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Opinnaytetyon alkuperéisend tarkoituksena oli ottaa kéyttéon ja testata lahetti-RNA-
tasojen mittauksiin soveltuva Transcript Analysis with the aid of Affinity Capture
(TRAC) -menetelma Oulun yliopiston bioprosessitekniikan laboratoriossa, seké laatia
selkeat englanninkieliset kayttoohjeet TRAC-mittauksia varten. Erindisista viivastyksis-
ta johtuen tyon aiheeksi kuitenkin valikoitui Kirjallinen selostus erilaisista geenien eks-

pressiotasojen mittaus menetelmista.

Opinnaytetyossd kayn l&pi joitakin yleisimmin kaytossa olevia geenien ekspres-
siotasojen mittausmenetelmid ja ndiden uusimpia sovelluksia bioprosessitekniikassa.
Lapikdydyt menetelmat késittdvéat ekspressiotasojen mittausmenetelmat perinteisistd
hybridisaatio-, Northern-blot ja in situ-, liuoshybridisaatio menetelmista ja sen sovelluk-

siin aina geenisiruihin asti.

TRAC-mittauksia varten ehdin tehdd RNA-eristyksia Pichia pastoris -hiivan soluista,

mitkd my6s on otettu mukaan opinnaytetyohon.
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1 JOHDANTO

Biotekniikassa yhdistyvat biologian ja kemian osaaminen kemian insinddritieteisiin.
Biotekniikan sovellukset ovat osa elintarvike- ld&ke-, diagnostiikka- ja kemian teolli-
suutta sek&d maataloutta ja ymparistotekniikkaa. Biotekniikka on hyvin vanhaa tekniik-
kaa; esimerkiksi perinteiset leivan, juuston, hapatettujen maitotuotteiden seké oluiden ja
viinien valmistusprosessit hyddynsivat bakteerien ja hiivojen aineenvaihduntaa, vaikka
naiden mikro-organismien olemassa olo varmistui vasta paljon myéhemmin. Moderni
biotekniikka hyddynt&dd molekyylibiologian alueella tehtyja 10yt6ja, joista merkittavim-
pi& ovat olleet DNA:n ja entsyymien rakenteen ja toiminnan ymmartaminen, solujen
aineenvaihdunnan selvittdminen seka geenitekniikan menetelmien nopea kehittyminen.

(Aittomaki, Eerikéinen, Leisola, Ojamo, Suominen, von Weyerman 2002, 12-13.)

Suurin osa teollisista entsyymeista tuotetaan nykyisin geneettisesti muokatuilla mikro-
organismeilla, joiden entsyymien tuotantotaso on saatu nostettua erittdin korkeaksi. Jot-
ta bioprosesseja kyettdisiin sekd ymmartaméaén ettd kontrolloimaan paremmin, tarvitaan
sellaisten menetelmien kehitysté joiden avulla saadaan yksityiskohtaista informaatiota
organismien fysiologisesta tilasta. Geenien ilmentyminen on térked osa solujen fysiolo-
giaa. Fokusoidun ja tiheddn tapahtuvan geenien ilmentymisen mittauksen on osoitettu
olevan tehokas tyokalu bioprosessien optimoinnissa. Genominlaajuiset ilmentymisana-
lyysit ovat mahdollistaneet pienempien geeniryhmien identifioinnin. Tiettyjen geeni-
ryhmien avulla voidaan selvittadd olennainen informaatio kiinnostuksen kohteena olevas-
ta biologisesta systeemistd. Naiden menetelmien kehittyminen on puolestaan lisannyt
tarvetta nopeille ja edullisille geenien transkriptien mittaustekniikoille. (Aittoméki, Ee-

rikdainen, Leisola, Ojamo, Suominen, von Weyerman 2002, 12-13.)

Transkriptien mittaukset perustuvat padosin nukleiinihappojen hybridisaatioon ja sen
sovelluksiin. Tyossé kaydaan lapi joitakin yleisimmin kaytossa olevia transkriptien mit-
tausmenetelmid ja niiden sovelluksia bioprosessien seurannassa. Tydssa tutustutaan
Northern-hybridisaatioon, liuoshybridisaatioon ja sen sovelluksiin, geenisiruihin seka

PCR-menetelmiin.



2 GEENIN EKSPRESSIOTASOJEN MITTAUSMENE-
TELMAT

Puutteelliset tiedot mikro-organismien fysiologiasta ovat suurin rajoittava tekija geenien
ja muiden molekyylitason markkereiden kaytdssa mikrobiviljelmien seurannassa. Uudet
tiedot transkriptomeista (solussa tietylla hetkelld olevien mRNA-molekyylien joukko) ja
muut jarjestelméatason tiedot yhdessa uusien bioinformatiikan tytkalujen kanssa tekevat
markkerigeenien ja prosessien ennustamisesta entistd luotettavampaa. (Rautio 2007,
43.)

Toinen selva tutkimusta vaikeuttava tekijd on pula sopivista tyokaluista, joiden avulla
valittuja geeneja voidaan tehokkaasti seurata. Vaikka sirutekniikalla keratyt tiedot ovat
tarkeitd tdman kaltaiselle tutkimukselle, se ei useinkaan sovi mikroviljelmien analysoin-
tiin. Valittujen geenien ekspressiotasojen mittaaminen seka kliinisessa ja bioteknisessa
diagnostiikassa vaatii menetelmid, jotka voidaan suorittaa nopeasti ja mieluiten useam-
masta naytteestd kerralla. Lisaksi on jarkevaa kayttaa vaihtoehtoisia menetelmia ja koh-
dennettuja tutkimuksia tutkittaessa tutkimuksen kohteena olevien geenien mielenkiin-

toisiksi koettuja geenien osajoukkoja. (Rautio 2007, 43.)

Yhteisté geenien ekspressioanalyyseille on se, ettd ne kaikki perustuvat nukleiinihappo-
jen hybridisaatioreaktioihin. Nukleiinihappojen hybridisaatio perustuu siihen, ettd yksi-
nauhaiset nukleiinihapot pystyvat liittymé&an toisiinsa eli hybridisoitumaan. Hybridisaa-
tio voi kuitenkin tapahtua vain, jos olosuhteet ovat sopivat (lampdtila ja ionivahvuus) ja
nauhat ovat toisilleen komplementaariset. Hybridisaatioreaktion nopeutta voidaan kas-
vattaa nostamalla ldmpétilaa tiettyyn pisteeseen, joka on riippuvainen sulamislampoti-
lasta (Tm). My6s korkea suola- ja nukleiinihappopitoisuus voi nopeuttaa hybridisaatio-
reaktiota. Inertteja, korkean molekyylipainon omaavia polymeereja, kuten polyeteteeni-
glykolia ja dekstraanisulfaattia, voidaan kayttdd nukleiinihappojen konsentrointiin ja
hybridisaatioreaktion kasvattamiseen. Formamidi destabiloi nukleiinihappoja, ja sen
vuoksi sitd voidaan kayttdd sulamislampdtilan alentamiseen. Néin voidaan alentaa kor-
keita hybridisaatiolampdtiloja. Hybridisaatioreaktion jalkeen tehtavilld pesuilla on suuri
merkitys hybridisaation lopputulokseen: mit& korkeampi lampdtila ja alhaisempi ioni-



vahvuus, sitd tehokkaammat pesut. Hybridisaatio- ja pesuolosuhteet vaihtelevat kayte-
tyn menetelméan mukaan. Pesujen jalkeen tehddan vaadittavat mittaukset havaitsemisre-
aktioiden perusteella. (Rautio 2007, 44; Haajanen, Pelkonen Pé&rssinen, Suominen 2010,
194.)

Toinen hybridisoituvista nauhoista voidaan leimata jollain merkkiaineella. Tall6in syn-
tynyt hybridi voidaan havaita leiman tuottaman signaalin avulla. Leimattua nukleiini-
happojaksoa kutsutaan koettimeksi (probe). Aikaisemmin leima-aineina on kéytetty
erilaisia radioisotooppeja, mutta nykydan kaytossdé on padasiassa erilaisia ei-
radioaktiivisia menetelmid, joilla hybridin havaitseminen perustuu esimerkiksi valo- tai
varireaktioon tai leiman aiheuttamaan fluoresenssiin. (Haajanen, Pelkonen Pérssinen,
Suominen 2010, 193.)

