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Opinnaytety® suoritettiin THL Genomiikka ja Biopankki -yksikdn tiloissa Helsingin Meilah-
dessa kevaalla 2020. Opinnaytetyon tarkoituksena oli selvittédd, miten eri séilytysolosuh-
teet, esikasittelymenetelmat seka eri pitoisuuden mittausmenetelmat vaikuttavat ihmisve-
resta eristettdvan DNA:n pitoisuuteen ja laatuun. Naytteita kerattiin kokonaisuudessaan 45
viideltd eri ndytteenantajalta. Jokaiselta naytteenantajalta kerattiin yhdeksan 5 ml:n koko-
naisverinaytetta.

Verinaytteet jaettiin kolmeen eri ryhmaan niiden sailytystavan perusteella. Ryhma 1 valittiin
vertailuryhmaksi, ja pakastettiin taysin laboratorion menetelméaohjeen mukaisesti —20
°C:ssa valittomasti naytteenkerayksen jalkeen. Ryhma 2:n naytteet siirrettiin naytteenoton
jalkeen

—20 °C:n lampotilaan. Matkapakastimen kantta avattiin satunnaisin véliajoin 15 minuutiksi,
ja nain simuloitiin matkapakastimen jatkuvasta availusta seuraavaa lampétilan vaihtelua.
Ryhma 3:n naytteet pakastettiin ensin —20 °C:ssa kuten ryhma 1:n, mutta niiden annettiin
sulaa kertaalleen huoneenlampdoiseksi ja pakastettiin uudelleen.

Naytteet jaettiin vielda kahteen ryhmé&an niiden esikasittelymenetelmé&n mukaan: 30 naytetta
eristettiin magneettibeadimenetelmaén perustuvalla naytteenkasittelyrobotilla, ja 15 nay-
tettd eristettiin k&sin suolasaostusmenetelmalla.

Kaikkien naytteiden pitoisuus mitattiin kahdella eri menetelmalld, absorbanssiin perustu-
valla mittausmenetelmalla, sekéd merkkiaineen fluoresenssiin perustuvalla menetelmalla.
Toisin kuin absorbanssimittaus, joka mittaa DNA:n kokonaispitoisuutta merkkiaineen fluo-
resenssiin perustuva mittaus tunnistaa pelkastaén kaksijuosteisen DNA:n.

Kaikista naytteista saatiin onnistuneesti eristettyd DNA:ta. Tulosten perusteella voidaan sa-
noa eri lampatiloilla olleen pitoisuutta madaltava vaikutus verindytteesta eristettavan
DNA:han, erityisesti dsDNA:n pitoisuuteen. Ainoastaan ryhmien 2 ja 3 valinen ero pitoisuu-
dessa pystyttiin osoittamaan tilastollisesti merkitsevaksi. Eristysmenetelmien vdlille pystyt-
tiin osoittamaan tilastollisesti merkitseva ero ryhmissa 2 ja 3, muttei vertailuryhmassa 1 ab-
sorbanssimitattuna. Fluoresenssimitattuna ero eristysmenetelmien valilla oli tilastollisesti
merkitseva kaikissa sailytyslampdotiloissa. Jotta voitaisiin varmistaa tulosten luotettavuus,
tarvittaisiin huomattavasti nykyista suurempi naytemaara. Nykyisella naytemaaralla biolo-
gisten naytteiden suuren vaihtelun takia tilastollisen analyysin selitysvoima jai vahaiseksi.

Avainsanat DNA-eristaminen, suolasaostus, magneettibeadit, verinaytteet.
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The purpose of this thesis work was to determine how different storage conditions, preana-
lytical methods and different measurement methods affect the concentration and quality of
DNA isolated from human blood samples. Total amount of 45 whole blood samples meas-
uring 5 ml in volume were collected from five distinct subjects, nine samples per subject.
The laboratory work was carried out at the Genomics and Biobank unit of the Finnish Insti-
tute for Health and Welfare in Meilahti, Helsinki during the spring of 2020.

Blood samples were divided into three groups based on their method of storage. Group 1
was selected as a control group and completely frozen in —20 °C freezer immediately after
sampling, following the laboratory methodological instructions. Group 2 samples were
moved after sampling to a mobile freezer with a temperature of =20 °C. The lid of the mo-
bile freezer was opened at random intervals for 15 minutes, simulating the temperature
variation following the continuous opening of the freezer. Group 3 was first frozen at —20
°C as Group 1, and then allowed to melt completely to room temperature before being re-
frozen again at —20 °C.

The samples were further divided into two groups according to their pre-treatment method:
the DNA from 30 samples was isolated with a sample treatment robot based on the mag-
netic bead method, and 15 samples were hand-isolated by the salting out method. The
concentrations of all samples were measured by two different methods, the absorbance-
based measurement method, and the fluorescence-based method. Unlike with the absorb-
ance method, which measures the total DNA concentration of the sample, the fluores-
cence-based method only detects double-stranded DNA.

DNA was successfully recovered from all samples. Based on the results, it appears that
the different storage temperatures had a decreasing effect on the amount of DNA recov-
ered per blood sample, especially dsDNA. Only samples stored in temperatures 2 and 3
yielded a statistically significant difference in DNA yield, when measured with the absorb-
ance method. Difference for temperature group 1 was not statistically significant. Samples
measured using the fluorescence method yielded a statistically significant effect in all tem-
perature groups. To achieve higher certainty in the results, a substantially larger sample
size would be needed. The current sample size was too low to achieve a proper level of
statistical power in the analysis because of the high variability of biological samples.
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Lyhenteet

ANOVA — Analysis of variance, varianssianalyysi

Cell Lysis — Valkosolujen hajotukseen kaytetty reagenssi

DNA - Deoksiribonukleiinihappo

dsDNA - Double-stranded DNA, kaksijuosteinen deoksiribonukleiinihappo

EDTA - Etyleenidiamiinitetraetikkahappo

EtOH — Etyylialkoholi

Fe;04 — Magnetiitti, ferromagneettinen rautamalmimineraali

MBE — Magnetic Bead Extraction, magneettibeadieristys

RBC — Red Blood Cell, punasolu.

RBC Lysis — Punasolujen hajotukseen kaytetty reagenssi

ssDNA — Yksijuosteinen deoksiribonukleiinihappo

TE-Buffer — TE-puskuri. Tris(hydroksimetyyli)Jaminometaanista ja etyleenidiamiinitet-

raetikkahaposta muodostettu DNA-sdilytyksessa kaytetty puskuriliuos

THL — Terveyden ja hyvinvoinnin laitos



1 Johdanto

Genomiikka on yksi nopeimmin kasvavia laaketieteen haaroja. Globaalin genomiikka-
markkinoiden arvoksi on arvioitu vuonna 2019 jopa 18,9 miljardia dollaria, ja kasvua en-
nustetaan jopa 13,5 % vuodessa, nousten 35,7 miljardiin dollariin vuoteen 2024 men-
nessd [1.] Genotyyppauksen ja genomisekvensoinnin yleistyessa tarve luotettavaan
DNA-eristykseen kasvaa sen mukana. Verinaytteitd saatetaan kuitenkin sailyttaa vaihte-

levissa olosuhteissa, jotka voivat johtaa epaonnistuneeseen DNA-eristykseen.

