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THVISTELMA

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli testata 87 aiemmin suunnitellun DNA-
koettimen toimivuus LDR (Ligation Detection Reaction) -sirulla. Koettimet oli
suunnitellut Atte Halttunen jarvisedimentin mikrobistolle. Opinnaytety6 oli osa
Euroopan aluekehitysrahaston YMLI-hanketta (A30175), jonka yhtené tavoitteena
on kehittd4 nopeita analyysimenetelmid ympériston mikrobien tutkimiseen.

Koettimien toimivuus ja spesifisyys testattiin synteettisilla DNA-templaateilla.
Tutkimuksessa kaytettiin Biotekniikan Instituutissa (Helsingin yliopisto) sovellet-
tua LDR-sirutekniikkaa, jossa DNA-koettimesta muodostuu sirkulaarinen sen
yhdistyessa kohde-DNA:n kanssa. Sirkulaarisuutta kaytetdan hyddyksi monista-
malla koetinta polymeraasiketjureaktion (PCR) avulla, jolloin tekniikan herkkyys
paranee. PCR-tuotteen tuloksia tarkasteltiin agaroosigeelielektroforeesilla ja hyb-
ridisaatiolla LDR-sirulle.

Opinnaytetyossa testatuista koettimista arvioitiin erinomaisiksi 38 %, hyviksi 22
%, heikoiksi 18 %, epaspesifeiksi 8 % ja toimimattomiksi 14 %. Arviointi perus-
tui koettimien antaman signaalin vahvuuteen ja spesifisyyteen LDR-sirulla. Kun
koettimien suunnittelijan arviot koettimien hyvyydesté otettiin myds huomioon,
saatiin erinoimaisesti toimivia koettimia 19 ja hyvia 29.

Testauksessa olosuhteiden optimointi oli tyolasta ja muutamilla koettimilla toiste-
tut rinnkkaistestit antoivat ristiriitaisia tuloksia. Toimivia koettimia saatiin huo-
mattavasti vahemman, kuin muiden samantyyppisten tutkimusten tulosten perus-
teella olisi voitu ennakoida. Lisaksi koettimien spesifisyydessa olisi ollut paran-
tamisen varaa, silld seitseman koetinta todettiin ’hairikoiksi”, jotka reagoivat va-
hintdédn kymmenen eri templaatin kanssa.

Tulevissa DNA-koetintestauksissa kannattaa kayttaa jotakin kontrollikoetinta ja
olosuhdetesteissa siruhybridisaatioita ja agaroosigeelielektroforeesia rinnakkain.
Tdssa tyossa saatiin aikaiseksi yhdessé aiemman suunnittelutyon kanssa 48 kayt-
tokelpoista koetinta ja kehitettyd ympéristosirua eteenpain, vaikka tyota riittaakin
vield ennen kuin kaupallinen tuote on valmis.

Avainsanat: DNA-mikrosirut, ligaatiotunnistusreaktio (LDR), ympéristoanalytiik-
ka
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ABSTRACT

The aim of this bachelor’s thesis was to test how DNA probes act on LDR chip.
The intention was also to develop a suitable application to screen environmental
samples efficiently. This bachelor’s thesis was part of the YMLI-project
(A30175), which was funded by the EU’s regional development trust. 837 DNA
probes were designed by Atte Halttunen in his bachelor’s thesis to identify the
diversity of microbes in a lake sediment.

The function and spesificity of the probes were tested with synthetic DNA tem-
plates. The LDR microarray method used in this study was applied by the Institute
of Biotechnology in Finland. In this method, probes are circularized in the pres-
ence of applicable target DNA. A circular DNA probe is amplified by Polymerase
Chain Reaction (PCR) to improve the sensitivity of this method. The readout of
the PCR was examined with an agarosegelelectroforesis and with hybridization
onto an LDR microarray.

Probes in this bachelor’s thesis were evaluated by the intensity of the signal and
the spesifity of the probe. 38 % of the probes were evaluated as excellent, 22 % as
good, 18 % as week, 8 % as unusable and 14 % nonfunctional. When the evalua-
tion of the designer was also considered, there were 19 excellent and 29 good
probes.

Optimizing the conditions of the ligation reaction and the PCR was effortful and a
few tests with similar conditions and probes gave different results. From this con-
tradiction the conclusion can be drawn that the method did not work as reliably as
was hoped. There were much less workable probes than expected by the results of
other similar studies. The spesifity of the probes could have been better consider-
ing those seven probes which were evaluated as unusable because they worked at
least with ten wrong templates. In future testing of DNA probes it is worthwhile
to use a reference probe to control the positive signal of the reaction. Also using
agarosegelelectroforesis and hybridization on an LDR microarray simultaneously
is recommendable when optimizing of conditions in the ligation reaction and the
PCR.This study helped to develop the environmental microarray but there is still
much to be done before it is commercialized.

Key words: DNA microarrays, Ligation Detection Reaction (LDR), environmen-
tal analysis



SISALLYS

1 JOHDANTO

2 DNA-SIRUANALYTIIKKA YMPARISTON MIKROBIEN

ANALYSOINNISSA

2.1
2.2

2.3

3 TESTAUKSESSA KAYTETYN TEKNIIKAN YLEISKUVAUS

3.1
3.2
3.3

LDR-sirut ja niiden toimintaperiaate

MIP (Molecular Inversion Probe)-tekniikka ja universaalit

DNA-sirut

LDR-sirujen soveltuminen ymparistdtutkimukseen

Koettimien yhdistaminen
Ligaatiosta PCR-monistukseen
PCR-tuotteiden tarkastaminen

4 MATERIAALIT JA MENETELMAT

4.1

4.2

421
4.2.2
4.2.3
4.2.4
4.2.5
4.2.6

Testijarjestelyt

Koettimien yhdistdminen

Ligaatiot

Eksonukleaasi I-entsyymi -késittely
PCR (Polymerase Chain Reaction)
Agaroosigeelielektroforeesi
Lambda Eksonukleaasi -kasittely
Hybridisaatio ja sirun skannaus

5 TULOKSET JA NIIDEN ARVIONTI

5.1
5.2
5.3
5.4

Koettimien testaaminen LDR-sirulla
Esitestauksen tulokset

Koettimien testaamisen haasteita

Tulosten vertailu koettimien DNA-sekvensseihin

6 YHTEENVETO JA JOHTOPAATOKSET

LAHTEET

LITTEET

10

12
13
14
16

18
18
20
20
21
21
22
23
23

25
25
27
29
32

34
37

41



1 JOHDANTO

DNA-sirut koostuvat kiinteélle yleensa lasiselle alustalle samansuuntaisesti ja
rinnakkain kiinnitetyista DNA-molekyyleistd. Niiden avulla mikrobiekologia ja
geenien tutkimus on saanut uudenlaisen ulottuvuuden. Vuonna 1995 Schenan ja
kumppaneiden kehittdmd DNA-sirusovellus tutki 64 eri lituruohon geenin ilme-
nemistd. Sen jalkeen DNA-siruteknikka ja sovellusten maaré on kehittynyt hui-
masti. (Shiu & Borevitz 2008, 141.)

Perinteisia tekniikoita mikrobien monimuotoisuuden ja aktiivisuuden tutkimiseen
ovat muun muassa mikrobien vilejelyyn seké rikastamiseen perustuvat menetel-
mat, solujen vérjdys, aineenvaihduntatuotteiden mittaukset, rasvahappokoostu-
muksen madritykset, gram-varjdys, solun ulkomuodon arvionti ja soluhengityksen
tuotteiden tutkimukset. Mikrobien viljelyyn perustuvat menetelmat eivat sovellu
ympéristonédytteiden mikrobien monimuotoisuuden tutkimiseen, sill& vain 1 %
niista on viljeltavissa laboratorioissa (Sebat, Colwell & Crawford 2003, 4927).
(Clark, Dunlap, Madigan & Martinko 2009, 364, 386, 653666.)

DNA:n monistaminen polymeraasiketjureaktion (Polymerase Chain reaction,
PCR) avulla ja sekvensoinnin automatisoituminen olivat suuria teknisia lapimur-
toja ympariston mikrobien tutkimuksessa 1980-luvulla. Polymeraasketjureaktion
avulla yhdestda DNA-molekyylisté voidaan tehda jopa miljardikertaisesti kopioita.
454-sekvensointi (pyrosekvensointi) on vienyt sekvensoinnin uudella tasolle
2000-luvulla. Tekniikka mahdollistaa valtavien tietomé&érien tuottamisen ja pul-
lonkaulana onkin tiedon kaésittely. (Petrosino, Highlander, Luna, Gibbs & Versa-
lovic 2009.)

DNA-sirut mahdollistavat tehokkaan ympériston mikrobiston tutkimiseen, koska
niiden avulla voidaan tutkia tuhansia ja jopa miljoonia geeneja yhtd aikaa (Shiu &
Borevitz 2008, 141). Ne ovat myos edullisempi menetelma verrattuna sekvensoin-
tiin tai viljelyyn (Hultman, Ritari, Romantschuk, Paulin & Auvinen 2008) ja nii-
den avulla voidaan tutkia tehokkaasti ja tarkasti useita ndytteitd samanaikaisesti

(Busti ym. 2002). DNA-siruja voidaan kayttaa eri geenien ilmenemisen tutkimi-



seen, mikrobien tunnistamiseen genomisen DNA:n avulla, populaation genetiik-
kaan ja toiminnalisten geenien havainnointiin (Sei, Inaba, Upadhye, Inoue & lke
2009, 97).

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli testata 87 aiemmin suunnitellun DNA-
koettimen toimivuus ja spesifisyys LDR (Ligation Detection Reaction) -sirulla.
Koettimet oli suunnitellut Atte Halttunen kevéalla 2010 ja ne oli suunniteltu indi-
koimaan jarvisedimentin mikrobiston diversiteetin muutoksia. Tassa tutkimukses-
sa kaytettiin Biotekniikan instituutissa sovellettua herkkdd LDR-sirutekniikkaa.
Koettimien toimivuutta arvioitiin agaroosigeelielektroforeesin avulla ja hybridi-
saatiolla LDR-sirulle. Agaroosigeelielektroforeesikokeiden tarkoituksena oli
avoida koettimien toimivuus niitd vastaavan synteettisen DNA:n kanssa ja siruko-

keilla oli tarkoitus arvioida toimivuuden lisaksi koettimien spesifisyytta.

Tutkimus oli osa YMLI-Uudet ympéristomittausmenetelmat liiketoimintamahdol-
lisuutena -hanketta (A30175), jonka tarkoituksena on muun muassa kehittaa
DNA-laht6isid analyysimenetelmid ympériston mikrobiston tutkimiseen. Liséksi
tarkoituksena on parantaa oppilaitosten ja yritysten yhteisty6td, jotta menetelmat
voidaan siirtdd suoraan kaytantéon. Hankkeen toteuttajia ovat muun muassa Hel-
singin yliopiston Ympadristotieteiden laitos (hallinnoija), Biotekniikan Instituutti,
Lammin biologinen asema ja Lahden ammattikorkeakoulu. (Helsingin yliopisto
2008.)



2 DNA-SIRUANALYTIIKKA YMPARISTON MIKROBIEN
ANALYSOINNISSA

DNA-sirujen toiminta perustuu kahden yksijuosteisen ja sekvensseiltddn komple-
mentaaristen eli keskendan vastaavien DNA-jaksojen hybrisoitumiseen keske-
naan. DNA-sirujen kaksi yleisintd muunnosta ovat cDNA (complementary DNA)
-sirut ja oligonukleotidisirut. Niiden suurin ero on kiintedlle alustalle printattujen
DNA-molekyylien pituudessa. cDNA-siruissa kéytetaan pitkia (1000 nt) DNA-
koettimia ja oligonukleotidisiruissa lyhyité (noin 25 nt) koettimia. Monien kaupal-
listen sirujen oligot syntetisoidaan suoraan lasille. Molemmissa sovelluksissa
fluoresoivalla aineella leimattua kohde-DNA:ta (templaattia) hybridisoidaan suo-
raan sirulle, jolloin koettimia vastaavat DNA-palat voidaan havaita (kuvio 1).
DNA-siruille on kehitetty useita sovelluksia ympariston mikrobien analysoinnissa
(taulukko 1). (Gabig & Wégrzy 2001, 615616.)