Kun DNA-liuos kuumennetaan noin 100 °C:seen tai altistetaan hyvin emaksisiin oloihin
(pH > 12), nukleotidien emasten valilla olevat vetysidokset katkeavat ja vastinnauhat
irtoavat toisistaan. Tallainen DNA:n denaturaatio on reversiibeli eli palautuva tapahtu-
ma. Kun kuumennetun DNA-liuoksen annetaan jaahtyd hitaasti, komplementaariset
vastinnauhat pariutuvat uudelleen. Nukeiinihappoja voidaan sitoa erilaisille pinnoille,
kuten nitroselluloosakalvolle tai kuoppalevyjen ja mikrosirujen pinnoille. Sitoutuminen
estdd DNA:n renaturoitumisen, eli DNA saadaan sidottua yksinauhaisena. Sitoutunut
DNA tai RNA voi edelleen sitoutua eli hybridisoitua liuoksessa olevan koettimien kans-
sa. (Haajanen, Pelkonen Parssinen, Suominen 2010, 194.)

2.1 Northern-hybridisaatio

Northern-hybridisaatiossa RNA erotetaan agaroosielektroforeesilla (AGEIlla), siirroste-
taan eli “blotataan” suodatinkalvolle ja hybridisoidaan koettimen kanssa. Aluksi tutki-
muksen kohteena olevasta solulinjasta, kudoksesta, bakteerista, tms. eristetddn RNA:t.
RNA:t erotetaan denaturoivalla AGE:lla. Talla4 pyritdédn estdiméédn RNA:ta muodosta-
masta paikallisia kaksijuosteisia alueita, kuten hiusneularakenteita. AGE:n jalkeen
RNA:t siirrostetaan geeliltid suodatinkalvolle, esimerkiksi nitroselluloosakalvolle, minka

jalkeen RNA:t hybridisoidaan koettimien kanssa (kuva 1). Koettimina voidaan kéayttaa



DNA-koettimia tai in vitro -transkriptiolla valmistettuja RNA-koettimia. (Haajanen,

Pelkonen Parssinen, Suominen 2010, 203.)
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KUVA 1. Northern-hybridisaation periaate (Wikipedia 2011, Hakusanalla Northern
blot)

Hybridisaation jalkeen suodatinkalvo pestdan ennalta suunnitellulla tavalla, jolloin epé-
spesifisesti sitoutuneet koetinmolekyylit irtoavat ja vain komplementaarisesti sitoutu-
neet koetinmolekyylit jaévat kiinni. Pesujen jalkeen suoritetaan kéaytetyn leiman mukai-
nen detektointireaktio. Esimerkiksi kaytettdessa kromogeenistd leimaa suodatinkalvo
voidaan kuvata ja analysoida suoraan kuvantamislaitteella. Tuloksena saadaan kalvosta
kuva, jossa vyohyke on nékyvissa vain siind kohtaa, jossa geelilld oli alun perin koetti-
mille komplementaarista RNA:ta. RNA-jakson kokoa ja méaaraa analysoimalla saadaan
tietoa tutkittavasta RNA-alueesta. (Haajanen, Pelkonen Pérssinen, Suominen 2010,
203.)

Northern-hybridisaatiolla voidaan tutkia muun muassa geenien ekspressiotasoja eri ku-
doksissa tai eri erilaistumisvaiheissa. Tekniikalla voidaan esimerkiksi selvittaa, ekspres-
soituuko jokin geeni ollenkaan tietyssa kloonausisanndssa tai kudoksessa. Northern-
blottauksella voidaan selvittad eri yhdisteiden, esimerkiksi hormoneiden, myrkkyjen tai
muiden ympaéristotekijoiden vaikutusta tietyn geenin toimintaan. Useimmiten tdmén

kaltaiset tutkimukset tehdadn kuitenkin kayttden kvantitatiivista PCR:4a tai néytteen



koko transkriptomin analysoinnin mahdollistamia DNA-siruja. (Haajanen, Pelkonen
Parssinen, Suominen 2010, 203.)

2.1.1 Adgaroosigeelielektroforeesi (AGE)

Agaroosielektroforeesia kéytetddn yhtend osana tutkittaessa geenien ekpressiotasoja.
Agaroosi on merilevisté eristetty sokeripolymeeri (kuva 2), joka liukenee veteen kiehau-
tettaessa. Jaahtyesséan noin 45 °C:seen se muodostaa hyyteldmaisen geelin. (Kumpulai-
nen 2011.)

HO  ch,0H o
o)
X
HO o
KUVA 2. Agaroosin perusrakenne (Kumpulainen 2011)

Agaroosigeelielektroforeesissa RNA/DNA-nayte ajetaan geelilla séhkdjannitteen avulla.
Nukleenihappojen kulkeutuminen geelill& perustuu siihen, ettd nukleenihapot ovat fos-
faattiryhmiensé ansioista negatiivisesti varautuneita, joten ne kulkeutuvat sdhkokentéssa
kohti positiivista napaa. Verkkomaisen rakenteensa ansioista agaroosigeelilld voidaan
erotella erisuuruiset RNA/DNA-molekyylit toisistaan. Agaroosigeelin verkkomainen
rakenne hidastaa isompien molekyylien kulkua, jolloin pidemmit RNA/DNA-
molekyylit kulkeutuvat hitaammin kuin lyhyemmat. RNA/DNA-ketjut kulkeutuvat ajon
aikana niiden pituudelle ominaisella nopeudella, ja lopputuloksena on kullekin jaksolle

oma vyohyke (Kuva 3). (Haajanen, Pelkonen Péarssinen, Suominen 2010, 122-123.)
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KUVA 3. Agaroosigeelielektrofoseesin periaate (Wipedia. 2011, hakusanalla aga-

roosigeelielektroforeesi)

DNA- ja RNA-molekyylit eivat sellaisenaan ndy agaroosigeelissg, mutta fluoresoivan
merkkiaineen, esimerkiksi EtidiumBromidin tai GelStarin lasné ollessa DNA- ja RNA-
molekyylit voidaan havaita UV- tai sinivalo-pdydan avulla. Koska fluoresoivat merkki-
aineet eivat ndy normaalivalossa on néytteeseen laitettava varillista ajopuskuria, jotta

ajoa voidaan seurata. (Haajanen, Pelkonen Parssinen, Suominen 2010.)

2.1.2 RNA:n analysointi geelill4

RNA:n analysointi agaroosigeelilla poikkeaa jonkin verran DNA:n analysoinnista. Op-
timaalista elektroforeesia varten RNA taytyy denaturoida. Lisaksi yksiketjuisena RNA
el muodosta kompleksia etidium-ionin kanssa yhta helposti kuin kaksijuosteinen DNA.
MOPS-puskuri/formaldehydi-ohje (liite 1) on yleisesti kaytetty menetelmda RNA:n ana-
lysointiin agaroosigeelilla. (Promega RNA Analysis Notebook, 4.)

11



2.2 Insitu -hybridisaatio (ISH)

In situ -hybridisaatiolla saadaan informaatiota véliaikaisista ja paikallisista geenien tran-
skriptioiden ekspressioista soluissa. Tekniikka perustuu leimattuihin nukleiinihappo-
koettimiin, jotka sitoutuvat kohdespesifisesti soluissa. In situ -hybridisaatiossa (ISH)
kéaytetddn leimattuja DNA- tai RNA-koettimia paikallistamaan spesifisia mRNA- tai
DNA-alueita jonkin tietyn kudoksen osassa, kudosleikkeessa tai, jos elié on riittdvan
pieni, niin jopa kokonaisessa organismissa. Yleisimmin koettimien leimaamiseen kéyte-
taan fluoresoivia merkkiaineita. Talloin menetelmastd kéytetdan lyhennettd FISH. Myos
erilaisia entsyymileimoja voidaan k&yttdd. Tavallisesti hybridisaatiota havainnoidaan
fluoresenssimikroskoopilla tai elektronimikroskoopilla. (Rautio 2007, 50; Haajanen,

Pelkonen Parssinen, Suominen 2010, 203.)

FISH:ssa kudospala tai -leike fiksoidaan mikroskooppilasille ja sen jalkeen solut ké&si-
telld&n esimerkiksi proteinaasi K-entsyymilla. Proteinaasi K-entsyymi liséa solujen l&-
paisevyyttd, minka seurauksena leimattu koetin paasee helpommin solujen sisaan. Hyb-
ridisaatioreaktio kestad tavallisesti yon yli. Hybridisaation jalkeen tehd&én tarvittavat
pesut ylimaaraisten, hybridisoitumattomien koetinmolekyylien poistamiseksi. Entsyy-
mileimoja kéytettdessa tehdadn tarvittava entsyymireaktio ennen tulosten tarkastelua
mikroskoopilla. DNA-FISH:id voidaan kéyttdd esimerkiksi in vitro -diagnostiikassa
kromosomivaurioiden analysointiin kasvainkudoksissa. RNA-FISH:ill4 puolestaan tut-
kitaan ndytteen geenien ekspressiota hybridisoimalla koetin geenin tuottaman mRNA:n

kanssa. (Haajanen, Pelkonen Parssinen, Suominen 2010, 203.)

