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tarkoituksena on selvittad RecQL4-proteiinin  tehtavaa solun jakautumisen
yhteydessa tapahtuvassa DNA:n kahdentumisessa. Projektin tavoitteena on
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The project is part of Assistant Helmut Pospiech research. Research takes
place in Department of Biochemistry at the University of Oulu. Helmut Pospiech
need to have cloned human RecQL4 protein for his examination. Purpose of his
examination is to find out RecQL4 protein function in connection with a cell
division in DNA replication. This project aims to design and implement RecQL4
protein for the first 450 amino acid codes for a DNA-cloning period.

The thesis was conducted at the University of Oulu, Department of Biochemistry
Laboratory. Different work phases deepened managing of molecular biology
and geneticc engineering working methods. Project as a whole provided an
opportunity to design and implement a well-known DNA cloning period. The
project included a lot of exploring information of topics and techniques from
literature. In practical work explored working methods of DNA laboratory.

As a learning process the project was extremely demanding. The learning
objectives of practical work and the literature exploring the phases was
achieved. Cloning of RecQL4 protein was never achieved. Desired product
could not be prepared. The results can be used in the future in favor, while
figuring out what went wrong with the cloning and how the whole system
becomes operational.
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1 JOHDANTO

Kaikki elavat solut rakentuvat niiden sisaltaman periman avulla. Ihmisilla tama
tieto on DNA- ketjun muodossa jokaisessa solussa. Soluja kuolee jatkuvasti ja
uusia syntyy tilalle solujakautumisen avulla. Solun jakautuessa myos sen
sisaltama perima jakautuu. Lopputuloksena yhdesta solusta syntyy kaksi
keskendan aivan identtista solua. Useat eri proteiinit osallisuvat DNA:n
kahdentumiseen solun jakautumisen yhteydessa. Yksi tallainen proteiiniryhma
on Kkorjaaja- entsyymit. Nama proteiinit suojelevat uutta DNA-juostetta
mutaatioilta seka korjaavat DNA:han syntyvia vaurioita. Korjaajaentsyymien
perustenhtava on suojella eliota mutaatioilta, jotka voivat johtaa solun
toimintakyvyn heikkenemiseen tai jopa kuolemaan. (Niemi, M., Virtanen, I. &
Vuorio, E. 1994. 22.)

Oulun vyliopiston biokemianlaitoksella tyOskenteleva yliassistentti Helmut
Pospiech tekee tutkimusta, jonka tarkoituksena on selvittdd RecQL4-proteiinin
tehtavaa solun jakautumisen yhteydessa tapahtuvassa DNA:n
kahdentumisessa. Tama projekti sai alkunsa Pospiechen tarpeesta saada
kloonattua RecQL4-proteiinia tuottavaa cDNA:ta. cDNA on ihmisen DNA:ta joka
sisdltdééd ainoastaan informaatiota sisaltavat alueet. Geenin rakentamaa
proteiinia tutkitaan tulevaisuudessa ja valmiiksi optimoitu kloonaus seka
valmistettu ja varastoitu cDNA helpottaa tutkimuksen laboratorio-osuuden
aloittamista. Tama tarve tarjosi luonteeltaan ja laajuudeltaan sopivan
kokonaisuuden opinnaytetyon aiheeksi ja lisdksi se sopi projektin suorittajan
valitsemaan suuntautumisvaihtoehtoon, joka on molekyylibiologia ja

geenitekniikka.

RecQL4-proteiini kuuluu RecQ-helikaasientsyymien ryhmaan.
Helikaasientsyymit avaavat DNA:n kaksoisjuosteen valiaikaisesti solun
jakautuessa, jolloin DNA-juosteet voidaan polymeraasientsyymin avulla

kopioida. Helikaasientsyymit osallistuvat DNA:han syntyvien mutaatioiden



ehkaisyyn varmistamalla, ettd vain tietty osa juosteesta kopioidaan kerralla.
RecQL4-proteiinin tarkkaa toimintaa solunjakautumisen yhteydessa ei viela
tunneta, mutta voidaan olettaa, etta se muiden ryhmaan kuuluvien entsyymien
tavoin ehkaisee mutaatioiden syntymistd uuteen DNA-juosteeseen. (Mahesh,
M. 2005. 887 — 898.)

Tyossa toteuttettavan kloonauksen kaltainen kokonaisuus vaatii bioanalyytikolta
selkeampaa kokonaiskasitysta tyon eri vaiheista, kuin esimerkiksi Kliinisen
kemian laboratoriossa analysaattoreilla suoritettavien analyysien tekeminen.
Kloonauksen eri vaiheet suoritetaan kasityona. Lisaksi osa liuoksista
valmistetaan itse. Taman vuoksi kloonaus vaatii bioanalyytikolta perusteellista
tekniikoihin perehtymista ennen kaytannon tyon suorittamista. Taman kaltainen
projekti on tietylla tavalla intiimimpaa tyoskentelya, kuin isojen naytemaarien ja

analysaattoreiden parissa tyoskentely.



2 GEENIN TOIMINTA

Geeni on DNA-jakso, joka koodittaa perinndllista ominaisuutta. Geeni sisaltaa
tiedon proteiinin tai RNA:n rakenteesta. Suurin osa kromosomeihin pakatusta
DNA:sta on introneita eli aluetta, joka ei sisalla informaatiota. Nailla alueilla voi
kuitenkin olla erilaisia suojelu- ja saatelytehtavia. Eksonit eli informaatiota
sisaltavat alueet sisaltavat kaiken tiedon solun elamasta. Geenin tiedonsiirrossa
yleensa valmistuu DNA:n koodin mukaan RNA:ta, josta taas tehdaan proteiini,
joka kulkeutuu sille tarkoitettuun paikkaan. Tieto proteiinien
aminohappojarjestyksesta on DNA:ssa kolmen nukleotidin ryhmina. Jokainen
emaskolmikko vastaa yhta tiettya aminohappoa. Proteiineissa voi olla vain 20
erilaista aminohappoa, joten yhtd aminohappoa voivat vastata useat eri
emaskolmikot. Tiedonsiirto DNA:sta tapahtuu RNA-polymeraasin avulla. RNA-
polymeraasientsyymi valmistaa RNA:ta DNA:n sisaltaman ohjeen mukaan.
(Campbell, M. 1999, 275 - 300.)

Deoksiribonukleiinihappo eli DNA sisaltaa perintotekijat. Perintotekijdiden avulla
solu kykenee kehittymaan, toimimaan ja siitdmaan informaatiota jalkelaisilleen.
DNA koostuu nukleotideista. Yhden nukleiinihappoketjun rungon muodostavat
vuorottelevat sokeri- ja fosfaattiosat. DNA:ssa esiintyy neljaa eri emasta. Naista
kaksi, sytosiini (C) ja tymiini (T), ovat pyrimidiiniemaksia, jotka ovat
muodostuneet yhdesta hiili-typpirenkaasta. Adeniini (A) ja guaniini (G) ovat
puriiniemaksia. Puriiniemakset ovat suuria emaksia, jotka ovat muodostuneet
kahdesta renkaasta. Nukleotidien emakset pystyvat kemiallisen rakenteensa
vuoksi muodostamaan keskenaan vetysidoksia. Mahdollisia muodostuvia pareja
on ainoastaan kaksi. Parin muodostavat C - G sekd A — T (KUVIO 1).
Nukleotidin emakseen on liittynyt sokeriosa, joka sisaltaa viisi hiiliatomia. Nama
hiiliatomit sijaitsevat renkaassa, jota yhdistad yksi happiatomi. Fosfaattiosa
kiinnittyy emaksen sokeriosaan happisillan avulla (KUVIO 1). (Suominen &
Ollikka 2004, 15 - 19; Heino & Vuento 2002, 39 — 40. Campbell, M. 1999, 275 -
300.)
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KUVIO 1. DNA:n rakenne.

