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QIASYMPHONY-ERISTYSAUTOMAATIN
SOVELTUVUUS ERI KUDOSMATERIAALIEN DNA-
ERISTYKSEEN

Taman opinnaytetyon tavoitteena oli suorittaa QlAsymphony-eristysautomaatilla validointityd,
josta on hyotya Tyks Laaketieteellisen genetiikan laboratoriolle. QIAsymphony-automaatti
perustuu magneettipartikkeliteknologiaan, jossa DNA sidotaan paallystettyihin
magneettipartikkeleihin. Toimeksianto saatiin Tyks Laaketieteellisen genetiikan osastolta.
Validointitydssa kaytetyistd DNA:n lahtdmateriaaleista on hyodtya tilanteessa, jossa verinayte ei
edusta potilaan omaa genomia, kuten allogeenisen kantasolusiirron saaneilla potilailla tai jos
verinaytetta ei saada. Automatisoidun DNA-eristyksen etuja laboratoriolle ovat sen nopeus ja
helppous, vaarallisten kemikaalien kasittelyn ja kdytén vdheneminen, mika edistaa
tydturvallisuutta seka alkoholisaostusvaiheen poisjaaminen, joka voi aiheuttaa DNA:n katkeilua.

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli selvittdd, miten erityyppiset kudosnaytteet ovat
sovellettavissa DNA:n lIahtdmateriaalina, kun kaytetdan QlAsymphony-eristysautomaattia.
Validointiprosessiin kerattiin yhteensa 100 kpl sylki-, posken limakalvon epiteelisolu-, hius-, ja
kynsinaytteitd vapaaehtoisilta luovuttajilta. Ennen eristysta kirjoitettiin tydohjeet, jotka jaivat
laboratorion kayttéon. DNA-eristys suoritettiin kdyttdmalld kudosmateriaalille sopivaa
protokollaa, liséksi testattiin kahta eri protokollaa sylki- ja posken limakalvonaytteille ja arvioitiin,
kumpi niistd on kayttokelpoisempi. DNA-eristyksen jalkeen mitattiin DNA:n konsentraatio ja
puhtaus QlAxpert-spektrofotometrilla.

Tutkimuksessa arvioitin DNA:n maaran ja laadun riittavyytta laboratorioprosessin vaatimuksiin
ja validointiraportissa todettiin QlAsymphony-automaatille kayttdkelpoisiksi DNA:n
lahtdmateriaaleiksi sylki- ja poskenlimakalvon epiteelisolunaytteet sekd kynsinaytteet.
Virtsanaytteiden todettiin soveltuvan lahtémateriaaliksi mitokondrio-DNA:n tutkimuksissa, joihin
tarvitaan pieni maara nukleiinihappoja. Tuloksista kirjoitettiin validointiraportti Laaketieteellisen
genetiikan laboratoriolle.
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SUITABILITY OF QIASYMPHONY AUTOMATED
NUCLEIC ACID EXTRACTION UNIT FOR
EXTRACTION OF DIFFERENT TISSUE
MATERIALS

The aim of this thesis was to perform a validation using a QlAsymphony extraction unit, the
study is useful to the laboratory of Tyks Medical Genetics. QIAsymhony is based on magnetic
particle technology where DNA binds to covered magnetic particles. The assignment of this
thesis was given by Tyks Medical Genetics. Different starting materials used in the validation
study are valuable in situations where blood sample does not represent patient’'s own genome,
for example with patients who have received an allogeneic stem cell transplant or if blood
sample cannot be taken. Advantages of automated DNA extraction for the laboratory are quick
and easy usability, reduced use and handling of hazardous chemicals, which promotes
occupational safety and the omission of alcohol precipitation step that can cause DNA
breakage.

The purpose of this thesis was to find out the usability of different types of tissue samples as
DNA starting material when using QlAsymphony. A total of 100 saliva, buccal mucosal, hair and
nail samples were collected from volunteer donors for the validation process. Before DNA
extraction, work instructions were written, and they were left to the laboratory for use. The
extraction of DNA was performed by using a protocol suitable for the material, and in addition,
two different protocols were tested on saliva and buccal mucosal samples to evaluate which
one is more usable. After DNA extraction, the concentration and purity of DNA were measured
with QlAxpert spectrophotometer.

The study evaluated the adequacy of the quantity and quality of DNA for the requirements of the
laboratory process and in the validation report it was identified that saliva and buccal mucosal
samples as well as nail samples were usable as DNA starting materials for QIAsymphony. Urine
samples were identified usable as a starting material for mitochondrial DNA analysis that
requires a small amount of DNA. A validation report including the results was written for Tyks
Medical Genetics.
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DNA, extraction method, magnetic particle, magnetic particle technology, validation,
QlAsymphony
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KAYTETYT LYHENTEET JA SANASTO

Absorptiospekitri

Allogeeninen
kantasolusiirto

Buffy coat

Carrier-RNA

DNA

Eluointi

Epiteeli

FFPE-kudosnayte

Genomi

Geenimutaatio

Guanidiinisuola

Hemoglobiini

Kaotrooppi
Kitti

Kontaminaatio

Absorptiospektri osoittaa, kuinka paljon ndyte absorboi valoa
sateilyn eri aallonpituuksilla (Hanson ym. 2020)

Allogeenisessa kantasolusiirrossa kantasolut kerataan
vieraalta, kudostyypiltdan sopivalta luovuttajalta (Anttila ym.
2015, 466)

Valkosoluista ja verihiutaleista muodostuva kerros sentri-
fugoidussa, antikoagulanttia sisaltavassa verinaytteessa plas-
man ja punasolujen valissa (Laboratorylnfo 2020)

Kaytetaan pienten naytemaarien DNA-eristyksessa DNA:n
saannon parantamiseen (Qiagen 2020)

Deoksiribonukleiinihappo eli deoksiribonukleotideista muo-
dostuva kaksijuosteinen ja kierteinen molekyyli, joka sisaltaa
yksilon periman (Laaketieteen termit 2021)

Uuttaminen, liuottimen avulla tapahtuva ainesosan poistami-
nen (Laaketieteen termit 2021)

Verisuoneton kerros, joka paallystaa ihoa ja limakalvoja (Laa-
ketieteen termit 2021)

FFPE on lyhenne sanoista Formalin-Fixed Paraffin-Embed-
ded ja tarkoittaa parafiiniin valettua kudosnaytetta (Youssef
2020)

Yksilon koko perimaaines (Laaketieteen termit 2021)

Rakenteellinen muutos, joka voi tapahtua yhdessa tai useam-
massa geenissa (Laaketieteen termit 2021)

Guanidiinisuola on yleinen DNA:n eristysmenetelmissa kay-
tetty kaotrooppi (Suominen ym. 2010, 106)

Hemoglobiinin tarkein tehtava on kuljettaa happea (O2) keuh-
koista kudoksiin. Hemoglobiini on proteiini, joka koostuu kah-
desta a-alayksikdsta ja kahdesta B-alayksikosta (Ahmed ym.
2020)

Biomolekyyleja hajottava yhdiste (Suominen ym. 2010, 106)

Kaupallinen reagenssi- ja/tai valinesarja, joka sisaltda yhden
valmistajan menetelmaa tai analyysia varten tarvittavat tuot-
teet (Suominen ym. 2010, 107)

Kontaminaatiolla tarkoitetaan tartuntaa tai saastumista, jossa
esimerkiksi mikrobeja paasee ei-toivottuun paikkaan (Laake-
tieteen termit 2021)



Lyysaus

Mikrosiru

Nukleiinihappo

Oligonukleotidi

Patogeeni

Proteinaasi K

Puskuri

RNA

Sekvensointi

Spin-kolonni

Substraatti

Tunnusluku

Lyysaus on menetelma, jossa solukalvo hajotetaan tai tuho-
taan solujen DNA:n, RNA:n, proteiinien tai organellien vapaut-
tamiseksi soluista (Shehadul Islam ym. 2017)

Koostuu kiintealle alustalle kiinnitetyistd geenikoettimista, jo-
hon nukleiinihapot voivat kiinnittya (Suominen ym. 2010, 206)

Deoksiribonukleotideista tai ribonukleotideista muodostuva
pitka ketjumainen molekyyli (Laaketieteen termit 2021)

Korkeintaan muutaman kymmenen nukleotidin muodostama
polynukleotidi (Suominen ym. 2010)

Tartuntataudin aiheuttaja. Patogeeneihin kuuluvat bakteerit,
virukset, alkuelaimet, madot tai prionit (Alberts ym. 2002)

Proteinaasi K:ta kaytetaan DNA-eristyksessa solujen lyysauk-
seen ja proteiinien hajotukseen (Hansson ym. 2007)

Vesiliuoksessa vaikuttava happo-emaspari, joka pystyy vas-
tustamaan ulkoisia pH-muutoksia (Turpeenoja 2005, 226).

Ribonukleiinihappo eli ribonukleotideista muodostuva mole-
kyyli, joka on mukana mm. proteiinisynteeseissa (Laaketie-
teen termit 2021)

Menetelma, jolla saadaan selvitettyd DNA:n emasjarjestys
(Turpeenoja 2005, 226)

Spin-kolonni sisaltda pylvaan, joka asetetaan vastaanottoput-
ken sisalle. Nayte sentrifugoidaan pylvdan pohjassa sijaitse-
van silikakalvon Iapi ja DNA Kiinnittyy silikakalvoon. Pesuliu-
okset ja lopullinen eluointi tapahtuu sentrifugoimalla liuoksia
kalvon lapi (Suominen ym. 2010, 106)

Substraatti on entsymaattisen reaktion lahtdaine eli aine, jo-
hon entsyymi vaikuttaa (Turpeenoja 2005, 226)

Tunnuslukujen avulla voidaan kuvata jakaumia niiden erilaisia
ominaisuuksia perusteena kayttaden. Keskeisimpia tunnuslu-
kuja ovat keski- ja hajontaluvut (Tilastokeskus 2021)



1 JOHDANTO

Geneettinen tutkimus tarkastelee DNA:ta, kromosomeja seka geenituotteita, kuten
RNA:ta ja proteiineja toimien oleellisena osana ladketieteellista tutkimusta ja geneettis-
ten sairauksien diagnosointia (Suomen laakariliitto 2021). Sairaudet voidaan jakaa har-
vinaisiin perinndllisiin sairauksiin, joiden diagnosoinnissa periman selvittdminen on tar-
kead, ja tavallisiin kansantauteihin, joiden syntyyn vaikuttaa geenien lisdksi monet
muut ulkoiset tekijat. Geneettisen sairauden selvittamisen tai poissulkemisen lisaksi
voidaan tutkia, onko yksild geenivirheen oireeton kantaja. (Vilpo ym. 2010, 73) Teknii-
kan kehittyminen on mahdollistanut sen, etta nykypaivana tunnetaan jo tuhansien pe-

rinndllisten sairauksien geenitausta. (Kaariainen 2020.)

Ennen kuin perimaa voidaan tutkia esimerkiksi sekvensoimalla, DNA taytyy eristaa so-
lusta (Suominen ym. 2010, 103). DNA:n eristdminen jakautuu seuraaviin vaiheisiin: so-
lun hajottaminen eli lyysaus, solukalvojen osien seka proteiinien poisto, puhdistus
muista kontaminanteista ja puhdistetun DNA:n talteen kerdaminen. DNA:ta voidaan
eristaa erilaisilla menetelmilla kuten fenoli-kloroformieristyksella, silikamenetelmalla,

anioninvaihtokromatografialla sekd magneettipartikkeliteknologialla. (Dhaliwal 2013.)

Taman opinnaytetydn tavoitteena oli suorittaa QIAsymphony-eristysautomaatilla vali-
dointity®, josta on hydtya Tyks Laaketieteellisen genetiikan laboratoriolle. Validointipro-
sessissa todetaan, ettd menetelman kayttoa tai soveltamista koskevat maaratyt vaati-
mukset tayttyvat (Laaketieteen termit 2021). Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli
selvittdd, miten hyvin erityyppiset kudosnaytteet ovat sovellettavissa DNA:n Iahtomate-
riaalina, kun kaytetdan QlAsymphony-eristysautomaattia. QlAsymphony-automaatin

eristysmenetelma perustuu magneettipartikkeliteknologiaan.

Validointiprosessia varten kerattiin ensin erilaisia kudosnaytteitd vapaaehtoisilta luovut-
tajilta. Naytemateriaalille laadittiin tarvittavat tyoohjeet ennen DNA-eristysta, joita muo-
kattiin tyon edetessa ilmenneilla parannusehdotuksilla. Tarkoituksena oli, ettd ohjeet
jaavat osastolle kayttoon. Keratyista naytteista eristettiin DNA QlAsymphony-automaa-
tilla ja mitattiin eristetyn DNA:n konsentraatio QlAxpert-spektrofotometrilla seka arvioi-
tiin DNA:n puhtautta. Opinnaytetydprosessin paatteeksi laadittiin validointiraportti saa-

duista tuloksista Laaketieteellisen genetiikan laboratoriolle.
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2 DNA:N ERISTYSMENETELMAT

Eristysmenetelmat perustuvat siihen, ettad haluttu komponentti, kuten DNA, RNA tai
proteiinit, pyritddn erottamaan lahtémateriaalista. Lahtdémateriaalina voi toimia esimer-
kiksi soluviljelma tai kudosnayte. Menetelmissa hyddynnetaan eristettavan molekyylin
tai komponentin kemiallisia, biologisia tai fysikaalisia ominaisuuksia. (Parssinen ym.
2012, 157.)

2.1 Fenoli-kloroformi eristys

Fenoli-kloroformi eristys on perinteinen eristysmenetelma, jossa solut ensin lyysataan,
minka jalkeen hajonneet solun osat erotetaan jaljelle jaaneesta DNA:sta ja proteiineista
sentrifugoimalla. Proteiinit pilkotaan proteaasi-entsyymin avulla ja saostetaan fenolilla
tai fenolin ja klorofomin 1:1 seoksella. Saostuneet proteiinit sentrifugoidaan, jolloin ne
saadaan erotettua DNA:sta. Puhdistettu DNA saostetaan kayttamalla etanolia tai
isopropanolia. RNA saadaan hajotettua naytteesta RNaasi-entsyymin avulla prosessin
aikana. (Dhaliwal 2013.)

