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Tama opinnaytetyd tehtiin Tullilaboratorion Biokemian jaoston GMO-tyéryhmalle, joka
valvoo elintarvikenaytteissa esiintyvia geneettisia muunnoksia. Tyon tarkoituksena oli
vertailla DNA:n eristysmenetelmia erilaisilla naytematriiseilla. Kaikki naytteet olivat
Tullilaboratorion valvontaan kuuluvia elintarvikenaytteitd, joista osa oli pitkalle
prosessoituja elintarvikkeita ja osa sisalsi suuria maarid rasvaa ja proteiinia. Jokaiselle
naytetyypille pyrittiin 16ytdmaan sopivin menetelma, jolla saadaan hyvalaatuista ja
monistuskelpoista DNA:ta. Eristetyn DNA:n pitoisuus, menetelman kustannukset,
tydturvallisuus, analyysin kaytetty aika ja kontaminaatioriskit olivat myds valintakriteereja.
Kolmea erilaista menetelmda verrattin laboratoriossa rutiinikdytéssd olevaan
eristysmenetelmaan.

Naytteet kasiteltin kolmessa sarjassa: ensimmainen sisalsi riisinaytteita, toinen
maissinaytteitd ja kolmas soijaa sisdltavia elintarvikkeita. Jokaisesta naytteestd tehtiin
rinnakkaispunnitus tulosten luotettavuuden varmistamiseksi. Kaikki naytesarjat eristettiin
valituilla kolmella menetelmalla. Eristetyt DNA-naytteet analysoitiin kvantitatiivisella
reaaliaikaisella PCR:lIa, jotta voitiin varmistua, ettéd naytteestd saatiin eristettya halutun
organismin DNA.

Jokaiselle naytetyypille Idydettiin parhaiten soveltuva menetelma. Kahdella valituista
menetelmista saatiin parhaat tulokset jokaisen naytematriisin kohdalla. MyOs naytteista,
joista ei saatu eristettya referenssi-DNA:ta rutiinikdytdéssa olevalla menetelmalla, onnistut-
tiin eristdmaan haluttua DNA:ta yhdelld menetelmistd. Kokeilu onnistui hyvin ja tuloksia
voidaan hyddyntaa valittaessa valvontanaytteille sopivia eristysmenetelmia.

Avainsanat: DNA:n eristys, prosessoitu elintarvike, kvantitatiivinen reaaliaikainen PCR
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The graduate study was made for the GMO group of the Biochemical department of the
Finnish Customs Laboratory that monitors genetically modified foodstuffs. Three different
DNA isolation methods were compared with the method currently used in routine work at
the laboratory. The goal was to find the best method for each group of samples. All the
samples had a poor yield or quality of DNA; most of the samples met both criteria. The
criteria for determining the best method were the quality and amplification properties and
also the yield of the isolated DNA. Also the cost, analysis time, safety and risk of contami-
nation were taken into consideration in determining the most effective method for each
sample type.

The samples were normal samples that had been analysed in the laboratory and included
highly processed foodstuffs and foodstuffs containing large amounts of fat and protein.
The samples were analysed in three series, one containing rice, the other containing corn
and the third containing soy. All the samples were analysed in duplicates to ensure the
accuracy of the results. The isolated DNA samples were analysed using quantitative real
time PCR to make sure the isolated DNA was from the desired organism.

An effective method was found for each type of samples. Two of the used methods
seemed to give the best results for every sample type analysed. Reference DNA had not
been successfully isolated from two of the samples with the current routine method. This
problem was overcome with one of the methods. The project was very successful and the
results can be used in later problems with finding the most effective method for a certain
difficult sample.

Keywords: DNA isolation, GMO, processed foodstuffs, quantitative real time PCR
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1

JOHDANTO

Tama opinnaytetyo tehtiin Tullilaboratorion GMO-tyéryhmalle.
Tullilaboratorio tutkii maahan tuotavia elintarvikkeita ja Biokemian jaostoon
kuuluva GMO-tyéryhma valvoo elintarvikkeiden geneettistda muuntelua.
Geneettisesti muunneltuja organismeja (GMO) sisaltavien elintarvikkeiden
tutkimus ja valvonta on hyvin tarkeaa niihin liittyvan lainsaadannon vuoksi.
Tutkituimmat geenimuunnellut elintarvikkeet sisaltavat soijan, maissin tai
riisin DNA:ta. Geneettinen muuntelu elintarvikkeissa on sallittu tietyissa
rajoissa. Kasveille on maaritelty laillisia ja laittomia muunnoksia ja laillisenkin
muunnoksen raja-arvo on 1 % tuotteen sisadltdmastd DNA:sta. Naytteiden
laaja kirjo asettaa haasteita valvonnalle. Naytematriisit vaihtelevat raaka-

aineista pitkalle prosessoituihin tuotteisiin.

Laboratoriossa on rutiinikdytdssa yksi, kaupalliseen sovellukseen perustuva
menetelmd DNA:n eristykseen. Menetelmd ei kuitenkaan sovellu kaikille
naytematriiseille. ~Taman tyon tavoitteena oli vertailla erilaisille
elintarvikenaytteille soveltuvia DNA:n eristysmenetelmia ja 16ytaa kullekin
nayteryhmalle soveltuvin menetelma. Painopiste oli erityisen hankalissa
naytteissa, joista osasta ei kaytdssa olevalla menetelmalld ollut onnistuttu
eristamaan kohdeorganismin DNA:ta. DNA:n eristys elintarvikkeista on
hankalaa monien eri tekijoiden vuoksi. Osa raaka-aineista, kuten riisi, on jo
itsestdan hankala naytematriisi. Jotkin elintarvikkeet sisaltavat DNA:n
eristysta tai PCR-analyysia haittaavia tekijoitd kuten suuria maarid suolaa,
mausteita, rasvaa tai proteiineja. Vaikeimman naytematriisin muodostavat
prosessoidut elintarvikkeet, joiden valmistuksessa on kaytetty DNA:ta
pilkkovia tekijoitd kuten lampd-, happo- tai emaskasittelya. Usein
prosessoidut elintarvikkeet sisaltavat lisaksi edellda mainittuja analyysia

vaikeuttavia tekijoita.
Tavoitteena oli tarkastella kullekin naytetyypille soveltuvaa menetelmaa

DNA:n saannon, puhtauden ja monistuskelpoisuuden perusteella ja arvioida
myos muita menetelman kayttoon liittyvia tekijoita, joista tarkeimpia olivat
kustannukset, menetelman helppous ja nopeus sekd kontaminaatio- ja
tyoturvallisuusriskien minimointi. Tarkoituksena oli tarkastella kolmea
erilaista DNA:n eristysmenetelmaa eristamalla samasta naytteesta DNA
jokaisella menetelmalld, mittaamalla DNA-pitoisuudet ja vertaamalla tuloksia

eri menetelmien kesken.



Tydsuunnitelmaan sisaltyi myos eristettyjen DNA-naytteiden analysointi
reaaliaikaisella PCR:lld. PCR-analyysin avulla voitin saada selville, oliko
menetelmalld saatu eristettya halutun organismin DNA. PCR-tulosten avulla
voitiin myos arvioida eristetyn DNA:n monistuskelpoisuutta. Tutkimuksen
kohteena olivat erityisen hankalat naytetyypit kuten suuria maaria rasvaa,
proteiinia tai hiilihydraattia sisaltavat tuotteet, pitkdlle prosessoidut

elintarvikkeet seka erilaiset riisilajit ja -valmisteet.

2 TYON TEORIA

Tassa osiossa on kerrottu kasvisolun rakenteesta ja solujen hajotuksesta,

DNA:n eristysmenetelmista seka eristetyn DNA:n analysoinnista gPCR:lla.

DNA:n eristyksen ensimmainen vaihe on solujen hajotus. Eri solut ovat
rakenteeltaan erilaisia, mikd tulee ottaa huomioon hajotusmenetelmaa

valittaessa.

2.1 Kasvisolun rakenne

Kasvisolu on eldin- ja bakteerisolua huomattavasti suurempi. Kasvisolun
[&pimitta on noin 100 um, kun elainsolut ovat halkaisijaltaan noin 10 ym ja
bakteerisolut 1 - 4 ym. Toinen suuri ero soluissa on kasvisolun sisaltama
kova soluseind. Plasmamembraania ympardiva soluseind koostuu
hiilihydraattikomplekseista ja ligniinista tai vahasta. Kasvisolu sisaltdééd myos
joitakin rakenteita, joita ei ole muissa soluissa. N&itd ovat kloroplastit ja
vakuoli, amyloplasti ja kalsiumoksalaattisaostumat. Amyloplasti el
tarkkelysjyvdnen on tarkkelyksen varastointipaikka. Kalsiumoksalaatti
muodostaa joihinkin kasvisoluihin saostumia, jotka voivat olla piikkimaisia tai
rakeisia. Ne vastaavat koostumukseltaan ihmisen elimistossd muodostuvia
munuaiskivid, mutta ovat kuitenkin kasvisolulle tarpeellisia mahdollisesti
suojaten solua tuholaisilta. Kasvisolun rakenne on esitetty kuvassa 1. [1, s.
362 - 363; 2.]
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Kuva 1. Kasvisolun rakenne [3]
Soluseinéd

Nopeasti jakautuvia soluja ymparoi ohut primaarinen soluseing, joka erottaa
solut toisistaan. Kasvun lakattua sekundaarinen soluseind muodostuu

primaarisen soluseinan ja plasmamembraanin valiin. [4, s. 6.]

Selluloosa on primaarisen soluseindan paakomponentti. Se ei ole
vesiliukoinen ja on stabiili matalassa pH:ssa. Selluloosamolekyylit ovat
litteitd ja nauhamaisia, ja nama nauhat ovat Kkiinnittyneind toisiinsa
vetysidoksin muodostaen kiteisia mikrofibriileja. Kiteisen selluloosarakenteen
lisdksi soluseinassa on hemiselluloosan ja pektiinin muodostamaa amorfista
ainetta. Pektiinit ovat soluseindn komponenteista helpoimmin veteen
liukenevia. Ne voidaan eristdd soluseindstd kuuman  veden,
ammoniumoksalaatin, EDTA:n tai muiden soluseindssa olevia Ca?* -ioneja
kelatoivien aineiden avulla. Primaarisen soluseindn tarkein proteiini on
ekstensiini, joka on paljon hiilihydraattia sisaltava glykoproteiini. Muita
tarkeitd soluseinan proteiineja ovat entsyymit kuten erilaiset hydrolaasit,
transferaasit ja peroksidaasit. [4,s.6 - 9; 5, s. 432 - 443.]



Sekundaarinen soluseina eroaa primaarisesta monella tapaa. Se on
kovempi ja kestdvdmpi ja ndin suojaa solun sisdisida soluorganelleja
mekaanisilta ja kemiallisita haitoilta. Sekundaarinen soluseind antaa
kasvisolulle sen lopullisen muodon. Se koostuu selluloosasta,
hemiselluloosasta, pektiinista, proteiineista seka pienesta maarasta fenolisia
yhdisteita ja entsyymeja. Selluloosan muodostamat mikrofibriilit yhdistettyna
ligniiniin tekevat soluseindstd kestavan. Ligniinit ovat polymeeriyhdisteita,

jotka eivat liukene edes useimpiin liuottimiin. [4, s. 6 - 9; 5, s.432 - 443.]

