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Opinnaytety® suoritettiin THL:n ja FIMM:n yhteisen Biopankin tiloissa Biomedicumin tutki-
muskeskuksessa kevaalla 2014. Tarkoituksena oli selvittaa, voiko vanhoista plasma- ja
seeruminaytteista eristaa tutkimuskelpoista DNA:ta. Naytteita oli kaytdssa 120 kpl, 60 see-
rumiputkea ja 60 plasmaputkea. Naytteet oli keratty aikavalilla 3 - 9.10.1975.

Plasma- ja seeruminaytteissa ei lahtokohtaisesti ole suuria maaria DNA:ta, silla veren eri
osien erotteluvaiheessa suurin osa valkosoluista painuu pohjalle ja erottuu siten plasmasta
ja seerumista. TAma opinnaytetyd perustuu oletukseen, ettd plasman ja seerumin sekaan
on jaanyt valkosoluja, joista DNA:ta on mahdollista eristaa riittava maara jatkotutkimuksia
varten.

DNA:n eristamista varten valittiin kaksi eri kittid; PerkinElmerin chemagic circulating NA 4k
H12 VD130612 -kitti ja Zymo Researchin ZR Serum DNA Kit™ -kitti. ZR -kitti hyddyntaa
silikahelmia DNA:n eristyksessa ja chemagic-kitti magneettipartikkeleita. Chemagic-
eristyksen suorittaa tehtdvaan tarkoitettu robotti, ZR -protokolla tehdaan kasin.

DNA:n konsentraatio mitattiin NanoDrop-spektrofotometrilla. Kaksijuosteisen DNA:n kon-
sentraatio varmennettiin viela PicoGreen-protokollalla PHERAStar-luminometrilla. Kun
mittaukset oli suoritettu, naytteille tehtiin ID-PCR 96-kuoppalevylla G-storm -koneella.

PCR:n jalkeen naytteet lahetettin THL:n sekvensointilaboratorioon, missa niille tehtiin
fragmenttianalyysi. Fragmenttianalyysisséd naytteille tehtiin elektroforeesi ABI3730xI DNA
Analyzerilla, minka jalkeen tulokset analysoitin GeneMapper® -ohjelmalla. Tuloksia tar-
kasteltiin lisaksi SEX-PCR -menetelméalla ja agaroosigeelielektroforeesilla.

Tulokset olivat negatiivisia: DNA:ta saatiin kylla eristettyd, mutta niin pienia maaria, etta
eristys ja jatkokasittely ei ole koko aineistolle mielekasta.

Avainsanat seerumi, DNA, valkosolut, veri
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This thesis was conducted at THL/FIMM Biobank facilities in the Biomedicum research
centre in spring 2014. The aim of the study was to discover a valid method to extract DNA
from old plasma and serum samples for further research use. There were 120 samples, 60
serum tubes and 60 plasma tubes. Samples had been collected in 3 - 9 October 1975.

By default, plasma and serum do not contain significant amount of DNA due to the blood
separation protocol. When separation of blood cells and plasma/serum occurs, white blood
cells tend to sink to the bottom of the vial and become absent in liquid plasma/serum. This
thesis is based on a hypothesis that there is enough white blood cells remaining in plasma
and serum to extract a viable amount of DNA.

Two differrent kits were chosen for extracting DNA: PerkinElmer’'s chemagic circulating NA
4k H12 CD130612 kit and Zymo Research’s ZR Serum DNA Kit™. The ZR kit is based on
binding DNA to silica beads and then eluting it manually. The Chemagic kit in turn binds
DNA to magnetic particles in robot-assisted extraction.

The concentration of DNA was measured with a NanoDrop spectrophotometer. The con-
sentration of double-stranded DNA was confirmed with a PicoGreen protocol using a
PHERAStar luminometer. After consentration measurements ID-PCR was carried out with
96 —well plates using G-storm thermocycler.

After PCR, samples were sent to THL’s sequencing laboratory unit for fragment analysis.
In fragment analysis, electrophoresis was carried out with an ABI3730xI DNA Analyzer.
Results were analyzed with the GeneMapper® computer program. In addition, results were
analyzed with the SEX-PCR protocol and agarose gel electrophoresis.

In conclusion, the results were mostly negative. There were small amounts of DNA, but the
amounts were not high enough to make it feasible to extract and further analyse the rest of
the samples.

Keywords serum, DNA, white blood cells, blood
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1 Johdanto

Opinnaytety6 suoritettin THL:n ja FIMM:n yhteisessé Biopankki-laboratoriossa, jossa
muun muassa eristetaan ja kasitellaén jatkotutkimuksia varten DNA:ta eri tutkimuksissa
keratyista biologisista naytteista. Biopankin tehtavdnd on muun muassa vaeston ter-
veyden edistaminen, tautimekanismeihin vaikuttavien tekijoiden tunnistaminen, saira-
uksien ehkaisy, vaestdn hyvinvointia ja terveytta edistavien tuotteiden kehittdminen
seka sairaanhoidossa kaytettavien tuotteiden ja hoitokaytantdjen kehittaminen. Bio-

pankki sijaitsee Biomedicumin tutkimuskeskuksessa Helsingin Meilahdessa.

Plasmassa ja seerumissa ei pitaisi olla DNA:ta lainkaan, silla veressa oleva DNA sijait-
see valkosoluissa, mitka poistetaan plasmaa ja seerumia valmistettaessa. Naytteisiin
on kuitenkin voinut jaada vahaisia maarid valkosoluja. Koska tassa tydssa tutkittavat
naytteet eivat enaa ikansa puolesta sovellu muuhun analytikkaan, p&atettiin yrittaa
DNA:n eristamista. Naytteet ovat myos tutkimusmielessa arvokkaita, silla ne on otettu
lAhes neljakymmenta vuotta sitten ihmisilta, jotka ovat sittemmin osallistuneet muihin-
kin tutkimuksiin, joissa heidan elintapojaan ja sairauksiaan on seurattu. Osallistujista on
myds runsaasti tietoa erilaisissa viranomaisrekistereissd. DNA:sta voisi [0ytyd muutok-
sia, jotka selittavat alttiutta sairastua eri kansantauteihin. Naisté syista oli tarke&a saa-
da eristettyd muistakin vanhoista varastoiduista verindytteista DNA; niiden hyoty tutki-

muksille voisi olla arvaamattoman suuri.

