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Tassa opinnaytetydssa tehtiin tarvittavat toimenpiteet, jotta Metropolia Ammattikorkeakou-
lussa voitiin ottaa kayttéon uusi Applied Biosystems™ QuantStudio™ 3 Real-Time PCR Sys-
tem -laite Thermo Fisher Scientificilta, ja perustettiin laitteelle testi laktoosi-intoleranssiin liitty-
van geenimuutoksen toteamiseen DNA-naytteesta seka laadittiin testille tydohje. Tavoitteena
oli kehittda bioanalytiikan tutkinto-ohjelman molekyyligenetiikan opintojaksoa, jonka teoria-
osuuteen reaaliaikainen PCR-menetelma kuuluu. Nain bioanalytiikan opiskelijat saisivat kay-
tannon kokemusta menetelman kaytésta, ja mahdollisuuden selvittaa/testata, onko itsella lak-
toosi-intoleranssiin liittyva geenimuutos.

Taman opinnaytetyon teoriaosuudessa perehdyttiin laktoosi-intoleranssiin ominaisuutena, re-
aaliaikaiseen polymeraasiketjureaktioon menetelmana ja mita tdman menetelman kayttami-
nen edellyttaa seka genotyypitykseen reaaliaikaisen PCR-menetelman sovelluksena. Teo-
riataustassa selvitettiin myos kayttdohjeen kaytettdvyyden suunnitteluperiaatteita. Tausta
pohjautuu vahvasti tieteelliseen kirjallisuuteen, mutta myés esimerkiksi QuantStudio™ 3-lait-
teen valmistajan jarjestamassa opastuksessa kerrottuihin tietoihin.

Tuotoksena laadittiin laktoosi-intoleranssitestille tydohje. Tyéohje sisaltada lyhyen taustoituk-
sen laktoosi-intoleranssin genotyypitykseen, tydn suorittamiseen tarvittavat valineet ja rea-
genssit listamuodossa, tyon eri vaiheet erillisiin osioihin jaettuna seka havainnollistavia esi-
merkkikuvia. Tydohjeen laatimisessa kaytettiin teoriaosuudessa kasiteltyja suunnitteluperiaat-
teita seka kaytannon kokemuksia. Tyoohjeen toimivuutta paastiin arvioimaan kaytannossa,
kun bioanalytiikan opiskelijat testasivat sitd molekyyligenetiikan opintojaksolla ja antoivat pa-
lautetta.

TyOohjeessa sovelletaan teoriataustassa esitettyja suunnitteluperiaatteita. Testauksessa saa-
tujen, bioanalyytikko-opiskelijoiden antamien, palautteiden perusteella tehtiin pienia paran-
nuksia tyoohjeeseen. Esimerkiksi sivunumerointi ja eri tydvaihekokonaisuusnumerointi tehtiin
palautteen perusteella.
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The purpose of this final project was to start using the Applied Biosystems™ QuantStudio™ 3
Real-Time PCR System instrument from Thermo Fisher Scientific in Metropolia University of
Applied Sciences, set up a genetic lactose intolerance test for the instrument and write in-
structions for how to perform the test. The test tells if you have a genetic predisposition to lac-
tose intolerance. The aim was to include real-time PCR as a molecular genetics method in
the laboratory teaching of Biomedical Laboratory Science students of Metropolia UAS. At the
same time, the students will be given the opportunity to find out if they have the genetic pre-
disposition to lactose intolerance.

We got acquainted with the scientific literature regarding lactose intolerance, real-time PCR
method and what is required for using it in genotyping, and how to write instructions. The
background of this final project is mainly based on this literature, but we also used the materi-
als from an orientation lecture held by the Thermo Fisher Scientific specialists regarding the
instrument and using real-time PCR method in genotyping.

As the output of this final project, we wrote the instructions for how to perform the lactose in-
tolerance test we set up during the project. The instructions contain a brief explanation of the
theory behind the test, a list of needed materials, the steps of the procedure and some ex-
planatory pictures. We wrote the instructions based on the theoretical principles given in the
literature source. The contents were chosen based on our experiences during the testing of
the lactose intolerance test. We got the chance to try out the instructions in a real-life setting,
as Biomedical Laboratory Science students performed the test in the teaching laboratory. The
students gave their valuable opinions to us, and we did some minor improvements to the in-
structions based on those opinions.

Keywords DNA, genotyping, lactose intolerance, real-time PCR, SNP
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Kasitteet

Absorbanssi

Alleeli

Emis (DNA/RNA)

Epiteelisolu
Fenotyyppi
Fluoresenssi
Fluorofori
Geeni
Genotyypitys
Genotyyppi
Heterotsygootti
Homotsygootti
Hybridisaatio
Introni
lonivahvuus

Kitti

Laktaasientsyymi

Laktoosi

Naytteen kyky imea sdhkdmagneettisen sateilyn
aallonpituuksia.

Geenin vaihtoehtoinen muoto kromosomin samassa lokuk-
sessa.

DNA- tai RNA-molekyylin typpipitoinen rakenneosa.
Esimerkiksi adeniini, guaniini, sytosiini, tymiini, urasiili.

Pintasolu, esimerkiksi limakalvon pinnalla.

IImiasu, miten jokin ominaisuus ilmenee.

Molekyylien virittymisen purkautumisessa vapautuva valo.
Fluoresoiva merkkiaine.

Toiminnallinen DNA:n koodaava osa.

Genotyypin selvittdminen.

Geenin vaihtoehtoisten muotojen eli alleelien yhdistelma.
Henkilo, jolla on tutkittavan geenin kaksi eri alleelia.
Henkilo, jolla on tutkittavan geenin kaksi samaa alleelia.
Komplementaaristen DNA-juosteiden yhteen kiinnittyminen.
Geenin ei-koodaava alue.

Liuoksen ionien kokonaispitoisuus.

Kaupallinen reagenssipakkaus, joka sisaltda jonkin tydn
tekemiseen tarvittavat valineet.

Laktoosia galaktoosiksi ja glukoosiksi pilkkova entsyymi.

Maitosokeri.

Laktoosi-intoleranssi Suolisto-oireita aiheuttava tila, joka johtuu laktoosin

LCT

Lokus

MCM6
Mutaatio

NTC

nauttimisesta.
Laktaasientsyymia koodaava geeni.

Geenin sijainti kromosomissa.

LCT:n vieressa sijaitseva geeni.
Muutos DNA:ssa.

No template control, vesikontrolli.



PCR

Reaaliaikainen PCR

rs-koodi

Sekvenssi

SNP

Spektrofotometri

TagMan™

Tehostaja-alue

Transkriptiotekija

Polymeraasiketjureaktio, lampdatilanvaihteluihin perustuva
DNA:n monistusmenetelma.

Menetelma, jonka avulla voidaan seurata DNA:n
monistumista reaaliajassa, perustuu fluoresenssiin.

SNP:n identifioiva koodi.

DNA-juosteen emasjarjestys.

Single nucleotide polymorphism, yhden emaksen
monimuotoisuus.

Instrumentti, joka mittaa naytteen absorbanssin.

Kaupallinen koetintyyppi, jonka hajoaminen reaaliaikaisen
PCR-reaktion aikana aiheuttaa fluoresenssisignaalin.

Geenin toimintaa saateleva sekvenssi, joka voi sijaita
kaukana geenista.

Geenin ilmentymista saateleva proteiini.

Vallitseva periytyvyys Yksi alleeli riittaa ilmiasun aiheuttamiseen.

Verifikaatio

Varmentaminen. Testille maariteltyjen laatuvaatimusten
tayttymisen osoittaminen.



1 Johdanto

Laktoosi-intoleranssi on yleinen perinndllinen ominaisuus vaestdssa, ja sen totea-
miseksi voidaan tehda geenitesti. Tassa opinnaytetydssa perustettiin reaaliaikaiseen
polymeraasiketjureaktioon (PCR) perustuva testi, jonka avulla voidaan todeta, onko
henkildlla perinndllinen alttius laktoosi-intoleranssiin. Koska laktoosi-intoleranssi ei ole
sairaus vaan ominaisuus, alttius siihen voidaan tutkia opetuksen yhteydessa. Kaikki
testattavat henkil6t voivat testin perusteella saada tietda genotyyppinsa laktoosi-intole-
ranssialttiuden suhteen. Tama opinnaytetyd rajattiin koskemaan suomalaisessa vaes-
tossa yleisimmin esiintyvaa laktoosi-intoleranssialttiuteen yhdistettya alleelia eli geenin
vaihtoehtoista muotoa, jota Suomessa tutkitaan kliinisissa laboratorioissa tutkimuksena
4614 B-Lakt-D tai 6333 Mu-Lakt-D (Eerola 2021, Kuntaliitto 2021).

Taman opinnaytetydn tarkoituksena oli perustaa Metropolia Ammattikorkeakoulun bio-
analytiikan tutkinto-ohjelman molekyyligenetiikan opintojaksolle reaaliaikaiseen PCR-
menetelmaan perustuva testi laktoosi-intoleranssin toteamiseksi seka laatia sille ty6-
ohje. Laboraatio-opetuksessa ei ole ollut kaytdssa reaaliaikaista PCR-menetelmaa tai
laktoosi-intoleranssitestia, joten niiden perustaminen tuli tarpeeseen. Testin kayttoonot-
toa varten tilattiin QuantStudio™ 3-laite, joka asennettiin ja otettiin kayttddn. Samalla
opinnaytetyon tekijat oppivat, miten uusia laitteita ja menetelmia otetaan kayttoon ja sy-
vensivat ndin ammatillista osaamistaan. Opinnaytetyon tilaajana toimi Metropolia Am-

mattikorkeakoulu.

2 Opinnaytetyon tarkoitus ja tavoitteet

Metropolia Ammattikorkeakoulun bioanalytiikan molekyyligenetiikan opintojakson labo-
raatio-opetukseen tilattiin syksylla 2020 Applied Biosystems™ QuantStudio™ 3 Real-
Time PCR System -laite Thermo Fisher Scientificilta. Taman opinnaytetydn tarkoituk-
sena oli ottaa laite kayttdon ja perustaa sille testi laktoosi-intoleranssiin liittyvan geeni-
muutoksen toteamiseen DNA-naytteesta reaaliaikaisen PCR-menetelman avulla seka

laatia testille tydohje.

Opinnaytetydn tavoitteena on, etta tuotoksena kayttdon otettu QuantStudio™ 3-laite,

testi ja sen tydohje tulevat kayttéon molekyyligenetiikan opintojaksolle. Reaaliaikaista



PCR:aa ei ollut aikaisemmin kaytdssa Metropolia Ammattikorkeakoulun bioanalytiikan
tutkinto-ohjelmassa, ja sille oli kysyntaa. Reaaliaikaisen PCR-laitteen kaytdn opettelu ja

tulosten tulkinta syventavat teoriaopetuksessa saatuja tietoja.

3 Laktoosi-intoleranssi

Laktoosi-intoleranssilla tarkoitetaan tilaa, jossa laktoosin eli maitosokerin nauttimisen
jalkeen ilmenee suolisto-oireita. Naita oireita ovat tyypillisesti vatsakivut, vatsan kurina,
ilmavaivat ja ripuli. Laktoosi-intoleranssissa laktoosi ei pilkkoudu ohutsuolessa lak-
taasientsyymin vaikutuksesta, vaan laktoosi kulkeutuu paksusuoleen sellaisenaan. Tal-
16in paksusuolen bakteerit hyédyntavat laktoosin ravintonaan ja tuottavat kaasuja. Lak-
toosi-intoleranssin aiheuttamat oireet riippuvat yksilollisista tekijoista ja siita, kuinka pal-
jon laktoosia sisaltavia tuotteita laktoosi-intolerantikko kayttaa. (Schwab & Tunturi
2020.)

Laktoosi-intoleranssi johtuu laktoosin imeytymishairiosta. Laktoosin imeytymishairio
taas voi johtua siitd, etteivat ohutsuolen nukkapinnan epiteelisolut tuota laktaasientsyy-
miad. Hairidlle voi kuitenkin olla myds muita syita, joten kaikki laktoosin imeytymishairiot
eivat valttamatta ole laktaasientsyymin puutostiloja. On kuitenkin tarkeda huomata, etta
aikuisella laktaasientsyymin toiminnan puutos on niin sanotusti normaalitila, vaikka lak-
toosin imeytymisen puutosta nimitetaankin hairidksi. (Misselwitz & Butter & Verbeke &
Fox 2019.)

Laktoosi pilkkoutuu ohutsuolessa galaktoosiksi ja glukoosiksi laktaasientsyymin kataly-
soimana. Laktaasientsyymin tuotanto kuitenkin lakkaa suurimmalla osalla maapallon
vaestosta vahitellen varhaislapsuudessa, kun lapsi vieroitetaan aidinmaidosta. Osalla
vaestosta laktaasientsyymin tuotanto kuitenkin jatkuu vauvaian jalkeenkin. Eurooppa-
laisessa vaestdssa tama johtuu useimmiten vallitsevasti periytyvastd mutaatiosta, joka
ei sijaitse laktaasientsyymia koodittavassa geenissa, vaan 13 910 emasparia ylavirtaan
siitd, MCM®6-geenin intronissa 13. Tassa mutaatiossa sytosiiniemas on muuttunut tymii-
niksi, ja mutaatio voidaan merkita: LCT-13 910:C—T. LCT on laktaasientsyymia koo-
daavan geenin virallinen lyhenne, -13 910 kuvaa mutaation sijaintia LCT-geeniin nah-
den ja C—T kuvaa emastason pistemutaatiota. (Enattah ym. 2002.) Lewinsky ja kolle-
gat (2005) osoittivat tutkimuksessaan, ettéa LCT-13 910-alue toimii laktaasigeenin te-
hostaja-alueena, johon ohutsuolessa tuotetut transkriptiotekijat voivat kiinnittya ja nain

edistaa laktaasigeenin ilmentymista.



LCT-13 910:C—T-mutaation lisdksi myds muita laktaasientsyymin aktiivisuutta yllapita-
via mutaatioita on I6ydetty. Esimerkiksi MCM6-geenin intronissa 9 sijaitsee mutaatio
LCT-22 018:G—A (Enattah ym. 2002). Saudi-Arabiassa taas yleinen mutaatio on LCT-
13 915:T—-G (Imtiaz ym. 2007).

Laktoosi-intoleranssin diagnosointiin voi yksinkertaisimmillaan riittda hoitokokeilu, jossa
laktoosi jatetdan pois ruokavaliosta ja seurataan, helpottavatko oireet. Laktoosi-intole-
ranssin diagnostisessa tutkimisessa on aikaisemmin kaytetty laktoosikoetta Pt-Lakt-R1.
Siina 10 tunnin paaston jalkeen nautitaan 50 grammaa laktoosia sisaltava liuos. Plas-
man glukoosipitoisuutta mitataan laskimoveresta ennen liuoksen nauttimista, 20 ja 40
minuuttia liuoksen nauttimisen jalkeen. Jos glukoositaso nousee vahintaan 1,7 mmol/l
paastopitoisuuteen nahden, on tulos normaali eli henkildlla ei kokeen perusteella to-
deta laktoosi-intoleranssia. (Eskelinen 2016.) Nykyisin laktoosikokeen kaytésta on luo-
vuttu Suomessa, ja mikali diagnostinen testi koetaan tarpeelliseksi, voidaan tehda gee-
nitesti 4614 B-Lakt-D (Schwab & Tunturi 2020, Kuntaliitto 2021).

4 DNA:n tutkiminen polymeraasiketjureaktiolla

4.1 DNA:n eristys silikapylvasmenetelmalla

Perimaaineksen eli DNA:n tutkimista varten DNA on ensin eristettava naytteesta.
DNA:ta voidaan eristda kaikesta biologisesta materiaalista kuten kudoksesta, viruspar-
tikkeleista ja soluista. Eristamisen suorittaminen oikein on vaatimus sille, etta tutkimuk-
siin saadaan riittdva maara puhdasta DNA:ta ja tuloksista luotettavat. DNA:n eristamis-
menetelman valinnassa tulee ottaa huomioon, minkalaisesta naytteesta eristys teh-
daan, missd muodossa DNA on seka paljonko DNA:ta halutaan saada eristettya. Aiem-
min DNA:n eristysta tehtiin ainoastaan kasin mutta nykyisin DNA:n eristdminen voidaan

suorittaa automatisoidulla laitteella. (Tan & Yiap 2009.)

