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Opinnaytetyd tehtiin Helsingin yliopiston Biotekniikan instituutissa. Opinnaytetyd suoritettiin
helsinkilaisen ja ranskalaisen tutkimusryhman yhteistydprojektina, jossa selvitettiin uloste-
naytteita tutkimalla mahdollista yhteytta narkolepsian ja ihmisen mikrobiomin valilla. Tutki-
muksessa oli mukana naytteita narkolepsiaa sairastavilta henkildilta, naytteita henkiloilta,
joilla oli todettu muunlaista hypersomniaa, ja naytteita terveiltd henkililta.

Biotekniikan instituutissa on aiemmin suoritettu Parkinsonin tautiin liittyvaa tutkimusta,
jossa on selvitetty Parkinsonin taudin ja ihmisen suoliston mikrobiomin vélista korrelaa-
tiota. Tamén perusteella on todistettu, ettd ihmisen suoliston mikrobiomista 16ytyy eroavai-
suuksia terveiden ja Parkinsonin tautia sairastavien henkildiden valilla.

Projekti aloitettiin naytteiden lajittelulla ja merkitsemiselld, jonka jalkeen suoritettiin DNA:n
eristaminen kaupallisen kitin protokollan mukaan. Eristetyille DNA-naytteille tehtiin kaksi-
vaiheinen PCR, jossa ensimmaisessa vaiheessa rajattiin spesifisilla alukkeilla monistettava
osa 16S-geenistd. Toisessa vaiheessa universaalit kaksoisindeksialukkeet tunnistivat en-
simméaisen PCR:n sekvensointiadapterit, jolloin muodostui pidempi fragmentti ensimmai-
sen vaiheen PCR-tuotteesta. Kaksoisindeksialukkeiden avulla naytteet pystyttiin identifioi-
maan sekvensoinnin jalkeen. 16S NGS-sekvensointikirjastoa varten PCR-tuotteet yhdistet-
tiin yhdeksi naytepooliksi. Naytepooli puhdistettiin, mink& jalkeen méaaritettin DNA-frag-
menttien pituus.

Lopuksi naytteista valmistettiin 16S NGS-sekvensointikirjasto ja naytteiden sisaltamat bak-
teerit pystyttiin tunnistamaan. Sekvensointi suoritettiin lllumina-sekvensointimenetelmallg,
jossa halutusta geenialueesta saatiin monistettua tuhansia sekvensseja myéhempé&éa bioin-
formatiivista analysointia varten, jossa sekvensseja verrataan tunnettuun genomiin. Taman
perusteella voidaan tutkia, 10ytyyko narkolepsiaa sairastavien ja terveiden henkiléiden suo-
liston mikrobiomien valilta eroavaisuuksia.

Avainsanat DNA-eristys, kaksivaiheinen PCR, NGS-sekvensointikirjasto
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The thesis study was made at the Institute of Biotechnology of the University of Helsinki.
The study was executed as a collaborative project with research groups in France and Hel-
sinki, to explore the probability of connection between narcolepsy and human microbiome
by studying fecal samples. In this study narcoleptic samples, samples with hypersomnia
and samples from healthy persons where used.

There has been previous research at the Institute of Biotechnology concerning the correla-
tion between Parkinson’s disease and gut microbiota from different bacteria species. By
these studies it has been shown that there are differences in gut microbiota between
healthy persons and persons that suffer from Parkinson's disease.

The study was started by sorting and labeling samples, followed by DNA extraction ac-
cording to the commercial kit protocol. The extracted DNA-samples were subjected to two-
phase PCR, where in the first phase, part of the 16s-gene were amplified with specific pri-
mers. In the second phase, universal dual index-primers adhered to first phase sequence
adapters and they formed a longer PCR-fragment from the first phase PCR-product. The
samples could be identified after sequencing by dual index primers. The PCR-products
were combined into one sample pool for the 16s NGS-sequencing library. Sample pool
was purified and the length of DNA-fragments were measured.

Finally, the 16s NGS-sequencing library was prepared and the bacteria occuring in the
samples could be identified. The sequencing method was performed as Illlumina sequenc-
ing, where particular gene region can be amplified thousands of reads for later bioinfor-
matic data analysis, where the reads are compared to known genome. Based on this infor-
mation it can be explored if there are any differences between narcoleptic and healthy per-
sons gut microbiota.

Keywords DNA-extraction, Two-step PCR, NGS sequencing library
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1 Johdanto

Opinnaytetyo tehtiin Helsingin yliopiston Biotekniikan instituutin DNA:n sekvensointi- ja
genomiikkalaboratoriossa. Tyon tarkoituksena oli selvittdd mahdollista yhteytta narko-
lepsian ja ihmisen suolistomikrobiomin valilla tutkimalla ulostenaytteita henkil6ilta, joilla
oli joko diagnosoitu narkolepsia tai havaittu muita hypersomnian eli likaunisuuden oi-
reita. Tutkimuksen verrokkindytteind kaytettiin naytteita sellaisilta henkililta, joilla ei ollut

diagnosoitu narkolepsiaa tai muunlaista liikaunisuutta.

Tutkittavia naytteitad oli yhteensd 113 kappaletta, jotka ranskalainen tutkimusryhma oli
lAhettanyt aiemmin kevaalla 2019 Biotekniikan instituutille analysoitavaksi. Ranskassa
oli keratty ulostenaytteita narkolepsiapotilailta, hypersomniasta karsivilta ja terveiltd hen-
kilgilta, eika taman tyyppistd naytekokoelmaa ollut Suomessa saatavilla. Kaikki DNA-
tutkimuksessa kaytetyt naytteet oli jo lahtdmaassa laitettu valmiiksi DNA:n tasapainotus-

puskuriin, mika paransi naytteiden sailyvyytta.

Tutkimuksessa monistetaan 16S-geenin V3- ja V4-alueita, joista voidaan havaita eri bak-
teerilajit, joita ndytteet sisaltavat. Naytteista 10ytyvien bakteerien perusteella analysoi-
daan, onko niiss& korrelaatioita narkolepsian ja tietyn bakteerilajin valilla. 16S-geenin
V3- ja V4-alueet ovat valikoituneet tahan tutkimukseen, koska niiden pituus on optimaa-
linen ja ndiden alueiden perusteella pystytdan selkeasti havaitsemaan eroavaisuuksia

eri bakteerien valilla.

Narkolepsiaan ei ole pystytty kehittdmaan parantavaa hoitoa. Vuonna 2009 syntyneen
sikainfluenssapandemian my6ta monet nuoret henkildt sairastuivat narkolepsiaan otet-
tuaan sikainfluenssarokotteen. Tallbin nopeasti levinnytta sairautta vastaan kehitetyn ro-
kotteen mahdollisten haittavaikutusten testaus jai liian suppeaksi. On tarkead, etta nar-
kolepsiaan liittyvia tutkimuksia jatketaan, jotta ymmarrys sairaudelle altistavista geneet-
tisista tekijoista ja sen syntymekanismeista kasvaisi. Samalla narkolepsian diagnosoimi-

nen voisi helpottua ja ladkekehitysta saataisiin tehostettua.
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2 Narkolepsia

2.1 Narkolepsian ja hypersomnian oireet

Narkolepsia luokitellaan autoimmuunisairauksiin, jossa elimiston puolustusjarjestelma
hyokkaa kehon omia hypotalamuksen oreksiini-hormonia tuottavia hermosoluja vastaan.

Oreksiinilla on keskeinen tehtéava ihmisen vireystilan ja ruokahalun sdatelyssa. [1.]

Narkolepsian oireisiin kuuluu aaltomaisesti esiintyva nukahtelutaipumus, yleinen paiva-
vasymys, younen katkonaisuus ja katapleksia eli lihasten hervottomuus tunnereaktioiden
yhteydessa [1]. Muutamalla prosentilla oireet alkavat katapleksialla [2]. Oireet ilmaantu-
vat yleensd 15-25-vuotiaana vaikuttaen yleensa opiskeluun ja parjddmiseen tytela-
massa [3].

Hypersomniaan liittyy voimakas paivaaikainen vasymys, mutta youni ei ole katkonaista
kuten muissa neurologisissa unihdiribissa. Hypersomnian diagnosoimista hankaloittaa
lukuisat muut mahdolliset syyt, jotka saattavat olla liikaunisuuden taustalla. [3.] Tallaisia
voivat olla esimerkiksi erilaiset tulehdus- ja hengityselinten sairaudet, diabetes, kilpirau-
hasen vajaatoiminta, anemia, keskushermoston sairaudet tai unenaikaisia hengityskat-

koksia aiheuttava obstruktiivinen uniapnea [4].

Narkolepsiaa jaetaan tyyppeihin 1 ja 2 sairaudelle ominaisen spesifisen ja sensitiivisen
biomarkkerin mukaan. Vuonna 2009 syntyneen sikainfluenssapandemian ja sita vastaan
kehitetyn sikainfluenssarokotteen, influenssa A -viruksen, HLN1-tyyppi sisélsi narkolep-
sia tyypin 1 tekijoitd. Rokotteen kehittelyn mydéta saatiin selvitettyd hypokreettisten neu-
ronien tuhoutumisen olevan osana narkolepsian kehittymisessa. Narkolepsian hoidossa
kaytetaan, potilaan oireista rijppuen, modafiniilia, armodafiniilia seké vahvempana laéki-
tyksena metyylifenidaattia tai amfetamiinia. [5.] Sairautta hoidetaan myos paivaaikaisella
piristavalla laakityksella modafiniililla tai metyylifenidaattiaatilla tai yoaikaan kaytettavalla
natriumoksybaatilla. Katapleksiaa hoidetaan masennusladkeryhmaan kuuluvilla seroto-

niinin ja/tai noradrenaliinin takaisinotonestdjilla ja trisyklisilla 1aékeaineilla. [1.]
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Suomessa narkolepsiaa sairastaa noin 500—1 000 henkil6&. Narkolepsia ei ole periytyva
sairaus, mutta taudin puhkeamisriskiin on huomattu vaikuttavan perinnéllisen puolustus-

jarjestelméan ominaisuus alleelissa HLA-DQB1*0602 [1].

2.2 Narkolepsiaan liittyvat aiemmat tutkimukset

Aiemmissa tutkimuksissa on elainkokeiden avulla havaittu yhteys narkolepsian ja alhai-
sen hypokretiinin maaréassa aivoselkdydinnesteessa seké aivoissa. Kairilla ja hiirilla hy-
okretiinin ligandin ja hypokretiinin reseptorin 2 geneettisen mutaation on todettu aiheut-
tavan narkolepsiaa. Ihmisella hypokretiini-geenin mutaatiolla ei ole todettu olevan, yksit-
taisia tapauksia lukuun ottamatta, suoraa yhteytta narkolepsiaan sairastumiseen. Aiem-
massa tutkimuksessa on l6ydetty huomattavan alhaisia hypokretiini-transkriptiotekijoi-
den ja/tai peptidien tasoja kaikkien narkolepsiaa sairastavien henkildiden aivoista. Hy-
pokretiini 1 ja 2 (oreksiini A ja B) ovat neuropeptideja, jotka toimivat prekursoreina eli
preprohypokretiineiné. Hypokretiinit toimivat unen, endokriinien toiminnan, ruokahalun ja

energiatasapainon saatelijoina. [6.]

Narkolepsiaan sairastuvuus ihmisell& liittyy ylipainoon ja ei-insuliiniriippuvaiseen diabe-
tekseen. Hypokretiinin vahaisyys voi myos liittyd naiden tekijéiden muutoksiin narkolep-
siassa. Energiatasapaino edellyttaé leptiinien, insuliinin, neuropeptidi Y:n (NPY) ja a-
melanosyyttida stimuloivien hormonien (a-MHS) vélisia signaalireitteja. Naista tarkeinta
leptiinia syntetisoidaan rasvakudoksessa, mika vahentaa voimakkaasti ravinnon imeyty-
mista. Leptiinin puutos tai leptiini-resistanssi aiheuttaa ylipainoa. Leptiinin vaikutus ravin-
non imeytymiseen vaikuttaa osittain neuropeptidi Y:n inhibitioon ja a-melanosyyttia sti-
muloivan hormonin aktiivisuuteen. Hypokretiini voi suoraan sdadella energiatasapainoa
naiden systeemien kautta. Paastoaminen tai insuliinin annostelu aktivoi hypokretiini-neu-
roneita ja transkriptiota. Hypokretiinin keskeinen toiminta tehostaa ruoansulatusta, joka
estyy neuropeptidi Y-vastavaikuttajien takia. Hypokretiinia sisaltavat neuronit erittdvat
leptiini-reseptoreita, ja leptiinien pitk&aikainen toiminta vahentaa hypokretiinien signaa-

leja lateraalisessa hypotalamuksessa. [6.]

Tutkimuksessa havaittiin, ettd narkolepsiapotilaiden ruoasta saatavien kalorien imeyty-
minen on alentunut. Patilailla, joilla ei ollut havaittu kroonista vasymysoireyhtymaa eli

CFS:aa (engl. chronic fatigue syndrome), oli huomattavasti korkeampi painoindeksi
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(BMI-arvo) kuin potilailla, joilla oli havaittavia CFS-hypokretiini-tasoja. Tahan voi olla
syyna korkea BMI-arvo, joka voi alentaa energiankulutusta toissijaisesti lisdantyneen
unen ja vahentyneen paivaaktiivisuuden vaikutuksesta narkolepsiassa. Narkolepsia il-
man hypokretiinin puutosta voidaan yhdistaa tutkimusten perusteella energia-aineen-
vaihdunnan ongelmiin. Kun alentunut hypokretiini-taso voidaan yhdistaa unen lisaksi
sympaattisen hermoston aktiivisuuteen ja neuroendokriini-systeemin toimintaan, se voi
vaikuttaa aineenvaihdunnan nopeuteen naiden systeemien kautta ja johtaa ylipainoisuu-
teen. [6.]

