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Tiivistelma

Laktoosi-intoleranssia eli laktoosin imeytymishairiéta esiintyy noin 17 %:lla suomalaisista. Imeytymishairidssa suo-
leen ei erity tarpeeksi laktaasientsyymid, joka pilkkoo laktoosia. Laktoosi-intoleranssi voi olla joko primaari tai se-
kundaarinen, joista primaari on perinnéllinen. Laktoosin sietokyky aikuisialla on SNP-mutaatiosta johtuva. SNP-
mutaatiossa laktaasigeenissa tietylla paikalla sijaitseva emas on vaihtunut toiseksi.

Genetiikka eli perinndllisyystiede tutkii DNA:n siirtymista sukupolvissa. DNA toimii kaikissa elidissa solujen perinto-
aineksena. Geeni on DNA:n osa, joka siséltda ohjeen proteiinin valmistuksesta. RNA toimii varsinaisena ohjeena
proteiinisynteesissa. Viisi tunnettua emasta toimii proteiinin valmistuksessa paattden aminohappoketjun jarjestyk-
sestd. Geenimutaatioissa emdsjérjestys voi muuttua, jolloin syntyva proteiininkin toimintatapa voi muuttua. Gee-
nitekniikka tutkii perimda PCR-menetelman avulla.

PCR eli polymeraasiketjureaktio monistaa DNA-templaattia. PCR-menetelmén ensimmaisen vaiheen aikana DNA
hajoaa kaksoisjuosteeltaan. Toisessa vaiheessa alukkeet kiinnittyvéat yksijuosteiseen DNA:han. Reaktion kolman-
nessa eli viimeisessé vaiheessa DNA monistuu polymeraasientsyymin avulla alukkeiden vélin rajaaman alueen ver-
ran. RT-PCR-menetelmassa reaktioseokseen on lisatty fluoresoivaa vériainetta, jonka avulla reaktion etenemista
VOi seurata reaaliajassa. HRM-menetelma perustuu RT-PCR-laitteella nédkyvan sulamiskdyran analysointiin.

Opinnaytetyd tehtiin Savonia-ammattikorkeakoululle kehittamistydna. Opinnaytetydn tarkoituksena oli tuottaa bio-
analyytikko-opiskelijoille uudet tyéohjeet laktoosi-intoleranssin maaritykseen ja tehda optimointisuunnitelma me-
netelmaa varten. Tavoitteena opinnaytetydssa oli tehda selkeat ja oppimista tukevat tydohjeet. Optimointisuunni-
telman tavoitteena oli kehittda pohja, jonka avulla laktoosi-intoleranssitestin menetelma pystytaan optimoimaan.

Opinnaytetyodn teoriaosuus kasittelee lyhyesti laktoosi-intoleranssia, perimaé ja PCR-menetelmaa. Teoriaosuu-
dessa painotetaan PCR-menetelm&d, sen sovelluksia ja siihen tarvittavia reaktioaineita.

Avainsanat
laktoosi-intoleranssi, kliininen molekyylibiologia ja geeniteknologia, RT-PCR, HRM, ty6ohjeet, optimointi
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Abstract

Lactose intolerance as in lactose malabsorbtion occurs roughly in about 17 % of the Finnish population. In the
case of malabsorbtion lactase enzyme is not secreted enough in to the intestine that breaks down lactose. Lac-
tose intolerance can either be primary or secondary, of which the primary is hereditary. Tolerance of lactose in
adulthood is caused by SNP mutation. SNP mutation is caused by switching of a single base in at a certain point
of lactase gene.

Genetics examines DNA'’s transition to generations. DNA works as cells” genetic material in all organisms. A gene
is a part of DNA, which contains the manual production of the protein. RNA works as a guideline for the actual
protein synthesis. Five-known operating base in the manufacture of protein is deciding the amino acid sequences.
In gene mutation the base sequence may change in which case the resulting protein”s way to operate may
change as well. Gene technology examines genome by using the PCR method.

PCR (Polymerase Chain Reaction) clones DNA template. During PCR” s first phase DNA"s double strand breaks. In
the second phase primers attach into a single stranded DNA. In the reaction”s third and final phase polymerase
enzyme clones certain area of DNA defined by primers. In the RT-PCR method fluorescent dye is added into the
PCR mixture which allows inspecting of the reaction in real time. The HRM method is based upon melting curve
analysis which can be seen by RT-PCR machine.

Thesis was made for Savonia University of Applied Sciences as development project. The purpose of this thesis

was to produce new work instructions of determining lactase intolerance for biomedical laboratory scientist stu-
dents and to make an optimization plan for the method. The aim of the thesis was to make logical work instruc-
tions which support learning. The aim of the optimization plan was to create a layout with which lactase intoler-
ance method can be optimized.

The theoretical part of this thesis shortly handles lactase intolerance, genetics and the PCR method. The main
points of the theory are the PCR method, applications of PCR and reaction reagents for the PCR.

Keywords
lactase intolerance, clinical molecular biology and genetechnology, RT-PCR, HRM, working instructions, optimiza-
tion




AGE = Agaroosigeelielektroforeesi. Menetelma, jossa nukleiinihapot erotellaan sahkdvirran avulla. Erottelu tapah-
tuu jahmeassa agaroosissa nukleiinihappojen koon perusteella

ALUKE (FORWARD- JA REWARD-) = RNA- tai DNA-jakso, joka toimii aloitusjaksona nukleiinihapposynteesissa
AMPLIKONI = PCR:ss& monistuva alukkeiden mukaan syntyva DNA-juoste

ANNEALING-REAKTIO = Alukkeiden sitoutuminen DNA:han l&ampédtilan laskiessa PCR-ajossa

CQ-ARVO = Quantification cycle, sama kuin CT-arvo

CT-ARVO = Cycle threshold. Syklimaara, jossa fluoresenssi ylittdd kynnysarvon

DENATURAATIO-REAKTIO= PCR:n ensimmainen vaihe, jossa DNA:n kaksoissidos aukeaa lampdtilan noustessa
DNTP = Deoksinukleotidi eli nukleotiditrifosfaatti , polymeraasiketjureaktiossa kaytettavia "rakennuspaloja”
END-POINT-ANALYYSI = PCR-menetelmd, jossa tuloksia voidaan tarkastella vasta reaktion jalkeen

EKSTENSIO-REAKTIO = PCR-ajon kolmas vaihe, jossa polymeraasientsyymi rakentaa kopioidun DNA:n templaa-
tista

FLUORESOIVA MERKKIAINE = Aine, joka lahettaa valoa PCR-laitteen havaittavaksi
HAIRPIN-RAKENNE = Silmukka-rakenne, joka estaa alukkeen halutun monistumisen

HPLC-PUHDISTETTU = High Performance Liquid Chromatography, puhdistettu korkean erotuskyvyn nestekro-
matografilla

HRM = High Resolution Melting-menetelm4, jolla voidaan tutkia nukleiinihappomuutoksia DNA:ssa. Perustuu dna:n
sulamiskayrien muutoksiin ja niiden tulkintaan

KUOPPALEVY = PCR-tekniikassa naytteiden tutkimiseen kaytettava alusta
LAMPOTILAGRADIENTTI = Optimilampotilan maarittaminen saatamalla annealing-lampatilaa

MASTER MIX-KITTI = PCR-ajossa kaytettava reaktioliuos, joka siséltadd valttamattomia aineita reaktiolle
MOLEKYYLIPAINOMARKKERI = Vériaine, jonka avulla tietyn proteiinin paino voidaan maarittaa

OKAZAKIN FRAGMENTTI = 37 -paastaan kiinni olevaan DNA-juosteeseen sitoutuvat nukleotidit, joiden avulla
juoste kopioituu

OLIGONUKLEOTIDI = Enintddn muutaman kymmenen nukleotidin muodostama yksinauhainen nukleiinihappo

PCR-AJO = Polymeraasiketjureaktio (Polymerase Chain Reaction). tietyn DNA-jakson monistaminen lampdtilaa
muuntamalla

PCR-SYKLI = PCR-ajon kaikki kolme vaihetta lapi kaytyina
POLYMORFISMI = Geenin monimuotoisuus, joka perustuu yksittéisen tai useamman emasparin vaihdokseen
PRIMAARI LAKTOOSI-INTOLERANSSI = Laktoosin imeytymishéairio laktaasientsyymin puutoksen vuoksi

REAKTION SATUROITUMINEN = Reaktion kyllastyminen, jossa monistettavan tuotteen fluoresenssi ei enaé
kasva tai monistumista ei en&é tapahdu

REPLIKOITUMINEN = Kahdentuminen, kopioituminen identtisiksi klooneiksi

RT-PCR = Real-Time PCR. Reaaliajassa tarkasteltava polymeraasiketjureaktio, jossa on mukana fluoresoivaa
merkkiainetta

SEKVENSOINTI = Geenin tai aminohappoketjun koostumuksen tutkiminen



SILMUKOINTI = Transkription vaihe, jossa geenin introniosat poistetaan ja eksoniosat liitetdan yhteen
SNP = Single Nucleotide Polymorphism-mutaatio. Pistemutaatio, joka esiintyy populaatiossa usealla yksil6lla
SULAMISLAMPOTILA = Lampétila, jossa DNA-patkan kaksoisjuoste aukeaa

TEMPLAATTI = PCR:ssa monistettava alukkeilla rajattu tutkittava DNA-patka

Tm-LAMPOTILA = Alukkeiden sulamislampétila
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JOHDANTO

Laktoosi-intoleranssi on laktoosin imeytymishairio, jota sairastava ihminen ei kykene sulattamaan
maidossa olevaa laktoosia. Laktoosi-intolerantikon suolisto ei erité laktoosia pilkkovaa laktaasientsyy-
mia, tai sita erittyy liian vahan. Imeytymishairid aiheuttaa suolistossa ja mahassa oireita kuten tur-
votusta, ripulia ja ilmavaivoja. Arviolta noin 17 % suomalaisista sairastaa laktoosi-intoleranssia. Pri-
maari eli aikuisidn laktoosi-intorelanssi on perinnollinen, ja se voidaan todeta geenitestilla. (Hillila
2007, 2743.)

Opinndytetydmme tarkoituksena oli tuottaa tydohjeet Savonia-ammattikorkeakoululle laktoosi-intole-
ranssin DNA-testiin kayttden kvalitatiivista reaaliaikaista RT-PCR (Real Time Polymerace Chain reac-
tion) -menetelmad. Tydohjeita on tarkoitus kayttdd bioanalyytikkojen molekyylibiologian ja geenitek-
nologian harjoitustunneilla. Huomasimme itse opiskeluaikana, ettd tydohjeet olivat vaikealukuiset ja
liséksi englanninkieliset. Uusille selkeammille tyéohijeille oli siis tarvetta. Opinndytetydmme toisena
tarkoituksena oli suunnitella optimointi laktoosi-intoleranssin maaritykseen HRM (High Resolution
Melting)-menetelmalla koulun RT-PCR-laitteelle. Optimointisuunnitelman tarve selvisi tyota tehdes-
sdmme, sillda huomasimme ettei alkuperédinen menetelma ollut tarpeeksi spesifi. Opinndytetydmme

oli toiminnallinen kehittamistyo.

