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Minna Pirttinen

Yksivaiheisen RT-gPCR -testin optimointi enterovi-
rusten tyypittamiseksi

Tyon tarkoituksena oli optimoida yksivaiheinen, kvantitatiivinen k&anteistranskriptio-
polymeraasiketjureaktio (engl.one-step RT-qPCR) enterovirusten tyypittdmiseksi ja verrata sen
herkkyyttéa kaksivaiheiseen RT-qPCR -menetelmaan. Tydssa monistettiin enterovirusgenomin
VP1-aluetta ja siind kaytettiin templaatteina enterovirusgenomin sisaltavia geenivektoreita, vi-
rus-RNA-transkripteja ja virusviljelyssa kasvatettuja viruksia, joista oli eristetty RNA. Tydssa oli
tarkoitus testata myds fluoresoivien alukkeiden ja uusien fluorokromien toimivuutta, kun erilaisia
kaupallisia entsyymiseoksia kaytetaan gPCR:ssa.

RT-gPCR -reaktion optimoinnissa testattiin kaupallista yksivaiheista (engl. one-step) menetel-
maa sekd omaa ns. in-house one-step -menetelmaa. Tyon alkuvaiheessa tehdyissa kokeissa
osoitettiin, ettéa kaupallinen menetelma toimi huonosti, ja tdman takia tydn seuraavissa vaiheissa
keskityttiin ainoastaan yksivaiheisen in-house -menetelméan optimointiin. Optimoinnissa keski-
tyttiin erityisesti RT-qPCR -reaktion reagenssipitoisuuksiin, joista MgCl, -pitoisuutta optimoitiin
eniten. Cyb5-leimatun alukkeen toimivuutta verrattiin leimaamattomaan alukkeeseen gPCR-
ajoissa. SYTO9- ja SYTOS82 -fluorokromeja verrattiin SYBR Green | -fluorokromin toimivuuteen
Rotor Gene -laitteistossa.

Yksivaiheisen RT-gPCR -menetelmén toimivuutta saatiin merkittavasti testattua ja optimoitua,
mutta menetelmalla ei saavutettu kaksivaiheisen menetelman herkkyyttd. qPCR:ssé ei havaittu
merkittavia eroja, jos kaytettiin joko Cy5-leimattuja tai leimaamattomia alukkeita. SYBR Green |
toimi fluorokromina paremmin kuin SYTO 9- ja SYTO 82 -fluorokromit, mutta ty6 vaatii jatkotut-
kimuksia.

ASIASANAT: enterovirus, kdanteistranskriptaasireaktio, PCR, polymeraasiketjureaktio, VP1-
geeni, virustyypitys
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Optimization of One-step RT-gPCR method for ente-
rovirus typing

The purpose of this thesis was to optimize the one-step real-time reverse transcription polymer-
ase chain reaction (RT-gPCR) method for enterovirus typing and to compare its sensitivity with
the two-step method. The target gene to be amplified was the enteroviral VP1 gene, and the
templates included enteroviral cDNA clones, viral RNA transcripts, and viral RNA isolated from
virus particles. The functionality of new fluorescent primers and fluorochromes in commercial
RT-gPCR assays was also tested.

In the early stage of the study, a commercial one-step method was compared with the in-house
one-step method and found to be less sensitive. The commercial method was therefore reject-
ed, and the rest of the working time was used to optimize the in-house method. The main focus
was on the reaction components, particularly the concentration of MgCl,. The effect of a Cy5-
labelled primer on the sensitivity of gPCR was compared with an unlabelled primer. The fluo-
rescence properties of SYTO9 and SYTO82 fluorochromes were compared SYBR with Green |
in Rotor Gene apparatus.

Even though the one-step method was significantly optimized and sensitized, its sensitivity was
not comparable with that of the two-step method. The Cy5-labelled primer did not lower the
sensitivity of the RT-gPCR method. In a few assays carried out with fluorochromes it was evi-
dent that SYBR Green | was a better fluorochrome than SYTO 9- or SYTO 82, but more exper-
imentation is needed to demonstrate the apparent differences which they have in functionality.

KEYWORDS: enterovirus, polymerase chain reaction, PCR, reverse transcription, VP1, virus
typing
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RT-reaktio kaanteistranskriptioreaktio
SYBR Green | Fluorokromi-variaine, sitoutuu dsDNA:han

VP1-4 viruksen kuoriproteiinit 1-4
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1 Johdanto

Opinnaytety0 tehtiin Turun yliopiston, Biola&ketieteen laitoksen Virusopin oppi-
aineessa. Tyon tavoitteena oli jatkaa osastolla tehtya RT-gPCR menetelman
optimointia enterovirusten tyypittamiseksi kayttaen kohteena VP1-geenialuetta.
Tyon aiemmissa vaiheissa oli vertailtu eri alukkeiden kykyéa sitoutua eri enterovi-
rustyyppikantojen VP1-alueeseen ja kaytetty erilaisia kaupallisia reaktioseoksia
VP1-alueen monistamiseksi. Naissa tdissa oli maaritelty ne reaktioseokset ja
alukkeet, joiden avulla enterovirus-PCR -tuote saadaan muodostumaan suurella

herkkyydella kaksivaiheisessa RT-qPCR -reaktiossa.

Taman opinnaytetyon tarkoitus on optimoida yksivaiheinen RT-gPCR-
menetelma ja verrata sen herkkyytta kaksivaiheeseen menetelmaan. Yksivai-
heisessa RT-gPCR -menetelmassa RT- ja gPCR-reaktiot tapahtuvat samassa

putkessa perakkaisina reaktiosarjoina.

Tybssa on tarkoitus verrata myds Cy5-fluorokromilla leimatun ja leimaamatto-
man alukkeen toimivuutta RT-gPCR -reaktiossa ja testata erilaisia kaupallisia
entsyymiseoksia, joissa on kaytetty eri fluorokromivareja tuotteen tunnistami-
seksi.

Tyon tavoitteena on optimoida mahdollisimman suoraviivainen ja herkka ente-
rovirus-RT-gPCR -menetelmd, jota voidaan kayttaa epidemiologisiin ja Kliinis-
virologisiin tutkimuksiin. Virustyyppien suuren lukumaaran ja sekvenssierojen
takia niille ei ole onnistuttu kehittda laaja-alaisia, spesifisia vasta-aineita diag-
nostiikan tarpeisiin. Tarkoituksena on monistaa enterovirusten VP1-aluetta sek-
vensointia varten. Leimattuja PCR-tuotteita aiotaan myohemmin hyddyntaa vi-

rustyyppien tunnistuksessa mikrosiru-menetelmaa kayttaen.
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2 lhmisen enterovirukset

Pikornavirukset (Picornaviridae-heimo) muodostavat virusryhman, johon kuuluu
12 virussukua: Aphthovirus, Avihepatovirus Cardiovirus Enterovirus, Erbovirus,
Hepatovirus, Kobuvirus, Parechovirus, Sapelovirus, Senecavirus, Teschovirus
ja Tremovirus. Pikornavirustyyppeja on yli 300 ja uusia l6ydetdén jatkuvasti.
Niistd tunnetuimmat ovat poliovirukset, hepatiitti A-virus, rinovirus ja cox-
sackievirukset. Inmisen enterovirukset kuuluvat Picornaviridae-heimon Enterovi-
rus-sukuun, jotka jakautuvat 12 ala-lajiin. Ala-lajeihin kuuluu seka ihmisen ja
elainten virustyyppeja: ihmisen enterovirukset A-D, Simian enterovirus A, Bovi-
ne enterovirus B, lhmisen rinovirukset A-C, Borcine enterovirus B, Enterovirus F
ja Enterovirus J. (Picornaviridae.com.2012). lhmisten enterovirukset on listattu

litteessa 1.

Enteroviruksia esiintyy maailmanlaajuisesti. Ne ovat yleisimpia ihmisia infek-
toivia viruksia ja muodostavat taloudellisesti ja kansanterveydellisesti tarkeim-
man virusryhman. Enterovirukset aiheuttavat vuosittain flunssa- ja aivokalvontu-
lehdus-epidemioita eri puolilla maailmaa. Ne liittyvat myos erilaisten kroonisten
tautien syntyyn, joista merkittdvimmat ovat lapsuusian diabetes, astma seka

toistuvat korvatulehdukset (Hyypia ym. 2010).