Kaksoiskierteisen DNA:n sisélla sijaitsee toisiinsa vetysidoksilla kiinnittyneet
emékset. Ketjun ulkopuoli muodostuu sokeri-fosfaatti-sokeri-ketjusta. (Lim, D
998, 47. Mukaellen.)

Ribonukleiinihapon eli RNA:n tehtavana on siirtdd DNA:n sisaltama tieto ja
valmistaa sen avulla proteiineja eri kayttotarkoituksiin. RNA:ta on kolmea
erilaista. Lahetti-RNA (mRNA) kopioi DNA:n sisaltdman tiedon ja siirtdad sen
edelleen ulos tumasta. Kopioitu tieto kulkeutuu ribosomeille, jotka sisaltavat
proteiinia ja ribosomaalista RNA:ta (rRNA). Lahetti-RNA kiinnittyy ribosomin
pintaan ribosomaalisen RNA:n avulla. Siirtdja-RNA eli tRNA tunnistaa yhden
emaskolmikon kerrallaan ja tuo paikalle jokaista lukemaansa emaskolmikkoa
vastaavan aminohapon. RNA-juoste rakentuu samalla tavoin kuin DNA. Ainoat
erot ovat sokeriosassa ja yhdessd emaksessa. RNA:ssa on tymiinin tilalla
urasiili (U). (Campbell, M. 1999, 275 - 300; Heino & Vuento 2002, 44;
Suominen & Ollikka 2004, 17 — 20.)



3 REPLIKAATIO

DNA:ssa on varastoituna kaikki tieto, jota elion ominaisuuksien rakentamiseen
ja yllapitamiseen tarvitaan. Vanhat solut kuolevat ja tilalle syntyy uusia soluja.
Nama solut syntyvat solun jakautuessa. Solujen jakaantuminen on
valttamatonta elaman jatkumisen kannalta. llman solujen jakaantumista ei
tapahdu kasvua eika kehittymista. Ennen kuin solu alkaa jakaantua, taytyy
perintotekijoitd olla kaksi kappaletta, yksi molemmille uusille soluille. Taman
vuoksi solun DNA monistuu ennen kuin solu alkaa kopioitua. Tata DNA:n
monistumista kutsutaan replikaatioksi. Vanhasta solusta syntyneita kahta uutta
solua sanotaan tytarsoluiksi. Replikaatio on nopeasti tapahtuva prosessi, mika
onkin valttamatonta, koska uusia soluja syntyy jatkuvasti. Ihmisen DNA:n
sisaltama tieto kopioituu replikaatiossa muutamassa tunnissa. (Campbell, N.
ym. 1999, 286 — 287; Campbell, M. 1999, 275 - 300.)

Keskeisena tekijand replikaatiossa toimii DNA-polymeraasientsyymi, jonka
tehtavana on kopioida solun DNA:n informaatio tytar-DNA:lle. Uusi DNA-juoste
rakentuu aina DNA-juosteen 5’-paasta, joka sisaltdd vapaan fosfaattiosan, 3’-
paata kohti, jossa on vapaa OH-ryhma 3’-hiilessa. Templaattina eli mallina
toimii jakautuvan solun DNA-juoste. DNA-polymeraasi alkaa Kiinnittaa
nukleotideja yksi kerrallaan malli-DNA:n 3’-paasta alkaen (KUVIO 2). Malli-
DNA:n ja syntyvan DNA-juosteen nukleotidien emasten taytyy olla toisilleen
vastakkaiset eli komplementaariset, jotta emasten valille voi syntya vetysidos.
(Suominen & Ollikka 2004, 22 — 23; Campbell, M. 1999, 275 - 300.)

Replikaatiossa DNA-juoste kopioidaan osissa. Replikaation alkaessa
topoisomeraasientsyymi suoristaa kierteisen DNA-juosteen, minka jalkeen
helikaasientsyymi avaa  DNA-kaksoisjuosteen.  DNA-juosteet  eroavat
paikallisesti tapahtuman aloituskohdassa. Replikaation aikana DNA-
juosteeseen on sitoutunut proteiineja, joidenka avulla DNA-juosteet ovat erillaan

toisistaan. Nain syntyy kopioitava alue. Kopioitavaa aluetta kutsutaan
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replikaatiokuplaksi ja sen keskikohdasta molempiin suuntiin |ahtevat
replikaatiohaarukat (KUVIO 2). Replikaatiokuplia on yhdessa kromosomissa
useita samanaikaisesti. Kahdentumisen aloituskohtana toimii replikaatiokuplan
keskiosa. Alukkeena eli kopioinnin  aloituskohdan merkkind toimii
primaasientsyymin rakentama lyhyt RNA- tai DNA-jakso. Taman jakson peraan
polymeraasientsyymi alkaa kiinnittda nukleotideja yksitellen. Nukleotidit
kiinnittyvat rakennettavan nauhan vapaaseen 3'-OH-ryhmaan. Uuden
nukleotidin  kiinnittyessa syntyy fosfodiesterisidos kahden nukleotidin
deoksiriboosien valille. Tallainen fosfodiesterisidos voi syntya vain, jos
nukleotidi pystyy muodostamaan vetysidoksen sen emaksen kanssa, joka toimii
sille vastinemaksena malli-DNA:ssa (KUVIO 1). Koska jokaiseen kohtaan
syntyvaa nauhaa voi kiinittya vain yksi tietty emas, tama takaa sen, etta uuden
nauhan emasjarjestys on oikea. Uusi DNA-juoste kasvaa 5 - 3’-suunnassa
uusia nukleotideja lisattaessa. 3’ - 5’-suunnassa monistettava nauha kopioidaan
jatkuvana, kun taas toisen nauhan juoste syntyy osissa. Naita osia kutsutaan
Okazakin fragmenteiksi (KUVIO 2). Tapahtuma jatkuu, kunnes tullaan toisen
paan replikaatiohaarukkaan replikaatiokuplan vastakkaisella puolella. Talléin
syntyneet DNA- juosteet kiertyvat kahdeksi uudeksi DNA-kaksoiskierteeksi.
(Suominen & Ollikka 2004, 22 - 23; Alberts, B. ym. 1994, 358; Campbell, M.
1999, 275 - 300.)
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4 Primaasi enteyymi

Uuteen
juosteeseen
kiinnittyvi

emsids

5 DHA ligaasi
§  DNA Polymeraasi
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Okazakin fragmentti
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1 Topoisomeraasi

JOHTAVA JUOSTE
3-
DNA polymeraasi

2 Helikaasi

3 Avattuun DNA-juozteeseen
sitoutuneita proteiineja

KUVIO 2. Replikaatio.

1. Topoisomeraasi suoristaa kierteisen juosteen. 2. Helikaasientsyymi avaa
kaksoisjuosteen. 3. Avattuun juosteeseen sitoutuu proteiineja, jotka pitavéat
Jjuosteen auki ja suojelevat DNA:ta replikaation aikana. 4. Primaasientsyymi
rakentaa alukkeen josta kopiointi alkaa. 5. Ligaasientsyymi kiinnittdd uuden
eméksen DNA-juosteeseen. 6. Polymeraasientsyymi rakenstaa uuden DNA-

kaksoisjuosteen (DNA MikroBiologyGuide. Mukaellen.)

