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Polymeraasiketjureaktion (PCR) yhteydessa on perinteisesti kaytetty variaineita apuna
analysoitaessa reaktioita agaroosigeelielektroforeesilla (AGE). Ennen AGE:a naytteisiin
lisatdan varillinen puskuri, joka muun muassa helpottaa naytteiden pipetointia geelille.
Markkinoilla on my6s DNA-polymeraaseja, joissa vari on jo valmiina. Naissa
entsyymiliuoksissa vari toimii pipetointiapuna, sekd helpottaa DNA-fragmenttien
liikkuvuuden arviointia AGE:ssa.

Tassd tydssd tutkittiin erilaisten variaineiden vaikutusta gPCR-reaktioihin (engl.
Quantitative Polymerase Chain Reaction) ja reaktioseosten sailyvyyteen ajatuksena lisata
variaineita Finnzymes Oy:n valmistamiin valmiisiin qPCR reaktioseoksiin eli master mix -
seoksiin ja kayttdd kyseisia variaineita pipetointiapuna reaktioseosta tehdessa ja
pipetoidessa.

Variaineiden vaikutusta gPCR-reaktioihin testattin lisdamalla erilaisia variaineita
reaktioseoksiin ennen PCR-reaktioita. Reaktioihin tarvittava varin maara arvioitiin
visuaalisesti eri reaktioastiatyypeillda ja jokaisesta variaineesta testattin useampaa
pitoisuutta. Lisaksi variaineiden sopivuutta gqPCR:oon tutkittiin mittaamalla niiden spektreja
ja fluoresenssitasoja, sillda qPCR:n kvantitointi perustuu fluoresoivien varien kayttéon.
Naita spektreja verrattiin yleisimpien qPCR:ssa kaytettyjen fluoroforien eksitaatio- ja
emissiospektreihin.

Ensimmainen qPCR-ajo, jossa varejd testattin, perustui SYBR® Green | -
detektointikemiaan. Niita vareja, joiden ei havaittu aiheuttavan merkittavaa haittaa
reaktiolle ensimmaisessa qPCR-ajossa, testattin myds multiplex-qPCR-ajossa. Kaikissa
gPCR-ajoissa varillisia reaktioita verrattin muuten samanlaisiin, mutta varittdmiin
reaktioihin. Parhaimmaksi variksi osoittautui ndiden ajojen perusteella vari 5. Kyseinen
vari ei inhiboinut PCR:n monistumista eikd haitannut merkittdvasti fluoresenssin
detektointia. Multiplex-PCR:ssa vari 5 hairitsi detektointia aallonpituusalueella 600 - 630
nm.

Sailyvyyskokeissa varia 5 lisattiin erilaisiin master mix -seoksiin. Sailyvyytta tutkittiin
tekemalld funktionaalisia testeja eri olosuhteissa sailytetyille, varia sisaltaville qPCR-
reaktioseoksille. Naissa testeissa varilla 5 ei todettu olevan vaikutusta master mix -
seosten sailyvyyteen.

Varillisten master mix -seosten tuotantoa ei viela aloitettu pelkdstaan naiden tulosten
perusteella. Varin 5 testausta jatketaan muun muassa pidentamalla sailyvyyskokeita
kuuteen kuukauteen. Tulevaisuudessa tullaan luultavasti testamaan lisda variaineita
tarkoituksena loytaa myos multiplex-PCR:oon soveltuva variaine.

Avainsanat: qPCR, variaine, fluoresenssi
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In traditional Polymerase Chain Reaction (PCR) the amplification results have been de-
tected by running the samples in an agarose gel electrophoresis (AGE). Before the elec-
trophoresis a special coloured component called loading dye is usually added to the reac-
tion mixture to help to track sample migration on the gel. Loading dye also makes the pi-
petting of the samples easier. Coloured DNA polymerases are available on the market in
which the colour is added to the enzyme mixture and acts as loading dye.

In this study, the main goal was to find a dye which could be added to Finnzymes'’s ready-
to-use qPCR Master Mixes and use the dye as a pipetting aid when preparing the reac-
tions. The detection and quantitation in real-time PCR is based on the use of different
fluorophore chemistries. This puts some restrictions on the dye to be found.

The impact of different dyes on the qPCR reactions were tested by adding the dyes in to
the reaction mixture before the actual reaction. The proper amount of the colour was visu-
ally estimated before gPCR by pipetting dye dilutions on to different reaction plates and at
least two dye concentrations were tested in qPCR for each dye. The suitability of the dyes
was also studied by measuring the fluorescence and absorbance levels of the dyes and
comparing them to the emission and excitation spectrum of common fluorophores used in
gPCR.

The dyes were first tested with SYBR® Green | detection chemistry. The dyes that did not
seem to affect the first gqPCR run were also tested with multiplex gPCR. In every gPCR
run, the coloured reactions were compared to similar, but colourless reactions. In all of the
gPCR runs, the best dye which affected qPCR least turned out to be colour 5. This dye
did not inhibit the amplification nor affect the fluorescence detection.

In preservability tests, colour 5 was added to different master mixes. Tests were carried
out by performing functional tests to coloured master mixes which had been preserved in
different conditions. The performance of the coloured master mix was compared to the
performance of similar but colourless master mix. These tests showed that the addition of
colour 5 had no impact on the preservability of these master mixes.

The production of coloured master mixes was not initiated yet based on the results of this
study as colour 5 will still need to be tested for longer preservability. Also more dyes will
probably be taken into account and tested for multiplex gPCR compatibility.

Keywords: qPCR, dye, fluorescence
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KASITELUETTELO

Amplikoni

Auksokromi

Fluoresenssi

FRET

Koetin

Kromofori

Kynnyssykli

Kynnystaso

PCR:ssa monistettava alukkeiden maarittelema
DNA-jakso

varauksellinen orgaaninen ryhma, joka vaikuttaa
variainemolekyylin variin, varaukseen ja

vesiliukoisuuteen

ilmid, jossa atomi absorboi fotonin el
valohiukkasen ja virittyy, viritystilan purkautuessa
atomi emittoi toisen fotonin, joka havaitaan

fluoresenssina

(engl. Fluorescence Resonance Energy Transfer)
tapahtuma, jossa eksitaatio eli atomien viritystila
siirtyy molekyylilta toiselle eika purkaudu

fluoresenssina

leimattu yksijuosteinen DNA-jakso, joka kiinnittyy

kohdesekvenssiinsd PCR-reaktion annealing-

vaiheessa

molekyyli, joka aiheuttaa absorptio-
ominaisuuksiensa ansiosta molekyylin
varillisyyden

(engl. Treshold cycle, Ct) PCR-sykili, jolla gPCR-
tuotteen antaman fluoresenssin intensiteetti

saavuttaa kynnystason

(engl. Treshold line) taso, joka asetetaan qPCR-
monistukayran eksponentiaalisen kasvun
vaiheeseen joko laitteen tai kayttgjan toimesta,

jotta voidaan maarittaa kynnyssykli



multiplex-PCR

qPCR

Sulamiskayra

Tehokkuus

Vari-indeksi

PCR:n sovellus, jossa monistetaan useita

amplikoneja samaan aikaan samassa

reaktioputkessa
(engl. quantitative PCR) kvantitatiivinen
reaaliaikainen PCR, jossa tuotteen

muodostumista voidaan seurata reaaliajassa

(engl. Melting curve) kaksijuosteisen DNA:n
denaturaatiosta johtuvan fluoresenssin
intensiteetin vahenemistd kuvaava kayra, joka
piirretaan yleensa lampdtilan funktiona muodossa
-dF/dT

PCR-reaktiossa monistumista kuvaava suure; kun
PCR-tuotteen maara kaksinkertaistuu joka
syklilla, tehokkuus on 100 %

(engl. Colour  Index, C.l.)  variaineiden
luokittelujarjestelma ja tietokanta, jossa jokaiselle
kaupalliselle variaineelle on annettu

systemaattinen nimi ja C.l.-numerokoodi
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JOHDANTO

Yksi polymeraasiketjureaktion eli PCR:n uusimmista sovelluksista on
kvantitatiivinen PCR eli gPCR, jossa tuotteen monistumista voidaan seurata
reaaliajassa. qPCR perustuu reaktiossa kaytettaviin spesifisin ja ei-
spesifisiin fluorofori-kemioihin, jotka mahdollistavat kvantitoinnin ja tuotteen

monistumisen seuraamisen reaaliajassa. [1, s. 10.]

gPCR-laitteisto ei eroa teoriassa tavallisesta PCR-laitteistosta muuten kuin
laitteeseen liitetyn fluorimetrin ja detektointilaitteiston suhteen. Useimmiten
gPCR:ssa kaytetdaan 96-kuoppalevyja reaktioiden pipetoinnissa, mika tekee
reaktioiden valmistelusta haastavaa. Viime vuosina markkinoille on tullut
useita tuotteita, jotka on tarkoitettu helpottamaan reaktioseosten pipetointia

naille kuoppalevyille.

Finnzymes Oy valmistaa useita gPCR:oon tarkoitettuja reagensseja. Suurin
osa naista reagensseista on valmiita reaktioseoksia eli master mix -seoksia,
jotka sisaltdvat kaiken muun gPCR:oon tarvittavan paitsi templaatin,
alukkeet ja mahdolliset koettimet. Tassa tydssa naista master mix -seoksista
halutaan tehda varillisia, jotta reaktioiden pipetoiminen helpottuisi. gPCR on
herkka menetelma, joka perustuu fluoresenssiin, ja tama asettaa variaineelle

monia vaatimuksia.

Tassa tydssa testataan useiden variaineiden toimivuutta gPCR:ssa
lisaamalla niita valmiisiin reaktioseoksiin ennen gPCR-reaktioita ja tutkimalla
varien absoprtio- ja fluoresenssiominaisuuksia. Lisaksi tutkitaan varien
vaikutusta valmiiden reaktioseosten sailyvyyteen. Tavoitteena on l6ytaa
variaine, joka ei hairitse qPCR-reaktion detektointia tai monistumista, mutta
on silti savyltdan tarpeeksi vahva toimiakseen pipetointiapuna reaktioita

valmisteltaessa.

Opinnaytetyd tehtiin Finnzymes Oy:n tutkimus- ja tuotekehitysyksikdssa
kesalla ja syksylla 2008. Finnzymes Oy valmistaa, markkinoi ja maahantuo

laitteita, reagensseja ja kayttdmuoveja molekyylibiologian tarpeisiin.



2 TYON TEORIA

Polymeraasiketjureaktiolla eli PCR:lla (engl. Polymerase Chain Reaction) .
voidaan monistaa haluttuja DNA-sekvensseja kayttaen termostabiilia DNA-
polymeraasientsyymia seka kohdesekvenssin eli templaatin molemmille
paille spesifisia alukkeita. Reaktio koostuu kolmesta eri vaiheesta, joita
toistetaan sykleissa tavallisesti 30 - 40 kertaa. Vaiheet on havainnollistettu
kuvassa 1. Ensimmaisessa vaiheessa (denaturaatio) lampdétilaa nostetaan
niin, ettd kaksijuosteisen DNA:n rakenne purkautuu. Seuraavaksi lampétilaa
lasketaan, jotta alukkeet paasevat sitoutumaan DNA:han (annealing).
Lopuksi lampdétilaa nostetaan hieman ja polymeraasi alkaa rakentaa
reaktioseokseen lisatyista deoksinukleotideista (ANTP) uutta DNA-juostetta

templaatti-DNA:n mallin mukaan (ekstensio).

