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Rinovirukset ovat yleisid RNA-viruksia, joiden on todettu aiheuttavan ihnmiselle mm. lievia hengi-
tystieinfektioita, keuhkokuumetta, korvatulehduksia ja astmaa. Viruksia tunnetaan yli 100 tyyppia.
Viruksen genomin 5 UTR-geenialuetta on kaytetty yleisesti rinovirusten tunnistamiseen PCR-
menetelmalld, mutta se ei sovellu tyypitykseen. Tassa opinnaytetydssa selvitettiin, onnistuuko
650 emaksen pituisen VP4/2-alueen monistaminen RT-qPCR-menetelmalla ja pyrittiin kehitta-
maan optimoitu menetelma geenituotteen muodostamiseksi. Tydssa vertailtin mm. kaupallisia
gPCR-reaktiosarjoja ja RT-entsyymeja. gPCR-reaktiosarjojen valilla oli selkeitéd eroja; KAPA
SYBR FAST (Kapa Biosystems) ja SensiFAST SYBR No-ROX (Bioline) —qPCR-reaktiosarjat oli-
vat selkeasti herkempia kuin edullinen MAXIMA SYBR Green (Fermentas) —reaktiosarja. Tulokset
osoittivat, ettd VP4/2-aluetta pystyttiin monistamaan 100 rinovirusgenomia sisaltavasta nayt-
teestd. Menetelma toimi tehokkaasti viljeltyjen rinovirus-RNA-naytteiden VP4/2-alueen monista-
miseen. Menetelmén toimivuus pitda testata jatkossa myds kliinisilla naytteilla menetelman vali-

doimiseksi kliinis-virologiseen kayttoon.
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TYPING OF HUMAN RHINOVIRUSES BY RT-QPCR USING
VP4/2 GENES AS TARGET

Rhinoviruses are common RNA viruses which cause mild respiratory infections, pneumonia, otitis
media and asthma. The 5 UTR viral gene region of rhinoviruses has commonly been used to
recognize rhinoviruses by PCR. However, the 5’UTR region is not suitable for the serotyping of
individual viruses. Therefore, the VP4/2 gene area is commonly used for typing different rhinovi-
rus species. In this Bachelor’s thesis it was studied if it is possible to amplify a 650 base-pair-long
VP4/2 gene region by RT-gPCR and also to find optimized conditions. The results showed that
the VP4/2 gene region could be amplified successfully with reasonable sensitivity. It was possible
to obtain PCR-product from a sample containing only 100 copies of viral genome. The optimiza-
tion of the RT-gPCR method included the comparison of the commercial gPCR kits and RT en-
zymes. There were clear differences between the gPCR Kkits - the KAPA SYBR FAST qPCR Kit
(Kapa Biosystems) and the SensiFAST SYBR No-ROX Kit (Bioline) showed significantly higher
sensitivity than the inexpensive MAXIMA SYBR Green gPCR Kit when amplifying the VP4/2 gene
region. All the samples used in this study were cultured rhinovirus samples. Therefore, the func-
tionality of the RT-qgPCR method should be tested with clinical virus samples in order to validate
the method.
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LYHENTEET JA SANASTO

RT-gPCR Kaanteistranskriptiopolymeraasiketjureaktio

RT Kaanteistranskriptio-reaktio, jossa RNA kaannetdan

cDNA-muotoon.

Cp Kynnyssykli, joka ylittda tietyn kynnysarvon (engl. Cros-
sing point).

HRV Ihmisen rinovirus

pHRV Plasmidi, johon on kloonattu ihmisen rinoviruksen ge-
nomi

ENRI Diagnostinen testi entero- ja rinovirusten tunnista-

miseksi



1 JOHDANTO

Rinovirukset kuuluvat Picornaviridae-heimoon, jotka ovat rakenteeltaan vaipatto-
mia, ikosahedraalisia viruksia, ja joiden genomi koostuu RNA:sta. Talla hetkella
rinoviruksia tunnetaan 153 erilaista serotyyppid, jotka jaetaan kolmeen lajiin: A
(n=77), B (n=25) ja C (n=51)(2). Rinovirukset ovat yleisimpia lievien hengitystiein-
fektioiden aiheuttajia, mutta taman lisdksi niiden on havaittu aiheuttavan vaka-
vampia sairauksia, kuten keuhkokuumetta, korvatulehduksia ja astmaa. Rinovi-
rusten kiertokulusta ja yksittaisten serotyyppien vaikutuksesta inmiseen tiedetaan

hyvin vahan.(1,2)

