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ABO-veriryhmgjarjestelma perustuu punasolun pinnalla oleviin antigeeneihin A ja B, niiden
muodostamiin veriryhmiin A, B, AB ja O seka plasmassa oleviin vasta-aineisiin anti-A ja anti-
B. ABO-veriryhmista tunnetaan myoés alatyyppeja, jotka ovat muodostuneet, kun jokin anti-
geeni muuttuu geneettisesti. Alatyypit ovat populaatiosta riippuvaisia ja hankaloittavat veri-
ryhmien serologista tunnistamista. Kun veriryhmé on epéselva, normaalit verensiirtosaannot
eivat endé pade. Talldin veriryhma taytyy maarittdd geenitasolla, jotta tiedetaan tasmalli-
sesti, mika veriryhma potilaalla on.

Opinnaytetyodn tarkoituksena oli testata, soveltuuko RBC-Ready Gene ABO Subtype -rea-
genssipakkaus Suomen Punaisen Ristin (SPR) Veripalveluun ABO-veriryhmajarjestelman
alatyyppien genotyypitysmenetelméksi. Tavoitteena oli selvittdd, onko menetelma toistet-
tava ja luotettava.

Kaytadnnon toteutus suoritettin SPR Veripalvelussa. EDTA-veresta eristetystd DNA:sta
maaritettiin tarkempi veriryhma kayttden Inno-Trainin RBC-Ready Gene ABO Subtype -rea-
genssipakkausta. Naytteita oli kaiken kaikkiaan 26. Reagenssipakkauksen 8 naytepaikassa
on jokaisessa sekvenssispesifiset alukkeet (SSP= sequence spesific primers), jotka tarttu-
vat tiettyihin mutaatiokohtiin DNA:ssa. DNA monistettiin polymeraasiketjureaktiolla (PCR),
minka jalkeen monistustuotteet eroteltiin geelielektroforeesilla ja varjattiin ethidiumbromi-
dilla. Erottelun jalkeen geelit kuvattiin ultraviolettivalossa ja kuvat analysoitiin tulkintakaavion
avulla.

RBC-Ready Gene ABO Subtype -menetelma ei tunnistanut suomalaisessa vaestossa ylei-
simmin esiintyvia ABO-veriryhman alatyyppien mutaatioita. Reagenssipakkausta ei oteta
kayttoon SPR Veripalvelussa. Epaselvien veriryhmien tutkiminen jatkuu serologisesti enti-
seen tapaan ainakin toistaiseksi.

Avainsanat ABO-veriryhméjarjestelmé, genotyypitys, PCR-SSP, alatyyppi,
RBC-Ready Gene ABO Subtype -reagenssipakkaus
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ABO blood group system is based on antigens A and B on red blood cells and antibodies
anti-A and anti-B in serum. The red blood cells of blood type A has antigen A and the serum
contains anti-B antibody. Blood type B has antigen B and anti-A antibody. Blood type AB
has both A and B antigens but no antibodies. Blood type O has no antigens but contains
both anti-A and anti-B antibodies. When antigen transforms genetically, ABO subtypes are
formed. Genetically, populations have their own subtypes. Serological methods are insuffi-
cient in recognizing various ABO subtypes. ABO subtypes may cause clinical situations
where normal blood transfusion procedures cannot be applied.

The purpose of our study was to find out if the most common mutations among the Finnish
population can be recognized by an ABO blood group genotyping method. In our study, we
focused on using the RBC-Ready Gene ABO Subtype kit. The target of our study was to
study if the method was reliable and repeatable.

Our study was executed at Finnish Red Cross Blood Service where 26 samples were ana-
lyzed by using PCR-SSP method and Inno-Train RBC-Ready Gene ABO-Subtype kit. The
samples that we used were DNA isolated from EDTA-blood. The kit contains sequence spe-
cific primers (SSP) that anneals to DNA sequence, where the mutation is located. DNA was
amplified by polymerase chain reaction (PCR) method. PCR products were separated by
electrophoresis and shooted in UV-camera.

Based on our study, RBC-Ready Gene ABO-Subtype test does not recognize the most com-
mon mutations among the Finnish population. Finnish Red Cross Blood Service will not use
this method for ABO subtype genotyping. ABO subtyping by serological method will continue
for the time being.

Keywords ABO blood group, subtype, genotyping, PCR-SSP, RBC-
Ready Gene ABO Subtype -kit
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1 Johdanto

ABO-veriryhméjarjestelmé perustuu punasolun pinnalla oleviin antigeeneihin (A ja B) ja
niiden muodostamiin veriryhmiin (A, AB, B ja O) sek& plasmassa oleviin vasta-aineisiin
(anti-A ja anti-B) (Verensiirto-opas. 2006: 16—17). ABO-veriryhmdjéarjestelmassa tunne-
taan my0s alatyyppeja, jotka muodostuvat, kun punasolun pinnalla oleva antigeeni muut-
tuu geneettisesti. Talléin normaalit verensiirtosaannot eivat valttamatta pade ja taytyy

selvittaa, mikda mutaatio geenissa on tapahtunut ja mita verta potilaalle voidaan antaa.

Tassé tyodssa tutkittiin, soveltuuko Inno-Trainin RBC-Ready Gene ABO Subtype -rea-
genssipakkaus ABO-veriryhman alatyyppien genotyypitysmenetelmaksi Suomen Punai-
sen Ristin (SPR) Veripalveluun. Tyo toteutettiin tutkimalla serologisessa ABO-veriryh-
mamaarityksessa epaselviksi jaaneita naytteitd. Tavoitteena oli selvittdd, onko mene-

telma toimiva ja luotettava.

Suomessa ei ole viela kaytossa ABO-veriryhmien alatyyppien genotyypitysmenetelmaa
vaan alatyypit selvitetdan nykyisilla serologisilla menetelmilla niin pitkélle, kun voidaan,
ja potilaalle annetaan mahdollisimman sopivia verivalmisteita. Joissakin tapauksissa
naytteet lahetetdaan ulkomaiseen laboratorioon tutkittavaksi. Genotyypitysmenetelman
pystyttdminen Suomeen on tarkeaa, jotta tulokset saadaan nopeammin ja potilaille voi-
daan antaa heidan oman veriryhmansa mukaisia verivalmisteita. Nain ollen hataverena
kaytettavia O-punasoluja ja AB-plasmaa ei kayteta turhaan. Myds taloudellisesti katsot-

tuna olisi hyotya, etta naytteet voitaisiin jatkossa tutkia Suomessa.

Opinnaytetydprojekti koostuu kirjallisesta raportista seka kaytannon toteutuksesta. Kay-
tannon toteutus suoritettiin SPR Veripalvelussa. Tulokset esitetadn SPR Veripalvelussa
7.11.2014 ja koulun seminaarissa 4.11.2014. Tyo esitelladn myos Laboratoriolaaketie-
depaivilla 8.-9.10.2014.
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2 Opinnaytetydn tarkoitus ja tavoitteet

Opinnaytetyon tarkoituksena oli testata, soveltuuko ABO-veriryhman alatyyppien tunnis-
tamisessa kaytettava RBC-Ready Gene ABO Subtype -reagenssipakkaus SPR Veripal-
veluun ABO-veriryhmajarjestelman alatyyppien genotyypitysmenetelmaksi. Menetelma
perustuu deoksiribonukleiinihapon eli DNA:n monistamiseen polymeraasiketjureaktiolla
(PCR) kayttaen sekvenssispesifisia alukkeita (SSP= sequence spesific primers), eli sita
kutsutaan PCR-SSP -menetelméaksi. Tavoitteena oli selvittda, onko menetelma toimiva
ja luotettava. ABO-veriryhman alatyyppien tunnistaminen talla tavoin nopeuttaa huomat-
tavasti vastausten valmistumista, ja sen vuoksi potilaat saavat mahdollisimman nopeasti
oman veriryhmansa mukaisia verivalmisteita. Yleisesti ottaen olisi hyva, jos voitaisiin va-
hentda hataverena kaytettavien O-punasolujen ja AB-plasman antamista potilaille, joille

voitaisiin antaa myds heidan oman veriryhmansa mukaisia verivalmisteita.

