de-
crease the cell count used in RNA isolation. The results were also utilized in di-
viding cell suspension. A wider experiment using larger amount of samples
could be made as a further study. The condition of isolated RNA could be ex-
amined with polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE), agarose gel electro-
phoresis (AGE) or Bioanalyzer capillary electrophoresis.

Keywords: Multiple Sclerosis, cell separation, Burker’s counting chamber, RNA
isolation, quantity and purity measurement
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1 JOHDANTO

Multippeliskleroosi (MS-tauti) on yleisin invalidisoiva keskushermoston sairaus,
jossa hermosolujen aksoneja ympar6iva myeliinituppi vahingoittuu tai tuhoutuu
todennakoisesti immuunisolujen kohdistaman toiminnan seurauksena. Tampe-
reen yliopiston La&ketieteenlaitoksella toimiva Neuroimmunologian tutkimus-
ryhma, jota johtaa professori Irina Elovaara, tutkii MS-potilaiden verinaytteista
immunologisten tekijoiden ilmentymisté seka proteiini- etta ribonukleiinihnappo-
tasolla (RNA). Tutkimusryhman hankkeet ovat keskittyneet MS-tautiin liittyviin
biologisiin merkkiaineisiin. Tutkimusryhman tarkoituksena on 10ytda MS-taudin
diagnostiikkaan, taudin aktiivisuuden maarityksiin ja laékehoitojen tehon arvioin-
tiin entistd spesifisempid biologisia merkkiaineita. Spesifisempien biologisten
merkkiaineiden [6ytaminen mahdollistaisi taudin varhaisemman diagnostiikan.
Aikaisemmin tutkimusryhma on analysoinut solukuolemaan liittyvia biologisia
merkkiaineita kuten TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis inducing li-
gand), Fas ligandi, Fas reseptori ja MIF (macrophage migration inhibitory fac-
tor).

Opinnaytetyon aiheen antoivat tutkimusryhman tutkija Sanna Rinta ja bioanalyy-
tikko Raija Paalavuo. Tutkimusryhméan tyontekijat olettavat, etta pienentamalla
mononukleaaristen valkosolujen maaraa eristetty RNA olisi puhtaampaa seka
laadukkampaa. Myds RLT Plus -lyysauspuskurin sisaltdméa guanidiniumisotio-
Syanaatti saattaa aiheuttaa epé&puhtautta RNA-preparaatteihin. Opinnayte-
tydomme tarkoituksena on perifeerisen veren mononukleaaristen valkosolujen
(PBMC, peripheral blood mononuclear cells) ja RLT Plus -lyysauspuskurin maa-
ran optimointi Qiagen RNeasy® Plus Mini Kit RNA-eristysmenetelmalle. Tarkoi-
tuksenamme on |6ytdd oikea solumaara sekd sopiva solujen ja RLT Plus -
lyysauspuskurin valinen suhde. Optimoinnin paamaarana on mahdollisimman

suuri RNA-saanto ja mahdollisimman puhdas RNA-preparaatti.

Perifeerisen veren mononukleaariset valkosolut (lymfosyytit ja monosyytit) ovat
transkriptioaktiivisempia kuin muut verisolut. Taman vuoksi niitd kaytetddn mo-
nen eri alan tutkimuksissa kuten immunologisissa tutkimuksissa, biologisten
merkkiaineiden tutkimuksissa, syopéatutkimuksissa seka sydéan- ja verisuonisai-

rauksien tutkimuksissa. Neuroimmunologian tutkimusryhma kayttaa mononuk-
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leaaristen valkosolujen erotteluun Becton Dickinson Vacutainer® CPT™ Cell
Preparation Tube with Sodium Sitrate -putkia (CPT ™-putkia). Mononukleaaris-
ten valkosolujen laskemiseen tutkimusryhma kayttda Burkerin laskukammiota.
Tutkimusryhmalla on kaytossd RNA-eristysta varten Qiagen RNeasy® Plus Mini
Kit ja RNA-saannon ja puhtauden mittaamiseen The Thermo Scientific Nano-
Drop™ 1000 -spektrofotometri. Opinnaytetydmme kokeellisessa osuudessa
kaytamme samoja erottelu- ja eristysmenetelmia ja valineita kuin tutkimusryh-
ma. Naytemateriaalina tulee olemaan terveiden henkildiden kokoveri, josta erot-

telemme mononukleaariset valkosolut RNA-eristystéa varten.

Tyon teoriataustaa kasittelevassa osuudessa tarkastelemme multippeliskleroo-
sin taudinkuvaa ja sen etiologiaa seké diagnostiikkaa, solujen erottelua ja niiden
laskemista laskukammiossa, ribonukleaasikontaminaation ehkaisemistd seka
RNA:n tehtavia, rakennetta, eristysta ja saannon mittaamista. Solujen erottelun
olemme rajanneet kasittelemaan mononukleaaristen valkosolujen erottelua peri-
feerisesta veresta. Solujen laskeminen on mahdollista erilaisissa laskukammi-
oissa. Tassa tyossa kasittelemme solujen laskemista Burkerin laskukammiossa.
Ribonukleiinihapon eristyksen teoriatausta koskee pylvasmenetelmaa. Lopuksi

kasittelemme RNA:n pitoisuus- ja puhtausmittausta spektrofotometrilla.



2 MULTIPPELISKLEROOQOSI

Multippeliskleroosi (MS-tauti) on krooninen, tulehduksellinen autoimmuunisaira-
us, jossa syntyy pesakemaisia vaurioita keskushermoston valkeaan aineeseen
(Soinila, Somer & Kaste 2007, 378). Valkea aine koostuu hermosolujen akso-
neista ja gliasoluista. Gliasolut muodostavat suojaavan lipidikalvon (myeliinitup-
pi) aksonin ymparille. (Haug, Sand, Sjaastad & Toverud 1999, 104.) Multippeli-
skleroosissa aivoihin ja selkaytimeen kertyy tulehdussoluja, jotka aiheuttavat
kudosvaurioita kuten myeliiniA muodostavien oligodendrosyyttien kuolemaa ja
aksonien tuhoa (Elovaara & Soilu-Hanninen 2006, 2240). Toisinaan MS-
taudissa myeliinitupen lisdksi vaurioituvat myds itse aksonit. Elimisto kykenee
jossain maarin korjaamaan myeliinitupen vaurioita, mutta aksonivauriot eivét
korjaudu. (Soinila ym. 2007, 379.)

2.1 Epidemiologia ja patogeneesi

Keskushermoston immuunivalitteisista sairauksista multippeliskleroosi on ylei-
sin. Taudin jakautuminen maailmanlaajuisesti on epatasaista. Seké geneettis-
ten ettd ymparistotekijoiden on todettu vaikuttavan sen syntyyn. (Elovaara,
Farkkila, Hietaharju & Pirttild 2006, 98-99.) Ymparistotekijoista erityisesti vi-
rusinfektioiden epailladn toimivan voimakkaasti MS-tautia laukaisevana tekijanéa
(Martin & Sospedra 2005, 683). Taudin esiintyminen on runsainta pohjoiseu-
rooppalaisperaisella vaestolla ja harvinaisinta Ita- ja Kaakkois-Aasiassa ja Afri-
kassa. Kaiken kaikkiaan multippeliskleroosia sairastavia arvioidaan Suomessa
olevan yli 7000. Taudin esiintyvyys on paikalliseen vaestoon verrattuna erityisen
korkeaa Suomessa Etela-Pohjanmaalla, Skotlannissa Shetlannin ja Orkneyn
saarilla sekd Sardinian luoteisrannikolla ja Sisiliassa. Naiset sairastuvat MS-
tautiin kaksi kertaa useammin kuin miehet. (Elovaara ym. 2006, 98-99.) Tauti
puhkeaa usein jo nuorella ialla, yleisimmin 20-40 ikavuoden valilla (Martin &
Sospedra 2005, 683).
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Multippeliskleroosi on yleisyydestaan huolimatta syntymekanismeiltaan huonos-
ti tunnettu sairaus (Soinila ym. 2007, 378). Sen synty liittyy olennaisesti T-
lymfosyyttien toimintaan. Multippeliskleroosin arvellaan kaynnistyvan CD4"-
auttaja-T-solujen tunnistettua tiettyjd hermoston ulkopuolella esiintyvia anti-
geeneja, esimerkiksi virusinfektion jalkeen. Auttaja-T-solut paatyvat imukudok-
seen, jossa tapahtuu seké T-solujen etta B-solujen antigeenivélitteinen aktivaa-
tio. Taman jalkeen T- ja B-solut alkavat lisdéantya ja ne siirtyvét verenkierron va-
lityksella veri-aivoesteen lapi keskushermostoon. Immuunisolujen paasy kes-
kushermostoon aloittaa hermosolujen demyelinisaation (myeliinitupen vaurioi-
tuminen). (Elovaara ym. 2006, 103-104.)

2.2 Taudinkuva ja diagnostiikka

Usein MS-taudin ensimmaisia oireita ovat n&kohairiot, erilaiset kivut ja tun-
toelamykset. Tuntoelamykset voivat olla pistelyd, nipistelyd, palelua tai kuumo-
tusta ja ne paikallistuvat useimmiten alaraajoihin. (Elovaara ym. 2006, 110-
112.) Taudin edetessa yleisia oireita ovat uupuminen (fatiikki), lihasheikkous ja
spastisuus (lihasjaykkyys), koordinaatiohairiot, tuntoelamykset, ndkdhairiot seka
silmékipu, virtsarakon ja suoliston toimintahdiriét, seksuaalisten toimintojen héi-
riot, kognitiivisten toimintojen hairiot seka mielialaoireet (Soinila ym. 2007, 387—
391).

Taudinkuvalle on tyypillista pahenemisvaiheiden (relapsi) ilmaantuminen. Re-
lapsilla tarkoitetaan joko sellaista tilannetta, jossa MS-potilaalle ilmaantuu uusia
hermoston vaurioitumisesta johtuvia oireita tai jo aikaisemmin havaitut oireet
pahenevat merkittavasti. (Elovaara ym. 2006, 116-117.) Toipuminen pa-
henemisvaiheiden valilla selittyy myeliinitupen korjaantumisella (Soinila ym.
2007, 379). Jos vaurio ehtii levita aksoniin, myods oireet ovat pysyvia (Lass-
mann, Brick & Lucchinetti 2001, 115).

Diagnoosi perustuu kliiniseen tutkimukseen, likvortutkimuksen tuloksiin seka
aivojen ja selkaytimen magneettikuvaan. Mitdan spesifistda MS-tauti-tutkimusta
ei ole olemassa, vaan sairauden todennadkdisyytta arvioidaan MS-taudille tyypil-

listen laboratorioldyddsten ja kliinisen kuvan perusteella. Jotta MS-taudin diag-
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noosia voidaan pitaa riittavan varmana, edellyttdd se vahintadan kahden oirejak-
son esiintymista potilaalla. (Elovaara ym. 2006, 118-119.) Multippeliskleroosia
sairastavan potilaan toimintakykya voidaan arvioida EDSS-pisteiden (Expanded
Disability Status Scale) avulla. Asteikko on 20-portainen ja pisteita voidaan an-
taa potilaalle nollasta kymmeneen toimintakyvyn heikentymisen mukaan. Nolla
EDSS-pistetta tarkoittaa, ettei MS-tautiin liittyvia |0ydoksia laakarintarkastuk-
sessa havaita ja kymmenen pistettd MS-tautiin liittyvaa kuolemaa. (Elovaara
ym. 2006, 124-125.)

Useimmiten MS-potilaan tietokonetomografiakuva on normaali (Elovaara ym.
2006, 119). Sen sijaan magneettikuvissa on monesti havaittavissa vaaleita alu-
eita (plakki) merkkin& aivokudoksen muutoksista (Soinila ym. 2007, 385). Lik-
vortutkimukset ovat valttdmattomia MS-taudin diagnostiikassa, erityisesti ero-
tusdiagnostisena toimenpiteena. Tietyt muutokset likvorin koostumuksessa pu-
huvat MS-taudin puolesta. Multippeliskleroosia tutkittaessa maaritetdan yleensa
immunoglobuliini G -indeksi (IgG-indeksi) ja IgG:n oligoklonaaliset alajaokkeet.
(Elovaara ym. 2006, 119-120.) Immunoglobuliini G -indeksi mittaa likvorin ja
veren IgG-pitoisuuksien suhdetta. Multippeliskleroosissa likvorin 1gG-pitoisuus
on kohonnut veren IgG-pitoisuuteen nahden. (Mustila ym. 2004, 166.) Herate-
vastetutkimusten merkitys MS-taudin diagnostiikassa on vahainen. Niita voi-
daan kuitenkin kayttaa subkliinisten vaurioiden osoittamiseen magneettikuvan

ollessa normaali. (Elovaara ym. 2006, 120.)

Elovaaran tutkimusryhméa on tutkinut apoptoosiin (solukuolema) liittyvia biologi-
sia merkkiaineita. Lymfosyyttien apoptoosin estyminen voi johtaa haitallisiin
immunoreaktiivisiin  muutoksiin MS-taudissa. Muutoksiin liittyvien biologisten
merkkiaineiden pitoisuuksia tutkimalla voidaan ehka saada kasitysta taudin ak-
tiivisuudesta ja ladkehoidon tehosta. (Rinta ym. 2008, 135.) Biologisia merkkiai-
neita tutkitaan diagnostiikan, taudinkulun, ennusteen, taudin aktiivisuuden ja
laékehoidon tehon arvioinnin nakdkulmasta (Lutterotti, Berger & Reindl 2007,
1956).
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2.3 Hoito ja ennuste

Multippeliskleroosi on krooninen sairaus, johon ei ole parantavaa hoitoa. Laaki-
tyksella pyritdan vaikuttamaan pahenemisvaiheiden oireisiin ja varsinaisen tau-
din etenemiseen. Fysioterapialla on my6s keskeinen merkitys MS-potilaiden
hoidossa ja kuntoutuksessa. Yleisimmin taudinkulkua hidastavana laakkeena
kaytetaan beetainterferonia, joka ennaltaehkaisee pahenemisvaiheiden ilmaan-
tumista ja vahentd& magneettikuvauksissa todettavien plakkien maaraa. (Soini-
la ym. 2007, 387-393.) Toinen MS-taudin kulkua hidastava ladke on glatira-
meeriasetaatti, jonka vaikutusmekanismi poikkeaa beetainterferonista, mutta
sen vaikutus on samankaltainen (Elovaara ym. 2006, 152-157). Akuutista pa-
henemisvaiheesta toipumista voidaan nopeuttaa metyyliprednisonihoidolla
(Soinila, ym. 2007, 391). Kortikosteroidi hillitsee tulehdusta (Rudik ym. 1997,
1606-1607). Metyyliprednisonia annetaan suonensisaisesti kolmena perakkai-
senéd paivana. Hoito ei vaikuta sindnsé taudin etenemiseen, vaan lievittdé pa-
henemisvaiheen aiheuttamia oireita. Pahenemisvaiheilla on taipumus lievittya
spontaanisti ja siksi onkin syytd miettid, milloin steroidihoitoa on tarpeellista
kayttaa. (Soinila, ym. 2007, 391.)

