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Kehittdmistehtavan tarkoituksena oli testata olemassa olevan tydohjeen (Use
PCR and Single Hair to Produce a “DNA Fingerprint”) toimivuutta. Tavoitteena
oli muokata ohjeesta toimivampi tydohje, jota Tampereen ammattikorkeakoulun
opiskelijat voisivat kayttaa laboratorioharjoitustéissaan.

Eukaryoottien DNA:sta vain pieni osa sisaltda proteiineja ja RNA:ta koodaavia
geeneja. Muu osa on ei-koodaavaa aluetta, josta suurin osa sisaltda erilaisia
DNA:n toistojaksoja. Naissa toistojaksoissa esiintyy runsaasti periytyvdd muun-
telua yksildiden valilla, mita kaytetdan hyvaksi DNA:han perustuvassa yksilon-
tunnistuksessa esimerkiksi rikostutkinnassa. Niin sanotut VNTR (variable num-
ber of tandem repeats) -toistojaksot sisdltavat runsaasti tallaisia toistojaksoja.
Tybssa maaritettiin kahden VNTR-lokuksen, APOC2:n ja D1S80:n, toistojakso-
ja. Materiaalina kaytettiin hiusten juuria, joista eristettin DNA:ta ja monistettiin
siitd DNA:n toistojaksoja PCR:n avulla. Monistustuotteet ajettiin agaroosigeelil-
le, jonka avulla maaritettiin niiden koko.

D1S80-lokuksen osalta tyd onnistui hyvin alkuperéisella tydohjeella tehtyna.
Tuloksena saatiin agaroosigeelille kaksi erikokoista DNA:n monistunutta jaksoa,
jotka olivat peraisin kahdesta erilaisesta alleelista. Jaksojen koot ja kopiomaaréat
vastasivat yleisia VNTR-jaksojen kokoja ja kopiomaaria. APOC2:n osalta tulok-
set olivat epaselvig, ja APOC2:n PCR-reaktiolle tehtiinkin optimointia magnesi-
umin pitoisuudelle. Magnesium-pitoisuudella 2,0 mM, joka oli suurempi kuin
alkuperainen pitoisuus, saatiin parhaat tulokset. Tall6in geelilla oli n&htavissa
kahden eri alleelin monistustuotteet, mutta naiden lisaksi nakyi geelilla muuta-
mia epaselvia vyohykkeita.

D1S80-lokuksen osalta ty6ohje oli kayttékelpoinen ilman suurempia muutoksia.
Sen sijaan APOC2-lokuksen osalta PCR vaatisi magnesium-pitoisuuden lisaksi
muidenkin reaktioon osallistuvien tekijdiden optimointia, jotta tuloksista saatai-
siin paremmin tulkittavia.

Asiasanat: Toistuva DNA, yksilontunnistus, VNTR, PCR, APOC2, D1S80.
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1 JOHDANTO

Ihmisen genomi koostuu proteiineja koodaavista geeneista ja ei-koodaavista
DNA-jaksoista. Suurin osa ei-koodaavasta DNA:sta siséltéa erilaisia toistojakso-
ja, joissa tietyt kooltaan vaihtelevat emdasjaksot toistuvat useita kertoja. Suu-
rimmalle osalle naista toistojaksoista ei tunneta vield tehtavaa. DNA:n toistuvilla
jaksoilla esiintyy periytyvdd muuntelua, joka on yleensa syntynyt virheellisista
duplikaatioista DNA:n kahdentuessa. Jokaisella henkilolla on yksil6llinen maara
toistojaksoja, ja naiden toistojaksojen yhdistelm& muodostaa perustan yksilon
tunnistamiselle. Yksilon henkilékohtaiset toistojaksot muodostavat niin sanotun
"DNA-sormenjaljen” (DNA fingerprint). On erittdin pieni todenndkoisyys, etta eri
henkiloilla olisi sama toistojaksojen yhdistelm&a, joten tatd DNA-
identifikaatiotutkimusta kaytetaan hyvaksi yksilon tunnistamisessa esimerkiksi

rikostutkinnassa ja sukulaisuussuhteiden maarittamisessa.

DNA:n toistojaksot maaritetddn yleensa PCR (polymerase chain reaction) -
tekniikan avulla. PCR:ll& voidaan naytteesta eristettyd DNA:ta monistaa monin-
kertainen maara, joka sitten voidaan erotella geelielektroforeesilla. Nain nayttei-

té voidaan verrata keskenéan ja suorittaa esimerkiksi yksilontunnistusta.

Tyon tarkoituksena oli testata DNA-sormenjalkitutkimuksen toimivuutta ja sovel-
tuvuutta mahdolliseen opiskelijakayttéén Tampereen ammattikorkeakoulussa.
Ty6 tehtiin soveltaen tydohjetta “Use PCR and Single Hair to Produce a “DNA
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Fingerprint”™, jonka ovat laatineet A. M. Campbell, J.H. Williamson ja D. Padula
Davidson Collegesta USA:sta. Tavoitteena oli saada aikaan kyseisesta ohjeesta
toimiva ja yksinkertaisempi tydohje, jota opiskelijat voisivat kayttaa laboratorio-
toissa, joissa on tarkoitus harjoitella DNA:n eristamista, PCR-menetelmaa ja
geelielektroforeesia. Tyon materiaalina kaytettiin omien hiusten hiusjuuria (fol-

likkeleja).



2 TOISTUVA DNA

Eukaryooteilla vain pieni osa DNA:sta koodaa proteiineja ja RNA:ta. Muu osa
on ei-koodaavaa aluetta, jonka toiminta on osittain viela tuntematonta. Ihmisella
taman ei-koodaavan alueen osuus on jopa 97 %. Proteiineja koodaamaton alue
koostuu erilaisista geenien saatelyjaksoista, introneista, pseudogeeneista seka
suurimmaksi osaksi toistuvasta DNA:sta. (Vuorinen 2005.) Tosin osa toimivista
geeneistakin voi esiintyd useampana kuin yhtena kopiona (multiple copy genes)
(Klug, Cummings, Spencer & Palladino 2009, 313).

Eukaryoottien nukleotidijarjestysten koostumuksia voidaan tutkia analysoimalla
DNA:n renaturaation kinetiikkaa eli aikaa, jona erilliset denaturoidut DNA-
juosteet pariutuvat uudelleen. Kun DNA-molekyyli katkaistaan fragmenteiksi,
niin ne fragmentit, joissa on enemman toistuvia jaksoja, renaturoituvat nope-
ammin kuin jaksot, jotka sisaltavat vain yhta kopiota emasjaksosta. N&in on
huomattu, ettd eri eukaryoottien genomeissa toistuvan DNA:n maaréa ja laatu
vaihtelevat suuresti. Suurimmalla osalla eukaryooteista genomi koostuu kol-
mesta paakomponentista: yhden kopion sisaltavat sekvenssit (unigue sequen-
ces, yleensa 30-75 % kromosomaalisesta DNA:sta), highly repetitive sequences

ja middle repetitive sequences. (Hartl & Jones 2005, 274—-278.)

DNA:n toistojaksot luokitellaan esiintymistiheyden sekéa ilmenemistavan ja —

paikan perusteella (kuvio 1, sivu 6).
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KUVIO 1. DNA:n toistojaksojen luokittelua (Mukaillen Klug ym. 2009, 313).

2.1 Highly repetitive DNA

Highly repetitive DNA:ssa lyhyet nukleotidijaksot toistuvat useita kertoja. lhmi-
sen genomista tata DNA:ta on noin 5-10 % (Rasénen 2004). Highly repetitive
DNA:ta esiintyy perakkaisina kasautumina kromosomien heterokromatiinialueil-
la, 1ahell& sentromeereja (Lewin 2000, 107).

Highly repetitive DNA:han kuuluu my6s varsinainen satelliitti-DNA, jossa lyhyet
DNA-jaksot esiintyvat samansuuntaisina 5-300 emasparin toistoina. Naité tois-
toja voi olla genomissa jopa 10° kopiota. (Hartl & Jones 2005, 278-279.) Satel-
liitti-DNA pystytdan tunnistamaan ja fraktioimaan CsCl-gradientissa ultrasentr-
fugoimalla, missa satelliitti-DNA muodostaa tiheytensa perusteella erillisen, pie-
nemman piikin muuhun genomiin verrattuna (Lewin 2000, 106). AT-rikas DNA
on ominaispainoltaan keskimaarin kevyempaéa kuin GC-rikas DNA. Satelliitti-
DNA voidaan eméaskoostumuksensa ja ominaispainonsa perusteella jakaa viela
neljddn ryhmaan: Satelliitti 2 ja 3 (koko 5 emasparia), satelliitti 1 (AT-rikas, 25—
48 emasparia), alfa-satelliitti-DNA (171 emésparia) ja beetta-satelliitti-DNA ( 68
emasparia) (Halkka 2001).



