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AKTA OLIGOPILOT DNA-SYNTETISAATTORIN
KVALIFIOINTI

Opinnaytetyon tarkoituksena oli tehda kayttoonottokvalifiointi uudelle AKTA oligopilot plus DNA-
syntetisaattorille. Kvalifiointi, joka perustui Wallac Oy:n laadunhallintajarjestelmaéan, sisalsi
synteesilaitteiston asennuksen kvalifioinnin (1Q) ja toiminnan kvalifioinnin (OQ).

Toimeksiantajalla oli ennestdan kaytdssd tuotannossa Applied Biosystems 3400 DNA-
syntetisaattori, joka haluttin vaihtaa uudempaan toimintavarmuuden takaamiseksi.
Syntetisoituja DNA-oligonukleotideja kaytetaan koettimina vastasyntyneiden
seulontatuotteessa, jolla seulotaan SCID-oireyhtymaa (Severe Combined Immunodeficiency
Disorder).

Osana toiminnan kvalifiointia testattin DNA-synteesimenetelmid. Testien avulla selvitettiin
millaisilla parametreilla synteesimenetelmista saataisiin mahdollisimman tehokkaita. Samalla
testattiin  toimeksiantajan aiemmin kayttdman kantajamateriaalin  soveltuvuus uudelle
synteesilaitteistolle. Synteesilaitteistolle  suunnitellulla kantajalla testattiin  sille sopivat
synteesiparametrit. Synteesimenetelmien testauksen yhteydessa haluttin myds osoittaa, etta
toimeksiantajan oman  modifioidun  fosforamidiitin ~ on  oltava kuivattua ennen
oligonukleotidisynteesida. Synteesin jalkeisessa kasittelyssa testattin kahta eri menetelméaa
irrottaa oligonukleotidi kantajasta ja poistaa oligonukleotidissa olevat suojaryhmat.

Synteesimenetelmien testauksesta saatujen tulosten perusteella voitiin todeta molempien
kantajamateriaalien toimivan uudella synteesilaitteistolla, mutta synteesimenetelméat eroavat
toisistaan. Sekd toimeksiantajan oma etta yleisesti kaytéssad oleva synteesin jalkeinen
kasittelymenetelm& osoittautuivat toimiviksi molemmilla kantajamateriaaleilla. Lopullinen
oligonukleotidin sekvenssin oikeellisuus ja puhtaus maaritettiin analyyttisella UPLC-MS ajolla.
Tuloksena saatiin yksi selked tuotepiikki, jossa ei nakynyt sivutuotteita. Sekvenssin oikeellisuus
selvitettiin antamalla kaytetty sekvenssi Mongo Oligo —ohjelmaan, ja saatua ionisaatiosarjaa
verrattiin oman oligonukleotidispektrin ionisaatiosarjaan.

ASIASANAT:

Kvalifiointi, oligonukleotidisynteesi, kantaja
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QUALIFICATION OF AKTA OLIGOPILOT PLUS
DNA SYNTHESIZER

The aim of this study was to qualify a new AKTA oligopilot plus DNA synthesizer. Based on the
quality management system of Wallac Oy, the qualification included the installation qualification
(IQ) and the operational qualification (OQ) of the synthesis equipment.

The commissioner was already using an Applied Biosystems 3400 DNA synthesizer in
production and wanted to replace it with a new instrument in order to improve performance
reliability. Synthesized DNA oligonucleotides are used as probes in a neonatal screening
product for the screening of SCID syndrome (Severe Combined Immunodeficiency Disorder).

As part of the operational qualification, DNA synthesis methods were tested in order to
determine the parameters for the most efficient synthesis methods. At the same time, the
suitability of the previously used solid support material for the new synthesizer was tested as
were the synthesis parameters for the new support designed for the Akta Oligopilot Plus
synthesizer. Along with the synthesis method testing it was shown, that commissioner's own
modified phosphoramidite has to be dried before the oligonucleotide synthesis. Two different
methods for post-synthetic processing were tested to cleave the oligonucleotide from the solid
support and for deprotection.

In summary, according to the results from the synthesis method testing, both solid supports
were proven to work in the new synthesizer, but the synthesis methods differ from each other.
Both the commissioner’'s own and the commonly used post-synthetic processing method were
proven to work on both solid supports. The final accuracy and purity of the oligonucleotide
sequence were determined with a UPLC-MS run. As a result, one clear product peak was
obtained and no by-products were shown. The ionization series for the synthesized sequence
was determined using the Mongo Oligo-program and it was compared with the received MS
spectra of the oligonucleotide.

KEYWORDS:

qualification, oligonucleotide synthesis, solid support
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1 JOHDANTO

Tama opinnaytetyé tehtiin PerkinElImer Wallac Oy:n toimeksiannosta. Tyon
tavoitteena oli tehda kayttéonottokvalifiointi uudelle AKTA oligopilot plus DNA-
syntetisaattorille. Kvalifiointi perustui Wallac Oy:n laadunhallintajarjestelmaan.
Kvalifioinnin tuli dokumentoidusti osoittaa laitteen toimivan sille maaritetyilla
parametreilla hyvaksyttavasti. Toimeksiantajalla oli omassa tuotannossaan
kaytossa Applied Biosystems 3400 DNA-syntetisaattori, joka haluttiin vaihtaa
uudempaan toimintavarmuuden takaamiseksi. Uudelle DNA-syntetisaattorille
sovittiin tehtavaksi asennuksen ja toiminnan kvalifioinnit seké kaytt6- ja huolto-
ohjeet. Ennen kuin kvalifiointi voitiin aloittaa tuli perehtya kvalifioinnin
suoritukseen ja raportointiin. Ty® vaati my0s laitteen toimintaan ja sen
kayttamaan kemiaan perehtymista, jotta pystyttiin osoittamaan laitteiston oikea
toiminta sekd testisynteesien toimivuus ja syntetisoitavan oligonukleotidin
sekvenssin oikeellisuus. Toimeksiantaja kayttdd syntetisoimiaan DNA-
oligonukleotideja koettimina vastasyntyneiden EnLite™ Neonatal TREC
seulontatuotteessa, jolla seulotaan SCID-oireyhtymaa (Severe combined

immunodeficiency disorder).

Synteesilaitteistolla tehtiin synteesimenetelmien testausta, jonka avulla ol
tarkoitus selvittdd millaisilla parametreilla synteesimenetelmistéa saataisiin
mahdollisimman tehokkaita. Samalla testattin soveltuuko toimeksiantajan
synteeseissddn aiemmin kayttama kantajamateriaali huokoinen lasi uudelle
synteesilaitteistolle, joka on suunniteltu polystyreenipohjaiselle
kantajamateriaalille. Synteesimenetelmien testauksen yhteydessa haluttiin
myoOs osoittaa miksi toimeksiantajan oman modifioidun fosforamidiitin tulisi
ehdottomasti olla kuivattua ennen oligonukleotidin synteesia. Tahan asti
synteeseisséa on ollut kaytdssa kuivaamatonta fosforamidiittia, jolloin riskina on
ollut synteesin tehokkuuden ja saannon heikkeneminen. Synteesin jalkeisessa
kasittelyssa testattiin kahta eri menetelmaa irrottaa oligonukleotidi kantajasta ja
poistaa oligonukleotidissa olevat suojaryhmat.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Susanna Haavisto



Turkulainen Wallac Oy on osa suurempaa kansainvalistda PerkinElmer-
konsernia, jonka toimipisteitd on yli 150 maassa. Wallac Oy kehittaa ja tuottaa
reagensseja, mittalaitteita seka niihin kuuluvia ohjelmistoja farmaseuttiseen
kehitykseen ja  tutkimukseen sekd Kkliniseen diagnostiikkaan ja
raskaudenaikaiseen seka vastasyntyneiden joukkoseulontaan. Wallac oy
perustettiin 1950-luvulla ja tdné paivana yritys tyodllistdd noin 530 henkiloa.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Susanna Haavisto



2 LAITEKVALIFIOINTI

Tassa luvussa kaydaan lapi laitekvalifioinnin teoriaa ja miten kvalifiointi

toteutettiin tassa tydssa.

2.1 Kvalifioinnin teoriaa

Laitteen kvalifiointi on osoitus siitd, ettd laitteen tai laitteiston toiminta on
toivotun laista. Tietokoneohjattujen laitteistojen kvalifiointi kattaa koko
systeemin elinkaaren. Prosessi aloitetaan arvioimalla tarve tietylle laitteelle ja
loppuu, kun laite poistetaan kaytosta. Kvalifioinnissa kaytetaan kuvan 1
mukaista 4Q-mallia kun kyseessa on kaupallisesti saatavilla olevat laitteistot.
Tama malli on jaettu neljaan vaiheeseen, suunnittelun kvalifiointiin, asennuksen
kvalifiointiin, toiminnan kvalifiointiin ja suorituskyvyn kvalifiointiin.  Kaikki
kvalifiointiin  kuuluvat toiminnot maaritelladn kvalifiointisuunnitelmassa ja
tulokset dokumentoidaan kvalifiointiraporttiin.® Tassa tyossa ei kayda lapi

suunnittelun kvalifiointia.

Asennuksen kvalifiointi (1Q)

* Arvioidaan toimintaymparisto
* Tarkistetaan saapuneen laitteen ja osien vastaavuus tilauksen
kanssa

* Tarkistetaan laitteen ja ohjelmiston asianmukainen asennus

Toiminnan kvalifiointi (OQ)
» Toiminnan ja halytystoimintojen testaus

Suorituskyvyn kvalifiointi (PQ)

* Tietyn menetelman testaaminen
* Ennakkohuolto
» Meneillaéan oleva suorituskyvyn testaus

Kuva 1. 4Q-mallin kvalifiointivaiheet.*

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Susanna Haavisto
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Wallac Oy:n kvalifiointimenettely jakaa kvalifioitavat laitteet kolmeen luokkaan,
A, B ja C. Kvalifiointiluokkaan A kuuluvat laitteet, jotka kayttotarkoituksensa
perusteella kuuluvat kvalifioitaviin laitteisiin, mutta ovat tyypiltdéan kertaluontoisia
hankintoja. Luokan A kvalifioinnit ovat yleensa kokonaisia linjoja kuten
valmistuslinjat, jotka koostuvat erilaisista moduuleista ja tehdaan raataloidysti
asiakkaan tarpeisiin. Kvalifiointiluokkaan B kuuluvat ns. standardilaitteet kuten
maarityslaitteet. Kvalifiointiluokan C laitteet ovat toiminnaltaan yksinkertaisia ja
toiminta osoitetaan usein kalibroimalla. Laiteryhmien jaottelussa eri luokkiin
otetaan huomioon laitteen kayttotarkoitus, laitetyyppi, laitteen tekninen toiminta
ja laitteen vaikutus toiminnon tai tuotteen laatuun. Naiden kriteerien perusteella
kriittisimmat laitteet kuuluvat luokkaan A tai B ja ei-kriittiseksi maaritellyt laitteet
luokkaan C. Tassad tyossa kvalifioitu = DNA-syntetisaattori  kuuluu
kvalifiointiluokkaan B. Kvalifioinnille tarvitaan aina vastuuhenkil®, joka huolehtii
kvalifiointisuunnitelman laatimisesta. Suunnitelmassa on myds mahdollista
hyodyntaa laitevalmistajan tekemia kvalifiointitoimenpiteitd. Ennen Kkuin
kvalifiointitoimenpiteitd voidaan aloittaa, suunnitelma on hyvaksytettava
kvalifioinnin ohjausryhmalla. Kvalifiointisuunnitelma pitda sisélladn vahintaan
asennuksen ja toiminnan kvalifioinnin. Kvalifioinnin yhteydessa laitteelle
laaditaan huoltosuunnitelma sekd kayttd- ja huolto-ohjeet. Kvalifioinnin
tuloksena laaditaan raportti tehdyistd toimenpiteista liitteineen, joka osoittaa

laitteen toimintakyvyn.?