2.1 Enterovirusten rakenne ja genomin jarjestyminen

Ihmisen enterovirukset ovat lapimitaltaan 22—28 nm:n kokoisia, vaipattomia vi-
ruksia. Niiden yksijuosteinen, positiivissaikeinen RNA-genomi on n. 7000-7500
nukleotidia pitkd. Viruksen rakenne on muotoutunut tarkoituksenmukaisesti niin,
ettd virus kykenee tunkeutumaan isantasoluun ja kestaa isantasolun olosuhtei-
ta. Enteroviruksilla on kestava rakenne, joka kestdd matalaa pH:ta. Tamén takia
virus kykenee selviytymaan ihmisen ruoansulatuskanavan olosuhteita ja levia-
maan suun ja nendn kautta muualle kehoon. Viruksen RNA:n ymparilla on
ikosahedraalinen (kaksikymmentahokas) proteiinikuori. Virus koostuu 60 ident-
tistd protomeeriyksikosta, jotka muodostuvat 12 pentameeri-yksikosta. Proto-
meerissa on nelja erilaista rakenneproteiinia: VP1, VP2, VP3 ja VP4. VP1-3
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muodostavat proteiinikuoren ulkopinnan ja VP4 kuoren sisépinnan yhdessé yk-
sinauhaisen RNA-genomin kanssa. VP1-proteiini, ja sita koodaava geeni, on
erilainen eri virustyypeilla ja siksi sitd kaytetaan enterovirusten tyypittamiseen.
(Hyypia ym. 2010). Enteroviruksen rakenne ja pintaproteiinit on esitetty kuvassa

1.

Kanjoni

Kueorirakenhe

Pintaproteiinit

Kuva 1 Enteroviruksen rakenne. (lahteet:
http://www.picornaviridae.com/structures/enterovirus.htm
http://www.nature.com/nsmb/journal/v19/n4/full/nsmb.2255.htmI?WT.ec _id=NSMB-201204)

Enteroviruksen RNA-genomi on pieni, keskimaarin 7,0-7,5 kiloemasta pitka.
Genomin 5’- ja 3’ -péissa sijaitsevat proteiinia koodaamattomat alueet. VP1-4 -
kuoriproteiineja koodaavat alueet sijaitsevat genomin 5’-pédéssa, NCR-alueen
jalkeen. Muut genomin koodaamat ei-rakenteelliset proteiinit osallistuvat viruk-
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sen elinkiertoon. VP1-geenia kaytetaan virusten tyypitykseen (Yla-Pelto & Susi,
2010). Enteroviruksen genomi on esitetty kuvassa 2.

Kapsidigeenit Ei-rakennegeenit
B I e ]
— :VP"]VPZ I VP3 l VP1 | 2A |28| 2C ]3/;]!33 ac ‘ 3D
s'@Pg ax
Genomi-
tyypitys

Kuva 2 Enteroviruksen genomi.

2.2 Enterovirusten lisdantyminen

Virukset ovat solun ulkopuolella taysin elottomia olentoja, joten lisdantyakseen
niiden on paastava isantasolun sisdan. "Entero” on kreikkaa, joka tarkoittaa
suolta. Tama tarkoittaa sita, etta enterovirukset lisaantyvat tyypillisesti suolen
seindmassa. Virukset ovat lisddntyessaan riippuvaisia solujen tuottamasta
energiasta ja tarvitsevat siten solun proteiinisynteesikoneistoa viruksen omien

proteiinien tuottamiseen ("Enterovirukset ja pikornavirukset”, 2012).

Virusten lisaantymiskierto jaetaan kahdeksaan péaavaiheeseen: tarttuminen
isantasolun pinnalle (attachment), tunkeutuminen isantasoluun (penetration),
genomin vapautuminen (uncoating), replikaatio (replication), geenien ilmenty-
minen (gene expression), virusproteiinien synteesi (translation), uusien virusten
kokoaminen (assembly), kypsyminen (maturation) ja vapautuminen solusta (re-
lease) ("Viral Life Cycles in Cells”, 2012).

Virukset tunnistavat yleensa solun pinnalla olevan proteiinimolekyylin eli resep-
torin paastakseen solun sisdan. Virusreseptori maarittelee usein ns. endosy-
toottisen tavan, jolla virus kulkeutuu solun sisalla lisdantymispaikkaansa. Sitou-
tuminen solupinnan reseptoriin saattaa muuttaa viruksen rakennetta siten, etta

virus-RNA vapautuu solun sisaan. Vaihtoehtoisesti virus kulkeutuu solun sisalla
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tiettyyn paikkaan, jossa pH-muutos johtaa genomin vapautumiseen. (Susi, Pi-
kornavirukset, 2012).

Tunkeuduttuaan solun sisaan, virus kulkeutuu solun sisélla samoja reitteja kayt-
téden, mitd solukin kayttaa eri molekyylien kuljetukseen (Ahola ym. 2010, s. 460—
466). Enterovirusten RNA-genomi toimii solun sisdlla mRNA:na eli lahetti-
RNA:na. Genomin translaatiossa muodostuu seké replikaasiproteiinit etta viruk-
sen rakenneproteiinit yhten& ainoana polyproteiinina. Tarkein replikaasiproteiini
on RNA-polymeraasi. RNA-polymeraasi kopioi viruksen genomille komplemen-
taarisen RNA-vastinsaikeen, joka on edelleen mallina positiivissaikeisen RNA:n
muodostuksessa (Ahola ym. 2010, s. 460—-466).

Kun virusten genomi on monistettu, vuorossa on uuden viruksen kokoaminen.
Tama prosessi tunnetaan huonosti. Virus vapautuu solusta, kun solumembraani
hajoaa, ja samalla solu kuolee (Ahola ym. 2010, s. 460—466). Viruksen lisaan-

tyminen on esitetty kuvassa 3.

~ , VP4 VP2 VP3 VP1
A) D VP1 B) 3 WAV ANV VoV, VoV

L\ vp2 |
(7 VP3 ———RNA Rakenneproteiinit Ei-rakenneprateiinit

. Tarttuminen

. Tunkeuturninen

. [Senomin wapautuminen
. Replikaatio

. Kapsidin kokoarninen

. Wapautuminen

oo kD —

ey
Y,

Y,
- .‘\-\) g

=
)

s i o

s

l Ty Tyhja kapsidikuori

—3 ek
\\_%_ B \ LQ,"’

? v
Kaokoarninen

@ Firakenneproteiini

VRakenneproteiini

“Wapauturminen
solusta

Kuva 3 Enteroviruksen lisddntyminen.
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Yksi infektoitunut isantasolu tuottaa tuhansia uusia viruspartikkeleita. Lisaanty-
misen aikana virusgenomiin tulee virheita, jotka johtuvat RNA-polymeraasient-
syymin toiminnasta, koska silla ei ole DNA-polymeraaseille ominaista tarkistus-
ja korjausaktiivisuutta. Virheiden takia RNA-virusten evoluutio on nopeaa (Ahola
ym. 2010, s. 460-466) ja oletettavasti eri enterovirustyypit ovat saaneet alkunsa

naiden virheiden seurauksena.

2.3 Diagnostiikka

Enteroviruksia on perinteisesti tunnistettu virusviljelyn avulla. Virusviljely-
menetelmassa kasvatetaan naytteessa olevia infektiokykyisia viruksia soluvil-
jelmissad. Vaikka suurin osa enterovirustyyppikannoista kasvaa soluviljelmissa,
niiden viljely kliinisesta naytteesta saattaa olla haastavaa. Virusviljelyssa ente-
roviruksia tunnistavien antiseerumien annetaan reagoida viljellyn viruksen
kanssa, kun tunnettu antiseerumi estaa viruksen lisaantymiskyvyn eli neutraloi
viruksen. Talloin saadaan tietoon virusserotyyppi, milla on erityisesti epidemio-
logista merkitysta. Neutralisaatiotuloksen saaminen tosin kestéaa viikkoja, joten
se ei ehdi vaikuttaa hoitopaatdksen tekoon (Hyypia ym. 2010, s. 520). Enterovi-
rusten aiheuttamia infektioita maaritelladn myods serologisesti eli seerumista
mitataan enterovirusten vasta-aineita (Tutkimusmenetelmat, 2009). Talléin voi-

daan tunnistaa sairastettu infektio jalkik&teen.

Enterovirusten suoraan osoittamiseen potilasnaytteista kaytetdan viruksen
RNA-genomin tunnistavaa RT-qPCR -menetelmda. RT-gPCR:n avulla voidaan
todeta pienikin virusmaara. Virus voidaan myos tyypittdd kapsidiproteiini VP1:n
nukleotidisekvenssin avulla. Menetelméan avulla viruksen tunnistamiseen kuluva
aika lyhenee merkittavasti perinteiseen virusviljelyyn verrattuna ja vastaus saa-
daan parhaimmillaan jo muutaman paivan kuluttua naytteen ottamisesta. Pi-
kornavirusdiagnostiikassa RT-gPCR on ensisijainen menetelmd, jos epaillaan
enterovirusten aiheuttamaa keskushermostoinfektiota (Hyypia ym. 2010, s.
520).
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3 Tutkimusmenetelmat

3.1 RT-gPCR

RT-gPCR -menetelm&a kaytetddn virusdiagnostiikassa RNA-virusten tunnista-
miseen. Menetelmassa on kaksi paareaktiota, RT- ja PCR -reaktio. RT-reaktio
on kaanteiskopiointi-reaktio, jossa RNA:sta muodostetaan cDNA-kopio. PCR-
reaktiossa cDNA-kopiota ja siihen spesifisesti sitoutuvia alukkeita kaytetdan
naytteen monistamiseen, mikd mahdollistaa sen tunnistamisen. Perinteisesti
PCR-tuote on ajettu agaroosigeelilla, mutta nykyaikainen tapa on tehda tunnis-
tus reaaliaikaisesti fluoresoivan merkkiaineen avulla (Suominen ym. 2010, s.
170). RT-gPCR -menetelmén RT- ja PCR -reaktiot voidaan tehda joko erikseen
kaksivaiheisena tai samassa reaktiossa yksivaiheisena.