Silikapylvasmenetelmallad voidaan eristdd DNA:ta esimerkiksi kokoveresta tai sen
muista osista sekd kudoksesta (Qiagen Sample and Assay Technologies 2016). DNA:n
eristdminen silikapylvaan avulla on nopeaa, tehokasta ja nykyisin markkinoilta 16ytyy
valmiita reagenssipakkauksia eli kitteja menetelman suorittamiseen. Menetelma perus-
tuu negatiivisesti varautuneen DNA:n kykyyn sitoutua positiivisesti varautuneisiin silika-

partikkeleihin korkeassa ionivahvuudessa. Ensin eristettavd DNA sidotaan silikapylvaa-



seen korkeassa ionivahvuudessa ja epapuhtaudet naytteesta voidaan pesta pois. Ta-
man jalkeen silikapylvaaseen sidottu DNA irrotetaan matalassa ionivahvuudessa sili-
kapylvaasta. Menetelmassa voidaan kayttaa apuna sentrifugointia ja irrottamiseen eli

eluointiin kaytetdan esimerkiksi tislattua vetta. (Tan & Yiap 2009.)

DNA:n eristamisen jalkeen tulee vield mitata eristetyn DNA:n puhtaus ja pitoisuus. Pi-
toisuuden ja puhtauden mittaamiseen voidaan kayttda avuksi useampaa eri menetel-
maa, joista yksinkertaisin ja nopein tapa on mitata spektrofotometrilla eri aallonpituuk-
silla tapahtuvaa valon absorboitumista eli imeytymista naytteeseen. Nukleiinihapot, joi-
hin myés DNA kuuluu, absorboivat tehokkaimmin valoa aallonpituudella 260 nm ja pro-
teiinit aallonpituudella 280 nm. Naytteen DNA-pitoisuus saadaan siis selville aallonpi-
tuudella 260 nm tapahtuvan absorbanssin avulla. Mitd enemman naytteessa on
DNA:ta, sitd enemman valoa absorboituu naytteeseen. (He & Stein & DeRose & Cole
2018.) Uusimmille spektrofotometreille naytemaaraksi riittdd muutama mikrolitra eli mit-

taus voidaan suorittaa hyvin pienesta maarasta naytetta. (He ym. 2018.)

Naytteen DNA:n puhtaudesta kertoo absorbanssisuhdeluku aallonpituuksilla 260 nm ja
280 nm. Suhdeluvun tulisi optimaalisesti olla 1,8; mutta valia 1,7—1,9 voidaan kayttaa;
jolloin DNA:n katsotaan olevan riittdvan puhdasta. Suhdeluku kertoo DNA-konsentraa-
tion suhteen proteiineihin. Jos suhdeluku on alle 1,7; on naytteessa paljon proteiineja
suhteessa DNA:han. Jos taas suhdeluku on yli 1,9; naytteessa on paljon RNA-jaamia.
Seka alle 1,7 etta yli 1,9 menevat suhdeluvut voivat viitata siihen, etta eristetty DNA ei
valttamatta ole riittdvan puhdasta jatkotutkimuksiin. (Qiagen Sample and Assay Tech-

nologies 2016.)

4.2 Polymeraasiketjureaktio (PCR, Polymerase chain reaction)

Polymeraasiketjureaktio eli PCR on merkittava molekyylibiologian menetelma, jota kay-
tetdan halutun DNA-sekvenssin monistamiseen. Menetelmaa kaytetadan nykyisin hyvin
paljon, koska se on nopea ja herkka. Taman lisdksi menetelmassa tapahtuva reaktio
on yksinkertainen, halpa ja helppo ottaa kayttoon. Menetelma on kuitenkin herkka kon-
taminaatiolle ja vaatii yleensa optimoinnin. Optimointi voi olla haastavaa ja vieda aikaa
mutta se on valttdmatonta, jotta menetelmasta saadaan toimiva. Optimoinnissa testa-
taan kaikkien PCR-menetelmassa kaytettavien komponenttien pitoisuudet optimaali-

siksi. Taman lisdksi menetelmassa kaytettavat alukkeet tulee suunnitella sellaisiksi,



etta ne kiinnittyvat vain tiettyyn DNA:n kohtaan, josta aloitetaan halutun DNA-sekvens-
sin monistaminen. Alukkeiden suunnittelussa on monia kriteereja, kuten se, etta ne ei-
vat saa kiinnittya toisiinsa. Menetelman eri vaiheiden kestot ja olosuhteet testataan op-
timoinnilla sellaisiksi, ettd menetelma toimii parhaalla mahdollisella tavalla. PCR:aa voi-
daan kayttaa hyvaksi esimerkiksi DNA:n sekvensoinnissa eli emasjarjestyksen selvitta-
misessa ja mutaatioiden havaitsemisessa. (Green & Sambrook 2019.) PCR:4a kayte-

taan erityisesti biotieteessa, oikeustieteessa ja diagnostiikassa (Zhu ym. 2020).

Menetelma perustuu 1ampo6a kestavan DNA-polymeraasientsyymin kykyyn syntetisoida
uusi DNA-juoste mallijuosteesta syklisessa reaktiossa. PCR:lla saadaan monistettua
pienesta maarasta DNA:ta haluttu DNA-sekvenssi hyvin lyhyessa ajassa, sillda DNA:n
maara kaksinkertaistuu joka kierroksella. Menetelmassa tarvittavat perusasiat ovat
mallina kaytettdva DNA, alukkeet, rakennusaineena kaytettavat emakset ja entsyymina
toimiva DNA-polymeraasi. Nama kaikki sekoitetaan yhteen reaktioseokseen. PCR:n ai-
kana tapahtuu useamman kerran sama sykli, jonka aikana reaktioseoksen lampoétilaa
vaihdellaan. Sykli alkaa DNA:n denaturoimisella eli kaksoisjuosteen avautumisella kor-
keassa lampdtilassa. Taman jalkeen lampdtilaa lasketaan ja alukkeet kiinnittyvat malli-
DNA:ssa niiden oikeille paikoille. Seuraavaksi lampdtilaa nostetaan hieman, jolloin
DNA-polymeraasientsyymi alkaa liittaa emaksia syntyvaan DNA-juosteeseen eli tapah-
tuu pidennysvaihe. Tata syklia, joka siis koostuu kolmesta eri vaiheesta, toistetaan
yleensa 25-35 kertaa. (Garibyan & Avashia 2013; Green & Sambrook 2019.) Kuviossa

1 esitetdan kaavakuvio polymeraasiketjureaktion toiminnasta.
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Kuvio 1. Polymeraasiketjureaktio kaavakuviona (mukaillen Enzoklop, 2020. CC BY-SA 4.0
<https://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0>, Wikimedia Commons).



Menetelman kontaminaatioherkkyyden takia tulee kiinnittdd huomiota siihen minkalai-
sissa tiloissa ja minkalaisilla valineilla tyd suoritetaan. Tyétilan tulisi olla mahdollisim-
man rauhallisessa paikassa, jossa ei tapahdu ylimaaraista ohikulkua. lhannetilanteessa
olisi erilliset tilat reaktioseoksen pipetoinnille ja DNA:n lisddmiselle. Liséksi tyot olisi pa-
rasta suorittaa laminaarikaapissa, jossa on myds UV-valo poistamaan kontaminaa-
tiolahteet. Tyon suorittajan tulee suojautua suojahanskoilla, jotka vaihdetaan usein ja
aina kontaminaation tapahduttua. Muita kaytettavia tyo- ja suojavarusteita ovat kasvo-
maski, hiussuoja, laboratoriotakki ja tydkengat. Kaikkien kaytettavien muovi- ja lasita-
varoiden tulee olla DNA ja DNAasi (DNA:ta pilkkova entsyymi) vapaita. Kaytettavien pi-

petinkarkien tulee olla steriileja ja suodattimellisia. (Green & Sambrook 2019.)

PCR:n varsinaisena kehittajana 1980-luvulla pidetdan Kary Mullisia (Garibyan &
Avashia 2013; Zhu ym. 2020). Han sai vuonna 1993 kemian Nobelin palkinnon yh-
dessa Michael Smithin kanssa PCR:n kehittdmisesta (The Nobel Prize in Chemistry).
PCR:ssa monistettu DNA pitaa viela todentaa erillisella menetelmalla, jotta voidaan olla
varmoja siita, ettd monistus on onnistunut. PCR:n tulos on laadullinen eli kvalitatiivinen.
(Garibyan & Avashia 2013.) PCR:sta on jatkokehitelty uudempia sovellutuksia kuten re-
aaliaikainen PCR (Zhu ym. 2020).

4.3 Reaaliaikainen PCR

Vuonna 1993 Higuchi & Fockler & Dollinger & Watson esittelivat reaaliaikaisen PCR-
menetelman (Zhu ym. 2020). Reaaliaikaisen PCR:n etu on siing, ettd DNA:n monistu-
mista voidaan seurata reaaliajassa mittaamalla fluoresenssia, joten DNA:n monistu-
mista ei tarvitse todentaa enaa erilliselld menetelmalld. Fluoresenssin mittaamiseen
voidaan kayttaa joko kaksijuosteiseen DNA:han sitoutuvia fluoresoivia merkkiaineita tai
DNA-koettimia, joihin on kiinnitetty fluoresoiva merkkiaine. Kaksijuosteiseen DNA:han
sitoutuvat merkkiaineet ovat epaspesifisia, koska ne sitoutuvat kaikkeen kaksijuostei-
seen DNA:han. DNA-koettimet sitoutuvat vain tiettyyn DNA-sekvenssiin eli ne ovat spe-
sifisia koettimia. Reaaliaikaisella PCR:lla voidaan tutkia maarallisesti, paljonko monis-
tettua DNA:ta on syntynyt eli tulos voi olla kvalitatiivisen tuloksen lisaksi myos maaralli-
nen eli kvantitatiivinen. Reaaliaikaisen PCR:n synonyymina kaytetaankin joskus
gPCR:aa (englanniksi quantitative PCR). (Garibyan & Avashia 2013; Green & Sam-
brook 2019.)



TagMan™-koettimet ovat esimerkki spesifisista DNA-koettimista. Nama ovat lyhyita
DNA-molekyyleja, joiden molemmissa paissa on kiinnitettyna tietyt molekyylit (kuvio 2).
Toisessa paassa on niin kutsuttu hilijentaja ja toisessa paassa fluorofori. Niin kauan,
kuin TagMan™-koettimessa on Kiinnittyneena hiljentaja, fluorofori ei pdase aiheutta-
maan mitattavaa fluoresenssia. Koetin kiinnittyy tiettyyn spesifiin emasjarjestykseen,
joka I6ytyy kopioitavasta DNA-sekvenssista. Kun DNA-polymeraasi rakentaa uutta
juostetta ja kohtaa koettimen, se pilkkoo koettimen. TallGin hiljentaja joutuu erilleen
fluoroforista ja fluorofori paddsee aiheuttamaan mitattavan fluoresenssin. Mitd enemman
DNA-sekvenssia kopioidaan, sitd enemman naytteestad on mitattavissa fluoresenssia.
Fluoresenssia mitataan reaktion aikana seka lopussa. Nain saadaan reaaliajassa tietoa
halutun DNA-sekvenssin monistumisesta. Useampaa eri fluoroforein leimattua spesi-
fistd DNA-koetinta voidaan kayttdad samassa reaktiossa yhta aikaa. (Heid & Stevens &
Livak & Williams 1996; Henry & Leysen 2021.)
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Kuvio 2. Kaavakuvio TagMan™-koettimesta.



4.4 Genotyypitys

Genotyypitys tarkoittaa sita, etta selvitetddn henkilon genotyyppi jonkin geenin suh-
teen. Genotyyppi kattaa seka aidilta etta isalta perityn alleelin eli geenin vaihtoehtoisen
muodon kromosomin samassa lokuksessa. Nama alleelit voivat olla identtiset, jolloin
henkild on genotyypiltddn homotsygootti, tai erilaiset, jolloin henkilé on genotyypiltdan
heterotsygootti. Mikali eri alleelit eroavat toisistaan vain yhden emaksen suhteen, ky-
seessa on SNP (single nucleotide polymorphism). Valtaosa ihmisten periman valisista
eroista on SNP:itd (The 1000 Genomes Project Consortium 2015: 69). Esimerkiksi
henkilo voi laktoosi-intoleranssiin liittyvan SNP:n suhteen olla homotsygootti (CC tai
TT) tai heterotsygootti (CT) (Enattah ym. 2002).

Genotyypityksen voi tehda monella erilaisella menetelmalla. Perinteisesti on kaytetty
sekvensointia eli emasjarjestyksen maarittamista, restriktiofragmenttien pituuden poly-
morfismia (RFLP) hydédyntavaa menetelmaa tai satunnaisesti monistetun polymorfisen
DNA:n (RAPD) menetelmaa. Myos erilaisia DNA-sirumenetelmia, jotka perustuvat hyb-
ridisaatioon eli komplementaaristen emasjarjestysten pariutumiseen, voidaan kayttaa.
On myds kehitetty monenlaisia korkean suorituskyvyn genotyypitysmenetelmia. Nama
menetelmat soveltuvat etenkin usean SNP:n maarittdmiseen kerralla. (Kucukkal &
Yang & Chapman & Cao & Alexov 2014: 9682-9624.)

Yksittaisen SNP:n genotyypitys QuantStudio™ 3-laitteella hyédyntda TagMan™-koe-
tinteknologiaa. Menetelma on reaaliaikainen PCR ja genotyypitys tapahtuu yhdessa
putkessa kahta eri fluoroforein merkittyd koetinta hyédyntden. Ensimmainen koettimista
tunnistaa ensimmaisen alleelin ja toinen koetin toisen. Mikali naytteessa on vain toista
alleelia eli kyseessa on homotsygootti, vain toinen koetin kiinnittyy DNA:han. Tallin re-
aktion edetessa vain toisen koettimen fluorofori vapautuu hiljentajastaan ja saadaan
fluoresenssisignaali ainoastaan tasta fluoroforista. Koettimien tiedoista saadaan sel-
ville, kumpi alleeli on kyseessa. Jos taas kyseessa on heterotsygootin henkilén nayte,
molemmat koettimet kiinnittyvat DNA:han ja molemmat fluoroforit irtoavat reaktion ede-
tessa hiljentajastaan, jolloin saadaan fluoresenssisignaalit molemmista fluoroforeista.
(Henry & Leysen 2021.)

Genotyypityksessa QuantStudio™ 3-laitteen Design and Analysis -ohjelma tekee tulok-

sille kolme toimintoa. Ensin se normalisoi alleelispesifisista fluoroforeista tulevat fluore-



senssit putkissa olevan passiivisen referenssivarin (ROX™) perusteella. Taman jal-
keen normalisoidut reportterien fluoresenssisignaalit asetetaan Allelic Discrimination -
kuvaajaan, jossa toisen alleelin fluoresenssi on X-akselilla ja toisen Y-akselilla. Lopuksi
algoritmit ryhmittavat tulokset ja asettavat naytteille genotyypit sen mukaisesti, mihin

kohtaan kuvaajaa niiden tulokset osuvat. (Thermo Fisher Scientific Inc. 2018: 60-65.)

5 Kayttoohje

Martikainen (2019: 10—16) on laatinut kayttdéohjeiden kaytettavyydesta Pro Gradu -tut-
kielman, jossa han kay lapi erilaisia suunnitteluperiaatteita. Suunnitteluperiaatteet ovat:
tehtavakeskeisyys, oikea kirjoitustyyli, yksinkertaisuus, tiedon saatavuus, virheiden es-

taminen ja kasittely, yhtenaisyys, tosielamavastaavuus seka joustavuus.

Tehtavakeskeisyydella tarkoitetaan, ettd ohjeessa kuvataan nimenomaan tehtavien
suorittaminen ja kaytetdan kuvaavia otsikoita, joista syntyy ohjeeseen yhtendinen koko-
naisuus. Oikea kirjoitustyyli tarkoittaa sita, etta kirjoitus- ja muitakin virheita valtetaan
tekstin laatimisessa seka sita, etta kayttdohjeen kayttajaa puhutellaan imperatiivissa el
kaskymuodossa. Lyhenteita ei tulisi kayttaa, paitsi jos ne ovat varmasti kayttajalle tut-
tuja. Yksinkertaisuudella tarkoitetaan, ettd ohjeessa kerrotaan vain oleelliset asiat, jotka
riittdvat kyseisen testin suorittamiseen. Asiat kirjoitetaan mahdollisimman ytimekkaasti
ja lyhyesti. Tiedon saatavuudella tarkoitetaan, etta kaikki tarkea tieto 16ytyy ohjeesta.
Tahan liittyy myds ohjeen selattavuus, mika korostuu pidemmissa kayttdohjeissa. (Mar-
tikainen 2019: 10-16.)