Laitekvalifioinnin  yhteydessa laitteelle  luodaan laitenumero  SAP-
toiminnanohjausjarjestelméassa. Lyhenne SAP tulee sanoista Systems, Applica-
tions and Products in data processing. SAP jarjestelmé&an kirjataan laitteen
tiedot, kuten merkki, malli, sarjanumero ja laitetunnus. Samalla laitteelle
laaditaan maaraaikaishuolto-ohjelma, jossa on maaritettyna huoltovali. Uudelle
laitteelle méaaritetaan ajankohta, josta huoltovali lasketaan alkavaksi ja SAP-
jarjestelma antaa ilmoituksen lahestyvéasta huollosta. Huollon viivastyminen tai
laiminlyonti johtaa laitteen kayttokieltoon ja poikkeamaan tuotannossa.
Kayttokielto voidaan purkaa vasta sen jalkeen, kun asianmukaiset

huoltotoimenpiteet on hyvaksytysti tehty. Jaljitettdvyyden kannalta tadmén

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Susanna Haavisto
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kaltaisten poikkeamien syy on mahdollista selvittaa SAP-jarjestelmasta laitteen

tiedoista.?

Tassa tyossa kuvatut asennuksen ja toiminnan kvalifioinnit on suoritettu
laitevalmistajan  laatiman  kvalifiointiprotokollan ~ mukaisesti.  Laitteiston
asennuksesta vastasi laitevalmistajan valtuuttama huoltohenkild.
Laitevalmistajan asennusprotokolla oli jaettu neljddn osioon ja jokainen osio tuli
olla hyvaksytetty kvalifiointivastaavalla, tuotantotekniikan edustajalla ja

validointiasiantuntijalla ennen kyseisen osion toimenpiteiden aloitusta.

2.2 Asennuksen kvalifiointi

Asennuksen kvalifioinnilla tarkoitetaan objektiiviseen nayttoén perustuvaa
dokumentoitua osoitusta, ettd tekninen jarjestelma ja sen osat on asennettu

oikein niille maaratyille paikoille toimittajan ohjeiden ja vaatimusten mukaisesti.?

Kvalifiointiprotokollan ~ asennuksen  kvalifiointi  varmentaa tietokoneen,
lisalaitteiden, UNICORN-ohjelmiston, synteesiyksikbn seka laitteiston osien
oikean asennuksen. Synteesilaitteistoa ohjataan UNICORN-ohjelmistolla, jota
varten tarvitaan tietokone. UNICORN on ohjelmisto
oligonukleotidisynteesilaitteiston ohjaamiseen ja hallintaan. Se koostuu
ohjausohjelmistosta ja ohjauskortista tai yksikdstd, jotka toimivat liittymana
ohjaavan tietokoneen ja synteesilaitteiston valilla. UNICORN-ohjelmisto koostuu
neljastd moduulista. UNICORN Managerissa tapahtuu tiedostojen kasittely ja
hallinta kuten kayttajaprofiilit. Method Editorissa luodaan tai muokataan
valmiiksi ohjelmoituja menetelmia. System Control suorittaa ja valvoo
synteesiajoa. Evaluation mahdollistaa synteesitulosten graafisen tarkastelun.
Asennuksen kvalifioinnin ensimmaisessd osiossa tietokoneesta tarkastettiin
laitevalmistajan antamat laitteistovaatimukset kuten kayttojarjestelméa ja
jarjestelmalaji. UNICORN-ohjelmiston asennuksen yhteydessa tarkastettiin
ohjelmiston versionumero seka asennetut ohjelmistokansiot ja

toimintasuunnitelmahakemistot.®

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Susanna Haavisto
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Asennuksen kvalifioinnin toisessa osiossa tarkastettiin kaikki laitteistossa olevat

tai siihen

tiedonsiirtokaavion mukaan kaikki

asennettavat

komponentit.

monipisteyhteysvaylan, UniNet kautta.’

Kuvassa 2

olevan

UniMNet 2

Valve 1

w
=
s

(g%

UniNet 1
UniMet driver Keyboard
Fump A Slave CPU _I_
CPU
Fump B Slave CPU —I_
; : ; LCD
UniMet2 driver Display driver display

Kuva 2. Laitteiston tiedonsiirtokaavio UniNet.>

laitteiston

komponentit ovat yhteydessa toisiinsa

Paakomponentit, kuten pumppu ja monitorit seka tietokone ja UNICORN-

ohjelmisto ovat liitettyin UniNet 1:een.?

Kuvassa 3 oleva sekundaarinen yhteysverkko, UniNet 2 liittdd pienemmat

komponentit,

kuten venttiilit

ilman

erillista virtalahdetta.

Virta valittyy

paapumpusta, joka toimii myos vaylana UniNet 1 ja UniNet 2 valilla.>
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UniNet 1 from PC UniNet 2

Termination plug

Pump P -900 I

] I Solvent B valve 4 I Amidite valve 1
Maonitor
UW -900 1 1
= I Waste valve 8 I Amidite valve 2
- I |
Monitor -
pH/C -900 I Recycle valve 5 I Column Inlet valve 6
- 1 1
) . I Solvent A valve 3 I Column outlet valve 7|
Termination plug I I

Kuva 3. Sekundaarinen yhteysverkko UniNet2.?

Yleinen laitteiston tarkastus koostui valmistajan nimike- ja sarjanumeroiden
tarkastuksesta. Laitteiston komponenttien nimike- ja sarjanumeroiden oli
tasmattava laitesertifikaatissa annettujen numeroiden kanssa.
Laitesertifikaatista tarkastettiin, etté kaikki systeemitestit oli suoritettu ja tulokset
olivat valmistajan antamissa hyvaksymisrajoissa. Laitteisto ja komponentit
tarkastettiin visuaalisesti, ettd ne olivat vahingoittumattomia ja asennettu oikein
valmistajan ohjeiden mukaisesti. UNICORN-ohjelmistoon kuuluu ulkoinen
ohjausyksikkd CU-950, joka on yhteydessa ohjelmistoon USB-liitinnan kautta.
Ohjausyksikosta tarkastettiin kaikki liitAnnat laitteistoon. Laitteistoon asennettiin
paavirtajohto ja tarkastettin UniNet 2 liitannat listattuihin komponentteihin.
Putkituksen tarkastuksessa varmistettiin asennuksen oikeellisuus ja kaikkien
litantdjen pitavyys. Venttiileihin seka virtauksenrajoittimeen liitetyt putket eivat
saaneet olla taittuneita tai muuten vahingoittuneita. Virtauksenrajoitinta

kéytetaan vakaan vastapaineen turvaamiseksi koko laitteistossa.®

Laitteiston padpumppu koostuu kahdesta yksikostd A ja B. Kumpikin yksikko
sisdltéa kaksi mantdd. Jokaista méntdd ohjaa yksinkertainen vankka
epakeskonokka, jota ohjaa porrastussaadin. Saatimen nopeus vaihtelee
lineaarisen liikkeen ja kokoonpuristuvuuden tasaamisen saavuttamiseksi.

Systeemi takaa tarkan matalan paineenvaihtelun virtauksen koko

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Susanna Haavisto
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virtausnopeusalueella rippumatta vastapaineesta. Virtausnopeuden kasvaessa,
saatimen nopeus kiihtyy asteittain antaen pehmeédn alun ja virtausnopeus
kasvaa halutulle tasolle. Virtausnopeuden laskiessa saatimen nopeus alenee
nopeasti matalammalle virtausnopeudelle. Pumpusta tarkastettiin asennuksen

ja liitantdjen oikeellisuus.®

Pumpun mannantiivisteissa on huuhtelusysteemi, joka taytettiin asetonitriililla
ennen kaytt6a. Huuhtelusysteemi ehkaisee liuottimista aiheutuvien saostumien
keraantymisen mannantiivisteen paineettomalle puolelle. Huuhtelusysteemista
tarkastettiin asennuksen oikeellisuus seka séahkdinen liitos pumpusta laitteiston
virtalahteeseen ja UniNet 1 yhteys pumppuun. Pumpun putkituksen
tarkastuksessa varmistettiin asennuksen oikeellisuus ja kaikkien liitantdjen
pitdvyys. Putkituksen on noudatettava virtauskaaviota eivatka putket saaneet

olla taittuneita tai muuten vahingoittuneita.’

Seuraavaksi lapikaydyissa UV- ja johtokykymonitoreissa oli hyvin samanlaiset
tarkastuksen kohteet. UV-monitorissa flash-lampun tuottama valo kulkeutuu
monokromaattoriin, josta se ohjataan valokuidulle. Askelmoottori k&antaa
monokromaattorin hilan aallonpituuden valintaan. Valokuidut ohjaavat ja
kohdistavat monokromaattisen eli yksivarisen valon virtaustielle. Ennen kuin
valonsade saapuu virtaustielle, se jaetaan ja osa valosta kulkee naytekuidun ja
osa Vvertailukuidun kautta. Kaksoisvalodiodi monitoroi mittaus- ja
vertailusateiden intensiteettid. Detektori pystyy havaitsemaan kolme
aallonpituutta samanaikaisesti valilla 190-700 nm. Johtokykykyvetissa on kaksi
lieriomaista titaanielektrodia virtaustielle asetettuna. Elektrodien valiin johdetaan
vaihtojannite ja saatu sahkovirta mitataan liuoksen johtokyvyn laskemiseksi.
Toisessa  elektrodeista on  pieni  lampdotilasensori,  joka  mittaa

lapivirtauskyvetissa olevan liuoksen lampétilaa.®

Molemmista monitoreista tarkastettin asennuksen ja liitantdjen oikeellisuus
seka sahkdinen liitos monitoreista laitteiston virtalahteeseen ja UniNet 1 yhteys
molempiin monitoreihin. Monitorien putkituksen tarkastuksessa varmistettiin
asennuksen oikeellisuus ja kaikkien litantbjen pitavyys. Putkituksen on

noudatettava virtauskaaviota eivatka putket saaneet olla taittuneita tai muuten
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vahingoittuneita. UV- ja johtokykymonitorit sisaltavat lapivirtauskyvetin, jonka
tuli olla oikein asennettu ja litannat olivat pitavia. UV-monitorin kyvetista
varmennettiin valotien pituus ja kyvetissa olevien valokuitujen asennus.
Ohjelmistoasetuksista UV-monitorissa tarkastettiin nollauskohtien aallonpituus
ja absorbanssi sekd lampun intensiteetti. Johtokykymonitorista tarkastettiin
lampéotilakompensointi ja vertailulampotila sek& johtokyvyn ja kennovakion

sovitus ja johtokykyasteikon asetus.®

Laitteistoon on liitetty kaasulinja, koska kaikkien reagenssien tulee olla
suojakaasuymparistéssa. Suojaavana kaasuna kaytetaan argonia, jonka tulee
olla korkealaatuista ja erittéain kuivaa. Argon on ilmaa raskaampi kaasu, joten se
muodostaa  suojaavan  kerroksen  estden ilmankosteuden = p&aasyn
reagensseihin.* Laitteiston ulkopuolella olevista liitdnnoista tarkastettiin, etta
kaasun tuloliitin laitteistosta on liitetty padhanaan ja laitteiston sivusta tulevat
reagenssiletkut on liitettyna oikeisiin reagenssipulloihin. Laitteiston sisélla
olevien kaasuliitosten asennuksen tuli vastata valmistajan antamaa
asennuskaaviota. Laitteiston sivusta tulevien kaasuletkujen tuli olla liitettyn&

oikeisiin reagenssipulloihin.®

2.3 Toiminnan kvalifiointi

Toiminnan kvalifioinnilla tarkoitetaan objektiiviseen nayttdén perustuvaa
dokumentoitua osoitusta, ettd tekninen jarjestelmd ja sen osat toimivat
suunnitellulla tavalla koko sille asetetulla toiminta-alueella spesifikaation

mukaan.?