2.2 Middle repetitive DNA

Middle repetitive DNA:ta on ihmisen genomista noin 25 %. Nama jaksot voidaan
jakaa perékkain toistuviin (tandem repeats) ja eri puolile genomia levinneisiin
(interspersed retrotransposons) toistojaksoihin. (Rasanen 2004.) Middle repeti-
tive DNA koostuu jaksoista, joita esiintyy genomissa 10-1000 kopiona (Hartl &
Jones 2005, 278).

Tandem repeats -toistojaksot koostuvat useista erilaisista, perakkain toistuvista
jaksoista, joiden pituus vaihtelee 1-2000 emasparin valilla, mutta yleensa jakson
pituus on kuitenkin alle 10 emé&sparia. Perékkaisissa jaksoissa voi esiintya
my0Os pientd vaihtelua. Tandem repeats -toistojaksot kasittavat 10-15 % nisék-
kaiden koko genomista. Ne jaetaan eri puolilla genomia sijaitseviin minisatelliit-
teihin ja mikrosatelliitteihin. Tandem repeats -jaksoihin luetaan myos tiettyihin

kromosomeihin ryhmittyneet toistuvat geenit (multiple copy genes). (PCR 2006.)

Mikrosatelliitteiksi kutsutaan DNA-jaksoja, joissa toisto sisadltaa 1-13 eméasparia.
Yleisimmin toistojaksojen pituus on naissa 1-4 emasparia, ja ne toistuvat enin-
taan 150 emasparin pituisina perakkaisina jaksoina. Mikrosatelliitit ovat luulta-
vasti syntyneet DNA:n replikaation yhteydessa, kun sama lyhyt jakso on kopioi-
tunut virheellisesti kahdesti. (Lodish, Berk, Matsudaira, Kaiser, Krieger, Scott,
Zipursky & Darnell 2003, 412.) Yleisin mikrosatelliitti ihmisella on dinukleotidi
(5"-AC-3)n, joka esiintyy yli 80 000 paikassa eri puolilla ihmisen genomia
(Tropp 2008, 249).

Minisatelliitit sisaltavat 15-100 emasparin jaksoja, jotka muodostavat kohtalai-
sen lyhyita 20-50 toistojakson alueita. Nama ovat vain 1-5 kb:n kokoisia, kun
taas varsinainen satelliitti-DNA on kooltaan noin 20-100 kb:a. (Lodish ym.
2003, 413.) Minisatelliitit ovat hyvin yleisid nisdkkaiden genomeissa. Minisatel-
litteja on l0ydetty useista alleeleista ja nédissa alleeleissa esiintyy runsaasti po-
lymorfiaa. Minisatelliittien suuri vaihtelu yksiléiden vélilla antaa mahdollisuuden
tarkkaan yksilon DNA-tunnistukseen. (Lewin 2000, 113.)



2.3 Variable number of tandem repeats (VNTR) ja short tandem repeats (STR)

Minisatelliitteihin luettavat VNTR (variable number of tandem repeats) -
toistojaksot ovat 14-100 emadsparin pituisia. Niiden kopiomaaréat vaihtelevat
yleensad 2:sta 100:aan, mutta kopioita voi olla jopa 1000-5000 kappaletta.
VNTR-toistojaksoja 10ytyy sekéa geenien sisalta ettd valeista. (Rasanen 2004.)
Toistojaksojen variaatio on peraisin pienten nukleotidijaksojen virheellisista dup-
likaatioista, jolloin yhdestad kopiosta on DNA:n replikaation jalkeen tullut kaksi
kopiota. Jos virhe toistuu taas seuraavassa replikaatiossa, tuloksena on kolme
kopiota perakkain jne. (Campbell, Williamsson & Padula 1997.) Esimerkkin& on
tripletti CGG, josta on muodostunut kolme identtistd perakkaista kopiota:
..TCGGA.... ... TCGGCGGCGGA....

VNTR-alleeleita, jotka siséltavat erilaisen maaran toistojaksoja, on ihmispopu-
laatioissa hyvin monia. Jokaisella yksilolla on aina kuitenkin vain kaksi alleelia,
yksi kummaltakin vanhemmalta, ja yleensa ihmiset ovat alleelien suhteen hete-
rotsygootteja (Hartl ja Jones 2005, 733). Koska VNTR-toistot ovat osa kro-
mosomeja, ne myos periytyvét seuraaville sukupolville, ja vuosisatojen kuluessa
toistot voivat yha vain lisdantya. Nain jokainen yksilé on perinyt vanhemmiltaan
vaihtelevan maaran perakkaisia toistojaksoja (variable number of tandem re-
peats), jotka sijaitsevat genomin useissa eri lokuksissa. (Campbell ym. 1997.)
Suuri vaihtelevuus yksildiden toistojaksojen maarissa selittyy vastinkromosomi-
en crossing-overilla (tekijainvaihdunnalla), jossa meioosissa vastinkromosomien
kromatidit vaihtavat osia keskenaan ja samalla toistojaksot voivat siirtya kroma-
tidista toiseen (Lewin 2000, 113.) Suuri toistojaksojen vaihtelevuus on perusta-
na DNA:han perustuvassa yksilon tunnistuksessa, jota kutsutaan myds DNA-

sormenjalkitunnistukseksi (DNA fingerprinting).

Mikrosatelliitteihin kuuluvat short tandem repeats (STR) -toistojaksot ovat hie-
man lyhempia kuin VNTR-jaksot. STR:t koostuvat 2—9 emé&sparia pitkista tois-
toista, joita esiintyy sadoissa eri lokuksissa 7-40 kopiona (Klug ym. 2009, 657.)
STR-jaksoja on l6ydetty kromosomien sentromeerien laheisyydesta (Short Tan-
dem Repeats 2008). STR-toistojaksojen maarissa esiintyy runsaasti polymorfi-
aa yksiloiden valilla, joten niitd kaytetddn VNTR-jaksojen ohella hyvaksi yksilon-

tunnistuksessa. Taméan lisdksi STR-jaksoja voidaan nykyisin hyddyntdd muun
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muassa analysoitaessa elain- ja kasvipopulaatioiden diversiteettia eli monimuo-
toisuutta (Klug ym. 2009, 765).

2.3.1 Lokus D1S80

D1S80 VNTR-alue sijaitsee ihmisen kromosomi yhden Ilyhyen késivarren
uloimmassa paassa (1p35-36). Se koostuu perakkain toistuvista 16 emasparin
DNA-jaksoista, jotka voivat toistua 15-41 kertaa (Rasanen 2004). Lokuksesta
on loydetty kaikkiaan 29 erilaista alleelia. D1S80-lokuksen PCR-tuote, joka ei
sisélla ylimaaraisia toistojaksoja, on pituudeltaan 142 emadasparia, ja jokainen
toistojakso tuo sille liséa 16 eméasparia. (Campbell ym. 1997.) D1S80-lokusta
kaytetaan hyvaksi mm. DNA-naytteiden oikeustieteellisissa analyyseissa, fylo-
geneettisessa tutkimuksessa ja sukulaisuussuhteiden maarittamisessa (Roslan,
Azizan & Saat 2009).

D1S80-lokus vaatii PCR:ssa Hot Start -menetelmén kayton, koska lokuksen
alukkeilla on taipumus lampotilaa nostettaessa pariutua templaatin asemasta
toistensa kanssa ja monistuksen tuloksena on primerdimereitd. DNA-
polymeraasi lisdtdan reaktioon vasta, kun lampdétila on 95°C. (Campbell ym.
1997). D1S80-lokuksen PCR:ssa kaytettavat alukkeet ovat
5-GAAACTGGCCTCCAAACACTGCCCGCCG ja
5-GTCTTGTTGGAGATGCACGTGCCCCTTGC.

