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Opinnaytety6 suoritettiin THL Biopankin DNA-néytehallintalaboratoriossa Helsingissa.
Sinne varastoidaan eri puolilta Suomea biologisia ndytteitd myéhempia tutkimuksia var-
ten. Usein yhdesta henkildstd on useampia naytteitd puhtaana DNA:na tai soluina. Labo-
ratorion siséiseen laaduntarkkailuun kuuluu samasta henkil6sté 1ahtoisin olevien nayttei-
den tunnistaminen geenimerkkien ja PCR-menetelmien avulla.

Opinnaytetyon tavoitteena oli kehittda laboratorion siséista laaduntarkkailua. Tarkoituk-
sena oli kehittdd solundytehallinnan kayttéon soveltuva laaduntarkkailumenetelmd. Su-
kupuolen maarittdvad SEX-PCR-menetelmédd on kéytetty karkeaan laatukontrolliin,
mutta sen antamat tulokset eivét ole olleet yhtendisesti luotettavia. Menetelmén toimi-
vuutta pyrittiin parantamaan tydstamalla PCR-reaktiota ja vertailemalla erilaisia tapoja
eristdd DNA:ta. Tarkemmassa kontrollissa on kaytetty kuuteen geenimerkkiin perustuvaa
ID-PCR-menetelmad, mutta sen tulokset on analysoitu FIMM:n laboratoriossa. Menetel-
méan korvaamisen toivossa testattiin uutta PCR-menetelmad, jossa yksildtunnistukseen
kaytetdan D1S80-minisatelliittia. Minisatelliittia kaytettiin tunnistamaan sisaista virhetta
eli eristdmisen aikana tapahtuvaa naytteiden sekaantumista. ID-PCR-menetelmaa kaytet-
tiin testaamaan kahdesta eri nayteryhmasta ulkoista virhetta eli naytteiden kesken tapah-
tuvaa sekaantumista ennen biopankkiin saapumista. Kaikki DNA-néytteet eristettiin he-
pariinia sisaltavista veri- ja solunaytteista. Koska hepariini inhiboi PCR-reaktioita, pyrit-
tiin 16ytdmaan parhaiten inhibointia vahentava eristysmenetelma.

Vaihtamalla SEX-PCR-menetelman ohjelma ja muuntelemalla komponentteja tai niiden
pitoisuuksia menetelmasta tehtiin huomattavasti varmempi. D1S80-minisatelliitin monis-
tamiskokeessa alle 40 %:lla ndytteistd saatiin nakyvia tuloksia. Naytteiden erottavuus ei
kuitenkaan riittanyt sisdisen virheen luotettavaan arviointiin. ID-PCR-tekniikkaa kaytta-
malla ei 16ytynyt ulkoista virhettd pienesta nayteryhmastd, joka testattiin. DNA:n erista-
minen voitiin tehd&d manuaalisesti tai kalliimmalla kaupallisella eristyskitill&, tosin jal-
kimmaisell& hepariini-inhiboinnin vahentyminen oli todennakdisempaa.

Tavoite ja tarkoitus ovat toteutuneet SEX-PCR-menetelman osalta. D1S80-minisatelliitti
on yksin&én osoittautunut riittdmattomaksi sisaisen virheen tarkkailuun. Mikéli ID-PCR
halutaan korvata, uuteen PCR-menetelmdén on vahintéan lisattava toinen geenimerkki.
Kaikkien tulosten perusteella hepariinin inhiboiva vaikutus riippuu ndyteryhmasta ja va-
henee todennakdisimmin kaupallista eristyskittia kayttamalla. Mikali halutaan kayttaa
halvempaa manuaalieristystd, menetelmaa on vield kehitettavé, ettd inhibointi véhentyisi
ryhmaésta riippumatta.

Asiasanat: biopankki, laaduntarkkailu, PCR, geenimerkki, hepariini



ABSTRACT
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This thesis was conducted for the sample management laboratory of THL Biobank in
Helsinki. Samples of pure DNA or cells from all over Finland are stored there for later
studies. Identifying samples originating from the same donor through genetic markers
and PCR methods is part of the internal quality control of the laboratory. The objective
of this thesis was to further develop the internal quality control. The purpose was to build
a quality control method for cell sample management.

The sex determining SEX-PCR method used in coarse quality control has not provided
reliable results continuously. To improve its operability, the PCR reaction was worked
on together with contrasting different DNA extraction methods. ID-PCR, a method based
on six genetic markers, has been used in more fine-grained control, but so far its results
have been analyzed by the laboratory of FIMM. In hopes of finding a replacement, a new
PCR method utilizing a D1S80 minisatellite was tested to see whether it would offer a
significant increase in the level of internal precision in DNA extraction. ID-PCR was used
to test the external accuracy of inbound samples from two different sample groups. All
DNA samples were extracted from blood and cell samples containing heparin. Since hep-
arin inhibits PCR reactions, the aim was to find the best extraction method to reduce
inhibition.

SEX-PCR became significantly more reliable through the replacement of the PCR pro-
gram and modifications on the components or their concentrations. Less than 40 percent
of the samples used in the minisatellite testing provided meaningful results, but they were
unapplicable for testing the internal precision. In the ID-PCR test, no external inaccuracy
was found amidst the tested samples. DNA extraction was possible either manually or by
using a more expensive extraction kit. However, reduction in heparin inhibition was more
likely with the latter.

The objectives set for SEX-PCR were achieved. The D1S80 minisatellite alone proved to
be insufficient for determining precision. At least a second generic marker should be
added to the new PCR method before ID-PCR can be replaced. Judging by all the results,
inhibition of heparin appears to depend on the sample group and is most likely to reduce
when an extraction kit is used. As far as the cheaper, manual extraction method is con-
cerned, more development is required before group-independent reduction of inhibition
can be reached.

Key words: biobank, quality control, PCR, genetic marker, heparin
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1 JOHDANTO

THL Biopankki on asiantuntijayksikko, joka on osa sosiaali- ja terveysministerion alaisen
Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen toimintaa. Se varastoi ja hallinnoi tutkimusaineis-
toja, joihin vapaaehtoisilta kansalaisilta on keratty biologisia ndytteitd ja tietoja. Kerattya
aineistoa hyddynnetéan selvitettdessa perimén, ympériston ja elintapojen yhteisvaikutuk-
sia kansantaudeissa, tutkittaessa tautimekanismeja seké kehitettdessa interventiostrategi-

oita.

Opinndytetyo suoritettiin THL Biopankin DNA-ndytehallintalaboratoriossa, joka sijait-
see Biomedicumin tutkimuskeskuksessa Helsingissa. Laboratorio jakaa tyétilat ja tekee
tiivistd yhteistydtd Suomen molekyylilaaketieteen instituutin eli FIMM:n kanssa. Opin-

naytetyon tavoitteena oli kehittdd THL Biopankin siséistd laaduntarkkailua.

THL Biopankissa vastaanotetaan verinaytteitd, joista eristetddn muun muassa DNA:ta ja
soluja, jotka sailotaan jatkotutkimuksia varten. Samasta ndytteenantajasta vastaanotetaan
usein enemmaén kuin yksi verindyte. Sisaisen laaduntarkkailun kannalta on voitava toden-
taa luotettavasti, ettd saapunut néyte ja laboratoriossa kasitelty nayte eli lopputuote ovat
perdisin samasta henkilostad. Liséksi on tarked varmistaa, etta kaikki samalla tutkimustun-

nuksella laboratorioon tulleet naytteet ovat peraisin samasta henkildsta.

Opinnaytetyon tarkoituksena oli kehittad laaduntarkkailumenetelmé& solundytehallinnan
kayttoon. Tyohon kaytettiin PCR-tekniikkaa ja geenimerkkien analyysid, joilla voidaan
erottaa eri yksilot toisistaan. Yksi tyon haasteista oli se, ettd alkuperdinen solueristykseen
kaytettava verindyte sisaltaa hepariinia, jolla on taipumus inhiboida PCR-reaktioita. Me-
netelmén tulisi olla sellainen, ettd analysoitaessa voidaan todentaa naytteen ja lopputuot-

teen yhteensopivuus samaan yksiloon ilman hepariinin aiheuttamaa hairiota.



2 VERI JA DNA

2.1. Veri, hyytyminen ja hepariini

Veri on regeneraatio- eli uusiutumiskykyista kudosta, joka kiertad kehossa suonia pitkin.
Hieman yli puolet verestd koostuu plasmasta, joka muun muassa séételee nestetasapainoa.
Loput verestd koostuu kolmenlaisista verisoluista: tumattomista punasoluista ja verihiuta-
leista sek& tumallisista valkosoluista. Punasolut, jotka kattavat suurimman osan solujen
osuudesta veressd, kuljettavat keuhkoista happea kudoksiin ja hiilidioksidia kudoksista
keuhkoihin. Verihiutaleet auttavat elimist6a tyrendyttdmaan verenvuotoja, kun taas val-
kosolut puolustavat sita taudinaiheuttajilta. (Aivelo, Jarvinen, Kaarisalo & Tarkiainen
2016; Veripalvelu 2017.)

Veren hyytyminen on verenvuodon tyrehdyttdmiseen pyrkiva reaktiosarja. Kun verisuoni
vaurioituu, verihiutaleita hakeutuu vaurioituneeseen kohtaan. Samalla veren hyytymis-
jarjestelma tuottaa trombiinientsyymid, joka pilkkoo fibrinogeeniksi kutsuttua veriplas-
man proteiinia. Fibrinogeenisté tulee sdikeista fibriinid, joka muodostaa verihiutaleiden
kanssa hyytyman. (Kallio 2001, 595-598.)

Terveen kehon jarjestelma hajottaa fibriinin mukana hyytyman sitd mukaa kun vaurio-
kohta paranee. Jos tarpeettomaksi kdyneen hyytyman annetaan jaada verenkiertoon, se
voi tukkia verenkiertoa ja siten aiheuttaa jopa kuolemantapauksia. Esimerkiksi sydénin-
farkti ja aivoverenkierron tukkeutuminen voivat olla hyytyman aiheuttamia. Siksi veressa
on normaalitilanteissa hyytymista estdvié tekijoitd, joita kutsutaan antikoagulanteiksi.

Yksi tarkeimmisté antikoagulanteista on hepariini. (Kallio 2001, 595, 599.)

Hepariini on erittain hapan polysakkaridi, joka rakentuu vahintdan glukosamiini- ja glu-
kuronihappomonomeereista (kuvio 1). Elimistdssa hepariinia esiintyy varastoituneena
muun muassa maksassa. Sitd vapautuu verenkiertoon vain vahén kehon ollessa terve.
Ladketieteellisesti hepariinia kdytetddn, kun halutaan saada aikaan nopea antikoagulant-
tinen vaikutus esimerkiksi keuhkoveritulpan hoidossa. (Kallio 2001, 600; Pelkonen &
Ruskoaho 2003, 417, 419-420.)
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KUVIO 1. Glukosamiinin ja glukuronihapon muodostama hepariinin perusrakennekaava
(Kallio 2001, 600)

Hepariinin antikoagulanttinen vaikutus perustuu sen kykyyn sitoutua entsyymien ja mah-
dollisesti muiden orgaanisten aineiden kanssa (Pasanen & Pirdil 2013, 6). Yksi ndista
entsyymeista on antitrombiini 111, joka inaktivoi trombiinin kaltaisia hyytymistekijoita.
Normaalisti antitrombiini I11:n sitoutuminen hyytymistekijoihin on hyvin hidasta, mutta

nopeus lahes tuhatkertaistuu hepariinin sitoutuessa entsyymiin. (Kallio 2001, 599-601.)

2.2. DNA

Deoksiribonukleiinihappo eli DNA on perintdainesta, johon on koodattu perintétekijat eli
geenit. Geenien avulla elio kykenee kehittymé&an, toimimaan ja siirtdmaan informaatiota
jalkeldisilleen. (Suominen, Parssinen, Haajanen & Pelkonen 2013, 13.) Tamé tapahtuu
siten, ettd geenit ohjaavat proteiinien valmistusta soluissa ja sitd kautta elién elintoimin-
toja (Mutanen & Rostila 2016).

DNA on hyvin pitk& polymeeri, jonka muodostavia monomeereja kutsutaan nukleoti-
deiksi. DNA:n nukleotidit koostuvat kolmesta molekyylista: deoksiriboosi-sokerista, fos-
faattiryhmastd ja orgaanisesta eméaksesta (kuvio 2). Sokeri- ja fosfaattiosa ovat kaikissa
DNA:n nukleotideissé samat, mutta emas on vaihtoehtoisesti tymiini, adeniini, guaniini
tai sytosiini. Kirjoitettaessa nukleotidien jarjestysta DNA:ssa kaytetddn usein ndiden
emaésten lyhenteitd, jotka ovat vastaavasti T, A, G ja C. (Suominen ym. 2013, 15-17.)
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KUVIO 2. Nukleotidin perusrakenne (Suominen ym. 2013, 15, muokattu)

DNA-nauhassa eli -juosteessa vierekkaiset nukleotidit ovat ketjuuntuneet sokeriosistaan
fosfaattirynmén muodostaman 3’-5’-fosfodiesterisidoksen valitykselld. Kyseisessa si-
doksessa edellisen nukleotidin sokeriosan kolmas hiili on sitoutunut esterisidoksella fos-
faattiin, joka puolestaan on sitoutunut toisella esterisidoksella seuraavan nukleotidin vii-
denteen hiileen sokerissa (kuvio 3). Nukleiinihappojuosteen yhdessé pééssa on sokerin
viidenteen hiileen sitoutunut vapaa fosfaatti (5’-pé&é). Vastakkaisessa padssa on sokerin
kolmanteen hiileen sitoutunut vapaa OH-ryhma (3’-pad). Siksi nukleiinihappojen emas-
jarjestys eli sekvenssi kirjoitetaan aina 5’-paéstd alkaen eli 5’—3’-suunnassa, esimerkiksi

5’-GTTCACAAT-3". (Suominen ym. 2013, 18; Mutanen & Rostila 2016.)