2.2 Silikamenetelma

Silikamenetelma perustuu DNA:n sitoutumiseen silikakalvoon tietyssa pH:ssa ionien ja
kaotroopin 1asna ollessa. Kaotroopit pilkkovat vesimolekyylit negatiivisesti varautuneen
silikan ja negatiivisesti varautuneen DNA:n valilta, jolloin niiden valille syntyy korkeassa
ionipitoisuudessa positiivisten ionien muodostama suolasilta (Kuva 1). Suolasilta mah-
dollistaa DNA:n kiinnittymisen silikaan. Ylimaarainen liuos saadaan sentrifugoimalla
pois ja DNA:sta poistetaan kontaminantit pesemalla se 80 % etanolilla. Lopuksi puhdas
DNA eluoidaan laimeaan puskuriliuokseen sentrifugoimalla puskuri silikakalvon Iapi
steriiliin vastaanottoputkeen. Menetelmassa voidaan kayttaa spin-kolonneja tai mikro-
siruja. (Dhaliwal 2013; Suominen ym. 2010, 106.)
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Kuva 1. Suolasillan muodostuminen silikamenetelmassa (Mukaillen kuvaa: Suominen
ym. 2010, 106). Kuviossa a) vesimolekyylit estavat silikaa kiinnittymasta DNA:han. Ku-
viossa b) kaotroopit ovat pilkkoneet vesimolekyylit, jolloin positiivisesti varautuneet ionit
muodostavat suolasillan negatiivisesti varautuneen silikan ja negatiivisesti varautuneen
DNA:n vélille.

2.3 Anioninvaihtokromatografia

Anioninvaihtokromatografia perustuu vuorovaikutukseen negatiivisesti varautuneen
DNA:n ja positiivisesti varautuneiden substraatin pintamolekyylien valilla. Matalassa
suolapitoisuudessa DNA kiinnittyy substraattiin, minka jalkeen kontaminantit pestaan
pois. Puhdistettu DNA eluoidaan korkean suolapitoisuuden omaavalla puskurilla.
(Dhaliwal 2013.)

2.4 Magneettipartikkeliteknologia

Magneettipartikkeliteknologiassa naytteen DNA sidotaan paallystettyihin magneettipar-

tikkeleihin (Dhaliwal 2013). Ensimmaisessa vaiheessa magneettipartikkelit lisataan
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naytesuspensioon ja inkubaatiovaiheen aikana partikkelit ja DNA sitoutuvat toisiinsa
(Safarik & Safarikova 1999, 35). Magneettipartikkeleita voidaan liikutella liuoksesta toi-
seen magneettisen kerailykarjen avulla (Suominen ym. 2010, 107). Keratty DNA pes-
tdan epapuhtauksista ja lopuksi puhdistettu DNA eluoidaan liuottimeen magneettipar-
tikkeleista (Kuva 2) (Qiagen 2013; Safarik & Safarikova 1999, 35).

Magneetti Kerailykarkea
likutetaan
hitaasti
ylés ja alas
magneettipartikkelien
I kerédédmiseksi.
= -]

Magneettipartikkelien ja DNA:n keraaminen Magneettipartikkelien vapauttaminen ja DNA:n
naytteesta. eluointi.

Kerailykarkea
i likutetaan
Siirto nopeasti
ylos ja alas
magneetti-
partikkelien r-
vapauttamiseksi.

Kuva 2. Magneettipartikkeliteknologia (Mukaillen kuvaa: AB Applied Biosystems 2011,
17). Magneettisen kerailykarjen avulla keratdéan magneettipartikkelit, joihin DNA on si-
toutuneena. Magneettipartikkeleita ja niihin kiinnittynyttd DNA:ta kuljetetaan liuoksesta
toiseen, lopuksi magneettipartikkelit vapautetaan kerailykarjesta ja DNA eluoidaan.

Magneettipartikkelit

Magneettipartikkeliteknologiassa kaytetyt magneettipartikkelit ovat usein paramagneet-
tisia, eli ne tarvitsevat ulkoisen magneettikentan magnetisoituakseen. Taman ominai-
suuden ansiosta magneettipartikkelit irtoavat toisistaan magneettikentan poistuessa
helpottaen niiden vapauttamista liuokseen. Partikkelien ollessa irrallaan toisistaan,
DNA:lla on enemman pinta-alaa sitoutua. Magneettipartikkelit voivat olla metallioksi-
deja, puhtaita metalleja tai magneettisia metalliseoksia. Nukleiinihappoja kasiteltdessa

kaytetadan magneettipartikkelien materiaalina usein rautaoksideja Fes;O;4 tai y-Fe20s, joi-



den etuna on niiden biologinen yhteensopivuus, stabiilisuus ja nopea irrotettavuus ul-
koisessa magneettikentassa. Rautaoksidit ovat usein silika-, amino- tai karboksyyli-

paallystettyja. (Chen ym. 2020.)

13
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3 DNA:N KONSENTRAATIO JA PUHTAUS

3.1 Spektrofotometria

Spektrofotometriassa maaritetdan valon absorptiota eli imeytymista kemialliseen yhdis-
teeseen mittaamalla valiaineen lapaisevan eli transmittoivan valon intensiteetti, joka
tarkoittaa fotonien maaraa. Fotoni on hiukkanen, joka valittdéa sahkomagneettista satei-
lyenergiaa kuten valoa (Kennedy 2020; Vilpo ym. 2010). Eri yhdisteet absorboivat,
transmittoivat tai heijastavat valoa tietylla aallonpituudella. Tata voidaan hyddyntaa,
kun halutaan mitata ndytteessa olevan tunnetun yhdisteen maaraa. Spektrofotometriaa
hyddynnetaan erilaisissa kvantitatiivisissa analyyseissa ja sen sovelluksia |6ytyy muun
muassa kemian, fysiikan ja biokemian eri aloilta. (Vo 2020.) Transmittanssi saadaan

laskettua mitatun valon intensiteetin avulla:

1
Transmittanssi (T) = I—t
0

Kaava 1. Transmittanssin laskeminen.

I on valon intensiteetti naytteen lapaisyn jalkeen ja I, valon intensiteetti ennen nayt-
teen lapaisya (Kaava 1.). Maaritettdvan aineen pitoisuuden kasvaessa trasmittanssi va-
henee logaritmisessa suhteessa, jolloin transmittanssin ja aineen pitoisuuden valille
saadaan kaartuva kuvaaja. Tasta syysta fotometrisissd maarityksissa mitataan absor-

banssia, joka saadaan transmittanssin avulla logaritmisesta yhtalosta:

1
Absorbanssi (A) = —log(T) = —log (I_t)
0

Kaava 2. Absorbanssin laskeminen.

Lambert-Beerin lain mukaan absorboituneen valon maara tietylla aallonpituudella on

suoraan verrannollinen valon kulkutiella olevan absorboivan aineen konsentraatioon:

A = abc

Kaava 3. Absorbanssin ja naytteen konsentraation yhteys.

A on absorbanssi, a on molaarinen absorptiokerroin, b valotien pituus mittakyvetissa ja
¢ maaritettavan aineen konsentraatio (Kaava 3.). Molaarinen absorptiokerroin on kulle-

kin molekyylille ominainen vakio. (Vilpo ym. 2010, 55; Vo 2020.)
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3.2 Eristetyn DNA:n konsentraation ja puhtauden mittaaminen spektrofotometrilla

Eristetyn DNA:n laatua voidaan arvioida mittaamalla nayte spektrofotometrilla. DNA:n
nukleotidit absorboituvat aallonpituudessa 260 nm. Talla aallonpituudella puhtaan
DNA:n absorbanssi on yksi, joka vastaa DNA-konsentraatiota 50 ug/ml. DNA:n puh-
tautta voidaan arvioida absorbanssisuhteella, joka puhtaalle DNA:lle on 1,8. Suhde
A260/A280 lasketaan jakamalla DNA:n absorption arvo aallonpituudessa 260 nm, ab-
sorption arvolla aallonpituudessa 280 nm, joka on proteiinien absorptiomaksimi. Mita
alhaisempi suhde on, sita todennakdisemmin eristetyssa DNA:ssa on proteiinikontami-
naatio. Naytteessa oleva RNA, oligonukleotidit ja vapaat nukleotidit absorboivat voi-
makkaammin 260 nm:ssa kuin DNA, nostaen absorbanssisuhdetta. Puhtaalle RNA:lle
absorbanssisuhde A260/A280 on 2,0. (Suominen ym. 2010, 111.) Absorptioiden suh-
teella A260/A230 mitataan kontaminantteja kuten kaotrooppisia suoloja tai fenolijaa-
mia, joiden absorptiomaksimi on 230 nm:ssa. Absorptiosuhteen ollessa yli 1,8, DNA on

yleensa kayttokelpoista jatkotutkimuksiin. (Cantor & Koetsier 2019, 1.)
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4 OPINNAYTETYON TAVOITE JA TARKOITUS

Taman opinnaytetyon tavoitteena oli suorittaa QIAsymphony-eristysautomaatilla vali-
dointityd, josta on hyotya Tyks Laaketieteellisen genetiikan laboratoriolle. Siita, etta
naytemateriaalit ovat peraisin eri kudoksista on hyotya tilanteissa, joissa verinayte ei
edusta potilaan omaa genomia, kuten allogeenisen kantasolusiirron saaneilla potilailla,
tai jos verinaytetta ei saada. TyOssa kaytetyista [ahtdmateriaaleista on saatu kasin teh-
tavin menetelmin eristettya onnistuneesti DNA:ta Laaketieteellisen genetiikan laborato-
riossa. Kasin tehtavat DNA-eristykset ovat korvautumassa QIAsymphony-eristysauto-
maatilla, joka on otettu kayttdon osastolla loppuvuodesta 2020 verinaytteiden DNA-
eristykseen. Automatisoitu DNA-eristys nopeuttaa ja helpottaa tyoskentelya laboratori-
0ssa, eika siina tarvita kasin tehtavin eristysmenetelmien alkoholisaostusvaihetta, joka
voi aiheuttaa DNA:n katkeilua (Qiagen 2021c; Suominen ym. 2010, 105). My6s tydn
suorittajasta ja taitotasosta johtuva vaihtelu eristyksen onnistumiseen, muun muassa
tarkkuutta vaativissa pipetointivaiheissa, vahenee. Kasin tehtavista menetelmista esi-
merkiksi fenoli-kloroformi eristyksessa kaytetaan terveydelle ja ymparistélle vaarallisia
kemikaaleja. Automatisoitu DNA-eristys vahentaa niiden kayttda ja kasittelya, mika

edistaa tyontekijdiden tybturvallisuutta.

Taman opinnaytetydn tarkoituksena oli selvittaa, miten hyvin erityyppiset kudosnaytteet
ovat sovellettavissa DNA:n |ahtdmateriaalina, kun kaytetdan QlAsymphony-eristysauto-
maattia. Validointiprosessia varten kerattiin yhteensa 100 kappaletta sylki-, hius-, pos-
ken limakalvon epiteelisolu- seka kynsinaytteitd vapaaehtoisilta luovuttajilta. Ennen
naytteiden DNA-eristysta, laadittiin tydohjeet naytteiden esikasittelya ja DNA:n eristysta
varten QIAsymphony-eristysautomaatilla. Tydohjeita muokattiin tydskennellessa huo-
mattujen parannusehdotuksien perusteella. Ohjeiden oli tarkoituksena jaada laboratori-

olle kayttoon.

Keratyista naytteista eristettiin DNA kayttaen kudosmateriaalille sopivaa protokollaa.
Lisaksi testattiin kahta eri protokollaa sylki- ja posken limakalvon epiteelisolunaytteiden
DNA-eristykseen ja arvioitiin, kumpi niista olisi kayttokelpoisempi. Eristyksen jalkeen
mitattiin QlAxpert-spektrofotometrilla DNA:n konsentraatio seka arvioitiin DNA:n puh-
tautta. Opinnaytety6ssa pyrittiin selvittdmaan, onko jokin markkinoilla olevista kiteista

soveltuva laajasti erityyppisiin kudoksiin, ja onko lopputuotteena saadun DNA:n maara
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ja laatu laboratorioprosessin vaatimuksiin riittava. Tutkimuksen paatteeksi saaduista tu-

loksista kirjoitettiin validointiraportti Laaketieteellisen genetiikan laboratoriolle.
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5 TYOSSA KAYTETYT NAYTEMATERIAALIT

5.1 Sylki

Pienia sylkirauhasia 10ytyy runsaasti suuontelon seinamasta, mutta padosa syljesta
erittyy suurista sylkirauhasista, joita on kolme paria. Korvan edessa sijaitsevat kor-
vasylkirauhaset, suun pohjassa leuanalussylkirauhaset ja kielenalussylkirauhaset. Vuo-
rokaudessa sylked erittyy keskimaarin 0,5-1 litraa. Sylki koostuu paaosin vedesta, joka
sisaltaa erilaisia epaorgaanisia suoloja kuten kalsiumia, fosfaattia, fluoria ja bikarbo-
naattia. Lisaksi syljessa on jonkin verran proteiineja ja lipideja. (Honkala 2019; Karhu-
maki ym. 2006, 25.) Syljesta eristettava DNA on peraisin posken epiteelisoluista ja syl-
jessa olevista valkosoluista (Thiede ym. 2000). Noin 12 % DNA:sta on peraisin suun

bakteereista (Birnboim ym. 2011).
5.2 Posken limakalvon epiteelisolut

Kudokset muodostuvat samanlaisista, lahekkain sijaitsevista soluista ja niiden tuotta-
masta soluvaliaineesta. Epiteeli- eli pintakudos on verisuonetonta, uusiutuvaa kudosta,
jota on iholla, limakalvoilla, rauhasissa ja aistinelimissa. Epiteelikudoksessa on hyvin
vahan soluvaliainetta, minka johdosta solut ovat tiiviisti kiinni toisissaan. Posken seina-
maa peittda kerrostuneen levyepiteelin muodostama limakalvo. (Nienstedt ym. 2003.)

DNA eristetdan posken limakalvon epiteelisoluista.
5.3 Hiustupet

Hiukset ovat ihon sarveisrakenteita (Karhumaki ym. 2006, 21). Ne ovat kuollutta ku-
dosta, joka muodostuu runsaasti keratiinia sisaltavista soluista. Keratiinit ovat ryhma
veteen liukenemattomia, sulfaattipitoisia saikeisia proteiineja. (Wang ym. 2016.) Vain
hiuksen tyviosassa on elavia soluja. Hius kasvaa karvasipulista, johon tyéntyvassa si-
dekudoksesta muodostuneessa hiusnystyssa on verisuonia, jotka ravitsevat jakautuvia
soluja. Hiuksen juurta ymparoi ihon pinnalla olevan kerrostuneen epiteelin, orvaskeden,
soluista muodostunut karvatuppi. Hius saa varinsa kasvualueella olevien melanosyytti-
solujen tuottamasta melaniinista. (Karhumaki ym. 2006, 21.) Hiuksesta eristettava DNA

on peraisin hiuksen ja karvatupen soluista.
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5.4 Kynsi

Kynnet ovat hiuksien tapaan keratiinipitoisia ihon sarveisrakenteita, jotka sidekudos liit-
taa sormen tai varpaan paahan. Kynnen kasvualue on ihon sisalla. Kasvualueella ei ole
verisuonia, vaan ravintoaineet saadaan orvaskeden alla olevasta verinahasta, joka

taas sisaltaa runsaasti verisuonia. (Nienstedt ym. 2003, 26.) Kynnesta eristettava DNA

on peraisin kynnen keratiinipitoisista soluista.

