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SIIRTOGEENIN KOPIOLUVUN MAARITTAMINEN
KVANTITATIIVISELLA PCR-MENETELMALLA

Opinnaytetytn tavoitteena oli kehittdd kvantitatiiviseen polymeraasiketjureaktioon (qPCR)
perustuva menetelmd kopioluvun maarittdmiseksi  Pichia pastoris —hiivakannoista.
Hiivakantoihin oli siirretty Influenssa B-viruksen nukleoproteiinia (IBnP) koodaava geeni
transformaatiomenetelmalla, jossa siirtyy useampi geenikopio kerrallaan ja geenikasetissa oli
toisena merkkiproteiiina hydrofobiini eri muodoissaan (HFB1_3, HFB1_4 ja Tag 6).
Kantavektorina kaytettiin pPICZ A -vektoria. Tyossa kaytettiin sisdisina kontrolleina ns. single
copy —hiivakantoja, joissa oli vain yksi siirtogeenikopio.

Kaytettdvat alukeparit testattin kayttdmalld E. colista eristettyd, IBnP-geenin sisaltavaa
plasmidia gPCR-templaattina. Varsinaisia gPCR-ajoja varten kasvatetuista hiivasoluista
eristettin genominen DNA (gDNA), jota kaytettin gPCR-templaattina. Hiivakasvatuksista
laskettiin myo6s hiivasolujen maara FACS-solulaskurilla, jonka jalkeen solut kasiteltin gqPCR:aa
varten.

Lopuksi single copy —naytteitd verrattin multicopy —naytteisiin. Multicopy-naytteet ajettiin
rinnakkain single copy — naytteiden kanssa, jolloin saatiin suhteutettu tulos, jota voitiin verrata
single copy — naytteista saatuihin tuloksiin. Taman perusteella voitiin arvioida voidaanko gDNA
eristdd siten, ettd rinnakkaisista naytteistd saadaan suhteellisesti mitattuna oikea tulos, jota
voidaan kayttaa erilaisen kopioluvun omaavien naytteiden vertaamiseen toisiinsa. Kvantitointi
tehtiin standardi-suoraa vastaan kayttden 2nd derivative max —analyysia.

Optimoidulla menetelmalld saavutettiin parhaimmillaan 10 kopion herkkyys hajotetuilla soluilla.
Hajottamattomillla soluilla herkkyys oli 100 kopiota. Taman perusteella voidaan todeta, ettd
PCR-syklaus ei hajota soluja tasaisesti, joten solunaytteet on hyva esikasitella hajottamalla ne.
Tama parantaa huomattavasti menetelman herkkyytta.
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DETERMINATION OF COPY NUMBER OF THE
TRANSFER GENE OF PICHIA PASTORIS YEAST
STRAINS WITH QUANTITATIVE PCR METHOD

The purpose of the thesis was to develop a quantitative polymerase chain reaction (qQPCR)
method, which can be used to determine the target gene copy number from Pichia pastoris
yeast strains. Single copy strains of Pichia pastoris were used as internal controls to which the
multicopy strains were compared to during the study. The primary target gene was the gene
encoding the nucleoprotein of Influenza B virus (IBnP). Hydrophobin was other target gene
(HFB1_3, HFB1_4 and Tag 6). pPICZ A was used as a vector.

The primer pair was tested using purified plasmid containing IBnP gene as a template in the
gPCR reaction. Genomic DNA was then isolated from the cultivated yeast cells for gPCR.
Alternatively, the number of the yeast cells was counted by flow cytometry, and isolated DNA
samples were analyzed by qPCR.

Finally, the single copy samples were compared to multicopy samples. The results allowed the
estimates to be made about whether gDNA can be isolated with comparable results from
parallel samples and whether single copy and multicopy samples can be compared to each
other. Quantitation was made against the standard straight line using the 2nd Derivative Max
analysis.

The optimized method reached sensitivity of 10 copies with broken cells. The sensitivity of the
non-broken cells was 100 copies. According to the findings it is possible to conclude that the
PCR cycling does not break cells evenly, and it is therefore essential to process the cell
samples by breaking them before qPCR runs. Pre-treatment considerably improves the
sensitivity of the method.

KEYWORDS:

Pichia pastoris, quantitative PCR, genomic DNA, copy number
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KAYTETYT LYHENTEET

AGE
Aluke

Cp
Ct
FACS

gDNA
HFBI
IBnP
gPCR
RNaasi
Tm

Agaroosigeelielektroforeesi

Lyhyt DNA-jakso, joka sitoutuu komplementaariseen
alueeseen DNA:ssa

Crossing point
Kynnyssykli (eng. threshold cycle)

Solujen lajitteluun ja analysointiin tarkoitettu
virtaussytometrialaite (eng. fluorescence-activated cell
sorting)

Genominen DNA

Hydrofobiini

Influenssa B -viruksen nukleoproteiini
Kvantitatiivinen polymeraasiketjureaktio
RNA:ta pilkkova entsyymi

Sulamislampd (eng. melting temperature)
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1 JOHDANTO

Jokaisella yksilolla on tietty maara tietyn geenin kopioita genotyypissa. Tata
kopioiden maaraa kutsutaan kopioluvuksi. Erot genomien DNA-sekvensseissa
edistavat osaltaan yksilon ainutlaatuisuutta. Nama eroavaisuudet vaikuttavat
useimpiin ominaisuuksiin, kuten sairauksille altistumiseen (Gene-quantification-
verkkosivusto 2014). Proteiinituottoon kehitetyt tuottokannat voivat sisaltaa
yhden tai useamman geenikopion riippuen geenisiirtomenetelmasta.
Periaatteessa siirtogeenien maara maarittelee proteiinin tuottumisen, mutta asia
ei valttamatta ole nain suoraviivainen. Geeni voi myods insertoitua sellaiseen
kohtaan genomia, ettd geenin ekspressio ei toimi ja joissain tapauksissa useat

geenikopiot voivat jopa johtaa geeniekspression estymiseen.

Kopioluvun maarittamiseen on olemassa useita erilaisia menetelmia. Tallaisia
kopiolukumenetelmia ovat esimerkiksi korkeaan resoluutioon perustuvat array-
menetelmat (Beijjani ym. 2006) sekd NGS-menetelmat (eng. Next-Generation
DNA Sequencing Methods). Tassa opinnaytetydssa kopioluvun maarittamiseen
on kaytetty kvantitatiivistda PCR-menetelmaa, jossa tutkittavan geenin
tuntematonta kopiolukua verrataan referenssigeenin tunnettuun kopiolukuun.

Vertailun mahdollistamiseksi testattiin myos geenieristysmenetelmia toisiinsa.

Taman opinnaytetydn tavoitteena oli optimoida menetelma Pichia pastoris -
hiivakantojen kopioluvun maarittamiseen Roche Diagnosticsin LightCycler 480
gPCR-laitteella. Tarkoituksena oli testata sopiiko kyseinen laite tarkkaan
kopioluvun maarittamiseen. Opinnaytetyé tehtiin Turun ammattikorkeakoulun
(TUAMK) HydroBody-projektissa, joka on TuUAMK:n ja VTT:n yhteisprojekti ja
jonka tarkoituksena on kehittaa uusi tuotantokonsepti teollisesti arvokkaille

proteiineille.
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2 MATERIAALIT JA MENETELMAT

2.1 Pichia pastoris

Pichia pastoris on metylotrofinen hiiva, joka kykenee metaboloimaan metanolia
ainoana hiilildhteena (Invitrogen 2010, 1). P. pastorista on laajalti kaytetty
bioldadkeaineiden perustutkimuksissa ja tuotannossa. Se on myds tarkea
malliorganismi peroksisomaalisen lisdantymisen sekd metanolin assimilaation
tutkinnassa. Monet sen ominaisuudet kuten nopea kasvu ja korkea solutiheys,
tiukasti kontrolloidut metanoli-indusoitavat promoottorit (AOX1 ja AOX2) ja
tehokas eritysmekanismi tekee P. pastorista ideaalin ekspressiosysteemin.

(Bioinformatics & Evolutionary Genomics 2014).

Pichia pastoris -hiivalla on useita etuja, jotka tekevat siitd erinomaisen
heterologisen tuotto-organismin proteiinien tuottoon. Tallaisia ovat mm.
proteiinien laskostuminen ja posttranslatorinen modifikaatio. Sitda on myods
helppo muokata geneettisesti aivan kuten E. colia tai Saccharomyces
cerevisiaeta. P. pastorista on nopeampi, helpompi ja halvempi kayttda kuin
muita eukaryoottiekspressiosysteemeita, kuten baculovirusta tai nisakkaiden
kudosviljelmia. Sillda on lisaksi mahdollista saavuttaa usein korkeampi
ekspressiotaso kuin elainsoluilla. Naiden ominaisuuksien takia Pichia pastoris -
hiivan kayttd proteiiniekspressiosysteemissa on erittdin hyodyllista. (Invitrogen
2010,1).