Taloudellisesta nakdkulmasta ABO-veriryhman alatyyppien genotyypitysmenetelman
pystyttdminen Suomeen vahentaisi lahetyskustannuksia, kun naytteita ei tarvitsisi lahet-

tad ulkomaille tutkittavaksi.
Opinnaytetydssa pohditaan seuraavia asioita:

1. Kuinka hyvin RBC-Ready Gene ABO Subtype -reagenssipakkaus soveltuu ABO-
veriryhman alatyyppien genotyypitykseen SPR Veripalvelussa?
Kuinka luotettava ja toistettava menetelma on?

Onko hyodyllista ottaa menetelma kayttéon SPR Veripalvelussa?

3 ABO-veriryhméajarjestelma

ABO-veriryhméjarjestelméa keksittiin 1900-luvulla. Itdvaltalainen tutkija Karl Landsteiner
sekoitti kollegoidensa seerumia ja punasoluja keskenaan ja tarkkaili niiden muodostamia
agglutinaatioreaktioita. Agglutinaatioreaktioiden perusteella Landsteiner nimesi ensim-
maiset veriryhmaantigeenit A:ksi ja B:ksi. Han huomasi myds, etta O-veriryhmassa kum-

pikaan seerumeista (A ja B) eivat aiheuttaneet tietyille punasoluille agglutinaatioreak-

£
e —

/:/I/{;ropolia



tiota. Aluksi veriryhmat nimettiin roomalaisilla numeroilla mutta sekaannusten valtta-
miseksi suuressa osassa maailmaa siirryttiin kayttdmaan A-, AB-, B- ja O-nimia. (Reid —
Lomas-Francis 2004:19.)

Ihmisell& on normaalisti noin puolen vuoden iasta lahtien plasmassaan vasta-aineita niita
ABO-veriryhméjarjestelman antigeeneja kohtaan, joita hanella itselldén ei ole (Kuvio 1).
Huomattiin, ettd vasta-aineet aiheuttavat vaarallisen verensiirtoreaktion, jos henkildlle
annetaan verivalmisteita, jotka eivat ole hdnen veriryhmansad mukaisia. (Verensiirto-
opas. 2006:15-16.)

¢ o ¢ o

A B AB o

A-antigeeni

—< <

B-antigeeni
anti-B-vasta-aine

Y anti-A-vasta-aine

Kuvio 1. Veriryhmien muodostuminen.
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3.1 Punasoluantigeenit

Punasolun pinnalla on antigeeneja, jotka ovat glykolipidej&, glykoproteiineja ja prote-
iineja. Veriryhméantigeeneilla voi olla monenlaisia tehtavia: ne voivat toimia muun mu-
assa kuljetusproteiineina, punasolun pinnan entsyymeina tai sytokiinireseptoreina. Anti-
geenien lukumaéra punasolun pinnalla voi vaihdella suuresti riippuen siitd, mistd anti-
geenista on kyse. Esimerkiksi A- ja B-antigeenirakenteita on arvioitu olevan yhdessa
punasolussa noin 800 000 kappaletta. (Verensiirto-opas. 2006: 11-12).

B- ja O-veriryhmét ovat muodostuneet A-antigeenistd mutaatioiden kautta. Antigeenit
eroavat rakenteellisesti toisistaan niihin liittyvan spesifin paatesokerin perusteella (Kuvio
2). (Yamamoto — Clausen — White — Marken — Hakomori 1990.) ABO-veriryhmaéjarjestel-
maa koodittavat geenit sijaitsevat kromosomissa 9, ja kaksi aminohappoa kohdissa 266
ja 268 maaraavat A- ja B-spesifisyyden eli sen, kumpi alleeli iimenee (Reid - Lomas-
Francis 2004: 20, 23). Spesifit transferaasit, jotka muodostuvat A- ja B-alleelien emas-
jarjestyksen mukaan, kiinnittavat paatesokerin hiilinydraatti H:n, joka on osa veriryhmien
esiastetta. A-antigeenilla paatesokeri on N-asetyyli-D-galaktosamiini (GalNAc) ja B-anti-
geenilla D-galaktoosi (Gal). Eméasjarjestys A- ja B-antigeenin valilla poikkeaa toisistaan
vain kahden emaksen kohdalla. (Taulukko 1). O-veriryhmalla ei ole toimivaa transfe-
raasia, joten silloin punasolujen pinnalla olevaan H-antigeeniin ei kiinnity spesifista paa-
tesokeria. (Reid — Lomas-Francis 2004: 20, 24-25.) O-alleelissa on tapahtunut yhden
emaéaksen deleetio, minka vuoksi toimivaa transferaasia ei muodostu. Tasta seuraa, etta
niilla, joilla on O-veriryhma, punasolun pinnalla on vain ABO-veriryhman esiastetta eli H-

antigeenia. (Yamamoto — Clausen — White — Marken — Hakomori 1990.)
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Q"P 0 Type
: @ N-acetylgalactosamine

“.PCA Antigen
"m B Antigen

Galactose

) Fucose

@ N-acetylglucosamine

Kuvio 2. Antigeenien spesifit paatesokerit. (Criswell 2008.)

Taulukko 1. A- ja B-alleelien emasjarjestyksen eroavuus. (Ségurel — Thompson — Flutre —

Lovstad — Venkat — Margulis — Moyse- Ross — Gamble — Sella — Ober — Prze-

worski: 2012: 2.)

A-alleelin emasjarjestys

B-alleelin emasjarjestys

CTGgggGGG

ATGgggGCG

3.2 Punasoluvasta-aineet

ABO-veriryhméjarjestelmén luonnollisia vasta-aineita (anti-A ja anti-B) kutsutaan isoag-

glutiniineiksi. Ne muodostuvat jo varhaislapsuudessa, kun ruoansulatuskanavassa ta-

pahtuu altistus sellaisten bakteereiden pintarakenteiden kanssa, jotka muistuttavat veri-

ryhmaantigeenien hiilihydraatteja. Vasta-aineita voi muodostua myds immunisaation

kautta, jos henkil® altistuu vieraan veren antigeeneille, esimerkiksi raskauden tai veren-

siirron seurauksena. Seka luonnolliset ettd immunisaation kautta syntyneet vasta-aineet

ovat verensiirron kannalta merkityksellisia. Vasta-aineen spesifiteetti, reaktiotapa ja voi-

makkuus laboratoriokokeissa ovat tarkeitd arviointiperusteita, kun arvioidaan vasta-ai-

neen kliinistd merkitysta. Potilaalle taytyy antaa sellaisia punasoluja, joita kohtaan ha-

nella ei ole vasta-aineita. (Verensiirto-opas. 2006:14-15.)
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3.3 ABO-veriryhman alatyypit

ABO-veriryhmajarjestelmassé on mutaatioista johtuvia A- ja B-antigeenien heikompia
muotoja. Nama muodot johtuvat yleensa siitd, etté veriryhmaspesifistd paatesokeria siir-
tava transferaasi ei toimi tehokkaasti. Tasta johtuu punasoluantigeenin maarén vahene-
minen punasolun pinnalla. Alaryhmét ovat huomattavasti yleisempi& A-veriryhmalléa kuin
B-veriryhmalla. Yleisin ja tunnetuin alatyyppi on A2. Az-alatyypin punasoluissa on A-an-
tigeenirakenteita vain 1/10 verrattuna normaaleihin A-veriryhman eli A;-veriryhman pu-
nasoluihin. (Verensiirto-opas. 2006:16-17.) Alatyypit ovat muodostuneet sattuman
kautta, eika niista ole inmisille todennakoisesti hyotya. (Haimila 2014.) ABO-veriryhman
alatyyppeja tunnetaan talla hetkella noin 300 erilaista (Goebel — Halm-Heinrich — Parkner
— Rink — Heim — Bugert 2013: 454).