Rinovirusten RNA-genomi on pituudeltaan n. 7200 emasta. Kliinisessa virusdiag-
nostiikassa on viruksen tunnistamiseen kayttaen 5’ UTR-aluetta, joka mahdollis-
taa myOs enterovirusten ja rinovirusten erottamisen toisistaan. Rinovirusten tyy-
pittdmiseen on kaytetty viruksen genomin VP4/2-aluetta, joka on pituudeltaan n.
650 emaésta. (1,2,3)
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Kuva 1. Rinovirusten genomin rakenne (4)
Diagnostiikassa virusten tyypittamisella on suuri merkitys, kun tutkitaan tunnetun
virustyypin yhteytta tiettyyn sairauteen (3). Kansanterveydellisestd nakokulmasta

tiettyja virustyyppeja vastaan voidaan yrittda valmistaa rokote, jos niiden on ha-

vaittu aiheuttavan vakavia sairauksia kuten astmaa.
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Tassa opinnaytetyossa tutkittiin ihnmisen rinovirusten VP4/2-alueen monistamista
kvantitatiivisella RT-PCR-menetelmalla (RT-qPCR). Perinteinen PCR-mene-
telma on hidas ja epataloudellinen, varsinkin jos joudutaan tutkimaan monta nay-
tettd samaan aikaan; ensin suoritetaan PCR-ajo, jonka jalkeen jokainen nayte
joudutaan analysoimaan erikseen agaroosigeelilla. RT-gPCR-menetelma perus-
tuu fluoresoivan merkkiaineen kaytt6on, joka mahdollistaa syntyvan tuotteen re-
aaliaikaisen seuraamisen. Ajettaessa monta naytetta kerralla, positiiviset naytteet
voidaan kerétéa sekvensoitavaksi, jonka avulla virus voidaan tyypittdd. Tama
saastaa aikaa ja resursseja seka mahdollistaa naytteiden tehokkaan analysoin-

nin.

Tyon tavoite oli testata RT-gPCR-menetelman toimivuus kahdelle eri rinovirus-
RNA-naytteella (HRV-A-1b, HRV-B14) ja gPCR:n toimivuus kolmella rinovi-
rusplasmidilla (pHRV-A-1b, pHRV-B14 ja pHRV-C15). Kaupalliset gPCR-reaktio-
sarjavalmistajat suosittelevat suunnittelemaan alukkeet kitista riippuen n. 80—400
emasparin pituisille monistettaville cDNA-jaksoille. Tyon alussa taytyi testata,
pystyttiinkd VP4/2-alueen 650 emaksen pituista palaa ylipaataan monistamaan
kaytettavilla kaupallisilla kiteilla. Taman lisdksi menetelmalle méaaritettiin herk-
kyys eli miten pientd RNA-maaraa pystytaan viela monistamaan luotettavasti.
Tuotteen monistuminen maaritettiin gPCR-laitteen monistus- ja sulamiskayria tar-

kastelemalla ja ajamalla tuotteet agaroosigeelilla.

Yksi tyOvaiheista oli testata, pystytaanko 5 UTR-geenialueella sijaitsevaa ns.
"ENRI”-aluetta monistamaan RT-vaiheen jalkeen cDNA:sta, joka oli tehty VP4/2-
aluetta monistavalla alukkeella. Tavallisesti "ENRI”-aluetta monistettaessa kay-

tetédan sille ominaisia alukkeita(2).

Tyo6ssa pyrittiin myds optimoimaan parasta menetelmaa VP4/2-alueen monista-
miseksi testaamalla parasta annealing-lampdtilaa seka vertailemalla kaupallisia

gPCR-reaktiosarjoja ja RT-entsyymeja.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Aleksi Saariranta



2 MATERIAALIT JA MENETELMAT

VP4/2-geenialueen alukkeet valittiin aikaisempien julkaisuiden perusteella, joissa
aluetta oli monistettu onnistuneesti perinteisin menetelmin. Eri vaihtoehdoista
paadyttiin kayttamaan VP4/2 HRV/HEV OS- ja VP4/2 HRV/HEV OAS -alukkeita
(1,3). Alukeparit olivat alukesekoituksia (eng. wobble primers), joissa tietyissa
kohdissa nukleotidi vaihteli (OS = CCGGCCCCTGAATGYGGCTAA ja OAS =
CATRTTYTSNCCAAANAYDCCCAT, | =inosiini; Y =T,C; R=G, A;N= A, G,
C,T). (3)