Hiiva-DNA:n eristystd varten tehtiin kuusi (6) kappaletta hiivakasvatuksia
valmiista kantaviljelmista. Naista kolme oli ns. single copy- ja kolme multicopy-
kantoja. Jalkimmaisten kopioluku ei ollut tunnettu. Kukin tuottokanta tuottaa
Influenssa B -viruksen nukleoproteiinia (IBnP) pPICZ A -vektorista (Kuva 1),
mutta niissa on erilainen hydrofobiinia tuottava geenijarjestys (naitd kutsutaan
lyhenteillda: HFBI_3, HFBI_4 ja Tagb).
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Kuva 1. Tydssa kaytetyn vektorin rakenne (Invitrogen 2010).

2.2 Plasmidien kayttdo qPCR:ssa

2.2.1 Plasmidien eristys

Plasmidin eristamiseen kaytettin NucleoSpin®Plasmid —kittia (Macherey-
Nagel), joka on suunniteltu plasmidi-DNA:n nopeaan ja pienen mittakaavan
eristykseen. NucleoSpin®Plasmid  —kitilla eristetty plasmidi-DNA  sopii

kaytettdvaksi mm. automaattisessa DNA-sekvensoinnissa ja PCR:ssa.

NucleoSpin®Plasmid —kitti perustuu silikakalvotekniikkaan. Menetelmassa
pelletoitu kasvatus suspensoidaan puskuriin ja plasmidi-DNA vapautetaan E.
coli —isantasolusta kayttamalla denaturoivaa puskuria. Neutraloivaa puskuria
lisdamalla luodaan olosuhteet plasmidi-DNA:ta sitomiseksi
NucleoSpin®Plasmid —pylvaan silikakalvoon. Saostuneet proteiinit, genominen
DNA ja solujatteet pelletoidaan sentrifugoimalla. Supernatantti siirretdan
NucleoSpin®Plasmid pylvdadseen. Suolat, aineenvaihduntatuotteet seka

liukoiset makromolekylaariset soluaineosat poistetaan pesemallda etanolilla.
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Lopuksi puhdas plasmidi-DNA eluoidaan lievasti emaksisella puskurilla

alhaisessa ionivahvuudessa. (Macherey-Nagel 2010.)

2.2.2 Kvantitointi ja kopioluvun laskeminen

Plasmidin tarkka kopioluku voidaan laskea, kun tiedetaan konsentraatio ja
plasmidin koko. Internetista l10ytyy useita kopioluvun laskemiseen tarkoitettuja
laskureita. Tassa tyossa kopioluvun laskemista varten plasmidin konsentraatio
mitattin NanoDrop® 1000 spektrofotometrilla (Thermo Scientific) ja vertailun

vuoksi Qubit® 1.0 fluorometrilla (Invitrogen).

NanoDrop on pienspektrofotometri, jolla voidaan pienella naytemaaralla mitata
DNA- ja RNA-pitoisuuksia ja niiden puhtautta mittaamalla absorbanssi
aallonpituuksilla 280 nm. Nanodropissa pieni maara naytetta (0,5 pl-2,0 pl)
pipetoidaan kuituoptisen kaapelin paahan, jolloin kannen laskemisen jalkeen
muodostuu naytepilari. Laite mittaa naytteen lapi kulkevan valon maaran ja

syottaa tiedot tietokoneelle. (Invitrogen 2007.)

Toisin kuin NanoDropissa, Qubit® 1.0 fluorometrissa tarvitaan naytteiden
mittaamista varten menetelmaan sopiva kitti. Tydssa kaytettiin Qubit® dsDNA
HS Assay Kkittia. Fluorometri perustuu fluoresenssipohjaisten variaineiden
kayttoon, jotka sitovat spesifisesti DNA:ta, RNA:ta tai proteiineja. Qubit on
NanoDropia huomattavasti herkempi, jolloin silla voidaan mitata alhaisempia
pitoisuuksia omaavia naytteitd (vahintdan 10 pg/ul pitoisuuksia). Qubitilla
voidaan mitata sekd DNA:ita ja RNA:ita samasta naytteesta, kun taas
Nanodopilla samassa naytteessa olevaa DNA:ta ja RNA:ta ei voida erottaa.
(Invitrogen 2007.)

Kopiolukulaskurina kaytettiin RIGSC:n (University of Rhode Island Genomics
and Sequencing Center) tarjoamaa laskuria. Tassa kopiolukulaskurissa
laskelma perustuu olettamukseen, ettd keskimaaraisen emasparin (bp) paino

on 650 daltonia. Tama tarkoittaa sita, etta yksi mooli emasparia painaa 650 g,
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jolloin minka tahansa kaksijuosteisen DNA-templaatin molekyylipaino voidaan
arvioida sen seka templaatin pituuden (bp) perusteella. Laskin edellyttaa, etta
kayttdja maarittda kuinka paljon templaattia on lasna (ng:na) ja mika on
templaatin  pituus (bp), jolloin pystytddn laskemaan kopioden maara

templaatissa. (RIGSC 2014.) Tahan kaytetaan seuraavaa kaavaa:
Kopioiden maara = (maara (ng) * 6,022x10%) / (pituus (bp) * 1x10° * 650)

Kaytannon syista pitoisuus ilmoitetaan usein tilavuusyksikkoa kohti, esim. 1,1 x

10" molekyylia /ul

2.3 gDNA:n eristys

Genomisen DNA:n eristamiseen on kaytettavissa useita eri menetelmia ja
tekniikoita. Eristysmenetelmat perustuvat eristettavan DNA:n erilaisiin
ominaisuuksii kuten fysikaalisiin tai kemiallisiin. Genominen DNA on ohutta ja
pitkdd rihmaa, joten se katkeaa herkasti DNA-liuosta sekoitettaessa tai
pipetoitaessa. DNA:n osittainen katkeilu on kuitenkin sallittua joissain
sovelluksissa kuten PCR:ssa. (Suominen ym. 2010, 105-108.)

Kun DNA:ta eristetdan, kasitellaan solut usein proteinaasi K -entsyymilla, joka
hajottaa solut. Solujen hajottamisen jalkeen DNA puhdistetaan. Tahan voidaan
kayttda fenoliuuttoa, etanolisaostusta ja sentrifugointia. Osa proteiineista
saadaan poistettua DNA-liuoksesta uuttamalla varovasti fenoli-kloroformilla.
DNA:n saostus tapahtuu etanolin avulla ja, jos katkeilua ei ole tarvetta varoa,

voidaan DNA kerata talteen sentrifugoimalla.

Fenoliuuton, etanolisaostuksen ja sentrifugoinnin ongelmana on niiden
aiheuttama DNA:n katkeilu. Taman takia edella mainitut tekniikat on nykyisin
korvattu silikakalvo-spin-kolonni puhdistusmenetelmilla. Genomisen DNA:n
eristamiseen on kaytettavissa kaupallisia kitteja, jotka perustuvat useimmiten
silikakalvo-spin-kolonni puhdistusmenetelmaan. (Suominen ym 2010, 105-108.)
Kaupallisten reaktiosarjojen eli kittien etu on niiden nopeus ja tehokkuus, seka
tarkat tyoohjeet, joilla pitaisi saavuttaa haluttu lopputulos.
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Tassa tyossa genomisen DNA:n eristamiseen kaytettiin NucleoSpin® Tissue
kittia (Macherey-Nagel). NucleoSpin® Tissue kitti on suunniteltu erittéain puhtaan
genomisen DNA:n nopeaan puhdistukseen mm. kudosnaytteista, bakteereista,
hiivoista ja Kliinisista naytteista (uloste, virtsa). Eristettya DNA:ta voidaan
kayttda suoraan PCR-, Southern blottaus- tai erilaisissa entsymaattisissa

reaktioissa. (Machearey-Nagel 2010.)

