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Opinnaytteeni tarkoituksena oli vertailla kolme erilaista RNA:n eristysmenetelméa formalii-
ni-fiksoiduilla parafiiniin valetuilla (FFPE) naytteilla. Naytteet olivat peréisin leiomyosar-
koomasta (silean lihaskudoksen pahanlaatuinen kasvain) ja gastrointestinaalinen strooma-
tuumori taudista (GIST, maha-suolikanavan harvinainen kasvain). Opinnaytteeni liittyi aka-
temiaprofessori Heikki Joensuun johtamaan syodpatutkimusryhman tyéhon ja toteutin tyoni
Biomedicumissa Molekyylionkologian laboratoriossa.

Ty6sséani vertasin nykyisin kaytdssa olevaa RNA:n eristysmenetelmda (High Pure RNA
Paraffin Kit, Roche) kahteen uuteen menetelmaan. Ensimmainen menetelma oli modifikaa-
tio nykyisin kaytossa olevasta menetelméasta parafiinin poiston suhteen. Parafiinin poistoon
kaytin Depafaffinization Solution -liuosta (Qiagen). Toinen menetelma oli tadysin automati-
soitu Tissue Preparation System -laite (Siemens) ja siina kaytettin VERSANT® Tissue
Preparation Reagent Kit -menetelmaa. Eri menetelmilla saatua RNA:n pitoisuutta tutkin
UV-VIS spektrofotometrisesti ja RNA:n laatua reaaliaikaisella kaanteistranskriptio PCR:IIa.

Tuloksista kavi ilmi, ettd nykyisin kdyttssa oleva Rochen reagenssisarja on opinnaytteessa
verratuista menetelmista parhain. Qiagenin parafiininpoistoliuoksen kaytté ei tuonut huo-
mattavaa lisahyotya. Naiden kahden menetelman valilla ei ollut merkitsevaa eroavuutta (p-
arvo 0,604) ja naytteiden valilla oli voimakas riippuvuus (korrelaatiokerroin 0,982). Sie-
mensin automaatin tuottama RNA oli vertailun heikkolaatuisinta. Rochen ja Siemensin
menetelmien eroavuus on melkein merkitseva (p-arvo 0,023) ja niiden valilla oli kohtalai-
nen riippuvuus (korrelaatiokerroin 0,556).

Ottaen huomioon tyoni tulokset tutkimusryhmén kannattaa jatkaa Rochen menetelméan
kayttda. Suosittelen kuitenkin lampimasti tutustumaan muihin tarjolla oleviin automaattisiin
eristysmenetelmiin, silla niistd saatava hydty on ylivoimainen manuaalisiin menetelmiin
nahden. Automaattisilla menetelmilla voidaan ajaa suurempia naytesarjoja kerralla, tyon
nopeus on ylivoimainen ja eristys ei sido tydntekijaa, vaan aikaa vapautuu muuhun tyon
tekemiseen.

Avainsanat FFPE, RNA, eristys, RT-PCR, reaaliaikainen PCR
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In my study, | compared three different methods of isolating RNA using formalin-fixed
paraffin-embedded (FFPE) samples. The samples were from leiomyosarcoma (smooth
muscle connective tissue tumor) and gastrointestinal stromal tumor. My study was
connected to the work of the cancer research group lead by professor Heikki Joensuu.
| performed the study at the molecular oncology laboratory in Biomedicum in Helsinki,
Finland.

| compared the currently used RNA isolation method (High Pure RNA Paraffin Kit, Roche)
with two new methods. One of the new methods was a modification of the current method
in regard to the removal of paraffin, in which | used Deparaffinization Solution (Qiagen).
The other new method was a fully automated Tissue Preparation System device
(Siemens), using VERSANT® Tissue Preparation Reagent Kit. For comparing the results
of these three methods, | used UV-VIS spectrophotometer for the concentration and purity
of RNA, and real-time reverse transcription PCR for the quality of RNA.

The comparison showed that the High Pure RNA Paraffin Kit by Roche, which is currently
in use, gave the best results. Using the Deparaffinization Solution by Qiagen did not yield
significant improvements, although the results were very similar. What | found surprising
was that the automated system by Siemens produced the lowest-quality RNA of the three
methods.

Therefore, | suggest that the cancer research group should continue using the kit by
Roche for isolating RNA.

Keywords FFPE, RNA, isolation, RT-PCR, Real-Time PCR

£
e ——

4
Metropolia



Siséllys

1 Johdanto 1
2 Leiomyosarkooma ja gastrointestinaalinen stroomatuumori (GIST) 2
2.1 Leiomyosarkooma 2

2.2 Gastrointestinaalinen stroomatuumori eli GIST

3 Formaliini-fiksoidut parafiiniin valetut naytteet 4
3.1 Formaliini-fiksoidut parafiiniin valetut naytteet 5

3.2 Parafiinin poisto 6

4 RNA ja eristysmenetelmat 7
4.1 RNA:n kasittelyssa huomioon otettavaa 8

4.2 RNA:n eristys spin-kolonnimenetelmalla 8

4.3 RNA:n eristys magneettipartikkeleilla 10

5 RNA:n analysointi 11
5.1 Spektrofotometrinen maaritys 12

5.2 Polymeraasiketjureaktio 12
5.2.1 Kaanteistranskriptio PCR 14

5.2.2 Reaaliaikainen PCR 14

6 Aikaisemmat tutkimukset 17
7 Tutkimusasetelma ja -kysymykset 18
8 Toteutus 19
8.1 Naytemateriaali 20

8.2 RNA:n eristys 20
8.2.1 Eristys Rochen High Pure RNA Paraffin Kit -menetelmalla 20

8.2.2 Eristys kayttden apuna Qiagenin Deparaffinization Solution -liuosta 21

8.2.3 Eristys Siemensin automaatilla 22

8.3 RNA:n laadun tutkiminen 23
8.3.1 RNA:n pitoisuuden maaritys: NanoDrop 24

8.3.2 Kaanteistranskriptio PCR 24

8.3.3 Reaaliaikainen PCR 25

9 Tulokset 26

s

///‘

Metropolia



9.1 RNA:n spektrofotometriset mittaukset 27

9.1.1 RNA:n pitoisuus 27

9.1.2 RNA:n puhtaus 28

9.2 RNA:n laatu 29
9.2.1 ITGA4-alukkeella saadut tulokset 29

9.2.2 GAPDH-alukkeella saadut tulokset 33

9.3 Tulosten yhteenveto 35

10 Luotettavuus 37
11 Pohdinta 38
Lahteet 41

Liitteet
Liite 1. Kaytetyt reagenssit
Liite 2. Rochen High Pure RNA Paraffin Kit -menetelméan ohje

Liite 3. Qiagenin Deparaffinization Solution -liuoksen kayttéohje

y =
e —

@:mpolia



1 Johdanto

Tein opinndytteeni Molekyylionkologian tutkimusryhmadlle, jota johtaa akatemiaprofes-
sori Heikki Joensuu. Han sai Suomalaisen Laékariseuran Duodecimin vuoden 2012
Matti Ayrapaan palkinnon tydstaan syovan diagnostiikan ja hoidon parissa 25 vuoden
ajalta. Merkittavinta tutkimusta Joensuu on tehnyt GIST-taudin (gastrointestinaalinen
stroomatuumori, maha-suolikanavan harvinainen pahanlaatuinen kasvain) ja rintasy6-
van osalla. Han on tutkinut trastusumabi nimisen ladkeaineen kayttéa laakehoitona
uudella tavalla potilaalle annettuna. Liséksi Joensuu on ollut hoitamassa GIST-potilaita
ensimmaisena imatinibi-ladkkeellda. Helsingissa Syodpatautien klinikan johdossa han on

toiminut jo vuodesta 1994. (Biomedicum Helsinki - sdatit 2012.)

Ty6ni on osa talla hetkella tapahtuvaa syopatutkimusta, jossa selvitetdan leiomyosar-
koomassa (silean lihaskudoksen pahanlaatuinen kasvain) ja GIST-kasvaimissa olevien
tiettyjen geenien ilmentymaa. Geenien ilmentymaa tutkitaan eristamalla kudoksesta
l&hetti-RNA:ta. Immunohistokemian avulla geenien ilmentymaa tutkitaan proteiinitasol-
la, jolloin kudosleikkeesta osoitetaan tutkittavan proteiinin lashaolo leimaamalla se
spesifilla vasta-aineella. Normaalikudokseen tai muihin sydpiin nahden poikkeavia ta-
soja tutkitaan edelleen solulinjatutkimuksilla, jolloin voidaan saada selville voiko kysei-
sen proteiinin toimintaa estamalla vaikuttaa sydpasolujen kasvuun. Lopullinen tavoite
on |6ytaa proteiini, jota voitaisiin kayttaa tasmalaakkeen kohteena. Potilassarjoista esil-
le nousevia poikkeavia proteiini tai RNA:n tasoja voidaan hyddyntad myds potilasen-

nusteissa.

Leiomyosarkooma kuuluu pehmytkudossarkoomiin, joita todetaan suomessa vuosittain
hieman yli sata uutta tapausta (Sydpajarjestdt 2012). Myds GIST kuuluu pehmytkudos-
sarkoomiin ja kaikista ruuansulatuskanavan pahanlaatuisista kasvaimista GIST:in
osuus on vain noin yksi prosentti. Suomessa GIST:ia diagnosoidaan vuosittain (vuoden
2007 arvio) noin 70 tapausta, joista 25 on selvasti pahanlaatuisia. (Joensuu — Roberts
2007a: 345-349).

Tassa tydssa on tarkoitus verrata nykyisin kaytossa olevaa RNA:n eristysmenetelmaa
formaliini-fiksoiduista parafiiniin valetusta (FFPE) kudosnaytteesta kahteen uuteen me-
netelmééan. Tavoitteena on selvittdd menetelma, jolla saadaan laadukkainta ja puhtain-

ta RNA:ta. Ensimmaéinen verrattava menetelma on modifikaatio parafiinin poiston osal-



ta nykyisin kaytdssa olevavasta menetelmasta, jolloin paastaisiin eroon terveydelle
haitallisen ksyleenin k&sittelysté. Toinen verrattava menetelméa on taysin automatisoitu
sisaltden parafiinin poiston ja RNA:n eristyksen, jolloin voitetaan ajankaytossa seka

vahennetaan inhimillisten virheiden mahdollisuutta.

Eristetyn RNA:n pitoisuutta ja puhtautta selvitdn spektrofotometrisesti ja laatua reaali-
aikaisella k&anteistranskriptio polymeraasiketjureaktiomenetelmalla. Tyon tuloksia hyo-
dynnetdan tulevaisuudessa valittaessa RNA:n eristysmenetelmda tutkimusryhman
kayttoon. Toteutin opinndytteeni Biomedicumissa Molekyylionkologianlaboratoriossa

tutkimusryhman tiloissa.

2 Leiomyosarkooma ja gastrointestinaalinen stroomatuumori (GIST)

Tein tyoni tutkimusryhmaan, jossa kasitellaén leiomyosarkoomaa ja gastrointestinaalis-
ta stroomatuumoritautia. Tassa kappaleessa kayn lapi kyseisia tauteja; ominaisuuksia,

yhtendisyyksia, eroja ja hoitoa.

2.1 Leiomyosarkooma

Leiomyosarkooma kuuluu GIST:in ohella elimistén pahanlaatuisiin pehmytkudoksesta
l&hteviin kasvaimiin eli tukikudossyopiin. Pehmytkudossarkoomista tavallisimpia ovat
fibrosarkooma (laht6paikka sidekudos), liposarkooma (rasvakudos) ja leiomyosarkoo-
ma (siled lihaskudos). Suomessa noin 350:std vuosittain todettavasta sarkoomasta
pehmytkudossarkoomia on hieman yli sata. Kaikista sydpataudeista pehmytkudossar-

koomien osuus on vain 1 %, joten ne ovat hyvin harvinaisia. (Syopajarjestét 2012.)

Leiomyosarkooma voi esiintyda missa pain elimistda tahansa, yleisimpina paikkoina
ovat raajat, kohtu, vatsa ja sisdelimet (Syopéajarjestét 2012). Leiomyosarkooma saa
alkunsa pitkélle erilaistuneista sileista lihassoluista. Soluissa on sikarin muotoinen tuma
ja pitkalle erilaistunut sytoplasma, lisdksi kasvain on ulkonaéltaan polyyppimainen. Lei-
omyosarkoomat ilmentavat lihaskasvaimille tyypillisia merkkiaineita, kuten desmiinia
(lihassolun proteiini) ja siledlihasaktiinia. (Miettinen — Lasota 2001: 1-12.) Kasvain voi
kasvaa suureksikin ennen sen havaitsemista ja tavallisin oire on paallepain tuntuva
kyhmy. Yleisoireilu, kuten kuumeilu tai painonpudotus on hyvin harvinaista (Duodecim
2011; Syopajarjestot 2012).



Pehmytkudossarkoomien hoidon vaativuuden vuoksi hoito on keskitetty yliopistollisiin
keskussairaaloihin. HUS:ssa kokoontuu kerran viikossa eri alojen edustajista (onkolo-
git, kirurgian alat, patologi, radiologi) muodostuva pehmytkudossarkoomaryhméa suun-
nittelemaan uusien sarkoomapotilaiden hoitoa. Hoidot aloitetaan magneetti- seka kai-
kukuvauksella, joiden ohjaamana otetaan ohut- seka paksuneulanayte. Prim&arihoito
sarkoomissa on leikkaus, joko yksindan tai yhdistettyna sade- ja/tai solunsalpaajahoi-
toon. Sadehoitoon paadytaan, jos kasvain on leikkauskelvoton, leikkausmarginaali on
jaényt liilan pieneksi tai leikkausalue on kontaminoitunut. Sytostaattihoidot tulevat ky-
seeseen, kun kasvain on metastasoitunut tai kun leikkaus ja s&dehoito eivat ole johta-
neet toivottuun tulokseen. Kasvaimen uusiutumistaipumus on yleensa pieni, eika poti-

las yleensa tarvitse lisaa hoitoja. (Blomqvist — Tukiainen 2007: 526—-531.)

2.2 Gastrointestinaalinen stroomatuumori eli GIST

Gastrointestinaalinen stroomatuumori (GIST) kuuluu pehmytkudossarkoomiin. Aikai-
semmin se on luokiteltu leiomyosarkoomiin, mutta sittemmin on kaynyt ilmi, etta se
muodostaa aivan oman ryhmanséa. GIST eroaa leiomyosarkoomasta taudin synnyn ja
kayttaytymisen seka hoidonkin suhteen. GIST-kasvaimet voidaan erottaa leiomyosar-
koomasta immunohistokemialla parafiinileikkeen varjaytyessa KIT-proteiinin (CD117-
antigeeni) suhteen positiivisesti, mikd on keskeinen diagnostinen kriteeri. KIT-
negatiiviset GIST:it ovat erittdin harvinaisia ja talla hetkella tutkimuksen kohde. Muun-
tunut KIT-tyrosiinikinaasi saa aikaan solun uudiskasvua ja siten kasvaimen synnyn.
KIT-geenin mutaatio on ldydettavissa noin 85 %:ssa GIST-kasvaimia. Ensimmainen
tehokas tdsméahoitoladke imatinibi estaa spesifisti KIT-reseptorin toiminnan ja se teho-
aa hyvin myo6s pieniin vaikeasti havaittaviin kasvaimiin ja etaispesakkeisiin. (Joensuu
2002: 2305-2312.)