3.2 Kaksivaiheinen RT-gPCR -menetelméa

Kaksivaiheisessa RT-qPCR -menetelmdssad RT- ja PCR -reaktiot tehdaan eri
reaktioissa ja eri putkissa. Perinteisesti nama reaktiot tehdaan erikseen parem-

man menetelmaherkkyyden saavuttamiseksi.

Kaksivaiheisessa RT-gPCR:ssa viruksen yksijuosteinen mRNA muutetaan en-
sin RT-reaktion kaanteiskopioijaentsyymin avulla kaksijuosteiseksi RNA:DNA-
hybridiksi eli cDNA:ksi. cDNA toimii PCR-reaktiossa templaattina. DNA-virusta

monistaessa RT-reaktiota ei tarvita.

PCR-reaktion alussa RT-reaktiossa muodostettu cDNA:n vastinnauhat erote-
taan toisistaan lampokasittelyn avulla, yleensa 95 °C:ssa. Taman jalkeen lam-
potilaa lasketaan alukkeiden sitoutumistilaan yleensa 65-56 °C, jolloin alukkeet
(enterovirustyypityksessa alukkeet ovat AN88 ja AN89) tarttuvat erotettujen vas-
tinnauhojen vastakkaisiin paihin. Alukkeiden kiinnittymisen jalkeen lampdétilaa
nostetaan jalleen yleensa 72 °C:seen, jolloin lampo6a kestava polymeraasient-
syymi alkaa muodostaa alukkeiden avulla uutta vastinnauhaa eli kaksinauhaista

dsDNA:ta (Suominen ym, 2010, s. 170). Tata vaihetta kutsutaan annealing eli
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pidennys-vaiheeksi. Yhdessa namé kolme vaihetta: denaturaatio, alukkeiden
sitoutuminen ja annealing, muodostavat syklin, joita yhden PCR-ajon aikana voi
olla 25—45 kpl. Kaksivaiheinen RT-PCR on kuvattu genomitasolla kuvassa 4.

Polymeraasiketjureaktion periaate on esitetty kuvassa 5.

5 VP4 |VP2 VP1 34(3B| 3C 3D 3
RT -reaktic
5 mRNA 3
2200 kb | | 3200 kb
| | Hybridi - cDNA
PCR - reaktio ‘
5' 3
| |
N I cDNA
AN8S ‘ ANSS
5 cDNA 3

DT, b A A A A A S
ANB9 ANSS

\

PCR - tuote

340 bp

Kuva 4 Kaksivaiheinen RT-PCR.
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1. Sykli 2.5ykli 3.5ykli
A
{ 1 2 3) . o —
P . > q . E
ds-DNA / N = < =
= —
]
\, Pl ===
s, b _, o
| N
1. Denaturaatio —
2. Alukkeiden sitoutuminen ~ N
3. Pidennys (annealing) x4 %8

Kuva 5 Polymeraasiketjureaktion periaate.

3.3 Yksivaiheinen RT-gPCR

Yksivaiheisessa RT-gPCR -reaktiossa RT- ja PCR -reaktioiden entsyymiseok-
set ja muut komponentit on samassa putkessa. Nayte sekoitetaan reaktioseok-
seen, jossa ovat alukkeet, kdanteiskopioijaentsyymi (RT), RT-puskuri, RNaasi-
inhibiittori, nukleotideja, DNA-polymeraasientsyymi ja SYBR Green |.

Yksivaiheisessa RT-qPCR:ssa tehdaan ensin "RT-inkubaatio” stabiilissa lamp6-
tilassa (yleensd 37-42 °C) ja sen jalkeen ajetaan normaali PCR-sykli. RT-
lampdotilassa PCR-polymeraasi on inaktiivinen. RT-reaktion jalkeen siirrytdan
PCR-sykliin, jossa lampdtila nostetaan 95 °C:seen kahdeksi minuutiksi. Tassa
lampotilassa RT-entsyymi inaktivoituu ja PCR-polymeraasi aktivoituu. Taman
aikana myds nukleiinihapponauhat irtoavat toisistaan. Koska komponentteja ei
poisteta nayteputkista PCR-syklien valilla, menetelm& on kaytdnndssa nope-

ampi kuin kaksivaiheinen RT-qPCR.
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3.4 Reaaliaikainen PCR

Reaaliaikaisessa PCR:ssé& polymeraasietsyymin muodostaessa uutta vastin-

nauhaa, fluoresoiva véri (SYBR Green | tai jokin muu fluorokromi) tarttuu muo-
dostuvaan kaksinauhaiseen dsDNA:han muodostaen fluoresoivaa valoa. PCR-
reaktion edetessa fluoresenssia muodostuu lisaa ja sita voidaan seurata reaali-
aikaisesti PCR-koneen naytolta. Fluoresenssin maara on suhteessa muodostu-

van kaksinauhaisen DNA-tuotteen maaraan.

Lopputuotteen muodostuminen havainnoidaan tietokoneen ruudulle muodostu-
vana Ct-kayrana ja sulamispisteanalyysilla. Ct-kayrélle asetetaan kynnystaso
(threshold line) monistuskayran kasvun alueelle, josta maaritetddn ns. kynnys-
sykli. Tassa tydssa kynnystaso asetettiin aina fluoresenssin arvolle 107, jotta eri
PCR-ajoista saatuja arvoja voidaan verrata keskenaan toisiinsa. Ct-arvo 0soit-
taa, milloin tuotteen maara ylitta& ennalta asetetun rajan merkkina tuotteen
muodostumiselle. Mitd matalampi Ct-arvo on, sita aiemmassa syklissa tuotetta
muodostuu ja sitd enemman tuotetta on reaktion lopussa. (Suominen ym. 2010,
s.166-168).

Sulamispisteanalyysilla ndhdaan PCR-reaktiossa muodostuneen tuotteen "laa-
tu”. PCR-tuotetta kuumennetaan vahitellen 72—-95 °C:seen, jolloin kaksinauhai-
set DNA:t denaturoituvat ja DNA-juosteet eroavat toisistaan. Tallgin SYBR
Green -véri irtoaa nauhasta, mika johtaa fluoresenssin heikkenemiseen. Tuot-
teen denaturoituminen nakyy laskevana fluoresenssipiikkina eli tuotteen sula-
mispisteena koneen naytélla. Reaaliaikaisen PCR:n Ct-monistuskayra on ku-
vattu kuvassa 6. Kuvassa on esitetty coxsackievirus A21:n laimennossarja, mi-
k& nakyy kolmena Ct-kayrana mitaten virus-RNA:n monistumista. Kuvassa 7 on
PCR-tuotteille tehty sulamispisteanalyysi, jonka perusteella CAV21-virustyypille

on voitu méaarittaa sille (VP1-geenille) ominainen sulamislampdétila.
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_|Colour|Name Ct

1 . CAV2110E7(14,83

2 CAV21 10E6| 17,84

3 . CAV21 10E5|22,38

Norm. Fluoro.

25 30 35 40 45
Cycle

Kuva 6 RT-gPCR:n logaritmikayra.

No.|Colour|Name Peak 1

1 - CAV2110E7|82,8

2 CAV2110EB|83,0

dF /dT

3 . CAV2110E5(83,0

Threshold)| \\
75 80 85 a0 a5
deg.

Kuva 7 RT-gPCR:n sulamispistekayra.

3.5 Agaroosigeelielektroforeesi (AGE)

Agaroosigeelielektroforeesi on menetelma, jolla erotetaan ja tunnistetaan PCR-
laitteella tuotetun sekvenssin emaspituus. Menetelma perustuu elektroforeesis-
sa negatiivisesti varautuneiden molekyylien likkumiseen sahkotkentdssa kohti
positiivisesti varautunutta elektrodia. Elektroforeesilla voidaan ajaa yleensa

0,1-50 kb pituisia fragmentteja.
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Nukleiinihappojen elektroforeesi tapahtuu agaroosigeelissa. Agaroosi on puna-
levista eristetty polysakkaridi, joka liukenee kuumaan veteen ja jaahtyessa (n.
45-asteiseksi) muodostaa hyytelémaisen geelin. Geelin rakenne on verkkomai-
nen, joka vaikuttaa geelissa liikkuvien erikokoisten molekyylien nopeuteen. Pie-
net molekyylit kulkeutuvat geelissd nopeammin ja pidemmalle, kun taas isojen
molekyylien liike hidastuu. Molekyylien liikkuminen geelissa perustuu niiden ne-
gatiiviseen varaukseen, joka on peraisin happamista fosfaattiryhmista. (Suomi-
nen ja Ollikka 1999, s. 72).

