AKki Aittola

Optimaalisen mittauslaitteen maarittaminen
Quant-iT dsDNA, High Sensitivity -kitille

@Zmpolia



Tiivistelméa

Tekija(t) Aki Aittola
. Optimaalisen mittauslaitteen maarittaminen Quant-iT dsDNA,

Otsikko : . -

High Sensitivity -kitille
Sivumazra 44 sivua

4.2.2017
Tutkinto Laboratorioanalyytikko (AMK)
Koulutusohjelma Laboratorioalan koulutusohjelma
Suuntautumisvaihtoehto
Ohjaaja(t) Tutkija Eva Tas

Lehtori Mia Ruismaki

Opinnaytety6 suoritettin Thermo Fisher Scientificille, ja sen tarkoituksena oli selvittéda
Quant-It dsDNA High Sensitivity -kitille optimaalinen laite, kun analysoidaan pienid DNA-
pitoisuuksia. Valittua laitetta on jatkossa tarkoitus suositella kyseisen kitin kayttdon. Opti-
maalinen laite valittin maarittdmalla eri laitteille DNA:n toteamis- ja maaritysrajat kaytta-
malla kitin reagensseja. Testatut laitteet olivat Varioskan LUX, Fluoroskan ja Qubit™ 3.0
Fluorometri.

Mittauksissa kaytetty kitti perustuu DNA-molekyyliin sitoutumiseen fluoresoivaan fluoro-
kromiin. Kaikki laitteet mittaavat fluoresenssisignaalia, joita verrattiin kitin mukana tulleiden
kalibrointiliuosten tunnettuinin DNA-konsentraatioihin. Kalibrointisuorat olivat kaikki melko
lineaarisia, mutta jokaisella laitteella suurimman kalibrointipisteen rinnakkaismaaritysten
hajonta oli melko suurta.

Toteamis- ja maaritysrajat madritettiin analysoimalla "blank”-naytteita kitin mukana tullei-
den kalibrointiliuosten avulla. "Blank”-naytteina kaytettiin seka kitin puskuriliuosta, etta Kitin
ensimmaista kalibrointiliuosta, jonka konsentraatioksi ilmoitettiin O ng/pl. Kaikkia liuoksia
pipetoitiin mustalle ja valkoiselle, 96- ja 384-kaivoiselle mikrokuoppalevylle, jotta voitiin
maarittaad myos paras mikrokuoppalevy kitin kayttoa varten. Qubit-laitteella naytteet analy-
soitiin sité varten tarkoitetuissa Qubit-putkissa.

Lisaksi tehtiin saantokoenaytteita pienilla pitoisuuksilla. Niilla pyrittin varmistamaan maari-
tettyja toteamis- ja madritysrajoja, etenkin koska ne olivat hyvin pienid verrattuna kitin
standardinaytteiden pitoisuuksiin.

Tulosten perusteella paras laite kitin kaytt6on on Varioskan LUX, jonka kanssa kaytetdan
mustaa 96-kaivoista mikrokuoppalevya. Talla yhdistelmalla saatiin paras toteamis- ja maa-
ritysraja, sekd parhaat saantoprosentit.
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The study was done for Thermo Fisher Scientific. The purpose was to evaluate the optimal
instrument for Quant-it dsDNA High Sensitivity assay kit when low concentrations are ana-
lyzed. The chosen instrument will be recommended for using this kit. The optimal instru-
ment was chosen by evaluating limits of detection and quantification for different instru-
ments. Tested instruments were Varioskan LUX, Fluoroskan and Qubit 3.0 Flurometer.

Quant-it dsDNA High Sensitivity assay kit is based on fluorochrome that is fluorescent as it
bonds with DNA molecule. Therefore, every instrument measures fluorescence. Fluores-
cence signal was plotted against concentrations of the standard samples which were de-
livered with the kit. Every calibration curve was linear but the strongest standard samples
had very high standard deviation.

Limits of detection and qualification were evaluated by measuring blank samples using
calibration samples delivered with the kit. Buffer solution and first calibration solution were
used as a blank sample. Every solution was pipetted to black and white, 96- and 384-well
plates in order to evaluate the best well plate for use of the assay kit. Measurements with
the Qubit fluorometer were done in special Qubit-tubes.

In addition, recovery samples were made and analyzed with low concentrations. This was
because LOD and LOQ values were so low compared to the lowest calibration solution
delivered with the assay kit.

According to results the best instrument for the kit is Varioskan LUX with black 96-well
plate. LOD and LOQ values were the lowest and recoveries accurate and precise.

Keywords Fluorescence, Quant-it dSDNA High Sensitivity Assay Kit,
Varioskan LUX, Fluoroskan, Qubit, limit of detection, limit of
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Lyhenteet

DMSO Dimetyylisulfoksidi, liuottimena kéaytetty orgaaninen yhdiste
DNA Deoksiribonukleiinihappo

ds double stranded, kaksijuosteinen

E. coli Escherichia coli, bakteerilaji

HS High sensitivity, korkea herkkyys

LAT Luminescence, AlphaScreen, Time-resolved fluorescence,
LED light-emitting diode, laitteen valoa emittoiva komponentti
LSG Life Sciences Solutions Group

RFU Relative fluorescence unit, suhteellinen fluoresenssiyksikk®
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1 Johdanto

Opinnaytetyon tarkoituksena on selvittaa sopivin laite ja mikrokuoppalevy DNA kon-
sentraation maaritykseen tarkoitetulle Quant-iT™ dsDNA high sensitivity -kitille. Tyo
suoritetaan Thermo Fisher Scientificille yhteistytssa Life Sciences Solutions Group-
ryhman (LSG) kanssa, jotta kitin kayttoon voidaan suositella siihen sopivaa laitetta.
Quant-iT-kitit perustuvat erilaisiin DNA- tai RNA-molekyyleihin sitoutuviin fluoresoiviin

reagensseihin, joten mittaus tapahtuu fluoresenssispektrometriaa kayttaen.

Thermo Fisher Scientific on vuonna 2006 Thermo Electronin ja Fisher Scientificin yh-
distymisessa perustunut yhdysvaltalainen laboratorio- ja biotekniikan laitteita ja valinei-
ta tuottava yhtio. Se tyollistaa maailmanlaajuisesti yli 50 tuhatta henkeé ja yhtion paa-
tuotemerkkeja ovat Thermo Scientific, Applied Biosystems, Invitrogen, Fisher Scientific
ja Unity Lab Services. Opinnaytetytssa kaytetyt mikrokuoppalevyjen analysointiin tar-
koitetut laitteet ja mikrokuoppalevyt kuuluvat Thermo Scientificin tuotteisiin ja kitit sek&a
Qubit fluorometri Invitrogenin tuotteisiin. [6.]

Thermo Fisher Scientific toimii noin 50:ss& maassa, mutta paatoimisto sijaitsee
Walthamissa, Yhdysvalloissa. Suomessa toimipisteitd on Vantaalla ja Joensuussa,
joista Vantaan toimipisteella tapahtuu tuotteiden markkinointi, myynti sek& mikrokuop-
palevylukijoiden tuotanto ja huolto ja Joensuussa taas pipettien ja osan kuoppalevyjen

huolto ja tuotanto.
Mittauksissa kaytettiin Skanlt-ohjelmaa, jota kaytetddn useiden laitteiden ohjaamiseen.

Fluoroskanien ja Varioskan LUXin liséksi ohjelmaa voidaan kayttaa esimerkiksi Thermo

Scientific Multiskan GO ja FC -fotometrien kanssa.

2 Tyon teoria

2.1 Fluoresenssispektrofotometria

Fluorometria on sdhkdémagneettiseen sateilyyn perustuva analyysitekniikka, jossa fluo-
resoivaa naytetta eksitoidaan tietyn aallonpituuden valolla. Eksitaation johdosta ana-

lyytti emittoi eli lahettaa lyhyen ajan kuluttua matalaenergisempaa ja aallonpituudeltaan
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suurempaa valoa, jota mitataan laitteen detektorilla, joka on yleensa valomonistinputki.
Edellytyksena fluorometrialle on, ettd tutkittava yhdiste tai siitd valmistettava johdos
absorboi riittavasti viritysvaloa ja, etta se fluoresoi. Tama tekee fluorometriasta erittain
herk&n ja spesifisen mittausmenetelman. [1. s. 66-68, 2. s. 406—413.]

2.1.1 Fluoresenssin synty

Eksitoinnissa naytemolekyyli viritetd&n voimakkaalla tietyn aallonpituuden valolla.
Yleensa eksitoinnissa kaytetddn kvartsi-halogeeni- tai ksenonlamppua, jolla saadaan
voimakas valointensiteetti. Tarkoituksena on saada naytemolekyylit virittym&an, eli ab-
sorboimaan itseensa valofotonin (kuva 1). [1. s. 66—67.]

— =
4 —+

Kuva 1. Molekyylien uloin elektroni siirtyy ylemmalle energiatilalle, eli molekyyli virittyy. Viritty-
miseen vaadittava energia (Ez) tulee laitteen lampusta. [1. 5.66.]

Lyhyen ajan kuluttua eksitoinnista virittynyt molekyyli palautuu takaisin perustilaan,
jolloin matala energisempééa valoa vapautuu, eli emittoituu kaikkiin suuntiin (kuva 2).
Loppu energia kuluu nayteliuoksen lampenemiseen. Koska emittoituvalla valolla mata-
lampi energiataso, sen aallonpituus on suurempi kuin virittymiseen vaaditulla valolla.
[1.s.67-68; 2. 5. 412-413.]