NucleoSpin® Tissue kitin kayttd perustuu silikakalvotekniikkaan. Menetelmassa
soluhajotus saadaan aikaan inkuboimalla 56 °C:ssa naytetta liuoksessa, joka
sisaltda SDS:aa ja proteinaasi K:ta. Jotta DNA:n sitoutumiselle NucleoSpin®
Tissue -kolonnin silikakalvolle saadaan asianmukaiset olosuhteet, lysaattiin
lisdtddn suuria maaria kaotrooppisia ioneja (sidospuskuri) ja etanolia.
Sitoutumisprosessi on palautuva ja spesifinen nukleiinihapoille. Epapuhtaudet
poistetaan tehokkaasti pesemalla membraania puskurilla. Puhdasta genomista
DNA:ta eluoidaan lopuksi alhaisessa ionivahvuuden olosuhteissa lievasti
emaksiselld eluutiopuskurilla. Taman jalkeen tuote on valmis kaytettavaksi

halutuissa reaktioissa. (Suominen ym. 2010, 105-108.)
NucleoSpin® Tissue procedure

lysis

binding
e

washing

)

elution

f@ﬂf@mﬂ@mm

cloning

N

l \:‘ hybridization
C

fingerprint assays restriction analysis

s ]

Kuva 2. NucleoSpin® Tissue tydvaiheet (Macharey-Nagel 2014).
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2.4 gDNA:n konsentraation mittaaminen

DNA:n pitoisuuden mittaamiseen on kaytettavissa useita erilaisia menetelmia,
kuten absorbanssin mittaaminen, agaroosigeelielektroforeesi tai fluoresoiviin

variaineisiin perustuvia mittauksia.

Absorbanssi menetelmat

Yleisin tekniikka DNA:n pitoisuuden ja puhtauden maarittamiseen on
absorbanssin mittaus DNA:lle sopivaa aallonpituutta kayttaen.
Absorbanssimittaus on yksinkertaista ja laitteisto on yleensd saatavilla
laboratorioymparistéssa. Menetelmaan tarvitaan spektrofotometri, UV-lamppu,
UV-valoa lapaisevia kyvetteja ja liuosta, jossa puhdistettua DNA:ta. Menetelma
perustuu DNA:n nukleotidien absorbtioon 260 nm:ssa, jossa DNA absorboi
valoa voimakkaammin. DNA:n pitoisuus 50 pl/ml vastaa puhtaan DNA-
liuoksessa absorptiota 1,0 aallonpituudessa 260 nm. (Suominen ym. 2010, 110-
111.)

Spektrofotometrisen menetelman avulla pystytdan maarittamaan DNA-naytteen
puhtautta. Talloin mitataan DNA-naytteen absorptiota 260 nm:n lisaksi
aallonpituudella 280 nm. 280 nm on proteiinien absorptiomaksimi ja myos DNA
absorboi vield jonkin verran siina. Absorbanssien suhdeluku Agzsonm/A280nm ON
puhtaalle DNA-naytteelle 1,8. (Promega 2014.) Jos DNA-nayte sisaltaa
proteiineja eli naytteessa on todennakoisesti proteiinikontaminaatio, se nakyy
absorbanssisuhteen pienenemisena. Puhtaan RNA:n suhdeluku on 2,0. RNA:n
suurempi  suhdeluku kuin DNA:lla johtuu siitd, ettd RNA absorboi
voimakkaammin 260 nm:ssa kuin DNA. Jos DNA-naytteen suhdeluku nousee
yli 2,0, voidaan olettaa naytteen sisaltavan RNA:ta. RNA saadaan poistettua
DNA-naytteestad RNaasikasittelylla. (Suominen ym. 2010, 110-111.)
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Fluoresoiviin variaineisiin perustuvat mittaukset

DNA-pitoisuus voidaan maarittaa myos kayttamalla fluoresenssimittareita seka
fluoresoivia variaineita. Fluoresenssimenetelmat ovat herkempia kuin
absorbanssi, joten menetelma sopii hyvin matalapitoisille naytteille. DNA:ta
sitovien variaineiden avulla saadaan DNA:ta mitattua tarkemmin kuin
spektrofotometrisilla menetelmilla. Variaineet, kuten PicoGreen® sitoutuvat
selektiivisesti kaksijuosteiseen DNA:han. Fluorometrilla mitataan variaineen
fluoresenssi-intensiteettid. Talloin  fluoresenssin  voimakkuus  pystytaan

muuttamaan DNA-pitoisuudeksi standardisuoran avulla.

Agaroosigeelielektroforeesin (AGE) kayttdé DNA:n pitoisuuden maarittdmisessa
perustuu fluoresoivien variaineiden kayttoon. DNA-pitoisuus pystytaan
arvioimaan geeliltd silmamaaraisesti vertaamalla naytejuovien fluoresenssin
maaraa tunnettuihin DNA-standardeihin. Menetelman hyodtyna on, etta proteiinit
ja pienet RNA-pitoisuudet eivat hairitse maaritysta. Lisaksi geelielektroforeesin
avulla voidaan maarittaa myos DNA-molekyylien kokoa, jota ei
spektrofotometrisella mittauksella voida tehda. AGE-menetelma on kuitenkin
hyvin epatarkka, koska se pohjautuu vain silméamaaraiseen arviointiin, eika se
sovellu alhaisille  DNA-pitoisuuksille  (Suominen ym. 2010,110-111.)

Agaroosigeelielektroforeesista on kerrottu lisaa luvussa 3.6

Tassa tyossd DNA:n pitoisuus mitattiin kayttamalla niin spektrofotometrisia
mittauksia seka fluoresoiviin merkkiaineisiin perustuvia mittauksia. DNA:n
pitoisuus maaritettiin  kayttaen Nanodrop® spektrofotometria, Qubit®

fluorometria seka Hidex Sense monileimalaskinta.

2.5 gPCR

Kvantitatiivinen PCR (Quantitative Polymerase Chain Reaction, gPCR, voidaan
kayttdd myods nimea Real-Time quantitative PCR, RT-gPCR) on menetelma,

jolla voidaan spesifisesti mitata nukleiinihapon (DNA,RNA) maaraa naytteesta
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(Suominen ym. 2010). Kvantitatiivinen PCR antaa mahdollisuuden monistetun
nukleiinihapon tarkan pitoisuuden maarittamiseen naytteesta. Kvantitatiivisen
PCR:n suurin ero verrattuna perinteiseen PCR:n on monistumistuotteiden
maaran reaaliaikainen mittaaminen tietokoneen valityksella. Taman takia
reaktion jalkeisia tydvaiheita, kuten agaroosigeelielektroforeesia, ei tarvita paitsi

silloin kun halutaan varmistaa, etta tuote on oikeankokoinen. (Heid ym. 1996.)

PCR-menetelmassa kaytetdan lammonkestavaa DNA-polymeraasia, joka luo
vastinjuosteen yksisaikeiselle DNA:lle. Lisaksi kaytetaan kahta tarkoin tunnettua
aluketta, jotka rajaavat monistettavan alueen. PCR:ssa toistetaan kolmea
vaihetta: denaturaatiovaihetta, alukkeiden kiinnittymisvaihetta ja pidentymis- eli
elongaatiovaihetta (kuva 3). Kun naita vaiheita toistetaan, monistettavan alueen
kopiomaara kaksinkertaistuu jokaisen syklin aikana (kuva 4). Tarkead osa
gPCR:n onnistumisessa on naytteiden kasittely seka alukkeiden ja koettimien
suunnittelu. (Suominen ym. 2010, 169-170.)

100 -~

Temperature (°C)

A A

-+
-+
4
-
-
-+
-+

L) Ll
o Cycle time 1

Kuva 3. Yhden PCR-syklin kolme vaihetta (Biosistemika 2014).
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Kuva 4. PCR-tuotteen kaksinkertaistuminen jokaisen syklin aikana (Purves,
Sadava ym. 2004).

Kvantitatiivisessa PCR-reaktiossa tuotteisiin sitoutuu fluoresoivat molekyylit,
jotka emittoivat valoa. qPCR-laitteisto mittaa emittoivan valon voimakkuutta
jokaisen syklin jalkeen. Kun fluoresoivien molekyylien emissiovalo ylittaa
taustan aiheuttaman signaalin eli kynnyksen, kutsutaan tata kynnyssykliksi
(engl. threshold cycle, Ct). Mitd pienempi Ct-arvo saadaan, sen enemman
lahtotilanteessa on ollut kopiota templaatti-DNA-alueesta. Kynnyssyklin arvo,
Ct, kertoo my6s milloin ensimmaista kertaa havaitaan PCR-tuote. Esimerkiksi,
jos Ct-arvo on 22, on fluoresenssi ollut ensimmaista kertaa taustasateilya
voimakkaampaa 22. syklin kohdalla. Kynnyssykli maaraytyy eksponentiaalisen
monistumisen aikana. Naytteen sisaltaman templaatti-DNA:n pitoisuus voidaan
maarittdd qPCR:ssa joko suhteellisesti tai absoluuttisesti standardisuoran
avulla. (Heid ym. 1996.) Ct-arvo ja kopioluku suhteutuvat toisiinsa siten, etta
10-kertainen muutos herkkyydessa vastaa n. 2,7-yksikdon muutosta Ct-arvossa,
mutta tama muutos pitaa maarittaa laitekohtaisesti. Tuotteen oikeellisuus ja

puhtaus voidaan todeta sulamislampokayran avulla.
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Kuva 5. Naytteen kolmen laimennoksen amplifikaatiokayrat.