5.5 Virtsa

Munuaiset tuottavat virtsaa, joka poistuu elimistdsta virtsateita pitkin. Virtsateiden sei-
namaa peittda valimuotoinen epiteeli (Laaketieteen termit 2021). Munuaiset saatelevat
elimistdn nestetasapainoa, happo-emastasapainoa ja kivennaisaineiden maaraa virt-
san erityksen avulla. Vuorokaudessa virtsaa erittyy normaalisti noin 0,5-2,5 litraa.
Virtsa koostuu 95 % vedesta ja loput ovat siihen liuenneita aineita kuten typpipitoisia
kuona-aineita, suoloja, orgaanisia aineenvaihdunnan tuotteita ja virtsan variaineita. Eni-
ten kuona-aineista virtsaan erittyy ureaa eli virtsa-ainetta, joka on proteiiniaineenvaih-
dunnan lopputuote. Eristettdva DNA on peraisin virtsateiden seindmasta irronneista
epiteelisoluista ja virtsassa olevista valkosoluista. (Nienstedt ym. 2003, 82-84.) Virtsa
on normaalisti steriilia, joten valkosolujen suurentunut maaraa viittaa yleensa tulehduk-

seen tai virheelliseen naytteenottotekniikkaan (Eskelinen 2016).
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6 VALIDOINTIPROSESSI

Validoinnilla tarkoitetaan menetelman testausta, jossa varmennetaan sen patevyys
suunnitelluissa kayttdolosuhteissa. Arvioinnin kohteena ovat menetelman ja laitteen so-
veltuvuus ja suorituskyky tiettyyn kayttétarkoitukseen. Validoinnille asetettavat vaati-
mukset on maariteltdva tapauskohtaisesti, silld vaatimukset vaihtelevat menetelman ja
sen kayttétarkoituksen mukaan. Laajuus riippuu validoitavasta analyysimenetelmasta
ja sen kayttoétarkoituksesta. Validointi tulee ulottaa naytteen tutkimista edeltavasta pre-
analyyttisesta vaiheesta aina tutkimisen jalkeiseen postanalyyttiseen vaiheeseen
saakka. (Hagg 2016.) Preanalyyttiseen vaiheeseen kuuluu muun muassa naytteen
otto, sailytys ja kuljetus laboratorioon seka naytteen valmistaminen analyysikelpoiseksi.
Analyyttiseen vaiheeseen kuuluu analyysi ja laadunvarmistus ja postanalyyttiseen vai-

heeseen tulosten arviointi ja hyvaksyminen. (Tuokko ym. 2008, 7.)

Ennen validoinnin aloittamista prosessista laaditaan suunnitelma, joka dokumentoidaan
ja hyvaksytaan. Muutokset suunnitelmassa ovat mahdollisia, mutta ne tulee kirjata ylos.
Validointisuunnitelmaan kuuluvat tietyt asiat, jotka muodostavat suunnitelmalle rungon.
Suunnitelmassa tulee kuvata validoinnin kohteena oleva menetelma tai laite ja sen so-
veltamisala. Lisaksi tulee kdyda ilmi validoinnin tavoite, nayteaineisto, vastuuhenkilét,
aikataulu, laitteet, tilat, laajuus ja maaritettavat parametrit seka vaatimukset validoinnin
tuloksille. (Hagg 2016.)

Toteutusvaiheeseen ryhdytaan validointisuunnitelman mukaisesti. Validoinnin edetessa
suoritetaan tarvittaessa lisatestauksia ja muutokset dokumentoidaan. Tulokset laske-
taan tilastollisin menetelmin ja niitd verrataan asetettuihin tavoitteisiin. (Hagg 2016.)
Validoinnin paatteeksi laaditaan validointiraportti, josta kay ilmi tydn tavoite, toteutus,
mittauksiin kaytetty laitteisto, valineisto ja materiaalit. Raporttiin kirjataan suunnitelman
mukaiset toimenpiteet ja tulokset. Raportissa kasitellaan kaikki suunnitellut validointipa-
rametrit. Validointiparametrilla voidaan tarkoittaa esimerkiksi saantoa. Lisaksi arvioi-
daan mittausepavarmuutta ja mahdollisia hairiotekijoita. Validointiraportin yhteenve-
dossa todetaan, onko menetelma aiottuun kayttotarkoitukseen soveltuva ja tayttaako

se sille asetetut vaatimukset. (Hiltunen ym. 2011, 27.)
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6.1 Validointiprosessi QlAsymphony-automaatilla

Validointiprosessin suunnitelmana toimi opinnaytetydn suunnitelma. Ennen suunnitel-
man laatimista rajattiin [ahtomateriaalit, joita validoinnissa tultaisiin testaamaan seka
paatettiin, miten eristetyn DNA:n laatua tultaisiin arvioimaan. Validointiprosessia varten
kerattiin yhteensa 100 kappaletta sylki-, hius-, posken limakalvon epiteelisolu- seka
kynsinaytteitd vapaaehtoisilta luovuttajilta. DNA:n eristamiseen QlAsymphony-auto-
maatilla laadittiin tydohjeet ennen tydn aloittamista. Tyon suorittamisen jalkeen laadit-
tiin saaduista tuloksista Laaketieteellisen genetiikan osastolle validointiraportti, jonka
hyvaksyi osaston sairaalageneetikko. Validointiraportissa esitettiin kaikki saadut tulok-
set taulukoituna seka arvioitiin Iahtomateriaalien kayttokelpoisuutta automatisoituun
DNA-eristykseen.
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7 OPINNAYTETYON KAYTANNON TOTEUTUS

Taman opinnaytetydn aihe saatiin Tyks Laaketieteellisen genetiikan osastolta syksylla
2020. Hankkeen hyvaksyi osaston prosessinjohtaja. Opinnaytetyén suunnitteluprosessi
aloitettiin loppuvuodesta 2020 ja opinnaytetyésopimus allekirjoitettiin kevaalla 2021.
Validointitydssa kaytettyjen naytteiden kerays sekd DNA:n eristys ja mittaus toteutettiin
kevaalla 2021. Valmis opinnaytetyd raportoitiin loppukevaalla 2021. Opinnaytetyd on
Tybelamayhteistyon ja opetusmenetelmien kehittdminen bioanalyytikkokoulutuksessa
(TurkuCRC T163/2017) -hankkeen osatutkimus.

7.1 Opinnaytetydn metodologiset lahtokohdat

Toiminnallinen opinnaytetyd on ammattikorkeakouluissa kaytettava teoriaa ja kaytantoa
yhdistava opinnaytetyon toteutustapa, joka toimii vaihtoehtona tutkimukselliselle opin-
naytetyolle (Airaksinen & Vilkka 2003, 5-9). Oleellisena erona toiminnallisen ja tutki-
muksellisen opinnaytetyon valilla on se, etta toiminnallisessa tydssa opiskelija tekee
tuotoksen. Tuotos sisaltda uuden tiedon lisaksi palvelun, tuotteen, oppaan, mallin, toi-
mintatavan tai minka tahansa innovaation, joka on aikaisempaa parempi tai kokonaan
uusi. Toiminnallisessa opinnaytetydssa siis yhdistyvat kaytanndn toteutus ja sen rapor-
tointi (Airaksinen & Vilkka 2003, 9). Yleensa toiminnallisessa opinnaytetyéssa on mu-
kana toimeksiantaja, jonka kanssa kaydaan keskustelua, arviointia, toiminnan uudel-

leen suuntaamista seka palautteen vastaanottoa ja antoa. (Salonen 2013, 6-25.)

Tama opinnaytetyd on toiminnallinen, silla tuotoksena laadittiin toimeksiantajalle vali-
dointiraportti tydn tuloksista. Lisaksi tehtiin tydohjeet kaytettyjen ndytemateriaalien esi-
kasittelyyn ennen DNA-eristysta. Tydohjeita paivitettiin tydn edetessa ja lisattiin tyota
tehdessa esille tulleet parannusehdotukset. Opinnaytetydn loppuun on liitettyna valmis
validointiraportti (liite 4) ja viimeisin versio tydohjeista (liite 3). Tydssa ei muodostunut
uutta tieteellista tietoa, vaan selvitimme jo olemassa olevien tekniikoiden ja laitteiden

soveltuvuutta Laaketieteellisen genetiikan laboratorion prosesseihin.
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7.2 Naytemateriaalinen keraaminen

Sylkinadytteita ja posken limakalvon epiteelisolundytteita kerattiin kumpaakin nayte-
materiaalia 20 kpl vapaaehtoisilta luovuttajilta. Sylkinaytteet kerattiin Oragene*DNA
0OG-500-keraysputkeen. Keraysputkeen syljetdan noin 2 ml sylkea, minka jalkeen sai-
I6ntaaine vapautetaan putkeen sulkemalla korkki. Sailéntaaine stabilisoi DNA:n saily-
tysta varten ja ehkaisee bakteerikontaminaatiota (Smith 2010). Posken limakalvon epi-
teelisolut kerattiin ORAcollectsDNA OCR-100 -keraysputkella. Nayte otettiin pakkauk-
seen kuuluvalla Swab-naytteenottotikulla hankaamalla alempia ikenid molemmin puo-

lin. Naytepakkaus sisaltada liuoksen, joka estaa bakteerien kasvua.

Kynsi- ja hiusnaytteita kerattiin kumpaakin naytemateriaalia 20 kpl vapaaehtoisilta
luovuttajilta. Hiusnaytteet kerattiin ottamalla noin 10-15 hiusta hiustuppeineen ja ne pil-
kottiin saksilla 1,5 ml Eppendorf-putkiin. Myds kynsinaytteet kerattiin 1,5 ml Eppendorf-

putkiin leikkaamalla niihin kynnen paloja.

Virtsanaytteita kerattiin 20 kpl vapaaehtoisilta luovuttajilta. Virtsanaytteet kerattiin puh-
taasti laskettuna virtsana sailontaaineellisiin BD Vacutainer -virtsanayteputkiin. Yksi
nayte jouduttiin kerddmaan sailéntaaineettomaan putkeen. Sailéntaaineellinen putki si-
saltda boorihappoa, natriumformiaattia ja natriumboraattia, jotka estavat bakteerien li-
saantymisen naytteessa (Mediq 2013). Yhteen naytteeseen kerattiin solut kahdesta 10
ml putkesta. Naytteet sentrifugoitiin viimeistdan kahden vuorokauden kuluttua nayt-

teenotosta ja pakastettiin -20°C odottamaan DNA-eristysta.

7.3 Naytteiden esikasittely

Sylkinaytteet ja posken limakalvon epiteelisolunaytteet eivat vaatineet erillista esi-
kasittelya. Sylkinaytteista poistettiin Pasteur-pipetilla paakkuuntunut lima, jotta se ei
hairitsisi DNA-eristystd. Posken solunaytteiden keraamiseen kaytetystad Swab-nayt-

teenottotikusta puristeltiin putken seinamaan siihen imeytynyt ndytemateriaali.

Kynsi- ja hiusnaytteet vaativat kiinteind kudosmateriaaleina esikasittelyn. Esikasittely

tehtiin Investigator Lyse&Spin Basket -kittia kayttden. Kitti on tarkoitettu rikosteknisten
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kiinteiden materiaalien lyysaukseen ja suodatukseen. Kittiin kuuluu korimainen suoda-
tin, jonka lapi lysaatti erotetaan kiinteasti materiaalista sentrifugoimalla se mukana tule-
vaan 2 ml keraysputkeen (Kuva 3). Ensin kynnen palat ja hiukset leikattiin 0,5-1 cm pi-
tuisiksi paloiksi ja jokainen nayte siirrettiin Lyse&Spin-putken suodatinkoriin. Nayttee-
seen lisattiin 220 pl ATL puskuria ja 20 ul proteinaasi K:ta. Proteinaasi K hajottaa eli
lyysaa solut ja pilkkoo proteiinit (Hansson ym. 2007). Taman jalkeen naytteet laitettiin
lamporavistelijaan ja inkuboitiin 900 rpm 56°C 3 h. Osa naytteista sai lyysautua yon vli.
Muutamaan naytteeseen ehdittiin lisddmaan 4 uyl RNase A:ta (100 mg/ml) ennen kuin
se loppui kesken. Ribonukleaasi A:ta (lyh. RNase A), kaytetaan RNA:n pilkkomiseen
DNA-naytteesta (Qiagen 2021e). Asiasta konsultoitiin osaston sairaalageneetikkoa ja
paadyttiin siihen tulokseen, etta loput naytteet esikasitelldan ilman RNase A:ta, silla

siitd on merkittdvaa hyoétya vain, jos ndytemaara on hyvin pieni.

Kiinted DNA:n
lahtémateriaali.

Lyysautumaton nayte
Suodatinkori heitetaan pois.
Lisataan lyysauksen

lyysispuskuri. jalkeen.

Sentrifugoidaan

/'
N

\_/

Keraysputki Lysaatti

Lysaatti, johon on
suodatettu DNA.

Kuva 3. Lyse&Spin-putken periaate (Mukaillen kuvaa: Tepnadze 2019). Suodatinkori
yhdistetdan keraysputkeen, jonne kiinted DNA:n lahtémateriaali asetetaan. Koriin lisa-
taan lyysispuskuri ja naytteen annetaan lyysautua. Nayte sentrifugoidaan, jolloin lyysis-
puskuri ja siihen liuennut DNA suodattuvat keraysputkeen. Lyysautumaton nayte heite-
tdan pois ja DNA:n sisaltava lysaatti kerataan talteen.

Kaikissa kynsi- ja hiusnaytteissa oli liukenematonta kudosta, joten naytteet sentrifugoi-
tiin. Naytteita sentrifugoitiin ensin minuutin ajan 3000 g, mutta niitd paadyttiin lopulta
sentrifugoimaan useamman minuutin ajan 20 000 g, silla lysaatti ei meinannut laskeu-

tua suodatinkorin |api kerdysputkeen. Kolmesta hiusnaytteesta lysaattia ei saatu erotet-
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tua ollenkaan keraysputkeen, joten niista ei voitu suorittaa DNA-eristysta. Lysaatti siir-
rettiin keraysputkista Eppendorf-putkiin. Huonon suodattuvuuden takia kynsi- ja hius-

naytteisiin lisattiin viela 240 ul ATL puskuria riittdvan naytemaaran varmistamiseksi.

Virtsanaytteiden annettiin sulaa rauhassa huoneenlammadssa ennen esikasittelya. So-
lupelletit yhdistettiin yhteen putkeen ja nayte suspensoitiin lisdamalla 300 ul ATL pus-

kuria. Naytetta siirrettiin 220 ul 2 ml Sarstedt-putkeen ajoa varten.

