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RNA, eli ribonukleiinihappo, on biomolekyyli, jota esiintyy kaikissa organismeissa
seka viruksissa. RNA:n yleisimpia synteeseja ovat transkriptio, eli RNA-synteesi,
jossa RNA syntetisoidaan DNA:n ohjeen mukaan seka translaatio, eli proteii-
nisynteesi, jossa proteiineja muodostetaan RNA:n ohjeen mukaan. RNA:ta hyo-
dynnetaan paljon biolaaketieteellisissa tutkimuksissa, koska sen sekvenssi on
yksinkertainen ja se tunnetaan jo suhteellisen hyvin. Ei-koodaava RNA toimii eu-
karyooteilla myds apuna geenien ilmentymisessa seka auttaa muokkaamaan
muuta RNA:ta.

Opinnaytetyon tavoitteena oli optimoida kaupallinen RNA-eristyskitti Bravo-pipe-
tointirobotille. Tarkoituksena oli eristdd solulysaatista riittavasti laadukasta
RNA:ta pipetointirobotilla seka analysoida eristettyjen naytteiden konsentraa-
tiota, naytepuhtautta ja laatua NanoDrop 2000- ja 2100 Bioanalyzer-laitteilla.
Opinnaytety6 suoritettiin Tampereen yliopiston FHAIVE-tutkimusryhmassa.

RNA:ta eristettiin HUVEC-solujen lysaatista kayttamalla magneettisiin partikke-
leihin perustuvaa RNA-eristyskittia. HUVEC-soluja kasvatettiin kuoppalevyn
kuopissa seka inserttien basaalipuolilla. Automatisoidulla nesteenkasittelijalla
suoritettiin nelja testiajoa naytteilla, joiden perusteella laitteelle tehtya ohjelmaa
muokattiin toimivammaksi eristyskitille. Lopuksi suoritettiin yksi optimoitu ajo pi-
petointirobotilla. Automatisoidun eristyksen tuloksia verrattiin eristyskitilla kasin
tehtyihin eristyksiin.

RNA:n automatisoitua eristysta saatiin optimoitua merkittavasti. Eristettyjen nayt-
teiden konsentraatiota ja puhtautta saatiin parannettua. Myds automaattisen nes-
teenkasittelijan pipetinkarkien ja kuoppalevyjen kulutusta saatiin vahennettya.

Asiasanat: RNA-eristys, automaattinen nesteenkasittelija, optimointi, Agilent
Bravo
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RNA or ribonucleic acid is a biomolecule that can be found in every living organ-
ism or virus. Its most common and best-known synthesis are transcription, where
RNA is formed from DNA’s instructions, and translation, where proteins are made
according to RNA’s instructions. In biomedicine, RNA is one of the most exploited
molecules, as its sequence is simple and it’s relatively well known. A non-coding
RNA in eucaryotic cells also has a role in gene expression and helps edit other
RNAs.

The purpose of this Bachelor’s thesis was to optimise a commercial RNA extrac-
tion kit for the Bravo pipetting robot. Furthermore, the objective was to extract
sufficient amount of high-quality RNA from cell lysate using a pipetting robot and
to analyse sample concentrations, purity and quality with NanoDrop 2000 and
2100 Bioanalyzer. This Thesis was completed in the FHAIVE research group at
Tampere University.

RNA was extracted from HUVEC cell lysate, using a magnetic bead-based ex-
traction kit. HUVEC cells were cultured on the bottom of 12-well plates and on
the basolateral side of inserts. Four test runs were completed with samples using
Bravo. Based on these test runs, the protocol was edited to be more functional
for the extraction kit used. After the test runs, one optimised sample run was
conducted. The results of automated runs were compared to manually extracted
samples, which were used as a reference.

The automatic extraction of RNA was optimised significantly. The concentrations
and purities of samples were improved. The usage of well plates and pipetting
tips were also reduced.

Key words: RNA extraction, automatic liquid handler, optimization, Agilent
Bravo
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Fetal Bovine Serum (naudan sikion seerumi)

Finnish Hub for Development and Validation of Inte-
grated Approaches

Finnish Medicines Agency

Good Laboratory Practice (hyva laboratoriokaytanto)
Human Umbilical Vein Endothelial Cells (ihmisen na-
panuoralaskimon endoteelisolut)

Integrated Approaches to Testing and Assessment
Phosphate Buffered Saline (fosfaattipuskuroitu suolali-
uos)
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1 JOHDANTO

Opinnaytety0 tehtiin Tampereen yliopiston Laaketieteen ja terveysteknologian
tiedekunnan FHAIVE:n (Finnish Hub for Development and Validation of Integra-
ted Approaches) tutkimusryhmassa, jonka tavoitteena on luoda vaihtoehtomene-
telmia elainkokeille kehittamalla ja validoimalla uusia IATA-menetelmia (Integra-
ted Approaches to Testing and Assessment), kayttaen in vitro -malleja, toksiko-
genomiikkaa ja tekoalya hyoddyntavaa datamallinnusta. FHAIVE:lla on FIMEA:n
(Finnish Medicines Agency) GLP-laboratoriosertifikaatti (Good Laboratory Prac-

tice).

Taman tyon tavoitteena on optimoida kaupallinen RNA-eristyskitti Bravo-pipe-
tointirobotille. Tarkoituksena on eristdaa solulysaatista riittavasti laadukasta
RNA:ta pipetointirobotilla seka analysoida saadut konsentraatiot ja naytepuhtau-
det NanoDrop 2000- ja 2100 Bioanalyzer-laitteilla. Tutkimusryhmassa tehdaan
paljon RNA-eristyksia, joita automatisoidun eristyksen kaytto tutkimuksissa voisi
nopeuttaa ja tarkentaa. Tuloksia verrataan automatisoiduissa eristyksissa kayte-

tyn eristyskitin kasin tehtavien eristyksien tuloksiin.



2 RNA:N RAKENNE JA TEHTAVAT

RNA, eli ribonukleiinihappo on biomolekyyli, jota esiintyy kaikissa elavissa or-
ganismeissa seka viruksissa. RNA:n rakenne muodostuu nukleotideista, eli ri-
boosi-sokerin ja typpiemaksen muodostamista yksikoista. RNA:ssa esiintyvat
typpiemakset ovat adeniini (A), guaniini (G), urasiili (U) ja sytosiini (C). RNA esiin-
tyy lahtokohtaisesti yksijuosteisena rakenteena, mutta jotkut virustyypit voivat si-
saltaa myos kaksijuosteista RNA:ta. (Farhana & Wang 2023) RNA:n sekvenssi
on yksinkertainen ja helposti tutkittavissa, jonka takia sita on helppo hyodyntaa
biolaaketieteellisissa tutkimuksissa ja geenien muokkaamisessa (Rogoyski
2021).

Kolme keskeisintda RNA-tyyppia ovat lahetti-RNA (mMRNA), siirtdja-RNA (tRNA)
seka ribosomaalinen RNA (rRNA). RNA:n yleisimpia synteeseja ovat transkriptio,
eli RNA-synteesi, jossa RNA syntetisoidaan DNA:n ohjeen mukaan, seka trans-
laatio, eli proteiinisynteesi, jossa proteiineja muodostetaan RNA:n ohjeen mu-
kaan. mRNA, tRNA ja rRNA esiintyvat kaikki proteiinisynteesissa. RNA-synteesit

ovat erilaisia eukaryootti- ja prokaryoottisolujen valilla. (Wang & Farhana 2023)

Transkriptiossa DNA:n geneettista koodia kopioidaan RNA:n sekvenssiin. RNA:n
ja DNA:n sekvenssissa erona ovat nukleotidien rakenne. DNA:n nukleotideissa
typpiemas on Kkiinnittynyt deoksiribonukleotidiin, eika riboosi-sokeriin, kuten
RNA:ssa. Deoksiribo- ja ribonukleotidin rakenne eroaa siten, ettad ribonukleoti-
dissa on yksi OH-ryhma enemman. DNA:n ja RNA:n sekvensseissa on osana
neljaa erilaista typpiemasta, joista kolme ovat niiden valilla samoja ja yksi eroaa:
DNA:ssa urasiilin (U) tilalla on tymiini (T). (Alberts, Johnson & Lewis 2002)

