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Opinnaytetyon tarkoituksena oli selvittd& Terveyden ja Hyvinvoinninlaitoksen Biopankin
DNA-nayteprosessoinnissa tapahtuvien naytesekaannuksien maaraa, eli kuinka iso osuus
naytteista sekoittuu verinaytteiden vastaanoton, DNA-eristyksen ja DNA-laimennoksen
valilla. Biopankissa kasiteltyjen naytteiden tulisi tayttaa korkeat laatukriteerit ja olisi hyvin
tarkeaa ettei naytesekaannuksia paasisi tapahtumaan. Yksi opinnaytetyon tavoite oli myds
pystyttaa menetelma, jossa jo suoraan verindytteelle voitiin tehda PCR, ilman erillista
DNA-eristysta, jolloin sisaantullut verindyte saadaan analyysiin mukaan. Opinnaytetyd
suoritettiin THL Biopankin naytehallinnan laboratoriotiloissa Biomedicum
tutkimuskeskuksessa kevaalla 2017.

Tutkittavina naytteina toimivat sisaantulleesta verindytteesta keratty veriliuskanayte,
verindytteesta eristetty DNA-liuos, sek& DNA-liuoksesta tehty laimennos. Naytteet ajettiin
Minisatelliitti PCR-protokollan mukaisesti monistaen naytteenantajalle yksilollista D1S80-
minisatelliittilokusta. Tydssa pipetoitiin rinnakkain agaroosigeelille (AGE) saman yksilon
DNA-liuoksista saadut PCR-tuotteet ja kolmea naytevythykettd tarkasteltiin ajon jalkeen
geelilta. Saman yksilon kolmen naytevythykkeen tuli olla identtiset, naytesekaannusta olisi
tapahtunut mikali vydhykkeiden valilla olisi havaittu poikkeamia.

Tulkittavia tuloksia saatiin yhteensa 235 naytteesta, joista 24 oli hepariinia sisaltavia
verinaytteita. Myds verinaytteille onnistuttiin tekemaan suoraan PCR, ilman erillistd DNA-
eristysta. Tutkittujen naytteiden joukosta ei havaittu ndytesekaannuksia. Menetelmaa
paastiin myos testaamaan asiakkaan reklamoimille naytteille, joiden joukosta tunnistettiin
naytesekaannustapaus.

D1S80- minisatelliitiiokuksen monistamiseen perustuva yksilontunnistusmenetelma
osoittautui hyvaksi alustavaksi analyysiksi ndytesekaannustapauksia tutkittaessa, mutta
menetelma vaatisi aina esimerkiksi ID-PCR (6-plex) varmistusanalyysin tulosten
luotettavuuden takaamiseksi.
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The purpose of this study was to find out the number of sample confusion occurence from
the National Institute of Health and Wellfare Biobank DNA sample processing. The study
examined how much of the samples were mixed between blood sample reception, DNA
isolation and DNA dilution. The samples processed at THL Biobank should meet high qual-
ity criteria so it is very important that sample confusion will not happen. One goal was also
to set up a method where PCR- analysis could be made directly to the blood sample with-
out the need of a separate DNA isolation. The study was carried out at THL Biopank's
sample management laboratory facilities at the Biomedicum Research Center in spring
2017.

The examined samples were the blood strips collected from the incoming blood samples,
the DNA solution isolated from the blood sample and dilution from the DNA solution. The
samples were run in accordance with the Minisatellite PCR protocol, amplifying the D1S80
minisatellite locus. Three PCR products of the same individual were pipetted in parallel to
agarose gel (AGE) and three sample zones were examined on gel. The same individual
sample zones should have drifted into identical positions on the gel and the deviations
between the sample bands meant a possible sample confusion case.

Outcomes from 235 samples were obtained, of which 24 were samples of heparin contain-
ing blood. No sample mix up were found among the studied samples. The method was
also tested on a case where samples were returned from customer who suspected that
there has been sample confusion among the samples. One clear sample confusion inci-
dent was found among the samples.

The amplifying of the individual D1S80 minisatellite lokus was proven to be a good initial
analysis when examining sample mix up cases, which the customer has complaint about.
The method however always requires for example an ID-PCR (6-plex) backup analysis to
ensure the reliability of the results.

Keywords DNA, PCR, Minisatellite, D1S80- locus
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1 Johdanto

Taméan opinnaytetydn aiheena oli tutkia ja selvittda Terveyden ja hyvinvoinninlaitoksen
Biopankin DNA-nayteprosessoinnissa tapahtuvien naytesekaannuksien maaraa.
Opinnaytetydn tavoitteena oli myds pystyttdd sisaistd laadunvalvontaa varten
menetelmd, jonka avulla verinaytteestda voidaan tehdda suoraan PCR
(Polymeraasiketjureaktio), ilman erillista DNA-eristystd. N&in analyysiin saadaan
mukaan myds Biopankkiin sisaan tullut verinayte. Alustava protokolla verinaytteiden
kasittelylle oli olemassa, mutta sitd ei oltu viela testattu minisatelliitti-PCR-
menetelmalla. THL Biopankki kasittelee ja sailyttdd ainutlaatuisia ja arvokkaita laajoja
tutkimuskokoelmia ja edistda kyseisten aineistojen tutkimuskayttéa terveytta ja
hyvinvointia edistaviin tutkimuksiin, seka uusien hoitomenetelmien kehittamiseen. Tyo
toteutettiin kevaalla 2017 THL Biopankin ndytehallinnan laboratoriotiloissa Biomedicum
tutkimuskeskuksessa.

Naytesekaannuksia voi tapahtua DNA-nayteprosessoinnissa useammassa efri
vaiheessa, eika tilastoja naytesekaannuksien maarasta ole THL Biopankissa vield
tdhan mennessd tehty. DNA-ndyteprosessoinnissa tapahtuvien naytesekaannusten
maaran  detektoinnilla  saataisiin kuva  prosessin  sisalla  tapahtuvien
naytesekaannustapausten yleisyydesta. Tytdssa oli tavoitteena tutkia GeneRisk- ja
NFID-projektien osalta yksilon antaman verinaytteen DNA-profiilin  vastaavuutta
samasta  naytteestd  eristetyn  DNA-liuoksen ja liuoksesta  valmistetun
kayttélaimennoksen (Laimennos 1, L1) valilla agaroosielektroforeesigeeliltd (AGE).
Naytteille oli tarkoitus tehda PCR-ajo minisatelliitti-PCR -protokollan mukaisesti,
monistaen yksilolle spesifista D1S80-minisatelliittilokusta, jolloin kolmea saman
henkilon rinnakkaista naytevythyketta pystyisi tarkastella agaroosigeelilta mahdollisten
poikkeamien detektoimiseksi. Naytevydhykkeiden tulisi olla identtiset, mahdolliset
naytesekaannukset havaittaisiin poikkeamina kolmen rinnakkaisen naytevydhykkeen

joukosta.

Tyodssé oli tarkoitus selvittédd lapi kulkevien naytteiden virheprosentti, eli kuinka suuri
osuus naytteistd sekoittuu verindytteiden vastaanoton, DNA-eristyksen ja DNA-
laimennoksen vélilla. Tarkoituksena oli 16ytda DNA-nayteprosessoinnin mahdolliset
ongelmakohdat ja puuttua niihin, jotta naytesekaannuksilta voitaisiin jatkossa valttya.

THL Biopankissa voitaisiin hyddyntdd minisatelliitti-PCR -menetelmad muunmuassa



tarkasteltaessa potentiaalisia naytesekaannustapauksia, joista asiakas on reklamoinut.
Nayteprosessoinnissa tapahtuvien ndytesekaannusten maaran tutkimisesta olisi paljon
hyotya laadunvalvonnallisesta nakokulmasta, silla asiakkaalle menevien naytteiden
jatkotutkimukset ovat usein erittain kallita ja naytteiden tulisi tayttda korkeat
laatukriteerit. Sekaantuneet naytteet voivat aiheuttaa turhia vaarinkasityksia naytteiden

jatkotutkimuksissa ja tapausten selvittdminen vie aina oman aikansa.

2 Tyon teoria

2.1 DNA-nayteprosessointi THL Biopankissa

THL Biopankin DNA-eristyslaboratoriossa eristetadn DNA:ta sisaantulevista
verinaytteistd kymmenia tai jopa satoja pdaivassa, riippuen eristykseen kaytetysta

laitteistosta seka sen hetkisista henkilostoresursseista.

Naytteet saapuvat Biopankkiin 4 tai 10 ml:an EDTA:ta sisaltavissa veriputkissa, jolloin
ne vastaanotetaan Samwise-tietojarjestelmaan ja eristaja tulostaa kaikille putkille uudet
naytteenantajan omaa henkilokohtaista naytekoodia vastaavat tarrat. Jokaisella
naytteellda on oma uniikki viivakoodinsa, sek& naytekoodi (subjekti), joka on yksildlle, eli
naytteenantajalle ominainen koodi. Tietojarjestelmastd voidaan nahda naytteen
senhetkinen tila ja paikantaa naytteen sijainti Biopankissa. Naytteistd eristetdén
genominen DNA eristysrobotiikkaa kayttden tai kasin tehtavan protokollan mukaisesti.
Eristyksen lopussa eluutioliuoksessa oleva DNA pipetoidaan kasin 1,5 mlan
koodattuihin nayteputkiin, jolloin nayte jad Biopankkiin niin sanotuksi stokki- eli
varastoliuokseksi. Naytteistd mitataan DNA-pitoisuus ja puhtaus eristyksen jalkeen

NanoDrop- tai Trinean DropSense-spektrofotometreilla.

