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Tama opinnaytetyo tehtiin yhteistydssa DNA-oligonukleotideja valmistavan Oligomer Oy:n
kanssa. Yrityksen valmistamat DNA-oligonukleotidit ovat lyhyitd, yleisimmin luonnollisista
emaksistd muodostuvia, synteettisia DNA-molekyyleja. Opinnaytetyon tarkoituksena oli
automatisoida DNA-oligonukleotidituotannon MALDI-TOF-massa-analyysiin perustuva
laadunvalvonta. Ensimmaisena tavoitteena oli luoda pipetointirobottia ohjaava metodi, jon-
ka avulla matriisi ja laadunvalvontanaytteet saataisiin pipetoitua automatisoidusti naytele-
vylle. Toisena tavoitteena oli tutkia, pystyykd MALDI-TOF-laitteen ohjelmistoversiolla luo-
maan metodia, jonka avulla laadunvalvontanaytteet voitaisiin analysoida automaattisesti.

Pipetointirobotin ohjelmointi matriisin ja laadunvalvontanaytteiden pipetoinnille naytelevylle
onnistui hyvin. Lisdksi MALDI-TOF-laitteelle saatiin luotua metodi, jonka avulla laadunval-
vontanaytteet voitiin mitata ohjelmoidusti ja saatu mittausdata tallennettua tiedostoon.

Massa-analyysin optimaalisen automatisoinnin esteeksi muodostui kuitenkin naytepisaran
epéatasainen kuivumismuoto, jonka takia lasersateen osuminen pisaran naytealueelle oli
sattumanvaraista ja automaattinen analyysi antoi hylattyja taustaspektreja. Luotua metodia
voitiin - kuitenkin  hyddyntda esimerkiksi suurien laadunvalvontandytemaarien massa-
analyyseissa.
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This bachelor’s thesis was conducted in cooperation with Oligomer Oy, which produces
short synthetic DNA oligonucleotides. The main focus of this thesis was to automize the
MALDI-TOF quality control of DNA oligonucleotides. The first goal was to create a pipet-
ting method for the liquid-handling robot and use it for pipetting the matrix and quality con-
trol samples automatically to the MALDI-TOF’s sample plate. The second goal was to in-
vestigate whether an automatic run sequence which would measure the quality control
samples automatically could be created with current software version of MALDI-TOF-
device.

Both goals were achieved. As a result of the new method, the liquid-handling robot pipet-
ted both matrix and quality control samples successfully to the sample plate, and the
MALDI-TOF’s automatic run sequence could be used for measuring the samples automat-
ically.

The biggest obstacle for the use of MALDI-TOF run sequence was that the matrix and the
samples did not dry homogenously on the sample plate. The empty area on the center of
the matrix-sample-drop caused some unwanted background spectra; therefore, in some
cases, the samples were not measured properly. Otherwise, the method worked well and
can be used in the quality control of DNA oligonuclutides.
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1 Johdanto

Tama opinnaytetyo tehtiin yhteistydssa Oligomer Oy:n kanssa. Oligomer Oy on Helsin-
gissa Viikin kampusalueella sijaitseva vuonna 2003 perustettu DNA-oligonukleotideja
valmistava yritys, joka palvelee toiminnallaan yliopistoja, tutkimuslaitoksia ja teollisuutta
niin Suomessa kuin ulkomailla. Yrityksen valmistamat DNA-oligonukleotidit ovat Iyhyita,
synteettisida DNA-molekyyleja, jotka koostuvat enimmilladn noin 150 nukleotidista. Ylei-
simmin kaytetyt nukleotidit ovat nelja luonnollista emasta eli adeniini, tymiini, guaniini ja
sytosiini. Naiden liséksi synteettisen DNA-molekyylin sekvenssissa voi olla myés ino-
siinia ja urasiilia tai tarpeen mukaan esimerkiksi fluoresoivaa merkkiainetta. DNA-
oligonukleotidit, joista tassa tydssa kaytetaan myos niiden yleista nimitysta oligo, synte-
tisoidaan automatisoidussa nukleiininapposyntetisaattorissa. Nain valmistettuja oligoja
kaytetaan paadasiassa geneettisen DNA-materiaalin tutkimiseen geenitekniikan ja mo-
lekyylibiologian tutkimusmenetelmissa. [1; 2; 3.]

Oligomer Oy:lla DNA-oligonukleotidituotannon laadunvalvonta kattaa koko synteesi-
prosessin. Synteesin monitoroinnin liséksi tuotannon aikana seurataan seka laitteiden
etta liuosten toimintaa. Mikali laitteiden tai liuosten toiminnassa havaitaan prosessin
aikana puutteita, esimerkiksi muutoksia virtausnopeudessa tai liuosten laadussa, kes-

keytetaan meneillaan ollut vaihe ja puute korjataan. [4.]

Itse synteesid monitoroidaan spektrofotometristen mittausten avulla. Kaytettyjen nuk-
leotidien suojausryhmét muodostavat varillisen reaktiotuotteen irrotessaan oligosta, ja
taman varireaktion voimakkuuden perusteella voidaan seurata synteesin etenemista.
Myds HPLC (high performance liquid chromatography, korkean erotuskyvyn nestekro-
matografia) -puhdistus toimii tuotteen puhdistuksen lisaksi yhtend laadunvalvonnan
valineena. Kromatogrammien perusteella voidaan tehdé alustavia paatelmiéa saannosta
seka tarpeesta tarkempaan laatuanalyysiin, silla kromatogrammeissa nékyvat hyvin
dimeerit, vajaamittaiset oligot seka leimauksen onnistuminen. Puhdistuksen jalkeen

saantomittaus nayttaa synteesin maarallisen onnistumisen. [4.]

Oligoiden massa-analyysi tehddaan MALDI-TOF-analyysilla (matrix assisted laser de-
sorptio/ionisation - time of flight, matriisiavusteinen laserdesorptioionisaatio - lentoaika-
massa-analysaattori). Analyysin avulla saadaan tarkka tieto analysoidun tuotteen oli-

goiden molekyylipainoista seka tuotteen seassa olevista mahdollisista vajaamittaisista



tai virheellisista oligoista. Lahtttilanteen mukaan MALDI-matriisi ja laadunvalvontanayt-
teet pipetoitiin k&sin naytelevylle ja analysoitiin yksitellen MALDI-TOF-laitteella. Taméa
tapa oli kuitenkin tyolas, mikali analysoitavia naytteita oli paljon. My6s pipetointivirheen
riski oli olemassa. [4.]

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli automatisoida DNA-oligonukleotidituotannon
MALDI-TOF-massa-analyysiin perustuva laadunvalvonta. Tavoitteena oli luoda pipe-
tointirobottia ohjaava metodi, jonka avulla matriisi ja laadunvalvontanaytteet saataisiin
pipetoitua automatisoidusti naytelevylle. Liséksi tavoitteena oli tutkia, pystyiké nykyisel-
& MALDI-TOF-laitteen ohjelmistoversiolla luomaan metodin, jonka avulla laadunval-

vontanaytteet voitaisiin analysoida automaattisesti.

Tassa opinnaytetydssa kuvatut synteesi-, puhdistus- ja laadunvalvontamenetelmét on
kuvattu Oligomer Oy:lla kaytossa olevien toimintatapojen ja kirjallisuuslahteiden perus-
teella, joten ne voivat poiketa muiden tuotevalmistajien tavoista. Osa opinnaytetyon
materiaalista on tietosuojan alaista, joten lisdtietoja voi tarvittaessa tiedustella suoraan

Oligomer Oy:lta.



