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Aivoissa tapahtuva tiedonvalitys perustuu hermosolujen valiseen sahkodiseen ja
kemialliseen viestintdan. Kemiallisesta viestinndsta vastaavat valittdjdaineet, joiden
tehtdvand on siirtdd hermosolussa sahkoisesti kulkeva viesti kemiallisessa muodossa
synapsiraon yli seuraavaan hermosoluun. Serotoniini on yksi aivojen tarkeimmista
hermoimpulssia voimistavista valittdjaaineista, jonka maardn on todettu vahentyvan
esimerkiksi masennustiloissa. Aivojen serotoniinivajetta pyritddn korjaamaan muun
muassa estamalla sen takaisinkuljetusta hermosoluun. Talla mekanismilla toimivia
masennuslaakkeitd kutsutaan selektiivisiksi serotoniinin takaisin oton estdjiksi (SSRI),
joista masennuslaake sitalopraami on yksi esimerkki. Serotoniinipitoisuutta voidaan pyrkia
korjaamaan myds estamalla serotoniinin hajotusta hermosoluissa.

Taman insindorityon tavoitteena oli pystyttaa ja optimoida serotoniinin metaboliaan liitetyn
MAOA-uVNTR-polymorfian ja sitalopraamin farmakodynamiikkaan liittyvien SHTTLPR ja
rs25531  polymorfioiden  maaritysmenetelma. MAOA-uVNTR  on  serotoniinia
presynaptisissa hermopaatteissd hajottavan MAOA-entsyymin saatelyalueella oleva,
entsyymin tehokkuuteen vaikuttava vaihtelevalukuinen toistojakso. 5SHTTLPR ja rs25531
ovat serotoniinin  kuljetusproteiinin  SLC6A4:n transkriptiotehokkuuteen vaikuttavia
polymorfioita, jotka sijaitsevat kuljetusproteiinia koodaavan geenin saatelyalueella.

Menetelman pystytyksen ja optimoinnin jalkeen tutkittujen polymorfioiden yleisyys
maadritettin -~ oikeuslaéketieteellisestd  tutkimusaineistosta.  Aineisto  oli  valittu
verrokkiaineistoksi sitalopraamin farmakogenetiikan ja itsemurhien valista yhteytta
tutkivaan vaitdskirjatybhon. Saatujen tulosten oikeellisuus ja menetelméan luotettavuus
varmistettiin lopuksi vielda sekvensoinnin avulla.

Menetelm& saatiin toimimaan hyvin ja luotettavasti. Madritetyssd aineistossa yleisin
MAOA-uVNTR-alueen alleeli oli seka miehilla etta naisilla neljan toistonjakson eli nopean
entsyymitehokkuuden alleelimuoto 4 ja S5SHTTLPR-alueen yleisin alleeli sekd miehilla etta
naisilla oli normaalilla transkriptiotehokkuudella toimiva alleelimuoto 16A.

Avainsanat MAOA-UuVNTR, 5HTTLPR, rs25531, polymorfia, optimointi
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Neuronal communication is based on electronic and chemical signaling between nerve
cells. Chemical messengers, known as neurotransmitters, are responsible for signal
transmission across the synaptic cleft when electrical signal proceeds from presynaptic to
postsynaptic neuron. Neurotransmitters are divided in two categories, inhibitory and
excitatory neurotransmitters. Serotonin is one of the most important excitatory
neurotransmitter in the brain and decreased serotonergic activity may lead to depression.
In case of depression, serotonin levels may be increased by preventing the transport of
serotonin from synaptic cleft back to the presynaptic nerve cell. Drugs, acting with
described mechanism, are called selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs), of which
citalopram is one example. Serotonin levels may also be increased by blocking the
catabolism of serotonin.

The aim of this thesis was to set up and optimize a genotyping method for the MAOA-
UVNTR, 5HTTLPR and rs25531 polymorphisms. These polymorphisms are related to
metabolism of serotonin and pharmacodynamics of citalopram, respectively. MAOA-
UVNTR, situated in the regulatory region of a gene MAOA, affects the efficiency of the
forming enzyme MAOA. MAOA enzyme is responsible of serotonin metabolism in the
presynaptic nerve cell. Instead, SHTTLPR and rs25531 are polymorphisms in the
regulatory region of the SLC6A4 gene, which codes the serotonin transporter, target of
citalopram. Both SHTTLPR and rs25531 affect the transcription efficiency of the forming
protein.

After the set up and optimization of the method, the polymorphisms were analyzed from a
medico-legal research material. These subjects were selected as controls for a PhD study,
which investigates the relationship between the pharmacogenetics of citalopram and
suicide. The accuracy of the results and the reliability of the method were ensured by
sequencing the found alleles.

The developed method worked well, and it was reliable. The most common allele in the
MAOA-uVNTR area, in both men and female was allele 4, which is the rapid enzyme
effectiveness allele, and the most common allele in 5HTTLPR area, both in men and
female was the normally functioning long allele 16A.

Keywords MAOA-uVNTR, 5HTTLPR, rs25531, polymorphism, optimi-
zation

£
e —

L
Metropolia



Sisallys

Lyhenteet
1 Johdanto 1
2 Serotoniini 2
2.1 Serotoniinin kuljetusproteiinin rakenne ja toiminta 4
2.2 Serotoniinin metabolia 5
2.2.1 MAOA-entsyymin rakenne ja toiminta 5
2.2.2 MAOA-UVNTR -polymorfia 6
3 SSRI -laékkeet 8
3.1 Sitalopraami
3.2 5HTTLPR jars25531 -polymorfiat
4 Tyon tausta ja tavoitteet 12
5 Materiaalit ja menetelmat 13
5.1 Tutkimusaineisto 13
5.2 Naytteiden esikasittely 13
5.3 Degradaation vaikutus ja DNA-konsentraation optimointi 13
5.4 Dupleksi-PCR-reaktion optimointi 15
5.5 MAOA-uVNTR ja 5HTTLPR genotyyppien maarittaminen 17
5.5.1 PCR-tuotteiden erottelu kapillaarielektroforeesilla 17
5.5.2 Kapillaarielektroforeesiajon tulosten analysointi 18
5.6 rs25531-polymorfian maaritys restriktioentsyymikasittelylla 18
5.7 Sekvensointi 22
5.8 Tilastollinen tarkastelu 24
6 Tulokset ja tulosten tarkastelu 25
6.1 Menetelman pystytys 25
6.2 Polymorfioiden yleisyyden maarittaminen 32
6.2.1 B5HTTLPR jars25531 32
6.2.2 MAOA-UVNTR 34
7  Yhteenveto 37

y =
e ———

«/l:tropolia



Liitteet

Liite 1. PCR-alukkeet

Liite 2. Kapillaarielektroforeesin ajoparametrit

Liite 3. GeneMapper ID-X v.1.4 -analyysiparametrit
Liite 4. Sekvensointi

Liite 5. Kapillaarisekvensoinnin ajoparametrit

@mpolia




Lyhenteet

S5HTTLPR  Serotonin-transporter-linked polymorphic region, serotoniinin kuljetuspro-

teiiniin liittyva polymorfinen alue

Alleeli 3 Kolmesta toistojaksosta muodostuva alhaisen entsyymitehokkuuden
MAOA-uVNTR-alueen alleeli

Alleeli 3.5 Kolmesta ja puolesta toistojaksosta muodostuva tehokkaan entsyymiak-
tivisuuden MAOA-uVNTR-alueen alleeli

Alleeli 4 Neljasta toistojaksosta muodostuva tehokkaan entsyymiaktiivisuuden
MAOA-uVNTR-alueen alleeli

Alleeli 5 MAOA-uVNTR-alueen viidesta toistojaksosta muodostuva alhaisen ent-

syymitehokkuuden alleeli

Alleeli 14 Heikentyneelld transkriptiotehokkuudella toimiva neljantoista toistojakson
SHTTLPR-alueen alleeli

Alleeli 16A Normaalilla transkriptiotehokkuudella toimiva kuudentoista toistojakson
S5HTTLPR-alueen alleeli

Alleeli 16G Heikentyneelld transkriptiotehokkuudella toimiva, rs25531 SNP:n sisél-
téava kuudentoista toistojakson 5SHTTLPR-alueen alleeli

BP Base pair, eméaspari

DNA Deoxyribonucletic acid, deoksiribonukleiinihappo

FTA®-paperi Pitkaikainen kuivasailytysmenetelma paperiin imeytetyille DNA-naytteille

MAOA Monoamine oxidase A, monoamiinioksidaasi A
PCR Polymerase chain reaction, polymeraasiketjureaktio
gPCR Quantitative real-time-PCR, kvantitatiivinen reaaliaikainen PCR

y =
e ———

.

Metropolia



SLC6A4 Solute Carrier Family 6 Member 4, serotoniinin kuljetusproteiini
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1 Johdanto

Aivoissa tapahtuva viestintd perustuu hermosolujen eli neuronien valisiin yhteyksiin.
Hermosolun vastaanottama arsyke etenee sahkoéisena impulssina sen solukalvoa pitkin
ionikanavien yllapitaman sahkdisen potentiaalin avulla. Hermoimpulssin saavuttaessa
viejahaarakkeen eli aksonin paéan, sahkoéinen impulssi muuttaa muotonsa kemialliseksi.
Kemiallisesta viestinvalityksesta vastaavat aksonin paan varastorakkuloihin pakatut

valittdjaaineet.

Valittdjaaineet ovat aivoissa toimivia kemiallisia yhdisteitd, jotka valittavat hermosolus-
sa séhkoisesti kulkevan viestin kemiallisesti hermosolujen vélisen tilan eli synapsiraon
yli seuraavaan hermosoluun. Valittdjaaineet erittyvat hermosolun aksonin paan varas-
torakkuloista synapsirakoon, jonka jalkeen osa vélittdjaaineista sitoutuu edelleen vas-
taanottavan eli postsynaptisen hermosolun reseptoreihin ja viestin kuljetus jatkuu taas
sahkdoisesti. Osa vélittdjaaineista puolestaan sitoutuu presynaptisen hermosolun solu-
kalvolla oleviin autoreseptoreihin, joiden tarkoituksena on s&adella ja hillita valittajaai-
neiden vapauttamista negatiivisen palautesaatelyn avulla. Kun viesti on kulkenut
eteenpdin, ylimaaraiset valittajaaineet kuljetetaan takaisin presynaptiseen hermopéaat-
teeseen, jossa ne joko varastoidaan uudelleen tai inaktivoidaan hajottamalla. (Il-

moniemi 2001)

Valittajaaineet voidaan jakaa toiminnallisesti kahteen osaan, eksitoiviin eli hermoim-
pulssia voimistaviin valittajaaineisiin, joita ovat esimerkiksi adrenaliini, dopamiini ja se-
rotoniini, seka hermoimpulssia inhiboiviin eli estaviin valittajaaineisiin, kuten aivojen
tarkein estava valittdjaaine gamma-aminovoihappo eli GABA. Suurin osa, noin 80 -
90 % synapsien vdlittdjaaineista on aminohappoja. Amiineja, esimerkiksi serotoniini ja
dopamiini, on noin 5 - 10 %, mink& liséksi pienen ryhman (1 - 2 %) muodostavat viela

peptidit kuten oksitosiini ja endorfiini. (Ilmoniemi 2001)

Yksilolliset erot ja hairiot valittdjaaineiden toiminnassa voivat vaikuttaa monin eri tavoin.
Ongelmia voi olla niin valittdjaaineiden synteesin, kuljetuksen ja hajotuksenkin kanssa.
Tyypillisimpia valittajaaineiden hairidista aiheutuvia ongelmia, joita voidaan hoitaa l&aék-
keellisesti vaikuttamalla juuri impulssien siirtymisen kemialliseen osaan eli valittajaai-

neisiin, ovat esimerkiksi masennus ja erilaiset ahdistuneisuus- ja pelkotilat.



2 Serotoniini

Serotoniini eli 5-hydroksitryptamiini (5-HT) on aivoissa toimiva biokemiallinen valittaja-
aine. Serotoniini l6ydettiin vuonna 1948 naudan seerumista. Erittyessaan verihiutaleis-
ta serotoniini toimii verisuonia supistavana tekijana, mista myos sen nimi juontaa juu-
rensa. (Rapport, Green et al. 1948) Serotoniinin isdnad pidetdan sen lbytanytta ja ni-

mennyttd yhdysvaltalaistutkija M.M. Rapportia.

