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Opinnaytetyon tavoitteena oli kehittaa toimeksiantajayrityksen kayttoon menetelma,
jonka avulla eksonukleaasipitoisuusmaaritykset voidaan tehda ilman radioaktiivisten
aineiden kayttoa. Kaytdssa olevalla menetelmalla eksonukleaasipitoisuudet maarite-
taan radioaktiivisesti leimattujen DNA-substraattien avulla nestetuikeilmaisimella.
Tyo6ssa tutkittiin kehitetyn menetelman toimivuutta seka optimoitiin menetelman para-
metreja.

Aikaisempien tutkimusten perusteella tarkasteltiin fluoresoivan menetelman soveltu-
vuutta eksonukleaasiaktiivisuuden osoittamiseksi. Eksonukleaasien tunnistamiseen
kaytettiin kaksoisleimattuja Molecular Beacon -koettimia ja positiivikontrolleina kaytet-
tiin kaupallisia eksonukleaaseja seka Tag-DNA-polymeraasia. Naytteiden fluoresens-
sitason muutokset maaritettiin qPCR-ajolla. Menetelmakehityksessa tutkittuja para-
metreja olivat kaupallisten eksonukleaasien entsyymimaara, Molecular Beacon -koet-
timien pitoisuus, kuumasaumaajan kayttdé kuoppalevyn sulkemisessa, reaktioiden li-
neaarinen alue seka Calf thymus DNA:n lisdys reaktioihin. Lisaksi fluoresoivan mene-
telman tuloksia verrattiin kaytdssa olevaan radioaktiiviseen menetelmaan.

Fluoresoiva eksonukleaasimenetelma antoi selkeat vaste-erot negatiivi- ja positiivi-
kontrollien valille. Lisaksi yrityksen kahden eri tuotteen, jotka eivat tutkitusti omaa ek-
sonukleaasiaktiivisuutta, vasteet jaivat negatiivikontrollien tasolle. Todettiin, etta tuot-
teet eivat aiheuta vaaraa positiivista reaktiota fluoresoivalla eksonukleaasimenetel-
malla. Molecular Beacon -koetinseoksen tausta hairitsi eksonukleaaseista syntyvan
vasteen nakymista, kun kaytettavat koetinpitoisuudet olivat suuret. Kun reaktioissa
kaytettiin yksittaisia koettimia, eri eksonukleaasipitoisuuksien valiset erot olivat selke-
ammat. Taman lisaksi rinnakkaisnaytteiden hajonta oli vahaisempaa. Eri Taqg-DNA-
polymeraasipitoisuuksien fluoresenssitasoissa ei kuitenkaan havaittu merkittavia
eroja. Positiivikontrolleille ei nain ollen pystytty maarittamaan selkeita kriteereja. Re-
aktioilla ei ollut selkeaa lineaarista aluetta. Lisaksi kaupallisten eksonukleaasi-entsyy-
mierien valeilld oli huomattavasti hajontaa seka radioaktiivisella etta fluoresoivalla
menetelmalla.

Fluoresoivalle menetelmalle ei voitu asettaa samanlaisia kriteereja kuin radioaktiivi-
sella menetelmalla on ollut kaytdéssa. Tamanlaisena fluoresoivasta menetelmasta ei
saatu yritykselle korvaavaa menetelmaa, mutta tulokset antavat hyvan pohjan jatko-
tutkimuksille esimerkiksi taysin kvalitatiivisesta menetelmasta.

Avainsanat: eksonukleaasit, Molecular Beacon -koettimet, gPCR
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The purpose of this thesis work was to develop a method for a company for the de-
termination of exonuclease activity without the use of radioactive substances. The
current method uses a liquid scintillation detector and radiolabelled DNA substrates
to determine the concentration of exonucleases. The functionality of the developed
method was examined, and the parameters of the method were optimized.

The applicability of a fluorescent method to demonstrate exonuclease activity was ex-
amined. Dual-labelled Molecular Beacon probes were used to identify exonucleases.
Commercial exonucleases and Tag-DNA polymerase were used as positive controls.
Changes in fluorescence levels were determined by a gPCR run. The parameters ex-
amined included the amount of enzyme in the commercial exonucleases, the concen-
tration of Molecular Beacon probes, the use of a heat sealer in the sealing of micro-
plates, the linear region of the reactions, and the addition of Calf thymus DNA to the
reactions. In addition, the results of the fluorescent method were compared with the
radioactive method used.

The fluorescent exonuclease method provided clear differences in response between
negative and positive controls. In addition, the responses of two products, that do not
possess exonuclease activity, remained at the level of negative controls. It was veri-
fied that the products do not cause a false positive reaction with the fluorescent exo-
nuclease method. The background of the Molecular Beacon probe mixture interfered
with the response from exonucleases when the probe concentrations were high.
When individual probes were used, the response differences between exonuclease
levels were clearer. However, no significant differences were observed in the fluores-
cence levels of Tag DNA polymerases. Therefore, no clear criteria could be estab-
lished for the positive controls. Reactions did not have a clear linear region. In addi-
tion, there was considerable dispersion between commercial exonuclease enzyme
batches by both the radioactive and fluorescence method.

No certain criteria could be set for the fluorescent method. As such, the fluorescent
method cannot be used as a replacement method in the company. However, the re-
sults provide a good basis for further research on, for example, a fully qualitative
method.
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1 Johdanto

Opinnaytety0 tehtiin toimeksiantajayrityksen tuotannon yksikossa kevaalla
2021. Yritys on molekyylidiagnostiikkayhtio, joka kehittaa ja valmistaa testeja in-
fektiotautien ja antibioottiresistenssin diagnostiikkaan. Kehitetyt diagnostiikka-

testit ja -laitteet pohjautuvat gPCR- ja geenisiruteknologioihin.

Yritykselld on kaytossa sisaisen laadun tarkkailussa menetelma, jolla maarite-
taan valmistettujen reagenssien eksonukleaasipitoisuudet radioaktiivisesti lei-
mattujen DNA-substraattien avulla. Maaritykset tehdaan nestetuikeilmaisimella.
DNA-substraatin valmistus on hankalaa, ja tydskentely radioaktiivisten aineiden

kanssa vaatii erityista varovaisuutta.

Tyon tavoitteena oli kehittaa yrityksen kayttodn vaihtoehtoinen menetelma,
jonka avulla eksonukleaasien pitoisuusmaarityksissa valtetaan radioaktiivisten
aineiden kayttdéa. Menetelmasta pyrittiin saamaan turvallisempi seka nykyaikai-
sempi. Yrityksessa tehtyjen aiempien tutkimusten perusteella tutkittiin fluoresoi-

van menetelman soveltuvuutta eksonukleaasiaktiivisuuden osoittamiseksi.



2 Menetelman kehitys

2.1 Eksonukleaasit

Nukleaasit ovat entsyymeja, jotka katkaisevat hydrolysointireaktiolla nukleiini-
happojen (DNA ja RNA) fosfodiesterisidoksia. Eksonukleaasit katkaisevat
nukleotideja yksi kerrallaan yksi- tai kaksijuosteisen polynukleotidiketjun joko 3’-
tai 5’ -paasta. Laajin nykytieto eksonukleaaseista on saatu tunnistamalla Es-
cherichia coli -bakteerista yli 20 eksonukleaasia. Suurin osa E. coli -bakteerista
I0ydetyista DNA- ja RNA-eksonukleaaseista on nimetty joko mielivaltaisesti roo-
malaisilla numeroilla tai nilden substraattispesifisyyden mukaan. Tiettyja ek-
sonukleaaseja esiintyy myds laajasti muissa bakteeri-, arkeoni- ja eukaryootti-

suvuissa. [1, s. 66.]

