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Tassa opinnaytetydssa tutkittiin eri DNA-eristysmenetelmien toimivuutta papaijalle (Carica
papaya) ja pellavansiemenelle (Linum usitatissimum). Menetelmina olivat Tullilaboratoriolla
normaalissa kaytdssa olevat Biotecon Foodproof Preparation Kit Il ja kaksi eri CTAB-
menetelmaa, joita muokattiin edelleen tarpeen mukaan. Naytteitd esikasiteltin monella
tavalla, jotta selvisi, mika tapa olisi tietylle matriisille paras. Kaikki eristetty DNA analysoitiin
reaaliaikaisella = PCR-laitteella (qQPCR), jossa naytteen CT-arvoa  verrattiin
tarkkailunaytteisiin. Taman lisdksi tydssa aloitettin  papaijan PCR-menetelman
validointiprosessia selvittamallad sen spesifisyytta ja herkkyytta. Tyd tehtiin Tullilaboratorion
Elintarviketutkimukset Il -jaostolle.

Kaupallisella Biotecon-kitilla ei voitu eristaa papaijasta DNA:ta, joka ei sisaltanyt iimeisia
polymeraasireaktioita inhiboivia aineita. Edes hyvan puhtausarvon antaneet naytteet eivat
monistuneet hyvin. Kayttden muokattua versiota Adam Healeyn suunnittelemasta CTAB-
menetelmastad siemenettdémasta ruokapapaijasta ja raakapapaijasta saatiin eristettya
kohtalaisella saannolla hyvin puhdasta DNA:ta, joka monistui hyvin gPCR:ssa.
Pellavansiemenistd ei onnistuttu millddn menetelmalld eristdmaan monistuskelpoista
DNA:ta. Saannot siita olivat joka menetelmalla korkeita, mutta puhtausarvot olivat erittain
huonoja ja monistus huonoa. CTAB-menetelmat eivat eristdneet hyvaksyttavan laatuista
DNA:ta soijapaputarkkailunaytteista, joten menetelméat vaativat viela saatoa.

Papaijan PCR-menetelma todettiin spesifiseksi 18 muun kasvin ja kahden eldimen DNA:ta
vastaan. Herkkyytta kokeiltiin viidelld eri kymmenkertaisella kopiomaaratasolla kuudella
toistolla. 10 000-, 1 000- ja 100- kopioiset kaivot monistuivat noin 3,33 syklin valilla
toisistaan oletetusti. 10-kopioiset kaivot monistuivat 2,7 syklia 100-kopioisten jalkeen. 1
kopioiset kaivot eivat monistuneet ollenkaan. Papaijan PCR-menetelman toteamisrajaksi
todettiin 10 kopiota.

Avainsanat DNA:n eristys, Papaija, Pellavansiemen, reaaliaikainen PCR
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In this thesis, the effect of different DNA-extraction methods was studied on the yield and
purity of DNA from papaya (Carica papaya) and flaxseed (Linum usitatissimum). The
methods used were a commercial Biotecon Foodproof preparation Kit Il and two different
CTAB-based methods on which modifications were made as necessary. The samples were
pretreated in multiple ways to see if one might prove superior to the other. All extracted
DNA was analyzed using real-time PCR (gPCR) and their crossing thresholds were
compared to standardized samples used by the Finnish Customs Laboratory. Early work
on the validation process of the PCR method for papaya was also conducted by measuring
the specificity and sensitivity of the method. This thesis was done for the GMO department
of the Finnish Customs laboratory.

The Biotecon commercial kit proved unable to extract DNA from papaya that did not
contain apparent PCR-inhibiting components. Even samples with a good A260/A280 ratio
did not seem to properly multiply in PCR and had a poor CT-value. Seedless ripe papaya
and unripe papayas yielded very pure DNA in moderate quantities that worked in gPCR
using a modified version of the CTAB-method devised by Adam Healey in 2014. Flaxseed
yielded extremely high amounts of DNA with all methods, but was generally impure and did
not multiply very well in PCR. At no point did either CTAB-method yield acceptable results
with a soybean-standard sample and require further adjustments.

The PCR-method for papaya was tested against 18 different plant DNA-samples and two
animal samples (human and tuna) and was found to be specific. Its sensitivity was tested
using six replicates of five different levels of tenfold dilutions. From 10 000 copies to 100, a
replication cycle difference of ~3,33 was observed between tenfold dilutions. Wells with 10
copies crossed the threshold of ~2,7 cycles earlier and wells with just 1 copy did not
multiply at all; therefore the limit of detection for this method was determined to be 10
copies.
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Lyhenteet

PCR Polymerase  Chain Reaction, Polymeraasiketjureaktio. DNA:n

analysointimenetelma.

CTAB Heksadekyylitrimetyyliammoniumbromidi, triviaalinimeltaan

setrimoniumbromidi. Yleinen aine DNA:n eristysmenetelmissa.

GMO Geneettisesti Muokattu Organismi. Elid, jonka perimd on muokattu

geenitekniikalla.



1 Johdanto

Tullilaboratorion elintarviketutkimuset 1l -jaosto tutkii maahantulleista elintarvikkeista
geneettisesti muunneltua DNA:ta. Monista naytteista etenkin riisia, maissia ja soijaa
sisaltavista naytteistd tarkastetaan mahdolliset muunnokset. Euroopan unionissa
joitakin kasveja saa muunnella tietyillda tavoilla, ja esimerkiksi jotain geneettisesti
muokattuja maissilajikkeita saa viljella tietyissa EU:n maissa. Jos jokin elintarvike
sisaltéd yli 0,9 % muokattua lajiketta, sen pitdd olla merkattu GMO-tuotteena
(Geneettisesti Muokattu Organismi). Lainsdadannén mukaan elintarvikkeissa saa olla
EU:n hyvaksymia GM-lajikkeita, ja ne tulee merkitd pakkaukseen. Naita voi olla myos
tahattomina kontaminaatioina (<0,9 %), jolloin pakkausmerkintdd ei tarvita. EU:ssa
hyvaksymattomia GM-lajikkeita ei sallita, joten niitd sisaltavat elintarvikkeet vedetaan

pois markkinoilta.

Tullilaboratorion GMO-analytiikassa on normaalissa rutiinikdytossa talla hetkelld yksi
kaupallinen DNA:n eristysmenetelma, joka on tyypillisesti toimiva miltei kaikille
analysoiduille naytematriiseille. Jotkin tuotteet, kuten pellavansiemen ja papaija eivat
ole toimineet ihanteellisesti talla menetelmalla, joten Tullilaboratoriota kiinnostaa
kokeilla erilaisia keinoja, joilla matriiseista eristyisi analyysikelpoista DNA:ta.

Polymeraasiketjureaktioissa kaytdssa oleva papaijan PCR-menetelma ei ole validoitu.

Tassa tyossa tutkittiin eri muodoissa olevan papaijan ja pellavan eri esikasittelytapojen
ja DNA-eristys-menetelman vaikutusta eristetyn DNA:n saantoon ja puhtauteen seka
eristysten monistuvuutta qPCR-laitteella. Menetelmind on rutiinikaytdssa oleva
Biotecon kaupallinen kitti ja kaksi eri CTAB-menetelmda. Tarkoituksena olisi 10ytaa
CTAB-menetelma, joka olisi turvallinen, tehokas ja nopea. Tydn aikana aloitetaan myds
papaijan PCR-menetelman validointiprosessi selvittdmalld sen spesifisyyttd muita
kasveja ja eliditd vastaan, ja herkkyyttd seuraamalla eri pitoisuuksien monistumista
reaaliaikaisella PCR-laitteella. Validoinnin loput vaiheet, kuten spesifisyyden ja

herkkyyden toistot jaavat opinnaytetydn laajuuden ulkopuolelle.



2 Teoria

2.1  GMO-elintarvikkeet

GMO:t ovat organismeja, joiden perimaainesta on muutettu geenitekniikalla
laboratoriossa. Ne voivat olla mita tahansa elidita tai kasveja, joiden perimaa pystytaan
kasittelemaan. Geenimuuntelutapoja ja -kohteita on monenlaisia. Kohde-eliosta
riippuen yleensa bakteerissa (kuten yleisesti kaytetty Escherichia coli) monistettu geeni
siirretdan eliddn tavalla tai toisella. Monet eliét vaativat muokatun geenin sisaltavan
plasmidin injektoimista suoraan solun tumaan, ja sen liittdmistd kromosomistoon
entsyymeilla. Jotkin bakteerit taas omaavat kyvyn siirtdd DNA:ta suoraan toisille elidille,

etenkin kasveille [1].

Geenimuunneltuja organismeja tehdessd kasvinjalostuksessa alkuperadiseen eliéén
yritetdan tyypillisesti liittdd jokin geeni, joka parantaa sen kasvuolosuhteita. Nama
kehitetyt piirteet voivat vaihdella joko home- tai tuhoelainresistenssista
kylmansietokykyyn tai vain nopeampaan ja tuottoisampaan satoon. Geenimuunnoksia
tehdaan myos silloin, kun kohde-elién ravintoarvoja pyritddn parantamaan. Toisinaan
jostain eliéstd halutaan poistaa jokin tietty piirre, jolloin piirteen aiheuttava geeni tai
geenit joko poistetaan tai vaimennetaan. Tallaisia eliditd kutsutaan tyypillisesti KO-

organismeiksi (Knockout Organism).

Vaikka ihmiset ovat muokanneet monia eliditd jo vuosituhansien ajan perinteisilla
jalostusmenetelmilld, geenimuunneltuja elidita tarkkaillaan ja sdannelldan erikseen juuri
muokkausmenetelmien ja ulkopuolisen eliGn DNA:n kohteeseen liittdmisen takia.
Tyypillinen aihepiiri GMO-tutkimuksissa on mahdollisten sivuvaikutusten seuraus.
Tieteellisia piireja kiinnostaa tyypillisesti varsinkin estda tapaukset, joissa muokattu
organismi aiheuttaa allergisen reaktion joillain ihmisilla esimerkiksi uuden proteiinin
tuoton takia. Muokattuja organismeja ei myds tyypillisesti haluta paastdd kasvamaan
villina luontoon. Naista syistd monet maat ja yhdistykset ovat asettaneet muokatuille

elidille erittain tiukat sdannokset, ja niiden esiintymista seurataan eri maissa.