.» Es=Ei-E»
/

T+ 1 —

-

+ E2=E1-E3
Kuva 2. Molekyylin viritystilan purkautuessa vapautuu valoa (E2) ja lampdenergiaa (Es). Syn-
tyvaa valoa kutsutaan fluoresenssiksi ja sité voidaan mitata fluoresenssispektrometrilla.
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Virittymisen aikana elektronin spintila voi my6s kaantya. Talléin puhutaan fosforisens-
sistd. Fosforisenssi eroaa fluoresenssista elektronin spintilan lisdksi siten, ettd se on
fluoresenssia hitaampaa ja se tapahtuu suuremmalla aallonpituudella. Mittausten kan-
nalta on kuitenkin samantekevad, onko kyse fluoresenssista vai fosforesenssista, kun-
han tiedetdan milla aallonpituudella naytteen emittoituminen tapahtuu. [1. s.66; 2. s.
406; 3. s.91;7.s 1-3.]

2.1.2 Fluoresenssin mittaaminen

Seké eksitaatio- ettd emissiovalon aallonpituus voidaan valita laitteesta riippuen joko
eksitaatio- tai emissiomonokromaattorilla tai eksitaatio- tai emissiofilttereilla. Eksitaatio-
valon aallonpituuden tulee olla valittu siten, etté analyytti absorboi valoa sopivan paljon.
Liian pieni absorptio aiheuttaa vain pientd emissiota, eika sit voida havaita. Liika ab-
sorbointi taas aiheuttaa valointensiteetin epatasaisuutta mittausalueella eikd koko ky-
vetin matkalla synny yhta paljon virittyneitd molekyyleja ja n&in pienentda emissiota
(kuva 3). Myds emissiosignaali voi absorboitua, jolloin detektorin havaitsema signaali
laskee. Kun maksimiemissio on saavutettu, alkaa se laskea naytteen konsentraatiota
nostettaessa. limiéta kutsutaan itseabsorptioksi ja sita voidaan valttda pitamalla nayte
tarpeeksi laimeana. [1.s.66-67; 2. s. 412; 3. s. 95.]

Kyvetti

Valo

Kuva 3. Liian suuri absorbanssi aiheuttaa virittyneiden molekyylien epatasaisuutta. Vari ky-
vetin sisdlla kuvaa valon absorbanssia ja sitd kautta emissiota. Absorbanssin ollessa liian
suurta, valo ei pysty lapaisemé&én kyvettid, jolloin kyvetin keski- tai takaosassa olevat mole-
kyylit eivat saa tarpeeksi energiaa virittydkseen. Mittaus tapahtuu kyvetin keskiosasta.

Perinteisessa fluoresenssispektrometriassa ndyte on erikoiskvartsista valmistetussa
kyvetissa, jonka kaikki sivut ovat optisia. Tall6in emissio mitataan kohtisuoraan eksitaa-
tiovalosta, jolla minimoidaan hajavalon synnyttamaé hairibsignaalia. Jos on tarvetta
nostaa menetelman herkkyyttd, voidaan eksitaatiovaloa ja detektoria vastakkaiset ky-
vetin sivut muuttaa peileiksi. Nain joka suuntaan sateileva emissio ei paase ulos kuin
eksitaatiosateen sisaantulosivusta ja detektorisivusta. TA&ma voi nostaa signaalia yli
kolminkertaiseksi. [1. s. 68; 2. s. 412.]
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Mikrokuoppalevyilta mitatut analyysit suoritetaan yleensa mustalta levylta, joka absor-
boi kaikkea valoa. Talla pyrita&n valttamaan valon takaisin heijastumista levyn seiné-
milta tai pohjasta ja nain pienentamaan taustasignaalin suuruutta. Koska fotometrisissa
analyyseissa mitataan valon absorbanssia naytteen lapi, levyiltd pystysuunnassa mit-
taamisen myota tulee huomioida oleellisena osana analyysia naytteen meniskusefekti.
Meniskuksen suunnasta riippuen se joko pienentaé tai kasvattaa néytteen valotieta ja
nain vaikuttaa mitattuihin tuloksiin (kuva 4). Fluorometriassa meniskus vaikuttaa kui-
tenkin vain naytteen pinnan muotoon, jolloin takaisin heijastuvan valon kulma voi vaih-
della. Meniskuksen kokoon ja suuntaan vaikuttaa naytteen ja levyn valinen vuorovaiku-

tus, joten levyn valmistusmateriaalilla on merkittavia vaikutuksia tuloksiin. [14, 15.]

Kuva 4. Meniskusefekti vaikuttaa mikrokuoppalevylla merkittavasti valotien pituuteen. Vastaa-
vasti poikkisuuntaan mitattavalla kyvetilla valotien pituus on aina hyvin tiedossa. [15.]

Monet aineet sammuttavat fluoresenssia, joten naytematriisi tulee valita tarkoin. Liséksi
lampdtila ja pH vaikuttavat fluoresenssitehokkuuteen merkittavasti. DNA:ta ja RNA:ta
analysoitaessa myds naytemolekyylin pitoisuus vaikuttaa fluorsenssitehokkuuteen
epasuorasti meniskusefektin myo6ta. Suurilla DNA- tai RNA-pitoisuuksilla menis-
kusefekti on suurempi kuin pienilla pitoisuuksilla ja etenkin pienissa tilavuuksissa valo-
tien pituus vaihtelee merkittavasti. TAman takia analyysi ei valttAmatta pysy lineaarise-

na suurilla pitoisuuksilla. (Kuva 5) [1, 14, 15.]
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Kuva 5. DNA- tai RNA-konsentraatiolla on suuri vaikutus valotien pituuteen meniskus-efektin
kautta. [14.]

2.1.3 Spektrien mittaaminen

Eksitaatiospektrin voi mitata laitteella, jossa on eksitaatiomonokromaattori, jolla voi
muuttaa eksitaatiovalon aallonpituutta. Spektri on yleensa samankaltainen absorptio-
spektrin kanssa. Mittaus tapahtuu pitaméalla emissioaallonpituus vakiona ja kaymalla
lapi eri eksitaatioaallonpituudet. Emissiospektrin mittaamisessa taas pidetaan eksitaa-
tioaallonpituus vakiona, ja emissiomonokromaattorin avulla kaydaan lapi emissioaal-
lonpituudet. Emissiospektri on yleensa eksitaatio- ja absorptiospektrin peilikuva. [1. s.
68; 2. s. 408, 410; 7. s. 34-36.]

2.1.4 Signaalin detektointi

Signaalin detektointi tapahtuu erilaisten detektorien avulla. Tybtssa kaytetyilla mikro-
kuoppalevylukijoilla detektorina toimi usein fluorometreissa kaytetty, erittéain herkka
valomonistinputki. Sen toiminta perustuu kahteen erilaiseen pintaan, katodiin ja useaan

dynodiin.

Putkeen ohjattava valo kulkeutuu ensimmaéiselle ohuelle metalliselle pinnalle, joka on
valoa emittoiva katodi. Valon osuttua tdhan pintaan, emittoituu siita elektroneja, jotka
ohjataan kiihdyttden seuraavalle, varautuneelle pinnalle, dynodille. Kiihdytyksen takia
elektroneilla on suurempi kineettinen energia, kuin niilla alun perin oli ja jokainen kiih-
dytetty elektroni irrottaa dynodiin térmattydan useamman kuin yhden elektronin. En-
simmaiseltad dynodilta irronneet elektronit ohjataan seuraavalle, yha varautuneemmalle,

dynodille ja yhd enemman elektroneja irtoaa. Tata toistetaan useaan kertaan, jolloin
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elektronien maara kasvaa jokaisen dynodin kohdalla. Lopuksi elektronit luetaan sah-
koisena signaalina anodilla. (Kuva 6) [2, s. 455-456; 7, s. 44-46.]

Photomultiplier Tube

ejected
electrons

N v

Kuva 6. Valomonistinputken toiminta kaavakuvana [10.]

Naytteesta tulevan signaalin voimakkuutta voidaan s&atdd vaihtamalla valomonistin-
putkeen kulkevan jannitteen voimakkuutta. Korkeammalla jannitteelld saadaan suu-
rempi maara elektroneja, jolloin signaalikin on voimakkaampi. Jannite kuitenkin pitaa
saataa suhteutettuna valon intensiteettiin. Liika jannite johtaa helposti lineaarisuuden

heikkenemiseen. [7, s. 44.]

Toinen tydssa kaytetty detektori oli Qubit-laitteessa olleet valodiodit. Valodiodeissa on
positiivisesti ja negatiivisesti varautuneita pii-atomeja. Positiivisesti varautuneiden ato-
mien seassa on elektronivaje, jolloin niiden valiin jaa aukkoja. Negatiivisesti varautu-

neiden atomien valiin j&& taas ylimaaraisia elektroneja. [2, s. 457.]

Erilailla varautuneet atomit pidetdén erillaan vastakkaisella varauksella. Negatiivisesti
varautuneet atomit vedetaan poispain positiivisesti varautuneista positiivisesti varautu-
neella jannitteelld, ja positiiviset atomit vastaavasti negatiivisella jannitteella. Nain eri
varauksisten atomien valiin jaa alue, jossa on vain vahan ylimaaraisia elektroneja tai
aukkoja. Nain varaukset varastoituvat kummallekin puolelle tata aluetta, joka toimii
kondensaattorina ja varastoi séhkoistd varausta. Mittauksen alussa kondensaattoriin

on taysin varautunut. (Kuva 7). [2, s.457 ]
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Kuva 7. Valodiodin kaavakuva [2, sivu 457.]

Valoséteilyn tullessa diodille, syntyy vapaita elektroneja ja aukkoja, jotka jakautuvat
vastakkaisille varausalueille ja osa varastoituneesta varauksesta purkautuu. Mita
enemman sateilya diodille tulee, sitd enemman varausta purkautuu ja mittauksen loput-
tua lasketaan, paljonko varausta vaaditaan, jotta kondensaattori saadaan taas tayteen

varattua.