UV-valossa fluoresoivaa etidiumbromidia kaytetadn DNA:n paikantamiseen
geeliltéa. Etidiumbromidi sitoutuu kaksijuosteisen DNA-molekyylin sisaan, jonka
ansiosta jopa 0,05 mikrogrammaa DNA:ta voidaan havaita geeliltd. Kun geelia
valaistaan UV-valolla, etidiumbromidi fluoresoi oranssinpunaisena ("Geelielekt-

roforeesi”, 2012). Agaroosigeelielektroforeesin tydohje on liitteessa 2.

Sekvenssin emaspituus selvitetddn ajamalla naytteiden rinnalla kokostandardi,
joka koostuu tunnetun pituisista DNA-juosteista. Nayte on positiivinen, jos gee-
liss& havaitaan standardin perusteella oletetun kokoinen monistustuote. Tyossa
ajettuja naytteita verrattiin pUC 19-kokostandardiin (kuva 8).

puUC 19

bp

501,489
404
331
242
190

147
111,110

67

1.7% agarose

Kuva 8 pUC 19 -kokostandardi. (Lahde: http://www.tag-dna.com/pucl9-dna-
2fbsis-i--28hpa-ii-29-digest--_147.html)
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3.6 Rotor Gene 6000

Reaaliaikainen Rotor Gene 6000 PCR-laite (kuva 9) on kaytossa tutkimussovel-
luksissa kuten laéaketieteessa, maataloudessa, oikeustieteessa ja biotieteessa.
Laitteella saadaan muodostumaan nopeasti ja suurella herkkyydella PCR-
tuotetta. Koneen avulla saadaan PCR-menetelmaa haittaavat kontaminaatioris-

kit pienemmiksi.

Kuva 9 Rotor Gene 6000 PCR-laite.

Koneen toimintaperiaate perustuu kammiossa 400 rpm py6rivaan roottoriin, jos-
sa kiertdvan ilman lampdtila muuttuu PCR-syklien eri vaiheissa. Roottorissa
olevat kuusi optista valonlahdetta osoitetaan putkissa oleviin nayteliuoksiin, jos-
ta lahteva valoarsyke heijastuu koneen signaalitunnistimeen. Tunnistin muuttaa
signaalin PMT-tunnistimella koneen naytolle nousevaksi kayraksi. Laite l&hettda
reaaliaikaista PCR-dataa koneen naytélle koko ajon ajan. Laitteen piirtama data
voi olla logaritmista, lineaarista tai suoraviivaista. Laitteessa olevaa PCR-
ohjelmaa ja sen kestoa voi muuttaa halutunlaiseksi. Rotor Gene 6000 PCR-
laitteen toimintaperiaate on esitetty kuvassa 10.
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Kammion
ilmavirtaus

Signaalitunnistin

PMT-tunnistin
PC:lle

Nayteputket
pyorivat
nayteputkiroottoris-
sa

Mittauskanavat,
6 led-valoa

Moottori

Kuva 10 Rotor Gene 6000 PCR-laitteen toimintaperiaate.

Rotor Gene 6000-laitteessa on kuusi eri mittauskanavaa: sininen, vihred, keltai-
nen, oranssi, punainen, purppura ja HRM (high resolution melting). Tyossa kay-
tettiin kanavia green, yellow, red ja HRM. Green-kanava mittaa SYBR Green | -
leimaa, punainen kanava Cy5-leimaa ja HRM Syto9- ja Syto82 -leimoja. (Rotor
Gene 6000-fluoresenssikanavat, 2012). Kanavien eri fluorokromi-mittausalueet

on esitetty taulukossa 1.
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Taulukko 1 Rotor Gene 6000 PCR-laitteen fluorokromi-mittausalueet.

Kanavan nimi Viritys/ Excitation Havaitseminen/ Detection Fluorokromi
(nm) (nm)

Sininen/Blue 365 nm 460 nm Marina Blue

Vihred/Green 470 nm 510 nm SYBR Green

(Gl ETRENYE VYA 530 nm 557 nm JOE,
VIC,HEX

Oranssi/Orange 585 nm 610 nm ROX, Cy 3.5

Punainen/Red 625 nm 660 nm Cy5

Purppu- 680 nm 712 nm Quasar 705

ra/Crimson

HRM 460 nm 510 nm Syto9/Syto82
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4 Reagenssit

4.1 Alukkeet

PCR:ssa tarvitaan monistettavalle DNA-pétkalle sopivat alukkeet. Alukkeet ovat
pienia nukleotidipatkia, jotka tunnistavat monistettavan DNA-alueen aloitus- ja
lopetuspaat. Tydssa on aikaisemmin osoitettu, etta enteroviruksia voidaan par-
haiten monistaa kayttamalla AN88- ja AN89-alukkeita (Liimatainen, M., 2011).
Nama alukkeet koodaavat noin 340 emasparin pituista aluetta ja ovat suunnitel-
tu sitoutumaan enterovirusten VP1-alueen 5’- ja 3’ -paihin. AN88-aluke on 3’-

paan aluke ja AN89 5’-paan aluke.

Tybssa verrattiin Cy5-leimatun AN88-alukkeen toimivuutta leimaamattomaan
AN88-alukkeeseen. Cy5 on fluoresoiva variaine, jonka absorbanssivéli on 649—
670 nm. PCR-reaktiossa Cy5-leimattuja AN88-alukkeita mitattiin PCR-laitteen
Red-kanavalla (625—-660 nm).

Random Hexamer on kuuden satunnaisessa jarjestyksessa olevan nukleotidin
Seos, jota kaytetaan RT-reaktiossa. Random Hexamer -alukkeet sitoutuvat niille

komplementaarisiin templaatissa oleviin kohtiin RT-reaktiossa.

4.2 Entsyymit

Mastermix-entsyymiseokset ovat valmiita seoksia, jotka sisaltavat kaikki muut
komponentit paitsi alukkeet ja monistettavan DNA/RNA-templaatin. Seokset
sisaltavat PCR-puskurin, magnesiumkloridia, fluoresoivan merkkiaineen, vapaat
nukleotidit ja PCR-entsyymin. Naiden reaktion valttamattémien osasten lisaksi
PCR-reaktiossa kaytetddn usein myos muita aineita, joiden tarkoituksena on
muuttaa reaktio-olosuhteita suotuisiksi. Aiemmin on todettu, ettd KAPA SYBR
Green-entsyymiseoksella saadaan paras menetelméaherkkyys RT-gPCR:ssa
(Liimatainen, M., 2011).
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4.2.1 RT-entsyymit

Improm 1I™ -entsyymi on kaanteiskopioijaentsyymi, joka muuttaa RNA-
molekyylin komplementaariseksi DNA:ksi RT-reaktiossa. Improm Il on aktiivi-
simmillaan 37-55 °C:ssa. Improm II™ -entsyymia kaytettiin tydssa kaksivaihei-
sessa gPCR:ssa ja yksivaiheisessa RT-gPCR:ssa kaanteiskopioijaentsyymina

(Improm [I™ Reverse Transcription System II, 2012).

M-MuLV tai toisin sanoen M-MLV -entsyymi on kaéanteiskopioijaentsyymi, joka
tuottaa yksivaiheisessa RT-PCR:ssa komplementaarisen DNA:n RNA:sta. Op-
timaalinen reaktiolampdtila talla entsyymilla on + 37 °C (Das ym., 2004). Tydssa
kaytetty kaupallinen KAPA One-step PCR -reaktiosarja sisalsi M-MLV -kaan-

teiskopioijaentsyymin.

4.3 PCR-entsyymit

PCR-reaktiossa yleisimmin kéaytetty polymeraasientsyymi on Tag-polymeraasi-
entsyymi. Taqg-polymeraasientsyymi on eristetty korkeaa lampdtilaa kestavan
Thermus aquaticus-bakteerista ja sen molekyylipaino on noin 94 kDa (Tag-
DNA-polymeraasi, VWR, 2012).

Tyon fluorokromitestissa testattiin eri entsyymiseosten toimintaa PCR-reak-
tioissa, joihin lisattin SYTO 9- ja SYTO 82 -fluorokromivareja. Testatut entsyy-
miseokset olivat kaupallisia entsyymiseoksia: Kapa Hifi qPCR, Kapa Hifi
HOTSTART, Sensifast Probe NO-ROX, Maxima Probe ja Kapa Maxima Probe.