2.1.1 Papaija

Papaija, Carica papaya, on Etela-Amerikasta peraisin oleva Iyhytikdinen kukkiva
hedelmépuu, jota nykydan kasvatetaan ympari maailmaa trooppisilla ja subtrooppisilla
alueilla. Se on laajasti jalostettu kasvi, ja siitd on olemassa lukuisia lajikkeita. Sen
hedelmat ovat lajikkeesta riippuen tyypillisesti ulkomuodoltaan hieman paarynaa
muistuttavia ja kelta- tai vihredkuorisia (kuva 1) ja sisaltavat runsaasti A- ja C-
vitamiineja. Ruokakayttoon kasvatetut papaijat ovat melkein aina kaksineuvoisia, mika
tekee sadosta hyvin yhdenmukaista. Kypsynyt papaija sisdltda useita pienia mustia
siemenia, joita ympardi keltainen tai oranssi melonimainen hedelmaliha.
Papaijahedelman siemenid kaytetdan harvoin ruoanlaitossa. Papaijaa kaytetddn myds
kypsymattomana vihanneksena esimerkiksi salaateissa. Naitd papaijoita kutsutaan

yleensa vihreiksi papaijoiksi. Kypsymattémien papaijoiden maitiaisnesteestd voidaan

myds eristaa papaiinia eli papaijaproteinaasi I:ta, jota myydaan lihan mureuttajana. [2.]

Kuva 1. Kypsynyt papaijahedelmi. Kuori on pehmed ja vériltddn epétasaisen keltavihred.

Papaijasatoja on pitkdan tuhonnut Papaija Ringspot Virus P (PRV-p), jota on todettu
Afrikkaa lukuun ottamatta kaikissa maissa, joissa papaijaa kasvatetaan. Virus aiheuttaa



hedelman kuoressa kehamaista, mosaiikkimaista kuviota, ja puun nuutumista. Puun
heikentyminen johtaa huonoon satoon ja lopulta sen tuhoutumiseen. Joidenkin virus-
isolaattien on todettu aiheuttavan puissa myds nekroosia eli solukuolemaa. PRV-p on
RNA-perainen potyviruksiin kuuluva, noin 800 nm pitkd sauvamainen virus, joka leviaa
paaosin hedelmakirvojen valitykselld puusta toiseen. Se ei ole pelkastdan
papaijaspesifinen, vaan voi tartuttaa mydés monia kurkkukasveja. Virustartunnan
estamisen paadkeinot ovat satojen tarkkailu ja huonolaatuisten kasvien nopea poisto

(eng. Roguing). [3, 4.]

Havaijissa kehitettiin 1990-luvulla kaksi transgeenistd papaijalajiketta, joihin liitettiin
viruksen kapsidia koodaava geeni. Ne ilmestyivat markkinoille vuonna 1998, ja ovat
olleet tehokkaita estdmaan tartunnan ainakin Havaiji-peraisiltd PRV-p-kannoilta. Ne
eivat kumminkaan ole yhta resistentteja muista maista tulleita virus-kantoja vastaan.
Toinen naista lajikkeista, SunUp, oli ensimmainen transgeeninen ruokakasvi, jonka
genomi sekvensoitiin [5]. Transgeenisten papaijalajikkeiden tuonti ja kasvatus on

kielletty Euroopan Unionissa [6].

2.1.2 Pellava

Pellava, Linum usitatissimum, on yksi vanhimmista tunnetuista viljellyistd kasveista.
Sen tiedetaan olleen ihmisten kaytdssa jo 8 000 vuotta ennen ajanlaskun alkua, ja sen
luullaan polveutuvan talvipellavasta (Linum bienne). Elintarvikkeena pellavasta
hyédynnetdan sen siemenet, joita on tuhansia vuosia kaytetty pellavadljyn
valmistuksessa. Pellavadljya kaytetdan sen helpon kuivuvuuden takia ruoanlaiton
lisdksi myds monissa pinnankasittelyissa, kuten maalien sideaineena.
Pellavansiemenia kaytetddn myods leivonnassa ja lisataan joihinkin ruokiin jauhettuna.
Muista kasvin osista on mahdollista valmistaa pellavakuitua, mutta puuvilla on
paamaaraisesti korvannut sen tekstiiliteollisuudessa [7, 8]. Pellavan siemenia esiintyy

lajikkeesta riippuen joko ruskeina (kuva 2) tai keltaisina.



Kuva 2. Ruskea pellavansiemen. Siemenet ovat litteitd, mutta muuten jyvanmuotoisia ja kovia.

Geneettisesti muokattua pellavaa on valmistettu monissa muodoin. Siitd on tehty
muunnoksia, joilla pyritaan nopeampaan ja suurempaan kasvuun,
tuhoelainresistenssiin, lampdtilaresistenssiin  ja korkeampiin ravintoainesuhteisiin.
Yhdysvalloissa geneettisesti muokattua pellavansiementa on markkinoilla, mutta suurin
osa muusta maailmasta ei ole hyvaksynyt niitd markkinoille. Kanadasta Eurooppaan
maahantuodusta pellavansiemenestd havaittiin vuonna 2009 FP967-kontaminaatiota
pienissd maarissa. FP967-muunnos ei ole ollut laillinen Kanadassa vuodesta 2001
I&htien, ja kontaminaatio johti suuriin toimenpiteisiin sen poistamiseksi pellavasadoista.

Sen tarkoitus on tuoda pellavasatoon homeresistenssia [9, 10].

2.2 DNA:n eristys

Miltei kaikkien DNA-eristysmenetelmien periaate on sama. Naytesolut lyysataan eli
hajotetaan tavalla tai toisella, joko mekaanisesti tai kemiallisesti. Mekaanisessa
lyysauksessa solumassaa vorteksoidaan puskurissa, johon on lisatty pienia, noin 0,1-
0,15 mm helmia, jotka tuhoavat soluseindn sysayksilla, ja samalla jattavat
soluorganellit ja itse DNA:n vapaaksi puskuriliuokseen. Kemiallisessa lyysauksessa
soluseina tuhotaan itse puskuriliuoksella, ja kiintea massa sentrifugoidaan nayteputken

pohjalle, jotta DNA:ta sisdltdvd supernatantti voidaan ottaa kasittelyyn itsestaan.



Lyysaava komponentti voi olla jokin entsyymi, kuten lysotsyymi tai muu yhdiste, joka
tavalla tai toisella liuottaa soluseinia. Vaihetta kutsutaan joissain menetelmissa
uuttovaiheeksi. Tastd eteenpdin menetelmasta riippuen kaytetdan erilaisia tapoja
DNA:n puhdistamiseen, saostamiseen ja eluoimiseen, jonka jalkeen eristetystd DNA-

naytteesta tehdaan tyypillisesti pitoisuuden maaritys.

Nukleiinihapot absorboivat UV-valoa aallonpituudella 260 nm, joten eristetyn naytteen
DNA-pitoisuuden mittaukseen kaytetdan usein UV-spektrofotometrid, kuten NanoDrop-
laitetta. Eristetystd DNA:sta seurataan myds puhtautta, joka selvitetdan vertaamalla
sen absorbanssia 280 nanometrin aallonpituudella absorbanssiin 260 nanometrin
aallonpituudella. Proteiinit absorboivat UV-valoa 280 nanometrin aallonpituudella ja
voivat inhiboida PCR-reaktioita. Absorbanssien suhdetta, eli A260/A280-arvoa
kutsutaan DNA:n puhtaudeksi. Suhteille ei ole olemassa tieteellisesti varmistettua
lukua, joka takaisi puhtauden, mutta tyypillisesti A260/A280 -suhdetta 1,8 pidetdan
"puhtaana” DNA:na [11]. Naytteistd seurataan usein myds A230-arvoa, jossa monet
polymeraasireaktioita inhiboivat aineet kuten etanoli ja fenoliset aineet absorboivat.
Useat menetelmat sisdltavat RNaasi A -kasittelyn, koska RNA eristyy naytteestd

samalla kuin muutkin nukleiinihapot.

2.2.1 Esikasittely

DNA-eristyksen onnistumisen kannalta on tarkeaa, ettd naytematriisin partikkelikoko
saadaan mahdollisimman pieneksi. Pieni partikkelikoko suurentaa naytteen pinta-alaa
ja helpottaa uuttopuskurin imeytymistd naytematriisiin.  Esikasittelytapa on
naytematriisista riippuvainen. Esimerkiksi miltei kaikki papu- kuten soijapapunaytteet
jauhaantuvat ongelmitta myllyilla, kuten Retsch Grindomix tai Waring Blender. Monet
hedelmat ja muut tahmeat tuotteet vaativat vesilisaysta homogenisoinnissa, jota ilman
niistd jdd suuria osia homogenisointikannun seinille. Tapausmukaisesti naytetta voi
myods homogenisoida esimerkiksi huhmareella. Esikasittelyssa pyritadn myos
poistamaan materiaali, joka ei ole peraisin itse tutkittavasta aineesta. Ne voivat olla
esimerkiksi joissain tuotteissa kaytettyja mausteita, sokeria tai suolaa. Niiden poisto
tehdaan yleensa yksinkertaisesti valuttamalla naytematriisia juoksevan veden olla tai
liuottamalla niitd vedessa jonkin aikaa. Tarkoitus on paamaaraisesti poistaa matriisista

mahdollisimman tehokkaasti ylimaaraiset, mahdollisesti eristysta haittaavat aineet.



2.2.2 Kaupalliset DNA-eristyskitit

DNA-analyysin jatkuva yleistyminen on tuonut markkinoille monenmoisia DNA-
eristyskitteja. Niiden tavoitteena on tyypillisesti kehittdd menetelma, jolla asiakas voi
nopeasti ja tehokkaasti eristda jostain tietystd naytematriisista korkeasaantoista ja
puhdasta DNA:ta. Kittejd on monia, ja niiden sopivuus eri matriiseille vaihtelee suuresti.
Kittien toimintaperiaate vaihtelee myds. Esimerkiksi jotkin kitit ovat periaatteeltaan
hyvin samanlaisia kuin normaali CTAB-eristys, ja toiset taas perustuvat DNA:n

kromatografisiin ominaisuuksiin ja pesevat sita silika-kalvoilla.

223 CTAB

Heksadekyylitrimetyyliammoniumbromidi-puskuriin (CTAB) perustuva DNA:n
eristysmetodi kehitettiin alun perin moninaisten kasvien lehtien DNA:n eristykseen [12]
ja on nykyaan laajasti kaytettyna monissa muokatuissa muodoissa kasvien DNA:n
eristykseen [13, 14]. Sen toiminta perustuu molekyylin kompleksoitumiseen
nukleiinihappojen kanssa korkeissa suolapitoisuuksissa. Tdma kompleksi on veteen
liukeneva [15] ja liuottaa solujen ja soluorganellien kalvoja lyysaten naytekudoksen.
CTAB-puskureissa on myos usein mukana EDTA-lisays, joka kompleksoituu monien
nukleaasientsyymien tarvitseman kofaktorin magnesiumin kanssa [16]. Joissain
menetelmissa lisatdan naytematriisin uuttovaiheessa vield B-merkaptoetanolia, joka
inaktivoi entsyymeja hajottamalla niiden osien valisia disulfidisidoksia, tuhoten niiden

rakenteen [17].