Valodiodeja voidaan myf6s asettaa riviin, jolloin puhutaan diodirividetektorista. Sen
avulla voidaan maarittaa valospektri nopeasti, koska silla voidaan mitata useaa aallon-
pituutta samanaikaisesti. Talloin laitteeseen vaaditaan my6s polykromaattori, jolla valo
hajotetaan eri aallonpituuksille. Resoluutio riippuu siis kuinka lahekkain diodit ovat ase-
tettu detektorilla ja kuinka hyva on polykromaattorin erotuskyky. [2, 5.457.]

Detektoreilla mitattu s&hkovirta muunnetaan RFU-yksikoiksi, joka on fluoresenssisig-
naalin ilmoittamiseen kaytetty yksikkd. Se on suhteellinen yksikko, eika siis kerro tark-
kaan mink& signaalin laite on saanut, vaan se on voitu muuttaa esimerkiksi skaalaa-
malla tiettyyn suuruuteen. Eri laitteilla mitatut RFU-arvot eivat siis valttamatta ole suo-

raan vertailukelpoiset.



2.1.5 Toteamis- ja maaritysrajat

Toteamisraja, eli LOD, on konsentraatioraja, jossa voidaan luotettavasti todeta, etta
nayte sisaltaa tutkittavaa analyyyttia. Maaritysraja, eli LOQ, taas kertoo sen, jolloin voi-
daan todeta maaritettavan analyytin pitoisuus luotettavasti. Rajat maaritellaan analy-
soimalla joko “blank™-naytetta tai naytetta missa tutkittavaa analyyttia on vain vahan.
Kumpaa naytetta kaytetaan, riippuu mittausteknologiasta. Esimerkiksi foto-ja fluoromet-
riassa rajat maaritelladn "blank”-naytteiden avulla, mutta esimerkiksi kromatografiassa
ne maaritelladn naytteilla, jotka siséltavat analyyttid, koska naissa tulee havaita kroma-
torgrammin piikki pohjatasosta. [9, s. 21.]

LOD ja LOQ voidaan maarittaa laitteelle tai analyysimenetelmalle. Erona néilla on se,
etta laitteelle maaritettyyn toteamisrajaan ei valttdmatta tarvitse suorittaa naytteenkasit-
telyd mitattaville naytteille, kun taas menetelman toteamisrajaa varten mitattavat
"blank”-naytteet tulisi kayda lapi koko analyysiprosessi. Esimerkiksi DNA:ta mitattaessa
laitteen toteamisraja voidaan méaarittdd mittaamalla puskuria "blank”-ndytteend, mutta
analyysin toteamisrajaa maarittaessa tulee puskurin kayda esimerkiksi DNA:n eristys-
vaihe lapi, mikali myds normaalisti mitattaville naytteille tama tehtaisiin. Opinnaytetyos-

sa maadritettiin laitteiden toteamisrajoja. [9, s. 20-21.]

Toteamis- ja maaritysrajojen laskeminen perustuu tilastomatematiikkaan. Toteamisraja
lasketaan kertomalla useiden ”blank’-naytteiden konsentraatioiden keskihajonta kol-
mella, jolloin toteamisraja saadaan laskettua 95 % luottamusasteella. Kerroin kolme
tulee t-jakaumasta, kun naytteet todetaan virheellisesti positiiviseksi todennékdisyydel-
& a = 0,05. Talléin positiivisiksi todettujen naytteiden kriittinen arvo olisi 1,65s, jossa s
on ”blank”-naytteiden keskihajonta ja 1,65 kerroin t-jakaumasta, kun otoksia on run-
saasti. Kaikki taméan arvon ylittavét todettaisiin positiiviksi. [9, Liite B.]

Talla perusteella kuitenkin virheellisesti negatiivisiksi naytteiksi todettujen maara olisi
todella suuri (50 %, jos naytteen konsentraatio olisi tasmélleen 1,65s), joten arvoon on
otettava huomioon myds nama arvot. Virheellisiksi negatiivisiksi todettujen naytteiden
todennakdisyydeksi asetetaan sama kuin positiivisten, a = 8 = 0,05, ja nain sen Kkriit-
tiseksi arvoksi tulee sama 1,65s. Kokonaiskertoimeksi tulee siis 1,65 + 1,65 = 3,30 ja

tama pydristyy toteamisrajan kertoimeksi 3 (Kuva 8). [9, Liite B.]
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Kuva 8. Kuvaaja, jossa sininen kayra kuvaa ”blank”-naytteiden tulosten jakautumista, punai-
nen kayra naytteiden tulosten jakautumista, kun konsentraatio on toteamisrajan tasolla ja
vihred naytteiden tulosten jakautumista, kun konsentraatio on maaritysrajan tasolla. Violetil-
la katkoviivalla on merkitty hahmotelma toteamisrajasta, jos kaytettaisiin kerrointa 1,65. a
kuvaa virheellisten positiivisten tulosten todennakdisyytta ja B virheellisten negatiivisten tu-
losten todennédkdisyytta. Mikali pienempdaa kerrointa kaytettaisiin, olisi 3 jopa 50 %.

Méaaritysrajan kertoimena on yleensa 10, mutta my6s 5 ja 6 on usein kaytetty. Mita suu-
rempi kerroin on, sitéd suurempi todennakdisyys on, ettd tuloksista saadaan virheellisia

negatiivisia tuloksia.

2.2 Laboratoriolaitteet

2.2.1 Fluoroskan ja Fluoroskan FL

Fluoroskan on fluorometri, jolla voidaan mitata fluoresenssia 1-384-kaivoisilta mikro-
kuoppalevyiltd (kuva 9). Fluoroskan FL-laitteella voidaan mitata fluoresenssin liséksi
myds luminesenssia. Laitteesta on myo6s versio, Luminoskan, jolla voidaan mitata vain

luminesenssia.

Laitteen valonlahteend toimii kvartsi-halogeenilamppu ja sateen halkaisijaa voidaan
saataa joko 3 mm tai 1,5 mm paksuiseksi. Fluoroskan FL ei sisalla monokromaattoria,
vaan valojen aallonpituuden séately tapahtuu eksitaatio- ja emissiofilttereilld, jotka ase-
tetaan omille filtterikiekoille. Osa sateestd ohjataan puolilapaisevan peilin avulla refe-

renssidetektorille ja loput valosta menee valosuojan lapi naytteelle. Naytteen molekyylit



10

virittyvat ja lahettavat emissiosignaalia, joka ohjataan aiemmin mainitun peilin avulla

emissiofiltterin 1&pi detektorina toimivaan valomonistinputkeen. [4. s. 16.]

Kuva 9. Fluoroskanin etundkymad, kun kansi on auki. Numeroidut kohdat ovat seuraavat: 1.
laitteen optiikan valosuoja, 2. annostelupumppu, 3. annostelijapad, 4. roiskesuoja. 5. annos-
telijapéiden pidike, 6. tulppa annosteluaukoille, kun annostelijat eivat ole annostelu asen-
nossa, 7. laitteen hallintapainikkeet, 8. sensori, joka havaitsee, onko kansi auki, 9. eksitaa-
tiosateen koon valitsin. [4, s. 15.]

Yleensa laitteella mitataan naytettd mikrokuoppalevyn kaivojen paaltd, mutta laitteen
optilkkan voi myds siirtdd levyn alle. Talldin naytteet voidaan mitata kaivojen pohjan
kautta, jolloin kaivoissa tulee olla optisesti lapindkyvéat pohjat. Ala-optiikka soveltuu
hyvin esimerkiksi solujen mittaamiseen, koska solut valuvat helposti kaivon pohjalle.
Na&in voidaan vahentdd mahdollisia naytematriisin aiheuttamia hairidita. Laitteeseen on
myds mahdollista asentaa maksimissaan kolme eri annostelijaa, joilla voidaan annos-

tella tarkkoja maéaria liuoksia naytteisiin laitteen sisalla. [4. s. 11 ja 17.]

2.2.2 Varioskan™ LUX

Varioskan™ LUX on mikrokuoppalevyille valmistettujen naytteiden analysointiin tarkoi-

tettu laite, jossa on useita erilaisia mittaustekniikoita. Jokaisella laitteella on mahdollista
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mitata absorbanssia ja fluoresenssia ja, riippuen laitteen lisdosista myds luminesens-

sia, aikaerotteista fluoresenssia (TRF) ja AlphaScreen-mittauksia.

LUX:iin on mahdollista asentaa maksimissaan kaksi annostelijaa (kuva 10), joilla voi-
daan annostella tarkkoja nestemaaria naytteeseen laitteen sisélle. Tama mahdollistaa
esimerkiksi luminesenssireaktion aloittamisen laitteen sisélla, jolloin reaktion kehitty-

mista voidaan seurata jo sen aloittamisen aikana.

Kuva 10. Varioskan™ LUX-laitteen etunédkymad, kun liukuovi on auki. Kuvan laite on varustettu-
na kahdella annostelijalla ja LAT-moduulilla. Numeroidut kohdat ovat seuraavat: 1. levyn
kontrollointi painike, 2. LAT-moduuli, 3. annostelijoiden kontrollointipainikkeet, 4. annosteli-
jat, 5. reagenssipullojen pidikkeet [5. s. 15.]