TyOssa kaytettiin kolmea eri kaupallista qPCR-reaktiosarjaa: KAPA SYBR® FAST
gPCR Kit (Bio Systems), SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit (Bioline) ja MAXIMA
SYBR Green qPCR Kit (Fermentas). qPCR-reaktiosarjojen vertailu suoritettiin
kayttden HRV-A-1b cDNA-naytettd. Ellei kyseessa ollut eri reaktiosarjojen ver-
tailu, tyossa kaytettiin padasiassa KAPA SYBR® FAST gPCR-reaktiosarjaa. Val-
mistajat ovat antaneet suosituksen monistettavan DNA-jakson pituudelle: KAPA;
60—400 emasta, SensiFAST; 80—200 emasta ja MAXIMA; 70-150 emasta.

Annealing-lampdatilan optimointi suoritettiin Bioradin C1000 Thermal Cycler -lait-
teella, johon ohjelmoitiin annealing-lampdétilagradientti 52—62 °C (52; 52,7; 54;
55,9; 58,4; 60,3; 61,4 ja 62 °C). Annealing-lampdtilatestaus suoritettiin kayttden
kahta eri rinovirusplasmidia, pHRV-A-1b ja pHRV-B14, KAPA ja SensiFASTIn
gPCR-reaktiosarjoilla. (reaktiotilavuus 20 pl, jossa 1 pl nayte, 1 pl OAS- & OS-
alukkeet, 10 ul 2x Master Mix ja 7 pl H20). PCR-ajon jalkeen naytteet ajettiin

agaroosigeelilld ja muodostuneiden bandien intensiteettid verrattiin toisiinsa.

gPCR-ajot suoritettiin Roche Light Cycler® 480 Il laitteella, jossa reaktiot on pi-
petoitu 96-kuoppalevylle. Ajo-ohjelma maaritettiin annealing-testin ja reaktiosar-
jojen suositusten perusteella. Ohjelma sisélsi 3 vaihetta: hold- (95 °C, 3 min), 45
x cycling- (95 °C, 10 s; 54 °C, 30 s; 72 °C, 30 s) ja final extension-vaiheen (72
°C, 5 min). Jokaiseen kuoppalevyn kuoppaan pipetoitiin 10 pl 2 x KAPA SYBR®
FAST Master Mix-seosta, 1pl kumpaakin aluketta ja 8 pl milli-Q-vetta. Ajon jal-

keen naytteet analysoitiin geelilla tai varastoitiin -20 °C:een.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Aleksi Saariranta
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Tyon kaikissa vaiheissa kaanteistranskriptio tehtiin kayttaen joko SuperScript Il1-
tai ImProm II- RT-entsyymié lukuun ottamatta tydvaihetta, jossa vertailtiin eri RT-
entsyymien tehokkuutta. RT-vaihe suoritettiin pipetoimalla kaikki reagenssit 0,5
ml eppendorf-putkiin, joihin pipetoitiin 2 pl 5 x puskuria, 1 pl magnesiumkloridia
(MgClz; 2,5 mM), 0,5 yl 10 mM dNTP:t4, 0,5 pl RNaasi-inhibiittoria, 0,5 pl RT-
entsyymia, 1 pl OAS-aluketta ja 4,5 pul RNA-naytettd. Naytteet inkuboitiin 42
°C:ssa, 60 min £15 min (poikkeuksena SuperScript 1V, jota inkuboitiin 10 min, 50
°C:ssa ja 10 min 80 °C:ssa). RT-vaiheessa kaytettiin padasiassa Promegan 5x

buffer-puskuriliuosta ja RNaasi-inhibiittoria.

Tybssa kaytetyt naytteet olivat joko plasmidinaytteita tai RNA-naytteita riippuen
tyon vaiheista. Annealing-lampé6tilan maarityksessa kaytettiin plasmideita pHRV-
A-1b ja pHRV-B14. Herkkyyden maarityksessa kaytettiin plasmideita pHRV-A-
1b, pHRV-B14 ja pHRV-C15. Plasmidikonsentraatio méaritettiin Nano Drop 1000
-laitteella (Thermo Scientific), jonka jalkeen naytteista tehtiin 108 kopiota sisalta-
vat naytteet. Tasta naytteesta tehtiin taas laimennossarja 10%:sta 101:een. Kay-
tetyt RNA-naytteet olivat HRV-A-1b ja HRV-B14. RT-gPCR-menetelma testattiin
lopuksi kayttaen 18 eri HRV-virustyypista eristettyd RNA:ta.

