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Osa Suomessa esiintyvista sairauksista on harvinaisia jopa monessa suvussa periyty-
vid sairauksia. Naiden sairauksien diagnosoimiseksi geenitestaus on tarkeaa ja geeni-
testauksen avulla sairauden diagnoosi voidaan varmistaa. Geenitutkimuksessa eriste-
tystd DNA:sta etsitdan tiettyd mutaatiota tai harvinaista sairautta aiheuttavaa geenia.
Lahes aina myds sy6pa saa alkunsa geenimutaatiosta. Naiden sydpakudoksissa ta-
pahtuneiden muutosten tutkimiseen kaytetaan geenitestausta.

Opinnaytetydn tutkimuksellinen osuus toteutettiin Meilahden Genetiikan laboratorion
tiloissa. Genetiikan laboratorio on Suomen suurin ja siella tehdaan vuosittain yli 50 000
perinndllisyyteen liittyvaa tutkimusta. Meilahden Genetiikan laboratoriossa on talla het-
kella kaytdssa DNA:n eristamiseksi tuumorinaytteista fenolikloroformimenetelma, joka
muiden vanhojen eristysmenetelmien tapaan on tydlas ja DNA:n eristdminen on ollut
hyvin hidasta. Tasta syysta Meilahden Genetiikan laboratorio haluaa korvata tdmanhet-
kisen tuumorinaytteiden eristysmenetelman automatisoidulla magneettipartikkeleihin
perustuvalla nukleiinihappojen eristysmenetelmalla. Tarkoituksena oli I6ytaa optimaali-
sin lahtémateriaalin maara ja inkubaatioaika, jolla saanto on mahdollisimman korkea ja
DNA tarpeeksi laadukasta, jotta sita voidaan hyddyntaa jatkomenetelmissa.

Varsinaisiin testauksiin paatyi 12 eri naytetta, jotka olivat joko munasarja- tai rintaku-
dosta, joista oli I0ydetty sydpéasoluja ja joille oli jo aikaisemmin tehty potilaalle tilatut tut-
kimukset. Kudokset valikoitiin ennakkoon maaritetysta noin 30 kudosnaytteen joukosta
kaytettavissa olevan naytemaaran, HRD-tuloksen ja mahdollisten mutaatioiden perus-
teella. Useiden testauskierrosten jalkeen voitiin todeta, ettd kahden tunnin inkubaatio-
ajalla ja pienella noin yhden nuppineulan paan kokoisella kudospalalla saatiin kaikista
suurin maara ehjaa DNA:ta, joka kelpaisi parhaiten jatkomenetelmiin. Jatkossa Genetii-
kan laboratorio ottaa kayttoon testatun automatisoidun eristysmenetelman, mikali uu-
den menetelman testauksen jalkeen saatavat tulokset ovat yhtenevaisia vanhan mene-
telman tulosten kanssa.

Avainsanat: DNA, DNA:n eristysmenetelmat, DNA:n laatutekijat, mittausarvot

Taman opinnaytetyon alkupera on tarkastettu Turnitin Originality Check -ohjelmalla.



Abstract

Author(s): Ella Kuusisto & Roosa Ukonaho

Title: Dna isolation from cancer tissues using the Maxwell CSC
isolation machine

Number of Pages: 33 pages + 3 appendices

Date: 15 November 2024

Degree: Bachelor of health care

Degree Programme: Biomedical laboratory science

Instructor(s): Kaisa Rajakyla, Lecturer

Suska Veltheim, Lecturer

Some of the diseases occurring in Finland are rare, even hereditary diseases. Genetic
testing is crucial for diagnosing these diseases, and it can help confirm a diagnosis. In
genetic testing, specific mutations or genes causing rare diseases are sought from
DNA isolated from the patient's sample. Almost always, cancer also originates from
gene mutations. Genetic testing is used to study the changes that occur in cancer tis-
sues.

The research component of the thesis was conducted in the facilities of the Meilahti La-
boratory of Genetics. Laboratory of Genetics is the largest in Finland and conducts
over 50,000 hereditary research studies annually. Currently, the Meilahti Genetics La-
boratory uses the phenol-chloroform method for DNA isolation from tumor samples,
which, like other old isolation methods, is laborious and has made DNA extraction very
slow. For this reason, the Meilahti Genetics Laboratory aims to replace the current tu-
mor sample isolation method with an automated paramagnetic nucleic acid isolation
method. The goal was to find the optimal starting material size and incubation time to
achieve the highest yield and ensure that the DNA is of sufficient quality for further
methods.

A total of 12 different samples were ultimately tested, which were either ovarian or
breast tissue that had cancer cells found and for which previous tests had already been
ordered for the patient. The tissues were selected from a pre-defined set of about 30
tissue samples based on the available sample amount, HRD results, and possible mu-
tations. After several testing rounds, it was determined that with a two-hour incubation
time and a small tissue piece about the size of a pinhead, the highest amount of intact
DNA was obtained, which would be best suited for further methods.In the future, the
genetics laboratory will implement the paramagnetic isolation method tested, provided
that the results obtained after testing the new method are consistent with the results of
the old method.
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1 Johdanto

Osa Suomessa esiintyvista sairauksista on harvinaisia periytyvia sairauksia. Naiden
sairauksien diagnosoinnissa geenitestaus on tarkeaa ja geenitestauksen avulla sairau-
den diagnoosi voidaan varmistaa. Geenidiagnostiikassa eristetystd DNA:sta etsitaan
tiettyd mutaatiota tai harvinaista sairautta aiheuttavaa geenia. Myds sy6pakudoksissa
tapahtuneiden muutosten tutkimiseen kaytetdan geenitestausta. Syépakasvainten koh-
dalla geneettinen testaaminen on merkittavassa osassa esimerkiksi hoitomuotojen va-

linnassa seka syopakasvaimen kehittymisen seurannassa. (Kaaridinen 2022.)

Opinnaytetydn tutkimuksellinen osuus toteutetaan Meilahden Genetiikan laboratorion
tiloissa. Genetiikan laboratorio on Suomen suurin ja siella tehdaan vuosittain yli 50 000
perinndllisyyteen liittyvaa tutkimusta. Laboratoriossa tehtaviin tutkimuksiin kuuluu esi-
merkiksi erilaisia kromosomi-, array- ja DNA-sekvensointitutkimuksia. Tutkimusvalikoi-
man avulla selvitetdan erilaisten oireyhtymien perinndllisen alttiuden taustoja seka

mahdollistetaan syopadiagnostiikkaa. (HUS 2024.)

Tahan asti kudosnaytteiden eristykseen Genetiikan laboratoriossa on kaytetty fenoli-

kloroformimenetelmaa, jossa lahes kaikki tyd on tehty kasin. Nyt tilalle halutaan auto-
matisoitu menetelma eristyksen nopeuttamiseksi. Mikali eristyksessa saatavan DNA:n
laatu soveltuu jatkoanalyysiin ja menetelma saadaan laboratorion kayttoon, voisi kay-

tettavaa kittia laajentaa ja soveltaa koskemaan my0s parafiinileikkeita.

Opinnaytetyon tarkoituksena on optimoida uutta DNA-eristysmenetelmaa ja selvittaa
optimaaliset olosuhteet erilaisille tuumorinaytteille. Optimaaliset olosuhteet tarkoittavat
tassa tydssa lahtomateriaalien maaraa ja kaytettavaa inkubaatioaikaa. Tarkoituksena
on selvittaa, kuinka paljon ja kuinka puhdasta DNA:ta saadaan eristettya erilaisista ku-
doksista. Toivottavaa on, ettd opinnaytetydn valmistuttua tyontilaajalla on kaytossaan
menetelma, jota voidaan kayttaa jatkossa ainakin tuumorinaytteiden DNA:n eristami-
seen. Optimointi ja testaus toteutetaan Maxwell CSC- eristysautomaatilla kayttaen
Maxwell CSC Genomic DNA -kittia.



2 DNA osana tuumorinaytteiden tutkimusta

2.1 DNA

Geenit eli ihmisen perinndlliset informaatiotekijat ovat koottuna pitkiin DNA-ketjuihin.
DNA-ketju eli deoksiribonukleiinihappoketju koostuu kahdesta kierteisesta ketjusta,
jossa nukleotidit ovat asettuneet vierekkain. Ketjut ovat vastakkaisia ja niita kutsutaan
rihmoiksi. Vastakkaiset rihmat ovat kiinnittyneet toisiinsa emasten eli nukleotidien
avulla. Jokaisella nukleotidilla on oma vastin nukleotidinsa. Adeniini A ja Tymiini T seka
Sytosiini C ja Guaniini G muodostavat keskenaan parit. (Frilander & Heino 2015.)
Nukleotidilla tarkoitetaan DNA:n tai RNA:n rakenneosaa, joka koostuu emaksesta ja
fosfaatti- seka sokeriosasta. Opinnaytetydssa tarkastellaan erityisesti genomista
DNA:ta. Genominen DNA on kromosomista eristetty tai kloonattu DNA-jakso, jossa on

seka koodaavia etta ei-koodaavia jaksoja. (Aittomaki & Moilanen & Perola 2016.)

Kromosomeissa sijaitsevat geenit eli perintdtekijat ohjaavat monenlaisia toimintoja ku-
ten esimerkiksi solun jakautumista ja solun kasvua. Naihin jakautumista ja kasvua oh-
jaaviin geeneihin voi tulla muutoksia eli mutaatioita, jolloin solun normaali jakautuminen
ja kasvu hairiintyy. Syépa saa yleensa aina alkunsa geenivirheesta. (Syopajarjestot
2024.)

2.2 Syo6pa

Yksi geenivirhe ei itsessaan viela aiheuta syopaa, mutta mutaatioiden tapahtuessa
useissa tarkeissa geeneissa on syodvan synty todennakoista. Sydpageeneja on kahta
erilaista tyyppia. Onkogeenit ovat solujen kasvua kiihdyttavia geeneja, joissa voi tapah-
tua geenien toimintaa aktivoivia muutoksia, jolloin solukko alkaa jakautua hallitsematto-
masti. Kasvunrajoitegeenit taas hillitsevat solujen kasvua ja niissa tapahtuvat muutok-
set estavat geenin normaalin toiminnan ja voivat aiheuttaa sy6paa. (Sydpajarjestot
2024.)

Monille sydéville on tyypillistd niiden kyky muodostaa tuumoreita eli kasvaimia. Tuumori
voi olla kyhmy tai patti, jolla on kyky tunkeutua kudokseen ja levittda etdpesakkeita.
Usein tuumori myds erottuu ympardivasta kudoksesta ja on muuta kudosta kiinteam-
paa. Etapesakkeiden lahettdminen on pahanlaatuisen syévan tunnusmerkki. (lvaska &
Ristimaki & Mustjoki 2023.)



2.2.1 Rintasyopa

Rintasydpa on yleisin syopatyyppi naisilla. Vuosittain yli 5000 naista ja 20—30 miesta
saa rintasydpadiagnoosin. Rintasydpaan sairastuneista noin puolet ovat yli 60-vuoti-
aita, mutta syopa yleistyy merkittavasti jo 40 ikdvuoden jalkeen. Alle 30-vuctiailla rinta-
syopa on hyvin harvinainen ja usein sairastumisen taustalta I0ytyykin geneettista alt-
tiutta. Sukupuoli ja iké ovat merkittdvimpia riskitekijoita rintasydvan taustalla. Lisaksi
joidenkin ehkaisyvalmisteiden kayttd, alkoholin kayttd, postmenopausaalinen ylipaino,
vahainen aktiivisuus ja erilaiset sateilynlahteet ovat rintasydvan riskitekijoita. BRCA1-,
BRCAZ2- ja PALB2-geenivirheen tyypista riippuen rintasyopaan sairastumisen riski on
noin 30—-80 %. (Mattson & Karihtala 2023; Vehmanen 2024.)