2.5.1 Detektointi

DNA:n ja RNA:n detektoimiseen reaaliaikaisella PCR:lla on kolme perinteista
menetelma3, jotka kayttavat fluoresoivia variaineita. Variaine antaa fluoresoivan
signaalin, joka kasvaa DNA:n monistuessa ja PCR-syklien lisaantyessa. (Heid
ym. 1996.)

DNA:han sitoutuvat variaineet

Yksi menetelmd on kaksijuosteiseen DNA:han sitoutuvien variaineiden (engl.
DNA Binding Dyes) kayttd. Nykyaan yksi kaytetyimpia variaineita on SYBR®
Green | (Life Technologies). Menetelma perustuu kaksijuosteista DNA:ta
varjaavan leiman kayttoon, joka sitoutuessaan kaksijuosteiseen DNA:han

fluoresoi voimakkaasti (kuva 6).
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Denature

H0IC VEC SINT AT, SOARRE - S
Kuva 6. SYBR® Green | periaate (Davidson College 2003).

Variaine-aluke-sovellukset

Variaine-alukkeisiin  perustuvassa (engl. Dye-primer based assays)
menetelmassa alukkeisiin liitetaan variaine. Tallainen sovellus on esimerkiksi
LUX™-sovellus (Invitrogen). Naiden sovelluksien avulla voidaan tehda
multiplex-reaktioita, joita ei voida tehda DNA:ta sitoviin variaineisiin perustuvilla
menetelmilla.(Dorak 2007.)

Fluoresenssileimatut oligonukleotidit

Toisin kuin kahdella edella mainitulla menetelmalla, joissa kaytetaan alukeparia,
koetinmenetelmissa reaktioon lisataan kolmas tai neljas oligo spesifisyyden
lisdamiseksi. Tata kutsutaan koettimeksi, jossa on fluoresoiva leima. Yksi
kaytetyin koetin on TagMan®, joka on hydrolyysikoetin. Menetelmassa
kaytetdan kahta koetinta, jotka sitoutuvat vierekkdin DNA:han. Koettimen &' -

paassa on yleensa fluoresenssin reportterileima ja sammuttajaleima 3' -paassa.
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Sammuttajaleiman tehtavana on tukahduttaa lahettajaleima, jolloin se ei voi
antaa fluoresenssisignaalia. Koetin hydrolysoituu eli pilkkoutuu polymeraasissa
olevan nukleaasiominaisuuden johdosta, kun koetin sitoutuu kohdesekvenssiin
ja polymeraasi alkaa rakentaa ketjua. Tasta seuraa, etta sammuttaja- ja
reportterileima ajautuvat erilleen ja muodostuu fluoresenssisignaali, jolloin
fluoresenssisignaali voidaan mitata (kuva 7). Fluoresenssisignaali kasvaa, kun

monistettavien ketjujen maara lisaantyy.

e .

S

Denature

......................... NRNIRRR ARRR AN Anneal

aiilil S Extend

Kuva 7. TagMan® koettimen periaate (Davidson College 2003).

2.5.2 qPCR:ssa kaytettavat laitteet

LightCycler® 480

LightCycler® 480 on Roche Diagnosticsin valmistama, monikuoppalevyn

kayttoon perustuva reaaliaikainen kvantitativinen PCR-laite, jota kaytetdan
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erittain tarkkoihin laadullisiin ja maarallisiin nukleiinihappojen havaitsemiseen ja
genotyypitykseen (Kuva 8). Se tarjoaa parannellun suoritustehon,
yhteensopivuuden atk-laitteiden kanssa seka maksimaalista joustavuutta
jarjestelmien ja ohjelmistojen kanssa. Laitetta voidaan ajaa 24 tuntia

vuorokaudessa, 7 paivaa viikossa ilman valvontaa, mika tekee laitteesta

tehokkaan laboratoriorobotin. (Paa 2014).

Kuva 8. Roche Diagnostic, LightCycler 480 gPCR-laite.

Bio-Rad Digital™ PCR

Bio-Rad:n  valmistama Digital™ PCR-tekniikka tarjoaa absoluuttista
nukleiinihapppojen kvantitointia monenlaisiin  sovelluksiin  kuten sydvan
mutaatioiden tutkimuksiin, Hl-viruksen havaitsemiseen ja jopa ympariston tilan
seurantaan (Bio-Rad 2014). Digital PCR:aa voidaan kayttaa myos kopioluvun
maarittamiseen (Bio-Rad 2014, 37).

Qiagen Rotor-Gene

Rotor-Genen pydriva muotoilu takaa erinomaisen suorituskyvyn. Qiagenin
valmistamassa reaaliaikaisessa PCR-laitteessa on ainutlaatuinen roottorin
rakenne, joka mahdollistaa tarkan ja monipuolisen reaaliaikaisen PCR:n

nopeasti. Kuvassa 9 on esitetty Rotor-Genen poikkileikkaus. Jokainen
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nayteputki pyorii kammiossa liikkuvan ilman avulla, joka pitda kaikki naytteet
saman lampaisina nopeissakin lampokasittelyissa. Laite on suunniteltu nopeaan
ja helppokayttoiseen tyoskentelyyn, jolla voi tehda mm. geeniekspressio-

analyyseja ja miRNA tutkimuksia. (Qiagen 2014)

Chamber Detection Filters
Airflow

Detector

Tubes in Rotor

Spin Past Optics LED Light

Source
Assembly

Kuva 9. Rotor-Gene poikkileikkaus (Qiagen 2014).

Tassa opinnaytetyossa kaytettiin kaytettiin ainoastaan Rochen LightCycler®
480 gPCR-laitetta. Edella mainittujen lisaksi markkinoilla on myds useiden eri

valmistajien kvantitatiiviseen PCR:4an soveltuvia laitteita.

2.6 gDNA:n kvantitointi

Kvantitatiivisesta PCR:std saatuja tuloksia voidaan Kkasitella joko
standardisuoran avulla tai Ct-arvoja vertailemalla. Tuloksia kasiteltdessa
standardisuoran avulla kaytetdan jostakin referenssimateriaalista valmistettua
laimennossarjaa. Talloin naytteiden signaalia verrataan standardisuoraan.
Naytteille voidaan laskea pitoisuudet, kun tietokoneohjelmaan manuaalisesti

syotetaan standardisuoran pisteiden pitoisuudet. Kun tulosten kasittely tehdaan
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Ct-arvoja vertailemalla, voidaan kayttaa ns. sisaista kontrollia, jonka Ct-arvoja

verrataan naytteen Ct-arvoihin. (Heid ym. 1996).

2.7 Agaroosigeelielektroforeesi

Agaroosigeelielektroforeesi (AGE) on elektroforeesiin perustuva menetelma,
jota kaytetdaan nukleiinihappojen, DNA ja RNA, seka proteiinien erotteluun.
Agaroosigeelielektroforeesia kaytetaan keskikoisten fragmenttien (menetelman

tydskentelyalue n. 0,1-50 kb) analysoimiseen. (Suominen ym. 2014, 122-125).

Agaroosi on polysakkaridi, joka puhdistetaan punalevista tai merilevasta.
Agaroosi on paremmin puhdistettu ja kalliimpi kuin agar. Agaroosi-molekyylit
ovaty pitkia, toistuvan disakkiridi (1 3)-B-D-galaktopyranoosi-(1 4)-3,6-anhydro-
a-L-galaktopyranoosi lineaarisia polymeereja (kuva 10). Tyypillinen agaroosi-
molekyyli sisaltaa yli sata monomeeria.

OH OH 0

Kuva 10. Agaroosi-molekyyli (USBiological 2014).

Elektroforeesissa kaytettava agaroosi on hyvin puhdistettua.
Puhdistusprosessissa poistetaan epapuhtauksia, jotka saattavat hairita
molekyylikloonauksessa kaytettavia entsyymeja, kuten esimerkiksi
restriktioendonukleaaseja. Puhdistuksen avulla saadaan luotua agaroosille
myos halutut elektroforeettiset ominaisuudet seka saadaan vahennettya

taustafluoresenssia, joka tarkeaa DNA-molekyylien visualisoimisessa.