2 DNA-oligonukleotidien kaytto

DNA-oligonukleotideja hyddynnetddn geneettisen DNA-materiaalin tutkimisessa mo-
nissa geenitekniikan ja molekyylibiologian tutkimusmenetelmissa. Tassa luvussa on
kuvattu kaksi yleisintd menetelmaa eli polymeraasiketjureaktio (PCR, polymerase chain
reaction) ja sen sovellus reaaliaikainen PCR. Lisaksi on havainnollistettu muutamia
oligoiden suunnittelun ja toiminnan kannalta tarkeitd seikkoja. PCR-menetelmien yh-
teydessa oligoista kaytetaan yleisesti nimityksia aluke ja koetin tai englanninkielisia

vastineita primer ja probe.

Polymeraasiketjureaktiolla monistetaan DNA-jaksoja, jotka sijaitsevat kahden nukleoti-
dijarjestykseltdan tunnetun DNA-jakson valissa. PCR:n perusajatuksena on rajata mo-
nistettava DNA-alue kahden alukkeen avulla siten, etté alukkeet kiinnittyvat kaksijuos-
teisen kohde-DNA:n eli templaatin eri juosteisiin monistettavan alueen vastakkaisiin
paihin. PCR-reaktion periaate on esitetty kuviossa 1. [5, s. 107; 6, s. 153.]

PCR-reaktion denaturaatio-vaiheessa kaksijuosteisesta templaatista muodostetaan
yksijuosteista korkean lampdtilan avulla. Seuraavassa annealing-vaiheessa lampotilaa
lasketaan hieman, jolloin alukkeet kiinnittyvat komplementaarisesti yksijuosteiseen
templaattiin. Ekstensio- eli pidennysvaiheessa DNA-polymeraasientsyymit kiinnittyvéat
alukekohtiin ja liittvat reaktioseoksessa olevia nukleotideja alukkeen 3’-péasta lahtien
templaatin mallin mukaan. Kopioitumisen valmistuttua sykli aloitetaan alusta. LAmpo-
syklien ja DNA-polymeraasientsyymin avulla templaatista voidaan monistaa jopa mil-
joonia kopioita. [5, 107 - 111; 6, s. 153 - 158.]
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Kuvio 1. PCR-reaktion periaate. Lampétilasyklien avulla kohde-DNA:sta saadaan monistettua
useita kopioita [6, s. 157].



Reaaliaikainen PCR on yksi tavallisen PCR:n sovellutuksista. Tassa PCR-
menetelmdssa hyoddynnetaan fluoresoivia merkkiaineita, jotka sitoutuvat reaktioiden
aikana kaksijuosteiseen monistettuun DNA-ketjuun. Reaktioiden ja monistumisen ete-
nemista voidaan seurata mittaamalla fluoresenssisignaalin voimakkuutta. Reaaliaikai-
sessa PCR:ssa kaytetaan tavallisten alukkeiden liséksi usein myos fluoresoivalla
merkkiaineella modifioituja koettimia, jolloin reaktioiden etenemistéa seurataan koettimi-

en fluoroforien signaalin perusteella. [6, s. 166 - 167.]

Koettimien toiminta perustuu yleensa energiansiirtotekniikkaan tai fluoresoinnin sam-
mutukseen. Energiansiirtotekniikassa on kaytdssa kaksi fluoroforia, jotka sijaitsevat
yleensa eri koettimissa. Tassa menetelméssa viritetddn ensin toinen fluoroforeista sille
ominaisella aallonpituudella, minka jalkeen sen lahettdma energia siirtyy toisen koetti-
men fluoroforille. Toisen koettimen spesifinen signaali mitataan. Signaali syntyy vain,

jos molemmat koettimet sitoutuvat oikeille alueille kohde-DNA:ssa. [6, s. 168.]

Sammutustekniikassa koettimen 5’-paassa on fluoresoiva leima ja 3’-p&éssa leiman
sammuttaja (quencher). Koettimen ollessa irrallaan reaktioseoksessa, sen fluoresointi
on heikkoa, silla fluoroforin eksitaatioenergia siirtyy sammuttajalle. Kun koetin on kiin-
nittynyt templaattiin, DNA-polymeraasientsyymi hajottaa sen kopioidessaan juostetta.
Talloin fluorofori ja sammuttaja joutuvat erilleen toisistaan ja fluoroforin signaali voimis-
tuu. Molemmissa tekniikoissa fluoroforien signaalit voimistuvat monistumisen edetessa.
[6, s. 168.]

Kuviossa 2 on kuvattu FRET (fluorescence resonance energy transfer)-menetelman ja
hairpin-koettimen toiminta. FRET-menetelma perustuu energiansiirtotekniikkaan, kun
taas Hairpin-koetin on yhdenlainen sovellus fluoresoinnin sammutustekniikasta. Hair-
pin-koettimessa fluoresointi voimistuu koettimen kiinnittyessa templaattiin, jolloin fluoro-

fori ja sammuttaja joutuvat riittavan erilleen toisistaan. [6, s. 168.]
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Kuvio 2. Fluoroforien toimintaperiaate. FRET-tekniikassa koettimien fluorosointi voimistuu vas-
ta, kun fluoroforit ovat riittavan lahella toisiaan. Hairpin-tekniikassa taas fluoroforien
on oltava erilldan toisistaan, jotta vaimenninleima ei esta toisen fluorosointia. [6, s.
168.]

Yksi tarkeimmistd PCR-menetelmien tyvaiheista on alukkeiden suunnittelu. Sen lisak-
si, etta alukkeiden on kiinnityttava komplementaarisesti ja spesifisesti oikeaan kohtaan
kohde-DNA:ssa, on myts PCR-reaktioiden annealing-vaiheen lampétila riippuvainen
alukkeiden pituudesta, nukleotidikoostumuksesta ja -pitoisuudesta. Alukkeiden avulla
on myds mahdollista muokata monistuvien juosteiden eméskoostumusta. Tarvittaessa
alukkeet voidaan suunnitella siten, ettd ne lisdavat esimerkiksi restriktioentsyymin tun-
nistuskohdan juosteiden paihin. Esimerkki tallaisesta muokkauksesta on kuviossa 3. [5,
s.110-111; 6, s. 160 - 161, 172.]

Alukkeiden suunnitteluohjelmat antavat usein myds arvioin siita, onko alukeparilla tai-
pumusta sitoutua toisiinsa ja muodostaa alukedimeereja (primer dimer) (ks. kuvio 4) tai
self-dimeereja, joilloin aluke voi sitoutua kaksijuosteiseksi itsensa kanssa. Aluke- ja
self-dimeerit vahentavat vapaana olevien alukkeiden maaraa reaktioseoksessa ja siten
pienentavat PCR-reaktion saantoa. Kaikissa tapauksissa dimeerien muodostuminen ei
kuitenkaan ole haitallinen asia, silla esimerkiksi hairpin-tekniikassa self-dimeerien
muodostuminen on oleellinen osa koettimien toimintaa. [5, s. 110 - 111; 6, s. 160 - 161,
172.]
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Kuvio 3. Alukkeen 5’-p&éhan on lisatty restriktioentsyymin tunnistuskohta [6, s. 172].

forward-aluke 3 s % 3
ofi sense-akike AGACCATGTGTCCACGTA
+

reverse-aluke S'GATAGCCCT.‘\AGCTACGTJ‘

eli antisense-aluke

alukkeet kiinnittyvit toisiinsa
3'-pdistddn annealing-vaiheessa
YAGACCATGTGTCCACGTAY
RS )
¥ TGCATCGAATCCCGATAG?®

alukedimeerit syntyvat
pitenemisreaktion aikana

S AGACCATGTGTCCACGTAGCTTAGGGCTATCY
T O G I T e
Y TCTGGTACACAGGTGCATCGAATCCCGATAG?®

Kuvio 4. Alukedimeerien muodostuminen monistumisen aikana [6, s. 161].