Stokkiliuoksista laimennetaan kayttélaimennoksia (Laimennos 1, L1), sekad asiakkaalle
menevia laimennoksia (Laimennos 2, L2) 96-kuoppalevyille nesteenkasittelyrobotiikkaa
kayttaen. Kayttdlaimennoksien kaksijuosteisen DNA:n pitoisuus mitataan PicoGreen-

menetelméalla ennen asiakkaalle menevien laimennosten valmistusta.

Jokaisessa eristysprotokollassa nayte siirretddn useamman kerran alkuperaisista
sisdantulevista veriputkista uusiin koodattuihin ja tarrotettuihin putkiin. Myds DNA-

laimennoksia asiakkaille tehtdessa nayte siirtyy stokkiputkesta kertaalleen L1-levylle,



sekad L1-levylta ainakin kerran lopulliselle, asiakkaalle menevélle L2-levylle. Jokainen
naytesiirto ja kasittelykerta lisd&véat riskida mahdollisten naytesekaannusten
syntymiselle.

Tassa opinnaytetydssa tutkittiin kolme naytepistetta DNA-nayteprosessoinnista, jolloin
tutkittavaksi saatiin yksilon verindyte ennen DNA-eristysta (veriliuskandyte), DNA-
eristyksen lapikaynyt DNA-liuos (stokkiliuos) seka stokkiliuoksesta laimennettu
valilaimennos (L1-liuos). Naytteille tehtavan D1S80-lokuksen monistukseen perustuvan
Minisatelliitti-PCR:n  avulla pystytddan havainnoimaan onko néytesekaannusta
tapahtunut DNA-nayteprosessoinnissa ja jos on, niin missd kohtaa prosessia

sekaannus on tapahtunut.

2.2 DNA-eristykseen kaytettdvat menetelmat

Verindytteiden DNA-eristykseen on THL Biopankissa kaytettéavissa kolme eri Perkin
Elmerin eristysrobottia, Chemagic MSM 1- ja Chemagic ™ 36° — robotit seka Janus®
Chemagic Pro-robotti. Naytteista voidaan eristdéa DNA myods kasin Qiagenin Puregene
kitin protokollan mukaisesti. Perkin ElImerin Chemagic roboteilla on mahdollista eristaa
ja puhdistaa DNA:ta lukuisista eri naytteista, kuten verestd, syljestda, kudoksesta,
bakteereista ja plasmasta, kayttaen eri ndytematriiseille tarkoitettuja eristyskitteja. THL
Biopankissa on kaytdssa veri- ja sylkinaytteiden DNA-eristykseen tarkoitetut eristyskitit
(chemagic DNA Blood Kit special Cat: CMG-704 / CMG-1074 ja chemagic DNA Saliva
kit special Cat: CMG-1035), jotka sisaltavat tarvittavat liuokset ja puskurit genomisen

DNA:n eristamiseen.

Nayte siirtyy jokaisessa DNA-eristysprotokollassa ainakin kaksi kertaa uusiin
koodattuihin putkiin. Eristysrobotiikkaa kaytettdessa verindytteet kaadetaan aluksi
naytteenantajan naytekoodilla varustettuihin  nayteputkiin  joiden jarjestyksen
sailymisesta, koodien tarroituksesta ja naytteiden siirrosta oikeisiin putkiin vastaa
eristdja. Eristysrobotti sailyttdd saman naytejarjestyksen ajon loppuun asti, pipetoiden
lopullisen DNA-liuoksen eristdjan koodittamiin putkiin, joiden kooditus tulee olla
identtisessa jarjestyksessa eristyksen alkupaéssa olevien naytetta sisaltavien putkien
kanssa. Naytteet siirretddn lopuksi viela pienempiin 1,5 mlan nayteputkiin

(stokkiputket), kuten on kuvattu aiemmassa kappaleessa 2.1. Inhimilliset erehdykset ja



mahdolliset naytesekaannukset ovat tassé kohtaa mahdollisia. Tama oli lukeutui myo6s

opinnaytetydssa tutkitun kolmen prosessista otettavan naytepisteen joukkoon.

THL Biopankissa pyritddn ensisijaisesti kayttamaan verindytteiden genomisen DNA:n
eristykseen siihen tarkoitettua robottiikkaa, mutta eristyslaboratoriossa tehdaan
eristyksia myos kasin tehtavalla protokollalla. Menetelmassa naytteiden siirto ja uusien
putkien tarroitus tehdaan kolme kertaa, eli yhtd monta kertaa kuin robotiikkaa

kayttaessa.

Roboteilla tehtava eristys perustuu M-PVA- magneettihelmiin, jotka tarttuvat laitteessa
oleviin pyoriviin metallisauvoihin sahkémagneetin avulla (ks. Kuva 1). Ensimmaisessa
vaiheessa solut hajotetaan, jonka jalkeen DNA sitoutuu naytteestd magneettihelmiin ja
kulkeutuu sauvojen mukana DNA- eristysprosessin lapi, jarjestyksessa 1.Lysis buffer
- 2. Binding buffer = 3. — 5. Wash buffer = 6. Wash buffer. Puhdas DNA on
prosessin jalkeen eluutioliuoksessa (6.Wash buffer), jolloin se on valmiina
jatkokasiteltavaksi.

Chemagic MSM 1- ja Chemagic ™ 360 -robottien osalta THL Biopankissa on kaytossa
12 metallisauvan pad, jolla voidaan kasitella 12 kpl verinaytteitd 50 ml:an putkissa,

naytetilavuuden ollessa 4 - 10 ml.

MAGNET ON ROTATION OFF MAGNET OFF ROTATION ON

Kuva 1 Vasen kuva: Magneetti on kytketty p&élle, helmet ja DNA- pelletit tarttuvat sauvojen paihin.
Oikea kuva: Magneetti on kytketty pois ja sauvat pyorivat, jotta ndyte eluoituu puskuriin. [1]



Janus® Chemagic Pro —eristysrobotilla (ks. Kuva 2.) on mahdollista eristaa suurempia,

maksimissaan 48 naytteen maaria, naytetilavuuden ollessa 10 pl — 10 ml:aa [2].

Laboratoriossa on kaytossa 24 metallisauvan sekoitusvarsi.

Kuva 2 Janus® Chemagic Pro -eristysrobotin kansi kuvattuna ylh&alta. Vasemmalla 4 ml
viivakoodatut néayteputket telineissd, keskella 24 paikkaiset sekoituskaivot ja oikealla 24
metallisauvan varsi. [3]

2.2.1 DNA-naytteiden jatkokasittely

DNA-eristetyille (stokki) naytteille tehdd&n THL Biopankissa kayttlaimennos (L1)
Tegan Genesis tai Tecan Freedom EVO-nesteenkasittelyrobotiikkaa kayttaen.
Stokkiliuokset, jotka ovat 1,5 ml:an ndyteputkissa, asetetaan 96-paikkaiselle telineelle
ja laimennosrobotti laimentaa liuokset halutulle 96-malliselle kuoppalevylle.
Kayttblaimennos oli tassa opinnaytetydssa tutkitun kolmen prosessista otettavan

naytepisteen joukossa.



Laimentaja vastaa naytejarjestyksen tarkistamisesta laimennostyolistasta, jotta naytteet
paatyvat oikeisiin kaivoihin kuoppalevylle. Laimennostydlista kertoo néytekoodilla ja
naytteen viivakoodilla mihin nayte kuuluu 96-telineella. Suuri riski naytesekaannusten
syntymiseen on, mikali laimentaja asettelee stokkiliuosputket vaaréaéan jarjestykseen 96-
telineelle ja nesteenkasittelyrobotti laimentaa DNA-liuoksen vaaraan kaivoon tai mikali

kuoppalevy on asetettu vaarinpain robotin kannelle ennen laimennuksen aloitusta.

Robotit kayttavat nesteiden siirtoon sisdanrakennettua nesteenannosteluvartta (LiHA),
jossa on kahdeksan itsendista nesteenannostelukanavaa (ks. Kuva 3). Laitteet
annostelevat liuoksia tilavuudeltaan 3 — 1000 pl, kayttaen 200 pl tai 1000 pl
pipetinkarkia. Jokaiselle kanavalle pystytddan saatamaan leveys ja ne ovat
ohjelmoitavissa erikseen, mikd mahdollistaa eri nestetilavuuksien annostelun
samanaikaisesti. Laitteen kannen leveys on 150 cm ja se voidaan konfiguroida
kayttamaan useita erilaisia kuoppalevyja, altaita ja pipetinkarkia [4]. Instrumenttien
kontrollointiin kaytetd&dn Gemini Software- ohjelmistoa.

Kuva 3 Tecan Genesis RSP 150 -nesteenkésittelyrobotti kahdeksan paikkaisella LiHA-
nesteenannostelu varrella. Kuvasta voidaan nahdé stokkiliuosputket aseteltuna 96-paikkaiselle
levylle ja lapinakyvéa 96-kuoppalevy, johon liuokset laimennetaan



2.3 DNA-toistoalueiden profilointi

Alunperin DNA-sormenjalkiprofiloinnin kehitti Sir Alec Jeffreys vuonna 1984 tutkiessaan
DNA:n katkoskirjo (RFLP, Restriction lenght polymorphism) -menetelmén avulla
ihmisen genomin eri toistoalueita (lokuksia), kayttaen apuna MLP- koettimia (multi
locus probe). Tekniikassa MLP-koettimet pystyvat havaitsemaan useamman
minisatelliitti (VNTR, Variable number of tandem repeats) -lokuksen samanaikaisesti ja
tuottamaan yksil6llisen ja monivyohykkeisen DNA-profiilin eri henkildiden valille [5]. Eri
yksildiden naytevyohykkeita pystyi tarkastella ja vertailla toisiinsa agaroosigeeli-, sekéa
Southern blotting-ajojen jalkeen membraanilta, joka altistettiin rontgenséateilylle [6].
Kaytettdessd ainoastaan yhtd MLP-koetinta nimeltddn 33.15, DNA-profiilin
vastaavuuden todennakoisyys yksildiden valilla arvioitin olevan < 3 x 10! ja
kaytettaessa kahta MLP:ta (koettimet 33.15 ja 33.6) vastavuus arvioitiin olevan <5 x 10°
19 Poikkeuksena on identtiset kaksoset, jotka voivat omata toisiaan vastaavat DNA-
sormenjaljet [5].