Eristyksen tulos selvitettiin useammalla eri mittausmenetelmalla, jarjestyksessa spekt-
rofotometrinen mittaus NanoDrop-spektrofotometrilla, luminesenssimittaus PHERAS-
tar-luminometrilla, ID-PCR G-Stormilla, fragmenttianalyysi ABI3730xI DNA Analyzerilla
ja agaroosigeelielektroforeesilla. NanoDrop-mittaus tehtiin, jotta néhtiin onko DNA:ta tai
mitddn muutakaan eluoitunut, PHERAStarilla nahtiin spesifisemmin kaksijuosteisen
DNA:n maara ja ID-PCR valmisti naytteen fragmenttianalyysia varten. Silla selviaa,
onko PCR onnistunut ja voidaanko naytteitd kayttaa jatkossa esimerkiksi genotyyppa-
ukseen. SEX-PCR —menetelm&a kaytettiin vahvistamaan tuloksia. Agaroosigeelielekt-
roforeesia kaytettiin fragmenttianalyysin ja SEX-PCR:n tuloksia selventdvana analyysi-

na.

Opinnaytetydn tavoitteena on saada eristettya vuonna 1975 keratyista plasma- ja see-

ruminaytteista tutkimuskelpoista DNA:ta.



2 Teoria

2.1 Veri, plasma ja seerumi

Veri koostuu neljasta eri komponentista: punasoluista, verihiutaleista ja valkosoluista

(noin 45 % kokonaistilavuudesta) ja plasmasta (noin 55 % kokonaistilavuudesta). Pu-

nasolujen eli erytrosyyttien tehtava on kuljettaa happea keuhkoista muualle kehoon ja

tuoda hiilidioksidia takaisin uloshengitettévaksi. Verihiutaleet eli trombosyytit ovat pie-

nid, varittbmia solunpalasia jotka osallistuvat yhdessa koagulanttiproteiinien kanssa

veren hyydyttamiseen verenvuodossa. Valkosolut eli leukosyytit ovat osa immuunipuo-

lustusjarjestelmaa ja kulkevat veren mukana ympari kehoa tuhoten viruksia ja baktee-

reita tai aktivoiden immuunijarjestelman muita osia, joita nakyy kuvassa 1.
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Plasma sisaltaa 92 % vetta. Liséksi l16ytyy albumiinia (muodostaa paaosan proteiineis-
ta), fibrinogeenia (osaltaan hyydyttaa verta) ja globuliineja (esimerkiksi vasta-aineet).
Plasmalla on useita tarkeita tehtavia kuten verenpaineen yllapitdminen, vitamiinien ja
hormonien kuljettaminen kehossa sekd sopivan pH:n sdateleminen. Plasma sailyy

vuoden ajan pakastuksessa. !

Plasma saadaan erotettua veresta sentrifugoimalla veri antikoagulantin (esim. EDTA)
lasna ollessa, jolloin solut painuvat pohjalle mutta plasma ja kaikki sen osat jaavat pin-
nalle, josta se on helppo kerété talteen. Seerumi, joka on plasmaa ilman hyytymisteki-
joita, voidaan erottaa antamalla veren hyytyd putkessa ja sentrifugoimalla putki sen

jalkeen. Nain hyytymistekijat jaavat verisolujen joukkoon.

2.2 DNA:n eristysmenetelmien vertailu

Zymo Research ZR Serum DNA Kit™ perustuu ZymoBeads™ -silikahelmien kayttoon.
Aluksi naytteessa olevat solut lyysataan, minka jalkeen DNA adsorboituu silikahelmiin.
Ne muodostavat kompleksin, joka voidaan erottaa muusta aineesta sentrifugoimalla
(kuva 2). Siten DNA voidaan pestéa ja myohemmin eluoida kompleksista suoraan eluu-

tiopuskuriin.

Sample + Lysing
Buffer with beads

’ Wash

> Spin

DNA ready for:

PCR
Cloning
Restriction digest

Kuva 2. ZR Kitin toimintaperiaate.



PerkinElmerin chemagic circulating NA 4k H12 VD130612 kitin ja muiden magneet-
tiavusteiseen eristykseen perustuvien protokollien periaatteena on eristda robotilla
plasmasta ja seerumista seka solunsisaista ettéd vapaana kulkevaa DNA:ta magneetin
avustuksella. Aluksi solut lyysataan, jotta saadaan solunsisdinen DNA mukaan eristyk-
seen. Taman jalkeen DNA sitoutetaan magneettipartikkeleihin, jolloin kone pystyy liikut-
telemaan sitd magneettisauvoilla pesuliuoksien kautta eluutioliuokseen. DNA erotetaan
magneettipartikkeleista eluutioliuokseen, minkéa jalkeen se on valmis jatkokasittelya

varten. ©

Eristysrobottina Biopankissa toimii Chemagenin chemagic MSM | (kuva 3), automaatti-
seen nukleiinihappojen puhdistukseen kehitetty laite. Laitteen naytekapasiteettia voi-
daan muuttaa vaihtamalla magneettisauvapaita. Vaihtoehdot ovat 12 sauvaa, 24 sau-
vaa ja 96 sauvaa. Biopankissa kaytetaan 12 sauvan paata, kuten myos tassa opinnay-

tetydssa. Naytemaarat voivat olla 10 pl — 10 ml.”!

Il

ehemage

Kuva 3. Chemagic MSM | —eristysrobotti. Naytekelkka ja reagenssit vasemmalla, valkoinen
magneettisauvapaa keskella ja nayttopaate oikealla .



2.3 DNA:n laadun tutkiminen

2.3.1 Spektrofotometrinen mittaus

DNA:n spektrofotometrinen mittaus suoritetaan, jotta ndhd&én onko eristys onnistunut
ja voiko DNA:ta kayttaa esimerkiksi PCR:8an. Spektrofotometrisessa mittauksessa
seurataan kahta arvoa, DNA:n kokonaismaaraa ja puhtautta (A260/A280 -suhdeluku).
DNA absorboi UV-valoa hyvin tehokkaasti, ja sen typpipitoisilla emaksilla absorp-

tiomaksimi on 260 nm.

