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Ohjaaja(t)

Rinovirukset ovat yleisimpia ympadrivuotisia lievien hengitystieinfektioiden aiheuttajia. Ri-
novirusten aiheuttamiin hengitystiesairauksiin liittyvat laékarikaynnit ja sairauspoissaolot
ovat suuri ekonominen taakka yhteiskunnalle. Kliinisten naytteiden diagnostiikkaan kayte-
taan herkkaa ja luotettavaa PCR-testia, eika rinovirusten diagnostiikkaan ole talla hetkella
kaytdssa vieritestiratkaisuja. Jotta kliinisista naytteista voidaan testata mahdollisen virusge-
nomin lasnaolo, on niistéa ensin eristettavd RNA jollakin nukleiinihappojen puhdistusmene-
telmalla.

Taman insindoritydn kokeellinen osuus toteutettiin Orion Diagnostica Oy:n tuotekehitysla-
boratoriossa. Tyon tavoitteena oli pystyttda yrityksessa kehitetty uusi naytteenkasittelyme-
netelma rinovirukselle. Kehitettdva naytteenkasittelymenetelma pohjautuu paramagneettis-
ten silikananopartikkeleiden kaytt6on nukleiinihappojen puhdistuksessa. Naytteenkasittely-
menetelma oli tarkoitus optimoida mahdollisimman tehokkaaksi RNA-saannon suhteen seka
yhteensopivaksi Orion Diagnostica Oy:n isotermaalisen geenimonistusmenetelman,
SIBA®:n (Strand Invasion Based Amplification), kanssa.

Naytteenkasittelymenetelman kehittdmiseen kaytettiin paaasiallisena tutkimustytkaluna
kvantitatiivista kaanteiskopiointi-PCR-protokollaa. Naytteenkasittelymenetelman paramet-
reja optimoitiin siten, etta eristyksen RNA-saanto oli kvantitatiivisten tulosten perusteella
konsentraatioltaan mahdollisimman suuri. Lopuksi kehitettavan naytteenkasittelymenetel-
man RNA-saantoa verrattiin vertailumenetelmalla saavutettuun RNA-saantoon vastaavasta
rinoviruspartikkelimaarasta.

RNA:n puhdistaminen rinoviruspartikkeleista onnistui kehitettavalla menetelmalla hyvin: ver-
tailumenetelman tehokkuudesta jaatiin parhaimmillaan vain 9,4 % jalkeen. Menetelman to-
dellista tehokkuutta RNA-saannon suhteen ei kuitenkaan voitu maarittaa, silla kaytettavissa
ei ollut kliinisi& rinoviruspositiivisia naytteita tai kliinista virusmaaraa vastaavaa tunnettua
viruspartikkelipitoisuutta. Jatkossa naytteenkasittelymenetelmaa kehitettaessa on kiinnitet-
tava huomiota etenkin sen soveltuvuuteen kaytettavaksi oikean naytematriisin seka SIBA®-
teknologian ja kylmakuivattujen reagenssien kanssa.

Avainsanat rinovirus, diagnostiikka, RNA-puhdistus, magneettiset nanopar-
tikkelit
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Human rhinoviruses are the most common cause of respiratory tract infections throughout
the year. Medical visits and missed days at work due to respiratory illnesses caused by
rhinoviruses are economic burdens for society. Rhinoviruses in clinical respiratory samples
are commonly detected by a sensitive and reliable PCR test. Currently there are no point-
of-care tests available for the diagnosis of human rhinoviruses. In order to detect possible
presence of rhinovirus, the RNA has to be first extracted from clinical samples by a nucleic
acid purification method.

The experimental part of this thesis was executed in the research and development labora-
tory of Orion Diagnostica Oy. The aim was to set up a novel sample preparation method for
rhinovirus, previously developed within the company. The sample preparation method is
based on the use of paramagnetic silica coated nanoparticles in nucleic acid purification.
The goal was to optimize the method regarding the extracted RNA yield and compatibility
with the Strand Invasion Based Amplification (SIBA®) — an isothermal gene amplification
technology owned by Orion Diagnostica Oy.

A guantitative reverse transcription polymerase chain reaction protocol was used as a tool
to measure the functionality of the sample preparation method. Parameters of the sample
preparation method were optimized to achieve a maximal RNA yield and level of purification.
Finally, the RNA yield of the developed method was compared to that of a reference method
from the same virion count.

RNA purification of rhinovirus particles using the developed method was successful: at its
best the method missed only 9.4 percentages of the efficiency rate of the reference method.
The efficiency rate for clinical samples could not yet be determined due to lack of samples
or a known viral load. In the future, the sample preparation method should be developed
further together with actual sample matrix, SIBA® technology and freeze-dried reagents for
SIBA reaction.

Keywords Human Rhinovirus, Molecular Diagnostics, RNA purification,
Magnetic Nanoparticles
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Lyhenteet

ATP Adenosiinitrifosfaatti. Suurienergiainen nukleotidi.

cDNA Complementary DNA. Komplementaarinen DNA.

dNTP Deoksinukleotidi trifosfaatti.

FDA U.S. Food and Drug Administration. Yhdysvaltain elintarvike- ja laakevi-
rasto.

GuSCN Guanidiinitiosyanaatti. Kaotrooppinen suola.

HRV Human rhinovirus. Rinovirus.

ICAM Intercellular adhesion molecule. Solunsisdinen adheesiomolekyyli.

ivT-RNA In vitro -transcribed RNA. Elavien solujen ulkopuolella usein plasmidista

transkriptoitu RNA.

LDLR Low-density lipoprotein receptor. Alhaisen tiheyden lipoproteiinireseptori.

LiCl Litiumkloridi. Litium- ja kloridi-ionien muodostama epaorgaaninen ioniyh-
diste

LNA Locked nucleic acid. LNA-monomeerin sisaltdva oligonukleotidi, joka on

spesifinen komplementaarista kohdemolekyyliaan kohtaan.

ORF Open reading frame. Avoin lukukehys. Geenin koodaava alue aloitus- ja
lopetuskodonien valissa.

PBS Phosphate buffer saline. Fosfaattipuskuroitu suolaliuos.
RFU Relative fluorescence unit. Suhteellinen fluoresenssin mittaamiseen kay-
tettava yksikko.

RT-gPCR  Reverse transcription quantitative real-time polymerase chain reaction.
Kvantitatiivinen kaanteiskopiointipolymeraasiketjureaktio.

SIBA Strand Invasion Based Amplification. Kaksoisjuosteen invaasioon perus-
tuva geenimonistus.

SSRNA Single-stranded RNA. Yksijuosteinen RNA.
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TE-puskuri 10 mM Tris-puskuria sekd 1 mM EDTA:ta sisaltava puskuri.
THL Terveyden ja hyvinvoinnin laitos.

UTR Untraslated region. Transloitumaton alue geenissa; ne geenin osat, jotka
eivat ilmenny proteiineiksi.

VP Viral protein. Virusproteiini.

VPg Viral protein genome-linked. Genomiin kiinnittynyt virusproteiini.
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1 Johdanto

Rinovirus on maailman yleisin ylempien hengitystieinfektioiden ja flunssan aiheuttajapa-
togeeni. Jopa puolet maailmanlaajuisista flunssatapauksista on rinovirusten aiheuttamia.
Rinovirusserotyyppeja on ldydetty yli 150 kappaletta, ja tyyppien suuri lukumaéara asettaa
haasteita rinovirusten diagnostiikalle. Rinovirusten osoittamiseen kliinisista naytteista
kaytetaan laboratorioissa erittain herkkaa ja luotettavaa PCR-testid, eika kliinisten nayt-
teiden testaamiseen ole tiedettavasti viela kaytossa vieritesteja. Jotta Kliinisista nayt-
teistd voidaan testata mahdollisen virusgenomin lasnédolo, on niistd ensin eristettava
RNA jollakin nukleiinihappojen puhdistusmenetelméalla. (Jacobs ym. 2013: 136-137,
142; Jaakkola ym. 2014: 10.)

Taman insin6oritydn kokeellinen osuus kesti yhdeksan viikkoa ja se toteutettiin Orion
Diagnostica Oy:n tuotekehityslaboratoriossa Espoossa. Ty6n tavoitteena oli pystyttaa
yrityksessa kehitelty uusi naytteenkasittelymenetelma rinovirukselle ja kliinisille rinovi-
rusnaytteille. Naytteenkasittelymenetelma oli tarkoitus optimoida yhteensopivaksi Orion
Diagnostica Oy:n isotermaalisen geenimonistusteknologian, SIBA®:n (Strand Invasion

Based Amplification), ja SIBA-reaktion kylmakuivattujen reagenssien kanssa.

Kehitettava naytteenkasittelymenetelma pohjautui magneettisten silikananopartikkelei-
den kayttéon nukleiinihappojen puhdistuksessa. Puhdistuksessa viruspartikkelit hajotet-
tiin, vapautunut RNA sidottiin kantaja-aineena toimiviin paramagneettisiin silikapaallys-
teisiin nanopartikkeleihin guanidiinitiosyanaatin avulla, epapuhtaudet pestiin pois ja puh-
distettu RNA eluoitiin. Menetelméan kehittamisessa varioitiin naytteenkasittelyn eri para-
metreja RNA-saannon optimoimiseksi ja tuloksia tarkasteltiin kvantitatiivisen kaanteisko-

piointipolymeraasiketjureaktion eli RT-qPCR:n avulla.

2 Rinovirus

2.1 Yleista rinoviruksesta

Rinovirus (human rhinovirus, HRV) l6ydettiin ensimmaista kertaa 1950-luvulla tutkitta-

essa flunssan ja vilustumisen etiologiaa. Rinovirukset aiheuttavat vuosittain lahes puolet



kaikista flunssan kaltaisista sairauksista, ja sairauksiin liittyvat laakarikaynnit ja sairaus-
poissaolot ovatkin suuri ekonominen taakka yhteiskunnalle. Rinovirukset yhdistetaan
yleensa ylahengitysteiden tulehduksiin, valikorvantulehduksiin ja nenan sivuontelotuleh-
duksiin. Virukset on liitetty myos kroonisten keuhkosairauksien pahentumiseen, astman
kehittymiseen, lasten ilmatiehyttulehdukseen eli bronkioliittiin, sek& vanhusten vakavaan
keuhkokuumeeseen. (Jacobs ym. 2013: 136.)

2.1.1 Rakenne ja genominen jarjestaytyminen

Rinovirukset ovat pienia (lapimitaltaan n. 30 nm), vaipattomia, positiivisaikeisia RNA-vi-
ruksia, joiden genomi on noin 7 200 emasparin mittainen yksisaikeinen RNA (ssRNA).
Rinoviruspartikkelin rakenne on esitetty kuvassa 1. Viruskapsidin symmetrinen ikosahe-
draalinen rakenne muodostuu neljasta rakenneproteiinista: VP1, VP2, VP3 ja VP4. VP1
-, VP2- ja VP3-proteiinit muodostavat kapsidin ulkopinnan seka vastaavat viruksen anti-

geenisestda monimuotoisuudesta. VP4 puolestaan kiinnittdad RNA:n ytimen kapsidiin. Ku-

takin neljaa kapsidiproteiinia on yhteensa 60 kappaletta valmiissa kapsidissa. (Roivainen
ym. 2012: 512; Jacobs ym. 2013: 137.)

Kuva 1. Rinoviruspartikkelin rakenne. Nelja rakenneproteiinia, VP1, VP2, VP3 ja VP4, muo-
dostavat yhdessa ikosahedraalisen RNA-genomia ympardivan viruskapsidin. Kapsi-
din sisalla RNA on 5’-p&astaan kiinnittynyt kovalenttisesti pieneen VPg-virusproteii-
niin. (ViralZone: Enterovirus 2008.)

Rinoviruksen genominen rakenne on esitetty kuvassa 2. Virusgenomi koostuu yksittai-
sesta geenista, jossa avointa lukukehysta (ORF) vierustavat transloitumattomat 5- ja 3'-
alueet eli UTR-alueet. (Jacobs ym. 2013: 137; Smura ym. 2007: 2520.) Avoimesta luku-
kehyksestda muodostuu traslaatiossa esiastepolypeptidi, joka myohemmin pilkkoutuu
proteaasien avulla 11 eri proteiiniksi. Nelja naisté proteiineista ovat viruskapsidin raken-

neproteiineja (VP1-VP4) ja loput seitseman ei-rakenteellisia proteiineja. Ei-rakenteelliset



proteiinit osallistuvat virusgenomin replikaatioon ja kokoonpanoon tuottamalla VPg:ta, eli
viruskannalle tyypillistd genomiin kiinnittynytté virusproteiinia, proteaasia ja RNA-riippu-
vaista RNA-polymeraasia. (Jacobs ym. 2013: 137; Smura ym. 2007: 2520; Hyypia, Roi-
vainen ym. 2012: 512.)
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Kuva 2.  Rinoviruksen genominen rakenne ja sen koodaamat proteiinit. 5’UTR on rinovirusla-
jeilla konservoitunut RNA-sekvenssin alue, johon useimmat molekulaariset detek-
tiomenetelmat kohdistuvat. (Muokattu l&ahteesta Jacobs ym. 2013: kuva 1.)

5’UTR-alue on normaalisti noin 650 emasta pitk&, ORF-alue noin 6500 emasta pitka ja
3’'UTR-alue koostuu 50 eméksesta. Kaikilla rinoviruksilla genomi on 5’-paassé kovalent-
tisesti sitoutunut pieneen virusproteiiniin (VPg, kuva 1), joka toimii alukkeena genomin
replikaatiossa. (Palmenberg 2010: 2.)

Rinoviruksilla etenkin genomin pitka 5’'UTR-alue on kaikilla serotyypeilla konservoitunut.
Konservoituneella sekvenssilla tarkoitetaan DNA- tai RNA-jaksoa, joka on yhdenmukai-
nen usealla eri lajilla. Useimmat molekulaariset detektiomenetelmat ja rinoviruksen rutii-
nidiagnostiikka keskittyvat 5’UTR -sekvenssialueen tunnistamiseen. (Osterback ym.
2013: 3960; MeSH 2015: Conserved Sequence.)

2.1.2 Taksonomia

Rinovirukset kuuluvat Picornaviridae -perheeseen ja Enterovirusten sukuun. Enterovi-
rukset on jaettu vasta lahiaikoina 12 eri viruslajiin niiden genomisten ominaisuuksien pe-
rusteella. Naihin lajeihin kuuluu kolme rinoviruslajia: HRV-A, HRV-B ja HRV-C. Rinovi-
russerotyyppeja on kaiken kaikkiaan yli 150. HRV-A-laji sisaltdd 80, HRV-B-laji 32 ja



HRV-C-laji 54 rinovirusserotyyppié. (Mcintyre ym. 2013: 1791; Enterovirus 2015.) Sero-
tyypit ovat antigeenirakenteeltaan lahisukuisia viruskantoja. Lajien sisélla rinovirukset
eroavat toisistaan huomattavasti seka geneettisilta etta antigeenisilta ominaisuuksiltaan.
Etenkin viimeisimp&an rinoviruslajiin, HRV-C:hen, kuuluvien virusten luokittelu ja sek-
venssointi on osoittautunut hankalaksi nykyisilla menetelmilla. (Hyypi&, Roivainen ym.
2012: 514; Palmenberg ym. 2010: 2; Mcintyre ym. 2013: 1792.)

Enterovirusten lajeissa eroavuus sekvenssien valilla on suurinta VP1-proteiinia koodaa-
villa genomin alueilla, ja lajien luokittelu kyseisen alueen sekvenssien variaation perus-
teella korreloikin taysin lajien antigeenisiin ominaisuuksiin perustuvan luokittelun kanssa.
Onkin ehdotettu, ettd enterovirukset tulisi luokitella samaan serotyyppiin, mikali niiden
nukleotidien samankaltaisuus VP1-proteiinia koodaavassa sekvenssissa ylittda 75 %, ja
eri serotyyppeihin, mikali nukleotidien samankaltaisuus alittaa 70 %. (Smura ym. 2007:
2520.)

2.1.3 Replikaatio

Rinovirus replikoituu nenanielun ja nielun epiteelisoluissa. Suurin osa (yli 90 %) tunne-
tuista A- ja B-rinoviruksista kiinnittyy isantasolujen ICAM-1-pintareseptoriin, ja pienempi
osa viruksista puolestaan kiinnittyy ja tunkeutuu LDLR-reseptorin kautta. ICAM-1-solu-
reseptoria ilmentavat useat nenan epiteelisolut. HRV-C:n kayttamaa pintareseptoria ei
viela tunneta. VP1-proteiinissa oleva kanjoni toimii isdntasolujen pintareseptoreiden kiin-
nittymiskohtana. Isantésoluun kiinnittymisen jalkeen virus tunkeutuu solun sisélle ja aloit-
taa replikoitumisen. Replikoitumisen aikana virus tuhoaa infektoituneet solut, jolloin ku-
dokseen kertyy lukuisia tulehdusvalittajaaineita ja infektiota vastaan hyokkaavia granylo-
syytteja. Virusten replikoituminen ja vapautuminen epiteelisoluista kestda yleensa yh-
desta kolmeen viikkoa ja samaisena aikana ilmenevéat myos flunssaoireet. Oireiden ar-
vellaan aiheutuvan isédntdorganismin immuunivasteen toiminnasta ennemmin kuin virus-
ten aiheuttamista epiteelisolujen vaurioista, silla virus laukaisee elimistdssa voimakkaan
immuunipuolustusreaktion, joka voidaan todeta kliinisina flunssaoireina. (Mahony 2011:
67; Jacobs ym. 2013: 137; Mcintyre ym. 2013: 1791-1792.)



2.2 Rinovirusinfektio

2.2.1 Infektioiden yleisyys

Vuonna 2013 Suomessa todettiin yli 420 varmistettua rinovirusinfektiota. Infektioiden
maarat olivat suurimmillaan touko-, loka- ja marraskuussa, jolloin tapauksia oli noin 50
kappaletta kutakin kuukautta kohden. Pienimmillaan infektioméaarat olivat tammikuussa
(noin 12 tapausta kuukaudessa). Lahes 60 % todetuista infektioista oli alle neljavuotiailla
lapsilla. Tosiasiassa infektioiden lukumaara on huomattavasti varmistettuja infektiomaa-
riad korkeampi. (Jaakkola ym. 2014: 10.) Nuorilla lapsilla on keskimaarin todettu ilmene-
van kuusi eri rinovirusinfektiota vuoden aikana (Mahony 2008: 728). On myds todettu,
ettd rinovirusinfektio on yleisin tulehdus, johon sairastutaan alle yhden vuoden iassa.
HRV-A:n aiheuttamat infektiot ovat yleisimpid, mutta detektiomenetelmien kehittyessa
on huomattu, etta etenkin HRV-C-lajin serotyypit aiheuttavat enemman oireellisia infek-
tioita verrattuna kahteen muuhun rinoviruslajiin. (Mahony 2011: 67; Choi ym. 2015: 73.)

2.2.2 Infektion tartuntatavat

Rinovirusinfektio voi tarttua hengitystie-eritteista helposti ihmisesta toiseen pisaratartun-
tana tai esimerkiksi kasien valityksella. Tehokkaimmat tartuntareitit ovat nenan limakalvo
seka silméan sidekudos. Infektion tarttuminen suun limakalvokontaktin kautta ei ole yhta
yleista. Virus voi sdilya infektiivisena iholla kahden tunnin, ja sisatiloissa jopa useiden
paivien ajan. (Jacobs ym. 2013: 137-138; Rinovirus 2013.) Rinovirusinfektio tarttuu

yleensa etenkin lapsista muihin perheenjaseniin (Peltola ym. 2008: 386).

2.2.3 Infektion oireet

Rinovirukset aiheuttavat yli puolet tavallisen flunssan kaltaisista sairauksista. Yleisimpia
rinoviruksen aiheuttamia lievien ylahengitystietulehdusten oireita ovat vuotava ja tukkoi-
nen nena, kurkkukipu, yska, paansarky, kuume ja huonovointisuus. Rinovirusinfektion
itAmisaika on melko lyhyt, vain 1-2 vuorokautta. Infektio on itsestaan rajoittuva ja kestaa
yleensa noin yhdestéd kahteen viikkoa. Pahimmat oireet ilmenevat useimmiten alle 5-
vuotiailla lapsilla, vanhuksilla sek& potilailla, joilla on huonontunut immuunipuolustus.
Noin puolet aikuisten ja vanhempien lasten rinovirusinfektioista ovat taysin oireettomia.
(Jacobs ym. 2013: 142; Mahony 2011: 66-67; Peltola ym. 2008: 386.)



Flunssaoireiden lisaksi rinovirusten tiedetd&n aiheuttavan myos vakavampia alahengi-
tystietulehduksia, poskiontelotulehduksia, valikorvatulehduksia seka liittyvan astman ja
kroonisen keuhkoahtaumataudin pahenemisvaiheisiin. Rinovirusinfektion aikana etenkin
niistaminen mahdollistaa viruspartikkeleiden leviamisen nenén sivuonteloihin, mika
edesauttaa uusien tulehdusten muodostumista. Rinovirusten ja eri bakteerien aiheutta-
mat yhteisinfektiot etenkin véalikorvatulehdusten aikana ovat myos yleisia. (Jacobs ym.
2013: 142-144, 146; Mahony 2011: 66-67.)

Koska keuhkojen kehittyminen jatkuu koko varhaislapsuuden ajan, voivat varhaislapsuu-
den aikaiset rinovirusinfektiot aiheuttaa vakavia soluvaurioita keuhkokudoksissa seka
muokata immuunivastetta. Rinovirusinfektiot voivat altistaa lapsia muun muassa krooni-
sen keuhkoahtaumataudin kehittymiselle. Rinovirus on myds RS-viruksen jalkeen toi-
siksi yleisin bronkioliitin, eli iimatiehyttulehduksen, aiheuttajapatogeeni sairaalahoitoa
vaativilla lapsilla. Rinovirusten aiheuttama varhaislapsuuden bronkiolitti on suuri riski ast-
man kehittymiselle lapsuuden aikana. Liséksi astmaatikoilla rinovirusinfektioiden on to-
dettu ilmenevan vakavampina, kuin terveilld ihmisill&a, seka edesauttavan astman pahe-
nemista. Etenkin HRV-C-Ilajiin kuuluvien rinovirusten on todettu aiheuttavan A- ja B-lajeja
useammin sairaalahoitoa vaativaa astmaa ja vakavampia hengitystieinfektioita seka lap-
sissa ettd aikuisissa. (Jacobs ym. 2013: 142-144, 146; Mahony 2011: 66—67; Peltola
ym. 2008: 387.) HRV-B on puolestaan muita lajeja useammin yhdistetty kuumeeseen ja
keuhkokuumeeseen (Choi ym. 2015: 73).

2.2.4 Infektion hoito ja ehkaisy

Talla hetkella ei ole olemassa hyvéaksyttyja rinovirusinfektion hoitoon tai ehkaisyyn so-
veltuvia antiviraalisia aineita. Antiviraalisten hoitojen kliinisia kokeita ovat hankaloittaneet
laakkeiden myrkyllisyys, haitalliset yhteisvaikutukset ja tehottomuus. Rokotteiden kehit-
tamista puolestaan hidastaa yli 150:n eri rinovirusserotyypin geneettinen variaatio eten-
kin antigeenisissa alueissa. Nykyinen rinovirusinfektioiden hoito nojaakin paaosin oirei-
den helpottamiseen niiden varsinaisen poistamisen sijaan. Koska rinovirusinfektioihin ei
ole olemassa ennaltaehkaisevaa laakitysta tai rokotteita, pyritddn viruksen leviaminen
ihmisesté toiseen estamaan oikeilla kayttaytymismalleilla, kuten hyvalla kasihygienialla

ja sosiaalisella eristaytymiselld. (Jacobs ym. 2013: 136, 153.)



