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Molekyylibiologia on biologian osa-alue, jossa tarkastellaan solun toimintaa molekyylitasolla.
Viime vuosikymmenind huimasti kehittyneet molekyylibiologiset tutkimusmenetelmat, kuten
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molekyylibiologian ja geeniteknologian osalta koululla suoritettava harjoitustyd. Taman
opinndytetyon tarkoituksena  oli koota harjoitusty® bioanalyytikko-opiskelijoiden
molekyylibiologian ja geeniteknologian opintoihin. Harjoitusty0 validoitiin eli sen toimivuus
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bakteeriin, jonka replikaatiokoneiston avulla yhdistelméplasmidia monistetaan. Monistuksen
tarkoituksena on tuottaa yhdistelméplasmidia, jotta se voidaan eristdd bakteerista ja tarkistaa
restriktioentsyymianalyysilla insertin siirtyminen yhdistelméplasmidiin.

Opinnadytety6ssa  koottu harjoitustyokokonaisuus parantaa Savonia-ammattikorkeakoulusta
valmistuvien bioanalyytikkojen ammattitaitoa ja auttaa heitd vastaamaan tydeldman haasteisiin.
Harjoitustydkokonaisuus on hyddynnettavissd osana bioanalyytikkojen koulutusta, ja sitd on
mahdollista kayttad myos bioanalyytikkojen ja laboratoriohoitajien tdydennyskoulutuksessa.
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Molecular biology is a part of biology where function of the cell is being observed in a molecular
level. In the past decades research methods in molecular biology like modifying, copying and
cloning of DNA have been developed enormously. These methods can also be called as gene
technology. One field of gene technology is recombinant DNA technique that can be used to
transfer and join together genetic material from different sources.

There are molecular biology and gene technology studies in the curriculum of the degree
programme of biomedical laboratory science. A practical work performed in school has however
been missing from the advanced studies of molecular biology and gene technology in Savonia
University of Applied Sciences. Thereby, the purpose of this thesis was to construct a practical
work for these studies. The practical work was validated or tested with the equipment available in
the laboratory facilities in Sairaalakatu campus. The work instruction for the implementation of the
practical work was also created.

The subject for the practical work was chosen to be subcloning and restriction enzyme analysis.
The purpose of subcloning is to join or ligate an insert from a foreign DNA to extracted plasmid
DNA via restriction enzyme treatment. The new recombinant plasmid is then transformed to E. coli
-bacterial cells and copied in its replication machinery. The aim of copying of the recombinant
plasmid is to produce DNA so that it can be extracted from the cells. With restriction enzyme
analysis the transfer of the insert to the new recombinant plasmid can be controlled.

The practical work constructed in this thesis improves the professional skills of the biomedical
laboratory scientist graduating from the Savonia University of Applied Sciences and helps them to
respond the challenges met in the working life. The practical work can be utilized in the studies of
degree programme of biomedical laboratory science. It can also be used in the supplementary
education of the biomedical laboratory scientist.
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1 JOHDANTO

Molekyylibiologia on biologian osa-alue, joka keskittyy tarkastelemaan solujen toimintaa
molekyylitasolla. Siin& tutkitaan muun muassa DNA:n, geenien ja erilaisten proteiinien
toimintaa  solussa.  Molekyylibiologiset menetelmdt ovat  kehittyneet  viime
vuosikymmening paljon. 1970-luvulta alkanut nopein harppauksin edennyt DNA:n
tutkimustekniikoiden kehitys on tuonut meidat siihen tilanteeseen, jossa tdnd paivana
olemme: DNA:n muokkaus, kopioiminen, sekvensointi ja kloonaaminen ovat arkipéivéa.
(Alberts ym. 1994, 291.) Erilaiset DNA-tutkimustekniikat muodostavat yhdessa

geenitekniikan kokonaisuuden.

Geenitekniikan osa-alue on yhdistelma-DNA-tekniikka, joka on nykypéivana oleellinen
0sa geenien ja proteiinien tutkimusta. Yhdistelma-DNA-tekniikka muodostuu erilaisista
menetelmistd, joiden avulla voidaan siirtda ja liittdd yhteen eri lahteista perdisin olevaa
geneettistd materiaalia. Siitd voidaan k&yttdéd myos muita nimityksid, kuten
geeniteknologia ja rekombinantti-DNA-tekniikka. (Suominen & Ollikka 1997, 7, 45;
Niemi, Virtanen & Vuorio 1994, 145.)

Yhdistelma-DNA-tekniikan kehittyminen viimeisten vuosikymmenten varrella perustuu
neljadn  merkittavd&dn 10yt0on. Naistd ensimméinen oli DNA:ita pilkkovien
restriktioentsyymien eristdiminen bakteereista 1970-luvun alussa. Pian tdman jalkeen
I0ydettiin entsyymi, joka pystyy liittdméaéan restriktioentsyymien pilkkomat DNA-palat
yhteen ligaatiolla. Kolmas merkittdvé vaihe yhdistelma-DNA-tekniikoiden kehittymisessa
oli plasmidien eli rengasmaisten DNA-molekyylien l6ytdminen. Bakteerisoluista eristettyja
plasmideja opittiin - my0s siirtdimaén toisiin bakteereihin transformaatiolla, jonka
voidaankin katsoa olevan viimeinen neljasta merkittavasta 10ydosta. (Suominen & Ollikka
1997, 47.)

Laboratorio-opetus ja erilaiset harjoitukset kuuluvat oleellisena osana luonnontieteellisten
aineiden opetukseen. Laboratorio-opetuksen keskeisimpid tavoitteita ovat tieteenalan
taitojen opettaminen, tieteellisen tutkimuksen menetelmien ymmartdminen sekd
ongelmanratkaisutaitojen ja ammattiasenteiden kehittdminen. Pdadpaino laboratorio-
opetuksessa on siing, ettd opiskelijat oppivat tekemélld. Opiskelijan pitdisi kuitenkin kokea
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opetettava asia mielenkiintoiseksi ja merkittavéksi, jotta opiskelumotivaatio itse
tekemisessé sailyisi. (Kuittinen 1994, 84.)

2 OPINNAYTETYON TAUSTA JATARKOITUS

Savonia-ammattikorkeakoulun bioanalytiikan koulutusohjelman syventédvan vaiheen
opintoihin  kuuluu erilaisia koululla tehtdvia harjoituksia. Molekyylibiologian ja
geeniteknologian osalta oppilaitoksella ei kuitenkaan ole vield koottuna ja testattuna
harjoitustyokokonaisuutta oppilaiden k&ytt6on. Tavoitteena onkin kehittdd toimiva
harjoitusty0 tulevien opiskelijaryhmien kayttoon. Harjoitustyon tulee olla sellainen, ettd se
on toteutettavissa Savonia-ammattikorkeakoulun Sairaalakadun kampuksen tiloissa.
Lis&ksi harjoitustyon tulee tukea opiskelijoiden ammatillista kasvua ja kehittymista sek&
vastata  tyGeldamé&n  vaatimuksiin.  Parantamalla  Savonia-ammattikorkeakoulusta
valmistuvien bioanalyytikkojen ammatillista osaamista voidaan my6s osaltaan kehittaa

koko ammattialaa.

Molekyylibiologian ja geeniteknologian opinnot kuuluvat bioanalyytikko-opiskelijoiden
opinto-ohjelmaan,  joten  valmistuttuaan  bioanalyytikon tulisi ~ tuntea  alan
analyysimenetelmat ja hanelld pitéisi olla my6s teknistd osaamista. Liséksi bioanalyytikon
tulisi kyetd tekemadn molekyylibiologian laboratoriotutkimuksia ja ymméartamaan niiden
menetelmélliset periaatteet. (Opetussuunnitelma 2007, 5-6.) My0s geneettisten
tutkimusten lisd&adntyminen muun muassa perinndllisten sairauksien diagnostiikassa ja
monen aiemmin tutkimuskaytdssé olleen menetelman siirtyminen rutiinikdyttoon lisdavat
bioanalyytikoilta vaadittavaa molekyylibiologian ja geeniteknologian tietotaitoa (Palotie
2006, 6-7). Tama opinnaytetyd pyrkii osaltaan lissdméaéan valmistuvien bioanalyytikkojen

ammattitaitoa ja siten mahdollisuutta vastata tydelaman haasteisiin.

Taman opinndytetyon tarkoituksena oli koota molekyylibiologian ja geeniteknologian
harjoitustyokokonaisuus Savonia-ammattikorkeakoulun bioanalytiikan koulutusohjelman
kayttoon. Tarkoituksena oli kehittdd ja testata harjoitustyd sekd luoda tydohje harjoitustyon
tekemistd varten. Opinndytetydssd kuvattiin valittujen menetelmien teoriataustaa ja

k&ytannossa tarkistettiin  harjoitustyon toimivuus oppilaitoksessa kéytdssa olevilla
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valineilld. Kehitettdvdn harjoitustyokokonaisuuden aiheeksi valittiin menetelmd, jota
kutsutaan subkloonaukseksi. Kyseisen menetelman valintaan vaikuttivat sen koostuminen
useammasta eri molekyylibiologian perusmenetelméstd, jolloin opiskelijat voivat samalla

kertaa harjaantua useassa perustekniikassa.

3 ANALYYTTISEN MENETELMAN VALIDOINTI

Validoinnilla tarkoitetaan menettelyd, jolla osoitetaan analyyttisen menetelmén sopivuutta
aiottuun kéayttotarkoitukseen ja arvioidaan sen suorituskykya. Validointi liittyy yleensa
menetelmén  kehitysvaiheeseen, mutta sitd k&ytetddn myO6s muun  muassa
laadunvarmistamisen valineend muutettaessa jotakin menetelmén osa-aluetta. Lisaksi
validointia kaytetdan silloin, kun jo hyvéksi havaittua menetelmdd alkaa k&yttdd uusi

henkild tai sen k&ytto siirtyy toiseen laboratorioon. (Kemian metrologian opas 2005, 26.)

EURACHEM:in (1998, 52-53) mukaan menetelman validoinnilla tarkoitetaan menetelmén
ominaisuuksien ja rajoitusten osoittamista ja niihin vaikuttavien tekijoiden tunnistamista.
EURACHEM madrittelee menetelmédn validaatioksi my0s prosessin, jossa tarkistetaan
menetelmén sopivuus tarkoitukseensa. Validaation tavoitteena onkin kehittaa oikeellisia ja

luotettavia tuloksia antava menetelma.

Validoinnin laajuus riippuu siitd, minké&laisia muutoksia mittausmenetelmaan on tehty
(Kemian metrologian opas 2005, 26). Laboratorion tehtavané on pa4ttad, mitd menetelmén
parametreja tulee mééritelld, jotta se voidaan validoida. Tasapainottelu ajankayton,
kustannusten ja menetelmén validoinnin tarpeen kanssa voi joskus olla vaikeaa. Toisaalta
menetelmén kehittdminen ja sen validointi voivat olla melko yksinkertaisiakin
toimenpiteitd. N&in on esimerkiksi silloin, kun voidaan hyddynt&dd jo olemassa olevaa
menetelm&a pienilla muutoksilla. Hyddynnettéessa jotakin olemassa olevaa menetelmaé
tulee pohtia, onko menetelman validoinnista saatavilla oleva tieto riittdvéda ja onko
laboratoriossa mahdollista suorittaa kyseessd oleva menetelmd sen vaatimalla tavalla.
Talloin tulee huomioida esimerkiksi henkilokunnan pétevyys ja laitteiden sopivuus.
(EURACHEM 1998, 9, 14, 33))



Validointiprosessin jalkeen on tarkedd dokumentoida kaikki tehdyt toimenpiteet, jotta
menetelmd voidaan yksiselitteisesti toteuttaa uudelleen (EURACHEM 1998, 37).
Validoinnista laaditaan raportti, josta kdy ilmi tyon tavoite, toteutus, mittauksiin ké&ytetyt
laitteet ja materiaalit. Raportin sisaltoon vaikuttaa tehdyn validoinnin laajuus.
Yhteenvedossa on hyva todeta, tayttddk6 menetelmd sille asetetut vaatimukset ja
soveltuuko se aiottuun kayttotarkoitukseen. (Kemian metrologian opas 2005, 38.)
Validoinnin dokumentista tulisi ilmetd menetelmén toistamiseen tarvittavat tiedot siind
jarjestyksessd, kun niitd tyoskentelyssa tarvitaan. Raportin tulisi olla ymmarrettava myos
sellaiselle asiantuntevalle henkil6lle, joka ei ole osallistunut validointiprosessiin. Toisaalta
laboratorion oman menetelman dokumentointi voidaan tehdd myds vapaammin siten, ettd
se on informatiivinen ja helppokayttdinen. (EURACHEM 1998, 38.)

Tassa opinndytetydssa haluttiin tarkistaa harjoitustyon aiheeksi valitun menetelmén
toimivuus Savonia-ammattikorkeakoulun Sairaalakadun kampuksen laboratoriotiloissa
kaytossa olevilla vélineilla. Kyseessa oli siis jo olemassa olevan menetelmén testaaminen
uudessa ympadristossa. Opinndytetyon kokeellisella osuudella eli harjoitustyon
testaamisella haluttiin varmistaa myds sen sopivuus bioanalyytikko-opiskelijoiden
molekyylibiologian ja geeniteknologian syventévan vaiheen harjoitustyoksi. Validoinnin
raporttina  toimii  opinndytetydon kokeellisen osuuden pohjalta luotu tydohje
harjoitustyokokonaisuuden suorittamiseksi. Myos opinndytetyon Kkirjallisessa osuudessa

kuvataan validoinnin suorittamista, sen onnistumista ja menetelmaan tehtyja muutoksia.

4 TYOOHJE OPPIMATERIAALINA

Oppimateriaali on valine oppimisen edistdmiseksi. Oppimateriaaliksi voidaan kasittada
kaikki se tieto, jota oppija kayttdd oppimisprosessin aikana. Jako perinteisiin
oppimateriaaleihin, kuten oppikirjoihin, ja opetuksen apuvalineisiin ei olekaan end4 aivan
yksiselitteinen. (Vainionpad 2006, 81, 99.) Oppimateriaalia voidaan kayttdd opetuksen
korvaamiseen tai tdydentdmiseen. Tdydentdvand oppimateriaalimuotona voidaan pitaa
muun muassa kirjallisia ohjeita, joiden avulla pyritdan tukemaan opiskelijoiden itsendisté

etenemistd esimerkiksi laboratorio-opetuksessa. (Kuittinen 1994, 74, 85). Nain ollen t&ssa



opinndytetydssd  tuotoksena syntyvad tyoohjetta voidaan  perustellusti  pit&a

oppimateriaalina.

Oppimateriaalia suunniteltaessa olisi hyva pohtia, mihin oppimateriaalilla pyritdan ja
kenelle se on suunnattu. Lisaksi tulee varmistaa, ettd oppimateriaali siséltdd kaiken
oleellisen tiedon ja on riittdvdn havainnollistava. (Oppimateriaalin kehittdminen).
Oppimateriaalin arvioinnissa voidaan hyodyntaa erilaisia kriteereitd, joihin kuuluvat
esimerkiksi ajankohtaisuus, luotettavuus, kaytettavyys sekd yksilollisen etenemisen ja
aktiivisen oppimisprosessin mahdollistaminen (Vainionp&é 2006, 193).