Reaaliaikaista PCR-menetelmada kaytetddn yha useammissa kliiniseen laboratorioalaan liittyvisséa tut-
kimuksissa. Kyseisen tekniikan avulla Kkliiniset tutkimukset nopeutuvat, automatisoituvat ja niiden

kustannukset alenevat.

Saimme opinnaytetydmme aiheen Savonia-ammattikorkeakoululta. Opinndytetydn tuotoksesta hyo-
tyvat sekd Savonia-ammattikorkeakoulu etta bioanalytiikan opiskelijat. Optimointisuunnitelman

avulla laktoosi-intoleranssin geenitesti saadaan spesifisemmaksi. Tydohjeiden avulla opiskelijat oppi-
vat RT-PCR-menetelmastd, jota tullaan tulevaisuudessa kayttdmaan yha enemman kliinisissa labora-

torioissa.
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2 LAKTOOSI-INTOLERANSSI

Laktaasientsyymi (virallinen nimi laktaasifloritsiininydrolaasi) hajottaa suolessa maitosokeria eli lak-
toosia (glukoosi — 1 - 4B -galaktoosi) galaktoosiksi ja glukoosiksi (Savilahti ja Jarveld 2002, 4337).
Aikuisian laktoosi-intoleranssi on primaari laktoosinimeytymishairio, jossa elimisto ei tuota enada tar-
peeksi laktaasientsyymia. Imeytymishairid aiheuttaa suolistossa ja mahassa oireita kuten turvotusta,
ripulia ja ilmavaivoja. Arviolta noin 17 % suomalaisista sairastaa laktoosi-intoleranssia. Afrikkalais-
amerikkalaisessa vaesttssa noin 70 % ja aasialais-amerikkalaisissa vastaavasti noin 90 % on lak-
toosi-intolerantikoita (Physicians Committee). Primaari- eli aikuisian laktoosi-intorelanssi on perin-
nollinen, joka voidaan todeta geenitestilla. Aikuisidn laktoosi-intoleranssi ilmenee vasta imevaisian
jalkeen. Laktaasin tuotto suolessa on normaalia lapsuusiallé ja sita jaa elimistéon viela noin 10 %
aikuisialla. (Hillila 2007, 2743.)

Ennen karjatalouden alkua aikuisién laktoosi-intoleranssi oli normaali tila. Jossain vaiheessa ihmisen
evoluutiota tapahtui pistemutaatio laktaasientsyymia tuottavassa eméaksessa DNA:ssa. Taman seu-
rauksena entsyymin tuotanto jatkui vield aikuisiélla. Pohjoismaalaisilla ihmisilla on todettu olevan
vahemman laktoosi-intoleranssia kuin muualla maailmassa. Tama johtuu siité, ettd pohjoismaissa on
kaytetty enemman maitotuotteita. Luonnonvalinnan uskotaan suosineen niité ihmisia, jotka ovat
saaneet laktaasientsyymin tuotantoa jatkavan mutaation. (Vuorisalo, Arjamaa, Vasenmagi, Blauer ja
Saloniemi 2012, 1321.)

Primaarin laktoosi-intoleranssin lisdksi on mahdollista saada senkundaarinen laktoosinimeytymishéi-
ri6. Sekundaarisessa laktoosi-intoleranssissa oireet ovat samat kuin primaarissa, mutta syy ei ole
geneettinen. Sekundaarisessa laktoosi-intoleranssissa jokin tekija on vaurioittanut ohutsuolen lima-
kalvoa. Esimerkiksi keliakia tai &rtyneen suolen oireyhtyma voivat aiheuttaa laktoosinimeytymishéi-
riota. (Hillila 2007, 2743.)

Laktaasientsyymin tuotanto aikuisiélla riippuu SNP (englanniksi Single Nucleotide Polymorfism)-mu-
taatiosta. SNP-mutaatiossa yksi emas laktaasin synteesid séatelevéassa LCT(Lactase)-geenissa pai-
kalla 13910 on muuttunut sytosiinista (C) tymiiniksi (T). Mutaatio vaikuttaa LPH (Lactase-Phlorizin
Hydrolase ) -proteiinin tuotantoon kyseisessa geenissa. (Genecards 2015.) Tama SNP-mutaatio pitaa
paikkansa tutkimuksien mukaan ainakin eurooppalaisiin. Muissa vaestoryhmissa tutkimukset ovat
viela kesken. (Sverrisdéttir, Timpson, Toombs, Lecoeur, Froguel, Carretero, Ferreras, Gotherstrom ja
Thomas 2014.) Aikuisian laktoosi-intoleranssi johtuu geenissé olevasta C/C-genotyypista. Parhaiten
laktoosia sietavat T/T-genotyypin omaavat ihmiset. C/T-genotyypin omaavilla laktaasientsyymin tuo-
tanto on melko vaihtelevaa. SNP-mutaatioita pystytaan tutkimaan RT-PCR-menetelmalla. (Bodlaj,
Stdécher, Hufnagl, Hubmann, Biesenbach, Stekel ja Berg 2006, 148.)

Lasten ja nuorten laktoosi-intoleranssin tutkimisessa perinteisesta laktoosirasituskokeesta 30 % on
virheellisia tuloksia, koska lasten ruuansulatus on hitaampaa kuin aikuisten. Geenitestilla ei pystyta

diagnosoimaan lapsuusian laktoosi-intoleranssia tai maitoallergiaa. Tutkimusten mukaan maitoaller-
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gialla ei ole mitédan yhteytta laktoosi-intoleranssiin. Laktaasientsyymin aktiivisuus putoaa vasta kou-
luidssa tai varhaisaikuisuudessa. Testin spesifisyys on kuitenkin suomalaisilla lapsilla jo 8 vuoden
idssd 97 % ja 12-vuotiaana 100 %. Geenitestia ei suositella pienille lapsille, koska hankittu laktoosi-
intoleranssi vaikuttaa vasta my6hemmalla ialla eikd pienten lasten maidonsaantia tulisi rajoittaa ter-
veyssyista. Laktoosirasituskoe ei ole lapsille suotava diagnostiikkatapa. Rasituskoetta voidaan kuiten-
kin kayttaa apuna diagnoosissa, mikali C/T-genotyypin lapsella on tyypillisia laktoosi-intolerantikon
oireita eik& hanelld ole muuta laktaasinpuutetta aiheuttavaa tekijad. (Kolho, Rasinpera, Jarvela ja
Savilahti 2004, 3627 - 3628.)

Yleisin laktoosinsietokoe Suomessa on imeytymistesti, jossa potilas nauttii 50 grammaa laktoosia.
Tama vastaa noin yhta maitolitraa. Kokeessa seurataan potilaan veren glukoosiarvon nousua. Mikali
glukoosipitoisuuden nousu on alle 1,1 mmol/I (millimoolia litraa kohden), potilalla voidaan todeta
laktoosin imeytymishairio. Koetta tukevat myds potilaalle 1 - 2 tunnin aikana ilmenevéat mahdolliset

vatsavaivat, kuten ilmavaivat ja ripuli. (Hillila 2007, 2744.)

RT-PCR-menetelma on spesifisin keino analysoida SNP-mutaatioita. Yllattden RT-PCR-menetelma on
my0s taloudellisesti edullisempi vaihtoehto kuin laktoosirasituskoe primaarin laktoosinimeytymishéi-
rion tutkimiseen. Geenitesti on noin 10 € edullisempi menetelma kuin perinteinen laktoosirasituskoe,
kun otetaan huomioon sek& potilas ettéd kokeen tuottaja. Geenitestilla on myds nopeampi diagno-
soida laktoosi-intoleranssi ja sen tulos on toistettavasti luotettava ja tarkka. Laktoosirasituskokeen
tarkkuus vaihtelee 77 - 96 %. Geenitestilla pystytaan selvittamaan, kuinka aktiivinen laktaasient-
syymi on, mutta oireiden yksil6llisyytta silla ei saada selville toisin kuin laktoosirasituskokeessa. (Pii-
rainen, Jarveld ja Malmi 2007, 2081 - 2084.)
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GENETIIKKA

Genetiikka eli perinndllisyystiede tutkii perintdaineksen eli DNA:n siirtymistéd eteenpain sukupolvissa.
Toinen genetiikan tutkimusaihe on DNA:n vaikutus solujen toimintaan. Genetiikan alueeseen kuulu-
vat liséksi evoluution kuluessa tapahtuvan perinndllisen viestin muuttuminen ja rikastuminen. Viimei-
sen noin kolmenkymmenen vuoden aikana kehitetyt menetelmat ja uusin tutkimustieto ovat mullis-
taneet genetiikan tutkimuksen. Genetiikka on laaja-alainen biologian tieteenala, ja nykyisin onkin
lahes mahdotonta saavuttaa kokonaisndkemysta biologiasta ilman geneettistd pohjakoulutusta. (Ou-

lun yliopisto 2014.)

DNA ja RNA

DNA on kaikkien elavien elididen perintfainesta. Tama perintdaines ohjaa kaikkien solujen toimintaa
tuottamalla niiden toiminnoista vastaavia proteiineja. DNA tulee sanasta deoksiribonukleiinihappo

(englanniksi deoxyribonucleic acid). (Parssinen, Suominen ja Haajanen 2012, 138.)

DNA muodostuu kahdesta toisiinsa kiertyneesta nauhasta, jota kutsutaan kaksoiskierteeksi. Siihen
siséltyy kolme osaa, sokeri-, fosfaatti- ja emésosa. Eméaksia on neljaa erilaista, adeniini, tymiini, gua-
niini ja sytosiini. Kun perimaa ei kdytetd proteiinin koodaamiseen, se on pakattu erittain tiiviiksi ”pa-
ketiksi” solun tumassa. DNA:lla on niin sanotusti kaksi eri paata, 5" - ja 3" -pad. 5 -paa saa nimensa
siitd, ettd nukleotidin sokeriosan viidenteen happeen on sitoutunut fosfaattiosa. 3" -paan nimitys tu-
lee siitd, ettd fosfaattiosa on kiinnittynyt edellisen nukleotidin sokeriosan kolmanteen happeen.

(Pérssinen ym. 2012, 138.)

DNA:ssa emasparit muodostuvat tymiinin ja adeniinin sek@ guaniinin ja sytosiinin vélille. Tymiini ja
adeniini muodostavat vélilleen kaksoissidoksen. Guaniini ja sytosiini taas vahvemman kolmoissidok-
sen. Adeniinia ja guaniinia kutsutaan puriineiksi, tymiinid ja sytosiinia taas pyrimidiineiksi. Naista pu-

riinit ovat kooltaan hiukan suurempia molekyyleja. (Parssinen ym. 2012, 138 - 140.)