3'-paa

KUVIO0 3. DNA-juosteen rakenne (Suominen ym. 2013, 19, muokattu)
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DNA:n pituuden mittayksikk® on bp, joka on lyhenne englannin kielen sanoista base pair.
Se tarkoittaa vierekkaisten nukleotidien/emasten maarad DNA-juosteessa. Toinen ylei-
sessd kaytossd oleva mittayksikkd on kilobase eli kb, joka vastaa 1000 bp:ia. (Kallio
2005, 58; EndMemo, 2017.)

DNA-molekyyli muodostuu kahdesta juosteesta, jotka kietoutuvat toistensa ymparille
spiraalimaisena kaksoiskierteend. Juosteiden nukleotidijarjestys on antiparalleelinen eli
toisilleen vastakkainen. Juosteet sitoutuvat toisiinsa siten, ettd emékset pariutuvat tois-
tensa kanssa kuviossa 4 esitetylla tavalla. Tymiini pariutuu aina adeniinin kanssa kahdella
vetysidoksella. Guaniini puolestaan pariutuu sytosiinin kanssa kolmella vetysidoksella.
(Suominen ym. 2013, 19; Mutanen & Rostila 2016.)

W Emiés

—
o 0 N —
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/
Y O=P—0-
/ \
O\ (o]
0—P=0
/
(¢] o]
\ pemm=ecmne
\>/ m Sokeri .
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\ 1
1
1
1
1

KUVIO 4. Kaksoisjuosteen rakenne (Mutanen & Rostila 2016, muokattu)

Kaksoiskierre on kestava, mutta myos helposti muokattava. Tdma johtuu siit4, etta juos-
teet voivat irrota toisistaan vetysidosten katketessa esimerkiksi riittdvan korkean lampo-
tilan tai voimakkaan emaskasittelyn kautta. Tatd kutsutaan DNA:n denaturoimiseksi.
Kaksoiskierre voidaan myds palauttaa eli renaturoida poistamalla denaturoiva tekijé.
Tama tarkoittaa kuumennetun DNA:n hidasta jadhdyttamista tai emaksen neutraloimista.
(Suominen ym. 2013, 21; Mutanen & Rostila 2016.)
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2.3. Kromosomit ja toistojaksot

Ihmissolu kuuluu eukaryoottisoluihin. Kyseisilla soluilla on tuma, jonne DNA on pak-
kautunut ja jarjestaytynyt useiksi kromosomeiksi. Kukin kromosomi koostuu kromatii-
nista. Kromatiini muodostuu yhdesté suuresta lineaarisesta DNA-rihmasta ja siihen liit-
tyneista proteiineista (kuvio 5). Ihmisen kromosomisto on diploidi eli jokaista kromo-
somia esiintyy kaksi kappaletta. Yksi on peritty isélta ja toinen &idilta. Ihmisella esiintyy
normaalisti kaksikymmentékolme kromosomiparia. (Turpeenoja 2005, 132-133; Han-
nula, Somerma, Fagerstedt & Haahtela 2006, 18; Suominen ym. 2013, 11.)

Kromosomi Kromatiini

KUVIO 5. Kromosomin rakenne (Mutanen & Rostila 2016, muokattu)

Yksi ihmisen kromosomipareista méaérittdd yksilon sukupuolen. Tdémén parin kromo-
somivariaatioita kutsutaan muotonsa vuoksi X- ja Y-kromosomeiksi. Naisella esiintyy
kaksi X-kromosomia, kun taas miehell& esiintyy sekd X- ettd Y-kromosomi. Y-kromo-
somi on X-kromosomia pienempi ja siséltdd vdhemman geeneja. Muissa kromosomipa-
reissa molemmilla kromosomeilla on sama muoto ja koko. (ljas-Virtanen & Partanen
2013,9)

Ihmisperimé sisaltad geenien liséksi niin kutsuttuja toistojaksoja. Toistojaksot ovat DNA-
jaksoja, joissa sama nukleotidijarjestys toistuu useita kertoja perakkain. Toistojen luku-

maaré on yksildllistd, mika antaa perustan yksilétunnistukselle. Vastinkromosomeilla on
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samat toistojaksot, muttei valttdmatta samaa toistojen esiintyvyyttd. Esimerkiksi satun-
naisella henkil6lld voi esiintya toistojakso 5’-ATGCA-3’ neljétoista kertaa kromosomissa
X ja kaksikymmentéviisi kertaa vastinkromosomissa Y. Hanen lapsensa perii toisen kro-
mosomeista ja vastaavan toistojaksojen maaran. Toiselta vanhemmalta peritty kromo-
somi ei valttdmatta sisalla samaa toistojaksoa 14- tai 25-kertaisesti. (Chantler 2004; Klug
& Cummings 2004, 265; Mutanen & Rostila 2016.)

2.4. DNA-synteesi

DNA:n kaksoiskierteisyys on tarkedd solun monistumisen ja geneettisen tiedon sailyvyy-
den kannalta. Kaksoiskierre on yhtaaikaisesti vaikea hajottaa ja helppo aukaista. Vaikea
hajottaminen takaa perinndllisen informaation sailyvyyden. Helppo avautuminen puoles-
taan tekee mahdolliseksi DNA:n tehokkaan kopioinnin. (Happonen, Holopainen, Sariola,
Sotkas, Tenhunen, Tihtarinen-Ulmanen & Venaldinen 2006, 61.)

Kun DNA kahdentuu, DNA-juosteiden valiset vetysidokset katkaistaan. Juosteille val-
mistetaan DNA-synteesin kautta uudet komplementaariset juosteet. Syntyy kaksi uutta
DNA-molekyylia, jotka ovat taysin identtisia alkuperdisen kaksijuosteisen DNA:n
kanssa. (Turpeenoja 2005, 138-139.) Tamé osoitetaan kuviossa 6. DNA-synteesilla tar-
koitetaan sekd DNA:n luonnossa tapahtuvaa monistumista etté taysin synteettista valmis-
tamista (Ritala, Koivistoinen, Jantti, Ahteensuu & Ruohonen-Lehto 2013, 9).

KUVIO 6. DNA:n kahdentuminen (KaiserScience 2017)
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Yksi DNA-synteesin tarkeista tekijoista on DNA-polymeraasientsyymi. Kun DNA-juos-
tetta kopioidaan, vapaita nukleotideja liitetddn mallina toimivien juosteiden eli templaat-
tien maaradmasséd emasjarjestyksessé uudeksi komplementaariseksi juosteeksi. DNA-po-
lymeraasi liittdd uuden nukleotidin fosfaattiosan edellisen nukleotidin sokeriosan vapaa-
seen OH-ryhmé&an. Samalla kun uusi juoste valmistuu, emékset pariutuvat toistensa
kanssa. (Turpeenoja 2005, 139.)
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3 PCR

Polymeraasiketjureaktio eli PCR on biokemiallinen menetelma, jota kéytetddn monista-
maan DNA-jaksoja (Suominen ym. 2013, 153). PCR-tekniikalla on merkittavé osuus gee-
nitutkimuksessa, ja sille keksitaan jatkuvasti uusia sovelluksia (Happonen ym. 2006, 89).
PCR-reaktiota kaytetddn usein monistamaan vain tiettyja DNA-jaksoja. Talld tavoin saas-
tetdan aikaa, jota kuluu kopioitaessa naytteen koko DNA:ta. (Nelson & Cox 2013, 327.)

PCR-reaktiolla voidaan monistaa DNA:ta hyvin pienestd maarasta ndytetta tai paloja yk-
sittaisista geeneistd. Materiaalia monistetaan, jotta saadaan havaittavia tuloksia tarkem-
missa tutkimuksissa. Téllaisia tutkimuksia ovat muun muassa yksilétunnistus, sairauk-
sien diagnosointi seké tuhansia vuosia sitten kuolleiden elididen periman selvittdminen.
(Happonen ym. 2006, 89; Suominen & Ollikka 2006, 107.)

PCR-reaktiossa jaljitelladn DNA-synteesia. Perusajatuksena on avata ndytteen DNA-
juoste korkeassa lampdtilassa ja merkitd monistettava DNA-jakso alukkeilla. DNA-poly-
meraasientsyymi kokoaa reaktioon lisattyjen nukleotidien avulla kopion monistettavasta
DNA-jaksosta, minka jalkeen juosteet rakentuvat uudelleen. T&ll& tavalla templaatti-
DNA:n maara kaksinkertaistuu. Tekemalla nain kymmenié kertoja tuotetaan miljoonia
kopioita monistettavasta alueesta suhteellisen lyhyessé ajassa. (Happonen ym. 2006, 90;
Suominen & Ollikka 2006, 107; Suominen ym. 2013, 153.)

3.1. PCR-reaktio

PCR-reaktio koostuu eri lampdtiloja vaativista vaiheista, joista kaytetdan yhteisnimitysté
PCR-sykli. Sykli alkaa templaatin denaturoimisesta. Ndytteen DNA-juosteet avataan
kuumentamalla ndyte lahes 100 °C:seen. Sen jalkeen lampétilaa lasketaan hetkellisesti
noin 55 °C:seen, jotta alukkeet pystyisivét kiinnittyméan templaattiin. Englanninkielinen
termi télle vaiheelle on annealing. Tdma vaihe pidetaan lyhyené ja lampdtilan lasku sopi-
vana, ettei templaatti ehtisi renaturoitua eli sitoutua uudelleen vastineensa kanssa. (Hap-
ponen ym. 2006, 90; Suominen ym. 2013, 154.)
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Kun alukkeet ovat kiinnittyneet, lamp6tila nostetaan noin 72 °C:seen. DNA-polymeraasi
alkaa silloin liittda nukleotideja alukkeen 3’-paastd templaatin mallin mukaan. T&ta kut-
sutaan pidennysreaktioksi eli ekstensioksi. Templaatin molemmille juosteille syntyy vas-
tine alukkeista alkaen. Kun synteesi on valmis minuuteissa, lampdtila nostetaan noin 95
°C:seen. Talloin kaikki juosteet irtoavat toisistaan ja sykli alkaa uudestaan. (Happonen
ym. 2006, 90; Suominen ym. 2013, 154.) Kuviossa 7 esitetddn malli PCR-syklin lampo-
tilaprofiilista.

lampotila (°C)
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‘—‘ | I —— aika (min)
D A E

KUVIO 7. Malli PCR-syklin lampétilaprofiilista: denaturointi (D), annealing (A) ja eks-
tensio (E) (Suominen ym. 2013, 155, muokattu)

Ensimmaéisen PCR-syklin lasketaan alkavan ensimmaisestd monistumisesta. Kahdesta
uudesta DNA-molekyylista tulee seuraavassa syklissé nelja uutta ja edelleen kolmannessa
syklissa kahdeksan uutta. Kun sykleja toistetaan useasti perékkain, pienestd maarasta
templaatti-DNA:ta monistetaan runsaasti maératyn pituisia DNA-jaksoja. Yleensa syk-
leja tehd&én 1540 kertaa. Hyvin optimoituna PCR-reaktio ovat erittdin tehokas. Par-
haimmillaan saadaan 30—35 syklilla monistettua yhdesti pikogrammasta (1022 g) temp-
laatti-DNA:ta yksi mikrogramma (10 g) kohde-DNA:ta. (Suominen & Ollikka 2006,
108; Suominen ym. 2013, 154-155.)

Yleensd PCR-reaktion suorittamiseen kaytettava astia on enintdén puolen millilitran tila-
vuinen ja ohutseindinen mikrosentrifuugiputki tai kuoppalevy (Suominen & Ollikka
2006, 107). Levyyn voi mahtua muutamia kymmenié erillisid ndytteitd, ja niiden peitta-
miseen voidaan kayttaa termostabiileja kalvoja tai kansia. On myos kehitetty automaatti-
sia PCR-laitteita, jotka saatelevat naytteiden lampdotilaa ohjelmoidun PCR-syklin mukai-
sesti (Suominen & Ollikka 2006, 107).
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3.2. PCR-reaktioon vaikuttavia tekijoita

PCR-reaktio on nopea suorittaa, mutta myos herkka virheille. Virheitd aiheutuu kontami-
naatioista ja pienisté pipetointitilavuuksista. Siksi PCR-tydskentelyyn tarvitaan huolelli-
suutta ja kokeen tarkkaa etukéteissuunnittelua. Mahdollisimman eristetyn puhdastilan
kayttd on véhintaan suositeltavaa. (Happonen ym. 2006, 89; Suominen & Ollikka 2006,
112; Suominen ym. 2013, 156.)

Reaktion yksittaisten komponenttien kohdalla on huomioitava niiden suhteelliset pitoi-
suudet toisiinsa nahden. Liséksi varsinaisten monistusreaktioiden ohella kannattaa tehda
kontrollireaktioita. Yksi esimerkki kontrollireaktioista on positiivinen kontrolli. Se on re-
aktio, joka on aikaisemman kokemuksen perusteella onnistunut. Koska reaktion (kuvio
8) ei haluta alkavan seoksen ollessa kontaminaatioaltis, on suositeltavaa lisita entsyymi
ja ndyte viimeisind. (Happonen ym. 2006, 89; Suominen & Ollikka 2006, 109-110; Suo-
minen ym. 2013, 156, 162.)