Kaikki solujen sisaltama RNA on valmistettu DNA:n transkriptiossa. Transkription
alussa RNA-polymeraasientsyymi kiinnittyy DNA:n osaan, joka kopioidaan. RNA-
polymeraasi avaa pienen alueen DNA:n kaksoisjuosteesta, joka sisaltaa kopioi-
tavan geenin. Juosteen avautuessa niiden emakset irtoavat toisistaan. RNA ko-
pioidaan toisesta DNA:n juosteesta, jota kutsutaan templaattijuosteeksi. RNA-po-
lymeraasin avulla ribonukleotidit liittyvat toisiinsa templaattijuosteen mukaisessa
jarjestyksessa, jolloin muodostuneen RNA:n emasjarjestys on yhdenmukainen
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koodaavan juosteen kanssa, silla erolla etta tymiinin tilalla RNA:ssa on urasiili.
Tassa vaiheessa muodostunut RNA-ketju on mRNA:ta. (Alberts, Johnson & Le-
wis 2002)

MRNA toimii ikdan kuin siltana DNA:n ja proteiinien valilla (Chan, Cho, & Wong
2020). mRNA on DNA:sta transkriptiossa syntynyttd RNA:ta, joka sisaltaa ge-
neettisen koodin, jonka avulla translaatiossa voidaan muodostaa tarvittavia pro-
teiineja. Prokaryoottien mRNA voi toimia proteiinisynteesissa ilman erillista pro-
sessointia, mutta eukaryoottisolujen mMRNA ei ole muodostuessaan valmis toimi-
maan proteiinien muodostamisessa, vaan sita kutsutaan pre-mRNA:ksi. Tama
johtuu siita, etta se sisaltaa proteiineja koodaavien osien, eli eksonien lisaksi
myOs ei-koodaavia osia, eli introneita. Eukaryoottien pre-mRNA:n prosessoin-
nissa ei-koodaavat osat poistetaan ja jaljelle jaa vain koodaavat osat proteiinisyn-
teesia varten. (Wang & Farhana 2023)

tRNA toimii proteiinisynteesissa aminohappojen siirtamisessa mRNA:n koodin
mukaisesti. tRNA kuljettaa aminohappoa sen 3’-paassa. Kun aminohappo on
kiinnittyneena tRNA:n 3’ paahan, sitd kutsutaan aminoasyyli-tRNA:ksi. Amino-
asyyli-tRNA:n apuna toimivat aminoasyyli-tRNA-syntetaasit. Ne ovat entsyymeja,
jotka liittavat aminohapon tRNA:han. Ribosomaalinen RNA muodostaa ribo-
someja yhdessa proteiinien kanssa. tRNA tunnistaa antikodonillaan mRNA:sta
sen antikodonia vastaavan komplementaarisen osan, joka maaraa liitettavan
aminohapon. tRNA-molekyylien tuomat aminohapot liitetaan ribosomilla yhteen
polypeptidiketjuksi. (Farhana & Wang 2023) mRNA, tRNA ja rRNA eivat kuiten-
kaan ole ainoita RNA-tyyppeja, vaan erilaisia luokkia on tunnistettu yli sata kap-
paletta (Roundtree, Evans, Pan & He 2017).

RNA:lla on todettu olevan myds muita merkittavia tehtavia. Esimerkiksi euka-
ryooteilla ei-koodaava RNA saatelee proteiineja koodaavien geenien toimintaa
esimerkiksi hajottamalla tiettyja mRNA-molekyyleja tai voimistamalla niiden
translaatiota. (Li 2023)



3 RNA:N ERISTAMINEN

RNA:n eristaminen on edellytys monille molekyylibiologisille toille, kuten kaan-
teistranskriptiolle, jossa muodostetaan cDNA:ta, tai RNA:n sekvensoinnille. Eris-
tystavan valinta riippuu monista tekijoista, kuten naytteen tyypista, halutun RNA:n
pituudesta ja eristyksen mittakaavasta. (New England Biolabs n.d.) RNA:n eris-
tamisen onnistumisen kannalta on tarkeaa, ettd kaytetty RNA on laadukasta.
RNA:n eristaminen voidaan suorittaa useilla erilaisilla tavoilla, kuten orgaanisilla
menetelmilla, spin-kolonneilla tai magneettisilla partikkeleilla. (Thermo Fisher

Scientific n.d.a.)

Orgaanisissa eristysmenetelmissa nayte homogenisoidaan fenolia sisaltavalla
liuoksella ja sentrifugoidaan. Sentrifugoinnin aikana nayte jakautuu kolmeen eri
faasiin. Alimmassa faasissa on orgaanista materiaalia, keskimmainen faasi sisal-
taa denaturoituneita proteiineja ja DNA:ta, ja ylin faasi sisaltdéd RNA:ta, joka voi-

daan ottaa talteen ja jatkokasitella. (Thermo Fisher Scientific n.d.a.)

Spin-kolonneilla tapahtuvassa eristyksessa kaytetaan kolonneja, joissa on esi-
merkiksi lasikuidusta valmistettu suodatinkalvo, eli membraani. Solunayte hajo-
tetaan puskuriliuoksella, joka sisaltdd muun muassa RNaasi-inhibiittoreita.
Sentrifugoinnin aikana muu nayte kulkeutuu membraanin lapi, mutta nukleiiniha-
pot jaavat membraaniin. Eristyksen aikana membraania pestaan eri liuoksilla. Pe-
suliuosten jalkeen RNA irroitetaan membraanista eluutioliuokseen ja se voidaan
kerata talteen. Spin-kolonniputkien heikkona puolena on se, ettda naytteeseen

saattaa jaada myos DNA:ta. (Thermo Fisher Scientific n.d.a.)

Magneettiset partikkelit ovat noin 20—-30 nm kokoisia rautaoksidipartikkeleita,
jotka ovat paallystetty kayttétarkoituksen mukaan sitomaan yhdisteita, kuten
RNA:ta (MAGBIO n.d.). Aluksi nayte hajotetaan sopivaan eristyspuskuriin. Kun
magneettiset partikkelit lisataan naytteen joukkoon, naytteen RNA sitoutuu paal-
lystettyihin partikkeleihin. Taman jalkeen nayte, joka on sitoutunut magneettisiin
partikkeleihin, asetetaan magneetin paalle, joka vetaa partikkeleita puoleensa, ja
liuokset voidaan aspiroida pois, mutta RNA ja magneettiset partikkelit jaavat as-
tiaan (Thermo Fisher Scientific n.d. a.)
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Naytetta pestaan eristyksen aikana erilaisilla suoloja ja liuottimia poistavilla liuok-
silla, vuorotellen vapauttaen ja sitoen partikkeleita magneettialustaan. Useiden
resuspensointi- ja pesukierrosten jalkeen naytteeseen lisataan eluutioliuos, joka
saa RNA:n irtautumaan partikkeleista. Partikkelit vedetaan magneetin luokse ja
eluutioliuoksessa oleva RNA otetaan talteen. Magneettisien partikkelien kayttoon
liittyy riski, etta eluutioliuokseen voi RNA:n lisaksi paatya myos magneettisia par-

tikkeleita. (Thermo Fisher Scientific n.d. a.)

RNA/DNA-eristyksia tehtdessa automaattisilla nesteidenkasittelijoilla, kaytetaan
yleensa magneettisia partikkeleja. Kasin eristettdessa puolestaan kaytetaan
yleensa joko orgaanisiin liuottimiin tai spin-kolonneihin pohjautuvaa menetelmaa.