Tyossa kaytetyt PCR -entsyymien tiedot on listattu taulukossa 2.
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Taulukko 2 PCR-entsyymiseokset.

Tuote-

numero

KK4600

KK4701

KE2005

KK2501

SFPNS-
111C

00031493

25

Entsyymiseos | Valmistaja PCR- Kayttotarkoi- Ajokanava
entsyymi tus
PCR
KAPA™ KapaBiosys- Tag- Two-step/one- | Vihreéd
SYBR® FAST | tems polymeraa- | step
gPCR Univer- Si
sal
KAPA™ Probe | KapaBiosys- Tag- Syto 9/ Syto 82 | Oranssi ja
gPCR tems polymeraa- keltainen
Si
KAPA HiFi™ KapaBiosys- B-ryhmén Syto9 Vih-
Probe tems polymeraa- red/HRM
Si
KAPA HiFi™ KapaBiosys- B-ryhmén Syto9 Vih-
HOTSTART tems polymeraa- red/HRM
Si
SensiFAST™ Bioline Hot Start Syto9 Vih-
Probe NO-Rox red/HRM
Maxima Probe | Fermentas Tag- Syto82 Oranssi ja
gPCR Master- polymeraa- keltainen
mix Si

4.4 Fluorokromit

PCR-ajoa voidaan seurata reaaliaikaisesti fluorokromien avulla. Fluorokromit

ovat kemiallisia yhdisteita ja ei-spesifisesti kiinnittyvia leimoja. Fluorokromit ab-

sorboivat nakymatonta ultraviolettisateilyd, ja vapauttavat osan energiasta pi-

demping, nakyvinad valon aallonpituuksina eli fluoresenssina. Tama lahestymis-

tapa vaatii vahemman optimointia kuin muut PCR:ssé kaytetyt tunnistusmene-

telmat, eika se tarvitse tarkkaa tietoa kohdesekvenssista. Eniten kaytetty ei-

spesifisesti kiinnittyva leima on SYBR® Green | (Fluoresenssimikroskopia,

2012). Fluoresenssisignaali on verrannollinen tuotteen maaraan, eli mita

enemman tuotetta muodostuu, sitd enemman tuote fluoresoi (Suominen ym.
2010, s. 167).
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4.4.1 SYBR® Green |

SYBR Green | on syaanivariaine, joka auttaa tunnistamaan muodostuvan
DNA:n PCR-syklien aikana. SYBR Green | tarttuu PCR-reaktiossa muodostu-
vaan kaksinauhaiseen DNA:han, jonka seurauksena muodostuva DNA-
variainekompleksi absorboi fluoresoivaa vihreda varia. Véarin tunnistava PCR-
laite muodostaa lineaarisen Ct-kynnysarvokayran laitteen naytolle. Ongelmana
tuotteen muodostumisessa on SYBR Green | -varin epaspesifisyys eli variaine
tarttuu jokaiseen PCR:ssa muodostuvaan kaksijuosteiseen DNA-nauhaan esim.
"silmukoituneeseen DNA:han”, eika vain haluttuun kohde-DNA:han (Suominen
ym., 2010, s. 167).

4.4.2 Cy5-leima

Cy5 on kellanvihredna fluoresoiva syaanivariaine, joka on kiinnitetty koettimeen,
tassa tyossa enteroviruksen VPl-alueen AN88-alukkeeseen. Tyodssa Cyb-
leimattuja AN88-alukkeita mitattiin PCR-laitteen Red-kanavalla (625-660 nm).
Cy5-leimaa kaytetdan yleensa mikrosirutekniikassa.

443 SYTO9jaSYTO 82

Reaaliaikaisen PCR:n seurantaan on kehitetty muitakin fluoresoivia variaineita,
esim. SYTO 9 ja SYTO 82. Aikaisemmissa tutkimuksissa on osoitettu, etta Sy-
to82-vari sitoutuu herkemmin kaksinauhaiseen kohde-DNA:han kuin SYBR

Green | ja muodostaa siten paremman signaalin (Monis ym. 2005).

4.5 Virusnaytteet

Tybssa kaytettiin virusnaytteitd, jotka olivat enteroviruksen RNA-transkripteja,
plasmidivektoreita ja tyyppiviruksia. Transkriptit on tuotettu in vitro-
transkriptioreaktiolla plasmidivektoreista, joissa RNA-virusten genomi on kloo-
nattu DNA-muotoon. Transkriptien kopioluku on tunnettu (McLeish ym, 2012).

Tyodssa kaytettiin kahden enteroviruksen RNA-transkripteja, E30 ja E7.
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Tyossa kaytettyja plasmidivektoreita ovat pCAV9 (HEV-B-laji), pCAV16 (HEV-A
-laji), pCAV21 (HEV-C-laji) ja pEV11 (HEV-D-laji). Plasmidikannat on tuotettu
plasmidivektoreista, joissa RNA-virusten genomi on kloonattu DNA-muotoon.
Plasmidien konsentraation avulla voidaan laskea virusgenomin maard PCR-

reaktiossa.

Tutkitut  tyyppivirukset ovat soluviljelmissd kasvatettuja enterovirus-
tyyppikantoja CBV4, Echo 11 ja CAV9 (HEV-B-laji). Tyyppiviruksien kopiolukua
ei tunneta. Plasmidikannat sek& enterovirustyyppikannat ovat peraisin Virusopin

kantakokoelmasta.
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5 Tyon suoritus ja tulokset

5.1 Yksivaiheisen RT-gPCR -menetelman optimointi

Tyon tarkoituksena oli optimoida yksivaiheinen RT-gPCR -menetelmé enterovi-
rusten tyypittdmiseksi. Optimoinnin tarkoituksena oli 16ytda reaktiokomponent-
tien pitoisuuksia ja ajo-olosuhteita muuntelemalla olosuhteet, joilla paastaan
mahdollisimman lahelle kaksivaiheisessa menetelmassa saavutettavaa monis-

tusherkkyytta.

Lahtokohtana oli kolme erilaista yksivaiheista PCR-ohjetta, joita pyrittiin muun-
tamaan sellaisiksi, joissa on kaksivaiheista vastaava PCR-monistusherkkyys.
Ohjeista kaksi olivat itse tehtyja ns. in-house -ohjeita ja yksi kaupallinen Kkitti-
ohje (KAPA SYBR FAST One-Step gRT-PCR-Kit). K&&nteiskopioijaentsyymina
kaupallisessa kitissa oli M-MLV -entsyymi ja omassa ohjeessa Improm [I™ -
entsyymi. Kaupallisella yksivaiheisella menetelmaélla analysoitiin enteroviruksen
RNA-transkripteja (E7, E30) ja omilla yksi- ja kaksivaiheisilla ohjeilla enterovi-
ruksen tyyppiviruksia (CAV9,ECHO11 ja CBV4). Optimoinnissa kaytettiin lai-
mennoksia 10°~10. Laimennos tarkoittaa sita, kuinka monta enteroviruskopio-
ta on mikrolitrassa. 10*-laimennoksessa on siten 10 000 viruskopiota/ul. Kun
tiedetddn laimennoksissa kaytettavat viruskopioiden maarat, saadaan selville,
kuinka monta virusgenomia PCR-reaktioseoksen komponentit pystyvat monis-

tamaan PCR:ssa. Kaupallinen one-step -reaktioseos on esitetty taulukossa 3.
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Taulukko 3 Kaupallinen one-step qPCR-reaktioseos.

KAPA gPCR Sybr Fast Universal 10
KAPA RT mix (50x) 0,4
ANB88-aluke 1
ANB89-aluke 1
AQUA 5,6
Kokonaistilavuus 20

Taulukosta 4 ndhdaan kaupallisen yksivaiheisen RT-gPCR -reaktion tulos ver-
rattuna omaan kaksivaiheiseen menetelmaan. Tuloksista ilmenee, etta kaupalli-
nen menetelma ei toiminut yhta hyvin. Menetelmalla saatiin ndkyméaan vain E7-
virus-RNA:n vahvin pitoisuus (10%), koska tuotteelle saatiin mitattua sulamispis-
te. E30-RNA -nayte ei toiminut talla menetelmalla ollenkaan. Kaksivaiheisessa

menetelmé&ssa sen sijaan saatiin tulos 10* ja 10 -laimennoksilla.

Taulukko 4 Kaupallinen One-step-ajo transkripteilla.