Nukleotideja

Aluke
5 -
péa
\ 2 <
) 2
3. 5
pad ’ paa
DNA-templaatti Uusi DNA-nauha DNA-polymeraasi

KUVIO 8. DNA-juosteen kopiointi (Thermo Fisher Scientific 2017, muokattu)

PCR-reaktiossa kaytettdvdn DNA-polymeraasin on oltava niin termostabiili, ettd se pys-
tyy toimimaan lahelld 100 °C:n lampétiloja. Téllaisia polymeraaseja on eristetty muun
muassa kuumien lahteiden bakteereista. Eniten kédytetddn Thermus aquaticus -baktee-
reista eristettyd Tag-polymeraasia. Muita polymeraaseja ovat muun muassa Pfu, Vent, Tth
ja DynaZyme. (Suominen & Ollikka 2006, 107; Suominen ym. 2013, 153, 158.)
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Kaikki DNA-polymeraasit tekevat vaihtelevissa maarin virheitd. Vain osa kykenee kor-
jaamaan itse tekemiéan virheité synteesissa. Standardimenetelmat optimoidaan nykyaan
Tag-polymeraasille sen virheellisyydestd huolimatta. Esimerkiksi ekstensiovaiheessa
yleisesti kaytetty lampdtila 72 °C on optimi Tag-polymeraasin toiminnalle. Tag-polyme-
raasista on valmistettu vahemman virheitd tekevid versioita proteiinimuokkauksella.
(Suominen ym. 2013, 153, 158.)

Eri entsyymien tehokkuuseroista johtuen sopiva entsyymin maara riippuu entsyymista
itsestaan. Myos erilaiset templaatit ja alukkeet vaativat erilaisia entsyymimaarié. Jos ent-
syymia on liian vahan, haluttua tuotetta ei saada tarpeeksi. Liian suuri entsyymipitoisuus
taas kasvattaa epatarkkojen tuotteiden saantomahdollisuutta. (Suominen ym. 2013, 162.)

Alukkeet ovat yksijuosteisia, synteettisié ja lyhyitd DNA-fragmentteja, jotka koostuvat
noin 1540 nukleotidista. Niiden emasjarjestys on komplementaarinen tietylle osalle
templaatissa. Ne on suunniteltu kiinnittymaéan kaksinauhaisen DNA:n juosteisiin siten,
ettd monistettava DNA-alue on niiden valissa (kuvio 9). Yleensa alueen pituus on alle 10
kb. Alukkeet voidaan erottaa toisistaan forward- ja reverse-lyhenteilld. (Happonen ym.
2006, 89; Suominen & Ollikka 2006, 107; Suominen ym. 2013, 154.)

Monistettava DNA -jakso

A .
“ ) It 1
\ 5
3 3 -
5 T TT 3
Forward-alike Reverse-ahilce

KUVIO 9. Alukkeiden kiinnittyminen templaattiin (Kima & Rasche 2004, 116, muo-
kattu)

PCR-reaktion tarkoitus maaraa sen, millaisia alukkeita kaytetaan. Alukkeiden pitoisuus,
pituus ja nukleotidikoostumus méaradvat annealingvaiheen lamp@étilan. Sitoutumisen voi-
makkuutta kuvaa sulamisldampdtila Tm. Kyseisessa lampotilassa puolet alukkeista ovat
Kiinnittynein& templaatteihin ja puolet vapaina. Suositeltu annealingvaiheen lampdtila on
noin 5 °C alempi kuin alukkeen Tm. (Suominen & Ollikka 2006, 110; Suominen ym. 2013,
158.)
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Yleensé optimaalinen alukepitoisuus on 0,1-0,5 uM. Jos alukkeita on liikaa, ne voivat
Kiinnittya vaariin kohtiin templaatissa ja siten lisdtd epatarkkojen tuotteiden maaraa.
Myds templaatista riippumattomien tuotteiden syntymisen todennakoisyys kasvaa. (Suo-
minen ym. 2013, 162.)

PCR-reaktiossa kaytettavia vapaita nukleotideja kutsutaan lyhenteella dNTP (Huhtala,
Ruotsalo & Vidgren 2015, 13). Jokaista neljaa nukleotidivariaatiota tulisi olla reaktiossa
yhté paljon, yleensé 20-200 uM. Jos dNTP:td on liian paljon, alukkeita kiinnittyy enem-
man vaariin kohtiin, jolloin koko reaktion tarkkuus heikkenee. Myds todennakdisyys vaa-
réan nukleotidin kiinnittymisestd kasvaa. Siksi kannattaa optimoida pienin kayttokelpoi-
nen dNTP-pitoisuus. (Suominen ym. 2013, 162.)

PCR-reaktiossa kaytetdan magnesiumioneja kofaktoreina. Magnesiumpitoisuus vaikuttaa
moniin asioihin reaktiossa, kuten alukkeiden kiinnittymiseen, DNA-nauhojen denatu-
roimislamp@tilaan, tuotteen spesifisyyteen seké entsyymin aktiivisuuteen ja tarkkuuteen.
Magnesiumionit lisataan reaktioon magnesiumkloridista, joka hajoaa reaktiossa vapaiksi
magnesium- ja kloridi-ioneiksi. Magnesiumpitoisuuden suositeltu pitoisuus on 0,5-2,5
mM suurempi kuin dNTP:n kokonaispitoisuus. (Suominen & Ollikka 2006, 110; Suomi-
nen ym. 2013, 162; Huhtala ym. 2015, 17.)

PCR-reaktiolla tiedetaan olevan monia naytteista lahtdisin olevia inhiboivia tekijoita, ku-
ten urea ja hepariini. Hepariinin inhiboivaa vaikutusmekanismia ei taysin ymmarretd,
mutta sen uskotaan liittyvan kyseisen antikoagulantin kykyyn sitoutua entsyymeihin ja
muihin orgaanisiin yhdisteisiin. Todennédkoisesti se estdd polymeraasin kiinnittymisen
DNA-templaattiin sitoutumalla itse entsyymiin ja vahentaa siten PCR-tuotteiden saantoa.
Se voi myos sitoutua magnesiumioneihin ja estaa niitd osallistumasta tehtaviinséa reak-
tiossa. (Lamble 2009, 1, 17-18, 47; Pasanen & Pirdil 2013, 6.)

3.3. AGE-analyysi

Nukleiinihappojen analysoimiseen on useita elektroforeesiin perustuvia menetelmia,

jotka vaihtelevat analysoitavan nukleiinihappojakson koon mukaan. Keskikokoiset

DNA-fragmentit ovat kooltaan 0,1-50 kb. Niiden analysoimiseen kédytetddn agaroosigee-
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lielektroforeesia eli AGE:a. Agaroosi on merilevasta eristettdva polysakkaridi, josta val-
mistetaan geeli. Negatiivisesti varautuneen fosfaattiryhmansa vuoksi nukleiinihappo kul-
keutuu geelin 1api kohti positiivista varausta. Mit& suurempi fragmentti on, sitd enemman
verkkorakenteinen geeli hidastaa sen liikettd. Tamé saa erikokoiset DNA-jaksot erottu-
maan omiksi vyohykkeikseen, kuten kuviossa 10. (Moilanen 2011, 17; Suominen ym.
2013, 122-123))

std niyte | nayte 2 nayte 3 niyte 4 std
ndytekolot— | COCOCOCOCOC
23 kb —p | S—  S—
4 kb —p — —
66 kb > —_ C——
—
44 kb —p [ ——— © =
| —————
23kb —p e — e  ——
20 kb ~—p [———"1 c— _
—
056 kb —p

KUVIO 10. Kaavio agaroosigeelistda AGE-ajon jalkeen (Suominen ym. 2013, 127, muo-
kattu)

Koska DNA:n kulkeutumisnopeus on riippuvainen agaroosipitoisuudesta, kaytetaan
yleensa geelejd, joiden agaroosikoostumus on 0,4-2,0 %. DNA ei ndy sellaisenaan gee-
lilld, minka vuoksi geeliin lisatdan UV-valossa fluoresoivaa variainetta. Tallaista vériai-

netta on muun muassa SYBR. (Suominen ym. 2013, 123-126.)

3.4. Erilaisia PCR-tyyppeja

Kun PCR-reaktiossa monistetaan useampaa kuin yhtd DNA-jaksoa, puhutaan multiplex-
PCR:std. Siind tarvitaan jokaista monistettavaa DNA-jaksoa kohden omat alukkeet. Yksi
esimerkki multiplex-PCR:st& on sukupuolen maarittdmiseen kehitetty SEX-PCR. Siina

monistetaan kahta jaksoa ihmisen sukupuolikromosomeista. Jaksojen erilaisesta koosta
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johtuen PCR-tuotteet erottuvat AGE-ajossa kahtena eri fragmenttina, kuten kuvassa 1.
Jos nédyte on naisesta, saadaan vain X-kromosomin fragmenttia. Jos kyseessé on mies,
saadaan my0s Y-kromosomin fragmenttia. (Finch, Hope & van Daal 1996, 93-94; Pate-
lia, Thakur & Patel 2013, 1.)

Koko- Vesi- Nainen | Mies

?tla(;z)dzl .(;l o Kontrolli-
P néytteet

KUVA 1. Kuvantamiskameralla erottuvat nais- ja miespuoliset kontrollindytteet (Kuva:
Olli Virtanen 2016)

Y-kromosomista monistetaan sille ominaista SRY-geenia. Nimi on lyhennetty englannin
kielen termista sex-determining region Y. X-kromosomista 16ytyy muutamia DNA-jak-
soa, jotka sopivat SEX-PCR:n tarkoitukseen. Téllaisia ovat esimerkiksi 5-hydroksitryp-
tamiini reseptori 2C eli HTR2C ja human leukocyte antigen eli HLA. Koska namé mo-
lemmat jaksot ovat pidempia kuin SRY, SRY-fragmentti kulkee niiden fragmentteja pi-
demmélle AGE-ajossa. (Finch, Hope & van Daal 1996, 93-94; Patelia, Thakur & Patel
2013, 1))

Kun monistetaan yhtd DNA-jaksoa yksilétunnistusta varten, hyédynnetéén toistojaksoja
kuten kuvassa 2. Vastinkromosomeista monistetaan samaa geenimerkkié, jonka koko ei
ole valttdmattd sama molemmissa kromosomeissa. Mité suurempi on toistojaksojen pi-
tuus, sitd lyhyemmaén matkan fragmentit kulkevat elektroforeesissa. Fragmenttien valinen
etaisyys on sité pidempi, mitd suurempi ero on toistojaksojen lukuméaarassa. Yksi toisto-
jaksojen kanssa esiintyvista geenimerkkien ryhmista ovat minisatelliitit, joiden koko
vaihtelee kymmenesta sataan emasparia. Yksi esimerkki minisatelliiteista on D1S80, joka

esiintyy ihmisen ensimmaisessa kromosomiparissa. D1S80:n pituus on kuusitoista bp, ja
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sen toistojen lukumaaré vaihtelee neljastatoista neljadnkymmeneen. (Budowle, Daselaar
& Kloosterman 1993, 257-258; Chantler 2004; Wong 2006, 1; Roslan, Azizan & Saat
2009, 143.)

S = kokostandardi

N = tunnistettava henkilé
El = epdilty numero 1
E2 = epiilty numero 2
E3 = epiilty numero 3

KUVA 2. Toistojaksojen kayttoad rikostutkimuksessa (Klug & Cummings 2004, 452,

muokattu)

ID-PCR eli identifikaatio-PCR on tarkempaan yksildtunnistukseen kéytettdava multiplex-
PCR, jossa alukkeet merkitaan fluoresoivilla leimoilla. ID-PCR-tuotteiden analysointiin
kaytetaan kapillaarielektroforeesiin perustuvaa menetelmaa. Kapillaarissa erotetut DNA-
fragmentit saavat varauksen ennen kuin ne johdetaan kulkemaan lasersateen l&pi. Laser
aktivoi fluoresoidut leimat, ja kamera erottaa erikokoisten fragmenttien fluoresenssit toi-
sistaan. Fluoresenssien antamat tiedot muutetaan digitaaliseksi dataksi, josta tehddan Ge-
nemapper® ID-X -ohjelmalla graafinen esitys, kuten kuviossa 11. (Jaarinen & Niiranen
2008, 178; Lahti 2013, 13; Aalto 2014, 7.)

90 130
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] D551467 D195245
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D5S1467 bp 20
(147-176 bp) D19S245

(182-202 bp)

KUVIO 11. Fluoresoitujen geenimerkkien graafinen esitys (Almeida, Hill & Cole 2011,

7, muokattu)
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Genemapper® ID-X -ohjelma esittédé fluoresoidun geenimerkin piikkind. Merkin sijainti
x-akselilla riippuu DNA-jakson koosta. DNA:n koko puolestaan on riippuvainen mer-
kissd esiintyvien toistojaksojen méérastd. Nain voidaan erottaa toisistaan saman geeni-

merkin eri kromosomeista tulleet versiot. (Almeida, Hill & Cole 2011, 6.)
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4 DNA:N ERISTYS- JA PUHDISTUSMENETELMISTA

DNA:n eristaminen veresta aloitetaan valkosolujen eristamisesta. VValkosolut hajotetaan,
minka jalkeen vapautunut DNA kerétaan talteen. Joko eristdmisen aikana tai jalkeenpain
DNA:sta puhdistetaan epépuhtaudet. Kromosomien DNA eli genominen DNA on erittdin
pitkad ja ohutta. Siksi se helposti pilkkoutuu mekaanisista leikkausvoimista, joita syntyy
pipetoitaessa, voimakkaassa sekoituksessa tai sentrifugoitaessa. Kuitenkin PCR:n kaltai-

sissa sovelluksissa DNA voi olla osittain katkeillutta. (Suominen ym. 2013, 103, 105.)

4.1. DNA:n manuaalinen eristys veresta

Suurikokoisen genomisen DNA:n manuaaliseen eristdmiseen ihmisverestd on useampi
kuin yksi tapa, mutta periaatteet ovat kaikissa samat. Eristamiseen kuuluu solujen
lyysausta eli solukalvojen hajottamista, hairitsevien entsyymien inaktivoimista ja muiden
kontaminanttien poistamista ennen DNA:n talteenottoa. Valkosolujen lyysauksessa voi-
daan sopivat olosuhteet luoda sellaisilla yhdisteilld kuin SDS eli natriumlauryylisulfaatti
ja EDTA eli etyleenidiamiinitetraetikkahappo. Proteiinien pilkkomiseen kéytetaan usein
proteinaasi K -entsyymia. (Ghatak, Muthukumaran & Nachimithu 2013, 226; Suominen
ym. 2013, 105; Chacon-Cortes & Griffiths 2014, 2.)