Kvalifiointiprotokollan toiminnan kvalifiointi varmentaa UNICORN-
ohjaussysteemin oikean toiminnan AKTA-laitteiston kanssa seké& laitteiston ja
sen komponenttien oikean toiminnan. Toiminnan kvalifioinnin ensimmaisessa
osiossa maariteltiin testit, joita kaytettin ohjaussysteemin oikean toiminnan
varmentamiseen ennalta maaritetyissd olosuhteissa. Testien suorittamiseksi

UNICORN-ohjelmisto oli manuaalitilassa.’

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Susanna Haavisto



16

Tietokoneen toiminnan testauksessa varmennettiin  atk-laitteiston ja
kayttojarjestelman toimivuus seka tehtiin kovalevytesti. Halytykset testattiin
manuaalitilassa asettamalla tietty arvo, joka tuottaa halytyksen. Ennen kuin
laitteiston reaktio halytyksiin varmennettiin, testit suoritettin samoilla arvoilla
niin, ettd halytykset olivat poissa kaytosta. Testattavia halytyksia olivat liian
korkeat tai matalat paineet, johtokyvyn tai UV-signaalit.®

Turvallisuus- ja tapahtumatesteissd varmennettin laitteiston reagointi
simuloituihin katastrofitilanteisiin  kuten virran haviaminen tietokoneesta tai
synteesilaitteistosta ja yhteyden menetys. Tietokoneen virran sammuessa,
ulkoisen ohjausyksikkd CU-950:n tulisi jatkaa laitteistolla kaynnissa olevaa
menetelmaa seka laitteiston ohjaamista tai vaihtoehtoisesti laitteisto menee
pause-tilaan. Kun tietokone kaynnistetddan uudelleen, tietojen tulisi olla
saatavissa varmuustiedostoista. Mikéali UNICORN-ohjelmiston ja ulkoisen
ohjausyksikén valinen yhteys joudutaan luomaan uudelleen, siihen asti saadut
tiedot menetetdan. Laitteiston virran sammuessa, UNICORN-ohjelmisto
havaitsee yhteyden menetyksen. Mikéli UNICORN-ohjelmiston ja ulkoisen
ohjausyksikén valinen yhteys joudutaan luomaan uudelleen, tietoja ei voida
palauttaa virran menetyksen vuoksi ja UNICORN lopettaa menetelmén
suorittamisen. Vaihtoehtoisesti tiedot voidaan palauttaa siihen asti kunnes virta
menetettiin. Laitteisto menettdessa yhteyden tietokoneeseen, UNICORN-
ohjelmisto havaitsee yhteyden menetyksen ja ulkoisen ohjausyksikon tulisi
jatkaa laitteistolla kaynnissa olevaa menetelmaa seka laitteiston ohjaamista tai
vaihtoehtoisesti laitteisto menee pause-tilaan. Kun yhteys palautetaan, tiedot
tulisi olla saatavissa ulkoiselta ohjausyksikolta.>

Toiminnan kvalifioinnin toisessa o0siossa varmennettiin laitteiston ja sen
komponenttien oikea toiminta, joka suoritettiin joko manuaalisilla tai valmiiksi
ohjelmoiduilla menetelmilla. UV-monitorille tehtiin lineaarisuustesti kayttden
kaupallisia rautasulfaattivertailuliuoksia. Testistd saaduista mittaustuloksista ja
vertailuliuosten pitoisuuksista laskettiin lineaarisuus ja poikkeamat seka
tarkastettiin, etta lineaarisuuskayran selitysaste seka lineaarisuuden poikkeama

tayttavat annetut hyvaksymisrajat. Monitorista testattin myos taustan nollaus.
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Johtokykymonitori testattin myds kaupallisilla natriumkloridistandardeilla.
Mittaustuloksista laskettiin poikkeama vertailuarvosta ja tarkastettiin, etta saadut

arvot tayttavat hyvaksymisrajat.>

Asennustestilla varmennettiin laitteiston kyky syoéttéda gradienttia maaritetyissa
rajoissa. Testia varten valmistettiin erilliset tolueeni-asetonitriili- ja asetoni-
asetonitriililiuokset.  Virtauksenrajoitin ~ testattiin  riittdvan  vastapaineen
saavuttamiseksi seka matalalla ettd korkealla virtausnopeudella ja tarkastettiin,
ettd saadut painelukemat tayttavat annetut hyvéaksymisrajat.® Virtauksenrajoitin
estaa ilmakuplien muodostumisen kolonnin jalkeisissa lapivirtauskyveteissa ja
yllapitdd reagenssien tasaista leviamista kolonnissa®. Kaasusysteemin
testauksessa varmennettiin, ettd kaasu kulkee kaasunjakoputkiston kautta
jokaiseen reagenssipulloon. Kaasusysteemille tehtiin my6s vuototesti jolla
varmistettiin, ettd kaasunpaine ei laske alle annetun lukeman testauksen
aikana. Painemittarin testilla varmennettiin, etta mittari on toimintakunnossa ja
nayttda oikeaa kaasun painetta. Testauksessa kaytettiin irrallista kalibroitua
painemittaria, johon laitteiston mittarilukemaa verrattiin. Laitteiston ja kalibroidun
painemittarin  lukemista laskettin  hajonta, jota verrattin annettuihin

hyvaksymisrajoihin.>

Laitteiston paapumpulle tehtiin useita toiminnan testauksia. Painenayttn
testauksessa varmennettiin, ettd pumppumonitorin naytolla oleva painelukema
on sama kuin UNICORN-ohjelmiston ohjausikkunoissa. Pienimmén ja
suurimman painelukeman ero ei saanut ylittdd annettua hyvaksymisrajaa. A ja
B pumpuista testattiin liuoksen syoton tarkkuus matalalla ja korkealla
virtausnopeudella. Pumpun tarkkuus varmennettin mittaamalla pumpun
todellisuudessa  pumppaamalla  tilavuudella. = Molempien  pumppujen
samanaikainen toiminta testattin maksimi virtausnopeudella annetulla

aikavalilla.®
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2.4 Suorituskyvyn kvalifiointi

Suorituskyvyn kvalifioinnilla tarkoitetaan objektiiviseen nayttoén perustuvaa
osoitusta, ettd laite toimii sille maaritetyssa kayttotarkoituksessa ja on
toistettavissa. Suorituskyvyn kvalifiointi perustuu kayttajavaatimuksiin el
URS:iin.?

Suorituskyvyn kvalifiointi on usein osana laitekvalifiointia. Se ei kuitenkaan ota
enda kantaa laitteen toiminnan oikeellisuuteen vaan liittyy l&ahinna laitteelle
luotavan menetelman, kuten esimerkiksi tuotannon tai laadunvalvonnan
toimivuuteen. Laitteen kayttdja maarittelee kvalifioitavat asiat ja niiden
hyvaksymiskriteerit.  Suorituskyvyn kvalifiointi voidaan tehda erillisena
yksittéiselle laitteelle vasta, kun asennuksen ja toiminnan kvalifioinnit ovat
hyvaksytty.>°

Suorituskyvyn kvalifioinnilla osoitetaan, etta kvalifioitu laite tuottaa tasaisesti
hyvaksyttavaa tuotetta normaaleissa kayttd- ja tuotanto-olosuhteissa. Laitteen
toiminnan on oltava toistettavaa myos pitkdlla aikavalilla. Suorituskyvyn
kvalifioinnissa kaytetddn hyvéaksyttyjd tuotanto- tai vastaavia materiaaleja.
Kvalifiointi suoritetaan tuotanto- tai maaritysolosuhteissa, jotka vastaavat

normaalia toimintaa ja testien tulee kattaa koko aiottu toiminta-alue.>®
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3 DNA-OLIGONUKLEOTIDIN SYNTEESI

Tassa luvussa kaydaan lapi oligonukleotidisynteesin kehittaminen, synteesiin
kuuluvat vaiheet yleisesti kaytetyilla menetelmilla ja reagensseilla seka mihin

syntetisoituja oligonukleotideja kaytetaan toimeksiantajan tuotannossa.

3.1 Kemiallisen synteesin historiaa

1950-luvun loppupuolella Chicagon yliopiston tutkija H. Gobind Khorana
kiinnostui oligonukleotidien syntetisoimisesta. Han esitteli kaksi periaatetta,
jotka  mahdollistivat enemman kuin muutaman emaksen mittaisen
oligonukleotidin synteesin. Ensimmainen oli on-off-suojaussysteemi ja toinen
stabiilien fosforyloitujen nukleosidien kayttd. Viimeksi manitun periaatteen
mukaan nukleosidi kytketaan aktivoituna haluttuun toiseen nukleosidiin.
Nukleotidisynteesi fosfodiesterimenetelmalla on sama kuin nykyaan, mutta
siihen on lisétty viela hapetusvaihe. Khoranan suurin panostus liittyi kuitenkin
nukleosidien suojaryhmiin. Avainasemassa tehokkaan ja syklisen asteittaisen
synteesin kehittdmisessa oli hyva suojaryhmasysteemi, joka sallii tiettyjen
suojaryhmien poistamisen halutulla hetkella. Khoranan ratkaisu tahan oli 5'-
hydroksyyliryhman suojaus dimetoksitrityylilla. Han esitti myds suojaryhmat
nukleosidien eksosyklisille aminoryhmille, jotka ovat puriini ja pyrimidiini
emasten rengasrakenteen ulkopuolella olevia aminoryhmia. Guaniinin
suojaryhmana han kaytti isobutyryyliryhmaa ja adenosiinin sekd sytosiinin
suojaryhméana bentsoyylia.” Tymiini (DNA emas) ja urasiili (RNA emas) eivat
tarvitse suojaryhmaé, koska niissd ei ole eksosyklista aminoryhmaa.
Suojaryhma estaa aminoryhmaa reagoimasta aktivoidun fosforamidiitin kanssa

kytkentéreaktiossa.®

1960-luvun alussa Northwestern yliopiston professori Robert Letsinger kehitti
peptidisynteesia kayttaen kiinteanfaasin menetelmda. Han kaytti hyvakseen
l&pivirtausteknologiaa syklisessd systeemissda, jossa kukin yksikkd lisattiin

toisen peraan. Letsinger myotavaikutti kolmessa synteesiin liittyvassa asiassa.
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Ensimméaisena han esitteli kiintednfaasin menetelmén ja toisena synteesin
fosfotriesterimenetelmalla, joka oli tarkea parannus Khoranan
fosfodiesterimenetelmaan. Viimeisena Letsinger esittel
fosfiittitriesterimenetelman, joka oli pohjana hanen entisen oppilaansa Marvin
Caruthersin my6hemmin kehittdmassa fosforamidiittimenetelméassa.
Ensimmainen Letsingerin kayttdma kiinte& kantaja oli styreenidivinyylibentseeni
-polymeeri. Valitettavasti tamé kantaja reagoi joihinkin liuottimiin turpoamalla.
1970-luvun puolessa valissa Letsinger julkaisi artikkelin
fosfiittitriesterimenetelmasta, joka perustui reaktiivisen fosforin kaytt6on
kolmenarvoisena viidenarvoisen sijasta. Synteesiin tarvittin hapetusvaihe
viisiarvoisen fosfaattirakenteen saavuttamiseksi. Fosfiittitriesteri valimuodon

hapetus vakautti oligonukleotidin rakennetta.’

1973 tutkija Marvin Caruthers teki omaa tutkimustansa oligonukleotidien
synteesista. Seuraavan vuosikymmenen ajan han etsi ratkaisua kahteen
ongelmaan: orgaanisen polymeerikantajan turpoamiseen ja fosfityloidun
nukleosidivalimuodon pysymattomyyteen. 1981 Caruthers julkaisi artikkelin
epaorgaanisten kantajamateriaalien kaytosta. Tutkimuksessa kaytettiin alun
perin kromatografialaatuista silikaa, joka korvautui myéhemmin huokoisella
lasikantajalla (CPG). Tama ratkaisi turpoamisesta aiheutuvan haitan. Caruthers
muokkasi  Letsingerin  fosfiittitriesterimenetelmaa  vaihtamalla  yhden
aktivaatiovaiheessa poistuvan ryhman toiseen. Tama mahdollisti pysyvan

fosfityloidun nukleosidivalimuodon saavuttamisen.’