Templaatti

.......................... FTI  [—————

............................................. - .
“C
95 Denaturaatio
72 Ekstensio
Gl
50 Annealing
30

Aika

Kuva 1. PCR-reaktion vaiheet [l&hdettd 2 mukaillen]

Denaturaatiovaiheen lampdétila ja pituus maaraytyvat muun muassa
templaatin emaskoostumuksen ja pituuden mukaan. Annealing-vaiheessa
[dampdtilan on hyva olla muutaman asteen alukkeiden sulamisldmpdtilaa
(Tm) matalampi, jotta alukkeiden sitoutuminen olisi mahdollisimman
tehokasta ja kuitenkin spesifistd. Yleisimmin kaytettava ekstensiolampdtila

on 72 °C, joka on useiden kaupallisten DNA-polymeraasien optimilampétila.
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2.1.1

Kvantitatiivinen PCR eli gPCR

Kvantitativinen PCR (qPCR) toimii samalla perusperiaatteella kuin
perinteinenkin PCR; ne eroavat toisistaan ainoastaan tuotteiden detektoinnin
ja kaytettavan laitteiston suhteen. Kvantitatiivisessa PCR:ssa reaktioon
lisatdan jokin fluoresoiva koetin tai leima, joka fluoresoi sitoutuessaan
kohteeseensa eli monistuneeseen PCR-tuotteeseen. Nain qPCR-reaktioita
voidaan sopivan detektorin ja PCR-laitteeseen liitetyn tietokoneen avulla

seurata my0s reaaliajassa (engl. Real-Time PCR). [2.]

Teoria

Kvantitatiivisessa reaaliaikaisessa PCR:ssa syntyneen tuotteen maara
saadaan selville mittaamalla reaktioseoksen fluoresenssi jokaisen PCR-
syklin aikana ja nain tuotteen maaraa voidaan seurata koko reaktion ajan.
Valittavana on useita erilaisia spesifisia ja epaspesifisid kemioita, jotka on
esitelty tarkemmin seuraavissa kappaleissa. Kaikille nille kemioille yhteista
on se, etta niissa kaytettyjen fluoroforien lahettaman signaalin vahvuus on
verrannollinen syntyneen tuotteen maaraan. Perinteisessa PCR:ssa tuote on
tavallisesti analysoitu agaroosigeelielektroforeesilla (AGE) vasta reaktion
paatyttya. Elektroforeesiajossa reaktion lopputuotteet erottuvat huokoisella
agaroosigeelilld sahkdvirran ansiosta kokonsa perusteella. Menetelmalla
voidaan selvittdd, onko haluttu tuote oikeankokoinen tai ylipdataan
monistunut, mutta tarkat kvantitatiiviset DNA-analyysit ovat hyvin ty6laita.
Reaaliaikainen gPCR on huomattavasti perinteistd PCR:ta nopeampi, koska
aikaavievia AGE-analyyseja ei tarvita. Se soveltuu myds kvantitatiivisiin
mittauksiin, mikali kaytetddn apuna kohde-DNA:ta sisaltavia naytteita, joiden
konsentraatio on tunnettu. Myds kontaminaatioriski on huomattavasti
pienempi, koska PCR-putkia ei tarvitse avata lainkaan PCR-syklityksen
jalkeen. [2; 3.]

Teoriassa PCR-reaktion jokaisella syklilla yhdestd kaksijuosteisesta DNA-
molekyylistd monistuu kaksi identtistd kopiota ja tuotteen maara kasvaa
eksponentiaalisesti. Talldin reaktion tehokkuus on 100 % [1, s. 9]
Kaytannéssa monistuminen ei kuitenkaan ole taydellistda koko PCR-

syklityksen ajan, mika on havainollistettu kuvassa 2.
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Kuva 2. PCR-reaktion edistymisen ja tehokkuuden teoreettinen suhde. Punainen
kéyrd on qPCR monistuskayré ja sininen kadyrad kuvaa reaktion tehokkuutta.
[Léhdetté 4 mukaillen.]

PCR-reaktio voidaan jakaa kolmeen vaiheeseen, jotka on helppo
(kuva 2). Alussa qPCR

instrumentti ei viela erota fluoresenssia taustasta, mutta tuotetta kuitenkin

havainnollistaa gPCR-monistuskayran avulla

monistuu eksponentiaalisesti (pohjaviiva kuvassa 2). Sen jalkeen paastaan
eksponentiaalisen kasvun vaiheeseen, joka on myds qPCR-laitteen
detektoitavissa. Taman vaiheen pituus riippuu muun muassa templaatin
konsentraatiosta. Taman jalkeen seuraa lineaarinen vaihe, jossa tuotetta
monistuu edelleen, mutta kasvu ei ole enda eksponentiaalista; yhdesta
kaksi

identtistd molekyylid. Viimeisena reaktio paattyy plateau-vaiheeseen, jossa

kaksijuosteisesta DNA-molekyylistd monistuu vahemman kuin
uutta DNA:ta ei lopulta enda monistu lainkaan ja tehokkuus on 0 %. [1, s. 9;

5, 5. 93.]

2.1.2 Sovellukset

Reaaliaikaista kvantitatiivista PCR:ta kaytetddn muun muassa patogeenien
detektoinnissa, SNP-analyyseissa (engl. Single Nucleotide Polymorphism) ja
virusanalytiikassa. Niin kutsuttu multiplex-PCR eli useiden amplikonien
gPCR:lla

yksinkertaisempaa kuin perinteisellda PCR:lla. gPCR:a kaytetddn myds

monistaminen samanaikaisesti on huomattavasti
muissa PCR:n sovelluksissa. Esimerkkeind reaaliaikainen kvantitatiivinen
immuno-PCR proteiinien tunnistuksessa ja reaaliaikainen RT-gPCR (engl.
Reverse Transcriptase Quantitative PCR) RNA-analytiikassa eli geenien
ilmentymisanalyyseissa, joissa monistetaan RNA:sta kaanteiskopioitua

cDNAta. [2.]



2.1.3 Fluoresenssi

Fluoresenssiksi kutsutaan ilmiéta, joka syntyy kun molekyyli absorboi
valohiukkasen eli fotonin ja emittoi toisen fotonin. Atomin absorboidessa
fotonin, sen elektroni siirtyy korkeammalle energiatasolle eli atomi virittyy.
Virityksen purkautuessa syntyy emissio ja fotoni vapautuu. [6.]
Reaaliaikaisessa PCR:ssa kaytetdan detektion apuna DNA:han sitoutuvia
fluoroforeja, joiden emissio voidaan detektoida valona eri aallonpituuksilla.
Erityyppiset  fluorofori-kemiat  esitellddn  tarkemmin  seuraavassa
kappaleessa, mutta paapiirteittdin ne voidaan jakaa kahteen ryhmaan;
spesifiset ja ei-spesifiset kemiat. Ei-spesifiset fluoroforit kiinnittyvat suoraan
kaksijuosteiseen DNA:han (dsDNA), josta seuraa fluoresenssin
vahvistuminen. Spesifiset kemiat taas perustuvat kohdespesifisten,
fluoresoivien alukkeiden tai koettimien kayttoéon.

Atomin emittoiman fotonin energia ei ole yhta suuri kuin absorboituneen
fotonin energia. Toisin sanoen absorboituneen valon aallonpituus on aina
pienempi kuin emittoituneen valon (niin kutsuttu Stokesin siirtyma).
Jokaisella fluoroforilla on siis omanlaisensa emissio- ja eksitaatiospektrit.
Naiden spektrien tunteminen on olennaista erityisesti tehtdessd multiplex-

analyyseja reaaliaikaisella PCR:lla. [7; 5, s. 221.]

2.1.4 Eri kemiat

Alunperin  kvantitatiivista PCR:ta kehitettdessa detektiomenetelmana
kaytettiin UV-valossa fluoresoivaa etidiumbromidia [2]. Nykyaan kaytdssa
ovat huomattavasti tarkemmat, helppokayttdisemmat ja kayttajalleen
turvallisemmat fluoresoivat varit. Reaaliaikaisessa PCR:ssa kaytettavat
detektointikemiat voidaan jakaa kahteen ryhmaan; ei-spesifiset kemiat ja
spesifiset kemiat.

Ei-spesifiset kemiat

Kaksijuosteiseen DNA:han suoraan sitoutuvat fluoroforit (engl. DNA binding
dyes tai intercalating dyes) ovat yleisimpia kaytetyista ei-spesifisista
kemioista. Ndma kemiat perustuvat DNA-molekyylien valiin reversiibelisti
sitoutuviin vareihin, joiden fluoresenssi kasvaa moninkertaiseksi niiden
sitoutuessa. Tallaisia vareja ovat muun muassa SYBR® Green |, EvaGreen™
ja BOXTO. [1, s. 16 - 18.] Yksi eniten kaytetyista vareistad on SYBR® Green |,

jonka toimintaperiaate on esitetty kuvassa 3.
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Kuva 3. SYBR Green:in toimintaperiaate. DNA:n ollessa denaturoituneena SYBR
Green | on vapaana liuoksessa, eika detektoitavaa fluoresenssia synny. Annealing-
Ja ekstensiovaiheessa SYBR Green sitoutuu syntyneeseen dsDNA:han ja fluoresoi
voimakkaasti. Syntynyt fluoresenssi detektoidaan jokaisella syklilld ekstensiovaiheen
jélkeen. [Lahdettd 8 mukaillen.]

SYBR® Green I:n suurin etu on sen helppokéayttdisyys ja edullisuus. Lisaksi
jokaisessa PCR-ajossa voidaan kayttdda samaa detektointimenetelmaa.
SYBR® Green |:n ei-spesifisesta sitoutumisesta johtuen jokainen reaktio on
optimoitava huolellisesti, silla myds epaspesifiset tuotteet ja niin sanotut
"primer-dimer”-tuotteet aiheuttavat signaalin. Nama epaspesifiset tuotteet
voidaan kuitenkin yleensa erottaa spesifisista tuotteista analysoimalla niiden
sulamiskayrat (engl. Melting curve), jotka esitelldan tarkemmin kappaleessa
2.1.6. Suoraan kaksijuosteiseen DNA:han sitoutuvia fluoroforeja ei
myoskaan voida kayttda multiplex-reaktioihin eli PCR-reaktioihin, joissa
monistetaan useita eri amplikoneja samanaikaisesti ilman

sulamiskayraanalyysia. [1, s.17; 3.]

Markkinoille mydhemmin tulleet EvaGreen™ ja BOXTO toimivat samalla
periaatteella kuin SYBR® Green |. EvaGreen™ on hieman kallimpi, mutta
sen sanotaan olevan SYBR® Green I:ta stabiilimpi korkeissa lampétiloissa ja
aiheuttavan vdhemman inhibitiota. BOXTO:n ja SYBR® Green |:n merkittavin
ero on BOXTO:n korkeampi eksitaatio- ja emissioaallonpituus. Ei-spesifisiin
kemioihin kuuluu my®és joitakin aluke-pohjaisia kemioita, esimerkkina LUX™-
alukkeet, joissa fluorofori on sidottu suoraan kaytettaviin alukkeisiin. [1,
s.18.]



Spesifiset kemiat

Spesifiset kemiat perustuvat jokaiselle monistettavalle amplikonille erikseen
suunniteltavien fluoresoivien koettimien kayttoon. Naissa koettimissa on
yleensa kiinni kaksi molekyylia, joista toinen on jokin fluorofori ja toinen niin
kutsuttu vaimennin. Vaimennin voi olla joko fluorofori, tai mika tahansa valoa
absorboiva molekyyli. Kun fluorofori emittoi fotonin, sen energia siirtyy
vaimentimelle sen sijaan, ettd syntyisi detektoitavissa oleva fluoresenssi.
Tata ilmiéta kutsutaan fluoresenssi-resonanssi-energiansiirroksi eli FRET :ksi
(engl. Fluorescence Resonance Energy Transfer) ja se tapahtuu vain kun
nama kaksi molekyylia ovat tarpeeksi lahella toisiaan (alle 30 emasparia) [1,
s. 23]. Kun fluorofori ja vaimennin erotetaan toisistaan tavalla tai toisella,

syntyy detektoitava fluoresenssi. [1, s. 11.]