4 Verensiirrot

Punasolut kuljettavat happea keuhkojen kautta kudoksiin, kuten aivoihin ja lihaksiin.
Happi sitoutuu keuhkoissa hemoglobiiniin ja vapautuu solujen kayttéon kudoksissa. Ku-
doksista punasolut kuljettavat hiilidioksidin takaisin keuhkoihin uloshengitettavaksi. (Ve-

ren osat ja niiden tehtavat. 2014.)

Punasoluja siirretaan potilaalle kroonisen anemian hoitona mahdollisen spesifin hoidon
tueksi. Punasoluja siirretddn myds syévan ja pahanlaatuisten veritautien tukihoitona
seka akuuteissa verenvuodoissa. (Verivalmisteiden kaytdn opas 2013. 2013: 9.) Veri- ja
plasmavalmisteista suurin osa kaytetaan leikkausten yhteydessa. Esimerkiksi hataleik-
kauksissa potilas voi menettaa suuria maaria verta, jolloin erityisesti tarvitaan verensiir-
toja. (Hiippala 2004.) Anemiassa hemoglobiinipitoisuus on alhainen. Syyna voi olla esi-
merkiksi hairié punasolujen esiasteiden muodostumisessa, punasolujen kypsymisessa
tai se, ettd punasoluja menetetaan tai niitd tuhoutuu tavallista enemman. Punasoluja
siirretédan, kun veren hemoglobiini laskee lilan alhaiseksi. Punasoluja ei kuitenkaan siir-
reta valttamatta heti, kun hemoglobiiniarvo laskee viiterajojen alle, vaan punasolujen siir-
ron tarve katsotaan tapauskohtaisesti. (Salonen 2014.) Syopien hoidossa kaytettavat
solunsalpaajahoidot voivat aiheuttaa huomattavaa hemoglobiinin laskua, jolloin voidaan

tarvita verensiirtoja (Syovan tukihoidot. 2010).

£
e —

/:/I/{;ropolia



4.1 Verensiirtotutkimukset

ABO-veriryhma tulee maarittdd ennen punasolujen siirtoa kahdesti eri naytteista, jotka
on otettu eri aikaan. Naytteet toimivat toistensa kontrolleina ja ehkaisevét vaaria veren-
siirtoja. ABO-veriryhméa maaritetaan serologisesti geelikortilla (Kuvio 3). Ennen verensiir-
toa tehd&an laboratoriotutkimuksia, joilla varmistetaan siirrettéavien valmisteiden sopi-
vuus potilaalle. Potilaan ABO- ja RhD-veriryhméat maaritetaan aina ennen punasolujen,
trombosyyttien, plasman ja valkosolujen siirtoa. Punasoluvasta-aineiden seulonta teh-
daan ennen punasolu- ja valkosoluvalmisteiden siirtoa. Mikali seulontatulos on positiivi-
nen, tulee punasoluvasta-aineet tunnistaa. Sopivuuskoe suoritetaan yleenséa serologi-
sesti. Jos tulos on positiivinen, valmiste ei ole sopiva eika sitd saa siirtda. Punasoluvasta-
aine, joka aiheuttaa positiivisen tuloksen, tulee tunnistaa mahdollisuuksien mukaan en-

nen verensiirtoa. (Verivalmisteiden kayton opas 2013. 2013: 11.)

Suomessa suurin osa veriryhmamaarityksistd, joiden tulokset ovat epaselvia tai puna-
solu- ja plasmareaktiot ovat ristiriitaisia, lahetetddn SPR Veripalveluun jatkotutkimuksiin.
SPR Veripalvelussa on kaytéssd menetelmid, joilla saadaan selville heikko A/B seka

alatyypit Az ja Afinn.

Heikossa A- ja B-veriryhmassa punasolujen pinnalla antigeenirakenteita saattaa olla niin
vahan, etteivat ne agglutinoidu normaalisti vastaavilla antiseerumeilla, kun veriryhma-
maaritykseen kaytetdan tavanomaista geelitekniikkaa. Talldin tulokseksi saadaan heikko
reaktio. Heikon A:n ja B:n tunnistamiseen kaytetdaan absorptio-eluaatio-menetelmaa. Pu-
nasolujen pinnalla oleviin antigeeneihin kiinnittyy vasta-ainetta (anti-A tai anti-B), ja se
konsentroidaan kayttamalla suurta maaraa punasoluja, joiden pinnalla on heikko anti-
geeni. Antigeeniin sitoutunut vasta-aine irrotetaan (eluoidaan) happamaan puskuriin,
josta se osoitetaan titraamalla neutraloinnin jalkeen. Menetelman avulla saadaan epa-
suorasti osoitettua antigeenirakenteet punasolujen pinnalla. (Absorptio-eluaatio heikon

A-/B-antigeenin osoittamiseksi. 2008.)

ABO-veriryhmgjarjestelman A;-veriryhman (yleisin "normaali” A) punasolut iimentavat
joko runsaasti tai pelkastaan A-antigeenia. A:n alatyyppi Az-veriryhman punasolut ilmen-

tavat sekd A-antigeenia ettd H-antigeenia, koska A.-transferaasi ei kiinnita yhta tehok-
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kaasti paatesokeria kuin A;-transferaasi. Tasta seuraa, ettd osa H-antigeeneista jaa il-
man péaatesokeria. A:n alatyyppi A> saadaan selville kayttamalla anti-H-vasta-ainetta,
joka tarttuu punasolun pinnalla ilmentyviin H-antigeeneihin aiheuttaen agglutinaatioreak-
tion. Kyseisella menetelmalla saadaan selville A:n alaryhma A». A; tunnistuksessa kay-
tetddn anti-A;-vasta-ainetta, joka reagoi muodostaen agglutinaatioreaktion punasolujen
pinnalla olevien A;-antigeenien kanssa. (A:n alaryhmien A: ja A> maarittaminen geelitek-
niikalla. 2012.)

Asinn alatyypin tunnistaminen perustuu partiaaliseen reaktioon, jossa vasta-aine agglutinoi
osan punasoluista mutta osaa ei. Tama osittainen punasolujen agglutinoituminen on

Asinn-veriryhmaélle tyypillista mutta ei muille A-veriryhman alatyypeille. (Haimila 2014.)

B D | ctl | A, B
(ABO2) (RH1)
human J :

os0s

£000200

= ISR

Kuvio 3. Selked ABO-veriryhmatulos geelikortilla. ABO1-, RH1(D)- ja B-naytepaikoissa 4+ eli
selkeét positiiviset reaktiot. ABO2-, ctl- ja Ai- naytepaikoissa negatiiviset reaktiot.
(ABO/D + Reverse Grouping. 2014.)

4.2 Verensiirtosaannot

Normaalisti verensiirrot toteutetaan taulukon 2 ja 3 mukaan, kun kyse ei ole ABO-veri-
ryhman alatyypeista. Henkil6lla, jolla on A-veriryhma, on punasolun pinnalla A-antigee-

nia ja plasmassa anti-B-vasta-aineita. Nain ollen hanen plasmassaan olevat anti-B-
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vasta-aineet tuhoaisivat sellaiset siirrettavat punasolut, joissa on pinnalla B-antigeenia.
Jos hénelle siirrettaisiin B-veriryhman plasmaa, siirrettavasséa plasmassa olevat vasta-
aineet tuhoaisivat siirron saaneen henkilon omia punasoluja. Tamén vuoksi henkiltlle on
aina siirrettdvd hdnen oman veriryhmansa mukaisia verivalmisteita. Jos henkilon veri-
ryhmaa taysin vastaavia verivalmisteita ei ole saatavilla, h&nelle voidaan antaa mahdol-

lisimman sopivia valmisteita taulukon 3 mukaisesti.