Tyon tarkoituksena oli selvittd& eri olosuhteiden vaikutus verindytteista eristettavan
DNA:n maaraan. Eri sailytyslampdtilalla on todettu olevan vaikutusta DNA-saantoon
sekad kaksijuosteisen DNA:n maaraan verinaytteista eristetyissa DNA-naytteissa. [2.]
Biopankkiin tulevien naytteiden valilla on usein merkittavid eroja, esimerkiksi niiden ian
ja séilytystavan perusteella. Muuttujat kuten naytteenotto, naytteen kuljetus, sailytysaika
ja sailytysolosuhteet voivat vaihdella merkittavasti naytteiden valilla, ja vaikuttaa lopulli-

seen DNA-saantoon negatiivisesti.

Tyo suoritettiin Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen Genomiikka ja Biopankki -yksikdssa
Helsingin Meilahdessa. Genomiikka ja Biopankki -yksikké on Terveyden ja hyvinvoinnin
laitoksen alainen yksikko, joka tutkii kansantautien geneettista taustaa seké vastaa va-
estotutkimuksen laboratorioanalytiikasta ja THL Biopankin toiminnasta. DNA:n liséksi yk-
sikkd tutkii naytteistda myds muuta genomiikkaa kuten transkriptiomiikkaa sekéa prote-
omiikkaa. Yksikkoon saapuvilla naytteilla on usein erittéin vaihteleva historia niiden séi-
lytysolosuhteiden- ja ajan kannalta. Usein ndytteet saattavat olla esimerkiksi naytteenan-
tajalta, joka on menehtynyt, eikd uutta naytettd voida tdman myota kerétéd. Onkin siis
tarkedd, ettd jokaisesta mahdollisesta néaytteestd saadaan eristettyd onnistuneesti

DNA:ta jatkoanalyyseihin.

Eri [ampdtilojen vaikutusta naytteisiin tutkittiin altistamalla kolme verrokkiryhméaé veri-
naytteita eri sailytyslampdétiloille, minka jalkeen niista eristettiin DNA kayttden kahta eri
eristysmenetelmad, suolasaostusmenetelmad sekda magneettibeadimenetelmaa. Pitoi-
suus mitattiin seka absorbanssimenetelmalla etta fluorometrisesti, jotta saatiin selville,

kuinka iso osa DNA:sta on sailynyt kaksijuosteisena.



2 Teoria

2.1 Verinaytteet

Veri on happea ja ravinteita kuljettavaa nestemaista kudosta. Suurin osa veren tilavuu-
desta muodostuu veriplasmasta, joka on kirkasta nestettd, josta puuttuvat veren solut.
Veren soluja ovat punasolut eli erytrosyytit, valkosolut eli leukosyytit seka verihiutaleet
eli trombosyytit. Punasolujen tehtdva on kuljettaa happea, valkosolujen torjua pato-
geeneja, kuten viruksia ja bakteereita, ja verihiutaleet osallistuvat veren hyytymiseen.
Naista ainoastaan valkosoluilla on tuma. Koska solun DNA sijaitsee sen tumassa, veri-
naytteesta DNA:ta saadaan pelkastaan valkosoluista. Kuvassa 1. esitettynd veren eri

solut, valkosoluihin kuvattuna tuma. [3; 4.]

valkosolu

punasolu

verihiutale

Kuva 1. Veren eri solut, valkosolu, punasolu seka verihiutale. [3.]

Koska iso osa kokonaisverestd muodostuu erindisista proteiineista kuten albumiineista,
fibrinogeeneista seka globuliineista, ne tulee puhdistaa naytteesta huolellisesti naytteen
DNA:ta eristettdessa. [3.] Tama tapahtuu useimmiten joko magneettipartikkeleihin pe-

rustuvalla menetelmalla, tai vaihtoehtoisesti proteiinien suolasaostuksella.



2.2 DNA-eristysmenetelmat

Ennen kuin naytteet voidaan lahettaa jatkoanalysoitavaksi, DNA taytyy saada erilleen
muusta lahtéaineesta, kuten veresta tai syljesta. Yleisimpia eristysmenetelmia ovat mag-
neettibeadeihin perustuva eristys seka erityista huolta vaativille naytteille k&sin suolasa-

ostus.

2.3 Magneettipartikkeleihin perustuva DNA-eristys

DNA-eritys on nykyaan pitkalti automatisoitua. Yleinen eristysmenetelméa alalla on niin
kutsuttu magneettibeadieristys, joka soveltuu myds helposti automatisoitavaksi (Kuva
2.). Menetelméasséa ferromagneettiset partikkelit, niin kutsutut beadit, erottelevat soluista
vapautetun DNA:n. Magneettipartikkelit ovat noin 20-30 nm lapimitaltaan olevia pienia
helmia, jotka tyypillisesti on valmistettu magneettisista rautaoksidipartikkeleista, esimer-

kiksi magnetiitista (Fes04).

Kuva 2. Perkin Elmer Chemagen Chemagic 360 -naytteenkasittelyrobotti.



Magneettipartikkelierotus jakautuu kolmeen yksinkertaiseen osaan: hajotus/lyysi, liuok-
sen puhdistus proteiineista ja muista kontaminanteista, ja viimeisena DNA:n kerays.

Eristyksen vaiheet kuvattuna Kuvassa 3.
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Kuva 3. Chemagic 360 -eristysprotokolla. [5.]

Chemagic 360 -eristysprotokollan ensimmainen vaihe on lyysispuskurin lisdys nayttee-
seen. Lyysis-puskuri hajottaa solujen soluseinaman ja vapauttaa DNA:n solun tumasta.
Seuraavassa vaiheessa sidospuskuri mahdollistaa vapautetun DNA:n kiinnittymisen
magneettipartikkeleihin magneettikentdn vaikutuksesta. Magneettisauva sekoittaa liu-
osta ja siirtda vapautuneen DNA:n putkesta toiseen. Vaihe toistetaan kolmesti, joka ker-
ralla siirtyen puhtaaseen sidospuskuriin. Taman jalkeen magneettipartikkeleihin sitoutu-
nut DNA siirretddn magneettisauvojen avulla sidospuskurista pesupuskuria siséltaviin
Falcon-putkiin. Pesu suoritetaan kolmesti, joka kerralla siirtyen puhtaaseen putkeen, jo-
hon laite annostelee pesupuskuria. Pesussa haytteesté poistetaan epapuhtauksia kuten

proteiineja. Pesun jalkeen magneettisauvat siirtavat eristetyn DNA:n eluutiopuskuriin.

[5.]

DNA pipetoidaan eluutiopuskuriin ja magneettikentté poistetaan, mika saa DNA:n irtoa-
maan magneettipartikkeleista. Taman jalkeen DNA-nayte pipetoidaan magneettialus-
talla puhtaisiin Eppendorf-putkiin, etteivat magneettipartikkelit padse aiheuttamaan on-

gelmia jatkoanalyyseissa.

