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Lapsettomuus ja lasten saantiin liittyvat vaikeudet ovat yleistyva ongelma ympari maail-
man. Tehokkain hoitomuoto on koeputkihedelmoitys (IVF). Koeputkihedelméityshoito
mahdollistaa my0s alkiodiagnostiikan, jossa perinndllista tautia kantavien potilaiden al-
kiot tutkitaan tarkoituksena véhentaa riskid saada sairas lapsi.

Taman opinndytetyon tarkoituksena oli tutkia alkiodiagnostiikan merkittdvaa ongelmaa,
allele dropout-ilmiota (ADO). Allele dropout on ilmi6, jossa vain toinen tutkittavan gee-
nin alleeleista monistuu polymeraasiketjureaktiossa (PCR). Monistumisvirhe voi aiheut-
taa pahimmillaan virheellisen diagnoosin. Allele dropoutia esiintyy analyyseissa, joissa
ldhdemateriaalia on hyvin vahan. Sen syiksi on esitetty esimerkiksi epdonnistunutta solu-
jen hajotusta, DNA:n eheyteen vaikuttavia tekijoita ja polymeraasiketjureaktion epaopti-
maalisia olosuhteita. Menetelmien kehittdmisen tavoitteena on vahent&a ilmion esiinty-
vyyttd ja taten parantaa alkiodiagnostiikan luotettavuutta.

Tassa opinnaytety6ssa verrattiin vakiintunutta solujen hajottamis- ja DNA:n eristystyota-
paa Ovumian tutkimaan muokattuun menetelméan. Tutkittujen menetelmien vaikutusta
allele dropoutiin ja PCR:n onnistumiseen arvioitiin. Tyossa kaytettiin menettelytapoja,
jotka ovat osittain salassa pidettavia. Taten niiden yksityiskohdat on poistettu julkaista-
vasta versiosta. Tulokseksi saatiin tilastollisesti merkitsevésti alempi allele dropout kay-
tettdessd Ovumian metodia standardimenetelmaén verrattuna. Tyossa tutkittu muokattu
menetelma voi toimia jatkokehityksen kohteena esimerkiksi tuotekehitykselle.

Asiasanat: alkiodiagnostiikka, allele dropout, hedelmdityshoidot, lapsettomuus
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Infertility and other problems concerning having children are a common problem around
the world. The most efficient treatment method is in vitro fertilization (IVF).

IVF treatments also make preimplantation genetic diagnosis (PGD) possible, where em-
bryos of patients carrying a hereditary disease are analysed with the aim of decreasing the
risk of having an affected child.

The purpose of this study was to examine a major PGD related problem, a phenomenon
called allele dropout (ADO). Allele dropout is manifested when only one of the two al-
leles in the locus being investigated amplifies during polymerase chain reaction. A mis-
take or misinterpretation in the amplification process can result in faulty diagnosis. Allele
dropout occurs in analyses, where a limited number of source material is present. The
factors causing allele dropout are suggested to be for example failed cell lysis, factors
concerning DNA integrity and suboptimal conditions in PCR. The purpose of developing
current methods is to decrease the incidence of allele dropout and thereby increasing the
reliability of preimplantation diagnostics.

In this study, a new protocol for cell lysis and DNA extraction was compared with an
established method. Incidence of allele dropout and the success rate of PCR were meas-
ured. Some of the methods used are regarded as confidential and therefore some details
are excluded from the published version. During laboratory work, a statistically signifi-
cant decrease in allele dropout rate was observed with the new protocol. The method used
can act as a starting point for protocol development.

Key words: preimplantation genetic diagnosis, allele dropout, infertility treatment, in-
fertility
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1 JOHDANTO

Raskauden alkaminen ei aina ole yksinkertaista. Lapsia haluavia pareja voi koskettaa joko
kokonaan lapsettomuus tai huoli syntyvan lapsen terveydesta. Syitd lapsettomuuteen on
monia ja aina syyté ei valttdmattd edes saada selville. Erityisesti synnyttajien kasvava
keski-ika ja esimerkiksi endometrioosi, stressi, paino-ongelmat ja ymparistomyrkyt vai-
kuttavat hedelmallisyyteen.(MSD 2014, Sariola ym. 2015.) Lapsettomuustutkimuksia ja
-hoitoja voidaan tehda seka julkisessa etta yksityisessé terveydenhuollossa ja tutkimus-
ja hoitokaytannot vaihtelevat klinikoiden valilla (MSD 2014). Tekniikoiden kehittyessa
hedelmallisyyshoitojen kysyntd on kasvanut ja hoitojen teho parantuu jatkuvasti. Onkin
arvioitu, ettad noin 3 % Pohjoismaissa syntyvisté lapsista on saanut alkunsa hedelmaoitys-

hoitojen seurauksena. (Sariola ym. 2015.)

Lapsettomuustutkimusten tai hedelmallisyyshoitojen syyné voi olla varsinaisen hedel-
mattomyyden lisaksi myds tieto vanhempien kantamasta perinndllisesté sairaudesta. Mi-
kali toinen tai molemmat vanhemmista tietdvat kantavansa tiettya vakavan sairauden ai-
heuttavaa geenid, voi heilld olla halu est&& sairauden siirtyminen toiveissa olevalle lap-
selle. Alkiodiagnostiikan keinoin voidaan alkion DNA:sta tutkia sen kantamia perinndl-
lisia sairauksia jo ennen varsinaisen raskauden alkua. Alkiodiagnostiikkaa suoritetaan ot-
tamalla eli biopsoimalla yleensé koeputkihedelmditykselld alkunsa saaneesta alkiosta yh-
den tai useamman solun nayte. (Thornhill & Snow 2002.) Vahéista ndytemé&éraé on tar-
peen monistaa polymeraasiketjureaktiolla (PCR), jotta analyyseja varten olisi riittavasti
DNA:ta. Varsinkin yhden solun PCR:aan liittyy kuitenkin monia ongelmia, joista ehka
merkittavin on allele dropout (ADO). Allele dropout-ilmid tarkoittaa tilannetta, jossa vain
toinen solun tutkittavana olevista alleeleista monistuu ja alkio voidaan diagnosoida tdman

vuoksi virheellisesti.(Rechitsky ym. 1998, Piyamongkol ym. 2003.)

Taman opinndytetyon tarkoituksena oli tutkia alkiobiopsian DNA-eristysmenetelmén
vaikutusta allele dropout-ilmiéon vertaamalla kahta menetelmaa toisiinsa. Solujen hajo-
tuksessa ja DNA:n eristamisessa kaytettiin yleisesti kdytossa olevaa natriumdodekyyli-
sulfaatti/proteinaasi K-kasittelya (SDS/PK), jota verrattiin Ovumian tutkimaan modifioi-
tuun versioon. Tyon tavoitteena oli tuottaa Ovumialle tietoa allele dropout-ilmidon vai-

kuttavista tekijoistd ja heiddn menetelménsa soveltuvuudesta k&ytdnnon tyéhon. Osa
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tyossa kaytetyistd menetelmistd on sovittu salassapidettaviksi, joten kaikkia yksityiskoh-

tia el julkaista.



2 HEDELMOITYSHOIDOT JA LAPSETTOMUUS

Suomessa ensisynnyttéjien keski-ikd on noussut jo vuosikymmenié ja Tilastokeskuksen
mukaan vuonna 2012 kaikkien synnyttéjien keski-ika oli yli 30 vuotta. Naisten hedelmat-
2015.) Taman vuoksi lapsettomuus koskettaa kymmenid tuhansia pareja Suomessa. Lap-
settomuuteen on monia syitd ja osaan niista voidaan vaikuttaa hedelmdityshoidoilla.
(MSD 2014.)

Noin neljasosa parien lapsettomuudesta on naisesta johtuvaa, noin neljannes miehesta
johtuvaa ja noin neljdnnes seka miehesta etta naisesta johtuvaa. Joka neljannelle lapset-
tomuustapaukselle ei l6ydeta syyta ollenkaan ja kyse on selittdméttomasta lapsettomuu-
desta. Lapsettomuuden taustalla voi olla esimerkiksi munarakkulan kypsymishairio, en-
dometrioosi, kivesten toiminnan hormonaalisen sadtelyn poikkeavuus tai sukusolujen pii-
levat kromosomipoikkeavuudet. Monesti on kuitenkin niin, ettei voida osoittaa yhta tiet-
tya syyta lapsettomuudelle. Fyysisten ja anatomisten tekijoiden liséksi lapsettomuuteen
voivat vaikuttaa myos elaméntavat, kuten erilaiset paino-ongelmat, ravinto, ymparisto-
myrkyt ja esimerkiksi stressi. (MSD 2014, THL 2016b.) Yleinen ohje lapsitoiveisille pa-
reille on hakeutua tutkimuksiin vuoden aktiivisen yrittamisen jalkeen tai jo aikaisemmin-
kin naisen ollessa yli 35-vuotias tai jos parilla on tiedossa muita hedelmallisyyteen vai-
kuttavia esitietoja. Tutkimuksissa selvitetddn mm. parin yleista terveydentilaa, nykyisia
elintapoja ja mahdollisia suvussa esiintyvia sairauksia. Miesten siittididen liikkuvuus sel-
vitetddn ja naisen kohtu ja munasarjat tutkitaan mahdollisten tukosten tai poikkeamien
varalta. Molemmilta osapuolilta tutkitaan laajasti myos erilaisia hedelmallisyyteen liitty-

vid hormonipitoisuuksia, kuten LH, FSH, testosteroni ja prolaktiini. (MSD 2014.)

Lapsettomuustutkimuksia ja -hoitoja tehdaan seké julkisessa etta yksityisessa terveyden-
huollossa. Eri tutkimus- ja hoitokéytannot vaihtelevat klinikoiden vélilla ja kullekin pa-
rille suunnitellaan oma yksil6llinen hoitonsa. (MSD 2014.) Hedelmallisyyshoitojen ky-
synté on kasvanut ja hoitojen teho parantuu jatkuvasti. Hedelmaoityshoitoihin liittyvat ris-

kitekijoiné esimerkiksi keskenmenot ja keskosuus. (Sariola ym. 2015.)

Varsinaisia hedelméityshoitoja ovat ovulaation induktio (Ol), inseminaatio (1UI), koe-
putkihedelmaitys (IVF) ja siittion mikroinjektio munasoluun (ICSI). Hoidoissa voidaan
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kayttdd mahdollisuuksien mukaan parin omia tai luovuttajien sukusoluja. Ovulaation in-
duktiota eli munarakkulan kypsytyshoitoa tehd&an tilanteissa, joissa munasolu ei kypsy
ja irtoa eli ovuloi luonnostaan. Kypsytys voidaan tehdé tablettihoidolla tai tietyissa ta-
pauksissa pistoksin. Munasarjojen stimulaatio FSH:11a ja LH:Ila mahdollistaa useamman
munasolun kerdayksen syklid kohden, mika taas kasvattaa raskautumisprosenttia. (Findlay
syysté, jota ei tiedetd. Siemenneste kasitelladn mahdollisten siittiGvasta-aineiden poista-
miseksi ja parhaiden siittididen erottelemiseksi. Sen jalkeen siittiot ruiskutetaan naisen
kohtuun, jossa hedelmdittyminen tapahtuu luonnollisesti. Inseminaatio voidaan tehda
joko naisen luonnollisen kierron mukaan tai yhdistettynd munarakkulan kypsytyshoitoon.
(MSD 2014.)

Nykyaan kaytetyin hedelmoityshoitomenetelmé on koeputkihedelmditys. Ensimmaéinen
koeputkilapsi syntyi vuonna 1978 ja tdmén jélkeen maailmaan on syntynyt arviolta yli
viisi miljoonaa lasta I\VVF- tai ICSI-hoitojen avulla. Koeputkihedelmgityksessé naiselta ja
mieheltd kerdtddn sukusoluja ja varsinainen hedelmoitys tehdaan laboratoriossa. Koeput-
kihedelmditysté varten samalle maljalle munasolujen kanssa lisataan parhaiten liikkuvat
siittiot. ICSI-hoidossa yksi valikoitu siittio viedd&n ohuen neulan avulla suoraan muna-
solun sisélle. Hedelmoittymisen jalkeen alkiota viljelladn 1-6 vuorokautta, jonka jalkeen
se siirretddn kohtuun, jossa se voi Kiinnittya ja aloittaa raskauden. Tavallisesti alkioita
saadaan kayttoon useampi, mutta yleensa vain yksi tai kaksi alkioista siirretdan kohtuun.
Yliméaéaraiset alkiot voidaan pakastaa myohempaa kayttod varten. Valtaosa alkioista sel-
vidd pakastus- ja sulatusprosessista.(MSD 2014.)