2.3.2 Lokus APOC2

APOC2-lokus sijaitsee ihmisen kromosomin 19 g-kasivarressa (19q13.2). Lo-
kuksen geeni koodaa apolipoproteiini C2:ta. Tama proteiini erittyy plasmaan,
jossa se on osa very low density lipoproteiinia (VLDL). Proteiini aktivoi lipoprote-
iinilipaasi-entsyymeja, jotka hydrolysoivat triglyserideja. Naistd muodostuu va-
paita rasvahappoja, joita solut voivat kayttaa hyvéakseen. Mutaatio APOC2-
geenissa aiheuttaa tyypin 1B hyperlipoproteinemiaa, joka voi ilmetd mm. kor-
keana triglyseridi-pitoisuutena, haimatulehduksena ja varhaisena ateroskle-

roosina. (Apolipoprotein C-Il 2010.) APOC2-lokuksesta on l6ydetty 11 erilaista
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alleelia, joissa toistuvan jakson pituus on kaksi nukleotidia. Suurimmassa allee-
lissa naité toistoja on 30 kappaletta. (Campbell ym. 1997.) APOC2:n PCR:ssa
kaytettavat alukkeet ovat 5-CATAGCGAGACTCCATCTCC ja
5-GGGAGAGGGCAAAGATCGAT.
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3 TOISTUVA DNA RIKOSTUTKINNASSA

DNA-tunnistus on kohtalaisen uusi tekninen rikostutkimusmenetelma, joka on
kehitetty 1980-luvun puolivalissa Englannissa. Suomessa menetelma on otettu
kayttoon vuonna 1991. (DNA-tunnistusfaktaa 2001.) Rikostutkinnan yhteydessa
tehtavasta DNA-tutkimuksesta kaytetaan nimitystda DNA-identifikaatiotutkimus
tai Amp-FLP -analyysi (Amplified Fragment Length Polymorphism). Tutkimuk-
sessa verrataan rikosnaytteista 16ytynyttd DNA:ta asianosaisten vertailunayttei-
siin. (Karjalainen ja Johnsson 2001.) Tunnistus perustuu DNA:ssa oleviin tois-
toalueisiin, joissa esiintyy runsaasti periytyvaa muuntelua (VNTR- ja STR-
alueet), ja ndma alueet ovat aina samoja riippumatta mistd kudoksesta nayte on
otettu. DNA-tunnistukseen riittaa hyvin pieni maaré naytetta, esimerkiksi sylkea,
siemennestettd, ihosoluja tai hiuksen juuri. Erilaisten toistoalueiden yhdistelma
on niin sanottu DNA-tunniste eli DNA-sormenjalki. DNA-sormenjalkitutkimusta
kaytetaan rikostutkimuksen lisdksi muun muassa sukulaisuussuhteiden tutki-
muksessa ja elainten (lahinn& koirien) puhdasrotuisuuden tarkastamisessa.
(Rasanen 2004.)

Rikostutkinnassa kaytettavan DNA-alueen taytyy tayttaa tiettyja perusvaatimuk-
sia: alue ei saa olla geeni tai osa sita, alue on muunteleva, alueen emasjarjes-
tys tunnetaan, eri tyyppien esiintymistodennakoisyydet tunnetaan, alue ei ole
mutaatioherkka ja eri alueiden valilla ei ole kytkentaa (Karjalainen & Johnsson
2001). Toistojaksoja maaritettdessa on tutkittava useiden lokusten DNA:t, jotta
saataisiin luotettava DNA-tunniste. Jos tutkitaan vain yhden lokuksen DNA, on
olemassa pieni todennakdisyys, ettd kahdella ihmisella on naissa samat toisto-
jaksot. Suomessa tunnistukseen kaytetaan 11 erilaista toistojaksoaluetta, jotka
monistetaan PCR:ll&. Monistustuotteet erotellaan elektroforeesilla ja lopputuot-

teet analysoidaan tietokoneella. (Hius numerosarjaksi 2001.)

Rikostapauksessa tehtdva DNA-tutkimus alkaa tutkimusnaytteiden taltioinnilla.
Tutkimukseen soveltuvaa materiaalia etsitdan silmamaaraisesti ja mahdollisesti
mikroskoopilla. Taltioinnissa voidaan esimerkiksi leikata talteen veritahra vaat-
teesta tai uuttaa vedella materiaalia veitsen terastd. (Rikosteknisen laboratorion
DNA-tutkimukset 2006.)



12

DNA-tutkimukseen tulevat naytteet sisaltavat paaasiassa veri- tai siemenneste-
tahroja. Naytteistd eristetaan tutkimuskelpoista DNA:ta yleensd Chelex-
pikaeristysmenetelmalla. (Karjalainen ja Johnsson 2001.) Chelex on kelatoiva
resiini, jota kaytetddn DNA:n eristamiseen naytteistd PCR:aa varten. Chelex-
menetelma on yksinkertainen ja nopea, eika sen kayttd vaadi orgaanisia liuotti-
mia. (Walsh, Metzger & Higuchi 1991.) Naytteesta eristetyn DNA:n pitoisuus
maaritetddn (kvantitoidaan), minka perusteella maaritetddn PCR-reaktioon tar-
vittava naytemaara (Rikosteknisen laboratorion DNA-tutkimukset 2006).

DNA-tutkimuksen vertailundyte otetaan esimerkiksi epaillyltd ja asianomistajal-
ta. Poliisi ottaa vertailundytteen suun limakalvolta imeyttdmalla sylkea ja soluja
pehmeé&paiseen tikkuun. Nayte siirretdan erikoisvalmisteiselle FTA-kortille, joka
lahetetdaan tutkittavaksi rikostekniseen laboratorioon. (Rikosteknisen laboratori-
on DNA-tutkimukset 2006.) FTA-kortin avulla voidaan kerata, sailyttaa ja puh-
distaa nukleiinihappoja. Kortit sisaltavat kemikaaleja, jotka hajottavat solukalvo-
ja, denaturoivat proteiineja ja suojaavat nukleiinihappoja nukleaaseilta, hapet-
tumiselta ja UV-valolta. Vapautuneet nukleiinihapot kiinnittyvat tiukasti FTA-
materiaaliin, ja naytteessa olevat muut ainekset voidaan pesta pois. Pesu teh-
daan kortille tarkoitetulla FTA Purification Reagentilla. Naytteet sailyvat kortilla
huoneenlammossé jopa yli 17 vuotta. (Whatman 2010.) Analysointia varten
FTA-kortilta leikataan kuoppalevylle pieni, 1,2 mm kokoinen kiekko, jota kayte-
taan templaattina PCR-monistuksessa (Rikosteknisen laboratorion DNA-
tutkimukset 2006).

Seka rikosnaytteista etta vertailundytteistd monistetaan tiettyja alueita multiplex-
PCR -menetelmalla, jossa yhdessa monistusreaktiossa voidaan monistaa sa-
manaikaisesti useampia alueita (Karjalainen ja Johsson, 2001.) Multiplex-PCR
siséltdd useampia alukepareja samassa reaktiossa. Alukkeisiin on kiinnitetty
erivarisia fluoresoivia leimoja (sininen, vihrea ja keltainen). PCR-reaktion jal-
keen monistuneet DNA-alueet erotetaan kapillaarielektroforeesin avulla kokon-
sa ja leimansa perusteella. (Rikosteknisen laboratorion DNA-tutkimukset 2006.)
Kapillaarigeelielektroforeesissa naytteet asetetaan ohueen kapillaariputkeen,
joka sisaltdd geelimdista ainetta. Sahkovirta kytketd&dn kulkemaan kapillaarin

l&pi, jolloin DNA-naytteet lahtevat kulkemaan putken toista paata kohti. Pienet
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DNA-fragmentit liikkkuvat geelissa nopeammin kuin suuret. Putken paassa la-
sersade detektoi ohi kulkevat fluoresoivat DNA-fragmentit. (Klug ym. 2009,
657.) Lisdksi naytteisiin lisataan sisainen kokostandardi (leimattu punaisella),
jonka perusteella tietokone laskee naytteiden fragmenttien pituudet. DNA-
toistojaksojen maara voidaan laskea ajossa mukana olevien alleelistandardien

avulla. (Rikosteknisen laboratorion DNA-tutkimukset 2006.)

Oikeustieteellisessa tutkinnassa STR-toistojen analysointi on osittain korvannut
VNTR-jaksojen kayton. STR:n etuna on sen pienempi koko, joten sen avulla on
helpompi tehdda PCR-monistus hyvin pienesta maarasta naytetta, kuten vanhas-
ta ja jo hajonneesta DNA:sta (Short Tandem Repeats 2008). Lisdksi STR-
analysointi on halvempaa ja nopeampaa kuin VNTR:n (Klug ym. 2009, 657).
Tutkimuksissa kaytetdan yleenséd 13 tiettyd STR-lokusta, joita pidetaan kan-
sainvalisesti identifikaatiotutkimuksen standardina. Esimerkiksi FBI on kerannyt
CODIS (Combined DNA Index System) -tietokantaansa naita lokuksia koskevat
DNA-profiilit. (Short Tandem Repeats 2008.)