Harvinainen GIST voi esiintyd missa tahansa ruuansulatuskanavan osassa. Se saa
alkunsa niin sanotuista Cajalin soluista, jotka saatelevat suolen hidasta supistelua ja
sen yleisimpind paikkoina ovat mahalaukku, ohutsuoli ja paksu- seka perasuoli. (Joen-
suu — Roberts 2007a: 345-346.) Ohutsuolen pahanlaatuisista kasvaimista taudin
osuus on noin 20 % kaikista eri sydpamuodoista (Joensuu — Roberts 2007a: 431). Kai-
kista ruuansulatuskanavan pahanlaatuisista kasvaimista GIST:in osuus on vain noin
prosentti. Verenkierron valityksella syntyvien metastaasien kohteena on tavallisesti
maksa. GIST kasvaa usein suolen ulkopinnalta elinten véliin vatsaontelon sisaan, jol-

loin sen havaitseminen tarpeeksi ajoissa voi olla hankalaa. Taman seurauksena kas-



vaimet ovat usein kookkaita; keskimaarin 8 cm, mutta koko voi kasvaa jopa 40 cm:iin.
Tautia sairastavien potilaiden keski-ika on yleensa 60—70 vuotta ja sitd ilmenee yht&
paljon miehilla sek& naisilla. (Joensuu — Roberts 2007a: 345-349.)

GIST:lle altistavia tekijoita (esimerkiksi alkoholi tai tupakka) ei tunneta, mutta maailmal-
la tunnetaan muutamia sukuja, joilta on I6ydetty GIST:lle altistava ituradan geenimutaa-
tio. Pohjoismaista tatd mutaatiota ei ole 16ydetty. GIST voi l6ytya sivuldydtksena endo-
skopiassa (tahystystutkimus), laparotomiassa (vatsan leikkaus) tai kuvaustutkimuksis-
sa. (Joensuu — Roberts 2007b: 331.) Muita mahdollisuuksia 16ytdd GIST on esimerkiksi
ruokatorvesta keuhkojen réntgenkuvassa ja miehilld pienet perasuolen GIST:it rutiinis-
sa hoitoon liittyvassa tunnustelussa eturauhasta tutkittaessa (Miettinen — Lasota 2001
1-12). Suuret kasvaimet voivat |0ytya sattumalta oireiden perusteella, silla GIST:it vuo-
tavat helposti verta. Vatsakivut, verenvuoto ja siihen liittyva kehittyvd anemia, johtavat
tarkempiin diagnostisiin tutkimuksiin ja siten taudin I6ytdmiseen. Mahalaukun GIST:in
oireita ovat epamaaraiset ylavatsan kivut ja tayttymisen tunne. Suolistossa olevan tau-
din oireina voi tulla ahtaumia tai jopa suolen puhkeaminen. Suuren kasvaimen voi I0y-

taa myds jo pelkastaan tunnustelemalla vatsaa. (Joensuu — Roberts 2007b: 331.)

Perushoitona GIST:lle on leikkaus. Leikkauksessa pyritaan poistamaan kasvain ja sita
ymparoiva pseudokapseli. Imusolmukealueiden poistoa ei tavallisesti suoriteta, silla
GIST harvoin metastoi imusolmukkeisiin. Joissain tapauksissa on suositeltavaa, etta
ennen leikkausta kasvaimen kokoa pyrittdisiin pienentama imatinibiladkehoidolla. Ima-
tinibihoitoa on alettu kayttdmaan myds korvaamaan metastaasien leikkausoperaatioita.
Solunsalpaajahoidot seka sadehoito eivét ole olleet kovin tehokkaita GIST:n hoidossa.
Séadehoito on lisdksi vahingollista annettaessa sitéa suoliston alueelle. (Joensuu 2002:
2305-2312.)

3 Formaliini-fiksoidut parafiiniin valetut naytteet

Tassa tyossa kayttamani naytteet olivat parafiinivalmisteita. Lyhenne FFPE tulee eng-
lannin kielen sanoista Formalin-Fixed Paraffin-Embedded eli formaliini-fiksoitu parafii-
niin valettu. Kappaleessa kayn lapi tarkemmin ndytemuotoa; sen hyoétyja ja haittoja

seka parafiinin poistoa. FFPE-nayte kuviossa 1.



Kuvio 1. FFPE-nayte. (Siemens Healthcare Diagnostics 2011).

3.1 Formaliini-fiksoidut parafiiniin valetut naytteet

Stantan mukaan Euroopassa otetaan vuosittain 25—-30 miljoonaa kudosnaytetta biop-
siana tai leikkauksessa. Kudoshaytteet fiksoidaan formaliinilla (yleisimmin puskuroitu
10 % formaliini; sis. 3,7 % formaldehydia ja enintdan 2 % metanolia) mahdollisimman
pian, jotta estetadn naytteen autolyysi ja mataneminen. Taman jalkeen naytteet vale-
taan parafiiniin, jolloin naytteen histologinen tutkimus on mahdollista. Kudoshaytteita
I6ytyy valtavia maaria niin normaalista kuin sairaastakin kudoksesta, joten ne ovat siten

erinomainen tutkimuskohde. (Stanta 2011: 3.)

FFPE-naytteet ovat osoittautuneet korvaamattoman arvokkaaksi materiaaliksi myds
biomarkkereiden DNA:han, RNA:han ja mikro-RNA:han perustuvassa tutkimuksessa.
Viimeaikoina sy6patutkimuksessa on keskitytty enenevissa maarin biomarkkereiden
tunnistamiseen ja maaritykseen. Tahan mennessa niita on kuitenkin vasta I6ydetty va-
hainen maara histopatologisten naytteiden avulla. FFPE-naytteiden arvo on myés siing,
ettd vuosikymmenia vanhoista naytteistd voidaan edelleen eristdd nukleiinihappoja ja
niihin liittyvat potilaiden seurantatiedot ovat helposti saatavilla. (Hennig ym. 2010:
1845.)

Vaikka FFPE-naytteen histologinen rakenne sailyy hyvana, naytteen RNA:n eristami-
nen on haasteellista, silla eristetty RNA on yleensa hyvin fragmentoitunutta. Puskuroi-
mattoman (pH <1) fiksatiivin kaytto lisaéa RNA:n pilkkoutumista. (Gilbert ym. 2007: 1.)
Taman vuoksi fiksoiminen pitéisi tehda neutraaliksi puskuroidulla formaliinilla + 4
°C:ssa. Ajan kuluessa RNA:n fragmentoituminen jatkuu edelleen parafiinivalmisteen
hapettumisen vuoksi. Formaliini-kasittely aiheuttaa lisaksi ristisidoksia proteiinien ja

nukleiinihappojen seka nukleiinihappojen ja nukleiinihappojen vélille. RNA:n emaksiin



liittyy myos metyyliryhmid (-CH,OH), vaikeuttaen RNA:n eristysta ja kaanteistranskrip-
taasin toimintaa kaannettdessd RNA:ta cDNA:ksi. Esimerkiksi lahes 40 %:iin adeniini-
emaksista liittyy kyseinen ryhma. (Farragher — Tanney — Kennedy — Harkin 2008: 435—
445.)

FFPE-naytteen valmistuksessa formaliini fiksauksen jalkeen naytteen siséltama vesi
korvataan etanolilla. Seuraavissa vaiheissa etanoli korvautuu ksyleenilla ja lopuksi ksy-
leenin tilalle tulee parafiini. Lopuksi koko nayte valetaan parafiiniin. Mahdollinen nayt-
teeseen jaadva vesi johtaa kudoksen proteiinien hajoamiseen. Optimaalisen tuloksen
saamiseen tulisi kayttdd matalassa lampdtilassa sulavaa parafiinia, silla naytteen kasit-
tely korkeassa lampétilassa voisi johtaa nukleiinihappojen ja proteiinien hajoamiseen.
(Qiagen 2010: 8.)

3.2 Parafiinin poisto

Yleisin menetelma parafiinin poistoon on ksyleenin (tai vastaavan liuottimen) kaytto ja
sen jalkeiset pesut etanolilla. Muita vaihtoehtoja parafiinin poistoon on mikroaaltojen
kayttd (vahan sulatus ja sen jalkeen jahmetys jailld) tai suoraan kudoksen digestointi.
Parafiinin poiston on uskottu olevan tarked vaihe RNA/DNA:n eristamiseen FFPE-
naytteistd, mutta on olemassa myds tutkimuksia, ettei parafiinin poisto olisi valttdma-
tonta. (Gilbert ym. 2007: 1-2.)

Lehmannin ja Kreipen (2001) Methods-lehdessa julkaisemassa menetelmassa parafii-
nin poisto RNA:n eristyksessd FFPE-naytteestd on jatetty kokonaan pois. Talla toi-
menpiteelld on saastetty aikaa, vahennetty RNA:n fragmentoitumisen ja ristikontami-
naation riskia seka vahennetty vaarallisten aineiden kasittelya. Parafiinin poistovaiheen
jattaminen pois ei ollut vaikuttanut huomattavasti RNA:n saantiin. (Lehmann — Kreipe
2001: 413.)

Myds Bonin ja Stanta viittaavat siihen, ettd on mahdollista jattaa parafiinin poistovaihde
kokonaan pois. He neuvovat lisaéamaan lyysauspuskurin suoraan leikkeiden paalle.
Tassa tapauksessa tulisi protokollaan lisata 5 minuutin parafiinin sulatus + 65 °C:ssa,

jolloin sula parafiini keraantyisi lysaatin pinnalle. (Bonin — Stanta 2011: 59.)

Tassa opinnaytteessa on kaytdssa kaksi erilaista menetelmada parafiinin poistoon. En-

simmaisessa, nykyisin kaytdssa olevassa menetelmasséa (High Pure RNA Paraffin Kit,



Roche) parafiinin poistetaan liuottamalla se ksyleeniin, minka jalkeen ksyleeni pestaan
pois etanolilla. Verrattavassa menetelméasséa (Deparaffinization Solution, Qiagen) para-
fiini sulatetaan naytteestd + 56 °C:ssa. Kaytettava liuos ja parafiini sekoittuvat keske-
naan ja muodostavat sentrifugoinnin jalkeen koeputken pinnalle erottuvan faasin. (Qia-
gen 2010: 11.) limeisesti Qiagenin liuos on rasvaliukoinen, jolloin parafiini liukenee
siihen. Sulaneen parafiinikerroksen alle ja vesifaasi, joka siséltda naytteen ja nukle-
iinihapot. Mitdan tarkempaa tietoa liuoksen siséllosta ei ole saatavilla. Siemensin lait-
teella eristettédessa parafiini sulatetaan korkeassa lampotilassa (+ 80 °C), jonka jalkeen
nayte jddhdytetaan, jolloin parafiini muodostaa naytteen pinnalle kovettuvan kerroksen.
Tastakaan menetelmasta ei ole tiedossa taysin tarkkaa tietoa.

4 RNA ja eristysmenetelmat

Lahdettaesséa tutkimaan geenien ilmentymé&a, on usein parempi tutkia lahetti-RNA:ta
(mRNA) kuin DNA:ta itsedan. Tama johtuu siitd, ettd mRNA-molekyylien avulla saa-
daan selville kudoksesta ne geenit, joiden ilmentymé on aktiivista juuri kyseisella het-
kella. Kyseiset geenit voivat olla hyvinkin pieni osuus geenien kokonaismaarasta, mita

solussa on. (Brown 2000: 13.)

RNA:n eristykseen FFPE-naytteista vaikuttaa hyvin moni asia; kudoksen fiksausta
edeltaneet tekijat (esimerkiksi kudoksen tyyppi ja paksuus, autolyysin maara), fiksauk-
seen liittyvat tekijat (esimerkiksi pH, lampétila, fiksaukseen kaytetty aika, fiksatiivin laa-
tu, kudoksen paksuus) ja fiksauksen jalkeiset tekijat, kuten parafiinivalmisteen ika ja
sdilytysolosuhteet. Eristyksen tekee haasteelliseksi se, ettei leikkeen fiksauksesta ole
olemassa mitdaan yleista standardia, vaan menetelmissa on paljon vaihtelua. (Gilbert
ym. 2007: 1).

Erilaisia RNA:n eristysmenetelmia on olemassa useita kymmenia, taysin automatisoi-
duista manuaalisiin. Lisaksi on olemassa valmiita kaupallisia reagenssisarjoja jotka
ovat suunniteltu erityisesti FFPE-naytteiden kayttoon. On kuitenkin osoitettu, etta vaik-
ka kayttaisi samaa kaupallista menetelmad, voi tulos olla hyvinkin poikkeava RNA:n
saannon suhteen. Tekemalla pienia saatdja esimerkiksi proteinaasi K:n vaikutusaikaan,
voidaan saada parannusta tulokseen. (Bonin — Stanta 2011: 57.) Tassa kappaleessa
esittelen tydssa kayttamani kaksi erilaista RNA:n eristysmenetelmaa. Lisaksi kayn lapi,

mit& kaikkea on otettava huomioon RNA:n kanssa tydskennellessa.



4.1 RNA:n kasittelyssd huomioon otettavaa

RNA:n kasittelyssé pitda ottaa huomioon monia erilaisia varotoimia, koska RNA-
molekyyli on hyvin epastabiili. Suuren kontaminaatioriskin aiheuttavat RNaasit eli ribo-
nukleaasit, solun omat RNA:ta hajottavat entsyymit. RNAaseja esiintyy myds kaikkialla
ymparistdssa, esimerkiksi iholla ja ne ovat hyvin stabiileja entsyymeja, joten ne ovat
vaikea inaktivoida. RNaasi ei tuhoudu autoklavoinnilla. (Wilkinson 2000: 57-59.)

Kontaminaation valttAmiseksi RNA:n kanssa tydskennellessd, varsinkin PCR-
vaiheessa (kappale 5.2 Polymeraasiketjureaktio, s. 12), on hyva kiinnittdd seuraaviin
huomiota. Tydskentelytila tulee puhdistaa esimerkiksi 100 % etanolilla, puhdistamiseen
voi kayttdd myos UV-valoa. Tassa tydossa minulla oli kaytossa kaupallinen RNase
AWAY™ Reagent, jota kaytin pintojen ja pipettien puhdistukseen. Tydskennellessa on
kaytettava koko ajan kertakayttoisia hansikkaita ja ne vaihdetaan aina likaantumisen
jalkeen. Avonaisia naytteitd kohti puhumista tulee valttaa. Naytteitd kasitellessa kayte-
tdan steriileja kertakayttoisia materiaaleja; kuten pipetinkérjet ja nayteputket. RNA-
tydskentelya varten olisi hyva olla omat pipetit ym. tarvittavat vélineet, joita ei kayteta
mihinkdan muuhun tyéskentelyyn. Kaikki kaytettavat reagenssit tulisi valmistaa DEPC-
kasiteltyyn (dietyylipyrokarbonaatti, inaktivoi tehokkaasti RNaasit) veteen. Kaytt6-
laimennoksia tehdessa laimennetaan kantaliuosta vain se maara kerrallaan, mita tul-
laan tarvitsemaan. RNA-naytteet pidetaan jailla niita kasitellessa ja muulloin RNA saily-
tettdén pakkasessa. (Wilkinson 2000: 57-59.)

