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1 Johdanto

Opinnaytety6 tehtiin Keskusrikospoliisin Rikosteknisen laboratorion biologian osastolla.

Rikostutkinnassa kaytetddn DNA-tutkimuksia yksilontunnistusmenetelmana. Tutkimuk-
set ovat vertailututkimuksia, joissa verrataan rikospaikkanaytteistd saatuja DNA-
tunnisteita DNA-rekisterissd olevien henkildiden tai rikospaikkanadytteiden DNA-
tunnisteisiin tai muuten tunnettujen henkildiden (epdilty) DNA-tunnisteisiin. Periaat-
teessa tutkimus voidaan tehda kaikesta materiaalista, joka siséltdd ihmisen tumallisia
soluja. Useimmiten kuitenkin tutkimus kohdistuu naytteisiin, jotka sisaltavat verta, syl-
keda, ihosoluja tai siemennestettd. DNA-tutkimuksissa maaritetddn naytteen DNA-
pitoisuus, jota voidaan kayttdd apuna polymeraasiketjureaktio- eli PCR-monistuksen
tehokkuuden optimoinnissa. Koska rikoksiin liittyvien ndytteiden maarat ja pitoisuudet
ovat hyvin pienia, reaaliaikainen kvantitatiivinen PCR eli gPCR on erittain tarkeé ja hyo-

dyllinen menetelma.

TyoOn tavoitteena oli verifioida Qiagenin QIlAgility-pipetointirobotti, jotta voitaisiin auto-
matisoida kvantitatiivisen PCR:n reaktioreagenssien annostelu, seké nykyaan manuaali-
sesti tehtéava naytteiden laimennus PCR-monistusta varten. Laitteen kayttoonotto no-
peuttaisi tyévaiheiden kulkua ja siten naytteiden kulkua laboratoriossa samalla véhen-
téden virheen mahdollisuutta, jota manuaalipipetoinnissa voidaan kohdata. Pipetointiro-
botin toimivuuden testauksen ohella kaytettiin Qiagenin Rotor-Gene Q-gPCR -laitetta,
sekd sen kanssa yhteensopivaa Qiagenin Investigator™ Quantiplex-kvantitaatiokittia,

joilla monistettiin robotin pipetoimien naytteiden DNA:ta.



2 Teoria

2.1 DNA-analytiikka

Rikospaikkanaytteiden tutkimisen ongelmalliseksi tekee se, ettd tahranaytteet sisaltavat
paljon muutakin materiaalia kuin DNA:ta. Naytteissd oleva muu materiaali aiheuttaa
helposti inhibitiota. Eristysmenetelmadn tarkoituksena on erotella DNA-molekyyleista

niitd suojelevat ja pakkaavat proteiinit sekd muu solumateriaali.

DNA-tutkimus tehdaan tahrandytteille, jotka voivat olla peréisin esimerkiksi vaatteista,
tavaroista ja ihmisen iholta tai limakalvoilta. Aluksi naytteille tehdddn DNA:n eristys
mahdollisimman puhtaan DNA:n saamiseksi. Taman jalkeen naytteet kvantitoidaan,
jolloin saadaan selville naytteiden pitoisuus gPCR-reaktioiden optimoimiseksi. Rikos-
paikkanaytteiden DNA-pitoisuudet ovat yleensa hyvin pienid, joten kvantitoinnin jalkeen
osaa naytteista tdytyy konsentroida. Konsentroinnin jalkeen naytteille tehdédéan gPCR-
ajo DNA:n monistamiseksi. Monistetut PCR-tuotteet erotellaan vield kapillaarielektrofo-
reesilla. Lopuksi verrataan mahdollisesti saatuja tunnisteita joko epailtyjen DNA-

tunnisteisiin tai DNA-rekisterin DNA-tunnisteisiin.

Tahranaytteissd on usein jotakin, joka inhiboi, mik& vaikuttaa DNA:n monistukseen
PCR:lla. Yleisimpid inhibiittoreita ovat hemi ja humiinihappo. Kun veren hemi hapettuu,
syntyy hematiinia, joka on jaljitetty inhiboivan polymeraasiaktiivisuutta. Humiinihappo
on maa-aineksen yksi paddkomponenteista. Sitd on siis yleisimmin naytteissa, jotka on
otettu maassa olevasta tahrasta. Kayttamalla Qiagenin Investigator™ Quantiplex-kittia,
kitin sisdinen kontrolli pystyy havaitsemaan hematiinin lasndolon, kun naytteessa on
maksimissaan 110 pM hematiinia, joka on loppukonsentraatio. Se vastaa DNA-naytteen
konsentraatiota 1,375 mM, kun kaytetddn suositeltua 2 pl:n naytetilavuutta qPCR-
reaktioissa. Vastaavasti kitillA saadaan madritettyd luotettavasti naytteen DNA-
pitoisuus, kun humiinihappoa on naytteessa maksimissaan 20 ng/pl. Tama vastaa DNA-
naytteen konsentraatiota 250 ng/pl kaytettdessa 2 pl:n ndytetilavuutta. Muita inhiboivia
tekijoita tahranaytteissd ovat muun muassa kankaiden indigo-vari, luiden ja hampaiden

kalsium sek& nahan ja tietyn tyyppisten kasvimateriaalien tanniinihappo. [22.]



Rikospaikkanaytteiden yleisin DNA:n eristysmenetelm& on chelex-eristys. Chelex®
100:n (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) kayttd perustuu kelatiini-resiinin kayttoon.
loninvaihto-resiini chelex koostuu styreenidivinyylibentseenikopolymeereista siséltden
imonoasetaatti-ioneja, jotka toimivat kuin kelatiini-ryhmét sitoutuessaan polyvalenttei-
hin metalli-ioneihin, kuten magnesiumiin. Kun reaktioista poistetaan magnesium,
DNA:ta hajottavat nukleaasientsyymit inaktivoituvat, ja siten DNA-molekyylit ovat tur-
vassa. [1; 2, s. 39-45.]

Useimmissa ohjeissa naytteisiin, kuten veritahroihin, lisdtddn 5 prosenttista chelex-
suspensiota (pH 9-11), jota sekoitetaan magneettisekoittajalla. Lisdksi naytteisiin lisa-
taén proteinaasi-K-seriinid, joka puhdistaa naytteet kontaminoivista proteiineista seka
inaktivoi muut entsymaattiset tapahtumat ja nukleaasit, jotka voivat heikentda DNA:ta
tai RNA:ta puhdistuksen aikana. Eristettdessd DNA:ta spermasta naytteisiin lisdtédan
my6s DDT:ta (Cy4HqCls) siittiésolujen hajottamiseksi, koska pelkka proteinaasi-K ei pys-
ty hajottamaan vahvaa solukalvoa. Taman jalkeen naytteita keitetdan useita minuutte-
ja, jolloin proteinaasi-K:n ja DDT:n lasna ollessa, solut hajoavat ja DNA vapautuu. L&-
hella 100 °C lampétilaa olevat lampétilat denaturoivat DNA:n ja samalla solumembraa-
nit hajoaa ja solujen proteiinit tuhoutuu. Pienelld sentrifugoinnilla saadaan chelex ja

muu solujéte eroon supernatantista, jossa denaturoitu DNA on.

Koska chelex denaturoi kaksijuosteisen DNA:n tuottaen yksijuosteista DNA:ta, eristys-
tuotteita voidaan kayttda vain PCR-pohjaisissa menetelmissa. Eristysmenetelmén etuna
kuitenkin on, etta eristykseen voidaan kdyttdd yhtéa ainoaa putkea, jolloin kontaminaa-
tiovaara pienenee huomattavasti. Chelexin kaytto liséksi vahentdd naytteissd mahdolli-
sesti olevien inhiboivien komponenttien vaikutusta, joka jatkossa helpotta naytteiden
todellisen DNA-konsentraation selvittamistd. Vaikka yleensa toiveena on, ettd tahranay-
te on mahdollisimman vahva eli siséltdd mahdollisimman paljon ihmisen tumallisia solu-
ja, veritahrat tekevéat poikkeuksen. Pienestédkin veritahrasta voidaan saada kelpo DNA-
tunniste, jolloin véltetddn veren hematiinin helposti aiheuttama maarityksid haittaava
inhibitio. [1; 2, s. 39-45; 3; 4.]



2.2 (QPCR

2.2.1 Yleista

Jotta loppujen lopuksi rikospaikkandytteestd saadaan tunniste, on se ensin kvantitoita-
va PCR-menetelmdd kayttdmalla. Kun tiedetddn néaytteiden DNA-pitoisuus, voidaan
optimoida DNA:n monistusreaktiot. DNA:n monistus tehddan kayttamalla gPCR:ta.
Tuolloin DNA:n monistumista voidaan seurata reaaliaikaisesti sopivan detektorin ja
PCR-laitteeseen liitetyn tietokoneen avulla. Tietokoneohjelma piirtdd monistumisesta
reaaliaikaista kuvaajaa, jossa x-akselilla on syklit ja y-akselilla fluoresenssin maara,
kuten kuvassa 1. [5; 6; 7; 8; 9.]
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Kuva 1. gPCR-monistuskayra, jossa y-akseli on logaritminen [9].

Reaktioihin lisatdéan fluoresoiva koetin tai leima, joka fluoresoi sitoutuessaan monistu-
neeseen PCR-tuotteeseen. Se, kuinka monta PCR-syklida tarvitaan, jotta fluoresenssi
alkaa lisddntya merkittavasti, on suhteessa naytteessd olevan alkuperdisen DNA:n
maaraan; mita enemman monistuvaa tuotetta reaktiossa on, sitd aiemmin muodostu-

nut spesifi fluoresenssi havaitaan. [5; 6; 7; 8; 9.]