2.2.2 Munasarjasyopa

Munasarjasyopa on gynekologisista syovista toiseksi yleisin. Uusia munasarjasyopia
diagnosoidaan vuosittain noin 550. Tautia voi ilmaantua kaikilla ikaryhmilla, mutta alle
30-vuotiailla se on harvinainen. Munasarjakasvaimista 15 % on pahanlaatuisia. Muna-
sarjoissa esiintyvat kasvaimet luokitellaan kolmen eri kudostyypin perusteella pinnan
epiteelin, itusolujen tai strooman kasvaimiin. Epiteelin kasvaimien ryhmaan kuuluu
seka hyvanlaatuisia ettd pahanlaatuisia kasvaimia, mutta myos semimaligneja kas-
vaimia eli kasvaimissa on seka hyva- ettd pahanlaatuisen kasvaimen piirteita. Kaikista
epiteelin sydvista tutkitaan BRCA1- ja BRCA2-geenien mutaatiot. Naille tehddan myds
HRD-tutkimus, jolla etsitdédn homologisen rekombinaation puutosta. Mikali potilaalla il-
menee kyseinen puutos, aiheutuu genomiin kopiolukumuutoksia ja uudelleenjarjestay-
tymista. (Maenpaa & Puistola & Farkkila & Staff 2024.)

2.2.3 BRCA1 ja BRCA2

Munasarja- ja rintasydpaalttiutta aiheuttavista geeneista tarkeimmat ovat BRCA1 ja
BRCA2. BRCA1 ja BRCAZ2 geenit ovat kasvua rajoittavia geeneja. Naita geeneja 16y-
tyy jokaiselta ihmiselta, mutta mutatoituessaan naihin geeneihin liittyy suuri syépaan
sairastumisen riski. Mutatoituessaan geenit hairitsevat mydés DNA:n virheiden korjausta
seka DNA-synteesia. BRCA 1 sijaitsee kromosomissa 17921 ja BRCA 2 kromosomissa
13g12. Mutaatiot eksoneissa 13 (BRCA 1) ja 11 (BRCA 2) aiheuttavat munasarja-
syopaa. (Varol ym.2018: 2—4.)



BRCA 1- ja BRCA 2 -mutaatioita tavataan 2—3 %:ssa kaikista rintasyOpatapauksista.
Usein perheissa, joissa tavataan BRCA-mutaatioita, on myds varhaisian rinta- ja muna-
sarjasydpaan sairastuneita. Miespuolisilla BRCA1-kantajilla on kohonnut riski sairastua
eturauhas- ja paksusuolisyopaan. BRCA2 lisaa miesten riskia sairastua rinta-, haima-

tai eturauhassyépaan. (Varol ym.2018: 2—4.)

2.3 Menetelmaperiaatteet DNA:n eristamiseksi

DNA:n eristamiseen on olemassa useita erilaisia menetelmia. Aikaisemmat nukleiini-
happojen eristysmenetelmat ovat perustuneet moniin uutto- ja sentrifugointivaiheisiin ja
saanto on ollut vahaista. Pieni saanto yhdessa alhaisen puhtausasteen kanssa ei ole
aikaisemmin mahdollistanut menetelmien automatisointia. (Berensmeier 2006.) DNA:n
eristys kyseisilla menetelmilla on vaatinut paljon kasin tydskentelya ja taten ollut tyolas.
Meilahden Genetiikan laboratoriossa on talla hetkella kaytéssa DNA:n eristamiseksi
tuumorinaytteista fenolikloroformimenetelma, joka muiden vanhojen eristysmenetel-

mien tapaan on tyolas.

Laboratorioiden tutkimuksia keskitetaan tehtavaksi erikoistuneissa laboratorioissa, jol-
lainen myos Genetiikan laboratorio on. Keskittdmisen seurauksena naytemaarat ovat
lisdantyneet ja suuret ndytemaarat yhdistettyna tydladseen eristysmenetelmaan teke-
vat kudosten DNA:n eristamisesta hidasta. Tasta syysta Meilahden Genetiikan labora-
torio haluaa korvata tamanhetkisen tuumorinaytteiden eristysmenetelman automatisoi-
dulla paramagneettisella nukleiinihappojen eristysmenetelmalla. Automatisoidussa eris-
tysmenetelmassa eristysautomaatti suorittaa DNA:n eristdmisen, ja tydntekijalle jaa

manuaalisesti suoritettavaksi ainoastaan tuumorinaytteiden solujen hajotus eli lyysaus.

2.3.1 Solujen hajotus eli lyysaus

Ennen kuin itse perimaa paasee tutkimaan, taytyy solujen sisalla oleva materiaali va-
pauttaa. Kudosten solujen hajotusta kutsutaan myos lyysaukseksi. Lyysauksessa solu-
jen solukalvot hajotetaan ja solun sisalté vapautuu lyysausliuokseen. Yleensa lyysauk-
sessa kaytetdan useampaa erilaista menetelmaa kuten esimerkiksi mekaanista jauhan-
taa tai kemiallista hajotusta puskureiden avulla. DNA:n eristamiseksi eristettdva kudos
homogenisoidaan ja kasitelldan proteinaasi K-entsyymilla jo lyysausvaiheessa. Protei-

naasi K-entsyymi pilkkoo hydrolysoimalla DNA:n aminohappojen valisia peptidisidok-



sia. (Promega 2022.) Solukalvot hajoavat joko osmoosin tai detergenttien avulla kemi-
allisessa hajotuksessa. Lyysauspuskureiden detergentit liuottavat solukalvojen lipidit.
(Biorad.)

2.3.2 Fenolikloroformi eristysmenetelma

Fenolikloroformimenetelmassa lyysausliuos, jossa solut ovat hajonneena, uutetaan fe-
nolikloroformiseokseen. Sentrifugoinnin seurauksena muodostuu kaksi nestefaasia,
jossa nesteet eivat ole sekoittuneet keskenaan. Lyysausliuoksessa olevat proteiinit de-
naturoituvat eli menettavat biokemiallisen rakenteensa ja toimintakykynsa. Denatu-
roidut proteiinit saostuvat fenolikloroformin ja lyysausliuoksen rajapinnalle. DNA jaa ve-
sipohjaiseen lyysausliuokseen. Taman jalkeen lyysausliuos erotetaan fenoliklorofor-
mista, jolloin lopputuloksena on puhdistettua DNA:ta vesiliuoksessa. (Suominen ym.
2013: 104-106; Solunetti 2006.)

2.3.3 Paramagneettinen nukleiinihappojen eristysmenetelma

Paramagneettinen eristysmenetelma hyddyntda mikrometrin kokoisia paramagneettisia
hiukkasia nukleiinihappojen eristamiseen erilaisista liuoksista. Paramagneettisuudella
tarkoitetaan sita, ettd hiukkaset kayttavat magneettisia ominaisuuksiaan ainoastaan ul-
koisen magneettikentan 1asna ollessa. (Chen & Alberts & Rodriguez & Toner 2010.)
Naytteiden sekaan lisdtdan paramagneettisia helmia. Helmet pidetdan paikoillaan vah-
van magneetin avulla sen aikaa, kun kaikki ei-toivottu materiaali poistetaan puhdistuk-
sen aikana. Pesun jalkeen genominen DNA eluoidaan helmista vedella tai puskuriliuok-
sella. Jaljelle jaa ainoastaan jatkokasittelyyn soveltuvaa genomista DNA:ta. (Thermo-
fisher.)

Nykyaikaiset magneettiset eristysmenetelmat sdastavat aikaa ja vahentavat kaytetta-
vaa tyomaaraa, silla eristys voidaan tehda suoraan halutusta naytemateriaalista, kuten
veresta, homogenisoiduista kudoksista tai suoraan viljelyalustalta. Magneettinen erot-
telu onnistuu myo6s hyvin viskooseista naytteista ja uudet automatisoidut menetelmat
mahdollistavat suurienkin ndytemaarien kasittelyn samanaikaisesti. Menetelmat altista-
vat kohdemolekyylit hyvin vahaiselle mekaaniselle rasitukselle, minka vuoksi ne ovat
erityisen hyvia nukleiinihappojen tai proteiinien ja muiden biomolekyylien eristykseen.
(Berensmeier 2006.)



2.4 Menetelmaperiaatteet DNA:n laadun selvittamiseksi

DNA:n laatua tarkastellessa huomioidaan eristetyn DNA:n pitoisuus eli konsentraatio,
puhtaus seka pilkkoutuneisuus. Eristetyn DNA:n taytyy olla puhdasta, tarpeeksi pitka-
ketjuista seka sita tulee olla riittavasti, jotta eristetty DNA soveltuu erilaisten genetiikan
tutkimuksien ndytemateriaaliksi. Opinnaytetydssa nama laatutekijat maaritetaan erilai-
silla analysaattoreilla, jotka hyddyntavat seuraavia menetelmaperiaatteita: spektromet-

ria, fluoresenssimittaus ja kapillaarielektroforeesi.

2.4.1 Spektrometria

Spektrometrialla voidaan tunnistaa erilaisia aineita ja maarittda niiden pitoisuuksia hyo6-
dyntamalla sahkémagneettista sateilya ja sen vuorovaikutusta aineen valilla. Spektrofo-
tometrian toiminta perustuu Lambert-Beerin lakiin eli aineen kykyyn absorboida valoa.
Kun sateily lapaisee naytteen, sen voimakkuus pienenee. Spektrofotometri mittaa sa-
teilyn maaraa sen kulkiessa naytteen lapi, ja maarittda naytteelle absorbanssin, joka
kuvastaa, miten paljon ndyte on absorboinut eli imenyt itseensa valoa. Mita suurempi
absorbanssi on, sitd vahemman sateilyd paasee kulkemaan naytteen |lapi. Jokaisella
aineella on sille ominainen absorbanssi tietylla aallonpituudella. Aallonpituuden lisaksi
absorbanssiin vaikuttaa naytteen paksuus ja pitoisuus. (Jaarinen & Niirainen 2008: 46—
53.)

Eristetyn DNA:n konsentraatio ja puhtaus voidaan selvittda spektrofotometrilla. Lam-
bert-Beerin lakia ja kaavaa kayttden absorbanssin mittauksella saadaan selville nayt-
teen DNA:n konsentraatio. Tiedetdan, ettd suurin mitattava absorbanssi puhtaasta
DNA:sta saadaan aallonpituudella 260 nm. Proteiinit puolestaan absorboivat aallonpi-
tuudella 280 nm. DNA:n puhtautta voidaan tarkastella selvittamalla naiden kahden eri
aallonpituuden absorbanssin suhdeluku A260/A280, jonka perusteella voidaan arvi-
oida, kuinka onnistuneesti eristyksessa on saatu poistettua solulysaatin muu materiaali.
Puhtaassa DNA:ssa suhteutettu absorbanssiluku A260/A280 on 1,8. (Lee & Jain
2017.)

2.4.2 Fluoresenssimittaus

Fluoresenssimittaus perustuu naytteen molekyylien virittdmiseen ylemmalle elektroni-
selle tasolle, jonka purkautuessa muodostuu valoa, jonka fluorometri havaitsee ja esit-
taa aallonpituuden funktiona (Jaarinen & Niirainen 2008: 66). Fluorometrilla voidaan

mitata DNA:n konsentraatio.



Fluorometrissa kaytetaan voimakasvaloisia ksenonlamppuja, jonka aallonpituus voi-
daan maarittda halutulle tasolle. Aallonpituus on kuitenkin yleensa 200—-800 nm, eli UV-
Vis-sateilya. Sateily ohjataan naytteeseen, milloin sen molekyylit virittyvat ylemmalle
elektronitasolle. Virittynyt tila ei ole pysyva, vaan molekyylit emittoituvat eli purkautuvat
takaisin alempaan elektronitasoon vapauttaen energiaa, joka havaitaan valona. Monet
aineet heikentavat fluoresenssin, eli valon vapauttamisen tehoa ja siihen vaikuttaa
myods muun muassa aineiden lampdtila seka pH, mista syysta naytteet tulee mitata va-
littdmasti. Fluoresenssin mittaus on maaritysmenetelmana erityisen herkka, eli se ha-
vaitsee pienetkin pitoisuudet fluoresoivasta yhdisteesta. (Jaarinen & Niirainen 2018:
66-68.)