DNA-yhdistelmien esiintymistodennékdisyydet voidaan laskea, kun tunnetaan
kunkin yksittdisen DNA-tyypin esiintymistodennakoisyys (Karjalainen ja Johns-
son 2001). DNA-tunnistuksella saatua nayttéa voidaan pitda hyvin varmana;
saman DNA-tunnisteen todennékoisyys kahdella ihmisella on vain yhden suhde
kymmeneen miljardiin tai sataan miljardiin (DNA-tunnistusfaktaa 2001). Rikos-
teknisissd DNA-lausunnoissa ilmoitetaan laskennallinen todennakdisyys sille,
ettd kahdella sattumanvaraisesti valitulla henkil6lla olisi samanlainen DNA-
tunniste (Rikosteknisen laboratorion DNA-tutkimukset, 2006). Jos DNA-
analyysi ei taydella varmuudella osoitakaan, ettd samanlaiset DNA-tunnisteet
olisivat peraisin samasta henkilosta, niin erilaiset DNA-tunnisteet osoittavat
varmasti, ettd naytteet ovat peraisin eri henkil6iltd. Nain voidaan kyseiselta osin
sulkea pois tutkinnasta rikoksesta epailtyja henkil6itd. (Klug ym. 2009, 658—
659.)
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4 TYOSSA KAYTETTYJEN MENETELMIEN PERIAATTEET

4.1 Polymeraasiketjureaktio (PCR)

Polymeraasiketjureaktiolla (polymerase chain reaction, PCR) monistetaan DNA-
jaksoja, jotka sijaitsevat kahden tunnetun DNA-jakson valissa (Suominen ja Ol-
likka 2004, 107). PCR:n kehitteli Kary Mullis, mista han sai Nobelin kemian pal-
kinnon vuonna 1993. PCR-reaktion aluksi DNA-juosteet erotetaan toisistaan eli
denaturoidaan kuumakasittelylla noin 95:ssa (kuvio 2, sivu 15). Taman jalkeen
lampdotila lasketaan noin 50-60°C:een, jolloin alukkeet (primerit) kiinnittyvat
komplementaarisesti templaattina toimivaan DNA-juosteeseen (annealing-
vaihe). Annealing lampétilaan vaikuttaa alukkeiden G- ja C-emdasten maarat.
Kun lampdtilaa taas nostetaan noin 70°C:een, alkaa DNA-polymeraasi synteti-
soida reaktioseoksessa olevista nukleotideista (dNTP) uutta DNA-juostetta
alukkeen 3’-paasta alkaen (pidennysreaktio). Komplementaarinen uusi DNA-
juoste syntyy 5°-3"suunnassa kummallekin templaatin nauhalle, ja samalla halu-
tun DNA:n méara kaksinkertaistuu. (Campbell & Farrell 2006, 352-354 ja Hartl
& Jones 2005, 66.) Denaturointi-annealing-pidennys -sykleja toistetaan noin
15-40 kertaa ja siten saadaan pienesta maarasta templaatti-DNA:ta monistet-
tua suuri maara tarkalleen maaritetyn pituisia DNA-jaksoja (Suominen & Ollikka
2004, 108).

Oikein suunnitellut alukkeet ovat olennainen osa PCR:n onnistumisessa. Aluk-
keet sisaltavat noin 18-30 nukleotidia, joiden tulee olla mahdollisimman komp-
lementaarisia templaatin kanssa. (Campbell ja Farrell 2006, 354.) DNA:n dena-
turointivaihe vaatii kuumakasittelyn, joten PCR:ssa kaytetddn termostabiileja
DNA-polymeraaseja, jotka eivat inaktivoidu kuumissa olosuhteissa. Eniten kay-
tetty on Tag-polymeraasi, joka on alun perin eristetty kuumista lahteissa elavista

Thermus aquaticus -bakteereista. (Hartl & Jones 2005, 66.)
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Erotetaan templaatin DNA-nauhat

(denaturointi) ja kiinnitetidin alukkeet DNA-polymeraasi
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KUVIO 2. Polymeraasiketjureaktion periaate (Suominen & Ollikka 2004, 109).

Polymeraasiketjureaktio on hyvin herkka kontaminaatioille, joita tavallisimmin
aiheuttavat vieraasta lahteista perdisin oleva DNA. Kontaminoituneesta nayt-
teesté voi monistua vierasta DNA:ta halutun sijaan, ja talléin tuloksena on vir-
heellinen lopputuote ja vaara positiivinen tulos. PCR-tydskentely olisikin tehtava
aseptisesti laminaarivirtauskaapissa, ja tydssa on kaytettava puhtaita reagens-
seja ja pipetteja. Kaikki putket on sentrifugoitava lyhyesti ennen avaamista ja
pipetointia, jotta valtettaisiin aerosolien leviaminen putkista. (Suominen ja Ollik-
ka 2004, 111-112.)

Usein PCR:ssé tarvitaan kokeellista optimointia, jotta saanto olisi parempi. Pe-
riaatteessa kaikkia reaktioon osallistuvia tekijoita voidaan optimoida. DNA-
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polymeraasi tarvitsee toimiakseen Mg?* -ioneja, joiden optimaalinen pitoisuus
riippuu monistettavan DNA:n pitoisuudesta ja entsyymista. Ylimaara magnesi-
umia heikentdd DNA:n denaturaatiota ja sitoo alukkeita epaspesifisiin kohtiin.
(Partanen 2008.) Liian pieni Mg?*-pitoisuus taas vahentad Mg-dNTP -
kompleksien maaraa, jotka toimivat substraattina polymeraasille, ja samalla
saanto vdhenee (PCR 2006). Optimaalinen Mg?*-pitoisuus riippuu myds dNTP-
pitoisuudesta, ja yleissdantdna voidaan pitda, ettd sopiva magnesium-pitoisuus
on 0,5-1 mM suurempi kuin kokonais-dNTP-pitoisuus (Guidelines for PCR Op-
timization 2010).

Alukkeiden tulisi olla komplementaarisia templaatin kanssa; ne eivét saisi pariu-
tua itsensa tai toisten alukkeiden kanssa. Sopiva alukepitoisuus on noin 0.1-1,0
MM. Liian korkeat maaréat voivat aiheuttaa epéaspesifisten tuotteiden monistumis-
ta, ja liian matalat pitoisuudet voivat jattda tuotteiden saannon matalaksi. (PCR
2006.) Tarvittaessa joudutaan optimoimaan myds alukkeiden kiinnittymislampo-
tilaa. Alukkeiden kiinnittymislampdtila on suunnilleen Tm - 5°C (Tm = sulamis-
lampdtila = puolet alukkeesta on kiinnittynyt templaattiin) (Roux 1995). Jos lam-
potila on lilan korkea, se estaa alukkeiden sitoutumista templaattiin. Liian mata-
lassa lampdtilassa puolestaan alukkeet voivat sitoutua epaspesifisti ja voi syn-
tya vaaranlaisia tuotteita. Alukkeiden Tm-arvot eivat saisi poiketa yli 2°C toisis-
taan. (PCR 2006.)

DNA-polymeraasin valintaan vaikuttavat mm. templaatin lahtomateriaali, pituus,
GC-pitoisuus ja se, mita tuotteelle on tarkoitus tehda jalkeenpéin (Partanen
2008). Yleensa polymeraasi-entsyymin maara vaihtelee 0,5:sta 2,5 U:iin, ja liian
korkeat pitoisuudet lisdavat epaspesifisten tuotteiden syntymistéa. Entsyymin
aktiivisuuteen ja reaktion tarkkuuteen voidaan tarvittaessa vaikuttaa pH:n saa-
tamisella. Reaktion tarkkuus on parhaimmillaan pH:ssa 8,3, mutta entsyymiak-
tiivisuus on parhaimmillaan pH:ssa 9,0. Taten yleensa pH sa&detddn noin
8,8:aan. (PCR 2006.)

Syklien méaraa saatamalla voidaan vaikuttaa monistumistuotteiden maaraan.
Liian suuri syklien maara aiheuttaa epaspesifisten tuotteiden syntymista ja yli-

maaraisten tuotteiden nakymista geelilld. Liian pienella syklim&aralla monistu-
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minen voi jaada vahaiseksi, eikd monistustuotteita saada nakyville geelilla.
(PCR 2006.)

Templaatin olisi oltava puhdasta ja sitéa olisi oltava riittavasti hyvan PCR-tuoton
saamiseksi. Sopiva templaatin pituus on noin 100-400 emasparia, vaikka suu-
rempiakin pituuksia on mahdollista monistaa. Alhaisella templaatin maaralla
monistuminen voi jddda vahaiseksi, ja talléin joudutaan optimoimaan muita re-
aktion osa-alueita. (PCR 2006). Toisaalta lilan pitka templaatti nostaa virheiden
todennakoisyytta ja laskee monistumistuotteiden maardd. Hankalia voivat olla
my0s runsaasti GC-alueita omaavat templaatit, joiden denaturointi on vaikeam-

paa, ja ne voivat vaatia lisaaineita reaktion onnistumiseksi. (Partanen 2008.)

dNTP-pitoisuudeksi suositellaan 50-500 pM, ja kaikkia nukleotideja tulisi olla
samat maarat. Liian suuret dNTP-pitoisuudet voivat kelatoida magnesiumia ja

lisatd DNA-polymeraasin tekemia virheitd. (PCR 2006.)