Fluoresoivalla aineella
P leimattu templaatti-DNA

Kohde-DNA:n hybridisaatio sirulle.
Jokainen DNA-pala hybridisoituu

komplementaariseen koettimeen
sirulla
- ¥

Kohta 1 Kohta 2 Kohta 3

KUVIO 1. Leimatun kohde-DNA:n hybridisoituminen DNA-sirulla oleviin koet-

timiin



TAULUKKO 1. DNA-sirujen sovelluksia ympériston analysoinnissa
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yang%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Liu%20G%22%5BAuthor%5D

cDNA-siruja kdytetddn yleensd geenien toiminnan ilmenemisen vertailuun vahin-
td&n kahden erilaisen ndytteen valilla. Ympéristosovelluksissa niitd on kaytetty
kasvien geenien ilmenemisen tutkimiseen erilaissa kasvualustoissa esimerkiksi
fytoremediaatio-tekniikan kehittdmista varten (Chiang ym. 2006) (taulukko 1).
cDNA-sirulle on printattu yleensé puhdasta PCR-tuotetta, joka on peraisin
cDNA:sta. Templaattina taas kaytetadn suoraan l&hetti-RNA:ta tai siitd kopioitua
cDNA:ta, jotta saadaan selville, mitk& néytteessa olevista geeneistd on toiminnas-
sa. Vertailtavien naytteiden templaatit varjatdan kahdella eri fluoresoivalla leimal-
la, jotta eri ndytteista perdisin olevat signaalit erotetaan toisistaan sirulla. Teknii-
kassa rajoittavana tekijana on templaatti-RNA:n riittdva maara seka koettimien
kyky havaita vain spesifit templaatit. (Murphy 2002, 259-261.)

Oligonukleotidisiruja voidaan kayttaa jonkin mikrobiyhteison dynamiikan tarkas-
teluun esimerkiksi 16S rRNA geenin avulla (fylogeneettiset sirut), jollainen on
kehitetty esimerkiksi 6ljylla pilaantuneiden arktisten maaperien bakteerien tutki-
mukseen (Yergeau 2009) (taulukko 1). Oligonukleotidisiruja kaytetddn myos tut-
kittaessa mikrobiyhteisdssa tapahtuvia biologisia toimintoja (funktionaaliset si-
rut). Tallainen on Hen ja kumppaneiden kehittdma GeoChip, joka siséltaa yli

10 000 koetinta erilaisiin biokemiallisiin toimintoihin liittyen. GeoChip-siruja on
kaytetty muun muassa syvanmeren savuttajien mikrobiyhteisdjen aineenvaihdun-
nallisen monimuotoisuuden tutkimiseen (Wang 2008) ja metsittdmisen vaikutuk-
sen tutkimiseen toiminnallisten geenien ja biokemiallisten prosessien koostumuk-
sessa Eteld-Amerikan ruohotasangoilla (Berthrong 2009) (taulukko 1). Oligonuk-
leotidisirujen ongelmana on niiden alhainen havaitsemisherkkyys, joka on vain 1
%:n osuus kokonais-DNA:sta sekd, suhteellisen huono spesifisyys, minké takia ne

eivét sovellu hyvin mikrobiyhteisdjen lajitason tarkasteluun. (Hultman ym. 2008.)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chiang%20HC%22%5BAuthor%5D

2.1 LDR-sirut ja niiden toimintaperiaate

LDR (Ligation Detection Reaction) -sirutekniikka perustuu DNA- ligaatioreaktion
erottelukykyyn, koska ligaasientsyymi vaatii lahes taydellisen komplementaari-
suuden yhdistymiskohdassa juosteiden vélilla, jotta kovalenttinen sidos koettimien
paiden vélille voi syntya (Hultman ym. 2008). DNA- ligaatioreaktiossa kaksi vie-
rekkaista ja kohde-DNA:han tdydellisesti sopivaa koetinta ligoituvat eli yhdistyvét
toisiinsa, mik& voidaan havaita fluoresoivan leiman avulla LDR-sirulta. LDR-sirut
ovat universaaleja oligonukleotidisiruja. Universaalin sirusta tekee se, etta koetti-
mien sijasta siihen on Kiinnitettynd zip-koodioligoita, joiden avulla koettimet voi-
daan tunnistaa sirulla niiden sijainnin perusteella. Jokaista koetinta vastaa siis yksi
zip-koodi ja niita voidaan kayttdd minkéa tahansa koetinsarjan kanssa. (Busti ym.
2002.) (Kuvio 3.)

LDR-sirutekniikasta on useita sovelluksia. Koettimet voivat yhdistya yhdeksi li-
neaariseksi koettimeksi, joka ligaation jalkeen hybridisoidaan suoraan sirulle
(Busti ym. 2002; Castiglioni ym. 2004; Hultman ym. 2008) tai kuten tassa tutki-
muksessa on menetelty, ligaatiossa koettimet muodostavat yhden sirkulaarisen
DNA-jakson, jota voidaan monistaa PCR:n avulla ligaation jalkeen menetelman
herkkyyden parantamiseksi (Akhras, Thiyagarajan, Villablanca, Davis, Nyrén &
Pourmand 2007).

PCR-monistamista varten tarvitaan alukkeet, jotka on suunniteltu vastaamaan
templaatti DNA:ta, DNA-polymeraasia ja deoksinukleotideja. PCR tapahtuu kol-
messa vaiheessa. Ensin malli-DNA:n eli templaatin kaksoisjuoste aukeaa korkean
lampatilan vaikutuksesta, sen jalkeen lampdotilan laskiessa alukkeet kiinnittyvét
templaattiin, minké jalkeen lampdtila taas nousee ja DNA-polymeraasi tdydentaa
templaatti-DNA:lle vastinjuosteen. Ensimmadisen kierroksen jalkeen yhdesta
templaatti-DNA patkésta on siis muodostunut kaksi identtistd DNA-patk&a. Naita
vaiheita toistetaan yleensa 20-30 kertaa, jolloin alkuperdisen DNA:n kopioita
saadaan 10° -10%-kertaisesti. Edellisen kierroksen kopioista tulee seuraavan kier-
roksen templaatit. (Clark ym. 2009, 324-325.)



LDR-sirutekniikassa koettimien suunnitelu on keskeisessé asemassa. LDR-
koettimet koostuvat kahdesta osasta, jotka ovat erotteleva osa (Discriminating-
probe, D-koetin) ja yleinen osa (Common-probe, C-koetin). D-koetin valitaan
siten, ettd sen 3’-padhan tulee halutusta sekvenssisté taysin yksiléllinen kohta,
joka eroaa vahintdan yhden nukleotidin verran epéspesifisisté sekvensseista (ku-
vio 2). Ligaatio eli yhdistyminen tapahtuu ainoastaan silloin, kun koettimien valil-
I& on taydellinen vastaavuus kohde-DNA:n kanssa. C-osa suunnitellaan jatkumaan
suoraan siitd, mista D-osa paattyy. Jos C-osa sattuu alueelle, joka ei ole yhteneva
kaikkien kohdesekvenssien kanssa, taytyy D-osa hylaté ja suunnitella se johonkin
toiseen kohtaan. Yleensa koetinsuunnittelussa kaytetdan kohde-DNA:na useasta
sekvenssistda muodostettua linjausta, riippuen halutaanko koettimen toimivan laji-
tai ryhmatasolla. Riittdvén yksil6llisten sekvenssipatkien I6ytaminen voi kuitenkin
olla hankalaa, kun halutaan suunnitella koettimia lahisukua oleville lajeille. (Busti
ym. 2002.)
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KUVIO 2. Esimerkki koettimien suunnittelusta ja D-koettimen 3’ pdédssa olevasta

erottelevasta nukleotidista (Busti ym. 2002)

LDR-koettimien toiminta perustuu taydelliseen sekvenssien vastaavuuteen etenkin
D-koettimen (kuviossa 3 probe 1) 3’-pdé&n viimeisessa nukleotidissa. D-koettimen
5’-padssé on fluoresoiva leima ja C-koettimen (kuviossa 3 probe 2) paéssa on zip-

koodi. Kun kohde-DNA:ssa on taydellinen sekvenssien vastaavuus, D- ja C-



koetin ligoituvat eli yhdistyvat ligaatioreaktion avulla toisiinsa. Kun ligaatio-
olosuhteita toistetaan ja k&ytetddn hyvin lammon kestavéa entsyymié, saadaan
ligoitunutta koetinta moninkertainen maaré kohde-DNA:han nahden. Ligaation
jalkeen saatu tuote hybridisoidaan sirulle zip-koettimien avulla, jolloin ligoituneet
koettimet havaitaan fluoresoivan leiman avulla. Jokaisessa sirulla olevassa koh-
dassa (spot) on oma zip-koodi, jonka avulla koettimet tunnistetaan toisistaan. Li-
séksi hybridisaatiossa kaytetdan kontrollikoetinta, jonka avulla arvioidaan sirun
sekd hybridisaation onnistumisen laatua. Kontrollikoettimessa oleva leima havai-
taan eri aallonpituudella, jolloin ne erotetaan templaatin signaalista. (Hultman ym.
2008.)
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Detection Hybridisation

KUVIO 3. Kuvaus LDR-tekniikan toimintaperiaattesta (Hultman ym. 2008)

2.2 MIP (Molecular Inversion Probe)-tekniikka ja universaalit DNA-sirut

MIP-tekniikassa kaytettavia koettimia kutsutaan nimellda MIP (Molecular Inversi-
on Probe) tai ”Padlock Probe”. MIP-koettimet eroavat LDR-koettimista siten, etta
koettimien valiin on jatetty yhden emaksen aukko koettimien yhdistyessa kohde-
DNA:han ("H1 ja H2” kuviossa 4, kohdassa A). ”Padlock Probe”-koettimissa
tallaista aukkoa ei kaytetd. MIP-tekniikassa tdmé aukko téytetdén puuttuvalla nu-
keotidilla ennen ligaatiota. Liséksi koettimiin on lisatty zip-koodi (”Barcode” ku-
viossa 4, kohdassa A) ja PCR-alukkeiden ("U2 ja U1” kuviossa 4, kohdassa A)



sekvenssit, joiden valiin on lisatty restriktioentsyymin katkaisukohta (”R” kuvios-
sa 4, kohdassa A). Zip-koodien avulla koettimet tunnistetaan universaalilta DNA-
sirulta. Menetelmadssé koetin on ensin lineaarinen, jolloin kohde-DNA:n kanssa
komplementaariset sekvenssit (H1 ja H2) ovat koettimen péissa (kuvio 4, kohta
A). Kun koetin ligoituu kohde-DNA:n kanssa, koettimen valiin jaavé aukko tayte-
taan G-nukleotidilla ja koettimesta muodostuu sirkulaarinen yksijuosteinen DNA
(kuvio 4, kohta B). Taman jalkeen restriktioentsyymi katkaisee muodostuneen
sirkulaarisen juosteen (kuvio 4, kohdat C ja D), minka jalkeen koetin on lineaari-
nen ja “kadnnetty” (inverted), ja sen péisséd on PCR-alukkeiden kiinnittymispaikat
(U1 ja U2), joista PCR-reaktio voi alkaa (kuvio 4, kohta E). Alukkeista toinen
(kuviossa 4 U2) on leimattu, ja sen avulla monistettu ligaatiotuote voidaan lopulta
havaita sirulta. Ligoituneet koettimet voidaan tunnistaa zip-koodien avulla myds
sekvensoimalla, mutta suurien ndyteméarien kanssa hybridisaatio sirulle on te-

hokkaampi menetelmd. (Akhras ym. 2007.)

g : Bancooe @ [ EURE

o
.‘A

/] ‘Qy/
AL o)

KUVIO 4. Kuvaus MIP-koettimien ja PCR:n avulla tehdysta ligaatio reaktiosta
(Akhras ym. 2007)



10

2.3 LDR-sirujen soveltuminen ymparistotutkimukseen

LDR-siruja on kaytetty tunnistamaan eri bakteeriyhteisoja luokkatasolla (Busti
ym.2002) seka lajitasolla sienid kompostinaytteistd (Hultman ym. 2008) (taulukko
1). Lisaksi LDR-tekniikkaa on kaytetty syanobakteerien tunnistamiseen sukutasol-
la (Castiglioni ym. 2004) ja hepanotoksiinia tuottavien syanobakteerien tunnista-
miseen mikrokystiinin (mcyE) ja nodulariinin synteesiin osallistuvien geenien
(ndaF) avulla (Rantala 2008).