3 Rinoviruksen diagnostiikka

3.1 Nykyiset kaytossa olevat diagnostiikkaratkaisut

Koska rinovirusten ajateltiin ennen olevan varsin harmittomia ja aiheuttavan vain lievia
flunssaoireita, on niiden tunnistus otettu osaksi rutiinidiagnostiikkaa vasta lahiaikoina.
Vaikka rinoviruksia voidaankin jaotella satoihin eri serotyyppeihin, ei niiden tyypitys
useinkaan ole kliinisen diagnostiikan kannalta olennaista, silla tarkeintd on useimmiten
erotella bakteeri- ja virusinfektiot toisistaan. Rinoviruksen diagnosoinnin tarkeytta voi-
daan pitaa tavallisten flunssaoireiden kliinisen kuvan kannalta tarpeettomana, mutta se
voi olla merkittavassa roolissa muun muassa valikorvatulehduksen, poskiontelotuleh-
duksen ja alempien hengitystieinfektioiden erotusdiagnostiikassa. (Lonnrot ym. 1999:
383.) Koska rinovirusinfektiot voivat olla yhteydessa myds keuhkoputkentulehduksen,
keuhkokuumeen, ja astman kehittymiseen, on diagnosointi tarkeaa jo ensimmaisten oi-
reiden, kuten hengityksen vinkumisen, ilmetessé. (Osterback ym. 2013: 3960.) Liséksi
rino- ja enterovirusten valinen erotusdiagnostiikka voi olla ratkaisevaa oikean hoidon ta-
kaamiseksi. Rinovirusten tarkka ja nopea tunnistus mahdollistaa myds turhien antibioot-
tikuurien maaraamisen ja ehkaisee edelleen bakteeriresistenssin kasvua. Rinovirusdiag-
nostiikka kohdistuu useimmiten pieniin lapsiin, vanhuksiin tai immuunipuutteisiin potilai-
siin, kuten esimerkiksi astmaatikkoihin, joilla virus voi aiheuttaa vakavan taudin. (Jacobs
ym. 2013: 148; Mahony 2011: 67, 69; Anzueto & Niederman 2003: 1665.)

Suomessa kaytdssa olevat rinoviruksen diagnostiikkaan liittyvat tutkimusmenetelmat on
koottu sairaanhoitopiirien Internet-ohjekasikirjoista taulukkomuotoon liitteeseen 1. Ri-
novirusinfektioiden diagnosoinnin indikaatioina ovat Kliiniset oireet ja hengitystietuleh-
dusepaily. Taulukon perusteella laboratoriot ilmoittavat kayttavansa rinovirusdiagnostiik-
kaan yleisimmin niin kutsuttua reaaliaikaista multiplex-, eli monikohde-RT-PCR:a4, joka
soveltuu samanaikaisesti 16 yleisimméan hengitystieviruksen tunnistamiseen. Laborato-
riot eivat kuitenkaan julkista tietoa siitéa, onko kayttssa oleva testi kaupallinen vai in-
house -menetelma. RT-PCR-testit ovat nopeita, silla tulokset on mahdollista saada heti
saman pdaivan aikana naytteenotosta. RT-PCR-testin positiivinen tulos merkitsee sita,
ettd viruksen nukleiinihappoa on I6ydetty naytteestd. Tuloksen kliinistd merkitysta on kui-

tenkin aina arvioitava suhteessa potilaan kliinisiin oireisiin. (Fimlab.) Taulukosta ilmenee



liséksi rinoviruksen diagnostiikkaan soveltuvat ndytemateriaalit: nenanielun imulima, ne-
nasta, nenanielusta tai nielusta otettu tikkunayte seka harvoin myds bronkoalveolaarinen

lavaationeste eli BAL-neste.

3.1.1 Kiliinisten naytteiden kerays ja haytematriisit

Koska rinovirus replikoituu nenan, nenéanielun ja nielun epiteelisoluissa, tulee kliiniset
naytteet kerata kyseisista paikoista. Kerayksessé suositaan erityisesti nenan naytemat-
riiseja, kuten pesu- ja aspiraationaytteitd seka nenanielun tikkunaytteita. Edella maini-
tuista nenanielutikkundyte on molekulaariseen diagnostiikkaan eniten kéaytetty matriisi-
muoto. (Mahony 2011: 70.) Nendanielutikkundyte keratd&n naytteenottotikulla nenan
kautta nenanielusta noin 12—-15 cm:n syvyydestéa. Etenkin nukkamaisia naytteenottotik-
kuja suositaan suuremman viruspartikkelisaannon keraamiseksi. Tarvittaessa tikulla voi-
daan kerata vuotoherkilta potilailta myds nenanayte noin 3-5 cm:n syvyydesta. Nayt-
teenoton jalkeen naytteet toimitetaan valittémasti laboratorioon testattaviksi mieluiten vii-
lennettyina. Pidempiaikaista, kuitenkin alle kolmen vuorokauden pituista sailytysté varten
naytteet voidaan pakastaa. Nenanielun aspiraatio- eli imulimanaytteet keratdéan imuun
kytkettyyn steriiliin limanayteputkeen. Imulimanayte lahetetaan sellaisenaan limankeruu-
putkessa testattavaksi mieluiten saman paivan aikana. (HUSLab;. Jacobs ym.
2013:147.)

Rinovirusten tunnistaminen on tehokkainta infektion aikaisessa vaiheessa, 1-3 paivan
aikana oireiden alkamisesta keratyista naytteistd, joten naytteet tulisi keratd mahdolli-
simman pian oireiden alkamisen jalkeen. Kliiniset naytteet on kuitenkin mahdollista diag-
nosoida HRV-positiivisiksi RT-PCR-menetelmalla vield viisi viikkoa oireellisen infektion
jalkeenkin. (Peltola ym. 2008: 386—387.) Kliinisten naytteiden viruspartikkelimaéra vaih-
telee infektion laadusta ja naytteenkeraysajankohdasta riippuen. Oireellisiin infektioihin
on liitetty RNA:n kopiomaéaria valilla 10°-107 kopiota millilitrassa, mutta tarkkaa vertailta-
vissa olevaa oireellisen infektion viruspartikkelimaarad naytteessa ei voida sanoa vaih-
televien naytteenkasittely- seka analyysimenetelmien takia. Viruspartikkelimaara kuiten-
kin korreloi infektion vakavuuden kanssa: enemman oireilevilla potilailla viruspartikkeli-
maara kliinisissé naytteissa on korkeampi. (Jacobs ym. 2013: 146.) HRV-C:n aiheutta-
missa infektioissa naytteiden viruspartikkelimaaré on korkein, HRV-A:n toisiksi korkein

ja HRV-B:n aiheuttamissa yleensa matalin (Choi ym. 2015: 70).



Nenénielun ja nenan erite ovat limakalvokerroksen alaisten rauhasten seka pikarisolujen
tuottamia, ja niiden tehtava on estaa vieraiden partikkeleiden, kuten pdlyn, saasteiden ja
bakteereiden, paasy hengitysteihin. Erite on koostumukseltaan viskoosista ja geeli-
maista. Etenkin nenéeritteen, eli raan, koostumus muuttuu huomattavasti paksummaksi
flunssan aikana. Eritteen kirkas vari voi myds muuttua kellertavaksi infektion aikana im-
muunipuolustuksen lisdantyneen valkosolutuotannon takia. Erite koostuu paaosin ve-
desta (yli 90 %), glykoproteiineista (0,5-5 %), musiineista seké useista muista kom-
ponenteista kuten elektrolyyteistd, lipideista, plasmaproteiineista ja nukleiinihapoista.
Musiinit ovat suurikokoisia glykoproteiineja ja eritteiden geelimaisen rakenteen takaavia
niin kutsuttuja lima-aineita, joilla on useita inhibitorisia ominaisuuksia. Myds nenanielun
ja nenan eritteiden fysikaaliset ominaisuudet voivat muuttua huomattavasti flunssaoirei-
den ja hengitysinfektioiden aikana. (Aksoy 1999; Ali 2010: 65.)

3.1.2 Kiliinisten rinovirusnaytteiden kasittelymenetelmét

Kliinisten naytteiden esikasittely- ja RNA-eristysmenetelmat vaihtelevat kustakin diag-
nostiikkaa tekevasta laboratoriosta riippuen. RNA voidaan eristaa kliinisista naytteista
erilaisia automaattisia tai manuaalisia RNA:n puhdistusvalineita kayttaen. Naytteille teh-
tava esikasittely riippuu kaytettavasta nukleiinihappojen eristysmenetelmasta. Kaanteis-
kopiointireaktio olisi suositeltavaa tehda heti RNA:n puhdistuksen jalkeen, jonka jalkeen
cDNA:ta voidaan tarvittaessa sailyttaa pakastettuna mydhempaa testausta varten. (Ma-
hony 2011: 70.)

3.1.3 Geenimonistusmenetelmét tutkimusmenetelméana

Erilaisia rinoviruksen tunnistamiseen soveltuvia RT-PCR-menetelmia on kehitetty 1980-
luvulta alkaen. Liitteen 1 taulukon perusteella Suomessa kaytetyin rinoviruksen diagno-
sointimenetelm& on reaaliaikainen monikohde-RT-PCR, joka soveltuu samanaikaisesti
16 yleisimmé&n hengitystieviruksen tunnistamiseen, rinovirus mukaan lukien. Menetelma
voi vaihdella sairaanhoitopiirista riippuen: se voi olla joko johonkin kaupalliseen PCR-
testipaneeliin perustuva tai laboratoriossa itse pystytetty niin kutsuttu in-house -mene-
telmé. (Jacobs ym. 2013: 148-149; Mahony 2011: 69.)

Erilaisten kaupallisten testipaneeleiden tultua mukaan kliiniseen diagnostiikkaan, on ri-

novirusinfektioiden laadusta ja ominaisuuksista saavutettu huomattavasti uutta tietoa.
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Lahiaikoina on esitelty useita rinoviruksen diagnostiikkaan soveltuvia kaupallisia RT-
PCR-testipaneeleita. XTAG™ RVP Assay (Luminex, Molecular Diagnostics) hengitys-
tievirusten testipaneeli on yksi Yhdysvaltain elintarvike- ja laakeviraston, FDA:n, hyvak-
syméa menetelma rinovirusten diagnostiikkaan. XTAG -testipaneelilla voidaan diagno-
soida yhdestéa naytteestd samanaikaisesti 20 eri hengitystieviruslajia tai -alatyyppia. (Ja-
cobs ym. 2013: 149; Kim ym. 2013: 1137.) Muita FDA:n hyvaksymia kaupallisia moni-

kohde-PCR-testipaneeleita on listattu taulukkoon 1.

Taulukko 1. FDA:n hyvaksymia kaupallisia rinoviruksen diagnostiikkaan soveltuvia monikohde-
PCR-testipaaneeleita. (Muokattu lahteestd FDA-cleared RT-PCR Assays and
Other Molecular Assays for Influenza Viruses: taulukko 1.)

Tuote Valmistaja Tunnistettavat virukset Testiaika

eSensor® Respirator Clinical Micro Sensors, |HRV, RSV-A, RSV-B,

Viral Panel (R\?P) Y| Inc. dba GenMark Parainfluenssa 1, 2 ja 3, ~8h
Diagnostics, Inc. hMPV, Adenovirus A/B, C

HRV/HEV, RSV,
Parainfluenssa 1, 2, 3ja 4,
Idaho Technologies hMPV, Adenovirus, 1h / muokattava
Coronavirus HKU1,
Coronavirus NL63

FilmArray Respiratory
Panel

HRV, RSV-A, RSV-B,

- ® i i
x-TAG® Respiratory Luminex Molecular Parainfluenssa 1, 2 ja 3, -8h

Viral Panel (RVP) Diagnostics Inc. hMPV, Adenovirus

x-TAG® Respiratory .

Viral Panel Fast (RVP Lgmmex 'Molecular HRV, R_SV, hMPV, -6h
Diagnostics Inc. Adenovirus

FAST)

Koska rinovirusdiagnostiikkaan kaytetyt RT-PCR-menetelmét kohdistuvat pikornavirus-
ten 5’UTR:n konservoituneeseen alueeseen, voi sekvenssien samankaltaisuus hanka-
loittaa entero- ja rinovirusten erottelua toisistaan. Jos spesifisempaan erotteluun koetaan
olevan tarvetta, voidaan se tehd& esimerkiksi erilaisten leimattujen koettimien avulla.
(Osterback ym. 2013: 3960.) LNA-koettimet ovat LNA- (locked nucleic acid) monomee-
reja sisaltavia oligonukleotideja, jotka ovat erittdin spesifisia komplementaarisia RNA- ja
DNA-molekyylejaan kohtaan (MeSH 2015: locked nucleic acid). Koettimet voidaan lei-
mata yhdella tai useammalla fluoroforilla eli variaineella, jolloin eri lajien monistuminen
voidaan detektoida tietyntyyppisena fluoresenssina qPCR:ssé. Vaihtoehtoisesti koetti-
mien kayton sijasta voidaan valita jokin toinen kohdesekvenssi, kuten VP2- ja VP4-kap-
sidiproteiinien geenit. Myds sulamiskayrdaanalyysista saadaan tietoja eri viruslajien erot-
teluun toisistaan. (Osterback ym. 2013: 3960; Mahony 2011: 69.) PCR:n toimintaperi-

aatteista on kerrottu tarkemmin luvussa 5.1.
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RT-PCR:n liséksi muitakin molekyylibiologisia geenimonistusmenetelmia on testattu ri-
noviruksen detektointiin. Kaikkien testattujen geenimonistusmenetelmien on todettu ole-
van virusviljelyd tehokkaampia. Yksi rinoviruksen tunnistamiseen soveltuva, mahdolli-
sesti jopa RT-PCR:4a herkempi geenimonistusmenetelmé, on vuonna 1991 kehitetty ja
my6hemmin rinoviruksen monistamiseen optimoitu NASBA (Nucleic Acid Sequence Ba-
sed Amplification). (Mahony 2008: 728.) NASBA on isotermaalinen, nukleiinihapposek-
venssin transkriptioon perustuva geenimonistusteknologia, joka soveltuu erityisesti
RNA-kohdesekvenssien detektointiin (Fakruddin ym. 2012: 106).

3.1.4 Muut tutkimusmenetelméat

RT-PCR-menetelmat ovat korvanneet perinteisemmat tutkimusmenetelmat l&hinna
PCR-menetelmien nopeuden, herkkyyden ja spesifisyyden ansiosta. Yli 25 vuoden ajan
virusviljely ja -eristys, serologia sekéa antigeenitunnistus olivat kuitenkin merkittavassa
roolissa hengitystievirusten diagnostiikassa. Rinovirusta on eristetty useisiin erilaisiin ri-
novirusten ICAM-1 ja LDLR-solureseptoreja ilmentaviin soluviljelmiin. Virusviljelyn suurin
haittapuoli on sen hitaus: soluviljelmia inkuboidaan yleensa 14 paivan ajan. PCR-mene-
telmien kayttda diagnostiikkatarkoituksiin puoltaa myds se, ettei uusimpia HRV-C-lajeja
edes pystyta viljelemaan perinteisilla soluviljelmilla. (Osterback ym. 2013: 3960; Mahony
2008: 728; Jacobs ym. 2013: 147.)

Koska rinovirusta pidettiin aiemmin varsin harmittomana patogeenina, ei sille nahty tar-
vetta kehittdd monoklonaalisia vasta-aineita helpottamaan diagnostiikkaa. Rinoviruksilla
ei myoskaan ole olemassa sadoille serotyypeille yhteista antigeenia. Naista syista suo-
raa fluoresoivaa vasta-ainetestausta (DFA) tai muita antigeenien tunnistustesteja ei ole
kaytetty laajasti rinoviruksen detektointiin kliinisista naytteista, toisin kuin muilla hengi-
tystieviruksilla. Myosk&an entsyymi-immunomaarityksia (EIA) tai vieritesteja ei ole viela
kehitetty rinovirukselle diagnostiikkatarkoituksiin. (Mahony 2011: 69; Jacobs ym. 2013:
147, Nuzzo ym. 2013: 24.)

3.2 Rinoviruksen diagnostiset haasteet

RT-PCR-menetelmissa suurin haaste on rino- ja enteroviruslajien ristireagointi toistensa
kanssa samankaltaisesta 5’UTR:n genomirakenteesta johtuen. Kvantitatiivisuuden kan-

nalta suuri serotyyppien valinen variaatio on osoittautunut hankalaksi, silla viela ei ole
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olemassa kaikkien rinovirustyyppien kvantitointiin soveltuvaa standardia. Kvantitatiivinen
diagnostiikka olisi sen kannalta houkuttelevaa, etté rinovirusinfektion oireiden ja virus-
partikkelim&aran valilla on todettu olevan yhteys. Vertailtavissa olevien kvantitatiivisten
tulosten saamista hankaloittavat myos vaihtelevat ndytematriisit, naytteenkerays- ja tes-
timenetelmét, potilaiden ikd sekd& immuunitila. Kaikki edella mainitut tekijat vaikuttavat
kliinisten naytteiden sisaltaméén virusmaaraan sek& mahdolliseen detektiomenetelmien
standardointiin. (Jacobs ym. 2013: 148.)

4 Magneettipartikkelipohjainen nukleiinihappoeristys

4.1 Nukleiinihappojen eristamisen periaatteet

Nukleiinihappojen eristaminen ja puhdistaminen eri lahteistd ja ndytemateriaaleista on
ensimmainen vaihe useissa molekyylibiologisissa tutkimuksissa. Nukleiinihappojen puh-
taus on tarkeaa jatkotutkimusten, kuten polymeraasiketjureaktioiden, geelielektroforee-
siajojen tai hybridisaatiokokeiden, kannalta. Kaytettavaan eristysmenetelméan vaikutta-
vat usein monistettavan nukleiinihapon laatu (DNA vai RNA), naytemateriaali, kaytettava
tutkimusmenetelma seké eristetyn tuotteen toivottu puhtaus ja maara. (Dale & von
Schantz 2006: 31.)

Vaikka nukleiinihappojen puhdistamiseen on olemassa useita erilaisia menetelmia, ovat
niiden paaperiaatteet samankaltaisia. Usein suurimman haasteen puhdistukselle asettaa
naytemateriaalin laatu, silla eristettavat nukleiininapot on saatava eroteltua kaikesta
muusta niitd ympardivasta materiaalista. Naytemateriaalista riippuen naytteille tehdaan
esikasittely siten, ettd solut saadaan eroteltua muusta materiaalista esimerkiksi sentri-
fugoimalla tai heterogeenisten naytteiden homogenisaatiolla. Ensimmainen vaihe eris-
tyksessa on RNA:n vapauttaminen soluista soluseinan tai pintaproteiinien mekaanisella,
kemiallisella tai entsymaattisella hajottamisella eli lyysauksella. (Dale & von Schantz
2006: 31-32.)

Lyysauksen jalkeen soluista vapautuu solunsisaisid materiaaleja, kuten DNA:ta, RNA:ta,
proteiineja, lipideja ja hiilihydraatteja. Seuraava vaihe nukleiinihappojen puhdistuksessa
onkin eristédd halutut nukleiinihapot muusta ympardivastd materiaalista. Tahan on ole-
massa useita erilaisia ratkaisuja. Usein heti lyysauksen jalkeen solujen nukleiinihappoja

hajottavat nukleaasit inaktivoidaan. RNA:n eristyksessa ongelmia aiheuttavat etenkin



13

RNA:ta nopeasti hajottavat ribonukleaasit, joiden toiminnan estdminen RNaasi-inhibiit-
toreilla onkin erityisen tarke&d. Vastaavia entsyymikasittelyitd voidaan kayttdd myos ei-
halutun materiaalin tuhoamiseen: DNA-eristyksessa voidaan kayttdd RNaasikasittelya ja
RNA-eristyksessa DNAasikasittelyd. Proteiinikontaminaatioita voidaan poistaa proteo-
lyyttisten entsyymeiden, kuten proteinaasi K:n, avulla. Naiden entsyymikasittelyiden tar-
peellisuus riippuu kuitenkin kaytettavasta puhdistusmenetelmastd, sen muista kom-
ponenteista seka halutusta nukleiinihappojen puhtausasteesta. (Dale & von Schantz
2006: 32-33.)

Lyysausvaiheen jalkeen seuraavat nukleiinihappojen puhdistuksen vaiheet riippuvat
kaytettavasta menetelmasta. RNA:n puhdistusmenetelmat jakautuvat kahteen kategori-
aan: nestefaasi- ja kiinteafaasipuhdistukseen. Nestefaasipuhdistuksessa RNA pysyy
nestemaisessa faasissa ja epédpuhtaudet, kuten DNA, proteiinit ja fosfolipidit, poistetaan
esimerkiksi saostamalla tai sentrifugoimalla. Kiinteafaasipuhdistuksessa RNA sidotaan
kiinteddn kantaja-aineeseen, epépuhtaudet pestdan pois ja puhdistettu RNA eluoidaan
haluttuun tilavuuteen. Kantaja-aineena voivat toimia esimerkiksi membraanisuodattimet,

metallioksidit seka lateksi- ja magneettipartikkelit. (Bair ym. 2006: 4.)

4.2 Kehitettava menetelma

Tassa insind0ritydssa kehitettava naytteenkasittelymenetelmé pohjautuu paramagneet-
tisten silikapaallysteisten nanopartikkeleiden kayttdon nukleiininappojen kiinteafaasipuh-
distuksessa. Puhdistuksessa on nelja vaihetta: viruspartikkeleiden pintaproteiinien hajo-
tus eli lyysaus, RNA:n sitominen paramagneettisiin nanopartikkeleihin, epapuhtauksien
peseminen pois ja puhtaan RNA:n eluointi. Menetelmassa puhdistettavan RNA:n siirta-
miseen vaiheesta toiseen kaytetddn magneettivartta. Kuvassa 3 on havainnollistettu
eristyksen vaiheet. Tamén insinGoritydn kokeellisen osuuden tydvaiheita kuvailtaessa
puhutaan menetelman erilaisista puskureista: ensimmaisessd vaiheessa kaytetaan
lyysauspuskuria, jossa tapahtuvat seké viruspartikkeleiden hajotus ettda RNA:n sitominen
magneettipartikkeleihin, seuraavissa pesuvaiheissa pesupuskureita ja eluointivaiheessa

eluutiopuskuria.

Tutkittava naytteenkasittelymenetelma on Juha Saharisen Orion Diagnostica Oy:n tuo-
tekehityksessd jatkokehittdmé& magneettipartikkeliteknologiaa soveltava menetelma,

joka on aiemmissa yrityksen projekteissa optimoitu DNA-eristykseen. Menetelmé on yha
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tuotekehityksen alla, joten sen komponentteja ei voida kuvailla yksityiskohtaisesti. Seu-

raavassa kartoitetaan yleisesti magneettipohjaisten nukleiinihappoerisysmenetelmien

taustaa.
Magneettivarsi
Magneetti-
partikkelit ~3
Viruspartikkeleiden lyysaus Pesuvaiheet RNA:n eluointi

ja RNA:n sitoutuminen
magneettipartikkeleihin

Kuva 3. Kehitettavan nukleiinihappojen puhdistusmenetelmén vaiheita ovat viruspartikkelei-
den lyysaus, RNA:n sitoutuminen paramagneettisiin nanopartikkeleihin, epapuhtauk-
sien pesu ja RNA:n eluointi. Puhdistettava RNA siirretddn vaiheesta toiseen magneet-
tivarren avulla.