Oligonukleotidien kyky pariutua vastinemastensad kanssa mahdollistaa niiden
kayton molekyylidiagnostiikassa. Oligonukleotidit toimivat niin alukkeina
polymeraasiketjureaktioissa kuin koettimina hybridisaatioissa vastinjuosteidensa

kanssa.®

3.2 Synteesin vaiheet

Oligonukleotidi on  yksijuosteinen  ketju, joka koostuu lukuisista
nukleosidiyksikoista, jotka ovat liittyneina toisiinsa fosfodiesterisilloilla.
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Nukleotidit ovat nukleosidien fosfaattiestereitd, jotka ovat seka
ribonukleiinihapon (RNA) ettd deoksiribonukleiinihapon (DNA) rakenneosia.
Nukleotidit ovat siis nukleiinihappojen monomeereja. Kaikki nukleotidit
rakentuvat kolmesta osasta: heterosyklisestd emaksesta, pentoosisokerista ja
fosfaattiryhmasta. Nukleotidissa olevan pentoosisokerin 1’-hiili littyy emaksen
typpiatomiin  B-glykosyyliamiinisidoksella. Emakset ovat joko monosyklisia
pyrimidiineja tai disyklisia puriineja. DNA:n emaksia ovat kuvassa 4 esitetyt

adeniini (A), tymiini (T), sytosiini (C) ja guaniini (G). RNA:ssa tymiini korvataan

urasiililla (U).>*°
NH, o NH
N N
(/ SN (/ NNH | =N
N N N N~ NH, N
H H H
Adeniini Guaniini Sytosiini Tymiini Urasiili

Kuva 4. DNA:n ja RNA:n emakset.’

DNA:n sokeriosassa, deoksiriboosissa, 2’-hiilessa on vety, kun taas RNA:n
sokeriosassa, riboosissa, 2’-hiilessa on hydroksidi. Eméaksista sytosiini, tymiini
ja urasiili ovat pyrimidiineja ja adeniini ja guaniini puriineja. Nukleotidin nimi
maaraytyy siihen kiinnittyneen eméaksen mukaan. Deoksiribonukleotideja ovat

deoksiadenosiini, deoksitymidiini, deoksisytidiini ja deoksiguanosiini.®*°

Tavallisesti oligonukleotidisynteesissa fosfodiesterit muodostuvat 5’-hiilen
fosfaattiryhman ja sitd seuraavan nukleotidin  pentoosisokerin  3’-
hydroksyyliryhman valiin.>'° Kuvassa 5 on esitetty nukleotidimonomeerin 5'-
hillen maaraytyminen siten, ettad nukleiinihapon monomeerissa fosfaattiosa
kiinnittyy sokeriosan siihen hiileen, joka on kauimpana emasosan
kiinnittymiskohdasta®*.
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3'
HO =~ OH

Adenosiini 5'-monofosfaatti

Kuva 5. Nukleotidimonomeerin 5’-hiilen mééaraytyminen.®

5-hiilessa olevan fosfaatin esterdityessa toisen nukleotidin 3’-OH-ryhman
kanssa, muodostuu nukleotidien valille fosfodiesterisidos.’! Puhuttaessa
nukleiinihapoista etuliite "oligo” tarkoittaa usein muutaman nukleosidin pituista
ketjua, kun taas etuliite "poly” tarkoittaa monta. On kuitenkin yleinen kaytanto
puhua oligonukleotidistd, kun tarkoitetaan kemiallisesti syntetisoitua

nukleiinihappoa vaikka se koostuisi jopa sadasta nukleosidista.®

Oligonukleotidin synteesi fosforamidiittimenetelmalla suoritetaan kiintealla
kantajalla kuten huokoinen lasi (CPG) tai polystyreeni, joiden hyétyna on
helppokayttoisyys ja lopputuotteen yksinkertainen irrotus. Kiinteaa kantajaa on
saatavissa valmiiksi pakattuina kolonneina, jolloin synteesin mittakaava on
valmiiksi maaritelty. Kolonni on my6s mahdollista pakata itse, mikali synteesi
halutaan tehda jollain tietylla mittakaavalla. Synteesin mittakaavalla eli skaalalla
tarkoitetaan kantajaan Kkiinnitetyn ensimmaisen nukleosidin maaraa (esim.
yksikdssa pumol/g). Kiintean faasin synteesimenetelmassa
oligonukleotidisekvenssi rakennetaan vaiheittain 3’-5’-suuntaan. Menetelméan
vaiheista kaytetaan nimitysta synteesisykli ja yhden syklin aikana lisdtaan yksi
deoksinukleotidi kerrallaan kasvavaan oligonukleotidiketjuun. Jokainen sykli
koostuu neljasta kemiallisesta reaktiosta joita ovat suojaryhmanpoisto
(detritylation), kytkenta (coupling), 5’-OH-ryhmén blokkaus (capping) ja hapetus
(oxidation).®
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Seuraavaksi esitetyissd synteesin vaiheissa kaytetyt menetelmét ja reagenssit
ovat yleisesti kaytettyja DNA-synteeseissd fosforamidiittimenetelmalla, kun
kantajana on kaytetty huokoista lasia. Tassa tyossa AKTA oligopilotilla kaytetyt

reagenssit poikkeavat esimerkkeina kaytetyista.
3.2.1 Suojaryhméan poisto

Oligonukleotidisynteesin  alussa ensimmainen nukleosidi on valmiiksi
kiinnittyneena kantajamateriaaliin. Kantajaan sidotussa nukleosidissa on 5’-
paassa OH-ryhman suojaryhmana 4,4’-dimetoksitrityyli (DMT), joka pitda
poistaa ennen kuin oligonukleotidisynteesi voi edetd. Kuvassa 6 on esitetty
suojaryhman  poisto, joka tehdaan lisaamalla trikloorietikkahappo-

dikloorimetaaniliuosta synteesikolonnin lapi.*?
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Kuva 6. 4,4'-dimetoksitrityylisuojaryhméan poisto.*?

DMT-ryhm& on varitbn ollessaan kiinnittyneena nukleosidiin, mutta ryhmén
irrottua se muuttaa variddn oranssiksi. Vapautuneen DMT-kationin oranssin

varin intensiteettia mitataan spektrofotometrisesti aallonpituudella 495 nm ja
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intensiteetti on suoraan verrannollinen DMT-molekyylien maaraan. Intensiteettia
voidaan hyodyntaa kytkentatehokkuuden laskemiseen seka synteesin
etenemisen seurantaan.’ Tassa tydssa suojaryhman poistoon kaytettiin

dikloorietikkahappoa tolueenissa.

3.2.2 Kytkenta

Suojaryhmén poiston jalkeen kantajassa kiinni olevan nukleosidin 5’-paassa
oleva OH-ryhma on valmis reagoimaan seuraavan lisattavan eméksen kanssa,
joka lisataan kolonniin nukleosidifosforamidiittina. Lisattavaa
fosforamidiittimonomeerid sekoitetaan ylimaarin katalyyttind toimivan 4,5-
disyanoimidatsolia sisadltavan asetonitriililiuoksen kanssa. Kuvassa 7 olevan
fosforamidiittimonomeerin sisaltama di-isopropyyliamino ryhma protonoituu

katalyytin ansiosta ja korvautuu kantajassa kiinni olevan nukleosidin 5’-OH-

ryhman kanssa.®*?
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Kuva 7. Fosforamidiittimonomeerin aktivointi ja kytkenta.*?
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Nukleosidien valille muodostuu fosfiittitriesterisidos ja yksi fosfaattiryhmassa
olevista happiatomeista on suojattu 2-syanoetyyliryhmalla.®*? Tassa tydssa

kaytettiin kytkennassa 5-bentsyylitiotetratsolia asetonitriilissa.

3.2.3 5’-OH-ryhman blokkaus

Nukleosidien toisiinsa kytkemisessa ei ole mahdollista saavuttaa 100 %:sta
saantoa vaikka menetelmét olisivat tehokkaita ja kaytetyt reagenssit puhtaita.
Tama tarkoittaa sita, etta pieni osa reagoimattomia 5’-OH-ryhmia jaa aktiivisiksi
kytkennan jalkeen, jolloin niihin olisi mahdollista liittdd seuraava nukleosidi.
Tasta seuraisi, ettd muodostuvasta oligonukleotidista puuttuisi yksi emas, jolloin
se tarkoittaisi deleetiota halutussa sekvenssissa. Sekvenssiin jaanyt
tarkistamaton deleetio kumuloituisi jokaisessa seuraavista synteesisykleista ja
lopputuote sisaltaisi virheellisen geneettisen informaation. Taman estamiseksi
reagoimattomat 5’-OH-ryhmat blokataan lisaamalla kolonniin kahta eri liuosta,
etikkahappoanhydridia ja N-metyyli-imidatsolia tetrahydrofuraanissa. Kuvassa 8
elektrofilinen seos asetyloi alkoholirynméat ja etikkahappoanhydridiliuoksessa
oleva pyridiini pitda pH:n eméaksisend, jolloin nukleosidin fosfororamidiittiryhma

ei detrityloidu.®*2
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Kuva 8. Reagoimattomien 5'-OH-ryhmien blokkaus.™

5-OH-ryhmén asetylointi tekee hydroksyyliryhmastd reagoimattoman
seuraavissa synteesin vaiheissa.®'? Tassa tydssa 5-OH-ryhmaét blokkaukseen

kaytettiin etikkahappoanhydridia ja N-metyyli-imidatsolia asetonitriilissa.
3.2.4 Hapetus

Kytkentavaiheessa muodostunut kolmenarvoinen fosfiittitriesterisidos on
pysymatébn ja nain ollen se on hapetettava viidenarvoiseksi
fosfaattitriesterisidokseksi ennen seuraavan nukleotidin kytkentdd. Kolonniin
lisatddn seosta, joka sisdltaa jodia, tetrahydrofuraania ja 2,6-dimetyylipyridiinia
vesiliuoksessa. Kuvan 9 mukaisesti kolmenarvoinen fosfori hapettuu

fosfaatiksi.®*?
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Kuva 9. Fosfiittitriesterisidoksen hapetus.*?

Hapetuksessa kasvavan oligonukleotidin rakenne stabiloituu. Fosfaattiryhmassa
kiinnittyneena oleva 2-syanoetyyliryhma toimii suojaryhména estaen ei-toivotut
reaktiot seuraavissa synteesin vaiheissa.®!? Tassa tyossa hapetuksessa

kaytettiin seosta joka sisélsi jodia ja pyridiinia vesiliuoksessa.