PCR-monistuksen jalkeen jokaiselle naytteelle maaritetdédn kynnyssykliarvo, C(t)-arvo,
joka on kohta, jossa naytteen fluoresenssi leikkaa kynnysarvoviivan. Kynnysarvoviiva
asetetaan pohjaviivan ylapuolelle kohtaan, jossa monistuskdyra kasvaa eksponentiaali-
sesti (kuva 1). Tama tarkoittaa fluoresenssin tasoa, jossa qPCR-tuotteen fluoresenssi
on detektoitavissa eli kohta, jossa fluoresenssi kohoaa taustafluoresenssin ylapuolelle.
Standardisuoran ja C(t)-arvon avulla saadaan laskettua tuntemattomassa naytteessa
olevan DNA:n maara. Reaktioiden tehokkuus voidaan my@s maarittdd standardisuoran
avulla, jolloin kulmakerroin (slope) on -3,6 ja -3,1 valilla, mika vastaa 90-110 %:n te-

hokkuutta. [5; 6; 7; 8; 9; 16.]

Fluoresenssi on ilmi6, jossa molekyyli absorboi valoa emittoiden eli vapauttaen siten
fotonin. Fluoresenssin periaate on kuvattu kuvassa 2.

L

Fotoni

Kuva 2. Fluoresenssin periaate [10].

Valon absorptiolla eli imeytymisella molekyyliin (kohta 1) saadaan aikaan viritystila,
jossa atomin elektroni siirtyy korkeammalle energiatasolle, tapahtumaa kutsutaan eksi-
taatioksi (kohta 2). Viritystilan purkautuessa elektroni palaa korkeammalta energiata-
solta takaisin alemmalle tasolle, jolloin syntyy emissio eli syntyy sateilyd, ja fotoni va-
pautuu (kohta 3). [5; 10; 11; 12.]

gPCR:ssa detektoinnin apuna kaytetdan DNA:han sitoutuvia fluoroforeja, joiden emissio
voidaan detektoida eri aallonpituuksilla. Paapiirteittiin erilaiset fluorofori-kemiat voi-
daan jakaa kahteen eri ryhmaan, spesifisiin ja epéaspesifisiin kemioihin. Yhteista eri
fluorofori-kemioilla on niissa kaytettyjen fluoroforien lahettdméan signaalin vahvuuden

verrannollisuus syntyneen tuotteen maaraan. [13; 14.]



Qiagenin Investigator™ Quantiplex-kitin toiminta perustuu Scorpion-alukkeiden eli pri-
merien kayttdon, joiden toiminta muistuttaa fluoresoivalla vériaineella leimattua hyrdo-

lyysikoetin TagMania. Scorpion-alukkeiden toimintaperiaate on esitetty kuvassa 3.

Probe Fluoraphore o
Quencher .
PCR blocker °

5
3

3h 5
Primer

DNA Polymerase

5 Primer

Primer

Kuva 3. Scorpion-alukkeiden toimintaperiaate [23].

Kitin alukeseoksen sisaltamat Scorpion-alukkeet ovat monitoiminnallisia molekyyleja,
jotka siséltavat PCR-alukkeet sitoutuneena kovalenttisesti koettimeen eli probeen. Aluk-
keet ovat erittéin tunnettuja, koska ne hybridisoituvat niin nopeasti kohdesekvenssiin
intramolekulaarisen reaktion kautta. [22; 23.]



Aluke on linkittyneend kohde-spesifiseen koettimeen PCR-estdjan (kuvassa 3 PCR
blocker) kautta. Alukkeen 57 -padhan on sitoutuneena fluorofori ja 3" -padhan sammut-
taja eli quencher. PCR-estaja estdad lapiluvun monistuksen aikana, joka johtaisi neula-
rakenteen aukeamiseen ja siten fluoresenssin kohoamiseen, vaikka kohdesekvenssi
puuttuisikin viela. Alukkeen ymparilla olevat sekvenssit ovat komplementaarisia toisil-
leen, mika johtaa neularakenteen muodostumiseen. Fluorofori ja sammuttaja ovat la-
hekkain, mika estaa fluoroforia fluoresoimasta. Jotta signaalin esto onnistuu, koettimet
ovat yleensa alle 30 bp:n pituisia. Monistuksessa kohdesekvenssin ekstensio alkaa ko-
ettimen Scorpion-alukkeen péaasta. Denaturaation aikana neularakenne aukeaa, jolloin
Scorpion-alukkeen sisaltava koetinsekvenssi sitoutuu monistuneeseen komplementaari-
seen kohdesekvenssiin. Neularakennetta ei endd muodostu eli koettimen sitoutuessa
PCR-monistustuotteeseen fluorofori ja sammuttaja ajautuvat erilleen. Fluorofori alkaa
siten fluoresoida sille tunnusomaista fluoresenssia, jonka maara lisdantyy entisestaan

monistuksen edetessa. [22; 23.]

2.2.2 (gPCR-laitteisto

gPCR-laitteisto koostuu pédasiassa kolmesta eri osasta: lampdmekanismista, valonléh-
teestd ja detektorista. Koska laitteisto on suljettu, riski naytteiden kontaminoitumiseen
on hyvin pieni. gPCR-laitteiston [Ampodyksikkd on toiminnaltaan samanlainen kuin taval-
lisessa PCR-laitteessa. Rakenteeltaan se kuitenkin poikkeaa sen verran, ettd silla tulee
pystyd mittaamaan fluoresenssia. Riippuen kaytetysté detektointikemiasta fluoresenssi
mitataan jokaisen syklin lopussa joko annealing- tai ekstensio -vaiheen jalkeen. Kuvas-

sa 4 on esitetty fluoresenssin detektoinnin periaate. [15; 7; 19; 6.]
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Kuva 4. gPCR-laitteen toimintaperiaate [15].

Fluoroforit, joita kdytetddn qPCR:ssa, vaativat eksitoituakseen valonldhteen. Laitteissa
kaytettavid valonlahteitq ovat LED:t, argon-ionilaser, ksenonlamppu seka kvartsihalo-
geeni-tungstenlamppu. Eksitaatiosuodatinta, jolla voidaan valita haluttu eksitaatioaal-
lonpituus, kaytetddn halogeenilamppujen, seka yleensd my6s LED-valojen kanssa. La-
ser-valo lahettad valoa tietylla aallonpituudella, joten silloin eksitaatiosuodatinta ei tar-
vita. Valo heijastetaan naytteen Ilapi, jolloin syntyy kaytetylle fluoroforille spesifinen
emissioaallonpituus. Jotta se saadaan erotetuksi hajavalosta, tarvitaan emissiosuoda-
tin. Mitd useampi emissiosuodatin laitteessa on, sitd useampaa emissioaallonpituutta
laitteella voidaan mitata. Laitteen suorituskykyyn vaikuttaa myo6s se, millainen suodat-

timien optinen laatu on. [15; 7; 19; 6.]
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2.2.2.1 Rotor-Gene Q

QIAgility-pipetointirobotin ohella tydssa kaytettiin Rotor-Gene Q-gPCR —laitetta. Kuten
kuvasta 5 ndhdaan, telineessa, johon Rotor-Disc laitetaan, on reikid, jotka mahdollista-
vat ilmavirran vapaan liikkumisen naytetilassa. Nain saadaan aikaan tehokkaasti reak-
tiotilan lammitys ja viilennys sek& varmistetaan, ett kaikilla néaytteilla on sama lampoti-

la.

Kuva 5. Naytteet valmiina qPCR-ajoon.

gPCR-ajon ollessa kaynnissa naytteet pyorivat laitteessa kuin kaytettdessa sentrifugia.
Naytteet ovat linjassa detektointioptiikan kanssa ja menevat 150 millisekunnin vélein
eksitaatio/detektio-optiikan ohi mahdollistaen erittdin nopean tiedonkeréayksen DNA:n
monistumisesta. Lampdtilan ja detektoinnin yhdenmukaisuus naytteiden valilla seka
sentrifugiominaisuus eliminoivat naytekohtaisen vaihtelun ja reunaefektin. N&in ollen

Rotor-Gene Q-gPCR -laite on markkinoiden tarkin ja monipuolisin talla hetkella. [21.]

Rotor-Gene Q-gPCR -laitteessa on kuusi erillistd LED-valonlahdettd, joita voidaan yhdis-
tella kaytettavaksi kuuden erilaisen detektiofiltterin ja erittdin herkdn PMT-detektorin
kanssa. N&in mahdollistuu laajan mittausalueen kayttd: eksitaatio aallonpituuksilla
365—-680 nm ja detektio aallonpituuksilla 460-740 nm. Markkinoiden laajin mittausalue,
UV-valosta infrapuna-aallonpituuksiin, mahdollistaa léhes mink& vain fluorofori-kemian
kayton tulevaisuudessa, koska qPCR-laitteen ohjelmalla voidaan luoda uusia eksitaatio-

detektioaallonpituus-yhdistelmia. [21.]
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2.2.2.2 Bio-Rad

Tarkoituksena on, ettd biologian osastolla nykyaan kaytossa oleva kokoonpano, Bio-
Radin PTC-0200-perusrunko ja CHROMO4-detektori/lampétilayksikkd, korvataan uudel-

la Qiagenin Rotor-Gene Q-gPCR -laitteella, joka ndhdaan kuvassa 6.

Kuva 6. Rotor-Gene Q-qPCR -laite.

Bio-Radin PCR-laitteen huonona puolena ovat naytteiden kiinteat naytepaikat, joiden
takia lampdotila naytteiden valilla saattaa vaihdella ja siten tulokset eivéat ole suoraan
taysin verrattavissa keskenaan. Naytteitd lammittavéan kannen jaahdytys on hidasta,
koska lammin ilma ei paase kiertdmaan suljetussa reaktiotilassa. Kaytettédessa laitetta
on my0s tarkeda tarkastaa, ettei ndytekuopissa ole kuplia, koska ne haittaavat mittaus-
ta. Lisaksi mittauskapasiteetti on hieman suppeampi, kuin Qiagenin Rotor-Gene Q-
gPCR -laitteen, koska siind on vain nelja LED-valonlahdetta ja nelja fotodiodia, ja de-

tektointi on mahdollista vain neljalla eri vérilla samalla kertaa.
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Kaytettaessa Rotor-Gene Q-gPCR -laitetta yhdessa Qiagenin Investigator™ Quantiplex-
kitin kanssa reaktioaika on huomattavasti lyhyempi, kuin nykyisin biologian osastolla
kaytdssa olevalla Bio-Radin PCR-kokoonpanon, ja Applied Biosystemsin Quantifiler™
Human DNA Quantification-kitin yhdistelmalla. Lyhyt reaktioaika nopeuttaisi naytteiden

kulkua laboratoriossa, mika olisi erittain tarkeda naytemaarien kasvaessa kaiken aikaa.