MLP-koettimia kaytettdessa DNA:n tulee olla mahdollisimman vahén hajonnutta ja sita
tulee olla riittavasti, jonka johdosta esimerkiksi rikospaikalta saatuja DNA-naytteita
analysoitin SLP (Single locus probe)-koettimien avulla. SLP-menetelma tuottaa
yksinkertaisen, mutta hyvin polymorfisen yhden tai kahden vyéhykkeen DNA-profiilin,
joita voi tarkastella suoraan agaroosigeeliltda (AGE). SLP-analyysi on my6s paljon
herkempi kuin MLP ja tarvitsi pienempia maaria DNA:ta (noin 10 ng) analyysin tekoon.
[7s.3]

Minisatelliittialueiden analysointia kaytettiin yleisesti rikospaikkanaytteiden DNA-
profiloinnissa vield 1990-luvun alussa, ennen niiden korvautumista PCR-pohjaisilla
mikrosatelliittialueiden (STR, short tandem repeats) analysointimenetelmilla. D1S80 oli
laajasti kaytetty minisatelliittilokus, jonka fragmentteja monistettin tuottamaan
alleeleita, jotka olivat merkittavasti pienempia kuin fragmentit, joita oli aiemmin kaytetty
DNA-sormenjalkiprofiloinneissa.  Verrattuna RFLP-menetelmdan, D1S80-alleelit
jakaantuvat erillisiin kokoluokkiin ja taten niitd pystyy vertaamaan suoraan geelilla

standardiin, joka koostuu eri alleelien yhdistelmasta (allelic ladder). Tata menetelm&é



kaytettiin hyvaksi mybhemmassa vaiheessa myds lyhyempien mikrosatelliittialueiden

analysoinnissa. [8 s.74.]

PCR-tekniikkaan (Polymeraasiketjureaktio) perustuvat analyysit on yleisesti kaytetty
menetelma nykypaivan DNA-profiloinnissa, jossa todistusaineistoksi kaytettdva nayte
voi sisaltda hyvin pienen méaaran (0,3 - 0,5 ng) DNA:ta tai mikali tuote on paassyt
osittain hajoamaan. Nain pystytddn monistamaan eksponentiaalisesti DNA:ta ja
tuottamaan yksilollinen DNA-profiili analysoimalla tietynlaisia VNTR, STR tai SNP
(Single nucleotide polymorphism) -alueita [9 s. 17]. Monet rikostekniset laboratoriot
kayttavat parhaillaan PCR- ja kapillaarielektroforeesipohjaisia  menetelmia

polymorfisten STR-alueiden analysointiin [10].

2.4 Minisatelliitit (Variable Number of Tandem Repeats, VNTRS)

Ihmisen genomi sisaltdd runsaasti introneita, jotka ovat proteiineja koodaamattomia
alueita genomissa, proteiineja koodaavien eksoni-alueiden lisdksi. Koodaamattomien
alueiden funktiota ei taysin viela tiedeta, mutta alueilla sijaitsee tuhansia niin sanottuja
DNA-toistojaksoja, joissa tietyn pituinen sekvenssi toistuu eri maarén henkildiden
valilla. Naiden toistojen vaihtelu voi aiheuttaa muutosta geenien toimintaan tai
iimentymiseen, mika voi mahdollistaa organismien nopean sopeutumisen uusiin

ymparistoihin. lhmisen genomi siséaltaa keskimaarin 50 % erinaisia toistojaksoja. [11.]

Tandemtoistoalueet on luokiteltu satelliteiksi, minisatelliteiksi (VNTR) tai
mikrosatelliiteiksi (STR) riippuen toistetun yksikon pituudesta, sek& toistetun alueen
maarasta [14]. Tandemtoistoalueista on ollut paljon hyotya tutkittaessa rikoksia,
perhekytkoksid, sekd geneettistd monimuotoisuutta. Kyseisten alueiden Tandem-
nimitys viittaa alueiden toistettavien sekvenssien olevan perakkain, ilman mink&anlaista

keskeytysta sekvenssien valilla [13].

Minisatelliittialueet ovat noin 6 - 100 emdasparin mittaisia emastoistojaksoja, joiden
pituudessa ja toistojen maaréssa on vaihtelevuutta yksididen valilla, joka tekee niista
hyddyllisen tydkalun yksilon DNA-profiloinnissa. Minisatelliittialueiden toistojen pituudet
voi vaihdella 10 — 1000 eméasparin valilla ja alueita voi useimmiten 16ytdd kromosomin
rekombinaation taitavilta subtelomeerisiltd alueilta [12]. Jotkin minisatelliittialueet

(lokukset) osoittavat suurta vaihtelevuutta alleelien pituuksissa ja minisatelliitit



karakterisoidaan niiden hypervaihtelevuuden (hybervariaabeli) ja polymorfisuuden
mukaan. Minisatelliittialueiden alleelien tiedetd&n olevan eriperintaisia el
heterotsygootteja noin 85 - 99% tapauksista. [15, s.56.] On hyvin epatodennakdista,
etta kahdella sukulaiskytkoksid omaamattomalla yksilolla olisi identtinen toistoalueiden
pituus, seka toistojen maara tutkittavien lokusten osalta, jonka johdosta eri henkildiden
vdlille syntyy yksilollinen DNA-profiili [12].

Suurin osa genomin minisatelliiteista sisdltaa runsaasti kolmen vetysidoksen omaavia
GC-emaspareja (sytosiini ja guaniini), jolloin kaksoiskierre on painavampi [12]. Tassa
tapauksessa DNA-templaatti tarvitsee korkeamman lampétilan auetakseen kuin
runsaammin  AT-emaspareja sisdltava DNA-templaatti, jolloin PCR-reaktion alussa
tarvitaan korkean lampétilan (95 °C) omaava Hotstart-vaihe kaksoiskierteen
aukeamisen takaamiseksi. Kyseinen vaihe oli kdytdssd myos tdssa opinnaytetydssa

naytteille tehdyssa PCR-ajossa.

2.5 D1S80-lokus

D1S80 (MCT118) minisatelliittilokuksessa toistuu 16 emasparin mittainen sekvenssi ja
alueen toistojen maara vaihtelee 14 ja 42 toiston valilla [16, s.35]. D1S80-lokus
sijaitsee genomissa paikalla 1p35 — p36, eli kromosomi yhden subtelomeerisella
alueella. Kyseinen lokus on my6s hyvin polymorfinen ja siitd on ldydetty tahan
mennessa 29 erikokoista alleelia, eli 29 erilaista D1S80-lokuksen sekvenssin
toistomaaraa. D1S80-lokuksen analysointiin kaytetddn SLP-koettimia (Single locus

probe), jotka pystyvat tunnistamaan tietyn lokuksen genomin minisatelliiteista. [17.]

Tutkittaessa D1S80-lokusta alleelit karakterisoidaan toistojen maaralla, eli henkild joka
omaa esimerkiksi alleelit 18 ja 22 (Ks. kuva 4.) kuvataan olevan D1S80 18,22, eli 16
emasparin mittainen sekvenssi toistuu yksilolla 18 seka 22 kertaa [16, s.35]. Tassa
tyossd D1S80-lokuksen alleeleita ei erikseen karakterisoitu, silla agaroosigeelin
erotuskyky (resoluutio) ei ole siihen riittava, vaan naytevyohykkeet eroteltiin

geelikuvista silmamaaraisesti.
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16 emasparia

GAGGACCACCGGCAAGGAGGACCACCGGCAAGGAGGACCACCGGCAAGGAGGACCACCGGCA
AGGAGGACCACCGGCAAGGAGGACCACCGGCAAGGAGGACCACCGGCAAGGAGGACCACCG
GCAAGGAGGACCACCGGCAAGGAGGACCACCGGCAAGGAGGACCACCGGCAAGGAGGACCA
CCGGCAAGGAGGACCACCGGCAAGGAGGACCACCGGCAAGGAGGACCACCGGCAAGGAGGA
CCACCGGCAAGGAGGACCACCGGCAAGGAGGACCACCGGCAAGGAGGACCACCGGCAAGGAG
GACCACCGGCAAGGAGGACCACCGGCAAGGAGGACCACCGGCAAG = alleeli 22

GAGGACCACCGGCAAGGAGGACCACCGGCAAGGAGGACCACCGGCAAGGAGGACCACCGGCA
AGGAGGACCACCGGCAAGGAGGACCACCGGCAAGGAGGACCACCGGCAAGGAGGACCACCG
GCAAGGAGGACCACCGGCAAGGAGGACCACCGGCAAGGAGGACCACCGGCAAGGAGGACCA
CCGGCAAGGAGGACCACCGGCAAGGAGGACCACCGGCAAGGAGGACCACCGGCAAGGAGGA
CCACCGGCAAGGAGGACCACCGGCAAGGAGGACCACCGGCAAG = alleeli 18

Kuva 4 D1S80-lokuksen 16 eméasparin mittainen sekvenssi, joka toistuu yksildlla 22 seka 18 kertaa.
Kuvan tekemiseen otettu mallia sivuston https://www.coursehero.com/file/p74h846/D1S80-
GAGGACCACCGGCAAG-GAGGACCACCGGCAAG-GAGGACCACCGGCAA-G-
GAGGACCACCGGCAAG/ kuvasta D1S80.