2.2 Solujen hajotus nukleiinihappojen eristysta varten

DNA:n eristyksen ja puhdistuksen ensimmainen vaihe on solujen hajotus.
Soluja voidaan hajottaa useilla eri menetelmilla. Kasvi- ja eldainkudoksia
hajotetaan usein mekaanisesti ensin leikkaamalla kudosta pieniksi paloiksi ja
jauhamalla esimerkiksi huhmareessa tai kaupallisilla, usein kotikayttoon
tarkoitetuilla myllyilla tai soseuttajilla. Kudos voidaan jauhaa kuivana tai siita
voidaan tehda suspensio veden tai puskuriliuoksen kanssa. Veden lisdys
naytteeseen homogenointivaiheessa voi kiihdyttdd DNA:ta pilkkovien
entsyymien toimintaa. Homogenointi etanoliliuoksessa pelkan veden sijaan
estdd DNaasien toimintaa. Kuivajauhatus on paras tapa valttdad DNA:n
hajoamista, mutta kaytannon syista joihinkin naytteisiin on lisattava nestetta
homogenoinnin  onnistumiseksi tai  kontaminanttien  poistamiseksi.
Esimerkiksi suolaa sisaltavistd elintarvikkeista voidaan pestd nakyvaa
suolaa lampimalla vedelld pois. Bakteerisoluille kova mekaaninen hajotus ei
ole tarpeen eikd mydskaan sovellu, silld ne ovat paljon hauraampia.
Bakteerisoluja voidaan hajottaa mekaanisesti pienten lasihelmien avulla.
Pelkka mekaaninen hajotus ei kuitenkaan usein riita kasvisoluille, joilla on
kova soluseina. [1, s. 362 - 365; 6, s. 88 - 93.]

Soluja voidaan hajottaa myds entsymaattisesti ja erilaisten puskuriliuosten
avulla. Bakteerisoluille riittaa kasittely lysotsyymilla. Lysotsyymi on entsyymi,
joka hajottaa bakteerien soluseinassa esiintyvaa peptidoglykaania. Gram-
positiivisille bakteereille riittaa lysotsyymikasittely sopivan puskurin lasna
ollessa, mutta Gram-negatiivisten bakteerien hajotukseen tarvitaan myds
kasittely EDTA:lla, joka kelatoi ulomman lipopolysakkaridikalvon
kalsiumioneja. Lisaksi liuoksen tulisi sisaltda ionitonta detergenttia
liuottamaan solumembraania. Kasvisoluihin lysotsyymikasittely ei tehoa.

Niiden hajotukseen kaytetdan usein mekaanisen hajotuksen lisaksi



puskuriliuosta, joka sisaltdd detergentteja, EDTA:ta ja usein myés tietylle
kasville spesifisia entsyymeja, kuten a-amylaasia riisille ja maissille. Soluja
voidaan hajottaa myds muilla tavoilla kuten ultradanikasittelylla. [1, s. 363 -
365; 6, s. 88 - 93]

Kasvisolun hajottaminen on haasteellista soluseinan kovuuden liséksi myos
sen sisdltdmien aineenvaihduntatuotteiden vuoksi. Nayte on jauhettava
tarpeeksi perusteellisesti, jotta soluseind saadaan hajoamaan. Voimaa ei
saa kuitenkaan kayttaa liikaa, jotteivat soluorganellit hajoa ja vapauta
haitallisia yhdisteita eristysliuokseen. Aineenvaihduntatuotteet hankaloittavat
DNA:n puhdistusta ja voivat myds inhiboida PCR-reaktioita tai jopa hajottaa
DNA-molekyyleja. Solujen hajotuksessa kaytetdan usein jotakin mekaanista
menetelmaa, jonka jalkeen solumassaa inkuboidaan sopivassa

puskuriliuoksessa useiden tuntien ajan. [1, s.192 - 194; 7.]

Kasvimateriaali voidaan jaadyttdda homogenointia varten nestemaisella
typelld. Talléin nayte murskataan useimmiten huhmareessa tai koeputkessa
survomalla. Herkat materiaalit, kuten kasvien lehdet, kasitellaan usein talla
tavalla. Homogenointi voidaan tehda my6s huoneenldammdssa, jolloin usein
kaytetaan kaupallisia myllyja tai muita laitteita. Kovempi hajotus on usein

tarpeen koville materiaaleille kuten siemenille tai jyville. [6, s. 88 - 93.]

Soluseinan hajotus voidaan tehdad myds kemiallisesti selluloosaa liuottavilla
yhdisteilla kuten etyyliksantogenaatin natrium- ja kaliumsuoloilla, joita
kaytetdan tekstiiliteollisuudessa. Kudosten hajotus onnistuu myos
yhdistelemallda kuumalla ja kylmalla kasittelyd sykleissd. Kuuma-
kylmakasittelyn lisaksi hajotuksessa voidaan kayttaa alkalisia yhdisteita. [6,

s. 88 - 93]
2.2.1 Hajotuspuskuri

Solujen hajotuspuskuri sisaltda usein jotakin detergenttia, joka alentaa solun
pintajannitysta ja irrottaa soluseinassa olevia proteiineja. Liuos sisaltaa
useimmiten myOs suuria konsentraatioita NaCl:a seka pelkistavia ja
kelatoivia aineita. Lisaksi liuoksen pH pidetdan vakaana puskurisysteemin
avulla. [6, s. 90 - 91.]



Detergentit

Detergentteja kaytetdan uuttopuskurissa tuhoamaan solumembraaneja ja
denaturoimaan proteiineja. Detergentit hajottavat solun solukalvon
irrottamalla kalvon proteiineja. Useimmin kaytetty detergentti on kationinen
setyylitrimetyyliammoniumbromidi eli CTAB. Anionisista detergenteista
kaytetyimpia ovat sarkosyyli ja natriumdodekyylisulfaatti eli SDS.
Detergenttien pitoisuus puskuriliuoksessa voi vaihdella, mutta yleisin
pitoisuus CTAB:lle on 2 % ja SDS:lle 1 %. [6, s. 90 - 91.]

Puskurisysteemi

Puskuriliuoksen puskurointiominaisuus perustuu usein Tris-HCl:n kayttéon.
Puskurisysteemin tehtdvand on pitda liuoksen pH alueella, jolla DNA:ta
hajottavat entsyymit eivat toimi optimaalisesti. pH saadetdan yleensa
alueelle 8 - 9, joka ei ole lahella DNA:ta hajottavien entsyymien optimi-pH:ta.
[6,s.90-91]

Korkea suolapitoisuus

Puskuriliuoksen NaCl-pitoisuus on usein yli 1 M. Korkea suolapitoisuus
irrottaa nukleaariset proteiinit kuten histonit DNA:sta, pitdd polysakkaridit
liuoksessa, jos DNA saostetaan etanolilla, ja ulossuolaa mahdollisia PCR-
reaktioita inhiboivia tekijoita. [6, s. 90 - 91.]

Pelkistavét aineet

Puskuriliuoksessa kaytetddn usein pelkistdvida aineita estdmaan
hapettumisreaktioita, jotka vahingoittavat suoraan tai epasuorasti DNA:ta.
Usein kaytettyja pelkistajia ovat p-merkaptoetanoli, ditiotreitoli ja
askorbiinihappo. [6, s. 90 - 91.]

Kelatoivat aineet

Solun siséaltd liuokseen vapautuvat DNaasit tarvitsevat magnesiumioneja
toimiakseen, joten DNA:n hajoamisen estdmiseksi puskuriliuokseen lisatadan
usein magnesiumia Kkelatoivia yhdisteita. Usein kaytettyja kelatoivia
yhdisteitd ovat EDTA, EGTA, o-fenantroleeni ja Chelex. [6, s. 90 - 91.]



2.2.2 Jauhatuksen tarkeys

Tutkimuksissa saannot kasvavat suoraan suhteessa naytteen partikkelikoon
pienenemiseen [7; 8]. Naytteen tulisi olla siis jauhettu mahdollisimman
pieniksi osasiksi, jotta mitattu DNA-pitoisuuden arvo naytteessa olisi luotet-
tava. Tama korostuu etenkin GMO-tutkimuksessa. Joskus naytteen
partikkeleista, kuten jyvista tai siemenistd, vain osa on geneettisesti
muunneltuja. Nayte on siis sekoitettava ja jauhettava perusteellisesti oikean
tuloksen saavuttamiseksi. Sekoitus on tarkedd my6s valmiiksi

homogeenisten naytteiden kohdalla.

2.3 Kontaminanttien poisto

Puskuriliuoksen lisdksi jo solujen hajotusvaiheessa naytteeseen lisatadan
usein entsyymeja, jotka hajottavat liuoksessa olevia haitallisia aineita. DNA:n
eristystd haittaavia tekijoitd ovat RNA, tarkkelys, proteiinit ja monet kasvin
tuottamat orgaaniset yhdisteet. Menetelmasta riippuen osa kontaminanteista

poistetaan jo uuttovaiheessa, osa eristyksen edetessa.

2.3.1 Térkkelysté hajottavat entsyymit

Amylaasit ovat entsyymeja, jotka katalysoivat glykosidisten sidosten
hydrolyysia. Naita sidoksia on glukoosia sisaltavissa yhdisteissa kuten
tarkkelyksessa. Amylaasit voidaan jakaa a- ja p-amylaaseihin. Ne
vaikuttavat yhdisteiden hydrolyysiin eri tavoilla, mika taytyy ottaa huomioon
entsyymien valinnassa. Tarkkelys sisaltda amyloosia, joka on suoraketjuinen
glukoosin polymeeri, sekd amylopektiinia, joka on haaroittunut polysakkaridi.
Haarautunut rakenne on suoraketjuista liukoisempi ja myo6s lisda
tarkkelysliuoksen  viskositeettia. a-Amylaasi katkoo  glukoosiketjua
sattumanvaraisesti a-1,4-glykosidisten sidosten kohdalta. Nain se pienentaa
liuoksen viskositeettia. B-Amylaasi katkoo a-1,4-sidoksia vain polymeerin ei-
pelkistavastd paastd ja lineaarisen ketjun hydrolyysin tuotteena on aina

maltoosia. [9, s. 163 - 165.]
Tarkkelyksen hajottaminen entsymaattisesti ei kuitenkaan ole yksinkertaista

prosessoituja elintarvikkeita kasiteltdessd. Tarkkelyksen pilkkoutumiseen
vaikuttavat sen fyysinen muoto, tarkkelysjyvan luonne ja elintarvikkeen
kasittely sitd valmistettaessa. Tarkkelys on tarkein kasvien varastoima
polysakkaridi. Amylopektiinin osuus tarkkelyksestda on 70 - 80 % ja
amyloosia on 20 - 30 %. Kasveissa tarkkelys on varastoituneena osaksi

kiteisind jyvasina, jotka sisaltavat seka tiheasti haaroittuneita etta lyhyempia



kaksoiskierteitd muodostavia ketjumaisia osia. Nama erilaiset rakenteet

antavat tarkkelysjyvaselle osin seka kiteisen ettd amorfisen luonteen. [10.]

Tarkkelys ei liukene kylmaan veteen, mutta kuumennettaessa se turpoaa ja
lopulta molekyylin jarjestys hajoaa ja se menettaa kiteisen rakenteensa.
Tarkkelysjyvanen on hajotessaan altis entsyymien vaikutukselle.
Jaahtyessaan tarkkelys kiteytyy uudelleen ja tadma uudelleenkiteytynyt
tarkkelys pystyy vastustamaan entsyymien hydrolysoivaa vaikutusta.
Elintarvikkeiden prosessoinnissa kuumennusta ja jadhdytysta voi tapahtua
useita kertoja ennen kuin tuote on valmis. Taman vuoksi a-amylaasilla ei
valttamattd ole vaikutusta joidenkin |&dmpdkasiteltyjen elintarvikkeiden

hajotukseen DNA:ta eristettdessa. [10.]

Kasvien soluseind sisaltdd myos muita polysakkarideja, kuten selluloosaa,
pektiinia ja hemiselluloosaa, jotka eivat ole tarkkelystd. Naitd polysakkarideja
ei saada pilkkoutumaan a-amylaasin avulla, silld ne eivat ole a-glukaaneja
eli ne eivat sisalla a-1,4-glykosidisia sidoksia. Usein soluseinan hajotukseen

onkin kaytettavd mekaanisia menetelmia. [10.]