Tarkkaa ennustetta MS-taudille on hankala asettaa. Useimmiten taudin alussa
pahenemisvaiheita on 1-2 vuodessa ja taman jalkeen vdhemman. On todella
harvinaista, etta potilas kuolisi varsinaiseen MS-tautiin. Puolella MS-potilaista
kuolinsyyna on tulehdus esimerkiksi keuhkokuume. Potilaiden elinajanennus-
teesta on monia tutkimuksia, joista voidaan paatella taudin lyhentavan elinikéda
alle 10 vuodella. Tybkykya MS-tauti sen sijaan heikentaa ja vie lopulta liikunta-
kyvyn sekd mahdollisuuden itsendiseen elamaan. (Elovaara ym. 2006, 124—
128.)
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3 SOLUJEN EROTTELU JA LASKEMINEN BURKERIN LASKUKAMMIOSSA

Perifeerisella verella on merkittdva rooli ihmisen immuunivasteen ja aineen-
vaihdunnan toiminnassa ja sen vuoksi sita kaytetdan paljon tutkimusmateriaali-
na biolaaketieteellisissa ja kliinisissé tutkimuksissa. Perifeerista verta kaytetaan
mm. biologisten merkkiaineiden etsimisessa, tutkimisessa ja diagnostiikan ke-
hittdmisessa. (Affymetrix 2003, 1.) Se on hyva tutkimusmateriaali geenieks-
pression erojen ja muutosten arvioinnissa eri sairauksissa ja laakehoidossa
(Debey ym. 2004, 193).

Soluja voidaan erotella monilla eri tekniikoilla kayttaen hyvaksi solujen eri omi-
naisuuksia. Yleisin solujen erottelu- ja puhdistusmenetelma on solujen sedimen-
taatio, joka tehd&an sentrifugoimalla solut. Solut voidaan erotella joko koon pe-
rusteella differentiaalisentrifugoinnin avulla tai tiheyden perusteella kayttden
gradienttisentrifugointia. (Patel, Ford & Rickwood 1998, 43; Patel 2000, 49.)

Differentiaalisentrifugoinnilla tarkoitetaan tutkittavan materiaalin sentrifugointia
askeleittain yha suuremmalla teholla (G-arvo) ja pidempid sentrifugointiaikoja
kayttaen. Differentiaalisentrifugoinnilla halutut materiaalit sedimentoituvat put-
ken pohjalle ja muut partikkelit jadvat supernatanttiin. (Patel ym. 1998, 58-59;
Solunetti 2006a.) Gradienttisentrifugoinnissa putkessa on tiheysgradientti, joka
on rakennettu esimerkiksi sakkaroosista, glyserolista tai raskasmetallisuoloista.
Gradientin tiheys tulee valita siten, etté sen tiheys on tietyssa kohtaa yhté suuri
kuin erotettavan aineen tiheys on. Eroteltava suspensio pipetoidaan gradientin
paalle. Sentrifugoinnin aikana suspension eri partikkelit likkuvat gradientissa,
kunnes ne loytavat kohdan, jossa gradientin tiheys on yhta suuri kuin partikkeli-
en oma tiheys. Eroteltava materiaali pysahtyy ja jaa siihen kohtaan gradienttia.
Putkeen muodostuu sarja eri tiheyden omaavia vyohykkeitd. (Solunetti 2006b.)
Solujen erottelumenetelma valitaan solutyypin perusteella seka sen perusteella,
miten solut halutaan erotella (Patel ym. 1998, 43; Patel 2000, 49).

Tassa yhteydessad tarkastelemme mononukleaaristen valkosolujen erottelua

muista soluista. Mononukleaaristen valkosolujen transkriptioaktiivisuus on suuri
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verrattuna perifeerisen veren muihin soluihin. T&man vuoksi perifeerisen veren
mononukleaarisia valkosoluja kaytetdan monen eri alan tutkimuksissa kuten
Immunologisissa tutkimuksissa, biologisten merkkiaineiden tutkimisessa, sy6pa-
tutkimuksissa seka sydan- ja verisuonisairauksien tutkimisessa. (Affymetrix
2003, 2.)

Solujen erottelu niiden tiheyden perusteella on tehokas ja edullinen tapa erottaa
eri solupopulaatioita toisistaan. Tiheysgradientti voi olla joko portaittain tai tasai-
sesti muuttuva. (Patel 2000, 60—61.) Eri solutyypeilla on erilainen tiheys ja tata
ominaisuutta hyddynnetdan solujen erottelussa yksivaiheisessa tiheysgradient-
timenetelméassa (Esser 1998, 3). Mononukleaaristen valkosolujen ominaistiheys
on huomattavasti pienempi iso-osmoottisissa olosuhteissa kuin muiden perifee-

risen veren solujen tiheys (Patel 2000, 62).

Vuonna 1968 Arne Boyum julkaisi menetelmén, jolla mononukleaariset val-
kosolut pystyttiin erottelemaan muista perifeerisen veren soluista. Boymin kek-
simassa menetelmassa soluja erottelevana liuoksena on natrium metrizoate ja
Ficoll, jotka erottelevat mononukleaariset valkosolut erytrosyyteista ja polymor-
fonukleaarisista soluista. Boymin keksinnon jalkeen on keksitty monia uusia

menetelmia perifeerisen veren solujen erotteluun. (Patel 2000, 62.)

Yleisimmin solujen erottelussa kaytetaan ionitonta jodioitua Ficollia tai Percollia.
Niistd valmistetaan gradientti, jolla on sopivan matala viskositeetti, tiheys ja 0s-
molaliteetti. (Esser 1998, 3.) Ficoll on synteettinen, korkean molekyylipainon
omaava polymeeri, joka on tehty polymerisaatiolla sakkaroosista ja epiklorohyd-
rinista. Ficoll ei ole toksinen soluille eikd se hairitse useimpia biologisia ana-
lyyseja. Ficoll-liuosten korkea viskositeetti ja osmoottisuus voi rajoittaa niiden
kayttéa solujen erottelussa. Kun Ficoll yhdistetddn metrizoaten tai diatrizoaten
kanssa, se on erittdin hyddyllinen lymfosyyttien erottelussa kokoveresta. (Patel
2000, 57.)

Ficollin kaksi tarkeinta kayttdaluetta ovat mononukleaaristen valkosolujen erot-
telu erytrosyyteista ja granulosyyteista seka elavien solujen erottaminen kuol-
leista soluista. (Esser 1998, 3.) Solujen yksivaiheisessa gradienttierotuksessa

laimennettu veri laitetaan kerrokseksi sopivan tiheyden omaavan Ficollin paalle.
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Sentrifugoinnin jalkeen mononukleaariset valkosolut seka trombosyytit ovat
asettuneet gradientin ylapuolelle. Erytrosyytit ja granulosyytit ovat menneet Fi-
collin Iapi putken pohjalle. (Esser 1998, 4.)

3.1 Solujen erottelu BD Vacutainer® CPT™ -putkia kayttaen

Becton Dickinson Vacutainer® Cell Preparation Tube™ with Sodium Sitrate -
putket (CPT™-putket) ovat tarkoitettu kokoveren keraamiseen ja mononukleaa-
risten valkosolujen erotteluun kokoveresta. Solujen erottelussa hyddynnetdén
mononukleaaristen valkosolujen suhteellisen matalaa tiheytta. Solujen erotte-
luun kaytetaan polyesterigeelid ja tiheysgradienttiliuosta. Solut erotellaan yhdel-
|& sentrifugoinnilla. (Becton Dickinson 2009.)

Mononukleaaristen valkosolujen erottelu kokoverestd on ensimmainen vaihe
monissa in vitro -analyyseissa. FICOLL™ HYPAQUE™ -tekniikassa mononuk-
leaaristen valkosolujen erotteluun kaytetdédan nestemaista FICOLL™ -
tiheysgradienttiliuosta, natrium metrizoate -liuosta seka natrium diatrizoate -
liuosta. Mononukleaariset valkosolut asettuvat tiheysgradientin ylapuolelle sent-
rifugoinnin aikana. Sentrifugoinnin jalkeen solut kerataan varovasti pipetoimalla
ne nesteen rajapinnasta. Mononukleaaristen valkosolujen erottelussa kaytetta-
vat CPT™-putket ovat antikoaguloitu natrium sitraatilla. Niihin on yhdistetty
FICOLL™ HYPAQUE™ -tiheysliuos ja polyesterigeeli. Geeliosa erottaa mono-
nukleaariset valkosolut ja plasman tiheammista veren komponenteista (kuvio 1,
s. 14). (Becton Dickinson 2009.)
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Ennen sentrifugointia Zentrifugainnin jalkeen

Hokoweri

Flasma

Mononuklesarizet solut
i@ trombosyytit

Tiheysliuos —
Palyester geeli—
Tiheyslivos  —
,/Granulu:uswt'rt
Puna=zolut

KUVIO 1. Mononukleaaristen valkosolujen erottuminen Becton Dickinson Vacu-
tainer® Cell Preparation Tube™ with Sodium Sitrate -putkessa (mukaillen Bec-
ton Dickinson 2009)

3.2 Burkerin laskukammio ja solujen laskeminen

Solujen laskeminen voidaan tehda manuaalisesti siihen tarkoitukseen kehite-
tyssa laskukammiossa (sytometri). Laskukammiota voidaan kayttaa erilaisten
solujen laskemiseen. Laskukammioita on erilaisia ja tdssa yhteydessa kasitte-
lemme tarkemmin Burkerin laskukammiota (kuvio 2). Kaikille laskukammioille
on tyypillista tarkka nestekerroksen paksuus, joka on tavallisesti joko 0,05 milli-
metria (mm) tai 0,1 mm. Birkerin laskukammion syvyys on 0,1 mm. (Vilpo
2003, 65.)

Tiete Burker

Depth
Prolondew
0.100mm

FORTUNA
0.0025 mm?
-

KUVIO 2. Burkerin laskukammio (Sarkaranta & Savijarvi 2009)
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Laskukammion pohjaan on merkitty pinta-alaruudukko, jonka avulla tarkka tila-
vuus (V) maaraytyy (kuvio 3). Laskukammion paélle asetetaan peitinlasi, jonka
tulee peittdd molemmat pinta-alaruudukot. Peitinlasi rajaa nesteen alueen ja
saataad nesteen syvyyden laskukammiossa. (Walters, Estridge & Reynolds
1990, 110; Vilpo 2003, 65.) Laskukammio taytetaan peitinlasin reunasta ja tayt-
tamisen jalkeen solujen annetaan laskeutua laskukammion pohjalle. Solut las-
ketaan laskukammiosta tietylta alueelta, jonka tilavuus voidaan laskea. Taman
perusteella voidaan laskea solujen pitoisuus alkuperaisestd naytteesta. (Vilpo
2003, 65.) Nayte voidaan myds laimentaa ja tarvittaessa varjata solujen laske-
misen helpottamiseksi. Tryban Blue varjayksen avulla voidaan erottaa elavat ja
kuolleet solut toisistaan. (Vilpo 2003, 65; Freshney 2005, 340.) Kokeellisessa
osuudessa kaytdmme naytteen laimentamiseen ja varjaamiseen Tryban Blue -
liuosta. Tryban Bluen reaktiokyky perustuu siihen, ettd sen kromofori on negatii-
visesti varautunut eikd se varjad solua ellei sen solukalvo ole vahingoittunut.
Vari sitoutuu kuolleisiin soluihin ja elavat solut jdavat varjaytymatta. (Biocompa-
re 2009.)

— =
1 mm A-ruutu
Fo 31 =2 =
0,25 mm B-ruutu
C- ja D-ruutu
BE 22
B2 = =

KUVIO 3. Burkerin laskukammion laskentaruudukko (mukaillen Labor Optik
2009; Mattila-Oksanen 2009)
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Laskukammiossa on kaksi tarkkaan méaariteltya ruudukkoa, joista solut voidaan
laskea. Ruudukkojen pituus on 3 mm, leveys 3 mm ja syvyys 0,1 mm eli yhden
ruudukon pinta-ala on 9 mm? ja tilavuus on 0,9 mm?®. Laskukammion molempien
ruudukoiden yhteenlaskettu tilavuus on 1,8 mm?®. (Labor Optik 2009; Turgeon
2007, 271.) Burkerin laskukammioiden ruudukot koostuvat yhdekséastéa isosta
nelionmuotoisesta ruudusta, joita kutsutaan A-ruuduiksi (kuvio 3, s. 15). A-
ruudun sivun pituus on 1 mm, jolloin A-ruudun pinta-ala on 1 mm? Laskukam-
mion syvyys on 0,1 mm eli A-ruudun tilavuus on 0,1 mm?®. Yksi A-ruutu on jaettu
kuuteentoista pienempéaan B-ruutuun. B-ruudun sivun pituus on 0,25 mm. B-
ruudun pinta-ala on 0,0625 mm? ja tilavuus on 0,00625 mm?®. B-ruutu jakautuu
viela kahteen pienempaan C- ja D-ruutuun. (Labor Optik 2009; Mattila-Oksanen
2009.) Solujen maara tiettyad tilavuutta (V) kohden voidaan laskea seuraavaa
kaavaa soveltaen (kuvio 4).

N kpl ¥ laimennoskerroin

Solumaara=
W

KUVIO 4. Kaava solujen laskemiseen laskukammiossa (mukaillen Mattila-
Oksanen 2009)
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4 RIBONUKLEIINIHAPON TEHTAVAT JA RAKENNE

Nukleiinihapot ovat makromolekyylejd, jotka osallistuvat informaation varastoin-
tiin ja siirtoon. Ribonukleiinihappojen tehtavana on valittdd deoksiribonukleiini-
happojen (DNA) sisaltama tieto proteiinien rakenteesta eteenpain. Ribonukle-
linihappoja on olemassa useita eri muotoja kuten heteronukleaarinen RNA
(engl. heterogeneous nuclear RNA, hnRNA), lahetti-RNA (engl. messenger
RNA, mRNA), ribosomaalinen RNA (engl. ribosomal RNA, rRNA), siirtdja-RNA
(engl. transfer RNA, tRNA), pieni tumassa esiintyvd RNA (engl. small nuclear
RNA, snRNA), pienikokoinen RNA-molekyyli (engl. small nucleolar RNA, snoR-
NA), mikroRNA (engl. microRNA, miRNA) ja pieni interferoiva RNA (engl. small
interfering, SiRNA). Heteronukleaarinen RNA on l&hetti-RNA:n esimuoto. (Lo-
dish ym. 2001, 411; Solunetti 2006c; Heino & Vuento 2007, 20, 42—-44.)

4.1 Lahetti-RNA:n, ribosomaalisen RNA:n ja siirtdja-RNA:n tehtavéat

Tehtavallisesti tarkeimmat RNA:n muodot ovat lahetti-RNA, ribosomaalinen
RNA ja siirtaja-RNA. Niilla on suuri rooli proteiinisynteesissa (translaatio). Prote-
linisynteesi tapahtuu lahetti-RNA:n ohjaamana ribosomeilla solulimassa. (Bol-
sover ym. 2004, 105; Heino & Vuento 2007, 46; Campbell & Farrell 2008, 253.)
Lahetti-RNA-molekyyli syntyy tumassa kopioitumalla DNA-molekyylin prote-
iinigeeneistd. Ribosomaalinen RNA seka siirtdja-RNA valmistuvat geenituottei-
na niiden omista geeneista ennen proteiinisynteesia. (Lodish ym. 2001, 411;
Turpeenoja 2005, 134; Heino & Vuento 2007, 44-45.) Kokonais-RNA:sta noin
1-5 % on lahetti-RNA:ta, 15-20 % siirtdja-RNA:ta ja 80-85 % ribosomaalista
RNA:ta (Qiagen 2001, 45).