Mittaus suoritettin NanoDrop® ND-1000 UV/Vis-spektrofotometrilla. NanoDrop ND-
1000 on tayden spektrin (220 — 750 nm) spektrofotometri, joka pystyy analysoimaan
hyvin pienia maarid naytteitad (tassa tyossa 1,5 ul). Nayte pipetoidaan alustalle, jonka
paalle lasketaan varsi. Valonlahteena toimii sykayksittain xenon-lamppu, ja spektrofo-
tometri analysoi valon sen kuljettua naytteen lapi. NanoDropiin on kytketty kannettava

tietokone, jossa tulokset nakyvat suoraan. *°

Wangy,

;,Nahgbrop o~
\ S

Kuva 4. NanoDrop® ND-1000 UV/Vis-spektrofotometri o,



2.3.2 Luminometrinen mittaus

Spektrofotometri mittaa herk&sti myos proteiineja, suoloja ja muita epapuhtauksia. Lu-
minometri puolestaan mittaa pa&osin kaksijuosteista DNA:ta yhdistettyna fluoresoi-
vaan, kaksijuosteiselle DNA:lle spesifiseen leimaan. Leimaukselle on useita vaihtoehto-
ja, mutta tassd tydssad kaytettin Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Reagent -leimaa.
Vaikka PicoGreen ei ole taysin spesifinen dsDNA:lle, se kuitenkin fluoresoi yli 1000-
kertaisella voimakkuudella kaksijuosteisessa DNA:ssa yksijuosteiseen DNA:han tai
RNA:han verrattuna. PicoGreen voi kvantitoida 25 pg/ml dsDNA-pitoisuuksia fluoromet-
rilla tai 250 pg/ml mikrolevyjen fluoresenssilukijalla. *2

Mittauslaitteena kaytettiin PHERAStar FS-luminometria (kuva 5), joka lukee naytteita
mikrolevylta. Laite mittaa naytteen fluoresenssin intensiteetin ja antaa datan suoraan

tietokoneelle.

PHERAstar F5

PG LARTEEH

Kuva 5. PHERAstar FS-luminometri ™.



2.4 DNA:n monistaminen ja kvantitointi

2.4.1 ID-PCR ja fragmenttianalyysi

ID-PCR on menetelma, jolla yleensa maaritetddan DNA-naytteestd henkilon DNA-
sormenijalki. Se soveltuu myds hyvin henkilén sukupuolen maarittamiseen, mahdollisen
kontaminaation toteamiseen sekd DNA-naytteiden PCR-kelpoisuuden testaamiseen.
ID-PCR on 6-plex PCR-reaktio, eli siina kaytetaan 6 fluoresoivaa primerparia. Tuotteet
analysoidaan kapillaarielektroforeesilla. Menetelma perustuu 6 mikrosatelliittimarkkerin
tutkimiseen, joista 3 on autosomaalisia ja 3 sijaitsee sukupuolikromosomeissa; 2 X-
kromosomissa ja 1 Y-kromosomissa. X- ja Y -kromosomeissa olevien markkereiden
perusteella saadaan selville naytteenantajan sukupuoli, kun taas esimerkiksi sukulais-
suhteita voidaan arvioida mikrosatelliittimarkkereilla. *¥ Paneelin avulla voidaan myds

kohtalaisen luotettavasti tunnistaa yksilo ja arvioida sukulaissuhteita.

Fragmenttianalyysi on kapillaarielektroforeesiin perustuva tekniikka, joka erottelee ioni-
soidut fragmentit niiden koon perusteella. DNA-fragmentit injektoidaan kapillaariin
elektrokineettisella injektiolla PCR-tuotteesta tehdysta liuoksesta. Elektrokineettisessa
injektiossa naytteelle annettu vahva sahkdévirta muuttaa fragmentit negatiivisesti varau-
tuneeksi ja pakottaa ne kapillaariin kulkemaan positiivista elektrodia kohti. Matkalla
elektrodia kohti kokonsa perusteella erotetut fragmentit kulkevat lasersateen lapi, joka
saa fragmentteihin kiinnitetyn leiman fluoresoimaan. Leiman signaalit erotellaan diffrak-
tiolla ja kamera detektoi fluoresenssin, joka muutetaan digitaaliseksi dataksi jatko-

analysointia varten. Tekniikka on kuvassa 6.

CCD
camera

Capillary array

‘ A
ok Diffraction
(-\

system

Laser

Kuva 6. Kapillaarielektroforeesin toimintaperiaate. *°!



2.4.2 SEX-PCRja AGE

SEX-PCR on Biopankin laadunvalvontaan kayttamé& PCR-tekniikka, joka paljastaa
naytteen antajan sukupuolen. PCR-menetelm& monistaa sukupuolikromosomeissa
olevia sekvensseja, jolloin geelilla nakyy joko 1 tuote (nainen) tai 2 tuotetta (mies), jos
PCR on onnistunut. Tassa opinnaytetyossa SEX-PCR:8a kaytettiin toteamaan PCR:n
onnistuminen. PCR-tulokset analysoitiin agaroosigeelilelektroforeesilla, jolloin voitiin
todeta, ovatko naytteet jatkokasittelykelpoisia vai eivat.



3 TyoOn toteutus

3.1 DNA-eristykset

Paatettiin, etta 60:sta seerumindytteesta tehdaan 36 kpl robotilla ja 24 kpl ka&sin. Sa-
moin tehtiin plasmanaytteiden kohdalla.

3.1.1 ZR -kitilla kasin suoritettu eristys

Tehtiin siis 24 kpl seerumeita ja 24 kpl plasmanaytteita ZR —kitilla . Seeruminaytteen
maéara on 3 ml, joten lisataéan lyysispuskuria suhteessa 4:1 - 12 ml. Plasmandaytteen
maara taas on 1,5 ml, joten lyysispuskuria tulee 6 ml. Jokaiseen naytteeseen lisdtdan
10 pl hyvin vorteksoituja ZymoBeads™ -silikahelmid. Kitin ohjeissa mainitaan myos
mahdollisuus lisata tdssa vaiheessa isopropanolia 0,3 -kertainen maara naytemaaraa
kohti, jotta kaikki solujen ulkopuolinen DNA saadaan saostumaan. Tassa opinnayte-
tydssa ollaan kuitenkin kiinnostuneempia mahdollisesta solunsisaisesta DNA:sta, joten

isopropanolia ei lisatty. Naytteita inkuboitiin 2 h huoneenlammadssa valilla sekoittaen.