Tama opinnaytetyon tuotoksena oli tydohje molekyylibiologian ja geeniteknologian
harjoitustyon toteuttamista varten. TyOohje koottiin harjoitustydbn menetelmén
periaatteiden mukaisesti, ja siitd oli tarkoitus tehda selked ja yksinkertainen toimintaohje
harjoitustyon suorittamiseksi. Tydohjeella haluttiin pyrkid myos kannustamaan itsendiseen
opiskeluun syvéllisemmaéan oppimisen saavuttamiseksi ja kokonaisuuden hahmottamiseksi.
Ohjeeseen haluttiinkin liittdd mukaan kysymyksig, joiden avulla opiskelijoiden huomio
saadaan kohdistettua tarkeisiin asioihin ja kannustetaan heité ajattelemaan (Kuittinen 1994,

85). Ndin opiskelijaa saadaan aktivoitua harjoitustyén suorituksen aikana.

5 SUBKLOONAUKSEN TEORIAA

Tassé opinnaytetydssd muodostuvan bioanalyytikko-opiskelijoiden syventivan vaiheen
molekyylibiologian ja geeniteknologian harjoitustyokokonaisuuden menetelmallinen
periaate perustuu Yhdistelm&-DNA-tekniikan perusteet -teokseen, jossa kuvataan
tyOvaiheiden teoriataustaa vaihe vaiheelta. Yhdistelma-DNA-tekniikan perusteet -teokseen
liittyy my0s Internet-materiaali, johon sisaltyy valmiita tydohjeita erilaisiin kaytdssa
oleviin menetelmiin. Lisaksi Itd&-Suomen yliopiston molekyylibiologia ja geeniteknologian
opintojaksoon on kuulunut vastaavanlainen harjoitustyd, johon liittyvdd materiaalia
soveltavan biotekniikan yksikon yliassistentti Maria Halmekytd on ystavéllisesti antanut
hyddyntéda taman opinndytetyon teossa. Edelld mainittuja l&hteitd on siis kdytetty apuna

tdméan opinndytetyodn harjoitustyokokonaisuuden luomisessa.



Harjoitustydn menetelmd& on nimeltddn subkloonaus. Siind on tarkoituksena liitt&&
eristettyyn plasmidi-DNA:han vieraasta DNA:sta perdisin oleva DNA-juoste eli insertti
restriktioentsyymikaésittelyn avulla. Syntynyt yhdistelmdplasmidi transformoidaan tdmén
jalkeen E. coli -bakteeriin, jonka replikaatiokoneiston avulla yhdistelméplasmidia
monistetaan. Monistuksen tarkoituksena on tuottaa yhdistelmaplasmidia niin paljon, etté se
voidaan eristdd bakteerista ja sen jalkeen restriktioentsyymianalyysilld tarkistaa insertin
siirtyminen yhdistelméplasmidiin ja transformaation onnistuminen. Seuraavassa on
késitelty tyon vaiheiden (kuva 1) mukaisesti menetelméan teoreettista taustaa. Menetelméaén

liittyvié termeja on puolestaan koottu sanastoon, joka on esitetty liitteessa 1.

vieras DNA (insertti)
-y

Katko restriktioentsyymilld
ja eristi DNA-jakso
geelielekiroforeesilla

Katkaisc
resiriktioentsyymilld
1
P 3-OH 5-p 3°-OH
3-0OH 5-P 3°-0H 5°-

Poista 5"-pdiden
fosfaattiryhmiit

alkaalisclla
fosfataasilla (CIP)
»
5°-0OH 3"-OH
3-0H 5.0H Ligo1 insertti-DNA
. defosforyloituun
! vektoriin Td-DNA -
' ligaasin avulla
v v
ei sulkeudu takaisin
itscnsi kanssa: 3°-0OH 5°-OH

ei vektoritaustaa

Seulo yhdistelmi-DNA-plasmidin
saanest transformantit

- .- komplementaatio

- DNA-hybridisaatio

- plasmidien restriktioanalyysi

Kuva 1. Subkloonauksen periaate (Suominen & Ollikka 1997, 82).
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5.1 Plasmidi- ja insertti-DNA

Plasmidit ovat erityisesti bakteereilla esiintyvid pienid kaksijuosteisia rengasmaisia
molekyyleja, jotka monistuvat itsendisesti. Plasmidiin on mahdollista liittd4 vierasta
DNA:ta, jota voidaan monistaa plasmidin mukana. Myo6s kokonaisia plasmideja on
mahdollista eristad ja siirtad toisiin isdntasoluihin. Menetelmissa, joissa plasmidien avulla
siirretddn DNA:ta toisiin elidihin, voidaan plasmidista kdyttad myos nimitysta vektori.
(Lodish ym. 2000, 209; Suominen & Ollikka 1997, 47.)

Hyvalta vektoriplasmidilta vaaditaan monia ominaisuuksia. Vektoriplasmidissa taytyy olla
sopiva replikaation eli DNA kahdentumisen aloituskohta, jotta se pystyy monistumaan
halutussa isantasolussa. N&in ollen mik& tahansa vektori, joka sisaltda replikaation
aloituskohdan esimerkiksi E. coli -bakteerissa, replikoituu sielld. Replikoituminen
tapahtuu, vaikka vektoriin olisikin liitetty ulkopuolista DNA:ta. (Rapley 2000, 79.)
Plasmidissa tulee kuitenkin olla paikka ja riittavésti tilaa tutkittavalle DNA-juosteelle eli
insertille. Plasmidin rakenteessa téytyy olla my0s jokin selektiivinen o0sa, kuten
antibioottiresistenttiysgeeni, jotta plasmidin sisaltavat bakteerisolut voidaan -erottaa

sellaisista bakteereista, joissa kyseessa olevaa plasmidia ei ole (Lodish ym. 2000, 209).

DNA:sta, jota yhdistelméatekniikalla halutaan tutkia, kdytetddn nimitysta insertti. Insertti-
DNA on siis DNA-juosteen o0sa, joka halutaan liittad bakteerisolun vektoriplasmidiin ja
jota halutaan tuottaa. Insertti-DNA voidaan eristdd esimerkiksi veri-, kudos- tai
soluviljelynédytteestd. Eristetty DNA voidaan pilkkoa entsyymien avulla ja syntyneet
pilkkoutumistuotteet voidaan erotella esimerkiksi agaroosigeelielektroforeesin avulla.
(Suominen & Ollikka 1997, 47, 71.) Agaroosigeelilti voidaan tdman jalkeen eristad haluttu

insertti.

5.2 Restriktioentsyymit

Yhdistelm&-DNA-tekniikan  keskeisia tyOkaluja on restriktioentsyymien  k&ytto.
Restriktioentsyymit ovat rajaavia endonukleaaseja, jotka tunnistavat DNA:ssa spesifisia

sekvensseja ja katkaisevat kaksoiskierteen tasta kohdasta. Entsyymien tunnistama kohta on
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yleensd 4-8 nukleotidiparin mittainen. Restriktioentsyymien avulla DNA-juoste voidaan
pilkkoa hallitusti halutusta kohtaa. Tatd DNA:n pilkkomista kutsutaan myo6s digestioksi.
Oleellista restriktioentsyymien kaytdssd on se, ettd katkaisukohtaan jdad aina
kaksoiskierteen 5°-p&&hén vapaa fosfaattiryhmd ja 3"-p&ahén vapaa hydroksyyliryhma.
Tama mahdollistaa sen, ettd juosteet voidaan liittdd takaisin yhteen DNA-ligaasi-
entsyymilld, joka muodostaa sidoksen pdiden vélille. (Niemi ym. 1994, 145; Suominen &
Ollikka 1997, 47, 68-71.) Kaksoisdigestiossa DNA pilkotaan samanaikaisesti kahdella eri
restriktioentsyymilld. T&lloin DNA:han syntyy kaksi erilaista paatd, jotka eivat pysty
itsestadn liittymaan yhteen. (Suominen & Ollikka 1997, 59-60.)

Erilaiset restriktioentsyymit pilkkovat DNA-juostetta eri tavoilla. Digestiossa DNA:n
pilkkoutuvaan paahan voi syntyd kahden tyyppisia pditd, niin sanottuja kohessiivisia tai
tylppia paitd. Kohessiivisesti pilkkovat restriktioentsyymit katkaisevat vastakkaiset DNA-
juosteet eri kohdista. Ndin katkaisukohtaan syntyy yleensa muutaman nukleotidin mittaiset
yksijuosteiset alueet, joiden emésjérjestys on komplementaarinen. (Suominen & Ollikka
1997, 68; Rapley 2000, 68.) Kuvassa 2 on esitetty kaavakuvana EcoRI-restriktioentsyymin
digestio, jossa syntyvat DNA-juosteen paat ovat kohessiivisia.

5-G | AATTC- & 5-G-3 5-AATTC-3
3-CTTAA | G-5 3-CTTAA-Y 3-G-5

Kuva 2. EcoRI-entsyymin aikaansaama digestio.

Tylppd péd syntyy puolestaan silloin, kun restriktioentsyymin katkaisukohta on DNA-
juosteessa niin, ettd juoste katkeaa suoraan keskeltd, eikd yksijuosteisia alueita synny
(Suominen & Ollikka 1997, 68; Rapley 2000, 68). Esimerkiksi Smal-restriktioentsyymi
tuottaa taman tyyppisia paitd katkaisukohtaansa. Kuvassa 3 on esitetty Smal-entsyymin

digestio kaavakuvana.
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5-CCC | GGG- & 5-CCC-3’ 5-GGG-3
e
3- GGG | CCC-5 3-GGG-5 3’-CCC-5

Kuva 3. Smal-entsyymin aikaansaama digestio.

Restriktioentsyymit ovat nykypéivdna kaupallisia tuotteita. Entsyymien aktiivisuus
ilmoitetaan yleensa kansainvalisend aktiivisuusyksikkona (Unit) eli U. 1 U entsyymia
katkaisee 1 pg DNA:ita tunnissa ilmoitetuissa reaktio-olosuhteissa. Yleensa
restriktioentsyymeilld tehtévissa digestioissa kdytetdan 1-5 U entsyymida 1 pg DNA:ta
kohden, jotta kaikki DNA pilkkoutuu taydellisesti. Kuhunkin analyysiin kéaytettdvén
entsyymin madréan vaikuttaa muun muassa DNA:n puhtaus ja entsyymin tunnistuskohtien
lukuméara. Oleellinen tekija on myos kaytettavan restriktioentsyymin hinta. (Suominen &
Ollikka 1997, 71.)

5.3 Vektorin ja insertin digestio

Plasmidi-DNA voidaan pilkkoa eli digestoida sellaisilla restriktioentsyymeillg, joiden
katkaisukohta on kyseessa olevan plasmidin rakenteessa. Restriktioentsyymien kayttoon
perustuvaa menetelm&& suunniteltaessa onkin valittava kaytettdvd plasmidi ja
restriktioentsyymit niin, ettd digestio voidaan suorittaa halutulla tavalla. Oleellista
vektoriplasmidin DNA:ta muokatessa on, ettd digestiossa linearisoitunut vektori késitelld&n
siten, ettd se ei pysty muuttumaan uudestaan itsestddn rengasrakenteiseksi eli
itseligoitumaan. Tdmé& voidaan toteuttaa esimerkiksi fosfataasientsyymilld, jolloin
lineaarisen vektorin 5"-paasta poistuu fosfaattiryhma. Néin lineaarisen vektorin paat eivét
voi enédd liittyd yhteen fosfodiesterisidoksella. (Niemi ym. 1994, 147.) Toisaalta, jos
plasmidin pilkkomisessa kaytetdan kaksoisdigestiota eli pilkotaan plasmidi samanaikaisesti
kahdella eri restriktioentsyymilld, ei fosfaattiryhm&& tarvitse poistaa, silla digestiossa
syntyvat erilaiset juosteiden péat eivét voi liittya toisiinsa (Suominen & Ollikka 1997, 59—
60). Talloin plasmidin digestiossa syntynyt restriktioentsyymien katkaisukohtien valinen
alue tulee kuitenkin poistaa, jotta plasmidi ei voi spontaanisti uudelleen sirkularisoitua eli

muuttua rengasrakenteiseksi.
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Kaksoisdigestion suunnittelu tulee tehd&d huolellisesti, silla valittujen entsyymien téytyy
toimia samanlaisissa reaktio-olosuhteissa ja esimerkiksi olla aktiivisia samassa
reaktiopuskurissa. Monien restriktioentsyymeja tarjoavien yritysten sivuilla on ohjelmia,
joilla kaksoisdigestion olosuhteita ja entsyymej& voidaan tarkastella. Esimerkiksi New
England Biolabsin sivuilta (www.neb.com) l6ytyy double digest finder -palvelu, jota

hyodynnettiin myos tassa opinndyteyossa kaytetyn kaksoisdigestion suunnittelussa.

Digestion jalkeen tulee tarkistaa, onko pilkkoutuminen onnistunut halutulla tavalla.
Digestion onnistuminen voidaan tarkistaa agaroosigeelielektroforeesin eli AGE:n avulla.
Vektorin lineaarisuuden tarkistaminen perustuu rengasrakenteisen ja lineaarisen rakenteen
erilaiseen kulkeutumiseen sahkdvirrassa geelilld. Plasmidit esiintyvét soluissa tavallisesti
tiiviind superkierteisend rakenteena. Tiiviin rakenteensa ansiosta superkierteinen plasmidi
kulkeutuu helposti agaroosigeelin huokosissa. Superkierteinen rakenne voi kuitenkin
avautua késittelyiden vaikutuksesta ja muuttua niin sanotuksi avoimeksi renkaaksi. Tallgin
sen kulkeutuminen geelill4 hidastuu merkittavésti. Linearisoitu plasmidi padsee puolestaan
kulkeutumaan geelissa nopeammin kuin avoin rengas, mutta kuitenkin hitaammin kuin
superkierteinen muoto. (Suominen & Ollikka 1997, 75-76.) Kun AGE:ssa kaytetaan
molekyylipainomarkkeria, joka kertoo erottuneiden vyohykkeiden koot, ja kontrollina
lineaarista ja sirkulaarista vektoria, voidaan ajon jalkeen geeliltd havaita, onko linearisointi
onnistunut. My®6s insertin linearisoituminen ja oikea koko voidaan tarkistaa AGE:n avulla.

Talloin insertti saadaan myos eristettya geeliltd jatkokasittelya varten.