Lahetti-RNA:n tehtdvana on siirtda informaatiota DNA:Ita ribosomeille. Lahetti-
RNA:n emasjarjestys maaraa tuotettavan proteiinin aminohappojarjestyksen
(Bolsover ym. 2004, 473; Heino & Vuento 2007, 42-43; Campbell & Farrell
2008, 252.) Ribosomaalisen RNA:n tehtdvana on toimia ribosomien rakenneo-

sana. Se osallistuu valmistettavan proteiinin aminohappojen liittdmiseen toisiin-
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sa peptidisidoksilla. (Solunetti 2006d; Heino & Vuento 2007, 42—-43; Campbell &
Farrell 2008, 252.) Siirtdja-RNA:n tehtavana on puolestaan siirtdd aminohappo-
ja sytoplasmasta ribosomeille. Siirtdja-RNA:ssa on kolmen nukleotidin ryhma
(antikodoni) ja aminohapon sitoutumispaikka. Antikodoni tunnistaa l&hetti-
RNA:sta sita vastaavat vastakkaisemékset, jotka maardavat seuraavaksi liitet-
tavan aminohapon. Siirtdja-RNA kuljettaa aina seuraavaa kolmen emaksen jak-
soa vastaavan aminohapon proteiinia valmistavalle ribosomille. Jokaista kolmen
emaksen jaksoa vastaa oma siirtdja-RNA lukuun ottamatta kolmea lopetuskoo-
dia. Useimpia aminohappoja vastaa useampi siirtdja-RNA. (Solunetti 2006e;
Heino & Vuento 2007, 42-43, 46.)

4.2 Ribonukleiinihapon primaarirakenne

Ribonukleiinihapon primaarirakenteella tarkoitetaan nukleotidijarjestysta. Ribo-
nukleiinihappomolekyyli koostuu kolmesta pa&osasta: riboosista, fosfaattiryh-
masta ja emaksesta. Riboosissa on 2"-kohdassa hydroksyylirynméa (OH-ryhma).
Fosfaattiryhméan negatiivisen varauksen vuoksi nukleiinihapot ovat luonteeltaan
happamia ja omaavat voimakkaan negatiivisen sdhkdvarauksen. Fosfaattiryh-
ma kiinnittyy riboosisokeriin, jonka 1 -hiiliatomiin liittyy yksi neljastd RNA:n
emaksesta. Nama nelja emasta ovat adeniini, guaniini, sytosiini ja urasiili (kuvio
5, s. 19). (Elliot & Elliot 2002, 343; Heino & Vuento 2002, 18, 50; Suominen &
Ollikka 2003, 16—17; Turpeenoja 2005, 134.) Siirtdja-RNA:lla voi olla my6s mui-
ta harvinaisia emaksia (Campbell & Farrell 2008, 236). Ribonukleiinihappomo-
lekyylin muodostavat emakset ovat joko puriineja tai pyrimidiineja. Sytosiini (C)
ja urasiili (U) ovat pyrimidiineja. Guaniini (G) ja adeniini (A) ovat puriineja. (Kuo-
pion yliopisto 2002; Campbell, Smith & Peters 2005, 19; Campbell & Farrell
2008, 236.)
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KUVIO 5. Emasten rakenteet (mukaillen National Center for Biotechnology In-

formation 1999a)

Emas, johon on sitoutunut riboosi, on nukleosidi. Emas kiinnittyy riboosin 1"-
kohtaan. Kun taéhan nukleosidiin liittyy fosfaattiryhmda, molekyylia kutsutaan nuk-
leotidiksi. Fosfaattiryhma kiinnittyy riboosin 5 -kohtaan. Jokaisessa nukleotidis-
sa emas on kiinnittynyt riboosin 1"-kohtaan joko 9°-kohdan tai 1"-kohdan typen
valityksell&. Puriinit (adeniini ja guaniini) kiinnittyvét riboosiin 9°-kohdan typen
valityksella ja pyrimidiinit (sytosiini ja urasiili) puolestaan 1°-kohdan typen vali-
tyksella. (Kuopion yliopisto 2002; Suominen & Ollikka 2003, 17-18; Campbell &
Farrell 2008, 236.) Nukleotideista kaytetaan usein nimityksi& AMP (adenosiini-
monofosfaatti), CMP (sytidiini-monofosfaatti), UMP (uridiini-monofosfaatti) ja
GMP (guanosiini-monofosfaatti) (kuvio 6) (Kuopion yliopisto 2002; Campbell
ym. 2005, 19).

O—P—0—CH

(@)
il / =
O H H
H H

N

OH OH

KUVIO 6. Esimerkki ribonukleotidin rakenteesta, CMP (mukaillen Campbell &
Farrell 2008, 218)
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Puriinit ja pyrimidiinit voivat muodostaa toistensa valille vetysidoksia. Adeniinin
ja urasiilin vélille muodostuu kaksi vetysidosta (A=U). Guaniinin ja sytosiinin va-
lille muodostuu puolestaan kolme vetysidosta (G=C). Jalkimmainen naista si-

doksista on kemiallisesti vahvempi sidos. (Kuopion yliopisto 2002.)

Nukleiinihappoketjun muodostavat nukleotidit liittyvat toisiinsa riboosiosista fos-
faattiryhmén avulla. Fosfaattiryhmé& muodostaa 3"-5"-fosfodiesterisidoksen kah-
den nukleotidin valille. Fosfaattiryhméa on aina sitoutunut edellisen sokerin 3’-
kohtaan ja seuraavan sokerin 5"-kohtaan. Taman takia nukleiinihappojuosteilla
on tietty suunta (polariteetti). Juosteen toisessa paassa on vapaa 5 -fosfaatti ja
toisessa padssa on puolestaan vapaa 3 -OH-ryhma. Nukleiinihappojen emas-
jarjestys Kkirjoitetaan aina siten, etta aloitetaan 5 -paasta ja lopetetaan 3'-
paahan. (Elliot & Elliot 2002, 343; Suominen & Ollikka 2003, 18-19.)

4.3 Ribonukleiinihapon sekundaarirakenne

Ribonukleiinihappo on perusrakenteeltaan yksinauhaista, mutta se voi muodos-
taa erilaisia laskoksia nauhan eri osien liittyessa yhteen. Lisdksi eréilla RNA-
viruksilla on tavattu kaksiketjuheliksia. (Suominen & Ollikka 2003, 19, 21;
Goudsmit 2004, 7; Heino & Vuento 2007, 43, 50.) Laskostuminen tapahtuu
emaspariutumissaantdjen mukaisesti. Tallaisia rakenteita kutsutaan sekundaari-
rakenteiksi. (Heino & Vuento 2002, 50; Suominen & Ollikka 2003, 21.) Ribonuk-
leiinihappomolekyylin sekundaarirakenne vaihtelee sen mukaan, mistd RNA-

tyypista on kyse (Turpeenoja 2005, 134).

Lahetti-RNA on sekundaarirakenteeltaan suora polymeeri, suoraketjuinen kopio
DNA:sta. Taman rakenteen ansiosta lahetti-RNA:n siséltama viesti on helpompi
lukea proteiinisynteesin aikana. Siirtdja-RNA on kooltaan suhteellisen pieni mo-
lekyyli. Siirtdja-RNA-molekyylin ja ribosomaalisen RNA-molekyylin rakenteessa
on lenkkeja ja silmukoita sisédisten vetysidosten johdosta, jotka ovat syntyneet
komplementaarisen emaspariutumisen tuloksena yksijuosteiseen ribonukleoti-
diketjuun. (Heino & Vuento 2002, 40-41; Turpeenoja 2005, 134-135.)
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Erityisesti siirtaja-RNA-molekyylit muodostavat téllaisia rakenteita. Siirtdja-RNA-
molekyyli muodostaa ns. hiusneularakenteita. (Suominen & Ollikka 2003, 21.)
Kuviossa 7 nahdaan siirtdja-RNA:n apilanlehtimalli, jossa nakyy myds kolme

hiusneularakennetta.
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KUVIO 7. Esimerkki sekundaarirakenteesta (mukaillen National Center for Bio-

technology Information 1999b)
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5 RIBONUKLEIINIHAPON ERISTAMINEN JA SAANNON MITTAAMINEN

Korkealaatuisen ja vahingoittumattoman RNA:n eristaminen on ensimmainen ja
usein myos Kkriittisin vaihe molekyylibiologisissa menetelmisséa kuten Northern
analyysissa, RT-PCR:ssa, RNA-kartoituksessa, in vitro -translaatiossa ja cDNA-
kirjastojen valmistuksessa (Applied Biosystems 2009a). Eristetyn RNA:n tulisi
edustaa naytteen in vivo -geeniekspressiota, jotta voidaan luottaa geenieks-
pressioanalyysin tuloksiin. Tamé& on monimutkaista, silla RNA:ssa saattaa ta-
pahtua muutoksia naytteen kasittelyn tai RNA-eristyksen aikana. (Qiagen 2001,
48.) Ribonukleiinihapon eristdmiseen voidaan kayttdd monia eri menetelmia ku-
ten fenoli-kloroformiuuttoa, etanolisaostusta ja silikapuhdistusta (Suominen &
Ollikka 1996).

Automaatio ja erilaiset kitit (valmisreagenssipakkaus) ovat lisdantyneet mole-
kyylibiologian tutkimuksissa. Saatavilla on useita erilaisia kaupallisia kitteja nuk-
leiinihappojen eristykseen. Ribonukleiinihapon eristyksessa kaupallisten kittien
kayttaminen on vahentanyt monia RNA-eristykseen liittyvia ongelmia kuten ri-

bonukleaasikontaminaatioiden syntymista. (Wilson & Walker 2005, 195-196.)

5.1 Ribonukleaasikontaminaation ehkaiseminen

Nukleaasit ovat nukleiinihappoja pilkkovia entsyymeja. Deoksiribonukleaasit
pilkkovat DNA:ta ja ribonukleaasit RNA:ta. (Turpeenoja 2005, 171.) Ribonukle-
iinihapon eristyksen onnistumisen kannalta on oleellista paasta eroon ribonuk-
leaasientsyymeista. Ribonukleaasit sietavéat hyvin kuumennusta, eivatka ne tar-
vitse kofaktoreita toimiakseen. (Chomczynski 1992, 3791.) Ribonukleiinihappo-
molekyyli on deoksiribonukleiinihappomolekyylia lyhyempi ja siksi se kestaa
luonnostaan kovempaa kasittelyd. Sen rakenteessa olevat riboosin 2’-OH-
ryhmat tekevat siitd kuitenkin erityisen alttiin ribonukleaasientsyymien toiminnal-
le, siksi RNA-eristys vaatii erityistoimenpiteita ribonukleaasikontaminaation valt-
tamiseksi. (Boyer 2006, 303.)
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Ribonukleaaseja on joka puolella ympéaristossa ja iholla (Suominen & Ollikka
2003, 65). Endogeenisia ribonukleaasientsyymeja on solujen sisalla ja ekso-
geenisia ribonukleaasientsyymeja on mm. kasissa (Wilson & Walker 2005,
193). Kadet, pdlypartikkelien mahdollisesti sisaltaméat bakteerit ja homeet ovat
potentiaalisia ribonukleaasien l&hteitd. My0ds laboratoriovélineista kuten pipetin-
karjistd, koeputkista ja reagensseista voi aiheutua kontaminaatio naytemateri-
aaliin. (Qiagen 2001, 46.) Aseptiikan noudattamisella RNA-tytskentelyssa pyri-
taan ribonukleaasikontaminaation estdmiseen (Qiagen 2001, 46).

Tarkeinta ribonukleaasikontaminaation valttAmisessa on suojakasineiden kayt-
taminen, silla kasista aiheutuu yleisimmin kontaminaatio naytemateriaaliin. Suo-
jakasineet tulee vaihtaa usein. Koeputket pidetaan suljettuina pipetointien valil-
l&. (Qiagen 2001, 46.) Kaikki kaytettavat vélineet tulee joko itse kasitella ribo-
nukleaasivapaiksi tai kayttda tuottajien valmiita ribonukleaasivapaita tuotteita
(Applied Biosystems 2009b). Pipettien tulee olla sellaisia, joita kaytetaan aino-
astaan RNA-tyoskentelyssé (Applied Biosystems 2009c). Vélineiden ja rea-
genssien kasittelylle on monia vaihtoehtoja, mutta usein kaytetddn DEPC-
kasittelyd (dietyylipyrokarbonaattikasittely). Se estdd tehokkaasti entsyymien
toimintaa, mutta se on myrkyllinen aine. Kaupallisesti on saatavilla my6s turval-

lisempia ribonukleaasi-inhibiittoreita. (Suominen & Ollikka 2003, 66.)

Muovisten valineiden kasittelyssd on mahdollista kayttaa natriumhydroksidia,
etyleenidiamiinitetraetikkahappoa tai kloroformia. Kasittelyn jalkeen vélineet
huuhdellaan ribonukleaasivapaalla vedella. Lasiset vélineet voidaan kuumentaa
240 °C:ssa ribonukleaasien tuhoamiseksi. Ennen kuumennuskasittelya véalineet
pestaan huolellisesti. Kuumennuksen tulee kestaa vahintdan nelja tuntia. (Qia-
gen 2001, 46-47.)

5.2 Ribonukleiinihapon eristaminen Qiagen RNeasy® Plus Mini Kittia kayttaen

Ribonukleiinihapon eristys alkaa solujen hajotuksella (lyysaus) ja RNA:n vapa-
uttamisella solujen sisaltd. Ribonukleiinihapot ovat suhteellisen lyhyita verrattu-
na deoksiribonukleiinihappoihin ja siksi RNA ei vahingoitu niin herkasti. Solut

voidaan siis hajottaa RNA-eristyksessad voimakkaammin. (Wilson & Walker
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2005, 193; Boyer 2006, 294-295.) Tehokas solujen hajotus ja homogenisointi
on oleellinen osa kaikkia kokonais-RNA:n eristysmenetelmia. Soluseinat, solu-
liman membraanit ja soluorganellit taytyy hajottaa taydellisesti, jotta kaikki RNA
vapautuisi. Erityyppiset naytteet vaativat erilaisia toimintatapoja, jotta saavute-
taan solujen taydellinen hajoaminen. Jos solut ovat hajonneet epataydellisesti,
tuloksena on huomattavasti pienempi RNA-saanto. Solujen hajotuksen jalkeen
homogenisointi on valttAmatontd, silla se vahentdd solulysaatin viskositeettia.
Homogenisointi rikkoo korkean molekyylipainon omaavan genomisen DNA:n ja
muita korkean molekyylipainon omaavia solun komponentteja. Epataydellinen
homogenisointi ndkyy RNA:n huonona sitoutumisena pylvaan membraaniin ja

nain ollen vahentyneena saantona. (Qiagen 2001, 49.)

RNeasy® Plus Mini Kit on suunniteltu eristamdan RNA:ta pienistd maarista
eléainsoluja tai -kudosta. Genomisen DNA:n aiheuttama kontaminaatioriski pois-
tetaan kayttdmalla gDNA Eliminator -pylvastd. RNeasy® Plus Mini Kitill& eristet-
ty ribonukleiinihappomateriaali on eristyksen jalkeen valmista kaytettavaksi ja
sopii  hyvin  my6s sovelluksiin, jotka ovat herkkia pienillekin  DNA-
kontaminaatioille kuten RT-PCR. Eristettyd RNA:ta voidaan kayttaa RT-PCR:n
lisdksi my6és mm. cDNA synteesissa ja Northern-hybridisaatio menetelmassa.
(Qiagen 2005, 7.)