7.4 QlAsymphony DSP DNA Midi ja Virus/Pathogen Mini -kitit

Qiagenin valmistamalla QlIAsymphony DSP DNA Midi -kitilld voidaan eristaa DNA:ta
kokoveri-, buffy coat-, kudos- ja FFPE-kudosnaytteista. Kitti soveltuu myos virus-DNA:n
eristdmiseen kokoveresta. Joillekin naytemateriaaleille, kuten kudos- ja FFPE-kudos-
naytteille tarvitaan manuaalinen esikasittely ennen DNA-eristysta. QIAsymphony DSP
Virus/Pathogen Mini -kitilla voidaan eristaa virus- ja bakteeri/patogeeni-DNA:ta useista
eri ndytemateriaaleista. Kiteilla voidaan eristdd DNA:ta jopa 96 naytteesta samanaikai-
sesti QIAsymphony-eristysautomaatilla. Kitit sisaltdvat reagenssikasetin, tarvittavat ent-
syymit ja eluutiopuskurin. Lisaksi Virus/Pathogen Mini -kitti sisaltda carrier RNA:ta,
jonka kaytto lisaa eristetyn DNA:n saantoa. Eristysmenetelmaa eli protokollaa ja eluu-
tiotilavuutta voidaan muokata kayttétarkoituksen mukaan. (Qiagen 2021a; Qiagen
2021b.) Eluutiotilavuudella tarkoitetaan liuottimen tilavuutta, johon eristetty ja puhdis-
tettu DNA eluoidaan.

7.5 Naytteiden DNA-eristys QlAsymphony-automaatilla

Sylkinaytteet ja posken limakalvon epiteelisolundytteet eristettiin QIAsymphony-
eristysautomaatilla QlIAsymphony DSP DNA Midi -kitilla. Puolet naytteista eristettiin
kustomoidulla sylkiprotokollalla ja puolet jo osastolla verinaytteiden eristykseen kay-
tossa olevalla veriprotokollalla. Tarkoituksena oli selvittda, kumpi protokollista on kayt-
tokelpoisempi kyseisille lahtdmateriaaleille. Sylkiprotokollassa automaatti pipetoi 1 ml
naytettd DNA-eristykseen ja eristetyn DNA:n eluutiotitilavuus on 145 pl. Posken solu-
naytteissa kaytettiin FIX-labwarea vahaisen naytemaaran vuoksi, jolloin automaatti ei

kayta nestepinnan tunnistusta, vaan pipetoi naytteen putken pohjasta. Tilanteessa,
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jossa naytetta on alle 1 ml, automaatti pipetoi niin paljon naytetta kuin mahdollista. Syl-
kinaytteiden pipetoinnissa kaytettiin nestepinnan tunnistusta. Eristys sylkiprotokollalla
kesti noin kaksi tuntia. Veriprotokollassa automaatti pipetoi 400 ul naytettd DNA-eris-
tykseen ja eluutiotitilavuus on 100 pl. Myds veriprotokollassa kaytettiin nestepinnan
tunnistusta. Eristys veriprotokollalla kesti noin tunnin. Molemmat naytemateriaalit eluoi-

tiin viilentavalle nayteblokille, mika parantaa DNA:n sailymista naytteessa.

Hius- ja kynsinaytteet seka virtsanaytteet eristettiin QlAsymphony eristysautomaa-
tilla QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Mini -kitilla Complex200_V6_DSP-protokollaa
kayttden. Automaatti pipetoi 200 ul naytettd DNA-eristykseen. Hius- ja kynsinaytteet pi-
petoitiin FIX-labwarea kayttaen. Virtsanaytteiden pipetoinnissa oli kaytéssa nestepin-
nan tunnistus. Eristetyn DNA:n eluutiotilavuus oli 110 pl. Kunkin naytemateriaalin ajo
kesti reilusti yli tunnin. Hius- ja virtsanaytteet eluoitiin viilentavalle blokille. Kynsinaytteet
jouduttiin eluoimaan huoneenlampdisille nayteblokeille, silla kaikki viilentavat nayteblo-

kit olivat kaytdssa.

7.6 Eristetyn DNA:n mittaaminen QlAxpert-spektrofotometrilla

Naytteet pipetoitiin QlAxpert-laitteelle suunniteltuihin ndytekasetteihin ja yhta naytetta
pipetoitiin 2 yl naytekaivoon. QlAxpert- laite mittaa kaksijuosteisen DNA:n konsentraa-
tion eli dsDNA:n, nukleiinihappojen kokonaiskonsentraation, epapuhtaudet (A260),
taustan (A260), residue-arvon, nukleotidien absorbanssin arvon 260 nm:ssa ja absor-
banssisuhteet A260/A280 seka A260/A230. Lisaksi laskettiin kaksijuosteisen DNA:n
prosenttiosuus eristetystd DNA:sta seka nukleiinihappojen kokonaissaanto nanogram-

moina.

dsDNA
Nukleiinihappojen kokonaiskonsentraatio

dsDNA — % = 100

Kaava 4. Kaksijuosteisen DNA:n prosenttiosuuden laskeminen.

Kokonaissaanto = Nukleiinihappojen kokonaiskonsentraatio - Eluutiotilavuus

Kaava 5. Nukleiinihappojen kokonaissaannon laskeminen.
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Epapuhtaudet (A260) mittaavat naytteessa olevia tunnettuja epapuhtauksia. Tavoit-
teena on eritella eristyksesta jaaneet epapuhtaudet, kuten guanidiinisuola, muista nayt-
teessa olevista mahdollisista epapuhtauksista. Yleensa tama arvo ei ole niin korkea,
etta silla olisi vaikutusta jatkotutkimuksiin. Residue-arvon avulla mitataan, etta spektri-
nen sisaltd on riittdva analyysin suorittamiseen. Jos residue-arvo on yli 2,5%, kaksi-
juosteisen DNA:n spektria ei pystyta maarittamaan. Tassa tapauksessa maaritetdan
vain kokonaisnukleiinihappokonsentraatiota kuvaava spektri. Taustan arvo nousee, jos
nayte sisaltaa ylimaaraisia partikkeleita. Partikkelit voivat olla esimerkiksi DNA-eristyk-
sesta jaaneitd magneettipartikkeleita tai hemoglobiinin aiheuttamaa sameutta. Absor-
banssisuhteen A260/A280 avulla mitataan mahdollista proteiinikontaminaatiota ja suh-
teen A260/A230 avulla muita kontaminantteja. (Qiagen 2021d.)

7.7 Qiaxpert raportin kuvaajat

QIAxpert tulosraporttiin sisaltyy myds tuloksia havainnollistavat kuvaajat. Kuvaajassa
turkoosi kayra edustaa kaksijuosteista DNA:ta. Jos naytteesta ei saada maaritettya
kaksijuosteista DNA:ta, nadkyy kuvaajassa vain pinkki nukleiinihappojen kokonaiskon-
sentraatiota kuvaava kayra. Musta kayra kuvaa naytteen mitattua ja taustakorjattua ko-
konaisspektria, oranssi epapuhtauksia, harmaa taustaa A260-arvolla ja keltainen kayra
kuvaa naytteen mittaamatonta osaa (Qiagen 2021d).
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Kuva 4. Naytteen Sylki_2a_sylkiprotokolla kuvaaja.

Kuva 4 edustaa onnistunutta DNA:n eristysta. Kuvaajasta nahdaan, etta kaksijuosteista

DNA:ta on Ioytynyt naytteesta reilusti, eika naytteessa ole liikaa epapuhtauksia.
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Kuva 5. Naytteen Sylki_1_sylkiprotokolla epaonnistunut mittaus.
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Kuva 6. Naytteen Sylki_1_sylkiprotokolla uusintamittaus.

Kuvasta 5 huomataan, ettd mittaus on epaonnistunut, silla siita ei ole saatu siistia ab-
sorbanssikuvaajaa. Naytteesta ei ole 10ytynyt lainkaan nukleiinihappoja. Kuvasta 6
nahdaan, ettd saman naytteen uusintamittaus on onnistunut. Epaonnistunut mittaus on

saattanut johtua esimerkiksi pipetoinnin yhteydessa tulleesta ilmakuplasta.
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Kuva 7. Naytteen Poski_7_veriprotokolla kuvaaja.

Kuva 7 edustaa naytettd, jossa on hyvin vahan nukleiinihappoja. Naytteesta ei ole
saatu maaritettya ollenkaan kaksijuosteista DNA:ta kuvaavaa spektria, jolloin kuvaa-

jassa nakyy vain pinkki nukleiinihappojen kokonaiskonsentraatiota edustava kayra.
7.8 Naytteiden havittdaminen

Tutkimukseen keratyt kudosnaytteet ja niista eristetty DNA havitettiin tutkimuksen paa-
tyttya biologisena jatteena laboratoriokdytanteiden mukaisesti. Vapaaehtoisten luovut-
tajien allekirjoittamat suostumuslomakkeet havitettiin tietosuojajatteisiin tutkimuksen

paatyttya.
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Taulukoissa 1-7 on esitetty DNA-eristyksen tulokset kullekin naytemateriaalille. Sylki-

naytteiden ja posken limakalvon solunaytteiden tuloksissa on eritelty sylki- ja veriproto-

kollalla eristetyt naytteet omiin taulukoihinsa. Jos sama luovuttaja on luovuttanut use-

amman saman naytemateriaalin naytteen, on tama merkitty taulukkoon pienaakkosin

naytteen numeron peraan. Kaikista naytteista ei saatu maaritettya kaksijuosteisen

DNA:n konsentraatiota, mika taulukossa on merkitty nollalla, jotta nama tulokset saatiin

laskettua mukaan tunnuslukuihin. Jotta dsDNA voidaan mitata, tulee kokonaisnukleiini-

happopitoisuuden olla yli 25 ng/ul. Naytteessa saattaa siis olla kaksijuosteista DNA:ta,

mutta sita ei matalan kokonaisnukleiinihappopitoisuuden takia saatu maaritettya. Nayt-

teet, joista ei saatu mitattua kaksijuosteista DNA:ta, mitattiin kahteen kertaan tuloksen

luotettavuuden varmistamiseksi.

dsDNA:n

Naytenumero dsDNA osuus Nukleiinihapot |Kokonaissaanto | Epdpuhtaudet | Tausta | Residue A260 | A260/A280| A260/A230
(ng/ul) ) (ng/ul) (ng) (A260) (A260) | (%)
Poski_1_sylkiprotokolla 17,6 41,8 42,1 6105 0,61 0 0,3 0,97 23 0,22
Poski_2_sylkiprotokolla | 43,2 95,8 45,1 6540 0,16 0,58 0,5 1,03 2,07 0,23
Poski_3a_sylkiprotokolla 0 0 22,2 3219 0,12 0 0,4 0,57 2,57 0,13
Poski_3b_sylkiprotokolla 0 0 18,2 2639 0,12 0 0,4 0,49 2,71 0,11
Poski_4a_sylkiprotokolla| 17,9 56,3 31,8 4611 0,39 0 0,4 0,75 2,3 0,17
Poski_4b_sylkiprotokolla 0 0 16,5 2393 0,11 0 0,4 0,45 2,82 0,11
Poski_5_sylkiprotokolla 0 0 24,1 3495 0,12 0 0,4 0,6 2,39 0,14
Poski_6_sylkiprotokolla 26,6 58,3 45,6 6612 0,51 0 0,4 1,05 2,26 0,24
Poski_7_sylkiprotokolla 26,4 52,2 50,6 7337 0,6 0 0,4 1,13 2,19 0,27
Poski_8_sylkiprotokolla 24,9 66,4 37,5 5438 0,36 0 0,3 0,87 2,23 0,21
Keskiarvo 15,7 37,1 33,4 4839
Keskihajonta 15,2 34,8 12,5 1812
Minimi 0 0 16,5 2393
Maksimi 43,2 95,8 50,6 7337

Taulukko 1. Posken limakalvon epiteelisolunaytteiden tulokset sylkiprotokollalla.



Néytenumero dsDNA d:l::l:s:n Nukleiinihapot |[Kokonaissaanto | Epdpuhtaudet | Tausta | Residue A260 | A260/A280| A260/A230
(ng/ul) %) (ng/ul) (ng) (A260) (A260) | (%)
Sylki_1_sylkiprotokolla 67,2 61,4 109,4 15863 0,94 0,99 0,2 2,29 1,95 0,53
Sylki 2a_sylkiprotokolla | 75,4 80,8 93,3 13529 0,46 0,94 0,3 1,97 1,86 0,48
Sylki_2b_sylkiprotokolla | 56,5 81,3 69,5 10078 0,38 0,43 0,3 1,51 1,98 0,38
Sylki_3a_sylkiprotokolla | 47,9 80,5 59,5 8628 0,35 0,48 0,3 1,31 1,97 0,33
Sylki_3b_sylkiprotokolla | 27,6 67,3 41 5945 0,38 0,97 0,5 0,94 191 0,26
Sylki_4a_sylkiprotokolla | 45,6 80,7 56,5 8193 0,33 0,93 0,4 1,24 1,9 0,33
Sylki_4b_sylkiprotokolla | 24,6 67,2 36,6 5307 0,36 1,01 0,5 0,85 1,89 0,24
Sylki_5_sylkiprotokolla 0 0 20,5 2973 0,12 0 05 | 053 2,65 0,14
Sylki_6_sylkiprotokolla 69,2 55,9 123,7 17937 1,2 0,39 0,2 2,59 2,03 0,59
Sylki_7_sylkiprotokolla | 153,3 92,9 165,1 23940 0,34 1,03 03 3,42 1,85 0,74
Taulukko 2. Sylkinaytteiden tulokset sylkiprotokollalla.
dsDNA:n I . " .
Néytenumero dsDNA osuus Nukleiinihapot |Kokonaissaanto | Epdpuhtaudet | Tausta | Residue A260 | A260/A280| A260/A230
(ng/ul) %) (ng/ul) (ng) (A260) (A260) | (%)
Poski_1_veriprotokolla 0 0 13,5 1350 0,11 0 0,5 0,39 2,75 0,11
Poski_2_veriprotokolla 0 0 11,7 1170 0,11 0 0,4 0,35 2,87 0,1
Poski_3_veriprotokolla 0 0 16 1600 0,12 0 0,6 0,44 2,52 0,12
Poski_4a_veriprotokolla 0 0 21,9 2190 0,11 0 0,4 0,55 2,52 0,15
Poski_4b_veriprotokolla 7,6 21,5 354 3540 0,67 0 0,4 0,83 2,41 0,23
Poski_5a_veriprotokolla 0 0 12 1200 0,11 0 0,5 0,35 3,03 0,1
Poski_5b_veriprotokolla 0 0 14,1 1410 0,11 0 0,5 0,39 2,65 0,11
Poski_6_veriprotokolla 0 0 18,7 1870 0,12 0 0,5 0,49 2,51 0,14
Poski_7_veriprotokolla 0 0 10,1 1010 0,12 0 0,6 0,32 2,98 0,09
Poski_8_veriprotokolla 0 0 11,1 1110 0,11 0 0,5 0,34 3,02 0,1
Taulukko 3. Posken limakalvon epiteelisolunaytteiden tulokset veriprotokollalla.
dsDNA:n P . " .
Néytenumero dsDNA osuus Nukleiinihapot |[Kokonaissaanto | Epdpuhtaudet | Tausta | Residue A260 | A260/A280| A260/A230
(ng/ul) %) (ng/ul) (ng) (A260) (A260) | (%)
Sylki_1_veriprotokolla | 48,7 90,0 54,1 5410 0,22 0,44 04 1,19 2,03 0,35
Sylki_2_veriprotokolla 41,9 100 41,9 4190 0,12 0 0,6 0,96 2,18 0,28
Sylki_3_veriprotokolla 4.8 14,6 32,8 3280 0,68 0 0,7 0,78 2,37 0,23
Sylki_4a_veriprotokolla 0 0 14,2 1420 0,12 0 0,8 0,41 2,88 0,13
Sylki_4b_veriprotokolla 0 0 8,7 870 0,12 0 0,8 0,3 3,99 0,1
Sylki_5_veriprotokolla 11,4 37,0 30,8 3080 0,5 0 0,5 0,73 2,33 0,22
Sylki_6_veriprotokolla 52,7 100 52,7 5270 0,11 0 0,5 1,17 2,09 0,34
Sylki_7_veriprotokolla 0 0 7 700 0,12 0,39 0,6 0,26 2,55 0,08
Sylki_8_veriprotokolla 0 0 24,8 2480 0,12 0,57 0,4 0,61 2,15 0,18