2.3 Liuoshybridisaatio

Ensimmaiset transkriptien analysoimiseen soveltuvat menetelmat on kehitetty jo yli 20
vuotta sitten. Namé& menetelmét perustuivat liuoshybridisaatioon. Né&istd menetelmisté

on sittemmin kehitetty myods uusia paranneltuja, esimerkiksi sandwich-hybridisaatioon

perustuvia, menetelmid. (Rautio 2007, 50-54.)
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2.3.1 Sandwich-hybridisaatio

Yleinen liuoshybridisaatioon perustuva menetelma RNA:n kvantifiointiin liuoksesta on
niin sanottu sandwich-hybridisaatio (kuva 4). Tassa menetelméssd kohde RNA:t hybri-
disoidaan koettimien (probe) kanssa. Toinen koettimista immobilisoi kohde RNA:n
Kiinteddn pintaan (capture probe) ja toinen koettimista on varustettu leimalla joka mah-
dollistaa kohde RNA:n detektoinnin ja kvantifioinnin (detection probe). Hybridisaatio ja
detektointi voidaan suorittaa usealla eri tavalla. Immobilisointi voidaan suorittaa joko
ennen hybridisaatiota tai hybridisaation jalkeen. Immobilisoinnissa voidaan kayttaa joko
paéallystettyja magneettinelmia tai kuoppalevyn pintaa. Detektointi voi perustua fluo-
resoiviin variaineisiin, radioaktiivisiin leima-aineisiin tai entsymaattisiin reaktioihin.
(Rautio 2007, 50-54.)

I A B

Cant Target
apture o'y
h BBTP
Prgl:e/ N 74 ﬁ#
Detection Anti-DIG- " gBT + P.
probe Bead AP

KUVA 4. Sandwich-hybridisaation periaate (Rautio 2007, 60)

2.3.2 eTag Multiplex mMRNA -menetelmé&

Toinen liuoshybridisaatioon perustuva menetelmd on eTag Multiplex mRNA-
menetelmd (kuva 5). Tdssd menetelmassa kaytetadn kahta kohde-spesifistd oligonukle-
otidi probea (signal probe, jossa eTag-molekyyli ja Invader oligonukleotidi), jotka
muodostavat invasiivisen rakenteen hybridisoitumalla mRNA:n kanssa. Stacker oligo-
nukleotidia kaytetddn nostamaan sulamisldampdtilaa. Cleavase, lammonkestava 5 *nuk-
leaasi, tunnistaa invasiivisen rakenteen ja vapauttaa eTag-molekyylin 5’-eméksesta.
Vapautunut eTag toimii reportterina joka voidaan kvantitoida. Multiplexing saavutetaan
kohdistamalla eri ETAG-molekyylit useille erilaisille kohdespesifisille signaalikoetti-
mille. Kapillaarielektroforeesilla voidaan tunnistaa kohde mRNA:t migraatioaikojen
perusteella. (Rautio 2007, 52-53.)
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KUVA 5. eTag multiplex mRNA -menetelmén periaate (Rautio 2007. 53)

2.3.3 Transkript analysis with aid of affinity capture (TRAC)

Perinteiset sandwich-hybridisaatioon perustuvat menetelmét, useat mikroarray-
menetelmat ja RT-PCR:&&n perustuvat menetelmét ovat jo rutiinianalytiikkaa monissa
diagnostisissa laboratorioissa. Ndma menetelmaét eivat kuitenkaan sovellu laajamittai-
seen transkirptioiden mittaukseen. Mikroarray-menetelmét ovat péésaantoisesti kalliita
eivatkd ne ole kovin herkkid menetelmid. RT-PCR:44n perustuvat menetelmét ovat
herkkid, mutta ké&rsivat suuresta kontaminaatioriskistd. Lisaksi ne tarvitsevat tarkat
alukkeiden suunnittelut korkeatasoisen RNA:n valmistamiseksi. (Rautio 2007, 11/1-
1/2.)

Edelldmainittujen menetelmien rinnalle on kehitty menetelmé& nimeltd Transcript Ana-
lysis with the aid of Affinity Capture (TRAC). TRAC mahdollistaa tehokkaan geenien
ekspressiotasojen mittauksen ja seurannan. TRAC perustuu liuoshybridisaatioon kohde-
spesifisilla koettimilla. Analyysi on nelivaiheinen. Soluista eristetty kohde RNA hybri-
disoidaan biotin-leimattujen immobilisointi-koettimien kanssa (n&ma niin sanotut affini-

ty probet sitoutuvat eukarioottien mRNA:ssa olevaan poly-A-sekvenssiin) ja erivarisilla
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fluoresenssileimoilla varustettuja koettimia sisaltdvadn koetinseokseen. Hybridisoidut
kohde RNA:t immobilisoidaan magneettihelmien avulla, minkd jalkeen ylimaaraiset
sitoutumattomat koettimet pestadn pois. Koettimet irrotetaan kohde RNA:sta eluoimal-
la, minka jalkeen néytteet ajetaan kapilaarielektroforeesilaitteella. Sitoutuneet koettimet
voidaan luokitella koon ja vérileiman perusteella. Sitoutuneet koettimet tunnistetaan
tietokoneohjelmalla, ja niiden perusteella lasketaan kohde RNA:n konsentraatio nayt-
teessd. Kuvassa 6 on esitetty TRAC mittauksen toimintaperiaate. (Rautio 2007, 11/1-
11/2.)

Fluorescence —

Probe length (nt)

KUVA 6. TRAC- menetelman periaate (Rautio 2007, 60)

Mittaukset voidaan suorittaa esimerkiksi kayttden ABIprims-laitetta. ABI3130xI Gene-
tic Analyzer -laite on Applied Biosystemsin 16-kapillaari, fluoresenssipohjainen kapil-
laarielektroforeesilaite. Automatisoitu Polymer Delivery System vahentda merkittavasti
analyysiin tarvittavaa aikaa. Kaikki mittauksen vaiheet ovat automatisoituja, mukaan
lukien polymeerien lastaus, ndytteensyottd, erottuminen, detektointi ja tietojen analy-

sointi. (Appiled Biosystems.)

Kerétyt solut suspensoidaan sopivaan méaaraan lyysi-puskuria ja siirretddn autoklavoi-
tuun lasihelmid siséltavadn mikrosentrifugiputkeen. Solut hajotetaan kuulamyllylla,
esimerkiksi FastPrep-soluhomogenisaattorilla. Solulysaatit siirretddn puhtaisiin eppen-
dorfputkiin ja laimennetaan sopivaan solukonsentraatioon. Mittaukset voidaan tehda
suoraan solulysaatista, eikd RNA:n eristysta tarvita. Mittaukset suoritetaan 96-
kuoppalevylla. Hybridisaatioprosessi voidaan automatisoida kéyttden esimerkiksi King-
Fisher 96 -laitetta. Hybridisaatioiden ja pesujen jalkeen eluentit analysoidaan kapilaa-

rielektroforeesilla, jotta toisistaan erotettuja ndytteita voitaisiin vertailla ja kvantitoida
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kuhunkin naytteeseen lisdtddn kokostandardia, esimerkiksi GeneScan-120L1Z (Rautio
2007, 11/1-11/2.)

TRACIlle on jo olemassa useita sovelluksia. TRAC-menetelm&d voidaan kayttaa esi-
merkiksi Jari Raution véitoskirjassa tutkittujen Trichoderma reesein ja Saccharomyces
pastorianuksen transkriptioiden mittaamiseen. Naiden lisdksi muita sovelluksia on kehi-
tetty myds muille eukarioottisille mikro-organismeille kuten Pichia pastoris, Saccha-
romyces cerevisae ja Fusarium graminearumis. Menetelmaa voidaan myos kéayttaa bak-
teerikasvustojen kvantitointiin ja onkogeenien ekspression analysointiin paksusuolen-

syopéasolulinjoissa. (Rautio 2007, 97.)