Virheiden estaminen ja kasittely tarkoittavat sita, etta ohjeesta luodaan virheiden tapah-
tumista estava. TyOvaiheet ohjeistetaan selkeasti kuvilla ja sanoin. Yhtenaisyys merkit-
see sita, ettd sanavalinnat on tehty huolella ja niita toistetaan systemaattisesti koko do-
kumentin ajan. Myods kayttdohjeen tyylin tulee olla yhtenainen eika esimerkiksi kirja-
simia tai otsikkotyyppeja vaihdella luvusta toiseen. Tosielamavastaavuudella tarkoite-
taan sita, etta ohjeet esitetdan loogisessa jarjestyksessa ja ne vastaavat kaytannon to-
teutusta. Joustavuus viittaa siihen, etta ohjetta tulisi pystya lukemaan oikeastaan missa
tahansa jarjestyksessa, ei siis valttamatta aina systemaattisesti alusta loppuun. (Marti-
kainen 2019: 10-16.)
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6 Opinnaytetyon toteuttaminen
6.1 Toimintaymparisto ja hyodynsaajat

Toimintaymparistdéna toimi Metropolia Ammattikorkeakoulun bioanalytiikan tutkinto-oh-
jelman laboraatio-opetustilat Myllypuron kampuksella. QuantStudio™ 3-laite asennet-
tiin ja sita kaytettiin molekyyligenetiikan opetukseen tarkoitetussa tilassa. Kohderyh-
mana toimivat Metropolia Ammattikorkeakoulun bioanalytiikan opiskelijat, jotka tulevat
kayttdmaan testia molekyyligenetiikan opintojaksolla opinnaytetyén tuotoksena. Hy6-
dynsaajia ovat bioanalytiikan opiskelijoiden lisaksi koko tutkinto-ohjelma, silla reaaliai-
kaista PCR-menetelmaa tai laktoosi-intoleranssitestia ei ole ollut viimeisimpien vuosi-
kurssien saatavilla. Lahtotilanteessa Metropolia Ammattikorkeakoulun bioanalytiikan
tutkinto-ohjelman molekyyligenetiikan opintojaksolla ei ollut kaytdssa reaaliaikaiseen
PCR-menetelmaan perustuvia tutkimuksia. Menetelman opiskelu oli kuitenkin olennai-
nen osa opintojaksoa, joten opinnaytetyon tuotoksena syntyvalle menetelmalle ja tyo-

ohjeelle oli kysyntaa.
6.2 Menetelmalliset lahtokohdat

Tassa opinnaytetydssa kaytettiin reaaliaikaista PCR:4a genotyypitysmenetelmana, silla
kyseessa on yksittdisen SNP:n maaritys. Laitevalmistajan (Thermo Fisher Scientific
Inc. 2018: 60) mukaisesti menetelmassa kaytettiin kahta emasjarjestysspesifista alu-
ketta sen geenialueen monistamiseen, jolla tutkittava SNP sijaitsee, sekad kahta allee-
lispesifista, eri fluoroforein merkittya, TagMan™-koetinta. Koettimista toinen tunnisti C-
alleelin ja toinen T-alleelin. Nain ollen yhdella reaktiolla saatiin selvitettyd molemmat al-
leelit yhdessa putkessa, mika oli kaytanndllista ja vahensi pipetointiin liittyvien virheiden

mahdollisuutta.

Laktoosi-intoleranssitestin perustamiseen kaytettiin kaupallista laitetta ja kaupallisia
reagensseja seka niiden ohjeita, jotka on valmistajan toimesta todennettu toimiviksi
kayttotarkoitukseensa. Tasta syystd menetelma tarvitsi vain verifioida (Hagg 2016: 11).
Verifiointi on validointia suppeampi toimenpide, jossa osoitetaan, etta laite tai mene-
telma tayttaa sille maaritellyt vaatimukset (Hiltunen ym. 2011: 116). Kaytanndssa siis
testattiin, etta laite ja reagenssit tuottavat oikeanlaisen tuloksen, kun niitd kaytetaan

laite- ja reagenssivalmistajan ohjeiden mukaisesti.
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Tyo6ohjeen laatimisen lahtékohtana toimi teoreettinen tieto kayttdohjeen kaytettavyy-
desta. Tassa tydssa ei ole kyse kayttdohjeesta vaan tydohjeesta, koska ohje sisaltaa
enemman tietoa kuin laitteen kayton. Kayttdohjeiden kaytettavyyteen liittyvat suunnitte-
luperiaatteet soveltuivat kuitenkin hyvin myos tydohjeen laatimiseen. Tydohjeen laati-
misessa hyoddynnettiin myos QuantStudio™ 3-laitteen laitevalmistajan kayttoohjetta
(Thermo Fisher Scientific 2018), silla se sisalsi laitteen kayttoon ja testin perustami-
seen tarvittavaa tietoa. Lisaksi tydohjeessa hyodynnettiin laitevalmistajan edustajien pi-
tamaa QuantStudio™ 3-laiteopastusta (Henry & Leysen 2021) ja menetelman kaytan-
ndn toteutuksen aikana havaittuja asioita, joita opinnaytetyon tekijat pitivat merkityksel-

lisina testin toteutuksen kannalta.

6.3 Naytteet

Testin kayttdonottoa varten tarvittiin naytteita. Testin toimivuuden varmistamiseksi paa-
tettiin eristaa positiiviset kontrollinaytteet kolmelta eri henkilolta, joiden fenotyypit tun-
nettiin. Yhden naytteen osalta myo6s henkiléon genotyyppi (CT) oli tiedossa aiemmista
tutkimuksista. Laitevalmistajan opastuksen mukaan genotyypitysprotokollan rutiinin-
omainen kaytto ei periaatteessa vaadi positiivisten kontrollien kayttda, mutta laadun

varmistamiseksi sita kuitenkin voidaan suositella (Henry & Leysen 2021).

Kontrollindytteet saatiin eristamalla kokoverinaytteistd DNA testausta varten. Tyon ti-
laaja toivoi kontrollindytteitd menetelman luotettavuuden parantamiseksi kummallekin
fenotyypille omansa, mahdollisuuksien mukaan joka genotyypille omansa. Haasteen toi
se, ettd CT ja TT eivat eroa fenotyypiltdan. Tassa tilanteessa hyddytti tieto tutkittavan
vanhempien fenotyypeista: jos toisella vanhemmista on laktoosi-intoleranssi, on geno-
tyyppi CT. Jos kuitenkin molemmat vanhemmat sietavat laktoosia, genotyyppi voi olla
kumpi tahansa. Yhden kontrollindytteen antajan molemmat vanhemmat sietivat laktoo-
sia, joten oli edes teoreettinen mahdollisuus saada my6s TT-genotyypin omaava nayte

mukaan.

Varsinainen testin testaus tehtiin edella mainituilla kolmella kontrollinaytteella seka kuu-
dellatoista valmiiksi eristetylla tuntemattomalla naytteelld, joita I0ytyi Metropolia Am-
mattikorkeakoulun molekyyligenetiikan kokoelmista pakastettuna. Naytemaaran suu-
ruusluokka sovittiin yhdessa tydelamaohjaajan kanssa ja se vastasi suunnilleen yhden
opiskelijaryhman kokoa. Koska testin tulee toimia opiskelijaryhman kokoa vastaavalla

naytemaaralla, paatettiin testaukset suorittaa samankaltaisilla naytemaarilla.
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6.4 Toiminnan eteneminen

Opinnaytetyon aihe saatiin 4.12.2020, kun QuantStudio™ 3-laite tilattiin Metropolia
Ammattikorkeakoulun bioanalytiikan tutkinto-ohjelman molekyyligenetiikan opintojak-
soa varten. Tasta alkoi opinnaytetydn suunnittelutyd, joka sisalsi kirjallisuuteen pereh-
tymisen, aiheen rajauksen ja suunnitelman laatimisen. QuantStudio™ 3-laite saapui
Metropolia Ammattikorkeakoulun Myllypuron kampukselle joulukuussa 2020. Itse lait-
teen lisdksi mukana tuli kannettava tietokone oheistarvikkeineen seka laitteen verifikaa-

tioon eli toiminnan varmentamiseen tarvittava RNase P -levy.

6.4.1 Opinnaytetydn suunnittelu

Tiedonhakuun kaytettiin paaasiassa Metropolia Ammattikorkeakoulun kirjaston sosi-
aali- ja terveysalan tietokantoja. Erityisesti kaytettiin PubMed:ia, MEDLINE (Ovid):ia ja
jonkin verran myds ScienceDirect:ia. Hakusanoina kaytettiin muun muassa "DNA con-
centration measurement AND spectrophotometer”, "DNA purification”, "genotyping”,
"lactase persistence”, "lactose intolerance”, "PCR optimization”, "polymerase chain re-
action”, "real-time PCR” ja "TagMan probe”. Lisaksi kaytiin I&pi hyvien aiheeseen liitty-
vien artikkelien l1ahdeluetteloita ja valittiin sieltd sopivia lahteitd tydhon. Tietokannan ha-
kutoiminto laajensi kaytettyja hakutermeja, esimerkiksi haussa "PCR” haku kaytti myds
termeja "polymerase chain reaction” ja "polymerase chain reactions”. Hakuja rajattiin
mahdollisuuksien mukaan muun muassa julkaisuvuoden, aiheen ja julkaisutyypin mu-
kaan. Lahteina pyrittiin kayttamaan mahdollisimman tuoreita julkaisuja, mutta kaytan-
ndssa tama ei aina toteutunut. Toisaalta osa vanhemmista lahteista oli edelleen kayt-

tokelpoisia.

Aiheen rajaaminen tehtiin kirjallisuuteen pohjautuen. Laktoosi-intoleranssiin perehtymi-
sen seurauksena huomattiin, etta termi viittaa laajasti siihen, etta laktoosi aiheuttaa
suolisto-oireita. Laktoosi-intoleranssi ei siis ole tarkasti rajattu vain tiettyyn fysiologi-
seen tilaan, jolle on aina yksi ja sama syy. Opinnaytetyon tarkoituksena oli perustaa re-
aaliaikaiseen PCR-menetelmaan pohjautuva testi, jolla saataisiin selville henkilon alt-
tius laktoosi-intoleranssiin. Kirjallisuuden perusteella testi rajattiin koskemaan vain yhta
laktoosi-intoleranssialttiuteen yhdistettya geenialuetta, joka sijaitsee laktaasigeenin
saatelyalueella. Talla alueella sijaitsee SNP, jonka vaihtoehtoiset eméakset ovat C ja T.

Opinnaytetydssa perustettiin siis testi yksinomaan taman SNP:n genotyypitykseen.
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Suunnitelma laadittiin Metropolia Ammattikorkeakoulun terveysalan opinnaytetydohjeis-
tuksen ja ohjaustapaamisissa seka tydpajoissa annettujen ohjeiden mukaan. Suunni-
telma sisalsi johdannon, opinnaytetydn tarkoitukset ja tavoitteet, teoriaosuuden, toteut-
tamissuunnitelman, tuotoksen kuvaamisen seka luotettavuuden ja eettisyyden pohdin-
nan. Teoriaosuus perustui kirjallisuuteen ja siina kasiteltiin laktoosi-intoleranssia,
PCR:44 yleensa ja reaaliaikaista PCR:4a menetelmana, genotyypitysta ja kayttdohjeen
laatimista. Tyossa laadittiin tydohje, mutta lahteena kaytettiin kayttdohjeen kaytettavyy-

den suunnitteluperiaatteita, silla ne soveltuivat myos tydohjeen laatimiseen.

Tammikuussa 2021 pidettiin opinnaytetydn suunnittelun ryhmaohjaus, jossa tarkennet-
tiin suunnitelmavaiheen etenemista ja ohjeistettiin suunnitelman tekemista. 2.2.2021
palautettiin opinnaytetydn suunnitelma seka suunnitelmaseminaarin PowerPoint-esitys
opintojakson tyétilaan. 9. ja 10.2.2021 pidettiin suunnitelmaseminaari, jossa suunni-
telma esiteltiin muille koulutusohjelman opiskelijoille ja saatiin palautetta tyosta. Taman
jalkeen ohjaava opettaja hyvaksyi suunnitelman ja opinnaytetydn sopimus laadittiin ja
allekirjoitettiin 17.2.2021. Taman jalkeen aloitettiin opinnaytetydn raportin laatiminen
suunnitelmaseminaarissa saadun palautteen ja opinndytetyon rakenteesta annetun oh-

jeistuksen avulla.

6.4.2 Laitevalmistajan edustajien pitama opastus ja QuantStudio™ 3-laitteen
asennus

Testin perustamisen lahtokohtana oli Thermo Fisher Scientificin edustajien pitama
opastus (Henry & Leysen 2021), jossa kaytiin l1api genotyypitysprotokollan periaatteet
QuantStudio™ 3-laitteella. Opastuksessa kaytiin 1&pi vaihe vaiheelta, mita tydnkulkuun
kuuluu aina naytteenkasittelysta tulosten analysointiin laitteen Design and Analysis -
ohjelmalla. Eri vaiheisiin liittyvid huomionarvoisia asioita nostettiin esiin. Opastuksessa
myo6s annettiin valmiina vahvat suositukset testissa kaytettavista reagensseista
(TagPath™ ProAmp™ Master Mix ja genotyypitysreagenssiksi TagMan™ SNP Geno-
typing Assay). Koska testilla haluttiin maarittaa laktoosi-intoleranssiin yleisesti liittyva
yhden emaksen muuntelu, pystyttiin kdyttdmaan valmiiksi suunniteltua genotyypitys-
reagenssia. Reagenssin I6ytaminen juuri tdman SNP:n genotyypitysta varten Thermo
Fisher Scientificin palvelusta oli helppoa, kun tdman kyseisen SNP:n yksildllinen rs-
koodi tiedettiin. Se I6ytyi lahteena kaytetysta artikkelista (Misselwitz ym. 2019). SNP:n
identifioiva rs-koodi on rs4988235.
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Opinnaytetyon toteutus aloitettiin helmikuussa 2021, kun QuantStudio™ 3-laite asen-
nettiin molekyyligenetiikan opetustilaan tukevalle ty6tasolle laitevalmistajan ohjeen mu-
kaan. Laitteelle perustettiin kayttajatunnus. Taman jalkeen laitteelle asennettiin Thermo
Fisher Scientificin nettisivuilta uusin ohjelmistoversio. Ohjelmistoversio ladattiin USB-
tikulle, josta se paivitettiin laitteelle. Laitteelle suoritettiin Self Verification -testi, jolla var-
mistettiin laitteen toiminta. Taman jalkeen olisi voinut suorittaa RNase P-verifikaation,

mutta se paatettiin tehda vasta reagenssien saapumisen jalkeen.

6.4.3 Reagenssit ja valineet

Tarvittavia materiaaleja olivat mm. laitteen kanssa yhteensopivat optiset reaktioputket
ja niiden korkit, alukkeet, koettimet, polymeraasientsyymi, emakset (ANTP), magne-
siumkloridi (MgCly), reaktiopuskuri ja DNAasi-vapaa vesi. Laitevalmistaja suositteli ge-
notyypitysprotokollassa kaytettavan tiettyja reagensseja, joiden yhteensopivuus laitteen
kanssa oli todettu. Nama reagenssit olivat TagPath™ ProAmp™ Master Mix ja

TagMan™ SNP Genotyping Assay eli genotyypitysreagenssi.

Suositeltu Master Mix sisaltaa lampdaktivoituvan Taq DNA polymeraasin, lammdssa
inaktivoituvan urasiili-DNA-glykosylaasin, emakset sisaltden dUTP:n, ROX™:n ja opti-
moidut puskuriolosuhteet. Urasiili-DNA-glykosylaasi (UNG) parantaa reaktioiden spe-
sifisyytta ja stabiloi monistettuja tuotteita. dUTP:ta tarvitaan UNG:n toimintaan. ROX™
on passiivinen referenssivariaine, joka normalisoi varsinaisten fluoresenssisignaalien
tulokset data-analyysissa. ROX™-tason tulisi olla kaikissa naytteissa sama koko reak-
tion ajan, joten sen signaalin avulla tuloksia voidaan verrata toisiinsa. (Thermo Fisher
Scientific Inc. 2016:17.) Genotyypitysreagenssi sisaltaa tutkittavan alueen monistami-
seen tarvittavat alukkeet seka alleelispesifiset koettimet. Testin perustamisen helpotta-

miseksi paatettiin hankkia nama reagenssit suositusten mukaisesti.