3 DNA-oligonukleotidien synteesi fosforamidiitti-kemialla

DNA-oligonukleotidit ovat lyhyitd, synteettisesti valmistettuja yksijuosteisia DNA-
molekyyleja, jotka koostuvat yleensa neljasta luonnollisesta emaksesta eli adeniinista
(A), tymiinista (T), guaniinista (G) ja sytosiinista (C). Naiden lisdksi oligon sekvenssi, eli
koostumus, voi siséltaa erilaisia modifikaatioita, kuten leimoja tai fluoroforeja. Oligon
nukleosidit (emas ja sokeriosa), on sidottu toisiinsa fosfaattidiesterisidoksin (ks. kuvio
5). Nukleotidien (emés, sokeriosa ja fosfaattisidos) maara vaihtelee kayttétarkoituksen
mukaan noin 6 noin 150 nukleotidiin. Yleisin oligoiden pituus on kuitenkin noin 20 - 70
nukleotidia. [3; 4.]

DNA-oligonukleotidit syntetisoidaan automatisoiduissa nukleiininapposyntetisaattoreis-
sa (ks. kuvio 6). DNA-oligonukleotidien synteesi tapahtuu sekvenssin 3’-paasta 5'-
paahan eli painvastoin kuin DNA-polymeraasit toimivat. Synteesi etenee sykleissa ja
yksi nukleotidi lisdtédén kerrallaan ketjuun. Yleiskuva synteesista on esitetty kuviossa 7.
[3; 4]

0-P-0 o N~( 0-P-0_ 5 NTN"NH,
o Y o Y
o}
HO HO
3'end 3'end

Kuvio 5. DNA-oligonukleotidin rakenne. Ketju muodostuu toisiinsa fosfaattitriesterisidoksin
kiinnitetyista nukleosideista [7].



Kuvio 6. Esimerkkikuva 8-paikkaisesta syntetisaattorista.
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Kuvio 7. Yleiskuva oligosynteesistad. Syklin alussa (vaihe 1) nukleosidista irrotetaan suojaus-
ryhmé, joka muuten estéisi seuraavan nukleotidin liittymisen. Uuden nukleotidin liit-
tamisen jalkeen ne oligoketjut, joihin ei liittynyt nukleotidia, blokataan (vaihe 2), kun
taas ne ketjut, joihin nukleotidi liittyi, vahvistetaan hapettimella (vaihe 3). Tamén jal-
keen sykli aloitetaan alusta suojausryhmén poistamisella (vaihe 4). Kun oligo on val-

mis, se irrotetaan kantajasta ja nukleotidien suojausryhmét poistetaan puhdistusta
varten. [8.]
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Synteesi aloitetaan asettamalla laitteeseen kolonni, jonka sisélla on CPG-kantajaan
(controlled-pore glass, huokoinen lasihelmi) kiinnitetty& nukleosidia. Nukleosidien méa-
ra riippuu halutusta synteesiskaalasta, joka vaihtelee 10 - 1000 nanomoolin Vvalilla.
Nukleosidin sokeriosan 3’-paan OH-ryhma& on sidottu esterisidoksella CPG-kantajaan
ja emasosa on suojattu kullekin nukleosidille ominaisilla suojausryhmilla. Sokeriosan
5’-paéan OH-ryhma on suojattu DMT-ryhmalla (4,4’-dimethoxytrityl). [8.]

Synteesin seuraavassa vaiheessa DMT-ryhméa puretaan lisaamalla kolonnin lapi tri-
kloorietikkahappo-dikloorimetaaniliuosta (ks. kuvio 8). Taman jalkeen sokeriosan 5’-
paan OH-ryhma on paljas reagoimaan. Kolmannessa vaiheessa lisdtddn uusi emas
nukleosidifosforamidiitin muodossa (ks. kuvio 9). Uuden nukleosidin 3’-paéssa oleva
fosforamidiittiryhma reagoi edellisen nukleosidin sokeriosan vapaan 5’-paan OH-
ryhman kanssa tetrasolia tai imidatsoli-dikarbonitriilia siséltavassa asetonitriililiuokses-
sa. Tama katalyyttina toimiva liuos protonoi lisattdvan nukleotidin fosforamidiittiryhman,
jolloin nukleosidien valille muodostuu fosfiittidiesterisidos, jossa yksi fosfaattiryhman

happiatomeista on suojattu B-syanoetyyliryhmalla. [8; 9, s. 1114 - 1117.]
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Kuvio 8. DMT-suojausryhmén irtoaminen nukleosidista [8].
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Kuvio 9. Uuden nukleotidin liittyminen ketjuun [8].

Nukleotidien liittyminen toisiinsa ei ole 100-%:sta, joten deleetioiden valttamiseksi rea-
goimattomat 5’-OH-ryhmat blokataan (ks. kuvio 10). Kolonniin lisatd&n kahta liuosta,
jotka sisaltavat etikkahappoanhydridia, N-metyyli-imidatsolia, tetrahydrofuraania ja py-
ridiinia. Reaktioseos asetyloi alkoholiryhmén, ja pyridiini varmistaa, ettd pH pysyy
emaksisend, jotta nukleotidin fosforamidiittiryhma ei detrityloidu reaktiossa sivutuottee-
na syntyvan etikkahapon takia. 5’-OH-ryhman asetylointi tekee katkenneesta ketjusta
inertin, jolloin se ei en&déa reagoi seuraavissa vaiheissa. [8; 9, s. 1114 - 1117.]

o
.-'“‘*-G‘ 'U"‘
(f\hfj‘cf
-~
g =\.(5
W / MEHND% _\,f"-'M -~ fﬂ
—Me
C.?L{\FFL HO 0 base 0. o base . o base
- D/' - — —- q ? —- .
[ = 0. 0 0. .0 0.0 Py
s i
iNy_N-Me t (N:;
Me”
0% “NH 0% “NH 0% “NH

Kuvio 10. Blokkausreagenssien toiminta [8].
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Viidennessa vaiheessa nukleotidien vélille muodostunut fosfiittidiesterisidos hapetetaan
fosfaattidiesterisidokseksi jodia, tetrahydrofuraania ja 2,6-dimetyylipyridinia siséltavan
vesiliuoksen avulla (ks. kuvio 11). Samalla ketjun rakenne stabiloituu. Fosfaatissa kiinni
oleva syanoetyyliryhma estaa ei-toivottujen reaktioiden syntymisen seuraavien syklien
aikana. [8; 9, s. 1114 - 1117.]

base
J,JD:

R RO

base
|..-~*D: 0

o0, _.0 - Q.+ .0 —
I.Ja,\l 0 pase Hzcﬂx_f?':i_ O vase pyridinium
A0 ) iodide
NC I—I"l OR N.:-’h“u-’o L/
vJ _N OR
W
F‘Dj o base ROH o base

0. -0

O
~p hase base
- \\ -0 — O-_’f w\ _-0
3 o 0 \_\/
fd_-""w.ll_f

| g OR g OR
c NG

Kuvio 11. Hapettimen toiminta [8].