4.3 Silikapohjaiset eristysmenetelmat

4.3.1 Silikapohjaisten eristysmenetelmien periaatteet

Boom ym. esittelivat vuonna 1990 kehittaméansa yksinkertaisen, nopean ja halvan nukle-
iinihappojen puhdistusmenetelmén, joka pohjautuu kaotrooppisen guanidiinitiosyanaatin
(GuSCN) ja nukleiinihappoja sitovien silikapartikkeleiden yhteistoimintaan. Tata ennen
muita kaotrooppisia aineita, kuten natriumjodidia (Nal) tai natriumperkloraattia (NaClOa),
oli kaytetty DNA:n sitomiseen lasi- tai silikapartikkeleihin, mutta erilaiset kliiniset nayte-
matriisit hankaloittivat puhdistusta. Guanidiinitiosyanaatin sen sijaan on todettu soveltu-
van erinomaisesti sekd DNA:n ettd RNA:n puhdistamiseen erilaisista naytemateriaa-
leista sen solujen ja viruspartikkeleiden lyysaamiseen seka nukleaasien inaktivoimiseen
perustuvien ominaisuuksien ansiosta. GUSCN:n kaltaiset kaotrooppiset suolat denatu-
roivat proteiinien ja nukleiininappojen sekundaéri-, tertidéri- ja kvartiaarirakenteita jattaen
kuitenkin vahintd&an niiden primaarirakenteen ehjaksi. (Boom ym. 1990: 495; Boom ym.
1993: 3.)
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Silika (SiOy), eli piidioksidi, on piin ja hapen kemiallinen yhdiste, joka soveltuu nukleiini-
happojen sitomiseen etenkin kiteisessa, lasimaisessa ja kuitumaisessa muodossa.
Nukleiinihappojen sitoutumismekanismia silikap&allysteisiin  magneettipartikkeleihin
GuSCN:n lasna ollessa ei tarkkaan tunneta, silla seka silika etta nukleiinihapot ovat ne-
gatiiviesti varautuneita. On ehdotettu, ettd guanidiinin kaltaiset kahdenarvoiset kationit
voisivat toimia veden lasna ollessa nukleiinihappojen ja silikan valisena siltana muodos-
tuvassa kompleksissa, kuten kuvassa 4 on esitetty. GUSCN:n mahdollistaa nukleiinihap-
pojen sitoutumisen silikapartikkeleiden pinnalle poistamalla vesikerroksen seka partik-
keleiden ettd nukleiinihappojen pinnalta, ja suojaamalla nukleiinihappojen pinnan nega-
tiivisia varauksia. (Boom ym. 1993: 3; Boom ym. 1990: 495; Sun ym. 2014: 36.)

Kationisilta o

\L HzN R
Silikapaallysteinen . _ 5 /Y % "
magneettipartikkeli pI—0 HoN-——== 3 o a:

R

H

Kuva 4.  Ehdotettu nukleiinihappojen sitoutumismekanismi silikapaallysteiseen magneettipar-
tikkeliin guanidiinitiosyanaatin ja veden lasné ollessa. Silikaan sitoutunut vesi muo-
dostaa kationisillan GUSCN:n kanssa, ja GUSCN puolestaan sitoutuu nukleiinihap-
poon. (Muokattu lahteesta Sun ym. 2014: kuva 4B.)

Boomin nukleiinihappojen puhdistusmenetelméssa biologinen naytemateriaali, kuten
seerumi, virtsa tai bakteerikasvusto, sekoitetaan GuUSCN:a, EDTA:ta, Triton X-100:aa ja
silikapartikkeleita sisaltavaan lyysausliuokseen. Vapautuneet nukleiinihapot sitoutuvat
liuoksessa kantaja-aineena toimiviin silikapartikkeleihin muodostaen kompleksiraken-
teita, jotka voidaan nopeasti saostaa sentrifugoimalla. TAman jalkeen supernatantti pois-
tetaan ja silikakompleksit huuhdellaan kahdesti GUSCN:a sisaltavalla pesupuskurilla,
kahdesti 70 % etanolilla ja yhden kerran asetonilla epapuhtauksien poistamiseksi. Kui-
vauksen jalkeen nukleiinihapot eluoidaan suolapitoisuudeltaan alhaiseen vesipohjaiseen
TE-puskuriin. Korkean nukleiinihappopitoisuuden takaamiseksi eluutiotilavuuden tulisi
olla mahdollisimman pieni, esimerkiksi 100 pl. Kontaminaatioriskid menetelmassa laskee
se, etta koko eristysprosessi voidaan toteuttaa yhdessé ja samassa putkessa. (Boom
ym. 1990: 495-497; Boom ym. 1993: 3.)
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Suurimmassa osassa edella kuvaillun kaltaisissa nukleiinihappojen puhdistusmenetel-
missé on useita manuaalisia sentrifugointi- ja pesuvaiheita. RNA:n puhdistusmenetel-
man tulisikin olla mieluiten mahdollisimman yksinkertainen, nopea ja monelle eri nayte-
materiaalille sopiva. Kaytettavien reagenssien tulisi olla vaarattomia, huoneen lampoti-
lassa sailyvia, ja niita tulisi siirtyd mahdollisimman véhan eristysta seuraaviin jatkoana-

lyyseihin, kuten k&&nteiskopiointi- tai monistusreaktioihin. (Bair ym. 2006: 5.)

Kuvassa 5 on kuvattu yksinkertainen magneettipohjainen DNA:n eristysmenetelma. Yk-
sinkertaisimmillaan menetelma sisaltaa vain muutaman vaiheen, jotka voidaan toteuttaa
yhdessa putkessa. Erillisia nestekromatografisia jarjestelmia, sentrifugeja tai suodatta-
mia ei tarvita. Yksinkertaistetussa menetelmassa lyysattuihin soluihin lisdtddn magneet-
tipartikkeleita sek& kaotrooppista ainetta sisaltavaa sidospuskuria, jotka yhdessa sitovat
DNA:n. Magneettisen erottelun avulla muu ympéardiva biologinen materiaali voidaan ke-
rata pois siten, ettd vain DNA sdilyy putkessa. Pesun ja eluoinnin jalkeen puhdistettu
DNA on valmis mahdollisia jatkotutkimuksia varten. (Safarik ym. 2004: 2.)

. Magneettipartikkeleiden -partikkeleiden keruu Eluutiopuskurin
50'“]?" lisaaminen -supernatantin poisto lisays ja DNA:n
lyysaaminen -pesu kerays

Magneettipartikkeli

Kk Jatkotutkimukset
~

@, Soluelimet ja proteiinit

Kuva 5. Yksinkertaisen magneettipohjaisen DNA-eristysmenetelman vaiheet. Menetelmassa
kaytetdan magneettipartikkeleita ja magneettia DNA:n erotteluun muusta solumateri-
aalista. (Muokattu lahteesta M-Beads Magnetic Silica Beads.)

Silikapohjaisia nukleiinihappojen puhdistusmenetelmid on myds automatisoitu ja paten-
toitu lukuisten valmistajien toimesta. Yksinkertainen ja nopea puhdistusmenetelma so-
veltuu hyvin laajempien automatisoitujen kokonaisuuksien perustaksi. Useilla valmista-
jilla on sekd manuaaliseen nukleiininappojen puhdistukseen tarkoitettuja tarvikepak-
kauksia ettd automatisoituja eristysrobotteja. (Safarik ym. 2004: 2; Suomalainen ym.
2010: 1.)
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4.3.2 Magneettiset nanopartikkelit

Magneettipohjaiseen nukleiinihappojen puhdistukseen kaytetddn useimmiten kahden-
tyyppisia magneettipartikkeleita: 1&pimitaltaan 1-10 um:n kokoisia mikropartikkeleita pa-
ramagneettisella ytimella sekd 50-100 nm:n kokoisia nanopartikkeleita superparamag-
neettisella ytimelld. Paramagneettisuudella tarkoitetaan sitd, etta partikkelit ilmentavat
magneettisia ominaisuuksiaan ainoastaan magneettikentan lasna ollessa. (Suomalainen
ym. 2010; Chen ym. 2010.) Partikkeleiden ydin voi koostua muun muassa rautaoksi-
deista (hematiitti, magnetiitti, rauta(lll)oksidi, maghemiitti), ferriitista, raudasta, koboltista,
mangaanista, kromista, nikkelista, sinkista, tai edella mainittujen seoksista (Kim ym.
2011: 3). Magneettinen ydin on tyypillisesti paallystetty silikalla tai vastaavilla biologisia
aineita, kuten DNA:ta, RNA:ta ja proteiineja, sitovilla polymeereilla. Partikkeleita voidaan
valmistaa laboratorio-olosuhteissa, mutta kumpaakin partikkelityyppia on myos laajasti
kaupallisesti saatavilla. Erilaisten kaupallisten partikkeleiden pintakemiat vaihtelevat
mallista riippuen. Partikkelit ovat yleensa muodoltaan pallomaisia (kuva 6) ja niiden suh-
teellinen vuorovaikutuspinta-ala on sitd suurempi, mita pienempia partikkelit ovat. Siten
my0s partikkeleiden sitomiskyky on sitéa suurempi, mita pienempia partikkelit ovat kool-

taan. Kaytettava magneettipartikkelikoko tulisi aina valita puhdistettavien nukleiinihappo-

jen ja naytemateriaalin mukaan. (Suomalainen ym. 2010; Chen ym. 2010; Boom ym.
1993: 3.)

Kuva 6.  Pyyhkaisyelektronimikroskooppikuva magneettisista nanopartikkeleista kahdella eri
mittakaavalla. Kuvan nanopartikkelit ovat lapimitaltaan noin 400 nm. Kuvista ilmenee,
ettd partikkelit ovat muodoltaan pallomaisia. (AccuNanoBead™ Magnetic Na-
nobeads, kuva 1.)
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4.4 RNA-eristys magneettieristysmenetelmalla

Tassa insin6oritydssa tutkittava menetelma on aiemmin optimoitu DNA:n eristamiseen.
RNA-molekyyli eroaa DNA-molekyylistd yhden eméaksen seka sokeriosan perusteella:
RNA:ssa tymiinin tilalla on urasiili ja sokeriosa on deoksiriboosin sijaan riboosi. RNA-
molekyylit ovat epastabiilimpia kuin DNA, silld ne ovat herkempia ribonukleaasien toi-
minnalle seka kemiallisten olosuhteiden muutoksille, kuten eméaksisyydelle. (Dale & von
Schantz 2006: 5.) Lisaksi virus-RNA:n alhainen pitoisuus kliinisissa naytteissa on mer-
kittdva haaste kaikissa nykyisisséa RNA-eristys- ja detektiomenetelmissa (Chen ym.
2009: 723).

Vaikka magneettipohjainen niin kutsuttu Boomin menetelma onkin osoittautunut tehok-
kaaksi DNA:n puhdistamiseen, on RNA:n puhdistamisessa esiintynyt ongelmia etenkin
DNA-kontaminaatioiden osalta. RNA:n sitoutumisen ja saostamisen optimoimiseen vas-
taavissa menetelmissa onkin kaytetty guanidiinitiosyanaatin lisdksi useita muita suoloja,
jotka sisaltavat alkalimetalli-ioneita. Erityisesti kationit, kuten litium, natrium, kalium, ru-
bidium ja cesium, sopivat RNA-saostukseen, silla ne muodostavat kompleksirakenteen
RNA-molekyylin fosfaattiryhmien kanssa. Kompleksoituminen ja sita myéden RNA-mo-
lekyylin neutralisoituminen mahdollistavat RNA:n sitoutumisen kiinteaan kantaja-ainee-
seen vesipitoisessa ymparistdssa. Litiumkloridi (LiCl) on edullisuutensa vuoksi RNA-sa-
ostukseen usein kaytetty suola. Litium on myds edella mainituista kationeista ainoa kos-
motrooppinen, eli proteiinien ja nukleiinihappojen denaturoitumista estava, ioni. Lisaksi
litiumkloridilla on todettu olevan RNaasien toimintaa inhiboivia ominaisuuksia. (Bair ym.
2006: 4, 7-8.)

Koska litiumkloridi on ominaisuuksiltaan kosmotrooppinen ja sakkaa aiheuttava, ei se
sellaisenaan sovellu hyvin kaytettavaksi magneettipartikkeliteknologian kanssa. Jotta
RNA saadaan tehokkaammin sidottua silikapartikkeleihin, on ribonukleiinihapot denatu-
roitava jollakin kaotrooppisella aineella. Erds korkean RNA-saannon lupaava silikapar-
tikkeleita hyddyntava kiinteadfaasipuhdistusmenetelma soveltaa edella kuvailtuja litiumin
ominaisuuksia: menetelméan lyysaus-/sidospuskuri sisaltdd kantaja-aineen lisaksi
kaotrooppista ainetta, kuten GUSCN:a, seka litiumia happamassa (pH enintdéan 6) liuok-
sessa. Litium voi olla joko orgaanisen tai epdorgaanisen suolan muodossa. Menetel-
massa ehdotetaan myds 2-merkaptoetanolin tai ditiotreitolin kaltaisten antioksidantten

lisdamista liuokseen ehkaiseméaan RNaasien toimintaa. (Kuroita ym. 1999: 5-6.)
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Virusperaisen RNA:n puhdistukseen magneettieristysmenetelmalld soveltuvat kaytetta-
viksi erityisesti superparamagneettiset nanopartikkelit, silla ne ovat kokoluokaltaan vi-
ruspartikkeleiden kokoa vastaavia ja omaavat laajemman vuorovaikutuspinta-alan suh-
teessa kokoonsa. (Chen ym. 2010: 724.)

RNA-eristykseen soveltuvista kaupallisista tuotteista yhtena esimerkkina on silikapohjai-
seen magneettipartikkeliteknologiaan (BOOM® Technology) perustuva automatisoitu
nukleiinihappojen puhdistusjarjestelma Nuclisens® easyMag® System (BioMérieux). Sa-
malla valmistajalla on myds manuaaliseen nukleiinihappojen eristykseen tarkoitettu Nu-
cliSENS® miniMag® -tarvikepakkaus, seka NASBA® -teknologian kanssa yhteensopiva
automaattinen NucliSENS® EasyQ® nukleiinihappojen eristysjarjestelma. (Nuclisens®

easyMag®.)

4.5 Vertailumenetelma Qiagen EZ1°®

Tassa insin0oritydssa vertailumenetelméand kehitettavalle naytteenkasittelymenetel-
malle kaytettiin Qiagenin EZ1® Advanced XL nukleiinihappojen eristysrobottia ja sille tar-
koitettua virusperaisen RNA:n eristykseen soveltuvaa EZ1® DSP Virus Kit -tarvikepak-
kausta ja eristysprotokollaa. Menetelmé on tarkoitettu in vitro -diagnostiikkaan ja se hyo-
dyntaa silikapohjaista magneettipartikkeliteknologiaa automatisoituun nukleiinihappojen
eristykseen biologisista naytemateriaaleista, kuten virussuspensioista, virtsasta, koko-
verestd, plasmasta, ulosteesta ja hengitystienaytteista. EZ1® Advanced XL -eristysrobo-
tilla voidaan puhdistaa samanaikaisesti nukleiinihappoja 1-14 naytteesta ja eristyspro-
sessi kestaa noin 45 minuuttia. (EZ1® DSP Virus Kit Handbook: 5-6.)

Menetelman automatisoitu nukleiininappojen puhdistusprosessi sisaltdd Boomin mene-
telmasta tutut nelja vaihetta. Lyysausvaiheessa naytteiden proteolyysi toteutetaan vah-
vasti denaturoivissa olosuhteissa korkeassa lampétilassa proteinaasi K:n ja lyysauspus-
kurin lasné ollessa. Lyysauksessa virusten pintaproteiinit hajotetaan ja nukleaasien toi-
minta inaktivoidaan. Seuraavaksi lisdtdan sidospuskuria, ja lysaatit, puskuri seka mag-
neettipartikkelit sekoitetaan hyvin, jolloin nukleiinihapot sitoutuvat magneettipartikkelei-
den silikaan. Optimaalinen suolapitoisuus ja pH takaavat sen, ettei partikkeleihin sitoudu
mitddn epaspesifista, kuten proteiineja tai muita kontaminantteja. Nukleiinihappojen ol-

lessa yha kiinnittyneind magneettipartikkeleihin, niistd pestaan loput kotaminantit kah-
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della eri pesupuskurilla ja sen jalkeen etanolilla. Lopuksi puhtaat, korkealaatuiset virus-
peréaiset nukleiinihapot eluoidaan AVE-puskuriin (Qiagen). (EZ1® DSP Virus Kit Hand-
book: 6.)

EZ1-eristysrobotin protokollan manuaalisesti tehtaviin esivalmisteluihin kuuluu kantaja-
RNA:n (CARRIER, Qiagen) liuottaminen ja laimentaminen AVE-puskuriin siten, etta jo-
kaista naytetta kohden eristykseen kaytettdvassa lyysauspuskurissa on 3 pg kantaja-
RNA:ta. Kantaja-RNA:lla on kaksi tehtavaa nukleiinihappojen puhdistusprosessissa: se
parantaa nukleiinihappojen sitoutumista silikaan etenkin silloin, kun nayte sisaltaa vain
vahan kohdemolekyyleja, sekd ehkaisee RNA:n hajoamista RNaasien toimesta. Nukle-
iinihappojen saanto EZ1-eristysprotokollalla voi olla pienempi, mikali kantaja-RNA:ta ei
lisata prosessiin. (EZ1® DSP Virus Kit Handbook: 20.)

5 Geenimonistusmenetelmat

Erilaisten geenimonistusmenetelmien avulla voidaan maéarittdd jonkin geenin, geenin
osan tai nukleotidisekvenssin lasnaolo jossakin elavasséa organismissa tai biologisessa
naytteessa. Geenimonistusmenetelmat perustuvat perinteisesti jonkin geenille spesifi-
sen kohdesekvenssin tunnistamiseen naytteesta erilaisten alukkeiden ja koettimien
avulla. Menetelmia voidaan soveltaa useille eri molekyylibiotieteiden aloille, ja niiden
avulla voidaan esimerkiksi tunnistaa naytteesta jokin patogeeninen organismi, maarittaa
alleelien lasnéolo, maarittaa kohdegenomin vaurioita tai tunnistaa jonkin DNA- tai RNA-
sekvenssin lasnéolo isantasolussa. Monistusteknologioiden avulla voidaan myds diag-
nosoida joitakin perinnéllisia sairauksia seka tunnistaa ja luokitella esimerkiksi baktee-

reita, viruksia, sienia ja alkueldimia. (Hoser 2011: 1.)

5.1 RT-gPCR

5.1.1 RT-gPCR yleisesti

Polymeraasiketjureaktio, eli PCR, on Kary B. Mullisin vuonna 1985 patentoima tiede-
maailman mullistanut menetelm&. PCR mahdollistaa geenien ja DNA:n eksponentiaali-
sen monistamisen useisiin eri kayttotarkoituksiin, kuten geenien kloonaamiseen tai in-

fektiosairauksien nopeaan diagnostiikkaan. (Dale & von Schantz 2006: 143.) Kvantita-
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tiivinen kaanteiskopiointipolymeraasiketjureaktio, eli RT-gPCR, on maaréllinen reaaliai-
kainen geeniekspressioanalyysi, joka hyodyntaa kaanteiskopioijaentsyymin toimintaa
(Dale & von Schantz 2006: 154). Kaanteiskopiointireaktiota eli RT-reaktiota tarvitaan,
kun monistettavana lahtomateriaalina on RNA. RT-reaktiossa RNA:sta tuotetaan yk-
sisdikeinen komplementaarinen DNA (cDNA) kaanteiskopioijaentsyymin, eli RT-entsyy-
min avulla. RT-entsyymit ovat muun muassa retroviruksista I0ytyvia entsyymeita, jotka
pystyvét syntetisoimaan RNA:sta DNA:ta. Kaksi yleisemmin kaytettyd entsyymityyppia
ovat Moloneyn hiirileukemiaviruksen (M-MLV) sekd linnun myeloblastoosiviruksen
(AMV) RT-entsyymit. cDNA-synteesiin tarvitaan RT-entsyymin lisaksi yksisédikeiseen
RNA:han kiinnittyva aluke. Alukkeen kiinnittymisen jalkeen RT-entsyymi syntetisoi
cDNA:ta RNA-saikeen 5-paata kohti. Alukkeet voivat olla sekvenssille joko spesifisia tai

epaspesifisia. (Freeman ym. 1999: 113.)

RT-gPCR voidaan toteuttaa joko yksivaiheisena (one-step), jolloin RT-reaktio tapahtuu
samassa putkessa kuin cDNA:n monistuminenkin, tai kaksivaiheisena (two-step), jol-
loin tehd&an ensin erikseen cDNA:n syntetisointi RT-reaktiossa ja syntetisoitua
cDNA:ta kaytetdan taman jalkeen PCR-reaktiossa monistettavana templaattina. (Free-
man ym. 1999: 114.)

RT-gPCR:n suuri herkkyys voi aiheuttaa ongelmia, kuten epaspesifisten tuotteiden mo-
nistumista ja alukedimeerien muodostumista. Menetelmassa kaytettavan templaatin on
oltava laadultaan mahdollisimman puhdasta ja DNA-vapaata RNA:ta. Herkkyyden takia
RT-gPCR-menetelmat ovat erittain alttiita erilaisille kontaminaatioille, ja etenkin RT-re-
aktion aikana DNA-kontaminaatiot ovat yleisia. (Pfaffl 2004: 88; Dale & von Schantz
2006: 154.)

5.1.2 RT-gPCR:n monistusreaktio

RT-gPCR:n kvantitatiivisuudella ja reaaliaikaisuudella tarkoitetaan sita, etta reaktion
monistustuotteiden maaraa voidaan seurata reaaliaikaisesti jokaisen monistussyklin jal-
keen. RT-gPCR vaatii sopivan detektiokemian, laitteen ja tietokoneohjelmiston monis-
tustuotteiden muodostumisen seurantaan seka kvantitatiiviseen analyysiin. Detektioke-
mian avulla havaitaan fluoresoivan varin lasnéolo, ja fluoresenssin signaali on suoraan
verrannollinen muodostuvan tuotteen maaraan. Detektiokemiat voivat olla joko spesifi-
sia tai epaspesifisia. Epaspesifisissa detektiokemioissa fluoresoiva vari, kuten SYBR®

Green, sitoutuu kaksijuosteiseen DNA:han, jolloin PCR:n edetessa fluoresenssisignaali
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kasvaa. Spesifiset kemiat perustuvat puolestaan DNA-sekvenssiin sitoutuvien fluore-
soivien koettimien toimintaan: fluoresenssia muodostuu vain, mikali fluoroforiin liitetty
koetin hybridisoituu sille komplementaarisen kohdesekvenssin kanssa. (Bustin & Muel-
ler 2005: 366; Kubista ym. 2006: 98-105.)

PCR:n ensimmaisten syklien aikana fluoresenssi on heikkoa, eika sita voida erottaa
taustasignaalista. Monistustuotteen maaran kasvaessa syklien edetessa myos fluore-
senssi kasvaa eksponentiaalisesti. Monistustuotteen maara teoreettisesti kaksinkertais-
tuu jokaisen syklin aikana. Eksponentiaalivaiheen jalkeen signaali tasoittuu, kun reakti-
oon tarvittavat komponentit kuluvat loppuun. (Bustin & Mueller 2005: 367; Kubista ym.
2006: 98-99.)