Metropolia Ammattikorkeakoululla jo valmiiksi olevia reagensseja ja valineita kaytiin
Iapi ja arvioitiin niiden soveltuvuus menetelmaan. Putket ja niihin sopivat korkit seka te-
lineet I10ytyivat koululta, mutta reagenssit piti tilata. Tiedot tarvittavista valineista ja rea-
gensseista |0ytyvat taulukosta 1. Tilatuista reagensseista Master Mix saapui maalis-
kuun alussa 2021 mutta Genotyping Assay saatiin vasta syyskuussa 2021. Nain ollen

testin kaytannon testaaminen paastiin aloittamaan vasta syksylla 2021.
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Taulukko 1.  Tarvittavat valineet ja reagenssit seka niiden tuotekoodit.

Tuote Tuotekoodi (Thermo Fisher Scientific)

Applied Biosystems™ MicroAmp™ Opti- | 4323032
cal 8-Cap Strip

Applied Biosystems™ MicroAmp™ Opti- | 4316567
cal 8-Tube Strip, 0,2 mL

TagMan™ SNP Genotyping Assay (40x) | 4351379
SNP ID: rs4988235 C_2104745_20

TagPath™ ProAmp™ Master Mix (2x) A30865

Steriili vesi

Steriileja Eppendorf-putkia

Pipetit, filtterilliset steriilit pipetinkarjet ja
karkiroskis

Putkitelineita

6.4.4 Kontrollinaytteet

Laktoosi-intoleranssitestin testauksessa tarvittuja kontrolleja varten otettiin kokoveri-
naytteet 3 millilitran EDTA-putkiin Metropolian Myllypuron kampuksella ndytteenottoluo-
kassa maaliskuussa 2021. Samana paivana suoritettiin DNA:n eristys molekyyligenetii-
kan opetustiloissa EDTA-kokoverinaytteista. DNA:n eristys suoritettiin kokoverinayt-
teistéd Qiagenin QIAamp® DNA Blood Mini Kit -kitilla, joka oli jo valmiiksi koululla. Kitin
toiminta perustuu DNA:n eristamiseen silikapylvaan avulla. Jokaisesta kokoverinayt-
teesta otetiin kaksi erillistd 200 pl naytetta Eppendorf-putkiin ja niista eristettiin DNA ki-
tin ohjeiden mukaan sentrifugointiprotokollalla (Qiagen Sample and Assay Technolo-
gies 2016). Jaljelle jaaneet kokoverinaytteet laitettiin biologiseen jatteeseen. Eristettyja
naytteita saatiin siis yhteensa kuusi kappaletta ja ne nimettiin CT1, CT2, LPOS1,
LPOS2, LNEG1 ja LNEG2. CT-naytteen genotyypin tiedettiin olevan CT mutta kahden
muun naytteen osalta genotyyppia ei tiedetty. Eristetyt naytteet laitettiin molekyyligene-

tiikkan opetustilojen pakastimeen.

Taman jalkeen eristettyjen DNA-naytteiden pitoisuudet ja puhtaudet mitattiin Metropo-

lian Myllypuron kampuksen molekyyligenetiikan opetustiloissa. Mittaus suoritettiin Bio-
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Tekin Epoch-spektrofotometrilla laitteen kayttdohjeen mukaan. Spektrofotometrin toimi-
vuuden kontrolleina kaytettyjen itse eristettyjen DNA-naytteiden lisaksi otettiin kontrol-
leiksi my6s molekyyligenetiikan opetustilojen pakastimesta kaksi DNA-naytetta, joiden
pitoisuus oli jo valmiiksi maaritetty. Taulukossa 2 on esitetty mitattujen DNA-naytteiden
pitoisuudet ja puhtaudet. Koska pitoisuudeltaan tunnettujen naytteiden pitoisuudet oli-
vat riittavan lahella aiemmin mitattuja, pystyttiin luottamaan mittaustuloksiin. CT1-nayt-
teen DNA:n puhtaudesta kertova absorbanssisuhdeluku oli yli 1,9; mik& saattaa vaikut-
taa naytteen kayttékelpoisuuteen menetelmassa. DNA-naytteen puhtaudesta kertovan
absorbanssisuhdeluvun tulisi olla valilla 1,7-1,9 (Qiagen Sample and Assay Technolo-

gies 2016). Nayte paatettiin kuitenkin saastaa ja kayttaa testauksessa.

Taulukko 2. DNA-naytteiden pitoisuudet ja puhtaudet mitattuna Epoch-laitteella.

Nayte Puhtaus (A260/A280) Pitoisuus (ng/ul)
CT1 1,953 13,437

CT2 1,877 16,094

LNEG1 1,841 6,185

LNEG2 1,831 5,766

LPOS1 1,858 15,162

LPOS2 1,862 8,6

22,7 ng/pl 1,848 20,358

29,5 ng/pl 1,777 30,495

6.4.5 Ajopohjan luominen

Opinnaytetydn toteutukseen tuli tauko harjoitteluiden takia. Tyo6ta jatkettiin syksylla
2021. Laitteen mukana tulleeseen tietokoneeseen asennettiin laitteen Design and Ana-
lysis -ohjelman uusin versio 1.5.2 laitteen verkkosivuilta. Ohjelmalla luotiin ajopohja lak-
toosi-intoleranssitestia varten kayttaen Master Mixin kayttoohjeessa annettua perusoh-
jetta genotyypitykseen standardiprotokollalla (Thermo Fisher Scientific Inc. 2016: 10).
Taulukossa 3 on esitetty reaktion kulku taulukkomuodossa. Fluoresenssimittaukset ta-

pahtuvat esimittauksessa, pidennysten loppuvaiheessa joka syklissa seka jalkimittauk-
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sessa, jolloin reaktioiden kulkua seurataan reaaliajassa. Reaaliaikainen seuranta ei pe-
riaatteessa olisi valttamatonta genotyypitysprotokollassa, mutta sen avulla voidaan sel-

vittdd mahdollisia ongelmia tuloksissa.

Taulukko 3.  Genotyypityksen standardiprotokolla (Thermo Fisher Scientific Inc. 2016:10).

Vaihe Lampétila (°C) Aika Kierrokset
Esimittaus 60 30 sekuntia Pito
Alkudenaturaatio/ 95 5 minuuttia Pito

entsyymiaktivaatio

Denaturaatio 95 15 sekuntia 40
Pidennys 60 60 sekuntia
Jalkimittaus 60 30 sekuntia Pito

Ajopohjan oletusasetuksena reaktiotilavuus oli 50 yl. Tata ei kuitenkaan huomattu en-
simmaisissa testianalyyseissa. Reaktiotilavuus korjattiin oikeaksi eli 25 pl:an viimeiseen
testianalyysiin. Oletusasetuksena laitteen [ampdkannen Iampdtila oli 105 °C ja lampoti-
lan muutoksen nopeus oli 1,6 °C sekunnissa. Passiiviseksi referenssiksi valittiin
ROX™  joka sisaltyi Master Mixiin. Ajopohjaan luotiin protokolla laktoosi-intoleranssi ja
laitettiin Plate-valilehdelle valmiiksi tiedot ajettavista kontrollindytteista: NTC (vesikont-
rolli) x 2, CT1, CT2, LPOS1, LPOS2, LNEG1 ja LNEG2. CT1- ja CT2-naytteet maaritel-
tiin Positive 1/2 kontrolleiksi, koska niiden genotyyppi tiedettiin heterotsygootiksi entuu-
destaan. NTC:t maariteltiin negatiivisiksi kontrolleiksi ja muut naytteet tuntemattomiksi.
Laitevalmistajan mukaan NTC-naytteita tulee olla vahintaan kaksi joka analyysissa
(Henry & Leysen 2021).

6.4.6 RNase P -verifikaatio

Puuttunut reagenssi saapui syyskuussa 2021 ja ty6 paasi jatkumaan. QuantStudio™ 3-
laitteen uusin ohjelmistoversio 1.4.1 ladattiin USB-tikulle laitteen Internet-sivuilta. Ver-
sio paivitettiin, minka jalkeen yritettiin suorittaa RNase P -verifikaatio. RNAse P-levy
valmisteltiin kayttdkuntoon ohjeiden mukaisesti sulattamalla sitd ensin viisi minuuttia
huoneenlammdssa. Taman jalkeen levy sekoitettiin PerkinElmer life sciences wallac
Delfia® PlateShake -levyravistelijalla viisi sekuntia ja sentrifugoitiin Eppendorf Centri-

fuge 5804:114 1000x g kaksi minuuttia. Valmis levy laitettiin QuantStudio™ 3-laitteeseen
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ja kaynnistettiin RNase P Verification -ohjelma. Laite antoi virheilmoituksen, jossa neu-
vottiin katsomaan laitteen lokitiedoista, mika oli ongelma. Lokitiedot olivat tyhjat. RNase
P Verification -ohjelma yritettiin kdynnistaa uudelleen, jolloin QuantStudio™ 3-laite
meni jumiin. Ongelmasta ilmoitettiin Thermo Fisher Scientificin yhteyshenkildlle Ruot-
siin ja han Iahti selvittdmaan ongelmaa. Lopulta QuantStudio™ 3-laitteesta katkaistiin
virta ja se kaynnistettiin uudelleen. Laitteen kaynnistyttya tuli ilmoitus, etta ohjelmisto-
versio oli paivittynyt. Levy poistettiin laitteen naytekammiosta ja se jouduttiin heitta-
maan pois kayttokelvottomana. Samalla huomattiin levyn menneen vanhaksi heina-

kuussa 2021. Uusi RNase P-levy laitettiin tilaukseen.

Ongelman syyta lahdettiin pohtimaan ja mahdollisia vaihtoehtoja 16ytyi kaksi. On mah-
dollista, ettda QuantStudio™ 3-laite ei ollut paivittynyt loppuun asti silla paivitysilmoitus
tuli vasta uudelleen kaynnistamisen yhteydessa. Toinen vaihtoehto oli, etta laite ha-
vaitsi RNase P-levyn olevan vanhentunut levyn viivakoodin perusteella eika pystynyt
suorittamaan verifikaatiota. Tama oli kuitenkin epatodennakoéisempi syy, silla talléin
laite olisi osannut ilmoittaa levyn vanhentumisesta. Ongelmaa seuraavana paivana
Thermo Fisher Scientificin asiantuntija soitti ja opasti tekemaan QuantStudio™ 3-lait-
teelle Self Verification -testin, jolla laite testaa oman toimintansa. Mikali testi menisi lapi
tulisi kokeilla RNase P-verifikaatio tyhjalla levylla. Han arveli, etta laite ei toiminut odo-
tetusti, koska Self Verification -testia ei ollut tehty ja kertoi, etta testi tulisi tehda saan-
nollisin valiajoin laitteen toiminnan tarkastamiseksi. Toimenpiteet tehtiin ohjeiden mu-
kaisesti ja laite vaikutti toimivan. Uusi RNase P-levy saapui seuraavalla viikolla, ja veri-

fikaatio tehtiin QuantStudio™ 3-laitteella onnistuneesti.

6.4.7 Testianalyysit

Laktoosi-intoleranssitestin testaus aloitettiin syyskuun lopulla 2021. Ensimmaisessa
testauksessa kaytettiin vain maaliskuussa 2021 eristettyja kontrollinaytteita seka vesi-
kontrolleja standardiprotokollan (taulukko 3) toimivuuden varmistamiseksi seka kontrol-
lien genotyyppien selvittdmiseksi. Aluksi selvitettiin Master Mix -ohjeesta (Thermo
Fisher Scientific Inc. 2016: 9) yhteen reaktioon tarvittavat komponentit ja niiden maarat.
Tiedot l0ytyivat Master Mix -ohjeen taulukosta 6 ja koska kaytossa oli 96 kaivon laite ja
standardiprotokolla, kaytettiin 25 mikrolitran reaktiotilavuutta. TagPath™ ProAmp™
Master Mixin maara oli annettu valmiiksi. TagMan™ SNP Genotyping Assayn maara oli
annettu 20-kertaisen reagenssin mukaan, joten maara jaettiin kahdella, koska kaytettiin

40-kertaista reagenssia. DNA:n maara paatettiin laimennoksia tehtdessa. Veden maara
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laskettiin vahentamalla edella mainittujen komponenttien maarat lopputilavuudesta.
Taulukossa 4 esitetdan yhteen reaktioseokseen tarvittavat komponentit ja niiden maa-
rat.

Taulukko 4.  Yhteen reaktioon tarvittavat komponentit ja niiden maarat (Mukaillen Thermo
Fisher Scientific Inc. 2016: 9).

Komponentti Maara (pl)

TagPath™ ProAmp™ Master Mix (2x) 12,5

TagMan™ SNP Genotyping Assay (40x) | 0,625

DNA tai vesi (NTC) 5
Steriili vesi 6,875
Kokonaismaara 25

Taulukossa 1 on esitetty laktoosi-intoleranssitestin suorittamiseen tarvittavat valineet ja
reagenssit, jotka kerattiin kokoon. Laimennoksia tehtdessa selvitettiin, paljonko DNA:ta
tarvitaan yhteen 25 pl reaktioon. Master Mix -ohjeen (Thermo Fisher Scientific Inc.
2016: 9) mukaan DNA-pitoisuuden tuli olla 0,2 ng/ul eli yhteensa DNA:ta tarvittiin 5 ng.
Master Mix -ohjeen mukaan DNA-naytetta tulisi olla enintdan 11,25 ul. Naiden tietojen
pohjalta paatettiin laimentaa naytteet pitoisuuteen 1 ng/pl, jolloin yhta reaktiota kohden
tarvittiin 5 pl laimennosta. Laimennukseen kaytettiin steriilia vetta ja jokaista laimen-
nosta valmistettiin 30 pl. Talléin laimentamattoman DNA-naytteen pipetoitava tilavuus
oli vahintaan yhden mikrolitran. Kunkin laimentamattoman DNA-naytteen laimennok-
seen tarvittava maara laskettiin laimennoskaavalla ¢ * V1= c2 * V>, missa ¢, = naytteen
DNA-pitoisuus, V; = pipetoitavan naytteen tilavuus (tuntematon), c> = 1 ng/pl ja V> = 30
pl. Taulukossa 5 esitetdan laskutoimitusten tulokset. Laimennoksia tehtdessa pipetoitiin

ensin vedet ja sitten naytteet.
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Taulukko 5.  DNA-naytteiden laimennus.

Nayte Naytteen DNA-pi- | Naytteen pipe- Veden maara lai-

toisuus (ng/pl) tointimaara lai- mennokseen (ul)
mennokseen (ul)

CT1 13,4 2,2 27,8

CT2 16,1 1,9 28,1

LNEG1 6,2 4,8 25,2

LNEG2 5,8 5,2 24,8

LPOS1 15,2 2,0 28,0

LPOS2 8,6 3,5 26,5

Sitten aloitettiin pipetointi reaktioputkiin. Taulukossa 5 esitettyjen naytteiden lisaksi val-
mistettiin kaksi vesikontrollia, jotka tuli sisallyttda jokaiseen analyysiin (Henry & Leysen
2021). Yleisesta kaytanndsta poiketen taulukossa 4 esitetyt komponentit pipetoitiin
suoraan reaktioputkiin yksitellen jarjestyksessa 1. vesi 2. Master Mix 3. naytelaimen-
nokset/vesi 4. genotyypitysreagenssi. Nain tehtiin vahaisen naytemaaran takia, koska
haluttiin sdastaa reagensseja. Ennen pipetointia Master Mix ja genotyypitysreagenssi
sekoitettiin huolellisesti Vortex-sekoittajalla. Taman jalkeen Master Mix sentrifugoitiin
lyhyesti VWR Mini Star mikrosentrifuugilla ja genotyypitysreagenssi koputeltiin poytaa
vasten putken pohjalle. Genotyypitysreagenssi ei sopinut mikrosentrifuugin putkiteli-
neeseen putken muodon vuoksi. Reaktioputket suljettiin litteilld korkeilla. Reaktioputket
sekoitettiin huolellisesti Vortex-sekoittajalla ja sentrifugoitiin lyhyesti mikrosentrifuugilla,
johon oli vaihdettu sopiva nayteteline. Sentrifugoinnilla poistettiin reaktioputkista iima-

kuplat ja saatiin neste putkien pohjalle.