Yleisesti kaytdssd oleva spesifinen kemia perustuu niin  kutsutun
hydrolyysikoettimen kayttéon, jonka tunnetuin edustaja on TaqMan®-koetin.
Taman oligonukleotidijuosteen 5’-paassa on jokin fluorofori (usein FAM) ja
3’-paassa fluoresenssin estdva vaimennin (usein TAMRA). Mitattava
fluoresenssi syntyy, kun 5-eksonukleaasiaktiivisuuden omaava DNA-
polymeraasi irrottaa vaimentimen rakentaessaan uutta DNA-juostetta. [7.]

TagMan®-koettimen toimintaperiaate on esitetty tarkemmin kuvassa 4.
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Kuva 4. TaqMan®-koettimen toimintaperiaate. Koettimen ollessa vapaana
liuoksessa vaimennin estaé fluoresenssin syntymisen. Annealing-vaiheessa koetin
sitoutuu spesifisesti monistettavalle alueelle. Ekstensio-vaiheessa DNA-polymeraasi
pilkkoo koettimen syntetisoidessaan uutta DNA-juostetta ja syntyy detektoitava
fluoresenssi. [Ldhdettd 9 mukaillen.]




TagMan®-kemia soveltuu spesifisyytensd vuoksi kaytettavaksi myos
multiplex-tyyppisiin analyyseihin. Sulamiskayra-analyysi ei kuitenkaan ole
mahdollinen kaytettdessd TagMan®-koettimia, silld koetin hajoaa ekstensio-

vaiheessa irreversiibelisti. [5, s. 245.]

Toinen yleisesti kdytdssa oleva spesifinen kemia perustuu niin kutsuttujen
Molecular Beacon® -koettimien kayttddn. Toisin kuin TagMan®-koettimien
toiminta, Molecular Beacon® -koettimien toiminta perustuu niiden
silmukkamaiseen rakenteeseen (niin sanottu hiusneularakenne). Koettimen
silmukka on komplementaarinen halutun DNA-juosteen kanssa ja koettimen
molemmat paat taas ovat komplementaarisia keskendan. Kun koetin on
silmukkamuodossa, sen vastakkaisissa paissa olevat fluorofori ja vaimennin
ovat lahelld toisiaan ja FRET-ilmién ansiosta fluoresenssia ei synny. Kun
koetin hybridisoituu kohde-DNA:han, silmukka aukeaa ja syntyy detektoitava
fluoresenssi. Koetin ei hajoa irrotessaan DNA-juosteesta, joten myds
sulamiskayraanalyysi on mahdollinen kaytettdessa kyseista
detektointikemiaa. [5, s. 255.] Rakenne ja toimintaperiaate on esitetty

kuvassa 5.
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Kuva 5. Molecular Beacon® -koettimen toimintaperiaate. Olleessaan vapaana
liuoksessa, koetin on rakenteeltaan hiusneulamainen. Reaktioldmpétilaa
laskettaessa koetin sitoutuu kohde-DNA:han, silmukka avautuu ja syntyy
fluoresenssi. Ekstensio-vaiheessa koetin irtoaa ja muodostaa jélleen silmukan. [9; 1,
s.23]

Lahes kaikki spesifiset kemiat ovat toimintaperiaatteltaan samantapaisia
kuin edelld esitetyt TagMan®- ja Molecular Beacon® -koettimet. Joissakin
koettimia on useampi (esimerkiksi hybridisaatiokoettimet), ja jotkut taas ovat
rakenteeltaan huomattavasti monimutkaisempia (esimerkiksi Scorpion™-
koettimet). Myds kustannuksissa ja toimivuudessa on eroja. Yhteista ldhes

kaikille spesifisille koettimille on niiden suunnittelun monimutkaisuus.



Sen lisdksi ettd koettimissa tulee olla sopivan pituinen, kohde-DNA:lle
komplementaarinen juoste, niiden sulamislampdtilan tulisi myés olla noin 9 -
10 °C kaytettyjen alukkeiden sulamislampdétilaa korkeampi. Tama siita
syysta, ettd niiden tulee annealing-vaiheessa hybridisoitua kohde-DNA:han
ennen alukkeita. Lisaksi kaytettdessa silmukkarakenteisia koettimia tulee
varmistaa, ettd koettimen paat ovat komplementaarisia vain toisilleen.
Nykyaan on saatavilla useita tietokoneohjelmia, joilla naitd koettimia voidaan
suunnitella ja jotka ottavat huomioon myds edelld mainitut seikat. Yhteista
kaikille spesifisille koettimille on myds niiden mahdollinen kaytté multiplex-

reaktioissa. [7; 10.]

2.1.5 Laitteisto

Reaaliaikaiseen kvantitativiseen PCR:oon soveltuva laitteisto koostuu
paaasiassa kolmesta osasta; lampoblokista, fluorimetristd ja tietokoneesta,
jossa on tulosten analysointiin ja fluoresenssin seurantaan soveltuva
ohjelmisto. Lampdoblokki ei poikkea toiminnaltaan tavallisesta PCR-laitteesta.
Rakenteen tulee kuitenkin olla sellainen, ettd fluoresenssin mittaaminen on
mahdollista. Kaytannossa laite mittaa fluoresenssin jokaisen syklin lopussa
joko ekstensio- tai annealing-vaiheen jalkeen riippuen kaytetysta

detektointikemiasta.

Reaaliaikaisessa PCR:ssa kaytettavat fluoroforit vaativat eksitoituakseen
valonlahteen, jonka valon aallonpituus voidaan valita. Laitteissa kaytettavia
valonlahteita ovat halogeenilamput, LEDit ja laserit. Halogeenilamppu
lahettda valoa aallonpituuksilla 350 - 2600 nm. LEDin lahettaman valon
aallonpituus taas osuu kapealle 30 - 40 nm:n alueelle. Seka
halogeenilamppujen, ettéd yleensd myds LED-valojen kanssa on kaytettava
eksitaatiosuodatinta, jolla voidaan valita haluttu eksitaatioaallonpituus.
Laser-valoa kaytettdessa suodatinta ei tarvita, silla se lahettda valoa tietylla
aallonpituudella. Lisaksi tarvitaan emissiosuodatin, jotta hajavalosta
saadaan erotettua kaytetyn fluoroforin l1ahettdma emissioaallonpituus. [5, s.
333 - 335.] Fluoresenssin detektoinnin periaate on esitetty kuvassa 6.
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Kuva 6. QPCR-laitteen toimintaperiaate [ldhdettd 11 mukaillen]

Fluoresenssin detektointi tapahtuu laitteella, joka muuttaa valon
elektroniseksi signaaliksi. QPCR-laitteissa kaytetdan yleensa detektoreina
niin sanottua PMT- eli valomonistinputkea (engl. Photomultiplier Tube) tai
CCD-kennolla (engl. Charge-Coupled Device) varustettua kameraa. Yleensa
detektori sijoitetaan heti emissiosuodattimen jalkeen. Se, kuinka montaa eri
emissioaallonpituutta laitteella voidaan detektoida, riippuu
emissiosuodattimien maarasta [1, s. 13]. Myods suodattimien optinen laatu

vaikuttaa suoraan koko laitteen suorituskykyyn. [5, s. 338.]

2.1.6 Tulosten analysointi

Reaaliaikaisen kvantitativisen PCR:n tuloksia ei tarvitse analysoida
agaroosigeelielektroforeesilla, vaan paatelmat voidaan tehda qPCR-

ohjelman mittaamien parametrien perusteella.
Kynnyssykli ja kynnystaso

Kynnystasoksi (engl. Treshold line) kutsutaan sitd tasoa, jossa gPCR-
tuotteen antama fluoresenssi kohoaa taustafluoresenssin ylapuolelle ja on
detektoitavissa. Kynnystaso voidaan maarittdd qPCR-ohjelman avulla, ja se
tulisi yleensa asettaa monistuskayran eksponentiaalisen kasvun vaiheeseen
pohjaviivan ylapuolella. Kynnyssykli (engl. Treshold cycle, Ct) on sykli, jolla
monistuskayra saavuttaa kynnystason. Kynnyssyklin eli Ct-arvon suuruus on
siis verrannollinen naytteen alkuperdiseen templaattikonsentraatioon ennen

monistusta. [12; 13.]



11

Kvantitatiivisessa  PCR:ssa  fluoresenssimittauspisteiden  perusteella
saadaan monistuskayra, jossa x-akselilla ilmoitetaan PCR-sykli ja y-akselilla
fluoresenssin suuruus. Monistuskdyra voidaan piirtdd myos niin, ettd y-
akselin asteikko on logaritminen. Talldin PCR-reaktion lineaarinen vaihe on
helpompi erottaa ja kynnystason asettaminen helpottuu. [3.] Kuvassa 7 on

esitetty gPCR-monistuskayra kahdella tavalla piirrettyna.

0.15-] Plateau

Fluoresenssi

-13 . . Plateau
Lineaarinen

0.125-]

Lineaarinen

0.1

Eksponentiaalinen
-Z.25

0.075- 2.5

Log Fluoresenssi

-2.75 Pohjaviiva
0.05+

Kynnystaso .25

Eksponentiaalinen
0.025- 3.5+

Pohjaviiva Crarvo R

—— ———
P} zo 11 40 1 10 zo _30 40 5
Sykli Sykli

Kuva 7. QPCR-monistukéyra kahdella tavalla piirrettyna. Oikeanpuoleisessa
kuvassa on osoitettu Ct-arvo ja kynnystaso.

Yksi tarkeimmista parametreista useimmissa qPCR-analyyseissa on Ct- eli
kynnyssykliarvo, silla Ct-arvo on verrannollinen templaatin maaraan; mita
suurempi maara templaattia reaktion alussa, sitd pienempi Ct-arvo eli sita
aiemmin tuote monistuu [12]. Eri gPCR-ajojen valisia Ct-arvoja ei kuitenkaan
tulisi verrata toisiinsa sellaisenaan, koska Ct-arvo riippuu asetetusta

kynnystasosta, joka taas saattaa vaihdella eri ajojen valilla [2].
Standardisuora ja tehokkuus

Tuntemattoman naytteen DNA-maara voidaan selvittdaa kayttamalla apuna
samasta kohde-DNA:sta tehtya standardisuoraa eli laimennossarjaa, jonka
jokaisen naytteen konsentraatio on tunnettua. Standardisuora piirretaan
logaritmiselle asteikolle kayttden standardinaytteiden konsentraatioita ja
niiden saamia Ct-arvoja. Standardisuoran onnistumiseen vaikuttavat
pipetoinnin tarkkuuden lisaksi myos laitteen asetukset seka suorituskyky. [2.]

Kuvassa 8 on esitetty viiden laimennoksen standardisuora.



12

y=-3.349x + 26.55; r2=1
az.5-

0.125-

27,5+

0.075-

Fluoresenssi
Ct-arvo

=

22,5+

0.025-

o3 L
Log maara

Kuva 8. Standardisuora. Vasemmalla standardilaimennosten monistuskéayrét ja
oikealla niiden perusteella piirretty standardisuora.

Standardisuoran avulla voidaan maarittdd myds reaktion tehokkuus.

Tehokkuus lasketaan seuraavalla kaavalla (1);
E=10"% -1 (1)
missa E = tehokkuus ja kk = standardisuoran kulmakerroin.