5.2.1 RNeasy® Plus Mini Kitin periaate ja kaytto

Ribonukleiinihapon eristdminen aloitetaan lyysaamalla solujen rakenne RLT
Plus -lyysauspuskurilla (kuvio 8, s. 25). Ennen RLT Plus -lyysauspuskurin kayt-
toa siihen lisatdan p-merkaptoetanolia, joka estdd useiden proteiinien toiminnan
katkaisemalla niiden rikkisillat (Qiagen 2005, 7; Campbell & Farrell 2008, 105).
Se sisadltaa myods guanidiniumia ja guanidiniumisotiosyanaattia, jotka denaturoi-
vat proteiineja ja inhiboivat ribonukleaaseja tehokkaasti (Qiagen 2005, 7; Wilson
& Walker 2005, 193). Lyysauksen jalkeen nayte homogenisoidaan QlAshred-
der-pylvaan avulla. Taman jalkeen hajotetut sekd homogenisoidut solut laite-
taan Qiagenin gDNA Eliminator -pylvaaseen. Solulysaatti (hajotetut solut) pako-

tetaan sentrifugoinnin avulla gDNA Eliminator -pylvdan Iapi, jolloin genominen
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DNA sitoutuu pylvdaseen korkean ionivahvuuden omaavan puskurin lasnéol-
lessa. (Qiagen 2005, 7.)

Kun genominen DNA on saatu poistettua naytteesta, putkeen lisdtdan etanolia.
Etanolin avulla RNA:lle luodaan sopivat sitoutumisolosuhteet. Etanolin lisaami-
sen jalkeen nayte siirretadan RNeasy Mini Spin -pylvaéseen, jolloin kokonais-
RNA sitoutuu pylvdassa olevaan membraaniin ja mahdolliset kontaminantit
huuhtoutuvat membraanin Iapi keraysputkeen. (Qiagen 2005, 7-8.) Pesupusku-
reina RNA-eristyksessa kaytetadn RPE-puskuria ja RW1-puskuria (Qiagen
2005, 22). Taman jalkeen ribonukleiinihappomateriaali eluoidaan vahintadan 30
mikrolitraan (pl) vettd. Kaikki RNA-molekyylit, jotka ovat kooltaan yli 200 nukleo-
tidia, tulee eristetyksi talla menetelmalla. (Qiagen 2005, 7-8.)

Solut
;s Genominen = d
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Lyyzaus ja gDRA N eliminainti gOML Etanalin lizéys RMeaszy -pylvas Pesi o
hamogenizointi imi _ H85E4 : B . Eluioirti

o Eliminator -pylvadssa sitoo totaali- RrAN

KUVIO 8. RNA:n eristaminen pylvasmenetelmalla (mukaillen Qiagen 2009)

5.2.2 Solumaaran maarittaminen RNA-eristyksen alussa

Kaytettaessa RNeasy® Plus Mini Kittia taytyy huomioida oikea solumaara, jotta
saavutettaisiin optimaalinen RNA:n saanto ja puhtaus. Solumaaraan vaikuttavat
mm. naytteen tyyppi (solut vai kudos), naytteen sisaltaman DNA:n ja RNA:n
maara sekd RLT Plus -lyysauspuskurin maara. Jotta saadaan aikaan solujen
tehokas hajoaminen ja RNeasy Mini Spin -pylvaaseen suurin mahdollinen maa-
ra naytettd, RLT Plus -lyysauspuskuria tulee olla oikea maara. Solujen enim-
maismaaraan vaikuttavat myés gDNA Eliminator -pylvaan DNA:n poistokyky

sekd RNeasy Mini Spin -pylvddn RNA:n sitomiskyky. (Qiagen 2005, 12.)

Valmistaja suosittelee kayttamaan pienempad solumaaraa kuin RNeasy® Plus

Mini Kitin puhdistuskyvylle on mahdollista, kun RNA:ta eristetdan naytteista, jot-
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ka sisaltavat suuria maaria DNA:ta tai RNA:ta. Valmistajan mukaan suurin so-
luméaéré, jota eristyksessa voidaan kayttaa, on 10 x 10° solua. Suurinta suositel-
tua solumaaraa voidaan kayttaa, jos kasiteltavat naytteet siséltavat RNA:ta kes-
kimaaraisesti tai vah&n. Suurinta suositeltua solumaaraa ei saa ylittda, vaikka
RNeasy Mini Spin -pylvaan RNA:n sitomiskyky ei ylittyisi. Jos solujen maksimi-
maara ylitetdan, solujen hajoaminen voi olla epataydellista ja hajonneiden solu-
jen jatteet saattavat hairita RNA:n sitoutumista RNeasy Mini Spin -pylvaan
membraaniin. Talléin tuloksena on matalampi RNA-saanto ja -puhtaus. Eristet-
tdva RNA saattaa kontaminoitua DNA:lla, jos gDNA Eliminator -pylvdan DNA:n
sitomiskyky ylitetdan. Taman vuoksi valmistaja suosittelee kayttdmaan nayttei-
ta, jotka sisaltavat vahemman kuin 20 mikrogrammaa (ug) DNA:ta. (Qiagen
2005, 12.)

5.3 Puhtauden ja saannon mittaaminen

Niin RNA:n kuin DNA:nkin pitoisuutta ja puhtautta voidaan mitata eri tavoin.
Yleisin tapa RNA:n pitoisuuden ja puhtauden mittaamiseen on spektrofotomet-
ria. Maaritykset voidaan suorittaa my6s varjgamalla nayte etidiumbromidilla ja
suorittamalla elektroforeesiajo. Talloin geelilla nakyva RNA-fraktio detektoidaan
fluorometrilla. Nukleiinihapon puhtauden ja pitoisuuden mittaamisessa suuntaa
antavat arvot ovat usein riittavan tarkkoja. Kaytannon kannalta hyvia maaritys-
menetelmia ovat sellaiset, joilla mittaus voidaan suorittaa pienella naytemaaral-
l&. Mittauksessa kaytetty nayte on useimmiten heitettava pois. (Suominen & OlI-
likka 2003, 67.)

Spektrofotometria on instrumenttianalytikan menetelma, jossa pitoisuuden
maarittdminen perustuu sédhkdmagneettisen sateilyn absorptioon tai emissoitu-
miseen naytemateriaaliin (Lehtonen & Sihvonen 2006, 211). Nukleiinihappojen
pitoisuuden ja puhtauden mittaamiseen kaytetaan UV/VIS-spektrofotometria
(Qiagen 2001, 55). Koska UV-sateet eivat lapaise lasia, UV-aallonpituusalueella
tapahtuvissa mittauksissa kaytetadn kvartsikyvettia (Suominen & Ollikka 2003,
67). Ribonukleiinihappopreparaatin pitoisuusmittaus tapahtuu aallonpituudella

260 nanometria (nm). Puhtausmittausta varten pitoisuus mitataan myés 280
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nm:n aallonpituudella. Absorpanssien valinen suhde (Azeso/A2g0) IImaisee RNA:N
puhtautta. (Qiagen 2001, 55.) Sekundaarisena puhtausmittauksena voidaan
kayttdd Ageo/Azzo-suhdetta (Thermo Fisher Scientific Incorporated Company
2008, 5-2).

Kun RNA:n absorpanssi 260 nm:ssa on 1, on naytteen RNA-pitoisuus 40 pg/ml.
Tata tietoa apuna kayttden voidaan laskea mitatun naytteen RNA-pitoisuus.
(Suominen & Ollikka 2003, 67.) Puhtauden arviointi Azso/ Azs0-suhteen avulla pe-
rustuu siihen, ettd proteiinit, fenoli ja muut mahdolliset kontaminantit absorpoi-
vat voimakkaasti 280 nm:ssé, jolloin absorpanssisuhde pienenee. Vapaat nuk-
leotidit ja oligonukleotidiketjut puolestaan nostavat suhdeluvun virheellisen kor-
keaksi. Ribonukleiinihappopreparaatin katsotaan olevan puhdas, kun Azso/Azso-
suhde on 2,0. (Suominen & Ollikka 2003, 68; Thermo Fisher Scientific Incorpo-
rated Company 2008, 5-2 — 5-3.) Sekundaarisen puhtausmittauksen Azso/A230-
suhteen tulisi olla 1,8-2,2. Huomattavasti alhaisemmat arvot viittaavat epapuh-
tauksiin RNA-preparaatissa. (Thermo Fisher Scientific Incorporated Company
2008, 5-3.)

The Thermo Scientific NanoDrop™ 1000 -spektrofotometria voidaan kayttaa
DNA:n, RNA:n seka proteiinien pitoisuuden ja puhtauden maarittamiseen seka
solumdaran  arviointin  naytteestd.  Mittaukset  suoritetaan  UV/VIS-
aallonpituusalueella. Nayte pipetoidaan optiselle alustalle ja spektrofotometrin
kansi suljetaan. Optisen alustan ja kannen valiin muodostuu nestepatsas, josta
pitoisuus ja puhtaus mitataan. Laite mittaa absorpanssit valilta 220-350 nm.
Absorptiospektrin perusteella laite maarittaa pitoisuuden ja puhtauden. Naytetta
tarvitaan 1,5-2 pl. Laitetta ohjataan NanoDrop™ 1000 -tietokoneohjelman avul-

la. (Thermo Fisher Scientific Incorporated Company 2008,1-1.)

NanoDrop™ 1000 -tietokoneohjelma piirtaa naytteelle absorptiospektrin ja antaa
mittaustulokset myds numeerisessa muodossa. Kuviosta nékee naytteen ab-
sorpanssin eri aallonpituuksilla. Ohjelma antaa Azso/Azso-suhteen ja Azgol Azzo-
suhteen arvon sekd RNA:n pitoisuuden nanogrammoina mikrolitraa kohden
(kuvio 9, s. 28).
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KUVIO 9. Esimerkkikuva yksittdisen naytteen absorptiospektrista

Naytteiden absorptiospektreja pystyy ohjelman avulla tarkastelemaan myés yh-
teenvetokuvaajasta. Yhteenvetokuvaajasta ndkee, miten sarjan eri solumaarista
saadut RNA:n absorpanssit eroavat toisistaan eri aallonpituuksilla. Yhteenveto-
kuvaajasta ndkee myos nollanaytteen tuloksen. Esimerkkikuviossa nollanadyt-
teena on ribonukleaasivapaa vesi, jonka absorptiospektri nakyy kuvassa sinise-
na (kuvio 10).
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KUVIO 10. Esimerkkikuva yhteenvetokuvaajasta
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6 OPINNAYTETYON TEHTAVA, TARKOITUS JA TAVOITE

Opinnaytetydmme tarkoituksena on optimoida RNeasy® Plus Mini Kittia varten
solumaara ja RLT Plus -lyysauspuskurin maaréa, joiden uskotaan vaikuttavan
RNA-eristyksessé saatavan RNA:n maaraan ja puhtauteen. Tarkoituksenamme
on loytdd oikea solumaara seké sopiva solujen ja RLT Plus -lyysauspuskurin

valinen suhde.

Tehtavdnamme on erotella perifeerisen veren mononukleaarisia valkosoluja,
laskea solumaard Birkerin laskukammiossa ja taman jalkeen eristad RNA:ta
Qiagen RNeasy® Plus Mini Kitilla. Eristyksen jalkeen mittaamme RNA-saannon
ja -puhtauden The Thermo Scientific NanoDrop™ 1000 -spektrofotometrilla.
Vertaamme, miten mononukleaaristen valkosolujen maara vaikuttaa RNA-
eristyksen saantoon ja puhtauteen. Kokeilemme myo6s, miten soluja hajottavan
RLT Plus -lyysauspuskurin maara (600 ul/350 ul) vaikuttaa eristyksen onnistu-
miseen. Tutkimusryhman tyontekijat olettavat, ettd RLT Plus -lyysauspuskurin
sisaltama guanidiniumisotiosyanaatti saattaa aiheuttaa RNA-preparaatteihin
epépuhtautta. Vertailun teemme mononukleaaristen valkosolujen ja RLT Plus -

lyysauspuskurin maarilla, jotka on esitetty taulukossa 1.

TAULUKKO 1. Kokeellisessa osuudessa kaytettdvien solujen maara ja RLT

Plus -lyysauspuskurin maara

Solumaara RLT Plus -lyysauspuskurin maara
12 x 10° 600 l
10 x 10° 600
7,5 x 10° 600
5x 10° 600
2 x 10° 600 l
10 x 10° 350
7,5 x 10° 350
5x 10° 350
2 x 10° 350
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Multippeliskleroosia sairastavista potilaista otetaan paljon verinaytteita ja osa
potilaista on huonokuntoisia. Tutkimusryhma tarvitsee RNA-eristysta varten nel-
jasta viiteen kahdeksan millilitran BD Vacutainer® CPT™ -putkea. Tavoit-
teenamme on pyrkid pienentdmadan tutkimuksessa tarvittavaa naytemaaraa.
Naytteenotossa tarvittavat BD Vacutainer® CPT™ -putket ovat kalliita, joten
myOs naytteenotosta aiheutuvien kustannusten pienentdminen on tavoit-
teenamme. Henkilokohtaisia tavoitteitamme on syventyd paremmin molekyyli-
biologiaan ja RNA-eristykseen seka perehtyd molekyylibiologian laboratoriossa

tyoskentelyyn.
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7 OPINNAYTETYO KOKEELLISENA TYONA

Tutkimuksen tekeminen jaotellaan usein teoreettiseen tai empiiriseen tutkimuk-
seen. Teoreettisessa tutkimuksessa tutkittavaa ilmiota tarkastellaan kayttamalla
hyvéksi jo olemassa olevaa aineistoa. Se ei siis perustu kokemukseen eika tie-
don kerdadmiseen. Empiirisessa tutkimuksessa tutkittavaan ilmiéon perehdytaén
kokemusperdaisesti. Empiirinen tutkimus voi olla kokeellinen tutkimus tai ei-
kokeellinen tutkimus. Kokeellisessa tutkimuksessa keratty aineisto on mitatta-
vissa. (Teirila & Jyvasjarvi 2001, 12.) Kokeellisessa tutkimuksessa mitataan yh-
den muuttujan vaikutusta toiseen muuttujaan. Tyypillisia piirteitd kokeelliselle
tutkimukselle ovat hypoteesin testaaminen, koejarjestelyjen vakiointi, yhden
olosuhteen systemaattinen muuttaminen, muutosten numeerinen mittaaminen

ja muiden muuttujien kontrollointi. (Hirsjarvi, Remes & Sajavaara 2007, 130.)

Opinnaytetydbmme perustuu empiiriseen tutkimustapaan ja se on kokeellinen
vertaileva tutkimus. Opinnaytetydmme kokeellinen osuus on kaksiosainen. En-
simmaisessa osuudessa olemme vakioineet RLT Plus -lyysauspuskurin maaréan
600 mikrolitraksi ja solumaara on muuttujana. My6s toisessa osuudessa muut-
tujana on solumaaré ja RLT Plus -lyysauspuskurin maaran olemme vakioineet
350 mikrolitraksi. Vertailemme kokeellisessa osuudessa eri solumaarien ja RLT
Plus -lyysauspuskurin maaran vaikutusta RNA-saantoon ja -puhtauteen. Olem-
me vakioineet muut koejarjestelyt. Mittaamme RNA-saannon ja -puhtauden

muutokset spektrofotometrilla.