Tutkimukset ovat osoittaneet, etta tarkkelysta hajottavat entsyymit toimivat
paremmin kohteen partikkelikoon pienentyessa. Kokonaisissa tai vain osaksi
hajotetuissa soluissa kova soluseina estaa tarkkelyksen turpoamista ja nain
myoOs sen hajoamista. Myds tietyissad prosessoiduissa elintarvikkeissa kuten
spagetissa tarkkelys on pakkautunut hyvin tiheasti, jolloin tarkkelyksen
turpoaminen ja nain ollen my6s hajoaminen on pienempaa. Naytteen
perusteellinen mekaaninen hajotus ja sekoitus ovat siis erittdin tarkeita
seikkoja, paitsi edustavan homogeenisen naytteen saamiseksi, myos solujen

hajoamisen ja DNA:n eristyksen onnistumisen kannalta. [10.]

Maissin tarkkelys ei inhiboi PCR-reaktioita, toisin kuin happamat
polysakkaridit, mutta hairitsee muuten DNA:n eristystd. Siksi tarkkelyksen
hajottaminen on tarkea eristyksen vaihe varsinkin maissinaytteiden kohdalla.

Happamia polysakkarideja syntyy nayteliuokseen soluseinan hajotessa. [7.]



2.3.2 RNA:n poisto néytteesté

RNA voidaan usein eristdd samalla menetelmalla kuin DNA, joten se on
poistettava nayteliuoksesta jollakin tavalla. RNA poistetaan useimmiten
kasittelemalla nayteliuos RNaasilla. RNA voidaan my0s saostaa lisaamalla
liuokseen suuri pitoisuus litiumkloridia. RNA:n poisto voidaan tehda heti
DNA:n eristyksen alussa tai loppuvaiheessa. Usein RNaasi-kasittely tehdaan

uuttopuskurin lisdyksen yhteydessa. [11, s. 28 - 29.]

Naytteessa oleva RNA haittaa DNA-pitoisuuden maaritysta, silla se absorboi
DNA:n tavoin aallonpituudella 260 nm. Na&in ollen RNA-kontaminoitunut
nayte voi antaa liian suuren Ilukeman DNA:n pitoisuudelle. RNA-
kontaminaatio voidaan havaita puhtausasteen lukemasta, joka on naytteen
absorbanssi mitattuna aallonpituudella 260 nm jaettuna naytteen

absorbanssilukemalla mitattuna aallonpituudella 280 nm. [11, s. 28 - 29.]

A
DNA:n puhtaus =22

280

Kun suhdeluku on noin 1,8, naytteessd ei oleteta olevan hairitsevia
proteiineja. Proteiinit absorboivat vahvasti aallonpituudella 280 nm, joten
proteiineja sisdltdvan naytteen absorbanssien suhde on pienempi kuin 1,8.
Jos suhdeluku = 2, naytteessa voi olettaa olevan RNA-molekyyleja. [11, s.
28 -29]

2.3.3 Peroteiinien poisto

Proteiinit poistetaan usein nayteliuoksesta orgaanisella uutolla. Monissa
menetelmissa kaytetadan myos proteiineja hajottavia entsyymeja proteiinien

poistamiseksi naytteesta.

2.3.4 Muut kontaminantit

Muita nukleiinihappojen eristysta haittaavia aineita ovat kasvisolussa
esiintyvat polyfenoliset yhdisteet, terpeenit, alkaloidit ja flavonoidit. Naiden
yhdisteiden poistamiseksi uuttopuskuriin voidaan lisata aineita inhiboivia
yhdisteitd. Merkaptoetanoli on usein kaytetty pelkistava aine, joka inhiboi

polyfenolien aiheuttamaa hapettumista. [6, s. 88 - 93.]
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2.4 DNA:n eristys kasvimateriaalista

Kasvisolu sisaltdd nukleiinihappojen ja proteiinien lisdksi paljon muita
biokemiallisia yhdisteita, kuten hiilihydraatteja ja lipideja. RNA ja proteiinit
voidaan hajottaa entsymaattisesti. Proteiinit voidaan hajottaa proteinaasi
K:lla tai proteaasilla. Hajotuksen jalkeen ne voidaan saostaa nayteliuoksesta
esimerkiksi isopropanolilla. Lipidit saadaan uutettua kloroformin avulla eri
faasiin nukleiinihappojen kanssa, mutta liuotinuutto ei poista hiilihydraatteja,
joita useissa kasveissa ja elintarvikkeissa esiintyy suuria maaria. Taman
vuoksi puhtaan DNA:n saamiseksi naytteesta tarvitaan jokin spesifisempi
menetelma. Menetelmia on useita erilaisia ja ne perustuvat DNA:n eri
ominaisuuksiin. [12, s. 35 - 36.] Tahan tyohon valitut menetelmat olivat kaikki

luonteeltaan erilaisia ja niiden periaatteet on esitelty omissa kappaleissaan.

Kaytettyja menetelmia oli kolme:

» Guanidiinihydrokloridi ja silikamembraani (menetelma 2)
* loninvaihtokromatografinen erotus ja DNA:n saostus isopropanolilla
(menetelma 3)

» Orgaaninen uutto kloroformilla ja DNA:n saostus CTAB:lla (menetelma 4)

2.4.1  Guanidiinihydrokloridi ja silikamembraani

Guanidiinihydrokloridi denaturoi ja liuottaa kaikkia biokemiallisia yhdisteita
paitsi nukleiinihappoja. Taman vuoksi sitd voidaan kayttdad erottamaan
nukleiinihappoja erilaisista kudoksista ja kasvimateriaaleista. Lisaksi
liuoksen sisaltdessa guanidiinihydrokloridia DNA  sitoutuu tiukasti
silikapartikkeleihin. Nain denaturoituneiden biokemikaalien seoksesta
saadaan eristettyd puhdasta DNA:ta. Silikamateriaali yhdistetddn usein
kromatografiakolonniin, jolloin lapi virtaavasta nesteestd DNA tarttuu
kolonniin ja muu materiaali virtaa kolonnin [&pi. DNA saadaan irti kolonnista
vesipitoisen eluointiliuoksen avulla. Vesi purkaa DNA:n ja silikapartikkelien
valiset vuorovaikutukset. Tama sovellus on useiden kaupallisten kittien
periaate. Guanidiinihydrokloridin sijasta menetelmissa voidaan kayttda myos

guanidiinitiosyanaattia. [12, s. 35 - 36.]
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2.4.2 CTAB-saostus

Setyylitrimetyyliammoniumbromidi eli CTAB on detergentti, joka muodostaa
liukenemattoman kompleksin nukleiinihappojen kanssa. CTAB-
nukleiinihapposaostuma saadaan takaisin liukoiseen muotoon 1 M NaCl:n
avulla. Nukleiinihapot voidaan tdman jalkeen saostaa etanolilla, saostuma
liuottaa sopivaan puskuriliuokseen ja jatkaa liuoksesta analyysia. Ennen
CTAB-saostusta kontaminantit poistetaan usein kayttamallda orgaanista

liuotinta kuten kloroformia tai kloroformin ja fenolin seosta. [12, s. 35 - 36.]

2.4.3 loninvaihtokromatografia

loninvaihtokromatografia perustuu vastakkaisesti varautuneiden partikkelien
vuorovaikutukseen. Varautuneet naytemolekyylit sitoutuvat vastakkaisesti
varautuneeseen ioninvaihtajaan. loninvaihtajan ionisoituneet ryhmat vetavat
likkuvan faasin vastaioneja puoleensa. Vastaionit voidaan vaihtaa toisiin
samalla tavalla varautuneisiin ioneihin, kun niitd on liikkuvassa faasissa.
Tassa tydssd kaytetyssd menetelmdssd kolonni ensin tasapainotetaan
sopivalla puskurilla, jolloin matriisiin  sitoutuu negatiivisesti varautuneita
ryhmid. Kun nayteliuos pipetoidaan kolonniin, nama ryhmat korvautuvat
negatiivisesti varautuneilla DNA-molekyyleillda. DNA eluoidaan kolonnista
purkamalla ioninvaihtajan  vuorovaikutukset eluointiliuoksen avulla.
loninvaihtokromatografia on tehokas menetelmd, jolla voidaan puhdistaa
kaikkia yhdisteitd, joissa on varautuneita osia. Sitd kaytetddn monien
biologisten yhdisteiden, kuten proteiinien, peptidien ja nukleiinihappojen
puhdistukseen. loninvaihtajat jaetaan kationinvaihtajiin ja anioninvaihtajiin.
Kationinvaihtajat sisaltavat negatiivisesti varautuneita ryhmia ja sitovat
positiivisesti varautuneita kationeja. Painvastoin anioninvaihtajat sisaltavat
positiivisesti varautuneita ryhmia, jotka sitovat negatiivisesti varautuneita
anioneja. [1, s.521 - 527; 13, s. 24 - 29.]
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2.5 DNA:n eristys prosessoiduista elintarvikkeista

Pitkat DNA-jaksot hajoavat lIyhyitd jaksoja herkemmin lammon, pH:n
muutoksen tai muiden tekijdiden vaikutuksesta. Pitkat, yli 300 bp:n pituiset
DNA-jaksot ovat siis huonompia tunnistusjaksoiksi kuin lyhyemmat.
Esimerkiksi GMO-analyysissa pitkan tunnistusgeenin kayttdé ja sen
mahdollinen hajoaminen elintarvikkeen prosessoinnin aikana voi johtaa

vaariin negatiivisiin tuloksiin. [8.]

Elintarvikkeiden prosessoinnissa kaytetdan usein vahvasti emaksisia aineita
ja toisaalta myds lampokasittely kiihdyttdd hapon katalysoimia reaktioita
tietyissd elintarvikkeissa kuten happoa siséltdvissd hedelmissd ja
vihanneksissa. DNA on herkkd happamille sekd emaksisille olosuhteille,

joten nama kasittelyt hajottavat usein kasvimateriaalin DNA:ta. [14; 15.]

Rasvat, suolat, hapot ja muut lisdaineet ovat myds mahdollisia PCR-
reaktioita inhiboivia tekijoitda. CTAB-menetelma puhdistaa tutkimuksen
mukaan naytteitd, joilla on korkea hiilihydraattipitoisuus. Verinaytteille
suunniteltujen kittien arveltiin  puhdistavan proteiini- ja rasvapitoisia
elintarvikenaytteita, silld veri sisdltda paljon yhdisteitd, jotka voivat haitata
PCR-reaktioita. [15; 16.]

Naytteen maaran lisaaminen ei aina lisda eristetyn DNA:n maaraa.
Kolonneihin perustuvissa menetelmissa tdma korostuu, silld kolonni voi sitoa
vain tietyn maaradn DNA:ta kerrallaan. Myds hajotuspuskurien kapasiteetti

hajottaa naytetta on rajattu. [14.]

Esimerkkeja erityisen vaikeista naytetyypeista ovat maissilastut, jotka ovat
vaikeita naytteita niiden sisaltamien Oljyjen ja rasvahappojen vuoksi [17],
seka kaakaota sisaltavat tuotteet, silla ne sisaltavat paljion PCR:aa
mahdollisesti inhiboivia kasvin sekundaarisia metaboliatuotteita [14].
Useimmat prosessoidut elintarvikkeet ovat hankalia naytteita seka

naytteenkasittelyn ettd analyysin kannalta.
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2.6 Reaaliaikainen kvantitatiivinen PCR (Real Time qPCR)

PCR eli polymeraasiketjureaktio (engl. polymerase chain reaction) on
yleinen molekyylibiologiassa kaytetty menetelma, jolla voidaan analysoida
DNA:ta monistamalla genomin jaksoja DNA-polymeraasin avulla. PCR:sta
on useita erilaisia sovelluksia. Tassa tyossa keskitytdan reaaliaikaiseen
PCR:aan.