AGE:ssa geelille kulkeutunut DNA taytyy visualisoida, jotta se voidaan havaita geelilta.
Visualisoinnissa voidaan hyodyntdd radioaktiivisia leimoja, mutta huomattavasti
yleisempdd on kayttdd etidiumbromidivarjaysta. Etidium pystyy tunkeutumaan DNA:n
emasten valiin ja saa aikaan fluoresenssia UV-valossa, jolloin DNA:han liittynyt etidium
voidaan havaita geeliltd oranssinpunaisena. Visualisointi voidaan toteuttaa lisaéamalla
etidiumbromidi geeliin jo valamisvaiheessa tai varjagamalla geeli vasta AGE:n jalkeen.
Fluoresenssin aikaansaamisessa kaytettdva UV-valo on lyhyt aaltoista ja siten haitallista,
joten visualisoinnissa taytyy kayttad sopivia suojavarusteita, kuten suojalaseja ja tyotakkia.
Etidiumbromidin kyky vuorovaikuttaa DNA:n kanssa tekee siitd puolestaan mutageenisen
aineen, jonka kasittelyyn ja havittdmiseen tulee kiinnittaa erityista huomiota. (Lodish ym.
2000, 229; Suominen & Ollikka 1997, 72, 74.)
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5.4 Vektorin ja insertin ligaatio

Periaatteessa mitka tahansa kaksi samoilla restriktioentsyymeilld kohessiivisesti
digestoitua DNA-tuotetta voidaan liittdd kovalenttisesti yhteen DNA-ligaasin avulla
(Rapley 2000, 69). Ligaatiossa DNA-ligaasi-entsyymi muodostaa DNA-juosteiden pdiden
vélille fosfodiesterisidoksen, joka liitt4d juosteet yhteen. Usein kaytetddn T4-DNA-
ligaasia, jota voidaan tuottaa E. coli -bakteerissa. T4-DNA-ligaasi tarvitsee kuitenkin
tehokkaasti toimiakseen reaktioseokseen adenosiinitrifosfaattia eli ATP:td energiaksi,
Mg**-ioneita seké pelkistavat olosuhteet. (Suominen & Ollikka 1997, 77-78.) Ligaatio on
mahdollista aina my0s purkaa pilkkomalla DNA samoilla restriktioentsyymeilld, joilla
digestio on alun perin suoritettu (Rapley 2000, 70).

Ligaatiossa tulee k&yttdd mahdollisimman optimaalista insertin ja vektorin suhdetta.
Onnistuneeseen ligaatioon tarvitaan yleensa kahdesta neljddn moolia insertin DNA-ketjun
paita yhtd moolia vektorin DNA-ketjun pditd kohden. Suhde kuitenkin vaihtelee liitettavien
DNA-ketjujen ominaisuuksien ja koon mukaan. Ligaation tehokkuus riippuu insertti-
vektori-suhteen lisdksi reaktiossa kaytettdvéstd lampotilasta ja siitd, minkalaiset paat
yhteenliitettdvissa DNA-juosteissa on. Ligaatio on yleensa huomattavasti tehokkaampaa
liitettdessa kohessiivisesti pilkottuja paité toisiinsa verrattuna tylppien pdiden liittdmiseen.
Tylppien pdiden ligaatiossa tuleekin reaktiotilavuutta pienentdd ja ligaasin maaréaa lisata,
jotta reaktion tehokkuus saadaan paremmaksi. (Suominen & Ollikka 1996.) Yleensa
ligaatio toteutetaan inkuboimalla 1-16 tuntia +16 °C:ssa. Huoneenlammdssé ligaatio
tapahtuu yleensd nopeammin, jopa tunnissa liitettdesséd kohessiivisesti pilkottuja DNA-

juosteita toisiinsa. (Bowen, Austgen & Rouge 1999.)

Onnistuneen ligaation jalkeen syntyneen uuden rengasrakenteisen plasmidin muodostavat
alkuperéinen vektori ja insertti. Tat4 rakennetta kutsutaan yhdistelm&-DNA-plasmidiksi.
(Suominen & Ollikka 1997, 47-48.) Koska vektorista on puhdistettu pois
kaksoisdigestiossa syntynyt DNA-pala eikd vektorin ndin ollen pitéisi pystya
sirkularisoitumaan, ainoa rengasrakenteinen plasmidi, joka reaktion jalkeen naytteessa on,
pitéisi olla uusi yhdistelma-DNA-plasmidi. On kuitenkin mahdollista, ettd reaktiossa
syntyy my6s muita rakenteita, silli DNA-ligaasi liittdd juosteita toisiinsa

sattumanvaraisesti (Suominen & Ollikka 1997, 48). Insertin ja vektorin ligaation jalkeen

15



taytyykin varmistaa, ettd on todella saatu luotua uusi haluttu yhdistelm&-DNA-plasmidi.
Tama voidaan tehdd transformoimalla saatu ligaatiotuote bakteerisoluun ja seulomalla

yhdistelm&-DNA-plasmidin sisaltavét solut.

5.5 Bakteerisolujen transformaatio ja seulonta

5.5.1 Transformaatio

Bakteerit  lisddntyvat suvuttomasti, joten niiden geeniaines pysyy padosin
muuttumattomana lisddntymisen aikana. Geenimateriaalin vaihtuminen on Kkuitenkin
mahdollista esimerkiksi transformaation avulla. Siind bakteeri ottaa sisddnsa DNA:ta
ymparistostdan ja ilmentéa sitd. Transformaatio voidaan saada aikaan mygs laboratorio-
olosuhteissa. (Niemi ym. 1994, 143; Lodish ym. 2000, 210.) Transformaatiossa voidaan
siis siirtda rengasrakenteista DNA:ta, kuten plasmideja, bakteerisoluun. Transformaatio ei
ole kovinkaan tehokas geneettisen materiaalin siirtomenetelmd, mutta sen avulla pystytdan
usein saavuttamaan kuitenkin riittdva transformaatiotehokkuus (Suominen & Ollikka 1997,
83). Kun DNA:ta halutaan siirtdd eldinsoluihin, puhutaan transformaation sijasta
transfektiosta (Solubiologia 2006).

Transformoitavien solujen on oltava kompetentteja eli kykenevid ottamaan vierasta
DNA:ta sisdansd. Kompetenttien solujen solukalvo muuttuu  1dpdisevammaksi
suolakasittelyn ja nopean lampoOshokin  vaikutuksesta. Kompetenttien solujen
valmistuksessa voidaan k&yttad CaCl,-kasittelyd. Siind kasvatetut solut jadhdytetaan ja
késitellaan kylméalla CaCl,-liuoksella. Varovaisen kasittelyn ja alle +4 °C:een lampdtilan
avulla solukalvon l&pdisevyys lisadntyy, mutta solut pysyvét edelleen elavind ja ne
muuttuvat kompetenteiksi. Kompetentteja soluja voidaan taman jalkeen séilyttaa -70 °C:ssa
glyserolissa. (Suominen & Ollikka 1997, 83-84.) Kompetentteja soluja voidaan ostaa
my0s valmiina kaupallisina tuotteina monilta valmistajilta. Ké&ytettdessa kaupallisia
tuotteita solut ovat yleensi tasalaatuisempia kuin itse valmistetut solut ja niiden

transformaatiotehokkuus voi olla parempi.

Transformaatio voidaan toteuttaa laboratorio-olosuhteissa usealla eri tavalla, kuten

elektroporaatiolla, mikroinjektiolla tai passiivisesti. Elektroporaatiossa vastaanottavan
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solun solukalvoon luodaan reikid sahkokentan avulla, jolloin DNA pdadsee niiden kautta
soluun. Mikroinjektiossa DNA viedddn solun sis&an pienelld ruiskulla, kun taas
passiivisessa transformaatiossa bakteerin annetaan itse ottaa vapaa DNA sisddnsa.
(Solubiologia 2006.) Passiivinen transformaatio on néista transformaationmuodoista
yksinkertaisin toteuttaa. Siind kompetenttien solujen annetaan inkuboitua transformoitavan
DNA:n kanssa jd&hauteella. Tdman jalkeen soluille annetaan niin sanottu lamposhokki eli
inkuboidaan niitd +42 °C lampotilassa hetki, tyypillisesti 30-90 sekuntia. L&mpdshokin
aikana DNA siirtyy bakteerisolujen sisdan. Transformaation jalkeen soluille lisataan
kasvatusmediumia ja niiden annetaan kasvaa. (Suominen & Ollikka 1997, 84.) Kaupallisia
kompetentteja soluja kéaytettdessa on kuitenkin aina hyvd noudattaa valmistajan ohjeita

transformaation toteuttamisessa.

5.5.2 Bakteerisolujen seulonta

Transformaation jalkeen taytyy erotella ne bakteerit, jotka ovat ottaneet sisélleen halutun
yhdistelm&-DNA-plasmidin. Tdssa vaiheessa hyodynnetddn vektoriplasmidin sisaltaméaa
selektiivistd osaa. Selektiivisend osana kaytetd&dn usein jotakin geenid, joka saa aikaan
antibioottiresistenssin. Transformoitujen solujen annetaan yleensa inkuboitua jonkin aikaan
transformaation jalkeen, jotta yhdistelmaplasmidi ja sen mukana
antibioottiresistenttiysgeeni ilmentyvat solussa. Kun tamén jdlkeen soluja kasvatetaan
antibioottia siséltdvassda mediumissa, vain ne bakteerisolut, jotka ovat antibiootille

resistenttejd, pystyvat kasvamaan ja lisadntymaan. (Rapley 2000, 82.)

Yksi usein kaytetty selektiivinen osa vektoriplasmideissa on ampisilliiniresistenttiyden
tuottava geeni. TAma geeni, amp", saa bakteerissa aikaan PB-laktamaasin tuoton, mika
inaktivoi kasvatusmediumissa olevan ampisilliinin. N&in ollen ampisilliinia sisaltdvassa
mediumissa kasvaa vain bakteereja, jotka ovat resistentteja ampisilliinille eli ilmentdvat
amp'-geenia ja siten sisaltavat vektorin. (Lodish ym. 2000, 210.) Talla tavalla ei
kuitenkaan voida vield varmistaa sitd, ilmentyyko insertti bakteereissa vai onko niihin

siirtynyt ainoastaan vektori (Rapley 2000, 82).

Jotta insertin siséltdavat bakteerisolut voitaisiin  erottaa muista bakteerisoluista

transformaation jdlkeen, tarvitaan vield jokin seulontamenetelmd. Yksi yleisista
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seulontamenetelmistd on niin sanottu o-komplementaatio, joka perustuu lac-operonin
toimintaan. Lac-operoni on bakteerisolun laktoosimetaboliaa sdatelevd geenialue, joka
koostuu kolmesta rakennegeenistd: lacZ, lacY ja lacA. Naistd lacZ-geeni koodittaa f-
galaktosidaasia, joka puolestaan koostuu kahdesta osasta, o- ja w-fragmenteista. f-
galaktosidaasin tehtdvéna bakteerisolussa on pilkkoa laktoosia galaktoosiksi ja glukoosiksi,

jolloin vapautuu energiaa solun kayttoon. (King 2009; Suominen & Ollikka 1996).

B-galaktosidaasin aminoterminaalista pé&&td koodittaa lacZ -geeni, joka muodostaa
entsyymin a-fragmentin. B-galaktosidaasin o-fragmenttia eli karboksiterminaalista pé&&té
koodittaa puolestaan lacZAM15-geeni, joka on muokatuissa E. coli -bakteerikannoissa
sijoitettu erilliseen plasmidiin eli niin sanottuun F -tekijadn. Kun lacZ -geenin ja
lacZAM15-geenin koodittamat fragmentit liittyvat yhteen, muodostuu aktiivinen [-
galaktosidaasi, joka voi pilkkoa laktoosia ja sen analogeja. (Suominen & Ollikka 1996.)

Kuvassa 4 on esitetty aktiivisen p-galaktosidaasin syntyminen.

lacZ'-geeni lacZAMI5-geeni

l |,
s >

B-gz[lrlakaitEiﬂSin B-galaktosidaasin
o~ fragmen w- fragmentti
(inaktiivinen) (inaktiivinen)

- ja @-fragmentit
yhdistyvit

B- galaktosidaasi
(aktiivinen)

Kuva 4. Aktiivisen B-galaktosidaasin muodostuminen. (mukailtu Suominen & Ollikka
1996)

Transformaation jalkeinen seulonta perustuu X-galin (5-bromo-4-kloro-3-indolyyli-D-
galaktopyranosidi) kayttoon. X-gal on laktoosianalogi eli k&yttaytyy bakteerisolussa
laktoosin tavoin, mutta sen hajoamistuote on sininen. N&in ollen, kun aktiivinen pB-
galaktosidaasi pilkkoo solussa X-galia laktoosin sijaan, syntyy sininen vari, joka varjaé
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bakteeripesédkkeen. (Suominen & Ollikka, 1996.) Kun lacZ -geeni on asetettu vektorina
kaytettyyn plasmidiin siten, ettd restriktioentsyymien katkaisukohta jad geenin keskelle,
séatelee insertin liittyminen vektoriin B-galaktosidaasin o-fragmentin muodostumista.
Tama puolestaan maaraa sen, pystyykod bakteerisolu hajottamaan maljalla olevaa X-galia
synnyttéen sinisen varin. Onnistuneen transformaation jélkeen bakteerien kasvualustana
olevalla maljalla tulisi siis kasvaa vaaleita pesakkeitd, jotka sisaltavéat insertin ja sinertdvia
pesakkeitd, joissa inserttid ei ole. a-komplementaatiota ja sinisen varin muodostumista on

havainnollistettu kuvassa 5.

X-gal
aktiivinen |
e e —— ] B
sinirien viriaine
%
?% X-gal
yhdistelméi-pUC19- . o ;
Al oo el
—%—— EI lacZ-mRNA:ta —¥»EI |- fragmenttia 7’ B galaktosidaasi X
o-fragmentti b

Kuva 5. Insertin lasn&olon vaikutus X-galin pilkkoutumiseen siniseksi hajoamistuotteeksi.
(mukailtu Suominen & Ollikka 1996)

Bakteerisolut s&atelevat itse lac-operonin toimintaa elinolosuhteista riippuen. Saéately
tapahtuu lacl-geenin avulla. Kun bakteerilla on kaytettdvanddn glukoosia energian
tuottoon, sen ei tarvitse pilkkoa laktoosia saadakseen energiaa. T&lloin lac-operonin
alueelle sitoutuu lacl-geenin tuottama repressoriproteiini, joka estdd lacZ-geenin
transkription ja siten aktiivisen B-galaktosidaasin tuoton. Indusori on puolestaan tekija,
joka sitoutuu lacl-geenin tuottamaan repressoriin estden sen sitoutumisen lac-operoniin.
Né&in lacZ-geenin transkriptio voi edetd ja tuottaa aktiivisen B-galaktosidaasin. (King

2009.) Laktoosi voi toimia lacZ-geenin indusorina, mutta geeni voidaan pitad aktiivisena
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my0s synteettiselld IPTG:lla (isopropyylitiogalaktosidi). IPTG:a lisataan transformoitujen
bakteerien kasvatusalustalle, jolloin lacZ-geenin aktiivisuus séilyy ja insertin sisaltavien

solujen seulonta on mahdollista.