4.2  RNA:n eristys spin-kolonnimenetelmalla

Ennen kuin RNA:ta voidaan kasitellda, se pitaa eristda ja puhdistaa hairitsevista epa-
puhtauksista. Yksi menetelmista on kayttda spin-kolonnia. Eristysmenetelmassa solut
ensin hajotetaan yon yli kestavalla proteinaasi K -kasittelylla (+ 55 °C) natriumlauryyli-
sulfaatin (SDS) ja etyleenidiamiinitetraetikkahapon (EDTA) lasné ollessa. EDTA kelatoi
eli sitoo Mg?*-ioneja heikentaen solukalvoja ja SDS toimii detergenttina liuottaen solu-
kalvoja, jolloin solut hajoavat. (Suominen — Parssinen — Haajanen — Pelkonen 2010:
105-109; Roche 2011: 19.) Proteinaasi K poistaa myds formaliini kasittelysta seuran-
neita RNA:n emaéksiin kiinnittyneita metyyli-ryhmid seka RNA:n ja proteiinien valille
syntyneita ristisidoksia. (Farragher ym. 2008: 435-445; Qiagen 2010: 12.)



Spin-kolonni menetelmassa on kaytdossa putken pohjalla oleva silikakalvo, johon nukle-
iinihapot sitoutuvat korkeassa ionivahvuudessa guanidinium-tiosyanaatin lasna ollessa.
Nayteolosuhteet on suunniteltu siten, ettd varsinkin RNA sitoutuu vahvasti. Taméan jal-
keen lysaatin epapuhtaudet pestdan pois sentrifugoimalla pesuliuosta kolme kertaa
silikakalvon l&pi. Lopuksi silikakalvossa kiinni olevat puhdistetut nukleiininapot eluoi-
daan matalan ionivahvuuden omaavalla puskuriliuoksella puhtaaseen eppendorf-
putkeen. (Suominen ym. 2010: 105-109; Roche 2011: 19.)

Puhdistetut nukleiininapot kasitelladn seuraavaksi DNaasi l:ll&, jolloin naytteessa oleva
DNA hajoaa. Naytteen DNaasi | kasittely lisaa reaaliaikaisen PCR:n herkkyytta, silla
teoriassa yksikin DNA:n fragmentti voi monistua reaktiossa ja siten tuottaa virheellisen
tuloksen. Myds RNA:sta tuotetun cDNA:ta laatu paranee kasittelyn seurauksena.
DNaasi I:n lisdksi naytteeseen lisataan viela kerran proteinaasi K:ta, joka lisdd RNA:n
puhtautta. Kasittelyjen jalkeen RNA sidotaan uudelleen silikakalvoon ja epédpuhtaudet
pestdan pois toistamalla pesu kolmesti. Lopuksi puhdistettu RNA eluoidaan kalvolta
matalan ionivahvuuden omaavalla eluaatilla puhtaaseen eppendorf-putkeen. (Dotti —
Bonin 2011a: 87; Roche 2011: 19; Suominen ym. 2010: 105-109.) Kuviossa 2 on esi-

tetty spin-kolonni eristyksen vaiheet paapiirteittain.

Kuvio 2. RNA-eristyksen vaiheet spin-kolonnimenetelmalla.
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4.3 RNA:n eristys magneettipartikkeleilla

RNA:ta voidaan eristdd my6s paramagneettisilla partikkeleilla. Siemensin kehittdmassa
menetelméssa magneettipartikkelien koko on halkaisijaltaan alle yhden mikrometrin ja
niiden rautapitoisuus on yli 99 %. Partikkelien pinta on paallystetty nanopaksuisella
silikakerroksella, joten nukleiinihappojen sitoutuminen niihin tapahtuu samoin kuin spin-
kolonnimenetelméassa. Kuviossa 3 Siemensin valmistaman VERSANT® Tissue Prepa-
ration Reagent Kit -menetelmé&n magneettipartikkeleita. Partikkelien kyky sitoa materi-
aalia (nukleiinihappoja tai kudosjatettd) riippuu kaytettavasta sidospuskurista. (Siemens
Healthcare Diagnostics 2011).

Kuvio 3. Kuva VERSANT® Tissue Preparation Reagent Kit -menetelman magneettipartikke-
leista. (Siemens Healthcare Diagnostics 2011).

Aluksi parafiinileike lyysataan ravistuksessa + 80 °C:ssa puoli tuntia, seuraavaksi lam-
potila lasketaan + 65 °C:seen puoleksi tunniksi ja nayte kasitelladn proteinaasi K:lla.
Taman jalkeen kudosjate sidotaan magneettipartikkeleihin ja nayte viedddn kylman
magneetin laheisyyteen; kudosjate sitoutuu magneettiin ja sula parafiini jahmettyy hyd-
rofobisen reaktion seurauksena nayteputken reunoille. Parafiiniton lysaatti siirretaan
uuteen putkeen, lisatdaan kaotrooppinen puskuri ja uudet magneettipartikkelit. Kao-
trooppinen puskuri mahdollistaa positiivisen ionin muodostaman sillan syntymisen ne-
gatiivisesti varautuneen silikan ja negatiivisen varauksen omaavan nukleiinihapon valil-
le. Taman jalkeen sitoutuneet nukleiinihapot pestddn epapuhtauksista kolme kertaa.
Lopuksi nayte eluoidaan irti partikkeleista ja kasitelladn DNaasi :ll&, jolloin tuloksena
on puhdistettu RNA. Menetelman vaiheet on kuvattu kuviossa 4. (Siemens Healthcare
Diagnostics 2011; Suominen ym. 2010: 105-109).
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Kuvio 4. RNA:n eristys silikapaallysteisilla magneettipartikkeleilla (Mukaillen Siemens
Healthcare Diagnostics Inc. 2011).

Tassa tytssd magneettipartikkeleihin perustuvaa RNA:n eristystd kayttda Siemensin
Tissue Preparation System -laite. Koska laite tekee kaiken automaattisesti alusta saak-
ka, se suorittaa samalla myds parafiinin poiston. Kehittamalla RNA:n eristyslaitteen
FFPE-naytteille, Siemens on vastannut kahteen suureen haasteeseen, jotka kohdataan
kun kehitetddn menetelman automatisointia. Ensimmainen on vaikeasti automatisoita-
va ja tyolas parafiinin poisto. Toinen naytteen lyysaus. Digestoitumaton osa voi helposti
tukkia laitteessa pipetin karjen, jolloin naytteen kasittely keskeytyy. Digestointi-
olosuhteet ovat naytteesta riippuvaisia; miten naytteen formaliini-fiksointi on suoritettu,
kuinka suuri maara naytetta on ja millaista nayte on morfologialtaan. Aiemmin digestoi-
tumattoman naytteen valttamiseksi on kaytetty joko pitempia inkubointiaikoja tai ko-
vempia digestointi olosuhteita (korkeammat lampétilat tai toistuva proteinaasi K:n lisa-
ys). Vaihtoehtoisesti digestoitumaton osa on voitu sentrifugoida pois naytteesta. Sentri-
fugointi on kuitenkin hyvin vaikea toteuttaa automaattisesti. Taman seurauksena Sie-
mens on ottanut automaattiinsa kayttéon silikapaallysteiset magneettipartikkelit. (Boh-
mann ym. 2009: 1719-1727.)

5 RNA:n analysointi

Kaytan tassa tydssa RNA:n maaran, puhtauden ja laadun selvittamiseen kahta erilaista

menetelm&d. Ensimmaiseksi maaritan RNA:n pitoisuuden ja puhtauden spektrofoto-
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metrilla. Seuraavaksi teen PCR-tekniikkaan perustuvia ajoja. Eristetystd RNA:sta teh-
daan komplementaarista DNA:ta (cDNA) k&&nteistranskriptaasi PCR:lla. Tuotettua
cDNA:ta kaytan templaattina reaaliaikaisessa PCR:ss&. Taman PCR-ajon tuloksena
saan tietoa, jonka avulla voin arvioida puhdistetun RNA:n laatua ja vertailla k&yttamiani

eristysmenetelmia.

5.1 Spektrofotometrinen maaritys

Nukleiinihappojen pitoisuuden méaaritykseen on olemassa monia erilaisia menetelmia.
Yksi yleisimmistd menetelmista on spektrofotometrinen maaritys. Konsentraation maa-
rittdminen perustuu ndytteen absorbanssiin. Absorbanssi mitataan eri aallonpituuksilla,
jolloin saadaan selville naytteen RNA:n konsentraatio ja tietoa naytteen epapuhtauksis-
ta. (Dotti — Bonin 2011b: 75-76.)

Puhtaalle RNA:lle aallonpituuksien Azgonm/Azsonm SUhde on 2,0. Proteiinit absorboivat
aallonpituudella 280 nm, joten proteiinikontaminantit laskevat edelld mainittua suhdetta
(< 1,8). Jos eristykseen on jadnyt orgaanisia yhdisteitéa (esim. etanoli), se nakyy aal-
lonpituuksien Azeonm/Az2zonm Suhteessa. Puhdas RNA antaa suhdeluvuksi >1,8. (Dotti —
Bonin 2011b: 75-76; Suominen ym. 2010: 110-111.)

Perinteisen spektrofotometrin kaytté vaatii naytteen laimentamisen ennen maaritysta ja
suurempaa naytemaaraa. Kaytin tassa tydssa konsentraation madrittAmiseen
NanoDrop-pienoisspektrofotometria. Laitteen kaytdn hyotyja on, ettd se tarvitsee pitoi-
suuden maarittamiseen hyvin pienen naytemaaran (1 pl) ja yhdelld mittauksella saa

selvitettyd pitoisuuden ja tietoa naytteen puhtaudesta. (Dotti — Bonin 2011b: 75-76.)

5.2 Polymeraasiketjureaktio

Polymeraasiketjureaktio (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR) on erittdin herkka ja
tehokas menetelma monistaa emasjarjestykseltddn kahden tunnetun DNA-jakson valis-
ta aluetta DNA-polymeraasin avulla. Monistukseen tarvitaan vain muutamia DNA-
molekyyleja ja niista voidaan monistaa muutamassa tunnissa jopa miljoonia kopioita.
PCR:n teossa kaytetaan PCR-laitetta, jonka avulla voidaan sdadella tarkasti tapahtu-

van reaktion lampétilaa ja kestoa. (Suominen ym. 2010: 153.)
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PCR:n teko lahtee monistettavasta kaksijuosteisesta DNA:sta. Halutun monistettavan
alueen alku- ja loppupuolelta on tunnettava maaratyn mittainen alue sekvenssia, jotta
voidaan suunnitella alukkeet, jotka kiinnittyvat naille alueille. Alukkeita on kaksi kappa-
letta, yksi kummallekin juosteelle. Alukkeet ovat yleensa noin 15—40 nukleotidin mittai-
sia yksijuosteisia DNA-fragmentteja. PCR tarvitsee toimiakseen lisaksi myods nukleoti-
deja (ANTP) uuden juosteen rakennusaineeksi, puskuriliuoksen ja tietyn magnesiumpi-
toisuuden luomaan optimaalisen olosuhteen reaktiolle. (Suominen ym. 2010: 154, 162.)

PCR-ajo koostuu kolmesta toistettavasta reaktiosta, mitd kutsutaan yhteisnimella sykli
(kuvio 5). Sykli alkaa denaturoinnilla. Denaturoinnissa nostetaan PCR:n lampdétila niin
korkealle (+ 95 °C), ettd DNA-juosteen vastinosat irtoavat toisistaan. Syklin toisessa
vaiheessa lasketaan lampdtilaa siten, ettéd alukkeet l16ytavat DNA-juosteesta vastinkoh-
tansa ja kiinnittyvat niihin. LAmpdétila lasketaan kuitenkin alas vain niin lyhyeksi aikaa,
ettei itse DNA ehdi pariutua takaisin (renaturoitua). Syklin toista vaihetta kutsutaan ni-
mell& annealing-reaktio. Kolmas vaihe alkaa |ampdtilan nostolla, jolloin DNA-
polymeraasi aloittaa DNA-juosteille vastinkappaleiden syntetisoinnin templaatin mallin
mukaan. Syntyva juoste tehddan reaktioseoksessa olevista vapaista nukleotideista
5 — 3’ suunnassa alkaen alukkeen 3’-paasta. Tyypillinen kolmannen vaiheen, eli eks-
tension, lampdtila on noin + 72 °C. Syklin tultua loppuun se aloitetaan alusta uudelleen
eli denaturaatiolla, jolloin vastasyntyneet kaksinauhaiset DNA:t erotetaan toisistaan.
Kun syklia (denaturaatio—annealing—ekstensio) toistetaan keskimaarin 15-40 kertaa,
alukkeiden maarittama vali monistuu eksponentiaalisesti. (Suominen ym. 2010: 154—
156.)

Templaatti

DNA XTI TTTTTIIIIITIT!

Denaturaatio

+95°C
L L

_ - L

Annealing aluke 1 aluke 2

+ 60 °C o 5°
T NN T
TITETRTT T e TR T e LTI e T

Ekstensio Wl ~rrmnmrrnnnonoononcos —>
A T AT

Kuvio 5. Yksi PCR:n sykli. Kuvassa DNA-polymeraasi on sininen pallo.
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5.2.1 Kaanteistranskriptio PCR

Lahtomateriaalina PCR:lle voi olla myds yksijuosteinen RNA. Tatd RNA-lahtoista
PCR:aa kutsutaan kaanteistranskriptio PCR:ksi (RT-PCR, engl. reverse transcription).
RT-reaktiossa yksijuosteiselle RNA:lle syntetisoidaan vastinjuoste, jolloin siitéd tulee
cDNA-RNA-hybridi. Juosteet erotetaan toisistaan denaturoimalla ja syntynyt cDNA
juoste toimii uutena templaatiina. Kun sykleja toistetaan, lopputuloksena cDNA-juoste
monistuu eksponentiaalisesti. Lopputuotteeksi syntyy siten kaksinauhaista cDNA:ta.
(Suomien ym. 2010: 170.)

RT-PCR:n tekemiseen on olemassa erilaisia menetelmid riippuen lahtdmateriaalista.
FFPE-naytteistd saatava RNA on fragmentoituneempaa kuin fiksaamattomasta tuore-
naytteesta saatava, joten kayttamani lahdemateriaali rajoittaa menetelman valintaa.
(Dotti — Bonin — Nardon 2011a: 93.)