Biotekniikan instituutissa Helsingin yliopistolla on tehty aiempaa tutkimusta Parkinsonin
taudin ja ihmisen mikrobiomin valilld, ja tutkimuksessa on todettu Parkinsonin tautia sai-
rastavien suoliston mikrobiomista huomattavasti matalampia Prevotellaceae-sukuun
kuuluvan bakteerin maaria kuin terveiden henkildiden naytteista [7]. Naiden aiempien
havaintojen pohjalta Biotekniikan instituutissa on haluttu jatkaa suoliston mikrobiomien
tutkimista, jotta voitaisiin havaita, minkéalaisia eroja narkolepsiaa sairastavien ja tervei-

den henkildiden suolistomikrobiomissa on.

3 Tutkittava geeni ja tutkimuksen tydvaiheet

3.1 16S rRNA-geeni

16S RNA on prokaryoottisen ribosomin pieni alayksikkd 30S-komponentissa. Kyseista
geenialuetta kdytetdan bakteerien ja arkkien luokitteluun ja tunnistamiseen [8]. 16S RNA
on funktionaalisesti muuttumaton, mutta sisaltda vaihtelevia alueita, joita ilmenee kai-

kissa organismeissa. Geenin pituuden takia sita on helppo sekvensoida [9].

Bakteerin 16S RNA-geeni sisédltaa eri bakteerien lajinkehitykselle ominaisia vaihtelevia
alueita, joiden intragenomisen sekvenssin heterogeenisyytta on arvioitu aiemmin tehdyn
tutkimuksen perusteella 55 bakteerigenomissa, jotka ovat edustaneet erilaisia fyloge-
neettisid ryhmia. RNA-operonien kokonaismaaré genomeissa vaihteli 2—13 operonin va-
lilla. Erilaisten geeniparien sisaltdmien nukleotidien enimmaismaara 16S rRNA-geenissa

vaihteli 0-19 eméaksen valilla. Vastaava minimaalinen samankaltaisuus vaihteli valilla
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98,7-100 % osoittaen ndiden bakteerien genomien 16S rRNA-operonien intragenomi-
sen heterogeenisyyden rajallisuuden. Sen sijaan 16S rRNA-geenien kopioiden joukosta
laskettiin 199 mutaatiota siirtymilld, jotka olivat maaraavaa tyyppia 16S rRNA-geenin ko-
konaispituudella. Useimmat heterogeeniset alueet osuivat geenin vaihteleville alueille
V1, V2jaVe. [9.] Kuvassa 1 esitetdaan 16S rRNA:n rakenne ja tassa tutkimuksessa amp-

likoidut V3- ja V4-geenialueet.

Sample Barcode Primer Sequence
\ Constant Region
N\ 4 -/ / \.
Vi V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 \/e)
l_'_l
Targeted Region \
16S rRNA Gene Variable Regions

Kuva 1. 16S rRNA-geenin rakenne [10.]

Kuvasta 1 voidaan huomata, ettd ribosomaalinen 16S-geenialue sisaltda runsaasti eri-
laisia vaihtelevia alueita, joita voidaan hyddyntaa tutkimuksessa esimerkiksi, kun halu-

taan tunnistaa DNA-alueita bakteerilajien valilla.

3.2 Kaksivaiheinen PCR ja sekvensoitavan DNA-fragmentin rakenne

Kaksivaiheisella PCR:IlI& (engl. two-step PCR) pystytaan monistamaan tuotetta tarkem-
min pienemmalla |ahtétuotteen konsentraatiolla. Eristettyd DNA:ta kaytetdan l&htotuot-
teena, josta ensimmaisessa PCR-reaktiossa rajataan haluttu DNA-alue spesifisilla aluk-
keilla, jotka hybridisoituvat rajattavaan DNA-alueeseen ja monistavat tutkittavaa frag-
menttia. Adapterit kiinnittyvat sekvensoitavaan fragmenttiin, jolloin muodostuu kohde-
amplikonit. Spesifisissd alukkeissa on kiinnittyneind overhang-tagit, jotka sisaltavat
adapterin ja muodostuu I-vaiheen PCR-tuote. [11.] Adaptereja kaytetaan, kun moniste-

taan ennalta emasjarjestykseltaan tuntematonta DNA-aluetta [12].
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PCR-reaktion toisessa vaiheessa adapterin perédan kiinnittyy kaksoisindeksialuke ja
oligo, jotka sitoutuvat monistettavan DNA-fragmentin paihin. Universaalit kaksoisindek-
sialukkeet tunnistavat ensimmaisen vaiheen sekvensointiadapterit, ja muodostuu pi-
dempi fragmentti ensimmaisen vaiheen PCR-tuotteesta. Indekseja kaytetadn sekvensoi-
tavien naytteiden identifioimiseksi. Kaksivaiheinen PCR on seka sensitiivinen etta spe-
sifinen menetelma. [11.] Kaksoisindeksialukkeiden kayton etuja ovat my6s mahdollisuus
tehokkaaseen ja tarkkaan kanavointiin sekéd tarkempaan ja luotettavampaan dataan, jol-
loin pystytaan ehkaisemaéan indeksien vaaraé tunnistusta. [13.]

Indeksit ovat pituudeltaan noin 6-10 emaksen oligoja, jotka liittyvat monistettavan frag-
mentin paihin. Molempien indeksien sekvenssit ovat emasjarjestykseltaan erilaiset, mika
mahdollistaa jopa satojen naytteiden samanaikaisen signaalien detektoinnin. Kaksoisin-
deksialukkeet sisaltavat I-vaiheen PCR-tuotteen adapterin tunnistussekvenssin, indek-
sin ja tassa tutkimuksessa kaytetyt polymeeri 5- tai polymeeri 7-oligot (kuva 2). P5- ja
P7-oligot ovat kiinnittyneina sekvensointilaitteessa olevan virtauskammion pintaan, joi-
den kanssa DNA-fragmentin paihin kiinnittyneet P5- ja P7-oligot hybridisoituvat. Oligot

ovat laitteistokohtaisia, ja P5- seka P7-oligoja kaytetaan yleisesti llluminalla. [13.]

(

DNA fragment
1

PS5 ID adapter JOLNENIEGINENIE adapter 1D
A T b

insert

sequencing primer
index binding sites index

— flow cell attachment sites

Kuva 2. ll-vaiheen PCR-tuote (ylh.) ja sekvensointiin valmis DNA-fragmentti (alh.) [13].
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Kuvassa 2 oleva alempi fragmentti esittda valmista sekvensoitavaa tuotetta, johon adap-
terien liséksi ovat kiinnittyneet kaksoisindeksit seké P5- ja P7-oligot. Indeksialuke 1 on

kiinnittyneena P7-oligoon ja indeksialuke 2 P5-oligoon.

Sekvensointivaiheessa sekvensointialuke 1 kiinnittyy koodaavan juosteen adapteriin ja
DNA-polymeraasi taydentéa& monistettavan DNA-fragmentin emasjarjestyksen mukaan,
kunnes haluttu sekvenssin pituus on saavutettu. Sekvensoitutuote pestdan pois. Kak-
soisindeksialuke 1 hybridisoituu templaattiin, jonka jalkeen polymeraasi taydent&é frag-
menttia komplementaarisesti juosteen emasjarjestyksen mukaan. Indeksituote pestaan
pois. Indeksi 2:n mukainen sekvenssin luku alkaa polymeraasin avustuksella, kun temp-
laattijuoste yhdistyy P5-oligon kanssa. Lopulta muodostuu kaksi erillisté juostetta dena-
turoitunutta juostetta ja jaljelle jaa k&énteinen juoste. [14.]

Toinen sekvensointikierros alkaa sekvenssialuke 2:n kiinnittymisella templaattiin, ja kier-
ros etenee samoin kuin sekvenssialuke 1:n mukainen monistuminen. Sekvenssialuke
1:n ja 2:n johdolla tapahtuva monistuminen toistuu useita kertoja, ja lopputuloksena on

miljoonia sekvensseja tutkituista fragmenteista. [14.]

3.3 Sekvensointi

Sekvensoinnilla tarkoitetaan DNA-jakson tai koko genomin emasjarjestyksen selvitta-
mistd. 1970-luvulla Maxam ja Gilbert kehittivat synteesisekvensointitekniikoihin kuuluvan
Sanger-sekvensointimenetelman, joka perustuu DNA-templaatin ja dideoksinukleotidien
kayttoon. Sanger-sekvensointi olikin kaytetyin sekvensointimenetelma kolmen vuosi-
kymmenen ajan. Vuonna 2005 uuden sukupolven DNA-sekvensointivalineiden kaupalli-
nen kehitys mahdollisti uudenlaisien DNA-sekvensointimenetelmien suunnittelun ja kan-

nusti tutkijoita kasittelemaan rohkeammin koko genomin laajuisia kokeita. [15.]

3.3.1 Sanger-sekvensointi

Sanger-sekvensointimenetelma tunnetaan myoés nimilla dideoksimenetelma ja terminaa-

tiomenetelma. Sekvensointi aloitetaan kiinnittamalla sekvensoitavan alueen 3 -paahan
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15-25 nukleotidin pituinen synteettinen yksijuosteinen aluke, joka on komplementaari-
nen templaatin vastaavalle kohdalle. Templaatille syntetisoidaan alukkeesta lahtien
komplementaarista vastinjuostetta nukleosiditrifosfaateista (ANTP) DNA-polymeraasin
avustuksella. Kullekin nukleotidille tehdaan oma reaktio, jossa valmistettava DNA-juoste
leimautuu nukleotidille ominaisella fluoresoivalla merkkiaineella, kun reaktiokohtaisesti

kaytetaan vain yhta leimattua deoksinukleotidia. [16, s.177-178.]

Sangerin dideoksimenetelmassa kaytetddn seka deoksi- (ANTP) etta dideoksinukleoti-
deja (ddNTP). Dideoksinukleotideista puuttuu hydroksyyliryhméa 2°-aseman liséksi 3'-
asemasta. DNA-polymeraasin muodostaessa fosfodiesterisidoksen dideoksinukleotidin
5°-fosfaatin ja syntetisoitavan juosteen edellisen nukleotidin 3" -hydroksyyliryhmien vélille
se ei enda pysty lisddmaan seuraavaa nukleotidia 3'-hydroksyyliryhméan puuttumisen
takia, jolloin synteesi paattyy. On sattumanvaraista, liittyyko tiettyyn kohtaan deoksi- vai
dideoksinukleotidi, koska reaktioseos sisaltdd runsaasti templaattia, aluketta ja
dNTP:eitd, mutta vain vahan ddNTP:eita. Lopputuloksena saadaan erikokoisia terminaa-
tiotuotteita, jotka paattyvat dideoksinukleotidiin, ja tuotepopulaatio sisaltda kaikki ne ky-

seisen nukleotidin kohdat templaatissa. [16, s. 178—-179.]

Taman jalkeen DNA-templaatit denaturoidaan ja sekvensointireaktioiden tuotteet aje-
taan samanaikaisesti geelielektroforeesilla. Geelina elektroforeesissa kaytetaan polyak-
ryyliamidigeelid, koska sen erottelukyky on parempi kuin agaroosigeelin. Geelilla DNA
kulkeutuu positiivista varausta kohti fosfaattiryhmien negatiivisen varauksen seurauk-
sena. Pienemmat DNA-fragmentit kulkeutuvat kauemmas elektroforeesigeelin alaosaan.
[17.]

Reaktioseosten DNA:t denaturoidaan sekvensointireaktioiden jalkeen. Sekvensointire-
aktioiden tuotteet ajetaan samassa kapillaarissa yhtena naytteena kapillaarielektroforee-
silla. Kaksijuosteista DNA:ta sekvensoitaessa reaktioiden tehokkuus on heikompi kuin
yksijuosteisen DNA:n sekvensoinnissa, jolloin yhdella reaktiolla saadaan yleensa 700-
800 nukleotidin pituinen sekvenssi. Kaksijuosteisen DNA:n sekvenssit ovat tyypillisesti
alle 500 nukleotidin pituisia, mutta templaattia ei tarvitse kloonata M13-vektoriin. [16, s.
180.]
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Sanger-sekvensointia on kehitetty leimaamalla nukleotidit spektrisesti erilaisilla fluore-
soivilla vériaineilla, kapillaarielektroforeesin kayton yleistymisella ja automatisoimalla
protokollaa. Nailla toimenpiteilla on parannettu menetelman rinnakkaisuutta, toistetta-
vuutta ja lapaisykykya. Sanger-sekvensointia kaytetaan edelleen geneettisten variant-
tien validoinnissa ja tarkempien lukemien (readien) saavuttamisessa. Nykyaan sekven-
sointiteknologian kehityksen jatkuminen on painottunut enemman uuden sukupolven

sekvensointimenetelmiin kuin Sanger-sekvensointimenetelméan kehittymiseen. [15.]

3.3.2 Uuden sukupolven sekvensointimenetelmat

Nykyisin yleisimmin kaytetyt sekvensointimenetelmat ovat ns. uuden sukupolven sek-
vensointimenetelmia (NGS, engl. next-generation sequencing), jotka ovat mahdollista-
neet entista pidempien, ehjien DNA-fragmenttien sekvensoimisen. Uuden sukupolven
sekvensointimenetelmat jaetaan synteesisekvensointitekniikoihin (engl. sequencing by
synthesis) ja ligaatiosekvensointitekniikoihin (engl. sequencing by ligation). Innovatiivi-
sissa uusissa sekvensointimenetelmissa kaytetaan yksittaisia DNA-molekyyleja ja reaa-
liaikaista havaitsemista, jotka taydentavéat jo olemassa olevia sekvensointialustoja. Uu-
den sukupolven sekvensointialustoissa kaytetddn myds Sangeriin kuuluvia synteesiin
osallistuvia polymeraaseja, muokattuja nukleotideja ja fluoresoivia merkkiaineita, mutta

ne myos edellyttdvat DNA-kloonausta ennen sekvensointia. [15.]