LDR-tekniikan on havaittu olevan erittain herkka menetelma havaitsemaan sek-
vensseissa jopa yhden nukleotidin eroja. Tdman takia tekniikka sopii erittdin hy-
vin lajitason mikrobien tunnistamiseen, koska silla tasolla DNA-sekvenssit eroa-
vat hyvin véhan toisistaan ja riittavan yksilollisid sekvensseja on vaikea 1oytaa,

jopa LDR-koettimille. (Busti ym. 2002.) Zip-koodien ansiosta samoja siruja voi-
daan kayttaa eri koettimien kanssa yhtenevissa hybridisaatio-olosuhteissa (Hult-

man ym. 2008).

Akhras ym. (2007) ovat saaneet MIP-tekniikalla havaitsemisrajaksi 100 fg puh-
dasta plasmidia ja 100 pg plasmidia (0,01 fmol plasmidia n. 8000 bp), kun muka-
na on 200 ng tausta-DNA:ta. Hultman ym. (2008) ovat maarittdneet LDR-
sirutekniikalla havaitsemisrajaksi 0,1 fmol, kun mukana on ollut 100 ng tausta-
DNA:ta. Tulos vastaa 0,04 %:n herkkyyttd, kun taas oligonukleotidisirujen ylei-
nen herkkyystaso on noin 1 %:n tasolla (Hultman ym 2008). Castiglionin ym.
(2004) tutkimuksessa LDR-sirun havaitsemisrajaksi saatiin 1 fmol monistettua
templaatti DNA:ta. Menetelm&é (MIP-tekniikka), jossa kéytetdan hyvaksi ligaa-
tiotuotteen monistamista PCR:n avulla, voidaan siis pitaa jonkin verran herkem-

pénd varrattuna ligaatiotuotteen hybridisoimista suoraan universaalille sirulle.

Hultman ym. (2008) testasivat 14 koetinta, jotka oli suunniteltu sienten ITS (in-
ternal transcribed spacer) -alueelle. Néista koettimista kolme todettiin toimimat-
tomiksi ja yksi antoi erittdin heikon signaalin vaaran templaatin kanssa. Koettimia
voitiin siis pitéa erittain spesifisind. Castglioni ym. (2004) testasivat 19 eri syano-
bakteeriryhmille spesifia koetinta 95 syanobakteerinéytteelld ja kaikki koettimet
toimivat odotetusti. Akhras ym. (2007) testasivat 24 MIP-koetinta, joista kaikki
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toimivat oman kohde-DNA:n kanssa ilman v&aria signaaleja. Hultman ym. (2008)
testasivat koettimia myds ymparistonaytteilla. Kun templaattina kaytettiin 10 ng
eristettyd genomista DNA:ta, ainoastaan kolme kymmenesté néytteesta todettiin
toimivan. Kun genomisesta DNA:sta ensin monistettiin ITS-aluetta, jota sitten
kaytettiin templaattina, saatiin tulokset kaikista ndytteistd. Rajoituksena menetel-
massa on, ettd DNA:n monistamisen takia sirutuloksia ei voida kayttaa templaatin
maarén arvioimiseen naytteessa. Hultman ym. (2008) tutkivat LDR-
sirumenetelmén rinnalla ymparistonaytteet geenikirjasto-menetelmélla ja tulokset
olivat suurimmaksi osaksi verratavissa. Muutaman ndytteen kohdalla vain toinen

menetelmista havaitsi joitakin lajeja.

LDR-sirutekniikassa kaytettavien universaalien DNA-sirujen hyétyné on, etta
kaikille koetinpareille sopivat samat siruhybridisaatio-olosuhteet, koska ne maa-
raytyvét zip-koodien perusteella, ja uusien koettimien lisdédminen sirulle on yksin-
kertaista. Perinteisissa oligonukleotidisiruissa on hankaluutena usein suunnitella
suuri maaré koettimia, joille kaikille sopivat samat hybridisaatio-olosuhteet. Kui-
tenkin haittana siruissa on, etta niissa on yksi tyovaihe (ligaatio) enemmén hybri-
disaation lisdksi. MIP-tekniikassa on viela enemmaén tydvaiheita hybridisaation
lisaksi. (Castiglioni ym. 2004.)
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3 TESTAUKSESSA KAYTETYN TEKNIIKAN YLEISKUVAUS

Tutkimuksessa kdytetty menetelma on sovellettu ymparistomikrobiologiaan-
Biotekniikan Instituutissa (Helsingin yliopisto) ja siina yhdistyvat LDR- ja MIP—
sovellukset. Tutkimuksessa kéytetyn tekniikan eri vaiheet on esitetty jarjestykses-

sd kuviossa 5.

Koettimien yhdistaminen (luku 3.1)
- Kaksi lyhyttd palaa, joiden syntetisoiminen on hel-
pompaa ja halvempaa, yhdistetaan yhdeksi pitkaksi

Ligaatio (luku 3.2)

- Koetin yhdistyy itsensa kanssa tunnistaes-
saan (hybridisoituessaan) templaatti-DNA:n
- Koettimesta muodostuu sirkulaarinen DNA

A 4
Eksonukleaasi | —kasittely (luku 3.2)

- Reaktiosta pilkotaan ligaatoitumattomat
koettimet pois

PCR (luku 3.2)
- Ligaatoitunutta koetinta monistetaan
- Flueresoiva leima kiinnittyy samalla PCR-

tuotteeseen
A 4 A 4
Agaroosigelielektroforeesi Lambda Eksonukleaasi — kasittely
(luku 3.3) »| (luku 3.3)
- Halpa tapa tarkastaa saatu PCR- - PCR-tuote puretaan yksijuosteiseksi
tuote

A 4

Hybridisaatio ja sirun skannaus
(luku 3.3)

- Ligaatoituneet koettimet tunniste-
taan

KUVIO 5. Tutkimuksessa kaytetyn tekniikan yleiskuvaus
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3.1 Koettimien yhdistdminen

Testattavista koettimista 73 oli suunniteltu bakteereille ja 14 arkeille. Arkkikoet-
timien tunnuksena kaytettiin numeroinnin lisaksi kirjainta A ja bakteerikoettimien
B. Koettimista 43 oli suunniteltu lajitasolle, 39 sukutasolle, 4 heimotasolle ja yksi
lahkotasolle. Koettimien suunnittelussa oli kdytetty jarvisedimenttindytteisté saa-
tua sekvensointiaineistoa. Koettimet ja niiden sekvenssit sek& biologinen alkupera
on esitetty liittessa 1. (Halttunen 2010.)

Testauksessa kaytetty synteettinen DNA oli yksijuosteista ja noin 50 eméksen
pituista DNA:ta, joka oli suunniteltu vastaamaan koettimien emasjarjestysta.
Koettimet oli syntetisoitu kahdessa noin 60 eméksen osassa, jotta niiden laatu
saatiin pysymaan riittdvan hyvéana. Erikseen syntetisoidut osat yhdistettiin, jolloin

saatiin 115-125 emaésta pitkié ja yksijuosteisia koettimia.

Koettimet muodostuvat C- ja D-osista (kuvio 6). C-koetin, ZIP ja D-koetin ovat
spesifit jokaiselle koettimelle. C- ja D- osat on suunniteltu vastaamaan kohde-
DNA:ta. Zip-koodin avulla koetin Kiinnittyy oikeaan kohtaan (spot) universaalilla
LDR-sirulla. RP- ja UP-alukkeiden kiinnittymispaikat ovat samanlaiset kaikissa
koettimissa. RP- ja UP-alukkeet on suunniteltu niin, etta ne eivét vastaisi kohde-
DNA:n sekvenssejd, jotta PCR:ssd ei monistuisi mitdan ylimaaraista. Koettimet ja
syntettinen DNA tilattiin Bioneerilta (Etel&d-Korea). Koettimet yhdistetadn RP-
alukkeen ja T4 ligaasi-entsyymin avulla. T4 ligaasi-entsyymi muodostaa osien 3’

ja 5’ pdiden vilille fosfodiesterisidoksen, jolloin osat kiinnittyvét toisiinsa.

Akhras ym. (2007) esittelivat tekniikan, jolla kaksi lyhytta koetinpalaa yhdistetdan
yhdeksi pitkaksi patkéksi. Heidan kayttamansé tekniikka eroaa t&ssé tydssa kayte-
tysta siten, ettd he lisésivat yhdistymisreaktioon myds C- ja T-nukleotideja seka
polymeraasia, jotta mahdollinen osien valiin jadva aukko taydentyisi, mikali nii-
den syntetisointi ei olisi onnistunut taydellisesti osien péissa. Akhras ym. (2007)
testasivat yhdistdamismenetelmaa ja saivat parhaan lopputuloksen, kun koettimen
molempia osia ja RP-aluketta kdytettiin saman verran seka reaktioon liséttiin nuk-

leotideja ja polymeraasia.
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5 — 3 C-Common(osal) D — discriminating (osa2)

KUVIO 6. Koettimen osat ennen yhdistdmista

3.2 Ligaatiosta PCR-monistukseen

Ligaatiossa koettimet yhdistyvat kohde-DNA:n kanssa (kuvio 7). Koettimen pais-
sé olevat C- ja D-osat yhdistyvat templaattiin, jolloin koetin ligoituu sirkulaari-
seksi. Anneling-lampétilaa ja -aikaa muuttamalla saadaan ligaatio-olosuhteita
séadeltya tiukemmiksi tai sallivimmiksi. Mita korkeampi on annealing lampatila,
sité spesifisemmin koettimet ligoituvat. L&mp0otila pyritddn saatdmaan niin, etté
ligaatiotuotetta saadaan mahdollisimman paljon ilman, etta spesifisyys karsii.

Ligaation jalkeen Eksonukleaasi I-entsyymi tuhoaa reaktiosta kaikki ligoitumat-
tomat koettimet. Koska Eksonukleaasi-entsyymi pilkkoo yksijuosteista DNA:ta 3’
pédstd 5° pddhédn, se ei pysty pilkkomaan sirkulaarista DNA:ta, jossa ei ole vapaa-

ta 3°-OH pééata. (Thermo Fisher Scientific Inc 2010.)

Eksonukleaasi | -kasittelyn jalkeen ligoitunutta koetinta monistetaan PCR:n avul-
la, jotta mahdollisimman pieni maaré kohde-DNA:ta voitaisiin havaita sirulla.
Menetelméssa kéytetyssa PCR:ssd templaatti-DNA on sirkulaarista ja kdytetyt
alukkeet ovat leimattuja (kuvio 7). RP-alukkeen 5’ paéssa on fosfaattileima ja UP-
alukkeen 5” padssa Cy3-leima. Fosfaattileiman avulla PCR:ss& kopioituneet kak-
soisjuosteet saadaan purettua yksijuosteisiksi ennen sirulle hybridisaatiota ja Cy3-
leiman avulla hybridisoituneet PCR-tuotteet havaitaan sirulta. Templaatin sirku-

laarisuuden ja alukkeiden leimojen takia DN- polymeraasin toiminta hankaloituu.

PCR:n ensimmaiselld kierroksella RP-P aluke kiinnittyy sirkulaariseen templaat-
tiin ja muodostaa alkuperdiselle juosteelle kopion eli komplementaarisen juosteen
(kuvio 7). Toisesta kierroksesta alkaen myods UP-Cy3-aluke kiinnittyy komple-



mentaariseen juosteeseen, mistd eteenpéin alkaa muodostua lineaarista ja kaksi-

juosteista DNA palaa (kuvio 7).
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Ligaatio @

templaatti-DNA Koetin, 1-juosteinen

Tag-ligaasi entsyymi liittdd yhteen

PCR ensimméinen
kierros

RP-P alukkeet

Denaturaatio 98C, jolloin
kaksoisjuosteet aukeavat

kiinnittyvat

‘ Komplementaarinen juoste ‘

PCR toinen

- kierros @
P-leima $

e

UP-Cy3-
leima

B ¢ [ cean —.