Geeliajot suoritettiin valmistamalla 1 % agaroosigeeli, johon pipetoitiin 2-3 pl Mi-
dori Green Advange-reagenssia (Nippon Genetics). Naytteita ajettiin geelilla 40—
60 min, 80 V.

Kuvan 2 mukainen pipetointi suoritettiin tydvaiheessa, jossa tutkittiin, pystytaanko
ENRI-aluetta monistamaan kayttaen RT-vaiheessa VP4/2 HRV/HEV OAS -aluk-
keita.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Aleksi Saariranta
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ENRI 4- HRV/HEV OAS HRV/HEV OAS &
ENRI 4-
QS S QL S S AN
RT-vaihe:
Normaali gPCR qPCR ENRI- qPCR ENRI-
a PCR: ENRI-alueelle alueelle ja gPCR alueelle ja gPCR
(+rinnakkaiset) VP4/2 alueelle VP4/2 alueelle
(+rinnakkaiset) (+rinnakkaiset)

Kuva 2. Pipetointikaavio: ENRI-alueen monistamisen testaus kayttéaen eri aluk-
keita RT-vaiheessa

Ensimmaiseen kahteen putkeen pipetoitiin pelkastddn ENRI 4- aluketta. RT-vai-
heen jalkeen tehtiin normaali gPCR-ajo kayttden ENRI 4- ja ENRI 3+ -alukkeita.
Keskimmaisiin putkiin pipetoitiin VP4/2 HRV/HEV OAS aluketta RT-vaihetta var-
ten, jonka jalkeen suoritettin gPCR-ajo seka ENRI-alueelle ettd VP4/2-alueelle.
Oikeanpuoleisiin putkiin pipetoitiin  kumpaakin aluketta ENRI 4- ja VP4/2
HRV/HEV OAS aluketta, tehtiin RT-vaihe, jonka jalkeen suoritettin gqPCR ajo
kayttaen sekd ENRI- ettd VP4/2-alueen alukkeita.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Aleksi Saariranta
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3 TULOKSET

3.1 Annealing-lampatilan optimointi

Tyossa testattiin qPCR-reaktiosarjojen kyky& monistaa rinovirusten VP4/2-gee-
nialuetta ja samalla maaritettiin optimaalinen annealing-lampétila. VP4/2-geeni-
aluetta pystyttiin tehokkaasti monistamaan Biorad C1000 Thermal Cycler-lait-
teella sekd KAPA- ettd SensiFAST-reaktiosarjalla. Kaikki lampdtilagradientin
lampdtilat antoivat geelille ndkyvan bandin. Gradientin neljd ensimmaista lampo-
tilaa (52 - 55,9 °C) antoivat kuitenkin parhaimman intensiteetin (Kuva 3). Tasta
eteenpéin bandit alkoivat selkeasti haalenemaan lahestyttaessa 62 °C:tta. Teo-

reettisten laskujen ja geelin intensiteettien perusteella paadyttiin jatkossa kaytta-

maan 54 °C:een annealing-lampatilaa.

Aealls 2 B} M 56 6 7. 8.

D e A

Kuva 3. Annealing-lampdtila optimoinnin agaroosigeeliajot. A. pHRV-A-1b,
KAPA; B. pHRV-A-1b, SensiFAST; C. pHRV-B14, KAPA; D. pHRV-B14, Sensi-
FAST. Lampdtilagradientti: 1. 52,0 °C, 2. 52,7 °C, 3. 54,0 °C, 4. 55,9 °C, 5. 58,4
°C, 6.60,3°C,7.61,4°Cja8.62,0°C.

3.2 qPCR-reaktiosarjojen vertailu

Tyossa vertailtin KAPA-, SensiFAST- ja MAXIMA-gPCR-reaktiosarjojen kykya
monistaa rinoviruksen VP4/2-aluetta kayttaen pHRV-A-1b-plasmidia. Herkim-
maksi gPCR-reaktiosarjaksi osoittautui KAPA SYBR® FAST gPCR-reaktiosarja

Cp-arvoina mitattuna. SensiFAST-gPCR reaktiosarjalla paastiin hyvin lahelle

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Aleksi Saariranta
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KAPA:n arvoja kun taas MAXIMA gPCR-reaktiosarja jai selvasti jalkeen muista.
KAPA- ja SensiFAST-reaktiosarjalla pystyttin kummallakin monistamaan nayt-
teita, joiden sisaltama genomin lukumaara oli 102 kpl kun taas MAXIMA-reaktio-
sarjalla luku jai 10%een (kuva 4).

gPCR-reaktiosarjojen vertailu

45

40

B sensiFAST
35

KAPA

Cp-arvot
&

B vaxivA
25

20

15
1000 000 100 000 10000 1000 100

Genomien lukumaara

Kuva 4. gPCR-reaktiosarjojen vertailu. Suoran pituus ja sijoittuminen kuvaajassa
kertoo reaktiosarjan herkkyydestd; mita pidempi suora ja mita alemmas suora
sijoittuu, sitd herkempi gPCR-reaktiosarja on kyseessa.