Edella kuvattuja synteesivaiheita toistetaan oligonukleotidin rakentamiseksi niin
kauan kunnes haluttu sekvenssi on saavutettu. Seuraavan synteesisyklin
alussa 5-paassa oleva DMT-ryhma on poistettava, jotta seuraava lisattava

nukleosidifosforamidiitti voi reagoida 5’-OH-ryhmén kanssa.®
3.3 SCID-oireyhtyma

EnLite™ Neonatal TREC analyysi on tarkoitettu kvantitatiiviseen TREC (T-cell
receptor excision circle) DNA:n maarittamiseen verinaytteestd, joka on
kuivattuna erityiselle suodatinpaperille. Analyysilld seulotaan vastasyntyneista

SCID-oireyhtymaa (Severe combined immunodeficiency disorder)
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polymeraasiketjureaktioon (PCR) perustuvalla menetelmalla VICTOR™ EnLite

instrumentilla.*®

SCID on mahdollisesti hengenvaarallinen, periytyva immunologinen sairaus,
jossa T-lymfosyyttien kehittyminen epaonnistuu ja B-lymfosyytteja ei joko ole tai
ne eivat toimi. Hoitamaton SCID altistaa potilaan hengenvaarallisille infektioille
bakteeri-, virus- ja sienitartuntojen vuoksi.'* Useimmat vauvat, joilla on SCID,
nayttavat fyysisesti normaaleilta syntyessdan kunnes infektioita alkaa
iImaantua. Tall6in ollaan tilanteessa, jossa lapsen paino ja kasvu eivat saavuta

ikdkauden normaaliarvoja.*®

T-solureseptorien “excision circles” (TRECs) ovat normaalin T-solun kehityksen
sivutuotteita. TREC seulontamaaritys tunnistaa tyypillisen SCID:n seka mataliin
T-solu arvoihin liittyvat olotilat. Tyypillisesti lapset, joilla on SCID menehtyvat
infektioon ensimmaisen elinvuotensa aikana. Tunnusomainen merkki SCID:ssa
on aina T-solujen tuotannon ja toiminnan vaikea puutteellisuus.™
Vakiintuneisiin SCID:n hoitomenetelmiin kuuluu puutteellisen immuunisysteemin
korjaaminen hematopoeettisella kantasolujen siirrolla, jossa verestad tai
luuytimesta eroteltuja kantasoluja siirretddn infuusiona laskimoon. Hoitona

voidaan kayttaa myds entsyymikorvaushoitoa tai geenihoitokokeilua.*®

TREC:t ovat stabiileja rengasmaisia DNA-osasia, jotka muodostuvat T-
solureseptorien uudelleenjarjestaytymisen aikana, joka on osa T-solujen
kypsymista kateenkorvassa. TREC:t eivat kahdennu mitoosin aikana, vaan
TREC siirtyy ainoastaan toiseen mitoosissa syntyneeseen tytarsoluun
jokaisessa  solunjakautumisessa.'’ Terveilla vastasyntyneillda TREC:ja
muodostuu runsaasti. Vastasyntyneilla, joilla on SCID, TREC:t ovat tuskin
havaittavissa. Maaritys voidaan tehda vastasyntyneen kantapaaverinaytteesta.
DNA:ta monistamalla TREC:n kopiolukua veressa voidaan kayttda erottamaan
terveet vastasyntyneet niista vastasyntyneistd, joilla on lymfopenia eli veressa
on niukasti imusoluja. Matala TREC kopioluku voi kuitenkin myo6s olla tulos
muusta immuunipuutossairaudesta, kuten DiGeorge oireyhtymad tai

immunosuppressiolaakkeen kaytosta. '
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EnLite Neonatal TREC kitti on yhdistelma polymeraasiketjureaktioon
perustuvaa nukleiinihappojen monistamista ja aikaerotteiseen
energiansiirtotekniikkaan (TR-FRET) perustuvaa havainnointia. Analyysi
havaitsee kaksi kohdetta: TREC:n, joka on SCID-markkeri ja beta-aktiinin, jota
kaytetddn kontrollina naytteen monistamisessa. TREC:n ja beta-aktiinin
maarittAminen tapahtuu samanaikaisesti jokaiselle naytteelle. Maaritystuloksen
tulkinta perustuu kahteen erilliseen kalibrointisuoraan ja laadunvalvonta kolmen

kontrollin tulosten tulkintaan.**

DNA:n eluutio DNA:n monistaminen Hybridisaatio ja signaalin
e DBS e Reaktioseos mittaus
e Eluutiopuskuri

»
|

Kuivattu veritapla W( Genominen DNA ’\j\l Monistettu DNA

®  pps)

Kaksoisleimattu TR-FRET signaali
w koetin \lm/

Kuva 10. EnLite Neonatal TREC analyysi.*®

Analyysi sisaltdd kohdesekvenssispesifisen koettimen, jossa pitkdaikaiset
fluoresoivat lantanidifluoroforit ovat kytkettyind yksijuosteisen koetinmolekyylin
vastakkaisiin paihin. Koettimen hybridisointi mahdollistaa sen suoran
havainnoinnin  perustuen pitkittyneen  puoliintumisajan  energiansiirtoon.
Tamankaltaisen koettimen valinta mahdollistaa monianalyyttianalyysin, koska
signaalin aallonpituus ja puoliintumisaika on soviteltavissa. Pitkdaikaisen
fluoresenssin  omaavien lantanidien  kaytt6 vaimentaa tehokkaasti
analyysimatriisin ja valonsironnan aiheuttamaa taustaa ja nain ollen lisda

analyysin herkkyytta.*?
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4 MATERIAALIT JA MENETELMAT

Seuraava luku kasittelee laitteen toiminnan testaukseen kaytettyja materiaaleja
sekd minka tyyppisilla testiparametreilla laitteen toimintaa testattiin. Lisaksi
kasitelladn oligonukleotidien synteesin jalkeinen kasittely seka oikeellisuuden

varmistaminen massaspektrometrisesti.

4.1 Nukleosidifosforamidiitit

Serge Beaucage ja Marvin Caruthers esittelivat vuonna 1981
nukleosidifosforamidiitit DNA:n rakenneosina. Fosforamidiitit ovat suhteellisen
pysyvia miedosti emaksisissa ja neutraaleissa olosuhteissa, mutta ovat hyvin
herkki& jopa heikoille hapoille. Nukleosidifosforamidiittien tarkein ominaisuus on
kyky reagoida nopeasti nukleofiilisten ryhmien kanssa heikkojen happojen
valityksella. Jotta sivureaktioita ei tapahdu, kaikki nukleosidien muut
funktionaaliset ryhmat on suojattava sopivilla ryhmilla, jotka ovat helposti
poistettavissa oligonukleotidisynteesin jalkeen. Suojattavia ryhmi& ovat
nukleotidiemasten eksosykliset aminoryhmat, 5’-asemassa oleva

hydroksyyliryhma ja fosfiittiryhma.®

Perinteinen nukleosidifosforamidiittimonomeerin synteesi alkaa eksosyklisten
aminoryhmien suojaamisella. Eksosykliset aminoryhmat on suojattava, jotta ne
eivat trityloidu 5’-hydroksyyliryhman suojauksen yhteydessa. Aminoryhmat eivét
mydskaan saa reagoida aktivoitujen fosforamidiittien kanssa kytkentavaiheessa.
Emaksista tymiini ei sisalla eksosyklistd aminoryhmaa, joten sita ei ole tarvetta
suojata. Sen sijaan adeniini, guaniini ja sytosiini suojataan Yyleensa
emaslabiileilla suojaryhmilla kuten bentsoyyli- (Bz) tai isobutyryyli- (Ib) ryhmilla,
jotka voidaan poistaa ammonolyysilla oligonukleotidisynteesin jalkeen.
Bentsoyylilla suojataan adeniini sek& sytosiini ja isobutyryylilla guaniini.
Reaktiossa adeniini ja sytosiini asyloidaan ylimaaralla bentsoyylikloridia, jolloin
eksosykliset aminoryhmét ja kaikki sokeriosan vapaat hydroksyyliryhmét

suojautuvat bentsoyylilla. Taman jalkeen sokeriosan hydroksyyliryhmien
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suojaus puretaan vahvalla eméksella kuten natriumhydroksidilla. Guaniinin
suojaus tapahtuu samalla menetelmalla, mutta isobutyryylisuojaus tehdaan
isobutanoyyli anhydridilla. Asylointireaktion jalkeen sokeriosan
hydroksyyliryhmien suojaus ja toinen aminoasyyliryhmistd poistetaan
emaskasittelylla. Eksosyklisten aminoryhmien suojaus voidaan poistaa valmiista
oligonukleotidista esimerkiksi vékevalla ammoniakilla 55 °C:ssa, yon oli

kestavalla kasittelylla.*2°

Yleisin suojaryhma fosforamidiitin 5’-asemassa olevalle hydroksyyliryhmaélle on
4.4’-dimetoksitrityyliryhma (DMT). Tritylointireaktiossa 4,4’-dimetoksitrityylikloridi
reagoi 5’-hydroksyyliryhman kanssa emaksen, kuten pyridiini tai 4-
dimetyyliaminopyridiini lasna ollessa. Reaktio tapahtuu ensisijaisesti 5'-
hydroksyylille, ei 3’-hydroksyylille, johtuen steerisestda esteesta. Mita
voimakkaampi elektronin luovuttaja tietty trityylieetterisidos on, sitd herkempi
trityyliryhnma on niille happamille olosuhteille joissa ryhma poistetaan.
Dimetoksitrityyliryhmé&a poistetaan synteesisyklin alussa trikloorietikkahapolla
vedettdmissa olosuhteissa, jolloin valtytdan sivureaktioilta kuten depurinaatio.®*?

Viimeisena vaiheena 5-DMT nukleosidin 3’-hydroksyyliryhmé fosfityloidaan
esimerkiksi  2-syanoetyylidi-isopropyyliaminofosfokloridiitila ja katalyyttina
kaytetddn ei-nukleofiilista emastd kuten N,N-di-isopropyylietyyliamiini tai
trietyyliamiini. 2-syanoetyyliryhma on helposti poistettavissa ké&sittelemalla

valmista oligonukleotidia vakevalla ammoniakilla.®®

Tassa tyossa oligonukleotidien synteesiin kaytettiin kaupallisia fosforamidiitteja
sekd yhta toimeksiantajan itse valmistamaa modifioitua fosforamidiittia, jotka
olivat liuotettuina kuivaan (vedettémaan) asetonitriiliin. Kaikkien synteesisséa
kaytettyjen reagenssien ja liuottimien tuli ehdottomasti olla vedettomia.
Reagensseissa ja liuottimissa tai laitteiston linjastoissa oleva kosteus vaikuttaa
alentavasti synteesisaantoon ja tehokkuuteen. Taman takia mitdan reagenssi-
ja liuotinpulloja ei saanut pitda avoimena enempdaa kuin pullon vaihdon ajan.
Lisaksi  fosforamidiitti-, aktivaattori- ja asetonitriilipulloissa  kaytettiin
molekyyliseuloja mahdollisen kosteuden poistamiseksi. Kaikki reagenssi- ja

liuotinpullot olivat liitettyind argon-linjaan, jolloin argon muodostaa ilmaa
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raskaampana suojaavan kerroksen liuottimen pinnalle. Argonin itsessaan tuli

myés olla kuivaa.’

4.2 Kantaja

Kiinteat kantajat ovat liukenemattomia partikkeleita. Kantajan halkaisija on
tyypillisesti 50-200 pm. Monen tyyppisia Kkiinteitd kantajamateriaaleja on
olemassa, mutta kayttOkelpoisimmiksi  oligonukleotidisynteesille  ovat
osoittautuneet huokoinen lasi CPG (engl. controlled pore glass) ja

polystyreeni.*?

Kiintean kantajan ensisijainen tehtavd on toimia inerttind alustana
syntetisoitavalle  oligonukleotidille.  Ihanteellinen  kantajamateriaali on
kemiallisesti, termisesti ja mekaanisesti stabiili, helposti turpoava ja hinnaltaan
edullinen. Oligonukleotidisynteesin tapauksessa kantajan turpoamista halutaan
valttda esimerkiksi ristisilloittamalla polymeeria. Kantajan valinnassa on otettava
huomioon sen kuormauskapasiteetti (eng. loading) eli paljonko nukleosidia on
kiinnitettynd kantajaan. Tassa kohtaa nukleosidi toimii funktionaalisena
ryhméné kantajassa. Periaate on, ettd suurempi nukleosidin méara kantajassa
mahdollistaa suuremman tuotemaaran eristamisen yhdesta kantajapartikkelista.
Kantajapartikkelin koko puolestaan vaikuttaa reaktionopeuteen.
Kantajamateriaalin valintaan vaikuttaa myds linkkeri eli ryhma, joka liittda
molekyylin kovalenttisesti kantajaan.’® Oligonukleotidien kohdalla kyseinen
linkkerimolekyyli on sukkinyyliryhma. Sykkinyyli liittdd ensimmaisen nukleosidin
3’-paasta kantajaan. Linkkerimolekyylin on oltava stabiili kaikille synteesissa

kaytettaville reagensseille.*

Kantaja funktionalisoidaan kasittelemalla 5-DMT nukleosidia
butaanidihappoanhydridilla pyridiinin [&asna ollessa. Pyridiini soveltuu hyvin
asylaatioreaktioihin ja se estda dimetoksitrityylieetterin irtoamisen happaman
nukleosidisukkinaatin muodostuessa. Ylim&&ara nukleosidisukkinaattia lisataan
kantajaeraan. Jokainen kantajapartikkeli sisdltaéa aminoryhman kiinnittyneena
kantajan pintaan. Nukleosidisukkinaatti ja kantaja reagoivat di-imidi
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kytkentareagenssin ja happaman alkoholin, kuten 4-nitrofenolin kanssa.
Viimeisena tapahtuu blokkaus, joka suojaa kaikki kantajan reagoimattomat

aminoryhmat.*?