Yleensé hedelmoittynyt munasolu siirretdan kohtuun nelisoluvaiheessa (2 vrk munasolun
keréyksestd) tai kahdeksansoluvaiheessa (3 vrk munasolun kerdyksestd). Blastokystivil-
jelya varten alkiota kasvatetaan maljalla viisi péivaé, jolloin saadaan paremmin tietoa al-
kion mahdollisesta kiinnittymiskyvysta ja laadusta. Kiinnittymistd voidaan edesauttaa
avaamalla blastokystaa ymparoiva alkiokuori esimerkiksi laserilla tai mekaanisesti pipe-
tilla. Mikali tehdaan alkiodiagnostiikkaa, otetaan solunédyte joko kolmen paivén ikaisesta
alkiosta tai viidentenda kuudentena paivana blastokystasta. Blastokystavaiheen alkiosta
voidaan ottaa useampi solu naytteeksi, mika parantaa diagnoosin luotettavuutta. Tutkitut
alkiot voidaan siirtd4 joko heti diagnoosin saamisen jalkeen tai ne voidaan pakastaa ja
siirtadd analyysin valmistuttua. Alkiodiagnostiikkaa tehdaan pareille, joiden tiedetddn kan-

tavan perinndllista sikion kuoleman, vakavan sairauden tai kehityshdirion aiheuttavaa
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tautia. Potilaille, joilla on useita keskenmenoja tai tuloksettomia hedelmdityshoitoja seka
yli 38-vuotiaille naisille, suositellaan kromosomilukumaaréé selvittavaa alkiodiagnostiik-
kaa (PGS) ikaéan liittyvien riskien vuoksi. On tosin havaittu myos, ettd nuorilla naisilla
jopa puolet normaalin nakaisista alkioista on kromosomaalisesti poikkeavia ja yli 42-
vuotiailla osuus on jopa 80 %. Téaten PGS:&4 voidaan tarjota kaikille ika- ja olosuhderyh-

mille keskenmenojen ja turhien hoitojen vélttamiseksi. (MSD 2014.)
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3 ALKIONKEHITYS JA ALKIODIAGNOSTIKKA

3.1 Alkion syntya edeltavat vaiheet

Munasolun hedelmdittyminen on ensimmaéinen vaihe uuden yksilon synnyssé (kuva 1).
Ovulaation eli munasolun kypsymisen ja irtoamisen jaljilta munasolun ymparille jaa gly-
koproteiineista muodostuva kalvo, jota kutsutaan zona pellucidaksi. Zona pellucidaa ym-
par6i kerroksittainen somaattisista kumulussoluista muodostuva kuori ja ndma yhdessa
suojaavat munasolua. Munasolun ovuloiduttua, se jatkaa kehittymistéén ja jakaantuu se-
kundaariseksi oosyytiksi ja poistosoluksi. Sekundaarinen oosyytti siirtyy munanjohtimen
paahan eli ampullaan ja on valmis hedelmoittymaan. Miehen sukusolut eli siittiot siirtyvét
spermiogeneesin kautta lisdkivekseen, jossa ne kypsyvat kykenevaiseksi hedelmoitté-
méaan munasolun. Zona pellucidan rakenne mahdollistaa yleensé vain yhden siittion fuu-
sioitumisen munasolun kalvon kanssa. Haploidien sukusolujen yhtyminen sopivissa olo-
suhteissa mahdollistaa diploidin solun ja uuden yksilén kehittymisen. (Ylikorkala ym.
2011, Sariola ym. 2015.)

3.2 Alkionkehitys

Varsinainen alkionkehitys alkaa preimplantaatiokehitykselld eli vaiheella, jossa hedel-
moittynyt munasolu ei vield ole kiinnittynyt kohtuun. Tdma vaihe kestad noin kuusi seit-
seman pdivaa ja tapahtuu péédasiassa munanjohtimessa. Hedelmaittymisen jalkeen alkio
alkaa jakaantua useammaksi soluksi. Ensimmadisten solunjakautumisten aikana alkio ei
kasva kokoa ja tsygootti jakaantuu tytarsoluiksi, joita kutsutaan blastomeereiksi. Alkiota,
joka koostuu yli kahdeksasta blastomeerista, kutsutaan morulaksi. Kukin solunjakautu-
minen kest&a noin 12—24 h, joten nelj&n péivén ikéisend alkiossa on 1632 blastomeeria.
(Ylikorkala ym. 2011, Sariola ym. 2015.) Blastomeerit ovat totipotentteja eli taysikykyi-
sid soluja, joten niilla on kyky muodostaa kaikkia alkionkehityksessa tarvittavia solutyyp-
peja. Varhainen alkio on hyvin mukautuva, mik& mahdollistaa solujen poiston tai lisdyk-
sen ilman, ettd silla on suurta vaikutusta alkion kehitykseen. Tassé vaiheessa blastomee-
reilld saattaa kuitenkin olla jo omia erityispiirteitd, silld alkion solut alkavat erilaistua noin
8-16-soluvaiheessa (polarisaatio). Alkion kehittyessé edelleen se muodostaa alkiorakku-

lan eli blastokystin. Blastokystivaiheen saavuttaminen kestéa tavallisesti noin viisi paivaa
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hedelmoittymisestd ja sen aikana alkio on liikkunut munanjohtimesta kohtuun, johon se

voi implantoitua. Implantoitumisen jélkeen raskaus voi alkaa. (Sariola ym. 2015.)

zona pellucida

2-soluvaihe miunanjohcdin

A ——— ‘ kumulussalut

implantoituva
ovulaatio

alkiorakkula

" zona pellucida
pe

kohtu

KUVA 1. Ihmisalkion luonnollinen kehitys munasolun ovulaatiosta implantaatioon. Mu-
nasolu hedelmdittyy munajohtimessa, minka jalkeen muodostunut alkio alkaa jakaantua
ja liikkua kohti kohtua. Kohdussa alkiorakkula kuoriutuu ja kiinnittyy kohdun seindmaan.
(Sariola ym. 2015).

3.3 Yleista alkiodiagnostiikasta

Mikali raskautta ei kuulu tai vanhemmilla tiedet&an jo etukéteen olevan lasten saantiin
vaikuttavia perinnollisia sairauksia, voidaan lapsettomuushoidoissa hyddyntad myos al-
kiodiagnostiikkaa. Alkiodiagnostiikan tekemisen tavoitteena on selvittda jo ennen raskau-
den alkamista kantaako tuotettu alkio tiettyja perinndllisia sairauksia tai tiloja. Alkiodiag-
nostiikka voidaan jakaa kahteen paaluokkaan, jotka ovat PGS eli alkion geneettinen seu-
lonta (prenatal genetic screening) ja PGD eli alkion geneettinen diagnosointi (preimplan-
tation genetic diagnosis). PGS:n avulla voidaan tutkia alkion kromosomistoa, kun taas
PGD:n avulla analyysi ulottuu jopa yksittaisten geenien tasolle. (Harper 2012.) PGD:n
ensiaskeleet otettiin 1989 X-kromosomiin kytkeytyneiden sairauksien ja 1990 auto-

somaalisten resessiivisten tautien osalta. Ensimmaisissa kliinisissd sovelluksissa al-
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kiodiagnostiikkaa tehtiin sukupuolimaarityksen avulla Y-kromosomia vastaan kohdenne-
tuilla alukkeilla. Alkiot, joissa monistusta ei tapahtunut, tulkittiin XX-alkioiksi, jolloin ne
olivat terveitd, joskin mahdollisesti taudin kantajia. (Handyside ym. 1990.)

Erityisesti parit, joilla tiedetdan olevan perinnéllisia tauteja tai joilla on jo sairas lapsi,
sairauden aiheuttamia keskenmenneitd raskauksia tai este raskauden keskeyttamiselle,
hyotyvét alkiodiagnostiikasta. Korkeaikéiset &idit kuuluvat PGS-kohderyhmaan, silla ik&
lisad kromosomimuutosten riskid. PGD: n ajatellaan olevan eettisesti hyvaksyttavampaa
kuin pelkké lapsivesitutkimus, silla se tehddén ennen raskauden varsinaista alkamista.
Taten raskauden keskeyttdmisen tarve voidaan minimoida. (Thornhill & Snow 2002, Har-
per 2012.) Paatos aloittaa hedelmallisyystutkimukset ei kuitenkaan ole helppo, sill& pro-
sessi vaatii aikaa ja karsivallisyytta ja siltikaan aina ei saada odotettua lopputulosta. Suo-
ritustavasta riippumatta alkiodiagnostiikan haittapuoliin kuuluvat madaltunut raskautu-
misprosentti, keskenmenot ja hoidon korkea hinta. Lisdksi PGD:hen liittyvat my6s monet
eettiset kysymykset. Useissa maissa alkioiden késittely on kokonaan kielletty, kun taas
joissakin maissa luvat kasitelld ihmisalkioita ovat ldhes valvomattomia. Alkiodiagnos-
tiikkaan liittyvia eettisia kysymyksia ovat esimerkiksi alkiolle tehtavé kudostyyppitestaus
kantasolujen luovuttajaechdokkuutta varten ja erilaiset alttiusgeenitutkimukset mm. tie-
tyille sy6ville ja Huntingtonin taudille. (Thornhill & Snow 2002, Harper 2012.) Nykyaan
alkiodiagnostiikan avulla on kuitenkin syntynyt tuhansia terveité lapsia (Preimplantation
Genetic Diagnosis International Society (PGDIS) 2008).

PGD:n avulla tehtavié analyyseja on kehitelty ainakin 170:1le perinndlliselle yhden gee-
nin sairaudelle, joihin kuuluvat esimerkiksi akondroplasia, perinndllinen rintasyopé, kys-
tinen fibroosi, Fanconin anemia, hemofiliat, fragiili-X, Huntingtonin tauti ja fenyylike-
tonuria (Preimplantation Genetic Diagnosis International Society (PGDIS) 2008). Naista
eras tutkituimmista on kystinen fibroosi, jota kéytetadan tautimallina useissa alkiodiagnos-
tilkan tutkimuksissa. Kystinen fibroosi on vakava autosomaalinen resessiivinen sairaus,
jonka yleisyys kaukaasialaisessa vaestdssa on noin 1:2000 syntynytté lasta kohden ja noin
joka 20:nen ihmisen arvellaan olevan taudin kantaja. Sairaudessa tiedetddn olevan yksi
kolmen emdsparin deleetio valtamutaationa ja se vastaa noin 70-75% kaikista tautita-
pauksista.(Ray ym. 1996.) Mutaatioiden homogeenisyyden vuoksi kystinen fibroosi on

oivallinen tutkimuskohde perustutkimukselle.
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3.4 Alkion geneettisen seulontatutkimuksen suoritus

PGD koostuu pédéasiassa kahdesta tyovaiheesta. Ensimmainen niisté on diagnostisen ma-
teriaalin keradminen. Naytteeksi otetaan eli biopsoidaan yksi tai useampi solu. Toisessa
vaiheessa naytteestd tutkitaan niiden sisaltdmét geenit, joko samassa tai ulkopuolisessa
laboratoriossa. Analyysivaiheen suorittamiseksi minimivaatimukset ovat PCR:n valmis-
telualue, erityiset PGD-reagenssit, PCR-laite ja detektiolaite PCR-tuotteiden havainnoin-
tiin. Diagnostisen vaiheen térkein osa on luotettavien tulosten saamisen lisaksi kontami-

naatioiden estaminen.(Thornhill & Snow 2002.)

3.4.1 Alkioiden biopsointi

Solujen irrotuksen eli biopsian ensimmaisessa vaiheessa on paastava zona pellucidan lapi.
Lapaisy voidaan tehd4 joko mekaanisesti (esim. mikroneula), kemiallisesti (pH 2.2) tai
lammon avulla (laser). Varsinainen solumassan keruu tapahtuu imuun liitetyn mikroma-
nipulaattorin, mikroskoopin ja optiikan avulla. (Thornhill & Snow 2002.) Vélineistoa esi-
tetddn kuvassa 2. Tapoja suorittaa biopsointia on monia. Periaatteessa tutkittava materi-
aali voidaan keratd missa vain vaiheessa kypsdn munasolun ja blastokystin valilla, riip-
puen siitd minkalaista sairautta tai tilaa alkiosta etsitddn. Talla hetkelld diagnostiikassa
kaytetdan ennen kaikkea meioosissa syntyneitd munasolun poistosoluja, jakaantumisvai-
heen alkion soluja ja blastokystin soluja, joista jokaisella on omat erityisvaatimuksensa
ja rajoitteensa. (Findlay 2000, Thornhill & Snow 2002.) Menetelmien edut ja haitat on
esitetty taulukossa 1. Poistosolujen tutkimuksella voidaan selvitta4 &idin kantamat sairau-
det jo ennen kuin hedelmditys tapahtuu. Tama sopii erityisesti maternaalisten eli didilta
perdisin olevien kromosomimuutosten selvittelyyn ja on useimmissa maissa sallittu al-
kiodiagnostiikan muoto sen vahaisen eettisen taakan vuoksi.(Findlay 2000, Harper 2012.)
Menetelmén avulla ei kuitenkaan voida selvittadd esimerkiksi tulevan alkion sukupuolta,
paternaalisia eli isélta periytyvia tauteja tai hedelmoityksessa tapahtuvia virheita (Findlay
2000, Preimplantation Genetic Diagnosis International Society (PGDIS) 2008, Harper
2012).

Jakaantumisvaiheen biopsiassa (cleavage stage biopsy) alkio on yleensa kolmen péivan
ikdinen ja jakaantunut in vitro kuudeksi—kahdeksaksi soluksi. Tdman ikaisesti alkiosta

voidaan turvallisesti poistaa yksi tai kaksi blastomeerid. Jakaantumisvaiheen alkion tut-
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kiminen mahdollistaa sek& maternaalisten ettd paternaalisten tautien analyysin ja mahdol-
listen ensimmadisten jakaantumisten aikana tapahtuneiden virheiden havaitsemisen.
Biopsoitavan materiaalin méara on kuitenkin hyvin pieni (yksi tai kaksi solua), joten
usein on mahdollista tehda naytteesta vain yksi ainoa tutkimus. Blastomeeritutkimuksessa
kaytetddn myos soluja, joista voisi tulla osa siki6ta, jolloin analyysiin voi liittya eettisia
ongelmia. Kolmas ongelma on se, ettd suuri osa jakaantumisvaiheen alkioista pyséayttaa
kehityksensa in vitro (usein kahdeksan-soluvaiheessa), joten biopsoitujen alkioiden im-
plantaation onnistuminen saattaa tuottaa ongelmia. Tutkimuksissa on myods havaittu, etta
jo blastomeerivaiheen alkiossa voidaan havaita mosaikismia eli osassa alkion soluja voi
olla poikkeava maara kromosomeja tai niiden osia. (Findlay 2000, Thornhill & Snow
2002, Preimplantation Genetic Diagnosis International Society (PGDIS) 2008, Harper
2012.)

KUVA 2. Alkiobiopsia (Ylikorkala ym. 2011).

