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TSOLEDRONAATIN IN VIVO-VAIKUTUKSET
RINTASYOVAN LAHETTI-RNA:N ILMENTYMISEEN

Rintasyopa on yleisin naisilla esiintyvd syopa Suomessa. Talla hetkella muualle elimistoon
etdpesakkeita lahettanyttd rintasydpad ei pystytd parantamaan, vaan hoidossa keskitytdén
potilaan elingjan pidentamiseen ja oireiden hoitamiseen. Tsoledronaattia kaytetaan
osteoporoosin ja luumetastaaseista johtuvien oireiden etenemisen hidastamiseen tai estamiseen,
silla on aiemmin havaittu olevan mahdollisesti myos joitakin suoraan sybdvan vastaisia
vaikutuksia.

Taman opinnaytetydn tavoitteena oli osana muuta tutkimusta selvittda, onko tsoledronaatin
antamisesta apua rintasybpapotilaalle jo varhaisessa taudin toteamisen vaiheessa. Tydssa
mitattin ~ Balb/c nude -hiirten ihonalaiskudokseen istutetun  kolmoisnegatiivisen
rintasyopakasvaimen mRNA:n ilmentymisté tsoledronaattia saaneissa ja kontrolliryhmissa.

Kasvainnaytteistd eristettin RNA, josta kaanteistranskription avulla valmistettin mRNA:lle
komplementaarinen cDNA. cDNA:sta tutkittiin kiinnostuksen kohteiksi valittujen Rock1- ja E2F3 -
geenien mRNA-aktiivisuutta reaaliaikaisen polymeraasiketjureaktion avulla. Valitut geenit liittyvat
solun migraatioon ja solusyklin saatelyyn.

Tsoledronaatilla ei nayttaisi olevan merkittdvad vaikutusta Rockl:n ilmentymiseen. E2F3:n
ekspressio oli merkittdvasti suurempi TLR9-knockout -kontrolliryhméssa kuin normaalissa
kontrolliryhmassd, mik&a viittaisi siihen, ettd TLR9:84 ekspressoimattomat kasvainsolut
jakautuisivat voimakkaammin. E2F3:n ekspressio aleni tsoledronaattia saaneessa TLR9-
knockout -ryhméssd, mika viittaisi siihen, ettd tsoledronaatti véhentdisi kasvainsolujen
jakautumista TLR9:48 ekspressoimattomassa kasvaimessa.

ASIASANAT:

Lahetti-RNA, rintasydpd, reaaliaikainen polymeraasiketjureaktio, tsoledronaatti



BACHELOR'’S THESIS | ABSTRACT
TURKU UNIVERSITY OF APPLIED SCIENCES
Biomedical science

2017 | 26+2

Mira Hannolin

THE IN VIVO EFFECTS OF ZOLEDRONATE ON
MESSENGER RNA EXPRESSION IN BREAST
CANCER

Breast cancer is the most common cancer appearing in women in Finland. A metastatic breast
cancer is considered incurable for now, so the treatment is focused on relieving the symptoms
and lengthening the lifespan of the patient. Zoledronate has been noted to possibly have some
direct anticancer effects.

The aim of this thesis was as a part of other study to see if patients with an early state breast
cancer profit of zoledronate treatment. The mRNA expression of a triple negative breast cancer
xenografted in balb/c nude mice subcutaneous tissue was studied in this experiment. There were
control groups and zoledronate treated groups.

RNA was extracted from the tumor samples and then a complementary cDNA was made from
the mRNA using reverse transcription. The mRNA activity of Rockl and E2F3 was measured
using Real Time polymerase transcription. The genes of interest are associated with cell migration
and regulation of cell cycle.

Zoledronate doesn’t seem to have a statistically significant effect on Rockl expression. E2F3
expression was significantly higher in no treatment TLR9 knockout-group compared to the normal
control group, which suggests that the cell division is less frequent in a tumor that expresses
TLR9. E2F3 expression decreased in zoledronate treated TLR9 knockout groups. This suggests
that zoledronate decreases cell division in a tumor that doesn’t express TLR9.

KEYWORDS:

Messenger RNA, breast cancer, Real Time polymerase chain reaction, zoledronate
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KAYTETYT LYHENTEET TAI SANASTO
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ymparistoon leviamaton

Elimiston ulkopuolella, koeputkessa tapahtuva
Elimistdssa, elavan organismin sisalla
Maitorauhasliuskasta I&htdisin oleva
Kolmoisnegatiivinen ihmisperainen rintasydpasolulinja
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kvantitatiivinen polymeraasiketjureaktio, reaaliaikainen poly-
meraasiketjureaktio
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1 JOHDANTO

Rintasydpa on naisten yleisimmin esiintyva sydpa Suomessa, vuosittain siihen sairastuu
yli 5000 naista (Suomen Syo6parekisteri2017). Rintasydvan tyyppi vaikuttaa sen aggres-
siivisuuteen ja leviamiseen ja sen myo6ta ennusteeseen. Yksi aggressiivisiin tyyppeihin
kuuluvista rintasyévistd on kolmoisnegatiivinen rintasyopa, eli kasvaimesta puuttuvat
estrogeeni- ja progesteronireseptorit seka HER2-geenin monistuma. Talla hetkella levin-

nytta rintasyopaa ei pystyta parantamaan. (Mattson & Huovinen 2015.)

Tsoledronaatti on typpea sisaltaviin bisfosfonaatteihin kuuluva laékeaine, jota kaytetaan
talla hetkella osteoporoosin seka luumetastaasien hoidossa. Se on erittain luuhakuinen
ja estaa osteoklastien toimintaa ja sita kautta edistaé luuntiheyden parantumista. Tsoled-
ronaatin on huomattu myds vaikuttavan suoraan sytpakasvaimeen. Sen vaikutusmeka-

nismeja kasvaimeen ei kuitenkaan tunneta hyvin. (Clézardin et al. 2011)

Tassa opinndytetydssa on tutkittu tsoledronaatin vaikutusta rintasydpékasvaimen
MRNA-ekspressioon. Kiinnostuksen kohteiksi on valittu Rockl1-geeni, joka liittyy solun
migraatioon (Weizmann Institute of Science 2017a) ja E2F3-geeni, joka liittyy keskeisesti
solusyklin saatelyyn (Weizmann Institute of Science 2017b). Aineistona on kaytetty hiir-
ten subkutaaniin istutettuja MDA-MB-231-rintasydpakasvaimia. Hiiret olivat jaettu kah-
teen kontrolli- ja koeryhmé&an, joista toiset olivat TLR9 knockout -ryhmia. Samalla halut-
tiin tutkia, miten TLR9:n ekspressio vaikuttaa tsoledronaatin vaikutukseen ndiden
MRNA:iden ekspressioon. Kasvainten RNA on eristetty ja siitd on kdanteistranskription
avulla valmistettu cDNA. cDNA:sta mRNA-ekspressiota on tutkittu reaaliaikaisen PCR:n

avulla.
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2 TUTKIMUKSEN TEOREETTINEN TAUSTA