Empiirinen tutkimus voi olla myds joko kvalitatiivinen tai kvantitatiivinen (Teirila
& Jyvasjarvi 2001, 14). Opinnaytetydbmme on kvantitatiivinen tutkimus. Kvantita-
tiivisessa tutkimuksessa tulokset esitetdéan mahdollisuuksien mukaan numeeri-
sessa muodossa, jolloin voidaan tutkia maarallisia muutoksia ja merkitsevia
eroavaisuuksia. My6s aineisto voidaan esittdd numeerisessa muodossa. Kvanti-
tatiiviselle tutkimukselle on tyypillistd se, ettéd aineisto edustaa tilastollisesti pe-
rusjoukkoa, aineisto on tarkkaan rajattua ja tutkimus testaa teoriaa tai hypotee-
sia. Silla on my6s korkea reliabiliteetti ja validiteetti. (Teirila & Jyvasjarvi 2001,
14.) Reliabiliteetilla tarkoitetaan mittauksen luotettavuutta ja toistettavuutta. Jos

mittaus suoritettaisiin uudestaan, saataisiin siitd sama tulos. Validiteetilla tarkoi-
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tetaan tutkimusmenetelman kykya mitata sita, mita tutkimuksessa on tarkoitus-
kin mitata. (Koivula, Suihko & Tyrvainen 2002, 28—-29.)

Opinnaytetydmme kuuluu empiirisen kvantitatiivisen tutkimuksen piiriin. Kokeel-
lisen osuuden aineisto koostuu neljan eri ihmisen verinaytteista, jotka jaoimme
yhdeksaan sarjaan. Yksi sarja koostuu neljasté tai viidestd soluméaarasta. Yh-
teensa tutkittavanamme on 43 havaintoyksikkda. Mitd suurempi otoskoko on,
sita luotettavampia tulokset ovat (Koivula ym. 2002, 26). Koivulan ym. (2002,
26) mukaan prosentteja ei kannata laskea, jos havaintoyksikoita on alle 50.
Otoksen ollessa pieni laskennallisia parametreja ei suositella kaytettavaksi, silla
yksittaisten havaintoyksikdiden arvojen muutokset aiheuttavat suhteessa suu-
ren virheen tuloksiin. (Koivula ym. 2002, 26.)

Esitydna empiirisessa tutkimuksessa tehdaan usein tietojen tarkistus. Jos jou-
kossa on selvasti virheellisid tuloksia, ne hylataan. Aineisto jarjestetaan, jotta se
voidaan tallentaa analysointia varten. (Hirsjarvi ym. 2007, 216—217.) Numeeri-
seen muotoon saatetuista tuloksista kannattaa laatia kuvaaja, jolloin tuloksia on
havainnollisempaa tarkastella. (Teirila & Jyvasjarvi 2001, 91.) Opinnaytetyos-
samme laadimme mittaustuloksista taulukoita ja havainnollistamme kokeellisen
osuuden tuloksia pylvasdiagrammien avulla. Pylvasdiagrammeilla voidaan ké&-
tevasti tarkastella eri muuttujien kokoluokkia. Pylvasdiagrammien avulla pysty-
tdan arvioimaan X- ja Y-akseleilla olevien muuttujien valista riippuvuutta. (Teirila
& Jyvasjarvi 2001, 91.)
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8 KOKEELLISEN OSUUDEN KULKU

Saimme opinnaytetydomme aiheen syyskuussa 2008 Tampereen yliopiston Neu-
roimmunologian tutkimusryhman tutkija Sanna Rinnalta ja bioanalyytikko Raija
Paalavuolta. Aloitimme opinnaytetyoprosessin tekemalla opinnaytetyén suunni-
telman, jonka saimme valmiiksi lokakuussa 2008. Saimme tutkimusluvan tutkija
Sanna Rinnalta 10.11.2008 ja sopimuksen opinnaytetydsta allekirjoitti professori
Irina Elovaara marraskuussa 2008.

Kavimme harjoittelemassa perifeerisen veren mononukleaaristen valkosolujen
erottelua, RNA-eristysta ja RNA:n pitoisuus- ja puhtausmittausta 25.—26.2.2009
Tampereen yliopiston La&ketieteenlaitoksen Neuroimmunologian tutkimusryh-
man laboratoriotiloissa. Varsinaisen kokeellisen osuuden suoritimme 2.—
5.3.2009.

8.1 Eri tybvaiheissa kaytetyt valineet, laitteet ja reagenssit

Verinaytteenotossa kaytimme Terumon Venosafe™ Holder -neulanohjainta se-
kad Terumo Venoject™ Quick Fit -neuloja. Otimme verindytteet BD Vacutainer®
CPT™ -putkiin. Sentrifugoimme naytteet Eppendorf Centrifuge 5810 -
sentrifugilla. Mononukleaaristen valkosolujen pipetoinnissa kaytimme lasisia

Pasteur-pipetteja.

Solujen pesuliuoksena kaytimme BioWhittakerin® fosfaattipuskuroitua suolaliu-
osta (PBS, phosphate buffered saline). Pesujen yhteydessa kaytimme Sigma
Laboratory Centrifuges 6K15 Sartorius -kylmasentrifugia. Solujen laskemista
varten valmistimme solususpensiosta ja Sigman 0,4 % Tryban Blue -varista
laimennoksen, jolloin kuolleet ja elavat solut erottuivat toisistaan. Solujen jaka-
misvaiheessa kaytimme Biofuge Fresco Haraeus -sentrifugia. Mononukleaaris-
ten valkosolujen lyysauksessa kaytimme RLT Plus -lyysauspuskuria ja putkien
sekoittamisessa Vortex Genie 2 -sekoittajaa. Ennen RLT Plus -lyysauspuskurin

kayttoa, lisasimme 14 ml:aan RLT Plus -lyysauspuskuria 140 pul B-
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merkaptoetanolia. Solujen hajotuksen jalkeen pakastimme solulysaatit Sanyo
UltraLow -pakastimessa -80 °C:ssa.

Ennen RNA-eristysta puhdistimme valineet MBP Molecular BioProducts RNase
AWAY -liuoksella. Sulatimme solulysaatit Dual ThermoBath ALB 128 -
lampohauteella +37 °C:ssa. Ribonukleiinihapon eristyksesséa kaytimme Qiagen
RNeasy® Plus Mini Kitin mukana tulleita valineita ja reagensseja. Kitti sisalsi
gDNA Eliminator -pylvéita, RNeasy Mini Spin -pylvaita, 2 millilitran (ml) kerays-
putkia ja 1,5 ml:n mikrosentrifugiputkia seka tarvittavat reagenssit, joita olivat
RW1-pesupuskuri, RPE-pesupuskuri, RLT Plus -lyysauspuskuri ja ribonukle-
aasivapaa vesi. Lisdsimme RPE-pesupuskurin sekaan ennen kayttoa 14 ml ab-
soluuttista etanolia pakkauksen ohjeen mukaan. Liséksi tarvitsimme RNA-
eristyksessd 70 % etanolia, jonka valmistimme lisdamalla 9,8 ml absoluuttista
etanolia 4,2 ml:aan Qiagenin ribonukleaasivapaata vetta. Liséksi kaytimme
RNA-eristyksessa Qiagen QlAshredder-homogenisointipylvaita. Sentrifugointiin
kaytimme Eppendorf centrifuge 5415D -sentrifugia.

Pipetoinnissa kaytimme tilavuudeltaan erikokoisia Finnpipette® Thermo Labsys-
tems -ilmamantépipetteja ja TipOne Starlab -pipetinkarkia. Kaytimme myos
Brand accu-jet -pumpettoria sekd Sarstedt serological pipette -muovipipettia

RLT Plus -lyysauspuskurin ja 70 % etanolin valmistuksessa.

8.2 Mononukleaaristen solujen erottelu ja laskeminen Birkerin laskukammiossa

Aloitimme kokeellisen osuuden suorittamisen ottamalla verindytteet kolmesta
perusterveesta henkilostd. Otimme naytteitd mononukleaaristen valkosolujen
maaran optimointia varten yhteensa 32 kahdeksan millilitran BD Vacutainer®
CPT™-putkea. Eri henkildiden nayteputket identifioimme juoksevalla numerolla.
Ensimmainen osuus sisélsi yhteensa kuusi sarjaa. Yksi sarja koostui aina yh-
den henkildon naytteestd ja yhdessa sarjassa oli viisi tai nelja eri solumaaraa
(kuvio 11, s. 35). Yhta sarjaa varten tarvitsimme kahdeksan 8 ml CPT ™-putkea.
Toista osuutta varten otimme vield kolmesta eri henkilosta yhteensa 12 kahdek-
san millilitran CPT™-putkea kokoverta RLT Plus -lyysauspuskurin maaran ver-

tailua varten. Otetuista verinaytteistd muodostui yhteensa kolme eri sarjaa ja



35
yksi sarja koostui yhden henkildon mononukleaarisista valkosoluista, jotka ja-
oimme neljaan eri soluméaardén (kuvio 11). Yhteen sarjaan tarvitsimme nelja
kahdeksan millilitran CPT ™-putkea. Sentrifugoimme naytteet heti naytteenoton
jalkeen huoneenlammossa Centrifuge 5810 eppendorf -sentrifugilla. Sentrifu-
gointiteho oli 1720 g:ta ja sentrifugointiaika oli 30 minuuttia.

Henbkilé 1 Henkilt 2 Henkilt 3 Henlkilé 4
Sarja 1 Sarja 2 Sarja 5
=arja4 Sarja 3 Sarja b
12 miljoonas solus
10 miI.jluonaa solus 12 milioonas salua Sarja ¥ Sarja 8 Sarja g
7.5 mijoonas sois 10 miljioonas solua
S milioonsa solua | |

2 milioonsa solua

12 miljioonaa solua
10 miljoonaa solua
7.2 miljioonaa solua
5 miljioonaa solua
2 miljiponaa solua

7.5 milioonaa solua
S miljioonsa solis
2 miljioonsa solis

12 miljoonaa solua
10 miljoonaa =olua
7.5 miljioonaa solua
2 miljioonaa solus

12 miljoonas =oluz
10 miljioonaa zolua
7.5 miljioonaa solua
S milioonas solus
2 milioonaa solua

10 miljoonaa soluz
T 5 milioonaa solua
5 miljioonaa solua
2 milioonaa solua

10 miljoonas soluz
T 5 milioonaa solua
5 milioonaa solua
2 milioonaa solus

12 miljoonas solua
10 miljoonas solua

T 5 miljioonaa solua
2 milioonaa solus

10 miljioonas solua
7.5 miljoonaa solus
5 milioonaa solua
2 miljioonaa solua

KUVIO 11. Eri henkildiden verindytteista muodostuneet solusarjat

Sentrifugoinnin jalkeen pipetoimme solut steriileilld, lasisilla Pasteur-pipeteilla
Sarstedin 15 ml:n kartioputkiin. Eri henkildiden solut kasittelimme erikseen. Kun
saimme kaikki solut pipetoitua CPT ™-putkista Sarstedin 15 ml:n kartioputkiin,
lisdsimme solujen paélle PBS:a ad. 15 ml. Fosfaattipuskuroidun suolaliuoksen
lisdyksen jalkeen sekoitimme putkia varovasti noin viisi kertaa. Sentrifugoimme
putket +4 °C:ssa 15 minuuttia 400 g:n teholla Sigma laboratory centrifuges
6K15 Sartorius -sentrifugilla. Sentrifugoinnin jalkeen kaadoimme supernatantin
pois hajottamatta putken pohjassa olevaa solupellettia. Taméan jalkeen kaa-
doimme solupelletin paalle PBS:a ad. 10 ml. Hajotimme solupelletin PBS:n lisa-
yksen yhteydessa varovasti lasisilla Pasteur-pipetilla suspensoiden. Taman jal-
keen sentrifugoimme solusupension +4 °C:ssa 10 minuuttia 400 g:n teholla
Sigma laboratory centrifuges 6K15 Sartorius -sentrifugilla. Sentrifugoinnin jal-

keen kaadoimme supernatantin pois. Solupelletin p&alle lisasimme 1 ml PBS:a



36
ja hajotimme solupelletin tarkasti lasisella Pasteur-pipetilla suspensoiden. Saily-

timme solususpension jaahauteella solujen jakamiseen saakka.

Sarja 1:

Varjasimme erotellut solut Tryban Blue -varilla. Pipetoimme 25 pl solususpen-
siota ja 100 pl Tryban Blue -varid mikrosentrifugiputkiin, jolloin laimennoskerroin
oli 5. Suspensoimme varin ja solususpension hyvin pipetilla. Pipetoimme vérjat-
tya solusupensiota lasisilla Pasteur-pipeteilla Birkerin laskukammioon. Las-
kimme B-ruuduista aina vahintdan 100 solua. Ensimmaisessa sarjassa oli nel-
jassa Sarstedin 15 ml putkessa 1 ml solususpensiota. Teimme jokaisesta so-

lususpensioputkesta varjayksen mikrosentrifugiputkeen.

Putki 1: 143 solua/12 B-ruutua= 11,9 solua/B-ruutu.
Putki 2: 165 solua/12 B-ruutua= 13,75 solua/B-ruutu.
Putki 3: 106 solua/10 B-ruutua= 10,6 solua/B-ruutu.
Putki 4: 115 solua/10 B-ruutua= 11,5 solua/B-ruutu.

Laskimme ndaiden tulosten perusteella, paljonko kussakin putkessa on soluja.

Solumaarat on laskettu seuraavaa kaavaa kayttaen:

laskettujen solujen maira yhteensa x laimennoskerroin x tilavuus x 10*

laskettujen B-ruutujen maara

Laimennossuhde: 25 pl + 100 pul (1:5), laimennoskerroin on 5

Tilavuus: 16 B-ruutua (0,1 pl)

Putki 1: 143/12 x 5 x 16= 953 x 10" (9,53 x 10° solua/ml)
Putki 2: 165/12 x 5 x 16= 1100 x 10* (11 x 10° solua/ml)
Putki 3: 106/10 x 5 x 16= 848 x 10" (8,48 x 10° solua/ml)
Putki 4: 115/10 x 5 x 16= 920 x 10* (9,2 x 10° solua/ml)

Yhdistimme 1 ml solusupensiot yhteen Sarstedin 15 ml:n kartioputkeen, jonka

jalkeen soluja oli yhteensa 38, 21 x 10° solua/4 ml. Keskimaarin soluja oli siis
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9,6 x 10° solua/ml. Laskimme tarvittavat solususpensioméaérat halutun solumaa-
ran saavuttamiseksi (taulukko 2). Solusarjat ja -maarat merkitsimme juoksevalla
numerolla. Merkintd 1/1 tarkoittaa ensimmaistad solusarjaa ja ensimmaista so-
lumaaraad (12 miljoonaa solua). Merkinta 2/3 tarkoittaa puolestaan toista solu-
sarjaa ja kolmatta solumaaraa (7,5 miljoonaa solua).

TAULUKKO 2. Ensimmaisen sarjan solususpension maara eri solumaarille

Solusarja Haluttu solumaara Tarvittava solususpension maaréa
1/1 12 x 10° 12 x 10°/9,6 10°= 1025 pl

1/2 10 x 10° 10 x 10°/ 9,6 10°= 1000 pl

1/3 7,5 x 10° 7,5x10°/9,6 10°= 780

1/4 5 x 10° 5x10°/9,6 10°= 550 pl

1/4/2 5 x 10° 5x10°/9,6 10°= 550 pl

1/5 2 x 10° 2 x10°/9,6 10°= 210 pl

Pipetoimme solususpensiota mikrosentrifugiputkiin tarvittavat maarat ja sentri-
fugoimme mikrosentrifugiputket Biofuge Fresco Haraeus -sentrifugilla +4 °C:ssa
5 minuuttia 400 g:n teholla. Koska ensimmaisessa sarjassa solususpensiota jai
ylimaaraista, pipetoimme 1/4 soluméaarélle rinnakkaisen naytteen, jolle annoim-
me naytenumeroksi 1/4/2. Sentrifugoinnin jalkeen pipetoimme supernatantin
varovasti pois steriloiduilla lasisilla Pasteur-pipeteilla. Taman jalkeen pipetoim-
me solupelletin paalle 600 ul RLT Plus -lyysauspuskuria. Hajotimme solupelletin
pipetilla suspensoiden, jonka jalkeen viela sekoitimme putket Vortex Genie 2 -
sekoittajalla lyysayksen varmistamiseksi. Taméan jalkeen pakastimme solulysaa-
tit -80 °C Sanyo Ultra low -pakastimessa. Jokaisen sarjan kohdalla kasittelimme

solususpensiot edellda mainitulla tavalla.