Eksonukleaasit toimivat monella eri tavalla, mika riippuu niiden substraatti-
spesifisyydesta seka biokemiallisista ominaisuuksista [1, s. 66]. Suuri osa ek-
sonukleaaseista pystyy hajottamaan DNA:ta nukleotidiketjussa olevista virheista
(nick), joissa kaksijuosteisen DNA-molekyylin toisesta juosteesta puuttuu fosfo-
diesterisidos kahden vierekkaisen nukleotidin valilta. Yksi tapa, jolla eksonuk-
leaasit hajottavat DNA:ta, on poistaa yksi nukleotidi nukleotidiketjusta kerral-
laan. Tallaisia eksonukleaaseja ovat muun muassa eksonukleaasit | ja Il seka
lambda-eksonukleaasi. Lambda-eksonukleaasi muuttaa kaksijuosteisen DNA-
molekyylin yksijuosteiseksi hajottamalla vain toisen juosteen 5’-paasta alkaen.
Toisaalta esimerkiksi T5-eksonukleaasi seka eksonukleaasit V ja VIl poistavat
nukleotidiketjusta lyhyita oligonukleotideja. Eksonukleaasit eroavat lisaksi niiden
aktiivisuussuunnan ja substraattispesifisyyden mukaan. Esimerkiksi eksonuk-
leaasit V ja VII toimivat seka 5’-3’- ettd 3'-5’ -suuntaan, kun taas eksonuk-
leaasit I, Il ja T toimivat vain 3'-5’-suuntaan. Eksonukleaasit | ja T pystyvat ha-
jottamaan vain yksijuosteista DNA:ta ja jattaen kaksijuosteisen DNA-molekyylin
ehjaksi, mita voi kayttaa hyvaksi PCR-alukkeiden poistamisessa. Sita vastoin
T7-eksonukleaasi pystyy melkein ainoana eksonukleaasina hajottamaan vain
kaksijuosteista DNA:ta toisin kuin T5-eksonukleaasi ja eksonukleaasi lll, jotka

pystyvat hajottamaan seka yksi- etta kaksijuosteista DNA:ta. [2; 3.]



Eksonukleaasit ovat tarkeassa asemassa solumetaboliassa seka solujen yllapi-
dossa. Ne ovat myos valttamattomia pitamaan genomin stabiiliusuutta ylla. Ek-
sonukleaasit toimivat muun muassa oikolukijana DNA-polymerisaation aikana.
[4, s. 1317.] Ne poistavat epatavallisia DNA-rakenteita, joita saattaa syntya
DNA:n kaksoiskierteen kahdentumisen aikana ja estavat talla tavoin mutaatioi-
den syntymista. Lisaksi eksonukleaasit voivat suoraan korjata vahingoittunutta
DNA:ta seka mahdollistavat geneettisen rekombinaation. [1, s. 66; 4, s.1317.]
RNA-eksonukleaasit edistavat samalla tavoin stabiilin RNA-molekyylin synty-
mista [1, s. 66].

Eksonukleaaseja voidaan kayttaa laajasti erilaisissa bioteknologisissa sovellus-
kohteissa [2]. Esimerkiksi PCR-reaktioissa halutuista tuotteista voidaan poistaa
eksonukleaasien avulla yksijuosteiset alukkeet, minka jalkeen syntyneet tuotteet
voidaan muun muassa sekvensoida tai niille voidaan tehda esimerkiksi SNP
(single nucleotide polymorphism) -analyysi. Taman lisaksi kyseisista naytteista
voidaan poistaa turhat yksijuosteiset DNA-molekyylit ja jattaa jaljelle vain halutut
kaksijuosteiset tuotteet. [5.] Eksonukleaaseja voidaan myds kayttaa hyvaksi
kohdennetussa mutageneesissa tai rekombinantti-DNA-teknologiassa, jossa
pyoreiden kloonausvektoreiden joukosta voidaan poistaa lineaariset kaksijuos-
teiset DNA-molekyylit. [6; 7; 8, s. 47—48.]

2.2 Menetelman kehitys yleisesti seka in-house-menetelmat

Menetelman kehityksella pyritaan luomaan uudenlaisia analyyttisia menetelmia,
joilla testataan tutkittavasta aineesta tai tuotteesta tarkoin maarattyja ominai-
suuksia ja verrataan niita vakiintuneisiin hyvaksymiskriteereihin [9]. Menetelman
kehitys koostuu yleensa kolmesta paavaiheesta: toteutettavuudesta, kehittami-

sesta ja validoinnista [10].

Toteutettavuusvaiheessa tutkitaan, soveltuuko uusi metodi kyseisen naytteen
analysointiin [10]. Menetelman soveltuvuutta voidaan tarkemmin analysoida eri-
laisilla kriteereilla, kuten kaytetyn tekniikan herkkyydella, selektiivisyydella seka

tarkkuudella [11, s. 8-9]. Lisaksi on tarkeata kerata kaikki olennaiset aineistot



tutkittavasta analyytista ja metodista seka maarittad menetelman kehityksen ta-
voitteet, aikataulu ja kulut. Menetelman kehittdmisvaiheessa pyritdan optimoi-
maan uusi analyyttinen menetelma. Optimoinnin tavoitteena on muun muassa
vahentaa menetelman monimutkaisuutta, jotta se on toistettavissa eri laboratori-
oissa seka eri tyontekijoilla. [10.] Menetelman optimoinnin aikana menetelman
parametreja muutetaan yksi tai muutama kerrallaan, kunnes saadaan haluttu
lopputulos. Lisaksi kunnollinen dokumentaatio optimoinnin aikana on tarkeata.
[11, s. 9.] Analyyttimatriisin valitseminen seka naytteen esikasittely ovat myos
muutamia keskeisimpia osia menetelman kehittamisessa [10]. Menetelman vali-
doinnilla osoitetaan, etta uusi menetelma on sopiva ja sen suorituskyky tarvitulla
tasolla aiottuun kayttétarkoitukseen. Validointi suoritetaan vertaamalla uutta op-
timoitua menetelmaa johonkin tunnettuun mittausmenetelmaan, jonka tulosta-
son erot tunnetaan ja jonka toistotarkkuus seka oikeellisuus ovat riittavia vertai-

lumenetelmaksi. [12.]

Kuvassa 1 on esitetty virtauskaavion omaisesti analyyttisen menetelman eri ke-
hitysvaiheet vasemmalta oikealle: toteutettavuus (early development), kehitta-

minen (GLP, Good Laboratory Practice) seka validointi (GMP, Good Manufactu-
ring Practice). Lisaksi kuvassa on esitetty naiden eri vaiheiden tavoitteet ja vaa-
timukset koskien tutkittavaa metodia, analytiikkaa, validointia seka dokumentaa-

tiota.
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Kuva 1. Virtauskaavio uuden analyyttisen metodin kehitysprosessista [13].

Kaupallisesti myytavien tuotteiden testaukseen vaaditaan yleensa akkreditoituja
menetelmia. Jotta jokin menetelma lasketaan akkreditoiduksi, sen taytyy saa-
vuttaa tietyt laatukriteerit, jotka perustuvat kansainvalisiin standardeihin. Kun
menetelma akkreditoidaan, vahvistettu akkreditoiva elin arvioi ja hyvaksyy sa-
malla metodin lisdksi myos kyseisen laboratorion. [14.] Monet laboratoriot kayt-
tavat myds niin sanottuja in-house-menetelmia. Naitd menetelmia ei tarvitse hy-
vaksyttaa ulkopuolisilla tahoilla, mutta ne seuraavat kuitenkin tarkkoja kehitys-
ja validointiohjeita, jotka on laadittu laboratorion sisalla. Naita in-house-menetel-

mia voidaan kayttaa hyvaksi laboratorion sisaisen laadun tarkistamiseen. [15.]

Tamanlaisia sisaisia menetelmia voivat olla muun muassa seuraavat analyytti-
set menetelmat: identifikaatiotesti, epapuhtauksien hallinta seka kvantitatiivinen
analyysi. Identifikaatiotestilla tarkastellaan sisaltdako tutkittava nayte haluttua
analyyttia. Silla ei kuitenkaan pystyta selvittamaan analyytin maaraa. ldentifi-
kaatiotesti suoritetaan yleensa vertaamalla naytteen jotakin ominaisuutta refe-
renssistandardin samaan ominaisuuteen. Tulos voidaan antaa esimerkiksi muo-

dossa kylld/ei tai positiivinen/negatiivinen. Epapuhtauksien testaaminen voi olla



joko kvantitatiivinentesti tai toteamisrajatesti. Kumpikin testi pyrkii osoittamaan
naytteen puhtaustasoa, mutta ne vaativat kuitenkin erilaiset validointikriteerit.
Kvantitatiivisella analyysilla mitataan valitun analyytin maaraa tutkitussa nayt-
teessa. Tulokseksi voidaan saada analyytin absoluuttinen maara naytteessa,
kun kaytetaan tarkkaan maariteltyjen referenssimateriaalien kalibrointikayria.
Tulos voidaan myo0s ilmaista suhteellisesti, kun kaytetaan kalibrointikayria ja re-

ferenssimateriaaleja, jotka eivat taysin vastaa analyyttia. [15.]