Normaalit taulukoiden mukaiset verensiirtosaannot eivat valttamatta pade, jos henkildlla
on ABO-veriryhman alatyyppi. Tallaisissa tilanteissa SPR Veripalvelussa on kaytantona,
ettd henkildlle, jolla on esimerkiksi A,- tai Asnn-veriryhma, annetaan A-punasoluja ja A-
plasmaa. Henkil6lle, jonka veriryhmé on heikko B, annetaan O-veriryhman punasoluja ja
B- tai AB-plasmaa. Tassa tapauksessa normaalit verensiirtosaannot eivat pade, koska
henkil6lla voi olla sekéd anti-A- etté anti-B-vasta-aineita. Jos hanelle siirretdén B-punaso-
luja, hdnen plasmassaan olevat anti-B-vasta-aineet voivat tuhota siirretyt punasolut, eika
verensiirrosta ole hydtya. Muiden alatyyppien kohdalla verensiirrot katsotaan tapauskoh-
taisesti. (Haimila 2014.)

Taulukko 2.  ABO-veriryhmaét ja plasmassa esiintyvat luonnolliset vasta-aineet. (Verivalmistei-
den kaytdn opas 2013. 2013:15.)

ABO-veriryhmat ja plasmassa esiintyvat luonnolliset vasta-aineet

Veriryhma Vasta-aine plasmassa |isoagglutiniini]
Antigeeni Anti-A Anti-B

A - 4t

B ++H =

o +H+ ++

AB - -

)
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Taulukko 3.  Veriryhmévaihtoehdot punasolujen siirroissa oman veriryhman loppuessa. (Veri-
valmisteiden kayton opas 2013. 2013:17.)

Verirhmavaihtoehdot punasolujen siirroissa oman veriryhman loppuessa

Potilaan veriryhma

Hyva waihtoehto

Hatavaihtoehto

A RhD pos O RhD pos
A RhD neg
O RhD neg
A RhD neg O RhD neg A RhD pos
0O RhD pos
B RhD pas O RhD pas
B RhD neg
O RhD neg
B RhD neg O RhD neg B F!P|_1ID pas
0 RhD pos
0 RhD pos O RhD neg
0 RRD neg 0O RhD pos
AB RhD pos B RhD pos
A RhD pas
O RhD pos
B RhD neg
A RhD neg
AR RhD neg
O RhD neg
AB RhD neg B RhD neg AB RhD pos
A RhD neg B RhD pos
O RhD neg A RhD pos
0 RhD pos

4.3 Haittavaikutukset

Haittavaikutuksen mahdollisuus on olemassa aina, kun siirretdan verivalmisteita poti-

laalle. Haittavaikutukset alkavat useimmiten siirron aikana mutta viimeistaan 24 tunnin

kuluttua siirrosta. Jotkut harvinaiset haittavaikutukset ovat viivastyneita ja saattavat il-

meta viikkojen tai jopa vuosien paasta siirrosta. (Verivalmisteiden kayton opas 2013.

2013: 58.)

Lievat kuume- ja allergiatyyppiset reaktiot ovat yleisempid, kun taas vakavat henkeé uh-

kaavat haittavaikutukset ovat selvasti harvinaisempia. Reaktion ilmetessa siirto taytyy

keskeyttaa valittomasti ja aloittaa hoito. Vakavia haittavaikutuksia ovat muun muassa

verensiirtoon liittyva akuutti hemolyysi, viivastynyt hemolyysi, akuutti keuhkovaurio ja ve-

rensiirtoon liittyva kaanteishyljintareaktio. (Verivalmisteiden kaytdn opas 2013. 2013:

58-62.)

]
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Verensiirroissa tulee ottaa huomioon erityisesti sopiva ABO-veriryhma, silla se on tarkein
tekija verensiirron turvallisuuden kannalta. Jos potilaalle ei anneta hdnen oman ABO-
veriryhmansa mukaista tai mahdollisimman sopivaa verivalmistetta, se voi aiheuttaa

hengenvaarallisia haittavaikutuksia. (Juvonen — Sareneva — Krusius 2013: 3228.)

5 ABO-genotyypitys

ABO-genotyypityksella selvitetddn veriryhmaantigeenia koodaavan DNA:n emasjarjes-
tys (Gassner - Schmarda - Nussbaumer — Schonitzer 1996: 1852). Nain saadaan selville

mahdollinen mutaatio, joka emasjarjestyksessé on tapahtunut.

Normaalisti serologinen veriryhmamaaritys riittda hyvin verensiirroissa. Serologinen
maaritys on helppo, nopea ja edullinen tapa maarittaa veriryhmaantigeenit ja vasta-ai-
neet. Genotyypitysta tarvitaan, kun henkilolla on epaselva veriryhma ja halutaan tietaa
tarkasti, mikd mutaatio on tapahtunut ja mitd verivalmisteita henkildlle voidaan antaa.
Epaselva veriryhmé nékyy useimmiten serologisessa maarityksessa heikkona tai ristirii-

taisena reaktiona, eli antigeeni- ja vasta-ainereaktiot eivat vastaa toisiaan.

Ihmiselld saattaa olla niin vahan antigeenia punasolun pinnalla, etta serologinen ABO-
maaritys ei ole tarpeeksi herkka niiden toteamiseen. Silti hdneltéa puuttuvat vastaavat
isoagglutiniinit, koska antigeenia on kuitenkin jonkin verran punasolujen pinnalla eika
niitd vastaan muodostu isoagglutiniineja. Talldin veriryhméa saattaa olla esimerkiksi
heikko A tai B. On olemassa my0s tapauksia, joissa henkilén veriryhma on A:n alatyyppi
Azja hanelld on anti-A;-vasta-aineita. (Haimila 2014.) Talldinkin serologinen maaritys on

ristiriitainen ja veriryhman tasmallinen selvitys vaatii jatkotutkimuksia.

Genotyypitys on serologiseen veriryhmamaaritykseen verrattuna hitaampi ja kalliimpi
menetelma. Genotyypitys on silti joissain tapauksissa valttdmatonta, jotta saadaan sel-

ville, mika on potilaan tasmallinen verirynma ja siten mika veri sopii potilaalle parhaiten.
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6 Polymeraasiketjureaktio eli PCR

PCR on menetelmda, jolla saadaan monistettua haluttua DNA-jaksoa. Jakso, jota
DNA:sta monistetaan, maaraytyy kaytettyjen alukkeiden mukaan. Naytteena kaytetaan
useimmiten kokoveresta, plasmasta tai joissakin tutkimuksissa myos syljesta eristettya
DNA:ta. PCR on erittéain herkka menetelma, ja naytteeksi riittdakin jopa yksi solu. (Nukle-
iinihappojen monistaminen. 2006.) Toimiakseen reaktio tarvitsee DNA:ta, jota se monis-
taa, alukkeita (oligonukleotideja), DNA-polymeraasin, nukleotidejd, puskuriliuoksen seka
ioneja. PCR-laite lammittda ja jadhdyttaa reaktioseosta kolmivaiheisessa syklissa, tois-
taen syklin yleensa 20-35 kertaa. DNA:ta saadaan monistettua jopa 10°kopiota. (Walker
— Rapley 2008: 29.)