Serotoniinia tuotetaan presynaptisessa hermosolussa L-tryptofaanista melko lyhyessa
synteesiprosessissa. Ensimmaisessa vaiheessa L-tryptofaani muokataan tryptofaani-
hydroksylaasin (TPH) avulla 5-hydroksitryptofaaniksi, mink& jalkeen tryptofaanidekar-
boksylaasi muokkaa sen 5-hydroksitryptamiiniksi eli serotoniiniksi (kuva 1a). Synteesin
jalkeen serotoniini varastoidaan presynaptisen hermosolupaatteen varastorakkuloihin,
joista se tarvittaessa vapautetaan eksosytoosilla synapsirakoon. Synapsiraosta seroto-
niini sitoutuu postsynaptisen hermosolun serotoniinireseptoreihin valittden hermoim-
pulssin kemiallisesti neuronista seuraavaan. Impulssin kuljettua synapsiraon yli, yli-
maarainen serotoniini kuljetetaan takaisin presynaptiseen hermopaatteeseen serotonii-
nin kuljetusproteiniin (SLC6A4) avulla, minké jalkeen se varastoidaan uudelleen kayt-
toéa varten tai hajotetaan monoamiinioksidaasi-A:n (MAOA-entsyymi) toimesta inaktii-
viseksi 5-hydroksi-indolyylietikkahapoksi (5-HIAA) (kuva 1b) (Virkkunen 2005).
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Kuva 1. Serotoniinin synteesi (a) ja hajotus (b).



Serotoniini osallistuu my6s ruumiinlammon, tunne-elaman ja ruokahalun saatelyyn.
Lisaksi se toimii unta saatelevan pime&hormoni melatoniinin esiasteena vaikuttaen
siten myos uneen. Suurin o0sa, yli 90 %, elimistdon serotoniinista on suolistossa, jossa
se saa aikaan suolen supistelua ja liikettd. Tasta johtuen serotoniinin maaraan vaikut-

tavat la8keaineet voivat aiheuttaa sivuvaikutuksenaan suolisto-oireita. (Huttunen 2008)

2.1 Serotoniinin kuljetusproteiinin rakenne ja toiminta

SLC6A4-kuljetusproteiinin (SERT, 5-HTT) tehtdvana on kuljettaa ylimaarainen seroto-
niini synapsiraosta takaisin presynaptiseen hermopdaatteeseen viestin kuljettua synap-
siraon yli. Kuljetusproteiinia koodaava geeni, SLC6A4, sijaitsee kromosomissa 17,
kohdassa 17g11.2 ja on kooltaan noin 42 kb. SLC6A4-kuljetusproteiini on useiden ma-
sennuslaékkeiden inhibition kohteena. Laékkeiden tavoitteena on nostaa synapsiraon
serotoniinipitoisuutta ja ndin tehostaa serotoniinivaikutusta, jonka heikentymista pide-
tdan yhtend syynd masennukseen. My6s jotkin huumausaineet, kuten kokaiini, voivat
suoraan inhiboida SLC6A4-kuljetusproteiinin toimintaa ja muuttaa ndin serotoniinipitoi-
suuksia synapsiraossa. Myds amfetamiini lisdd serotoniinin maardd synapsiraossa,
mutta sen toimintamekanismi on kokaiiniin verrattuna hieman monimutkaisempi.
SLC6A4-inhibition lisdksi amfetamiini sekoittaa hermosolun sisdisia ionitasoja ja solun
yllapitamia pH-eroja, jolloin serotoniinia vapautuu myds solun sisaisista varastoista.
(Rudnick 2006)

Serotoniinin kuljetukselle ehdotetun mekanismikuvauksen mukaan (Rudnick 2006)
presynaptisen hermosolun solukalvolla olevan SLC6A4-kuljetusproteiinin aktivoitumi-
nen vaatii Na*-, CI- ja 5-HT*-ionien yhtaaikaisen sitoutumisen siihen 1:1:1 stoikiometri-
alla. Sitoutumisen jalkeen kuljetusproteiinissa tapahtuu konformaation muutos. Kon-
formaatiomuutoksen myota ionit kulkeutuvat hermosolun sisédpuolelle. lonien vapaudut-
tua kuljetusproteiinista, niiden tilalle sitoutuu solunsisdinen K*-ioni, jonka jalkeen prote-
iinin konformaatio muuttuu jalleen ja kalium kuljetetaan solusta ulos. Kaliumin vapau-
duttua solun ulkoiseen tilaan, kuljetusproteiini palautuu alkuperdiseen tilaansa. Ka-
liumin poiston tarkoituksena on pitaa serotoniinin kuljetus elektroneutraalina prosessi-

na. Serotoniinin kuljetus solukalvon lapi on esitetty kuvassa 2.
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Kuva 2. Serotoniinin kuljetus solukalvon lapi. Serotoniinin, Na* ja CI- -ionien yhtaaikainen si-
toutuminen saa aikaan SLC6A4-kuljetusproteiinin aktivoitumisen (1). Aktivaation seurauk-
sena kuljetusproteiinin konformaatio muuttuu (2) ja serotoniini kuljetetaan solun sisédpuolelle
(3). lonien vapautuessa kuljetusproteiinista niiden tilalle sitoutuu K*-ioni, joka seuraavaksi
kuljetetaan solusta ulos (3 ja 4 ja 5). Nain kuljetustapahtuma saadaan pysymaan elektro-
neutraalina prosessina.

2.2 Serotoniinin metabolia

Serotoniinin metaboliasta aivoissa vastaa presynaptisessa hermopéaatteessa toimiva

entsyymi monoamiinioksidaasi A eli MAOA.

2.2.1 MAOA-entsyymin rakenne ja toiminta

Monoamiinioksidaasi A eli MAOA on MAOA-geenin transkriptiotuotteena syntyva ent-
syymi, joka vastaa aivojen vdlittajaaineina toimivien serotoniinin, dopamiinin ja norad-
renaliinin aineenvaihdunnasta. Mitokondrioiden ulkokalvolla sijaitseva MAOA-entsyymi
hajottaa serotoniinia ja dopamiinia katalysoimalla niiden oksidaatiota eli amiiniryhman
poistoa hapetusreaktiossa. Reaktion seurauksena presynaptisen hermopaatteen sero-
toniini- ja dopamiinipitoisuudet laskevat. MAOA-entsyymia koodaava geeni sijaitsee X-
kromosomissa kohdassa Xp11.3 — Xp11.4 ja se on kooltaan noin 90 kb. (Sabol, Hu et
al. 1998)



X-kromosomaalisen sijainnin vuoksi miehet ovat MAOA:n suhteen hemitsygootteja, eli
heilla on vain yksi alleeli. Naisilla sen sijaan on kaksi X-kromosomia ja n&in ollen kaksi
alleelia, jolloin nainen voi olla MAOA-alleelien suhteen joko hetero- tai homotsygootti-
nen. On todennékoista, etté naista alleeleista kuitenkin vain toinen on kerrallaan aktii-
vinen, koska monien X-kromosomaalisten geenien kohdalla tapahtuu toisen alleelin
inaktivaatiota jo varhaisessa alkionkehityksen vaiheessa. (Nordquist and Oreland
2006) Koska X-kromosomin inaktivaatio on taman hetkisen tiedon mukaan satunnaista,
on heterotsygoottisen genotyypin kohdalla on siis mahdotonta sanoa, kumpi alleeleista
on aktiivinen. Liséksi X-kromosomaalisten geenien kohdalla esiintyy mosaikismia, el
eri alleelien aktiivisuus vaihtelee solusta tai kudoksesta toiseen. (Nordquist and
Oreland 2006) Naistd syistd naiset, etenkin heterotsygootteina, rajataan usein

MAOA:ta koskevissa tutkimuksissa tulosten ulkopuolelle. (Reif, Weber et al. 2012)

2.2.2 MAOA-uVNTR -polymorfia

MAOA:ta koodaavasta geenistd ylavirtaan oleva vaihteleva toistojakso eli MAOA-
UVNTR on serotoniinin metaboliaan liitetyn MAOA-geenin saatelyalueella oleva poly-
morfia. Tutkittava alue sijaitsee MAOA-geenin promoottorialueella 1,2 kb ylavirtaan
transkription aloituskohdasta. Alue koostuu 30 emaksen toistojaksoista. Yksi toistojak-
so  muodostuu  viidesti  toistuvasta kuuden emdaksen ydinsekvenssista
(ACC(A/G/C)G(CIT)). (Sabol, Hu et al. 1998) Toistojaksoja on puolestaan alleelista
riippuen 2, 3, 3.5, 4 tai 5. Kolmen ja neljan toistojakson alleelit ovat naista yleisimpia,
mutta yleisyyksissa on eroja eri vaestéryhmien valilla. Latinalais-amerikkalaisilla ja val-
koisella vaestoryhmalla neljan toistojakson alleeli on yleisin ja mustilla ja aasialaisilla
vaestoryhmilla kolmen toistojakson alleeli on yleisin. (Sabol, Hu et al. 1998) Alleelit
toistojaksoilla 2, 3.5, ja 5 ovat huomattavasti harvinaisempia.

On havaittu, etta toistojaksojen maard vaikuttaa geenin transkriptiotehokkuuteen ja
nain ollen myos valittajaaineiden aineenvaihduntaan. Alleeleista 3.5 ja 4 muodostuvat
entsyymit ovat aktiivisuudeltaan 2-10 kertaa tehokkaampia kuin alleeleista 3 ja 5 muo-
dostuvat. (Sabol, Hu et al. 1998) Entsyymiaktiivisuudeltaan tehokkaammat muodot
hajottavat serotoniinia aivoissa nopeammin, jolloin synapsirakoon vapautettavissa ole-
vaa serotoniinia on vAhemman. Verrattaessa vakivaltarikoksista tuomittujen ryhméan
alleeleja verrokkiryhmiin, alhaisemman entsyymiaktiivisuuden alleelit on liitetty &&rim-
maiseen vakivaltaiseen kaytokseen (Tiihonen, Rautiainen et al. 2014). Nopean ent-

syymiaktiivisuuden alleelit on taas liitetty vakavaan masennukseen miehilla (Lung,



Tzeng et al. 2011) ja paniikkih&irioon naisilla (Deckert, Catalano et al. 1999, Reif,
Weber et al. 2012). Alleelien 3, 3.5, 4 ja 5 sekvenssit on esitetty kuvassa 3.

Alleeli 3

1 accggcaccg gcaccagtac ccgcaccagt
31 accggcaccg gcaccagtac ccgcaccagt
61 accggcaccg gcaccagtac ccgcaccagt
Alleeli 3.5

1 accggcaccg gcaccagtac ccgcaccagt
31 accggcaccg gcaccagtac ccgcaccagt
61 accggcaccg gcaccagtac ccgcaccagt
91 accggcaccg gcaccagt

Alleeli 4

1 accggcaccg gcaccagtac ccgcaccagt
31 accggcaccg gcaccagtac ccgcaccagt
61 accggcaccg gcaccagtac ccgcaccagt
91 accggcaccg gcaccagtac ccgcaccagt
Alleeli 5

1 accggcaccg gcaccagtac ccgcaccagt
31 accggcaccg gcaccagtac ccgcaccagt
61 accggcaccg gcaccagtac ccgcaccagt
91 accggcaccg gcaccagtac ccgcaccagt
121 accggcaccg gcaccagtac ccgcaccagt

Kuva 3. MAOA-uVNTR -alueen toistojaksot 3, 3.5, 4 ja 5.