NGS-kirjastojen tekemisessa olennaista on sekvensointiadapterien ja -indeksien kaytto,
jotka mahdollistavat naytteiden identifioinnin, haluttujen fragmenttien monistumisen ja

kirjaston kiinnittymisen sekvensointilaitteiston virtauskammioon (engl. flow cell) [13].

[llumina-sekvensointi

Tassa tutkimuksessa kaytetty lllumina-sekvensointi jaetaan neljaan vaiheeseen: néayt-
teen valmisteluun, klustereiden tuottamiseen, sekvensointiin ja tulosten ké&sittelyyn.
Naytteen valmisteluvaiheessa lisdtdan adapteri DNA-fragmenttien paihin, minka jéalkeen
sekvensoitavaan sitoutumiskohtaan tulee vield indeksialuke ja oligo-hanta. P5- ja P7-

oligot sitoutuvat komplementaarisesti virtauskammion P5- ja P7-oligomeereihin. [14.]
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Klustereiden tuottamisessa fragmenttimolekyyli monistuu isoterminaalisesti virtauskam-
miossa. Virtauskammiona toimii lasilevy, jossa on uria. Jokaisessa urassa on oligoja,
joiden avulla hybridisaatio mahdollistuu ja virtauskammion pinnassa olevalle oligomee-
rille komplementaarinen DNA-fragmentin adapteri paasee kiinnittymaan. Polymeraasi
kiinnittad komplementin hybridisoituneelle fragmentille. Kaksijuosteinen molekyyli dena-
turoituu ja alkuperainen templaatti pestédan pois. Monistettu juoste on samanlainen kuin

alkuperainen, ja se monistuu uudelleen yhdistymalla P7-oligon kanssa. [14.]

Polymeraasi valmistaa komplementaarisen juosteen, jolloin muodostuu kaksijuosteinen
silta. Silta denaturoituu, ja seurauksena on kaksi yksijuosteista molekyylikopiota, jotka
molemmat ovat hybridisoituneet virtauskammion pintaan erityyppisen oligon kanssa. Ta-
man jalkeen prosessi toistuu useita kertoja samanaikaisesti ja muodostuu miljoonia klus-
tereita, jolloin kaikki fragmentit monistuvat klonaalisesti. Kaanteiset juosteet pestaan
pois, ja jaljelle jaa koodaavat juosteet kiinnittyneina virtauskammion P7-oligoon. Temp-

laatin polymeraasihantien 3’ -péat estavat ei-toivotun monistumisen. [14.]

Sekvensointi alkaa ensimmaisen sekvensointialukkeen pidentymisella. Jokaisella kier-
roksella fluoresoidut nukleotidit kiinnittyvat kasvavaan juosteeseen yksi kerrallaan temp-
laatin sekvenssin mukaan. Jokaisen nukleotidin kiinnittymisen jalkeen klusteri virittyy va-
lon vaikutuksesta ja nukleotidin varikoodin mukainen fluoresenssisignaali emittoituu.
Tata menetelmaa kutsutaan synteesisekvensoimiseksi. Syklien maaréa vaikuttaa luetta-
vien juosteiden pituuteen. Emissioaallonpituus signaalin intensiteetin kanssa maarittaa

emasten varin. Kaikki keskendan identtiset juosteet luetaan samanaikaisesti. [14.]

Kun ensimmainen lukusykli on ohi, luettu tuote pestdan pois. Taman jalkeen kaksoisin-
deksialuke 1 hybridisoituu templaattiin ja templaatin sekvenssin mukainen juosteen pi-
dentyminen jatkuu. Kun indeksin mukainen sekvenssin luku paattyy, indeksituote pes-
téaén pois. Templaatin polymeraasihantien ei-toivotun monistumisen estavat 3 -paat ak-
tivoituvat ja templaattijuoste muodostaa kaaren ja hybridisoituu virtauskammion pin-
nassa kiinni olevan P5-oligon kanssa. Talldin kaksoisindeksi 2:n mukainen templaatin
emaspariutuminen jatkuu polymeraasin avustuksella, jolloin muodostuu kaksi vierek-

kaista juostetta. [14.]
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Taman jalkeen kaksijuosteinen silta aukeaa ja muodostuu kaksi erillista juostetta. Temp-
laatin polymeraasihantien 5 -p&at estyvat, jolloin alkuperédinen juoste lohkeaa pois. Jal-
jelle jaa kaanteinen juoste, joka on kiinnittyneena virtauskammion pinnassa olevaan P5-
oligoon. Luku 2 alkaa, kun sekvensointialuke 2 kiinnittyy templaattiin ja toinen sekven-
sointikierros etenee samalla tavalla kuin ensimmainenkin P7-oligoon kiinnittyneen sek-
venssialuke 2:n mukaan, kunnes haluttu juosteen pituus saavutetaan ja lopputuote pes-

taén pois. [14.]

Lopulta saadaan miljoonia sekvensseja, jotka esittavat kaikkia fragmentteja. Sekvenssi-
kirjasto luodaan ja naytteen erotellaan valmisteluvaiheessa kaytettyjen indeksien mu-
kaan. Jokainen nayte ryhmitellaan sekvenssissa olevien emésten varien mukaan. Koo-
daava ja kdanteinen juoste muodostetaan pariksi, joiden sekvensseja verrataan tunnet-

tuun genomiin tunnistuksen todentamiseksi. [14.]

Latausmaara vaikuttaa virtauskammioon kiinnittyneiden klustereiden maaraan, ja kay-
tettava latausmaara paatetaan amplikonien emasparien pituuden mukaan. Mita pidempi
tuote, sitd herkemmin se tarttuu klustereihin ja antaa sekvensointisignaalin. Liian suuri

lataustilavuus amplikonien pituuksiin nahden vaikeuttaa sekvensointituloksien analy-

sointia bioinformatiivisesti. [18.]

4 Materiaalit ja menetelmét

4.1 Tutkimuksessa kaytetyt naytteet

Tutkittavia suolistomikrobinaytteita oli yhteensa 113 kappaletta. Naytteet jaettiin kolmeen

kategoriaan potilaan oireiden perusteella:

1. narkolepsian tyyppi 1.

2. muunlainen liikaunisuus (hypersomnia).

3. kontrollindyte, ei sairautta.
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4.2 Tutkimuksessa kaytetyt menetelmat

4.2.1 DNA:n eristys

DNA:n eristykseen kaytettiin kaupallista PSP® Spin Stool Plus -kitti& (Stratec molecular
GmbH, tuotenro 1038110300, lot JB180023). Naytteet oli valmiiksi sailétty Ranskassa
DNA:n tasapainotusliuokseen, joten naytteita ei tarvinnut lyysata ennen varsinaista eris-
tystd. Naytteitd sailytettiin -80 asteessa. Aluksi kolmella ensimmaisella eristyskerralla
naytteet sulatettiin kaksivaiheisesti siirtdmalla ne ensin -80-asteisesta pakastimesta kyl-
méahuoneeseen +4 asteeseen joko edeltdvana paivana tai eristyspaivan aamuna. Varsi-
naisena eristyspaivana ne otettiin kylmahuoneesta huoneenlampon pariksi tunniksi en-
nen tyoskentelyn aloittamista. Myohemmin naytteet sulatettiin suoraan -80 asteesta,
koska huomattiin, etta tulosten kannalta ei ollut merkityksellista, otettiinko naytteet sula-

maan huoneenl&mpdon -80 asteesta vai +4 asteesta.

Ensimmaisessa eristyksessa DNA:n tasapainotusliuoksessa oli havaittavissa vaaleita
sakkaumia, joiden ilmaantumisen syysta ei ollut tietoa. Jalkeenpain huomattiin, etta sak-
kaumien haviaminen korreloi lampdtilan nousun kanssa ja taméan takia paatettiin aina
jatkossa nostaa naytteet sulamaan huoneenlamp®6n paria tuntia ennen tydskentelyn

aloittamista.

Negatiivisena kontrollina kaytettiin eristyskittiin kuulunutta DNA-tasapainotusliuosta.
Naytteita ja nollanaytetta pipetoitiin 1,4 ml 2 ml:n Safe Lock -putkiin. Protokollasta poi-
keten naytteita ei sentrifugoitu, vaan ne laitettiin suoraan inkuboitumaan Thermomixeriin
95 asteeseen. Zirconia beads Il -helmien lisaamisen ja 2 minuutin vorteksoimisen jalkeen
naytteita sentrifugoitiin kitin protokollasta poiketen kierrosnopeudella 13 000 rpm 1 mi-

nuutin ajan.

Naytteissd olevat PCR-inhibiittorit poistettiin siirtdmalla supernatantit InviAdsorb-putkiin.
Supernatantit (800 pl/nayte) siirrettiin uusiin 1,5 ml:n mikrosentrifugi-putkiin. Proteinaasi
K:ta pipetoitiin 25 pl protokollasta poiketen, 2 ml:n receiver-putkiin, joihin jokaiseen ta-

man jalkeen lisattiin 800 pl supernatanttia.
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Naytteitd inkuboitiin huoneenlammadsséa eluutiopuskurin lisddmisen jalkeen, protokol-
lasta poiketen, 5 minuuttia jotta varmistuttiin, etté eluutiopuskuri ehtii sitoutua kunnolla
DNA:han. Sentrifugoinnin jalkeen pipetoitiin eristetyt DNA-naytteet 0,5 ml:n mikroputkiin
(Sarstedt Ag &Co. KG, tuotenro 72.730.105). DNA:n konsentraation mittaamiseen kay-
tettiin Nanodrop-laitetta. Eristetyt DNA-naytteet laitettiin sailytykseen -20-asteiseen pa-

kastimeen.

4.2.2 PCR-reaktio kaksivaiheisesti

Tassa tutkimuksessa polymeraasiketjureaktio suoritettiin eristetyille DNA-naytteille kak-
sivaiheisesti ja PCR-reaktioiden véalissa naytteille tehtiin ExoSAP-puhdistus. Téssa tut-
kimuksessa kaytetyssd menetelmassd DNA-fragmentti monistetaan ulospdin, jolloin

saadaan muodostettua pidempi fragmentti PCR-reaktioiden jalkeen.

Naytteet valittiin satunnaisesti eri eristyspaiviltd. Ensimmaisella eristyskerralla valittiin
my0s naytteitd, joiden konsentraatiot vaihtelivat mahdollisimman paljon. Sekad PCR- etta
ExoSAP-puhdistusreaktiossa kaytettiin Veritin 96 well Thermal Cycler-PCR -laitetta (Ap-
plied Biosystems).

Ensimmainen PCR-reaktio

Tutkimuksessa kaytettiin spesifisid 20 nukleotidin pituisia, 341F-suoria ja 785R-kéantei-
sid alukkeita (taulukko 1). DNA-polymeraasi monisti spesifisten alukkeiden mukaan 470
emaksen pituisen DNA-jakson tietysta kohdasta 16S rRNA-geenida. Molemmat alukkeet
sisdlsivat 30 nukleotidin pituisen jatkeen, adapterin, joka monistui toisessa PCR-reak-
tiossa tuotteen sisalle. Adaptereista oli valmistettu kaksi neljaé erilaista adapteria sisél-

tavaa liuosta, jotka sisalsivat joko 341F- tai 785R-alukkeen.
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Taulukko 1.  Spesifisten alukkeiden ja adapterien sekvenssit.

341F-aluke Adapteri

3-CCTACGGGNGGCWGCAG- 5 F1 TCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT
3-CCTACGGGNGGCWGCAG-5"  F2 TCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTgt
3-CCTACGGGNGGCWGCAG- 5 F3 CTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTagag
3-CCTACGGGNGGCWGCAG- 5° F4 TCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTtagtgt
785R-aluke Adapteri

5'GACTACHVGGGTATCTAATCC 3’ R1 TGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
5'GACTACHVGGGTATCTAATCC 3’ R2 GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTa
5'GACTACHVGGGTATCTAATCC 3" R3 GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTtct,
5'GACTACHVGGGTATCTAATCC3' R4 TGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTctgagtg

Adaptereina on tassa tutkimuksessa kaytetty suorissa DNA-juosteissa adapterien F1-
F4 seosta spesifisella 341F-alukkeella ja kdanteisissd DNA-juosteissa adapterien R1—
R4 seosta spesifisella 785R-alukkeella. Kuvassa 3 esitetaan I-vaiheen PCR-tuote, johon
spesifisten alukkeiden peraan on kiinnittynyt adapterit.

“

R1-%
41 F —{AdppteriDid érznquMTﬁ-r —— g

Kuva 3. Adapterien kiinnittyminen spesifisiin alukkeisiin I-vaiheen PCR-reaktiossa.