2.4 DNA:n eristaminen suolasaostamalla

Suolasaostusmenetelma on yleinen tapa eristda DNA verinaytteista. Menetelma hyddyn-

taa tiettyjen molekyylien madaltunutta liukoisuutta korkean ionivahvuuden liuoksessa.



Suolasaostuksella poistetaan naytteista suuria biomolekyyleja, useimmiten proteiineja.
Suolan tyypilla ja konsentraatiolla voidaan vaikuttaa siihen, mitka proteiinit saostuvat se-
lektiivisesti. Suolasaostus ei kuitenkaan ole tarpeeksi spesifi menetelma, jotta sita voisi
hyodyntéaa tietyn proteiinin eristimiseen, vaan menetelméa kaytetadankin useimmiten |la-
hinn& naytteen alkuvaiheen puhdistukseen suurista biomolekyyleisté kuten proteiineista.
Eristyksen vaiheet esitettyna kuvassa 4. [6.]

oueyl

RBC Celllysis Protein DNA DNA
Lysis Preclpltatlon Wash Hydration

Kuva 4. Suolasaostuksen vaiheet yksinkertaistettuna. Vaihe 1: Punasolujen lyysaus, vaihe 2:
solulyysis, vaihe 3: proteiinien saostus, vaihe 4: DNA:n saostus, vaihe 5: pesu, vaihe 6:
DNA-liuottaminen. [6.]

Hydrofiiliset ja hydrofobiset vuorovaikutukset soluympariston kanssa saatelevat suurten
biomolekyylien kuten proteiinien konformaatiota eli atomien avaruudellista kolmiulot-
teista jarjestaytymisté proteiinissa. Nama vuorovaikutukset maaraavat tyypillisesti prote-
iinin lopullisen konformaation suojaamalla suurinta osaa hydrofobisista funktionaalisista

ryhmista pooliselta soluymparistélta.

Suolasaostuksessa molekyyli laskostuu niin, etté kaikki hydrofobiset osat ovat kiinnitty-
neena toisiinsa, ja hydrofiiliset osat ovat vapaita vuorovaikuttamaan veden kanssa. Va-
rautuneet ja pooliset aminohapot tarvitsevat vesimolekyyleja ymparilleen pysydkseen
liuenneena, ja korkean ionivahvuuden vesipohjaisessa liuoksessa vesimolekyylit ympa-
roivat ionien ja proteiinien varaukset. Tietyssa ionivahvuudessa vesimolekyylit eivat
enaé kykene yllapitamaan seka ionien etta proteiinien varausta, ja lopputuloksena hei-
koimmin liukenevat osat liuoksessa kuten proteiinit saostuvat, mik& mahdollistaa niiden
erotuksen liuoksesta. [7.]



Proteiinien saostuttua nayte esimerkiksi sentrifugoidaan, mik& saa saostuneet proteiinit
pakkautumaan pelletiksi nayteputken pohjalle, DNANn jaddessa supernatanttiin joka ke-
rataan talteen. Vaihe voidaan toistaa useaan kertaan, jotta mahdollisimman suuri osuus
proteiineista saadaan erotettua naytteestda. TAman jalkeen itse DNA saostetaan esimer-
kiksi isopropanolilla, jolloin muodostunut DNA-pelletti voidaan sentrifugoida ndyteputken
pohjalle. Taman jalkeen DNA liuotetaan uudelleen, talla kertaa sailytysliuokseen, esi-

merkiksi TE-puskuriin.

2.5 DNA-pitoisuuden maarittaminen

Yleisesti kaytetty metodi DNA-nadytteen pitoisuuden ja puhtauden maéarittdmiseen on

UV/Vis -menetelmda. Tydssa mittaus suoritettiin Trineanin valmistamalla DropSense 96

UV/Vis -spektrofotometrilla (Kuva 5.).

Kuva 5. DropSense 96 UV/Vis -spektrofotometri.

DNA-pitoisuuden ja puhtauden maarittaminen UV/Vis -spektrofotometrilla perustuu nayt-
teen absorbanssiin. Absorbanssilla tarkoitetaan valon maaraa, joka imeytyy liuokseen.
Absorbanssi mitataan 260 nanometrin alueelta, jossa DNA absorboi valoa voimakkaim-
min. Menetelmassa DNA-pitoisuus maaritetddn mittaamalla absorbanssi 260 nanomet-

rin alueelta ottaen huomioon naytteen epépuhtauksien aiheuttama tausta. [8.]



2.6 Pitoisuuden ja puhtauden maéaritys fluorometrisesti

Toinen yleisesti kaytettavistd DNA-pitoisuus- ja puhtausmittausmetodeista on PicoGreen
-reagenssin fluoresenssiin perustuva mittaus BioTekin Synergy LX -monitoimilukijalla
(Kuva 6.). Fluorometri on instrumentti, jota kaytetadn nakyvan valon fluoresenssin mit-
taamiseen. Fluoresenssiin perustuvaa menetelmaa kaytetaan varsinkin silloin, kun tark-
kuus on erityisen tarkead. Menetelman etuna on myds sen kyky maarittaa kaksijuostei-

sen DNA:n pitoisuus kokonais-DNA:n pitoisuuden sijasta.

I'Il/nlrl’ml

Kuva 6. BioTek SynergyLX -monitoimilukija.

Yleisempien DNA-pitoisuuden mittaustekniikoiden kuten 260 nm:n alueen absorbanssiin
perustuvien tekniikoiden rajoittavana tekijana on ylimaaraisten molekyylien aiheuttama
absorbanssi joka vaaristaa tulosta. Verrattuna fluoresenssimenetelmaan, absorbanssi-
mittauksen tarkkuutta heikentavat esimerkiksi nukleotidien verrattain iso vaikutus, yksi-
juosteisen DNA:n lasnéolo ja proteiinit, seka yleisesti DNA-naytteissa tavattavat konta-
minantit kuten EDTA ja fenoli. Absorbanssimenetelma ei myodskaan erota RNA:ta
DNA:sta. Taman takia useita fluoresenssiin perustuvia menetelmia on kehitetty poista-

maan ongelmia, jotka ovat absorbanssimittausmenetelmalle ominaisia.



Menetelmassa kaytetty reagenssi PicoGreen on yleisesti kaytetty ultra-sensitiivinen fluo-
resoiva nukleiinihapon merkkiaine, jolla voidaan kvantitoida kaksijuosteista DNA:ta

(dsDNA). Se mahdollistaa DNA-pitoisuusmittauksen jopa alle 1 ng/ml pitoisuuksissa. [9.]