Mikali DNA:n katkeilua ei tarvitse erityisesti vélttaa, sen kerddmisessé voidaan hyodyn-
taa sentrifugointia. Talldin eristys aloitetaan sentrifugoimalla valkosolut pelletiksi, josta
voidaan erottaa suurin osa muusta veresta. Jos ei haluta pellettiin paéatyvan punasoluja, ne
voidaan hajottaa ennen valkosolujen sentrifugointia. Valkosolujen hajottamisen jalkeen
DNA:sta poistetaan proteiineja esimerkiksi suurella suolapitoisuudella, minka jalkeen
etanolia tai isopropanolia voidaan kayttdd DNA:n saostamiseen ja pesemiseen. (Suomi-
nen ym. 2013, 105; Chacon-Cortes & Griffiths 2014, 3.)

Joissain vanhanaikaisemmissa manuaalisissa eristysmenetelmissd DNA saostetaan eta-
nolilla tai isopropanolilla suoraan naytteestd. Nayte lisétdan seokseen, joka sisaltaa alko-
holin lisaksi natriumasetaattia tai jotain muuta suolaa. Seos pienentdd DNA:n vesiliukoi-

suutta, minka seurauksena DNA saostuu. DNA erotetaan liuoksesta sentrifugoimalla ja
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pestddn kylmalla alkoholilla. Toisella sentrifugoinnilla alkoholi poistetaan DNA:sta.

DNA kuivatetaan ennen kuin se liuotetaan puhtaaseen liuokseen. (Oswald 2007.)

4.2. DNA:n puhdistaminen kaupallisella eristyskitilla

Koska alkoholisaostus ja sentrifugointi aiheuttavat DNA:n katkeilua, ne on useimmiten
korvattu silikakalvokolonniin perustuvilla puhdistusmenetelmilla. Silikamenetelmét
perustuvat nukleiinihappojen sitoutumiseen silikaan korkeassa ionivahvuudessa kaotroo-
pin lasn& ollessa. Kaotrooppi on biomolekyyleja denaturoiva yhdiste, joka rikkoo mole-
kyylid ympéroivéan vesivaipan. Tdma mahdollistaa positiivisen ionin muodostaman suo-
lasillan syntymisen negatiivisesti varautuneiden silikan ja DNA:n valille. (Suominen ym.
2013, 105-106.)

Silikamatriksi sidotaan pieneen spin-kolonniksi kutsuttuun pylvaaseen (kuvio 12).
DNA:ta sisaltava liuos applikoidaan pylvaaseen kaotrooppiliuoksessa, ja pylvas asetetaan
vastaanottoputkeen. Liuos sentrifugoidaan léapi silikakalvosta, johon DNA tarttuu. Epé-
puhtaudet pestddan pois puskuroimalla 80-prosenttisella etanolilla. Pesuliuokset sentri-
fugoidaan silikakalvon lapi. DNA eluoidaan pieneen mé&éréé laimeaa puskuria sentri-

fugoimalla puskuri kalvon lapi steriiliin vastaanottoputkeen. (Suominen ym. 2013, 106.)

= T T T s —
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KUVIO 12. DNA:n puhdistus spin-kolonnilla (Suominen ym. 2013, 106, muokattu)

Kaupallisilla reagenssivalmistajilla on DNA:n puhdistukseen omat reagenssisarjansa eli
"kittinsa", joista useimmat perustuvat silikamenetelmaan. Niiden avulla DNA:n puhdis-
taminen on nopeaa ja tehokasta, mutta myos kalliimpaa kuin manuaalisilla menetelmill&.
Yhden n&ytteen puhdistaminen maksaa tyypillisesti 0,5-1,0 €. (Suominen ym. 2013,
107.)



26

4.3. Solujen eristaminen Ficoll-fraktiolla

Kudoksista ei aina haluta eristdd ainoastaan DNA:ta, vaan halutaan tutkia tai séilyttaa
elavié soluja kokonaisina. Soluista voidaan my6hemmin tarvittaessa eristdd DNA. Yksi

tapaa eristad veresta valkosoluja on kayttaa Ficoll-polysakkaridia (Jarvinen 2016, 18).

Kun verindytettd sentrifugoidaan, se jakautuu komponenttiensa tiheyksien perusteella
kerroksiin (kuvio 13). Punasolut ovat tiheimpid, minka vuoksi ne kasautuvat alimmai-
siksi, selvésti erottuvaksi punaiseksi kerrokseksi. Plasma, jolla on pienin tiheys, esiintyy
kaikkein ylimpéand, keltaisena nesteend. Valkosolut ja verihiutaleet jadvat ndiden kerros-
ten valiin. Koska tdma keskimmainen vaalea kerros on komponenttiensa véhaisen pitoi-
suuden vuoksi hyvin pieni tilavuudeltaan, sitd on vaikea eristdd punasoluista manuaali-
sesti. (Jarvinen 2016, 18.)

PLASMA (55 %)
VALKOSOLUT JA
VERIHIUTALEET (4 %) s =

PUNASOLUT (41 %) ‘

KUVIO 13. Sentrifugoitua verta (Aivelo ym. 2016)

Kun Ficoll-fraktiota lisatdan verindytteeseen ja ndytetté sentrifugoidaan, Ficoll kerrostuu
punasolujen ylapuolelle. Ficollin ylapuolelle j&& hotdinen, helposti erottuva kerros valko-
soluja ja verihiutaleita. Kun tdma kerros on eristetty, valkosolut on helppo puhdistaa ve-
rihiutaleista, Ficollista ja plasmasta puskuriliuoksella. (Jarvinen 2016, 18.)

4.4. DNA:n puhtauden ja pitoisuuden maarittdminen

Yleisin menetelmd DNA-pitoisuuden méérittdmiseen perustuu DNA:n nukleotidien ab-
sorptioon 260 nm:n aallonpituudessa. Puhtaan DNA-liuoksen absorptio aallonpituudella
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260 nm vastaa DNA-pitoisuutta 50 pg/ml. Proteiinien maksimiabsorptio on 280 nm, ja
my0ds DNA absorboi jonkin verran kyseisell& aallonpituudella. Kun aallonpituuden 260
nm absorbanssi jaetaan aallonpituuden 280 nm absorbanssilla, puhtaan DNA-absorbans-
sin arvo on 1,8. (Suominen ym. 2013, 110-111.)

Koska proteiinit absorboivat voimakkaimmin 280 nm:ssg, niiden lasndolo DNA-liuok-
sessa ilmenee absorbanssisuhteen pienenemisena arvosta 1,8. Suurempi absorbanssiarvo
johtuu usein vapaista nukleotideista, jotka absorboivat 260 nm:ssa DNA:ta voimakkaam-
min. Puhtaan DNA-ndytteen absorptiospektrin muoto on esitetty kuviossa 14. (Suominen

ym. 2013, 110-111.)
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KUVIO 14. Esimerkki puhtaan DNA-ndytteen absorptiospektristd (Suominen ym. 2013,
111)

Nukleiinihappoliuosten pitoisuuden mittaamiseen on saatavilla erityisia pienoisspektro-
fotometreja. Niilla voidaan mitata DNA-pitoisuus 1-50 pl:n néyte-erista ja saada arvio
néytteen puhtaudesta. Pienoisspektrofotometrit ovat erittéin katevié nukleiinihappotdissa,
mutta niit4 k&ytettdessé on muistettava erilaisten puskuriliuosten ja tuote-epapuhtauksien
mahdollinen vaikutus lopputulokseen. Koska valotie on lyhyempi kuin isommissa lait-
teissa, pienikin hairid voi vaikuttaa merkittavasti lopputulokseen. (Suominen ym. 2013,
111)
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5 TOTEUTUSSUUNNITELMA

Useissa tutkimusprojekteissa THL Biopankkiin saapuu verinaytteitd, joista eristetaan
sekd soluja ettd DNA:ta tutkimuskéyttoon. Kun naytteita késitellaan, niilla on lahdehen-
kilon suhteen seka ulkoisen etta sisdisen virheen mahdollisuus. Ulkoinen virhe tarkoittaa
naytteiden valistd mahdollista sekaantumista ennen niiden saapumista biopankkiin. Sisai-

selld virheelld tarkoitetaan eristamisen aikana sattuvaa naytteiden sekaantumista.

THL Biopankissa on ollut k&ytossé luovuttajan sukupuolta maarittdva SEX-PCR-mene-
telmé& naytteiden karkeaa laatukontrollia varten. Menetelmé&ssé on ollut vikana se, ettd sen
antamien tulosten luotettavuus ei ole ollut yhtenaistd. Opinnaytetyd aloitettiin tydstamalla
SEX-PCR-menetelmén toimivuutta hepariinia siséltavilla naytteilld, joista eristettiin
DNA:ta erilaisilla menetelmilld. Pyrittiin kehittdmaan sellainen menetelma, jolla jadnnos-
verestd saataisiin riittdvan puhdasta DNA:ta mahdollisimman kustannustehokkaasti ja

helposti laaduntarkkailua varten.

THL Biopankissa on laaduntarkkailussa kaytetty myos kuuteen geenimerkkiin perustu-
vaa ID-PCR-menetelmaa tarkempaa yksilotunnistusta varten. Biomedicumin tutkimus-
keskuksessa ID-PCR-tuotteiden fragmenttianalyysiin tarvittavat valineet ovat FIMM:n
tyotiloissa. FIMM tekee biopankin ID-PCR-tuotteiden analyysit tilaustdina. Opinnayte-
tyon aikana soluhallinnan ulkoista virhettd testattiin kayttamélla 1D-PCR-menetelmaa
tunnistamaan samasta henkil0sta peréisin olevia naytteitd, jotka olivat tulleet automati-
soituun DNA-eristysprosessiin ja solueristykseen. Sisdisen virheen testaamiseen kaytet-
tiin uutta D1S80-minisatelliittialuetta monistavaa PCR-menetelmaé, jonka tuloksia ver-

tailtiin ID-PCR-menetelman tuloksiin.
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6 MATERIAALIT JA MENETELMAT

6.1. DNA:n eristaminen veri- ja solundytteista

Joistain ty0ssa kaytetyistd verindytteistdi DNA eristettiin  kayttdmalla kaupallista
DNeasy® Blood & Tissue Kit -kittia, jonka valmistaja on Qiagen. Naytteet kasiteltiin ve-
rend, jossa on seka tumallisia ettd tumattomia soluja. DNA liuotettiin puskuriin, joka
koostui EDTA-liuoksesta ja puskurista tris-Cl. (Qiagen 2006.)

Liitteesséd 1 kuvattua manuaalista DNA-eristysmenetelm&é sovellettiin tydssé kaytetyista
veri- ja solundytteista suurimpaan osaan. Solunaytteiden kohdalla lyysaus suoritettiin oh-
jeen mukaisesti ennen DNA:n saostamista ja pesemistd. Verindytteiden kohdalla solut
ensin sentrifugoitiin pelleteiksi. Suurin osa supernatantista kaadettiin pois, minka jalkeen
suoritettiin saostus ja pesu. Reagensseja kéytettiin pienemmissa tilavuuksissa kuin liit-

teessd 1 neuvotaan. DNA liuotettiin dehydrosikimihappoon eli DHS-liuokseen.

Muutaman verindytteen kohdalla DNA eristettiin vanhemmalla manuaalisella menetel-
mallg, joka perustuu etanolisaostukseen. Saostuksella yritettiin poistaa hepariinia ja lisata
DNA:n puhtausastetta ilman kaupallisen Kitin kayttamista. Verindytteet lyysattiin hiili-
happohauteella ja natriumasetaatilla ennen etanolikésittelya. Eristetty DNA liuotettiin ve-

teen.

6.2. Heparinaasi

Heparinaasi on entsyymi, joka pystyy hajottamaan hepariiniketjuja selektiivisesti elimi-
naatio- eli lohkeamisreaktion kautta. Sitd kaytetaddn yleisesti PCR-reaktiossa kaytettavan
DNA:n puhdistamiseen hepariinista. SEX-PCR-menetelmén toimivuuden parantamiseksi
koetettiin heparinaasin kéyttod kaupallisella kitilla eristettyihin DNA-naytteisiin. Kysei-
nen versio, Bacteroides Heparinaasi I, on kloonattu Bacteroides eggerthii -bakteerista.
Entsyymi hajottaa hepariiniketjun lohkaisemalla ketjun muodostavat glykosidisidokset
(kuvio 15). (Lamble 2009, 17; New England Biolabs 2016.)
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KUVIO 15. Lohkaistava glykosidisidos merkitty nuolella (New England Biolabs 2016,

muokattu)

Tyossa kaytetty Bacteroides Heparinaasi | (New England Biolabs) oli pitoisuudeltaan 12
U/pl. Se hajottaa yhdessa minuutissa noin 1,0 umol hepariinia 30 °C:ssa ja pH-arvossa 7.
Kun hepariinia sisaltdvaa substraattia sekoitettiin reaktiopuskuriin, heparinaasin annettiin
toimia 30 °C:ssa halutun aikaa. Heparinaasin toiminta pysaytettiin nostamalla liuoksen

lampotila yhden minuutin ajaksi 100 °C:seen. (New England Biolabs 2016.)