2.2.2.3 QlAgility

Rotor-Gene Q-gPCR -laitteen ohella voidaan kayttaa QIAgility-pipetointirobottia (kuva
7).

Kuva 7. QlAgility-pipetointirobotti.

QIAgility-pipetointirobotilla voidaan pipetoida 100 PCR-reaktiota noin puolessa tunnis-
sa. Korkealaatuinen pipetointi saadaan aikaan kayttamalla nestepinnan tunnistusta ja
filtterikarkia. Lisaksi laitteen asetuksista on mahdollista valita UV-valon kayttd, jolla
voidaan poistaa tyopoydalta mahdolliset kontaminaatiot. Samoin voidaan valita HEPA-
filtterin kayttod, joka pitaa laitteen siséalla olevan ilman puhtaana PCR-reaktioiden pipe-

toinnin aikana. [20.]



13

Alla on kuva QIAgility-pipetointirobotin hallinnointiin kaytettavasta QIlAgility-ohjelmasta,

jonka tyopoytéa koostuu seuraavista osista: reaktioseos (M1), reagenssit (R1), naytteet

(B1) seka levyt/putket (C2). Liséksi kohdassa Al on 200 pl:n karkia ja kohdissa A2 ja
B2 on 50 pl:n karkia. [20.]
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Kuva 8. QIlAgility-ohjelman tydpoyta [20].

QIAgility-pipetointirobotin hallinnointiin kéytettavan QlAgility-ohjelman tydpoyta vastaa
pipetointirobotin tyopoytad (kuva 9), joten erilaisten pipetointiohjelmien luominen on

helppoa.

Kuva 9. QIlAgility-pipetointirobotin tydpoyta [20].
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2.3 Verifiointi

Menetelman kelpoistamisella eli validoinnilla tarkoitetaan mittausten sarjaa, joiden
avulla osoitetaan analyysimenetelman tuottavan oikeita tuloksia. Sen avulla tutkimalla
ja puolueettomalla naytolla varmistetaan, ettd menetelma tayttad kayttotarkoituksen
asettamat vaatimukset. Olemassa oleva taustatieto ja validoinnin tuloksena syntyva
tieto keratéddn yhteen ja niiden perusteella todetaan onko menetelma luotettava ja ar-
vioidaan sen soveltuvuus aiottuun kayttétarkoitukseen. Validoinnin avulla saadaan tie-
taa menetelmien kriittiset tekijat, ja saadun validointitiedon avulla saadaan maéritettya

menetelman toimintarajat. [17; 12.]

Mikali menetelmiin on tehty oleellisia muutoksia, tehddan uudelleenvalidointi. Siina
madritettyjen spesifikaatioiden esimerkiksi toistettavuus ja luotettavuus todentamista
kutsutaan verifioinniksi. Menetelman verifioinnilla laboratorio todentaa, ettd saatavien
tulosten tarkkuus ja mittausalue tayttavat laboratorion ja asiakkaan asettamat tarpeet.
Kaytannossa verifoinilla tarkoitetaan validointia suppeampaa menetelmén testausta.

Menetelmavastuuhenkild paattaa tapauskohtaisesti verifioinnin laajuuden. [18; 17.]

Ty0Ossa tarkastellut spesifikaatiot olivat toistettavuus, luotettavuus, herkkyys ja tulosten

oikeellisuus.

Seuraavalla sivulla olevassa kuvassa 10 on esitetty verifioinnin vaiheet. Verifioinnissa
aluksi todetaan uuden menetelman tai laitteen tarve. Seuraavaksi selvitetdan minkalai-
sia laboratorion tarpeisiin sopivia menetelmia tai laitteita on tarjolla ja tehddan alustava
valinta. Samalla sovitaan vertailumenetelma, jolla saatuja tuloksia vertaillaan uudella
menetelmalla tai laitteella saatuihin tuloksiin. Paatetdédn my6s mitéd materiaalia testauk-
seen kaytettavat naytteet ovat ja minka verran niitd tarvitaan (rinnakkaismaaritykset),
jotta tuloksia voidaan pitaa luotettavina. Verifioinnissa saatujen tulosten ja niista tehty-

jen johtopaatdsten perusteella valitaan voidaanko menetelma tai laite ottaa kayttoon.

[9]
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Uuden menetelman tai laitteen tarve
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Uudet saatavilla olevat menetelmat tai laitteet
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Verifiointi
\\ J

J

Menetelman tai laitteen valinta tai hylkays ]

Kuva 10. Verifioinnin vaiheet.

Menetelm&a testattaessa pitdd kayttdd aina tunnettuja naytteitd, joiden materiaali
muistuttaa todellista ndytemateriaalia niin tarkasti kuin mahdollista. Nain voidaan ottaa
huomioon esimerkiksi inhibiittorien vaikutus tuloksiin. Tarkoituksena ei my@skaan ole
tehda validointia ideaaliolosuhteissa, vaan todellisessa kayttoymparistdssa. Rinnak-
kaismittausten avulla selvitetddn menetelmén toistettavuus. Pelkkd menetelméan vali-
dointi ja verifiointi eivat riitd, vaan jatkossa menetelmien toimivuutta tulee seurata si-

sdisten kontrollien ja ulkoisten laadunarviointindytteiden avulla. [12; 17.]
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3 QIAgility-pipetointirobotin toiminnan testaus

3.1 Naytteet

Qiagenin QIlAgility-pipetointirobotin toiminnan testaukseen kaytettiin seuraavia nayttei-

ta:

e humaani-veri (otettu 12.4.11, jaettu 6.7.11/HA)
0 chelex-eriste (eristys 29.8.11/TN, jaettu 30.8.11/TN)
0 CST-eriste (eristys 14.9.11/TH, jaettu 15.9.11/TN)
o humaani-sperma (saatu 8.10.11, eristys 9.10.11/TN)
e 200 ng/pl kvantitointistandardi (Applied Biosystems, Quantifiler™ Human DNA
Standard)
e 0,07 ng/ul kontrolli DNA 007 (Applied Biosystems, AmpFASTR® DNA Control
007)
e punainen ja vihred elintarvikevari

e MQ-H,0.

Veri- ja spermaeristeitd oli tarkoitus kayttdd testeissa oikeina naytteind sen jalkeen,
kun on todettu verifioitavien QIAgility-pipetointirobottien toimivan. Naytteitéa kaytettiin
my0s testiin, jonka avulla saataisiin tietdd kuinka samankaltaisia tuloksia kombinaatiot
vanha kitti ja vanha laite sek& uusi kitti ja uusi laite antaisivat. Vanhalla kitilla ja lait-
teella tarkoitetaan laboratoriossa nykydan kayttssa olevaa Applied Biosystemsin Quan-
tifiler™ Human DNA Quantification-kittia ja Bio-Radin PTC-0200- ja CHROMO4 gPCR-
laitteistokokoonpanoa. Uusi kitti on Qiagenin Investigator™ Quantiplex Kit ja uusi laite
on Qiagenin Rotor-Gene Q-gPCR —laite. Kvantitointistandardia kaytettiin ristikontami-
naatiotesteihin. Kontrolli DNA 007:44 kaytettiin testeissa Qiagenin Investigator™ Quan-
tiplex-kitin oman kontrollin Z1 lisdn&. Punaista ja vihreda elintarvikevaria kaytettiin kit-
tien saastamiseksi, kun seurattiin, toimiko pipetointirobotti oikein. MQ-H,O:t& kaytettiin
elintarvikevaritesteissa master mixin asemasta, ja liséksi se oli negatiivisena kontrollina
muissa testeissda. Osa kontaminaatiotesteistd tehtiin myds niin, ettd standardien ja

kontrollien liséksi naytteina kaikissa lopuissa kuopissa oli MQ-H,0.
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3.2 Investigator™ Quantiplex Kit

Naytteiden analysointiin kaytettiin Rotor-Gene Q-gPCR —laitteen kanssa yhteensopivaa
Investigator™ Quantiplex-kittia, joka on kehitetty ihmisen DNA:n kvantitoimiseen
gPCR:lla. Kitti sisdltdd Reaction mix FQ:n, Primer mix IC FQ:n ja kontrolli-DNA Z1:n.
Alla olevassa taulukossa 1 on kuvattu gPCR-monistusreaktioita varten valmistettavan

master mixin pipetointiohje yhtd gPCR-reaktiota kohden. Yhteen reaktioon tulee 2 pl

naytetta.
Taulukko 1.  Master mixin pipetointiohje.
Reagenssi Tilavuus 7/ 25 pl:n reaktio Loppukonsentraatio
Reaction Mix FQ (2,18x) 11,5 ul 1x
Primer Mix IC FQ 11,5 ul 1x
Lopputilavuus 23 pl

Reaktioseos on entsyymin ja puskurin seos, joka tukee nopeaa Scorpion-alukkeiden
reaktiota. Puskuri siséltdd QBond-molekyylin, joka lisdd DNA-polymeraasin affiniteettia
lyhyeen yksijuosteiseen DNA:han. Tadman vuoksi annealing-aika lyhenee. Alukeseos
siséltdd alukkeen, Scorpion-alukkeen ja templaatin siséista kontrollia varten. Sisdanra-
kennettuna ominaisuutena on 200 bp:n kokoinen sisédinen kontrolli, jonka avulla néh-
daan onko PCR-monistuminen onnistunut ja kuinka paljon mahdollista inhibitiota on.
Kayttamalla kitin kontrolli-DNA Z1:t&, luvataan herkkyyden olevan 1 pg/ul DNA:ta ja

standardisuoran olevan lineaarinen 5 pg/ul asti.
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Tydn kaikki gPCR-ajot tehtiin kayttamalla Investigator™ Quantiplex—gqPCR —kittia ja
Rotor-Gene Q-gPCR —laitetta. Alla olevassa taulukossa 2 on esitetty testeissa kaytetyn

gPCR-ohjelman kulku.