3.1 Korjaajaentsyymien toiminta replikaatiossa

DNA-juosteeseen syntyy vaurioita jatkuvasti. Vauriot voivat olla solun ulkoisten
tekijoiden, kuten sateilyn tai kemikaalien aikaansaannoksia. DNA vaurioituu
kuitenkin myds solun sisaisten tekijdiden vaikutuksesta jopa satoja kertoja
paivassa. Tyypillisimpia vaurioita ovat emasmuutokset seka yhden juosteen
katkeaminen. DNA:n vaurioiden korjaamisessa auttavat siihen erikoistuneet

valkuaisaineet, joita kutsutaan korjaajaentsyymeiksi. Ilhmisen solussa
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arvioidaan olevan useita satoja korjaajaentsyymeja. Osa naista entsyymeista on
erikoistunut DNA:n korjaamiseen, mutta monilla on myods muita tehtavia solun
sisalla. (Campbell, M. ym. 1999, 283 — 284; Mustonen, R., 2002, 32 — 34.)

Korjaajaentsyymit toimivat vauriosta riippuen eritavoin. Yleisesti ottaen ne
tunnistavat vaurioituneita kohtia ja korjaavat siihen syntyneen virheen. DNA:n
jakautuminen ei jatku ennen kuin virhe on saatu Kkorjattua.
Glygosylaasientsyymit tunnistavat vaurioituneen tai pilkkoutuneen emaksen ja
poistavat sen DNA-ketjusta. DNA-juoste voi olla myds vaantynyt, koska siina on
likaa emaksia. Talloin vaurion korjaa entsyymi, joka katkaisee ylinmaaraisen
juosteen osan pois. Ligaasi- ja polymeraasientsyymit osallistuvat DNA-ketjun
rakentamiseen kiinnittdmalla valmiita ketjuja toisiinsa ja rakentamalla uutta
juostetta. Samalla ne osallistuvat vaurioiden korjaamiseen suorittamalla omaa
tehtavaansa. Ligaasi-entsyymi voi korjata DNA-juosteeseen syntyneen
katkoksen kiinnittamalla katkenneet paat yhteen. Yksittaisen juosteen vauriot
ovat suhteellisen helppoja korjata, koska silloin vastinjuoste toimii mallina
vaurioituneelle juosteelle. Talléin vaurion voi korjata polymeraasientsyymi
kiinnittamalla vaurioituneeseen kohtaan oikean emaksen. Kaksoisjuosteen
katkossa toimii useampi korjaajaentsyymi yhtaaikaa. Mallina kaytetaan ehjan
kromosomin DNA-juostetta. Helikaasi-entsyymit avaavat DNA-kaksoisjuosteen
yhdestd kohdasta kerrallaan. Ne estavat vaurioiden syntymistd saatelemalla
juosteiden kopioimista. (Campbell, M. ym, 1999, 285 — 286; Mustonen, R.,
2002, 32 - 34.)

3.2 RecQL4-proteiini

RecQL4-proteiini, eli RecQ protein- like 4, kuuluu RecQ-helikaasiproteiinien
ryhmaan. RecQ-helikaaseilla on tarked rooli DNA:n replikaation
kontrolloimisessa. Ne auttavat yllapitamaan DNA:n ehjana ja periman
muuttumattomana. RecQL4-proteiinin aminohappojarjestys on samankaltainen
muiden RecQ-perheeseen kuuluvien proteiininen kanssa. RecQL4-proteiinin

mutaation on havaittu olevan yhteydessa sairauksiin jotka johtuvan DNA:n

13



vaurioitumisesta. Sairauksille yhteistd on luuston kehittymisen hairiét. Tasta
syystd voidaan olettaa, ettd RecQL4-proteiini osallistuu DNA:n sisaltdman
tiedon suojelemiseen ehkaisemalla muutoksia perimassa. (Mahesh, N. ym.
2005, 887)

Solun kahdentuminen jakautuu eri vaiheisiin. G1-vaihe aloittaa solun
jakautumisen. Sen aikana solun tilavuus, sekd RNA:n ja Proteiinien maara
kasvavat. G1-vaiheen jalkeen siirrytddn S-vaiheeseen. S-vaiheessa tapahtuu
DNA:n replikaatio. S-vaiheen jalkeen, kun DNA on jautunut, alkaa G2-vaihe
joka kestaa mitoosin alkuun asti. Mitoosia kutsutaan M-vaiheeksi ja sen aikana
solu jakaantuu. M-vaiheen jalkeen solusykli on ohi ja uusi solu on valmis.
RecQL4-proteiinia on todettu olevan solussa eniten G1/S-vaiheen vaihteessa
seka S-vaiheessa. Tasta voidaan paatella sen osallistuvan DNA:n replikaatioon.
(Thangavel, S. ym. 2009. 1382 — 1396.)

Jotkut elimistdssa tapahtuvat reaktiot tuottavat vetyperoksidia. H,O, on soluille
vaarallinen aine ja sen vuoksi sen hajoittaminen vedeksi ja hapeksi tapahtuu
peroksisomeissa. H,O, kuitenkin aiheuttaa jonkin verran vaurioita DNA:ssa.
RecQL4-proteiinin on osoitettu osallistuvan naiden vaurioiden korjaamiseen
aktivoimalla korjausta suorittavia BER-proteiineja. RecQL4-proteiini saatelee
kolmen BER-proteiinin toimintaa. Nama proteiinit ovat APE1, POL (3 ja FEN1.
BER-proteiinien puuttellinen toiminta vaikuttaa osaltaan luusyopien ja joidenkin
muiden syopien syntyyn. On mahdollista ettd RecQL4-proteiinia voidaan
kayttaa naiden sydpien hoidossa uudelleen aktivoimaan viallisesti toimivia BER-

proteiineja. (Schurman, S. ym. 2009)
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4 PROJEKTIN TAVOITTEET JA KUVAUS

Solun jakautumiseen osallistuu useita entsyymeja. Naiden entsyymien
tehtavana on aloittaa ja lopettaa DNA:n jakautuminen, seka korjata mahdollisia
virheita, joita prosessin aikana syntyy. Helmut Pospichen, projektin asettajan,
tavoitteena on selvittda ihmisen RecQL4-proteiinin tehtdvaa solun jakautumisen
yhteydessa. Tutkittava proteiini koostuu noin 1200 aminohaposta. Proteiinia on
aikaisemmin tutkittu 450 aminohaposta eteenpain. Tydn, johon tama
opinnaytetyd sisaltyy, tutkimuskohteena ovat aminohapot 1 — 450. 450
ensimmaista aminohappoa koodittava DNA-jakso kloonataan osissa.
Kloonattavien osien koko valitaan sen mukaan, missa proteiinin mahdolliset

toiminnalliset osat sijaitsevat.

RecQL4-proteiini on rakenteeltaan identtinen hiivan Sld2-proteiinin kanssa
ensimmaisen 169 aminohapon suhteen. Sld2- proteiinia on tutkittu paljon ja sen
tehtava hiivan solunjakautumisen yhteydessa on suojata DNA:ta mutaatioilta.
Pospiechen tarkoituksena on tutkia naiden proteiinien yhtalaisyyksia. Koska
Sld2-proteiinin  toiminta tunnetaan hyvin, voidaan yhtalaisyyksista paatella
RecQL4-proteiinin ominaisuuksia. Tassa projektissa on tavoitteena tuottaa
RecQL4-proteiinia kloonaamalla. RecQL4-proteiinia koodittava DNA kloonataan

osissa.