Inkuboinnin lakattua putkia sentrifugoitiin 1 min 2500 x g:n nopeudella. Supernatantti
kaadettiin pois ja putkeen lisattiin 500 ul DNA:n pesuliuosta. Pelletti resuspensoitiin ja
siirrettiin eppendorf-putkeen. Sentrifugoitiin putkea 1 min 2500 x g ja kaadettiin super-
natantti pois. Lisattiin uudestaan 500 ul pesuliuosta ja sentrifugoitiin kuten edella. Pois-
tettiin supernatantti huolellisesti ja ilmakuivattiin pellettia 15 min. Lisattiin 20 pl eluu-
tiopuskuria ja resuspensoitiin pelletti. Sentrifugoitiin 10 000 x g 1 min ja kerattiin super-

natantti talteen.
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3.1.2 Chemagic-kitilla robotilla suoritettu eristys

Eristettiin 36 kpl seerumeita ja 36 kpl plasmoja. Kittiin kuuluvia esivalmisteluja oli Pro-
teinaasi K:n liuottaminen laboratorioveteen ja Poly(A) RNA:n liuottaminen Poly(A) RNA
-puskuriin. Eristys aloitettiin asettamalla robottiin muovikarjet (12 kpl), pesuliuokset 3
(12 kpl putkia & 3 ml liuosta) ja 4 (12 x 2 kpl & 3 ml) seka eluutiopuskuri (12 kpl & 60 pl)
50 ml:n falconputkiin, jotka asetettiin metallikehikkoihin.

12 kpl naytteita laitettiin 50 ml:n falconputkiin ja niihin lisattiin 3 ml lyysispuskuria, 50 pl
proteinaasi K:ta ja 10 pl PolyA RNA -puskuria. Naytteet vorteksoitiin ja niita inkuboitiin
30 min 60 °C:ssa lampokaapissa. Naytteisiin lisattiin 100 pl magneettipartikkeleita ja 10
ml sitoutuspuskuria. Asetettiin kaikki metallikehikot robotin naytekehikkoon seuraavas-
sa jarjestyksessa:

1. Muovikéarjet

2. Naytteet

3. Pesupuskuri 3

4. Pesupuskuri 4

5. Pesupuskuri 4

6. Eluutiopuskuri

Kaynnistettiin eristysohjelma, odoteltiin noin 2 h ja kerattiin ndytteet eppendorf-putkiin

sen jalkeen, kun niisté oli erotettu mahdolliset magneettipartikkelijgdmat.
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3.2 Spektrofotometrinen ja luminometrinen mittaus

Naytteiden annettiin tasaantua ja liueta jadkaapissa yon yli, minka jalkeen aloitettiin
DNA:n konsentraation mittaus NanoDropilla ja PheraStarilla. NanoDrop-mittauksessa
spektrofotometriin pipetoitiin 1,5 pl juuri sekoitettua naytettd kerrallaan ja blankkina

kaytettiin eluutiopuskuria.

PheraStar-mittaus tehtiin PicoGreen-protokollalla (Life Technologies Quant-iT™ Pico-
Green® dsDNA reagent, Lot # 1394804) 96-kuoppalevylla. Standardisuora (taulukko 1)
oli valmiina, joten aloitettiin pipetoimalla levylle 98 pl TE-puskuria per kuoppa. Kuoppiin
lisattiin taman jalkeen 2 pl DNA:ta. Pipetoitiin standardisuora (100 pl per kuoppa) ja
lisattiin kaivoihin 100 pl juuri valmistettua PicoGreen-liuosta. Sekoitettiin ja fuugattiin
levy. Mitattiin levy PheraStarilla ja syotettiin tulokset Exceliin ja laskettiin ne Plate_conc

—makrolla.

Taulukko 1.  PicoGreen-standardisuoran valmistus ja pitoisuudet

1xTE Lambda DNA Konsentraatio Konsentraatio
(2 ng/ul) putkessa (ng/ul) mittauksessa le-
vylla (ng/ul)

1000 pl 0 ul 0 0

995 pl 5 ul 0,01 0,005

975 pl 25 pl 0,05 0,025

950 pl 50 pl 0,1 0,05

875 ul 125 pl 0,25 0,125

750 pl 250 pl 0,5 0,25

500 ul 500 pl 1 0,5

0 ul 1000 pl 2 1
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3.3 PCR-reaktiot

ID-PCR reaktiota varten valittiin aluksi 10 seeruminaytettd, joissa oli suurin maara
DNA:ta. Tehtiin niille PCR ja fragmenttianalyysiin valmistavat toimenpiteet ohjeiden

[14

mukaisesti ! ja lahetettin PCR-levy fragmenttianalyysiin. ID-PCR tehtiin lisaksi kym-

menelle plasmanaytteelle, ja samaan analyysiin laitettiin myos edellisessa reaktiossa
epaonnistuneet seeruminaytteet. PCR-koneena toimi kaikissa reaktioissa G-Storm nel-
jalla levypaikalla.
ID-PCR:ssé kaytetyt reagenssit:
- Qiagen MgCl, 25 mM, Lot # 131057734
- 10x PCR Buffer, Applied Biosystems, Lot # M13037
- AmpliTaq Gold™ 1000 U 5 U/ml, Applied Biosystems, Lot # M14718
- Valmiit dNTP mix ja Primer mix (sisaltda primerit SRY-F, SRY-R,
GDB371492-F, GDB371492-R, HTR2C-SNP1-F, HTR2C-SNP1-R,
DXS1220-F, DXS1220-R, D20S448-F, D20S448-R (T7-hannalld),
AC00818_1-F, AC00818_1-R)

Fragmenttianalyysin valmistelussa kaytettyja reagensseja:

- AB Applied Biosystems GeneScan™ - 500 Liz™ Size Standard, Lot #
0702066

- AB Hi-Di™ Formamide, Lot # 0907854
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Kun reaktion mastermix oli saatu pipetoitua taulukon 2 mukaisesti, pipetoitiin se 8-
kanavaisella pipetilla 96-kuoppalevylle. Téamén jalkeen pipetoitiin jokaiseen kaivoon 2
pl DNA:ta. Suoritettiin naytteille ID-PCR taulukon 3 ohjelman mukaisesti ja valmisteltiin

naytteet fragmenttianalyysiin.