Etenkin panimoteollisuus voi hyotyd TRAC-mittauksista ja sen tuomista eduista. TRA-
Cin mahdollistama tihed naytteiden otto tarjoaa dynaamisen mallin geenien ekspressios-
ta varsinkin kahden ensimmaisen vierteen fermentointipdivan aikana. Mittausten perus-
teella luodun aikaprofiilin avulla voidaan ennustaa vahintddan muutamia tunteja etuké-
teen, miten valittujen hiivageenien ilmentyminen ennustaa niiden fysiologisia seurauk-
sia. Tdma mahdollistaa kerattyjen tietojen kayton fermentointiprosessin seurannassa ja
valvonnassa. TRAC tarjoaa tyokalun, jonka avulla voidaan arvioida, milloin kdyminen
alkaa olla valmis ja milloin sdilié voidaan tayttdd uudelleen. Tiettyjen geenien seuran-
nalla voidaan ennustaa myods oluen laatua (esimerkiksi vari, maku). Panimot voisivat
paattad, myyvatko kaytettya olutta sellaisenaan vai pitéisiko saatu olut sekoittaa joiden-
kin toisten oluterien kanssa. TRAC:ia& voitaisiin myos kayttdd suunniteltaessa suuria
prosesseja, joissa mahdolliset virheet voisivat tulla erittéin kalliiksi. (Rautio 2007, 95—
96.)

2.4 Geenisirut

DNA-sirutekniikka perustuu niin ik&an nukleiinihappojen hybridisaatioon. Geenisirut
koostuvat kiinteélle alustalle Kiinnitetyistd geenikoettimista, joita voi alustalla olla
kymmenistatuhansista jopa miljooniin (array) Array-menetelmié kaytetddn ndiden pin-
nalle kiinnitettyjen molekyylien ja liuoksessa olevien molekyylien valisten vuorovaiku-
tusten madarittdmiseen ja mittaamiseen. (Haajanen, Pelkonen Parssinen, Suominen 2010,
206.)
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Geenisirujen toimintaperiaate on seuraavanlainen: Aluksi oligonukleotidisekvenssit
imobilisoidaan tai syntetisoidaan maéaratyille paikoille sirun pinnalle. Sitten eristetty
MRNA kéaénnetddn cDNA:ksi ja varustetaan esimerkiksi fluoresoivalla leimalla. Leima-
tut cDNAL laitetaan sirulle, missa ne hybridisoituvat komplementaaristen sekvenssien
kanssa. Leimatuilla naytteilld hybridisoitu siru kuvataan laserpohjaisella mikroskoopilla
eli skannerilla, jolloin saadaan kuvat sirun fluoresenssista. Kunkin testipisteen, spotin,
aallonpituuksien intensiteetit kuvaavat testi- ja vertailundytteiden hybridisoitumista (ku-
va 7). (Rautio 2007, 44.)
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KUVA 7. Geenisirun toimintaperiaate (Rautio 2007, 46)

Kéytettdessa vertailundytettd ja testindytettd menetelmastd kaytetddn nimed komparatii-
vinen genominen hybridisaatio (CGH). Vertailu- ja testindytteen geenien ekspres-
siotasoista johtuen vastinnauhat liittyvat sirulla oleviin koettimiin eri tavoin. Tallgin
saadaan kuvatuksi solun toiminnan tilaa kyseisessd néytteessd. Sitoutuneen leimatun
variaineen suhteet kuvaavat geenitoiminnan aktiivisuuden eroja testi- ja vertailunayt-
teissa. Ndin voidaan verrata geenitoiminnan eroja esimerkiksi solun kasvaessa normaali-

tilassa ja stressitilassa. (Haajanen, Pelkonen Pérssinen, Suominen 2010, 206.)
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2.5 Polymeraasketjureaktio

Polymeraasiketjureaktio (PCR) tarjoaa hyvén vaihtoehdon expressiotasojen mittaami-
seen. PCR:11a monistetaan DNA-jaksoja, jotka sijaitsevat kahden nukleotidijérjestyksel-
tdan tunnetun DNA-jakson eli alukkeen (primer) valissa. Reaktiot tehd4d&n kuoppale-
vyilld joiden lampdtilaa kontrolloidaan tarkasti PCR-laitteessa. My0s pienid ja ohutsei-
naisid mikrosentrifugiputkia voidaan kayttdad. PCR:n perusajatuksena on kayttaa termo-
stabiilia eli korkeita l&mpdtiloja kestdvad DNA-polymeraasia, joka ei inaktivoidu kor-
keissa, lahelld 100 °C:tta olevissa lampdtiloissakaan. Toinen PCR:n perusajatus on kayt-
taé tarkalleen tunnettuja alukkeita. Alukkeet tulee suunnitella siten, etta ne kiinnittyvat
kaksinauhaisen DNA:n eri juosteisiin monistettavan DNA-alueen vastakkaisiin paihin.
Monistettava DNA-jakso sijaitsee ndiden alukkeiden vélissd. (Haajanen, Pelkonen Pars-
sinen, Suominen 2010, 153-154.)

Yleensd templaattina toimii kaksijuosteinen DNA, mutta lahtémateriaalina voi olla
my6s RNA. Ensin RNA:sta tulee kuitenkin valmistaa yksijuosteinen cDNA:ta kaanteis-
transkriptaasilla, sitten kaksijuosteinen cDNA, minka jalkeen tehd&&n varsinaiset mo-
nistusreaktiot. Talloin menetelmasta kéaytetddn nimed RT-PCR (reverse transkription
PCR). Jotta alukkeet voisivat sitoutua templaattiin, se pitda ensin denaturoida kuumen-
nuskasittelylla jolloin nukleotidien emésten vélilla olevat vetysidokset katkeavat ja vas-
tinnauhat irtoavat toisistaan. Tuloksena on kaksi yksinauhaista DNA-juostetta. Kuu-
mennuskasittelyn jélkeen lampdtilaa lasketaan hetkellisesti, jolloin alukkeet tarttuvat
templaatin komplementaarisiin kohtiin (annealing). Kun alukkeet ovat saaneet hetken
aikaa kiinnittyd nostetaan taas lampoétilaa, jolloin DNA-polymeraasi alkaa Kiinnittaa
reaktioseoksessa olevia nukleotideja alukkeen 3’-pddsta lahtien templaatin mallin mu-
kaisesti (pidennysreaktio, extension). Nauhan synteesi on valmis muutaman minuutin
kuluttua, jolloin lampdtila nostetaan jalleen noin 95 °C:seen. Taman seurauksena nauhat
irtoavat toisistaan. Sarjaa denaturointi-annealing-pidennys kutsutaan sykliksi. Yhdessa
syklissd syntyy kahdesta DNA-nauhasta nelja nauhaa, seuraavassa syklissé saadaan nel-
jasta nauhasta kahdeksan nauhaa, kolmannessa syklissé kahdeksasta 16 nauhaa jne. Kun
sykleja toistetaan riittdvdn monta kertaa, saadaan hyvin pienestd maarasta templaatti-
DNA:ta monistettua suuri maara tarkalleen maaratyn pituisia DNA-jaksoja. Hyvin op-

timoidut PCR-reaktiot ovat erittéin tehokkaita. Parhaimmillaan monistuskerroin on jopa
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10° eli yhta templaattimolekyylia kohti syntyy miljoona tuotemolekyylia. Kuvassa 8 on
esitetty PCR:n toimintaperiaate. (Haajanen, Pelkonen Parssinen, Suominen 2010, 153—
154.)
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KUVA 8. Polymeraasiketjureaktion periaate (Haajanen, Pelkonen Parssinen, Suominen
2010, 157)
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2.5.1 Reaaliaikainen PCR

Perinteisessdé PCR-menetelméssé tehdaan ensin monistusreaktiot ja sen jalkeen otetaan
reaktioseoksesta ndyte, joka analysoidaan esimerkiksi AGE:lla. Reaaliaikaisessa
PCR:ssé (real-time PCR) syntyvan tuotteen maaraa voidaan seurata koko ajan reaktion
edetesséd kayttden merkkiaineena fluoresoivaa merkkiainetta. Véariaineen fluoresens-
sisignaali vahvistuu sitoutuessaan valmistuvaan kaksinauhaiseen PCR-tuotteeseen. Ajon
aikainen seuranta vaatii uudenlaista mittaamiseen kykenevééa laitetta. Nykyiset laitteet
pysyvat mittaamaan jopa kuutta eri varid. (Haajanen, Pelkonen Parssinen, Suominen
2010, 166-169.)

Signaalit saadaan mitattaviksi esimerkiksi fluoresoivan vérin, SYBR GREEN, avulla.
Tama vari sitoutuu kaksinauhaiseen DNA:han muuttuen voimakkaammin fluoresoivak-
si, ja nain signaalin vahvuus korreloi DNA:n m&&rad. Sitoutumaton vari ei juuri fluore-
soi. Haittana SYBR-vérilla on sen epaspesifisyys. Vari sitoutuu kaikkeen kaksinauhai-
seen DNA:han eika vain kohde DNA:han. (Haajanen, Pelkonen Pérssinen, Suominen
2010, 167.)