Agaroosi-molekyylit pystyvat muodostamaan geeleja, joilla on suuhteellisesti
maaritetty huokoskoko. Agaroosi-molekyylit liuotetaan n. 90°C:ssa. Geeli
muodostuu, kun lampoétila laskee n. 40°C:een. Geelin huokoskoko on

tyypillisesti 50-200 nm agaroosipitoisuudesta riippuen. Kun agaroosin pitoisuus
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kasvaa, huokoisten keskimaarainen halkaisijakoko pienenee. Tama vaikuttaa
DNA:n kulkeutumiseen geelilla. Mita suurempi agaroosipitoisuus, sita
hitaammin DNA:t likkuvat. Nukleiinihappojen kulkeutuminen agaroosigeelissa
perustuu siihen, ettd ne ovat happamia ja negatiivisesti varautuneita
fosfaattiryhmiensa ansiosta. Kun nukleiinihapot ajautuvat sahkokenttaan,
likkuvat ne negatiivisesti varautuneina positiivista napaa kohti. Erikokoiset
nukleiinihappojaksot erottuvat koosta riippuen omiksi vyohykkeiksi el

"bandeiksi" (kuva 11.) ajon aikana. (Suominen ym. 2010).

Nukleiinihapot saadaan nakyviin agaroosigeelissa etidiumbromidin (EtBr) ja UV-
valon avulla. Etidiumbromidin etidium-ionit asettuvat emasten valiin
nukleiinihapoissa ja fluoresoivat voimakkaasti UV-valossa. Etidiumbromidin
ongelmana on sen karsinogeenisuus, joten yha enemman on alettu kayttdmaan

variaineena SYBR:a ja sen johdannaisia. (Suominen ym. 2014, 122-125).

Kuva 11. Agaroosigeelilla erottuvat vyohykkeet.
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2.8 FACS

FACS (Fluorescence-activated cell sorting) on solujen lajitteluun ja analysointiin
tarkoitettu virtaussytometrinen menetelma, joka perustuu solujen fluoresoiviin
ominaisuuksiin seka valonsirontaan. Solut merkitdan fluoresoivalla aineella,
jolloin solujen lahettaman emission voimakkuutta voidaan mitata sateilyttamalla
soluja lasersateella. Taman avulla saadaan tietoa mm. solun rakenteesta ja
koosta. (Mandal 2014.)

Tutkimuksessa kaytettin  Turun biotekniikankeskuksen Becton-Dickinson
FACSAria™ [l virtaussytometria. BD FACSAria™ |l virtaussytometri on
suurinopeuksinen solulajittelija.  Virtaussytometria voidaan ajaa useassa eri
paineessa ja silla voidaan saavuttaa jopa 70 000 tapahtumaa sekunnissa. Sen
kiintean optiikan suunnittelun ja digitaalisten elektronien ansiosta BD FACSAria
Il virtaussytometrilla voidaan tunnnistaa jopa 13 fluoresenssimarkkeria seka
kaksi sidontaparametria kerrallaan. Soluja voidaan kerata joko nayteputkiin (1
ml:n ja 5 ml:n putkiin tai 15 ml:n falcon -putkiin), kuoppalevyille (6, 24, 48, 96
tai 384-kuoppalevyille) tai suoraan mikroskoopin naytelaseille. Naytteiden

lampdotilaa voidaan myos saadella kesken analyysin valilla +4 °C ... + 42 °C.

Virtausytometrissa solut ohjataan virtauksen mukana ohueseen putkeen, jolloin
ne voidaan detektoida yksitellen. Putkessa solut kohtaavat lasersateen, jolloin
solu muodostaa varjon estdessaan lasersateen suoran kulun detektorille.
Varjon koko riippuu solun koosta. Solun koko voidaan paatelld detektorille
saapuvan valon perusteella. Tietokone piirtaa laitteelta saaduista tiedoista
kuvaajan halutulla tavalla. (BD 2014.)
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Kuva 12. FACS-kaavio (School of Medicine 2014).
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3 TYON SUORITUS JA TULOKSET

Kasvatettujen hiivasolu-naytteiden valmistaminen qPCR-ajoa varten suoritettiin
kahdella eri tavalla. Ensimmaisessa tavassa hiivasta eristettin genomista
DNA:ta ja naytteiden konsentraatio mitattiin. Toisessa tavassa hiivasoluista
lasketttin suoraan hiivasolujen maara kasvatuksen jalkeen solulaskurilla.
Laskettuja soluja ja gDNA:ita kaytettin templaattina qPCR:ssa. Lopuksi
kaytettiin tulosten analysointiin gPCR-laitteen analyysimenetelmia. Tydjarjestys

on esitetty kuviossa 1.

Hiivasolujen

/

gDNA:n eristys

kasvatus

Konsentraation FACS

mittaus

N

gPCR

gDNA:n

kvantitointi

Kuvio 1. Tyon eteneminen.
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3.1 Primerien testaus plasmidilla

Primerien testausta varten plasmidi tuotettin E. coli-bakteerikannassa ja
eristettiin kayttamalla NucleoSpin® Plasmid -kittia (Macherey-Nagel). Koska
plasmidi (InB-NP-HFB1_3-pICZA) sisaltda seka IBnP (influenssa B viruksen
nukleoproteiini), ettda HFBI (hydrofobiini) geenit, testattavina primereina
kaytettiin primeripareja InB-NP-F ja -R sekd HFB1-F ja -R. Kaytettyjen
alukkeiden sekvenssit, koko ja sijainti ovat kuvattu taulukossa 1. Alukkeiden

tekniset tiedot I10ytyvat liitteesta 2.

Taulukko 1. Alukkeiden sekvenssit.

Aluke Sekvenssi

InB-NP-F AGGCTGGTTTGAACGACGAT
InB-NP-R CACCAGTCTTGTTGTGGTCG
Koko: 168 bp (sijainti: 569/736)

HFB1-F TGGTTCTGGTGGTGGTTCTT
HFB1-R AGCAACTGGAGCAACACAAC

Koko: 207 bp (sijainti: 52/259)

Plasmidi-naytteiden konsentraatio mittattin NanoDrop® spektrofotometrilla ja

kopioluvun maara laskettiin RIGSC:n kopiolukulaskurilla.

Esimerkiksi plasmidi-naytteen InB-NP+Tag 6 in pPICZ A koko on 5548 bp ja
konsentraatio 102,84 ng/ul, jolloin kopiolukulaskurin mukaan naytteen kopioluku
on 1,72 x 10"°. Nayte laimennettin sekoittamalla 2,9 pl nayttettd ja 47,1 pl
puhdistettua vetta, jolloin kopioiden maaraksi saatiin 1x10°. Tasta tehtiin
laimennossarja (kuvio 2) niin, ettd seuraavan laimennoksen kopioluku on
kymmenen kertaa pienempi aina yhden kopioluvun sisadltdamaan naytteeseen
asti. Naytteet ajettiin kolmena rinnakkaisena. Saaduista Cp-arvoista seka
sulamispisteista laskettiin keskihajonta ja laimennosten valiset Cp-arvojen erot
(taulukot 2 ja 3). Mukana ajossa oli myds kontrolli-nayte, joka ei sisalla

templaattia eli tuotetta ei pitaisi tulla. Taman avulla voitiin tarkistaa, miten

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Krista Kiuru




28

gPCR:n herkkyys ja kvantitointi kohtaavat. Jatkossa qPCR-ajoissa kaytettiin

etupaassa alukkeena InB-NP-F ja -R primerparia.

Hz0 9 g 9 9  gul 9 9 ) 9

Kuvio 2. Laimennossarja.

Taulukko 2. gPCR-ajosta saadut Cp-arvot plasmidi-naytteesta.

\Néytteen laimennokset  Keskiarvo (Cp) Hajonta Hajonta-%
10° 15,33 0,32 2,08 %
10° 17,62 0,11 0,60 %
10 20,33 0,11 0,56 %
10° 23,03 0,26 1,13 %
107 24,92 0,03 0,13 %
10° 25,65 0,03 0,10 %
10° 25,65 0,03 0,12 %
‘kontrolli 25,88 0,06 0,24 %
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Taulukko 3. Laimennosten valiset Cp-arvojen erot. Cp-arvojen valiset erot on
laskettu rinnakkaisten naytteiden keskiarvoista.

\Néytteen laimennokset Laimennosten Cp-arvojen ero (Cp)
10°10° 2,29
10°-10°* 2,71
10*10° 2,70
10°-107 1,89
10%10' 0,73
10'-10° 0,00
10°%kontrollinayte 0,23

3.2 Toistettavuus

Plasmidi-nayte toimi templaattina kuudessa qPCR-ajossa. Toistojen avulla
etsittiin mahdollisia Ct-arvojen muutoksia gPCR-ajojen tuloksissa, joita ei
teoriassa pitaisi olla samanlaisissa ajoissa ja samoissa ajo-olosuhteissa. Nain

testattiin gPCR-ajojen tulosten paikkansapitavyys.

gPCR-ajoissa ajettiin plasmidi-naytteistd valmistettu laimennossarja kolmena
rinnakkaisena. Saaduista Cp-arvoista ja sulamispisteista laskettiin rinnakkaisten
naytteiden keskihajonta seka laimennosten valinen vaihteluvali. Nain saatiin
tekijan ja laitteen valinen tuottama vaihteluvali. Toistoja tehtiin jatkossa myos

hiiva-DNA-naytteista.