‘ Alkuperdinen juoste

KUVIO 7. Ligaation ja PCR:n vaiheet

PCR:ssa kopioituvat ainoastaan ligoituneet koettimet, koska alukkeet eivat kykene

monistamaan ligoitumattomia. Kun RP-P aluke kiinnittyy ligoitumattomaan koet-

timeen, alkaa DNA-polymeraasi rakentaa komplementaarista juostetta UP-Cy3-

alukkeen kiinnittymiskohdasta vastakkaiseen suuntaan. Tall6in muodostuva juoste

el pysty monistumaan enaa toisella kierroksella, koska siiné ei ole UP-Cy3-

alukkeelle kiinnittymispaikkaa (kuvio 8).
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KUVIO 8. Ligoitumattoman koettimen PCR

3.3 PCR-tuotteiden tarkastaminen

PCR:n jalkeen tulos voidaan tarkastaa kahdella tavalla: agaroosigeelielektroforee-
silla tai hybridisoimalla sirulle. Agaroosigeelielektroforeesilla ndhdéan ainoas-
taan, toimiiko koetin vai ei kdytettyyn templaattiin. Menetelma soveltuu hyvin,
jos kdytetddn jokaisessa reaktiossa yhta koetinta ja yhtd templaattia. Tdman lisaksi
PCR-tuote voidaan tarkistaa agaroosigeelin avulla ennen sirulle hybridisaatiota,
kun halutaan tarkastaa saadun tuotteen puhtaus ja mééara silmamaaraisesti, jotta

sirulle ei turhaan hybridisoida epdonnistunutta tuotetta.

Ennen sirulle hybridisaatiota Lambda Eksonukleaasi -entsyymin avulla kaksijuos-
teiset PCR-tuotteet puretaan yksijuosteisiksi, jotta komplementaarinen juoste ei
turhaan Kilpailisi sirulla hybridisoituvan juosteen kanssa. Lambda Eksonukleaasi
-entsyymi poistaa kaksijuosteista DNA:sta fosforyloidun juosteen. Tésté syysta
toisessa PCR-alukkeessa kdytetaan fosfaatti-leimaa. Kasittelyn jélkeen saatu tuote
voidaan suoraan hybridisoida sirulle. Ennen hybridisaatioliuoksen pipetoimista
lasille se denaturoidaan, jotta yksijuosteiset keskenaan hybridisoituneet DNA-

patkat avautuisivat.

Kéytetyt LDR-sirut olivat Arrayitiltd (CA, USA), jossa ne myos printattiin. Tar-
vittavat zip-oligot tilattiin Bioneerilta (Eteld-Korea), josta ne toimitettiin Arrayitil-
le printattavaksi siruille. Kaytetyt sirut olivat lasia, ja niissa oli 16 subarrayta eli
kesken&an identtisté alasirua, joille jokaiselle voitiin hybridisoida yksi ndyte. Yh-
delle sirulle mahtui siis 16 naytetta. Katkoviivalla merkityt subarrayt eivét todelli-
suudessa erottuneet silmalla taysin kirkkaasta lasista (kuvio 9). Kaytettyjen lasien
laatu oli erittdin hyva. Jokaista koetinta vastasi kolme kohtaa eli spottia, joten yh-

teensd yhdessa subarrayssa oli 261 spottia ja koko sirussa 4176.
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KUVIO 9. Kaaviokuva kaytetyista universaaleista LDR-laseista

Hybridisaatio tapahtuu yleensa puskuriliuoksessa, jossa on suoloja natriumsitraa-
tin (SSC) muodossa, puhdistusainetta, kuten natriumdodekyylisulfaattia (SDS) ja
taustana epaspesifia DNA:ta. Hybridisaatiolampdtila on 10-15 °C alhaisempi kuin
hybridisoitavien DNA-sekvenssien sulamislampétila. Hybridisoitavaa liuosta voi-
daan pipetoida sirulle 20 ul:sta alkaen jopa millilitroihin. Lasin paalla ké&ytetaan
kammioita, teippié tai molempia, jotta liuoksen lampétila pysyy vakiona eika lasi
paase kuivumaan. Hybridisaatioaika voi vaihdella parista tunnista yon yli inku-
bointiin. (Wong 2005, 20-21.)
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4 MATERIAALIT JA MENETELMAT

4.1 Testijarjestelyt

Testauksen kohteena oli 87 koetinta, joiden toimivuus ja spesifisyys haluttiin sel-
vittdd. Toimivuutta testattiin agaroosigeelielektroforeesin avulla ja spesifisyytta
sirutesteilla. Agaroosigeelielektroforeesin avulla oli tarkoitus selvittad, toimiiko
koetin vastaavan synteettisen DNA:n kanssa vai el, jolloin kaikki varmasti toimi-
mattomat koettimet olisi voitu jattaa sirutestauksen ulkopuolelle ajan ja rahan

saastamiseksi.

Kuviosta 10 selviadd kaytetty testijarjestely. Agaroosigeelielektroforeesi menetel-
malla testattaessa jokaiseen ligaatioreaktioon laitettiin yhta koetinta ja sitd vastaa-
vaa synteettistda DNA:ta. Koska agaroosigeeliltd saatava tulos kertoo ainoastaan
toimiko koetin vai ei, yhteen reaktioon ei kannata yhdistaa useampaa koetinta,
koska silloin ei voida tietdd, mika koettimista toimii kyseessd olevan templaatin
kanssa. LDR-siruille tehtavissa testeissa yhteen ligaatioreaktioon laitettiin kaikKki
87 koetinta seka yhté synteettistd DNA:ta, jotta saatiin selville, kuinka spesifisesti

koettimet toimivat.
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[ Templaatti DNA ]

TULOKSET: TULOKSET:
Toimii hyvin/ heikosti/ei Toimii hyvin/ heikosti/ei
ollenkaan ollenkaan + spesifisyys

KUVIO 10. Testijarjestely

Agaroosigeelitestauksessa koettimet testattiin kuudessa erassa:

Al-Al4

B1-B9 + B18-B25
B26-B41
B42-B61
B62-B81
B10-B17.

2 A

Siruvaiheessa testattiin 32 templaattia kerrallaan yhteensa kolmessa eréssa, joista

jokaisessa hybridisoitiin kaksi sirua (lasia). Erat olivat

1. Al-Al4 + B1-B19 (30.9.)
2. B20-B55 (8.10.)
3. B56-B81 (13.10.).

Liséksi kolmannessa erédssa uusittiin muutama aiemmin testattu koetin (B20-B26

ja A1-A2) rinnakkaistesting tulosten varmistamiseksi.
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4.2  Koettimien yhdistdminen

Jokainen koetin yhdistettiin omassa reaktiossa. Yhdistymisreaktiot tehtiin 20 pl:n
tilavuudessa, johon laitettiin 2 pl 10 x T4 puskuria, 2 pul 100 uM RP-aluketta
(Oligomer), 2 ul 100 uM koetinta osal (Bioneer), 2 ul 100 uM koetinta osa 2
(Bioneer) ja 11 ul vettd. Ennen entsyymin lisd&mista reaktioita inkuboitiin 95
°C:ssa 1 minuutti, minka jalkeen lampdtilan annettiin laskea hitaasti 0,1 °C/s 15
°C:seen. Téassé annealing-reaktiossa RP-aluke yhdistyi osien 1 ja 2 vastaavan RP-
alukkeen kiinnittymiskohdan paalle. Taman jalkeen lisattiin T4 DNA ligaasia
(Fermentas) 1 ul (5 U), minka jalkeen ligaatio-ohjelman (25 °C 15 min ja 65 °C
10 min) aikana entsyymi Kkiinnitti osat yhteen. Koettimien oletettiin yhdistyvén
100-prosenttisesti oikein, jolloin saadussa yhdistymisreaktiossa oli yhdistynytta
koetinta 10 pmol/ul. Sirutestausta varten koettimet yhdistettiin uudelleen (8.9.),
koska yksijuosteista koetinta oli sulatettu pakastimesta useaan kertaan, jolloin oli
syyté epailla koettimien pitoisuuden alentuneen.

4.2.1 Ligaatiot

Agaroosigeelielektroreesi- ja sirutestauksessa oli kdytdssa sama reaktioseos, mutta
eri ligaatio-ohjelmat. Ligaatioreaktiot tehtiin 20 ul:n tilavuudessa, johon tuli 2 pl
10 x Taqg DNA ligaasi puskuria, 1 ul 600 mM TMAC (tetrametyyliammoniumklo-
ridi), 1 pl 110 ng/ul Herrings DNA:ta (Sigma), 1 ul (6 U) Tag DNA-ligaasia
(NEB), 1-3 ul koetinta a 250 fmol, 1 ul synteettistda DNA templaattia ja loput vet-
t4. Agaroosigeelielektroforeesitesteissé synteettista DNA templaattia kéytettiin
100 fmol ja sirutesteissd 10 fmol. Olosuhdetesteissd myds koettimien maaraé
vaihdeltiin 10 pmol:sta 250 fmol:iin, mista tultiin siihen tulokseen, ettd 250
fmol/koetin on riittdvd maara reaktiossa. Suuremmalla koetinmé&arélla saatiin

my®s ennemman taustan epapuhtautta agaroosikuvissa.

Sirutestauksessa reaktiot ensin denaturoitiin 94 °C:ssa 2 minuuttia, ennen entsyy-

min lisddmistd, jotta alhaisissa lampdtiloissa ei muodostuisi epaspesifeja ligaa-
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tiotuotteita. Entsyymin lisddmisen jalkeen reaktiot laitettiin suoraan 94 °C lampo-

tilaan. Taulukossa 2 on esitetty kaytetyt ligaatio-ohjelmat.

TAULUKKO 2. Kéaytetyt ligaatio ohjelmat

Agaroosigeelielektroforeesi Siru
Vaihe Lampdtila Inkubointi Lampdtila Inkubointi
1 94 °C 2 min 94 °C 2 min
2 94 °C 30s 94 °C 30s
3 60 °C 15 min 74 °C 4 min
4 Paluu kohtaan 2, 5 kertaa Paluu kohtaan 2, 19 kertaa
5 4 °C ikuisesti 4 °C ikuisesti

Olosuhdetesteissa agaroosieelielektroforeesimenetelmélla kokeiltiin annealing-
lampotiloja 55 ja 65 °C:n valilla. Sirutestauksessa lampdétilaa nostettiin aina 74
°C:seen asti, jotta koettimet saatiin toimimaan spesifisemmin ja vaarat osumat
minimoitua. Annealing aikaa vaihdeltiin 4 ja 15 minuutin valilla siten, etté pi-
demman ajan kanssa kaytettiin vahemman sykleja, joita kokeiltiin 6 ja 40 vélilla.

4.2.2 Eksonukleaasi I-entsyymi -késittely

Ligaation jalkeen jokaiseen reaktioon lisattiin 1 ul (20 U) Eksonukleaasi I -
entsyymié (Fermentas), jonka jélkeen reaktioita inkuboitiin 37 °C:ssa 20 minuut-
tia ja 80 °C:ssa 15 minuuttia entsyymin inaktivoimiseksi. Reaktio toistettiin aina

samalla tavalla.