2.1 Tsoledronaatti

Tsoledronaatti on typpea sisaltaviin bisfosfonaatteihin kuuluva laékeaine, jota kaytetaan
mm. osteoporoosin tai syopahoitojen aiheuttaman luukadon ja luumetastaasien hoi-
dossa. Bisfosfonaatit voidaan jakaa typped siséltaviin ja typpea sisaltaméattdmiin bisfos-
fonaatteihin. Bisfosfonaatit sitoutuvat luun mineraaleihin ja estévat osteoklastivélitteista
luun hajottamista. Typpea sisaltavat bisfosfonaatit ovat typpea sisaltamattomia kykene-
vampia hillitsemaan osteoklastien aktiivisuutta. Tsoledronaatin on osoitettu vahentavan
luukatoa seké@ parantavan elossaolo-osuutta rintasyovan laakehoitona. Silla nayttaisi
olevan luustovaikutusten lisdksi myos suoria sy6vanvastaisia vaikutuksia etenkin yh-
dessa kemoterapian kanssa. (Clézardin ym. 2011.) Typpea siséltéavien bisfosfonaattien
syOvanvastaisia ominaisuuksia on tutkittu useissa luumetastaaseja tutkivissa elainmal-
leissa, tsoledronaatti on naissa eniten tutkittu typpea sisaltava bisfosfonaatti. (Clézardin
2011))

Luuytimessa olevat etapesakesolut erittavat tekijoita, jotka lisdavat osteoklastien, luuku-
doksen hajottamiseen erilaistuneiden solujen, aktiivisuutta. Luukudoksen hajotessa va-
pautuu kasvutekijoitd, jotka stimuloivat metastaasin kasvua. Tamé on niin sanottu vi-
cious cycle. (Kakdnen, Mundy 2003) On olemassa laajaa prekliinista nayttda siita, etta
bisfosfonaatit hillitsevéat luumetastaasien muodostusta eldinmalleissa katkaisemalla t&-
man kehéan. (Clézardin ym. 2011.) Tsoledronaatti vahentdd myds kasvaimesta irronnei-

den, levidmaan lahtevien sybpasolujen maaraa (Aft ym. 2010).

2.2 Rintasyopa

Naisten tavallisin syopé on rintasyopd, johon sairastui 5161 naista Suomessa vuonna
2015. Uusia rintasydpatapauksia todetaan vuosittain entistd suurempia méaaria. (Suo-
men Syo6péarekisteri 2017.) Rintasydpaan sairastumisen syyta on mahdotonta arvioida
yksittdisen potilaan kohdalla, silla rintasy6pé on monitekijainen sairaus. Sen riskia liséda-
via tekijoitd tunnetaan useita, kuten korkea ikd, monet hormonitasapainoon liittyvat sei-

kat, runsas alkoholinkayttd seka periytyva alttius. (Vehmanen 2017b.)
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Rintasydvan oire on tavallisimmin kivuton kyhmy rinnassa, mutta kyhmy voi aiheuttaa
myds kipua, pistelya, nannieritettd tai ihomuutoksia. Sy6pa lIdydetadn usein itse tunnus-
telemalla tai mammografialla, rintojen rontgenkuvauksella. Ladkari tunnustelee 16ydetyn
kyhmyn ja mammografian lisdksi tehdaan ultradanikuvaus seké otetaan aina paksuneu-
landyte patologin arvioitavaksi. Jotkin rinnasta lI6ytyneet kyhmyt ovat hyvanlaatuisia, ku-
ten kystia eli nesterakkuloita tai fibroadenoomia eli sidekudoskasvaimia, eivéatka siis ole
syopaa. (Vehmanen 2017b.) Tutkimuksissa epéaselvaksi jddneet muutokset poistetaan
leikkauksella, samoin kuin jos mikaan tutkimuksessa viittaa muutoksen pahanlaatuisuu-
teen. (Huovinen 2017.)

Rintasydvan histologisia paatyyppeja ovat duktaalinen eli tiehytkarsinooma ja lobulaari-
nen, joista kummastakin on olemassa myds in situ -muoto. Ennen leikkausta voidaan
antaa neoadjuvanttihoitoa, eli ladkehoitoa, jolla pyritddn pienentamaan kasvaimen ko-
koa, jotta suurikin kasvain voitaisiin leikata. Mahdollisuuksien mukaan pyritaan aina leik-
kaamaan rintaa saastavasti kuitenkin riittavalla tervekudosmarginaalilla. Kainalon
imusolmukkeet tarkistetaan metastaasien varalta. (Huovinen 2017.) Tarkeimpia biologi-
sia tekijoitd hoidon suunnittelun kannalta ovat estrogeeni- ja progesteronireseptoripitoi-
suus ja HER2-geenin ilmentyminen. Aggressiivisin rintasyopatyyppi on kolmoisnegatiivi-
nen rintasyopa, mika tarkoittaa sekd hormonireseptorien ettd HER2-geenimonistuman
puuttumista. (Mattson & Huovinen 2015.)

Rintasydvan metastaaseja l6ytyy tavallisimmin luustosta, maksasta, imusolmukkeista ja
keuhkoista. Levinnyttd rintasyopaa ei talla hetkella pystyta parantamaan. (Mattson &
Huovinen 2015.) Metastaaseja muodostuessa primaarikasvaimesta hilseilee syépaso-
luja, ne tunkeutuvat veri- tai imusuonistoon ja kulkeutuvat uuteen paikkaan, kuten ku-
vassa 1 on esitetty. Uudessa paikassa solut siirtyvat hiussuonista kudokseen. Niiden
kehittymiselle solusta kasvaimeksi on tarkea4, etta paikka on otollinen sydpasolujen kiin-

nittymiselle ja kasvulle. (Isola 2013.)
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Kuva 1. Metastaasien synty (Isola 2013)

Leikkauksen jalkeisid hoitoja ovat esimerkiksi sadehoito ja litdannaislaakehoidot, kuten
solunsalpaajahoito, vasta-ainehoito ja hormonihoito. S&dehoito pienentéa riskia syévan
paikallisen uusiutumisen riskia ja parantaa ennustetta. Sadehoidon kesto on yksil6llinen
ja annossuunnittelun ja sadehoitotekniikan avulla véhennetaan riskielinten, kuten syda-
men ja keuhkojen sddeannosta. LiitAnnaisladkehoidolla tarkoitetaan sydvan uusiutu-
mista estavaa laékehoitoa ja sen aloittamiseen vaikuttaa korkeampi uusiutumisriski, jo-
hon vaikuttaa esimerkiksi levinneisyys. Liitannaisladkehoidon valinta perustuu muun mu-
assa kasvaimen biologiseen alaryhmaan: kasvaimesta tutkitaan esimerkiksi estrogee-
nireseptorien (ER), progesteronireseptorien (PR) tai HER2-geenin monistuman esiinty-
minen. ER ja PR -positiivisten kasvainten hoitoon kuuluu aina hormonihoito, jolla pyri-
taan estdmaan joko hormonituotantoa tai hormonien toimiminen kasvua edistavasti sal-
paamalla reseptorien toimintaa. HER2-positiivisen kasvaimen hoidossa kaytetaan vasta-
aine trastutsumabia yhdessa solunsalpaajahoidon kanssa. (Rintasyoparyhméa 2015.)
Solunsalpaajahoito on usein suonensisaisesti annettava syopalaéke. Se annetaan po-
likliinisesti ja siihen kuluu aikaa muutama tunti kerrallaan. Sen suurin haittavaikutus on

alentunut vastustuskyky sen aiheuttaman leukosytopenian takia. (Vehmanen 2017a.)
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2.3 Lahetti-RNA ja RNA-interferenssi