Kolmas tapa ottaa ndyte on blastokystibiopsia, jossa ndyte otetaan alkion ollessa 57 vuo-
rokauden ik&inen ja noin sadan solun kokoinen. Menetelméan etuihin kuuluvat erityisesti
naytteeksi otettavien solujen suurempi maarg, sill4 jopa 15 solua voidaan ottaa tarvitta-
essa naytteeksi. Tama mahdollistaa useampien testien tekemisen tai tulosten varmistami-
sen. Mikali ndyte otetaan vasta blastokystivaiheessa, alkio on jo ohittanut kahdeksan-so-
luvaiheen pyséhdyksen, jolloin biopsoidut alkiot voivat olla vitaalimpia ja aikaansaada
suuremman raskausprosentin sopivan alkion l6ytdmiseen kuluvan ajan ja tydmaaran va-
hentymisen liséksi. Nykymenetelmilla noin 50-60 % jakautuneista alkioista kehittyy

blastokystiksi. (Harper 2012.) Blastokystibiopsia voidaan suorittaa kahdella eri tavalla.
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Ensimmaisessd menetelméssé jakautumisvaiheen alkion kuoreen tehdaan reika niin, etté
sen laajentuessa blastokystiksi tietyt solut tyraytyvat, jonka jalkeen ne voidaan biopsoida.
Toisessa menetelmassa reikd porataan blastokystivaiheessa viidennen pdivan aamuna ja
solut biopsoidaan analyysia varten myéhemmin samana paivana. Aikaisemmin blasto-
kystibiopsian kanssa ongelmana oli sen ajoittaminen diagnoosin ja implantaation kanssa,
mutta nykyadn ongelma on ratkaistu pakastamisella. Blastokystit siirretdén usein yksi-
naan mahdollisten moniraskauksien vahentdmiseksi. (Harper 2012.) Yht& hoitokiertoa
kohden raskautumisprosentti on noin 20-40%, mika ei juurikaan eroa nk. luonnollisesti

alkunsa saaneiden raskauksien todennakaoisyyksista (MSD 2014).
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TAULUKKO 1. Alkiodiagnostiikan kaytdssa olevat menetelmat etuineen ja haittoineen.
Muokattu ldhteestd Thornhill & Snow (2002).

Vaihe

Edut

Haitat

Oosyytti (I poistosolu)

Néytteenotolla ei vaiku-
tusta alkionkehitykseen ja
kokeen ajoituksella ei Kii-

retta

Tuo esiin vain maternaali-
set sairaudet ja vain yksi
solu kaytettavissa

Tsygootti (I ja Il poisto-

solu)

2 solua analyysia varten
Néaytteenotolla ei vaiku-
tusta alkion kehitykseen

Vain maternaaliset sairau-
det havaittavissa
Lyhyt aika biopsian teke-

miseen

Jakaantumisvaihe

Voidaan diagnosoida seké
maternaaliset ettd pater-
naaliset sairaudet

Kéytettavissa 1-2 solua

Kromosomaalisen mo-
saikismin mahdollisuus
Tumattomien blastomee-

rien esiintyminen

Blastokysti Mahdollisuus ottaa nadyt- | Kéytettdva aika PCR:adn
teeksi useampi solu rajallinen tuorealkioita
Alkion laatu esivalittu kaytettaessa

Korkeampi implantaatio- | Solujen poikkeavuus toisis-

aste taan
Vahemman alkioita kay-

tossa

Talla hetkella maailmalla kaytetadan alkiodiagnostiikassa péaasiassa blastomeereihin ja
blastokysteihin perustuvia tekniikoita niiden poistokappaleiden kaytt6a laajempien diag-
nosointimahdollisuuksien vuoksi. Jonkin verran on tutkimusta my®ds alkion erittamien ai-
neenvaihduntatuotteiden, kuten entsyymien tai proteiinien kaytosta analyysien lahtéma-
teriaalina. Non-invasiisivisten menetelmien eduiksi luetaan, ettei alkioita tarvitse biopsi-
oida ja taten alkioiden kehittymishairididen riski voidaan minimoida. Eritettyihin tuottei-
siin perustuvat tutkimukset ovat kuitenkin alkutekijoissaan, joten tuloksia ei voida vield
soveltaa ihmisiin. Nykyisten soluviljelymenetelmien kehittdminen voisi mahdollistaa
useampien naytesolujen kéyton esimerkiksi blastomeeriviljelmien ja useampien blasto-
kystivaiheeseen edenneiden alkioiden kautta. Vaihtoehtona on parantaa nykyisia diagnos-
tisia menetelmi& niin, ettd yhdestd solusta saataisiin tehtyd useampia testeja. (Findlay
2000.)
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3.4.2 Naytesolujen analysointi

Mikali alkiodioagnostiikkahoidossa alkio pyritdan siirtamaan ilman pakastusta, kaytetta-
vien analyysitekniikoiden tulee olla nopeita raskauden alkamismahdollisuuksien paran-
tamiseksi (Piyamongkol ym. 2003). Diagnostisten menetelmien kéayttoa rajoittaa paaasi-
assa kolme tekijaé: alkioiden pieni koko, kaytettavissa olevien solujen maara ja vaikeudet
riittdvan suurten tarkkuuksien saavuttaminen darimmadisen vahéisen ldhtomateriaalin tut-
kimisessa. PGD:ssa kaytettavat analyysimetodit ovat tdhdan mennessa perustuneet padasi-
allisesti PCR:n eli polymeraasiketjureaktion ja FISH:in eli fluoresenssi in situ-hybridi-
saation kayttoon. (Findlay 2000.) Viime vuosina my6s uudet DNA-sirupohjaiset tekniikat
(array-CGH, SNP-Array, NGS) ovat vallanneet alaa (Thornhill & Snow 2002, Harper
2012).

PCR-reaktiota kaytetddn DNA-ndytteen monistamiseksi. Alkuperainen PCR perustuu
kaksijuosteisen DNA:n monistamiseen lampatilan vaihtelun, entsyymien, alukkeiden ja
vapaiden nukleotidien reagoidessa koeputkessa. PCR-reaktiossa on kolme vaihetta: de-
naturaatiovaihe, jossa kaksijuosteinen DNA hajoaa lammdn avulla yksijuosteiseksi, an-
nealing- eli pariutumisvaihe, jossa kaytetyt alukkeet kiinnittyvat kohdesekvenssiinsa ja
elongaatio- eli pidentymisvaihe, jossa DNA-polymeraasi rakentaa uutta juostetta temp-
laatin mukaisesti. Nditd vaiheita toistetaan kunnes tuotetta on monistettu riittévasti.
Yleensd monistamisen kohteena on tietyn geenin osa, joka halutaan saada monistumisen
my0ta nédkyvéksi ja taten geneettisen analyysin informaatioksi. PCR:n monipuolisuus on
tehnyt siitd erddn tarkeimmisté geneettisen analyysin tyokaluista. Kahdesta sen suurim-
masta edusta ensimmainen on sensitiivisyys, silla optimoidulla PCR:Il4 jo yhdesté tai
muutamasta solusta saadaan monistettua tutkimukseen riittdvad maara materiaalia. Toinen
etu on menetelman nopeus. DNA:n monistamisessa menee vain muutama tunti, jolloin
analyysi voidaan tehdé siirtopéivén aikana. Ensimmaiset PGD-tapaukset hyddynsivéatkin
perinteistd PCR:44 sukupuolen ja autosomaalisen resessiivisen taudin tutkimiseen. Alussa
tehtiin vaaria diagnooseja sukupuolen suhteen, miké on saanut tutkijat kehittamaan PCR-
menetelmid entist tarkemmiksi. Nyky&an monet diagnooseista perustuvatkin ennemmin
jonkin tietyn analyytin havainnointiin kuin sen puuttumiseen.(Wells 1998, Findlay 2000.)
Nested-PCR:ssa reaktio suoritetaan kayttden kahta erillista alukeparia ja PCR-reaktiota.
Ensimmaisessd PCR:ssé nk.ulkoalukeparilla monistetaan tutkittava amplikoni eli monis-

tettava alue suuripiirteisesti muutaman syklin aikana. Tamén jalkeen ensimmaéisen PCR-
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reaktion tuotteita siirretd&n templaatiksi eli malliksi toisen vaiheen polymeraasiketjure-
aktioon, jossa nk. sisdalukeparilla suoritetaan toinen PCR-reaktio suuremmalla syklimé&a-
ralla, kunnes tuote on nahtavissa. Perattaisilla reaktioilla voidaan monistaa haluttu osuus
entista spesifisemmin ja testin sensitiivisyys paranee. (Holding ym. 1993, Thornhill &
Snow 2002.)

Fluoresenssi-PCR:ssa kaytettyihin alukkeisiin on kiinnitetty fluoresoiva leima. PCR:n
jalkeen tuote kulkee analyysimatriisissa ja siihen kohdistetaan laservalo, joka saa tuotteen
fluoresoimaan ja se voidaan havainnoida. Kayttaméalla valonmonistusta ja sopivaa auto-
matisaatiota on mahdollista havaita entista pienempid méérid tuotetta kuin perinteisia aga-
roosi- tai akryyliamidigeeleja detektoitaessa. Fluoresenssihavainnointi on noin tuhat ker-
taa sensitiivisempéa kuin perinteinen geelielektroforeesi ja mahdollistaa myds suurten
monistumiserojen havaitsemisen, kun esimerkiksi toisen alleelin mééara on vain alle 1 %
toisen pitoisuudesta. Tuotteiden yksilollisiin emissioaallonpituuksiin perustuva detek-
tointi mahdollistaa jopa yksittdisen eméasparin eron havainnoinnin ja yhdessé tutkimuk-
sessa voidaan kayttaa jopa 15 erilaista alukeparia. (Wells 1998, Findlay 2000, Thornhill
& Snow 2002.) Nykyaan laajassa kaytossa oleva multiplex-PCR mahdollistaa monien
lokuksien eli tiettyjen DNA-paikkojen monistamisen yhtéaikaisesti tutkittavana olevasta
genomista useamman toisistaan riippumattoman alukeparin avulla. Talla voidaan joko
etsid useampaa eri sairautta tai varmistaa yhden sairauden tila. Multiplex-PCR on hyvin
vaativa menetelmé, joka edellyttdd tarkkaa suunnittelua reaktio-olosuhteiden suhteen,
jotta kaikki fragmentit monistuisivat yhtélaisesti ja toisaalta, ettd alukkeet tuottaisivat
vain yhta tiettyd tuotetta. PGD:n yhteydessa on tutkittu erityisesti kvantitatiivista fluore-
senssi-multiplex-PCR:aa (QF-multiplex-PCR). Tdma mahdollistaisi useampien sekvens-
sin osien tutkimisen samanaikaisesti, jolloin myds mahdollinen allele dropout voitaisiin
havaita helpommin. Fluoresenssi-multiplex-PCR:n etuja ovat sen nopeus, edullisuus,
lagja kayttoalue, DNA:n sormenjalkitunnistusmahdollisuus, luotettavuus ja helppous.
(Wells 1998, Findlay 2000, Thornhill & Snow 2002.)

FISH eli fluoresenssi in situ -hybridisaatio on menetelm4, jolla tutkitaan paaasiassa alki-
oiden sukupuolta ja aneuploidioita. Se perustuu fluoresoivien koettimien tarttumiseen
kohdesekvensseihinsd, jotka voidaan analyysid tehdessa havaita. PGD:ssda menetelméa
voidaan hyddyntadd autosomaalisten sairauksien seulonnassa. Menetelm& on kuitenkin

kallis ja FISH:in toiminta-alue on enemmé&n kromosomien kuin yksittdisten geenien ta-
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solla. Muita rajoitteita ovat menetelméan epéatarkkuus, fluorokromien spesifisyys ja tulok-
sien tulkitsemisen vaikeus, silld signaalit voivat sekoittua keskendan ja tarkemman tulok-
sen saaminen vaatisi useamman solun tutkimisen. Ongelmiin kuuluvat myos maternaali-
sen kontaminaation tunnistamattomuus sekd menetelmén hitaus ja tyoldys. (Findlay
2000.)

Lisaksi DNA:n monistamiseen ja diagnosointiin on olemassa muitakin menetelmié, joi-
den kaytannollisyytté alkiodiagnostiikan ja nk. yhden solun analyyseissa arvioidaan. Erés
kiinnostavimmista kohteista on koko genomin monistamiseen perustuvat menetelmat, ku-
ten WGA (Whole Genome Amplification), PEP (Primer Extension Preamplification) ja
DOP (Degenerate Oligonucleotide Primer). Niissd monistetaan teoreettisesti koko ge-
nomi, jolloin saadaan kasvatettua alkuperaisen DNA:n méaaraa yhdesta noin 50-100:n tai
jopa 1000:n kopioon. Menetelmat ovat kuitenkin erittdin aikaa vievia ja todellisuudessa
koko genomista monistuu vain noin 80 %. Tama voi aiheuttaa virheita alkiodiagnostiikan
tarpeisiin. Menetelmi& kuitenkin kehitelld&n jatkuvasti PGD:n yhteydessé esimerkiksi
Tay-Sachsin, kystisen fibroosin, hemofilia A:n ja Duchennen lihasdystrofiaan liittyvéssa
tutkimuksessa. Néista tutkimuksista saadut alustavat tulokset ovat rohkaisevia yhden so-
lun analyyseihin liittyvien rajoitteiden kumoamisessa. Koko genomin monistusta kayte-
tdéan myos uusien DNA-siruihin perustuvien teknikoiden yhteydessa. (Wells 1998, Fin-
dlay 2000, Thornhill & Snow 2002, Harper 2012.)

Mikali sairautta aiheuttava tarkka mutaatio on tuntematon, voidaan alkioiden sairaussta-
tusta tutkia kayttamalla kytkentdanalyysia. Mitd tahansa informatiivista polymorfismia
(tunnettua DNA-kohtaa, jossa esiintyy laajalti emédksen muutoksia), joka sijaitsee lahella
tautilokusta, voidaan kayttaa signaalina mutaation lasna- tai poissaololle vaikka tarkkaa
mutaatiota ei tunnettaisikaan. Kytkentdanalyysié varten tarvitaan potilaan sukupuu ja 1a-
hisukulaisten DNA-naytteet, jotta voidaan havaita mika polymorfinen variantti periytyy
yhdessa taudin kanssa. Kytkentaanalyysi on kayttokelpoinen PGD:ssa, koska tautia ai-
heuttava mutaatio saattaa olla tuntematon, mutaatio ei monistu PCR:ssd tai mutaatio on
hyvin heterogeeninen. Mytds ADO:n aiheuttaman virhediagnoosin riskin vahentyminen
ja kontaminaatioiden tunnistuskyky tekevat kytkentdanalyysista hyvan tyékalun kliini-
seen PGD:hen. Kytkentdanalyysia on hyddynnetty esimerkiksi Marfanin syndrooman ja
Huntingtonin taudin tutkimuksissa. (Wells 1998, Thornhill & Snow 2002.)
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Néytteen riittdvan monistamisen jalkeen tuotteet detektoidaan eli tuotetaan nakyviksi, esi-
merkiksi elektroforeesilla. Analyysit voivat perustua erityisesti joko yksittaisen eméksen
muutosten, tietyn geenivirheen tai suuremman sairausryhman havaitsemiseen eri mene-
telmin. Analyyseissa hyddynnetdan esimerkiksi perinteisen sekvensoinnin lisaksi esimer-
kiksi restriktioentsyymien spesifisyyttd ja alleelispesifisten oligonukleotidien kéytt6a
(Wells 1998, Thornhill & Snow 2002.)

