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Chain Reaction) eli polymeraasiketjureaktio, jolla monistetaan DNA:ta. DNA:n mo-
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perustuva menetelma (MagNA Pure).
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sen PCR:n. XXX. Eristysmenetelmistda kummatkin toimivat, mutta automaattisella
eristyslaitteella tehtava eristysmenetelma sopii laboratorion kayttéon paremmin,
koska se mahdollistaa suurempien naytemaarien eristamisen aikaa saastaen.
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The use of molecularbiology methods is increasing in microbiology laboratories be-
cause of their sensitivity and specificity. The most common method is PCR
(Polymerase Chain Reaction) which is used to copy DNA.

XXX. The purpose of this bachelor’s thesis is to optimize quantitative and qualita-
tive polymerase chain reaction to pinworms DNA. In the optimization we used two
DNA-polymerase enzymes, different MgCl, concentrations and annealing tempera-
tures. We also used two DNA-isolation methods.

We found out that the quantitative PCR is more sensitive and specific than the qua-
litative PCR in the cloning of pinworms DNA. In qualitative PCR results were ob-
tained only with DyNAzyme™ DNA-polymerase. XXX.
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1 JOHDANTO

Kihomato (Enterobius vermicularis) on ihmisen suolistossa elava loinen. Kihoma-
toinfektioita esiintyy erityisesti lapsilla. Esiintyvyyteen vaikuttaa yleinen elintaso,
erityisesti hygieniataso. Venajan Karjalassa lapsilla kihomatoinfektioiden maara voi
olla huomattavasti suurempi suomalaislapsiin verrattuna. Painvastoin immuunisai-
rauksia kuten allergioita ja 1 tyypin diabetesta on Venajan Karjalassa vahemman

kuin Suomessa.

XXX.

Saimme opinnaytetydmme aiheen professori Heikki Hyddylta Tampereen yliopiston
|laaketieteen laitoksen virologian yksikosta. Tyoelamaohjaajamme olivat tutkijat
Sami Oikarinen ja Hanna Honkanen. Opinnaytetydomme tehtavana on optimoida
kvalitatiivinen ja kvantitatiivinen reaaliaikainen polymeraasiketjureaktio (PCR) ki-
homadon DNA:n osoittamiseksi ulosteesta. Tavoitteenamme on PCR-menetelman
saaminen toimivaksi ja herkaksi kihomadon DNA:lle. Tydmme kokeellisessa osuu-
dessa testaamme eri reaktio-olosuhteiden vaikutuksia PCR:n toimivuuteen. Kvali-
tatiivisessa PCR:ssa kaytamme kahta eri entsyymia, testaamme magnesiumin liu-
oskonsentraatioita ja saatelemme reaktiolampoétiloja PCR-ohjelmalla. Kvantitatiivi-
sessa reaaliaikaisessa PCR:ssa testaamme erilaisia koetin- ja alukepitoisuuksia.

Lisaksi testaamme eri DNA:n eristysmenetelmia.

Opinnaytetydmme kasittelee DIABIMMUNE-tutkimusta, kihomatoja, DNA:n eristys-
ta sekd PCR-reaktion optimointia. Tydomme toteutetaan toimintatutkimuksena.
Saamamme tulokset tulevat kayttéon professori Heikki Hyédyn tutkimusryhmalle.
Tyomme on suunnattu erityisesti bioanalyytikko-opiskelijoille seka muille aiheesta

kiinnostuneille.






2 DIABIMMUNE-TUTKIMUS

Diabimmune on EU:n rahoittama tutkimusprojekti, jota koordinoi Helsingin yliopisto.
Professori Heikki Hyodyn tutkimusryhma Tampereen yliopiston |aaketieteen laitok-
sen virologian yksikosta osallistuu tahan kansainvaliseen tutkimukseen. Projektiin
osallistuu myo0s tutkijoita Alankomaista, Venagjalta, Virosta ja Saksasta. (Diabim-
mune study 2009.)

Tutkijoilla on olettamuksena, etta liian hygieeniset elinolot varhaislapsuudessa al-
tistaisivat autoimmuunisairauksille. Tutkimuksen tavoite on testata tata hygieniahy-
poteesia tyypin 1 diabeteksen ja muiden autoimmuunisairauksien synnyssa seka
selvittdd mekanismeja ja niiden vaikutuksia immuniteetin kehittymiselle. Alustavien
tutkimusten perusteella on havaittu eroavaisuuksia kahden elintasoltaan erilaisen
kansan immuunivalitteisten sairauksien esiintyvyydessa. Kaksi elintasoltaan erilais-
ta tutkimuskohdetta ovat Venajan Karjala ja Suomi. Lisaksi tutkimukseen osallistuu
Viro, jonka elintaso on nousussa. Naista kolmesta maasta muodostuu elava tutki-
muslaboratorio, jossa voidaan lahtea hygieniahypoteesia testaamaan. (Diabimmu-
ne study 2009.)

Tutkimuskohteena ovat vastasyntyneet seka 3-5-vuotiaat lapset Suomesta, Vena-
jan Karjalasta ja Virosta. Tyypin 1 diabetesta esiintyy suomalaislapsilla kuusi ker-
taa enemman kuin Venajan Karjalan lapsilla. Maantieteellisesti vierekkain asuvalla
populaatiolla ei ole geneettisia eroavaisuuksia niin paljoa, etta se voisi selittaa tyy-
pin 1 diabeteksen eroavaisuudet sen esiintyvyydessa. Seurannan aikana selvitel-
laan elinspesifisten autovasta-aineiden esiintyvyytta, allergioita, infektioita, suolis-

ton mikrobeja ja ravitsemustekijoita. (Diabimmune study 2009.)

Immuunisairauksien syntyyn vaikuttavat immunoglobuliinit. Immunoglobuliini E
(IgE) on yksi viidesta tarkeimmasta vasta-aineesta. IgE:td muodostuu elinymparis-
ton proteiineja kuten ruoka-aineita, siitepolya ja elainhilsetta vastaan. IgE-pitoisuus
on lapsuusiassa pieni ja se kasvaa aina 10-15 ikavuoteen saakka. Ihmisilla, jotka-

elavat alkukantaisissa elinolosuhteissa IgE suuntautuu paaasiassa parasiitteja vas-
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taan. Korkeamman elintason myo6ta parasiitti-infektiot vahenevat ja ihminen altistuu
myos vahemman mikrobien, kuten bakteerien ja homeiden toksiineille eli myrkky-
aineille. Tasta johtuen immuunivaste ohjautuu vaaraan suuntaan ja riski sairastua
immuunisairauksiin kasvaa. (Hannuksela & Makela 2007, 36.) Aikaisemmissa tut-
kimuksissa on havaittu, ettd kokonais-IgE-tasot olivat merkittavasti korkeammat
Venagjan Karjalan lapsilla verrattuna suomalaislapsiin. Painvastoin allergeenis-
pesifiset IgE-tasot olivat matalampia Venajan Karjalan lapsilla. Tutkijat olettavat,
ettd ero totaali-IgE-tasoissa voidaan osittain selittda parasiitti-infektioiden korke-
ammalla maaralla Venajan Karjalassa Suomeen verrattuna. (Aittoniemi ym. 2007,
49-51.)

XXX



3 KIHOMADOT

Kihomato (Enterobius vermicularis; lat. enterobius, suolistossa elava; vermicularis,
pikkumato) on suolistoloinen, joka kuuluu sukkulamatojen ryhmaan. Laaketietees-
sa kihomatotautia kutsutaan enterobiaasiksi. Kihomato on todennakoisesti seuran-
nut ihmista koko lajimme historian ajan ja ihmisen evoluution aikana sopeutunut
elinolosuhteiden muutoksiin. (Tartuntatautiliitto 2009.) Matoparasiittien aiheuttamat
mahasuolikanavan infektiot ovat tavallisia ja toistuvia huonon hygienian maissa,
joissa ne leviavat helpommin (Hellstén 2002, 150). Suomessa kihomatoinfektiot
ovat ihmisen yleisin matotauti. Eniten infektioita esiintyy paivahoidossa ja koulun

alaluokilla olevilla lapsilla. (Huovinen ym. 2003, 358.)

3.1 Kihomadon anatomia ja kiertokulku

Kihomadot ovat muodoltaan sylinterimaisia. Naaraskihomadolla on pitka terava-
painen hanta ja koirailla hanta on puolestaan kippurassa (kuva 1 s. 10). (Tartunta-
tautiliitto 2009.) Kihomato uros on n. 2-5 mm pitka ja 0,2 mm levyinen. Naaras on
suurempi, pituudeltaan 8-13 mm ja leveydeltaan 0,5 mm. Variltaan kihomadot ovat
vaaleita ja kellertavan valkoisia. (David & William 2006, 246.) Mikroskooppisesti
tarkasteltuna kihomato on poikkijuovainen ja teravapainen. Sen sisalla on usein
nahtavissa paljon munia seka ruokatorvi ja suuaukon ymparilla olevat "poskipus-
sit”. (Huovinen ym. 2003, 359.)
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Koiras Naaras

KUVA 1. Koiras- ja naaraskihomadon tyypillinen muoto (mukaillen Sun-Yat-sen
University, 2009)

Kihomato on vain ihmisen parasiitti, joten tartunnan voi saada vain toiselta ihmisel-
ta eika vali-isantia tarvita. Tartunta tapahtuu kasien valityksella nielemalla infektiivi-
sida munia. (Huovinen ym. 2003, 358.) Munat leviavat vaatteiden ja vuodevaattei-
den valitykselld, joten ne leviavat helposti perheen keskuudessa. Munat voivat sai-
lya infektiokykyisina kuivassa polyssa joitakin paivia, joten ne leviavat helposti sisa-
tiloissa huoneilman mukana. (David & William 2006, 246.) Tartunnan voi saada

myos kontaminoituneista esineista, kuten leluista (Hellstén 2002, 85).

Kihomadon munat ovat soikion muotoisia, 50-60 ym pitkia ja 20-32 um leveita. Ne
ovat yleensa yhdeltad sivultaan litteitd (kuva 2. s.11) ja tdman avulla ne voidaan
erottaa koukkumadon munista. (David & Williams 2003, 247.) Munat tulevat infek-
tiokykyisiksi 4-8 tunnin kuluttua siita, kun aikuinen naarasmato on kiinnittanyt ne
isannan peraaukon ymparille. Infektiokykyiset munat sisaltavat ensimmaisen as-
teen toukan. (Huovinen ym. 2003, 358.) Munat voivat sailya elossa elimiston ulko-
puolella joitakin viikkoja (David & William 2006, 246). Nielty muna aukeaa ohut-
suolessa vapauttaen toisen asteen toukan, josta kehittyy aikuinen kihomato (Huo-
vinen ym. 2003, 358). Munan kehitys aikuiseksi kihomadoksi kestaa noin 6 viikkoa,

mutta se voi tapahtua nopeamminkin (David & William 2006, 246).
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KUVA 2. Kihomadon munat mikroskoopissa (mukaillen Centers for Disease Con-
trol and Prevention, 2005)

Aikuiset madot elavat padasiassa umpisuolen, mutta myos paksu- ja perasuolen
alueella (Baron ym. 2003, 2031). Kihomadot kiinnittyvat suolen seinaman limakal-
voon. Ravinnokseen ne kayttavat suolen sisallon ravinteita ja glukoosia. (Tartunta-
tautiliitto 2009.) Aikuiset madot ovat elinkykyisia noin 1-3 kuukautta. Naarasmadot
ovat munimiskykyisia noin kuuden viikon kuluttua syntymastaan. Kihomato ei ky-
kene lisdantymaan suvuttomasti, joten naarasmato pystyy tuottamaan infektioky-
kyisia munia vain, jos samassa isannassa on myos koirasmatoja. (Huovinen ym.
2003, 358.) Koirasmadot kuolevat pian hedelmditettyaan naaraan. Munat kehittyvat
naaraan sisalla, kunnes ne tayttavat naaraan elimistén melkein kokonaan. (Tartun-
tatautiliitto 2009.) Naarasmadot vaeltavat 6isin perdaukon ymparille munimaan
(kuva 3. s. 12) (Huovinen ym. 2003, 358). Tama tapahtuu luultavasti ruumiinlam-
mon laskemisen seurauksena. Munittuaan myos naaraat kuolevat. (Tartuntatauti-
litto 2009.)

Munat Kiinnittyvat peraaukon limakalvon poimuihin ja ihoon madon erittdman lii-
mamaisen nesteen avulla. Eritteen aiheuttama kutina on kihomadon kiertokulun
kannalta hyodyllista, silla raapimisen myota munat tarttuvat helposti sormiin seka
vaatteisiin ja vuodevaatteisiin. Sormista munat kulkeutuvat helposti uudelleen sa-

man isdnnan tai uuden isannan suuhun ja nain madon kiertokulku jatkuu. (Huovi-
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nen ym. 2003, 358.) Yksi autoinfektiotapa on munien kulkeutuminen peraaukolta

takaisin perasuoleen ja paksusuoleen (David & William 2006, 246).

MNielty kihomadon
Vapautunut muna

toisenasteen toukka /

KUVA 3. Kihomadon kehitys suolistossa (mukaillen Hospital medicine/Chaners

publishing company, 2009)

3.2 Kihomatoinfektion taudinkuva

Kihomatoinfektion aiheuttamat oireet ja niiden voimakkuus vaihtelevat yksildllisesti.
Aikuiset ovat usein oireettomia (Tartuntatautiliitto 2009). Naarasmatojen vaellus
peraaukolle ja munien pinnalla oleva limamainen erite aiheuttavat kutinaa, joka voi
olla hyvin voimakasta. Kutina voi hairitd infektoituneen unta. (David & William
2006, 247.) Kutinasta aiheutuva raapiminen voi saada aikaan myds verinaarmuja
perdaaukon seudulle. Kihomatoinfektio ei yleensa aiheuta yleiskunnon huononemis-
ta tai painon laskua, koska kihomadot kayttavat vain vahan ravinteita. Suuri kiho-
matomaara voi joskus aiheuttaa umpisuolen tulehduksen, mutta nain tapahtuu har-

voin ja kihomatojen yhteytta umpisuolen tulehtumiseen ei ole tieteellisesti todistet-
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tu. (Hellstén 2002, 85.) Arsytys voi my6s aiheuttaa perdaukon supistuksia, joka il-
menee kipuna ja joskus vatsavaivoina (Tartuntatautiliitto 2009). Pienilla tytoilla ma-
dot voivat siirtya peraaukolta vaginaan aiheuttaen paikallista arsytysta (David &
William 2006, 247) ja vaginiitin eli ematintulehduksen oireita (Hellstén 2002, 85).
Kihomadot voivat myos kulkea virtsaputkeen ja altistaa virtsaputken tulehdukselle
(Tartuntatautilitto 2009). Kihomatojen kiinnittyminen suolen seinamaan saattaa
aiheuttaa tulehduksen (David & Williams 2006, 248).

3.3 Kihomatoinfektion diagnostiikka ja hoito

Kihomatoinfektio voidaan diagnosoida liikkuvien matojen havaitsemisella, madoiksi
epailtyjen liikkumattomien rakenteiden mikroskooppitutkimuksella ja osoittamalla
madon munia peraaukon ympariltd otetusta naytteesta. Naytteita kihomadon mu-
nien osoittamiseksi tulisi ottaa useita, koska diagnostiikka vain yhden naytteen pe-

rusteella on epavarmaa. (Huovinen ym. 2003, 359-360.)