Laitteen optiikka jakautuu kahteen osioon. Toinen on jokaisessa laitteessa oleva sisai-
nen monokromaattoreilla toimiva osio, jolla mitataan fluorometrisia ja fotometrisia ana-
lyyseja. Toinen osio on LAT-moduuli, joka asennetaan tarvittaessa laitteeseen liu-
kuoven taakse, annostelupumppujen viereen (kuva 4). LAT-moduulissa ei ole mono-
kromaattoreita, vaan sen valon aallonpituuden saately tapahtuu filttereilla, kuten Fluo-
roskan-laitteilla. Moduuli mahdollistaa luminesenssin, AlphaScreen-mittausten seka
TRF-mittauksen laitteella (Kuva 11). [5. s. 16.]
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Kuva 11. Varioskan™ LUX-laitteen optiikan kaavakuva, kun LAT-moduuli on asennettu. [5. s.
16.]

Monokromaattoreita on sarjakytketty kaksi niin eksitaatio- kuin emissiopuolelle. Yh-
teensd monokromaattoreita on siis nelja, joilla pyritddn puhdistamaan valosdde mah-
dollisimman selvaksi. Voimakas valo ohjataan sisdantuloraon lapi ensimmaiselle mo-
nokromaattorille, jossa valo hajautuu eri aallonpituuksille. Kaantamalla ensimmaista
monokromaattoria, halutun aallonpituuden valo ohjataan véliraon l&pi seuraavalle mo-
nokromaattorille, jolta se ohjataan samalla tavalla ulostuloraon |api naytteelle. Ulostulo-
raon leveydella voidaan myos séataa kaistan leveys joko 5 nm tai 12 nm paksuiseksi.
Nain saadaan poistettua ei-toivottujen aallonpituuksien valo eli hajavalo mahdollisim-

man hyvin eksitaatio- tai emissiosateesta. (Kuva 12) [5. s. 18, 19.]
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Kuva 12. Kahden monokromaattorin sarjakytkennalld saadaan aikaan puhdas valosade. Mono-
kromaattorit on kytketty samalla tavalla niin eksitaatio- kuin emissiopuolellekkin. [5. s. 18.]

Kuten Fluoroskan-laitteissa, myos LUX:issa detektorina toimii valomonistinputki. Valon-
lahteend taas monokromaattori-puolella toimii ksenon purkaus lamppu ja LAT-
moduulissa AlphaScreenid varten LED-lamppu ja TRF-mittauksia varten ksenon pur-
kaus lamppu. [5. s. 18, 21.]

2.2.3  Qubit® 3.0 Fluorometri

Qubit® 3.0 Fluorometri on pienikokoinen ja nopea yksittaisten naytteiden DNA-, RNA-
ja proteiini-konsentraatioiden mittaukseen tarkoitettu laite. Yhden naytteen mittaaminen
kestda alle 5 sekuntia. Se on suunniteltu kaytettavaksi kittien kanssa ja vaatii fluoresoi-
van vdriaineen lisdamisen naytteeseen. Siihen on ladattu esimerkiksi kaytetyn kitin
mittausohjelma valmiiksi ja kaytettdessd oikeaa mittausohjelmaa, laite laskee néayttei-

den pitoisuudet laitteen sisaan koodatun laskenta-algoritmin avulla. [8.]

Valonldhteena laitteessa toimii punainen ja sininen LED-lamppu, joiden maksimiaallon-
pituudet ovat 470 nm ja 635 nm. Naytteeseen menevan valon aallonpituuden kontrol-
lointiin kaytetaan filttereitd, joita on laitteeseen asennettu kaksi paria. Eksitaatiofiltterei-
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na on sininen 430-495 nm ja punainen 600-645 nm filtterit, ja emissiofilttereina vihrea
510-580 nm ja punainen 665-720 nm filtterit. Detektoreina toimii valodiodeja, joiden
mittausalue on 300-1000 nm. [8.]

2.3 Quant-iT™ dsDNA High sensitivity -kitti

Opinnaytetydssa kaytetty Quant-iT™ dsDNA High Sensitivity -kitti on DNA-
konsentraation maaritykseen tarkoitettu analyysikitti, joka sisaltdd puskuriliuoksen,
standardiliuokset seka fluoresoivan varireagenssiliuoksen, johon kitin toiminta perus-

tuu.

Véarireagenssi on fluorokromi, joka fluoresoi tietyn aallonpituista valoa sitoutuessaan
kaksijuosteiseen DNA-molekyyliin. Eksitaatio- ja emissiomaksimit ovat 502 nm ja 523
nm (kuva 13). Kitti on tarkoitettu matalalle konsentraatioalueelle, silla sen kayttoalu-
eeksi ilmoitetaan 0,2-100 ng DNA:ta, eivatka ndytteessa olevat vapaat nukleotidit, RNA

tai proteiinit hairitse mittausta. [11.]

c i [ =
2 ! [}

0! i
g x B
= \ £
L] J 1 [si]
] \ ]
& 4]
c l| [
o | ! &
Q i v 4]
] 1 7]
o ' i ai]
= I -
=] ' [=]
3 ! 1 =1
T ! ) T

i L]
i
- o
300 400 500 G0 TOO

Wavelength {nm)

Kuva 13. Kitin varireagenssin eksitaatio- ja emissiospektrit. Emissiospektri on merkitty katkovii-
valla. [12.]

Koska kitti perustuu fluoresoivaan fluorokromiin, on se paljon herkempi ja spesifisempi
kuin perinteiset fotometriset menetelmat, joilla usein analysoidaan DNA:ta. Yleisesti
fluorometriset menetelméat ovat noin 1000 kertaa herkempia kuin fotometriset mene-

telmét, mutta ne ovat myds herkempia erilaisille analyysia hairitseville tekijoille. [13.]
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3 TyoOssa kaytetyt vélineet ja reagenssit

3.1 Reagenssit

Kaikki tydhon tarvittavat reagenssit olivat Quant-iT dsDNA, high sensitivity -kittiin sisal-
tyneet 250 ml puskuriliuos, 1,0 ml varireagenssiliuos seké 0,5 ml jokaista standardiliu-
osta. Tydssé kaytetty kitti oli:

e Quant-iT™ dsDNA Assay Kit, High Sensitivity, 1000 assays, 0,2-100 ng, REF:
Q33120, Lot: 1782381 ja 1802045

o Kalibrointiliuokset: A dsDNA 0; 0,5; 1; 2; 4; 6; 8 ja 10 ng/ul

3.2 Pipetit

Opinnaytetydssa kaytettiin eri tilavuuksiin eri pipetteja. Pipetointiin pyrittiin valitsemaan
aina optimaalisin pipetti siten, etta pipetoitava tilavuus olisi pipetin pipetointialueen va-
lissd. Tybssa kaytetyt pipetit olivat:

Finnpipette Novus 5-50 pl, 8-kanavainen, SN: CH98194

e EI1-ClipTip 0.5-12.5 pl, yksikanavainen, SN: LH15100

e Finnpipette F2 0.5-5 ml, yksikanavainen, SN: FJ12078

e Finnpipette F2 20-200 pl, yksikanavainen, SN: HH77837

e Finnpipette Novus 100-1200 pl, 8-kanavainen, SN: NA06445

e E1-ClipTip 2-125 pl, yksikanavainen, SN: LH42041

e Finnpipette F2 0.5-5 pl, yksikanavainen, SN: GH27324

e Finnpipette Novus 30-300 pl, 8-kanavainen, SN: GH25432
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3.3 Mikrokuoppalevyt ja laitteet

Optimaalinen mikrokuoppalevy Kkitille valittiin testaamalla mustia ja valkoisia 96-
kaivoisia ja 384-kaivoisia levyja. Qubit-laitteeseen kaytettiin siihen sopivia Qubit-putkia.
Tyossa kaytettiin seuraavia mikrokuoppalevyja ja putkia:

e Nunc™ F96 MicroWell™ Black Polystyrene Plate, Cat: 237108, Lot: 067142

Nunc™ 384-Well Polystyrene Black Microplate, Cat: 262260, Lot: 130204

Nunc™ F96 MicroWell™ White Polystyrene Plate, Cat: 236180, Lot: 063554

Nunc™ 384-Well Polystyrene White Microplate, Cat: 262360, Lot: 1105407

Qubit® Assay Tubes, Cat: Q32856, Lot: 1784092
Tybn suorittamiseen pyrittiin valitsemaan tutkittavia laitteita mahdollisimman monta,
jotta pyrittiin varmistamaan tulosten luotettavuus. Varioskan LUX -laitteita oli mahdollis-
ta valita kolme, Fluoroskan ja Fluoroskan FL -laitteita aluksi kaksi ja myohemmin kolme
ja Qubit-fluorometreja vain yksi. Varioskan LUX:eja ja Fluoroskaneja ohjattiin Skanlt -
ohjelmalla. Mittauslaitteet olivat:
e Varioskan LUX
o SN: LUX3020-2033
o SN: LUX3020-2032
o SN: LUX3020-2023
e Fluoroskan ja Fluoroskan FL

o Fluoroskan, SN: 374-90716

o Fluoroskan FL, SN: 374-91232C
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o Fluoroskan FL, SN: 374-91171C

e Qubit® 3.0 Fluorometer, SN: 2321603775

Liséksi Fluoroskan ja Fluoroskan FL -laitteissa tarvittiin valon aallonpituuksien saate-
lyyn filtterikiekkoja. Jokaisessa laitteessa kaytettiin samanlaisia kiekkoja, joiden tiedot

ovat seuraavat:

o Eksitaatiofiltteri: EX&Em 485 -14 nm, Standard wavelength, Default in Fluoros-
kan, cas: 1424852

e Emissiofiltteri: Em 538 -25 nm for 4852/4302, Standard wavelength, Default in
Fluoroskan, Cas: 1425382

4 Tyobn suoritus

4.1 Naytteiden mittaus

Ty0 aloitettiin valmistamalla kitin mukana tulleista varireagenssista ja puskurista 1:200
laimennos kitin kayttbohjeen mukaan. Huoneenlampdista puskuria pipetoitiin 35 ml ja
reagenssia 175 pl muoviseen 50 ml sentrifugiputkeen. Tata tyodliuosta pipetoitiin 20 pl
kaytettyihin kaivoihin mustalle ja valkoiselle 384-kaivoiselle mikrokuoppalevylle. Naihin
kaivoihin pipetoitiin liséaksi 1 pl standardiliuoksia kuvan 14 mukaisesti. "Blank’-
naytteend kaytettiin tydliuosta ja kaikista tehtiin kuusi rinnakkaista naytetta. Levya

sentrifugoitiin minuutin ajan 1500 rpm nopeudella ja aloitettiin mittaukset LUX laitteilla.
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Kuva 14. Naytteiden asettelu 384-kaivoiselle levylle. Kuvasta pois jaavat kaivot ovat tyhjia.