5.6 Bakteerisolujen kasvattaminen

Bakteerit tarvitsevat kasvaakseen ja lisdantydkseen sopivan mediumin eli
kasvatusliuoksen. Mediumin tulee sisdltdd glukoosia, jonka pilkkomisesta solut saavat
energiaksi tarvitsemaansa ATP:td. Jotta solut voivat tuottaa aminohappoja ja muita typped
siséltavia aineita, mediumissa on oltava esimerkiksi ammoniumia. My®0s erilaiset suolat ja

hivenaineet ovat térkeitd solujen kasvamiselle. (Lodish ym. 2000, 181.)

Monet bakteerit kasvavat hyvin agarmaljalla. Agar on levasté eristetty polysakkaridiseos,
joka liukenee ldmmitettdessd mediumiin, mutta muuttuu Kiintedksi jadhtyessdén
esimerkiksi petrimaljalle. Kun bakteerit maljataan agarille eli bakteerisuspensioita
levitetddn ohuelti maljan pinnalle, ne alkavat kasvaa agarin pinnalla muodostaen
pesékkeitd. Koska bakteeri on yksisoluinen organismi, jokainen peséke muodostuu vain
yhden tyyppisista soluista. Niitd voidaan kutsua myo6s klooneiksi, silla jokainen pesékkeen
solu on geneettisesti samanlainen. (Lodish ym. 2000, 181.) Bakteerisoluja voidaan
kasvattaa kiintedn alustan lisédksi nesteessé. Nestekasvatukseen voidaan siirrostaa maljalla

kasvava pesake eli yksi bakteeriklooni ja tuottaa kyseista kloonia jatkokasittelyita varten.

Koska bakteerit jakautuvat nopeasti, esimerkiksi E. coli noin 30 min vélein, voidaan
lyhyessa ajassa bakteerien lukumé&&rd moninkertaistaa. Kun jokaisessa jakaantumisessa
my0s bakteerisoluun transformoitu plasmidi ja sen mukana insertti kahdentuu, voidaan

haluttua DNA-jaksoa helposti monistaa solujen mukana. (Lodish ym. 2000, 181, 211.)

5.7 Restriktioentsyymianalyysi

Restriktioentsyymianalyysillda  voidaan tutkia luotua yhdistelm&-DNA-plasmidia.
Transformaation ja bakteerisolujen kasvatuksen jalkeen on tdrkedd tarkistaa, ovatko

yhdistelma-DNA-plasmidin luominen, transformaatio ja seulonta onnistuneet ja onko
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todella saatu monistettua haluttua inserttia. Tama voidaan toteuttaa eristamalla
bakteerisoluista plasmidi-DNA ja kasittelemalla se samoilla restriktioentsyymeillda kuin
aikaisemminkin.  Talldin  yhdistelm&-DNA-plasmidin  tulisi  digestoitua  jalleen
alkuperdiseksi  vektoriksi  ja  insertiksi. Erottelemalla saadut digestiotuotteet
agaroosigeelielektroforeesilla voidaan tarkistaa, onko ndytteessa oikean kokoinen insertti-
DNA. (Suominen & Ollikka 1997, 50.) Jos restriktioentsyymianalyysissa todetaan naytteen
sisaltdneen oikean insertin, voidaan transformaation jalkeisestd bakteerisolujen
nestekasvatuksesta jatkaa yhdistelmad-DNA-plasmidin késittelyd halutulla tavalla. DNA:ta

voidaan tuottaa esimerkiksi sekvensointia varten.

6 TOIMINNALLISEN OPINNAYTETYON PROSESSI

Toiminnallinen  opinnédytetyd on vaihtoehto niin  sanotulle  tutkimukselliselle
opinndytetydlle. Se voi olla esimerkiksi ammatilliseen k&ytt6on suunnattu ohje tai
ohjeistus, jolla pyritddn opastamaan kaytannén toimintaa. Tavoitteena on yhdistaa
opinndytetydssd kaytdnnon toteutus ja sen raportointi toisiinsa. Toiminnallisen
opinndytetyon pitéisi olla kaytannonlaheinen ja mielellddn tydeldmalahtdinen prosessi,
jossa opiskelija osoittaa alan tietojen ja taitojen hallintaa. Opinnéytetyon aihe voi l6ytya
esimerkiksi koulutusohjelman opintosisallgista ja syventad opiskelijan tietdmysté jostakin
alan kiinnostavasta aiheesta. (Vilkka & Airaksinen 2003, 9, 10, 16.)

Toiminnallinen opinnaytetyd tai kehittdmistehtavd voidaan mieltdd projektin kaltaiseksi
toiminnaksi. Projektin ominaispiirteitd ovat uuden kehittdminen, kertaluonteinen prosessi,
mutta pysyvé lopputulos seké selkeét tavoitteet, rajat ja aikataulu (Ruuska 2006, 18, 22).
Projekti jakautuu yleensd eri vaiheisiin: tarpeen tunnistaminen, suunnittelu- ja
aloittamisvaihe, kokeilu- ja toteuttamisvaihe, p&&ttdmis- ja vaikuttavuudenarviointivaihe
sekd projektin sulauttamisvaihe, jossa projektin lopputulos otetaan kayttdon (Paasivaara,
Suhonen & Nikkild 2008, 103). Nama kaikki ominaisuudet ja vaiheet toteutuvat myos

toiminnallisen opinndytetydn prosessissa.
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6.1 Tarpeen tunnistaminen ja suunnitteluvaihe

Taman opinndytetydn aiheen valinta ja suunnittelu lahtivat Savonia-ammattikorkeakoulun
tarpeesta saada bioanalyytikoiden syventévén vaiheen opintoihin harjoitustyokokonaisuus.
Opinnaytteen aihetta ehdotettiin minulle suoraan, silla aikaisempien opintojeni perusteella
minulla on erityistd molekyylibiologian ja geeniteknologian osaamista. Aihe heratti myos
ammatillisen kiinnostukseni, silld pdadsisin opinndytetydtd tehdesséd harjoittelemaan
kéaytdnnossa menetelmien kehittamista. Harjoitustyon aiheen valinnassa edeltdvat opintoni
Ita&-Suomen yliopistossa osoittautuivat hyodyllisiksi, silld yliopistossa on aikaisemmin ollut
kéaytossa vastaavan tyyppinen harjoitusty0 osana laajempaa opintokokonaisuutta. Niinpa

minulla oli jo vankka tietopohja subkloonauksen menetelméllisista periaatteista.

Suunnitteluvaiheessa, joka alkoi kevéélla 2009, tutustuttiin menetelmén teoriataustaan ja
l&hdettiin tyostamadan opinndytetyon raportin siséltod. Samalla hahmoteltiin  myos
opinndytetyon ja erityisesti harjoitustyon testaamisen aikataulua. Suunnittelun aikana
tehtiin my6s harjoitustyon tyéohjeen runko, jonka pohjalta harjoitustydn testaamista ja
tarvittavia reagensseja lahdettiin suunnittelemaan ja tilaamaan. Tédssa vaiheessa valittiin

mya0s harjoitustydssé kéytettavat vektori, insertti ja restriktioentsyymit.

Harjoitustyohon valittiin vektoriplasmidiksi pUC19-plasmidi. pUC19 on hyvin yleisesti jo
pitkadn k&ytossd ollut vektori, jonka ominaisuuksia myods Suominen ja Ollikka ovat
teoksissaan kuvanneet (1996; 1997, 58-60). Kuvassa 6 on esitetty pUC19-vektorin
kaavakuva. Siitd nadhdaan, ettd pUC19 sisaltdd ampisilliiniresistenssigeenin (Ampicillin)
sekd MCS-alueen (multiple cloning site). MCS-alue sisdltdd usean restriktioentsyymin
katkaisukohdan, mik& mahdollistaa vektorin pilkkomisen. Kuvasta nahddan myos, ettd
MCS-alue katkaisee lacZ-geenin, mikd mahdollistaa bakteerisolujen seulonnan a-

komplementaatiolla.
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HindIII 233
PstI 249
Sall 251
Hbal 257
BamHI 263
Smal 270
Kpnl 276
Sacl 252
EcoRI 284

lacd_a

MNarl 446

pBR32Z_origin MNdel 438

pUC19
2686 bp

AatII 753

Ampicillin

Kuva 6. pUC19-vektoriplasmidin kaavakuva. (mukailtu Lablife 2010)

Insertin lahteend kéaytettiin puolestaan pCMVp-plasmidia, jonka kaavakuva on esitetty
kuvassa 7. pCMVB-plasmidi on alun perin eristetty sytomegaloviruksesta. Tdassa
harjoitustydssa kaytetty pCMVpB-plasmidi saatiin ystévéllisend lahjoituksena tutkija

Johanna Jyrkkarinteelta Ita-Suomen yliopiston farmasian laitokselta.

lacé_a

NarI 7005 ECoRI 1
Mool 326

Hbal 624

Ampicillin e

pCMVbeta
7164 bp

Clal 1780

EcoRY 2069

Bcll 2302

HindIII 4530 lace

Sall 4512

lacy

ORF

Kuva 7. pPCMVp-plasmidin kaavakuva. (mukailtu Lablife 2010)
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Kaksoisdigestio péatettiin toteuttaa EcoRI- ja Xbal-entsyymeilld. Niilla molemmilla on
katkaisukohdat pUC19-vektorin MCS-alueella. EcoRIl:n ja Xbal:n vélinen alue pUC-
vektorissa on 27 emasparin (ep) mittainen. Tama pala taytyi puhdistaa pois, jotta vektorin
itseligoituminen voitiin vélttdd. EcoRI ja Xbal pilkkovat pCMVB-plasmidista 623 ep:n
pituisen alueen. Xbal-entsyymilla on pCMVB-plasmidissa myds toinen katkaisukohta,
jonka vuoksi plasmidi hajoaa lisdksi kahteen osaan. Inserttind k&ytettava 623 ep:n pituinen
pala voitiin kuitenkin helposti eristdd geeliltd, koska palojen kokoero on huomattava (623
ep vs. 3883 ep ja 2658 ep).

6.2 Kokeilu- ja toteuttamisvaihe eli harjoitustyon testaus

Harjoitustyokokonaisuuden testaus suoritettiin Savonia-ammattikorkeakoulun
laboratoriotiloissa Sairaalakadun kampuksella Kuopiossa. Testauksella haluttiin tarkistaa
menetelmén toimivuus oppilaitoksen valineilld, ja sen avulla voitiin myds tehdé tarvittavat
muutoksen luonnosteltuun tydohjeeseen hyvan kokonaisuuden aikaansaamiseksi.
Taulukkoon 1. on koottu harjoitustydn testauksessa kaytetyt reagenssit ja niiden

valmistajat.

Taulukko 1. Harjoitustyon testauksessa kaytetyt reagenssit.

Reagenssi Pitoisuus Valmistaja
Xbal 20 000 U/ml
EcoRI-HF" 20 000 U/ml
puUC19 50 ng/ul
BSA 10 mg/ml

New England Biolabs Inc.
NEBuffer 4

Quick Load DNA Ladder 1 kb

T4 DNA-ligaasi 20 000 U/ml, 400 000
cohesive end unit / ml

T4-puskuri

Dab5-competent E. coli (High Efficiency) | 50 pl

QIAquick PCR purification Qiagen
IPTG 100 mM Roche
X-gal 2%

24




LB-Agar

Ampisilliini

LB-medium Sigma

GenElute™ Plasmid Miniprep

6 x Gel loading solution

pCMVB-plasmidi E.coli:ssa Lahjoitus Johanna Jyrkkarinteelt4
UltraFree®-DA DNA Extraction from Millipore

agarose gels

25 x TAE-puskuri Amresco
Etidiumbromidi 0,625 mg/ml

TBE-puskuri Duchefa Biochemie
Agaroosi Invitrogen

Testaamisvaiheessa paadyttiin muokkaamaan alkuperdista aikataulu- ja
tyovaihesuunnitelmaa. Harjoitustyd oli suunniteltu aloitettavaksi vektorin ja insertin
digestiosta. Tama olisi kuitenkin vaatinut sen, ett4d ennen harjoitustydn aloitusta olisi
vektori- ja inserttiplasmidia pitdnyt tuottaa digestiota varten valmiiksi. Liséksi valmiiksi
tuotettujen vektori- ja inserttiplasmidin DNA-pitoisuudet olisi pitanyt pystya
maadrittdmaan, jotta olisi voitu laskea digestioon tarvittava ndytemé&ard. Testausvaiheessa
paadyttiinkin muuttamaan harjoitustyon runkoa siten, ettd alussa jokainen tuottaa itse
tarvitsemansa vektori- ja inserttiplasmidit -20 °C:seen séilotyistd kantaliuoksista, joissa
plasmidit olivat valmiiksi E. coli -bakteerisoluissa. Koska valmistajan mukaan yhdell&
plasmidi-DNA-eristyksella saadaan 3 ml:sta bakteerisuspensiota korkeintaan 15 pg
DNA:ta, voidaan arvioida, ettd harjoitusty0ssé tehtavalla eristykselld saadaan esimerkiksi
10 pg DNA:ta ja arvioida sen perusteella digestioon tarvittavat nayteméaarat.

HarjoitustyOn testaamisvaiheessa pystyttiin muutoin melko hyvin noudattamaan luotua
tyoohjeen runkoa. Aiottuun ohjeeseen tuli kuitenkin jonkin verran muutoksia testauksen
aikana. Esimerkiksi agaroosigeelielektroforeesin ajoaika pystyttiin lyhentdmaén aiotusta 1
h 30 minuutista 60 minuuttiin, sill4 sen havaittiin olevan riittava erottelemaan erikokoiset
DNA-palat toisistaan. Hankaluuksia testausvaiheessa tuotti DNA-pitoisuuden
madrittdminen, jota ei luotettavasti voida tehdd oppilaitoksessa kaytdssa olevilla laitteilla.

Pitoisuuden arvioimiseksi jouduttiinkin tydohjeeseen lisdédmaan uudeksi tyovaiheeksi
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DNA-pitoisuuden  maéérittdminen  etidiumbromidimaljalta. Siind  valmistetaan
etidiumbromidia sisaltavéd agaroosimalja, johon pipetoidaan standardisarja eri DNA-
pitoisuuksista (esimerkiksi 100 ng/pl, 50 ng/ul, 25 ng/ul, 10 ng/pl ja 5 ng/ul). Maljalle
pipetoidaan lisdksi omat ndytteet. Kun pipetoitavien standardien ja ndytteiden tilavuus on
sama (esimerkiksi 0,5 pl), voidaan naytteiden DNA-pitoisuus madrittdd suoraan
vertaamalla n&ytteiden fluoresenssia UV-valossa standardisarjan fluoresenssiin. Tdma
menetelmé pystyy kuitenkin antamaan DNA-pitoisuudesta vain suuntaa antavan arvion
eikd silla pystytd méaarittamaan pienid pitoisuuksia. N&in ollen, kun harjoitusty0d otetaan
varsinaiseen kayttoon ja opiskelijoiden véliset mahdolliset huomattavatkin saantoerot
otetaan huomioon, pitoisuuden madrittdminen saattaa olla hankalaa. Talloin eri
tyovaiheissa kéaytetyt pitoisuudet voivat poiketa optimaalisen reaktion vaatimista

pitoisuuksista, mika puolestaan saattaa vaikuttaa lopulliseen tyon onnistumiseen.