6.3. Naytteet

Tyossa kaytetyt naytteet, joista eristettiin DNA:ta, olivat joko alkuperdista verindytetta
tai soluja, jotka oli eristetty alkuperéisesta verindytteesta Ficoll-fraktiolla liitteessé 2 ku-
vatulla tavalla. Kaikki ndytteet valittiin kahdesta naytteenluovuttajien ryhmasta, joita kut-
sutaan NF- ja SU-projekteiksi. Molempien ryhmien verindytteissa esiintyy hepariinia.
Osaa naytteistd kdytettiin ainoastaan SEX-PCR-menetelman toimivuuden testaamisessa,
mink& vuoksi ne on merkitty SEX-lyhenteelld. Muita naytteita, joita kdytettiin myos si-

séisen ja ulkoisen virheen testaamisessa, kutsutaan paanaytteiksi.

6.3.1 Paanaytteet

Paanéytteet valittiin 32 henkildsta. Jokaista henkil6d kohden oli veri- ja solunéyte, joista
eristettiin DNA:ta. DNA-naytteita oli siis yhteensé 64. HenkilQista kaksikymmenta kuu-
lui SU-projektiin ja loput NF-projektiin. Kaikista naytteistd eristettiin DNA manuaalisesti
lukuun ottamatta kymment& NF-verindytettd, joihin kdytettiin Qiagenin kaupallista Kittia.

Tietoja NF-ndytteisté on taulukoitu liitteeseen 3 ja SU-néytteista liitteeseen 4.
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6.3.2 SEX-naytteet

SEX-néytteiden nimiin on merkitty sulkein numerot yhdesté viiteen sen perusteella, mi-

ten niista yritettiin eristad hepariinia. Eristysmenetelmat on selitetty taulukossa 1.

TAULUKKO 1. SEX-naytteiden eristysmenetelmét

SEX(1)

Kuutta sentrifugoitua NF-verindytettd késiteltiin PBS-liuoksella ennen
kuin DNA eristettiin niistd Qiagenin kaupallisella kitilla. PBS on fosfaatilla

puskuroitua suolaliuosta.

SEX(2)

Viidesta normaalisti Qiagenin Kitilld eristetystd NF-ndytteesta otettiin kah-
desti DNA-nayte, johon kokeiltiin Bacteroides Heparinaasi I:std kahdessa
eri reaktioaktiivisuudessa: 12 U ja 24 U.

SEX(3)

Viidesta NF-verinaytteesta eristettiin DNA vanhemmalla, etanolisaostuk-

seen perustuvalla manuaalisella menetelmalld. DNA liuotettiin veteen.

SEX(4)

Neljéasta prosessissa syntyneistd, eri pitoisuudessa séilotyista solundytteista
(lopputuote) eristettiin DNA manuaalisesti (liite 1). Naytteista kolmella oli
litan suuri DNA-pitoisuus PCR-reaktioon, minka vuoksi niit4 oli laimen-

nettava.

SEX(5)

Kolmesta NF-verindytteesta eristettiin DNA manuaalisesti (liite 1). Kaksi
niistd osoittautuivat olevan perdisin samasta henkildsta, mutta ne olivat tul-
leet laboratorioon kahdella eri tutkimuskoodilla. Tastd syysta niiden nimiin
on merkitty 2a ja 2b. Nama naytteet oli eristetty samaan aikaan kuin paa-
néytteiden manuaalisesti eristetyt NF-verindytteet. Niité ei kuitenkaan kay-
tetty muuhun kuin SEX-PCR-menetelméan testaamiseen vastaavien solu-

naytteiden puutteen vuoksi.

Liitteeseen 5 on merkitty tietoja SEX-ndytteistd. Vain SEX(1)-néytteisté ei ole keratty

tietoja, koska niiden toimivuus osoittautui testien alkuvaiheessa heikoksi.
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6.4. GoTaq® Green Master Mix

Osa PCR-menetelman reagensseista voidaan etukateen yhdistelld valmiiksi seoksiksi.
Toiminta helpottaa PCR-seoksen valmistamista vahentdmalla tarvetta reagenssien erilli-
seen pipetoimiseen. Tallaista seosta kaytettiin myds SEX-PCR-menetelmén kehittami-

sessa.

Kyseinen seos oli Promegan valmistama GoTaq® Green Master Mix. Se koostuu Tag-
polymeraasista, nukleotideista, magnesiumkloridista seka puskureista (merkitty taulukoi-
hin lyhenteelld BFR), jotka on saddetty optimaalisiin konsentraatioihin. T&h&n seokseen
tarvitsee erikseen lisatd vain DNA-templaatti, alukkeet ja vesi. Nimensé seos on saanut
kahdesta vérjaysaineesta, sinisesta ja keltaisesta, jotka yhdessa vérjadvat seoksen vihre-
aksi. Vihrea vari tekee seoksen helpommaksi havaita silmin. Taméan vuoksi PCR-tuottei-
siin ei tarvitse erikseen lisatd vériainetta elektroforeesilla analysoitaessa. My6skaan la-
tauspuskuria ei tarvita AGE-ajossa, koska seoksen omat puskurit tekevat siitd tarpeeksi

tihedn. (Promega Corporation 2016.)

6.5. PCR-menetelmat

Kéytettavia PCR-reaktioita oli kolmea eri tyyppid: SEX-PCR, ID-PCR ja minisatelliitti-
PCR. Niisté jokaisella oli omat reaktiossa kaytettavat reagenssipitoisuutensa, joita tyos-
tettiin varsinkin SEX-PCR-menetelmén kohdalla. Monistettavaa DNA:ta kéytettiin reak-
tioissa yleensa 40 ng. Mikéli haluttiin muunnella DNA:n tai jonkin muun reagenssin pi-
toisuutta kaytanteistd, vahennetty reagenssi korvattiin vastaavalla tilavuudella vetté. Jo-
kainen tassé tydssa kirjattu PCR-seos kertoo reagenssien pitoisuudet yhtd naytetta koh-
den.

Alkuperdisessd SEX-PCR-menetelmdssa, jonka toimivuuden tydstdmisestd aloitettiin,
monistettiin SRY- ja HTR2C-alukkeita entsyymilla AmpliTag Gold™. Siihen kuului
my0s kaksi kontrollindytettd: yksi nais- ja yksi miespuolinen. Taulukkoon 2 on merkitty

alkuperéisen seoksen reagenssien pitoisuudet.
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TAULUKKO 2. Alkuperaisen SEX-PCR-reaktion reagenssien pitoisuudet

10XBFR | dNTP | MgClz | AmpliTag | SRY- | SRY- | HTR2C- | HTR2C-
Gold™ forward | reverse | forward | reverse
1,00 X 200,00 | 1,50 0,80 U 200,00 | 200,00 | 200,00 200,00
MM mM nM nM nM nM

Kun siirryttiin testaamaan GoTaq® Green Master Mix -seosta, sitd sovellettiin uuteen
SEX-PCR-reaktioon tietolomakkeen (liite 6) ohjeiden mukaisesti. Uudessa reaktiossa
AmpliTaq Gold™ poistettiin ja HTR2C-aluke korvattiin HLA-alukkeella. Seoksesta teh-
tiin kolme versiota, jotka on merkitty taulukkoon 3: GMM-1, GMM-2 ja GMM-3. Seok-
sessa GMM-2 kaytettiin SRY-aluketta kaksi kertaa enemman kuin seoksessa GMM-1.
Seokseen GMM-3 liséttiin  DyNAzymell-entsyymia toimimaan Tag-polymeraasin
kanssa. Kun D1S80-minisatelliitin alukkeita testattiin, niitakin pyrittiin monistamaan Go-
Taq® Green Master Mix -seoksella. Taulukossa 3 tima seos on merkitty Minisatelliitiksi.

TAULUKKO 3. Green Master Mix -seoksella toteutetut PCR-reaktiot (harmaalla mer-
Kitty otettu k&yttoon uudessa SEX-PCR-menetelmassd)

GMM-1 GMM-2 GMM-3 Minisatelliitti
GoTaq® Green 1,00 X 1,00 X 1,00 X 1,00 X
Master Mix
DyNAzymell - - 04U -
SRY-forward 0,33 nM 0,67 nM 0,33 nM -
SRY-reverse 0,33 nM 0,67 nM 0,33 nM -
HLA-forward 0,33 nM 0,33 nM 0,33 nM -
HLA-reverse 0,33 nM 0,33 nM 0,33 nM -
D1S80-forward - - - 0,33 uM
D1S80-reverse - - - 0,33 uM

Biopankin ID-PCR-menetelméssa monistetaan kymmenen nanogramman DNA-nayt-
teestd kuutta fluoresoitua geenimerkkié, jotka on merkitty taulukkoon 4. Kaksi ndista ovat

sukupuolikromosomien jaksot HTR2C ja SRY.
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TAULUKKO 4. ID-PCR-menetelmassa monistettavat geenimerkit

AC00818-1 | D20S448 | DSX1220 | GDB371492 | HTR2C | SRY
Minimi- 170 222 185 134 175 111
koko (bp)
Maksimi- | 210 270 220 150 181 113
koko (bp)

ID-PCR-reaktion alukkeet oli valmiiksi sekoitettu yhteen liuokseksi, joka tarvitsi vain
lisatd ID-PCR-seokseen (taulukko 5). Alukkeiden lopputilavuudet seoksessa olivat seu-
raavat: 25,0 nM alukkeella AC00818-1, 160,0 nM alukkeella D20S448, ja 100,0 nM

muilla alukkeilla.

TAULUKKO 5. ID-PCR-seos ilman alukkeita

Reagenssi Pitoisuus seoksessa
10XBFR 1,00 X

dNTP 100,00 uM

MgCl; 0,75 mM
AmpliTag Gold™ 0,25 U

Kun ID-PCR-reaktio suoritettiin, tuotteet valmisteltiin kapillaarielektroforeesia varten
liuottamalla reaktiotuotteisiin elektroforeesissa kéytettdvdad DNA-kokostandardia (500
LI1Z®) ja Hi-Di -formamidia, jota kdytetdan suspensoimaan kapillaariin injektoitavia nayt-
teitd. FIMM:n laboratoriossa suoritettiin elektroforeesi, minka jalkeen graafiset tulokset
viestitettiin tekijalle. ID-PCR-tuotteille suoritettiin AGE-ajo vain sen varmistamiseksi,

ettd reaktio oli tapahtunut.

6.6. PCR-ohjelmat

Taulukkoon 6 on merkitty kaikki opinnéaytetydssa kaytetyt PCR-ohjelmat, joita oli yh-
teensd kuusi. Alkuperdistd SEX-PCR-ohjelmaa kaytettiin ennen Green Master Mix -seok-
sen kayttoonottoa. Sen jalkeen kehitettiin vertailtavaksi kaksi toisistaan hieman eroavaa
uutta SEX-PCR-ohjelmaa. ID-PCR-menetelméll& oli oma ohjelma, ja D1S80-minisatel-

liitin testaamiseen kaytettiin kahta eri ohjelmaa: Minisatelliitti 1 ja Minisatelliitti 2.
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TAULUKKO 6. PCR-ohjelmat (harmaalla merkitty otettu kdytt6on uudessa SEX-PCR-

menetelmassa)

PCR- Esilam- | Denatu- Annealing | Eks- Loppu-

syklien | mitys raatio tensio ekstensio

luku-

maara
Alkuperédinen |14 95°C 90 °C 50 °C 70 °C 72°C
SEX-PCR 11 min | 0,5 min 0,5 min 0,5min | 6 min
Uusi SEX- | 35 94°C 94 °C 60 °C 72°C 72°C
PCR-ohjelma 1 3 min 1,5 min 1 min 1 min 10 min
Uusi SEX- | 35 94 °C 94 °C 57°C 72°C 72°C
PCR-ohjelma 2 3 min 1 min 1 min 1 min 10 min
ID-PCR 14 95°C 95°C 50 °C 70 °C 72°C

12 min | 0,5 min 0,5 min 0,5min | 6 min

Mini- 30 95°C 95°C 65 °C 72°C 72°C
satelliitti 1 4 min 0,5 min 0,5 min 2 min 7 min
Mini- 36 95°C 95°C 65 °C 72°C 72°C
satelliitti 2 4 min 1 min 1 min 2 min 7 min

Monistuksen loputtua jokainen ohjelma asetti PCR-laitteen séilyttdaméén PCR-tuotteita
lampotilassa 10 °C ennen kuin tuotteet kerattiin talteen ja analysoitiin. Jokaisen ohjelman

kohdalla PCR-reaktion suorittamiseen kului vahintaan yksi tunti.

6.7. AGE ja laitteet

Opinndytetyon aikana kaikki PCR-tuotteet analysoitiin AGE-ajolla. 2-prosenttinen geeli
valmistettiin BioNordikan valmistamasta agaroosista. Ajopuskurina kéytettiin TBE-pus-
kuria, joka koostuu tris(hydroksimetyyli)aminometaanista, boorihaposta ja EDTA-liuok-
sesta. Geeliin lisattiin Invitrogenin valmistamaa SYBR Safe -vériainetta. Ajoallas (Sub-
Cell® Model 192) ja virtaldhde (PowePac™ Basic Power Supply) olivat Bio-Radin val-

mistamia (kuva 3).
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KUVA 3. Oikealla puolella Gel Doc XR+ Imagining System -laitteisto ja vasemmalla
puolella ajoallas ja virtaldhde (Kuva: Olli Virtanen 2016)

Jokaisessa ajossa kéytettiin 100 bp:n molekyylikokostandardia. Naytteisiin lisdtty lataus-
puskuri oli varjatty siniseksi. Sekd molekyylikokostandardi ett latauspuskuri olivat Bio-

Labsin valmistamia.

Jokaisen AGE-ajon jalkeen geelin kuvantamiseen kaytettiin Gel Doc XR+ Imagining Sys-
tem -laitteistoa, joka oli my6s Bio-Radin valmistama (kuva 3). Se on kaappiin asennettu
valopoOytd, jonka avulla UV-valoa voidaan kayttaa turvallisesti kuvantamiseen. SYBR
Safella varjatty geeli asetetaan kaappiin XcitaBlue-ruudun péélle. UV-valo suodattuu
ruudun l&pi ja fluoresoi DNA-fragmentit vahingoittamatta niitd. (Bio-Rad Laboratories
2017.)