DNA kahdentuu eli replikoituu, kun solu alkaa valmistautua solunjakautumiseen. DNA avautuu heli-
kaasientsyymin vaikutuksesta osittain kaksoiskierteelté&dn. Taman jalkeen DNA-polymeraasientsyymi
littda avautuneesen DNA-kierteeseen nukleotideja 5~ -paasta 3” -paahan. DNA:n kahdentuminen
tapahtuu aina néin péin, koska seuraavan nukleotidin kolmas happi on ainoa vapaana oleva mahdol-
linen kiinnittymiskohta. Koska toinen yksijuosteinen DNA on viela 5™ -paastaan kaksijuosteista, repli-
koituu se niin kutsuttujen Okazakin fragmenttien avulla. Okazakin fragmentit kiinnittyvat pienina
patkina kyseiselle DNA:n kaksoiskierteen puoliskolle. Kahdentumisen nopeuden maaraavat avusta-
vien proteiinien nopeus, jolla ne avaavat DNA:n kaksoiskierrettd. Ihmisella DNA:n kahdentumisno-
peus on noin 50 nukleotidia sekunnissa. (Suominen, Parssinen, Haajanen ja Pelkonen 2013, 24 -

27.)
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RNA on yksinauhainen nukleotidiketju. Lyhenne RNA tulee sanasta riboosinukleotidihappo, englan-
niksi ribonucleic acid. DNA:ssa sokeriosan muodostaa deoksiriboosi, josta puuttuu yksi happi.
RNA:ssa puolestaan sokeriosa on riboosi, joka siséltdd yhden hapen enemman. RNA:ssa adeniinin

parina on urasiili, muuten emékset ovat samoja kuin DNA:ssa. (Parssinen ym. 2012, 141.)

Geeni on perinndllisyyden perusyksikkd. Se on DNA-jakso, joka sisaltédd informaation proteiinin ra-
kentamisesta. (Ulmanen, Tenhunen, Ylénne, Valste ja Viitanen 1997, 20). Ihmisessa on genomin
sekvensoinnin perusteella arvioitu olevan noin 20 000 — 25 000 geenia (Suominen ym. 2013, 29).

Sekvensoinnilla tarkoitetaan DNA:n tai geenin emasjéarjestyksen selvittamista (Solunetti 2006).

Introni on geenin osa, joka ei sisalla proteiinin rakennusohjetta. Introni jatetdan lahetti- eli
mMRNA:sta (englanniksi messenger-RNA) pois proteiinisynteesin silmukointivaiheessa. Intronit ovat
DNA:ssa hyodyllisia, koska ne mahdollistavat suuremman muuntelun geeneissa. Eksoni puolestaan
siséltéd geenin ohjeen proteiinin koodaamiseen eli valmistukseen. Silmukointivaiheessa eksonit liite-

téan intronien poiston jalkeen yhteen. (Uimanen ym. 1997, 26 - 27.)

3.2.1 Transkriptio

Transkriptossa eli RNA-synteesissé tuman DNA:ssa oleva geeni luetaan ja kopioidaan mRNA:Ksi.
Geeni toimii DNA-mallina eli templaattina, jonka mukaan RNA-polymeraasientsyymi rakentaa
mMRNA:n. Kun mRNA on luotu, poistetaan siita silmukoinnin avulla introniosat. Kun jéljelle jadneet
eksoniosat on liitetty yhteen, on mRNA valmis poistumaan tumasta solulimaan. (Suominen ym.
2013, 31, 32.)

3.2.2 Translaatio eli proteiinisynteesi

Proteiinisynteesi tapahtuu solulimassa ribosomien pinnalla. Ribosomeja kutsutaankin usein myés
proteiinitehtaiksi. Ribosomi koostuu proteiineista ja ribosomi-RNA:sta (rRNA). Proteiiniosaa ja ribo-
somi-RNA:ta kutsutaan yhteiselld nimell& tRNA:ksi (englanniksi transfer-RNA). (Parssinen ym. 2012,
151.) Jokainen ribosomi tuo yhden aminohapon mRNA:n luo. mRNA:n luona oleva eméaskodoni tun-
nistaa tRNA:n vastinkodonin ja ne kiinnittyvat toisiinsa. Talla tavalla aminohappoketju muodostuu.
mMRNA:n kodoneja on kaikkiaan 64, joista yksi on aloituskodoni. Aloituskodoni koodaa metioniini-
nimista aminohappoa esiintyessaan geenin sisalla. On olemassa kolme vaihtoehtoista lopetusko-
donia. Aloitus- ja lopetuskodonit maaradvat aminohappoketjun valmistamisen aloittamisen ja loppu-
misen. Kun lopetuskodoni ilmaantuu mRNA:ssa, proteiinisynteesi lopetetaan. Koska aminohappoja

on vain 20 erilaista, yhdelle aminohapolle on useita kodoneja. (Suominen ym. 2013, 41.)
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3.3 Geenimutaatiot

Geenin sisdltdma informaatio voidaan kirjoittaa emasten alkukirjainten mukaan esimerkiksi
AGGTCATTAACGCTCAGG, jossa A on adeniini, T tymiini, G guaniini ja C sytosiini (englanniksi cyto-
sine). Kolmea perattéistd emasta kutsutaan emastripletiksi, joiden avulla aminohappojen liittdminen
mMRNA:han tapahtuu. Mikali jokin geenin emaksista vaihtuu, seurauksena voi olla toimimaton, vir-
heellinen tai normaalisti toimiva proteiini. Jokin geenin emas tai tripletti voi puuttua tai vaihtua ja
siihen voi tulla ylimaaraisia emaksia. Ylimaaraisen emaksen lisays taas johtaa geneettisen viestin

muuttumiseen lisdyksen tapahtumakohdasta alkaen. (Parssinen ym. 2012, 151 - 152.)

Geenimutaatio on yhdessa geenissa tapahtuva muutos, jonka seurauksena geenin perinnéllinen in-
formaatio saattaa muuttua. Aina geenimutaatioilla ei ole vaikutusta geenin toimintaan. Yleisimmin
mutaatio muuttaa geenin koodaaman proteiinin rakennetta. Mutaatiot voivat tapahtua somaattisissa
soluissa, jolloin ne vaikuttavat vain yhteen yksiloon. Geenimutaatiot voivat kuitenkin olla myds periy-
tyvid, jolloin mutaatio siirtyy sukusoluissa jalkelaisille. Sukusolulinjassa tapahtuvat geenimutaatiot
ovat evoluution kannalta téarkeitd, koska ne aiheuttavat perinnéllistd muuntelua populaatiossa. (Hap-
ponen, Holopainen, Sariola, Sotkas, Tenhunen, Tihtarinen-Ulmanen ja Venalainen 2006, 72, 74 -
75.)

Pistemutaatio on pienin mahdollinen perimaén vaikuttava muutos. Tasséd mutaatiossa yksittéinen
nukleotidi on vaihtunut toiseksi. Pistemutaatio on yleinen ilmid transkriptiossa. On arvioitu, etta vuo-
rokauden aikana ihmisella tapahtuu noin 100 000 pistemutaatiota. Suurin osa naista mutaatioista ei
kuitenkaan vaikuta millaéan tavalla proteiinin toimintaan. Joissain tapauksissa pistemutaatio voi kui-
tenkin muuttaa sellaista aminohappoa, joka vaikuttaa proteiinin rakenteeseen. Laktoosin sietokyky
on pistemutaation seuraus. (Happonen ym. 2006, 73.) Laktoosin sietokykya aiheuttava mutaatio on

my®6s sukusolulinjassa. Tamé on mahdollistanut sen periytymisen sukupolvissa.

Muita mahdollisia geenimutaatioita ovat nukleotidin havidminen tai jonkin ylimaaraisen nukleotidin
littyminen geeniin. N&illda mutaatiolla on yleensa suuremmat vaikutukset solujen toimintaan. (Hap-
ponen ym. 2006, 73.)

3.4 Geenitekniikka

Geenitekniikassa tutkitaan geenien toimintaa, ilmenemista ja niiden rakennetta. Geenien sisaltémaa
tietoa voidaan hyodyntéa esimerkiksi proteiinien tuottamiseen. Talla hetkella geenin lisdéémiseen on
kaksi vallitsevaa menetelmad, geenikloonaus ja geenin monistaminen PCR-tekniikalla. Geenien kloo-
naaminen tapahtuu kayttden hyvéaksi bakteeri- ja soluviljelmaa, jossa haluttu geeni siirretdan bak-
teeriin. Bakteerin annetaan jakautua riittavasti esimerkiksi kasvatusmaljalla jonka jalkeen geenia voi-
daan eristda bakteereista tutkimuksia varten. Termi kloonaus tarkoittaa, etta alkuperaisen bakteerin
jalkelaisilla on muuttumaton sama perima, joten ne ovat alkuperaisen bakteerin klooneja. (Ulmanen
ym. 1997, 61.)



4

4.1

13 (41)

POLYMERAASIKETJUREAKTIO

PCR

Polymeraasiketjureaktio eli PCR (englanniksi Polymerase Chain Reaction) on menetelma, jolla voi-
daan monistaa DNA- tai RNA-jaksoja eli -patkia. Tavallisesti monistaminen suoritetaan DNA-jaksosta,
joka sijaitsee nukleotidijarjestykseltdéan tunnetun DNA-jakson vélissé. N&itd DNA-jaksoja kutsutaan
alukkeiksi. Alukkeiden lisdksi PCR-ajoon tarvitaan tutkittavaa nayte-DNA:ta, entsyymia ja nukleoti-
deja monistamista varten sekd muita reaktiota helpottavia aineita. PCR-ajon aikana kaksoisjuosteel-
taan avatut alukkeet sekéa reaktioliuoksen nukleotidit ja templaatit sitoutuvat toisiinsa muodostaen
halutun DNA-jakson kopioita. Talla tavoin voidaan tutkia tietyn geenin ilmenemista naytteessa. (Suo-
minen ym. 2013, 153 — 154.)

End-point-analyysissa on kyse reaktiotuotteiden tarkastelusta vasta PCR-ajon jalkeen. Tavallisessa
PCR:ssa tarkastellaan aina lopussa syntyvaa tuotetta agaroosigeelielektroforeesilla (AGE). Reaaliai-
kaisessa PCR:ssa on mukana fluoresoivaa merkkiainetta, jolloin AGE-ajoa ei tarvitse tehda. (Applied

Biosystems.)

PCR eli polymeraasiketjureaktio tarkoittaa tietyn DNA-jakson eli templaatin monistamista séaatele-
malla lampdotilaa. Reaktio koostuu kolmesta eri vaiheesta, joita toistetaan noin 30 kertaa. Reaktioi-

den tuottama amplikoni kasvaa eksponentiaalisesti syklien aikana.