3.5 Yhden solun analyysien erityispiirteet

Kun analyysin ja diagnoosin ldhtdmateriaalina on vain yksi solu, tulee menetelmissé ottaa
huomioon monia erityispiirteitd. Ensinnakin ldhtomateriaalin eli alkion huolellinen ja
osaava kasittely on tarkeda. Alkiobiopsioita laboratoriossa tekevéan henkilékunnan on ol-
tava kokenutta ja tehtavadnsa perehtyneitda. Alkioiden biopsia vaatii suurta tarkkuutta ja
runsaasti ammattitaitoa, silla blastomeerien poiston liséksi jaljelle jadvien alkioiden tulee
olla elinkykyisia. Alkiot ovat kallisarvoista materiaalia, silla vain noin 30—40 % siirre-
tyista alkioista aloittaa raskauden (THL 2016a).

Diagnostiseen PGD:hen liittyvié haasteita ovat esimerkiksi kdytettavissd olevan DNA:n
vahdinen méaar4, silla yhdessa solussa on vain noin 7 pikogrammaa DNA:ta. Yhden solun
PCR:&é& on kuitenkin kéytetty jo yli pari vuosikymmentd PGD:ssda monogeenisten tautien
seulontaan. Aiemmin menetelména oli perinteinen PCR, mutta nykyaan kaytdssa on
useimmiten nested-PCR ja fluoresenssi-PCR. Koska solun lyysis eli hajotus tapahtuu sa-
massa putkessa kuin PCR-reaktio, on kaikkien kéytettyjen reagenssien oltava my6s yh-
teensopivia. (Thornhill ym. 2001.) Tekniikoiden on oltava erittdin luotettavia (yli 95 %)
ja tarkkoja (yli 99 %) kliinisia kéyttokohteita varten ja diagnoosi on pystyttava tekeméaan
mielelldan alle kahdeksassa tunnissa, jos alkio halutaan siirtad viel&d saman paivén aikana.
Vain muutama tekniikka pystyy diagnoosiin alle vuorokaudessa. Taman lisaksi tekniikoi-
den tulee pystyé havaitsemaan laaja joukko erilaisia mutaatioita, sairauksia ja niiden va-
riaatioita. (Findlay 2000, Kim ym. 2009.) Kehitettdessa PGD:hen uusia menetelmid, eras
suurimmista ongelmista on tutkimusmateriaalin eli ihmisalkioiden saatavuus ja niihin liit-
tyvéa etiikka. Hiirialkioita on saatavilla helposti mutta ne eivat ole taysin verrattavissa
ihmistutkimukseen. Toinen vaikeus on tutkimuksen ldhtémateriaalin standardointi, silla
samasta lahtoaidista on usein saatavilla vain muutama alkio. Tama tekee tulosten vertai-
lusta ja kontrolloinnista vaikeaa ja rajoittaa tilastollisesti merkittavien tuloksien saamista.
(Findlay 2000.)
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3.5.1 Yhden solun PCR:n ongelmia

Yhden solun PCR:ssa havaitaan yleensa pienemmét tehokkuudet monistumisessa kuin
useamman solun vastaavissa lahtdmateriaalin vahaisen maarén vuoksi. Suurimmat ongel-
mat yhden solun PCR:ssé ovat kontaminaatio, monistumisen ep&onnistuminen ja ADO.
Naista kontaminaatio on kenties helpoin vaikuttamiskohde, sill& huolellisella tytskente-
Iyll4, rutinoitumisella ja tarkoituksenmukaisilla tiloilla ulkopuolisen DNA:n kontaminaa-
tion riski& voidaan véhent&a lahes olemattomiin. Kontaminaatioiden l&hteitd on kaikki-
alla, mutta kayttamalla vain PGD-kéyttoon tarkoitettuja valineitd, aarimmaista huolelli-
suutta ja kuhunkin vaiheeseen erikseen suunniteltua tilaa, on kontaminaatioiden riskia
mahdollista alentaa. Kontaminaation padsy analyysiin voi pahimmillaan johtaa virheel-
liseen diagnoosiin, silla yhdenkin testiin kuulumattoman kopion monistuminen PCR:ssa
alkuperdisen naytteen lisaksi voi aiheuttaa vaaria tuloksia. Kontaminaatioiden havaitse-
miseksi analyyseja tekevissa tutkimuskeskuksissa tulee tehdé kontrollitarkistuksia riitta-
van usein ja hyodyntaa testeissa negatiivisten kontrollien osoituskykya. (Wells 1998,
Thornhill & Snow 2002.) Sopivien tydtapojen noudattamisen lisdksi kontaminaatioiden
riskia voidaan véhentda tuotteiden post-PCR-sterilisaatiolla. Siind syntyneet PCR-tuot-
teet kasitelladn analyysin jalkeen esimerkiksi urasiili-DNA-glykosylaasilla. Entsyymi
pilkkoo tuotetut juosteet, kun PCR:n aikana on kaytetty dUTP:td dTTP:n sijaan ja taten
kasittely vahentaa ristikontaminaatioiden riskid. (Thornhill & Snow 2002.) Lisaksi tutkit-
tavan ndytteen alkuperd voidaan varmentaa kayttdamalldi DNA:n “sormenjalkitunnis-
tusta”, jolla saadaan tarkennettua diagnoosin luotettavuutta yha edelleen. Sormenjalki-
tunnistuksessa DNA:sta etsitadn tiettyjd muutaman nukleotidin pituisia toistojaksoja, joi-
den maaré eroaa eri yksildiden valilla. Taten kontaminaatio-DNA voidaan erottaa ndyte-
DNA:sta. (El-Hashemite & Delhanty 1997, Thornhill & Snow 2002, Piyamongkol ym.
2003.)
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KUVA 3. Yhden solun PCR:n ongelmia. ADO syntyy, kun toinen vastinalleeleista ei mo-
nistu. Tallgin yksilo tulkitaan homotsygootiksi. Muita yhden solun PCR:ss& ilmenevié
ongelmia ovat PA eli suosiva monistuminen ja AF eli monistuksen epaonnistuminen.

Kuva muokattu lahteesta Wang ym. (2012).

Sen sijaan vaikeammin l&hestyttdvia ongelmia ovat monistuksen epdonnistuminen (AF,
amplification failure), suosiva monistus (PA, preferential amplification) ja ADO (allele-
drop-out). llmididen detektio havainnollistetaan kuvassa 3. Monistuksen epdonnistumi-
nen koskettaa tavallisesti noin 5-10 % tutkittavista soluista, mutta joissain tapauksissa
osuus voi olla yli 20 %. Syitd monistumisen epdonnistumiselle on monia ja tarkkaa syyta
saadaan harvoin selville. Syiksi on esitetty esimerkiksi solun katoamista siirtoproses-
sissa, ndytesolun tuman puuttumista tai sitd, ettd solun DNA ei paase kosketuksiin PCR:n
reagenssien kanssa epaonnistuneen solulyysiksen vuoksi. (Thornhill & Snow 2002, Piy-
amongkol ym. 2003.) Tiedet&an, etta yleisesti PCR:n onnistumiseen vaikuttavia tekijoita
ovat muun muassa solujen laatu, solujen lyysiksen ajankohta, magnesiumionipitoisuus
kasittelyliuoksessa ja siirtopuskurin maara. Naiden samojen tekijoiden tiedetaan vaikut-
tavan myos yhden solun PCR:&an. (Thornhill ym. 2001.) Silloin télldin naytteissa havai-
taan nk.suosivaa monistumista, joka tarkoittaa tilannetta, jossa toinen solun alleeleista
monistuu selvasti tehokkaammin kuin toinen alleeli. Tdmé& havaitaan elektroforeesissa
heikompana intensiteettind vahemman monistuneessa alleelissa. Enemman monistuva al-
leeli valikoituu sattumanvaraisesti, tosin lyhyempi alleeli monistuu yleensa paremmin
puhtaasti PCR:n kinetiikan vuoksi. (Piyamongkol ym. 2003.) Kontaminaatiota, monistu-
misen epdonnistumista ja suosivaa monistumista tavataan mygds suurempien soluméaarien
PCR:n yhteydessé (Ray & Handyside 1996).
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3.5.2 Allele dropout

Erityisesti pienien DNA-maarien PCR:n ongelma on allele dropout eli ADO. ADO tar-
koittaa tilannetta, jossa toisen alleelin monistuminen epdonnistuu kokonaan PCR:n ai-
kana. Tamaé aiheuttaa vain toisen alleelin detektion ja alkiodiagnostiikassa vakavan vir-
hediagnoosin riskin. ADO:n esiintyvyys vaihtelee suuresti. Joissain tutkimuksissa
ADQO:ta on havaittu jopa yli kolmasosassa néytteistd, joskin keskimaarainen esiintyvyys
on yleenséd hieman pienempédéd. ADO:n esiintyvyyden tiedetdan riippuvan muuan muassa
kaytetysta solutyypistd, testattavista geeneistd, lyysisolosuhteista ja PCR-olosuhteista.
Esimerkiksi blastomeereissa ADO:n esiintyvyys on havaittu olevan korkeampi kuin lym-
fosyyteissa. (Wells 1998, Kim ym. 2009.) Amplikonin pituuden on mygs havaittu vaikut-
tavan ADO:n esiintyvyyteen (Piyamongkol ym. 2003).

ADO:n uskotaan saavan alkunsa PCR:n primaarisyklien aikana, jossa kriittisena tekijana
on PCR-olosuhteiden sopivuus esimerkiksi denaturaatiolampdtilan suhteen. Ray ja Han-
dyside (1996) tutkimuksessa selvitettiin PCR:n ensimmaisten syklien erilaisten denatu-
raatiolampatilojen (90-96 °C) merkitystd ADO:hon. Tutkimuksessa havaittiin selva yh-
teys denaturaatiolampdtilan ja ADO:n suhteen niin, ettd korkeampaa (96 °C) lampdtilaa
kaytettdessd ADO véhenee selvésti. (Ray & Handyside 1996.) Muita PCR:n aikana vai-
kuttavia tekijoita voivat olla esimerkiksi DNA:n tietyt geenien séatelyyn liittyvéat raken-
teet (Stevens ym. 2014). ADO voidaan havaita vain heterotsygoottien alleelien ollessa
kyseessd, mutta ilmio voi vaikuttaa sattumanvaraisesti kumpaan hyvénsa alleeliin tietyssa
lokuksessa. Taten heterotsygoottia yksilod voidaan luulla virheellisesti homotsygootiksi.
Autosomaalista resessiivistd tautia kantaville vanhemmille, joilla on sama mutaatio,
ADO:n ei pitdisi johtaa sairaan alkion siirtamiseen, mikali nayte ei ole kontaminoitunut.
Naissé tapauksissa ADO voi kuitenkin johtaa virheellisiin positiivisiin tuloksiin véhen-
tden potentiaalisten siirrettdvien alkioiden maaraa ja raskauden mahdollisuutta. Yhdis-
telma-heterotsygooteissa tai autosomaaleissa dominanteissa tiloissa ADO:n seuraukset
voivat kuitenkin olla merkittavat, silld se saattaa saada aikaan sairaan alkion siirtdmisen.
(El-Hashemite & Delhanty 1997, Thornhill & Snow 2002, Piyamongkol ym. 2003.) T&-
man vuoksi ADQ:sta johtuvien virheiden vélttdmiseksi ilmion frekvenssi on tunnettava
ja minimoitava jokaiselle lokukselle ja koejéarjestelylle erikseen, erityisesti kun kyseessa

voi olla heterotsygootti alkio (Rechitsky ym. 1998).
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4 LYYSISMENETELMAT DNA:N ERISTAMISEKSI

4.1 Solun hajottaminen

Jotta DNA:ta voidaan monistaa polymeraasiketjureaktiossa ja analysoida siitd saatuja
tuotteita, on solun perimdaines saatava ensin eristettyd. Yhden solun hajotusta eli lyysista
voidaan tehda usealla eri tavalla ja eri solutyypeillda on omat erityisvaatimuksensa. Ylei-
sesti ajateltuna kaytetty lyysismenetelma ei saa hairita solusta tutkittavan analyysia. Me-
netelmind voidaan k&ayttdd esimerkiksi laseriin perustuvaa lyysausta, mekaanista
lyysausta, daniaaltolyysausta, séhkohajottamista, entsymaattista tai kemiallista lyysausta.
Entsymaattisissa lyysausmenetelmissé hyddynnetaén esimerkiksi proteinaasi K:ta, joka
on hajottaa laaja-alaisesti erilaisia proteiineja, kuten DNA:han sitoutuneita proteiineja ja
nukleaaseja. Proteinaasi K:n toimintalampdétila-alue ulottuu jopa +65 °C:seen, mink&
vuoksi sen inaktivoimiseksi vaaditaan korkeaa lampotilaa. (Sigma-Aldrich 2016.) Kemi-
alliset lyysausmenetelmét perustuvat usein detergenttien tai emasten kayttdon. Detergen-
tit ovat molekyyleja, jotka tunkeutuvat solun kalvoihin ja rikkovat lipidien valisia vuoro-
vaikutuksia (ElI-Hashemite & Delhanty 1997, Brown & Audet 2008). Yleisesti kaytetty
detergentti on esimerkiksi SDS eli natriumdodekyylisulfaatti, joka hajottaa solun sekun-
neissa. Usein kaytetty on myds Triton-X, joka on hitaampi, mutta huomattavasti hellava-
raisempi solun proteiineille kuin SDS. Emaspohjaisten lyysisliuosten kayttd perustuu nii-
den kykyyn muodostaa ionikonsentraatioero muodostamalla OH - ioneita ja taten lyysaa-
malla solun. (Brown & Audet 2008.)

