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Taman tyon tavoitteena oli maarittda DILGOM-aineistosta ndytteiden suhteellinen telomee-
ripituus gPCR:n (kvantitatiivinen polymeraasiketjureaktion) avulla. Tydssa kaytetty DIL-
GOM-aineisto (N = 4 300) on osa Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen (THL) FINRISKI-
tutkimusta. Telomeerit ovat kromosomien paadssa olevia DNA-patkid, jotka koostuvat tois-
tuvista DNA-jaksoista (5" -(TTAGGG),-37) ja proteiineista. Telomeerit ovat elintarkeita so-
lun normaalille toiminnalle, ne esimerkiksi estavat kromosomien fuusioitumisen toisiinsa ja
suojaavat toiminnallista DNA:ta. Joka kerta solun jakautuessa telomeeri kuluu hieman.
Taman ilmion on ajateltu olevan tarked tekija vanhenemisessa. Téssa tydssa suhteellinen
telomeeripituus maaritetddn verestd eristetystd genomisesta DNA:sta. Telomeeripituus
saadaan maaritettyd qPCR-pohjaisella menetelmalla laskemalla T/S-suhde maaritettyjen
telomeeri- ja yhden kopion geenin (hemoglobiinin beta-proteiinia koodaava geeni, HBB)
arvoista. Kaikki gPCR-reagenssit testattiin ennen nayteajojen aloittamista. Naytteet kuivat-
tiin optisille 384-qPCR-levyille, samaten kuin standardit ja kontrollit. N&ytteet ajettiin
gPCR:lla ja tulokset analysoitiin CFX Manager 2.0- ja PASW Statistics 18 -ohjelmilla. Ana-
lysoinnissa katsottiin muun muassa ian, sukupuolen ja DNA:n eristysmenetelméan vaikutus-
ta ja merkitsevyyttéd suhteelliseen telomeeripituuteen. lalla todettiin olevan merkitseva
vaikutus telomeeripituuteen (p = 8,22 * 10™°%). Sukupuoli oli myds merkitseva tekija (p =
0,045), vaikka merkitsevyys ei ollut yhtd voimakas kuin ian merkittavyys. DNA:n eristys-

menetelman todettiin olevan erittdin merkitseva (p = 3,16 * 10%").
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and single copy genes (hemoglobin’s beta-protein coding gene, HBB) signal values.

All of the gPCR reagents were tested before the test runs. Samples, standards and con-
trols were dried onto optical 384-well gPCR-plates. gPCR reactions were run and results
were analysed with CFX Manager 2.0 and PASW Statistics sofware. In the analysis, relative
telomere length was compared to the age, sex and DNA extraction method. Age has a
strong effect on telomere length (p = 8,22*10°%). Sex shows also some evidence for af-
fecting telomere length (p = 0,045). DNA’s extraction method has a very strong effect on
telomere length (p = 3,16*10%").

Keywords Telomeres, gPCR, DILGOM




Alkulause
Tiivistelma
Abstract
Siséllys

1 Johdanto
2 Teoria

2.1 Telomeerit
2.2 DILGOM-aineisto
2.3 gPCR
2.3.1 Detektointi
2.3.2 Tulosten analysointi

3 Tyon toteutus

3.1 Naytelevyjen satunnaistaminen

3.2 Hgb- ja Tel-alukkeet

3.3 Standardit ja kontrollit

3.4 Standardien, kontrollien ja naytteiden kuivaus optisille 384-gPCR-levyille
3.5 Reagenssitestit

3.6 B-hemoglobiini- ja telomeeri-nayteajot

3.7 Uusinta-ajot

4  Tulokset
4.1 Alukkeiden konsentraatiot sekd puhtausasteet
4.2 Reagenssitestien tulokset
4.3 Tulosten tilastollinen analyysi
4.3.1 Naytteiden kalibrointi
4.3.2 Ajojen laatukontrolli

4.3.3 CV-%
4.3.4 Naytteiden analysointi PASW-tilasto-ohjelmalla

5 Yhteenveto
Lahteet

Liitteet

Liite 1. Telomeerireaktiomiksin osan 1 pipetointiohje

o N o AN

12

15
16
17
18
19
21
21

22

22
23
24
25
27
28
28

36

38



1 Johdanto

Tama opinnaytetyd tehtiin Helsingin yliopistolla, molekyylineurologian tutkimusohjel-
massa, liris Hovatan tutkimusryhmassa, joka tutkii padasiallisesti ahdistuneisuushairioi-
den genetiikkaa. Ryhman tavoite on tunnistaa ja karakterisoida geeneja, jotka saatele-
vat normaalia ja patologista ahdistusta sekéd geeneja jotka altistavat autismikirjon sai-
rauksille. Ryhma tutkii myds telomeerejd, kromosomien paissa olevia DNA-jaksoja, ja

on erityisesti kiinnostunut telomeerien pituutta saatelevista tekijoista.

Taman tyon tavoitteena on maarittdd DILGOM-aineistosta suhteellinen telomeeripituus
gPCR-laitteiston avulla. Tuloksista analysoidaan fenotyyppien vaikutukset telomeeripi-
tuuteen seka lyhentyneisiin telomeereihin. DILGOM-aineisto on osa Terveyden ja hy-
vinvoinnin laitoksen joka viides vuosi toteuttamaa FINRISKI-tutkimusta, jossa tutkitaan
ravitsemuksen, elamantapojen ja perintdotekijoiden yhteytta lihavuuteen ja metaboli-

seen oireyhtymaan.

Telomeeripituutta on tutkittu ihmisen leukosyyteista eristetystd DNA:sta useissa epi-
demiologisissa aineistoissa. Lyhentynyt leukosyyttien telomeeripituus on yhdistetty
useisiin monitekijaisiin sairauksiin, kuten sydan- ja verisuonitauteihin sekd diabetek-
seen. Koska DILGOM-aineisto on vaestdpohjainen aineisto, se mahdollistaa ndiden yh-
teyksien tutkimisen sekd mahdollisen vaikutuksen madrittdmisen vaestttasolla. Nain
pystytédn sanomaan, onko lyhentyneelld telomeeripituudella yhteyttd monitekijaisiin
sairauksiin Suomessa ja onko silla merkitysta véaeston hyvinvoinnille. Telomeeripituutta
koskevissa tutkimuksissa pyritdan tunnistamaan fenotyypit, jotka liittyvat kiihtyneeseen
telomeerien lyhenemiseen. Fenotyypit vaihtelevat psykiatrisista sairauksista sydan- ja
verisuonisairauksiin sekéa diabetekseen. Hovatan tutkimusryhm& on aiemmissa tutki-
muksissa pystynyt todistamaan lapsuusian vaikeuksien, esimerkiksi vakavan fyysisen
sairauden tai vanhemman alkoholismin, korreloivan negatiivisesti leukosyyttien telo-
meeripituuteen aikuisidlla. Lapsuusidn vaikeuksien tiedetdan olevan yksi suurimmista

riskitekijoista psykiatrisiin sairauksiin. [1.]



2 Teoria

2.1 Telomeerit

Telomeerit ovat kromosomien paassd olevia DNA-péatkia, jotka koostuvat toistuvista
DNA-jaksoista (5"-(TTAGGG),-37) ja proteiineista. Telomeerit ovat tarkedssa roolissa
genomisen eheyden ja tasapainon sailyttdmisessa. Aiemmin telomeerien luultiin vain
mahdollistavan kromosomien tdydellisen replikaation, mutta nykyaan niiden tiedetdn
olevan elintarkeitd solun normaalille toiminnalle. Ne esimerkiksi estavat kromosomien
fuusioitumisen toisiinsa ja suojaavat toiminnallista DNA:ta. Kaikista tdhdn mennessa
tutkituista ihmisen soluista keskimaarainen telomeeripituus on ollut syntyméahetkella
noin 5-20 kb. [2; 3; 4.]

Joka kerta solun jakautuessa telomeerin darimmaisessa paassa pieni patka telomeeria
ei monistu, koska DNA-polymeraasi ei kykene monistamaan DNA-juostetta 3’-paasta,
minka seurauksena syntyy alukkeen mittainen vajaus telomeereihin. Kromosomi ndin
ollen kuluu telomeereistddn. Taman ilmion on ajateltu olevan téarkea tekija vanhenemi-
sessa. Kun telomeerin pituus on kriittisen lyhyt, solun toiminnot huonontuvat tai solu ei
enaéa kykene jakautumaan. Lopulta se kay |api ohjelmoidun solukuoleman eli apoptoo-
sin. On myds olemassa solulinjoja (tietyt sy0pa- ja kantasolulinjat), joilla telomeerit
eivat lyhene, vaan jopa pitenevét solun jakautuessa. Ndma solulinjat tuottavat kaan-
teistranskiptaasi-entsyymia, telomeraasia, joka pystyy pidentdmaan telomeereja lisda-

malla TTAGGG-toistojaksoja kromosomien 3 -paahan. [2; 3; 4; 5.]

Normaalisti solut ikdantyvat, ennen kuin niisté tulee vahingollisia keholle, jolloin niiden
kasvu pysahtyy, koska solut eivat pysty jakautumaan liian lyhyiden telomeerien vuoksi.
Jos telomeraasi onkin aktivoitunut, jotkin solut voivat vélttyd kasvun pysahtymiselta.
Taméan uskotaan olevan oleellinen tapahtuma solujen vahingollisiksi muuttumiselle jopa
85 %:ssa sydvista. Seuraavalla sivulla olevassa kuvassa 1 on esitelty kromosomi ja

kromosomien paissa olevat telomeerit. [2; 3; 4; 5.]