PCR-ajoon tarvitaan kaksi oligonukleotidialuketta, vapaita nukleotideja (dNTP, englanniksi deoxynu-
cleotidephosphates), lamp6a kestava polymeraasientsyymi sek& magnesiumia. Real-Time-PCR:4an
tarvitaan lisaksi fluoresoivaa merkkiainetta. Tassa tydssa kaytetddn HRM-kitissé olevaa High Resolu-

tion Melting Dye -variainetta fluoresoivana merkkiaineena. (Roche 2013, 3.)

PCR:ssa vaiheita on kolme (ks. kuva 1 s. 14), joista denaturaatio-vaihe on ensimmainen. Denaturaa-
tiossa DNA:n kaksoissidos aukeaa lampdtilan noustessa noin 95 asteeseen. Seuraavassa annealing-
reaktiossa alukkeet sitoutuvat DNA:han. Samalla [ampdtila laskee joitakin asteita alukkeiden sulamis-
lampdotilaa (Tm) alemmaksi. Forward- ja reverse- alukkeet kiinnittyvat DNA:han rajaten halutun
templaatin. Viimeinen vaihe on ekstensio-reaktiossa jossa [ampdtila nostetaan noin 72 asteeseen.
Taman seurauksena Tag-polymeraasientsyymi alkaa kopioida DNA-templaattia sen molemmista
paistd. Reaktioliuoksen vapaat nukleotidit kiinnittyvat DNA-templaattiin. N&aita alukkeiden maaritta-
mi& kopioituja jaksoja kutsutaan amplikoneiksi. Amplikonien ongelmana voi olla niiden mahdollinen
itseensa tarttuminen muodostaen "hairpin”- eli silmukka -rakenteita. (Kubista, Andrare, Bengtsson,
Forootan, Jonak, Lind, Sindelka, Sjoback, Sjogreen, Strombom, Stahlberg, Zoric 2006, 97 - 98.)
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0 cycle #1 cycle #2 eycle #3 cycle #4

KUVA 1. PCR:n vaiheet (Ygonaar 2006).

RT-PCR (englanniksi Real-Time Polymerase Chain Reaction) tarkoittaa reaaliajassa tarkasteltavaa
polymeraasiketjureaktiota. RT-PCR mittaa spesifisesti halutun DNA:n tai RNA:n maarda naytteesta.

Menetelmé on tehokkaampi ja tarkempi kuin perinteinen PCR.

RT-PCR-menetelma perustuu tavalliseen PCR-ajoon, mutta reaktioseokseen on lisatty fluoresoivaa
merkkiainetta. Fluoresenssisignaali erottuu vasta, kun kopioitua tuotetta on tarpeeksi. Kyseista
merkkiainetta seuraamalla voidaan tarkastella reaktiota reaaliajassa CT-pisteestd eksponentiaalisen
kasvun loppuun. CT-arvo on kohta, jossa fluoresenssi alkaa erottua taustasta eli signaali on tar-
peeksi vahva tarkasteltavaksi. Reaktion saturoitumisesta puhutaan, kun fluoresenssin aiheuttama
signaali pysyy samana tai katoaa riippuen merkkiaineesta. Tall6in eksponentiaalinen kasvu on loppu-
nut. (Kubista ym. 2006, 98 - 99.)

RT-PCR-menetelma voi olla joko kvantitatiivinen, jolloin tarkastellaan ndytteen maaraa tai pitoi-
suutta, tai kvalitatiivinen, jolloin tutkitaan mita ndyte sisaltaa. Syntyvilla tuotteilla on tietty sulamis-
[ampdotila (Tm), johtuen niiden nukleotidikoostumuksesta. Jo yhden nukleotidin muutos syntyvassa
tuotteessa muuttaa sen Tm-arvoa. Nain voidaan havaita pienetkin nukleotidimuutokset monistetuissa
tuotteissa. (Kubista ym. 2006, 98 - 100.)

Reaaliaikaisissa PCR-menetelmissa voidaan kayttaa erilaisia fluorevoisia merkkiaineita. Eri merkkiai-
neet sitoutuvat eri tavalla templaattiin. RT-PCR-menetelmalla voidaan selvittad naytteesta esimer-
kiksi viruksen pitoisuus, maarittdd genotyyppejé, etsia patogeeneja ja maarittdd geenin ilmenty-
mista. (Applied Biosystems.)
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4.3 HRM-menetelméa

HRM (englanniksi High Resolution Melting)-menetelmé voi olla kvantitatiivinen tai kvalitatiivinen RT-
PCR-menetelma. SNP-genotyypityksessa tuloksia tarkastellaan vain kvalitatiivisesti. End-point-ana-
lyysilla selvitetdén laktoosi-intoleranssiin vaikuttavan alleelin muutosta veresta eristetysta genomi-
sesta DNA:sta. (Roche 2008, 2.)

SNP-genotyypityksen lisdksi HRM-menetelmalla pystytéddn tekeméan geenien tunnistusta, geenieks-
pression madrityksid, geneettista fingerprint-maaritysta ja metylaatiotutkimuksia. HRM-menetelma

on halvempi ja yhté tarkka kuin probe-pohjaiset menetelmat. (Vandesompele, 13.)

HRM-menetelma perustuu laitteella nédkyvan sulamiskayran lukemiseen ja analysointiin. Fluore-
soivana aineena kaytetdan Rochen LightCycler® 480 High Resolution Melting Master-PCR Master
Mix-kitissa valmiina olevaa High Resolution Melting Dyeta. Flueresoivan aineen ansiosta menetel-
malla voidaan mitata DNA:n konsentraation lisédntymistd PCR-ajon aikana. Lisédksi voidaan tarkas-

tella DNA:n juosteiden eroamista lampétilan noustessa sulamiskayraanalyysilla. (Roche 2013, 2.)

Fluoresoiva merkkiaine sitoutuu vain kaksijuosteiseen DNA:han. Monistuksessa lampétilan noustessa
juosteet erkanevat toisistaan jolloin myds merkkiaine irtoaa. Tasté johtuen koneen havaitsema sig-
naali pienenee ja sulamiskayrasta tulee laskeva. (Kubista ym. 2006, 103.) Lampdtilan noustessa
kaksinkertaiset adeniini-tymiini -vetysidokset katkeavat ennen kolminkertaisia guaniini-sytosiini -ve-
tysidoksia. Nain eri sekvenssin omaavilla monistustuotteilla on erilaiset sulamislampoétilat ja -kéyrat.
Taman perusteella pystytdan erottamaan laktoosi-intoleranssiin vaikuttava SNP-mutaatio spesifisesti.

Menetelmalla kyetdan erottamaan yhdenkin nukleotidin poikkeavuus. (Roche 2008.)

KUVA 2. Rochen LightCycler® 96 RT-PCR -laite (Huhtala, Ruotsalo ja Vidgren 2015a).
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4.4  PCR-ajon reagenssit

PCR tarvitsee erilaisia regensseja voidakseen monistaa DNA:ta. Reaktio on hyvin herkka ja jokaiselle

reagenssille on méaéritetty optimikonsentraatio kutakin menetelmaa varten.

4.4.1 Alukkeet

Alukkeet ovat tavallisesti kaksijuosteista DNA:ta, joiden emasjarjestys tunnetaan (Suominen ym.
2013, 154). Alukkeet ovat tarkea tekija menetelméan luotettavuudessa. Alukkeissa tulisi ottaa huomi-
oon niiden mahdollinen “primer-dimer” -muodostuminen. Tama tarkoittaa sité, etté alukkeet tarttu-
vat toisiinsa kiinni useimmin 3" -paastéa annealing-reaktiossa. Tassa tapauksessa alukkeet alkavat
monistamaan toisiaan eivatka haluttua jaksoa. HRM-menetelméan etuna on fluoresoivan merkkiai-
neen kyky havaita primer-dimerit, jotka ovat lyhyempia kuin haluttu tuote. N&in ollen primer-dimerit
voidaan havaita kayralla aiemmin eiké niiden pitdisi juurikaan vaikuttaa tulokseen. (Kubista ym.
2006, 98, 103.)

HRM-menetelmasséa 0,2 uM on hyva aloituskonsentraatio alukkeille. Alukkeiden konsentraatioiden
tulee olla 0,1 - 0,3 uM. Hyvét alukkeet tuottavat 70 - 300 emésparia pitkia amplikoneja. Alukkeiden
tulee olla HPLC-puhdistettuja ja sulamislampétilan 1ahes 60 astetta. Alukkeiden optimaalisella kon-
sentraatiolla saadaan paras amplikonitulos matalalla Cg-arvolla ja sopivalla fluoresenssidynamiikalla.
(Roche 2013, 6 - 7.) HPLC-menetelmassa eli korkean erotuskyvyn nestekromatografiassa aine kulje-
tetaan korkeassa paineessa kromatografiapylvaan lavitse (Solunetti 2006). Cg-arvo on matalin mah-

dollinen arvo, jolla laite havaitsee fluoresenssin (Huggett ja Bustin 2011, 2).

TyOssa kaytetdan Oligomerilta tilattuja forward- ja reverse -alukkeita. Molemmat alukkeet ovat
HPLC-puhdistettuja. Forward-alukkeen 57 - CAA CCT AAG GAG GAG AGT - 3" sulamislampétila (Tm)
on 53,7 astetta. Reverse-alukkeen 5" - TGA GTG TAG TTG GAC GG - 3™ sulamislampétila on 52,8
astetta. Alukkeet on suunniteltu siten, etteivat ne voi muodostaa primer-dimereita. (Oligomer OY
2014.) Alukkeet on suunniteltu tuottamaan 191 emasparin amplikoneja (Bodlaj 2006, 149). Annea-
ling-reaktiossa lampdtilan olisi hyva olla noin viisi astetta matalampi kuin alukkeiden sulamislampdti-
lan (Kubista ym. 2006, 97). Alukkeiden optimilampdtila annealing-reaktiossa olisi noin 48 astetta lah-
teiden mukaan. HRM-kitin ohje ja Rochen laite-edustaja suosittelivat kayttdméaan annealing-reak-
tiossa vahintaén 54 astetta. Taman vuoksi optimointisuunnitelmassa kaytetéan korkeampaa lampoti-

laa.