PicoGreen-merkkiaine muodostaa erittain paljon fluoresoivan kompleksin DNA:n kanssa
verrattuna vapaaseen variaineeseen liuoksessa. PicoGreenin ja DNA:n kaikkia vuoro-
vaikutuksia ei tunneta taysin, mutta todennakdisesti PicoGreen kiinnittyy DNA:han sen
kinoliiniryhmista. PicoGreenin bentso-tiatsoli-kompleksi, jolla on yksi paikallinen positii-
vinen varaus, on todennakoisesti vastuussa elektrostaattisesta vuorovaikutuksesta
DNA:n fosfaattiryhmé&n kanssa. Koska tiatsoli kiinnittyy kovalenttisesti kinoliiniryhnmaan
ja elektrostaattisesti DNA:n fosfaattiin, voidaan olettaa sen myds istuvan tiiviisti
DNA:han, johtaen koko bentso-tiatsoli/kinoliini-ryhméan stabilisoitumiseen toivotussa

konformaatiotilassa.

Koska PicoGreenin ja DNA:n sitoutumisalue on pidempi kuin pelkka interakalaatio antaa
olettaa, on myds todenn&koista, etta PicoGreen-merkkiaineen kaksi demityyliaminopro-
pyylirynmaa, niin kutsututut "kadet”, kiinnittyvat DNA:n matalaan uurteeseen. Nama vuo-
rovaikutukset ovat yhdessa vastuussa noin ~10-12 kJ/mol lisastd Gibbsin energiaan,
johtaen erittéin vahvaan sitoutumiseen. Kuvassa 7. esitettynd PicoGreen-merkkiaineen
rakenteelliset osat, joihin sen eri vuorovaikutukset perustuvat. Punaisella ympyroityna
PicoGreen-molekyylin kinoliiniryhm&, mustat nuolet osoittavat dimetyyliaminopropyyli-

ryhmat eli "’kadet”. Vasemmalla oletettua pidempi sitoutumisalue DNA-rihmassa. [10.]
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Kuva 7. PicoGreen-merkkiaineen rakenteelliset osat, joihin sen eri vuorovaikutukset DNA:n
kanssa perustuvat. [10.]



2.7 Sailytyslampdtila ja sailyvyys

DNA on herkka biomolekyyli, joka saattaa hajota suurissa lampdtilanvaihteluissa tai
yleensa vaarassa sdilytyslampotilassa. Aiemmissa tutkimuksissa sailytyslampdtilan
vaihteluiden on todettu vaikuttavan merkittavasti eristettdvan DNA:n maaraan verinayt-
teissa. [1.] Korkeimmat pitoisuudet saatiin tutkimuksissa naytteistd, joiden DNA eristettiin
valitttmasti naytteenoton jalkeen ilman pakastamista. Huoneenlammassa yli seitseman
paivaa sailytettyjen naytteiden pitoisuus oli merkittavasti (p > 0,05) niitd naytteitd mata-
lampi kuin niiden naytteiden, joita oli sailytetty 4 paivaa 23 °C:n lampdtilassa tai 28 paivaa

—20 °C:n lampotilassa. [11.]

3 TyoOn toteutus

Opinnaytety® suoritettiin Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen Genomiikka- ja Biopankki
-yksikdn tiloissa Biomedicum 1:n tutkimus- ja opetuskeskuksessa Helsingin Meilahdessa
(Kuva 8.). Tyon tilaajana toimi Genomiikka- ja Biopankki -yksikko, ja tyon aihe valittiin,
jotta siitd on myds yksikoélle hydtyd. Opinnaytety6ta valvoi yksikdssa laboratoriokoordi-

naattori Tuuli Sistonen. Tydssa kaytettiin yksikdsta loytyvia valineita, laitteistoja ja rea-

gensseja.

Kuva 8. Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen Genomiikka- ja Biopankki -yksikdn laboratoriotiloja,
joissa tyd suoritettiin.
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3.1 Naytteenotto

Naytteenotto suoritettiin Becton Dickinsonin valmistamiin 5 ml:n tilavuuden veriputkiin
(Kuva 9). Putkissa lisdaineena 7.2 mg K2EDTA-liuosta. Verinaytteet keréattiin viidelta va-
paaehtoiselta yksikosta siipineulalla FinTerveys 2017 naytteenoton menetelmaohjetta

mukaillen. [12.] Naytteita kerattiin yhdeksan per naytteenantaja.

Kuva 9. Naytteenkeraykseen kaytetyt BD Vacutainer -veriputket.

Verinaytteenoton jalkeen verindytteet siirrettiin valittomasti -20 °C:seen odottamaan
DNA-eristysta. 30 naytetta pakastettiin tyypillisessa naytepakkasessa, ja 15 naytteista
pakastettiin WAECO CoolFreeze CFX95DZ2 -matkapakastimessa, jota kaytettiin myds
FinTerveys 2017 -projektissa. (Kuva 9.)

Kuva 10. Waeco CoolFreeze CFX95DZ2 -matkapakastin.
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Verinaytteet jaettiin kolmeen eri ryhmaan niiden sailytystavan perusteella. Ryhma 1 va-
littiin vertailuryhmaksi, ja pakastettiin taysin laboratorion menetelmaohjeen mukaisesti —
20 °C:een valittomasti naytteenkerayksen jalkeen. Ryhma 2:n naytteet siirrettiin nayt-
teenoton jalkeen —20 °C:n lampotilaan. Matkapakastimen kantta avattiin satunnaisin va-
liagjoin 15 minuutiksi, nain simuloitiin matkapakastimen jatkuvasta availusta seuraavaa
l[ampotilan vaihtelua. Ryhma 3:n naytteet pakastettiin ensin —20 °C:een kuten Ryhma 1:n

naytteet, mutta annettiin sulaa kertaalleen huoneenlampdiseksi ja pakastettiin uudelleen.

Jokaisen naytteenottajan naytteistd kolme sailytettiin —20 °C:ssa, kolme naytetta —20
°C:ssa matkapakastimessa, sekd kolme naytettd annettiin sulaa huoneenlampddn.
Kuusi naytetta per naytteenantaja eristettiin magneettibeadimenetelmalld, ja kolme nay-
tettd suolasaostusmenetelmalla. Nain jokaista naytteenantajaa kohden eristettiin kolme
naytettd magneettibeadimenetelmalla seka yksi ndyte suolasaostamalla per sailytysolo-

suhde. Kaikki naytteet mitattiin molemmilla mittausmenetelmilla.

3.2 Naytteenhallinta tietokannassa

Nayteputkille luotiin paikkatieto seka tarrat viivakoodilla kayttden Terveyden ja Hyvin-
voinnin laitoksen SamWise-tietokantaa. Taméa helpottaa naytteiden hallintaa seka tulos-
ten kirjaamista, kun naytteet ovat samassa tietokannassa, jossa niihin voidaan yhdistaa

pitoisuus- ja puhtausmittaustulokset naytteen viivakoodin mukaan (Kuva 11.).

Poject: 8P Uses e DB:samvise Docuinentaion — Help — Logaus — Emal youeprsblen — Thorsday, 26 Macch, 2020 B |

Projects Subjects Containers samples Cell Cultivation Collections Inventory Extractions sample Pickup Dilution Admin Menu

Samples > Sample Recelving

Sample Reception

Add additional attributes
Create Child Samples

Allow sample reception without subject
Show Common Information

Common Information
Receiveby: | Receive by subject

select sample type:

Selected sample type: Blood/Heparin
Stock type: NotApplicable
Cancel Index Project ArrivalDate  SamplingDate  Blood Volume  Barcode  Order Char  SampleType ReceiveComment  Sample Remarks  Subject/barcode:

o 26.3.202 10 Blood/Heparin

Kuva 11. Naytteiden vastaanotto SamWise-tietokantaan.