Taulukko 2.  gPCR-ohjelma.

Step Lampdtila Aika Syklit Muuta

PCR vaatii esi-inkubaation DNA -
95 °C 1 min polymeraasin
aktivoimiseksi

PCR:n
aktivaatio

2-step syklitys:

denaturaatio 95 °C 1s 40

yhdistetty Fluoresenssidatan kerays kayttaen
annealing / 60 °C 10 s green- (FAM) ja

ekstensio yellow-channeleja (VIC)

FAM-leimaa kaytetd&dn monistettujen PCR-tuotteiden havaitsemiseen ja VIC-leiman
avulla nghddan sisdisen kontrollin monistuminen. Kitin DNA-polymeraasilla voidaan
monistaa spesifisesti ihmisen genomin 146 bp:n multikopio-aluetta. Alue on valittu sen
mukaan, ettd se antaa korkean herkkyyden ja luotettavuuden eri yksiliden ja vaesto-
jen valilla. Multikopiokohdealue, jota monistetaan, on 4NS1C. Se sijaitsee lukuisissa
ihmisen genomin autosomeissa. 4NS1C alue edustaa noin 20 kopiota / haploidi geno-

mi.

3.3 Esivalmistelut

Ennen QIAgility-pipetointirobotin testauksen aloittamista valmistettiin naytteet, joita
laitetta testattaessa oli tarkoitus kayttaa. Valmistettavat naytteet olivat chelex- ja CST-
eristeet humaanista veresta sekd DNA-eriste humaanista spermasta. Naytteet kvantitoi-
tiin kayttamalla Bio-Radin PCR-kokoonpanoa ja Quantifiler™ Human DNA Quantification

-kittia.

DNA-nayte veresta eristettiin chelex-eristysmenetelméalla RLAB-DNA3 menetelmé&ohjeen
mukaisesti. Maaritettiin verindytteen DNA-pitoisuus totaalikvantitoimalla se menetel-
maohjeen RLAB-DNA13 mukaan, niin ettd sarjaan laitettiin laimentamaton veri ja veri
laimennoksella 1:5, kolme rinnakkaista kummastakin. Laboratorion toisen ryhméan tyon-

tekija teki CST-eristeen verestd menetelmaohjeen RLAB-DNA24 mukaisesti.
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Spermalle tehtiin suoraspermaeristys menetelméohjeen RLAB-DNA17 mukaan, poikke-
uksena olivat muutokset proteinaasi-K:n ja DDT:n maarisséd seka inkubaatioajassa. 10
mg/ml proteinaasi-K:ta ja DDT:td, jonka koostumus on 1 g DDT:a/ 6,5 ml DDT — pus-
kurikantaliuosta, laitettiin menetelméohjeesta poiketen tuplasti. Lisaksi inkubointiaikaa
+56 °C:ssa pidennettiin puoleentoista tuntiin. Reagenssien maéaraa ja inkubaatioaikaa
lisattiin, koska tavoitteena oli saada mahdollisimman korkean konsentraation omaavia
spermaeristeitd. DNA:n eristyksen jalkeen naytteitd konsentroitiin Microcon YM-100 -
menetelmalla menetelméohjeen RLAB-DNA27 mukaisesti. Ohjeesta poiketen suodatti-
melle pipetoitiin vain 200 pl MQ-H,O:t4, koska naytettd oli normaalitilannetta enem-
man. Spermandytteet kvantitoitiin, kuten verindytteet. Sarjaan laitettiin laimentamaton

sperma seka 1:100- ja 1:1000-laimennokset, kaikista kolme rinnakkaista.

3.4 Toimintatestit

Biologian linjalle tilattujen kahden QIAgility-pipetointirobotin kanssa oli toimitusvaike-
uksia, joten suurin osa toimintatesteistd tehtiin Qiagenilta lainassa olleella demo—

laitteella. Seuraavalla sivulla olevassa kuvassa 11 on vuokaavio tyon vaiheista.
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Demo-laite. Rotor-Disc 100

kalibrointi + muut asetukset
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laitteen puhdistus
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varitesti
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toistettavuus, luotettavuustesti

)

vanha VS. uusi menetelma

)

kontaminaatiotesti

Kuva 11. Vuokaavio demo-laitteella tehdyisté toimintatesteista.

3.4.1 QIlAgility-pipetointirobotin kayttéénotto

Ennen toimintatestien aloitusta laite kalibroitiin. Kalibrointia hallinnoitiin tietokoneen
QIlAgility-ohjelmalla ja se tehtiin QIlAgility-pipetointirobotin kannen ollessa auki, koska

karjenottokohta ja yksikdiden paikkojen kalibrointi tehtiin silmamaaraisesti arvioiden.
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Aluksi kalibroitiin karjenottokohta, eli kohta, johon pipetointirobotin kasi asettuu ot-
taakseen karjen karkitelineesta. Laitteella on kolmessa yksikdssa karkia, kaikille yksi-
koille tehtiin erikseen karjenottokohdan kalibrointi. Kalibrointi toteutettiin niin, etta tie-
tokoneohjelman avulla liikutettiin pipetointirobotin kéttéa sivu- ja korkeussuunnassa
silmamaaraisesti arvioiden kohtaan, jossa se asettuu mahdollisimman keskelle kérkea,

kuten kuvasta 12 nahdaan.

Kuva 12. Ké&rjenottokohdan kalibrointi.

Kéarjenottokohdan ollessa sopiva, voitiin aloittaa QIAgility-pipetointirobotin muiden yk-
sikdiden paikkojen ja korkeuksien kalibrointi. Paikkojen kalibrointi tehtiin jokaiselle yk-
sikdlle (reaktioseos, reagenssit, naytteet, putket) erikseen samalla tavoin kuin karjenot-
tokohdan kalibrointi niin, ettd kayttaméaton karki ohjattin mahdollisimman keskelle

kuoppaa, johon reagenssiputki asetetaan.
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Nayteyksikon paikan kalibrointi poikkesi muiden yksikdiden kalibroinnista siten, etta
kalibrointi tehtiin yksikon keskella olevan pienen reian keskelle, kuten kuvassa 13. Tar-
ke&a oli, ettei kalibrointia tehda reidn halkaisevan rastin mukaan, koska se painetaan

vasta jalkikateen yksikkoa valmistettaessa eli se on vain suuntaa antava kuvio.

Kuva 13. Nayteyksikdn paikan kalibrointi.

Yksikoiden paikkojen kalibroinnin jalkeen kalibroitiin yksikkdjen korkeudet. Yksikoiden
korkeuden kalibrointi tarkoittaa sitd kuinka syvélle putkeen karki asettuu pipetointiro-
botin pipetoidessa. Korkeuden kalibrointi toteutettiin niin, ettd kuhunkin yksikkéon lai-
tettiin nelja niihin sopivaa tyhjaa putkea laitteen osoittamiin kuoppiin. Poikkeuksena ol
reaktioseos-yksikko, jossa oli paikka vain yhdelle 5 ml:n putkelle, ja 100 ndytteen nay-
te-yksikko, jolle mittauksia tehtiin 12 kappaletta. QIlAgility-tietokoneohjelman avulla
laite mittasi putkien syvyyden automaattisesti asettamalla karjen niin syvélle putken
sisdan, etta karki osui putken pohjaan. Taman jalkeen laite laski mittaustuloksien kes-
kiarvon ja vahensi siita 20 pykalaa, josta tuli korkeus, johon karki asettuu pipetoidessa

reagensseja kuoppiin.
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Laitteen kalibroinnin jalkeen testattiin eri asetusten vaikutusta pipetointirobotin toimin-
taan. Qiagenin edustajan suositus oli, ettd karkia kaytettaisiin karkien saastamiseksi
kahdeksan kertaa uudelleen, kun mahdollista, eli kaytdnnodssa pipetoitaessa reak-
tioseosta putkiin. Testattiin kestaisivatkod karjet niin monta uusiokayttokertaa, vai olisi-
ko jokin muu uusiokadyttokertojen maara parempi. Pipetointirobotti laitettiin pipetoi-
maan vettd Rotor-Disc 100:lle, kun kéarkien uusiokayttokertojen maara oli suositeltu
kahdeksan kertaa. Laite vaihtoi karkeda viisi kertaa pipetoinnin aikana, eli pipetoitiin
yhteensd 40 kuoppaan vettd. Sama toteutettiin viela asetuksilla nelja, kolme ja kaksi
karjen uusiokayttokertaa. Pipetointia ja karkien kuntoa kayton aikana ja sen jalkeen

seurattiin kaikkien pipetointien ajan QIAgilityn kannen ollessa auki.

Seuraavaksi testattiin, kuinka perusasetus single-stage- tai 3-stage-asetukset vaikutta-
vat kéarjenottotapaan ja -nopeuteen karkitelineestd. Single-stage- eroaa 3-stage-
asetuksesta siten, ettd siina pipetointirobotin kasi laskeutuu yhdella sykayksella alas
ottaakseen karjen, kun 3-stage-asetuksella kasi laskeutuu ottamaan kéarjen kolmivai-
heisesti. QlAgility-ohjelmaa kayttéden asetettiin pipetointirobotti ottamaan useampi kar-

ki eri asetusten ollessa kaytdssa.

Koska laitteen kalibrointi ja asetusten testaus oli tehty laitteen kannen ollessa auki (ku-
va 14), laite oli puhdistettava ennen toimintatestien aloittamista. Pipetointirobotin yksi-
kot irrotettiin ja pestiin astianpesuaineella. Tyhja laite pyyhittiin alkoholittomalla Hy-
gisoft-liuoksella, minka jalkeen sille tehtiin 20 minuutin UV-kasittely. Lisaksi kaikki kar-

jet vaihdettiin uusiin.