Taulukko 4. Sylkinaytteiden tulokset veriprotokollalla.
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Sylkiprotokollalla eristettiin 10 posken solunaytetta ja 10 sylkinaytettd. Posken solu-
naytteista kaksijuosteista DNA:ta saatiin keskimaarin 15,7 ng/ul eli 37,1 % nukleiinihap-
pojen kokonaiskonsentraatiosta, nukleiinihappojen kokonaiskonsentraatio oli keskimaa-
rin 33,4 ng/ul ja kokonaissaanto oli keskimaarin 4839 ng. Sylkinaytteista saatiin keski-
maarin kaksijuosteista DNA:ta 56,7 ng/ul eli 66,8 % nukleiinihappojen kokonaiskon-
sentraatiosta, nukleiinihappojen kokonaiskonsentraatio oli keskimaarin 77,5 ng/ul ja ko-

konaissaanto oli keskimaarin 11239 ng.

Veriprotokollalla eristettiin 10 posken solunaytetta ja 9 sylkinaytettd. Posken solunayt-
teista kaksijuosteista DNA:ta saatiin keskimaarin 0,76 ng/ul eli 2,15 % nukleiinihappo-
jen kokonaiskonsentraatiosta, nukleiinihappojen kokonaiskonsentraatio oli keskimaarin
16,5 ng/ul ja kokonaissaanto oli keskimaarin 1645 ng. Sylkinaytteista saatiin keskimaa-
rin kaksijuosteista DNA:ta 17,7 ng/ul eli 38,0 % nukleiinihappojen kokonaiskonsentraa-
tiosta, nukleiinihappojen kokonaiskonsentraatio oli keskimaarin 29,7 ng/ul ja kokonais-

saanto oli keskimaarin 2967 ng.

Nukleiinihappoja mitattaessa epapuhtauksien (A260) tulisi olla alle 2,5 %. Sylki- ja pos-
ken limakalvon solunaytteiden epapuhtauksien arvot sijoittuvat sylkiprotokollalla valille
0,11-1,2 ja veriprotokollalla valille 0,11-0,68, joten molemmilla protokollilla saavutettiin
erinomainen puhtaus. Sylkiprotokollalla epapuhtauksia oli havaittavissa keskimaarin
hieman enemman. Molemmilla protokollilla tausta oli korkeampi sylkinaytteissa. Mo-

lemmilla protokollilla seka sylkinaytteiden etta posken limakalvon epiteelisolunaytteiden
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absorbanssisuhde A260/A280 oli yli 1,8, joten naytteissa ei todennakdisesti ollut prote-

iinikontaminaatiota. Absorbanssisuhde oli kuitenkin useissa naytteissa yli 2,0, joten

naytteissa saattoi olla RNA:ta.

Naytenumero dsDNA dzl::l:s:n Nukleiinihapot | Kokonaissaanto | Epdpuhtaudet | Tausta | Residue A260 | A260/A280 | A260/A230
(ng/w) ) (ng/u) (ng) (A260) (A260) | (%)
Hius_la 0 0 0 0 0,12 0 0,6 0,12 -12,88 0,03
Hius_1b 0 0 0,1 11 0,12 0 0,6 0,13 -16,13 0,04
Hius_2 0 0 14 154 0,12 0 0,5 0,15 19,98 0,04
Hius_3a 0 0 0,6 66 0,12 0 0,5 0,13 39,94 0,04
Hius_3b 0 0 0,1 11 0,12 0 0,5 0,13 -56,71 0,04
Hius_4 0 0 0,6 66 0,12 0 0,6 0,13 35,84 0,04
Hius_5 0 0 25,2 2772 0,63 0 0,6 0,63 2,66 0,17
Hius_6 0 0 0 0 0,12 0 0,7 0,13 -16,01 0,04
Hius_7 0 0 0,2 22 0,12 0 0,5 0,13 -28,92 0,04
Hius_8 0 0 8,7 957 0,12 0 0,6 0,3 3,91 0,08
Hius_9 0 0 0 0 0,12 0 0,6 0,12 -45,86 0,03
Hius_10 0 0 0 0 0,12 0 0,6 0,12 -18,85 0,04
Hius_11 0 0 0 0 0,12 0 0,6 0,12 -71,02 0,03
Hius_12 0 0 15,4 1694 0,12 0 0,6 0,43 3,06 0,12
Hius_13 0 0 4,3 473 0,12 0 0,6 0,21 5,05 0,06
Hius_14 0 0 0,1 11 0,12 0 0,8 0,13 -17,53 0,04
Hius_15 0 0 0,2 22 0,12 0 0,5 0,12 -101,47 0,04

Taulukko 5. Hiusnaytteiden tulokset.

Néytenumero dsDNA d:l::l:\s.n Nukleiinihap Kokonai to | Epdpuhtaudet | Tausta | Residue A260 | A260/A280 | A260/A230
(ng/u) ) (ng/ul) (ng) (A260) (A260) | (%)
Kynsi_1a 0 0 0,5 55 0,12 0 0,5 0,13 24,44 0,04
Kynsi_1b 0 0 0,1 11 0,12 0 0,5 0,13 -58,13 0,04
Kynsi_1c 0 0 0,7 77 0,12 0 0,6 0,14 46,11 0,04
Kynsi_2 0 0 6,6 726 0,12 0 0,6 0,26 4,74 0,07
Kynsi_3a 0 0 12,7 1397 0,12 0 0,5 0,37 3,02 0,1
Kynsi_3b 0 0 6,8 748 0,12 0 0,5 0,26 3,7 0,07
Kynsi_4 0 0 9,1 1001 0,12 0 0,6 0,3 3,55 0,08
Kynsi_5a 0 0 3,6 396 0,12 0 0,6 0,2 6,27 0,05
Kynsi_5b 0 0 3,8 418 0,12 0 0,6 0,2 6,18 0,06
Kynsi_6 0 0 4 440 0,12 0 0,4 0,2 5,22 0,06
Kynsi_7 0 0 6 660 0,12 0 0,5 0,25 3,73 0,06
Kynsi_8 0 0 0,8 88 0,12 0 0,5 0,14 25,31 0,04
Kynsi_9 0 0 04 44 0,12 0 0,5 0,13 28,4 0,04
Kynsi_10 0 0 0,1 11 0,12 0 0,5 0,12 38,92 0,03
Kynsi_11 0 0 0,2 22 0,12 0 0,6 0,13 -76,25 0,04
Kynsi_12 0 0 5 550 0,12 0 0,5 0,22 4,72 0,06
Kynsi_13 0 0 1,7 187 0,12 0 0,4 0,15 7,51 0,04
Kynsi_14 0 0 1,1 121 0,12 0 0,5 0,14 15,58 0,04
Kynsi_15 0 0 10,3 1133 0,11 0 0,5 0,32 3,05 0,08
Kynsi_16 0 0 0,9 99 0,12 0 0,6 0,14 23,45 0,04

Taulukko 6. Kynsinaytteiden tulokset.
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Niytenumero dsDNA dZI::I:\s:n Nukleiinihapot | Kokonaissaanto | Epdpuhtaudet | Tausta | Residue A260 | A260/A280 | A260/A230
(ng/ul) %) (ng/ul) (ng) (A260) (A260) | (%)
Virtsa_la 0 0 0 0 0,12 0 0,5 0,12 39,58 0,04
Virtsa_1b 0 0 0,2 22 0,12 0 0,6 0,12 -52,7 0,04
Virtsa_1c* 0 0 2,2 242 0,12 0 0,5 0,16 9,24 0,05
Virtsa_2a 0 0 0 0 0,12 0 0,6 0,12 -180,63 0,04
Virtsa 2b 0 0 03 33 0,12 0 0,5 0,13 58,98 0,04
Virtsa_3 0 0 1,2 132 0,12 0 0,5 0,15 15,92 0,04
Virtsa_4a 0 0 038 88 0,12 0 0,7 0,13 10,62 0,04
Virtsa_4b 0 0 0 0 0,12 0 0,7 0,13 -20,57 0,04
Virtsa_5a 0 0 0,2 22 0,12 0 0,6 0,12 | -3611,19 0,04
Virtsa_5b 0 0 0 0 0,12 0 0,6 0,12 | -126,23 0,04
Virtsa_6a 0 0 0 0 0,12 0 0,5 0,12 294,9 0,03
Virtsa_6b 0 0 0,1 11 0,12 0 0,6 0,12 -339,92 0,04
Virtsa_7a 0 0 0,1 11 0,12 0 0,5 0,12 51,02 0,04
Virtsa_7b 0 0 0 0 0,12 0 0,5 0,12 -158,28 0,03
Virtsa_8 0 0 0,2 22 0,12 0 0,6 0,12 62,69 0,04
Virtsa_9a 0 0 0 0 0,12 0 0,6 0,13 -100,88 0,04
Virtsa_9b 0 0 0 0 0,12 0 0,6 0,12 87,04 0,04
Virtsa_10 0 0 0 0 0,12 0 0,6 0,12 -33,11 0,04
Virtsa_11 0 0 0 0 0,12 0 0,6 0,12 -22,62 0,04
Virtsa_12 0 0 038 88 0,12 0 0,6 0,13 28,37 004 |
Keskiarvo 0 0 0,3 34
Keskihajonta 0 0 0,6 61
Minimi 0 0 0 0
Maksimi 0 0 2,2 242

*Nayte otettu sdilontdaineettomaan putkeen

Taulukko 7. Virtsanaytteiden tulokset.

TyoOssa eristettiin DNA 17 hiusnaytteesta, 20 kynsinaytteesta ja 20 virtsanaytteesta.

Hiusnaytteiden nukleiinihappojen kokonaiskonsentraatio oli keskimaarin 3,35 ng/ul ja

kokonaissaanto keskimaarin 1,12 ng. Kynsinaytteiden nukleiinihappojen kokonaiskon-

sentraatio oli keskimaarin 3,72 ng/ul ja kokonaissaanto keskimaarin 409 ng. Virtsanayt-

teiden nukleiinihappojen kokonaiskonsentraatio oli keskimaarin 0,3 ng/ul ja kokonais-

saanto keskimaarin 34 ng. Alhaisen kokonaiskonsentraation takia hius-, kynsi- tai virt-

sanaytteista ei saatu maaritettya kaksijuosteista DNA:ta. Naytemateriaalien puhtaus ol

erinomainen, silla epapuhtauksien (A260) arvot sijoittuvat hiusnaytteissa 0,12-0,63 ja

kynsinaytteissa 0,11-0,12 valille ja virtsanaytteissa arvo oli kaikkien naytteiden kohdalla

0,12. Minkaan kudosmateriaalin kohdalla tausta ei ollut koholla. Alla olevissa kuvioissa

1-3 on esitetty nukleiinihappojen keskimaaraisen kokonaissaannon, konsentraation ja

kaksijuosteisen DNA:n konsentraation tulokset naytemateriaaleittain.
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Nukleiinihapot (ng)
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Kuvio 1. Nukleiinihappojen keskimaaraisen kokonaissaannon tulokset

naytemateriaaleittain.
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Kuvio 2. Nukleiinihappojen keskimaaraisen konsentraation tulokset naytemateriaaleit-

tain.
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Kaksijuosteinen DNA (ng/pl)
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Kuvio 3. Kaksijuosteisen DNA:n keskimaaraisen konsentraation tulokset naytemateri-

aaleittain.
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9 POHDINTA

9.1 Sylkinaytteiden ja posken limakalvon epiteelisolunaytteiden tulosten tarkastelu

Sylkinaytteiden kohdalla DNA:n eristys onnistui erinomaisesti. Sylkinaytteiden luovutus
oli helppoa ja nopeaa, joten nayte voisi sopia myos kotona otettavaksi. Esikasittelya
naytemateriaali ei vaatinut ollenkaan, mika nopeutti eristysprosessia. Sylkinaytteet ajet-
tiin seka sylkiprotokollalla etta veriprotokollalla, joista sylkiprotokolla oli huomattavasti
kayttékelpoisempi. Sylkiprotokollalla saatiin eristettya kaikista sylkinaytteista nukleiini-
happoja ja yhta naytetta lukuun ottamatta myds kaksijuosteisen DNA:n konsentraatio
onnistuttiin maarittdmaan. DNA-eristyksessa pyritddn saamaan mahdollisimman paljon
kaksijuosteista DNA:ta jatkosovelluksiin, esimerkiksi NGS-tutkimukseen. NGS on ly-
henne sanoista Next-generation sequencing ja sitd kaytetddn DNA:n sekvensointiin

seka geenimutaatioiden osoittamiseen (Qin 2019).

Posken limakalvon epiteelisolunaytteiden luovutuksessa naytteenottotekniikka vaikut-
taa eristetyn DNA:n saantoon, joten voisi olla hyva, ettd nayte otetaan ammattilaisen
toimesta. Naytteenottotikkua on hangattava riittdvan voimakkaasti posken limakalvoa
vasten, jotta soluja saadaan kerattya riittavasti DNA-eristysta varten. Nayte otetaan
hankaamalla alempia ikenia, joten on varottava osumasta hampaisiin mahdollisen mik-
robikontaminaation takia. Posken limakalvon epiteelisolunaytteesta DNA-eristyksen
lahtdmateriaalina tekee haasteellisen se, etta naytteenottotekniikalla saattaa olla vaiku-
tusta tuloksiin. Naytemateriaalin DNA:n saannossa oli paljon hajontaa, jonka voisi ar-
vella osittain johtuvan naytteenottotekniikasta. Kuten sylkinaytteissakin, posken solu-
naytteissa DNA:n eristys onnistui paremmin sylkiprotokollalla kuin veriprotokollalla. On
kuitenkin huomioitava, ettd molempien naytemateriaalien kohdalla veriprotokollassa al-
kuperaista naytetta otetaan vahemman DNA-eristykseen, jolloin saanto on luonnostaan

pienempi kuin sylkiprotokollalla.