Muodostuvat monistuskayrat (kuva 7) kuvaavat monistettavan templaatin DNA-pitoi-
suutta: mitd suurempi templaatti on kopiomaaraltaan, sita vihemman monistussykleja
tarvitaan sen monistustuotteen detektoimiseen ja kynnyssyklin saavuttamiseen (Bustin
ym. 2005: 599). Kynnyssykli saavutetaan, kun monistustuotteen muodostama signaali
ylittaa laitekohtaisen taustasignaalin (treshold). Kynnyssyklin arvo (Ct-arvo) saadaan
maarittdmalla sykli, jossa monistustuotteen fluoresenssin signaali leikkaa kynnyssyklin.
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Kuva7. RT-gPCR:n monistuskayra. X-akselilla on syklien lukumaara ja y-akselilla fluoresens-

sisignaalin arvo RFU (Relative Fluorescence Units). Monistusreaktion Ct-arvo saa-
daan maarittamalla sykli, jossa monistustuotteen fluoresenssin signaali leikkaa kyn-
nyssyklin.
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Naytteiden véliset erot voidaan ilmaista maaréallisesti eli kvantitoida vertaamalla niiden
monistuskayrien muodostumiseen kuluvien syklien mééraé pitoisuudeltaan tunnetun
standardin kynnyssykliin. Laimennossarjan Ct-arvojen perusteella standardeista voi-
daan tehdé& logaritminen standardisuora, josta tutkittavan naytteen kopioluku selvite-
taan referenssinaytteiden eli standardien tunnettujen kopiolukujen avulla (kuva 8). (Ku-
bista ym. 2006: 98—99; Bustin & Mueller 2005: 367.)

Monistus Standardisuora
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Kuva 8. RT-gPCR:n logaritminen standardisuora kuuden pitoisuudeltaan tunnettujen standar-
dindytteiden Ct-arvoista.

5.1.3 RT-gPCR:n sulamiskayraanalyysi

RT-gPCR:n jalkeen tehtavan sulamiskayraanalyysin avulla voidaan varmistaa monis-
tustuotteiden oikea koko. Lampdtilaa nostettaessa tuotteiden fluoresenssi laskee vahi-
tellen. Kun lampétila on kohonnut siihen pisteeseen, ettd DNA:n kaksoisjuoste avautuu,
fluoresenssi laskee &killisesti kokonaan. Tata lAmpdtilaa kutsutaan tuotteiden sulamis-
l[ampédtilaksi (Tm). Sulamislampétila vaihtelee sen mukaan, minka pituinen monistus-
tuote on, tai missa suhteessa nukleotidit ovat siihen sitoutuneet. Monistustuotteilla, joi-
den sekvenssit ovat samanpituisia ja joilla on sama GC-pitoisuus, on myds sama sula-
mislampdtila. Taten muodostuvan sulamiskayran piikit tulisivat olla myos samassa lam-
potilassa, mikali kyseessé on oikeankokoinen lopputuote. Kaikki muu epaspesifinen
monistuminen on detektoitavissa sulamiskayraanalyysissa piikkeina eri [ampdtiloissa
(kuva 9). (Kubista ym. 2006: 102-103.)
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Kuva 9. RT-gPCR:n sulamiskayraanalyysi. Fluoresenssi laskee nopeasti DNA:n sulaessa.
Monistustuotteen sulamislampotila méaaritetdan sulamiskayran (ylla) kdannepisteesta
kayran negatiivisen ensimmaisen derivaatan maksimiarvon perusteella, ja sulamis-
lampdotila saadaan siten nakyviin sulamispiikkiné (alla).

5.2 Strand Invasion Based Amplification (SIBA®)

Strand invasion Based Amplification, eli SIBA®, on vuonna 2011 patentoitu Orion Diag-
nostica Oy:n omistama isotermaalinen kaksoisjuosteen invaasioon perustuva geenimo-
nistusteknologia. SIBA-teknologia on resistentti ei-spesifiselle monistumiselle, se pystyy
parhaimmillaan tunnistamaan kohdeanalyytin erittain spesifisesti yhden molekyylin tark-
kuudella, eika vaadi kohdespesifisten koettimien kayttod. SIBA-reaktiossa yksijuosteinen
keskioligo tunnistaa kohdesekvenssin komplementaarisen alueen ja tunkeutuu rekom-
binaasientsyymin seka adenosiinitrifosfaatin (ATP) avulla kaksoisjuosteen véliin, jolloin
kaksoisjuoste aukeaa keskioligon alueelta ja kohdesekvenssille spesifiset alukkeet pys-
tyvat kiinnittymaan yksijuosteiseen kohdesekvenssiin. Taman jalkeen polymeraasient-
syymi syntetisoi kohdesekvenssin mallin mukaisesti vapaista nukleotideista kaksi kaksi-
juosteista DNA:ta. Taman jalkeen keskioligo irtoaa, kiinnittyy uuteen kohdesekvenssiin
ja sykli toistuu uudelleen. Syklien toistuessa saavutetaan eksponentiaalinen kohdesek-

venssin, eli templaatin, monistumisvaihe toistamalla edelld kuvattuja reaktion vaiheita.
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Templaattina reaktiossa voivat olla DNA, cDNA tai genominen DNA. (Hoser ym. 2014:
1-3; Hoser 2011: 1-3)

SIBA-reaktiossa alukkeet eivét itsessaan ole keskioligon lailla rekombinaasin subtraat-
teja, eivatka kykene kiinnittymaan kohdesekvessiin ilman keskioligon lasnéoloa. Taméa
takaa sen, ettd monistusta tapahtuu vain oikean kohdesekvenssin lasna ollessa. Reak-
tiossa kaytettava keskioligo on kahta paatyaluketta pidempi, vahintdan 30 nukleotidin
pituinen ja ainakin osittain komplementaarinen kohdesekvenssin kanssa. Myds paa-
tyalukkeiden on oltava ainakin osittain komplementaarisia kohdesekvenssin kanssa.
Osat paatyalukkeiden 3’-paistad ovat keskioligon kanssa homologisia. Keskioligoon on
lisaksi liitetty 2’-O-metyyli RNA-nukleotideja, jotka takaavat sen, ettei keskioligo voi toi-
mia polymeraasin substraattina tai templaattina monistusreaktiossa. (Hoser ym. 2014:
3-5; Hoser 2011: 3.)

SIBA-reaktio vaatii toimiakseen rekombinaasientsyymin, rekombinaasin kofaktorit,
ATP:ta tuottavan energiakoneiston sekd polymeraasientsyymin ja nukleiinihappokom-
ponentit. Rekombinaasientsyymina voidaan kayttaa esimerkiksi UvsX:aa. UvsX mahdol-
listaa tehokkaan energiakoneiston toiminnan ja ATP:n vaihtuvuuden reaktiossa, mutta
se my0s tuottaa epdorgaanista ja reaktiota inhiboivaa fosfaattia. Reaktioon lisattavat
sakkaroosi sekd sakkaroosi-fosforylaasi poistavat muodostuvaa fosfaattia. Energiako-
neistoon kuuluvat liséaksi ATP:ta regeneroivat kreatiinifosfokinaasi ja fosfokreatiini. Poly-
etyleeni-glykoli eli PEG seka gp32-proteiini puolestaan parantavat rekombinaasin toimin-
taa SIBA-reaktiossa. (Hoser ym. 2014: 16; Hoser 2011: 4, 6.)

SIBA-reaktio voidaan toteuttaa joko markakemialla tai kylmékuivattuja reagensseja kayt-
tamalla. Kun kaytdssa ovat kylmakuivatut reagenssit, lisdtddn monistettava DNA- tai
RNA-templaatti suoraan reaktiokaivoon, jossa kylmakuivatut reagenssit ovat. Templaa-
tin tilavuus on huomattavasti suurempi kuin useimmissa PCR-reaktioissa tarvittava
templaattiméara. Tasta syystd mahdollisella DNA- ja RNA-eristyksesta kantautuvalla
carry overilla voi olla suurempi reaktiota inhiboiva vaikutus kuin PCR-reaktioissa. SIBA-
reaktio on isotermaalinen, eli [ampdétila pysyy koko monistusreaktion ajan samana: 40
°C:ssa. Reaktion reaaliaikaista etenemistad voidaan seurata kayttamalla esimerkiksi fluo-

resoivia variaineita seka qPCR-laitteistoa. (Hoser ym. 2014: 5-6, 17.)
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6 Tyon tarkoitus

Taman insin0oritydn tavoitteena oli pystyttda Orion Diagnosticalla kehitetty uuteen
nukleiinihappoeristykseen pohjautuva naytteenkasittelymenetelma rinovirukselle. Nayt-
teenkasittelymenetelma oli tarkoitus optimoida nenanielunaytteelle, silla se on kliinisten
rinovirusnaytteiden yleisin naytematriisimuoto. Kehitettavan menetelmén oli oltava mah-
dollisimman tehokas eristetyn rinovirus-RNA:n saannon suhteen ja yhteensopiva isoter-
maalisen geenimonistusmenetelméan, SIBA:n, kanssa. Naytteenkasittelymenetelman
komponenttien, kuten pesupuskureiden, kantautuminen eli carry over lopullisiin RT-
gPCR- ja SIBA-reaktioihin oli minimoitava. Eristetyn RNA:n oli my6s oltava riittavan puh-
dasta, jotta monistumista tapahtuisi geenimonistusreaktioissa.

7 Materiaalit ja menetelmat

7.1 Naytemateriaalit

7.1.1 Plasmidi

RT-gPCR:n kvantitointiin kaytettava RNA transkriptoitiin pEX-A2-HRV Trans 600 -plas-
midista. Plasmidi oli tilattu Eurofinsiltd ja siihen oli syntetisoitu sellainen kaksijuosteinen
komplementaarinen HRV-B17:n (GenBank EF173420.1) DNA-sekvessijakso genomin
5'UTR-alueelta, jolle sek& RT-gPCR:n etta SIBA:n alukkeet ja kohdesekvenssit sopivat.
Plasmidin tarkemmat tiedot on esitetty liitteessa 2 ja plasmidiin syntetisoitu HRV-B17:n
sekvenssin osa, eli HRV Trans 600 -geeni, on esitetty liitteessa 3. HRV Trans 600 on
usealle rinovirusserotyypille tyypillinen konservoitunut sekvenssijakso 5’'UTR-alueelta:
NCBI:n BLAST®-linjauksen (Standard Nucleotide BLAST) perusteella sekvenssilla oli
90-100 %:n yhdenmukaisuus muun muassa HRV-B48, -B52, -B69, -B70, -B91 seka

muutaman HRV-A-lajin 5’UTR -sekvenssien kanssa.

7.1.2 RNA

SIBA:n ja RT-gPCR:n pystyttdmisessa templaattina kaytettiin pEX-A2-HRV Trans 600 -
plasmidista transkriptoitua HRV RNA:ta, eli ivT-RNA:ta (in vitro -transcribed RNA).
RNA:n puhtaus varmistetiin kvantitoinnin yhteydessa lisaéamalla syntetisoitua HRV

RNA:ta sellaisenaan ilman RT-reaktiota qPCR:&an.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/134284374?report=fasta
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7.1.3 Virussuspensio

Turun yliopiston virologiselta osastolta l&hetettiin tutkimustarkoitukseen HRV-AG60 kan-
nalla (GenBank FJ445143.1) infektoituja HeLa-soluja suspensiona (jatkossa "HRV-A60-
virussuspensio”). Kyseisen suspension viruspartikkelipitoisuutta ei tiedetty etukéateen,
mutta suspension tiedettiin toimivan hyvin naytemateriaalina kaytettavassa RT-qPCR -
protokollassa. (Susi 2015.)

7.1.4 Nenanielunaytteet ja nenaeritenaytteet

Opinnaytetybhon tarvittavia nendnielunaytteitd varten kaytiin naytteenottokoulutus
HYKS:n korvaklinikalla 6.3.2015. Seitsemalta henkilolta kerattiin nendnielunaytteet nayt-
teenottotikuilla, ja kerattyja nenanielutikkunaytteitéa kaytettiin opinnaytetydssa naytteen-
kasittelymenetelméan kehittamiseen. Osalla naytteenantajista ilmeni flunssan oireita.
Naytteet keréttiin Copan FLOQ Swabs 553C -mallin (Copan Diagnostics) kuivalla nayt-
teenottotikuilla, ja sailytettiin kerdyksen jalkeen -20 °C:ssa. Myds nenderitenaytteita, eli
nenasta kerattyja rakanaytteita, kaytettiin naytematriisina joissakin kokeissa. Nenéerite-
naytteet kerattiin suoraan nendsta muoviseen naytteenkerdysastiaan ja sailytettiin ke-

rayksen jalkeen -20 °C:ssa.

7.2 Geenimonistusmenetelmien pystytys

Opinnaytety® aloitettiin pystyttdamalla kirjallisuudesta poimittu rinoviruksen diagnostiik-
kaan soveltuva RT-qPCR -protokolla, seka testaamalla SIBA-teknologian soveltuvuutta
rinovirukselle. RT-gPCR:n pystytykseen sisaltyi my6s kvantitoinnin suunnittelu ja toteu-
tus plasmidista transkriptoidulla RNA:lla. Tyossa kaytetty qPCR-laite oli Bio-Radin
CFX96™ Real Time System C1000™ Thermal Cycler.

7.2.1 HRV RT-gPCR-protokollan tausta

RT-gPCR-protokollaan (jatkossa "HRV RT-qPCR”) kaytetyt alukkeet, ajo-olosuhteet
seka kdanteiskopiointireaktion ja qPCR:n reagenssiliuokset poimittiin Lonnrot ym. (1999)
artikkelista. Alukkeet (ENRI 3+ ja ENRI 4-) on alkuperéisessa artikkelissa valittu pikor-

navirusgenomin 5’-pdan UTR-alueelta (kuva 10), ja niiden sekvenssit on esitetty liit-


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FJ445143.1

28

teessé 4. Alukeparin on todettu soveltuvan erityisesti rinovirusten spesifiseen tunnista-
miseen. Alukkeet tuottavat RT-gPCR:ss& noin 120 emadsparin pituisen amplikonin.
Tassa tyossa RT-qPCR-protokollassa ei kaytetty artikkelissa esiteltyja entero- ja rinovi-
ruksille suunniteltuja koettimia. Alukkeiden kiinnittyminen RT-gPCR:n standardina kay-
tettdvaan HRV Trans 600 -sekvenssijaksoon on esitetty liitteessa 5 ja alukkeiden kiinnit-
tyminen HRV-A60:n sekvenssiin on esitetty litteessa 6. (Lonnrot ym. 1999: 379-380;
Osterback ym. 2013: 3961.)

3 ]

5'UTR
5" T

T T T T T T
0,1 0,2 Oﬂ 05(06 0,7 kb
ENRI 3+ ENRI 4-

Kuva 10. HRV RT-gPCR-protokollassa kaytettdvat ENRI 3+ ja ENRI 4- alukkeet sijoittuvat pi-
kornavirusten genomin 5’-paan transloitumattomalle alueelle (5UTR), ja ne tuottavat
noin 120 emasparin pituisen amplikonin (mukaillen lahdetta Lénnrot ym. 1999: kuva
1).

RT-gPCR-protokollan herkkyydeksi on kirjallisuudessa maaritetty 10 kopiota RNA:ta / l
HRV-A16, HRV-B14 ja HRV-C40 ivT-RNA:lla. Kopiomé&éara vastaa 12,5 kopiota cDNA:ta
gPCR:ssa. (Osterback ym. 2013: 3964).

RT-reaktioon ja gqPCR:aén kaytettyjen reagenssien tarvittavat maarét ja pitoisuudet las-
kettiin artikkelissa esitettyjen tietojen perusteella (Lonnrot ym 1999: 380), ja qPCR:n ajo-
ohjelma koottiin kahdesta samoja alukkeita kayttavan artikkelin ohjelmasta (Lénnrot ym.
1999: 380; Osterback ym. 2013: 3961). RT-reagenssiliuokset, qPCR-reagenssiliuos, liu-
oksiin kaytettyjen reagenssien tuotetiedot sekd qPCR:n ajo-ohjelma on esitetty liitteessa
4. Ennen RT-reaktiota RNA-templaattia denaturoitin ENRI 4- alukkeen kanssa 10 mi-
nuuttia 70 °C:ssa, mink& jalkeen valmisteltiin loput RT-reaktion reagenssiliuoksesta.
cDNA-synteesi tehtiin inkuboimalla RNA-templaattia RT-reagenssiliuoksessa 37 °C:ssa
tunnin ajan. gPCR:n monistusreaktiot mitattiin FAM-kanavalla, silla reagenssiliuoksessa
kaytetty variaine oli SYBR Green. Jokaisessa RT-gPCR:n eri vaiheessa (reaktioliuosten
valmistus, alukkeiden ja templaattien pipetointi seka qPCR-ajo) tydskenneltiin erillisiss&

laboratoriotiloissa kontaminaatioiden valttamiseksi.
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7.2.2 Standardisuoran ja kvantitoinnin suunnittelu ja toteutus

Jotta naytteenkasittelymenetelmén avulla puhdistetuttujen HRV RNA-naytteiden nukleii-
nihappokonsentraatiot voitiin maéarittaa tarkasti, tuli RT-qgPCR kvantitoida. Kvantitointiin
kaytettiin pEX-A2-HRV Trans 600 -plasmidista traskriptoitua RNA:ta, eli ivT-RNA:ta. IvT-
RNA toimi siis referessinaytteend, johon HRV-A60-RNA:ta verrattiin.

RNA:n syntetisointi plasmidista

RNA voidaan syntetisoida plasmidista erilaisten kaupallisten tarvikepakkausten avulla.
HRV Trans 600 RNA-transkriptin syntetisoimiseen kaytettin New England Biolabsin
HiScribeTM T7 High Yield Synthesis Kit -tarvikepakkausta. Ennen syntetisointia plasmidi
digestoitiin eli linearisoitiin Smal-restriktioentsyymin avulla. Linearisointi on valttama-
tonta, jotta plasmidista saadaan syntetisoitua halutun pituinen RNA-sekvenssi. Synteti-
soidusta RNA:sta poistettiin mahdollinen plasmidi-DNA usealla DNAasikasittelylla, ja lo-
puksi RNA puhdistettiin RNeasy® MinElute® Cleanup Kit -tarvikepakkauksella (Qiagen).
Puhdistetun RNA:n konsentraatio méaaritettiin Nanodrop 2000 -spektrofotometrilla, ja tu-
loksen avulla laskettiin RNA-transkriptin kopioluku RT-gPCR:n kvantitointia varten. (HiS-
cribe™ T7 High Yield RNA Synthesis Kit; RNeasy® MinElute® Cleanup Handbook 2010.)

RNA:n kopioluvun méaarittaminen

Transkriptoidun HRV Trans 600 RNA:n konsentraatio mitattiin Nanodrop 2000 -spektro-
fotometrilld, ja neljan rinnakkaisen mittauksen keskiarvona saatiin 141,28 ng/ul. RNA-
konsentraation lisaksi kopioluvun maarittdmiseksi oli tunnettava RNA-sekvenssin emas-
jarjestys, joka oli siis plasmidiin syntetisoidun templaatti-DNA-sekvenssin komplemen-
taarinen yksisaikeinen sekvenssi, jossa tymiinien tilalla oli urasiilia. DNA-sekvenssin
kaantdminen RNA-sekvenssiksi toteutettiin virtuaalisen transkription avulla Transcription
and Translation Tool -internetsivustolla, jonne syétettiin 600 emasta pitka plasmidissa
oleva HRV DNA-sekvenssi (lite 3) ilman T7-promoottorin sekvenssid. Sivuston antama
RNA-sekvenssi on esitetty liitteessa 3. RNA-sekvenssi seka transkriptoidusta plasmi-
dista mitattu RNA-konsentraatio syotettiin Endmemo-internetsivuston kopiolukulaskuriin,
ja tulokseksi saatiin 44,3 * 101° kopiota/pl. (Transcription and Translation Tool; DNA/RNA
Copy Number Calculator.)
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Laskuri perustuu sekvenssin molekyylipainon, RNA-konsentraation seka Avogadron va-
kion avulla maaritettavaan kopiomaaraan. Ohjelma laskee ensin sekvenssin emasjarjes-
tyksen perusteella yhden syntetisoidun RNA-sekvenssin molekyylipainon. Taman jal-
keen voidaan maarittdd, kuinka monta kopiota RNA-sekvenssid on yhdessa nanogram-
massa syntetisoitua RNA:ta: (1 ng * 10° * 6,02 * 102 kopiota / mol) / X g/mol, jossa X =
RNA-sekvenssin molekyylipaino ja 6,02 * 10% kopiota/mol on Avogadron vakio. Tulos
voidaan tdman jalkeen kertoa syntetisoidun RNA:n mitatulla konsentraatiolla (massalla),
jolloin saadaan koko syntetisoidun RNA:n sisaltama kopiomaara. (DNA/RNA Copy Num-

ber Calculator.)

Kvantitoinnin toteutus

Maaritetyn kopioluvun perusteella syntetisoidusta RNA:sta valmisteltiin konsentraatiol-
taan 108 kopiota/ul alikvaatteja, joita laimennettiin edelleen kaytettavaksi RT-reaktion
templaatteina. Koska RT-reaktioon lisdtdan yhteensa 10 pl templaattia, tuli tama huomi-
oida laimennoksessa: 10® kopiota/pl alikvaatti laimennettiin 1:10 ennen sen lisaamista
RT-reaktioon, jolloin kopiomaaraksi saatiin 10® kopiota/reaktio. RT-reaktion jalkeen
cDNA:sta tehtiin laimennossarja laimentamalla cDNA:ta 1:10 aina yhteen kopioon asti
(107, 108, 105, ... ,1 kopio/reaktio). Laimennossarjan cDNA:ta tunnetuissa pitoisuuksissa
kaytettiin templaattina RT-qgPCR:ss&, ja PCR-ajon perusteella muodostettiin standar-
disuora. Jokaisesta cDNA-pitoisuudesta tehtiin nelja rinnakkaista reaktiota, joista maari-

tettiin keskihajonta.

Kvantitointia varten valmisteltua cDNA-laimennossarjaa kaytettiin jatkokokeiden RT-
gPCR -ajoissa, ja tuntemattomien naytteiden kopiomaarat saatiin taman absoluuttisen
kvantitoinnin avulla madritettyd laimennossarjasta tehtya standardisuoraa kayttamalla.
Jotta syntetisoidun ivT-RNA:n mahdolliset plasmidi-DNA-jaamat voitiin tarkistaa, lisattiin
RNA:ta sellaisenaan gPCR:4an ilman RT-reaktiota, ja tdma toimi erillisené kontrollireak-
tiona gPCR:ssa. Useiden DNAasikasittelyiden jalkeen DNA:n maaréa tulisi olla minimaa-

linen.

7.2.3 SIBA-protokollan pystytys ja sen soveltuvuuden testaaminen rinovirukselle

SIBA-protokollan soveltuvuuden testaaminen rinovirukselle tehtiin markakemiaan perus-

tuvilla SIBA-reagenssiliuoksilla, jotka sisalsivat kaikki reaktioon tarvittavat reagenssit.
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SIBA-ajoja testattiin HRV ivT-RNA:lla, jonka pitoisuus oli tunnettu. Testauksissa vertail-
tiin myos useiden eri aluke- ja keskioligoyhdistelmien tehokkuutta. SIBA-ajoissa kaytet-
tyja alukkeita ei tdssa tydssa vield julkaista.