Yksild, joka on homotsygoottinen D1S80-lokuksen osalta, on nahtavissd vain
yksittdinen PCR-tuote agaroosigeelielektroforeesiajossa. Tama johtuu siitd, ettad yksilo
on samanperintdinen kyseisen lokuksen osalta, eli vanhemmilta perityt vastingeenit
vastaavat toisiaan ja ovat nain ollen myds samankokoisia. Yleisimmin henkild on
heterotsygootti, jolloin yksilélla on vaihtelevuutta D1S80-lokuksen toistojen maarissa,

jonka johdosta geelilla on nahtavissa kaksi eri kokoista PCR-tuotetta. [18.] (Ks. Kuva 5)

DI1S80
.
.

homozygote

heterozygote
(about 78% are)

B

1= 16 bp segment (repeated BN + BB =142 bp
16-41 times)

| —

I

AN

Kuva 5 D1S80- lokuksen homotsygoottisuus ja heterotsygoottisuus. [19]


https://www.coursehero.com/file/p74h846/D1S80-GAGGACCACCGGCAAG-GAGGACCACCGGCAAG-GAGGACCACCGGCAA-G-GAGGACCACCGGCAAG/
https://www.coursehero.com/file/p74h846/D1S80-GAGGACCACCGGCAAG-GAGGACCACCGGCAAG-GAGGACCACCGGCAA-G-GAGGACCACCGGCAAG/
https://www.coursehero.com/file/p74h846/D1S80-GAGGACCACCGGCAAG-GAGGACCACCGGCAAG-GAGGACCACCGGCAA-G-GAGGACCACCGGCAAG/
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Kyseisen lokuksen toistomaarien, sekd pituuden vaihtelu yksildiden valilla teki siita
oivan valineen tutkittaessa esimerkiksi rikospaikalta taltioidun DNA-naytteen D1S80-
lokuksen vastaavuutta epdillyn henkilon kyseiseen lokukseen. Hyvin pienesta méaarasta
(0,1 ng) naytettd pystyi PCR:n avulla monistamaan kyseista lokusta riittavasti. FBI
(Federeal Bureau of Investigation) sisallytti D1S80-lokuksen analysoinnin
rikostutkimukseensa vuonna 1995, mutta totesivat RFLP-menetelmien omaavan
paremman erottelukyvyn ja luotettavuuden, kuin D1S80-lokuksen profilointi ja muut
AMPFLP (Amplified fragment lenght polymorphisms) -tekniikkaan perustuvat analyysit.
[20.] 1990-luvun alkupuolella rikostutkinnassa RFLP, sekd D1S80-lokuksen kaltaisten
pidempien minisatelliittialueiden analysointi  korvautui lyhyemman toistoalueen

omaavien mikrosatelliittialueiden analysoinnilla (STR) [21].

2.6 Suoraan verinaytteesta tehtavan PCR:n haasteet

Veri siséltdd monia PCR-reaktiota inhiboivia tekijoitda, kuten immunoglobuliini G:t&
(IgG), hemoglobiinia (Hb) ja laktoferriinia (rautaa sitova glykoproteiini), sek& vereen
mahdollisesti lisattyja koaguloitumisen- eli hyytymisenestoaineita. Yleisesti kaytettyja
veren hyytymisenestoaineita ovat etyleenidiamiinitetraetikkahappo (EDTA), hepariini ja
sitraatti. [22; 23.] Nama inhiboivat tekijat voivat vahentéaa tai jopa kokonaan estaa PCR-
reaktiossa tapahtuvan monistumisen ja esimerkiksi yleisesti PCR-reaktiossa kaytettava
Tag-polymeraasientsyymin toiminta voi kokonaan estya jopa hyvin pienista maarista
(0,004%) ihmisen verta sisaltavasta PCR-seoksesta. [24, s.139.]

PCR-reaktiota inhiboivien tekijdiden vaikutukset voidaan jaotella kolmeen ryhmaan,
joista (1) inaktivoi termostabiilin DNA-polymeraasin, (2) voi hajottaa tai sitoo itseensa
nukleiinihapot ja (3) hairitsee solukalvon hajoitus (lyysaus) -vaihetta. Rautaa sitovat
hemoglobiini ja laktoferriini-proteiinit saattavat inhiboida PCR-reaktiota vapauttamalla
rautaioneita PCR-seokseen, jonka on huomattu hairitsevan DNA-synteesia. [24 s. 135.]
Tassakin tyossa PCR-reaktioon lisatty betaiini on glyserolin kanssa yleisesti kaytetty
PCR-reaktion onnistumista edesauttava lisdaine. Betaiinin tiedetdaan parantavan
reaktion GC-rikkaiden alueiden monistusta, silla se pystyy estdmaan
sekund&aarirakenteen muodostumisen, joka saattaa estdd polymeraasientsyymin

toiminnan. [25.]
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3 TyoOn toteutus

3.1 Kontrollien valmistus

PCR-ajoa varten valmistettin yhteensd kahdeksan kontrollia FT17 Pilot-projektin
verinaytteista, joille tehtiin DNA-eristys Biopankin Puregene -kitin ohjeiden mukaisesti.
Reagensseja liséattiin puolet ohjeessa mainituista maarista, silla ohjeesta poiketen

verinaytteiden tilavuus oli 4 ml:aa 10 ml:n sijasta.

Eristyksen jalkeen mitattiin naytteiden DNA-konsentraatio NanoDrop-
spektrofotometrilla. Laimennettiin kontrollinytteet (Kontrollit 1 ja 2) pitoisuuteen 10
ng/ul. Tama pitoisuus oli aiemmin osoittautunut sopivaksi minisatelliitti-PCR

menetelmassa.

3.2 Veriliuskanaytteiden esikasittely ennen PCR-ajoa

Sisdéantulevista Generisk- ja NFID-projektien verindytteistd oli jo valmiiksi keratty
opinnaytety6tad varten noin 1000 veriliuskanaytettd, jotka oli merkitty naytteenantajan
naytekoodin mukaisesti. Liuskoina kaytettin Merck Milliporen Mquant™ Blank
Stripseja, jotka eivat sisalla lyysauspuskuria tai muita reagensseja. Liuskassa oleva
tyynyosa oli kastettu verindytteeseen, joka oli kuivumisen jalkeen asetettu 15 ml:an

naytteenantajan koodilla koodattuun nayteputkeen.

Veriliuskanaytteiden esikasittely suoritettiin erillisessd prePCR-huoneessa. Liuskojen
siséltaman veren valkosolujen hajotukseen kaytettiin TE-puskuriin pohjautuvaa DNA-
uuttomenetelmaa. Veriliuskanaytteeseen pipetoitavaa TE-puskurin maaraa optimoitiin
aluksi muutaman veriliuskanaytteen avulla (10 naytettd), seka naytteitd inkuboitiin (+
70 °C) kunnes saatiin nakyvia naytevyohykkeita geelille minisatelliitti-PCR -ajon
jalkeen. Veriliuskanaytteisiin testatut liuosmaarat olivat tilavuudeltaan valilla 50 — 150
pl.

Eri henkildiden nayteputkissa (tilavuudeltaan 15 ml) olevia liuskanaytteita otettiin
kerralla kasittelyyn 60 kpl, jotta kasiteltdvd naytemaara pysyi sopivana. Nayteputket
numeroitiin aluksi 1 — 60 ja naytteet pidettiin excelilla tehdyn ndytekartan mukaisessa

jarjestyksessa (ks. Kuva 6) lapi koko tydn, kayttdmalla 96-paikkaisia putkitelineitd, seka
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PCR-levyja. Asetettiin 96 paikkaiselle telineelle 60 kappaletta 1,5 ml:an steriilipakattuja
nayteputkia, jotka myds numeroitiin 1 — 60. Kuivatun liuskanaytteen tyynyosa leikattiin
vastaavalla naytekoodilla merkittyyn putkeen saksilla, valttden koskemista kuivaan
vereen. Sakset, sekd liuskanaytteiden kasittelyssd kaytetyt pinsetit puhdistettiin
jokaisen naytteen valilla 70 % etanolilla. Liuskojen tyynyosaan pipetoitiin 80 pl steriilia
1XTE-puskuria (10 mM Tris, 1 mM EDTA pH 8, er&: 106098). Naytettd suspensoitiin
pipetilla edestakaisin n. 10 kertaa kunnes puskurin vari oli muuttunut punertavaksi, eli
verta oli liuennut riittdvasti puskuriin. Naytteita inkuboitiin 20 — 24 tuntia + 70 °C:ssa

lampokaapissa jonka jalkeen DNA oli eluoitunut liuokseen.

1000 1008 1016 1024 1032 1040 1048 1056
1001 1009 1017 1025 1033 1041 1049 1057
1002 1010 1018 1026 1034 1042 1050 1058
1003 1011 1019 1027 1035 1043 1051 1059
1004 1012 1020 1028 1036 1044 1052
1005 1013 1021 1029 1037 1045 1053 K1
1006 1014 1022 1030 1038 1046 1054 K2
1007 1015 1023 1031 1039 1047 1055| nolla

IT|IO|m|mM(O|O|w|>

Kuva 6 Esimerkki 96-paikkaisen levyn ndaytekartasta. Levylla 60 naytettd, sekd kontrollit ja
nollanayte.