Toinen ongelmia aiheuttanut seikka harjoitustyOn testausvaiheessa oli kompetenttien
bakteerisolujen sailyttdminen. Kompetentteja bakteerisoluja tadytyy valmistajaan mukaan
séilyttad -80 °C:n lampdtilassa, jotta niiden transformaatiotehokkuus séilyy hyvana.
Savonia-ammattikorkeakoulun Sairaalakadun kampuksella ei kuitenkaan ole néin kylmaa
séilytystilaa. Harjoitustyon testauksen aikana kompetentteja bakteerisoluja voitiin sailyttaa
Ita&-Suomen yliopiston tiloissa, mutta jatkossa kompetenttien solujen sdilytys tulee ratkaista
jollakin muulla tavalla. Jos kompetentteja bakteerisoluja joudutaan sdilyttdmééan -20 °C:n
lampotilassa, saattaa niiden transformaatiotehokkuus merkittavasti laskea, jolloin myos
koko harjoitustyon onnistuminen vaarantuu. Yksi vaihtoehto on pyytaa esimerkiksi Ita-
Suomen laboratoriokeskuksen liikelaitoskuntayhtymaltd (ISLAB) lupaa kayttdd Kuopion
aluelaboratorion Puijon toimipisteen -80 °C:n séilytystiloja. Hankaluutena tietysti on, ettd
tallaisessa jarjestelyssa solut taytyy hakea jokaista harjoitusty6td varten erikseen Puijon
laboratoriosta ja kuljettaa kylména Sairaalakadun kampukselle juuri ennen niiden kayttoa.
Olisikin hyva, jos Savonia-ammattikorkeakoululla olisi mahdollisuus tulevaisuudessa
investoida -80 °C:n pakastimeen, silld bioanalytiikan koulutusohjelmalla on varmasti

kayttoa tallaiselle kylmasailytysmahdollisuudelle myos jatkossa.

Alun perin agaroosigeelielektroforeesi (AGE) oli suunniteltu tydohjeessa toteutettavaksi
TAE (Tris-asetaatti-EDTA) -puskurissa. Testausvaiheeseen tilattu 25 x TAE-puskuri oli

kuitenkin kontaminoitunut valmistusvaiheessa, joten siitd taytyi tehda reklamaatio ja tilata
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uusi tuote. T&std johtuen TAE-puskurin saaminen viivastyi usealla viikolla. Harjoitustyon
testaamisessa AGE péadyttiinkin ajan séastdmiseksi tekemééan TBE (tris-boraatti-EDTA) -
puskurissa, silla sita 10ytyi jauheena bioanalytiikan koulutusohjelman reagenssivarastosta.
TAE-puskuri on kuitenkin huomattavasti parempi vaihtoehto AGE:iin, jos tarkoituksena on
eristdd nayte geeliltd ja jatkaa ndytteen kasittelyd entsymaattisilla reaktioilla, silld TBE-
puskurin siséltdma boraatti inhiboi monia entsyymeja. Menetelman kuitenkin tiedettiin
toimivan TAE-puskurissa, joten jos AGE ja sen jélkeiset reaktiot onnistuisivat TBE-
puskurissa, onnistuisivat ne myods TAE-puskurissa. N&in ollen menetelman testaaminen oli
mahdollista my6s TBE-puskurilla, vaikka sitd ei kdytetdk&an harjoitustydn lopullisessa
toteutuksessa.

6.3 Arviointi- ja sulauttamisvaihe

Projektin onnistumista voidaan selvittadd arvioinnilla. Se on systemaattista toimintaa, jolla
pyritdédn saamaan tietoa projektin toteutumisesta, ongelmista ja hyvisté puolista. Arviointi
voidaan jakaa itsearviointiin ja ulkopuolisen suorittamaan arviointiin, jolla saadaan
puolueeton nakemys projektista. Arviointia voidaan tehdd joko projektin toteuttamisen
aikana tai vasta sen paattyessa. Projektin paattymisen jalkeen voidaan tehd& esimerkiksi
kysely niille henkil6ille, joita projektin tulos koskee. Ndin voidaan selvittdd, kuinka
tyytyvdisia ndmé& niin sanotut avainhenkilét ovat projektin lopputulokseen tai
hyddynnettavyyteen. (Paasivaara ym. 2008, 142-143.) T&ssa opinndytety0ssa arviointi- ja
sulauttamisvaihe ovat osittain paéllekkaisia. Sulauttamisvaiheeksi voidaan nimittdin katsoa
tdssd tapauksessa se, kun ensimméinen opiskelijaryhmé toteuttaa suunnitellun
harjoitustyon. Ensimmaisen opiskelijaryhmén kokemukset harjoitustyostd voivat kuitenkin
tarjota ensiarvoisen tarke&dd tietoa koko prosessin onnistumisesta. Na&in ollen

opinndyteyoprojektin arviointia jatketaan sulauttamisvaiheessa kyselyn muodossa.

Kysely on tehokas tapa keratd tietoa, mutta saatujen tulosten tulkinta voi joskus olla
ongelmallista. Aina ei voida olla esimerkiksi varmoja siitd, kuinka vakavasti kyselyyn
vastanneet henkiloét ovat suhtautuneet vastauksiinsa tai ovatko vastaajat ymmartaneet
kysymykset, kuten oli tarkoitettu. Informoidulla kyselylla voidaan valttdd néit4 ongelmia.
Siina kyselyn laatija jakaa lomakkeet henkilékohtaisesti kyselyyn osallistujille, jolloin han

voi selventaa kyselyn tarkoitusta ja vastata mahdollisiin kysymyksiin. Kyselyyn osallistujat
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kuitenkin tayttavat itsendisesti kyselylomakkeen ja palauttavat sen sovitulla tavalla kyselyn
laatijalle. (Hirsjarvi 1997, 190-192.)

Harjoitustydn ja luodun tydohjeen k&ytdnndn toimivuutta haluttiin  arvioida
palautelomakkeen avulla. Palautelomakkeella haluttiin selvittdd ensimmaisen harjoitustyon
suorittavan opiskelijarynméan kokemuksia harjoitustyon toimivuudesta ja mielekkyydesté
sekd tyoohjeen onnistuneisuudesta ja merkityksesté tyon suorittamisessa. Palautteen avulla
pyrittiin saamaan tietoa harjoitustyostd opiskelijan nakokulmasta. Palautelomakkeen
kysymykset olivat avoimia kysymyksia, jotta kyselyn avulla olisi saatu mahdollisimman
monenlaisia n&dkokulmia esille. Avoimet kysymykset eivat nimittdin oikein laadittuina
ehdota vastauksia vaan sallivat vastaajien ilmaista itsedén vapaasti omin sanoin (Hirsjarvi
1997, 196). Palautelomake on esitetty liitteessa 3. Lomakkeet jaettiin opiskelijaryhmalle
harjoitustyon aikana, jotta he pystyivat vastaamaan kyselyyn mahdollisimman pian
harjoitustyon péaattymisen jalkeen. Nain harjoitustyd oli vield tuoreena muistissa ja
palautteen anto mahdollisesti helpompaa kuin myohemmaéssé vaiheessa. Samalla voitiin
ohjeistaa opiskelijoita lomakkeen tdytdssa ja painottaa palautteen antamisen merkitysta.
Palautelomake pyydettiin palauttamaan viimeisen pdivan pdadtteeksi harjoitustyon

ohjaavalle opettajalle.

Palautelomakkeen palautti kaksitoista opiskelijaa kolmestatoista eli saatu palaute oli
todella kattava. Palaute oli pé&dasiassa positiivista. Harjoitustyon sisaltéd pidettiin
mielenkiintoisena, selkedn& ja monipuolisena. Toisaalta osalle opiskelijoista jai epaselvaksi
se, kuinka harjoitustytssa opitut asiat liittyvat tulevaan bioanalyytikon ammattiin. My6s
harjoitustyon k&ytdnnon toteutusta pidettiin melko onnistuneena, vaikka palautteiden
mukaan osa paivistd oli lilan pitkid. Myos tarvikkeiden riittavyytta ja tyossa esiintyvia
taukoja kritisoitiin. Palautteissa ehdotettiin pienemp&4 ryhmakokoa, mik& saattaisi
helpottaa ty0ssd esiintyvdd odottelua. Harjoitustyon tyoohjetta pidettiin pé&asiassa
selkednd ja sen koettiin tukevan oppimista. Toisaalta joidenkin tyodvaiheiden osalta
tyoohjetta ei pidetty riittdvan yksityiskohtaisena. Tyoohjeessa olleita kysymyksid pidettiin

hyddyllisina ja niiden avulla opiskelijat kertoivat 16ytaneensé harjoitustyon oleelliset asiat.

Lopullinen harjoitustyon tydohje viimeisteltiin harjoitustyon testaamisen ja opiskelijoilta

keratyn palautteen avulla. Myo6s harjoitustydon ohjanneelta opettajalta saatiin suullista
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palautetta, jonka perusteella tydohjeeseen tehtiin pienid, lahinng tarkentavia muutoksia.
Viimeistelty tydohje on esitetty liitteessé 2. Tydohje toimii my6s opinnédytetyohon liittyvan

validoinnin raporttina.

7 AMMATILLINEN KEHITTYMINEN

Opinndytetyén avulla minulla oli tarkoitus syventdd omaa ammatillista osaamistani
molekyylibiologiasta ja geeniteknologiasta. Menetelméllisten periaatteiden
teoriatarkastelussa hyddynsin aikaisempien yliopisto-opintojeni tietotaitoa. Opinndytetyon
kirjallisen osuuden avulla pystyin kehittdmaan kirjallista ilmaisuani etenkin tieteellisen
esittdmisen kannalta. Harjoitustyon validoinnilla oppilaitoksen olosuhteisiin perehdyin
oman ammattialan kehitystehtdvien ja -toimenpiteiden vaatimuksiin ja niiden kaytannon
suorittamiseen. Opinnaytetyon kaytdnnon osuudessa harjaannuin myaos
laboratoriotyoskentelyssa ja tyOdskentelyvaiheiden Kkirjaamisessa. Koska opinndytetyon
tarkoituksena oli myds luoda ty6ohje tulevia opiskelijoita varten, prosessin aikana

perehdyin myds hyvén oppimateriaalin tuottamiseen.

Harjoitustyon testaukseen tarvittavien reagenssien valitseminen ja tilaaminen oli yllattavan
tyolas osuus opinnaytetyon tekemisessé. Lukuisten eri tuotteiden tarjoajien valikoimista
taytyi 16ytédd kohtuuhintaiset ja juuri tdh&n harjoitustydhon soveltuvat materiaalit. Oman
haasteensa tuotteiden valitsemiseen toi se, ettd kyseessa oli perusmenetelmien testaaminen.
Perusmenetelmid tehdessa tuotteilta ei vaadita mitd&n erityisominaisuuksia, joten
valikoima oli huomattavasti laajempi kuin tehtdessd joitakin erikoistditd. Esimerkiksi
harjoitustydssé kaytettdvien plasmidien valinta oli hankalaa, koska oli valittava sellaiset
plasmidit, jotka olisi mahdollista pilkkoa samoilla restriktioentsyymeilld ja toimisivat
samassa reaktiopuskurissa. Nain ollen lukuisista tarjolla olevista kaupallisista tuotteista
taytyi seuloa juuri tahan tyohon soveltuvat plasmidit. Lisaksi tosielamén tutkimuksessa
tyon suunnittelu tapahtuu kaanteisessa jarjestyksessé tdhan opinndytetyohon verrattuna.
Yleensd menetelmien ja tarvikkeiden valinta lahtee DNA:sta, jota halutaan tutkia. Insertin
perusteella valitaan plasmidi, johon kyseess& oleva DNA voidaan liittd4, solut, joissa sit&
voidaan ilmentdd ja menetelmat, joilla solut voidaan seuloa. Harjoitustyossa lahtokohtana

oli kuitenkin opiskelijoille opetettavat menetelmat, joihin taytyi suunnitella soveltuvat
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materiaalit. N&ain ollen harjoitustyon testaamisen valmistelussa ongelmia tuottikin
esimerkiksi 10ytada vektoriplasmidiin sopiva insertti, kun yleensa inserttiin halutaan 16ytaa
plasmidi, mikd on oleellisesti helpompaa. Ongelmat saatiin kuitenkin lopulta ratkaistuksi

tutkija Johanna Jyrkkérinteen asiantuntijuuden avustuksella.

Harjoitustyon testaamisen valmistelussa eteen tulleet ongelmat kehittivat omalta osaltaan
ammattitaitoani. Reagenssien valinnassa jouduin Kriittisesti vertailemaan tarjolla olevien
tuotteiden omaisuuksia ja hintoja sek& varmistamaan eri tuotteiden tarjoajien valmisteiden
yhteensopivuuksia. Naitd taitoja tulen todenndkdisesti tarvitsemaan tulevaisuudessakin
toimiessani bioanalyytikon ammatissa. Testaamisen valmistelussa tuli esiin  my6s
yhteistyon merkitys. Aina ei ole kannattavaa yrittdd toimia itsendisesti ja oman
tietotaitonsa varassa, vaan muiden asiantuntijuuden hyédyntdminen on sallittua, jopa
suotavaa. Terveydenhuoltoalan ammateissa korostuukin tdné péivana yhteistyon, erityisesti
moniammatillisen yhteistyon, merkitys. Opinndytety0prosessin aikana oman osaamiseni
rajojen tiedostaminen ja avun pyytamisen tarkeys olivatkin merkittavassa roolissa ja loivat

pohjaa ammatilliselle kasvulle.

8 POHDINTA

Taman opinndytetyon tarkoituksena oli koota molekyylibiologian ja geeniteknologian
syventéavan vaiheen opintoja varten harjoitustyokokonaisuus Savonia-
ammattikorkeakoulun bioanalytiikan koulutusohjelman kayttoon. Lisaksi harjoitustyon
toimivuus haluttiin testata Sairaalakadun kampuksen laboratoriotiloissa kaytdssa olevilla

valineilla ja luoda sen suorittamisen tueksi tydohje.