Joskus PCR-reaktion ongelmana voi olla alukkeiden sitoutuminen toisiinsa tai
epaspesifisesti kohde-DNA:han. Tall6in monistumisen tuloksena syntyy ei-
toivottuja tuotteita (primer-dimereita ja mis-priming —tuotteita) ja vastaavasti ha-
luttujen tuotteiden monistuminen heikentyy. (Lebedev, Paul, Yee, Timoschuk,
Shum, Miyagi, Kellum, Hogrefe & Zon 2008.) Hot Start -menetelmassa DNA-
polymeraasi lisataan reaktioon vasta alkudenaturaation jalkeen, mikd minimoi
primerdimereiden ja epaspesifisten tuotteiden syntymisté. Hot Start -menetelméa
varmistaa templaatin denaturaation seka kasvattaa PCR-reaktion spesifisyytta,
herkkyyttéd ja saantoa. Hot Start -menetelm&é voidaan tarvittaessa soveltaa
myo6s muille reaktion tekijoille kuin entsyymille. (PCR 2006.)

Tarvittaessa PCR-reaktiossa voidaan kayttaa erilaisia lisdaineita tuloksen pa-
rantamiseksi. Kaytettyja aineita ovat mm. DMSO, formamidi, glyseroli ja betaiini.
DMSO:ta (dimetyylisulfoksidi) kaytetadn parantamaan alukkeiden spesifista pa-
riutumista templaattiin. DMSO helpottaa DNA-juosteiden denaturoitumista eten-
kin alueilla, joilla on runsaasti G-C -sidoksia. DMSO héiritsee emaspariutumista,
joten se estdd DNA:n pariutumista itsensa kanssa ja parantaa PCR:n tehok-

kuutta (Qbiogene 2010). DMSO voi laskea alukkeiden sulamislampdtilaa, ja
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siksi DMSO:n kayton yhteydessé voi olla tarpeen alentaa annealing-lampotilaa
(Guidelines for PCR Optimization 2010).

4.2 Agaroosigeelielektroforeesi

Elektroforeesi on menetelmd, jolla voidaan erotella molekyyleja séhkdkentan
avulla. Elektroforeesissa sahkoisesti varautuneet partikkelit likkuvat sahkoken-
tassa kohti vastakkaisesti varautunutta elektrodia. (Campbell ja Farrell 2006,
67,121.) Elektroforeesia kaytetddn sahkdoisesti varautuneiden molekyylien, ku-
ten aminohappojen, proteiinien ja nukleiinihappojen erotteluun toisistaan. Elekt-
roforeesin tukiaineena kaytetdan useita materiaaleja, kuten agaroosia, tarkke-
lys- ja polyakryyliamidigeeleja, asetaattiliuskoja ja suodatinpaperia. Geeli voi-
daan valaa levymaiseksi, lasi- tai muoviputkeen tai kapillaariin, ja se voi olla
tasa-aineinen tai gradienttigeeli, jossa gradientti saadaan aikaan esimerkiksi
pH-eroilla tai akryyliamidin pitoisuudella. Elektroforeesi suoritetaan puskuriliu-

oksessa, jossa sahkdvirta kulkee. (Solunetti 2010.)

Nukleiinihappojen elektroforeesi tehdaan yleensa polyakryyliamidi- tai aga-
roosigeelissa. Pienia DNA-jaksoja (muutamasta kymmenestd muutamaan sa-
taan nukleotidia) analysoitaessa kaytetdan polyakryyliamidigeelielektroforeesia
(PAGE) (Suominen ja Ollikka 2004, 72). Polyakryyliamidigeelia kaytetaan myos
proteiinien erotteluun. Talldin proteiinit kasitelladn ennen geeliajoa detergentilla
(sodium dodecyl sulfate, SDS), ja menetelmaa kutsutaan SDS-PAGE:Kksi.
(Campbell ja Farrell 2006, 121.) Keskikokoisia DNA-jaksoja (muutamasta sa-
dasta muutamaan kymmeneen tuhanteen nukleotidiparia) analysoidaan aga-
roosigeelielektroforeesilla (AGE) (Suominen ja Ollikka 2004, 72).

Agaroosi on merilevasta perdisin oleva polysakkaridi, joka liukenee kuumaan
veteen ja geeliytyy jahmettyessdan. Nukleiinihappojen liikkuminen agaroosigee-
lissa perustuu niiden negatiiviseen varaukseen, joka on peraisin happamista
fosfaattiryhmistd (Suominen ja Ollikka 2004, 72). Nukleiinihapot liikkuvat kohti
positiivista paata (anodia), ja likkumisnopeus riippuu molekyylien koosta: lyhyet
molekyylit liikkuvat nopeammin ja paatyvat pidemmalle geelissa kuin pitkat mo-

lekyylit. Naytteet pipetoidaan geelin kaivoihin naytepuskurissa, joka sisaltaa
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glyserolia ja variainetta. Glyseroli on ajopuskuria raskaampaa ja saa aikaan
naytteiden laskeutumisen kaivojen pohjalle. Variaineen avulla voidaan seurata
ajon etenemista. Lisaksi geelille pipetoidaan kokostandardi, jonka avulla nayt-

teiden koot voidaan maarittdd. (Mathews, van Holde & Ahern 2000, 54.)

Nukleiinihapot eivat sellaisenaan ole havaittavissa geelilla, vaan ne tarvitsevat
erillisen menetelman visualisointia varten. Tavallisimmin kaytetddn etidiumbro-
midivarjaysta. Etidiumbromidi (EtBr) tunkeutuu nukleiinihappojen emasten va-
lin. Kun DNA-etidiumkompleksia sateilytetaan UV-valolla, eméakset absorboivat
UV-sateita ja luovuttavat energiansa etidiumbromidille, jolloin tama fluoresoi
oranssinpunaisena. Etidiumbromidi voidaan lisata geelille jo valamisvaiheessa
tai geeli voidaan lopuksi varjata etidiumbromidiliuoksessa. Etidiumbromidia k&-
siteltdessa on tarkedd muistaa, ettd se on karsinogeeni. (Suominen ja Ollikka
2004, 72.)
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5 TYON SUORITUS

Tyossa eristettiin hiuksen DNA:ta ja monistettin PCR:lla erikseen omilla aluk-
keillaan sekd APOC2-lokuksen ettd D1S80-lokuksen toistojaksoja. PCR-tuotteet
tunnistettiin agarooosigeelielektroforeesilla.

5.1 DNA:n eristamisliuoksen (DNA Extraction Buffer) valmistaminen ja hiuksen

DNA:n eristdminen

Hiuksen DNA:n eristamista varten valmistettiin liuos ohjeen mukaisesti (Hair
DNA Extraction Buffer, Liite 1). Aineet liuotettiin osaan vetta (Millipore). Liuosta
lAmmitettiin magneettisekoittajalla, jotta kiintedt aineet saatiin liukenemaan. Liu-
oksen pH oli tasséa vaiheessa 9,5 ja se saadettiin HCl:lla 8,3:een. pH:n mittauk-
seen kaytettiin SCHOTT CG842 pH-mittaria. Liuos siirrettiin mittapulloon, ja tila-
vuus tasattiin vedella 500 ml:ksi. Liuos kaadettiin kahteen autoklavointipulloon,

ja liuokset steriloitiin autoklavoimalla 121 °C:ssa 20 minuuttia.

Hiuksista leikattiin kaksi hiustuppinaytetta, joissa oli mukana noin 5 mm hiusta
(yksikin hius riittda, jos hiustuppi on riittdvan suuri). Naytteet siirrettiin eppen-
dorf-putkeen. Putkeen lisattin DNA:n eristamisliuosta, joka sisalsi 6 % Pro-
teinase K:ta (Fermentas #E00491). Proteinase K auttaa solujen hajoamista ja
DNA:n vapautumista. Tarvittava maara Proteinase K:ta suoraan lahtoliuoksesta
oli liian pieni pipetoitavaksi, joten tehtiin laimennos 1:10, minka jalkeen pipetoin-
ti oli mahdollista. Putki sentrifugoitiin lyhyesti ja inkuboitiin 1 tunti 55°C:ssa ja 10
minuuttia 95°C:ssa. Tydssa riitti, ettd DNA saatiin ulos soluista, eika sité tarvin-

nut enaé erotella muusta liuoksesta.
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5.2 PCR APOC2-lokuksesta

Polymeraasiketjureaktiota varten laskettiin tarvittavien reagenssien maaréat, ja
pipetointi suoritettiin taulukon 1 mukaisesti. Magnesiumia ei lisatty reaktioon,
koska templaatti sisélsi jo sita (DNA:n eristysliuoksesta peraisin). Puskuriliuos
oli 10xPCR buffer, without Mg (Finnzymes). Reaktion dNTP-konsentraatio oli
200 pM (20xdNTP, Promega). Alukkeita oli 100 ng molempia (Sigma,
HA00832065 ja HA00832066) ja DNA-polymeraasia 1 U (Taqg DNA-polymerase,
DYNAzyme). Alukkeet oli laimennettava ennen pipetointia, koska maara olisi
muuten ollut lilan pieni pipetoitavaksi. Pipetointi tehtiin aseptisesti laminaarivir-
tauskaapissa varoen kontaminaatioita. Putket sailytettiin koko ajan jaahauteella.