3.3 gPCR-menetelman herkkyys ja VP4/2-alueen sulamislampatila

gPCR-menetelman herkkyys testattiin kayttden kolmea HRV-plasmidia: pHRV A-
1b, pHRV-B14 ja pHRV-C15. Plasmideista tehtiin laimennossarja (108, 10°, 104,
108, 102,10%,10° ja 10 genomia / pl), joilla suoritettiin gPCR-ajo. Kaikkia plasmi-
deja pystyttiin monistamaan Roche Light Cycler 480 Il -qPCR-laitteella kayttden
KAPA SYBR® FAST gPCR-reaktiosarjaa. Geeliajojen perusteella menetelmalla
pystyttiin monistamaan VP4/2-geenialuetta viela 10> genomia / pl -laimennok-

sesta (kuva 5), kaikilla plasmideilla.
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Kuva 5. gPCR kayttaen HRV-plasmideja naytteind. A) pHRV-A-1b, B) pHRV-B14
ja C) pHRV-C15. Laimennokset: 1. 108, 2. 105, 3. 104, 4. 103, 5. 107

pHRV A-1b CP-arvot pHRV B14 CP-arvot
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Kuva 6. Cp-arvot naytteen genomien lukumaaran funktiona.

102 laimennoksen intensiteetti jai geelikuvissa hyvin pieneksi. Sulamiskayrasta
pystyttiin kuitenkin vahvistamaan tuotteen monistuminen. VP4/2 alueelle pystyt-
tiin maarittamaan tarkka sulamislampdtila "Tm-calling”-analyysilla, jolloin sula-
mislampaotilaksi saatiin n. 83,5 °C (kuva 4).
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Kuva 7. pHRV-C15-plasmidista monistetun VP4/2 alueen sulamiskayra.

3.4 RT-entsyymien vertailu

Tyo6ssa vertailtiin viitta erilaista RT-entsyymia keskenaan: SuperScript IV (SSIV,
Invitrogen), SuperScript Il (SSII, Invitrogen), ImProm-1l (Promega), RevertedAid
Reverse Transcriptase (M-MuL, Fermentas) ja AffinityScript (Agilent). Vertailu
tehtiin kummallekin RNA-naytteelle, HRV A-1b:lle ja HRV Bl4:sta. Kaikilla ent-
syymeilla transkriptio toimi hyvin; HRV A-1b RNA-naytteella testattuna RT-ent-
syymeiden valilla ei ollut Cp-arvoissa mitattuna suuria eroja (kuva 8). HRV B14
RNA-naytteella testattuna RT-entsyymien valille tuli vain pieni& eroja Cp-arvoihin
(kuva 9).
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RT-entsyymien Cp-arvot, HRV Alb

10
9,9
9,8
9,7
o 9,6
=
89,5 *
joR
O 94
9,3

91

SSIV SSIII ImProm Il M-MulL Affinity

Kuva 8. RT-entsyymien vertailu kayttaen HRV-A-1b:ta naytteena.

RT-entsyymien CP-arvot, HRV B14

SSIV SSIII ImProm Il M-MuL Affinity

Kuva 9. RT-entsyymien vertailu kayttden HRV-B14:ta naytteena.

3.5 RT-entsyymin maaran vaikutus herkkyyteen

ImProm-Il -RT-entsyymista tehtiin laimennossarja, jossa entsyymia laimennettiin
aina puolella. Laimennokset olivat 1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 ja 1/32. Tulokset osoit-

tivat, etta 1/2-laimennosta voitiin viela kayttdd sen vaikuttamatta menetelman
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herkkyyteen. 1/4-laimennoksesta eteenpain menetelman herkkyys heikkeni huo-
mattavasti (kuva 10). Sulamiskayraanalyysit osoittivat, etta 1/16- ja 1/32-laimen-

nokset eivat tuottaneet lainkaan haluttua geenialuetta.