Fluoresenssimittaus edellyttaa, etta tutkittava yhdiste fluoresoi tai vaihtoehtoisesti yh-
disteesta voidaan valmistaa fluoresoiva seos (Jaarinen & Niirainen 2018: 68). DNA it-
sessaan ei ole fluoresoivaa materiaalia, vaan fluoresenssimittausta varten hyédynne-
tdan DNA-juosteisiin kiinnittyvaa fluoresoivaa merkkiainetta. Merkkiaine on spesifi eli

se sitoutuu yksinomaan DNA:han.

2.4.3 Kapillaarielektroforeesi

Eristetyn DNA:n pilkkoutumisaste voidaan selvittaa kapillaarielektroforeesilla. Pilkkou-
tumisasteella tarkoitetaan sita, minka kokoisia DNA fragmentteja eristamisella on
saatu. Eristetty DNA ei saa olla liian pilkkoutunutta, silla liian lyhyet DNA fragmentit ei-

vat sovellu jatkoanalysoitaviksi.

Kapillaarielektroforeesi perustuu menetelmana DNA:n negatiiviseen varaukseen.
DNA:n varaus johtuu nukleotidien fosfaattiryhmasta ja joutuessaan sahkdkenttdan DNA
pyrkii hakeutumaan kohti anodia eli sdhkdkentan positiivista napaa. (Suominen & Pars-
sinen & Haajanen & Pelkonen 2013: 122—123.) Kapillaarielektroforeesissa on silikaka-
pillaari, jonka paiden valilld on korkea jannite ja joka sisaltaa elektrolyyttiliuosta. Kapil-
laarin sisapinnalle on kiinnittyneena negatiivisesti varautuneita silanoli-ryhmia, mika
saa aikaan eletrolyyttiliuoksen kulkeutumisen kohti katodia eli negatiivisesti varautu-
nutta paata. Muodostunutta virtausta kutsutaan elektro-osmoottiseksi virtaukseksi
(EOF). (Jaarinen & Niirainen 2008: 178-179.)

Tutkittavan liuoksen molekyylit kulkevat elektro-osmoottisen virtauksen mukana. Neut-
raalit molekyylit kulkevat yhta nopeasti kuin elektrolyyttiliuos, mutta mita positiivisempi

molekyyli on varaukseltaan, sitd nopeammin se kulkee kohti katodia. Virtauksessa kul-



kemisnopeuteen vaikuttaa myos viskositeetti eli virtausvastus, minka seurauksena pie-
nemmat molekyylit kulkevat virtauksessa nopeammin. Kapillaarin paassa on detektori,
joka mittaa aineiden molekyylien absorbanssia niiden kulkiessa sen ohi. (Jaarinen &
Niirainen 2008: 180-182.) Kapillaarielektroforeesilla voidaan selvittdd DNA:n pilkkoutu-
misaste, silla negatiivisesti varautunut DNA kulkee hitaammin kuin EOF eli elektro-os-
moottinen virtaus. Mita suurempi DNA-ketju on kyseessa, sita hitaammin se kulkee vir-

tauksessa ja havaitaan detektorissa.

3 Tarkoitus, tavoitteet ja tutkimuskysymykset

Opinnaytetyon tarkoituksena on selvittaa, soveltuuko uusi Genomic DNA kit kudospalo-
jen DNA:n eristdmiseen Maxwell CSC-eristysautomaatilla ja mika olisi eristettavalle ku-
dokselle optimaalisin lyysauksen inkubaatioaika ja minka kokoisella kudospalalla saa-

daan mahdollisimman hyvalaatuista ja puhdasta DNA:ta.

Opinnaytetyon tavoitteena on, ettd toiminnallisen testauksen jalkeen opinnaytetyonti-
laajalla on tiedossa menetelma ja optimaaliset I1ahtotuotteet, joita he voivat hyddyntaa
jatkomenetelmien kaytdssa. Tavoitteena on, ettd jatkossa ainakin tuumorinaytteet voisi

eristaa kyseisella menetelmalla.
Opinnaytety6ta ohjaavat seuraavat tutkimuskysymykset:
1. Mitka ovat optimaalisimmat olosuhteet kullekin testattavalle kudostyypille?

2. Kuinka laadukasta eristetty DNA oli? Miten saatu DNA toimii jatkomenetel-

missa?

4 Toteutus

4.1 Kudosnaytteiden valinta ja kudoslysaattien valmistus

Varsinaisiin testauksiin paatyi 12 eri naytetta, jotka olivat joko munasarja- tai rintaku-
dosta, joista oli I0ydetty sy6péasoluja ja joille oli jo aikaisemmin tehty potilaalle tilatut tut-
kimukset. Kudokset valikoitiin ennakkoon maaritetysta noin 30 kudosnaytteen joukosta
kaytettavissa olevan naytemaaran, HRD-tuloksen ja mahdollisten mutaatioiden perus-
teella. Testauksia varten kudokset haettiin syvajaapakastimesta, johon kasitellyt kudok-

set aina arkistoidaan varsinaisen testauksen jalkeen. Kudosten valmistelua varten



naytteet sulatettiin jddkaapissa tai huoneenlammaossa. Testauksiin valikoituneille nayt-
teille luotiin opinnaytetydta varten tunnistamiseen Qpati-numerot. Qpati-numeroinnin

ansiosta potilaat ja varsinaiset ndytenumerot sailyivat anonyymeina.

Lahtoétuotteina kaytettiin kahden kokoisia kudospaloja. Talla tarkasteltiin, onko kudok-
sen koolla valia lyysauksen onnistumisen kannalta. Lyysauksen aikana kudospalan tu-
lisi liueta kokonaan ja muodostaa mahdollisimman homogeeninen seos. Opinnayte-
tydssa lahtotuote A kuvasi kooltaan yhta nuppineulan paata, kun taas lahtétuote B ol

kooltaan kaksinkertainen lahtotuotteeseen A verrattuna.

Kudospalojen koon vertailun lisdksi opinnaytetydssa haluttiin verrata inkubaatioajan
vaikutusta DNA:n eristdmisen kannalta. Inkubaatioajalla tarkoitetaan opinnaytetydssa
sitd aikaa, jolloin naytettd seisotetaan ja jonka aikana lyysaus tapahtuu. Vertailua var-
ten inkubaatio toteutettiin kahdella eri tavalla, joista toinen oli pidempi ja toinen lyhy-
empi. Pidemmassa inkubaatioajassa naytteita seisotettiin yon yli 16 tuntia 56°C Iam-
pdblokissa ja lyhyemmassa inkubaatiossa naytteita pidettiin kaksi tuntia 56°C Iam-

pdblokissa, jossa oli valittuna 1500 rpm ravisteluohjelma.

Taulukko 1.  Lahtétuotteiden luokittelu koon ja inkubaatioajan mukaan.

Lahtotuoteluokka Selite

A2 Pieni kudospala, jonka lyysaus toteutettiin
kahden tunnin inkubaatioajalla.

A16 Pieni kudospala, jonka lyysaus toteutettiin yli
16 tunnin inkubaatioajalla.

Suuri kudospala, jonka lyysaus toteutettiin
B2 kahden tunnin inkubaatioajalla.

B16 Suuri kudospala, jonka lyysaus toteutettiin yli
16 tunnin inkubaatioajalla.

Valmistettavat kudoslysaatit luokiteltiin neljaan eri luokkaan kudospalan koon ja inku-
baatioajan mukaan (Taulukko 1). Kudoslysaatilla tarkoitetaan nayteseosta, jossa ku-
dospalan solut ovat hajotettu ja niiden sisalté on vapaana lyysausliuoksessa. Ku-

doslysaattien valmistus on kuvattu opinnaytetyon liitteessa 1.
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4.2 DNA:n eristaminen

Opinnaytetydssa DNA:n eristamiseen kaytetdan Promega-merkkista Maxwell CSC-
eristysautomaattia. Tyon kulku on esitetty opinnaytetyon kuvassa 1. Maxwell CSC
nukleiinihappoeristysautomaattien toiminta perustuu paramagneettiseen nukleiinihap-
pojeneristysmenetelmaan. Maxwell CSC -eristysautomaatin naytekasettien toisessa
kaivossa on valmiina paramagneettisia hiukkasia, jotka kiinnittyvat analysaattorin man-
nan ymparille. Magnetisoituvat hiukkaset mahdollistavat kiintedn faasin liikuttelun eri
naytekuoppien ja liuosten valilla. Kasetin ensimmaisessa naytesyvennyksessa nukleii-
nihapot sitoutuvat naihin paramagneettisiin hiukkasiin. Hiukkasten varautumisen vuoksi
sitoutunut DNA pysyy paikoillaan myds ei-toivotun materiaalin puhdistuksen ajan. (Pro-
mega 2022:2.) Erilaisten pesujen ja puskureiden lisdysten jalkeen magneettipartikkelit
ovat sitoutuneet putken pohjalle. Irronnut DNA kerataan talteen puhtauden ja konsent-
raation maarittamiseksi. (Suominen & Parssinen & Haajanen & Pelkonen 2013: 105—
107; Biorad.)

Opinnaytetyossa kaytetty TE-puskuri sisaltda 10 millimolaarista trishydroksimetyy-

liaminometaania, joka tunnetaan lyhyemmin myos nimella Tris seka 1 millimolaarista

EDTA:ta eli etyleenidiamiinitetraetikkahappoa.

Paramagnetic Particle Workflow

Nucleic Acid 1 I

Kuva 1, DNA-eristys Maxwell eristysautomaatilla (Promega 2021).
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4.3 Eristetyn DNA:n konsentraation ja puhtauden mittaus

Eristetyn DNA:n konsentraatio mitattiin kahdella eri analysaattorilla, joiden toiminnat
perustuvat eri menetelmiin. Eristetyn DNA:n konsentraatio mitattiin ensin NanoDrop
1000 spektrofotometrilla, ja mittauksessa eristetyn DNA:n pitoisuutta laimennettiin niin,
etta konsentraatio oli alle 800 ng/ul. Taman jalkeen eristetyn DNA:n konsentraatio mi-

tattiin viela Qubit 3.0 fluorometrilla.

4.3.1 Nanodrop 1000

NanoDrop 1000 on Thermo Scientificin spektrofotometri, jolla pystytdan mittaamaan

suurella tarkkuudella 1 mikrolitran (pl) naytteita. Sen toiminta perustuu spektrofotomet-
riaan, ja analysaattorilla pystytdan mittaamaan absorbanssia 220-750 nm aallonpituuk-
silla. NanoDrop 1000 spektrofotometri soveltuu nukleiinihappojen konsentraation seka
puhtauden mittaukseen. NanoDrop 1000 pystyy mittaamaan luotettavasti naytteita, joi-

den pitoisuus eli konsentraatio on perati 3700 ng/pl. (Thermo Scientific 2010.)

Mikali naytteen pitoisuus ylittda raja-arvon, on naytetta laimennettava. Kaytettaessa
NanoDrop 1000 nayte ei tarvitse erillista kyvettia konsentraation mittaamiseksi, vaan
nestemaisen naytteen oma pintajannite riittda pitamaan naytteen paikallaan mittauksen
suorittamiseksi. 1 pl naytetta pipetoidaan suoraan analysaattorissa olevaan naytejalus-
taan, jossa sijaitsee optisen kuitukaapelin paa. Taman jalkeen analysaattorin toinen op-
tinen kuitukaapeli tuodaan nestemaiseen naytteeseen, jolloin nayte jaa kahden kuitu-
kaapelin valiin. Kaapelia pitkin naytteen lapi kulkee valoa, jonka maaran NanoDrop
1000 mittaa ja jonka mukaan sen jarjestelma laskee naytteelle konsentraation seka ab-

sorbanssin. (Thermo Scientific 2010.)