Ensimmainen sykli on nyt valmis. Seuraavan syklin alussa DMT-suojausryhma poiste-
taan, jolloin nukleotidin sokeriosan 5’-OH-ryhma on jalleen valmis reagoimaan seuraa-
van nukleosidifosforamidiitin kanssa. Irronnut DMT-karbokationi muodostaa oranssin
reaktiotuotteen, joka voidaan mitata 495 nm:n aallonpituudella. Varin voimakkuus on
suoraan verrannollinen irronneiden DMT-ryhmien maardan, joten varin intensiteetin

perusteella voidaan seurata synteesin etenemista. [8.]

Ennen puhdistusta valmis oligo on deprotektoitava (ks. kuviot 12 - 13). Deprotektio-
olosuhteet vaihtelevat kaytettyjen reagenssien mukaan, mutta kaikissa menetelmissa
paatavoitteena on irrottaa valmis ketju CPG:sta ja poistaa ylimaaraiset suojausryhmat.
DMT-suojausryhma poistetaan puhdistusmenetelmasta riippuen joko ennen puhdistus-

ta tai puhdistuksen lopuksi. [4; 8.]



DMTO nase
8]
DMTO hase
0. 20 ester hydrolysis 0 +
—_—
NHa/H,0
OH

H. ri“' o

resin

Kuvio 12. Oligon irrottaminen CPG:st&, esimerkkitapaus [8].
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fully deprotected oligonucleotide

Kuvio 13. Emaésten suojausryhmien irrottaminen, esimerkkitapaus [8].

Laadunvalvonnan kannalta tarkeimmat asiat oligoiden synteesivaiheessa ovat tuorei-

den reagenssien kaytto, laitteiden sdannollinen huolto ja oikeat deprotektio-olosuhteet.

Nukleosidifosforamidiitit ja osa liuosreagensseista reagoivat helposti kosteuden kans-

sa, joten kuivausaineiden vaihto sdanndllisin valiajoin edistdd synteesin tehokkuutta ja

vahentaa esimerkiksi vajaamittaisten oligoiden syntymista. Saanndllisilla huoltotoimen-

piteilld pidetaan syntetisaattorin linjastot puhtaina, jolloin reagenssit paasevét virtaa-

maan esteettd. Oikeiden deprotektio-olosuhteiden my6té oligo irtoaa CPG:sta ja suo-

jausryhmat oligosta. Erityisen tarkeitd oikeat deprotektio-olosuhteet ovat modifioitujen

oligoiden kohdalla, silla esimerkiksi useiden leimojen fluorosointi aktivoituu vasta dep-

rotektiovaiheessa. [4.]
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4 DNA-oligonukleotidien puhdistus

4.1 Puhdistusmenetelmien kuvaus

DNA-oligonukleotidien puhdistamiseksi on olemassa useita erilaisia menetelmid. Tassa
luvussa on kuvattu kaksi yleisintéd Oligomer Oy:lla kaytdssa olevaa puhdistusmenetel-
maa: RPC (reverse phase cartridge) ja HPLC (high performance liquid chromato-
graphy) eli korkean erotuskyvyn nestekromatografia. Molemmat menetelmét ovat niin
sanottuja DMT-ON-menetelmia, eli niissa oligon 5’-paassa olevaa DMT-ryhmé&a ei ole
poistettu synteesivaiheessa, vaan poisto tapahtuu puhdistusmenetelman lopuksi. Puh-
distusmenetelmien tavoitteena on poistaa vajaamittaiset ja katkenneet oligot seké dep-
rotektion aikana syntyneet sivutuotteet oikeanmittaisten oligoiden seasta. [10; 11; 12;
13]

Molemmat menetelmat perustuvat kaanteisfaasikromatografiaan. Synteesissa kaytetty-
jen nukleotidien DMT-suojausryhmaén takia oligot ovat hyvin hydrofobisia. Tasta syysta
kaanteisfaasikolonnin stationdarifaasin pooliton materiaali sitoo itseensa tehokkaasti
hydrofobiset oligot, jolloin poolinen liikkuva faasi eluoi hydrofillisemmat kontaminantit
ensimmaisena ulos kolonnista. Hydrofobisuuseroihin perustuvan erottelumenetelman

toimintaperiaate on havainnollistettu kuviossa 14. [11; 12; 13.]
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mixture of column flow of mobile phase
components (stationary phase) —_—
most hydrophobic

components interact
with the column best

elute first

elutes

elute last

Kuvio 14. Hydrofobisuuseroihin perustuvan kromatografian toimintaperiaate. Hydrofobisimmat
partikkelit sitoutuvat tiukasti kolonnin poolittomaan station&éarifaasiin, jolloin liikkuvan
faasin poolisuutta muuttamalla saadaan eroteltua erilaiset partikkelit erilleen. [13.]

Kaanteisfaasi-HPLC:ssa oligoiden ja kontaminanttien erottelu toisistaan perustuu liik-
kuvan faasin (trietyyliammoniumasetaatti- ja asetonitriililiuokset) muuttuvaan gradient-
tiin. HPLC-kolonnin station&arifaasin pooliton materiaali sitoo itseensé tehokkaasti
tayspitkat DMT-suojatut oligot. Blokkauksen takia vajaamittaisissa oligoissa taas ei ole
DMT-suojausryhmaa jaljelld, vaan 5-OH-ryhmé& on asetyloitu. Tdman seurauksena
poolinen liikkuva faasi eluoi hydrofiilisemmat kontaminantit, eli vajaamittaiset oligot ja

deprotektion aikana irronneet suojausryhmat, ensimmaisena ulos kolonnista. [13.]

Gradienttiajon avulla liikkuvan faasin hydrofobisuutta eli poolittomuutta saadaan nostet-
tua, jolloin myds hydrofobiset tayspitkat oligot saadaan eluoitua kolonnista. Oligonukle-
otidit absorboivat 260 nm:n aallonpituudella ja fluoroforeilla modifioidut oligot fuoroforin
aallonpituudella, joten fraktiot voidaan analysoida ja keréatd UV-Vis-detektorin avulla.
HPLC-puhdistuksen jalkeen oligot puhdistetaan vielda RPC:n avulla DMT-

suojausryhman poistamiseksi. [4; 13.]
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Kun HPLC:ssé puhdistus perustuu liikkuvan faasin muuttuvaan gradienttiin, tehdaan
RPC:ss& hydrofobisuuden muutos vaihtamalla liikkuvan faasin liuosta. RPC-
puhdistuksen aluksi pylvas huuhdellaan asetonitriilill&, jolloin pylvaassa olevat konta-
minantit huuhtoutuvat pois ja pylvaan absorptiomateriaali kostuu. Seuraavassa vai-
heessa pylvas huuhdellaan TEAA:lla (trietyyliammoniumasetaatti). TEAA toimii pyl-
vaassa ioniparina DMT-suojatuille oligoille, jolloin ne sitoutuvat paremmin pylvaéseen.
[11;12]

Puhdistettavan oligon sekaan lisatdan ammoniumasetaattia, jolloin muodostuu oligo-
suola-seos. Seoksen annetaan valua pylvaan lapi, jolloin DMT-suojatut oligot sitoutuvat
pylvaaseen, ja vajaamittaiset suojaamattomat oligot ja deprotektion sivutuotteet valuvat
nesteen mukana pois pylvaasta. Seuraavaksi pylvas huuhdellaan laimealla ammoniak-
kiliuoksella, joka estaa jaljelle jaaneiden suojaamattomien oligoiden sitoutumisen DMT-
suojattuihin oligoihin ja pylvd&n absorptiomateriaaliin. Lopuksi pylvas huuhdellaan ioni-
vaihdetulla vedella ylimaaraisten komponenttien poistamiseksi. [11; 12.]