2.6.1 qPCR:n periaate

Reaaliaikaisessa PCR:ssa tuotteiden detektointi tapahtuu niiden syntyessa.
Detektoinnissa kaytetdan apuna fluoresenssileimattuja yhdisteita, joiden
toimintaperiaatteet on selvitetty kappaleessa 2.6.3. PCR-laitteisto on kytketty

tietokoneeseen, joka tallentaa tiedot reaaliaikaisesti. [18, s.182 - 183.]

2.6.2 Laitteisto

gPCR:n laitteisto koostuu valoldhteesta, detektorista ja lampomekanismista
(engl. thermocycler). Yleisimmin kaytettyja valonlahteita ovat argon-ionilaser,
LED (light emitting diode) -laser, kvartsihalogeeni-tungstenlamppu ja
ksenonlamppu. Detektorina kaytetdan PMT:td (photomultliplier tube),
fotodiodeja tai CCD-kameraa (charged coupled device). [19, s. 3 - 16.]

2.6.3 Detektoinnin kemiaa

DNA:n ja RNA:n detektointiin on kolme eri tapaa, jotka kaikki perustuvat
fluoresoiviin variaineisiin. Menetelmien yleinen periaate on reaktioseoksessa
oleva variaine, jota on ensin pieni maara. Variaine antaa fluoresoivan
signaalin ja onnistuneiden PCR-syklien lisdantyessa ja DNA:n monistuessa

myos signaali kasvaa. [19, s. 16 - 25.]
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DNA:han sitoutuvat vériaineet (DNA Binding Dyes)

Yksinkertaisin tapa on yhdistdd vapaa variaine syntyneeseen
kaksijuosteiseen = DNA-tuotteeseen. Tassd menetelmassd kaytetyin
reagenssi on SYBR Greenl®. Yksijuosteiset nukleiinihapot tai SYBR Green®
eivat fluoresoi merkittdvasti ollessaan sitoutumattomana liuoksessa, mutta
sitoutuessaan kaksijuosteiseen DNA-tuotteeseen DNA-variainekompleksi
fluoresoi voimakkaasti (kuva 2). Menetelma ei ole kovin spesifinen, silla
myds ei-toivotut PCR-tuotteet antavat signaalin. Menetelmaa kaytettdessa
alukkeet on siis valittava huolellisesti ja laaduntarkkailu on tarkeaa

analyysien kehittelyssa. 19, s.16 - 25.]

SybrGreen — menetelméan periaate

*
-------------------- * |
Denaturaatio
L ¢
Alukkeiden
.‘,’ kiinnittyminen
’ T ’ ‘,**@ Pidennys

Kuva 2. SYBR Green®-sovelluksen periaate [20]
Vériaine-aluke-sovellukset (Dye-primer based assays)

Toinen tapa mitata nukleiinihappojen maarad reaktioseoksessa on liittda
alukkeeseen variaine. Nailld menetelmilld on mahdollista suorittaa multiplex-
reaktioita toisin kuin DNA:ta sitoviin variaineisiin perustuvilla menetelmilla.
Esimerkkeja naista sovelluksista ovat LUX- ja Plexor-menetelmat. [19, s. 16
-25]
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Fluoresenssileimatut oligonukleotidit

Kahdessa aiemmin esitellyssd menetelmassad kaytetdan alukeparia, kun
taas koetinmenetelmissa spesifisyyttda kasvatetaan lisddamalla reaktioon
kolmas tai neljas oligo, jota kutsutaan koettimeksi. Naissa sovelluksissa
koettimessa on fluoresoiva leima. Menetelmd on kahta aiempaa
spesifisempi, silla siina ei detektoida hairitsevia epaspesifisia PCR-tuotteita.
Reaktiossa syntyy tuotteita vain, kun sekad alukkeet ettd koetin sitoutuvat
samanaikaisesti. Menetelmalla on viisi erilaista sovellusta:
hydrolyysikoettimet, Molecular Beacon-koettimet, minor groove binding
(MGB) -koettimet, Locked nucleic acid (LAD) -koettimet ja
hybridisaatiokoettimet. Jokaisessa tapauksessa useita reportterivariaineita ja
sammuttajia voidaan kayttaa samanaikaisesti. [19, s.16 - 25.] Tassa tyossa
kaksi ensimmaista, hydrolyysi- ja Molecular Beacon- koettimet ovat

tarkemmin esiteltyina.
Hydrolyysikoettimet, joista tunnetuin sovellus on TaqgMan-koetin, ovat

lineaarisia oligonukleotideja, joilla on usein reportterileima 5’ -paassa ja
sammuttaja 3’ -padssa. Jarjestystad voidaan kuitenkin vaihtaa. Kun reportteri
ja sammuttaja ovat lahekkain liuoksessa, reportterin signaali vaimenee. Kun
koetin liittyy malli-DNA:han, variaineet ovat niin kaukana toisistaan kuin on
mahdollista. Talldin sammuttaja ei pysty vaimentamaan reportteria, joka

lahettdd mitattavan signaalin (kuva 3).

TagMan — koettimen periaate

e

- - -

Denaturaatio

Alukkeiden
kiinnittyminen
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Kuva 3. TagMan-sovelluksen periaate[20]
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Kaytettavat koettimet ovat yleensa alle 30 bp:n pituisia, jotta signaalin esto
saadaan onnistumaan. On tarkeaa, ettd koetin sitoutuu malli-DNA:han
ennen alukkeita, jotta jokaisen syklin aikana saadaan aikaan signaali.
Hydrolyysikoettimien sulamislampétila T, on 9 - 10 °C korkeampi kuin niiden
kanssa kaytettyjen alukkeiden, sillda Taqg-polymeraasi sitoutuu malli-DNA:han
ja alkaa syntetisoida uutta juostetta hyvin nopeasti alukkeiden kiinnittymisen
jalkeen.  Koettimien toiminta  perustuu  Tag-polymeraasin 5 -
nukleaasiaktiivisuuteen eli sen kykyyn katkaista koetin niin, etta variaine
vapautuu DNA-juosteesta liuokseen. Kaikki DNA-polymeraasit eivat pysty
hajottamaan koetinta, ja nain niitd ei voi kayttaa hydrolyysikoettimien
kanssa. [19, s.16 - 25.]

Molecular Beacon -koettimet ovat TagMan-koettimien tapaan leimattuja:
reportteri on toisessa paassa ja sammuttaja toisessa. Myds naiden
koettimien sulamislampotila T, on korkeampi kuin reaktiossa kaytettyjen
alukkeiden. Koettimella on kummassakin paassad 4 - 6 emaksen pituiset
sekvenssit, jotka ovat toisileen komplementaarisia, ja nain koetin
muodostaa liuoksessa silmukkamaisen rakenteen. Reportterin signaali on
estetty tehokkaasti, kun se on hyvin lahelld sammuttajaa. Alukkeiden
kiinnittymisvaiheessa koettimen muoto purkautuu lineaariseksi sen liittyessa
malli-DNA:han, jolloin variaineet erkanevat toisistaan ja reportterin signaali
voidaan havaita (kuva 4). [19, s. 16 - 25 ]

Molecular Beacon — koettimen periaate
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Kuva 4. Molecular Beacon-sovelluksen periaate [21]
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2.6.4 Tulosten analysointi

gPCR-laite tallentaa kaiken tiedon ajon ajalta ja siihen liitetty tietokone

piirtéda tiedoista kuvaajan syklin numero signaalin funktiona.

Ct on se sykli, jonka aikana naytteen fluoresenssi ylittda valitun
kynnysarvon. Kynnysarvo on suurempi kuin taustan fluoresenssi. Ct-arvo
voidaan havaita kuvaajasta kohtana, jossa signaali alkaa nousta

eksponentiaalisesti. [19, s. 39 - 41]
DNA:n kvantitointi

Reaaliaikaisen PCR:n tuloksia kasitellddn useimmiten kahdella eri tavalla:
Ct-arvojen vertailulla tai standardisuoran avulla. Ct-arvojen vertailu tehdaan
kayttamalla esimerkiksi sertifioituja referenssimateriaaleja (CRM), joiden Ct-
arvoihin naytteiden Ct-arvoja verrataan. Standardisuoramenetelméassa
kaytetddn laimennossarjaa jostakin valitusta referenssimateriaalista.
Naytteiden signaalia verrataan standardisuoraan. Standardisuoran pisteilla
on tietyt pitoisuudet, jotka syotetdan tietokoneohjelmaan manuaalisesti.
Taman perusteella naytteille voidaan laskea pitoisuudet. GMO-
kvantitoinnissa referenssimateriaalin GMO-prosenttiosuus materiaalista on
tiedossa. Kuitenkin PCR:n tehokkuuden oletetaan olevan samansuuruisen
naytteelle ja referenssille, joten tehokkuuden vaihtelut voivat johtaa GMO-

osuuden yli- tai aliarviointiin. [19, s. 39 - 41; 22]
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MATERIAALIT JA MENETELMAT

DNA kolmella eri

menetelman toimintaperiaate oli samankaltainen kuin kaytdssa olevan

Naytteista eristettiin menetelmalla. Vain yhden

menetelman, johon tasta eteenpain viitataan menetelmana 1. Muut kaytetyt

menetelmat erosivat toimintaperiaatteeltaan taysin menetelmasta 1.

Kaikkien menetelmien eristystuloksia verrattin menetelmaan 1. Eristetty

DNA analysaitiin

paatelmien tekemiseksi.

3.1 Naytteet

kvantitatiivisella

reaaliaikaisella PCR:lla

lopullisten

Naytteitd oli kolme erillistd sarjaa: riisi-, maissi- ja soijasarja. Naytteet olivat
vanhoja valvontanaytteitd, joista oli eristetty DNA menetelmalld 1. Naytteet
valittin menetelmalld 1 saatujen tulosten perusteella: valintaperusteina
naytteille oli saanto < 100 pg/ml tai puhtaus < 1,40. Osassa naytteista
molemmat kriteerit toteutuivat samanaikaisesti. Tarkoituksena oli myds valita

mahdollisimman erilaisia naytteita, jotta suurinta osaa vaikeiden naytteiden

tyypillisistd ongelmista voitiin tutkia. Naytteet on esitetty sarjoittain
taulukoissa 1 - 3.
Taulukko 1. Riisisarjan néytteet
Nayte Raaka-aine/prosessoitu tuote Ongelma Tawite
Riisivermicelli Prosessoitu tuote: Useat prosessointivaiheet ovat vineet | Saannon ja puhtauden
valmistettu riisijauhosta aiheuttaa DNA:n hajoamista parantaminen
Riisinékkileipa Prosessoitu tuote: Useat prosessointivaiheet ovat vineet | Saannon ja puhtauden
valmistettu riisijauhosta aiheuttaa DNA:n hajoamista parantaminen
Riisi Raaka-aine Riisindytteista on saatu kdytdssa | Saannon ja puhtauden
olevalla menetelmalld huonoja tuloksia* parantaminen
Riisiseos Raaka-aine Riisindytteista on saatu kdytdssa | Saannon ja puhtauden
olevalla menetelmall& huonoja tuloksia** parantaminen
Lastenruoka Prosessoitu tuote Useiden prosessointivaiheiden liséksi ' Saannon ja puhtauden

siséltad hairitsevia vari- ja makuaineita parantaminen

*Riisindytteiden ongelmat voivat johtua riisin soluseinien kovuudesta.