CTAB-menetelmat vaativat supernatantin uuttoa kloroformilla. Kloroformi imee CTAB-
puskuriin kompleksoituneet denaturoituneet proteiinit ja polysakkaridit valkoiseen
vdlifaasiin DNA:ta sisaltdvan CTAB-puskurifaasin ja raskaamman kloroformifaasin
valille. Tama uuttovaihe toistetaan monissa menetelmissa, jonka jalkeen ylempi faasi
eristetddn ja sen DNA saostetaan joko isopropanolilla tai suolaliuoksella ja 95 %
etanolilla. Saostus sentrifugoidaan ja pelletti pestaan viela 70 % etanolilla ja kuivataan
ennen sen liuotusta eluenttiin. Joissain menetelmissa hydédynnetdan uuttovaiheessa
viela CTAB-puskuriin lisattya polyvinyylipyrrolidonia (PVP), jonka tarkoitus on puhdistaa
naytteestd pois fenolisia yhdisteitd. Fenoliset yhdisteet ovat yleisid kasveissa ja
inhiboivat PCR-reaktioita estamalla DNA-polymeraasin toiminnan samoin kuin pesussa
kaytetty etanoli [18, 19]. Etanoli ja fenoliset yhdisteet aiheuttavat absorbanssikayrassa
piikin 210-240 nm:n alueella [20, 21].



2.3 Reaaliaikainen kvantitatiivinen PCR

Reaaliaikainen PCR (kutsutaan my6s gqPCR, eli kvantitativinen PCR) on muunnos
tyypillisesta polymeraasiketjureaktiosta (engl. Polymerase Chain Reaction). Sen avulla
on mahdollista seurata DNA:n monistumista, kun se tapahtuu. Tekniikkaa kuvasivat
alun perin W. Rychlik, W. J. Spencer, ja R. E. Rhoads vuonna 1990 [22]. Taman
jalkeen tekniikka on yleistynyt ja on kaytdssa esimerkiksi Tullilaboratoriossa GMO-
elintarvikkeiden detektoimisessa. Ensimmaiset qPCR-menetelmille tarkoitetut PCR-

laitteet tulivat markkinoille 1990-luvun puolivalissa.

2.3.1 Periaate

Kuten tyypillinen PCR, gPCR:n toiminta perustuu analysoitavan DNA:n monistamiseen
eri vaiheisiin jaetuilla lampdtilanvaihdosreaktioilla. Aluksi DNA denaturoidaan
korkeassa lampdtilassa, yleensd noin 95 °C:ssd. Lampétilaa lasketaan 45-72 °C
alueelle, jossa mastermixin primerit eli alukkeet tarttuvat spesifisesti monistusalueen 5'-
paihin. Tata vaihetta kutsutaan kiinnittymisvaiheeksi (engl. annealing). DNA-
polymeraasi aktivoidaan ekstensio- eli pidentymisvaiheessa nostamalla lampétilaa.
Aktiivinen polymeraasientsyymi aloittaa denaturoidun templaatin vastinjuosteen
rakentamisen kayttden mastermixin vapaita emaksia. Joissain PCR-ajo-ohjelmissa
kiinnittymis- ja ekstensiovaiheet on yhdistetty. Eroavaisuus normaaliin PCR:8an tulee
esille joka syklin lopussa. Jokaisessa qPCR-laitteessa on eksitaatiolahde; joko LED-
valo, laaseri tai esimerkiksi fluoresoiva lamppu. Sen lisdksi niissd on myds
fluoresenssia mittaava detektori. Nama kaksi erikoisuutta mahdollistavat DNA:n

reaaliaikaisen analyysin.

2.3.2 Detektio ja kvantitointi

DNA:n maaran detektio qPCR-menetelmissd perustuu niiden fluoresointiin. Vaikka
DNA fluoresoi luonnollisesti UV-valon vaikutuksesta [23], fluoresenssi ei ole tarpeeksi
vahvaa qPCR-tekniikkaan. Tdman takia reaktion mastermix, joka normaalisti sisaltaa
alukkeet ja DNA-polymeraasin tarvitsee myos aineen, joka fluoresoi mitattavasti
reaktioiden aikana. Naita aineita on monia, mutta yleisimmat ovat SYBR Green

-leimausaine ja erilaiset koettimet.



SYBR Green on 1990-luvun alkupuolella markkinoille tullut vériaine joka yleistyi
nopeasti monissa nukleiinihappoja koskevissa analyyseissa, kuten qPCR:ssd. Se
valmistettiin alun perin korvaamaan polymeraasireaktioiden analyysissa kaytetyn
myrkyllisen etidiumbromidin. Se on epasymmetrinen syaniinimolekyyli, joka tarttuu
vapaaseen kaksijuosteiseen DNA:han. Muodostunut DNA-SYBR Green kompleksi
absorboi valoa sinisen alueella (497 nm) ja fluoresoi sita vihrealla (520 nm). SYBR
Green alkaa fluoresoida valoa heti DNA:han liityttyaan, ja syklin fluoresenssi mitataan
ekstensiovaiheen paatyttyd. Taman varileiman kaytéssa on epaspesifisyyden riski,
koska se tarttuu templaatti-DNA:n lisdksi myos kaikkiin reaktioissa oleviin ei-tutkittuihin
DNA-juosteisiin, alukedimeereihin ja muihin mahdollisiin sekundaarisiin tuotteisiin.
SYBR Greenin lisaksi on olemassa myds monia muita yksittaisia varileimamolekyyleja,

kuten EvaGreen ja BOXTO, joiden toimimisperiaate on paaosin sama.

Toinen tapa mitata monistuneen DNA:n fluoresenssia on kayttaa hybridisaatiokoettimia.
Ne ovat alukkeiden tapaan spesifisia templaatti-DNA:lle, ja ovat tyypillisesti 9-10 bp
pitkia oligonukleotideja. Jokaisessa reaktiossa on kaksi koetinta. Ensimmaiseen on
litetty 3’-paahan fluoreseiinimolekyyli, ja toiseen 5’-paahan jokin varileima, kuten LC
Red 640. Oligonukleotidit asettuvat kiinnittymisvaiheessa toistensa I[ahettyville,
enintdédn 5 bp:n pddhan toisistaan. PCR-laitteen valoldhde  virittaa
fluoreseiinimolekyylin, joka alkaa emittoida vihreata valoa. Vihred valo puolestaan
virittdd varileiman hyoddyntden niin sanottua FRET-ilmi6ta (Fluoresence Resonance
Energy Transfer), jossa ensimmaisen virittyneen molekyylin energia siirtyy toiselle
fluoresenssin valityksella. Varileiman pitemman aallonpituuden fluoresenssia kaytetaan

fluoresenssin mittauksessa.

My6s hydrolyysikoettimet ovat yleisessa kaytossa qPCR-menetelmissa. Ne ovat lyhyita
(yleensa 10-20 bp) geenispesifisia DNA-juosteita eli oligonukleotideja, joihin on liitetty
fluoresoiva “reportteri’-leima (esimerkiksi FAM, tetraklorofluoreseiini) ja fluoresenssia
vaimentava aine. Reportterileima on tyypillisesti koettimen 5’-paassa ja vaimentaja taas
3’-paassa. Koetin tarttuu templaatti-DNA:han alukkeiden tapaan kiinnittymisvaiheessa.
Kun Tag-polymeraasientsyymi monistaa templaattia, sen eksonukleaasinen toiminta
purkaa koettimen ja taten erottaa reportterin ja vaimentajan toisistaan. Kaikki
polymeraasientsyymit eivat valttamattad kykene tuhoamaan koettimia kunnolla, joten
hydrolyysientsyymimenetelmissa on tyypillisesti kaytdossa jokin tietty akkreditoitu
entsyymi, kuten Taq. Vapaa reportteri fluoresoi mitattavasti, aiheuttaen DNA-kopioiden

maaraan perustuvan fluoresenssin kasvun. Hydrolyysikoettimet ovat erittdin spesifisia,
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koska koetin voi tarttua vain templaatti-DNA:han ja sen fluoresenssin ilmentyminen
riippuu alukkeiden toimivuudesta. Tassa tydssa kaytetaan TagMan-koettimia, jotka ovat
yleisid hydrolyysikoettimia. Reportteriaineena on FAM ja vaimentajana on TAMRA
(tetrametyylirodamiini). FAM/TAMRA -yhdistelm& on yleinen qPCR:ssa. FAM virittyy
aallonpituudella 494 nm ja emittoi valoa aallonpituudella 518 nm. TAMRA-vaimentaja
on myo6s fluoresoiva aine, mutta FAMin kanssa FRET-ilmion takia reportterin

fluoresenssi ei ilmene ennen koettimen purkamista.

Jokaisen syklin aikana monistetun DNA:n maard kaksinkertaistuu. DNA:n
kvantitoimiseen kaytetdadn tdman takia niin sanottua Cycle threshold -arvoa (Ct-arvo).
Tama on kohta, jossa naytteen fluoresenssi ylittdd mittauksen pohjalinjan ja merkkaa

fluoresenssin eksponentiaalisen nousun vaihetta (kuva 3).

Delta Rn vs Cycle
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Kuva 3. Esimerkki Ct-arvosta. Tdma kdyra lahtee monistumaan eksponentiaalisesti syklin 26 kohdalla,
joten sen Ct-arvo on 26.
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3 Tyon suoritus

Naytematriisit esikasiteltiin eri tavoin. Niista tehtiin eristykset Biotecon-menetelmalla ja
CTAB-menetelmalla. CTAB-menetelmia arvioitiin soijatarkkailunaytteilla. Papaijan PCR-

menetelman validointiprosessi aloitettiin.

3.1 Naytteet ja niiden esikasittely

Tavoite kaikissa esikasittelyissa oli ensisijaisesti saada naytteiden partikkelikoko
mahdollisimman pieneksi. Tama nostaa tehtyjen homogenaattien pinta-alaa ja taten
parantaa uuttopuskurin vaikutusta. Jokaisesta naytteestd kokeiltin myds erilaisia
esikasittelykeinoja, joilla pyrittin  vdhentdmaan esimerkiksi sokerin maaraa

homogenaateissa.