RT-entsyymin laimennosten Cp-arvot

30
25 * *
20
g L 2
© 15
o3 L
O
10 . 'S
5
0
1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32
Laimennos

Kuva 10. RT-entsyymin maaran vaikutus herkkyyteen

3.6 ENRI-alueen monistaminen kayttden VP4/2 HRV/HEV OAS-aluketta

Sulamiskayraanalyysi ja naytteiden ajo agaroosigeelilla osoittivat, ettda cDNA:ta,
joka oli tehty VP4/2 HRV/HEV OAS-alukkeella, ei pystytty qPCR-vaiheessa mo-
nistamaan tehokkaasti kayttaen ENRI-alukkeita. Sulamiskayraanalyysin ja gee-
liajojen perusteella naytteeseen monistui myos jotain muuta tuotetta. ENRI-alu-
een monistus gPCR:Il4, jonka RT-vaihe oli tehty VP4/2 HRV/HEV OAS-aluk-
keella, antoi sulamiskayraanalyysissa kaksi selkeaa piikkia (kuva 12, vihreat kay-
rat). Geelilla vastaavat naytteet nakyivat ns. ylimaaraisina bandeina (kuva 13, 4.
ja 5.). Samat tulokset toistuivat, kun RT-vaihe tehtiin kummallakin alukkeella,
ENRI 4- ja VP4/2 HRV/HEV OAS-alukkeilla samassa putkessa (kuva 13, 6.ja 7.)
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Melting Peaks WM
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Kuva 11. Sulamiskayraanalyysi: ENRI alueen monistaminen kayttaen VP4/2
HRV/HEV OAS-aluketta. Vihreat kayrat: RT-vaihe VP4/2 HRV/HEV OAS aluk-
keilla tai VP4/2 HRV/HEV OAS ja ENRI 4- alukkeilla; gPCR ENRI-alueelle. Pu-
naiset kayrat: RT-vaihe ENRI 4- -alukkeilla; gPCR ENRI-alueelle.

Kuva 12. ENRI-alueen monistaminen kayttden RT-vaiheessa VP4/2 HRV/HEV
OAS -aluketta. 1. RT: HRV/HEV OAS, qPCR: VP4/2; 2. ja 3. RT:ENRI 4-, gPCR:
ENRI; 4. ja 5. RT: HRV/HEV OAS, gPCR: ENRI; 6. ja 7. RT: HRV/HEV OAS ja
ENRI 4-; gPCR: ENRI
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3.7 Rinovirustyyppien RNA:sta tehty RT-gPCR

Tyon lopussa testattiin optimoitua RT-qPCR-menetelmaa 18:lle rinovirustyypille.
Kaikki 18 rinovirustyyppi& antoivat positiivisen tuloksen, kun niita testattiin opti-
moidulla menetelmalla. (kuva 14 ja 15). Sulamislampétila kaikilla naytteilla oli n.
83-84 °C.

Amplification Curves

—D1:HRY 28 —D2HRYV43 —D3HRYV45 —D4HRYV43 — DS HRYSS DE: HRY 63 — D7: HRY 70
D& HRY 60 — D8: HRV 61 D10:HRY 83 —E1:HRY 84 —E2HRVSE6 —E3HRVSE7 —E4 HRYSS
— ES HRV 89 E6: HRV 83 —E7:HRV 94 E8: HRY 100
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5 42737
£ 33737]
£ 24777
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Kuva 13. Rinovirustyyppien gPCR-monistuskayrat.
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— E5: HRV 88 E6: HRY 93 —E7: HRV 94 E8: HRY 100
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Kuva 14. Rinovirustyyppien qPCR-sulamiskayraanalyysi.
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4 TULOSTEN TARKASTELU

4.1 Annealing-lampatilan optimointi

VP4/2 HRV/HEV OAS- ja OS -alukkeiden optimaalinen kiinnittymislampdétila ol
tulosten perusteella n. 52 - 55,9 °C kummallakin testatulla gPCR-reaktiosarjalla.
Nain ollen ks. alukkeille voidaan kayttdd mitéa vain annealing-lampdtilaa 52 - 55,9
°C vdlilta riippuen esimerkiksi ajetaanko samassa gPCR-ajossa jotain muita nayt-
teitd eri alukkeilla, joiden kiinnittymislampétila on lahella VP4/2 HRV/HEV OAS ja
OS alukkeita. Kaytettaessa yli 58,4 °C:een annealing-lampdétilaa, menetelméan
herkkyys alkoi jo selke&sti huonontua. Tulokset osoittivat myés, ettéa n. 650 emak-
sen pituista VP4/2-aluetta pystyttin monistamaan kaytetyilla qPCR-reaktiosar-
joilla, vaikka valmistajat suosittelivat reaktiosarjoja korkeintaan 80—-400 emaksen

pituisille cDNA-jaksoille.