PCR on erittdin herkk& menetelmd. Muutamasta DNA- tai RNA-molekyylista voidaan
saada monistettua jopa miljoonia kopioita, jotka voidaan detektoida. Herkkyys on myds
yksi PCR:n haittapuolista. Hyvin pienetkin muutokset ndytteessd, sen kasittelyssd PCR-
oloissa voivat muuttaa tulosta dramaattisesti. L&htokohtaisesti PCR ei siis ole kovin
hyvd menetelmd kvantitatiiviseen tydskentelyyn. Ratkaisu tdhdn ongelmaan on kayttaa
kaikkien tutkittavien naytteiden mukana Kilpailevana templaattina toimivaa siséista

standardia. (Haajanen, Pelkonen Parssinen, Suominen 2010, 167.)

2.5.2 PCR:n sovellukset bioprosessien seurannassa

Kvantitatiivinen reaaliaikainen PCR (gPCR) onkin nykyisin erittdin suosittu PCR-
menetelma. Erityisesti kliinisessa in vitro -diagnostiikassa kehitetdén jatkuvasti uusia
madritysmenetelmid. Kvantitointi voi olla suhteellista tai absoluuttista. Suhteellisessa
kvantitoinnissa kohdegeenin mé&arad verrataan referenssigeenin maaréén. Referenssi-

geenin tulee olla kaikissa naytteissé ja sen kayttaytyminen tulee olla vakaata eri kudok-
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sissa ja olosuhteissa. Absoluuttisessa kvantitoinnissa verrataan oman tuotteen kopioin-
tisuhdetta tunnettuun kohteeseen. (Haajanen, Pelkonen Pérssinen, Suominen 2010, 169-
170.)

Reaaliaikaista PCR:4a voidaan kayttd4 fermentointien seuraamiseen, esimerkiksi maito-
happobakteerien kvantitointiin viinien fermentoinneissa ja 17 Clostridium thermocellu-
min geenien ekspression kvantitointiin etanolin tuotossa selluloosasta tai sellubioosista.
N&ma menetelmat kayttavat padasiassa SYBR GREEN | vdriainetta, koska se on yksin-
kertaisempi ja edullisempi méaé&ritysmenetelma verrattuna geeni-spesifisiin koettimiin.
PCR on kuitenkin erittdin herkka ulkopuolisille kontaminaatioille, ja se vaatii tarkkaa
alukkeiden suunnittelua korkeatasoisen RNA:n aikaan saamiseksi. Tasta syysta se so-
veltuu jokseenkin huonosti laajamittaisempaan kayttoon erilaisten bioprosessien seu-
rannassa. Reaaliaikaisesta PCR:std on kuitenkin kehitetty joitakin nopeita menetelmia,
joilla saadaan tuloksia jopa kahdessa tunnissa. Lisaksi jotkin tutkimukset osoittavat, etta
naytteitd voitaisiin analysoida niin, ettei RNA:ta tarvitsisi valttdmatta eristad. Reaaliai-
kaiseen PCR:aan perustuvat laitteet ja menetelméat kehittyvat jatkuvasti. Nopea multi-
plex detektointi yhdistettynd naytteenkésittelyyn voi tehda reaaliaikaisesta PCR:sta po-
tentiaalisen nopean diagnostisen at-line-menetelman bioprosessien analysointiin. (Rau-
tio 2007, 49-50.)
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3 RNA:N ERISTAMINEN HERKKYYS- JA LINEAA-
RISUUSMITTAUKSIA VARTEN

Tarkoituksena oli ensin testata mittauksissa kaytettdvan ABI3130xI Genetic Analyzer —
laitteen herkkyys ja lineaarisuus. T&ta varten eristettiin totaali RNA:ta aikaisemmin teh-
dyisté fermentoinneista keratyista Pichia pastoris -hiivan soluista (taulukko 1) kayttéen
Qiagen RNeay Minikitti& (catalogue No0:74106). Solut olivat pakastettuina -70 °C:ssa

solupelletteina.

TAULUKKO 1. RNA:n eristykseen kaytetyt fermentoinneista keratyt solupelletit

Sample | cell wert weight | Sample vol. | cell wet weight in eppie note
(mg/ml) (ml) (mg)
6.5 46 1 46 for lysate
6.6 39 1 39 for lysate
7.5 36 1 36 for lysate
7.6 40 1 40 for lysate
8.5 45 1 45 for lysate
8.6 38 1 38 for lysate
9.5 44 1 44 for lysate
9.6 43 1 43 for lysate
4.23 137 1 137 cell pellets for probes
4.24 147 1 147 cell pellets for probes

RNA:n eristaminen tehtiin liitteen 2 ohjeiden mukaisesti. Solupelletit sulatettiin +37
°C:ssa Vvesihauteessa muutaman minuutin ajan. Ennen varsinaista eristysté solupelletit
tuli hajottaa. Pelletit hajotettiin k&yttden FastPrep-kuulamyllyé. Tatd varten punnittiin ja
autoklavoitiin etukateen mikrosentrifugiputkiin 1,6 g 450-600 um:n suuruisia lasihel-
mié (Sigma). Sulaneisiin solupelletteihin pipetoitiin 600 pl RLT-puskuria (sisélsi lisatyn
-merkaptometanolin) ja solut suspensoitiin huolellisesti vorteksoimalla. Solususpensiot
pipetoitiin lasihelmid sisdltaviin mikrosentrifugiputkiin. Solut hajotettiin kuulamyllylla
45 sekunnin ajan nopeudella 6,5 m/s. Hajotuksen jalkeen naytteet siirrettiin jaihin ja
lasihelmien annettiin laskeutua pohjaan. Solulysaatit siirrettiin uusiin eppendorfputkiin
ja sentrifugoitiin huoneenlamma@ssa kahden minuutin ajan tdydella nopeudella. Superna-
tantit siirrettiin uusiin eppendorfputkiin ja lisattiin vastaava tilavuus 70-prosenttista eta-

nolia lysaattiin ja sekoitettiin pipetoimalla. Liuos pipetoitiin RNeasy Minipylvéaéseen ja
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asetettiin pylvas 2 ml:n kerdysputkeen. Sentrifugoitiin huoneenlammdssa 30 sekunnin
ajan taydella nopeudella. Lapi mennyt liuos kaadettiin jatteisiin ja lisattiin pylvééaseen
700 pl RW1-puskuria ja sentrifugoitiin huoneenlammadssa 30 sekunnin ajan taydella
nopeudella. Pylvas siirrettiin uuteen kerdysputkeen, liséttiin pylvadseen 500 pl RPE-
puskuria ja sentrifugoitiin huoneenlammassa 30 sekunnin ajan taydell& nopeudella. Pyl-
vaaseen lisattiin toiset 500 ul RPE-puskuria ja sentrifugoitiin huoneenlammaossa kolmen
minuutin ajan taydella nopeudella. Pylvas siirrettiin uuteen epperdorfputkeen ja pipetoi-
tiin 50 pl RNaasi-vapaata vettd suoraan silikamembraanin padlle, sentrifugoitiin huo-
neen lammaossé yhden minuutin ajan taydelld nopeudella. Lapimennyt liuos sisalsi eris-
tetyn RNA:n

Eristetystda RNA:sta tehtiin puhtausanalyysit kdyttden NanoDrop-laitetta. Nanodropilla
tehdyt mittaukset osoittivat eristetyn RNA:n olevan jotakuinkin puhdasta. A260/A280-

suhde oli valilla 2,10 - 2,13 (taulukko 2).

TAULUKKO 2. NanoDrop-mittaukset eristetyistdi RNA-naytteista

Sample Date Time ng/ul A260 A280 260/280

ID

6.5 23.8.2011 9:51 362,21 9,055 4,162 2,18
6.6 23.8.2011 9:52 239,52 5,988 2,754 2,17
7.6 23.8.2011 9:53 435,44 10,886 5,013 2,17
8.5 23.8.2011 9:56 254,33 6,358 2,899 2,19
9.5 23.8.2011 9:57 65,36 1,634 0,816 2,00
9.6 23.8.2011 9:59 68,75 1,719 0,846 2,03

Eristetyt RNA:t siirrettiin -70 °C:seen ja lahetettiin seuraavana péivana kuivajaihin pa-
kattuna Helsinkiin TRACIn toimittajalle. RNA-ndytteiden mukana l&hettiin my6s muu-
tama solupelletti. Tarkoituksena oli ettd TRACIn toimittaja rakentaisi naytteiden perus-
teella mittauksissa tarvittavat koettimet ja testikitin jonka avulla suoritettaisiin testaus-

mittaukset.