MAOA-uVNTR on liitetty myos kohtuuttomaan paivasaikaiseen uneliaisuuteen eli ex-
cessive daytime sleepiness, EDS:iin. (Ojeda, Nifio et al. 2014) Monet valittdjaaineet
kuten serotoniini, dopamiini ja noradrenaliini toimivat uniprosessissa. MAOA-uVNTR on
litetty my6s alkoholiriippuvuuteen, mink& on arveltu johtuvan alkoholin vaikutuksesta

MAOA:n metaboloiman dopamiinin maaraan. (Samochowiec, Che¢ et al. 2015)



3 SSRI -laakkeet

Selektiivinen serotoniinin takaisinoton estdja eli SSRI, on nimitys ryhmalle ladkeaineita,
joita kaytetddn masennuksen hoitoon. Suomessa ne ovat yleisimpia masennuksen
hoitoon kaytettyja ladkkeitd. SSRI-ladkkeiden teho perustuu spesifiseen serotoniinin
takaisinoton estamiseen synapsiraossa, jolloin serotoniinin pitoisuus synapsiraossa
pysyy korkeampana ja vaikuttaa postsynaptista hermosolua arsyttavasti. SSRI-
ladkkeiden vaikutus- eli farmakodynaamisena kohteena on presynaptisen hermosolun
serotoniinin kuljetusproteiini SLC6A4. SSRI-laékkeen sitoutuminen kohteeseensa saa
aikaan serotoniinin takaisinoton estymisen synapsiraosta presynaptiseen hermopaat-
teeseen. Spesifisyytensé vuoksi SSRI-laékkeet eivat juuri vaikuta muiden valittajaai-
neiden, kuten dopamiinin maaréaén. Masennuksen lisaksi SSRI-1a&kkeita kaytetdan
my6s muiden psykiatristen sairauksien, kuten ahdistuneisuuden, paniikkihairion ja
syomishairididen hoidossa. (Kiviniemi V. 2013)

SSRI-ladkkeita pidetaan yleisesti hyvin siedettyina l&adkeaineina juuri spesifisyytensa
vuoksi. Liséksi ne ovat turvallisempia kuin aiemmin paljon kaytetyt trisykliset masen-
nuslaakkeet, joilla yliannostuksen riski on huomattava. Suurimman riskin SSRI-
ladkityksen kanssa muodostaa serotoniinin hajottamista estavien MAOA-estdjien yhta-
aikainen kaytto, joka voi johtaa hengenvaaralliseen serotoniinioireyhtymaan. Sen vuok-
si laaketyyppia vaihdettaessa on syyta varata riittdvan pitka varoaika yhteisvaikutuksen
poissulkemiseksi. Serotoniinioireyhtymé aiheuttaa levottomuutta, hikoilua, ripulia, se-
kavuutta ja vakavimmissa tapauksissa se voi johtaa koomaan tai jopa kuolemaan.
(Laine 2000)

SSRI-laékkeille yleisia haittavaikutuksia ovat seksuaalitoimintojen hairiot, pahoinvointi,

hikoilu, ahdistuneisuus, unettomuus ja suolisto-ongelmat. (Huttunen 2008)

3.1 Sitalopraami

Sitalopraami on yksi SSRI-lAdkeryhm&éan kuuluva masennuslddke. Se on raseeminen
seos yhdisteen kahdesta enantiomeerista, inaktiivisesta R-sitalopraamista ja aktiivises-
ta S-sitalopraamista (kuva 4). Markkinoilla on my6s vain yhdisteen aktiivista enan-

tiomeeria S-sitalopraamia sisdltdva masennusladke, essitalopraami.



R-sitalopraami S-sitalopraami

Kuva 4. Sitalopraamin enantiomeerit, inaktiivinen R-sitalopraami ja aktiivinen S-sitalopraami.

Sitalopraamin, kuten muidenkin SSRI-laékkeiden, kaytdn alussa ahdistuneisuusoireet
voivat aluksi lisaéantya ja itsetuhoiset ajatukset voimistua. Tama lisda itsemurhariskia
hoidon alkuvaiheessa, etenkin nuorilla aikuisilla. Syiksi on esitetty esimerkiksi hoidon
tehottomuutta, sivuvaikutuksia ja yksilollisia eroja masennuslaakkeiden vaikutuksille.
(Healy, Langmaak et al. 1999) On jopa esitetty, ettd vakavassa masennuksessa laéke
aktivoisi passiivisia masennuksen sairastajia siten ettd itsemurhan tekemisen kynnys

madaltuisi ennen kuin laékkeen varsinainen hoitovaste alkaa. (Aldred 2005)

3.2 B5HTTLPR jars25531 -polymorfiat

S5HTTLPR on serotoniinin kuljetusproteiinia koodaavan SLC6A4-geenin saatelyalueella
oleva polymorfia. SHTTLPR-polymorfia on 20-23 emaksen toistoista muodostuva DNA-
jakso. Tasta polymorfiasta esiintyy paaasiassa kahta muotoa, 16 toistojaksosta muo-
dostuvaa pitkaa (long, I) muotoa seka 14 toistojaksosta muodostuvaa lyhytta (short, s)
muotoa (Nakamura, Ueno et al. 2000). Lyhyessa muodossa 16 toiston jakson keskelta,
toistojaksojen 6-8 alueelta, puuttuu 43 emaksen jakso sekvenssia ja jaljelle jaa 14 tois-
toa. Deleetion seurauksena SLC6A4-geenin transkriptiotehokkuus heikkenee, joka
puolestaan johtaa alhaisempaan kuljetusproteiinien maaréan presynaptisen hermoso-
lun solukalvolla. Alhaisempi kuljetuskapasiteetti heikentda puolestaan serotoniinin ta-
kaisinkuljetusta synapsiraosta hermopaatteeseen. SHTTLPR-polymorfiasta on |6ydetty

my0s lyhyempia xs-alleeleja seka pidempia xl-alleeleja.(Nakamura, Ueno et al. 2000)
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Pituuspolymorfian lisdksi SHTTLPR-alueella esiintyy myos toinen geenin transkrip-
tiotehokkuuteen vaikuttava tekija, yhden nukleotidin polymorfia eli SNP, rs25531. SNP:t
ovat yhden nukleotidin muutoksia, joita esiintyy vahintaan 1 %:lla vaestosta. SNP voi
osua sekvenssissa joko koodaavalle tai ei-koodaavalle alueelle. Koodaavalle alueelle
osuessaan SNP voi aiheuttaa aminohapon muutoksen, jolloin proteiinin ominaisuudet
voivat muuttua merkittavasti tai se voi olla niin sanottu hiljainen mutaatio, jolloin ko-
donin koodaama aminohappo ei muutu. SNP voi olla myds geenien saatelyalueilla,
kuten rs25531 tapauksessa, jolloin muutos sekvenssissa vaikuttaa geenin transkrip-

tiotehokkuuteen ja sita kautta proteiinin muodostukseen.

rs25531 on serotoniinin kuljetusproteiinia koodaavan SLC6A4-geenin promoottorialu-
eella olevan SHTTLPR-polymorfian 16 toistojakson pitkdssd muodossa esiintyva yhden
nukleotidin polymorfia. Se sijaitsee sekvenssissa alueella, joka on deletoitunut 14 tois-
tojakson lyhyessd muodossa. SNP:ssé& adeniini on vaihtunut guaniiniksi, mika taas
aiheuttaa muutoksen transkriptiotekijan sitoutumiskohdassa. (Hu, Lipsky et al. 2006)
Tahan alleeliin on myéhemmin viitattu tekstisséd 16G-alleelina. llman rs25531 SNP:&
olevaan alleeliin on viitattu tekstissa puolestaan alleelina 16A ja lyhyeen 14 toiston tois-
tojakson alleeliin alleelina 14. Alleelit 16A, 16G ja 14 on esitetty kuvassa 5. rs25531
heikentada SLC6A4-geenin transkriptiotehokkuuden lyhyen, 14 toistojakson alleelin ta-
solle. (Heils, Teufel et al. 1996) Myos 14 ja 16G -alleelien suhteen heterotsygooteilla
geenin transkriptiotehokkuus on matalampi 16A-homotsygootteihin verrattuna. (Lesch,
Bengel et al. 1996)



Alleeli 1l6A

1
24
45
68
90
113
133
156
176
198
221
242
265
287
307
329

tgcagccctc
tgcaacctcc
tgtacccctc
tgcatccccc
ttcacccctce
tgcaccccca
tgcagccccecce
tgcaccccca
tgcagccctt
tgcacctctc
tgcaaccccc
tgcacccctce
tgcacccccce
tgcaccceccg
tgcacccctc
tgcaccctac

Alleeli 16G

1
24
45
68
90
113
133
156
176
198
221
242
265
287
307
329

tgcagccctc
tgcaacctcc
tgtacccctc
tgcatccccecc
ttcacccctc
tgcacccccg
tgcagccccc
tgcaccccca
tgcagccctt
tgcacctctc
tgcaaccccc
tgcacccctc
tgcacccccece
tgcaccccecg
tgcacccctc
tgcaccctac

Alleeli 14

1
24
45
68
90
113
133
154
178
199
222
244
264
286

Kuva 5. Alleelien 16A, 16G ja 14 sekvenssit. Keltaisella merkitty alue on deletoitunut 14 tois-
tojakson alleelissa. rs25531 SNP kohteena oleva eméas on tummennettuna sekvenssissa.

tgcagccctce
tgcaacctcc
tgtacccctc
tgcatccccecc
ttcacccctce
tgcaccccca
tgcagccctt
tgcacctctc
tgcaaccccc
tgcacccctc
tgcacccccecce
tgcacccccg
tgcacccctce
tgcaccctac

ccagcatccc
cagcaactcc
ctaggatcgc
attatccccc
gcggcatccc
gcatcccccce
ccagcatctc
gcatcccceccce
ccagcatccc
ccaggatctc
attatccccc
gcagtatccc
agcatccccc
gcatcccccce
cagcattctc
cagtattccc

ccagcatccc
cagcaactcc
ctaggatcgc
attatccccc
gcggcatccce
gcatcccccce
ccagcatctc
gcatcccccce
ccagcatccc
ccaggatctc
attatccccc
gcagtatccc
agcatccccc
gcatcccccce
cagcattctc
cagtattccc

ccagcatccc
cagcaactcc
ctaggatcgc
attatccccc
gcggcatccce
gcatcccccce
ccagcatccc
ccaggatctc
attatccccc
gcagtatccc
agcatccccc
gcatcccceccce
cagcattctc
cagtattccc

ccc
tcc
cc

ccc

CeC

cc
ccc

ccc
ca

ct
cc

ccc
tcc
cc

ccc

(efele]

ccC
CCcC

ccc
ca

ct
cc

CcccC

tcc
cc
ccc

cc
ccc

CcccC
ca

ct
cc
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4 TyoOn tausta ja tavoitteet

Taman insinddrityon tavoitteena oli pystyttdd ja optimoida serotoniinin metaboliaan
litetyn MAOA-uVNTR-polymorfian ja sitalopraamin farmakodynamiikkaan liittyvien
S5HTTLPR ja rs25531 -polymorfioiden maaritysmenetelma. Menetelman pystytyksen ja
optimoinnin jalkeen tutkittujen polymorfioiden yleisyys maaritettiin oikeuslaéketieteelli-

sesta tutkimusaineistosta.

Menetelman pystytys sisalsi MAOA-uVNTR ja 5HTTLPR-dupleksiPCR:n optimoinnin,
PCR:ss& muodostuneiden DNA-fragmenttien erottelun kapillaarielektroforeesilaitteistol-
la ja muodostuneiden elektroferogrammien analysoinnin. Fragmenttianalyysista saatu-
jen tulosten perusteella SHTTLPR-alueen 16 toistojakson siséltavat naytteet jatkokasi-
teltiin vield Mspl-restriktioentsyymin avulla ja restriktioentsyymikasittelyssd muodostu-
neet DNA-fragmentit eroteltiin vield uudelleen kapillaarielektroforeesilaitteella rs25531
SNP:n havaitsemiseksi. Liséaksi osana PCR:n optimointia tutkittin DNA:n degradaatiota
eli hajoamista pitkdan sdilytetyissa vainajanaytteissa ja degradaation vaikutusta DNA:n
monistumiseen. Menetelmalla aineistosta maaritettyjen tulosten oikeellisuus ja mene-

telman luotettavuus varmistettiin lopuksi viela sekvensoinnin avulla.

Tassa insin6oritydssa tutkittava aineisto oli valittu verrokkiaineistoksi sitalopraamin
farmakogenetiikan ja itsemurhien valista yhteytta tutkivaan vaitéskirjatydhon, jonka
tapaus-verrokkitutkimusasetelmaan perustuvan tutkimuksen tarkoituksena on tutkia
onko itsemurhan tehneilla sitalopraamin kayttajilla (tapausryhma) ja sitalopraaminkayt-
tajilla joilla kuolemanluokka on muu kuin itsemurha (verrokkiaineisto) eroa MAOA-
UVNTR ja SHTTLPR -polymorfioiden suhteen.

Tybssa méaaritettavat naytteet oli haettu tietokannasta, eristetty ja kvantitoitu etukateen.
Naytteiden hakukriteerit seka eristys- ja kvantitointimenetelmat on kuvattu seuraavaksi

lyhyesti.
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5 Materiaalit ja menetelmat

5.1 Tutkimusaineisto

Tutkimusaineisto koostui Helsingin yliopiston oikeuslaaketieteen osastolla vuosina
1998-2012 tutkituista vainajanaytteista. Naytteet oli haettu toksikologian laboratorion
tietokannasta. Tassa insindoritydssa maéaaritettavan aineiston hakukriteereind olivat
positiivinen sitalopraamildydos, kuolemanluokka muu kuin itsemurha (tapausryhmassa
kuolemanluokkana itsemurha), vainajan ik& (+10 vuotta verrattuna tapausryhman vai-
najiin), sukupuoli ja veren alkoholipitoisuus (£1 %o verrattuna tapausryhman vainajiin).
Tapaturmaiset kuolemat jatettiin muutamaa poikkeusta lukuun ottamatta pois epavar-

man itsemurhamotiivin vuoksi.