Kaupallinen One-step Kaksivaiheinen

Treshold

Tulos

Menetelmaoptimoinnissa pyrittiin muuttamaan reagenssipitoisuuksia, jotka vai-
kuttavat menetelmén herkkyyteen. Reagensseista muutettiin neljaa reagenssipi-
toisuutta: magnesiumkloridi, alukkeet, nukleotidit ja veden maara. Naytteina
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kaytettiin Cav9, Echoll ja CBV4 -ymppiviruksia ja niiden laimennoksia 102-10°
4 Lahtokohtana oli kaksi omaa in-house -ohjetta, joista toisesta puuttui MgCl,-
reagenssi (Mastermix 2.) Alkuperaiset in-house -ty6ohjeet ja ajo-olosuhteet ovat
litteessa 3. Taulukosta 5 nahdaan, ettd 2. Mastermix -ohjeen PCR-ajot tyyppivi-
ruksilla onnistuivat 55,5 %:n herkkyydella. T&sta voitin myos paatella, etta
MgCl,-pitoisuus vaikuttaa PCR-menetelmaherkkyyteen. Mita vahemman MgCl,

on seoksessa, sita paremmin tuotetta muodostui.

Taulukko 5 RT-vaiheen magnesium-konsentraation vaikutus yksivaiheisen RT-
gPCR:n toimivuuteen.

Ct Melt Ct Melt

21,47 83,5 23,53 83,5

22,16 31,38

23,36 29,79

21,15 83,5 24,14 83,8

21,46 28,36 84

21,74 29,45 84

21,64 26,79 83

21,61 29,19

21,49 29,54

0,1 0,5 0,1 0,5
2 5
22,20 55,50

Taulukosta 6 nahdaan, ettd MgCl, -pitoisuus vaikuttaa tuotteen muodostukseen
PCR:ssa. Paras MgCl, -pitoisuus on tuloksien mukaan 0,25 pl, jonka avulla saa-
tiin ymppiviruksia monistumaan 55,5 %:n herkkyydelld. Ymppivirusten tydohjeet

ja ajo-olosuhteet talle 0,25 ul MgCl,-pitoisuudelle on esitetty liitteessa 4.
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Taulukko 6 MgCI2-pitoisuudet ja ajotulokset omasta yksivaiheisesta RT-
gPCR:sta verrattuna kaksivaiheiseen menetelmaan.

MgCl2/ul (0] Kaksivaihei-
nen

Kopioluku ‘ Ct Melt Ct‘ Melt‘

Cav9

1072

103

10"

Echol1l

107

1073

10

CBV4 \

107

107 \

10

Treshold ‘

TULOS

% ‘

Reaktiossa tarvittavan MgCl,-pitoisuuden voi selvittda laskennallisesti kaksivai-
heisesta PCR-menetelman reagenssipitoisuuksien avulla. RT-reaktiossa kayte-
tdan suurin osa niista reagensseista, mita yksivaiheisessa menetelmassa edel-
lytetaan. Kaksivaiheisen RT-reaktion reagenssipitoisuudet on listattu taulukossa
7.
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Taulukko 7 RT-reaktion reagenssit.

Reagenssi Maara pl
_(lopullinen konsentraatio)
5x Improm Il-puskuri 2 (1x)
25 mM MgCl, 1 (2,5 mM)
*10 mM dNTP 0,5 (0,5 mM)
RNaasi-inhibiittori 0,5
Improm ll-entsyymi 0,5
Random Hexamer-primer 1 (1uM)
RNA 4,5
Kokonaistilavuus 10

Ohjeen mukaan RT-reaktioseoksesta siirretdan 2 pul PCR-reaktioseokseen. Re-
aktioseoksesta otetaan siten viidesosa koko seoksen kokonaistilavuudesta.
Tasta saadaan PCR-reaktiossa vaikuttavat RT-reagenssipitoisuudet, joista
nahdaan, ettd MgCl,:ia on PCR-ajossa 0,2 pl, joka vastaa tytn ajoissa saatuun

MgCl,-maaraan.
RT-reagenssien maarat PCR-reaktiossa ovat seuraavat:

2l = 0,4 pl RT-puskuri

0.2 ul MgCl,
0,1 ul dNTP

0,1 ul RNaasi

0,1 pl RT-entsyymi

0,2 ul Random Hexamer
0,9 pl RNA Néayte

5.2 Cyb-testaus

Cy5-testauksessa oli tarkoitus verrata leimaamattoman ja Cy5-fluorokromilla
leimatun alukkeen toimivuutta gPCR-reaktioissa. Jos Cy5-leimattu aluke toimii,
voidaan jatkotutkimuksissa kayttaa leimattua PCR-tuotetta sekvenssoinnin si-
jaan mikrosiruilla, joilla tuote voidaan “tyypittaa”. Cy5-fluorokromilla leimattu
aluke oli enterovirusten VP1- alueen 3’-paan AN88-aluke. Tydssa kaytettiin
enterovirusten plasmidivektoreita CAV9, CAV16, CAV21 ja EV11 ja niiden lai-
mennoksia 10°-10%. Koska kaytettiin plasmidivektoreita, RT-reaktiota ei tarvittu,
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ja PCR-reaktioajo voitiin ajaa suoraan naytteista. Tyo tehtiin noudattamalla
PCR:n yleisohjetta (lite 5), jossa Cy5-ajoissa tavallinen AN88-aluke korvattiin
Cy5-leimatulla AN88-alukkeella. PCR-ajo -olosuhteet olivat samat kaikissa

ajoissa (liite 5). Ajon tulokset nakyvat taulukossa 8.

Vertailukohteena tulosten analyysissa olivat Ct- ja Melt -arvot. Tuloksista néh-
daan, ettd Ct- ja Melt -arvoilla ei ole suurta eroa leimaamattoman ja leimatun
alukkeen valilla.
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Taulukko 8 AN88/ AN88 Cy5-testaus -tulokset.

ANS88 (ylempi lukema)

Cy5 ANB8S8 (alempi lukema)

CAV9 CAV16 CAV21

Ct Melt

Kopioluku

10’

o
J

84

84

84

8,27

9,05

83,5

84,7

11,97

12,9

83,5

84,8

15,82

16,49

83,5

84,7

19,68

20,62

83,5

84,8

23,5

24,5

83,7

84,7

26,64

27,5

83,7

84,7

29,71

29,64

83,8

84,7

30,88

30,84

83,5

30,94

31,66

83,5
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5.3 Fluorokromitestaus

Tyo6n tarkoitus oli testata qPCR:ssa erilaisia kaupallisia entsyymiseoksia, joihin
lisattiin fluoresoiva vari SYTO 9 tai SYTO 82. Tyon entsyymiseokset, kayttotar-
koitukset ja polymeraasientsyymit on listattu taulukossa 2. Tydssa kaytettiin
plasmidivektoria pCAV9 ja sen laimennoksia 1010

Entsyymiseoksista valmistettiin ensin kayttéliuos, joka sisalsi tietyn fluorokro-
min. Taman jalkeen kayttéliuokseen lisattin muut PCR-reaktioon tarvittavat
komponentit ja ajettin PCR. Tybn ohjeet on listattu liitteessd 6. PCR -
ajokanavana kaytettin HRM -kanavaa. Mahdollisten PCR-tuotteiden muodos-
tuminen saatiin selville ajamalla PCR -tuotteista agaroosigeeli. Tyon tulokset on

kuvattu taulukossa 9.

Taulukko 9 Syto 9 -fluorokromivarjays, tulokset; (xX)=nékyy Ct- ja Melt -kayrilla
tai geelilla.

Entsyymiseos Ct Melt

KAPA™ Probe

KAPA HiFi™ Probe

KAPA HiFi™
HOTSTART

SensiFAST™ Probe
NO-Rox

Taulukosta 9 nédhdaan, ettd Syto9 ei toiminut odotetusti kaikilla entsyymiseoksil-
la. KAPA Probe ja KAPA Hifi Hotstart:lla ei saavutettu molempia Ct- tai Melt -
fluoresenssiarvoja. KAPA Hifi Probe:lla saatiin Ct-fluoresenssiarvot, mutta ei
Melt-arvoja. Kuitenkin tuotteet nakyivat agaroosigeelilld, mika viittaa reaktion
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onnistumiseen, mutta PCR-laitteeseen viittaavaan ongelmaan tai reaktioseok-
sessa tapahtuneeseen inhibitioon. Ainoastaan SensiFAST™ Probe NO-ROX

nakyy kaikilla kayrilla ja agaroosigeelilla (kuva 11).

Norfn. Fluoro.

Sensifast Probe NO-ROX
pCAV9

pucio 107 10¢ 10° 104 10°

Kuva 11 SensiFAST No-Rox -tulokset.

Syto 82 -fluorokromin testauksessa kaytettiin kahta entsyymiseosta: KAPA™
Probe gPCR- ja Maxima Probe gPCR -mastermix. Entsyymiseoksien kaytto-
laimennokset, johon oli lisatty Syto 82 -fluorokromia, valmistettiin erikseen en-
nen muiden reagenssien lisaamista. Kayttdélaimennokset ja Syto 82 -ty6ohjeet
ovat liitteessd 4. PCR-ajon jalkeen tuotteista ajettiin agaroosigeeli. Syto 82
PCR-ajotulokset on esitetty taulukossa 10 ja AGE on esitetty kuvassa 12. Tyds-

sa kaytetyt PCR-ajokanavat ovat keltainen, oranssi ja vihrea.
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Taulukko 10 Syto 82 -fluorokromivarjays, tulokset. (x)=nakyy Ct- ja Melt -
kayrilla tai geelilla.