Opinnaytetyon luotettavuutta ei tassé tapauksessa voida yksinomaan arvioida lahteiden
perusteella. Koska kyseessd ovat molekyylibiologiset perusmenetelmat, on harjoitustytssa
kaytettdvien menetelmien teoriatieto jo useiden vuosien, jopa vuosikymmenten, aikana
havaittu tasmalliseksi ja luotettavaksi. N&in ollen opinndytetyon luotettavuutta ei voida
arvioida pelkastaan lahteiden uutuusarvon ja viimeaikaisuuden perusteella. Tyon
teoriaosuuden l&hteend pyrittiinkin kayttdmaan mahdollisimman tasmallista ja selkedd

tietoa siséltavia lahteitd, kuten oppikirjoja. Toisaalta opinndytetyon luotettavuutta ja
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harjoitustydon aiheen valinnan mielekkyyttd lisad se, ettd kyseessa todella ovat
molekyylibiologian perusmenetelmat. N&in ollen, vaikka uusimmissa tieteellisissa
julkaisuissa (esimerkiksi: Duan, Zhu, Chen, Qin & Wang 2009; Okino, Ikeda & Ito 2010;
Yoon 2009) ei olekaan yksityiskohtaisesti vertailtu menetelmien toimivuutta tai arvioitu
niiden ominaisuuksia, niidenkin materiaalit ja menetelmat -osiosta on l6ydettavissa juuri
naiden perusmenetelmien kuvaukset. Lisaksi perusmenetelmid muokkaamalla yritetddn
laajentaa niiden kayttdalueita (Engler, Kandzia & Marillonnet 2008). Tdéma kertoo siitd,
ettd menetelmat ovat tutkimustydssé jatkuvasti kayt0ssd ja myos siitd, kuinka tarke&a

kyseisten menetelmien periaatteiden ymmaértaminen on.

Arvioitaessa taman opinndytetyon luotettavuutta keskeisin asia on harjoitustyon
testaamisvaihe. Testausvaiheessa opinnaytety6 luotettavuutta lisdsi muun muassa
tyovaiheiden kirjaaminen laboratorioty0péivékirjaan, jolloin tarvittaessa niihin voitiin
palata myohemmin. Paivakirjan pitdminen helpottaa myds mahdollisten poikkeavuuksien
tai virheldhteiden l0ytdmistd. Toisaalta harjoitustyon testaamisvaiheen luotettavuutta
voidaan arvioida kaytettyjen materiaalien kautta. Harjoitustyon testaamisessa kéytettiin
luotettavien tuotteiden tarjoajien reagensseja ja samoja Vvélineitd kuin tulevaisuudessa
harjoitustyon suorittavat opiskelijaryhmatkin tulevat kayttdmaan. N&in ollen menetelméan

toimivuus voidaan taata myos jatkossa.

Opinnaytetyon eettisyys, samoin kuin luotettavuuskin, korostuvat harjoitustyon
testausvaiheessa. Eettisten periaatteiden mukaan (2006) bioanalyytikon tulee yllapitaa ja
kehittdd omaa toimintaansa ja osaamistaan. Myo6s laboratoriotutkimusprosessin laadusta
huolehtiminen sekd omasta toiminnasta vastaaminen ja oman o0Saamisensa rajojen
tunteminen ovat bioanalyytikon velvollisuuksia. N&ité eettisid ohjeita on noudatettu myos
tdméan opinndytetyon teossa. Lisdksi eettisyydeksi voidaan n&hda opinndytetyon
tavoitteeksi asetettu bioanalyytikon ammattitaidon kehittdminen. Lisd&malla Savonia-
ammattikorkeakoulusta  valmistuvien bioanalyytikkojen ammattitaitoa ja heidan
valmiuksiaan vastata tyoeldmédn haasteisiin, voidaan kehittdd koko ammattialaa.
Ammattitaitoiset bioanalyytikot voivat lisdksi kehittdd yleisesti terveydenhuoltoalan

toimintaa, joka joko suoraan tai valillisesti vaikuttaa potilaiden hyvinvointiin.
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Sen lisaksi, ettd tassa opinndytetytssa koottu harjoitustyokokonaisuus on hyddynnettavissa
Savonia-ammattikorkeakoulussa opiskelevien bioanalyytikkojen koulutuksessa, sitéd
voidaan kayttdd myos laboratoriohoitajien ja bioanalyytikkojen taydennyskoulutuksessa.
Molekyylibiologiset ja geeniteknologiset menetelmdt ovat verrattain  uusia
terveydenhuoltoalalla, joten ne eivét ole sisaltyneet kovinkaan pitk&dan bioanalyytikkojen
koulutusohjelman opintosisaltéon. N&in ollen jo pidempddn ammatissa toimineiden
bioanalyytikkojen ja laboratoriohoitajien ammattitaitoa voidaan edistdd jarjestamalla
molekyylibiologian ja geeniteknologian tdydennyskoulutusta. Teoriaopintojen ohella tdssa
opinndytetydssa koottu harjoitustyd voi toimia hyvéand k&ytdnnon harjoituksena tdméan

tyyppisen tdydennyskoulutuksen toteutuksessa.

Harjoitustyon testaamisen liséksi t4ssd opinndytetydssa kootun menetelman toimivuudesta
saatiin  tietoja ensimmadiseltd harjoitustyon toteuttaneelta opiskelijarynméltd ja
harjoitustydn ohjanneelta opettajalta. Opiskelijoille tehtiin palautelomake, jonka avulla
haluttiin selvittdd harjoitustyon toteutuksen ja ty6ohjeen toimivuutta opiskelijoiden
nakokulmasta. Saatu palaute oli p4&asiassa positiivista ja sekd harjoitustyo ettd sen tyoohje
koettiin toimiviksi. Negatiivista palautetta tuli 1ahinnd harjoitustyon aikatauluista ja tyossa
esiintyvistd tauoista. Molekyylibiologisissa menetelmissd on kuitenkin mahdotonta
tyoskennelld yhtdjaksoisesti, silld useissa menetelmisséd vaaditaan inkubointi- ja muita
taukoja. Toisaalta, kuten palautteistakin kavi ilmi, pienemmalla ryhmékoolla ty6vaiheiden
eteneminen voitaisiin saada sujuvammaksi ja tyoskentely nopeammaksi. Pienemméssa
ryhmassa myos tarvikkeita, kuten erilaisia reagensseja, riittdd paremmin Kkaikille ja
opettajan ohjauskin on tehokkaampaa. Tulevaisuudessa harjoitustyotd toteutettaessa

tulisikin huomioida riittdvan pieni ryhmékoko.

Ensimmaiselle opiskelijarynmélle harjoitustydn ohjanneelta opettajalta saatu suullinen
palaute paljasti harjoitusty6stda muutamia ongelmakohtia. Ensinné&kin harjoitustyon
ohjaajan tulee olla erittdin hyvin perehtynyt tyon taustaan ja tydohjeeseen tai hanella tulee
olla vankka kokemus molekyylibiologisista menetelmistd, jotta harjoitustyd saadaan
onnistumaan. Menetelméssd on useita vaiheita, joiden tasmaéllinen suorittaminen on
oleellista tyon onnistumisen kannalta. Jos ohjaajalle itselleen on epdselvaa, mité jollakin
tyovaiheella halutaan saavuttaa tai mikd sen suorittamisessa on tarkedd, vaarantuu tyon

onnistuminen. Lisdksi tydskenneltdesséd suuremmassa ryhmasséd lisdantyy naytteiden ja
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reagenssien kontaminaatioriski. Esimerkiksi ensimmaisen opiskelijaryhmén
restriktioentsyymianalyysin agaroosigeelielektroforeesin geelilla havaittiin ajon jalkeen
useita erikokoisia vyohykkeitd halutun kahden vyohykkeen liséksi (kuvaa ei ole esitetty).
N&ma vyohykkeet saattavat olla perdisin DNA-kontaminaatiosta joko yksittéisissa
naytteissd tai reagensseissa. Jatkossa tulisikin varmistaa steriilien valineiden ja
suojakasineiden kayttd seka huolellinen pipetointi harjoitustyon aikana, jotta mahdolliset

kontaminaatiot saadaan véltettya.

Huolelliseen ja tarkkaan tyoskentelyyn tulee muutenkin jatkossa kiinnittdd huomioita, silla
ensimmaisestd opiskelijaryhmasta vain yksi pari sai restriktioentsyymianalyysin
geelikuvan (kuvaa ei ole esitetty) perusteella subkloonauksen onnistumaan. Epdonnistunut
subkloonaus saattoi kontaminaation ohella johtua esimerkiksi ep&optimaalisista
pitoisuuksista, silla  ryhmalld  oli  ongelmia DNA-pitoisuuden  maarityksessa
etidiumbromidimaljalta. llmeisesti ryhmén ndytteiden DNA-pitoisuus oli sen verran
vahdinen, ettei pitoisuutta pystytty arvioimaan standardisarjan avulla maljalta. Tdma on
saattanut jatkossa johtaa epé&edulliseen insertti-vektori-suhteeseen. Pieneen DNA-
pitoisuuteen ainakin insertin kohdalla on todenndkdisesti vaikuttanut se, ettd opiskelijat
ovat inserttia geeliltd eristettdessd leikanneet ylimééardista geelid@ mukaan. N&in ollen
tilavuus, jossa DNA on ollut liuenneena, on myds suurempi ja konsentraation siten
pienempi. Jatkossa tuleekin harkita lisatdanko harjoitustyon tydvaiheisiin DNA:n saostus
ennen pitoisuusmaaritystd ja vektorin ja insertin ligaatiota. Saostamalla DNA esimerkiksi
etanolilla voidaan poistaa epépuhtauksia ja saada DNA konsentroitua. Saostus voidaan
toteuttaa lisdamélla naytteisiin kaksinkertainen tilavuus absoluuttista etanolia ja lisaksi
yhdenarvoisia kationeja esimerkiksi natriumasetaatin muodossa. Vahintddn 30 min
jadhauteella inkuboinnin jalkeen ndyte sentrifugoidaan 12 000 x g véhintddn 15 min,
supernatantti poistetaan ja DNA:n annetaan kuivahtaa jadhauteella. Tdman jalkeen DNA
liuotetaan uudelleen esimerkiksi TE-puskuriin tai steriiliin veteen. Haittapuolena on, etta
DNA:n saostus lisad harjoitustyon toteuttamiseen vaadittavaa aikaa, silla paras tulos
laimeita ja lyhyista DNA-paloista koostuvia liuoksia saostettaessa saadaan saostamalla
DNA:ta yon yli -20 °C:ssa. Lisdksi DNA uudelleenliuotus saostuksen jalkeen vie aikaa.
(Suominen & Ollikka 1996.)
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Subkloonauksen onnistumisen todenn&kdisyyttd voidaan kasvattaa edelld mainittujen
toimenpiteiden lisaksi lisddmalld transformaation jalkeen maljoilta valittavien vaaleiden
pesdkkeiden maaréd. Tasséd opinndytetydssd luodussa tydohjeessa jatkokasvatukseen ja
restriktioentsyymianalyysiin valitaan kaksi pesakettd, mutta pesdkkeitd voidaan valita
haluttaessa myds useampia. T&lloin kuitenkin plasmidi-DNA:n eristykseen ja
restriktioentsyymianalyysin toteuttamiseen tarvittavia reagensseja kuluu huomattavasti
enemman ja harjoitustydon kokonaiskustannukset kasvavat. Tulevaisuudessa tuleekin
miettid, halutaanko harjoitustyostd aiheutuvia kustannuksia kasvattaa onnistuneen

subkloonauksen aikaansaamiseksi.

Jotta tdssé opinndytetydssa koottu harjoitusty6kokonaisuus ja sen k&ytdnnon toimivuus
saataisiin toimimaan parhaalla mahdollisella tavalla, voisi erillisen opettajalle tarkoitetun
tyoohjeen koostaminen olla hyodyllistd. Opettajan ty0ohjeeseen voitaisiin koota erilaisia
vinkkeja ja ehdotuksia siit4, kuinka eri tyOvaiheet kannattaa jaksottaa ja toteuttaa.
Opettajalle tarkoitetussa tydohjeessa teoria ja kaikki vaiheet sekd niihin vaikuttavat tekijat
voisivat olla my0s selitetty tarkemmin, jotta opettaja osaisi toiminnallaan vaikuttaa tyon
onnistumiseen. Opiskelijoille tarkoitettuun tydohjeeseen ei nimittdin ole mielekasta avata
aivan kaikkea tyohon liittyvad teoriaa ja muuta tietoa, silld silloin opiskelijan oman
ajattelun ja pohdinnan osuus ja& pieneksi eikd oppiminen ehk& ole yhtd tehokasta.
Opettajalle luotavan tydohjeen merkitys korostuu, jos harjoitustyotd ohjaava opettaja
vaihtuu usein tai jos hénella itselldan ei ole kokemusta molekyylibiologisista menetelmist&

ja niiden parissa tyoskentelysta.

Kaiken kaikkiaan tdman opinndytetyon tekeminen kasvatti edelleen tietdmysténi
molekyylibiologista ja geeniteknologista menetelmistd sekd niiden kehittamisesta ja
validoinnista. OpinndytetyOprosessin aikana ammatillinen osaamiseni kasvoi ja pystyin
luomaan uusia yhteistydsuhteita toisiin alan asiantuntijoihin. Lis&ksi sain lisd44 varmuutta
tieteelliseen kirjoittamiseen ja esittamiseen. Mielenkiintoisen, vaiherikkaan ja haastavan

opinndytetydprosessin saattaminen loppuun on saavutus, josta saa syystékin olla ylpea.
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Liite 1. Sanasto

Agaroosigeeli

Menetelmd, jolla voidaan erottaa erikokoisia ja -rakenteisia

DNA-juosteita. Perustuu molekyylien erilaiseen

kulkeutumiseen agaroosigeelilla séhkdvirrassa.

a-komplementaatio

Transformoitujen bakteerien seulontamenetelma, joka perustuu

B-galaktoosidaasin - muodostumisen sddtelyyn yhdistelmé-
DNA-plasmidiin liitetyn insertin lasndolon perusteella.
Plasmidissa  oleva insertti  tuottaa inaktiivisen -

galaktosidaasin, jolloin ei muodostu vdriainetta laktoosianalogi
X-galin pilkkoutuessa.

B-galaktosidaasi

Entsyymi, jonka aktivoitumista solussa voidaan kayttéa

seulontamenetelmé&nd  transformaation  jalkeen.  Hajottaa

normaalisti solussa laktoosia ja sen analogeja.

B-laktamaasi Entsyymi, joka pystyy inaktivoimaan ampisilliinia esimerkiksi
bakteerien kasvatusmediumista.

Endonukleaasi Solun sisélla olevia entsyymeitd, jotka pilkkovat DNA:ta.

Insertti Yleisnimitys DNA:lle, jota halutaan tutkia geenitekniikan

menetelmilld. Insertti voidaan esimerkiksi liittda bakteerisolun

plasmidiin kloonausta varten.

IPTG (isopropyylitio-
galaktosidi)

Synteettinen laktoosin kaltainen aine, joka mahdollistaa lacZ-

geenin aktiivisuuden ja siten a-komplemetaation.

Kompetentti

bakteerisolu

Bakteerisolu, joka on kykenevd transformoitumaan eli

ottamaan DNA:ta ympéristostaan sisaansa.

Ligaatio Erilaisten rakenteiden kuten DNA-juosteiden liittdmista
toisiinsa entsyymien avulla.
Plasmidit Bakteereilla esiintyvid pienid kaksijuosteisia rengasmaisia

molekyyleja, jotka sisaltavat DNA:ta ja monistuvat itsendisesti.
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Restriktioentsyymi

Endonukleaasi, joka tunnistaa spesifisia sekvensseja DNA:ssa
ja katkaisee eli digestoi kaksoiskierteen tastd spesifisesta
kohdasta.