Naytteen 1/3 kohdalla sattui pipetointivirhe, joten jouduimme poistamaan taman
naytteen sarjasta. Seuraavana paivana otimme samalta henkil6lta verinaytteen
ja korvasimme epaonnistuneen naytteen uudella. Otimme ensimmaiseen sar-
jaan myos 1/4 ja 1/5 solumaarille rinnakkaiset naytteet. Naiden kolmen solu-

maaran solususpensiomaarat esitamme taulukossa 3 sivulla 38.
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TAULUKKO 3. Ensimmaisen sarjan uusitut solumaarat

Solusarja Haluttu solumaara Tarvittava solususpension maara
1/3 7,5 x 10° 7,5 x 10°/ 18 x 10° = 420 pl

1/4 5 x 10° 5 x 10°/ 18 x 10° = 230

1/5 2 x 10° 2 x10°/18 x 10°= 110 pl

Sarja 2:

Toisessa sarjassa solususpensiota oli neljassé Sarstedin 15 ml:n kartioputkes-
sa, joista jokaisessa oli 1 ml solususpensiota. Ennen solujen laskemista yhdis-
timme solut yhteen Sarstedin 15 ml:n putkeen, jolloin yhdessa putkessa oli 4 ml
solususpensiota. Talléin laskimme solut ainoastaan yhden kerran. Varjasimme
solut samalla tavalla kuin edella kuvattiin. Solususpensiomaarat esitamme tau-

lukossa 4.

Putki 1:

101 solua/4 B-ruutua = 25,33 solua/B-ruutu
25,33 x 5 x 16=2026,4 x 10* (20 x 10° solua/ml)
20 x 10° solua/ml x 4 = 80 x 10° solua/4 ml

TAULUKKO 4. Toisen sarjan solususpension maara eri solumaarille

Solusarja Haluttu solumaara Tarvittava solususpension maara
2/1 12 x 10° 12 x 10°/ 20 x 10° = 600 pl

212 10 x 10° 10 x 10°/ 20 x 10° = 500 pl

2/3 7,5 x 10° 7,5 x10°/20 x 10° = 380

214 5x 10° 5 x 10°/ 20 x 10° = 250 pl

2/5 2 x 10° 2 x 10°/20 x 10° = 100 pl
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Sarja 3:

Kolmannen sarjan saimme samasta naytteesta toisen sarjan kanssa. Kolman-
nesta sarjasta puuttuu 5 x 10° solumaara (3/4), silla solususpensiota ei riittanyt.
Solususpension maaréat ovat samat kuin toisessa sarjassa. Solususpensiomaa-

rat esitimme taulukossa 5.

TAULUKKO 5. Kolmannen sarjan solususpension maaré eri soluméaarille

Solusarja Haluttu solumaara Tarvittava solususpension maaréa
3/1 12 x 10° 12 x 10°/ 20 x 10° = 600

3/2 10 x 10° 10 x 10°/ 20 x 10° = 500

3/3 7,5 x 10° 7,5 x 10°/ 20 x 10° = 380

3/4 5 x 10° Puuttuu (soluja ei riittanyt)

3/5 2 x 10° 2 x 10°/20 x 10° = 100 pl

Sarja 4:

Neljannen sarjan alussa solususpensiota oli kolmessa Sarstedin 15 ml:n kar-
tioputkessa, jossa jokaisessa solususpensiota oli 1 ml. Yhdistimme solususpen-
sion yhteen kartioputkeen, jolloin sité oli yhteensa 3 ml. Neljannessa sarjassa
varjasimme solut jalleen Tryban Blue -varilla eli pipetoimme 25 pl solususpen-
siota ja 100 ul Tryban Blue -varid mikrosentrifugiputkeen. Laskimme soluja yh-

teensd kymmenesta B-ruudusta.

Putki 1: 226 solua/10 B-ruutua = 22,6 solua/B-ruutu
22,6 x 5 x 16 = 1808 x 10* (18,08 x 10° solua/ml)
18,08 x 10° solua/ml x 3 = 54,2 x 10° solua/ 3 ml

Solususpensiomaarat esitamme taulukossa 6 sivulla 40.
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TAULUKKO 6. Neljannen sarjan solususpension maara eri solumaarille

Solusarja Haluttu solumaara Tarvittava solususpension maaréa
4/1 12 x 10° 12 x 10°/ 18 x 10° = 670

412 10 x 10° 10 x 10°/ 18 x 10° = 560 pl

4/3 7,5 x 10° 7,5 x 10°/ 18 x 10° = 420 pl

414 5 x 10° 5x 10°/ 18 x 10° = 230 pl

4/5 2 x 10° 2 x10°/ 18 x 10° = 110 pl

Sarja 5:

Viidennen sarjan alussa solususpensiota oli kolmessa Sarstedin 15 ml:n kar-
tioputkessa, jossa jokaisessa solususpensiota oli 1 ml. Yhdistimme solususpen-
sion yhteen kartioputkeen, jolloin sitd oli yhteensd 3 ml. Varjasimme solut jal-
leen Tryban Blue -varilla kuten edella. Laskimme soluja yhteensa kahdestatois-

ta B-ruudusta.

Putki 1: 347 solua/12 B-ruutua= 28,9 solua/B-ruutu
28,9 x 5 x 16 = 2312 x 10 (23,12 x 10° solua/ml)
23,12 x 10° solua/ml x 3= 69 x 10° solua/ 3 ml

Solususpensiomaarat esitamme taulukossa 7.

TAULUKKO 7. Viidennen sarjan solususpension maara eri solumaarille

Solusarja Haluttu solumaara Tarvittava solususpension maara
5/1 12 x 10° 12 x 10°/ 23,12 x 10° = 520 pl
5/2 10 x 10° 10 x 10°/ 23,12 x 10° = 433 pl
5/3 7,5 x 10° 7,5 x10°/23,12 x 10° = 325 pl
5/4 5x 10° 5x 10°/23,12 x 10° = 216 pl

5/5 2 x 10° 2 x10°/23,12 x 10° = 87
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Sarja 6:

Kuudennen solusarjan saimme samasta naytteesta viidennen solusarjan kans-
sa. Kuudennesta sarjasta puuttuu 5 x 10° (6/4) solun sarja, sill& solususpensiota
ei riittanyt. Solususpension maara on sama kuin viidennessa sarjassa. So-

lususpensiomaaréat esitdmme taulukossa 8.

TAULUKKO 8. Kuudennen sarjan solususpension mééara eri solumaarille

Solusarja Haluttu solumaara Tarvittava solususpension maaréa
6/1 12 x 10° 12 x 10°/ 23,12 x 10° = 520
6/2 10 x 10° 10 x 10°/ 23,12 x 10° = 433
6/3 7,5 x 10° 7,5x10°/23,12 x 10° = 325 pl
6/4 5 x 10° Puuttuu (soluja ei riittanyt)

6/5 2 x 10° 2 x10°/23,12 x 10° =87

Otimme yhteensa kolmesta eri henkilésta verta BD Vacutainer® CPT ™-putkiin
RLT Plus -lyysauspuskurin maaran vertailua varten. Otimme jokaisesta henki-
|6sta verta nelja kahdeksan millilitran CPT ™-putkea. Yhteensa otimme naytteita
kaksitoista CPT ™-putkea. Vertailussa oli siis kolme sarjaa, jossa jokaisessa oli

nelja eri solumaaraa.

Erottelimme, varjasimme ja laskimme mononukleaariset valkosolut naista nayt-
teistd samalla tavalla kuin edellisissa sarjoissa. Ainut muuttuja solujen kasitte-
lyssa oli RLT Plus -lyysauspuskurin maard. Nyt pipetoimme RLT Plus -
lyysauspuskuria 350 pl, kun aikaisemmin olimme pipetoineet RLT Plus -

lyysauspuskuria 600 pl.

Sarja 7:

Seitsemannesta solusarjasta laskimme soluja kuudesta B-ruudusta.

Putki 1: 226 solua/6 B-ruutua= 36,8 solua/B-ruutu
36,8 x 5 x 16= 2950 x 10* solua (29,5 x 10° solua/ml)
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Tassa tapauksessa solususpensiota oli vain 1 ml. Solususpensiomaarat esi-

tamme taulukossa 9.

TAULUKKO 9. Seitseméannen sarjan solususpension maara eri solumaarille

Solusarja Haluttu solumaara Tarvittava solususpension maaréa
712 10 x 10° 10 x 10°/ 29,5 x 10° = 339 pl

713 7,5 x 10° 7,5 x10°/29,5 x 10° = 254
714 5 x 10° 5x10°/29,5 x 10° = 169 pl

7/5 2 x 10° 2 x10°/29,5 x 10° = 68 pl

Sarja 8:

Kahdeksannesta solusarjasta laskimme soluja neljasta B-ruudusta.
Putki 1: 202 solua/4 B-ruutua= 50,5 solua/B-ruutu
50,5 x 5 x 16= 4040 x 10* solua/ml (40,4 x 10° solua/ml)

Solususpensiomaarat esitamme taulukossa 10.

TAULUKKO 10. Kahdeksannen sarjan solususpension maara eri solumaarille

Solusarja Haluttu solumaara Tarvittava solususpension maara
8/2 10 x 10° 10 x 10°/ 40,4 x 10° = 248

8/3 7,5 x 10° 7,5 x10°/ 40,4 x 10° = 186
8/4 5x 10° 5x 10°/ 40,4 x 10° = 124 pl

8/5 2 x 10° 2 x 10°/ 40,4 x 10° = 50 pl

Sarja 9:

Yhdeksannesté solusarjasta laskimme yhteensa kaksi B-ruutua.
Putki 1: 127 solua/2 B-ruutua= 63,5 solua/B-ruutu.
63,5 x 5 x 16= 5040 x 10” solua (50,4 x 10° solua/ml)

Solususpensiomaarat esitimme taulukossa 11 sivulla 43.
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TAULUKKO 11. Yhdeksannen sarjan solususpension maara eri solumaarille

Solusarja Haluttu solumaara Tarvittava solususpension maara
9/2 10 x 10° 10 x 10°/ 50,4 x 10° = 198 yl

9/3 7,5 x 10° 7,5x10°/50,4 x 10° = 149 pl
9/4 5 x 10° 5x 10°/50,4 x 10° = 99 yl

9/5 2 x 10° 2 x 10°/50,4 x 10° = 40 i

8.3 Ribonukleiinihapon eristaminen

Eristimme RNA:ta yhteensa 43 solulysaatista. Ribonukleiinihapon eristysta var-
ten sulatimme lyysatut solut lampéhauteella +37°C:ssa 10—15 minuuttia, jonka
jalkeen sekoitimme naytteen Vortex Genie 2 -sekoittajalla. Varsinaisessa RNA-
eristyksessa kaytimme Qiagen RNeasy® Plus Mini Kittida ja erikseen tilattuja
Qiagen QlAshredder -homogenisointipylvaita. Lisaksi valmistimme eristysta var-

ten 14 millilitraa 70 % etanolia ribonukleaasivapaaseen veteen.

Kolmen naytteen kohdalla RNA-eristys epaonnistui viallisen gDNA Eliminator -
pylvaan vuoksi. Pylvdan silikakalvo oli irronnut sentrifugoinnin aikana. Huo-
masimme silikakalvon irtoamisen etanolin lisayksen yhteydessa, jolloin putken
pohjalla nakyi valkoinen saostuma. Saostuma aiheutti epdpuhtautta naytteisiin.

Naiden naytteiden mittaustulokset eivéat ole mukana lopullisissa tuloksissa.

Ennen RNA-eristyksen suoritusta puhdistimme tydtason ja tarvittavat vélineet
RNase AWAY -liuoksella. Lisaksi suojasimme tydtason imupaperilla. Vaih-
doimme suojakasineitd usein ribonukleaasikontaminaation valttdmiseksi. Eris-
tyksen ensimmaisessa vaiheessa homogenisoimme naytteen: Pipetoimme 600
pul  solulysaattia 2 ml:n  keraysputkessa olevaan violettin  QlAshredder-
pylvaaseen, jota sentrifugoimme 2 minuuttia 16 100 g:n teholla Eppendorf cent-
rifuge 5415 D -sentrifugilla. Tamén jalkeen havitimme pylvaan ja siirsimme ho-
mogenisoidun lysaatin keraysputkelliseen gDNA Eliminator -pylvaéseen. Sentri-

fugoimme pylvasta 30 sekunnin ajan 11 200 g:n teholla, jolloin naytteessa oleva
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DNA sitoutui pylvaan silikakalvolle. Havitimme pylvaan ja sailytimme sen lapi

menneen nesteen.

Seuraavaksi pipetoimme solulysaattiin 600 pl 70 % etanolia. Sekoitimme etano-
lin ja lysaatin varovasti kesken&éan pipetilla suspensoiden. Etanolilisdyksen jal-
keen siirsimme 700 pl naytetta vaaleanpunaiseen RNeasy Mini Spin -
pylvdaseen ja sentrifugoimme pylvastd 15 sekuntia 11 200 g:n teholla. Saas-
timme pylvaan ja siirsimme sen uuteen keraysputkeen. Lisasimme pylvaéseen
loput naytteesta ja toistimme sentrifugoinnin. Havitimme |&pi tulleen nesteen ja

siirsimme pylvaan uuteen keraysputkeen.

Kaytimme naytteen pesemiseen kahta eri pesupuskuria. Ensin lisdsimme pyl-
vaaseen 700 ul RW1-pesupuskuria ja sentrifugoimme putkea 15 sekunnin ajan
11 200 g:n teholla. Seuraavat kaksi pesua suoritimme RPE-pesupuskurilla, jota
lisdsimme 500 pl ja sentrifugoimme putken kuten edella. Jalkimméaisessa pe-
sussa sentrifugointiaika oli kaksi minuuttia. Havitimme pylvaan lapi tulleen nes-

teen ja siirsimme pylvaan nukleaasivapaaseen 1,5 ml mikrosentrifugiputkeen.

Kun olimme siirtaneet pylvaan mikrosentrifugiputkeen, pipetoimme pylvaaseen
30 pl ribonukleaasivapaata vettd. Altistamalla RNA:n matalan elektrolyyttikon-
sentraation omaavalle liuokselle, saimme sen eluoitua pois pylvaasta. Sentrifu-
goimme putkea minuutin ajan 11 200 g:n teholla, jonka aikana solulysaatista
eristetty RNA eluoitui mikrosentrifugiputkeen. Eluoinnin jalkeen pakastimme

naytteet -80 °C:ssa Sanyo Ultra low -pakastimessa.