12

3.3 DNA-eristys Chemagic 360 -eristysrobaotilla

Keratyista 45 naytteesta 30 eristettiin Chemagic 360 -eristysrobotilla, jonka toiminta pe-
rustuu magneettipartikkelimenetelmaan. Eristys aloitettiin naytteiden sulattamisella huo-
neenlampo6on. Verien sulettua ne siirrettiin 50 ml Falcon-putkiin, joihin oli printattu tarrat

viivakoodilla ja subjektinumerolla. Taman jalkeen putket aseteltiin robotin putkitelineisiin.

Seuraavaksi taytettiin viisi putkitelinetta lisda 50 ml:n Falcon-putkilla. Ensimmaiseen put-
keen lisattiin 500 pl eluutiopuskuria, menetelméssé Chemagenin omaa 10 mM TE-pus-
kuria. Toisen putkitelineen putkiin lisattin 500 pl Chemagenin magneettipartikkeli-
reagenssia. Kolmen putkitelineen putket jatettiin tyhjéksi, joihin robotti annosteli auto-

maattisesti ajon aikana kaytettavat puskurit. (Kuva 12.)

Kuva 12. 1. Verinaytteet, 2. Magneettibeadit, 3. Eluutioputket, 4. 5. 6. tyhjat putket, 7. kérjet.

Putkitelineet aseteltiin oikeassa jarjestyksessa Chemagic 360 -eristysrobotin pydrivélle
alustalle, huomioiden oikean jarjestyksen, jotta menetelma onnistuu. Koska robotti ei itse
tunnista eroja putkien valilla, aseteltiin ne seuraavaan jarjestykseen laitteeseen: 1. Kar-

jet, 2. veri, 3. magneettibeadit, 4. 5. 6. tyhjat putket, 7. eluutioputket. (Kuva 12.)
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Kuva 13. Putket Chemagic 360 kaantyvalla tasolla.

Eristysajo suoritettin Chemagic 360:n 5 ml:n tilavuuden verinaytteille tarkoitetulla eris-
tysohjelmalla. Laite eristdd DNA:n verindytteesta automaattisesti valitun ohjelman mu-
kaisesti. Eristykseen kului aikaa noin 99 minuuttia per ajo. Robotti kykenee eristdmaan

12 naytetta per ajo.

Ajon paatyttya valmis DNA, joka on eluoitu eluutiopuskuriin pipetoidaan Falcon-putkista
2.2 ml:n Eppendorf-putkiin. Naytteen siséltavat putket aseteltiin magneettiselle alustalle,
joka erottaa mahdolliset magneettipartikkelijgdmat naytteesta putken sivuille, jotta puh-

das nayte saadaan pipetoitua ilman kontaminaatiota. (Kuva 14.)

Kuva 14. Eluutioputket magneettialustalla.
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3.4 DNA-eristaminen suolasaostusmenetelmalla

Ty6ssa toisena eristysmenetelméana toimi kasin suolasaostus, johon magneettibeadime-
netelmalla eristettyja naytteitd voitiin verrata. Kasin eristaessa verinaytteet annettiin en-
sin sulaa huoneenlampoisiksi, jonka jalkeen ne siirrettiin 50 ml:n Falcon-putkiin. Eristys

suoritettiin kayttamalla Laboratoriotyon Tukipalveluiden (LATU) reagensseja.

3.4.1 Punasolujen hajotus/pesu

Suolasaostusmenetelmassa verinaytteet sulatettiin huoneenlamp6on ja siirrettiin 50 ml:n
Falcon-putkiin. Naytteestad hajotettiin ensin punasolut lisaéamalla RBC Lysis -puskuria
(155mM ammoniumkloridi, 10mM natriumkarbonaatti, 1 mM EDTA, pH = 8) 20 ml:n
merkkiin asti, eli noin 15 ml. Tamén jalkeen nayte sekoitettiin ja annettiin inkuboitua 10
minuuttia huoneenlammadssa. Inkubaatioajan kanssa tulee olla tarkka, ettei se ylita 30
minuuttia, tai myos valkosolut alkavat hajota liuoksessa. Taman jalkeen naytteita sentri-

fugoitiin 10 minuuttia 2000 g:n voimakkuudella.

Sentrifugoinnin jalkeen putkesta kaadettiin varovasti supernatantti. Tyypillisesti verinayt-
teitd ei saa kaataa yleiseen viemariin, mutta lyysauksen jalkeen nayte on turvallista ha-
vittdd viemariin. Putkeen sentrifugoinnissa muodostuneen pelletin paalle jatettiin noin

100 pl supernatanttia, ja putki vorteksoitiin, kunnes pelletti on hajonnut nesteeseen.

3.4.2 Valkosolujen hajotus

Seuraavaksi putkiin lisatéan 5 ml Cell Lysis -liuosta (10 mM TRIS, 25mM EDTA, 1 %
SDS, pH 7) ja vorteksoitiin homogeeniseksi. Cell Lysis -reagenssin tehtadvana on hajot-
taa valkosolut ja vapauttaa DNA niiden tumasta. Liuoksessa oleva SDS eli natriumlau-
ryylisulfaatti hajottaa solujen seinamaét ja vapauttaa DNA:n valkosolujen tumasta. Nayt-
teet jatettiin Cell Lysis -vaiheeseen vahintdan vuorokaudeksi huoneenlampdon, mutta

naytteet sailyvat tassa tilassa jopa vuoden.

3.4.3 Proteiinien saostaminen

Seuraava suolasaostuksen vaihe on proteiinien saostaminen. Putkiin lisattin 1650 pl

PPS-reagenssia (10 M ammoniumasetaatti, pH = 8), vorteksoitiin vahintaan 20 sekuntia,
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kunnes nayte on homogeeninen ja annettiin inkuboitua 5 minuuttia huoneenlammaossa.
Taman jalkeen putket sentrifugoitiin 10 minuuttia 4000 g:n voimalla, joka painaa saostu-

neet proteiinit putken pohjalle.

3.4.4 DNA:n saostaminen ja pesu

Sentrifugoinnin jalkeen putkista kaadettiin supernatantti varovaisesti uusiin 50 ml Falcon-
putkiin, joissa oli valmiina 5 ml isopropanolia. Putkia kd&nneltiin noin 20 kertaa, kunnes
DNA saostui. Saostumisen jalkeen nayteputkia sentrifugoitiin 5 minuuttia 3000 g:n voi-
malla. Sentrifugoinnin seurauksena eronnut supernatantti kaadettiin pois, varoen ettei

pohjaan kertynyt DNA-rihma irtoa supernatantin mukaan. (Kuva 15.).