Ennen DNA:n mittausta spektrofotometri kalibroitiin vedella ja sille suoritettiin blank- eli
nollamittaus samalla TE-puskurilla, jota on eristetyn DNA:n eluaattina eli liuoksena. Ta-
man jalkeen eluointiliuokset, joissa eristetty DNA on, mitattiin. Mikali naytteen konsent-
raatio oli yli 800 ng/pl, sité laimennettiin lisddmalla TE-puskuria. Kun DNA:n konsent-
raatio oli tarpeeksi alhainen, kirjattiin ylos naytteen lopullinen tilavuus, konsentraatio
seka sen suhteutetut absorbanssit 260/280 ja 260/230.
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4.3.2 Qubit 3.0

NanoDrop 1000 spektrofotometrin mittausten jalkeen eristetyn DNA:n konsentraatio mi-
tattiin Qubit 3.0 fluorometrilla. Qubit 3.0 on pienikokoinen analysaattori, joka ei tarvitse
erillista tietokonetta toimiakseen. Konsentraation mittaamiseksi eristettyyn DNA:han si-
dotaan spesifista merkkiainetta, joka fluoresoi valoa ja jonka fluorometri havaitsee ja
jonka perusteella se laskee naytteen konsentraation. Koska merkkiaine sitoutuu pel-
kastaan kaksijuosteiseen DNA:han, minimoi mittaus kontaminanttien, kuten proteiinien
ja RNA:n vaikutuksen tuloksiin tehden mittauksesta hyvin tarkan. (Thermo Scientific
2014.)

Qubit 3.0 mittauksen suorittamiseksi taytyi tehda erillinen tydliuos ja naytteet taytyi val-
mistella Qubitin omiin nayteputkiin. Tydliuoksen valmistamiseen kaytettiin Qubit dsDNA
BR Assay Kittid. Tyoliuos valmistettiin 1:200 laimennoksena, joka sisalsi 199 ul Qubit
dsDNA BR bufferia ja 1 pyl Qubit dsDNA BR Reagenttia eli varireagenssia. Valmistettua
tyoliuosta pipetoitiin nayteputkeen 197 ul, minka jalkeen nayteputkeen lisattiin 3 pl nay-
tetta. Pipetoimisen jalkeen nayteputket vortexoitiin ja kaytettiin sentrifugissa. (Thermo
Scientific 2022.) Vortexoinnilla tarkoitetaan naytteen sekoittamista Vortex nimisella au-
tomatiosoidulla ravistelijalla. Sentrifugi on laite, joka pyorittaa nayteputkia suurilla voi-
makkuuksilla niin, ettd painovoima pakottaa niiden sisallén painumaan taysin putken

pohjaan.

Ennen mittausta nayteputkia inkuboitiin kaksi minuuttia, jonka aikana merkkiaine sitou-
tui kaksijuosteiseen DNA:han. Inkubaation jalkeen naytteet mitattiin. Nayteputket ase-
teltiin yksitellen Qubit 3.0 fluorometrin ndytesyvennykseen, minka jalkeen fluorometri

mittasi ja antoi ndytteen konsentraation muutamassa sekunnissa. Konsentraatio kirjat-

tiin ylds, minka jalkeen nayteputki poistettiin syvennyksesta.

4.4 DNA:n pilkkoutuneisuuden selvittaminen

Konsentraation ja puhtauden lisaksi eristetysta DNA:sta haluttiin selvittaa sen pilkkou-
tuneisuus, koska silla on merkitysta DNA:n soveltumiseen jatkoanalyysiin. Meilahden
Genetiikan laboratoriossa DNA-juosteiden pituutta mitataan Fragment analyzer 5200

analysaattorilla.

Fragment analyzer 5200 on Agilentin valmistama analysaattori DNA- ja RNA-juostei-
den erotteluun. Analysaattorin toiminta perustuu kapillaarielektroforeesiin. Analysaatto-

rissa on joukko silikapaallysteisia kapillaareja, joiden sisalla on useita sahkoa johtavia
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geelimattoja, jotka ovat suunniteltu seulomaan tietyn kokoisia DNA-molekyyleja. Kun
kapillaareihin kohdistetaan voimakasjannitteinen sahkokentta, tutkittava DNA siirtyy
geelimattoa pitkin DNA-juosteen koon ja pituuden mukaan. Kapillaarin paassa oleva
detektori havaitsee eri pituiset DNA-juosteet fluoresenssin avulla. DNA-juosteisiin sitou-

tuu geelimatosta merkkiainetta, joka fluoresoi valoa. (Agilent 2020.)

Ennen naytteiden asettamista Fragment Analyzeriin naytteet tuli valmistella kuoppale-
vylle. Naytteiden valmistelu on kuvattu litteessa 2. Valmistelun jalkeen naytteet asetet-
tiin analysaattoriin ja analysaattorista valittiin kaksijuosteiselle DNA:lle tarkoitettu oh-
jelma. Ajo kaynnistettiin ja sen valmistuttua tulokset siirtyivat automaattisesti tietoko-
neelle. Analysaattorin antamista tuloksista kirjattiin ylés GQN-arvo eli Genomic Quality

Number.

5 Tulokset

5.1 Arvoluokat

Eristetyn DNA:n laatutekijoita eli pitoisuutta, puhtautta ja pilkkoutuneisuutta mitattiin
kolmella eri analysaattorilla ja tuloksiin poimittiin mukaan mittaustulokset viidesta eri
luokasta. Seuraavassa taulukossa (Taulukko 2) on esitettyna arvoluokat ja selitettyna

niiden merkitys opinndytetydssa:

Taulukko 2.  Tuloksissa kaytetyt mittausarvot. Taulukossa on esitetty arvoluokka, analysaattori,
jolla mittaus tapahtuu, DNA:n laatutekija, jota mitataan sekd arvoluokan maari-
telma. *Analysaattori ei mittaa saantoa, vaan saanto lasketaan analysaattorin mit-
taaman konsentraation avulla.

Arvo- Analysaattori DNA:n laatutekija, Selite
luokka jota mitataan
¢ (ng/pl) NanoDrop 1000 Pitoisuus Konsentraatio eli pitoisuus
Qubit 3.0 Kertoo, kuinka monta nanogram-

maa (ng) eristettyd DNA:ta on yh-
dessa mikrolitrassa (pl) TE-liu-

osta.
Saanto NanoDrop 1000 * | Massa Eristetyn DNA:n maara.
Qubit 3.0) * Kertoo, kuinka monta nanogram-

maa (ng) eristettya DNA:ta on.

A260/A280 | NanoDrop 1000 Puhtaus Aallonpituuksien 260 nm ja 280
nm suhteutettu absorbanssi, joka
on ensisijainen arvo DNA:n puh-
tauden maarittamiseksi.
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A260/A230 | Nanodrop 1000 Puhtaus Aallonpituuksien 260 nm ja 230
nm suhteutettu absorbanssi, joka
on toissijainen arvo DNA:n puh-
tauden maarittamiseksi.

GQN Fragment Ana- DNA-juosteen pituus, | DNA:n pilkkoutuneisuutta ku-
lyzer fragmenttikoko vaava arvo.

Kertoo, kuinka monta prosenttia
eristetystd DNA:sta ylittada tietyn
fragmenttikoon.

Arvot sijoittuvat valille 1-10, jossa
10 tarkoittaa 100 %

Taulukossa 2 esitetyt arvoluokat ovat valittu mukaan tuloksiin niiden merkityksellisyy-
den perusteella opinnaytetydn tavoitteiden kannalta. Konsentraatio (c) ja saanto kerto-
vat siita, onko eristys Maxwell CSC analysaattorilla ollut toimiva, eli onko silla onnis-
tuttu eristdmaan DNA:ta kudosnaytteista. Konsentraatio on mitattu sekd NanoDrop 100
spektrofotometrilla, ettd Qubit 3.0 fluorometrilla. Kumpikaan analysaattori ei muodosta
naytteelle saantoa, vaan se on laskettu kertomalla naytteen konsentraatio sen eluutioti-
lavuudella. Tuloksiin on laskettu saanto seka Nanodropin, ettd Qubitin konsentraatioi-

den perusteella.

Aallonpituuksien 260/280 ja 260/230 suhteutetut absorbanssit kertovat DNA:n puhtau-
desta. 260/280 nm suhteutettua absorbanssia pidetdan ensisijaisena arvona DNA:n
puhtautta arvioitaessa. Sen arvo madaltuu, mikali naytteessa on suuria pitoisuuksia
proteiineja tai muita kontaminantteja, jotka absorboivat valoa aallonpituudella 280 nm.
260/280 nm absorbanssiluvun tulisi olla puhtaassa DNA:ssa vahintaan 1,8. Suhteutettu
absorbanssi 260/230 nm on toissijainen arvo puhtautta arvioitaessa. Sen arvo madal-
tuu, mikali ndytteessa on suuria pitoisuuksia aallonpituutta 230 nm absorboivia konta-
minantteja, kuten hiilihydraatteja. 260/230 nm suhdeluvun tulisi olla vahintaan 2,0. (But-
ler & Matsumoto & Rutherford & Lima 2022.) Suhteutetut absorbanssiluvut on mitattu

NanoDrop 1000 spektrofotometrilla.

Tuloksiin ei ole kirjattuna eristetyn DNA-juosteiden kokoa, vaan DNA:n pilkkoutunei-
suutta tarkastellaan GQN-arvolla, joka saadaan Fragment Analyzerista. GQN- arvo el
Genomic Quality Number kuvastaa, kuinka monta prosenttia tutkitun naytteen DNA-
juosteista on pidempia kuin asetettu fragmenttikoko. (Agilent 2023.) Meilahden Genetii-

kan laboratoriossa fragmettikooksi on asetettu 10 000 bp (base pair eli emaspari).
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5.2 Mittaustulokset

12 naytteesta tehtiin yhteensa 54 eristysta. Yksittaisista naytteista tehtiin useita eristyk-
sia seka samoilla etta eri olosuhteilla (Taulukko 1.) sarjojen sisaisen ja valisen toistetta-
vuuden tarkastelemiseksi. Jokaisesta eristyksesta kirjattiin ylés mittaustulokset taulu-
kossa 2 esitetyista arvoluokista. Yksittaisten naytteiden tulokset ovat taulukoituna liit-
teessa 3.

Kuviossa 1 on esitettyna kaikkien eristysten konsentraatio seka NanoDropilla etta
Qubitilla mitattuna. Osasta naytteistd Qubitin antamaa arvoa ei ole esitetty ja arvon
puuttuminen nakyy kuviossa tyhjana valina pylvaiden valissa. Naissa naytteissa fluoro-
metri antoi tulokseksi "Too High” eli konsentraatio ylitti mittausalueen ylarajan. Kuviosta
on havaittavissa, ettd NanoDropin mittaustulokset ovat korkeampia, kuin Qubitin. Kuvi-
osta nakee, etta jokaisesta eristyksesta on saatu mitattua konsentraatio eli jokainen
eristys on ollut onnistunut ja naytteesta on saatu eristettya DNA:ta Maxwell CSC-eris-

tysautomaatilla.

Konsentraatio c

800

700

600

500

ng/pl
o
o
o

300

200

B NanoDrop
100
M Qubit

Kuvio 1. 54 DNA-eristyksen konsentraatiot (ng/ul). Siniset pylvaat kertovat NanoDrop spektrofo-
tometrin mittaamat konsentraatiot ja oranssit pylvaat Qubit fluorometrin mittaamat kon-
senraatiot.
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Kuvio 2 esittaa pylvasdiagrammia kaikkien eristysten laskennollisesta saannosta. Pyl-
vasdiagrammissa on esitettynd saannot Nanodropin seka Qubitin antamien konsentraa-
tioiden perusteella. Niistd naytteistd, joiden konsentraation Qubit fluorometri ilmoitti liian
korkeaksi, ei ole laskettuna saantoa Qubit konsentraation perusteella. Tama ilmenee ku-
viossa tyhjina valeina pylvaiden valissa. Koska Qubitin konsentraatiot olivat NanoDropin

konsentraatioita matalampia, nain ollen my6s saannot ovat matalampia.

Saanto

140000

120000

100000

80000

ng

60000

40000

20000 m NanoDrop

H Qubit

Kuvio 2. 54 DNA-eristyksen lasketut saannot (ng). Siniset pylvaat kuvaavat NanoDrop spektro-
fotometrin konsentraatioiden perusteella laskettuja saantoja ja oranssit pylvaat Qubit
fluorometrin konsentraatioiden perusteella laskettuja saantoja.