8.4 Ribonukleiinihapon saannon ja puhtauden mittaus

Mittasimme RNA:n saannon ja puhtauden The Thermo Scientific NanoDrop™
1000 -spektrofotometrilla.  Kaytimme laitetta  NanoDrop™ 1000 -
tietokoneohjelman avulla. Laitoimme spektrofotometrin mittausvalmiuteen pipe-
toimalla 3 pl ribonukleaasivapaata vetta optiselle alustalle. Taméan jalkeen nol-
lasimme laitteen ja teimme kontrollimittauksen 3 pl:lla ribonukleaasivapaata vet-

ta.
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Mitattavia naytteita oli yhteensa 43. Teimme mittaukset kahtena eri paivana ja
mittasimme aina yhden sarjan kerrallaan. Varsinaisissa pitoisuus- ja puhtaus-
mittauksissa kaytimme naytemadarana 2 pl:a. Pyyhimme optisen alustan nuk-
kaamattomalla paperilla jokaisen naytteen mittaamisen jalkeen. Sarjojen valissa
teimme kontrollimittauksen ribonukleaasivapaalla vedella varmistaaksemme,
ettei optiselle alustalle jaanyt edellisen sarjan jaanteita. Mittausta odottavat

naytteet sailytimme jadhauteella.

Jokaisesta mittauksesta saimme tietokoneen nayttopaatteelle kuvaajat ja nu-
meeriset arvot saannon maarasta ja puhtaudesta (kuvio 12). Lisdksi saimme
jokaisesta sarjasta yhteenvetokuvaajan, jossa oli jokaisen sarjaan kuuluvan
naytteen absorptiospektri. Mittausten jalkeen puhdistimme optisen alustan ribo-
nukleaasivapaalla vedella. Pipetoimme ribonuklaasivapaata vetta optiselle alus-
talle 4 pl ja pyyhimme sen nukkaamattomalla paperilla. Lopuksi varmistimme
nollanaytteelld, etté alusta oli varmasti puhdas. Kaikki naytteista saadut mittaus-

tulokset esitamme liitteessa 1 sivulla 58.
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KUVIO 12. Yksittaisen naytteen absorptiospektri

Poistimme mittaustulokisista yhteensa viisi eri naytettd. Kolme naytettda hyl-
kasimme viallisen gDNA Eliminator -pylvaan vuoksi. Mittaustuloksia tarkastelta-
essa poistimme myo6s kaksi muuta naytetta lopullisista tuloksista, silla niiden
saanto oli huomattavasti alempi muihin saman solumaaran naytteisiin verrattu-
na (lite 2). Luultavasti ndiden naytteiden kohdalla joko solujen erottelu tai RNA-

eristys oli epaonnistunut.
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9 TULOKSET JA JOHTOPAATOKSET

Havainnollistamme kokeellisen osuuden tuloksia pylvasdiagrammien avulla.
Pylvasdiagrammeissa on my0s keskihajontaa osoittavat janat. Kokeellisessa
osuudessa vertailimme perifeerisen veren mononukleaaristen valkosolujen
maaran ja RLT Plus -lyysauspuskurin maaran vaikutusta RNA-saantoon ja -
puhtauteen. Solumaarina kaytimme viitta eri solumaaraa: 12, 10, 7,5, 5 ja 2 mil-
joonaa solua. Kaytimme RLT Plus -lyysauspuskurin maarina 600 mikrolitraa ja
350 mikrolitraa. Keskimaaradisen RNA-saannon eri solumaarilla esitdmme kuvi-
ossa 13. Kokeellisen osuuden tulokset eivat ole yksiselitteisid, koska havainto-

yksikdiden maara on vahainen ja otimme verinaytteet eri ihmisilta.
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200 maara 500 ul

BRLT Plus -
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0 : : . . -
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KUVIO 13. Keskimaarainen RNA-saanto eri solumaarilla

Laskimme keskiarvot RNA-saannoille miljoonaa solua kohden ja vertailimme
saantojen maaria. Keskiarvoihin ja keskihajontoihin emme ole laskeneet mu-
kaan hylattyja naytteita (lite 2 s.60-63). Eri solumaarien saannoissa ei ole suu-
ria eroja. Nayttaisi kuitenkin silta, ettd 10 miljoonasta solusta saadaan Qiagen
RNeasy® Plus Mini Kitilla eristettya eniten RNA:ta (kuvio 14, s. 47). Ribonukle-
iinihapon saannon ja puhtauden mittauksen ja tulosten tarkastelun perusteella
tutkija Sanna Rinta paatti, ettei 12 miljoonan solun lyysausta kokeilla 350 pl:lla,

koska 10 miljoonasta solusta saatiin eristettya enemman RNA:ta.
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KUVIO 14. Keskimaarainen RNA-saanto miljoonaa solua kohden eri solumaaril-
la

Primaarisessa RNA:n puhtausmittauksessa Azso/Azgo €i ole merkittavia eroja eri
solumaarien valilla. Arvon Azeo/Azso tulee olla 2, jolloin RNA:n katsotaan olevan
puhdasta. Kaikki kokeellisen osuuden havaintoyksikot ylittdvat taman arvon,
kun RLT Plus -lyysauspuskuria on 600 pl tai 350 pl (kuvio 15).

2,14
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912 maara B00 ul
BRLT Plus -
- lyysauspuskurin
2,10 T maara 380 ul

260nm/280nm

12miljoonaa 10 miljoonaa 7.5 miljoonaa 5 miljoonaa 2 miljoonaa
solua solua solua solug solua

KUVIO 15. Keskimaarainen RNA-saannon puhtaus eri solumaarilla Azso/A2so
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Sekundaarisessa puhtausmittauksessa mitataan Azso/Az30-Suhdetta. Arvon tulisi
olla valilla 1,8-2,2. Havaintoyksikdiden valilla on vaihtelua sekundaarisessa
puhtausmittauksessa. Osa tuloksista ylsi tahan tavoitevaliin ja osa tuloksista jai

paljon tavoitevalin alapuolelle (kuvio 16).

ORLT Plus -

lyysauspuskurin
] maara 600 ul

BRLT Plus -
lyysauspuskurin
maara 350 ul

260nm/230nm

1,00 H

0,00

12 miljoonaa  10miljoonaa 7,92 miljoonaa & miljoonaa 2 miljoonaa
salua solua solua solua solua

KUVIO 16. Keskiméaarainen RNA-saannon puhtaus eri solumaarilla Azso/A230

Kokeellisen osuuden tuloksista voimme tehda seuraavia johtopaatoksia. Ribo-
nukleiinihapon eristyksessa 12 miljoonaa solua on liian suuri méarad RNeasy®
Plus Mini Kitin pylvaiden puhdistuskyvylle. Paadyimme tahan johtopaatokseen,
koska RNA:n puhtaus ja saanto ovat 12 miljoonalla solulla huonommat kuin 10
miljoonalla solulla. Myds RNeasy® Plus Mini Kitin kayttdohjeessa sanotaan, et-
ta pylvaiden puhdistuskyky riittdéa korkeintaan 10 miljoonalle solulle. Toisaalta 2
miljoonaa solua on lilan pieni maara RNA-eristykseen Qiagen RNeasy® Plus
Mini Kitilla. Solumaaran ollessa kaksi miljoonaa, puhtausmittausten tulosten va-
lilla oli suurta hajontaa, eikéa puhtaus ollut kaikkien naytteiden kohdalla toivotulla
tasolla. Kahden miljoonan solun eristykseen tulisi kayttaa sellaista kittia, joka on

tarkoitettu RNA-eristykseen viela pienemmista solumaarista.

Kokeellisen osuuden toisessa osiossa vertailimme RLT Plus -lyysauspuskurin
maaran vaikutusta RNA:n saantoon ja puhtauteen. Tasta vertailusta saamiem-
me tulosten perusteella voimme paatelld, ettd 350 ul on liian pieni maara RLT
Plus -lyysauspuskuria 10 miljoonan solun hajottamiseen. Jos solumaara on yli

7,5 miljoonaa, RLT Plus -lyysauspuskurin maaran tulisi olla 600 pl. Jos solu-
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maaré on 7,5 miljoonaa solua tai vahemman, tulee kayttaa 350 pl RLT Plus -

lyysauspuskuria (kuviot 14 ja 15, s. 47 ja kuvio 16, s. 48).

Mittaustuloksista tehdyt johtop&éatokset tukivat tutkimusryhman paatosta kayttaa
enintddn 10 miljoonaa solua RNA-eristykseen kaytettdessa Qiagen RNeasy®
Plus Mini Kitti& ja ottaa MS-potilaista nelja BD Vacutainer® CPT™ -putkea vii-
den sijaan. Lisaksi mittaustulosten perusteella tutkimusryhma kayttaa mononuk-
leaaristen valkosolujen hajotuksessa RLT Plus -lyysauspuskuria 600 pl, kun so-
lumaaré on yli 7,5 miljoonaa. Jos soluméara on 7,5 miljoonaa tai vahemman, on

sopiva RLT Plus -lyysauspuskurin maara 350 pl.
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10 POHDINTA

Opinnaytetydmme tehtavana oli eristda perifeerisen veren mononukleaarisia
valkosoluja, laskea soluméaara Burkerin laskukammiossa ja tdman jalkeen eris-
tdad RNA:ta Qiagen RNeasy® Plus Mini Kitilla. Eristyksen jalkeen tehtavanam-
me oli mitata RNA:n saanto ja puhtaus The Thermo Scientific NanoDrop™ 1000
-spektrofotometrilla. Vertasimme, miten mononukleaaristen valkosolujen maara
RNA-eristyksen alussa vaikuttaa saantoon. Tehtdvanamme oli myds kokeilla,
miten soluja hajottavan RLT Plus -lyysauspuskurin maara vaikuttaa eristyksen

onnistumiseen.

Tarkoituksenamme oli optimoida RNeasy® Plus Mini Kittia varten solumaara ja
RLT Plus -lyysauspuskurin maara. Opinnaytetydmme tarkoituksena oli 16ytaa
oikea solumaara seka sopiva solujen ja RLT Plus -lyysauspuskurin valinen suh-
de riittdvan puhtauden ja saannon takaamiseksi. Kokeellisen osuuden tulosten
perusteella voimme paatellad, etta 12 miljoonaa solua on liilan suuri maara kysei-
sella kitilla eristettavaksi ja 2 miljoonaa solua on lilan pieni solumaara. Eniten
RNA:ta saimme eristettya kayttamalla 10 miljoonaa solua. Saanto oli 10 miljoo-
nalla solulla hyva riippumatta RLT Plus -lyysauspuskurin maarasta. Saanto oli
kuitenkin paljon puhtaampi, kun RLT Plus -lyysauspuskuria oli 600 ul 350 pl:n
sijaan. Jos solumaara on 7,5 miljoonaa solua tai vahemman, tulee RLT Plus -
lyysauspuskurin maara olla 350 pl. Opinnaytetydmme tarkoitus tayttyi eli onnis-
tuimme optimoimaan mononukleaaristen valkosolujen maaran seka RLT Plus -

lyysauspuskurin maaran Qiagen RNeasy® Plus Mini Kitille.

Opinnaytetydmme tavoitteena oli pyrkia pienentamaan tutkimuksessa tarvitta-
vaa naytemaaraa ja vahentad kustannusten maarad. Tutkimusryhma kaytti ai-
kaisemmin 10—12 miljoonaa solua RNA-eristyksessa riippuen siita, paljonko so-
luja saatiin potilaan verinaytteesta eroteltua. Kokeellisen osuuden tulosten pe-
rusteella tutkimusryhma kayttaa korkeintaan 10 miljoonaa solua. Jos potilaan
verinaytteestd saadaan eroteltua esimerkiksi 12 miljoonaa solua, RNA-eristys
tehdaan kuuden miljoonan solun erissd. Tulosten perusteella tutkimusryhma

saa eristettyd enemman ja puhtaampaa RNA:ta kuin aikaisemmin. Henkil6koh-
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taiset tavoitteemme syventya paremmin molekyylibiologiaan ja RNA-eristykseen

ja perehtya molekyylibiologian laboratoriossa tytskentelyyn toteutuivat hyvin.

Kokeellinen osuus sisalsi monia tarkkuutta vaativia tyovaiheita. Vaikka olimme
kayneet harjoittelemassa solujen erottelua, laskemista ja RNA:n eristysta seka
spektrofotometrin kayttda etukateen, silti ensimmaisen sarjan kasittelyssa oli
joitakin ongelmia. Kokeellisen osuuden jarkeva suorittaminen oli ensimmaisen
sarjan kohdalla vaikeaa. Virheiden kautta opimme yksinkertaisemman tavan
suorittaa eri vaiheet. Ensimmaista sarjaa pipetoitaessa tapahtui pipetointivirhe.
Korvasimme epaonnistuneen naytteen myéhemmin otetulla verinaytteella. Veri-
nayte oli peréisin samasta henkilosta kuin alkuperdinenkin nayte. Kolmen néyt-
teen kohdalla viallinen gDNA Eliminator -pylvas aiheutti sen, ettd jouduimme
poistamaan naytteet sarjasta. Hylkasimme naytteet, silla emme pystyneet arvi-

oimaan, miten vialliset pylvaét vaikuttivat RNA:n saantoon ja puhtauteen.

Kokeellisen osuuden kyky mitata sitd, mita tutkimuksessa on tarkoituskin mitata
(validiteetti), on mielestdmme hyva. Suoritimme kokeellisen osuuden tytohjeita
noudattaen ja samanlaisia ty6tapoja kayttaen. Reliabiliteetilla tarkoitetaan mit-
tauksen luotettavuutta ja toistettavuutta. Jos suorittaisimme mittauksen uudes-
taan, saisimme siitd saman tuloksen. Olemme kuvanneet opinnaytetydmme ko-
keellisen osuuden niin tarkasti, ettd sen voisi suorittaa uudestaan samalla taval-
la. Kokeellisen osuuden luotettavuutta heikentdd havaintoyksikéiden vahainen
maara. Esimerkiksi RLT Plus -lyysauspuskurin maaran optimoinnissa on vain
kolme sarjaa ja kussakin sarjassa nelja havaintoyksikkéa. Luotettavuutta lisaisi
se, etta otoskokoa kasvatettaisiin ja mukaan otettaisiin useamman eri henkilén

verinaytteita.

Jatkotutkimuksina voisimme tehda laajemman vertailun eri solumaarilla, silla
kokeellisen osuuden otos oli melko suppea. Verinaytteita voisi ottaa suurem-
masta ihmisjoukosta, jolloin tutkimuksen luotettavuus paranisi. Osittain suuri ha-
jonta opinnaytetydmme kokeellisen osuuden tuloksissa saattaa johtua siita, etta
kaytimme eri ihmisten verinaytteita. Jatkotutkimuksena voisi myds tarkistaa, on-
ko eristetty RNA pysynyt vahingoittumattomana. Tarkistuksen voisi tehda poly-
akryyliamidigeelielektroforeesin (PAGE), agaroosigeelielektroforeesin (AGE) tai

Bioanalyzer-kapillaarielektrofooreesilaitteen avulla.
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Empiirinen kokeellinen tutkimusmenetelma opinnaytetydomme menetelmaksi oli
luonnollinen valinta. Opinnaytetydmme kytkeytyy tiukasti edella mainittuun me-
netelmaan, eikd kokeellista osuutta olisi voinut muita menetelmid kayttaen tassa

tapauksessa suorittaa.

Tybskentely opinnaytetydbmme parissa on ollut haastavaa ja mielenkiintoista.
Paasimme tutustumaan tutkimusryhmén laboratoriotiloihin, menetelmiin ja toi-
mintaan. Ennen kokeellista osuutta perehdyimme tutkija Sanna Rinnan ja bio-
analyytikko Raija Paalavuon antamaan taustamateriaaliin. Tyon kulku oli vaikea
ymmartaa pelkén teoriatiedon perusteella ja siksi kokeellisen osuuden suoritta-
miseen oli todella vaikea varautua ja valmistautua etukateen. Tyon eri vaiheet
oppi ainoastaan itse tekemalla ja miettimalla. Opinnaytetyon kokeellisen osuu-
den myo6ta kadentaidot seka tarkkuus kehittyivat. Saimme kokemusta solujen
erottelusta, RNA-eristyksesta sekd RNA:n pitoisuus- ja puhtausmittauksesta ja

aseptisesta tydskentelysta.