4.2.3 PCR (Polymerase Chain Reaction)

Agaroosigeelielektroforeesitesteissa kaytettiin Kapa Hifi HotStart DNA-
polymeraasia (KapaBioSystems) ja sirutesteissa Pag5000 Hotstart DNA-
polymeraasia (Stratagene), jonka oli todettu toimivan tehokkaammin sirkulaarisen
templaatin ja leimattujen alukkeiden kanssa (Ritari 2010). PCR-reaktiot tehtiin 30
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pl:n tilavuudessa. Reaktioon tuli entsyymin mukaisesti 5 tai 10 x puskuria 3 tai 6
ul, 0,625 pl 10 mM dNTPmix (Kapa Hifi ja Finnzymes), 1,5 ul 10 uM UP-Cy3-
aluketta (Oligomer), 1,5 ul 10 uM RP-P-aluketta (Oligomer), 1 ul (1 U) Kapa Hifi
HotStart DNA-polymeraasia tai 0,5 ul (2,5 U) Pag5000 Hotstart DNA-
polymeraasia, 9 ul ligaatioreaktiota ja loput vettd. Taulukossa 3 on esitetty kéyte-

tyt PCR-ohjelmat agaroosigeelielektroforeesi- ja sirutesteissa.

TAULUKKO 3. Kaytetyt PCR-ohjelmat

Agaroosigeelielektroforeesi Siru
Vaihe Lampatila Inkubointi Lampdtila Inkubointi
1 95°C 3 min 95°C 3 min
2 98 °C 20s 98 °C 20s
3 54 °C 10s 58 °C 10s
4 72 °C 4s 72 °C 4s
5 Paluu kohtaan 2, 34 kertaa Paluu kohtaan 2, 19 kertaa
6 4 °C ikuisesti 4 °C ikuisesti

Olosuhdetestauksessa annealing lampétilaa vaihdeltiin 52 ja 60 °C:n vélilla. Myos
anneling- ja ekstensioaikoja lyhennettiin, mutta niiden ei todettu vaikuttavan tu-
lokseen. Useammilla sykleilla saatiin myds huomattavasti enemman taustahairio-

té, joten lopulta paadyttiin 20 syklin ohjelmaan (luku 5.2).

4.2.4 Agaroosigeelielektroforeesi

PCR-tuotteet ajettiin 2,5-prosenttiselle agaroosigeelille & 100 V ja 70 minuuttia.
Myaos 2-prosenttista geelid kokeiltiin ja 60 min ajoaikaa, mutta bédndien selkedm-
mén erottumisen takia valittiin pidempi aika ja tihedmpi geeli. Kaivoihin pipetoi-
tiin maksimimaara 30 ul PCR-tuotetta, jotta geelille saatiin mahdollisimman pal-
jon PCR-tuotetta béndien selkeyttdmiseksi, ja 6 pl geelivérié (6 x loading dye).
Molekyylikokostandardina kaytettiin 1 ul 50 bp GeneRuler DNA ladderia (Fer-

mentas). Varjadvana aineena geelilld k&ytettiin etidium bromidia.



23

4.2.5 Lambda Eksonukleaasi -kasittely

Lambda Eksonukleaasi -kasittely tehtiin aina heti ennen hybridisaatiota, koska

pieni maara yksijuosteista DNA:ta ei sdily kovin pitkaan. Jokaiseen reaktioon lai-
tettiin Lambda Eksonukleaasi-entsyymia (Fermentas) 0,2 ul (2 U) sekd 1 pul 10 x
puskuria. Reaktioita inkuboitiin 37 °C:een lampdtilassa 15 minuuttia, jonka aika-

na entsyymi toimi, ja 75 °C:ssa 10 minuuttia entsyymin inaktivoimiseksi.

4.2.6 Hybridisaatio ja sirun skannaus

Ennen hybridisaatiota sirut prehybridisoitiin 42 °C:ssa vesihauteessa 50 ml:n fal-
con-putkissa prehybridisaatioliuoksessa, joka oli 6 x SSC:ta seka 0,5 x SDS:aa.
Siruja prehybridisoitiin 30—45 minuuttia, minka jalkeen ne pestiin 3 X 5 minuuttia
MQ-vedessa ravistelijassa 150 rpm huoneenldammaossa. Pesujen jalkeen sirut kui-
vattiin poytésentrifuugissa. Sirut pidettiin aina DNA-puoli ylgspain, jotta pinta ei
naarmuuntuisi. Kuivauksen jélkeen sirut asetettiin hybridisaatiokammioon (kuvio
11).

KUVIO 11. Hybrisaatiokammio (Arrayit Corporation 2010)

Hybridisaatioliuosta tehtiin 60 pl jokaiseen reaktioon, johon laitettiin 30 pl (kaik-
ki) PCR-tuotetta, 15 pl 20 x SSC:t§, 2 ul (11mg/ml) Herrings DNA:ta, 1 ul kont-
rollikoetinta ja loput vettd. Ennen kontrollikoettimen lisddmista reaktiot denaturoi-
tiin inkuboimalla niita 94 °C:ssa 2 minuuttia, minké jalkeen ne siirrettiin suoraan

jaille. Kontrollikoettimen lisddmisen jalkeen hybridisaatioliuokset pipetoitiin si-
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rulle kammioihin. Kammiot peitettiin teipilla kuivumisen estamiseksi. Siruja in-
kuboitiin 53-54 °C:ssa 2 tuntia. Inkuboinnin jalkeen kammioista poistettiin teipit,
ja sirut huuhdeltiin ensin pipetoimalla kammioihin 100 ul pesuliuosta, joka oli 0,1
x SSC:td ja 0,1 % SDS:&4. Huuhtelun jalkeen sirut poistettiin kammioista ja pes-
tiin 3 x 15 minuuttia pesuliuoksessa seké 3 x 5 minuuttia MQ-vedessa. Kaikki
pesut tapahtuivat ravistelijassa 150 rpm huoneenlampdtilassa. Pesujen jalkeen
sirut kuivattiin jalleen poytasentrifuugissa. Sirut skannattiin GenePix Autoloader
4200A -laitteella kayttden GenePix6.1-tietokoneohjelmaa. Skannauksessa kaytetyt
aallonpituudet olivat néytteille 532 ja kontrollikoettimelle 488.
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5 TULOKSET JA NIIDEN ARVIONTI

5.1 Koettimien testaaminen LDR-sirulla

Sirutestaus suoritettiin kolmessa erdssé siten, ettd templaatit jaettiin kolmeen
osaan ja ne testattiin eri kerroilla (30.9., 8.10. ja 13.10.). Vaikka kaikki testausker-
rat tehtiin samalla tavalla, niiden valill& oli havaittavissa eroja signaalien intensi-

teeteissé (taulukko 7, luku 5.3). Kaikkien koettimien tulokset ovat liittessa 2.

Sirutestauksessa tuloksia arvioitiin kolmella tavalla. Ensiksi arvioitiin koettimen
toimivuutta oman synteettisen DNA-templaatin kanssa asteikolla hyvé, heikko ja
ei toimi ollenkaan. T&ss& ensimmaisessa arvioinnissa ei otettu ollenkaan huomi-
oon koettimen spesifisyyttd. Hyviksi arvioitiin koettimet, joiden signaali oli yli
200, heikoiksi ne, joiden signaali oli alle 200, ja ei ollenkaan toimiviksi ne, joiden
signaali oli alle 50-100 tai ne eivét erottuneet riittdvan selkeasti taustan signaalis-
ta. Taman arvioinnin perusteella hyvia oli 67 %, heikkoja 13 % ja toimimattomia
18 %. Loput 2 % olivat rajatapauksia, joissa rinnakkaistestien tulokset antoivat
painvastaiset tulokset (B21 ja B24) (taulukko 7, luku 5.3).

Toiseksi arvioitiin koettimien spesifisyytta. Seitsemén koetinta todettiin kaytto-
kelvottomiksi, koska ne reagoivat hyvin tai heikosti vahintdan 10 vaaran templaa-
tin kanssa. Tallaisia koettimia olivat B3, B18, B34, B36, B37, A9 ja All, joista
B34, B37 ja A1l toimivat vain heikosti v&arien templaattien kanssa. Taulukossa 4
on esitetty epéspesifisesti toimivien koettimien osuudet. Koettimia, jotka toimivat
taysin spesifisesti tai vain heikosti yhden vééran templaatin kanssa, oli suurin osa
eli 71 %. Yhden vaaran templaatin kanssa hyvin tai maksimissaan kahden vaaran
templaatin kanssa heikosti toimivia koettimia oli 15 %, 6-9 vé&aran templaatin

kanssa reagoivia koettimia oli ainoastaan 1 %.
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TAULUKKO 4. Epaspesifisesti toimivien koettimien maarat ja osuudet

Véaarien templaattien maara | Koettimien maara | Koettimien %-osuus
0 tai 1 heikosti 62 71
1 hyvin tai 2 heikosti 13 15
2-5 4 5}
6-9 1 1
yli 10 7 8
Yhteensa 87 100

Kolmanneksi arvioitiin koettimien laatua kokonaisuudessaan, ottaen huomioon
koettimen toimivuuden oman templaatin kanssa, spesifisyyden ja koettimen anta-
man signaalin voimakkuuden véariin signaaleihin nahden. Toivottavaa siis oli,
ettd haluttu koetin antoi selvasti voimakkaimman signaalin verrattuna mahdolli-
siin epaspesifeihin signaaleihin. Koettimet arvioitiin asteikolla 1-5 (taulukko 5).
Koettimista erinomaisia oli 38 %, hyvié 22 %, heikkoja 18 %, epaspesifeja 8 % ja

toimimattomia 14 %.

TAULUKKO 5. Koettimien kokonaislaadun arviointiin kaytetty asteikko ja koet-

timien maarét seké %-osuudet

Maa- %-
ra/kpl | osuus

Arviointikriteerit

Erinomainen, toimii hyvin ja vahvasti vaariin signaa-
1 | leihin ndhden, on spesifi (0 v&&raa signaalia tai 1 heikos- 33 38

ti erottuva vaara signaali )

Hyva, toimii hyvin ja melko vahvasti vééariin signaalei-
2 | hin n&hden, on melko spesifi (1 hyvin erottuva vaara 19 22

signaali tai 2 heikosti erottuvaa)

Heikko, toimii heikosti tai heikosti vaéariin signaaleihin

néhden tai ei ole spesifi (yli 2 v&&raa signaalia)

4 | Toimii, mutta on epéaspesifi (yli 10 vaaraé signaalia) 7 8

5 | Toimimaton oman templaatti-DNA:n kanssa 12 14
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5.2 Esitestauksen tulokset

Ennen sirutestausta koettimien toimivuutta arvioitiin agaroosigeelielektroforeesi-
menetelmalla nakyvien bandien perusteella. Jos bandi nékyi kuvassa selkeasti,
arvioitiin koettimen toimivuus hyvaksi, jos bandi nakyi himmeasti tai hieman vééa-
réssd kohdassa, arvioitiin toimivuus heikoksi, ja jos bandi& ei havaittu ollenkaan,
arvioitiin koetin toimimattomaksi (kuvio 12). Haluttu bandi oli noin 120 eméaspa-
rin pituinen. Kuvissa nakyi myos selkeéasti halutun bandin moninkertoja. Testa-

tuista koettimista toimi hyvin 14 %, heikosti 38 % ja ei ollenkaan 48 %.

A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8
EED cmEy LA e SEE et -_—

Llble

—
-

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8
heikko | heikko | ei hyva heikko | hyvé heikko | heikko

KUVAIO 12. Esimerkkikuva agaroosigeelielektroforeesitestauksen tuloksista

Agaroosigeelitestaus tehtiin kuudessa erassa, joista A1-Al14 tuloksista saatiin
parhaimmat bandit nékyviin. Syyna saattoi olla se, ettd naita koettimia ei ollut
kaytetty juurikaan olosuhdetesteissé ja sulatettu pakastimesta aiemmin, jolloin

niiden laatu tai pitoisuus ei ollut todenné&kaisesti karsinyt.
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Menetelma ei saatu toimimaan riittdvan hyvin ja tarkasti. Bandit nékyivéat epé-
selvasti, ja kuvissa nakyi paljon taustaa. Agaroosigeelikuvien perusteella oli tar-
koitus valita koettimet sirutestaukseen eli jattad pois kaikki varmasti ei toimivat,
mutta ndin ei voitu menetelld tulosten ollessa epéluotettavia. Vasta sirutestaukses-
sa kokeiltiin pudottaa PCR:ssa syklejé 35:st& 20:een, jolloin agaroosigeelikuvissa
(kuvio 13) nakyi selke&t bandit eik& juuri laisinkaan taustahairiotd, jota 35 syklill&
nakyy huomattavan paljon, eivatkéd bandit myodskaan erotu selvasti (kuvio 14).
Liséksi testeissa kaytettiin eri entsyymeitd. Agaroosigeeliektroforeesitesteissa
kaytettiin Kapa Hifi HotStart DNA-polymeraasia (KapaBioSystems) ja sirutes-
teissa Pag5000 Hotstart DNA-polymeraasia (Stratagene), joka todennakdisesti
toimi huomattavasti tehokkaammin PCR:ssd. Kuvioiden 13 ja 14 testeissa on mo-

lemmissa kaytetty Pag5000 Hotstart DNA-polymeraasia.