Reaktion tehokkuuteen vaikuttavat monistettavan amplikonin pituus,
mahdolliset inhibiittorit seka alukkeiden suunnittelu. Tehokkuuden tulisi olla
valilla 90 - 110 %, mika vastaa standardisuoran kulmakerrointa valilla (-3,6) -
(-3,1). Jotta tulokset olisivat luotettavia, tulee tehokkuuksien olla samaa
luokkaa standardien ja tuntemattomien naytteiden valilla. Kvantitointi on
yleensa sitd tarkempaa, mitd ldhemmaksi 100 prosentin tehokkuutta
paastaan. Tehokkuus voidaan maarittdd myos jokaiselle reaktiolle erikseen
kayttamalla esimerkiksi monistuskayran lineaarisen vaiheen kulmakerrointa.
Monet gqPCR-ohjelmistot laskevat tehokkuudet jokaiselle reaktiolle erikseen
automaattisesti. Laskemistavat vaihtelevat hieman ohjelmasta riippuen. [1, s.
69 -71; 5,s.102]

Sulamiskayréanalyysi

Sulamiskayraanalyysi (engl. Melting curve analysis) suoritetaan varsinaisen
gPCR-reaktion jalkeen ja sitda kaytetdan PCR-tuotteiden identifiointiin
erityisesti  kaytettdessa ei-spesifisia  detektointikemioita.  Jokaisella
kaksijuosteisella DNA:lla on ominainen sulamislampétila (Tm), jossa 50 %

DNA:sta on denaturoituneena eli yksijuosteisena.
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Sulamislampétila riippuu muun muassa DNA-jakson pituudesta, sekd GC-
pitoisuudesta (mitd enemman guaniinia ja sytosiinia DNA-juosteessa on, sita
suurempi Tm). My6s DNA-juosteen sekundaari- ja tertidarirakenne
vaikuttavat sulamislampdtilaan. PCR-syklityksen jalkeen PCR-tuotetta
lammitetaan noin 50 °C:sta 95 °C:seen seuraten samalla fluoresenssia, joka
laskee sitd mukaa kun DNA denaturoituu ja siité irronnut fluorofori ei enaa
fluoresoi. Sulamiskayra piirretdan yleensa derivaattamuodossa -dF/dT eli
fluoresenssin negatiivinen ensimmainen derivaatta lampdtilan funktiona. [1,
s.146.] Kuvassa 8 on esitetty esimerkki sulamiskayristd ja niiden

piirtdmisesta.

Fluoresenssi

T —T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
13 70 75

.- ED" .
Liampotila

Kuva 9. Esimerkki sulamiskéyristé. A-k&yrét on esitetty muodossa fluoresenssi
l&dmpdtilan funktiona ja B-k&yrét ovat ndiden derivaattoja (-dF/dT). B-k&yrien
huippukohdissa on tuotteen sulamispiste; Tm.

2.2 Variaineet

Véariaineet tai varjaysaineet (engl. Dyes) ovat varauksellisia, aromaattisia
orgaanisia yhdisteitad, joiden kemiallinen rakenne perustuu vahintaan yhteen
bentseenirenkaaseen. Kuvassa 10 on esitetty tyypillinen variaineen rakenne.
Vériaineet ovat myos liukoisia veteen tai johonkin orgaaniseen liuottimeen.
Yleensa varjaykseen kaytetdankin liuosmuodossa olevia variaineita. Jotkut
variaineet saattavat vaatia toimiakseen niin sanotun peittausaineen (engl.
Mordant), jonka tarkoitus on saada vari tarttumaan paremmin varjattavaan

materiaaliin. [14.]
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Kuva 10. Pararosaniliiinin rakenne. Pararosaniliinia kdytetdan vérjdykseen muun
muassa mikrobiologiassa, liséksi se on yksi tdssé tyossé testatuista véreista. [15.]

Kohde havaitaan varillisenda, jos kohde absorboi valoa nakyvalla
aallonpituudella (noin 400 - 700 nm). Talldin havaittu vari on absorboituneen
aallonpituuden varin vastavari. Variaineiden varillisyys perustuu niiden
sisaltdmaan kromoforiin eli atomiryhmaan, joka mahdollistaa absorbtion
nakyvan valon aallonpituudella. Variaineen vari riippuu nain ollen suurelta
osin kromoforin rakenteesta. Yleisimmat kromoforit sisaltavat typpi-, hiili-,
happi- tai rikkiatomin ja yhden tai useamman kaksoissidoksen naiden

atomien valilla. [16.]

Kromoforin lisdksi useissa variaineissa on atomiryhma, jota kutsutaan
auksokromiksi. Auksokromit ovat varauksellisia orgaanisia ryhmia, jotka
kiinnittyvat varauksettomiin ryhmiin, mutta sailyttavat silti oman varauksensa.

Tyypillisid auksokromeja ovat muun muassa seuraavat orgaaniset ryhmat:
- COOH - NH3 - HSO3 - OH

Auksokromit voivat olla joko positiivisesti varautuneita, esimerkkina erilaiset
aminoryhmat, tai negatiivisesti varautuneita, joista esimerkkind karboksyyli-
ja hydroksyyliryhmat. Auksokromeja voi olla useampia yhdessa
variainemolekyylissd. Ne vahvistavat varin intensiteettia ja vaikuttavat
variainemolekyylin varaukseen ja vesiliukoisuuteen. Auksokromi-ryhmia
kaytetddn usein modifioitaessa variaineita, esimerkiksi muutettaessa

happamia variaineita emaksisiksi tai muutettaessa varin savya. [14; 16.]

2.2.1 Vdriaineiden luokittelu

Variaineiden luokittelu on monimutkaista ja voidaan tehda usealla eri tavalla.
Paaasiassa ne kuitenkin luokitellaan kahdella tavalla; niiden kemiallisen

rakenteen tai kayttdteknisten ominaisuuksien perusteella.
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Laajin kansainvalisesti kaytdssd oleva variaineiden ja pigmenttien
luokittelujarjestelma ja tietokanta kayttdad vari-indeksinimia ja -numeroita
(engl. Colour Index, C.l.). Ensimmaisen kerran vari-indeksijarjestelma
julkaistiin 1925 ja sitd yllapitdvat kansainvaliset jarjestét The Society of
Dyers and Colourists (SDC) ja American Association of Textile Chemists and
Colorists (AATCC). [17.] Vari-indeksijarjestelmd perustuu suurelta osin
variaineiden kemialliseen rakenteeseen, mutta myds muita varien
rakenteeseen perustuvia luokittelutapoja kaytetaan. Kayttétapaan perustuvat
luokittelujarjestelmat vaihtelevat hieman varien kayttdalasta riippuen, mutta
paaperiaate on usein sama. [14.] Taulukossa 1 on esitetty variaineiden

luokittelut kemiallisen rakenteen perusteella.

Taulukko 1. Vériaineiden luokittelu Colour Index -jarjestelmdn mukaan kemiallisen
rakenteen perusteella [18, s. 45 - 46.]

A Luokittelu Colour Index -jirjestelmdan mukaan

1. | Nitrosovdrit 14. | Indamiini- ja indofenolivdrit
2. | Nitrovdrit 15. | Atsiinivdrit

3. | Atsovidrit 16. | Oksatiinivdrit

4. | Atsokehitevdrit 17. | Tiatsiinivdrit

5. | Stilbeenivdrit 18. | Rikkivdrit

6. | Karotenoidivdrit 19. | Aminokehitevdrit

7. | Difenyylimetaanivdrit 20. | Hydroksiketonivdrit

8. | Triaryylimetaanivdrit 21. | Antrakinonivdrit

9. | Ksanteenivdrit 22. | Indigovdrit

10. | Akridiinivdrit 23. | Ftalosyaniinivdrit

11. | Kinoliinivdrit 24. | Orgaaniset luonnonvdrit
12. | Metiini- ja polymetiinivdrit 25. | Hapettuvat kehitevdrit
13. | Tiatsolivdrit 26. | Epdorgaaniset pigmentit

2.2.2 Vériaineiden kéytté

Vériaineita kaytetddn teollisuudessa monella tavalla; esimerkkina
elintarvikevarit  elintarviketeollisuudessa ja  kankaiden varjaaminen
tekstiiliteollisuudessa. Mikrobiologiassa variaineita kaytetddn muun muassa
bakteerisolujen varjadmiseen ja tunnistamiseen ja histologian alalla niita

kaytetaan varjattaessa erilaisia soluja ja kudoksia.

Molekyylibiologian alalla vériaineiden kayttd liittyy [&hes aina DNA:han.
Etidiumbromidia kaytetaan, kun halutaan erottaa DNA agaroosigeelilta; se
sitoutuu kaksijuosteiseen DNA:han ja fluoresoi UV-valossa

oranssinpunaisena.
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Myos latauspuskuria (engl. loading dye) kaytetdan
agaroosigeelielektroforeesin yhteydessa. Puskuri sisaltda variainetta, jonka
avulla  naytteen  etenemistd  geelild voidaan  seurata, seka
elektroforeesipuskuria tihedmpaa ainetta, jonka avulla ndyte saadaan
pysymaan geelilld. Latauspuskureissa kaytettdvia variaineita ovat muun
muassa ksyleeni syanoli (engl. Xylene Cyanol) tai bromofenolisininen (engl.

Bromophenol Blue). [19.]

Nykyaan markkinoilla on myds PCR-reaktioseoksia ja
polymeraasientsyymeja, jotka ovat jo valmiiksi varillisid; latauspuskurin
lisdystd ennen agaroosigeelielektroforeesia ei tarvita. TAma variaine toimii
my0Os pipetointiapuna reaktioita valmistellessa. Jotta variainetta voidaan
lisatd gPCR-reaktioseokseen, se ei saa inhiboida PCR-reaktiota. Taman
liséksi variaine ei saa hairité fluoresenssin detektointia, eli toisin sanoen sen
spektrin on poikettava riittavasti kaytetyn detektointikemian spektrista.
Liséksi variaineen tulee olla stabiili reaktioseoksen pH:ssa. Varin ei
kuitenkaan valttamatta tarvitse sailya reaktioseoksessa enaa qPCR-reaktion
jélkeen, silla reaaliaikaista kvantitatiivista PCR:ta kaytettdessa naytteita ei
yleensa ajeta agaroosigeelielektroforeesilla.

3 MATERIAALIT JA MENETELMAT

Tyodn kokeellisessa osiossa selvitettiin testattaviksi valittujen variaineiden
ominaisuuksia ja soveltuvuutta qPCR:oon mittaamalla varien fluoresensseja
ja spektreja. Lisaksi eri variainepitoisuuksia lisattiin valmiisiin qPCR-

reaktioseoksiin ja tutkittiin niiden vaikutusta gPCR-reaktion onnistumiseen.

3.1 Kaytetyt laitteet

Tassa tydssa kaytettiin suurimmaksi osaksi MJ Research:in DNA Engine
Opticon® 2 qPCR-laitetta, joka koostuu PTC-200 DNA Engine® -
lampoblokista, sekd CFD-3220 Opticon™ 2 -detektorista. Laitteessa on kaksi
valomonistinputkea, joista toisella voidaan detektoida emissiospektreja
aallonpituusalueella 523 - 543 nm (esimerkiksi SYBR®Green I:n emissio) ja
toisella aallonpituusalueella 540 - 700 nm. Laitteen valonlahteena kaytetaan
LED-lamppuija, joiden lahettaman valon aallonpituus on valilla 470 - 505 nm.

[20.] Laite on esitetty kuvassa 11.
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Kuva 11. DNA Engine Opticon®2-/aitteisto [21]

Toinen tassa tyossa kaytetty laite on Applied Biosystems:n 7500 Fast Real-
Time PCR System. Valonldhteena laitteessa on halogeenilamppu johon on
liitetty viisi eri eksitaatiosuodatinta. Myds emissiosuodattimia on viisi, joten
laitteella voidaan detektoida jopa viiden eri fluoroforin signaaleja
samanaikaisesti. [22.]

3.2 Testattavat variaineet

Testattaviksi variaineiksi valittiin taulukossa 2 esitetyt varit. Nama ovat muun
muassa erilaisia elintarvikevareja, sekad vareja, joita kaytetaan
mikrobiologiassa esimerkiksi solujen varjaykseen. Osa vareista toimi myos
pH-indikaattoreina, mutta ne pyrittiin valitsemaan niin, ettd pH-alue jolla ne
muuttivat varidan poikkesi riittavasti tyossa kaytettyjen qPCR-reaktioseosten
pH:sta. Vérien valinnassa kiinnitettiin huomiota niiden vesiliukoisuuteen sekd
mahdolliseen myrkyllisyyteen. Variseokset on valmistettu niin, etta vari 5 on
varien 1 ja 2 seos ja varit 3 ja 4 sisaltavat varia 1, seka briljantti- ja
patenttisinista.