4.2  Alkion geneettiseen seulontaan kaytetyt tekniikat

Alkiodiagnostiikan yhteydessa on tutkittu useiden eri lyysismenetelmien soveltuvutta yh-
den solun PCR:a4n ja allele dropout-ilmiéon. Tutkimuksia on tehty mm. veden, kiehuvan
veden ja nestemdisen typen kaytosté (Gitlin ym. 1996, Kim ym. 2009). Yleisimmin kay-
tetyt solujen hajotusmenetelmét ovat kuitenkin SDS:n ja proteinaasi K:n (PK/SDS) seké
alkaalisen lyysisreagenssin, kuten kaliumhydroksidin (KOH) kéyttd. Vertailua ndiden
kahden menetelman valilla on tehty useissa eri tutkimuksissa, mutta saadut tulokset vaih-
televat ryhmien vélilla. (Ray & Handyside 1996, EI-Hashemite & Delhanty 1997, Thorn-
hill ym. 2001, Piyamongkol ym. 2003, Kim ym. 2009.) SDS:n k&ytto perustuu sen vah-

vaan detergenttiominaisuuteen, jolla se hdiritsee kalvolipidien valisid sitoutumisia.
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Emaksinen lyysispuskuri taas hajottaa solun tehokkaasti ja tuottaa yksijuosteista kohde-
templaattia denaturoimalla DNA:n. Proteinaasi K:n kéytt6 SDS:n kanssa perustuu sen
kykyyn pilkkoa DNA:han sitoutuneita proteiineja, ilman ettd se vaikuttaa templaattiin.
KOH-menetelmassa muut liuoksen apuaineet liuottavat proteiinit DNA:sta, niin ettd se
vapautuu monistettavaksi. (Gitlin ym. 1996, El-Hashemite & Delhanty 1997.) Menetel-
mien vélinen vertailu on vaikeaa, silld PK/SDS-lyysauksessa on julkaistuissa tutkimuk-
sissa kaytetty erilaisia olosuhteita (pitoisuus 125400 ng/pl, lyysaus 37-65°C ja protei-
naasin inaktivaatioaika 15-30 min). Proteinaasi K:n yhteydessé sen alkuperd, séilytyksen
pituus ja tyoliuosten valinen erderoavaisuus voi myds vaikuttaa lyysiksen tehokkuuteen.
Yhteinen tekija PK/SDS-tutkimuksissa on, etta liuos ei sisélld puskuria. PK/SDS-hajotus
ei kuitenkaan ole kovin standardoitu menetelmd, kun taas emaksen kayttdon perustuva
lyysis raaka-aineineen ja inkubaatioaikoineen vaikuttaa olevan huomattavasti yhdenmu-
kaisempi. Eméslyysauksen etu PK/SDS-menetelmaan nahden on sen nopeus (15 min ver-
sus 75 min). Haittana on esimerkiksi emaksen neutraloivan trisiini-puskurin liséysvaihe,
joka vaatii ylimaaraisen putken avaamisen ja taten lisdd kontaminaation riskid. Lyysis-
liuosten vélistd eroa on kuitenkin vaikea saada selville, silldi ADO:hon vaikuttavat myods
epasopivat PCR-olosuhteet ja sopimattomat alukkeet. (Thornhill ym. 2001.) ESHRE (Eu-
ropean Society of Human Reproduction and Embryology) suosittelee PGD-keskuksissa
kaytettdvan joko PK/SDS-lyysisté tai alkaalista lyysausta (Harton ym. 2011).

4.3 Suolojen vaikutus DNA:n sdilyvyyteen ja polymeraasiketjureaktion tehok-

kuuteen.

Solun lyysauksen ja polymeraasiketjureaktion aikana DNA-molekyylit altistuvat kor-
keille lampdtiloille. Nama lampdtilat voivat saada aikaan DNA:n vaurioitumista ja DNA-
ketjun hajoamista. Vaurioitumisen taustalla voivat olla esimerkiksi fosfodiesterisidosten
hydrolyysi, depurinaatio tai sytosiinin deaminaatio (Greer & Zamenhof 1962, Lindahl &
Nyberg 1972, Marguet & Forterre 1994, Marguet & Forterre 1998). DNA:n hajoamista
esimerkiksi depurinaation vuoksi tapahtuu jo runsaasti PCR-lampétiloja alhaisemmissa-
kin lampétiloissa ja fysiologisissa olosuhteissa. Ndmé& muutokset ovat usein hitaampia
mutta voivat inaktivoida DNA:n kokonaan. Erityisesti laboratorion in vitro-olosuhteissa
syntyneitd vahinkoja ei voida korjata solun omin korjausmekanismein ja vauriot saattavat
aiheuttaa virheellisia tuloksia analyyseihin. (Greer & Zamenhof 1962, Lindahl & Nyberg
1972, Marguet & Forterre 1994.)
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Solujen sisalla ja tumassa DNA:ta ympar6i vesiliuos, johon on liuenneena ioneja, kuten
natriumia, kaliumia, magnesiumia ja kloridia. DNA on negatiivisesti varautunut mole-
kyyli fosfaattitukirankansa vuoksi ja kaksijuosteisen DNA:n eri puolet liittyvét toisiinsa
vetysidoksin. Vetysitoutuminen tuo samanmerkkiset varaukset lahelle toisiaan ja aiheut-
taa repulsiovoimia. Solun liuenneet kationit stabiloivat rakennetta ja mahdollistavat ra-
kenteen koossa pysymisen. Solun suolapitoisuus vaikuttaa DNA:n stabiliteetin liséksi
my0s esimerkiksi DNA:n pakkautumiseen. (Marguet & Forterre 1994, Maity ym. 2016.)
Tietyn raja-arvon alapuolella kationikonsentraatio stabiloi DNA:n rakennetta, mutta raja-
arvoa suuremmilla konsentraatioilla se héiritsee rakenteen yhdenmukaisuutta. Kohtuulli-
silla suolapitoisuuksilla myds DNA-polymeraasin toiminta helpottuu ja monistumiste-
hokkuus paranee. (Maity ym. 2016.) Mikali ionipitoisuus on liian vahva kaytetylle poly-
meraasille, sen konformaatio voi muuttua ja toiminta inhiboitua (Butcher ym. 1994, He-
bert ym. 2002). Suunnitellessa reaktioita PCR-monistusta varten tuleekin ottaa huomioon

jokaisen reaktioon osallistuvan komponentin ominaisuudet ja optimaaliset olosuhteet.

Useissa tutkimuksissa on todettu suolojen suojaava vaikutus myos korkeissa lampoti-
loissa, kuten PCR:n aikana. Marguet ja Forterren (1998) tutkimuksessa havaittiin, etta
DNA:n lampohajoaminen vahenee 90-110°C:ssé& kun ldsnd on monovalenttia (50—
500mM KCI, NaCl) tai divalenttia (1-25mM MgCl.) suolaa. Syyksi suojaamiseen on esi-
tetty depurinaation vahenemista ionivahvuuden kasvaessa ja etta suolot suojaavat fosfaat-
titukirangan negatiivisia varauksia. (Greer & Zamenhof 1962, Marguet & Forterre 1994,
Marguet & Forterre 1998.) DNA:n ehjana pysymisell& on tietysti vaikutuksia myos poly-

meraasiketjureaktion onnistumiseen.

PBS:aa eli fosfaattipuskuroitua suolaliuosta kaytetdan yleisesti alkiobiopsian siirtami-
sessd reaktioputkeen. Se muistuttaa ionipitoisuuksiltaan ja muilta ominaisuuksiltaan eli-
miston fysiologisia olosuhteita, mink& vuoksi se on hyvé tyévéline esimerkiksi laimen-
noksia tehdessa. Monet tyovaiheet sisaltavat PBS:4d, minké vuoksi sen pitoisuuden mer-
Kitysta on tutkittu myos PCR:n onnistumisen yhteydessa. Zhu ym. (2015) tutkimuksessa
tutkittiin PCR:n tehokkuutta erilaisissa PBS-pitoisuuksissa. Tutkimusryhma havaitsi, etta
kaytetyn PBS-pitoisuuden pienentyessd PCR:n tehokkuus parani lahes puolella, kun pi-
toisuuksina kaytettiin 50mM-0mM. Reaktiotehokkuuden kasvun lisdksi myds kaytetyn

templaatin ma&araa voitiin vahentdd. Matalampi PBS-pitoisuus siis véhensi PCR:n inhibi-
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tiota. Matalan PBS-pitoisuuden kéayttéon liittyy kuitenkin riskinsg, silla matalilla pitoi-
suuksilla solut voivat lyysautua spontaanisti osmoottisen epatasapainon vuoksi.(Zhu ym.
2015.)
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5 OPINNAYTETYON TARKOITUS JA TAVOITE

Opinnaytetyon tarkoituksena on selvittaa alkiodiagnostiikan analyyseissé ilmenevaan al-
lele dropout-ilmiton vaikuttavia tekijoita ja verrata kahta eri solujen hajotusprotokollaa
toisiinsa. Verrattavina ovat laajalti kdytossa oleva standardimenetelmé ja Ovumian tut-
kima muokattu protokolla. Tarkoituksena on menetelman olosuhteita ja tydskentelytapoja
optimoimalla saavuttaa hyva lahtokohta jatkotutkimukselle ja myéhemmin diagnostiseen

kayttoon soveltuva tarkkuus ja luotettavuus menetelmalle.

Opinnaytetyon tavoitteena on tuottaa Ovumialle tietoa heidén kehittdmansé menetelman
soveltuvuudesta kaytannon tyohon ja lisatutkimuksiin. Tavoitteena on tuottaa hyva pohja
menetelmien jatkokehitykselle ja lisaté tietoa allele dropout-ilmiédn vaikuttavista teki-

JOista.

Tutkimuksen tyohypoteeseiksi asetettiin:

(1) PK/SDS-lyysismenetelmaa kaytettdessa inaktivaatiovaiheen kuumennus aiheut-
taa merkittdvad DNA:n katkeamista ja tama voi olla suuri syy ADO:n ilmenemi-
selle.

(2) ADO:a voidaan vahentaa kayttamalla DNA:ta suojaavaa puskuria kuumennus-

vaiheessa.
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6 MENETELMALLISET LAHTOKOHDAT

Tama opinnéytety6 on luonteeltaan kvantitatiivista eli maaréllista tutkimusta. Tarked osa
opinnaytetyota on myds kokeellinen osuus. Méaaréllinen tutkimuksen maaritelman mu-
kaan mé&éarallinen tutkimus antaa kuvan mitattavien ominaisuuksien valisista riippuvuus-
suhteista ja eroista. Tutkimus kuvaa tutkimuskohteiden ominaisuuksia, kuten pituutta,
painoa tai intensiteettia numeerisesti. Yleisesti maaritellen maaréllisen tutkimuksen
avulla voidaan selvittda, kartoittaa tai vertailla esimerkiksi maiden vaestdja, yksil6ita ja
niiden ominaisuuksia tai luonnonilmidité.(Vilkka 2007.) Tassé tydssa tutkimuskysymyk-
sind oli selvittad, onko kahden DNA-eristysmenetelmén vélilla eroa ja mikali on, kuinka

paljon.

Maaréllinen tutkimus késitell&&n yleensa tilastollisen analyysin avulla. Lukuarvot ja lu-
kumaarét esitetddn usein frekvenssien ja prosenttiosuuksien avulla. Tulosten esittami-
sessa hyodynnetdan taulukoita ja usein taulukon tulokset nk.ristiintaulukoidaan. Ristiin-
taulukoinnin avulla voidaan arvioida vaikutussuhteita tutkimuksen sisalla. Usein on tar-
peen myos tehdé eri ryhmien vélistd vertailua ja varmistaa ovatko saadut erot todellisia
vai ndenndisid. (Virtuaaliammattikoulu 2007.) Tilastollisten merkitsevyyksien lasken-
nassa voidaan kayttaa esimerkiksi Studentin t-testid, khiin nelio-testia tai Fischerin tark-

kaa testia.

Madrallisen tutkimuksen luotettavuutta voidaan tutkia mittaamalla tutkimuksen reliaabe-
lisuutta ja validiutta. Tutkimuksen reliaabelius kuvaa tutkimuksen kykya antaa toistetta-
via, ei-sattumanvaraisia tuloksia eli sita kuinka pysyvia saadut tulokset ovat. Tutkimuk-
sen voidaan sanoa olevan luotettava ja tarkka, kun toistomittauksissa saadaan samat tu-
lokset tutkimuksen tekijésta riippumatta. Tutkimuksen validius kuvaa tutkimuksen kykya
mitata tutkittavaa asiaa sitd todellisuudessa kuvaavalla mittarilla. Validiutta voidaan mi-
tata arvioimalla, miten tutkimuksen tekija on onnistunut esimerkiksi muodostamaan haas-
tattelun kysymyksia tai esiintyykd tutkimuksessa systemaattisia virheitd, kuten esimer-
kiksi verrokkiryhmien erilaiset olosuhteet. Yhdessa reliaabelius ja validius muodostavat
tutkimuksen kokonaisluotettavuuden, jota voidaan taas arvioida mm. toistamalla koejéar-
jestely. Méaralliseen tutkimukseen kohdistuvat tieteellisen tutkimuksen laatuvaatimuk-
set, joihin kuuluvat mm. tutkimuksen informatiivinen sisalto, puolueettomuus ja esimer-
kiksi toistettavuus.(Vilkka 2007.)
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7 TYON SUORITUS

7.1 Tutkimusstrategia

Valitsin opinndytetyoni tekopaikaksi Hedelmoitysklinikka Ovumian, silla heidan teke-
mansa tutkimus on ajankohtaista ja aikaisempaa koulutustaustaani hyddyntévaa. Sain ai-
heen maaliskuussa 2016, jonka jalkeen valmistelin tutkimussuunnitelman ja tarvittavat
salassapitosopimukset yhdessa tydnantajani kanssa. Opinnaytetyon kokeellisen osuuden

tein Ovumia Oy:ssa huhti-kesékuussa 2016.

Opinnaytetyon tutkimusosa koostui useasta alatutkimuksesta, joiden avulla selvitettiin
yksittéisten tekijoiden vaikutusta polymeraasiketjureaktion onnistumiseen ja allele dro-
poutin esiintyvyyteen. Eri puskureiden vaikutusta inaktivaatiovaiheen kuumennuksen ai-
heuttamiin DNA-katkoksiin tutkittiin DNA:n fragmentaatiokokeilla. Lisaksi tutkittiin
DMSO:n vaikutusta PCR:n onnistumiseen. Myds polymeraasiketjureaktion optimointi
oli osa kokeellista osaa. Padpaino tutkimuksessa oli ADO-koesarjassa, jossa tutkittiin
DNA:n eristysmenetelman vaikutusta yhden solun PCR-monistuksen yhteydessa.
PCR:ssa kéaytettiin pitkad templaattia (alleelipituudet 892 bp ja 1081 bp), koska allele
dropoutin esiintyvyys on korkeampi pitkilla monistettavilla DNA-jaksoilla (Piyamongkol

ym. 2003). Talldin mahdolliset kasittelyjen erot tulevat paremmin nakyviin.