X X

Oranssi Keltainen Vihrea

Kapa Probe qPCR Probe Maxima

pucig@lo 10° 10° 10* 10° 10> 10! 10° 10" 10" 10® “10° 10* 10° 10> 10! 10° 10 puct9

37

Kuva 12 Syto82:n geelikuva.

Taulukosta 10 ndhdaan, etta KAPA™ Probe qPCR nakyy Ct-kayralla vain kel-

taisella ajokanavalla. Maxima Probe qPCR:lle ei saatu PCR-tuloksia. AGE-

kuvasta kuitenkin nahdaan, etta tuotetta muodostui PCR-ajossa eli ajo onnistui.
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6 Loppupaatelmat

Tyon tarkoituksena oli optimoida yksivaiheinen RT-gPCR -menetelmé& yhté her-
kaksi kuin kaksivaiheinen RT-gPCR-menetelmé. Menetelmaa kaytetdén entero-
virusten tunnistamiseen. Tyon tarkoituksena oli myos testata, haittaako Cy5-
fluorokromileima PCR-laitteen SYBR Green | -kanavan toimintaa PCR-ajossa ja
testata SYTO 9- ja SYTO 82 -fluorokromien toimivuutta eri kaupallisilla entsyy-
miseoksilla. Menetelman spesifisyys testattiin enterovirus-cDNA:ta sisaltavilla

geenivektoreilla, virus-RNA-transkripteilla ja tyyppiviruskannoilla.

Tyon merkittavin tulos oli, ettéa kaupallinen yksivaiheinen RT-qPCR -menetelma
ei toiminut yhté herkasti kuin omaan optimoituun menetelmaan perustuva yksi-
vaiheinen RT-gPCR, jolla paastiin lahes samaan herkkyyteen kuin kaksivaihei-
nen menetelméa. Optimoinnin tuloksena ldydettiin siten olosuhteet, joissa yksi-
vaiheisen RT-gPCR-menetelman herkkyys saatiin lahelle kaksivaiheista RT-
gPCR-menetelmaa. Optimoinnissa huomattiin, ettd magnesiumkloridin maara
vaikutti merkittavasti tuloksiin. Tama todistettin myds laskennallisesti, koska
seka kaksivaiheisessa ettd omassa yksivaiheisessa menetelmassa on melkein
samat reagenssipitoisuudet. Tuloksena saatiin kehitettyd alustavat puitteet RT-
gPCR -menetelman jatkokehitykselle. Yksivaiheisen RT-qgPCR:n jatko-
optimoinnille olisi viela tarvetta, jos halutaan p&asta samoihin herkkyyksiin kuin
kaksivaiheisessa mallissa.

Vertailtaessa Cy5-leimattujen enterovirus-VP1 -alukkeiden eroa ei leimattuihin
primereihin, ei huomattu mitaan haittavaikutuksia fluoresenssin mittauksessa.
Koska Cyb-leimattu ja ei-leimattu olivat yhta hyvat, enterovirus-VP1-

tyypityksessa tullaan jatkossa kayttamaan Cy5-leimattua primeria PCR:ssa.

Kirjallisuuden perusteella Syto9- ja Syto82 -fluorokromin pitaisi toimia paremmin
kuin SYBR Green I. Tyon tuloksista kuitenkin nahdaan, ettd Syto9 ja Syto82

eivat toimi paremmin kuin SYBR Green I.

PCR:ssa on useita reaktiokomponentteja, joita tyon aikana ei ehditty optimoi-
maan. Reaktion herkkyytta pitdd pystyd parantamaan, mikali tavoitteena on

tuottaa VP1-tuote suoraan kliinisista virusnaytteistd, joissa virus-RNA:ta on va-

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Minna Pirttinen



39

han. Herkkyyttd voidaan parantaa muokkaamalla PCR-ajo -olosuhteita ja rea-
genssi-pitoisuuksia. Tarke&dssé osassa ovat reagenssien ja eritoten naytteiden
laatu. Yksivaiheisessa on vihemman kontaminaatioriskeja kuin kaksivaiheises-
sa menetelmassa, koska kaksivaiheisessa on enemman pipetointivaiheita. Yk-
sivaiheisessa ndhdaan myods koko reaktio, koska ndhdaan reaktio reaaliaikai-
sesti PCR:n naytolta.

RT-gPCR -menetelmén yksi etu on sen nopeus. RT-reaktio voidaan tehda tun-
nissa ja PCR-reaktio kahdessa tunnissa. Jatkotutkimusten jalkeen menetelméaa
voidaan kayttaa epidemioiden nopeaan selvittdmiseen, virusmadrien tunnista-

miseen ja virustyyppien ja muiden taudinaiheuttajien erottamiseen.
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LITE 1

Ihmisen enterovirusten serotyypit

Human enterovirus A (22 tyyppikantaa):

Coxsackievirus A2 (CV-A2), CV-A3, CV-A4, CV-A5, CV-A6, CV-A7, CV-A8, CV-
Al10, CV-Al2, CV-Al4, CV-A16, enterovirus A71 (EV-A71), EV-A76, EV-A89,
EV-A90, EV-A91, EV-All4, EV-A119, EV-A92, simian enterovirus 19 (SV19),
SV43, SV46 ja baboon enterovirus A13 (BA13)

Human enterovirus B (60 tyyppid):

Coxsackievirus B1 (CV-Bl), CVv-B2, CV-B3, CV-B4, CV-B5, CVB6, CV-A9,
echovirus 1 (E-1), E-2, E-3, E-4, E-5, E-6, E-7, E-9, E-11, E-12, E-13, E-14, E-
15, E-16, E-17, E-18, E-19, E-20, E-21, E-24, E-25, E-26, E-27, E-29, E-30, E-
31, E-32, E-33, enterovirus B69 (EV-B69), EV-B73, EV- B74, EV-B75, EV-B77,
EV-B78, EV-B79, EV-B80, EV-B81, EV-B82, EV-B83, EV-B84, EV-B85, EV-
B86, EV-B87, EV-B88, EV-B93, EV-B97, EV-B98, EV-B100, EV-B101, EV-
B106, EV-B107, EV-B110 ja simian enterovirus SA5

Human enterovirus C (23 tyyppid):

Poliovirus 1 (PV-1), PV-2, PV-3, coxsackievirus A1 (CV-Al), CV-All, CV-Al3,
CV-Al7, CV-Al9, CV-A20, CV-A21, CV-A22 and CV-A24, EV-C95, EV-C96,
EV-C99, EV-C102, EV-C104, EV-C105, EV-C109, EV-C113, EV-C116, EV-
C116, EV-C117 ja EV-C118

Human enterovirus D (nelja tyyppia):

EV-D68, EV-D70, EV-D9%4 ja EV-D111
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LIITE 2

Agaroosigeelielektroforeesi

Reagenssit

e Agaroosi (SeaKem Le Agarose, valm. Lonza, tuotenumero 5005)
e Elektroforeesiajopuskuri; 0,5 x TBE

e Load — vari; 10 x naytepuskuri (10 x XCOG, Xylene cyanol orange G,
blue)

e Etidiumbromidi, EtBr (Valm. Sigma, tuotenumero 806808)

e pUC 19 100 ng/ul molekyylipainomarkeri (valm. OZ Biosciences, tuote-
numero PF00700)

Agaroosigeelin valmistus

Valmistetaan 2 % agaroosigeeli. Punnitaan 3 g agaroosia ja 150 ml 0,5 x TBE-
puskuria. Kiehautetaan liuos mikrossa taydella teholla 3 x 2 min, valilla sekoit-

taen ja varmistetaan, etta agaroosi on taysin liuennut puskuriin. Lisataan liuok-
seen 7,5 pl etidiumbromidia ja sekoitetaan. Kaadetaan liuos sopivan kokoiseen
kelkkaan, jonka paadyt on teipattu ja toiseen paatyyn on kiinnitetty sopivan ko-
koinen naytekampa. Annetaan liuoksen jahmettya kelkassa n. 30 min vetokaa-

pissa, jonka jalkeen kampa irrotetaan.

Standardin valmistus

Pipetoidaan 13 ul Aqua, 5 pl pUC 19 100 ng/u ja 2 pl 10 x naytepuskuria (load-
vari) 1,5 ml:n eppendorfputkeen.