Taulukko 2.  ID-PCR -reaktion pipetointitaulukko

Reagenssi Kantaliuos 1x —seos (pl) | 100x  —seos | Lopullinen
(ul) konsentraatio

10x puskuri 10x 1 100 1,00x
dNTP 2,00 mM 0,5 50 100,00 uM
MgCl, 25,00 mM 0,3 30 0,75 mM
dH,O - 4,98 498,00 -
A-TaqGold 5,00 U/pl 0,05 5,00 0,25 U
PrimerMix - 1,17 117
DNA 5,00 ng/ul 2 - 10,00 ng
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Taulukko 3.  ID-PCR -ohjelma
Vaihe Lampdatila (°C) Aika

1 95 12 min
2 95 30s
3 63 30s

- 1.0 C per kierto
4 Mene vaiheeseen 2 4 kertaa
5 95 30s
6 58 30s

- 0.5 C per kierto
7 72 30s
8 Mene vaiheeseen 5 14 kertaa
9 95 30s
10 50 30s
11 70 30s
12 Mene vaiheeseen 9 13 kertaa
13 72 6 min
14 10 o0

Kun negatiiviset tulokset fragmenttianalyysistd saapuivat, todettiin ettd tehdaan varmis-

tava SEX-PCR reaktion onnistumisen varmistamiseksi. SEX-PCR:4an valittiin 20 nay-

tettd; kaikkein eniten DNA:ta sisaltavat 10 plasmaa ja 10 seerumia.

SEX-PCR:ssa kaytettiin samoja reagensseja kuin ID-PCR:ssa, mutta primereitd on
vain 2 paria: SRY-F, SRY-R, HTR2C-F ja HTR2C-R.
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Taulukossa 4 kuvataan SEX-PCR -reaktioon pipetoituja reagenssimaaria. DNA:n kon-
sentraatio on tassa vaiheessa tuplattu ID-PCR -reaktiosta, jotta saataisiin edes jotain
nakyviin geelilla. Taulukossa 5 on kuvattu SEX-PCR -ohjelma.

Taulukko 4. SEX-PCR -reaktion pipetointitaulukko

Reagenssi Kantaliuos 1x —seos (pl) | 40x —seos (ul) | Lopullinen
konsentraatio

10x puskuri 10x 1,5 60,00 1,00x
dNTP 2,00 mM 0,5 60,00 200,00 pM
MgCl, 25,00 mM 0,9 36,00 1,5mM
dH,O - 8,34 333,60 -
A-TaqGold 5,00 U/ul 0,16 6,40 0,80 U
PrimerMix - 0,60 24
DNA 2,50 ng/ul 2 - 20,00 ng




Taulukko 5.  SEX-PCR -ohjelma

16

Vaihe Lampatila (°C) Aika

1 95 11 min
2 95 30s
3 65 1 min

- 1.0 C per kierto
4 Mene vaiheeseen 2 4 kertaa
5 95 30s
6 60 30s

- 0.5 C per kierto
7 72 30s
8 Mene vaiheeseen 5 14 kertaa
9 95 30s
10 53 30s
11 70 30s
12 Mene vaiheeseen 9 13 kertaa
13 72 6 min
14 10 o0

Tulokset analysoitiin 2% AGE:lla (100 V, 45 min).
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4 Tulokset ja niiden tulkinta

4.1 NanoDrop-mittausten tulokset

Taulukoissa 6 ja 7 on kuvattu kaikkien naytteiden NanoDrop-mittaustulokset. ZR Kitilla
eluointitilavuus on 20 pl ja Chemagicilla suoritetulla 60 pl.

Taulukko 6.  Seerumista eristetyn DNA:n tietoja

Nayte ng/pl A260/A280 Eristystekniikka
30087 51,32 0,84 ZR Kit
30099 102,52 0,84 ZR Kit
30113 117,49 0,91 ZR Kit
30162 37,82 0,90 ZR Kit
30164 147,05 0,70 ZR Kit
30088 177,90 0,96 ZR Kit
30089 144,25 1,00 ZR Kit
30090 341,67 0,86 ZR Kit
30091 176,50 0,78 ZR Kit
30092 132,05 1,03 ZR Kit
30093 241,06 1,04 ZR Kit
30094 275,64 0,79 ZR Kit
30095 200,69 0,96 ZR Kit
30096 162,87 0,87 ZR Kit
30097 193,34 0,97 ZR Kit
30098 120,21 0,97 ZR Kit
30100 265,49 0,89 ZR Kit
30101 268,17 0,94 ZR Kit
30102 127,29 1,97 Chemagen
30103 138,13 1,81 Chemagen
30104 131,57 1,97 Chemagen
30105 178,98 1,87 Chemagen
30106 124,74 1,97 Chemagen
30108 135,76 2,01 Chemagen
30109 129,79 1,99 Chemagen
30111 136,58 2,06 Chemagen
30112 143,82 1,93 Chemagen
30114 110,77 2,12 Chemagen
30115 189,91 1,87 Chemagen
30187(s) 215,72 1,86 Chemagen
30188(s) 128,78 1,94 Chemagen
30189(s) 129,13 2,07 Chemagen
30156(1) 187,32 1,89 Chemagen
30157 139,04 1,95 Chemagen
30158 137,34 1,92 Chemagen

30159 131,21 1,95 Chemagen



30160
30161
30163
30164
30165
30156(2)
30157(2)
30158(2)
30159(2)
30160(2)
30161(2)
30162(2)
30163(2)
30165(2)
30156(3)
30157(3)
30158(3)
30159(3)
30160(3)
30161(3)
30162(3)
30163(3)
30164(3)
30165(3)

Taulukko 7.

Nayte
30087
30088
30089
30090
30091
30092
30093
30094
30095
30096
30097
30098
30099
30100
30101
30102
30103
30104
30105
30106
30108

153,62
182,83
142,55
215,99
139,66
204,83
142,66
167,60
126,82
89,90
317,26
295,01
412,26
358,21
103,81
131,81
218,58
250,14
62,44
82,67
101,49
98,14
123,04
107,26

2,01
1,84
1,83
1,79
2,03
1,90
2,18
1,77
1,85
1,98
1,54
1,74
1,46
1,56
1,90
1,98
1,75
1,73
0,80
0,78
0,88
0,74
0,91
0,73

Plasmasta eristetyn DNA:n tietoja

ng/ul
93,90
139,23
145,03
207,40
149,91
139,61
162,50
81,25
135,31
73,46
138,48
203,11
174,31
157,20
201,53
172,76
240,08
109,33
101,59
160,85
95,71

A260/A280
0,78
0,85
0,81
1,03
0,93
0,89
0,99
0,83
0,94
0,76
0,89
0,80
0,82
0,90
0,94
0,89
0,94
0,95
1,19
1,31
1,16

Chemagen
Chemagen
Chemagen
Chemagen
Chemagen
Chemagen
Chemagen
Chemagen
Chemagen
Chemagen
Chemagen
Chemagen
Chemagen
Chemagen
Chemagen
Chemagen
Chemagen
Chemagen
ZR Kit
ZR Kit
ZR Kit
ZR Kit
ZR Kit
ZR Kit