7.3 Naytteenkasittelymenetelman kehittamisen vaiheet

Naytteenkasittelymenetelmén kehittdmisessa kaytettiin paaasiallisena tutkimustydka-
luna rinovirukselle pystytettya luvussa 7.2.1 kuvailtua HRV RT-gPCR -protokollaa, ja ajo-
jen kvantitatiivisten tulosten perusteella paéateltiin, mitka naytteenkasittelymenetelman
kehitettavat komponentit olivat HRV RNA:n eristykseen soveltuvimpia. Kustakin kehitet-
tavalla naytteenkasittelymenetelmalla eristetysta naytteesta pipetoitiin PCR-levylle aina
vahintdan kaksi rinnakkaista reaktiota. Lisaksi jokaisessa RT-gPCR -ajossa oli mukana
positiiviset (standarditemplaatit) sekd negatiiviset kontrollit. Pipetointikaaviot vaihtelivat
kokeesta riippuen.

Naytteenkasittelymenetelméan kehityksessa kokeesta riippuen naytemateriaalina kaytet-
tiin HRV-AB60-virussuspensiota, nenanielutikkunaytteitd tai raka-, eli nenaeritenaytteita,
jotka lisattiin eristykseen Puritanin PurFlock™ Ultra Flocked swab -mallin steriileilla nayt-
teenottotikuilla. Eristykseen lisattiin kustakin kokeesta riippuen 50 pl tai 100 ul 1:10,
1:100 ja/tai 1:1000 PBS:aén eli fosfaattipuskuroituun suolaliuokseen laimennettua HRV-
A60-virussuspensiota. Negatiivisena kontrollina eristykseen lisattiin vastaava maara
PBS:aa.

Naytteenkasittelymenetelmén kehittdmisen edetessa protokollan eri komponentteja
muokattiin. Menetelman kehittdmisen vaiheet ja muokatut komponentit on esitetty kuvi-
ossa 1 ja jokaisen vaiheen kokeiden tulokset kappaleessa 8.3. Kehittdmisessa kiinnitet-
tiin eniten huomiota viruspartikkeleiden lyysausvaiheeseen ja RNA:n sitoutumiseen
magneettipartikkeleihin: kaytettavaa lyysauspuskuria muokattin muun muassa sen
guanidiinitiosyanaattipitoisuuden osalta, ja puskuriin lisattiin eri pitoisuuksia litiumklori-
dia, jonka arveltiin edesauttavan viruspartikkeleiden lyysautumista, RNA:n vapautumista
seka sitoutumista magneettipartikkeleihin. Lyysautumisvaihetta optimoitiin myo6s testaa-
malla inkuboinnin vaikutusta RNA:n vapautumiseen viruspartikkeleista: lyysausliuosta

kuumennettiin 10 minuutin ajan 95 °C:ssa.
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Lyysauspuskurin inkubointi

RNA-eristys HRV-A60-virussuspensiosta Lyysauspuskurin inkubointi
(1:10, 1:100, 1:1000) 10 min 95 °C:ssa

Lyysauspuskureiden vertailu

RNA-eristys HRV-A60-virussuspensiosta ! 5 5
(1:10, 1:1000) Lyysauspuskurit1, 2 ja 3

Magneettipartikkeleiden vertailu

RNA-eristys HRV-A60-virussuspensiosta

(1:10, 1:1000)

MagneettipartikkelitA, B ja C

Magneettipartikkeleiden maaran vertailu

RNA-eristys HRV-A60-virussuspensiosta Pienempi ja suurempi
(1:1000) ja virussuspensio + raka magneettipartikkeleiden tilavuus

Eluutiopuskureiden vertailu

RNA-eristys HRV-A60-virussuspensiosta

(1:1000) ja virussuspensio + rika TE-puskuri ja SIBA-eluutiopuskuri

Nenanielunaytteet ja naytematriisin inhiboivan

vaikutuksen maarittaminen
7 nendnielundytetts,
HRV-A60-virussuspensio (1:1000) ja virussuspensio + nenanielunayte

A 4

Naytteenkasittelymenetelman tehokkuuden vertaaminen

Qiagenin EZ1 Advanced XL -eristysrobottiin

RNA-eristys HRV-A60- RNA-eristys EZ1:1la
virussuspensiosta HRV-A60-virussuspensiosta
(1:10, 1:100, 1:1000) (1:10, 1:100, 1:1000)

Kuvio 1. Naytteenkasittelymenetelméan kehittdmisen vaiheet.

Naytteenkasittelymenetelmén kehittdmisessa testattin myds kolmen eri valmistajan
magneettisia nanopartikkeleita sek& magneettipartikkeleiden eri maaria RNA:n sitoutu-
misen optimoimiseksi. Eluutiopuskureina testattiin sekd TE-puskuria ettéd SIBA-eluutio-
puskuria, joka toimi optimaalisesti kylmakuivattujen reagenssien kanssa.
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Kehitetyn nukleiinihappojen puhdistusmenetelmén tehokkuutta verrattiin lopuksi kaupal-
lisen automatisoidun Qiagenin EZ1® Advanced XL -eristysrobotin RNA-eristysprotokol-
laan Qiagen DSP Virus Kit -tarvikepakkausta kayttéden. Vertailumenetelmén protokolla
on kuvailtu luvussa 4.5. Kumpaankin eristysprotokollaan lisattiin 100 pl 1:10, 1:100 ja
1:1000 laimennettua HRV-AGO-virussuspensiota. EZ1-eristysta varten valmistettiin ensin
valmistajan ohjeiden mukaisesti kantaja-RNA-laimennos AVE-puskuriin (Qiagen), ja pro-
tokolla toteutettiin ohjekirjan (EZ1® DSP Virus Kit Handbook: 29-32) mukaisesti. Virus-
suspensiolle ei tarvinnut tehda minkaanlaista esikasittelya ennen EZ1-eristysta. Kaytetty

eluutiotilavuus oli 150 pl.

EZ1-eristysrobotilla eristettiin kunkin viruspartikkelipitoisuuden nayte yhden kerran, ja
kehitettavalla menetelmalla kahdesti. Kehitettavdn menetelméan ja EZ1-eristysprotokol-
lan tehokkuuksia vertailtiin niiden keskimaaraisten Ct-arvojen prosentuaalisen erotuksen
avulla laskemalla, kuinka monta prosenttia nopeampia monistusreaktiot olivat EZ1-eris-
tysrobotilla kuin kehitettéavalla menetelmalla eristetyilla naytteilla (kaava 1). Ct-arvojen
perusteella laskettu tulos oli kuitenkin vain suuntaa-antava eika absoluuttista eroa ku-

vaava.

Ctyq(kehitettavi)—Ctyq(vertailum.)
Ctyq(kehitettava)

Ctyq erotus = * 100 % (1)

Ctxa erotus on menetelmien vélisten Ct-arvojen keskiarvojen erotus
Ctia(kehitettavd) on kehitettavan menetelmén Ct-arvojen keskiarvo
Ctwa (vertailum.) on vertailumenetelmén Ct-arvojen keskiarvo

8 Tulokset ja tulosten tarkastelu

Kaikkien RT-gPCR -ajojen raakadata on esitetty liitteessa 7. Monistuskéayrien kuvaajissa
lyhenne "RFU” tarkoittaa "Relative fluorescence unit’, eli suhteellista fluoresenssin mit-

taamiseen kaytettavaa yksikkoa.

8.1 RT-gPCR:n pystytys ja kvantitointi

RT-gPCR:n pystytyksessa ja kvantitoinnissa ivT-RNA:sta syntetisoidusta cDNA:sta val-
mistettu laimennossarja toimi PCR:n standardina: standardisuora toteutettiin seitse-

masta tunnetusta HRV RNA:n pitoisuudesta 107 kopiosta yhteen kopioon. HRV RT-
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gPCR:n herkkyydeksi méaaritettiin kokeen perusteella 100 kopiota/reaktio, silla 10 kopion
ja 1 kopion reaktiot eivat monistuneet. Kirjallisuudessa saavutettu menetelman herkkyys
oli HRV ivT-RNA:lla 10 kopiota/ul (Osterback ym. 2013: 3964). Tama vastaa kvantitoin-
nissa saavutettua herkkyyttd, silla kopiomé&ara oli koeasetelmassa laskettu yhta 10 pl:n
RT-reaktiota kohden: 100 kopiota / 10 pl = 10 kopiota/ul.

Raakadatan perusteella neljan rinnakkaisen reaktion Ct-arvojen keskihajonnat (Ctyn)
vaihtelivat 0,08-1,3 syklin valilla. Keskihajonta oli suurin 100 kopion reaktiolla ja pienin
10 000 kopion reaktiolla. Oletettavaa oli, ettd mitd pienempi kunkin reaktion kopioluku
oli, sitéd suurempi reaktioiden Ct-arvojen vélinen keskihajonta olisi: kopiomaarien las-
kiessa todennakdisyys sille, etta taysin oikea maara templaattia saadaan pipetoitua ku-
hunkin PCR-levyn kuoppaan, olisi myds pienempi. Siten pienin keskihajonta tulisi
yleensa olla kopiomaaraltadn suurimmilla reaktioilla. Taulukossa 2 on vertailtu kvanti-

tointiin kaytettyjen standarditemplaattien Ct-arvoja ja niiden keskihajontoja.

Taulukko 2.  Kvantitointiin kaytettyjen standardien Ct-arvojen keskiarvot (Ctka) ja keskihajonnat
(Ctkn) seké syklien valiset erot HRV RT-qPCR:ssé.

Kopioluku Ctia Ctyn Sykliero edelliseen
107 20,55 0,11

108 23,98 0,14 3,4

10°% 27,36 0,12 3,4

10 000 31,01 0,08 3,7

1000 34,33 0,36 3,3

100 37,54 1,28 3,2

RT-gPCR:n monistuskayrén (kuva 11) perusteella laimennossarjan pitoisuudet vastasi-
vat hyvin myds templaattien Ct-arvoja: kunkin pitoisuuden monistumisaikojen vélilla oli
kutakuinkin vastaava sykliméara. Sama ilmenee myds taulukosta 2: syklien valinen ero
oli keskiméaarin 3,4. Mita pienempi reaktioiden kopioluku oli, sitd enemman sykleja tarvit-

tiin monistustuotteen muodostumiseen.
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Monistus

2500 |

> 1500
1000 +

500 +

Syklit

G REREt 10" kopiota| 10° kopiota 100 kopiota] 10 kopiota| 1 kopio |

Kuva 11. Kvantitoinnin HRV-standarditemplaattien RT-gPCR-monistuskayrat. Erot eri pitoi-
suuksien valilla olivat tasaiset ja keskihajonta suurin kopiomaaraltdan pienimmalla re-
aktiolla (100 kopiota/reaktio).

Standardien monistuskayrien Ct-arvojen perusteella tehtiin standardisuora (kuva 12).
Standardisuoran yhtaloksi saatiin y = -3,425x+44,545. Selitysaste R? = 0,995 ja tehok-
kuus E = 95,9 %. Ideaalisissa tilanteissa gPCR:n tehokkuus olisi E = 100 %, jolloin jo-
kaisen syklin aikana monistustuotteen maara eksponentiaalisessa vaiheessa kaksinker-
taistuisi. 95,9 %:n tehokkuus kertoo kuitenkin hyvasté reaktiosta. Selitysaste puolestaan
kertoo siita, kuinka hyvin mittausdata sopii standardisuoralle. Yli 0,99 selitysasteen arvo
on RT-gPCR-menetelmalle kiitettava. (Real-time PCR Handbook: 8.)

Standardisuora

.é...-!----!.v.!....!----!.

35 -

t 30

25 1

20 Bopiyey

2 3 - 5 6 7
Logaritminen kopioluku
O Standard
X Unknown
—— FAM  E=353% R"2=0,335 Slope=-3,425 y-int=44,545

Kuva 12. Kvantitoinnin standarditemplaattien HRV RT-gPCR:n Ct-arvojen perusteella tehty
standardisuora. X-akselilla on logaritminen kopioluku ja y-akselilla Ct-arvo. Standar-
disuoran yhtaloé on y=-3,425x+44,545.
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Standarditemplaattien sulamiskayraanalyysin sulamispiikit on esitetty kuvassa 13. 10—
100 kopion templaattien sulamislampdatilat olivat 80,5-81 °C. 10 kopion ja yhden kopion
reaktioilla seké negatiivisilla kontrolleilla piikkia ei muodostunut lainkaan. Sulamislampo-
tilojen toisistaan poikkeamattomuus kertoo siita, ettd kaikki templaatit olivat RNA-sek-
vensseiltaan identtisia.

Sulamispiikki

500 A : N s e s
400 - : ) s st

300 1 : g fosinonai i 64

-d(RFU)/dT

200 A " TEEsE ............. ............ .

100 ; 2 ............. ,..

i 1 N r s B
T T T T T

75 80 85 % 95
T(©)

RO ReRRt 10° kopiota | 10° kopiota | 100 kopiota] 10 kopiota | 1 kopio

Kuva 13. Kvantitoinnin standarditemplaattien HRV RT-gPCR:n sulamiskayraanalyysin sulamis-
piikit. 10’-100 kopion templaattien sulamislampétilat olivat 80,5-81 °C. 10 kopion ja
yhden kopion reaktioilla sekd negatiivisilla kontrolleilla piikkia ei muodostunut lain-
kaan.

Kvantitoinnin yhteydessa tarkistettiin lisdksi HRV Trans 600 ivT-RNA:n DNA-pitoisuus
lisaamalla 107 kopion RNA:ta suoraan gPCR:aan ilman RT-reaktiota. Vain 2/4 rinnakkai-
sista reaktioista monistui, ja Ct-arvojen keskiarvo oli 37,9. Standardisuoran avulla ivT-
RNA:n DNA-pitoisuudeksi maaritettiin kahden reaktion keskiarvona 87,8 kopiota/reaktio.
Tulos oli alle kvantitoinnissa maaritellyn RT-gPCR -menetelméan herkkyysrajan, mutta
DNA-jaamat standarditemplaateissa on syytd huomioida muiden kokeiden tulosten luo-
tettavuuden arvioinnissa. Kuvassa 14 107 kopion ivT-RNA:n monistuskayria ja sulamis-

piikkeja on vertailtu 107 kopion ja 100 kopion cDNA:n vastaaviin kuvaajiin.
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Kuva 14. 107 kopion ivT-RNA:n HRV RT-gPCR:n monistuskayrat seka sulamispiikit (violetti)
seka 107 kopion (tummanpunainen) ja 100 kopion cDNA:n (vaaleanpunainen) kuvaa-
jat. IVT-RNA:n DNA-pitoisuus vastasi kutakuinkin 100 kopion cDNA:n pitoisuutta.

8.2 SIBA-protokollan soveltuvuus rinovirukselle

SIBA-protokollan pystytys rinovirukselle oli yrityksessa tyon alla taméan insin6orityon ko-
keellisen osuuden aikoihin. SIBA-monistusreaktioiden tulokset eivéat kuitenkaan olleet
luotettavia vahaisten kokeiden perusteella, eikd SIBA-protokollan soveltuvuutta rinovi-
rukselle maaritelty tarkemmin insin6orityon yhteydessa. Ennen kuin tassa tydssa kehite-
tylla naytteenkasittelymenetelmalla puhdistettua HRV RNA:ta voidaan testata SIBA:ssa,
on SIBA-teknologian kehitysta rinovirukselle jatkettava edelleen.

8.3 Naytteenkasittelymenetelman kehittaminen

8.3.1 Lyysauspuskurin 10 min inkubaatio 95 °C:ssa

Koeasetelmassa vertailtiin inkuboinnin vaikutusta HRV RNA:n vapautumiseen naytteen-
kasittelymenetelméan viruspartikkeleiden lyysaamisvaiheessa. RNA-eristykseen lisattiin
50 pl 1:10, 1:100 ja 1:1000 laimennettua HRV-A60-virussuspensiota, ja kustakin pitoi-
suudesta tehtiin rinnakkaiset eristykset 10 minuutin inkuboinnilla ja ilman. Inkuboinnissa

lyysauspuskuriin lisattyja naytteitd kuumennettiin 10 minuuttia 95 °C:ssa.

Kokeen raakadataa ja tuloksia tarkasteltaessa on huomioitava, ettéd ennen lopullista RT-
gPCR:n kvantitointia menetelmé&n herkkyys saatiin kymmeneen kopioon asti. TA&ma joh-

tui siita, ettei 10 kopiota/pl ivT-RNA-templaattia oltu laimennettu 1:10 ennen sen lisaa-
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mista RT-reaktioon, jolloin templaattia oli kymmenkertainen mééara reaktiossa (100 ko-
piota/reaktio). Talloin myo6s tassa kokeessa analysoitujen naytteiden kopioluvut ovat re-
aktiokohtaisesti todellisuudessa kymmenkertaisesti liilan suuria.

Kokeen RT-gPCR -ajon tulokset on esitetty taulukossa 3. Taulukosta voidaan havaita,
ettd puhdistettaessa RNA:ta suuremman viruspartikkelimaaran sisaltavasta naytteesta,
ei inkuboinnilla ollut l&hes lainkaan vaikutusta tuloksiin, ja rinnakkaisten reaktioiden Ct-
arvojen keskiarvo oli jopa parempi normaalilla eristysprotokollalla kuin inkuboinnin
kanssa. Sama ilmenee my0ds kuvasta 15. Eristettdessd RNA:ta 1:10 laimennetuista vi-
ruspartikkeleista Ct-arvojen ero inkuboitujen naytteiden ja inkuboimattomien naytteiden
valilla oli 1,46 syklia, ja inkuboimattomien naytteiden kopioluku oli Iahes kolminkertainen
verrattuna inkuboituihin. 1:100 laimennetuilla viruspartikkeleilla erot olivat pienempia,

eika inkubointi vaikuttanut merkittavasti RNA-saantoon.

Taulukko 3.  Lyysauspuskurin 10 min 95 °C inkubaatiokokeen HRV RT-qPCR:n Ct-arvot ja ko-
pioluvut eri virussuspension laimennoksilla.

Virussuspension laimennos Inkubointi Ctka kopiolukuga
1:10 Ei 24,39 5,25*10%
1:10 Kylla 25,85 1,93*10%
1:100 Ei 30,23 1170
1:100 Kylla 29,17 1990
1:1000 Ei 34,63 48,5
1:1000 Kylla 32,66 182
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Kuva 15. Lyysauspuskurin 10 min 95 °C inkubaatiokokeen HRV RT-gPCR:n monistuskayréat
1:10 virussuspension laimennoksella. Normaali RNA-puhdistus ilman lyysauspusku-
rin kuumennusta (sin.) antoi heikosti nopeammat monistusreaktiot kuin inkuboiduilla
naytteilla (pun.).

1:1000 laimennetulla HRV-A60-virussuspensiolla inkubointi paransi lievasti RNA-saan-
toa, silla inkuboinnin kanssa eristetyt RNA-naytteet monistuivat noin kaksi syklia nope-
ammin kuin inkuboimattomat, ja inkuboitujen naytteiden kopioluku oli Iahes nelinkertai-
nen verrattuna inkuboimattomiin naytteisiin. Kuvassa 16 on esitetty RT-qPCR-ajon mo-

nistuskayrat pienemmalla viruspartikkelimaaralla.

Monistus
3000 T T T T T T T T T T T T T U T T T G R e R SR R

2500 F ool .............. .............. .............. .......... ]

2000._ AAAAAAAAAAAAAA AAAAAAAAAAAAAA ,6‘,?-_

1500-_..............;‘ .............. .............. ............ 4 W A

RFU

T — S —_ 2

1 R A N N . 3

Kuva 16. Lyysauspuskurin inkubointikokeen HRV RT-gPCR:n monistuskayrét 1:1000 virussus-
pensiolaimennoksella. RNA-puhdistus inkuboinnilla (pun.) antoi heikosti nopeammat
monistusreaktiot, kuin ilman inkubointia eristetyt naytteet (sin.).
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Kokeen tulosten perusteella voidaan todeta, ettei rinovirus-RNA:n puhdistamiseen kehi-
tettavalla naytteenkasittelymenetelmalla tarvita valttdmattd kuumennusta viruspartikke-
leiden lyysausvaiheessa. Kokeessa testattiin kuitenkin ainoastaan yhtd kuumennuslam-
potilaa seké -aikaa, joten vaihtoehtoisten yhdistelmien paremmuutta ei voida taman pe-
rusteella ennustaa. Kokeessa ei myoskaan ollut mukana naytematriisia, joten sen vaiku-
tusta tulokseen ei tiedeta. Tieto siita, etté inkuboinnin voi mahdollisesti jattda naytteen-
kasittelymenetelmastéa pois, saattaa yksinkertaistaa kehitettdvan menetelman naytteen-

kasittelyprotokollaa huomattavasti.

10 minuutin 95 °C:n inkubaation pieni vaikutus viruspartikkeleiden lyysausvaiheessa voi
mahdollisesti selittya rinoviruksen yksinkertaisella kuorirakenteella (kuva 1): kuoren ra-
kenneproteiinienproteiinien hajottamiseen saattavat hyvinkin riittdd menetelman
lyysauspuskurin sisaltamat komponentit (muun muassa GUSCN ja LiCl), eika RNA:n va-

pauttamiseksi tarvita kuumennusta.

8.3.2 Lyysauspuskureiden vertailu

Koeasetelmassa vertailtiin kolmea GuSCN- ja LiCl-pitoisuuksiltaan poikkeavaa lyysaus-
puskuria ja niiden vaikutusta RNA:n vapauttamiseen sekd magneettisiin nanopartikke-
leihin sitoutumiseen. Ensimmaisessé puskurissa (lyysauspuskuri 1) oli korkein GUSCN-
pitoisuus eika lainkaan litiumkloridia. Toisessa puskurissa (lyysauspuskuri 2) oli matalin
GUSCN- ja LiCl-pitoisuus ja kolmannessa puskurissa (lyysauspuskuri 3) pitoisuudet oli-
vat hieman korkeammat. Lyysauspuskureihin lisattiin 50 pl 1:10 ja 1:1000 laimennettua
HRV-AG60-virussuspensiota, ja eristyksen tehokkuutta vertailtiin eluoituneen RNA:n méa-

ran perusteella.

Kokeen RT-gPCR-ajon tulokset on esitetty taulukossa 4. 1:10 virussuspensiolaimennok-
sella erot puskureiden vdlilla olivat lahes olemattomat; Ct-arvojen valilla oli vain muuta-
man desimaalin ero. Kopiolukujen seka Ct-arvojen perusteella suuremmalla viruspartik-
kelimaaralla paras puskuri oli lyysauspuskuri 2, mutta puskureiden valiset erot olivat niin

pienid, etta ne saatettiin lukea mittausvirheen marginaaliin.

1:1000 laimennetulla virussuspensiolaimennoksella erot olivat hieman selkeammat,
vaikkakin pienet: lyysauspuskuri 2 antoi yli kaksi sykliad nopeamman monistusreaktion,

kuin lyysauspuskurit 1 ja 3. Sama pati myos eristettyjen RNA-naytteiden kopiolukuihin;
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lyysauspuskuri 2:a kaytettdessd RNA:ta saatiin seitsenkertainen maara lyysauspuskuri

1l:een verrattaessa ja nelinkertainen maara lyysauspuskuri 3:een verrattaessa.

Taulukko 4.  Lyysauspuskureiden vertailukokeen HRV RT-gPCR:n Ct-arvot ja kopioluvut kah-
della eri virussuspensiolaimennoksella.