Kayttamani menetelma perustuu SuperScript Il Reverse Transcriptase -nimisen kaan-
teistranskriptaasin  kayttéon ja satunnaisiin alukkeisiin (random primers). RT-PRC-
reaktioseos koostuu viidestd komponentista: alukkeet, puskuriliuos, nukleotidit, RNA-
templaatti ja kdanteistranskriptaasientsyymi. Reaktioseoksessa on tarkea olla mukana
my6s RNAasi-inhibiittori, koska eristetty RNA on hyvin herkkd RNaasien vaikutuksille.
Kayttamani entsyymi on mutatoitunut muoto Moloneyn hiirten leukemiaviruksen ent-
syymistd (MMLV-RT, Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase), jolloin
silla on parempi korkean lampdétilan sieto. Kayttamalla tatd entsyymia ja alukkeita
cDNA:n saanto on suurin, vaikka alukkeiden sitoutuminen on epaspesifia. (Coleman —
Tsongalis 2006: 54; Dotti ym. 2011a: 94-95.)

5.2.2 Reaaliaikainen PCR

Reaaliaikaisesta PCR:sta on tullut yleisesti kaytetty menetelma RNA:n ja DNA:n kvanti-
tatiiviseen seka kvalitatiiviseen maaritykseen. RT-PCR:n yhdistaminen reaaliaikaisen
PCR:n kayttoon on kaypad menetelma RNA:n tutkimiseen seka tuore- ettd FFPE-
naytteesta. Reaaliaikaisessa PCR:ssa syntyvan tuotteen maaraa seurataan reaktion
edistyessd. Menetelmdn maaran seuraamisen perustuu fluoresoivan merkkiaineen
kayttoon. Fluoresenssin maara (signaali) kasvaa sitd mukaa, kun tuotteeksi syntyvan
kaksinauhaisen DNA:n maara lisdantyy. (Dotti — Nardon — Pracella — Bonin 2011b:
121; Suomien ym. 2010: 166-168.)
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5.2.2.1 Signaalin mittaaminen

Reaaliaikaisessa PCR:ssé signaalin mittaamiseen on kolme erilaista menetelméé. Me-
netelmissé mitataan fluoresenssisignaalin maaréan kasvua, joka on suoraan verrannol-
linen syntyvan tuotteen maaraan. Menetelma voi olla epéaspesifi, jolloin kaikki syntyva
kaksinauhainen DNA tuottaa signaalin, tai spesifi, jolloin kdytetdan tarkkaan suunnitel-
tuja alukkeita ja/tai koettimia. Spesifeilla menetelmilla paastdén suurempaan tarkkuu-
teen ja luotettavuuteen lopputuloksen suhteen. (Hougton — Cockerill 2006: 1.) Seuraa-

vaksi kayn lapi kaikki kolme erilaista menetelmaa signaalin havaitsemiseen.

Ensimmaisend menetelmand on kaksijuosteiseen DNA:han sitoutuvat varit. Yleisin
kaytettavissa oleva menetelmé on SYBR Green, joka on my6s ensimmainen kaupalli-
sesti saatava vari reaaliaikaisessa PRC:ssé. Sitouduttuaan DNA:han SYBR Green
emittoi valoa, joka on 1000 kertaa voimakkaampi, kuin sitoutumattoman varin. SYBR
Greenin hyvia puolia on se, ettd se voidaan lisatd suoraan jo valmiiksi optimoituun
PCR:4an. Menetelméan huono puoli on kuitenkin se, ettd kaikki kaksijuosteinen DNA
tuottaa signaalin. Talléin esimerkiksi huonosti suunnitellut alukkeet voivat pariutua kes-
kendéan (niin sanottu primerdimer) ja tuottaa virheellisen tuloksen. SYBR Green on
huono vaihtoehto my6s siind tapauksessa, jos naytteessd on vahan monistettavaa
geenig; silloin epaspesifi signaali vaaristaa tulosta. (Dotti ym. 2011b: 122; Hougton —
Cockerill 2006: 2.)

Alukkeisiin perustuva menetelmassa fluorofori on liitetty kohdespesifiin alukkeeseen,
jolloin signaali syntyy kun aluke on liitetty syntyvadn DNA-juosteeseen. Aluke on suun-
niteltu siten, etta sen toisessa padssa on fluorofori ja toisessa paassa fluoroforin vai-
mentaja (engl. quencher). Vapaana reaktioseoksessa ollessaan aluke on pariutunut
itsensd kanssa, muodostaen ns. hairpin-rakenteen. Talléin fluoroforin lahella oleva
vaimentaja estaa fluoroforin signaalin tuottamisen. Kun aluke liittyy DNA:han, vaimen-
tajan vaikutus ei enda tavoita fluoroforia ja syntyy signaali. Toinen vaihtoehto on kayt-
taa kahta fluoroforia, jotka ovat eri alukkeissa. Menetelméassa fluorofori viritetdan sille
ominaisella aallonpituudella. Taman jalkeen fluorofori emittoi saamansa energian, joka
siirtyy toisen alukkeen fluoroforille ja aiheuttaa mitattavan signaalin. Signaali syntyy
vain, jos alukkeet liittyvat riittavan lahelle toisiaan syntyvaan DNA-juosteeseen. Tama
lisad menetelman tarkkuutta, silla vain halutun alueen monistuminen aiheuttaa mitatta-

van signaalin synnyn. Edella kuvattuja menetelmia kutsutaan nimella FRET (engl. fluo-
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recence resonance energy transfer) (Hougton — Cockerill 2006: 3; Suominen ym. 2010:
168.)

Tassa tydssa kayttamani signaalin tuotto perustuu alukkeiden seka fluoresoivan koet-
timen kayttoon. Menetelmdssa alukkeet sitoutuvat annealing vaiheessa CcDNA-
juosteeseen, jonka jalkeen DNA-polymeraasi liittdd myo6s koettimen syntyvadn cDNA:n
vastinjuosteeseen. Koettimessa on 5’-paassa fluoresoiva reportteriosa ja 3’-paéssa sen
vaimentajaosa. Vapaana reaktioseoksessa ollessaan, vaimentaja estaa reportterin
signaalin synnyn. Tassakin on kyse FRET-ilmidsta; reportterin purkautuva tila ei nay
fluoresenssina, vaan se siirtyy vaimentajalle. DNA-polymeraasin kootessa vastinjuos-
tetta vaimentaja ja reportteri irtoavat syntyvasta juosteesta ja reportterin signaali paa-
see syntymaan. Aluke ja koetin on suunniteltu siten, etta koetin sitoutuu kopioitavan
alueen loppupuolelle, talloin signaali syntyy aina, kun kopioitava alue on monistettu
loppuun saakka. Koettimen avulla lisatddn varmuutta siitd, etté reaktiossa kopioidaan
juuri haluttua aluetta. Jos aluke on suunniteltu heikosti, se voi sitoutua mahdollisesti
vaaraan kohtaan, jolloin kopioituu vaara alue. Mutta jos koetin on suunniteltu oikein, ei
vaaran alueen kopioinnista synny tarkasteltavaa signaalia. (Hougton — Cockerill 2006:
2-3; Life Technologies 2012: 11-12.)

5.2.2.2 Tulosten analysointi

Reaaliaikaisessa PCR:ssa signaalin suuruus mitataan jokaisella syklilla, nain saadaan
kuvaaja, jossa x-akselilla on syklien lukema ja y-akselilla signaalin voimakkuus (kuvio
6). Naytteen sisaltaman templaatin maaran arvioimiseen kaytetaan Ct-arvoa (threshold
cycle) (tai kuten tassa tydssa, laitteen tuottajasta riippuen CP-arvoa). Mitd aikaisem-
malla kierroksella logaritminen monistuminen alkaa, sitd pienemman Ct-arvon nayte
saa. Ct-arvo luetaan silta syklilta, milloin naytteen fluoresenssi ylittaa kynnysarvon fluo-
resenssin. Kynnysarvo lasketaan automaattisesti koneen toimesta sen jalkeen, kun
taustan arvo on maaritetty sekd eksponentiaalinen kasvu naytteen fluoresenssissa
alkaa. Mitd pienemman Ct-arvon nayte saa, sitd enemman naytteessa on ollut alun
perin templaattia. PCR-ajossa olevien rinnakkaisten néaytteiden Ct-arvot eivat saisi poi-

keta toisistaan enempaa kuin 0,5 yksikkda. (Life Technologies 2012: 4, 7.)
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Kuvio 6. Reaaliaikaisen PCR:n kuvaaja.

6 Aikaisemmat tutkimukset

Etsiessani materiaalia opinnaytteeseen, I8ysin paljon tutkimuksia, joissa oli verrattu
erilaisia menetelmid RNA:n eristamiseen FFPE-naytteistd. Bohmannin ym. 2009 teh-
dyssé tutkimuksessa oli kaytetty vastaavia eristysmenetelmid kuin tassa tydssa. Erona
tutkimuksessa oli tahan tyéhon eristysmenetelmien ja naytteiden suurempi maara. Tut-
kimuksessa verrattiin taysin automatisoitua magneettipartikkeleihin perustuvaa mene-
telmaa (Siemens), manuaalista magneettipartikkeleihin perustuvaa menetelmaa, semi-
automatisoitua magneettipartikkeleihin perustuvaa menetelmaa ja taysin manuaalista
spin-kolonnien kayttéon perustuvaa menetelmaa. Semiautomaattisessa menetelmassa
parafiinin poisto suoritettiin manuaalisesti, muuten RNA:n eristys suoritettiin automaat-
tisesti. Tutkimuksessa eristettiin kullakin menetelméalla 90 naytetta rintasytpékudokses-
ta. Parafiinileikkeet olivat peraisin FFPE-valmisteista, joiden ika vaihteli kolmen ja 20
vuoden valilla. RNA:n laatu tutkittiin kvantitatiivisella kaanteistranskriptio PCR:lla tutki-

malla neljan eri geenin ekspressiota. (Bohmann ym. 2009: 1719-1727.)

Bohmannin ym. tuloksissa semiautomaattinen magneettipartikkeleihin perustuva mene-
telma antoi parhaan tuloksen. Taysin automaattinen menetelma tuli toiseksi hyvin pie-
nella erolla. Syyksi miksi semiautomaattinen menetelma antoi paremman tuloksen kuin
taysin automatisoitu, tutkimuksessa oletetaan naytteen pitempi lyysausaika. Menetel-

massa maaritettiin lyysauksen onnistuminen silmamaaraisesti. Jos naytteessa oli lyy-
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sautumatonta kudosta jaljelld, siihen liséttiin proteinaasi K:ta ja pidennettiin lyysauksen
kestoa. Kokonaan automatisoidulla menetelmalla saatuun pienin rinnakkaisnaytteiden
valinen vaihtelu, seka pienin kokonaisajankayttté seka pienin naytteiden &arella tyos-
kentelyd vaativa aika. Verrattaessa mitd tahansa magneettipartikkeleihin perustuvaa
menetelm&a spin-kolonniin, kaikilla magneettipartikkeleilla eristetyilla naytteilla paéstiin
parempaan tulokseen niin RNA:n laadun kuin saannonkin suhteen. (Bohmann ym.
2009: 1719-1727.)

7 Tutkimusasetelma ja -kysymykset

Nykyisin kaytossa oleva RNA:n eristys (High Pure RNA Paraffin Kit, Roche) tehddan
kokonaan kasin, joten se vie paljon tytaikaa ja siséltaa vaiheita, jossa joutuu kasittele-
maan terveydelle vaarallisia aineita (esimerkiksi ksyleeni). Lisaksi inhimillisen virheen
riskit tyon edetessa kasvavat, koska tyo sisaltdd paljon pipetointia ja eri kasittelyvaihei-

ta. Eristykseen kuluu talla menetelmalla noin puolitoista tydpaivaa.

Ensimmaisessa verrattavassa menetelmassa kaytetddn samaa reagenssisarjaa kuin
nykyisessa RNA:n eristysmenetelméassé, mutta parafiinin poistoon kaytetdan uutta rea-
genssia (Deparaffinization Solution, Qiagen). Uudenlaisen parafiininpoiston hyéty olisi,
ettd paastaisin eroon ksyleenin kaytosta. Lisdksi toiveena on lopputulokseksi parempi-
laatuinen RNA. Eristys toteutetaan muilta osin samoin kuin nykyinen menetelma, eli

kyseessa on nykyisen eristysmenetelman modifiointi.

Toinen vertailussa mukana oleva menetelméd (Tissue Preparation System -laite ja
VERSANT® Tissue Preparation Reagent Kit -menetelma, Siemens) on taysin automa-
tisoitu alusta loppuun. Laitteella saadaan tulos hieman yli neljassa tunnissa ja silla voi-
daan kasitella helposti suuria naytemaaria eika tyontekija altistu terveydelle vaarallisille
aineille. Taysin automatisoitu menetelma vahentdd myos inhimillisten virheiden mah-
dollisuuden minimiin. Automaatin hankintahinta (130000€) on kuitenkin suuri, joten on

tarkea selvittaa laitteen tuottaman RNA:n laatua ennen sen mahdollista hankkimista.
Opinnaytetydssani pyrin vastaamaan seuraaviin kysymyeksiin:
1. Miten Qiagenin Deparaffinization Solution -liuoksen kayttdé parafiinin poistoon

vaikuttaa RNA:n laatuun eristettdessd RNA:ta Rochen High Pure RNA Paraffin

Kit -menetelmalla?



2. Kumpi menetelma tuottaa parempaa RNA:ta: nykyinen Rochen High Pure RNA
Paraffin Kit vai Siemensin Tissue Preparation System -laite kaytettdessa
VERSANT® Tissue Preparation Reagent Kit -menetelmaa?

3. Mika naista kolmesta eri menetelmasta on paras RNA:n eristykseen?

Kysymyksiin pyrin saamaan vastauksen maarittamalla RNA:n pitoisuuden spektrofoto-
metrisesti ja RNA:n laatua vertailemalla reaaliaikaisessa PCR-ajoissa saatavia syklilu-
kemia tilastollisin menetelmin. Mitd aiemmin PRC:ssa alkaa syntya tuotetta, sita laa-
dukkaampaa RNA:ta naytteista on saatu eristettya.

8 Toteutus

Suoritin opinnaytteeni laboratorio-osuuden Molekyylionkologian laboratoriossa Biome-
dicumissa Helsingissa loppuvuodesta 2011. Kuviossa 7 ilmenee laboraatioiden kulku
tyovaiheesta toiseen. Kuvioon olen erottanut eri vareilld itse suorittamani tydvaiheet
(sininen) ja muut vaiheet (vihred).