Tarkoituksena siis oli testata ja ottaa kdyttoon TRAC-menetelmd Bioprosessitekniikan
laboratoriossa. TRACIn toimittajasta johtuvista toimitusvaikeuksista johtuen testi- ja
mittauskitteja ei saatu toimitettua maaraajassa, misté johtuen opinnédytety6té ei pystytty

tekemdan suunnitellusti. Aikaa oli kuitenkin kulunut jo ladhes puolitoista kuukautta ja
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toriaosuus oli lahes vamis, mink& vuoksi ei koettu jarkevéksi vaihtaa opinnédytetyon
aihetta. TyOnaiheen vaihtamisen sijaan paatettiin laajentaa tyé koskemaan geenien eks-
pressiotasojen mittausmenetelmid yleisemmin ja tehda tyosta tutkimuskatsaus Kirjalli-

suuslahteiden pohjalta.

TRACIN toimittajalle lahetetyt RNA-naytteet eivat kuitenkaan menneet hukkaan. Nayt-
teet ovat tallessa ja niiden perusteella on tarkoitus rakentaa TRAC-mittauksissa tarvitta-
vat Kitit ja menetelm& aiotaan edelleen ottaa jossain vaiheessa kayttéon bioprosessitek-
niikan laboratoriossa.

24



4 RNA EKPRESSIOTASOJEN MITTAUKSISSA

Geenien ekspressiotasojen mittausmenetelmét perustuvat padosin mRNA:n mittauksiin
ja havainnointiin. Geenit sijaitsevat kromosomien DNA:ssa. DNA siséltéa kaiken tarvit-
tavan informaation kaikkien RNA-tyyppien muodostamiseksi. DNA-jaksoja, joiden
informaatio kopioidaan transkriptiossa RNA:lle, kutsutaan koodaavaksi DNA:ksi. Klas-
siset RNA:n perustyypit ovat ladhetti-RNA (mMRNA), siirtdja-RNA (tRNA) seka ri-
bosomaalinen-RNA (rRNA). Transkriptiossa DNA:n sisaltdma informaatio (emésjarjes-
tys, nukleotidisekvenssi) valittyy RNA:lle. mRNA toimii informaation vélitt4jana
DNA:n ja proteiinien valilla&. tRNA ja rRNA toimivat my0s translaatiossa, mutta vain
mRNA:n kopioitunut informaatio siirtyy translaatiossa proteiineille. Néiden liséksi on
havaittu kahta muuta RNA-tyyppiéd siRNA ja mikro-RNA (miRNA tai pRNA) Naiden
tehtavat liittyvat ilmeisesti moniin solun geneettisiin prosesseihin, esimerkiksi geenien

ekspression saatelyyn. (Haajanen, Pelkonen Parssinen, Suominen 2010, 29-31.)

Sama geeni voi koodata useampia proteiineja. Tdmé on mahdollista intronien vaihtoeh-
toisilla silmukoinneilla seka proteiinien synteesin erilaisilla muokkausreaktioilla. Gee-
nejd koodaavien DNA alueiden vélissa on ei-koodaavaa DNA:ta. Suurin osa tastd
DNA:sta ei ehké toimi mitenk&én aktiivisesti, mutta kaikkia sen mahdollisia toimintoja
ei vield tunneta. Eukariootella jopa valtaosa koko genomista voi olla téllaista ei-
koodaavaa DNA:ta. Eukariootella ja arkkieligill4 on geeneissé itsessadnkin koodaamat-
tomia DNA-alueita, introneita, jotka poistetaan mRNA:sta silmukoinnilla ennen trans-
laatiota. Bakteereilla ei ole geeneissaan téllaisia koodaamattomia DNA-jaksoja. (Haaja-

nen, Pelkonen Pérssinen, Suominen 2010, 29-31.)

Eukariooteilla tumakalvo erottaa transkriptio- ja translaatiotapahtumat toisistaan seka
ajallisesti, ettd paikallisesti (kuva 9). Transkriptiossa tuman sisélld oleva DNA kopioi-
tuu aluksi hnRNA:ksi (herogenous nuclear RNA). Proteiineja koodaavien geenien tuot-
tama pre-mRNA siirretddn sytoplasmaan translaatiota varten, ja samalla geeneissé ole-
vat intronialueet poistetaan silmukoimalla. pre-mRNA:n 5’-paahén liitetddn muokkauk-
sen aikana myds mRNA:ta stabiloiva ja ribonukleaaseilta suojaava ns. CAP-rakenne.

pre-mRNA:n 3’-paahan liitetdan liséksi poly(A)-hantd myos poly(A)-hdnnén tehtdvana
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on suojata mRNA:ta ribonukleaaseilta. Liséksi silld on tarkeitd tehtdviad transkription
lopetuksessa, MRNA:n kuljetuksessa tumasta sytoplasmaan seka translaatiossa. Néiden
muokkausreaktioiden ja sytoplasmaan kuljetuksen jalkeen transkriptiotuote on valmista
MRNA:ta, joka siséltédd vain geenin koodaavat alueet. Translaatio kdynnistyy vasta sit-
ten, kun mRNA muokattu valmiiksi ja se on kuljetettu sytoplasmaan. Myds rRNA ja
tRNA lapikayvét erilaisia muokkausreaktioita, ennen kuin ne ovat valmiita toimimaan

translaatiossa. (Haajanen, Pelkonen Pérssinen, Suominen 2010, 29-31.)

DNA i _———=\] o ) ' =T 9
\ 4

pre-mRNA 5’ [ m—————di] ===
v
v

mRNA B = ne————— S -

proteiini N

KUVA 9. Eukarioottien transkriptio (Haajanen, Pelkonen Parssinen, Suominen 2010,
31)

Transkriptiossa RNA-polymeraasi syntetisoi RNA:ta kdyttden DNA:ta templaattina.
Kumpi tahansa kaksinauhaisen DNA:n juosteista voi koodata yksittéisen geenin infor-
maatiota. Juostetta, joka toimii templaattina, kutsutaan kyseisen geenin ei-koodaavaksi
juosteeksi. Kumpikin DNA:n juoste voi siis toimia templaattina, mutta yhdessa geenissé
vain toinen niista. Esimerkiksi vierekkaisid geeneja saattavat koodata DNA:n eri nauhat,
talléin niiden transkriptio- eli lukusuunta on toisilleen vastakkainen. L&htdaineina
RNA-polymeraasi kéyttaa ribonukleosiditrifosfaatteja samaan tapaan kuin DNAn repli-

kaatiossakin. (Haajanen, Pelkonen Parssinen, Suominen 2010, 29-31.)

Ennen varsinaisen transkription alkua RNA-polymeraasi sitoutuu geenin ylavirta-
alueella sijaitsevaan promoottoriin. Transkriptio alkaa promoottorialueella tarkalleen

maaratysta aloitus- eli initaatiokohdasta. Muodostuneessa transkriptiokompleksissa
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DNA:n kaksoiskierre on avautunut ja toinen juosteista toimii mallina RNA:n muodos-
tumiselle. RNA-polymeraasi liukuu pitkin DNA:ta ja lukee samalla DNA:n nukleotidi-
jarjestystd. DNA:n informaation mukaisesti RNA-juosteeseen lisdtddn uusia ribonukle-
otideja. Transkriptiokompleksin ohitettua kunkin kohdan DNA:ssa DNA sulkeutuu jal-
leen kaksoiskierteeksi. Kun DNA:ssa tulee vastaan lopetus- eli terminaatioalue, RNA-
polymeraasi ja RNA irtoavat transkriptiokompleksista. Muodostunut RNA siirtyy trans-
laatioon ja RNA-polymeraasi on vapaa aloittamaan seuraavan transkriptiotapahtuman

(kuva 10). (Haajanen, Pelkonen Parssinen, Suominen 2010, 29-31.)

KUVA 10. Transkriptioyksikko ja transkriptiokompleksin rakenne (Haajanen, Pelkonen

Parssinen, Suominen 2010, 33)
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5 RNA:NERISTYS

RNA:ta, erityisesti mRNA:ta eristetddn muun muassa cDNA-Kirjastojen valmistusta
varten. mRNA on erittdin nopeasti hajoavaa; yleensa sen elinikd soluissa on vain muu-
tamia minuutteja, ja sitd on solun kokonais-RNA:sta joitakin prosentteja. Liséksi solun
omat RNaasit pilkkovat eristettdvdd RNA:ta. RNaaseja 16ytyy myos lahes kaikkialta
ymparistostd ja ne ovat erittdin vaikeasti inaktivoitavissa. (Haajanen, Pelkonen Pérssi-
nen, Suominen 2010, 108-109.)