Niiden sylki- ja posken limakalvon epiteelisolunaytteiden, joista saatiin eristettya
DNA:ta, absorbanssisuhde A260/A280 oli yli 1,8. Tama kertoo siita, etta eristetyissa
DNA-naytteissa ei todennakoisesti ole proteiinikontaminaatiota. Naytteissa, joissa ab-

sorbanssisuhde oli runsaasti korkeampi kuin 1,8, saattaa olla Iasna RNA:ta, oligonuk-
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leotideja tai vapaita nukleotideja. Sylkinaytteissa oli keskimaarin molemmilla protokol-
lilla enemman epapuhtauksia kuin posken solunaytteissa. Epapuhtauksien korkeampi
maara voi johtua siita, etta sylkinaytteissa on saattanut olla enemman ylimaaraisia par-
tikkeleita kuten ruuan palasia tai mikrobikontaminaatiota kuin posken limakalvon epi-

teelisolunaytteissa.

Sylki- ja posken limakalvon epiteelisolunaytteet sylkiprotokollalla eristettynd ovat kayt-
tokelpoisia potilasnaytteiden Iahtémateriaaleina DNA-eristykseen QIAsymphony-eris-
tysautomaatilla. Myds veriprotokollan kayttda voisi joissakin tapauksissa harkita. Mo-
lemmista ndytemateriaaleista kummallakin protokollalla saatiin yli 200 ng, jota voitaisiin
karkeasti pitda genetiikan tutkimuksien alarajana nukleiinihappojen kokonaissaannolle.
Sylki- ja posken limakalvon solunaytteiden etuna oli helppo ja nopea naytteenotto, seka
naytteen hyva sailyvyys myos huoneenldammdssa. Sylkinayte sailyy eristyskelpoisena
0OG-500-nayteputkessa huoneenlammaossa jopa 5 vuotta (DNA Genotek Inc., 2011).
Posken limakalvon epiteelisolunayte sailyy eristyskelpoisena OCR-100-nayteputkessa

huoneenldammdssa kaksi kuukautta (DNA Genotek Inc., 2017).

9.2 Hius- ja kynsinaytteiden tulosten tarkastelu

Hiusnaytteiden ottaminen ja esikasittely oli tydlas ja aikaa vieva prosessi, silla hiuksia
oli haastavaa ensin kerata Eppendorf-putkiin ja sen jalkeen siirtda Lyse&Spin-putkiin.
Tyo6ta tehdessa tehtiin huomio, etta hiusnaytteet olisi kannattanut kerata suoraan
Lyse&Spin-putkiin, silla tdma olisi nopeuttanut esikasittelya huomattavasti. Hiusnayte
sisalsi 10-15 hiusta hiustuppineen, jotka oli pilkottu noin 0,5-1 cm pituisiksi paloiksi.
Myohemmin todettiin, ettd hiusnaytteiksi olisi saattanut soveltua paremmin pelkat hius-
tupet, jotka sisaltavat runsaasti DNA:ta. Lyysispuskuri ei riittanyt peittamaan hiusten
paloja kokonaan, joten lyysaus ei onnistunut kunnolla. Lyysispuskuria oli siis lilan va-
han naytemaaraan nahden. Taman takia Lyse&Spin-putkien suodatinkorit tukkeutuivat,
mika aiheutti ongelmia sentrifugointivaiheessa, silla lysaatti ei paassyt kunnolla suodat-
tumaan keraysputkeen. Naytteitd jouduttiin sentrifugoimaan korkeilla kierroksilla useita
kertoja, jolloin DNA:n laatu saattaa karsid. Kolmesta hiusnaytteesta ei saatu lysaattia
ollenkaan erotettua. MyOs runsaasti keratiinia sisaltava hius naytemateriaalina voi ai-
heuttaa ongelmia, jos proteinaasi K pilkkoo proteiinit niin tehokkaasti, ettd suodatinkori
tukkeutuu. Kynsinaytteissa lyysispuskurin ja naytemateriaalin suhde oli sopivampi kuin

hiusnaytteissa, silla lysaatti saatiin sentrifugoitua keraysputkeen vaivattomammin. Seka
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hius- ettad kynsinaytteista saatiin eristettya hyvin vahan DNA:ta. Tahan saattoi vaikuttaa
edelld mainittu lyysispuskurin liian pieni volyymi naytemaaraan nahden.

Hius- ja kynsinaytteiden absorbanssisuhde A260/A280 vaihteli negatiivisesta positiivi-
seen arvoon, mika viittaa siihen, etta eristetyssd DNA:ssa on epapuhtauksia, jotka ovat
todennakdisesti peraisin naytemateriaalista. Epapuhtaudet eivat ole este useimmille
jatkotutkimuksille, mutta jatkotutkimusten tuloksia tulkittaessa mahdolliset kontaminaa-
tiot on otettava huomioon. Vaikka hius- ja kynsinaytteista saatiin eristettya hyvin vahan
DNA:ta, voisi niita harkita kaytettavan tietyissa tapauksissa. Hiusnaytteista saatiin kes-
kimaarin reilusti alle 200 ng nukleiinihappoja ja kynsinaytteista saatiin nukleiinihappoja
keskimaarin hieman yli 200 ng. Naytemateriaalien tuloksissa oli paljon hajontaa. Kynsi-
ja hiusnaytteiden esikasittely vei paljon aikaa, joten ne eivat ajankaytdn kannalta so-

vellu usein kaytettaviksi naytemateriaaleiksi sairaalalaboratorioon.

9.3 Virtsanaytteiden tulosten tarkastelu

DNA:n sailymisesta virtsassa ei 16ytynyt yhtenaista tietoa, joten virtsanaytteet paadyt-
tiin sentrifugoimaan mahdollisimman pian, kuitenkin viimeistdan kahden vuorokauden
sisalla naytteenotosta, ja ne pakastettiin -20°C odottamaan DNA-eristysta. Virtsanayt-
teista ei juurikaan saatu eristettya DNA:ta. Tata voi selittaa se, ettd ihmisen virtsassa
on normaalisti hyvin vahan tumallisia soluja, joista DNA:ta saataisiin eristettya (Ng
2018). Myohemmin todettiin, etta esikasittelyvaiheessa olisi kannattanut huuhtoa alku-
peraisen virtsanayteputken seinamat ATL puskurilla solupelletin pipetoimisen jalkeen,
jotta kaikki solut olisi varmasti saatu talteen. Taman opinnaytetydn tutkimuksen perus-
teella ei voida ottaa kantaa siihen, onko virtsaputkessa ollut sailontaaine vaikuttanut
DNA-eristyksen onnistumiseen, silla tutkimuksessa oli vain yksi nayte, joka ei sisaltanyt
sailontaainetta. Tutkimuksen perusteella ei voida mydskaan ottaa kantaa siihen, vaikut-
taako naytteen tuoreus tai sailytys DNA:n saantoon virtsanaytteesta. Virtsanaytteen
sdiléntaaineen, tuoreuden ja sailytyksen merkitys DNA-eristyksen onnistumiseen vaa-

tisi siis lisatutkimuksia.

Virtsanaytteista saatiin eristettya keskimaarin 34 ng nukleiinihappoja. Tuman lisaksi
my0s solun energia-aineenvaihdunnasta huolehtivalla soluelimella, mitokondrioilla on
omaa DNA:ta (Heino & Vuento 2019, 97-98). Mitokondrio-DNA:n tutkimiseen tarvitaan

noin 22 ng nukleiinihappoja, joten virtsanayte lahtémateriaalina on kayttokelpoinen ky-



seisessa tutkimustarkoituksessa. Mitokondrio-DNA periytyy aidilta jalkelaiselle. Mito-
kondriosairauksissa soluissa on geenivirhe, joka aiheuttaa soluissa energiansaannin

heikkenemista tai aineenvaihdunnallisia hairi6ita. (Heikkila 2020.)
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10 OPINNAYTETYON LUOTETTAVUUS JA EETTISYYS

10.1 Luotettavuuden tarkastelu

Tutkimus toteutettiin hyvan tieteellisen kaytannén mukaisesti, rehellisesti, huolellisesti
ja tarkasti. Hyvaa tieteellista kaytantdéa noudatettiin kaikissa tutkimuksen vaiheissa, tut-
kimusta tehdessa, tutkimustulosten tallentamisessa ja esittamisessa seka tutkimustu-
losten arvioinnissa. (TENK 2012.) Tieteelliset lahteet ovat avainasemassa opinnayte-
tyon tietoperustaa laadittaessa. Opinnaytety6ta tekevan on oltava tietoinen uusim-
masta opinnaytetyon aiheeseen liittyvasta tutkimustiedosta. (Perttula 2018.) Opinnayte-
tydhon pyrittiin etsimaan mahdollisimman luotettavia ja tuoreita l1ahteita, viittaamalla nii-
hin asianmukaisesti. Eri tietokantoja ja hakusanoja kaytettiin kattavasti. Opinnaytetyén

Iahteiksi valikoitiin seka suomalaista ettad ulkomaista kirjallisuutta.

Tassa opinnaytetydssa suoritetun validoinnin nayteaineisto siséalsi yhteensa 100 kap-
paletta kudosnaytteita, noin 20 kappaletta kutakin kudosmateriaalia. Tulosten luotetta-
vuutta olisi voinut parantaa se, jos kaikki naytteet olisivat olleet peraisin eri luovuttajilta
ja tutkimukseen olisi keratty enemman naytteitad. Tahan ei kuitenkaan opinnaytetydn to-
teuttamisaikataulun ja laajuuden puitteissa ollut resursseja. Tydssa noudatettiin asepti-
sia tyoskentelytapoja, jotta voitiin ehkaista tuloksia hairitsevaa kontaminaatiota. Asepti-
sessa tyoskentelyssa edetddn puhtaimmasta kohteesta likaiseen, minka avulla este-
taan kudosten tai valineiden kontaminaatio esimerkiksi mikrobeilta (Karhumaki ym.
2017).

Naytteiden eristamisessa oli mukana Laaketieteellisen genetiikan laboratoriohoitaja ja
opinnaytetyon etenemista ohjasi osaston sairaalageneetikko. QlIAsymphony-automaa-
tin teknisesta valmistelusta, kuten protokollien asentamisesta, vastasi laitevalmistajan
edustaja. Tyohon laaditut naytemateriaalien tyoohjeet tarkasti ja hyvaksyi osaston sai-

raalageneetikko ennen tyon suoritusta.
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10.2 Eettisyyden tarkastelu

Yksildiden geneettista informaatiota koskevaan tiedonkeruuseen liittyy monia eettisia
kysymyksia. Useimpien eettisten kysymyksien taustalla on kasitys, jonka mukaan ge-
neettinen informaatio, toisin kuin muu terveyteen liittyva tieto, on moraaliselta kannalta
erityista ja vaatii tarkkaa suojelua. Geneettiseen tutkimukseen naytemateriaalia keratta-
essa naytteen luovuttajalle on kerrottava tarkasti, mihin tarkoitukseen geneettista infor-
maatiota kaytetaan, kerrotaanko tuloksia naytteen luovuttajalle, kenen muun tietoon tu-
lokset aiotaan saattaa sekd missa DNA-naytteita tullaan sailyttamaan. (Aromaa ym.
2002, 2-3.) Tahan opinnaytetydhon keratyista naytteista ei tutkittu mitaan kliinista tie-
toa, silla tyon tarkoituksena oli ainoastaan eristda naytteesta DNA ja arvioida eristyk-
sen onnistumista. Talldin ei ole huolta siita, etta tutkimuksessa selvidisi mitdan arka-

luonteista tietoa naytteen luovuttajan terveydentilasta.

Opinnaytetyodlle hankittiin sen toteuttamiseen vaadittava tutkimuslupa ja toimeksianta-
jan kanssa tehtiin kirjallinen opinnaytetyésopimus ennen kaytannodn toteutuksen aloitta-
mista. Vapaaehtoisille naytteiden luovuttajille annettiin kirjallinen tutkimustiedote (liite 2)
ja allekirjoitettava suostumuslomake (liite 1). Tutkimukseen osallistuville kerrottiin tutki-
muksesta ja tutkittavan oikeuksista myos suullisesti ja vastattiin mahdollisiin kysymyk-
siin. Naytteet kasiteltiin nimettdmina ilman mitaan tunnistetietoja, joten niita ei ollut
mahdollista yhdistaa luovuttajaan. Suostumuslomakkeiden henkildtietoja kasiteltiin luot-
tamuksellisesti ja sailytettiin lukitussa paikassa Laaketieteellisen genetiikan laboratori-
ossa koko tutkimuksen keston ajan. Tutkimuksen paatyttya suostumuslomakkeet havi-
tettiin tietosuojajatteena. Tutkimukseen keratyt kudosnaytteet ja niista eristetty DNA ha-

vitettiin tutkimuksen paatyttya biologisena jatteena laboratoriokaytanteiden mukaisesti.
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Liite 1: Suostumuslomake

Olen saanut tiedot opinnaytetyona tehtavan tutkimuksen tavoitteista ja kaytannon
toteutuksesta. Minulle on annettu mahdollisuus esittaa lisdkysymyksia tutkimuksesta.

Olen saanut tiedot henkil6tietojen kasittelysta tutkimuksessa. Minulle on luvattu, etta
henkilotietojani kasitellaan huolellisesti ja tietoturvallisesti eika niité luovuteta ulkopuolisille.
Tiedan, etta osallistumiseni on vapaaehtoista. Voin keskeyttaa tai peruuttaa osallistumiseni
tutkimukseen milloin vain. Olen tietoinen siitd, ettd mikali keskeytan tutkimuksen tai peruutan
suostumuksen, minusta keskeyttdmiseen ja suostumuksen peruuttamiseen mennessa
kerattyja tietoja voidaan kayttda osana tutkimusaineistoa.

Paikka ja paivamaara

Osallistun tutkimukseen

Allekirjoitus Nimenselvennys

Suostumuksen vastaanottaja

Tutkijan, opinnaytetydtekijan nimi

Alkuperainen allekirjoitettu tutkittavan suostumus seka kopio tutkimustiedotteesta jaavat
tutkijan arkistoon tutkimuksen ajaksi. Tutkimustiedote ja kopio allekirjoitetusta
suostumuksesta annetaan tutkittavalle.