Tassa tyossa kaytettin Applied Biosystemsin CPG-kantajaa 1 pmol/g
skaalassa. Kantaja oli funktionalisoitu tymiinilla. Toisena kantajana kaytettiin GE
HealthCaren polystyreeni kantajaa PS 200. Synteeseissd kaytettin seka

adeniinilla etta tymiinilla funktionalisoituja kantajia skaaloissa 1, 15 ja 17 pumol/g.

4.2.1 CPG

CPG eli huokoinen lasikantaja on kova ja laajenematon partikkeli. Lasikantajat,
joiden huokoskoko on 500 A eli 50 nm ovat mekaanisesti vankkoja.*> CPG:n
hyotyihin kuuluu, ettd funktionaalistenryhmien reagoimiskyky ei riipu kantajan
laajenemisesta tai orgaanisen liuottimen valinnasta. Kokoon puristumaton kova
rakenne  mahdollistaa  reagenssien korkean  virtausnopeuden. 19
Synteesisaannot voivat kuitenkin huonontua merkittavasti mikali yli 40 eméaksen
oligonukleotideja syntetisoidaan 500 A huokoskoolla. Tama johtuu siitd, etta
kasvava oligonukleotidiketju tukkii huokoset ja alentaa reagenssien diffuusiota
kantajamatriisin  lapi. Suuremman huokoskoon kantajat ovat kuitenkin

hauraampia.*?

4.2.2 Polystyreeni

Polystyreenipohjaiset kantajat ovat laajalti kaytettyja kantajia kiintean faasin
synteeseissd kemiallisen kestavyytensa vuoksi. Kantaja valmistetaan
polymerisoimalla styreenia divinyylibentseenin  (DVB) lasna ollessa.
Divinyylibentseeni toimii ristisilloittajana parantaen polymeerin kovuutta ja
kuumuudenkestavyytta. Kantajan laajeneminen sopivan liuottimen
vaikutuksesta mahdollistaa reagenssien tasaisen leviamisen kantajassa.
Ristisilloituksen ~ maard4 muuttaa  polymeerimatriisin ~ solvataatio- ja

laajenemisominaisuuksia.*®***
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4.3 Synteesimenetelmien testaus

Oligonukleotidien testisynteeseja tehtiin yhteensa 12, joissa kaytettiin
satunnaisia sekvensseja. Osassa sekvensseistd oli mukana myds
toimeksiantajan oma modifioitu fosforamidiitti. Ensimmaiset seitseman
synteesiajoa suoritettiin laitevalmistajan valtuuttaman kouluttajan kanssa.
Synteesilaitteistoa ei voinut kayttdd itse ennen kuin asianmukainen
kayttokoulutus oli annettu. Eri synteesiparametreilla ja jalkikasittelyilla testattiin
eri muuttujien vaikutusta lopputuotteeseen, kuten oligonukleotidin puhtaus ja
tavoitellun sekvenssin oikeellisuus. Muuttujia synteesiajojen valilla olivat
synteesin skaala, kytkentaaika, suojaryhman (DMT) poistamiseen tarvittavan
dikloorietikkahapon maara, fosforamidiitin maara ekvivalentteina ja synteesin
jalkeinen kasittely. Synteeseissa testattiin myés miten modifioidun nukleotidin
kayttd kuivattuna ja kuivaamattomana vaikuttaa nukleotidien kytkentéreaktioon.
Synteesiajot on nimetty ON ja synteesin numero.

Synteesin skaala eli mittakaava tarkoittaa ensimmaéisen kantajaan sidotun
nukleosidin nimellista maarad pmol:na grammassa. Skaala voidaan laskea

kertomalla kantajan massa kantajassa olevalla nukleotidin kuormituksella.*

Kytkentdaikana amidiitin ja aktivaattorireagenssin sekoitusta pumpataan
kolonnin lapi. Laitteiston venttiilit on asetettu niin, ettd samaa amidiitin ja
aktivaattorin maaraa kierratetdan suljetussa linjastossa kolonnin l&pi tietty aika,
kunnes venttiilit avataan ja seos johdetaan jatteeseen. Samalla kun amidiittia ja
aktivaattoria kierratetddn kolonnin lapi, seos kulkee myods johtokykykyvetin
lapi.>* Kytkennan aikana mitattavan johtokyvyn tulisi pienentya koko ajan,
koska amidiittia tarttuu kantajaan. Jos kytkentdaika on asetettu liilan lyhyeksi,
seuraavaa lisattavaa nukleotidia ei ehdi reagoimaan tarpeeksi. Seuraavan
synteesisyklin kohdalla tdma nakyy niin, ettd poistettavia trityyliryhnmia on
vahemman johtuen lisatyn nukleotidin maaran vahyydestd ja lopputuotteen

saanto pienenee.*

Kytkennan tehokkuutta jokaisen amidiitin kohdalla voidaan seurata synteesin

edetessd. DMT-suojaryhman poistuessa aina edellisesta nukleotidista
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happokasittelyvaiheessa eli nukleotidi detrityloituu, DMT muodostaa oranssin
karbokationin, jonka intensiteettia mitataan liuoksen kulkiessa UV-monitorin
kyvetin lapi. Tuloksena saadaan detritylointipiikin pinta-ala eli tritylointivaste.
Saatu intensiteetti on suoraan verrannollinen irronneiden DMT-molekyylien
maaraan. Synteesin edetessa saatua detritylointipiikin pinta-alaa verrataan aina

edelliseen saman nukleotidin DMT-piikin pinta-alaan.*®

Piikin  pinta-alan
kynnysarvoksi on asetettu 75 %. Mikali pinta-ala menee alle taman arvon,
synteesi pysahtyy lian heikon kytkennan vuoksi. DMT-suojaryhman
poistamiseen tarvittavan dikloorietikkahapon maara riippuu synteesin skaalasta
ja kaytetystd kantajasta. CPG:std DMT-molekyylien poistuminen kestaa
pidempaan kuin polystyreenista, joten dikloorietikkahappoa tarvitaan enemman.
Pienessd 1pumol skaalassa méaara asetettiin itse, mutta isommissa 15 ja 17
pmol skaalassa synteesilaitteisto monitoroi itse tarvittavan méaaran. DMT-
suojaryhméan poistumista monitoroidaan UV-mittauksella ja DMT-kationin
oranssin varin absorboituminen voidaan havaita aallonpituudella 495 nm.
Pienemmassa skaalassa aallonpituus asetettin 500 nm:n. Isommissa
skaaloissa, aallonpituudeksi asetettiin 400 nm. Aallonpituus oli vdhan syrjassa
oikeasta, koska DMT-molekyyleja oli enemman. Kaytettaessa
polystyreenikantajaa dikloorietikkahapon maaréa oli oletusarvon mukainen eli 5

millilitraa, mutta kaytettaessa CPG-kantajaa maara nostettiin 7 millilitraan.

Fosforamidiitin maara ekvivalentteina tarkoittaa paljonko amidiittia kaytetaan
ylimaarin kytkennassa. Kantajaan tuotava amidiitti reagoi kantajassa valmiina
olevan nukleosidin kanssa 1:1 eli yhden ekvivalentin verran. Tall6in esimerkiksi
12 ekvivalenttia tarkoittaa 12 kertaa sitd amidiitin maardd kuin mita
todellisuudessa reagoi. Kytkentdreaktio saadaan etenemddn nopeasti ja

tehokkaasti, kun amidiittia kaytetaan ylimaarin.

4.4 Oligonukleotidin irrotus kantajasta ja suojaryhmien poisto

Oligonukleotidi on 3-paastansa Kkiinnittyneena kantajaan linkkerimolekyylin

valityksella. Linkkerimolekyylin on oltava stabiili synteesissa kaytetyille
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reagensseille, mutta helposti lohkaistavissa synteesin jalkeen. Sen jalkeen kun
oligonukleotidi on irrotettu kantajasta, poistetaan viimeiset suojaryhmat.
Poistettaviin suojaryhmiin kuuluvat eksosyklisten aminoryhmien suojaryhmaét
(bentsoyyli ja isobutyryyli) sekd& fosfaattiryhman 2-syanoetyyliryhma.
Oligonukleotidin 5-pad&ssd oleva viimeisessd kytkenndssad jaanyt DMT-
suojaryhma on myos poistettava, jotta 5’-paahan jaa pelkka hydroksyyliryhma.
DMT-suojaryhma poistettiin synteesilaitteistolla. Nain ollen viimeisen nukleotidin
lisdyksen jalkeen synteesilaitteisto teki viela yhden DMT-suojaryhman

poistovaiheen. 1222

4.4.1 NaOH + AMA-kasittely

Tassa tyossa kaytettin yhtend kantajasta irrotus ja suojaryhmien poisto
menetelmana natriumhydroksidi seka ammoniakki/metyyliamiini  (AMA)
kasittelyd. Synteesin jalkeen kantajassa viela kiinni olevaa oligonukleotidia
kasiteltin  natriumhydroksidilla. Natriumhydroksidi irrottaa oligonukleotidin
kantajasta, mutta DNA:n amidityyppiset suojaryhmat sailyvat. Kantajamateriaali
siirrettiin erilliseen Eppendorf-putkeen, mikali kolonni oli itse pakattu ja lisattiin
natriumhydroksidiliuos. Valmiiksi pakatun kolonnin molempiin paihin liitettiin
ruiskut ja natriumhydroksidia ruiskutettin kolonnin lapi edestakaisin. Sen
jalkeen kun oligonukleotidi oli irrotettu kantajasta, tehtiin suojaryhmien poisto

ammoniakki/metyyliamiiniliuoksella 55 °C:ss&.?

4.4.2 Ammoniakkikasittely

Tassa tyossa kaytettin  myods ammoniakkikasittelyd oligonukleotidin
irrottamiseksi kantajasta ja suojaryhmien poistomenetelmana. Kantaja siirrettiin
erilliseen putkiloon, johon lisattin vakevda ammoniakkia (28,0-30,0 % NH3
(aq)). Oligonukleotidi irtoaa  kantajasta  vakevdssa ammoniakissa
huoneenlammossd noin tunnissa. Eksosyklisten aminoryhmien suojaryhmien
poistamiseksi  oligonukleotidin  sisdltadvd  ammoniakki  oli  kuitenkin

kuumennettava 55 °C:.een ja kasittelyd jatkettiin yon yli. Bentsoyyliryhmé&
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poistuu nopeasti, mutta isobutyryylin ammonolyysi vaati pidemman
kasittelyajan. Fosfaattirynméan 2-syanoetyyliryhm& poistuu nopeasti johtuen
elektroneja puoleensa vetavan syanoryhman viereisen hiiliatomin vetyjen
erittdin  happamasta luonteesta. Tatd mekanismia  kutsutaan -
eliminaatioreaktioksi, jossa [(-sidos nukleofiiliseen elektronipariin katkeaa.
Nukleofiilinen elektronipari johtaa uuteen Tr-sidokseen, kun lahtevd ryhméa

poistuu.®*?

Kuvassa 11 on vielda havainnollistettuna kahden edella mainitun menetelman

erot. Lyhenne pr kuvaa suojaryhmia ja X modifioitua nukleotidia.