Naytteiden valmistus

Pipetoidaan 20 ul PCR-tuotetta ja 2,5 pl 10 x naytepuskuria (load-vari) 1,5 ml:n
eppendorfputkiin.
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LIITE 2

Geeliajo

Asetetaan geelikelkka elektroforeesialtaaseen ja peitetaan kelkka 0,5 x TBE-
puskurilla. Geelille pipetoidaan standardi ja jokaista naytetta 10 p/kolo. Naytteet
ajetaan negatiivisesta positiiviseen napaan 120V/1h. Ajon jalkeen geeli valais-

taan UV-valolla ja kuvataan kameralla. Kuvaan merkitddn ajon naytejarjestys.
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LIITE 3

Yksivaiheinen RT-qPCR -optimointi: In-house tydohjeet

1. Mastermix

ImProm + KAPA universal onestep

Reagenssi Maara ul (lopullinen konsentraatio)
Agqua 3

Random Hexamer 1

25 mM MgCl, 1

*10 mM dNTP 0,5 (0,5 mM)
ImProm RT-entsyymi 0,5
*AN88-primer (Eurogentec) 1 (0,5 mM)
*AN89-primer (Eurogentec) 1 (0,5 mM)
KAPA gPCR mastermix, 2x 10

cDNA/ Templaatti 2
Kokonaistilavuus 20

*Katso PCR-yleisohje (liite 5).
2. Mastermix

ImProm + KAPA universal one-step

Reagenssi Maara ul (lopullinen konsentraatio)
Agqua 4
Random Hexamer 1
25 mM MgCl, jatetdén pois
*10 mM dNTP 0,5 (0,5 mM)
ImProm RT-entsyymi 0,5
*AN88-primer (Eurogentec) 1 (0,5 mM)
*AN89-primer (Eurogentec) 1 (0,5 mM)
KAPA gPCR mastermix, 2x 10
cDNA/ Templaatti 2
Kokonaistilavuus 20
*Katso PCR-yleisohje (liite 5).
PCR ajo-olosuhteet:
Vaihe Lampotila Aika Syklien maara
Hold (RT) 42 °C 45 min
Inactive RT 95 °C 5 min
Cycling 95 °C 10s x 40
50 °C 30s (20 s)
72 °C 10s(1s)
Melt 72°C 2> 95°C 1 °C/ steppi
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LIITE 4

Yksivaiheisen RT-gPCR -menetelmén optimointi: Ymppivirukset

Ohjeet ja ajo-olosuhteet (paras versio; lahimpéana kaksivaiheista menetelmaa)

-Ajo 0,2 ml Rotor Gene -putkissa

Reagenssit Maara pl
AQUA 3,75
Random Hexamer 1

MgCl, 0,25

*10 mM dNTP 0,5
Improm Il RT-entsyymi 0,5

*AN88-primer (Eurogentec) |1

*AN89-primer (Eurogentec) |1

KAPA gPCR master mix 2x | 10

RNA 2

Kokonaistilavuus 20

*PCR-yleisohje (liite 5).

Ajo-olosuhteet

Vaihe Lampotila Aika Syklien maara
Hold (RT) 42 °C 45 min
Inactive RT 95 °C 5 min
Cycling 95 °C 10 s x 40
50 °C 30s(205s)
72 °C 10 s (1)
Melt 72°C > 95°C 1 °C/ steppi
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LIITE S

RT-gPCR -yleisohje

Enterovirusten kvantitatiivinen RT-PCR -menetelma
cDNA reaktio:

- 0,5 mkn putkiin

- Reagenssit pidetaan kylmablokissa tyoskentelyn ajan, paitsi RNaasi-
inhibiittori ja Improm-entsyymi, joita sailytetddn pakastimessa pipetointihet-
keen saakka. Improm-entsyymi tulee olla valolta suojattuna, esim. foliossa.

Tydskentelyohje/putki

Reagenssi Maara pl
(lopullinen konsentraatio)

5x Improm Il -puskuri (Promega) 2 (1x)
25 mM MgCl, (Promega) 1 (2,5 mM)
*10 mM dNTP 0,5 (0,5 mM)
RNaasi-inhibiittori (Promega) 0,5
Improm Il -entsyymi (Promega) 0,5
Random Hexamer -primer (Fermentas) 1(QuM)
RNA 4,5
Kokonaistilavuus 10

*dNTP: (stokki 100 mM)

-Tehd&aan 10 mM seos:

10 pl stokki +10 pl stokki +10 pl stokki+ 10 ¢ stokki +60 pl AQUA = 100 pl
RT-ohjelma:

- +42 °C/60 min £ 15 min
- Jos jatkat suoraan PCR:aan, jaahdyta kunnolla jadhauteessa
- Jos et jatka suoraan PCR:4an, sailytetdan pakastimessa -20 °C
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LIITE S

PCR (yleisohje):

-Ajo 0,2 ml Rotor Gene -putkissa

Tydskentelyohje/putki:

Reagenssi Maara pl (lopullinen konsentraatio)
Aqua 6

*AN88-primer (Eurogentec) 1 (0,5 mM)

*AN89-primer (Eurogentec) 1 (0,5 mM)

KAPA gPCR master mix, 2x | 10

cDNA/Templaatti 2

Kokonaistilavuus 20

*AN88-primer: (stokki 100 mM)

-Kaytetaan 10 mM (20 pl stokki + 180 pl AQUA = 200 ul)
*AN89-primer: (stokki 100 mM)

-Kaytetaan 10 mM (20 pl stokki + 180 ul AQUA = 200 pl)

PCR-Ajo -olosuhteet: KAPA

Vaihe Lampdtila Aika Syklien maara
Hold 95 °C 5 min

Denaturaatio 95 °C 10s x 40
Liittyminen 50 °C 30s

Pidennys 72 °C 10 s

Sulamispistetesti | 72 °C - 95 °C 1 °C/ steppi
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SYTO 9- ja 82 -tyOohjeet

1. SYTO9
pCAV9-laimennossarjalla.

1.1 PCR KAPA HiFi + SYTO9

SYTO9-kayttélaimennos: 1 pl SYTO 9 + 95 pl AQUA = 100 pl (50uM).

PCR-ohje/ putki: 0,2 ml Rotor Gene -putkiin.

LIITE 6

Reagenssit Maara pl
AQUA 10,75

5x KAPA HiFi Fidelty -puskuri 5

KAPA dNTP 0,75
AN88-primer 1
AN89-primer 1
SYTQO9 (50uM) 1

KAPA HiFi 0,5
cDNA 5
Kokonaistilavuus 25

1.2 Probe gPCR Mastermix 2x

SYTO 9-kayttoéliuos:

Lisataan 1 pl SYTO9-stokkia 1,25 ml:aan Probe gPCR Mastermixia.

PCR-ohje/ putki: 0,2 ml Rotor Gene -putkiin.

Reagenssit Maara pl
AQUA 6
AN88-primer 1
AN89-primer 1

Probe maxima gPCR mastermix 2x- | 10
kayttoliuos

cDNA 2
Kokonaistilavuus 20

Ajo HRM -kanavalla.
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1.3 KAPA HiFi HOTSTART

PCR - ohje/ putki: 0,2 ml Rotor Gene -putkiin.

LIITE 6

Reagenssit Maara pl
AQUA 10,75

5x KAPA HiFi Fidelty Buffer 5

KAPA dNTP Mix 0,75
AN88-primer 1
AN89-primer 1

SYTO 9 -kayttblaimennos (50uM)* 1

KAPA HiFi Hotstart DNA Polymerase | 0,5
cDNA 5
Kokonaistilavuus 25

Ajo HRM -kanavalla.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Minna Pirttinen




LIITE 6

1.4 SensiFAST Probe NO-ROX Kit + SYTO 9

SYTO9-kayttoliuos:
0,200 ml Sensifast Probe NO-ROX + 0,016ml SYTO9
PCR - ohje/ putki: 0,2 ml Rotor Gene -putkiin.

Reagenssit Maara pl
AQUA 4
AN88-primer 1
AN89-primer 1

2x SensiFAST Probe No-ROX Mix | 10
+SYTO 9 -kéayttoliuos

cDNA 4
Kokonaistilavuus 20
1.5 PCR-gjo:
Vaihe Lampdatila Aika Syklien maara
HOLD 95 5 min
Cycling 95 10s x 40
50 30s
72 10s
Melt 72 °C 295 °C | 1°C /steppi
2. SYTO 82

2.1 KAPA Probe qPCR + SYTO 82

KAPA Probe gPCR +SYTO 82 -kayttdlaimennos:
- 0,625 ml KAPA Probe gPCR -entsyymiseosta + 0,5 ml SYTO 82
2.2 KAPA Maxima Probe + SYTO 82

KAPA Maxima Probe + SYTO 82 -kayttolaimennos:
- 1,25 ml KAPA Maxima Probe -entsyymiseosta + 1 ml SYTO 82
2.3 PCR-ajo

PCR-ohje/ putki: 0,2 ml Rotor Gene -putkiin
PCR-ohje ja PCR-ajo -olosuhteet samat kuin RT-gPCR -yleisohjeessa (liite 5).
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