Naytteind tydssa oli viisi erilaista papaijaa sisaltdvaa matriisia ja yksi
pellavansiemenndyte. Jokaisesta tavasta tehtiin 2 punnitusta, jotka nimettiin
aakkosjarjestyksessa. Talla systeemilla A- ja B-nayte ovat samalla tavalla tehtyja

esikasittelyja, ja C- ja D- ovat toisella. Naytteet tulivat seuraavissa muodoissa:

tuorepapaija, eli tdysin kypsa oranssilihainen hedelma lajiketta Sunrise Solo

e papaijaa sisaltdva sokerilieminen hedelmasekoitus, jossa myds ananasta,

guavaa ja mangoa

e pussi kuivattuja ja sokeroituja kelta- ja punalihaisia papaijanpaloja

e papaijaa sisaltdvd ananasmehussa oleva hedelmasekoitus, jossa myos

ananasta ja guavaa

e ruokapapaija, eli raakana poimittu vihrea vihannesmainen papaija

e pussiruskeita pellavansiemenia

¢ soijapaputarkkailunaytetta, josta kaytettiin tunnuksia Soija-TA ja STA
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3.1.1  Tuorepapaija

Papaija kuorittiin ja viipaloitiin. Hedelmaa homogenisoitiin Waring Blender -kannussa
pienen vesilisdyksen kanssa sekda siemenien kanssa ettd ilman. Naista
homogenaateista otettiin eristystd varten kaksi punnitusta kumpaakin menetelmaa
varten. Siemenet itse eivat ole GMO-seulonnan kohde, koska niita ei tyypillisesti sydda
ja ne saattavat ristipdlytyksen takia sisaltdd muokattua DNA:ta ja antaa
virhepositiivisen tuloksen [24]. Siemenia sisaltdvat homogenaatit tehtiin paaosin
saantovertausta varten. Homogenaatit olivat koostumukseltaan hyvin vetistéd tahnaa.

Siemenellinen nayte oli variltdan vihertava ja siemenetdn oranssi.

Homogenaateista kokeiltiin myds poistaa nestettd sentrifugoimalla niistd vettd pois.
Supernatantit, joiden pinnalle oli muodostunut pitkulainen kerros massaa (kuva 4)
poistettiin ja jaljelle jadneet massat punnittiin eristystd varten. Supernatantin ja massan

valissa oli lievasti lapikuultava geelimainen kerros, jota ei poistettu.

Kuva 4. Sentrifugoitu siemenellinen tuorepapaijaniyte. Sentrifugaatin pinnalla on ohut kerros
kellertdvad massaa, jota pidettiin todennékdisesti hedelmélihan jadnteend. Sitd ei otettu mukaan
lopulliseen homogenaattiin
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3.1.2 Hedelméasekoitus sokeriliemessa

Naytteesta siivilditiin sokeriliemi pois ja hedelmat eroteltiin steriileilla pinseteilla. Puolet
erotellusta papaijasta liotettiin milli-Q-vedessa kaksi tuntia, jotta loput sokeriliemesta
poistuisi hedelmistd. Kummatkin erdt homogenisoitin  Waring Blenderilla.
Papaijanpalojen katsottiin olevan niin vetisia, ettd vesilisdystd ei tehty. Nayte
homogenisoitui pddosin hyvin muutamaa isompaa palaa lukuun ottamatta, joten
homogenaatteja kasiteltiin vield jonkin aikaa huhmareella. Homogenaatit punnittiin
putkiin eristystd varten. Nama naytteet myds sentrifugoitin  samoin kuin
tuorepapaijassa. Naihin ei muodostunut samanlaista kelluvaa massaa tai geelimaista

pintaa kuten siing, vaan kiinted massa oli lapikuultaan tasainen.

3.1.3 Kuivattu papaija

Naytteita liotettiin runsaassa milli-Q —vedessa 24 tuntia, jotta sokerit liukenisivat pois
paloista. Vesi oli yon aikana muuttunut kellertdvaksi (kuva 5), ja se siivilbitiin pois.
Liotetuista paloista tehtiin Warring Blenderilla homogenaatit suoraan ja vesilisdyksen
kanssa. Suoraan homogenisoitu osuus jai suuripartikkeliseksi ja vaati lisakasittelya

huhmareella. Vesilisaykselld tehty suspensio oli koostumukseltaan hyvin

samannakadinen kuin tuorepapaijasta tehty vesisuspensio.

Kuva 5. Vuorokauden liotettu kuivattu papaija ja suora homogenaatti. Palat olivat turvonneet ja sokeri
oli ndhtdvésti liuennut pois niiden pinnalta. Homogenisointi ilman vesilisdysta tuotti epdmééraisen
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eikd erityisen pienipartikkelisen mosson, jota vield késiteltiin huhmareella.

Kuten tuorepapaijasta ja  sokeriliemisesta  hedelmasekoituksesta, naista
homogenaateista tehtiin myds sentrifugointi. Sentrifugoitu suora homogenaatti sisalsi
vahan supernatanttia, mutta ei muuten mitdan erityisia piirteitd. Vesihomogenaatista

tehty sentrifugointi taas lahti helposti sekoittumaan takaisin supernatanttiin.

3.1.4 Hedelméasekoitus mehussa

Neste siivilditiin pois ja hedelmat eroteltiin steriileilld pinseteilld. Erotellut papaijanpalat
ositettiin kahteen, ja niista tehtiin homogenaatit suoraan ja vesisuspensiona. Mehua
otettiin talteen erikseen pH-mittausta varten, koska sekoituksen ainesosalistalla oli
sitruunahappo. Alhaiset pH-arvot nostavat DNA:n depurinaation vauhtia [25] ja voi
taten tehda monistettavan DNA:n eristyksestd matriisista vaikeata tai jopa mahdotonta.
Kummatkin homogenaateista olivat miltei nestemaisia. Vesisuspensiona tehty nayte

(kuva 6) oli hyvin pirteldmainen ulkomuodoltaan, kun taas suora homogenaatti oli

vetistd mossoa.

Kuva 6. Homogenaatit mehussa olleesta hedelmisekoituksesta. Vesisuspensio on vasemmalla ja suora
homogenaatti oikealla. Suora homogenaatti oli jdényt vesisuspensiona tehtyéd nédytettd oranssimmaksi.
Sitd on vihemman, koska siitd oli tdssd vaiheessa jo punnittu osuus sentrifugointia varten.
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Naytteiden punnituksien jalkeen ne sentrifugoitiin. Naytteiden visuaaliset erot katosivat
kasittelyssa, jossa ne olivat muuttuneet tasaiseksi tahmaiseksi tahnaksi, josta

supernatantti poistettiin vaivattomasti.

3.1.5 Ruokapapaija

Tama raakana poimittu papaija on eri lajiketta kuin tuorepapaija, ja on tarkoitettu
paaosin salaatin ainesosaksi. Toisin kuin kypsyneessa papaijassa, tédssa ei ilmentynyt
ollenkaan mustia siemenia. Papaija jaettiin osiin ja siemenet poistettiin. Osa papaijasta
kuorittiin, ja siitd tehtiin Warring Blenderilld homogenaatit veden kanssa seka kuorineen

etta ilman. Kuorineen homogenisoitu papaija jai partikkelikooltaan selvasti kuoretonta

suuremmaksi. Punnitusten jalkeen homogenaatteja otettiin sentrifugoitavaksi (kuva 7).

Kuva 7. Ruokapapaijahomogenaatteja valmiina sentrifugointiin. Kuorellisen homogenaatin isompi
partikkelikoko ja satunnaiset kuorenkappaleet ovat helposti ndhtavissa.

Sentrifugoidusta kuorettomasta naytteesta oli helppo poistaa supernatantti, kun taas
kuorellinen imi nestettad takaisin itseensa nopeasti. Viela ylimaaraisen sentrifugoinnin

jalkeen nesteenpoisto vaati nesteen puristamista pois spaattelilla.

Ruokapapaijasta tehtiin myds nayte-eria kayttden normaalisti kuivatuotteille, kuten
pahkindille tarkoitettua Grindomix-kannua. Erind oli kuoreton ja kuorellinen

ruokapapaija seka tuoreena ettéd esipakastettuna. Grindomix lammittda jauhettavaa
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tuotetta helposti, ja pakastamisella yritettin hidastaa matriisin muuttumista
nestemaiseksi. Naytteet menivat pakastettuna ja suoraan nahtavasti yhtd pieneksi.

Homogenaatit olivat pienipartikkelisia ja helposti punnittavia (kuva 8). Kuorellisiin

naytteisiin jai kummassakin tapauksessa viela pienehkdja kuorenpalasia.

Kuva 8.  Grindomix-kannulla homogenisoidut ruokapapaijat. Oikealla on suoraan homogenisoitu
kuorellinen néyte ja vasemmalla pakastettu kuoreton néyte. Kuorelliseen jéi myds tdssa
esikdsittelyssd isompia erillisid kuorenpalasia.

3.1.6 Pellavansiemen

Pellavansiementa jauhatettiin aluksi WB-kannulla. Jauhatustulos oli epatasainen
koostumukseltaan. Joukossa oli silloin talloin miltei viela kokonaisia siemenia. Jauhatus
oli ilmavaa, ja sen tilavuus oli paljon kannuun laitettua siemenmaaraa suurempi.
Pellavansiemenesta tehtiin viela toinen nayte-era kayttamalla Grindomix-kannua, jolla
naytteesta tuli selvasti hienopartikkelisempi. Tassakin oli huomattavissa isompia
siemenenpaloja, mutta paljon vahemman kuin WB-kannulla tehdyssa erassa.

Jauhatukset olivat variltdan vaaleanruskeita ja koostumukseltaan leivanmurumaista.
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3.2 DNA:n eristys

Kaikki naytteet eristettiin ensimmaiseksi kayttden Tullillalaboratoriolla rutiinikaytossa
olevaa kaupallista Biotecon Foodproof® Sample Preparation Kit lll:a. Eristykset ajettiin
gPCR-laitteella, jonka jalkeen CTAB-menetelmdn muunnoksien arviointi aloitettiin
Soija-Tarkkailulla ennen papaija- ja pellavanaytteiden eristysta silla. Kaikista

eristyksista mitattiin DNA:n pitoisuus kayttaen NanoDrop-laitetta.

3.2.1 Biotecon

Kaikki naytteet eristettiin aluksi Biotecon-kaupallisen kitin mukaan. Naytteet uutettiin
sellaiseen uuttopuskuritilavuuteen, jossa niiden olomuoto oli enemman vetinen kuin
kiintea. Uuttovaiheessa naytteisiin lisattin myds sadasosa uuttopuskurin tilavuudesta
RNaasi A:ta ja a-amylaasia. Tata lukuun ottamatta kitin alkuperaisohjeita noudatettiin
taysin. Pellavansiemennaytteissa uuttopuskureihin lisattiin myos 2,5 ml heksaania, jolla
yritettin  vahentda naytematriisin korkean rasvapitoisuuden vaikutusta tuloksiin.

Heksaani ja syntynyt rasvakerros poistettiin ennen uuttovaiheen inkubointia.

3.2.2 CTAB-vertaus

Ennen papaijoiden DNA-eristystd CTAB-menetelmilld sen toimivuutta kokeiltiin aluksi
soijatarkkailunaytteilld. Menetelma itse on muokattu sellerin DNA-eristystd varten
tehdystd ohjeesta ja sitd kutsuttin nimelld CTAB-CEN. Kaksi grammaa soija-
tarkkailunaytettd  uutettiin  sentrifugiputkessa kymmenellda millilitralla  CTAB-
uuttopuskuria ja ravisteltiin 65 ‘C lampdhauteessa puoli tuntia. Putkiin lisattiin viela 60
ul RNaasi A:ta ja a-amylaasi, ja uuttoa jatkettiin vield tunnin ajan. Putket sentrifugoitiin

30 minuuttia ja supernatantti eroteltiin.