B B
o o En
& | NaoH 5 AMA =
o e Ec —_—|
2 3 8
X (pr) ¥ (pr) X
MH,OH

Kuva 11. Oligonukleotidin irrotus kantajasta ja suojaryhmien poisto.

4.5 UPLC-MS-analyysi

Nukleiinihappojen molekyylimassan maarittaminen massaspektrometrialla on
yksi tarkimmista menetelmistd analysoida oligonukleotideja. Keskeisia
tekniikoita ovat ns. pehme&n ionisaation menetelméat, kuten MALDI-TOF
(matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight) ja ESI (electrospray
ionization) massaspektrometria. Oligonukleotideista saatavat massaspektrit
ovat selkeita ja spektreja voidaan kayttdd apuna syntetisoitujen
oligonukleotidien  rekenteen tai halutun  modifioinnin  onnistumisen

tarkistamiseen.®?*
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MALDI-TOF massaspektrometriassa nukleiinihapponayte kiteytetddn sopivan
matriisiliuoksen (esim. 3-hydroksipikoliinihappoliuos) avustuksella metallilevyn
pintaan. Matriisikiteita eksitoidaan esimerkiksi ultraviolettilasersateen impulssilla
korkeassa vakuumissa. Taman seurauksena néytteen vahingoittumattomat
molekyylit desorptoituvat kaasufaasiin ja ionisoituvat UV-sateilysta, joka tuottaa
padasiassa yksivarauksisia ioneja. lonit analysoidaan TOF-
massaspektrometrilla, joka erottelee ionit massan perusteella. Tyypillinen
massan mittaus, jossa on mukana tunnistus ja spektrin tulkinta vie alle 10
sekuntia. Taman menetelméan kayttd on mahdollista myds oligonukleotideille,
joiden massa voi olla perati 15000 Da eli oligonukleotidissa on noin 50

monomeeria.®

ESI massaspektrometriassa naytteet ionisoidaan liuoksen pienistd pisaroista
korkean jannitteen avulla. ESI ionisaatio pystyy tuottamaan nukleiinihapoista
monivarauksellisia ioneja, koska oligonukleotidien fosfaatiryhmista voi irrota
useampia protoneja. Tama mahdollistaa korkea massaisten
nukleiinihappomolekyylien havaitsemisen suhteellisen matalilla massan ja
varauksen suhteilla. Verrattuna muihin biofysikaalisiin tutkimusmenetelmiin
kuten NMR, spektroskopia ja kromatografia, ESI-MS:n etuna on menetelmén
herkkyys sekd maarityksen nopeus. Oligonukleotidien tutkimisessa kaytetddn
useasti negatiivista ionisaatiota johtuen siita, ettd sokerifosfaattirakenne on
herkka deprotonoitumaan. ESI-kapillaarin jannitteen ollessa negatiivinen,
muodostuvat  pisarat  sisaltavat  ylimaarin negatiivisia  varauksia.
Oligonukleotidien moolimassojen ja moninkertaisesti varautuneiden ionien
massan ja varauksen suhteen laskemiseen on saatavilla ohjelma

internetista.®?°

Tassa tyossa oligonukleotidinaytteet ajettiin UPLS-MS-laitteistolla, jossa massa-
analysaattorina oli TOF ja ionisaatio tehtiin sdhkdsumutusionisaatiolla eli

ESl:lla. Ajoparametrit ovat esitettyna taulukossa 1.
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Taulukko 1. Oligonukleotidinaytteen UPLC-MS ajoparametrit

Laitteisto UPLC-pumppu ja ohjausyksikko
UV (200-500 nm) ja MS-laitteisto
Kolonni Waters Acquity UPLC OST C18 1.7 pm,
2.1*100 mm
Eluentti Ajoliuos A: 8.6 mM TEA/200 mM HFIP

Ajoliuos B: MeOH
Vahva pesuliuos: 10 % MeOH vedessa

Heikko pesuliuos: 1-Ik vesi

Virtausnopeus ja  kolonnin | 0.2 ml/min, 60 °C

lampdtila

Naytteensyotto 5 ul, partial loop

Detektio 260 nm, MS negatiivinen moodi

TEA: trietyyliamiini, HFIP: heksafluoroisopropanoli, MeOH: metanoli

39

Ennen varsinaisia oligonukleotidindytteita ajettiin kaksi tyhjaéa gradienttia, joissa

naytteena kaytettiin pelkkda vettd kolonnin tasapainottamiseksi. Ajo oltaisiin

voitu tehdd myos ilman mitaan naytettd eli kolonnin lapi olisi ajettu pelkkaa

eluenttia. Veden kayttaminen naytteena puhdisti kuitenkin samalla injektorin

edellisen kayttajan mahdollisista naytejaamista. Saaduista massaspektreista

tarkistettiin ionisaatiosarja antamalla oikea sekvenssi Mongo Oligo Mass

Calculator-ohjelmaan, joka laski teoreettisen ionisaatiosarjan.
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5 TULOSTEN KASITTELY

Laitekvalifioinnin testisynteesien tarkoituksena oli todentaa
oligonukleotidisynteesiin luotujen synteesimenetelmien toimivuus kahdella eri
kantajamateriaalilla, huokoinen lasi (CPG) ja polystyreeni (PS), ja eri
synteesiskaaloilla (1-17 pmol). Synteesimenetelmien testauksessa syntetisoitiin
DNA-oligonukleotideja, joissa oli kaytdossa kaikki luonnolliset DNA-emakset.
Testauksessa todennettin  myos synteesilaitteiston kyky lisdtd modifioituja
fosforamidiitteja DNA-oligonukleotidiketjuun. Tata  varten kaytettiin
toimeksiantajan omaa modifioitua amidiittia. Synteesimenetelmien testaus

tehtiin mukaillen toimeksiantajan TREC-koettimen tuotannon erdohjetta.

Laitteisto mittaa synteesin tehokkuutta trityylivasteen eli DMT-suojaryhman
poistumisen avulla jokaisen kytkennan jalkeen. Tritylointivastetta kaytettiin seka
testisynteeseissa hyvaksymiskriteerind ettd osoittamaan synteesilaitteiston
suorituskykya. Tritylointivasteen mukaan kytkentatehokkuus jokaisen yksittaisen
emaskytkennén jalkeen on oltava = 90 %. Laitekvalifioinnissa testattiin kaksi eri
kantajaa. Laitevalmistajalla ol laitteistossa  valmiita ~ menetelmia
oligonukleotidien  syntetisoimiseksi PS-kantajaa  kayttaen. Testauksen
yhteydessa luotiin menetelméat myds CPG-kantajalle sekd testattiin

menetelmien toimivuus.

Laitteen toimivuus osoitettiin syntetisoimalla laitevalmistajan valtuuttamien
kouluttajien testina kayttamaa DNA-oligonukleotidisekvenssia 5'-
GGGAAACCCTTA-3' ja synteesit tehtiin minimi- ja maksimiskaaloilla sekd PS-
ettd CPG-kantajilla. PS-kantajalla kaytetty skaala oli valilla 1-17 pumol ja CPG-
kantajalla 1 pmol. Taulukossa 2 on esitetty synteesiparametrit eri
kytkentdaikojen testaamiseksi eri kantajilla ja kuviossa 1 on synteeseista

saatujen tritylointivasteiden kuvaaja.
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Taulukko 2. Synteesiparametrit kytkentdajan testaukseen

. Skaala Kytkentd DNA ' o
Oligo . Kantajamateriaali
(umol) (min)
ON2 1 0,5 PS
ON9 1 2 CPG
ON10 1 0,5 CPG
Kytkentaaika

12000

<
)
0
S 6000 ONZ2
= ——ON9
-} 4000 g
2 = 0ON10
~ 2000

0

AT T TOCOCZ CAAAGGG
Sekvenssi

Kuvio 1. Kytkentdajan testaus eri kantajamateriaaleilla

Kytkentdaika kuvaajasta (kuvio 1) voitiin todeta, etta kaytettdessa PS-kantajaa
kytkentaaika voitiin pitaa lyhyempana, mutta kytkentd oli silti tehokas. CPG-
kantajaa kaytettdaessa kytkentdajan oli oltava vahintddn kaksi minuuttia, jotta
lisattdva amidiitti ehti reagoida tarpeeksi. Synteesin ON10 kuvaaja
havainnollistaa poistuvien trityyliryhmien maarédn olevan pienempi Kkuin
synteeseilla ON2 ja ON9. Tama vaikuttaa suoraan synteesin saantoon
alentavasti. Kuvaajan perusteella voidaan kuitenkin todeta CPG-kantajan
soveltuvan uudelle synteesilaitteistolle, jos kytkentdaika on 2 minuuttia ja DMT-
suojaryhman poistamiseen tarvittavan dikloorietikkahapon maaraa lisattiin

synteesissa.
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DNA-synteesin onnistuminen osoitettin  kayttamalla laitteistossa myo0s
toimeksiantajan omaa modifioitua amidiittia oligonukleotidisekvensseissa 5'-
TTTTTTTCXA-3' ja &-TTTTTTTCXT-3’, joissa X kuvaa modifioitua amidiittia.
Hyvaksymiskriteerind kaytettiin tritylointivastetta. Tritylointivasteen kayran

muoto on sekvenssiriippuvainen, mutta jokaisella kerralla samanlainen.

Taulukossa 3 on esitetty synteesiparametrit kuivatun ja kuivaamattoman

amidiitti X:n testaamiseksi eri kantajilla.

Taulukko 3. Synteesiparametrit kuivatun ja kuivaamattoman amidiitti X:n
testaamiseen

Detritylointi- | Detrityloinnin o
_ Skaala _ _ _ Amidiitin _ o
Oligo reagenssin | havaitsemisen _ Kantajamateriaali
(umol) kuivaus
V (ml) A (nm)
ON4 1 5 500 kuivaamaton PS
ON5 1 5 500 kuivaamaton PS
ON7 1 5 500 kuivattu PS
ON11 1 7 500 kuivattu CPG
ON12 1 7 500 kuivattu CPG

Synteeseistd saaduista tritylointivasteista ja sekvenssista saatiin kuvion 2

kuvaaja.
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Kuivattu vs. kuivaamaton amidiitti X

14000

3 12000 AN

£ 10000 /‘ ona

£ 8000 - PSS ——

3 5000 N\ e —-0ON5

= ) 4 \ / ON7

S 4000

> \I —0ON11

S 2000

- '} —#—ON12
0 T T T T T T T T T 1

A X Cc¢c T T T T T T T
Sekvenssi

Kuvio 2. Kuivatun ja kuivaamattoman amidiitti X:n testaus eri
kantajamateriaaleilla

Kuivatun ja kuivaamattoman amidiitin vertailussa voitiin kuvaajan (kuvio 2)
perusteella todeta, ettd amidiitti X:n kuivaaminen ennen synteesid paransi
kytkennan tehokkuutta. Synteesien ON7, ON11 ja ON12 erona oli, ettd ON7 on
syntetisoitu =~ PS-kantajalla, jolloin  kytkentdaika ja DMT-suojaryhman
poistamiseen tarvittavan dikloorietikkahapon maara voitiin pitaa pienempané.
Vastaavasti synteeseissa ON11l ja ON12 molempia oli nostettava, koska
kantajana kaytettiin CPG:ta.

Kuvaajaan on myo6s otettu mukaan synteesi ON4, joka epaonnistui letkutaitteen
vuoksi. Talla haluttin osoittaa se, ettd mikali synteesin aikana jokin letku
esimerkiksi taittuu laitteiston sisalla, vika on heti huomattavissa tritylointivasteen
romahtamisena. Taittuneen letkun tilalle vaihdettiin uusi ehja letku ja synteesia

jatkettiin siitd mihin se oli pyséhtynyt.

Taulukossa 4 on esitetty synteesiparametrit amidiittimaaran (ekvivalentteina)
testaamiseksi PS-kantajalla.
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Taulukko 4. Synteesiparametrit amidiittimaaran testaamiseen

Amidiitin maara

. Skaala . .