Tassa tyossa tutustutaan molekyylibiologian ja geenitekniikan menetelmiin.
Projekti kokonaisuudessaan tarjoaa mahdollisuuden suunnitella ja toteuttaa
tunnetun DNA-jakson kloonauksen. Projekti sisaltda paljon aiheeseen ja
tekniikoihin tutustumista Kkirjallisuuden avulla. Kaytannon tyossa paastaan
tutustumaan DNA-laboratorion tyoskentelymenetelmiin. Laboratoriossa oppii
steriilin tydskentelyn tarkeyden helposti hajoavien ja kontaminaatioille herkkien

naytteiden kanssa tydskennellessa. Tyotehtavat on esitetty kuviossa 3.
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Nykyaan laboratoriossa analysaattorit suorittavat suuren osan analyyseista.
Sairaalalaboratorioissa, missa suurin osa bioanalyytikoista valmistuttuaan
tyoskentelee, tehdaan hyvin vahan naytteiden kasittelya tai mitaan tyovaiheita
kasin. Yleensa tyd on analysaattoreilla naytteiden analysointia seka tulosten
tarkastelua, lahetysta ja analysaattoreiden huoltoa. Taman projektin kaltainen
tyd tarjoaa erilaisen nakokulman laboratoriotydhon. Molekyylibiologian ja
geenitekniikan toissd suurin osa tydvaiheista suoritetaan kasin. Lisaksi osa
reagensseista valmistetaan itse. Kaikki pipetoinnit ja seosten valmistukset
tehdaan kasitydna. Taman kaltainen laboratoriotydskentely antaa tekijalle paljon
selkeamman kuvan tyon eri vaiheista. Lisaksi liuosten valmistaminen pakottaa
ajattelemaan reaktioiden eri osien tarkoitusta kokonaisuuden kannalta. Nama
taidot olisi hyva sailya jokaisella bioanalyytikolla analysaattoreiden kaytosta
huolimatta. On tarkeaa miettia reaktioita tulosten taustalla ja sitd kautta

ymmartaa, mita analysaattoreiden antamat tulokset oikeasti kertovat.
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KUVIO 3. Projektin tyétehtévat.
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4.1 Polymeraasiketjureaktio

PCR:n eli polymeraasiketjureaktio, on samankaltainen prosessi kuin replikaatio
luonnossa. Ennen PCR:n aloittamista tarvitaan alukkeet joidenka avulla
saadaan monistettua cDNA:sta juuri tiettya DNA-jaksoa. Alukkeet on
suunniteltava huolellisesti, jotta ne toimivat halutulla tavalla. Esimerkiksi

emasten toistojaksot saattavat huonontaa alukkeen spesifisyytta.

PCR:n avulla voidaan monistaa haluttua nukleiinihappojaksoa. Ainoa edellytys
on se, etta taytyy tuntea monistettavan jakson alku- ja loppupaa. PCR:aa
tehtdessa tarkeintd on hyvin lampda kestdva DNA-polymeraasi, joka ei
inaktivoidu lahella 100 astetta olevissa lampdtiloissa. Tahan tarkoitukseen
sopivat hyvin kuumissa lahteissa elavien bakteerien DNA-polymeraasit. Toinen
edellytys onnistuneelle reaktiolle on spesifisten alukkeiden kayttd. Yhtd DNA-
jaksoa eristettaessa kaytetdan kahta aluketta, jotka tunnistavat halutun jakson
molemmat paat. DNA-kaksoiskierre saadaan auki korkeassa lampdtilassa.
Talloin alukkeet pariutuvat juosteiden kanssa ja polymeraasientsyymi alkaa
rakentaa uutta juostetta alukkeesta lahtien 3’-suuntaan (KUVIO 4). (Suominen
& Ollikka 2004, 107.)

Kaytettdessa kahta sisakkaistd PCR-reaktiota puhutaan Nested-PCR:sta.
Nested-PCR toimii kdytdnndéssa samalla tavoin kuin tavallinen PCR. Nested-
PCR:ssa kaytetaan kuitenkin halutun DNA-jakson monistamiseen kahta eri
alukeparia. Ensimmaisella alukeparilla monistetaan DNA-jaksoa jota kaytetaan
templaattina toisessa reaktiossa (KUVIO 4). Tassa tekniikassa on etuna se, etta
saadaan entista tarkemmin rajattua tutkittava alue. Lisaksi varmistetaan, etta
saadaan juuri sita tuotetta, mita tarvitaan. Nested-PCR:aa kaytetaan silloin, kun
oletetaan tai tiedetaan, etta tutkittavassa DNA:ssa on mahdollisesti useampia
kohtia, joihin sopivat samat alukkeet. (Nested-PCR 2003, 1 - 2.)
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KUVIO 4. Nested-PCR.
Ensimméisessé reaktiossa kéytetédén mallina cDNA:ta ja alukkeina uloimpia
alukkeita. Toisessa reaktiossa kéytetdén mallina ensimmaéisen reaktion tuotetta

Ja alukkeina sisempié alukkeita. (PCRStation. Mukaellen.)

4.2 Kloonaus bakteerisolujen avulla

Kloonauksen avulla voidaan siirtad kohde-eliosta eristetty geeni bakteeri-
soluun. Bakteerisolun avulla voidaan monistaa haluttua geenia (KUVIO 5).
Bakteerisolujen avulla pystytddn myds tuottamaan geenin koodittamaa
proteiinia, jolloin saadaan parempi kuva geenin toiminnasta. Kloonauksessa
kaytetaan bakteerisoluja joidenka toiminta tunnetaan hyvin. Kloonauksen avulla
saadaan mahdollisuus tutkia geenin toimintaa hallitussa ja tunnetussa
ymparistdossa ilman alkuperaisen ympariston aiheuttamia hairiéita. (Suominen &
Ollikka 2004, 63)
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Ennen kloonauksen aloittamista on valmistettava kompetentteja soluja.
Kompetentit solut ovat soluja, joiden soluseinaa on heikennetty niin, etta ne
ottavat herkemmin sisaansa vierasta DNA:ta. Naita soluja kaytetaan
kloonaukseen sen jalkeen, kun on valmistettu yhdistelma-DNAeli plasmidi joka
sisaltda halutun DNA-jakson. Kompetentteja soluja saadaan kasittelemalla solut
jaakylmalla  kalsiumkloridilla  (CaCl,). Ohje  kompetenttien  solujen

valmistamiseen I0ytyy liitteesta 4. (Niemi, M ym.1994, 117 — 120.)
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KUVIO 5. Kloonaus bakteerisolujen avulla.