2.3 Eksonukleaasien maaritys tuikeilmaisimella

Nestetuikelaskennalla maaritetaan yleisimmin beeta- ja alfa-aktiivisten aineiden
radioaktiivisuuden maaraa. Silla voidaan lisaksi havainnoida pienenenergisia
gamma- seka rontgensateilijoita. Nestetuikelaskentaa kaytetdan varsinkin bio-
kemiassa ja sairaaloissa, mutta sillda voidaan myos analysoida alhaisaktiivisia
ymparistonaytteita. Yleisimpia maaritettavia radionuklideja ovat 3H, '*C, 8°Sr,
9Tc, 219Pb, ?22Rn ja ?4'Pu. [16, s. 165-166.]

Nestetuikelaskennassa voidaan kayttaa radioaktiivisuuden mittaamiseen joko
nestetuikeilmaisinta tai nestetuikespektrometria. Pienet beetaenergiat, kuten 3H
ja "C, mitataan useimmin nestetuikeilmaisimella. Nestetuikeilmaisimen tarkeim-
mat osat ovat orgaaninen tuikeaine ja valomonistinputki. [17, s. 122—124.] Ku-

vassa 2 on esitetty tuikeilmaisimen tarkempi rakenne.
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Kuva 2. Tuikeilmaisimen rakenne [17, s. 123].

Orgaaninen tuikeaine koostuu orgaanisesta aromaattisesta liuottimesta ja tuike-
aineesta. Liuotin liuottaa naytteen ja tuikeaineet seka siirtda energiaa alfa- tai
beetahiukkaselta tuikeaineelle. Tuikeaineseokset koostuvat yleensa kahdesta
eri tuikeaineesta, joista ensimmainen vapauttaa sateilylahteelta siirtyneen viri-
tysenergian valona ja toinen muuttaa emittoituvan valon aallonpituuden opti-
maaliseksi, jotta se voidaan havaita valomonistinputkessa. [16, s. 166—167.]
Emittoituneet valofotonit ohjataan valomonistinputken fotokatodille heijastavien
pintojen avulla. Taman seurauksena fotokatodista irtoaa elektroneja, jotka kiih-
dytetdan ja monistetaan elektrodisarjalla (ns. dynodit). Elektronit kulkeutuvat dy-
nodien kautta anodille, josta elektronien synnyttama sahkosignaali voidaan mi-
tata. [17, s. 125.] Kuvassa 3 on esitetty tarkemmin nestetuikeprosessin eri vai-

heet.
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Kuva 3. Nestetuikeprosessin eri vaiheet. Nestetuikeprosessissa radioaktiivinen
nuklidi virittda liuotinmolekyylin korkeammalle energiatilalle, minka jal-
keen energia siirtyy sisaisen siirtyman kautta tuikeainemolekyylille. Tui-
keaine vapauttaa siirtyneen viritysenergian valofotoneina, jotka valomo-
nistinputki muuttaa sahkdiseksi signaaliksi. [16, s. 167.]

Nestetuikeilmaisimella voidaan mitata naytteiden eksonukleaasien entsyymi-
maaraa semikvantitatiivisesti radioaktiivisesti leimattujen DNA-substraattien
avulla. Kaytetty DNA-substraatti sisaltda radioaktiivista tritiumia (3H). Naytteita
inkuboidaan aluksi radioaktiivisesti leimatun yksijuosteisen DNA-substraatin
seka puskurin kanssa useita tunteja. Taman aikana naytteen sisaltamat mah-
dolliset eksonukleaasit pilkkovat substraatin lyhyemmiksi oligonukleotideiksi. In-
kuboinnin jalkeen naytteiden sisaltamat pitkat DNA-juosteet saostetaan trikloo-
rietikkahapon (TCA) avulla. Saatu supernatantti sekoitetaan tuikeaineeseen ja
analysoidaan tuikeilmaisimella. Tuikeilmaisimella havaitaan naytteista 3H-aktiivi-
suutta, jos DNA-substraattia on pilkkoutunut riittava maara ja substraatissa kay-
tettya 3H-leimaa on jaanyt supernatanttiin. Naytteesta mitattua 2H-aktiivisuutta
verrataan positiivikontrollina kaytettavan Tag-DNA-polymeraasin vapauttamaan
3H-aktiivisuuteen. [18.] Tag-polymeraasia pystytaan kayttamaan positiivikontrol-
lina, koska silla on DNA-polymeraasiaktiivisuuden lisaksi 5'-3’-suuntaan toimiva
eksonukleaasiaktiivisuus, joka sijaitsee Tag-polymeraasin aminopaassa eli N-

terminaalissa [19].



2.4 Eksonukleaasien maaritys Molecular Beacon -koettimilla

Molecular Beacon -koettimet ovat kaksoisleimattuja fluoresoivia silmukkaraken-
teisia koettimia, joita kaytetaan hyvaksi muun muassa reaaliaikaisessa ja paate-
piste PCR-menetelmissa, SNP-analyysissa, patogeenien havaitsemisessa seka
geenin ilmentymisanalyysissa [20; 21]. Molecular Beacon -koettimien varrellinen
silmukkarakenne muistuttaa hiuspinnia, jonka muodostavat 5’-paan fluoresoiva
variaine, fluorofori, 3’-paan sammuttaja seka silmukan yksijuosteinen DNA-sek-
venssi, joka on komplementaarinen kohde-DNA:lle. Koettimen varsirakenteet
koostuvat noin 4-6 emasparista ja ovat komplementaarisia toisilleen. Vastaa-
vasti koettimen silmukkarakenne koostuu noin 20-25 emasparista. [21.] Ku-
vassa 4 on esitetty Molecular Beacon -koettimen rakenne seka toimintatapa sil-

mukkamuodossa seka sitoutuneena kohde-DNA:han.

Loop

Sequence
Loop Sequence
5' Reporter !
Stemn | . 3' Quencher
Sequence R ’_: T e ™
*""'* 1“:—-# —~—
=t -
Q' R = -
5 Reporter Amplified Target DMNA
3" Quencher
1. Unbound beacon with 2. Bound beacon with
quenched fluorescence unguenched fluorescence

Kuva 4. Molecular Beacon -koettimen rakenne ja toimintatapa silmukkamuo-
dossa seka sitoutuneena kohde-DNA:han [21].

Kun Molecular Beacon -koetin on silmukkamuodossa, fluoroforin ja sammutta-
jan laheisyys estaa fluoresenssin vapautumisen. Koettimen hiuspinnimuoto
avautuu, kun silmukan DNA-sekvenssi sitoutuu kohde-DNA:han. Tama toiminto
erottaa fluoroforin ja sammuttajan toisistaan, jolloin fluoroforin luonnollinen fluo-
resenssiemissio voi tapahtua. Mitattu fluoresenssisignaali on suoraan verran-
nollinen kohde-DNA:n maaraan. [21.] Molecular Beacon -koettimet ovat hyvin
spesifisia, silla koettimen ja kohde-DNA:n hybridisaatio on termodynaamisesti

suosittavampaa kuin koettimen hiuspinnimuoto. Lisaksi koettimen
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hiuspinnimuoto on termodynaamisesti suosittavampaa kuin sen sitoutuminen

epaspesifiseen DNA-sekvenssiin. [20.]

Molecular Beacon -koettimien toiminta pohjautuu fluoresenssiresonanssin ener-
gian siirtoon (FRET) [20]. FRET on etaisyysriippuvainen kahden virittyneen vari-
molekyylin valisesta vuorovaikutuksesta ja silla tarkoitetaan sateilematonta
energian siirtoa luovuttajamolekyylilta, fluoroforilta, vastaanottajamolekyyliin,
sammuttajaan [22; 23]. Tallaisen vuorovaikutuksen tapahtuessa molekyylien va-
lilla ei tapahdu l[@mpodenergian muuntumista eikd molekulaarisia tormayksia [22].
Jotta energian siirto voi tapahtua, luovuttajamolekyylin ja vastaanottajamolekyy-
lin on oltava lahell3 toisiaan. Tyypillisesti tallainen etéisyys on 10-100 A. Lisaksi
vastaanottajamolekyylin absorptiospektrin ja luovuttajamolekyylin emissiospekt-

rin on oltava paallekkaisia. [23.]