4.4.2 DNA-templaatti

DNA-templaatteja voidaan valmistaa automaattisesti koneella, joka on suunniteltu puhdistusta var-
ten. Toinen vaihtoehto on valmistaa ne manuaalisesti kokoveresta kayttden sille suunniteltua kittia,
kuten GeneJET Whole Blood Genomic DNA Purification Mini Kittid. Kittid varten tarvitaan kokoveri-

nayte tutkittavalta henkil6lta. Kokoveri kasitellddn proteinaasi K -entsyymilld, joka yhdessa Lysis-

liuoksen kanssa hajoittaa veren valkosolujen solukalvot ja tumakotelot seka punasolut. Hajoamista
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tehostetaan vorteksoimalla ja inkuboimalla naytettd. Naytteeseen lisataan etanolia, joka denaturoi
proteiinia. Talléin DNA:n kolmiulotteinen rakenne hajoaa. Nayte asetetaan spinnauskyvettiin, jossa
DNA kiinnittyy sentrifugoinnin aikana silikamembraaniin. Kyvettiin lisataan kitin sisaltamia pesupus-
kureita (wash buffer | ja I1) ja spinnataan vahintdan kahdesti sentrifuugissa. Talla varmistetaan, etta
kaikki mahdolliset epapuhtaudet saadaan tehokkaasti poistettua ndytteesta. Lopuksi genominen
DNA liuotetaan Elution bufferin avulla membraanin l&pi sentrifugoimalla. Lopputuote eli puhdistettu
DNA kaytetadn joko heti sellaisenaan tai pakastetaan -20 asteeseen. Nain estetddn DNA:n rakenteen

mahdollinen hajoaminen. (Thermo Fisher Scientific 2012.)

4.4.3 Muut PCR-ajon aineet

Alukkeiden lisdksi PCR-ajo tarvitsee muita reagensseja toimiakseen. Reaktioseoksessa kaytettava
MasterMix sisaltdd DNA-polymeraasientsyymid, vapaita nukleotideja sekd puskuriliuosta. Liséksi re-
aktioon tarvitaan kationeita, joita muodostuu magnesiumkloridista (MgClz). RT-PCR:ssa tarvitaan
myds fluoresoivaa variainetta. (Roche 2013, 3.) Reaktioseoksessa oleva puskuriliuos pitdd pH:n ta-

saisena.

PCR-ajossa kaytettdva DNA-polymeraasientsyymi rakentaa vapaista nukleotideista alukkeiden rajaa-
maa aluetta. Vapaat nukleotidit ovat DNA:ssa esiintyvid emaksia. Entsyymina kaytetdan usein Tag-
DNA-polymeraasientsyymid, jota on eristetty kuumissa lahteissa elavistéa bakteereista. (Happonen
ym. 2006, 87.) Ty0ssa kaytettava kitti sisaltad FastStart Tag-DNA-polymeraasientsyymid. FastStart
Tag-DNA-polymeraasi aktivoituu alkudenaturaatiovaiheessa. Tama entsyymi on muunneltu perintei-
sestd Tag-DNA-polymeraasista siten, ettd se aktivoituu vasta 75 asteessa. Taman vuoksi FastStart

Tag-DNA-polymeraasientsyymi estéd alukkeiden epaspesifisen kiinnittymisen. (Roche 2013, 8, 18.)

MgClz on lisatty valmiiksi joihinkin MasterMixeihin oikeassa suhteessa Tag-polymeraasin ja puskurin
kanssa. HRM-analyysi on niin spesifinen, etta siihen on maaritettava optimikonsentraatio kaytetta-
ville alukkeille (Roche 2013, 7). Magnesiumkloridi on pakollinen vastakkaisessa transkriptiossa re-
verse-alukkeen ja Tag-polymeraasin toiminnan kannalta. (Vandesompele, 24.) MgClz hajoaa reak-
tiossa Mg?*-kationiksi ja kahdeksi Cl--anioniksi. Mg?*-kationi toimii kofaktorina eli entsyymin toimin-

nan kannalta valttamattomana tekijana polymeraasientsyymille. (Tiwari ja Wadhwa 2005, 4.)

4.5 Agaroosigeelielektroforeesi

Agaroosigeelielektroforeesi on helppo ja nopea tekniikka nukleiinihnappojen analysointiin. Gee-
lielektroforeesin toiminta perustuu liikkeeseen sahkotkentan vaikutuksesta. Negatiiviset nukleiiniha-
pot ajautuvat geelilla positiivista napaa kohti. Erikokoiset nukleiinihapot liikkkuvat geelissa eri nopeu-
della. Pienemmat DNA- ja RNA-molekyylit liikkuvat nopeammin kuin suuremmat. Liikkumisnopeuteen

vaikuttavat myds geelin agaroosipitoisuus ja sahkokentén voimakkuus. (Biogeeni 2013.)

Molekyylien koot saadaan selville molekyylipainomarkkereiden avulla. Nukleiinihapot havaitaan tar-

kastelemalla geelid UV-valolla. Geeliin voi liséta fluoresoivaa etidiumbromidia, mikali nayte ei sisalla
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fluoresoivaa merkkiainetta. HRM-menetelméssa nayteseokset sisdltavat UV-valossa havaittavaa High

Resolution Melting Dyeta. (Biogeeni 2013.)
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5 HRM-MENETELMAN OPTIMOINTI

Optimointi tarkoittaa reaktio-olosuhteiden muokkaamista paremmiksi. Optimointiin liittyvia tekij6ita
ovat optimaaliset aluke- ja kationikonsentraatiot, optimaaliset alukkeet sek& sopivat reaktiolampoti-

lat.

5.1  Optimointisuunnitelma

Optimointi alkaa menetelméan magnesiumkloridi (MgClz) -pitoisuuden seka lampétilagradientin méaa-
rittdmiselld. Annealing-reaktion lampotila vaikuttaa eniten PCR:n spesifiyteen (Roche 2008, 6). Ta-

man vuoksi annealing-reaktiolle maaritetaan optimilampdtila gradienttiajolla.

Magnesiumkloridisarja valmistetaan kitin ohjeen mukaan (ks. Taulukko 1). Naytteena kaytetaan sa-
maa tunnettua genotyyppia. Nain saadaan selville reaktion optimikonsentraatio. Magnesiumkloridi-

sarjan konsentraatiot ovat 2 - 3,5 mM. (Roche 2013, 7.)

TAULUKKO 1. Rochen LightCycler® 480 High Resolution Melting Master-PCR Master Mix-kitin ohjeen

mukaan tehty laimennossarja.

[MgCl2] 2,0 2,5 3,0 3,5
(mmol/1)

Master Mix | 10 10 10 10
(ul)

Forward- 0,5 0,5 0,5 0,5
aluke

(0,2uM) (ul)

Reverse- 0,5 0,5 0,5 0,5
aluke (0,2

uM) (ul)

MgCl, (ul) | 1,6 2,0 2,4 2,8
H20 (ul) 2,4 2 1,6 1,2
DNA-temp- |5 5 5 5
laatti (ul)

Kokonais ti- | 20 ul 20 ul 20 ul 20 ul
lavuus

MgClz- sarja tehdaan taulukon 1 mukaan. Jokaiseen ndytteeseen pipetoidaan 10 ul Master Mixia.
Alukkeita pipetoidaan yhteensd 1 ul. Taman jalkeen reaktioseokseen lisataan oikeassa suhteessa

MgClz:aja puhdistettua PCR-vetta kunnes seosta on yhteensa 15 ul. Reaktioseokset pipetoidaan
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kuoppalevylle, joiden paalle lisataén vield 5 ul tunnettua DNA-templaattia. Kaytettdessa samaa tun-
nettua templaattia optimoinnissa voidaan templaattindyte pipetoida suoraan reaktioseokseen. Lo-

puksi kuoppalevyéa spinnataan 1500 x g kahden minuutin ajan.

PCR-ajo aloitetaan nostamalla lAmpétila 95 asteeseen, jolloin kaksijuosteinen DNA-rakenne hajoaa.
Tallgin haluttu templaattialue on mahdollista kopioida. Annealing-vaiheelle optimaalinen [Ampétila on
54,0 — 63,8 asteen vdlilla (Roche 2015). Lopullinen 1ampdtila annealing-reaktioon maaritetdan gra-
dientti-PCR:n perusteella. Kitissd valmiina olevan Tag-polymeraasientsyymin optimilampdgtila on 72
astetta. TAman takia ekstensiovaiheessa lampdtila nostetaan 72 asteeseen (ks. Taulukko 2). (Roche
2013,8-11))

TAULUKKO 2. RT-PCR-laitteeseen asetettavat ajat ja lampdtila.

lampdtila aika syklien Ikm
alkudenaturaatio 95 10 min 1
"denaturaato |5 |0s | |
annealing 54,0 - 63,8 15s
ekstensio 72 15s 45
HRM (High Resolution | 95 60 s 1
Melting) 40 60 s
65 1s
jaahdytys 40 10's 1

Lampotilagradientti-PCR tarkoittaa annealing-lampétilan maaritysta valmistamalla kuoppalevyn jokai-
selle pystyriville sarja erillisilla lampétiloilla. Sarjasta tehddan AGE-ajo, josta paikannetaan molekyyli-
painomarkkereiden avulla PCR-tuote, joka on lahimpand monistuvaa tuotetta. (Lopez ja Prezioso

2001.) Molekyylipainomarkkeri on vériaine, joka sitoutuu molekyyliin helpottaen sen tunnistamista ja

massan laskemista (VWR).

Optimoinnissa voi yhdistaa lampdotilagradientin, MgClz-pitoisuuden ja alukkeiden puhtauden méaéri-
tyksen pipetoimalla ndytteet kahdelle kuoppalevylle. Kuoppalevyn kahdelle ensimmaiselle vaakari-
ville pipetoidaan templaatittomat naytteet, joilla tarkastellaan alukkeiden puhtautta. Templaatitto-
missa naytteissd naytteen tilalle pipetoidaan PCR-vettd. Kuoppalevyjen vaakariveille tulee MgCla-
konsentraatiosarjat 2,0 - 3,5 mM optimikonsentraation l6ytamiseksi. Pystyriveilla tarkastetaan sa-
malla maarityksen lampdtilagradienti eli optimilampdtila annealing-reaktiolle. Lampdtilat maaritetaéan
54,0 — 63,8 asteeseen (ks. Taulukko 3 s. 21). Kaikki ndytteet pipetoidaan kolminkertaisina, jotta vir-
heléhteet saataisiin minimoitua. Menetelmén luotettavuuden takaamiseksi tarvitaan rinnakkaisnayt-

teet, joista saadaan sama tulos.
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TAULUKKO 3. Pipetointi kuoppalevyille.

Kuoppalevy 1 1 2 3 4 5 6 7 8 9

kuoppa | nayte mmol/l / 54,0|54,6|55,6(56,9|58,4|59,9(61,4|62,7|63,8

A Templaatiton [MgCl2] 2,0

B Templaatiton [MgCl2] 2,5

C |[MgCl] 2,0

D |[MgCl] 2,0

E |[MgCly 2,0

F |[MgCls] 2,5

G |[MgCl] 2,5

H |[MgCl] 2,5

Kuoppalevy 2 1 2 3 4 5 6 7 8 9

kuoppa | nayte mmol/| 54,0|54,6|55,6(56,9|58,4|59,9(61,4|62,7|63,8

A Templaatiton [MgClz] 3,0

B Templaatiton [MgClz] 3,5

C |[MgCl] 3,0

D |[MgCl] 3,0

E |[MgCls] 3,0

F  |[MgCls] 3,5

G |[MgCl] 3,5

H |[MgCl] 3,5

Naytteend optimoinnissa kannattaa kayttdd samaa tunnettua genotyyppia. Templaatittomista nayt-
teistd ndhdaan, muodostuuko alukkeista primer-dimereita tai muita epaspesifisia amplikoneja. Jos
templaatittomissa naytteissd muodostuu jotain tuotetta, pitda alukkeiden konsentraatiota pudottaa.
(Roche 2015.)
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RT-PCR-laitteelle suunnitellaan ja asetetaan ohjelma kuoppalevyjen ajoa varten kuoppalevypohjan
mukaisesti (ks. Taulukko 3 s. 21). Kuoppalevyt ajetaan RT-PCR-laitteella ja kayrista valitaan sigmoi-
daalisin, joka on mahdollisimman suuri fluoresenssiltaan (ks. Kuvio 1). K&yrdn muodostumisen tulisi
alkaa noin syklien 15 - 25 aikana. (Roche 2015.)