Kloonauksen tybvaiheet: 1. digestiossa plasmidi ja insertti katkaistaan
restriktioentsyymin avulla. 2. ligaatiossa plasmidi ja insertti litetddn yhteen ja
saadaan yhdistelma-DNA-molekyyli. 3. transformaatiossa yhdistelméa-DNA-
molekyyli vieddén bakteerisolun siséén. 4. Bakteereita kasvatetaan maljalla,
Joka siséltéda antibiootin. Ainoastaan antibioottiresistenssigeenin siséltavéan
plasmidin sisddnsé ofttaneet solut kasvavat. 5. Siirretddn maljalla kasvanut
peséke kasvatusliemeen. Né&in saadaan puhdasviljelmé, joka siséltaa
ainoastaan haluttua tuotetta siséltdvaa bakteeria. (Valattea 1997-2006.
Mukaellen.)
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Kloonauksen ensimmainen vaihe on digestio. Digestiossa plasmidi-DNA ja
monistettava DNA, jota kutsutaan insertiksi, katkaistaan kaupallisilla
restriktioentsyymeilla. Katkaisussa kaytetdaan entsyymeita joidenka avulla
saadaan seka plasmidi-DNA:han, etta inserttin paat, jotka sopivat yhteen
litosvaiheessa. Restriktioentsyymien Iluonnollinen tehtdva on hajoittaa
bakteeriin tunkeutuvaa virus-DNA:ta. Restriktioentsyymit katkaisevat DNA:n
noin neljan emaksen mittaisen DNA-jakson kohdalta. Restriktioentsyymit
tekevat DNA:han, joko kohessiiviset- tai tylpat paat. Kohessiivisissa paissa
vastakkaiset DNA-juosteet eivat katkea samasta kohdasta vaan jaavat hieman
eripituisiksi. Tylpat paat katkeavat samalta kohdalta ja ovat siksi tasaisia.
Katkaisukohdat liitetaan insertteihin PCR reaktiossa alukkeiden mukana.
Kaupallisissa plasmideissa katkaisukohdat ovat valmiina. (Sambrook, J. &
Russel, D.W. 2001, 1.19 - 1.24.)

Kloonauksen toisessa vaiheessa samalla restriktioentsyymilla katkaistut insertit
ja plasmidit liitetdan toisiinsa ligaasientsyymin avulla. Tata vaihetta kutsutaan
ligaatioksi. Ligaasientsyymi muodostaa DNA-palojen paiden valille kovalenttisen
sidoksen kiinnittden ne toisiinsa, kun plasmidia ja inserttia inkuboidaan
samassa liuoksessa. Restriktioensyymin avulla saadut kohessiiviset paat
littyvat toisiinsa emaspariutumisensaantdjen mukaisesti. Yhtenaiset nauhat
saadaan kuitenkin vasta kun ligaasientsyymin avulla muodostetaan
litoskohtaan fosforiesterisidokset. Paiden kiinnityttya yhteen on yhdistelma-
DNA-molekyyli (rekombinantti-DNA-molekyyli) valmis (KUVIO 5). Ohje ligaation
suorittamiseen |oytyy liitteestd 6. (Sambrook, J. & Russel, D.W. 2001, 1.19 —
1.24.)

Ligaatiossa valmistettu yhdistelma-DNA-molekyylii transformoidaan isantasolun
sisdan kloonausta varten. Tata vaihetta kutsutaan transformaatioksi.
Isantasoluna kloonauksessa kaytetdan usein E.coli-bakteeria. E.coli ei
luonnostaan paasta vierasta DNA:ta sisaansa ja sen vuoksi bakteerisoluja
heikennetaan valiaikaisesti niin, ettd osa yhdistelma-DNA-molekyyleista

lapaisee bakteerisolujen solukalvon. Jotkut bakteerisolut ottavat luonnostaan
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sisdansa vierasta DNA:ta. Talldin hyddynnetddn passiivista sisdanottoa.
Bakteerisoluja, jotka ovat ottaneet yhdistelma-DNA:n sisdansa, kasvatetaan
maljoilla ja nain saadaan jokaisen solunjakautumisen yhteydessa lisaa haluttua
tuotetta (KUVIO 5). Ohje transformaation suorittamiseen I0ytyy liitteesta 6.
(Sambrook, J. & Russel, D.W. 2001, 1.19 — 1.24. Suominen & Ollikka 2004, 73 -
74)

4.3 DNA:n eristaminen ja puhdistus

Yleensa DNA:ta tutkittaessa on tyon ensimmainen vaihe DNA:n eristys ja
puhdistus. Tama on valttamaton tydvaihe jos halutaan muokata, kasitella tai
analysoida DNA:ta. DNA:n saa eristettya lahes mista tahansa kaytdssa olevasta
naytteesta, joka sisaltaa sita edes vahan. Eristys ja puhdistus varmistavat sen,
ettd kaytdossa on vain sita tuotetta mita halutaan kasitella. Eristykseen ja
puhdistukseen kaytettavat tekniikat ovat hyvin samankaltaisia, koska
molemmissa tarkoituksena on hajoittaa ja poistaa tutkimusta hairitsevat

proteiinit ja RNA.

DNA:n eristamiseen on olemassa nykyaan paljon erilaisia kaupallisia
reagenssisarjoja. Naissa reaktio perustuu usein siihen, ettd DNA sitoutuu
silikakantajaan korkeassa ionivahvuudessa ja irtoaa siita alhaisessa. Ensiksi
naytteelle tehdaan alkukasittelyt RNA:n ja proteiinien hajottamiseksi. Taman
jalkeen DNA:ta sisaltavaan liuokseen pipetoidaan aineita joiden ansiosta
saadaan liuokseen korkea ionivahvuus. Talléin DNA sitoutuu silikakalvoon, kun
taas liuos suodattuu kalvon lapi. Seuraavaksi kalvoa huuhdellaan erilaisilla
pesuliuoksilla, jotta saadaan mahdollisimman suuri osa proteiineista, RNA:sta ja
muista solun osista poistettua. Tama onnistuu, kun pesuliuos pakotetaan
silikakalvon lapi sentrifugoimalla. Pesuliuokset ovat yleensa etanolia sisaltavia
puskureita joilla on korkea ionivahvuus. Nain varmistetaan se, etta DNA ei irtoa
silikakalvosta ennen kuin sen halutaan irtoavan. Lopuksi kalvolle pipetoidaan
liuos, jossa on matala ionivahvuus. DNA irtoaa silikakalvosta liuoksen mukana.

Talla tekniikalla saadaan erittdin puhdasta DNA:ta. Ohjeet projektissa
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kaytettavista DNA:n puhdistus- ja eristysmenetelmista I6ytyy liitteista 3.
(Suominen & Ollikka 2004, 64 - 65; DNeasy® Tissue Handbook 2002, 7.)
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5 TYON SUORITTAMINEN

Ensimmainen tyovaihe oli alukkeiden suunnittelu. kloonattavan geenin
sekvenssia  verrattin  geenipankissa  samankaltaisiin  sekvensseihin.
Proteiineissa, joihin RecQ4-proteiinia verrattiin, oli tunnettuja toiminnallisia osia.
Naiden osien avulla voitiin paatella missa tutkittavan proteiinin mahdolliset
toiminnalliset osat sijaitsevat (KUVIO 6). Alukkeet eli kohdat joista geenin
sekvenssi katkaistiin suunniteltiin niin, ettd mahdollinen toiminnallinen osa ei
sijainnut katkaisukohdassa. Naiden tietojen lisaksi sekvenssia tutkittiin
ohjelmalla, joka rakentaa geenin todennakoisemmin muodostaman proteiinin.
Molemmissa vertailuissa saatiin samankaltaisia tuloksia katkaisukohtien
suunnitteluun. Helmut Pospiech suunnitteli alukkeet. Alukkeita tilattiin yhteensa
kymmenen kappaletta (KUVIO 6). Kolme niistéa oli ulommaisia PCR-reaktioia
varten. Ulommaisia reaktioita oli yhteensa kaksi. Molemmissa reaktioissa
kaytettin samaa aloitus aluketta. Naista reaktioista toisesta tehtiin nelja
sisempaa reaktiota ja toisesta kaksi. Kaikissa sisemmissa reaktioissa kaytettiin

samaa aloitus aluketta.
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CCALGCOC GEAGGE CEECOEEC0COECo 0G00I GEEe BT SO BEEH Co T CCCEEACCGECT GOAGEE 70