Subkloonaus

Molekyylibiologian menetelmd, jolla voidaan muodostaa uusi

yhdistelméplasmidi ja monistaa sité toisessa organismissa.

Transformaatio Geneettisen materiaalin vaihtumisen muoto, jossa bakteerisolu
ottaa vapaata DNA:ta ympadristostdan solun siséén ja ilmentaa
Sité.

Vektori Yleisnimitys kuljettimille, joiden avulla DNA:ta voidaan

siirtdéd  toisiin  organismeihin.  Esimerkiksi  bakteerien
plasmideihin voidaan liittd4d haluttua DNA:ta ja kuljettaa se

niissa vastaanottajasoluun.

Yhdistelma-DNA-
tekniikka

Y leisnimitys menetelmille, joilla voidaan eristda, yhdistella ja
muuntaa geneettistd materiaalia ja siirtdqd sitd toisiin

organismeihin.

X-gal (5-bromo-
4-kloro-3-indolyyli-
D-galaktopyranosidi)

Laktoosianalogi eli aine joka toimii soluissa laktoosin tapaan.
Hajoaa solussa [-galaktosidaasin vaikutuksesta siniseksi

variaineeksi.
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Liite 2. Harjoitustydohje

MOLEKYYLIBIOLOGIAN JA GEENITEKNOLOGIAN
HARJOITUSTYOOHJE

Kevat 2010

Maija Vuorenpéé
Savonia-AMK

Terveysala Kuopio
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JOHDANTO

Harjoitustydn menetelmd on nimeltd&n subkloonaus. Subkloonauksessa on tarkoituksena
liittad eristettyyn plasmidi-DNA:han vieraasta DNA:sta perdisin oleva DNA-juoste eli
insertti restriktioentsyymikasittelyn avulla. Syntynyt yhdistelméplasmidi transformoidaan
tdmén jalkeen E. coli -bakteeriin, jonka replikaatiokoneiston avulla yhdistelmdplasmidia
monistetaan. Monistuksen tarkoituksena on tuottaa yhdistelmaplasmidia niin paljon, etté se
voidaan eristdd bakteerista ja sen jalkeen tarkistaa insertin  siirtyminen

yhdistelmdplasmidiin ja transformaation onnistuminen.

Harjoitusty0 perustuu kevéalla 2010 valmistuneeseen opinndytetyohon, jossa luotiin uusi
harjoitustyokokonaisuus bioanalyytikko-opiskelijoiden molekyylibiologian ja
geeniteknologian syventdvan vaiheen opintoihin. Kyseisestd opinndytetyosta loytyy
teoriatietoa ja taustaa harjoitustyon menetelméstd. Opinndytety0 tullaan julkaisemaan
elektronisessa muodossa ammattikorkeakoulujen Theseus-verkkokirjastossa osoitteessa
https://publications.theseus.fi/handle/10024/1592.

TYOVAIHEET

Subkloonaus koostuu seuraavista tyovaiheista:

1. Vektoriplasmidin ja insertti-DNA:n tuottaminen (1. péiva)

2. Vektorin ja insertin DNA:n eristys, digestio, vektorin puhdistus ja
lineaarisuuden tarkastaminen (2. paiva)

Insertin eristaminen geeliltd (2. paiva)

Vektorin ja insertin pitoisuusmaaritys ja ligaatio (3. péiva)

Transformointi kompetentteihin soluihin (3. péiva)

o g b~ w

Solujen kasvatus ja restriktioentsyymianalyysi (4. ja 5. paiva)

Eri tydvaiheet on esitetty myods kuvassa 1.
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vierag DNA (insertti)

Katko restriktioentsyymilla
Jja eristd DNA -jakso
geelielekiroforeesilla

Katkaisc
restriktioentsyymilld

=P 3-OH 5P 3°-0H

3"-OH 5°-P 3'-0OH 5

Poista 5°-péiden

fosfaattiryhmiit
alkaalisclla
fosfataasilla (CIP)
"
5°-OH 3°-OH
3-0H 5-.0H Ligoi insertti-DNA
' defosforyloituun
! vektoriin Td-DN A-
: ligaasin avalla

ei sulkeudu takaisin
itsensd kanssa: 3-0OH 5°-0OH
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: 5-.0H 3°-0H

I Transformoi E. coli

Seulo yhdistelmi-DNA-plasmidin
saaneet transformantit

- ot- komplementaatio

- DN A-hybridisaatio

- plasmidien restrikticanalyysi

Kuva 1. Subkloonauksen periaate (Suominen & Ollikka, 1997, 82).

YLEISIA HUOMIOITA TYOSKENTELYYN

o Lue aina huolellisesti koko tyovaiheen ohjeet Idpi, jotta saat hyvén
kokonaiskasityksen tulevasta

o Yritd selvittdd itsellesi mink& vuoksi tyovaiheet tehdédan, jotta osaat ottaa huomioon
tarvittavat seikat. Tassa voit kayttaa apuna tyoohjeesta 10ytyvid kysymyksia.

« Ennen ty6vaiheen aloittamista tarkista, ettd kaikki tarvittavat valineet ja reagenssit
ovat valmiina (esimerkiksi maljat tehty ja ampisilliinit lisatty liuoksiin).

o Mieti tulevan péivan aikataulua ja hahmota esimerkiksi tydssé tulevat luonnolliset
tauot. Mieti etuk&teen myos mitd ndaiden taukojen aikana kannattaa tehda.

o TyoOskentelystd kannattaa pitdad tyopdaivakirjaa, josta kdy ilmi tyon eteneminen.
TyoOpéivékirjaan voit my6s Kkirjoittaa vastauksia tyoohjeen kysymyksiin.
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Tyopdivékirja helpottaa my0ds huomattavasti mahdollisen tydselostuksen
kirjoittamista.

o Merkitse tyon edetessé omat néytteesi (putket, maljat ym.) huolellisesti, jotta tiedat
sentrifugoinnin jalkeenkin mik& oli oma ndytteesi. Tyossa kasitelladn rinnakkain
my0s eri naytteitd (insertti, vektori), joten sinun tulee aina tietdd, mitd néytettd
missakin putkessa on. Lisdksi naytteitd pakastetaan ja laitetaan jadkaappiin
séilytykseen, jolloin epdselvésti merkityt putket menevét helposti sekaisin.

« Huomio tyon aikana vaiheet, joissa syntyy bakteeri- tai etibiumbromidijatetta ja
huolehdi niiden oikeanlaisesta havityksesta.

Vektori- ja inserttiplasmidi DNA tuottaminen

Vektorina kéytetddn téssé harjoitustyossé pUC19-plasmidia, joka on perdisin E. coli -
bakteerista. Kéaytettdva insertti on puolestaan peréisin sytomegoloviruksesta eristetysta

pCMVB-plasmidista. Liitteessa 1 on kuvat pUC19- ja pCMV -plasmidien rakenteista.

1. Sulata pUC19-vektori- ja pCMVp-inserttiplasmidia sisaltavat bakteerisoluputket.
Yhdesta soluputkesta riitt44 soluja kahdelle parille.

2. Mittaa kahteen 15 ml sentrifuugiputkeen 5 ml LB-liuosta ja lisdad ampisilliinia (20
mg/ml) loppupitoisuutena 100 pg/ml.

3. Lisdd 150 pl varovasti sekoitettua bakteerisolususpensiota LB-amp-liuokseen ja

anna solujen kasvaa yon yli +37 °C:ssa ravistelussa (noin 250 rpm).

Plasmidi-DNA eristys

Yon yli kasvaneesta bakteerisuspensiosta eristetddn pUC19-vektori- ja pCMV-
inserttiplasmidi-DNA.

1. Siirrd 1,5 ml bakteerisuspensiota mikrosentrifuugiputkeen, sentrifugoi 12 000 x g
noin 30 sekuntia, jotta solut saadaan putken pohjalle.

2. Poista supernatantti ja lisdd uudestaan mikrosentrifuugiputkeen 1,5 ml
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3.

bakteerisuspensiota.

Toista sentrifugointi ja poista mahdollisimman tarkasti syntynyt supernatantti.

N&in saadaan Kkerdttyd plasmidi-DNA:n eristdmista varten solut noin 3 ml:sta

bakteerisuspensiota. Jaljelle jaanyt bakteerisuspensio voidaan séilyttadé +4 °C:ssa.

Varsinainen DNA:n eristys tehdadn Sigman GenElute™ Plasmid Miniprep -kitilla.

10.

Lisad soluille 200 ul Resuspension Solutionia ja resuspensoi solut pipetoimalla
edestakaisin.

Lis&a 200 pl Lysis Bufferia hajottaaksesi solut. Sekoita vélittomasti k&antelemall
putkea 6-8 kertaa varovasti, kunnes liuoksesta tulee kirkasta ja viskoosia.

Lysis Buffer ei saisi vaikuttaa soluissa 5 min kauempaa ettei DNA:n rakenne karsi.
Lis&& 350 pl Neutralization Bufferia ja sekoita varovaisesti kdantelemalld putkea
4-6 kertaa. Sentrifugoi 10 min 12 000 x g.

Aseta kolonni mikrosentrifuugiputkeen, lisdd 500 ul Preparation Solutionia
kolonniin ja sentrifugoi 1 min 12 000 x g. Poista lapi tullut liuos.

Siirrd 6. vaiheesta saatu kirkas liuos kolonniin, koita valttda valkean sakan
pipetoimista ettei kolonni mene tukkoon. Sentrifugoi 1 min 12 000 x g. Poista lapi
tullut neste. DNA on nyt sitoutuneena kolonniin.

Puhdista DNA liséamalla kolonniin 700 pl Wash Solutionia ja sentrifugoi 1 min
12 000 x g. Poista pesuliuos putkesta ja kuivaa kolonnia sentrifugoimalla 2 min.
Siirrd kolonni uuteen mikrosentrifuugiputkeen ja eluoi DNA kolonnista 50 pl:lla
Elution Solutionia: anna liuoksen vaikuttaa 1 min ja sentrifugoi 1 min 12 000 x g.

Eristetty plasmidi-DNA on nyt putkessa olevassa liuoksessa.
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Talla menetelmalld 3 ml:sta soluja saadaan eristettyd noin 10 pug DNA. Laske ndytteesi
pitoisuus ja hydodynnd sitd digestion reaktioseoksia suunnitellessasi. Plasmidi-DNA
voidaan tarvittaessa séilyttaé -20 °C:ssa.

Insertin pilkkominen

Jotta haluttu insertti saadaan irti alkuperéisestda pCMVB-plasmidista, taytyy se digestoida
restriktioentsyymeilld. Insertin pilkkomisessa kaytetddn ns. kaksoisdigestiota eli
alkuperéinen plasmidi pilkotaan kahdella restriktioentsyymilld yhtd aikaa. Kaytettavéat

entsyymit ovat EcoRI-HF ja Xbal.

« Mita hyotya kaksoisdigestiosta on?

« Minka kokoinen pala pCMVp-plasmidista irtoaa tassa kaksoisdigestiossa?

Laske kuinka paljon pipetoit reaktioon eristettyd pCMV B-plasmidia, kun tarvitset sitd 8 ug.

Reaktioseos: 8ug= pl pCMVB-plasmidia
5ul 10 x NEBuffer 4-puskuria
1l BSA (10 mg/ml)
1l EcoRI-HF (20 000 U/ml)
1l Xbal (20 000 U/ml)
ad. 50 pl ster. H,O

Pipetoi mikrosentrifuugiputkeen ensin vesi, puskuri ja BSA ja vasta viimeisend plasmidi ja
entsyymit. Pid4 entsyymit koko ajan kylmdssé. Sekoita varovasti putkea naputtelemalla.
Sentrifugoi néytteet nopeasti pohjaan, jos putken seinamilld nakyy nestettd. Inkuboidaan

+37 °C:ssa 4 h. Tarvittaessa naytettd voidaan tdman jalkeen sailyttda +4 °C:ssa.

Vektorin pilkkominen

pUC19-vektori on 2686 ep kokoinen plasmidi, jolla on MCS eli Multiple cloning site -alue.
MCS-alueella on usean eri restriktioentsyymin katkaisukohdat.
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o Miksi vektori pilkotaan?

« Mita pilkkoutumisessa tapahtuu?

Laske pipetoitavan vektorin méara, kun sité tarvitaan reaktioon 4 ug.

Reaktioseos: 4ug=  ul puC19-vektoriplasmidia
5ul 10 x NEBuffer 4-puskuria
1l BSA (10 mg/ml)
1l EcoRI-HF (20 000 U/ml)
1l Xbal (20 000 U/ml)
ad. 50 pl ster. H,O

Pipetoi reagenssit mikrosentrifuugiputkeen ja sekoita naputtelemalla varovasti putkea.
Sentrifugoi lyhyesti tarvittaessa. Muista pipetointijarjestys. Inkuboidaan +37 °C:ssa 4 h.
Tarvittaessa ndytettd voidaan digestion jalkeen sdilyttad +4 °C.

Vektorin puhdistaminen

Digestion jalkeen pilkottu vektori taytyy puhdistaa, jotta padstdén eroon pienestda DNA-
palasta, joka ja& digestiossa EcoRI- ja Xbal-entsyymien pilkkoutumiskohtien valiin. Jos
tat4 palaa ei puhdistettaisi ndytteestd, vektori voisi mahdollisesti itseligoitua ja muuttua
jalleen rengasrakenteiseksi. Puhdistus voidaan tehdd kaupallisella tuotteella, jonka
tarkoitus on poistaa lyhyitd emdasketjuja ja muita epdpuhtauksia ndytteestd. Tassa ty0ssa
kaytetddn Qiagenin QlAquick PCR purification -menetelmé&a.

o Ota selvaa menetelméan toimintaperiaatteesta

1. Sekoita 5 osaa PB-puskuria ja 1 osa digestoitua vektoria.

2. Tarkista, ettd seoksen vari on keltainen (jos vari on oranssi tai violetti, lis&a
seokseen 10 pl 3 M NaAc pH 5.0).

3. Pipetoi nayte pakkauksessa olevaan kolonniin ja sentrifugoi 10 000 x g 1 min.

4. Poista kolonnin I&pi tullut neste putkesta ja aseta kolonni takaisin samaan putkeen.
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5. Lisaa 750 pl PE-puskuria ja sentrifugoi 1 min 10 000 x g.

6. Poista lapi tullut neste putkesta ja sentrifugoi uudestaan 1 min Kkuivataksesi
kolonnia.

7. Aseta kolonni uuteen mikrosentrifuugiputkeen ja pipetoi kolonniin 30 pl EB-

puskuria, anna vaikuttaa 1 min ja sentrifugoi sitten 1 min 10 000 x g.

Puhdistettu vektori on nyt putkessa olevassa liuoksessa. Puhdistuksen jalkeen digestoidusta
vektorista otetaan 2 pl ndyte lineaarisuuden tarkastamista varten. Lopun néytteen kasittelya
jatketaan kohdassa vektorin ja insertin ligaatio. Vektorindytteet voidaan sailyttdd —20

°C:ssa.