Taman jalkeen poistetaan DMT-suojaus oligoista. Pylvds huuhdellaan TFA:lla (trif-
luorietikkahappo), jolloin DMT-ryhméa irtoaa oligosta. Irrotusvaiheen jalkeen pylvas
huuhdellaan ammoniumformiaattiliuoksella TFA:n neutralisoimiseksi. Lopuksi pylvas
huuhdellaan steriililla vedella. Viimeisena vaiheena on puhdistetun oligon eluointi pyl-
vaasta asetonitriili-vesiliuoksella. Taman jalkeen oligo on valmis saantomittausta ja
kuivausta varten. Saanto mitataan OD (optical density) -lukuina UV-Vis-

spektrofotometrin avulla. [4; 11; 12.]

4.2 HPLC:n hyddyntaminen laadunvalvonnassa

Puhdistusmenetelmista erityisesti HPLC:t4 kaytetddn myos yhtend laadunvalvonnan
valineena. Kromatogrammien perusteella voidaan tehd& alustavia paatelmiéa saannosta
seka tarpeesta tarkempaan laatuanalyysiin, silla kromatogrammeissa nakyvat hyvin
self-dimeerit, vajaamittaiset oligot sek& leimauksen onnistuminen. Kuvioissa 15 ja 16
on esitetty kahden erilaisen oligon HPLC-puhdistuksen kromatogrammit. Kuviossa 15
nakyy selvasti self-dimeerien vaikutus eluoitumiseen. Self-dimeereja muodostavan
oligon piikki on usein kaksihuippuinen tai hantiva. Aluke- ja self-dimeerit ovat yleensa
PCR:n kannalta haitallisia, silla ne vAhentavat reaktioliuoksessa vapaana olevien aluk-

keiden m&éarda, mutta toisaalta esimerkiksi hairpin-tekniikkaa hyddyntavissa koettimis-
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sa oligon kaksijuosteisuus on edellytys koettimen oikeanlaiselle toiminnalle. Kromato-
grammeissa kaksihuippunen tai hantiva piikki voi merkitd myos huonolaatuista oligoa,

silla vaihtuvia eméksia sisaltavat oligot eluoituvat pidemmalla aikavalilla.

Kuviossa 16 on havainnollistettu HPLC-puhdistuksen tarkeys ja hyoty leimattujen oli-
goiden kohdalla. Fluoroforien ja sammuttajien vuorovaikutuksiin perustuvilla koettimilla
vialliset oligot aiheuttavat vaaria signaaleja tai signaalin puuttumisen. Tasta syysta ko-
ettimien HPLC-puhdistuksen kohdalla on erityisen tarkedaa osata tulkita kromatogram-

mia oikein, jotta haluttu lopputuote voidaan erottaa virheellisten fraktioiden joukosta.
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Kuvio 15. Self-dimeerien vaikutus eluoitumiseen. Self-dimeerejd muodostavan oligon kromato-
grammi on usein kaksihuippuinen tai hantiva. Kaksijuosteisuus vaikuttaa merkittavasti
myo6s HPLC:n jalkeiseen RPC-puhdistukseen, silla kaksijuosteinen oligo sitoutuu Kiin-
ni pylvéaan absorbtiomateriaaliin, eik& eluoidu helposti. TAma taas pienentéa saantoa.
Kromatogrammissa nékyy hyvin myds noin 7 minuutin kohdalla eluoituneet vajaamit-

taiset oligot.
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Kuvio 16. Erdan leimatun oligon kromatogrammi. Erityisesti modifioiduilla oligoilla HPLC toimii
tehokkaana puhdistusmenetelmana. Noin 12 minuutin kohdalla on leimautumaton oli-
go ja noin 16 minuutin kohdalla on haluttu lopputuote, jossa leimaus on onnistunut.
Paapiikin jalkeen kolonnista on eluoitunut myds ylimaarainen leimareagenssi.
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5 DNA-oligonukleotidituotannon laadunvalvonta MALDI-TOF-
menetelmalla

5.1 Yleista tietoa massaspektrometriasta

Massaspektrometria on analyyttinen mittaustekniikka, jota hyédynnetaan epéaorgaanis-
ten ja orgaanisten yhdisteiden tunnistamisessa ja niiden pitoisuuksien maarittamisessa.
Massaspektrometria perustuu ionisoitujen molekyylien massa/varaus-arvojen (m/z)
intensiteetin mittaamiseen. Massaspektrometri koostuu paaosin kuviossa 17 kuvatuista
osista. Naytteensyottolaitteella tutkittavat analyytit saadaan eroteltua erilleen toisistaan
ja johdettua yksitellen massaspektrometrin ionisaattoriin. lonisaattorissa analyytit ioni-
soidaan molekyyli-ioneiksi, joilla on ylimaaraista energiaa. Energian vaikutuksesta ioni-
soituneen molekyylin sidokset katkeavat ja molekyyli-ioni pilkkoutuu pienemmiksi mas-
safragmenteiksi. [14, s. 15; 15, s. 122.]

Molekyylit voivat ionisoitua joko luovuttamalla tai vastaanottamalla elektronin, jolloin
muodostuu radikaalikationeja tai -anioneja, tai luovuttamalla tai vastaanottamalla pro-
tonin, jolloin muodostuu deprotonoituja tai protonoituja molekyyleja. Addukti-ioneja
muodostuu silloin, kun molekyyli vastaanottaa muun varauksellisen atomin tai molekyy-
lin. Koska ionisoitavassa molekyylissa on useita kohtia, jotka voivat luovuttaa tai vas-
taanottaa elektronin, protonin tai varauksellisen ryhmén, voi molekyylistd syntyd mo-
ninkertaisesti varautuneita ioneja. Massaspektrometriassa naytemolekyylien ionisoinnil-
la on tarkea rooli, silla yhdisteen massaspektrissa nakyvat vain syntyneet ionit. Neut-

raaleja molekyyleja tai niiden osia massaspektrometri ei havaitse. [14, s. 17.]

Massa-analysaattorissa massafragmentit erotellaan toisistaan niiden m/z-suhteen mu-
kaan. Erottelu tapahtuu séahko- ja magneettikenttien avulla. Mitd kauemmin ionit viipy-
vat analysaattorissa, sité tarkemmin erottelu tapahtuu. Tamén jalkeen massafragment-
tien intensiteetit mitataan detektorilla. Signhaalien voimakkuuden perusteella muodoste-
taan tutkittavan analyytin massaspektri, jota voidaan verrata tunnettujen yhdisteiden
kirjastospektreihin. Massaspektrometrilaitteistot toimivat osittain vakuumissa, joka tuo-
tetaan vakuumipumppujen avulla. [14, s. 15; 15, s. 122 - 123, 125 - 127.]
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Naytteensyottolaite lonisaatio Massa-analysaattori Detektori
(ilmanpaine) (ilmanpaine/vakuumi) (vakuumi) (vakuumi)
suorasy.t')ttt') elektroni-ionisaatio kvadrupoli Faraday-kuppi
membraanlsyotto. kemiallinen ionisaatio lentoaika elektroni- tai
kaasukromatografl sahkésumutus magneettisektori valomonistin
nestekromatografi kemiallinen ionisaatio Fourier-muunnos
kapillaarielektroforeesi ilmanpaineessa jonisyklotroniresonanssi
fotoionisaatio

ilmanpaineessa

matriisiavusteinen
laserdesorptioionisaatio

Kuvio 17. Massaspektrin osat [14, s. 15].