96-kaivoaisille levyille tyéliuosta pipetoitiin 200 ul ja standardiliuoksia 10 pl kuvan 15
mukaisesti. Myds nama tehtiin valkoiselle ja mustalle levylle.
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Kuva 15. Naytteiden asettelu 96-kaivoiselle levylle.
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Kaikki levyt mitattiin kaikilla LUX- ja Fluoroskan-laitteilla perakkain mahdollisimman
nopeasti. Kun levyt odottivat laitteen vapautumista, ne suojattiin valolta foliolla. Ajo-
ohjelmassa levy vietiin ensin laitteen siséén, jossa se sita inkuboitiin pimeassa kaksi
minuuttia. Inkuboinnin jalkeen jokaisesta kaivosta mitattiin yksitellen fluoresenssisig-
naali. LUX-laitteella emissio- ja eksitaatioaallonpituudet sdadettiin monokromaattorilla
485 nm ja 530 nm ja Fluoroskan-laitteilla kaytettiin eksitaatiofiltterinéd 485 nm filtteria ja
emissiofiltterind 538 nm filtteri&. Yhden naytteen mittausaikana oli 100 ms.

Qubit-laitteelle naytteet valmistettiin samasta tydliuoksesta ja standardiliuoksista. Jo-
kaisesta naytteesta tehtiin nelja rinnakkaista pipetoimalla Qubit-putkeen 200 pl ty6liu-
osta ja 10 pl standardiliuosta. Naytteita vorteksoitiin ennen mittauksia kaksi-kolme se-
kuntia. Laite sisaltaa valmiin mittausohjelman, jossa se kalibroitiin pienimmalla (0 ng/ul)
ja suurimmalla (10 ng/ul) standardilla. Koska ohjelmaan ei voida liséata kalibrointipisteita
tai rinnakkaisnaytteitda, mitattiin kaikki standardinaytteet normaaleina naytteina ja néai-

den signaaleista piirrettiin kalibrointisuora Excel-ohjelmalla jalkikateen.

Koska etenkin mustan levyn toteamis- ja maaritysrajat olivat erittain pienid, paatettiin
niiden paikkansa pitdvyys testata saantokokeilla. Lisdksi Fluoroskan-laitteita saatiin
kolmas kappale, jolla voitiin parantaa tulosten luotettavuutta. Saantokokeiden naytteet
tehtiin laimentamalla pieninta standardiliuosta, joka sisalsi DNA:ta (0,5 ng/pl).

96-kaivoisille mustalle ja valkoiselle levylle pipetoitiin 200 pul tydliuosta jokaiseen mit-
tauksissa kaytettyyn kaivoon. Standardiliuoksia ja nayteliuoksia pipetoitiin kaivoihin 10
ul ja jokaisesta naytteesta tehtiin jalleen kuusi rinnakkaisnaytettd. Saantokoe naytteet

laimennettiin puskuriliuoksella. (Kuva 16)
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Kuva 16. Saantokoenaytteiden laimentaminen ja naytteiden asettelu 96-kaivoisille mikrokuop-

palevyille.

384-kaivoisille levyille tydliuosta pipetoitiin 20 pl mustalle ja valkoiselle levylle jokaiseen

mittauksissa kaytettyyn kaivoon. Standardi- ja saantokoenaytteiden pipetointitilavuus

oli 1 pl. Kaikista naytteista tehtiin 6 rinnakkaisnaytettéa ja saantokoenaytteet laimennet-

tiin puskuriliuokseen levylla kuvan 17 mukaisesti. Mittaukset suoritettiin vuoron peraan

heti levyn sentrifugoinnin jalkeen samanlaisilla ohjelmilla kuin aiemmin.
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Kuva 17. Saantokoenaytteiden laimentaminen ja naytteiden asettelu 384-kaivoisille mikrokuop-
palevyille.

Qubit-laittelle tehtiin my6és saantokoenaytteet, joita varten myés standardiliuokset teh-
tiin uudestaan. Rinnakkaisia naytteita tehtiin talla kertaa vain kaksi ja ne mitattiin sa-
malla tavalla kuin aiemmat naytteet. LOD- ja LOQ-arvot laskettiin ensimmaisista stan-
dardinaytteistd, koska silloin kaytettiin enemman toistoja.

4.2  Spektrien mittaus

Jokaisesta levystd mitattiin eksitaatio- ja emissiospektrit, joilla voitiin arvioida, onko
mittauksissa kaytetyt eksitaatio- ja emissioaallonpituudet oikein valittu ja onko tarvitta-
essa mahdollista nostaa signaalin tasoa vaihtamalla aallonpituutta. Spektrit mitattiin
kaikille levyille mittausohjelmalla, jossa levya inkuboitiin laitteen sisalla pimeassa kaksi

minuuttia.

Eksitaatiospektri mitattiin LUX-laitteella pitaméalla emissioaallonpituus vakiona 530 nm.
Eksitaation aallonpituutta vaihdettiin 1 nm valein aloittaen 250 nm:sta ja paatyen 632

nm:iin. Emissiospektrin mittaamisessa taas eksitaatioaallonpituus pidettiin vakiona 485
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nm ja emissioaallonpituutta vaihdettiin 1 nm vélein aloittaen 505 nm:sta ja paatyen 700

nm:iin.

5 Tulokset ja niiden kasittely

5.1 Spektrit

Kaikilta neljalta erilaiselta levyltd mitattiin eksitaatio- ja emissiospektrit. Spektrit olivat
kaikilla levyilla samankaltaiset, mutta valkoisilla levyilld signaalien intensiteetti oli suu-
rempaa, kuten muissakin tuloksissa. Maksimieksitaatio saavutetaan 501 nm kohdalla ja
maksimiemissio 526 nm kohdalla. (Kuva 18)
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Kuva 18. Eksitaatio- ja emissiospektrit mitattuna vahvimman standardiliuoksen rinnakkaisnayt-
teiden keskiarvoista. Kuvan spektrit on mitattu mustalta 94-kaivoiselta levylta.

Mitattu eksitaatiomaksimi on hyvin lahella kitissa ilmoitettua maksimia (502 nm). Emis-
siomaksimi on hieman ilmoitettua arvoa (523 nm) korkeampi mitatuissa arvoissa. Va-
rioskan LUX:n aallonpituuden tarkkuudeksi ilmoitetaan eksitaatiossa £ 2 nm ja emissi-
0ssa = 3 nm, ja mitatut arvot menevat naiden rajojen sisaan. Mittausaallonpituuksina ei
kuitenkaan kaytetty eksitaatio- ja emissiomaksimeja, koska ne ovat niin l&ahekkain, etta
vaarana on mitata laitteen naytteeseen lahettamaa eksitaatiovaloa. Mittausaallonpi-

tuuksiksi valittiin siksi kitissa ilmoitetut, kauempana toisistaan olevat aallonpituudet.
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5.2 Grubbsin testi poikkeavuuksille

Tulosten laskenta aloitettiin ottamalla poikkeavat tulokset pois laskuista ja pyrittiin pois-
tamaan kayttajasta riippuvat virheet. Etenkin pipetoinnissa oli riskina, etta virheita ta-
pahtui, koska pipetointimaarat olivat pienid ja nestemaisen DNA-naytteen ominaisuudet

vaikeuttavat pipetointia.

Jokaisen levyn naytteille suoritettiin Grubbsin testit, jolla voitiin todeta poikkeavat tulok-
set 95 % luottamustasolla. Testissa lasketaan epaillylle poikkeavalle tulokselle arvo
(Giaskettw), jota verrataan kriittiseen taulukko arvoon, (Guitinen) (kaava 1). Mikali laskettu
arvo ylittda kriittisen arvon, on tulos 95 % luottamusvalilla poikkeava. Testit suoritettiin
kahden eri laitteen tuloksille ja ne tulokset, jotka olivat kummallakin laitteella poik-
keavia, jatettiin pois laskuista. Muiden poikkeamien osalta tarkasteltiin yksitellen tulik-
siko ne jattaa huomiotta. Laitteita olivat LUX 3020-Z032 ja Fluoroskan FL 374-91232C
ja G-testit laskettiin Minitab-ohjelmalla.