Naiden tulokset voivat erota toisistaan. (Jeffries, Kiss, Smith & Oris 2014)

RNA:n eristysta varten soluja kasvatetaan esimerkiksi soluviljelypulloissa, kuop-
palevyilla tai inserteilla. Soluinsertit tarjoavat soluviljelypulloa tai kuoppalevya
luonnollisemman ympariston esimerkiksi epiteeli- tai endoteelisolujen kasvatta-
miseen. Inserteissa on pohjalla ohut huokoinen kalvo, jonka pinnalle solut kiinnit-
tyvat. Inserttien kayton etuna on myos eri solutyyppien kasvattaminen kalvon mo-

lemmin puolin. (Corning n.d.)
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4 PIPETOINTIROBOTIT

Automaattisia nesteenkasittelijoita, eli pipetointirobotteja on saatavilla yksinker-
taisista malleista aina hyvin monimutkaisiin laitteisiin. Ne kaikki voidaan kuitenkin
luokitella roboteiksi, silla ne pystyvat tekemaan niille annettuja tehtavia ennalta
ohjelmoidun ohjelman mukaan. Pipetointirobottien automaation tasoissa on kui-
tenkin suuria eroja, jotka tulevat esiin niiden tehtavien suoritusmaarassa ja niiden
kyvyssa joustaa tarpeen tullen ennalta syoOtetystd ohjelmasta. (Torres-
Acosta, Lye & Dikicioglu 2022)

Automaattiset nesteidenkasittelijat voidaan jakaa kolmeen kategoriaan niiden au-
tomaation tason mukaan. Ylimpaan kategoriaan kuuluvat laitteet, jotka voivat
suorittaa useita tehtavia ilman laitteen muokkaamista. Keskikategoriaan kuuluvat
laitteet, jotka suorittavat tiettya tehtavaa, mutta niihin voidaan lisaksi liittaa muita
yksittaisia tehtavia suorittavia laitteita. Alimpaan kategoriaan kuuluvat laitteet,
jotka ovat keskittyneet nesteiden siirtdmiseen, mutta voivat sisaltaa pienia varus-
teita, kuten kuuma- tai kylmalevyn. Bravo Liquid Handling Platform (Agilent) on
esimerkki keskimmaisen kategorian laitteesta. (Torres-Acosta, Lye & Dikicioglu
2022)

Agilent Bravo Liquid Handling Platform on laajasti muokattavissa tyon edellytys-
ten mukaan. Laitteeseen on saatavilla lukuisia lisavarusteita monenlaisiin ana-
lyyseihin, kuten ravistelija, pipetointipaita 96- ja 384-kuoppalevyille, lampo- ja kyl-
malevy, kasittelija kuoppalevyille ja pipetin karjille, seka kuoppalevyasema. Bra-
vossa on yhdeksan pipetointialustaa, joissa se kykenee pipetoimaan nesteita ja
siitamaan muun muassa pipetinkarkia ja reagenssiastioita alustojen valilla. Li-
saksi Bravoon on mahdollista yhdistaa esimerkiksi BenchCel- (Agilent) seka Mi-
niHub-laitteet (Agilent), jotka mahdollistavat tarvittavien reagenssien ja tarvikkei-
den sailytyksen ja siirtelyn Bravon pipetointialustoille ja sielta pois. Bravo-robo-
tille on mahdollista ostaa myos valmiita ohjelmia, mutta niita voi tehda myos itse
VWorks-ohjelmalla. (Agilent n.d.a, Agilent n.d.b)
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T e — 1

KUVA 1. Agilent Bravo automaattinen nesteenkasittelija.
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KUVA 2. Agilent BenchCel kuoppalevykasittelija, jossa ylhaalla pipetinkarkitetil-

neet
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KUVA 3. Agilent Minihub kuoppalevyasema

Agilent Bravo on robotiksi melko pieni, koska se itsessaan pitaa sisallaan aino-
astaan pipetointialustat seka pipetointipaan. Robotin toiminta-aluetta on mahdol-
lista laajentaa erilaisilla lisdosilla. Jos halutaan robotin toimivan omatoimisemmin,
kykenevan liikuttelemaan useita kuoppalevyja seka pipetointikarkia, se on mah-
dollista hankkia kuoppalevykasittelijalla ja kuoppalevytelineella. Kuoppalevyn ka-
sittelija pystyy liikuttelemaan tarvittavat levyt Agilent Bravon kaytettavaksi. Lisaksi
robottilinjaston ulkopuolelle on saatavilla esimerkiksi kuoppalevyn sinetdija ja vii-
vakoodinlukija. Ratkaisu erotella laitteet mahdollistaa Bravon kayttamisen huo-
mattavasti pienemmassa tilassa, jos ei kuoppalevykasittelijaa tarvita. (Torres-
Acosta, Lye & Dikicioglu 2022)

Pipetointirobotit mahdollistavat monen tyon automatisoinnin, mutta niiden ongel-
mana akateemisessa tutkimuksessa on hinta, tilan tarve seka tarvittavat asian-
tuntijat. Automaattisten nesteidenkasittelijoiden ohjelmointi uusiin tehtaviin on
monimutkaista, hidasta ja vaatii usein myds asiasta tietdvan ammattilaisen, joka

vaikeuttaa niiden kayttddnottamista ymparistdssa, jossa on jatkuvasti vaihtuvia,
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pienempia projekteja. Vaikka pipetointirobotit ovat tarkeita biologisissa tutkimuk-
sissa, ongelmana on niiden rajoittuneisuus toistamaan vain tiettya tehtavaa. (Det-
tinger, Kull, Arekatla, Ahmed, Zhang, Schneiter, Wehling, Schirmacher, Ka-

wamura, Loeffler & Schroeder 2022)

Pipetointirobottien hyodyt riippuvat siis paljon siita, millaista tyota silla on suunni-
teltu tekemaan. Akateemisessa ymparistdssa tehdaan paljon suppeita kokeita,
joissa tyo saatetaan tehda vain kerran, eika sita toisteta enaa uudelleen. Tallai-
seen tyohon robotista ei valttamatta ole juurikaan hyotya, silla sen ohjelman luo-
minen vie aikaa. Lisaksi pipetointirobotteja taytyy huoltaa ja kalibroida saannalli-
sesti niiden toiminnan seka tarkkuuden yllapitamiseksi. Taman takia robotit ovat
erityisen hyodyllisia toissa, jotka ovat toistuvia ja usein tehtavia. (Torres-
Acosta, Lye & Dikicioglu 2022)

Pipetointirobotit tarvitsevat usein erityisesti niille suunniteltuja valineita, kuten pi-
petinkarkia toimiakseen kunnolla. Myos robottien koko taytyy ottaa huomioon,
silla ne ovat yleensa suuria ja vievat paljon pdytatilaa, joka on pois muusta tyds-
kentelytilasta. Koska pipetointirobottien hinta on korkea ja hyoty riippuu paljon
kaytosta, vaihtoehtojen kartoitus ja laboratorioon sopivimman laitteen valinta kan-

nattaa tehda huolella. (Torres-Acosta, Lye & Dikicioglu 2022)

Automaattisten nesteidenkasittelijoiden suurimpana ongelmana on kontaminaa-
tiot, joita voi syntya esimerkiksi pipetinkarkiin jaaneista reagenssijaamista tai nes-
teiden kulkeutumisesta robotin mukana eri vaiheiden valilla. Automaattiset nes-
teidenkasittelijat saattavat joskus myos aspiroida tai dispensoida vaaria neste-
maaria esimerkiksi osien kulumisen tai ympariston vaikutusten takia. Kontami-
naatioriskia voidaan pienentaa esimerkiksi huolehtimalla laitteen huolloista ja

kayttamalla kertakayttoisia pipetinkarkia. (Rawat 2024)

4.1 RNA:n laadun ja maaran arviointi

Eristyksissd saadun RNA:n laatua ja maaraa voidaan analysoida naytteen

UV/VIS-absorption mittaamisella spektrofotometrisesti, esimerkiksi NanoDrop-
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laitteella (Thermo Fisher Scientific). NanoDrop-laitteella naytetta pipetoidaan ja-
lustalle, josta laite mittaa naytteen absorbanssin. Tuloksista saadaan selville
RNA:n konsentraatio ja naytteen puhtautta voidaan arvioida ensisijaisesti
A260/280- ja lisaksi A230/260-suhdearvon perusteella. Nukleiinihappojen ab-
sorptiomaksimi on 260 nm alueella, kun taas proteiinit absorboivat 280 nm aal-
lonpituudella ja fenoli noin 270 nm aallonpituudella. Eristysliuosten epapuhtau-
det, kuten suolat tai naytteen hiilihydraatit, absorboivat valoa erityisesti 230nm
alueella. Puhtaalla RNA:lla A260/A280-arvon pitaisi olla noin 2,0 ja A260/230-
arvon noin 2.0-2.2. NanoDropilla tehtavat analyysit ovat nopeita ja helppoja, eika
vahaisen naytemaaran takia RNA:ta kulu kuin 1-2 pl laadun ja maaran arvioimi-
sen takia, verrattuna yleisiin 1 cm:n kyveteilla tehtaviin spektrofotometrisiin mit-
tauksiin, silla naytetta tarvitaan NanoDrop-laitteella mittaukseen vain 1-2 pl. (Erk
2022)
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KUVA 4. NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific).