PCR-analyysia varten aikaisemmin luotu ajopohja siirrettiin USB-tikun valityksella
QuantStudio™ 3-laitteeseen. Reaktioputket asetettiin laitteen ndytekammioon ja kayn-
nistettiin analyysi. Laite antoi virheilmoituksen, etta lampokannen laskeminen epaon-
nistui. Ongelma ratkaistiin lopulta asettamalla ndytekammion vastakkaiseen reunaan
tyhja reaktioputkirivi (kuva 1). Analyysi kesti noin puolitoista tuntia. Analyysin valmistut-
tua tulokset siirrettiin USB-tikulle, josta ne tuotiin tietokoneelle tarkastelua varten. Re-

aktioputket poistettiin naytekammiosta ja havitettiin asianmukaisesti.
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Kuva 1. Reaktioputkien asettaminen QuantStudio™ 3-laitteen naytekammioon. Huomaa nayte-
kammion oikeassa laidassa oleva tyhja tasapainoputkirivi.

Tulokset avattiin Design and Analysis -ohjelman versiolla 1.5.2. Tuloksia tarkasteltiin
Genotyping-valilehdelld. Ohjelma asettaa naytteet Allelic Discrimination -kuvaajaan
kunkin naytteen fluoresenssisignaalien perusteella (kuvio 3). NTC:t sijoittuivat l1ahelle
nollapisteita, koska niissa ei tapahtunut monistumista. LPOS1 ja LPOS2 sijoittuivat Al-
leelli2-akselilla korkealle ja Alleeli1-akselilla matalalle, joten vain alleeli 2 monistui ky-
seisissa naytteissa. Koska naytteen fenotyyppi tiedettiin laktoosia sietéavaksi ja geno-
tyypitysreagenssin tiedoissa ilmoitettiin alleelin 1 olevan C ja alleelin 2 olevan T, nayt-
teiden genotyyppi oli TT. CT1 ja CT2 sijoittuivat molemmilla akseleilla korkealle, joten
molemmat alleelit monistuivat kyseisissa naytteissa. Tama vahvisti, etta naytteiden ge-
notyyppi oli CT. Naytteen CT1 puhtaus ei osoittautunut ongelmaksi vaan se monistui
yhta hyvin kuin CT2-nayte. LNEG1 ja LNEG?2 sijoittuivat Alleeli1-akselilla korkealle ja
Alleeli2-akselilla matalalle, joten vain alleeli 1 monistui kyseisissa naytteissa. Nayttei-
den fenotyyppi oli laktoosi-intoleranssi ja genotyypityksen tulosten perusteella niiden
genotyyppi oli CC. Kauvi siis ilmi, ettad kukin genotyyppi oli edustettuna kontrolleiksi vali-
tuissa naytteissa, mika oli optimaalinen tilanne. Samalla tulokset vahvistivat, etta stan-

dardiprotokolla toimi.



22

Allelic Dizcrimination Plot

-
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Kuvio 3. Ensimmaisen testianalyysin tulokset. Vesikontrollit ndkyvat kuviossa keltaisina nelidina.
Harmailla neli6illd nakyvat CT-kontrollit, joiden tyypiksi oli asetettu Positive 1/2. Kaksi
muuta kontrollia ndkyvat harmaina palloina, koska niiden tyypiksi oli asetettu Unknown.

Laktoosi-intoleranssitestin kaytettavyyden todentamiseksi analysoitiin laajempi testi-
analyysi 16 tuntemattomalla naytteelld, kaikilla kuudella kontrollinaytteelld seka kah-
della vesikontrollilla. Naytteet laimennettiin pitoisuuteen 1 ng/ul ja kutakin laimennosta
valmistettiin 30 ul. Reaktioseosta valmistettiin 25-kertaisesti taulukon 4 maarien mu-
kaan. Naytteita oli 24, joten pipetointivaraa oli liian vahan ja viimeiseen putkeen piti pi-
petoida kukin komponentti erikseen. QuantStudio™ 3-laitteen ohjeen mukaisesti kokeil-
tiin kayttaa laitteen mukana tullutta naytetarjotinta naytteiden pipetoinnin apuna seka
tukena laitteessa naytteiden analysoinnin aikana. Naytetarjotin osoittautui kuitenkin
epakaytannolliseksi useista syista. Ensinnakin naytetarjotin lukitsee reaktioputket yh-
teen mik& hankaloittaa reaktioihin tarvittavien komponenttien pipetointia ryhmassa.
Toiseksi reaktioputkien sentrifugointi taytyi tehda Eppendorf Centrifuge 5804 -laitteella
naytetelineessa, jolloin oli vaikeaa nahda, oliko putkissa viela ilmakuplia. Naytetarjotti-
men kaytto ei poistanut tasapainottavan putkirivin tarvetta naytekammiossa. Suurin on-
gelma oli se, etta analysoinnin jalkeen reaktioputket piti avata, jotta ne saatiin ulos tar-

jottimesta. Nain ollen naytetarjottimen kaytésta luovuttiin.

Testianalyysia 2 varten tehtiin oma ajopohja, johon kukin kontrollindyte maariteltiin po-

sitiiviseksi kontrolliksi genotyypin mukaan. CC oli Positive 1/1, CT oli Positive 1/2ja TT
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oli Positive 2/2 ensimmaisen testianalyysin ja genotyypitysreagenssin tietojen perus-
teella. Tuntemattomat naytteet maariteltiin Unknown-tyyppiin. Nain tuloksista muodos-
tetussa Allelic Discrimination -kuvaajassa (kuvio 4) eri genotyypit nakyivat eri vareilla ja

varikoodeja vastaavat genotyypit lukivat kuvaajan alapuolella.

Analyysin tuloksena positiiviset kontrollinaytteet ja NTC:t sijoittuivat kuvaajassa oikeille
paikoille ja tuntemattomat naytteet sijoittuivat johonkin kolmesta ryppaasta genotyyp-
pinsd mukaan. Kuvaajassa kaikki kontrollit esitetaan nelidina ja tuntemattomat naytteet
ympyroind. Analyysin laadun kannalta optimaalista olisi, etta kaikki ryppaat olisivat tii-
viita ja erottuisivat toisistaan selvasti (Henry & Leysen 2021). Genotyypin CC rypas oli
levinnyt melko laajalle mutta ohjelma pystyi antamaan jokaiselle naytteelle tuloksen.
Ongelman syyna oli todennakoisesti ndytteiden laatu tai virheellinen DNA-pitoisuus-
merkintd, jolloin kaikkien naytteiden pitoisuudet reaktioissa eivat olleet samat. Vastai-
suudessa taman kaltaista ongelmaa voidaan pyrkia estamaan huolehtimalla oikeaoppi-

sesta DNA-pitoisuuden mittaamisesta ja laimennuksesta.

Allelic Discrimination Plot
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@ Azl 1740221

Kuvio 4. Toisen testianalyysin tulokset. Varikoodit: keltainen NTC, sininen TT, vihrea CT ja pu-
nainen CC. Neli6t ovat kontrolleja ja ympyrat tuntemattomia naytteita.

Testianalyysi 3 tehtiin tydohjeen laatimisen aloittamisen jalkeen. Testianalyysi kolme oli
toteutukseltaan Iahes identtinen testianalyysin 2 kanssa. Kaikki testianalyysissa 3 kay-
tetyt naytteet oli laimennettu edellisella kerralla. Reaktioseosta valmistettiin 26,5-kertai-
sesti, jolloin pipetointivara oli noin 10 %. Tama riitti hyvin 24 putkeen. Yksittaiset reak-

tioputkirivit sentrifugoitiin VWR Mini Star -mikrosentrifuugilla ja asetettiin laitteen nay-
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tekammioon tasapainoputkirivin kera ilman naytetarjotinta. Analyysin tulokset on esi-
tetty kuviossa 5. Kunkin naytteen tulosta verrattiin testianalyysiin 2 ja tulokset todettiin

yhdenmukaisiksi.

Allelic Discrimination Plot

Allek? (1)

Kuvio 5. Kolmannen testianalyysin tulokset. Varikoodit: keltainen NTC, sininen TT, vihrea CT ja
punainen CC. Nelidt ovat kontrolleja ja ympyrat tuntemattomia naytteita.

6.4.8 Tyoohjeen ja opintojaksokayttoon tarkoitetun ajopohjan luominen

Testianalyysien 1 ja 2 perusteella aloitettiin tydohjeen laatiminen. Ty6ohje laadittiin teks-
titiedostona Microsoft Word -ohjelmalla. Tydohjeeseen paatettiin sisallyttda ohjeen tar-
koitus, tydn suorittamiseen tarvittavat valineet, ajopohjan luominen, QuantStudio™ 3-
laitteen kaynnistys, reaktioiden valmistelu, naytteiden analysointi QuantStudio™ 3-lait-
teella ja tulosten siirto USB-tikulle, tulosten tarkastelu seka esimerkkikuvat ajo-ohjel-
masta, naytteiden syottonakymasta ja tulosten tarkastelusta. Nain ohje sisaltaisi testin
suorittamisen kannalta oleelliset tiedot mahdollisimman havainnollisesti hyodyntaen
opinnaytetyon toteutuksessa tehtyja havaintoja. Tyoohjetta laatiessa pohdittiin tarvetta
tehda erillinen ohje laitteen ja analyysiohjelman versiopaivityksille. Taman ohjeen teosta
kuitenkin luovuttiin, koska todettiin etta testi oli testattu juuri nailla versioilla, eika se valt-

tamatta toimisi optimaalisesti versiopaivitysten jalkeen.

Opintojaksokayttddn tarvittava ajopohja (kuvat 2 ja 3) luotiin lokakuussa 2021 kayttaen
aiempia ajopohjia mallina. Ajopohjaan merkittiin valmiiksi kaksi NTC:ta ja yksi kutakin
genotyyppia vastaavaa positiivista kontrollia. Laktoosi-intoleranssiprotokollaan merkit-

tiin genotyypitysreagenssin tietojen perusteella alleeli 1 C:ksi ja alleeli 2 T:ksi. N&in tu-
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loskuvaajan alapuolella lukee suoraan genotyypit. Tassa vaiheessa huomattiin, etta re-
aktiotilavuudeksi oli asetettu 50 pyl Tama korjattiin 25 ul:ksi. Virheesta seurasi paatos
toistaa kontrolleilla ja tuntemattomilla naytteilla tehty testianalyysi 2. Samalla pystyttiin
testaamaan kaytanndssa laadittua tydohjetta. Testauksen perusteella laktoosi-intole-

ranssitestin tydohjeeseen tehtiin tarkennuksia ja ohje l1ahetettiin tydelamaohjaajalle
kommentoitavaksi.

Run Me Plate Se Run Sun
Instrument: QuantStudic™ 3 Block: 26-Well 0.2-mL  Run Mode: Standard Experiment Type: Genctyoing
Beaction Volums | 25.0 L Heated Cover Temperaturs | 105.0 C
Pre Read Hold PCR Post Read
95 °C ) 95°C
1.6°C/S
1 6°C8 00:05:00 00:00:15 N6oC/S
60 °C * * 60 =C ) 60 °C
1.6°C/S
— 00:00:30 00:01:00 00:00:30

' 30 L340 L340

40x

Q Data Collection On

m Pause On

Data Collection Off
Pause Off

Kuva 2. Tietokoneen naytdlta otettu kuva Design and Analysis -ohjelmalla luodusta ajo-ohjel-

masta.

% Advanced Setting
V  VeriFlex™

A Auto Delta
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Kuva 3. Tietokoneen naytolta otettu kuva Design and Analysis -ohjelmalla luodusta ajopohjan
pipetointikaaviosta.

6.4.9 Tydohjeen testaus

Tybelamaohjaajan kanssa pidettiin pieni tapaaminen lokakuussa 2021, jossa keskus-
teltiin opintojaksolle tilattavista reagensseista ja sovittiin, ettd ensimmaiset opiskelija-
ryhmat testaavat tydohjeluonnosta ja kirjoittavat siihen palautetta marraskuun alussa
2021. Lisaksi sovittiin, ettd opinnaytetyon tekijat pitavat osalle opiskelijaryhmista pienen
johdannon laktoosi-intoleranssitestiin. Johdannon sisalldsta ei sovittu tarkemmin, vaan
se jai opinnaytetyon tekijoiden paatettavaksi. Osalle ryhmista ei kuitenkaan pidetty joh-
dantoa, jolloin ty6ohjeen testaus oli johdannosta riippumatonta.

Johdannossa kaytiin lyhyesti Iapi laktoosi-intoleranssia ja sen alttiuden perinndllisyytta.
Sitten kerrottiin reaaliaikaisesta PCR:std menetelmana hyvin lyhyesti. Ensimmaisella
testauskerralla naytettiin video TagMan™-koetinten toimintaperiaatteesta. Jalkimmai-
silla kerroilla videon nayttamisesta luovuttiin teknisista syista. Kahdella ensimmaisella
kerralla opiskelijoita ohjattiin aktiivisesti mutta kolmella viimeisella kerralla pyrittiin sii-

hen, etta opiskelijat toimivat mahdollisimman itsenaisesti tydohjeen mukaan.
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Tyoohjeen testaukset suoritettiin marraskuussa 2021 Metropolia Ammattikorkeakoulun
molekyyligenetiikan opintojaksolla. Palautetta pyydettiin suullisesti, ja opiskelijoille an-
nettiin myds mahdollisuus antaa kirjallista palautetta tydohjeen paperiversiolle. Pa-
lautetta annettiin vaihtelevasti ryhmasta riippuen. Yhteensa palautetta pyydettiin vii-
delta eri opiskelijaryhmalta, joiden koot vaihtelivat 10 ja 15 opiskelijan valilla. Lisaksi
palautetta saatiin opettajalta. Opinnaytetydn tekijat olivat paikalla neljalla testausker-

ralla ja tekivat itse myds huomioita ohjeen kaytettavyydesta.

Testauksessa tehtyjen huomioiden ja saatujen kommenttien perusteella tydohjetta
muokattiin useilla eri tavoilla. Esimerkiksi tyon tarkoituksen osalta tutkittavan SNP:n
merkitysta laktoosi-intoleranssialttiuteen tarkennettiin. Lisaksi listaukseen tyossa tarvit-
tavista materiaaleista lisattiin lihavoidulla huomio reagenssien voimassaolon tarkistami-
sesta seka siitd, ettd reaktioputkia ja niiden korkkeja tulee kasitelld hanskat kadessa.
Joitain asioita korostettiin entisestaan lihavoimalla niitd. Kuviossa 6 ja taulukossa 6 esi-

tetaan lisaa esimerkkeja tyéohjeen testauksen myota tehdyista muutoksista.

|Kommmnt‘li [Mara (uL) Komponentti Maara (pl)

Master Mix (+4 °C) 12,6 Master Mix (+4 °C) 12,5

TagMan SNP 0,625 TagMan SNP 0,625 -
Genotyping Assay Genotyping Assay
(40x) (-20 °C) (40x) (-20 *C)

DNA 1 ng/ul 5 Steriili vesi 6,875

Vesi 6,875 DNA 1 ng/pl /Steriili vesi |5

Kokonaismaira 125 Kokonaismaard 25

Kuvio 6. Yhteen reaktioputkeen tarvittavien komponenttien taulukon muutokset tydohjeessa
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Tybohjeeseen tehtyja muutoksia testaukseen pohjautuen

Alkuperainen

Lopullinen

Tyon suorittamiseen tarvitaan:

1) Keraa tyon suorittamiseen tarvitta-
vat materiaalit

Ajo-ohjelma aukeaa, ALA tee muutoksia

Ajo-ohjelma aukeaa, ala tee muutoksia.

Lisda omat naytteet kaivosta 1F alkaen.
Kaivot taytetaan jarjestyksessa ylhaalta

Lisda omat naytteet ajopohjaan niin, etta
yksi putkistrippi tulee riville 12.

alas ja vasemmalta oikealle.

Anna tunnistettava nimi Anna tiedostolle nimeksi paivamaara
muodossa DDMMYY _aamu/ilta riippuen

laboraation ajankohdasta

Pipetoi kuhunkin putkeen 5 uL vetta tai
DNA-laimennosta.

Pipetoi kuhunkin putkeen 5 pl reak-
tioseoksen tekoon kaytettya vettd (NTC-
naytteet) tai DNA-laimennosta.

Spinnaa putket mikrosentrifuugissa Spinnaa stripit yksitellen mikrosentrifuu-

gissa

Aseta naytteet laitteeseen oikeassa jar-
jestyksessa. — —. Lisda vastakkaiseen
reunaan yksi tyhja strippi tasapainotta-
maan. liman strippia laite herjaa, ettei
saa lampdkantta laskettua.

Aseta naytteet laitteeseen ajopohjan mu-
kaisessa jarjestyksessa. — —.