Turun ammattikorkeakoulu on 10 000

osaajan yhteiso — tulevaisuuden teknillinen

korkeakoulu ja hyvinvoinnin kehittaja. TURKU AMK
Koulutamme kaytdnnén huippuosaajia. TURKU UNIVERSITY OF
#ExcellencelnAction APPLIED SCIENCES
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TURKU AMK

TURKU UNIVERSITY OF
APPLIED SCIENCES

Tiedote tutkimuksesta
16.02.2021

TIEDOTE TUTKIMUKSESTA

QlAsymphony-eristysautomaatin soveltuvuus eri kudosmateriaalien DNA-eristykseen

1. Pyynté osallistua tutkimukseen
Teita pyydetdaan mukaan tutkimukseen, jossa tutkitaan miten hyvin erityyppiset
kudosnaytteet ovat sovellettavissa DNA:n lahtdmateriaalina, kun kiytetaan QlAsymphony-
eristysautomaattia. Tama tiedote kuvaa tutkimusta ja teidan osuuttanne siina.

2. Vapaaehtoisuus
Tutkimukseen osallistuminen on téysin vapaaehtoista. Voitte myds keskeyttad tutkimuksen
koska tahansa syyta ilmoittamatta.

3. Tutkimuksen tarkoitus
Taman tutkimuksen tarkoituksena on selvittdd, miten hyvin erityyppiset kudosnaytteet ovat
sovellettavissa DNA:n lahtomateriaalina, kun kaytetaan QlAsymphony-eristysautomaattia.
Pyritdan selvittamaan, onko jokin markkinoilla olevista kiteista soveltuva laajasti erityyppisiin
kudoksiin, ja onko lopputuotteena saadun DNA:n maara ja laatu laboratorioprosessin
vaatimuksiin riittava.

4. Tutkimuksen toteuttajat
Tama opinndytetyd toteutetaan Tyks lddketieteellisen genetiikan osastolle. Opinnaytetydta
ohjaa kyseisen osaston sairaalageneetikko ja hankkeen on hyvaksynyt osaston
prosessinjohtaja. Opinndytetyd on Tydelamayhteistydn ja opetusmenetelmien kehittdminen
bioanalyytikkokoulutuksessa {TurkuCRC T163/2017) -hankkeen osatutkimus.

5. Tutkimusmenetelmat ja toimenpiteet
Osallistut tutkimukseen luovuttamalla seuraavia ei-invasiivisia naytteita:
* Posken limakalvon soluja
 Sylkea
* Virtsaa
* Hiuksia
* Kynsindytteen

Voit luovuttaa yhta tai useampaa eri ndytemateriaalia. Ennen naytteen luovuttamista
kerromme Sinulle, miten naytteenotto tapahtuu ja kuinka paljon naytetta tarvitaan.
Luovuttamiasi nadytteitd kiytetdan tutkimusmateriaalina opinnédytetydssamme. Naytteistd
eristetaan DNA ja madritetdaan sen pitoisuus ja laatu. Tutkimuksessa ei selvia mitaan kliinista
tietoa, ainoastaan se, miten hyvin DNA:n eristys onnistui kyseisestd naytemateriaalista.

Néaytteet anonymisoidaan ja koodataan, joten Sinua ei voida yhdistaa naytteeseen
tutkimuksen aikana. Naytteitd ja suostumuslomakkeita sailytetaan Tyks ladketieteellisen
genetiikan osastolla tutkimuksen ajan lukitussa paikassa. Tutkimuksen paatyttya havitimme
Sinusta keratyt naytteet ja naytteestdsi eristimamme DNA:n biologisena jatteena



Liite 2 (2)

Tutkimuksen padtyttyd havitamme Sinusta kerétyt ndytteet ja ndytteestasi eristimamme
DNA:n biologisena jatteena laboratoriokdytantdjen mukaisesti. Myds suostumuslomakkeet
havitetaan tutkimuksen paatyttya tietosuojajatteeseen.

6. Kustannukset ja niiden korvaaminen osallistujalle
Tutkimukseen osallistuminen ei maksa Sinulle mitaan. Osallistumisesta ei myoskaan makseta
erillistd korvausta. Matkakustannuksia ei korvata.

7. Tutkimustuloksista tiedottaminen
Tutkimuksessa ei selvid Sinusta mitaan kliinista tietoa. Opinndytetyd julkaistaan avoimesti
Theseus-tietokannassa. Naytteet anonymisoidaan ja koodataan, joten Sinua ei voida
tunnistaa tutkimuksesta.

8. Tutkimuksen paattyminen
Myds tutkimuksen suorittaja voi keskeyttaa tutkimuksen. Tutkimukseen osallistuja ei saa
erillista tietoa tutkimuksen paattymisesta.

9. Lisdtiedot
Pyydamme teitd tarvittaessa esittdmaan tutkimukseen liittyvid kysymyksid opinniytetydta
tekevalle tutkijalle ja/tai opinndytetydn ohjaajalle, joiden yhteystiedot ovat alla.

10. Tutkijoiden yhteystiedot

Tutkija, opinnaytetyotekija
Nimi: Jenni Ali-Penttila
Puh.

Sahkoposti:

Tutkija, opinnaytetyotekija
Nimi: Piia Pokkinen

Puh.

Sahkoposti:

Opinndytetyon ohjaaja

Titteli: KT-jatko-opiskelija, TtM, Bioanalytiikan paidtoiminen tuntiopettaja
Nimi: Marko Bjérn

Sektori TERHY

Puh.

Sahkoposti:
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Liite 3: Tydohjeet naytteiden eristamiseen QIAsymphony-eristysautomaatilla

Laatinut: Jenni Ali-Penttild, Piia Pokkinen
Pvm: 25.4.2021

Tydohjeet ndytteiden eristimiseen QlAsymphony-eristysautomaatilla:

Sylki- ja posken limakalvon solundytteet

1. Tarkista, ettei sylkindytteessd ole kasaantunutta limaa. Pipetoi se tarvittaessa pois. Puristele
posken limakalvon solundytteen Swab-ndytteenottotikkuun imeytynyt neste putken
seindmdd vasten ndytteeseen.

2. Aseta sylki- tai posken limakalvon solundyte alkuperdisessd ndyteastiassaan (sylki
OragenesDNA 0G-500, posken limakalvon solundyte ORAcollecteDNA OCR-100)
putkizlustalle.

3. Ndytteestd eristetddn DNA Oragenel000-protokollalla QlAsymphony DSP DNA Midi -kitill3.
Kaytd posken limakalvon solundytteille FIX-labwarea.

Virtsandytteet
1. Sentrifugoi virtsandytteet 3000 rpm 20 min alkuperdisissd ndyteputkissaan (BD Vacutainer
10 ml).

2. Poista supernatantti pipetilld sentrifugoitujen virtsandytteiden pellettien paaltd. Jos otat
valmiiksi  erotellut virtsasedimentit pakkasesta, anna niiden sulaa rauhassa
huoneenldmmdssa.

3. Jos virtsaa on kahdessa putkessa, siirrd sedimentit samaan putkeen. Huuhdo putken
seindmdédn jddneet solut vield pienelld maarilld ATL-puskuria, jotta kaikki solut saadaan
talteen.

Suspensoi ndyte lisdadmalld vahintddn 300 ul ATL-puskuri.

Siirrd 220 ul ndytettd Sarstedt-putkeen.

Aseta ndyte putkialustalle. Ndytteestd eristetddn DNA Complex200_V6_DSP-protokollalla
QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Mini -kitill4. K&ytd virtsanéytteille FIX-labwarea.

Kynsi- ja hiusndytteet

1. Leikkaa kynnen palat tai hiukset 0,5-1 cm pituisiksi paloiksi ja siirrd Lyse&Spin-putkeen, jos
niitd ei ole kerdtty suoraan kyseiseen putkeen.
Lisdd 440 pl ATL-puskuria ja 40 ul proteinaasi K:ta.
Laita putki ldmpdoravistelijaan, inkuboi sekoittamalla 900 rpm 56°C kunnes ndyte on tdysin
lyysautunut.
Huom! Useimmille kudoksille riittdva aika on 3 h. Mikéli ndyte ei ole lyysautunut 3 h jélkeen,
aikaa voidaan pidentdd tai hajoamaton ndyte voidaan poistaa sentrifugoimalla kohdan 4
mukaisesti. My&s lyysaus yon yli on mahdollista.

4. Jos ndytteessd on liukenematonta kudosta, sentrifugoi 20 000 x g 1 min. Toista, kunnes kaikki
neste suodattunut kerdysputkeen.

5. Siirrd 220 ul supernatanttia  Eppendorf-putkeen. Ndytteestd eristetddn DNA
Complex200_V6_DSP-protokollalla QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Mini -kitill. Kdyta
hius- ja kynsindytteille FIX-labwarea.
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Liite 4: Validointiraportti

TYKS Genomiikka Lomake 19, Validointiraportti- 1(7}
Ladketieteellinen genetiikka
DNA-diagnostiikka

Jakelu: Osasto, laatupdéllikks

Kirjoittaja: Jenni Ali-Penttil&, Piia Pokkinen Pvm: 25.4.2021

Laatupéillikké: Minna Toivonen Pvm: 16/4/2021

Validoinnin suorittajat: Jenni Ali-Penttild, Piia Pokkinen

Hyvaksyja: Minna Toivonen Pvm: 16/4/2021

Suasitus menetelman kdyttdonotosta:

Suositus menetelman kdyttddnottoajankohdasta

QIASYMPHONY-ERISTYSAUTOMAATIN SOVELTUVUUDEN TESTAUS ERI KUDOSMATERIAALIEN

DNA-ERISTYKSEEN, VALIDOINTIRAPORTTI

TUTKIMUKSEN TARKOITUS:

Validoinnin tarkoituksena oli testata, miten hyvin erityyppiset kudasnaytteet ovat sovellettavissa DNA:n ldhtomateriaalina,
kun kiytetddn QlAsymphony-eristysautomaattia. Pyrittiin selvittiméain, onko markkinoilla olevista kiteistd jokin soveltuva
laajasti erityyppisiin kudaoksiin, ja onko lopputuctteena saadun DNA:n miéré ja laatu laboratorioprosessin vaatimuksiin
riittdva. Aineistona kaytettiin vapaaehtoisilta luovuttajilta keréttyjé sylki-, posken limakalvon epiteelisolu-, hius-, kynsi- ja
virtsandytteita. Testi on validointiajankohtana RUO (Research use only).

TUTKIMUSMENETELMAN KUVAUS JA LAATUVAATIMUKSET:

QlAsymphony-eristysautomaatin toiminta perustuu magneettipartikkeliteknologiaan. Magneettipartikkeliteknologiassa
naytteen DNA sidotaan paallystettyihin magneettipartikkeleihin. Magneettipartikkelit lisatdan ndytesuspensioon ja
inkubaatiovaiheen aikana partikkelit ja DNA sitoutuvat toisiinsa. Magneettipartikkeleita voidaan liikutella liuoksesta toiseen
magneettisen kerdilykdrjen avulla. Kerdtty DNA pestdin epdpuhtauksista ja puhdistettu DNA eluoidaan liuottimeen
magneettipartikkeleista. Eristetyn DNA:n konsentraatio ja puhtaus mitattiin QlAxpert-laitteella, jonka toiminta perustuu
spektrofotometriaan.

TULOS JA SEN TULKINTA:

Nukleiinihapot {ng)
12000 11238

10000

4839

f j ¢ LS
F A A fff

Kuvio 1. Nukleiinihappojen keskimairdisen kokonai v tulokset ndy
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Kuvio 2. DNA:n keskimaardisen konsentraation tulokset naytemateriaaleittain.

Kaksijuosteinen DNA (ng/pl)
6D 56,7

20 15,7

ITn-1. .
* & & &
S

Kuvio 3. Kaksijuosteisen DNA:n keskim&ardisen konsentraation tulokset ndytemateriaaleittain.

Ylld olevissa kuvioissa 1-3 on esitetty yhteenveto nukleiinihappojen keskimadraisen kokonaissaannon, konsentraation ja
kaksijuosteisen DNA:n konsentraation tuloksista naytemateriaaleittain. Nukleiinihappojen kokonaissaannon alarajana, joka
vdhintddn tarvitaan jatkotutkimuksiin, voidaan pitdd 200 ng saantoa. Tamd tulos ylittyi molemmilla protokaollilla sylki- ja
posken limakalvon epiteelisolundytteiden tapauksessa. Myds kynsindytteistd saatiin keskimadrin yli 200 ng. Hius- ja
virtsandytteiden kokonaissaanto jdi reilusti alle alarajan. Virtsandytteiden keskimaardinen kokonaissaanto riittaisi kuitenkin
mitokondriaalisen DNA:n tutkimuksiin, joissa alarajana voidaan pitdd 22 ng. DNA:n eristyksessa pyritdén saamaan
mahdollisimman paljon kaksijuosteista DNA:ta, jota tarvitaan esimerkiksi NGS-tutkimuksen suorittamiseen. Kuvioista 2-3
ndhdain, ettd kaksijuosteista DNA:ta on saatu syljestd molemmilla protokollilla ja posken limakalvon epiteelisoluista
sylkiprotokollalla.

VALIDOINTITESTAUKSEN TULOS:

Sylki- ja posken limakalvon epiteelisolundytteet sylkiprotokollalla eristettynd ovat kayttékelpoisia potilasndytteiden
|dhtomateriaalina DNA-eristykseen QlAsymphony-eristysautomaatilla. Myds veriprotokollan kayttda voi joissakin
tapauksissa harkita. Hiusndytteiden DNA:n saanto jdi hyvin vahdiseksi. Kynsindytteista DNA:ta saatiin eristettyd hieman
paremmin. Hius- ja kynsindytteiden esikdsittelyvaiheessa todettiin, etta lyysispuskuria oli liian vdhdn naytemaardan
nihden, jolloin néytteet eivit lyysautuneet kunnolla ja Lyse&Spin-putkien basketit tukkeutuivat, mikd aiheutti ongelmia

sentrifugointivaiheessa. Ndytteen epédtaydellinen lyysautuminen saattoi vaikuttaa myds eristetyn DNA:n vihidiseen
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saantoon. Kynsindytteiden kokonaissaanto kuitenkin ylitti tutkimuksiin tarvittavan alarajan, joten ndytemateriaalia voidaan
kayttad tietyissa tapauksissa. Myds virtsandytteiden kokonaissaanto jai vahdiseksi, mutta ndytemateriaalia voidaan kayttda
esimerkiksi mitokondrio-DNA:n tutkimiseen, jossa nukleiinihappoja tarvitaan huomattavasti vihemman.