Elektroforeesi on analyysitekniikka, jota kaytetdan nukleiinihappofragmenttien
tunnistamiseen, maaran arviointiin, puhdistamiseen seka laadun arviointiin. Gee-
lielektroforeesissa RNA-molekyylit, jotka ovat varaukseltaan negatiivisia, kulke-
vat geelilld anodia kohti sahkdvirran avulla. Geelielektroforeesiajossa pidemmat
RNA-fragmentit kulkevat yleisesti lyhyitd fragmentteja hitaammin kohti anodia,
johtuen geelihuokosten pienesta koosta. RNA:n kulkemasta matkasta voidaan

taten paatella fragmentin kokoa. (Thermo Fisher Scientific, n.d. b.)

Geelielektroforeesin sijaan RNA-elektroforeesiajo voidaan tehda myo6s mikro-

sirun avulla, jossa nayte liikkuu mikrosirun sisalla pienissa kammioissa kapillaari-
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ilmion avulla (Wu, Qin & Lin 2007). Mikrofluidistisiin siruihin perustuvaa elektro-
foreesia hyoddyntaa esimerkiksi Agilent 2100 Bioanalyzer-laite. Bioanalyzerilla
voidaan analysoida naytteen RNA:n seka DNA:n kokoa ja laatua. RNA:n laatu
ilmoitetaan RIN-numeron (RNA integrity number) avulla, joka kertoo RNA:n ehey-
desta. RIN-arvo ilmaistaan asteikolla 0—10, jossa 10 tarkoittaa hyvin laadukasta
RNA:ta. Laite laskee RIN-arvon vertaamalla 5S ja 18S seka 18S ja 28S ketjujen
valisia signaaleja toisiinsa. Laadukkaalla RNA:lla 28S/18S valisen suhteen pitaisi
olla noin 2,0, mutta myos alle 2,0 tulokset voivat olla laadukkaita. (Oregon State

University n.d.)

Electropherogram Summary
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Overall Results for sample 1 : 50
RNA Area: 282.4 RNA Imegrity Mumber (RIN): 10 (B.02.08)
RNA Coencentration: 101 ngiul Result Flagging Color: ===
rRNA Ratio [28s / 18s]: 1.8 Result Flagging Labal: RINAD

KUVA 5. Esimerkki Bioanalyzer-laitteen kayrasta

Bioanalyzerille on saatavilla useita erilaisia siruja erilaisiin analyyseihin, riippuen
halutaanko laitetta kayttaa esimerkiksi ribosomaalisen kontaminaation, naytteen
koon tai naytteen maaran analysointiin. (Oregon State University n.d.) Tavalli-
seen, suuremman mittaluokan geelilla tehtavaan elektroforeesiin verrattuna Bio-
analyzerilla on monia etuja, kuten nopeampi erottelu, pienempi naytetilavuus (1

pl) seka kayttajan parempi tyoturvallisuus. (Davies, Denyer & Hadfield 2018)



KUVA 6. Agilent 2100 Bioanalyzer.
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5 RNA:N ERISTYS HUVEC-SOLUISTA

Alla olevassa taulukossa 1 on esitetty tyossa kaytetyt reagenssit ja liuokset.

TAULUKKO 1. Tyossa kaytetyt reagenssit ja liuokset

Reagenssi/Liuos Valmistaja
Endothelial cell growth medium 2 Promocell
FBS, ei-inaktivoitu Gibco
Fibronectin 1 mg/ml Corning
Trypan Blue Gibco
TrypLE Express Gibco
PBS Euroclone
Quick-RNA Magbead-eristyskitti Zymo Research

Tyossa kaytetyt valineet ja laitteet on esitetty alla olevassa taulukossa 2. Naiden

lisdksi kaytettiin automaattipipetteja, soluviljelypulloja, inkubaattoreita seka lami-
naarivirtauskaappia.

TAULUKKO 2. TyOssa kaytetyt laitteet ja valineet.

Laite/valine Valmistaja
12-kuoppalevyt Cellstar
Insertit 1,0 pm Millicell
Bravo Liquid Handler + BenchCel + Agilent
MiniHub + pipetinkarjet ja kuoppale-
vyt robotille
Mikroskooppi (Primovert) Zeiss
Solulaskuri (Cellometer T4) Nexcelom
NanoDrop 2000 Thermo Fisher Scientific
2100 Bioanalyzer Agilent

Tyd suoritettiin HUVEC-soluilla (human umbilical vein endothelial cells). HUVEC-
soluja kaytetaan paljon bioladketieteellisessa tutkimuksessa, silla niiden erista-

misprosessi on melko yksinkertainen ja lahtdmateriaalia, eli napalaskimoa, on
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helposti ja eettisesti saatavilla, silla lapsen syntyman jalkeen siita tulee yleensa
biologista jatettd. Endoteelikerros, eli verisuonen sisaseinaman ohut solukerros
on helppo irrottaa entsymaattisesti. Vaikka HUVEC-soluja kaytetaan laajasti eri
tutkimuksissa, on hyva muistaa, etta ne eivat edusta kaikkien elimiston endotee-
lisolujen toimintaa taydellisesti. (Kocherova, Bryja, Mozdziak, Volponi, Dyszkie-
wicz-Konwinska, Piotrowska-Kempisty, Antosik, Bukowska, Bruska, lzycki, Za-
bel, Nowicki & Kempisty 2019)

RNA:n eristys solunaytteista suoritettiin Quick-RNA MagBead-eristyskitilla (Zymo
Research), joka on magneettisiin partikkeleihin perustuva RNA-eristyskitti, jolla
voidaan eristaa kokonais-RNA:ta kaikista naytetyypeista, kuten soluista, kudok-
sista, veresta tai kasveista. Kitilla eristetyt naytteet ovat valmiita analyysisovel-
luksiin, kuten gPCR tai sekvensointiin. (Zymo Research n.d.) Kittia kaytettiin sen
ohjeen mukaisesti, mutta inkubointiaikoja ja sekoituksien voimakkuuksia muokat-

tiin tydohon ja kaytetylle naytteelle sopivimmiksi.

Ty0 aloitettiin paallystamalla HUVEC-soluille insertit. Inserttien basaalipuoli paal-
lystettiin ensin ei-inaktivoidulla FBS:lla (naudan sikiébn seerumi) ja inkuboitiin 37
°C lampdtilassa tunti. Taman jalkeen FBS imettiin pois ja tilalle laitettiin 200 pl 50
pg/ml fibronektiinia liuotettuna fosfaattipuskuroituun suolaliuokseen (PBS) ja in-
kuboitiin 37 °C lampdtilassa yon yli. Seuraavana paivana insertit siirrettiin jaa-
kaappiin. 50 pg/ml fibronektiiniliuos tehtiin liuottamalla 1 mg fibronektiinia 1 ml
PBS:aan. Saatua liuosta laimennettiin edelleen sekoittamalla 50 ul tilavuus 950
pl PBS:aan, jolloin saatiin 50 pg/ml liuos. Ennen solujen lisaamista pulloihin lai-

tettiin 14 ml kasvatusmediumia ja asetettiin ne inkubaattoriin

Taman jalkeen sulatettiin 1 ml soluampulli, jossa soluja on 500 000. Solususpen-
sio lisattiin 2 ml:aan mediumia (Promocell). Taman jalkeen soluliuosta pipetoitiin
1 ml kolmeen soluviljelypulloon, joissa oli esilammitettyd mediumia. Pulloihin

vaihdettiin mediumit noin vuorokauden inkuboinnin jalkeen 37 °C lampétilassa.