Tassa kappaleessa kasitelldaan lyhyesti taulukossa 6 tehtyjen muutosten syyt. Ensim-
mainen muutos oli, etta tydn suorittamiseen tarvittavien materiaalien listasta tehtiin en-
simmainen tydvaihe, jotta opiskelijat aloittaisivat tydn materiaalien keraamisella. Toinen
muutos tehtiin yhtenaistamaan tyéohjeen ulkoasua. Kolmas muutos tehtiin lisddmaan
opiskelijoiden valinnanvapautta ajopohjan taytdssa. Neljds muutos tehtiin, jotta ajopoh-
jat nimettaisiin yhtendisen periaatteen mukaisesti. Viidennessa korjauksessa muutettiin
kaksi asiaa. Mikrolitran kirjoitusasu yhtenaistettiin ja liséksi tarkennettiin mita vetta
NTC-naytteisiin pipetoidaan. Kuudennessa korjauksessa muutettiin myos kaksi asiaa.
Putket-ilmaus vaihdettiin stripeiksi yhtenevaisyyden vuoksi. Strippi on laboratorioslan-
gia ja tarkoittaa tassa raportissa kaytettya putkirivia. Lisaksi korostettiin, etta mik-
rosentrifuugiin kannattaa laittaa vain yksi putkirivi kerrallaan, jotta naytteita sisaltavat
putkirivit eivat sekoitu keskenaan. Viimeiseksi tarkennettiin, miten naytteet asetetaan

laitteeseen, ja poistettiin turha tieto, joka korjattiin muutoksessa kolme.
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DNA-naytteiden laimentaminen osoittautui kaikilla testauskerroilla vaikeaksi tehtavaksi.
Eri testauskertojen valilla tata osuutta tydohjeesta muokattiin useasti. Lopulta laimen-
noksen tekovaiheessa korostettiin, ettd myds kontrollinaytteet tulee laimentaa samoin
kuin tutkittavat naytteet. Lisaksi lisattiin huomio siita, ettd DNA-naytteet laimennetaan
steriiliin veteen. Koska laimennoskaavan (cs * V1 = ¢z * V2) kaytto ei ollut aina opiskeli-
joille helppoa, lopullisessa tydohjeessa annetaan tdhan tarkoitukseen yksinkertainen

esimerkki laimennoksesta kursiivilla erotukseksi varsinaisista tydvaiheista.

Opinnaytetydn raportointivaiheeseen kuului raportin kirjoittaminen ja seminaariesitys.
Opinnaytety® palautettiin ohjaajalle ja opponentille 4.11.2021 mennessa. Seminaarit
pidettiin 10. ja 11.11.2021. Seminaarin jalkeen raportti ja tydohje muokattiin valmiiksi
opponenteilta, ohjaavalta opettajalta ja tydeldmaohjaajalta saatujen kommenttien pe-
rusteella. Raportin alkupera tarkistettiin Turnitin-jarjestelmassa ja palautettiin valmis ra-
portti arvioitavaksi 19.11.2021. Opinnaytetyon julkistaminen tapahtui 23.-24.11.2021
Laboratorioladketiede ja nayttely -tapahtumassa posterilla. Hyvaksytty valmis tyo jul-

kaistiin Theseus-palvelussa www.theseus.fi.

7 Opinnaytetyon tuotos

Opinnaytetydn tuotoksena otettiin Metropolia Ammattikorkeakoulun bioanalytiikan tut-

kinto-ohjelman molekyyligenetiikan laboraatio-opetuksen kayttdon uusi Applied Biosys-
tems™ QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System -laite Thermo Fisher Scientificilta, pe-
rustettiin laitteelle reaaliaikaiseen PCR-menetelmaan pohjautuva laktoosi-intoleranssi-

testi ja laadittiin talle laktoosi-intoleranssitestille tydohje. Tybohjeeseen tuli seka tekstia
(3 sivua) etta kuvia (2 sivua). Tydohjeen ensimmaisen sivun ylaosa esitetdan alla (kuva
4). Tybohjeessa kaytetyt kuvat otettiin nayttokuvina laitteen Design and Analysis -ohjel-

massa.

QuantStudio™ 3-laite on reaaliaikaisen PCR-menetelman kayttéén suunniteltu laite,
jonka kayttéonotto perustui laitevalmistajan edustajien pitdmaan opastukseen seka lait-
teen kayttéohjeisiin. Talle laitteelle perustettiin laktoosi-intoleranssialttiuteen liittyvan
SNP:n tutkimiseen testi. Testin perustaminen tehtiin laitevalmistajan opastuksen, kay-

tettyjen reagenssien ja tydelamaohjaajan toiveiden pohjalta.
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Melissa Bjorkell ja Ida Sunabacka 2021
Genotyypitys: Laktoosi-intoleranssi

Tama ohje opastaa laktoosi-intoleranssialttiuteen liittyvan geenialueen monistamisen ty6vaiheet,
reaaliaikaisen PCR-laitteen kayton ja genotyypityksen tulosten tarkastelun. Monistettava geenialue
sijaitsee laktaasigeenin saatelyalueella ja etenkin eurcoppalaisessa vaestdssa yhden emaksen
vaihtelu (SNP) vaikuttaa siihen, sietdako henkilo laktoosia. Myds muut syyt laktoosi-intoleranssiin
ovat mahdollisia. Talla testilla selvitetddn naytteesta henkildn genotyyppi tdman emaksen suhteen.
Mahdolliset vaihtoehdot ovat:

+ (CC: el sieda laktoosia
+« CT: sietaa laktoosia
« TT: sietda laktoosia

Genotyyppi saadaan selville alleelispesifisten TagMan™ -koettimien avulla. Toinen koetin
tunnistaa C-eméaksen ja toinen T-emaksen. Koettimissa on eri variset merkkiaineet, joiden
fluoresenssia laite mittaa kunkin PCR-monistuskierroksen lopussa.

1) Kerida tyon sucrittamiseen tarvittavat materiaalit

- Tietokone, johon on asennettu laitteen Design and Analysis —ohjelma

- QuantStudio 3™ reaaliaikainen PCR-laite

- USB-tikku

- Valmiiksi eristetty DNA, josta genotyypitys tehd3an (konsentraatio mitattu)

- Sterilli vesi

- TagPath™ ProAmp™ Master Mix (2x) (sailytys +4 °C) tarkista voimassaolo!
- TagMan™ SNP Genotyping Assay (40x) (sailytys -20 *C) tarkista voimassaolo!
- Genotyypityskontrollit CC, CT ja TT (sailytys -20 °C)

- MicroAmp™ Optical Tubes (8 putkea/strippi) kidsittele hanskat kidessa3!

- MicroAmp™ Optical 8-Cap Strip kasittele hanskat kddessa!

- Sterileja eppendorf-putkia

- Putkitelineita

- Pipetit, filtterilliset pipetinkarjet ja karkiroskis

- Vortex-laite ja mikrosentrifuugi VWR Mini Star

2) Ajopohjan taytto

Kuva 4. Opinnaytetydn tuotoksena laaditun tybohjeen ensimmainen sivu

Laktoosi-intoleranssitestin tydohje sisaltda lyhyen selostuksen tydn tarkoituksesta, lis-

tan tyon suorittamiseen tarvittavista valineista, eri tydvaihekokonaisuudet ja nelja ha-

vainnollistavaa esimerkkikuvaa. Tyévaihekokonaisuudet olivat:

2B o

Keraa tydn suorittamiseen tarvittavat materiaalit

Ajopohjan taytto

Laitteen kaynnistys

Reaktioiden valmistelu

Naytteiden analysointi QuantStudio™ 3-laitteella ja tulosten siirto USB-tikulle

Tulosten tarkastelu

Tulosten tarkastelu -osioon panostettiin. Varsinaisten tydvaiheiden lisaksi siina kerro-

taan muutamia perusasioita, jotka voivat liittya analysoitavien tulosten laatuun. Tavoit-

teena oli, ettad ohjeiden avulla tulosten tarkastelu olisi mahdollisimman yksinkertaista.
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Tama oli kunnianhimoinen tavoite, silla reaaliaikaisen PCR-analyysin tulosten tulkinta
voidaan herkasti kokea vaikeaksi. Ty6ohjeen laatimisessa pyrittiin ottamaan mahdolli-
simman hyvin huomioon luvussa 6 mainitut kayttdohjeen kaytettavyyden kahdeksan

suunnitteluperiaatetta (Martikainen 2019: 10-16). Lisaksi tydohjeen kaytettavyytta tes-

tattiin opiskelijaryhmilla ja tydohjetta korjattiin huomioiden perusteella.

8 Pohdinta

8.1 Tuotoksen ja tulosten tarkastelu

8.1.1 Kayttdohjeen kaytettdvyyden kahdeksan suunnitteluperiaatteen toteutu-
minen

Laktoosi-intoleranssitestin tydohjeen tekemiseen kaytettiin apuna Martikaisen (2019:
10-16) Pro Gradu -tutkielmaa kayttdohjeiden kaytettavyydesta. Tassa luvussa kasitel-
I1dan kaikkien tutkielmassa esitettyjen suunnitteluperiaatteiden toteutuminen taman

opinnaytetydn tuotoksena syntyneessa laktoosi-intoleranssitestin tydohjeessa.

Ensimmainen tydohjeessa kaytetty suunnitteluperiaate oli tehtavakeskeisyys (Martikai-
nen 2019: 12). Laaditussa ty6ohjeessa kuvataan tehtavien suorittaminen siina jarjes-
tyksessa, missa ne on kaytannossa kannattavaa tehda. Kukin tydvaihekokonaisuus on
otsikoitu kuvaavasti ja ytimekkaasti. Toinen periaate oli oikea kirjoitustyyli (Martikainen
2019: 12-13). Virheita pyrittiin valttdmaan tarkistamalla oikeinkirjoitus, mika tosin oli
haastavaa, koska tyoohjeessa kaytetdan seka suomen- ettd englanninkielista sanastoa
tarkkuuden vuoksi. Lisdksi luonnosvaiheessa asiavirheiden korjaus tehtiin samalla, kun
ohjetta testattiin kdytanndssa. Ohjeessa kaytetdan imperatiivia kayttajaa puhutelta-
essa. Lyhenteita on kaytetty harkiten ja sellaiset lyhenteet, jotka eivat ole kayttajalle
valmiiksi tuttuja, on avattu niitd ensimmaista kertaa kaytettdessa esimerkiksi NTC, No

Template Control, lyhennetta tarvitaan ajopohjan kaytdssa ja tulosten tulkinnassa.

Kolmas suunnitteluperiaate oli yksinkertaisuus (Martikainen 2019: 13). Ohjeessa on py-
ritty siihen, etta vain tyon suorittamisen kannalta tarkeat seikat on mainittu. Tulosten
tarkastelu -osiossa on kuitenkin kerrottu myds analyysin laadun kannalta tarkeita asi-
oita silta varalta, ettd ongelmia iimenee. Nama tiedot eivat kuitenkaan vie ohjeesta pal-
jon tilaa ja ovat tyon tulosten ymmarrettavyyden kannalta olennaisia. Tama liittyy myos

tavoitteeseen tyon tulosten tarkasteluun panostamisesta, mika koettiin tarkedna heti
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alusta asti. Ohjeen alussa on lyhyt esittely tyon tarkoituksesta ja lista tarvittavista tyova-
lineista. Nama lisaykset tehtiin, koska tuotetydn laatimisen tydpajassa suositeltiin niita.
Toisaalta testin suorittamisen kannalta on tarkeaa tietda, mita on tekemassa ja miksi, ja
lista tyovalineista helpottaa niiden keraamista heti tyon aluksi, jolloin testin suorittami-

nen on sujuvaa.

Neljas suunnitteluperiaate oli tiedon saatavuus ja viides virheiden estaminen ja kasit-
tely (Martikainen 2019: 13—-15). Ohjeeseen on sisallytetty tavalliseen kayttoon riittavat
ja vaadittavat tiedot. Nama on valittu mukaan kaytannon kokemusten perusteella,
mutta on mahdollista, ettd ne eivat kata erikoistilanteita, joita ohjetta laatiessa ei ole tul-
lut vastaan. Ohjeen lopussa olevat kuvat havainnollistavat kayttgjalle, milta tietyt tyovai-
heet nayttavat kaytannossa ja auttavat suorittamaan nadma tyévaiheet. Ongelmatilan-
teista ei tehty erillista liitetta, silla tavallisimmiksi arvioitujen ongelmien valttamiseen
tahtaavat huomautukset sisallytettiin niihin tydvaiheisiin, joissa ne voivat tapahtua. Eri-
tyisen huomionarvoiset seikat on lihavoitu ohjeessa. Lisaksi Analyysin laatu -osiossa

esitetaan lyhyesti yleisimpien virhetilanteiden vaikutukset tuloksiin.

Kuudes suunnitteluperiaate oli yhtenaisyys (Martikainen 2019: 15). Sanavalinnat on py-
ritty yhtenaistdmaan ja ohjeen asettelut ja kirjasintyylit on pidetty samoina Iapi koko oh-
jeen. Eri tydvaihekokonaisuuksien erotteluun on kaytetty selkeita ja toistuvia otsikointi-

tyyleja. Jokaisen kokonaisuuden eri vaiheet on numeroitu aina aloittaen ykkdsesta. Jo-

kainen kuva on samankokoinen.

Seitsemas suunnitteluperiaate oli tosielamavastaavuus (Martikainen 2019: 15-16). Oh-
jeen eri vaiheet on esitetty siind jarjestyksessa, joka on tyon kaytanndn suorittamisen
kannalta looginen. Ohjeessa kaytetdan osittain englanninkielisia termeja, koska osa
tarvikkeista ja laite ovat englanninkielisia. Nama termit ovat toteutuksen kannalta olen-
naisia, joten niita ei ole kdannetty suomeksi virheiden valttamiseksi. Kayttajan kielitai-
dolle ei kuitenkaan ole erityisia vaatimuksia, vaan kaytetyt sanat ovat melko yksinker-
taisia ja niiden merkitykset ilmenevat asiayhteydesta. Lisdksi ohjeen pituus olisi kasva-

nut merkittavasti, mikali kaikki termit olisi kdannetty suomeksi.

Kahdeksas suunnitteluperiaate oli joustavuus (Martikainen 2019: 16). Ohjeen eri ty6-
vaihekokonaisuudet ovat periaatteessa erillisia, mutta on vahvasti suositeltavaa edeta

ty6ta tehdessa ohjeessa annetussa jarjestyksessa. Jarjestys on laadittu sen perus-
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teella, mika on loogista ja tyon suorituksen kannalta toimivaa. Ylipaataan laboratori-
ossa toimittaessa on yleensa tarkeaa seurata ohjeita annetussa jarjestyksessa, jotta
tyod etenee loogisesti, ja esimerkiksi ajankaytté on optimoitu niin, ettei odottelua synny
turhaan. Tasta syysta joustavuuden periaate ei ole tdman ohjeen kaytettavyyden kan-

nalta yhta olennainen kuin edella mainitut periaatteet.

Yhteenvetona naistad kahdeksasta suunnitteluperiaatteesta voidaan sanoa, etta tyéoh-
jeen laatimisessa on kaiken kaikkiaan noudatettu naita periaatteita varsin esimerkilli-
sesti. Periaatteista poikkeaminen on perusteltu harkitusti. Naiden suunnitteluperiaattei-
den kaytto perustui teoreettiseen nakemykseen siita, minkalainen on hyva kayttdohje.
Varsinainen arvio siitd, oliko ndiden periaatteiden seuraaminen tydohjeen laatimisessa
onnistunut valinta, saatiin kuitenkin vasta testauttamalla tyéohjetta oikeissa opiskelija-

ryhmissa.

8.1.2 Tyodohjeen kaytettavyyden arviointi kaytannon testauksella

Tyobohjetta testattiin Metropolia Ammattikorkeakoulun bioanalytiikan opiskelijoiden toi-
mesta marraskuussa 2021. Yhteensa testausta tehtiin viiden eri opiskelijaryhman

kanssa. Naista neljalla kerralla opinnaytetydn tekijat olivat mukana laboraatiossa. Ty6-
ohjeen kaytettavyytta ei arvioitu systemaattisesti, silld kyselyn laatiminen olisi ollut tyo-
Iasta ja vastausmaarista ei ollut varmuutta. Sen sijaan pyydettiin suullista palautetta ja
opiskelijoita pyydettiin kirjoittamaan muutosehdotuksia suoraan tulostettuihin tyéohjei-

siin. Naista syista palautteen maarasta ei ole tarkkoja lukuja.