Eristystekniikka
ZR Kit
ZR Kit
ZR Kit
ZR Kit
ZR Kit
ZR Kit
ZR Kit
ZR Kit
ZR Kit
ZR Kit
ZR Kit
ZR Kit
ZR Kit
ZR Kit
ZR Kit
ZR Kit
ZR Kit
ZR Kit

Chemagen
Chemagen
Chemagen

18
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30109 341,19 1,37 Chemagen
30111 162,97 1,41 Chemagen
30112 151,27 1,21 Chemagen
30113 204,81 1,23 Chemagen
30114 498,45 1,37 Chemagen
30115 268,98 0,96 Chemagen
30187(p) 186,64 1,40 Chemagen
30188(p) 240,81 1,28 Chemagen
30189(p) 102,72 1,13 Chemagen
30156 54,18 0,96 Chemagen
30157 72,00 1,03 Chemagen
30158 67,46 0,99 Chemagen
30159 75,65 0,99 Chemagen
30160 71,76 1,06 Chemagen
30161 161,06 1,23 Chemagen
30162 282,20 1,33 Chemagen
30163 88,11 1,08 Chemagen
30164 418,44 1,31 Chemagen
30165 146,45 1,44 Chemagen
30166 208,64 3,44 Chemagen
30167 313,60 1,13 Chemagen
30168 74,04 1,13 Chemagen
30169 90,95 1,25 Chemagen
30170 201,67 1,27 Chemagen
30171 400,52 1,44 Chemagen
30172 204,44 1,44 Chemagen
30173 107,66 1,27 Chemagen
30174 204,72 1,37 Chemagen
30175 304,17 1,38 Chemagen
30176 253,14 1,43 Chemagen
30177 180,29 1,34 Chemagen
30178 116,31 1,22 Chemagen
30179 293,21 1,42 Chemagen
30180 187,17 0,72 ZR Kit
30181 175,79 0,72 ZR Kit
30182 140,87 0,71 ZR Kit
30183 141,61 0,70 ZR Kit
30184 220,82 0,72 ZR Kit
30185 98,90 0,80 ZR Kit

NanoDropin tulokset nayttavat konsentraatioltaan hyvalta seka kasin etta koneella eris-
tetystd materiaalista. Kuitenkin kasin eristettyjen ndaytteiden puhtautta kuvaava
A260/A280-suhde on todella huono: kun tavoite on 1,8, nama naytteet ovat seka see-
rumissa etta plasmassa suurimmalta osin alle 1. Robotilla eristettyjen naytteiden suhde
on hieman parempi; se on seeruminaytteissa melkein ihanteellinen (1,7 - 2,0) (Kuva 7).

Plasmanaytteissa suhde on tassakin huono (1,0 - 1,4).
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Kuva 7.

Kuvakaappaus NanoDrop-spektrofotometrin yhden naytteen mittaustuloksesta

Todennakoinen syy korkeahkolle konsentraatiolle mutta huonolle puhtausasteelle 16y-

tyy epapuhtauksista. Naita ovat esim. proteiinisakat tai eristyksissa apuna olleet silika-

ja magneettihelmet, jotka eivat olleet l&hteneet pois fuugauksessa/magneettitelineessa.

Kasikitilla eristettyjen naytteiden heikko puhtausaste voisi johtua juuri mahdollisen

DNA:n sekaan jaaneista silikahelmistd. Luminometrisessa mittauksessa nahdaankin,

kuinka paljon naytteissé oikeasti on jatkoanalyysikelpoista kaksijuosteista DNA:ta.
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4.2 PheraStar-mittausten tulokset

Kuvassa 8 on esimerkki Excelin plate conc- makrolla kasitellyistd PheraStarin tuloksis-
ta. Muut mittaukset 16ytyvat kokonaisuudessaan liitteista 1 - 3, edelle on otettu muiden
mittausten laimennuskertoimella korjatut tulokset ja naytekartat. Naytekartoista on liha-

voitu naytteet, jotka valittiin PCR-protokolliin.
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Fluores. Konsentr. ng/ul Lkm
y = 0.000006x + 0.010398
132 0 1 R? =0.999446 <0 o
620 0.005 <20 96
2960 0.025 <40 [0}
6170 0.05 .é <60 [¢]
19304 0.125 £ <80 [e]
41572| 0.25 g <100 0
86144 0.5 2 <120 0
178681 1 <140 (0]
<160 [¢]
Kulmak.| 6E-06 <180 o)
Y-leikk. | 0.0104 <200 [¢]
Korrel. 0.9994 o . . . ) >=200 96
Laim. 200 o 50000 100000 150000 200000
Victor mittaustulos Fluoresenssi
1289 622 650 2717 43 42 42 42 43 42 43 42
458 923 468 1241 43 43 43 43 42 43 42 43
571 666 2458 1439 40 41 41 40 41 40 42 42
1087 363 806 1021 42 41 41 42 41 42 41 41
634 663 917 1974 41 40 41 41 40 42 41 42
593 616 1077 1279 41 41 42 42 42 42 42 42
365 734 1103 110 43 41 41 41 42 41 43 42
422 677 3317 111 42 41 42 42 42 42 42 42
Konsentraatiot mittauslevylla
0.02 0.01 0.01 0.03 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
0.01 0.02 0.01 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
0.01 0.01 0.02 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
0.02 0.01 0.01 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
0.01 0.01 0.02 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
0.01 0.01 0.02 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
0.01 0.01 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
0.01 0.01 0.03 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
Laimennuskertoimella korjatut konsentraatiot
4 3 3 5 2 2 2 2 2 2 2 2
3 3 3 3 2 2 2 2 2 2 2 2
3 3 5 4 2 2 2 2 2 2 2 2
3 2 3 3 2 2 2 2 2 2 2 2
3 3 3 4 2 2 2 2 2 2 2 2
3 3 3 4 2 2 2 2 2 2 2 2
2 3 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2
3 3 6 2 2 2 2 2 2 2 2 2
1 2 3 4 6 7 8 10 11 12
A 30087 30095 30103 30113
B 30088 30096 30104 30114
C 30089 30097 30105 30115
D 30090 30098 30106 | 30187(s)
E 30091 30099 30108 | 30188(s)
F 30092 30100 30109 | 30189(s)
G 30093 30101 30111
H 30094 30102 30112