Tydssa kaytetty PCR-laite oli G-Stormin valmistama GS4 Multi Block -malli. Kyseisessa
mallissa on tilaa neljalle kuoppalevylle, joista jokaiselle sd&detdén erikseen PCR-oh-
jelma. DNA-néytteiden pitoisuuden ja puhtauden maéarittdmiseen kaytettiin Nd 1000 -
pienoisspektrofotometrid, jonka valmistaja oli NanoDrop Technologies. DNA-naytteiden
valmistamisessa apuna kaytettiin sekoittamiseen kykenevaa Eppendorfin inkubaattoria.
Thermo Scientificin mikrosentrifuugi oli Heraeus Fresco 21 -mallia, kun taas Eppendor-

fin iso versio oli 5810-mallinen.
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7 TULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU

7.1. SEX-PCR-menetelman toimivuus

SEX-PCR-menetelmén tehostamiseen kéytettiin kolmeatoista PCR-ajoa, joiden kaikista
tuloksista tehtiin AGE-ajo. Reaktioita testattiin sitd mukaa kun ndytteita valmistettiin ja
materiaaleja hankittiin. Kahdeksassa ensimmaéisessa PCR-ajossa noudatettiin alkupe-
raistda SEX-PCR-menetelmaé (taulukko 2) ja -ohjelmaa (taulukko 6). Nais- ja miespuoli-

sia kontrollindytteitd kaytettiin kaikissa PCR-ajoissa.

Ensimmainen SEX-PCR-testi suoritettiin alustuksena kymmenelle DNA-néytteelle, jotka
oli normaaliin tapaan eristetty kaupallisella Qiagenin Kitilla NF-projektin verinaytteista.

Néytteistd ja kontrolleista ei saatu geelilla havaittua nédkyvia fragmentteja. Syyksi oletet-
tiin hepariinin inhiboivaa vaikutusta, silla kitilla eristetty DNA on melko puhdasta ja

DNA-saanto oli riittava.

Koska kontrollindytteet eivat myoskain toimineet ensimmaisesséd ajossa, entsyymin
AmpliTaq Gold™ tehokkuutta epailtiin. Entsyymia vertailtiin Taq pol -polymeraasiin,
jonka pitoisuudeksi sdadettiin 1,5 U. Kontrolli-DNA:lla vertailtuna alkuperdinen ent-

syymi osoittautui paremmaksi (kuva 4). Entsyymeja ei vaihdettu.

Nais- Mies- Vesti Nais- Mies- Vesti
kontrolli kontrolli kontrolli  kontrolli
Taq pol AmpliTaq Gold™
(1.5U) (0.8 U)

KUVA 4. Tulokset entsyymien toimivuuden vertailemisesta (Kuva: Olli Virtanen 2016)

Kolmas testi suoritettiin samalla tavalla ja samoille naytteille kuin ensimmaéinen testi.
Tdssa uusinnassa ei saatu nakyviin muita fragmentteja kuin naiskontrollin yksi ainoa. Y-

kromosomia tunnistava fragmentti jai monistumatta, mikd kuvaa hyvin vanhan SEX-
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PCR-menetelman epéluotettavaa toimivuutta. Neljdnnessé testissa koetettiin SEX(1)-
naytteitd, jotka oli kasitelty PBS-liuoksella ennen DNA:n eristdmisté kaupallisella kitilla.
Niistdkaan ei saatu nakyvié fragmentteja vaikka talla kertaa kontrollit toimivat hyvin.

Viidennessa testissa monistettiin SEX(1)-naytteet ja Kitilla eristetyt NF(veri)-ndytteet
huomattavasti suuremmasta DNA-pitoisuudesta. Nékyvia fragmentteja ilmestyi useim-
pien NF(veri)-ndytteiden ja yhden SEX(1)-naytteen kohdalla (kuva 5). Tarvittiin siis toi-
vottua enemméan DNA:ta nakyvien tulosten aikaansaamiseksi. Samalla huomattiin, etta

solujen kasitteleminen PBS-liuoksella ennen eristysta ei parantanut tuloksia.

Vesi | Nainen Mies 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6
Kontrolli- Kaupallisella kitilla eristetyt NF(veri)-ndytteet SEX(1)-naytteet
naytteet (PBS-liuoksella kasitellyt)

KUVA 5. Suuremmalla DNA-pitoisuudella tehty viides SEX-PCR (Kuva: Olli Virtanen
2016)

Kuudennessa testissé tutkittiin heparinaasilla ké&siteltyja NF(veri)-naytteita eli SEX(2)-
naytteitd. Vain naytteista 4 ja 5 saatiin fragmentteja (kuva 6). Kyseisistad naytteista oli
kuitenkin ennen heparinaasikasittelya mitattu enemman DNA:ta kuin muista, joten
DNA:n méaran olisi pitanyt olla riittdva. Seitsemannessa testissa koetettiin loput SEX(2)-
néytteista. Niissé hepariinia oli kéytetty kaksinkertaisesti poistamaan inhiboivaa vaiku-

tusta. Fragmentteja ei kuitenkaan monistunut muista kuin kontrollindytteista.

Vest Nainen | Mies 1 2 3 4 5

SEX(2)-niytteet

Kontolmayices (heparinaasilla puhdistetut)

KUVA 6. Heparinaasilla puhdistetut naytteet (Kuva: Olli Virtanen 2016)
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Kahdeksas testi kasitti etanolisaostuksella manuaalisesti eristetyt SEX(3)-néytteet, Fi-
coll-prosessin lopputuotteen soluista manuaalisesti eristetyt SEX(4)-ndytteet seka veresta
manuaalisesti eristetyt NF(veri)- ja SEX(5)-naytteet. Naiden ndytteiden DNA-pitoisuudet
yritettiin saada mahdollisimman l&helle arvoa 40 ng. Muilta osin pyrittiin noudattamaan

mahdollisimman tarkasti alkuperaistd PCR-seosta. Tulokset nakyvat kuvassa 7.

Vesi | Nai- Mies 1 2 3 4 1 2 3 4 5 11 1 2a 12 2b
- SEX(4)-niytteet SEX(3)-niytteet \ /’
K(imrolh- (soluista (veresti etanolisaostuksella i
naytteet manuaalisesti manuaalisesti eristetyt) NF(veri)- SEX(5)-
eristetyt) néytteet néytteet

(verestd manuaalisesti

eristetyt)
KUVA 7. Viimeinen SEX-PCR alkuperaisen ohjeen mukaan (Kuva: Olli Virtanen 2017)

Mikaan alkuperaisella SEX-PCR-menetelmélla tehdyista testeistd ei johtanut toivottuihin
tuloksiin, ja myos kontrollit toimivat testeissid epasaannéllisesti. Sen vuoksi GoTaq®
Green Master Mix -seoksella kehitettiin uusi SEX-PCR-menetelmd GMM-1 (taulukko
3). Menetelmaa varten tehtiin myds vertailtavaksi kaksi lampdétilaohjelmaa (taulukko 6).
Ohjelmia vertailtiin yhdeksannessa PCR-testissa. Naytteiksi valittiin soluista manuaali-
sesti eristetyt SEX(4)-naytteet 2—4, joiden DNA-pitoisuudet laimennettiin lahelle arvoa
40 ng (kuva 8).

Nais- Mies- 2 3 4 Nais- Mies- 2 3 4
ktr. Kt gEx(4)-naytteet ktr.  ktr. SEX(4)-niytteet
Uusi SEX-PCR-ohjelma 1 Uusi SEX-PCR-ohjelma 2

KUVA 8. Uusien SEX-PCR-ohjelmien vertailu (Kuva: Olli Virtanen 2017)
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Kuten kuvasta 8 voidaan todeta, Green Master Mix -seoksella saatiin hyvin nakyvia
HLA-fragmentteja, eli X-kromosomin tunnistus oli hyva. Ohjelmaa 1 kayttamalla saatiin
paremmin nakyvia fragmentteja kuin ohjelmalla 2. Siirryttiin k&yttdméan seuraavissa
SEX-PCR-testeissa ohjelmaa 1. Ongelmana oli kuitenkin se, ettd vaikka HLA-fragmentti

erottui selkeasti, Y-kromosomia tunnistava SRY-fragmentti ei monistunut lainkaan.

Kymmenes ajo suoritettiin SRY-fragmentin monistumisen parantamiseksi. Kehitettiin
seoksesta GMM-1 kaksi muuta seosta, jotka on kuvattu taulukossa 3. Seoksessa GMM-2
kaytettiin SRY -aluketta kaksi kertaa enemmaén kuin seoksessa GMM-1. Seokseen GMM-
3 lisattiin DyNAzymell-polymeraasia. Pidettiin mahdollisena, ettd se pystyisi monista-
maan SRY -aluketta paremmin kuin Tag-polymeraasi. Vertailuun kaytettiin kontrollindyt-
teitd. Vain seoksella GMM-2 onnistuttiin saamaan SRY-fragmentti nakyviin (kuva 9).
Myo6hemmissa SEX-PCR-testeisséd kéytettiin seosta GMM-2.

Nais- Mies- Nais-  Mies- Nais- Mies-
ktr. ktr. ktr. ktr. ktr. ktr.
Seos GMM-1 Seos GMM-2 Seos GMM-3

KUVA 9. GMM-seosten vertailu (Kuva: Olli Virtanen 2017)

Yhdennessatoista ajossa (kuva 10) uutta SEX-PCR-menetelmaa kaytettiin vertailemaan
etanolisaostuksella manuaalisesti eristettyja SEX(3)-néytteitd, Ficoll-fraktioiduista so-
luista manuaalisesti eristettyja SEX(4)-naytteitd sekd verestd manuaalisesti eristettyja
NF(veri)- ja SEX(5)-naytteitd. Kontrollit toimivat hyvin. Soluista eristetyt ndytteet nakyi-
vat paremmin kuin verijadmisté eristetyt, koska ne olivat puhtaampia. Manuaalisesti ve-
restd ja soluista eristettyjen néytteiden sukupuolet tarkistettiin tietokannasta. Kaikki oli-
vat oikein, silld ainoastaan soluista eristetyt naytteet ja NF(veri)-12 olivat naispuolisia.
Vaikkei miespuolisen SEX(5)-2a:n HLA-fragmenttia erottanut, SRY-fragmentti erottui
riittavasti. Niissd naytteissd, joista DNA oli eristetty manuaalisesti etanolisaostuksen

kautta, ei saatu ndkymaan kuin yksi fragmentti yhteen naytteeseen.
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Nais-  Mies- 1
ktr. ktr. \ } SEX(4)-naytteet
(soluista manuaalisesti
/ eristetyt)
SEX(3)-néytteet

(etanolsanstolsella NiGri)} SEXC)- SEX() NECed) SEX(H:
manuaalisesti veresti

eristetyt)

Verestd manuaalisesti eristetyt ndytteet
KUVA 10. Naytteiden vertailua uudella SEX-PCR-menetelmélld (Kuva: Olli Virtanen
2017)

Kahdestoista ajo suoritettiin, kun haluttiin vield kerran testata heparinaasin vaikutusta
PCR-monistumiseen. Kaupallisella kitilla eristettyjd NF-verindytteitd ja heparinaasilla
kasiteltyja SEX(2)-ndytteitd vertailtiin uudella menetelmalla (kuva 11). Néaytteen
NF(veri)-3 vyohykkeiden puute johtui havikista reaktioseoksessa. Muuten kaupallisella
Kitill& eristetyt naytteet erottuivat yhta hyvin kuin manuaalisesti soluista eristetyt naytteet
(kuva 10). Myo6s sukupuolet olivat oikein, silla ainoastaan naytteet 4, 6 ja 7 olivat nais-

puolisia. Heparinaasikésittelylla ei juurikaan ollut vaikutusta.

Nais- Mies- 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1. 2 3 4 5

ktr. ktr. Kaupallisella kitill eristetyt NF(veri)-néytteet Heparinaasilla kisitellyt

SEX(2)-naytteet
KUVA 11. Kaupallisella kitilla eristetyt ja heparinaasilla késitellyt naytteet uudella SEX-
PCR-menetelmalld (Kuva: Olli Virtanen 2017)

SEX-PCR-menetelméan toimivuuden tydstdminen lopetettiin néihin tuloksiin. Kuitenkin
uutta menetelmé&é testattiin yhden kerran muutamille manuaalisesti eristetyille SU-ndyt-
teille. Vertailtiin kolmesta henkilosta perdisin olevia DNA-ndytteitd, jotka oli eristetty

soluista tai verestd. Tulokset on esitetty kuvassa 12. Veresta eristetty ndyte 15 ei monis-
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tanut fragmentteja, koska reaktioseosta saatiin geelille liian véhéan havikin vuoksi. Kai-
killa muilla naytteilld fragmentit ndkyivat. Koska soluista eristetyt ndytteet olivat verista

eristettyja naytteitd puhtaampia, niiden fragmentit erottuivat kirkkaampina.

Nais- Mies- S A% S Vv S Vv

ktr.  ktr SU-14 | SU-13 | SU-IS
S = soluista eristetty
V = veresti eristetty
KUVA 12. Uuden SEX-PCR-menetelmd testaus SU-ndytteisiin (Kuva: Olli Virtanen
2017)

Uusi SEX-PCR-menetelmé toimii seoksella GMM-2 (taulukko 3) ja ohjelmalla 1 (tau-
lukko 6). Seka NF- ettd SU-projektin naytteista saadaan erottuvia tuloksia. Parhaiten frag-
mentit nakyvat, kun ndyte on eristetty kaupallisella kitilla tai manuaalisesti. Tulosten pe-
rusteella heparinaasin kayttd, PBS-kasittely tai manuaalinen eristys etanolisaostuksen

kautta eivét ole tarpeellisia tai suositeltavia soveltaa.