Mediumin vaihdon jalkeen soluviljelypulloja inkuboitiin vield noin kaksi vuoro-
kautta 37 °C lampdtilassa, jonka jalkeen pulloista imettiin medium pois. Solut ir-
roitettiin pullojen pohjasta TrypLE Express-liuoksella, pipetoimalla ensin 2 ml liu-
osta solujen paalle seka pipetoimalla se nopeasti pois, ennen kuin solut alkavat
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irtoamaan. Taman vaiheen tarkoituksena oli huuhdella mediumin jaamat ja tryp-
siinin toimintaa inhiboivat molekyylit pois. Taman jalkeen lisattiin 3 ml TrypLE Ex-
press-liuosta ja annettiin sen vaikuttaa 5 minuuttia inkubaattorissa, jotta solut ir-
toavat. Vaikutusajan jalkeen pulloihin lisattiin 8 ml mediumia ja soluliuosta sentri-

fugoitiin 5 minuuttia 130 G:ssa.

Sentrifugoinnin jalkeen supernatantti poistettiin, solupelletin paalle lisattin 1 ml
mediumia ja sekoitettiin solut mediumiin pipetoimalla edestakaisin. Solut lasket-
tiin sekoittamalla solususpensiota 20 ul 180 pl:aan Trypan Blue-liuosta, joka var-
jaa kuolleet solut. Liuosta pipetoitiin 20 pl Nexcelom-laskentalevyn molempiin

kammioihin ja laskettiin Cellometer-solulaskurilla.

Soluista tehtiin noin 3,0 - 108 solua/ml konsentraatioinen soluliuos. Soluliuosta
pipetoitiin neljan 12-kuoppalevyn kuoppien pohjalle 200 pl ja soluliuoksen paalle
1300 pl mediumia, jonka jalkeen 12-kuoppalevyt laitettiin inkubaattoriin. Inserttien
kalvon paalla oleva fibronektiini-liuos imettiin varovasti pois, niin ettei kalvo repea
ja pipetoitiin 200 pl soluliuosta inserttien basaalipuolen pinnalle. Yhteen kuop-
paan tai insertille tuli noin 60 600 solua. Insertteja inkuboitiin 35 minuuttia 37 °C
lampotilassa, jonka jalkeen insertit kaannettiin varovasti ympari, jolloin ne jaivat
roikkumaan oikein pain kuoppalevyn kaivoihin. Kuoppiin, joissa oli insertit, lisattiin
1300 ul mediumia pipetoimalla se insertin alle, jotta insertin ja kuopan pohjan
valiin ei jaisi ilmaa. Inserttien apikaali-, eli paallispuolelle lisattiin mediumia 500

dl, jonka jalkeen insertit laitettiin inkuboitumaan 37 °C lampétilaan.
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KUVA 7. Insertit 12-kuoppalevylla.

Seuraavana paivana tarkistettiin mikroskoopilla, etta solut ovat kiinnittyneet kuop-
piin ja inserttien kalvolle. Kahden vuorokauden kuluttua solujen istutuksesta vaih-
dettiin mediumit. Kuoppalevyilta imettiin medium varovasti pois ja soluille lisattiin
1,5 ml uutta mediumia. Inserttien soluilta poistettiin myds mediumit ja korvattiin
se lisaamalla tuoretta mediumia 0,5 ml apikaalipuolelle ja 1,5 ml basaalipuolelle.
Taman jalkeen solut laitettiin taas inkubaattoriin.

Kahden vuorokauden kuluttua mediumin vaihdosta solut kerattiin RNA:n eristysta
varten. Kuopista poistetiin medium ja ne pestiin 500 pyl PBS:lla. PBS imettiin pois
hetken kuluttua ja tilalle pipetoitiin 200 ul DNA/RNA shield-hajotusliuosta, joka oli
laimennettu Zymo Quick-RNA Magbead -ohjeen mukaan (liite 3). Hajotusliuosta
pipetoitiin edestakaisin solujen paalla solujen irrottamiseksi kasvatusalustasta.
My0s solujen rapsuttelua hyodynnettiin mahdollisimman suuren saannon varmis-
tamiseksi. Taman jalkeen hajonneet solut, jotka olivat nyt DNA/RNA Shield-liu-

oksessa pipetoitiin 1,5 ml mikroputkiin ja pakastettiin -80 °C.
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Bravolla kaytetyt eristyskitin liuokset laimennettiin liitteen 3 mukaisesti. Pipetoin-
tirobotille tehtiin ensimmainen ohjelma valmiiksi eristysta varten. Ajo-ohjelma teh-
tiin aluksi Zymo Quick-RNA Magbead -eristyskitin ohjeen (liite 4) mukaisesti. Kun
ajo-ohjelma oli saatu valmiiksi, se testattiin ajamalla ensin vesinaytteilla, jonka
jalkeen tehtiin pienia muokkauksia, kuten lisattiin pipettien kosketuksia reunoihin
pisaroiden valttamiseksi, saadettiin pipetointikorkeuksia seka kalibroitin mag-
neettialustan korkeus. Muokkauksien jalkeen ajettiin ohjelma uudestaan vesi-
naytteilla, jossa havaittiin viela pienia muutoskohteita, kuten pipetointien korkeuk-

sien pienia saatoja ja kalibroitiin naytealustojen tarkat sijainnit robotille.

Seuraavaksi ohjelma ajettiin viela vesinaytteilla, eikd muokattavia vaiheita ha-
vaittu. Taman jalkeen ohjelma ajettiin tyossa kaytettavilla reagensseilla ja tehtiin
pienia muutoksia, kuten saadettiin yhta karkien reunaan kosketusta korkeam-
malle. Ajossa huomattiin, ettei edestakaisin pipetointi riita sekoittamaan mag-
neettisia partikkeleita kunnolla liuoksessa, jonka takia ohjelmaan muutettiin par-
tikkelien sekoitus tehtavaksi ravistelijalla, eika edestakaisin pipetoiden. Muok-
kausten jalkeen ohjelma ajettiin uudestaan vesinaytteilla ja pienennettiin hiukan

ravistuksen kierrosnopeutta.

Automatisoidut seka kasin eristetyt naytteet valittiin satunnaisessa jarjestyk-
sessa, eika ndytenumeron mukaan siten, etta inserteilla olevia naytteita tulisi suh-
teessa suurin piirtein saman verran muihin naytteisiin verraten jokaiseen ajoon.
Seuraavaksi eristettiin eristyskitilla sen ohjeen mukaisesti kahdeksan naytetta ka-
sin pipetoiden. Tyoohjeesta poiketen sekoituksessa kaytettiin 900 rpm eika 1200
rom, jotta naytteet eivat roiskuisi kaivojen reunojen yli. Eristetyt naytteet analy-

soitiin NanoDropilla ja pakastettiin -80 °C.

Bravolla suoritettiin ensimmainen nayteajo neljalld naytteelld aikaisemmin teh-
dylla ajo-ohjelmalla. Ajossa huomattiin, ettd magneetin vaikutuksesta partikkelit
jamahtivat kuoppien pohijille tiiviiksi pelletiksi, eika sekoitus riittanyt rikkomaan
pelletteja. Ajon jalkeen lisattiin edestakaisia pipetointeja ennen ravistelijalla se-
koitusta, jotta pellettia saataisiin hajotettua pohjalta. Myos ravistuksen kierroksia

lisattiin ja muutamien pipetointien korkeuksiin tehtiin pienia muutoksia. Ajossa



25

eristetyt naytteet mitattiin NanoDropilla seka Bioanalyzerilla. Eristetyt naytteet pa-
kastettiin -80 °C. Bioanalyzerilla mitattiin samalla sirulla myds aikaisemmat kasin

eristetyt naytteet.

Ensimmaisen Bravolla suoritetun nayteajon jalkeisten muokkauksien takia oh-
jelma piti testata ajamalla vesinaytteilla, jonka jalkeen se testattiin eristamalla yksi
nayte. Ajon jalkeen eristetty nayte analysoitiin NanoDropilla. Ajon aikana ei huo-
mattu ongelmia ohjelmassa, eika muokkauksia tehty. Varmistettiin ajo-ohjelman

toimivuus muokkauksissa syntyneiden virheiden varalta, muokattavaa ei Ioytynyt.