Kuva 15. DNA-rihma putken pohjalla.
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Putkiin, joissa DNA-rihma pohjalla lisattiin 5 ml 70-prosenttista etanolia, ja putket sentri-
fugoitiin taas 5 minuuttia 3000 g:n voimalla. Taman jalkeen supernatantit kaadettiin pois,
ja putket aseteltiin ylosalaisin putkitelineeseen kuivumaan 5 minuutin ajaksi. Kuivattuaan
naytteet liuotettiin 500 pl TE-puskuria. Naytteen annettiin liuota paivasta kahteen, ja ta-
man jalkeen DNA-liuos siirrettiin 2.2 ml Eppendorf-putkiin. TE-puskurin maaraa voi saa-
tad esimerkiksi visuaalisesti arvioimalla DNA-pelletin kokoa ja liuottaa pienempé&én tai

isompaan tilavuuteen sopivan pitoisuuden saavuttamiseksi.

3.5 Pitoisuusmittaus DropSense 96 -laitteella

Eristetyille naytteille suoritettiin pitoisuusmittaus kayttden Trianonin DropSense 96 -
spektrofotometrid, joka mittaa DNA-pitoisuuden naytteessa spektrofotometrisesti UV/Vis

-alueelta.

Pitoisuusmittaus suoritetaan pipetoimalla Trianonin 96 -kuoppalevylle jokaista naytetta
2 ul per kaivo. Kuoppalevyn kaivot imevat kapillaarisesti naytteen pieniin mittauskaivoi-
hin, joiden kohdalta spektrofotometri lukee naytteen absorbanssin jonka mukaan nayt-
teen pitoisuus maaritetaan. Pipetoinnissa tulee olla huolellinen, ettei naytekaivoon paase

esimerkiksi ilmakuplaa, joka haittaa mittausta. (Kuva 16.).

sl
p— =" _, e i bt '.vil
E | | | i" ‘
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Kuva 16. Trianon 96 -kuoppalevy DropSense 96 -spektrofotometrille.
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Kun néytteet on pipetoitu yksittaisiin kaivoihinsa, siirryttiin DropSense 96 -spektrofoto-
metrille. Spektrofotometrin ohjausohjelmassa, DropQuant, valittiin mitattava nayte, tassa
tapauksessa DNA, luettiin naytejarjestys ohjelmaan putkien viivakoodien mukaan, ja va-

littiin n&ytteiden eristykseen kaytetty menetelma.

3.6 Kaksijuosteisen DNA:n pitoisuuden mittaus fluorometrisesti

Eristetyille naytteille suoritettiin pitoisuusmittaus fluorometrisesti kayttaen fluoresoivana

merkkiaineena PicoGreen-reagenssia.

Pitoisuusmittausta varten valmisteltiin ensin standardisuora kayttaen PicoGreen-rea-
genssin kitissa mukana tulevaa A-DNA:ta. Standardisuoraa varten A-DNA:sta tehtiin en-
sin 2 ng/ul eli suhteen 1:50 laimennos 1x TE-puskuriin. Tasta laimennettiin Taulukon 1

mukaisesti standardisuora pitoisuusmittaukseen.

Taulukko 1. PicoGreen-mittauksen standardisuora.

Lambda DNA
1xTE (2 ng/pl-lai- DNA-konsentraatio putkessa (ng/ul)
mennos)

0 1000 pl oul .

| 995 ul 5ul 0,01
I 975 ul 25 ul 0,05
m 950 ul 50 ul 01
v 875w 125 pl 0,25
Vv 750 pl 250 pl 0,5
Vi 500 pl 500 pl 1
ViI 0 1000 pl 2

Standardinayteita pipetoitiin 100 ul 96-kuoppalevyn ensimmaiseen sarakkeeseen siten,
ettd 0-nayte tulee kaivoon Al ja Vll-nayte kaivoon H1. Jarjestys on tarkeaa automaatti-

sen tulostenlaskennan takia.
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Standardisuoran lisdksi standardilevylle pipetoitiin myds kahdeksan THL Biopankin si-
sdista kontrollinaytetta, joiden pitoisuus on tunnettu. Kontrollinaytteiden pitoisuudet Tau-

lukossa 2. Kontrollindytteiden pitoisuus saa vaihdella +20 %.

Taulukko 2.  Kontrollindytteiden pitoisuudet ja £20 %:n virhemarginaali.

Kontrollien pitoisuudet (ng/pul)

(-20 %) (+20 %)

138

1 110 165
40

2 32 48
1,8

3 1,5 2,1
53

4 43 63
30

5 24 36
113

6 90 135
1

7 6 13 19
42

8 34 50

Kontrollinaytteet pipetoitiin samalle mittauslevylle kuin standardindytteet, seuraavaan
sarakkeeseen niin, etta nayte 1 tulee kaivoon A2 ja 8-nayte tulee kaivoon H2. My6s tdméa

on tarkedéd huomioida, jotta laitteen automaattinen tulostenlaskenta toimii oikein.

3.7 Tulosten tilastollinen analyysi

Tyo6sta saatuja mittaustuloksia tarkasteltiin tilastollisten testien avulla, tarkoituksena l8y-
t&& mahdollisia tilastollisesti merkitsevid vaikutuksia ndytteiden pitoisuuteen. Testiksi va-
littiin parittainen t-testi, joka mahdollistaa kahden toisistaan riippumattoman otoksen ver-
tailun keskenaan. Otoksiin valittiin aina naytteita niin, etta pelkastaan tutkittava faktori,
esimerkiksi lampatila tai eristysmenetelmad, vaihteli otosten valilla. Saman naytteenanta-

jan naytteita voitiin siis kasitella toistoina.
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4 Tulokset

Jokaisesta naytteestd saatiin onnistuneesti eristettya DNA:ta. Pitoisuusmittauksien mu-
kaan naytteiden pitoisuus sijoittui muutamia poikkeuksia lukuun ottamatta noin 100—600
ng/ul alueelle. Korkeimmat pitoisuudet saatiin suolasaostamalla kasineristetyista suo-
raan naytteenoton jalkeen pakastetuista ryhma 1:n néaytteistd. Matalimmat pitoisuudet
saatiin magneettibeadimenetelmalla eristetyista kokonaan sulaneista ja uudelleenpa-
kastetuista ryhma 3:n naytteista. Matkapakastimessa sdilytettyjen ryhma 2:n naytteiden

pitoisuudet osuivat naiden kahden valille.

4.1 Erot mittausmenetelmien valilla

Naytteiden pitoisuus mitattiin kahdella eri menetelmalla, absorbanssiin- seka fluoresens-
siin perustuvilla mittausmenetelmalla. Absorbanssiin perustuva mittausmenetelma tun-
nistaa naytteesta sen DNA:n kokonaispitoisuuden, kun taas fluoresenssipohjainen me-
netelma tunnistaa pelkastdan kaksijuosteisena sdilyneen DNA:n naytteesta. Naytteiden
pitoisuuksille suoritettiin parittainen t-testi, johon valittiin samalla eristysmenetelmalla

eristetyt ndytteet samoista sailytysolosuhteista.