Inkuboinnin jalkeen putket vorteksoitiin lyhyesti (noin 2 s) ja sentrifugoitiin 3 minuuttia
4000 rpm:n nopeudella. Saatu supernatantti (noin 50 pl) pipetoitiin naytekartan
mukaisessa jarjestyksessa Falconin® Flexible plate 96-kuoppaiselle levylle. Levy
suljettin Thermo Scientific:in Bar Seal™ -kertakayttokansilla ja niita sailytettin + 4
°C:.ssa PCR-ajon tekoon asti. Naytteistd ei mitattu erikseen DNA-pitoisuutta, silla
tulokset eivat hyvin todennékoisesti olisi luotettavia veren sisaltamien epépuhtauksien

johdosta.

3.3 DNA-liuosten esikasittely

Liuskanaytteiden naytekoodeja vastaavat naytteet etsittiin Samwise-naytetietokannasta
ja naytteista koottiin excelin avulla poimintalista, josta néhtiin DNA-eristettyjen varasto-,

eli stokkiliuosten, seka laimennettujen, eli L1-n&ytteiden sijainti Biopankissa.

Stokkindytteet paatettiin laimentaa 3:20 ja L1-naytteet 1:10, silla minisatelliitti-PCR:n
tekoa varten DNA-liuosten pitoisuus olisi optimaalinen valilla 2 — 20 ng/ul

Stokkinaytteiden alkuperainen konsentraatio oli valilla 50 — 300 ng/ul ja L1- naytteiden
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noin 100 ng/pl. Eristettyjen sekéa laimennettujen DNA-naytteiden kasittelyssa kaytettiin
samaa naytekarttaa (ks. Kuva 6) kuin liuskanaytteissa, jotta sama naytejarjestys sailyisi
koko prosessin lapi.

Stokkinaytteiden laimennos suoritettin Tecan Genesis-nesteenkasittelyrobotilla.
Stokkiputkissa olevat naytteet sentrifugoitin (2000 rpm, 1 min) ja Kkerattin 96-
paikkaiselle Tecan Genesis-robotin kayttamalle telineelle. Laite laimensi naytteet 20 pl
tilavuuteen, ottaen 17 ul:aa steriilia vetta, seka 3 pl naytettd Falconin® Flexible plate

96-kuoppaiselle levylle. Laitteen annostelema vahimmaisnestemaara oli 3 pl.

L1-naytteet laimennettiin kasin 1:10 samanlaiselle 96-kuoppaiselle levylle, pipetoimalla
monikanavapipetilla 9 ul steriilia vettd, sekd 1 pl naytettd L1-levyltd. Stokki-, sekd L1-
naytelevyjen sulkemiseen kaytettiin Thermo Scientific BarSeal™ kertakayttokansia.

3.4 Hepariiniverinaytteiden esikasittely

NFID-projektin 24:sta hepariinia sisaltavista verinaytteesta (naytteista eristetdan THL
Biopankissa mononukleaariset valkosolut Ficoll-eristystekniikalla) tutkittiin verindytteen
ja siita eristetyn DNA:n, eli stokkiliuoksen DNA-profiilin yhdenmukaisuutta D1S80-
lokuksen osalta. Soluverindytteet sisalsivat veren hyytymista estavaa hepariinia, joka
inhiboi  Tag-polymeraasientsyymin toimintaa PCR-reaktiossa, joten paadyttiin
kayttamaan solujen hajotukseen Nordic Bio Siten DirectPCR- lysis (Cell) -liuosta (Cat:
250-302-C) [26]. Soluverinaytteista ei oltu kerétty verta liuskoille, joten veri pipetoitiin

suoraan verinaytteestd soluhajotuspuskurin joukkoon.

Aluksi valmistettiin riittdvasti solujen hajotukseen tarkoitettu liuosta, joka sisélsi 48 pl:aa
DirectPCR-lysis reagenssia, seké 2 pl Proteinaasi K-liuosta (1 mg/ml) naytetta kohden.
Proteinaasi K:n pitoisuus tilavuudeltaan 100 pl:an nayteliuoksessa oli talléin 0,02
mg/ml. Liuosta pipetoitiin monikanavapipetilla 50 pl per kaivo Thermo Scientific AB-
0990, Ultra Rigid Semi skirted-96 kuoppalevylle, joka on leikattava kuoppalevy, eli
levystd voi halutessaan kayttaa vain tietyn osion kerrallaan. Liuoksen joukkoon

pipetoitiin 50 pl hepariiniverindytetta ja levy suljettin Domed Cap (AB-0265)- liuskoilla.

Naytteitd vorteksoitiin lyhyesti (noin 2 s) ja inkuboitiin BioRadin PCR-laitteessa +55

0C:ssa 1 tunnin ajan. Taméan jalkeen levy vorteksoitiin uudestaan (5 s) ja sentrifugoitiin
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1100 rpm 1 minuutin ajan. Inkuboitiin naytteitd +86 °C:ssa 50 minuutin ajan, jolla
varmistetaan Proteinaasi K:n inaktivointi. Taman jalkeen nayte oli valmis PCR-
analyysiin.

3.5 Minisatelliitti-PCR

PCR:n tekoon kaytettin THL Biopankin Minisatelliitti-PCR -ohjetta, jota ei tahan
mennessa oltu testattu veriliuskanaytteilla. PCR-reaktiossa entsyymina kaytettiin
Promegan GoTaq® Green Master Mix-liuosta, joka sisalsi reaktioon tarvittavan
puskurin (pH 8), nukleotidit (400 pM dATP, dGTP, dCTP ja dTTP) ja 3 mM
magnesiumkloridin (MgCly).

Minisatelliitti-PCR:ssa kaytetyt reagenssit:

GoTag® G2 Green Master Mix (Promega M782A Lot: 0000201990)

¢ 5 M Betaine solution (Sigma-Aldrich, BO300-1VL)

e 25 mM MgCl: (Roche Lot: P13852)

e dHO steriili vesi (Fisher Scientific Code: W/0106/15 Lot:1524344)

e 20 uM D1S80Rev aluke (Sigma-Aldrich HA10012361 — 001)

o Sekvenssi: ‘5 - GTCTTGTTGGAGATGCACGTGCCCCTTGC -3

e 20 uM D1S80Fw aluke (Sigma-Aldrich Ha10012360 — 001)

o Sekvenssi: '5 - GAAACTGGCCTCCAAACACTGCCCGCCG -3’

PCR-reseptit naytteille on esitetty taulukossa 1. ja 2. Stokki- ja L1-naytteiden osalta

reseptid optimoitiin lisddmalla magnesiumkloridia reaktioon, sek& nostettiin betaiinin

maarad, jotta geelilla aika-ajoin nékyvéat epaspesifit naytevythykkeet, eli niin sanotut

"haamu vyohykkeet” saatiin minimoitua.
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Taulukko 1. PCR- resepti veriliuska- seka hepariiniverinaytteille (1x).

Pitoisuus 1x liuo-
Stokin pitoisuus 1x PCR MIX (ul) ksessa
GoTaq Green
Master Mix 2X 7,5 1,00 X
Betaiini 5M 0,4 0,13 M
dH0 6,2
D1S80Fw 20,00 pM 0,2 266 nM
D1S80Rev 20,00 pM 0,2 266 nM
DNA 2 —20 ng/ul 1
Kokonaistilavuus: 15

Taulukko 2. PCR- resepti DNA-liuoksille (1x).

Pitoisuus 1x
Stokin pitoisuus 1x PCR MIX (ul) liuoksessa
GoTaq Green
Master Mix 2X 7,5 1,00 X
Betaiini 5M 0,6 0,2M
MgClz 25 mM 0,2 0,33 mM
dH20 5,8
D1S80Fw 20,00 M 0,2 266 nM
D1S80Rev 20,00 uM 0,2 266 nM
DNA 2 —20ng/ul 0,5
Kokonaistilavuus: 15

Valmistettiin aluksi riittdvasti PCR Master Mix-seosta, joka sisélsi kaikki reaktioon
tarvittavat reagenssit, pois lukien DNA-nayte. Liuosta pipetoitin PCR-levylle (Thermo
Scientific AB-0990, 0,2 ml Ultra Rigid Semi - skirted 96 —well PCR plate)
monikanavapipetilla 14 -14,5 pl per kaivo, jonka jalkeen lisattiin liuokseen naytetta 0,5
— 1 pl. Kontrolleina kaytettiin kahta FT17 Pilot-projektin (10 ng/ul) DNA-naytetta, jotka
oli eristetty THL Biopankin kasin tehtavan protokollan mukaisesti. Nollandytteena
kaytettin samaa steriilia vettd, jota oli kaytetty naytteiden laimennokseen. Levyt
suljettiin tiiviisti pienempien naytemaarien osalta liuskoilla (Thermo Fisher Scientific

AbGene Domed Cap Strips, AB-0265) tai suurempia naytemdaarid kasiteltdessa
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(maksimissaan 60 naytettd) levyjen sulkemiseen kaytettiin tarttuvaa PCR-kalvoa
(Thermo Fisher Scientific AbGene Adhesive PCR Film AB-0558). Levyja sentrifugoitiin
1100 rpm, 1 minuutin ajan ennen PCR-ajoa. Ajo suoritettiin BioRad:in T100™ Thermal
Cycler PCR-laitteella. Minisatellitti-PCR:ssa kaytetyt ajo-olosuhteet on esitetty
taulukossa 3.

Taulukko 3.  Minisatelliitti PCR:n ajo-olosuhteet

Vaihe Tapahtuma Lampédtila (°C) Aika (min.)