Kaikkien eristysten suhteutetut absorbanssit aallonpituuksilla 260/280 ja 260/230 on
havainnollistettu viivakaaviolla (Kuvio 3.) Viivakaaviossa tehtyjen eristysten suhteutet-
tujen absorbanssien muutos havaitaan viivan epatasaisuutena. Ensisijaisesti DNA:n
puhtauden arviointiin kdytettava suhteutettu absorbanssiluku 260/280 kulkee kayralla
huomattavasti tasaisemmin kuin toissijaisesti kaytettava suhteutettu absorbanssiluku
260/230. Mittauksissa A260/A280 pysyy valilla 1,8-2,0 ja A260/A230 valilla 2,1-2.45.
Tulosten perusteella Maxwell CSC-eristysautomaatilla on saatu eristettya puhdasta
DNA:ta.
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Absorbanssi A

2,5

ANV NN

2
W/w

— A260/A280
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e A260/A230
1
0,5
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Kuvio 3. 54 DNA-eristyksen suhteutetut absorbanssit. Sininen viiva kuvaa suhteutettuja absor-
bansseja aallonpituuksilla 260/280 ja oranssi viiva aallonpituuksilla 260/230.

GQN-arvot ovat esitettyna pistediagrammina kuviossa 4. Jokainen piste kaaviossa esit-
taa eristysta ja sen GQN-arvoa, jonka vaihteluvali on 0—10. Kuviossa ne sijoittuvat ar-
vovalille 0,2-8,8. Alimmassa tuloksessa eristetyn DNA:n juosteista vain 2 % on ylittanyt
asetetun fragmenttikoon (10 000 bp), kun taas korkeimmassa arvossa 88 % juosteista
on ollut yli asetetun fragmenttikoon. Tavoitearvoa GQN—arvolle ei ole maaritelty, vaan

siina tavoitellaan mahdollisimman korkeaa tulosta.

GQN-arvo

10

9 °

°
8 L] ° P .' °
° °
7 ° ‘ ° ¢
6 o e
° ° °
5 o 0 °
4 ° °
° ® °
°
3 o @ . o o ° ° ° °
2 ® ¢ e (] ®
° e %o °®

1 ° °
0 °® °

Kuvio 4. 54 DNA-eristyksen GQN-arvot. Jokainen piste kuvastaa yhden eristetyn DNA:n tulosta.
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Mittaustulosten analysoimiseksi niista laskettiin keskiarvot ja keskihajonnat. Keskiarvo
(ka) kertoo, mihin kohtaan tutkitun aineiston arvojen keskikohta sijoittuu. Keskihajonta
(sd) puolestaan kertoo, miten havaintoarvot sijoittuvat keskiarvon ymparille (Tilastokes-
kus.) Toistettavuuden arvioinnissa tarkeassa roolissa on maaritettava variaatiokerroin
CV%, joka ilmaisee samasta naytteesta saatujen tulosten valisen hajonnan (Hagg
2016: 44). Koska variaatiokerroin on prosentuaalinen luku, on sen avulla helpompaa
arvioida mittaustulosten hajontaa eli variaatiota. Variaatiokertoimen saa jakamalla kes-
kihajonnan keskiarvolla ja sitten kertomalla saatu luku sadalla (sd/ka x100). Kaikkien
54 eristysten keskiarvot, keskihajonnat ja variaatiokertoimet ovat esitettyna taulukossa
3.

Taulukko 3.  Kaikista naytteista lasketut keskiarvot (ka) ja keskihajonnat (sd) seka niiden avulla
laskettu variaatiokerroin (CV%)

Na- Saanto Qubit | Saanto A260/A280 | A260/A230 | GQN

nodrop ¢ | Nanodrop | ¢ Qubit (ng)

(ng/ul) (ng) (ng/ul)
Ka 516,26 63957,98 385,96 | 46837,92 1,88 2,32 4,20
Sd 135,19 30814,42 142,98 | 27751,08 0,03 0,07 2,57
CV% 26 % 48 % 37 % 59 % 2% 3% 61 %

Taululukon 3 perusteella voidaan todeta, ettda Maxwell CSC-eristysautomaatilla ja Ge-
nomic DNA Kitilla saa eristettyda DNA:ta. Nanodropin mittaaman konsentraation c kes-
kiarvo oli 516,26 ng/ul ja Qubitin mittaamien konsentraatioiden keskiarvo 385,96 ng/ul.
Eristetty DNA on myds puhdasta. Ensisijaisesti kaytettavan A260/A280 keskiarvo oli
1,88, joka ylittda arvon 1,8 ja toissijaisesti kaytettavan A260/A230 keskiarvo oli 2,32,
joka puolestaan ylittda 2,0 rajan. Keskimaarainen GQN-arvo on 4,2 eli keskimaarin 42

% eristetystda DNA:sta ylitti fragmenttikooltaan 10 000 emasparin.

Mittaustulosten variaatiossa on huomattavia eroja eri arvoluokissa. Kun tarkastelee
taulukon 3 esittamia variaatiokertoimia voidaan todeta, ettd mittaustuloksissa eniten
hajontaa on GQN-arvossa, jossa variaatiokerroin oli 61 %. Myds saannossa variaatio-
kerroin on korkea. NanoDropin konsentraatioiden perusteella lasketun saannon variaa-
tiokerroin oli 48 % ja Qubitin konsentraatioiden perusteella lasketun saannon 59 %.
DNA:n puhtaudessa hajontaa ei juurikaan ole. Variaatiokerroin suhteutetulla absor-
banssiluvulla A260/A280 se on vain kaksi prosenttia ja suhteutetulla absorbanssiluvulla
A260/A230 kolme prosenttia.



19

5.3 Lahtotuoteluokkien vertailu

12 naytteesta tehtiin yhteensa 54 eristysta. Eristyksia tehtiin neljalla erilaisella olosuh-
teella, joiden perusteella naytteet luokiteltiin erilaisiin 1ahtdaineluokkiin (Taulukko 1).
Pienilla kudospaloilla tehtiin yhteensa 30 eristysta, joista 13 toteutettiin kahden tunnin
(A2) ja 17 yli 16 tunnin (A16) inkubaatioajalla. Loput 24 eristysta tehtiin kayttaen suurta
kudospalaa. Naista kymmenen lyysaus toteutettiin kahden tunnin inkubaatioajalla (B2)

ja lopuissa 13 eristyksessa lyysaus toteutettiin yli 16 tunnin inkubaatioajalla.

Jotta kudospalan koon ja inkubaatioajan vaikutusta eristyksen onnistumisen laatuun
voitiin vertailla keskenaan, laskettiin jokaisen lahtétuoteluokan (Taulukko 1.) naytteiden
mittaustuloksille omat keskiarvot (ka), keskihajonnat (sd) seka variaatiokertoimet

(CV%), jotka ovat esitettyna taulukossa 4.

Taulukko 4.  Luokkien keskiarvot (ka), keskiarvot (sd) ja niiden perusteella lasketut variaatio-
kertoimet (CV%). A2: pieni kudospala kahden tunnin inkubaatioajalla, A16: pieni
kudospala yli 16 tunnin inkubaatioajalla, B2: suuri kudospala kahden tunnin inku-
baatioajalla, B16: suuri kudospala yli 16 tunnin inkubaatioajalla.

Lahto- NanoDrop | NanoDrop | Qubitc | Qubit A260/ | A260/ | GQN
tuote ¢ (ng/ul) Saanto (ng/pl) Saanto A280 A230
(ng) (ng)

Ka 566,55 72163,77 433,08 56546,83 | 1,88 2,32 5,00
A2

Sd 104,95 26432,05 108,47 25659,26 | 0,03 0,07 2,78

CV% | 185 % 36,6 % 250% | 454 % 15% [30% |555%

Ka 486,31 42063,88 336,53 28386,24 | 1,88 2,32 4,56
A16

Sd 103,22 15935,06 97,71 13638,90 | 0,04 0,09 2,48

CV% | 212% 37,9 % 290% | 48,0% 19% [39% |54,3%

Ka 464,36 63655,20 320,54 38492,51 | 1,88 2,32 4,98
B2

Sd 179,14 33794,49 174,98 25009,39 | 0,02 0,05 2,84

CV% | 38,6 % 53,1 % 54,6 % | 65,0% 11% [21% |57,0%

Ka 543,01 83140,29 447,66 66286,51 | 1,88 2,33 2,46
B16

Sd 149,91 32133,17 165,37 29368,31 | 0,03 0,07 1,49

CV% | 276 % 38,6 % 36,9% |443% 15% [29% |60,6%
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Taulukon 4 perusteella voidaan arvioida, mika lahtotuoteluokka eli mitka olosuhteet
ovat paras vaihtoehto kudoksen DNA:n eristykseen Maxwell CSC -eristysautomaatilla.
Konsentraation ja saannon mittaustuloksissa parhaita tuloksia on saatu suurella kudos-
palalla yli 16 tunnin inkubaatioajalla (B16) seka pienella kudospalalla kahden tunnin in-
kubaatioajalla (A2). Konsentraation ja erityisesti saannon mittauksissa tavoitellaan
mahdollisimman korkeaa arvoa. Eristetyn DNA:n puhtauden arvioinnissa kaytettavissa
suhteutetuissa absorbanssiluvuissa A260/A280 ja A260/A230 ei puolestaan ollut juuri-
kaan eroja lahtétuoteluokkien valilla. Eristetyn DNA:n juosteiden koosta kertovassa
GQN-arvossa parhaiten menestyivat seka suuri etta pieni kudospala kahden tunnin in-
kubaatioajalla. Tassa merkittavasti alhaisemman tuloksen sai suuri kudospala yli 16
tunnin inkubaatioajalla. Ottamalla jokaisen arvoluokan keskiarvon huomioon voidaan
taulukon 4 perusteella todeta, ettd paras lahtétuote DNA:n eristykseen on pieni kudos-

pala kahden tunnin inkubaatioajalla. Keskiarvoja on vertailtu tarkemmin kuvioissa 6-9.

Tarkastelemalla taulukossa 4 esitettyja variaatiokertoimia voidaan todeta, etta vahiten
hajontaa konsentraation mittauksissa on lahtotuoteluokassa A2 eli pienessa kudospa-
lassa kahden tunnin inkubaatioajalla, jonka NanoDropin konsentraatioiden mittausten
variaatiokerroin on 18,5 % ja Qubitin 25 %. Myds saannon hajonta on kyseisessa lahto-
tuotteessa alhaisin. Eniten hajontaa tapahtuu suurella kudospalalla kahden tunnin inku-
baatioajalla, jonka NanoDropin konsentraatioiden mittausten variaatiokerroin on 38,6 %
ja Qubitin perati 54,6 %. Kaikissa lahtdtuoteluokissa hajonta suhteutetuissa absorbans-
siluvuissa A260/A280 ja A260/A230 on erittdin vahaista, ja variaatiokertoimet sijoittuvat
aallonpituuksilla 260/280 valille 1,1-1,9 % ja aallonpituuksilla 260/230 valille 2,1-3,9 %.
GQN-arvossa oli puolestaan suurta hajontaa jokaisessa lahtétuoteluokassa, ja variaa-
tiokertoimet sijoittuivat valille 54,3-60,6 %. Vahiten variaatiota GQN-arvossa tapahtui

pienelld kudospalalla yli 16 tunnin inkubaatioajalla (54,3 %).

Kuviossa 5 on havainnollistettu eri lahtdtuoteluokkien variaatiokertoimia (CV%) mita-
tuissa arvoluokissa. Kuviosta on havaittavissa, ettd merkittavasti korkeampaa hajontaa
konsentraatioissa ja saannoissa on ollut lahtétuotteella B2 eli suurella kudospalalla
kahden tunnin inkubaatioajalla. Vahiten hajontaa naissa arvoluokissa on tapahtunut
puolestaan pienelld kudospalalla kahden tunnin inkubaatioajalla (A2). Poikkeuksena
tasta on Qubitin konsentraatioiden perusteella laskettu saanto, jossa vahiten vaihtelua

on suurella kudospalalla yli 16 tunnin inkubaatioajalla (B16). Kuviosta 5 on myds ha-
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vaittavissa, kuinka kaikissa lahtétuoteluokissa hajonta on ollut pienta suhteutetuilla ab-
sorbanssiluvuilla A260/A280 ja A260/A230, ja kuinka korkeaa se on puolestaan ollut

GQN-arvossa.