700 pl supernatanttia pipetoitiin putkeen, joissa oli valmiiksi 500 ul kloroformia. Putket
vorteksoitiin ja sentrifugoitiin 15 minuuttia. DNA:n saostus tehtiin 1,5 ml eppendorf-
putkessa, jossa oli 100 pl 3 M natriumasetaattia ja 500 pl isopropanolia.
Kloroformiuuton ylempaa faasia otettiin siihen saostumaan 500 pl valifaasia varoen.
Kevyen sekoittamisen jalkeen putken annettiin inkuboitua 5 °C:ssa jaakaapissa puoli
tuntia. Putki sentrifugoitiin 15 minuuttia, ja supernatantti poistettiin. Pelletti pestiin 70 %

etanolilla ja sentrifugoitiin uudestaan. Supernatantti poistettiin, ja pelletti kuivattiin
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vakuumikuivaajassa noin 45 minuutin ajan. Kuivattu pelletti liuotettiin 100 pl:aan Tris-
HCI (pH 8.0). Pelletin annettiin liueta eluointiliuokseen yon yli. Menetelmaa kokeiltiin
toistamiseen kayttden CTAB-puskuria, jossa oli 2 %:n PVP-lisdys. Taman lisaksi
kloroformiuutto toistettiin. Osasta tallda menetelmalla tehtyja eristyksia kokeiltiin viela
lisdpuhdistus Biotecon-kitin silikafilttereilld. Kumpaankin sarjaan otettiin nelja naytetta.
Toisessa  sarjassa  kaksi niistd  tehtin  PVP-lisdyspuskurilla.  Bioteconin
lisdyspuhdistukseen otettiin kummastakin sarjasta kaksi naytettd. Toinen puhdistettu

toisen sarjan nayte oli PVP-lisdysnayte ja toinen normaalisti tehty.

Soijatarkkailunaytteitd kokeiltin myds toisella CTAB-menetelmalla [26]. Tama
menetelmd on tarkoitettu eristamaan korkealaatuista DNA:ta Next Generation
Sekvensointia varten vaikeista matriiseista, kuten kahvipuun lehdistd nopeasti ja on
optimoitu sitd kehittdneessa laboratoriossa eristdmaan hyvalla saannolla puhdasta
DNA:ta, jossa genomin kokonaisrakenne on vield mahdollisimman ehja. Menetelmaa
kutsuttiin nimellda CTAB-NGS. Menetelma vaatii 3-merkaptoetanolia, joka on erittain
myrkyllista. Sitd kokeiltiin aluksi aivan alkuperaisten ohjeiden mukaan, jonka jalkeen
sitd lahdettin muokkaamaan Tullilaboratorion kayttdon sopivaksi. Ensimmainen
muokkaus oli B-merkaptoetanolin korvaus samalla tilavuudella proteinaasi K:ta.
Proteinaasi K:n lisdysvaihetta muutettin myohemmin RNaasi-kasittelyn jalkeiseksi

inkubaatioksi ja kaytettya tilavuutta saadettiin.

Soijatarkkailunaytteeseen lisattin kymmenen millilitraa esilammitettya (65 ‘C) CTAB-
uuttopuskuria ja 30 pl B-merkaptoetanolia. Putken annettin olla 65 °C:ssa
ldmporavistelussa 30 minuuttia. Naytetta sentrifugoitiin 30 minuuttia, ja supernatantti
siirrettiin uuteen putkeen. Supernatanttiin lisattin yksi tilavuus kloroformia ja sita
vorteksoitiin 30 sekuntia. Putkea sentrifugoitiin 10 minuuttia ja ylempi supernatantti
siirrettiin taas uuteen putkeen valifaasia varoen. Siihen lisattin 5 pyl RNaasi A.ta ja
inkuboitiin 15 minuuttia 37 “C:ssa valilla sekoitellen. Kloroformiuutto toistettiin, ja ylempi
faasi otettiin jalleen uuteen putkeen. Putkeen lisattiin aluksi puoli tilavuutta 5 M NaCl-
liuosta ja sekoitettiin. Nesteet pyoritettiin putken pohjalle, ja siihen lisattiin viela 3
tilavuutta kylmaa 95-prosenttista etanolia. Sekoitus tehtiin uudestaan ja putkea
inkuboitiin  -20 °C puoli tuntia. Inkuboitunut putki sentrifugoitin 10 minuuttia,
supernatantti poistettiin ja muodostunut pelletti pestiin kahteen kertaan 70 % etanolilla,
sentrifugoiden sitd pesujen valissa 5 minuutin ajan. Etanoli poistettiin varovasti ja
pelletin annettiin kuivua ilman vaikutuksesta 15 minuuttia. Kuivattu pelletti eluoitiin 100

pl Tris-HCI:4an. Pelletin annettiin liueta yon yli.
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B-merkaptoetanoli jatettiin seuraavissa eristyksissa pois. Se korvattin RNaasi A-
kasittelyn jalkeisella puolen tunnin inkubaatiolla 65 °C:ssa, jossa nayte oli proteinaasi
K:n (5 pl) vaikutuksen alaisena. Proteinaasi K:n maaraa nostettiin sarjojen edetessa ja

oli lopulta 80 pl; sama maara kuin Biotecon-menetelmassa.

3.2.3 CTAB-eristykset

Proteinaasi K kasittelyn sisaltdvd muokkaus CTAB-NGS-menetelmasta otettiin
kayttodn naytteiden eristdmistd varten. Silld eristettin  DNA:ta kummastakin
ruokapapaijanayte-erasta, tuorepapaijasta, kuivapapaijasta ja pellavansiemenesta.
Hedelmasekoitusnaytteita ei eristetty talla menetelmalla. Eristyksissa keskityttiin
naytteisiin, joista pitaisi eristyd DNA:ta normaalisti, kuten prosessoimaton hedelma ja
ongelmallisin Biotecon-nayte eli kuivattu papaija. Kuten Biotecon-eristyksissa,
pellavansiemennaytteiden uuttopuskureihin lisattin 2,5 ml heksaania. Heksaani ja

rasvakerros poistettiin ennen uuttovaiheen inkubointia.

3.3 PCR-agjot

Kaikki eristetyt naytteet, joiden saannoksi tuli 20 ng/ul tai enemman, analysoitiin
ABI7300/7500 gPCR -laitteella. Jos naytteen DNA-pitoisuus vylitti raja-arvon, se
laimennettiin ultrapuhtaalla vedellda 20 ng/ul tasolle. Naytteet mitattiin lajispesifisella
koettimella (PAP papaijalle, SAD pellavalle ja LEKT soijalle) ja yleisella kasvi-DNA-
koettimella, ACT. Talld monitoroitiin virhemittauksia. Ajot tehtiin monissa sarjoissa 96-
kaivoisella PCR-levylla. Ajotilavuus oli 25 pl, josta 5 ul oli laimennettua naytetta ja 20 pl
mastermixia, jonka komponentit ja sekvenssit otettiin toisesta tydstd (27). Joka
eristyksestd tehtiin yksi toisto. Kaikissa ajoissa kaytetty ajo-ohjelma esitetdan

taulukossa 1.

Taulukko 1. PCR-ajo-ohjelma. DNA denaturoidaan 95 “C:ssd nopeasti. Kiinnitys- ja
ekstensiovaiheet on yhdistetty yhdeksi minuutin 60 "C vaiheeksi. Sykleja on 50.
Vaihe Lampotila (°C) | Kesto (min) | Toistot
Alkuldammitys 50 2:00 1
Alkudenaturaatio 95 10:00 1
Denaturaatio 95 0:15 50
Kiinnittymis- ja ekstensiovaihe 60 1:00
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3.4 Papaijan tunnistusmenetelman validointi

Papaijan tunnistukseen kaytetty PCR-menetelmd ei ole akkreditoitu, joten sen
validointiprosessi aloitettiin tydn osana. Siitd tehtiin spesifisyyden ja herkkyyden
mittaukset gqPCR:lla. Opinnaytetyon ulkopuolelle jai ajojen toisto toisen henkilon

tekemana ja positiivikontrollin CT-arvon lopullinen maaritys.

Spesifisyystestissd kahden eristetyn papaijandyteen (siemenetdn tuorepapaija ja
Grindomix-jauhettu ruokapapaija) monistumista papaijalle spesifisilla koettimilla (PAP)
verrattiin kahteenkymmeneen "non-target” -naytteeseen. Vain papaijat saivat antaa
fluorensessisignaalin  PAP-koettimella. Kaikista tehtin myds ajo kasvin DNA:lle

spesifisilla koettimilla (ACT), jotta reaktioiden toimivuudesta voidaan olla varmoja.

Herkkyystestissd papaijasta tehtiin kuusi sarjaa, joista kaikista oli yhteensd kuusi
toistoa. Ensimmainen sarja on vain 20 ng/ul pitoisuudelle laimennettu papaijanayte.
Sen jalkeen sarjat ovat kymmenenkertaisia laimennoksia, joissa on papaijan DNA:n
kopioita 10 000, 1 000, 100, 10 ja 1 kappaletta. Pienin monistunut pitoisuus on
koettimen toteamisraja, ja suurempien pitoisuuksien valilla odotetaan olevan noin 3,32

syklid, jonka aikana DNA:n pitoisuuden pitdisi kymmenenkertaistua.

4 Tulokset ja tulosten tarkastelu

Eristysten onnistumista tarkkailtin NanoDrop-laitteella mitaten sen saantoa ja
puhtautta. Monistumisen onnistumista seurattiin vertaamalla saatuja Ct-arvoja aiemmin
maaritettyihin raja-arvoihin. Selite PCR:lIa analysoiduista papaija- ja pellavanaytteiden
nimistd on taulukossa 2. Muita eristyksia ei analysoitu qPCR-laitteella syysta tai

toisesta.