__ |epdilty poikkeama— x|
Glaskettu - S (1)

Mustasta 384-kaivoisesta levystd havaittiin kolme yhteista poikkeavaa tulosta, joista
kaikki olivat saantokoenaytteista (taulukko 1). Yhteisten poikkeamien lisdksi jatettiin
toisen saantokoendaytteen viides toisto huomiotta, koska sen signaali oli jokaisella mit-
tauksella alle "blank”-naytteiden signaalin. On siis syyta epadilla, ettd pipetointi on joko
jaanyt valista, tai tehty vaaraan kaivoon. Muita poikkeamia ei havaittu, vaikka esimer-
kiksi seitsemannen standardin ensimmainen toisto onkin huomattavan paljon muiden
signaalia alempana. Tdman arvon Giasketw €i kuitenkaan ylittanyt Gyitista Milldan laittella.
Virheelliset tulokset voivat johtua siita, ettd 384-kaivoiseen levyyn standardia tai naytet-
ta pipetoitiin vain 1 pl ja oli vaikea mustalta levyltd havaita, menik6 tippa kaivoon vai

jaiko se kaivon reunalle.
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Taulukko 1. Mustasta 384-kaivoisesta levysta G-testilla havaitut poikkeavat arvot LUX- ja

Fluoroskan FL-laitteilla.

Poikkeamat (LUX) Poikkeamat (Fluoroskan) Yhteiset Muut
Ndyte | Toisto | Signaali | Nayte |Toisto |Signaali] Nayte |Toisto] Nayte |Toisto
Blank 5 0,0688 STD1 6 0,0581 | Saanto 1 1 Saanto 2 5
STD1 2 0,0281 | Saanto 1 1 0,765 | Saanto 3 5
STD2 6 0,901 | Saanto 3 5 0,0823 | Saanto 4 1

Saanto 1 1 3,727 | Saanto 4 1 0,0560
Saanto 3 5 0,171
Saanto 4 1 0,0681

Jo pipetoinnin aikana huomattiin, etta pipetoitaessa valkoiseen 384-kaivoisen levyyn 7.
standardiliuosta, pipetoitiin kaksi ensimmaista rinnakkaista laimeampien standardien
joukkoon. Nama kaksi laimeaa kaivoa voitiin ottaa laskuista pois ilman testeja. Naiden
lisdksi todettiin kaksi yhteistd poikkeamaa ja kolme muuta arvoa (taulukko 2), jotka
todettiin poikkeavaksi. Naiden naytteiden Giasketu Ylitti Guiisen SUUrIiMmiilla osilla laitteis-
ta.

Taulukko 2.  Valkoisesta 384-kaivoisesta levysta havaitut poikkeamat

Poikkeamat (LUX) Poikkeamat (Fluoroskan) Yhteiset Muut
Ndyte | Toisto | Signaali | Nayte |Toisto|Signaali] Nayte |Toisto] Nayte | Toisto
Blank 1 54,04 Blank 1 50,98 Blank 1 STD7 1
STD2 3 73,08 STD2 3 64,38 STD2 3 STD5 6
STD6 6 492,20 | Saanto 2 6 51,61 STD6 lja2
STDS8 1 575,30 | Saanto 4 5 54,34 STD8 1

Mustassa 96-kaivoisessa levyssa ei G-testien perusteella ollut yhtéd&n yhtenaista poik-
keamaa (taulukko 3), eikd muitakaan merkittavid poikkeamia havaittu. Jo pipetoitaessa
huomattiin, etta 96-kaivoisiin levyihin pipetointi oli helpompaa suurempien kaivojen ja

suurempien tilavuuksien takia. Myds tulokset tukevat tata.

Taulukko 3. Mustasta 96-kaivoisesta levysta ei havaittu G-testin perusteella laitteiden valilla

yhteisia poikkeavia tuloksia.

Poikkeamat (LUX) Poikkeamat (Fluoroskan) Yhteiset Muut
Nayte | Toisto | Signaali Ndyte |Toisto| Signaali | Nayte |Toisto] Nayte | Toisto
STD1 1 0,10]STD1 2| 0,07245 - - - -
STD3 1 2,348
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Myds valkoisessa 96-kaivoisessa levyssa oli vain vahan poikkeamia (taulukko 4) ver-
rattuna 384-kaivoisiin levyihin. Yhteisen poikkeaman lisdksi ei havaittu muita poik-

keavia arvoja.

Taulukko 4.  Valkoisen 96-kaivoisen levyn poikkeamat, joista yksi oli yhteinen.

Poikkeamat (LUX) Poikkeamat (Fluoroskan) Yhteiset Muut
Nayte |Toisto| Signaali Nadyte |Toisto|Signaali|] Nayte |Toisto] Nayte | Toisto

STD1 4 20,32])STD1 4 16,13 STD1 4 B B
Saanto 3 5 11,04

Vaikka ensimmaisen Qubit-mittausten tuloksissa olikin melko suurta hajontaa, ei G-
testin perusteella yksikaan tulos ollut poikkeava. Yhtaan tulosta ei siis jatetty huomiotta,
kun LOD- ja LOQ-arvoja laskettiin Qubit-laittelle. Koska saantokoemittauksissa kaytet-

tiin vain kahta rinnakkaista naytettd, ei G-testia naille tuloksille voitu tehda.

5.3 ’Blank’-naytteiden tarkastelu

Tuloksista huomattiin, etta "blank”-naytteen ja ensimmaisen standardiliuoksen mittaus-
tulokset olivat lahes samalla tasolla. T-testin valintaa varten, tuloksista tehtiin F-testi,

jotta havaitaan poikkeavatko niiden varianssit toisistaan (Taulukko 5).

Taulukko 5.  Fluoroskan FL-laitteella mitatuista kéasittelemattomista tuloksista laskettiin F-
testilla ovatko tulosten varianssit yhta suuret. Taman tuloksen perusteella valittiin
t-testi.

Nayte Blank 1 STD 1 F-Test Two-Sample for Variances
1 0.03818 | 0.03800
2 0.03811 | 0.03720 Variable 1 Variable 2
3 0.03836 | 0.03726 Mean 0.037723333 0.037647
4 0.03774 | 0.03780 Variance 4.04827E-07 1.17E-07
5 0.03724 | 0.03768 Observations 6 6
6 0.03671 | 0.03794 df 5 5
F 3.462819343
P(F<=f) one-tail 0.099512052
F Critical one-tail | 5.050329058

Koska F=2.08 < F Critical=5.05, varianssit ovat yhta suuret
95 % luottamustasolla
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Kun varianssit oli todettu yhta suuriksi, suoritettiin naytteiden valilla kaksisuuntainen t-
testi olettaen varianssit yhta suuriksi (taulukko 6). Testin avulla saatiin selville, voi-
daanko myds naytteiden keskiarvojen olettaa olevan yhta suuret.

Taulukko 6.  T-testi, jolla voitiin todeta, etté tilastollista eroa "blank”-néytteen ja kitin nollanayt-

teen valilla ei ole.

Variable 1 Variable 2
Mean 0.037723333 0.037647
Variance 4.04827E-07 1.17E-07
Observations 6 6
Pooled Variance 2.60867E-07
Hypothesized Mean Difference 0
df 10
t Stat 0.25999076
P(T<=t) one-tail 0.400072765
t Critical one-tail 1.812461102
P(T<=t) two-talil 0.80014553

t Critical two-tail

2.228138842

Koska t Stat = 0.26 < t Critical two-tail = 2.23, tuloksilla ei ole tilastollisesti merkit-
sevaa eroa luottamustasolla 95 %.

Tuloksista huomattiin, etta “blank’-naytteena kaytetyn reagenssin ja ensimmaisen
standardiliuoksen (0 ng/pl) keskiarvojen tai varianssien valilla ei ollut tilastollisesti mer-
kittavaa eroa. Molempia naytteita voitiin siis kayttaa "blank”-naytteina laskuissa ja nain

saatiin useampi toisto, joka lisasi tulosten luotettavuutta.

5.4 Kalibrointisuorien tarkastelu

Kalibrointisuorat pakotettiin kulkemaan origon kautta, koska tama tarkensi etenkin lai-
meiden saantokoenaytteiden tuloksia merkittavasti (kuvat 19 ja 20). Koska kaikista
naytteista tehtiin taustan vahennys, eli vahennettiin "blank”-naytteiden keskiarvo, voitiin
olettaa ettd, kun konsentraatio oli O, oli myds signaali 0. Suoran pakottaminen origon
kautta oli myds kitin kayttdohjeessa neuvottu tekem&an, mikali pieniad pitoisuuksia kasi-
teltéisiin. Esimerkiksi mustalla 96-kaivoisella levylla ja Fluoroskanilla mitattuna 0,050
ng/pl saantokoenaytteiden tulos oli origon kautta kulkevan suoran avulla laskettuna

0,047 ng/ul. Jos suoraa ei olisi pakotettu kulkemaan origon kautta, olisi tulos ollut 0,167

ng/pl.
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Mustilla levyilla mitattujen suorien kulmakertoimet olivat pienia, joten pieni muutos nayt-
teen konsentraatiossa vaikuttaa vain vahan signaalin intensiteettiin. Signaalien perus-
taso oli myds mustilla levyilla paljon pienemp&a. Rinnakkaisten standardindytteiden
suhteellinen keskihajonta ei muuttunut merkittavasti levyn varista riippuen vaan enem-
man merkitysta naytti olevan laitteella. Esimerkiksi LUX 3020-Z032 -laitteella mustan
96-kaivoisen levyn standardinaytteiden suhteelliset keskihajonnat nayttavat olevan
valkoisen levyn vastaavia isompia, kun taas Fluoroskan FL — 232C -laitteella mitattuna
ne ovat toisinpain.

120 y = 9,0544x
= R2=0;9938———
5 100 —0;
o 80
< 60
©
=4 40 y=2,7597X
B 20 M,qqm

0 - T T 1
0 5 10 15
Alkuperédisen naytteen konsentraatio (ng/ul)

Kuva 19. Mustan 96-kaivoisen levyn standardisuora mitattuna Varioskan LUX -laitteella (vihre&
suora) ja Fluoroskan FL (punainen suora) -laitteella.