18

Taulukko 2. Kéytetyt vériaineet ja niiden valmistajat

Vdirin nimi Valmistaja
1 Neelicol Brilliant Blue FCF, brillianttisininen Neelikon Food Dyes & Chemicals Ltd.
2 Neelicol Patent Blue V, patenttisininen Neelikon Food Dyes & Chemicals Ltd.
3 Pararosaniline base, pararosaniliini Sigma-Aldrich
4  Karmiini Oy Roberts Ab
5 Indigokarmiini Oy Roberts Ab
6 Acid Red 1, hapan punainen 1 Oy Roberts Ab
7 Malachite Green, carbinol base, malakiittivihred Sigma-Aldrich
8 m-Cresol Purple, sodium salt, kresolipurppura Sigma-Aldrich
9 Cresol Red, sodium salt, kresolipunainen Sigma-Aldrich
10 Neutral Red, neutraali punainen Sigma-Aldrich
11 Bromocresol Green, sodium salt, bromokresolivihred Sigma-Aldrich
12 Methyl Blue, metyylisininen Sigma-Aldrich
13  Acid Violet 5, hapan violetti 5 Sigma-Aldrich
14 Bromofenolisininen Merck
15 Varil -
16 Vari2 -
Sekoitetut vdrit
17 Vari3
18 Vari4
19 Vari5

Kaikki varit ovat olomuodoltaan kiinteita, joten ennen varsinaisten testien
aloittamista jokaisesta variaineesta valmistettin 1 % vesiliuos. Ennen
liuotusta  variaineita  kasiteltin  paaasiassa  vetokaapissa  niiden

hienojakoisuuden, ja joidenkin varien haitallisuuden vuoksi.

Kaikki varit eivat liuenneet sellaisenaan veteen. Esimerkiksi Pararosaniline
base eli pararosaniliini jouduttiin liuottamaan 100 % etanoliin, johon se
liukeni vain 0,5 %:iin asti. Malachite Green, carbinol base eli malakiittivinrea
ei mydskaan liuennut veteen sellaisenaan; vari saatiin liukenemaan vasta,
kun pH laskettiin HCl:lla kahteen. Kaikki muut variaineet liukenivat veteen

ilman ongelmia.

3.3 Visuaalinen tarkastelu

Kaikista vareista tehtiin laimennossarjat, joita pipetoitiin seka valkoisille, etta
kirkkaille muovisille 96-kuoppalevyille. Taman tydon gPCR-ajoissa kaytetyt
kuoppalevyt olivat kirkkaita, mutta varin nakyvyys haluttiin testata myos
yleisesti kaytdssa olevilla valkoisilla kuoppalevyilla. Kuoppalevyt olivat
Applied Biosystems:in, MJ Research:in ja Thermo Scientific:in valmistamia.
Laimennosten varipitoisuudet olivat valilla 0,1 - 0,0002 % varin vahvuudesta

riippuen ja jokaisesta varista tehtiin vahintaan viisi laimennosta.
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Laimennosten nakyvyytta kuoppalevylla verrattiin veteen ja paatettiin pienin
mahdollinen nakyva varipitoisuus. Naitd varipitoisuuksia kaytettiin

ensimmaisissa qPCR-ajoissa.

3.4 Spektrit

Ennen varsinaisia qPCR-ajoja jokaisesta varistd tehtiin laimennossarjat ja
mitattiin laimennosten absorptiospektrit. Mittaus suoritettiin Shimadzun UV-
1700 -spektrofotometrilld aallonpituusvalilla 700 - 300 nm eli suurinpiirtein
nakyvan valon alueella. Laimennosten pitoisuudet olivat valilla 0,0002 - 0,1
% varista riippuen. Spektri mitattiin vahintadan kolmesta eri laimennoksesta.
Talla varmistettiin, ettd oltiin sopivalla mittausalueella ja saatiin selville

kunkin varin absorptiomaksimi (Amax)-

3.5 Fluoresenssit

Varien fluoresenssit mitattiin Applied Biosystems:in 7500 Fast Real-Time
PCR -laitteella. Mittausta varten vareja laimennettin Finnzymes Oy:n
valmistamaan valmiiseen master mix -seokseen |, jota kaytettin myos
myo6hemmissa qPCR-ajoissa. Kaytetyt varipitoisuudet olivat 0,1 ja 0,01 %.
Fluoresenssit mitattiin kolmesta rinnakkaisesta naytteesta ja niita verrattiin

pelkan master mix -seoksen | antamaan fluoresenssiin.

Mittausta varten laitteeseen tehtiin erillinen ohjelma, jotta voitaisiin jaljitella

varsinaisen qPCR-ajon reaktio-olosuhteita. Ohjelma koostui kolmesta

vaiheesta:
1. 95°C, 5min
2. 95°C, 10s
3. 60°C,30s

Fluoresenssin luku tapahtui vaiheen 3 aikana. Vaiheita kahdesta kolmeen
toistettiin yhteensd kymmenen kertaa, jotta mittauspisteitd saatiin riittava
maara.

3.6 gPCR-ajot

PCR-ajoissa kaytettin Finnzymes Oy:n valmistamia valmiita gPCR-
reaktioseoksia eli master mix -seoksia, joihin lisattiin visuaalisen tarkastelun
perusteella valittu prosenttiosuus tutkittavaa varia. Valmiit reaktioseokset
sisaltdvat DNA-polymeraasientsyymin ja reaktiopuskurin lisdksi tarvittavan

maaran magnesiumia, nukleotidit, seka detergentteja.
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Reaktioseokseen lisdtdan siis vain alukkeet, mahdollinen koetin tai
koettimet, sekd vesi ja templaatti-DNA. Kaikki tassa tyossa kaytetyt DNA-
polymeraasientsyymit ovat modifioituja ja luonteeltaan niin sanottuja Hot
Start -entsyymeja, eli ne ovat inaktiivisia huoneenlamma®ssa ja aktivoituvat

vasta PCR-reaktion alkudenaturaatio-vaiheessa.

3.6.1 Reaktioiden valmistelu

Kaikkia vareja esitestattiin samanlaista protokollaa (taulukot 3 ja 4) kayttaen.
Mikali vari toimi tdssd qPCR-ajossa, sitd testattin myds muilla
reaktioseoksilla ja amplikoneilla. Templaattina kaytettiin tunnettuja DNA-
pitoisuuksia sisaltavia naytteita plasmidi- ja ihmisen genomisesta DNA:sta,
sekd ihmisen Hela-soluista eristetystd RNA:sta kaanteiskopioidusta

cDNA:sta. Naista naytteista tehtiin kuhunkin ajoon soveltuva laimennossarija.

Kaikki gPCR-reaktiot pipetoitiin jailla epaspesifisten tuotteiden monistumisen
ehkaisemiseksi. Kontaminaatioiden valttamiseksi kaytetyt reagenssit
laimennettiin  ultrapuhtaaseen veteen ja pipetoinnissa kaytettiin steriileja
karkid. Ennen gPCR-reaktioita valmistettiin reaktioseos, johon yhdistettiin
tarvittavat komponentit templaattia lukuunottamatta. Templaattilaimennoksia

pipetoitiin 5 pl kuoppalevyn kaivoihin ja paalle pipetoitiin 15 ul reaktioseosta.
SYBR Green -protokolla

Vareja testattiin master mix -seoksen | laadunvalvontaan optimoidulla gPCR-
protokollalla, jossa kaytetddn SYBR®Green | -detektointikemiaa. Jokaisesta
variaineesta testattiin vahintdan kahta eri varipitoisuutta. Templaattina
kaytettiin ihmisen genomista DNA:ta, josta valmistettiin viiden laimennoksen
sarja. Laimennosten DNA-pitoisuudet olivat 40; 7; 0,7; 0,07 ja 0,007 ng/pl.
Nolla-kontrollireaktioon pipetoitiin steriilia vettd DNA-laimennoksen sijaan.
Kaikki reaktiot pipetoitiin kolmena rinnakkaisena. Reaktioseoksen lopullinen

koostumus selviaa taulukosta 3.

Taulukko 3. qPCR-reaktiokomponentit

Komponentti Konsentraatio Pitoisuus reaktiossa Pipetoidaan
SYBR Green Master Mix |  2x 1x 10 pl
Forward-aluke 25 uM 0,3 uM 0,24 ul
Reverse-aluke 25 uM 0,3 uM 0,24 ul
hgDNA-laimennos 0,007 - 40 ng/ul 0,035 - 200 ng/reaktio 5 pl
Virilaimennos 0,01-1% 0,001-0,1% X pl

H,0 Lopputilavuuteen 20 ul
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Alukkeet on suunniteltu monistamaan genomisesta DNA:sta 481 emasparin

pituinen DNA-jakso.

SYBR Green qPCR-reaktiot tehtiin jokaisesta varista vahintaan kahdella eri

pitoisuudella ja niita verrattiin varittomiin reaktioseoksiin.

Reaktioseokset pipetoitin  Thermo Scientific:in  valmistamille kirkkaille,
muovisille Thermo-Fast®-96 -kuoppalevyille ja kaivot suljettin Finnzymes

Oy:n optisesti kirkkailla korkeilla.
Multiplex-protokolla

Véareja 2 - 5 testattin myOds multiplex-reaktioissa eli reaktioissa, joissa
monistetaan useita eri amplikoneja samaan aikaan. Reaktioissa kaytettiin
valmista qPCR-reaktioseosta eli master mix -seosta, valmista templaatti-
DNA-seosta, jossa kunkin templaatin konsentraatio oli noin 10° kopiota/yl,
seka alukeseosta, jolla voidaan monistaa kolme eri amplikonia kyseisesta
templaatti-DNA-seoksesta. Alukeseos sisaltda alukeparien lisaksi kullekin
amplikonille spesifiset koettimet, joissa kaikissa on eri fluoroforit; a, B ja .
Liséksi alukeseos sisaltda kontrolli-DNA-templaatin ja kyseiselle templaatille
spesifiset alukkeet ja y-fluoroforilla leimatun koettimen. Templaatti-DNA-
seoksesta valmistettiin viiden laimennoksen sarja; 10 - 10° kopiota/ul. Kaikki

kaytetyt reagenssit ovat Finnzymes Oy:n valmistamia.

Vari lisattiin suoraan master mix -seokseen Il pitoisuuteen 0,004 % ennen
varsinaisen reaktioseoksen pipetointia. Talldin varin pitoisuus reaktiossa ol

0,002 %. Reagensseja pipetoitiin varsinaiseen reaktioseokseen seuraavat

maarat:
2 x Master Mix Il 10 pl
Alukeseos 5l
Temlaatti-DNA-laimennos 5 ul
Yht. 20 ul

Varillisia reaktioita verrattin samassa qPCR-ajossa varittdmiin, mutta

muuten samanlaisiin reaktioihin.

Reaktiot pipetoitiin  kolmena rinnakkaisena Applied Biosystems:in
valmistamille kirkkaille MicroAmp™-96-kuoppalevyille ja suljettiin Finnzymes

Oy:n valmistamalla optisesti kirkkaalla kalvolla.
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3.6.2 Ajo-ohjelmat

SYBR Green -reaktiot ajettin MJ Research:in DNA Engine Opticon® 2
System -laitteella. PCR-ajoissa kaytettiin reaktioseokselle ja monistettavalle

amplikonille valmiiksi optimoitua ohjelmaa. Ohjelma on esitetty taulukossa 4.

Taulukko 4. SYBR Green -reaktioiden ajo-ohjelma DNA Engine Opticon®2 -

laitteella.