Taulukko 2. Niytteiden nimet
Nayte Selite

Tuorepapaija A, B | Siemenia sisaltava vesisuspensio

Tuorepapaija C, D | Siemenetdn vesisuspensio

Tuorepapaija E, F | Vedenpoisto sentrifuugilla ndytteista A ja B

Tuorepapaija G, H | Vedenpoisto sentrifuugilla ndytteista C ja D

Sokeriliemi C, D | Suora homogenaatti vedessa liotetuista ndytteista

Sokeriliemi E, F | Vedenpoisto sentrifuugilla suoraan homogenisoiduista naytteista




Sokeriliemi G, H

Vedenpoisto sentrifuugilla ndytteista C ja D

MehuE, F

Vedenpoisto sentrifuugilla suoraan homogenisoiduista naytteista

Mehu G, H

Vedenpoisto sentrifuugilla vesisuspensiondytteista

Ruokapapaija-WB A, B

Kuorelliset Waring blender vesisuspensiot

Ruokapapaija-WB C, D

Kuorettomat Waring blender vesisuspensiot

Ruokapapaija-WB E, F

Vedenpoisto sentrifuugilla kuorellisista naytteistd, Waring blender

Ruokapapaija-WB G, H

Vedenpoisto sentrifuugilla kuorettomista naytteista, Waring
blender

Ruokapapaija-Grindo A, B

Kuorellinen homogenaatti, Grindomix

Ruokapapaija-Grindo C, D

Kuoreton homogenaatti, Grindomix

Ruokapapaija-Grindo E, F

Kuorellinen esipakastettu homogenaatti, Grindomix

Ruokapapaija-Grindo G, H

Kuoreton esipakastettu homogenaatti, Grindomix

Pellava-WB

Waring Blender jauhatus

Pellava-WB heksaani

Rasvanpoisto heksaanilla WB jauhatuksesta

Pellava-Grindo

Grindomix Jauhatus

Pellava-Grindo heksaani

Rasvanpoisto heksaanilla Grindomix jauhatuksesta

4.1 Biotecon papaijasta ja pellavasta
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Yksikaan eristetyista naytteista ei tuottanut kaupallisella kitillda DNA:ta, joka monistuisi

hyvin PCR:ssd. Absorbanssikayrat olivat sekavia ja puhtaudet omituisia. Monen
naytteen saanto oli liian vahainen PCR:8a varten. Raakadata naytteistd mitatuista

DNA-pitoisuuksista ja niiden puhtauksista on esitetty liitteessa 1.

4.1.1 Papaija

Bioteconilla eristetyt papaijanaytteet antoivat padmaaraisesti kohtalaisia tai huonoja
saantoja. Niiden puhtaus vaihteli paljon, mutta jotkin naytteet, kuten mehussa ja
sokeriliemessa olleet papaijat antoivat kummallisen korkeita puhtausarvoja. Kaikissa
absorbanssikayrissa oli yhtenainen trendi, jossa kayra tyypillisesti absorboi kovasti 220
nm:n aallonpituudella ja laskee hiljalleen hyvin alhaiselle tasolle. Esimerkkina tasta on
mehussa ollut papaija (kuva 9). Joistain naytesarjoista 16ytyi tiettyja yhtalaisyyksia.
Siemenelliset tuorepapaijandytteet antoivat paljon paremman puhtausarvon kuin
siemenettdmat. Ruokapapaijoissa taas kuorelliset naytteet antoivat aina alhaisemman,
mutta silti korkean, puhtauden kuin kuorettomat. Niiden saanto oli toisaalta hieman

korkeampi.
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10mm Ahsorbance

Kuva 9. Mehussa olleen papaijan eristyksen absorbanssikdyra.

Suurin osa ndista eristyksista ei tuottanut tarpeeksi DNA:ta PCR-ajoon.
Poikkeuksellisesti ajoon otettiin mukaan myds naytteitd, jotka eivat ylittdneet 20 ng/pl
rajaa. Kuivattujen papaijoiden eristykset jatettiin pois ajosta, koska niista ei eristynyt
yhtaan DNA:ta. Jokainen nayte monistui papaijalle spesifisessa reaktiossa (PAP) hyvin
myohaan. Sokeriliemessa olleet papaijat eivat antaneet PCR:ssa signaalia ollenkaan.
PCR-kontrollina kaytetyn papaija-tarkkailun oletetaan normaalisti saavan Ct-arvon
syklien 24,17 ja 28,52 valilla. Kaikki naytteet monistuivat kasvin DNA:lle spesifisessa
reaktiossa (ACT), ja tyypillisesti monta syklia aikaisemmin kuin papaijalle spesifisessa
reaktiossa (PAP) (kuva 10). Tama voi osoittaa, etta papaijantunnistus-PCR-menetelma
on herkempi lialle DNA-naytteessa kuin kasvin DNA:n tunnistusmenetelma. Mehu- ja
sokerilieminaytteissd osasyyna voivat hyvinkin olla alkuperaistuotteessa olleet muut

hedelmat.
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Biotecon eristykset papaijasta
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Kuva 10. Bioteconilla eristettyjen papaijoiden Ct-arvot

4.1.2 Pellava

Pellavan kasittely menetelmalld osoittautui jo aluksi hankalaksi. Rasvanpoisto
heksaanilla tuotti nayteputkeen selvan rasvakerroksen uuttopuskurin ylapuolelle, mutta
se ei ollut helposti pipetoitavissa. Rasvakerroksen poisto vei mukanaan huomattavan
osan uuttopuskuria. Kasittelystd huolimatta saostusputkien pohjalla oli jokaisessa
naytteessd muodostunut paksu lapindkyva geelimainen kerros. Heksaanikasitellyn
Grindomix-jauhatuksen silikafiltterille meni pieni maara tata geelia, ja sen vaikutus
nakyy naytteen absorbanssikayrassa. Tata lukuunottamatta pellavanaytteiden saannot
olivat alhaisia, eikd niiden absorbanssikayrissd esiintynyt selvdd eroa
esikasittelymenetelmien valilla (kuva 11). Naytteiden puhtaus A260/A280-suhteella
mittattuna oli huono, parhaimmillaan 1,17. Papaijanaytteilld esiintynyt korkea
absorbanssi matalilla aallonpituuksilla oli myos huomattavissa

pellavansiemennaytteissa.
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Kuva 11. Pellavansiemenen absorbanssikdyrét Biotecon-eristyksistd. A ja B olivat Waring Blender
-jauhatuksia. C ja D olivat grindomix-jauhatuksia. B ja D oli késitelty heksaanilla, ja D:n késittelyssa
silikafiltterille oli joutunut saostunutta geeli.

Huonoista A260/A280 -arvoista huolimatta naytteet monistuivat kohtalaisen hyvin.
Niiden Ct-arvo oli geelilla likaantunutta naytetta lukuun ottamatta keskimaarin 3 syklia
Pellava-kontrollia myoéhemmin (kuva 12). Ne monistuivat luotettavammin kuin
paremman puhtausarvon saaneet papaijanaytteet, joten voi olla, ettd papaijasta
jaaneet kontaminaatiot tuolla alueella ovat voimakkaampia polymeraasireaktion
inhibiittoreita kuin pellavan vastaavat. Kummatkin koettimet antoivat suunnilleen
samoilla sykleilla signaalin.

Biotecon eristykset pellavasta
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Kuva 12. PCR-tulokset bioteconilla eristetyistd pellavansiemenndytteisté
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4.2 CTAB-vertaus

Soija-TA osoittautui hankalaksi naytteeksi kummallakin CTAB-menetelmalld ja niiden
muunnoksilla. Vaikka osalla menetelmista saavutettiin hyva A260/A280 -puhtausarvo,
eristysten UV-kdyrissa esiintyi muuta likaa. Raakadata naytteistd mitatuista DNA-
maarista ja niiden puhtauksista on esitetty liitteessa 1. Yksikaan soija-TA ei monistunut
kasvispesifiselle ACT- tai soijaspesifiselle LEKT-koettimille asetettujen raja-arvojen

sisalla.

4.2.1 CTAB-CEN

CTAB-CEN-menetelman uutossa soijatarkkailunaytteiden supernatantti jai sameaksi
Biotecon-uuttoihin verrattuna (kuva 13), mutta oli siitd huolimatta pipetoitavissa ilman
suurempia ongelmia. Putken pohjalle sentrifugoitu kiinted aines oli helposti irtautuvaa

ja meinasi alituisesti ajautua pipetinkarkeen.

YV 7

Kuva 13. Sentrifugoitu Soija-TA. Kiintedn aineen pintaa oli hankala ndhdé supernatantin sameuden
takia.
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Kloroformiuutossa valifaasi oli erittdin selva ja helposti irtautuva vaikeuttaen ylafaasin
puhdasta eristystd. Saostusvaiheessa nadyte muuttui valittdmasti sameaksi. Talla

menetelmalla saostetut pelletit olivat erittdin suuria, repaleisia ja kellertavia. Niiden

pesu 70-prosenttisella etanolilla ei parantanut olosuhteita (kuva 14).

Kuva 14. Etanolipesussa oleva soijapavun DNA-pelletti. Tavattoman kokoinen pelletti oli ndhtévasti
likainen, eiké etanolilla tuntunut olevan siihen suurta vaikutusta.

Pelletin  kuivaus osoittautui sen koon takia ongelmalliseksi. Pitkankin
vakuumikuivauksen jalkeen siind huomasi helposti kosteutta. Pelletti ei mydskaan
liuennut eluointiliuokseen. Eristysmenetelman suoritus vei kokonaisen tyépaivan. Sama
ongelma toistui myds PVP-lisdyksessa ja toisessa kloroformipesussa. Kaikki naytteet
antoivat erittdin huonot puhtausarvot (0,8-1,1), ja niissa oli alueella 220-240 nm suuri
absorbanssipiikki, joka osoittaa joko etanolin tai fenolisien yhdisteiden l|asnaoloa
eluentissa. PVP:lla ei nayttanyt olevan vaikutusta tdhan. Naytteiden saannot olivat
erittdin korkeita ja ylsivat parhaimmillaan jopa 2483 ng/ul tasolle. Bioteconilla tehdyt

puhdistukset osasta naytteista antoivat miltei identtisen absorbanssikayran (kuva 15).
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Kuva 15. Bioteconilla puhdistetut CTAB-CEN niytteet. 71 B ja D ovat alkuperdisohjeen mukaisia
naytteitd. 72 A oli normaali kaksi kertaa kloroformiuutettu néyte, ja 72 C oli uutettu PVP:n kanssa.
Kaikissa on suuri piikki aallonpituudella 280, osoittaen suurta proteiinien méaarai. Piikki kdyran
pienemmilld aallonpituuksilla voi olla esimerkiksi etanolia tai fenolisia yhdisteit.