3.3 Hiivasolujen kasvatus

Hiiva-DNA:n eristysta varten kasvatettiin kuusi erilaista hiivakantaa valmiilta
vilielymaljoilta, joista kolme oli single copy- ja kolme multicopy-kantoja.
Kasvatukset tehtiin Falcon-putkiin, joissa oli 5 ml YPD-mediumia. Kasvatusaika

oli 21 tuntia, lampdtila +30 °C ja sekoitusnopeus 250 rpm.
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Valmistetaan kasvatuksista 1:10 -laimennos lisaamalla kyvettin 900 pl YPD-
mediumia ja 100 pl kasvatusta. Laimennoksista mitataan ODggo-arvo
spektrofotometrilld aallonpituudella 600 nm. ODggo-arvot on esitetty taulukossa
4. Naytteiden purkukoodi on esitetty liitteessa 1.Error! Reference source not
found.

1:10 -laimennoksista valmistettin 1:5 -laimennokset lisdamalla 800 ul
puhdistettua vettd ja 200 pl 1:10 -laimennosta Eppendorf-putkiin. 1:5 -
laimennoksista laskettiin solut solukammiolla. Jokaiseen putkeen lisattiin 15 pl
Loffler metyleeni sinista ja pipetoitin 10 pl naytettd solukammioon. Solujen
lukumaara laskettiin mikroskoopilla kolmesta ruudusta. Solujen lukumaarat

kammioittain on esitetty taulukossa 5.

Taulukko 4. Solujen lukumaara kammioittain. Jokaisesta kammiosta on laskettu
kolme ruutua ja naista ruuduista saatujen solumaarien keskiarvo.

Kammio ja Ruutu 1 Ruutu 2 Ruutu 3 Keskiarvo
naytteen nimi (solujen Ikm) (solujen Ikm) (solujen Ikm)

1.64130 49 48 37 45

\2. SC65140 33 41 46 40

\3. SC63150 29 30 35 31

\4. 65130 64 66 71 67
5.63120 33 37 35 35

\6. SC64140 40 54 59 51

Solupelletit otettiin talteen kasvatusputkista. Jokaista kasvatusta lisattin 1,5
ml:aa Eppendorf-putkeen ja putkia sentrifugoitiin 1 minuutin ajan (16000xg, 22
°C). Supernatantit poistettiin imupullolla ja putkiin lisattin 1,5 ml:a kasvatusta.
Fuugaus toistettiin ja supernatantit poistettiin. Taman jalkeen otettiin 6 uutta
Eppendorf-putkea ja lisattiin jokaiseen 1 ml kasvatusta ja sentrifuugattiin 1
minuutti. Supernatantit poistettin ja 3 mln ja 1 mlin naytteet siirrettiin

pakkaseen.
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3.4 gDNA:n eristys ja konsentraation mittaus

Hiiva-DNA:ta eristettiin kuudesta eri hiiva-naytteesta NucleoSpin® Tissue —
kitila (Macherey-Nagel) ohjeen mukaan. 3 ml naytetta ja 1 ml 10mM EDTA:a
sentrifugoitiin 10 minuuttia. Nayteputkiin lisattiin 600 ul sorbitolipuskuria ja 10 pl
lytikaasi-liuosta. 30 minuutin inkuboinnin jalkeen naytteita sentrifugoitiin
kymmenen minuuttia. Naytteista poistettiin supernatantti ja lisattin 180 ul T1-
puskuria ja 25 pl proteinaasi K:ta. Naytteita sekoitettiin ja inkuboitiin 1,5 tuntia
56 °C:ssa. Naytteita sekoitettiin ja lisattin 200 yl B3-puskuria ja sekoitettiin
jalleen. Kymmenen minuutin inkuboinnin jalkeen naytteisiin lisattin 210 pl
absoluuttista etanolia ja sekoitettiin nayteputkia. Seos siirrettiin NucleoSpin®
Tissue -kolonniin, jotka sijoitettiin  kerailyputkiin. Sentrifugoinnin jalkeen
ylimaarainen neste poistettiin kerailyputkista ja sentrifugointi ja nesteen poisto
kerailyputkista toistettiin uudelleen. Naytteet pestiin 500 pyl BW-puskurilla ja
sentrifugoitiin yksi minuutti, jonka jalkeen ylimaarainen neste keraysputkista
poistettiin. Pesu toistettiin kayttamalla 600 pl BS5-puskuria. Pesujen jalkeen
nayteputkia sentrifugoitiin viela yksi minuutti. NucleoSpin® Tissue -kolonnit
siirrettiin Eppendorf-putkiin ja lisattin 100 pl 70 °C:sta BE-puskuria. Naytteita
inkubointiin  huoneenldammaodssa yksi minuutti. Naytteitd sentrifugoitiin - yksi
minuutti ja NucleoSpin® Tissue -kolonnit poistettiin. Jokainen nayte laitettiin
puoliksi ja toiseen puoleen lisattin 10 pl RNaasia. DNA-naytteita sailytettiin

pakkasessa.

Eristetyista gDNA-naytteista mitattiin konsentraatio NanoDrop®
spektrofotometrilla, Qubit® fluorometrillda ja Hidex Sense monileimalaskimella.
Eri naytteiden antamia konsentraatioita verrattin keskenaan (taulukko 7).
NanoDrop® -laitteeseen asetettiin nollanaytteeksi 1 uyl NucleoSpin® Tissue -
kitin eluointipuskuria BE. Jokaista mitattavaa DNA-naytetta pipetoitiin 1 pl
laitteen anturiin. Anturi pyyhittiin jokaisen konsentraatiomittauksen jalkeen.

Spektrofotometrin antamat pitoisuudet on esitelty taulukossa 6.

Taulukko 5. Nanodropilla mitattujen naytteiden pitoisuus ng/pl.
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Nayte Pitoisuus ilman RNaasia (ng/pl) Pitoisuus naytteen
sisaltdessa RNaasia (ng/ul)

'SC63150 77,6 136,1

63120 72,5 131,4

Qubit® fluorometrin mittausalue on 0,2-100 ng, joten naytteet laimennettiin
NanoDropin antamaan pitoisuuteen 50 ng/ul, taulukon 6 arvoista, puhdistetulla
vedella. Mitattavat naytteet kasiteltin Qubit® dsDNA HS Assay -kittia (Life
Technologies™) kayttamalla. Valmistettiin kayttd liuos sekoittamalla 14 pl
Quant-iT™ reagenssia ja 2786 pl Quant-iT™ puskuria. Laimennettiin standardit
1 ja 2 fluorometrin kalibrointia varten lisaamalla 190 pl kayttoliuosta kahteen
Qubit® -putkeen, johon toiseen tuli 10 pl kitin standardiliuosta 1 ja toiseen 10 pl
standardiliuvosta 2. Mitattavat naytteet valmistettiin lisaamalla 198 pl
kayttoliuosta ja 2 pl DNA-naytettd Qubit® -putkeen. Sekad standardit etta
naytteet sekoitettiin vorteksoimalla putkia 3 sekuntia. Naytteita ja standardeja
inkuboitiin huoneenlammadssa kaksi minuuttia. Laite kalibroitiin standardeilla ja

konsentraatio naytteista mitattiin.

Konsentraation mittaamiseen Hidex Sense monileimalaskurilla kaytettiin Quant-
iT PicoGreen® dsDNA Reagent and Kits -kittia (Life Technologies). Mittaamista
varten valmistettiin standardilaimennokset, joiden lopulliset pitoisuudet olivat O,
1, 10, 50, 100, 250, 500 ja 1000 ng/ul, laimentamalla kitin Lambda DNA:ta
1xTE-puskuriin. Jokainen hiiva-nayte laimennettin 1:100 1xTE-puskurilla.
Standardeja ja naytteita pipetoitin 100yl  96-kuoppalevylle kolmena
rinnakkaisena. Jokaiseen kuoppalevyn kuoppaan lisattin 100 pl Quant-iT
reagenssia, joka on laimennettu 200-kertaisesta 1-kertaiseksi lisaamalla 4975 pl
1xTE-puskuria 25 puyl:aan 200xQuant-iT:td. Kuoppalevyja sekoitettiin
kuoppalevysekoittajassa ja inkuboitiin levyja 2 minuuttia. Mittausta varten tehtiin
sopiva ohjelma monileimalaskimelle (Ex. 485 nm, emissio 520 nm). Mitattiin

konsentraatiot naytteista.
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Taulukko 6. Eri laitteiden antamat konsentraatiot ng/ul. Naytteet on laimennettu
konsentraatioon 50 ng/pl NanoDropin antamien laimentamattomien naytteiden
pitoisuuksien mukaan.