Kolmanteen Bravon nayteajoon laitettiin vuorotellen kuusi vesikontrolli- ja solu-
naytetta. Ajo-ohjelmassa ei ollut selkeitd muokattavia kohteita ajon tarkkailun ja
tuloksien perusteella. Edestakaisin pipetointeja saadettiin kuitenkin niin, etta laite
aspiroi nesteet lahella pohjaa ja dispensoi lahempana pintaa, jotta naytetta saa-
daan sekoitettua paremmin liuoksiin. Vesinaytteet analysoitiin solunaytteiden ta-
paan Bioanalyzerilla ja NanoDropilla ristikontaminaatioiden havaitsemiseksi.
Ajon jalkeen tehtyja muokkauksia testattiin ajamalla vesilla, jotta nahtiin, tarvi-
taanko edestakaisin pipetoiden tehtaviin sekoituksien korkeuksiin viela muutok-
sia. Dispensioita muokattiin tassa kohtaa viela 2 mm ylemmas, jotta se tapahtuisi

lahempana nesteen pintaa.

Ajoissa kului odotettua enemman 1 ml kuoppalevyja, joita taytyi saastella opti-
moitua ajoa varten. Taman takia ohjelmaan taytyi vaihtaa 1 ml kuoppalevyt 2 mi
kuoppalevyiksi. Jotta kuoppalevyja ja karkia kuluisi vdhemman, tehtiin ohjelma
24 naytteelle, jolloin reagensseja, pipetinkarkia seka kuoppalevyja kului huomat-
tavasti vahemman. Ohjelma testattiin vesinaytteilla ja muokattiin yksi pipetointi,

jossa robotti pipetoi kuoppalevyn vaaralta rivilta.

Kaytetyn eristyskitin ohjeen mukaiset DNaasi-vaiheet lisattiin ajo-ohjelmaan ja
luotiin samalla toinen ajo-ohjelma 12 naytteelle, jossa kaytetaan DNaasia, joka
hajottaisi eristyksessa mahdollisesti mukana olevan DNA:n, jotta se ei hairitse
jatkoanalyyseja. Testattiin ajo-ohjelman toimivuus ja muokattiin yksi vaihe, jossa
robotti pipetoi vaaralta riviltd. 12 naytteen DNaasi-kasittelyn sisaltavalla ohjel-

malla ajettiin kuusi naytetta, joiden valeissa oli yhteensa kuusi vesikontrollia. Tu-
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lokset analysoitiin Bioanalyzerilla seka NanoDropilla. Ajo-ohjelmaa muokattiin ra-
vistelujen keston osalta 10 s pidemmiksi, jotta naytteet ja partikkelit sekoittuisivat

keskenaan paremmin.

Seuraavaksi eristettiin kasin viela kuusi naytetta eristyskitin ohjeen mukaisesti.
Eristetyt naytteet analysoitiin heti ajon jalkeen NanoDropilla ja seuraavana pai-
vana Bioanalyzerilla. Taman jalkeen ajettiin Bravolla optimoitu ajo 29 naytteella,
ja seitsemalla vesikontrollilla, ilman DNaasi-kasittelya. Eristetyt naytteet mitattiin
heti NanoDropilla ja seuraavana paivana Bioanalyzerilla. Bioanalyzerilla analy-
soiduista naytteista seitseman mitattiin uudelleen, johtuen niiden poikkeavista tu-

loksista. Optimoidun ajon jalkeen luotiin ajo-ohjelma viela 48 naytteelle.



27

6 TULOKSET

Bravolla suoritettiin yhteensa nelja testiajoa, joiden aikana eristyskittia optimoitiin
laitteelle sopivammaksi. Vain neljdnnessa testiajossa kaytettiin DNaasi-kasitte-
lya. Neljan testiajon lisaksi suoritettiin kasin pipetoiden referenssieristys seka var-
sinainen optimoitu nayteajo suuremmalla naytemaaralla. Taulukon 3 tulokset on
ilmoitettu kunkin analyysin keskiarvoina (ka) ja -hajontoina (s), silla jokaiseen
kuoppaan pipetoitiin sama maara soluja, jolloin naytteet ovat teoriassa samanlai-

sia.

TAULUKKO 3. Tuloksien keskiarvot ja -hajonnat.

Ajo Nayte- | NanoDrop | NanoDrop | Bioanalyzer | Bioanalyzer
maara | c (ng/ul) | (A260/280) c (ng/ul) RIN
ka ka ka ka
(s) (s) (s) (s)
Testiajo 1 4 65,3 1,23 2,5 1,78
(37,0) (0,50) (20,7) (3,55)
Testiajo 2 1 79,6 1,99 91,0 9,60
Testiajo 3 6 113,5 1,85 99,7 9,72
(32,5) (0,11) (29,2) (0,21)
Testiajo 4 6 51,6 1,95 58,5 9,82
(DNaasi) (21,0) (0,06) (29,8) (0,18)
Kasin eristys 14 82,4 1,98 91,1 7,01
(38,6) (0,03) (54,1) (3,2)
Optimoitu 29 117,6 1,95 100,3 9,97
ajo (35,8) (0,03) (36,5) (0,06)

Alla olevassa taulukossa 4 on esitetty miten inserttien basaalipuolella kasvatet-

tujen solujen tulokset eroavat kuoppalevyn pohjalla kasvatetuista soluista.
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TAULUKKO 4. Insertit verrattuna kuoppien pohijilla viljeltyihin soluihin.

Naytetyyppi | Nayte- | NanoDrop | NanoDrop Bio- Bioanalyzer
maara | c (ng/pl) | (A260/280) | analyzer RIN
c (ng/ul)
Insertit 12 49,2 1,88 42,7 7,70
Kuoppalevy 48 110,5 1,90 98,4 8,93

Alla olevassa kuvioissa 1 on esitelty kaikki automatisoitujen ajojen konsentraatiot
viivakaavioina. Kuviossa on nahtavilla NanoDrop- seka Bioanalyzer-laitteella mi-
tatut konsentraatiot. Tulokset eivat ole naytenumeron mukaisessa jarjestyksessa,
vaan jarjestetty ensimmaisesta eristyksesta viimeisimpaan. Naytteilla 12—-17 on

kaytetty DNaasi-kasittelya, joiden jalkeen ovat optimoidun ajon naytteet.

RNA-eristyksen konsentraatiot Bravolla (ng/ul)

200
150
100
50
1 3 656 7 9 11 13 1517 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45

-50

e NanoDrop === Bjoanalyzer

KUVIO 1. Bravolla eristettyjen naytteiden RNA-konsentraatiot.

Kuviossa 2 on kasin eristettyjen naytteiden konsentraatiot, mitattuna NanoDrop-
ja Bioanalyzer-laitteella. Tulokset eivat ole naytenumerojen mukaisessa jarjes-

tyksessa.
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Kasin eristyksen RNA-konsentraatiot (ng/pl)
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e NanoDrop === Bjoanalyzer

KUVIO 2. Kasin eristettyjen naytteiden RNA-konsentraatiot.

Kuviossa 3 on esitelty kaikki automatisoitujen ajojen puhtaus- ja laatuarvot Bio-
analyzer- ja NanoDrop-laitteella. Tulokset on jarjestetty ensimmaisesta eristyk-

sesta uusimpaan.

Bravolla eristetyn RNA:n puhtaus ja laatu
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KUVIO 3. Bravolla eristettyjen RNA-naytteiden puhtaus- ja laatuarvot.

Kuviossa 4 on esitelty kuvion 3 tavoin kaikkien kasin eristettyjen naytteiden puh-

taus- ja laatuarvot, mitattuina Bioanalyzer- ja NanoDrop-laitteella.



Kasin eristetyn RNA:n puhtaus ja laatu
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KUVIO 4. Kasin eristettyjen RNA-naytteiden puhtaus- ja laatuarvot.
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7 POHDINTA

Saatujen tulosten perusteella Zymo Quick-RNA MagBead -eristyskittia voidaan
kayttaa Bravolla tehtavissa eristyksissa. Viimeisessa ajossa saatujen tulosten pe-
rusteella eristetty RNA oli puhdasta, laadukasta ja sita oli riittavasti, eika DNaasi-
kasittelya, tai lisapuhdistuksia automatisoidun ajon jalkeen tarvita. Lisaksi DNaa-
silla kasiteltyjen naytteiden konsentraatio tippui ilman DNaasia kasiteltyihin nayt-
teisiin verratessa, joka on merkkina siita, ettda DNaasi-kasittely saattaa hajottaa
DNA:n lisaksi myos saatua RNA:ta. DNaasilla kasiteltyjen naytteiden puhtau-
dessa ei myoskaan ollut eroa ja kasittely pidentaa ajoaikaa noin tunnilla, jolloin
sen hyodyt nayttavat olevan haittoja pienemmat, eikd DNaasi-kasittelylle tassa
kohtaa nahda tarvetta. Automatisoidussa ajossa saadut tulokset olivat puhtaam-

pia kuin eristyskitilla kasin eristetyt naytteet.