. : Kasvaimen Parafiinivalmisteen
pNES I R formaliinifiksointi ja leikkaus: 2 x 10
potilaasta o L
valu parafiiniin um:n leiketta

RNA:n eristysme-
netelman valitsemi-
nen tutkimusryh-
man kayttoon

Kuvio 7. Tyotvaiheiden eteneminen. Vihredlla varilla ovat ennen ja jalkeen opinnaytteen suori-
tetut vaiheet, siniselld itse toteuttamani vaiheet.
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8.1 NAaytemateriaali

Naytteind minulla oli seitseman GIST- ja kahdeksan leiomyosarkoomaparafiinivalmis-
tetta. Naytteet olivat peréisin suomalaisilta potilailta HUS:n patologianlaitoksen arkis-
tosta ja ne ajoittuivat vuosille 1994—2006. Naytteet olivat nimetty parafiinivalmisteen
mukaan, joten en missdén vaiheessa saanut tietaa tarkempia potilastietoja, joten poti-
laita ei voitu tunnistaa. Tyon helpottamiseksi nimesin n&ytteet kuitenkin juoksevalla

numeroinnilla 1-15.

Ennen RNA:n eristyksen aloitusta, jokaisesta parafiinivalmisteista oli leikattu valmiiksi
mikrotomilla kaksi 10 um:n paksuista leikettd eppendorf-putkeen. Jokaisesta naytteesta

oli leikattu kolme rinnakkaista naytett, yksi kutakin eristysmenetelmaa varten.

8.2 RNA:n eristys

Seuraavissa kappaleissa kuvaan RNA:n eristyksen suorituksen kunkin vertailtavan
menetelméan osalta. Ensimmaisena on nykyisin kaytdssa oleva menetelma, seuraava-
na on eristys modifioidulla parafiinin poistolla ja kolmantena taysin automatisoitu mene-
telma. Liitteeseen 1 olen kerannyt tarkemmat tiedot kaikista tydssa kayttamistani rea-

gensseista.

8.2.1 Eristys Rochen High Pure RNA Paraffin Kit -menetelmalla

Ennen eristyksen aloitusta varmistin, ettd minulla on tarvittavat reagenssit valmiina ja
kayttokunnossa. Osa reagenssisarjan puskureista tuli laimentaa kayttoliuoksiksi ennen
tyon aloitusta. Osa liuoksista ei sisaltynyt tuotepakettiin, vaan ne piti olla "omasta ta-

kaa” kuten absoluuttinen etanoli, ksyleeni ja 10 % SDS.

Ennen kuin kudoksesta voidaan saada RNA:ta, siitd pitda poistaa parafiini. Toteutin
parafiinin poiston High Pure RNA Paraffin Kit -menetelmén mukana tulleen ohjeen mu-
kaan. Menetelman parafiinin poisto perustui ksyleenin kayttéon. Mikrotomilla leikatut
parafiinileikkeet laitettiin eppendorf-putkeen, jonka jalkeen naytteeseen lisataan ksy-
leenia. Ksyleenin annetaan vaikuttaa tietty aika, jonka jalkeen se pestaan pois etanolil-
la. Etanolin lisayksen jalkeen nayte sentrifugoidaan, jonka jalkeen supernatantti ime-

taan pipetilla pois. Etanolipesu toistetaan kaksi kertaa. Ohjeen kohdassa 4 neuvotaan
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kuivattamaan parafiinin poiston etanolijaénteet pitamalla + 56 °C:n lampokaapissa 10
minuuttia, mutta pidin naytteitd lampokaapissa reilun tunnin. Menetelman ohje (parafii-
nin poisto seka RNA:n eristys) on liitteessa 2. Menetelmén ohje kokonaisuudessaan on
luettavissa PDF-muodossa osoitteessa

<https://cssportal.roche.com/ LFR_PublicDocs/ras/03270289001_en_11.pdf>.

RNA:n eristyksen suoritin ohjeen kohdasta yksi poiketen pitamalla naytteita kaksi y6ta
lysis-puskurissa lampoéhauteessa (ohjeessa yksi y0), koska ajankohtaan sattui itsendi-
syyspdaiva. Kahden yon mittaisesta lyysauksesta huolimatta, kudos ei ollut hajonnut
kokonaan, vaan jouduin lisdamaan 20 pl proteinaasi K:ta yhta naytetta kohden ja lait-
tamaan tunniksi lisda lampodhauteeseen (+ 56 °C). Proteinaasi K:n lisddminen auttoi ja
jatkoin eristyksen loppuun protokollan mukaan. (Roche 2011: 1-23.) Eristyksen kulku

menee samoin kuin kuviossa 2 sivulla 9.

8.2.2 Eristys kayttaen apuna Qiagenin Deparaffinization Solution -liuosta

Kaytin eristyksessd parafiinin poistoon Qiagenin Deparaffinization Solution -liuosta.
Liuoksen sisallosta ei ole tarkempaa tietoa, mita se sisaltaa, tai mihin tarkkaan ottaen
parafiinin poisto perustuu tatd menetelmad kayttaessa. Parafiinin poistossa para-
fiinileikkeet laitetaan eppendorf-putkeen ja naytteisiin lisatdan Deparaffinization-liuos.
Naytetta sekoitetaan ja lammitetdaan + 56 °C:ssa. Taman jalkeen lisatdan kudosta ha-
jottavaa puskuria, jolloin koeputkeen muodostui kaksi eri faasia. Alempi faasi oli kirkas,
sisdltden naytekudoksen ja ylempi faasi sininen, siséltden sulaneen parafiinin. Taman
jalkeen seuraa kudoksen lyysaus proteinaasi K:n vaikutuksella, ensin tunti + 56 °C:ssa,
jonka jalkeen tunti + 90 °C:ssa. Inkubointien jalkeen nayte sentrifugoidaan ja alempi

kirkas faasi siirretdédn uuteen putkeen, mista aloitetaan RNA:n eristys.

Suoritin parafiinin poiston Qiagenin ohjeen (Liite 3, ohje on luettavissa myos sahkoises-
ti <http://www.qiagen.com/literature/render.aspx?id=201668>) mukaan seuraavin poik-
keuksin. Kohdassa 5 ATL-puskurin tilalla kaytin Rochen Tissue Lysis Bufferin ja 10 %
SDS:n seosta, suhteessa 140 pl Tissue Lysis Buffer ja 20 ul 10 % SDS yhta naytetta
kohden. Kohdassa 8 yhden tunnin inkuboinnin sijaan pidin naytteita + 56 °C:ssa yon
yli. Pidennetysta inkuboinnista huolimatta kudos ei ollut lyysautunut, vaan lisasin 20 pl
proteinaasi K:ta ja laitoin lampdhauteeseen noin viideksi tunniksi. Taméan jalkeen nayt-
teet olivat jaakaapissa yon yli, jonka jalkeen suoritin parafiinin poiston loppuun ohjetta

noudattaen. (Qiagen 2011: 1-3.) Parafiinin poiston jalkeen suoritin RNA:n eristyksen
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kayttaen Rochen High Pure RNA Paraffin Kit -menetelman ohjetta samoin kuin koh-
dassa 7.2.1. (lukuun ottamatta kahden yon inkubointia lysis-puskurissa). Yhden yon
inkuboinnin jalkeen, kudos oli edelleen lyysautumatonta, joten tein proteinaasi K:n lisé-
ykset kuten ensimmaisessékin eristyksessa.

Deparaffinization Solution -liuosta kayttaessani kohtasin kaytdannén ongelmia. Liuoksen
lisddmisen jalkeen naytteet piti sekoittaa kunnolla ja sentrifugoida pisarat pohjalle. Pa-
rafiinileikkeet tarttuivat nayteputken reunoihin kiinni, jolloin koko nayte ei valttaméatta
paassyt kosketuksiin liuoksen kanssa. Kohdassa 7 proteinaasi K piti lisdtd nayteput-
kessa erottuneeseen alempaan faasiin ja tAman jalkeen sekoittaa pipetoimalla nestetta
ylos ja alas. Myds taméa vaihe osoittautui hankalaksi, silla osin sulamaton parafiini ja

kudos estivat kunnollisen sekoittamisen.

8.2.3 Eristys Siemensin automaatilla

Kavin suorittamassa RNA:n eristyksen Siemensin Tissue Preparation System
-laitteella, jossa kaytossd VERSANT® Tissue Preparation Reagent Kit -menetelma
Naistenklinikalla HUSLAB:in Genetiikan laboratoriossa. Naytteet laitettiin Sarstedin
kierrekorkillisissa-putkissa telineissa laitteen sisaan (kuvio 8), jonka jalkeen laite suoritti
parafiinin poiston ja RNA:n eristyksen itsendisesti. Ennen eristyksen aloitusta laitteesta
tarkastettiin, ettd siind on tarvittavat reagenssit ja valineet (mm. pipetinkarkia ja nayte-

putkia).

S -

Kuvio 8. Nakyma Tissue Preparation System -laitteen siséltd, keskella nayteputkitelineet.
(Siemens Healthcare Diagnostics 2011).
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Parafiinin poisto ja eristys kestivat kokonaisuudessaan noin nelja tuntia, mik& on huo-
mattava etu Rochen menetelm&aén verrattuna. Laitteen kaynnistykseen ja naytteiden
lataamiseen kuluva aika oli korkeintaan puoli tuntia. Parafiinin poiston laite teki tunnis-
sa, mink& jalkeen tapahtui RNA:n eristys. Yhteen ajoon laitteeseen voi kerralla ladata
48 néaytetta. Eristyksen jalkeen RNA:t sdilytettin pakastimessa (- 20 °C). Tissue
Preparation System -laite kuviossa 9.

Kuvio 9. Tissue Preparation System, Siemens. (Siemens Healthcare Diagnostics 2011).

Koska tutkimusryhma on suunnitellut mahdollisen Tissue Preparation System -laitteen
hankkimista, sen tuottamaan RNA:han oli tarkea tutustua etukateen. Meille oli jarjestet-
ty tutustumispaiva laitteen toimintaan Naistenklinikalle ja samalla saimme mahdollisuu-
den eristdd RNA:ta omista naytteistamme. Eristyspaivana paikalla oli Saksasta Sie-
mensin edustaja, Quido Hennig, PhD (Siemens Healthcare Diagnostics Products,
Molecular Research, Saksa) esittelemassa laitteen ominaisuuksia. Samassa tilaisuu-
dessa oli myds Oulun yliopistollisen keskussairaalan laboratorion vakeéa tutustumassa

laitteeseen.

8.3 RNA:n laadun tutkiminen

RNA:n tutkimiseen kaytin kahta erilaista menetelmaa. Konsentraation mittauksella sain
RNA:n pitoisuudesta arvoja, mutta Siemensilla eristetyt naytteet eivat olleet vertailukel-
poisia. Kiinnitin siten suuremman arvon laatua tukiessani reaaliaikaisen PCR:n tulok-

siin, jonka perusteella tein myos tilastolliset analyysit eri menetelmien eroavuuksista.
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8.3.1 RNA:n pitoisuuden maaritys: NanoDrop

RNA:n konsentraation mittaukset suoritin NanoDrop 2000 -laitteella (Thermo Scienti-
fic), kayttamani ohjelma oli NanoDrop 2000/2000c (installation version 1.4.1). Laitteen
nollaamiseen ja puhdistukseen kéaytin puhdistettua vettd (1,0 pl). Siemensin laitteella
eristettyja RNA:ita ei voinut mitata NanoDropilla, koska siind kaytetty eluaatti hairitsi
mittauksia. Maaritin muutaman Siemensin naytteen ja tulokset olivat selvasti virheelli-
sid. Siemens-naytteiden pitoisuudet selvitettiin ostopalveluna Biomedicumin Functional

Genomics Unit (FuGU) laboratoriosta.

8.3.2 Kaanteistranskriptio PCR

Kaanteistranskriptio PCR:ssd (RT-PCR) kaytin cDNA:n tekoon SuperScript® VILO™
cDNA Synthesis Kit -menetelméaa (Invitrogen Corporation). Aluksi laimensin kaikki nayt-
teet, siten ettd niiden pitoisuus oli 1,5 ng/pl. Tama pitoisuus maaraytyi kaikkein lai-
meimmasta Siemensin laitteella eristetysta naytteesta. Laimeimman naytteen pitoisuu-
deksi oletimme 5,00 ng/ul, vaikka nayte oli ollut alle laitteen mittausrajan. Valitsemalla
naytteen pipetoitavaksi maaraksi 14 pl, naytekuoppaan tarvinnut lisétd enaa erikseen
vettd. Negatiivisena kontrollina kaytin vettd. Laskin tarvittavan reaktioseoksen mene-
telman ohjeen mukaan (ohje on luettavissa PDF-muodossa osoitteessa
<http:/ltools.invitrogen.com/content/sfs/manals/vio_cdna_synthesis_man.pdf>).  Yhta
reaktiota kohden tulevat maarét eri reagensseja taulukossa 1. Tein reaktioseoksen ja
jaoin sen levylle, jonka jalkeen pipetoin laimennetun RNA:n. Suljin levyn kalvolla ja
sentrifugoin pisarat pohjalle ennen koneeseen laittoa. Kaanteistranskriptio PCR:ssa

kayttamani ohjelma taulukossa 2. Ajon jalkeen siirsin naytteet pakastimeen (- 20 °C).

Taulukko 1. Yhtd RT-PCR-reaktiota kohden tarvittavat reagenssit (Invitrogen Corporation

2008).
Reagenssi Maara, pl/reaktio
5X VILO™ Reaction Mix 4
10X SuperScript® Enzyme Mix | 2
RNA (laimennettu) 14
DEPC-kasitelty vesi -
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Taulukko 2. RT-PCR:n ohjelma (Mukaillen Invitrogen Corporation 2008).

Vaihe | LAmpédtila, °C | Aika, min
1. 25 10

2. 42 60

3. 85 5

4, 10 1 sekunti
5. 4 loppuaika

PCR-laite: DNA Engine DYAD™ Peltier Thermal Cycler MJ Research. Kuoppalevy:
ABgene® PCR Plates, Thermo-Fast® 96, Non-Skirted (Thermo Scientific). Kalvot:
LightCycler® 480 Sealing Foil (Roche).

8.3.3 Reaaliaikainen PCR

Reaaliaikaiseen PCR:n suoritin kahdella eri alukkeella: ITGA4 ja GAPDH. GAPDH
poikkesi ITGA4:sta siind, ettei silla ollut erikseen R- ja F-suunnan alukkeita, vaan
kummatkin olivat suoraan samassa liuoksessa. Taman otin huomioon laskiessani reak-
tiotilavuuksia, jolloin "puuttuvan” alukkeen tilavuuden korvasin vedelld. Toinen kaytta-
mistani alukkeista GAPDH (glyseraldehydi-3-fosfaattidehydrogenaasi) on niin sanottu
housekeeping-geeni ("taloudenpitogeeni”’). Nama geenit iimenevat jokaisessa solussa
vakiotasolla ja niiden tuotteita tarvitaan koko ajan. Taman vuoksi GAPDH on yksi kay-
tetyimmistd geeneista vertailtaessa geenien ekspression tasoa. (Barber — Harmer —
Coleman — Clark 2005: 389.) ITGA4 (itegriini alfa 4) on tutkimusryhman yksi kohde-
geeneistd, jonka ekspressiota tutkitaan niin GIST:issd kuin leiomyosarkoomassakin.
Ryhman tarkoitus on saada selville, onko geenin ekspressio kuinka tavallisuudesta

poikkeavaa naissa taudeissa.