Eksonukleaasien maaritys Molecular Beacon -koettimilla tapahtuu hieman eri
tavalla kuin esimerkiksi PCR-reaktiossa. Fluoresoiva eksonukleaasimenetelma
perustuu eksonukleaasien kykyyn pilkkoa Molecular Beacon -koettimista fluoro-
forin ja sammuttajan erilleen, jolloin fluoresenssiresonanssin energian siirtoa ei
tapahdu ja fluoresenssiemissio voidaan mitata. Fluoresenssin muutoksen mit-
taamiseen kaytetaan gPCR-laitteistoa, jonka reaktiolampadtila ja mittausvali pi-
detaan samana koko mittauksen ajan. Maarityksessa kaytetaan sopivaa pusku-
ria sekad substraattina spesifisia kaksoisleimattuja Molecular Beacon -koettimia
ja fluoresenssin muutosta seurataan paatepisteiden fluoresenssitasoista tai re-
aktiokayrien kulmakertoimista. Maarityksessa kaytetaan positiivikontrolleina
kaupallisia eksonukleaaseja, joiden pitoisuus tunnetaan. Menetelma on kvalita-
tiivinen limit-testi, jolloin naytteista mitattuja reaktiokayria verrataan tunnettujen

standardien, positiivikontrollien seka negatiivikontrollien, reaktiokayriin. [24.]
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3 Materiaalit ja menetelmat
3.1 Alustavat tutkimukset yrityksessa

Yrityksessa oli tehty alustavia tutkimuksia Molecular Beacon -koettimien sovel-
tuvuudesta eksonukleaasiaktiivisuuden maarittamiseksi. Naiden tutkimusten pe-
rusteella tahan tyohon valittiin kolme erilaista kaupallista eksonukleaasia: ek-
sonukleaasi |, eksonukleaasi Il ja katkaistu eksonukleaasi VIII. [25.] Eksonuk-
leaasi | hajottaa lineaarista yksijuosteista DNA:ta 3’-paasta [5]. Eksonukleaasi
[l hajottaa lineaarista kaksijuosteista DNA:ta 3’-paasta, mutta se pystyy myos
hajottamaan kaksijuosteista DNA:ta nukleotidiketjun keskelta, jos siina esiintyy
nickeja [6]. Katkaistu eksonukleaasi VIII hajottaa lineaarista kaksijuosteista
DNA:ta 5’-paasta [7]. Kuvassa 5 on esitetty naiden kolmen eksonukleaasin toi-

minta, aktiivisuussuunnat seka mahdolliset DNA-substraatit.
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Kuva 5. Eksonukleaasi I:n, Ill:n ja VIII:n toiminta, aktiivisuussuunnat ja substraatit
[5;6;7].

Molecular Beacon -koettimia valittiin eksonukleaasien tapaan myds kolme eri-
laista: tylppapainen, 3’-hantainen ja 5’-hantainen koetin. Kaikkiin Molecular Bea-
con -koettimiin on liitetty 5’-paahan fluoresoiva variaine (FAM) ja 3’-paahan
sammuttaja (lowa Black FQ). Molecular Beacon -koettimien silmukkaosa koos-
tuu kuudesta nukleotidista, komplementaariset varret 14 nukleotidista ja hannat
12 nukleotidista. Kuvassa 6 on havainnollistettu naiden koettimien rakenteita.
[25.]
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Kuva 6. Kuvassa on havainnollistettu vasemmalta oikealle tylppapaisen, 5’-han-
taisen ja 3’-hantaisen koettimen rakenne [25.]

Aikaisempien tutkimusten perusteella kaupallisten eksonukleaasien mukana tul-
leet puskurit korvattiin Tag-puskurilla ja tdman tyon lahtokohtana reaktioissa

kaytettiin koetinseosta, jossa kaikkien kolmen koettimen pitoisuus oli 0,17 uM

[25].

Kuvassa 7 on esitetty virtauskaavio opinnaytetyon kulusta seka tutkittavista

muuttujista.
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Masritykset vanhalla tuikeilmaisin-menetelmalla

Kaupallisten eksonukleaasien entsyymimasgran optimointi

Uuden fluoresoivan menetelméan kehittiminen ja toiminnan selvittiminen

Kuumasaumaajan kayton vaikutus reaktioon

Molecular Beacon -koettimien pitoisuuden riittavyys seka fluoresenssin nousun erot
reakticissa eri entsyymimaarilla

Yksittaisten Molecular Beacon -koettimien kayttt seoksen sijasta

Kaupallisten eksonukleaasi-entsyymi erien valiset erot

Reaktioiden lineaarisen alueen maarittidminen

ja
Calf thymus DNA:n lisdyksen vaikutus

Kuva 7. Virtauskaavio opinnaytetyon kulusta seka tutkittavista muuttujista.
3.2 Eksonukleaasien maaritys naytteista nestetuikeilmaisimella

Eksonukleaasien maaritys suoritettiin yrityksen sisaisen tydohjeen mukaisesti.

Maaritysta varten valmistettiin esiseos (reaktioseos ilman naytetta) taulukossa 1
esitetyn reaktioseoksen mukaisesti. Eksonukleaasi-naytteina kaytettiin kaupalli-
sia New England BioLabs -yritykselta tilattuja eksonukleaaseja: eksonukleaasi |
(M0293S), eksonukleaasi Ill (M0206S) seka eksonukleaasi VIII (M0545S). Nol-
lanaytteena seka totaalireaktionaytteena kaytettiin Milli-Q-vetta ja Tag-polyme-

raasi-kontrollina kaytettiin yrityksen omaa Tag-polymeraasi-laimennosta.
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Taulukko 1. Eksonukleaasien maaritykseen nestetuikeilmaisimella valmistetut
reaktioseokset.

Komponentti Tilavuus reaktiossa

ssDNA eksonukleaasi substraatti
(Yrityksen oma substraatti) 4 ul

10 x Taqg-puskuri
(10 mM Tris-HCI, pH 8.3, 1,5 mM MgClI2,

50 mM KCI) 5 pl
Milli-Q-vesi 36 ul
Nayte 5 ul

Esiseos pipetoitiin naytteiden kanssa nayteputkiin, joita inkuboitiin 37 °C:ssa 4
tuntia. Naytteisiin lisattiin 100 pl Herring sperm DNA:ta (Yrityksen reagenssi),
minka jalkeen nayteputkia vorteksoitiin. Totaalireaktionaytteisiin lisattiin 150 pl
Milli-Q-vetta ja muihin naytteisiin lisattiin 150 pl 20-prosenttista TCA-liuosta (tuo-
tenumero 0133, VWR Chemicals, LLC). Naytteita pidettiin jaissa 5 minuutin ajan
ja sentrifugoitiin 4 °C:ssa 13 300 rpm:n nopeudella 5 minuuttia. Nestetuikeput-
kiin lisattiin 3 ml nestetuikeseosta (tuotenumero 461-008, Hidex) ja 150 pl su-
pernatanttia. Nestetuikeputkia vorteksoitiin 10 sekunnin ajan, minka jalkeen
naytteiden radioaktiivisuus mitattiin Hidex 300SL -nestetuikeilmaisimella. Maari-
tyksessa kaytettiin 1 minuutin laskentaohjelmaa 3H-isotoopille seka taustastan-
dardia (tuotenumero 6008411, PerkinElmer) ja H3-standardia (tuotenumero
6008412, PerkinElmer). Tulokset analysoitiin yrityksen omalla Excel-laskenta-

taulukolla.

3.3 Eksonukleaasien maaritys naytteista Molecular Beacon -koettimilla
gPCR-laitteella

Kaytetyt Molecular Beacon -koettimet tilattiin Integrated DNA Technologies
(IDT) -yritykselta. Maarityksissa oli mukana kolme erilaista koetinta, tylppapai-
nen (ref. 226328204/228268199, IDT), 3’-hantainen (ref. 226328206/
228268201, IDT) ja 5'-hantainen (ref. 226328205/ 228268200, IDT). Molecular

Beacon -koettimet laimennettiin TE-puskuriin. Positiivikontrollinaytteina
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maarityksessa kaytettiin samoja kaupallisia eksonukleaaseja kuin nestetuike-
maarityksessa seka Taqg-polymeraasia. Taman lisaksi kontrollinaytteina kaytet-
tiin yrityksessa valmistettua RT-entsyymia ja vasta-ainetta, jotka eivat omaa ek-
sonukleaasiaktiivisuutta. Nama naytteet on todettu riittavan puhtaiksi eksonuk-
leaaseista radioaktiivisella menetelmalla. Negatiivisena kontrollina kaytettiin jo-
kaisessa maarityksessa 1X Taqg-puskuria. Naytelaimennokset valmistettiin tau-
lukossa 1 esitettyyn Tag-puskuriin. Maaritysta varten valmistettiin esiseos taulu-
kossa 2 esitetyn reaktioseoksen mukaisesti. Tyossa kaytettyjen Molecular Bea-
con -koettimien ja naytteiden konsentraatiot reaktioissa on esitetty tulosten yh-

teydessa.