Saaduista tuloksista nahdaan, etta naytteiden konsentraatioita saatiin parannet-
tua huomattavasti testiajojen avulla. DNaasia kaytettaessa konsentraatiot laski-
vat huomattavasti, muuten muokkauksilla saatiin parannettua konsentraatiota
progressiivisesti. Vertaamalla Bravolla saadun optimoidun ajon konsentraatioita
kasin eristettyihin naytteisiin, huomataan konsentraatioiden olevan tasaisempia
ja korkeampia. Keskihajontoja tarkasteltaessa huomataan puhtauksien ja laadun
hajonnan pienentyneen testiajojen myoéta. Konsentraatioit vaihtelevat keskenaan
paljon, mihin yhtena syyna voi olla solujen kasvatuksessa tehty virhe. Kun nayt-
teet oli pipetoitu kuoppiin, medium pipetoitiin lian voimakkaasti solujen paalle,
jonka seurauksena solut levisivat kuoppien reunoille, eivatka kasvaneet tasai-
sesti. Tama havaittiin tarkastelemalla kasvaneita soluja mikroskoopilla, jolloin
huomattiin joidenkin kuoppien keskustojen olevan tyhjia, mutta reunoilla soluja

kasvoi runsaasti.

Naytteiden Bioanalyzerilla ja NanoDropilla mitatut puhtaudet myos kasvoivat op-
timoinnin aikana. NanoDropilla saadut puhtaudet olivat hyvia jo toisessa tes-
tiajossa. Bioanalyzer-laitteen mukaan naytteiden laadut ei aluksi olleet kovinkaan

tasaisia, mutta optimoidussa ajossa ne olivat jo Iahes taydellisia RIN-arvon pe-
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rusteella, joka oli useammalla naytteella 10. Kasin eristettyihin naytteisiin verra-
tessa puhtaudet olivat Bravolla eristettyna myds tasaisempia ja korkeampia, eri-

tyisesti Bioanalyzerin suhteen.

NanoDropilla saadut testiajojen puhtaudet olivat siis parempia, kuin testiajojen
Bioanalyzerilla saadut tulokset, tama voi johtua esimerkiksi siita, etta naytteisiin
jaaneet epapuhtaudet eivat absorboineet valoa 260 nm tai 280 nm aallonpituuk-
silla, jolloin epapuhtaudet eivat tulleet NanoDropilla mitattaessa esille, mutta Na-
kyivat Bioanalyzerin elektroforeesissa. RIN-arvo kertoo myos RNA:n eheydesta.
Heikko eheys voi siis myos olla osasyy mataliin RIN-arvoihin, ei pelkastaan nayt-
teen puhtaus. Tutkimalla A260/230-arvoja voitaisiin saada lisaa tietoa naytteiden

mahdollisista epapuhtauksista NanoDrop-laitteella.

Automatisoidulla ajolla myos inhimillisten virheiden maara on huomattavasti pie-
nempi ja tulokset ovat tasalaatuisempia. Kasin tehtyjen eristysten puhtauteen voi
vaikuttaa eristysten tekeminen pdytatasolla, eika laminaarivirtauskaapissa. Eris-
tykset tehtiin pdydalla, silla pipetointirobottikaan ei ole laminaarivirtauskaapissa,
jolloin tulokset ovat vertailukelpoisempia. RNA-eristyksia kasin tehtaessa ilman
laminaarivirtauskaappia on suurempi riski, etta naytteisiin paatyy epapuhtauksia,
jotka vaikuttavat naytteen puhtauteen. Robotin ymparilla on muoviset seinat, jol-
loin pipetointitilaan paatyy pienemmalla todennakaoisyydella epapuhtauksia, kuin
kasin eristettaessa poytatasolla, jossa eristyksen tekijasta voi tulla helpommin

kontaminaatioita.

Automatisoidussa ajossa suurimmat riskit ovat magneettisten partikkelien pipe-
toinnissa, joka nayttaa valilla melko epatasaiselta, johtuen siita, etta magneettiset
partikkelit kasaantuvat sekoituksesta huolimatta ja tukkivat pienet 180 ul pipetin-
karjet. Ongelmaa on vaikea korjata, koska robottiin ei ole saatavilla suurempia
pipetinkarkia. Vaikka magneettisten partikkelien pipetointi nayttaa epatasaiselta,

saatuihin tuloksiin silla ei havaittu olevan vaikutusta.

Toinen esiin tullut ongelma koskee pipetinkarkiin valilla jaavia pienia pisaroita,
jotka aiheuttavat kontaminaatioriskin. Jos karjessa roikkuva pisara tipahtaa robo-
tin liikkuessa toiseen kuoppaan tai liuokseen, voi syntya ristikontaminaatio.
Koska robotin tulisi toimia luotettavasti ilman jatkuvaa valvontaa, taytyisi olla
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varma, ettei tallaista tapahtuisi. Yhdessa testiajossa vesinaytteissa oli havaitta-
vissa mahdollisesti hieman hajonnutta RNA:ta, joka ilmeni Bioanalyzerin anta-
man kayran aaltomaisena muotona alueella, jossa RNA esiintyy. NanoDrop-lait-
teella vesinaytteissa ei kuitenkaan ollut havaittavissa RNA:ta. Lopullisessa
ajossa vesinaytteet pysyivat kuitenkin puhtaina. Agilent Bravon ajo-ohjelmia voi
muokata laajasti, jolla kontaminaatioiden riskeja saatiin pienennettya havaittujen

riskien osalta.

Ongelmaa pipetinkarkien pisaroiden osalta voi olla vaikea korjata, silla karkien
kosketusta reunoihin ei voi asettaa voimakkaammaksi, koska jo kaytetylla voi-
makkuudella kuoppalevyihin syntyy painetta, jota kasvattaessa kuoppalevy voi
kaatua tai heilahtaa pois pipetointialustalta. Mydskaan pipetoinnin jalkeisen

"blowout’-tyhjennyksen lisdamisesta ei ollut ongelmaan apua.

Tulosten perusteella inserteilla kasvatettujen naytteiden pitoisuus oli huomatta-
vasti pienempi, joka voi johtua inserttien pienemmasta kasvupinta-alasta, verrat-
tuna kuoppalevyn pohjan pinta-alaan, vaikka soluja laitettiin yhta paljon myds in-
serteille. My0s solujen hajottamisessa insertin pintaa voi olla vaikea huuhtoa tay-
sin puhtaaksi, jolloin soluja jaa inserttien pinnalle, joka pienentaa entisestaan ke-

ratyn solulysaatin konsentraatiota.

Bioanalyzerilla ja NanoDropilla saadut tulokset ovat konsentraation osalta sa-
mansuuntaiset. Bioanalyzerin tulokset ilmaisevat kuitenkin naytteen kontaminaa-
tioista ja puhtaudesta huomattavasti enemman, mutta analyysi vie myds enem-
man aikaa. NanoDropin A260/280-arvoa kaytettaessa puhtauden analysointiin
on riskind, ettd naytteisiin jaa liuoksia, jotka eivat absorboi A260/280 aallonpi-
tuuksilla, kuten suoloja, jonka takia NanoDropilla RNA:n puhtautta analysoidessa
kannattaa kiinnittdd huomiota myds A260/230-arvoon, jonka pitaisi puhtaalla
RNA:lla olla noin 2,0-2,2. Robotilla analysoitujen ensimmaisten naytteiden
ajoissa A260/230-arvot olivat joidenkin naytteiden osalta alle 0,5, jonka perus-
teella naytteisiin saattoi olla jaanyt suoloja, vaikka A260/280-arvo olikin lahes 2,0.

Magneettisiin partikkeleihin perustuvan eristyskitin toimivuus RNA:n sekvensoin-

nissa olisi myoOs tarkeaa tietaa tulevaisuuden kannalta. Jos partikkelien jaamia
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jaa lopputuotteeseen, onko niista haittaa sekvensoinnin tuloksille. Tata voisi miet-

tia mahdollisena jatkotutkimusaiheena.