Kuva 1. Kuvassa kromosomeja, joissa telomeerit on
kuvattu punaisella varilla. [6.]

Telomeereihin liittyy |&heisesti proteiineja, jotka suojaavat telomeerien paassa olevaa
paatesilmukkaa eli T-luuppia. Proteiinit my6s valittavat telomeerien ja geenien vélisia
signaaleja. Tarkeimmét telomeereihin sitoutuvista proteiineista ovat TRF1- ja
TRF2-kompleksit. Naihin komplekseihin kuuluu suuri joukko proteiineja, kuten TANK,
POT1, RAP1, TIN2, ERCC1, PARP2, BLM ja ATM. Ne ovat osa telomeerien toiminnan
sdatelya ja DNA-vaurioiden korjaamista. Edell& mainittujen proteiinien mutaatioihin tai
ekspression muutoksiin liittyy erilaisia hairi6itd, kuten kasvaimet ja ennenaikainen

ikdéntyminen. [4.]

Telomeerien rakenne on periaatteessa sailynyt evoluution aikana ennallaan. Telomeeri-
en pituus, samoin kuin niiden lyhenemisnopeus, vaihtelevat eri elidlajeilla lajityypillisen
elinian mukaan. Esimerkiksi ihmisen leukosyyttien telomeerien pituus on noin 10 500
emasparia ja ne lyhenevat keskimaarin 33 emasparia vuodessa. Telomeerit ovat lyhy-
emmat miehillda kuin naisilla, mutta koska vastasyntyneilla pojilla ja tyt6illa telomeerit
ovat samanpituiset, voidaan olettaa, ettd sukupuolten vélinen ero syntyy myéhemmin,

mahdollisesti estrogeenin vaikutuksesta. [4.]

Telomeerien lyhenemiseen vaikuttavia tekijoita ovat esimerkiksi jotkin monogeeniset ja
ikddntymiseen liittyvat polygeeniset taudit, hapetusstressi (eli reaktiivisten happiradi-
kaalien haitalliset vaikutukset, jotka kasvavat ian myotd), miessukupuoli, tupakointi ja

ylipaino seké psyykkinen stressi. Toisaalta antioksidantit ja estrogeeni, jonka on todet-



tu lisddvan telomeraasin aktiivisuutta soluviljelmisséa, hidastavat telomeerien lyhenemis-
ta. On viela tutkimatta, liittyykd telomeerien nopeutunut lyheneminen esimerkiksi suo-
lan, tyydyttyneiden rasvojen tai alkoholin kayttoon ja voidaanko telomeerien lyhene-
mista hidastaa noudattamalla terveellisia elintapoja. Tiedetdan kuitenkin, ettd telomee-
rien lyheneminen liittyy vanhenemiseen, mutta vield ei tiedetd, onko kyseessa syy vai
seuraus. Nayttda kuitenkin mahdolliselta, ettd telomeerien lyhenemistd on mahdollista

hidastaa elamalla terveellisesti. [4.]

Telomeerien pituus vaikuttaa hyvalta biologisen ian markkerilta. Tutkijoita askarruttava
kysymys on, pitéisiko telomeereja lyhentdd vai pidentda. Gerontologian tutkijoiden mie-
lesta telomeereja pitéisi pidentdé. Heitd kiinnostaa ikdantymisen hidastaminen esimer-
kiksi suojaamalla telomeereja lyhenemiselta. Syopatutkijoiden mielesta niita pitéisi taas
lyhentda. He etsivat keinoja nopeuttaa telomeerien lyhenemisté ja syOpasolujen apop-
toosia kehittamalla telomeraasin estgjia syopaladkkeiksi. Kliiniseen vaiheeseen jo ehti-
nyt telomeraasin RNA-templaatin antagonisti GRN163L, joka on kehitetty kroonisen
lymfaattisen leukemian hoitoon, herattda toiveita toimivista syopaldakkeista. Toisaalta
kun otetaan huomioon telomeraasin keskeinen rooli telomeerien ja solusyklin sédatelys-

s&, niin nailta l1adkkeiltd voidaan odottaa ikaviad haittavaikutuksia. [4.]

2.2 DILGOM-aineisto

Tyossa kaytetty DILGOM-aineisto on osa Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen keraa-
maa, joka viides vuosi toteutettavaa FINRISKI-tutkimusta. Tutkimuksessa selvitetdan
sydan- ja verisuonisairauksien seka tiettyjen kroonisten kansantautien riskitekijoiden
kehitystd véaesttssa. Tutkittavat ovat 25-74 -vuotiaita. Kevaalla 1997 toteutettuun
FINRISKI-tutkimukseen osallistuivat Pohjois-Karjalan, Oulun ja Kuopion laanit, Turku-
Loimaan seutu, Helsinki sek& Vantaa. Yhteensa tutkimukseen osallistui 8 600 suoma-
laista. Vuonna 2007 toteutettuun tutkimukseen osallistui 6 000 suomalaista viidelta
alueelta eri puolelta Suomea. DILGOM-aineisto on osa vuoden 2007 FINRISKI-
aineistoa. Taulukossa 1 on esitetty muutamia perusmuuttujia tydssa kaytetysta aineis-

tosta. [7; 8.]



Taulukko 1. DILGOM-aineiston perusmuuttujat. kh=keskihajonta.

N 4 331
Miehia 1 999 (46,2 %)
Naisia 2 332 (53,8 %)
lan keskiarvo (kh) 52,70 vuotta (* 13,5 vuotta)

Miesten ian keskiarvo (kh) 53,46 vuotta (% 13,3 vuotta)
Naisten ian keskiarvo (kh) 52,23 vuotta (% 13,6 vuotta)

Tutkittavien terveyskayttaytymistéd selvitetddn lomakkeella, jossa kysytddn muun mu-
assa tupakoinnista, alkoholin kaytdsta, liikkunnasta, ravintotottumuksista, terveyspalve-
lujen kaytostd sekd sairauksista, niiden oireista ja sairaushistoriasta. Tutkimuksessa
mitataan paino, pituus, vyotaron ja lantion ymparys, verenpaine ja pulssi. Tutkittavilta
otetaan verinaytteita, joista analysoidaan muun muassa veren rasva-arvoja, kuten ko-
konaiskolesteroli, HDL-kolesteroli ja triglyseridit. Lisdksi tutkitaan muun muassa tuleh-
dusarvoja sekda tehddan maksan toimintakokeita. Ravitsemustietoa saadaan tutkimuk-
sen yhteydessé toteutettavasta FINRAVINTO-tutkimuksesta sekéa veri- ja virtsanaytteis-
ta. Tutkimukseen kuuluu useita eri alaotoksia, joissa selvitetddn muun muassa ympa-
riston tupakansavualtistusta, naisten terveyttd, kylmaaltistusta seka liikuntaa ja fyysista

kuntoa. [8.]

DILGOM-tutkimuksen tarkoituksena on tuottaa uutta ja merkittavaa tieteellisté tietoa
ravinnon, likkunnan ja perimén osallisuudesta lihavuuteen ja sokeriaineenvaihduntaan,
seka niiden yhteisvaikutuksista. Tarkoituksena on my6s kartoittaa niihin liittyvid biologi-
sia mekanismeja sek& psykososiaalisia taustatekijoitd. Tutkimusaineiston valinta ja tar-
kasti mitatut fenotyyppi-tiedot ovat erityisen tarkeitd taméan luonteisessa tutkimukses-
sa. Tuoreen kansainvélisen arvion mukaan suomalainen véesto soveltuu erityisen hy-
vin, ehkéa jopa parhaiten maailmassa, elintapa- ja perintotekijoiden vaikutusten arvioin-

tiin kroonisten monisyisten kansantautien synnyssa. [8.]

DILGOM-aineisto on ravitsemuksen, eldméantapojen ja perintotekijéiden yhteyttd liha-
vuuteen ja metaboliseen oireyhtymdaan tutkiva aineisto. Tyypin 2 diabeteksen ja sydan-
ja verisuonitautien riskitekijoista lihavuus, ja erityisesti keskivartalolihavuus, ovat tar-
keimpid tautiriskejd. Lihavuuden esiintyvyys lisdantyy ian myo6ta. Metabolinen oireyh-

tyma (MBO) on sydéan- ja verisuonitautien riskitekijéiden kasauma, joihin kuuluu esi-



merkiksi vyo6tardlihavuus, kohonnut verenpaine, glukoosi- ja rasva-aineenvaihdunnan
hairié seka insuliiniresistenssi. Perusteellisesta tutkimuksesta huolimatta on yha epasel-
vaa, onko metabolisen oireyhtyméan taustalla yhteinen biologinen tekija. Lihavuus,
MBO, diabetes sekd sydan- ja verisuonisairaudet syntyvat perinndllisen alttiuden ja
elintapojen, erityisesti ravinnon ja liikkunnan, yhteisvaikutuksesta. Ravinnon ja liikkunnan
vaikutus painoon ja glukoosiaineenvaihduntaan vaihtelevat henkilésté riippuen ja perin-

totekijat vaikuttavat niihin liittyviin fysiologisiin vasteisiin. [8.]

DILGOM-tutkimus koostuu viidesta padosasta, jotka on lueteltu alla.