Nayte NanoDrop® Qubit® Hidex Sense*
'SC63150 51,6 5,49 -

63120 51,6 6,43 -
'SC63150+RNaasi 53,0 0,854 6,40
63120+RNaasi 53,7 0,557 0,87

* Hidex Sense'lla mitattu ainoastaan RNaasilla kasiteltyja naytteita.

3.5 Solujen laskeminen ja qPCR

Solujen laskemista varten valmistettin 8 kappaletta hiivakasvatuksia, joista
kaksi on single copy -kantoja ja kuusi multicopy -kantaa. Laitettiin jokaista
solustokkia omalle maljalle 5 pl ja levitettiin siirrostussilmukalla. Kasvatettiin
maljoja n. 20 tuntia 30 °C:ssa. Lisattiin kahdeksaan kasvatusputkeen 5 ml YPD-
mediumia ja siirrostettiin pesake maljoilta putkiin. Putkia inkuboitiin n. 22 tuntia,
33 °C ja 250 rpm. Kasvatukset siirrettiin kasvatusputkesta Falcon-putkeen ja
sentrifugoitiin 5 minuuttia/2000xg. Naytteista poistettiin supernatantti niin, etta

jaljella jai vain pelletti. Lisattiin 5 ml 1xPBS:aa.

Hiivasolujen maara laskettiin kasvatuksista FACS-solulaskurilla. Laskeminen
tapahtui Turun Biotekniikan keskuksessa. Solut laskettiin 96-kuoppalevylle niin,
etta jokaista naytetta on 12 kuoppaa. Naytteet jaettiin kahdelle kuoppalevylle
jolloin molemmilla kuoppalevyilla on yhteensa nelja eri naytetta (Taulukko 8).
Jokaisessa kuoppalevyn kuopassa on 250 ul naytetta joka sisaltéaa 250 000

solua. Naytteiden sailyvyyden takaamiseksi kuoppalevyt sailytettiin kylmassa.

Taulukko 7. Lasketun naytteen sijainti kuoppalevylla ja naytteen nimi
(SC=single copy).

Kuoppalevy 1 Kuoppalevy 2
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A1-A12 SC64110 A1-A12 SC63150
B1-B12 65231 B1-B12 63110
C1-C12 63130 C1-C12 64120
D1-D12 63120 D1-D12 64130

Lopullinen PCR-ajo suoritettin FACS-solulaskurilla lasketuilla naytteilla, jotka
hajotettiin lasihelmilla. Jokaisesta naytteesta tehtiin 107- ja 102 —laimennokset.
Taman lisaksi ajossa oli mukana jokainen nayte laimentamattomana. Kaikista

naytteista tehtiin kolme rinnakkaista.

Ajettavat naytteet valmistetttiin lisaamalla Eppendorf-putkiin 250 ul solunaytetta,
250 pl puhdistettua vetta ja 500 pl lasihelmia. Soluja hajoitettiin helmimyllyssa 3
minuuttia 70 %:n teholla.Valmistettiin laimennokset 10" ja 102 (kuvio 3).
Valmistettin PCR-reaktioseos. Reaktioseoksessa kaytettiin kaupallista 2 x
KAPA SYBR fast mixia, joka sisaltdéa DNA-polymeraasin, reaktiopuskurin,
deoksinukleotidin  (dNTP), SYBR Green | -variaineen seka MgCl2:ta.
Alukeparina kaytettiin InB-NP-R ja InB-NP-F -primereita. Taulukossa 9 on
kuvattu PCR-reaktion pipetointivaiheet. Lisataan kuoppalevyn kuoppiin 19 ul
PCR-reaktioseosta ja 1 yl nayttetta ja ajettiin naytteet qPCR-laitteella. PCR-ajo-

olosuhteet on esitetty taulukossa 10.
10l 10l

Laimentamaton Laimennos 107 Laimennos 107

Kuvio 3. Esimerkki yhden naytteen laimennoksesta. Jokaisesta naytteesta
tehtiin rinnakkaiset eri kuoppalevyn kuopista otetuista soluista.

Taulukko 8. PCR-reaktio.

Reagenssit ]
ddH-0 8.2
10 uM 5'-aluke 04
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10 uM 3'-aluke 04
2 x KAPA SYBR Fast Mix 10
gDNA 1

Yhteensa 20

Taulukko 9. PCR-ajo-olosuhteet.

T (°C) Aika

95 3 min

95 10s

58-63 30s x 40
72 20s

72 5 min

4 o0

35

Cp-arvot saatiin 2nd Derivative Max -analyysilla ja sulamispisteet Tm Calling -

analyysilla. Cp-arvojen ja sulamispisteiden keskihajonnat seka laimennosten

valinen Cp-arvojen ero laskettiin. Liitteessa 3 on esitetty 2nd Derivative Max-

analyysin raakadata, josta taulukon 11 keskiarvot ja hajonnat seka taulukon 12

laimennosten valiset erot ovat laskettu.

Taulukko 10. Rinnakkaisten naytteiden Cp-arvojen keskiarvot, keskihajonta ja

hajonnan prosenttiosuus.
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Nayteen nimi Keskiarvo (Cp) Hajonta Haj.-%
SC64110 24,38 0,06 0,26 %
SCe4110_1 26,00 0,07 0,28 %
SCe4110_2 26,33 0,12 0,44 %
65231 23,95 0,03 0,14 %
65231_1 25,60 0,25 0,98 %
65231_2 26,08 0,14 0,54 %
63130 24,50 0,05 0,21 %
63130_1 25,94 0,04 0,14 %
63130_2 26,08 0,04 0,15 %
63120 25,42 0,06 0,25 %
£3120_1 27,88 0,04 0,13 %
63120_2 26,74 0,03 0,12 %
SC63150 23,82 0,02 0,06 %
SC63150 1 26,92 0,04 0,15 %
SC63150_2 28,70 0,17 0,58 %
63110 22,16 0,02 0,08 %
63110_1 25,63 0,04 0,16 %
63110_2 28,35 0,09 0,30 %
64120 22,87 0,04 0,19%
64120_1 26,23 0,06 0,25 %
64120_2 28,02 0,24 0,86 %
64130 23,28 0,08 0,32 %
64130_1 26,90 0,10 0,36 %
64130 _2 28,46 0,11 0,37 %

Taulukko 11. Naytteen laimennosten valiset erot Cp-arvoissa. (1=
laimentamattoman ja 10" —laimennoksen valinen ero, 2= 10" —ja 10% —
laimennoksen valinen ero).

Nayteen nimi 1 2
5C64110 1,62 0,33
65231 1,65 0,48
63130 1,43 0,15
63120 2,45 -1,14
5C63150 3,10 1,78
63110 3,47 2,73
64120 3,36 1,79
64130 3,63 1,55
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3.6 gDNA:n kvantitointi

TyOssa verrattiin single copy-naytteita multicopy- naytteisiin. Single copy -
kantoja kaytettiin ns. sisaisena kontrollina, joihin multicopy-kantoja verrattiin.
Valmistettiin laimennossarja, jonka avulla haettiin tietoa kvantitatiivisen PCR:n
herkkyydesta eli paljon DNA:ta tulisi olla, jotta saadaan PCR-tulos. Taman
perusteella valittin qPCR-alue, jolla herkkyys oli riittdva. Ajettiin multicopy-
naytteet rinnakkain single copy — naytteiden kanssa, jolloin saatiin suhteutettu
tulos, jota voitiin verrata single copy —naytteista saatuihin tuloksiin. Taman
perusteella voitiin arvioida voidaanko gDNA eristaa siten, etta rinnakkaisista
naytteistd saadaan suhteellisesti mitattuna oikea tulos, jota voidaan kayttaa
erilaisen kopioluvun omaavien naytteiden vertaamiseen toisiinsa. Kvantitointi
tehtiin standardi-suoraa vastaan kayttaen 2nd derivative max -analyysia.
Kaytannossa kyseessa oli suhteellinen kvantitointi, jossa tutkittavan geenin
tuntematonta kopiolukua verrattiin referenssigeenin tunnettuun kopiolukuun.
Luvun 3.5 taulukosta 11 nahdaan, etta single copy —ja multicopy —kantojen Cp-
arvojen ero olivat n. £1-2 yksikkoa riippuen tarkasteltavasta naytteesta eli single

copy —ja multicopy —kantojen ero kopioluvussa oli arviolta 3-8 kopiota.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Krista Kiuru



38

4 TARKASTELU

Opinnaytetydn tavoitteena oli optimoida menetelmd Pichia pastoris -
hiivakantojen kopioluvun maarittdamiseen kvantitatiivisella PCR-menetelmalla ja
testata qPCR:n soveltuvuus tarkkaan kopioluvun maarittamiseen. gPCR-ajoissa
kaytettiin laimennossarjoja, joiden avulla haettiin tietoa gPCR:n herkkyydesta,
kun naytteena kaytettiin gDNA:ta eli tarkoituksena oli selvittda paljonko DNA:ta
pitaa olla, jotta saadaan PCR:sta tulos. Rinnakkaisilla naytteilla tarkasteltiin tyon

suorittajan ja laitteen tuottamaa vaihteluvalia.