Sylki- ja posken limakalvon epiteelisclunaytteitd oli helppo ja nopea ottaa. Posken limakalvon solundytteessd on kuitenkin
huomioitava ndytteenottotekniikan vaikutus tuloksiin. Ndytteenottotikkua on hangattava tarpeeksi voimakkaasti ikenid
vasten riittdvin solumairdn kerddmiseksi ja varottava osumasta hamapaisiin mahdollisen mikrobikontaminaation
vilttdmiseksi. Ndytemateriaalit sdilyvat hyvin huoneenldmmdssa alkuperdisissd ndyteputkissaan. Hius- ja kynsindytteita oli
tydldstd siirtdd alkuperaisesta Eppendorf-putkesta Lyse&Spin-putkeen, joten jatkossa ndytteet kannattaisi kerdtd suoraan
Lyse&Spin-putkiin. DNA:n sdilymisestd virtsassa ei [oytynyt yhtendistd tietoa, joten virtsandytteet pdadyttiin
sentrifugoimaan mahdollisimman pian, kuitenkin viimeistdan kahden vuorokauden sisélld ndytteenotosta, ja ne
pakastettiin -20°C. Virtsandytteet kerittiin yhtd ndytettd lukuun ottamatta sailéntdaineelliseen putkeen bakteerien
lisddntymisen estdmiseksi. Témdn validainnin tuloksien perusteella ei voida tehdd johtopdétoksid siitd, onke virtsandytteen
sdiléntdaineella, tuoreudella tai sdilytykselld merkitystd DNA-eristyksen onnistumiseen.

Hius-, kynsi- ja virtsandytteiden absorbanssisuhde A260/A280 vaihteli negatiivisesta positiiviseen arvoon, miki kertoo siitd,
ettd eristetyssd DNA:ssa oli epdpuhtauksia, jotka ovat todenndkdisesti perdisin ndytemateriaalista. Nama epédpuhtaudet
eivat ole este useimmille jatkotutkimuksille, mutta jatkotutkimusten tuloksia tulkittaessa mahdolliset kontaminantit on
otettava huomioon. Muilta osin validointinaytteiden eristetyn DNA:n puhtaus oli hyva. Alla olevissa taulukoissa 1-8 on
esitetty validoinnin tulokset.

Fo—— dsDNA df:::sm N:;I:s'c N:;':;c Impurities | Background | Residue A260 A260/ | A260/
{ng/pl} (%) (ng_lull ng) (A260) {A260) {%) A280 | A230

Poski_1_sylkiprotokolla | 17,6 41,8 42,1 6105 0,61 0 03 | 097 | 23 | 022
Poski_2_sylkiprotokolla | 43,2 95,8 451 6540 0,16 0,58 0,5 1,03 | 2,07 | 0,23
Poski_3a_sylkiprotokolla 0 Q 22,2 3219 0,12 0 0,4 0,57 | 257 | 0,13
Poski_3b_sylkiprotokolla | 0 0 18,2 | 2639 0,12 0 04 | 049 | 2,71 | 011
Poski_da_sylkiprotokolla | 17,9 56,3 318 4611 0,39 0 0,4 075 | 23 | 0a7
Poski_ab_sylkiprotokolla 0 Q 16,5 2393 0,11 0 0,4 0,45 | 2,82 | 0,11
Poski_5_sylkiprotokolla 0 Q 24,1 3495 0,12 0 0,4 0,6 2,39 | 0,14
Poski_6_sylkiprotokolla | 26,6 58,3 45,6 6612 0,51 0 0,4 1,05 2,26 0,24
Poski_7_sylkiprotokolla | 26,4 52.2 50,6 7337 0,6 0 0,4 1,13 2,19 0,27
Poski_8_sylkiprotokolla | 24,9 66,4 37,5 5438 0,36 0 03 | o087 | 223021

Taulukko 1. Posken limakal iteelisol il lokset sylkiprotokollalla.
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o p— dsDNA d::::n N::il‘:c N:;':s'c Impurities | Background | Residue A3EH A260/ | A260/
(ng/pl} o (gl | _(ng) (A260) (A260) (%) A280 | A230

Sylki_1_sylkiprotokolla | 67,2 61,4 109,4 | 15863 0,94 0,99 0,2 | 229 | 195 | 053
sylki 2a_sylkiprotokalla | 75,4 80,8 933 | 13529 0,46 0,94 0,3 1,97 | 1,86 | 0,48
sylki_2b_sylkiprotokolla | 56,5 81,3 69,5 | 10078 0,38 0,43 0,3 1,51 | 1,98 | 0,38
Sylki_3a_sylkiprotokolla | 47,9 80,5 59,5 8628 0,35 0,48 0,3 1,31 | 1,97 | 0,33
sylki_3b_sylkiprotokolla | 27,6 67,3 a1 5945 0,38 0,97 05 | 094 | 1,91 | 0,26
Sylki_4a_sylkiprotokolla | 456 80,7 56,5 8193 0,33 0,93 0,4 1,24 | 19 | 0,33
Sylki_4b_sylkiprotokolla | 24,6 67,2 36,6 5307 0,36 1,01 0,5 0,85 | 1,89 | 0,24
Sylki_5_sylkiprotokolla 0 0 20,5 2973 0,12 0 0,5 0,53 | 2,65 | 0,14
Sylki_6_sylkiprotokolla | 69,2 55,9 123,7 | 17937 1,2 0,39 0,2 2,59 | 2,03 | 0,59
Sylki_7_sylkiprotokolla | 153,3 92,9 165,1 23940 0,34 1,03 0,3 3,42 1,85 0,74

Taulukko 2. Sylkindytteiden tulokset sylkiprotokollalla.

SuiipIN na dsDNA di:::“ N:;':slc N:;Esic Impurities | Background | Residue — A260/ | A260/
{ng/ul} %) g} | -tnel (A260) {A260) %) A280 | A230
Poski_1_veriprotokolla 0 0] 13,5 1350 0,11 0 0,5 0,39 2,75 0,11
Poski_2_veriprotokolla 0 0 11,7 1170 0,11 0 0,4 0,35 | 2,87 0,1
Poski_3_veriprotokolla 0 0 16 1600 0,12 0 0,6 0,44 | 2,52 | 0,12
Poski_4a_veriprotokolla 0 Q 219 2190 0,11 0 0,4 0,55 | 2,52 | 0,15
Poski_4b_veriprotokolla | 7,6 21,5 35,4 3540 0,67 0] 0,4 0,83 | 2,41 | 0,23
Poski_5a_veriprotokolla 0 o] 12 1200 0,11 0 0,5 0,35 | 3,03 0,1
Poski_5b_veriprotokella | 0 0 14,1 1410 0,11 0 0,5 0,39 | 2,65 | 0,11
Poski_6_veriprotokolla 0 8] 18,7 1870 0,12 0 0,5 0,49 | 2,51 | 0,14
Poski_7_veriprotokolla 0 0 10,1 1010 0,12 0 0,6 0,32 | 2,98 | 0,09
Poski_8_veriprotokolla 0 0 11,1 1110 0,11 0 0,5 0,34 | 3,02 0,1
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oy dsDNA d:::;:n N::;:c N:;I:;C Impurities | Background | Residue AZEn A260/ | A260/
(ng/ul} ) (gl | gl (A260) (A260) (%) A280 | A230
Sylki_1_veriprotokella | 48,7 90,0 54,1 5410 0,22 0,44 0,4 1,19 | 2,03 | 035
Sylki_2_veriprotokolla | 41,9 100 41,9 4190 0,12 0 0,6 0,96 | 2,18 | 0,28
Sylki_3_veriprotokolla 4,8 14,6 328 3280 0,68 0 0,7 0,78 2,37 | 0,23
Sylki_4a_veriprotokolla | 0 0 14,2 1420 0,12 0 08 | 041 | 288 | 013
Sylki_ab_veriprotokolla | 0 0 8,7 870 0,12 0 0,8 03 |39 | 01
Sylki_5_veriprotokolla | 11,4 37,0 30,8 3080 0,5 0 0,5 0,73 | 2,33 | 0,22
Sylki_6_veriprotokolla | 52,7 100 52,7 5270 L 0] 0,5 1,17 | 2,09 | 0,34
Sylki_7_veriprotokolla 0 Q 7 700 0,12 0,39 0,6 0,26 | 2,55 | 0,08
Sylki_8_veriprotokolla 0 0 24,8 2480 0,12 0,57 0,4 0,61 | 215 | 0,18
Taulukko 3. Sylkindytteiden tulokset veriprotokollalla.
Sl tame dsDNA d:';:;:" N::i::c ":;':s'c Impurities |Background | Residue | . | A260/ | A260/
{ng/ul} (%) (ng/u) ng) (A260) {A260) {%) A280 | A230
Hius_la 0 0 0 0 0,12 0 0,6 0,12 |-12,88| 0,03
Hius_1b 0 0 0,1 11 0,12 ] 0,6 0,13 |-16,13 | 0,04
Hius_2 0 0 1,4 154 0,12 0 0,5 0,15 | 19,98 | 0,04
Hius_3a 0 0 0,6 66 0,12 0 0,5 0,13 | 39,94 | 0,04
Hius_3b 0 0 0,1 11 0,12 0 0,5 0,13 | 56,71 | 0,04
Hius_4 0 0 0,6 66 0,12 0 0,6 0,13 | 35,84 | 0,04
Hius_5 0 0 25,2 2772 0,63 0 0,6 0,63 | 2,66 | 0,17
Hius_6 0 0 0 0 0,12 0 0,7 0,13 |-16,01| 0,04
Hius 7 0 0 0,2 22 0,12 ] 0,5 0,13 |-28,92 | 0,04
Hius_8 0 0 8,7 957 0,12 0 0,6 0,3 | 391 | 0,08
Hius_9 0 0 0 0 0,12 0 0,6 0,12 | -45,86 | 0,03
Hius_10 0 0 0 0 0,12 0 0,6 0,12 |-18,85| 0,04
Hius_11 0 0 0 0 0,12 ] 0,6 0,12 [-71,02| 0,03
Hius_12 0 0 15,4 1694 0,12 0 0,6 0,43 | 306 | 0,12
Hius 13 0 0 4,3 473 0,12 0 0,6 0,21 | 505 | 0,06
Hius_14 0 0 0,1 11 0,12 0 0,8 0,13 |-17,53( 0,04
Hius_15 0 0 0,2 22 0,12 0 0,5 0,12 |-101,5| 0,04

Taulukko 1. Hiusndytteiden tulokset.
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Somplmme dsDNA d::::“ N::::sw N:;I:;c Impurities | Background | Residue A260 A260/ | A260/
(ng/pl) %) (ng/) ol (A260) {A260) (%) A280 | A230
Kynsi_la 0 0 0,5 55 0,12 0 0,5 0,13 | 24,44 | 0,04
Kynsi_1b 0 0 0,1 11 0,12 0 0,5 0,13 |-58,13| 0,04
Kynsi_1c 0 0 0,7 77 0,12 0 0,6 0,14 | 46,11 | 0,04
Kynsi_2 0 o] 6,6 726 0,12 0 0,6 0,26 4,74 | 0,07
Kynsi_3a 0 0 12,7 1397 0,12 0 0,5 0,37 | 302 [ 01
Kynsi_3b 0 0 6,8 748 0,12 0 0,5 0,26 | 37 | 007
Kynsi_4 0 0 9,1 1001 0,12 0 0,6 0,3 | 3,55 | 0,08
Kynsi_5a 0 0 3,6 396 0,12 0 0,6 02 | 627 | 0,05
Kynsi_5b 0 0 3,8 418 0,12 0 0,6 02 | 618 | 0,06
Kynsi_6 0 0 4 440 0,12 0 0,4 02 | 522 | 006
Kynsi_7 0 0 6 660 0,12 0 0,5 0,25 | 3,73 | 0,08
Kynsi_8 0 0 0,8 83 0,12 0 0,5 0,14 | 25,31 | 0,04
Kynsi_9 0 0 0,4 44 0,12 0 0,5 0,13 | 28,4 | 0,04
Kynsi_10 0 0 0,1 11 0,12 ] 0,5 0,12 | 38,92 | 0,03
Kynsi_11 0 0 0,2 22 0,12 Q 0,6 0,13 |-76,25| 0,04
Kynsi_12 0 0 5 550 0,12 0 0,5 0,22 4,72 | 0,06
Kynsi_13 0 0 T 187 0,12 0 0,4 0,15 | 7,51 | 0,04
Kynsi_14 0 0 i, 121 0,12 0 0,5 0,14 | 15,58 | 0,04
Kynsi_15 0 0 10,3 1133 0,11 0 0,5 0,32 | 3,05 | 0,08
Kynsi_16 0 0 0,9 99 0,12 0 0,6 0,14 | 23,45 | 0,04

Taulukko 2. Kynsindytteiden tulokset.
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Sl nanwe dsDNA d::::“ N::EI;SIC N:;':s'c Impurities | Background | Residue A260 A260/ | A260/
(ng/ul) (%) (ﬂg_ll-lll (ng) (A260) {A260) {%) A280 | A230
Virtsa_1a 0 0 0 0 0,12 0 0,5 0,12 | 39,58 | 0,04
Virtsa_1b 0 Q 0,2 22 012 0 0,6 0,12 | -52,7 | 0,04
Virtsa_lc* 0 o] 22 242 0,12 0 0,5 0,16 9,24 0,05
Virtsa_2a 0 0 0 0 0,12 0 0,6 0,12 |-180,6 | 0,04
Virtsa 2b 0 0 0,3 33 0,12 0 05 | 013 [5898 | 0,04
Virtsa_3 0 0 1,2 132 0,12 0 0,5 | 0,15 | 1592 | 0,04
Virtsa_da 0 0 0,8 88 0,12 0 0,7 0,13 | 10,62 | 0,04
Virtsa_ab 0 0 0 0 0,12 0 0,7 0,13 |-20,57 | 0,04
Virtsa_5a 0 0 0,2 22 0,12 0 0,6 0,12 | -3611 | 0,04
Virtsa_5b 0 o] 0 0 0,12 0 0,6 0,12 |-126,2| 0,04
Virtsa_6a 0 0 0 0 0,12 0 0,5 0,12 | 2949 | 0,03
Virtsa_6b 0 0 0,1 11 0,12 0 0,6 0,12 |-339,9| 0,04
Virtsa_7a 0 0 0,1 11 0,12 0 0,5 0,12 | 51,02 | 0,04
Virtsa_7b 0 o] 0 0 0,12 0 0,5 0,12 |-1583| 0,03
Virtsa_8 0 0 0,2 22 0,12 0 06 | 0,12 |6269] 0,04
Virtsa_9a 0 0 0 0 0,12 0 0,6 | 0,13 |-100,9] 0,04
Virtsa_9b 0 0 0 0 0,12 0 0,6 0,12 | 87,04 | 0,04
Virtsa_10 0 0 0 0 0,12 0 0,6 0,12 |-33,11| 0,04
Virtsa_11 0 0 0 0 0,12 0 0,6 0,12 |-22,62| 0,04
Virtsa_12 0 0 0,8 88 0,12 0 0,6 0,13 | 28,37 | 0,04

*Nayte otettu sailéntdaineettomaan putkeen

Taulukko 3. Virtsandytteiden tulokset.
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