Laminaarittomuus lisda kontaminaatioriskia, josta voisi johtua vesinaytteiden pii-
kit. Selvaa kontaminaatioriskia ei Bravon optimoidun ajon pipetoinneissa tai kon-
taminaatioita tuloksissa kuitenkaan nakynyt. Ongelmaan ratkaisuna voisi toimia

esimerkiksi robotin mitoille tehty kotelo, johon saisi asennettua kohdepoiston.
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LITTEET

Liite 1. Mitatut tulokset

Nayte- Konsentraatio, Puhtaus, Konsentraatio, Puhtaus,
Ajo nu- NanoDrop NanoDrop  Bioanalyzer  Bioanalyzer

mero (ng/pl) (A260/280) (ng/pl) (RIN)
Testiajo 1 1 19,8 1,78 -6 0,0
Testiajo 1 18 57,2 1,53 33 7,1
Testiajo 1 30 75,6 0,86 -4 0,0
Testiajo 1 54 108,6 0,75 -13 0,0
Testiajo 2 35 79,6 1,99 91 9,6
Testiajo 3 10 60,5 1,65 49 9,4
Testiajo 3 16 92,5 1,84 85 9,7
Testiajo 3 38 129,8 1,85 100 9,9
Testiajo 3 42 142,1 1,94 122 10,0
Testiajo 3 49 144,0 1,93 127 9,6
Testiajo 3 55 112,2 1,90 115 9,7
Testiajo 4 8 22,5 1,87 21 9,5
Testiajo 4 22 59,4 1,93 70 9,9
Testiajo 4 31 33,8 1,90 36 9,7
Testiajo 4 34 47,2 1,97 49 10,0
Testiajo 4 48 70,8 2,02 70 9,9
Testiajo 4 57 75,8 1,98 105 9,9
Kasin eristetty 4 31,8 1,92 33 7,2
Kasin eristetty 9 57,6 1,96 38 0,0
Kasin eristetty 13 104,7 2,02 65 9,8
Kasin eristetty 27 88,8 1,97 78 9,0
Kasin eristetty 33 95,1 1,99 71 8,3
Kasin eristetty 45 142,8 2,01 121 0,0
Kasin eristetty 52 133,2 2,01 120 7,7
Kasin eristetty 59 137,2 2,03 126 8,5
Kasin eristetty 6 36,9 1,98 103 6,4
Kasin eristetty 20 90,3 1,97 216 6,9
Kasin eristetty 24 80,5 2,00 165 7,3
Kasin eristetty 25 21,9 1,94 51 7,3
Kasin eristetty 44 65,0 1,95 31 10,0
Kasin eristetty 58 68,2 2,00 57 9,7
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Liite 2. Mitatut tulokset

Nayte- Konsentraatio, Puhtaus, Konsentraatio, Puhtaus,

Ajo nu- NanoDrop NanoDrop  Bioanalyzer  Bioanalyzer
mero (ng/ul) (A260/280) (ng/pl) (RIN)
Optimoitu 2 42,3 1,90 32 10,0
Optimoitu 3 55,9 1,94 47 10,0
Optimoitu 5 63,4 1,88 48 10,0
Optimoitu 7 78,2 1,91 53 9,9
Optimoitu 11 57,9 1,90 47 10,0
Optimoitu 12 63,3 1,91 47 10,0
Optimoitu 14 142,0 2,00 86 9,9
Optimoitu 15 136,3 1,98 100 9,8
Optimoitu 17 143,0 1,97 109 9,8
Optimoitu 19 134,3 1,96 105 10,0
Optimoitu 21 125,7 1,97 114 10,0
Optimoitu 23 132,0 1,98 110 10,0
Optimoitu 26 58,9 1,88 49 10,0
Optimoitu 28 90,8 1,94 86 10,0
Optimoitu 29 106,9 1,99 97 10,0
Optimoitu 32 139,9 1,95 114 10,0
Optimoitu 39 150,3 1,99 134 10,0
Optimoitu 36 129,0 1,93 128 10,0
Optimoitu 37 139,2 1,95 127 10,0
Optimoitu 40 149,6 1,96 161 10,0
Optimoitu 41 150,1 1,95 126 9,9
Optimoitu 43 146,0 1,93 125 10,0
Optimoitu 46 145,6 1,95 100 9,9
Optimoitu 47 146,8 1,98 176 10,0
Optimoitu 50 135,3 1,95 101 10,0
Optimoitu 51 141,9 1,93 137 10,0
Optimoitu 53 139,9 1,96 124 10,0
Optimoitu 56 146,1 1,99 116 10,0

Optimoitu 60 118,5 1,96 111 10,0
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Liite 3. Zymo Quick-RNA MagBead -eristyskitin ohje

Protocol

The protocol consists of: (|} Buffer Preparation, (Il) Sample Preparation,
and (lll) Total RNA Purification

(I) Buffer Preparation

v

Add 20 ml (R2132) or 80 ml (R2133) isopropancl to the MagBead
DNA/RNA Wash 1 concentrate.

Add 30 ml (R2132) or 120 ml (R2133) isopropanol to the MagBead
DNA/RNA Wash 2 concentrate.

To prepare 1X solution of DNA/RNA Shield™, mix equal amounts of
the supplied 2X concentrate with nuclease-free water (not provided)
and mix well.

Reconstitute lyophilized Proteinase K at 20 mg/ml with Proteinase
K Storage Buffer and mix by vortexing. Use immediately or store
frozen aliquots:

#D3001-2-20 (20 mg), add 1.04 ml buffer

Reconstitute each vial of lyophilized DNase | with DNase/RNase-Free
Water in a conical tube (not provided). Mix by gentle inversion and
store frozen aliquots.

#E1011-A (1500 U), add 13.5 ml water

#E1009-A (250 U), add 2.25 ml water

For each sample to be treated, prepare DNase | Reaction Mix (scale
up proportionally): Add 45 pyl DNase | (reconstituted) and 5 pl DNA
Digestion Buffer in a nuclease-free tube (not provided), mix by gentle
inversion and place on ice until ready to use.



41

Liite 4. Zymo Quick-RNA MagBead -eristyskitin ohje

(Ill) Total RNA Purification

1.

2.

10.
11.

12

Add 200 pl (1 volume) RNA Lysis Buffer to 200 pl sample and mix
well'.

Add 400 pl ethanol (95-100%) to the sample and mix well’.

Add 30 ul MagBinding Beads and mix well’ for 20 minutes.
Important: MagBinding Beads settle quickly. ensure that beads are kept in suspension
while dispensing.

Transfer the plateftube to the magnetic stand? until beads have
pelleted, then aspirate? and discard the cleared supernatant.

Add 500 pl MagBead DNA/RNA Wash 1 and mix well'. Pellet the
beads** and discard the supernatant.

Add 500 pl MagBead DNA/RNA Wash 2 and mix well'. Pellet the
beads** and discard the supernatant.

Add 500 pl ethanol (95-100%) and mix well'. Pellet the beads®® and
discard the supernatant.

Repeat step 7.

DNase | treatment (optional)

(D1} Add 50 pl DNase | Reaction Mix and mix gently for 10 minutes.

(@) Add 500 yl RNA Prep Buffer and mix well! for 10 minutes. Pellet the beads®?
and discard the supernatant.
(D3) Repeat steps 7-8.

Dry the beads for 10 minutes or until dry*.

To elute RNA from the beads, add = 50 yl DNase/RNase-Free Water
and mix well' for 5 minutes.

Transfer the platef/tube to the magnetic stand? until beads have
pelleted, then aspirate® and dispense the eluted RNA to a new
plate/tube.

The eluted RNA can be used immediately or stored frozen.

1 For all butter additions and meubation ‘EtEFI!-. s well hg,l P-}El'ul'lg e Bagds up and down several imes and'on
by shaking (vortexing) at ~1,300 rprm. Optemization may be required.

2 Use a strong-fiekl magnebic stand or separstor (e.g., ZR-D6 MagStand, P1005; sold separately) until beads
have pelleted.

3 Some beads will sohers to he sides of the wall. Whan remaoving the supematant, aspirate slowly 1o allow these
beads io be pulled 1o Be magnet as the liguid leved |s lowered,

4 Beads will change in appearance from glossy biack when still wet o a dull brown when fully dry. Albarmativaly, &
heat block can be used [25-55°C)