Liikkuvia matoja voidaan etsia lapsen peraaukon ympariltd nukkumaanmenon jal-
keen taskulampulla, koska pimea saa kihomatonaaraat tulemaan iholle munimaan
(Tartuntatautiliitto 2009). Herkempi tapa on osoittaa kihomadon munia naytteesta,
joka on otettu aamulla ennen ulostamista. Peraaukkoa ei mydskaan saisi raapia
ennen naytteenottoa. Munanayte voidaan ottaa pumpulitikulla tai teippinaytteena.
Pumpulitikulla naytetta otettaessa tikku kostutetaan keittosuolaliuokseen tai vase-
liiniin ja sitd pyoritetddn voimakkaasti peraaukon ymparilla. Tikku lahetetaan labo-
ratorioon tutkittavaksi. Madolliset munat irrotetaan tikusta ravistelemalla tai liuotta-
malla. Naytteesta etsitdan kihomadon munia mikroskoopin avulla. Teippinayte ote-
taan 10 cm:n pituisella lapinakyvalla sellofaaniteipilla, joka kiinnitetdan objektilasille

mikroskooppista tutkimusta varten. (Huovinen ym. 2003, 359.)

Kihomatojen haato vaatii ladkehoitoa (Tartuntatautilitto 2009). Infektion hoidossa
voidaan kayttaa esimerkiksi sukkulamatolaakkeisiin kuuluvaa mebendatsolia, pyr-

viinia tai albendatsolia. Laakehoito annetaan kerta-annoksena yleensa kahdesti



14

noin kolmen viikon valein. Laakkeet eivat kuitenkaan tehoa kihomadon muniin, jo-
ten uusintainfektio hoidon jalkeen on hyvin todennakoinen. Uusintainfektion esta-
miseksi taytyy kiinnittdd huomiota riittdvaan hygieniaan. Laakehoidon jalkeisena
paivana on suositeltavaa pesta vuodevaatteet, yopuvut ja lasten unilelut seka siivo-
ta huone polyttomaksi. Munat voidaan tuhota patjoista ja vuodevaatteista saunassa
kuumakasittelylla tai kovassa pakkasessa kylmakasittelylla. Uusintainfektiota voi-
daan ehkaista myds hoitamalla samaan aikaan kaikki samassa taloudessa asuvat

oireettomatkin henkilt. (Huovinen ym. 2003, 359.)
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4 LABORATORIOMENETELMIEN PERIAATTEET

Polymeraasiketjureaktion (PCR) optimoinnissa kaytetdan molekyylibiologian pe-
rusmenetelmia, joita tulemme tassa kappaleessa kasittelemaan. Naitd menetelmia
ovat itse polymeraasiketjureaktion lisaksi DNA:n eristys ja puhdistus seka aga-
roosigeelielektroforeesi (AGE). Kasittelemme tavallisen PCR-reaktion (kvalitatiivi-
nen PCR) lisaksi reaaliaikaista PCR:aa (kvantitativinen PCR) seka niiden opti-

mointia.

4.1 DNA:n eristys ja puhdistus

Ennen DNA:n erilaisia kasittelyja ja tutkimuksia haluttu DNA (deoksiribonukleiini-
happo) on saatava eristettya tutkittavasta kohteesta (Suominen & Ollikka 2003,
61). Eristetty DNA tulee puhdistaa solun muista hairitsevistd molekyyleista. Solun
omat DNA:ta hajottavat ja muokkaavat entsyymit on poistettava, jotta ne eivat hai-
ritse PCR-reaktiossa tarvittavien entsyymien toimintaa. (Ulmanen ym. 2004, 34.)
Kaikkiin PCR-reaktioihin ei valttamatta tarvitse tehda DNA:n eristysta ja puhdistus-
ta, vaan niihin riittaa, etta DNA saadaan vapautumaan solun sisalta reaktiota var-
ten. DNA:n eristykseen ja puhdistamiseen on kaytossa erilaisia menetelmia, kuten
esimerkiksi fenoli-kloroformiuutto, etanolisaostus ja silikapuhdistus. Useimmiten
menetelma riippuu DNA:n tulevasta kayttdtarkoituksesta ja lahtomateriaalin maa-
rasta. Usein suurilla molekyylibiologisten reagenssien valmistajilla on valmiita rea-
genssisarjoja DNA:n eristykseen, joiden mukana tulevat yksityiskohtaiset tydohjeet.
(Suominen & Ollikka 2003, 61-63.)

Kromosomaalisen DNA:n eristys aloitetaan halutun naytemateriaalin keraamisella.
Tutkittava materiaali kasitellaan proteinaasi K-entsyymilla EDTA:n ja SDS:n (natri-
umdodekyylisulfaatti) Iasna ollessa, jolloin solut saadaan hajoamaan. Lisaksi kasit-

telyssa kaytetaan RNAasia eli ribonukleaasia, joka hydrolysoi RNA-juosteet
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pienemmiksi. DNA-liuos voidaan uuttaa fenoli-kloroformimenetelmalla, jolloin saa-
daan osa proteiineista poistettua. Taman jalkeen DNA-liuos voidaan saostaa eta-
nolisaostusmenetelmalld. DNA:ta tulee kasitella varoen, silla se katkeaa helposti
esimerkiksi pipetoinnin, sentrifugoinnin ja sekoituksen yhteydessa. (Suominen &
Ollikka 2003, 63-64.)

DNA:n eristysmenetelmat ovat myos pitkalle automatiosituja. Magna Pure LC on
Roche:n valmistama laite, jolla voidaan eristda DNA:ta ja RNA:ta monista erilaisis-
ta lahtomateriaaleista. Yhdella eristysajolla voidaan eristaa jopa kolmekymmenta-
kaksi naytetta kerrallaan ja kone suorittaa eristyksen taysin automaattisesti. DNA:n
eristys perustuu magneettipartikkelimenetelmaan, jossa magneettipartikkelit ovat
paallystetty DNA:ta sitovalla silikapaallysteella. Magneetin avulla saadaan DNA
erottumaan muista naytteen ainesosista ja DNA voidaan pesta epapuhtauksista.
MagNA Pure LC:lle on erilaisia reagenssipakkauksia, joilla kaikilla on oma kaytto-
tarkoituksensa. Laitteeseen saa lisaksi kytkettyd myoOs osakokonaisuuksia, joilla

voidaan helpottaa kaytannon tyoskentelya. (Roche. MagnaPure LC 2009.)

Silikapuhdistus on paljon kaytetty menetelma. Sen avulla voidaan puhdistaa ja va-
kevoida DNA:ta. Menetelma perustuu silikaan, joka sitoo DNA:ta itseensa korkeas-
sa ionivahvuudessa ja nain ollen kaikki muu naytteessa oleva epapuhtaus voidaan
pestd pois. Manuaalieristysmenetelmassa kaytetdan usein spin column -
tekniikkaa, jossa silika on suodatinkalvona pylvaassa. Pylvaan lapi ajetaan nayte,
jolloin DNA sitoutuu silikakalvoon korkeassa ionivahvuudessa. Taman jalkeen DNA
pestdan yhdella tai useammalla pesupuskurilla. Kun epapuhtaudet on huuhdeltu,
voidaan DNA eluoida eli irroittaa huuhtelemalla se liuokseen, jonka ionivahvuus on
matala. (Opetushallitus 2009.)
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4.2 Polymeraasiketjureaktio

Polymeraasiketjureaktio (Polymerase chain reaction) eli PCR on menetelma, jolla
voidaan monistaa DNA-ketjua kahden emasjarjestykseltaan tunnetun DNA-jakson
valissa polymeraasientsyymin avulla (Suominen & Ollikka 2003, 107). Menetelman
kehitti kalifornialainen tutkija Kary Mullis 1980 -luvun puolivalissa (Ulmanen, Valste
& Viitanen 1995, 38). PCR on yksinkertainen ja tehokas molekyylibiologian avain-
menetelma (Ugaz 2007, 90). PCR perustuu polymeraasientsyymin kykyyn raken-
taa uutta DNA-ketjua templaatin eli malliketjun mukaisesti tietyissa lampdétiloissa ja
tarvittavien rakennusaineiden lasna ollessa (Wittwer & Kusukawa 2006, 1412). Ku-
vassa 4. on PCR-laite, jolla saadaan PCR-reaktioiden Iampdtilavaihtelu aikaan,
saatamalla laitteeseen Iampdtilat. PCR on erittdin herkkd menetelma ja sen avulla
saadaan monistettua lyhyessa ajassa miljoonia molekyyleja. (Uimanen, Tenhunen
& Ylanne 2004, 45.) PCR -menetelmistd on nykyaan useita erilaisia sovelluksia
(Suominen & Ollikka 2003, 107). Sita kaytetdan perustutkimuksessa seka biotek-
niikassa. Esimerkiksi tartuntatautien diagnostiikassa voidaan monistaa mikrobien
DNA:ta PCR:lIa. (Uimanen ym. 2004, 47.)

KUVA 4. PCR-laite (termosykleri) johon laitetaan reaktioputket. Laitteeseen ohjel-

moidaan halutut lampdtilat (Keranen 2009)
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PCR-reaktio tulisi suunnitella huolellisesti etukateen (Suominen & Ollikka 2009,
112). Menetelma on erittain herkka vieraasta DNA:sta johtuville kontaminaatioille,
jotka aiheuttavat vaaria tuloksia. Siksi menetelmassa kaytettavien tilojen ja valinei-
den on oltava mahdollisimman puhtaita. Myos valmiit PCR-tuotteet voivat aiheuttaa
kontaminaatioita. Niitd voidaan kuitenkin ehkaista kayttamalla ultraviolettivaloa tu-
hoamaan tyotiloista valmiit tuotteet, jotta ne eivat voi toimia uudessa reaktiossa
templaatteina. (Wilson & Walker 2005, 212.) Puhtauden seuraamiseksi voidaan
kayttda negatiivisia kontrolleja, joissa naytteen tilalla on vesi (Kidd & Ruano 1995,
7). PCR-reaktioiden valmistukseen voi olla varattuna myds erillinen puhdastila, jo-
ka voidaan esimerkiksi ylipaineistaa ilmastoinnilla. Tyontekijoiden kulkua voidaan
myds rajoittaa niin, ettd saman tyopaivan aikana ei PCR-tuotteiden kasittelytilasta
saisi tulla PCR-reaktioden valmistustilaan. (Suominen & Ollikka. 2003, 112.)

PCR-menetelma on myos herkka tekijoille, jotka inhiboivat eli estavat reaktiota.
Kliinisissa potilasnaytteissa saattaa olla arvaamattomia, luonnossa esiintyvia inhibi-
tiota aiheuttavia aineita, joka tulisi ottaa huomioon PCR-menetelman suunnittelu-
vaiheessa. Jotta voidaan varmistua menetelman toimivuudesta, voidaan kayttaa
nukleiinihappojen puhdistusmenetelmia. Kontrollinukleiinihappoketjua voidaan liit-
taa tai lisata reaktioon, jonka monistumisen johdosta voidaan arvioida inhibiittorei-
den maaraa naytteessa. (Wittwer & Kusukawa 2006, 1416.) Erityisesti PCR-
reaktioita inhiboivia aineita on ihmisen ulosteessa, mika tulee ottaa huomioon sil-
loin, kun ollaan suunnittelemassa PCR-menetelmaa ulostenaytteille (Sami Oikari-
nen 2009).

PCR-reaktioon tarvitaan templaatti-DNA:ta, alukkeita seka lammodnkestavaa DNA-
polymeraasientsyymia, jonka tehtavana on kahdentaa soluissa DNA:ta. DNA-
polymeraasit saadaan eristamalla kuumissa lahteissa elavista arkkibakteereista.
(Ulmanen ym. 2004, 36, 46.) Taman bakteerin nimi on Thermus aquaticus ja siita
eristetty entsyymi on Taq polymeraasi (Campbell & Farrell 2008, 386). Tag on
PCR:ssa yleisimmin kaytetty DNA-polymeraasientsyymi (Wilson & Walker 2005,
209). Lisaksi tarvitaan myds DNA:n rakenneosia, nukleotideja (Uimanen ym. 2004,

36, 46). Monistettavan templaatti-DNA:n sekvenssi eli emasjarjestys on tunnettava
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ainakin osittain. Taman tiedon avulla monistettavalle DNA:lle suunnitellaan kaksi
spesifista oligonukleotidialuketta eli primeria, jotka pystyvat kiinnittymaan templaat-
ti-DNA:n 3" paihin. (Wilson & Walker 2005, 207-208.) DNA:n rakennusaineiksi tar-
vitaan dNTP:ta (deoksiribonukleotiditrifosfaatteja) joka sisaltaa kaikkia neljaa nuk-
leotidia dATP, dCTP, dGTP ja dTTP. Lisaksi tarvitaan Tris-HCI-puskuri, jonka pH

on 7-9 ja sopiva magnesiumionikonsentraatio (Mg?*). (Opetushallitus 2009.)

PCR-reaktio koostuu toistuvista kolmivaiheisista sykleista. Yksi sykli on kestoltaan
yleensa alle viisi minuuttia. (Glick & Pasternak 2003, 111.) Syklin vaiheet ovat,
denaturaatio, annealing ja ekstensio, jotka saadaan aikaan muuttamalla reak-
tiolampdtilaa. Aloitusvaiheessa eli denaturaatiossa lampdétilaa nostetaan yli 90 °C,
jolloin DNA denaturoituu korkean lammon vaikutuksesta eli DNA:n vastinjuosteet
irtoavat toisistaan. Annealing-vaiheessa lampatila lasketaan hetkellisesti 40 — 60
°C, jolloin alukkeet paasevat sitoutumaan yksijuosteisen templaatti-DNA:n 3’ pai-
hin. Annealing-lampdtila on optimoitava jokaiselle PCR-reaktiolle erikseen. (Wilson
& Walker 2005, 209.) Kun taman jalkeen lampdtilaa nostetaan 72 °C ekstensio- eli
pidennysvaiheessa, alkaa DNA-polymeraasi liittda alukkeen 3~ paahan reak-
tioseoksessa olevia nukleotideja templaatin mallin mukaan, kunnes molemmille
templaatin nauhoille on syntynyt vastinnauha (kuva 5 s.20) (Suominen & Ollikka
2003, 108). Sykleja toistettaessa DNA monistuu eksponentiaalisesti kaksinkertais-
tuen jokaisen syklin jalkeen (Ugaz 2007, 90). PCR-reaktion monistustuotteet saa-

daan nakyviin agaroosigeelielektroforeesilla (Wittwer & Kusukawa 2006, 1421).
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KUVA 5. PCR-reaktiossa tapahtuva monistussykli (mukaillen Molecular Station,
2009)

4.3 Alukkeiden suunnittelu

Erilaisissa molekyylibiologian tutkimusmenetelmissa joudutaan suunnittelemaan
erilaisia alukkeita ja koettimia, jotka sitoutuvat spesifisesti DNA-ketjuun (Wilson, K
& Walker, J. 2005). PCR-reaktioita suunniteltaessa alukkeiden suunnittelu on yksi
tarkeimmista tekijoistd reaktioiden onnistumisen kannalta (Opetushallitus 2009).
Alukkeiden suunnittelussa tarvitsee tuntea tutkittavan DNA:n sekvenssi eli emas-
jarjestys. Erilaisien organismien ja ihmisen DNA:t ovat sekvensoitu ja talletettu eri-
laisiin tietokantoihin eli geenipankkeihin (GenBank). Yksi eniten kaytetyista geeni-
pankeista on US genetic database resource. (Wilson & Walker 2005.) DNA-
sekvenssia voidaan hakea organismin nimella tai sekvenssin perusteella. Hausta
riippuen voidaan saada useampien eri kantojen sekvensseja. Taman jalkeen tar-
kastellaan niiden samankaltaisuuksia ja valitaan sekvenssit tallennettavaksi. Kun

halutut DNA-sekvenssit on 16ydetty tietokannasta ja ne on tallennettu seka tarkas-
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teltu, niin voidaan lahted suunnittelemaan haluttua aluketta. (Sami Oikarinen
2009.)