Soijastandardille oletetaan Ct-arvoa syklien 21,76 ja 24,44 valilla kayttden LEKT-
reaktiota, ja syklien 19,83 ja 24,44 valilla ACT-reaktiolla. Mikdan naytteista ei yltanyt
tahan rajaan, vaan Ct-arvot niista olivat tyypillisesti 30 ylapuolella (kuva 16). Syysta tai
toisesta ensimmaisen sarjan naytteet A-C monistuivat paljon myéhemmin ACT-

reaktiossa kuin LEKT:illa. Muuten Ct-arvot ovat paamaaraisesti tasaisia reaktioiden

valilla.
Soijatarkkailut CTAB-CEN menetelmalla
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Kuva 16. PCR-tulokset CTAB-CEN-menetelmaélld eristetyistd soijatarkkailundytteistd
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4.2.2 CTAB-NGS

CTAB-NGS-menetelmalld eristys oli suhteellisen nopeaa CTAB-CEN:iin verrattuna.
Proteinaasi K -versiot kestivat lisdtyn inkubaatiovaiheen takia kauemmin. Menetelmalla
tuotetut pelletit soijatarkkailunaytteistd olivat edelleen suurehkoja, mutta eivat
repaleisia samalla tavalla kuin edellisessd menetelmassa. Ne olivat koostumukseltaan
hyvin geelimdisid ja kuivauksessa ne muuttuivat paaosin lapinakyviksi, mutta
ensimmaisissd kokeiluissa pelletin koon takia niiden keskiosa oli viela kellertava.
Saostukseen otettavan supernatantin  maarda muutettin  sarjojen edetessa
pienemmaksi, eikd ongelmaa esiintynyt enda. Viimeisissa sarjoissa saostukseen
otettiin 50 pl kloroformiuutettua naytettd, joka liuotettin 100 pl:aan eluointipuskuria.
Naissa ei enaa esiintynyt samaa ongelmaa pelletin liukenemisen kanssa kuin

ensimmaisissa kokeiluissa.

Absorbanssikayrat eristyksista olivat osittain lupaavat. B-merkaptoetanolisarjassa ei
iimennyt absorbanssipiikkia aallonpituudella 280 nm:n. Alkuperainen proteinaasi K
kokeilu taas ei saanut proteiineja eliminoitua. 280 nm absorbanssi vaheni proteinaasi
K:n maaraa lisatessa ja nostamalla se 80 pl:n tasolle saavutettiin puhtausarvo 1,71.

220-240 nm:n alueen piikkeja ei saatu eliminoitua missaan vaiheessa (kuva 17).

10mm Absorbance

()

10mm Absorbance




29

Kuva 17. CTAB-NGS néytteiden absorbanssikéyrit. 75 A ja B olivat -merkaptoetanolilla kasitellyt
ndytteet. 77 A ja B olivat ensimmaéiset proteinaasi K-kokeilut. 86 STA:ssa on taas sama maéra
proteinaasi K:ta kuin Biotecon kitissé (80 ul) erillisessé inkubaatiossa.

Namakaan naytteet eivat antaneet hyvia Ct-arvoja PCR-ajoissa. Aivan ensimmaisissa
kokeiluissa Ct-arvo oli jopa 40:n syklin luokkaa. Arvo parantui mydhemmissa ajoissa
kun proteinaasi K -kasittelyd oli muokattu, mutta tulokset eivat olleet edelleenkdan
hyvaksyttavissa rajoissa (kuva 18). Vain ensimmaisista kokeiluista tehtiin LEKT-reaktio.
Myéhemmat soijatarkkailunaytteet toimivat ACT-reaktion kontrolleina papaijan ja

pellavan CTAB-eristyksissa.

Soijatarkkailut CTAB-NGS menetelmalla
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Kuva 18. PCR-tulokset CTAB-NGS menetelmaélld eristetyistd soijatarkkailundytteista

4.3 CTAB-NGS papaijasta ja pellavasta

CTAB-NGS-menetelmaa kayttdessd monet papaijaeristyksistd antoivat kohtalaisella
saannolla puhdasta DNA:ta, joka vield monistui hyvin PCR:ssa. Pellava ei onnistunut
menetelmalla. Raakadata naytteista mitatuista DNA-maarista ja niiden puhtauksista on

esitetty liitteessa 1.

4.3.1 Papaijat

Osa papaijanaytteista tuotti puhdasta ja tarpeeksi hyvasaantoista DNA:ta CTAB-NGS-

menetelmalla. Eristys onnistui kaikista Grindomixilla jauhetuista ruokapapaijoista,
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Waring Blenderilld tehdysta kuorellisesta vesisuspensiosta ja kaikista siemenettomista
tuorepapaijoista. Siemenelliset tuorepapaijat tuottivat jo uuttovaiheessa sentrifugoidun
supernatantin pinnalle tiheadn ja ruskean vaahdon, joka liukeni valittdmasti takaisin
supernatanttin tehden siitd samean. Saostuksiin otettin 300 ul kloroformiuutettua
supernatanttia ja pelletit liuotettin 50 pl:aan  eluointipuskuria. Pienemmat
saostustilavuudet eivat tuottaneet pellettia. Pelletit itse olivat ennen kuivausta pienia ja
valkoisia hiutaleita saostusputkessa. Kuivauksessa kaikki pelletit muuttuivat taysin
l&pinakyviksi. Naytteiden absorbanssikayrissa ei esiintynyt korkeata absorbanssia 230
nm aallonpituudella niin kuin kaikissa Biotecon-eristyksissa. Kayrien yleinen muoto on
esilla kuvassa 19. Myo6s puhtaudet olivat korkeita: tyypillisesti 1,8-2,0 valilla. Kaikissa
esiintyi noin 255 nm:n aallonpituudella pieni kumpu, jonka aiheuttajasta ei ole tietoa.
Siemenellisistd tuorepapaijoista tuli paremmat saannot kuin muista naytteista, mutta
puhtausarvot olivat erittdin alhaiset. Kuivatuista papaijoista ei eristynyt periaatteessa

yhtadan mitaan.
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Kuva 19. Grindomix-jauhetun ruokapapaijan absorbanssikdyrd CTAB-NGS-eristyksesti. Tuloksissa ei
ndy selvdi eroa kuorellisten ja kuorettomien erien vilill, tai esipakastettujen jauhatuksien ja
tuoreesta papaijasta tehtyjen ndytteiden vélilla.

Kaikki edellda mainitut naytteet, joista tuli hyva absorbanssikdyra monistuivat
kohtalaisen hyvin gPCR-laitteessa papaijaspesifisessd PAP-reaktiossa. Ct-arvo naissa
naytteissa oli tyypillisesti 25-30 syklin alueella. Kasvispesifinen ACT-reaktio antoi
edelleen signaalin selvasti PAP-reaktiota aikaisemmin, varsinkin esikasittelyssa
sentrifugoiduissa papaijoissa. Muuten ne seurasivat samaa Ct-arvojen trendia.
Ruokapapaijan kuorelliset naytteet monistuivat PAP-reaktiossa jokaisen naytteen
kohdalla kuorettomia aikaisemmin, joten se saattaa olla lopulta parempi eristyskohde
naytematriisilla. Siemenelliset tuorepapaijat taas monistuivat selvasti siemenettomia

tuorepapaijoita myohemmin. Siemenistd saattaa siis uuttua jotain ainetta, joka ei
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CTAB-menetelmalld puhdistu naytteesta ja inhiboi polymeraasireaktioita. Eristyksien

PCR-ajojen tulokset ovat kuvassa 20.

CTAB-NGS eristykset papaijoista
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Kuva 20. PCR-tulokset papaijan CTAB-NGS-eristyksista.

4.3.2 Pellavansiemenet

Rasvanpoistoyritys heksaanilla johti samanlaisiin ongelmiin kuin Bioteconilla
eristetyssa sarjassa. Rasvaa sisaltdva heksaanikerros ei ollut helposti pipetoitavissa, ja
vei mukanaan huomattavan osan uuttopuskuria. Tasta huolimatta uuttopuskuria oli
tarpeeksi eristyksen jatkamiseen. Kaikki naytteet vaikuttivat hyvin oOljymaisilta, ja
pipetointivaiheissa karkiin jai aina pieni maara viskoosia nestetta, jota ei saatu pois.
Saostusvaiheessa jokainen nayte muodosti saostusputkessa valittémasti erittain tihean
ja samean vaalean massan, joka sentrifugoidessa muodosti suuria pelletteja. Pelletit
olivat kellertavia ja helposti putken pohjasta irtautuvia. Kuivattuina niissa ol
geelimaisen lapindkyvan pelletin keskella viela kellertdvad massaa. Waring Blenderilla
jauhetun heksaanittoman pellavansiemenen pelletti hajosi osittain etanolipesujen

aikana.

Naytteiden  absorbanssikayrat olivat muodoltaan hyvin  samanlaisia  kuin
soijatarkkailunaytteiden  CTAB-NGS-eristyksien kayrat. Niissa esiintyi muuta

absorbanssia korkeampi piikki 230 nm:n aallonpituudella, ja puhtaus oli erittdin huono.



32

Saannot pellavansiemennaytteista olivat hajonnutta pellettia lukuun ottamatta yli 500
ng/ul. Hajonneesta pelletistd saanto oli 278 ng/ul. Naytteiden A260/A280-arvojen valilla
ei ollut huomattavaa eroa. Grindomixilld jauhetuissa naytteissa oli selvasti korkeampi

absorbanssi 230 nm:n aallonpituudella (kuva 21).

10mm Absaorbance

220 25 230 238 240 285 20 255 260 25 200 295 280 285 250 285 300 305 3o A5 20 35 0 3% U0 M5
Wavelength (nm)

Kuva 21. Pellavansiementen absorbanssi CTAB-NGS eristyksisté. A ja B ovat Waring Blenderilla
jauhettuja. C ja D ovat Grindomixilla jauhettuja. Heksaanikésittely tehtiin néytteilld B ja D.

Naytteet eivat monistuneet qPCR-laitteella yhtd hyvin kuin Bioteconilla eristetty
pellavansiemennayte-era. Huomattavissa oli kuitenkin pieni ero heksaanikasiteltyjen ja
normaalisti kasiteltyjen naytteiden valilla. Rasvanpoistoyritys on aikaistanut Ct-arvoa
nailla naytteilla keskimaarin yhden syklin muihin naytteisiin verrattuna (kuva 22). Rasva
voi hyvinkin olla suuri polymeraasiketjureaktion inhibitiota aiheuttava komponentti

pellavansiemenessa, ja vaatii iimeisesti paremman poistomenetelman.

CTAB-NGS eristykset pellavansiemenista

& & B Ct( ACT)
Ct-arvo N\ éz,’b G}\Q 6,z;b

¥ S & &

< Q @ o
R & P &

& 3 N
& @
NI
Q%

Kuva 22. PCR-tulokset pellavansiemenistd CTAB-NGS-menetelmalla
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4.4 Papaijan tunnistusmenetelman validointi

Validoitava FAM/TAMRA-kemiaan perustuva PCR-menetelmd osoittautui ajoissa
luotettavaksi. Se oli spesifinen pelkastaan papaijalle ja monistui herkkyystestissa viela

10 kopiota sisaltavilla toistoilla.