RNA:n eristys aloitetaan eristaméll4 solujen kokonais-RNA. Saadussa preparaatissa on
yleensa jaljella jonkin verran DNA:ta, josta voidaan paasta eroon kasittelemalla néayte
RNaasivapaalla DNaasi I:11a. Lisaksi on saatavilla kaupallisten reagenssivalmistajien
tarjoamia erikoismenetelmia DNA:n poistamiseksi selektiivisesti RNA-raakauutteesta
ilman DNaasikasittelyd. Useimmiten kdytetyt mRNA:n eristysmenetelmat perustuvat
kudosten tai viljeltyjen solujen nopeaan hajotukseen guanidiinitiosyanaatin tai guanidii-
ni-isotiosyanaatin lasna ollessa. Esikésitellyt solut hajoavat néissa liuoksissa lahes vélit-
tomasti ja samalla my6s RNaasit inaktivoituvat. Bakteerisoluille voidaan kayttaa solu-
jen hajotukseen detergentteja (esimerkiksi SDS Triton X-100) ja ultradanikasittelya.
Solujen hajotuksen jalkeen seuraa usein proteiinien poisto fenoli-kloroformiuutolla.
DNA poistetaan tapauksesta riippuen DNaasi |-ké&sittelylld tai RNA:n selektiivisella

LiCl-saostuksella. (Haajanen, Pelkonen Pérssinen, Suominen 2010, 108-109.)

RNA:n eristyksessa ja puhdistuksessa ollaan siirtyméssa hankalien uuttojen sijaan sili-
kakantajaperustaisiin menetelmiin. Kaupallisilta valmistajilta on lisaksi saatavilla muun
muassa omia hajotuspuskureita ja muita erikoisreagensseja. Lisaksi sekd spin-kolonni,
vakuumi-imu, ettd kuoppalevyformaatteja on saatavilla. Namé& yhdessa monikéyttdisten
liuostenkaésittelytybasemien kanssa mahdollistavat RNA:n eristysten ja puhdistusten

automatisoinnin. (Haajanen, Pelkonen Pérssinen, Suominen 2010, 108-109.)
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5.1 RNA:n eristdminen spin-kolonnilla

RNA:n eristamiseen voidaan kayttaa siihen varta vasten suunniteltuja kaupallisia kitteja,
esimerkiksi Qiagenin RNeasy Mini Kittid. RNeasy Mini Kit on suunniteltu RNA:n eris-
tdmiseen pienistd madrista lahtdmateriaalia. Se mahdollistaa yksinkertaisen ja nopean
menetelman valmistaa puhdasta ja korkealaatuista RNA:ta pienestd ndytemaarasta. Kitti
soveltuu totaali-RNA:n eristdmiseen elédinsoluista- ja kudoksista ja hiivoista seka
RNA:n puhdistamiseen RNA-raakauutteista. RNeasy Kittid voidaan myods kayttaa
RNA:n eristamiseen bakteerisoluista, talloin on kuitenkin suositeltavaa kéayttaa sité yh-
dess& RNeasy Protect Mini Kitista saatavan Bacteria Reagentin kanssa, mikd mahdollis-
taa in vivo RNA:n stabilisaation ja varmistaa luotettavan geenien ekspressioanalyysin.
Puhdistettu RNA on valmista sellaisenaan my6hempaa kéyttoa varten. (Qiagen RNeasy
Mini Kit Handbook.)

RNA:n eristaminen RNeasy Mini Kitilla perustuu silica-pohjaisen membraanin selektii-
visiin sitomisominaisuuksiin ja korkeanopeuksiseen microspin teknologiaan. Aluksi
solut hajotetaan ja homogenisoidaan denaturoivassa guanidine-thiocyanate-puskurissa.
Guanidine-thiocyanate-puskuri denaturoi RNaasit ja varmistaa etta eristetty RNA séilyy
vahingoittumattomana. Naytteeseen lisatty etanoli mahdollistaa RNA:n sitoutumisen
silika-membraaniin. Nayte siirretddn RNeasy Mini spinkolonniin, ja sentrifukoidaan,
jolloin RNA sitoutuu kolonnissa olevaan membraaniin ja epdpuhtaudet peseytyvét pois.
Néytettd pestddn vield muutaman kerran. Lopuksi puhdistettu RNA eluoidaan pois ko-
lonnista kayttden RNaasi-vapaata vettd. Kuvassa 11 on esitetty RNeasy Mini Kitin toi-

mintaperiaate. (Qiagen RNeasy Mini Kit Handbook.)
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KUVA 11. RNeasy Mini Kitin toimintaperiaate (Qiagen RNeasy Mini Kit Handbook)

5.2 Tyobskentely RNA:n kanssa

Ribonukleaaseja ja RNaaseja 10ytyy lahes joka paikasta. Ne ovat erittdin kestévia ja
vaikeasti inaktivoitavissa. Tyoskenneltdessé RNA:n kanssa onkin kiinnitettava erityis-
huomiota ribonukleaasi vapaaseen ymparistoon. On erittdin tarkeda pyrkia sailyttdmaan
RNaasi-vapaa ymparistd koko tydskentelyn ajan. (Promega.RNA Analysis Notebook,
2)

Yleisin RNaasi kontaminaatiolahde on paljaat kadet (iho), myos bakteerit ja homeet
jotka voivat olla 1&asné laboratorion ilmassa tai lasitarvikkeissa sisaltdvat RNaaseja.
Kontaminaatioita voidaan pyrkid vélttamaan kayttaméalla hanskoja koko tydskentelyn
ajan ja kiinnittdaméallad huomiota steriilitekniikkaan valmistettaessa reagensseja RNA-
tyoskentelyyn. Steriilejd, kertakayttoisia muovitarvikkeita tulisi kayttda aina kun se on
mahdollista. Yleisesti ottaen nama tarvikkeet ovat RNaasivapaita, eivatka ne ndin ollen
vaadi esikasittelyjd RNaasien inaktivoimiseksi. RNA-tydskentelyyn tulisi kayttad vain
siihen varattuja kemikaaleja ja kemikaalit tulisi sailyttdd erilldédn muista kemikaaleista.
Lasiset ja muut ei-kertakayttoiset tarvikkeet tulee esikasitella ennen kéayttoa. Talla var-
mistetaan se, etteivdt ne sisalla RNA:ta tuhoavia RNaaseja. Lasiastiat kuumennetaan
250 °C:ssa yon yli. Muovitarvikkeet voi huuhdella 0,1 M NaOH/1 mM EDTA:lla ja sen
jalkeen vield DEPC-kasitellylla vedelld. DEPC-kasittelyssa esimerkiksi veteen lisataan

DEPC:t4 (Dietyylipyrokarbonaatti), ja liuoksen annetaan seista yon yli seuraavaan pai-
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vaan. Liuos autoklavoidaan yliméardisen DEPC:n poistamiseksi. (Promega.RNA Ana-

lysis Notebook, 2.)

Punnitsemisessa on kaytettdva hanskoja ja vélineitd, joihin ei ole koskettu paljain késin.
Pelkastaan autoklavointi ei ole riittdvd menetelma inaktivoimaan RNaaseja. Kaikki liu-
okset tulisi kasitella DEPC:lI4 ja autoklavoida seuraavana paivana yliméaraisen DEPC:n
poistamiseksi. On kuitenkin huomioitava, ettd Tris-pohjaisia puskureita ei voi kasitella
DEPC:II4. DEPC reagoi vapaiden aminoryhmien kanssa, minka johdosta Tris menettaa
puskurointitehonsa. Tydskentelyssd on kaytettdvd RNaasi vapaaksi todettua Trisid ja
DEPC-kaésiteltya tai nukleaasivapaata vetta Tris-puskureiden valmistukseen. DEPC:t4 ei
endé saa olla lasnd valmiissa RNA-preparaatissa. Yliméaardisesta DEPC:sta paastaan
eroon huuhtelemalla vélineet runsaalla DEPC-késitellyll& steriilill& vedelld tai autokla-
voimalla DEPC-késitellyt liuokset. DEPC hajoaa autoklavoidessa hiilidioksidiksi ja
etanoliksi. DEPC:n kayton haittapuolena on sen myrkyllisyys. Saatavilla on my0s te-
hokkaita kaupallisia RNaasi-inhibiittoreita jotka ovat tehokkaita ja turvallisia kayttaa
(Promega RNA Analysis Notebook, 2-3.)