Magneettibeadimenetelméalla eristettyjen naytteiden valille 10ydettiin tukea erosta pitoi-
suuksissa mittausmenetelmien valilla ryhmissa 1 (p = 0,033) seké 3 (p = 0,013). Ryhmén
2 naytteiden vailla magneettibeadimenetelmalla eristetyissa naytteissa tilastollinen mer-

kitsevyys jai osoittamatta (p = 0,051).

Suolasaostuksella eristetyille naytteille suoritettiin sama tilastollinen kasittely, johon va-
littiin kaikki ne naytteet, joiden sailytysolosuhde seka eristysmenetelma pysyi samana.
Ryhmassa 1 (p = 0,736) ja 2 (p = 0,557) tilastollista merkitsevyytta ei pystytty osoitta-
maan toisin kuin ryhmassa 2 (p = 0,00194).
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4.2  Erot séilytysolosuhteiden valilla

Eroja DNA-pitoisuudessa eri olosuhteissa sailytettyjen naytteiden valilla tutkittiin tilastol-
listen menetelmien avulla seka visuaalisesti sijoittamalla pitoisuudet pistekuvaajaan. Ab-
sorbanssimenetelmalld mitattaessa naytteiden pitoisuudet sijoittuivat muutamaa poik-
keusta lukuun ottamatta noin 100—-600 ng/ul alueelle. Korkeimmat pitoisuudet saatiin

ryhman 1:n naytteista, jotka toimivat opinnaytetydssa vertailuryhména (Kuva 17.)

Erot olosuhteiden valilla - Absorbanssimenetelméa
1200

1000

800

600

ng/ul

400

o °
200 o o e § o

O®Ryhma#1 @Ryhma #2 Ryhméa#3

Kuva 17. Naytteiden absorbanssimenetelmalla mitatut pitoisuudet graafisesti esitettynd. Sininen
= Ryhma 1, punainen = Ryhma 2, vihred = Ryhma 3.

Ryhmassa 1 naytteiden keskipitoisuudeksi absorbanssimenetelmalla saatiin 447 ng/ul.
Matkapakastimessa sailytettyjen naytteiden pitoisuus oli lievasti ryhmaa 1 matalampi.
Ryhma 2:n naytteiden keskiarvoksi absorbanssimittauksella saatiin 310 ng/ul. T&ma on
vain 69 % vertailuryhmén 1 keskipitoisuudesta. Kokonaan huoneenlampdon sulatettujen

ryhma 3:n naytteiden keskipitoisuus oli vain 209 ng/ul, yli puolet vertailuryhm&a 1 mata-
lampi (46 %).
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Erot olosuhteiden valilla - Fluoresenssimenetelméa
700
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Kuva 18. Naytteiden fluoresenssimenetelmalla mitatut pitoisuudet graafisesti esitettyna. Sininen
= Ryhma 1, punainen = Ryhma 2, vihred = Ryhma 3.

Fluoresenssimittauksella rynma 1:n naytteiden keskipitoisuudeksi saatiin 237 ng/ul, ryh-
man 2 naytteiden keskipitoisuudeksi 233 ng/ul ja ryhma 3:n néaytteiden keskipitoisuu-
deksi 209 ng/ul. Eri olosuhteilla oli siis huomattavasti vihemmaén vaikutusta kaksijuos-
teisen DNA:n pitoisuuteen eristetyissa naytteissa kuin niiden sisaltamaan DNA:n koko-
naispitoisuuteen. Tama nakyy myos visuaalisesti pistekaaviosta (Kuva 18.), jossa nayt-
teiden pitoisuudet vastaavat hyvin paljon toisiaan muutamaa poikkeusta lukuunotta-
matta. Kuitenkaan yksik&én naistd korkean pitoisuuden naytteista ei kuulunut ryhma

3:een.

Naytteiden pitoisuuksia analysoitiin tilastollisesti kayttamalla parittaista t-testia niille nayt-
teille, jotka olivat samalla eristysmenetelmalla eristettyjd sekd samalla mittausmenetel-

malla mitattuja.
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Magneettibeadimenetelmalla eristettyjen naytteiden absorbanssimenetelmalla mitattu-
jen pitoisuuksien ero ryhmissa 1 ja 2 oli lahella tilastollista merkitsevyytta (p = 0,086)
0,05:n merkitsevyystasolla. Samojen naytteiden fluoresenssimenetelmalla mitattujen pi-
toisuuksien erolle ryhmissa 1 ja 2 tilastollinen analyysi ei mydskaan kyennyt osoittamaan
tilastollista merkitsevyyttd, vaan p-arvo jai jalleen hieman 0,05:n merkitsevyystasoa kor-
keammaksi (p = 0,072).

Suolasaostusmenetelmalla eristettyjen naytteiden pitoisuuksien valille ei mydskaan 6y-
detty tukea tilastollisesti merkitsevasta erosta. Absorbanssimenetelmaélla mitattujen nayt-
teiden pitoisuuksien valinen ero ryhmissa 1 ja 2 jai jalleen yli tilastollisen merkitsevyyden
rajan (p = 0,983) 0,05 merkitsevyystasolla eika néin ollen eroa voida pitaa tilastollisesti
merkitsevana. Samoin fluoresenssimenetelmalla mitattujen naytteiden vélinen ero pitoi-
suudessa ryhmien 1 ja 2 vélilla ei ollut tilastollisesti merkitseva (p = 0,859) 0,05:n mer-

kitsevyystasolla.

Toisin kuin ryhmén 2 kanssa, ryhmien 3 ja 1 valinen ero naytteiden pitoisuudessa 0soit-
tautui kaikilla menetelmilla tilastollisesti merkitsevaksi. Magneettibeadimentelmalla eris-
tettyjen naytteiden absorbanssimenetelmalla mitattujen pitoisuuksien valinen ero osoit-
tautui tilastollisesti merkitsevaksi (p = 0,0326) 0,05:n merkitsevyystasolla. Samojen nayt-
teiden fluoresenssimenetelmalla mitattujen naytteiden ero ryhmien 1 ja 3 vailla osoittau-

tui tilastollisesti erittdin merkitsevaksi (p = 0,000117) 0,001:n merkitsevyystasolla.

Suolasaostusemenetelmalla eristettyjen naytteiden valinen ero ryhmissa 1 ja 3 sailytet-
tyjen absorbanssimenetelmalla mitattujen naytteiden pitoisuuksissa osoittautui myos ti-
lastollisesti merkitsevéksi (p = 0,017) 0,05:n merkitsevyystasolla. Samoin fluoresensime-
netelmalld mitattujen samojen naytteiden pitoisuuksien vélinen ero lampdtiloissa 1 ja 3

osoittautui tilastollisesti merkitsevasti (p = 0,049) 0,05:n merkitsevyystasolla.