Mastermixissa kaytettiin 5-kertaista HF-puskuria (Thermo Scientific, tuotenro F-518, lot
00738556) ja DNA-polymeraasientsyymia (Thermo Scientific, tuotenro F-549L, lot
00738556). Mastermix valmistettiin ja pipetoitiin puhdashuoneessa. Myds alukkeiden pi-
petoiminen suoritettiin puhdashuoneessa kontaminaatioiden valttdmiseksi. Ensimmai-

sessd PCR-reaktiossa kaytetyt reagenssit ja niiden maarat esitetdén taulukossa 2.
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Taulukko 2. Ensimmaisen PCR-reaktion reagenssit.
1nen PCR-reaktio x2 1x Pitoisuus
5x HF-puskuri 5 ul 1x
10 MM dNTP:t 0,5 ul 200 uM
10 uM lllum_341F _1-4 -mix 0,5 ul 0,2 uM
10 uM lllum_785R_1-4 -mix 0,5 ul 0,2 uM
2 U/uL Phusion HS Il polymeraasi 0,25 pl 0,5U
100 % DMSO 0,625 pl 2,50 %
MQ-vesi 16,625 ul
0,7-760,7 ng/ul templaatti DNA 1l

25 ul
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Taulukossa 3 esitetddn ensimmaisessa PCR-reaktiossa kaytetty ajo-ohjelma.

Taulukko 3.

Ensimmaisen PCR-reaktion ajo-ohjelma.

1seen PCR-reaktioon kdytetty ohjelma

Nous WD

98°C 30s
98 °C 10s
55°C 30s
72°C 10s
vaihe 2. 11 kierrosta

72°C 5min
4°C oo

Ensimmaisen PCR-reaktion ajon kolmannessa kohdassa kaytetylla 55 asteen lampoti-

lalla saatiin alukkeet sitoutumaan spesifisesti haluttuun kohtaan DNA-juosteessa. Ajo-

ohjelmass

a toistettiin 12 syklia.

PCR-fragmenttien puhdistus ExoSAP-reaktiolla

Entsymaattisessa puhdistusreaktiossa kaytettiin eksonukelaasia (Exol; Thermo Scienti-
fic, tuotenro EN0582, lot 00716871) ja alkalista fosfataasi-entsyymia (FastAP; Thermo
Scientific, tuotenro EF0651, lot 00671185). Eksonukleaasilla PCR-tuotteet puhdistettiin

ylimaaraisista fragmenteista ja fosfataasilla hydrolysoitiin nukleotidit. Taulukossa 4 esi-

tetddn ExoSAP-reaktiossa kaytetyt reagenssit ja niiden maarat.
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Taulukko 4. ExoSAP-puhdistusajon reagenssit.

ExoSAP puhdistus-reaktio 25 pl:n
naytteelle 1x Pitoisuus
20 U/ul Eksonukleaasi | 0,025 pl 0,5U
1 U/ul Alkaalinen fisfataasi SAP 0,25 ul 0,25U
MQ-vesi 9,725 ul

10 pl

Taulukossa 5 esitetdan ExoSAP-puhdistusreaktiossa kaytetty ajo-ohjelma.

Taulukko 5. ExoSAP-reaktion ajo-ohjelma.

Inkubointi-ohjelma

1. 37°C 30 min
2. 95°C 5min
3. 4°C oo (30-60 min)

ExoSAP-puhdistusreaktiota kaytetdan yleisesti kaksivaiheisessa PCR:ssé fragmenttien

puhdistukseen PCR-reaktioiden valilla.

Toinen PCR-reaktio

PCR-reaktion toisessa vaiheessa kaytettiin numeroituja, 8 nukleotidin pituisia kaksoisin-
deksialukkeita (engl. dual index-primer), joiden avulla naytteet pysyttin myéhemmin
identifioimaan sekvensointidataa analysoitaessa. Kaksoisindeksialukkeiden peraan kiin-
nittyi 30 nukleotidin pituiset oligomeerit. Taulukossa 6 esitetddn 10 ensimmaisen nayt-
teen kaksoisindeksialukkeet ja niiden emasjarjestys. Liitteeseen 2 on koottu kaikkien tut-

kimuksessa kaytettyjen kaksoisindeksialukkeiden ndytekohtaiset sekvenssit.
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Taulukko 6.

Naytteille kaytettyja kaksoisindeksialukkeiden sekvensseja.

P7-indeksi

P5-indeksi

Nayte

Indeksi 1

Sekvenssi

Indeksi 2

Sekvenssi

SLEEP_D0001

Ind_8bp_107

GTTAGGAA

Ind_8bp_112

GCATGGCT

SLEEP_D0002

Ind_8bp_028

TATGGTGT

Ind_8bp_115

TAGCGAAG

SLEEP_D0003

Ind_8bp_059

AGGAATGG

Ind_8bp_121

AGACTCAA

SLEEP_D0004

Ind_8bp_002

TATCCAGT

Ind_8bp_122

CGGTCGTA

SLEEP_D0005

Ind_8bp_003

GAGATAAC

Ind_8bp_115

TAGCGAAG

SLEEP_DO0006

Ind_8bp_003

GAGATAAC

Ind_8bp_133

TTTGCTGG

SLEEP_D0007

Ind_8bp_ 021

GCATCACG

Ind_8bp_122

CGGTCGTA

SLEEP_D0O008

Ind_8bp_004

ACACAGGC

Ind_8bp_122

CGGTCGTA

SLEEP_D0009

Ind_8bp_ 021

GCATCACG

Ind_8bp_115

TAGCGAAG

SLEEP_DO0010

Ind_8bp_004

ACACAGGC

Ind_8bp_133

TTTGCTGG
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Taulukossa 7 esitetddn toisessa PCR-reaktiossa kaytetyt reagenssit ja niiden lopulliset

pitoisuudet mastermixissa. Mastermixin valmistus seka pipetoiminen ja kaksoisindek-

sialukkeiden pipetoiminen suoritettiin puhdashuoneessa.

Taulukko 7.  Toisen PCR-reaktion reagenssit.
2nen PCR reaktio x 1 1x Pitoisuus
5x HF-puskuri 10 pl 1x
10 MM dNTP:t 1w 200 uM
2 U/uL Phusion HS Il polymeraasi 0,5 ul 1U
100 % DMSO 1,25 pl 2,50 %
MQ 33,25 pl
2,5 uM duallndex-alukkeet 3ul 0,15 uM
Templaatti DNA 1l

50 ul

Toisen PCR-reaktion ajon kolmannessa kohdassa kaytettiin 65 asteen lampdtilaa, jotta

alukkeet saatiin sitoutumaan lopputuotteeseen (taulukko 8). Toisessa PCR-ajossa tois-

tettiin 18 syklia.
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Taulukko 8. Toisen PCR-reaktion ajo-ohjelma.

2seen PCR-reaktioon kaytetty ohjelma
1. 98 °C 30s
2. 98 °C 10s
3. 65°C 30s
4. 72°C 10s
5. vaihe 2. 17 kierrosta

6. 72°C 5min
7. 4°C oo

PCR-reaktioiden jalkeen AGE:lla tarkistettiin PCR-fragmenttien koot vertaamalla PCR-
tuotteiden bandeja standardiin. Ajoon kaytettiin 1,5 %:n agaroosigeelia (Bioline, tuotenro
BI0O-41025, lot ES520-B043670), johon lisattiin muutama tippa etydiumbromidia (ICN
Biomedicals Inc., tuotenro 806812, lot 1946E). Naytteita pipetoitiin 10 ul ja DNA-variai-
netta 2 ul (Thermo Scientific, 6x DNA loading dye, tuotenro R0611 ja lot 00266900) 96-
kuoppalevylle. Kuoppalevyltd naytteet pipetoitiin geelille. Standardina kaytettiin 1 kb:n
Generuler-DNA-ladderia (Thermo Scientific, tuotenro SM0311, lot 00264162), jota pipe-
toitiin 3,5 pl/kaivo, ja sen konsentraatio oli 0,5 pg/ul. Geelia ajettiin 50 minuuttia 100 V:n

jannitteella.

DNA-fragmenttien pituuden maaritys

DNA-fragmenttien pituuksien maaritysta varten PCR-tuotteet yhdistettiin yhdeksi kirjas-
topooliksi. Pooliin pipetoitiin jokaista ndytetta 6 pl ja negatiivisia kontrolleja 10 pl. Kont-
rolleja pipetoitin enemman, koska niiden DNA-konsentraatio oli paasaantdisesti mata-
lampi (0,2 ng/ul-1,7 ng/ul) kuin varsinaisten naytteiden konsentraatio (0,7 ng/ul—760,7
ng/pl).

Naytteitd D0029 ja D0089 pipetoitiin pooliin enemman kuin muita naytteitd, koska niiden
DNA-konsentraatiot olivat hyvin matalia. Heikoimmin geeliajossa erottunutta naytetta
D0029, jonka DNA-konsentraatio oli vain 0,7 ng/ul, pipetoitiin pooliin 20 pl. Naytetta
D0089, jonka konsentraatio oli 1 ng/pl, pipetoitiin 12 pl.
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Kaksivaiheisen PCR:n jalkeen naytteet yhdistettiin kirjastopooliksi pipetoimalla kaikki
PCR-naytteet ja DNA-eristyksen kontrollinaytteet 1,5 ml:n low-bind-mikrosentrifugiput-
keen. Kirjastopoolin DNA-konsentraatio mitattiin Qubit-fluorometrilla. Konsentraation
mittaaminen suoritettiin QubitTM dsDNA HS Assay -kitin (Invitrogen Thermo Fisher
Scientific, tuotenro Q32864, lot 1987198) protokollan ohjeen mukaan. Poolin DNA-kon-

sentraatio mitattiin Qubit 3 -fluorometrilla (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific).
Magneettipuhdistus

Naytepoolin PCR-fragmentit sidottiin magneettipartikkelien pinnalle, jolloin ylim&araiset
nukleotidit, alukkeet, aluke-dimeerit ja muut kontaminantit erottuivat eluointiliuoksesta.
Magneettipuhdistus suoritettiin Magtivion MagSi-NGSPREP Plus-protokollan version 4.1
mukaan (Magtivio, MagSi-NGSPREP Plus, tuotenro MDKT0001, Versio 1.0| 07/08/2018).
Puhdistettavaksi otettiin 100 pl naytepoolia, johon pipetoitiin 0,9-kertainen maara mag-
neettipartikkeleja. Protokollan ohjeesta poiketen magneettipartikkelien pipetoimisen jal-
keen naytteen annettiin inkuboitua 8 minuuttia protokollassa ilmoitetun 5 minuutin sijaan,

jotta varmistuttiin partikkelien sitoutumisesta DNA:han.

Seuraavaksi pooli asetettiin magneettierottajaan 2 minuutiksi, jotta fragmentit tarttuisivat
magneettiin. Protokollan ohjeesta poiketen pesuun kaytettavaa 70-prosenttista etanolia
pipetoitiin 300 ul ohjeessa ilmoitetun 180 pl:n sijaan, jotta varmistuttiin magneettisakan
sekoittumisesta etanoliin. Poolin eluoimiseen k&ytettiin protokollassa ilmoitetun 40 pl:n
sijaan 30 pl:aa eluutiopuskuria. Magneettipuhdistetun poolin DNA-konsentraatio mitattiin
Qubit 3 -fluorometrilla.

Naytepoolin puhtaus ja siina olevien amplikonien pituudet maaritettiin Fragment Ana-
lyzerilla kayttamalla DNF-474 High Sensitivity NGS fragment Analysis -kittia (Agilent HS
NGS Fragment kit, 1-6000 bp). Kitti soveltuu kaytettavaksi 1-6 000 emasparin pituisille
fragmenteille. Protokollasta poiketen 96-kuoppalevylle pipetoitu 0,25-kertaisen TE-huuh-
telupuskurin (Advanced Analytical) maara oli 200 pl/kaivo, eika protokollassa ilmoitettu
100 pl/kaivo. 96-kuoppalevylle pipetoitiin 22 pl standardia (Advanced Analytical, High
Sensitivity Diluent NGS Fragment Diluent Marker, 1 bp—6000 bp, tuotenro DNF-373—
0003 ja lot 08AIYR19-373-0003) ja 2 ul naytetta tai ladderia. Inlet-puskurin kantaliuok-
sena kaytettiin kaupallista 5-kertaista 930 dsDNA Inlet -puskuria (Advanced Analytical,
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lot 09AEYRO07-355-0125). Naytteesta tehtiin 1 ng/ul:ssa -laimennos Fragment Analyzer-
ajoa varten. Fragment Analyzerin toiminta perustuu kapillaarielektroforeesiin, ja se on
hyvin sensitiivinen laite, jolla amplikonien pituus saadaan maaritettya 3 nukleotidin tark-
kuudella [11].

4.2.3 lllumina-sekvensointi

Magneettipuhdistetusta kirjastopoolista tehtiin sekvensointikirjastot llluminan reagenssi-
kitilla kayttamalla MiSeg-sekvensointilaitteistoa. Pooli denaturoitiin ennen sekvensointia.
Sekvensoinnissa kaytettiin MiSeg-laitteelle tarkoitettua reagenssi-kitta (lllumina Inc., Mi-
Seq Reagent Kit v3 1/2 600 cycles PE, tuotenro 15043895, lot 20291966, RTG
RGT21371293) ja ajokittia (lllumina Inc., MiSeq v2/v3 Reagent Kit, tuotenro 15043894
ja lot 20308515). Kittiin sisdltynyt ajokasetti sisélsi komplementaariset sekvensointi-, in-
deksi 1- ja indeksi 2 -alukkeet valmiille sekvensointituotteelle.

Sekvensointia varten magneettipuhdistettu pooli laimennettiin 1:10 llluminakitin protokol-
lan mukaan 2 nM DNA-konsentraatiolle (2018 Illumina inc., NextSeq System, Denaturate
and Dilute Libraries Guide, document # 15048776 v09), jossa pipetoitiin 2 pul kirjastopoo-
lia ja 18 pl ultrapuhdasta vetta. Poolilaimennoksen DNA-konsentraatio mitattiin Qubit 3 -
fluorometrilla ja konsentraatioksi saatiin 5,46 ng/ul. Konsentraation perusteella kirjasto-
laskurilla saatiin templaatti-konsentraatioksi 13,8 nM. Laimennettua kirjastonaytetta otet-
tiin sekvensoitavaksi 10 pl, ja siihen pipetoitiin 10 pl 0,2 N NaOH-liuosta. Kirjastopoolia
sentrifugoitiin 280 rpm:n kierrosnopeudella 1 minuutin ajan, minka jalkeen sita inkuboitiin
huoneenlammaossa 5 minuuttia. Nayte-natriumhydroksidiliuokseen lisattiin 10 pl 200 mM
Tris-HCl—-puskuria. Poolia sentrifugoitiin uudelleen 280 rpm:n kierrosnopeudella 1 mi-

nuutti.