7.2. Sisainen laatukontrolli

Solunéytteiden sisdisessa laadussa on kyse eri lailla kasiteltyjen, samasta henkilosta lah-
toisin olevien naytteiden yhteyden varmentamisesta. Sisdisella virheell4 tarkoitetaan eris-
tdmisen tai muun késittelyprosessin aikana sattuvaa naytteiden sekaantumista. Tdman
tarkkailemiseen sukupuolen méérittdminen SEX-PCR-menetelmélla on riittdméaton.
Biopankissa tahén on kéytetty ID-PCR-menetelmad, joka perustuu kuuden geenimerkin
tunnistamiseen. Haluttiin kokeilla, riittaisikd yhden geenimerkin, D1S80-minisatelliitin,
monistaminen tdhan. Samalla kun tata vaihtoehtoa tyostettiin, ID-PCR-menetelmé suori-

tettiin vertailuaineistoksi.
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Tassa opinnaytetytn osassa kaytettiin kahdestakymmenesta henkildsta perdisin olevia
SU-projektin DNA-né&ytteita (liite 4). Jokaista henkil6d kohden oli kaksi manuaalisesti
eristettyd néaytettd. Yksi ndyte eristettiin soluista ja toinen alkuperéisesta verindytejaa-

masta.

7.2.1 Minisatelliitti-PCR

GoTagq® Green Master Mix -seosta kaytettiin kehittimaan D1S80-minisatelliittia varten
PCR-seos (taulukko 3). Kehitettiin myos lampdtilaohjelma Minisatelliitti 1 (taulukko 6).
PCR-seosta ja lampdtilaohjelmaa testattiin kaikkiin SU-projektin naytteisiin. Samalla tes-
tattiin SEX-PCR:n kontrollindytteet. Naytteilla DNA:n puhtausaste vaihteli huomatta-
vasti. Veresta eristettyjen DNA-ndytteiden suhdeluku oli 0,5-1,8. Soluista eristettyjen
DNA-néytteiden suhdeluku oli 1,3-3,0. PCR-testin tulokset on esitetty kuvassa 13.

16 19 15 13 9 5 8 7 10 6 16 19 15 13 9 5 8 7 10 6

Veresta eristetyt SU-naytteet Soluista eristetyt SU-nadytteet

.
Mies- | Nais- SU-2 | sU-18 | sU-14 | SU-12 | sU20 | su4 | sU3 | su-im | sual | sU-I7
ktr. ktr.

S = soluista eristetty

V = veresti eristetty
KUVA 13. Minisatelliitti D1S08:n testaus ohjelmalla Minisatelliitti 1 (Kuva: Olli Virta-
nen 2017)

Soluista eristetyt ndytteet tuottivat fragmentteja keskiméarin enemman kuin veresta eris-
tetyt. Tahan vaikutti osittain solundytteiden parempi keskimaardinen puhtausarvo. SU-
projektin henkildista noin 40 prosentilla fragmentit nakyivat molemmilla naytteilla. Luo-
tettava tunnistus ei onnistunut talla menetelmalld, koska fragmentit olivat liian samanko-
koisia eri henkildiden kohdalla. Monissa tapauksissa myds saman henkilon eri naytteet

monistuivat epéluotettavasti.
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D1S80-minisatelliittia testattiin vield kerran erilaisella lampdtilaohjelmalla Minisatelliitti
2 (taulukko 6). DNA:ta kaytettiin kaksi kertaa enemmaén kuin edellisessé testisséd. Taman

tyon puitteissa vain puolet SU-ndytteisté ehdittiin testata talla tavalla (kuva 14).

SU-16 | SU-19 | sU-15 | su-13 | su9 | sus | sus | su7 | su-l0 | sU6

S = soluista eristetty

V = veresti eristetty

KUVA 14. Minisatelliitti D1S08:n testaus ohjelmalla 2 (Kuva: Olli Virtanen 2017)

Tulokset olivat kaytannollisesti katsoen samat kuin ensimmaisessa minisatelliitti-PCR-
testissa (kuva 13). Fragmenttien nédkyvyysaste ei muuttunut. Veresta ja soluista eristetty-
jen naytteiden samankaltaisuus néakyi vain naytteilla 19, 15 ja 13. Naytteiden 13 ja 7 ve-
resté eristetyt versiot nayttivat keskendan liian samanlaisilta. Yksilétunnistuksen luotet-
tavuus ei parantunut. Kontrollindytteet oli otettu mukaan, mutta niissa tapahtui haihtu-
mista huonon suojakalvon takia. Siksi niita ei ole lisatty kuvaan 14.

Tulosten perusteella D1S80-minisatelliitilla on potentiaalista kayttda sisaisen laadun
tarkkailuun. Kuitenkaan se ei yksindan riit4d antamaan luotettavia tuloksia. Sisdisen vir-
heen osalta laadun varmistus heikentyisi, jos kaytettéisiin yksinddn tahén vaiheeseen ja-

tettyd menetelmaa.

7.2.2 ID-PCR

SU-néytteille suoritettiin tavanomainen ID-PCR-reaktio (taulukko 5) taulukossa 6 esite-
tylla lampotilaohjelmalla. AGE-ajot suoritettiin sen varmistamiseksi, ettd reaktiot olivat
tapahtuneet. Yleisell4 tasolla fragmenttien nédkyvyys oli hyvin véhéista. Tdman oletettiin
johtuvan riittdmattomasta puhtaudesta, eikd kapillaarielektroforeesin odotettu antavan
paljon tuloksia. Tyon puitteissa analysoitiin vain DNA-néytteet 7-10, sekd veresta ettd
soluista eristetyt (kuva 15). Veresta eristettyjen naytteiden puhtausaste oli 0,73-1,75. So-
luista eristettyjen néytteiden puhtausaste oli 2,04-2,17.
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10 8 0 7 10 8 9 7

Veresti eristetyt SU- Soluista eristetyt SU-
néytteet néytteet

KUVA 15. Kapillaarielektroforeesissa analysoitujen SU-naytteiden ID-PCR-tulokset
(Kuva: Olli Virtanen 2017)

Kaikista kahdeksasta DNA-néytteestad 16ydettiin geenimerkkeja. Kuudesta geenimerkista
vain DSX1220:aa ei tunnistettu yhdestédkaan. Analyysi antoi kuitenkin heikkoja tuloksia,

jotka on kirjattu taulukkoon 7.

TAULUKKO 7. SU-naytteiden ID-PCR-tulokset

Fragmenttien koot (bp)
Naytenu- Alku- AC00818-1 | D20S448 GDB371492 | HTR2C | SRY
mero peré
SU-7 veri - - 134/140 180 110
solu - - 136/143 - 110
SU-8 veri 189/193 2471251 140/147 - -
solu - 145/236 140/145 - -
SU-9 veri 181/197 244/251 140/143 180 110
solu 197 236/251 145 - 110
SU-10 veri 189 247 136/140 180 110
solu - 236 145 - 110

SU-naytteille ei voitu suorittaa kovin luotettavaa yksilétunnistusta. Geenimerkkeja puut-
tui tai samasta yksilosta tulleiden néytteiden kohdalla saman geenimerkin variaatiot olivat
erilaisia. Esimerkiksi X-kromosomin geenimerkkid HTR2C I6ydettiin vain veresta eris-
tetyistda DNA-néytteistd. Y-kromosomin geenimerkkid SRY kuvaava graafinen kayra
esiintyi soluista eristettyjen naytteiden kohdalla huomattavasti matalampana kuin veresta

eristettyjen néytteiden kohdalla. Tulosten huonon laadun uskottiin johtuvan siitd, etta
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DNA ei ollut puhdistunut riittavéasti manuaalisella eristysmenetelmélla. Siséista virhetta

ei voitu arvioida.

7.3. Ulkoinen laatukontrolli

Solunéytteiden ulkoisessa kontrollissa tarkkaillaan naytteiden kesken tapahtuvaa mahdol-
lista sekaantumista ennen niiden saapumista biopankkiin. Tatd ulkoista virhettd testattiin
ID-PCR-menetelmalld samalla tavalla kuin sisdinen virheen arvioinnissa. Kaytettiin kah-
destatoista henkildsta lahtoisin olevia NF-projektin paanaytteité (liite 3). Puolet niisté oli-
vat automatisoidusta DNA-prosessista, eli niiden kohdalla DNA eristettiin veresta kau-

pallisella kitilla tai manuaalisesti. Loput oli vastaanotettu soluprosessista.

Kaikille naytteille suoritettiin ID-PCR-reaktio (taulukko 5) tavanomaisella lampdétilaoh-
jelmalla (taulukko 6). Tuotteiden monistumista tarkasteltiin AGE-ajolla (kuva 16).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6
V \' vV VvV \% \% \Y \' \% \Y S S S S S S
Kaupallisella kitilld eristetyt Kaupallisella kitilld eristetyt

V = veresta eristetty

S = soluista eristetty

7 8 9 10 11 12 11 12

S S S S vV VvV S S
Kaupallisella kitilla Manuaalisesti eristetyt
eristetyt

KUVA 16. NF-paanaytteiden ID-PCR-tulokset (Kuva: Olli Virtanen 2017)

Né&kyvia fragmentteja saatiin paljon enemman kuin oli saatu sisdisen virheen tarkkailussa
SU-projektin naytteistd samalla ID-PCR-menetelmalla (kuva 15). Soluista eristetyt néyt-
teet, jotka oli ké&sitelty puhtaammassa ympéristossa, monistivat fragmentteja paremmin
kuin veresta eristetyt. Soluista eristettyjen naytteiden puhtausastetta ei tunnettu, mutta

veresta eristettyjen néaytteiden kohdalla arvo vaihteli vélilla 1,13-1,83. Kaikki néytteet
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lahetettiin kapillaarielektroforeesiin analysoitaviksi, ja niista saatiin taulukossa 8 esitetyt

tulokset.

TAULUKKO 8. NF-naytteiden ID-PCR-tulokset

Fragmenttien koot (bp)
Néytenumero | Alkuperd | AC00818-1 D20S448 GDB371492
NF-1 veri 189/197 228/244 140
solu 189/197 228/244 140
NF-2 veri 197 244247 140
solu 197 244/247 140
NF-3 veri 181/193 244/251 140
solu 181/193 244/251 140
NF-4 veri 181/193 240 140/143
solu 181/193 240 140/143
NF-5 veri 189 244 140/147
solu 189 244 140/147
NF-6 veri 189/193 251/259 136/140
solu 189/193 251/259 136/140
NF-7 veri 193 240/247 140/143
solu 193 240/247 140/143
NF-8 veri 181/193 244247 143/145
solu 181/193 244/247 143/145
NF-9 veri - 255 140/143
solu 185/197 251/255 140/143
NF-10 veri 189/193 244247 140
solu 189/193 244247 140
NF-11 veri 181/193 244/255 140/143
solu 181/193 244/255 140/143
NF-12 veri 181/185 247/251 140/143
solu 181/185 247/251 140/143

Kaikista NF-néytteistd I0ydettiin sukupuolikromosomien DNA-jaksojen HTR2C ja SRY

fragmentit. Jokainen mies- ja naispuolinen ndyte pystyttiin tunnistamaan sukupuolen
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osalta. My0ds muita tutkittuja geenimerkkeja 1dydettiin NF-naytteistd. Ainoastaan geeni-
merkistd DSX1220 ei saatu signaaleja. Muiden kolmen merkin variaatioita vertailemalla
voitiin samasta yksilosté 1ahtoisin olevien ndytteiden yhdenmukaisuus todentaa. My0s-
kaan eri henkildilla ei ollut taysin samanlaisia merkkeja, miké kertoo menetelmén hyvasta

erottelukyvysté. Ulkoista virhettd ei 16ydetty tastd pienesta naytemaarasté.
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8 POHDINTA

Opinnaytetyon tavoitteena oli kehittdd THL Biopankin sisdisté laaduntarkkailua. Tarkoi-
tuksena puolestaan oli kehittdd solundytehallinnan kéyttoon soveltuva laaduntarkkailu-
menetelmd. PCR-tekniikoiden tydstamisen toivottiin johtavan siihen, etta hepariinin ai-
heuttama hairié véhenisi samasta henkil6sta 1dhtoisin olevien DNA-naytteiden ja loppu-
tuotteiden yhdenmukaisuutta todentaessa. Samalla pyrittiin tekemaan mahdollisimman

pienista nayte-eristé riittdvan puhtaita kustannustehokkaalla tavalla.

SEX-PCR-menetelmén kehittdminen johti uuteen menetelmaan, jolla saadaan suurem-
malla todennakoisyydelld sukupuolifragmentit ndkymain AGE-ajossa. GoTaq® Green
Master Mix -seoksen kayttoonotto on tehostanut SEX-PCR-reaktion komponenttien kéyt-
tod. Sukupuolikromosomien alukkeita tarvitaan pienemmaéssa tilavuudessa kuin aiemmin.
Sekaé pipetointiin tarvittava aika ettd erillisten pipetointivirheiden riski ovat vahentyneet.
Myoskaan latauspuskuria ei enaa tarvita geeliajossa. DNA:ta pystytddn monistamaan va-
hintdan 20 ng:n eristd. Naytteité ei ole tarpeen kasitella heparinaasilla, pestd PBS-liuok-
sella tai saostaa etanolilla. DNA:n eristdminen manuaalisesti tai kaupallisella kitill& riit-
taé. Toisaalta pelkdn manuaalisen eristyksen kaytto olisi halvempaa, mutta tulokset eivat

anna aihetta luopua kaupallisesta Kitista.