4.2 qPCR-reaktiosarjojen vertailu

gPCR-reaktiosarjan valinta voi olla iso kustannustekija tutkimuksessa, joten on
tarked tietda, mika reaktiosarja toimii tehokkaimmin suhteessa sen hintaan. Kol-
mesta gPCR-reaktiosarjasta KAPA SYBR® FAST osoittautui kaikista tehokkaim-
maksi — tosin SensiFAST-qPCR-reaktiosarja ei jaanyt kauaksi KAPA:n tasosta
(kuva 7). Kummallakin reaktiosarjalla saavutettiin sama herkkyys, eli pystyttiin
monistamaan viela 100 genomia sisaltavda naytettd. Ero SensiFAST:.n ja
KAPA:n valilla oli 1ahinn&a Cp-arvoissa. MAXIMA gPCR-reaktiosarja oli selvasti
huonoin - reaktiosarjalla pystyttiin monistamaan ainoastaan suuria maaria geno-
mia sisaltavia naytteita (10° ja 10° genomia/nayte). Tassa tyossa reaktiosarjoja
vertailtiin ainoastaan pHRV-A-1b -naytteell&, joten jatkossa olisi vield hyodyllista
testata, ettd pystytaanko testin tulos toistamaan muilla naytteilla esim. HRV B14-
ja HRV C15-plasmideilla.

Kaupallisia reaktiosarjoja on tarjolla useita erilaisia, joita kannattaisi viela vertailla

keskendan kayttaen eri naytteita.
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4.3 qPCR-menetelman herkkyys ja VP4/2-alueen sulamislampdétila

gPCR osoittautui melko herkéksi menetelméaksi monistettaessa VP4/2-aluetta
HRV-plasmideilla. Menetelmalla pystyttiin viela monistamaan luotettavasti kaik-
kia HRV-plasmidinaytteitd (pHRV-A-1b, pHRV-B14 ja pHRV-C15), jotka sisalsi-
vat n. 100 genomia. Teoriassa tama tarkoittaa, etta kliinisesta naytteestd, jossa
on ainoastaan 100 virusta/viruksen genomia, pystytdan saamaan positiivinen tu-
los gPCR-menetelmalla. Taytyy kuitenkin huomioida, ettd plasmidindytteet ovat
usein hyvin puhtaita naytteita, kun taas kliiniset naytteet voivat sisaltaa paljon
muuta DNA:ta. Nano Drop 1000 -laitteella mitattu konsentraatio ei mydskaan ole
kovin tarkka mittaamaan DNA:ta, joten tulokset ovat vahintddnkin vain suuntaa
antavia. Merkittavaa oli kuitenkin todeta, etta menetelma toimi lahes samalla ta-
valla kaikille plasmidinaytteille.

VP4/2-alueelle saatiin myds maaritettya sulamislampétila, joka oli n. 83,5 °C. Su-
lamislampdtilan maaritys saastaa aikaa lopputuloksen laadullisessa analysoin-
nissa, silla naytteita ei valttAmatta tarvitse ajaa enéa agaroosigeelille, jos sula-
mislampdétila vastaa naytteen odotettua lAmpdétilaa. Agaroosigeeliajo ei myds-
kadan diagnostiikassa ole suositeltava tapa, koska talléin lopputuote pitaa ottaa
pois putkessa, mikéa altistaa prosessin DNA-kontaminaatioille. Menetelman vali-
dointivaiheessa on kuitenkin suositeltavaa ajaa naytteet myos geelilld, jos halu-
taan olla taysin varmoja positiivisita tuloksista. Tulosten perusteella laimein nayte
nakyi geelilla vaikka sen muodostama monistuskayra oli matala ja Cp-arvo kor-
kea. Tallaisen naytteen positiivisuuden tulkinta on vaikeaa pelkastaan gPCR-lait-

teen mittausta kayttaen.

4.4 RT-entsyymien vertailu

Tulokset osoittivat, etta kaikki testattavat RT-entsyymit toimivat hyvin, eiké niiden
valilla ollut suuria eroja (kuva 9 ja 10). Erityisesti HRV-A-1b-naytteella suoritettu
testi antoi kaikilla RT-entsyymeilla lahes samat Cp-arvot. Suuremmat erot saat-

taisivat ilmetd jos RNA-naytteista tehtaisiin laimennossarja. SuperScript IV-RT-
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entsyymilla suoritettu RT-vaihe on kuitenkin kaikista nopein. Muilla RT-entsyy-
meilla RT-vaihe kestéa n. 45—75 min kun taas SuperScript IV-RT-entsyymia kayt-
taen aikaa kuluu vain n. 20 min, mika saattaa osoittautua kustannustehokkaaksi
tekijaksi tutkittaessa suuria maaria naytteita.