5.2 Naytteiden esikasittely

Naytemateriaalina eristyksessad oli ruumiinavauksen yhteydessé taltioidut FTA-
veritahrapaperit, joista DNA eristettiin puoliautomaattisella eristysrobotilla (Automate
Express™ System, Applied Biosystems) kayttden magneettihelmiin perustuvaa
Prepfiler-kemiaa (Prepfiler Express™ Forensic DNA Extraction Kit, Applied Biosys-

tems).

Eristyksen jalkeen naytteet kvantitoitin kvantitatiiviseen reaaliaikaiseen-PCR:aan
(gPCR) perustuvalla menetelmalla (Quantifiler Human Plus Quantification Kit, Applied
Biosystems). Konsentraatioiden liséksi maaritys antoi tietoa myds DNA:n hajoamisesta
eli degradaatiosta, joka tuottaa usein ongelmia oikeusladketieteellisessd materiaalissa.
Mitd suurempia DNA-fragmentteja tutkitaan, sitd enemman naytteen hajonneisuus vai-

kuttaa.

5.3 Degradaation vaikutus ja DNA-konsentraation optimointi

DNA:n hajoamista aiheuttavat UV-valo, kemikaalit, kuumuus, vesi ja hapen lasnaolo, ja
se lisdantyy ajan kuluessa. Tassa tydssa tutkittin DNA:n degradaation vaikutusta nayt-
teiden DNA:n monistumiseen eri-ikaisissé naytteissa. Naytteille oli maaritetty konsent-

raatio ja degradaatioindeksi eli DI gPCR:&&n perustuvalla menetelmalla. Menetelmassa
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maaritetaan ensin naytteessa monistuvan lyhyen (80 bp) ja hieman pidemmaén (214 bp)
DNA-fragmentin pitoisuus ja tdman jalkeen lasketaan pitoisuuksien suhde (lyhyt frag-
mentti (ng/pl) / pitka fragmentti (ng/pl)), jolloin saadaan niin kutsuttu degradaatioindek-
si. Mitéa pienempi luku (alle 1) degradaatioindeksi on, eli mitd paremmin pitk& fragmentti
monistuu suhteessa lyhyeen fragmenttiin, sitd ehjempaa naytteen DNA on. Degradaa-
tioindeksi ei kuitenkaan kerro koko totuutta lopullisen halutun alueen monistumisesta,
silla voi olla, ettd DNA ei ole kovin hajonnutta juuri monistettavalla alueella vaikka de-
gradaatioindeksi olisi hieman korkeampikin, jolloin PCR-reaktiossa voidaan vield saada

varsin hyvat tulokset.

Taman degradaatiokokeilun tarkoituksena oli arvioida DNA:n hajonneisuutta pitkdan
sdilytetyisséa vainajanaytteissa ja degradaation vaikutusta DNA:n monistumiseen ja sita
myo6ta arvioida sopivaa DNA-konsentraatiota varsinaisen menetelmén monistusreakti-
oille. Degradaatiokokeilun naytteet olivat vuosilta 1998-2011 ja niiden degradaatioin-
deksi oli véaliltd 0,76 ja 1,86, siten etta vanhemmissa naytteissd& DNA oli gPCR-
maaritysten perusteella hajonneinta. Naytteiden ikdjakauma ja degradaatioindeksin vali
valittiin siten, ettd ne edustaisivat varsinaisten tutkittavien naytteiden ikaa ja degradaa-
tiota. Talldin voitiin arvioida myds varsinaisten naytteiden monistumista. Naytteiden
DNA-pitoisuus saadettiin valille 2 -3 ng/pl, jolloin voitiin arvioida myds sopivaa konsent-
raatiota varsinaisten naytteiden maarityksille.

Konsentraatiomaaritysten ja degradaation vaikutusta selvittavan tutkimuksen perusteel-
la varsinaiset naytteet laimennettiin DNA-konsentraatioiltaan vdlille 2-10 ng/ul. PCR:n
optimoinnissa kaytettiin oikeusbiologian laboratorion henkilokunnan hyvélaatuisia nayt-
teitd. Henkilokuntanaytteista valikoitui hyvin monistuva, molempien markkereiden suh-
teen heterotsygootti nayte (kuva 6) positiivikontrolliksi PCR:aan varsinaisten naytteiden
rinnalle. Jokaisessa naytesarjassa mukana olevalla positiivikontrollilla voitiin varmistaa

PCR-reaktion onnistuminen.
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Kuva 6. PCR-reaktiossa kaytetty positiivikontrolli, joka on heterotsygoottinen sekd MAOA-
UuVNTR-alueen alleelien 3 ja 4 suhteen etta 5SHTTLPR-alueen alleelin 14 ja 16 suhteen.

5.4 Dupleksi-PCR-reaktion optimointi

PCR eli polymeraasiketjureaktio on menetelma, jota kaytetddan DNA:n monistamiseen.
Monistettavan alueen rajaamiseksi monistettavalle DNA-sekvenssille suunnitellaan
alukkeet kopioitavan alueen molempiin péihin. PCR-reaktiossa DNA-templaatin kak-
soiskierre avataan kuumentamalla, minka jalkeen lampdétilaa lasketaan hieman aluk-
keiden kiinnittymiseksi ja nostetaan jalleen nukleotidien liittamiseksi DNA-
polymeraasientsyymin toimesta alukkeiden péaihin. Tata denaturointi-annealing-

ekstensio-syklia toistetaan halutun DNA-jakson monistuessa eksponentiaalisesti.

DupleksiPCR:n tarkoituksena on monistaa kahta erillistd DNA-aluetta yhdenaikaisesti
samassa PCR-reaktiossa. Tama asettaa tiukemmat vaatimukset sek&a reaktio-
olosuhteille etta kaytettavalle lampdtilaohjelmalle, koska molempien alueiden tulisi mo-
nistua yhta hyvin. Ennen varsinaista dupleksiPCR:n pystytystd molempien monistetta-
vien alueiden alukkeiden toimivuus testattiin erillisissd PCR-reaktioissa. Koska MAOA-
UVNTR on kooltaan hieman pienempi, voitiin olettaa, ettd se monistuu myés hieman
paremmin 5SHTTLPR-alueeseen verrattuna. Ensisijaisesti PCR-reaktiota lahdettiin op-
timoimaan testaamalla reaktiossa eri konsentraatioita, lampdtiloja ja syklien maaraa.
Reaktiossa kaytetyt alukkeet MAOA-uVNTR -alueelle saatiin Sabolin ym. (1998) julkai-
semasta artikkelista (Sabol, Hu et al. 1998) ja SHTTLPR -alueelle saatiin Nakamuran
ym. (2000) julkaisemasta artikkelista.(Nakamura, Ueno et al. 2000) Alukkeiden tar-

kemmat sekvenssit on esitetty litteessa 1. PCR-reaktiossa kaytettiin ns. "touch-down” -
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PCR-lampdtilaohjelmaa (taulukko 1), jossa reaktion annealing-lampétilaa lasketaan

portaittain alukkeiden sitoutumisen optimoimiseksi.

Taulukko 1.  DupleksiPCR-ohjelma

syklimdara lampéotila (°C)  aika (min)

1 95 10:00
95 0:30
5 61 0:30
72 1:30
95 0:30
5 60 0:30
72 1:30
95 0:30
5 59 0:30
72 1:30
1 72 30:00
HOLD 4 oo

Kun monistusreaktio saatiin toimimaan kummankin alukeparin kohdalla, yhdistettiin ne
samaan reaktioon. Koska MAOA-uVNTR monistui edelleen paremmin verrattuna
5HTTLPR-alueeseen verrattuna, sen alukkeiden konsentraatioita laskettiin reaktiossa

0,4 uM:sta 0,1 pM:iin jolloin tuloksista saatiin tasaisemmat.

Koska reaktiossa kaytetty CleanAmp™ GC Rich PCR 2X Master Mix (TriLink BioTech-
nologies) on valmis hot-start PCR-reaktioseos sisaltden puskurin, Tag-
polymeraasientsyymin ja nukleotidit, reaktioon lisattiin vain alukkeet ja DNA-templaatti.
PCR-reaktio pystytettiin jailla reaktioseoksen lampotilaherkkyyden vuoksi. PCR-
reaktion lopputilavuus oli 12,5 pl sisaltden 1x reaktioseoksen, 0,4 uM S5HTTLPR-alueen
alukkeet, 0,1 uM MAOA-uVNTR-alueen alukkeet ja 0,16 — 0,8 ng/ul DNA-templaattia.
(taulukko 2.)
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Taulukko 2. DupleksiPCR-reaktio

PCR-reaktio (12,5 pl) konsentraatio | 1x (pl)

CleanAmp™ 2x PCR Master Mix | 1x 6,25
SHTTLPR_F 0,4 uM 0,5
SHTTLPR_R 0,4 uM 0,5
MAOA_F 0,1 uM 0,125
MAOA_R 0,1 puM 0,125
DNA-templaatti 0,16-0,8 ng/ul 1
ddH,0 - 4

5.5 MAOA-uVNTR ja SHTTLPR genotyyppien maarittaminen

5.5.1 PCR-tuotteiden erottelu kapillaarielektroforeesilla

Monistusreaktion jalkeen syntyneet DNA-fragmentit eroteltiin kapillaarielektroforeesilait-
teistolla ja detektoitiin alukkeiden 5°paassa olevan fluoresoivan FAM-leiman avulla.
Kapillaarielektroforeesi on menetelma, jolla voidaan erotella DNA-fragmentteja niiden
koon mukaan séhkovarauksen avulla. Kapillaarielektroforeesissa kapillaarien péiden
vdlille muodostetaan sahkdvirran avulla jannite-ero, ja negatiivisesti varautuneet DNA-
fragmentit kulkevat kapillaarissa (36 cm) olevassa silikapolymeerissd (POP-4) siten
etta pienimmat fragmentit kulkeutuvat kapillaarin lapi suurempia nopeammin, samaan
tapaan kuin perinteisessa agaroosigeelielektroforeesissa. Kapillaarielektroforeesilait-
teiston UV/Vis-detektori kapillaarin anodipédéssa havaitsee kapillaarissa detektorin ohit-

tavat DNA-fragmentit, joissa on laserin virittdma fluoresoiva FAM-leima.

Kapillaarielektroforeesilaitteena oli 24-kapillaarin Genetic Analyzer 3500 x| -laitteisto
(Applied Biosystems). Ennen ajoa PCR-tuotteet pipetoitiin formamidiin, johon on liséatty
kokostandardi (GeneScan™ 1200 LIZ® dye Size Standard, Life Technologies). For-
mamidi denaturoi monistuneen DNA:n, jotta ajautuva fragmentti havaittaisiin varmasti
oikean kokonsa mukaisesti, ja denaturointi varmistettin viela kuumennus-
jaéhdytyskasittelylla. Tarkemmat tyossa kaytetyt kapillaarielektroforeesilaitteiston ana-

lyysiparametrit, kuten [Ampdtilat ja injektioaika, on esitetty liitteessa 2.
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5.5.2 Kapillaarielektroforeesiajon tulosten analysointi

Kapillaarielektroforeesisajossa havaittujen DNA-fragmenttien koon méaaritys tehtiin Ge-
neMapper® ID-X v. 1.4 -ohjelmistolla. DNA-fragmenttien koon maaritys perustui jokai-
sessa naytteessa mukana olleeseen kokostandardiin. Kokostandardi valittiin tutkitta-
vien fragmenttien koon perusteella, ja koska pisin méaaritettavista naytteista oli noin
520bp, sopi LIZ 1200, jota voidaan kayttaa 20 -1200 bp kokoisten DNA-fragmenttien
koon maarittamiseen, tahan tarkoitukseen hyvin.

GeneMapper-ohjelmisto kayttdaa havaitun DNA-fragmentin koon maaritykseen Local
Southern Method-menetelmaa, jossa DNA-fragmentin koon maadrittaminen perustuu
siihen, etta maaritettdvan piikin molemmin puolin tulee olla vahintdan kaksi tunnettua
kokostandardin piikkia. Taméan jalkeen menetelmé laskee tuntemattoman piikin koon
naiden kokostandardipiikkien perusteella. Tarkemmat GeneMapper-ohjelmiston ana-

lyysiparametrit on esitetty liitteessa 3.