L Hot start 95 3

: Denaturaatio 94 1

s Alukkeiden sitoutuminen 65 0,5

4 DNA-synteesi 72 0,5

> Mene vaiheeseen 2. 30 X - -

© Pidennysreaktio 72 7

! Sailytys 12 Maarittelematon

3.6 Agaroosigeelielektroforeesi

AGE-ajoa varten valmistettiin 2,5 % geeli lisdamalla 300 ml 1xTBE-puskurin joukkoon
7,5 g agaroosia (BioNordika — standard Agarose — Type LE, Lot: LF45120017). Geelin
varjaykseen kaytettiin variaineena SYBR® Safe Invitrogen (Lot: 1771635) geelinvarjays
reagenssia, jota pipetoitin 300 ml:n geelin joukkoon 10 pl, jolloin reagenssin suhde
liuoksessa oli 1:30 000.

Ennen geelille pipetoimista tydtasolle koottiin veriliuska, stokki sek& L1-naytteista
valmistetut PCR-levyt, seka naytekartta, josta pystyi tarkastella naytejarjestysta levyilla.
Geelille pipetoitiin rinnakkain kolmeen vierekkéiseen kaivoon saman naytteenantajan
veriliuska-, stokki-, ja L1-naytteet, jolloin naytevyohykkeitd pystyi geelin kuvaamisen
jalkeen vertaamaan toisiinsa. Naytteiden joukkoon ei tarvinnut lisata erikseen geelin
latausvaria, silla GoTag® Green-entsyymi sisélsi sinisen seka keltaisen varin. Naytetta
pipetoitiin kaivoon 15 pl ja 100 emé&sparin kokoista kokostandardia (BioLabs Quick —
Load Ladder 50 pg/ml, Lot:0431302) pipetoitiin reunimmaisiin kaivoihin 5 pl per kaivo.
Naytteitd ajettin 1 tunti, 120 V jannitteellda BioRadin Sub-Cell© Model 192-
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geelinajolaitteella kunnes naytevydhykkeet olivat riittavasti erottuneet. Geeli kuvattiin
ajon jalkeen Bio Radin geelinkuvantamislaitteella (Molecular Imager® Gel Doc™ XR+),
jossa oli kaytossa Image Lab™ —ohjelmisto

3.7 Menetelmén testaus GeneRisk-projektin sekaantuneilla naytteilla

Minisatelliitti-PCR:n  toimivuutta naytesekaannustapauksissa testattin myods 14
GeneRisk-projektin naytteella, joille asiakas oli tiettéavasti saanut genotyyppauksessa

saman tuloksen eri henkildiden DNA-naytteiden valille.
Stokki-, seka L1-naytteille tehtiin laimennokset kappaleessa 3.3 kuvatun protokollan
mukaisesti. Mittauksessa ei ollut mukana veriliuskanaytteitd, silla niita ei oltu kyseisten

naytteiden osalta kerétty. Tutkimus suoritettiin kayttden samoja ajo-olosuhteita ja
tyoskentelytekniikoita kuin kappaleissa 3.5 ja 3.6.

4 Tulokset

4.1 Kontrollinaytteiden pitoisuudet

Taulukossa 4 nahdéaén FT17-pilot projektin verindytteista eristettyjen kontrolliliuosten
DNA-pitoisuudet.

Taulukko 4.  Kontrollien pitoisuudet ja puhtaudet

Kontrolli ng/ul Abs. 260/280
1 218,4 1,87
2 205,4 1,84
3 8,4 1,56
4 211,4 1,86
5 179,0 1,86
6 210,4 1,85
7 206,0 1,87
8 401,0 1,87

Kontrolleina toimivat 1&pi koko tyén Kontrollit 1 ja 2, jotka oli laimennettu pitoisuuteen

10 ng/pl.
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4.2  Agaroosigeelielektroforeesi

Geelille saatiin TE-puskurin maaran optimoinnin jalkeen nékyvia naytevyohykkeita,
jossa oli nahtavissa joko yksi (homotsygootti) tai kaksi (heterotsygootti) yksilon D1S80-
lokuksen naytevyohyketta. Kuvassa 8, 9 ja 10 on esimerkit kahdeksan ja viiden
naytteen geeliajosta, jossa jokaisella naytteella on havaittavissa kolme perakkain
olevaa, helposti tulkittavaa naytevyohykettd. Kolmeen rinnakkaiseen kaivoon pipetoitiin
geelille saman naytteen PCR-tuotteet jarjestyksessa veriliuska-, stokki-, ja L1-nayte.
Naytteitéd on ajettu 120 V jannitteelld 1 tunti 2,5 % agaroosigeelilla. Kokostandardina
reunimmaisissa kaivoissa Bio Labs:in Quick-Load® 100 bp DNA ladder (50 pg/ml).

Kootut kuvat lopuista geeligjoista liitteessa 1. Kuvissa ndhtdvissa olevat naytekoodit
eivat vastaa alkuperdisia naytteenantajan naytekoodia, vaan ne ovat tata

opinnaytety6ta varten numeroitu uudelleen.

NO190 NO191 NO192 N0193 NO194 NO195 NO196 N0197

e
—_—

— — ——
-— —_— — - ——
- — —

Kuva 7 Kahdeksan naytteen 3 rinnakkaista PCR-tuotetta, jarjestyksessa veriliuska-, stokki- ja L1-
nayte. Ajettu 1 tunti 2,5% geelill&, 120 V jannitteella.

NOO69

Kuva 8 Kahdeksan néytettd, kolme rinnakkaista PCR-tuotetta. 2,5 % geeli, ajettu 1 tunti 120 V
jannitteella.
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NO177 NO178 NO179 NO180 NO181 K1 K2 O K1 K2 0O

—_—
— ——

Kuva 9 Viiden eri yksilén naytteen geeliajo, kolme rinnakkaista naytevyohykettd. Veriliuska-,
stokki- ja L1- PCR-levyjen kontrolli-, ja nollanaytteet (K1 ja K2 pitoisuudet 10 ng/ul). Geelia (2,5%)
ajettu 1 tunti 120 V jannitteella.

Kuvassa 11 on kuvattu hieman haastavammin tulkittavissa oleva geelikuva, jossa
geeliin on sen valmistusvaiheessa todennakoisesti paassyt paakkuja, eli agaroosi ei
ole ollut taysin sekoittunut tai agaroosi on paassyt jadhtymaan. Tasta johtuen naytteet
ajautuvat geelilla vinoon. Taman kaltaisilta geeleiltd on pystytty naytevydhykkeiden

vinoudesta huolimatta tulkitsemaan kolme saman naytteen vydhyketta identtisiksi.

NO131 NO132 NO123 NO134 NO135 NO136 NO137

/Soobp - ot T ==

Kuva 10 Seitseman eri yksilon kolme rinnakkaista PCR-tuotetta (veriliuska-, stokki-, seka L1-
nayte). Ajettu 2,5 % agaroosigeelilla 1 tunti 120 V jannitteell&.

Osassa, etenkin ensimmadisten ajojen geelikuvista on havaittavissa epaspesifia
naytevyohykkeitd, jotka nakyvat toisina tai kolmansina niin sanoittuina “haamu
vyOhykkeind” stokki-, sekd L1-naytteiden osalta (Kuvat 11 ja 12). Oletettavasti naméa
naytteet sisalsivat kaksijuosteista DNA:ta runsaammin kuin veriliuskanayte ja liian
korkea maara voi aiheuttaa PCR-reaktiossa epdaspesifisten DNA-tuotteiden
monistumista. Asia saatiin korjattua nostamalla MgCl, ja betaiinin maaraa
minisateelliitti-PCR -reaktiossa stokki-, sekd L1-naytteiden osalta (resepti kuvattu
kappaleessa 3.5 Minisatelliitti PCR).
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Kuva 11 Kahdeksan eri yksildn naytteen geeliajo, kolme rinnakkaista naytevydhyketta. Stokki- seka
L1- naytteiden osalta nahtavissa epaspesifisia kolmansia naytevydhykkeita. Ajettu 2,5% geelilla 1
tunti, 120 V jannitteella.

Veriliuskanaytteiden osalta PCR-tuote saattoi olla satunnaisesti niin himmea, ettei
vyOhykettd pystytty tulkitsemaan ja néin ollen myos kyseisen naytteen stokki- seka L1-
vyOhykkeet on jatetty 211 lasketun naytteen ulkopuolelle. Kaikista 211 naytteesta oli
luettavissa kolme rinnakkaista n&aytevyohykettd. Tutkittujen naytteiden joukosta ei

havaittu naytesekaannustapauksia.

4.3 Hepariinia sisaltavien verinaytteiden tulokset

Kuvista 13, 14 ja 15 voidaan nédhda NFID-projektin veri- ja stokkinaytteiden geeliajojen
tulokset. Tutkitun 24 naytteen joukosta ei havaittu poikkeamia, jotka viittaisivat
naytesekaannukseen DNA-nayteprosessoinnissa. Kuvassa 12 on nahtavissa, etta
yksilébn 1006 verindytteen ylempi vybhyke on hyvin himmed&, mutta kuitenkin

tulkittavissa.

Saman yksilén kaksi rinnakkaista PCR-tuotetta pipetoitiin kaivoihin jarjestyksessa veri-
ja stokkinayte. Kuvissa naytteenantajan naytekoodi lukee vythykkeiden ylapuolella.
Kokostandardina 100 bp Bio Labs Quick - Load® DNA ladder.