Variaatiokerroin CV%

70,00%
60,00%
50,00%

40,00%

30,00%
20,00%
10,00% II
0,00% - L L

NanoDropc  NanoDrop Qubitc Qubit saanto A260/A280 A260/A230 GQN
(ng/ul) saanto (ng) (ng/ul) (ng)

HA2 mAl6 mB2 1 B16

Kuvio 5. Lahtétuoteluokkien variaatiokertoimet (CV%) eri arvoluokissa. Jokaisessa arvoluo-
kassa on asetettu lahtétuoteluokat (A2, A16, B2 & B16) vierekkain vertailun helpotta-
miseksi.

Kuvio 6 esittda pylvasdiagrammia lahtétuoteluokkien konsentraatioiden keskiarvoista.
NanoDropin (vasemmalla) ja Qubitin (oikealla) konsentraatiot ovat esitettyna erillaan.
Kuviosta on havaittavissa, etta pitoisuudeltaan eniten DNA:ta on saatu eristettya pie-
nesta kudospalasta, jonka lyysaukseen on kaytetty kahden tunnin inkubaatioaikaa (A2)
seka suurella kudospalalla, jonka lyysaukseen on kaytetty yli 16 tunnin inkubaatioaikaa
(B16). Lahtotuotteen A2 konsentraatioiden keskiarvo oli NanoDropin konsentraatioilla
566,55 ng/ul ja Qubitin 433,08 ng/ul. Lahtétuotteella B16 konsentraatioiden keskiarvo
oli NanoDropilla mitattuna 543,01 ng/ul ja Qubitilla mitattuna 447,66 ng/ul. Kuviosta on
havaittavissa, ettd NanoDropin mittausten keskiarvot olivat korkeampia kuin Qubitin.
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Kuvio 6. Pylvaskaavio Iaht6tuoteluokkien konsentraatioiden (ng/ul) keskiarvoista. Vasemman-
puoleiset pylvaat kuvaavat NanoDropilla mitattuja konsentraatioita ja oikeanpuoleiset
Qubitilla mitattuja konsentraatioita.

Kuviossa 7 havainnollistetaan sek& NanoDropin (vasemmalla) etta Qubitin (oikealla)
konsentraatioiden perusteella laskettujen saantojen keskiarvoja eri Iahtétuoteluokissa.
Jokaisen luokan keskiarvo on eriteltynd omaksi pylvaaksi. Pylvaskaaviossa on nahta-
vissa, ettd keskimaarin paras saanto on saatu suurella kudospalalla yli 16 tunnin inku-
baatioajalla (B16). Kyseisesta lahtétuotteesta on siis saatu eristettya maarallisesti eni-
ten DNA:ta.

Saanto
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Kuvio 7. Pylvaskaavio luokkien laskennallisten saantojen (ng) keskiarvoista. Vasemmalla puo-
lella olevat pylvaat kuvaavat NanoDropin konsentraation avulla laskettuja saantoja ja
oikealla puolella olevat pylvaat Qubitin konsentraation avulla laskettuja saantoja.
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Luokkien suhteellisten absorbanssien keskiarvot aallonpituuksilla 260/280 ja 260/230
ovat esitettyna yhteisessa pylvasdiagrammissa (Kuvio 8). Diagrammista on nahtavissa,
ettei [ahtotuotteella ollut merkitysta suhteellisiin absorbanssilukuihin. Kaikissa lahtdai-
neluokissa ensisijaisesti kaytettava suhteellinen absorbanssi A260/A280 on 1,88. Tois-
sijainen abrosbanssi A260/A230 oli puolestaan 2,32 kaikilla muilla Iahtdaineluokilla
paitsi suurella kudospalalla yli 16 tunnin inkubaatioajalla (B16), jolla kyseinen arvo oli
2,33. Kuvion 8 perusteella voidaan todeta, ettei kudospalan koolla eika valitulla inku-

baatioajalla ollut merkitystd naytteen puhtauteen.

Absorbanssi A

2,50

2,00
1,50
1,00
0,50
0,00

A260/A280 A260/A230

HA2 mAl16 mB2 nB16

Kuvio 8. Pylvaskaavio suhteutettujen absorbanssilukujen keskiarvoista. Vasemmalla puolella
olevat pylvaat kuvaavat absorbansseja aallonpituuksilla 260/280 ja oikealla puolella ole-
vat aallonpituuksilla 260/230.

Kuvio 9 esittda pylvasdiagrammia Fragment Analyzerin antamien GQN-arvojen keskiar-
voja eri lahtéaineluokissa. GQN-arvon arvovali on 0—10, mutta koska mikaan lahtdtuote-
luokka ei keskiarvoltaan ollut yli 5, on diagrammissa arvovalina 0-6. Fragmenttikooltaan
yli 10 000 bp pituista DNA-juostetta on onnistuttu saamaan eniten kahden tunnin inku-
baatioajalla seka pienesta ettd suuresta kudospalasta (A2 & B2), joissa noin puolet eris-
tetyn DNA:n juosteista ylitti fragmenttikooltaan asetetun 10 000 eméasparin (bp). Merkit-
tavasti muista alhaisempi GQN-arvo on saatu suuresta kudospalasta yli 16 tunnin inku-
baatioajalla (B16), jossa vain 24,6 % DNA-juosteista on pituudeltaan ollut yli asetetun

fragmenttikoon.
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Kuvio 9. Pylvaskaavio GQN-arvon keskiarvoista eri lahtdaineluokille.

6 Pohdinta

Opinnaytetyon tarkoituksena oli selvittéda, soveltuuko uusi Genomic DNA kit kudospalo-
jen DNA:n eristdmiseen Maxwell CSC-eristysautomaatillla. Lisaksi tarkoituksena oli tut-
kia, minka kokoisella kudospalalla ja milla inkubaatioajalla saa eristettya mahdollisim-
man laadukasta DNA:ta. Saaduista mittaustuloksista voidaan todeta, ettd DNA:ta saa-
daan eristettya kudosnaytteistd Maxwell CSC —eristysautomaatilla ja eristetty DNA oli

laadukasta. Uusi Genomic DNA kit siis soveltuu DNA:n eristamiseen kudospaloista.

Uudella menetelmalla DNA:n eristys tapahtui huomattavasti nopeammin, silla vanhalla
fenolikloroformiuuttomenetelmalla eristetyn DNA:n konsentraatiota ja laatua paastiin
tarkastelemaan aikaisintaan seuraavana paivana eristyksen aloittamisesta. Uudella
menetelmalla laadullisia tarkasteluita paasee tekemaan jo muutaman tunnin kuluessa
eristysprosessin aloituksesta. Uuden menetelman avulla eristdminen on vahemman
tydlasta myds laboratorion tydntekijoille, kun kasin tehtavia tydvaiheita on vdahemman

eika sentrifugointeihin tarvitse kayttaa aikaa.

Opinnaytetydn merkitys tilaajalle ja potilaille on merkittava, silla potilaat saavat uuden
menetelman ansiosta tutkimustulokset aikaisempaa nopeammin, kun uuttovaiheessa ei
tarvitse odottaa seuraavaan paivaan ennen seuraaviin tydvaiheisiin siirtymista. Maxwell
CSC —eristysautomaatti mahdollistaa myods sen, ettd DNA:ta voidaan jatkossa eristaa
useamman potilaan kudosnaytteistd samanaikaisesti, jolloin yha useampi potilas saa
mahdollisen diagnoosinsa nopeammin. Automatisoitu menetelma vapauttaa myos

tydntekijoiden resursseja, mika lisaa tehokkuutta Genetiikan laboratoriossa.
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6.1 Tuloksiin vaikuttavat tekijat

Kun tarkastelee saatuja tuloksia tutkimuskysymysten nakdkulmasta, paras koko-
naisuus laadun ja pilkkoutuneisuuden suhteen saadaan pienelld kudospalalla kahden
tunnin inkubaatioajalla. Naissa olosuhteissa kasitelty ndyte on vahiten pilkkoutunutta ja
saanto pysyy hyvana, minka perusteella naissa olosuhteissa kasitellyt naytteet soveltu-

vat parhaiten jatkoanalyysiin.

6.1.1 Olosuhteiden vaikutus saantoon

Taulukon 4 perusteella paras saanto saadaan suurella kudospalalla yli 16 tunnin inku-
baation aikana. Paras saanto lahtotuotteella B selittyy mahdollisesti silla, etta suuren
kokonsa ansiosta kudospalassa myos todennakoisesti on eniten DNA:ta. Huonoin
saanto kyseisella l1ahtotuotteella B ja kahden tunnin inkubaatiolla selittyy mahdollisesti
nimenomaan lyhyella lyysausajalla. Kahden tunnin lyysauksen aikana ison kudospalan

solut eivat kerked hajoamaan yhta tehokkaasti kuin pidemman lyysauksen aikana.

Huonoin saanto saatiin 16 tunnin inkubaatioajalla ja pienelld kudospalalla. Yli 16 tunnin
inkubaatio saattaa olla liian tehokas ja pitka pienelle kudospalalle, jolloin saanto jaa
my0s vahaiseksi. Pienella kudospalalla ja kahden tunnin inkubaatiolla saanto oli
toiseksi paras, silla inkubaatioaika oli optimaalisin pienelle kudospalalle. Solujen solu-
kalvot saatiin hajotettua tehokkaasti ja niiden sisaltd vapautettua lyysausliuokseen kui-

tenkaan solun sisaltda vaurioittamatta.

Lasketuissa saannoissa hajonta on ollut suurta jokaisessa lahtétuoteluokassa. Tama
johtuu mahdollisesti siita, ettei menetelman testauksessa kaytetty mitdan vaakaa nay-
temaaran mittaamiseksi, vaan naytemaara otettiin kudospalasta silmamaaraisesti. Toi-
saalta saannon hajontaa voi selittda myos eluutiotilavuus. Maxwell CSC -eristysauto-
maatti eluoi eristetyn DNA:n 50 ul TE-liuokseen, josta eluutioliuos pipetoitiin eristyksen
valmistettua. Kuitenkin joissain naytteissa eluutioliuoksen sekaan oli jaanyt magneetti-
partikkeleita ja liuosta ei saatu pipetoitua taysin 50 pl verran. Kuitenkin saantoa las-
kiessa on jokaisen naytteen eluutiotilavuudeksi asetettu 50 yl ennen laimennoksia.

Laskettu saanto voi siis olla joissakin naytteissa virheellisesti korkea.
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6.1.2 Konsentraatio

Konsentraatioiden ja niista laskettujen saantojen tuloksissa toistui se, ettd NanoDropin
tulokset olivat korkeammat kuin Qubitin. Tdma selittyy menetelmien tarkkuudella. Na-
noDropilla nukleiinihappojen konsentraation mittaus perustuu niiden kykyyn absorboida
valoa aallonpituudella 260 nm. DNA:n lisdksi myds RNA on nukleiinihappo ja taten
my0s se absorboi valoa kyseisella aallonpituudella. Qubitin fluoresenssimittaus perus-
tuu fluoresoivaan merkkiaineeseen, joka sitoutuu spesifisesti nimenomaan kaksijuostei-
seen DNA:han. Fluoresenssimittaus on tasta syysta luotettavampi tapa DNA:n kon-
sentraation mittaamiseksi. Mittauksien ero voidaankin selittaa silla, etta eristetyn DNA:n
joukossa on ollut RNA:ta, joka on virheellisesti nostanut NanoDropin mittaaman DNA:n

konsentraation arvoa.

6.1.3 Pilkkoutuneisuus

Tarkasteltaessa GQN-arvoa eli DNA:n pilkkoutuneisuutta parhaimmat arvot saatiin
kahden tunnin inkubaatioajalla. Taman voisi mahdollisesti selittda verrattain lyhyt,
mutta tehokas naytteiden ravistelu. Pitkaaikainen naytteiden seisotus korkeassa lam-
poétilassa voi aiheuttaa nukleiinihappojen denaturoitumista eli nukleiinihappojen raken-
teen rikkoutumista (Solunetti 2006). Rikkoutunut nukleiinihappojen rakenne vaikeuttaa
geenien tunnistamista, silla geeneja koodaavien proteiinien aminohappojarjestysta ei
talldin voida selvittaa (Alberts, Johnson & Lewis 2002). Talldin kyseinen DNA ei sovel-
tuisi mydskaan jatkomenetelmiin, silld mutaatiota aiheuttavaa geenia ei voida luotetta-

vasti tunnistaa.