Insertin erottaminen ja vektorin lineaarisuuden tarkastaminen

Insertin digestiossa syntyneet DNA-palat voidaan erottaa toisistaan
agaroosigeelielektroforeesilla (AGE). Erottamisen jalkeen haluttu insertti voidaan erist&a
geeliltd jatkok&yttod varten. Myos vektorin lineaarisuus voidaan tarkistaa AGE:lla, sill&

lineaarinen ja sirkulaarinen muoto liikkuva eri tavalla sahkovirrassa.

« Miten vektorin lineaarisen ja sirkulaarisen muodon liikkuvuus geelilla eroavat
toisistaan?

« Mita geelilla pitaisi nakya pCMVp-plasmidin kohdalla?

AGE:a varten tehddin 150 ml:n 1 % agaroosigeeli 1 x TAE-puskuriin. Geeliin lis4t&dé&n
myos etidiumbromidia.
o Mika on etidiumbromidin eli EtBr:n tarkoitus?

« Mita tulee ottaa huomioon EtBr kasiteltaessa?

Geeliin laitetaan kaksi kampaa, jolloin geeli jakautuu kahteen osaan, yla- ja alageeliin.
Ylageelille tarvitaan suuremmat kaivot kuin alageelille, joten ylimmaiseksi laitetaan iso

kampa. Geelin annetaan kiinteytya véhintd&dn 30 min vetokaapissa.
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Ylageelille pipetoidaan néytteet insertin erottamista varten ja alageelille vektorin
lineaarisuuden tarkistamista varten. Ajoon tarvitaan mukaan mya0s

molekyylipainomarkkeri ja kontrollit. Nain ollen geelille tulee seuraavat naytteet:

Y lageeli: Kaivo 1: Molekyylipainomarkkeri (10 pl esim. DNA ladder 1 kb)
Kaivo 2: Sirkulaarinen pCMV B-plasmidi (2 pl)
Kaivot 3-> Ryhmien omat digestoidut insertit (n. 50 pul)

Alageeli: Kaivo 1: Molekyylipainomarkkeri (10 pl esim. DNA ladder 1 kb)
Kaivo 2: Sirkulaarinen pUC19-vektoriplasmidi (2 pl)
Kaivo 3: Lineaarinen pUC19-vektoriplasmidi (2 pl)
Kaivot 4-> Ryhmien omat vektorin lineaarisuuden tarkistamista varten
otetut naytteet (2 pl)

Kaikkiin geelille tuleviin néytteisiin lisatddn 1 x ajovaria. Ajojannitteend on 120 V ja
ajoaika noin 60 min. AGE:n jdlkeen ajon onnistumista voidaan tarkastella UV-valossa.
My0s insertin pitoisuutta voidaan arvioida vertaamalla vyohykkeen intensiteettid

molekyylipainomarkkerin vyéhykkeiden intensiteettiin.

o Mita tulee huomioida tyGskenneltdessa UV-valon kanssa?

« Mista tiedetdan onko digestointi onnistunut?

Insertin eristdminen agaroosigeelilta

Insertin sisdltdva vyOhyke eristetdan geeliltd kaupallisella pakkauksella. Eristyksessé
kaytetd&n Milliporeen Ultrafree®-DA DNA Extraction From Agarose Gels -kittid. Leikattu
geelipala asetetaan kuppiin, joka muuttaa geelin sentrifugaation avulla nestemdisempéén
muotoon. Nesteytynyt geeli ja& putkessa olevaan suodattimeen, mutta DNA ldpdisee
suodattimen kalvon. N&in DNA siirtyy sentrifugoinnissa suodokseen, mutta agaroosi jaé

suodattimeen.
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Leikkaa UV-valossa insertin siséltdmd vyohyke mahdollisimman tarkasti geeliltd
mikrosentrifuugiputkeen. Ylimé&ardista geelid pitaisi pyrkia valttdmaan, mutta kaikki DNA
tulisi kuitenkin saada talteen geeliltd. Leikkaaminen tulisi tehdd my6s mahdollisimman
nopeasti, silld UV-valo hajottaa geelilld olevaa DNA:ta. Siirrd leikattu geelipala
mikrosentrifuugiputkesta pakkauksen putken siniseen kuppiin. Geelipalaa voi leikata
pienemmiksi palasiksi ja painaa kuppiin, jotta koko geelipala saadaan samaan putkeen. Jos
geelipalasi on niin suuri, ettei se mahdu yhteen putkeen, voit tarvittaessa kayttdd kahta
putkea. Sulje putken kansi ja sentrifugoi 10 min 5000 x g. Sentrifugoinnin jélkeen insertin
DNA on putken pohjalla olevassa liuoksessa.

Vektorin ja insertin pitoisuuden maaritys

Néytteiden  DNA-pitoisuus  voidaan  méérittdd  etidiumbromidimaljalta DNA-
standardisarjan avulla. Valmista 1,5 % agaroosimalja (tilavuus noin 20 ml) 1 x TAE-
puskurissa. Agaroosiliuokseen lisdtdan ennen maljan valua pari tippaa EtBr. Maljan
annetaan jahmettyd pimedssé. Tee standardisarjaan (100, 50, 25, 10, 5 ng/ul) tarvittavat
laimennokset, kun kantaliuos on 100 ng/ul. Pipetoi 0,5 pl ndytteet standardisarjasta ja
omasta insertti- ja vektorindytteestési jahmettyneelle maljalle. Merkitse pipetointikohdat
huolellisesti! Naytteiden annetaan imeytyd pime&ssd noin 20 min ajan, jonka jalkeen
naytteiden pitoisuus méadritetddn UV-valossa vertaamalla omien néytteiden intensiteettia
standardisarjaan. Jos oman naytteesi intensiteetti poikkea standardisarjasta, arvio pitoisuus.
Mieti my0s vastaako maljalta maarittdmasi insertin pitoisuus geeliltd arvioimaasi

pitoisuutta.

Vektorin ja insertin ligaatio

Ligaatiossa insertti ja vektori liitetd&n yhteen, jolloin muodostuu uusi yhdistelmaplasmidi.
Ligaation onnistumisessa tarke&éd on oikea insertti-vektori-suhde, jonka tulisi olla noin 3
moolia insertin liitettdvia paitda 1 moolia vektorin liitettdviad péitd kohtaan. Laske siis
pipetoitava vektoriméard, kun vektoria halutaan reaktioon 50 ng. Laske lisdksi tarvittava
inserttimaara (ng) ja kuinka paljon se on omaa naytettési (ul). Hyédynna laskuissa maljalta
arvioimaasi vektorin ja insertin pitoisuutta. Tarvittava insertin méard voidaan laskea

seuraavan kaavan avulla:
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3 - 50 ng vektoria X ng inserttia

vektorin ep insertin ep
Reaktioseos: 50ng = pl puhdistettua lineaarista vektori-DNA:ta
__ng= pl insertti-DNA:ta
2 ul ligaatiopuskuria
0,5 ul T4-DNA-ligaasia
ad. 20 pl H.0

Ligaation onnistumisen seuraamiseksi tarvitaan varsinaisen naytteen lisaksi kontrolli.
Kontrollina toimii tassd tapauksessa pelkk& linearisoitu vektori, jonka ei pitéisi

transformoida bakteerisoluja.

Kontrolli: 50 ng = Ml puhdistettua lineaarista vektori-DNA:ta
ad. 20 pl H.0

« Mita kontrolli avulla saadaan selville?

Néaytteet sekoitetaan huolellisesti ja jatetdan inkuboitumaan huoneenldamp6don 1 h ajaksi.
Né&ytteet voidaan jattadé inkuboitumaan tarvittaessa myos yon yli.

Transformaatio

Transformaatiossa yhdistelméplasmidi viedd&n bakteerisolujen sisdén, jotta sitd voidaan
tuottaa niiden avulla. Transformaatiossa on térkedd késitella soluja hyvin varovaisesti ja

noudattaa annettuja ohjeita lamp@tiloista.

« Miksi varovainen kasittely ja kylm&ssa pitaminen ovat tarkeita?

Ennen varsinaista transformaatiota valmistetaan laminaarissa maljat, joille transformoidut
bakteerit laitetaan kasvamaan. Tassé tyossa kéyetddn LB-agar-jauhetta, jota sekoitetaan 35

g litraan deionisoitua vettd. Laske kuinka monta maljaa tyossa tarvitaan eli kuinka paljon

o1



valmistat agar-seosta. Kun agar on liuennut ja ja&htynyt noin +50 °C:een, lisatédan seokseen
100 pg/ml ampisilliinia (kantaliuos 20 mg/ml) ja 40 pl 2 % X-galia ja 40 pul 100 mM IPTG
jokaista maljaa kohden. Agar-seos sekoitetaan hyvin ja maljoille valetaan noin 15 ml agar-
seosta. Maljojen annetaan jadhmettyd huoneenlammassa. Jahmettymisen jalkeen maljat

voidaan séilyttaa jadkaapissa.

« Mika tarkoitus agariin lisattavilla ampisilliinilla, IPTG:lla ja X-galilla on?

1. Ota kompetentit bakteerisolut sulamaan jadhauteelle. Kahta néytettd kohden
tarvitset yhden soluputken. Jaa solut puoliksi pipetoimalla varovasti 25 ul
puhtaaseen mikrosentrifuugiputkeen.

2. Pipetoi sulaneille soluille 10 pl ligaatiotuotetta ja sekoita varovaisesti
heiluttelemalla putkea.

3. Inkuboi soluja 30 min jaahauteella.

4. Anna soluille 30 sekunnin lamposhokki +42 °C:ssa vesihauteessa, jonka jalkeen
siirrd solut heti jaille.

o Miksi lampdshokki annetaan ja mité siina tapahtuu?

5. Lisad soluputkiin 450 pl SOC-mediumia ja kasvata soluja ravistelijalla (noin 250
rpm) 1 h +37 °C:ssa.

6. Maljaa 20 pln ja 100 upl:n maljat sekd varsinaisesta néaytteestd ettd kontrollista
kolmiosauvalla hyvin merkityille LB-Amp-X-Gal-IPTG-maljoille. Anna maljojen
kuivahtaa huoneenlamma@ssa noin 30 min.

7. Maljojen annetaan inkuboitua +37 °C:ssa lamp0Okaapissa pohja ylospain yon yli.

« Miksi maljojen on oltava pohja yldspain inkuboinnin aikana?

Seuraavana paivd tarkastellaan maljoilla  kasvavia pesédkkeitd. Onnistuneessa
transformaatiossa kontrollissa pitéisi olla vahan sinertavida pesakkeitd ja varsinaisen

naytteen sisaltavalla maljalla vaaleita pesakkeité.
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« Miten peséakkeen vari kuvastaa sitd, onko tyd onnistunut?

Yhdistelméplasmidin sisaltavien bakteerien kasvatus

Varsinaisen naytteen siséltaviltd maljoilta valitaan kaksi vaaleaa pesékettd, joiden pitéisi
siséltdd haluttu yhdistelmaplasmidi, jatkokasvatukseen. Poimi pesdke maljalta esim.
pipetinkérjelld tai hammastikulla ja siirrd se 5 ml:aan 1 x LB-amp-liuosta (ampisilliini 100

pg/ml). Bakteereita kasvatetaan yon yli ravistelijassa (noin 250 rpm) +37 °C:ssa.

Plasmidi-DNA eristys

Yon yli kasvaneista bakteerisuspensioista eristetddn yhdistelmdplasmidin DNA, jotta
voidaan tarkistaa, onko valituissa bakteeriklooneissa todella haluttu insertti. DNA eristys
tehdadn samoin kuin aiemminkin eristettdessa vektori- ja insertti-plasmidi-DNA (katso

sivu 4).

Restriktioentsyymianalyysi

Restriktioentsyymianalyysilla  voidaan tarkastella tyon onnistumista. Analyysin
tarkoituksena on digestoida eristetty plasmidi-DNA (eli muodostettu yhdistelméplasmidi)
samoilla restriktioentsyymeilld kuin vektori ja insertti alun perin digestoitiin. Tallgin
yhdistelmdplasmidin tulisi hajota jalleen erilliseksi vektoriksi ja insertiksi, jotka voidaan

erottaa toisistaan AGE:lla.

Reaktioseos: 10 pl yhdistelméplasmidin DNA:ta
2 ul 10 x NEBuffer 4-puskuria
1ul EcoRI-HF (20 000 U/ml)
1ul Xbal (20 000 U/ml)
ad. 20 pl H,O

Muista pipetointijarjestys. Sekoita nayte huolellisesti, sentrifugoi tarvittaessa pohjaan ja

anna inkuboitua 2 h +37 °C:ssa. S&asté loput eristetystda DNA:sta AGE:a varten.
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AGE:a varten tehd&an samoin kuin aiemmin 1 % agaroosigeeli 1 x TAE-puskuriin. Geeliin
lisdtddn myos etidiumbromidia. Kammat voivat olla pienid. Geelille pipetoidaan
molekyylipainomarkkeri, kontrolliksi sirkulaarinen ja lineaarinen vektori sekd jokaisen
parin oma digestoimaton ja digestoitu yhdistelméplasmidi. Valmista omat néytteesi
lisadmalla 10 ul:aan digestoitua tai digestoimatonta naytettd 1 x ajovaria.

Geelille pipetoidaan siis:
Kaivo 1: Molekyylipainomarkkeri
Kaivo 2: Sirkulaarinen pUC19-vektori (2 pul)
Kaivo 3: Lineaarinen pUC19-vektori (2 pl)
Kaivot 4-> Ryhmien omat sirkulaariset ja digestoidut yhdistelméplasmidit

Ajojannite on 120 V ja ajoaika noin 60 min. AGE:n jalkeen geelid tarkastellaan UV-
valossa.
o Mita geelilla pitéisi nakya jos tyd on onnistunut?

« Jos ty0si ei ole onnistunut, pohdi kriittisesti mista se johtui
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LIITE 1.

pUC19-plasmidi:

pBR322_origin

pCMVB-plasmidi:

Ampicillin

ORF

HindIII 4530
3all 4512

lacy

pUC19
2686 bp

aORF

lacZ_a

EcoRI 1
Mool 326

MNarl 7005

pCMY¥beta
7164 bp

ORF

Hhal 624

HindIII 233
PstI 249
5all 251
Kbhal 257
BamHI 263
Smal 270
Kpnl 276
Sacl 282
EcoRI Z84

lacZ_a

MNarl 446
NeeI 498

AatIIl 753

Ampicillin

Clal 1780

EcoRy zZ069

Bell 2302

lacZ
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Liite 3. Palautelomake

Maija Vuorenpéa MOGE92 / Kevét 2010

Palautelomake: Molekyylibiologian ja geeniteknologian harjoitustyo ja tydohje

1. Millaisena koit harjoitustyon siséllén? Vastasiko se odotuksiasi?

2. Miten harjoitustyén kéytdnnon toteutus onnistui?

3. Oliko harjoitustydohje mielestési selked? Tukiko se oppimistasi?

4. Jos tydohje ei tukenut oppimistasi, miksi nain oli?

5. Yleistd palautetta harjoitustyon toteutuksesta ja tydohjeesta, sana on vapaa!
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