Negatiivinen kontrolli valmistettiin kayttden DNA-templaatin asemasta vetta.

TAULUKKO 1. Pipetointikaavio APOC2-lokuksen PCR:lle.

Reagenssi Maara
H.0 12,0 ul
10xPCR puskuri (Ilman Mg) 2,5 ul
20xdNTPs 0,5 ul
Aluke 1 1,0 ul
Aluke 2 1,0 ul
DNA polymeraasi 0,5 ul
Templaatti 7,5 pl
Kokonaismaara 25,0 ul

Putket siirrettiin PCR-laitteeseen (Biometra® T personal), ja PCR-ohjelma ajet-

tiin taulukon 2 mukaisesti.

TAULUKKO 2. PCR-ohjelma APOC2-lokukselle. Kohdat 2-4 toistettiin 29 ker-

taa.

1.95°C 5 min.
2.95°C 1 min.
3.55°C 1 min.
4.72°C 1 min.
5.72°C 5 min.
6. 4°C

PCR:n jalkeen putket sailytettiin pakastimessa (-20°C).
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5.3 PCR D1S80-lokuksesta

Aluksi laskettiin tarvittavien PCR-reagenssien maarat, ja pipetointi suoritettiin
taulukon 3 mukaisesti. Reaktiossa dNTP-konsentraatio oli 200 pM (20xdNTP,
Promega). Alukkeita oli 100 ng molempia (Sigma, HAO00832067 ja
HA00832068), DNA-polymeraasia 1 U (Tag DNA-polymerase DYNAzyme) ja
DMSO:a 5 %. Alukkeet laimennettiin kuten APOC2-lokuksen kohdalla. Myo6s
tasséa reaktiossa kaytettiin magnesiumitonta puskuria (L0xPCR buffer, without
Mg, Finnzymes), koska magnesium saatiin templaatin mukana. Kaikki putket
sentrifugoitiin lyhyesti ennen pipetointia, ja pipetointi suoritettiin aseptisesti la-

minaarivirtauskaapissa.

TAULUKKO 3. Pipetointikaavio D1S80-lokuksen PCR:lle.

H,O 8,25 pl
10x PCR puskuri (ilman Mg) 2,5 ul
DMSO 1,25 ul
20xdNTPs 0,5 ul
Aluke 1 1,0 ul
Aluke 2 1,0 ul
Templaatti 10,0 pl
DNA-polymeraasi 0,5 ul
Kokonaismaara 25,0 ul

Putket siirrettiin PCR-laitteeseen (Biometra® T personal), ja PCR-ohjelma ajet-
tiin taulukon 4 mukaisesti. Koska D1S80-lokus vaatii hotstart-PCR:n, vaiheen 1.
jalkeen ohjelma pysaytettiin ja DNA-polymeraasi lisattiin kuumaan (95°C) liuok-

seen. Taman jalkeen ohjelma ajettiin normaalisti loppuun.

TAULUKKO 4. PCR-ohjelma D1S80-lokukselle. Kohdat 2-4 toistettiin 29 kertaa.

1.95°C 5 min.
2.95°C 1 min.
3. 65°C 1 min.
4,72°C 1 min.
5.72°C 5 min.
6. 4°C
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5.4 Agaroosigeelielektroforeesi PCR-tuotteista

Molempien lokusten naytteille valmistettin omat agaroosigeelit: APOC2-
lokuksen naytteelle 3 %:nen ja D1S80-lokukselle 1,5 %:nen. APOC2:n naytteen
geeli oli tiheampi, koska tdman monistustuotteen oletettiin olevan pienempi
kooltaan ja liikkuvan geelilla nopeammin kuin D1S80-lukuksen tuotteen. Geelit
valmistettiin  1XTBE-puskuriin (Tris-Borate-EDTA). Agaroosi ja puskuri kuu-
mennettiin mikroaaltouunissa kunnes agaroosi oli liuennut. Jaahdytettiin vedella
noin 60°C:ksi, jonka jalkeen lisattiin vetokaapissa etidiumbromidi (0,5 pg/ml).

Geelit kaadettiin kelkkoihin jaahtymaan.

PCR-tuotteista pipetoitiin 10 pl:n naytteet eppendorf-putkiin ja niihin lisattiin 1 pl
10xlatauspuskuria. Kokostandardi (Gene Ruler™ Expres DNA Ladder, Fermen-
tas) ja 6xLoading Dye Solution (Fermentas) laimennettiin valmistajan ohjeen
mukaisesti veteen. Naytteet ja standardi pipetoitiin geeleille, ja geelit ajettiin 80
V:n jannitteella. Geelien ajoon kaytettiin Hoefer HE 33 elektroforeesilaitetta,
jonka virtalahde oli Amersham pharmacia biotech EPS 301. Lopuksi geeleja
tarkasteltiin UV-valossa.

5.5 APOC2- lokuksen PCR:n magnesium-pitoisuuden optimointi

Koska APOC2-lokuksen tulokset olivat epaselvia (ks. kohta 6 Tulokset, sivu 26),
tehtiin PCR-reaktioon magnesium-pitoisuuden optimointia. Alkuperaisessa re-
aktiossa MgCl,-pitoisuus oli 0,75 mM. Uudet PCR-reaktiot tehtiin suuremmilla
magnesium-pitoisuuksilla: 1,5 mM, 2,0 mM ja 2,5 mM MgCl, (taulukot 5, 6 ja 7,

sivu 24). Magnesium saatiin 50 mM MgCl,:ta (Finnzymes).
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TAULUKKO 5. Pipetointikaavio APOC2-lokuksen PCR:lle, kun MgCl,-pitoisuus

on 1,5 mM.
H.O 11,6 pl
10x PCR puskuri (ilman Mg) 2,5ul
50 mM MgCl, 0,4 ul
20xdNTPs 0,5 ul
Aluke 1 1,0 ul
Aluke 2 1,0 ul
DNA-polymeraasi 0,5 ul
Templaatti 7,5 pl
Kokonaismaara 25,0 ul

TAULUKKO 6. Pipetointikaavio APOC2-lokuksen PCR:lle, kun MgCl,-pitoisuus

on 2,0 mM.
H.O 11,4 ul
10x PCR puskuri (ilman Mg) 2,5ul
50 mM MgCl, 0,6 ul
20xdNTPs 0,5 ul
Aluke 1 1,0 ul
Aluke 2 1,0 ul
DNA-polymeraasi 0,5 ul
Templaatti 7,5 pl
Kokonaismaara 25,0 ul

TAULUKKO 7. Pipetointikaavio APOC2-lokuksen PCR:lle, kun MgCl,-pitoisuus

on 2,5 mM.
H.O 11,1 pl
10x PCR puskuri (ilman Mg) 2,5ul
50 mM MgCl, 0,9 ul
20xdNTPs 0,5 ul
Aluke 1 1,0 ul
Aluke 2 1,0 ul
DNA-polymeraasi 0,5 ul
Templaatti 7,5 pl
Kokonaismaara 25,0 ul
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Putket sentrifugoitiin lyhyesti ennen pipetointia, joka suoritettiin mahdollisimman
aseptisesti. Negatiivinen kontrolli tehtiin 1,5 mM MgCl,-pitoisuudella kayttaen
templaatin asemasta vetta. PCR-sykli ajettiin taulukon 2 (sivu 21) mukaisesti
MiniCycler™ MJ Research PCR-laitteella.

PCR-tuotteet pipetoitiin 3 %:lle agaroosigeelille, ja elektroforeesi suoritettiin ku-
ten edelld kayttden samaa latauspuskuria ja kokostandardia (ks. kohta 5.4, sivu
23).
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6 TULOKSET

Ensimmaisen PCR:n jalkeen, jolloin magnesium-pitoisuus oli 0,75 mM, geeleilla
oli ndhtavissa kuvion 3 mukaiset bandit (kuviossa molemmat geelit yhdistetty).

APOC2 standardi D1S80

5000bp
3000
2000

1500
1000

50

=]

[
2
=

KUVIO 3. Lokusten APOC2 ja D1S80 bandit (Mg-pitoisuus 0,75 mM).