Sopiva pituus alukkeille on yleensa 18 - 25 emasta (Wittwer & Kusukawa 2006,
1412-1415). Alukkeen sulamislampdtilaa kuvaava T, kertoo alukkeen sitoutumis-
voimakkuuden. Kun alukkeen sulamislampdétila on korkeampi, aluke sitoutuu voi-
makkaammin. Sulamislampétilaan vaikuttaa alukkeen G- ja C-emasten maara. Mi-
td enemman on G- ja C-emaksia, sitd korkeampi on alukkeen sulamislampdtila.
Alukepari tulisi suunnitella siten, etta niiden valinen sulamislampdtila ei poikkeaisi 2
°C enempaa, koska niiden sitoutuminen kohde DNA:han tulisi olla yhta voimakasta
samassa reaktiolampdétilassa. Reaktion annealing-vaiheessa kaytetaan useimmiten
alukkeen Tpy-arvoa hieman alempaa lampoétilaa. Alukkeen sulamislampétilan las-
kennassa voidaan kayttaa tietokoneohjelmien apua tai laskea karkeasti ns. Walla-
cen saannon avulla, jossa jokainen A- ja T-emas vastaa 2 °C seka jokainen G- ja
C-emas 4 °C. Alukkeet saattavat sitoutua joskus vaariin kohtiin templaattia ja nain
syntyy epaspesifeja tuotteita. Epaspesifista sitoutumista tapahtuu herkasti sille alu-
eelle, jossa on paljon G- ja C-emasta. Sen vuoksi tulisi aluke suunnitella niin, etta
3’ paassa ei olisi yli kolmea G- tai C-emasta. Lisaksi aluke ei saisi muodostaa
hiuspinnirakenteita, eikd mukana saisi olla alukkeiden keskinaista sitoutu-
mista. Tietokoneohjelmia kaytetaan paljon alukkeiden suunnittelussa, jotka
laskevat sulamislampdtilan lisaksi erilaisia muita PCR-reaktioita hairitsevia
tekijoita. (Opetushallitus 2009.)

Sopivien alukkeiden 16ydyttya, tarkastellaan niiden sitoutumista mahdollisiin muihin
genomisiin  DNA-ketjuihin. National Center for Biotechnology Information-
tietokannassa on niin kutsuttu BLAST-ohjelma (basic local alignment search tool).
BLAST-ohjelmalla on mahdollista hakea erilaisilla sekvensseilla samankaltaisuuk-
sia muiden genomisten DNA-sekvenssien kanssa. Nain voidaan tarkistaa, ettei
suunniteltu aluke kiinnity joihinkin muihin naytteessa oleviin DNA-sekvensseihin.
(Mount, D. 2004. 16.)



22

Alukkeet ja muut oligonukleotidit valmistetaan siihen tarkoitetuilla syntetisaattoreil-
la. Yksittaisten ryhmien ei kannata laitetta hankkia, koska se on kallis ja kayttoa
suhteessa laitteen kapasiteettiin on vahan. Molekyylibiologisten reagenssien toimit-
tajilta voidaan tilata myds alukkeita ja oligonukleotideja. Tilauksen yhteydessa il-
moitetaan halutun alukkeen tai muun oligonukleotidin tarkka sekvenssi, jotta saa-

daan juuri sellainen tuote kuin on suunniteltu. (Opetushaliitus 2009.)

4.4 Polymeraasiketjureaktion optimointi

Suunniteltaessa PCR-reaktiota tutkittavalle DNA:lle tulee reaktio-olosuhteet opti-
moida eli saataa reaktio mahdollisimman toimivaksi ja herkaksi. Reaktio-olosuhteet
joudutaan suunnittelemaan etukateen seka testaamaan ne kokeellisesti, koska
useinkaan PCR-reaktio ei toimi ensi yrittamalla. Mita pidempaa tuotetta ollaan mo-
nistamassa sitd enemman korostuu optimoinnin tarkeys. Yleensa aloitetaan reak-
tio-olosuhteilla, jotka toimivat useimmissa reaktioissa. (Suominen & Ollikka, 2000,
110.) PCR-reaktion onnistumisen kannalta tulisi optimoida alukkeet seka magnesi-
um-, dNTP- ja DNA-polymeraasikonsentraatiot. Lisaksi tulisi 10ytaa sopiva denatu-
raatioaika ja — lampdtila seka alukkeiden kiinnittymisaika ja —lampdtila. (McPher-
son, 2000, 68.) Reaktioihin vaikuttavat myds pH, suolakonsentraatio ja detergentti,
seka inhibiittorien estajat esimerkiksi BSA (nukleaasiton haran seerumin albumiini)
(Finnzymes 2002).

PCR-menetelman suunnittelu alkaa alukkeiden suunnittelusta, koska templaatti
tarvitsee spesifiset alukkeet monistuakseen (Sami Oikarinen 2009). Alukkeiden va-
linta on ratkaisevassa asemassa menetelman laadun ja reaktion onnistumisen
kannalta. Templaatin sekvenssi on oltava tiedossa, kun halutaan suunnitella ja vali-
ta alukkeet. Suunnittelussa tulee ottaa huomioon erilaisia tekijoita, jotka saattavat
vaikuttaa reaktion onnistumiseen. Alukkeet eivat saisi kiinnittya keskenaan ja nii-
den tulisi olla komplementaarisia templaatin sekvenssin halutulla alueella. (Wittwer
& Kusukawa 2006, 1412-1415.)
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Jos alukkeita on ylimaara, voivat alukkeet kayttaa polymeraasin aktiivisuutta ja ra-
kennusaineita eli dNTP:ta omiin epaspesifisiin monistumisiinsa. Alukkeiden kiinnit-
tymisessa tarkeitd ovat lampdtila ja aika, joihin vaikuttavat alukkeen pituus, pitoi-
suus ja emaskompositio eli G-C-pitoisuus. Sopiva lampdtila alukkeen kiinnittymisel-
le on yleensa 5 °C alhaisempi kuin alukkeen sulamislampétila (Tr,). Mikali kiinnit-
tymislampdtilaa nostetaan, vahenee vaarien nukleotidien kiinnittyminen seka itse
alukkeiden kiinnittyminen vaariin kohtiin templaattia. Alukkeiden pidentymiseen
(ekstensio) vaikuttavia tekijoita ovat templaatin pituus, maara ja kaytetty lampatila.
Useimmin kaytetty lampétila on 72 °C, jolloin entsyymi kiinnittda 35 - 100 nukleoti-
dia sekunnissa. Entsyymin kiinnittamisnopeuden vaihtelu voi johtua puskurista,

pH:sta, suolapitoisuudesta, seka templaatin luonteesta. (Opetushallitus 2009.)

MgCl,-konsentraatio tulisi optimoida jokaiselle templaatti-alukeparille erikseen,
koska DNA-polymeraasit ovat erittain herkkia MgCly-konsentraation suhteen.
MgCl,-konsentraatio vaikuttaa alukkeiden kiinnittymiseen, DNA:n denaturoitumi-

seen, entsyymin aktiivisuuteen ja tarkkuuteen. (Opetushallitus 2009.)

Deoksinukleotiditrifosfaatissa (dNTP) tulisi olla jokaista neljaa deoksinukleotidia
sama maara. Mikali dNTP-pitoisuus reaktiossa on pieni, vahenee alukkeiden epa-
spesifisten sitoutumisten maara seka vaarien nukleotidien kiinnittyminen DNA-
nauhaan. PCR:n optimoinnissa tulisi I0ytaa sopiva ja pienin mahdollinen maara
dNTP:ta. (Opetushallitus 2009.)

DNA-polymeraasin maaraan vaikuttaa niin templaatti kuin alukkeetkin. PCR-
menetelman optimoinnissa oikea pitoisuus saadaan selville kokeilemalla erilaisia
entsyymimaaria. Liiallinen maara entsyymia saattaa johtaa epaspesifisiin monistus-
tuotteisiin ja lilan alhaisella maaralla puolestaan tuotetta ei synny ollenkaan tai sita
on vahemman kuin optimiolosuhteissa. (Opetushallitus 2009.) Usein entsyymien
valmistajat antavat ohjeet tuottamansa polymeraasin kayttoon, josta selvida ent-

syymipitoisuudet, joilla paastaan parhaimpiin tuloksiin (Sami Oikarinen 2009).
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Annealingajan ja -lampdtilan tulee olla sopivat, jotta alukkeet ehtivat kiinnittya. Mita
korkeampia lampdtiloja kaytetdan sitd nopeammin polymeraasientsyymin aktiivi-
suus vahenee. Lammonkestavat polymeraasientsyymit kestavat hyvin korkeita
lampdtiloja ilman, etta niiden aktiivisuus laskee. Mikali templaatissa on paljon G-C-
sidoksia, voidaan denaturaatio-lampdétilaa nostaa hieman korkeammaksi. An-
nealing-lampdatila riippuu alukkeiden pituudesta, nukleotidikoostumuksesta ja pitoi-
suudesta. Usein sopiva annealing-lampdétila on 5 °C alle alukkeiden sulamislampo-
tilan. (Opetushallitus 2009.)

Syklien maaraan vaikuttaa ainoastaan templaatin maara, kun muut olot ovat saatu
optimoitua. Jos reaktiossa on liikaa sykleja, voi syntya epaspesifista monistumista.
Toisaalta syklien vahyys voi johtaa siihen, ettd monistustuotetta ei synny maksi-
maalista maaraa. Sykleja on yleensa 25 - 45 riippuen templaatin maarasta lahtoti-

lanteessa. (Opetushallitus 2009.)

4.5 Agaroosigeelielektroforeesi

DNA:n analysoimiseen kaytetaan agaroosigeelielektroforeesia (AGE), jolla voidaan
analysoida muutamien kymmenien tai tuhansien emasparien pituuden omaavia
DNA-jaksoja. Menetelma perustuu nukleiinihappojen sahkodiseen varaukseen, jon-
ka avulla ne erottuvat kokonsa mukaan sahkokentassa. (Suominen & Ollikka,
2003, 72-74.)

Agaroosigeelielektroforeesissa kaytetdan agaroosigeelia, joka valmistetaan liuot-
tamalla agaroosia veteen seosta lammittamalla. Liuoksen jaahtyessa muodostuu
hyyteléomainen geeli. (Suominen & Ollikka, 2003, 72-74.) Agaroosi on lineaarinen
polysakkaridi ja se koostuu galaktoosista ja 3,6-anhydrogalaktoosista. Sen mole-
kyylimassa on keskimaarin 12 000 eli se omaa korkean molekyylipainon. Aga-
roosia saadaan eristamalla sita tietyntyyppisistd merilevista. (Wilson & Walker
2005, 454.) Agarooseja on saatavana erilaisia, jotka sopivat erilaisiin tarkoituksiin.

(Suominen & Ollikka, 2003, 72-74.) Agaroosigeeli on rakenteeltaan verkkomainen
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ja se koostuu huokosista, joiden kokoon vaikuttaa agaroosin konsentraatio. Kun
agaroosin konsentraatio on korkea, syntyy pienia huokosia. Matalassa konsentraa-
tiossa muodostuu puolestaan suuria huokosia. Esimerkiksi yksiprosenttisen geelin
huokoset ovat kooltaan noin 150 nm. (Pingoud, Urbanke, Hoggett, & Jeltsch 2002,
121.)

Agaroosigeeleja voidaan valmistaa erikokoisia riippuen siita, kuinka monta naytetta
halutaan ajaa geelille (Pingoud ym. 2002, 121). Yleensa agaroosigeelit ovat kool-
taan 7 X 10 senttimetrista 15 x 30 senttimetriin ja paksuus on 0,2 - 0,8 senttimetria.
Yhdelle geelile mahtuu kahdeksasta kolmeenkymmeneen naytekaivoa. Geelin
agaroosikonsentraatio on yleisimmin 0,3-2,0 %. Matala konsentraatio sopii parhai-
ten pitkille DNA-fragmenteille, korkea konsentraatio taas lyhyille fragmenteille.
(Pingoud ym. 2002, 121.)

Agaroosigeelia valmistettaessa punnitaan tietty maara agaroosia, johon lisataan
geelipuskuri eli TAE (Tris-asetaatti-EDTA) —puskuri tai TBE (Tris-boraatti-EDTA) ja
vesi. Tehty seos kiehautetaan hauteella tai mikroaaltouunissa, kunnes kaikki aga-
roosi on liuennut eli seos on muuttunut kirkkaaksi. Kun seos on jaahtynyt noin 55
°C, siihen lisataan etidiumbromidia, jonka avulla saadaan DNA nakymaan UV-
valossa. Etidiumbromidi voidaan lisata geeliin myds ajon jalkeen inkuboimalla gee-
lia elektroforeesipuskurissa tai vedessa, joka sisaltaa etidiumbromidia 0,5 ug/ml.
(Suominen & Ollikka, 2003, 72-74.) Etidiumbromidi on karsinogeeni, jota kasitelta-

essa on aina kaytettava suojakasineita ja tyotakkia (Opetushallitus 2009).

Geelitarjottimena kaytetdan muovista valmistettua levya, jonka paihin asetetaan
valumisesteet, jotta geeli saadaan jaamaan levylle. Liian kuumaa geelia ei saa
kaataa muovilevylle, silla levy vaantyy yli 50 °C lampdétilassa. Kun geeli on tarjotti-
mella, siihen asetetaan halutun kokoiset naytekammat. Naytekampojen avulla
saadaan geelille ajokaivot, jonne DNA-naytteet pipetoidaan. Geelia kaadettaessa
tarjottimelle pitda varoa ilmakuplien muodostumista. Geelin annetaan jahmettya,
jonka jalkeen valumisesteet ja naytekampa poistetaan. (Suominen & Ollikka, 2003,
72-74.)
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Agaroosigeeli asetetaan ajokammioon, (kuva 6 ) jossa on kammion kummassakin
paassa elektrodit, anodi ja katodi. Geelin paalle kaadetaan ajopuskuria, niin etta
koko geeli peittyy tasaisesti. DNA-naytteisiin lisatdan naytepuskuria eli latauspus-
kuria, jonka avulla naytteiden kulkeutumista voidaan seurata ajon aikana. Nayte-
puskureissa kaytettavia variaineita ovat mm. bromophenol blue (bromifenolisini) ja
xylene cyanol FF (ksyleenisyanoli). Lisaksi puskuri sisaltaa sokeri- tai glyseroli ai-
nesosia, joiden tarkoituksena on tehda nayte raskaaksi, jolloin se pysyy paremmin
kaivon pohjalla. (Fermentas International, 2009.) Taman jalkeen naytteet pipetoi-

daan huolellisesti naytekaivoihin. Naytesarjan alkuun ja loppuun pipetoidaan koko-

standardia. Standardi valitaan sen mukaan, minka pituista DNA:ta halutaan tutkia.
(Sami Oikarinen 2009.)

KUVA 6. Agaroosigeelielektroforeesi ajokammio (Keranen 2009)

Kun kaikki naytteet ja kokostandardi on pipetoitu kaivoihin, asetetaan turvakansi
paikalleen, kytketaan johtimet jannitelahteeseen ja kaynnistetdan ajo kytkemalla
jannitelahde paalle. Ajossa kaytetaan yleensa 20-200V suuruista jannitetta eli 1-
10V/geeli-cm. Negatiivisesti varautunut DNA lahtee kulkemaan geelilla sahkdken-
tassa kohti positiivista napaa eli anodia. Agaroosigeelin verkkomainen rakenne hi-
dastaa kulkeutumista siten, etta suurikokoiset molekyylit kulkevat lyhyemman mat-
kan kuin pienikokoiset molekyylit. Ajo voidaan pysayttaa, kun naytteessa monistu-

neet erikokoiset DNA-fragmentit ovat erottuneet toisistaan. Taman jalkeen geeli
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siirretaan varovasti UV-valaisimelle. Kun geelia tarkastellaan UV-valossa, etidium-
bromidi fluoresoi UV-valoa, jolloin naytteiden DNA:n muodostamat vyohykkeet voi-
daan havaita. DNA-ketjujen pituus saadaan arvioitua vertaamalla sitd kokostan-
dardin vyohykkeisiin. (Suominen & Ollikka, 2003. 72-74.)