6.1 PCR-reaktion eri vaiheet

Denaturaatiovaiheessa eli aloitusvaiheessa reaktioseoksen lampdétilaa nostetaan niin
korkealle, ettd juosteet irtoavat toisistaan ja DNA:sta tulee yksijuosteista. Yksijuosteinen
DNA toimii mallina DNA-polymeraasientsyymille, joka rakentaa nukleotideista uutta juos-
tetta mallijuosteen rinnalle. Yleisimmin denaturaatio tapahtuu 94—96 °C:ssa ja kestaa 10
sekunnista minuuttiin. Seuraava inkubaatiolampétila on matalampi ja maaraytyy alukkei-
den sulamislampdtilojen mukaan, miké on yleensé noin 50-65 °C. Optimaalinen lampo-
tila auttaa alukkeita kiinnittymaan niille spesifisiin paikkoihin yksijuosteisen DNA:n 5'-
paassa. Kolmannessa inkubaatiossa lampétilaa nostetaan DNA-polymeraasientsyymille
optimaaliseksi eli noin 72 °C:een. Reaktioseosta inkuboidaan 20 sekunnista 2 minuuttiin,
ja DNA:sta tulee taas kaksijuosteista. (Kuvio 4.) (Walker — Rapley 2008: 29-31.) PCR:n

kolmivaiheista syklia toistetaan, kunnes DNA:ta on monistunut tarpeeksi.
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Kuvio 4. PCR:n syklit. (PCR. 2009.)

6.2 Sequence Spesific Primers (SSP)

PCR-SSP-tekniikka perustuu geenin monistamiseen tietyilla alukkeilla. Alukeparit pariu-

tuvat ainoastaan tietyn alleelin tai alleeliryhméan kanssa. PCR-monistuksen jalkeen DNA-

fragmentit varjataan ethidiumbromidilla. DNA-fragmentit erotellaan pituuden mukaan toi-

sistaan kayttamalla agaroosigeelielektroforeesia. Ethidiumbromidi saa DNA:n nakymaan

ultraviolettivalossa. Tulos luetaan joko positiiviseksi tai negatiiviseksi riippuen siitéa, mo-

nistuuko tuote vai ei. Tulos tulkitaan tulkintakaavion avulla. (RBC-Ready Gene. Version

2.7)

|
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6.3 PCR-tiloissa tydskentely

PCR-valmisteluille (pre-PCR) ja PCR-laitteille seka PCR-tuotteen analyyseille (post-
PCR) taytyy olla erilliset huoneet. Huoneissa taytyy olla huonekohtaiset tarvikkeet seka
jaékaapit tai pakastimet naytteiden ja reagenssien sailytysta varten. Naytteet saavat kul-
kea vain yhteen suuntaan, pre-PCR-tilasta post-PCR-tilaan. Normaalin puhtaanapidon
lisaksi tyotilojen pinnat taytyy puhdistaa sdanndllisesti nukleiinihappoja poistavalla liuok-
sella, esimerkiksi hypokloriittiliuoksella, ja huuhdella vedella. Tarkat tydskentelytavat ja -
ohjeet PCR-tiloissa ovat tarkeita kontaminaatioiden ehkaisemiseksi. (Nukleiinihappojen
monistus: Tydskentelytavat ja tilat. 2010.)

Pre-PCR-tilassa kaytetdan aina erillisia tydvaatteita ja suojakasineita, joilla suojataan
seka itsea etta naytteita. Tybvaatteet ja kdsineet vaihdetaan heti, jos epéaillaan kontami-
naatiota reagenssien tai naytteiden kanssa tai vaatteet tai kdsineet ovat nakyvasti likai-
set. Tilaan kuljetaan erillisen sulun kautta, jonka ovia ei saa pitda yhta aikaa auki. Talla
suojellaan tilaa ulkoiselta kontaminaatiolta. Pre-PCR-tilassa tehdaan nayteputkien kasit-
tely ja DNA:n eristys. Lisaksi tiloissa sailytetdén testattavia naytteitd ja PCR-reagens-
seja. Tilat tulisi jakaa useampaan tyopisteeseen. DNA:n eristykselle, reagenssien jaka-
miselle ja reaktion pystytykselle tulisi olla omat poydat tai laminaarit. Tilassa ei saa tehda
mitddn PCR-tuotteiden analyysia tai kasittelya. Post-PCR-tilasta ei saa tuoda mitaan

pre-PCR-tilaan. (Nukleiinihappojen monistus: Tydskentelytavat ja tilat. 2010.)

Post-PCR-tilassa tehdadan varsinainen PCR-tuotteen analyysi ja jatkokasittelyt. Tilassa
taytyy olla hyva ilmastointi sek& mielellaén lieva alipaine. (Nukleiinihappojen monistus:

Tyo6skentelytavat ja tilat. 2010.)

7 Toteutus

Projektissa kaytettiin potilasnaytteista eristettyd DNA:ta. SPR Veripalvelun tydntekijat oli-
vat keranneet serologisesta ABO-veriryhmamaarityksesta epaselvaksi jaaneita EDTA-
naytteita valmiiksi, koska niita tulee tutkittavaksi suhteellisen harvoin. Naytteita kertyi kai-
ken kaikkiaan 26. Naytteet nimettin  kirjaimin  ja numeroin  (ABOL1,

ABO2,AB0O3...ABO26), ettei potilastietoja tarvinnut kayttaa naytteiden identifioimiseen.
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Naytteista eristettin DNA valmiiksi tyon suoritusta varten ja niistd mitattiin pitoisuus ja
puhtaus. Opinndytetydssa kaytettdvien naytteiden DNA:t eristettin kokoveresta
QIAsymphony®-eristyslaitteella. Eristyksessa kaytettin The QIAsymphony DSP DNA
Midi Kit -reagenssia. Aluksi laite pipetoi naytekyvetteihin lyysausliuoksen ja kokoveri-
naytteet. Lyysausliuos hajottaa solut, jolloin DNA vapautuu valkosolujen rikkoutuessa.
Taman jalkeen eristyslaite lisdd naytekyvetteihin magneettipartikkeliliuoksen ja alkoho-
lin. Alkoholi kiinnittdd DNA:n magneettipartikkelien pinnalla olevaan silikakalvoon. Nayt-
teitd pestddn pesupuskureilla useampaan kertaan ylimaaraisten solujatteiden poista-
miseksi. Viimeisessa vaiheessa DNA irrotetaan magneettipartikkeleista ja eluoidaan
ATE-Bufferiin. (QIAsymphony DSP DNA. 2012.) DNA:n puhtaus ja pitoisuus mitattiin Na-
noDrop ND-1000 -spektrofotometrilla. DNA:n puhtaus (Azso/A2so) tulisi olla 1,8 — 2,0. Li-
séksi laite ilmoittaa DNA-pitoisuuden ng/ul. (NanoDrop 1000 Spectrophotometer. V3,7
User’s Manual. 2008.)

Osassa naytteistda mutaatio on jo tiedossa, koska ne on tutkittu jo aiemmin ulkomaisessa
laboratoriossa Ruotsissa tai Saksassa. Naiden naytteiden avulla tutkittin menetelman
luotettavuutta, kun verrattiin saatua tulosta aiempaan tulokseen. Liséaksi kriteerind kayt-
téonotolle on, ettd uusintojen maara pysyy alle 10 prosentissa, mikéli ensimmaisesta
maarityksesta ei saada tulosta. Menetelman tulee olla myds helppokayttdinen, jotta se
voidaan ottaa rutiinikayttoon. Sen taytyy myos olla turvallinen kayttaa ja olla eurooppa-
laisten standardien vaatimusten mukainen eli CE-merkitty. Tassa tydssa kaytetyt SSP-

reagenssipakkaukset ovat CE-merkittyja.