Kuva 14. QlAgility-pipetointirobotti kannen ollessa auki.
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3.4.2 Toimintatestit QlAgility-demo -laitteella

Kalibroinnin onnistuminen varmistettiin tekemall@ véritesti, jossa seurattiin onnistuuko
pipetointi, kuten on tarkoitettu ja pysyvatko karjet ehjind. Varitestin pipetointi toteutet-
tiin niin, ettd QIAgility-pipetointirobotilla pipetoitiin Rotor-Disc 100:lle ensiksi 23 pl vet-
ta ja sitten 2 pl punaista ja vihreda elintarvikevéria siten, ettd samaa varia oli aina joka

toisessa kuopassa, kuten kuvassa 15.

Kuva 15. Véritesti Rotor-Disc 100:lla [23].

Varitestin jalkeen siirryttiin testaamaan QIAgility-pipetointirobotin pipetoinnin toistetta-
vuutta ja luotettavuutta. Testin avulla saatiin tietdd kuinka tarkasti pipetointirobotti
pipetoi sille pipetoitavaksi annetun nestemaaran. Ensimmaiseksi punnittin 1 ml:n Ep-
pendorf-putkia yhteensa 60 kappaletta, mink& painot kirjattiin ylos. Taméan jalkeen
putkiin pipetoitiin 50 pl:n karjilla 2, 25 ja 50 pl vettd, 10 putkea kullakin tilavuudella.
Samoin tehtiin 200 pl:n karjilla, joilla putkiin pipetoitiin 51, 100 ja 200 pl vetta. Veden
lisayksien jalkeen Eppendorf-putket punnittiin ja tuloksista laskettiin pipetointien kes-
kiarvo, keskihajonta, virhearvio sekd suhteellinen virhe. Punnitukset tehtiin ana-

lyysivaa“alla Mettler-Toledo AE 200-S.

QIAgility-pipetointirobotin pipetoinnin luotettavuus- ja toistettavuustestissad oli saatu
hyvaksyttavat tulokset, joten suoritettiin testiajo, jonka avulla saataisiin tietdd kuinka
samankaltaisia tuloksia kombinaatiot vanha kitti ja vanha laite seka uusi kitti ja uusi
laite antavat. Naytteitd oli kolme erilaista: chelex-eristetty veri, CST-eristetty veri ja
sperma, kaikista tehtiin rinnakkaiset. Maaritettiin naytteiden pitoisuudet yhdistelmalla
vanha kitti ja vanha laite (ks. luku 3.2). Analysointi tehtiin Opticon Monitor 3.1-
ohjelmalla. Kombinaatiolla uusi kitti ja uusi laite kdytettiin Rotor-Gene Q-qPCR -laitetta
ja Investigator™ Quantiplex-kitti&, tulosten analysointiin kéytettiin Rotor-Gene Q Series

Softwarea.
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Testiajon, josta saatiin tietoa vanhalla (Bio-Rad ja Applied Biosystems -yhdistelmd) ja
uudella (Qiagen) menetelmalla saatavien tulosten vertailukelpoisuudesta, jalkeen aloi-
tettiin ristikontaminaatiotestien teko. My6s jatkossa kaikissa testeissa kaytettiin Rotor-
Gene Q-gPCR -laitetta ja Investigator™ Quantiplex-kittid. Analysointiin kaytettiin Rotor-

Gene Q Series Softwarea.

Kontaminaatiotestit tehtiin kayttden 100-kuoppaista Rotor-Discia reaktiotilavuuden ol-
lessa joko 20 tai 25 pl:a. Kumpaakin reaktiotilavuutta kaytettdessa naytetta laitettiin 2
pl. Standardeista (pitoisuudet: 20; 5; 1,25; 0,312; 0,0781; 0,0195 ja 0,00488 ng/ul),
vedesta ja kontrolli DNA 007:sta (30 ng/ul) tehtiin rinnakkaiset. Naytteet olivat vesi ja
kvantitointistandardi (200 ng/pl), joita laitettiin vuoronperaan joka toiseen kuoppaan.
Alla olevassa taulukossa 3 on kuvattu kaikki tehdyt kontaminaatiotestit ja niiden ase-

tukset.

Taulukko 3. Kontaminaatiotestien asetukset.

) Reaktio-
Kontaminaa- )
) ) tilavuus Asetukset
tiotesti
CU)

1. 23+ 2 -
2. 23+ 2 -
3. 18 + 2 naytteiden lisdyksen jalkeinen sekoitus pois
4. 18 + 2 naytteiden lisdyksen jalkeinen sekoitus pois
5. 23+ 2 naytteiden lisdyksen jalkeinen sekoitus pois

naytteiden lisdyksen jalkeinen sekoitus pois
6. 18 +2 +

3-stage karjenottotapa

Ristikontaminaatiotestien 3, 5 ja 6 jalkeen tehtiin erilaisia muutostoimenpiteitd. Naiden

tarkoituksena oli valttda kontaminaatioiden synty seuraavissa testeissa.
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Kolmannen ristikontaminaatiotestin jalkeen kalibroitiin nayte-yksikon paikka ja korkeus
uudelleen. Koska kalibroinnin asetuksia muutettiin, kittien saastamiseksi kalibroinnin
onnistuminen varmistettiin tekemalla jélleen véritesti, kuten edelld, mutta reaktiotila-

vuus oli nyt 2 pl elintarvikevaria ja 18 pl vetta 23 pl:n sijaan.

Neljannessa ristikontaminaatiotestissa kaytetyn 20 pl reaktiotilavuuden jalkeen kokeil-
tiin kayttaa 25 pl:n reaktiotilavuutta. Viidennen kontaminaatiotestin jalkeen laite kalib-
roitiin uudelleen, ja muutettiin hieman pipetoinnin asetuksia. Naiden muutosten jalkeen
tehtiin taas varmuuden vuoksi varitesti, mikali kalibroinnissa olisikin jokin mennyt pie-
leen tai siind olisi vield jotain sdddettavad. Talla kertaa varitesti tehtiin sekd 20 pl:n

ettd 25 pl:n tilavuuksilla.

Pipetointirobotille oli tehty erindisia toimenpiteita, joiden jalkeen tutkittiin vielda mahdol-
lisuutta, ettd Rotor-Discit eivat olisikaan puhtaita, eli kontaminaatiot olisivatkin jo val-
miiksi kuopissa. Taltioitin ndyte taltiointitiloissa asianmukaista suojautumista ja tyos-
kentelytapoja noudattaen menetelméohjeen RLAB-DNA21 mukaisesti. Nayte taltioitiin
pyyhkimélla yhdella kostutetulla pumpulipuikolla kaikki uuden kayttamattéméan Rotor-
Disc 72:n kuopat sisdlta, minka jalkeen pumpuli leikattiin steriilin 1 ml:n Eppendorf-
putkeen. Taltiointi tehtiin kayttdmalla Rotor-Disc 72:ta testeissd kaytetyn Rotor-Disc
100:n sijaan, koska sen kuopat olivat sen verran isompia, etté niihin mahtui pumpuli-

puikko. Tehtiin chelex-eristys menetelméohjeen RLAB-DNA3 mukaan.

Rotor-Disc 100 olisi sopivampi biologian linjan kaytté6n, mutta paatettiin silti siirtyd 72-
kuoppaisen Rotor-Discin testaamiseen. Qiagen on validoinut pelkdstddn Rotor-Disc
72:n, joten vaihto valmistajan jo validoimaan menetelmaan tuntui jarkevalta. Sen kuo-
pat ovat reilusti isompia ja syvempid, silla sen maksimireaktiotilavuus on 100 pl. Siten
25 pl reaktioiden kaytto ei pitéisi olla ongelmallista, kuten Rotor-Disc 100:lla se on tes-
teissa saatujen tulosten perusteella vaikuttanut olevan. Rotor-Disc 100:n maksimireak-
tiotilavuus on 25 pl (kayttdsuositus 15-25 pl), mika tarkoittaa ettéd samaisella reaktioti-
lavuudella ja 20 pl:n reaktiotilavuudella nestepinta on erittéin l&hella kuopan ylareunaa.
Taman vuoksi voisi periaatteessa olla mahdollista, ettd kuopasta toiseen voi helposti
siirtyd DNA:ta parissakin eri kohtaa. Esimerkiksi poistettaessa Rotor-Discin yksikkoa
QIlAgility-pipetointirobotista, jotta siihen voidaan liimata heat sealing film kuvan 16

Rotor-Disc Heat Sealer-kalvonliimauslaitteella, se pitda poistaa QIlAgility-laitteesta hie-
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man vinossa nayteyksikon lukitusmekanismin takia. Toisaalta kontaminaatiovaara voi
olla asetettaessa kasin heat sealing filmia Rotor-Discille liimausta varten (kuva 16),

jolloin kalvo voi liikkua tahattomasti pyoreén Rotor-Discin ympéarill.

Rotor-Disc Heat Sealer

Kuva 16. Rotor-Disc Heat Sealer.

Rotor-Disc 72:n maksimireaktiotilavuus on 100 pl, joten naytteiden nestepinta ei ole
lahelldkaéan kuopan ylareunaa kaytettaessa 20 tai 25 pl:n reaktiotilavuuksia, mika voisi

mahdollistaa kontaminaatioiden synnyn edelld luetelluissa tilanteissa.