** Riisi-villiriisiseos valittiin néytteeksi, jotta voitiin verrata tavallisen valkoisen riisin ja
muiden riisilajien kayttaytymisté analyysissa.
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Taulukko 2. Maissisarjan néytteet

Néyte Raaka-aine/prosessaitu tuote Ongelma Tawite

Maissilastu Prosessoitu tuote Useiden prosessointivaineiden lisaksi Saannon ja puhtauden
sisaltdé paljon rasvaa, suolaa ja mausteita® parantaminen

Maissimuro Prosessoitu tuote Useiden prosessointivaineiden lisaksi Saannon ja puhtauden
Siséltad rasvaa ja mausteita parantaminen

Jauhoseos Prosessoitu tuote Monet prosessointivaiheet ovat woineet | Saannon ja puhtauden
aiheuttaa DNA:n hajoamista parantaminen

Tonnikalasalaatti Prosessoitu tuote Sisaltaa hiilihydraatteja ja rasvaa, jotka | Saannon ja puhtauden
hairitsevét analyysia™ parantaminen

Pikkuleipa Prosessoitu tuote Useiden prosessointivaiheiden lisaksi sisaltaa | Saannon ja puhtauden

*kk

PCR-reaktioita inhiboivaa suklaata parantaminen

*Maissilastut sisaltdvéat paljon suolaa, rasvaa ja mausteita, joita pestiin ennen
homogenointia pois. Silti osa niisté j&a aina ndytteeseen ja vaikuttaa reaktioihin
inhiboivasti. Maissilastujen valmistuksessa kdytetddn mekaanista hajotusta ja
korkeita ldmpdtiloja, jotka voivat pilkkoa tuotteessa olevaa maissin DNA:ta.

**Tonnikalasalaatti ja tarkemmin sen sisédltdmét maissinjyvét olivat esimerkki
tuotteesta, jossa kasvin soluja ei ole hajotettu lainkaan elintarvikkeen prosessointia
varten. Jyvét on kuitenkin kypsennetty valmista tuotetta varten.

***Suklaan PCR:&& inhiboivien tekijbiden liséksi sen siséltdmé rasva aiheuttaa usein
ongelmia analyysin eri vaiheissa.

Taulukko 3. Soijasarjan néytteet

Néyte Raaka-aine/prosessoitu tuote Ongelma Tavoite
Wok-kastike Prosessoitu tuote Sojjan DNA:ta ei saatu eristettya Sojjan DNA:n eristédminen
kéytdssa olevalla menetelmalla * onnistuneesti
Proteiinipatukka Prosessoitu tuote Siséltaa suuria maérid rasvaa ja proteiingja,  Saannon ja puhtauden
jotka haittaavat analyysia ** parantaminen
Soijarouhe Prosessoitu tuote Normaalisti vastaavista ndytteisté on saatu = Puhtauden parantaminen
hyua tuloksia
Vehnéleipd Prosessoitu tuote Useat prosessointivaiheet ovat voineet Saannon ja puhtauden
aiheuttaa DNA:n hajoamista parantaminen
Soijakerma Prosessoitu tuote Sojjan DNA:ta ei saatu eristettya Sojjan DNA:n eristédminen

*kk

kéytdssa olevalla menetelmall onnistuneesti

*Wok-kastike oli soijakastikepohjainen maustekastike, joka sisélsi suuria maéria
suolaa ja muita mausteita. Soijakastike on fermentoimalla valmistettu tuote, jonka
valmistusprosessin aikana DNA on saattanut pilkkoutua analyysikelvottomaksi.

** Proteiinipatukat siséltdvét soijaproteiinia, mutta usein myés suklaata ja muita
PCR-reaktioita inhiboivia yhdisteitd. Liséksi suuri proteiinipitoisuus hankaloittaa
usein DNA:n eristysta.

*** Soijakerma oli esimerkki erittédin hankalasta néytteesté sen siséltdmén rasvan
vuoksi. Aiemmassa analyysissa soijan DNA:ta ei saatu eristettyé
Soljjakermanéytteesta.
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3.2 DNA:n eristysmenetelmat

Menetelma 1 oli laboratoriossa kaytdssd oleva menetelmda, joka perustui
DNA:n sitomiseen lasikuitumateriaaliin, kun liuoksessa oli
guanidiinihydrokloridia. Menetelmassa kaytettiin kaupallista kittia, joka sisalsi
pienia, lasikuitumateriaalin sisaltdvia kolonneja. Menetelman 1 tulokset olivat

aiemmin tehdyista eristyksista saatuja.

Menetelméa 2 perustui DNA:n sitomiseen silikamateriaaliin (2.4.1).
Menetelmassa kaytettiin kaupallista kittia, joka oli tarkoitettu erityisesti

kasvimateriaalille.

Menetelma 3 perustui DNA:n erottamiseen nayteliuoksesta
ionikromatografisesti  (2.4.2). Erotuksen jalkeen DNA saostettiin
isopropanolilla, pestiin etanolilla ja liuotettin lopuksi PCR-puskuriin.
Menetelmassd kaytettiin kaupallista kittid, joka oli suunniteltu kudos- ja
verinaytteille. Tutkimusten mukaan veri- ja kudosnaytteille tarkoitetut Kitit
ovat tehokkaita DNA:n eristykseen prosessoiduista ja erityisesti paljon
rasvaa ja proteiinia sisaltavista naytteista. Veri ja kudosnaytteet sisaltavat
paljon PCR-reaktioita inhiboivia tekijoita, joten naille naytteille suunnitellun
kitin oletettiin puhdistavan DNA:ta haittaavista tekijoista erittain tehokkaasti

[14;15].
Menetelma 4 perustui DNA:n selektiiviseen saostukseen CTAB:illa (2.4.3).

Menetelma oli niin sanottu irtoreagenssimenetelma eli kaikki reagenssit
valmistettiin itse laboratoriossa. Menetelmassa naytteestd poistettiin
hairitsevia tekijoita kloroformiuutolla ja DNA saostettiin isopropanolilla, pes-

tiin etanolilla ja liuotettiin PCR-puskuriin.

DNA:n pitoisuus oli maaritettdvd ennen PCR-analyysia. Pitoisuus mitattiin
spektrofotometrilla, joka mittaa naytteen absorbanssia kahdella eri
aallonpituudella. Tuloksesta ilmeni liuoksen koko nukleiinihappopitoisuus,
joten DNA:n lisdksi nayte voi sisdltdd RNA:ta, jos DNA:n puhdistus ei ole
ollut riittdvaad. Pitoisuudesta ei voida mydskdan suoraan paatelld mitdan
eristysmenetelman tehokkuudesta, silla eristetty DNA voi olla jostakin
muusta kuin kohdeorganismista. DNA:n monistuvuus tulisi siis aina tarkistaa
PCR:n avulla.
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3.3 Reaaliaikainen PCR

Naytteet monistettin  ABl:n gPCR-laitteistolla. Jokainen naytesarja
analysoitiin qPCR:lla kayttaen riisille, maissille ja soijalle kullekin spesifisia

alukkeita. Detektoinnissa kaytettiin TagMan-menetelmaa.

Naytteiden lisaksi jokaisen naytesarjan yhteydessa tehtiin kontrollinaytteista
laimennossarja, josta muodostettiin standardisuora. Riisisarjan
standardisuora laimennettin aiemmin  analysoidusta riisinaytteesta,
maissisarjan maissitarkkailunaytteesta ja soijasarjan
soijatarkkailunaytteestd. DNA:n kvantitointi tehddan usein vertaamalla
naytteiden signaalia standardisuoraan. Tassd tapauksessa kuitenkin
menetelmien tehokkuutta arvioitiin vertailemalla saman naytteen Ct-arvoja
eri menetelmilla eristettynd. Naytteiden Ct-arvoja ei voitu vertailla keskenaan
niiden sisadltdman DNA:n eroavaisuuksien vuoksi, silla eri tuotteissa DNA voi
olla eri tavalla pilkkoutunut. Standardisuoran Ct-arvoihin vertaamalla voitiin

arvioida, oliko ndytteen DNA monistuskelpoista vai heikosti monistuvaa.

4 TYON SUORITUS

Naytteista eristettin DNA kolmella eri menetelmalld. Kokeiltin myds, miten
hajotuspuskuri vaikuttaa menetelmédn 1 saantoon ja puhtauteen.

Valmiskittien ohjeita sovellettiin elintarvikenaytteille sopiviksi.

4.1 Naytteiden esikasittely

Riisinaytteet, maissimurot, pikkuleivat ja soijarouhe jauhettiin kuivana
Waring-Blender-laitteella lasikannua kayttéaen. Lastenruoka, wok-kastike ja
soijakerma olivat valmiiksi homogeenisia, vesipitoisia seoksia. Jauhoseos oli
valmiiksi homogeeninen seos. Maissilastut murskattiin, suolaa pestiin pois
vedellda ja homogenoitin kosteana huhmareessa. Tonnikalasalaatista
poimittiin maissit pinseteilld analysoitavaksi ja homogenoitiin huhmareessa.
Proteiinipatukka leikattiin pieniksi paloiksi ja punnittin. Vehnaleipa
homogenoitin  huhmareessa. Homogeenisia naytteita punnittin 1 - 4

grammaa naytteen vesipitoisuudesta riippuen.
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4.2 Uuttopuskurikokeilu

Maissihiutalenaytteelld tutkittin  uuttopuskurin vaikutusta menetelmalld 1
tehtdvaan DNA:n eristykseen. Vertailtavina oli nelja erilaista uuttopuskuria,
joista yksi oli reagensseista punnittu, laboratoriossa tehty puskuriliuos ja
kolme muuta olivat kaupallisten kittien hajotuspuskureita. Kokeilu tehtiin

myo0s soijatarkkailunaytteilla.

Naytettd punnittiin  jokaista uuttopuskuria varten 1 gramma. Tulosten
luotettavuuden vuoksi kaikille naytteille punnittin myos rinnakkaisnaytteet.
Jokaiseen naytteeseen lisattiin uuttopuskurin lisdksi RNAasi A:ta. Naytteet
sekoitettiin koeputkisekoittajassa ja inkuboitiin +65 °C:n lampétilassa yon yli.
Naytteita sentrifugoitiin 11000 rpm:n nopeudella 35 minuutin ajan ja DNA

eristettiin menetelman 1 mukaisesti.

4.3 DNA:n eristys

Naytteista eristettin genominen DNA kolmella eri menetelmalld. Eristys
tehtiin  yksi naytesarja kerrallaan. Jokaisesta naytteestd tehtiin
rinnakkaispunnitukset ja lisdksi sarjassa oli aina naytekohtainen
tarkkailunayte ja nollanayte. Rinnakkaisnaytteiden tarkoituksena ol
varmistaa tulosten luotettavuus. Tarkkailunaytteen avulla kontrolloitiin
menetelmien toimivuutta. Nollanaytteena kaikissa sarjoissa oli steriloitu vesi.

Naytteiden DNA-pitoisuudet maaritettiin spektrofotometrisesti.

4.3.1 DNA:n eristys menetelmélléa 2

DNA:n eristys tehtiin kaupallisen kitin ohjeen mukaisesti soveltuvin osin.
Menetelmaan lisattiin naytteiden inkubointi uuttopuskurin lisdyksen jalkeen
seka entsyymikasittelyt RNaasi A:lla ja a-amylaasilla uuttopuskurin lisdyksen

yhteydessa. Lopullinen nayteliuoksen tilavuus oli 100 pl.
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4.3.2 DNA:n eristys menetelméllé 3

DNA:n eristys tehtiin toisen kaupallisen kitin ohjeen mukaisesti soveltuvin
osin. Naytteen maarad, kasittelytapaa ja inkubointildmpdtiloja sovellettiin
elintarvikenaytteille sopivaksi. Riisi- ja maissinaytteille lisattin  a-
amylaasikasittely soluhajotuksen yhteydessd, silld se vaikutti eristetyn
DNA:n puhtauteen. Naytteet eristettiin ensin ilman amylaasikasittelya ja sen
jalkeen tehtiin naytesarja, joka sisalsi entsyymin lisdyksen. Lopullinen

nayteliuoksen tilavuus oli 100 pl.