5.6 rs25531-polymorfian maaritys restriktioentsyymikasittelylla

Restriktioentsyymit ovat alun perin bakteereista eristettyja entsyymeja, joita bakteeri
kayttaa yhtenad puolustusmekanisminaan puolustautuessaan vierasta DNA:ta vastaan.
Restriktioentsyymien avulla bakteerit pystyvat pilkkomaan vierasta DNA:ta ja siten es-
tamaan sen toiminnan. Restriktioentsyymit katkaisevat kaksijuosteisen DNA:n spesifi-
sesti tietyn emasjarjestyksen kohdalta. Tassa tyossa kaytettiin Mspl-restriktioentsyymia
(Thermo Scientific), joka on eristetty Moraxella —suvun bakteereista. Restriktioentsyymi
katkaisee kaksijuosteisen DNA:n CCGG tunnistuskohdan ensimmaisen C:n jalkeen

(kuva 7), muodostaen juosteille kohessiiviset paét.

5 .. CCGG...3
3...GGCLC...5

Kuva 7. Mspl — restriktioentsyymin tunnistuskohta

S5HTTLPR-alueella olevassa rs25531 A—G SNP:ssa adeniini on vaihtunut guaniiniksi,
jolloin sekvenssiin muodostuu juuri Mspl-restriktioentsyymin tunnistuskohta. Tata voi-
daan kayttaa hyvaksi rs25531:n havaitsemiseksi, silla mikali tutkittavalla alueella esiin-

tyy rs25531 SNP, restriktioentsyymi katkaisee DNA-kaksoisjuosteen. Toisaalta, mikali
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tutkittavalla alueelta ei 10ydy rs25531 SNP:i&, restriktioentsyymi ei tunnista kohtaa eikéa
pilkkoutumista tapahdu. Restriktioentsyymikasittelyn reaktiotilavuudet seka kaytetty
lampdotilaohjelma on esitetty taulukoissa 3 ja 4.

Taulukko 3.  Mspl-digestio

Restriktioentsyymikasittely (10 pl) | konsentraatio | 1x (pl)
ddH,0 - 6,5
10x Buffer Tango 1x 1
Mspl (10 U/pl) 5U 0,5
PCR-tuote 2

Taulukko 4.  Mspl-digestiossa kaytetty lampétilaohjelma

lampétila (°C) ‘ aika (min)

37°C 180
80°C 20
4°C oo

Digestion jalkeen pilkottu PCR-tuote ajettiin uudelleen kapillaarielektroforeesilla, jolloin
naytteessa mahdollisesti oleva rs25531-polymorfia havaittiin digestion tuloksena synty-
vien fragmenttien perusteella. Monistetulla SHTTLPR-sekvenssin alueella on enem-
mankin Mspl-restriktioentsyymin tunnistamia alueita, jotka kaikki entsyymi katkaisee.
Alukkeen 5’ -pdassa olevan FAM-leiman avulla kapillaarielektroforeesilaitteisto havait-
see kuitenkin vain leikatun DNA-fragmentin, jossa leima on kiinnittyneena, eli 5’ paasta
ensimmaiseen leikkauskohtaan. Mikali monistetulla alueella alleelissa 16 on SNP
rs25531, muodostaa se ensimmaisen leikkauskohdan 5’ -paésta katsottuna, ja havai-
tun DNA-patkan pituudeksi tulee 166 bp (kuva 8). Kapillaarielektroforeesilaitteistolla
havaittujen fragmenttien koon méaaritys tehtiin jalleen GeneMapper-ohjelmistolla, jonka

tarkemmat analyysiparametrit on esitetty liitteessa 3.
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ggcgttgccgctctgaatgccagcacctaaccecctaatgtcececctactgcagecctecccagcatecececeect
gcaacctcccagcaactccecctgtacccectectaggatecgcectectgecateccceccattatecececectteac

ccctcgcggcatcccccctgcacccl(~166 bp)

-catcccccctgcagcccccccagcatctcccctgcacccccagcaLccccccLgcagcchLccagcaLcccch
gcacctctcccaggatctcceccectgcaacccccattatcecceccctgecaccectegcagtatcececececctgecaccececccag
catccccccatgecaccc catcccccecctgcacccectccagecattectecttgcaccctaccagtatteccecececegeat
c-cctccaagcctcccgcccaccttgcggtccccgccctqgcgtctaqgtgqcaccaqaatcccgcgcgqactcc
acccgctgggagctgccctegettgeccgtggttgteccagetcagtececte tatad ei havaita

Kuva 8. Restriktioentsyymikasittelyssa syntyvéd DNA-fragmentti alleelille 16G. Kuvassa Mspl-
restriktioentsyymin tunnistuskohdat (CCGG) on merkitty punaisella, alukkeet keltaisella ja
turkoosi alue kertoo pitkdssa muodossa 16 olevan 43 emasparin jakson, joka on deletoitu-
nut lyhyessa muodossa 14.

Alleelissa 16A (kuva 9) ei ole rs25531 SNP:ig, talléin ensimmainen leikkauskohta sek-

venssissa tulee vastaan mytéhemmin, kohdassa 340 bp.

FAM-|

ggcgttgccgetectgaatgeccagcacctaacccctaatgtceccecctactgcagecctecccagecateccecececect
gcaacctcccagcaactccecctgtaccecctecctaggatcecgectecctgecateccecccattateccececececttecac
ccctcecgeggcatcecccecceccectgecagcececcagcatecececectgcagecceecccagecateteececectgecacccecce
agcatcccccecctgcagecctteccagecatceccececctgecacctcecteccaggatctecectgcaacccecececatta
tcccccctgcacccctcgcagtatcccccctgcaccccccagcatccccccatgcacccl(340 bp)

catcccccctgcacccctccaqcattctccttgcaccctavcaqtattcccccqcatc-c:t:caagc:t:c
cgcccaccttgcggtcceccecgecctggegtectaggtggcaccagaatcecccgegecggactccacccgectgggagetgece
tcgcttgcceccecgtggttgtccagetcagtecccte tadtad ei havaita

Kuva 9. Restriktioentsyymikasittelyssa syntyvd DNA-fragmentti alleelille 16A. Kuvassa Mspl-
restriktioentsyymin tunnistuskohdat (CCGG) on merkitty punaisella, alukkeet keltaisella ja
turkoosi alue kertoo pitkassa muodossa 16 olevan 43 emasparin jakson, joka on deletoitu-
nut lyhyessa muodossa 14.

Lyhyt alleeli 14 (kuva 10) tuottaa restriktioentsyymikasittelyssd 297 bp pituisen frag-
mentin. Alleelista puuttuu kokonaan 43 bp, kahden toiston kokoinen alue, jolla rs25531

sijaitsee 16G-alleelissa.
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ggcgttgcecgectctgaatgccagcacctaacccecctaatgtcececctactgecagecctecccagecateccceect
gcaacctcccagcaactccecctgtacccectectaggatecgcectectgecateccceccattatecececectteac
ccctcgcggcatcccecceccctgecacccecccagcatcececccectgecagececcttecagecateccececctgeacctete
ccaggatctcccctgcaacccecccattatceccececctgecacccectecgcagtatececcececcecctgecacceccccage
atccccccatgcacccl(297bp)

-catcccccctgcacccctccagcattctccttgcaccctaccagtattcccccgcatc-cctccaagcctcc
cgcccaccttgcecggtceccececgecctggegtctaggtggcaccagaatceccgegecggactceccaccecgectgggagetgecce
tcgcttgccecgtggttgteccagetcagtececte tatd ei havaita

Kuva 10. Restriktioentsyymikasittelyssa syntyva DNA-fragmentti alleelille 14. Kuvassa Mspl-
restriktioentsyymin tunnistuskohdat on merkitty punaisella ja alukkeet keltaisella.

Lisaksi restriktioentsyymi katkaisee myds kaikki monistetulla MAOA-uVNTR-alueella
olevat CCGG-sekvenssit (kuva 11), mutta kapillaarielektroforeesilla havaitaan jalleen
vain 99 emasparin kokoinen DNA-fragmentti leimallisesta 5-paastd ensimmaiseen
katkaisukohtaan asti. MAOA-uVNTR:std muodostuva fragmentti on kuitenkin niin lyhyt,
ettei se hdiritse rs25531-polymorfian tulkintaa.

acagcctgaccgtggagaagggctgcgggaagcagaacaccgcccccagegeccagecgtgecteccagaaac
atgagcacaaacgcctcagcctccttccl (99%bp)

cggcaccggcaccggcaccagtacccgcaccagtaccggcaccggcaccagtaccecgcaccagtaccggcaccgg
caccagtacccgcaccagtaccggcaccggcaccgagcgcaaggcggagggecccgecccgaageccgggggecacaactge
ccaggtcccgaacccggactccagecttggacgacacctectacagectgteccgaatggagegtecegtte tata ei
havaita

Kuva 11. Restriktioentsyymikasittelyssa syntyvd DNA-fragmentti MAOA-uVNTR-alueelle. Ku-
vassa Mspl-restriktioentsyymin tunnistuskohdat on merkitty punaisella ja alukkeet keltaisel-
la.
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5.7 Sekvensointi

Genotyyppimaarityksissa havaitut alleelit varmistettiin vield sekvensoimalla. Etenkin
yhden eméksen muutos, SNP rs25531 5HTTLPR-alueella, oli hyva tarkistaa, silla rest-

riktioentsyymi vaikutti pilkkovan epéaspesifisesti 16G-alleelin sekvenssia.

Sekvensoinnilla tarkoitetaan DNA:n emasjéarjestyksen selvittamista. Tasséa tyossa kay-
tetty menetelmda on niin kutsuttu Sangerin menetelma, joka perustuu polymeraasireak-
tioon ja muokattuihin, leimallisiin dideoksinukleotideihin (ddNTP). Polymeraasireaktios-
sa on seka tavallisia nukleotideja ettd vahan dideoksinukleotideja, joita polymeraasi
kayttaa syntetisoidessaan DNA:ta. Liitettyaan dideoksinukleotidin ei polymeraasi pysty
enda liittmaan juosteeseen uutta nukleotidia ja synteesi katkeaa. Sekvensointi perus-
tuu polymeraasireaktiossa néin muodostuneisiin eripituisiin DNA-fragmentteihin. Dide-
oksinukleotidit emittoivat fluoresenssia eri aallonpituuksilla, jolloin jokainen fragmentti
havaitaan siihen kiinnittyneen leimallisen dideoksinukleotidin mukaisesti omana erivari-

sena piikkinaan kapillaarielektroforeesiajossa.

Sekvensointia varten valittiin naytteet, jotka olivat PCR-tuotteen kapillaarielektroforeesi-
tulosten perusteella tulkittu MAOA-uVNTR-alueen osalta homotsygooteiksi alleelien 3,
3.5, 4 ja 5 suhteen. SHTTLPR ja rs25531 -alueiden osalta valittin sekvensointiin nayt-
teet, jotka oli aiemman PCR-tuotteiden analysoinnin ja restriktioentsyymikasittelyn jal-
keisen digestiotuotteiden analyysin jalkeen tulkittu homotsygooteiksi alleeleiksi 14, 16A
ja 16G. Naytteet sekvensoitiin 24-kapillaarin ABI 3500 x! -laitteistolla.

Sekvensointia varten naytteet monistettiin uudelleen. Molemmat alueet, MAOA-uVNTR
ja BHTTLPR monistettiin omissa PCR-reaktioissaan (taulukko 2). Alukkeet olivat sek-
venssiltddn samat kuin aiemmin kappaleessa 5.4 kuvatussa PCR-reaktiossa, mutta
forward-alukkeissa ei ollut FAM-leimaa, silla fluoresoiva leima hairitsee sekvensoinnis-
sa kaytettdvien leimallisten nukleotidien luettavuutta. Lampdétilaohjelma oli sama kuin

aiemmin kuvatussa PCR-reaktiossa (taulukko 1).

Monistuksen jalkeen PCR-tuotteet ajettiin 1,5 % agaroosigeelile PCR-reaktion onnis-
tumisen tarkastamiseksi. Agaroosigeelielektroforeesissa kaytetty kokomarkkeri oli DNA
Molecular Weight Marker VIII (Roche Diagnostics), joka sopii valilla 19bp -1 114 bp

kooltaan olevien DNA-fragmenttien tunnistamiseen.
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Kun PCR-reaktion onnistuminen oli varmistettu, PCR-tuotteiden ké&sittelya jatkettiin
poistamalla sekvensointia hairitsevat, monistusreaktiosta ylijaaneet nukleotidit ja aluk-
keet ExoSAP-puhdistusmenetelmalld. ExoSAP -reaktiossa toimivat exonukleaasi |
(EXO 1) (GE Healthcare) poistaa PCR-tuotteesta ylimaaraiset alukkeet ja Shrimp Alka-
line Phosphatase (SAP) (GE Healthcare) ylimaaraiset dNTP-nukleotidit entsymaatti-
sesti tietyssa lampotilassa.