Toteutuksessa kaytettiin RBC-Ready Gene ABO Subtype -reagenssipakkausta. Tulos-
ten tulkintakaavio (Liite 1) tulostettiin Inno-Trainin Internet-sivuilta. Tulkintakaaviossa
taytyy ehdottomasti olla sama erdnumero eli LOT-numero kuin reagenssipakkauksessa.
Reagenssipakkauksessa on kahdeksan naytepaikkaa, joissa jokaisessa on tietyt aluk-
keet. Alukkeiden avulla tunnistetaan tietyt yleisimmat ABO-veriryhman alatyypit. Ty to-
teutettiin reagenssipakkauksen mukana olevan ohjeen ja SPR Veripalvelun PCR-SSP -
menetelméaohjeen mukaan. Naytteiden DNA-pitoisuudet ja puhtaudet kirjattiin ylos SPR
Veripalvelun potilastietojarjestelmasta. Naytteet keréattiin valmiiksi pakastimista yhteen
telineeseen pre-PCR-tilan jadkaappiin ja tarkistettiin henkildtiedot oikeiksi. Naytteet ni-
mettiin uudelleen (ABO1, ABO2, ABO3...ABO26) niin, ettd henkildtietoja ei ollut naky-

villa.
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PCR-seokseen pipetoitiin valmista PCR-mixia, joka tulee reagenssipakkauksen mukana,
kylmassa sailytettdvaa DNA Polymerase AmpliTag-entsyymid, steriilia vetta ja puhdasta
eristettyd DNA:ta. Ensimmaiset nelja naytettd analysoitin DNA-pitoisuudella 20 ng/ul,
nelja naytetta pitoisuudella 10 ng/ul ja loput naytteet pitoisuudella 15 ng/ul. DNA:ta lai-
mennettiin veteen, jotta lopputuloksena nahtavét tulokset eli ethidiumbromidilla varjatyt
monistumistuotteet geelilla olivat selkeitd. Jos pitoisuus on liilan suuri, juosteet ovat liilan
paksuja eivatké ne ole tarkkarajaisia. Lisaksi liian suuri DNA-pitoisuus voi aiheuttaa niin
sanottuja "haamujuosteita”, eli ne eivat ole todellisia PCR-tuotteita vaan epaspesifista

monistumista.

Valmis PCR-seos pipetoitiin kuoppalevylle. Kuoppalevyn p&alle laitettiin korkit ja rea-
genssipakkaukset siirrettiin PCR-laitteeseen. Laitteeseen on valmiiksi ohjelmoitu PCR-
ohjelma monistamista varten reagenssipakkauksen ohjeen mukaan (Taulukko 4). PCR-
ohjelman aikana tehtiin valmiiksi 2-prosenttinen agaroosigeeli monistustuotteiden erot-
telua varten. Agaroosigeeliin sekoitettiin ethidiumbromidia, joka véarjdd monistustuotteet
UV-valolla ndkyviksi. PCR-ohjelman jalkeen agaroosigeeli siirrettiin elektroforeesialtaa-
seen ja naytteet pipetoitiin monistuslevyltéa agaroosigeelin naytepaikkoihin. Erottelussa
kaytetaan TBE:ta puskurina. Geelille pipetoitiin naytteiden lisdksi molekyylipainomark-
keri, jonka avulla voidaan arvioida monistustuotteiden koko. Naytteet eroteltiin 200 voltin
jannitteelld viidentoista minuutin ajan. Erottelun aikana monistustuotteet liikkuivat tietyn
matkan geelilla. Painavat eli pidemmat monistustuotteet ehtivat kulkea lyhyemmén mat-
kan kuin kevyet eli lyhyemmat. Pidemmissad monistustuotteissa on enemman emaspa-

reja (base pair = bp) kuin lynyemmissa.

Erottelun jalkeen geeleista otettiin kuvat UV-valossa. Kuvat siirtyivat automaattisesti tie-
tokoneelle, josta ne tulostettiin paperille. Paperitulosteet kiinnitettiin tulkintakaaviopape-
riin, jossa merkitsevien monistustuotteiden pituudet on kerrottu. Monistustuotteiden ko-
koa verrattiin molekyylipainomarkkeriin, joka pipetoitiin aina geelille naytepaikkaan 1
(Kuvio 5). Jos jostakin naytepaikasta on monistunut sen kokoinen tuote, joka on tulkin-
takaaviossa ilmoitettu merkitsevéaksi (eli selkeéksi tulokseksi), tutkittavassa naytteessa

on mutaatio, jota kyseinen nayte iimentaa.
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Taulukko 4. Opinnaytetytssa kaytetty PCR-ohjelma. Touch Down -periaate. (menetelméohje)

94 °C, 2 min
94 °C, 20 sek; 70 °C, 1 min (5 sykli&)

94 °C, 20 sek; 65 °C, 1 min; 72 °C, 45 sek (10 sykli&)
94 °C, 20 sek; 61 °C, 50 sek; 72 °C, 45 sek (20 syklia)
72 °C, 5 min
4 °C,

Opinnaytetydssa kaytetty PCR tehtiin touchdown-periaatteella. Touchdown-periaate on
toimiva, silla menetelmassa on useita alukepareja ja niiden tarttumislampdétilat eroavat
toisistaan, mika vaikeuttaa monistamista. Denaturaatio- ja monistamislampétilan liséksi
ohjelmassa on kolme eri inkubaatiolampétilaa alukkeiden kiinnittymisen edistdmiseksi
(70 °C, 65 °C ja 61 °C). Lampdtilat tehostavat spesifisten alukkeiden tarttumista ja mo-
nistumista. Kun inkubaatiolampdtilaa lasketaan asteittain alkaen 70 °C:sta, alukkeet paa-
sevat helpommin tarttumaan. Kun mallina on jo monistettua, haluttua DNA-juostetta,

epaspesifistd monistumista ei tapahdu kovinkaan paljoa. (Haimila 2014.)

Toteutukseen oli varattu kaksi viikkoa aikaa. Naytteiden analysointiin kului viikko. Nayt-
teet analysoitiin muutaman naytteen sarjoissa. Yhden sarjan analysointiin kului useita

tunteja. Toinen viikko kului tulosten tulkintaan ja raportointiin.

8 Tulokset

Kaytannon toteutuksen aikana todettiin, ettd menetelma ei tunnista suomalaisille tyypil-
lisimpia ABO-veriryhman alatyyppeja. 26 naytteesta yhdesta saatiin selked tulos el
tarkka ABO-veriryhman alatyyppi (Kuvio 5). Kyseinen nayte on tutkittu myds ulkomailla,
ja tulos oli sama kuin nyt tehdyssa maarityksessa. Tasta naytteesta tehtiin kaytannon
toteutuksen aikana rinnakkaismaaritys eli se tutkittiin kahteen kertaan, jotta pystyttiin tes-
taamaan menetelman toistettavuutta. Molemmilla tutkimuskerroilla saatiin sama tulos,

eli menetelma on toistettava taman yhden naytteen tulosten perusteella.
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Kuvio 5. Ainoa nayte, josta saatiin selkea tulos (ndytepaikassa 5), vastaa tulkintakaaviossa il-
moitettua merkitsevad juosteen kokoa. Ensimméisessa naytepaikassa on molekyyli-
painomarkkeri. Nuolen osoittamassa kohdassa koko on 100 bp. Muissa ndytepaikoissa
nakyy reagenssipakkauksen siséiset positiiviset kontrollit (540bp).

Muista 25 naytteesta ei tullut selkeita tuloksia, eli naytteista ei saatu selville tarkkaa ABO-
veriryhman alatyyppia. Kuvissa nakyi haamujuosteita (Kuvio 6) eli hailakoita monistus-
tuotteita. Haamujuosteet voivat johtua esimerkiksi siita, ettd DNA-pitoisuus on liian kor-
kea ja tapahtuu epaspesifista monistumista. Kuvissa nakyy myads niin sanottuja primer-
dimereita (Kuvio 7), eli alukkeet ovat kiinnittyneet toisiinsa, ja tastd seuraa hailakka tai
heikko juoste, joka ei kuitenkaan ole merkitseva monistustuote eli naytteesta saatava
tulos. Primer-dimerit voivat muodostua menetelméssa silloin, kun alukkeet eivat tunnista
DNA:sta oikeaa tarttumiskohtaa eli kyseisessé naytteessa ei ole mutaatiokohtaa, joten

alukkeet alkavat tarttua toisiinsa.
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Kuvio 6. Naytepaikoissa (esim. 2, 5,7 ja 9) nakyy haamujuosteita eli epaspesifistd monistumista.