Taulukko 2. Eksonukleaasien maaritykseen Molecular Beacon -koettimilla val-
mistetut reaktioseokset.

Komponentti Tilavuus reaktiossa

10X Taqg-puskuri 2 ul

Molecular Beacon -seos/
yksittdinen Molecular Beacon -koetin |1 pl

Milli-Q-vesi 12 pl

Nayte 5 ul

Esiseos ja naytteet pipetoitiin 96-kuoppalevylle kylmablokin paalla. Naytteita,
Molecular Beacon -koettimia ja esiseoksia pidettiin jaissa pipetoinnin ajan.
Kuoppalevy suljettiin kuumasaumaajalla ja sentrifugoitiin ennen qPCR-ajoa.
gPCR-ajot suoritettiin CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System -lait-
teilla, joissa reaktiolampdtila oli 37 °C ja reaktioaika 4 tuntia. Fluoresenssitason
muutosta reaktioissa mitattiin 1 minuutin valein. Tulokset analysoitiin Bio-Rad
CFX Manager (3.1) -ohjelman avulla, jossa pohjaviiva asetuksena oli No Base-

line subtraction.



17

4 Tulokset ja tulosten tarkastelu
4.1 Eksonukleaasien entsyymimaaran optimointi

Kaupallisten eksonukleaasien entsyymimaara optimoitiin yrityksessa kaytossa
olevalla radioaktiivisella menetelmalla. Menetelman yhtena kriteerina oli, etta
naytteista ei saisi vapautua enempaa kuin 1 % vedyn isotooppi *H radioaktiivi-
suutta. Uudelle fluoresoivalle eksonukleaasimenetelmalle haluttiin samat kritee-
rit kuin radioaktiivisessa menetelmassa. Tasta syysta optimoinnilla haettiin ek-
sonukleaasientsyymimaaraa, joka vapauttaisi noin 1 % 3H radioaktiivisuutta.
Taulukossa 3 on esitetty keskiarvot vapautuneesta radioaktiivisuudesta muuta-
malla eri entsyymimaaralla. Kaikki mittaustulokset, tulosten keskiarvot ja keski-
hajonnat on esitetty liitteessa 1. Maarityksia tehtiin seitsemalla eri mittausker-

ralla, joissa osalle naytteista tehtiin kaksi rinnakkaismaaritysta.



Taulukko 3. Kaupallisten eksonukleaasien ja Tag-polymeraasin vapauttaman
radioaktiivisuuden keskiarvot ja keskihajonta eri entsyymimaarilla. Maaritys
tehty nestetuikeilmaisimella.

Eksonukleaasi |

Entsyymimaara 5U |75U |9U |10U 15U
3H aktiivisuus % 0,01 (0,01 0,13 |6,37 11,92
Keskihajonta 0,18 |0,03 |- 3,53 -
Eksonukleaasi lll

Entsyymimaara 03U [0,5U |1U |1,25U (15U
3H aktiivisuus % 0,00 {0,33 0,97 [2,22 2,57
Keskihajonta - 0,29 1,07 |- -
Eksonukleaasi VIII

Entsyymimaara 1U 1,5U |[2U |3 U 5U
3H aktiivisuus % 0,95 (1,85 [1,87 |2,66 2,32
Keskihajonta 0,18 0,32 (0,46 |0,13 -
Taqg-polymeraasi

Entsyymimaara 50U (100U

3H aktiivisuus % 1,34 |2,41

Keskihajonta 0,31 |0,36

Tuloksista huomattiin, etta eri mittauskertojen valilla oli hieman vaihtelua ek-
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sonukleaasien vapauttamassa radioaktiivisuudessa. Myos saatujen aktiivisuus-

arvojen keskihajonnat olivat aika suuret joidenkin entsyymimaarien kohdalla.

Taman lisaksi kaupallisten eksonukleaasierien valeilla aktiivisuuserot vaihtelivat

paljon. Naiden tulosten seka yrityksessa tehtyjen alustavien tutkimusten perus-

teella fluoresoivan menetelman kehittamisessa kaytettiin paasaantoisesti seu-

raavia entsyymimaaria: 10 U eksonukleaasi | (radioaktiivisuutta vapautui 0,42—
6,37 %), 1 U eksonukleaasi Ill (radioaktiivisuutta vapautui 0,97 %) ja 1-2 U ek-

sonukleaasi VIl (radioaktiivisuutta vapautui 0,95-1,87 %).
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4.2 Molecular Beacon -koettimien pitoisuudet seka paatepisteiden fluo-
resenssitasot

Fluoresoivan eksonukleaasimenetelman toimivuutta tutkittiin valituilla kaupalli-
silla eksonukleaasimaarilla, Tag-polymeraasilla seka yrityksen kahdella eri tuot-
teella, vasta-aineella ja RT-entsyymilla (kuva 8). Kaytetylla vasta-aineella ja RT-
entsyymilla ei ole tutkitusti eksonukleaasiaktiivisuutta (maaritys tehty radioaktii-
visella menetelmalld). Yrityksen omat tuotteet otettiin maaritykseen mukaan,
jotta varmistettiin, etteivat tuotteet aiheuta vaaraa positiivista reaktiota fluoresoi-
valla eksonukleaasimenetelmalla. Reaktioissa kaytettiin aikaisemman tutkimus-
tiedon perusteella Molecular Beacon -koetinseosta, jossa yksittdisen koettimen
pitoisuus oli 0,17 pM. Jokaisesta reaktiosta tehtiin nelja rinnakkaismaaritysta ja

negatiivisista kontrolleista kahdeksan rinnakkaismaaritysta.

18 T T e e e e e T s e T e T
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Kuva 8. gPCR-kuvaaja fluoresoivan menetelman toimivuuden tutkimisesta. Re-
aktioissa kaytettiin Molecular Beacon -koetinseosta, jossa yksittaisen ko-
ettimen pitoisuus oli 0,17 uM. Kuvaajaan on merkitty tumman vihrealla 1
U eksonukleaasi lll, sinisella 50 U Tag-polymeraasi, punaisella 2 U ek-
sonukleaasi VIII, liilalla 8 ug vasta-aine, vaalean vihrealla 50 U RT-ent-
syymi ja mustalla negatiiviset kontrollit.

Kuvassa 8 on esitetty reaktioiden fluoresenssitason muutos syklien funktiona.
Yksi sykli tarkoittaa tassa tapauksessa yhden minuutin mittausvalia. Kuvasta 8
nahdaan, etta vasta-aineen ja RT-entsyymin reaktiokayrat jaavat myos fluore-

soivalla menetelmalla selkeasti negatiivisten kontrollien tasolle. Taman lisaksi



20

reaktiot, jotka sisalsivat 50 U Tag-polymeraasia ja 2 U eksonukleaasi Vlll:ta an-
tavat hyvin samankaltaisen vasteen paatepisteiden fluoresenssitasoissa, mika
vastaa radioaktiivisen menetelman tuloksia. Naista tuloksista huomataan kuiten-
kin, ettd eksonukleaasi lll antaa huomattavasti suuremman vasteen fluoresens-
sitasoissa, kuin mikdan muu tutkittu nayte. Eksonukleaasi Ill todennakdisesti
hajottaa koettimet kokonaan keskelta lahtien rippumatta koettimien eri paista.
Tasta syysta eksonukleaasi Il paatettiin jattaa pois opinnaytetydn jatkotutki-

muksista.

Reaktioiden paatepisteiden fluoresenssitasojen eroja tutkittiin kolmella eri ek-
sonukleaasi VIl pitoisuudella. Jokaisesta pitoisuudesta tehtiin nelja rinnakkais-
maaritysta ja negatiivisista kontrolleista tehtiin kahdeksan rinnakkaismaaritysta.
Reaktiot sisalsivat 1 U, 2 U ja 10 U eksonukleaasi Vlll:ta seka kontrollina 50 U
Tag-polymeraasia. Reaktioissa kaytettiin edellisen maarityksen tapaan Molecu-
lar Beacon -koetinseosta, jossa yksittaisen koettimen pitoisuus oli 0,17 yM. Ku-
vassa 9 on esitetty reaktioiden paatepisteiden fluoresenssitasot, joista on va-

hennetty negatiivisten kontrollien nollataso.