4.5 RT-entsyymin maaran vaikutus herkkyyteen

RT-entsyymin maara, jolla voidaan viela saavuttaa hyvat ja luotettavat tulokset,
on merkittdva kun halutaan optimoida mahdollisimman kustannustehokasta me-
netelmaa. RT-entsyymi on yksittaisita reagensseista suurin kustannustekija, jo-
ten sita ei haluta tuhlata suuria maaria. Tulokset osoittivat, ettd 0,25 pl:n maara
(1/2 normaalista maarasta) RT-entsyymia kaytettynd 10 pul:n reaktiotilavuudessa
ei vaikuttanut menetelman herkkyyteen. Talla voidaan tehdéa jo merkittavia saas-
toja tutkimuksen kustannuksissa. RT-entsyymin maarén vaikutusta herkkyyteen
testattiin kayttden ainoastaan yhta entsyymia, ImProm ll:sta, joten muidenkin ent-

syymien testaus voisi olla seuraava mahdollinen tydvaihe.

4.6 ENRI-alueen monistaminen kayttden RT-vaiheessa VP4/2 HRV/HEV OAS-

aluketta

Tulokset osoittivat, ettd RT-vaihe kannattaa aina tehda halutun gPCR-tuotteen
omilla alukkeilla. Kaytettaessa VP4/2 HRV/HEV OAS -aluketta RT-vaiheessa tai
ENRI- ja VP4/2-alueen HRV/HEV OAS -alukkeita sekaisin, gPCR-vaiheessa syn-
tyi myds sivutuotteita monistettaessa ENRI-aluetta. Sivutuotteet ilmenivat sula-
miskayraanalyysissa, jossa nakyi selkeasti kaksi erillista piikkia (kuva 12). Ylei-
sesti tiedetaan, ettd ENRI-alueen monistaminen RT-gPCR:ll& on hyvin herkka
menetelma. Seuraava tyOvaihe olisi ollut monistaa rinnakkain ENRI- ja VP4/2
aluetta ja tutkia kummankin suhteellista herkkyytta.
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4.7 Rinovirustyyppien RT-gPCR

Tyon lopuksi testattiin optimoitua RT-gPCR menetelméaa kayttaen erilaisista ri-
novirustyyppikannoista eristettyjd RNA-paloja naytteind. Kaikki 18 rinovirustyyp-
pid antoivat positiivisen tuloksen, joten tydssa optimoidun RT-gPCR-menetelmén

toimivuus pystyttiin vahvistamaan.
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5 LOPPUPAATELMAT

Tybssa saavutettiin tarkein tavoite, joka oli monistaa rinovirusten VP4/2-aluetta
RT-gPCR-menetelmalla. Samalla maaritettiin menetelmén herkkyys. VP4/2-alu-
een pituuteen ndhden menetelmé osoittautui melko herkéksi monistettaessa
plasmidinaytteita kaytetyilla gPCR-reaktiosarjoilla. Tydssa kaytetty menetelma oli
loppujen lopuksi melko hyvin toimiva eri olosuhteissa; testien suorituksissa saa-
tettiin kayttaa mm. eri puskuriliuoksia ja RNA-inhibiittoreita ja silti saatiin luotetta-

via tuloksia.

Tyo6ssa suoritettu RT-gPCR:n optimointi voisi olla esim. esity6ta lopulliselle vali-
doinnille. Seuraavaksi olisi loogista testata tydvaiheiden toistettavuutta; samat tu-
lokset tulisi saada riippumatta tyén suorittajasta. Eri ihnmisilla saattaa silti olla eri-
lainen pipetointitarkkuus, mika luo oman haasteen testien toistettavuudelle. Tar-
keint& olisi ainakin itse saada samat tulokset jos olosuhteet ja reagenssit pysyvét

samoina.

Toinen mahdollinen tyévaihe olisi testata kliinisia naytteitd, jotka on otettu suo-
raan potilaasta. Kliiniset naytteet saattavat siséltda suuria maaria muuta kuin ha-
lutun kohteen genomia, jotka saattavat vaikuttaa menetelman herkkyyteen nega-
tiivisesti. TA&man vuoksi olisi erityisen tarkeada testata pystytaanko optimoitua RT-

gPCR-menetelmaa kayttaa diagnostisten naytteiden analysointiin.
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