Vakuumipumput

1

mekaaninen pumppu

turbomolekylaarinen
pumppu
diffuusiopumppu
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5.2 MALDI-TOF-menetelméa

Matriisiavusteinen laserdesorptioionisaatio (matrix assisted laser desorptio/ionisation,
MALDI) on suunniteltu erityisesti suurten, haihtumattomien ja poolisten yhdisteiden
massaspektrometriseen analysointiin. Tyypillisimpia analysoitavia yhdisteitd ovat bio-
polymeerit, kuten peptidit, proteiinit, oligonukleotidit ja oligosakkaridit, mutta myds mui-
den yhdisteiden, kuten porfyriinien, fullereenien, dendrimeerien, hiilitervojen sekd hu-
mus- ja fulvohappojen, analysointi onnistuu hyvin. MALDIn ionisaatiossa voi muodos-
taa seka positiivisia etta negatiivisia ioneja. Moolimassaltaan alle 50 000 Da:n yhdisteet
ionisoituvat paaasiallisesti yhdesti varautuneina, kun taas suuremmat yhdisteet muo-

dostavat my0ds useasti varautuneita ioneja. [14, s. 84 - 86.]

MALDIn ionilahde koostuu kahdesta elektrodista: linssielektrodista ja siitd 1 - 2 cm:n
etdisyydelld olevasta metallielektrodista. Metallielektrodi eli ndytelevy on korkeajannit-
teinen, positiivisesti tai negatiivisesti varautunut levy, jota kaytetddn ionien ulospuls-
saamiseen ionilahteestd. Ajon aikana naytelevyyn asetettu kiihdytysjannite pidetaén
noin +20/-20 kV:ssa riippuen siitd, analysoidaanko positiivisia vai negatiivisia ioneja.
Naytteiden ionisointi tapahtuu laserpulssien avulla. Tavallisimmat laserit ovat UV-, IR-
tai typpilasereita. Laserin jalkeen MALDI-laitteistossa on vaimennin, jolla sdadetdén
sateen tehoa, linssisto, jolla sade fokusoidaan, ja peileja, joiden avulla lasersade ohja-

taan ionilahteen naytelevylle. [14, s. 85.]

MALDIn ionisaatiossa hytdynnetaan pienimolekyylisia, heikosti haihtuvista ja kiinteista
yhdisteistd koostuvia matriiseja, jotka absorboivat ionisaatiossa kaytetyn lasersateen
energian aallonpituutta. Tyypillisimmat matriisit ja niiden kayttokohteet on koottu tau-
lukkoon 1. MALDIssa tutkittava analyytti ja matriisi muodostavat yhdessa naytelevylle
kiintedn pisaran, jossa matriisi toimii liuottimena ja eristaa analyyttimolekyylit toisistaan.
Matriisi absorboi laserpulssin energiaa ja virittyy. Virittyminen aiheuttaa matriisimole-
kyylien haihtumisen, jolloin samalla analyytit siirtyvat kaasufaasiin ja ionisoituvat. Ha-
vainnekuva positiivisesta ionisaatiosta on kuviossa 18. [14, s. 84 - 87; 16, s. 18 - 20;
17, s. 102 - 107.]
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Yleisimmat MALDI-matriisit ja niiden kayttdkohteet [16, s. 19].

Kayttékohde

Nicotinic acid

UV 266 nm

Proteiinit, peptidit, adduktien
muodostuminen

2,5-Dihydroxybenzoic acid
(plus 10% 2-hydroxy-5-
methoxybenzoic acid)

UV 337 nm, 353 nm

Proteiinit, peptidit, hiilihydraa-
tit, synteettiset polymeerit

Sinapinic acid

UV 337 nm, 353 nm

Proteiinit, peptidit

a-Cyano-4-
hydroxycinnamic acid

UV 337 nm, 353 nm

Peptidit, fragmentoituminen

3-Hydroxy-picolinic acid

UV 337 nm, 353 nm

Nukleiinihapot

6-Aza-2-thiothymine

UV 337 nm, 353 nm

Proteiinit, peptidit, ei-
kovalenttiset yhdisteet; pH
l&hella neutraalia

k,m,n-Di(tri)hydroxyl-
acetophenone

UV 337 nm, 353 nm

Proteiinit, peptidit, ei-
kovalenttiset yhdisteet; pH
l&hella neutraalia

Succinic acid

IR 2,94 um, 2,79 pm

Proteiinit, peptidit

Glycerol
laser
ate® stgoe
pshe e} o

IR 2,94 um, 2,79 pm
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ot 0%,
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Proteiinit, peptidit, nestemai-
nen matriisi

Kuvio 18. Matriisiavusteinen ionisaatio. Kuviossa siniset pisteet kuvaavat matriisia ja punaiset
analyyttia. [17, s. 102 - 107; 18.]
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Kaasufaasissa olevat ionit erotellaan toisistaan lentoaikamassa-analysaattorin (time-of-
flight, TOF) avulla. TOF-laitteessa ionit ohjataan lentoaikaputkeen, jossa ionit lentavat
vapaasti ilman voimakenttien vaikutusta. Lentoaikaputkessa ionien erottelu tapahtuu
ionien massojen perusteella. Pienet ionit lentavat putken lapi nopeammin detektorille
kuin raskaammat ionit. [18; 19; 20, s. 50 - 51.]

Lentoaikaputkessa ionit voivat lentdd detektorille suorassa linjassa tai erottelussa voi-
daan hybdyntaa heijastavaa laitteistoa. Heijastavassa laitteistossa ionien lilkke hidaste-
taan lentoaikaputken paassa esimerkiksi sahkdkentan avulla ja ionit kdannytetaan len-
tamaan takaisin lentoaikaputkeen. Heijastava laitteisto parantaa resoluutiota, silla sa-
man m/z-suhteen omaavilla ioneilla voi olla eri maara lilke-energiaa. Hidastavan kentan
avulla ne ionit, joilla on enemman liike-energiaa, tydontyvat syvemmalle ioniheijastimeen
kuin ne ionit, joilla on vahemman liike-energiaa. Sijoittamalla detektorin sopivaan koh-
taan lentoaikaputkessa saadaan molemmat ionit saapumaan sille yhta aikaa. Havain-
nekuva lineaarisen ja heijastavan laitteen toiminnasta on kuviossa 19. Esimerkkikuvat
MALDI-TOF-laitteistosta ja analyysissa kaytettavista naytelevyistd ovat kuvioissa 20 -
21.[18;19; 20, s. 50 - 51; 21.]

lasar
naytelevy ionit
O _
i : :_ lineaarisen kentin
_ WA .__ . detektori
0 O

heijastetun
kentan detektori

Kuvio 19. Lineaarisen ja heijastavan lentoaikaputken toiminta. Lineaarisessa mittauksessa ionit
lentdvat suoraan detektorille, kun taas heijastavan laitteen avulla ionien lentorataa
muutetaan. [18; 19; 20, s. 50 - 51; 21.]
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Kuvio 20. Bruker Daltonicsin Autoflex-merkkinen MALDI-TOF-analyysilaite.