Tyobohjeen kaytettavyyden kannalta suurimmaksi ongelmaksi osoittautui DNA-nayttei-
den laimennusohjeistus. Ensimmaisessa luonnoksessa laimennosta suositeltiin tehta-
van 30 ul, kun naytteen pitoisuus on alle 30 ng/ul. Tata perusteltiin silla, etta talldin pi-
petoitava naytemaara on yli 1 pl. Lisaksi muistutettiin kontrollinaytteiden laimentami-
sesta koko ryhmalle. Kaytannossa tama ohjeistus todettiin heti epaselvaksi, silla mo-
nien naytteiden pitoisuudet olivat yli 30 ng/ul, eikd annettu maara patenyt. Liséksi opis-
kelijat eivat ohjeen perusteella ymmartaneet, etta DNA tuli laimentaa steriiliin veteen.
Ongelmat pyrittiin korjaamaan poistamalla suositusmaaravirke kokonaan ja korvaa-
malla se ohjeella valmistamaan laimennosta sen verran, etta pipetoitava naytemaara
on yli 1 pl. Lisaksi kontrollinaytteiden laimentaminen aiheutti hdmmennysta, kun siita
mainittiin vasta laimennusohjeen lopuksi. Tama pyrittiin korjaamaan yhdistamalla DNA-

naytteen ja kontrollindytteiden laimennus samaan lauseeseen. Testauksessa tamakin
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ohje osoittautui vaikeaselkoiseksi. Samalla oli jaanyt maininta siita, etta kontrollinayt-
teet laimennetaan koko ryhmalle, ei jokainen erikseen. Lopulliseen tyéohjeeseen on-

gelmaa pyrittiin helpottamaan esimerkkilaskulla.

Alkuperaisessa luonnoksessa ohjeistettiin asettamaan tyhja putkirivi laitteen ndytekam-
mion toiseen reunaan tasapainottamaan lampdkantta. Tama huomio todettiin heti tes-
tauksessa turhaksi, silla tyhjan putkirivin sijaan sinne vaoitiin laittaa analysoitava putki-
rivi. Testausten aikana huomattiin myos, etta lista tarvittavista materiaaleista kannattaa
muuttaa tydvaiheeksi. Ajopohjatiedoston nimeaminen oli ohjeistettu yksinkertaisesti
"Anna tunnistettava nimi”. Tama ei kaytannon kannalta ollut toimiva vaihtoehto, ja se

korjattiin tasmalliseksi ohjeeksi nimeta tiedosto tietylla tavalla (taulukko 6, rivi 4).

Pienid muutoksia tehtiin lukuisia. Sivunumerointi tehtiin kahden ensimmaisen testauk-
sen jalkeen. Myos tydvaihekokonaisuudet numeroitiin. Tydohjeen ulkoasua yhtenaistet-
tiin entisestaan saatujen kommenttien perusteella. Tiettyja tydvaiheita tarkennettiin, esi-
merkiksi putkirivien sentrifugointi tuli tehda yksi putkirivi kerralla, etteivat merkkaamat-
tomat putkirivit mene sekaisin. Listaukseen tarvittavista materiaaleista lisattiin kaksi
huomautusta. Reagenssien kohdalle lisattiin lihavoituna voimassaolon tarkistus ja put-
kirivien ja niiden korkkien kohdalle lisattiin lihavoituna huomio hanskojen kaytosta niita

kasitellessa.

Tehdyt muutokset olivat tydohjeen kaytettavyyden kannalta hyvin olennaisia. Kahdessa
viimeisessa testauksessa opiskelijat tekivat tydon ohjeen mukaan Iahes taysin itsenai-
sesti. Talloin kysymyksia tuli 1ahinna edella kasitellystd DNA-naytteiden laimentami-
sesta. Valitettavasti esimerkkilaskun vaikutusta tdhan ongelmaan ei ehditty tdman opin-
naytetydn aikataulun puutteissa arvioimaan. Useat opiskelijat myos kehuivat ohjetta hy-
vaksi. Moni kommentoi, etta tydn ymmartamista olisi helpottanut se, ettad ohje olisi an-
nettu etukateen. Nain tullaan tulevaisuudessa toimimaan, kun tydohje siirtyy osaksi

molekyyligenetiikan opintojakson laboraatio-opetusta.
8.2 Eettisyys
Taman opinnaytetydn tekemisessa on koko prosessin ajan toimittu rehellisesti, huolelli-

sesti ja tarkasti. MyOs tehdyista virheista on raportoitu. Kaikkiin muiden tekemaan tyo-

hon perustuviin tietoihin on viitattu asianmukaisesti. Tiedonhaussa on pyritty toimimaan



35

mahdollisimman eettisesti ja valitsemaan lahteet alkuperaisista julkaisuista kayttdoikeu-
det huomioon ottaen. Tutkimuslupaa ei tarvittu, silld opinnaytety6 toteutettiin kokonai-
suudessaan Metropolia Ammattikorkeakoulussa. Opinnaytetydsopimus laadittiin yhteis-
tydssa ohjaajien kanssa ja siina sovittiin mm. kunkin osapuolen vastuut, tulosten kayt-

tooikeudet, kustannukset ja salassapitovelvollisuus.

Testin kontrolleja varten otettujen naytteiden anonymisoinnista pidettiin hyvaa huolta,
silla naytteisiin merkittiin vain tieto tutkittavan henkilon fenotyypista. Kaikki testauk-
sessa kaytetyt tuntemattomat naytteet olivat nimensa mukaisesti tuntemattomia, eika

niiden antajien henkildllisyyksia saatu selville testauksen aikana.

Tyon eettisyyden kannalta on hyva pohtia testin kayttéonoton jalkeisia kysymyksia. Ge-
neettisissa tutkimuksissa on erittain tarkeaa, etta niihin osallistuvat ovat tietoisia siita,
mita tutkitaan ja miten. Geneettinen tieto on arkaluonteiseksi luokiteltavaa, mikali sita
voidaan kayttaa henkilon tunnistukseen (Tietosuojalaki 1050/2018). Tassa tapauk-
sessa Kkyse ei ole henkilon tunnistuksesta, vaan yksittaisen geenin toiminnan tutkimi-
sesta. Silti on tarkeaa, etta testia kayttavat opiskelijat tietavat, mista testissa on kyse.
Mikali henkild ei kuitenkaan halua tietaa genotyyppiaan tutkittavan alleelin suhteen,

testista tulee voida aina kieltaytya.

Opinnaytetyon tuotos julkaistiin Metropolia Ammattikorkeakoulun bioanalytiikan mole-
kyyligenetiikan opintojakson laboraatio-opetuksen yhteydessa. Julkaisussa esitettiin
tybohje ja kerrottiin sen kayttdomahdollisuuksista ja rajoituksista. Esimerkiksi se kerrot-
tiin, etta testin tulos ei ole absoluuttinen totuus, vaan kertoo yhden laktoosi-intolerans-
sialttiutta aiheuttavan geenimuodon. Koko opinnaytetydprosessin kohokohdat julkaistiin
Laboratoriolaaketiede ja nayttely -tapahtumassa posteriesityksella. Posterissa on esi-
tetty tyon teoriataustaa, tydohjeen sisaltdéa ja tydohjeen testauksen tuloksia. Posterin

teoriataustassa kaytetyt lahteet on merkitty posteriin.

8.3 Luotettavuus

Aiheen rajaus tehtiin Iahdetietoon perustuen. Koska Suomen kliinisissa laboratorioissa
tutkitaan laktoosi-intoleranssialttiuteen liittyen vain yhtd SNP:ta (Eerola 2021), oli luon-
nollista rajata tamakin ty0 koskemaan sita. Tama kuitenkin tarkoittaa sita, etta testin tu-

los on vain suuntaa antava. Mikali henkilén genotyyppi tutkittavan SNP:n suhteen on
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CC, han voi silti sietaa laktoosia, silla laktaasientsyymin toimintaa yllapitavia mutaati-
oita, kuin LCT-13 910:C—T, on olemassa muitakin. On myos tarkeaa ottaa huomioon,
etta laktoosi-intoleranssi voi johtua my6s muista syista kuin geneettisesta alttiudesta,

jolloin TT- tai CT-genotyypin omaavalla henkilélla voi olla laktoosi-intoleranssi.

Testin toimivuuden ja luotettavuuden kannalta olisi ollut hyva, jos uutta menetelmaa
olisi voinut verrata vanhaan, kaytdssa olevaan menetelmaan. Sellaista ei kuitenkaan
talla kertaa ollut kaytettavissa, joten menetelmavertailua ei voitu tehda. Tama hanka-
loitti tyota, koska tulosten oikeellisuuden toteamiseksi olisi tarvittu todellisuudessa toi-
mivaksi osoitetun menetelman tuloksiin vertaaminen. Nain ollen tulosten oikeellisuus ja
toistettavuus voitiin selvittda vain toistamalla samoja naytteitd useammalla analyysiker-

ralla, kuten tehtiinkin.

Testin kayttdonoton kannalta oli tarkeaa, etta sita testattiin useilla naytteilla. Olisi ollut
optimaalista, jos kontrolleina olisi voinut kayttaa keskuslaboratoriossa todennettuja
naytteita tai kaupallisia naytteita, mutta taman tyon puitteissa tyydyttiin kayttamaan itse
otettuja naytteitda. Tyon kannalta oli onnellinen sattuma, etta kontrolleiksi valitut naytteet
edustivat kaikkia kolmea mahdollista genotyyppia. Testauksessa kaytettiin myos useita
tuntemattomia naytteita, joita oli kertynyt opetuksen aikana varastoon. Myos negatiivis-

ten kontrollien (vesikontrollit) kayttd oli olennainen osa laadunvarmistusta.

Tyon luotettavuus parani silla, etta testin kayttoa harjoitteleva opiskelijaryhma antoi pa-
lautetta seka itse menetelmasta etta sen tydohjeesta. Luotettavuus parani, silla pelkas-
taan tyon tekijoilla ei valttamatta ollut niin selkeda kasitysta siitd, mita opiskelijat testilta
ja sen tyOohjeelta odottavat. Myds tyon tilannut opettaja kommentoi tydohjetta. Saadun
palautteen pohjalta tehtiin parannuksia, esimerkiksi lisattiin sivunumerot ja numeroitiin
eri tydvaihekokonaisuudet, muutettiin lista tarvittavista materiaaleista ensimmaiseksi
tydvaihekokonaisuudeksi seka tehtiin pienia tarkennuksia, esimerkiksi korostettiin rea-

genssien voimassaolon tarkistusta.

Tyon luotettavuutta arvioitaessa otettiin huomioon kaytettyjen lahteiden kirjoitusvuosi.
Osa kaytetyista lahteista oli jo yli kymmenen vuotta vanhoja mutta nama kyseiset lah-
teet olivat alkuperaistutkimuksia aiheesta, joten niiden kayttaminen oli perusteltua edel-
leen. Useat uudemmat artikkelit viittasivat naihin alkuperaisartikkeleihin, joten niiden

tiedot olivat edelleen ajankohtaiset.
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Tassa opinnaytetydssa perustetun testin ja sen tydohjeen toimivuudet voitiin luotetta-
vasti todeta kayttaen juuri kyseista laitetta, naita reagensseja ja reaktioputkia seka oh-
jelmistoversioita. Taman tyén muualla hyddyntadmisen kannalta olisikin tarkeaa, etta
olosuhteet olisivat mahdollisimman samanlaiset. Jos laite on eri, on hyvin todenna-
koista, ettd sen kayttd eroaa QuantStudio™ 3-laitteen kaytdstd. Reagenssit ja reak-
tioputket valittiin laitteen kanssa yhteensopiviksi, joten eri laitteen kaytto voi vaatia eri
materiaalien kayton. Tama taas johtaisi siihen, ettd myos esimerkiksi reaktio-olosuhteet
analysoinnissa todennakdisesti eroaisivat tassa tyossa kaytetyista. Vaikka kaytettaisi
samaa laitetta ja samoja reagensseja, eri ohjelmistoversioiden kayttd voi aiheuttaa

muutoksia esimerkiksi siind, miten ajopohja luodaan Design and Analysis -ohjelmalla.

Ty6hon valittiin laitevalmistajan suosittelema TagPath™ ProAmp™ Master Mix (2x).
Master Mixiksi harkittiin myds muita vaihtoehtoja, mutta ne olivat kalliimpia ja olisivat
todennakadisesti vaatineet optimointia. Lisaksi valittu Master Mix sailyy jaakaappilampo-
tilassa ja valmis reaktioseoskin sailyy valmistajan mukaan jopa 72 tuntia huoneenlam-
potilassa. Suurin etu oli, ettda Master Mixin kayttéohje antoi reaktioseokseen tarvittavat
komponentit maarineen ja ajo-ohjelman olosuhteet valmiiksi. Master Mixin tilaussivulla
kerrottiin yhdesta 1 ml putkesta riittavan 200 reaktioon, mutta tdma ei pitanyt kaytta-
mamme standardiprotokollan suhteen paikkaansa, koska yhteen standardireaktioon

kului 12,5 ul eli 1 ml riitti teoriassa 80 reaktioon.

Master Mixin lisaksi otettiin TagMan™ SNP Genotyping Assay (40x) C__ 2104745_20
(rs4988235). Genotyypitysreagenssiksi olisi yhta hyvin voinut valita myo6s

C__ 2104745_10:n, joka eroaa valitusta reagenssista niin, etta fluoroforit vastaavat al-
leeleita pain vastoin eli valitussa reagenssissa VIC merkitsee C-alleelia ja FAM T-allee-
lia, toisessa reagenssissa VIC merkitsee T-alleelia ja FAM C-alleelia. Genotyypitysrea-
genssin tiedoissa SNP:n vaihtoehtoiset emakset C/T on merkitty G/A, koska kyseessa
on koettimen emasjarjestys, joka on komplementaarinen tunnistamansa DNA:n emas-
jarjestyksen kanssa. Taman reagenssin valinta oli hyva ratkaisu, silld nain pystyttiin

olemaan varmoja siita, etta se toimii lahes 100 % varmuudella.

Testin toimivuuden kannalta yksi olennaisia kysymyksia oli ndytemaara. Teoriassa
(Henry & Leysen 2021) naytemaaran kasvattamisen pitaisi parantaa genotyypitystulos-
ten luotettavuutta, silla kullekin naytteelle annettava genotyyppi riippuu naytteen sijain-

nista genotyypityskuvaajassa (Allelic Discrimination -kuvaaja). Mitd enemman saman
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genotyypin omaavia naytteitad analyysissa on, sitd paremmin niiden tulisi ryhmittya tii-

viiksi ryppaaksi. Jos saman genotyypin omaavia naytteita sen sijaan on vain vahan, on
mahdollista, ettei analyysiohjelma pysty ryhmittdmaan niita luotettavasti. Tama voi olla
ongelma etenkin, mikali naytteiden laatu ei ole optimaalinen. Taman tydn puitteissa ol
sovittu, ettd ndytemaara pidettaisiin testauksessa maltillisena, koska tama vastaa aitoa
tilannetta, jossa testia tullaan kayttamaan. Yksittaisten opiskelijaryhmien koot vaihtele-
vat hieman, mutta ryhmissa on 10-20 opiskelijaa. Testin kayttokelpoisuuden kannalta

oli siis tarkeaa, etta testi testattiin toimivaksi tallaisilla naytemaarilla.

Kaytannodssa naytemaaran kasvattamisen vaikutukset tulosten luotettavuuteen eivat
aina ole yksioikoisia. Jos naytteista osa on heikkolaatuisia, niiden maaran kasvattami-
nen analyysissa voi johtaa tulosten luotettavuuden heikkenemiseen. Tama johtuu siita,
ettd heikkolaatuiset naytteet eivat valttamatta kayttaydy reaktiossa samalla tavoin kuin
hyvalaatuiset naytteet, jolloin niiden tulosten sijoittuminen genotyypityskuvaajassa ei
aina osu oikean genotyypin mukaiseen ryppaaseen. Talloin ryppaat eivat valttamatta
erotu selkeasti toisistaan ja genotyyppien maarittaminen voi olla mahdotonta. Luonnol-
lisesti heikko laatu hairitsee tulosten tulkintaa myos pienilla naytemaarilla, joten nayttei-
den laadun tulee olla mahdollisimman hyva joka tilanteessa. Kaytannossa naytteen
laadun arvioinnissa hydédynnetaan naytteen puhtausarvoa (A260/A280 tulisi olla 1,7—
1,9). Jos nayte ei ole puhdas, analyysin tulos voi olla epavarma tai epaonnistunut.
CT2-kontrollinaytteen puhtaus oli yli 1,9; mutta testauksessa todettiin naytteen antavan
oikean tuloksen luotettavasti. Nain ollen epapuhdaskin nayte pystyttiin analysoida on-

nistuneesti protokollalla.