Kalibroitiin Rotor-Disc 72:n kayttdon sopiva nayte-yksikkd, jonka tehtiin jélleen véritesti
25 pl:lla. Taméan jalkeen tehtiin ristikontaminaatiotesti kuten aiemmatkin kontaminaa-
tiotestit. Reaktiotilavuutena oli 25 pl, ndytteiden jalkeinen sekoitusasetus oli pois paal-

ta, ja karjenottotavaksi asetettiin 3-stage-asetus.
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Robotin kasi liikkuu sen verran nopeasti, ettd tarkkaan katsomallakin on vaikea olla
varma meneekd se ndytekuoppien yli muulloin kuin pipetoidessa kyseiseen kuoppaan
reaktioseosta tai naytettd. Suljettiin pois QIAgility-pipetointirobotin vaikutus tuloksiin
pipetoimalla manuaalisesti Rotor-Disc 72:lle ensin 23 pul reaktioseosta ja sitten 2 pl nay-
tettd. Kuten aiemmissa kontaminaatiotesteissa, alkuun pipetoitiin ensin Qiagenin kitin
kontrolli Z1:st& seitsem&a eri laimennosta (vahvin 20 ng/pl, laimennokset aina 1:4),
kontrolli DNA 007:44 seka vetta, kaikkia rinnakkaiset. Naytteitd pipetoitiin seuraavan-
laisessa jarjestyksessa: alkuun useampi vesi perdkkain, seuraavaksi joka toisessa kuo-
passa vetta tai 200 ng/pl kvantitointistandardia (yhteensa 44 kuoppaa) ja loppuun viela
useampi vesi perdkkain. Pipetointia seurasi toinen tyontekija, jotta voitaisiin huomata,

mikali pipetoija itse kontaminoi naytteita tydskentelytavoillaan.

3.4.3 Toimintatestit QlAgilityilla A ja B

Aloitettiin toimintatestien teko QIlAgility-pipetointiroboteilla A ja B. Ensimmaiseksi otet-
tiin kayttoon QIlAgility B. Seuraavalla sivulla olevassa kuvassa 17 on vuokaavio tytn
vaiheista. QIlAgilityn B testauksen jalkeen tehtiin toimintatestit myos kayttden pipetoin-

tirobottia A.
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Laite B. Rotor-Disc 100
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Kuva 17. Vuokaavio laitteella B tehdyista toimintatesteista.

Ennen toimintatestien tekemistd QIAgility-pipetointirobotit kalibroitiin ja asetukset lai-
tettiin kohdilleen, kuten tehtiin, kun otettiin kayttdon Qiagenilta lainassa ollut demo-

laitetta. Kalibroinnin onnistuminen varmistettiin tekemalla varitesti.
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Laitteella B tehtiin kontaminaatiotesti muuten samoin kuin edelliset kontaminaatiotestit,
mutta tassa testissd naytteend oli vain vesi. Kontaminaatiotestin jalkeen kalibroitiin
uudelleen karkienottokohta. TAman jalkeen tehtiin varitesti edellda kuvatulla tavalla (ks.
luku 3.3.2). Uusittiin vield véritesti, joka jouduttiin keskeyttam&aan pipetointirobotin
alkaessa toimia sille kuulumattomalla tavalla. Kalibroitiin uudelleen viela nayteyksikon
paikka ja korkeus, kuten aiemmin on kuvattu (ks. luku 3.3.1). Varmistettiin kalibroinnin
onnistuminen varitestilla. Tehtiin kontaminaatiotesti, kuten laitteen B kayttonoton

alussa kuvailtu kontaminaatiotesti tehtiin.

Laitteella B havaittujen ongelmien vuoksi aloitettiin toimintatestien teko QIlAgility-
pipetointirobotilla A. Testien teko eteni samalla tavalla kuin laitetta B kaytettédessa, eli
kalibroinnin jalkeen varmistettiin kalibroinnin onnistuminen véritestilla, mink& onnistut-

tua tehtiin kontaminaatiotesti.
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4 Tulokset

4.1 QlAgility-demo -laite

QIlAgility-pipetointirobotin kalibroinnin jalkeen testattiin eri asetusten vaikutusta lait-
teen toimintaan. Ensiksi testattiin, mik& olisi sopiva maara karkien uusiokaytolle. Kaik-
kien testien aikana ja sen jalkeen kérjet olivat hyvassa kunnossa, joten paadyttiin kayt-

tamaan asetusta karjen kahdeksan uusiokayttokertaa, kun mahdollista.

Seuraavaksi testattiin single-stage ja 3-stage asetuksia. Todettiin, ettd asetuksista 3-
stage oli parempi kuin single-stage, koska silloin pipetointirobotti otti karjen rauhalli-
semmin, jolloin kérki ei mennyt niin vinoon kuin karkeahkolla perusasetuksella. Lisaksi
todettiin, ettéd oli asetus kumpi tahansa, silla ei ollut vaikutusta pipetointiaikaan. TAma

oli hyva asia, kun tarkoituksena on nopeuttaa naytekulkua laboratoriossa.

Kun laite oli kalibroitu, asetukset olivat kunnossa ja laite oli puhdistettu, tehtiin varites-
ti, jonka tarkoituksena oli varmistaa oliko kalibrointi onnistunut. Testin aikana, ja sen
jalkeen kaikki karjet olivat ehjia, eika silmamaaraisen arvion perusteella havaittu vareja

sekoittuneena toisiinsa.

Véritestissa tehtyjen havaintojen perusteella todettiin, ettd toimintatesteja voidaan jat-
kaa. Testattiin kuinka luotettavia, ja toistettavia tuloksia saadaan kayttamalla QlAgility-
pipetointirobottia. Toistettavuus- ja luotettavuustestin tulokset voidaan nahda liitteesta
1 taulukoista 1-6. Eppendorf-putkien painojen keskiarvo oli 0,9867 g ja keskihajonta

0,0077. Alla olevasta taulukossa 4 on kooste toistettavuus- ja luotettavuustestin tulok-

sista.
Taulukko 4.  Kooste toistettavuus- ja luotettavuustestin tuloksista.
2 u 25 pl 50 pl 51 pl 100 pl 200 pl
Keskiarvo 1,91 24,39 49,19 50,52 99,04 197,37
Virhearvio 0,031 0,018 0,031 0,029 0,067 0,054
Keskihajonta 0,0994 0,0568 0,0994 0,0919 0,2119 0,1703
Suhteellinen virhe 1,6 0,1 0,1 0,1 0,1 0,03
(%)
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Eniten virhett& tuli pipetoitaessa 2 pl vettd (suhteellinen virhe 1,6 %), joka todenn&koi-
simmin johtui siitd, etta erittdin pieni tilavuus pipetoitiin tyhjadn Eppedorf-putkeen.
Paremmat tulokset olisi siis varmaankin saatu, jos putkiin olisi jo etukateen pipetoitu
jokin tunnettu tilavuus vettéa. Pienin virheprosentti saatiin pipetoitaessa 200 pl vettd,
jolloin suhteellinen virhe oli vain 0,03 %:a. Pipetoitaessa 25, 50, 51 ja 100 pl vettd,

suhteellisen virheen arvo oli kaikissa 0,1 %:a.

Luotettavuus- ja toistettavuustestissa oli saatu erinomaiset tulokset, joten seuraavaksi
tutkittiin, kuinka keskenaan vertailukelpoisia tuloksia saadaan kombinaatioilla vanha
kitti ja vanha laite sek& uusi kitti ja uusi laite. Eri menetelmilla saadut keskiarvot nayt-

teiden DNA-pitoisuuksista ndhdaan taulukosta 5.

Taulukko 5.  Eri menetelmilla saadut keskiarvot naytteiden DNA-pitoisuuksista.

Nayte Vanha kitti (ngZpl) | Uusi kitti (ng/pl)
Chelex-veri 0,6 2,6
CST-veri 0,2 0,1
sperma 12,9 0,8

Kaytettdessa Qiagenin gPCR-laitetta ja kittid naytteitd analysoitaessa poistettiin pitoi-
suuden 20 ng/pl omaavien standardin tulokset, koska ne poikkesivat standardisuorasta.
Kuten taulukosta 5 nghdaan, vanhalla ja uudella menetelmélla saadut ndytteiden DNA-
pitoisuudet eivat ole kovinkaan samanlaiset. Standardisuoran ja kontrolli DNA 007:n
mukaan testi oli onnistunut. Lisdksi 200 bp:n sisdisen kontrollin mukaan naytteiden
monistus oli onnistunut. Jatkossa samaisilla naytteilla olisi tarkoitus tehda samanlainen
testi isommalla otannalla ja esimerkiksi useampaa laimennosta kayttéen, jotta testin

tuloksia voitaisiin pitdéd muunakin kuin korkeintaan suuntaa antavina.
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Menetelmien pikaisen vertailun jalkeen aloitettiin ristikontaminaatiotestien teko. Kon-

taminaatiotesteja tehtiin useampia eri asetuksin. Testien tulokset ovat taulukossa 6.

Taulukko 6. Kontaminaatiotestien tulokset ja huomiot.

Kontaminaatio- | Kontaminaatiot
) Muuta
testi (kpl)
1. 1 -
2. 3 -
kahdesta kuopasta ei saatu ollenkaan C(t)—
3. 3 arvoa, sisaisen kontrollin mukaan monistus
onnistui
4 0 -
5. 4 -
toiselle kontaminaatioista ei saatu C(t)-arvoa ja
6. 2 yhdelle naytteelle, jolla oli C(t)—arvo, siséinen
kontrolli ei antanut ollenkaan arvoa

Vain yhdessé kuudesta kontaminaatiotestisté ei havaittu yhtdan kontaminaatiota. Eri-
laisia muutostoimenpiteita tehtiin testien 3, 5 ja 6 jalkeen, minka tarkoituksena oli valt-

taa kontaminaatioiden synty.

Kontaminaatiotesteissa 1, 2 ja 3 havaittiin satunnaista epaspesifistd monistumista, jo-

ten tehtiin seuraavat toimenpiteet:

e 20 pl reaktiotilavuuden kaytto 25 pl:n sijasta

e naytteiden lisdyksen jalkeinen sekoitus -asetus pois kaytdstd, koska pidettiin mahdolli-
sena, ettéd sen asetuksen ollessa paalla, naytteita roiskuisi kuopasta toiseen

o nayte-yksikdn paikan ja korkeuden kalibrointi, koska kérkiroskakorissa oli muutama

vaantynyt karki
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Kalibroinnin asetuksia muutettaessa kalibroinnin onnistuminen varmistettiin aina teke-
malla varitesti. Vareja ei sekoittunut, eika karkia hajonnut, joten jatkettiin taas konta-
minaatiotestien tekemista. Alla olevassa kuvassa 18 on neljannen kontaminaatiotestin
monistuskayrat. Kuvassa punaisella on naytteena olleen kvantitointistandardin monis-
tuskayrat ja sinisella naytteena olleen veden monistuskayrat. Violeteilla kayrilla puoles-
taan kuvataan kontrolli DNA 007:n monistumista, ja vaaleat kayrat ovat standardien

monistuskayria.
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Kuva 18. Neljannen kontaminaatiotestin monistuskayrat.