1010 1011 1012

Kuva 12 NFID- projektin kahdentoista naytteen kaksi rinnakkaista naytevythyketta, jarjestyksessé
veri- ja stokkindyte. Ajoaika 1 tunti 120 V jannitteelld, 2,5% geelilla.
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1013 1014 1015 1016 1017 1018 1019 1020 1021 1022 K1

Kuva 13 Kymmenen NFID- soluverinaytteen kaksi rinnakkaista naytevydhykettd, jarjestyksesséa
soluveri- ja stokkinadyte. Kontrollit K1, K2 (10 ng/ul) seka nolla nayte kuvassa oikealla

Kuva 14 Kahden eri yksilon kaksi rinnakkaista vyohyketta (veri- ja stokkinayte). Geelia (2,5%) ajettu
1 tunti, 120 V jannitteell&.

4.4  Generisk-projektin ndytesekaannus

Geelikuvissa (ks. Kuva 16 ja 17) ndhdaan naytteenantajan naytekoodi
naytevyohykkeiden ylapuolella. Kuvissa pystyviivat erottavat kaksi potentiaalista
naytesekaannustapausta toisistaan. Kyseisista naytteista oli tehty asiakkaalle lahtevéat
laimennokset ja asiakas oli saanut eri ndytekoodin omaaville naytteille saman tuloksen

genotyyppauksessa.

Kuvista voitiin todeta, ettd suurimmassa osassa tapauksissa eri koodin omaavat
naytteet antoivat erilaiset profiilit naytevydhykkeille, joka indikoi ettei kyseiset naytteet
ole paéasseet sekaantumaan. Yksildiden naytevyohykkeet koodien 2008 - 2009 sek&
2012 — 2013 osalta ajautuivat samoille kohdille geelilla. Taman tyyppisissa tapauksissa
olisi suotavaa tehda néaytteille ID-PCR-ajo ja lahettdaa naytteet FIMM:in (Suomen

molekyylilaéketieteen instituutti) laboratorioon fragmenttianalyysiin, joka perustuu
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yksilén  mikrosatelliittialuen analysointiin, antaen taten tarkemman tuloksen

naytteenantajan yksil6llisestd DNA-profiilista.

| 2000 - 2001 | - | 2004 - 2005 | | 2006 - 2007 | | 2008 - 2009 |

S e —
— —
pu— o — _—

Kuva 15 Kymmenen eri ndytteenantajan kaksi rinnakkaista naytevythykettd, jarjestyksessé stokki-,
seka L1-nayte. Yksildlle ominainen naytekoodi kulkee kuvan yldosassa.

12010 - 2011 | | 2012 - 2013 ] K1 X2 ©

it
e

C—
=

Kuva 16 Neljan eri naytteenantajan kaksi rinnakkaista naytevyohykettd, jarjestyksessa stokki-,
sekd L1- nayte. Oikealla kontrollit K1, K2 (10 ng/ul) ja nollanayte

Kuvaa 17 tarkasteltaessa huomattiin selkea eroavaisuus yksilon 2011 stokki, seka L1-
naytevyohykkeiden valilla. Myds yksilon 2010 kummatkin naytevyohykkeet nayttivat
vastaavan yksilon 2011 L1-ndytteestd muodostunutta vyohykettd. Taman takia otettiin
kyseisten yksildiden naytteet tarkempaan tarkasteluun ja tehtiin viel& uusi minisatelliitti-
PCR-ajo tulosten varmistamiseksi. Otettiin PCR- ja geeliajoon mukaan myds samalta
laimennoslevylta (L1) kaivosta H4, yksilon 2010 oletusarvoista naytettda, silla tahan

kaivoon epadiltiin olevan virheellisesti pipetoitu yksilon 2011 DNA-liuos.

Uuden ajon tuloksista (kuva 18) voitiin varmistua, etta yksilon 2010 stokki-, seka L1-
naytteiden osalta ei ollut tapahtunut naytesekaannusta. Uusinta ajossa varmistuttiin
myods siitda, ettd yksilon 2011 stokki-, sekd L1-naytteiden osalta oli tapahtunut
naytesekaannus. Naytekoodin 2011 L1-levyn kaivoon oli erehdyksissa laimennettu



24

yksilén 2010 naytetta. Kaivosta H4 otettu nayteliuos osoittautui olevan nayte koodilla

2011 kuten epailtiin.

2010 2011
stok.  L1(FS) | stok. L1(G4) L1(H4) L1G4) | |

pe——
—

Kuva 17 Kahden eri yksilén naytesekaannustapaus (naytekoodit 2010 ja 2011). Kuvasta nahdaan
ettd yksilon 2011 L1- naytekaivoon (G4) on laimennettu erehdyksissa yksilon 2010 stokkinayte ja
naytekaivoon H4 oli paatynyt 2011 naytteen DNA- liuos.

5 Tulosten tulkinta ja paatelmat

Opinnaytety6td varten tutkittin yhteens&d 227 GeneRisk-projektin naytettd, joiden
joukosta 211 naytteen osalta geelilla oli nahtavissad veriliuska-, stokki-, seka L1-
naytteiden PCR-tuotteet. Kaikkiaan 227 tutkitun naytteen joukosta 93 % naytteista oli
sellaisia, joissa oli tulkittavissa geeliltd néytteenantajasta saadut kaikki kolme PCR-
tuotetta. Naytteet ajautuivat agaroosigeelilld kokostandardin mukaan noin 500
emasparin kohdalle, joka on ominainen koko D1S80-lokuksen alleeleille. Naytteiden
joukosta ei havaittu naytesekaannustapauksia. Tuloksiin otettiin mukaan naytteet (211

kappaletta), joissa oli geelilta kaikki kolme naytevyohyketta luettavissa.

Liséksi hepariinia sisaltavia verinaytteita saatiin tutkittua NFID-projektin osalta 24
kappaletta, joissa tutkittin DNA-profiilin vastaavuutta saman yksilon DNA-eristetyn
stokkinaytteen kanssa. Naytteiden osalta ei havaittu tapahtuneen sekaannuksia DNA-

eristysprosessissa.

Suurempien naytemaarien analysointi olisi antanut vield laajemman kuvan DNA-
nayteprosessoinnista ja siella mahdollisesti tapahtuvista ndytesekaannustapauksista,
mutta tulosta voi pitda kaiken kaikkiaan hyvana, silla sekaannuksia ei yhteensa 235

tutkitun naytteen joukosta ollut havaittavissa. Kaikkien tutkittujen 235 naytteen
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heterotsygoottien osuus oli 72,77%, joka on hieman matalampi kuin D1S80-lokuksen

yleinen heterotsygoottisuus (noin 85 — 99 %). [5].

Tydssa minisatelliitti-PCR saatiin toimimaan myds suoraan veri- ja veriliuskanaytteille
ilman erillistd DNA-eristystd. Optimaalinen maard 1xTE-puskuria, johon veri
liuskanaytteesta liuotettiin, todettiin olevan noin 80 pl:aa. Suuremmalla, noin 150 pl:an
tilavuudella vyohykkeet eivat erottuneet geeliltéd ja pienemmissa pitoisuuksissa (noin 50
pul) neste sakeutui inkuboinnin aikana liikaa, joka teki naytteen pipetoinnista
haastavampaa. Veriliuskanaytteiden osalta vydhykkeet nakyivat geelilla poikkeuksetta
himmeampind, kuin stokki-, tai L1-naytteiden PCR-tuotteet, seka pienessad osassa
tapauksista naytevythyke ei ollut luettavissa veriliuskanaytteen osalta. Tama johtuu
todennakdisesti verinaytteen sisaltamistd PCR:4a inhiboivista tekijoistd. DNA-
eristyksen lapikayneille naytteille kyseinen PCR-tekniikka sopi erinomaisesti ja

naytevyohykkeet oli poikkeuksetta selkedsti nakyvissa.

D1S80-lokukseen perustuvaa minisatelliitti-PCR  -menetelmaa pystyisi hyvin
hyddyntamé&an tilanteessa, jossa tutkitaan esimerkiksi asiakkaan puolelta ilmoitettuja
mahdollisia naytesekaannustapauksia, jolloin asiakas on saanut eri naytekoodin
omaaville naytteille saman tuloksen genotyyppauksessa. Nain pystytaan todentamaan,
onko sekaannus tapahtunut THL Biopankin DNA-n&yteprosessoinnissa vai prosessin
ulkopuolella. Kaiken kaikkiaan kolme saman henkilon eri DNA-naytettd pystyi
vaivattomasti tulkitsemaan omaavan identtisen D1S80-lokuksen, joten Minisatelliitti-
PCR voidaan todeta olevan varteenotettava alustava yksilontunnistusmenetelma

tutkittaessa naytesekaannustapauksia THL Biopankissa.

D1S80- lokuksen lisdaksi minisatelliitti-PCR:ssa voisi monistaa myds muita
minisatelliittilokuksia (esim. 3° APOB), jolloin geelille saataisiin ndkymaan useampi
naytteenantajalle ominainen vyohyke ja yksilontunnistus olisi spesifimp&d. Osissa
geelikuvista esimerkiksi kahdella perakkdaisella yksilolla, ajautui geelilla D1S80-
lokuksen PCR-tuotteiden naytevyOhykkeet miltei identtisiin kohtiin, ja toisen
minisatelliitti lokuksen kaytolld, saataisiin kyseisille tapauksille spesifimmat DNA-profiilit
ja yksiléntunnistus olisi luotettavampaa. Eri yksildiden PCR-tuotteiden ajautuminen
identtisiin  kohtiin agaroosigeelilla on D1S80-lokusta tutkittaessa mahdollista.
Agaroosigeelielektroforeesin  resoluutio, eli erottelukyky on heikompaa, kuin
kaytettaessa esimerkiksi korkean erottelukyvyn omaavaa SDS-PAGE- tekniikkaa

(Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis), jota pystyy kayttdmaan
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myods pienempien DNA-fragmenttien koon maarityksiin. Mahdollisten
naytesekaannustapausten tutkimiseen tarkoitettu menetelma THL Biopankissa tulisi
kuitenkin olla edullinen ja mielellaan vahén aikaa vieva, joten naytteiden analysointi

esimerkiksi SDS-PAGE- menetelmalla ei olisi mielekasta.