4.6 Reaaliaikainen kvantitatiivinen polymeraasiketjuraktio

Reaaliaikainen PCR eli real-time PCR on nykyisin paljon kaytetty menetelma. Sita
kaytetaan erityisesti mikrobien diagnostiikassa, sen spesifisyyden, sensitiivisyyden
ja etenkin nopeuden vuoksi. Real-time-PCR on yleinen menetelma etenkin virus-

diagnostiikassa. (Mackay ym. 2007, 2.)

Reaaliaikaisessa PCR:ssa kaytetaan fluoresenssileimoja tai -koettimia, joiden avul-
la voidaan tehda suhteellista tai absoluuttista kvantitointia monistettavalle DNA:lle
(Dennis, Phil & Chiu 2006, 1436). Absoluuttista kvantitointia voidaan tehda lisaa-
malla vakionaytteet ja nain tunnettujen DNA-pitoisuuksien avulla saadaan vakioku-
vaaja. Monistusreaktion jossain syklissa alkaa eksponentiaalinen monistuminen
(Ct) (kuva 7 s.28). Suhteellista arviointia alkuperaisen templaatin maarasta voidaan

tehda Ct-arvojen perusteella (Dennis ym. 2006, 1440).
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KUVA 7. Eksponentiaalisen monistumisen aloituskohta Ct (mukaillen Langford ve-

terinary services, 2009)

Templaatti-DNA ja fluoresoiva variaine ovat samassa reaktioputkessa, joten reakti-
on aikana ei tarvitse lisata reagensseja. PCR-tuotteen monistumista seurataan
fluoresenssisignaalin voimakkuuden (intensiteetti) avulla jokaisessa syklissa. Mikali
reaktiossa on kohde DNA:ta ja se monistuu, fluoresenssin maara nousee reaktion
aikana. (Dennis ym. 2006, 1436.)

Kaksijuosteiseen DNA:han sitoutuvista variaineista etidiumbromidia on kaytetty en-
simmaisend DNA:n leimaamiseen reaaliaikaisessa PCR:ssa. Nykyaan kaytetympi
variaine on SYBR Green |, jonka taustafluoresenssi on pienempi kuin etidiumbro-
midin. SYBR Green | soveltuu kaksijuosteisen DNA:n leimaamiseen paremmin
kuin etidiumbromidi. (Dennis ym. 2006, 1436.)

SYBR Green | -menetelmassa kaytetaan kaksijuosteista DNA:ta varjaavaa leimaa,
jota kayttamalla saadaan kustannussaastoja ja valtytdaan koettimen suunnittelun
hankaluuksilta (Rasmussen 2001, 31). SYBR Green | —variaineella on eksitaatio
(virittymis-) ja emissio (sateilemis-) maksimit aallonpituudella 494nm ja 521nm
(Gen Quantification 2009). SYBR Green I:n kiinnittyessaan kaksinauhaiseen

DNA:han, (kuva 8 s.29) sateilee se fluoresenssia. Kiinnittyminen templaattiin on
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epaspesifista, joten leima kiinnittyy myds mahdollisiin  muihin DNA-juosteisiin.
SYBR Green | on paljon kaytetty variaine, kun ei vaadita sekvenssispesifista kiin-
nittymista monistuvaan DNA:han. (Dennis ym. 2006, 1436.) Tarjolla on my®os fluo-
resoivia variaineita, joissa on lisdominaisuuksia verrattaessa tavalliseen SYBR
Green | —variaineeseen (Sugden & Winter 2008, 158). Naita ovat esimerkiksi LC
Green®, Eva Green®, BOXTO® (Gen Quantification 2009).

Eksitaatio Emissio

KUVA 8. SYBR Green | periaate (mukaillen Rasmussen 2001, 32)

Leimatuilla hybridisaatiokoettimilla saadaan monistettava-DNA leimattua spesifi-
sesti tiettyyn kohtaan templaatin sekvenssia (Dennis ym. 2006, 1436). Hybridisaa-
tiokoettimia on erilaisia. Koettimien periaate perustuu fluoresenssiresonanssi ener-
giansiirtoilmiodn (fluorecence resonance energy transfer, FRET). Menetelmassa
kaytetaan kahta DNA:han vierekkain sitoutuvaa koetinta, joista toisen koettimen 3'-
paassa on luovuttajavariaine (donor dye) ja toisen koettimen 5-padssa on vas-
taanottajavariaine (acceptor dye). Koettimien sitoutuessa DNA:han syntyy FRET-
iimioé koettimien leimojen valille ja vastaanottajaleima aiheuttaa fluoresenssivaloa
(kuva 9 s.30), joka mitataan laitteen fluoresenssimittausyksikossa. (Rasmussen
2001, 32
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KUVA 9. Hybridisaatiokoettimen periaate (mukaillen Rasmussen 2001. 32)

Hydrolyysikoettimista kaytetyin on TagMan® koetin, joka on leimattu fluoresenssin
lahettaja- (reporter) ja sammuttajaleimalla (quencher). Koettimen ollessa sitoutu-
mattomana, sammuttajaleima tukahduttaa lahettajaleiman, joka ei siten anna fluo-
resenssisignaalia. Koettimen sitouduttua kohdesekvenssiinsa, alkaa polymeraasi
rakentaa ketjua ja polymeraasissa olevan nukleaasiominaisuuden johdosta koetin
pilkkoutuu eli hydrolysoituu. Taman johdosta sammuttaja- ja lahettajaleimat ajautu-
vat erilleen ja syntyy fluoresenssisignaali (kuva 10). Fluoresenssisignaali mitataan
tassa vaiheessa. Monistettavien ketjujen maaran lisaantyessa, lisaantyy myos ko-
ettimien hydrolysoituminen aiheuttaen fluoresenssisignaalin kasvun. (Roche Diag-
nostics 2009.)

1/"11/"\ \ ~ \
/ Sammuttaja N Q
‘ 3 - /H’LL],\ e / /

Polymeraasi

KUVA 10. TagMan koettimen periaate (mukaillen Rasmussen 2001. 32)

Reaaliaikaisessa PCR:ssa kaytetyista laitteistoista yksi on Rochen valmistama,
LightCycler® Carousel-Based System, joka sisaltaa kaikki reaaliaikaiseen PCR:&an
tarvittavat laitekokonaisuudet. Laitteisto koostuu karusellisentrifuugista ja PCR-
laitteesta seka tietokoneohjelmistosta. Naytteet pipetoidaan niille tarkoitettuihin

naytekapillaareihin (20ul, 100ul). Sentrifugointi tapahtuu karusellisentrifuugissa,
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johon naytteet asetetaan karusellimaiseen kiekkoon. Sentrifugoinnin jalkeen kiekko
naytteineen siirretaan suoraan PCR-laitteeseen. (Roche Diagnostics 2009.)
LightCycler® -laitteen lammityskammiossa (kuva 11 s.32) lampdétilan muutos saa-
daan aikaan ilmakierrolla, jolloin [ammitys ja jaahdytys ovat noin 10 kertaa tehok-
kaampia kuin tavanomaisella PCR-laitteella. Reaktiosykli kestaa yleensa vain 30s
— 60s ja syklien lukumaara on noin 30. Ajo kestaa yleensa noin 30 minuuttia.
(Roche Diagnostics 2009.)

Naytekapillaarit ovat lasisia ja toimivat optisesti puhtaina kyvetteina fluoresenssi-
analyysissa. Kaksinauhaisen PCR-tuotteen maaraa voidaan mitata jokaisen syklin
aikana fluoresenssin avulla. (Rasmussen 2001, 21-32.) Laitteen valolahteena on
sinivari-LED-lamppu, joka emittoi valoa aallonpituudella 470nm. Laitteen fluoromet-
ri havaitsee fluoresenssin aallonpituuksilla 530nm, 560nm, 610nm, 640nm, 670nm
ja 705nm, riippuen siitéa onko laiteversiona kolme- vai kuusikanavainen fluorometri.
(Roche Diagnostics 2009.) Kun syntyvan fluoresenssin maarasta piirretaan kayraa
jokaisessa syklissa, syntyneen PCR-tuotteen maarastd saadaan kasvukayra

(growth curve) (Rasmussen 2001, 23).
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KUVA 11. LightCycler® rakenne (mukaillen Roche Diagnostics, LightCycler® 1.5

Operator’'s manual)

Reaaliaikaisella PCR-menetelmalla saadaan ajon jalkeen monistustuloksista ra-
portti, josta voidaan tarkastella tuloksia erilaisien kuvaajien ja numeroarvojen pe-
rusteella. Lineaarisen monistumisen alkukohta (Ct) kertoo karkeasti templaatin
maarasta. Suurempi templaatin maara lahtétilanteessa aiheuttaa lineaarisen mo-
nistusvaiheen alkamiskohdan siirtymista aikaisempiin monistussykleihin. (Rasmus-
sen 2001, 21-32.)
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5 TUTKIMUSTEHTAVA JA TUTKIMUSMENETELMAT

Olemme perehtyneet kvalitatiivisen ja kvantitatiivisen reaaliaikaisen PCR-
menetelmien optimointiin seka asettaneet opinnaytetydlle tehtavan, tarkoituksen
seka tavoitteet. Opinnaytetydmme on toimintatutkimus, jonka kulkua olemme sel-
vittdneet. Olemme myos pohtineet PCR-menetelman optimoinnin asettumista toi-

mintatutkimuksen erilaisiin prosessivaiheisiin.

5.1 Opinnaytetyon tehtava, tarkoitus ja tavoitteet

Opinnaytetydbmme tehtavana on optimoida PCR-menetelma kihomatojen DNA:n
osoittamiseksi ulosteesta saatamalla reaktio-oloja sopivaksi. XXX. Kokeellisessa
osuudessa tehtdvdnamme on muun muassa testata eri MgCl,-pitoisuuksia, an-
nealing-lampdtiloja seka kahden eri entsyymin soveltuvuutta PCR-menetelmaan.
Kirjallisessa osuudessamme kasittelemme PCR:n teoriaa seka raportoimme ko-

keellisen osuuden etenemisesta ja saaduista tuloksista.

XXX.
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5.2 PCR:n optimointi toimintatutkimuksena

Toimintatutkimus on yksi kvalitatiivisen eli laadullisen tutkimuksen laji (Hirsjarvi,
Remes & Sajavaara 2004, 153). Toimintatutkimuksessa on keskeista kehitys- ja
muutosprosessi, jolloin itse tutkijat ovat osallisena koko prosessin ajan ja kehittavat
sen eri vaiheita (Koivula, Suihko & Tyrvainen 2002, 19). Toimintatutkimus ei ole
varsinainen tutkimusmetodi. Voidaan ajatella, ettd se on tukimustapa, jossa voi-
daan kayttaa valineena erilaisia tutkimusmenetelmia. Sen ensisijaisena tarkoituk-
sena on kehittdd jotakin toimintaa ja saada aikaan muutoksia, joista koetaan
useimmiten valitonta, kaytannollista hyotya. Lisaksi toimintatutkimukselle on kes-
keista itse tutkimuksen samanaikainen kehittaminen. (Heikkinen & Jyrkama 2001,
170-171.)

Toimintatutkimuksen eteneminen voidaan jakaa erilaisiin vaiheisiin. Aluksi lahde-
taan, jostakin lahtokohdasta, jonka ymparille aihetta aletaan suunnitella ja rajaa-
maan. Ensin tehdaan yleissuunnitelma ja paatetaan kuka tekee mita ja miten ja mi-
ta lopputulosta tavoitellaan. Tama edellyttaa aina tekijalta kirjallisuuteen perehty-
mistd, jotta voitaisiin ymmartaa asian taustat tarkemmin. Toimintatutkimus voi si-
saltaa jonkun esiolettamuksen eli hypoteesin ja myos sen ymmartamiseksi on tar-
keaa perehtya aiheeseen huolellisesti. Toimintatutkimukseen osallistujilla on mah-
dollisuus suunnitella tydn suorittamista ja kaytantojen kehittdmista. Tydssa toimin-
taa lahdetaan toteuttamaan tehdyn suunnitelman mukaisesti ja jatkuvat keskustelut
ja ongelmatilanteiden selvittaminen kuuluvat tyoskentelyyn. Tyon tekijat keraavat
tietoa muun muassa henkilokohtaisten paivakirjojen avulla. Tiedonkeruutavat tulisi
suunnitella huolellisesti etukateen, jotta tydskentelysta saatu tieto olisi luotettavaa.
(Toimintatutkimus 2009.)

Toimintatutkimukseen liittyy olennaisena osana myds arviointiprosessi, jonka tar-
koituksena on tarkastella toimintaa ja arvioida saatuja tuloksia. Myds tyon edetessa
tavoitteita voidaan muokata uudelleen. Loppuvaiheeseen toimintatutkimuksessa
kuuluu tyovaiheiden ja tulosten arviointi seka niista raportointi. Toimintatutkimuk-
sessa ovat vuorovaikutuksessa kaytanto, teoriatieto, toiminta ja ajattelu. Toiminta-

tutkimusprosessin voidaan ajatella olevan kokemuksellista oppimista, jossa toimin-
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ta ohjautuu sen mukaan mita tuloksia saadaan ja miten toiminta jatkossa etenee.
(Toimintatutkimus 2009.)

PCR:n optimoinnissa suunniteltujen tydvaiheiden muutokset kesken prosessin ovat
tyypillisia ja usein joudutaan tekemaan uusia suunnitelmia erilaisien toimintojen jal-
keen. Suunnitellut reaktiot eivat valttamatta tule aluksi toimimaan, jolloin suunni-
telmien muutokset voivat tulla jo prosessin alkuvaiheessa. (Sami Oikarinen 2009.)
PCR-menetelman optimointi on toimintatutkimus, jossa erityisesti huomataan pro-
sessin kehittyminen tutkimuksen eri vaiheissa. Teoria yhdistyy tiiviisti kaytannon
tyovaiheisiin. Tutkimusta ja sen edistymista tarkastellaan jatkuvasti eri vaiheissa ja
saadaan aikaan prosessin jatkuva kehittyminen. Lisaksi PCR-menetelman opti-
mointi vaikuttaa erityisesti tydyhteisdn toimintaan, koska menetelman jatkuva kayt-
t6 muuttaa yhteisdn tydprosesseja. Koivula ym. (2001, 19) esittavat esimerkin,
jossa he kuvailevat toimintatutkimuksen olevan uuden tyo- tai toimintatavan aloit-
tamista. Voidaan ajatella ettd, PCR-menetelman optimointi opinnaytetydssamme

palvelee keskeisesti uuden menetelman kayttéonoton aloittamista.

Opinnaytetydssamme on myds kokeellisen tutkimuksen piirteitd, mutta mielestam-
me kokeellisen tutkimuksen kriteerit eivat kuitenkaan tayty siina maarin, etta luokit-
telisimme opinnaytetydtamme kokeelliseksi opinnaytteeksi. Kokeellisen tutkimuk-
sen piirteitd ovat muun muassa, etta asetetaan jokin tutkimuskysymys ja laaditaan
siihen hypoteesit. Satunnaisen tai harkinnanvaraisen naytteen analysointi erilaisis-
sa olosuhteissa ja olosuhteiden muuntelu kuuluvat myos kokeellisen tutkimuksen
piirteisiin. Lisaksi mitataan yhden muuttujan vaikutusta toiseen muuttujaan ja saa-

dut tulokset esitetdan numeerisesti.(Kokeellinen tutkimus 2009.)