4.3.3 DNA:n eristys menetelméllé 4

DNA eristettin CTAB-menetelman mukaisesti soveltuvin osin. Lopullinen

nayteliuoksen tilavuus oli 50 pl.

4.4 Reaaliaikainen PCR

Jokaisesta eristyksesta tehtiin sopiva laimennos niin, ettd liuoksen DNA-
pitoisuus oli 20 ng/ul. Naytteitda, joiden DNA-pitoisuus oli mittauksen
perusteella alle 20 ng/ul, kaytettiin suoraan PCR-reaktioihin laimentamatta.
Lisaksi maissi- ja soijatarkkailunaytteista tehtiin laimennossarjat, joista

piirrettiin standardisuorat.

96-kuoppaiselle naytelevylle pipetoitin 20 uyl mastermixid, joka sisalsi
alukkeet ja koettimen, sekda 5 pl DNA-naytetta. Naytteet sekoitettiin
sentrifugoimalla ja monistettin qPCR:lla kayttden kullekin naytesarjalle

soveltuvaa ohjelmaa.
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5 TULOKSET

Tuloksia tarkasteltin ensin  DNA:n eristyksen perusteella. PCR-ajosta
saatujen Ct-arvojen avulla arvioitiin, oliko eristetty DNA halutusta

organismista seka kuinka monistuskelpoista se oli.

5.1 Uuttopuskurikokeilu

Sentrifugoinnin jalkeen naytteiden A, B, C, D, E ja F pinnalla oli rasvamainen
kerros, mutta muuten supernatantti oli kirkas ja vaalean Kkeltainen.
Naytteiden G ja H supernatantti oli sameahko ja vahvemmin keltainen kuin
muut naytteet. Naytteistd A ja B oli helppoa pipetoida supernatanttia eris-
tykseen. Muiden naytteiden pipetointi oli hankalampaa, silld supernatantin

joukossa kellui saostumia, joita ei saatu sentrifugoitua pohjaan.

Puskureilla 1, 2 ja 4 saatiin samansuuruisia tuloksia sekd DNA-pitoisuudelle
ettd puhtausasteelle (taulukko 4). Puskuria 3 kayttamalla saatiin parannettua
hieman saantoa, mutta samalla puhtausaste karsi huomattavasti
suhteutettuna saannon parantumiseen. Nain ollen voidaan todeta, ettd uutto-
puskurin valinnalla ei ole huomattavaa merkitystda DNA:n eristyksessa
kyseessa olevalla kitilla. Puskurilla 1 uutetut naytteet tosin olivat helpoimpia
kasitelld. Havaintojen perusteella siis kyseisella kitilld eristdmiseen sopivin

on puskuri 1.
Taulukko 4. Uuttopuskurien vertailun tulokset

Néyte DNA-pitoisuus (ng/ul) | Puhtaus (A260/A280)

A/Puskuri 1 49 1,68
B/Puskuri 1 44 1,63
C/Puskuri 2 43 1,67
D/Puskuri 2 48 1,64
E/Puskuri 3 62 1,54
F/Puskuri 3 76 1,36
G/Puskuri 4 47 1,62
H/Puskuri 4 53 1,60

5.2 Rnaasi A:n lisdys menetelmaan 2

Soijatarkkailunaytteiden perusteella arvioitin menetelman tarvitsevan
kasittelyvaiheen, joka poistaa naytteestd RNA:n. Uusintaeristys riisi- ja
maissinaytteista osoitti, ettd RNaasi-kasittely on tarpeen, silla tulokset olivat

huomattavasti pienempia (taulukko 5).
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Ensimmaisen eristyksen tulokset olivat siis harhaanjohtavia, sillda PCR-

reaktioita varten DNA:n pitoisuus olisi yliarvioitu.

Taulukko 5. RNaasi A:n lisdys menetelmé&én 2, kokeilu riisisarjalla

Menetelma 2 Menetelma 2 + RNaasi A
Néyte Saanto (ng/ul) | Puhtaus (A260/A280) Saanto (ng/ul) Puhtaus (A260/A280)
Riisivermicelli 18 2,17 7 1,08
13 2,40 2 0,60
Riisinakkileipa 10 1,25 4 0,95
9 1,54 3 0,64
Riisi 104 1,95 6 1,06
122 1,81 4 0,93
Riisiseos 11 1,36 6 0,97
3 n/n* 1 0,93
Lastenruoka 22 1,61 14 1,05
23 1,31 18 1,12

*ei tulosta

Liséksi uuden eristyksen tulokset osoittivat, ettei menetelma sovellu
riisinaytteiden DNA:n eristykseen. Ainoastaan lastenruoan saanto parani
verrattuna menetelmaan 1. Naiden naytteiden puhtaus kuitenkin ol

alhaisempi kuin menetelmalla 1 eristettyjen naytteiden (taulukko 8).

5.3 a-Amylaasin kaytto maissi- ja riisinaytteissa

o-Amylaasin vaikutusta maissi- ja riisinaytteiden eristykseen kokeiltiin
eristamalla naytesarjat ensin ilman a-amylaasikasittelya ja sen jalkeen
lisddmalld naytteisiin a-amylaasia uuttopuskurin ja RNaasi A:n lisdyksen
yhteydessa. Taman jalkeen eristystd jatkettin normaalin menetelman
mukaisesti. Riisinaytteiden kohdalla a-amylaasin lisdys vaikutti vain
tavallisen riisin ja lastenruokanaytteen kohdalla (taulukko 6). a-Amylaasin
lisdys naytti vaikuttavan saantoa enemman eristetyn DNA:n puhtauteen.
Lastenruokanaytteen kohdalla puhtaus kuitenkin jai yhta alhaiselle tasolle
kuin menetelmassa 1. Tavallisen riisinaytteen saantoon entsyymilisays ei
vaikuttanut ja saanto jai edelleen huomattavasti pienemmaksi kuin
menetelmalld 1 eristettyna. Riisindytteen puhtaus parani amylaasin
lisdyksen seurauksena, mutta ei ollut kuitenkaan kovin paljon korkeampi

kuin menetelmalla 1.
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Taulukko 6. a-Amylaasin liséys riisisarjan néytteisiin

Menetelma 2 Menetelma 2 + RNaasi A Menetelma 2 + RNaasi A + a-amylaasi

Néyte  Saanto (ng/ul)  Puhtaus (A260/A280) | Saanto (ng/ul) ' Puhtaus (A260/A280) = Saanto (ng/ul) | Puhtaus (A260/A280)
Riisivermicell 18 2,17 7 1,08 0 1,00
13 2,40 2 0,60 5 1,69
Riisinakkileipa 10 1,25 4 0,95 4 nin*
9 1,54 3 0,64 2 nin*

Riisi 104 1,95 6 1,06 415 1,57 I nin*

122 1,81 4 093 6 3,07
Riisiseos 11 1,36 6 0,97 5 nn*
3 nin* 1 093 5 2,10
Lastenruoka 2 1,61 14 1,05 20 1,28
23 1,31 18 112 12 1,25

*ei tulosta

Maissinaytteiden puhtauteen a-amylaasin lisdys vaikutti huomattavasti
(taulukko 7). Naytteiden DNA-pitoisuus ei noussut entsyymilisdyksen
seurauksena.  Tonnikalasalaatin ~ DNA-pitoisuus  naytti  laskeneen

entsyymilisayksen jalkeen.

Taulukko 7. a-Amylaasin lisys maissisarjan néytteisiin

Menetelméa 2 + RNaasi A Menetelméa 2 + RNaasi A + a-amylaasi
Néyte Saanto (ng/ul) Puhtaus (A260/A280) Saanto (ng/ul)  Puhtaus (A260/A280)

Maissilastu 4 n/n* 8 1,35
8 2,53 11 1,24
Maissimuro 4 n/n* 8 2,08
6 1,34 6 1,26
Jauhoseos 28 1,88 26 1,69
21 2,00 30 1,66
Tonnikalasalaatti 86 1,34 10 1,28
56 1,34 9 1,38
Pikkuleipa 9 n/n* 11 1,46

7 3,49 9 1,32 *

*ei tulosta

Kuitenkin kaikkien menetelmalla 2 eristettyjen naytteiden DNA-pitoisuus jai
hyvin alhaiselle tasolle, joten amylaasin lisdys paatettiin lisdtd menetelmaan

riisi- ja lastenruokanaytteiden tulosten perusteella.



27

5.4 DNA:n eristys menetelmalla 2

Eristyksien tulokset on esitetty taulukossa 8. Menetelmaan 1 verrattuna
huomattavasti paremmat DNA:n saannot on esitetty lihavoidulla ja vihrealla
tekstilla. Menetelmdan 1 verrattuna parantuneet DNA:n puhtausasteet on
esitetty taulukossa kursivoidulla ja sinisella tekstilla. Kaikkia tuloksia
verrattiin menetelman 1 tuloksiin. Riisivermicellista, riisinakkileivasta, riisista,
riisiseoksesta, maissilastuista, maissimuroista, tonnikalasalaatista,
proteiinipatukasta, vehnaleivasta ja soijakermasta saadut tulokset olivat
alhaisempia sekd DNA:n  saannon ettd puhtauden suhteen.
Lastenruokanaytteiden saannot paranivat hieman, mutta olivat silti alle 100
pug/ml. Puhtaudet pysyivat samoina. Pikkuleipanaytteiden saannot pysyivat
samansuuruisina. Puhtaus oli parempi menetelmalla 2, mutta ei kuitenkaan
kovin hyva. Wok-kastikkeen kohdalla sekd saanto ettd puhtaus kasvoivat.
Menetelmalla 1 eristettyna kastikkeesta ei PCR-analyysin perusteella saatu
eristettyd soijan DNA:ta. Tulos taytyi siis varmistaa PCR:IIa.
Soijarouhenaytteesta eristetty DNA oli menetelmalla 2 huomattavasti
puhtaampaa. Saanto jai kuitenkin hyvin merkittdvasti alhaisemmaksi.
Jauhoseoksen kohdalla saannot ja puhtaudet olivat samat kummallakin
menetelmalla. Puhtaus oli suhteellisen hyva, mutta saantoa voisi parantaa

50 pg/ml arvoista.
Menetelma ei ehka ole kovin luotettava, silla rinnakkaisnaytteet antoivat

hyvin erilaisia arvoja varsinkin puhtauden suhteen. Saannot olivat
menetelmalla hyvin pienia. Riisinaytteelle tehtiin uusintaeristys edellisesta
uuttopuskurista. Eristys ei onnistunut mahdollisesti sen vuoksi, ettd saanto
oli alun perinkin hyvin pieni. Menetelman toistettavuus ei siis ole valttamatta
kovin hyva prosessoiduille ja riisinaytteille. Menetelma ei toiminut ollenkaan

ilman Rnaasi A:n lisaysta ja toimi paremmin a-amylaasilisayksella.
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Taulukko 8. Eristyksien tulokset. Saanto-sarakkeessa olevat luvut kuvaavat DNA:n

pitoisuutta. Mitd suurempi luku on, sitd tehokkaampi kyseinen eristysmenetelmé on.
Absorbanssien osaméaéra kuvaa DNA:n puhtautta. Mita lahempénéa arvo on 1,8:aa,

sitd puhtaampaa eristetty DNA on.