Kontrollindytteet ovat yleisesti tarkedssa roolissa kliinisten laboratoriotutkimusten luo-
tettavuuden arvioinnissa. PCR-menetelmissa on tarkeaa kayttaa negatiivisia kontrol-
leja, joihin ei ole lisatty naytetta. Nain voidaan varmistua siita, etteivat reagenssit ole
kontaminoituneet kaytdssa. Mikali negatiivisissa kontrolleissa tapahtuu monistumista,
ei analyysin tuloksia voida hyvaksya. Ohjeiden mukaisesti testissa tulisi olla jokaista
analyysia kohti ainakin kaksi negatiivista kontrollia, joiden avulla tuloskuvaajan nollapis-
teet maarittyvat. Negatiivisten kontrollien lisdksi on mahdollista sisallyttaa analyysiin
positiivisia kontrollinaytteitd, jotka toimivat laadunvarmistajina. Laitevalmistajan mukaan
positiivisten kontrollien kayttd ei ole pakollista, mutta tyon luotettavuuden lisddmiseksi
niitd kaytettiin. Genotyypitysprotokollassa voidaan kayttaa kaikkia kolmea eri genotyyp-
pid edustavia kontrollindytteita tai vain osaa niista. Luotettavin tulos saadaan kaytta-

malla kaikkia kolmea, kuten tassa tyossa tehtiin.
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Ajo-ohjelman runko saatiin suoraan Master Mixin ohjeesta. Sen siirto laitteen Design
and Analysis -ohjelmaan ajopohjaksi oli melko suoraviivaista, mutta tarkempia ajopoh-
jan asetuksia muokattiin vahitellen, kun ohjelman kaytté tuli tutummaksi. Lopullisen ajo-
pohjan asetukset esitetdan kuvissa 2 ja 3. Testianalyysien perusteella ajo-ohjelma
toimi: kaikki naytteet, pois lukien NTC:t, monistuivat analyyseissa ja fluoresenssisig-
naalien perusteella tulokset saatiin jaoteltua kolmeen eri genotyypin ryppaaseen tois-
tettavasti. Ensimmaisissa analyyseissa kaytettiin vahingossa Design and Analysis -oh-
jelman antamaa oletustilavuutta, joka oli kaksinkertainen oikeaan reaktiotilavuuteen
nahden. Tdma huomattiin vasta toisen testianalyysin jalkeen ja korjattiin viimeista testi-
analyysia varten. Tulokset eivat kuitenkaan erityisesti muuttuneet tdman korjauksen
seurauksena, mista voitiin paatelld protokollan olevan varsin vakaa. Kaytannéssa eron

huomasi siita, etta reaktioputket eivat painuneet lievasti kasaan oikealla tilavuusasetuk-

sella (kuva 5).

Kuva 5. Reaktioputket painuivat kasaan analyysin aikana vaaralla tilavuusasetuksella.

Tulosten analysointi oli laitevalmistajan opastuksessa esiteltyjen esimerkkien pohjalta
suoraviivaista. Hyvalaatuisten tulosten kriteereja olivat se, ettd NTC:t sijoittuvat Allelic
Discrimination -kuvaajassa lahelle nollapisteitd seka se, etta jokainen genotyyppirypas
erottuu selkeasti kahdesta muusta ja heterotsygoottitulokset sijoittuvat homotsygoottien
valiin. Ideaalitilanteessa kukin rypas olisi tiivis ja yhtendinen, mutta esimerkiksi vaihtelut
DNA-pitoisuuksissa tai DNA:n laadussa voivat levittda ryppaita kuvaajassa. Testi-
analyyseissa 2 ja 3 analysoitiin samat naytteet ja molemmilla kerroilla CC-genotyypin
naytteet levisivat jonkin verran, jolloin rypas ei ollut taysin yhtendinen. Molemmilla ker-
roilla ohjelma pystyi kuitenkin luokittelemaan nama naytteet CC-genotyyppiin. Varmaa
syyta talle ongelmalle on vaikea 16ytda, mutta on nelja todenndkdista vaihtoehtoa.
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Ehka naytteiden alkuperaiset pitoisuusmittaukset olivat epaonnistuneet tai pitoisuus-
merkinnat oli kirjoitettu epaselvasti tai virheellisesti. Kenties laimennokset oli tehty vaa-
rin tai sitten naytteet olivat poikkeuksellisen epapuhtaita. Osviittaa ongelman alkupe-
rasta olisi voitu saada tarkastelemalla Quality Check -valilehden kuvaajia. Tata ei kui-
tenkaan pidetty tarpeellisena, silld ohjelma pystyi kuitenkin antamaan naytteille tulok-
set. Muuten kaikki naytteet sijoittuivat selkeasti omiin ryppaisiinsa. Koska tulokset olivat

genotyypitystarkoitukseen riittavat, ei erityista optimointia tarvittu.

Toistettavuus on laboratoriotutkimusten tarkea ominaisuus. Toistettavuudella tarkoite-
taan sita, ettd samoja olosuhteita ja menetelmia kayttdmalla taytyy voida saada sama
tulos (Tieteen termipankki). Taman testin testauksessa toistettavuutta tutkittiin analy-

soimalla kaikki tutkitut naytteet kahdesti. Toiston tuloksia verrattiin alkuperaisen analy-

soinnin tuloksiin, ja ne todettiin yhtenevaisiksi. Toistettavuus oli siis hyva.

8.4 Tuotoksen ja tulosten hyddyntaminen ja kehittamisehdotukset

Tuotosta hyddynnetadn suoraan Metropolia Ammattikorkeakoulun bioanalytiikan mole-
kyyligenetiikan opintojaksoon sisaltyvassa laboraatio-opetuksessa. Testia tullaan kayt-
tamaan opinnaytetydssa laaditun tydohjeen mukaisesti, kuitenkin niin, etta opettajalla

on oikeus muokata ohjetta kdytannon tarpeiden perusteella.

Tybohjeen laatimisen osalta olisi voinut alun alkaen panostaa enemman lahdeaineiston
keruuseen ja esimerkiksi perehtya erilaisiin tyéohjeisiin, joita erilaiset laboratoriot kayt-
tavat. Nain olisi saatu kenties parempi ndkemys siita, minkalaiset tydohjeet koetaan toi-
miviksi laboratoriokaytdssa. Toisaalta aineistonkeruuseen varattu aika oli rajallinen ja
luotettavien seka tuoreiden lahteiden I6ytaminen osoittautui haastavaksi. Lisaksi se,
etta tydohjeen laatimiseen kaytettiin vain yhta kirjallista 1ahdetta ja yhta tydpajaa, johti
siihen, etta tydohjeen sisaltd voitiin rakentaa vahvasti kokemuksen pohjalta. Tasta joh-
tuen tydohje vastaa myos tyon laatijoiden nakemyksia siita, mitd hyvassa tyéohjeessa

tulisi olla ja missa jarjestyksessa juuri tata tyota ajatellen.

Tulevaisuudessa tyoohjetta voisi kehitella esimerkiksi vuorovaikutteisemmaksi. Nain
ohjeeseen saisi sisallytettyda enemman informaatiota helpommin kasiteltdvassa muo-
dossa. Esimerkiksi eri vaiheiden merkitykset lopputuloksen kannalta voitaisiin perus-

tella yksityiskohtaisemmin erillisissa info-osioissa niille, jotka ovat kiinnostuneita. Vuo-



41

rovaikutteinen tydohje voisi sisaltaa paljon kuvamateriaalia tyon suoritusta helpotta-
maan, ehkd myoés videoita. Taman tyon kaytannon toteutus on melko helppoa, mutta
itse menetelman ymmarryksen lisdamiseksi voisi olla paikallaan esittaa lyhyt video

siitd, mita laitteessa kaytadnndssa tapahtuu analyysin aikana.

Laitteen kayttoonoton kannalta olisi ollut optimaalista, jos se olisi saatu suoritettua yh-
dessa vaiheessa ja mahdollisimman pian laitevalmistajan edustajien pitdman opastuk-
sen jalkeen. Nain ei kuitenkaan tapahtunut, koska kaikkia testia varten tilaukseen laitet-
tuja reagensseja ei saatu suunnitellun aikataulun mukaisesti. Tasta syysta kayttéonotto
venyi puolella vuodella, jolloin laitteen kayttddnoton kannalta valttamatén RNase P-levy
oli vanhentunut ja opastuksessa annetut ohjeet olivat osin unohtuneet. Opastuksesta
olisi kannattanut tehda hyvat muistiinpanot, mutta niin ei toimittu, koska tarkoitus oli

suorittaa kayttéonotto mahdollisimman pian.

QuantStudio™ 3-laitteen jatkokayttda ajatellen pohdittiin, olisiko tarpeellista tehda erilli-
nen ohjeistus laitteen ja Design and Analysis -ohjelman paivitysta varten. Lopulta tahan
ei ryhdytty, koska siita ei ollut varsinaisesti sovittu opinnaytetydn sopimuksen laatimi-
sen yhteydessa ja koska taman opinnaytetydn tuotoksena valmistunut testi on testattu
toimivaksi juuri kyseisilla versioilla, jotka oli ennen testauksen aloitusta asennettu.
Vaikka uudet versiot saattaisivat tulevaisuudessa tuoda lisdominaisuuksia ja korjata
mahdollisia pikkuvirheita, testin kayton kannalta naita ei katsottu valttamattomiksi. Li-
saksi ongelmana voisi olla se, etta uuden version paivityksen jalkeen ilmaantuisi ongel-

mia, joiden selvittely veisi turhaan aikaa ja resursseja.

8.5 Ammatillinen kasvu

Opinnaytetydprosessi on ollut todella opettavainen. Opinnaytetydn lahtdkohtana ol
Metropolia Ammattikorkeakoulun tekema tilaus tydsta, joka kehittaisi opetusta bio-
analytiikan tutkinto-ohjelmassa. Tarkemmin tyén aiheeksi valikoitui uuden reaaliaikai-
sen PCR-laitteen, QuantStudio™ 3:n, kayttéonotto, laktoosi-intoleranssin toteamistes-
tin perustaminen ja tyoohjeen laatiminen opetuskayttoa varten. Tilaava taho ei antanut
tyolle tarkkoja ohjeita tai kriteereja, vaan tyon suunnittelu oli pitkalti meidan omien na-
kemystemme ja kokemustemme varassa. Tydn suunnitteluvaiheessa tehtiinkin paljon
selvitysty6ta aina siita lahtien, mita laktoosi-intoleranssi oikeastaan tarkoittaa. Reaaliai-
kainen PCR oli meille menetelmana teoriassa tuttu juuri molekyyligenetiikan opintojak-

solta, jonka opiskelu oli kesken aiheen saamisen aikoihin. Kdytannon kokemusta sen
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kaytosta ei kuitenkaan ollut, ja saimme mahdollisuuden selvittdd menetelmaan perustu-
van testin perustamiseen liittyvia asioita itse. Erilaisista tyoohjeista meilla oli koke-
musta, mutta emme olleet aikaisemmin erityisesti miettineet, mita niiden laatiminen

vaatii.

Ty6 pohjautuu vahvasti teoriatietoon, jonka etsimisesta ja hyddyntamisesta meilla oli jo
jonkin verran kokemusta aiemmista opinnoista ja nykyisten opintojen eri opintojaksoilta.
Nain laajan tyon teoriapohjan rakentaminen kehitti tiedonhakutaitoja ja lahdekriitti-
syytta. entisestdan Tydn aihealueista 16ytyi tydohjeen laatimista lukuun ottamatta run-
saasti lahdemateriaalia, ja relevanttien lahteiden I0ytaminen oli tydlasta. Myds tieteelli-
sen tekstin kirjoittamisessa sai olla tarkkana, kun kaiken tiedon tuli pohjautua lahteisiin,
mutta olla samalla omaa tekstia. Myds l&ahdeviittausten merkitseminen juuri oikealla viit-

taustekniikalla vaati harjoitusta ja toistoa.

Opinnaytetyon raportin laatiminen harjaannutti Microsoft Wordin kayttéon seka kehitti
kirjoitustaitoja. Tarkasti maaritellyt muotoilut ja tyylit aiheuttivat ajoittain paanvaivaa, jol-
loin ongelmanratkaisutaidot paasivat kehittymaan. Samoin oikeiden sanamuotojen va-
linta ja niissa pysyminen osoittautuivat valilla hieman vaikeaksi. Pyrimme kuitenkin
mahdollisimman ymmarrettavaan tekstiin, vaikka tiedostammekin, ettd osa kasitteista
voi olla lukijalle vieraita. Etenkin Toiminnan eteneminen -luku oli kirjoittamisen kannalta
haastava, koska kaikki asiat piti kuvata mahdollisimman tarkasti ja yksityiskohtaisesti.
Tama vaatimus meni valilld luettavuuden edelle, silla kappaleet venyivat herkasti pit-

kiksi ja sisaltavat todella paljon informaatiota.

Opinnaytetydssa kaytdmme paljon sanastoa, joka liittyy vahvasti omaan alaamme.
Olemme pyrkineet avaamaan kaikki kayttdmamme kasitteet mahdollisimman helposti
ymmarrettaviksi, mutta tiedostamme, etta kaikkia kasitteita ei valttamatta ole aina
osattu selittaa niin, ettd asiaan vihkiytymatdn aivan ymmartaisi, mista on tarkalleen
kyse. Menetelman takana oleva teoria voi vaikuttaa monimutkaiselta, mutta tydn aikana
saimme huomata, etta reaaliaikainen PCR genotyypitysmenetelmana on yllattavan yk-
sinkertainen. Toivomme, etta opinnaytetydssa esitetyt kuvat ja kuviot auttavat havain-

nollistamaan teoriaa ja toteutusta.

Kayttéonoton venymisesta seurasi se, etta kayttdonotossa ilmeni ongelmia. Ohjelmisto-
paivityksen jalkeen unohdettiin suorittaa Self Verification Test, ja toisaalta laite ei ilmoit-

tanut paivityksen onnistumisesta heti, vaan vasta mydhemmin uudelleen kdynnistyksen
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jalkeen. Kun viela yritettiin ajaa RNase P -verifikaatio vanhentuneella levylla, laite meni
jumiin eika toiminut ennen uudelleen kaynnistysta. Tasta seurasi yhteydenotto laiteval-
mistajan yhteyshenkildlle, jonka kanssa ongelmaa yritettiin ratkaista. Aluksi ongelmaa
pidettiin laiteteknisena ja jopa QuantStudio™ 3-laitteen lahettamista huoltoon ehdotet-
tiin. Lopulta kuitenkin ongelman todennakdisimmat syyt (edellda mainitut) saatiin selvi-
tettya, kun laitteen jumiutumiseen johtaneet tapahtumat selvitettiin systemaattisesti yh-
dessa laiteasiantuntijan kanssa. Han osasi antaa ohjeet laitteen toiminnan testaami-
seen, joiden pohjalta toimittiin ja todettiin laite toimivaksi. Tama prosessi kehitti ongel-
manratkaisutaitoja ja harjoitti kommunikointitaitoja, kun ongelmaa selviteltiin englan-
niksi seka sahkopostitse ettd puhelimessa. Samalla opittiin konkreettisesti, miksi ohjei-
den noudattaminen on tarkeaa ja ndma opit pystyttiin sisallyttdmaan tyon tuloksena
laadittuun tyéohjeeseen. liman naitd ongelmia naita oivalluksia ei todennakoisesti olisi

tullut. Lopulta laite saatiin otettua kayttdon onnistuneesti.

Kaikkiaan koemme opinnaytetyoprosessin kehittaneen useita tydelamassa tarvittavia
taitoja. Bioanalyytikkoliiton Internet-sivuilla kerrotaan, etta bioanalyytikon taito- ja omi-
naisuusvaatimuksia ovat mm. laboratoriotutkimusprosessin hallinta, asiakaspalvelu- ja
vuorovaikutustaidot, kiinnostus luonnontieteisiin, tekninen osaaminen, tarkkuus, huolel-
lisuus ja jarjestelmallisyys seka jatkuva halu oppia uutta ja kehittyd ammatissa (Bio-
analyytikkoliitto). Tassa tydssa on syvennytty luonnontieteisiin seka laktoosi-intolerans-
sin taustan suhteen etta kaytettyjen menetelmien osalta. Tekninen osaaminen on kehit-
tynyt QuantStudio™ 3-laitteen kaytdn opettelun myota. Tyon lahtdkohtana on ollut ha-
lumme kehittyd ammatissamme ja toive syventymisesta uusien menetelmien kayttéon-

ottoon.
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