Aloitin tyon laskemalla tarvittavat reaktioseokset huomioiden, ettd jokainen nayte tulisi
levylle triplikaattina ja lisaksi levylle tulisi negatiiviset kontrollit niin cDNA:n teosta
(cDNA:n negatiivinen kontrolli) ja tdstd PCR:sta (cDNA:n tilalla vesi). Laskuissa otin
lisdksi huomioon pipetointivaran. Reaktioseokset kummallekin alukkeelle yhtd naytetta
kohden ovat taulukossa 3. Valmistin reaktioseokset hanskat kadessa hyvin puhdiste-
tussa laminaarikaapissa pitden reagenssit tydskentelyn ajan jaissd. Taman jalkeen
jaoin reaktioseoksen kuoppalevyille haravapipetilla, lisdsin cDNA:t ja suljin levyt kalvol-
la. Etukateen olin suunnitellut naytteiden paikat siten, ettd samalle levylle tulisi nayte
kummallakin alukkeella. Lopuksi sentrifugoin levyista pisarat pohjalle, laitoin levyn ko-

neeseen ja kaynnistin ohjelman. PCR:n ohjelma taulukossa 4. Fluoresenssin maaran
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muutos mitattiin jokaisen annealing-vaiheen lopuksi. Ajon jalkeen néaytteet sailytettiin
pakkasessa (- 20 °C). Reaaliaikaisen RT-PCR:n laite: LightCycler® 480 (Roche).
Kuoppalevyt: LightCycler® 480, Multiwell Plate 96 (Roche).

Taulukko 3.  Yhta reaaliaikaista PCR-reaktiota kohden tarvittavat reagenssit. Vasen taulukko
ITGA4-aluke, oikealla GAPDH-aluke.
Reagenssi Maara, pl/reaktio Reagenssi M&ard, pl/reaktio
Puskuri 10 Puskuri 10
F-aluke 0,4 Alukkeet (FjaR) | 0,4
R-aluke 0,4 Koetin 0,2
Koetin 0,2 H.O 7,4
H,O 7 cDNA-templaatti | 2
cDNA-templaatti | 2

Taulukko 4. Reaaliaikaisen PCR:n ohjelma
Vaihe Lampdtila, °C | Aika

1. Pre-inkubaatio 95 10 min.
2. Denaturaatio 95 10 s.

3. Annealing 60 15s.

4. Ekstensio 72 1s.
Vaiheet 2—4, toisto 50x

Ohjelman lopetus 40 30s.

9 Tulokset

Kasittelen tuloksia kahdessa eri osassa. Ensimmaisessa kayn lapi eri menetelmilla
saadun eristetyn RNA:n pitoisuutta (maard). Toisessa osassa keskityn reaaliaikaisesta
PCR:sta saatuihin tuloksiin (laatu). Lopuksi teen saamista tuloksistani yhteenvedon.
Tulosten tulkinnassa annan suuremman painoarvon PCR-ajoista saaduille tuloksille,
silla spektrofotometriset maaritykset tehtiin eri menetelmilla. Pidan spektrofotometrisia

maarityksia lahinnd suuntaa antavina.

Olen kasitellyt tuloksia SPSS-tilasto-ohjelmalla ja Excel-taulukkolaskentaohjelmalla.
Sain suoraan tytelaman ohjaajalta tarkat tiedot, mita he halusivat nahda tuloksissani ja

olen pyrkinyt noudattamaan niitd mahdollisimman tarkasti.
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9.1 RNA:n spektrofotometriset mittaukset

Mittasin eristamani RNA:n pitoisuudet NanoDrop-laitteella. Laitteella sai RNA:n pitoi-
suuden (ng/pl) ja aallonpituuksien 260/280 (RNA:n puhtaus) suhteen.

9.1.1 RNA:n pitoisuus

Tuloksissa ovat mukana Siemensin laitteella eristetyt ndytteet, vaikka ne eivét ole mi-
tattu samalla menetelmalla (NanoDrop) kuten muut eristykset. Siemensin naytteista on
laskettuna vain pitoisuudet ja hankimme ne laboratorion ulkopuolelta ostopalveluna. Eri
menetelmilla saadut pitoisuudet ovat kuviossa 10. Kuvion ruskean laatikon alueelle
osuu 50 % mittaustuloksista, laatikon keskella oleva paksu poikkiviiva on mediaani,
yl6s- ja alaspdin olevat janat kuvaavat mittausten minimin ja maksimin. Minimi- ja mak-
simijanat ulottuvat enintddn 1,5 kertaa laatikon mitan etaisyydelle, t&td suuremman

arvon saaneet naytteet on merkitty pallolla.
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Kuvio 10. RNA:n pitoisuudet (ng/pl) eri menetelmilla. 1) High Pure RNA Paraffin Kit, Roche, 2)
High Pure RNA Paraffin Kit modifioituna Deparaffinization Solution —liuoksella, 3)
Siemens
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Kuviosta kay ilmi, miten Siemensin laitteella eristetyn RNA:n pitoisuus oli kaikista pie-
nin. Tuloksia voinee kuitenkin hieman kyseenalaistaa, silla Siemensin naytteiden pitoi-
suudet mitattiin eri laitteella ja menetelmalld, mutta pitaisin tuloksia kuitenkin suuntaa
antavina. Nykyisella RNA:n eristysmenetelmalld ja sen modifioinnilla p&astiin paljon
suurempiin pitoisuuksiin. Nykyisin kaytdssa olevalla menetelmalla (metodi 1) pééstiin
keskiarvoon 145 ng/ul, parafiinin poiston modifiointi (metodi 2) tuotti keskiarvon 129
ng/pl. Siemensin laitteella (metodi 3) saadun RNA:n pitoisuuden keskiarvo oli vain 17
ng/pl. Tarkemmat luvut ovat esilla taulukossa 5

Taulukko 5.  RNA:n pitoisuudet (ng/ul); mediaani, maksimi, minimi, keskiarvo ja keskihajonta.
1) High Pure RNA Paraffin Kit, Roche, 2) High Pure RNA Paraffin Kit modifioi-
tuna Deparaffinization Solution —liuoksella, 3) Siemens.

Metodi Mediaani Maksimi Minimi Keskiarvo Keskihajonta

1 134,5 313,6 38,3 145,0 76,2

2 119,3 292,4 28,4 128,7 74,0

3 14,4 32,6 55 16,5 7,6

9.1.2 RNA:n puhtaus

RNA:n puhtaudesta kertova aallonpituuksien Azsonm/Azsonm Suhde (taulukossa 6). Sie-
mensin naytteista ei ollut kaytettavissa eri aallonpituuksien vélistd suhdelukua. Nykyisin
kaytdssa olevalla menetelmalla sai lahemmaksi puhtaan RNA:n suhdelukua 2 olevan

tuloksen, mutta menetelmissa ei ollut kuitenkaan kovin suurta eroa.

Taulukko 6.  Aallonpituuksien Azsonm/Azsonm Suhde mitattuna NanoDropilla. Metodit: 1) High
Pure RNA Paraffin Kit, Roche, 2) High Pure RNA Paraffin Kit modifioituna De-
paraffinization Solution —liuoksella.

Metodi Keskiarvo Mediaani Minimi Maksimi

1 1,88 1,91 1,70 1,99

2 1,81 1,84 1,63 1,98
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9.2 RNA:n laatu

RNA:n laatua tutkin vertailemalla sen toimimista reaaliaikaisessa PCR:ssa. Mitd aikai-
semmalla syklilld ajossa on saatu signaali, sitd parempilaatuista RNA on. K&sittelen
ajot alukekohtaisesti, ensin ITGA4-aluke sitten GAPDH. Aluksi vertailen eri menetelmi-
en ajojen naytteiden keskiarvoja Kruskal-Wallis -testilla. Talla saan selville onko mene-
telmien valilla merkitsevad eroa. Taman jalkeen teen Mann-Whitney -testit verraten
nykyistd ja modifioitua menetelméaa seka nykyista ja Siemensin menetelmaa, jolloin
saan tarkemmin selville milla menetelmilla on eroavuutta. Taman jalkeen esitan kaavi-
oina ajojen statistiikkaa. Tarkastelen myds triplikaattina olleen yksittdisen naytteen
keskihajontaa, talla saan tietoa rinnakkaisnaytteiden tasosta. Lopuksi esitan korrelaati-

ot eri menetelmien valilla.

9.2.1 ITGA4-alukkeella saadut tulokset

Verrattaessa kolmen menetelméan ajojen keskiarvoja Kruskal-Wallisin testilla, p-arvoksi
tuli 0,019; joten eri menetelmien valilla oli melkein merkitseva eroavuus. Mann-
Whitneyn testilla vertasin Rochen menetelmaa modifioituun parafiinin poistoon Qiage-
nin liuoksella (p-arvo 0,604), joten ndiden kahden menetelmén vélilla ei ollut merkitse-
vaa eroa. Verrattaessa Rochen menetelméa Siemensiin, p-arvoksi tuli 0,023, joten
ndiden menetelmien ero on tilastollisesti melkein merkitseva. Kyseisten p-arvojen erot
iimenevat selvasti kuviossa 11. Metodien 1 ja 2 valilla ei ole silminnéahden kovinkaan
paljoa eroa, mutta metodi 3 saa selvasti suurempia arvoja. Tarkemmat tiedot ajosta

(mediaani, maksimi, minimi, keskiarvo ja keskihajonta) ovat taulukossa 7.
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Kuvio 11. Reaaliaikaisen PCR:n tulokset ITGA4-alukkeella eri menetelmilla. 1) High Pure RNA
Paraffin Kit, Roche, 2) High Pure RNA Paraffin Kit modifioituna Deparaffinization So-
lution —liuoksella, 3) Siemens

Taulukko 7.  ITGA4-alukkeella tehtyjen ajojen tarkemmat tiedot. 1) High Pure RNA Paraffin
Kit, Roche, 2) High Pure RNA Paraffin Kit modifioituna Deparaffinization Solution
—liuoksella, 3) Siemens.

Metodi Mediaani Maksimi Minimi Keskiarvo Keskihajonta

1 33,6 39,6 28,9 33,5 3,0

2 33,0 37,6 28,2 33,1 2,8

3 35,0 42,0 32,9 36,3 2,9

Taulukossa 8 on tietoa yksittdisen naytteen keskihajonnasta. Luvuista kay ilmi miten
nykyisella menetelmalla on yhden naytteen rinnakkaisten arvojen heittely ollut pieninta.
Modifiointi on tuonut lisda heittelya ja Siemensin naytteilla rinnakkaisten naytteiden

arvot heittelevéat kaikista eniten. Kuviossa 12 on sama tieto esitettyna graafisesti.
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Taulukko 8.  Triplikaattina olleen naytteen keskihajonnan tilastoa.

Metodi Mediaani Maksimi Minimi Keskiarvo Keskihajonta
1 0,09 0,92 0,03 0,23 0,24
2 0,33 1,47 0,06 0,40 0,36
3 0,43 2,87 0,06 0,61 0,68
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Kuvio 12. Triplikaattindytteen keskihajontaa.

High Pure RNA Paraffin Kit ja sen modifioitu menetelma tuottivat ylla olevan perusteel-
la parempi laatuista RNA:ta kuin Siemens. Paatin viela tutkia, kuinka hyvin eri mene-
telmien tulokset korreloivat keskendan. Verrattaessa Rochen menetelmaéa modifioituun
menetelmaén sain korrelaatiokertoimeksi 0,982 (p-arvo alle 0,001), menetelmien valilla

on siis voimakas riippuvuus. Korrelaatiokuvaaja on kuviossa 13.
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Kuvio 13. Korrelaatiokuvaaja; Roche verrattuna modifioituun eristykseen ITGA4-alukkeella.

Korrelaatiokerroin 0,982.

Nykyista eristysmenetelmaa verrattaessa Siemensin menetelmaan korrelaatiokertoi-

meksi tuli 0,556 (p-arvo 0,039). Menetelmien vailla on kohtalainen riippuvuus. Korre-

laatiokuvaaja on kuviossa 11.
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Kuvio 14. Korrelaatiokuvaaja; Roche verrattuna Siemensin eristykseen ITGA4-alukkeella. Korre-

laatiokerroin 0,556.

Kuten kuvioista 13 ja 14 kay ilmi, nykyinen Rochen menetelmalla tuotettu RNA vastaa

hyvin modifioitua menetelmda. Sen sijaan Siemensin laitteella eristetyt RNA:t poikkea-

vat selvasti Rochen naytteista.
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9.2.2 GAPDH-alukkeella saadut tulokset

Kolmen menetelméan valinen Kruskal-Wallisin testi antoi p-arvoksi GAPDH-alukkeelle
0,171 (verrattuna ITGA4-alukkeella 0,019), joten talla alukkeella tehtynd menetelmien
valilla ei ollut tilastollista eroavuutta. Tama voidaan selittaa silla, ettd GAPDH-alukkeen
kopioima geeni on ns. housekeeping geeni; sen ekspression tasaista kaikissa kudok-
sissa ja se on kokonaisuudessaan paljon tutkitumpi. Sen sijaan ITGA4:n ekspressio voi
vaihdella paljon kudoksesta toiseen ja sen alukkeet ovat vahemman tunnettuja ja opti-

moituja.

Mann-Whitneyn testilla tutkittaessa Roche vs. modifioitu menetelm& ja Roche vs. Sie-
mens p-arvoiksi tuli 0,419 ja 0,310; joten GAPDH-alukkeella ei ajojen vdlille saatu
RNA:n laadussa merkitsevia eroavuuksia. P-arvojen perusteella saatu tieto ilmenee
hyvin kuviosta 15; eri metodien vélilla ei ole paljoakaan eroavuutta, vaan eri menetel-
mat ovat saaneet hyvin samaa tasoa olevia lukemia. Menetelman sisalla naytteiden
keskihajonta on pienempaa kuin ITGA4-alukkeella; GAPDH:lla menetelmien keskiha-
jonnat olivat 1,5-2,0 kun ITGA4-alukkeella ne olivat 2,8-3,0. Tarkemmat tiedot ajosta

ovat taulukossa 9.
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Kuvio 15. Reaaliaikaisen PCR:n tulokset GAPDH-alukkeella eri menetelmilla. 1) High Pure RNA
Paraffin Kit, Roche, 2) High Pure RNA Paraffin Kit modifioituna Deparaffinization So-
lution —liuoksella, 3) Siemens
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Taulukko 9. GAPDH-alukkeella tehtyjen ajojen tarkemmat tiedot. 1) High Pure RNA Paraffin
Kit, Roche, 2) High Pure RNA Paraffin Kit modifioituna Deparaffinization Solution
-liuoksella, 3) Siemens

Metodi Mediaani Maksimi Minimi Keskiarvo Keskihajonta

1 30,9 36,2 29,1 31,7 2,0

2 30,5 34,5 28,8 31,1 1,6

3 31,7 35,2 30,4 32,1 15

Tutkittaessa yksittdisen naytteen keskihajontaa rinnakkaisilla naytteilla talla alukkeella

on selvasti pienempaa vaihtelua. Taulukossa 10 on keratty tietoa triplikaattien toimin-

nasta.