DNA-eristyksen inkubaatiolampdtiloina kéytettiin kirjallisuudessa yleisimmin esiintyvia
olosuhteita: lyysauslampétilana 37 °C, 60 min (Holding ym. 1993, Daniels ym. 2001,
Thornhill ym. 2001, Piyamongkol ym. 2003, Kim ym. 2009, Martinhago ym. 2010,
Michalska ym. 2013) ja inaktivaatiolampétilana 99 °C, 15 min (Holding ym. 1993, Sher-
lock ym. 1998, Daniels ym. 2001, Eftedal ym. 2001, Piyamongkol ym. 2003, Martinhago
ym. 2010, Michalska ym. 2013).

7.2 DNA:n fragmentaatiokokeet

Kokeiden tarkoituksena oli tutkia puskureiden suojaavaa vaikutusta DNA:han lyysauksen
(37 °C, 60 min) ja inaktivaation (99 °C, 15 min) olosuhteissa. Standardiliuoksella tarkoi-
tetaan yleisesti kéytettyd PK/SDS-liuosta, jossa on 2 pl 125 ug/ml proteinaasi K:ta (125
ug/ml) jal ul SDS:4a (17 uM) ilman puskuria. DNA:na kaytettiin 135 ng NoLimits DNA
10000bp (Thermo Scientific).
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Eri mé&arié ja/tai pitoisuuksia testattavia puskureita olivat PBS, jota kaytetdan biopsian
siirtdmisessa lyysausliuokseen sek&d Ovumiassa DNA:ta suojaavaan tarkoitukseen suun-
nitellut OvT- ja OvG -puskurit. Késittelyn vaikutukset detektoitiin elektroforeesilla sa-
malla tavalla kuin PCR-kokeiden tuotteet (kts. kohta 7.9)

7.3 Allele dropout-kokeen naytemateriaali

Tyossa kaytettiin miespuolisen koehenkilon valkosoluja, jotka oli pakastettu ja sdilotty
nestetyppeen. Solut sulatettiin nopeasti siirtdamalla pakastusolki +37 °C veteen 30 sekun-
niksi. Sulanut liuos siirrettiin eppendorf-putkeen ja soluille lisattiin varovasti 900 pl
RPMI (RPMI-medium, Lonza) +SSS (Serum Substitute Supplement, IrvineScientific)-
liuosta (9:1) jaadytysnesteen poispesemiseksi. Pesuliuoksen lisédmisen jélkeen suspen-
siota k&anneltiin varovasti ja soluja sentrifugoitiin 2000 x g kahden minuutin ajan. Pesu
toistettiin kaksi kertaa ja viimeiselld kerralla solut sentrifugoitiin vain lyhyesti laskeutu-
maan putken pohjalle. Soluja siirrettiin solumaljan séilytyspisaroihin odottamaan erotte-

lua.

7.4 Yksittaisten solujen kasittely PCR-kokeita varten

Yksittaisten solujen kayttoa varten kaytettiin erityisesti naita kokeita varten suunniteltua
koeasetelmaa, joka esitelldadn kuvassa 4. Solualustana kaytettiin soluviljelymaljan kantta
(Nunc/Falcon), johon pipetoitiin kolme 20 pul RPMI+SSS-pisaraa (séilytyspisarat) solu-
jen sailytysta varten ja yksi 20 pl pisara injektiopipetin pesua varten. Maljalle lisattiin
kolme 5 ul pisaraa PVP:ta (polyvinyylipyrrolidoni) (Origio), jonka viskositeetin avulla
solujen siirto on hallitumpaa. Maljalle listtiin myos 5 pl RPMI+SSS-pisaroita (selek-
tiopisarat) yksittaisten solujen erottamiseksi. Pisaroiden pipetointien jalkeen malja peitet-
tiin parafiiniéljylla (Origio) ja siirrettiin +4 °C:seen odottamaan soluja. Sulatettua solu-
liuosta siirrettiin mikroskoopin alla pieni maara sailytyspisaroihin, joissa solujen morfo-
logiaa analysoitiin. Taméan jalkeen 5-7 yksittdista solua siirrettiin kuhunkin selektiopi-
saraan tarkempaa tarkastelua varten ja malja siirrettiin k&anteismikroskoopin ristisiirto-
poydalle. Kustakin selektiopisarasta valittiin yhdet yhdenmukaisen kokoiset, pyoredhkot
solut siirrettaviksi edelleen lyysisliuokseen hajotusta ja analyysia varten. Solut siirrettiin

mikromanipulaattorin (Integra, Research Instruments) ja PVP:11a tdytetyn biopsiapipetin
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(Origio) avulla noin 50 nanolitran tilavuudessa UTW-low profile mikrosentrifuugistrip-
peihin, joihin oli pipetoitu valmiiksi lyysisliuosta. Kutakin selektiopisaraa kdytettiin vain

kerran olosuhteiden vakioimiseksi.

PVP
Pesupisara

Selektiopisarat Sailytyspisarat

) O
O

o (| C O
e 0 @

KUVA 4. Koejérjestely yksittdisten solujen erottelua ja valikointia varten.

Kuva itse piirretty.
7.5 Solujen hajotus allele dropout-kokeessa

Solujen lyysauksessa kaytettiin 3,0 ul proteinaasi K/SDS-liuosta, johon oli lisatty 0,1 pl
PBS-liuosta mimikoimaan blastomeerindytteen mukana siirtyvaa liuosta. Lyysisliuoksen
kokonaistilavuus oli 3,1 pl per mikrosentrifuugiputki. Lyysisliuos valmistettiin etukéteen
ja séilytettiin +4 °C:ssa. Solut siirrettiin putkiin ja niiden annettiin hajota 60 min 37
°C:ssa, jonka jalkeen proteinaasi K inaktivoitiin siirtdamalla solut lampdhauteelle 99 °C
15 minuutin ajaksi. Inaktivaation jalkeen naytteet siirrettiin +4 °C:seen, kunnes niille aloi-
tettiin PCR-reaktio.

7.6 Polymeraasiketjureaktio

PCR:ssa monistettiin osaa amelogeniini-geenistd, jota kaytetddn yleisesti sukupuolen
méaarittdmiseen mm. rikostutkimuksessa ja alkiodiagnostiikassa. Geeni sijaitsee lokuk-
sissa Xp22.1-Xp22.3 ja Ypl11.2. PCR voidaan suunnitella niin, ettd Y ja X-kromosomien
alleelien tuotteet ovat eripituisia. Kahden eri tuotteen havaitseminen tarkoittaa miesté ja
yhden naista. (D'Aquino ym. 2013.) Koska kaytetyt solut olivat miehen soluja, kustakin
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solusta oli odotettavissa kaksi eri tuotetta. Taten mahdollinen allele dropout voitiin ha-

vaita.

PCR-reaktiot tehtiin 25 ul tilavuudessa. Kaytetty polymeraasi oli Phusion U Hot Start
Polymerase (Thermo Scientific), jolla on ns. oikolukuaktiviteetti, eli se poistaa vaarin
templaattijuosteeseen liittyneet nukleotidit, jonka seurauksena virheet DNA:n synteesissa
ovat 25-50 kertaa pienemmat kuin perinteisesti kaytetylla Tag-polymeraasilla. Liséksi se
voi liittad syntetisoitavaan juosteeseen UTP:td, mika mahdollistaa urasiili-DNA-gly-
kosylaasin (Arctic Zymes) kaytdon PCR:n esi-inkubaatiossa tuhoten mahdolliset aikai-
semmat reaktioputkea kontaminoivat PCR-tuotteet. Kaikissa reaktioissa kaytettiin GC-
puskuria (Thermo Scientific) 1x konsentraatiossa ja magnesiumkonsentraatio oli 1,5 mM.

Nukleotideista (Thermo Scientific) TTP korvattiin kokonaisuudessaan UTP:IIa.

7.6.1 Polymeraasiketjureaktion optimointi

PCR:n optimointi on tarkeda vaihe alkiodiagnostiikkaprotokollan kehittdmisessé. Sen tar-
koituksena on saada reaktiosta mahdollisimman spesifinen tuote ja suuri saanto. Opti-
moinnin kohteena ovat alukkeet ja niiden ominaisuudet, alukkeiden ja esimerkiksi poly-
meraasientsyymin pitoisuudet, kaytetyt reaktiolampdtilat, reagenssien optimaaliset pituu-
det ja vaiheiden siirtymien nopeudet. Hyvin tehty optimointi lisaa tulosten toistettavuutta
ja taten tuottaa laadukkaampaa dataa. Optimoimaton PCR tuottaa artefaktoja analyysiin
mm. primer-dimereiden, epaspesifisen sitoutumisen ja pahimmillaan kokonaan sitoutu-
matta jattdmisen myo6td. Kontaminaatioiden estdminen pienen ldhtomééran PCR:ssa on
erittdin tarkedd. (Robertson 1998.) On havaittu, ettd useimmille PCR:lle sopivat pusku-
riolosuhteet ovat 1.5 mM Mg?*, matala suolapitoisuus (50 mM KCI), 0.2 mM jokaista
aluketta ja 0.2 mM kutakin dNTP:t&. Liian korkeat magnesiumpitoisuudet lisadvat aluk-
keiden epdspesifistd sitoutumista. Liian matalat pitoisuudet taas vahentéavat tiettyjen po-
lymeraasien aktiivisuutta ja saattavat johtaa heikkoon saantoon. Myos liuoksen pH:lla ja
suolapitoisuudella on merkitystd tehokkuudelle.(Robertson 1998.) Optimaaliset olosuh-
teet voivat kuitenkin vaihdella suurestikin riippuen esimerkiksi monistettavasta DNA-

alueesta ja kaytetysta polymeraasista.

Tamén tyon PCR-optimoinnissa amelogeniinin havaitsemiseksi selvitettiin kahden en-

nalta suunnitellun alukeparin toimivuutta ja optimaalista konsentraatiota. Pareina kéytet-
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tiin AM18B+AM1098 (alukepari #3) ja AM18B+AM1083 (alukepari #4) Ovumiassa ai-
kaisemmin tehtyjen tutkimusten perusteella. Alukkeiden sekvenssit on esitetty taulukossa
2. Tuotteiden pituudet alukeparille #3 ovat 892bp (AMELY) ja 1081bp (AMELX). Alu-
keparin #4 tuotteet ovat pituudeltaan 877bp (AMELY) ja 1066bp (AMELX).

TAULUKKO 2. Ty6ssé kaytetyt PCR-alukkeet

Aluke Sekvenssi

AM18B | CTCTGATGGTTGGCCTCAA
AM1098 | CAGGCACTGTGTTTACATCCA
AM1083 | CATCCATCACACACATTCTTCA

Tutkittavana DNA:na oli 0,5 ng miehen DNA:ta, mika vastaa noin 75 solun DNA-méaé-
réd. Alukeparien konsentraatioina kéytettiin 5 pmol ja 15 pmol. Kéaytetty PCR-ohjelma

oli taulukon 3 mukainen. Toisessa koeryhmasséd PCR-sykleja oli 30 ja toisessa 35.

TAULUKKO 3. PCR:n optimoinnissa kéytetty ohjelma

Syklit Vaihe Lampdtila (°C) | Aika (s)

1 Alkudenaturaatio | 98 30

1-15 Denaturaatio 98 45
Annealing 64 60
Ekstensio 72 60

16-30/35 | Denaturaatio 98 15
Annealing 64 60
Ekstensio 72 60
Sailytys 4 0

Lopullista PCR:a4 varten haluttiin myds varmistaa optimaalisin anneling-lampdétila ja
sitd varten luotiin koesarja, jossa verrattiin 64 °C ja 65 °C-annealing-lampétiloja ja 10
pmol ja 15 pmol alukepitoisuuksia. Alukkeina kaytettiin aiempien tulosten perusteella
optimaalisinta alukeparia. DNA:na kaytettiin 10 ng miehen DNA:ta. PCR-ohjelmana

kéytettiin taulukon 4 mukaisia ohjelmia.
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TAULUKKO 4. PCR:n optimoinnissa kaytetty ohjelma optimaalisen annealing-lamp0oti-

lan selvittdamiseksi

Syklit | Vaihe Lampétila (°C) | Aika (s)
1 Alkudenaturaatio | 98 30
1-10 | Denaturaatio 98 45
Annealing 64/65 60
Ekstensio 72 60
16-35 | Denaturaatio 98 15
Annealing 64/65 60
Ekstensio 72 75
Sailytys 4 0

7.7 Dimetyylisulfoksidi-testaus

DMSO (dimetyylisulfoksidi) on varsin yleinen PCR-lisdaine, joka heikentéé erityisesti

G-C-emaspariutumista. Sita kaytetadn varsinkin pitkid ja/tai korkean GC-pitoisuuden

omaavia amplikoneja monistettaessa. Tassa tyossa tutkittavana oleva amplikoni ei ole

GC-rikas, mutta se on kohtuullisen pitk, josta syysta kokeiltiin DMSQO:n vaikutusta mo-

nistustehokkuuteen. Samalla DMSO saattaa mahdollistaa alemman denaturaatiolampoti-

lan kéyton, mika saattaa antaa naytteen DNA:Ile paremman suojan. Yksittéisia valkoso-

luja siirrettiin putkiin ja niihin liséttiin kasittelyn mukaiset PCR-seokset, joissa oli joko 0
%, 2 % tai 4 % lisattyd DMSO:ta. Reaktioille suoritettiin 1 h lyysaus 37 °C:ssa ja 15

minuutin proteinaasi K:n inaktivointi 77 °C:ssa. Kéytetty PCR-ohjelma on kuvattu taulu-

kossa 5.
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TAULUKKO 5. DMSO:n vaikutusten tarkastelemiseksi laadittu PCR-ohjelma

Syklit | Vaihe Lampdtila (°C) | Aika (s)
1 Alkudenaturaatio | 96 30
1-15 | Denaturaatio 96 15
Annealing 64 90
Ekstensio 72 45
16-42 | Denaturaatio 98 30
Annealing 64 60
Ekstensio 72 75
Sailytys 4 0

7.8 Allele dropout-PCR

80 solua kaésiteltiin ja siirrettiin yksitellen putkiin, kuten aiemmin mainittu. Puolet soluista
kasiteltiin standardimenetelmalld (1 h 37 °C, 15 min 99 °C) ja puolet muuten samoin,
mutta reaktioseokseen lisattiin DNA:n suojauksen kannalta optimaalisimmaksi arvioitua

puskuria ennen inaktivaatiovaihetta.