XXX. PCR-menetelman optimoinnissa ei voida mitata yhden muuttujan vaikutusta
toiseen muuttajaan, vaan aina yhdelld optimointikerralla muutetaan yhta asiaa ker-
rallaan ja sen jalkeen mietitdan sen vaikutusta tuloksiin. Naytteina kaytimme vain
positiivisiksi tiedettya kihomatonaytetta, jonka avulla lahdimme menetelman toimi-
vuutta testaamaan. Optimoinnista emme mydskaan saaneet mitdan numeerisia

tuloksia, vaan UV-kameralla otetut kuvat AGE-ajosta olivat tuloksia. Taman vuoksi
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maarittelisimme opinnaytetydomme toiminnalliseksi opinnaytteeksi, koska lahdimme
luomaan ja kehittelemaan menetelmaa itsenaisesti ja tyomme muokkautui aina
toimintamme ja saatujen johtopaatdsten mukaan vaihe vaiheelta, niin kuin toiminta-

tutkimukselle on tyypillista.
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6 PCR-MENETELMIEN OPTIMOINNIN SUORITUS JA TULOKSET

Saimme luvan opinnaytetydllemme marraskuussa 2008 tutkija Sami Oikariselta
Tampereen yliopiston ladketieteen laitoksen virologian yksikosta. Joulukuussa aloi-
timme PCR-reaktioiden suunnittelun yhdessa ohjaajamme tutkija Sami Oikarisen
kanssa. Opinnaytetydomme tavoitteena oli optimoida mahdollisimman toimiva ja
herkka kvalitativinen PCR-menetelma kihomadon DNA:n osoittamiseksi ulostees-
ta. Kvalitatiivisen PCR-reaktion lisaksi optimoimme myds reaaliaikaisen kvantitatii-
visen PCR-menetelman yhdessa tutkija Hanna Honkasen kanssa. XXX. Laskimme
tydssamme kayttamiemme reagenssien tilavuuksia tulevia reaktioita varten valmis-
tajien ohjeiden mukaan. Valitsimme tyossamme kayttamamme alukkeet “Entero-
bius vermicularis: specific detection by amplification of an internal region of 58S ri-
bosomal RNA analysis. E. vermicularis: specific detection by PCR and SL1 RNA
analysis” —artikkelin mukaan (Araujo ym. 2002, 219). Harjoittelimme yhdessa Sami

Oikarisen kanssa alukkeiden suunnittelua tietokoneohjelman avulla.

Ennen kuin paasimme aloittamaan kokeellista osuuttamme, tutustuimme tiloihin ja
toimintatapoihin Tampereen yliopiston |aaketieteen laitoksen virologian yksikon la-
boratoriossa. Suoritimme kaikki PCR-ajokortit, jonka avulla varmistettiin, etta
osaamme tyoskennella PCR:n onnistumisen kannalta oikeilla toimintavoilla. Jokai-
nen meista teki reaktiosarjan, jossa joka toisessa liuoksessa oli nayte ja toisessa
pelkka vesi. Vesikontrollia kutsutaan myoOs negatiiviseksi kontrolliksi. Tarkeaa oli,
etta vesien paikalle ei syntynyt monistustuotetta eli ne eivat olleet kontaminoituneet
naytemateriaalilla. Kaikki saivat vaaditut tulokset ja saimme luvan aloittaa opinnay-
tetydbmme kokeellisen osuuden. Maaliskuussa 2009 aloitimme kokeellisen osuuden

suorittamisen.
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6.1 Laitteet, valineet ja reagenssit

Tyossamme kaytimme seuraavia laitteita: mikroaaltouuni (MATSUI), sentrifuugi
(Eppendorf), PCR-laite (MasterCycler® Gradient PCR-laite, Eppendorf), AGE-
ajolaite ( BIO-RAD Sub Cell® GT ), geelin kuvauslaite (Alpha Innotech), polaroid-
kamera ( MP 4 + CU-5 , Instant Camera system), koeputkisekoittaja (Vortex-Genie
2), Real-time PCR-laite (LightCycler® 1.5, LightCycler®), naytekapillaarit (LightCy-
cler® Capillaries 20 pl), karusellisentrifuugi(LC Carousel Centrifuge 2.0),

Tybssamme kaytimme seuraavia valineita: jadhaude (Tampere virologia laborato-
rio), kertakayttokasineet (Semper care), pipetit eri tilavuuksille (FinnPipette), pipe-
tinkarjet (Biohit), steriilit putket 0,5 ml ja 1.5 ml (Eppendorf), putkitelineet (Tampe-

reen virologia laboratorio)

DNA:n eristyksessa kaytimme seuraavia reagensseja: QlAamp DNA Stool mini kit,

absoluuttinen etanoli

PCR-reaktioissa kaytimme seuraavia reagensseja: entsyymi Biotools DNA polyme-
rase 5U/ul (Biotools), reaktiopuskuri(Buffer 10 x, Biotools), polymeraasientsyy-
mi(DyNAzyme™ DNA Polymerase Kit FINNZYMES), reaktiopuskuri(Buffer, FINN-
ZYMES), alukkeet(PrimerKihoF (TAG Copenhagen A/S), PrimerKihoR (Copenha-
gen A/S), magnesiumkloridi (MgCl,), deoksinukleotiditrifosfaatti (ANTP), tislattu ve-
si (ddH20, Milli-Q), real-time PCR-reagenssipakaus (LightCycler® TagMan® Mas-
ter), Real-time PCR-aluke( PrimerKihoR, Sigma Aldrich)

Agaroosigeelielektroforeesissa kaytimme seuraavia reagennseja:agaroosijauhe
(Agarose LE Analytic Grade 500g,Promega), TAE-puskuri(50 x TAE (Tris-acetate-
EDTA)) (Promega), tislattu vesi ddH-0, etidiumbromidi(Etidium Bromidi Solution),
6xlatauspuskuri (DNA Ladder), kokostandardi(1kb DNA-ladder, LabAid GeneRuler)
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6.2 Tyoskentely virologian laboratoriossa

Oikeiden tyOskentelytapojen hallitseminen on tarkeaa virologian laboratoriossa
kontaminaatioiden valttamiseksi. Jos kontaminaatio laboratoriossa paasee synty-
maan, voivat tutkijoiden tyot keskeytya pitkaksikin aikaa. Kontaminaation syyn et-
siminen voi olla hankalaa ja aikaa vievaa, silla se on voinut saada alkunsa missa
vaiheessa vaan prosessia. MyoOs tulosten luotettavuuteen vaikuttaa oleellisesti
kuinka oikeaoppisesti ja huolellisesti on tydskennelty. Tuloksiin pitaisi voida luottaa

eika niissa saisi olla epaspesifisia monistustuotteita.

Tyoskennellessamme Tampereen yliopiston laaketieteen laitoksen virologian yksi-
kon laboratoriossa noudatimme seuraavia toimintatapoja. Laboratoriossa oli eri
huoneet jokaiselle tyoskentelyvaiheelle. Reaktioseokset pipetoitiin erillisessa huo-
neessa, minka jalkeen siirryttin toiseen huoneeseen, missa jaettuihin PCR-
reaktioihin pipetoitiin eristetyt DNA-naytteet. Myos DNA:n- ja RNA:n eristamiseen
oli kaytdssa oma huone. PCR-laitteet sijaitsivat omassa tilassaan ja sielta ei mielel-
laan saanut kulkea pipetointitiloihin endaa saman paivan aikana. Agaroosigeelielekt-
roforeesi suoritettin myds omassa tilassaan, jossa sijaitsi mydés UV-kamera. En-
nen paivan toiden aloittamisessa huoneissa pidettiin paalla UV-valoja mahdollisten
kontaminanttien poistamiseksi. Laboratoriohuoneet olivat ylipaineistettuja ja ovet
huoneisiin eivat auenneet yhta aikaa, vaan yhteen huoneeseen paasi kerrallaan.
Kuljettaessa laboratorioon taytyi ovet aina avata kasipaperia avuksi kayttaen. Jo-
kaisessa huoneessa oli kaytossa huonekohtainen tyotakki, mika puettiin huonee-

seen mentaessa.

Ennen tydskentelyn aloittamista seka sen jalkeen kaikki tydskentelypinnat ja tyo-
valineet pyyhittiin 70 % etanolilla. Jokaisessa huoneessa oli omat kaapit, mista 16y-
tyivat kaikki tarvittavat valineet. Tyoskennellessa oli erityisen tarkeaa vaihtaa ker-
takayttokasineita riittavan usein kontaminaation ehkaisemiseksi. Pipetointi piti suo-
rittaa huolellisesti ja tarkasti. Pipetinkarki ei saanut koskettaa mihinkaan, ja jos nain
tapahtui, piti se vaihtaa. Naytteita pipetoitaessa putket avattiin putkenavaajalla, jol-
loin valtyttiin kasineen osumiselta putken sisdseinamaan. Liiallista puhumista ja

yskimista pipetoinnin aikana piti valttaa, etteivat putket kontaminoidu. Kaiken kaik-
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kiaan pyrimme tyoskentelemaan laboratoriossa tarkasti ja rauhallisesti oikeita tyo-

tapoja noudattaen.

6.3 Kihomadon DNA:n eristys QlAamp DNA Stool mini kit:lla

Teimme DNA:n eristyksen QlAamp DNA Stool mini kit:lla valmistajan ohjeiden mu-
kaisesti. Menetelmassa kaytettimme silika-spin-column pylvastekniikkaa. Kaytta-
massamme eristyskitissa olivat kaikki reagenssit valmiina, lukuun ottamatta abso-

luuttista etanolia. Naytteena kaytimme positiivista kihomatonaytetta.

Aloitimme kihomadon DNA:n eristyksen pipetoimalla 200ul ulostesuspensiota ep-
pendorf-putkeen, johon lisdsimme 1,5ml hajotuspuskuria (ASL). Putkea sekoitettiin
huolellisesti putkisekoittajalla, kunnes seos oli homogeeninen eli tasalaatuinen.
Taman jalkeen inkuboimme putkea 70 °C:n lampdtilassa viisi minuuttia, jotta
saimme ulosteen mikrobit hajoamaan. Taman jalkeen lisdsimme putkeen tabletin,
jonka tarkoituksena on sitoa ulosteen DNA:ta tuhoavia aineita ja PCR-reaktioita
hairitsevia inhibiittoreita. Sekoitimme ja sentrifugoimme putken, jotta saimme table-
tin rakenteisiin kiinnittyneet komponentit saostumaan putken pohjalle. Seuraavaksi
lisasimme liuokseen proteinaasi K:ta, jonka tehtavana on pilkkoa liuoksen proteii-
nit. Seosta inkuboitiin 70 °C:ssa ja sentrifugoitiin, jolloin muodostunut sakka saatiin
poistettua. DNA sidottiin pylvaan silikamembraaniin sentrifugoimalla se lapi korke-
an ionivahvuuden omaavassa liuoksessa. Mahdolliset epapuhtaudet kulkeutuivat
pylvaan lapi. Taman jalkeen pylvaan lapi sentrifugoitiin pesupuskuria kaksi kertaa,
jonka jalkeen pylvaaseen laitettiin eluointipuskuri. Eluointipuskurin matala ionivah-
vuus mahdollistaa DNA:n irtoamaan silikamembraanista, jolloin sentrifugoinnin jal-
keen jaanyt eluaatti sisalsi sitomamme DNA:n. (QIAGEN 2007.)
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6.4 Kvalitatiivisen PCR-menetelman optimointi

PCR-reaktioiden suunnittelun aloitimme yhdessa tyoelamaohjaajamme Sami Oika-
risen kanssa. Suunnittelussa apuna kaytimme artikkeleita seka entsyymien muka-
na tulleita ohjeita. Aloitimme PCR-reaktioiden testauksen Biotools DNA-
polymeraasientsyymilla, koska se oli havaittu toimivaksi virologian yksikdssa. Yh-
tend syyna entsyymin valinnalle oli hinta, silla Biotools-entsyymi oli muihin entsyy-
meihin verrattuna suhteellisen halpa. Paatimme valita myods toisen entsyymin silta
varalta, ettd Biotools-entsyymi ei jostakin syysta toimisi. Valitsimme toiseksi ent-
syymiksi DyNAzyme™ DNA-polymeraasientsyymin. Virologian yksikossa ei aikai-
semmin ollut tehty kihomadon DNA:n osoitusta ulosteesta PCR-menetelmalla, jo-
ten artikkelin avulla ja Oikarisen avustuksella paatimme, minkalaisilla reaktio-

olosuhteilla lahdemme menetelman toimivuutta testaamaan.

Kvalitatiivisen PCR-menetelman testausta ja optimointia Iahdimme toteuttamaan
kahdella eri etsyymilla. Testattavat entsyymit olivat Biotools DNA Polymerase ja
DyNAzyme™ DNA Polymerase, joihin kaytettavat reaktiopuskurit ja magnesium-
kloridi ovat entsyymikohtaisia ja tulevat entsyymin toimittajalta. Molemmille ent-
syymeille on annettu valmistajan suosittamat reaktiopitoisuudet ja lampatilat, joiden
mukaan lahdimme tyoétamme suorittamaan. Halusimme |0ytaa parhaiten toimivan
MgCl,-pitoisuuden seka optimaaliset annealing-lampdtilat. Kokeilimme molemmille
entsyymeille kolmea eri MgCl,-pitoisuutta. Pitoisuudet olivat 1,5 mM, 2,0 mM ja 2,5
mM. Annealing-lampdétilaa testasimme kayttamalla lampdtilagradienttia. PCR-
laitteeseen ohjelmoitavan Iampdétilagradientin avulla pystyi samalla kertaa testaa-
maan useita eri annealing-lampdtiloja. Teimme yhteensa 15 PCR-reaktiota. Sel-
keyden vuoksi numeroimme tekemamme PCR-reaktiot numeroilla 1-15 aikajarjes-

tyksessa.

Alukkeina kaytimme artikkelissa Araujo ym. (2002) mainittuja oligonukleotidialuk-
keita EntF ja EntR, joiden sekvenssit ovat mainittu taulukossa 1 s.42, jolloin monis-

tuvan alueen pituudeksi tulee 420 emasta (bp).
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TAULUKKO 1. Alukkeet (Aradjo ym. 2002, 219)

EntF 5'-CACTTGCTATACCAACCAACAC-3'

EntR 5'-GCGCTACTAAACCATAGACG-3'

Opinnaytetydssa kayttamamme kihomatonaytteet saimme Pirkanmaan sairaanhoi-
topiirin laboratoriokeskuksesta. DNA:n eristyksen kihomatonaytteista suoritti Tam-
pereen yliopiston laaketieteen laitoksen virologian yksikon henkilokunta. Kaytimme
my0s itse eristamaamme naytetta (taulukossa 2 nayte numero 7 ). Kaytimme nayt-
teina kahdella eri eristystavalla eristettyja naytteitd. Osa naytteista oli eristetty eris-
tysautomaatilla (MagNA Pure LC Total Nucleic acid isolation® kit) ja osa manuaa-
lieristymenetelmalla (Ql1Aamp DNA Stool Mini Kit). Taulukkoon 2 olemme koonneet
kaikki kayttamamme naytteet ja niiden eristysmenetelmat. Selkeyden vuoksi nume-
roimme kayttamamme naytteet sen mukaan missa jarjestyksessa olemme niita

kayttaneet.