2.400
2.000
1.600

1.200

Fluorescence

0.300

0400

] 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 B0 BS 70
Cycle

KUVIO 1. Fluoresenssin maara syklien maaran funktiona (Huhtala ym. 2015b).

Kaikista magnesiumkloridipitoisuuksista, joissa on optimilampdétila ajetaan AGE-ajo. Ajosta valitaan
matalin magnesiumkloridipitoisuus, joka on tarkin monistettavaan PCR-tuotteeseen eli amplikoniin
nahden. (Roche 2013, 7.)

Optimoinnin varmistus tapahtuu ajamalla tunnettuja genotyyppeja. Kaikista naytteista tehdaan aina
rinnakkaiset ja jokaiseen ajoon tulee templaatiton nayte. Laktoosi-intoleranssin maarityksessa on
genotyypit C/C, C/T ja T/T. Genotyypitys tehdaan sulamiskayrien perusteella. C/C-genotyypilla (ks.
Kuvio 2) on korkein sulamiskayra, kun taas T/T-genotyypilla (ks. Kuvio 4 s. 23) on matalin. C/T-ge-
notyyppi (ks. Kuvio 3 s. 23) muodostaa kaksipaisen sulamiskayran naiden valille. Tuntemattomien
naytteiden genotyypit voidaan jalkikdteen maarittaa vertailemalla niitd keskendan tunnettujen kont-

rollindytteiden sulamiskayriin.

0.250
0.200
0.1510
0.100 \
0.050

n.00a
74.00 76.00 78.00 a0.00 g2.00 g4.00 86.00 aa.00 90.00 g2.00
Temperature

KUVIO 2. C/C-genotyypin sulamiskdyrd (Huhtala ym. 2015c).
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e |

76.00 78.00 80.00 82.00 84.00 86.00 88.00 20.00 92.00
Temperature

KUVIO 3. C/T-genotyypin sulamiskdyrd (Huhtala ym. 2015d).

76.00 78.00 80.00 82.00 84.00 86.00 88.00 20.00 92.00
Temperature

KUVIO 4. T/T-genotyypin sulamiskdyra (Huhtala ym. 2015e).

5.2 Riskit ja virheldhteet

Pipetointi- ja laskuvirheet seké& naytteiden kontaminoituminen ovat suurin riski. Tydskentelyn on ol-
tava aseptista. Pipetoinnit tehd&an laminaarivirtauskaapissa. Varsinkin MgClz-sarjan optimoinnissa
taytyy olla tarkkana pipetointimaarien kanssa. Myos putkien ja ndytteiden tarkka merkitseminen on
erittain tarkeda. Jos kationikonsentraatiosarjassa putket menevat sekaisin, tuloksena saattaa olla
virheellinen tulkinta MgClz-optimikonsentraatiosta. TAma taas vaikuttaa kaikkiin testattaviin nayttei-
siin. Lisaksi virhetté olisi laAhes mahdoton huomata ennen RT-PCR-ajon valmistumista. Kuoppalevylle

pipetoitaessa on myds aina oltava tietoinen, mihin mitékin naytetta tulee.

Koska pipetointimaarat ovat hyvin pienia, ne voivat helposti vaihdella tyontekijoiden kesken. Pipe-

tointimé&arien vaihtelu voi vaikuttaa tyon lopputulokseen. TAman vuoksi tydvaiheen aloittanut pipetoi
koko tydvaiheen. Laadunvarmistukseksi kaikkiin ajoihin tehdaan nollakontrolli ja kaikki naytteet teh-
daan kolminkertaisina. Laske aina yksi yliméarainen ndyte mukaan reaktioseokseen, jotta nayte var-

masti riittéda kaikkiin kuoppiin tasaisesti.
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6 KEHITTAMISTYON TOTEUTUS

Opinnaytetydn voi suorittaa Savonia-ammattikorkeakoulun kehittdmistydhankkeena. Olennaista am-
mattikorkeakoulun opinndytetydssa on soveltava kehittdminen. Tavoitteena on, ettd opiskelija saa
osoittaa ja kehittdd omia taitojaan. Kéytannon asiantuntijatehtévissa opiskelija saa soveltaa tietojaan
ja taitojaan opinndytetyOprosessin kautta, joka etenee ideasta aina tulosten julkistamiseen ja arvi-
ointiin. Kehittdmistyon tuloksena saadaan palvelu tai tuotos, joka esitelladn lopuksi tyon tilaajalle ja
koululle. (Savonia 2015.)

Suunnittelimme uudet tydohjeet koululle LightCycler® 96 Real-Time PCR System-laitteelle (ks. Kuva
2 s. 15) laktoosi-intoleranssin maaritysta varten. Tydohjepohjanamme kaytimme Moodi 2009/6 —
lehdessa olevaa mallia. Menetelman optimoinnin suunnittelussa ja teorian kasaamisessa kaytimme
Rochen LightCycler® 480 High Resolution Melting Master-kitin ohjetta ja Rochen LightCycler® 480
Real-Time PCR System-laitteen teknisté ohjetta. Optimoinnin suunnittelussa meitd ohjeisti Rochen
laite-edustaja. Lisdksi hyddynsimme koulun aiempia tyohjeita ja muita tiedonléhteitd laktoosi-into-

leranssin DNA-testin maaritysta varten.

6.1 Tyon tarkoitus ja tavoite

Opinnaytetydmme tarkoituksena oli tuottaa tydohjeet Savonia-ammattikorkeakoulun bioanalyytikko-
opiskelijoille laktoosi-intoleranssin méaaritykseen HRM-menetelmalla LightCycler® 96 Real-Time PCR
System-laiteella. Tavoitteemme oli luoda selkeét ja oppimista tukevat tydohjeet opiskelijoita varten.
Koska RT-PCR-menetelméaé kaytetddn tulevaisuudessa yhd enemman eri laboratorioissa, on tulevien

opiskelijoiden hyva tietdd menetelmasté ja sen sovellutuksista jo opiskelun aikana.

Opinnaytetydmme toisena tarkoituksena oli suunnitella optimointi laktoosi-intoleranssin maarityk-
selle Savonia-ammattikorkeakoulun RT-PCR-laitteelle. Tavoitteena on optimointisuunnitelman kayt-
tdminen menetelman tarkentamiseksi. Suunnitelman avulla laktoosi-intoleranssin maérityksen para-

metrit saadaan optimoitua.

6.2 Tydohjeen laatiminen

Tydohjeet tulee kirjoittaa oppimisen ndkdkulmasta. Ohjeiden lukija on saatava ymmartamaan sa-
noma ja toimimaan sen mukaisesti. Ty6hjeesta on l6ydyttava tarkoitus, hyoty ja ohjeen tarkeys.
(Repo ja Nuutinen 2003, 138.)

Tybohje on oppimateriaalia. Oppimateriaalin tulee olla moderni ja tuoda esiin uusia ndkemyksia. Oh-
jeen tulee sisaltaa faktaa ja saada opiskelijat ajattelemaan. Tydohjeen tulee tukea opettajan opetus-
tyota ja vahvistaa oppilaiden oppimista. Oppimateriaalin tulee vastata paitsi opiskelijoiden myds
opettajan tarpeisiin. (Heinonen 2005, 30 — 31.)
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Teimme ty6ohjeet Savonia-ammattikorkeakoululle Moodi 2009/6 -lehdesta l6ytyvaa pohjaa sovel-
taen. Tyoohjeet on tarkoitettu oppimateriaaliksi opiskelijoille. Tyéohjeessa tulee viitata aina laitteen
ja kitin valmistajan antamiin ohjeisiin (Moodi 2009, 287). Tydohjeessamme kerrotaan laitteistosta,
menetelmastd, virheldhteistd, naytteesta, reagensseista, kontrolleista, tydn suorituksesta seké tulok-
sista (Liite 1).

Tybohjeemme toimii oppimateriaalina Savonia-ammattikorkeakoulun bioanalyytikko-opiskelijoille.
Oppimateriaali perustuu aina tutkittuun teoriaan. Oppimateriaalin tavoite on saavuttaa oppimiselle ja
opetukselle asetetut tavoitteet. Kasvatustieteellisesti on tarkedd, etté ohjeet kyetdan perustelemaan.
Ohjeiden tavoitteena on tyén kuvaamisen lisdksi oppimistulosten saavuttaminen ja parantaminen.
(Kari, Koro, Lahdes, N6jd 1994, 54, 174.)

Oppimateriaalia suunniteltaessa huomioon tulee ottaa mitkd ovat oppijoiden lahtdtiedot, asenteet ja
toiminnalliset valmiudet. TAmMa maarittda sen, millaista sanastoa voidaan kayttéa tydohjeissa ja tar-
vitseeko kasitteitd avata. (Kari ym. 1994, 175.) Tydohjeet on tehty bioanalyytikko-opiskelijoille, joten
voidaan olettaa heidan hallitsevan esimerkiksi yleiset laboratorion toimintatavat ja tuntevan ammat-

tisanastoa.

Tybohjeisimme vaikuttavat koululla kéytettavissa olevat resurssit. Tyéohjeet maaraytyvat koulun
RT-PCR-laitteen, koulun tilaamien alukkeiden ja HRM-kitin ohjeiden pohjalta. Koululle laatimamme
tydohjeet on tehty laktoosi-intoleranssin maaritykseen liittyvien tutkimusten ja HRM-kitin ohjeiden

perusteella.

Tuottamissamme tydohjeissa kerrotaan ensin lyhyesti tydn taustaa ja mité tullaan tekemaan.
Olemme listanneet ohjeisiin tydssa tarvittavia materiaaleja ja lyhyen esityksen tydturvallisuudesta ja
aseptisen tytskentelyn merkityksestd. Tyon suoritus osan olemme yrittdneet jasentaa mahdollisim-
man loogisessa jarjestyksessa. DNA:n eristyksen teimme erillisena liitteena tydohjeeseen, jotta ohje
olisi selkedmpi. DNA:n eristykseen menee useita tunteja, joten opiskelijat saavat téhan oman tytoh-

jeensa.