LIGAATIO 68°C | LIGAATIO 70°C
B1 B56 neg. B1 B56 neg. PCR-nolla

PCR58°C, 10 s, 20 syklia

KUVIO 13. Olosuhdetesti sirutestausta varten: ligaatiossa annealing-lampétilat
68 °C ja 70 °C sekd PCR:ssa 58 °C ja anneling-aika 10 s, 20 syklia
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LIGAATIO 68°C LIGAATIO 70°C

B LABS6s Ned-iBdaBb6# neg:

PCR 58°C, 10 s, 35 syklia

KUVIO 14. Olosuhdetesti sirutestausta varten: ligaatiossa annealing lampaétilat
68 °C ja 70 °C seka PCR:ssd 58 °C ja anneling-aika 10 s, 35 syklia

5.3 Koettimien testaamisen haasteita

Agaroosigeelielektroforeesilla oli alun perin tarkoitus selvittdd, mitk& koettimet

voidaan jattaa pois sirutestauksesta. Tdma ei kuitenkaan onnistunut, koska ilmeni,

ettd agaroosigeelitestauksessa toimimattomiksi havaitut koettimet toimivatkin

sirutestauksessa ja toisin pdin (taulukko 6).

TAULUKKO 6. Agaroosigeelielektroforeesi- ja sirutestauksen tulosten vertailu

Koettimen laatu Agaroositestauksen | Sirutestauksen Y hteisten koetti-
mukaan méara/kpl | mukaan mééra/kpl | mien maaré

Hyva 12 58 11

Heikko 33 11 5

Ei toimi ollenkaan | 42 16 7
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Sirutestauksen haasteena oli 16yta4 sopivat olosuhteet, joissa koettimet toimisivat
riittdvan vahvalla signaalilla ja samalla mahdollisimman spesifisesti. Samat ligaa-
tio- ja PCR-olosuhteet, joita oli kaytetty agaroosigeelielektroforeesitesteissa, eivat
sopineetkaan suoraan sirutestaukseen, koska saaduissa tuloksissa oli liikaa epa-
spesifejé signaaleja, joita ei ollut voinut ennustaa tehtyjen agaroosigeelikokeiden
perusteella. Olosuhdetestaus aloitettiin kayttamalla 23 koetinta ja 0—4 templaattia
jokaisessa reaktiossa. Olosuhdetesteissa epaspesifeiksi koettimiksi osoittautuivat
koettimet B2, B20, B39, B44, Al ja A2, joista kuitenkaan yksiké&én ei varsinaisis-
sa testeissé osoittautunut erityisen epaspesifiksi. Ligaatioreaktion annealing-
lampotilaa nostettiin aina 74 °C:seen epaspesifien signaalien minimoimiseksi.
Kun varsinaisiin testeihin otettiin mukaan kaikki 87 koetinta, epaspesifeiksi "héi-
rik6iksi” osoittautuivatkin eri koettimet kuin olosuhdetestauksen perusteella olisi

voinut ennakoida.

Liséksi testauksessa saatiin hieman poikkeavia tuloksia samojen koettimien vélil-
I&, kun niiden testaus uusittiin samoilla olosuhteilla. Kolmannessa testauserassa
uusitut koettimet (B20-B26 ja A1-A2) antoivat hieman eridvia tuloksia (taulukko
7). Koettimet B21 ja B24 antoivat eri testauskerroilla painvastaiset tulokset. En-
simmaisell& kerralla B21 toimi hyvin ja B24 ei tominut ollenkaan, ja toisella tes-
tauskerralla tulokset olivat toisin péin. Kottimet B20, B22 ja B26 toimivat en-
simmaisessa testauksessa heikosti, mutta toisella testauskerralla niiden signaalit
olivat hyvat. Koettimet Al ja A2 toimivat erinomaisesti ensimmaisella testausker-
ralla (30.9.), jota voidaan muidenkin tulosten perusteella pitaa erittain hyvin on-
nistuneena. Toisella kerralla ne toimivat edelleen hyvin, mutta niiden signaalit
olivat huomattavasti pienemmat. Koettimen Al signaali heikkeni yli 90 % ja
A2:sen 40 %. Tuloksesta voidaan paatelld, ettd signaalien yleinen taso saattoi olla
heikompi 13.10. testauserassa kuin 30.9., vaikka olosuhteet seka reagenssien ja
templaatin mééréat olivat molemmilla kerroilla samat. My0s vaarét signaalit vaih-
telivat hieman eri testauskerroilla. Esimerkiksi koettimen B21 templaattiin reagoi
ensimmaisella testauskerralla koetin B51, jota ei havaittu toisella kerralla, jolloin

kuitenkin vaarén signaalin antoi koetin B79.
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TAULUKKO 7 Rinnakkaisista testauskerroista saadut tulokset koettimista B20—

B26 ja A1-A2
8.10 ja 30.9 Testaus 13.10 Testaus
Templaatti | Koettimen | Signaalin Véaarien Koettimen | Signaalin Véaarien
toimivuus intensi- signaalien toimivuus intensi- signaalien
teetti koettimet teetti koettimet
. . B36, B3(H) ja
B20 heikko 200 B36, B18 hyva 1500 AI(H)
B3(H), B36(H) ja ) B3(H), B18,
B21 ) B51(H) hyva 800 B36, B79(H)
. . B36, B3ja
B22 heikko 100 B36(H) ei - AI(H)
_ . B10(H), B29,
B23 €i - B36(H) el ) B42 ja A6
B24 hyvé 400 B36(H) - . B, B30
B25 hyvé 800 B3(H), B36 hyvé 400 B3, B36
. . B36, B3(H) ja
B26 heikko 80 B3(H), B36(H) hyva 800 AI(H)
. B36, B3(H) ja . _
Al (30.9) hyva 25 000 A9(H) hyva 2000 B3 ja B36
. . B36, B3 ja
A2 (30.9) hyvé 25000 B36 hyvé 15 000 AJ(H)

Olosuhdetestauksissa tulosten signaalien voimakkuudet olivat erittdin hyvia.

Viimeinen olosuhdetesti tehtiin 28.9., missa kéytettiin 23 koetinta ja kolmea eri

templaattia sekd yht& negatiivista ndytettd. Lampdotilaolosuhteet olivat samat, joita

kaytettiin varsinaisissa testeissa (katso taulukot 2 ja 3, luvut 4.2.1 ja 4.2.3) eli

ligaatiossa anneling-lampdtila 74 °C ja PCR:ssé anneling-lampétila 58 °C. Téssa

testissd saadut oikeiden koettimien signaalien voimakkuudet olivat 10 000

60 000. Koetin B65, joka varsinaisessa testauksessa antoi heikon signaalin (noin

100), antoi olosuhdetestissa erittéin vahvan signaalin (30 000). N&inp4 eri

kerroilla tehtyjen testien signaalit eivat vélttdmatta ole vertailtavissa. Kuitenkin on

selvad, ettd osa koettimista toimii voimakkaammin ja paremmin kuin toiset.
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5.4 Tulosten vertailu koettimien DNA-sekvensseihin

Epéspesifisesti toimivia koettimien DNA-sekvenssejé vertailtiin niihin, joiden
kanssa ne menivat sekaisin. Sekvenssien vertailu tehtiin linjaamalla ne ClustalW-
ohjelmalla. Koettimien B57, B58 ja B61 sekvenssien valilla 10ytyy silmamaaréi-
sesti jonkinlainen yhtenevyys, kun kaikkien muiden keskenaan epaspesifisesti
toimineiden koettimien valilla oli korkeintaan n. 50 % yhtenevyys. Kaikki kolme

koetinta on suunniteltu samaan heimoon (Polyangiaceae) kuuluville lajeille.

Halttunen (2010) on opinnéytetydssaan arvioinut suunnittelemiensa koettimien
laatua sen perusteella, kuinka monta osumaa niiden sekvensseilld on 16ytynyt se-
dimentin mikrobistoa kuvaavasta tietokannasta (sisaltaa 8 379 sekvenssid) ja
NCBI:n nr/nt-tietokannasta. Erinomaisia koettimia ovat ne, jotka vastaavat vain
yhtd sekvenssid sedimentin mikrobiston tietokannasta, hyvat vastaavat maksimis-
san kahta, kohtalaiset enint&an 4 ja huonot vastaavat oman sekvenssin liséksi jota-
Kin toista ymparistonaytteissd mukana ollutta lajia, jolloin ne todennékdisesti an-
tavat vaaran signaalin sirulla. Halttusen arvion mukana koettimista 52 on erin-

omaisia, 25 hyvid, 8 kohtalasia ja kaksi huonoja. (Halttunen 2010, 43.)

Tassa tydssa koettimia testattiin niitd vastaavilla synteettisilla DNA-templaateilla.
Koska koettimet oli suunniteltu siten, ett& niissa ei olisi keskindisté vastaavuutta,
teoriassa niiden ei pitéisi toimia toistensa DNA templaatteihin. Siitd syysta tassa
tyossa testauksen jalkeen koettimien laadun arviointi perustui eri kriteereihin kuin
Halttusen arviointi. Kun koettimia kéytetdadn ymparistonaytteiden analysoinnissa,
taytyy tuloksia tarkastellessa ottaa huomioon molemmat arvioinnit koettimien
laadusta. Esimerkiksi osa koettimista, jotka Halttunen (2010) on arvioinut kohta-
laisiksi (B39, B69 ja B73), on tdssa tydssa arvioitu erinomaisiksi. Ne voivat kui-
tenkin tuntemattomista ymparistonaytteista havaita maksimissaan kolme muuta
sedimentin mikrobilajia oman lajinsa liséksi, joten ne eivat toimi valttamatta tay-
sin spesifisesti. Sitd vaihtoehtoa ei tdssé tyossa kuitenkaan tutkittu k&ytannossa,
koska templaatteina ei ollut ndiden mahdollisesti vaaran signaalin aiheuttavien
lajien DNA:ta.
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Kun yhdistetéén tassa tyossa saatujen tulosten perusteella tehdyt arviot seka Halt-
tusen arvio koettimien hyvyydest4, saadaan kaikkein todennékdisimmin parhaiten
toimivat koettimet selville. Molempien arviointien mukaan erinomaisia on 19 ja
hyvia 29. Koetin arviotiin erinomaiseksi vain, jos se molempien arviointien mu-
kaan oli erinomainen. Hyvaksi arviotiin ne koettimet, jotka molemmat tai toinen
oli arvioinut hyvaksi. Koettimet, jotka olivat saaneet jotain muuta arvioksi jom-
malta kummalta, jatettiin pois arvioinnista, vaikka se olisikin toisen mukaan ollut

erinomainen.
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6 YHTEENVETO JA JOHTOPAATOKSET

Tutkimuksen tarkoituksena oli selvittdd aiemmin suunniteltujen 87 DNA-
koettimen toimivuus ja spesifisyys universaalilla LDR-sirulla kayttéden synteettistéa
DNA:ta templaattina. Tuloksia tarkasteltiin kahdella menetelmalla: agaroosigee-

lielektroforeesilla ja hybridisaatiolla LDR-sirulle.