GTEEGAGCGCGCET TCCGACG G AGC GO GGG GO FACC GAGC CAGGACCAC GTCRAGGL GEC GO CGRAR 140

GAGACCCGCGCGCTCTACC GG CAATACCGCACTCT CAAGC ECTACCACEEEECAGCCCGCOGEOGEGCTCC 210

GCRAGCTCCGAGTCGCTCCCORCEEOEEEDEARGAGECGEC CAGAGCCOCGCTECTGEEGGCCCCATCTGAR 280

TEGEEETECGACCAAGRGT CCACAGT CTACGCCAGGGOGGAGCCGLCAGGGO TOGETGLCGEACTACGEE 350

CA G GO A e A T T AL CEC A CCCTCCAGGCCGEACCAGCCCTEGRCCCECAGACCETCCCCTE 420

TAGEALCAGCCTCAT CT AL CAT CCACCCCAMAGCCCCCAGGTACAGGGCCTGTCCCCTCCTTTGCAGRA 490

AAACTCAGT CATGRAGCCTCCRACAGCTCCCTERGCCCCAGCCARGECCAGECCGGCTCCAGCATCTGCAZ BEO

AT T CA G A GGG TG T TAGATCC TG T T TACAGCGAT GTCACAGT FAGCTCCCAR - &30
ATTTTCTGGGCECCCCCA A CC T AGCCCTCATCTAGGC TCAGAGGRATCACAACTTCTGATCCCTE:E 700
TEACTCGGCTCTCC T TGGTCC TG TGO TG TCCCAGGGCCCAGAGGC TTCAGCCTTCCAAGRACTCAGT 770
ATCCGTGT GGCEAGC CCCCAGCCCAGCAGCAGTCRAGGC GAGAAGCCCAGAT CRAACGAGZAGCCCTGRE 840
AGAGCCCCGCACAGGTCCAGC AGGAGAGCAGCCAAGCTGGACCCCCATCGRAGGECECTEEGECCTCTAGE 210
AGTTCAGGAAGACCC TCCAGGCEAM CTET ACAGGCACRAGCCACCTCAGCCCTGCAGCAGCCCATCGRAC 250
CCOCAGGTACCACFACTCAGC CCCTCCAGT CAAGC TAGGGC TEHFFALGGCT GAGGFCACAGCCCCCCTES 1050
ACATCTTCCCTCGGCTGGCCCGOCAT GACAGGCECARATTACCTAC GG TCAACATCALCGCAGRAAACACTA 1120

CETECGEEGCCCEECACTCCCTAGCAGGCTCCTCCGOARGCAGGCAT GLALACCAGAARTECOCEALCAAN 1120

GEEEAETCTTT TR GGG T LT G T GO CACAGT CACAACCARCRAGTCTTGTT TCCT GAACGRAGCAGTTCE 1250
ATCACT GG CAGCCCAGT T COCGEC CAGC A A T CAGFAAGACACAGAT GO TGTTGEGCCTRAGCCACT 1330
GETTCCTTCACCACAACCTCTACC TFAGGTGCCCAGCCTGRACCCCACCGTGCTCCCACTCTACTCCCT: 1400

GGG CCTCAGCECAGTT G AL GA GO OGO TEAGGT GTTCCAGGCCCT GRAGCAGC TEECECACCAAG 1470

KUVIO 6. RecQ4-Proteiinin 450 ensimmaéistd aminohappoa koodittavan DNA:n
sekvenssi.

Vihreélld on merkitty aluke, jota kéytetddn toisena alukkeena kaikissa
reaktiossa. Sisemmissé reaktioissa aluke on muuten samanlainen, kuin
uloimmissa, mutta siihen on lisétty restriktioentsyymin katkaisukohta. Keltaisella
on merkitty ulompien reaktioiden toiset alukkeet ja siniselld sisempien
reaktioiden alukkeet. Alleviivatut alueet ovat Predict Protein-ohjelmalla saadut
mahdolliset toiminnalliset osat ja lihavoidut osat ovat toiminnalliset osat, jotka

saadaan tuotetta samankaltaisiin proteiineihin verratessa.
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PCR:n suorittaminen aloitettiin laimentamalla alukkeista sopivat kayttdliuokset.
Tiedot reaktioliuoksista ja PCR-ohjelmista 16ytyy liitteista 2. cDNA-kirjastot olivat
kuivuneet. Kuivuneisiin cDNA-kirjastoihin lisattiin steriilia vettd ennen kuin ne
otettiin kayttdon. Reaktioissa kaytetyt cDNA-kirjastot Iytyvat liitteesta 2. PCR-
reaktio oli kaksi vaiheinen. Ensimmaisen reaktion tuotteita kaytettiin aloitus
materiaalina toisessa reaktiossa. Agaroosigeelianalyysilla ei nakynyt tuotetta
ensimmaisten reaktioiden jalkeen. Negatiivisista tuloksista huolimatta kaikista
naytteista tehtiin sisemmat PCR-reaktiot. Sisemmista PCR-reaktiosta saaduista
tuotteista saatiin agaroosigeelianalyysilla positiivinen tulos. Tyohon otettiin
mukaan viela yksi tuore cDNA-kirjasto. Talle DNA:lle tehtiin molemmat PCR-

reaktiot ennen kuin jatkettiin seuraavaan vaiheeseen.

Kloonauksessa kaytettin E.coli HDb5a-kantaa. Syvajaassa sailytettavat
bakteerisolut sulatettiin. Bakteereita kasvatettin + 37° C:sta. Vuorokauden
jalkeen maljoilta siirrettiin pesakkeita SOB medium liuokseen. Bakteereita
kasvatettin + 18° C sekoittajassa kunnes optinen tiheys (OD) oli 0,5
aallonpituudella 600 nm. Ohje solujen kasittelyyn solukalvon heikentamiseksi on
litteessd 4. Kompetentteja soluja testattin transformoimalla solun sisdan
ampisilliiniresistenssigeenin sisaltama plasmidi. Maljoilla ei kasvanut haluttua

maaraa pesakkeita, mutta naita soluja kaytettiin kuitenkin jatkossa.

Kloonaus aloitettiin tekemalla digestio. Digestiossa plasmidi ja PCR-tuote
katkaistin BamH1 ja EcoR1 restriktioentsyymeilla. PCR-tuotteet puhdistettiin
ennen digestion aloittamista (LITE 3). Puhdistuksen jalkeen DNA:n maaran
mittaamiseen tarkoitetulla spektrofotometrilla tarkistettiin, ettd DNA ei ole
havinnyt puhdistuksen aikana. Ohjeet Digestion tekemiseen on liitteessa 5.
Digestion jalkeen plasmidi-DNA analysoitiin geelissa, josta se leikattiin irti ja

puhdistettiin samalla kitilla, kuin PCR-tuotteet ennen digestiota (LITE 3).

Digestion jalkeen suoritettiin ligaatio. Ligaatiossa plasmidi ja insertti kiinnitettiin

toisiinsa ligaasientsyymin avulla. Ligaatiossa otettin huomioon insertin ja
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plasmidin koko reaktioon pipetoitavan naytteen maarassa. Ohje ligaation

suorittamiseen on liitteessa 6.

Ligaation jalkeen suoritettiin transformaatio. Transformaatiossa oli huomioitava
tuotteiden ja reagenssien lampdtilda. Transformaation ohje on liitteessa 6.
Transformoiduista soluista siirrostettiin  pesakkeitd puhdasviljelmiksi seka

maljalle, etta kasvatusliuokseen. Soluja kasvatettiin yon yli 37° C.