Kuten kuvasta 18 nahdaan, neljannessa ristikontaminaatiotestissa ei ollut yhtaan kon-
taminaatiota, koska veden siniset kayrat pysyvat koko gPCR -ajon ajan kynnysarvovii-
van (kuvassa threshold) alapuolella. Punaisella olevat kvantitointistandardin monistus-
kayrat nousevat ensimmaising, koska monistuminen tapahtui tavallista aiemmin nayt-
teiden ollessa erittdin vahvoja (200 ng/ul). Jalkimmainen violeteista kontrolli DNA
007:n monistuskayristd on hieman poikkeava, mika ilmentdd naytteen monistuneen
tavallista mydhemmin, ja siten kayrd nousee melko laiskasti ylospéin. Tasta paatellen
osa kontrolli DNA 007:sta on jaanyt matkan varrelle, kuten karkeen. Toinen mahdolli-
suus on myds kontrolli DNA 007:n viskoosius, jonka takia QIAgility-pipetointirobotti ei

ole ehka alun perink&an onnistunut saamaan naytetta tarpeeksi karkeen.
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Huomioitiin my®s sinisella merkittyjen veden monistuskayrien tavallisuudesta poikkeava
mutka ylospain syklien 20-25 valilla. Kuitenkin, kuten kuvasta 19 nahdaan, sisaisen

kontrollin monistuskayréat olivat siististi nipussa, eli DNA:n monistus oli onnistunut.
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Kuva 19. Sisaisen kontrollin tulokset.

20 pl:n reaktiotilavuudella oli saatu puhtaat ristikontaminaatiotestin tulokset, joten tes-
tattiin millaiset tulokset saataisiin, kun reaktiot tehtéisiin kitin ohjeen mukaisesti, eli
23 ul reaktioseosta ja 2 pl naytettd. Kontaminaatiotestissa havaittiin nelja kontaminaa-
tiota, mikd nahtiin sinisella merkittyjen veden monistuskayrien nousuna kynnysarvovii-
van yli syklin 35 jalkeen. Taméan vuoksi viidennen ristikontaminaatiotestin jalkeen kalib-
roitiin uudelleen kohta, johon pipetin kéarki asettuu Rotor-Discin kuopassa, seka otettiin

kayttoon 3-stage-karjenottoasetus.

Véritestit tehtiin kalibroinnin onnistumisen varmistamiseksi molemmilla kaytetyilla reak-

tiotilavuuksilla (20 ja 25 pl). Kumpikin varitesti onnistui hyvin.

Véritestien onnistuttua tehtiin vield uusi kontaminaatiotesti, jossa kuitenkin havaittiin
satunnaista epaspesifistda DNA:n monistumista. Kaikki mahdolliset laitteen asetukset oli
sdadetty uudelleen, eika ollut onnistuttu saamaan kuin yksi taysin puhdas ristikontami-
naatiotesti kuudesta testista. Siksi paatettiin varmistaa, voisiko Rotor-Discit olla konta-
minaationlahteend. Taltioidussa naytteessa ei kuitenkaan ollut DNA:ta, eli luotettiin

Rotor-Discien olevan puhtaita, kuten kuuluu.
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Rotor-Disc 100:a kayttamalla ei saatu hyvia tuloksia, joten siirryttiin kayttamaan 72-
kuoppaista Rotor-Discid. Kuten edelld, aluksi sille sopiva yksikkd kalibroitiin, jonka jal-
keen kalibroinnin onnistuminen varmistettiin tekemalla varitesti. Varitestissa kaikki kar-
jet olivat ehjia kayton jalkeen, eikd varien sekoittumista havaittu. Taman jalkeen tehtiin
kontaminaatiotesti, jossa kuitenkin havaittiin satunnaista epaspesifistda DNA:n monis-

tumista.

Vaikka oli siirrytty kayttdmaan isomman maksimireaktiotilavuuden omaavaa Rotor-
Discia, kontaminaatiotestissa havaittiin edelleen kontaminaatioita. Oli siis hyva sulkea
pois myos itse pipetointirobotin vaikutus testien tuloksiin. Manuaalipipetoinnin aikana
seurattiin myds tyontekijan tydskentelytapoja, joissa ei huomattu moittimista. Konta-
minaatioita oli kuitenkin kaksi kappaletta, mutta niiden DNA-pitoisuudet olivat niin pie-
net (0,001 ja 0,002 ng/ul), ettei niista saisi edes méadaritettya, mita DNA:ta se on. Ap-
plied Biosystemsin Quantifiler™ Human DNA Quantification-kitilla vastaavanlaisia arvoja

ei saataisi edes maadritettya.

Useissa testeissa oli havaittu kontaminaatioita, joten pidettiin mahdollisena, jos DNA:ta
olisi ilmassa aerosolina, varsinkin kun testeissad kaytetty kvantitointistandardi oli niin
vahva (200 ng/pl). Jatkossa voitaisiin tehda testi, jossa kaytetdan niin sanottuna vah-
vana naytteend Investigator™ Quantiplex-kitin omaa standardia Z1, jonka vahvuus on
20 ng/pl. Liséksi se olisi parempi vaihtoehto ristikontaminaatiotesteissa kaytettavaksi,
koska Rotor-Gene Q-gPCR -laitteen luvataan antavan luotettavia tuloksia noin 50 ng/pl
asti. Nayte pitoisuudella 200 ng/pl on siksi antanut lapi kaikkien testien hyvin vaihtele-
via tuloksia. Tuloksia on pidetty lahinn& suuntaa antavina varsinkin, kun tarkoituksena
on kuitenkin ollut selvittas, voiko vahva ndyte kontaminoida viereisen kuopan laimean

naytteen.
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4.2 QlAgilityt Aja B

Toimintatestien teko aloitettiin kdyttAmalla laitetta B, jolla tehdyn varitestin perusteella
silla voitiin seuraavaksi tehda kontaminaatiotesti. Testia tehdessd huomattiin laitteen
pudottelevan karkia laitteen sisélle, minkd vuoksi kalibroitiin uudelleen karkienottokoh-
ta, ja tehtiin varitesti. Varitestia seurattaessa huomattiin kuitenkin, ettd osaan kuopista
ei mennyt ollenkaan varia, joten testin pipetointi keskeytettiin. Kalibroitiin uudelleen
vield nayteyksikon paikka ja korkeus. Tehtiin taas varitesti, koska laitteen kalibroin-
tiasetuksia oli muutettu. Varitesti meni muuten hyvin, mutta huomattiin karkien edel-
leen asettuvan hieman enemman toiseen reunaan, joten testin jalkeen tehtiin viela
pieni hienosdataminen nayteyksikon paikan kalibroinnissa. Hienosaadon jalkeen tehtiin
taas kontaminaatiotesti. Vaikka kontaminaatiotestia ennen tehty varitesti oli onnistu-
nut, QIlAgility-pipetointirobotti B alkoi jalleen pudotella karkia laitteen sisélle kesken
testin pipetoinnin. Paatettiin, ettei laitteella B tehtdisi enempéaé testeja talla erda, en-

nen kuin Qiagenilta on tullut joku tarkistamaan, onko laite oikeasti kunnossa.

Ennen kuin asiantuntija oli tarkastanut QIAgility-pipetointirobotin B toimintakunnon,
tehtiin toimintatestit laitteella A, samalla tavoin kuin laitteella B. Laitteella A tehty kon-
taminaatiotesti, jossa naytteind oli pelkk&a vettd, ei kuitenkaan onnistunut. Laite oli
ohjelmoitu tekemaén reaktioseos 100 naytteelle, ja lisdna pieni pipetointivara. Kesken
reaktioseoksen pipetoinnin laite kuitenkin ilmoitti, ettei havaitse riittdvaa maaraa reak-
tioseosta 5 ml:n reaktioseosputkessa. Reaktioseos oli loppunut kokonaan, jolloin nelja
kuoppaa olisi jaanyt ilman reaktioseosta. Robotti ollut missaan vaiheessa ilmoittanut
reaktio- ja alukeseoksien riittamattomyydesta reaktioseosta tehdessd, vaikka laittee-
seen olikin laitettu asetus nestepinnan havaitsemiseksi. Liséttiin tarvittava maara reak-
tio- ja alukeseoksia manuaalisesti 5 ml:n reaktioseosputkeen, koska laite ei osaa tehda
lisda reaktioseosta, jos se loppuu kesken ohjelman. Karjet sen sijaan olivat kunnossa

kayton jalkeen.

QIAgility-pipetointirobotilla A tehdysséa kontaminaatiotestissa oli jopa 10 kontaminaatio-
ta. Kuopat C10 ja G5 antoivat C(t)-arvot 39,73 ja 38,23; jotka ovat tavalliset lukemat,
kun ndytteessd on kontaminaatio. TAh&dn mennessa, jos testeissé oli ilmennyt kontami-
naatioita, saatiin samanlaisia arvoja. My6s Qiagenin edustaja sanoi arvojen olleen mel-
ko tavallisia. Kuoppien C10 ja G5 pitoisuudet olivat 0,0007 ja 0,0015 ng/pl. Nama arvot

ovat niin pienet, ettei niistd saada maaritettyd mitd DNA:ta kuopissa on.
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Kuoppien C10 ja G5 monistuskayrat ndhdaan kuvassa 20 sinisind kayrina, jotka nouse-
vat kynnysarvoviivan yli syklin 35 jalkeen. Kuvassa vaalealla ja violetilla olevat kayrat

ovat standardien ja kontrolli DNA 007:n monistuskayrat.
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Kuva 20. QIlAgility-laitteella A pipetoidut kontaminaatiotestin monistuskayrat.