4.3 Erot eristysmenetelmien valilla

Visuaalisesti esitettyna (Kuva 19.) absorbanssimenetelmalla mitattujen naytteiden pitoi-
suuksista on mahdollista nahda miten korkeimmat poikkeukset sijoittuvat useammin suo-
lasaostettujen naytteiden kategoriaan, ja magneettibeadimenetelmalla eristettyjen nayt-

teiden pitoisuus on huomattavasti tasaisempaa.
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Erot eristysmenetelmien vailla -
Absorbanssimittaus
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Kuva 19. Erot naytteiden absorbanssimenetelmalla mitatuissa pitoisuuksissa eristysmenetelmien
valilla graafisesti esitettyna pistekaaviona.

My@s fluoresenssimenetelméalla mitattujen pitoisuuksien erot eri eristysmenetelmien va-
lilld noudattavat samaa trendia kuin absorbanssimitattuna, jossa suolasaostusmenetel-
malla eristettyjen naytteiden pitoisuus on selvasti magneettibeadimenetelmaa korkeam-
pia (Kuva 20.).

Erot eristysmenetelmien valilla -
Fluoresenssimittaus

700
600
500 o
= 400
300 < o . 5

200 s e® ©® _o o®®

[ ] ® ®
100 ee *e®® 8°,%%¢%00°

ng/

® Magneettibeadimenetelmd @ Suolasaostusmenetelma

Kuva 20. Erot naytteiden pitoisuuksissa eristysmenetelmien valilla fluoresenssimenetelmalla mi-
tattuna.

Tuloksia tarkasteltiin suorittamalla useita parittaisia t-testeja eri naytekokoonpanolla. Ti-

lastollisesti tarkasteltuna eristysmenetelmien valille ei |8ydetty tukea tilastollisesti
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merkitsevasta erosta ryhmassa 2 (p = 0,117) toisin kuin ryhméasséa 3 (p = 000117) absor-
banssimenetelmalla mitattuna. Vertailuryhman 1 eroa pitoisuuksissa mittausmenetel-
mien valilla ei pystytty osoittamaan tilastollisesti merkitsevaksi (p = 0,714) 0,05:n merkit-

sevyystasolla.

Fluoresenssimitattujen naytteiden pitoisuuksien valinen ero eristysmenetelmien valilla
osoittautui tilastollisesti merkitsevaksi jokaisessa sailytyslampdtilassa, jopa vertailuryh-
massa 1 toisin kuin absorbanssimitattuna. Erot pitoisuudessa eristysmenetelmien valilla
ryhméassa 1 (p = 0,034), ryhmésséa 2 (p = 0,035) seka ryhmassa 3 (p = 0,035) osoittau-

tuivat kaikki tilastollisesti merkitseviksi.

5 Loppupdatelmd jajohtopaatdokset

Tulosten perusteella sailytysolosuhteilla oli merkittdva vaikutus verinaytteista eristetta-
vien naytteiden kokonaispitoisuuteen ja laatuun. Oikeaoppisesti menetelmaohjetta mu-
kaillen suoraan naytteenoton jalkeen —20 °C:ssa sailytettyjennaytteiden pitoisuus oli kes-
kimaarin korkeampi kuin kummankaan vertailuryhmén. Toiseksi parhaiten sailyivat mat-
kapakastimessa sdilytetyt naytteet. Selvasti heikoimmin sailyivat kokonaan sulaneet, uu-
delleenpakastetut verinaytteet. Silti jokaisesta naytteestda saatiin eristettya tarpeeksi

DNA:ta yleisimpien jatkoanalyysien tarpeisiin.

Tilastollisesti merkitseva ero pystyttiin osoittamaan pelkastaan ryhmissa 1 ja 3 sailytet-
tyjen naytteiden véille. Tukea tilastollisesti merkitsevasta erosta ndytteiden pitoisuuksien
vdlille ei [dydetty ryhmien 1 ja 2 valille missdan kategoriassa. Matkapakastimessa saily-
tettyjen ryhma 2:n naytteiden pitoisuus oli myds keskimaarin vertailuryhmaa matalam-
paa, mutta tilastollinen analyysi ei lIoytanyt tukea tilastollisesti merkitsevasta erosta yh-

dessakaan kategoriassa.

Eristysmenetelmien valilla merkittavimmat erot 16ytyivat korkeimmissa pitoisuuksissa,
erityisesti kaksijuosteista DNA:ta mittaavalla fluoresenssimenetelmalld mitattuna. Kasin
suolasaostamalla eristettyjen naytteiden keskipitoisuus oli fluoresenssimitattuna huo-
mattavasti magneettibeadimenetelmalla eristettyja naytteitéa korkeampi. Magneettibeadi-

menetelmalld eristettyjen naytteiden pitoisuudet olivat myts huomattavasti tasaisempia.
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Koska kaikki korkeimmat pitoisuudet osuivat suolasaostusmenetelman kategoriaan, on
todennakdista, ettd magneettibeadimenetelmalla eristettdessa esimerkiksi mekaaninen
rasitus hajottaa eristettyd kaksijuosteista DNA:ta, johtaen matalampaan pitoisuuteen

fluoresenssimitattuna verrattuna k&sin suolasaostamalla eristettaviin naytteisiin.

Johtuen siita, ettéd absorbanssi- seka fluroesenssimenetelmét mittaavat eri asiaa nayt-
teestd, niiden vertailu sellaisenaan ei ole kannattavaa. Absorbanssimenetelmé mittaa
naytteesta DNA:n kokonaispitoisuuden, fluoresenssimenetelma taas kaksijuosteisen
DNA:n pitoisuuden. Myds esimerkiksi nukleotidien lasnéaolo heikentaa absorbanssime-

netelmén tarkkuutta.

Tulosten tilastollista analyysia vaikeutti suppea naytemaara seka biologisten naytteiden
suuri sisainen vaihtelu. Toisin kuin esimerkiksi kemiallisten naytteiden, biologisten nayt-
teiden kanssa tytskentely on huomattavasti ennalta-arvaamattomampaa. Kahden muu-
ten identtisen, samasta naytteenantajasta keratyn naytteen vélinen ero eristyneessa
DNA-pitoisuudessa saattaa olla yli kymmenenkertainen, laskien tilastollisen analyysin

selitysvoimaa huomattavasti.

Jatkotutkimuksiin suositellaan huomattavasti suurempaa ndytemaaraa ja samaa nayte-

maaraa kaikkiin vertailuryhmiin tulosten tilastollisen analyysin helpottamiseksi.

Tulosten perusteella verindytteiden sailytysta suositellaan edelleen menetelmaohjeen
mukaisesti —20 °C:een heti naytteenoton jalkeen. Tulosten perusteella kuitenkin seka
matkapakastimessa sailytetyista ettd taysin sulaneista naytteistd on mahdollista saada

onnistuneesti eristettya riittdvasti DNA:ta yleisimpiin jatkoanalyyseihin.

Tyo6ssa tutkittiin pelkastaan yhden kerran sulamisen vaikutusta verinaytteisiin. On toden-
nakoista, ettd suurempi maara DNA:ta hajoaa pidemmalla sulamisajalla tai useammalla
kuin yhdella sulatussykililla. Pitk& sulamisaika tai useampi sulamissykli saattaa laskea

erityisesti ehjan kaksijuosteisen DNA:n pitoisuutta eristetyssa naytteessa.
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