D1S80-lokuksen kohdalla nékyi kaksi selvaa bandid. Tama osoittaa, ettéa lokuk-
sessa on kaksi erikokoista alleelia eli tutkittava yksilo on taméan lokuksen suh-

teen heterotsygootti.

APOC2:n kohdalla kaikki kolme erottuvaa bandia olivat hyvin heikkoja. Suurin
bandi kuvaa lokuksen alleelin DNA:ta. Kaksi pienempaa bandia ovat todenna-
koisesti hajonnutta DNA:ta. APOC2:n osalta henkild on talla perusteella homo-
tsygootti.

Kun APOC2:n PCR reaktion magnesium-pitoisuutta lisattiin, saatiin geelilla ku-
vion 4 (sivu 27) mukaiset bandit.
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KUVIO 4. Lokuksen APOC2 bandit. 1: Mg?*-pitoisuus 1,5 mM,
2: Mg#*-pitoisuus 2,0 mM, 3: Mg?*-pitoisuus 2,5 mM

Mg?*-pitoisuudella 2,0 mM tulokset onnistuvat parhaiten. Geelilla oli nahtavissa

kaksi selkeaa bandid noin 500 ja 450 emasparin (bp) kohdalla, mik& osoittaa
tutkittavan henkilon olevan heterotsygootti alleelien suhteen.
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7. TULOSTEN POHDINTA JA JOHTOPAATOKSET

Vaikka lokuksen D1S80 PCR on periaatteessa vaikeampi suorittaa sen vaaties-
sa Hot Start -menetelman, ovat siitd saatavat tulokset selkedmpia kuin
APOC2:n tulokset. Talta osin saadut tulokset vastasivat testattavassa tydoh-
jeessa mainittuja tuloksia. Nain ollen D1S80:sta tehtdva PCR soveltuu parem-
min opiskelijoiden harjoitust6ihin. D1S80:st& on helpommin kontrolloitavissa
PCR:n onnistuminen, eika epaselvia bandeja ole geelilla nahtavissa kuten
APOC2:n kohdalla.

D1S80-lokuksen PCR-ajosta unohtui negatiivinen kontrolli, mutta muissa nayt-
teissé kontrolli oli mukana. Negatiivisten kontrollien kohdalle ei ilmestynyt b&n-
deja, joten PCR-reaktioon ei ollut tullut kontaminaatioita ulkopuolisesta
DNA:sta. Myds DNA-polymeraasin lisdys Hot Start -menetelmalla onnistui hyvin

eika D1S80:ssa nakynyt hairitsevia primerdimereita.

Tutkittu henkild oli D1S80-lokuksen alleelien suhteen heterotsygootti, mik& on-
kin todennakoéisin tulos, koska suurin osa ihmisistd on perinyt vanhemmiltaan
erilaiset alleelit. Alleelit olivat kooltaan noin 450 ja 550 eméasparia. D1S80-
lokuksen PCR-tuote ilman toistoja on 142 emasparia pitka, ja jokainen toisto tuo
siihen 16 emasparia lisdd. Naytteen alleellien toistojaksojen kopioméaarat olivat
siten toisessa noin 19 ja toisessa noin 25. Agaroosigeelielektroforeesin tarkkuus
ei kuitenkaan riitd tarkan toistolukumaaran laskemiseen. Tulokset vastaavat

kuitenkin yleisia VNTR-toistojen kopiomaaria (2—100 kopiota tavallisimmin).

APOC2-lokuksen tulosten tulkinta oli ongelmallisempaa. Vaikka PCR:n suoritus
olikin helpompaa ilman Hot Startin vaatimaa reaktion pysayttamista valilla, jaivat
tulokset ensimmaisen ajon jalkeen hyvin epaselviksi. Bandit olivat heikkoja ja
vaikeasti tulkittavissa. Noin 500 emasparin kohdalla oli nakyvissa bandi, jonka
on luultavasti naytteen lokuksen alleelin DNA:ta. Bandeja oli vain yksi, mika
osoittaa alleelin olevan homotsygootti. Tama on kuitenkin hyvin epatodenna-

koista, ja viittaa osaltaan siihen, ettd PCR ei ollut kunnolla onnistunut.
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Ensimmaisella APOC2-geelilla erottui lisaksi kaksi muuta pienempéa bandia,
jotka olivat noin 300 ja 350 emdasparia kooltaan. Nama olivat todennakdisesti
hajonnutta DNA:ta, joka pienikokoisena liikkuu kauemmas geelilla. Tai ehka
juuri ndmé kaksi pienempéé bandia olivat toivotut, oikein monistuneet lokuksen
alleelien DNA:t. Tata tulosta vastaan kuitenkin olivat magnesium-pitoisuuden
optimoinnin jalkeen saadut tulokset. Kun magnesiumia lisattin PCR-reaktioon,
saatiin Mg2*-pitoisuudella 2,0 mM kaksi edellistda paremmin nakyvaa, kohtalai-
sen lahelld toisiaan olevaa bandia. Naiden bandien koot olivat noin 450 ja 500
emasparia ja ne ovat todennakaoisesti peraisin naytteen monistuneista APOC2-
lokuksen alleeleista. Talloin tutkittava henkild on alleelien suhteen heterotsy-
gootti, mik& on todenné&kadisin tulos. Kyseisen Mg?*-pitoisuuden kohdalla nékyi
lisdksi pari heikkoa bandia, jotka olivat luultavimmin perdisin hajonneesta
DNA:sta. Samat kaksi heikkoa bandia nakyivat myés magnesiumin pitoisuuksil-
la 1,5 mM ja 2,5 mM, mutta nailla pitoisuuksilla ei saatu tulokseksi muita bande-
ja&. Tehdyn PCR:n optimoinnin perusteella voidaan sanoa, etta Mg-pitoisuus,
joka on noin 2 mM, on paras DNA-polymeraasin ja reaktion toiminnan kannalta.
Pienemmalla pitoisuudella (1,5 mM) uutta vastinjuostetta syntyy heikosti ja lop-
putuotetta saadaan vahan. Liian korkea pitoisuus (2,5 mM) taas voi stabiloida
kaksijuosteista DNA:ta ja estaa alukkeiden kiinnittymisen.

Tulosten luotettavuuden parantamiseksi tydssa olisi ollut tarpeen tehda myds
rinnakkaisnaytteitd. Vain yhden maarityksen perusteella saadut tulokset voivat

olla osin sattumaa, eika tuloksia taten voida pitaa kovin luotettavina.

D1S80-lokuksen osalta tyd soveltuu nailla ohjeilla suoritettavaksi opiskelijoiden
harjoitustoissa. Tosin voitaisiin viela kokeilla, onnistuuko PCR-reaktio ilman Hot
Start -menetelmaa. Jos DNA-polymeraasin voisi pipetoida reaktioon jo ennen

alkudenaturaatiota, tyon suoritus helpottuisi.

APOC2-lokuksen tuloksia kannattaisi pyrkia viela parantamaan, jotta niista saa-
taisiin helpommin tulkittavia. Magnesiumin kokeellisen optimoinnin liséksi olisi
hyva optimoida viela APOC2:n PCR-reaktion muita osa-alueita. Esimerkiksi
templaatin maara saattoi olla lilan pieni — kaksi pienta hiusjuurta ei ehka antanut
riittavasti templaattia APOC2-lokuksen monistumiseen. Ehkd myods DNA-

polymeraasin ja dNTP:iden pitoisuuksia voitaisiin reaktiossa muunnella.
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LITTEET

LITE 1 TYOOHJE LITE 1: 1 (6)

”DNA-sormenjaljen” (DNA fingerprint) maarittaminen hiuksesta PCR:n
avulla

Eukaryoottien genomista vain pieni osa on proteiineja ja RNA:ta koodaavaa
DNA:ta. Suurin osa genomista koostuu ei-koodaavasta DNA:sta, jonka osuus
ihmiselld on jopa 97 %. Proteiineja koodaamaton alue siséltdd geenien saately-
jaksoja, introneja, pseudogeeneja sekd suurimmaksi osaksi toistuvaa DNA:ta.

Toistuvassa DNA:ssa tietyt kooltaan vaihtelevat nukleotidijaksot toistuvat jopa
useina tuhansina kopioina. Nama kopiot ovat tavallisesti syntyneet virheellisesta
duplikaatiosta DNA:n kahdentuessa. Koska DNA:n toistojaksot ovat osa kro-
mosomeja, he myos periytyvat seuraaville sukupolville, ja taten jokainen meista
on perinyt vanhemmiltaan yksil6llisen maaran naita toistojaksoja. Tata DNA:n
toistojaksojen suurta vaihtelevuutta kaytetaan hyvaksi yksilontunnistuksessa ja
maaritettdessa niin sanottua DNA-sormenjalkea.