Taulukko 10. Triplikaattina olleen naytteen keskihajonnan tilastoa.

Metodi Mediaani Maksimi Minimi Keskiarvo Keskihajonta
1 0,20 0,37 0,03 0,19 0,10
2 0,15 0,51 0,09 0,21 0,11
3 0,19 0,77 0,04 0,23 0,21

GAPDH-alukkeella tehtyjen ajojen korrelaatiot nakyvét kuvioissa 16 ja 17. Korrelaatiot

ovat hyvin samansuuntaisia kummallakin alukkeella. Rochea ja modifioitua menetel-

maa verrattaessa korrelaatiokertoimeksi tuli 0,954, Roche verrattaessa Siemensiin

arvoksi tuli 0,811 (kummassakin korrelaatiossa p-arvot alle 0,001). Vastaavat luvut
ITGA4-alukkeella olivat 0,982 ja 0,556; joten korrelaatioidenkin perusteella GAPDH-

aluke toimi ajossa paremmin.
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Kuvio 16. Korrelaatiokuvaaja; Roche verrattuna modifioituun eristykseen GAPDH-alukkeella.

Korrelaatiokerroin 0,954.
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Kuvio 17. Korrelaatiokuvaaja; Roche verrattuna Siemensin eristykseen GAPDH-alukkeella. Kor-

9.3

relaatiokerroin 0,811.

Tulosten yhteenveto

Eri menetelmilla saatujen tulosten perusteella nykyisin kéytossa oleva menetelma ja

siitd modifioitu menetelmd antavat hyvin pitkdlle samanlaatuista RNA:ta. Siemensin

eristyslaitteella saatava RNA on monilla mittareilla selvasti heikompaa niin pitoisuudel-
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taan kuin laadultaankin. Puhtaasti saatujen tulosten perusteella hylkéaisin Siemensin
eristyslaitteen pois harkinnasta.

Tutkimuskysymyksiin vastaan seuraavasti:

1. Miten Qiagenin Deparaffinization Solution -liuoksen kayttd parafiinin poistoon
vaikuttaa RNA:n laatuun eristettdessa RNA:ta Rochen High Pure RNA Paraffin

Kit -menetelméalla?

Parafiinin poistoon kaytettavan Qiagenin Deparaffinization Solution -liuoksen kayttami-
nen ei mielestani tuo riittavan suurta lisdhyodtya RNA:n pitoisuuteen tai laatuun. Tilastol-
lisilla menetelmilla naiden kahden menetelman vdlille ei saatu aikaan merkitsevaa
eroavuutta (p-arvo 0,604) ja naytteiden valilla oli voimakas riippuvuus (korrelaatioker-
roin 0,982). Kaytettdessa housekeeping-geenid, menetelmien ero oli viela pienempi.
Vaikka kayttamalla kyseista liuosta paastaisiin myrkyllisen ksyleenin kaytosta, aiheut-
taisi sen kaytto lisdkuluja. Lisdksi parafiinin poistosta tulisi tyévaiheena monimutkai-

sempi toteuttaa.

2. Kumpi menetelma tuottaa parempaa RNA:ta: nykyinen Rochen High Pure RNA
Paraffin Kit vai Siemensin Tissue Preparation System -laite kaytettdessa VER-

SANT® Tissue Preparation Reagent Kit -reagenssisarjaa?

Tilastollisten menetelmien perusteella Rochen menetelma tuottaa huomattavasti pa-
rempaa RNA:ta kuin Siemensin laite ja menetelmien eroavuus on melkein merkitseva
(p-arvo 0,023). Verrattaessa Rochen ja Siemensin menetelmalla eristettyja naytteita
niiden valilla oli kohtalainen riippuvuus (korrelaatiokerroin 0,556). Vaikka Siemensin
laitteella on paljon positiivisia etuja Rochen menetelmaan verrattuna (huomattavasti
nopeampi, helpompi kasitella suuria naytemaaria, minimaalinen inhimillisen virheen
riski, pienempi kontaminaation vaara, eristyksen tasalaatuisuus) sen tuottama RNA on

kuitenkin selvasti heikkolaatuisempaa.
3. Miké naista kolmesta eri menetelmasta on paras RNA:n eristykseen?
Mielestani paras menetelma RNA:n eristykseen on Rochen High Pure RNA Paraffin

Kit, koska sen valitseminen ei tuota tutkimusryhmalle uusia kustannuksia ja liséksi sen

kayttd on jo tuttua. Qiagenin Deparaffinization Solution -liuoksella modifioitu parafiinin
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poisto ei tuo niin suurta lisahy6tya RNA:n laatuun, etta sen hankkimiseen kannattaisi
panostaa. Liséksi liuoksen kayttd oli hankalampaa, kuin nykyinen parafiinin poistoon
kaytetty menetelma. Siemensin laitteella eristetyt naytteet poikkesivat niin paljon nykyi-

sen menetelman laadusta, etta en voi suositella laitteen hankkimista.

10 Luotettavuus

Kvantitatiivisessa tutkimuksessa luotettavuuden arviointiin on kaytettavissa kaksi kasi-
tetta: reliabiliteetti ja validiteetti. Reliabiliteetilla tarkastellaan tutkimuksen toistettavuut-
ta. Jos tutkimus tehtéisiin uudestaan, saataisiinko silti samat tulokset (Kananen
2010:128-129.) Mielestani tyoni reliabiliteetti on vahva. Samoista naytteista voitaisiin
leikata uudet leikkeet ja tehda eristykset uudelleen. Siemensin naytteiden osalta reliabi-
liteetti olisi kaikista vahvin, silla koneella tehden inhimillisen virheen mahdollisuus on
vahaisin. Lisaksi olen dokumentoinut tyoni toteutuksen tarkasti kohta kohdalta, mukaan
lukien perustellusti alkuperaisista tydohjeista tehdyt poikkeukset, joten tydn voisi opin-
naytteeni perusteella toteuttaa uudelleen. Tydsta loytyvat myos lueteltuna kaytetyt rea-

genssit ja laitteistot.

Ty6n validiteetti eli luotettavuus kertoo, onko tytssa tutkittu oikeita asioita. Ulkoinen
validiteetti vastaa tyon tuloksen yleistettdvyydesta. (Kananen 2010: 128-129.) Nayte-
maarani oli tydssa 15 kpl, mikéd on melko pieni. Ty6ta tehdessa tutustuin artikkeleihin,
joissa oli vertailtu erilaisia RNA:n eristysmenetelmia. Artikkeleissa naytemaarat olivat

satoja, lahes tuhansia, joten tutkimukseni yleistettavyys ei valttamatta ole kovin hyva.

Sisaltdvaliditeetilla mitataan, onko kaytetty oikeita mittareita (Kananen 2010: 130). Tut-
kimani aineiston perusteella RNA:n pitoisuuden ja puhtauden mittaamiseen kayttamani
menetelmat ovat olleet yleisesti kaytettyja ja luotettavia. Jokaisessa lukemassani artik-
kelissa, missa oli tutkittu geenien ekspressiota FFPE-materiaalista, geenin méaaran
tutkimiseen oli kaytetty reaaliaikaista PCR:84. Lisaksi spektrofotometrinen maaéritys

kuvaa tarkasti RNA:n pitoisuutta ja sen puhtautta.

Tyon rakennevaliditeetti mittaa sita, kuinka hyvin tydn kasitteet on johdettu teoriasta
(Kananen 2010: 131). Olen kaynyt tyossa lapi kayttamiani kasitteitd: FFPE, eri eristys-
menetelmat ja RNA:n laadun tutkimiseen liittyvét kasitteet. Kayttamani materiaali mihin

teoriani olen pohjannut, on ollut uutta 2000-luvulla julkaistua ja paaosin ulkomaalaista.
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Kriteerivaliditeetti mittaa miten suoritettu tutkimus vertautuu aikaisempiin tutkimuksiin
(Kananen 2010: 131). Aikaisempien tutkimusten perusteella Siemensin laiteella eristet-
tyjen naytteiden olisi pitanyt antaa huomattavasti parempaa tulosta. Oma tutkimukseni
poikkesi tastd tuloksesta kuitenkin huomattavasti. Aikaisemmat tutkimukset eivat siis

tue saamaani tulosta.

Tyb6skennellessani pyrin jatkuvasti mahdollisimman steriiliin tydskentelyyn vélttaen kon-
taminanttien joutumista naytteisiin. Kiinnitin huomiota RNA:n oikeanlaiseen kasittelyyn
ja tydémenetelmiin. Pidin PCR-tydskentelyssa jatkuvasti puhtaat suojakasineet ja kaikki
reagenssit jailla. Kayttaessani eri reagensseja suljin korkit heti kayton jalkeen. Kaikki
tydssé olleet negatiiviset kontrollindytteet pysyivat negatiivisina, joten tydskentelyssa ei
tapahtunut kontaminaatioita. Aikaisemmasta tyokokemuksestani DNA-laboratoriossa

on varmasti ollut hydtya opinnaytteeni teossa.

Luotettavuuden lisaamiseksi tein Rochen menetelmalla tehdyt eristykset kahteen ker-
taan. Ensimmaisessa eristyksessa tapahtui virhe ohjeen ymmartamisessa eristyksen
alkupuolella, joten en pitanyt kyseista eristysta luotettavana. Toisella kerralla tehdes-
sani eristysta osasin ennakoida tietyn kohdan mahdollisen ongelman etukéteen ja va-

rautua siihen. Nain eristyksesta tuli luotettavampi.

11 Pohdinta

Opinnaytteeni tulos oli yllattava. Tyota aloittaessa olin varma, ettd uusi markkinoille
tullut eristysautomaatti tuottaisi luonnostaan parhainta RNA:ta. Myds aiemmat aihee-
seen liittyvat tutkimukset antoivat olettaa, ettd RNA:n laatu olisi selvasti parempaa kuin
spin-kolonni menetelmalla eristetty. Nainkin suuri eroavuus aikaisempaan tutkimuk-
seen aiheuttaa ihmetysta. Olen koettanut pohtia tyoni preanalyyttistd, analyyttistd ja
postanalyyttista puolta, mista eroavaisuus voisi johtua. Preanalyyttista puolta kasittelen

seuraavassa kappaleessa.

Koska sytpéakudos ei ole solukoltaan homogeenista voisi pohtia, missa jarjestyksessa
nayteleikkeet olivat leikattu eri menetelmiin. Onko voinut tapahtua niin, ettd ensin lei-
kattuihin naytteisiin olisi tullut enemman tutkittavan geenin sisaltavaa solukkoa ja lop-
pupuolen naytteisiin vahemman? Tyo6ta aloittaessa, en kuitenkaan tiennyt missa jarjes-

tyksesséa naytteet olivat leikattu, joten talla luulisin olevan pieni merkitys tyon tuloksen



39

kannalta. Voi tietenkin pohtia, ettd jos ndytemaaréani olisi ollut suurempi, olisivatko tu-

lokset olleet edelleen samansuuntaisia.

Analyyttisté vaihetta tarkasteltaessa tyoni luotettavuutta pitaisin hyvanad. Kaikki PCR-
ajoissa mukana olleet kontrollindytteet sailyivat puhtaana, joten tydskentelyssani ei
tapahtunut kontaminaatioita. Noudatin tydskentelyssa steriilejd tydskentelytapoja ja
sdilytin kayttdAmani naytteet ja reagenssit ohjeiden mukaisesti. Siemensin laitteella eris-
tettyihin naytteisiin en pystynyt vaikuttamaan muuten kuin PCR-ajojen osalta. Itse eris-
tyksenhan teki automaatti. Jos PCR-tydskentelyssé olisi tapahtunut jokin huomattava
virhe, sen olisi pitanyt ndkya muissakin naytteissa, silla Siemensin laitteella eristetyt
naytteet olivat ajoissa samoilla kuoppalevyilla kuin muillakin menetelmilla eristetyt nayt-
teet. Ainut vaihe missé en itse vaikuttanut analysointiin, oli Siemensin laiteella eristetty-
jen naytteiden ostettu konsentraation mittaus. Ja juuri taman mittauksen tuloksia kay-
tettiin myohemmin laskettaessa templaatin maaraa RT-PRC:aan. Jos mittauksessa on
tapahtunut jokin virhe, se on vaikuttanut siihen ettd RT-PCR:ssa on ollut vihemman
templaattia. Ja edelleen reaaliaikaisessa PCR:ss& on ollut vahemman templaattia, jo-
ten tuotettakin on syntynyt myohemmilla sykleilla. Voisiko tdssa olla tydéni mahdollinen

tulokseen vaikuttava virheen paikka?

Postanalytiikaan lukisin ajojen jalkeisen tulosten kasittelyn tietokoneella. Tassakaan
vaiheessa Siemensin laitteella eristetyt ndytteet eivat eronneet mitenkaan tydskentelyni
kannalta. Kaiken ylla olevan seurauksena, pidan saamaani tulosta luotettavana ja oi-
keana. Ennakko-oletuksesta huolimatta, automaatilla eristetyt naytteet olivat huomatta-

vasti heikkolaatuisempia kuin manuaalisesti tehdyt.

Opinnaytteeni toteuttamisesta on ollut hydtyd tutkimusryhmalle. Oli tarkeda tutustua
mahdollisesti harkittavan eristysautomaatin tuottamaan RNA:han. Tyoni perusteella
tutkimusryhma on jo paatynyt tulokseen, ettd eivat valitse RNA:n eristykseen vertaile-
miani menetelmid. Taman seurauksena ryhmassa on paadytty kartoittamaan muita

markkinoilla olevia eristysautomaatteja.