Kasvatuksen jalkeen DNA-eristettin ja puhdistettiin liuoksista ja maljalta.
Tulokset analysoitin  agaroosigeelin avulla. Koko kloonaus toistettiin
negatiivisten tulosten vuoksi. Toisessa kloonauksessa oli mukana myos

tuoreesta cDNA-kirjastosta PCR:lla monistetut tuotteet.

Puhdasviljelmista eristetystda DNA:sta tehtiin sekvensointireaktiot (Liite 7).
Sekvensointi suoritettin ~ ABI Prism® 3100 -  analysaattorilla.
Sekvensointireaktiossa  kaytetddan  PCR-reaktion  kaltaista  ohjelmaa.
Reaktioliuoksessa on tavallisten ddNTP:n liséksi fluorensoivalla variaineella
leimattuja emaksia. Reaktiossa uusi juoste rakentuu alukkeesta alkaen.
Juosteen kasvaminen paattyy kun juosteeseen kiinnittyy leimattu emas. Uusien
juosteiden maara reaktion edetessa kasvaa niin suureksi, ettd voidaan olettaa
juosteen rakentumisen loppuvan ainakin kerran jokaisen juosteen emaksen
kohdalla. Analysaattorissa eri pituiset DNA-jaksot kulkeutuvat pelymeerissa eri
vauhtia. Laitteessa on laser, joka virittad leimat ylemmalle energiatasolle
leimatun emaksen saapuessa laserin kohdalle. Kun tama energia purkautuu,
laite rekisterdi vapautuneen energian maaran. Nain se tunnistaa jokaisen
leiman erikseen ja kirjaa saamansa tulokset, esimerkiksi tietokoneelle, sita
mukaa kun eri pituiset eli eri vauhtia geelissa ajautuneet DNA-jaksot kulkevat

laserin ohi.
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6 TULOSTEN TARKASTELUA

Alukkeiden suunnittelu oli haastavaa. DNA haluttin monistaa tietynlaisissa
osissa jolloin vaihtoehtoja alukkeiden sijoittelulle ei jaanyt paljon. Kun halutaan
saada tiettya DNA-jaksoa monistettua taytyy alukkeiden olla spesifisia talle
kohdalle koko genomissa. Alukkeiden suunnittelussa yritetaan valttaa niihin
jaavia toistojaksoja (esim. CGCGCG tai AAAAA), koska tallaisia kohtia
genomissa on yleensa useita. Ty0ssa kaytetyissa alukkeissa toistojaksoja oli.
Alukkeet valittiin, vaikka riski oli tiedossa, koska DNA haluttin monistaa
tietynlaisissa osissa. Voi olla, ettd jo ensimmaisessd PCR-reaktiossa on
monistunut vaaraa tuotetta, jolloin sisemmasta reaktiosta ei voida saada oikeaa

tuotetta.

PCR-tuotteita valmistettin  useaan kertaan. PCR-reaktioiden olosuhteita
muutettiin ja lisaksi reagenssivalmistaja vaihdettiin, kun otettiin kayttoon tuore
cDNA-kirjasto. PCR-tuotteita analysoitaessa huomattiin, ettd suurimmassa
osassa reaktioista oli saatu vaaran kokoisia tuotteita. Ainoastaan Human
cerebellum cDNA:sta saadut ensimmaisen vaiheen reaktion tuotteet olivat
oikean kokoisia. Toisen vaiheen reaktioista ei saatu tuotetta ollenkaan, tai se oli
vaaran kokoista. PCR oli kaikkein ongelmallisin osuus koko tyota. Vaaran
kokoisista tuotteista voidaan paatella, ettei PCR-reaktioilla valmistetut insertit
olleet oikeita. Kuivuneiden cDNA-kirjastojen iasta ei ollut tietoa. Jos cDNA-
kirjasto on vanhentunut tai kuivunut on mahdollista, ettda DNA on vahingoittunut.
DNA on voinut hajota tai siind on mahdollisesti ollut kontaminaatioita, jolloin
tuote ei ole ollut oikea. Koska kuitenkin myds tuoreesta kirjastosta tehdyt
tuotteet nayttivat vaarilta, on mahdollista, ettd oletettlu vaara tuote johtui

alukkeista.

Kloonauksessa kaytetyt heikennetyt E.coli solut eivat kasvaneet odotetusti.
Maljoilla kuitenkin kasvoi soluja, mika tarkoittaa sita etta osa soluista oli ottanut

insertin sisaansa. Vaikka kasvutulos jai maljoilla huomattavasti haluttua
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pienemmaksi, niin osa heikennetyista soluista oli toimivia. Bakteerisolun sisalta
puhdistetut plasmidit nayttivat geelissa analysoitaessa oikean kokoisilta.
Digestio oli kohtalaisen yksinkertainen ja helppo tyovaihe. Digestio onnistui
toisella kerralla, koska ensimmaisella kerralla PCR tuotteet unohdettin
puhdistaa ennen digestion suorittamista. Digestiossa on joitain tydvaiheita,
joissa tietty lampotila on erittain tarkea. Lampatiloja tarkkailtiin huolellisesti ja ne

pysyivat halutuissa lukemissa koko tyovaiheiden ajan.

Ligaatio on reaktiona hyvin yksinkertainen suorittaa. Ainoastaan lampétilojen
seuranta vaatii tarkkaavaisuutta. Lampadtilat saatiin pidettya hyvin kohdallaan
reaktion erivaiheissa. Reagenssit voivat tdssa tyovaiheessa aiheuttaa virheita,
mutta ei ole mitdan syyta epailla etteikd ne olisi olleen taysin toimivia ja oikein
sailytettyja.  Yhdistelma-DNA-molekyylin koko  varmistettin  geelissa
analysoimalla. Analyysin perusteella voitiin paatella, etta molekyylien koot olivat
useimmissa tapauksissa liian pienet. Tama viittaa siihen, ettei PCR-tuote ollut

kiinnittynyt plasmidiin.

Transformaatiossa tydskenneltin useissa eri lampoétiloissa. Lampdtiloja
tarkkailtin koko ajan aivan kuten muissakin kloonauksen tyovaiheissa. Vaikka
niiden kanssa oltiin todella huolellisia on kuitenkin mahdollista etta ne eivat ole

sailyneet haluttuna koko aikaa.

DNA:n puhdistus on helppoa kaupallisia kitteja kaytettaessa. Kun ohjeita seuraa
huolellisesti, pitaisi puhdistuksen onnistua. DNA:ta ei voi nahda paljaalla
silmalla, joten puhdistuksen aikana on vain luotettava siihen, ettd DNA ei ole
havinnyt nayteastiasta. Puhdistuksen jalkeen on hyva varmistaa agaroosigeelin
avulla tai DNA:n mittauslaitteella, etta tuote on viela tallella, ennen kuin jatkaa
tyota eteenpain. Kahden puhdistuksen jalkeen DNA oli havinnyt puhdistuksen
aikana, tai sita ei ollut alunperinkdan olemassa. Tassa vaiheessa tyon edellinen
osuus toistettiin ja puhdistus seka tarkistus suoritettiin uudelleen ennen kuin

jatkettiin eteenpain.
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Sekvensointireaktio on vahan samankaltainen kuin PCR reaktio.
Sekvensointireaktiossa DNA kopioituu alukkeesta alkaen. Uuden juosteen
synteesi  paattyy, kun juosteeseen Kiinnittyy leimattu  nukleotidi.
Sekvensointireaktio toistuu sykleissd PCR-reaktion tapaan. Jokaisella syklilla
uusien juosteiden maara tuplaantuu edelliseen kierrokseen nahden. Juosteiden
maara on reaktion lopussa niin suuri, etta voidaan olettaa juosteen rakennuksen
paattyneen kerran jokaisen juosteen emaksen kohdalla. Analysaattorissa
sekvensointireaktiotuotteet kulkevat polymeeria sisaltavissa kapillaareissa kohti
kapillaarin paassa olevaa positiivistd napaa. Eri kokoiset juosteet kulkevat
kapillaarissa koko jarjestyksessa, koska polymeeri hidastaa isoja kappaleita
enemman, kuin pienid. Kapillaarin paassa ennen positiivista napaa on
lasersade, joka aktivoi leimatut nukleotidit. Leiman vari kertoo mika emas on

kyseessa ja tulokset siirtyvat jarjestyksessa tietokoneelle.