TAULUKKO 2 Kihomatonaytteet ja niiden eristystapa

Naytenumero Eristystapa Eristyspaiva
1 MagNA Pure LC 4.2.2009
2 MagNA Pure LC 4.2.2009
3 MagNA Pure LC 4.2.2009
4 MagNA Pure LC 4.2.2009
5 QIAmp DNA Stool Mini Kit 4.3.2009
6 QIAmp DNA Stool Mini Kit 4.3.2009
7 QIAmp DNA Stool Mini Kit| 6.3.2009
oma eristys (yhdistetty kaksi putkea 20.4.)
8 QIAmp DNA Stool Mini Kit 4.3.2009
(yhdistetty naytteet 5 ja 6
20.4.2009.)
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PCR-reaktiot tehtiin PCR-laitteella (MasterCycler® Gradient). PCR-reaktioiden toi-
mivuuden tarkastimme agaroosigeelielektroforeesilla. Kaytimme ajoissa 1,5% aga-
roosigeelia. Elektroforeesissa kaytimme 1kb (kiloemaksen) kokostandardia (kuva
12) ja 6 x latauspuskuria. Ajoon kaytimme BIO-RAD Sub Cell® GT -AGE-ajolaitetta
jannitteella 120V. Ajo kesti 60 minuuttia. Ajon jalkeen siirsimme geelin UV-valoon
(Pharmacia LKB Macrovue) kuvattavaksi polaroid-kameralla (MP 4 + CU-5 , Instant
Camera system). Jos PCR-reaktio oli onnistunut kuvassa tuli ndkya fraktio 420
bp:n kohdalla.

KUVA 12. LabAid™ O’GeneRuler™ 1kb DNA Ladder (mukaillen Fermesetas
2009)

PCR 1 Biotools polymeraasi MagNa Pure naytteille

Ensimmaisessa PCR-reaktiossa 2.3.2009 kaytimme MagNA Purella eristettyja
naytteita yksi ja kolme. (taulukko 2 s.42) Entsyymina reaktiossa kaytimme Biotools
DNA-polymeraasia (Biotools DNA Polymerase). MgCl,-konsentraatio oli 2.0 mM.
Pipetoimme reaktioseokset taulukon 3 s.43 pipetointikaavion mukaan. Pipetoimme
reaktioseokset viidelle naytteelle. Naytteiden yksi ja kolme lisaksi kaytimme sarjas-

sa negatiivisina kontrolleina vetta, joka pipetoitiin naytteen tilalle.
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TAULUKKO 3 Pipetointitaulukko 1 Biotools DNA Polymeraasi MgCl,-konsentraatio

2.0 mM

Reagenssi Konsentraatio | Tilavuus (ul)
10xBuffer 10
dNTP 0,2mM 8
PrimerEntF 0,2uM 0,8
PrimerEntR 0,2uM 0,8
MgCl, 2,0mM 4
Biotools DNA Po-

lymerase 1U/ul 0,6
H,O 70,8
KihoDNA 5
Lopputilavuus 100

PCR-ajossa 1 kaytimme taulukon 4

55°C.

TAULUKKO 4 PCR-ohjelma 1

PCR-ohjelmaa. Annealing-lampdétilana ol

Toiminta Lampdtila Aika
Alkudenaturaatio 94°C 3min
Denaturaatio 94°C 30s
39 syklia | Annealing 55°C 30s
Ekstensio 72°C 30s
Loppuekstensio 72°C 7min
Lopetus 4°C

Agaroosigeelielektroforeesissa (kuva 13 s.45) emme havainneet 420 bp:n kohdalla

fraktioita. Kokostandardit nakyivat kuitenkin hyvin ja geelilld ndkyvat monistuneet

alukkeet, mutta haluttu PCR-reaktio ei toiminut.
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< 420bp

1kb neqg nayte? neg nayte3 neg 1kb

KUVA 13. Agaroosigeelielektroforeesi PCR 1

PCR 2 Biotools polymeraasi QlAamp naytteille

Toisessa PCR-reaktiossa 5.3.2009 kaytimme naytteita viisi ja kuusi, jotka oli eris-
tetty QIAmp DNA Stool Mini Kit:lla (taulukko 2 s.42). Tahan reaktioon muutimme
MgCl,-konsentaraatioksi 2,5 mM. Kaytimme myos lampdétilagradienttia (taulukko
5). Gradientissa annealing-lampdtilan vaihtelu oli noin 10°C. Entsyymina oli Bio-

tools DNA-polymeraasi.

TAULUKKO 5. Lampotilagradientti 1.

Paikka 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11

Lampétila®C | 50,1 | 50,4 | 51,1 | 52,2 | 53,4 | 54,7 | 56,1 | 57,4 | 58,6 | 59,6 | 60,2

Pipetoimme reaktioseokset kymmenelle naytteelle taulukon 6 s.46 pipetointikaavi-

on mukaisesti.
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TAULUKKO 6. Pipetointikaavio 2 Biotools DNA Polymeraasi MgCl,-konsentaraatio

2,5 mM

Reagenssi Konsentraatio | Tilavuus (ul)
10xBuffer 10
dNTP 0,2mM 8
PrimerEntF 0,2uM 0,8
PrimerEntR 0,2uM 0,8
MgCl, 2,5mM 5
Biotools DNA Po-

lymerase 1U/ul 0,6
H,O 69.8
KihoDNA 5
Lopputilavuus 100

Asetimme naytteet ja negatiiviset kontrollit PCR-laitteeseen. Jokaiselle naytteelle

oli oma annealing-lampdtila gradientin (taulukko 5 s.45) mukaisesti. Negatiiviset

kontrollit olivat molemmissa sarjoissa PCR-laitteessa paikoilla 1 ja naytteet viisi ja

kuusi paikoilla 2, 5, 8 ja 11.

TAULUKKO 7 PCR-ohjelma 2

Toiminta Lampdtila Aika
Alkudenaturaatio 94°C 3min
Denaturaatio 94°C 30s
39 syklia | Annealing 50,1-59,6°C 30s
Ekstensio 72°C 30s
Loppuekstensio 72°C 7min
Lopetus 4°C
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1kb 1dyte 5 ndyte 5 ndyte 5 ndyte 5 neg néyte b ndyte b nyte b nayte neg 1khb

KUVA 14 Agaroosigeelielektroforeesi PCR 2

Agaroosigeelilla nakyivat selvat fraktiot kuvankasittelylaitteella naytteen viisi [ampo-
tilojen 50,4 °C, 57,4 °C ja 60,2 °C kohdalla seka naytteen kuusi lampdtilojen 53,4
°C, 57,4 °C ja 60,2 °C (kuva14). Kokostandardiin verrattuna fraktiot ovat kohdalla
420bp eli oikean kokoisia kihomadon DNA:han verrattuna. PCR-reaktio siis onnis-

tui.

PCR 3 ja PCR 4 Biotools polymeraasi MagNA Pure naytteille

19.3.2009 teimme kaksi PCR-reaktiota. Naytteena kolmannessa PCR-reaktiossa
oli ndyte numero 2 ja neljannessa PCR-reaktiossa nayte numero 4. Molemmat
naytteet oli eristetty MagNA Purella. MgCl,-konsentraatio oli PCR-reaktiossa kol-
me 1,5 mM ja PCR-reaktiossa nelja 2,0 mM. Entsyymina oli Biotools DNA-
polymeraasi. Muutimme my6s PCR-ohjelman Iampdtilagradienttia taulukon 8 mu-

kaiseksi, niin etta lampotilanvaihteluksi tuli 20°C.

TAULUKKO 8. Lampdtilagradientti 2

Paikka 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11

Lampdtila®C | 50,1 | 50,9 | 52,3 | 54,4 | 56,8 | 59,5 | 62,2 | 64,8 | 67,1 | 68,9 | 70,1
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Pipetoimme molempiin PCR-reaktiohin reaktioseokset kahdeksalle naytteelle, kol-
manteen PCR-reaktioon taulukon 9 mukaisesti ja neljanteen PCR-reaktioon taulu-
kon 3 s.44 mukaisesti.

TAULUKKO 9 Pipetointikaavio 3 Biotools DNA Polymeraasi MgCl,-konsentraatio
1,5 mM

Reagenssi Konsentraatio | Tilavuus (ul)
10xBuffer 10
dNTP 0,2mM 8
PrimerEntF 0,2uM 0,8
PrimerEntR 0,2uM 0,8
MgCl, 1,5mM 3
Biotools DNA Po-

lymerase 1U/ul 0,6
H,O 71,8
KihoDNA 5
Lopputilavuus 100

Negatiiviset kontrollit olivat molemmissa PCR-reaktioissa paikoilla 1 ja naytteet
paikoilla 2, 4-8 ja 10. PCR-ohjelmana kaytimme ohjelmaa numero 3 (taulukko 10).
Agaroosigeelielektrofooreesissa emme havainneet fraktiota. PCR-reaktiot eivat

toimineet.

TAULUKKO 10. PCR-ohjelma 3

Toiminta Lampdtila Aika
Alkudenaturaatio 94°C 3min
Denaturaatio 94°C 30s
39 syklia | Annealing 50,1-7,01°C 30s
Ekstensio 72°C 30s
Loppuekstensio 72°C 7min
Lopetus 4°C
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PCR 5 ja PCR 6 Biotools polymeraasi QlAamp néaytteille

Teimme 21.4.2009 PCR-reaktiot 5 ja 6. Naytteena kaytimme itse eristamaamme
naytettd numero 7. MgCl,-konsentraatiot olivat viidennessad PCR-reaktiossa 1,5
mM ja kuudennessa PCR-reaktiossa 2,0 mM. Entsyymina kaytimme edelleen Bio-

tools DNA-polymeraasia.

PCR-reaktioon 5 pipetoimme reaktioseoksen kahdeksalle naytteelle taulukon 9
s.47 mukaan ja PCR-reaktioon 6 reaktioseoksen samalle maaralle naytteita taulu-
kon 3 s.43 mukaan. Lampdtilagradienttina oli taulukossa 8 s.46 esitetty gradientti ja
kaytossa PCR-ohjelma 3 (taulukko 10 s.48). Negatiiviset kontrollit olivat molem-
missa PCR-reaktioissa paikoilla 1 ja naytteet paikoilla 2, 4-8 ja 10. Agaroosigee-

lielektroforeesilla emme saaneet tuloksia. PCR-reaktiot eivat siis toimineet.

PCR 7 ja PCR 8 Biotools polymeraasi seka PCR 9 ja PCR 10 DyNAzyme polyme-

raasi QlAamp naytteille

22.4.2009 teimme yhteensa nelja PCR-reaktiota. Kahdessa (PCR 7 ja PCR 8) kay-
timme Biotools DNA-polymeraasia ja kahdessa (PCR 9 ja PCR 10) entsyymina oli
DyNAzyme™ DNA-polymeraasi (DyNAzyme™ DNA Polymerase). Naytteina seit-
semannessa ja kahdeksannessa PCR-reaktioissa kaytimme naytetta 7. Puolestaan
PCR-reaktioissa yhdeksan ja kymmenen naytteena oli ndyte numero 8. Molemmat
naytteet olivat eristetty QIAmp DNA Stool Mini Kit:llda. MgCly-konsentraatio oli seit-
semannessa ja yhdeksannessa PCR:ssa 1.5 mM. Kahdeksannessa PCR-
reaktiossa MgCly-konsentraatio oli 2.0 mM ja kymmenennessa 2.5 mM. PCR-
reaktioon 7 pipetoimme reaktioseoksen kahdeksalle naytteelle taulukon 9 s.48 mu-
kaan. Puolestaan PCR-reaktioon 8 pipetoimme reaktioseoksen kahdeksalle nayt-
teelle taulukon 3 s.44 mukaan. Reaktioseos kahdeksalle naytteelle PCR yhdeksan-
teen pipetoitiin taulukon 11 s.50 mukaan ja kymmenenteen taulukon 12 mukaan
s.50.
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TAULUKKO 11. Pipetointikaavio 4 DyNAzyme™ DNA Polymeraasi MgCl,=1.5 mM

Reagenssi Konsentraatio Tilavuus (ul)
10xBuffer 10,0
dNTP 0,2mM 8,0
PrimerKihoF 0,2uM 0,8
PrimerKihoR 0,2uM 0,8
MgCl, 1,5 mM 0
DyNAzyme ™

DNA Polyme-

raasi 1U/ul 1,0
H,O 69,4
KihoDNA 10,0
Lopputilavuus 100,0

TAULUKKO 12. Pipetointikaavio 5 DyNAzyme™ DNA Polymeraasi MgCl,=2.5 mM

Reagenssi Konsentraatio | Tilavuus (ul)
10xBuffer 10
dNTP 0,2mM 8
PrimerEntF 0,2uM 0,8
PrimerEntR 0,2uM 0,8
MgCl, 2,5mM 2
DyNAzyme ™

DNA Polyme-

raasi 1U/ul 1.0
H,O 67.4
KihoDNA 10
Lopputilavuus 100

Lampdtilagradienttina PCR:ssa 7,8,9 ja 10 oli taulukossa 8 s.47 esitetty gradientti

ja PCR-ohjelmana oli ohjelma kaksi (taulukko 7 s.46). Negatiiviset kontrollit olivat

kaikissa PCR-laitteessa paikoilla 1 ja naytteet paikoilla 2, 4-8 ja 10.

PCR 7 ja 8 ei toiminut. Emme havainneet fraktioita agaroosigeelillda. Puolestaan

PCR 9 ja 10 ei myoskaan toiminut halutulla tavalla. Havaitsimme fraktioita, jotka

eivat olleet halutun kokoisia. Tasta voimme paatella, etta kyseessa oli epaspesifis-

ta monistumista. Kuvankasittelyohjelmassa havaitsimme epaspesifistd monistumis-
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ta, mutta tydhdn emme kuvaa liittaneet, silla emme saaneet fraktioita nakymaan

lainkaan tulostetussa versiossa.

PCR 11 Biotools polymeraasi ja PCR 12 DyNAzyme polymeraasi QIAamp naytteil-
le sek& MagNA Pure naytteille

23.4.2009 teimme PCR-reaktiot 11 ja 12. PCR:ssa 11 entsyymina oli Biotools
DNA-polymeraasi ja MgCl,-konsentraatio oli 1,5 mM. PCR:ssa 12 entsyymina ol
DyNAzyme™ DNA-polymeraasi MgCly-konsentraation ollessa 2,0 mM. Emme
kayttaneet naissa PCR-reaktiossa lampdtilagradienttia. Annealing-lampétila oli
55°C. Pipetoimme reaktioseokset yhdeksalle naytteelle PCR-reaktioon 11 taulu-
kon 13 mukaan ja PCR-reaktioon 12 taulukon 14 s.52 mukaan. Kaytimme PCR-
reaktiossa 11 aikaisemmista Biotools DNA-polymeraasille tekemistamme reaktiois-
ta poiketen naytemaarana 10 mikrolitraa 5 mikrolitran sijaan, koska epailimme nay-

temaaran riittavyytta.

TAULUKKO 13. Pipetointikaavio 6 Biotools DNA Polymeraasi MgCl,-

konsentaraatio 1,5 mM naytemaara 10yl

Reagenssi Konsentraatio | Tilavuus (ul)
10xBuffer 10
dNTP 0,2mM 8
PrimerEntF 0,2uM 0,8
PrimerEntR 0,2uM 0,8
MgCl, 1,5mM 3
Biotools DNA Po-

lymerase 1U/ul 0,6
H,O 66,8
KihoDNA 10
Lopputilavuus 100
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TAULUKKO 14. Pipetointikaavio 7 DyNAzyme™ DNA Polymeraasi MgCl,=2.0 mM

Reagenssi Konsentraatio | Tilavuus (ul)
10xBuffer 10
dNTP 0,2mM 8
PrimerEntF 0,2uM 0,8
PrimerEntR 0,2uM 0,8
MgCl, 2,0mM 1
DyNAzyme™

DNA Polyme-

raasi 1U/ul 1.0
H,O 68.4
KihoDNA 10
Lopputilavuus 100

Naytteind kaytimme molemmilla eristysmenetelmilla eristettyja naytteitd numero 1,

2, 7 ja 8 (taulukko 2 s.42), joista teimme rinnakkaisnaytteet. Negatiivisen kontrollin

laitoimme sarjan alkuun. PCR-ohjelmana kaytimme ohjelmaa 1 (taulukko 4 s.44).

kb neg nayte? nayte¥ nayted ndyteld ndyted nayte! nayte? naytez 1kb

KUVA 15. Agaroosigeelielektroforeesi PCR 11.