Kirjastopoolin lopulliseksi konsentraatioksi haluttu protokollan mukainen 20 pikomooli-
nen (pM) pooli valmistettiin pipetoimalla 30 pl:aan denaturoitua kirjastopoolia, 970 ul
HT1-puskuria, jonka jalkeen sita sentrifugoitiin 280 rpm:n kierrosnopeudella 1 minuutti.
Pooliin yhdistettiin myds toisen tydntekijan eristama bakteeriperdinen genominen nayte
ja kontrollindyte PhiX, johon Biotekniikan instituutissa oli lisatty indeksit ajon laadun tark-
kailun spesifisyyden lisddmiseksi sekvensoitavasta geneettisestd materiaalista riippu-

matta.
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MiSeg-ajon latauskonsentraatioksi valittiin 9,5 pM. Narkolepsia-naytteen kirjastopoolin
prosentuaalinen osuus 600 pl:n kokonaistilavuudesta oli 89 %, genomisen kirjastopoolin
10 % ja kontrollin 1 %. Talléin narkolepsia kirjastopoolia pipetoitiin 235,5 pl, genomista
poolia 28,5 pl ja kontrollinaytettéa 3 pl. Lopuksi pooliin pipetoitiin 315 pl HT1-puskuria,

koska MiSeg-ajoon menevan naytteen kokonaistilavuuden tuli olla 600 pl.

5 Tuloksien kéasittely

5.1 DNA-eristyksen tulokset

Eristetyista 113 naytteesta matalin Nanodropilla mitattu DNA-konsentraatio oli 0,7 ng/ul
naytteesta D0029 ja korkein 760,7 ng/ul naytteestd D0O050. Naytteen D0029 matalan
DNA-konsentraation syyna oli ndytteen vahainen méara alkuperaisessa nayteputkes-
saan. Kolmea naytettd jouduttiin laimentamaan DNA-tasapainotusliuoksella (D0004,
D0014 ja D0115), koska osa néaytteita oli hankala pipetoida sellaisenaan alkuperaisesta
nayteputkestaan.

Taulukossa 9 esitetdén otanta eristettyjen naytteiden DNA-konsentraatioista ja absor-
bansseista. Naytetyyppi sarakkeessa olevat numerot 1-3 kuvaavat diagnoosia, niin etta
numero 1 kuvaa tyypin 1 narkolepsiaa, 2 kuvaa muunlaista hypersomniaa ja 3 kuvaa
terveen henkilon naytettd. Taulukkoon 9 on merkitty korostevarilla nayte, jonka DNA-

konsentraatio oli tutkittavista naytteista matalin.
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Taulukko 9.  Nanodropilla mitatut DNA-konsentraatiot ja absorbanssit valituista naytteista pai-
vakohtaisesti naytetyypeittain.

Niyte Niytetyyppi c(ng/ul) A (260/280) A (260/230) Pvm
SLEEP-D0062 1 3,4 1,96 0,12 5.4.2019
SLEEP-D0113 2 107,3 1,93 1,32 8.4.2019
SLEEP-DO0087 3 57,2 2,03 0,93 9.4.2019
SLEEP-D0094 1 73,1 2,01 0,42 11.4.2019
SLEEP-DO0095 2 12 1,86 0,15 12.4.2019
SLEEP-D0150 3 114,5 1,96 1,04 15.4.2019
SLEEP-DO0069 1 28,3 1,91 0,77 16.4.2019
SLEEP-DO0050 2 760,7 1,98 1,45 17.4.2019
SLEEP-D0011 2 163,4 2,02 1,22 18.4.2019
SLEEP-D0029 3 0,7 3,98 0,01 23.4.2019
SLEEP-D0134 3 298,1 1,95 0,95 24.4.2019
SLEEP-D0110 1 54,5 1,96 1,12 25.4.2019
SLEEP-DO0080 1 562,3 1,96 1,66 26.4.2019
SLEEP-DO0070 2 147,5 1,97 1,42 29.4.2019
SLEEP-D0014 3 420,8 1,99 1,59 3.5.2019

Taulukosta 9 voidaan huomata, etta eristettyjen naytteiden DNA-konsentraatiot vaihteli-
vat huomattavasti, mutta konsentraation suuruudella ei valttamatta ollut vaikutusta
DNA:n puhtauteen. On myds huomioitava, etta ulostenaytteet itsessédan sisaltavat run-
saasti inhibiittoreita, jotka voivat vaikuttaa eristetyn DNA:n puhtauteen. Liitteesséa 1 esi-
tetdan kaikkien eristettyjen naytteiden naytetyypit, absorbanssit ja eristyspaiva. Jos nayt-

teista on suoritettu useampi mittaus, toisen mittauksen tulokset on merkitty sulkeisiin.

5.2 Kaksivaiheisen PCR:n tulokset

PCR-ajossa kaytetyn templaatin maara vaihteli l&htétuotteen DNA-konsentraation mu-
kaan 0,5-1 pl:n valilla. Naytteet, joiden DNA-konsentraatiot ylittivat 150 ng/pl:ssa, lai-
mennettiin ensimmaiseen PCR-reaktioon pipetoimalla 0,5 pl nukleaasi-vapaata vetta.
Jos naytteiden konsentraatio oli < 150 ng/ul:ssa, templaattimaarana kaytettiin molem-
missa PCR-reaktioissa 1 pl:aa. Kolme DNA-konsentraatioltaan vahvinta naytetta, joiden
konsentraatiot olivat 760,4 ng/ul (nayte DO050), 663,5 ng/ul (nayte D0052), 754,4 ng/ul
(nayte D0O077), laimennettiin myods toiseen PCR-reaktioon samalla tavalla kuin I-vaiheen
PCR:ssa oli tehty.
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Naytettd D0029 ei saatu erottumaan selkeédné bandina geeliajossa sen matalan DNA-
konsentraation takia. Kaikista naytteista saatiin geeliajossa tasaiset samaa koko luokkaa
olevat fragmentit, joiden pituudeksi voitiin arvioida noin 520 emasparia, kun niita verrat-

tiin standardiin. Kaikkien naytteiden geelikuvat on esitetty liitteessa 3.

Liitteen 3 osassa 2 (3) 16.5. ajetuista Il-vaiheen PCR-naytteista, nayte WB1 on DNA-
eristyksessa kaytetty pesupuskurinayte, joka tarkistettiin mahdollisen kontaminaation va-
ralta. Liitteen 3 osassa 3 (3) esitetysta 17.5. ajetusta agaroosigeelin uusinta-ajosta, hei-
koimmin erottautuneille naytteille, otettiin kirjastopooliin yhdistettavaksi kaikki muut nayt-
teet paitsi DO089 ja 21.5. suoritetusta toisesta uusinta-ajosta yhdistettiin kirjastopooliin
vain ndyte D0089, koska muille naytteille kyseisena paivana suoritettu uusinta-ajo 0soit-
tautui tarpeettomaksi. Kuvasta 4 nahdéaan 16 naytteen PCR-fragmenttien koot ja siihen
on my6s merkitty standardin molekyylipainot. Kuvan 4 oikeaan laitaan on merkitty nega-

tiivinen PCR-kontrollinayte.
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Kuva 4. AGE:lla 8.5. ajetut ll-vaiheen PCR-naytteet.

Koska naytteiden fragmenttien pituudet olivat lahes saman kokoisia, pystyttiin PCR-tuot-
teet yhdistdm&an suoraan samaksi pooliksi ja mittaamaan poolin DNA-konsentraatio.
Sen sijaan, jos fragmenttien pituudet olisivat poikenneet huomattavasti toisistaan, nayt-
teet olisi pitdnyt konsentroida ensin omiksi naytepooleikseen kaupallisen kitin ohjeen
mukaan ja niiden konsentraatiot olisi mitattu Qubit 3 -fluorometrilla. Vasta taman jéalkeen
naytteet olisi pystytty yhdistdmé&éan samaan kirjastopooliin niiden DNA-konsentraatioiden

mukaan.
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PCR-tuotteiden konsentraatioiden mittaus ja koon maaritys

PCR-poolin DNA-konsentraatioksi saatiin 25,4 ng/ul. Mittaamiseen kaytettiin Qubit 3-
fluorometrin dsDNA high sensitivity-asetusta, joka soveltuu DNA-konsentraatiolle, jotka

ovat alle 100 ng/pl.

Magneettipuhdistetun poolinaytteen DNA-konsentraatioksi mitattiin 47,2 ng/ul. Frag-
menttiajoa varten tasta tehtiin laimennos, jonka konsentraatio oli 1 ng/ul. Fragment Ana-
lyzerilla maaritettiin poolin kokojakauma ja puhtaus. Fragmenttien emasparien pituu-
deksi saatiin noin 600 emasparia (kuva 5). Kuvassa 5 oikealla puolella sinisella pohjalla
oleva paksuin viiva kuvaa fragmentin pituutta ja sen vasemmalla puolella on esitetty

standardien pituudet.

Size bpl

Peak Size Conc. From To Avg. Size % RFU Comr. Poak Ama
(bp) fzzul) (BE) (=) e}
L 1M 10,0206 o 25 2 173,79 2194 13,860
2 608 1,2390 1 1351 H 1735 1872 69,529
3 37 00833 1381 3667 2532 38,72 ™ 4,557
] 6000 (UM 00053 3687 nmn 574 L34 1106 3473
TIC 13223 ngl.
TIM 32184 mmalel
Total Cone.: 13236 ngml.

Kuva 5. Fragment Analyzerilla maaritetty DNA-poolindytteen fragmenttien pituus.

Kuvassa 5 olevat suorat piikit LM ja UM kuvaavat mittausaluetta, joka muodostuu jokai-
seen naytteeseen pipetoidun laimennospuskurin mukaan. Kuvan 5 keskimmaisesta

naytteen piikistd voidaan havaita, etta PCR-fragmentit ovat puhdistuneet hyvin, koska
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saatiin selkea yksi piikki eikéa piikkid ennen ole nékyvissa ylimaaraisia piikkeja fragment-
teihin sitoutumattomista PCR:n sivutuotteista (engl. primer-dimer). Isomman piikin jal-
keen muodostunut pienempi piikki muodostui alukkeiden loppumisesta PCR-reaktiossa,
eika siina ole poikkeavuuksia verrattuna odotettuun tulokseen. Alukkeiden loppuminen
on johtanut fragmenttien fuusioitumiseen, jolloin on muodostunut pidempia fragmentteja

16S-geenista.

5.3 Sekvensoinnin tulokset

Sekvensoinnista saadut tulokset olivat onnistuneet kaikkien muiden naytteiden osalta

paitsi naytteen D0029. Taulukossa 10 esitetddn sekvenssien naytekohtaiset maarat.

Taulukko 10. Naytteista MiSeq-ajossa saadut sekvenssien lukumaarat.

Nayte Readien lkm Nayte Readien lkm Nayte Readien lkm Nayte Readien Ikm
SLEEP-0001 131853 SLEEP-0032 116107 SLEEP-0071 90503 SLEEP-0105 72846
SLEEP-0002 93815 SLEEP-0034 113705 SLEEP-0072 88919 SLEEP-0106 110018
SLEEP-0003 126782 SLEEP-0035 54489 SLEEP-0074 98888 SLEEP-0108 109528
SLEEP-0004 130178 SLEEP-0036 103788 SLEEP-0075 106560 SLEEP-0110 112970
SLEEP-0005 116291 SLEEP-0038 97065 SLEEP-0076 112505 SLEEP-0112 70844
SLEEP-0006 127424 SLEEP-0039 112371 SLEEP-0077 131747 SLEEP-0113 107244
SLEEP-0007 109987 SLEEP-0040 104757 SLEEP-0080 130145 SLEEP-0115 90152
SLEEP-0008 122881 SLEEP-0041 105833 SLEEP-0082 36514 SLEEP-0116 74972
SLEEP-0009 111146 SLEEP-0045 119986 SLEEP-0083 97133 SLEEP-0128 117833
SLEEP-0010 111812 SLEEP-0046 74886 SLEEP-0084 100285 SLEEP-0129 93744
SLEEP-0011 157564 SLEEP-0047 140175 SLEEP-0085 61169 SLEEP-0131 118943
SLEEP-0012 109297 SLEEP-0048 125303 SLEEP-0086 93725 SLEEP-0132 110026
SLEEP-0013 111894 SLEEP-0049 126494 SLEEP-0087 117585 SLEEP-0133 119671
SLEEP-0014 122616 SLEEP-0050 98915 SLEEP-0088 148295 SLEEP-0134 103878
SLEEP-0015 149452 SLEEP-0051 89133 SLEEP-0089 18019 SLEEP-0135 121885
SLEEP-0016 118199 SLEEP-0052 148634 SLEEP-0091 110564 SLEEP-0136 150991
SLEEP-0018 141058 SLEEP-0054 104716 SLEEP-0092 61879 SLEEP-0137 125512
SLEEP-0019 159198 SLEEP-0055 111916 SLEEP-0093 107826 SLEEP-0138 111149
SLEEP-0020 119411 SLEEP-0056 109372 SLEEP-0094 130971 SLEEP-0140 130805
SLEEP-0022 132615 SLEEP-0057 124787 SLEEP-0095 116937 SLEEP-0142 147969
SLEEP-0023 114995 SLEEP-0058 113171 SLEEP-0096 107790 SLEEP-0143 100690
SLEEP-0024 124038 SLEEP-0059 114906 SLEEP-0097 129469 SLEEP-0145 123320
SLEEP-0025 115106 SLEEP-0060 103568 SLEEP-0098 109080 SLEEP-0146 82732
SLEEP-0026 100210 SLEEP-0061 171858 SLEEP-0099 100644 SLEEP-0148 57204
SLEEP-0027 133771 SLEEP-0062 44780 SLEEP-0100 107130 SLEEP-0149 119932
SLEEP-0028 136214 SLEEP-0065 98766 SLEEP-0101 118181 SLEEP-0150 101931
SLEEP-0029 156 SLEEP-0068 45530 SLEEP-0102 101330
SLEEP-0030 125985 SLEEP-0069 114409 SLEEP-0103 124639
SLEEP-0031 100758 SLEEP-0070 124069 SLEEP-0104 115211

Taulukkoon 11 on koottu negatiivisten DNA-eristyskontrollien ja PCR-kontrollien sekven-

soidut maarat.
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Taulukko 11. Negatiivisten kontrollindytteiden sekvenssien lukumaaréat.