Lahetti-RNA-molekyyli eli mMRNA syntyy solun tumassa. RNA-polymeraasi muodostaa
yhdelle DNA-juosteelle komplementaarisen RNA-molekyylin, tata kutsutaan transkrip-
tioksi. DNA:sta valmistetaan erilaisia RNA-molekyyleja, padasiassa lahetti-RNA:ta, siir-
taja-RNA:ta ja ribosomaalista RNA:ta. Naistda mRNA toimii proteiinisynteesin templaat-
tina translaatiossa. Transkriptoitua RNA-molekyylia muokataan viela solussa valmistet-
taessa mMRNA:ta muun muassa poistamalla proteiinia koodaamattomia intronialueita, liit-
tamalla RNA:n 5'-paahan 7-metyyliguanosiini-trifosfaatti seka liittdmalla sen 3’-paahan
poly-A-hanta, jossa on noin kaksisataa adenosiiniemasté. Transkriptiota séatelevat mo-
net transkriptiotekijat, joten solu pystyy tuottamaan tarvittavia RNA-molekyyleja juuri sil-

loin kun niita tarvitaan. (Solunetti.)

Nisékassoluissa esiintyy myos ei-koodaavia RNA-lajeja, jotka vaikuttavat solun gee-
niekspressioon monella tasolla. Naista esimerkki on miRNA. miRNA-molekyyli on kaksi-
juosteinen, lyhyt RNA-molekyyli. Sen aktiivinen juoste sitoutuu kohde-mRNA:n komple-
mentaariseen sekvenssiin ja aiheuttaa mMRNA:n hajotuksen solussa. Tata ilmittéa kutsu-
taan RNA-interferenssiksi, eli RNA-hairinndksi ja sitd voidaan kayttdd tutkimuksessa
hyddyksi. Sen avulla voidaan hiljentda spesifisesti halutun geenin toiminta ja nahdaan
geenituotteen puuttumisen vaikutukset solun toimintaan. (Bartel 2004.)

Tassa opinnaytetydssa kiinnostuksen kohteina ovat Rockl ja E2F3 -geenit ja niiden
MRNA:n iimentyminen solussa. Rockl koodaa entsyymid, joka liittyy muun muassa so-
lujen migraatioon (Weizmann Institute of Science 2017a) ja E2F3 liittyy solusyklin saa-
telyyn (Weizmann Institute of Science 2017b).

2.4 In vivo-tutkimus

In vivo -tutkimus viittaa kokonaisessa elavassa organismissa tehtavaan kokeeseen tai
tutkimukseen. In vivo -tutkimuksen muotoja ovat esimerkiksi eldinkokeet seka kliiniset
tutkimukset. In vivo -menetelman etu in vitro -menetelmaan (ns. koeputkessa tehtava
koe, esimerkiksi soluviljelya kayttaen) on se, ettd silla nahdaan paremmin tutkittavan
asian kokonaisvaikutus elavaan kohteeseen. (Autoimmunity Research Foundation
2015.)
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2.4.1 Hiiri- ja solulinjat

Taman opinnaytetyon aineistona kaytetyt kasvaimet oli istutettu Balb/c nude-hiirten rin-
takudokseen. Taman linjan hiiret on jalostettu niin, etta niiltd puuttuu synnynnaisesti ka-
teenkorva, jolloin niille ei kehity lainkaan T-lymfosyytteja. Tama aiheuttaa heikon immuu-
nipuolustuksen, mika helpottaa esimerkiksi kasvainsolujen istuttamista hiiriin. (Charles
River Laboratories 2017, Animalab 2017.)

Hiiriin oli istutettu MDA-MB-231-rintasy6péasoluja, joista osaan oli transfektoitu TLR9
shRNA -plasmideja (Sandholm ym. 2016). MDA-MB-231 on ihmisperainen, erittain ag-
gressiivinen, invasiivinen ja huonosti erilaistunut kolmoisnegatiivinen rintasydpasolulinja.
Koska kolmoisnegatiivinen rintasydpa on aggressiivinen ja sen hoitovaihtoehdot ovat ra-
jalliset, sen hoitoon on tarkeaa kehittéaa uusia laékkeita. Sen takia tama solulinja on yksi
yleisimmin kaytetyista solulinjoista laaketieteellisissa tutkimuslaboratorioissa. (Public
Health England 2017.)

2.4.2 TLR9-knockout

TLR9 on solunsisdinen DNA-reseptori, joka tunnistaa sekad mikrobi- ettd isantasolupe-
raistd DNA:ta. TLR9:n aktivaatio kdynnistdd nopean immuunipuolustusreaktion, josta
erittyy inflammatorisia vaittajélaineita ja sen ekspressiolla on vaikutusta kolmoisnegatii-
visen rintasydvan ennusteeseen. On tutkittu, ettéa kasvaimen alhainen TLR9 ekspression
madaltuminen altistaa solut bisfosfonaattien kasvua hidastaville vaikutuksille. (Sandholm
ym. 2016.)
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3 OPINNAYTETYON TARKOITUS JA TAVOITTEET

Taman opinnaytetydn tarkoitus oli selvittdd, vaikuttaako tsoledronaatti rintasydvan
MRNA-ekspressioon. Tutkimuksessa tutkittiin tsoledronaatin vaikutusta suoraan primaa-
rikasvaimeen ja selvittaa, voidaanko in vitro havaitut mRNA-ekspressioiden madaltumi-
set havaita myds in vivo -mallissa hiiren subkutaanissa rintasydpakasvaimessa. Lisaksi
tutkittiin, miten TLR9:n ekspressio vaikuttaa tsoledronaatin vaikutukseen naiden

MRNA:iden ekspressioon.