LDR-sirulta saatujen tulosten perusteella koettimia arvioitiin kolmella tavalla.
Ensin arvioitiin niiden toimimista ja signaalin voimakkuutta oman templaatti
DNA:n kanssa, toiseksi arvioitiin koettimien spesifisyyttd ja kolmanneksi niiden
signaalin voimakkuutta verrattuna vééarien signaalien voimakkuuteen. N&iden
seikkojen perusteella koettimet luokiteltiin viiteen ryhméaan: erinomaiset, hyvat,
heikot, epaspesifit ja toimimattomat. Erinomaisia koettimia oli 33, hyvia 19, heik-

koja 16, epdspesifeja 7 ja toimimattomia 12.

Testatuista koettimista toimi erinomaisesti tai hyvin 52 eli 60 %. Tulosta voidaan
pitdd heikkona verrattuna kirjallisuudessa raportoituihin tuloksiin, joissa koetti-
mista on toiminut l&hes 100 % (Busti ym. 2002, Hultman ym. 2008, Castiglioni
ym. 2004, Akhras ym. 2007). Ndissa vertailututkimuksissa ei tosin ole kasitelty
sedimentin mikrobistoa ja koettimiakin on testattu huomattavasti vahemman
enimmilldén noin 20. Joten tassa tutkimuksessa saatiin kuitenkin hyvin toimivia
koettimia huomattavasti enemman. Liséksi 7 koetinta toimi epaspesifisesti eli an-
toi ainakin heikon signaalin vahintd&n 10 vaaran templaatin kanssa. Aikaisemmis-
sa tutkimuksissa pienemmilla koetinmaarilla on saatu huomattavasti spesifisempié
tuloksia. Consolandin ym. (2004) tekemien tutkimusten mukaan ainakin 54 eri-
laista koetinparia voidaan yhdist&é ilman, ettd se vaikuttaa menetelman tehokkuu-

teen (Castiglioni ym. 2004).

Menetelméssa oli useita tyovaiheita ja olosuhteiden optimointi oli melko ty6lasté
ja hankalaa. Koettimien epdaspesifisyys tai heikot signaalit saattoivat myds johtua
kaytetyista lampoolosuhteista. Testauksen alusta alkaen tehokkaampaa olisi ollut
kayttaa agaroosigeelielektroforeesi- ja sirumenetelmé&a rinnakkain, jos se olisi

ollut fyysisesti mahdollista. Silloin olosuhteiden optimointi olisi ollut tehokkam-
paa ja helpomaa ja koko ajan olisi saatu informaatiota koettimien spesifisyydestd,



35

joka nyt jai agaroosigeelielektroforeesitestauksessa tdysin huomioimatta. Olosuh-
detestauksessa olisi ollut hyva kayttdd koko ajan mukana myds ymparistonayttei-
té, jotta niidenkin toimivuudesta olisi ollut parempi késitys. Liséksi jokin positii-
vinen kontrollikoetin olisi ollut erittdin tarpeellinen ligaatiovaiheessa. Akhras ym.
(2007) kayttivat ligaatioissa kontrollikoetinta, joka reagoi kéytettyyn tausta
DNA:han. Tallaista kontrollikoetinta voi hyodynt&d& myos sirutuloksissa
arvioitaessa eri testauskertojen signaalien intensiteetteja. Tassa testauksessa kont-

rollikoetin olisi siis kannattanut suunnitella vastaamaan herrings DNA:ta.

Koettimien yhdistymisen onnistumista ei paasty tarkastamaan mitenk&an, joten ei
ollut varmuutta, mika oli koetinlaimennoksen pitoisuus todellisuudessa. Silla tus-
kin oli merkitysta lopputuloksen kannalta, silla koettimia kdytetadn hyvin eri maa-
ri&, esimerkiksi Akhras ym. (2007) kayttivat tekniikassaan 5 fmol/koetin ja Hult-
man ym. (2008) 2 pmol/koetin verrattuna 250 fmol/koetin, jota kaytettiin t4ssa

tutkimuksessa.

Sirutestauksen rinnakkaiskokeiden antamat erilaiset tulokset vaatisivat lisatestaus-
ta ja tutkimusta. Eri kerroilla samalla tavalla tehtyjen reaktioiden signaalien voi-
makkuutta tulisi voida vertailla keskendén esimerkiksi kontrollikoettimen avulla,
jotta tiedettaisiin varmuudella, johtuuko heikko signaali koettimesta vai jostakin

ulkopuolisesta tekijasta.

Tuloksia vertailtiin myos suunnittelijan arvioon koettimien hyvyydesta. Kun ndma
arviot yhdistettiin, erinomaisia jai jaljelle 19 ja hyvia 29. Erinomaiset koettimet
toimivat erittain spesifisesti ja antavat voimakkaan signaalin kohde-DNA:sta. Hy-
vat koettimet saattavat antaa epaspesifisin signaalin 1-3 vaarasta jarvisedimentin

mikrobista, mutta toimivat myds hyvin oman templaatin kanssa.

NyKyisin 454-pyrosekvensointi menetelmalld saadaan DNA-sekvensointitietoa
erittdin nopeasti ja paljon, mika edesauttaa myos koettimien suunnittelua LDR-
sirua varten. 454-tulosten késittely on kuitenkin hidasta ja aikaavievaa, joten se ei
sovellu nopeaksi ymparistomikrobien identifiointimenetelméksi. Myodskaan suuret
naytemaarat eivat sovellu 454-sekvensointiin toisin kuin DNA-siruille, jotka

mahdollistavat suurien ndyteméaérien késittelyn. Joka tapauksessa DNA-
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mentelmilla saadaan huomattavasti enemman tietoa kuin perinteisilla viljelymen-
telmilld ja sekvensoinnin kehittyessd sekvenssitietokannat laajenevat ja yha
enemman uusia mikrobilajeja tunnistetaan erilaisista ymparistoista. Tama auttaa
my0s uusien DNA-sirukoettimien suunnittelussa. Tassé opinnaytetydssa saatiin
yhdessa Halttusen (2010) suunnittelutyon avulla aikaiseksi 48 kayttokelpoista ja
toimivaa LDR-koetinta ja ty6 vei omalta osaltaan ymparistosirun kehitysté eteen-
pain, vaikka tyota riittakin viela ennen, kuin saadaan kehitettyd esimerkiksi kau-

pallinen tuote.
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Koetti-
men

Suunnittelun kohde
LAJI/SUKU/HEIMO

Koettimen C-OSA

Koettimen D-OSA

koodi
B1 lamia majanohamensis TGCCGGGGACTCGTAGG | TGTCCTATGTTGCCAGC
AGACTGC GGGTAG
B2 Acidobacteria bacterium | GGAAACGCTGGCTTTCC | AACGGCTTCGGACGGCT
KBS 96 CGCAAGG GGC
B3 Leptolinea tardivitalis AGGTAACGGCCCACCAA |CTGCGTACCATCAGCTA
GGCGA GTTGGTG
B4 Levilinea saccharolytica GGTCGCGAAACCGCGAG |CACACGCTACAATGGCA
GTGGA AGTACAATA
B6 Geobacter pelophilus CATCGGATGAGTCCGCG |GGGACCTTCGGGCCTCC
TCCCATC CGA
B7 Geobacter sp. Plyl CCAAGGTAGCCGTAAGG | TCGGTGACTGGGGTGAA
GGGAGATGG GTCGTC
B8 Campylobacterales GGGGTAAAATCCGTAGA | AGGGGGAGATGGAATTA
TATCACTAGGAATACCG |GTGGTGTAA
B9 Bacteroidetes bacterium | CCGCCTGGGGAGTACGG | GTCGCAGCTAACGCGAT
2030 CCGC AAGTTCG
B10 Cytophaga sp. Dex80- | CTGCCCGTGTCAAGCGG |ATGCTGGGGACTCTGGC
64 GAGGA GAGG
B11 Firmicutes bacterium GAGTTCCTAGCGGCGAA |GCTCATCTCCCGCAAGG
WSF2-15 CGGGTG GAGGC
B12 Syntrophorhabdus aro- | CGGGGTAGAAGGTGGCT | CGGATAAGACCACACGA
maticivorans TGTATTCGTA CACATGTCG
813 :‘:(;Sﬁmg'gg;:r'ﬁjhrf‘te CGAGGGTGAGCCAATCC | GCTGTACAAAGGGTTGC
DSB-DSb99-3 CAGAAAGCA AAGCCCG
B14 Geothrix fermentans GCTGGGATGCTGGAGGT | AGTGGTAATACCGCATG
GAAACCTGG AGACCTTCG
B15 Myxobacterium KC GGCAGGTCCCTAAGGAG | GCCGTGCCAACCCGCAA
TGGCTGGT GGA
B16 Nitrospira sp. GGTAAGCCCTCCGTGAA | ACAGGGGGCGTAGGCGG
ATCTCCGGG TTA
. . ACCGCGTGAGGGATGAA | GGGCGAAAGCCTGACAG
B17 Oscillatoria sp. INT-06 GGCTTGC AGCAAC
Filamentous symbiotic
B18 bacter!um of Meth_ylo- GGACCTGCGTCCCATCA |ACTAAAGGAGTAATCCG
bacterium sp., strain: GCTAGTTGG CTTTGGGAA
TFF
B19 Rhodocyclus sp., mixed | CAGAGGGTTGCCAACCC |CTCACACGTCATACAAT
culture isolate R6 GCGAG GGTCGGTC
B20 Rhodospirillaceae bacte- | GGAAACGGGGTCCTTCA | TTGACATGGGACGTATG
rium L34 GTTCGGCT GGCCTC
B21 Spirochaeta sp. isolate | CTTCAGGGTGAAAGGTG | CGCATGAGGCCCTGAGG
TM3 CAATTGCATTT GTAGAG
822 Syntrophus sp., Clone | CCCGGAGACAGGTGCTG | AACTAAGAAGTGCCTTT
B2 tai Clone B3 CATGGC CGGGGAG
823 Hyphomicrobium GATAATGACGGTACCCG |GGTTGTAAAGCTCTTTTG
GAGAATAAGTCCC CCGGGAC
B24 Gp3 TAAAGCTCTTTCGGCAG |GAGCGATGAAGCCCTTC
GAACGAATTCT GGGTG
. TGCAGAAGAAGCACCGG | GACGAAGCGGAAGTGAC
B25 Mycobacterium