Nayte Readien Ikm
Cl 10
C2 95
C3 5
C4 121
C4 20
C5 120
C6 79
C7 138
C8 5
Cc9 72
C10 187
Cl1 5
Cl2 3
C13 73
Cl4 8
C15 99
PCR-ctrl-1 135
PCR-ctrl-2 115
PCR-ctrl-3 119
PCR-ctrl-4 119
PCR-ctrl-5 161
PCR-ctrl-6 7
PCR-ctrl-7 8
PCR-ctrl-8 5
PCR-ctrl-9 9

Taulukon 10 tulokset on visualisoitu myos pylvasdiagrammilla liitteessa 4 ja niista voi-
daan havaita, ettd suurin saavutettu sekvenssifragmenttien maara oli 171 858 kappa-
letta, joka saatiin naytteesta D0061 ja pienin fragmenttimaara oli 18 019 kappaletta nayt-
teestd D0089. Tutkimuksen ulkopuolelle jadneen naytteen D0029 sekvenssifragmenttien
maara oli 156 kappaletta. Readien lukumaara kuvaa onnistuneita sekvensseja bakteeri-
populaatiosta/ndyte. Jatkoanalysoitaessa naytteiden sekvensseja voidaan huomata,

mit& bakteereja ja minkalaisia maaria erilaisia bakteerilajeja naytteet sisaltavat.

Liitteesséd 5 MiSeqilla saadun sekvensointidatan perusteella nahdaan, ettéa ajon kes-
kiarvo on 74,3 %, mikd osoittaa ajon onnistuneen. Sekvensointiajoa voidaan pitaé on-
nistuneena, jos laatuanalyysin tulos ylittdéa 70 %. Tamé& on laitevalmistajan maarittdma

raja hyvaksytysti sujuneelle ajolle.
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6 Pohdinta

Tyoskentelyssa oli kiinnitettdva erityistd huomiota puhtauteen, koska PCR-naytteiden
kontaminoitumisriski on korkea. On myds huomioitava, ettéd kontaminaatiolahteita on
myds ilmassa, jolloin reaktiotuotteisiin tulee aina hieman ulkopuolelta ylimaaraista kon-
taminaatiota. Tata niin kutsuttua carry-over—vaikutusta yritetddn minimoida tyoskentele-
mall& erillisissé puhdastiloissa ja laminaarikaapissa. Téassa tutkimuksessa kontaminaa-
tioiden ehkaisemiseksi kaikki PCR-reaktioon kaytetyt reagenssit pipetoitiin erillisen puh-
dashuoneen laminaarikaapissa. Templaatti lisattiin puhdashuoneen ulkopuolella varsi-
naisen laboratoriohuoneen laminaarissa, joka oli tarkoitettu amplikonien ll-vaiheen ka-
sittelyyn. DNA-eristykseen liittyvat pipetoinnit suoritettiin varsinaisen laboratoriotilan la-
minaarissa, joka oli tarkoitettu DNA:n eristyksiin tai muunlaiseen naytteiden esikasitte-

lyyn, jolloin myds niiden kontaminaatioriski on pienempi.

Sekvensointiin kdytetyn MiSeqg-laitteen huollossa kaytettiin kolmea erilaista pesuohjel-
maa: post-run-, stanby- ja maintenance-pesuohjelmia. Post-run-pesu suoritetaan Mi-
Seq:lle jokaista sekvensointia ennen ja sekvensoinnin jalkeen. Stanby-pesu tehd&én, jos
laitetta ei ole tarkoitus kayttdd vahintddn seuraavaan seitsemaan vuorokauteen. Kerran
kuukaudessa laitteelle suoritetaan kaytdsta rijppumaton maintenance-pesu. Pesujen
avulla vdhennetdén kontaminaatiota naytteiden valilla sekvensointiajon aikana. On kui-
tenkin havaittu, etta tavallisten ja kaksoisindeksialukkeiden vélilla tapahtuu, saanndlli-
sistéa pesuista huolimatta, carry-over—vaikutusta, jolloin tavallisia alukkeita kulkeutuu

kaksoisindeksialukkeiden mukaan.

Sekvensoinnissa kaytettiin kaksoisindeksialukkeita, jotka mahdollistivat tarkan samanai-
kaisen naytteiden signaalien detektoinnin, jolloin harvinaisemmat variantit havaitaan pa-
remmin. Kaksoisindeksialukkeiden kayt6lla voidaan vahentaa naytteiden valista ristikon-

taminaatiota ja riskia sekvenssidatan yhdistamisesta vaaraan naytteeseen.

Saatujen tulosten perusteella voidaan todeta, ettd myds ulostenaytteiden vaihteleva
laatu vaikutti naytteiden DNA-konsentraatioon. Tama johtui siita, etta potilaat olivat itse
annostelleet ndytteen nayteputkeen ja annosteluohjeiden tulkitsemisessa on ollut yksil6-

kohtaisia eroja.
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Geeliajossa havaittiin naytteiden fragmenttien pituuksien olevan tasaisia, eika naytetta
tarvinnut konsentroida ennen poolin valmistusta. Myds Fragment Analyzerilla tehdysta

ajosta voitiin huomata naytepoolin amplikonien olevan pituudeltaan yhtenevaisia.

Sekvensointikirjastosta saadut tulokset antoivat vaihtelevia sekvensointimééaria, koska
naytteiden tarttuminen klustereihin vaihteli. Tahan voivat olla syyna kaksoisindeksialuk-
keiden vaihteleva sitoutuminen DNA-juosteeseen kaksivaiheisen PCR:n aikana. Sek-
vensoituun maarddn on myos saattanut vaikuttaa samassa ajossa mukana ollut geno-
mista alkuperda oleva lyhyempi nayte, jonka eméasparien pituus on ollut 400 bp, kun taas
analysoidun amplikonisen naytteen pituus on ollut 600 bp.

Ainoastaan nayte D0029 ei ollut jatkoanalysointikelpoinen, koska sen alkuperdinen
DNA-konsentraatio ei ollut riittava ja naytteesta saatu pieni sekvenssifragmenttien (rea-
dien) lukuméaara johtui todennakdisesti carry over-vaikutuksesta. Sekvensointidataa tul-
kitsemalla negatiivisten kontrolli- ja 0-naytteiden keskiarvo oli noin 70 ja varsinaisten
naytteiden 109 000, jotka vastaavat tavanomaisia lukemia. Sen perusteella voidaan paa-
tella sekvensoinnin onnistuneen, eikd ajon aikana ole ilmennyt laitteesta johtuvia hairi-
oita. Sekvensoinnissa kontrollinaytteistakin tulee jonkin verran readeja carry-over—vai-
kutuksen my6ta, jonka tiedostaminen sekvensointidatan tulkitsemisen kannalta on olen-

naista.

Kaiken kaikkiaan sekvensointikirjaston tekeminen onnistui odotusten mukaisesti, koska
sekvensointitulokset olivat analysointikelpoisia bioinformatiiviseen jatkokasittelyyn. Laa-
jempi bioinformatiivinen tulosten kasittely ei kuitenkaan enaa kuulu tdman tutkimuksen

aihepiiriin.

Narkolepsiaan liittyvaa tutkimusta tulee yleisella tasolla jatkaa, ja tdssa opinnaytetydssa
tehty tutkimus on viel& vasta alkumetreilld. Tutkimuksesta saatuja naytekohtaisia sek-
vensointituloksia tullaan vertaamaan bioinformatiivisessa jatkokasittelysséd Ranskasta
myodhemmin saatavaan metadataan. Metadatan perusteella voidaan tehda johtopaatok-
sid mahdollisista yhtalaisyyksista tiettyjen bakteerien esiintyvyydessa narkolepsiaa sai-
rastavilla henkil6illa ja analysoida indikoivatko jotkin bakteerit narkolepsiaan sairastumi-

sen riskid. T&han mennessa on tunnistettu vasta muutamia bakteereja sekvensoiduista
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naytteista, joiden yhteyttd narkolepsiaan ei viela voida tassa vaiheessa tutkimusta vah-

vistaa.
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Eristettyjen naytteiden DNA-konsentraatiot, naytetyypit, absorbanssit ja

eristyspaivat

Nayte Naytetyyppi| c(ng/ul) A (260/280) A (260/230) Pvm
SLEEP-D0001 1 316,1 1,97 1,32 12.4.2019
SLEEP-D0002 1 642,7 1,99 1,92 15.4.2019
SLEEP-D0003 3 36,1 2,07 0,61 25.4.2019
SLEEP-D0004 1 231,8 2,12 1,37 3.5.2019
SLEEP-D0005 1 192,8 1,9 0,79 15.4.2019
SLEEP-D0006 2 327,6 1,96 1,57 24.4.2019
SLEEP-D0007 2 22,4 1,88 0,49 25.4.2019
SLEEP-D0008 1 571,3 1,96 1,15 23.4.2019
SLEEP-D0009 2 54,5 1,97 0,68 24.4.2019
SLEEP-D0010 3 253,4 1,96 1,03 26.4.2019
SLEEP-D0011 2 163,4 2,02 1,22 18.4.2019
SLEEP-D0012 1 418,7 1,98 0,98 17.4.2019
SLEEP-D0013 1 39,2 2,3 0,79 17.4.2019
SLEEP-D0014 3 420,8 1,99 1,59 3.5.2019
SLEEP-D0015 1 415,6 2,03 1,39 17.4.2019
SLEEP-D0016 1 100 1,92 1,23 18.4.2019
SLEEP-D0018 1 191,2 1,99 1,55 15.4.2019
SLEEP-D0019 2 54,2 1,91 0,63 16.4.2019
SLEEP-D0020 2 31,6 2,01 0,65 23.4.2019
SLEEP-D0022 2 103,6 1,96 0,94 25.4.2019
SLEEP-D0023 2 111,1 1,98 1,27 18.4.2019
SLEEP-D0024 1 223,1 1,98 1,77 25.4.2019
SLEEP-D0025 1 110,8 1,98 1,71 26.4.2019
SLEEP-D0026 1 29,6 2,17 0,5 18.4.2019
SLEEP-D0027 2 31,6 1,98 0,72 18.4.2019
SLEEP-D0028 2 247,7 1,98 1,74 26.4.2019
SLEEP-D0029 3 0,7 3,98(-1,18) 0,01 23.4.2019
SLEEP-D0030 3 180,7 1,98 1,59 29.4.2019
SLEEP-D0031 2 685,2 1,99 1,83 9.4.2019
SLEEP-D0032 1 446,4 2,01 1,92 9.4.2019
SLEEP-D0034 1 149,4 2,05 1,65 9.4.2019
SLEEP-D0035 3 2,5(2,8) 2,60 (2,59) 0,07 11.4.2019
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2 (4)
Niyte Naytetyyppi| c(ng/ul) A (260/280) A (260/230) Pvm
SLEEP-D0036 2 38,8 1,99 0,58 11.4.2019
SLEEP-D0038 3 40,6 2,04 0,78 11.4.2019
SLEEP-D0039 1 16 2,07 0,25 11.4.2019
SLEEP-D0040 3 26,7 1,89 0,46 11.4.2019
SLEEP-D0041 3 20 2,06 0,45 16.4.2019
SLEEP-D0045 2 284,9 1,97 1,74 26.4.2019
SLEEP-D0046 3 2,0(2,1) 1,32(1,22) | 0,15(0,16) |16.4.2019
SLEEP-D0047 3 178,8 1,95 1,41 17.4.2019
SLEEP-D0048 2 82,3 1,97 1,31 17.4.2019
SLEEP-D0049 2 408,1 2,01 0,97 11.4.2019
SLEEP-D0050 2 760,7 1,98 1,45 17.4.2019
SLEEP-D0051 3 76,7 1,96 1,37 16.4.2019
SLEEP-D0052 2 633,5 1,97 1,53 23.4.2019
SLEEP-D0054 1 11,1 2,03 0,13 11.4.2019
SLEEP-D0055 1 46,7 2 0,69 18.4.2019
SLEEP-D0056 3 28,7 1,94 0,54 29.4.2019
SLEEP-D0057 2 470,4 1,94 1,68 24.4.2019
SLEEP-D0058 3 252,1 1,97 1,86 25.4.2019
SLEEP-D0059 2 70,3 1,97 1,21 26.4.2019
SLEEP-D0060 3 100,9 1,96 1,65 29.4.2019
SLEEP-D0061 1 41,6(41,0) | 1,97(1,95) 1,02(1,03) | 5.4.2019
SLEEP-D0062 1 3,4(2,6) 1,96 (2,66) 0,12(0,1) 5.4.2019
SLEEP-D0065 2 22,9 1,91 0,39 11.4.2019
SLEEP-D0068 2 3,3(3,5) 1,63 (1,90) 0,05 17.4.2019
SLEEP-D0069 1 28,3 1,91 0,77 16.4.2019
SLEEP-D0070 2 147,5 1,97 1,42 29.4.2019
SLEEP-D0071 1 17 1,79 0,34 26.4.2019
SLEEP-D0072 3 35 1,98 0,42 17.4.2019
SLEEP-D0074 1 29,6 1,96 0,68 16.4.2019
SLEEP-D0075 1 142,3 1,98 1,33 23.4.2019
SLEEP-D0076 1 69,9 1,91 0,86 16.4.2019
SLEEP-DO0077 3 754,4 1,98 1,81 29.4.2019
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Niyte Naytetyyppi| c(ng/ul) A (260/280) A (260/230) Pvm
SLEEP-D0080 1 562,3 1,96 1,66 26.4.2019
SLEEP-D0082 3 1,2 -37,17(1,08) 0,02 5.4.2019
SLEEP-D0083 3 13,2(13,7) | 2,07(1,81) | 0,37(0,39) | 5.4.2019
SLEEP-D0084 3 44 2,01 0,45 8.4.2019
SLEEP-D0085 2 3,1(2,4) 1,77 (1,53) 0,04 5.4.2019
SLEEP-D0086 1 3,7 1,78 0,06 9.4.2019
SLEEP-D0087 3 57,2 2,03 0,93 9.4.2019
SLEEP-D0088 1 179,6 1,97 1,03 8.4.2019
SLEEP-D0089 2 1 2,32 0,01 9.4.2019
SLEEP-D0091 2 49 2,36(2,13) 0,12 12.4.2019
SLEEP-D0092 3 3,2(3,6) 2,63(2,56) 0,12(0,13) 23.4.2019
SLEEP-D0093 2 19,3 1,8 0,41 12.4.2019
SLEEP-D0094 1 73,1 2,01 0,42 11.4.2019
SLEEP-D0095 2 12 1,86 0,15 12.4.2019
SLEEP-D0096 1 34,1 2,03 0,49 23.4.2019
SLEEP-D0097 2 64,7 1,93 0,86 15.4.2019
SLEEP-D0098 2 18,7 1,75 0,31 15.4.2019
SLEEP-D0099 2 85,2 1,92 1,23 15.4.2019
SLEEP-D0100 3 22,3 2,05 0,12 23.4.2019
SLEEP-D0101 1 28,8 1,9 0,97 16.4.2019
SLEEP-D0102 2 1,5(1,9) 3,84(1,73) 0,03 (0,04) 16.4.2019
SLEEP-D0103 1 21,2 1,93 0,24 24.4.2019
SLEEP-D0104 3 72,9 1,95 0,92 17.4.2019
SLEEP-D0105 1 13,9 1,96 0,31 12.4.2019
SLEEP-D0106 1 66,2 2,05 0,78 24.4.2019
SLEEP-D0108 1 442 1,94 1,44 24.4.2019
SLEEP-D0110 1 54,5 1,96 1,12 25.4.2019
SLEEP-D0112 1 9,8 2,18 0,16 9.4.2019
SLEEP-D0113 2 107,3 1,93 1,32 8.4.2019
SLEEP-D0115 3 101,6 2,05 1,18 3.5.2019
SLEEP-D0116 2 53 1,94 0,73 8.4.2019
SLEEP-D0128 3 39,3 2,08 0,37 9.4.2019