Laatukontrollin siséisen virheen testaaminen D1S80-minisatelliitilla osoitti, ettei yhden
geenimerkin monistaminen riitd luotettavaan yksildtunnistukseen. ID-PCR-menetelmasta
ei siis voida luopua. Minisatelliitin kéayttd GoTaq® Green Master Mix -seoksen kanssa
antoi kuitenkin lupaavia tuloksia. Menetelma tarvitsee vield kehittdmistd ennen kuin sita
voidaan kayttad. Erityisesti tarvitaan jokin toinen geenimerkki monistettavaksi D1S80-
minisatelliitin kanssa. Esimerkiksi ihmisen seitsemannessétoista kromosomiparissa esiin-
tyva minisatelliitti D17S5 on pituudeltaan seitsemankymmenta bp ja toistuu useimmissa
tapauksissa 1-14 kertaa (Sullivan, Pope, Gill & Robertson 1992, 37; Katsuyama, Inoko,
Imanishi, Mizuki, Gojobori & Ota 1998, 130). Kaksi minisatelliittia kannattaisi monistaa
erillisissd PCR-seoksissa sen todentamiseksi, milla todenndkdisyydella eri minisatelliit-
tien fragmentit kulkeutuvat AGE-ajossa yhta pitkalle. Mikali kyseinen todennakdisyys on
pieni, voidaan minisatelliitteja yritt44 soveltaa samassa PCR-seoksessa reagenssikulutuk-

sen vahentamiseksi.
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NF-projektin naytteista ei 10ydetty ulkoista virhettd ID-PCR-menetelmalla. Tasta ei kui-
tenkaan voida sanoa varmuudella mitdén, koska néytteet olivat perdisin vain muutamasta
henkilostd. Siséisen ja ulkoisen virheen tuloksista paatellen DNA:n puhdistaminen nayt-
taa toimineen eristyskitilla paremmin kuin manuaalisesti. SU-projektin nédytteista ei ole
saatu fragmentteja yhta hyvin kuin NF-projektin naytteistd. Uudessa SEX-PCR-menetel-
masséd koetetut kolmesta henkil6sté tulleet SU-néytteet ovat toimineet yhtd hyvin kuin
NF-naytteet. Sen sijaan minisatelliitti- ja ID-PCR-menetelmissa fragmenttien saanto on
ollut vaihtelevaa. Tama epdjohdonmukaisuus saattaa liittya siihen, ettd kaikkien SU-ndyt-

teiden kohdalla DNA:n eristdminen suoritettiin manuaalisesti eika kaupallisella kitilla.

Opinnaytetyon tavoitteen ja tarkoituksen kannalta on onnistuttu. Karkean laatukontrollin
kayttoon on kehitetty uusi ja tehokkaampi SEX-PCR-menetelma. Minisatelliitti D1S80:n
koetus puolestaan on antanut alustaa uudelle menetelmalle, joka voi lisatestien kautta
vield korvata ID-PCR-menetelmén. Jos halutaan eristdd DNA:ta naytteistd kustannuste-
hokkaalla manuaalisella tavalla, menetelmaé on edelleen tyostettavé hepariini-inhiboin-

nin vahentamiseksi.
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LITTEET

Liite 1. DNA:n eristys immortalisoidusta solulinjasta (CEPH)

1(2)

DNA:n eristvs immortalisoidusta soluliniasta (CEPH)

(Oletussaanto 10-20 milj. solua, yksi solu sisiiltid 5-6 pg DNA:ta)

KOHDESOLUJEN EROTUS KASVATUSLIUOKSESTA

1. Kaada kasvatuslinos 50 ml Falcon putkeen.

2. Fuugaa kasvatusliuos (30-40 ml) 20 min 1500 rpm mistral fuugilla. Kaada
kasvatuslivos solunapin péilti pois.

3. Lisdd 5 ml PBS livosta ja sekoita solunappi varovasti livokseen.

4. Fuugaa PBS-liues 20 min 1500 rpm mistral fuugilla. Kaada supernatantti pois,

SOLUJEN HAJOTUS

1. Lisdd 3 ml cell lysis-livosta ja vorteksoi solunappi liuokseen. Jos solut eiviit
liukene voit inkuboida 37 °C kunnes saostuma on liuennut. (Niytteet siiilyviit
livoksessa 18 kk.) eT

2. Jadhdytd huoneenlimpdin. Siirrd niyte 15 ml Falconputkeen.

3. Lisiil liuokseen 1 ml PPS ja vorteksoi viihintdin 20 sekuntia.

4. Sentrifugoi 10t minuuttia 3400 rpm sorvall mistral fuugilla (ylikerrassa).

DNA:n SAOSTAMINEN JA PESU

I. Kaada supernatantti 15 ml Falcon putkeen jossa on 3 ml isopropanolia. Saosta
DNA kiliintelemilld putkia 50 kertaa. Sentrifugoi 3400 rpm 5 minuuttia sorvall
mistral fuugilla (yldkerrassa).

2. Kaada supernatantti pois ja lisiad 3 ml 70 % etanolia.

3. Sentrifugoi 3400 rpm 5 minuuttia sorvall mistral fuugilla (ylikerrassa).

4. Kaada supernatantti varovasti pois ja kuivaa niytetti (putki ylosalaisin) 5 min.
ALA YLIKUIVAA!!
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2(2)

5. Liuota ndyte DHS:din tai 1xTE-liuokseen. Muista testata TE-liuoksen pH kun
avaat uuden TE-pullon laimennosta varten. Lue projektikansiosta tarkempi ohje
niytteen linotuksesta!

6. Siirri DNA varovaisesti Falcon-putkesta 2ml kierrekorkilliseen eppendorf-
putkeen.

7. Anna DNA:n liveta ja asettua 2 piivii huoneenlimmossi. Tamén jilkeen niytieet
voi siirtdi jiiikaappiin odottamaan mittausta. HUOM! Ali vorteksoi DNA:ta, silld
rihma ei kestii ehjiini kovaa kisittelyi tiissi vaiheessa eristysti.



Liite 2. Verisolujen eristys Ficoll-fraktiolla (Li-hepariiniveri 10 ml)
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Verisolujen eristys Ficoll-fraktionnilla (Li-hepariiniveri 10 ml)

Solutydskentely tehd#in laminaarissa. Suojaa itsesi ja ndytteet noudattamalla hyvid aseptiikkaa,
kdyttimalld suojavarusteita, laboratoriotakkia ja sisdjalkineita

1. Kaada 10 ml veri 50 ml:an Falcon putkeen jossa 20 ml PBS (ilman Ca/Mg) (RT) ja sekoita
kadntimilld putkea pari, kolme kertaa o

2. Kerrosta varovasti laimennetun veren alle 10 ml Ficolia (Ficoll paque, Amersham, esim ruiskulla ja
pitkilld neulalla). Ei saa sekoittaa!!!

Ali tydnnii neulaa takaisin holkkiin, ettet vahingossa pistil itseiisi verisellii neulalla, vaan keriii
neulat suoraan viiltiviin jiteastiaan tai muuhun viiliaikaiseen astiaan josta ne siirretiiin

tyoskentelyn lopuksi viiltéiviin jétteen roskikseen.

Al tee yli 10 niiytteen sarjoja, kokeneet tydskentelijiit voivat poiketa tiisti muutamalla
niytteelli.

3. Fuugaa 2000 rpm 20 min, ei jarrua (jos et voi jatkaa ty6té heti, pidennd fuugausaikaa).

4. Ime ylin kerros (plasma) pois pipetilld, varo valkoista, hotdista solukerrosta Ficoll-kerroksen padlld.
Ylimmin kerroksen voi myds poistaa pasteurilla.

5. Keriid lymfosyytit, eli valkoinen hétékerros talteen 15 ml Falconiin pasteurpipetilld. Mukaan saa
tulla viihiin plasmaa. Punasolut voi tarvittaessa keréitd pohjan napista (eri néyte) ja pestd PBS:1ld
erillisessé putkessa.

Pidii keriiysputkista auki vain ko. niiytteen putki sekaannusten ja kontaminaatioiden
viilttimiseksi ja sulje se heti keriittyisi niytteen

6. Lisii PBS:4 ad 12ml, sekoita kizntelemilli ja fuugaa 1200 rpm 10 min (jarru saa olla palld)
7. Dekantoi suppi pois, varo solunappia

8. Naputtele pari kertaa solunappia, jotta se tulee irtonaisemmaksi. Lisdé PBS:dd esim 2ml, sekoita ja
ota néyte (10ul) solujen laskemista varten (tilavuus tunnettava), liséd PBS ad 10 ml.

9. Fuugaa 1200 rpm 10 min

9. Dekantoi suppi huolellisesti. Naputtele solunappi irtonaiseksi. Liséd 2ml pakastusliuosta (inaktivoitu.
FCS + 10 % DMSO), sekoita ja jaa kahteen ampulliin (a 1 ml/ampulli). Avaa taas ainoastaan ampullit,
joiden ndytettd kisittelet.

Pakasta isopropanolitankissa o/n -80 °C = INy/ -150°C.




Liite 3. NF-pdanaytteiden tiedot

TAULUKKO 9. NF-péaanaytteiden tiedot
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Eristysmene- Néayte DNA-pitoisuus Absorbanssi Sukupuoli
telma (ng/ul) (A260/A2s0)
NF(veri)-1 17,18 1,82 Mies
NF(veri)-2 16,87 1,83 Mies
NF(veri)-3 15,56 1,77 Mies
NF(veri)-4 17,45 1,66 Nainen
DNeasy® Blood _ _
NF(veri)-5 10,15 1,63 Mies
Tissf‘e Kit NF(veri)-6 17,89 1,81 Nainen
NF(veri)-7 8,05 1,76 Nainen
NF(veri)-8 25,95 1,73 Mies
NF(veri)-9 19,01 1,68 Mies
NF(veri)-10 14,31 1,62 Mies
NF(veri)-11 9,3 1,13 Mies
NF(veri)-12 4,8 1,19 Nainen
NF(solu)-1 Ei mitattu Ei mitattu Mies
NF(solu)-2 Ei mitattu Ei mitattu Mies
NF(solu)-3 Ei mitattu Ei mitattu Mies
NF(solu)-4 Ei mitattu Ei mitattu Nainen
Manuaalinen | NF(solu)-5 Ei mitattu Ei mitattu Mies
eristys (liite 1) | NF(solu)-6 Ei mitattu Ei mitattu Nainen
NF(solu)-7 Ei mitattu Ei mitattu Nainen
NF(solu)-8 Ei mitattu Ei mitattu Mies
NF(solu)-9 Ei mitattu Ei mitattu Mies
NF(solu)-10 Ei mitattu Ei mitattu Mies
NF(solu)-11 Ei mitattu Ei mitattu Mies
NF(solu)-12 Ei mitattu Ei mitattu Nainen




Liite 4. SU-paanaytteiden tiedot

TAULUKKO 10. SU-péddnaytteiden tiedot

Eristysmene- Néayte DNA-pitoisuus Absorbanssi
telma (ng/ul) (A260/A2e0)

veri solu veri solu

SU-1 10,04 20,56 0,78 1,99

SU-2 6,70 18,00 0,72 1,91

SU-3 5,07 21,59 0,72 2,09

SU-4 4,01 20,68 0,50 2,29

SU-5 10,29 22,05 1,10 1,94

SU-6 | 101,62 21,93 1,76 1,94

SU-7 30,20 18,55 1,50 2,17

SU-8 8,82 17,86 0,73 2,10

Manuaalien efis. SU-9 11,98 20,99 1,25 2,04

tys (lite 1) SU-10 | 36,03 16,51 1,75 2,04

SU-11 | 33,31 0,52 1,25 3,01

SU-12 | 102,83 1,10 1,11 1,34

SU-13 | 65,40 25,32 1,36 1,89

SU-14 | 10,89 5,66 0,69 1,62

SU-15 | 128,00 3,32 1,37 1,33

SU-16 | 40,14 2,98 1,13 2,82

SU-17 | 35,71 2,61 1,04 2,16

SU-18 | 18,38 2,06 0,97 1,07

SU-19 | 38,63 10,62 0,99 1,94

SU-20 15,68 4,37 0,78 1,68




Liite 5. SEX-néytteiden tiedot

TAULUKKO 11. Heparinaasilla kasiteltyjen SEX-néytteiden tiedot

Néayte Alkuperaisen NF(veri)-nayt- | Heparinaasiaktiivisuus (U)
teen numero (liite 3)
SEX(2)-1 3 12
SEX(2)-2 5 12
SEX(2)-3 7 12
SEX(2)-4 8 12
SEX(2)-5 9 12
SEX(2)-6 3 24
SEX(2)-7 5 24
SEX(2)-8 7 24
SEX(2)-9 8 24
SEX(2)-10 9 24
TAULUKKO 12. Muiden SEX-néytteiden tiedot
Eristysme- | Alkuperd | Nayte DNA- Absorbanssi | Sukupuoli
netelma pitoisuus (A260/A2g0)
(ng/ul)
SEX(4)-1 | 10,6 1,96 Nainen
SEX(4)-2 | 182,6 1,82 Nainen
Manuaali- Solu SEX(4)-3 |428,0 1,85 Nainen
nen eristys SEX(4)-4 | 753,5 1,88 Nainen
(liite 1) SEX(5)-1 |13,5 1,21 Mies
Veri SEX(5)-2a | 6,8 1,33 Mies
SEX(5)-2b | 8,8 1,06 Mies
Etanoli- SEX(3)-1 |32,9 Ei mitattu Ei tiedossa
saostukseen SEX(3)-2 |29,0 Ei mitattu Ei tiedossa
perustuva Veri SEX(3)-3 |37,9 Ei mitattu Ei tiedossa
manuaali- SEX(3)-4 | 31,0 Ei mitattu Ei tiedossa
nen eristys SEX(3)-5 | 46,5 Ei mitattu Ei tiedossa




Liite 6. GoTag® Green Master Mix (M712) -tietolomake
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