1. FINRISKI 2007 -tutkimuksen yhteydessa 2 000:Ita 25 - 74 -vuotiaalta miehel-
t4 ja naiselta kartoitettiin ravinto- ja liikuntatottumukset, psykososiaaliset
taustatekijat, lihavuus, glukoosiaineenvaihdunta ja muut MBO:n osatekijat

2. Tutkittavilta kartoitettiin psykososiaalisten tekijoiden yhteys ravinto- ja liikun-
tatottumuksiin seké& lihavuuden ja MBO:n kehittymiseen

3. Tutkittavilta kartoitettiin myds ravinnon vaikutus lihavuuteen liittyviin hormo-
neihin, sytokiineihin ja muihin biologisiin valittajaaineisiin seka niiden yhteis-
vaikutus lihavuuden ja MBO:n synnyssa

4. Koko genomin kartoituksen perusteella analysoidaan vartalolihavuuden ja
MBO:n geneettista riskiprofiilia sekd testataan l6ydettyjen geenien yhteytta
lihavuuteen ja MBO:n kehittymiseen seuranta-aineostossa

5. Tutkittavien viiden vuoden seurantatutkimus suoritetaan vuonna 2012 [8.]

2.3 QPCR

Polymeraasiketjureaktion eli PCR:n (engl. polymerase chain reaction) sovelluksista tas-
sa tyodssa keskitytddn kvantitatiiviseen PCR:4an eli qPCR:84n. Normaalista PCR:std poi-
keten kvantitatiivisessa PCR:ss& PCR-tuotteen maarda pystytddn mittaamaan reaa-

liajassa fluoresenssin avulla.

Fluoresenssi on ilmi6, jossa molekyyli absorboi energiaa ja emittoi fotonin. Kun atomi
absorboi energiaa, sen elektroni siirtyy korkeammalle energiatasolle eli atomi virittyy.
Virityksen purkautuessa syntyy emissio ja fotoni vapautuu, kuten kuvassa 2 on esitetty.
[9; 10.]



Fotoni
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Kuva 2. Fluoresenssin toimintaperiaate: ensimmaisessa kuvassa energiaa absorboituun atomiin,
toisessa kuvassa atomin elektroni hyppaa seuraavalle energiatasolle, eli atomi virittyy ja kol-
mannessa kuvassa elektroni putoaa takaisin normaalille energiatasolleen, jolloin atomi emittoi
fotonin.

2.3.1 Detektointi

Reaaliaikaisessa PCR:sséa kaytetdan detektoinnin apuna DNA:han sitoutuvia fluorofore-
ja, joiden emissio voidaan detektoida eri aallonpituuksilla. Erityyppiset fluorofori-kemiat
voidaan paapiirteittéin jakaa kahteen ryhmaéan: spesifisiin ja epéaspesifisiin kemioihin.
Téssa tyossd detektointi kemiana kaytettiin SYBR® Green 1:std, joka on yleisin epé-

spesifisistéd kemioista. [11; 12, s. 221.]

SYBR® Green | on helppokayttdinen ja edullinen kemia. Se sitoutuu suoraan kaksijuos-
teiseen DNA:han, jolloin sen fluoresenssi kasvaa moninkertaiseksi. PCR-reaktion spesi-
fisyys voidaan varmistaa sulamiskayran avulla. SYBR® Green I:n ei-spesifisesta sitou-
tumisesta johtuen jokaisen reaktion alukkeet on suunniteltava ja PCR-olosuhteet opti-
moitava huolella. Vari tarttuu kaikkeen kaksijuosteiseen DNA:han, joten epéaspesifiset
tuotteet ja niin sanotut alukedimeeri-tuotteet aiheuttavat fluoresenssia. Alukkeiden
sitoutuminen toisiinsa voidaan kuitenkin yleensd erottaa spesifisista tuotteista ana-
lysoimalla niiden sulamiskayrat, jotka esitelladn mydhemmin tassd kappaleessa, luvus-
sa 2.3.2. [2; 11; 13, s.17.]

Kaytannossa laite mittaa fluoresenssin jokaisen syklin lopussa joko ekstensio- tai an-

nealing-vaiheen jalkeen, riippuen kaytetysta detektointikemiasta. Fluoresenssin detek-



tointi tapahtuu laitteella, joka muuttaa valon elektroniseksi signaaliksi. gPCR-laitteissa
kaytetdan yleensd detektoreina niin sanottua PMT- eli valomonistinputkea (engl. Pho-
tomultiplier Tube) tai valoherkalla kennolla eli CCD-kennolla (engl. Charge-Coupled

Device) varustettua kameraa. [12, s. 338; 13, s. 3-16.]

Spesifiset kemiat perustuvat kohdespesifisten ja fluoresoivien koettimien kayttéon, ku-
ten esimerkiksi TagMan-koettimeen. Joissakin kemioissa koettimia on useampia ja jot-
kut taas ovat rakenteeltaan huomattavasti monimutkaisempia. Koettimien kustannuk-
sissa ja toimivuuksissa on myds eroja. Yhteistd lahes kaikille spesifisille koettimille on

niiden suunnittelun monimutkaisuus ja korkeampi hinta. [11; 14; 15.]

2.3.2 Tulosten analysointi

Reaaliaikaisen kvantitatiivisen PCR:n tuloksia ei tarvitse analysoida agaroosigeelielekt-
roforeesilla, vaan péadtelméat voidaan tehdd gPCR-ohjelman mittaamien parametrien

perusteella [13.].

Kynnystaso (engl. Threshold line) on se fluoresenssin taso, jossa gPCR-tuotteen fluore-
senssi kohoaa taustafluoresenssin ylapuolelle ja on detektoitavissa. Kynnystaso voidaan
maéarittad gPCR-ohjelman avulla, ja se tulisi yleensa asettaa monistuskayran eksponen-

tiaalisen kasvun vaiheeseen pohjaviivan ylapuolella. [16.]

Yksi tarkeimmistd parametreistd useimmissa gPCR-analyyseissd on kynnyssykliarvo.
Kynnyssykli (Cq) on sykli, jolla monistuskayré saavuttaa kynnystason. Kynnyssyklin eli
Cg-arvon suuruus on kaantden verrannollinen ndytteen alkuperéaiseen templaattikon-
sentraatioon; mitéd suurempi maara templaattia reaktion alussa, sité pienempi Cqg-arvo
eli sitd aiemmin tuote monistuu [2]. Eri gPCR-ajojen valisia Cqg-arvoja ei tulisi verrata
toisiinsa sellaisenaan, koska Cg-arvo riippuu asetetusta kynnystasosta, joka taas saat-

taa vaihdella eri ajojen valilla [13; 16; 17].

gPCR:ssa fluoresenssimittauspisteiden perusteella saadaan reaaliaikainen monistus-
kayra, jossa x-akselilla ilmoitetaan sykli ja y-akselilla fluoresenssin suuruus. Monistus-

kayra voidaan piirtdd myo6s logaritmisena y-akselin suhteen, jolloin PCR-reaktion lineaa-



rinen vaihe on helpompi erottaa, ja kynnystason asettaminen helpottuu. Alla olevassa

kuvassa 3 on esitetty esimerkkind qPCR-monistuskayra B-hemoglobiiniajosta. [2; 16.]

Amplification
(LA S B L A R

10

RFU

10

Kuva 3. Esimerkki gPCR-monistuskayrien kuvaajasta. Standardit on merkitty vaaleanvihrealla,
kontrollit punaisella, naytteet vihrealla ja negatiiviset kontrollit vaaleanpunaisella.

Tuntemattoman naytteen DNA-maard voidaan selvittdd kayttamalla apuna samasta
kohde-DNA:sta tehtya standardisuoraa. Standardisuora piirretdan logaritmiselle as-
teikolle kayttaen standardipisteiden konsentraatioita ja niiden saamia Cg-arvoja. Stan-
dardisuoran onnistumiseen vaikuttavat pipetoinnin tarkkuuden lisdksi myos gPCR-

laitteen asetukset seka suorituskyky. [2; 16.]

Standardisuoran avulla voidaan maarittdd myds reaktion tehokkuus. Reaktion tehok-
kuuteen vaikuttavat monistettavan amplikonin pituus, mahdolliset inhibiittorit seka
alukkeiden suunnittelu. Tehokkuuden tulisi olla valilla 90-110 %, mika vastaa standar-
disuoran kulmakerrointa valilla (-3,6)—(-3,1). Jotta tulokset olisivat luotettavia, tulee
tehokkuuksien olla samaa luokkaa standardien ja tuntemattomien naytteiden valilla.
Tehokkuus voidaan maarittdd myos jokaiselle reaktiolle erikseen kayttamalla esimerkik-
si monistuskayran lineaarisen vaiheen kulmakerrointa. Monet gPCR-ohjelmistot ilmoit-

tavat tehokkuudet jokaiselle reaktiolle erikseen automaattisesti. Laskemistavat vaihte-
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levat hieman ohjelmasta riippuen. Alla olevassa kuvassa 4 on esimerkki standar-
disuorasta. [12, s.102; 16; 18, s. 69—71]

Standard Curve

Cq

Log Starting Quantity

Standard
= Unknown
— SYBR  E=597 3% R"2=0997 Slope=-3,388 yw-int=26 281

Kuva 4. Kuvassa on esimerkkki standardisuorasta, jossa standardit on kuvattu palloina ja nayt-
teet rasteina. Standardisuorasta saadaan selville naytteiden pitoisuus, PCR-tehokkuus (E) sek&
korrelaatiokerroin (R?).

Sulamiskdyraanalyysi (engl. Melting curve analysis) suoritetaan varsinaisen QqPCR-
reaktion jalkeen ja sitd kdytetdan PCR-tuotteiden identifiointiin erityisesti kaytettdessa
ei-spesifisid detektointikemioita. Jokaisella kaksijuosteisella DNA:lla on ominainen su-
lamislampotila (Tm), jossa 50 % DNA:sta on denaturoituneena eli yksijuosteisena. [18,
5.146.]