metropolia.fi

(ff Metropolia



Liite 1

4 (4)
Niyte Naytetyyppi| c(ng/ul) A (260/280) A (260/230) Pvm
SLEEP-D0129 3 144,7 1,91 0,55 8.4.2019
SLEEP-D0131 3 141,2 1,98 1,04 24.4.2019
SLEEP-D0132 3 135,2 1,96 1,61 26.4.2019
SLEEP-D0133 3 13,8 2,1 0,19 18.4.2019
SLEEP-D0134 3 298,1 1,95 0,95 24.4.2019
SLEEP-D0135 3 331,6 1,97 1,18 24.4.2019
SLEEP-D0136 3 15 2,04 0,17 18.4.2019
SLEEP-D0137 3 44,9 2,07 0,76 25.4.2019
SLEEP-D0138 3 21,5 1,99 0,34 18.4.2019
SLEEP-D0140 3 86,4 1,98 1,21 26.4.2019
SLEEP-D0142 3 267,6 1,99 1,45 12.4.2019
SLEEP-D0143 3 58,8 2,02 0,78 12.4.2019
SLEEP-D0145 3 141,8 1,98 1,36 12.4.2019
SLEEP-D0146 3 24,3 2,13 0,21 12.4.2019
SLEEP-D0148 3 4,4(4,2) 1,38(1,55 | 0,08(0,07) |15.4.2019
SLEEP-D0149 3 32,5 1,87 0,56 15.4.2019
SLEEP-D0150 3 114,5 1,96 1,04 15.4.2019
C1 0,6 1,19(-1,57) 0,03 (0,01) 5.4.2019
Cc2 1,7 1,37 0,02 8.4.2019
C3 1,7 2,67 0,04 9.4.2019
Cc4 1 4,51 0,02 11.4.2019
C5 0,2 1,27 0,01 12.4.2019
C6 1 0,72 0,02 15.4.2019
c7 0,5 0,73 0,03 16.4.2019
Cc8 0,6 0,69 0,02 17.4.2019
C9 0,5 1,2 0,01 18.4.2019
C10 0,3 -0,7 0,01 23.4.2019
Cl1 1,1 1,18 0,01 24.4.2019
Ci12 13 1,3 0,01 25.4.2019
C13 0,3 -4,11 0,01 26.4.2019
Ci4 -0,2 3,84 -0,01 29.4.2019
Ci15 1 2,95 0,01 3.5.2019
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ll-vaiheen PCR:ssa kaytetyt kaksoisindeksialukkeet ja niiden sekvenssit

P7-indeksi P5-indeksi P7-indeksi P5-indeksi
Nayte Indeksi 1 | Sekvenssi [ Indeksi2 | Sekvenssi Nayte Indeksi 1 [ Sekvenssi | Indeksi2 | Sekvenssi
SLEEP_DO0001 |Ind_8bp_107| GTTAGGAA [Ind_8bp_112| GCATGGCT | SLEEP_D0070 |Ind_8bp_018 |TAACCTCA (Ind_8bp_133[ TTTGCTGG
SLEEP_D0002 |Ind_8bp_028| TATGGTGT |Ind_8bp_115|TAGCGAAG| SLEEP_D0071 |Ind_8bp_018 |TAACCTCA (Ind_8bp_121| AGACTCAA
SLEEP_D0003 |Ind_8bp_059|AGGAATGG|Ind_8bp_121| AGACTCAA| SLEEP_D0072 |Ind_8bp_021 |GCATCACG (Ind_8bp_133 [ TTTGCTGG
SLEEP_D0004 | Ind_8bp_002| TATCCAGT |Ind_8bp_122| CGGTCGTA| SLEEP_D0074 |Ind_8bp_025|TGTCACCG (Ind_8bp_121| AGACTCAA
SLEEP_DO0O5 |Ind_8bp_003| GAGATAAC|Ind_8bp_115|TAGCGAAG| SLEEP_D0075 |Ind_8bp_059 |AGGAATGG [Ind_8bp_122 [ CGGTCGTA
SLEEP_DO0006 | Ind_8bp_003| GAGATAAC|Ind_8bp_133| TTTGCTGG | SLEEP_D0076 |Ind_8bp_093 |CTGGACAA (Ind_8bp_122 [ CGGTCGTA
SLEEP_D0007 |Ind_8bp_021| GCATCACG |Ind_8bp_122| CGGTCGTA | SLEEP_D0077 |Ind_8bp_002 [TATCCAGT (Ind_8bp_172| ACGTTCTT
SLEEP_D0008 [Ind_8bp_004| ACACAGGC|Ind_8bp_122| CGGTCGTA | SLEEP_D0080 [Ind_8bp_004 |ACACAGGC |Ind_8bp_187 [ GTCAAAGC
SLEEP_D0009 |Ind_8bp_021| GCATCACG |Ind_8bp_115|TAGCGAAG| SLEEP_D0082 |Ind_8bp_025|TGTCACCG (Ind_8bp_136 | CACACTGC
SLEEP_D0010 |Ind_8bp_004| ACACAGGC|Ind_8bp_133| TTTGCTGG | SLEEP_D0083 |Ind_8bp_025|TGTCACCG (Ind_8bp_115|[TAGCGAAG
SLEEP_D0011 |Ind_8bp_002 |TATCCAGT |Ind_8bp_133| TTTGCTGG | SLEEP_D0084 |Ind_8bp_018 |TAACCTCA (Ind_8bp_136 [ CACACTGC
SLEEP_D0012 |Ind_8bp_107 |GTTAGGAA |Ind_8bp_136 | CACACTGC| SLEEP_D0085 |Ind_8bp_049 |ATTGGCAA (Ind_8bp_112 | GCATGGCT
SLEEP_D0013 [Ind_8bp_003 | GAGATAAC |Ind_8bp_122 | CGGTCGTA | SLEEP_D0086 |Ind_8bp_020|TCACGCTC |Ind_8bp_187 [ GTCAAAGC
SLEEP_D0014 |Ind_8bp_004 |ACACAGGC |Ind_8bp_172| ACGTTCTT | SLEEP_D0087 |Ind_8bp_100 |TCGCCAGA (Ind_8bp_136 [ CACACTGC
SLEEP_D0015 |Ind_8bp_004 |ACACAGGC |Ind_8bp_121| AGACTCAA| SLEEP_D0088 |Ind_8bp_107 |GTTAGGAA |Ind_8bp_187 | GTCAAAGC
SLEEP_D0016 |Ind_8bp_021 |GCATCACG |Ind_8bp_187 | GTCAAAGC| SLEEP_D0089 |Ind_8bp_078 | GCAAGAAG [Ind_8bp_121 [ AGACTCAA
SLEEP_D0018 |Ind_8bp_107 |GTTAGGAA |Ind_8bp_121| AGACTCAA| SLEEP_D0091 |Ind_8bp_002 [TATCCAGT (Ind_8bp_136 | CACACTGC
SLEEP_D0019 |Ind_8bp_002 |TATCCAGT |Ind_8bp_187 | GTCAAAGC| SLEEP_D0092 |Ind_8bp_100|TCGCCAGA [Ind_8bp_133| TTTGCTGG
SLEEP_D0020 |Ind_8bp_093 |CTGGACAA |[Ind_8bp_121| AGACTCAA| SLEEP_D0093 |Ind_8bp_078 | GCAAGAAG [Ind_8bp_136 [ CACACTGC
SLEEP_D0022 |Ind_8bp_003 |GAGATAAC |Ind_8bp_187 | GTCAAAGC| SLEEP_D0094 |Ind_8bp_020|TCACGCTC (Ind_8bp_136 | CACACTGC
SLEEP_D0023 [Ind_8bp_100 |TCGCCAGA |Ind_8bp_122| CGGTCGTA | SLEEP_D0095 [Ind_8bp_093 |CTGGACAA |Ind_8bp_133 [ TTTGCTGG
SLEEP_D0024 |Ind_8bp_007 |CATGGAAT |Ind_8bp_112 | GCATGGCT| SLEEP_D0096 |Ind_8bp_012 |CGCAAGCT (Ind_8bp_122 [ CGGTCGTA
SLEEP_D0025 |Ind_8bp_049 |ATTGGCAA |Ind_8bp_136 | CACACTGC| SLEEP_D0097 |Ind_8bp_012 |CGCAAGCT (Ind_8bp_121| AGACTCAA
SLEEP_D0026 |Ind_8bp_059 |AGGAATGG |Ind_8bp_187 | GTCAAAGC| SLEEP_D0098 |Ind_8bp_078 | GCAAGAAG [Ind_8bp_172 | ACGTTCTT
SLEEP_D0027 |Ind_8bp_093 |CTGGACAA |Ind_8bp_187 | GTCAAAGC| SLEEP_D0099 |Ind_8bp_020|TCACGCTC (Ind_8bp_112 | GCATGGCT
SLEEP_D0028 [Ind_8bp_007 |CATGGAAT |Ind_8bp_121| AGACTCAA| SLEEP_DO0100 [Ind_8bp_078 |GCAAGAAG |Ind_8bp_122 [ CGGTCGTA
SLEEP_D0029 |Ind_8bp_100 | TCGCCAGA |[Ind_8bp_112 | GCATGGCT | SLEEP_D0101 |Ind_8bp_078 | GCAAGAAG [Ind_8bp_115 [TAGCGAAG
SLEEP_D0030 |Ind_8bp_107 |GTTAGGAA |Ind_8bp_115|TAGCGAAG| SLEEP_D0102 |Ind_8bp_049 |ATTGGCAA (Ind_8bp_172| ACGTTCTT
SLEEP_D0031 |Ind_8bp_028 |TATGGTGT |Ind_8bp_112 | GCATGGCT| SLEEP_D0103 |Ind_8bp_049 |ATTGGCAA (Ind_8bp_121 [ AGACTCAA
SLEEP_D0032 |Ind_8bp_004 |ACACAGGC |Ind_8bp_112 | GCATGGCT| SLEEP_D0104 |Ind_8bp_078 | GCAAGAAG [Ind_8bp_187 | GTCAAAGC
SLEEP_D0034 |Ind_8bp_093 |CTGGACAA |Ind_8bp_112 | GCATGGCT| SLEEP_D0105 |Ind_8bp_021|GCATCACG (Ind_8bp_121| AGACTCAA
SLEEP_D0035 |Ind_8bp_093 |CTGGACAA |[Ind_8bp_136 | CACACTGC| SLEEP_D0106 |Ind_8bp_012 |CGCAAGCT (Ind_8bp_187 [ GTCAAAGC
SLEEP_D0036 |Ind_8bp_025|TGTCACCG |Ind_8bp_133| TTTGCTGG | SLEEP_D0108 |Ind_8bp_007 |CATGGAAT (Ind_8bp_122 [ CGGTCGTA
SLEEP_D0038 [Ind_8bp_025|TGTCACCG |Ind_8bp_112| GCATGGCT| SLEEP_DO0110 |Ind_8bp_078 |GCAAGAAG |Ind_8bp_133 | TTTGCTGG
SLEEP_D0039 |Ind_8bp_018 |TAACCTCA |[Ind_8bp_172| ACGTTCTT | SLEEP_D0112 |Ind_8bp_059 |AGGAATGG [Ind_8bp_115 [TAGCGAAG
SLEEP_D0040 |Ind_8bp_100 | TCGCCAGA |Ind_8bp_121| AGACTCAA| SLEEP_DO0113 |Ind_8bp_012 |CGCAAGCT (Ind_8bp_136 | CACACTGC
SLEEP_D0041 |Ind_8bp_093 |CTGGACAA |[Ind_8bp_172| ACGTTCTT | SLEEP_DO0115 |Ind_8bp_018 |TAACCTCA (Ind_8bp_122 [ CGGTCGTA
SLEEP_D0045 |Ind_8bp_107 |GTTAGGAA |Ind_8bp_122 | CGGTCGTA| SLEEP_DO0116 |Ind_8bp_021|GCATCACG (Ind_8bp_136 | CACACTGC
SLEEP_D0046 [Ind_8bp_021 |GCATCACG |Ind_8bp_112 | GCATGGCT| SLEEP_DO0128 [Ind_8bp_018 |TAACCTCA |Ind_8bp_187 [ GTCAAAGC
SLEEP_D0047 |Ind_8bp_004 |ACACAGGC |Ind_8bp_136 | CACACTGC| SLEEP_D0129 |Ind_8bp_003 |GAGATAAC [Ind_8bp_112 [ GCATGGCT
SLEEP_D0048 |Ind_8bp_020|TCACGCTC |Ind_8bp_172| ACGTTCTT | SLEEP_DO0131 |Ind_8bp_049 |ATTGGCAA [Ind_8bp_187 | GTCAAAGC
SLEEP_D0049 |Ind_8bp_107 [GTTAGGAA [Ind_8bp_172| ACGTTCTT | SLEEP_D0132 |Ind_8bp_078 |GCAAGAAG |Ind_8bp_112 | GCATGGCT
SLEEP_DO0050 |Ind_8bp_028 |TATGGTGT |Ind_8bp_121|AGACTCAA| SLEEP_DO0133 |Ind_8bp_093 |CTGGACAA [Ind_8bp_115[TAGCGAAG
SLEEP_D0051 |Ind_8bp_025|TGTCACCG |Ind_8bp_187 | GTCAAAGC| SLEEP_D0134 |Ind_8bp_107 |GTTAGGAA [Ind_8bp_133| TTTGCTGG
SLEEP_D0052 |Ind_8bp_002 |TATCCAGT |Ind_8bp_115|TAGCGAAG| SLEEP_DO0135 |Ind_8bp_007 |CATGGAAT (Ind_8bp_133 [ TTTGCTGG
SLEEP_D0054 |Ind_8bp_003 |GAGATAAC |Ind_8bp_172| ACGTTCTT | SLEEP_DO0136 |Ind_8bp_002 [TATCCAGT (Ind_8bp_112 [ GCATGGCT
SLEEP_DO0055 [Ind_8bp_020|TCACGCTC |Ind_8bp_115|TAGCGAAG| SLEEP_DO0137 [Ind_8bp_018 |TAACCTCA |Ind_8bp_115[TAGCGAAG
SLEEP_DO0056 |Ind_8bp_012 |CGCAAGCT |Ind_8bp_133| TTTGCTGG | SLEEP_D0138 |Ind_8bp_049 |ATTGGCAA (Ind_8bp_133 [ TTTGCTGG
SLEEP_D0057 |Ind_8bp_007 |CATGGAAT |Ind_8bp_136 | CACACTGC| SLEEP_D0140 |Ind_8bp_003 |GAGATAAC [Ind_8bp_136 | CACACTGC
SLEEP_D0058 [Ind_8bp_007 |CATGGAAT |Ind_8bp_115|TAGCGAAG| SLEEP_DO0142 [Ind_8bp_004 |ACACAGGC |Ind_8bp_115[TAGCGAAG
SLEEP_DO0059 |Ind_8bp_049 |ATTGGCAA |Ind_8bp_122 | CGGTCGTA | SLEEP_D0143 |Ind_8bp_012 |CGCAAGCT (Ind_8bp_172| ACGTTCTT
SLEEP_DO060 |Ind_8bp_021|GCATCACG |Ind_8bp_172| ACGTTCTT | SLEEP_D0145 |Ind_8bp_059 |AGGAATGG [Ind_8bp_172| ACGTTCTT
SLEEP_DO0061 |Ind_8bp_002 |TATCCAGT |[Ind_8bp_121|AGACTCAA| SLEEP_DO0146 |Ind_8bp_003 |GAGATAAC (Ind_8bp_121 [ AGACTCAA
SLEEP_D0062 |Ind_8bp_025|TGTCACCG |Ind_8bp_172| ACGTTCTT | SLEEP_D0148 |Ind_8bp_025|TGTCACCG (Ind_8bp_122 [ CGGTCGTA
SLEEP_DO0065 [Ind_8bp_018 |TAACCTCA |Ind_8bp_112| GCATGGCT| SLEEP_DO0149 |[Ind_8bp_020|TCACGCTC |Ind_8bp_133 | TTTGCTGG
SLEEP_D0068 |Ind_8bp_059 |AGGAATGG |Ind_8bp_112 | GCATGGCT | SLEEP_D0150 |Ind_8bp_049 |ATTGGCAA (Ind_8bp_115[TAGCGAAG
SLEEP_D0069 |Ind_8bp_100 |TCGCCAGA [Ind_8bp_115 [TAGCGAAG
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P7-indeksi P5-indeksi