Asiakkaan reklamoimia naytesekaannustapauksia tutkittaessa voitaisiin tulosten
varmistuksessa kayttda ID-PCR-menetelmaa, mikali Minisatelliitti-PCR -analyysissa
naytevydhykkeet olisivat ajautuneet identtisiin kohtiin geelilld, eikd luotettavaa tulosta
menetelmalla olisi saavutettu. THL Biopankki kayttaa FIMM:in laboratorion (SeglLab)
tarjoamaa fragmenttianalyysi-palvelua satunnaisesti naytteiden DNA:n
laaduntarkistukseen, jossa naytteille on aluksi tehty ID-PCR -ajo. Mikrosatelliittialueisiin
perustuvassa menetelmassa analysoitavia primerpareja on 6 kappaletta (6-plex).
Analyysi on hintava, joten analysoimalla naytteet aluksi minisatelliitti-PCR protokollalla,
pystyttaisiin erottamaan selkeasti erottuvat naytevyohykkeet toisistaan ja mikali
tuloksissa on tulkinnan varaa niin kyseiset naytteet voisi ajaa ID-PCR -protokollalla ja
l[Ahettdd naytteet fragmenttianalyysiin.

Tekniikka on suuria naytemaaria kasiteltdessd hitaanpuoleinen, verinaytteiden
inkubointiin ja esikasittelyyn menee oma aikansa. DirectPCR-lysista, jota kaytettiin
hepariinia  sisaltdvien  verinaytteiden  kasittelyssd, voisi hyddyntdaa myos
veriliuskanaytteissa, jolloin inkubointiaika lyhenisi merkittéavasti. L1-naytteiden
kasittelyssa tulee olla erittdin tarkka, jotta naytteet saa pipetoitua oikeista kaivoista
uudelle 96-kuoppalevylle. Pienempia naytemaaria tai esimerkiksi verrattaessa vain
stokki- ja L1-naytteita toisiinsa minisatelliitti-PCR-menetelmaa voi pitad melko
nopeana, ja selkeana alustavana DNA-profilointimenetelmana tutkittaessa
naytesekaannuksia THL Biopankissa. Luotettavuuden takaamiseksi epéaselville
tapauksille tulisi tehda ID-PCR, jonka jalkeen naytteet lahetettaisiin

fragmenttianalyysiin.
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Agaroosigeelielektroforeesi-ajojen kootut kuvat

Opinnaytetydén loput geelikuvat koottuna. Kuvissa nakyy saman yksilon kolme
rinnakkaista PCR-tuotetta, jarjestyksessa veriliuska- stokki- ja L1-nayte..

Naytteenantajan koodi merkitty PCR-tuotteiden ylapuolelle.

NOO02 NOOO6&

1. Kahdeksan eri yksilon naytteiden geeliajo, kolme rinnakkaista naytevyéhyketta.

2. Kahdeksan eri yksilobn naytteiden geeliajo, jossa tulkittavissa viiden yksilén kolme
naytevyohyketta.

NOO18 NOO19

3. Kahdeksan eri yksilon naytteiden geeliajo, jossa tulkittavissa viiden yksilon kolme
rinnakkaista naytevythyketta.

NOO022 NOO023 NOO24 NOO25
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4. Seitseman eri yksilon naytteiden geeliajo, sekd PCR-ajon kontrollit K1, K2 (10 ng/ul) seka
nollanayte.

5. Seitsemén eri yksilon naytteiden geeliajo, kolme rinnakkasita naytevyéhyketta

NOO35 NOD36 NOO37 NOO38 NOO39 NOD40 NOD41

J— — —
- e

— —

6. Kahdeksan eri yksilon naytteiden geeliajo, kolme rinnakkaista naytevydhyketta

NOO44 NO045 NO046 NOD47 K1 K2 0O K1 K2 0

7. Viiden eri yksilon naytteiden geeliajo, kolme rinnakkaista naytevyohyketta. Kolmen PCR-
levyn (veriliuska-, stokki-, seka L1-naytteiden) kontrolli-, sek&a nollanaytteet (K1, K2 ja 0).
Kontrollinaytteiden pitoisuus 10 ng/ul.

NOO04S

8. Kahdeksan eri yksilon naytteiden geeliajo, kolme rinnakkaista naytevythyketta
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NOOGO '

9. Kahdeksan eri yksilon naytteiden geeliajo, kolme rinnakkaista naytevythyketta

NOOG64 NQO65 : : NQO69 NOO70~

Vo nm

11. Kahdeksan eri yksilon naytteiden geeliajo, jossa tulkittavissa viiden yksilon kolme
rinnakkasita naytevyohyketta.

12. Seitseman eri yksilon kolme rinnakkaista naytevyohyketta.

NOOBS8, NOO8S
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13. Kahdeksan eri yksilon naytteiden geeliajo, jossa tulkittavissa kolmen yksilon kolme
rinnakkaista naytevyohyketta.

NOOS5 NO0S6 NOOS7 NOOS8 NOOSS NO101

14. Kahdeksan eri yksilon naytteiden geeliajo, kolme rinnakkaista naytevyohyketta.

NO105 NO106 NO107

15. Seitseman eri yksilon naytteiden geeliajo, kolme rinnakkaista naytevyohyketta.

NO110 NO111 NO112 NO113

16. Seitseman eri yksilon naytteiden geeliajo, kolme rinnakkaista naytevyohyketta.

NO116 NO118 NO119 NO120 NO121 NO122 NO133

— -— -, - . - AR n et .
- —-— — - R —

17. Kahdeksan eri yksilon naytteiden geeliajo, kolem rinnakkaista naytevydhyketta
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NO126 NO127 NO128 NO129 NO130

NO131 NO132 NO123 NO134 NO135 NO136 NO137

/500 bp - . i —

19. Seitseman eri yksilon naytteiden geeliajo, kolme rinnakkaista néaytevydhyketta

NO138 NO140 NO141 NO142 K1 K2 0 K1 K2 0O K1 K2 O

20. Viiden eri yksilon geeliajo, kolme rinnakkaista naytevythykettd. Kolmen PCR- levyn
(veriliuska-, stokki-, seka L1-naytteiden) kontrolli-, sekd nollanaytteet (K1, K2 ja 0).
Kontrollinaytteiden pitoisuus 10 ng/ul.

NO143 NO144 NO145 NO146 NO147 NO148 NO14S

— — T e s i

——— = N e B G T Y e

21. Kahdeksan eri yksilon naytteiden geeliajo, kolme rinnakkaista naytevyohyketta
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22. Kolmen eri yksilon naytteiden geeliajo, jossa kolme rinnakkaista naytevythyketta

NO154 NO155 NO156 NO157 NO158

— — —
e p— S

T < -
— — — — — — —
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e

23. Seitseman eri yksilon naytteiden geeliajo, kolme rinnakkaista néytevydhyketta

NO162 NO163 NO164 NO165 NO166 NO167

24. Seitseman eri yksilon naytteiden geeliajo, kolme rinnakkaista naytevydhyketta

NO169 NO170 NO171 NO172 NO173 NO174 NO175

—
— —

25. Kahdeksan eri yksilon naytteiden geeliajo, seitseman vyksilén kolme rinnakkaista
naytevyohyketta tulkittavissa
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NO177 NO178 NO179 NO180 NO181 K1 K2 O K1 K2 0

—_—
— —

26. Viiden eri yksilon naytteiden geeliajo, kolme rinnakkaista naytevyohykettd. Kolmen PCR-
levyn (veriliuska-, stokki-, sek& L1-naytteiden) kontrolli-, sekd nollanaytteet (K1, K2 ja 0).
Kontrollinaytteiden pitoisuus 10 ng/ul.

NO182 " NO183 NO134 NO185 NO186 NO187 NO188 NO18S

- — — o ——
L —

27. Kahdeksan eri yksilon naytteiden geeliajo, kolme rinnakkaista néytevydhyketta

NO192 NO193 NO194 NO195 NO196 NO1S7

— — — —
_— — — — —
— —

28. Kahdeksan eri yksilon naytteiden geeliajo, kolme rinnakkaista naytevydhyketta

NO198 NO199 NO201 NO202 NO203 NO204 NO205

— —

29. Kahdeksan eri yksilon naytteiden geeliajo, kolme rinnakkaista naytevyohykettd. Koodilla
NO0199 ensimaisessa naytevythykkeessa nahtavissa kontaminaatio. Kyseinen nayte oli
paassyt haihtumaan PCR- ajossa jonka johdosta naytteen joukkoon pipetoitiin erehdyksissa
hieman laboratoriovetta steriilin veden sijasta.
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NO207 NO208 NO20S NO210 NO211 NO212

——p  ——— - = — —— waxas

30. Seitseman eri yksilon naytteiden geeliajo, kolme rinnakkaista naytevydhyketta.

NO213 NO214 NO215 NO216 NO217 NO218 NO219 K1 K2 0

— —
— —

31. Seitseman eri yksilon naytteiden geeliajo, kolme rinnakkaista naytettd, kuuden yksilén
kolme rinnakkaista naytevyodhyketta tulkittavissa.

NO220 NO221 NO222 NO223 NO224 NO225 NO226

32. Kahdeksan eri yksilon naytteiden geeliajo. Seitseman yksilon kolme rinnakkaista
naytevyohyketta tulkittavissa.