Tavoitteena oli osana muuta tutkimusta selvittad, onko tsoledronaatin antamisesta rinta-
syOpapotilaalle apua jo primaarikasvaimen hoidossa. Tsoledronaatilla pyrittéisiin esta-
maan sydpakasvaimen levidmistd metastaaseina muualle elimistdon ja hillitsemaan pri-

maarikasvaimen kasvua.
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4 OPINNAYTETYON KAYTANNON TOTEUTUS

4.1 Tutkimuksen suoritus

Taman opinnaytetydn kokeellinen osuus toteutettiin kevaalla 2017 syventavan harjoitte-
lujakson aikana Turun Yliopiston Biolaaketieteen laitoksella. Aineistona kaytetyt kasvain-
naytteet saatiin kayttdéon Turun Yliopistolta. Naytteina oli Balb/c nude hiirten subkutaaniin
istutettuja MDA-MB-231 -rintasyépékasvaimia, jotka oli keratty jo aikaisemmin ja pakas-
tettu -80°C pakkaseen RNAlater -nimiseen liuokseen, joka sailyttdd RNA:ta mybhempaa
tutkimusta varten. Naytteet oli jaettu neljaén ryhméaan hiirten kasittelytavan mukaan ja
jokaisesta ryhmasta tahan opinnéaytetydhon otettiin kahdeksan naytettd. (Kuva 2) Nayt-
teista osa valikoitui pois huonon beeta-aktiinin amplifikoitumisen vuoksi. Tasta voitiin
paatella, ettei eristetty RNA ollut riittdvan edustavaa. Reagenssit ja tydssa tarvittavat va-
lineet saatiin kayttdon Turun Yliopistolta. RNA:n eristyksen lisaksi kaytettyja menetelmia
olivat RT-PCR eli kd&nteistranskriptio ja qPCR, kvantitatiivinen tai reaaliaikainen PCR.

Ryhma 2:

Ryhma 1: tsoledronaatti

vehikkel

Ryhma 3:
TLR9
knockout +

Ryhma 4:
TLR® knockout +

Kuva 2. hiiriryhmat ja niiden saamat kasittelyt

Kasvainnaytteet kasiteltiin muutaman kappaleen eriss4, jotta yksittdinen nayte saataisiin

mahdollisimman nopeasti kasiteltya ja eristetty herkasti hajoava RNA siirrettya -80°C
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pakkaseen odottamaan seuraavaa vaihetta. Kasiteltdvien naytteiden maara kerralla
vaihteli kahdesta kahdeksaan, maara pyrittiin pitamaéan parillisena sentrifugoinnin hel-
pottamiseksi. Jokaisesta naytteesta dissekoitiin silmamaaraisesti noin 15mg:n kokoinen
edustava pala 600 pl:aan Zymo Researchin valmistamaa TRI Reagentia 15ml:n Fal-
coniin ja seos homogenoitiin Ultra Turrax -homogenoijalla. Jéljelle jdanyt kasvainnayte
laitettiin heti dissekoinnin jalkeen takaisin RNA later -liuokseen ja jaadytettiin alkoholi-
hauteessa, johon oli lisatty kuivajaitd. Homogenoija huuhdeltiin naytteiden valilla vedella,
100% etanolilla ja viela vedella. Seoksen RNA eristettin Zymo Researchin Direct-zol
RNA MiniPrep -kitilla sen ohjeen mukaan. (Liite 1) Naytteet pidettiin jailla tydskentelyn
ajan. Ryhman 2 naytteiden 3-8 kohdalla naytteet joutuivat seisomaan jailla 30min ho-
mogenoinnin ja alkoholin lisdamisen jalkeen, silla jaahdytettéava sentrifugi oli varattu.

Eristetyn RNA:n pitoisuus mitattiin eristyksen jalkeen NanoDrop spektrofotometrilla. Pi-
toisuudet nakyvat taulukossa 1. Ennen mittauksen aloittamista naytealusta puhdistettiin
pipetoimalla naytealustalle 2ul RNAasivapaata vettéa. Laitteen naytevarsi laskettiin alas
ja nostettiin ylos ja molemmat osat kuivattiin puhtaalla, nukkaamattomalla lapulla. Tama
toistettiin kolme kertaa. Tietokoneelta valittiin nucleic acid -applikaatio ja tehtiin blankki-
mittaus 2ul RNAasivapaalla vedella. Naytealusta ja varsi kuivattiin, alustalle pipetoitiin
2ul naytetta ja valittiin naytetyypiksi RNA-40, jolloin ohjelma laskee RNA:n pitoisuuden
naytteessa spesifisen absorbanssin perusteella. Naytealusta ja varsi kuivattiin puhtaalla,
nukkaamattomalla lapulla naytteiden valissa. Nayteastiat pidettiin mittauksen ajan jailla,
jotta RNA ei hajoaisi. Naytteet siirrettiin -80°C pakkaseen odottamaan seuraavaa vai-

hetta.

Taulukko 1. RNA-pitoisuudet kunkin ryhman numeroiduissa naytteissa ng/ul

Ryhma 1 Ryhma 2 Ryhma 3 Ryhma 4
1 138,70 92,46 69,49 313,20
2 311,82 45,02 41,94 65,88
3 74,66 28,11 29,54 132,28
4 168,68 19,82 345,39 33,82
5 139,49 38,61 235,74 72,12
6 163,46 28,16 310,75 130,30
7 267,87 39,02 334,41 157,32
8 423,39 116,39 162,39 137,87
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Seuraavassa vaiheessa RNA:sta valmistettiin komplementaarinen DNA eli cDNA RT-
PCR-menetelmalla. PCR- eli polymeraasiketjureaktiomenetelméat koostuvat denaturaa-
tio-, annealing- ja ekstensiovaiheista. Reaktion ensimmaisessa vaiheessa DNA denatu-
roidaan, eli sen juosteet erotetaan toisistaan lammittamalla. Denaturaatiolampétila riip-
puu kopioitavan juosteen rakenteesta: juosteet, joilla on suurempi guaniini- ja sytosiini-
pitoisuus vaativat korkeamman lampdétilan irrotakseen toisistaan. Toisessa vaiheessa,
annealing-vaiheessa pienet synteettiset DNA-juosteet, alukkeet, kiinnittyvéat kopioitavan
alueen eli templaatin 5’-paahan ja ekstensiovaiheessa DNA-polymeraasi kopioi temp-
laatin alukkeen 3’-paahan. Uusi lamposykli alkaa ja syntyneet juosteet irtautuvat toisis-
taan, nain pystytdaan valmistamaan eksponentiaalinen méaéra kopioita alkuperaisesta
DNA-juosteesta. (Thermo Fischer Scientific 2017) (Kuva 3)

|

Templaatti-DNA
==
[ —

by

| mi—
\

Sykli 1 V| Sykli 2

N 4 . 2 /
B — S = R =

Kuva 3. PCR:n periaate.

RT-PCR -menetelméassa alkuperaisena templaattina toimii RNA-molekyyli. Reaktiossa
kaytetaan kaanteistranskriptaasientsyymia (RT-entsyymi), joka valmistaa RNA:sta PCR-
periaatteella sille komplementaarisen cDNA-juosteen, joka on stabiilimpi kuin RNA.
(Thermo Fischer Scientific 2017)

cDNA-synteesissa kaytettiin Biolinen SensiFAST cDNA Synthesis Kitti& sen ohjeen mu-
kaan. (Liite 2) Reaktioon oli tarkoitus kayttad 600ng RNA:ta, mutta joidenkin naytteiden
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kohdalla eristetyn RNA:n saanti oli niin pieni, ettd naiden kohdalla kéaytettiin 400ng tai
200ng, jotta reaktiotilavuus pysyisi samana. Huonompaan saantiin saattoi vaikuttaa kas-

vaimesta dissekoidun palan edustavuus.