Kuvio 7. Naytepaikoissa 2,4,5 ja 9 nakyy primer-dimereita, jotka ovat aina alle 100bp. Naytepai-
kassa 7 on epaspesifistd monistumista. Monistustuote olisi merkitseva, jos sen koko
olisi kyseisella naytepaikalla 134bp. Sisaiset kontrollit ovat kokoa 540bp.

9 Laadun ja luotettavuuden arviointi

Opinnaytetydn tekijat perehtyivat SSP-menetelman periaatteeseen ja toteutukseen tyo-
elamaharjoittelun aikana, jolloin perehdyttiin erityisesti SPR Veripalvelussa jo kaytossa
oleviin muihin kuin ABO Subtype Inno-Trainin menetelmiin ja SSP-menetelmén luotetta-

vuuden ja laadun arviointiin. Tydeldmaohjaaja arvioi tekijoiden perehdytyksen riittavyy-
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den. Tyo0 toteutettiin noudattamalla SPR Veripalvelun PCR-SSP-menetelmé&ohjetta ja so-
veltamalla Inno-Trainin reagenssipakkauksen mukana tullutta ohjetta. Inno-Trainin oh-
jeesta poikettiin monistustuotteiden erottelun keston ja DNA-pitoisuuden osalta. Kaytet-
tdessd muita Inno-Trainin reagenssipakkauksia on huomattu, ettd ohjeessa kerrottu
DNA-pitoisuus (25—30 ng/ul) on aivan lilan vahva, joten on paadytty kayttdmaan pitoi-
suutta 20 ng/ul rutiinisti. Tydssa kaytettiin ensimmaisten neljan naytteen analysointiin
pitoisuutta 20 ng/ul. Juosteista tuli todella vahvoja ja epaselvid, joten pitoisuutta laskettiin
osassa naytteista 15 ng/ul:aan ja osassa 10 ng/ul:aan. Eri DNA-pitoisuuksilla analysoi-
tujen naytteiden juosteiden vahvuudet eivat eronneet merkittavasti toisistaan. Juosteiden
vahvuutta arvioitiin siséisten kontrollien avulla. Tydssa p&adyttiin kayttdmaan suurim-

massa osassa analyyseja DNA-pitoisuutta 15 ng/pl.

Reagenssipakkauksen siséiset kontrollit monistuivat selkeasti. Tasta voidaan paatella,
ettd pipetointi on onnistunut hyvin, PCR-ohjelma on sopiva kyseiselle menetelmdlle, ja
monistustuotteiden erottelu on onnistunut. Positiivisten kontrollien monistuminen kertoo
myo0s itse menetelman toimivuudesta. Mikali siséiset kontrollit eivat monistu, tuloksiin ei
voida luottaa. Talldin todennakdisesti jokin tydvaihe on epaonnistunut tai reagenssipak-
kaus on viallinen. Siséisten kontrollien liséksi jokaiselle naytteelle tehtiin negatiivinen
kontrolli. Negatiivisiin kontrollindytepaikkoihin (erilliset, yksittaiset naytepaikat) pipetoitiin
PCR-seosta, johon ei ollut viela lisatty DNA:ta. Liséksi kontrollindytepaikkaan lisattiin
vetta naytteen sijaan, jotta saatiin pidettyd seoksen tilavuus samana. Negatiivisen kont-
rollin tarkoituksena on varmistaa, ettd menetelmassa kaytetty PCR-seos ja vesi eivat ole
kontaminoituneet DNA:lla. Negatiiviset kontrollit onnistuivat hyvin kaytannén osuudessa

eika niiden osalta ollut havaittavissa monistumista.

Tyo6n laatua arvioitiin jokaisessa ty6vaiheessa kriittisesti, ja suorituksessa olivat mukana
molemmat opinnaytetyon tekijat. Kun toinen tekijdista laski PCR-seokseen tarvittavien
aineiden tilavuudet ja pipetoi ne menetelmassa kaytetyn kuoppalevyn naytepaikkoihin,
toinen tekijoista tarkasteli, ettd kaikki vaiheet tehtiin oikein ja tarkasti. Geeliajossa on
todella tarkeda, etta naytteet pysyvat oikeassa jarjestyksessa, koska geeliin ei voi mer-
kitd, mikd ndyte on missakin kohdassa. Tyodntekijan on hyva keksia itselleen muisti-
saanto tai jarjestys, jonka avulla han itse tietaa koko ajan naytteiden paikat geelilla. Tama
korostuu erityisesti silloin, kun ajetaan kaksi geelia samaan aikaan samassa elektrofo-

reesialtaassa.
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Luotettavuutta heikentaa se, etta kaikista opinnaytetydssa kaytetyista naytteista ei ole
vertailutulosta. Jos kaikki naytteet olisi tutkittu jo aiemmin, kdytannon osuudessa saatuja
tuloksia olisi voitu verrata aiempiin tuloksiin. Tassa tapauksessa ei voida tietaa varmasti,
onko kaytadnnon suorituksessa saatu tulos oikea. Kuitenkin ainoa nayte, josta saatiin po-
sitiivinen tulos, oli tutkittu jo aiemmin, ja tulokset vastasivat toisiaan. Tasta naytteesta
tehtiin my6s rinnakkaismaaritys menetelméan toistettavuuden varmistamiseksi. Rinnak-

kaismaaritysten tulokset vastasivat toisiaan, eli menetelma on toistettava.

10 Pohdinta

Opinnaytetydn perusteella voidaan todeta, ettd Inno-Trainin RBC-Ready Gene ABO
Subtype -reagenssipakkaus ei ole sopiva kaytettavaksi suomalaisten ABO-veriryhman
alatyyppien genotyypitysmenetelmassa eika sita oteta kayttéon SPR Veripalvelussa.
Menetelma ei tunnista yleisimpid suomalaisten ABO-veriryhman alatyyppeja. ABO-veri-
ryhmén alatyyppeja on olemassa noin 300, joista menetelmé& tunnistaa vain noin 16.
Yleisimmat suomalaiset ABO-veriryhman alatyypit sattuvat olemaan muita, kuin taman
menetelman tunnistamia variantteja. Suomalaisten yleisimméat ABO-veriryhman alatyypit
taytyisi selvittda ensin muulla tavoin, jotta voitaisiin tietdd, mitka alatyypit ovat suomalai-

sessa vaestossa yleisimpia ja mikd menetelma olisi kannattava ottaa kayttoon.

TyOn eettisyytta ajatellen naytteitd analysoitaessa niiden identifioimiseen ei kaytetty po-
tilastietoja. Naytteet nimettiin uudelleen kirjain- ja numeroyhdistelmilla. Nain ollen nayt-
teita ei voida yhdistaa yhteenkaan henkiloon. Lisaksi tyon osalta kirjoitettiin salassapito-

ja vaitiolosopimus.

Menetelméan luotettavuudesta ei voida olla taysin varmoja, koska néaytteistd puuttuivat
vertailutulokset. Osa naytteista lahetettiin tutkittavaksi ulkomaille, mutta niista ei ehtinyt
tulla vastauksia, joihin olisi voitu verrata tassa tydssa saatuja tuloksia. Sisaisten kontrol-
lien onnistuminen ja se, ettd yhdesta naytteesta saatu selkea tulos saatiin kahdella eri
analysointikerralla kuitenkin puoltavat menetelman luotettavuutta ja toistettavuutta. Li-

saksi menetelma on kaytdssa muissa maissa, joissa se on todettu toimivaksi.