Nayte Indeksi1 | Sekvenssi Indeksi 2 | Sekvenssi

C1 Ind_8bp_032 |GGCTCTTG |Ind_8bp_136| CACACTGC

C2 Ind_8bp_028 [TATGGTGT |Ind_8bp_133| TTTGCTGG

c3 Ind_8bp_032 |GGCTCTTG |Ind_8bp_121 | AGACTCAA

c4 Ind_8bp_100 [TCGCCAGA |Ind_8bp_172| ACGTTCTT

C5 Ind_8bp_012 [CGCAAGCT |Ind_8bp_112 | GCATGGCT

6 Ind_8bp_028 [TATGGTGT |Ind_8bp_136 | CACACTGC

c7 Ind_8bp_020 [TCACGCTC |Ind_8bp_121 | AGACTCAA

c8 Ind_8bp_032 |GGCTCTTG |Ind_8bp_122 | CGGTCGTA

c9 Ind_8bp_028 [TATGGTGT |Ind_8bp_172| ACGTTCTT

C10 Ind_8bp_007 [CATGGAAT |Ind_8bp_172| ACGTTCTT

c11 Ind_8bp_032 |GGCTCTTG |Ind_8bp_112 | GCATGGCT

C12 Ind_8bp_032 (GGCTCTTG |Ind_8bp_133| TTTGCTGG

c13 Ind_8bp_028 [TATGGTGT |Ind_8bp_187 | GTCAAAGC

C14 Ind_8bp_032 [GGCTCTTG |Ind_8bp_187 | GTCAAAGC

C15 Ind_8bp_059 |[AGGAATGG |Ind_8bp_133| TTTGCTGG
BI_PCR_O_ctrl1 |Ind_8bp_012 |CGCAAGCT |Ind_8bp_115|TAGCGAAG
BI_PCR_O_ctrl2 |Ind_8bp_020 |[TCACGCTC |Ind_8bp_122 | CGGTCGTA
BI_PCR_0_ctrl3 |Ind_8bp_059 |[AGGAATGG |Ind_8bp_136 | CACACTGC
BI_PCR_O_ctrl4 |Ind_8bp_100 [TCGCCAGA |Ind_8bp_187 | GTCAAAGC
BI_PCR_O_ctrl5 |Ind_8bp_007 [CATGGAAT |Ind_8bp_187 | GTCAAAGC
BI_PCR_0Q ctrl6 |Ind_8bp_032 |GGCTCTTG |Ind_8bp_ 115|TAGCGAAG
BI_PCR_0_ctrl7 [Ind_8bp_058 [AGGATGCC |Ind_8bp_112 | GCATGGCT
BI_PCR_O_ctrl8 |Ind_8bp_058 |[AGGATGCC |Ind_8bp_115|TAGCGAAG
BI_PCR_0_ctrl9 |Ind_8bp_058 |AGGATGCC |Ind_8bp_121 | AGACTCAA
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DNA-fragmenttien agaroosigeelielektroforeesi-kuvat

emples 136 32 31 : 1 g gsr O-ctrict
}
==t
—e

250

Narco 2nd PCR

Sample 97 C7  O-ctrl-2

Sample 143 94 48 86 16

Semrple 138 25 102 131

Narzo 2nd PCR 9.5.-1C.5.2019

C4 O<ir-4

Sample 23 69

Narco

14.52C19
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C10  O-ctrl-5

e e e — — —— — et it — — W— — W—

Sample 25 108 135 57
= |

—— e e c—

Samples WB1

C13 CN

2nd PCR

15.5.2019

c2

16.5 2019
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C3 Cc8 C12 O-ctrl-7
. -

- —

Samples C1 C4

2nd PCR rerun 1 17.5.2019

2nd PCR rerun 2 21.5.2019

Narco 2nd PCRrerun3 22.5.2019
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Naytteiden sekvenssien lukumaarat pylvasdiagrammissa

Illumina-sekvensointi

200000
£ 150000
= 100000
& =0 NI R 1 T
E O -
5 Niyte
a
v

B DO001 m DOOO2 = DO003 = DOOO4 m DO00S W DO0O6 W DOOOY7 m DOOO8 m DO009
H D0O010 m D0011 mD0O012 m DOO13 mDO014 m DOO15 = DO016 m DO018 m DO019
B D0020 m D0022 mD0023 m DO024 mD0025 mD0O026 m D0027 m D0028 = D0029

DO030 m DOO31 m DO032 m DOO34 m DO035 m DO036 m DO0O38 m DO0O39 m D0040
m D0041 m D0045 = D0046 = D0047 m D0048 m D0049 m DOO50

[llumina-sekvensointi

200000
150000

5 loabon ot notll
50000
0 I I I ||| ||| || | I

Nayte

Sekvenssien lkm

m DO051 m DO052 m DO054 m DOOSS m DOOS6 m DOOS7 m DOO5SS m DO0OSS
B DO060 m DO061 mD0062 mDO06S m DO068 m DOO6S m DOO70 = DO071
m D0072 m DO074 mDO0O75 mDOO76 mDOO77 m DOOSO m DOO82 m DO083

D0084 = DO08S5 = D0086  DO087 m D088 m DOO8S m DO0S1 m D0092
B D00S3 m D004 m D00S5 mD00%6 m D007 m DO0S8 m DOO9S 1 DO100

[llumina-sekvensointi

200000
150000

100000
S | T

0 I
Nayte

Sekvenssien lkm

ED0101 mD0102 mD0103 mDO104 m DO105 m DO106 m DO108 m DO110

ED0112 mD0113 mD0115 mDO116 m DO128 m DO129 m DO131 = DO132

mDO0133 mDO134 mDO135 mDO136 m DO137 m DO138 m DO140 m D0142
D0143 = D0145 = D0146 © DO148 m D0O149 = DO150
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[llumina-sekvensointi

200

£

=

=

2 100 I

(7]

=

@

[7s] o

Nayte
mCl mCc2 mc3 ca mCca
mC5 mCo6 mCc7 mC8 mC9
mC10 mC11 mC12 mC13 mCl4
C15 B PCR-0-ctrl-1 m PCR-0-ctrl-2 ® PCR-0-ctrl-3 ® PCR-O-ctrl-4

B PCR-0-ctrl-5 ®m PCR-0-ctrl-6 ® PCR-O-ctrl-7 ® PCR-O-ctrl-8 = PCR-0O-ctrl-9
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lllumina-sekvensoinnin ajodata
Instrument # Robin
Run # 322
Date 20190528
Description Narco_16S/Sergei_Nextera
pM 9,5
Libraries 139+19(N)+1
Template AMP+DNA
Operator EV
Workflow FastQ
Cycles 326-8-8-278
Lot 20291966
Lot 20308515
K/mm2 956
Clusters Passing Filter 85,61
Comments
phiX V3 kitti, 1%o0ma Phix newA+T
Type
Estimated Yield / >=Q30 Yield & % 12,1/9,0-74,3%
% phiX aligned (R1, R4, total) 0,40/0,41/0,41
phiX error rate% (R1, R4, total) 20,68/17,26/18,95
total) 206 /535/415/205/340
Q30 (R1, R2, R3, R4, total) 77,1/941/91,8/69,9/74,3

Sample Sample count [ N | ouT |

Narco 16S

Sergei test-pool, Nextera
PhiX oma new (Nextera)
Undetermined

139 89,00% = 63,00 %
19 10,00% 32,30 %
1 1,00%  040%
4,30 %
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