Kuva 8. Ensimmainen neljastd PheraStar-mittauksesta (tyhjat kaivot on merkitty harmaalla) ja
sen naytekartta
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Laimennuskertoimella korjatut konsentraatiot

2 103 2 3 3 5 2 2 2 2 2 2
3 23 3 3 3 5 2 2 2 2 2 2
5 79 5 3 3 9 2 2 2 2 2 2
9 111 3 3 4 6 2 2 2 2 2 2
24 70 2 3 4 5 2 2 2 2 2 2
48 44 4 3 4 5 2 2 2 2 2 2
98 102 4 3 4 4 2 2 2 2 2 2
201 79 4 3 5 2 2 2 2 2 2 2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A s c 30087 | 30090 | 30098 | 30108
B t 0 30099 | 30091 | 30100 | 30109
C a n 30113 | 30093 | 30101 | 30111
D n t 30162 | 30092 | 30102 | 30112
E d r 30164 | 30094 | 30103 | 30114
F a 0 30088 | 30095 | 30104 | 30115
G r I 30089 | 30096 | 30105 | 30187(s)
H d 30090 | 30097 | 30106

Kuva 9. 10.4.2014 mitatut plasmanaytteet, standardi ja kontrolli sek&a naytekartta

Kuvista 10 ja 11 nahdaan, etta kaksijuosteista DNA:ta on useimmissa naytteissa joko
ei ollenkaan tai erittdin vdhan (1 - 5 ng/ul). Muutamissa yksittaisissa naytteissa DNA:ta
on hieman enemman, esimerkiksi plasmanaytteissa 30170 ja 30179 (21 ja 22 ng/ul).
Valittiin ndiden mittausten perusteella naytteet ID- ja SEX-PCR -reaktioita varten.



Laimennuskertoimella korjatut konsentraatiot
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2 3 3 1

3 3

2 5

2 6

3 3

2 2

2 21

4 8

1 2 3 4 5 6 10 11 12

A 30156 30164 30172 | 30180
B 30157 30165 30173 | 30181
o 30158 30166 30174 | 30182
D 30159 30167 30175 | 30183
E 30160 30168 30176 | 30184
F 30161 30169 30177 | 30185
G 30162 30170 30178
H 30163 30171 30179

Kuva 10. 17.4.2014 mitatut plasmanaytteet ja naytekartta

Laimennuskertoimella korjatut konsentraatiot

1 105 2 4 2
2 21 3 3 2
5 67 3 3 5
9 83 3 3 2
23 68 3 4 3
50 44 4 2 3
102 96 3 3 3
199 78 3 3 3
1 2 3 4 5 6 10 11 12
A s c 30188(s) | 30163 | 30161(2) | 30160(3)
B t o 30189(s) | 30164 | 30162(2) | 30161(3)
C a n 30156 | 30165 | 30163(2) | 30162(3)
D n t 30157 | 30156(2) | 30165(2) | 30163(3)
E d r 30158 | 30157(2) | 30156(3) | 30164(3)
F a o 30159 | 30158(2) | 30157(3) | 30165(3)
G r I 30160 | 30159(2) | 30158(3)
H d 30161 | 30160(2) | 30159(3)

Kuva 11. 17.4.2014 mitatut seeruminaytteet, standardi ja kontrolli sek& naytekartta
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4.3 PCR-analyysien tulokset

ID-PCR:n tulokset tulivat sdhkdpostissa laboratoriokoordinaattori Minttu Sauramolle,
jolla oli koneellaan GeneMapper® -ohjelma tulosten analysointiin. limeni, ettd minkaan-

laista monistumista ei ollut tapahtunut kontrolleissa eikd naytteissa. Paatettiin tehda

helpompi ja halvempi SEX-PCR varmistamaan tuloksia (kuva 12).

Kuva 12. SEX-PCR:n AGE-analyysi. Kuvasta nahdaan, ettd ladder (oikea reuna) nakyy heikosti
ja muutama satunnainen nayte nakyy erittdin haaleasti. Ylarivissa olevat naytteet ovat muita
naytteita, jotka toimivat samalla kontrolleina.
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Koska kuvassa nakyy muutama nayte haaleilla viivoilla, tehtiin viela yksi PCR samoilla
naytteilla (kuva 13).

Kuva 13. SEX-PCR:n AGE-analyysi.

Kuvassa nakyy talla kertaa kirkkaampi ladder ja kirkkaat mies- ja naiskontrollit. Kaksi
heikompaa viivaa ilmentaa miesta (XY-kromosomit) ja yksi vahva viiva naista (XX-
kromosomit). Naytteet eivat ole monistuneet, ja aiemmat heikot positiiviset eivat toistu-

neet uusinta- PCR-reaktiossa.
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5 Yhteenveto

Taman opinnaytetyon tavoitteena oli selvittdd, voisiko vanhoja plasma- ja seeruminayt-
teitd kayttdd hyvaksi nykytutkimuksissa eristamalla niista DNA. Erindiset tutkimusryh-
mat hyotyisivat tasta datasta monin tavoin, ja Biopankin tavoitteena onkin kayda tule-
vaisuudessa lapi vanhoja aineistoja ja pyrkid saamaan niista kayttokelpoista informaa-

tiota.

Spektrofotometrinen mittaus antoi aluksi aihetta olettaa, ettd naytteissé voisi olla jatko-
kasittelykelpoista DNA:ta. Puhtausaste ja konsentraatio olivat joissain naytteissa lahes
ihanteelliset. Tuloksista voidaan mygs todeta, etté robotilla suoritettu magneettiavustei-
nen eristys on tehokkaampi ja tuottaa paremman puhtausasteen kuin ZR Kitilla suori-
tettu k&sineristys. Todennakoinen syy tahéan on ZR Kitin silikahelmien aiheuttama hairié
spektrofotometrisessa mittauksessa; ilmeisesti ne eivat kunnolla poistuneet sentrifu-
goinnissa. Luminometrinen mittaus puolestaan paljasti, etta kaksijuosteista DNA:ta ei

useimmissa naytteissa ollut lainkaan ja muutamassa erittain vahan.

ID-PCR:n tuloksista ei valitettavasti ole kuvakaappausta, mutta kuten ylla todettiin, tu-
lokset olivat kauttaaltaan negatiivisia. On siis todennékdista, ettd itse reaktiossa jokin
meni vikaan. Levysta naki, etta osa naytteista oli haihtunut muovikelmun irrottua lait-
teessa, mutta muiden osalta oli vaikea sanoa mika oli ongelma. Mahdollisesti pipetoin-

nissa tai protokollassa jotain epaonnistui tai jokin PCR:n reagensseista oli vanhentunut.