Sulamislampdtila riippuu muun muassa DNA-jakson pituudesta ja GC-pitoisuudesta.
My6s DNA-juosteen sekundaari- ja tertiddrirakenne vaikuttavat sulamislampdétilaan.
PCR-syklityksen jalkeen PCR-tuotetta [Ammitetddn noin 50 °C:sta 95 °C:seen seuraten
samalla fluoresenssia, joka laskee sitd mukaa kun DNA denaturoituu, ja siitd irronnut
fluorofori ei en&é fluoresoi. Sulamiskayra piirretaan yleensa derivaattamuodossa -dF/dT
eli fluoresenssin negatiivinen ensimmainen derivaatta lampétilan funktiona. Alla olevas-
sa kuvassa 5 on esimerkki PCR-tuotteen sulamiskdyrasta, jossa sulamislampdtila eli Tm
= 83 °C. [18, s.146.]
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Kuva 5. Sulamiskayrassa naytteet nakyvat piikkind (vihred) ja negatiiviset naytteet ovat pohja-
viivan tasolla (vaaleanpunainen).

gPCR-ajojen tulosten laatua tarkastellaan gPCR-laitteiston omalla ohjelmistolla. Tripli-
kaatit, joiden Cg-arvojen keskihajonta kynnysrajalla on yli 0,5, poistetaan analyysista.
Naytteiden tulokset kalibroidaan levyilla olevien kontrollien keskiarvolla, jotta saadaan
poistettua levyefekti. Kalibroiduista tuloksista lasketaan T/S-suhde. Analysointi tehdaan
tilasto-ohjelma PASW Statistics versio 18:lla. Naytteiden kalibroiduista T/S-suhteista
maaritetddn normaalijakautuneisuus graafisesti histogrammin avulla, merkittavyydet
fenotyyppeihin Levenen testilla (t-testi), regressiomalleja - esimerkiksi i&n, sukupuolen
ja eristysmenetelman suhteen - sek& piirretaan erilaisia aineistoa havainnollistavia ku-

vaajia. [19.]
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3 TyoOn toteutus

TyOssd maadritettiin suhteellinen telomeeripituus telomeerien ja yhden kopion geenin
suhteen (T/S-suhde) avulla. Tyd tehtiin ajamalla telomeeri- ja B-hemoglobiinireaktiot
gPCR laitteistolla. Tassa tyossd gPCR-laitteistona kaytettiin Bio-Radin CFX384 -laitetta
ja detektio perustui SYBR Green | -kemiaan. Kontrolleina ja standardina kaytettiin
nuorten, terveiden ihmisten DNA-naytteita (A2, B3, C6, D8 ja E10 seka F12). Naytteita
oli yhteensd noin 4 300 kappaletta ja ne saapuivat valmiina kayttélaimennoksina (5

ng/ul) 96-kuoppalevyilla.

gPCR-tulokset kalibroitiin kontrollien avulla levyefektin poistamiseksi. Kalibroiduista
arvoista laskettiin T/S-suhde. Kontrolleille laskettiin CV-%, jolla varmistettiin kontrollien
tasaisuus ja laatu. Ajoista tehtiin laatukontrolli (QC-analyysi) pitamalla kirjaa ajojen
PCR-tehokkuuksista seké standardisuorien korrelaatiokertoimista. T/S-suhteen (eli suh-
teellisen telomeeripituuden) ja eri fenotyyppien, esimerkiksi ian ja sukupuolen, vaiku-
tukset ja merkittdvyydet toistensa kanssa analysoitin PASW Statistics -tilasto-

ohjelmalla. Alla olevassa vuokaaviossa (kuva 6) on esitelty tyon eri vaiheet.

Naytteiden satunnaistaminen
96-kuoppalevyilla

\

‘ Standardien ja kontrollien valmistus

v

‘ Naytteiden kuivaus optisille 384-levyille

v

Alukkeiden liuottaminen ja
konsentraation mittaaminen |

\

‘ Reagenssitestit

v

Telomeeri ja B-hemoglobiini ndyteajot

v

Tulosten alustava analysointi ja kalibrointi,
T/S-suhteen laskeminen sekd QC-analyysi

v

‘Tilastollinen analyysi

Kuva 6. Vuokaavio tyon vaiheista.
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T&ssa tyossa suhteellinen telomeeripituus maaritettiin veresta eristetystd genomisesta
DNA:sta. Telomeerien keskim&arainen pituus kromosomien paissd saatiin maaritettya
gPCR-pohjaisella menetelmalla laskemalla T/S-suhde maaritettyjen telomeerien ja yh-
den kopion geenin (hemoglobiinin beta-proteiinia koodaava geeni, HBB) arvoista. Yksi-
kopioinen geeni korjaa naytteiden DNA-mé&drien eroavaisuuksia. Mitd pidemmat telo-
meerit naytteessa on, sitd enemman saadaan PCR-tuotetta monistettua. Telomeeri- ja
R-hemoglobiinireaktiot tehdaan erikseen omilla optisilla 384-levyilla. Monistuneet PCR-
tuotteet maaritetadn standardisuoran avulla. Jokaisesta naytteestd tehdaan optisille
384-levyille kolme teknista (rinnakkaista) naytetta, eli triplikaatit, laadun takaamiseksi.

Jokaisen naytteen sijainti kahdella rinnakkaisella qPCR-levylla on identtinen. [1; 3; 18.]

Telomeerireaktion reaktioseos on esitetty alla olevassa taulukossa 2 ja R-hemoglobiinin

reaktioseos on esitelty taulukossa 3.

Taulukko 2. Telomeerireaktion eri komponenttien osuudet 15 ul:n lopputilavuudessa [1].

Telomeerireaktion reaktioseos
Reagenssi Loppupitoisuus
Tellb-aluke (5-CGGTTT(GTTTGG)sGTT-3") (Sigma-Aldrich) 270 nM
Tel2b-aluke (5"-GGCTTG(CCTTAC)sCCT-3) (Sigma-Aldrich) 900 nM
SYBR Green | (Invitrogen) 0,26x
DTT (Sigma-Aldrich) 5mM
DMSO (Sigma-Aldrich) 1%
dNTP (Fermentas) 0,2mM
AmpliTaq Gold® DNA-polymeraasi (5 U/ul) (Applied Biosystems) 125U
AmpliTaq Gold Buffer Il (Applied Biosystems) 1x

Taulukko 3. R-hemoglobiinireaktion eri komponenttien osuudet 15 pl:n lopputilavuudessa [1].

Reagenssi Loppupitoisuus
Hgb1-aluke (5"-GCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC-3) (Sigma-Aldrich) 300 nM
Hgb2-aluke (5"-CACCAACTTCATCCACGTTCACC-3") (Sigma-Aldrich) 300 mM
iQ™ SYBR® Green Superseos (Bio-Rad) 1x
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Kuvissa 7 ja 8 on esitetty graafisesti QPCR-ajo-ohjelmat telomeeri- ja R-
hemoglobiinireaktioille [1.].
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Kuva 7. Telomeerireaktion qPCR-ajo-ohjelma graafisesti esitettynd. Ensimmainen vaihe on alku-
denaturaatio, toinen vaihe on denaturaatio, kolmannessa vaiheessa ovat annealing- ja eksten-
siovaiheet. Ohjelmassa on sykleja 25 kappaletta ja lopussa on sulamiskayraanalyysi, joka tehtiin
vain jokaisen péivan viimeiseen ajoon.
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Kuva 8. 3-hemoglobiinireaktion gPCR-ajo-ohjelma graafisesti esitettynd. Ensimmainen vaihe on
alkudenaturaatio, toinen vaihe on denaturaatio, kolmannessa vaiheessa on annealingvaihe ja

neljannessa vaiheessa ekstensiovaihe. Ohjelmassa on sykleja 34 kappaletta ja lopussa on sula-
miskayraanalyysi, joka tehtiin vain jokaisen paivan viimeiseen ajoon.

gPCR-ajo-ohjelmat koostuvat alkudenaturaatio-, denaturaatio-, annealing- ja eksten-

siovaiheista. Ajoihin tehddaén myds sulamiskayraanalyysit.
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3.1 Naytelevyjen satunnaistaminen

Ty0 aloitettiin ndytelevyjen satunnaistamisella. Kuvassa 9 on ikdjakauma levyittdin en-

nen satunnaistamisen aloittamista.

DILGOM alkuperdinen Ik&djakauma
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Kuva 9. DILGOM aineiston alkuperéinen ikdjakauma 96-kuoppalevyilla. Kuvasta nakee ikaja-
kauman olevan epatasainen levyilla.

Naytteet satunnaistettiin, jotta saatiin tasaiset ik&- ja sukupuolijakaumat kaikille levyil-
le. Naytelevyt sulatettiin kylmahuoneessa + 4 °C:ssa. Levyt sentrifugoitiin 2 000 rpm:n
kierrosnopeudella (550 g) 1 minuutin ajan. Levyja sekoitettiin tasoravistelijassa noin 60
minuutin ajan, jonka jalkeen levyt sentrifugoitiin uudelleen ennen pipetointia. Levyilta
pipetoitiin 40 pl naytettéd uusille 96-kuoppalevyille. Kahden tai kolmen levyn naytteiden

paikkoja vaihdettiin keskenaan. Kuvassa 10 on havainnollistettu levyjen pipetointi.
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Kuva 10. Esimerkki levyjen satunnaistamisesta.
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Vanhoja levyjd, joilta uudet levyt satunnaistettiin, ei kaytetty ollenkaan testeissa. Ku-

vassa 11 on esitetty uusi ikdjakauma levyilla satunnaistamisen jalkeen.