7.9 Tuotteiden detektointi

PCR-tuotteet detektoitiin elektroforeesilla kéyttden 1,2 % geelejd (FlashGel™ System,
Lonza). PCR-tuotteisiin lisattiin 6x Loading Dyetd (Thermo Scientific) pitoisuuteen 1x
ja molekyylimarkkerina kaytettiin GeneRuler 1 kb (Thermo Scientific). Geelit ajettiin
160 V noin 10 min tai kunnes tuotteet erottuivat riittavasti toisistaan. Kuvantaminen teh-

tiin Lonzan kameralla.

7.10 Tilastollinen analyysi

PCR-reaktioiden monistustehokkuutta ja ADO-esiintyvyytta eri DNA:n késittelymene-
telmien valill4 verrattiin kéyttden tilastollista analyysid. Tassé tyossa nédytteiden mééara
oli pieni, tulokset olivat numeraalisia ja tuloksia haluttiin verrata keskenaan, joten tilas-
tollisen analyysin vélineeksi valittiin Fischerin tarkka testi. Fischerin testid varten muo-
dostettiin nk.nollahypoteesi, jonka mukaan eri ké&sittelyjen valill& ei ole eroa. Nollahypo-

teesi voidaan kumota, mikali testin havaittu merkitsevyysarvo on alle méaritellyn P-ar-
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von. P-arvo kuvaa riskid, jolla saatu yksittainen piste noudattaa nollahypoteesia.(McDo-
nald 2009.) Tilastollista merkitsevyytta analysoitiin Internetista I0ytyvan laskurin avulla
(http://www.socscistatistics.com/tests/fisher/Default2.aspx, vierailtu 12.9.2016). P-arvo

<0,05 tulkittiin tilastollisesti merkittavaksi.


http://www.socscistatistics.com/tests/fisher/Default2.aspx

39

8 TULOKSET

8.1 DNA:n fragmentaatiokokeet

DNA:n fragmentaatiokokeiden tarkoituksena oli selvittda olosuhteita, joissa DNA vauri-
oituu tai sailyy hyvin. Kuvassa 5 esitetadn edustava kuva DNA:n fragmentaatiokokeesta.
Kokeessa verrattiin erilaisten lyysisolosuhteiden vaikutusta DNA:n hajoamiseen. +37 °C
lammitys standardiliuoksessa (=ilman puskuria) ei fragmentoi DNA:ta, mutta lyhyt 15
minuutin altistus 99 °C:ssa proteinaasi K:n inaktivoimiseksi aiheuttaa DNA:n pilkkoutu-
misen. Kun reaktioseokseen lisatadn OvG-puskuria, DNA:n fragmentaatio vahenee 99
°C:ssa. PBS-kasittelyssa tulokset ovat samankaltaisia ja lisaksi PBS:n kayttd vahentaa
DNA:n fragmentaatiota myos ilman OvG-puskurin lisdystd. Ndyte 3 on hajonnut koko-
naan, nédytteet 4, 7 ja 8 osittain.

1 2 3 4 M 5 6 7 8

KUVA 5. Elektroforeesigeeli, jossa DNA:n fragmentaatiokokeen tulokset. Néyte 1:
Kaésittelematon nayte, 2: Standardiliuos, 37 °C 1 h, 3: Standardiliuos, 1 h lyysis 37 °C

ja 15 min inaktivaatio 99 °C 4: sama kuin 3, mutta lisatty OvG-puskuria ennen inakti-
vaatiota. Naytteet 5-8: kuten 1-4 mutta lisatty 0,5 ul PBS-liuosta biopsiandytteen siir-
topuskurin mimikoimiseksi. M= molekyylimarkkeri (GeneRuler 1 kb, Thermo Scien-
tific).

Eri maarissa lisatyn PBS:n sekd OvT- ja OvG-puskureiden vertailun tulokset DNA:n ha-
joamiseen lampdokasittelyiden aikana on esitetty kuvassa 6. Kaikki naytteet, paitsi nayte
1, kasiteltiin 1 h 37 °C ja 15 min 99 °C ennen PCR:84. PBS-lisdykset tehtiin ennen lyy-
sistd ja OvT- ja OvG-puskurit lisattiin ennen inaktivaatiovaihetta. Ennen PCR4&a kaikkien
reaktioiden tilavuus tasattiin puskureilla siten, ettd suolakoostumukset olivat identtisia.
Kuvasta 6 voidaan nahdd, ettd standardikasittely hajottaa DNA:n pieniksi, paddosin alle
250 emésparin fragmenteiksi ja ettd samanlaisilla olosuhteilla kasvava PBS:n konsent-
raatio suojaa DNA:ta. Erityisesti ndytteet 2—4 ovat fragmentoituneet runsaasti ja vain
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”smear” on nakyvissd. Suurin suojaus saatiin kolmella suurimmalla konsentraatiolla. Ku-

vasta voidaan my0s havaita, ettd OvG-puskuri suojaa DNA:ta OvT-puskuria paremmin

Kaytetty molekyylimarkkeri mitta-asteikkoineen on esitetty kuvassa 7.

ovG ovG

PBS PBS ovT OvT
1x 3x

PX 1x 3x

PBS PBS PBS PBS
0.1pl 0.2y  0.5u

Ctrl  Std 1.0pl MW 1.5ul

1 2 3 4 5 6 MW 7 8 9 10 11 12

KUVA 6. Elektroforeesigeeli, jossa 10 kb:n DNA:n kasittely 37 °C:ss& ja 15 min 99
°C eri puskureilla. 1. Kasittelemé&ton kontrolli 2. Standardiliuos 3-8. Eri pitoisuudet
PBS:aa lisatty standardiliuokseen. 9-10 OvT-puskuri, eri pitoisuudet, 11-12 OvG-
puskuri, eri pitoisuudet. MW= molekyylimarkkeri (GeneRuler 1 kb, Thermo

Scientific). Molekyylimarkkerin lyhin fragmentti on 250 bp.

1% agarose

KUVA 7. Thermo Scientific GeneRuler 1 kb-mitta-asteikko (Thermo Scientific

2012)
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Yksijuosteinen tai osittain yksijuosteiseksi avautunut DNA kulkeutuu elektroforeesissa
kaksijuosteista DNA:ta hitaammin. Kuvassa 6 10 kb:n fragmenttien yl&puolella ndkyva
harsomainen DNA ("smear") viittaa siis kasittelyjen avanneen DNA-juosteita ainakin
osittain. Edellyttéen, ettd samalla ei ole tapahtunut DNA:n katkeamista, hitaasti kulkeu-
tuvalla DNA:lla ei ole ADO:n kannalta merkitysta. Juosteiden avautuminen inaktivaatio-
vaiheessa saattaa pdinvastoin helpottaa juosteiden erottumista PCR:n alkudenaturaati-
ossa. Sen sijaan kasittelyt, joissa syntyy 10 kb:n fragmenttien alapuolella nakyvaa

"smearia" on tapahtunut DNA:n katkeamista, miké lisdéd ADO-riskié.

Kuvassa 8 on esitetty puskureiden vaikutuksia DNA:n hajoamiseen lampokasittelyiden
aikana standardikésittelyd matalammassa lampotilassa. Kaikki naytteet, paitsi ndyte 1,
kasiteltiin 1 h 37 °C ja 15 min 77 °C. Inaktivaatiokésittelyn jalkeen lampdétilan lasku +4
°C:seen tehtiin hitaasti (-0.3 °C/s). PBS-lisays tehtiin ennen 37 °C:een inkubaatiota ja
OvT-(1x ja 3x) ja OvG-puskurit (1x ja 3x) lisattiin ennen inaktivaatiovaihetta. Kaikkien
reaktioiden tilavuus tasattiin lopuksi siten, ettd suolapitoisuudet olisivat elektroforeesissa
samanlaiset. Kuvasta 8 voidaan nahda, ettd inaktivaatio 77 °C:ssa on hellavaraisempi
DNA:lle kuin 99 °C:ssa (vrt.kuva 6) ja ettd PBS:n konsentraation lisdys suojaa DNA:ta.
Suurin suojaus saatiin kolmella korkeimmalla konsentraatiolla. Suojaava vaikutus on sa-
mansuuruinen suuremmilla PBS-pitoisuuksilla kuin OvT- ja OvG -puskureilla, kun tu-
loksia tarkastellaan silmamadraisesti.

PBS PBS PBS PBS PBS PBS ovT OvT ovG ovG
Std 0.1 0.2 0.5  1.0p MW 1.5  2.0pl 1x 3x 1x 3x

., Gum essd Saar Tand Gaay S

.
C—
——

1 2 3 3 5 &6 MwW 7 8 9 10 11 12

KUVA 8. Elektroforeesigeeli, jossa DNA:n fragmentaatiokokeen tulokset eri PBS-
pitoisuuksilla ja puskureilla. Inaktivaatiolampotilana kéaytetty 77 °C.

1. Kasitteleméton 2. Standardikasittely 3-8. Eri pitoisuudet PBS:84. 9-10. OvT-
puskuri, eri pitoisuudet, 11-12. OvG-puskuri, eri pitoisuudet. MW=
molekyylimarkkeri (GeneRuler 1 kb, Thermo Scientific).
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8.2  Polymeraasiketjureaktion optimointi

Kuvassa 9 on esitetty elektroforeesigeelikuva, jossa on vertailtu PCR-syklien méé&ran (30
tai 35), alukeparien (#3 ja #4) ja alukepitoisuuden (5 pmol ja 15 pmol) vaikutusta koh-
deamplikonin monistumiseen. Templaattina kaytettiin 0,5 ng genomista DNA:ta. Nayt-
teet, joissa kéytettiin vain 30 PCR-sykli&, eivét ole monistuneet havaittavissa maarin. Kun
syklimaaréa lisatadn viidelld 35:teen, tuotteita voidaan havaita. Alukeparilla 3 monistu-
mista on selvasti molemmilla alukepitoisuudella (5 pmol ja 15 pmol), kun taas paria 4
kaytettédessa vain suuremmalla pitoisuudella voidaan havaita PCR-tuotetta. Naytteissa 8

ja 11 nékyy lyhyita epéspesifisia tuotteita.

1 2 3 4 5 6 MwW 7 8 9 10 11 12

KUVA 9. Elektroforeesigeeli, jossa vertailu eri alukepitoisuuksien (5 pmol ja 15
pmol) ja syklien minimiméaérien vélilla PCR:n optimointia varten. Naytteissd 1-6
syklien lukumaard on 30 ja ndytteissa 7-12 syklien lukumdard on 35. Naytteissa
1-2 ja 7-8 kéaytetty alukeparia #3 ja naytteissd 4-5 ja 10-11 alukeparia #4. 3, 6, 9
ja 12 ovat negatiivisia kontrolleja. MW= molekyylimarkkeri (GeneRuler 1 kb,

Thermo Scientific)

Kuvassa 10 esitetddn tulokset kahden eri annealing- eli pariutumislampétilan ja aluke-
pitoisuuden vaikutuksesta PCR:n monistustehokkuuteen. Templaattina kéytettiin 0,5 ng
genomista DNA:ta ja syklimaara oli 35. Aikaisempien kokeiden perusteella optimoin-
nissa kaytettiin alukeparia 3. Matalampaa annealing-lampdtilaa (64 °C) kaytettdesséa mo-
nistuminen on tehokkaampaa pienemmall& alukepitoisuudella (5 pmol), kun taas suurem-
massa annealing-lampdtilassa (65 °C) suurempi alukepitoisuus (15 pmol) tuottaa enem-
mén tuotetta. Lahes kaikissa reaktioseoksissa syntyi jonkin verran epéspesifisia tuotteita,
mutta ne eivét haitanneet tutkittavien fragmenttien tulkitsemista. Kaikki negatiiviset kont-

rollit ovat negatiivisia.
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1 2 3 4 5 6 MwW 7 8 9 10 11 12

KUVA 10. Elektroforeesigeelikuva, jossa vertailtu eri annealing-lampétiloja ja alu-
kepitoisuuksia PCR:n optimointia varten. Naytteissa 1-6 kaytetty annealing-lampo-
tilana 64°C ja naytteissa 7-12 65°C. Naytteissa 1-3 ja 7-9 alukepitoisuutena kay-
tetty 10 pmol ja ndytteissé 4-6 ja 10-12 kaytetty alukepitoisuus on 15 pmol. Nayt-
teet 3, 6, 9 ja 12 ovat negatiivisia kontrolleja. MW= molekyylimarkkeri (GeneRuler
1 kb, Thermo Scientific).

Tassa vaiheessa oli saatu yleiskuva tarvittavista PCR-olosuhteista 0,5 ng DNA:ta monis-

tettaessa ja tietoja hyodyntamalla siirryttiin optimoimaan PCR:&4 yhdesté solusta.