CCAACTC

GGTAGA
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B26 Rhodococcus CAAGTGACGGTAGGTAC |CCTCTTTCAGTACCGAC
AGAAGAAGCACG GAAGCGT
B27 Levilinea GAACCAGCAACGCCGCG | GGAATATTGGTAATCTG
TGTGC CGGAAGCGG
B28 Bdellovibrio GGTACTCTGCAAGAAAG |CTGTTGCAGGGGAATAA
GATCGGCTAACG CACAATGAA
B29 Schlegelella TTCGGGAAGAAGGAGTC |GGCCTTCGGTTGTAAAC
GGGGCT CGCTTTTA
B30 Arctic sea ice bacterium | AATACGGTGGGTTCTTG |GTCCGGGAAGAAAAGGC
ARK10172 ACGGTACTGG TCACTCT
B31 Derxia gummosa CGCTTGCTAATACCAGG |GCACTTTGGCGGGACGA
(1AM14990) CGCTTATGACA AACGG
B32 Chlamydiales bacterium | AAAGAAGCACCGGCTAA | ACAATATTCTGTTGATTT
CRIB 32 CTCCGTGC GATGGTACTTGGT
B33 Roseiflexus GATGACGGTACCCCTGG |ACCGCTTTTTGGGGGGA
AATAAGCCCC CGAT
B34 Thiocapsa TGAGTTGAACAGACGCA |CCTTTTGGCGGGGAAGA
GGGGGTGA AAGCCC
B35 Cyanobacterium GTAAACCTCTTTTCTCAA | GAGGGATGAATGCCCGT
GGAAGAAGTTCTGAC GGGTA
B36 Clostridium TGGGACGATAATGACGG | ACCTTCGGGTTGTAAAG
TACCAGAGGA TTCTGTCTTC
B37 Clostridium GGGACGATAATGACGGT | AGTCTTCGGATTGTAAA
ACCTGAGGAGA ACTCTGTCTTCA
B38 Acetivibrio ATCAGGGACGAAAATGA | GAAGGTTTTCGGATTGT
CGGTACCTACG AAACTCCTTTG
B39 D_esulfc_Jbacterium anili- | GTGAATAGCCAGGAAGA |CTGTCAAGTGGGAAAAA
ni (strain AK1) CTGATGGTACCA AGCTTCCTG
B40 Geobacter GGTGCTAATACCACTTTT | AGCTCTGTCAGAGGGAA
ACTTGACGGTACCC AGAAATGTAGA
B41 - (Geobacteraceae) AATACCTTCCATCCTTGA | CAGATGGGAAGAAATGG
CGGTACCATCA TTGGAAGCT
GTACTTGACGGTACCCT |GTGTACGGTGGCTAATA
B42 Geobacter CAAAGGAAGCA CCCGCT
B43 Geobacter GTCGTAAAGCCCTGTCA |CGCGTGGGTGATGAAGG
GGTGGGAA CCTTGG
B44 Gp4 TGTAAGCCCCGGCTAAC | TGGGAAGAACAAAATGA
TCCGTGC CGGTACCATA
B45 Holophaga TTGACGGTACCCGGAGA |CGGTGGGGAGGTTAATA
GGAAGCC GCCTCTTTAC
B46 Gp2 AAGAGGAGTGACGGTAC | CGACCCGGACGAATGCC
GGGTATAAGAA TCGT
BA7 Bacteroidetes bacterium | CGGTACCCCGGGAATAA | TCCCGATGCGTCGGGAG
PPf50E2 GGATCGGCA ATGC
B49 Chlorobi bacterium GAAAAATCTCGATCAAA | AAGGTTGTAAACTCCTG
Mat9-16 TCGAGAACTGACTGT TTAGAGGGAA
B51 dekmmx@d%sp. AAGGACGGTACCTCAGG | TCTAAACCTCTTTTCTGG
BHI80-15 tai BHI80-52 | AATAAGTCTCGC GGACGAGC
B52 Lentisphaerae bacterium | TGACGGTACCGGGAGAG | CTGTCACCCGGGACGAA
7509 tai 7548 GAAGCCA GACAG
B55 Methylobacter TGATCCAGCAATACCGC |GGAATATTGGACAATGG
GTGTGTGA GCGAAGCC
B56 Anaeromyxobacter AACATCCACGGGCCTTG |GAGGGAAGAACAAGCCT
ACGGTA GTGGCC
ATGACGGTATCTCCTTA |GGGGTCGAATACCCCCC
B57 Chondomyces

GCAAGCACCG

GCCG
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B58 Byssophaga cruenta, ATGACGGTACCTCCTTA |GGAATATGGGTTGGCTA
strain DSM 14553T GCAAGCACC ATATCCAACTTG
B59 Cystobacter CTGACGGTACCGAGAGA |ACCTCTGGCTAACATCC
AGAAGCACCA AGGGGC
B60 Myxococcaceae TTGACTGTACCGGGAGA |ACCCATTGGCCAACATC
AGAAGCACCA CAATGGC
B61 Sorangium ATGACGGTACCCTTTTA |CAGGGTTGGCTAACACC
GCAAGCACCA CAACTCG
B62 Nitrosospira TGGTGAATATCCGTGAC | TTCGGACGGGACGAAAT
TGATGACGGTA GGTCA
. . ACGGCTAATACCCGTGA |GCTCTTTCAGACGGAAA
B63 | (Nitrosospira) CTAATGACGGT GAAACGGTT
B64 (Nitrosospira) ACTCTTTCGGACGGAAC | AGTGAAGAAGGCCTTCG
GAAATGGTTCT GTTGTAAG
B65 Nitrospira TTCGGATTGTAAACCCCT | CGCCGCGTGGGGATGAA
TTCGGGAGG GGTC
B66 ) AAAGCCTGACGGAGCAA | GGGAAGTTTTACCGTCA
TACCGCG ATGGGCGG
B67 Singulisphaera CGCAAGGTTGACTGATC |ACTCCTGTCGAGGGGGA
CCTGGAGGA AGAAGC
B68 gg;gh?:iri'l';ﬁig:ﬁycete CCCTGGTAGGAAGCACG | GGAAGGGGCAACCTTGA
OJES GGCTAAGT CCGAT
B69 Rhodocyclaceae GAAATCGCGTACGTGAA | TTGTAAAGCTCTTTCGGC
TAACGTGCGT CGGAAC
B70 Solirubrobacter GTGACGGTACCTTCAGA |GCTTCCAGGGTTAATAG
AGAAGCCCCG CCCATGGG
B71 Flexibacteraceae GAACTGACGGTACCGTA | AGAAACGCTCCCTGCGG
GGAATAAGCAC GGA
B72 Pedpbacter terricola CGTGCACCGGAGCTGAT |TCTTTTATACGGGAAAA
strain DS-45 GGTACCG AACCTCCGGT
B73 Spirochgetes bacterium | TGCCCGCGTGATGACAT |GGGGAAGAATAAGCGTG
SA-8 tai SA-10 GAACCGA GGAGGTAA
B74 Spirochaeta GAAGAATAGAGGTGGGA | CCGTAAGGTTGTAAAAT
GTGGAAAGCCC CCTTTTGTTGGC
B78 Spirochaeta GGAGTGGAAAGCCCTGG | TCCTTTTGTCGGTGAAGA
TGATGACGT ATAAGCCA
B79 Desulfoglaeba GGATTTGACGGTACCAC |AAGGTTCTGCCAAGAAA
CAGAGGAAGCC CGGGTG
B8O AZ0arcus GGAAAGAAATCGCCCCT |CCGGGTTGTAAACCGCT
CCCAATACGG TTCGGAC
B81 Achromatium GGGGTGCTAATACCACC |AGCACTTTCGGGAGGGA
TTGACTTGACG AGAAAAGC
Al Methanosarcina sp. TCAATGCGTACGCTTTTC | CGCGAAAGCGCGATAAG
AGATGCCTA GGACC
A2 Methanosarcina sp. GCCTAAAAAGCATGTGG | TGCGCAATGCGTACGCT
AATAAGAGCCGGG TTTCATAC
A3 Methanosaeta GCATACAATGCTGGCTG |CGATAAGGGGACCTCGA
TCCAGATGCC GTGCCG
A4 Methanobacterium aar- | GGATGCCGGGCACACTA |CCCTTAGTTACCAGCGG
husense AGGGGA ATCCTTTCA
A5 Methanoculleus GTGTATAAAAGGCACCG |GCCCGTAAATTCGGGCT
GGAGAAAGGGA GTTCCG
A6 Methanospirillum AAAACTGGTGAAGAAAG | AGGCTGGCTGTCCACCA
GGCCGGGC GTTTAC
A7 Methanolinea tarda ATCTGTGTAAAAAGCAG |CTGCCCGTAAATTCGGG
GTGGAGAAAGGG CTGTTA
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Candidatus Methanore-

AAAAAACCAGTGAAGAA

GAAAATCGGGCTGTCCA

A8 gula boonei strain SN19 | \ - =5ocGaaT TTGGTGA
tai strain SN21

A9 Methanomicrobiales CTGGGCTACACGCGGGC | TAGGTCAGCATGCCCCG
archaeon SMSP TACAAG AATTAA

ALO gﬁ%ﬁgﬁ?g?'é::fgmor AAGAAAGGGCCGGGCA |AGGCTGTCCATCTGTTTA

. AGACCGG AATACAGGTG

pha-like sp. 1

ALl anaerobic methanogenic | TGACGGGCCATCCCGAG | CGGAAACTTCGCAATAA
archaeon ET1-8 TGCCA GCGAAGCT

AL2 anaerobic methanogenic | GGCGTCGCCCAAGGATG | AAGACGCTTGCGTTATG
archaeon ET1-8 AGGCC CTCGTG

A13 anaerobic methanogenic | GAATAAGGAGAGGGCA |TTTACCCAGTCTAGAAC
archaeon ET1-10 AGTCTGTCGTTG GCTGGGA

Al4 anaerobic methanogenic | AAGGGCCGGGCAAGACC |[CTGTCGTTGTGTCTAAAA
archaeon E15-7 GGTG ACACAATATAGC




LIITE 2/1

TULOKSET KAIKISTA 87 KOETTIMISTA

KOODI
Toimivuus sirulla

Bl
B2
B3
B4

B6

B7

B8
B9

B10

B11
B12

B13

B14
B15
B16
B17
B18
B19

B20

B21 | ei /hyva
heikko

/ei

B22
B23

B24

B25

B26

B27

Templaatit, joihin

Toimivuus geelilla

heikko

koetin myos toimii

Vaarien signaalien

maara

Signaalin vahvuus

verrattuna vaariin

ei muita

>
<

<

[«3]

ei muita
yli 10

heikko

ei muita

>0
<<

<

Q:

heikko

B74 ja
B67 hei-
kosti

heikko

B67 hei-
kosti

ei muita

ei muita

Al10/
B23, B24
jaB28
heikosti

ei muita

heikko

i heiko

ei muita

B60 ja
B78 hei-
kosti

ei muita

ei muita

ei muita

B58

ei muita

B13ja B9
heikosti

ei muita

Lopullinen arvio

ei muita

Al10

ei muita

ei muita

B78 hei-
kosti

ei muita

Halttusen arvio

Arvioiden yhdis-

taminen
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B28 Al0hei- | -,
kosti
B29 heikko B23 1 hyva
B30 | heikko | heikko B24 1 ok
B31 heikko | ei muita 0 hyva
B32 ei muita 0
B35/ B40
B33 heikosti 2
li10 .
B34 h‘éikosti 14 | hyvi
B35 ei muita 0
o3 | e (S i JEB v | 4 o
B37 Y0 196 | heikko
heikosti
B38 ei muita 0
B39 ei muita 0 hyva
Al0ja
B40 | heikko | heikko | B81 hei- 2 heikko
kosti
B8O, B12,
B2, A9,
B41 A8,A7ja | 7 hyva
A6 hei-
kosti
A10, B23,
B42 B24/B28| 4 hyva
heikosti
B43 heikko A10 1 hyva
B44 heikko | B28Ne 11 | hovs
kosti
B45 heikko | ei muita 0
B46 ei muita 0 hyva
Al0ja
B47 B38 hei- | 2 hyva
kosti
B49 | heikko ei muita 0 heikko
. B21 hei- .
B51 | heikko Kosti 1 hyva
B52 ei muita 0 hyva
B55 ei muita 0
B56 B59 1 hyva
B58 / B38
B57 jaB61 3 hyva
heikosti
. B61 ja
BS8 6l | 5 | ok
B59 ei muita 0 heikko

oO|0O| O |[O|Oo| ©
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B60 ei muita 0 ok
B61 ei muita 0 ok
B62 ei muita 0 hyva
B63 ei muita 0 heikko
B64 heikko | ei muita 0 hyva
B65 | heikko ei muita 0 heikko
B66 heikko | 237 M€ |1 | hyva
kosti
B67 ei muita 0 hyva
B68 ei muita 0 hyva
B69 heikko | ei muita 0 hyva
B70 | heikko | heikko | ei muita 0 ok
B71 heikko | ei muita 0
B72 heikko | B37hel- |4
kosti
B73 heikko | ei muita 0 hyva
B74 ei muita 0 ok
B78 ei muita 0 hyva
B21 hei- ..
B79 kosti 1 hyva
B8O ei muita 0 ok
B65 hei- .
B81 Kosti 1 hyva
Al ei muita 0 hyva
A10 hei- .
A2 Kosti 1 hyva
A3 ei muita 0 hyva
A4 ei muita 0 hyva
A5 ei muita 0 hyva
A6 B23 1 ok
A7 heikko | ei muita 0 hyva
A8 heikko | ei muita 0 ok
A9 heikko | yli 10
Al10 heikko | ei muita 0
li 10 .
All hZikosti 11 hyva
Al12 ei muita 0 hyva
Al13 ei muita 0 hyva
Al4 ei muita 0 ok
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LIITE 2/4

SELITTEET EDELLA OLEVAAN TAULUKKOON

49

Halttusen arvio

Arvioiden yhdistdminen

1 erinomainen 1 erinomainen
2 hyva 2 hyva

3 kohtalainen

4

huono