Opinnaytetydn edetessa saatiin kehitettya menetelman herkkyyttd. Kuten
tuloksista selvisi, herkkyys on parempi hajoitetuilla soluilla. Taman perusteella
voidaan todeta, ettd PCR-syklaus ei hajota tasaisesti soluja, joten solunaytteet
on hyva esikasitelld hajottamalla ne ja mittaamalla gDNA-konsentraatio. Tama
parantaa huomattavasti menetelman herkkyytta. Lisaksi on hyva suhtautua
varauksella laitteiden luotettavuuteen, silla tulokset saattavat poiketa verraten
toiseen laitteeseen. Nain ollen on hyva testata useampaa menetelmaa ja laitetta

ja verrata niiden antamia tuloksia keskenaan.

Plasmidi-naytteilla tehdyista qPCR-ajoista saaduista Ct-arvoista arvioitiin yhden
kopioluvun vastaavan n. 0,27 syklin eroa Cp-arvossa. Menetelma toimii
parhaiten Cp-arvon ollessa alle 25, mutta Cp-arvon noustessa yli 28:aan
mittaustulokset eivat enaa ole luotettavia. Plasmidi-naytteilla paastiin
parhaimmillaan yhden kopion herkkyyteen ja myos sulamispisteanalyysissa
herkkyys oli 1 kopion luokkaa. Hiiva-naytteillda paastiin parhaimmillaan 10
kopion herkkyyteen. Kaksi eri single copy -naytettd antoivat hieman eri Cp-
arvot, vaikka teoriassa niiden tulisi olla samat. Single copy -ja multicopy -
naytteiden Cp-arvot olivat hyvin samanlaisia eli kopioiden maara niin single

copy -naytteissa, ettd multicopy -naytteissa on suunnilleen sama.

PCR-tuotteista tehdyn geeliajon perusteella, voidaan todeta PCR:n toimivan

1/100-laimennoksessa eli kun solumaara on n. 10 solua PCR-reaktiossa ja kun
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solut on esikasitelty lasihelmilla. Hajottamattomilla soluilla PCR toimii 1/10 —

laimennoksella eli solumaaran ollessa n. 100 solua/reaktio.

DNA:n konsentraation mittauksessa spektrofotometrin antama DNA:n maara oli
reilusti enemman kuin olisi pitanyt. Fluorometrilla saatu DNA-maara taas jai
paljon oletetun maaran alle. Monileimalaskin antoi samanlaisia tuloksia kuin
fluorometri. Fluorometrin mittausalue saattaa olla myods ongelmallinen, silla
naytteen pitoisuus tulisi tarkistaa ennen mittausta jollain muulla konsentraation
mittaamiseen tarkoitetulla laitteella, jotta naytteen pitoisuus saadaan
suhteutettua Qubitin mittausalueelle. Kuten taulukosta 7 (luku 3.4) huomattiin
DNA-konsentraation mittaukset antoivat suuret erot DNA-maarissa eri laitteiden
valeilla. Taman perusteella ei laitteiden antamia konsentraatioita voida pitaa
luotettavina. Myos naytteiden kasittely RNaasilla saattaa vaikuttaa naytteen
pitoisuuden maaraan. Tama saattaa olla esimerkiksi merkki kontaminaatiosta.
Naiden tulosten perusteella ei voida valita parasta vaihtoehtoa eri gDNA-
mittausmenetelmien valilta, vaan tulisi suorittaa lisakokeita. Taman takia
paadyttiin laskemaan solujen maara FACS-solulaskurilla, jota voidaan Turun

biotekniikan keskuksen mukaan pitaa luotettavana menetelmana.

Opinnaytetydn alussa verrattiin kahta valmista primerparia InB-NP-F & -R ja
HFB1-F & -R. Naiden kahden primeriparin valilla ei havaittu eroja. Jatkossa
voisi primerien tilalla monistaa kahta aluetta samassa reaktiossa. Genomista
monistetaan geenipatka, jonka tiedetaan esiintyvan yksittaisena kopiona, jolloin

se toimii sisaisena kontrollina.

Varsinaisista naytteista saatujen tulosten perusteella ei voida sanoa onko
kopioluvun maarittaminen LC480 qPCR-laitteella tassa tyossa esitetylla tavalla
varteenotettava vaihtoehto. qPCR-menetelm& on hyvin vaativa ja herkka
pipetointivirheille eli erityisesti pipetointitarkkuus on keskeinen asia tyon

onnistumisen kannalta.
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LITE 1

Naytteiden koodaus

HydroBody-projektissa on luotu koodausjarjestelma naytteiden nimeamisessa.
Koska Pichia pastoris-kantoja on useampia, eri tuottoproteiineille,
tuottovektoreille seka merkkiproteiinille on oma merkkinsa. Naytteen koodi
koostuu 6-9 merkin sarjasta, missa jokainen merkki ilmoittaa tietyn tiedon
naytteesta. Tassa opinnaytetydssa on kaytetty kymmenta erilaista koodia, jotka

purkautuvat seuraavasti:

Etumerkki: SC=single copy

1. merkki: 6=Influenssa B viruksen nukleoproteiini

2. merkki: 3=HFB1_3 4=HFB1_4 5=tag6

3. merkki: 1=pPICZ A 2=pGAPZ A

4. merkki: Lahtopesakkeen juokseva numero; 1,2,3,4,5...

5. merkki: O=indusoimaton 1=indusoitu
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2nd Derivative Max —analyysin raakadata

gPCR-ajon 2nd Derivative Max —analyysista saadut Cp-arvot.

Pos
Al
A2
A3
Ad
AS
Ab
AT
AR
AD
AlO
All
AlZ
Bl
B2
B3
B4
BS
B6
B7
BS
B9
B10
B1l
Bi2
C1
c2
C3
C4
Cs
Cb
C7
C8
Ca
Cl10
Cl11
C12
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Name
5Ce4110
5Ce4110
SCe4110
50641101
50641101
SCe4110 1
504110 2
504110 2
504110 2
65231
65231
65231
65231 _1
65231 _1
65231 _1
65231_2
85231 _2
65231_2
63130
63130
63130
63130 _1
63130_1
63130_1
63130 2
63130_2
63130 2
63120
63120
63120
63120 1
63120_1
63120 1
63120 2
83120 2
63120 2

Cp
24,45
24,33
24,36
25,98
25,94
26,08
26,24
26,29
26,46
23,97
23,91
23,97
25,44
25,47
24,89
25,85
26,23
26,05
24,56
24,46
24,49
25,94
25,9
25,97
26,11
26,1
26,04
25,46
25,46
25,35
27,84
27,88
27,91
26,76
26,7
26,75
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D1
D2
D3
D4
D5
D&
D7
D8
D9
D10
D11
D12
E1
E2
E3
E4
ES
E6
E7
E8
EQ
E10
F11
E12
F1
F2
F3
Fa
F5
F6
F7
F8
Fg
F10
F11
F12
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5C63150
5C63150
5063150
5C63150_1
5CE3150_1
5063150 1
5C63150_2
5C63150_2
5C63150_2
63110
53110
§3110
£3110_1
£3110_1
£3110_1
§3110_2
63110 _2
£3110_2

64120
64120

64120

64120 1
64120 1
64120 1
64120 2
64120 2
64120 2
64130

64130

64130

64130_1
64130_1
64130_1
64130 2
64130 2
64130 2

23,84
23,82
23,81
26,88
26,96
26,92
28,89
28,59
28,61
22,17
22,14
22,17
25,65
25,65
25,58
28,45
28,32
28,29
22,89
22,9

22,82
26,28
26,16
26,26
28,26
28,03
27,78
23,32
23,19
23,32
26,8

26,92
26,99
28,56
28,35
28,46
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