Puhdistuksen jalkeen polymeraasireaktiolla monistetaan haluttu alue kayttdmalla taval-
listen dNTP-nukleotidien lisdksi fluoresoivia dideoksiribonukleotideja (ddNTP), seka
samoja, leimaamattomia alukkeita kuin aiemmassa PCR-reaktiossa. Reaktiossa kaytet-
tavat leimalliset ddNTP-nukleotidit pysayttavat DNA:n monistumisen kiinnityttyaan, jol-
loin polymeraasireaktiossa muodostuu eripituisia DNA-fragmentteja, jotka havaitaan
kapillaarielekroforeesilla ja viimeinen, leimallinen ddNTP-emdas voidaan tunnistaa sen
emittoivan fluoresenssivérin perusteella. Yhteen reaktioon kaytetaan vain yhteen suun-
taan toimivaa aluketta. Yhdelle naytteelle tehdéan siis kaksi reaktiota, joissa toisessa
on forward- ja toisessa reverse -suuntainen aluke. Kahteen suuntaan sekvensoitaessa

voidaan varmistaa sekvensoinnin onnistuminen ja saatujen tulosten luotettavuus.

Polymeraasireaktion jalkeen ylim&araiset, sekvensointia hairitsevat, leimalliset ddNTP-
nukleotidit poistettiin sekvensointireaktioseoksesta magneettisiin helmiin perustuvalla

Dynabeads-sekvensointipuhdistusmenetelmalla (Life Technologies).

Sekvensoinnissa kaytetyt ExoSAP-puhdistusmenetelma, sekvensointireaktio ja Dy-
nabeads-sekvensointipuhdistusmenetelma on tehty kayttden mukaillen oikeusbiologian

laboratorion menetelméaohjetta, joka on esitetty liitteessa 4.

Naytteet sekvensoitiin 24-kapillaarin Genetic Analyzer 3500 xl-
kapillaarielektroforeesilaitteistolla (Applied Biosystems). Kaytdssa oli 50 cm kapillaari ja
POP-7 silikapolymeeri. Tarkemmat laitteiston sekvensoinnissa kaytetyt analyysipara-

metrit on esitetty liitteessa 5.

Sekvensoinnin jalkeen sekvenssit analysoitiin 4peaks-ohjelmistolla (Nucleobytes). Oh-

jelmiston avulla sekvensseja voidaan tarkastelun lisaksi muokata ja korjata.
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5.8 Tilastollinen tarkastelu

Aineistosta havaituille alleeleille laskettiin alleelifrekvenssit, eli alleelien yleisyys aineis-
tossa. Maaritetyille SHTTLPR-alleelifrekvensseille 14, 16G ja 16A, laskettiin GenAlEx-
ohjelmiston (Peakall and Smouse) avulla Hardy-Weinbergin tasapainojakauma, mika
on yksi populaatiogenetiikan perusyhtaldista. Oletuksena on, ettd vaesttssa genotyyp-
pifrekvenssit ovat Hardy-Weinberg -tasapainossa. Hardy-Weinbergin tasapainojakau-
malla siis voidaan maarittaa, vastaako verrokkiaineisto vaestoa ja onko se siten sovel-
tuva vertailuaineistoksi varsinaisen tapausryhméan kanssa, eiké siind ole tuloksia poik-
keuttavia tekijoita, esimerkiksi genotyypitysmenetelmasta johtuvaa virhettéa. Genotyyp-
pien frekvenssien on oltava johdettavissa alleelifrekvensseista (a?+2ab+b?=1, jossa a=
alleeli 1 frekvenssi ja b= alleeli 2 frekvenssi) kun oletetaan alleelien vapaa rekombinaa-

tio. Jakauman tilastollinen testaus tehtiin x2 —testilla.

MAOA-uVNTR-alueen alleeleista Hardy-Weinbergia ei voida maarittdd miesten hemit-

sygoottisuuden vuoksi.
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6 Tulokset jatulosten tarkastelu

6.1 Menetelman pystytys

Erillisina tehtyjen PCR-reaktioiden perusteella MAOA-uVNTR-alue monistui hyvin tes-
tatuissa olosuhteissa mutta ongelmaksi muodostui 5SHTTLPR-alue. Pituuden lisdksi
PCR-reaktion onnistumista hankaloitti SHTTLPR-alueen G-C-rikkaus, mika haittaa mo-

nistumista muodostuvien sekundaarirakenteiden vuoksi.

PCR:n perinteisten parametrien, lampdtilojen ja magnesiumkloridin seké alukkeiden
konsentraatioiden optimointi ei parantanut SHTTLPR-alueen monistumista. Alue saatiin
lopulta monistumaan valmiin, G-C-rikkaille alueille suunnitellun PCR-reaktioseoksen
avulla. Kyseinen reaktioseos sisaltdd modifioituja 7-deaza-2’-dGTP-nukleotideja, jotka
korvaavat osan dGTP-nukleotideistd dNTP-seoksessa. 7-deaza-2’-dGTP-nukleotidien
on todettu helpottavan PCR-reaktion onnistumista, koska ne stabiloivat DNA-
sekvenssin G-C-rikkaita alueita, jolloin PCR-reaktiota hairitsevien sekundaarirakentei-

den muodostuminen vahenee.

Kuvasta 15 voidaan nahda, etta degradaatiolla on vaikutusta maaritettavien alueiden
monistumiseen. Mita vanhempi nayte ja suurempi degradaatioindeksi, sitd heikommin
alue monistuu. T&ma on nahtavissa etenkin SHTTLPR-alueen kohdalla, joka on monis-
tettavista alueista pidempi. Degradaatiokokeilun tulosten perusteella paatettiin, etta
varsinaiset naytteet laimennetaan DNA-pitoisuudeltaan vélille 2 — 10 ng/ul, jolloin myds

hieman enemman hajonneet naytteet monistuisivat paremmin.
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Kuva 12. Kuvaajassa pylvaan korkeus kertoo alueen monistumisesta; mita korkeampi piikki,
sitd paremmin alue on monistunut. Heterotsygoottien naytteiden kohdalla alleelien piikkien
korkeudet on laskettu yhteen. Naytteet olivat vuosilta 1998-2011 ja niiden degradaatioin-
deksi oli valiltd 0,76 ja 1,86, siten ettd vanhemmissa naytteissd DNA oli hajonneinta.

Kun molemmat maaritettavat alueet saatiin lopulta monistumaan reaktiossa ja konsent-
raatiot viilattua sopiviksi sekd DNA-templaatille ettéd alukkeille, pystytetty dupleksiPCR-

menetelma toimi hyvin niin vanhempien kuin uudempienkin naytteiden kohdalla.

Restriktioentsyymikasittelyn jalkeen ongelmia tuotti 16G-alleelin tulkinta. Restriktioent-
syymi vaikutti pilkkovan hieman epaspesifisesti, siten, ettd se ei katkaissut jokaisesta
SNP rs25531:n luomasta, alueen ensimmaisesta, CCGG-tunnistuskohdasta, vaan vas-
ta mybhemmasta tunnistuskohdasta, jolloin elektroferogrammissa havaittiin 16G-piikin
lisaksi myo6s pieni piikki 16A-alleelin kohdalla. TAma saattoi johtua myds liian lyhyesta
inkubointiajasta. Sekvensoimalla voitiin kuitenkin varmistua oikeasta alleelista ja allee-
lien tulkinnasta. Elektroferogrammien vasemmassa reunassa nahtavista piikeista kor-
kea piikki on MAOA-uVNTR-alueesta aiheutunut piikki, sekd muut alkupaéassa havait-

tavat piikit ovat todennakdisesti alukkeista aiheutuvia.

Elektroferogrammeja tulkittaessa heterotsygootissa 16G/16A-genotyypissd 16A-piikki
on huomattavasti korkeampi kuin 16G-piikki, silla alleelin 16G-alleelin kohdalla restrik-

tioentsyymi on jattanyt katkaisematta osan SNP:n luomista tunnistuskohdista (kuva
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16). Vasemmalla kuvassa on nahtavissa korkea MAOA-uVNTR-alueesta aiheutunut
piikki.

16G 16A
158.90 331.99
490 1131

Kuva 13. Genotyypin 16G/16A elektroferogrammi.

Myds homotsygootissa 16G-genotyypissa (kuva 17) on havaittavissa pieni piikki allee-
lin 16A kohdalla restriktioentsyymin epaspesifisen katkaisemisen vuoksi, mutta koska
16G-alleelin aiheuttama piikki oli huomattavasti korkeampi, paatettiin, ettd kyseessa on
homotsygootti 16G/16G-genotyyppid oleva nayte. Tulkinta varmistettiin kuitenkin viela

sekvensoimalla.

Kuva 14. Homotsygootti 16G-genotyyppi. Elektroferogrammissa on néhtévissa pieni piikki allee-
lin 16A kohdalla, mika johtuu Mspl-restriktioentsyymin epaspesifisesta katkaisemisesta en-
simmaisen leikkauskohdan kohdalla.
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Heterotsygoottisen 14/16G-genotyypin kohdalla elektroferogrammissa havaittiin kolme

piikkia, joista jalleen korkeampi 16G-piikki kuin 16A-piikki kertoi alleelin 16G olevan

oikea alleeli. Tama on nahtavissa kuvassa 18.

1200 ¢

1000

800

600 |

400

“Whld

I 1825531 ]
120 240 2 2 380 00
| J{ A A
16G 14
159.13 289.53
236 539

Kuva 15. Genotyyppi 14/16G.

Homotsygootin 16A ja heterotsygootin 14/16A-genotyyppien kohdalla elektrofero-

grammit olivat hyvin selkeat (kuvat 19 ja 20). Vasemmassa reunassa hahtava korkea
piikki on MAOA-uVNTR-alueesta aiheutunut piikki.

14
289.94 333.13

Kuva 16. Genotyyppi 14/16A.
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Kuva 17. Elektroferogrammi genotyypista 16A.
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Sekvensoinnilla viela varmistettiin alleelien oikea tulkinta. Sekvensointiin valittiin ho-

motsygootit naytteet jotta muodostuva sekvenssi olisi luettavaa. MAOA-uVNTR-alueen

sekvenssit alleeleista 3, 3.5, 4 ja 5 on esitetty kuvassa 18.

ACCGGCACCGGCACCAGTACCCGCACCAG T

ACCGGCACCGGCACCAGTACCCGCACCAG 'r"

AW

CCGGC sCCGGCACCA GT L.CCCGCACCx

a) ANV WAN AN

ACCGGCACCGGCACCAGTACCCGCACCAG T|

ACCGGCACCGGCACCAGTACCCGCACCAGT

[RCCGGCACCGGCACCAGTACCCGCACCAGT)|

¢) LAAMAANAAAANANMAANNANMN AN

b)

d)

ACCGGCACCGGCACCAGTACCCGCACCAGT

I

ACCGGCACCGGCACCAGTACCCGCACCAGT

ACCGGCACCGGCACCAGT|

A

AMCCGGCACCGGCACCAG TACCCGCACCAG T‘l

AT

ACCGGCACCGGCACCAGTACCCGCACCAGT

ANAAMANAAANANNANNNAMNNNN A

ACCGGCACCGGCACCAGTACCCGCACCAGT)

A% NN AN

ACCGGCACCGGCACCAGTACCCGC AC CA AG T

[\/\AAA NAAAA lc\lc\ \AAA OQQM WA \AN

ACCGGCACCGGCA GTA GCACCAGT

NAAADAANNAANAANNANANAADANNN A

Kuva 18. MAOA-uVNTR-alueen alleelit 3 (a), 3.5 (b), 4(c) ja 5 (d).



30

Etenkin 5SHTTLPR-alueen polymorfioiden sekvensointi oli tarpeellista, silla restriktioent-
syymin epaspesifisyys vaati varmistuksen alleeleiden tulkinnalle 16G ja 16A -alleelien
kohdalla. Sekvensointiin valittin naytteet jotka oli tulkittu homotsygooteiksi alleelien
16A (kuva 19 a), 16G (kuva 19 b) ja 14 (kuva 19 c) suhteen kapillaarielektroforeesin
elektroferogrammeja tulkittaessa. Sekvensointi vahvisti tulkinnan ettd 16G-alleeli on
homotsygootti vaikka restriktioentsyymikasittelyn jaljilta myds 16A:n kohdalla on néhta-

vissa pieni piikki.
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a) b) c)

[TGCAGCCCTCCCA chrc,cccpci TGCAGCCCTCCCAGC n'ccc,ccc! [TGCAGCCCTCCCAGCATCCCCCC

| I
A\ \Naa W VAN MWAJ hAAAAANAAAAAANAAAANA
TGCAACCTCCCAGCAACTCC CW TGCAACCTCCCAGCAACT CCC [recaaccTcccaGeancTCCC

‘ AAAALSLAR SAAALL AAAAANNLDNNNDA,
GTACCCCTCCTAGGATCGCTCC TGTACCCCTCCTAGGATC GCTCC* TGTACCCCTCCTAGGATCGCTCC

/M\A/\/\MA/V\{MA/F\/\A/\AAA MM_MM%J AANN\AA AL AALAANSA
fecaTcccccaTraTccccccce)

TGCATCCCCCATTATCCCCCCC TGCATCCCCCATTATCCCCCCC

/ AV AAAAAAANN AN

PTTCACCCCTCGCGGCATCCCCCC] [TTCACCCCTCGCGGCATCCCCCC| TTCACCCCTCGCGGCATCCCCCC

A

TGCACCCCCGGCATCCCCCC TGC.