Lopuille kahdeksalle néaytteelle, jotka olivat kontaminoituneet, saatiin erikoiset C(t)-
arvot; naiden naytteiden C(t)-arvot olivat seitseman paikkeilla. Naytteiden sinisella
merkityt monistuskayrat nousevat kynnysarvoviivan yli aivan liian aikaisin, jo viidennen
syklin paikkeilla. Normaalisti, jos kontaminaatioita on, kayréat nousevat kynnysarvovii-
van yli vasta viimeisten syklien (35—-40) aikana. Kitin sisdisen kontrollin mukaan PCR-

monistus oli kuitenkin onnistunut.

Testeissa saatujen erikoisten tulosten vuoksi testin tiedot ja tulokset lahetettiin Qiage-

nin asiantuntijoille, jotka epdilivat vian olevan joko gPCR-laitteessa tai kitissa.
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5 Johtopaatokset

Keskusrikospoliisin rikosteknisen laboratorion biologian linjan laboratorioon oli tilattu
kaksi Qiagenin QIAgility-pipetointirobottia. Opinndytetyon tavoitteena oli verifioida néa-
ma laitteet. Pipetointirobottien kanssa oli kuitenkin toimitusvaikeuksia, joten toiminta-

testit tehtiin suurimmaksi osaksi Qiagenilta lainassa olleella demo-laitteella.

QIlAgility-pipetointirobotin kayttd oli helppoa, koska tietokoneohjelma, jolla pipetoin-
tiohjelmia tehtiin, oli yksinkertainen ja selked. Ohjelmien kayton helpoksi teki se, etta
ohjelman ja pipetointirobotin ty6poydat vastaavat toisiaan. Suurimpana ongelmana
pipetointirobotin kaytdssa oli karkien rikkoutuminen, vaantyminen ja tippuminen lait-
teen sisalle, mink&a takia kuoppiin ei mennyt ollenkaan haluttuja reagensseja. Tama
aiheutti sen, ettd useissa toimintatesteissa naytteita kontaminoitui. Ongelmia QIAgility-
pipetointirobotille tuotti my6s kéarkien saanti kéarkitelineestd, jolloin ohjelma pysahtyi.
DNA-kontaminaatioiden poistamiseksi laitetta kalibroitiin useasti, testattiin eri asetusten
vaikutusta pipetointiin ja kokeiltiin 20 ja 25 pl:n reaktiotilavuutta sekd 100- etta 72-
kuoppaisella Rotor-Discilla. Lisdksi varmistettiin Rotor-Discien puhtaus ja tydntekijan
tybtavat seka pipetoitiin manuaalisesti yksi kontaminaatiotesti Rotor-Disc 72:lle. Millaén
naistéa toimenpiteista ei kuitenkaan ollut vaikutusta QIlAgility-pipetointirobotin toimin-
taan. Loppujen lopuksi molemmista QIAgility-pipetointiroboteista 16ytyi muutamia val-
mistusvirheitd, jotka saatiin korjattua. Qiagenin asiantuntijan mukaan samanlaisia on-
gelmia oli tavattu viimeksi vuosia sitten. Laitteisiin oli asennettu vanhanmalliset pipe-
tointirobotin kaden kéarjenottokohdat, eikd asennusvaiheessa ollut noudatettu tarkkaa-

vaisuutta.

Qiagenin QIlAgility-pipetointirobottien sekd tyon ohessa kaytettyjen Qiagenin Rotor-
Gene Q-gPCR —laitteiden verifiointia ja Qiagenin Investigator™ Quantiplex-kitin testaus-
ta jatketaan edelleen Keskusrikospoliisin rikosteknisessa laboratoriossa. Vaikka tavoit-
teisiin ei viela paasty, saatiin erittédin hyodyllista tietoa ja taitoa ongelmatilanteissa,
joita voidaan kohdata kaytettdessad QIAgility-pipetointirobottia. Tydssa ilmenneet on-
gelmat johtivat siihen, ettéd laitteiden valmistajille tullaan pitdma&an kertauskoulutusta
laitteiden valmistuksessa ilmenneiden huolimattomuuksien vuoksi. Lisaksi Qiagen lupasi
korvata kaytetyt kitit (10 kpl) ja kérjet, jotta saisi hyvitettyd laboratoriolle aiheutuneita

kuluja ja ongelmia.
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Toistettavuus- ja luotettavuustestin tulokset

Taulukko 1. Eppendorf-putket 1-10, 50 pl:n karjilla pipetoitiin 2 pl:a vetta.

tyhja putki | putki + vesi
Eppendorf| Massa (g) | Massa (g) | MQ-HO (ug) | MQ-H,O (ul)
1 0,9894 0,9914 0,0020 2
2 0,9890 0,9909 0,0019 1,9
3 0,9927 0,9945 0,0018 1,8
4 0,9894 0,9914 0,0020 2
5 0,9909 0,9929 0,0020 2
6 0,9784 0,9803 0,0019 1,9
7 0,9706 0,9725 0,0019 1,9
8 0,9879 0,9896 0,0017 1,7
9 0,9958 0,9977 0,0019 1,9
10 0,9744 0,9764 0,0020 2

Keskiarvo ja virhearvio: 1,91 + 0,031
Keskihajonta: 0,0994

Suhteellinen virhe: 1,6 %

Taulukko 2. Eppendorf-putket 11-20, 50 pl:n karjilla pipetoitiin 25 pl:a vetta.

tyhja putki | putki + vesi
Eppendorf| Massa (g) | Massa (g) | MQ-HO (ug) | MQ-H,O (ul)
11 0,9853 1,0098 0,0245 24,5
12 0,9864 1,0108 0,0244 24,4
13 0,9894 1,0138 0,0244 24,4
14 0,9910 1,0153 0,0243 24,3
15 0,9836 1,0079 0,0243 24,3
16 0,9928 1,0172 0,0244 24,4
17 0,9769 1,0013 0,0244 24,4
18 0,9770 1,0014 0,0244 24,4
19 0,9706 0,9950 0,0244 24,4
20 0,9958 1,0202 0,0244 24,4

Keskiarvo ja virhearvio: 24,39 + 0,018
Keskihajonta: 0,0568

Suhteellinen virhe: 0,1 %

Liite 1
13



Taulukko 3. Eppendorf-putket 21-30, 50 pl:n karjilla pipetoitiin 50 pl:a vetta.

tyhja putki | putki + vesi
Eppendorf| Massa (g) | Massa (g) | MQ-H;O (ng) | MQ-H,O (ul)

21 0,9862 1,0355 0,0493 49,3
22 0,9863 1,0355 0,0492 49,2
23 0,9929 1,0421 0,0492 49,2
24 0,9905 1,0398 0,0493 49,3
25 1,0001 1,0491 0,0490 49

26 0,9894 1,0386 0,0492 49,2
27 0,9705 1,0196 0,0491 49,1
28 0,9928 1,0420 0,0492 49,2
29 0,9796 1,0287 0,0491 49,1
30 0,9906 1,0399 0,0493 49,3

Keskiarvo ja virhearvio: 49,19 + 0,031

Suhteellinen virhe: 0,1 %

Keskihajonta: 0,0994

Taulukko 4. Eppendorf-putket 31-40, 50 pl:n karjilla pipetoitiin 51 pl:a vetta.

tyhja putki | putki + vesi
Eppendorf| Massa (g) | Massa (g) | MQ-H;O (pg) | MQ-H,O (ul)
31 0,9926 1,0431 0,0505 50,5
32 0,9879 1,0383 0,0504 50,4
33 0,9890 1,0396 0,0506 50,6
34 0,9836 1,0340 0,0504 50,4
35 0,9786 1,0291 0,0505 50,5
36 0,9744 1,0251 0,0507 50,7
37 0,9770 1,0275 0,0505 50,5
38 0,9863 1,0368 0,0505 50,5
39 0,9744 1,0249 0,0505 50,5
40 0,9945 1,0451 0,0506 50,6

Keskiarvo ja virhearvio: 50,52 + 0,029

Keskihajonta: 0,0919

Suhteellinen virhe: 0,1 %

Liite 1
2(3)



Taulukko 5. Eppendorf-putket 41-50, 50 pl:n karjilléa pipetoitiin 100 pl:a vetta.

tyhja putki | putki + vesi
Eppendorf| Massa (g) | Massa (g) | MQ-HO (ug) | MQ-H>O (ul)

41 0,9810 1,0799 0,0989 98,9
42 0,9895 1,0883 0,0988 98,8
43 0,9909 1,0901 0,0992 99,2
44 0,9810 1,0802 0,0992 99,2
45 0,9867 1,0858 0,0991 99,1
46 0,9909 1,0899 0,0990 99

47 0,9945 1,0933 0,0988 98,8
48 0,9908 1,0896 0,0988 98,8
49 0,9944 1,0936 0,0992 99,2
50 0,9919 1,0913 0,0994 99,4

Keskiarvo ja virhearvio: 99,04 + 0,067

Keskihajonta: 0,2119

Suhteellinen virhe: 0,1 %

Taulukko 6. Eppendorf-putket 51-60, 50 pl:n karjilla pipetoitiin 200 pl:a vetta.

tyhja putki | putki + vesi
Eppendorf| Massa (g) | Massa (g) | MQ-H;O (pg) | MQ-H,O (ul)
51 0,9809 1,1785 0,1976 197.,6
52 0,9926 1,1897 0,1971 197,1
53 0,9744 1,1717 0,1973 197,3
54 0,9893 1,1864 0,1971 197,1
55 0,9745 1,1720 0,1975 197,5
56 1,0000 1,1974 0,1974 197,4
57 0,9944 1,1919 0,1975 197,5
58 0,9999 1,1974 0,1975 197,5
59 0,9906 1,1880 0,1974 197,4
60 0,9889 1,1862 0,1973 197,3

Keskiarvo ja virhearvio: 197,37 + 0,054
Keskihajonta: 0,1703
Suhteellinen virhe: 0,03 %

Liite 1
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