Kuvio 21. MALDIn naytelevyja. Ylimpana harjattu terdslevy, keskelld alumiinilevy ja alimpana
mattapintainen teraslevy.
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5.3 DNA-oligonukleotidien MALDI-TOF-massa-analysointi (vain tyon tilaajan kayt-
toon)
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6 Tyon toteutus, tulokset ja niiden tarkastelu

6.1 Lahtoétilanteen kuvaus ja opinnaytetydn tavoitteet

Lahtotilanteen mukaan harjatulle teraslevylle pipetoitiin kasin 0,5 - 0,7 pl matriisia ja
annettiin kuivua. Taman jalkeen pisaran paéalle pipetoitiin OD-levyltad 0,5 - 0,7 pl naytet-
ta ja annettiin kuivua. Valmis levy siirrettiin MALDI-TOF-laitteeseen ja naytteet analy-
soitiin  yksitellen. Ka&ytetty matriisi oli nukleiinihapoille suositeltu  3-hydroksi-
pikoliinihappo. [4.]

Lahtdtilanteen MALDI-TOF-tydmenetelma oli toimiva ja nopea, kun analysoitavia laa-
dunvalvontanaytteitd oli vahan. Isommilla naytemaarilla kasinpipetointi oli kuitenkin
tydlasta ja pipetointivirheen riski kasvoi. Myds pipetointiin tarvittava aika lisaantyi nay-

temaarien kasvaessa.

Opinnaytetydn tarkoituksena oli automatisoida DNA-oligonukleotidituotannon MALDI-
TOF-massa-analyysiin perustuva laadunvalvonta. Tavoitteena oli luoda pipetointirobot-
tia ohjaava metodi, jonka avulla matriisi ja laadunvalvontanaytteet saataisiin pipetoitua
automatisoidusti naytelevylle. Lisaksi tavoitteena oli tutkia, pystyikd nykyisella MALDI-
TOF-laitteen ohjelmistoversiolla luomaan metodin, jonka avulla laadunvalvontanaytteet

voisi analysoida automaattisesti.

Tyon toteutus jakautui neljgén kokonaisuuteen. Ensimmaisenéa luotiin matriisin ja laa-
dunvalvontanaytteiden pipetointiohjelma pipetointirobotille. Seuraavana tarkasteltiin eri
naytelevyjen ja naytteen konsentraation vaikutusta naytelevylle muodostuneisiin nayte-
pisaroihin. Kolmantena vaiheena oli MALDI-TOF-analyysin automatisoinnin tarkastelu.
Viimeinen kokonaisuus oli tytohjeiden kirjoitus. Ty6n toteutus on kuvattu osissa. Kun-
kin vaiheen tulokset vaikuttivat suuresti seuraavan vaiheen suunnitteluun ja toteutuk-

seen, joten tulosten tarkastelu on sijoitettu tyén toteutuksen kuvauksen yhteyteen.
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6.2 Pipetointirobotin ohjelmointi

Pipetointirobotin ohjelmointi aloitettiin luomalla ohjelmaan tarvittavat levy- ja putkitiedot
seka asettamalla niiden sijainnille koordinaatit. Naiden tietojen perusteella laitteen oh-
jelma pystyi liikuttamaan nesteenkasittelykatta laitteen sisalla oikeille kohdille. Seuraa-
vana vaiheena luotiin kasiteltaville nesteille oikeanlaiset nesteluokat. Kaytdssa olevan
nesteenkasittelykaden pipetointikarjet on suunniteltu suuremmille nestemaarille, joten
nesteluokkien luomisessa oli erityisesti huomioitava se, ettei ohjelma antaisi virhesig-
naalia, kun pipetoitava nestemaara alittaa suositusrajan. Liséksi nesteluokkien luomi-
sessa oli myos huomioitava nestepinnan tunnistus ja pipetoitavan nesteen viskositeetti

seka mahdollinen vaahtoaminen tai sakkautuminen.

Kun koordinaatit ja nesteluokat oli luotu, aloitettiin matriisin pipetoinnin testaus naytele-
vylle. Koska pipetoitavat maarat olivat pienid, jouduttiin nesteen imu- ja pipetointitila-
vuuksia seka pipetointinopeutta optimoimaan. Liian pienilla nestemaarilla ja pipetointi-
nopeudella nestepisara ei irronnut karjesta, kun taas liian suurilla nestemaarilla ja pipe-
tointinopeudella pisara pirskahti levylle. Myts nesteenkasittelykaden karkien etaisyy-
della naytelevyn pinnasta oli suuri vaikutus. Pipetoinnin haasteellisuus ja tavoite on
havainnollistettu kuviossa 22. Optimoinnin jalkeen luotiin ohjelma, jonka avulla laadun-
valvontanaytteet saatiin pipetoitua naytelevylle automatisoidusti. Pipetointirobotti ja

valineiden sijaintikuva ovat kuvioissa 23 - 24.
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Kuvio 22. Pipetoinnin optimointi. Kohdassa a kéarjet olivat liian l&hella levya ja pipetointinopeus
liian voimakas. Tdman seurauksena pisara hajosi levylle. Kohdassa b taas karki oli
lian ylh&alla ja pipetointinopeus liian alhainen. Tallbin pisara ei irronnut kéarjesta.
Kohdassa c on kuvattu optimaalinen tilanne.

o
=
=]
=]
(0]
S
o
2

Kuvio 23. Matriisiputkien, naytelevyn ja laadunvalvontanaytteiden sijaintipaikat.
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Kuvio 24. Tecan Freedom EVO-pipetointirobotti. Laitetta ohjattin Freedom EVOware version
2.4 -ohjelmalla.

6.3 MALDI-TOF-analyysin automatisointi

6.3.1 Eri naytelevyjen ja ndytekonsentraation testaus

Matriisin ja naytteen epatasainen kuivuminen naytelevylle muodosti suurimman haas-
teen massa-analyysin automatisoinnille. Kuten kasinpipetoinnissakin, myds pipetointi-
robotilla matriisi kuivui naytelevylle homogeeniseksi pisaraksi, mutta naytteen lisaami-
sen jalkeen matriisindytepisara kuivui siten, ettd nayte kiteytyi pisaran ulkoreunoille ja
pisaran keskus jai tyhjaksi. Koska automatisoidussa ajossa lasersdde sadetti naytepin-
taa tietyn kuvion mukaisesti ja lasersateen osuminen pisaran reuna-alueelle oli sattu-
manvaraista, aiheutti pisaran keskella oleva tyhja tila runsaasti hylattyja taustaspektre-
ja. Tasta syysta ennen ajometodin luomista testattiin, vaikuttiko naytteen konsentraatio

tai naytelevymateriaali pisaran kuivumismuotoon.

Konsentraation ja naytelevymateriaalin vaikutuksia tutkittiin toistokokeilla. Eri nayte-
konsentraatiota pipetoitiin eri naytelevyille useisiin kohtiin ja niitd tarkasteltin MALDI-
TOF-laitteen kameran ja mittausten avulla. Testauksessa kolmelle eri naytelevylle pipe-
toitiin ndytteet kasin seka pipetointirobotilla OD-levylta ja eluutiolevyltd. OD-levylla nay-
te oli laimennettu ionivaihdetulla vedella. Levyt olivat kdytdssa ollut hiottu teraslevy,

mattapintainen terdslevy ja alumiinilevy. Testien tulokset on koottu taulukkoon 2.
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Konsentraatiolla ei ollut merkittdvaa vaikutusta pisaran kuivumismuotoon tai massa-
spektrin laatuun, mutta eluutiolevyltéa otetuista naytteesta oli vaikeampi saada kunnol-
lista signaalia. Mydsk&an eri levymateriaaleilla ei ollut vaikutusta massaspektrin laa-
tuun, silla kaikista kolmesta levysta saatiin hyvat massapiikit. Pisaran kuivumismuo-
doissa ei ollut automatisoinnin kannalta merkittévia eroja. Mattapintainen teraslevy ol
kuitenkin kolmesta levysta selvasti huonoin vaihtoehto, sill levyn tausta vaikeutti pisa-
ran havaitsemista. Kasinpipetoidun ja pipetointirobotin pisarajéljissa ei ollut eroja, joten

luotu pipetointiohjelma toimi hyvin.