Tulevaisuudessa ndytemaarat tulevat kasvamaan ja tuloksia halutaan nopeammin ja
luotettavammin. Lisaksi on tehokkaampaa sitoa tyontekija johonkin muuhun kuin eris-
tamiseen, joka voidaan hoitaa automaatilla. Nykyinen menetelma on kieltamatta hidas,
se sitoo tyontekijan puoleksitoista tyopaivaksi tekemaan vain RNA:n eristysta. Esimer-

kiksi verrattaessa parafiininpoisto- ja lyysausvaihetta manuaalisesti tehdessa, tyovai-
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heeseen kuului yén yli kestava inkubointi, kun automaatilla parafiinin poisto ja lyysaus
toteutui tunnissa. Manuaalisesti tehdessé samalla kertaa saa eristettyd vain pienen
maaran naytteitd. Mukana olleen automaatin kapasiteetti oli 48 naytetta neljassa tun-
nissa. Liséksi olisi ollut mahdollista eristaa samalla kertaa naytteesta myds DNA, joten
automaatin kayttd on huomattavasti nopeampaa ja monipuolisempaa. Siksi suosittelen

ehdottomasti kartoittamaan liséé eri automaattivaihtoehtoja.
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Kaytetyt reagenssit

- High Pure RNA Paraffin Kit, Roche Diagnostics
o REF 03270289 001, LOT 13064100, Version 11

- Absoloitu etanoli, Etax, Aa, Altia

- Ksyleeni: CgHjo, Xylene mixture on isomers. Puriss. p.a. Sigma-Aldrich

- 10 % SDS: Sodium dodecyl sulfate, electrophoresis purity. 10 g / 100 ml aqua.
Bio-Rad Laboratories

- Deparaffinization Solution, Qiagen
o Cat. no. 19093, LOT 139293537

- SuperScript® VILO™ cDNA Synthesis Kit, Invitrogen
o Sisaltaa:

- 10X SuperScript® Enzyme Mix, sisdltaen seuraavat:
o SuperScript® Il Reverse Transcriptase
J RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor
o Propietary helper protein

- 5X VILO™ Reaction Mix, sisaltaen seuraavat:
¢ Random primers
e MgCl,
e dNTPs

- RNA:n laimennukseen kaytetty vesi: Water, sequence grade, Amreco Inc.

- Reaaliaikaisen PRC:n reagenssit:
o Puskuri ja vesi:
LightCycler®480 Probes Master, Roche Diagnostics GmbH
REF 04 707 494 001, Version 09, 2x Conc.
H,O, PCR Grade



Liite 1
2(2)

o ITGA413F-aluke, Oligomer

7,9 nmol, 100,0 pmol/ul

MW: 7088, Tr,, 58.9

5 - CAA GGA AGT TCC AGG TTA CAT TG -3
o ITGA413R-aluke, Oligomer

21,7 nmol, 100,0 pmol/pl

MW: 8435, Tr, 58,9

5 - TTA GAA GAG AAA TAG AAT CTT GGT GGA -3’
o ITGA4-koetin, Roche Diagnostics

Universal ProbeLibrary, Probe #13

Tuotenumero 04 685 121 001
o GAPDH-alukkeet ja koetin, Roche Diagnostics

Universal ProbeLibrary Human

GAPDH Gene Assay

Tuotenumero 05 190 541 001
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High Pure RNA Paraffin Kit -menetelméan ohje

Experimental Overview

K

Place deparaffinized section
in a reaction tube

Add 100 pl Tissue Lysis Buffer, 16 !
10% SDS and 40 pl Proteinase K.

v

Vortex briefly in serveral inter-
valls and incubate overnight at
0

Add 325 pl Binding Buffer and
325 pl ethanol, abs.

v

Mix gently and pipet the lysate
into the upper reservoir of a
High Pure Filter Tube assembly.
Repeat the step for remaining
lysate.

v

Centrifuge at
8,000 x g for 30 s. Centrifuge at

Discard flowthrough

max. speed to dry filter

v

Add 500 pl Wash Buffer |

Centrifuge at
8,000 x gfori5s

Discard flowthrough

v

Add 500 | Wash Buffer Il

Centrifuge at 8,000 x g
for15s

Discard flowthrough

v

Add 300 ! Wash Buffer Il

Centrifuge at 8,000 x g
for15s

Discard flowthrough

v

Add 90 pl Elution Buffer

Centrifuge for 2 min at max.

speed. Place Filter Tube in a

fresh 1.5 ml microcentrifuge

tube. Centrifuge at 8,000 x g
for 1 min.

Discard High Pure Filter Tube

n

Add 10 pl DNase Incubation Buffer
and 1.0 pl DNase | working solution

Mix and incubate for 45 min at

v X

Add 20 pl Tissue Lysis Buffer, 18 pl
10% SDS and 40 pl Proteinase K.

Vortex briefly and incubate for
1hat55°C

www.roche-applied-science.com

High Pure RNA Paraffin Kit
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2.2 Experimental Overview, continued

Following from previous Add 325 pl Binding Buffer and
page 325 pl ethanol, abs.

v K

Mix well and pipet into the
upper reservoir of a High
Pure filter tube assembly and
K centrifuge for 30 s

at 8,000 x g.

Discard flowthrough ‘ *

Repeat centrifugation at max.
speed to dry filter fleece
completely

v Add 500 1l Wash Buffer |
X

Centrifuge at
K 8,000 x gfor 158

Discard flowthrough * K Add 500 ! Wash Buffer Il

K Centrifuge at
8,000 x gfor 155

Discard flowthrough * X Add 300 pl Wash Buffer Il

K| Centrifuge at 8,000 x g
for1bs

Discard flowthrough *

K| Centrifuge at max speed
for 2 min

Discard flowthrough ‘ 1% Add 50 pl Elution Buffer

Place Filter Tube in fresh
1.5 ml microcentrifuge tube
and incubate for 1 min at
+15t0 +25°C

v

Centrifuge at 8000 x g
for 1 min

Y
\ Pure total RNA

www.roche-applied-science.com 8
High Pure RNA Paraffin Kit [T Version 11



23  Protocol for the Isolation of RNA from Formalin-fixed, Paraffin-Embedded Tissue

Deparaffinization The following table describes the deparaffinization procedure for 1 pm x 5-10

Alternative
Procedure

RNA Isolation
Protocol

pm section of formalin-fixed, paraffin-embedded tissue in a 1.5 ml reaction
tube.

@ Toone5- 10 wm section in a 1.5 ml reaction tube add 800 pl Hemo-
De (or Xylene), incubate 5 min and mix overhead during incubation
several times.

® Add 400 pl ethanol abs. and mix.
Centrifuge for 2 min at maximum speed (12,000 - 14,000 x g) and dis-
card supernatant.

© Add 1 ml ethanol abs. and mix by overhead shaking.
Centrifuge for 2 min at maximum speed and discard supematant.

® Blot the tube briefly onto a paper towel to get rid of ethanol residues.
Dry the tissue pellet for 10 min at 55°C.
Proceed with step 1 of the RNA isolation protocol (2.3).

The following table describes the deparaffinization procedure for T um x 5 -
10 wm section of formalin-fixed, paraffin-embedded tissue on a microscope
slide.

@ Place the slide in a Hemo-De (or Xylene) bath and incubate for 10 min.

@ Tap off excess liquid and place the slide into ethanol abs. for 10 min.
© Change bath and incubate the slide for additional 10 min in ethanol
(4

abs.

Scratch the deparaffinized section from the slide by using a sterile
single-use scalpel and place it into a 1.5 ml reaction tube.

&4 To avoid scattering of the tissue scratch the section from the micro-
scope slide before it has dried.

@ - Dry the tissue for 10 min at 55°C.
* Proceed with step 1 of the RNA isolation protocol (2.3).

The following protocol describes the RNA isolation froma 1 pm % 5 - 10 pm
section of formalin-fixed, paraffin-embedded tissue.

@) If necessary 3 preparations can be pooled after step 4.

© - Toone tissue pellet (deparaffinized as described above) add 100
Tissue Lysis Buffer (bottle 1, white cap), 16 pl 1000 SDS and 40 pl Pro-
teinase K working solution.

« Vortex briefly in several intervals and incubate overnight at 55°C.

© - Add 325 pl Binding Buffer (bottle 3, green cap) and 325 pl ethanol abs.
* Mix gently by pipetting up and down.

www.roche-applied-science.com
High Pure RNA Paraffin Kit [T Version 11
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Protocol for the Isolation of RNA

2.3 Protocol for the Isolation of RNA from Formalin-fixed, Paraffin-Embedded Tissue, continued

(3]

Combine the High Pure filter tube and the collection tube and pipet the
lysate into the upper reservoir.

0

Centrifuge for 30 s at 8,000 x gin a microcentrifuge and discard the

flowthrough.

(@ Step 3 - 4 can be repeated, in case RNA needs to be pooled, with
2 more tissue pellet preparations.

o

Repeat the centrifugation at maximum speed in order to dry the filter
fleece completely.

@

+ Add 500 | Wash Buffer | working solution (bottle 4, black cap) to the
Upper reservoir.
+ Centrifuge for 15 s at 8,000 x g, discard the flowthrough.

+ Add 500 .l Wash Buffer Il working solution (bottle 5, blue cap).
+ Centrifuge for 15 5 at 8,000 x g, discard the flowthrough.

Add 300 pl Wash Buffer Il working solution (bottle 5, blue cap), centri-
fuge for 15 s at 8,000 x g, discard the flowthrough.

Centrifuge the High Pure filter for 2 min at maximum speed.

o0 0o O

* Place the High Pure filter tube into a fresh 1.5 ml reaction tube, add
90 p! Elution Buffer (bottle 8, colorless cap).
* Centrifuge for 1 min at 8,000 x g.

* Add 10 pl DNase Incubation Buffer, 10x (bottle 7, colorless cap) and
1.0 u! DNase | working solution to the eluate and mix.
* Incubate for 45 min at 37°C.

®

+ Add 20 pl Tissue Lysis Buffer (bottle 1, white cap), 18 ! 10% SDS and
40 p! Proteinase K working solution.

* Vortex briefly.

* Incubate for 1h at 55°C.

+ Add 325 pl Binding Buffer (bottle 3, green cap) and 325 pl ethanol abs.
* Mix and pipet into a fresh High Pure filter tube with collection tube.

Centrifuge for 30 s at 8,000 x gin a microcentrifuge and discard the
flowthrough.

Repeat the centrifugation at maximum speed in order to dry the filter
fleece completely.

e 6 8 e

+ Add 500 | Wash Buffer | working solution (bottle 4, black cap) to the
Upper resenvoir.
+ Centrifuge for 15 5 at 8,000 x g, discard the flowthrough.

(7}

+ Add 500 .l Wash Buffer Il working solution (bottle 5, blue cap).
* Centrifuge for 15 s at 8,000 x g, discard the flowthrough.

®

+ Add 300 ! Wash Buffer Il working solution(bottle 5, blue cap).
+ Centrifuge for 15 s at 8,000 x g, discard the flowthrough.

(9]

* Centrifuge the High Pure filter for 2 min at maximum speed.

www.roche-applied-science.com H]
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2.3 Protocol for the Isolation of RNA from Formalin-fixed, Paraffin-Embedded Tissue, continued

@ - Place the High Pure filter tube into a fresh 1.5 ml reaction tube.
* Add 50 pl Elution Buffer (bottle 8, colorless cap), incubate for 1 min at
room temperature.
* Centrifuge for 1 min at 8,000 x gto collect the eluated RNA.

@ The microcentrifuge tube now contains the eluted RNA. Either use 10
of the eluted RNA directly in RT-PCR or store the eluted RNA at —80°C
for later analysis.

& Before photometrical determination of RNA concentration, centri-
fuge the eluate for 2 min at maximum speed and transfer superna-
tant to a fresh 1.5 ml reaction tube without disturbing glass fibers at
the bottom of the original tube.

YNY JO UONE|OS] DU 10} 03010 1]
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Qiagenin Deparaffinization Solution -liuoksen kayttéohje

QIAGEN Supplementary Protocol

Important points before starting

Perform all centrifugation steps of reom temperoture (15-25°C).

Equilibrate all buffers fo room femperoture; equilibrate Deparaffinization Solution fo
20-25%C.

In the procedure below, B indicaotes the volumes to use if processing 1-2 seclions per

saomple, while & indicates fhe volumes fo use if processing =2 seclions per sample.

Things to do before starting

| Preheat a thermomizer or heoted orbital incubator fo 56°C for use in sfeps 4 ond B. fa

thermomixer or heated orbital incubator is not available, o heating bleck or water both can
be used instead.

| If Buffer AL or Buffer ATL contain precipitaies, dissolve by heating to 70°C with genfle
agitation.

| Ensure that Buffer AW1 and Buffer AVW2 have been prepared according fo the instructions on

page 13 of the QlAamp DMNA FFPE Tissue Handbook.

Procedure

1. Using a scalpel, tim excess paraffin off the sample block. Cut into sections 5-10 pm
thick.
Mote: If the somple surfoce has been exposed fo air, discard the first 23 sechions.

2. Immediately place the sections in a 1.5 ml or 2 ml microcentrifuge tube [not
supplied).

3. Add B 160 pl or & 320 pl Deparaffinization Solution and vortex vigorously for 10 s
Cenfrifuge briefly fo collect the sample in the bottom of the tube.
Mote: Deparoffinization Solution is not supplied with fhe Qliomp FFPE Eit and should be
ordered scparately.

4.  Incvbate of 36°C for 3 min, and then allow to ceol at room temperature (15-25°C).

5. Add 180 pl Buffer ATL, and mix by vortexing.

. Cenirifuge for 1 min at 11,000 x g (10,000 rpm).

7.  Add 20 pl proteinase K to the lower, clear phase. Mix gently by pipetting vp and

dowmn.

QIAGEN

Sample & Assay Technologies
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QIAGEN Supplementary Protocol

& Incubate at 56°C for 1 h jor until the sample has completely lysed).
2. Incubate at 90°C for 1 h.
The incubafion at @0°C in Buffer ATL parfially reverses formaldehyde modificotion of nucleic

acids. Longer imcubatiom times or higher incubation femperafures may result in more
fragmented DHA.

Mote: If using only cne heating block, lsove the somple of room temperature |15-235°C) after
the 54°C incubation in step 8, until fhe heafing block has reached 20°C for step 9.

10. Briefly cenfrifuge the 1.5 ml tube to remove drops from inside the lid.

11. Transfer the lower, clear phase inte a new 2 ml micrecentrifuge tube.
Optional: F RMA-free genomic DMA is required, add 2 pl BMose A (100 mg/ml) and
incubate for 2 min ot reom temperature before confinuing with step 14 of the QilAamp DHA
FFPE Tissve Handbook.

12. Continue with step 14 of the QlAomp DNA FFPE Tissve Handbook.

QIAGEM hondbocks con be reguested from GIAGEM Technical Service or your local QIAGEM
disiributor. 3elected hondbocks can be downlooded from www.giagen.com/iterature. Material
safety doto  sheets [MSDS) for ony QIAGEM product con be downlooded from
wenw.giogen.com,Support/MEDS. aspe.

Trodemarks: QUAGEN", Qlaamp” [SIAGEN Group). Registerad names, frodemarks, ste. vsed in this docurnent,
ewen whan not specifically marked as swch, are not to ba considered unprofecied by bow.

@ASD June-11 @ 2011 QIAGEN, oll ights reserved.

WWW.QIOgEn.com Fronce = 01-60-920.230 The Netherlands = 0300 0229392

Bustralic = 1.800.243.500 Germany = 02103.29.12000  Morway = 50018339

Austrio = 0300/281010 Hong Kong = 500 933 §63 Singopore = §3.6777 3346

Belgium = D800-79412 Ireband = 1800 533 047 Spain = §1-£30.7030 .....
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