TGCACCCCCAGCATCCCCCC

{mf MAML‘M VAVaVoVo VA AWV AV VAVAVAVAY

TGCAGCCCCCCCAGCATCTCCCC

PFGCAGCCCCCCCAGCATCTCCCC

AV VAVAVAV. V.V VAV A Vs U AP VAV VA VAY WATAY
recaccecccagecaTcccccc TGCACCTCTCCCAGGATCTCCCC

MGCAGCCCTTCCAGCATCCCCC TGCAACCCCCATTATCCCCCC
- { 5 '

A/\/\MAAA. NAALANN, \/ A

TOCI\CCT CTCCCAGGATCTCCCC TGCACCCCTCGCAGTATCCCCCC]

A aonon\o
TGCAACCCCCATTATCCCCCC

SoAMANLALNAANAAN

PGCACCCCTCGCAGTATCCCCCC TGCACCCCTCGCAGTATCCCCCC

‘ I /\M F AAAAANNAALNMAANANA

GCACCCCCCAGCATCCCCCCA| [TGCACCCCCCAGCATCCCCCCAl [PGCACCCCTCCAGCATT CT CCT,

A stz il

TGCACCCCCGGECATCCC CCC TGCACCCCCGGCATCCCCCC TGCACCETACCAGTATT CCCCC

NI bopepmsatpstssnt. oonsstctitas

TGCACCCCTCCAGCATT CT CCT TGCACCCCT CCA..‘ICAT'{’.C'F.C.CT%

M ’“, ﬂ‘ | ey

[TGCACCCTACCAGTATT CCCCC roc:«ccc‘rucc:«on«rrccccc{

MAAANAAAN YA

Kuva 19. SHTTLPR-alueen alleelien 16A (a) , 16G (b) ja 14 (c) sekvenssit. Keltaisella merkitty
alue on deletoitunut 14 toistojakson alleelissa, johon deletoitumiskohta on merkitty sahalai-
takuviolla. rs25531 SNP:n aiheuttama yhden nukleotidin muutos on merkitty kuviin a ja b
nuolella.
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6.2 Polymorfioiden yleisyyden méaarittaminen

Menetelman pystytyksen jalkeen polymorfioiden yleisyys maaritettiin oikeuslaaketie-
teellisesta tutkimusaineistosta. Yksi nayte jouduttiin jattamaan aineiston ulkopuolelle
kontaminaatioepailyn vuoksi. Kontaminaatiota epadiltiin, koska nayte oli heterotsygootti-
nen X-kromosomissa sijaitsevan MAOA-uVNTR-alleelien suhteen vaikka kyseessa oli
mies. Kontaminaatio varmistettiin viela yksildntunnistusanalytiikassa rutiinisti kaytetta-
van GlobalFiler-menetelman (Applied Biosystems) avulla, maarittdmalla naytteesta
yksilontunnistuksessa kaytettava autosomaalinen mikrosatelliittiprofiili. Lisaksi yksi ka-
siteltavista naytteista oli niin rasvainen, ettei siité saatu lainkaan tuloksia. On mahdollis-
ta, ettd naytteen sisaltdma rasva inhiboi joko lampdotilojen tai reagenssien vaikutusta
PCR-reaktiossa. Lopullinen aineisto koostui 282 naytteest, joista 158 oli miehia ja 124

naisia.

6.2.1 S5HTTLPR jars25531

Taulukossa 5 on esitetty aineistossa havaitut SHTTLPR-alueen genotyyppien osuudet.
Saaduista tuloksista laskettiin 5SHTTLPR-alleelien alleelifrekvenssit (kuva 20), seka
miehille ja naisille erikseen etta yhteisesti. Alleelifrekvensseisté voidaan havaita, etta

aineistossa yleisin alleeli on normaalilla transkriptiotehokkuudella toimiva alleeli 16 A.

Taulukko 5.  Genotyyppifrekvenssit SHTTLPR ja rs25531

14,14 14, 16G 16G, 16G | 14, 16A 16G, 16A 16A, 16A

Miehet 152% (24*)[7,0% (11)[1,3% (2)| 38,6% (61) [8,9% (14) [29,1% (46)
Naiset 18,5% (23) |56% (7) |0,8% (1)| 41,1% (51) [8,9% (11) |250% (31)

Yhteens3d 16,7% (47) |6,4% (18)|1,1% (3)] 39,7% (112)|8,9% (25) |27.3% (77)

*) Aineistossa havaittu lukumaara
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Kuva 20. 5HTTLPR-alueen alleelifrekvenssit.

Aineistosta méaaritettyd genotyyppijakaumaa verrattiin Hardy-Weinbergin tasapainossa
olevaan teoreettiseen genotyyppijakaumaan, joka muodostettiin aineiston alleelifrek-
venssien perusteella (taulukko 6). Jakauman testaukseen kaytettiin x>-testid. Vapaus-
asteita oli testissa kolme. Tulosten perusteella tutkittu aineisto oli Hardy-Weinbergin
tasapainossa, (x?=0,772, p=0,856) eli havaittu ja odotettu genotyyppijakauma eivat
poikenneet tilastollisesti merkitsevasti toisistaan. Tama osoittaa etta populaatiossa ei
ole havaittavissa tuloksia poikkeuttavia tekij6ité, esimerkiksi valintaa tai genotyypitys-
menetelmasté johtuvaa virhettd, mink& vuoksi se soveltuu hyvin vertailuaineistoksi it-

semurhan tehneita sitalopraamin kayttajia tutkivaan vaitoskirjatydhon.
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Taulukko 6. Hardy-Weinbergin tasapainojakauma. Aineistossa havaittujen genotyyppien seka

aineiston alleelifrekvenssien perusteella laskettujen odotettujen genotyyppien

frekvenssit.
Genotyyppi #Havaittu #Odotettu
14,14 47 44
14, 16G 18 19
16G, 16G 3 2
14, 16A 112 116
16G, 16A 25 25
16A, 16A 77 75
X2 0,772
Vapausasteet 3
Prob 0,856 ns

Selitys: ns = ei tilastollisesti merkitseva (not significant), * P<0.05,
** P<0.01, *** P<0.001

6.2.2 MAOA-uVNTR

Taulukossa 7 on esitetty aineiston MAOA-uVNTR-alueen genotyyppien lukumaaréat.

Saaduista tuloksista laskettiin alleelien alleelifrekvenssit, seka miehille ja naisille erik-

seen etta yhteisesti (kuva 21). Alleelifrekvensseistd voidaan nahda, ettd aineistossa

yleisin alleeli on tehokkaan entsyymiaktiivisuuden alleeli 4. Tulos on sopusoinnussa

aiemmin mainittujen Sabolin ym. (1998) saamien tulosten kanssa. Heterotsygoottisten

naisten kohdalla tuloksia on vaikea arvioida, silla X-kromosomissa sijaitsevan alueen

aktiivista alleelia on lahes mahdotonta maarittaa.
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Taulukko 7.  MAOA-uVNTR-genotyyppifrekvenssit.
3,3 3,35 3,4 3.5,35| 35,4 35,5 4,4 4,5 5,5
Miehet 23,8 % Kk - 1,4% - - 30,5 % - 0,4 %
(67)* (4) (86) (1)
Naiset 7,8% - 213 % - - - 145% | 0,7% -
(22) (60) (41) (1)
Yhteensa 31,6% - 213% | 1,4% - - 450% | 0,7% | 0,4%
(89) (60) (4) (127) (1) (1)
* Aineistossa havaittu lukumaara
** genotyyppia ei havaittu tutkitussa aineistossa
0,700
0,577
0,600 0,544
0,500
0,424 0,419
0,400
0,300
0,200
0,100
0,006 0,004
0,000
3,5 4 5

Kuva 21. MAOA-uVNTR-alueen alleelifrekvenssit

mmiehet mnaiset

Lopuksi aineistosta méaaritettyja MAOA-UVNTR ja SHTTLPR-genotyyppeja tarkasteltiin

viela yhteisesti kokonaisuutena ja arvioitiin niistd muodostuvaa fenotyyppia (taulukko

8). Miehet ja naiset on tarkasteltu erillaén, silla miesten MAOA-uVNTR-alueen hemit-

sygoottisuus vaaristaisi

koko aineiston fenotyyppifrekvensseja. Miehilla yleisin



5HTTLPR-MAOA-uVNTR-fenotyyppi
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on yhdistelma nopean entsyymiaktiivisuuden

MAOA-uVNTR-alleelista (hemitsygootit genotyypit 3.5 ja 4) ja heterotsygootin genotyy-

pin normaalisti toimivasta ja transkriptiotehokkuudeltaan heikentyneestd SHTTLPR-
alleeleista (genotyyppi (14/16A ja 16G/16A). Naisilla yleisin SHTTLPR-MAOA-UVNTR-
fenotyyppi heterotsygootti yhdistelma hitaan ja nopean entsyymiaktiivisuuden MAOA-
uVNTR-alleeleista (genotyypit (3/3.5, 3/3, 3.5/5 ja 4/5) yhdistettyna heterotsygoottiin

genotyyppiin  normaalisti toimivasta ja transkriptiotehokkuudeltaan heikentyneesta
5HTTLPR-alleeleista (genotyypit 14/16A ja 16G/16A).

Taulukko 8.  MAOA-uVNTR ja 5HTTLPR -alueiden fenotyypit ja niiden frekvenssit tutkimusai-
neistossa
MIEHET SHTTLPR ~HEIKENTYNYT HEIKENTYNYT/NORMAALI
MAOA-uVNTR 14/14, 14/16G, 16G/16G  14/16A, 16G/16A
HIDAS (3, 5) 10,1 % 22,2 % 10,8 %
33 [DGESI 184
NAISET S5HTTLPR = HEIKENTYNYT HEIKENTYNYT/NORMAALI
MAOA-uVNTR 14/14,14/16G, 16G/16G  14/16A, 16G/16A
HIDAS
5,69 7,39 4,89
(3/3,3/5,5/5) o % 3% /8%
HIDAS/NOPEA
12,1 % 13,7 %
(3/3.5, 3/4,3.5/5, 4/5) ’ _ ’
7,3 % 19,4 % 6,5 %
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7 Yhteenveto

Taman insindoritydn tarkoituksena oli pystyttaa ja optimoida serotoniinin metaboliaan,
MAOA-UVNTR, ja sitalopraamin farmakodynamiikkaan, SHTTLPR ja rs25531, liittyvien
polymorfioiden maaritysmenetelmd. Menetelman pystytys sisalsi MAOA-uVNTR ja
S5HTTLPR -dupleksiPCR-menetelman optimoinnin, muodostuneiden DNA-fragmenttien
erottelun kapillaarielektroforeesilaitteistolla ja siind muodostuneiden elektroferogram-
mien analysoinnin GeneMapper ID-X -ohjelmistolla. Analysoiduista naytteista valittiin
viela SHTTLPR-alueen pitkdn alleelin 16 suhteen positiiviset naytteet restriktioentsyy-
mikasittelyyn, jonka avulla voitiin selvittda alleelissa 16 oleva mahdollinen SNP,
rs25531.

Menetelman pystytyksen jalkeen suoritettiin tyon toinen osa, eli MAOA-uVNTR,
5HTTLPR ja rs25531 -polymorfioiden maaritys oikeuslddketieteellisesta tutkimusaineis-
tosta. Aineisto oli valittu kontrolliaineistoksi sitalopraamin farmakogenetiikan ja itse-
murhien valistd yhteytta tutkivaan vaitoskirjatydhon. Saaduista tuloksista laskettiin al-
leelifrekvenssit, joihin tapausryhmén tuloksia tullaan myéhemmin vaitoskirjatydssa ver-
taamaan, jotta saadaan selville, onko tapausryhman, eli itsemurhan tehneiden sitalo-
praamin kayttdjien ja kontrolliaineiston eli sitalopraamin kayttajien joiden kuoleman-
luokka on muu kuin itsemurha, valilla tilastollisesti merkitsevaad eroa. Aineiston sopi-
vuus verrokkiaineistoksi laskettiin Hardy-Weinbergin tasapainojakaumalla, joka kertoo

onko verrokkiaineisto ideaali satunnaisotos populaatiosta.