Menetelmaa yritettiin optimoida muuttamalla DNA-pitoisuutta, kun huomattiin sen olevan
liian vahva. Tasta ei kuitenkaan ollut merkittavaa hyotya. Sisaiset kontrollit olivat vahvoja
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ja haamujuosteita ja primer-dimereita muodostui kaikilla DNA-pitoisuuksilla. Jos aika olisi
riittdnyt, olisi voitu testata my6ds muiden olosuhteiden muuttamisen vaikutusta tuloksiin.
Olisi voitu testata esimerkiksi sita, vaikuttaako naytteiden ja PCR-seoksen pipetointi kyl-
maalustalla juosteiden muodostumiseen. Myds PCR-ohjelman muuttamista olisi voitu
testata. Kuitenkin kaikki tydvaiheet on optimoitu muiden Inno-Trainin menetelmien mu-

kaan.

Inno-Trainin RBC-Ready Gene ABO Subtype -reagenssipakkaus olisi ollut kaytannalli-
nen ja helppo menetelmd, koska SPR Veripalvelussa on jo kaytdssa Inno-Trainin muita
samalla periaatteella toimivia menetelmia. Menetelma on tyontekijéille ennestaan tuttu,
eikd kayttoonotto olisi vaatinut laajaa erillista perehdytysta. Menetelméa on todettu help-
pokayttdiseksi, ja tyon laatu pysyy samana riippumatta siitd, kuka tyon tekee. Koska rea-
genssipakkausta ei oteta kayttéén, SPR Veripalvelussa jatketaan epaselvien veriryh-
mien tutkimista serologisesti entiseen tapaan ainakin toistaiseksi. Olisi kuitenkin tarkeaa
saada lahitulevaisuudessa SPR Veripalveluun jokin menetelma ABO-veriryhméan ala-
tyyppien tarkkaan selvittémiseen, koska ulkomaille sekvensointiin |ahetettyjen nayttei-
den tulosten saaminen kestaa jopa useita viikkoja. Jos RBC-Ready Gene ABO Subtype
-menetelmalla olisi voitu tunnistaa suomalaisten yleisimmat ABO-veriryhman alatyypit,

tulokset olisi saatu jo muutamassa paivassa.

SPR Veripalvelun kriteerind menetelmien kaytoélle on, etta niiden tulee olla CE-merkittyja.
CE-merkinta velvoittaa noudattamaan valmistajan antamia ohjeita. Jos huomataan, etta
menetelman kaytdssa on ongelmia, voidaan menetelmaa optimoida itse, mutta silloin on
validoinnilla osoitettava menetelméan toimivuus. Esimerkiksi Inno-Trainin ohjeessa mai-
nittu DNA-pitoisuus on todettu liilan vahvaksi, joten SPR Veripalvelu on optimoinut me-

netelmén sopivammaksi pienentamalla DNA-pitoisuutta.

Yhtena vaihtoehtona tulevaisuudessa ABO-veriryhman alatyyppien tunnistamiseen on
sekvensointi, jolla saadaan selvitettyd DNA:n tarkka emasjarjestys. Kaupallisesti ei ole
saatavilla CE-merkittyd menetelmaa ABO-sekvensointiin, joten sekvensoinnin kayttéon-

otto vaatisi validoinnin, joka on paljon ty6ta ja aikaa vaativa prosessi.
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RBC-Ready Gene ABO Subtype c € |-

8 2015-12
Arbeitsprotokoll / PCR Protocol

1€ 9.1y Pre/ )

Test-Durchfuhrung / Test-Performance Datum / Date Unterschrift / Signature

ARO22 C?.o.ju\

Bemerkungen [ Comments

Probe [ Sample

1 4 7 10
2 5 8 1
3 6 9 12

Methodenablauf und Pipettiervolumina der Einzelkomponenten fiir ein PCR-ReaktionsgefiR sind in allen RBC-Ready Gene und HPA-Ready Gene gleich. /
Test procedure and pipetting volumina for one well are the same in all RBC-Ready Gene and HPA-Ready Gene kits.

1.) Mastermix (MM) ansetzen, gut mischen / Pipette mastermix (MM), mix well

Volume per Multipliziert mit der Anzahl an Endvolumen /
well Bestimmungen / Endvolume
(8+3* wells) | multiplied by the number of typings
[pl] [pi]
Aqua dest. 6 X =
ReadyPCR 3 X =
Taq-Polymerase (5U/ul) 0,08 X =
Endvolume MM 9,08 X =

I‘ 3 wells extra volume
Bei Mitfiihren einer Negativkontrolle (NK) 10 pl MM in das NK-ReaktionsgefaiR iibertragen /
When testing a Negative Control (NC) pipette 10 ul of MM into a NC reaction tube

2.) Aliquote go ul MM in 1,5 ml Tubes (je nach Anzahl der Bestimmungen /| dependent on number of typings)
3.) Proben DNA zugeben, gut mis: ] Add sample DNA, mix well

Volume per
well typing
(8+2* wells)
[pl] [pl]
Mastermix (MM) 9 90
DNA (25-50 ng/ul) 1
Endvolume MM-DNA 10 100

* 2 wells extra volume

4.) Je 10 ul MM-DNA pro well in PCR Streifen verteilen (Mix 1 ist schwarz markiert) /

Dispense 10 ul MM-DNA per well (8x) in PCR strip (mix 1 in black marked well).

5.) PCR GefaRe mit Deckelstreifen dicht schlieBen und in Thermozykler {ibertragen /

Close wells tightly with tube caps and place the strip into the thermocycler.

6.) PCR im Thermozykler starten (PCR Programm siehe Gebrauchsinformation) /

Start PCR in thermocycler (PCR program see user mdnual)
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RBC-Ready Gene ABO-Subtype CE LOT|sosT024

Protocol for Documentation 2d 200
Date:
Reaction No. 1 2 3 4 5 6 7 8
> 144 226 151 223 122 134 157 # 135
PC,R F:rOdUCt 220 312* 264 315 176 178
(Size in bp) 375 223
Awo4 Awo7 Bw2o 014 O15 cis-ABO1 Aw13 Awos
Aw11 B(A)o1
Bwo3 Awo6 A302 Aelo1 A301 B(A)o3 A205
Belo3 Qo8 Bxo1 Belog Ax10
Aelo2 Os55
Axo1 023
Specificity Ax04 A202
B302 A203
Bwig B3o01
045
Awo8
Awo4 [ Aw11 [ Bwo3
Aelo2 [ Axo1/ Ax04
B302/Bw1g /045
Awo8 [ Os0
Awo7
Awo06 [ Belo3 / O55
Bw2o
A302
014
Aelo1/ 008
015
A301 [ Bxo1

cis-ABo1 [ B(A)o1
B(A)o3 / Belog
Aw13

Awos

A205 /| Ax10

A203/ A202 [ 023 [ B301

The positive sign (+) marks the appearance and the negative sign (-) marks the absence of a specific DNA fragment.

You can enter the band pattern of the current sample in the last lane.

A-specific alleles are indicated by a single band in each “non-reaction” of RBC-Ready Gene ABO. Since only a selection of variant
alleles can be detected by RBC-Ready Gene ABO Subtype, other variant A alleles can be hidden behind the PCR result “A"".
For separation of the alleles mentioned together in one column, the results of RBC-Ready Gene ABO should be regarded (see
extra table).

The size of the internal control in all reaction mixes is 540 bp.

You will find closer explanations in the product insert.

*This band appears occasionally weak.

# This mix tends to show sometimes a background band. The true positive reaction can be clearly distinguished by its
intensity.
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Protocol for Documentation
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LOT S9STo24
8 2015-12

Gel Picture:

Notes:

ABOZT

Result:

Signature:

PP /P<\J\
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