Agaroosigeelielektroforeesissa havaitsimme selvat fraktiot kuvankasittelyohjelmalla

naytteen numero kahdeksan kohdalla PCR:ssé& 11 (kuva 15) toisessa rinnakkais-

naytteessa ja PCR:ssa 12 molemmissa rinnakkaisissa (kuva 12 s.53). Molemmat
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PCR-reaktiot toimivat siis naytteella kahdeksan, joka oli eristetty QIAmp DNA Stool

Mini Kit:lla. DyNAzyme ™ DNA-polymeraasientsyymi toimi paremmin.

< 420bp

1kb neg nayte? nEyte? nawyteld nayted naytel naytel nayte? nayte? kb

KUVA 16 Agaroosigeelielektroforeesi PCR 12

PCR 13, PCR 14 ja PCR 15 DyNAzyme polymeraasi QIAamp naytteille

Teimme viimeiset kolme PCR-reaktiota 24.4.2009. Kaytimme DyNAzyme™ DNA-
polymeraasientsyymia, koska se toimi edellisissa reaktioissa parhaiten. Naytteeksi
valitsimme naytteen numero kahdeksan, koska silla olimme aikaisemmin saaneet
tuloksia. Testasimme MgCl,-konsentraation 1,5 mM (PCR 13), 2,0 mM (PCR 14)
seka 2,5 mM (PCR 15). Lampatilagradienttina kaytimme taulukon 8 s.47 mukaista
gradienttia, jossa annealing-lampdtila vaihteli noin 20°C. Reaktioseokset pipe-
toimme kahdeksalle naytteelle, joista yksi oli negatiivinen kontrolli. Pipetoimme re-
aktioseokset taulukoiden 11 s.50 (PCR 13), 14 s.52 (PCR 14) ja 12 s.50 (PCR 14)

mukaan. PCR-ohjelmana kaytimme ohjelmaa numero 2 (taulukko 7 s.46).
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< 420bp =

kb a0 5048 544 568 535 E22 E42 ERA A a8 44

KUVA 17 Agaroosigeelielektroforeesi PCR 13 ja PCR 14

Agaroosigeelielektroforeesissa lahes kaikkien naytteiden kohdalla nakyi fraktio oi-
keassa kohdassa (kuva 17 ja 18). Selvasti parhaiten toimi MgCl,-konsentraatio
2,5mM(PCR 15, kuva 18) ja heikoiten MgCl,-konsentraatio 1,5Mm(PCR 13, kuva
17). MgCl2-konsentraatiolla 2,5mM Iampdtiloista toimivat parhaiten 56,8°C ja
59,5°C.

< 420bp

kb 501 508 544 568

KUVA 18 Agaroosigeelielektroforeesi PCR 15

Kokosimme tuloksien hahmottamisen helpottamiseksi yhteenvetotaulukon tuloksis-
ta (taulukko 15 s.55), seka taulukkoon 16 s.55 Testatut DNA:n eristysmenetelmat,
entsyymit ja magnesiumkloridikonsentraatiot. Lisaksi kokosimme taulukkoon 17

s.55 olosuhteet, jossa PCR-reaktio monisti templaatti-DNA:ta.
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TAULUKKO 15. Yhteenveto kaikista kvalitatiivisen PCR menetelman testauksista.

Vihrealla ne reaktio-olosuhteet, jotka toimivat.

PCR:n PCR- Kaytetyt naytteet ja Entsyymi kohtainen | Annealing-
suoritus reaktiot niiden eristystapa MgCl,-konsentraatio | lampdtila
(mM)
Pvm PCR no | Magnapure | QlAamp | Dynazy- | Biotools | Lampdtila
me

2.3.2009 |1 1,3 2 55
5.3.2009 |2 56 25 50-60
19.3.2009 | 3 2 1,5 50-70

4 4 2,0 50-70
21.4.2009 | 5 7 1,5 50-70

6 7 2 50-70
22.4.2009 | 7 7 1,5 50-70

8 7 2,0 50-70

9 8 1,5 50-70

10 8 2,5 50-70
23.4.2009 | 11 12 7 2,0 55

12 12 7 1,5 55
24.4.2009 | 13

14

15

TAULUKKO 16. Testatut DNA:n eristysmenetelmat, entsyymit ja magnesiumklori-

dikonsentraatiot (mM).

Biotools DyNazyme
MagnaPure 1,5 2,0 1,5
QlAamp 1,5 2,0 2,5 1,5 2,0 2,5

TAULUKKO 17. Olosuhteet magnesiumkonsentraation suhteen (mM), joissa PCR-

reaktio monisti templaatti DNA:ta.

Biotools

DyNazyme

MagnaPure

QlAamp

2,5

1,5 2,0 2,5
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Ensimmaiseksi testasimme Biotools-entsyymin toimivuutta eri magnesiumkloridi
konsentaatioissa 1,5 mM, 2,0 mM, ja 2,5 mM. Testasimme PCR-reaktion herkkyyt-
ta eri lampdtiloissa kayttamalla lampdotilagradienttia. Biotools-entsyymilla saimme
tuloksia ainoastaan, kun kaytossa olivat naytteet 5 ja 6, jotka oli eristetty QIAmp
DNA Stool Mini Kit:lla.

Myos DyNAzyme™-entsyymia testasimme kaikissa kolmessa edella mainitussa
magnesiumkonsentraatiossa kayttden annealing-lampdtilagradienttia. Parhaiten
toimi DyNAzyme ™-entsyymi, kun kaytdssa olivat naytteet 5, 6 ja 8 (taulukko 15
s.55). Kaikki naytteet oli myods eristetty QIAmp DNA Stool Mini Kit:lla. Parhaiten re-
aktio toimi magnesiumkloridikonsetraation ollessa 2.5 mM ja lampdtilan ollessa
56,8 °C ja 59,5 °C.

Yhteenvetona voimme todeta, ettd Magna pure-eristyslaitteella eristetyt templaatit
eivat toimineet lainkaan missaan testatuista olosuhteissa. QlAamp eristetyt temp-
laatit toimivat, mutta eristysten valilla oli eroja. Biotools-entsyymi saatiin toimimaan
vain kerran. Dynazyme-entsyymi puolestaan oli toistettavampi ja lisdksi se toimi
kaikissa eri testatuissa magnesiumkloridi-konsentraatiossa laajalla |ampdtila-
alueella(taulukko 15 s. 54). Tulosten perusteella suosittelemmekin, etta kvalitatiivi-
sen PCR:n DNA tulisi eristdad QlAamp DNA Stool kitilld ja PCR-reaktiot tulisi tehda
DyNAzyme entsyymilla magnesiumkloridikonsetraation ollessa 2.5 mM ja Iampati-
lan ollessa 56,8 °C - 59,5 °C. (Sami Oikarinen 2009.)

6.5 Kvantitatiivisen reaaliaikaisen PCR-menetelman optimointi

Kvantitatiivista reaaliaikaista PCR menetelmaa haluttiin testata kihomadon nukle-
iinihapon osoittamiseen ulosteesta. Menetelmaa kaytettiin vertailevana menetel-

mana, kvalitatiivisen osoitusmenetelman testauksen ja optimoinnin rinnalla. Lisaksi
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se tulee toimimaan vaihtoehtoisena menetelmana kihomatojen osoituksessa ulos-

teesta. Laitteena kaytimme LightCycler® PCR-laitetta.

Kvalitatiivisessa PCR:ssa paadyimme kayttamaan artikkelin Iniguez, M et. al. 2002
mainitsemia alukkeita EntF ja EntR (taulukko 1 s 42), joiden valiin jddvan monis-
tusalueen pituus on 420bp. Naiden alukkeiden valiin jaava alue on liian pitka sovel-
lettavaksi kvantitatiiviseen reaaliaikaiseen PCR:aan (Hanna Honkanen, 2009).
Taman takia paadyimme suunnittelemaan tulevan koettimen (KihoProbe) lisaksi
toisen alukkeen (KihoRev), joka tulee noin XX bp paahan toisesta, artikkelissa

Araujo ym. 2002 mainitusta alukkeesta (EntF).

Alukkeen suunnitteluun tulostimme enterobius vermiculariksen mitokondriaalisen
DNA:n sekvenssit National Center for Biotechnology Information tietokannasta,
osoitteesta: www.ncbi.nlm.nih.gov. Sen perusteella suunnittelimme koettimen ja
alukkeen sopivalle alueelle, opinnaytetyon teoria osuudessa mainittujen valintape-
rusteiden mukaisesti. Hanna Honkasen ohjaamana suunnittelemiemme alukkeen
ja koettimen sekvenssi on esitetty taulukossa 18. Aluke ja koetin tilattiin Sigma Al-
drich company:sta. Alukkeet ja koetin tulivat kuiva-aineena, jolloin ne liuotettiin ste-

riiliin veteen valmistajan ohjeen mukaisesti.

TAULUKKO 18. Alukkeen ja koettimen sekvenssi.

KihoRev XXX
KihoProbe | XXX

Kaikissa reaktiosarjoissa kaytimme LightCycler® TagMan® Master reagenssipak-
kausta. Esireaktioseos (5x Mastermix) valmistettiin kitin valmistajan ohjeen mu-
kaan, pipetoimalla 10ul FastStart entsyymia kitin mukana tulleeseen putkeen, joka

sisalsi reaktiopuskurin, MgCl,.:a ja deoksinukleotiditrifofaatteja (dNTP).

Ensimmaisena (5.3.2009) teimme testauksen, jonka tarkoituksena oli selvittaa toi-
miiko kayttamamme LightCycler® TagMan® Master -reagenssit ja onko kihomato-

naytteiden DNA-eristys onnistunut. Lisaksi halusimme tietaa toimiiko suunnittele-


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

58

mamme aluke ja koetin. Kihomato naytteiden testaus tehtiin neljalla (4) naytteella,
joista kaksi oli eristetty eristysautomaatilla (Magna Pure) ja kaksi manuaalisesti
tehtavalla eristysreagenssisarjalla (QIAamp DNA Stool mini kit). Me valmistimme
kuusi (6) reaktiota, joista kahdessa vesi toimi negatiivisena kontrollina. PCR-

reaktiot valmistettiin jailla, puhdastilassa taulukon 19. mukaan.

TAULUKKO 19. PCR-reaktioseos

Reagenssi 1 reaktio |Loppukonsentraatio
5xreaktioseos 4ul 1x
KihoFwd 1ul 500nM
KihoRev 1ul 500nM
KihoProbe 0,2ul 100nM

H20 8,8l

Kokonaistilavuus 15l

Reaktioseosta pipetoitiin 15ul -ja naytetta 5Sul valmistajan LightCycler® 20ul kapil-
laareihin ja siirrettiin naytekaruselliin. Naytteet sentrifugoitiin 3000rpm/10 sekuntia,
jonka jalkeen ne siirrettiin naytekarusellissa LightCycler® 1.5 laitteeseen. PCR-ajo
suoritettiin LightCycler® TagMan® Master reagenssipakkauksen valmistajan oh-

jeen mukaan taulukko 20.

TAULUKKO 20. PCR-ohjelma

Toiminta Lampdtila °C Aika
Alkudenaturaatio 95 10min
Denaturaatio 95 10s
45 syklia | Annealing 60 30s
Ekstensio 72 1s
Loppuekstensio 40 30s

Ensimmaisessa reaktiosarjassa saimme osoitettua reaktioiden toimivuuden, kah-
della eri menetelmalla eristetyista naytteista. Automaatiolla (MagNA Pure) ja ma-
nuaalisella (QIAamp) menetelmalla eristetyt naytteet monistuivat reaktiossa hyvin

ja vesikontrollit olivat negatiiviset. Ct-arvot olivat manuaalieristetyilla naytteilla hie-
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man matalammat kuin automaattieristetyilla, mutta kummallakin menetelmalla oli

saatu DNA:n eristys onnistumaan.

Toisessa PCR-sarjassa (19.3.2009) haluttiin 16ytaa koettimelle sopiva pitoisuus.
Koettimen pitoisuutta Iahdimme kokeilemaan viidella (5) eri pitoisuudella 50 nM, 75
nM, 100 nM, 125 nM ja 150nM. Reaktion muut reagenssipitoisuudet pysyivat sa-
mana kuin ensimmaisessa sarjassa (taulukko 19 s.57). Jokaista eri koetinpitoisuut-
ta varten pipetoitiin kaksi (2) positiivista manuaalieristettya (QlAamp) kihomatonay-
tetta ja negatiivisiksi kontrolleiksi vesi. Reaktiot valmistettiin taulukon 21. mukaises-
ti, jonka jalkeen naytteet laitettiin ajoon ensimmaisen PCR-ajon mukaisesti, taulu-
kon 20 s.58 PCR-ohjelmalla.

TAULUKKO 21. PCR-reaktioseos eri koetin pitoisuuksilla

Reaktio 1-5 1x reaktio |Loppukonsentraatio
5x Reaktioseos 4ul 1X

Kiho Fwd 1l 500nM

Kiho Rev 1ul 500nM

Kiho Probe reaktio 1 0,1l 50nM
Kiho Probe reaktio 2 0,15ul 75nM
Kiho Probe reaktio 3 0,20ul 100nM
Kiho Probe reaktio 4 0,25l 125nM
Kiho Probe reaktio 5 0,3ul 150nM

H,O 8,9-8,7ul
Kokonaistilavuus
X 1 reaktio 15l

Koettimen pitoisuuksien optimoinnissa ei havaittu suuria eroja Ct-arvoihin eri koetin

pitoisuuksien valilla. Alimmat Ct-arvot olivat koetinpitoisuudella 75nM.

Kolmannessa (20.4 - 21.4.2009) sarjassa haluttiin 16ytaa alukkeille sopivat pitoi-
suudet. Valmistettiin 16 erilaista reaktioseosta (liite 1 s.70-72.), joissa alukkeiden
pitoisuudet vaihtelivat taulukon 22 s.60 mukaisesti valilla 200 — 500nM. Koettimen

pitoisuutena jokaisessa reaktiossa 75nM.
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TAULUKKO 22. Reaktioihin tulevat alukeyhdistelma pitoisuudet nM:na.

KihoRev KihoFwd

200 200 300 400 500

300 200 300 400 500

400 200 300 400 500

500 200 300 400 500

Jokaista eri reaktioseosta kohden pipetoitiin kaksi (2) postiivista manuaalieristettya
(QlAamp) kihomato naytettd ja yksi vesi. Monistus suoritettiin edellisten PCR-

ajojen mukaisesti, taulukon 20 s.58 PCR-ohjelmalla.

Alukepitoisuuksien optimoinnissa alimmat Ct-arvot saatiin alukkeiden pitoisuuksien
ollessa 300 — 500nm valilla. Tatd pienemmilla pitoisuuksilla Ct-arvot ovat hieman

korkeampia taulukko 23.

TAULUKKO 23. Ct-arvot, alukkeiden pitoisuuden vaihdellessa 200-500nM. Alim-

mat arvot punaisella merkittyna.

KihoFwd KihoRev

200nM 300nM 400nM 500nM
200nM 32,18 33,14 32,91 31,54
300nM 33,25 31,64 32,13 30,78
400nM 32,43 33,59 33,65 33,2
500nM 33,83 31,57 32,93 32,73

Aluksi saimme osoitettua sen, ettd menetelma toimii ja pystyy monistamaan halut-
tua DNA-aluetta naytteesta. Tasta paattelimme, etta kumpikin eristysmenetelma
toimii ja ne eivat eroa toisistaan suuresti PCR-menetelman monistumisesta paatel-

tyna.
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Koettimen pitoisuuden optimoinnissa tulokset ovat lahella toisiaan. Kuitenkin pitoi-
suudella 75nM nayttaisi tulevan parhaimmat Ct-arvot. Nain ollen valitsimme seu-

raaviin testauksiin pitoisuudeksi 75nM.