Virussuspension laimennos Lyysauspuskuri Ctya kopiolukuka
1:10 1 24,84 3,48*10°
1:10 2 24,35 4,90*10°%
1:10 3 24,91 3,28*10°
1:1000 1 34,96 631
1:1000 2 31,98 4 660
1:1000 3 34,08 1140

Kuvassa 17 on esitetty RT-qPCR -ajon monistuskayréat 1:1000 virussuspensiolaimen-
noksella. Vaikka erot testattujen lyysauspuskureiden valilla olivatkin vahaiset, oli taman
kokeen perusteella GUSCN- ja LiCl-pitoisuuksiltaan alhainen lyysauspuskuri 2 tehokkain
rinovirus-RNA:n eristimiseen kehitettavalla naytteenkasittelymenetelmalla. Koska toi-
siksi parhaimmat tulokset antoi lyysauspuskuri 3, on litiumkloridin lasnéolo viruspartik-
keleiden lyysaus- ja RNA:n sitoutumisvaiheessa olennaista. Kirjallisuuskatsauksen pe-
rusteella (luku 4.4.) litiumkloridi toimii kosmotrooppisena RNA:n sitoutumista edesautta-
vana ja RNaaseja inhiboivana suolana lyysauspuskurissa. (Bair ym. 2006: 7-8). Taman
kokeen tulokset tukevat kirjallisuusosuuden kuvausta LiCl:n ominaisuuksista ja yhteis-
toiminnasta GUSCN:n kanssa. Tulosten perusteella tdman insindoritydn kokeellisen

osuuden seuraavissa kokeissa kaytettiin lyysauspuskuri 2:a.
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Kuva 17. Lyysauspuskureiden vertailukokeen HRV RT-qPCR:n monistuskayrat 1:1000 virus-
suspensiolaimennoksella. Kokeen perusteella lyysauspuskuri 2 osoittautui kolmesta
vertailtavasta puskurista parhaimmaksi.

8.3.3 Magneettipartikkeleiden vertailu

Koeasetelmassa vertailtiin kolmen eri valmistajan magneettisia nanopartikkeleita (partik-
kelit A, B ja C) ja niiden tehokkuutta sitoa rinovirus-RNA:ta. Jokaisia partikkeleita lisattiin
naytteenkasittelymenetelman ensimmaisessa vaiheessa 40 pl, ja HRV-AB0-virussus-
pensiota lisattiin 50 pl kahdessa eri viruspartikkelipitoisuudessa (1:10 ja 1:1000 laimen-
nokset). Sitoutuneen RNA:n maaraa eri partikkeleilla vertailtiin eluoituneen RNA:n maa-

ran perusteella.

Kokeen RT-gPCR -ajon tulokset on esitetty taulukossa 5. Eristettdessa rinovirus-RNA:ta
suuremmasta viruspartikkelimaarasta, ei eri magneettipartikkeleiden valilla ollut huomat-
tavia eroja naytteiden Ct-arvojen seka kopiolukujen keskiarvojen perusteella. Magneet-
tipartikkelit A ja C olivat lahes yhta tehokkaita RNA:n sitomiskyvyltaan. RT-gPCR:n mo-

nistuskayrét 1:10 virussuspensiolaimennoksella on esitetty kuvassa 18.
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Taulukko 5. Magneettipartikkeleiden vertailukokeen HRV RT-gPCR:n Ct-arvot ja kopioluvut
kahdella eri virussuspensiolaimennoksella.

Virussuspension laimennos Partikkelit Ctka kopiolukuka

1:10 A 24,35 4,90E*10°
1:10 B 25,8 1,75E*10°
1:10 C 24,43 4,64*10°5

1:1000 A 31,98 4 660

1:1000 B 34,32 1000

1:1000 C 34,54 840
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Kuva 18. Magneettipartikkeleiden vertailukokeen HRV RT-gPCR:n monistuskayrat 1:10 virus-
suspensiolaimennoksella. Magneettipartikkelit A ja C olivat yhta tehokkaita rinovirus-
RNA:n sitomiseen suuremmasta viruspartikkelimaarasta.

Eristettdessa rinovirus-RNA:ta pienemmasta virussuspartikkelimaarasta, osoittautuivat
A magneettipartikkelit RNA:n sitomiskyvyltaan parhaimmiksi: reaktiot olivat yli kaksi syk-
lid nopeampia ja kopiomaarat nelin- ja viisinkertaisia verrattuna kahteen muuhun partik-
kelimalliin. RT-gPCR:n monistuskayrat 1:1000 virussuspensiolaimennoksella on esitetty
kuvassa 19. Tulosten perusteella taméan insin6oritydn kokeellisen osuuden seuraavissa
kokeissa kaytettiin magneettipartikkelimallia A. Kokeessa testattiin kuitenkin vain kolmea
eri magneettipartikkelimallia, ja parhaimmiksi osoittautuneet partikkelit olivat [&pimital-
taan yli kymmenkertaisia verrattuna rinoviruspartikkeleiden kokoon. Kirjallisuuden perus-
teella optimaalisen sitoutumisen takaamiseksi magneettipartikkeleiden tulisi olla samaa
kokoluokkaa kuin viruspartikkelit, joten vaihtoehtoisia partikkelimalleja voidaan jatkossa
viela testata (Chen ym. 2010).
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Kuva 19. Magneettipartikkeleiden vertailukokeen HRV RT-gPCR:n monistuskayrat 1:1000 vi-
russuspensiolaimennoksella. Magneettipartikkelit A osoittautuivat tehokkaimmiksi ri-
novirus-RNA:n sitomiseen pienemmasta viruspartikkelimaarasta.

8.3.4 Magneettipartikkeleiden mé&aran vertailu

Koeasetelmassa testattiin edellisessa kokeessa sitomiskyvyltaan parhaimmiksi todettu-
jen magneettipartikkeleiden (A) tilavuuden vaikutusta naytteenkasittelymenetelmén en-
simmaisessa vaiheessa vertailemalla kahta eri maaraa partikkeleita. RNA-eristykseen
liséttiin pelk&stéaan 50 pl 1:1000 laimennettua HRV-A60-virussuspensiota, seka virussu-
suspensiota ja nenderitendytettd naytematriisin inhiboivien ominaisuuksien selvitta-
miseksi. Nenaerite- eli réakanayte oli aiemmin testattu HRV-negatiiviseksi. Kustakin nayt-
teesta tehtiin rinnakkaiset eristykset molemmilla partikkelitilavuuksilla.

Kokeen RT-gPCR -ajon tulokset on esitetty taulukossa 6 ja monistuskayrat kuvassa 20.
Vertailtaessa magneettipartikkeleiden tilavuuden vaikutusta RNA:n eristymiseen pelkista
viruspartikkeleista, ei suuremmalla partikkelimaaralla ollut suoraan verrannollista yh-
teytta parempiin monistumistuloksiin. Suurempi maara partikkeleita eristyksessa jopa hi-
dasti keskimaaraisesti naytteiden monistumista 0,4 syklia, ja kopioluku pienemmalla par-
tikkelimaaralla oli 410 kopiota suurempi kuin suuremmalla maaralla. Sama pati myos
naytteisiin, joissa ndytematriisina oli viruspartikkeleiden lisdksi rak&aéa: pienemman par-
tikkelimaaran naytteet monistuivat 2,1 syklia nopeammin ja niiden kopioluku oli keski-

maarin kolminkertainen verrattuna suuremman partikkelimaaran naytteisiin.
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Taulukko 6. Magneettipartikkeleiden maéaran vertailukokeen HRV RT-gPCR:n Ct-arvot ja ko-
pioluvut 1:1000 virussuspensiolaimennoksella.

Naytemateriaali Partikkelitilavuus Ctka kopiolukuka

Viruspartikkelit ) . 32,94 1460
- - — pienempi
Viruspartik. + raka 37,52 60,8
Viruspartikkelit . 33,3 1 050
- - — suurempi
Viruspartik. + raka 39,62 20,4
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Kuva 20. Magneettipartikkeleiden maaran vertailukokeen HRV RT-qPCR:n monistuskayrat.
Kokeessa testattiin kahta eri magneettipartikkelitilavuutta, ja ndytemateriaaleina olivat
1:1000 laimennettu HRV-A60-virussuspensio seka virussuspensio ja raka. RNA:ta ei
eristynyt merkittavasti enempéaa suurempaa magneettipartikkelitilavuutta kaytetta-
essa. Naytematriisina rékéa inhiboi RNA:n eristymisté jonkin verran ja reaktioiden va-
lill& oli suurempi hajonta.

Tuloksista havaittiin, ettei suurempi maaré magneettipartikkeleita naytteenkasittelyme-
netelman ensimmaisessa vaiheessa ratkaisevasti parantanut RNA:n sitoutumista partik-
keleihin ja edelleen magneettivarteen. Tuloksista ilmenivat myos naytematriisin inhiboi-
vat ominaisuudet; molemmilla partikkelitilavuuksilla rékéaé sisaltavat naytteet monistuivat
hitaammin, ja ero kopiolukujen valilla oli jopa 24-kertainen (pienemmalla partikkelitila-
vuudella) sekéd 50-kertainen (suuremmalla partikkelitilavuudella). Naytematriisi aiheutti
myds suurempaa hajontaa rinnakkaisten reaktioiden vélille, eika pienemmalla partikkeli-
tilavuudella toinen rinnakkainen monistunut lainkaan RT-qPCR:ssé. Nenderite ei ole kui-
tenkaan ndytemateriaalina taysin todellista nenanielunaytetta vastaava, silla se on huo-
mattavasti viskoosisempi ja sisdltdd mahdollisesti enemman inhibiittoreita, kuin kuivempi

nenanielutikkunayte.
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8.3.5 Eluutiopuskureiden vertailu

Koeasetelmassa testattiin rinovirus-RNA:n eluoitumista SIBA-teknologiassa kaytetta-
vaan eluutiopuskuriin vertaamalla kyseiseen puskuriin seka TE-puskuriin eluoituvan
RNA:n méaaraa. Eluutiopuskuri poikkesi sisélléltaan TE-puskurista. RNA-eristykseen li-
sattiin pelkdstaan 50 pl 1:1000 laimennettua HRV-A60-virussuspensiota, seka virussus-
pensiota ja nenderitetta naytematriisin inhiboivien ominaisuuksien selvittdmiseksi. Kus-

takin naytteesta tehtiin rinnakkaiset eristykset molemmilla eluutiopuskureilla.

Kokeen RT-gPCR-ajon tulokset on esitetty taulukossa 7 ja monistuskayrat kuvassa 21.
Tulosten perusteella rinovirus-RNA eluoitui paremmin TE-puskuriin, silla pelkilla virus-
partikkeleilla reaktiot olivat keskimaarin 2,7 syklia nopeampia ja kopioluku TE-puskuriin
eluoiduila naytteilla oli lahes seitsenkertainen SIBA-eluutiopuskuriin eluoituihin nayttei-
siin verrattuna. Erot tuloksissa voivat kuitenkin johtua myds siitd, etta SIBA-eluutiopus-
kurin eri komponentit inhiboivat RT-qPCR:&4 TE-puskuria enemmaéan. Taméan kokeen pe-

rusteella rakanaytteista ei eluoidu RNA:ta lainkaan SIBA-eluutiopuskuriin.

Taulukko 7.  Eluutiopuskureiden vertailukokeen HRV RT-gPCR:n Ct-arvot ja kopioluvut 1:1000
solulaimennoksella.

Naytemateriaali Eluutiopuskuri Ctka kopiolukuka
Viruspartikkelit . 32.94 1 460.00
- - — TE-puskuri : ;
Viruspartik. + raka 37,52 60,7
Viruspartikkelit SIBA-eluutio- | 35,66 217,0
Viruspartik. + raka puskuri - -




47

Monistus

DOOD =75 oo sin s swiarate o AAAAAAAAAAAAAA AAAAAAAAAAAAAA AAAAAAAAAAAAAA AAAAAAAAAA -

viruspartikkelit TE-puskuri  |SIBA-eluutio
viruspartik. + réka

Kuva 21. Eluutiopuskureiden vertailukokeen HRV RT-gPCR:n monistuskayrat. Vertailtavat
puskurit olivat SIBA-eluutiopuskuri sekd TE-puskuri, ja ndytemateriaaleina pelkka
1:1000 laimennettu HRV-A60-virussuspensio seka virussuspensio ja raka. TE-pusku-
riin eluoitui enemmé&n RNA:ta kuin SIBA-eluutiopuskuriin. Kun ndytematriisina oli vi-
ruspartikkeleiden liséksi rékaa, ei eluoitumista SIBA-eluutiopuskuriin tapahtunut lain-
kaan.

Naytteenkasittelymenetelméan kehittdmisen kannalta yhteensopivaksi SIBA-teknologian
kanssa, olisi olennaista toistaa tdmé koe useammalla rinnakkaisella eristettavalla nayt-
teella ja tutkia naytematriisin vaikutusta SIBA-eluutiopuskuriin eluoitumiseen. Mikéli nay-
tematriisi inhiboi eluoitumista taysin, on harkittava eluutiopuskurin kehittamista parem-
min yhteensopivaksi naytematriisille. Pelkista rinoviruspartikkeleista naytteenkasittely-
menetelmalla eristetty RNA kuitenkin eluoitui SIBA-eluutiopuskuriin, joten inhibitio selit-
tyy mita luultavimmin naytematriisin komponenttien avulla. Tuloksissa on liséaksi huomi-
oitava, ettei raka-, eli nenaeritendyte, vastaa taysin todellista nenanielutikkunaytetta

koostumukseltaan tai ominaisuuksiltaan.

8.3.6 Nenanielunaytteiden testaaminen ja naytematriisin inhiboivan vaikutuksen maa-
rittdminen

Kehitetylla naytteenkasittelymenetelmalla testattiin seitseman nenénielutikkunaytetta,
jotka oli keratty 3 vuorokautta aikaisemmin ja sailytetty -20 °C:ssa. Yhdesta naytteesta
tehtiin my6s rinnakkainen eristys lisddmalla naytematriisin lisksi eristykseen 50 pl

1:1000 laimennettua HRV-A60-virussuspensiota. RNA:n eristymista kyseisestd nayt-
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teestéd verrattiin vastaavaan virussuspensionaytteeseen ilman naytematriisia, jotta saa-
tiin selville nenanielundytematriisin inhiboivat ominaisuudet RNA:n eristymiseen kehitet-

tavalla menetelmalla.

Kaikki seitseman nenanielutikkunaytettd olivat kokeen perusteella HRV-negatiivisia.
Taulukossa 8 on esitetty RT-gPCR-ajon tulokset ja kuvassa 22 monistuskayrat vertailta-
essa naytematriisin inhiboivia ominaisuuksia. Pelkista viruspartikkeleista RNA:ta eristet-
taessa monistusreaktio oli 1,2 syklid nopeampi ja kopioluku kaksi kertaa suurempi kuin
nenanielumatriisia sisaltavasta naytteesta eristettdessa. Kaavaa 1 kayttamalla Ct-arvo-

jen prosentuaaliseksi eroksi laskettiin 3,5 %.

Taulukko 8.  Nendnielutikkun&ytematriisin inhiboivien ominaisuuksien méaarittdmiskokeen HRV
RT-gPCR:n Ct-arvot ja kopioluvut 1:1000 virussuspensiolaimennoksella.

Naytemateriaali Ctxa kopiolukuka
Viruspartikkelit 32,71 2 870
Nayte + viruspartikkelit 33,88 1 310
Monistus
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Kuva 22. Nenanielutikkundytematriisin inhiboivien ominaisuuksien maarittdmiskokeen HRV
RT-gPCR:n monistuskayrat. Kokeen perusteella naytematriisilla ei ollut huomattavaa
inhiboivaa vaikutusta RNA:n eristymiseen kehitettavalla naytteenkasittelymenetel-
malla.

Tulosten perusteella nenanielutikkundytematriisilla ei ollut huomattavan suurta inhi-
boivaa vaikutusta rinovirus-RNA:n eristymiseen kehitettavalla naytteenkasittelymenetel-
malla. Vertailuun kaytetty nenanielunaytetikku oli kuitenkin melko kuiva ja kokeen yhtey-

dessd HRV-negatiiviseksi todettu. Todellisuudessa sairailta potilailta keratyt Kliiniset
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naytteet voivat olla koostumukseltaan hieman terveesta nenanielunéytteesta poikkeavia
ja aiheuttaa koostumuksestaan riippuen enemman RNA-eristyksen sek& analyysien in-
hibitiota (Ali 2010: 65).

Koska kaikki testatut nenénielunaytteet pysyivéat kokeessa negatiivisena, voitiin epailla
naytteiden sailytyksen olleen virheellista. Suositeltavaa olisi, etta keratyt naytteet testat-
taisiin saman paivan aikana naytteenotosta (HUSLab1). Nyt naytteitta sailytettiin kuiten-
kin 3 vuorokautta pakkasessa ennen niiden testausta. Naytteenottimet olivat lisksi kui-
via, joten oli mahdollista, etté hapella oli vaikutusta viruskapsidin rakenteeseen ja rinovi-
ruspartikkeleiden sailymiseen. Voi myos olla, ettei mahdollisesti pienesta virusmaarasta
edes saatu eristettya riittdvan tehokkaasti RNA:ta. On kuitenkin mahdollista, etta kaikki
naytteet olivat aidosti HRV-negatiivisia. Naytteenkasittelymenetelmén tehokkuutta tulisi-

kin testata varmasti HRV-positiivisilla kliinisilla naytteilla.

8.3.7 Naytteenkasittelymenetelméan tehokkuuden vertaaminen Qiagenin EZ1® Advan-
ced XL nukleiinihappojen eristysrobottiin

Koeasetelmassa eristettiin kolmesta eri HRV-A60-virussuspensiolaimennoksesta (1:10,
1:100 ja 1:1000) RNA:ta kehitettavalla naytteenkasittelymenetelmalld sekd Qiagenin
EZ1® Advanced XL -eristysrobotilla ja DSP Virus Kit -tarvikepakkauksella valmistajan
ohjeen mukaan. RT-qPCR-ajon tulokset seka Ct-arvojen valinen prosentuaalinen erotus
on esitetty taulukossa 9. EZ1-eristysrobotilla tehtiin vain yksi eristys kutakin virussuspen-
siolaimennosta kohden ja kehitettavalla menetelmalla puolestaan kaksi rinnakkaista eris-
tysta. Tasta johtuen reaktioiden Ct-arvojen keskihajontoja ei voida luotettavasti vertailla.
Kehitettavan menetelmén Ct-arvojen ja kopiolukujen keskiarvot ovat kaikkien neljan rin-

nakkaisen RT-qPCR-reaktion Ct-arvojen keskiarvoja.

Taulukko 9.  Kehitettdvan naytteenkasittelymenetelmén tehokkuuden vertaamiskokeen Ct-ar-
vot, kopioluvut sekd Ct-arvojen véliset prosentuaaliset erot kolmella eri virussus-
pensiolaimennoksella.

Virussuspension laimennos Menetelma Ctia kopiolukuka Ctka €ro (%)

itettavs *105

110 Kehitettava 25,85 3,92*10 18,6
EZ1 21,05 5,65*106
i Av/A * 4

1:100 Kehitettava 30,085 1,63*10 15.6
EZ1 25,39 3,33*10°

1:1000 Kehitettava 32,59 3320 9.4
EZ1 29,51 2,24*10*
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Kuvassa 23 on esitetty 1:10 laimennetusta HRV-A60-virussuspensiosta eristetyn RNA:n
RT-gPCR:n monistuskayrat. Tulosten perusteella kahden RNA-eristysmenetelmén vali-
nen ero oli suurin suurimmalla viruspartikkelimaaralla: EZ1-eristysrobotilla eristetyt nayt-
teet olivat Ct-arvoiltaan keskimaarin 4,8 syklia nopeampia ja kopioluku oli keskimaarin
14 kertaa suurempi kuin kehitettavalla menetelmalla eristetyilla naytteilla. Kaavan 1 mu-
kaisesti laskettaessa kehitettdvd menetelma jai tehokkuudeltaan suurimmalla viruspar-

tikkelimaaralla EZ1-eristysrobotin tehokkuudesta jalkeen 18,6 %.
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Kuva 23. Kehitettdvan naytteenkasittelymenetelman tehokkuuden vertaamiskokeen HRV RT-
gPCR:n monistuskayrat 1:10 virussuspensiolaimennoksella. Erot EZ1-eristysrobotin
seka kehitettdvan naytteenkasittelymenetelman RNA:n eristystehokkuuden valilla oli-
vat suurimpia suurimmalla HRV-A60 viruspartikkelimaaralla.

Kuvassa 24 on esitetty 1:100 laimennetusta HRV-A60-virussuspensiosta eristetyn
RNA:n RT-gPCR:n monistuskayrat. Myds talla virussuspensiolaimennoksella kehitettava
menetelma jai EZ1-eristysrobotin tehokkuudesta jalkeen 15,6 %. Sykliero oli 4,7 syklia
ja EZ1-eristettyjen naytteiden kopioluku oli 20-kertainen toiseen menetelmaan verrat-

tuna.
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Kuva 24. Kehitettdvan naytteenkasittelymenetelman tehokkuuden vertaamiskokeen HRV RT-
gPCR:n monistuskayrat 1:100 virussuspensiolaimennoksella.

Kuvassa 25 on esitetty 1:1000 laimennetusta HRV-A60-virussuspensiosta eristetyn
RNA:n RT-gPCR:n monistuskayréat. Ero kahden vertailtavan menetelméan valilla oli pienin
eristettdessa HRV-RNA:ta pienimmasta viruspartikkelimaarasta; kehitettava menetelma
jai tehokkuudeltaan vain 9,4 % EZ1-eristysrobotin tehokkuudesta jalkeen. Sykliero oli
vain 3,1 syklia ja EZ1-eristysrobotilla eristettyjen naytteiden kopioluku oli vajaa seitsen-

kertainen kehitettavalla menetelmalla eristettyihin naytteisiin verrattuna.
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Kuva 25. Kehitettdvan naytteenkasittelymenetelman tehokkuuden vertaamiskokeen HRV RT-
gPCR:n monistuskayrat 1:1000 virussuspensiolaimennoksella. Eristysmenetelmien
valinen ero oli pienin pienimmalla HRV-A60 viruspartikkelimaaralla.
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Kehitettavan naytteenkasittelymenetelméan RNA-eristystehokkuus vastaa hyvin EZ1-
eristysrobotin tehokkuutta pienemmilla viruspartikkelimaarill&, ja menetelmaé onkin tuo-
tekehityksessa optimoitu erityisesti pienille viruspartikkelimaarille. Tassé kokeessa virus-
partikkeleita oli silti huomattavan suuri maara, eika tarkkaa maaraa verrattuna todelli-
seen kliiniseen viruspartikkelimaaraan tiedetty. Menetelmien valinen todellinen RNA-
saannon ero selviaa vasta oikeita positiivisia nenénielunaytteitéa testattaessa, jolloin ver-
tailussa huomioidaan myods naytematriisin vaikutus seka viruspartikkeleiden todellinen
kliininen maara naytteessa. Taman kokeen perusteella voidaan kuitenkin todeta, etta
kehitettava eristysmenetelméa on tehokkuudeltaan lahes yhta hyva kuin automaattinen
RNA-eristysrobotti. Vertailumenetelméan tehokkuus voidaan mahdollisesti saavuttaa op-

timoimalla menetelmaa viela edelleen.

8.4 Tulosyhteenveto

Taulukossa 10 on esitetty lyhyesti kaikki insin66ritydhon siséltyneet kokeet, niissa tutkitut
parametrit, kokeiden tydvaiheet seké kokeiden tulokset ja johtopaattkset.



Taulukko 10. Tulosyhteenveto.