Oligo (ekvivalentteina/DNA-
(Hmol) :
oligo)

ON2 1 12
ON3 1 6
ON18 1 12

Synteeseista saaduista tritylointivasteista saatiin kuvion 3 kuvaaja.

Polystyreeni kantaja

12000

(

8000 _W
6000 \-\-w.\\ o—ON2
4000 == ON3

=)
<
E
]
i
@
=
g
°
2
£ 2000
0 +—

AT TTOCZCZC CAAAGGSEG

Sekvenssi

Kuvio 3. Amidiittim&aran testaaminen PS-kantajalla
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Reagoivan amidiitin 12-kertainen ylim&&ra nopeutti synteesin etenemista

verrattuna 6-kertaiseen maaraan. Kuviossa 3 esitettyja synteeseja ON2, ON3 ja

ON18 vertaamalla voitiin todeta, ettd 12-kertainen amidiittiylimaara paransi

kytkennan tehokkuutta merkittavasti.

Liséksi PS-kantajalla testattiin synteesiskaalat 15 pmol (ON6) ja 17 umol (ON1).

Synteesissa ONG6 tehtiin viimeisen T-amidiitin lisdys manuaalisena injektiona

suoraan kolonniin kayttaen oligonukleotidisekvenssia 5-qTTTTTTCXA-3'.

Sekvenssissa oleva q kuvaa emaéastd, joka on injektoitu itse manuaalisesti

kolonniin. Manuaalisen injektion tarkoituksena on saastdd amidiittireagenssien
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kulutuksessa, jolloin reagenssia ei kulu turhaan letkustoihin ja niiden
huuhteluun. Mikali kaytettavissa on vain pieni maara amidiittia tai se on kallista,
on tarkeda minimoida sen kulutus mahdollisimman pieneksi. Muut emakset ovat
laitteiston lisddmia. Sekvenssiin laitettiin itse injektoitava emas jollakin muulla
kirjaintunnuksella, jotta laitteisto pystyy erottamaan sen normaalisti lisattavista.
Synteesissa kaytetty amidiitti X oli kuivattua. Synteesissd ON1 kaytettiin edella

mainittua kouluttajien testisekvenssia.

Synteeseistd saaduista tritylointivasteista ja sekvenssistd saatiin seuraavat
kuvaajat, kuvio 4 ja kuvio 5.

ONG6 15 pmol manuaalinen injektio

—o—ONG6

Tritylointivaste (mA
H
o
o
o
o

A X Cc T T T T T T q
Sekvenssi

Kuvio 4. Synteesiskaalan 15 umol testaus
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ON1 17 pmol
40000
35000
30000
25000 -
20000
15000 J —4—ON1
10000

5000

0 r— r r 1 1T "+ T 1T T "1 "1 "7 "1 1
AT T T OCOCZCAAAG GGG

Sekvenssi

Tritylointivaste (mAU)

Kuvio 5. Synteesiskaalan 17 pmol testaus

Kuvioiden 4 ja 5 kuvaajien perusteella voitiin todeta, ettd trityylivasteet ovat
samaa luokkaa koko synteesin ajan. Taméan perusteella synteesit suuremmilla

kuin 1 pmol skaalalla voitiin todeta onnistuneiksi.

Oligonukleotidin irrotusta kantajasta ja suojaryhmien poistoa testattiin kahdella
eri mentelmalla. Toisena kaytettiin tapaa, jossa oligonukleotidi irrotettiin
kantajasta natriumhydroksidilla ja suojaryhmét poistettin taman jalkeen
ammoniakki/metyyliamiini kasittelylla. Toisessa menetelmésséa kantajassa kiinni
olevaa oligonukleotidia kéasiteltiin vakevalla ammoniakilla, jolloin kantaja ja

suojaryhmat poistettiin yhté aikaa.

Lopuksi syntetisoidun oligonukleotidin oikeellisuus varmistettiin
massaspektrometrisesti. Synteesin ON1 oligonukleotidista, jonka irrotus
kantajasta tehtiin vakevalla ammoniakilla, ajettin UPLC-MS-ajo. Ajosta saatu
grammi on liitteena 1. Mongo Oligo Mass Calculator-ohjelmaan annettiin
synteesissd ON1 kaytetty sekvenssi ja laskettiin teoreettinen ionisaatiosarja
negatiivisessa moodissa. Taulukossa 5 on esitettyna Mongo Oligo Mass

Calculator-ohjelmasta saatu teoreettinen ionisaatiosarja.
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Taulukko 5. Oligonukleotidin ON1 teoreettinen ionisaatiosarja

Sekvenssi 5’- GGGAAACCCTTTA -3’

lonisaatiosarja

varaus m/z
-2 1978,31
-3 1318,54
-4 988,65

Oligonukleotidin ON1 massaspektristd havaittiin seuraavat molekyylimassat,
MS(ESI): m/z 1977,87 [M-2H]*, 1318,24 [M-3H]* ja 988,43 [M-4H]*. Ohjelmalla
laskettiin my6s oligonukleotidin ON1 teoreettinen molekyylimassa ja tulokseksi
saatiin M = 3958,65. Todellinen molekyylimassa laskettiin kayttamalla verrantoa

M —n(lohkeavien vetyjen lkm)H

m(ioni) = —
( ) ionin varaus

jossa

M = laskettava molekyylimassa

m(ioni) = spektrista havaitun ionin massa

H = vedyn moolimassa

Taulukossa 6 on laskettuna jokaisesta ionista todellinen molekyylimassa

Taulukko 6. lonien todelliset molekyylimassat

m/z Todellinen molekyylimassa
1977,87 3957,75
1318,24 3957,74
988,43 3957,75
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Massaspektristd havaittuja ja Mongo Oligo Mass Calculator-ohjelmalla
laskettuja molekyylimassoja vertaamalla voitiin todeta, ettd syntetisoidun
oligonukleotidin rakenne oli oikea verrattuna teoreettiseen. Ajosta saatu UPLC-
grammi osoitti yhden selkedn tuotepiikin aallonpituudella 260 nm noin 1,5

minuutin kohdalla.

Toisena esimerkkina synteesin ON7 oligonukleotidi, josta ajettin myds UPLC-
MS-ajo. Ajosta saatu grammi on liitteend 2. Oligonukleotidin irrottamiseen
kantajasta ja suojaryhmien poistoon Kkaytettiin natriumhydroksidia ja
ammoniakki/metyyliamiini kasittelya toimeksiantajan aiemmin kaytdssa olevan
metodin mukaisesti. Menetelmén toimivuus uuden laitteiston syntetisoimilla
oligonukleotideilla haluttiin todentaa mychempaa oligonukleotidien tuotantoa
varten. Ajosta saadussa UPLC-grammissa oli havaittavissa tuotepiikki noin 2
minuutin kohdalla. Lisdksi grammissa nakyi sivutuotepiikit johtuen amidiitti
X:sta. Liitteessa 2 olevan grammin perusteella voitiin todeta toimeksiantajan
ohjeistaman  menetelm&n  toimivan  uudella laitteistolla  tuotetuilla

oligonukleotideilla.
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6 YHTEENVETO

Tyon tavoitteena oli tehda kayttoonottokvalifiointi uudelle DNA-syntetisaattorille.
Opinnaytety0hon siséltyi ainoastaan asennuksen ja toiminnan kvalifiointi.
Kvalifioinnin aikana kirjoitettiin  kvalifiointisuunnitelma laitteen toimintojen
hyvaksymiskriteerien maarittamiseksi. Suunnitelman Kvalifioinnin
ohjausrynmallda hyvaksyttdmisen jalkeen tehtiin suunnitelmassa maaritellyt
toimenpiteet. Kvalifioinnista saadut tulokset dokumentoitiin kvalifiointiraporttiin,
joka hyvaksytettin  myds Kvalifioinnin ohjausryhmalla. Kvalifiointi voitiin

hyvaksya, kun kaikki maaritellyt hyvaksymiskriteerit tayttyivat.

Kvalifiointiraportin valmistuttua synteesilaitteisto oli toimintavalmis. Laitteistoa ei
kuitenkaan otettu viela tuotannolliseen kayttoon vaan silla tehtin viela
lisdtestauksia sekd paivitettiin kaytto- ja huolto-ohjeet. Laitteistolla tehtyjen
testisynteesien avulla todennettiin luotujen oligonukleotidisynteesimenetelmien
toimivuus huokoisella lasi (CPG) ja polystyreeni (PS) -kantajilla.
Synteesilaitteisto on suunniteltu niin, ettd silla kaytetddn kantajana
polystyreenid. Testisynteesissa testattin ensimmaistd kertaa CPG-kantajan
soveltuvuutta laitteistolla. Huokoisen lasikantajan todettin  soveltuvan
kaytettavaksi laitteistolla, kun synteesimenetelman kytkentaaikaa pidennettiin ja
DMT-suojaryhman poistoon tarkoitetun dikloorietikkahapon maaraa lisattiin
verrattuna polystyreenin kanssa kaytettdvaan metodiin. Synteesissa kaytetyn
amidiittiylim&aran todettiin parantavan kytkennan tehokkuutta samoin kuin
kuivatun amidiitti X:n kayttdé kuivaamattoman sijaan. Testisynteeseissa testattiin
suurempien kuin 1 pmol synteesiskaalojen toimivuus. Testisynteesit tehtiin
skaaloissa 15 pmol ja 17 pmol. Synteeseistd saatujen tritylointivasteiden
perusteella voitiin todeta vasteiden olevan kussakin synteesissd samaa
luokkaa, joten synteesi oli onnistunut. Syntetisoitujen oligonukleotidien
oikeellisuus varmennettiin massaspektrometrisesti ajamalla oligonukleotideista
UPLC-MS-spektri. Oligonukleotidin spektristd havaittuja molekyylimassoja
verrattin Mongo Oligo Mass Calculator-ohjelmalla laskettuihin teoreettisiin

molekyylimassoihin. Todelliset molekyylimassat vastasivat teoreettisia, joten
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oligonukleotidin rakenne voitiin todeta oikeaksi. Kummankin oligonukleotidin
irrottamiseksi kantajasta ja suojaryhmien poistoon kéaytetyn menetelman
todettiin toimivan uudella synteesilaitteistolla tuotetuilla oligonukleotideilla.
Massaspektrometrisessad ajossa voitiin havaita tuotepiikit samalla aikavalilla

molemmissa menetelmissa.

Kvalifioinnin  tuloksien perusteella voitin todeta laitteen toimivan sille
maaritetyilla toimintaparametreilla hyvaksyttavasti. Laitteen kayttdman kemian
voitin  todeta toimivan ja laitteella  pystyttin tuottamaan haluttua
oligonukleotidisekvenssia. DNA-syntetisaattori ei kuitenkaan ollut viela valmis
tuotantoonsiirtoon,  koska laitteella ei oltu tehty  minkaanlaisia
karakterisointitesteja liittyen toimeksiantajan valmistaman oligonukleotidin
syntetisoimiseksi.  Tuotteeseen liittyvat  karakterisointitestit ja  muut
synteesimenetelmien luomiseen liittyvat toimet sekd mydhemmin tuleva
tuotantoonsiirto eivat enaa kuuluneet osaksi tatd tyota vaan jatkuivat toisen

henkildn toimesta.
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Liite 1

Synteesin ON1 UPLC-MS-spektri

Display Report

Analysis Info Acquisition Date  12/11/2015 10:49:03 AM
Analysis Name  D:\Data\Teija\ON1_0-10%_1-A,3_01_46.d
Method tutkimus_oligo.m Operator ~ orgaaninen kemia
Sample Name  ON1_0-10% Instrument  micrOTOF 213750.10319
Comment training oligonucleotide
17 umol
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Negative Set Nebulizer 2.0 Bar
Focus Not active Set Dry Heater 190 °C
Scan Begin 50 m/z Set Capillary 4000V Set Dry Gas 9.0 ¥min
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Synteesin ON7 UPLC-MS-spektri

Liite 2

Display Report
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