Metodin luomiseen valittiin testien perusteella hiottu teraslevy, eli sama levy, jota oli
kaytetty manuaalisesti tarkistettujen laadunvalvontanaytteiden analysoinnissa. Myos
naytteen konsentraation annettiin olla sama kuin ennen, eli laadunvalvontanaytteet
otettiin OD-mittauslevyltd. Taman myotd myoskadan puhdistus- ja laadunvalvontapro-

sessiin ei tarvinnut tehda suuria muutoksia.



Taulukko 2.  Testauksen tulokset.

Selite

Kuva A

Kuva B

Matriisin pipetoinnin testaus harjatulle
teraslevylle.

Kuvassa A on kasinpipetoitu matriisi ja ku-
vassa B nesteenkasittelijalla pipetoitu matrii-
si. Merkittavaa eroa matriisipisaroissa ei
ollut, joten tdmé&n suhteen automatisointi
toimi hyvin. Harjatulle teraslevylle matriisi
kuivui kidereunaisena renkaana.

Naytepitoisuuden vertailu harjatulla terés-
levylla.

Kuvassa A nayte on eluutioliuoksesta ja
kuvassa B OD-levylta. Pisaran kuivumis-
muodon kannalta ei ollut eroja, mutta eluu-
tioliuoksesta otetusta naytteesta oli vaike-
ampi saada signaalia. Testeja jatkettiin téten
OD-levylta otetuilla naytteilla. Harjatulle te-
raslevylle matriisi ja nayte kuivuivat leveana
renkaana.

Mattapintaisen teréslevyn testaus.

Kuvassa A on matriisipisara ja kuvassa B
matriisi ja nayte. Mattalevylle muodostui
tasainen matriisipisara, mutta naytteen li-
saamisen jalkeen ndytteen havaitseminen
levyn taustasta oli hankalaa. Ei toivottua
parannusta naytteen kuivumismuodon suh-
teen.

Alumiinilevyn testaus.

Kuvassa A on matriisipisara ja kuvassa B
matriisi ja nayte. Myds alumiinilevylle muo-
dostui tasainen matriisipisara, mutta nayt-
teen lisddmisen jalkeen tallakin levymateri-
aalilla naytepisara kuivui epatasaisesti.
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6.3.2 Ajometodin luominen ja néytetietojen siirto ohjelmaan

Ajometodin luomisessa haasteena oli naytteen epatasainen kuivuminen naytelevylle
seka ohjelman kayttdohjeiden puuttuminen. Metodin luomisessa sovellettiin uudemman
ohjelmistoversion kayttdohjeita. Metodi luotiin optimoimalla ajoparametreja useiden

testiajojen avulla.

MALDI-TOF-laitteelle saatiin luotua metodi, jonka avulla laadunvalvontanaytteet voitiin
mitata ohjelmoidusti ja saatu mittausdata tallennettua tiedostoon. Metodi ei kuitenkaan
toiminut aukottomasti naytteiden epétasaisen kuivumisen takia, vaan joistain naytteista
massaspektri saattoi olla huonolaatuinen tai puuttua kokonaan. Tasta syysta laadun-
valvontanaytteiden automatisoitua massa-analyysimenetelmaa ei saatu optimoitua
toivotulle tasolla. Luotua metodia voitiin kuitenkin kayttaa, silla puuttuvat tai huonolaa-
tuiset massaspektrit oli helppo tarkistaa ja analysoida manuaalisesti uudelleen. Lisaksi
luotua metodia voi jatkossa kayttaa pohjana, mikali naytteet saadaan kuivumaan tasai-

sesti naytelevylle.

Automatisoitua ajoa varten tarvittiin my6s helppo tapa siirtdd naytetiedot MALDI-TOF-
laitteen ohjelmaan. Ohjelmisto luki vain tietynlaisia tekstitiedostoja, joten naytetietojen
siirtoa varten piti luoda oma tiedosto, johon naytetiedot oli helppo siirtéda tilausjarjestel-
mastd. Mac-tietokoneella luodut tiedostot eivat olleet yhteensopivia MALDI-TOF-
laitteen Windows XP-kayttojarjestelmén kanssa, joten ndaytetietojen siirto piti tehda
Windows XP-kayttojarjestelméan avulla.
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7 Pohdinta

Opinnaytetydn tarkoituksena oli automatisoida DNA-oligonukleotidituotannon MALDI-
TOF-massa-analyysiin perustuva laadunvalvonta. Lahtétilanteen kaytantd eli matriisin
ja laadunvalvontanaytteiden kasinpipetointi naytelevylle ja naytteiden yksittainen analy-
sointi koettiin tydlaaksi ja riskialttiiksi, joten opinnaytetydn tavoitteena oli luoda pipetoin-
tirobottia ohjaava metodi, jonka avulla matriisi ja laadunvalvontanaytteet saataisiin pi-
petoitua automatisoidusti naytelevylle. Lisdksi tavoitteena oli tutkia, pystyikd MALDI-
TOF-laitteen ohjelmistoversiolla luomaan metodin, jonka avulla laadunvalvontanaytteet

voitaisiin analysoida automaattisesti.

Pipetointirobotin ohjelmointi matriisin ja laadunvalvontanaytteiden pipetoinnille naytele-
vylle onnistui hyvin. Ajallisesti pipetointi robotilla vei enemman aikaa kuin k&sinpipetoin-
ti, mutta pipetoitavien naytteiden maaraa voitiin kasvattaa seka kasinpipetoitiin kaytetty
tyGaika voitiin nyt hyédyntdd muuten. Myds MALDI-TOF-laitteelle saatiin luotua metodi,
jonka avulla laadunvalvontanaytteet voitiin mitata ohjelmoidusti ja saatu mittausdata
tallennettua tiedostoon. Massa-analyysin optimaalisen automatisoinnin esteeksi muo-
dostui kuitenkin sama ongelma, joka oli hidastanut my6s aiemmin laadunvalvontanayt-
teiden analysointia. Matriisindytepisaran kuivumismuodon takia lasersateen osuminen
pisaran naytealueelle oli sattumanvaraista ja automaattinen analyysi antoi hylattyja

taustaspektreja.

Luotua metodia voitiin kuitenkin hyodyntaa esimerkiksi suurien laadunvalvontanayte-
maérien massa-analyyseissa. Metodin antamat huonot massaspektrit voitiin tarkistaa
yksitellen ajon jalkeen. Luotua metodia ja tydohjeita voi myds hyddyntda jatkossa uu-
den metodin pohjana, mikali esimerkiksi eri matriisin avulla saadaan muodostettua ta-
saisempi pisara. Kokonaisuudessaan opinnaytetydn toteutus onnistui hyvin ilman suu-
ria ongelmia. Tyélle asetetut tavoitteet saavutettiin ja tyon tuloksia voitiin hyodyntaa
Oligomer Oy:n DNA-oligonukleotidituotannon MALDI-TOF-laadunvalvonnassa.
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