Varioskan LUX:lla mitatun kalibrointisuoran kulmakerroin on huomattavan paljon Fluo-
roskanilla mitattua suurempi. Tama ei kuitenkaan toistu valkoisilla levyilld. Taysin suo-
raan naita arvoja ei kuitenkaan voi verrata, koska eri laitteita ei voida suhteellisten sig-

naaliarvojen takia verrata.

Kun valkoisella levylla mitattua (kuva 20) ja mustalla levylla mitattua (kuva 19) kalib-
rointisuoraa vertaa keskendaan huomaa selvasti, kuinka signaalitaso on valkoisella le-
vylla reilusti suurempaa. Etenkin mustan levyn vahvimman standardin pisteista voidaan
havaita kuinka eri laitteilla mitattuna voi keskihajonta rinnakkaisnaytteiden valilla vaih-

della laitteesta riippuen paljon.
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Kuva 20. Valkoisen 96-kaivoisen levyn standardisuora mitattuna Varioskan LUX -laitteella (vih-
rea suora) ja Fluoroskan FL -laitteella (punainen suora).

Suorien lineaarisuutta tutkittiin regressioanalyysilla, jonka avulla kalibrointisuoran pis-
teista laskettiin residuaalit ja tarkasteltiin niiden jakautumista. Lineaarisessa suorassa
suoran pisteiden residuaalien tulisi sijoittua tasaisesti nollan molemmin puolin ilman
kaavamaista jakaumaa. Kummankin vérisella levyllda mitatuille naytteille tehtiin regres-
sioanalyysi yhdesté kalibrointisuorasta. Suorina kaytettiin kuvissa 19 ja 20 nakyvia vih-
reitd, Varioskan LUX -laitteella mitattuja suoria.

Mustalla levylla kalibrointisuoran pisteiden residuaalit ovat aluksi hieman nollan alapuo-
lella, mutta lopulta nousevat nollan ylapuolelle (kuva 21). Tama on seurausta siitd, etta
suora pakotettiin kulkemaan origon kautta. llman pakottamista suora olisi kulkenut
hieman origon alapuolelta, joten nyt leikkauspisteen paikkaa on nostettu. Tallgin eten-
kin origoa lahella olevat pisteet jaavat suoran alapuolelle. Taman liséksi pisteissd on

havaittavissa pienta kaartavuutta, mika viittaa epalineaarisuuteen.
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Kuva 21. Mustalla 96-kaivoisella levylla mitattujen naytteiden residuaalit. Kuvaajaan on merkitty
vihreilla pisteilla yksittaisten naytteiden sijoittuminen kalibrointisuoraan nahden ja punaisella
ndiden naytteiden keskiarvo.

Valkoisen levyn residuaaleissa (kuva 22) on havaittavissa samoja piirteitda, kun mustal-
lakin levylla. Liséksi pisteet ovat valkoisella levylla hajaantuneet reilusti mustaa levya
kauemmas suorasta, mutta suhteelliset keskihajonnat pisteilla on kuitenkin samaa ta-
soa.
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Kuva 22. Valkoisella 96-kaivoisella levylla mitattujen naytteiden residuaalit. Kuvaajaan on mer-
kitty vihreilla pisteilld yksittéisten naytteiden sijoittuminen kalibrointisuoraan nahden ja pu-
naisella naiden naytteiden keskiarvo.

5.5 Toteamis- ja maaritysrajat

Ensimmaisten testien tulosten perusteella joidenkin levy- ja laiteyhdistelmien toteamis-
ja maaritysrajat olivat erittain pienia (taulukko 7). Liséksi hajonta eri laitteiden valilla oli

erittain suurta. Naiden tulosten jalkeen paatettiin, etta lisatdan levylle myos saantoko-



30

keet ja otetaan mittauksiin mukaan kolmas Fluoroskan-laite, jotta voitiin varmistaa tu-

losten oikeellisuus.

Taulukko 7.

Esimerkki ensimmaéisten mittausten toteamis- ja maaritysrajan laskemisesta.

Mittauslevyna oli musta 96-kaivoinen levy. Toteamis- ja maéaritysraja olivat todel-

la pienid, ja hajonta eri laitteiden valilla oli suurta. Vaikka kyseessa onkin kaksi

erilaista laitetta, on melkein 10-kertainen ero LOD-arvossa huomattava.

Fluoroskan 374-90716

Fluoroskan FL 374-91232C

y=0.2617x -

0.00267 y =0.1577x - 0.01781

R R2:

0.999 0.999

RFU Konsentraatio (ng) RFU Konsentraatio (ng)

Blank  Blank Blank Blank| Blank Blank Blank Blank
0.0005 | 0.0004 0.0120| 0.0115|-0.0007 | -0.0002 0.1088 0.1118
0.0004 | 0.0004 0.0117| 0.0085 | -0.0007 | 0.0008 0.1087 0.1183
0.0006 | 0.0004 0.0126| 0.0087| 0.0003 |-0.0003 0.1151 0.1108
0.0000 | 0.0002 0.0103| 0.0108| 0.0008 | 0.0001 0.1181 0.1136
-0.0005 | 0.0000 0.0083 | 0.0103 | -0.0003 | -0.0002 0.1108 0.1115
-0.0010| 0.0003 0.0063 | 0.0113| 0.0005 | -0.0002 0.1162 0.1115

Keskiarvo 0.0102 Keskiarvo 0.1129
Keskihajon-
Keskihajonta 0.0019 ta 0.0033
LOD (ng) 0.016 LOD (ng) 0.123
LOQ (ng) 0.029 LOQ(ng) 0.146

Kaikista naytteista poistettiin reagenssin aiheuttama taustasignaali laskemalla "Blank”-

naytteiden signaalista keskiarvo, joka vahennettiin kaikkien naytteiden signaaleista.

Liséksi kaikki tuloksissa mainitut konsentraatiot ovat alkuperdisen laimentamattoman

naytteen konsentraatioita. Koska kaikki ndytteet laimenevat samassa suhteessa, ei ole

tarvetta laskea kaivon sisaista DNA-konsentraatiota.

Mittausten "blank”-naytteiden avulla laskettiin jokaiselle mittaukselle LOD- ja LOQ-arvot

(taulukko 8). LOD- ja LOQ-arvoista laskettiin keskiarvot ja keskihajonnat laitteittain ja

verrattiin toisiinsa. Qubit-laitteita oli vain yksi kaytdssa, joten laitteiden valistd keskiha-

jontaa ei voitu laskea sen tuloksista.
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Taulukko 8.  Esimerkkina toteamis- ja maaritysrajojen laskemisesta LUX 3020-Z023-laitteella
ja mustalla 96-kaivoisella levylla mitatut tulokset. Konsentraatiot on laskettu kalib-

rointisuoran yhtalon avulla.

LUX 3020-2023
y = 8.46455x k= 8.46455
Signaalit (RFU) Konsentraatiot (ng/ul)
Toisto Blank Blank Toisto Blank Blank

1 -0.0024 0.0176 1 -0.0003 0.0021

2 -0.0054 -0.0029 2 -0.0006 -0.0003

3 0.0030 -0.0064 3 0.0004 -0.0008

4 -0.0021 -0.0066 4 -0.0002 -0.0008

5 0.0014 0.0002 5 0.0002 0.0000

6 0.0054 -0.0019 6 0.0006 -0.0002
Average 0.0000
SD 0.000785
LOD (ng/ul) 0.0024
LOQ (ng/ul) 0.0079

96-kaivoisella levylla mitattuna pienimmat toteamis- ja maaritysrajat olivat mittausten
perusteella LUX-laitteella kayttden mustaa levya. Qubit-laitteella rajat olivat taas todella
suuret mikrokuoppalevyihin verrattuna. Luotettavamman tuloksen saisi, jos laitteita olisi
useampi ja voisi vertailla laitteiden valistd hajontaa. Keskihajonnat olivat jokaisella mik-
rokuoppalevylukijalla ja levylla suunnilleen samoja, joten kun keskiarvo on pienempi,

on suhteellinen keskihajonta suurempi (Taulukko 9).
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Taulukko 9. Toteamis- ja maaritysrajat laitteittain erivarisille 96-kaivoisille levyille seka Qubit-
laitteelle. Qubit-laitteita oli vain yksi, joten keskihajontaa ei tdlle voitu laskea.

Fluoroskan- ja LUX-laitteet on numeroitu yhdesta kolmeen.

Toteamisraja
LUX Fluoroskan LUX Fluoroskan .
(Musta (Musta levy) | (Valkoinen levy) | (Valkoinen levy) Qubit
Laite levy) v v ¥
1 0,004 0,009 0,013 0,012 0,243
2 0,002 0,004 0,011 0,010 -
3 0,004 0,004 0,016 0,011 -
Keskiarvo
1 11 24
LOD (ng/ul) 0,003 0,006 0,013 0,0 0,243
Keskihajonta
1 2 1 -
LOD (ng/ul) 0,00 0,003 0,00 0,00
Maaritysraja
1 0,013 0,030 0,043 0,040 0,312
2 0,008 0,014 0,036 0,034 -
3 0,012 0,014 0,052 0,035 -
Keskiarvo
0,011 0,019 0,043 0,036 0,312
LOQ (ng/pl)
Keskihajonta
0,003 0,009 0,008 0,004 -
LOQ (ng/pl)

384-levylla niin keskiarvot kuin keskihajonnatkin olivat 96-kaivoista levya suurempia.
LUX:lla mitatussa mustassa levyssa keskiarvo ja keskihajonta ovat melkein samat.
Huomioitavaa kuitenkin on, etta kaksi kolmesta mittauksesta antoi tulokseksi yhta suu-
ret rajat, toteamisrajan ollessa 0,004 ng/ul. Kolmas laite taas antoi tulokseksi 0,016
ng/ul, joka nosti keskihajontaa merkittavasti. Pienin keskiarvo mitattiin jalleen LUX:lla ja
mustalla levylla. 96-kaivoisella levylla rajat olivat kuitenkin pienempié. (Taulukko 10)



33

Taulukko 10. Toteamis- ja madritysrajat laitteittain erivarisille 384-kaivoisille levyille.