DILGOM uusi ikdjakauma
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Kuva 11. DILGOM-aineiston uusi ikdjakauma levyittain.

Kuvassa 11 olevasta aineiston uudesta ikdjakaumasta nékee hyvin ikdjakauman olevan

tasainen lewvyilla.

3.2 Hgb- ja Tel-alukkeet

Alukkeet liuotettiin ohjeiden mukaan ja niiden konsentraatiot sekd puhtausasteet

(Azs0/Azg0) mitattiin NanoDrop-spektrofotometrilla (Thermo Scientific). Alla olevassa

taulukossa 4 on Hgb- ja Tel-alukkeiden nimet, molekyylipainot, sulamislampdtilat seka

sekvenssit.

Taulukko 4. Alukkeiden tiedot.

Oligon nimi MW Tm (°C) Sekvenssi (5'-3")
Hgbl 8214,0 68,0 GCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC
Hgb2 6 852,0 69,6 CACCAACTTCATCCACGTTCACC
Tellb 12 239,8 84,9 CGGTTTGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTT
Tel2b_a 11655,1 78,6 GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCT
Tel2b b 11655,1 78,6 GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCT
Tel2b ¢ 11655,1 78,6 GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCT
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3.3 Standardit ja kontrollit

Standardeina ja kontrolleina kaytettiin terveiden nuorten ihmisten genomista DNA:ta,
joka oli eristetty veresta. DNA:t oli nimetty seuraavasti: A2, B3, C6, D8, E10 ja F12.
Standardina kaytettiin F12:ta. Standardeista tehtiin laatukontrolli eli QC-analyysi, jossa
seurattiin ajojen PCR-tehokkuuksia seké korrelaatiokertoimia. Alla olevassa taulukossa

5 ovat F12-standardisuoran standardien pitoisuudet.

Taulukko 5. F12-Standardisuora.
Standardi ¢ (ng/pl)

15,0
10,0
5,0
2,5
1,0
0,5
0,25

~N| O g M| W N P

Kontrolleina kaytettiin seuraavia DNA:ta: A2, B3, C6, D8 ja E10. Kontrolleista laskettiin
keskiarvo, jonka avulla kalibroitiin néytteiden tulokset. Samalla poistettiin levyefekti
seka pystyttiin tarkkailemaan ajojen laatua. Alla olevassa taulukossa 6 ovat kontrollit ja

niiden konsentraatiot.

Taulukko 6. Kaytetyt kontrollit ja
niiden konsentraatiot.

A2 342
B3 133
C6 198
D8 180
E10 240
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3.4 Standardien, kontrollien ja naytteiden kuivaus optisille 384-qPCR-levyille

Kuivaukset tehtiin DNA Hydra96 -robotilla. Naytteiden kuivaus optisille 384-gPCR-
levyille saatiin ostopalveluna Suomen molekyyliladketieteen instituutin (FIMM) teknolo-
giakeskukselta. Standardit ja kontrollit kuivattiin kaikille levyille itse. DNA:ta haluttiin
kuoppiin 10 ng. Naytteet ja kontrollit olivat 96-levyilla 5 ng/ul kayttdlaimennoksina,
joten levyille pipetoitiin robotilla 2 pl DNA-laimennosta. Naytteitd, kontrolleja seka
standardeja kuivattiin 384-levyille kolme rinnakkaista kuoppaa. Kuvassa 12 on esitetty
malli, jonka mukaisesti positiot levyillda menivat. Yhden naytteen triplikaatit olivat posi-

tioissa 1-3 ja positiossa 4 oli standardi tai kontrolli.

Kuva 12. Naytteiden ja standardien
positiot optisilla 384-levyilla. Positi-
oissa 1-3 olivat naytteen triplikaa-
tit ja positiossa 4 oli standardi tai
kontrolli.

Levy taytettiin loppuun samalla tavalla. Nain yhdelle 384-levylle mahtui yhden 96-levyn
naytteet triplikaatteina, negatiiviset naytteet seka standardit ja kontrollit triplikaatteina.

Kuvassa 13 on esitetty lopullinen kuivattujen levyjen levykartta.
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Kuva 13. Kuivatun 384-levyn levykartta telomeeri- sekd B-hemoglobiini-ajoihin. Standardit on
merkitty vihredlla, kontrollit punaisella, negatiiviset ndytteet ovat siniselld ja varsinaiset naytteet
vaaleanpunaisella.

Levyja kuivattiin +37 °C:ssa yon yli. Levyjen paélle laitettiin kansi ja ne kaarittiin nuk-

kaamattomaan liinaan. Levyja séilytettiin huoneenlammdssa valolta suojattuina.

3.5 Reagenssitestit

Reagenssitestit tehtiin ennen varsinaisten nayteajojen aloittamista. Testeissa optimoi-
tiin alukkeiden monistuskyky, alukedimeerien muodostuminen sekéa reaktioissa tarvitta-
vat reagenssit telomeeri- ja B-hemoglobiiniajoja varten. Testeissé kiinnitettiin erityista
huomiota alukkeiden toimivuuteen ja puhtauteen edellisissa samantyyppisissa testeissa
ilmenneiden ongelmien vuoksi. Testiajoissa kaytettiin naytteind vain standardeja ja

kontrolleja.

Telomeerireaktioseokset ~ valmistettiin  taulukon 2 ohjeen mukaan ja fB-
hemoglobiinireaktioseokset taulukon 3 mukaisesti. Telomeeri qPCR-ajot tehtiin kuvan 8

ajo-ohjelman mukaisesti ja B-hemoglobiini ajot kuvan 9 mukaan.

Ensimmaisissa testeissd testattiin telomeeri- sekd [B-hemoglobiiniajoissa tarvittavien
reagenssien toimivuus. B-hemoglobiiniajoissa kaytettiin valmista reaktioseosta, jonka
lisaksi seokseen lisattiin vain steriilia vettad sekd Hgbl- ja Hgb2-alukkeet. Telomee-

riajoissa reaktioseos jouduttiin valmistamaan monesta eri reagenssista, kuten puskuris-
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ta, MgCl,-liuoksesta, Tellb- ja Tel2b-alukkeista sekd entsyymista. Molempien reaktioi-

den seokset on esitelty sivulla 14 olevissa taulukoissa 2 ja 3.

Edellisissa telomeeriajoissa tulleiden alukedimeerien vuoksi Tel-alukkeiden toimivuus
testattiin alukeparitestilla. Reaktioseos valmistettiin taulukon 2 ohjeen mukaisesti ja
seos yhdistettiin eri alukeparien kanssa. Testeissa havaittiin, ettd Tel-alukkeet eivat
toimi. Uudet alukkeet tilattiin ja testattiin. Kaikki alukepari-testissad kaytetyt eri aluke-

kombinaatiot on esitelty kuvassa 14.

Mix 1 Tellb_1 + Tel2b 1
Mix 2 Tellb_1 + Tel 2b 2
Mix 3 Tellb_1 + Tel2b b 1
Mix 4 Tellb_1 + Tel2b b 2
Mix 5 Tellb 1 + Tel2b c 1
Mix 6 Tellb 1 + Tel2b ¢ 2
Mix 7 Tellb 2 + Tel2b 1
Mix 8 Tellb 2 + Tel 2b 2
Mix 9 Tellb_2 + Tel2b b 1
Mix 10 Tellb 2 + Tel2b b 2
Mix 11 Tellb 2 + Tel2b c 1
Mix 12 Tellb 2 + Tel2b ¢ 2

Kuva 14. Alukkeiden kombinaatiot.

Kuivatut naytelevyt testattiin jotta nahtiin toimivatko kuivatut ndytteet, standardit seka
kontrollit. Yhdelle kuivatuista testi-levyista tehtiin B-hemoglobiinireaktio. Seos valmis-

tettiin taulukon 3 ohjeen mukaan ja gPCR ajettiin kuvan 9 mukaan.

Telomeeriajoja varten valmistettiin reaktioseoksen ensimmaéinen osa reaktioseoksen
pipetoinnin monimutkaisuuden takia. Valmistamalla osa 1 etukateen vahennettiin pipe-
toinnista johtuvaa virhettd ja sdastettiin aikaa ajo-péaivind. Jokaista ajopaivaa varten
valmistettiin oma seos Falcon-putkiin. My6s kolme ylim&araistd seosta valmistettiin
mahdollisia uusintoja varten. Seoksen osan 1 pipetointiohje on liitteen& (liite 1). Reak-
tioseoksen toimivuus testattiin. Reaktioseos valmistettiin  taulukon 2 ja gPCR ajettiin

kuvan 8 ohjeiden mukaan. Seoksen osaa 1 sailytettiin -20 °C:ssa.
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3.6 B-hemoglobiini- ja telomeeri-ndyteajot

Tehtiin varsinaiset nayteajot B-hemoglobiini- ja telomeerireaktioille kuivatuilla naytele-
vyilla. Joka paivan alussa ajoille valmistettiin reaktioseos. Seosta pipetoitiin kaikkiin
levyjen kuoppiin 15 pl. Kaikki yhden péivan levyt pipetoitiin kerralla, minka jalkeen niita
sentrifugoitiin 10 minuutin ajan 1 000 rpm:n kierrosnopeudella. Ajot aloitettiin 1. levys-
ta ja loput levyt laitettiin jddkaappiin odottamaan. Sulamiskayraanalyysi tehtiin vain

paivan viimeisiin ajoihin.