5.3 RNA:n pitoisuuden ja puhtauden méaéarittdminen

Nukleiinihappojen pitoisuutta ja puhtautta voidaan maarittdd UV-spektrofotometrilla
mittaamalla naytettd aallonpituuksilla 260 nm ja 280 nm. kdyttden nollaliuoksena vetta
tai puskuria johon eristetyt nukleiinihapot on liuotettu. Analysointiin voidaan kayttaa
NanoDrop-laitetta, joka antaa suoraan naytteiden DNA- tai RNA pitoisuuden, mutta
nukleiinihappojen pitoisuus voidaan myos laskea aallonpituudella 260 nm seuraavasti:
yksijuosteinen DNA: A260 1 = 33 pl/ml

kaksijuosteinen DNA: A260 1 = 50 pl/ml

yksijuosteinen RNA: A260 1 =40 pl/ml

A260/280-suhde ilmoittaa nukleeiinihappondytteen puhtauden, silla proteiineilla on

absorptiomaksimi aallonpituudella 280 nm ja nukleiinihapoilla 260. Puhtaalle DNA:Ile
A260/280 -suhde on noin 1,8 ja puhtaalle RNA:lle noin 2,0. (Kumpulainen 2011.)
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Nanodrop-laitteella voidaan luotettavasti mitata 2-3700 ng/pul nukleenihappo-
pitoisuuksia ilman ettd naytettd tarvitsee laimentaa. Néytetilavuutena kaytetaan 1-2 pl.
Nayte pysyy paikoillaan pintajannityksen ansioista. Naytepisara muodostaa pylvéan ja
siltaa” kaksi optista kuitua toisiinsa (kuva 12). Néytesillan muodostuminen ja se etta
nayte peittdd kunnolla ndytepedestaalit on erittdin tarkedd mittauksen onnistumisen ja
luotettavuuden kannalta. (NanoDrop ND-1000 User’s Manual.)

lower

measurement

pedestal
™~

A

-
upper
measurement

pedestal

KUVA 12. Naytesillan muodostuminen naytepedestaalien valille (NanoDrop ND-1000
User’s Manual)
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6 POHDINTA

Opinnaytety6 poikkesi jonkin verran alan tyypillisistad opinnaytetoista. Kaytdnnon osuu-
dessa aiheutuneista viivastyksistd johtuen paadyttiin tekemaén kirjallisuuskatsaus gee-
nien ekspressiotasojen mittausmenetelmistd. Kirjallisuuskatsauksen avulla sain syven-
nettyé tietojani erilaisista menetelmistd, joiden avulla voidaan seurata geenien ilmenty-
misté soluissa ja monitoroida erilaisia bioprosesseja. Kirjallisuuden avulla syvensin tie-
tojani myos niista periaatteista joihin ndma menetelmat perustuvat. Mielestani onnistuin
poimimaan oleellisen teoriatiedon erilaisista geenien ekspressiotasojen mittausmene-

telmistd ja periaatteista joihin ndmé& menetelmat perustuvat.

Opinnaytetyon kéaytannénosuuden peruuntuminen laski hetkellisesti kirjoittamismoti-
vaatiota. Kirjoittamisprosessi oli kuitenkin opettavainen kokemus. Kéytetyt materiaalit
olivat padosin englanninkielisid, mika ei sinalldén ole ongelma, mutta tieteellisessa teks-
tissa kaytetty terminologia ja tieteellisen tekstin fraasit ovat minulle outoja. Tama teki

tekstin suomentamisesta ja kirjoittamisesta haasteellista.
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MOPS/FORMALDEHYDI OHJE LIITE 1/1

MOPS PUSKURI OHJE

1. Valmista 1 % agaroosi/formaldehydi geeli (0,5 pg/ml etidiumbromidi):
20,0 ml 5X MOPS Puskuri
72,0 ml DEPC Kasitelty vesi
1,0 g Agaroosi

2. Kuumenna kiehuvaksi (mikroaaltouunissa) ja anna jaahtya noin 55 °C:seen. Li-
séé vetokaapissa 17,6 ml 37-prosenttista formaldehydia ja 5 pg 10 mg/ml eti-
diumbromidia. Sekoita varovasti.

3. Vala geeli, aseta ndytekampa paikoilleen ja anna jaahtya

4. Valmista RNA-néytteet lisdamalla yksi osa RNA-naytettd ja kaksi osaa RNA
naytepuskuria kokonaistilavuuteen 10-30 pl, riippuen ndytekaivojen koosta.
Kuumenna néaytteitd 65 °C 5 minuutin ajan ja anna jadhtyad jaissa 2 minuutin
ajan. Lisaa 2 pul RNA latauspuskuria

5. Ennen naytteiden pipetoimista esiaja geelia 10 minuuttia 1X MOPS puskurissa.
Pipetoi RNA-naytteet naytekaivoihin ja aja geeli 4-5 V jannitteelld/cm. Jatka
ajoa, kunnes bromifenoli sininen on migroitunut 2/3-3/4 geelin pituudesta.



MOPS/FORMALDEHYDI OHJE LIITE 1/2

5X MOPS PUSKURI
0,2M  MOPS (pH 7,0)
0,05 M  Natrium asetaatti
0,006 M EDTA (pH 8,0)

Punnitse 41,86 g MOPS:ia ja 4,12 g natriumasetaattia ja liuota ne 800 ml:aan
DEPC-késiteltya vettd. Sekoita, kunnes aineet ovat liuenneet kokonaan. Lis&é 10
ml DEPC-kasiteltyd 0,5 M EDTA:ta. Sdada pH 0,7 10 M NaOH:lla. Tayta lit-

raksi DEPC-késitellylla vedell&. Jaa liuos 200 ml:n eriin ja autoklavoi.

RNA NAYTEPUSKURI
10,0 ml  Deionisoitu formamidi
3,5ml  37% formaldehydi
2,0 ml 5X MOPS

Jaetaan 7,0 pl eriin 1,5 ml:n eppendorf-putkiin. Sailytetddn pakkasessa -20

°C:ssa

RNA LATAUSPUSKURI
50 % glyseroli
1 mM EDTA

0,4 Bromifenoli sini

Valmistetaan DEPC-késiteltyyn veteen. Jaetaan 10 pl eriin 1,5 ml:n eppendorf-
putkiin. Sailytetdan pakkasessa -20 °C:ssa



TYOOHJE SOLUJEN HAJOTUKSEEN JA RNA:N ERISTAMISEEN LITE 2/1

Materials required:

Qiagen RNeasy Minikit, catalogue No: 74106.
Acid washed glass beads 600 pum size

Protocol:

1.

10.

11.

Prior the extraction, 1,6 g of acid-washed glass beads (Sigma) are filled into a
tube and autoclaved.

Centrifuge the yeast sample for 10 minutes at 5000rpm in an Eppendorf Mini-
centrifuge. Decant the supernatant and carefully remove the remaining media by
aspiration.

Loosen the cell pellet thoroughly by flicking the tube and add 600ul of RLT
buffer (contains B- mercaptoethanol) and vortex to resuspend the cell pellet. Add
the sample to the prepared tubes containing the glass beads.

Vortex for 1 minute and agitate in a bead-mill homogenizer (Fast Prep) for 45
seconds at 6.5m/s. After that put the samples on ice and let the beads settle
down.

Transfer the lysate to a new eppendorf tube and centrifuge for 2 minutes at room
temperature and full speed in an eppendorf mini-centrifuge. Transfer the super-
natant to a new clean tube and add one volume of 70% ethanol to the lysate. Mix
them while pipeting.

Apply the solution including any precipitate that may have formed to an Rneasy
mini column placed in a 2ml collection tube. Centrifuge for 0.5 minutes at full
speed and room temperature

Discard the flow-through.

Add 700ul of RW1 buffer to the column and centrifuge 0.5 minutes at full speed
and room temperature.

Discard the flow-through and put the column into a new clean collection tube.
Add 500ul of RPE buffer to the column and centrifuge for 0.5 min at full speed
and room temperature. Discard the flow-through.

Add another 500ul of RPE buffer and centrifuge for 3 minutes to eliminate any

chance of possible buffer RPE carryover.



TYOOHJE SOLUJEN HAJOTUKSEEN JA RNA:N ERISTAMISEEN LIITE 2/2

12. For elution transfer the RNeasy column to a clean new eppendorf tube and pi-
pette 30 to 50ul of Rnase-free water directly onto the silica-gel membrane.
13. Centrifuge for one minute at full speed and room temperature.

14. Store at -70 °C