Menetelma 1 Menetelma 2 Menetelma 3 Menetelma 4
eluoitu 50 pllla eluoitu 100 pl:lla liuotettu 100 pl:aan liuotettu 50 pl:aan
Néyte Saanto (ug/ml)| A260/A280  Saanto (ug/ml) | A260/A280 | Saanto (ug/ml) | A260/A280 | Saanto (ug/mi) = A260/A280
Riisivermicelli 56 1,55 0 1,00 190 1,54 10 1,19
56 1,22 5 1,69 140 1,89 22 1,11
Riisinakkileipa 16 1,41 4 nn 45 1,68 7 1,38
22 1,35 2 n/n 83 1,72 6 1,63
Riisi 52 1,48 4 1,57 124 1,38 14 1,55
47 1,48 6 3,07 141 1,61 28 1,74
Riisiseos 49 1,41 5 n/n 263 1,85 20 1,65
55 1,45 5 2,70 305 1,85 33 1,80
Lastenruoka 5 1,20 20 1,28 48 2,03 5 1,32
5 1,23 12 1,25 75 1,93 1 n/n
Maissilastu 64 1,48 8 1,35 257 1,69 23 1,79
57 1,50 11 1,24 434 1,72 56 1,78
Maissimuro 13 1,07 8 2,08 38 1,47 0 nin
10 1,13 6 1,26 33 1,54 0 n/n
Jauhoseos 47 1,53 26 1,69 906 1,69 14 1,71
58 1,61 30 1,66 387 1,72 605 1,75
Tonnikalasalaatti 24 1,55 10 1,28 149 1,60 201 1,73
27 1,48 9 1,38 118 1,65 188 1,72
Pikkuleipa 26 1,07 11 1,46 97 1,65 23 1,66
36 1,08 9 1,32 169 1,68 0 n/n
Wok-kastike 15 1,16 18 1,32 86 1,61 16 1,25
19 1,17 17 1,27 3 1,59 36 1,23
Proteiinipatukka 32 1,33 6 2,90 344 1,57 36 1,85
39 1,26 13 1,23 157 1,57 35 1,68
Soijarouhe 377 1,20 26 1,75 650 1,75 403 1,47
380 1,41 24 1,63 803 1,48 204 1,51
Vehnaleipa 62 1,37 5 1,38 715 1,72 123 1,71
71 1,38 5 4,97 681 1,72 85 1,75
Soijakerma 13 1,29 5 3,22 8 1,51 1 0,88
22 1,20 5 1,70 " 1,36 5 1,76

* ei tulosta
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5.5 DNA:n eristys menetelmalla 3

Eristyksien tulokset on esitetty taulukossa 8. Wok-kastikkeen saanto ja
puhtaus paranivat. Puhtaus parani huomattavan paljon. Oli varmistettava
kuitenkin PCR:lla, oliko eristetty DNA peraisin soijasta. Proteiinipatukan
saanto ja puhtaus paranivat huomattavan paljon. Soijarouheen saanto ol
alun perinkin hyva, tarkoituksena oli parantaa puhtautta. Puhtaus parani
toisen naytteen osalta merkittavasti. Vehnaleivan saanto ja puhtaus
paranivat kumpikin merkittavasti. Soijakerman saanto ei ollut parempi, mutta

puhtaus parani hieman.

5.6 DNA:n eristys menetelmalla 4

Eristyksien tulokset on esitetty taulukossa 8. Vermicellin saanto ja puhtaus
olivat alhaisempia. Riisindkkileivan saanto ei parantunut, puhtaus parani
hieman. Riisin saanto oli alhaisempi, mutta puhtaus oli huomattavasti
parempi. Riisiseoksen saanto ei parantunut vaan oli hieman alempi, mutta
puhtaus parani huomattavasti. Lastenruoan saanto ja puhtaus olivat
huonompia. Maissilastujen saanto oli hieman alhaisempi, puhtaus taas
huomattavasti parempi. Maissimuroista saatujen mittaustulosten perusteella
DNA:ta ei saatu eristettya ollenkaan. Jauhoseoksen saanto ja puhtaus
paranivat huomattavasti. Tonnikalasalaatin saanto ja puhtaus paranivat
huomattavasti, menetelma 4 oli talle naytteelle paras. Wok-kastikkeen
saanto oli samaa luokkaa, puhtaus vahan parempi. Proteiinipatukan saanto
sama ja puhtaus oli paljon parempi. Soijarouheen saanto sama, mutta
puhtaus parani. Vehnaleivan saanto ja puhtaus paranivat. Soijakerman

saanto ja puhtaus olivat alhaisempia.

5.7 PCR-tulokset

PCR:n tuloksia arvioitiin Ct-arvojen perusteella. Mitd pienempi Ct-arvo oli,
sita aikaisemmassa vaiheessa DNA:ta alkaa monistua ja nain ollen DNA on
hyvin monistuskelpoista. Suurista Ct-arvoista voidaan paatelld kohde-
DNA:ta olevan naytteessa hyvin vahan tai se saattaa olla heikkolaatuista.
Jos Ct-arvo on pienempi kuin taustan signaali, ei halutun organismin DNA:ta
ole reaktioliuoksessa tai se on hajonnut monistuskelvottomiin osasiin.
Kaikkien naytesarjojen kuvaajat ja standardisuorat ovat esitettyina kuvissa 5

- 7. Monistuminen tapahtui normaalisti muutamaa poikkeusta lukuun
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ottamatta. Poikkeava monistuminen voitiin huomata useimmissa tapauksissa

epatavallisen pienina Ct-arvoina.

5.7.1 Riisisarja

PCR-analyysin perusteella saatuja naytteiden Ct-arvoja vertailtiin keskenaan
(taulukko 9). Mita pienempi arvo on, sitd aiemman syklin aikana naytteessa
oleva DNA alkaa monistua. Toisin sanoen naissa naytteissd on enemman
monistuskelpoista DNA:ta. Jokaiselle naytteelle parhaat Ct-arvot voidaan
erottaa tummennetusta tekstistd. Lastenruokanaytteistéa saatiin eristettya
riisin DNA:ta vain menetelmalld 3. Riisivermicellindytteiden kohdalla
menetelmalla 3 eristetyt DNA-naytteet monistuivat selkeasti parhaiten. Me-
netelmalld 2 eristetyistd DNA-naytteista toinen ei monistunut ollenkaan.
Riisinakkileipanaytteista eristetty DNA monistui parhaiten menetelman 4
DNA-naytteistd. Ct-arvot olivat keskendan hyvin tasaiset, kun taas
menetelmalla 3 eristettyjen DNA-naytteiden Ct-arvojen valilla oli suuria eroja.
Menetelmalla 2 eristetyista DNA-naytteista toinen ei monistunut ollenkaan.
Riisinaytteistd ja riisiseosnaytteista eristetty DNA monistui kaikkien
menetelmien naytteista. Menetelmalla 3 eristettyjen naytteiden DNA

monistui parhaiten.
Taulukko 9. Riisindytteiden Ct-arvot

Néyte Ct-arvo /Menetelmé 2 | Ct-arvo /Menetelméd 3 Ct-arvo /Menetelmé 4

Riisivermicelli ei ref. DNA:ta * 22,23 28,84
ei ref. DNA:ta * 23,92 28,63
29,53 22,88 27,57
24,25 22,94 29,46
Riisinakkileipa 29,46 35,69 24,71
29,53 37,73 24,82
ei ref. DNA:ta * 23,67 23,67
ei ref. DNA:ta * 25,11 23,71
Riisi 29,58 18,91 19,74
30,09 19,25 19,81
39,41 19,36 18,76
31,19 19,15 20,46
Riisiseos 30,02 20,86 21,56
29,05 21,17 21,58
41,07 20,06 21,51
29,56 19,66 22,12
Lastenruoka 35,32 41,60 31,03
36,99 35,09 31,90

ei ref. DNA:ta * 34,39 ei ref. DNA:ta *

36,72 34,54 ei ref. DNA:ta *

* monistumista ei ole tapahtunut
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Riisinaytteiden PCR-kuvaajat ja standardisuora ovat esitettyind kuvassa 5.
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Kuva 5. Riisindytteiden reaaliaikaisen PCR:n kuvaaja ja standardisuora

5.7.2 Maissisarja

PCR-ajon perusteella saatuja naytteiden Ct-arvoja vertailtin keskenaan
(taulukko 10). Maissimuronaytteiden kohdalla maissin DNA:ta ei monistunut
minkdan menetelman naytteistd. Naytteessa oleva maissin DNA oli siis
luultavimmin pilkkoutunut monistuskelvottomaksi. Menetelmalla 4 eristetyista
pikkuleipanaytteistd toisen naytteen mitattu DNA-pitoisuus oli 0, joten

myo6skaan maissin DNA:ta ei monistunut PCR-reaktioiden seurauksena.
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Taulukko 10. Maissindytteiden Ct-arvot

Naéyte Ct-arvo /Menetelmé 2 Ct-arvo /Menetelmd 3 Ct-arvo /Menetelmé 4
Maissilastu 28,82 23,11 24,36
28,14 23,22 24,38
27,16 23,66 24,60
27,38 23,31 24,95
Maissimuro ei ref. DNA:ta * ei ref. DNA:ta * ei ref. DNA:ta *
ei ref. DNA:ta * ei ref. DNA:ta * ei ref. DNA:ta *
ei ref. DNA:ta * ei ref. DNA:ta * ei ref. DNA:ta *
ei ref. DNA:ta * ei ref. DNA:ta * ei ref. DNA:ta *
Jauhoseos 27,27 25,05 24,15
27,27 24,66 25,59
27,85 27,14 27,19
27,90 27,06 27,13
Tonnikalasalaatti 37,00 29,42 33,25
35,57 29,57 33,28
35,04 30,13 32,76
35,11 30,29 33,83
Pikkuleipa 27,22 24,06 24,66
27,16 24,03 24,65
27,40 24,35 ei ref. DNA:ta *
27,27 29,80 ei ref. DNA:ta *

* monistumista ei ole tapahtunut

Maissinaytteiden PCR-kuvaajat ja standardisuora ovat esitettyind kuvassa 6.
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Kuva 6. Maissinéytteiden reaaliaikaisen PCR:n kuvaaja ja standardisuora
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5.7.3 Soijasarja

PCR-reaktioiden tulokset on esitetty taulukossa 11. Menetelmalla 3
eristetystd soijakermandytteestd ei monistunut ollenkaan soijan DNA:ta.
Parhaiten monistuva DNA saatiin menetelmalla 4. Vain menetelmalla 4
jokaisesta Wok-kastikenaytteestd saatiin eristettya soijan DNA:ta.
Soijarouhenaytteissad soijan DNA monistui kaikilla menetelmilla. Pienimmat
Ct-arvot saatiin menetelmalla 3 eristetyista naytteista. Menetelmallad 3 saatiin
siis monistuskelpoisinta DNA:ta. Vehnaleipanaytteiden kohdalla soijan DNA
monistui kaikilla menetelmilla. Menetelmilla 3 ja 4 Ct-arvot olivat pienimmat
eli DNA oli monistuskelpoisinta. Proteiinipatukkanaytteista soijan DNA
monistui menetelmilla 2 ja 4. Menetelmalla 3 toisen rinnakkaisnaytteen
kohdalla soijan DNA:ta ei monistunut ja toisen kohdalla Ct-arvo oli
huomattavasti suurempi kuin menetelmillda 2 ja 4. Pienimmat Ct-arvot

saavutettiin menetelmalla 4.
Taulukko 11. Soijanéytteiden Ct-arvot

Néyte Ct-arvo /Menetelmé 2 |Ct-arvo /Menetelméd 3 Ct-arvo /Menetelmé 4
Wok-kastike 42,46 44,63 35,62
ei ref. DNA:ta * 40,27 37,39
ei ref. DNA:ta * ei ref. DNA:ta * 42,26
44,63 ei ref. DNA:ta * 41,18
Proteiinipatukka 25,67 31,92 22,26
25,38 33,95 23,10
26,44 ei ref. DNA:ta * 23,65
25,6 ei ref. DNA:ta * 24,36
Soijarouhe 20,13 19,91 21,02
20,16 19,83 21,09
19,69 15,24 21,25
19,92 17,73 21,14
Vehnaleipa 36,28 3,49 32,59
39,01 4,05 32,91
36,65 32,02 33,46
34,92 32,27 34,27
Soijakerma 39,25 ei ref. DNA:ta * 37,56
ei ref. DNA:ta * ei ref. DNA:ta * 36,18
41,91 ei ref. DNA:ta * 38,04
40,60 ei ref. DNA:ta * 42,12

* monistumista ei ole tapahtunut
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Soijanaytteiden PCR-kuvaajat ja standardisuora ovat esitettyina kuvassa 7.
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Kuva 7. Soijanéytteiden reaaliaikaisen PCR:n kuvaaja ja standardisuora
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6 PAATELMAT

Jokaiselle naytteelle sopivinta DNA:n eristysmenetelmaa arvioitiin seka
DNA:n saannon ja puhtauden ettd sen monistuvuuden perusteella. Myds

menetelmien kustannuksia ja tyoturvallisuutta arvioitiin.