Naytteet otettiin jaille kun pipetoitavat maarat oli laskettu ja PCR-putket pidettiin jailla
pipetoinnin ajan, jotta naytteiden RNA sailyisi mahdollisimman hyvin. Kaikki tydssa kay-
tettavat putket ja pipetinkarjet olivat RNA-tyéskentelyyn tarkoitettuja, eli ne oli kasitelty
valinehuollossa RNAasivapaiksi. Lampdsyklit ajettiin Eppendorfin Mastercycler Gradien-
tilla kitin ohjeen protokollan mukaan. Kittiohjeesta poikettiin ryhman 4 naytteiden 8 ja 9
kohdalla: RT-entsyymi loppui kesken ja muuten valmiiksi pipetoitu reaktioseos siirrettiin
-20°C pakkaseen odottamaan. Uusi RT-entsyymi saatiin seuraavana paivana ja pipetoi-

tiin sulaneeseen reaktioseokseen ja cDNA-synteesi suoritettiin loppuun.

Naytteiden mRNA-ekspressiota selvitettin qPCR:n avulla. gPCR:4a kutsutaan myos
kvantitatiiviseksi tai reaaliaikaiseksi PCR:ksi. Sen avulla voidaan havaita PCR-tuotteet
niiden kertyessa fluoresoivan variaineen avulla (Raymaekers et al. 2009). Tassa tydssa
kaytettiin Bio-Radin SYBR® Green Master Mixia. Se sisaltda DNA-kaksoisjuosteeseen
sitoutuvaa fluoresoivaa variainetta. Jokaisella amplifikaatiokierroksella SYBR® Green si-
toutuu DNA-kaksoisjuosteeseen sen rakentuessa ja nain fluoresenssi voimistuu DNA-

kopioiden maaran kasvaessa. (Bio-Radin www-sivut)

RNA:n tai DNA:n maaritys qPCR:ll& voi tapahtua standardisuoran ja komparatiivisen me-
todin avulla. Maaritys voi olla joko absoluuttista tai suhteellista. Suhteellisessa maarityk-
sessd standardisuoran kayttoa voi valttaa kayttamalla vertailevaa AACt -menetelmaa.
Naytteen biologisen materiaalin maaran erojen tasaamiseksi tarvitaan normalisointia.

Suosituin tapa on sisaisen referenssigeenin kayttd. (Raymaekers et al. 2009.)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 1111122 |2[3]|]3|3]|4]4
B 4 (5|5|5|6]|6|6|7|7|7]|8
C 8| 8 1|11 1(2]2]|2(3]3
D 3|14(4]14]|5[5]|5|6([6]6]7
E 717(8] 8] 8 1111 2] 2
F 2133|3444 |5[5]5]6
G 6| 6|(7]|7| 78] 8] 8

H

Kuva 4. Esimerkki pipetointikartasta. Naytenumerot ja vihredlla pohjalla Rockl, keltai-
sella E2F3 ja punaisella B-aktiini.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Mira Hannolin



18

Naytteista valittiin ensin jokaisen ryhman kaksi ensimmaista naytetta, joilla tehtiin ensim-
mainen ajo kaikilla kohdegeeneillg, jotta nahtaisiin, onko cDNA-synteesi toiminut. (Kuva
4) Sisaisena referensigeening, eli housekeeping geenina kaytettiin beeta-aktiinia, joka
on yleisesti kaytetty ja suositeltu housekeeping geeni rintasyopaa tutkittaessa (Liu et al
2015). Beeta-aktiini on proteiinia koodaava geeni, joka liittyy solun ulkoiseen tukirankaan

ja sitd loytyy kaikista kudoksista. (Weizmann Institute of Science 2017c)

Jokaista kohdegeenia varten tehtiin oma master mix, johon tuli geenikohtaiset alukkeet.
Rock1:n alukkeiden sekvenssit olivat: CGGAAGTGAATTCGGATTGT, sulamislampdtila
59,9°C ja CCTTCCTGGTGGATTTATGC, sulamislampétila 59,4°C. E2F3:n alukkeiden
sekvenssit olivat: GGCTGGAGCTAGGAGAAAGC, sulamislampdétila 60,18°C, ja
AGACGTATCATACCGCGTTTTT, sulamislampdtila 58,49°C. Beeta-aktiinin alukkeiden
sekvenssit: CGCCGCCAGCTCACCA ja CCCACGATGGAGGGGAAGAC.

Master mixeihin laskettiin tulevan jokaista kuoppaa kohden RNAasivapaata vetta 1,2l,
forward ja reverse primeria 0,4l kumpaakin sekd SYBR® Greenia 10ul ja vield kymme-
nen prosentin hukka. (Taulukko 2) Naytteet analysoitiin 96-kuoppaisella valkoisella PCR-
levylla. Master mixit, laimennokset ja analyysilevyille pipetointi tehtiin laminaarikaapissa
kontaminaatioiden valttdmiseksi. Naytteet ja reagenssit pidettiin jailla tydskentelyn ajan,
jotta polymeraasientsyymi toimisi toivotulla tavalla. Kuoppalevy laitettiin jaille pipetoinnin

jalkeen kuljetuksen ajaksi.

Taulukko 2. Reaktioseoksen komponentit kuoppaa kohden

SYBR Green 10ul
Forward primer |0,4ul
Reverse primer |0,4ul
RNAasivapaa vesi (1,2ul
Yhteensa 12ul

Ennen analysointia levy sentrifugoitiin lyhyesti, jotta kaikki reagenssit ja naytteet var-
masti olisivat kuopan pohjalla ja reaktio voisi onnistua. Yhteen reaktiokuoppaan pipetoi-
tiin pipetointikartan mukaan 12ul master mixia seka 8ul cDNA:ta laimennettuna 1:5. Re-
aktiotilavuudeksi tuli siis 20 pl. Levy sinetéitiin [&pinakyvalla muovisinetilla haihtumisen
ja kontaminaatioiden estamiseksi. Ajot tehtiin Bio-Rad CFX96 -analysaattorilla valmiilla
protokollalla (Taulukko 3). Levyt valmistettiin yksi kerrallaan niin, etta valmiiksi pipetoitu
levy saataisiin analysoitua mahdollisimman nopeasti pipetoinnin jalkeen, jotta tulokset

olisivat luotettavia.
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Taulukko 3. gPCR protokolla. vaiheet 2-4 toistettiin 40 kertaa. Vaiheet 5-7 ovat sulamis-
kayraa varten.