Menetelmda saatiin toimimaan hyvin ja luotettavasti, vaikka alkuun etenkin SHTTLPR-
alueen monistumisen kanssa oli paljon ongelmia alueen CG-rikkauden vuoksi. Opti-
moimalla dupleksiPCR:ssa kaytettavien eri alueiden alukkeiden maaria paastiin tasai-
siin tuloksiin molempien reaktiossa monistettavien alueiden kohdalla. Myds restriktio-
entsyymin epaspesifinen pilkkominen tuotti aluksi paanvaivaa, mutta sekvensoimalla
havaitut alleelit voitiin varmistua niiden oikeasta tulkinnasta ja samalla menetelméan

luotettavuudesta.

Kontrolliaineistossa yleisin MAOA-uVNTR-alueen alleeli oli sekd miehilla ettd naisilla 4
toistonjakson nopean entsyymitehokkuuden alleeli. MAOA-uVNTR-alueen genotyypeis-
ta yleisin oli miehill& siis homotsygootti 4 toistojakson alleeli, naisilla taas heikomman
entsyymitehokkuuden toistojakson 3 ja nopean entsyymitehokkuuden toistojakson 4

yhdistelma 3/4, mista on kuitenkaan mahdotonta arvioida aktiivista alleelia. SHTTLPR-
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alueen yleisin alleeli oli seka miehilla ettd naisilla normaalilla transkriptiotehokkuudella
toimiva 16A. Yleisin SHTTLPR-alueen genotyyppi seké miehilla etta naisilla oli heiken-
tyneen transkriptiotehokkuuden alleelin 14 ja normaalilla transkriptiotehokkuudella toi-
mivan alleelin 16A yhdistelm& 14/16A.

Molemmat maaritetyt alueet yhdistettyna miesten yleisin SHTTLPR-MAOA-uVNTR-
fenotyyppi oli MAOA-uVNTR-alueen nopean entsyymiaktiivisuuden genotyypit (3.5, 4)
yhdistettynd SHTTLPR-alueen normaalisti toimivan ja transkriptiotehokkuudeltaan hei-
kentyneen alleelin yhdistelmééan (14/16A). Naisilla yleisin SHTTLPR-MAOA-uVNTR-
fenotyyppi oli MAOA-uVNTR-alueen hitaan ja nopean entsyymitehokkuuden yhdistel-
mien (3/3.5, 3/4, 3.5/5, 4/5) genotyypit yhdistettynd SHTTLPR-alueen normaalisti toimi-

van ja transkriptiotehokkuudeltaan heikentyneen alleelin yhdistelmé&an (14/16A).
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PCR-alukkeet

SHTTLPR:

Forward: 5 GGCGTTGCCGCTCTGAATGC 3

Reverse: 5" GAGGGACTGAGCTGGACAACCCAC 3

MAOA-uUVNTR:

Forward: 5 ACAGCCTGACCGTGGAGAAG 3

Reverse: 5 GAACGGACGCTCCATTCGGA 3’

(Oligomer)
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Kapillaarielektroforeesin ajoparametrit
Genetic Analyzer 3500xI (Applied Biosystems)
r:,_.lz:‘ Edit Instrument Protocol MACA_SHTTLPR @1
Setup an Instrument Protocol
7]

Dye Set: 16 -

Instrument Protocol Properties

* Run Module: [ HID36_POP4xd -
* Protocol Name: | MAOA_SHTTLPR [T Locked
Description:
Oven Temperature (*C): 60 Run Voltage (kVeolts):  13.0 PreRun Voltage (kVolts): 15 Injection Voltage (kVolts): 1.2
Run Time (sec.): 2400 PreRun Time (sec.): 180 Injection Time (sec.): 24 Data Delay (sec.): 1

Following values are not recommended to be changed.

Voltage Tolerance (kVolts): 0.7 Voltage # of Steps (nk): 20 Voltage Step Interval (sec.): 15
First Read Out Time (ms): 160 Second Read Out Time (ms): 160
Mormalization Target: 3200 MNormalization Factor Threshold Min: 0.3 MNormalization Factor Thresheld Max: 3.0

Close Save

Application Type: Capillary Length: cm Polymer: |POP4 =
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GeneMapper ID-X v 1.4 -analyysiparametrit

-
Analysis Method Editor @

Peak Detection Algorithm: Advanced

Ranges Peak Detection
Analysis . Sizing _ Peak Amplitude Thresholds:
FullRange x| (MSReS vy B: |2500 R: |500
Start Pt:|0 Start Size:|0 - : :
Stop Pt: | 10000 Stop Size: | 1000 500 ! 5|t
- —— Y: |500 0: 100
~Smoothing and Baselining i ' )
; E Min. Peak Half Width: |2 pts
Smoothing (") None . 3
@ Light Polynomial Degree: 7
() Heavy Peak Window Size: 5 |pts
Baseline Window: |51 pts “Slope Threshold
Peak Start: 0.0
-Size Calling Method Peak End: 0.0
(7) 2nd Order Least Squares :
(7) 3rd Order Least Squares Normalization
() Cubic Spline Interpolation Use Normalization, if applicable
@) Local Southern Method
() Global Southern Method

{ Factory Defaults ]

[§aveAs ][ Save ][ Cancel ][ Help ]

Hyvin  MAOA-uVNTR-5HTTLPR-dupleksiPCR-reaktiossa monistuneille, korkeat piikit
muodostaville naytteille kaytettiin analyysiparametreja, jotka havaitsivat tutkittavalta
alueelta ne piikit, joiden korkeus oli yli 2500 rfu (Peak Detection, Peak Amplitude
Threshold: B: 2500 rfu). Korkeamman kynnysarvon kayttd vahensi ylimaaraisten epa-

puhtauspiikkien tunnistusta ohjelmassa.
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Analysis Method Editor (|

| General | Allele [ Peak Detector | peak Quality | SQ & GQ Settings |

Peak Detection Algorithm: Advanced
Ranges Peak Detection
focky  Sizing  Peak Amplitude Thresholds:
LFuIIRange v“ ;AllSlZéS ‘ - B: ‘200 ‘ R: ‘i500 ‘
Start Pt:?~0 Start Slze:iO - ’500 ‘ ot = ‘
Stop Pt: | 10000 | StopSize:|1000 | e | B |
7 Y: 500 o0 |
~Smoothing and Baselining —
, ) Min. Peak Half Width: |2 pts
Smoothing (7) None : b= ﬁ
@ Light Polynomial Degree: P |
(") Heavy Peak Window Size: 15 pts
Baseline Window: ]‘ 51 |pts Slope Threshold —
—_ Peak Start: 00 |
~Size Calling Method Pk s 0.0 ‘
(7) 2nd Order Least Squares L —4
() 3rd Order Least Squares Normalization
'l";' Cubic Spline Interpolation Use Normalization, if applicable
(@ Local Southern Method
() Global Southern Method
[ Factory Defaults

soves ] [(sove ] (Lconea ] L1 ]

Heikompien naytteiden kohdalla (piikin korkeus <2500 rfu) havaitsemiskynnys laskettiin

200 rfu:n (Peak Detection, Peak Amplitude Threshold: B: 200 rfu).
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-
Analysis Method Editor

|2

| General | Allele |:Peak Detector || peak Quality | SQ & GQ Settings |

Smoothing

Stop Pt: | 10000

~Smoothing and Baselining

Peak Detection Algorithm: Advanced

Ranges

Analysis _, Sizing
Full Range v | |Alsizes
Start Pt:|0 Start Size:|0

| Stop Size: | 1000

(7) None
@ Light
(7) Heavy

Baseline Window:

51 |pts

~Size Calling Method
(7) 2nd Order Least Squares
(7) 3rd Order Least Squares
(7) Cubic Spline Interpolation
@) Local Southern Method
(7) Global Southern Method

Peak Detection

Peak Amplitude Thresholds:
B: 100 | R: 500
G: |50 p: [500
Y: |s00 0: [100

Min. Peak Half Width: E pts
Polynomial Degree: 3
Peak Window Size: |15 pts
Slope Threshold S
Peak Start: 0.0

Peak End: 10.0
Normalization

Use Normalization, if applicable

Factory Defaults

[Csvers ) [(5me ) (o ] (b ]

Restriktioentsyymikasittelyn jalkeen muodostuneita fragmentteja analysoitaessa kaytet-

tiin analyysiparametreja, jotka tunnistivat tutkittavalta alueelta piikit joiden korkeus oli yli

100

rfu

(Peak

Detection,

Peak

Amplitude

Threshold:

B:

100

rfu).



Sekvensointi

ExoSAP —puhdistus (14 pl*) :

ddH,0

Exonuclease (10 U/ul)
SAP (1 U/ul)
PCR-tuote

konsentraatio | 1x (ul)
- 3,6

2U 0,2
0,2U 0,2

- 10

*osassa ndytteissa reaktio puolitettu kaytettavissa
olevan PCR-tuotteen vahaisyyden vuoksi.

ExoSAP -lampétilaohjelma:
Iampétila (°C) ‘ aika (min)

37 45:00
80 15:00
10 oo

Sekvensointireaktio:

1x (ul)

2.5x sekvensointimiksi
5x Sequencing Buffer
Primer (2uM)

ddH,0

2,3
1,15
0,45

15% pipetoikivara huomioitu Brissa.

9,5 ul miksia + 0,5 pul ExoSAP:illa puhdistettua PCR-tuotetta.

Sekvensointireaktio:
syklimaidra lampotila (°C)

aika (min)

96
26 50
60

0:30
0:15
4:00

HOLD 10

oo
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Sekvensointituotteen puhdistus
Dynabeads Sequencing Clean Up (Invitrogen, Life Technologies)

1. Vorteksoi Dynabeads-liuosta juuri ennen pipetoimista vahintadan 10 sekuntia.
2. Lisaa 20 pl Dynabeads-liuosta kullekkin puhdistettavalle naytteelle (10 pl).
e Sekoita huolellisesti pipetilla
e Seisota huoneenlammossa 15 min
3. Valmista riittdva maara 85 % etanolia (yhdelle naytteelle 30 pl, voi tehda reilus-
ti)
4. Aseta nayteputket magneettilevylle
e Spinnaa naytteet tarvittaessa pohjaan ennen magneettilevylle asetta-
mista
e Seisota 1 min
¢ Poista neste huolellisesti pipetilla
Poista nayteputket magneetilta
Liséa 30 pl 85 % etanolia.
o Sekoita huolellisesti pipetilla, magneettihelmien tulee olla tasaisesti se-
koittuneita nesteeseen.
7. Aseta nayteputket magneetille
e Poista neste huolellisesti
¢ Etanolin voi poistaa myos ravistelemalla késipaperiin, kunhan magneet-
tilevy on tiukasti kiinni nayteputkissa koko ravistelun ajan.
8. Poista nayteputket magneetilta.
9. (Kohdat 6-8 voi toistaa jos aikaisemmassa puhdistuksessa on havaittu paljon
varia.)
10. llmakuivaa naytteita vahintdan 5 min.
11. Lisaa 30 pl ddH,0
e Sekoita huolellisesti pipetilla, magneettinelmien tulee olla tasaisesti se-
koittuneita nesteeseen.
e Seisota 2 min.
12. Aseta ndyteputket magneetille
e Seisota 1 min.

e Siirrd 25 pl nestetta ajoputkiin



Kapillaarisekvensoinnin ajoparametrit

Genetic Analyzer 3500xI (Applied Biosystems)

T Edit Instrument Protocol FastSeq30_POPT_1 [

Setup an Instrument Protocol

Application Type: Capillary Length:

Instrument Protocol Properties

Palymen

* Run Module: |FastSeq50_POP7:d -
* Protocol Name: | FastSeq50_POP7xl_1 [ Locked
Description:
Oven Temperature (°C): 60 Run Voltage (kVolts): 134 PreRun Voltage (kVolts): 15 Injection Voltage (kVolts): 1.6
Run Time (sec): 2520 PreRun Time (sec.): 180 Injection Time (sec.): 15 Data Delay (sec): 250

Following values are not recommended to be changed.
Woltage Tolerance (kVolts): 0.6 Voltage # of Steps (nk): 30 Voltage Step Interval (sec.): 15
First Read Out Time (ms): 200 Second Read Qut Time (ms): 200

Close Save

Liite 5
1(1)