4000
3500
3000
2500
-]
L 2000
e
1500
1000
0
1 U Eksonukleaasi 2 U Eksonukleaasi 10 U Eksonukleaasi 50 U Taq
Vi VIII VIII

0,17 yM MB-seos

Kuva 9. Eksonukleaasi VIl ja Tag-polymeraasireaktioiden paatepisteiden fluore-
senssitasojen erot, kun reaktioissa kaytettiin Molecular Beacon -koetin-
seosta. Yksittaisen koettimen pitoisuus reaktiossa oli 0,17uM. Negatiivis-
ten kontrollien nollataso on vahennetty reaktioiden RFU-tasoista. Pylvai-
siin on lisaksi merkitty keskihajontavali.
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Eksonukleaasi Vlll:ta sisaltavien reaktioiden paatepiste fluoresenssitasot kasva-
vat odotetulla tavalla melko lineaarisesti, kun eksonukleaasipitoisuutta nostet-
tiin. Kuitenkin edellisista tuloksista poikkeavasti, 50 U Taqg-polymeraasia sisalta-
van reaktion paatepiste fluoresenssitaso ei jaa samalle tasolle kuin 1 Uja2 U
eksonukleaasi Vlll:ta sisaltavien reaktioiden fluoresenssitasot. Kyseinen fluore-
senssitaso nousee jopa korkeammaksi kuin 10 U eksonukleaasi Vlll:ta sisalta-
van reaktion fluoresenssitaso, mika poikkeaa taysin radioaktiivisella menetel-
malla saaduista tuloksista. 50 U Tag-polymeraasin ajateltiin mahdollisesti kayt-

tavan kaikki reaktion sisaltamat Molecular Beacon -koettimet loppuun.

Edellisten tulosten perusteella tutkittiin reaktioiden paatepisteiden fluoresenssi-
tasojen eroja eri Molecular Beacon -koetinkonsentraatioilla. Reaktiot sisalsivat
10 U eksonukleaasi I:ta, 2 U eksonukleaasi Vlll:ta seka 50 U, 100 U ja 200 U
Tag-polymeraasia. Reaktioissa kaytettiin Molecular Beacon -koetinseoksia,
joissa yksittaisen koettimen pitoisuudet olivat 0,17 uM, 0,33 uM ja 1,7 uM. Ku-
vassa 10 on esitetty reaktioiden paatepisteiden fluoresenssitasot, joista on va-
hennetty negatiivisten kontrollien nollataso. Jokaisesta eri reaktiosta tehtiin nelja
rinnakkaismaaritysta, ja lisaksi negatiivisista kontrolleista tehtiin kahdeksan rin-

nakkaismaaritysta.
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Kuva 10. Eksonukleaasi |, eksonukleaasi VIl ja Tag-polymeraasireaktioiden
paatepisteiden fluoresenssitasojen erot, kun koettimien pitoisuuksia nos-
tetaan. Reaktioissa kaytettiin Molecular Beacon -koetinseoksia, joissa
yksittaisen koettimen pitoisuudet olivat 0,17 uM, 0,33 uM ja 1,7 uyM. Ne-
gatiivisten kontrollien nollataso on vahennetty reaktioiden RFU-tasoista.
Pylvaisiin on lisaksi merkitty keskihajontavali.

Eksonukleaasi I:ta sisaltavien reaktioiden paatepiste fluoresenssitaso nousee,
kun reaktioiden Molecular Beacon -koettimien pitoisuutta nostettiin, mika oli
odotettu tulos. Eksonukleaasi VIII kayttaytyy kuitenkin taysin eri lailla ja sita si-
saltavien reaktioiden fluoresenssitaso laskee selkeasti, kun kaytetdan suurinta
koetinpitoisuutta. Taman lisaksi ei nahda selkeata eroa eri Tag-polymeraasipi-
toisuuksia sisaltavien reaktioiden paatepiste fluoresenssitasoissa. Tasta voitiin
paatella, etta Tag-polymeraasi kayttaa reaktiossa olevat Molecular Beacon -ko-
ettimet loppuun. Tulosten perusteella oletettiin myds, etta koetinseoksen tausta
hairitsi yksittaisia koettimia substraattina kayttavien eksonukleaasien fluore-
senssin nousun nakymista. Tama nakyi selkeasti eksonukleaasi Vlll:ta sisalta-

vien reaktioiden kohdalla. Eksonukleaasi VIl hajottaa vain 5’-hantaista koetinta.
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4.3 Molecular Beacon -seoksen taustan hairinta seka yksittaisten Mole-
cular Beacon -koettimien kaytto

Reaktioiden sisaltamien koettimien pitoisuudet nostettiin mahdollisimman kor-
keiksi, jotta nahtaisiin, saadaanko Tag-polymeraasia sisaltavien reaktioiden
paatepisteiden fluoresenssitasoille selkea ero. Lisaksi reaktioissa kaytettiin yk-
sittaisia Molecular Beacon -koettimia, jotta nahdaan, paraneeko fluoresenssi-
vaste taman avulla. Eksonukleaasi I:ta sisaltavissa reaktioissa kaytettiin 5 yM
3’-hantaista koetinta ja eksonukleaasi Vlll:ta seka Tag-polymeraasia sisalta-
vissa reaktioissa kaytettiin 5 uM 5’-hantaista koetinta. Molecular Beacon -koe-
tinseoksen taustan hairitsemista tutkittiin negatiivisten kontrollien avulla. Nega-
tiivisissa kontrolleissa kaytettiin 5 yM 3’-hantaista koetinta, 5 yM 5’-hantaista
koetinta seka Molecular Beacon -koetinseosta, jossa yksittaisen koettimen pitoi-
suus oli 5 yM. Jokaisesta eri reaktiosta tehtiin nelja rinnakkaismaaritysta lukuun
ottamatta negatiivisia kontrolleja, joista tehtiin kahdeksan rinnakkaismaaritysta.

Ylla olevien reaktioiden qPCR-kuvaaja on esitetty kuvassa 11.
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Kuva 11. gqPCR-kuvaaja Molecular Beacon —seoksen taustan hairinnasta seka
yksittaisten Molecular Beacon —koettimien kaytosta. Kuvaajaan on mer-
kitty eri naytteiden reaktiokayrat sinisella. 10 U Eksonukleaasi | sisalta-
vissa reaktiossa kaytettiin 5 yM 3’-hantaista koetinta. 1 U ja 2 U eksonuk-
leaasi VIII sekd 10 U ja 50 U Taqg-polymeraasia sisaltavissa reaktioissa
kaytettiin 5 yM 5’-hantaista koetinta. Negatiiviset kontrollit on merkitty ku-
vaajaan punaisella (Molecular Beacon -koetinseos, jossa yksittaisen ko-
ettimen pitoisuus oli 5 uM), lilalla (5 pM 3’-hantainen koetin) ja vihrealla
(5 M 5’-hantainen koetin).

Vaikka Molecular Beacon -koettimen pitoisuus nostettiin niin suureksi, etta lait-
teen vastekatto tuli tayteen, 10 U ja 50 U Taqg-polymeraasia sisaltaville reakti-
oille ei saatu selkeata eroa paatepiste fluoresenssitasoissa. Reaktiokayrien alun
muodossa huomataan kuitenkin selkea ero, minka avulla voidaan maarittaa
Tag-polymeraasille mahdollinen lineaarinen alue. Kuvasta 11 huomataan myos,
etta Molecular Beacon -koetinseoksen tausta selkeasti hairitsee eksonukleaasi
I:n ja VIII fluoresenssivasteen nakymista. Tama nahdaan siita, ettd vain Molecu-
lar Beacon -koetinseosta sisaltavan reaktion vaste (punaiset kayrat) ylittaa huo-
mattavasti niiden reaktioiden, jotka sisaltavat vain yksittaista koetinta ja ek-
sonukleaasia (siniset kayrat), vasteen. Talloin, jos reaktio sisaltda suuren pitoi-
suuden Molecular Beacon -koetinseosta, reaktiosta mitattu vaste johtuu suurim-
maksi osaksi vain yksindan koetinseoksen aiheuttamasta fluoresenssitason
noususta. Tama ei ole haluttu tulos, eika myodskaan kerro mitaan eksonuk-
leaasien aiheuttamasta fluoresenssin noususta. Taman perusteella reaktioissa

tulisi kayttaa huomattavasti pienempia Molecular Beacon -
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koetinseospitoisuuksia tai sellaista yksittaista koetinta, joka on eksonukleaasille

ensisijainen substraatti.