SEX-PCR -reaktiossa selvisi lopullisesti, ettd naytteitd ei ole mielekasta lahtea jatko-
analysoimaan, silla DNA:ta on todella vahan. Vaikkakin yhdessé reaktioista saatiin na-
kyville muutama heikko viiva joistakin naytteistd, ei tdméa ole tarpeeksi, jotta koko ai-
neiston eristdminen kannattaisi. Kuten taman opinnaytetyon alussa todettiin, plasmasta
ja seerumista DNA:n l6ytyminen on epatodennakéistd ja naytteet ovat iakkaita, joten
tulokset eivat tulleet yllatyksena.
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ID-PCR:n toimintaperiaate ja ty6ohje, sivu 2. Biopankki.

Fragmenttianalyysin toimintaperiaate ja kuva.
http://leme.recherche.usherbrooke.ca/2011/Labmeeting/DNA%20Fragment%20A
nalysis%20by%20Capillary%20Electrophoresis_LifeTechnologies.pdf. Sivu 18.
Verkkodokumentti. Viitattu 30.4.2014.
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STD_CTRL_seerumi_100414
Standardisuora 127 Histogrammi
Fluores. Konsentr. ng/ul  Lkm
y = 0.000006x +0.010398
132 0 11 R? = 0.999446 <0 0
620| 0.005 <20 84
2960| 0.025 <40 2
6170 0.05 2 <60 2
19304| 0.125 £ <80 3
41572|  0.25 3 <100 1
86144 0.5 < <120 3
178681 1 <140 0
<160 0
Kulmak.[ 6E-06 <180 0
Y-leikk. | 0.0104 <200 0
Korrel. | 0.9994 0 : ‘ ‘ >=200 95
Laim. 200 0 50000 100000 150000 200000
Victor mittaustulos Fluoresenssi
132 90683 335 810| 1158| 2476 43 41 42 41 42 42
620| 18378 497 1014 826 2465 43 42 43 42 42 42
2960| 68862| 2265 1264| 1227 6019 40 40 40 40 41 40
6170| 97679 611 712 1966 3108 41 42 41 42 41 42
19304| 60687 345 738| 1599 2646 39 40 41 41 41 42
41572| 37195| 1800 645 1876 2410 42 42 42 42 41 42
86144 89671 1833 667 1824 1934 42 43 43 42 42 41
178681| 68833 1339 446 2421 123 43 41 42 43 43 42
Konsentraatiot mittauslevylla
0.01 0.52 0.01 0.01 0.02 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
0.01 0.11 0.01 0.02 0.02 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
0.03 0.39 0.02 0.02 0.02 0.04 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
0.04 0.56 0.01 0.01 0.02 0.03 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
0.12 0.35 0.01 0.01 0.02 0.03 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
0.24 0.22 0.02 0.01 0.02 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
0.49 0.51 0.02 0.01 0.02 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
1.01 0.39 0.02 0.01 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
Laimennuskertoimella korjatut konsentraatiot
2 103 2 3 3 5 2 2 2 2 2 2
3 23 3 3 3 5 2 2 2 2 2 2
5 79 5 3 3 9 2 2 2 2 2 2
9 111 3 3 4 6 2 2 2 2 2 2
24 70 2 3 4 5 2 2 2 2 2 2
48 44 4 3 4 5 2 2 2 2 2 2
98 102 q 3 4 4 2 2 2 2 2 2
201 79 4 3 5 2 2 2 2 2 2 2
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plasma_170414

Standardisuora 127 Histogrammi
Fluores. Konsentr. ng/ul  Lkm
o o 3 oo o 0 o
665| 0.005 <20 94
4040( 0.025 08 <40 2
7356 0.05 2 <60 0
19337] 0.125 . <80 0
43163 0.25 & <100 0
88179 05 < <120 0
173854 1 041 <140 0
<160 0
Kulmak.| 6E-06 0.2 1 <180 0
Y-leikk. | 0.0038 <200 0
Korrel. | 0.9997 0 i i i X >=200 96
Laim. 200 0 50000 100000 150000 200000
Victor mittaustulos Fluoresenssi
852 1604
1673 1626
883 3445
956 4801
1736 1950
1276 834
1213| 17694
3167 6088

Konsentraatiot mittauslevylld

0.01 0.01 0.01
0.01 0.01 0.01
0.01 0.02 0.01
0.01 0.03 0.02
0.01 0.01 0.01
0.01 0.01 0.01
0.01 0.10 0.01
0.02 0.04 0.11

Laimennuskertoimella korjatut konsentraatiot

3 1

Nlwoojnnfw|w

21
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std_ctrl_seerumi_170414
Standardisuora 121 Histogrammi
Fluores. Konsentr. ng/ul  Lkm
203 0 1 y= o.oRozofggg ; 3.20603795 <0 o
665 0.005 <20 84
4040 0.025 08 - <40 2
7356 0.05 % <60 2
19337] 0.125 £ 06 - <80 3
43163 0.25 & <100 2
88179 0.5 < <120 2
173854 1 04 1 <140 0
<160 0
Kulmak. 6E-06 0.2 <180 0
Y-leikk. 0.0038 <200 1
Korrel. 0.9997 0 i i i i >=200 96
Laim. 200 0 50000 100000 150000 200000
Victor mittaustulos Fluoresenssi

203| 90931 1267 2418 936

665| 17653| 1888| 2299| 1520

4040 57718| 2175 2237| 3496

7356 72018 1566 2230 1516

19337 58563| 1822 2597 1564

43163 37432 2568| 1375 2194

88179| 83648| 2152| 2122| 1639

173854| 67900| 2081| 1895| 2078

Konsentraatiot mittauslevylla

0.00 0.52 0.01 0.02 0.01

0.01 0.10 0.01 0.02 0.01

0.03 0.33 0.02 0.02 0.02

0.05 0.42 0.01 0.02 0.01

0.11 0.34 0.01 0.02 0.01

0.25 0.22 0.02 0.01 0.02

0.51 0.48 0.02 0.02 0.01

1.00 0.39 0.02 0.01 0.02

Laimennuskertoimella korjatut konsentraatiot

1 105 2 4 2

2 21 3 3 2

5 67 3 3 5

9 83 3 3 2
23 68 3 4 3
50 44 4 2 3
102 96 3 3 3
199 78 3 3 3