Néayteajot tehtiin ensin B-hemoglobiinireaktiolle. Reaktioseos valmistettiin taulukon 3
mukaisesti. B-hemoglobiiniajojen ajo-ohjelma on esitelty kuvassa 9 Kaikkien B-
hemoglobiiniajojen valmistuttua tehtiin telomeeriajot. Telomeerireaktioseoksen osaan 1
pipetoitiin DTT:t4, SYBR Green I:std, vettd sekd entsyymid. Seos sekoitettiin hyvin en-
nen levyille pipetoimista. Telomeerireaktioseoksen ohje on taulukossa 2 ja reaktion ajo-

ohjelma on esitelty kuvassa 8.

Molempien reaktioiden ajoista tehtiin laatukontrolli eli QC-analyysi. Ajojen PCR-
tehokkuudet ja korrelaatiokertoimet kirjattiin ylos joka ajosta. Kontrolleista laskettiin

CV-%, josta nahtiin ajojen laatu, tasaisuus ja toistettavuus.

3.7 Uusinta-ajot

Uusittiin levyn 22 molemmat reaktiot, koska edellisissd ajoissa standardit olivat epa-
luotettavia. Kuivattiin levyn 22 naytteet uudelleen Hydra96:lla ylimaaraisille testilevyille,
joilla oli valmiiksi kuivattuina standardit ja kontrollit. B-hemoglobiini- ja telomeerireak-
tioseokset valmistettiin ohjeiden mukaan. Seokset pipetoitiin levyille ja levyt ajettiin
ajo-ohjelmien mukaan. Levyn 22 alkuperaisten ajojen B-hemoglobiini-tulokset seka

uusittujen ajojen telomeeri-tulokset otettiin mukaan tilastolliseen analyysiin.
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4.1 Alukkeiden konsentraatiot sek& puhtausasteet
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Taulukossa 7 ovat telomeeri- sekd B-hemoglobiini-alukkeiden konsentraatiot ja puh-

tausasteet (Aeso/A2s0)- DNA-ndytteessd ei oleteta olevan hairitsevia proteiineja, kun

puhtausaste on noin 1,8.

Taulukko 7. Alukkeiden konsentraatiot ja puhtaudet NanoDropilla mitattuina. Sarakkeessa ¢
(ng/ul) ovat alukkeiden mitatut konsentraatiot, sarakkeessa Ajso/Azgo Ovat alukkeiden puh-
tausasteet ja sarakkeessa Laskettu ¢ (ng/ul) ovat ohjeen mukaiset konsentraatiot liuotuksen

jalkeen.

Hgbla 703,19 1,67 821,32
Hgblb 722,73 1,66 821,32
Hgblc 783,16 1,67 821,32
Hgb2a 653,76 1,55 685,05
Hgb2b 671,97 1,56 685,05
Hgb2c 651,95 1,55 685,05
Tellb_a 1 160,56 1,63 1223,96
Tellb_b 988,29 1,63 1223,96
Tel2b_a 996,55 1,33 1 165,52
Tel2b_b 1 001,14 1,32 1 165,52
Tel2b_b_a 811,46 1,31 1 165,52
Tel2b_b b 1123,39 1,32 1 165,52
Tel2b_c_a 1511,67 1,34 1 165,51
Tel2b_c b 354,74 1,28 1 165,51

Seuraavalla sivulla olevassa taulukossa 8 ovat toimimattomien Tel-alukkeiden tilalle

tilattujen uusien Tel-alukkeiden konsentraatiot ja puhtausasteet (Azso/Azs0)-
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Taulukko 8. Uusien Tel-alukkeiden konsentraatiot ja puhtaudet NanoDropilla mitattuina. Sarak-
keessa c (ng/ul) ovat alukkeiden mitatut konsentraatiot, sarakkeessa Axgo/Azgo alukkeiden puh-
tausasteet ja sarakkeessa Laskettu ¢ (ng/ul) ohjeen mukaiset konsentraatiot liuotuksen jél-
keen..

Tellb 914,68 1,62 1 224,43
Tel2b_a 977,79 1,35 1 165,59
Tel2b_b 1011,41 1,35 1165,91
Tel2b_c 885,64 1,35 1 165,60

4.2 Reagenssitestien tulokset

Testien tulokset analysoitiin CFX Manager 2.0 ja Microsoft Excel-ohjelmilla. Naytteet,

joiden triplikaattien keskihajonta oli yli 0,5, poistettiin.

Kuvassa 15 ovat telomeerireaktion uusien alukkeiden testin standardisuora ja sulamis-
kayra, jossa ei ndy negatiivisten naytteiden monistumista lainkaan. Myds standar-
disuora naytti hyvalta ja kontrollit olivat hyvin suoran alueella. Uusia alukkeita voidaan

kayttaa nayteajoihin.
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Kuva 15. Uusien Tel-alukkeiden testin standardisuora ja sulamiskayrd. Standardit on vihredlla ja
kontrollit punaisella.

Kuivattujen levyjen toimivuutta testattiin B-hemoglobiinireaktiolla. Kuvasta 16 nakee,
etta standardisuora on hyva ja etta kontrollit ovat hyvin suoran keskella. Myos sulamis-
kayra nayttad hyvalle, negatiiviset naytteet ovat pohjalinjan tasossa ja kontrollit sek&a

standardit ovat siistina piikkina.
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Kuva 16. Kuivattujen levyjen testin standardisuora ja

kontrollit punaisella.

sulamiskéyra. Standardit on vihredlla ja

Telomeeriseoksen osa 1:n toimivuus testattiin. Kuvasta 17 voi paatella, ettd seos toimii

hyvin. Standardisuora on hyva ja kontrollit ovat suoran keskell&.

sulamiskayrassa ei ole nakyvissad negatiivisten naytteiden

standardit ovat siistina piikkina.
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Kuva 17. Telomeerimiksi osa 1:n testiajon amplifikaatiokayrd, standardisuora ja sulamiskayra.
Standardit ovat merkattu vihredlla ja kontrollit punaisella.

B-hemoglobiini- ja telomeeriajojen osalta voitiin aloittaa nayteajot kaikkien testien on-

nistuttua.

4.3 Tulosten tilastollinen analyysi

Tulosten analysoinnissa kaytettiin qPCR-ohjelma CFX Manager 2.0:aa ja PASW Statis-
tics 18:ta. Ajojen tarkastelu aloitettiin CFX Managerilla, jossa ajoihin lisattiin naytteiden

nimet. Naytteet, jotka olivat standardisuoran ulkopuolella, poistettiin. Ajoista tarkastet-
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tiin PCR-tehokkuus ja R*-arvo (eli korrelaatiokerroin) ja ne kirjattiin ajojen laatukontrol-
liin eli QC-analyysiin, josta kerrotaan tarkemmin luvussa 4.3.2. Kaikki standardit, kont-
rollit ja naytteet kaytiin lapi yksitellen ja mahdolliset huonot triplikaatit poistettiin.
Naytteet, joiden triplikaattien keskihajonta oli yli 0,5, poistettiin. Kontrolleista laskettiin

CV-%, josta on kerrotaan luvussa 4.3.3.

4.3.1 Naytteiden kalibrointi

Kontrolleista laskettiin naytteille levykohtaiset kalibraattorit (viiden kontrollin keskiar-
v0), joilla saatiin poistettua levyefekti. Telomeerireaktion kalibraattoriarvot olivat tasai-
sia. Keskihajonta-arvot olivat niin pienid, ettei niitd ndy kuvassa. Kalibraattoriarvot te-

lomeerireaktiolle ovat alla olevassa kuvassa 18.

Telomeerireaktion kalibraattorit levyittain

Kontrollien SQ Meanin keskiarvo

@@&§@Q$§$@¢@Q$@ ﬁ&@@«@@
N N R R R R R R N Q\'b QTR Qg &

Levy

Kuva 18. Telomeerireaktion kalibraattorit levyittéin. Kalibraattorit saatiin viiden kontrollin kes-
kiarvosta. Pylvaat kuvaavat naytteiden keskiarvoa ja keskihajontaa.

B-hemoglobiinireaktion kalibraattoriarvot olivat myds tasaisia. Keskihajonta-arvot olivat
niin pienid, ettei niitd ndy kuvassa. Kuvassa 19 ovat B-hemoglobiinireaktion kalibraatto-

rit levyittain.
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B-hemoglobiinireaktion kalibraattorit levyittdin
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Kuva 19. B-hemoglobiinireaktion kalibraattorit levyittain. Kalibraattorit saatiin viiden kontrollin
keskiarvosta. Pylvaat kuvaavat ndytteiden keskiarvoa ja keskihajontaa.

Alla olevassa kuvassa 20 ovat kalibraattorien T/S-suhteet levyittéin.

Kalibraattorien T/S-suhde levyittdin
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2 |
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Kuva 20. Kalibraattorien T/S-suhteet levyittdin. Pylvaat kuvaavat ndytteiden keskiarvoa ja keski-
hajontaa.

Tarkastettiin, ettd uusitun levyn 22 tulokset eivat eroa muiden tulosten tasosta liikaa,
jotta niité4 voitiin kayttad analyyseissa. Levyn 22 telomeeri-tulosten keskiarvo erosi

kaikkien levyjen tulosten keskiarvosta eniten, mutta ero ei ollut lilan suuri. Levyn tulok-
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sia voitiin kayttad analyyseissd. Analyyseissa kaytettiin levyn 22 vanhan -

hemoglobiiniajon tuloksia ja uusitun telomeeriajon tuloksia.