Lampétila °C Aika
1. 95 15 min
2. 95 10s
3. 62 30s
4, 72 30s
5. Fluoresenssin mittaus
6. Palaa kohtaan 2. 49 kertaa
7. 65 2 min
8. Sulamiskayra valilla 65 -95 °C
9. 30 10s

Anneling-lampdtila on 62 °C eli noin viisi astetta alukkeiden
sulamislampdétilaa matalampi. Fluoresenssin mittaus tapahtuu ekstensio-
vaiheen jalkeen, koska silloin kaksijuosteiseen DNA:han sitoutuneen SYBR
Green:in antama fluoresenssi on suurimmillaan, toisin sanoen kaikki DNA on
silloin kaksijuosteisessa muodossa ja SYBR Green:ia on sitoutunut eniten.
Ohjelmaan liitettiin myos sulamiskayra, jotta voitiin selvittdd muodostuneen

tuotteen spesifisyys.

Multiplex-reaktiot ajettiin Applied Biosystems:in 7500 Fast Real-Time PCR -
laitteella. Ajo-ohjelma on esitetty taulukossa 5.

Taulukko 5. Multiplex-reaktioiden ajo-ohjelma Applied Biosystems:in laitteella.

Lampotila °C Aika
1. 95 10 min
2. 95 5s
3. 60 1 min
4. Fluoresenssin mittaus
5. Palaa kohtaan 2. 39 kertaa
6. 25 5s
Tuloksia tarkasteltaessa Kiinnitettiin huomiota fluoresenssin

loppuintensiteettitasoihin, sekd kynnyssykli- eli Ct-arvojen eroihin varillisten

ja varittémien reaktioiden valilla.
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3.7 Sailyvyyskokeet

PCR-ajoissa parhaimmaksi osoittautuneen varin sailyvyyttd testattiin
lisaamalla varia neljaan erilaiseen master mix -seokseen pitoisuuteen 0,004

%. Nain varin pitoisuus lopullisessa reaktioseoksessa on 0,002 %.

Kaytetyistd master mix -seoksista kaksi (master mix -seokset | ja Il)
sisalsivit SYBR®Green [:t4 ja kaksi (master mix -seokset Il ja IV) oli
tarkoitettu  kaytettdvaksi koetinpohjaisten detektointikemioiden kanssa.
Master mix -seoksissa oli kaytetty eri DNA-polymeraasientsyymeja ja

puskureita. Yhteista naille entsyymeille oli niiden Hot Start -ominaisuus.
Reaktioiden valmistelu ja ajo-ohjelmat

Varillisia master mix -seoksia sailytettiin kolmessa eri lampdtilassa eri

pituisia aikoja. Sailytysajat ja -lampdtilat selviavat taulukosta 6.

Taulukko 6. Séilytysajat ja -lampétilat

Yli yon 3 vrk 2 vk 1 kk 3 kk

Huoneenldmpd X
+4 ° C (jddkaappi) X X X
- 20 °C (pakastin) X X X

Sailytyksen jalkeen jokaisella varillisellda master mix -seoksella tehtiin gPCR-
ajo, jossa varillisen reaktioseoksen toimivuutta verrattin samassa tavalla

sailytetyn varittéman master mix -seoksen toimintaan.

Kaikki qPCR-ajot suoritettin DNA Engine Opticon®2 -laitteella. Kaikki
sailyvyyskokeissa kaytetyt ajo-ohjelmat ja reaktioseokset ovat kaytetyille

master mix -seoksille optimoituja laadunvalvontaprotokollia.

Master mix -seoksen | sailyvyyskokeiden gPCR-ajot tehtiin kuten taulukoissa

3 ja 4. Myos templaattina kaytettiin samoja DNA-pitoisuuksia.

Master mix -seoksen Il sdilyvyyskokeissa kaytetyt reaktiokomponentit ja
gPCR ajo-ohjelma on esitetty taulukossa 7. Seka reaktioseos ettd ajo-

ohjelma ovat optimoituja master mix -seoksen Il laadunvalvontaa varten.
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Taulukko 7. Reaktioseos (A) ja ajo-ohjelma (B) master mix -seokselle Il.
(A)

Komponentti Konsentraatio Pitoisuus reaktiossa Pipetoidaan
Vdrillinen Master Mix Il 2X 1x 10 pl
Forward-aluke 25 uM 0,5 uM 0,4 ul
Reverse-aluke 25 uM 0,5 uM 0,4 ul
cDNA-laimennos 2 pg/ul-20 ng/ul 10 pg-100 ng/reaktio 5 pl
H,0 4,2 ul

yht. 20 ul

(B)

Lampétila °C Aika
1. 95 7 min
2. 95 10s
3. 60 15s
4.  Fluoresenssin mittaus
5. Palaa kohtaan 2. 39 kertaa
6. 60 1 min
7. Sulamiskayra 60 - 95 °C
8. 30 10s

Naissa reaktioissa templaattina kaytettiin kaupallisesta ihmisen Hela-
soluista eristetystd RNA:sta kopioitua komplementaarista DNA:ta eli
cDNA:ta (engl. Complementary DNA). CDNA:sta valmistettiin viiden
laimennoksen sarja, joissa cDNA-pitoisuudet olivat: 0,002; 0,02; 0,2; 2 ja 20
ng/ul. Kaikki reaktiot tehtiin kolmena rinnakkaisena. Monistettava amplikoni

oli pituudeltaan 230 eméasparia.

Koetin-pohjaiseen kemiaan perustuvat master mix -seoksen Ill kanssa

kaytetyt reaktioseokset ja ajo-ohjelmat on esitetty taulukossa 8.

Taulukko 8. Reaktioseos (A) ja ajo-ohjelma (B) master mix -seokselle Ill.
(A)

Komponentti Konsentraatio Pitoisuus reaktiossa Pipetoidaan
Vdrillinen Master Mix 11l 2x 1x 10 pl
Forward-aluke 25 uM 0,6 uM 0,48 pl
Reverse-aluke 25 uM 0,6 UM 0,48 pl
HEX-koetin 25 uM 0,3 uM 0,24 pl
HPV18 DNA-laimennos 20 - 2x10° kopiota/pl  10” - 10° kopiota/reaktio 5 pl
H,0 3,8 ul

yht. 20 ul

(B)

Lampatila °C Aika

95 15 min
95 15s
60 60s

Fluoresenssin mittaus
Palaa kohtaan 2. 44 kertaa
30 10 s

AR S
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Templaattina kaytettin HPV18-plasmidi DNA:ta. HPV on lyhenne sanoista
Human Papilloma Virus eli ihmisen papilloomavirus; reaktiossa kaytettiin siis
templaattina plasmidia, johon on liitetty ihmisen papilloomaviruksen
genomista HPV18-geeni. DNA:sta valmistettiin viiden laimennoksen sarja
niin, etti lopulliset DNA-maéarat reaktioissa olivat 10%, 10% 10% 10° ja 10°

kopiota/reaktio. Templaatista monistettiin 76 emasparin pituinen DNA-jakso.

Toisessa koetinpohjaisessa reaktiossa, jossa kaytettiin master mix -seosta

IV, kdytetyt reaktioseos ja ajo-ohjelma selvidvat taulukosta 9.

Taulukko 9. Reaktioseos (A) ja ajo-ohjelma (B) master mix -seokselle IV

(A)

Komponentti Konsentraatio Pitoisuus reaktiossa Pipetoidaan
Vdrillinen Master Mix IV 2X 1x 10 pl
Forward-aluke 25 uM 0,5 uM 0,4 pl
Reverse-aluke 25 uM 0,5 uM 0,4 pl
FAM-koetin 25 uM 0,25 uM 0,2 ul
hgDNA-laimennos 0,007 - 40 ng/ul 0,035 - 200 ng/reaktio 5l
H,0 4l

yht. 20 ul

(B)

Lampétila °C Aika

1. 95 7 min
2. 95 5s
3. 60 15s
4.  Fluoresenssin mittaus
5. Palaa kohtaan 2. 39 kertaa
6. 30 10s

Tassa reaktiossa kaytettiin templaattina samanlaista DNA-laimennossarjaa,
kuin master mix -seoksen | kanssa (katso kappale 3.6.1). Monistettava

amplikoni oli pituudeltaan 121 emasparia.

Tulosten tarkastelussa  kiinnitettin ~ huomiota  Iahinna  Ct-arvojen
eroavaisuuksiin samassa lampétilassa sailytettyjen varillisten ja varittémien

master mix -seosten valilla.
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4 TULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU

Tassa luvussa esitelldadan qPCR-ajoista saadut tulokset, seka variaineiden
absorptiospektrit ja fluoresenssit.

4.1 Spektrit ja fluoresenssit

Variainelaimennoksista mitattiin spektrit ja fluoresenssit, jotta saatiin tietoa

niiden absorptio-ominaisuuksista.

Kuvassa 12 on esitetty kolmen kaytetyn varin absorptiospektrit. Samanlaiset
kuvaajat piirrettiin kaikista vareista, jotta saatiin selville jokaisen varin Ay eli

aallonpituus, jolla absorbanssi on suurin.

Varien absorbanssit, % maksimista
100
90 M /\
20 JAEAVAR /
20 J 1 /
70 pAREPA /N
e0 A \ /T
40 /. \ \
. S \ \
i 7 Y \
1o e \ \
o \J__-— \‘-—-__; T \--4
400 450 500 550 600 650 700
Aallonpituus, nm
Patent Blue Pararosaniline Cresol Red

Kuva 12. Vériaineiden absorptiospektrejé. Esimerkkeiné patenttisininen,
pararosaniliini ja kresolipunainen.

Taulukkoon 10 on koottu kaikkien kaytettyjen varien Anax-arvot.

Taulukko 10. Vériaineiden maksimiabsorbanssit

Vdrien absorbanssit

Brilliant Blue Amax= 630 | Bromocresol Green Amax= 617
Patent Blue Amax= 638 | Methyl Blue Amax= 602
Pararosaniline Amax= 539 | Acid Violet 5 Amax= 526
Karmiini Amax= 518 | Bromofenolisininen Amax= 590
Indigokarmiini Amax= 611 | Viril Amax= 413
Acid Red 1 Amax= 530 | Vdri2 Amax= 616
Malachite Green Amax= 618 | Vdri3 Amax= 413
m-Cresol Purple Amax= 578 | Vdri4 Amax= 413
Cresol Red Amax= 572 | Vdri5 Amax= 413
Neutral Red Amax= 450
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Spektreja verrattiin yleisimmin kaytettavien fluoroforien; SYBR®Green L:in,
FAM:n, CY5:n ja HEX:n eksitaatio- ja emissiospektreihin. Nama spektrit on

esitetty kuvassa 13.

Eksitaatio- ja emissiospektrit, % maksimista

" \ NI/ AYA
A QNN [
70 k !

= |AA
—e | T

400 450 500 550 600 650 700
Aallonpituus, nm

—FAM eksitaatio FAM emissio —SYBR eksitaatio
S5YER emissio — HEX eksitaatic HEX emissio
—_—CY5 eksitaatio CY5 emissio

Kuva 13. Yleisimpien fluoroforien eksitaatio- ja emissiospektrejé

Taulukon 10 perusteella ndhdaan, etta vari 1, varit 3-5 ja Neutral Red eivat
absorboi samalla alueella kuin kuvassa 13 esitettyjen fluoroforien maksimi
ekstitaatio-aallonpituudet. Metyylisinisen ja bromofenolisinisen Anax-arvojen
perusteella nekdan eivat absorboi aivan samalla aallonpituusalueella kuin
yleisimpien fluoroforien maksimi eksitaatio-aallonpituudet. Muiden varien
maksimiabsorbanssit ovat hyvin lahella yleisimmin kaytettyjen fluoroforien

eksitaatioaallonpituuksia.