Step Temp |Time (min)
1. 95°C 1:00

2. 95°C 0:10

3. 60°C 0:30

4. 72°C 0:20

5. 95°C 0:10

6. 65°C 0:05

7. 95°C

Kaikista ensimmaisen levyn naytteista saatiin signaali ja alukkeiden toimivuus tarkistet-
tiin kayttden DNA:n kaksoisjuosteen purkautumisasteen maaritysta eri lAmpétiloissa,
(Kuva 5) joten loputkin naytteet analysoitiin. Kuvassa nakyy ylimaarainen huippu noin
84°C:n kohdalla. Naissa naytteissd on monistunut jotain muuta kuin kohdegeenia ja nayt-
teet hylattin mydhemmin sen perusteella tdaman opinnadytetydn aineistosta. Loput ajot
tehtiin kohdegeeni kerrallaan kaksi levya samana paivana. cDNA-laimennokset tehtiin
kahdessa eréassa: Rockl-maaritykselle oma laimennos ja E2F3:lle ja beeta-aktiinille ker-
ralla yhteinen laimennos, jotta cDNA:ta ei tarvitsisi sulattaa ja pakastaa useita kertoja.
Kaikista naytteista tehtiin kolme rinnakkaista maaritysta ja naiden kuoppien antamista
Cr-arvoista laskettiin keskiarvo. Poikkeuksena beeta-aktiinimaarityksessa ryhman 3
naytteet 4 ja 5, joista nayte 4 pipetoitiin vahingossa neljadn kuoppaan ja nayte 5 vain
kahteen kuoppaan. Pipetointivirhe merkittiin pipetointikarttaan ja otettiin huomioon tulok-

sia laskettaessa.
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Kuva 5. Ensimmaisen analysoidun levyn sulamiskayrat

Jokaisessa analysoitavassa levyssa tarvitaan aina negatiivinen kontrolli ilman templaat-
tia, mutta tekijan kokemattomuudesta johtuen se jai alkuperdisilta levyiltd pois. Negatii-
visella kontrollilla halutaan varmistaa, etteivat reagenssit ole kontaminoituneet, ja etta
monistunut reaktiotuote on varmasti peraisin naytteesta. Tulokset varmistettiin myéhem-

min uusimalla analyysit negatiivisen kontrollin kanssa.

gPCR-ajojen tulokset jarjesteltiin taulukoiksi kohdegeenin ja ndytenumeron mukaan ryh-
mittain Exceliin. Jokaisen naytteen Cr-arvoista laskettiin keskiarvot ja ryhméakohtainen
keskiarvo jokaisen geenin Cr-arvon osalta. Jokaisen naytteen keskihajonta ja ryhméan
keskimaarainen keskihajonta laskettiin. Rockl- ja E2F3-aktiivisuutta verrattiin kunkin
naytteen omaan beeta-aktiiniaktiivisuuteen, mistd saatiin ACr-arvo. Kunkin naytteen
ACr-arvoa verrattiin viela ryhman keskimaardiseen ACr-arvoon, mista saatin AACr-
arvo. Jokaisesta ryhmasta laskettiin viela keskimaarainen AACr-arvo seka Rockl:n etta
E2F3:n kohdalla. AACr-arvosta laskettiin viela fold change, jonka avulla tulokset saatiin

vertailtavaan muotoon.

4.2 Metodologiset lahtokohdat

Tama opinnaytetyt on tutkimusotteeltaan kvantitatiivinen: kvantitatiivinen tutkimus kes-

kittyy mittaamaan muuttujia ja tarkastelemaan niiden vélisia yhteyksia. Kvantitatiiviselle
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tutkimukselle on ominaista muun muassa strukturoitu tutkimusasetelma, numeerinen
mittaaminen ja tilastollisen merkitsevyyden arviointi, eli p-arvo. Opinnaytetyon tutkimus-
asetelma on kokeellinen, siina tutkittava joukko on jaettu kontrolli- ja koeryhmiin. (Kank-
kunen & Vehvilainen-Julkunen 2009.) Kontrollirynmaélle on toteutettu mittaus ja koeryh-
massa on toteutettu interventio, eli tdssa tapauksessa annettu tsoledronaattia ennen mit-

tausta.

Teoreettisena taustamateriaalina on kaytetty saman aihepiirin tieteellisia julkaisuja ja ar-
tikkeleita ja alan kirjallisuutta ja internet-julkaisuja. Otoskoko oli 32 kasvainnaytetta, jotka

oli jaettu neljaén ryhmaan, joista kaksi oli kontrolliryhmia ja kaksi koeryhmia.

4.3 Eettinen tarkastelu

Tieteellista tutkimusta ohjaavat hyvat tieteelliset kaytannot, jotka toimivat myds pohjana
tutkimusryhmien laatujarjestelmalle. Hyvaan tieteelliseen kaytantédén kuuluvat rehelli-
syys, huolellisuus ja tarkkuus kaikissa tydvaiheissa, niin tutkimusty6ssa kuin tulosten tal-
lentamisessa ja niiden arvioinnissa. Muiden ty0 ja julkaisut on merkittava asianmukai-

sella tavalla. (Tutkimuseettinen Neuvottelukunta 2017.)

Tata opinnaytetydta tehtdessa on pyritty noudattamaan hyvia tieteellisia kaytantdja. Tut-
kimustytssa, tulosten tallentamisessa ja esittdmisessa seka tulosten arvioinnissa on
noudatettu rehellisyytta, yleista huolellisuutta ja tarkkuutta. Lahteina on kaytetty mahdol-
lisimman tuoreita julkaisuja ja lahteet on merkitty asianmukaisella tavalla. Ty6ta varten

on tehty toimeksiantosopimus Turun Yliopiston kanssa.

Hiirikokeet oli tehty eldinkoelautakunnan luvalla ESAVI/2165/04.10.07/2015. Hiiria oli
hoidettu Turun Yliopiston koe-eldinkeskuksessa ja hiirien hyvinvoinnista huolehdittu pai-
vittdin. Opinnaytetydntekija ei kasitellyt hiiria missaan vaiheessa, vaan pelkastaan val-

miiksi kerattyja kasvainnaytteita.
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5 TUTKIMUSTULOKSET JA POHDINTA

Rockl:n fold change -arvot laskivat koeryhmissa verrattuna kontrolliryhmiin. TLR9
knockout -ryhmien tulokset olivat hieman korkeammat kuin sité ekspressioivilla. Rock1:n
ekspressio sydpasoluissa oli siis pienempéaé koeryhmissa 2 ja 4 kuin kontrolliryhmissa 1
ja 3. Keskihajontaa ryhmien sisalla kuitenkin oli suhteellisen paljon eivatka erot T-testin
mukaan ole tilastollisesti merkittavia minkaan ryhmien valilla. (Taulukot 4 ja 5) TLR9:n
ekspressiolla ei mydskaan ole tilastollisesti merkittdvaa vaikutusta Rockl:n ekspressi-

oon koe- tai kontrolliryhmissa.