53

Koe

Tutkitut parametrit

Tydvaiheet

Tulokset

RT-PCR:n pystytys

RT-PCR-protokollan toiminnan
testaaminen

RT-gPCR

RT-PCR-protokolla toimii hyvin
HRV iVT-RNA-templaatilla

RNA:n transkiptointi pEX-A2-

Plasmidin linearisointi,

RT-PCR:n kvantitointi

RT-PCR-protokollan kvantitointi
syntetisoidulla HRV ivT-RNA:lla

valmistaminen RNA:sta,
RT-gPCR

HRV Trans 600 RNA-synteesi ja puhdistus RNA-synteesi ja Testataan RT-PCR:ssa
-plasmidista -puhdistus
Protokollan herkkyys 100
Laimennossarjan kopiota/reaktio,

transkriptoidussa RNA:ssa alle
100 kopiota plasmidi-DNA:ta
jaljella

SIBA:n testaaminen

SIBA-monistusteknologian
testaaminen markakemialla ja
HRV RNA-templaatilla

SIBA

SIBA-teknologian kehitys
HRV:lle viela kesken, tulokset
eivat luotettavia

Lyysauspuskurin
kuumennuksen vaikutuksen
testaaminen

Kuumennuksen (10 min 95 °C)
tarpeen selvittdminen
lyysausvaiheessa

RNA-eristys, RT-gPCR

Ei tarvetta 10 min 95 °C:n
inkubaatiolle, mutta pienilla
viruspartikkelimaarilla
inkuboinnista hyotya

Lyysauspuskureiden vertailu

Kolmen GuSCN- ja LiCl-
pitoisuuksiltaan erilaisen
lyysauspuskurin vertailu

RNA-eristys, RT-qPCR

Lyysauspuskuri nro. 2 paras

Kolmen eri valmistajan

virussuspensiolla ja raalla

\'\I/Ie?gﬁ ettipartikkeleiden silikamagneettipartikkeleiden RNA-eristys, RT-gPCR A -partikkelit parhaimmat
vertailu
Kahden eri Suurempi tilavuus
Magneettipartikkeleiden magneettipartikkeleiden ) magneettipartikkeleita ei
maara tilavuuden vertailu HRV-A60- RNA-eristys, RT-gPCR edesauta RNA:n sitoutumista

eluoitaessa TE-puskuriin

Eluutiopuskureiden vertailu

TE-puskurin ja SIBA-
eluutiopuskurin vertailu HRV-A60-
virussuspensiolla ja réalla

RNA-eristys, RT-qPCR

Viruspartikkeleista ja raasta
eristetty RNA ei eluoidu SIBA-
eluutiopuskuriin. PCR-ajon
perusteella eluoituminen
heikompaa SIBA-
eluutiopuskuriin.

Nenanielundytteiden
testaaminen

Kerattyjen
nenanielutikkunaytteiden HRV-
testaaminen kehitetylla
naytteenkasittelymenetelmalla

RNA-eristys, RT-qPCR

Kaikki 7 naytetta HRV-
negatiivisia

Nené&nielundytematriisin
inhiboivan vaikutuksen
testaaminen

Nenanielutikkundytteen RNA-
eristysté inhiboivan vaikutuksen
testaaminen HRV-A60-
virussuspensiolla

RNA-eristys, RT-qPCR

Nenénielundytematriisi ei inhiboi
HRV-RNA:n eristymista
merkittavasti: PCR-reaktio 3,5
% hitaampi ndytematriisin
kanssa.

RNA-eristysmenetelméan
vertailu Qiagenin EZ1-
eristysrobottiin

RNA:n eristymisen tehokkuuden
vertailu kehitettavalld RNA-
eristysmenetelmalla ja Qiagenin
EZ1-eristysrobotilla komella eri
virussuspensiolaimennoksella

RNA-eristys, EZ1-eristys,
RT-gPCR

EZ1:lla eristettyjen naytteiden
kynnyssyklit PCR:ssa 9,4-18,6
% nopeampia, kuin
kehitettavalla menetelmalla.
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8.5 Tulosten luotettavuuden arviointi

Ty6 toteutettiin Orion Diagnostica Oy:n laboratoriotydskentelyohjeita seké aseptisia tyo-
tapoja noudattaen kontaminaatioiden valttamiseksi. Kaikkien kokeellisen osuuden ai-
kana toteutettujen kokeiden jaljitettavyys taattiin silla, ettd jokainen koe dokumentoitiin

seka sahkdisessa muodossa verkkolevyille etta kirjallisessa muodossa tyokirjaan.

Tulosten luotettavuutta tarkasteltiin jokaisen kokeen osalta kontrollien avulla: vain tulok-
set RNA-eristyksistd, joissa eristyksen aikaiset negatiiviset kontrollit eivat RT-qPCR:ssé&
monistuneet, huomioitiin ja maariteltiin luotettaviksi. RNA-eristysten negatiivisten kont-
rollien liséksi jokaisessa qPCR-ajossa olivat mukana positiiviset kontrollit (standardit)
seka negatiivinen NTC-kontrolli. Monistuskayrien liséksi jokaisen ajon tuloksista tarkis-
tettiin sulamiskayraanalyysin sulamispiikit ja arvioitiin tulosten luotettavuutta myés niiden
avulla. Mikali reaktioissa tapahtui monistumista, mutta sulamispiikit olivat vaaran lampé-
tilan kohdalla, oli monistunut tuote vaaran kokoista eiké tulos ollut luotettava. Tata ei

kuitenkaan RT-gPCR-testausten aikana tapahtunut.

HRV Trans 600 -plasmidin DNA-jadmat iVT-RNA:ssa saattoivat hieman vaaristaa tulok-
sia jokaisen kokeen kvantitoinnissa, silla iVT-RNA:n DNA-pitoisuudeksi maaritettiin 87,8
kopiota/reaktio. Tama oli kuitenkin alle kvantitoinnissa méaaritetyn RT-qPCR-protokollan
herkkyysrajan (100 kopiota/reaktio), joten virhelahde ei ollut kovin huomattava ja kunkin
kokeen kopiomaaria seka syklieroja voitiin luotettavasti vertailla keskenaan. Mikali iVT-
RNA:n oikea molekyylikoko olisi haluttu varmistaa, olisi tdma voitu tehda geelielektrofo-

reesiajolla.

Jotta kunkin kokeen toistettavuus olisi taattu paremmin, olisi kokeissa tullut olla useam-
pia rinnakkaisia RNA-eristyksia tutkittavilla parametreilla. Merkittavintéa toistojen méaara
olisi ollut viimeisessa eristysmenetelmien vertailukokeessa, jossa rinnakkaisten eristys-
ten lukumaarat eri menetelmilla poikkesivat toisistaan: EZ1-eristysrobotilla tehtiin vain
yksi RNA-eristys kutakin viruspartikkelimaaraa kohden, kun puolestaan tutkittavalla me-
netelmalla eristyksia tehtiin kaksi rinnakkaista. Luotettavampaan tilastolliseen tulosana-
lyysiin olisi tarvittu useampi rinnakkainen eristys kummallakin menetelmalld, jolloin me-
netelmien RNA-eristystehokkuuksien lisdksi olisi voitu vertailla eristysten valisid keski-

hajontoja seké variaatiokertoimia.
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9 Yhteenveto ja pohdinta

Taman insindoritydn tavoitteena oli kehittaa nukleiinihappoeristykseen pohjautuva nayt-
teenkasittelymenetelma rinovirukselle. Tyon kokeellisen osuuden aikana tehtyjen kokei-
den perusteella rinovirus-RNA:ta on mahdollista eristda magneettipartikkelipohjaisella
naytteenkasittelymenetelmalla. Kokeellisessa osuudessa pyrittiin optimoimaan mene-
telma rinovirus-RNA:n saannon suhteen. Kokeiden perusteella HRV RNA:n puhdistami-
seen viruspartikkeleista ei tarvittu naytteen inkubontia 95 °C:ssa; rinoviruspartikkeleiden
hajottamiseen riitti guanidiinitiosyanaattia ja litiumkloridia sisdltava lyysausliuos. Kaiken
kaikkiaan kehitetty menetelma oli tehokas HRV RNA:n puhdistamiseen, silla vertailume-
netelman tehokkuudesta ja RNA-saannosta jaatiin Ct-arvojen perusteella parhaimmil-
laan pienilla viruspartikkelipitoisuuksilla vain 9,4 % jalkeen.

Kokeellisen osuuden pituus oli ajallisesti rajoitettu, joten mahdollisia jatkotutkimuksia jaa
viela tehtavaksi. Aikaa kului myds RT-gPCR-menetelmaan tutustumiseen seka tyypillis-
ten virhelahteiden, kuten templaattikontaminaatioiden, eliminoimiseen. Joidenkin kokei-
den templaattikontaminaatiot negatiivisissa kontrolleissa korostivat laaduntarkkailun
merkitysta tulosten luotettavuuden kannalta ja mahdollistivat parempien tyéskentelyme-

netelmien kehittamisen tyon aikana.

Mahdollisissa jatkotestauksissa RNA-saantoa voidaan pyrkid maksimoimaan entises-
taan testaamalla mahdollisesti vielakin tehokkaampia ja pienikokoisempia superpara-
magneettisia silikapartikkeleita, kantaja-RNA:n, RNAasi-inhibiittoreiden tai proteinaasi
K:n vaikutusta, seka vaihtoehtoisia pesupuskureita. Olisi kuitenkin muistettava, etta nayt-
teenkasittelyyn tarvittavien reagenssien tulisi sailya mieluiten huoneenlammassa, joten
kylmasailytysta vaativien reagenssien kaytt6a tulisi valttaa. Lyysausvaiheen inkubointi-
kokeessa kokeiltiin ainoastaan yhtd kuumennuslampdtilaa ja -aikaa, joten muiden vaih-
toehtoisten yhdistelmien tehokkuutta voidaan myds tarkastella jatkossa. Myds vaihtoeh-
toisia lyysauspuskureita varioiduilla guanidiinitiosyanaatti- ja litiumkloridipitoisuuksilla

voidaan testata.

Naytteenkasittelymenetelméan todellista saantoa ei tAman tydn aikana pystytty maaritta-
maan, silla eristykseen kéaytetyn HRV-A60-virussuspension viruspartikkelipitoisuutta ei
tiedetty tarkasti. Oleellista menetelman kehityksessa jatkossa olisikin testata RNA-eris-
tysté varmasti HRV-positiivisista kliinisistd nenanielunaytteista, tai vastaavasti lisata eris-

tykseen kliinisten naytteiden viruspartikkelimééraa vastaava tunnettu partikkelipitoisuus.
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Naytteenkasittelymenetelméan lopullinen tehokkuus saadaan selville vasta, kun eristyk-
seen lisattava rinoviruspartikkeleiden maara tiedetdan. Kun kliinisia HRV-positiivisia
naytteita on saatavilla, tulisi menetelméavertailu Qiagenin EZ1® Advanced XL -eristysro-
botin sek& kehitettavan menetelman valilla toistaa. Tassa insindoritydssa vertailtiin vain
RNA-eristysta virussuspensiosta, joten naytematriisin vaikutusta vertailtavilla menetel-
milla ei viela selvitetty. Jotta menetelmien véliset variaatiot eristystehokkuuden valilla
voitaisiin maarittaa tilastollisesti, tulisi rinnakkaisia eristettyja naytteita olla huomattavasti

suurempi otanta, kuin tassa tydssa tehdyssa vertailussa oli.

Insin6oritydn toinen alkuperainen tavoite oli saada kehitettava naytteenkasittelymene-
telma yhtenevaiseksi SIBA-teknologian ja kylmakuivattujen reagenssien kayttamisen
kanssa: carry over -ilmi6 oli minimoitava ja RNA:ta oli oltava riittavd maara eluutiopus-
kurissa. Kuitenkaan itse SIBA-protokollan optimoiminen ei ollut yksi tdman insin6o6ritydn
tavoitteista, ja protokollan kehittamisen keskeneraisyyden vuoksi tyon aikana tehdyt
SIBA-testaukset eivat tuottaneet luotettavia tuloksia naytteenkasittelymenetelméan kehit-
tamisen kannalta. Taman takia mahdollista carry over -ilmitta tulisi tutkia ja todentaa
jatkotutkimuksissa tarkemmin. [Imién eliminointi olisi merkittavaa etenkin SIBA-teknolo-
giaa hyddyntavien tuotteiden jatkokehityksesséa ja kylmakuivattujen reagenssien kay-
toss4, silla lopulliseen SIBA-reaktioon tarvittava eluaatin tilavuus on PCR:4an tarvittavaa
tilavuutta suurempi. Naytteenkasittelymenetelman toimivuutta on jatkossa myos ajatel-
tava uusien tuotteiden tuotekehityksen kannalta: valmiin naytteenkasittelyprotokollan

seka siihen tarvittavien materiaalien olisi oltava mahdollisimman kayttajaystavallisia.

Taman insinddrityon kokeellisen osuuden aikana Orion Diagnostica Oy:n tuotekehityk-
sessd toteutettiin lisdksi kaksi muutakin aihepiiriltddn samankaltaista insinddrity6ta: ” Uu-
den nukleiinihappoeristykseen pohjautuvan naytteenkasittelymenetelman kehittdminen
Bordetella pertussikselle” (Auvinen 2015) seka "Uuden nukleiinihappoeristykseen poh-
jautuvan naytteenkasittelymenetelmén kehittaminen rotavirukselle” (Liikonen 2015).
Vaikka kukin tyd oli itsenainen ja kunkin patogeenin naytteenkasittelymenetelman kehi-
tykseen sisaltyi toisistaan poikkeavia ty6vaiheita, sivusivat tyot kuitenkin aiheiltaan toisi-
aan. Joitakin kahteen muuhun insin66ritydhon sisaltyneita kokeita ei tassa tydssa tehty,
silla kahden muun tydn tulosten perusteella saavutettiin jo riittava tieto mielenkiinnon
alaisista parametreista. Tallaisia tietoja olivat esimerkiksi tutkittavien patogeeni-DNA:n
tai -RNA:n jddmien maarat lyysaus- ja pesupuskureissa nukleiinihappoeristyksen jal-
keen. RNA-saannon optimoimiseksi vastaava koeasettelu voidaan tulevaisuudessa to-

teuttaa myos rinovirus-RNA:n eristysta tutkittaessa.
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Yleisesti ottaen tassa insintoritydssa kehitetylla ndytteenkasittelymenetelmalld saatiin
suhteellisen hyvin eristettya rinovirus-RNA:ta viruspartikkeleista. Naytteenkasittelyme-
netelma oli aiemmin optimoitu DNA:n eristamiseen, ja tamé&n insindorityon kokeellisessa
osuudessa osoitettiin, etta menetelma soveltuu hyvin myos RNA-virusten nukleiinihap-
pojen puhdistukseen.
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Liite 1. Suomen sairaanhoitopiirien ohjekasikirjojen rinovirusta koskevat tutkimusmenetelmat

Liite 1

Yksikko Nimi Menetelmé& Aika Indikaatiot Matriisi Huomautuksia Lahde
Ensisijaiset: nené/nenanielutikku,
Respiratoriset virukset, Hengitystievirusten diagnostiikka. nielutikku, imulima, nenanielusta, BAL- ja
EPSHP nukleiinihappo, 8590, Multiplex-PCR n. 7 vrk |Tutkimuksella voidaan seuloa 16 yleista |pleuraneste. Muut: veri-, seerumi-, Tutkimus teetetaan alihankintana UTULabilla. |EPSH
RVirNhO hengitystievirusta (rino mukaan lukien).  [plasma-, uloste-, selkédydin- ja
luuydinnayte.
L . - Positiivinen tulos kertoo, etté kyseisen
. . . Hengitystievirusinfektion etiologian L s _— . S .
Respiratoristen virusten S x - ... |Ensisijaiset: nenénielun imulima, viruksen (tai virusten) nukeliinihappoa on
) L . ) selvittdminen. Menetelma tunnistaa 16:n s . w . ) N M S )
Fimlab nukleiinihappo-osoitus, Multiplex-PCR 1 vrk L L ; nenadnielun erite ja BAL. Muut: nené- ja |osoitettavissa nédytteesté. Tuloksen kliinistd  [Fimlab
) eri viruksen nukleiinihappoa (rino mukaan | . ~ A ) N - )
20956, -RVirNhO lukien) nielundytteet (heikompi herkkyys). merkitysta on arvioitava suhteessa potilaan
’ kliinisiin oireisiin.
Rinovirus, nukleiininappo, Nenéanielun imulima ja nenanieluerite Kval. Pikornavirustutkimusten
HUSLab  [4784, RinoNhO Reaaliaikainen RT-PCR | n. 7 wrk  |Hengitystieinfektiot ) » } L HUSLab,
(tikkunayte) osatutkimuksena.
Meningiitti- ja enkefaliittiepailyt, Osatutkimukset: -EvirNhO, -PareNhO ja -
Pikornavirus, nukleiinihappo, o vastasyntyneiden infektiot, rakkulaiset Rakkulaneste, nenanielunéyte RinoNhO. -EvirNhO (4392) ja -PareNhO
S 1917, -PicoNhO REEELEL SR IRUAFEIR] | [, 7S ihottumat (enterorokkoepaily), (rinoviruksen osoittaminen) (21269) -osatutkimuksia voidaan pyytaa myos HUSLab,
hengitystieinfektiot. erikseen.
Meringiitti- ja enkefaliittiepilyt Osatutkimukset: S -EvirNhO, S -PareNhO ja S
HUSLab ;’I;ogga\gl;sié:;ﬁgumhappo, Reaaliaikainen RT-PCR vastasyntyneiden infektiot, rakkulaiset Seerumi -lelgzghO. St-li\k/!rNhlf) .(4782) la S'Paf?th HUSLab,
’ ihottumat (enterorokkoepaily). ( : Gl L L SR e
erikseen.
Meringiitti- ja enkefaliittiepailyt Osatutkimukset: Li-EvirNhO, Li-PareNhO ja Li-
HUSLab P'kOmaV'T % nukleiinihappo, Reaaliaikainen RT-PCR vastasyntyneiden infektiot, rakkulaiset Aivo-selkaydinneste RinoNnO. LI'EV'.rNhO .(212.70) 12 L|-P§[eNh§) HUSLab,
21268, Li-PicoNhO . (21267) -osatutkimuksia voidaan pyytéa myos
ihottumat (enterorokkoepaily). :
erikseen.
Meningiitti- ja enkefaliittiepailyt,
Pikornavirus. RNA 0soitus 1-2 viikon vastasyntyneiden infektiot, rakkulaiset Nendnielundyte (rino), likvori Osatutkimukset: -EvirNhO, 4392; -PareNhO,
ISLAB : y Reaaliaikainen RT-PCR ihottumat (enterorokkoepaily), y ! ’ 21269; -RinoNhO, 4784. Tutkimus teetetdan |ISLAB
-PicoNhO, 1917 kuluessa T - rakkulaneste. I .
hengitystieinfektiot. alihankintana.
Respiratoriset virukset Osatutkimukset: -AdenNho, -BocaNhO, -
p“ X X | Imulima nenanielusta, nena/ EvirNhO, -hMPVNhO, -InfANhO, -InfBNhO, -
nukleiinihapon osoittaminen, e o .
Nordlab PCR 1-2 vrk nenanielutikku, nielutikku, BAL-neste ja |InfvNhO, -Kor229E, -KorNL63, -KorOC43, -  [Nordlab

8340, -RVirNhO

pleuraneste.

Pin1NhO, -Pin2NhO, -Pin3NhO, -PinANhO, -
RinoNhO, -RSVaNhO ja -RSVbNhO
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Liite 1

Yksikkd  [Nimi Menetelmé Aika Indikaatiot Matriisi Huomautuksia Léhde
Rinovirus, nukleiinihapon 35 Nenénieluerite, nenasta tai nielusta
Satadiag osoitus, 4784, RinoNhO PCR tmzzgl:: otettu tikkunayte, nenahuuhtelunéyte Tutkimus teetetéan alihankintana UTULabilla. |Satadiag
Rinovirus, nukleiinihappo, Hengitystievirusten diagnostiikka. Kaikki Nenznieluerite. nendsté tai nielusta
TYKSLab (4784, RinoNhO PCR rinovirusserotyypit voidaan todeta : . TYKSLab,
e otettu tikkunayte, ja BAL
menetelmalla.
. ) Testilla osoitetaan samanaikaisesti s . .
Np-Rino-entero-RS-virus, P . . Nenaerite/nieluerite (tikku- . e .
TYKSLab [nukleiinihapon osoitus, PCR enterf)']‘a r|noV|ruste? en sgrotyypplen /imunaytteend), rakkulaneste Osatutkimukset: BrNhO, RinoNhO, TYKSLab,
. nukleiuinihappoa seka respiratory . .. - RSVNhO
12032, EnRIRSVNhO L 2 (tikkunayte), ulostenayte
synsytial viruksen (RSV) nukleiiinihappoa.
Imulima nenanielu, nenéd/nenanielutikku Oelile s AN D, AL,
Respiratoriset virukset, Hengitystievirusten diagnostiikka. PCR- nielutikku. B AL-ne,ste ia pleuraneste " [InNfBNhO, Pin1NhO, Pin2NhO, Pin3NhO,
TYKSLab |nukleiinihapon osoittaminen, |PCR menetelméa soveltuu 16 yleisen Mut: mn’1 veri- seer]u mriJ- Iasma-. RSVANhO, RSVBNhO, RinoNhO, hMPVNhO, [TYKSLab,
12637, ResVirNhO hengitystieviruksen toteamiseen. ulosté- sélka d’in- _ ciir?né e ! KV229ENhO, KVNL63NhO, KVOC43NhO,
» selkaydin- ja ludydinnayte. Pin4NhO, EvirNhO, BokaNhO
. . Testill&a osoitetaan samanaikaisesti
Np-Rino-entero-RS-rus, entero- ja rinovirusten eri serotyyppien
TYKSLab |nukleiinihapon osoitus, PCR X .l. . . yypp EDTA-plasma tai seerumi Osatutkimukset: EvirNhO, RinoNhO, RSVNhO|TYKSLab,
. nukleiuinihappoa seka respiratory
13513, P-EnRiRSNh o e
synsytial viruksen (RSV) nukleiiinihappoa.
Rinovirus, nukleiinihapon Ensisijaiset: nielu- ja nendnielunayte.
osoitus, 4784, RinoNhO + PCR, Akkr_edltoﬂg . Samana L - . . Muu_t.: hgngltystle—erlte, uloste, . Picornavirustutkimus sisaltda EvirNhO ja
UTULab ) . L menetelma (hengitystie- . = . |Hengitystieinfektioiden diagnostiikka selkaydinneste, kudospala, seerumi, ) - UTULab,
Pikornavirus, nukleiinihapon . paivana . N P RinoNhO-tutkimukset.
osoitus. 1917. PicoNhO erite, uloste) veri, rakkulanayte, BAL, silman erite,
’ ’ suun limakalvonavte
Tutkimukseen kuuluvat seuraavat virukset:
L . . N . s adenovirus, influenssa A ja B virus,
Respiratoriset virukset, Multiplex-PCR, Hengltysn?wrusten dlagnogtllkka. PCR- E ns!3|Ja|set. .r_1ena—/nen§n|elut|kku,‘ koronavirus OC43, 229E, NL63,
. X o N Samana |menetelma soveltuu 16 yleisen imulima, yskos, trakealima. Muut: BAL, . . )
UTULab  |nukleiinihapon osoitus, Akkreditoitu menetelma I L . . ) . metapneumovirus, parainfluenssavirus UTULab,
- - . paivana |hengitystieviruksen toteamiseen (rino pleuraneste, EDTA-veri, seerumi, uloste, - . . - . .
ResVirNhO, 12637 (hengitystie-erite) mukaan lukien) selkévdinneste. luuvdin. kudospala tyyppi 1, 2, 3, ja 4, RS-virus A ja B, rinovirus
' 4 » luuyadin, p A,B ja C, enterovirus seka bokavirus 1,2,3 ja
4
. . . Hengitystievi i iikka. PCR- L
Respiratoriset virukset, m‘i’;%gﬁ:zvg;j;ﬁzudfgnﬁg;na ¢ Selkaydinneste-, seerumi- tai NPS-
VSHP nukleiinihapon osoittaminen, |Multiplex-PCR 2-3 vrk Y nayte, tikkunayte nenanielusta ja Tutkimus teetetaan alihankintana UTULabilla. [VSHP

8980,-RVirNhO

hengitystieviruksen toteamiseen (rino
mukaalukien).

sieraimista.
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Liite 2. pEX-A2-HRV Trans 600 -plasmidin tiedot (Quality Report, Eurofins)

<% eurofins

Genomics

Gene Synthesis Quality Assurance Documentation

Order No.:
0130927489
Plasmid Name: pEX-A2-HRV Trans 600 Internal Name: LW31-3
Gene Name: HRV Trans 600 Gene Size: 620bp
Vector Backbone: pEX-A2 Antibiotic Selection: Ampicillin
Cloning: via Type IIS restriction enzymes Quantity: 4.8ug
Plasmid Map
5' Restriction Site: NONE
>your gene> 3' Restriction Site: ~ Smal
Notl (2441) Cloning: via Type IS restriction enzymes
Sl A pun e (Type IIS sites not present in final plasmid)
Kpnl(2432) EcoRI1(26)
Myl (z422) 5 lac Promoter
pEX-For pPEX-Rev

pUC Ori

Amp(R)

Please Note:
Verify sequence after each cloning step.