Erityisesti minisatelliitteihin kuuluvissa VNTR (variable number of tandem re-
peats) -DNA:n toistojaksoissa ja mikrosatelliitteihin kuuluvissa STR (short tan-
dem repeats) -jaksoissa on runsaasti yksildiden valista muuntelua, mitd kayte-
taan hyvéaksi esimerkiksi rikostutkimuksessa. Tydssa tutkitaan kahden tallaisen
runsaasti muuntelua sisaltavan lokuksen toistojaksoja.

Tyossa eristetaan hiuksesta DNA:ta, monistetaan sitda PCR:n avulla ja lopuksi
analysoidaan monistustuotteiden kokoja agaroosigeelielektroforeesilla. Tutkitta-
vat VNTR-lokukset ovat APOC2 ja D1S80.

APOC2 geeni koodaa apolipoproteiini C2:ta. Lokuksen toistuva jakso on kaksi
nukleotidia pitka. Taman lokuksen PCR on helpompi suorittaa, mutta siitd saa-
dut tulokset eivat ole niin selkeitd kuin D180:ll& saadut. VNTR-lokus D1S80
vaatii PCR:ssa Hot Start -menetelman kayton, missa DNA-polymeraasi lis&tdan
vasta kun lampdétila on 95°C (nain valtetaan primerdimereiden synty). D1S80:n
PCR-tuote ilman toistoja on 142 emasparia pitka, ja jokainen toistojakso lisaa
sen kokoa 16 emasparilla.

(jatkuu)



Tarvikkeet:

Liuokset ja reagenssit:
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LITE 1: 2 (6)

Hair DNA Extaction Buffer (valmistusohje tydohjeen lopussa)

1 x TBE (Tris-borate-EDTA)
Proteinase K

20 Xx dNTPs

Alukkeet (APOC2 ja D1S80)
Tag DNA-polymeraasi

10 x PCR Buffer (without Mg)
MgCl,

DMSO

DNA-kokostandardi

10 x loading dye
etidiumbromidi

tislattu vesi

agaroosi

Valineet:

Mikrosentrifuugi- ja PCR-putkia
Mikropipetteja

Pipetinkarkia (myos steriileja)
Lampdhaude

PCR-laite

Erlenmayer-pulloja

Vaaka

Elektroforeesilaite

Virtalahde

(jatkuu)
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LIITE 1: 3 (6)
1. DNA:n eristaminen hiuksesta

1. Irrota hius ja leikkaa siita karvatuppi, jossa on noin 5 mm hiusta mukana.
Karvatuppi on riittdvan suuri, kun se on selvasti silmilla nahtavissa.
Jos et saa yhta riittdvan suurta karvatuppea, voit ottaa useamman pienen.
2. Laita hius sentrifuugiputkeen, ja lisaa putkeen 100 pl DNA Extraction
Bufferia, johon on lisatty 6 pg Proteinase K:ta.
. Inkuboi lampo6hauteella 1 tunti 55°C:ssa ja 10 minuuttia 95°C:ssa.
. Jaahdyta liuos ja sailyta tarvittaessa -20°C:ssa.

W

2. PCR APOC2-lokuksesta

PCR-reaktio sisaltaa:
DNA-nayte (templaatti) 7,5 pul  (eristetty kohdassa 1.)
Reaction mixture 17,5ul  (ks. pipetointikaavio)

5. Laimenna tarvittaessa alukkeet (primerit), jotta voit pipetoida niita pipetointi-
kaavion mukaiset méaarat.

6. Sentrifugoi lyhyesti kaikki putket ja pipetoi reagenssit aseptisesti kaavion
mukaisesti PCR-putkiin.

7. Valmista kontrollinayte kayttamalla templaatin asemasta vetta.

Sailyta putkia koko ajan jailla!

Pipetointikaavio APOC2-lokukselle.

Reagenssi Tilavuus Loppukonsentraatio
H,O 11,4 pl

10xPCR puskuri (ilman Mg) 2,5 ul

50 mM MgCl, 0,6 pl 2,0 mM *
20xdNTPs 0,5 ul 200 pM jokainen
Primer 1 1,0 pl 100 ng

Primer 2 1,0 pl 100 ng

Taq DNA-polymeraasi 0,5 ul 1U

Templaatti 7,5 ul noin 50 ng DNA:ta
Kokonaismaara 25,0 ul

* Huomioi DNA:n eristdmisliuoksen MgCl,-
pitoisuus 2,5mM .

(jatkuu)
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LITE 1: 4 (6)
8. Aja PCR-reaktiot taulukon mukaisesti. Toista kohdat 2-4 29 kertaa.

PCR ohjelman vaiheet APOC2-lokukselle.

1.95°C 5 min.
2.95°C 1 min.
3.55°C 1 min.
4.72°C 1 min.
5.72°C 5 min.
6. 4°C

3. PCR D1S80-lokuksesta

PCR-reaktio sisaltaa:
DNA-nayte (templaatti) 10,0 ul  (eristetty kohdassa 1.)
Reaction mixture 15,0yl (ks. pipetointikaavio)

9. Laimenna tarvittaessa alukkeet, jotta voit pipetoida niité pipetointikaavion
mukaiset maarat.

10. Sentrifugoi lyhyesti kaikki putket ja pipetoi reagenssit aseptisesti kaavion
mukaisesti PCR-putkiin.

11. Valmista kontrollindyte kayttamalla templaatin asemasta vetta.

Sailyta putkia koko ajan jailla!

Pipetointikaavio D1S80-lokukselle.

Reagenssi Tilavuus Loppukonsentraatio
H,O 8,25 pl

10xPCR puskuri (ilman Mg) 2,5 ul 1,5 mM MgCl, **
DMSO 1,25 pl 5%

20xdNTPs 0,5 pl 200 pM jokainen
Primer 1 1,0 ul 100 ng

Primer 2 1,0 ul 100 ng

Templaatti 10,0 pl noin 70 ng DNA:ta
Tag DNA-polymeraasi 0,50 ul 1U
Kokonaismaara 25,0 ul

*DNA:N eristysliuoksesta peraisin.

(jatkuu)
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LIITE 1: 5 (6)
12. Aja taulukon mukainen PCR-reaktion kohta 1.
13. Pysayta ohjelma hetkeksi ja pipetoi DNA-polymeraasi putkiin.
14. Jatka ohjelma kohdasta 2. taulukon mukaisesti. Toista kohdat 2-4
29 kertaa.

PCR ohjelman vaiheet D1S80-lokukselle.

1.95°C 5 min.
2.95°C 1 min.
3.55°C 1 min.
4.72°C 1 min.
5.72°C 5 min.
6. 4°C

15. Sailyta PCR-tuotteita pakastimessa (-20°C), jos teet agaroosigeelielektro-
foreesin myéhemmin.

4. Agaroosigeelielektroforeesi

Valmista APOC2-lokuksen PCR-tuotteille 3 %:nen agaroosigeeli ja D1S80-
lokuksen PCR-tuotteille 1,5 %:nen geeli.

16. Punnitse tarvittava maara agaroosia erlenmayeriin ja lisaa 1xTBE-puskuri-
liuos. Laimenna puskurilius tarvittaessa 10xTBE:sta.

17. Kuumenna kiehauttaen mikroaaltouunissa kunnes agaroosi on liuennut.

18. Jaahdyta noin 60°C:ksi ja lisda etidiumbromidi (0,5 pg/ml) vetokaapissa.
Huom. Etidiumbromidi on karsinogeeni!

19. Kaada liuos kelkkaan ja aseta naytekampa paikalleen.

20. Anna geelin jahmettya ja poista naytekampa.

21. Pipetoi mikrosentrifuugiputkeen 10 ul naytetta ja 1 ul latauspuskuria
(10x loading dye) ja sentrifugoi putket lyhyesti.

22. Valmista kokostandardi valmistajan ohjeen mukaisesti.

23. Pipetoi naytteet ja standardi geelin kaivoihin. Aja kohti plus-p&éta 80 V:lla.

24. Tarkastele geeleja UV-valossa. Maarita alleelien koko ja kopiolukuméaara.

(jatkuu)



Hair DNA Extraction Buffer:

Reagenssi Maara
KCI 1,869
Tris 0,61¢g
MgCl,-6H,0 0,259
Gelatiini 0,05¢
NP40 2,25 mi
Tween 20 2,25 ml
H.0 ad 500 ml

pH 8,3 huoneenlammadssa.

Loppukonsentraatio

50 mM KCI

10 mM Tris

2,5 mM MgCl,

0,1 mg/ml gelatiinia
0,45 % NP40

0,45 % Tween 20

LIITE 1: 6 (6)
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