Molecular Beacon -koettimien pitoisuus reaktioissa laskettiin 1 uM ja naytteita

sisaltavissa reaktioissa kaytettiin vain 5’-hantaista koetinta. Maarityksessa oli

mukana 50 U ja 10 U Tag-polymeraasia seka 1 U, 1,5 U ja 2 U eksonukleaasi

Vlli:ta. Jokaiselle reaktiolle tehtiin nelja rinnakkaismaaritysta. Negatiivisten kont-

rollien reaktioissa kaytettiin 1 yM 5’-hantaista koetinta seka Molecular Beacon -

koetinseosta, jossa yksittaisen koettimen pitoisuus oli 1 uM. Negatiivisille kont-

rolleille tehtiin kahdeksan rinnakkaismaaritysta. Reaktioiden qPCR-kuvaaja on

esitetty kuvassa 12.
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Kuva 12. gPCR-kuvaaja Molecular Beacon —seoksen taustan hairinnasta seka

yksittaisten Molecular Beacon —koettimien kaytosta, kun koetinpitoisuus
reaktioissa laskettiin 1 pM. Naytteita sisaltavissa reaktioissa kaytettiin
vain 5’-hantaista koetinta. Kuvaajaan on merkitty harmaan sinisella 10 U
ja 50 U Tag-polymeraasi, tumman sinisella 2 U eksonukleaasi VIII, vihre-
alla 1,5 U eksonukleaasi VIl ja punaisella 1 U eksonukleaasi VIIl. Nega-
tiiviset kontrollit on merkitty kuvaajaan lilalla (Molecular Beacon -koetin-
seos, jossa yksittaisen koettimen pitoisuus oli 1 yM), mustalla (1 yM 5’-
hantainen koetin).

Eksonukleaasi Vlll:ta sisaltavien reaktioiden fluoresenssivaste jaa Molecular

Beacon -koetinseoksen taustan alle myos alhaisemmalla koetinpitoisuudella. Li-

saksi 10 U ja 50 U Tag-polymeraasia sisaltavien reaktioiden erot reaktiokayrien
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alussa pienenivat, mutta eron kayran alussa voi nahda viela 1 yM koetinpitoi-

suudellakin.

4.4 Lineaarisen alueen maarittaminen

Lineaarisen alueen maarittamiseksi qPCR-laitteen reaktioaikaa lyhennettiin ja
mittausvalia tihennettiin. Fluoresenssin kehitysta reaktioissa seurattiin yhden
tunnin ajan ja mittausvali oli 15 sekuntia. Maarityksessa oli mukana 10 U ja 50
U Tag-polymeraasi seka 1 U, 1,5 U ja 2 U eksonukleaasi Vlll:ta. Reaktioissa
kaytettiin seka 1 yM 5’-hantaista koetinta etta Molecular Beacon -koetinseosta,
jossa yksittaisen koettimen pitoisuus oli 0,33 uM. Kaikista reaktioista tehtiin
nelja rinnakkaismaaritysta lukuun ottamatta negatiivisia kontrolleja, joista tehtiin
kahdeksan rinnakkaismaaritysta. Kuvassa 13 on esitetty gPCR-kuvaaja reakti-
oista, joissa kaytettiin vain 1 uM 5’-hantaista koetinta. Kuvaajassa yksi sykli tar-

koittaa 15 sekunnin mittausvalia.
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20 4 ; /'/'/'f/” // /,_/"’ ................................................................. ....................... 4
e /) :
o e :
= . : ]
E 15 b 21 EksOnukIeaasi-\/III

Cycles

Kuva 13. gPCR-kuvaaja lineaarisen alueen maarittamisesta. Reaktiossa kay-
tettiin 1 uM 5’-hantaista Molecular Beacon -koetinta. Kuvaajaan on mer-
kitty harmaan sinisella 50 U Tag-polymeraasi, oranssilla 10 U Taqg-poly-
meraasi, kirkkaan sinisella 2 U eksonukleaasi VIII, vihrealla 1,5 U ek-
sonukleaasi VIl ja punaisella 1 U eksonukleaasi VIIl. Negatiiviset kont-
rollit on merkitty kuvaajaan mustalla.
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Kuvassa 14 on esitetty qPCR-kuvaaja reaktioista, joissa kaytettiin Molecular
Beacon -koetinseosta, jossa yksittaisen koettimen pitoisuus oli 0,33 uM. Kuvaa-

jassa yksi sykli tarkoittaa 15 sekunnin mittausvalia.
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’
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Kuva 14. gPCR-kuvaaja lineaarisen alueen maarittamisesta. Reaktiossa kay-
tettiin Molecular Beacon -koetinseosta, jossa yksittaisen koettimen pitoi-
suus oli 0,33 pM. Kuvaajaan on merkitty harmaan sinisella 50 U Taqg-
polymeraasi, oranssilla 10 U Taqg-polymeraasi, kirkkaan sinisella 2 U ek-
sonukleaasi VIII, vihrealla 1,5 U eksonukleaasi VIl ja punaisella 1 U ek-
sonukleaasi VIII. Negatiiviset kontrollit on merkitty kuvaajaan mustalla.

Yhden tunnin mittausajalla ei saada kunnollista eroa 10 U ja 50 U Tag-polyme-
raasin reaktiokayrien kulmakertoimiin eivatka reaktiokayrat ole lineaarisia. Re-
aktioaikaa ei voida lyhentaa yhdesta tunnista enempaa, silla aikaisemmista mit-
tauksista on huomattu, etta fluoresenssinvaste on huomattavasti epavakaam-
paa juuri mittauksen alussa. Yksittaisen Molecular Beacon -koettimen kaytto
verrattuna Molecular Beacon -koetinseoksen kayttoon tassa maarityksessa kui-
tenkin tukee aikaisemman maarityksen tuloksia. Kun reaktioseoksessa on vain
yhta koetinta, eksonukleaasi VIII:n reaktiokayrat ovat lineaarisempia ja rinnak-
kaisten mittausten erot ovat huomattavasti pienemmat. Lisaksi paatepisteiden
fluoresenssitasoissa nahdaan selkea ero eri eksonukleaasi VllI:n entsyymipitoi-

suuksilla.
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4.5 Kaupallisten eksonukleaasi-entsyymierien valiset erot

Radioaktiivisella menetelmalla tehdyista maarityksista huomattiin, etta kaupallis-
ten eksonukleaasi-entsyymierien valeilla oli suuria eroja. Erien valisia eroja tut-
kittiin myos fluoresoivalla eksonukleaasimenetelmalla. Reaktioiden paatepistei-
den fluoresenssitasojen eroja tarkasteltiin kahdella eri eranaytteella. Maarityk-
sissa kaytettiin yksittaisia Molecular Beacon -koettimia. Eksonukleaasi I:n reak-
tioseoksessa kaytettiin 1 yM 3’-hantaista Molecular Beacon -koetinta ja ek-
sonukleaasi VIII:n reaktioseoksessa kaytettiin 1 yM 5’-hantaista koetinta. Maari-
tyksissa kaytettiin 10 U, 11 U ja 12 U eksonukleaasi | sekd 1 U, 1,5 U ja 2 U ek-
sonukleaasi VIl entsyymipitoisuuksia. Jokaisesta eri reaktiosta tehtiin nelja rin-
nakkaismaaritysta, minka lisaksi negatiivisista kontrolleista tehtiin kahdeksan
rinnakkaismaaritysta. Kuvassa 15 on esitetty eksonukleaasi | reaktioiden paate-
pisteiden fluoresenssitasot, joista on vahennetty negatiivisten kontrollien nolla-

taso.
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Kuva 15. Eksonukleaasi | reaktioiden paatepisteiden fluoresenssitasojen erot.
Reaktioissa kaytettiin 1 yM 3’-hantaista Molecular Beacon -koetinta. Ne-
gatiivisten kontrollien nollataso on vahennetty reaktioiden RFU-tasoista.
Pylvaisiin on lisaksi merkitty keskihajontavali.
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Kuvassa 16 on esitetty eksonukleaasi VIl reaktioiden paatepisteiden fluore-

senssitasot, joista on vahennetty negatiivisten kontrollien nollataso.
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Kuva 16. Eksonukleaasi VIII reaktioiden paatepisteiden fluoresenssitasojen erot.
Reaktioissa kaytettin 1 yM 5’-hantaistd Molecular Beacon -koetinta.
Negatiivisten kontrollien nollataso on vahennetty reaktioiden RFU-ta-
soista. Pylvaisiin on lisaksi merkitty keskihajontavali.

Kaupallisten eksonukleaasi-entsyymierien valilla on paljon hajontaa myos fluo-
resoivalla menetelmalla. Tasta syysta menetelman kontrolleille ei voida antaa

yhta tiettya numeraalista kriteeria paatepiste RFU-arvoista.