MCS of pEX-A2

GGAGCAGACAAGCCCCTCAGGGCECGTCAGCGGCTGTTGECEGGGTGTCEGGGC
TGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACcaattgGG
TACCgagctecGCGGCCECAAGE> your gene>ACCTGCTTTTGCTCGCTTgg
atccGAATTCCTGTGTGARATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACG
AGCCCGAAGCATARAGTGTAAAGCCTG

All material left at Eurofins Genomics will be discarded after 1 month.

Sequence analysis was done via doublestrand DNA sequencing. Sequence congruence was 100%.
Please find your sequence trace files in your personal account on our ECOM system (order ID 3442536).
The plasmid DNA has been lyophilised. We recommend to dissolve it in 10mM Tris buffer or TE.

Plasmid DNA was isolated from a dam*, dcm* E. coli strain.

Eurofins Genomics 26/11/14

Dr. Stephanie Helfer
Project Assistant

00-042QR_A2 V2.0 /20140416

Controlled and Released
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Liite 3. HRV Trans 600 -geenin sekvenssi ja siita transkriptoitu RNA-sek-

venssi

HRV Trans 600

TTTAAACAGCGGATGGGTTCCCCACCATCCGACCCACTGGGTGTAGTACTCTGGTATTTT
GTACCTTTGTACGCCTGTTTCTCCCCTACCTCCCAACCTAAACAATCCTGGTAACTTAGA
AGACTTAAATCATCGTACAATAGGTGCTGTCACATCCAGTGACGGCTAGTACAAGCACTT
CTGTTTCCCCGGAGCGGAGTATAAATGGCCACCGCTGTCAAAAGCTCTTAACCGTTATCC
GCCAATTAACTACGCAACGGCTAGTAACATCTTGTTATTTTTAGGGCGTTCGATCAGGTG
AGTAAACCCCTCACTAGTCTGGTCGATGAGGCTGAGAATTCCCCACGGGCGACCGTGTCT
CAGCCTGCGTGGCGGCCAGCCCAGCTAATGCTGGGACGCCTTAATTGTGACATGGTGTGA
AGACCCACGTGTGCTTAATTGTGAGTCCTCCGGCCCCTGAATGCGGCTAACCTAAACCCT
GGAGCCTTGAGACACAATCCAGTGTTGGCAAGGTCGTAATGAGTAATTCCGGGACGGGAC
CGACTACTTTGGGTGTCCGTGTTTCCTTTTATTTTCAAATTGTTCTTATGGTCACAATAT

HRV Trans 600 -geenista transkriptoitu RNA-sekvenssi

UUUAAACAGCGGAUGGGUUCCCCACCAUCCGACCCACUGGGUGUAGUACUCUGGUAUUUU
GUACCUUUGUACGCCUGUUUCUCCCCUACCUCCCAACCUAAACAAUCCUGGUAACUUAGA
AGACUUAAAUCAUCGUACAAUAGGUGCUGUCACAUCCAGUGACGGCUAGUACAAGCACUU
CUGUUUCCCCGGAGCGGAGUAUAAAUGGCCACCGCUGUCAAAAGCUCUUAACCGUUAUCC
GCCAAUUAACUACGCAACGGCUAGUAACAUCUUGUUAUUUUUAGGGCGUUCGAUCAGGUG
AGUAAACCCCUCACUAGUCUGGUCGAUGAGGCUGAGAAUUCCCCACGGGCGACCGUGUCU
CAGCCUGCGUGGCGGCCAGCCCAGCUAAUGCUGGGACGCCUUAAUUGUGACAUGGUGUGA
AGACCCACGUGUGCUUAAUUGUGAGUCCUCCGGCCCCUGAAUGCGGCUAACCUAAACCCU
GGAGCCUUGAGACACAAUCCAGUGUUGGCAAGGUCGUAAUGAGUAAUUCCGGGACGGGAC
CGACUACUUUGGGUGUCCGUGUUUCCUUUUAUUUUCAAAUUGUUCUUAUGGUCACAAUAU



Liite 4. HRV RT-qPCR-protokollan alukkeet,

RT-gPCR-protokollan alukkeet:
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reaktioliuokset ja ajo-ohjelma

RW: ENRI 4- |5- GAA ACA CGG ACA CCC AAA GTA -3'

Lénnrot ym. 1999

FW: ENRI 3+ |5- CGG CCC CTG AAT GCG GCT AA -3'

Lénnrot ym. 1999

RT-reaktion reagenssiliokset:

1 reaktio
reagenssi  yksikkd alkukonsentraatio loppukonsentraatio ()
ENRI 4- pmol/ul 10 1,25 5,00
HRV RNA ul 10,00
Yhteistilavuus 15,00
reagenssi yksikkd  alkukons. loppukons. 1x (ul) tuotetiedot
Nukleaasivapaa vesi 14,80 | Sigma-Aldrich, W4502
5X reaktiopuskuri 8,0 Promega, M531A
dNTP-seos mM 10 0,5 2,0 New England BiolLabs, N0447S
RNaasi-inhibiittori U 40 0,1 0,1 Rnase Out, Invitrogen, 10777-019
RT-entsyymi U 200 0,5 0,1 M-MLV, Promega, M530A
Yhteistilavuus 25,00
Lisdd RW + HRV RNA 15,00
Lopputilavuus 40,00
gPCR-reagenssiliuos:
reagenssi yksikké  alkukons. loppukons. 1x (ul) tuotetiedot
Nukleaasivapaa vesi 7,20 | Sigma-Aldrich, W4502
ENRI 4- pmol/ul 100 0,6 0,15 | Eurofins
ENRI 3+ pmol/ul 100 0,6 0,15 | Eurofins
Maxima SYBR Green
Master Mix (2X) 12,50 | Thermo Scientific, K0221
Jaa PCR-kaivoihin Yhteistilavuus 20,0
Lisda cDNA-templaatti 5,0
Reaktiotilavuus 25,0
RT-gPCR:n ajo-ohjelma:
95 °C 10 min
Denaturaatio 95 °C 15s
Kiinnittyminen 65 °C 25s 45x
Monistus 72 °C 40s

Sulamiskdyraanalyysi

72°C-95°C,1°C/5s
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Liite 5. HRV RT-gPCR-protokollan alukkeiden kiinnittyminen HRV Trans

600:n sekvenssiin

CLUSTAL 0(1.2.1) multiple sequence alignment

ENRI4-
HRV_Trans_Gee
EMRI3+

EMRI4-
HRV_Trans_6e@
EMRI3+

EMRIA-
HRV_Trans_6eo
EMRI3+

EMRIA-
HRV_Trans_600@
EMRI3+

EMRIA-
HRV_Trans_600
EMRI3+

EMRIA-
HRV Trans_ 608
EMRI3+

EMRI4-
HRV Trans_ 608
EMRI3+

EMRI4-
HRV_Trans_6e@
EMRI3+

EMRIA-
HRV_Trans_6e@
EMRI3+

EMRIA-
HRV_Trans_600@
EMRI3+

ENRI 4-
-
CGACTACTTTGGGTGTCCGTGTTTCCTTTTATTTTCAAATTGTTCTTATGGTCACAATAT
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Liite 6. HRV RT-qPCR-protokollan alukkeiden kiinnittyminen HRV-A60:n

sekvenssiin

Linjauksessa on huomioitu HRV-A60:n koko genomin ensimmaiset 600 emasparia.

CLUSTAL O0(1.2.1) multiple sequence alignment

EMRIZ+
HRV-A4G@
ENRI4-

ENRIZ+
HRV- 468
ENRI4-

ENRIZ+
HRV-468
ENRI4-

ENRIZ+
HRV- 468
ENRI4-

ENRIZ+
HRV- 468
ENRI4-

ENRIZ+
HRV-A468
ENRI4-

ENRIZ+
HRV- 468
EMNRI4-

ENRIZ+
HRV- A58
ENRI4-

ENRIZ+
HRV- A58
ENRI4-

ENRIZ+
HRV- 468
ENRIZ4-

EMRI 3+
--------------------- CGECCCCTRAATEORGCTAA -~~~ ~— - - m - - -
GTGTGCTCACTTTGAGTCCTCCGGCCCCTGAATATRGCTAACCTTAACCCTGCAGCTAGT

TGEGTGTCCGTGTTTCCTTTTTATCCTTATTGATTGCTTATGGTGACAATATATAGTATT
TGEETGTECGTETETE:- — -~~~ = == == == === == === ===~ mm e~
EMRI 4-
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Liite 7. RT-qPCR-ajojen raakadatat

Kvantitointi
9.3.2015
Ct-arvo Ctka Ctin kopioluku  kopiolukuka Tm
20,66 20,55 0,105 1,00E+07 1,00E+07 81
107 cp 20,46 20,55 0,105 1,00E+07 1,00E+07 81
20,46 20,55 0,105 1,00E+07 1,00E+07 81
20,61 20,55 0,105 1,00E+07 1,00E+07 81
24,1 23,98 0,142 1,00E+06 1,00E+06 81
106 cp 23,86 23,98 0,142 1,00E+06 1,00E+06 81
23,86 23,98 0,142 1,00E+06 1,00E+06 81
24,11 23,98 0,142 1,00E+06 1,00E+06 81
27,33 27,36 0,119 1,00E+05 1,00E+05 81
105 cp 27,34 27,36 0,119 1,00E+05 1,00E+05 81
27,24 27,36 0,119 1,00E+05 1,00E+05 81
27,52 27,36 0,119 1,00E+05 1,00E+05 81
31,11 31,01 0,078 1,00E+04 1,00E+04 81
10 000 cp 30,92 31,01 0,078 1,00E+04 1,00E+04 81
31,01 31,01 0,078 1,00E+04 1,00E+04 80,5
30,98 31,01 0,078 1,00E+04 1,00E+04 80,5
34,74 34,33 0,363 1,00E+03 1,00E+03 80,5
1000 cp 33,91 34,33 0,363 1,00E+03 1,00E+03 80,5
34,18 34,33 0,363 1,00E+03 1,00E+03 80,5
34,48 34,33 0,363 1,00E+03 1,00E+03 80,5
38,95 37,54 1,284 1,00E+02 1,00E+02 80,5
100 cp 36,43 37,54 1,284 1,00E+02 1,00E+02 80,5
37,26 37,54 1,284 1,00E+02 1,00E+02 80,5
10 cp ) ) ) ) ) ’
lcp ) ) ) ) ) ’
37,54 37,94 0,57 1,11E+02 8,78E+01 81
107ePRNA | 3935 3794 057  646E+01  878E+01 80,5
NTC ) ) ) ) ) )
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Lyysauspuskurin inkubointi

2.3.2015
I\girrl:éil:]i% Inkubointi  Ct-arvo  Ctka  kopioluku  kopiolukuka ~ Tm
110 Ei gigg 24,385 g:gé;gj 5,25E+04 :g:g
1:10 Kylla 2255:389 25,845 i:zsggj 1,93E+04 28:2
1,17 04E+02 79,
1:100 Ei 2 o0 30225 ig 4E:8 ;  L17E+03 83,2
1:100 Kylla ;gzég 29,165 ;%E:gz 1,99E+03 28::
1:1000 Ei 22:2‘11 34,625 2:2;381 4,85E+01 28::
1:1000 Kylld 2;:22 32,66 i:g;g; 1,82E402 :8
PBS Ei
oas <l 43:56 43:56 1,05_E-01 L05E-01
107 cp i;é: 17,165 118838; 1,00E+07 8?5
106 cp 1195?88 19,79 1:88582 1,00E+06 Zi
23,1 1,00E 1
105 cp 233;)5 23,075 1:88;82 1,00E+05 21
10 000 cp ;g:g 26,53 i:gg;gj 1,00E+04 Zi
1000 cp 33001’125 30,175 1:88382 1,00E+03 Zi
4 1,00E+02 1
100 cp 334,;534 34,47 1:88;8 ,  LO0E+02 :1
10 cp 22:32 36.42 i:gg;gi 1,00E+01 ng




Liite 7

3(7)
Lyysauspuskureiden ja magneettipartikkeleiden vertailu
5.3.2015
Virus- Lyysaus- . . .
susp. -~ Mg-partik. Ct-arvo Ctka kopioluku  kopiolukuka Tm
laimennos puskuri
110 1 A 25 24,84 3,08E+05 3,48E+05 80,5
24,68 24,84 3,87E+05 3,48E+05 80,5
110 1 B 2511 2511 2,85E+05 2,85E+05 80,5
2511 25,11 2,85E+05 2,85E+05 80,5
1:10 1 c 26,43 26,49 1,11E+05 1,07E+05 80,5
26,54 26,49 1,03E+05 1,07E+05 80,5
110 5 A 24,25 24,35 5,24E+05 4,90E+05 80,5
24,45 24,35 4,57E+05 4,90E+05 80,5
110 5 B 25,93 25,8 1,60E+05 1,75E+05 80,5
25,68 25,8 1,90E+05 1,75E+05 80,5
110 5 c 24,41 24,43 4,68E+05 4,64E+05 80,5
24,44 24,43 4,61E+05 4,64E+05 80,5
110 3 A 24,88 2491 3,35E+05 3,28E+05 80,5
24,94 24,91 3,21E+05 3,28E+05 80,5
110 3 B 25,44 25,61 2,26E+05 2,01E+05 80,5
25,79 25,61 1,76E+05 2,01E+05 80,5
110 3 c 26,02 25,85 1,50E+05 1,70E+05 80,5
25,68 25,85 1,90E+05 1,70E+05 80,5
33,73 34,18 6,21E+02 4,75E+02 80
1:1000 1 A 34,63 34,18 3,28E+02 4,75E+02 80
34,57 34,08 3,43E+02 5,16E+02 80
1:1000 1 B 33,58 34,08 6,89E+02 5,16E+02 80
1-1000 1 c 35,53 3541 1,73E+02 1,88E+02 80
35,3 35,41 2,04E+02 1,88E+02 80
PBS 1 A ) ) ) ) )
10 cp 23,15 23,22 1,00E+06 1,00E+06 85
23,29 23,22 1,00E+06 1,00E+06 87,5
105 cp 26,62 26,51 1,00E+05 1,00E+05 85
26,4 26,51 1,00E+05 1,00E+05 86
10 000 cp 29,74 29,94 1,00E+04 1,00E+04 86
30,13 29,94 1,00E+04 1,00E+04 85
1000 cp 33,34 33,56 1,00E+03 1,00E+03 84,5
33,78 33,56 1,00E+03 1,00E+03 85,5
35,47 35,47 1,00E+02 1,00E+02 88
100 cp
10 cp ) ) ) ) )

NTC
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Lyysauspuskureiden ja magneettipartikkeleiden vertailu

9.3.2015
Virus- Lyvsaus-
susp. ﬁikuri Mg-partik. Ct-arvo Ctya kopioluku kopiolukuka  Tm
laimennos P
+ +
1-1000 1 A 34,98 34,96 6,19E+02 6,31E+02 80
34,93 34,96 6,43E+02 6,31E+02 80
4,57 11 15E+02 E+02
1-1000 1 5 34,5 35, 8,15E+0 6,05E+0 80
35,65 35,11 3,95E+02 6,05E+02 80
36,08 36,5 2,97E+02 2,32E+02 80
1:1000 1 C
36,93 36,5 1,68E+02 2,32E+02 80
32,07 31,98 4,40E+03 4,66E+03 80
1:1000 2 A 31,9 31,98 4,93E+03 4,66E+03 80
33,93 34,32 1,26E+03 1,00E+03 80
1:1000 2 B
34,71 34,32 7,44E+02 1,00E+03 80
34,68 34,54 7,62E+02 8,40E+02 80
1:1000 2 C
34,4 34,54 9,17E+02 8,40E+02 80
34,03 34,08 1,18E+03 1,14E+03 80
1:1000 3 A 34,12 34,08 1,10E+03 1,14E+03 80
34,61 34,99 7,94E+02 6,35E+02 80
1:1000 3 B
35,37 34,99 4,76E+02 6,35E+02 80
36,11 35,75 2,91E+02 3,79E+02 80
1:1000 3 C
35,4 35,75 4,67E+02 3,79E+02 80
Nenéaerite 1 A ) ) ) ) )

Samassa RT-gPCR-ajossa toteutettiin myds kvantitointi.



Magneettipartikkeleiden méaréan ja eluutiopuskureiden vertailu
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11.3.2015
Eluutio- Partikkeli-
puskuri Naytemateriaali tilavuus Ct-arvo  Ctwa  kopioluku Kkopiolukuga Tm
. o 33,57 32,94 874,8 1,46E+03 80
Viruspartikkelit
: . 32,32 32,94 2036 1,46E+03 80
- — pienempi
Viruspartikkelit 37,52 37,52 60,74 6,07E+01 80
. + raka - - - - -
TE-puskuri
. L 33,27 33,3 1071 1,05E+03 80
Viruspartikkelit
. 33,33 33,3 1026 1,05E+03 80
- — suurempi
Viruspartikkelit 38,36 39,62 34,58 2,04E+01 80
+ réka 40,89 39,62 6,294 2,04E+01 80
. S 3593 35,66 177,5 2,17E+02 80
Viruspartikkelit
: . 3539 35,66 255,6 2,17E+02 80
- — pienempi
Viruspartikkelit - - - - -
SIBA-eluu- + raka - - - - -
tiopuskuri , . 3453 34,27 4574 5,55E+02 80
Viruspartikkelit
. 34 34,27 653,4 5,55E+02 80
- — suurempi
Viruspartikkelit - - - - -
+ raka - - - - -
TE-puskuri PBS pienempi ) ) ) ) )
107 cp 19,5 19,49 1,00E+07  1,00E+07 81
19,48 19,49 1,00E+07  1,00E+07 81
106 cp 23,23 23,19 1,00E+06  1,00E+06 81
23,14 23,19 1,00E+06 1,00E+06 81
105 cp 26,39 26,58 1,00E+05 1,00E+05 80,5
26,76 26,58 1,00E+05 1,00E+05 81
10 000 cp 29,89 30,05 1,00E+04  1,00E+04 81
30,22 30,05 1,00E+04 1,00E+04 80,5
1000 cp 33,38 33,91 1,00E+03  1,00E+03 80,5
34,45 3391 1,00E+03 1,00E+03 80,5
100 cp 36,29 36,26 1,00E+02  1,00E+02 80,5
36,24 36,26 1,00E+02  1,00E+02 80,5
10 cp i i i i i

NTC




Nenéanielundytteet
9.3.2015

Naytemateriaali

Ct-arvo

Ctka

kopioluku

kopiolukuka

Tm

Nenanielu 1

Nenanielu 2

Nenanielu 3

Nenanielu 4

Nenanielu 5

Nenanielu 6

Nenanielu 7

Nenéanielu 7
+ viruspartikkelit

1,42E+03
1,20E+03

1,31E+03
1,31E+03

viruspartikkelit

32,65
32,76

2,97E+03
2,77E+03

2,87E+03
2,87E+03

PBS

Samassa RT-gPCR-ajossa toteutettiin myés kvantitointi.
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Naytteenkasittelymenetelmén tehokkuuden vertailu EZ1-eristysrobottiin
12.3.2015

m'i::g:glsma V'“f;;“fp' a(r:\t/'o Cta Cta kopioluku kopiolukuxa T
2816 26,60 2,074 537E+04 2,09E+05 79,5

10 2523 26,69 2,074 3,65E+05 2,09E+05 80

2501 25 0016 4,20E405 4,23E+05 80

2409 25 0016 4,26E4+05 4,23E+05 80

301 30,12 0026 151E+04 150E+04 80

100 30,14 30,12 0026 1,48E+04 1,50E+04 80

o 293 30,05 1,063 256E+04 1,76E+04 80
nayﬁig‘;f;i‘i’t?ely_ 30,8 30,05 1,063 9,58E+03 1,76E+04 80
onetolma 33.93 3308 1,201 1,24E+03 2,51E+03 80
11000 32,23 3308 1,201 3,77E+03 2,51E+03 80

32,16 32,09 0096 3,94E+03 4,12E+03 80

32,02 32,09 0096 4,31E+03 4,12E+03 80

Rék& ; ) ) ; ; ;

PBS 4256 4256 0  442E+00 A442E+00 -

2144 21,05 026 4,34E+06 5,65E+06 80,5

_ 2088 21,05 026 6,24E+06 5,65E+06 80

1:10 2096 21,05 026 5095E406 565E+06 80

20092 21,05 026 608E+06 565E+06 80

2541 2539 0271 B3,24E+05 3,33E+05 80

o 2518 2539 0271 3,76E+05 3,33E+05 80
EZ1 DSP Virus Kit 1:100 252 2539 0,271 3,73E+05 3,33E+05 80
2576 2539 0271 2,57E+05 3,33E+05 80

2943 2951 023 2,35E+04 2,24E+04 80

_ 2982 2951 023 1,81E+04 224E+04 80

1:1000 2928 2951 023 259E404 224E+04 80

2953 2951 023 2,20E404 224E+04 80

10 e 2023 20,17 0084 1,00E+07 1,00E+07 81

2011 20,17 0084 1,00E+07 1,00E+07 81

10 cp 2343 23,68 0358 1,00E+06 1,00E+06 80,5

2303 2368 0358 1,00E406 1,00E+06 80,5

10 o 2718 27,18 0008 1,00E+05 1,00E+05 81

2717 2718 0,008 1,00E+05 1,00E+05 80,5

10000cp | 2094 3089 0061 100E+04 100E+04 805

3085 30,89 0061 1,00E404 1,00E+04 80,5

1000 cp 33.98 3404 009 1,00E+03 1,00E+03 80,5

341 3404 009 1,00E+03 1,00E+03 80,5

3797 3797 0  100E+02 1,00E+02 80,5

100 cp i .

10cp - ' j j

we | .