6.1 Menetelmien vertailu

Naytteille sopivia menetelmia arvioitiin luokiteltuina analyysien mukaisiin

naytesarjoihin.

6.1.1 Riisindytteet

Menetelmalla 3 saatiin jokaisesta riisinaytteestd suurin saanto (kuva 8).
PCR-tulokset  osoittivat  myos, etta menetelméllda 3  saatiin
monistuskelpoisinta DNA:ta kaikista naytteista riisinakkileipdad lukuun
ottamatta (taulukko 8). Tuloksista voidaan siis paatella, ettd menetelma 3 on

tehokkain menetelma DNA:n eristykseen riisia sisaltaville naytteille.

Riisisarjan tulokset

300 +

250

200

O Menetelma 1

dsDNA ug/ml 150 @ Menetelma 2

100 B Menetelma 3

B Menetelma 4

Kuva 8. Riisisarjan eristyksien tulokset

6.1.2 Maissinéytteet

Maissilastu-, jauhoseos- ja pikkuleipanaytteiden saannot olivat menetelmalla
3 suurimmat (kuva 9). My6s tonnikalasalaattindytteen saanto oli hyva, vaikka
menetelmalla 4 se oli suurempi. Kyseisten naytteiden PCR-tulokset osoittivat
myds menetelmalld 3 eristetyn DNA:n  monistuneen parhaiten.
Tonnikalasalaatin saanto oli menetelmalla 4 parempi kuin menetelmalla 3,

mutta DNA oli monistuskelpoisempaa menetelmalla 3 eristettyna.
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Maissimurojen kohdalla maissin DNA:ta ei monistunut yhdestakaan
naytteestd. Mittauksessa saadut DNA:n pitoisuuden arvot johtuivat
naytteissad olevasta DNA:sta, joka oli peraisin jostakin muusta organismista
kuin maissista tai maissin DNA:sta, joka oli pilkkoutunut niin pieniin osiin,

ettei referenssigeenia onnistuttu monistamaan.

Maissisarjan tulokset

500 + O Menetelma 1

400 @ Menetelma 2
dsDNA ug/ml
300 m Menetelma 3

200 + B Menetelma 4

Kuva 9. Maissisarjan eristyksien tulokset

6.1.3 Soijjandytteet

Wok-kastikenaytteen ja proteiinipatukkanaytteen saannot olivat suurimmat
menetelmalld 3 (kuva 10), mutta osasta naytteitd ei kuitenkaan monistunut
ollenkaan soijan DNA:ta. Menetelma ei ollut siis tdysin luotettava kyseisille
naytteille, sillda myés monistuneen DNA:n Ct-arvot olivat hyvin suuret eli DNA
oli monistunut hyvin heikosti. Menetelmalla 4 saatiin toiseksi suurin saanto
wok-kastikkeesta. PCR-tulokset osoittivat, ettd vain menetelmalla 4
eristetyista naytteistd soijan DNA monistui luotettavasti. Menetelma 4 oli siis

soveltuvin wok-kastike- ja proteiinipatukkanaytteille.

Soijarouheesta saatiin hyvat saannot kaikilla menetelmillda menetelmaa 2
lukuun ottamatta. Kaikkien naytteiden DNA oli my6s helposti monistuvaa.
My6s menetelmalld 2 eristettyjen naytteiden DNA monistui hyvin. Seka
DNA:n pitoisuus ettd monistuvuus olivat kuitenkin selkedsti parhaat

menetelmalla 3.
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Vehnaleipanaytteestd saanto oli korkein menetelmallda 3. PCR-tuloksista
toisen naytteen kohdalla kuitenkin Ct-arvot ovat hyvin pienet ja kuvaajan
muoto oli epatavallinen. Monistumisvaiheessa on siis tapahtunut jotakin
epanormaalia. Nain ollen menetelma ei ollut taysin luotettava. Menetelmalla
4 saanto oli myds hyva ja Ct-arvot tasaiset. Menetelman 4 Ct-arvot olivat
samaa suuruusluokkaa kuin menetelman 3 normaalisti monistuneen
naytteen ja huomattavasti paremmat kuin menetelmalla 2. Menetelma 4 oli

siis luotettavin menetelma DNA:n eristykseen vehnaleipanaytteesta.

Soijakermanaytteesta eristetyn DNA:n pitoisuudet olivat kaikilla menetelmilla
hyvin matalat. PCR-tulokset paljastivat, ettd vain menetelmalla 4 saatiin
eristettyd soijan DNA:ta naytteestd. Menetelma 4 oli siis soveltuvin

soijakermanaytteelle.

Soijasarjan tulokset

800
700 A

600 -
500
dsDNA pg/m| 400 -

300 +
200 - B Menetelma 4

O Menetelma 1
@ Menetelma 2
B Menetelma 3

100 -

Kuva 10. Soijasarjan eristyksien tulokset

6.2 Muut huomioonotettavat tekijat

Naytteille soveltuvia menetelmia arvioitaessa oli mittaustulosten lisaksi
otettava huomioon muita seikkoja kuten kustannukset, tyohon kaytetty aika

seka kontaminaatio- ja tyoturvallisuusriskit.

6.2.1 Kustannukset

Menetelmassa 4 kaytettiin laboratoriossa itse tehtyja reagensseja ja se oli
kaytetyistd menetelmistd edullisin. Menetelmat 1 ja 2 olivat periaatteeltaan

samanlaisia ja kustannuksiltaan my6s samaa tasoa. Menetelmassa 3 kaikkia
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reagensseja, entsyymit mukaan lukien, kaytettiin suurempia maaria kuin
muissa menetelmissa. Kustannukset olivat siis suuremmat kuin muissa
menetelmissd. Samasta menetelmastda on markkinoilla vahemman
reagensseja ja materiaaleja tarvitseva sovellus, jonka toimivuutta voisi olla

jarkevaa kokeilla ennen menetelman kayttoonottoa rutiinitydskentelyssa.

6.2.2 Menetelmén helppous, kidytetty aika, kontaminaatiot ja tySturvallisuus

Menetelma 1 oli helppokayttdinen ja nopea. Menetelma 2 sisalsi useita
naytteen siirtoja putkesta toiseen, mikd hankaloittaa tyontekoa seka lisaa
materiaalikustannuksia ja  kontaminaatioriskia. @~ Menetelma 3 ol
helppokayttdinen ja suhteellisen nopea. Suuremmat pipetointimaarat tosin
hankaloittivat tyon sujumista. Menetelman rutiinikdytossa olisi parasta
kayttda moottoroitua pipettia kdden vasymisen valttdmiseksi. Menetelmassa
4 kului kaksinkertainen aika muihin menetelmiin verrattuna. Menetelma 4
sisdlsi myds useita putkenvaihtoja, jotka lisdavat aina kontaminaatioriskia.
Lisaksi menetelmassa kaytetyt orgaaniset liuottimet saattavat aiheuttaa
tydturvallisuusriskin, mikd on otettava huomioon tyétilojen suunnittelussa.
Menetelman kayttd asianmukaisissa tiloissa, tydohjeen mukaan ja
asianmukaisilla valineilld ei kuitenkaan aseta tyontekijaa vaaratilanteeseen.
Menetelmissd 1 ja 2 kaytettiin guanidiinihydrokloridia, joka on haitallinen
aine. Menetelmassa 3 kaytettiin isopropanolia. Menetelmassd 4 kaytettiin
kloroformia ja isopropanolia. Kaikkien menetelmien haitalliset liuokset

kerattiin omiin jateastioihin ja havitettiin asianmukaisesti.

6.2.3 DNA:n saanto, puhtaus ja monistuvuus

Menetelmalld 3 saatiin suurimmat saannot suurimmasta osasta naytteita.
Menetelma 4 oli saantojen suhteen toiseksi paras. Menetelman 2 saannot
olivat kaikista alhaisimpia. Saannot menetelmalla 2 olivat suurimmaksi
osaksi pienempid kuin menetelmalld 1. Eristetty DNA oli puhtainta
menetelmilla 3 ja 4. Menetelmallda 2 eristetty DNA oli keskimaarin
epapuhtaampaa kuin menetelmalld 1. Eristetty DNA oli monistuskelpoisinta

menetelmilla 3 ja 4.
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6.3 Prosessoiduille elintarvikkeille sopivin menetelma

Elintarvikkeiden prosessointi saattaa hajottaa DNA:n analyysikelvottomaksi.
Nain on luultavimmin kaynyt maissimuronaytteen kohdalla. Yhdella
menetelmistd mitattu DNA-pitoisuus oli nolla ja muilla menetelmilla
pitoisuudet olivat hyvin pienia. PCR-analyysissa maissin DNA:ta ei
monistunut yhdestakaan maissimuronaytteesta. Riisivalmisteille,
maissilastuille, jauhoseokselle ja pikkuleivile menetelmd 3 oli sopivin.

Vehnaleivalle ja wok-kastikkeelle soveltuvin oli menetelma 4.

Kaikista elintarvikkeista rasvaa ja muita kontaminantteja ei saada poistettua
kuumalla vedelld huuhtomalla kuten maissilastuista. Naista tuotteista hyvia
esimerkkeja ovat proteiinipatukka ja soijakerma. Rasvaa sisaltavista
tuotteista saatiin puhdistettua parhaiten DNA:ta menetelmalla 4. Orgaaninen
uutto puhdisti naytettd tehokkaasti proteiineista ja lipideistd. Menetelmalla 3
rasvaa sisaltdvien naytteiden kasittely oli helpompaa ja saannot olivat
huomattavasti suurempia kuin muilla menetelmilla, mutta eristetty DNA ei

suurimmaksi osaksi ollut yhtd monistuskelpoista kuin menetelmalla 4.

6.4 Yhteenveto

Jokaiselle naytteelle |6ydettiin menetelma, jonka tulokset olivat parempia
kuin menetelmalla 1. Menetelmilla 3 ja 4 saatiin parhaat tulokset kaikista
naytteistd. Menetelmalld 2 saadut tulokset olivat keskimaarin huonompia
kuin  menetelmallda 1. Menetelmd 2 soveltui vain yksinkertaisille,
prosessoimattomille naytteille. Riisinaytteille menetelméd 3 oli selkeasti
paras. Rasva- ja proteiinipitoisille naytteille soveltui parhaiten menetelma 4.
Menetelmat 3 ja 4 osoittautuivat tehokkaimmiksi DNA:n eristykseen
prosessoiduista elintarvikkeista. Kummallakin menetelmallda on hyvat ja
huonot puolensa, jotka on syytd ottaa huomioon menetelman
kayttoonotossa rutiinitydohon. Kaikkien naytteiden puhtautta tai saantoa,
monissa tapauksissa molempia, saatiin parannettua huomattavasti. Myos
molemmista naytteista, joista ei saatu eristettya soijan DNA:ta menetelmalla
1, onnistuttiin eristdmaan soijan DNA menetelmalld 4. Kokeilu oli siis
onnistunut. Tulosten lopullista luotettavuutta pitdisi tosin tarvittaessa arvioida
analysoimalla samat naytteet useaan kertaan samoilla menetelmilla. Taman
tyon tuloksiin tulee siis suhtautua enemman suuntaa antavina kuin suorina

yleistyksina.
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