5 Paatelmat

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli kehittaa toimeksiantajayritykselle uusi

fluoresoiva eksonukleaasimenetelma, jossa kaytettaisiin eksonukleaasien tun-
nistamiseen Molecular Beacon -koettimia seka positiivikontrolleina kaupallisia
eksonukleaaseja. Yrityksessa kaytossa olevassa menetelmassa kaytetaan ra-
dioaktiivista substraattia, jonka kaytto ja valmistus haluttaisiin lopettaa. Tyon

aloitusparametrit pohjautuivat yrityksessa aikaisemmin tehtyihin tutkimuksiin.

Tassa tyossa tutkittiin menetelman toimivuutta seka pyrittiin optimoimaan mene-

telman parametreja. Opinnaytetydssa optimoitiin kaupallisten eksonukleaasien
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entsyymimaara radioaktiivisella menetelmalla seka Molecular Beacon -koetti-
mien pitoisuus reaktioissa fluoresoivalla menetelmalla. Lisaksi tassa tyossa tut-
kittiin kuumasaumaajan kayton vaikutusta reaktioihin seka yksittaisten koetti-
mien kayttda seoksen sijasta. Opinnaytetydssa selvitettiin myos, saadaanko
menetelmalla selkea ero paatepisteiden fluoresenssitasoihin eri entsyymimaa-
rilla, 10ytyyko reaktiokayrista kapea lineaarinen alue ja miten Calf thymus DNA:n

lisdys vaikuttaa reaktioihin.

Kuumasaumaajan kaytolla ei huomattu olevan vaikutusta reaktioiden alkami-
seen eika reaktiokayrien muotoon (tuloksia ei ole esitetty tassa tydssa). Kuuma-
saumaajan kayttda tutkittiin, koska menetelman reaktiolampdétila on 37 °C ja
kuumasaumaajan lampdétila nousee yli 80°C:seen. Haluttiin valttaa tilannetta,
jossa reaktiot alkavat ennen kuin kuoppalevy saadaan laitteelle, jolloin mittauk-
sen tulokset eivat kata koko reaktiota. Lisaksi liilan korkea lampdtila olisi voinut
vaikuttaa reaktion etenemiseen. Fluoresoivalla menetelmalla saatiin selkeat erot
paatepisteiden fluoresenssitasoihin negatiivisten kontrollien ja tutkittavien posi-
tiivikontrollien valille. Lisaksi tutkittavien naytteiden, vasta-aineen ja RT-entsyy-
min, reaktiokayrat jaivat fluoresoivalla menetelmalla selkeasti negatiivisten kont-
rollien tasolle. Nama naytteet oli todettu puhtaiksi radioaktiivisella menetelmalla.
Talla varmistettiin, etteivat tuotteet aiheuta vaaraa positiivista reaktiota uudella

menetelmalla.

Positiivikontrolleina kaytettaville kaupallisille eksonukleaasille ja Tag-polymeraa-
sille ei pystytty maarittamaan selkeita kriteereja, kun reaktioissa kaytettiin Mole-
cular Beacon -koetinseosta. Huomattiin, etta Molecular Beacon -koetinseoksen
tausta hairitsee eksonukleaaseista syntyvan vasteen nakymista, kun kaytettavat
koetinpitoisuudet olivat suuret. Toisaalta, kun reaktioissa kaytettiin yksittaisia
Molecular Beacon -koettimia, rinnakkaisissa naytteissa todettiin myos vahem-
man hajontaa. Reaktioilla ei ollut selkeaa lineaarista aluetta fluoresoivalla me-
netelmalla, lisaksi eri ajojen valiset tulokset erosivat toisistaan huomattavasti.
Kaupallisten eksonukleaasi-entsyymierien valeilla oli myos huomattavasti hajon-
taa seka radioaktiivisella etta fluoresoivalla menetelmalla. Calf Thymus DNA:n

lisdys pienensi hajontaa Tag-polymeraasin rinnakkaisnaytteissa seka selkeytti
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paatepisteiden fluoresenssitasojen eroja eri entsyymipitoisuuksilla (tuloksia ei
ole esitetty tassa tydssa). Reaktioihin lisatty Calf Thymus DNA -pitoisuus oli
sama kuin radioaktiivisella menetelmalla. Lisayksella ei kuitenkaan ollut vaiku-
tusta kaupallisiin eksonukleaaseihin. Naiden tulosten perusteella kontrollien kri-
teereiksi ei voitu esimerkiksi asettaa reaktiokayrien kulmakertoimia tai tiettya

paatepiste fluoresenssiarvoa.

Taman tyon perusteella kaytdssa olevan radioaktiivisen ja uuden fluoresoivan
menetelman tulokset eivat ole yhtalaisia. Fluoresoivalle menetelmalle ei voitu
asettaa samanlaisia kriteereja kuin radioaktiivisella menetelmalla on ollut kay-
tossa. Nain ollen tdmanlaisena fluoresoivasta menetelmasta ei saada yritykselle
vastaavaa toimivaa menetelmaa. Jatkotutkimuksia voisi tehda mahdollisesta
taysin kvalitatiivisesta menetelmasta, jossa tulos olisi joko negatiivinen tai posi-
tiivinen. Talloin positiivisena kontrollina voitaisiin kayttaa Taqg-polymeraasia. Li-
saksi Molecular Beacon -koetinseoksen sijaan tulisi todennakoisesti keskittya

enemman yksittaisiin Molecular Beacon -koettimiin.
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Eksonukleaasien entsyymimaaran optimointi radioaktiivisella
menetelmalla

Taulukko 1. Eksonukleaasi | mittaustulokset, tulosten keskiarvot ja keskihajon-

nat
Eksonukleaasi | (lot 10062603)
3H Aktiivisuus %
Entsyy- Kes- Keski-
mimaara 1 2 3 4 5 7 |kiarvo | hajonta
1U 0,49 0,49 -
25U 0,22 -0,25 -0,02 0,34
5U -0,13| 0,10 -0,20 0,04 0,01 0,18
0,26
75U -0,02| -0,06 -0,03 0,03
-0,01
9u 0,13 0,13 -
10 U 6,37| 0,42 0,11 2,30 3,53
15U 11,92 11,92 -
20U 21,41 21,41 -
Eksonukleaasi | (lot 10088994)
1U -0,02| -0,02 -
ouU 0,14 0,14 -
10 U 0,25 0,25 -
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Taulukko 2. Eksonukleaasi Il mittaustulokset, tulosten keskiarvot ja keskihajon-
nat

Eksonukleaasi lll (lot 10063241)
3H Aktiivisuus %
Entsyy- Kes- Keskiha-
mimaara 1 2 3 4 5 6 7 |kiarvo |jonta
0,1U 0,13 0,13 -
0,2U -0,06 -0,06 -
0,3U -0,20 -0,20 -
05U 0,54 0,33 0,29
0,13
1U 0,28 2,20 0,97 1,07
0,42
1,25 U 2,22 2,22 -
1,5U 2,57 2,57 -
1,75 U 3,70 3,70 -
2U 3,41 3,79 0,54
417
3U 5,23 5,08 0,22
4,92
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Taulukko 3. Eksonukleaasi VIII mittaustulokset, tulosten keskiarvot ja keskiha-
jonnat
Eksonukleaasi VIII (lot 10059607)
3H Aktiivisuus %
Entsyy- Keski-
mimaara 1 2 3 4 5 6 7 | Keskiarvo | hajonta
1U 1,05| 1,00 0,95 0,18
0,85| 0,92
1,15| 0,88
1,15| 0,62
1,5U 1,27| 2,17 1,85 0,32
1,87 1,99
1,75
2,06
2U 0,55| 2,07| 1,19| 1,50| 2,55 1,87 0,46
1,78 1,24| 2,10| 2,13
1,51 1,87 2,51
1,41] 1,93| 2,44
3U 2,57 2,66 0,13
2,75
5U 2,32 2,32 -
10U 6,85 6,85 -
Eksonukleaasi VIl (lot 10089252)
1U 0,22 0,19 0,19
0,28
-0,09
0,34
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Ta;JIukko 4. Tag-polymeraasi mittaustulokset, tulosten keskiarvot ja keskihajon-
na

Taq-polymeraasi

3H Aktiivisuus %
Entsyy- Keski-
mimaara 1 2 3 4 5 6 7 | Keskiarvo | hajonta
50 U 0,98| 1,05/ 1,22| 1,16| 1,64| 1,58 1,75 1,34 0,31
100 U 2,76 1,79| 2,73| 2,19| 2,50| 2,49 2,41 0,36
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