4.4.1 Spesifisyys

Spesifisyystestissa papaijanaytteiksi valittiin kaksi toimivaa CTAB-NGS-menetelmalla
eristettya naytetta, joiden todettiin monistuvan hyvin PCR:ssa. Ne olivat Grindomixilla
jauhettu kuorellinen ruokapapaija ja vesisuspensiona homogenisoitu siemenetdn
tuorepapaija. PAP-koettimella pelkastdaan papaijanaytteet antoivat signaalin, joten se
on todennakdisesti spesifinen pelkastaan papaijalle tarkoituksen mukaisesti. Kaikkien
naytteiden reaktion onnistuminen varmistettin ajossa ACT-reaktioilla. Elainperaiset
DNA:t (ihminen ja tonnikala) eivat oletetusti antaneet niista signaalia. Myos tuorepavun
toisto jai ilman signaalia todenndkdisimmin pipetointivirheen takia. Taulukossa 3

listataan PAP-reaktiota vastaan testatut matriisit ja spesifisyystestin ajopohja.

Taulukko 3. Spesifisyystestin ajopohja
Ruokapa | Ruokapa | Tuorepap | TUOrepap | \ops | vehng | Pistaasi | Pistaasi | Seesami | Seesami | Riisi Risi | PAP
paija paija aija aija
Kumina | Kumina | Anis Anis | Persilia | Persifa | il Tili | Fenkoli | Fenkoli Ym'?e"er Ym'fe"er PAP
Pellava | Pellava Ohra Ohra Porkkana | Porkkana | Tonnikala | Tonnikala | IThminen | Ihminen PL:ir;aslgien Pl:;aslgien PAP
Tuoreher | Tuoreher Kikherne | Kikherne Mungpap | Mungpap | Tuorepap | Tuorepap nolla. PAP
ne ne u u u u kontrolli
Ruok“a pa Ruolﬁapa Tuor‘c.-zpap Tuorfepap Vehna Vehna | Pistaasi | Pistaasi | Seesami | Seesami Riisi Riisi ACT
paija paija aija aija
Kumina | Kumina | Anis Anis | Persilja | Persilia | Tl Till Fenkoli | Fenkoli Ym'?e"er Ym'ise"er ACT
Pellava | Pellava Ohra Ohra Porkkana | Porkkana | Tonnikala | Tonnikala | IThminen | Ihminen PL:;aslgien Pl:ir;aslgien ACT
Tuoreher | Tuoreher Kikherne | Kikherne Mungpap | Mungpap | Tuorepap | Tuorepap nolla. ACT
ne ne u u u u kontrolli
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4.4.2 Herkkyys

PAP-reaktio antoi herkkyystestissa hyvin tasaisia tuloksia naytesarjojen valilla.
Satakopioiseen naytteeseen asti toistojen monistuskayrat ovat toisissaan kohtalaisen
tiheasti kiinni (kuva 23). Alemmissa kopiomaarissa esiintyi enemman monistuskayrien
valistd hajontaa. Mikdan yksikopioisista naytteista ei tavoittanut Ct-rajaa, ja vain yksi
I&hti edes monistumaan reaktioiden aikana. Syklien keskimaarainen vali 10 000 ja
1 000 kopiota sisaltavien toistojen valilld oli 3,27. 1 000- ja 100-kopioisten toistojen
syklien vali oli 3,49, ja 100- ja 10-kopioisten toistojen vali 2,68 syklia. Vaikka alemmat
DNA-maarat tuovat selvasti jo epatarkkuutta Ct-arvoihin, nekin monistuvat
menetelmalla luotettavasti. Papaijan DNA:n toteamisrajaksi talla koettimella osoittautuu

taten kymmenen kopioksi.

Delta Rn vs Cycle

3.000

2.500

2.000

Delta Rn

1.000

0.500

0.000

-0.500

20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37T 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 43 49 SO0

Cycle Number

Kuva 23. Herkkyystestin monistuskayrét

5 Johtopaatokset

Kaupallinen Biotecon-kitti ei osoittaunut naiden tuloksien mukaan sopivaksi papaijan

kasittelyyn. Silla eristetyt papaijanaytteet antoivat jokaisessa tapauksessa joko erittain
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huonon saannon, alhaisen tai kummallisen korkean puhtausarvon tai kummatkin.
Nama eristykset toimivat erittdin huonosti ja epatasaisesti gPCR-laitteessa. Syysta tai
toisesta PAP-reaktio antoi joissain tapauksissa signaalin monta syklid myéhemmin kuin
ACT-reaktio, kun taas joissakin naytteissa niiden syklien valinen ero oli pieni. Tama
iimié esiintyi etenkin esikasittelyssa tehtyjen vedenpoistojen kohdalla. CTAB-NGS-
menetelma tuntui toimivan osalle papaijamatriiseista. Prosessoimattomat hedelmat
antoivat paaosin tarpeeksi DNA:ta qPCR-analyysia varten hyvilld puhtausarvoilla ja
naytteet monistuivat loogisesti qPCR-analyysissa. Sama outo ero PAP- ja ACT-
reaktioiden valilld esiintyi naytteissa joissa oli tehty vedenpoisto esikasittelyn aikana.
Prosessoidut tuotteet eivat valttdmatta sisalld tarpeeksi ehjaéd DNA:ita, ettd ne

sopeutuisivat menetelmalle ollenkaan.

Pellavasta saostui Biotecon menetelmalla erittdin paljon pipetointia vaikeuttavaa ja
likaa sisaltavaa geelid. Siitda ei muutenkaan eristynyt kuin kohtalainen maara DNA:ta,
joka antoi huonot puhtausarvot. Se kuitenkin monistui kohtalaisen hyvin gqPCR-
laitteella. CTAB-NGS-menetelmalla eristetyt naytteet antoivat muuten samankaltaisia
tuloksia, mutta niiden saanto oli paljon korkeampi. Heksaanikasittely tuntui helpottavan
prosessia hieman, mutta tulevaisuudessa voidaan joutua etsimdan muita tapoja
poistaa naytteistd ylimaardinen rasva. Bioteconilla tehdyt eristykset monistuivat

paremmin kuin CTAB-NGS-menetelman naytteet.

CTAB-NGS-menetelma osoittautui sopivaksi menetelmaksi eristdmaan hyvalaatuista
DNA:ta prosessoimattomissa hedelmissa. Se ei missaan vaiheessa ollut sopiva
eristamaan laatuvaatimuksien mukaista DNA:ta soijatarkkailunaytteista.
Soijatarkkailunaytteista saatiin viimeisilla kokeiluilla hyva puhtausarvo ja saanto, mutta
se ei edelleenkdan monistunut tarpeeksi hyvin qPCR-laitteella. Menetelma vaatii viela

muokkausta ja kokeilua, jos se halutaan ottaa kayttoon.

Papaijan tunnistusmenetelma osoittautui validointiprosessin ensimmaisissa testeissa
spesifiseksi ja tarpeeksi herkaksi. Sen validointiprosessi on viela kesken, ja vaatii viela
ensimmaisten ajojen toistot toisen henkilon tekemana ja positiivikontrollin Ct-arvon

lopullisen maarityksen. Naiden vaiheiden jalkeen menetelma voidaan akkreditoida.
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NanoDrop-mittausten raakadata

Biotecon

Nayte DNA (ng/u) Puhtaus (Aze0/A280)
55A 33 0,75
55B 15 1,9
55C 17 0,9
55D 14 1,23
55E 35 1,77
55F 28 1,75
55G 22 0,98
55H 31 0,81
58 A 10 4,04
58B 8 3,89
58 C 18 8,48
58 D 20 8,86
58 E 18 6,24
58 F 19 4,61
58 G 13 3,77
58 H 17 3,94
61A 2 1,13
61B 3 1,23
61C 2 1,81
61D 3 1,01
61E 0 0,7
61F 1 0,8
61G 1 1,66
61H 3 1,58
62 A 6 2,42
62B 9 1,99
62C 5 2,73
73D 8 2,34
62 E 2 4,47
62 F 17 6,25
62G 29 8,7
62 H 26 6,01
64 E 12 2,49
64 F 13 2,83
64 G 20 3,28
64 H 17 3,59

66 A 29 2,01



CTAB-vertaus

Nayte

66 B
66 C
66 D
66 E
66 F
66 G
66 H
84 A
848B
84 C
84D
Sarjat
55
58
61
62
64
66
84

71A
718B
71C
71D
72A
728B
72C
72D
71B-p
71 D-p
72 A-p
72Cp
75A
75B
77 A
778B
80 STA
86 STA

33
19
22
30
31
27
19
40
60
46
221

Tuorepapaija. ABEF siemenelliset. CDGH siemenettomat

Papaij-sokeriliemi. ABEF suorahom. CDGH vesisusp.

Kuivapapaija. ABEF suorahom. CDGH vesisusp.

Papaija-mehu. ABEF suorahom. CDGH vesisusp.

Ruokapapaija-WB. ABEF kuorellinen. CDGH kuoreton

Ruokapapaija-Grindo. ABEF kuorellinen, CDGH kuoreton

Pellavansiemen. AB Waring Blender, CD Grindo. BC Heksaani

DNA (ng/w)
875
996
961
2483
2079
1204
724
1435
87
299
184
81
1964
2011
1616
1596
330
453

Puhtaus (azs0/A2s0)
1,06
0,99
1,09
0,9
0,83
0,96
1,09
0,92
0,74
0,83
0,71
0,71
1,77
1,61
1,1
1,08
1,31
1,71

Liite 1
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Sarjat

71 CTAB-CEN soijakokeilu

72 CTAB-CEN soijakokeilu 2x CHCI3. CD PVP-lisays
"A-p." Biotecon puhdistukset

75 CTAB-NGS B-merkapto

77 CTAB-NGS protK. Korvaus

80 CTAB-NGS 10 ul ProtK

86 CTAB-NGS 80 ul ProtK

CTAB eristykset

Puhtaus
Nayte DNA (ng/w) (A260/A280)
79-2A 27 2,05
79-2B 28 2,04
79-2C 20 2,16
79-2 F 10 1,77
79-2G 19 2,08
79-2H 20 2,05
80A 278 0,96
80B 529 1,01
80C 600 0,97
80D 550 1,03
83A 89 2
83B 105 1,93
83C 66 2,08
83D 67 2,08
83 E 108 1,96
83F 114 2
83G 82 2,11
83H 75 2,17
85A 146 1,33
85B 118 1,38
85C 41 1,98
85D 28 1,98
85E 51 1,7
85F 27 1,75
85G 26 2,04

85H 11 2,13



86 A
86 B
86C
86D
86 E
86 F
86 G
Sarjat
79-2
80
83
85
86

Liite 1
4(4)

2,24
55,7
3,77
-1,59
-3,69
2,95

N A PR, NNN

2,23

Ruokapapaija-WB. ABEF kuorellinen. CDGH kuoreton
Pellavansiemen. AB Waring Blender, CD Grindo. BC Heksaani
Ruokapapaija-Grindo. ABEF kuorellinen, CDGH kuoreton
Tuorepapaija. ABEF siemenelliset. CDGH siemenettomat

Kuivapapaija. ABEF suorahom. CDGH vesisusp.
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