Oppimateriaalin tarkoituksena on saada opiskelija ajattelemaan. Olemme jattaneet tydohjeeseen
suunnittelutilaa liittyen pipetointiin ja reaktioseoksen maaran laskemiseen. Nain opiskelijat saavat

miettid ja oppivat suunnittelemaan tydskentelya.

6.3  Optimoinnin suunnittelu

Opinnaytetydmme toisena tarkoituksena oli suunnitella optimointi laktoosi-intoleranssin geenitestin
maaritykseen koulun RT-PCR-laitteelle. Laktoosi-intoleranssin maarityksen optimointi on suunniteltu
HRM-menetelmalle. Optimointimme perustuu suurimmaksi osaksi Rochen LightCycler® 480 High
Resolution Melting Master-kitin ohjeeseen ja koululle pystytettyyn menetelmaan. Kayttamamme

alukkeet perustuvat tutkimukseen, jossa on maaritetty samankaltaista menetelmaa.
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Optimointisuunnitelmaan olemme tehneet valmiiksi pipetointitaulukot. Yhdistimme magnesiumklori-
dipitoisuuden ja lampétilagradientin maarityksen, jotta optimointi olisi nopeampi tehda. Laskimme
valmiiksi reaktioseoksen aineet ja teimme taulukon pipetointisuunnitelmasta. HRM-menetelman opti-

moinnin riskit ja virheldhteet osiossa olemme tuoneet esille tydskentelyssa huomioitavia asioita.
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7 POHDINTA

7.1

7.2

Pohdintaosiossa perehdymme opinnaytetydssa kdyttdmiemme lahteiden luotettavuuteen ja tytsken-

telyn eettisyyteen. Lisdksi arvioimme omaa ammatillista kasvuamme ja opinnaytety6n prosessia.

Luotettavuus ja eettisyys

Tutkimuseettinen neuvottelukunnan mukaan plagioinnilla tarkoitetaan luvatonta lainaamista. Plagi-
ointi on jonkun muun kirjoittamaa tekstia, esimerkiksi artikkeli, jonka plagioija esittdd omanaan.
(Moore 2008.) Olemme viitanneet opinndytetydmme lahteisiin oikeaoppisesti. Plagioinnin olemme

pyrkineet estamaan merkitsemalla kaikki lahteet seké tekstiin etté |ahdeosuuteen.

Laktoosi-intoleranssiin liittyvat lahteemme ovat paasiassa suomenkielisia tieteellisid artikkeleita.
Reaaliaikaiseen PRC:n liittyvat l&hteet ovat enimméakseen englanninkielisia tieteellisia artikkeleita
seka Rochen kitin ja RT-PCR-laitteen ohjeita. Optimoinnin suunnittelussa kdaytimme monipuolisesti
eri tietolahteitd ja haastattelimme Rochen laite-edustajaa. Mielestdmme kayttdmamme léhteet ovat
luotettavia monipuolisuuden ja kansainvalisyyden sekd ammatillisuuden puolesta. Merkitsimme kayt-
tamamme lahteet tekstiin ja lahteisiin. Tietomme PCR:sta ja sen sovelluksista syventyi huomatta-

vasti kirjoittaessamme teoriaosuutta.

Tybohjeemme perustuvat tutkimustietoon, joka on osoitettu kdytanndssa toimivaksi. Ohjeet on ka-
sattu aiempien ohjeiden pohjalta. Laatimaamme optimointisuunnitelmaa voi jatkossa hyodyntéda me-

netelman kehittdmisessa.

Opinnaytetydn ja oman oppimisen arviointi

Opinnaytetydprosessin aikana kehityimme kriittisind tiedonhakijoina. Tieteellisiin artikkeleihin ja
ajanmukaisiin teoksiin lainaaminen syvensi omaa teoriatietoamme aiheesta. Erityisesti artikkelien
véhyys omasta aiheestamme pakotti meidat hakemaan tietoa ulkomaisista lahteista ja hyvinkin laa-

joilta tieteenaloilta.

Opinnaytetydprosessin aikana eteemme sattui useita ongelmia. Aikataulujen sovittaminen yhteen
muiden tyota tekevien ja ohjaajan kanssa toivat paljon haasteita. Kdytannon osuus opinnaytetyossa
oli vaikea, koska ty6ta tehdessé oli muistettava ottaa huomioon useita eri tekijoitd. Nama virhelah-
teet on otettu huomioon optimointisuunnitelmassa. Alun perin meilla oli tarkoituksena suorittaa opti-
mointi menetelmalle, mutta ongelmien ja ajan puutteen vuoksi emme ehtineet optimoida menetel-

maa. Optimointisuunnitelmallamme menetelman pystyy optimoimaan tarkemmaksi tulevaisuudessa.

Opinnaytetydprosessi kulki hyvin tiiviissa aikataulussa. Valmisteleminen tapahtui jo aikaisin kevaalla

2015, mutta varsinaiset tydvaiheet jaivat myohaan syksyyn. Opinnaytetydssamme oli kaksi tarkoi-
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tusta ja tavoitetta, jotka osoittautuivat laajuudeltaan suuriksi. Tiiviisté aikataulusta huolimatta ja pit-
kaa paivaa tehden saimme materiaalia tarpeeksi, jotta voimme olla tyytyvaisia lopputulokseen. Opin-

naytetyo oli aikaavieva vaikka tekij6ita olikin kolme.

Tydohjeista valmistimme mahdollisimman selkeét ja helppolukuiset. Pyrimme ottamaan huomioon,
ettd ohjeita lukemalla tydssa on helppo siirtyd vaihe vaiheelta eteenpain. Jatimme avoimia taulu-
koita, jotta opiskelijat paasisivéat itse suunnittelemaan tyén etenemistd. Genomisen DNA:n eristami-
sesta veresta teimme selkeyden vuoksi erillisen liitteen. Mielestamme tydohjeiden laatiminen onnis-
tui hyvin. Konkreettista palautetta emme vield ty6ohjeiden toimivuudesta saaneet. Jos aikaa olisi
ollut enemman, olisimme voineet testata tydohjeiden toimivuuttaa molekyylibiologian ja geenitekno-

logian bioanalyytikko-opiskelijoilla.

Optimointisuunnitelmassa on kasitelty lyhyesti optimointiin vaikuttavat tekijat. Mielestamme juuri
naihin tekijoihin kyetadn puuttumaan menetelman optimointivaiheessa ja tarkentamaan menetel-
maa. Optimointisuunnitelman teksti on spesifimpdd, mutta késitteet aiheesta on avattu lahteita hy-
vaksikayttéen. Lisasimme laitteelle uuden ohjelman, jota tulevaisuudessa voidaan hyédyntaa opti-
moinnissa. Ohjelmaa laatiessamme ajoimme laitteella testiajoja eri s&adailla. Ajanpuutteen vuoksi
emme kuitenkaan ehtineet optimoimaan menetelmaa. Optimointisuunnitelmaa voi joku toinen tule-
vaisuudessa hyddyntad muunkin kuin laktoosi-intoleranssimenetelméan kehittdmisessa RT-PCR-lait-

teelle. Olemme tyytyvaisia luomaamme optimointisuunnitelmaan.

Optimointisuunnitelman testivaiheessa pystyimme kehittdmaan kéytanndssa jo oppimaamme asepti-
sesta tydskentelysta, pipetointitarkkuudesta ja laminaarivirtauskaapissa tyoskentelystd. Huoma-
simme suunnittelun tarkeyden ottaessamme huomioon liuoslaskut ja reagenssien oikeaoppisen séi-
lyttdmisen ja késittelyn. Teoriatietomme ja kdytannon osaamisemme syventyi erityisesti RT-PCR:n ja

sen menetelmien osalta.

Aihe oli meistéa kiinnostava sen useiden aluevaltausmahdollisuuksien vuoksi. RT-PCR-menetelmaa

kaytetaan yha useammissa kliinisissa laboratorioissa. Se tulee vaajaamatta syrjayttamaan aikaa vie-
vét ja kalliit menetelmat, joiden diagnoosi ei ole laheskaéan yhté luotettava. Esimerkkind mikrobiolo-
giassa on alettu etsia taudinaiheuttajavirusten DNA:ta tai RNA:ta potilaan verindytteesta PCR-mene-

telmalla.
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Johdanto

Téassa tyossa maaritetaan laktoosi-intoleranssiin vaikuttava genotyyppi veresta eristetysta geno-
misesta DNA:sta HRM (englanniksi High Resolution Melting)-menetelmalla. HRM-menetelma on
RT (Real Time) -PCR-menetelmd, joka perustuu laitteen piirtdman sulamiskayran tarkasteluun.
Muodostuvia sulamiskayria tarkastellaan lopussa kvalitatiivisesti vertailemalla naytteita tunnet-
tuihin genotyyppeihin C/C, C/T ja T/T.

RT-PCR-menetelm&ssa tapahtuu alussa tavallinen polymeraasiketjureaktio, jossa monistetaan
haluttua DNA-jaksoa eli templaattia. Templaatti rajataan tarkkaan maaritetyilla alukkeilla. RT-
PCR-menetelméassa reaktioseoksessa on mukana fluoresoivaa merkkiainetta, joka mahdollistaa
monistumisen tarkastelun reaaliajassa. Tassa tydssa kaytetaan fluoresoivana aineena Rochen
LightCycler® 480 High Resolution Melting Master-PCR Master Mix-kitissa valmiina olevaa High
Resolution Melting Dyeta. Fluoresoiva merkkiaine sitoutuu vain kaksijuosteiseen DNA:han. Mo-
nistuksessa lampdtilan noustessa juosteet erkanevat toisistaan jolloin my6s merkkiaine irtoaa.
(Kubista, Andrare, Bengtsson, Forootan, Jonak, Lind, Sindelka, Sjéback, Sjogreen, Strémbom,
Stahlberg, Zoric 2006, 103.) Lampdétilan noustessa kaksinkertaiset adeniini (A) - tymiini (T) -ve-
tysidokset katkeavat ennen kolminkertaisia guaniini (G) - sytosiini (C) -vetysidoksia. N&in eri ge-

notyypin omaavilla naytteilla on erilaiset sulamislampétilat ja -kayrat.

Laitteet ja tarvikkeet

Laitteet:
Rochen LightCycler® 96 Real-Time PCR System
Sentrifuugit

Laminaarivirtauskaappi

Tarvikkeet:
lImamantapipetit
Filtterilliset pipetinkarjet

Suojahanskat ja -vaatetus
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Eppendorf-putkia
Kuoppalevyt
Kuoppalevyn kalvot ja lasta

Jateastiat

Nayte:
GeneJET Whole Blood Genomic DNA Purification Mini Kitilla eristettyda genomista DNA:ta.