Taulukko 4. Fold change -arvojen keskiarvot ryhmittéin ja niiden keskihajonnat

Rockl | Rock1l keskihajonta | p-arvo vs. ryhmal E2F3 E2F3 keskihajonta | p-arvovs.ryhmidl
Ryhma 1 1,18 0,599 1,07 0,424
Ryhma 2 0,82 0,574 0,267 1,38 0,848 0,407
Ryhma 3 1,43 0,753 0,510 2,25 0,735 0,004
Ryhma 4 0,84 0,347 0,219 1,44 0,280 0,079

Taulukko 5. muiden ryhmien véliset p-arvot

Rock1 E2F3
2vs3 | 0,113 0,062
3vs4| 0,935 0,024
2vs4 | 0,935 0,866

E2F3:n aktiivisuus oli matalampi TLR9:44 ekspressoivissa kasvaimissa kuin knockout-
ryhmassa. Tama viittaisi siihen, ettd kasvaimessa, joka ei ekspressoi TLR9:44, solujen
jakautuminen olisi voimakkaampaa. TLR9:44 ekspressoivissa soluissa tsoledronaatti
nayttaisi nostavan E2F3:n ekspressiota, kun taas knockout -ryhméssa ekspressio nayt-
taisi laskevan tsoledronaatin vaikutuksesta. Ero E2F3:n ekspressiossa kontrolliryhmien

valilla on tilastollisesti merkittava, p=0,004.

Tuloksen mukaan tsoledronaatti ei siis vihenné Rock1:n ekspressiota tilastollisesti mer-
kittavasti, eika tata kautta vahentaisi solujen migraatiota. Kasvaimissa, jotka eivat eks-
pressoi TLR9:44, tsoledronaatti nayttaisi vahentavan E2F3:n ekspressiota, eli se voisi
hillitd solujen jakautumista. TLR9:4a ekspressoivissa kasvaimissa E2F3:n ekspression
nousu tsoledronaatin mygta antaisi viitteita siitd, ettd tsoledronaatti saattaisi kiihdyttaa

solujen jakautumista.
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Rockl
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Tsoledronaatti siRNA+vehikkeli  siRNA+Tsoledronaatti

Kuvio 1. Rockl1-aktiivisuus ryhmittain

E2F3
3,50
3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50
0,00
Ryhma 1: vehikkeli Ryhma 2: Ryhma 3: Ryhma 4:
Tsoledronaatti siRNA+vehikkeli siRNA+Tsoledronaatti

Kuvio 2. E2F3-aktiivisuus ryhmittain

Tulosten luotettavuutta véahentdd opinndytetyon otannan pienuus. Vertailemalla kaikkia
hiiriryhmista keréttyja naytteita saataisiin parempi kuva vaikutuksista. Koska tulosten ha-
jonta on aika suurta ja otoskoko on vain kahdeksan naytetta kustakin ryhmasté, erojen
l[6ytaminen ryhmien valiltd on vaikeaa. Osa koko aineiston naytteista jouduttiin hylkaa-
maan huonon housekeeping-monistuman takia, eika niita otettu tdhan opinnaytetydhon
mukaan. Niissa eristetty RNA ei valttamatta ollut edustavaa, silla housekeeping-geenina
kaytettya beeta-aktiinia pitaisi olla kaikissa soluissa.
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Suurin osa menetelmista olivat tekohetkella opinnaytetydn tekijalle uusia. Opinnaytetyon
tekijan kokemattomuus ja puutteelliset tiedot menetelmista tekohetkella ovat mahdollisia
virhelahteita. Laboratoriotdissa oli monta toisiinsa liittyvaa vaihetta, minka takia mahdol-

liset virheet aikaisemmissa vaiheissa ovat kertautuneet seuraaviin vaiheisiin.

Jatkotutkimuksena voisi eristdéd RNA:n uudelleen niiden naytteiden osalta, joiden hou-
sekeeping-monistuma oli huono. Uudelleen eristetylla RNA:lla voisi sitten toistaa saman
tutkimuksen. Kasittelemalla koko aineiston AACr-menetelmalla saataisiin kattavampi
kuva tsoledronaatin vaikutuksesta tutkittuihin mRNA-molekyyleihin. Opinnéaytetydsta ja-
tettiin myds osittain ajan puutteen takia pois kolmas tutkittava geeni, OGN, jonka maari-

tyksen voisi tehda samalla.

Bioanalyytikon ty6n kannalta opinnaytetyéprosessi oli hyvin antoisa. Osaamiseni laajeni
tutustuessani RNA-tyoskentelyyn ja uusiin PCR-menetelmiin. Monivaiheinen tyo oli yh-
tenainen kokonaisuus, mika auttoi ymmartamaan eri vaiheiden merkitysta. Kontrollien
tarkeys tuli erityisesti esille niiden puuttuessa, eika virhe luultavasti toistu timan jalkeen
kovin helposti, silla tyo oli kaytanndssa tehtava uudelleen, jotta tuloksia voitiin pitaa luo-
tettavina. PCR-menetelmien ymmartamys kasvoi paljon tata tyota tehtaessa. Tieteelli-
sessé tutkimuksessa osallisena oleminen oli hyodyllistda ammatillista kasvua ajatellen.

Mielestani se antaa uuden nakdékulman myds sairaalalaboratoriossa tyoskentelyyn.
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Biological Liquids

Add 3 volumes TRI Reagent® to each liquid sample, (3:1; see table below) and
mix thoroughly for 5 minutes. To remove particulate debris, centrifuge and
transfer the supernatant into an RNase-free tube. Proceed to RNA Purification
(below).

Blood, Plasma, Serum, Semen, CSF, Buffy coat, Body fluids, etc.
100 pl

Add TRI Reagent®
300 pl

Reaction Clean-Up

For clean-up of enzymatic reactions, add 3 volumes TRI Reagent® to each liquid
sample, (3:1; see table below) and mix thoroughly. Proceed to RNA Purification
(below).

Add TRI Reagent®
300 pl

In vitro transcription, DNase | digestion, Labeling reaction, etc.
100 pl

(I1) RNA Purification

All centrifugation steps should be performed at 10,000-16,000 x g for 30 seconds.

. Add an equal volume ethanol (95-100%) to a sample lysed in TRl Reagent® or
similar' and mix thoroughly.

2. Transfer the mixture into a Zymo-Spin™ IC Column? in a Collection Tube and
centrifuge. Transfer the column into a new collection tube and discard the flow-
through.

Recommended: DNase | treatment (in-column)®
(D1) Add 400 pl RNA Wash Buffer to the column and centrifuge.
(D2) In an RNase-free tube, add 5 pl DNase | (6 U/ul)*, 35 ul DNA Digestion Buffer and mix®. Add the mix
directly to the column matrix.
(D3) Incubate at room temperature (20-30°C) for 15 minutes. Proceed to step 3.

3. Add 400 pl Direct-zol™ RNA PreWash® to the column and centrifuge. Discard
the flow-through and repeat this step.

4. Add 700 ul RNA Wash Buffer® to the column and centrifuge for 2 minutes to
ensure complete removal of the wash buffer. Transfer the column carefully into
an RNase-free tube.

5. To elute RNA, add 15 pl of DNase/RNase-Free Water directly to the column
matrix and centrifuge.

Alternatively, for highly concentrated RNA use 26 pl elution.