4.3.2 Ajojen laatukontrolli

Ajoista tehtiin laatukontrolli eli QC-analyysi, johon merkittiin jokaisen levyn PCR-
tehokkuus, korrelaatiokerroin (R?) ja levylta poistetut néytteet sekd poistamisen syy. B-
hemoglobiinireaktion PCR-tehokkuus vaihteli valilla 86,5-100,1 %, ja keskiarvo oli 94,3
%. B-hemoglobiinireaktion korrelaatiokerroin vaihteli valilla 0,988-0,998, ja keskiarvo
oli 0,996. Tel-reaktion PCR-tehokkuus vaihteli valilla 74,8-87,6 %, ja keskiarvo oli 82,0
%. Tel-reaktion korrelaatiokerroin vaihteli valilla 0,981-0,999, ja keskiarvo oli 0,996.
PCR-tehokkuudet olivat hyvid ja korrelaatiokertoimien keskiarvo oli molemmissa reakti-
oissa 0,996, mika on erittéin hyva. Taulukossa 9 on yhteenveto QC-analyysin tuloksis-

ta.

Taulukko 9. Yhteenveto QC-analyysista. Naytteiden poistoon syyna voivat olla triplikaattien liian
suuri keskihajonta (> 0,5), DNA:n puuttuminen, naytteet eivat standardisuoralla tai vain yhdes-
ta triplikaatista saatiin amplifikaatiota.

HGB Tel
N 4332 4332
Naytteita poistettiin 151 (3,5 %) 115 (2,7 %)
Naytteitd jaljella 4181 4217
Keskiarvo 94,3 82,0
Min 86,5 74,8
E %
Max 100,1 87,6
Kaikki Keskihajonta 2,9 3,29
levyt Keskiarvo 0,996 0,996
Min 0,988 0,981
RN2
Max 0,998 0,999
Keskihajonta 0,002 0,003
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4.3.3 CV-%

Kalibraattoresta laskettiin CV-arvot (engl. correlation of variation). CV-arvo kuvaa kont-
rollien laatua ja samankaltaisuutta. Se kertoo kuinka suurta sattumanvaraista vaihtelua
tuloksissa voidaan olettaa esiintyvan levyefektin vuoksi. Laskettiin CV-% telomeeri- ja
B-hemoglobiinikontrolleille erikseen sekd T/S-suhteelle. Kuvassa 21 ovat T/S-suhteen
CV-%:t.

Kontrollien T/S-suhteen CV %

9,00%
8,00%
7,00%
6,00 %
5,00 %
4,00% -
3,00%
2,00%
1,00%
0,00%

CV %

GH_A2 GH_B3 GH_C6 GH_D8 GH_E10
Kontrolli

Kuva 21. Kontrollien CV%o. Kaikkien kontrollien CV-% oli noin 8. Tavoitearvo on < 10 %.

Kaikkien kontrollien CV-% olivat noin 8, joka on hieman alle 10 % tavoitearvon.

4.3.4 Naytteiden analysointi PASW-tilasto-ohjelmalla

Naytedata analysoitiin PASW Statistics -ohjelmalla, jolla yhdistettiin telomeeri- ja B-
hemoglobiinitulokset samaan tiedostoon. Naytteille laskettiin T/S-suhde. Aineistosta
poistettiin muista suuresti poikkeavat naytteet (engl. outlier). Naytteiden normaalija-

kautuneisuus on tarkastettu kuvassa 22.
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Kuva 22. Tulosten normaalijakautuneisuus. Kuvassa y-akselilla on tulosten méaara ja x-akselilla
on tulosten T/S-suhde. Kuvaaja hantii hieman oikealle, mik& on normaalia biologisille aineistoil-

le.

Sukupuolen ja ian vaikutus telomeeripituuteen on esitetty kuvassa 23. Kuvassa on
huomattavissa selkea ian negatiivinen vaikutus telomeeripituuteen; idn noustessa te-
lomeerit ovat selkeasti keskiarvoltaan lyhyempia verrattuna nuorempien henkildiden

telomeerien pituuteen.
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Sex

300y O Male

O Female
T Male
T Femals

Male: R? Linear = 0,029
Female: R? Linear = 0,026

2,50

2,00

1,50
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1,00
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Kuva 23. Tarkasteltiin ién ja sukupuolen vaikutusta telomeeripituuteen. Kuvasta voidaan paatel-
la ian vaikuttavan telomeerien pituuteen negatiivisesti. Sukupuolella nédkyy myos olevan vaiku-
tusta telomeeripituuteen. Punaiset pallot kuvaavat naisia ja siniset pallot miehid. Kuvassa olevat
viivat kertovat telomeeripituuden keskiarvon miehilla (sininen viiva) ja naisilla (punainen viiva).

DNA:n eristysmenetelmén suhde telomeeripituuteen on esitetty kuvassa 24. Kuvasta
nahdaan eristysmenetelmalld olevan huomattava merkitys telomeeripituuteen. Chema-
gen-menetelmalla on saatu muita menetelmid huomattavasti pidemmét telomeeritulok-

set, vaikkakin Chemagen-menetelméan N-luku on pieni (N = 6).
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Kuva 24. Eristysmenetelmén vaikutus telomeeripituuteen. Chemagen menetelmalla on saatu
selvésti pidemmat telomeeri-tulokset kuin muilla menetelmilla. x-akselilla on eristys menetelma
ja y-akselilla on telomeeripituuden keskiarvo.

Alla olevassa taulukossa 10 on esitetty ian, sukupuolen ja DNA:n eristysmenetelméan

merkittavyydet suhteelliseen telomeeripituuteen.

Taulukko 10. Katsottiin i&n, sukupuolen ja eristysmenetelman merkittéavyydet telomeeripituu-
teen.

Standardoimattomat Standardoidut
muuttujat muuttujat
Malli B Keskivirhe Beta t Merkitsevyys
1 (Vakio) 1,480 0,030 49,559 0
Ika -0,005 0,000 -0,179 -12,037 8,218E-33
Sukupuoli 0,021 0,010 0,030 2,007 0.045
Eristysmenetelmé& -0,133 0,007 -0,290 -19,528 3,156E-81

Taulukosta 10 ndhdaan ian vaikuttavan selvasti telomeerien pituuteen (p = 8,22 * 10°
*) negatiivisesti, eli siten, etti telomeeripituus lyhenee ikaantyessa. Sukupuoli vaikut-
taa myds, mutta ei yhtd merkitsevasti kuin ik& (merkitsevyys p = 0,045). Miehilla oli
lyhyempi telomeeripituus kuin naisilla. Sukupuolen merkitsevyys on vain p = 0,045,
joka on juuri tilastollisen merkitsevyysrajan p = 0,05 alapuolella. DNA:n eristysmene-

telma vaikuttaa erittdin merkitsevasti telomeeripituuteen p = 3,16 * 10",
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FINRISKI-tutkimuksen yhteydessa tutkittavilta henkil6ilta keréttiin fenotyyppeja kysely-
kaavakkeen avulla. Keratyistd fenotyyppitiedoista tassa tydssd analysoitiin vapaa-ajan
liikunnan rasittavuutta, BMI-arvoja ja tupakointi-tietoja. BMI-arvo eli painoindeksi
(engl. body mass index) on mitta-arvo, jonka avulla voidaan arvioida ihmisen pituuden
ja painon suhdetta. Painoindeksi lasketaan jakamalla paino pituuden nelidlla. Tassa
tytssa BMI-arvot on jaettu seuraaviin luokkiin: sairaalloisesti alipainoisten BMI on pie-
nempi kuin 16; Alipainoisten BMI on 16,00-18,49; normaalipainoisten BMI on 18,50-
24,99; ylipainoisten BMI on 25,00-39,99 ja sairaalloisesti ylipainoisten BMI on suurem-
pi kuin 40.

Taulukossa 11 ovat vapaa-ajan liikunnan rasittavuuden, BMI-arvojen ja tupakoinnin
merkittavyydet suhteelliseen telomeeripituuteen. Vapaa-ajan liikunnan rasittavuus (p =
0,040) sekd BMI-arvo (p = 0,003) vaikuttavat merkitsevasti suhteelliseen telomeeripi-
tuuteen. Tupakoinnilla ei havaittu merkitsevdd yhteyttd telomeeripituuteen (p =
0,501).

Taulukko 11. Vapaa-ajan liikunnan rasittavuuden, BMI:n ja tupakoinnin merkittavyydet
suhteelliseen telomeeripituuteen.

Standardoimattomat | Standardoidut
muuttujat muuttujat
Malli B Keskivirhe Beta t Merkitsevyys
1 (Vakio) 1,109 0,042 26,319 0
Vapaa-ajan liikkunnan 0,017 0,008 0,034 2,051 0,040
rasittavuus
BMI -0,004 0,001 -0,049 -3,018 0,003
Tupakointi -0,003 0,005 -0,011 -0,673 0,501

Taulukossa 12 on vapaa-ajan liikunnan rasittavuuden, BMI-arvojen ja tupakoinnin mer-
kittavyydet suhteelliseen telomeeripituuteen sukupuolittain jaoteltuina. Miehilla vain
vapaa-ajan liikkunnan rasittavuus on merkitseva (p = 0,035) telomeeripituuden kannalta

kun taas naisilla vain BMI-arvo on merkitseva (p = 0,014).
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Taulukko 12. Vapaa-ajan liikkunnan rasittavuuden, BMI:n ja tupakoinnin merkittavyydet
suhteelliseen telomeeripituuteen sukupuolittain.