Olemme pyrkineet kayttdmaan opinndytetydssamme lahteitd monipuolisesti.
Lahdemateriaalina olemme kéayttaneet useita eri artikkeleita, alan oppikirjoja,
ohjekirjoja, Internet-lahteitd seka laitteiden kayttboppaita. Suurin osa lahteista
on englanninkielisia, joten kielitaitomme on parantunut opinnaytetyon etenemi-
sen myo6ta. Alan erikoissanasto tuotti valilla hankaluuksia. Tiettyja englanninkie-

lisia termeja oli mahdotonta kdantaa suomen kielelle.

Artikkeleita hankkimme mm. National Center for Biotechnology Information si-
vuston PubMed -artikkelitietokannasta. Saimme runsaasti artikkeleita myos tut-
kija Sanna Rinnalta. Internet-lahteitda kaytimme suhteellisen paljon, mutta
olemme pyrkineet saamaan Internet-lahteen rinnalle myds kirjallisen lahteen.
Olemme arvioineet Internet-lahteiden luottavuutta sivustojen tekijoiden ja yllapi-
tajien perusteella. Internet-lahteiksi olemme valinneet ainoastaan sellaiset sivut,
joita olemme pitdneet luotettavina. Esimerkiksi kokeellisessa osuudessa kayte-
tyista valineista saa tietoa ainoastaan niiden valmistajilta ja tieto on useimmiten

verkossa.

Lopuksi haluamme kiittdd Neuroimmunologian tutkimusryhmaa ja erityisesti tut-

kija Sanna Rintaa ja bioanalyytikko Raija Paalavuota. Yhteistyd tydelaman oh-
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jaajien kanssa on ollut mutkatonta. Olemme saaneet heiltéd artikkeleita ja muuta
taustamateriaalia opinnaytetydmme tueksi ja apua tulosten tulkitsemisessa. He
ovat olleet aidosti kiinnostuneita tyéstdmme ja sen etenemisesta seké kokeelli-
sen osuuden tuloksista.
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LITTEET

LITE 1: 1 (2)
Ribonukleiinihapposaannon ja puhtauden mittaustulokset
Sarja 1 ng/ul | Azeo Azso Az60/Azg0 | A2solA2zo
1/1 12 miljoonaa solua 244,26| 6,106| 2,938 2,08 1,74
1/2 10 miljoonaa solua 261,02| 6,525| 3,124 2,09 1,46
1/3 7,5 miljoonaa solua 191,69| 4,792| 2,266 2,12 0,46
1/4 5 miljoonaa solua (uusi)| 98,68| 2,467 | 1,201 2,05 1,01
1/4/1 5 miljoonaa solua 63,68| 1,592| 0,782 2,04 1,22
1/4/2 5 miljoonaa solua 157,77| 3,944| 1,901 2,08 0,34
1/5 2 miljoonaa solua
(vanha) 45,57 1,139| 0,562 2,03 1,02
1/5 2 miljoonaa solua (uusi)| 55,84| 1,396| 0,671 2,08 0,78
Sarja 2 ng/ul | Azeo Azso Az60/Azs0 | A2solAzzo
2/1 12 miljoonaa solua 306,06, 7,652| 3,693 2,07 1,02
2/2 10 miljoonaa solua 285,23| 7,131| 3,431 2,08 1,19
2/3 7,5 miljoonaa solua 150,72| 3,768| 1,813 2,08 1,43
2/4 5 miljoonaa solua 106,57| 2,664| 1,284 2,07 0,50
2/5 2 miljoonaa solua 51,44| 1,286| 0,617 2,09 1,07
Sarja 3 ng/ll |Azeo | A2go | Azeo/A2go | Azso/A230
3/1 12 miljoonaa solua 296,08| 7,402| 3,591 2,06 1,52
3/2 10 miljoonaa solua 277,92| 6,948| 3,370 2,06 1,88
3/3 7,5 miljoonaa solua 107,69| 2,692| 1,305 2,06 0,78
3/5 2 miljoonaa solua 48,38| 1,210| 0,570 2,12 0,86
Sarja 4 ng/ul | Azeo Agso | AzsolAzso | AzeolAzso
4/1 12 miljoonaa solua 305,32| 7,633| 3,703 2,06 0,65
4/2 10 miljoonaa solua 275,06| 6,877| 3,342 2,06 2,15
4/3 7,5 miljoonaa solua 204,50| 5,112| 2,482 2,06 1,61
4/4 5 miljoonaa solua 96,12| 2,403| 1,172 2,05 0,96
4/5 2 miljoonaa solua 52,30 1,307| 0,654 2,00 1,08
Sarja 5 ng/ul | Azeo Azso A260/A2g0 | A260/A230
5/1 12 miljoonaa solua 443,29(11,082| 5,415 2,05 1,41
5/2 10 miljoonaa solua 322,12 8,053| 3,900 2,06 1,88
5/3 7,5 miljoonaa solua 254,25| 6,356| 3,061 2,08 1,21
5/4 5 miljoonaa solua 163,14| 4,079| 1,985 2,05 1,82
5/5 2 miljoonaa solua 73,36| 1,834| 0,872 2,10 0,68

Jatkuu
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Hylatty

Hylatty
Hylatty

Hylatty



LITE 1: 2 (2)
Sarja 6 ng/pl | Azeo Azgo Az60/Azgo | A2s0/A230
6/1 12 miljoonaa solua 408,41| 10,21| 5,011 2,04 1,66
6/2 10 miljoonaa solua 118,18 2,955| 1,391 2,12 0,33
6/3 7, 5 miljoonaa solua 129,49| 3,237| 1,560 2,08 1,93
6/5 2 miljoonaa solua 32,15| 0,804| 0,406 1,98 1,18
Sarja 7 ng/pl | Aseo Azgo | AssolAzgo | Azeo/Aozo
7/2 10 miljoonaa solua 308,28, 7,707| 3,719 2,07 0,52
7/3 7,5 miljoonaa solua 189,60 4,740| 2,271 2,09 0,60
7/4 5 miljoonaa solua 120,31| 3,008| 1,436 2,09 1,72
7/5 2 miljoonaa solua 33,47| 0,837| 0,404 2,07 0,17
Sarja 8 ng/Ul [Agso  |Asso | Azeo/Azso | Azeo/A2s0
8/2 10 miljonaa solua 311,92| 7,798| 3,826 2,04 2,12
8/3 7,5 miljoonaa solua 172,66| 4,316| 2,074 2,08 2,02
8/4 5 miljoonaa solua 116,35 2,909| 1,390 2,09 1,58
8/5 2 miljoonaa solua 42,08| 1,052| 0,501 2,10 0,18
Sarja 9 ng/ul [Azeo | A2go | Azeo/Azgo | Azeo/A230
9/2 10 miljoonaa solua 271,37| 6,784| 3,312 2,05 1,78
9/3 7,5 miljoonaa solua 179,77 4,494| 2,180 2,06 1,92
9/4 5 miljoonaa solua 105,21| 2,630| 1,282 2,05 1,35
9/5 2 miljoonaa solua 43,24| 1,081| 0,537 2,01 1,42
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LITE 2: 1 (4)

Mittaustuloksista lasketut keskiarvot ja keskihajonnat
RLT Plus -lyysauspuskuria 600 ul
Néytenumero Pvm ng/ul A260/A280 Azeo/Azgo
1/1 12 miljoonaa solua 4.3.2009| 244,26 2,08 1,74
2/1 12 miljoonaa solua 4.3.2009| 306,06 2,07 1,02
3/1 12 miljoonaa solua 5.3.2009| 296,08 2,06 1,52
4/1 12 miljoonaa solua 5.3.2009| 305,32 2,06 0,65
5/1 12 miljoonaa solua 5.3.2009| 443,29 2,05 1,41
6/1 12 miljoonaa solua 5.3.2009| 408,41 2,04 1,66
Keskiarvo (ng/pl) 333,90
Keskihajonta (ng/ul) 75,60
Keskimaarin 1 miljoonassa solua
(ng/ul) 27,83
Keskiarvo (Azeo/Azgo) 2,06
Keskihajonta (Azeo/Azgo) 0,01
Keskiarvo (Azeo/Azgo) 1,33
Keskihajonta (Azeo/Azgo) 0,42
Naytenumero Pvm ng/ul Az60/Azs0 | Aze0/A230
1/2 10 miljoonaa solua 4.3.2009| 261,02 2,09 1,46
2/2 10 miljoonaa solua 4.3.2009| 285,23 2,08 1,19
3/2 10 miljoonaa solua 5.3.2009| 277,92 2,06 1,88
4/2 10 miljoonaa solua 5.3.2009| 275,06 2,06 2,15
5/2 10 miljoonaa solua 5.3.2009| 322,12 2,06 1,88
6/2 10 miljoonaa solua 5.3.2009| 118,18 2,12 0,33

6/2 ei
Keskiarvo (ng/ul) 284,27 | mukana
Keskihajonta (ng/ul) 22,91
Keskimaarin 1 miljoonassa solua
(ng/ul) 28,43
Keskiarvo (A250/A280) 2,07
Keskihajonta (A250/A280) 0,01
Keskiarvo (A250/A230) 1,71
Keskihajonta (A250/A230) 0,38

Jatkuu
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LITE 2: 2 (4)

Néytenumero Pvm ng/ul A260/A280 Azeo/Azgo
1/3 7,5 miljoonaa solua (uusi) 4.3.2009| 191,69 2,12 0,46
2/3 7,5 miljoonaa solua 4.3.2009| 150,72 2,08 1,43
3/3 7,5 miljoonaa solua 5.3.2009| 107,69 2,06 0,78
4/3 7,5 miljoonaa solua 5.3.2009| 204,50 2,06 1,61
5/3 7,5 miljoonaa solua 5.3.2009| 254,25 2,08 1,21
6/3 7,5 miljoonaa solua 5.3.2009| 129,49 2,08 1,93

1/3 ei
Keskiarvo (ng/ul) 169,33 | mukana
Keskihajonta (ng/pl) 59,54
Keskimaarin 1 miljoonassa solua
(ng/ul) 22,58
Keskiarvo (Azeo/Azgo) 2,08
Keskihajonta (Azeo/Azgo) 0,01
Keskiarvo (Azeo/Azgo) 1,39
Keskihajonta (Azs0/A230) 0,43
Naytenumero Pvm ng/ul Azs0/Azso | Azeo/Az30
1/4/1 5 miljoonaa solua 4.3.2009 63,68 2,04 1,22
1/4/2 5 miljoonaa solua 4.3.2009| 157,77 2,08 0,34
1/4 5 miljoonaa solua (uusi) 4.3.2009 98,68 2,05 1,01
2/4 5 miljoonaa solua 4.3.2009| 106,57 2,07 0,50
3/4 puuttuu
4/4 5 miljoonaa solua 5.3.2009 96,12 2,05 0,96
5/4 5 miljoonaa solua 5.3.2009| 163,14 2,05 1,82
6/4 puutuu

1/4/1 ja

1/4/2 ei
Keskiarvo (ng/ul) 116,13 | mukana
Keskihajonta (ng/ul) 31,66
Keskimaarin 1 miljoonassa solua
(ng/ul) 23,23
Keskiarvo (A250/A280) 2,06
Keskihajonta (Azso/A2s0) 0,01
Keskiarvo (A250/A230) 1,07
Keskihajonta (Azso/A230) 0,55

Jatkuu
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LIITE 2: 3 (4)

Néytenumero Pvm ng/ul A260/A280 Azeo/Azgo
1/5 2 miljoonaa solua (vanha) 4.3.2009 45,57 2,03 1,02
1/5 2 miljoonaa solua (uusi) 4.3.2009 55,84 2,08 0,78
2/5 2 miljoonaa solua 4.3.2009 51,44 2,09 1,07
3/5 2 miljoonaa solua 5.3.2009 48,38 2,12 0,86
4/5 2 miljoonaa solua 5.3.2009 52,30 2,00 1,08
5/5 2 miljoonaa solua 5.3.2009 73,36 2,10 0,68
6/5 2 miljoonaa solua 5.3.2009 32,15 1,98 1,18

4/5 ei
Keskiarvo (ng/pl) 51,12 | mukana
Keskihajonta (ng/ul) 13,53
Keskimaarin 1 miljoonassa solua
(ng/ul) 25,56
Keskiarvo (Azeo/Azgo) 2,07
Keskihajonta (Azeo/Azgo) 0,05
Keskiarvo (Azeo/Azgo) 0,93
Keskihajonta (Azeo/Azgo) 0,19
RLT Plus -lyysauspuskuria 350 ul
Naytenumero Pvm ng/ul Azs0/Azso | Aze0/A230
8/2 10 miljoonaa solua 5.3.2009| 308,28 2,07 0,52
9/2 10 miljoonaa solua 5.3.2009| 311,92 2,04 2,12
10/2 10 miljoonaa solua 5.3.2009| 271,37 2,05 1,78
Keskiarvo (ng/ul) 297,19
Keskihajonta (ng/ul) 22,43
Keskimaarin 1 miljoonassa solua
(ng/ul) 29,72
Keskiarvo (A260/A280) 2,05
Keskihajonta (A260/A280) 0,02
Keskiarvo (A260/A230) 1,47
Keskihajonta (A250/A230) 0,84
Naytenumero Pvm ng/ul Azs0/Azso | AzeolAz3o
8/3 7,5 miljoonaa solua 5.3.2009| 189,60 2,09 0,60
9/3 7,5 miljoonaa solua 5.3.2009| 172,66 2,08 2,02
10/3 7,5 miljoonaa solua 5.3.2009| 179,77 2,06 1,92
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LITE 2: 4 (4)

Keskiarvo (ng/ul) 180,68

Keskihajonta (ng/ul) 8,51

Keskimaarin 1 miljoonassa solua

(ng/ul) 24,09

Keskiarvo (Azeo/Azgo) 2,08

Keskihajonta (Azeo/Azso) 0,02

Keskiarvo (Azeo/Azgo) 1,51

Keskihajonta (Azeo/Azgo) 0,79

Naytenumero Pvm ng/ul Az60/A280 | A260/A230
8/4 5 miljoonaa solua 5.3.2009| 120,31 2,09 1,72
9/4 5 miljoonaa solua 5.3.2009| 116,35 2,09 1,58
10/4 5 miljoonaa solua 5.3.2009| 105,21 2,05 1,35
Keskiarvo (ng/pl) 113,96

Keskihajonta (ng/ul) 7,83

Keskimaarin 1 miljoonassa solua

(ng/pl) 22,79

Keskiarvo (Azeo/Azso) 2,08

Keskihajonta (Azeo/Azso) 0,02

Keskiarvo (Azso/A230) 1,55

Keskihajonta (Azso/A230) 0,19

Naytenumero Pvm ng/ul Azs0/Azso | A2sol Azzo
8/5 2 miljoonaa solua 5.3.2009 33,47 2,07 0,17
9/5 2 miljoonaa solua 5.3.2009 42,08 2,10 0,18
10/5 2 miljoonaa solua 5.3.2009 43,24 2,01 1,42
Keskiarvo (ng/ul) 39,60

Keskihajonta (ng/ul) 5,34

Keskimaarin 1 miljoonassa solua

(ng/ul) 19,80

Keskiarvo (A250/A280) 2,06

Keskihajonta (A250/A280) 0,05

Keskiarvo (A250/A230) 0,59

Keskihajonta (Azeo/A230) 0,72