Variaineiden fluoresenssit mitattiin Applied Biosystems:in laitteella, jossa on
viisi emissiosuodatinta A - E. Joidenkin varien fluoresensseja ei mitattu ajan
saastamiseksi, koska niiden todettiin toimivan huonosti jo ensimmaisen
gPCR-ajon perusteella. Kuvassa 14 on esitetty muiden variaineiden

fluoresenssit. Suodattimien aallonpituusalueet ovat valilla 500 - 680 nm.
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Virien fluoresenssit
80000 | | ‘
70000 W BrilliantBlue W PatentBlue W Vari2
W Varil W Pararosaniline W Vari3
60000 - [ Varid O Variton CIVari5
= Indigok ini OK i 1 AcidRed1
E 50000 - ndigokarmiini armiini Cl e
o —
Q
& 40000 -
5]
3
T 30000 -
20000 +
10000 - ﬂ
o . lI Bl o - A H
A B C D E
500 nm 680 nm

Kuva 14. Vériaineiden fluoresensseja

Kuvasta 14 ndhdaan, ettd suurimmat fluoresenssit on mitattu suodattimella
E. Suodattimen aallonpituusalue on noin 640 - 680 nm. Talla alueella
detektoidaan muun muassa Cy5:n fluoresenssia. Varit, jotka fluoresoivat
talla alueella hairitsevat siis luultavasti  detektointia  kyseisella
aallonpituusalueella. Muilla aallonpituusalueilla (A - D) fluoresenssit ovat niin
matalia, ettd ne tuskin hairitsevat sellaisenaan detektointia gqPCR:ssa.
Vérittdman verrokin fluoresenssi syntyy master mix -seoksen | SYBR®Green
| -varista, jota detektoidaan suodattimella A. Kuvassa 14 fluoresenssi on
hyvin matala, mutta kun SYBR Green sitoutuu kaksijuosteiseen DNA:han,
fluoresenssi kasvaa jopa 100 - 400 -kertaiseksi ja on huomattavasti

voimakkaampi kuin yhdenkaan suodattimella A fluoresoivan variaineen.

4.2 gPCR-ajot

gPCR:ssa kaytettavat varipitoisuudet paatettiin visuaalisen tarkastelun
perusteella, jossa variainelaimennoksia pipetoitiin [&pinakyville ja valkoisille
muovisille 96-kuoppalevyille. Parhaiten kuoppalevyilla nakyvat

varipitoisuudet 0,01 % - 0,001 % varista riippuen.

Jokainen variaine testattin vahintddn yhdessd qPCR-ajossa. Vahiten

PCR:ta hairitsevia variaineita testattiin lisdksi multiplex-PCR:lla.
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4.2.1 Viriaineiden testaus SYBR Green -protokollalla

Kaikki variaineet testattin master mix -seoksen | laadunvalvontaan
kuuluvalla gPCR-protokollalla, joka on esitelty tarkemmin kappaleessa 3.6.
Jokaisesta variaineesta testattiin vahintdan kaksi eri pitoisuutta, jotka olivat
valilla 0,01 - 0,001 %. Parhaiten toimivan varipitoisuuden monistuskayria
verrattin  samassa ajossa monistettuihin muuten samanlaisiin, mutta

varittdmien reaktioiden monistuskayriin.

Jokaisesta qPCR-ajosta maaritettin samat parametrit. Tulokset on koottu
taulukkoon 11. Taulukossa varin vahvuus -sarakkeessa olevat merkit
kuvaavat varin nakyvyyttd, (-)-merkki sarakkeessa tarkoittaa, ettd
varipitoisuus on liilan pieni ja vari liian haalea tarkoitukseensa. Muissa
sarakkeissa merkit kuvaavat variaineen vaikutuksia gPCR-reaktioon ja

niiden selitykset ovat seuraavat:

+ + + = variaine ei vaikuta lainkaan
+ + = variaine hairitsee vahan
+ = variaine hairitsee melko paljon

- = hairitsee merkittavasti/ei voitu maarittaa

Taulukko 11. Vériaineiden toimivuus master mix -seoksessa |

Vdriaine Ct-arvo Intensiteetti Std-suora Tehokkuus Varin vahvuus
Brilliant Blue ++ - - - + 4+
Patent Blue - + - ++ ++
Pararosaniline + - - - +
Karmiini - - - - +
Indigokarmiini ++ +++ - +++ +
Acid Red 1 ++ + + + +
Malachite Green +++ +++ ++ +++ -
m-Cresol Purple ++ ++ - ++ ++
Cresol Red + ++ - +++ ++
Neutral Red + ++ - + +
Bromocresol Green + ++ - +++ -
Methyl Blue - - - - -
Acid Violet 5 ++ + +++ ++ -
Bromofenolisininen +++ ++ +++ +++ -
Véiril +++ +++ +++ +++ -
Viéri2 ++ ++ + ++ ++
Viri3 + +++ ++ + +++
Viiri4 + +++ ++ + +++
Viéris +++ +++ ++ +++ +++
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Kynnyssykli- eli Ct-arvot

Kynnystasoksi asetettin master mix -seoksen | laadunvalvontakriteerien
mukaan 10 kertaa fluoresenssisignaalien keskihajonta syklivalilla 3 - 7.
Toisin sanoen kynnystaso oli noin kymmenkertainen pohjaviivan
fluoresenssin vaihteluun verrattuna. Jokaisesta naytteesta laskettiin kolmen
rinnakkaisen reaktion Ct-arvojen keskiarvo. Naita keskiarvoja verrattiin
varillisten ja  varittdmien reaktioiden valilld niin, ettd saman

templaattikonsentraation sisaltéaneita naytteita verrattiin toisiinsa.
Fluoresenssin intensiteetti

Fluoresenssin intensiteettia verrattiin niin, etta saman
templaattikonsentraation sisaltaneita varittémia ja varillisia naytteita verrattiin

toisiinsa. Vertailussa keskityttiin 1&hinna loppuintensiteettitasoihin.
Standardisuora

gPCR-ajoissa kaytettin viiden hgDNA-laimennoksen sarjaa. Nain
monistuskayrien perusteella voitiin piirtdd standardisuora. Naytteista
piirrettiin suorat, joissa olivat seka varilliset ettd varittémat reaktiot. Suorien
tarkastelussa kiinnitettiin huomiota tehokkuutta kuvaavaan kulmakertoimeen,
lineaarisuutta kuvaavan korrelaatiokertoimen nelioén R? sekd yleisesti

siihen, olivatko varilliset ja varittdmat naytteet samalla suoralla.
Tehokkuus

Reaktion tehokkuus voidaan laskea standardisuoran avulla. Kaytetyn gPCR-
laitteen ohjelmisto laskee tehokkuudet myds jokaiselle reaktiolle erikseen
reaktion monistuskayran lineaarisen vaiheen kulmakertoimen avulla. Naista
tehokkuuksista laskettin  keskiarvot jokaisella DNA-pitoisuudella ja

keskiarvoja varillisten ja varittdmien reaktioiden valilla verrattiin toisiinsa.
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Kuvassa 15 on esitetty esimerkki hyvin onnistuneesta gPCR-ajosta, jossa
varin lisdys reaktioon ei vaikuta merkittdvasti edelld esitettyihin

parametreihin.

y =-3.4x +27.99; 2 = 0.993

2.5+

Fluorescence|

22,5+

0 0.5 1

Kuva 15. Viéri 1, 0,002 % véria siséltdvien reaktioiden seké varittémien reaktioiden
monistuskéyréat. Oikealla kdyrien perusteella piirretty standardisuora.

Kuvasta 15 nahdaan, etta vari 1 ei hairitse gPCR-reaktion detektointia, eika
inhiboi tuotteen monistumista. Ct-arvot ja fluoresenssin intensiteettitasot ovat
samaa luokkaa varillisten ja varittdmien reaktioiden valilla. Myds
standardisuora on lineaarinen. Tehokkuutta kuvaava kulmakerroin on -3,4,
jolloin reaktion kokonaistehokkuudeksi saadaan standardisuoran perusteella

96 %. Tehokkuuden laskeminen on esitetty kappaleessa 2.1.5.

Kuvassa 16 on esimerkki gPCR-ajon tuloksista, jossa variaine pararosaniliini
hairitsee fluoresenssin detektointia ja PCR-tuotteen monistumista.
Fluoresenssin loppuintensiteettitasot ovat selvasti matalampia varillisilla
reaktioilla ja Ct-arvot myohastyvat keskimaarin kolme syklia varittdmien
reaktioiden  Ct-arvoista. Tastd johtuen  monistuskayristd piirretty
standardisuora ei ole luotettava, eika sen perusteella voida laskea reaktion
kokonaistehokkuutta. Tehokkuuksia voidaan kuitenkin verrata yksittaisten

reaktioiden valilla.
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LR y =-1.563x + 26.96; "2 = 0.675

0,08+

Fluorescence
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[Log Quantity|

Kuva 16. Pararosaniliini, 0,002 % véria siséltévien reaktioiden seka vaérittbmien
reaktioiden monistuskéyrét. Kuvassa oikealla kéyrien perusteella piirretty
standardisuora.

Taulukosta 11 nahdaan, etta yli puolet vareista haittasi merkittavasti gPCR-
reaktion onnistumista. Yksi vareista, metyylisininen, esti monistumisen
kokonaan, eikd minkdanlaisia monistuskayrida syntynyt. Luotettavaa
standardisuoraa ei saatu piirrettya kuin kuudesta qPCR-ajosta. Naita ajoja ei
kuitenkaan uusittu, silla varit, joiden kohdalla standardisuora ei onnistunut,
eivat soveltuneet kaytettavaksi qPCR:ssa useiden muiden taulukossa 11

esitettyjen kriteerien perusteella.

Parhaiten toimivat varit 1 - 5, sekd malakiittivihred ja bromofenolisininen.
Malakiittivihredn kohdalla ongelmana oli varin epastabiilisuus master mix -
seoksessa |. Master mix -seos | ei sailyttdnyt variddn muutamaa tuntia
kauempaa, mika johtui variaineen reaktiivisuudesta pH:n muuttuessa; varin
rakenne muuttui varittdmaan muotoon kun pH:ta nostettiin. Varin vahainen
vaikutus gPCR-ajojen onnistumiseen johtui siis luultavasti siita, etta vari
haaleni reaktioseoksessa melko nopeasti. Bromofenolisininen olisi muuten
ollut sopiva variaine, mutta ainoa toimiva varipitoisuus oli aivan liian haalea

soveltuvaksi tarkoitukseensa.

Vari 1 ei hairinnyt gPCR-reaktiota tutkittujen parametrien perusteella
lainkaan. Varin savy oli kuitenkin niin haalea, ettei sitd voitu sellaisenaan

ajatella kaytettavaksi pipetointiapuna.
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Kaiken kaikkiaan parhaiten toimiva vari on taulukon 11 perusteella vari 5, ja
se valittiin mukaan multiplex-analyysiin. Varit 3 ja 4 olivat koostumukseltaan
hyvin samanlaisia kuin vari 5. Ne eivat kuitenkaan toimineet yhtad hyvin
testatussa qPCR-ajossa, mika johtui niiden suuremmasta varipitoisuudesta
reaktiossa kuin varillda 5. Nama varit otettiin mukaan multiplex-analyysiin,
koska niita haluttin testata myos pienemmilla pitoisuuksilla. Lisaksi

analyysiin valittiin mukaan vari 2.

4.2.2 Viriaineiden testaus Multiplex-protokollalla

Multiplex-reaktioon valittin neljda SYBR Green -reaktioissa parhaiten
toiminutta variainetta, joista jokaisesta kaytettin qPCR-reaktioseoksessa
pitoisuutta 0,002 %. Ajon monistuskayria tarkasteltaessa kiinnitettiin
huomiota mahdolliseen Ct-arvojen myohastymiseen seka fluoresenssin
intensiteettiin varittdmiin reaktioihin verrattuna. Reaktiossa monistettiin nelja
eri amplikonia. Tuotteiden monistumista detektoitiin neljalla eri kanavalla,
joilla jokaisella on oma emissiosuodattimensa. Jokaiselle kanavalle asetettiin
oma kynnystasonsa reaktiokomponenttien, eli aluke- ja templaattiseoksen

laadunvalvontakriteerien mukaan.
Kanava A

Kanavalla detektoitiin a:n fluoresenssia. Kynnystasoksi asetettiin 2,4 * 10°
laadunvalvontakriteerien mukaisesti. Monistuskayrat saavuttivat
kynnystason neljalld templaattipitoisuudella, pienimman pitoisuuden 10
kopiota/pl monistuskayrat eivat saavuttaneet kynnystasoa 40 syklin aikana.