Jokaisessa lahtotuoteluokassa GQN-arvossa oli paljon hajontaa. Saatujen tulosten
pohjalta (Liite 3) huomattiin, ettéd ne naytteet, joiden DNA:n eristyksen ja Fragment
Analyzerin ajon valilla ei ollut montaa paivaa, antoivat Iahes poikkeuksetta parempia
GQN-arvoja eli niiden DNA-juosteiden fragmenttikoko oli suurempaa. Aikaisemmissa
ajoissa jo eristettyja naytteita seisotettiin useampi paiva jaakaappilampotilassa ennen
niiden valmistelemista Fragment Analyzeriin. Eristetyn DNA:n sailytysajalla on siis ollut
merkitysta tulosten kannalta. Sailytysaikana eristetty DNA on jonkin verran hajonnut.
Sailytysajan lisaksi voisi ajatella, onko alhaisella Iampétilalla ollut jokin merkitys DNA:n
pilkkoutuneisuuteen, silla naytteet, jotka eivat olleet kylmasailytyksessa, antoivat par-

haita tuloksia pilkkoutumisen suhteen.
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Kudospalan koolla ei ollut merkittdvaa vaikutusta pilkkoutuneisuuteen (GQN 5,0 ja
GQN 4,98), kun inkubaatioaika on ollut kaksi tuntia. Sen sijaan yli 16 tunnin inkubaa-
tiossa suuri kudospala on ollut hyvin pilkkoutunutta (GQN 2,46) ja nain ollen huonolaa-
tuisinta. Pienen kudospalan pilkkoutuneisuus yli 16 tunnin inkubaatioajalla oli puoles-
taan melko lahella kahden tunnin inkubaation GQN-arvoja (GQN 4,56).

6.2 Luotettavuus

Genetiikan laboratoriossa tyoskentely vaatii erityista huolellisuutta ja tarkkuutta. Jokai-
sen analyysiprosessin tulee olla varmistettu, jotta saatuja tuloksia voidaan pitaa luotet-
tavina. Oppinadytetydssa testattiin ja optimoitiin uutta Genomic DNA Kittid, mutta muu-
ten opinnaytetydn toteutuksessa on kaytetty Genetiikan laboratoriossa jo todennettuja

menetelmia.

Opinnaytetydssa eristetyn DNA:n laatutekijdiden mittaamiseksi on kaytetty kolmea ana-
lysaattoria, jotka ovat NanoDrop 1000, Qubit 3.0 ja Fragment Analyzer 5200. Nama
analysaattorit ovat Genetiikan laboratoriossa verifioituja eli niiden toimivuus on varmis-
tettu eristetyn DNA:n analysointiin. Verifioinnin takia voidaan olettaa, etta analysaattori
antaa todenmukaisia tuloksia ja niita voidaan pitaa luotettavana. Jotta tuloksista olisi
saatu viela luotettavammat, olisi niiden todenmukaisuus voitu varmistaa suorittamalla
rinnakkaismittaukset eli mittaamalla sama nayte toistamiseen. Aikataulullisesti tama ei

kutenkaan ollut opinnaytetyon toteutuksessa mahdollista.

Genetiikan laboratorion toimintaa ei voitu supistaa opinnaytetydn toteutusvaiheen
ajaksi, mika tarkoitti sita, etta tydntekijdiden resurssit olivat suurimmaksi osaksi suun-
nattu oikeiden potilasnaytteiden tutkimuksiin ja diagnostiikkaan. Tasta syysta opinnay-
tetydn toteutuksessa korostui itsenadinen tydskentely. Tyéskentelyssa on noudatettu
tarkasti laadittuja menetelmaohjeita seka kaytetty erityista tarkkuutta etenkin kasin teh-

tavissa tybvaiheissa kuten pipetoinnissa, joissa virheita voi sattua herkasti.

Tyo6skentelyssa on pidetty huolta siita, etta kaytettavat analysaattorit ovat olleet kalib-
roituja ja niille on tehty paivittaiset huoltotoimenpiteet. Kaytettavat reagenssit sailytettiin
oikeaoppisesti ja niistd varmistettiin niiden voimassaolo. Opinnaytetydn toteutuksessa
eristykset ja mittaukset tehtiin suurimmaksi osaksi eri paivina ja toteutusvaiheessa huo-
lehdittiin siita, etta eristettyja DNA-naytteita sailytettiin jaakaapissa aina, kun niista ei
suoritettu mittauksia. Tydskentelyn vaiheissa pidettiin huolta myds siita, ettd jokainen

nayteputki oli tarkasti merkitty tunnisteella.
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Opinnaytetydn luotettavuutta on varmistettu kattavalla tiedonhaulla. Teoriataustan tu-
eksi on kaytetty tieteellisia vertaisarvioituja artikkeleita, oppikirjoja seka tunnetusti luo-
tettavien jarjestdjen sivustoja. Opinnaytetydssa tiedonhaussa merkittdvassa roolissa on
ollut kaytettavien analysaattorien laiteohjeet, jotka on laatinut laitevalmistaja. Opinnay-
tetydssa kaytetyt tiedot ovat otettu vain luotettavista lahteista ja ne on merkitty Metro-
polian lahdeviitteiden mukaisesti. Opinnaytetydssa on pidetty huolta siita, ettei [ahteista

ole suoraan kopioitu tietoa ja opinnaytetyd on tarkistettu plagioinnin varalta.

6.3 Eettisyys

Opinnaytetydssa on noudatettu hyvia tieteellisen menettelytavan perusperiaatteita. En-
nen opinnaytetydn toteutusta opinnaytetyolle luotiin suunnitelma ja varsinaiselle toteu-
tukselle haettiin tutkimuslupaa, eettistd ennakkoarviointia tyéssa ei tarvittu. Tutkimus-
eettinen neuvottelukunta maarittelee, etta ennen toteutusta on sovittava myos kaytetta-
vissa olevista aineistoista, aineiston kasittelysta ja aineiston julkistamisesta. (Tutkimus-
eettinen neuvottelukunta 2023). Koko opinnaytetydn ajan kaikkea toimintaa dokumen-

toitiin ja raportoitiin tarkasti.

Opinnaytetyon toteutusvaiheessa kasiteltiin potilasmateriaalia ja biologisia naytteita.
Tutkimuksellisen tyon aikana kaytetyt kudokset olivat peraisin oikeista jo diagnoosin
saaneista potilaista. Potilaat pyrittiin pitamaan mahdollisimman anonyymeina koko
opinnaytetydprosessin ajan. Tama varmistettiin luomalla jokaiselle potilaalle uusi nayte-
numero, jonka perusteella ei ollut endd mahdollisuutta selvittda esimerkiksi potilaan ni-
mead, henkilétunnusta tai diagnoosia. Opinnaytetydn aikana meille ei mydskaan selvin-

nyt, oliko kasittelemamme kudos peraisin potilaan munasarjoista vai rinnasta.

6.4 Ammatillinen kasvu

Opinnaytetydn toteutus tapahtui taysin uudessa ymparistdssa uusin valinein ja mene-
telmin. Menetelmaperiaatteisiin tutustuminen vei paljon aikaa eika ongelmatilanteilta-
kaan valtytty. Hyva perehtyminen menetelmien periaatteisiin auttoi kuitenkin ymmarta-
maan, miten eteen tulleesta laiteongelmasta selvitaan ja mika mittauksessa on mennyt
pieleen. Uusiin menetelmiin tutustuminen helpottaa myos varmasti jatkossa tyoela-
maan siirtymista, silla kaikki yleisimmat kaytossa olevat menetelmat eivat olekaan tay-

sin vieraita.
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Opinnaytetydn toteutuksessa itsenaisen ja huolellisen tyéskentelyn merkitys korostui.
Toteutuksessa seurattiin tarkasti annettuja suullisia ja kirjallisia ohjeita. Itsenainen tyds-
kentely vaatii myos lapinakyvyytta ja rehellisyytta, ja ongelmatilanteissa taytyi kyeta
pyytamaan neuvoa tilanteen korjaamiseksi. Tydskentely Genetiikan laboratoriossa oli
uutta, ja erityisesti aluksi taytyi kiinnittaa erityistd huomiota aseptiikkaan. Genetiikan la-
boratoriossa aseptiikasta huolehtiminen on erityisen tarkeaa, ettei naytteet kontami-

noidu toisella nukleiinihapolla.

Prosessin aikana tiedonhaku ja Iahdekriittisyys kehittyivat myos valtavasti. Lahdemate-
riaalia oli joihinkin teoriaosuuksiin valtavasti, joten kaiken materiaalin seasta oli osat-
tava valita tarkeimmat ja juuri ne lahteet, jotka ovat opinnaytetydn kannalta olennaisia.
Myés tydelamassa on osattava etsia luotettavaa tietoa mahdollisten ongelmatilanteiden

ratkaisemiseksi.

Tybelamaa ajatellen ehka tarkeimpana ominaisuutena kehittyivat ryhnmatydskentelyn
taidot ja aikatauluttaminen. Tydskentely tapahtui I&hes joka paiva eri ihmisten kanssa
ja tilat olivat hyvin rajalliset, joten kaikkien kanssa piti kommunikoida avoimesti ja suun-
nitella, missa jarjestyksessa ja milloin kukin hoitaa omat tydvaiheensa, jotta valtyttaisiin

naytteiden pilaantumiselta ja esimerkiksi liian pitkilta naytteiden seisotuksilta.

6.5 Kehittamisehdotukset

Opinnaytetytssa eristettavat naytekudokset olivat erilaisia rinta- ja munasarjakudoksia,
ja mittaustulosten perusteella niiden DNA:ta saa eristettya Maxwell CSC -eristysauto-
maatilla kayttden uutta Genomic DNA kittia. Opinnaytetydssa eristetystd DNA:sta ei
tehty jatkotutkimuksia eettisista ja aikataulullisista syista. Opinnaytetydn tilaaja eli Mei-
lahden Genetiikan laboratorio voisikin tehda eristetystd DNA:sta jatkotutkimukset ja
verrata, yhtenevatkd ne vanhalla fenolikloroformi eristysmenetelmalla saatuihin tulok-

siin.
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Opinnaytetyon julkaisemisen yhteydessa ilmeni, ettd Genomic DNA kitin varsinaisissa
tybohjeissa naytteisiin olisi kuulunut jossain tydvaiheessa lisata RNA-polymeraasia.
Opinnaytetydn toteutuksessa tata tydvaihetta ei tiedetty ja sen seurauksena tyovaihetta
ei tehty. Tasta huolimatta opinnaytetydssa DNA:n eristys onnistui. Genetiikan laborato-
riossa voitaisiin testata DNA:n eristamista kudospaloista myoés ylimaaraisella tyévai-

heella ja verrata eristetyn DNA:n laatua siihen, kun sita ei ole noudatettu.

Opinnaytetydn tulosten perusteella menetelma voitaisiin validoida ja ottaa kayttéén kor-
vaamaan nykyinen fenolikloroformi eristysmenetelma rinta- ja munasarjakudoksille. Va-
lidoimiseksi Genetiikan laboratorion tulee testata viela menetelman toistettavuutta.
Opinnaytetydssa testattiin eristykseen optimaaliset olosuhteet, ja Genetiikan laborato-
rio voi hyddyntaa tata kirjoittaessaan menetelmalle tydohjetta. Mikali menetelma saa-
daan kayttdon, voisi sen tulevaisuudessa testata koskemaan myés muita tuumori- ja

kudosnaytteita.
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Kudoslysaattien valmistaminen kudoksista

Kudosnaytteiden koko valitaan 5-50 mg:n valiltd. Opinnaytety6ta tehdessa ei ollut kay-

tettavissa vaakaa, joten naytekooksi valikoitua kahdenkokoisia naytteita. Nayte A: nup-

pineulan paan kokoinen pala. Nayte B: Noin kaksinkertainen naytteen A kokoon nahden.