Standardoimattomat | Standardoidut
muuttujat muuttujat
Sukupuoli  Malli B Keskivirhe Beta t Merkitsevyys
Mies 1 (Vakio) 1,059 0,068 15,685 0
Vapaa-ajan likunnan] 0,024 0,012 0,051 2,107 0,035
rasittavuus
BMI -0,003 0,002 -0,037 -1,550 0,121
Tupakointi 0,000 0,007 -0,001 -0,052 0,958
Nainen 1 (Vakio) 1,131 0,055 20,482 0
Vapaa-ajan likunnan | 0,012 0,012 0,023 1,029 0,304
rasittavuus
BMI -0,004 0,001 -0,055 -2,454 0,014
Tupakointi -0,002 0,007 -0,006 -0,254 0,799

Alla olevassa kuvassa 25 ovat vapaa-ajan liikkunnan rasittavuuden eri

maarat seka prosenttiosuudet koko aineistosta.

2500

Count

Ei liikuntaa kewyt liilkunta, kuten Kuntoliikunta, kuten

kavely, vah. 4 h
viikossa

juokseminen, vah. 3

h viikossa

Kilpaurheilu

Vapaa-ajan liikunnan rasittavuus

kategorioiden

Kuva 25. Vapaa-ajan liikunnan rasittavuuden eri kategorioiden (ei liikuntaa, kevyt liikunta, kun-
toliikunta ja kilpaurheilu) méaarat ja prosenttiosuudet koko aineistosta. Y-akselilla on kuhunkin
kategoriaan kuuluvien henkildiden lukumaara.
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Kuvassa 26 on tupakointi-tietojen eri kategorioiden maarat seka prosenttiosuudet koko
aineistosta. Suurin osa aineiston tutkittavista henkildista harrastaa vapaa-ajallaan ke-

vyttd liikuntaa, eika tupakoi.

2 5007
2 0007
k= 1 500
=
=]
(8]
1 0007
500
56,43% 24,23% 1 84% 17,50%
2 273 976 705
0
Ei koskaan saannolllsestlLopettanut tupakomnln yli Lopettanut tupakomnln Tupakm
tupakoinut 1/2 vuotta sitten alle 1/2 vuotta sitten
Tupakointi

Kuva 26. Tupakoimattomien, tupakoinnin lopettaneiden ja tupakoivien maérat ja prosenttiosuu-
det koko aineistosta. Y-akselilla on kuhunkin kategoriaan kuuluvien henkildiden lukumaara.

Seuraavalla sivulla olevassa kuvassa 27 on BMI-luokkien eri kategorioiden maaréat seka
prosenttiosuudet koko aineistosta. Suurin osa (64,20 %) aineiston tutkittavista on yli-
painoisia, joiden BMI-arvo on 25,00 — 39,99. BMI-arvo tosin ei kerro todellista tilaa
henkilon fyysisesta kunnosta tai rasvakudoksen méaarasta. Tassa aineistossa ei ole yh-

taan sairaalloisesti alipainoista ja ylipainoisten osuus on suuri.
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Kuva 27. BMI-arvojen eri kategorioiden (Sairaalloisesti alipainoinen BMI: < 16; Alipainoinen
BMI: 16,00 - 18,49; normaalipainoinen BMI: 18,50 - 24,99; ylipainoinen BMI: 25,00 - 39,99 ja
sairaalloisesti ylipainoinen BMI: > 40) maarat ja prosenttiosuudet koko aineistosta. Y-akselilla
on kuhunkin kategoriaan kuuluvien henkildiden lukumaara.

Kuvassa 28 ovat BMI-luokat suhteessa telomeeripituuteen. Vapaa-ajan liikunnan rasit-
tavuuden ja tupakoinnin suhteen eri kategoriat olivat tasaisia, mutta BMI-arvojen eri

kategorioista alipainoisilla nayttaisi olevan pidemmat telomeerit kuin muilla.
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ylipainocinen

BMI Luokat5

Kuva 28. BMI-luokkien eri kategorioiden suhteet telomeeripituuteen. Y-akselilla on suhteellinen
telomeeripituus ja x-akselilla on BMI-luokat 2 -5. Luokan 1 BMI-arvoja (BMI < 16) ei ollut ollen-
kaan aineistossa. Kuvan perusteella alipainoisilla on pisimmat telomeerit.
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5 Yhteenveto

Téassd tyossd madritettiin  suhteellista telomeeripituutta DILGOM-aineiston DNA-
naytteistd, jotka oli eristetty verestd. DNA-naytteet kuivattiin optisille 384-levyille. Te-
lomeeri- ja B-hemoglobiinireaktioiden reagenssit optimoitiin. Naytteiden telomeeri- ja
B-hemoglobiini-gPCR-ajojen jalkeen naytteet analysoitiin gPCR-ohjelmalla (CFX Mana-
ger 2.0) ja kalibroitiin kontrollien avulla levyefektin poistamiseksi. Kalibraattorit saatiin
viiden kontrollin keskiarvosta. Kalibroiduista arvoista laskettiin naytteille T/S-suhde eli

suhteellinen telomeeripituus.

Tilastollisissa analyyseissa todettiin i&n ja sukupuolen vaikuttavan merkitsevasti suh-
teelliseen telomeeripituuteen. Taman tyon perusteella idn merkittavyys telomeeripituu-
teen (p = 8,22 * 10*) on suurempi kuin sukupuolen (p = 0,045). 14lla ja sukupuolella
tiedetddn olevan merkitysta suhteelliseeen telomeeripituuteen aiempien tutkimusten
perusteella [18.]. 1an tiedetddn vaikuttavan telomeeripituuteen negatiivisesti eli lyhen-
tavasti, joka todettiin myos tassa tydssa. Joissakin seurantatutkimuksissa on tosin ha-
vaittu sellaisilla henkil6illa, joilla telomeerit ovat olleet keskimaaraista lyhyemmat, te-
lomeerien pidentymistd. Myos se tiedetddn ettd miehilla on lyhyemmat telomeerit kuin

naisilla, mika todettiin tédssakin tydssa.

DNA:n eristysmenetelmélla on todella vahva vaikutus telomeeripituuteen (p = 3,16 *
10®). Miehilla DNA:n eristysmenetelman merkitsevyys telomeeripituuteen oli p = 8,10
* 10 ja naisilla p = 3,36 * 10*. Naisilla DNA:n eristys menetelma oli siis merkitta-
vampi kuin miehilla. Tydssa kaytettiin viittd eri menetelmaa DNA:n eristamiseksi ja niis-
ta yhdella, Chemagen-menetelmalld, saatiin huomattavasti suuremmat tulokset kuin
muilla menetelmilld, vaikkakin niiden henkildiden lukumaéard, joiden DNA eristettiin
Chemegen-menetelmalla oli pieni (N = 6). My6hemmissa telomeeri-maarityksissa olisi-

kin viisasta kayttaa kaikille ndytteille samaa DNA:n eristysmenetelmaa.

Tupakoinnin merkitsevyyttd telomeeripituuteen ei tassa tydssa pystytty todistamaan (p
= 0,501), vaikka tupakoinnin on aiemmin havaittu vaikuttavan telomeeripituuteen
muissa tutkimuksissa. Vapaa-ajan liikunnan rasittavuuden (p = 0,040) seka BMI-arvon
merkitsevyys (p = 0,003) telomeeripituuteen todettiin. Naisilla vapaa-ajan lilkunnan

rasittavuus ei ollut merkitseva (p = 0,304), mutta miehilld oli (p = 0,035). BMI-arvon
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merkitsevyys telomeeripituuteen naisilla oli merkitseva (p = 0,014) kun taas miehilla ei
(p = 0,121). Taman ty6n perusteella likunta (p = 0,040) sekd BMI-arvot (p = 0,003)
olivat merkittdvia muuttujia telomeeripituuden kannalta. Elintapojen ja liikuntatottu-
musten uskotaan vaikuttavan telomeeripituuteen, ja tdssa tydssa saadut tulokset tuke-
vat tata vaitetta. Vaitetta tukee BMI-arvon ja vapaa-ajan liikunnan rasittavuuden mer-
kittavyys, mutta toisaalta tupakoinnin ei todettu olevan merkitseva tekija telomeeripi-

tuuteen.

TyOsséa kaytetty gPCR-menetelma suhteellisen telomeeripituuden maarittAmiseksi on
hyva ja kaytannollinen menetelmé. Se soveltuu suurien aineistojen maarityksiin hyvin,
mutta siind on pienia ongelmia, jotka pitéisi ratkaista. Esimerkiksi levyefektin poistamis-
tapaa voisi parantaa. B-hemoglobiinireaktio toimii todennakéisesti joka kerta hyvin,
mutta telomeerireaktion toteutusta voisi vield kehittda. Telomeerireaktio on hyvin herk-
ka toimimaan ja juuri siind ongelmat useimmiten tulevat. B-hemoglobiinireaktion reak-
tioseos on kaupallinen seos, johon tarvitsee lisaté vain alukkeet ja vesi, kun taas telo-
meerireaktion reaktioseokseen pipetoidaan montaa eri reagenssia. Vaihtelut telomeeri-

reaktiossa saattavat johtua esimerkiksi pipetoinnista johtuvasta hajonnasta.

THL jatkaa DILGOM-projektia analysoimalla FINRISKI-tutkimuksen yhteydessa keratty-
ja fenotyyppitietoja ja tassa tydssa maaritettyja suhteellisia telomeripituuksia. DILGOM-
projektin tuloksia voidaan myds verrata tutkimusryhman edellisiin samalla metodilla

tehtyihin telomeeripituuden maarityksiin ja yrittdd parantaa levyefektin poistotapaa.
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