Toteamisrajat
LUX Fluoroskan LUX Fluoroskan
Laite (Musta levy) | (Musta levy) | (Valkoinen levy) (Valkoinen levy)

1 0,004 0,020 0,021 0,041

2 0,004 0,010 0,023 0,043

3 0,016 0,015 0,019 0,032

Keskiarvo
1 21

LOD (ng/l) 0,008 0,015 0,0 0,038

Keskihajonta
7 2
LOD (ng/l) 0,00 0,005 0,00 0,006
Maaritysrajat

1 0,012 0,067 0,071 0,135

2 0,012 0,034 0,077 0,142

3 0,053 0,050 0,064 0,105

Keskiarvo

0,026 0,050 0,071 0,127
LOQ (ng/pl)
Keskihajonta

0,024 0,017 0,007 0,019
LOQ (ng/ul)

5.6 Saantokokeet

Tulosten tueksi tehtiin jokaisella laitteella ja levylla saantokokeita laimentamalla 0,5
ng/ul standardiliuosta. Saantokoenéaytteiden tuloksista laskettiin saantoprosentti (kaava
2, taulukko 11) ja saantoprosenteista laskettiin keskiarvo ja keskihajonta samanlaisilla

laitteilla ja levyilla mitatuiden tulosten valilla.

Saanto% = —mtatte s 100 9% 2

Cteoreettinen
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Taulukko 11. Esimerkki saantoprosenttien laskemisesta mustalta 96-kaivoiselta levyltd mitat-
tuna LUX:lla.

Kalibrointisuoran avulla laskettu konsentraatio

(ng/pl)
Toisto 0,5 ng/ul | 0,05 ng/pl | 0,005 ng/pl | 0,0005 ng/ul
1 0,4256 0,0435 0,0041 < Min
2 0,4568 0,0439 0,0036 < Min
3 0,4339 0,0409 0,0042 < Min
4 0,4575 0,0420 0,0039 < Min
5 0,4629 0,0445 0,0049 < Min
6 0,4480 0,0455 0,0045 < Min
Saanto%
Toisto 0,5 ng/ul | 0,05 ng/pl | 0,005 ng/ul | 0,0005 ng/ul
1 85,1 87,0 81,3 0,0
2 91,4 87,8 72,8 0,0
3 86,8 81,8 84,8 0,0
4 91,5 83,9 78,8 0,0
5 92,6 89,0 97,5 0,0
6 89,6 90,9 90,0 0,0
Keskiarvo 89,5 86,7 84,2 0,0
Keskihajonta 3,0 3,4 8,7 0,0

RSD-% 3,35 % 3,92 % 10,33 % =

Mitatuista tuloksista huomataan ettd, kun mitattin 0,5 ng/ul saantokoenaytettd 96-
kaivoisilla levyilla, ei levyn tai laitteen mallilla ollut merkittavaa eroa, vaan saantopro-
sentit olivat melko saman suuruisia. Qubit-laitteella mitattuna taméa pitoisuus oli todella
tarkka, mutta pienemmissa pitoisuuksissa saantoprosentit nousivat merkittavasti. Mus-
tilla levyilla mitattuna jopa 0,005 ng/ul nayte havaittiin melko varmasti, kuten olikin odo-
tettua aiemmin laskettuihin toteamisrajoihin perustuen. Valkoisten levyjen kanssa mitat-
tuina niin keskiarvot kuin keskihajonnatkin nousivat jo talla naytteelld todella paljon
aiemmista. Laimeinta naytettda ei voitu havaita milldan laitteella tai levylla (Taulukko
12).
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Taulukko 12. 96-kaivoisten levyilla ja Qubit-laitteella mitatuiden naytteiden saantoprosentit ja

saantoprosenttien keskihajonta eri laitteiden valilla.

LUX Fluoroskan (VaILI::))i(nen Fluoroskan Qubit
(Musta levy) | (Musta levy) levy) (Valkoinen levy)
KA Saanto %
89,3 90,4 87,2 92,8 100,1
(0,5 ng/ul)
SD Saanto %
4,9 3,9 1,7 3,7 -
(0,5 ng/ul)
RSD-% 55% 4,3 % 2,0% 3,9% -
KA Saanto %
2 1 1 137
(0,05 ng/l) 82,8 91,3 89,6 03,9 37,5
SD Saanto %
2 7 4 12 -
(0,05 ng/ul) = . * .
RSD-% 3,9% 10,6 % 7,2 % 12,3 % -
KA Saanto %
77,4 71 145,2 1 442
(0,005 ng/ul) ! 49 > SHEHE o)
SD Saanto %
7 112 107 -
(0,005 ng/ul) ,9 5,8 ,5 07,0
RSD-% 10,2 % 8,1% 77,5 % 34,1% -
KA Saanto %
493,7 4 712,7
(0,0005 ng/l) 0 0 93, 80,65 3712,
SD Saanto %
76,2 1 -
(0,0005 ng/pl) ¢ ¢ Cle S,
RSD-% - - 137,0% 127,0% -

Huomattavin ero 384-ja 96-kaivoisten levyjen valilla on, etta kaikkien laimennettujen
naytteiden keskihajonnat ovat todella suuria. Mustilla levyilla 0,05 ng/ul naytteen kes-
kiarvot ovat kuitenkin melko lahelld sataa, mutta niita ei voida pitda kovinkaan luotetta-
vina keskihajontojen takia (taulukko 13). Tulokset ovat hieman ristiriidassa toteamis- ja
maaritysrajojen kanssa, silla niiden mukaan tdma nayte olisi 384-kaivoisella levylla
maaritysrajan (0,026 ng/ul) sisdlla LUX-laitteella mitattuna. Tama viittaisi siihen, etta
rajojen keskihajontaa nostattava tulos olisi lahempana laitteen oikeaa arvoa kuin kaksi
muuta (taulukko 10).
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Taulukko 13. 384-kaivoisilla levyilla mitatuiden saantokoenaytteiden saantoprosentit ja saanto-

prosenttien keskihajonta.

LUX Fluoroskan LUX Fluoroskan
(Musta levy) (Musta levy) | (Valkoinen levy) | (Valkoinen levy)
0,
K(‘L(\) ia:;';zlf’ 119,5 105,7 104,4 103,2
SD Saanto %
(0.5 ng/pl) el 2,7 14,9 17,3
RSD-% 56% 25% 143 % 16,8 %
0,
':é\ g:?::;;g’ 90,6 102,8 57.0 540
SD Saanto %
PSR 20,2 60,6 333 394
RSD-% 22,3 % 58,9 % 58,5 % 73,0 %
KA Saanto %
P 49,9 21,8 36 15,6
SD Saanto %
e 54,3 37,1 8,7 383
RSD-% 108,9 % 169,9 % 245,0% 245,0 %
0,
(gz;;:r:;o/s) 62,7 292,5 11395 3816,1
o,
(S%SSET:/S) 73,2 604,5 2275,0 65745
RSD-% 116,7 % 206,7 % 199,7 % 172,3 %

Fluoroskanilla mitattuna mustan 384-kaivoisen levyn 0,05 ng/pl naytteen neljnnen
toiston tulos heittelee erittdin paljon. Sen saantoprosentit olivat 216,4 %, 115,52 % ja
283,2 %, joten tama nostaa keskihajontaa kyseiselle naytteelle todella paljon. Huomat-
tavaa on, etta LUX:lla mitattuna saman naytteen pitoisuus heittelee 90 % ja 101 % va-
lilla. Valkoisella levylla ei onnistunut laimennetuiden naytteiden maaritys kovinkaan
luotettavasti, silla saantoprosentit olivat pienia ja keskihajonnat suuria. Pitoisuus onkin
vain toteamisrajan sisalla, eika kvantitatiivinen méaaritys nain ollen ole rajojen mukaan

mahdollistakaan.

6 Yhteenveto

Paras laite kitin kaytt6on oli tulosten perusteella Varioskan LUX, kdyttden mustaa 96-

kaivoista mikrokuoppalevya. Talla yhdistelmalla saatiin paras toteamis- ja maaritysraja

ja samalla saantokoe naytteet olivat tarkkoja ja toistettavia.
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Mittauksia olisi voinut parantaa tekemalld standardiliuoksista ensin suuremman tila-
vuuden laimennokset, josta olisi pipetoitu kaikki rinnakkaiset standardindytteet. Taméa
olisi vahentanyt pipetoinnista syntynytta virhettd, joka oli ndhtavissa etenkin regressio-
analyysissa. Talloin olisi tullut myds esiin enemman laitteiden itse aiheuttamaa hajon-

taa.

Useampien laitteiden kaytto olisi antanut viel& paremman kuvan eri laitteiden kyvyk-
kyydestéa. Etenkin Qubit-lukijoita olisi ollut hyva olla enemman. Vain yhden laitteen otos
melko epéaluotettavaa. Valitettavasti useampaa laitetta ei ollut saatavilla. Lisaksi mui-
den valmistajien laitteita olisi voinut kayttdd referenssilaitteina. Tah&n mydés pyrittiin,

mutta laitteen detektori rikkoontui juuri ennen mittausten aloittamista.

Thermo Fisher Scientificin laboratoriossa testataan talla hetkella muita Quant-it DNA ja
RNA -kitteja. Myds ndille on tarkoitus etsia optimaalinen laite ja tarkastella onko paras

laite kaikille kiteille sama.
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