Kitin mukaan voidaan kayttaa eluutiotilavuutena 50-200 pl. Opinnaytetydssa eluutiotila-

vuutena 50 pl. Kudosnaytteet sailytetty pakastettuina ja sulatettu ennen kudoslysaattien

valmistamista.

TYOOHJE:

1.

2.

10.

11.

12.

13.

Asetetaan lampaoblokin lampédtila 56 °C:een ja merkitdan nayteputket

Siirretdan leikatut kudokset niille merkittyihin putkiin ja leikataan kudospalat pie-
nempiin paloihin lyysausajan lyhentamiseksi. Sentrifugoidaan nayteputkia 15

sekunnin ajan, jotta naytepalat laskeutuvat putken pohjalle.

Lisatdan 300 pl aquaa nayteputkeen.

Lisataan jokaiseen nayteputkeen 30 pl proteinaasi K-liuosta.

Suljetaan putket ja sentrifugoidaan taydella nopeudella 10 sekunnin ajan.
Jokaiseen putkeen lisadtdan 300 pul lyysausliuosta

Suljetaan jokainen putki ja sentrifugoidaan maksiminopeudella 10 sekuntia
Jatetaan putket inkuboitumaan 56 C:een jollakin seuraavista ohjelmista:
lampaoblokkiin 1500 rpm ja enintaan 2 tunnin seisotus

vahintaan 16 tunnin seisotus ilman ravistelua

. Vorteksoidaan naytteita 10 sekunnin ajan maksimivoimakkuudella

Sentrifugoidaan naytteitd 5 minuutin ajan maksiminopeudella. Kaikki mahdolli-

sesti sulamaton naytemassa sakkautuu putken pohjalle.

Siirretdan supernatantti inkubointiputkesta uuteen putkeen niin, ettd mahdolli-

nen saostuma jaa inkubointiputken pohjalle.
Lisataan jokaiseen putkeen 300 pl lyysausbufferia

Suljetaan korkit, vorteksoidaan ja sentrifugoidaan maksiminopeudella 10 sekun-

nin ajan.
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14. Valmistetaan Maxwellin naytekasetit

15. Siirretdan kudosnayte kasetin 1. syvennykseen ja sekoitetaan kudosnayte ka-
setin sidosliuokseen. Naytetta sekoitetaan liuokseen vahintaan 10 kertaa, jotta

syvennykseen muodostuu homogeeninen seos.
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Fragment Analyzer 5200 — kuoppalevyn valmistelu

Ennen kuoppalevyjen valmistelua laimenna naytteet 1:1 suhteella TE-liuokseen. Pipetoi
ensin 3 ul TE-liuosta, jonka jalkeen pipetoi 3 ul naytettad. Vortexoi laimennos ja kayta

nopeasti fuugissa. Laimennokset voidaan tehda erilliselle kuoppalevylle.

Kuoppalevyn valmistus Fragment Analyzeriin, Genomic 50 kb kit:

Pipetoi 199 ul Diluent Markeria 96-kuoppalevyn kuoppiin

2. Lisaa 1 pl naytetta jokaiseen naytekuoppaan ja 1 yl ladderia kuoppalevyn jokaisen
kaytossa olevan rivin viimeiseen kuoppaan

3. Lisaa vajaan rivin tyhjiin kuoppiin 24 ul Blank Solutionia

4. Aseta muovikalvo kuoppalevyn paalle, vortexoi kevyesti ja kayta kuoppalevy sentri-
fugissa

5. Irroita muovikalvo ja aseta kuoppalevy Fragment Analyzeriin
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Taulukko 1.  Mittaustulokset A2 naytteille (pieni kudospala kahden tunnin inkubaatioajalla)
Qpati | Eris- Lai- | Na- Na- Qubit | Qubit | A260/A28 | A260/A23 | GQ
nu- tys men | noDro | noDro | ¢ Saant | 0 0 N
mero nos (pc o] (ng/ul | o

\'} (ng/ul) | Saant |) n

(ui) o (ng) (ng)
GK22 | 3.syys | 100 | 602,16 | 60216 | 493 47328 | 1,87 2,39 2,4
-1199
GK22 | 19.syy | 150 | 457,69 | 68653, | 480 70080 | 1,89 2,38 7,6
-1199 | s 5
GK22 | 19.syy | 100 | 627,98 | 62798 | Too - 1,89 2,34 7
-1199 | s high
GK24 | 3.syys | 100 | 670,33 | 67033 | 513 49248 | 1,88 2,36 4,7
-1139
GK24 | 19.syy | 150 | 592,06 | 88809 | 493 71978 | 1,86 2,33 8,1
-1139 | s
GK24 | 3.syys | 100 | 572,4 57240 | 380 36480 | 1,89 2,34 23
-1140
GK24 | 30.elo | 200 | 595,88 | 11917 | 400 78400 | 1,84 2,36 2,2
-1141 6
GK24 | 3.syys | 100 | 576,34 | 57634 | 347 33312 | 1,87 2,3 7,8
-1142
GK24 | 30.elo | 200 | 389,15 | 77830 | 453 88788 | 1,86 24 0,4
-1143
GK24 | 30.elo | 50 363,13 | 18156, | 200 9200 1,86 2,22 8,1
-1144 5
GK24 | 19.syy | 150 | 692,86 | 10392 | 507 74022 | 1,94 2,16 7,4
-1144 | s 9
GK24 | 19.syy | 150 | 682,72 | 10240 | 607 88622 | 1,93 2,26 4,3
-1144 | s 8
GK24 | 3.syys | 100 | 542,46 | 54246 | 324 31104 | 1,86 2,29 2,7
-1168
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2 (4)
Taulukko 2.  Mittaustulokset A16 naytteille (pieni kudospala yli 16 tunnin inkubaatioajalla)
Qpati | Eris- Lai- | Na- Na- Qubit | Qubit | A260/A28 | A260/A23 | GQ
nu- tys men | noDro | noDro | ¢ Saant | 0 0 N
mero nos (pc o] (ng/pl | o (ng)

\") (ng/ul) | Saant |)
(1) o (ng)

GK22 | 30.elo | 100 | 577,29 | 57729 | 453 43488 | 1,85 2,32 2,8
-1194
GK22 | 30.elo | 50 625,97 | 31298, | 400 18400 | 1,89 2,36 0,2
-1198 5
GK24 | 3.syys | 50 405,09 | 20254, | 283 13018 | 1,82 2,14 54
-1139 5
GK24 | 19.syy | 50 360,23 | 18011, | 270 12420 | 1,85 2,21 8,8
-1139 | s 5
GK24 | 3.syys | 100 | 499,62 | 49962 | 380 36480 | 1,86 23 2,6
-1140
GK24 | 9.syys | 100 | 486,13 | 48613 | 413 39648 | 1,86 2,42 1,4
-1140
GK24 | 19.syy | 50 560,33 | 28016, | 440 20240 | 1,86 2,27 6,1
-1140 | s 5
GK24 | 30.elo | 150 | 461,98 | 69297 | 327 47742 | 1,89 2,45 2,6
-1141
GK24 | 9.syys | 150 | 456,17 | 68425, | 340 49640 | 1,86 2,36 7,6
-1141 5
GK24 | 19.syy | 100 | 491,83 | 49183 | 393 37728 | 1,9 2,43 7,8
-1141 | s
GK24 | 30.elo | 100 | 279,5 | 27950 | 203 19488 | 1,87 2,31 7.1
-1143
GK24 | 30.elo | 50 501,55 | 25077, | 167 7682 1,93 2,16 6,2
-1144 5
GK24 | 19.syy | 100 | 435,78 | 43578 | 279 26784 | 1,93 2,35 53
-1144 | s
GK24 | 19.syy | 100 | 598,08 | 59808 | 480 46080 | 1,88 2,38 3,8
-1144 | s
GK24 | 3.syys | 50 697,8 34890 | 440 20240 | 1,88 2,27 4,3
-1168
GK24 | 9.syys | 100 | 409,93 | 40993 | 246 23616 | 1,88 24 2
-1168
GK24 | 19.syy | 100 | 419,99 | 41999 | 207 19872 | 1,97 2,32 3,6
-1168 | s
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Taulukko 3.  Mittaustulokset B2 naytteille (suuri kudospala kahden tunnin inkubaatioajalla)
Qpati | Eris- Lai- | Na- Na- Qubit | Qubit | A260/A28 | A260/A23 | GQ
nu- tys men | noDro | noDro | c Saant | 0 0 N
mero nos (pc o] (ng/pl | o (ng)

\") (ng/ul) | Saant |)

(1) o (ng)
GK22 | 3.syys | 100 | 573,02 | 57302 | 493 47328 | 1,84 2,29 29
-1195
GK22 | 3.syys | 150 | 659,84 | 98976 | Too - 1,89 2,36 2,1
-1199 high
GK22 | 19.syy | 100 | 277 27700 | 241 23136 | 1,88 2,34 8,2
-1199 | s
GK22 | 19.syy | 100 | 193,56 | 19356 | 233 22368 | 1,89 2,38 7,5
-1199 | s
GK24 | 30.elo | 100 | 628,11 | 62811 | 447 42912 | 1,89 2,25 4,7
-1138
GK24 | 3.syys | 200 | 508,19 | 10163 | 447 87612 | 1,85 2,34 2,6
-1140 8
GK24 | 30.elo | 100 | 622,16 | 62216 | 553 53088 | 1,86 2,25 1,6
-1141
GK24 | 3.syys | 200 | 286,98 | 57396 | 243 47628 | 1,88 2,31 8,3
-1142
GK24 | 30.elo | 100 | 297,89 | 29789 | 223 21408 | 1,87 2,38 8,5
-1143
GK24 | 3.syys | 200 | 596,84 | 11936 | 4,86 952,5 | 1,91 2,31 34
-1168 8 6
Taulukko 4.  Mittaustulokset B16 naytteille (suuri kudospala yli 16 tunnin inkubaatioajalla)
Qpati | Eris- Lai- | Na- Na- Qubit | Qubit | A260/A28 | A260/A23 | GQ
nu- tys men | noDro | noDrop | c Saant | 0 0 N
mero nos |pc Saanto | (ng/pl | o (ng)

v (ng/ul) | (ng) )

(1)
GK22 | 30.elo | 150 | 696,53 | 104479, | 593 86578 | 1,88 2,26 1,2
-1194 5
GK22 | 3.syys | 100 | 616,54 | 61654 447 42912 | 1,86 2,36 1,6
-1195
GK22 | 30.elo | 100 | 589,84 | 58984 440 42240 | 1,85 2,41 0,4
-1198
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GK24 | 30.elo | 150 | 110,14 | 16521 66,2 9665, | 1,84 2,24 4,5
-1138 2
GK24 | 3.syys | 150 | 591,52 | 88728 667 97382 | 1,84 2,37 1,6
-1140
GK24 | 9.syys | 100 | 539,54 | 53954 360 34560 | 1,86 23 1,5
-1140
GK24 | 19.syy | 150 | 531,64 | 79746 580 84680 | 1,88 2,36 3,7
-1140 | s
GK24 | 30.elo | 200 | 503,05 | 100610 | 480 94080 | 1,88 2,39 1,7
-1141
GK24 | 9.syys | 250 | 485,48 | 121370 | 299 73554 | 1,89 2,41 47
-1141
GK24 | 19.syy | 150 | 623,36 | 93504 620 90520 | 1,9 23 52
-1141 | s
GK24 | 30.elo | 200 | 602,18 | 120436 | 513 10054 | 1,87 2,28 2,6
-1143 8
GK24 | 3.syys | 100 | 414,16 | 41416 353 33888 | 1,88 2,33 2,7
-1168
GK24 | 9.syys | 200 | 556,57 | 111314 | 269 52724 | 1,92 2,38 1,9
-1168
GK24 | 19.syy | 150 | 741,65 | 111247, | 580 84680 | 1,94 2,19 1,2
-1168 | s 5