Alukkeiden optimoinnissa nayttaisi toimivan 300 — 500nm alueella olevat pitoisuu-
det parhaiten. Suurta vaihtelua ei talla alueella havaittu, joten paatimme valita
kummankin alukkeen pitoisuudeksi 300nm, koska reaktio toimii hyvin talla pitoi-

suudella ja taloudellisesti on kannattavinta kayttaa pieninta toimivaa pitoisuutta.

Kayttamamme LightCycler® TagMan® Master reagenssien valmistaja suosittelee
kokeilemaan alukepitoisuutena 100 — 1000nM, joista 500nM on yleisimmin kaytetty
(Roche Diagnostics). Nain ollen valitsemamme pitoisuus on valmistajan suosituk-

sen mukaisella alueella.

Yhteenvetona voimme todeta etta reaaliaikainen kvantitativinen PCR-menetelma
toimi opinnaytetydn kokeellisen osuuden aikana, mutta menetelman herkkyytta oli-
si tarvinnut viela testata laimennussarjoilla. Nain olisi saatu tietoa kuinka pienista
maarista templaattia menetelma pystyy viela monistamaan DNA:ta. Lisaksi erilaisia
reaktiolampdtiloja olisi pitanyt optimoida. Kaikkien optimointien jalkeen menetel-
maa olisi voinut testata kliinisten potilasnaytteiden analysoinnissa. Aikamme ei riit-

tanyt naiden testauksien suorittamiseen.
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7 POHDINTA

Tutkimustehtavana opinnaytetydssamme oli optimoida PCR-menetelma kihoma-
don DNA:n osoittamiseksi ulosteesta. Kvalitatiivisessa PCR:ssa lahdimme toteut-
tamaan optimointia kahdella eri entsyymilla ja hakemaan reaktiolle optimaalisia
olosuhteita. Toisena menetelmana kokeellisessa osuudessamme testasimme
kvantitatiivisen reaaliaikaisen PCR:n herkkyytta osoittaa kihomadon DNA:ta. Alku-
peraisen suunnitelman mukaan meidan oli tarkoitus PCR:n optimoinnin jalkeen tes-
tata myds menetelman herkkyytta kliinisilla potilasnaytteilla. PCR-menetelman op-
timoiminen osoittautui kuitenkin hankalaksi ja tyolaaksi ja jopa valilla tuloksetto-
maksi. Ajan puutteen vuoksi emme saaneet menetelmaa optimoitua halutulla taval-
la, vaan saamamme tulokset olivat ainoastaan suuntaa antavia. Kokeellisen osuu-
den edetessa osoittautui, ettd kvantitativinen PCR-menetelma toimi hyvin ja tulok-

set olivat toistettavia verrattuna kvalitatiiviseen PCR-menetelmaan.

Kokeelliseen osuuteen varatut kaksi viikkoa kaytimme kvalitatiivisen ja kvantitatiivi-
seen reaaliaikaisen PCR-menetelman optimointiin. Koska meita oli kolme tekijaa,
kaksi meista pystyi keskittymaan kvalitatiiviseen PCR:n optimointiin ja yksi meista
optimoi kvantitatiivisen reaaliaikaisen PCR:n toimivuutta. Kokeelliseen osuuteen
varatut kaksi viikkoa eivat meille riittdneet, vaan kavimme my6s mydéhemmin suorit-
tamassa optimointeja. Yhteensd meidan kokeelliseen osuuteemme kului aikaa
kuukausi ja silti aika loppui kesken. Ensimmaisten positiivisten tuloksien saaminen
vei aikaa lahes kuukauden, joten se vaikutti huomattavasti ajan loppumiseen.
Kvantitatiivinen PCR-menetelma toimi alusta asti halutulla tavalla. Panostimme kui-
tenkin kvalitatiivisen PCR:n optimointiin, silla se on huomattavasti halvempi mene-
telma kvantitatiiviseen reaaliaikaiseen PCR:n verrattuna. Lahes kuukauden kesta-
neen kokeellisen osuutemme jalkeen saimme positiivisia tuloksia Dynazyme-
entsyymilla, mutta jotta menetelma olisi luotettavasti saatu optimoitua ja sita pitaa

luotettavana olisi testausta pitanyt viela jatkaa.

Optimoinnista saatuja tuloksiamme kvalitatiivisesta PCR:sta emme voi pitaa luotet-

tavina. Saimme reaktion toimimaan vain tietyilla naytteilld, mitka oli eristetty Ql-
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Aamp DNA Stool Mini Kit:lla. Kuitenkin naytteilla, jotka eivat toimineet kvalitatiivi-
sessa PCR:ssa saimme tuloksia kvantitatiivisessa PCR:ssa. Tasta voimme paatel-
18, etta kvalitativinen PCR-menetelma ei ole todennakdisesti riittavan herkka me-
netelma kihomadon DNA:n osoittamiseksi ulosteesta. Mahdollisesti kvalitatiivinen
PCR vaatii suuren maaran templaattia monistuakseen ja toisissa naytteissa temp-
laatin maara oli alhainen, jolloin myos tulokset jaivat negatiivisiksi. Kvantitatiiviseen
PCR:n tarvitaan todennakdisesti pienempi maara templaattia, joten menetelmaa
voidaan pitaa herkempana. Kahdesta eri entsyymista emme voi luotettavasti valita
toimivampaa, silla parhaiten toiminut Dynazyme-entsyymi saatiin toimimaan hyvin
vain yhden kerran ja tietyilla naytteilla. Myos Biotools-entsyymilla saimme positiivi-

sia tuloksia tietylla naytteelld, mika toimi myds Dynazymen kanssa.

Tuloksiin saattoi vaikuttaa myos naytteissa olevat PCR-inhibiittorit, jotka voivat es-
taa DNA:n monistumisen. Eri nukleiinihappoeristysmenetelmat poistavat eri inhibiit-
toreita, tama havaittiin kvalitatiivisessa PCR:ssa, jossa yksikaan MagnaPurella
eristetty nayte ei toiminut. Sen sijaan QlAamp:lla eristetyt naytteet toimivat huomat-
tavasti paremmin. My0s eri entsyymien herkkyys eri inhibiittoreille ja niiden maarille
vaihtelee. Tassa tutkimuksessa Biotools entsyymilla vain yksi nayte toimi kerran ja
DyNazyme entsyymi toimi kaikissa QIAamp:lla eristetyissa naytteissa kaikissa tes-
tatuissa magnesuimkonsentraatioissa ja lisdksi laajalla lampédtila-alueella. On kui-
tenkin mahdotonta sanoa oliko kysymys templaatin vahaisesta maarasta vai PCR-
inhibiittoreista. (Sami Oikarinen, 2009.)

Kvantitatiivista reaaliaikaista PCR-menetelmaa emme ehtineet testata kliinisilla po-
tilasnaytteilla. Kokeellisen osuuden jalkeen virologian yksikké on saanut optimoin-

nit suoritettua loppuun ja testannut menetelmaa kliinisilla potilasnaytteilla. XXX.

Kokeellisen osuuden kuvaaminen opinnaytetydssamme tuntui hankalalta, silla tu-
loksia oli vaikeaa kuvata selkedlla ja ymmarrettavalla tavalla. Jokaisen PCR-
reaktion jalkeen kirjasimme huolellisesti ylos, mita olimme kulloinkin tehneet. Tama

auttoi tulosten analysoinnissa, silla puutteellisista muistiinpanoista analysoiminen
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olisi ollut hankalaa. Mielestamme huolellisten laboratoriopaivakirjojen pito kokeelli-
sen osuuden aikana lisasi luotettavuutta itsessaan, silla kaikki tyoskentelytavat ja
muutokset olivat huolellisesti kirjattu ylos. Kirjallisen osuuden kokoaminen oli suh-
teellisen helppoa ja aihe rajautui hyvin tyon edetessa. Tietoa Idysimme melko hel-
posti, vaikka suurin osa kayttamistamme lahteista oli englanninkielisia. Opinnayte-
tydbmme aihe oli laaja, siitéakin huolimatta vaikka meita tekijoita oli kolme. Kokeelli-
sen osuuden laajuus oli ehka liian tydlas ammattikorkeakoulutasolle, koska aikaa

kokeellisen osuuden suorittamiseen oli vain rajatusti ja aika loppui taysin kesken.

Opinnaytetydomme kokeellista osuutta tehdessamme olemme paasseet tutustu-
maan Heikki Hyodyn tutkimusryhman toimintaan virologian yksikdssa. Olemme
saaneet syventya molekyylibiologian tydmenetelmiin ja oppineet niista paljon uutta
tietoa. Olemme oppineet toimimaan tutkimusryhman jasenina ja saaneet kokonais-
kuvan tyosta tutkimusryhmassa. Kokeellisen osuuden aikana tyoskentelimme pal-
jon itsenaisesti ja tama opetti meille luottamusta omaan arviointikykyyn ja taitoihin.
Opimme myds tekemaan PCR-menetelmaa optimoitaessa johtopaatdksia ja miet-
timaan seuraavaa vaihetta tydskentelyssa. Mielestdmme kehityimme opinnayte-
tyoprosessin aikana tiedon kriittisina arvioijina, kirjoittajina ja kadentaidoiltamme ja
tiedoiltamme. Yhteistydmme meidan kolmen tekijan valilla sujui hyvin, vaikkakin
joskus aikataulujen sovittaminen yhteen oli haasteellista. Yhteistydomme tyoela-
manedustajien kanssa toimi myods sujuvasti ja saimme heilta aina apua tarvittaes-

sa.

Jatkotutkimusehdotuksenamme voisi olla kvantitativisen PCR-menetelman herk-
kyyden testaaminen. Herkkyytta voisi testata tekemalla naytteille laimennussarjan
ja katsoa, kuinka laimeilla naytemaarilla menetelman saisi toimimaan. Haluamme
kiittdad koko Heikki Hyodyn tutkimusryhmaa ja erityisesti tydelamaohjaajiamme
Sami Oikarista ja Hanna Honkasta heidan antamastaan ohjauksesta ja avusta

opinnaytetydmme kokeellisessa osuudessa.
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LITTEET Liite (1): 2 3.

Mixture 1 x reaction Total concentrati-
on

5 x Master Mix 4yl x = i 1X

Primer Fwd 0,4yl x = i 200 nM

Primer Kiho Rev 04 pl x = pl 200 nM

Probe Kiho probe 0,15l x = pl 75 nM

H,O 10,05 pl % = pl

Total volume 15u % = pl

Mixture 2 x reaction Total concentrati-
on

5 x Master Mix 4yl x = pl 1X

Primer Fwd 06 x = pl 300 nM

Primer Kiho Rev 0,4 yl  x = i 200 nM

Probe Kiho probe 0,15yl % = i 75 nM

H,O 9,85l x = pl

Total volume 15u  x = ul

Mixture 3 x reaction Total concentrati-
on

5 x Master Mix 4yl x = i 1X

Primer Fwd 0,8l x = ul 400 nM

Primer Kiho Rev 0,4 pyl x = pl 200 nM

Probe Kiho probe 0,15yl % = pl 75 nM

H,O 9,65yl x = ul

Total volume 15u % = pl

Mixture 4 x reaction Total concentrati-
on

5 x Master Mix 4yl x = ] 1X

Primer Fwd 1l x = ] 500 nM

Primer Kiho Rev 0,4 pl x = ] 200 nM

Probe Kiho probe 0,15 pl x = ] 75 nM

H,O 945 Il x = pl

Total volume 15 x = pl

Mixture 5 x reaction Total concentrati-
on

5 x Master Mix 4yl x = i 1X

Primer Fwd 0,4 ul  x = i 200 nM

Primer Kiho Rev 06 u x = i 300 nM

Probe Kiho probe 0,15 pl  x = pl | 75 nM

H.0 9,85l x = ]

Total volume 15u % = pl

jatkuu
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LIITE 1: (2) 3.

Mixture 6 x reaction Total concentrati-
on

5 x Master Mix 4yl x = pl 1X

Primer Fwd 06 x = pl 300 nM

Primer Kiho Rev 06yl x = pl 300 nM

Probe Kiho probe 0,15l % = pl 75 nM

H,O 9,65ul  x = ul

Total volume 15u % = ul

Mixture 7 x reaction Total concentrati-
on

5 x Master Mix 4yl x = pl 1X

Primer Fwd 0,8 pl  x = pl 400 nM

Primer Kiho Rev 06l x = i 300 nM

Probe Kiho probe 0,15l x = i 75 nM

H,O 9,45 pl  x = pl

Total volume 15 x = ul

Mixture 8 x reaction Total concentrati-
on

5 x Master Mix 4yl x = pl 1X

Primer Fwd 1l x = pl 500 nM

Primer Kiho Rev 06 x = pl 300 nM

Probe Kiho probe 0,15ul  x = pl 75 nM

H,O 9,25yl x = ul

Total volume 15 ul X = ul

Mixture 9 x reaction Total concentrati-
on

5 x Master Mix 4yl x = ] 1X

Primer Fwd 04 pl x = ] 200 nM

Primer Kiho Rev 0,8 pul % = ] 400 nM

Probe Kiho probe 0,15 pl x = ] 75 nM

H.0 9,65 pl  x = ul

Total volume 15 % = pl

Mixture 10 x reaction Total concentrati-
on

5 x Master Mix 4yl x = ] 1X

Primer Fwd 06 x = pl 300 nM

Primer Kiho Rev 0,8 pl  x = ] 400 nM

Probe Kiho probe 0,15l x = ] 75 nM

H,O 9,45l x = pl

Total volume 15 x = ]

Mixture 11 x reaction Total concentrati-
on

5 x Master Mix 4yl x = i 1x

Primer Fwd 0,8 pl x = i 400 nM

Primer Kiho Rev 0,8 pl  x = i 400 nM

Probe Kiho probe 0,15ul  x = i 75 nM

H,O 9,25l x = ul

Total volume 15u % = ul
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LIITE 1: 2 (3).

Mixture 12 x reaction Total concentrati-
on

5 x Master Mix 4yl x = pl 1X

Primer Fwd 1,0 yl % = pl 500 nM

Primer Kiho Rev 0,8 pyl  x = i 400 nM

Probe Kiho probe 0,15yl  x = i 75 nM

H,O 9,05l x = pl

Total volume 15u  x = ul

Mixture 13 x reaction Total concentrati-
on

5 x Master Mix 4yl x = pl 1X

Primer Fwd 04 pl x = pl 200 nM

Primer Kiho Rev 1,0 yl x = i 500 nM

Probe Kiho probe 0,15yl  x = i 75 nM

H,O 945l x = pl

Total volume 15 x = pl

Mixture 14 x reaction Total concentrati-
on

5 x Master Mix 4yl x = pl 1X

Primer Fwd 06ul x = pl 300 nM

Primer Kiho Rev 1yl % = ul 500 nM

Probe Kiho probe 0,15l x = pl 75 nM

H,O 9,25l x = pl

Total volume 15u % = ul

Mixture 15 x reaction Total concentrati-
on

5 x Master Mix 4yl x = pl 1Xx

Primer Fwd 0,8yl x = pl 400 nM

Primer Kiho Rev 1yl % = i 500 nM

Probe Kiho probe 0,15 ul = i 75 nM

H,O 9,05ul  x = pl

Total volume 15u % = ul

Mixture 16 x reaction Total concentrati-
on

5 x Master Mix 4yl x = pl 1X

Primer Fwd 1yl x = pl 500 nM

Primer Kiho Rev 1yl % = pl 500 nM

Probe Kiho probe 0,15 I x = pl | 75 nM

H.O 9,85 Il x = ul

Total volume 15u % = pl
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