RNA?® can be used immediately or stored frozen at <-70°C.

Liite 1 (1)

Direct-zol RNA MiniPrep -kittiohje (Zymo Research)

Up to 100 pl of biological
liquid per prep can be
processed without having to
reload the spin column.

Notes:

' TRIzol®, RNAzol®, QIAzol®,
TriPure™, TriSure™ and all
other acid-guanidinium-phenol
reagents.

? To process samples >700
ul, reload the column and
repeat Step 2 (oruse a
vacuum manifold, centrifuge
the column and proceed with
the protocal).

? Prior to use, reconstitute the
Iyophilized DNase | as
indicated on the vial. Store
frozen aliquots.

4 Mix by gentle inversion.

* Unit definition — one unit
increases the absorbance of a
high molecular weight DNA
solution at a rate of 0.001 Az
units/mi of reaction mixture at
25°C.

% Before use, add ethanol to
the buffer concentrate (Buffer
Preparation, page 3).

© For complete removal of
PCR (RT) inhibitors from
plant, soil and fecal samples,
use the OneStep™ PCR
Inhibitor Removal Kit, D6030.

ZYMO RESEARCH CORP.

Phone: (949) 679-1190 = Toll Free: (888) 882-9682 = Fax: (949) 266-9452 - info@zymoresearch.com = www.zymoresearch.com
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Liite 2 (1)

SensiFAST cDNA Synthesis Kit (Bioline)

i - Storage and stability:
SensiFAST™ cDNA Synthesis Kit SensiFAST c¢DNA Synthesis Kit is shipped on dry/blue ice and should be stored at -20 °C upon
receipt. When stored under opti diti the g are stable for a minimum of one

year from date of purchase.

Shipping: On dry/blue ice Catalog numbers
Unit definitions:
BIO-865053: 50 reactions Reverse Transcriptase: One unit catalyzes the incorporation of 1 nmol of dTTP into acid-insoluble
material in 10 minutes at 37 °C in 50 mM Tris-HCI, pH 8.6, 40 mM KCI, 1 mM MnSO;, 1 mM DTT,
Batch No.: See vial BIO-65054: 250 reactions and 0.5 mM [3H]TTP, using 200 uM oligo(dT)12.1e-primed poly(A), as template.
RNase Inhibitor: One unit inhibits 5 ng of RNase A by 50%.
Safety precautions:
_209° Harmful if swallowed. Irritating to eyes, respiratory system and skin. Please refer to the material
BIOLINE Store at -20°C safety data sheet for information regarding hazards and safe handling practice.
@ Signal word: WARNING
Description

SensiFAST c¢cDNA Synthesis Kit provides a rapid and very sensitive method for first strand cDNA synthesis for use in real-time PCR
studies. The 5x TransAmp™ Buffer provides highly optimized components for efficient reverse transcription, and includes a unique blend
of anchored oligo dT and random hexamer primers to ensure unbiased 3' and 5' coverage for enhanced data accuracy. An extremely
efficient reverse transcriptase delivers highly robust first strand synthesis and higher cDNA yields from a wide range of input RNA
concentrations. SensiFAST cDNA Synthesis Kit offers enhanced sensitivity, efficiency and reproducibility for exceptional performance in
subsequent real-time PCR experiments.

Gomporients DNase | digestion of total RNA

Product Name | 50 reactions | 250 reactions To elimi_nate any rgsidual cqntaminating geponjic DNA that can
affect highly sensitive real-time PCR applications (e.g. probe-

5x TransAmp Buffer 200l 1ml based quantification of a low abundant target), we recommend
using a high quality RNase-free DNase | during or after RNA

Reverse Transcriptase 50 pl 250 pl extraction protocols. DNase | removal by ethanol precipitation, or
with a RNA clean-up kit e.g. ISOLATE Il RNA Micro Clean-Up Kit

) — ) —— is required before proceeding with first-strand cDNA synthesis.
SensiFAST cDNA Synthesis Mix Reaction Guidelines

Template Quality
e Intact, high-quality RNA is essential for the reverse SensiFAST cDNA Synthesis Kit Protocol
transcription reaction

All reagents for use with RNA must be prepared using - -
nuclease-free, molecular biology grade water 1. Prepare the mastermix on ice.
RiboSafe RNase Inhibitor is included in the SensiFAST cDNA
Synthesis Kit to help reduce template degradation and
increase yield of RT-qPCR product

2. Vortex solutions and centrifuge briefly before use.

* Low-copy-number genes may require an increase in starting Total RNA or mRNA (up to 1 pg) nul
material
e Use a suitable RNA extraction reagent e.g. TRIsure™ or 5x TransAmp Buffer 4pl
ISOLATE™ || RNA Mini Kit
Reverse Transcriptase 1l
RNA Priming
A unique blend of random hexamer and anchored oligo dT DNase/RNase free-water* Upto20pl
primers in the SensiFAST cDNA Synthesis Mix provides optimal
sensitivity and accuracy of first-strand cDNA synthesis. Anchored VBl el e Repersialy (699 ARsociBed foroducts)

oligo dT primers anneal precisely to the junction of the poly-A tail
(found on the 3' end of most eukaryotic mRNAs) and the gene of

o

Mix gently by pipetting.

interest. This ensures that the coding 3' end of mMRNAs are 4. Set up the following program in a thermal cycler:

always represented. The reverse transcriptase can also prime e 25°Cfor 10 min (primer annealing)

from the random hexamers, to give broad coverage of all the e 42°C for 15 min (reverse transcription)

regions of the RNA and thus a cDNA pool representative of the 2

transcritpome. The combined benefits of both priming strategies * ‘Optional Step:45" C.for 15 ki (for, Highly:structured RNA)

offers enhanced data quality. e 85 C for 5min (inactivation)

® 4 °Chold (or chill onice)

Reverse Transcription X

Efficient reverse transcription can normally be achieved at 42 C 5. Use up to 4 I (1/5th volume) of cDNA synthesis reaction product in a
for 15 minutes, as the TransAmp Buffer contains reverse 20 pl volume real-time PCR. If desired, reaction product can be diluted
transcriptase enhancers that reduce complex RNA secondary in 10 mM Tris-HCI (pH 8.0), 0.1 mM EDTA prior to use.

Stiietire, For lemplates that have a high degres of stn:,lcture, 6. Alternatively, store reaction product or diluted cDNA at 4 C for 1 week
such_as viral R_NA and, some plant RNA, we suggest using an or 20 °C foyr'long foi stora'z;e,

additional 15 minute 48 C incubation step.

No RT Control

It is important to always include the appropriate ‘no RT’ or ‘minus This protocol is intended for use as a guide only; conditions will vary from
RT’ control reactions in your experimental design. As the reverse reaction to reaction and may need of

transcriptase is a separate component of the SensiFAST cDNA

Synthesis Kit, it is possible to include a formal cDNA synthesis

control that includes all components except the reverse

transcriptase.
PI-50476 V6 Website: www bioline.com/ email: info@bioline.com
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