8.3 Dimetyylisulfoksiditestaus ja polymeraasiketjureaktion optimointi yksittai-

silla soluilla

Solut sulatettiin ja pestiin ohjeen mukaan ja kuhunkin putkeen liséttiin yksi solu. Solut
hajotettiin lyysausliuoksessa 1 h 37 °C proteinaasi K-kasittelylld ja proteinaasi K inakti-
voitiin 15 min 77 °C:ssa. Solujen PCR-reaktioihin lisattiin niiden ryhmén mukaisesti 0, 2
tai 4 tilavuusprosenttia DMSO-liuosta muiden reagenssien yhteydessa. PCR:n tulokset
nahdaan kuvassa 11. Kokonaismonistumistehokkuus on suuri (20/21) eli 95,2 %. ADO:a
esiintyy kokonaisuudessaan 4/21 eli 19,0 %. Ndytteissa on havaittavissa suosivaa monis-
tumista, jolloin molemmat alleelit monistuvat, mutta toinen alleeleista (usein pienempi)
nakyy elektroforeesigeelissa voimakkaampana. Ndytteiden joukossa on myds negatiivisia
kontrolleja (8, 16 ja 24) joista yksi on positiivinen. Ryhmassd, jossa ei kaytetty DMSO:ta,
ei esiinny ADO:a, mutta monistuminen on epdonnistunut kokonaan yhdessa néytteessa.
2 % DMSO-ryhmaéssa esiintyy ADO:a 3/7, mutta ei yhtddn monistumisen kokonaisepa-
onnistumista. 4 % DMSO-ryhmassd ADO:a on 1/7 ja ei yhtddn monistumisen kokonai-

sepdonnistumista. Tulosten perusteella selkedd etua DMSO:n kéytosté ei ole.
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1 2 3 4 5 6 7 8 M 9 10 11 12 13 14 15 16 M 17 18 19 20 21 22 23 24

KUVA 11. Elektroforeesigeeli, jossa tulokset DMSO-pitoisuuksien vaikutuksista yhden
solun PCR:n onnistumiseen ja allele dropout-ilmi6on. Naytteissa 1-8 0 % DMSO, néyt-
teissd 9-16 2 % DMSO ja naytteissd 17-24 4 % DMSO. M= molekyylimarkkeri (Gene-
Ruler 1 kb, Thermo Scientific). Naytteet 8, 16 ja 24 ovat negatiivisia kontrolleja.

8.4 Yksittaisten solujen allele dropout ja polymeraasiketjureaktio

PCR-optimointien tulosten perusteella paadyttiin vertaamaan inaktivaatiota 15 min 99
°C:ssd ilman puskuria (standardikasittely) ja 3xOvG puskurin kanssa. Inaktivaatiosta 77
°C:n lampétilasta luovuttiin, koska tuloksissa oli liikaa vaihtelua optimointien aikana.
PCR:ssd ei kdytetty DMSO:ta.

Yhteensa 80 yksittéista solua késiteltiin. 40 solua késiteltiin standardimenetelman mu-
kaan, jossa soluja lyysataan ensin 1 h 37 °C ja tdmén jalkeen kasitelldan 15 minuuttia 99
°C proteinaasi K:n inaktivoimiseksi. Toinen 40 solun ryhma kasiteltiin muuten samoin,
mutta ennen 15 minuutin inaktivaatiota reaktioon lisattiin 3xOvG-puskuria. PCR aloitet-
tiin 60 sekunnin alkudenaturaatiolla 98 °C:ss§, jonka jalkeen tehtiin 15 syklid 98 °C 15 s
denaturaatio, 64 °C 90 s annealing ja 72 °C 45 s ekstensio. Taman jalkeen inkuboitiin 27
syklid 98 °C 30 s denaturaatiolla, 64 °C 90 s annealingilla ja 72 °C 45 s ekstensiolla.

Lopuksi putkia pidettiin viisi minuuttia 72 °C:ssa.

Kuvassa 12 esitell&4dn yhden koesarjan tulokset. Standardikésittelyssd monistumisen on-
nistuminen oli 25/40 (62,5 %) ja ADO:ta esiintyi 68 %. Ryhmassd, johon oli lisatty
3xOvG puskuria, monistumisteho oli 24/40 (60 %) ja ADO:ta esiintyi 37,5 %.
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KUVA 12. Esimerkki elektroforeesigeelikuvasta standardilyysausmenetelmasta
verrattuna menetelméén, jossa kaytetadn puskuria lisdnd. Naytteet 1-5 Kkasitelty
standardilyysausmenetelmalld (1 h 37°C ja 15 min 99°C) ja ndytteet 7-12 samoin, mutta
ennen inaktivaatiovaihetta reaktioon lisattiin 3xOvG-puskuria. Nayte 6 on positiivinen
kontrolli ja nayte 12 negatiivinen kontrolli. MW= molekyylimarkkeri (GeneRuler 1 kb,

Thermo Scientific)

ADO:n osalta ero oli tilastollisesti merkittava (p= 0.045) ja siihen liittyvat laskukaavat on
esitetty taulukossa 6. Taten nollahypoteesi hylattiin ja menetelmien valisen eron voitiin

todeta olevan todellinen.

TAULUKKO 6. Yksittéisten solujen ADO-PCR-testin tulokset. AS (amplification suc-
cess) = ainakin yksi alleeli monistunut, ADO = allele drop-out. ADO% = havaittujen

ADO:jen maarad/AS x 100%

AS ADO
Standardi 25/40 (62.5%) 17125 (68%)
3x OVG -puskuri 24140 (60%) 9/24 (37.5%)

P-arvo (Fisherin testi) N.S. 0.045 *
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9 POHDINTAJAYHTEENVETO

Tutkimuksessa kasiteltiin alkion solujen sijaan veresté eristettyja valkosoluja, silla blasto-
meerien saatavuus on aarimmaisen vaikeaa. Tyossd kaytetyt menetelmét soveltuvat tie-
tyin varauksin myos alkiosta saatavien ndytteiden tutkimiseen. Kéytdnnon osuus vei noin
6 viikkoa kevaalla 2016 ja tyosta saatuja tuloksia pohdittiin tyon teon ohessa tyoeldma-
ohjaajani Peter Bredbackan kanssa. Osa tuloksista on jatetty pois yleisesti julkaistavasta

versiosta salassapitosopimuksen vuoksi.

Allele dropout on merkittdvd ongelma alkiodiagnostiikassa. ADO-riskin pienentdminen
parantaisi alkiodiagnostiikan luotettavuutta ja tehokkuutta. Lisaksi se helpottaisi suunnit-
telua ja uusien testien kayttoonottoa. Tyypillisesti tautigeenin mutaatiokohdan liséksi
analysoidaan multiplex-PCR:n avulla useita sen lahella olevia polymorfisia DNA-mark-
kereita, joiden tulosten avulla mutaatiokohdan tulos voidaan varmistaa. Keskiméaéardinen
25 % ADO-esiintyvyys vaatii nelja informatiivista markkeria, jotta mahdollinen ADO
voidaan havaita molemmista alleeleista 95 % tarkkuudella. Viiden prosentin ADO-esiin-
tyvyydelld markkereita vaaditaan kaksi, jotta luotettavuus olisi 99 %. (Harton ym. 2011)
Vahentamalla ADO:a selvitadn siis pienemmalla maaralla lissmarkkereita, mika helpot-
taa diagnostiikkamenetelmien kehittdmistd. DNA-siruteknologiaa hyodyntédvan SNP-ar-
rayn (karyomappauksen) kayttd alkioiden tautigeenidiagnostiikassa on viime vuosina
yleistynyt. Siind tutkittavan geenin mutaatiota ei analysoida suoraan, vaan geenin lahelld
olevia yhden emdsmuutoksen (Single Nucleotide Polymorphism) alueita. Ka-
ryomappauksessa ADO on 30 % luokkaa (Altarescu ym. 2013). Hyddynnettavissa ole-
vien SNP-alueiden maara vaihtelee mm. tutkittavan geenin sijainnista riippuen ja joissa-
Kin tilanteissa niit4 on niin rajallisesti, ettd ADO:n vahentaminen voisi ratkaista diagnoo-

sin onnistumisen.

ADO:iin liittyvaa tutkimustyota alkiodiagnostiikan osalla on tehty jonkin verran, mutta
ldhes vuosikymmeneen ei ole juurikaan tullut uutta tietoa. Tassé tydssé oli tarkoituksena
tutkia solujen hajoamiseen ja kasittelyyn liittyvid olosuhteita ja sitd, kuinka ne vaikuttavat
DNA:n monistumiseen. Tulokseksi saatiin, ett4 Ovumian kehittelem& menetelma vahen-
t44 allele dropout-ilmi6ta standardimentelmdan verrattuna. Vahaisestd nayteméarasta
huolimatta Ovumiassa kehitelty protokolla solujen eristykseen ja hajottamiseen vaikuttaa

tulosten perusteella erittdin lupaavalta. Menetelméllg, jossa hyodynnetéan lyysisliuoksen
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suolapitoisuutta ja suolan suojaavaa vaikutusta on teoreettinen pohja, jota tdman tyén
DNA-fragmentaatiokokeet vahvistavat. Alustavat PCR-tulokset yksittaisist4 soluista tu-
kevat myos teoriaa.

Tyypillisesti yhden geenivirheen alkiodiagnostiikassa monistetaan noin 100-400 bp:n eli
emaésparin pituisia PCR-tuotteita. Tassd ty0ssa kaytettiin selvésti pidempid amplikoneja
(X-kromosomin amelogeniinituote on 1081 bp ja Y-kromosomin 892 bp), jotta ké&sittely-
jen mahdolliset erot saataisiin selkedmmin esiin. Noin 150 bp:n amplikoneilla ADO on
10 %:n luokkaa sen noustessa 35-45 %:iin 350-400 bp:n amplikoneilla (Piyamongkol
ym. 2003). Té&ssa tyossé standardimenetelmalld todettu korkea ADO (68 %) on tdmén
perusteella odotetun suuruinen. OvG-puskurin lisdys ennen proteinaasi K:n inaktivaatiota
laski ADO:ta noin puoleen (37.5 %), eli samalle tasolle mitd on odotettavissa selvasti
lyhyemmilla 350-400 bp:n tuotteilla. Puskurin lisdyksen vaikutus lynhyemmilla ampliko-
neilla on vield selvittaméattd. On mahdollista, ett4 puskurin antamalla suojalla on vdahem-
man merkitysta lyhyempien DNA-alueiden analysoinnissa. Ovumiassa tehdyissa jatko-
kokeissa on kuitenkin kehitetty protokollaa edelleen, jonka seurauksena ADO on vahen-

tynyt tdmankin tyon tulosta alemmalle tasolle (Bredbacka 2016).

Tekem&mme tutkimus antoi perustason tietoa DNA:n hajoamisen mekanismeista ja rajasi
vaihtoehtoja jatkotutkimuksen suunnille Ovumiassa. Kokeiluluontoiset testit ja olosuh-
teet on Kirjattu ylos Ovumian tutkimuskayttoa varten ja niitd voidaan hyodyntéé jatkossa.
Varsinaiset koetulokset toimivat hyvané pohjana jatkotutkimukselle ja toistomaarien kas-
vattamiselle. Suuremman ndytemaaran kerddminen mahdollistaa laajemman tilastollisen

vertailun ja lisaa tulosten luotettavuutta.

Kaytannon osuuden tekemiseen varattu aika oli hyvin lyhyt kattavan aineiston kerdami-
seen. Menetelmien optimoiminen ja opettelu vaati runsaasti aikaa ja lisaksi monet tyévai-
heet olivat sellaisenaan jo hyvin aikaa vievia. Monet olosuhde- ja kasittelykokeilut epa-
onnistuivat tai jaivat jatkokehittamisen asteelle ja ne on jatetty lopullisen tydn ulkopuo-
lelle tydn selkeyden ja toistomadrien puuttumisen vuoksi. Osa kokeista epéonnistui toi-
mimattomien reagenssien vuoksi ja yksityiskohtien selvittdminen vei tydaikaa. Monien
kokeiden ep&onnistumisen syy selvisi vasta jalkikateen. Tamé on kuitenkin tavallista tut-

Kimustyossa.
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Tieteellinen tutkimus on eettisesti hyvaksyttavé ja luotettava, kun se on tehty hyvén tie-
teellisen kaytdnnon mukaisesti. Hyva tieteellinen kaytanto tarkoittaa, ettd tutkimuksen
tavoitteet, aineiston kerd&dminen ja késittely ja esimerkiksi tulosten esittely eivét loukkaa
tutkimuksen kohderyhmaa tai muuta tiedeyhteisfa. Tutkijan tehtdvana on tuottaa tark-
koja, huolellisia ja rehellisia tuloksia seké& kunnioittaa muiden tyéryhmien tyota. Mahdol-
liset taloudelliset sidonnaisuudet ja ryhman jésenten osuudet on myos tapana ilmoittaa
tutkimuksessa. Hyvien tapojen liséksi tutkijan tulee ottaa huomioon lainsdadanté mm.yk-
sityisyyden ja tekijanoikeuksien osalta. Tama tutkimus suoritettiin tutkijan eettisia toi-
mintatapoja kayttden. Ennen tutkimuksen aloittamista laadittiin tutkimussuunnitelma ja
tutkimussopimus, jossa kuvattiin mm. salassapidon osuus ja tekijanoikeudet tyohon.
Tyon aikana tutkimuksesta pidettiin tyopéaivékirjaa, johon Kirjattiin tutkimuksen tyovai-

heet ja olosuhteet.

Tyota tehdessani kiinnitin huomiota olemassa olevaan teoriatietoon ja sen ymmartami-
seen. Moni kaytetyista tyovaiheista oli minulle tuttu aikaisemman koulutustaustani
vuoksi, mutta mielestani onnistuin kehittdméaan osaamistani myos niissa. Alkiodiagnos-
tiikka ja siihen liittyvat terveydenhuollon osa-alueet vaikuttivat ennen tyohon ryhtymista
mielenkiintoisilta, mutta onnistuivat osoittautumaan vield moninkertaista mielenkiintoi-
semmiksi itse tyoskentelyn aikana. Padsin tutustumaan Ovumiassa tehtavaan monipuoli-
seen hoitotyéhdn melko laajasti myds opinnédytetydni aiheen ulkopuolelta. Keskustelut
Ovumian tyontekijoiden ja erityisesti ohjaajani Peterin kanssa olivat antoisia ja lisasivét
kiinnostusta aiheeseen entisestadan. Mielestani toimin tydssani kykyjeni mukaan tarkasti
ja luotettavasti niin, ettd saamiini tuloksiin voidaan luottaa ja niitd voidaan kaytta4 poh-
jana jatkotutkimukselle. Omasta kiinnostuksestani johtuen tein tavanomaista pidemman
kaytannon jakson ja se kannatti, vaikkakin aika jai edelleen hyvin lyhyeksi tieteellisen
tutkimuksen aikajanalla. Tyolle saatiin kuitenkin lopputulos annetuissa aikarajoissa ja ra-
portointi suoritettiin kohtuullisessa ajassa, joten ty6hon voidaan olla tyytyvaisia.
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