Reagenssit:
LightCycler® 480 High Resolution Melting Master-kitti:
e Master Mix (sisaltaéd dNTP, FastStart Tag-DNA-polymeraasientsyymia, HRM Dye, pusku-

ria)
e MgCl>
e PCR-H20

Forward- aluke 5" - CAA CCT AAG GAG GAG AGT - 3™ (100 uM)
Reverse- aluke 5"- TGA GTG TAG TTG GAC GG - 3" (100 uM)

Kontrollit:

0-nayte (templaatiton nayte)
C/C

C/T

T/T

TyoOturvallisuus ja aseptiikka

Tyo6ssa kaytettavat kemikaalit eivat ole hengenvaarallisia, mutta niita kasitellessa tulee noudat-
taa kayttoturvallisuustiedotteen mukaisia ohjeita.

Noudata naytteenotossa ja naytteiden kasittelyssa aseptisia ja turvallisia tydskentelytapoja.
Kaikkia naytteita tulee kéasitella tartuntavaarallisina.

Havita jatteet asianmukaisesti.

TyOskentele aseptisesti: Suorita pipetoinnit laminaarivirtauskaapissa. Kayta tyttakkia ja suoja-
hanskoja. Huolehdi kasihygieniasta!

PCR-reagenssit ovat hyvin herkkia ja pienikin kontaminaatio saattaa vaikuttaa tulokseen. Taman
vuoksi aseptinen tydskentely on erittain tarkeaa.
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TyOn suoritus

Eristda DNA EDTA-veresta liitteen 1 mukaan.

Valmista 100 uM Forward- ja Reverse -alukkeista 8 uM laimentamalla PCR-vedella. Lopulliseen
reaktioon tulee molempia alukkeita 0,5 ul. Nain reaktioseoksen lopullisiksi alukekonsentraatioiksi

saadaan 0,2 uM.

Laske ja suunnittele tarvittava maara PCR-Mix -liuosta yhteensa 18 ul/nayte. Huomioithan, etta
kaikista naytteista tulee aina rinnakkaisnaytteet. Laske mukaan viela yksi ylimaarainen nayte,

jotta reaktioseos riittaisi.

TAULUKKO 1. pipetointi kuoppalevylle

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
HO0 | H20
C/C C/C
C/T |C/T

T/T T/T
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Pipetoi laminaarivirtauskaapissa alla olevassa jarjestyksessa steriiliin eppendorf-putkeen yh-
teensa 18 ul /nayte. Sekoita seoksia varovasti pipetin karjella. Ala ravistele tai vorteksoi nay-
tetta.

TAULUKKO 2. PCR-Mix -liuos

Maara X Pipetoitava maara
naytetta
kohti

Master Mix | 10

(ul)

Forward- 0,5

aluke

(0,2uM)

(ul)

Reverse- 0,5

aluke (0,2

uM) (ul)

MgCI2 (3,0 | 2,4

uM) (ul)

PCR-H20 4,6

(ul)
Kokonais 18 ul ul

tilavuus

Pipetoi ensin reaktioseosta 18 ul kuoppalevylle tarvittaviin kuoppiin. Lisad lopuksi kuoppiin
2,0 ul eristettyd DNA:ta, vetta tai tunnettua naytettd. Suunnittele tarkka pipetointijarjestys ja

merkitse muistiin ndytejarjestys kuoppalevylla.
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Veda kuoppalevyn paalle kalvo ja spinnaa kuoppalevya 1500 x g 2 minuuttia.

Aseta RT-PCR-laitteeseen oikeat lampotilat, ajat ja syklien maarat taulukon 3 mukaan.

TAULUKKO 3. RT-PCR-laitteeseen asetettavat ajat ja lampdtilat

lampatila aika syklien Ikm
alkudenaturaatio 95 600 s 1
“denaturaato |95 |i0s | |
annealing 54 20s
ekstensio 72 20 s 45
"HRM (High Resolu- |95 |10s |1 |
tion Melting) 50 60 s
96 ls

Tulokset

Laktaasientsyymin tuotanto aikuisialla riippuu SNP (englanniksi single nucleotide polymorfism)-
mutaatiosta. SNP-mutaatiossa yksi emas laktaasin synteesia saatelevassa LCT(Lactase) -gee-
nissa paikalla 13910 on muuttunut sytosiinista (C) tymiiniksi (T). Mutaatio vaikuttaa LPH (Lac-
tase-Phlorizin Hydrolase) -proteiinin tuotantoon kyseisessa geenissa. (Genecards 2015.) Aikuis-
ian laktoosi-intoleranssi johtuu geenisséa olevasta C/C-genotyypista. Parhaiten laktoosia sietavat
T/T-genotyypin omaavat ihmiset. C/T-genotyypin omaavilla laktaasientsyymin tuotanto on vaih-

televaa. (Bodlaj, Stécher, Hufnagl, Hubmann, Biesenbach, Stekel ja Berg 2006, 148.)

Kun tuntematonta naytettd verrataan tunnettuihin referensseihin, saadaan vertailemalla kayria
selville, mik& alleeli naytteessa on. Naytteesta eri tyypit saadaan selville lamp6tilaeroja tarkaste-
lemalla. C/C-genotyypin omaavalla ihmisella on paikalla molemmilta vanhemmilta perittyna C-

alleeli. C — G nukleotidien valisessa sidoksessa on 3 vetysidosta, kun taas A — T nukleotideilla 2
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vetysidosta. C/C-genotyypin sulamislampdtila (kuvio 1) on korkein kolmesta, silla sidoksien vali-
nen vahvuus on suurempi. Tasta paatellen T/T-genotyypin (kuvio 3) omaavilla on alhaisin sula-
mislampétila ja C/T (kuvio 2) muodostaa kaksi sulamispiikkid, silla se sisaltdd molemmat alleel-

lit.

0.250
0.200

0.150

-dFidT

0.100
0.050

n.00a
74.00 76.00 78.00 a0.00 g2.00 g4.00 86.00 aa.00 90.00 g2.00
Temperature

KUVIO 1. C/C-genotyypin sulamiskayra

0.200

0.160 . / \\

0.120

0.040 / %
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Temperature

-dFidT

KUVIO 2. C/T-genotyypin sulamiskayra

0.300
0.250
0.200
0.150

-dFidT
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0.050 e
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KUVIO 3. T/T-genotyypin sulamiskayra
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LITE1

Genomisen DNA:n eristaminen

Teoria:

Kokoveri kisitelldan proteinaasi K -entsyymilld, joka yhdessa kitista 16ytyvan Lysis-liuoksen kanssa
hajoittaa veren sisdltimat valkosolujen solukalvot ja tumakotelot sekd punasolut. Hajoamista te-
hostetaan vorteksoimalla ja inkuboimalla naytettd. Ndytteeseen lisdtddn etanolia, joka denaturoi
proteiinia ja tdlloin DNA:n kolmiulotteinen rakenne hajoaa. Nayte laitetaan spinnauskyvettiin, jossa
DNA kiinnittyy silikamembraaniin sentrifugoidessa. Kyvettiin lisatddn kitin sisaltdmia pesupusku-
reita (wash buffer I ja II) ja spinnataan vahintdan kahdesti sentrifuugissa. Talla varmistetaan, etta
kaikki mahdolliset epapuhtaudet saadaan tehokkaasti poistettua naytteesta. Lopuksi genominen
DNA liuotetaan Elution bufferin avulla membraanin lapi sentrifugoimalla. Lopputuote eli puhdis-
tettu DNA kaytetddn joko heti sellaisenaan tai pakastetaan -20 asteeseen. Nadin estetddn DNA:n ra-

kenteen mahdollinen hajoaminen. (Thermo Fisher Scientific 2012.)

Reagenssit:

Gene]ET Whole Blood Genomic DNA Purification Mini Kit

Laitteet ja tarvikkeet:
Minisentrifuugi
Vortex-sekoitin
Lamporavistushaude
[Imamantdpipetit ja kirjet
Eppendorf-putkia
Jateastia

Absoluuttista etanolia

EDTA-kokoverinadyte
Tyoturvallisuus ja aseptiikka:
Noudata ndytteenotossa ja ndytteiden kasittelyssa aseptisia ja turvallisia tydskentelytapoja. Kaikkia

naytteitd tulee kasitella tartuntavaarallisina.

Havita jatteet asianmukaisesti.
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Tyossa kaytettavat kemikaalit eivat ole hengenvaarallisia, mutta niita kasitellessa tulee noudattaa

kayttoturvallisuustiedotteen mukaisia ohjeita.

Tyoskentele aseptisesti. Kiyta aina tyotakkia ja suoja-hanskoja. Huolehdi kasihygieniasta!

DNA:n eristimisessd on huomioitava, ettd seurataan ohjeita erittdin tarkasti. Pyoritysvaiheita on

useita, joiden aikana poistetaan ylimaaranestetta ja talloin voi helposti heittda eristettdvan DNA:n

roskiin!

TyOn suoritus:

1.

10

11

Lisaa 20 ul proteinaasi K -liuosta ja 200 ul EDTA-verta steriiliin eppendorf-putkeen ja se-
koita vorteksoimalla.

Lisaa 400 ul lysis-liuosta ja sekoita perusteellisesti vorteksoimalla.

Inkuboi naytettd lamporavistushauteessa 56 asteessa 10 minuuttia.

Lisaa 200 ul puhdasta etanolia (99,6 %) ja sekoita pipetoimalla edestakaisin.

Siirrd nayte spinnauskyvettiin ja sentrifugoi 1 minuutin ajan nopeudella 6000 x g. Kaada
spinnauskyvetin kerdysosioon valunut liuos pois. Aseta kyvetin yldosa uuteen 2 ml kerays-
putkeen. Huomioi, ettd minisentrifuugin kierrosluvut on asetettu oikein!

Lisaa kyvettiin 500 ul pesupuskuria 1 (Wash buffer WB I). Sentrifugoi 1 minuutin ajan 8000
x g nopeudella. Kaada pois lapi suodattunut neste ja aseta kyvetin yldosa takaisin kerdysput-
keen.

Lisaa kyvettiin 500 ul pesupuskuria 2 (Wash buffer II). Sentrifugoi 3 minuutin ajan mini-
sentrifuugin maksimaalisella pyoritysteholla.

Tyhjenna kerdysosioon valunut neste pois ja aseta kyvetin yldosa takaisin kerdysastiaan.
Sentrifugoi uudestaan 1 minuutin ajan maksimaalisella pyoritysteholla.

Poista kerdysosioon valunut neste ja siirra kyvetti steriiliin 1,5 ml mikrosentrifuugiputkeen.

.Lisda 200 ul liuotuspuskuria (Elution buffer) keskelle kyvetin membraania. Anna ndytteen

inkuboitua huoneenldmmdssa 2 minuutin ajan ja sentrifugoi tdman jalkeen 1 minuutin ajan
8000 x g nopeudella.

. Tassa vaiheessa Genominen DNA on suodattunut steriilin mikrosentrifuugiputken pohjalle.

Poista kyvetti putkesta ja kdytd DNA heti sellaisenaan tai pakasta se -20 asteessa.
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