Kuvassa 17 on esitetty kanavalla A detektoidut monistuskayrat.

Kuva 17. a-koettimelle spesifisen tuotteen monistuskayrét
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Ct-arvojen erot varittdmien ja varillisten reaktioiden valilla olivat alle yhden
syklin luokkaa. Ainoastaan varia 2 sisaltaneiden reaktioiden Ct:t
myd6hastyivat, mutta nekin alle yhden syklin. Myds varia 2 sisaltdneiden
reaktioiden fluoresenssin intensiteetit olivat hieman matalampia kuin
varittémilla reaktioilla. Vareja 3 - 5 siséaltaneiden reaktioiden intensiteettit

olivat samaa luokkaa varittomien reaktioiden kanssa.
Kanava B

Kanavalla B detektoitiin B:n fluoresenssia. Kynnystasoksi asetettiin 1,4 * 10°,
Tallakin  kanavalla kynnystason saavuttivat vain neljd suurinta
templaattipitoisuutta sisaltaneiden naytteiden monistuskayrat.
Monistuskayrat on esitetty kuvassa 18.

Kuva 18. B-koettimille spesifisten tuotteiden monistuskéyrét

Varia 2 sisaltdneiden naytteiden Ct-arvot mybdhastyivat keskimaarin kaksi
syklia ja intensiteetit olivat selvasti varittdmia reaktioita matalampia. Vareja 3
- 5 sisaltéaneiden reaktioiden Ct:t eivat mydhastyneet lainkaan, mutta vareja
3 ja 4 siséaltéaneissa reaktioissa fluoresenssin loppuintensiteetit olivat hieman

varittdmia reaktioita matalampia.
Kanava D

Talld kanavalla detektoitin  alukemiksissd olleen  kontrolli-DNA:n
monistumista. Koettimen fluoroforina oli y. Kuvassa 19 on esitetty kanavalla

D detektoidut monistuskayrat.
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Kuva 19. Kontrolli-DNA:n monistuskéyrét

Kynnystasoksi asetettiin 2,1 * 10°. Varia 2 sisaltaneiden reaktioiden Ct-arvot
myo6hastyivat [ahes nelja syklia. Myos vareja 3 - 5 sisaltaneiden reaktioiden
Ct:t mybhastyivat, mutta vain noin yhden syklin verran. Fluoresenssin
loppuintensiteetit olivat kaikissa vareja sisaltavissa reaktioissa huonompia
kuin varittdmissa reaktioissa. Kaikista eniten fluoresenssia hairitsi vari 2 ja
vahiten vari 5. Kuvassa 19 nahdaan selvasti kolmenlaisia monistuskayria,
joista korkeimmalle nousevat vérittdmien reaktioiden kayrat. Vareja 3 - 5
sisdltaneiden reaktioiden monistuskayrat tulevat seuraavana ja kuvassa

alimpana ovat varia 2 sisaltdneiden reaktioiden monistuskayrat.
Kanava E

Kanavalla E detektoitiin d:n fluoresenssia. Talla kanavalla varilliset reaktiot
erottuivat eniten toisistaan; vari 2 haittasi reaktiota eniten ja vari 5 vahiten.
Monistuskayrat on esitetty kuvassa 20.

Kuva 20. 6-koettimille spesifisten tuotteiden monistusk&yréat
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Reaktioilla, jotka sisalsivat varia 2, Ct-arvot mybdhastyivat yli yhden syklin ja
intensiteetit olivat huomattavasti varittdmien reaktioiden intensiteetteja
matalampia. Vari 5 hairitsi gPCR-reaktiota kaikkein vahiten; Ct-arvot eivat
myohastyneet lainkaan ja loppuintensiteetit olivat vahintdan yhta hyvia kuin

varittomilla reaktioilla.

Taulukkoon 12 on koottu varien vaikutukset Ct-arvoihin ja fluoresenssin

intensiteetteihin eri kanavilla.

Taulukko 12. Virien vaikutus gPCR:oon multiplex-reaktioissa

Kanava

A B D E
Vari 2 ++ + + +
Viri 3 ++ ++ + ++
Viri 4 ++ ++ + ++
Viri 5 +++ +++ + ++ +

Taulukosta 12 nahdaan, ettd kaiken kaikkiaan huonoiten toimivat reaktiot,
jotka sisalsivat varia 2. Intensiteettitasot jaivat jokaisella kanavalla
huonommaksi kuin varittémilla reaktioilla ja Ct-arvot myohastyivat yhdesta
neljaan syklia. Varia 3 ja 4 sisaltaneet reaktiot toimivat kohtalaisesti, mutta
parhaiten onnistuivat reaktiot, joissa oli varia 5. Eniten varit hairitsivat
reaktioita kanavalla D, edes reaktiot jotka sisalsivat varia 5 eivat yltaneet

intensiteetiltaan tai Ct-arvoiltaan varittdmien reaktioiden tasolle.

4.3 Sailyvyyskokeet

Sailyvyyskokeissa oli tarkoitus selvittda vaikuttaako varin 5 lisdys millaan
tavalla master mix -seosten | - IV sailyvyyteen. Eri olosuhteissa sailytettyja
varillisid master mix -seoksia verrattiin samoissa olosuhteissa sailytettyihin
varittdmiin  master mix -seoksiin. Tuloksia tarkasteltaessa kiinnitettiin
huomiota Ct-arvojen eroavaisuuksiin, seka mahdollisiin eroavaisuuksiin

fluoresenssin loppuintensiteettitasoissa.

Varilld 5 ei ollut vaikutusta sailyvyyteen master mix -seoksissa Il ja IV, kun
seoksia sailytettiin kolmen kuukauden ajan -20 °C:ssa ja kuukauden ajan +4
°C:ssa. Vari ei mydskaan vaikuttanut master mix -seoksien toimivuuteen,

kun niitd inkuboitiin huoneenldammdssa yli yon.
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Master mix -seokset | ja Il sailyivat varistd huolimatta toimivina kolmen
kuukauden -20 °C:ssa ja yon yli huoneenldammdssa sailytyksen jalkeen.
Jaakaappilampotilassa sailytetyt master mix -seokset | ja Il eivat toimineet
kunnolla enda kahden viikon sailytyksen jalkeen. Tdma koski seka varittdmia
ettd varillisia master mix -seoksia. Mitdan sailyvyyskokeissa kaytetyista
master mix -seoksista ei kuitenkaan ole tarkoitettu sailytettavaksi + 4 °C:ssa,
joten naiden master mix -seosten huono sailyvyys ei oletettavasti liity niiden
varillisyyteen vaan sailytysolosuhteista johtuvaan polymeraasientsyymin

heikkenemiseen.

Fluoresenssin loppuintensiteettitasot olivat kaikissa reaktioissa samaa
luokkaa varittomilla ja varillisilla reaktioilla. Varillisissa master mix -seoksissa

ei my6skaan ollut havaittavissa varin haalistumista sailytyksen aikana.

5 YHTEENVETO

Taman tyon tavoitteena oli 106ytad variaine, jota voitaisiin lisatd qgPCR:ssa
kaytettaviin  valmiisiin  reaktioseoksiin eli master mix -seoksiin
pipetointiavuksi. Variaine ei siis saa vaikuttaa millddn tavalla DNA:n

monistumiseen eika fluoresenssin detektointiin.

Ty6hdén valittuja variaineita testattiin erilaisissa qPCR-ajoissa ja niiden
absorbtiospektrit ja fluoresenssit mitattiin. Spektreja ja fluoresensseja
verrattiin  yleisimpien gPCR:ssa kaytettavien fluoroforien eksitaatio- ja

emissiospektreihin.

Fluoresenssi- ja absorptiospektrimittausten perusteella voidaan paatella, etta
yli puolet vareistd aiheuttaa luultavasti jonkin asteista hairiéta fluoresenssin
detektointiin qPCR:ssa. Mitaan variainetta ei kuitenkaan haluttu sulkea pois
pelkastdan naiden mittausten perusteella ja kaikkia vareja testattin myos

gPCR-ajoissa.

SYBR Green -detektointikemiaan perustuvat qPCR-reaktiot tehtiin kaikilla
variaineilla. Osa vareista, esimerkiksi pararosaniliini ja karmiini (taulukon 11
perusteella), hairitsivat merkittavasti reaktion onnistumista ja detektointia ja
ne suljettiin pois. Toiset varit olivat taas liian haaleita kaytettavaksi
pipetointiapuna. Tallaisia vareja olivat varit 1 ja 2, joita kaytettiin kuitenkin

variseoksiin 3 - 5. My6s patentti- ja briljanttisinista kaytettiin variseoksiin.
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Naistd variseoksista kaikki olivat variltddn tarpeeksi voimakkaita
kaytettavaksi pipetointiapuna. Variseokset eivat myoskdan hairinneet
merkittavasti ensimmaisia qPCR-ajoja, joten niita paatettiin testata myos
multiplex-gPCR-reaktioissa. Naihin reaktioihin otettiin mukaan ensimmaisten

gPCR-ajojen perusteella myds vari 2.

Multiplex-gPCR-ajossa selvisi, ettd kaikki ajoon mukaan otetut varit
hairitsivat fluoresenssin detektointia aallonpituusalueella 600 - 630 nm eli
kanavalla D. Fluoresenssimittausten mukaan varit eivat juurikaan
fluoresoineet talld aallonpituusalueella. Aallonpituusalue, jossa kaikki
multiplex-PCR:ssa kaytetyt varit olisivat saattaneet fluoresenssimittausten
perusteella hairitd detektointia on 640 - 680 nm, eli kaytetyssa laitteessa
kanavan E aallonpituusalue. Vari 5 ei kuitenkaan hairinnyt reaktiota lainkaan

muilla kuin kanavan D aallonpituusalueilla.

Absorptiospektrin, fluoresenssin ja qPCR-ajojen perusteella parhaiten
pipetointiavuksi soveltuva variaine on vari 5. Varin vaikutusta master mix -
seosten sailyvyyteen paatettin testata neljalla eri Finnzymes Oy:n
valmistamalla master mix -seoksella. Varia lisattiin kaikkiin master mix -
seoksiin ja sailytyksen jalkeen varillisten master mix -seosten toimintaa
verrattiin varittdbmien master mix -seosten toimintaan. Varilla 5 ei havaittu

olevan minkaanlaista vaikutusta master mix -seosten sailyvyyteen.

Naiden tulosten perusteella vari 5 soveltuu parhaiten lisattavaksi master mix
-seoksiin, joita kaytetddn SYBR Green -kemiaan perustuvissa qPCR-
reaktioissa. Varia ei voida sellaisenaan lisata koetinpohjaisissa reaktioissa
kaytettaviin master mix -seoksiin, silla se hairitsee fluoresenssin detektointia

tietylld aallonpituusalueella.

Varin 5 lisdamista Finnzymes Oy:n master mix -seoksiin ei kuitenkaan viela
aloiteta pelkastaan taman tydn perusteella. Varin testaamista qPCR:ssa
jatketaan  muun  muassa tekemalld pidempid  sailyvyyskokeita.
Tulevaisuudessa tullaan luultavasti testamaan myds lisaa variaineita, silla
toivottavaa olisi, ettd variainetta voitaisiin lisdtd myds koettimien kanssa

kaytettaviin master mix -seoksiin.
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