Sekvenssit ajettiin kaikista saaduista tuotteista. Suurimmassa osassa ei nakynyt
DNA:ta ollenkaan ja niissa missa nakyi jotain tuote oli vaara. Liitteessa 8 on
kuva DNA:ta sisaltaman naytteen sekvenssisa, jossa on vaaraa tuotetta seka

sekvenssista missa tuotetta ei ollut I1ahes ollenkaan.
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7 POHDINTA

Projekti kokonaisuutena oli erittdin mielenkiintoinen ja haastava. Vaikka
lopputulos ei ollut toivotun kaltainen, oppimisprosessina tyd oli erittdin antoisa.
Erilaisia tyoskentelytekniikoita oli useita ja niiden suorittamisesta seka
periaatteista sai tyon edetessa kattavan kokonaiskuvan. Oli mielenkiintoista
kokea nain ison kokonaisuuden suorittaminen alusta loppuun asti. Tyovaiheiden
jarjestys seka niiden merkitys kokonaisuuden onnistumiselle korostui tydssa
vastaan tulleiden ongelmien kautta. Oppimisen kannalta oli tarkeda nahda
kuinka eri ongelmatilanteissa toimittiin ja miten paastiin siirtymaan seuraavaan

vaiheeseen.

Alukkeiden suunnittelu oli vaikeaa. Oli mielenkiintoista nahda kuinka suunnittelu
etenee ja mitka asiat vaikuttavat lopullisten alukkeiden valintaan. Samalla sain
tutustua geenipankeista I0ytyviin kattaviin aineistoihin seka mahdollisuuksiin,

miten niita voi kayttaa hyodyksi.

PCR-reaktioiden teko oli minulle ennestaan tuttua aikaisempien opintojeni ja
tyoni vuoksi. En ole kuitenkaan ennen kayttanyt templaattina cDNA:ta ja olikin
mielenkiintoista paasta kokeilemaan PCR:n suorittamista erilaisesta naytteesta.
Sain tassa projektissa myos itse asentaa ohjelmat PCR-laitteeseen ja testata
reaktioiden joidenkin vaiheiden lampdtilojen ja reagenssin maaran vaikutusta

saatuun tulokseen.

Kloonauksen eri tydvaiheiden kokonaisuuden hahmottaminen tuotti minulle
aluksi vaikeuksia. Asiaan syventyminen Kkirjallisuuden ja ohjaajan avulla
kuitenkin avasi prosessin eri vaiheiden merkitysta. Heikennetyt solut
valmistettiin tyon alkuvaiheessa. Taman vuoksi tydssa digestioon paastaessa
piti palauttaa mieleen, ettd yksi tarkea tyovaihe on jo suoritettu ja jasentaa se
osaksi kokonaisuutta. Digestio, ligaatio ja transformaatio sulautuivat

laboratoriossa tyOskennellessa yhdeksi kokonaisuudeksi. Olen ajatellut
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kloonauksen pitkdna, monia tydvaiheita sisaltdvana ja aikaa vievana
prosessina. Vaikka kloonaus olikin tarkkaavaisuutta vaativa kokonaisuus, olin
yllattynyt siitd kuinka nopeasti eri vaiheet oli suoritettu. Eri vaiheiden
vaihtelevien lampdtilojen vuoksi alkuvalmistelut oli tehtdva aina huolella.
Oppimisen kannalta valmistelujen tekeminen oli hyva asia, koska samalla joutui
pohtimaan, mita seuraavassa vaiheessa tapahtuu ja minka vuoksi vaaditaan
juuri tietty lampotila. Kloonauksessa vaikeinta on se, etta paljaalla silmalla ei voi
nahda onko tydvaihe onnistunut. Pitda vain luottaa reaktion eri osien
toimivuuteen ja uskoa etta vaihe on onnistunut. Lopputuloksen kuitenkin nakee
vasta, kun koko tyd0 on suoritettu ja tuotetta tarkastellaan esimerkiksi

sekvensoimalla.

DNA:n eristys ja puhdistus suoritettiin valmiiden puhdistukseen kaytettavien
reagenssisarjojen avulla. Vaikka reagenssit ovat valmiina ja ohjeet on erittain
yksityiskohtaiset, voi yksikin virhe aiheuttaa koko materiaalin haviamisen. Eri
tydvaiheissa kaytettiin hieman eri puhdistusmenetelmia riippuen siita millaisesta
materiaalista DNA haluttin saada puhdistettua. Se selkeytti kuvaa siita
kokonaisuudesta miten herkka materiaali DNA on ja kuinka tarkeaa on saada

kaikki ylinmaarainen pois ennen seuraavaan vaiheeseen siirtymista.

Sekvensointi reaktiona varsinkin nykyisilla analysaattoreilla on erittain
mielenkiintoista. Sekvensointia varten tehtiin sekvensointireaktio, mutta
sekvensointi suoritettin  muualla, koska analysaattoria kayttaa vain tietyt
henkilot. Olen kuitenkin kayttadnyt aikaisemmassa tyopaikassani ABI Prism®
3100 analysaattoria, joten sen toiminta ja tulosteiden tulkinta oli minulle
ennestaan tuttua. lkava kylla tulosteet vahvistivat sen mika jo olikin tiedossa. Eli
tyo ei ollut onnistunut halutulla tavalla ja oikeaa tuotetta ei saatu valmistettua.
Kokonaisuudessa projekti oli kuitenkin haastava ja opettava joten oppimisen

kannalta haluttu tulos saavutettiin.
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LITE 1 11

LIUOSTEN VALMISTUS OHJEET

SOB medium
Valmistetaan 1 litra 2X liuosta

20 g tryptoni + 5 g hiivauute + 0,5 g natriumkloridi + 2,5 ml 1 M kaliumkloridi.

Liuotetaan 990 ml steriilia vetta. Valmis liuos autoklavoidaan.

MgSO,
Valmistetaan 100 ml 1M MgSO..

Liuotetaan 24,64 g kiintedd MgSO., (7kidevettd) 100 ml steriilia vetta ja

autoklavoidaan liuos.

TB/HEPES + DMSO
Valmistetaan 1 litra liuosta.

2, 385 g Hepes + 3 ml 1 M kalsiumkloridi + 18,640 g kaliumkloridi. Liuotetaan
noin 900 ml steriilia vetta. Sdadetaan pH KOH:lla 6,7.

pH:n saatamisen jalkeen lisataan liuokseen 10,885 g Mangaanikloridia, jonka
jalkeen saadetaan liuoksen tilavuus 1 litraan steriilililda vedella. Liuos

suodatetaan ruiskusuodattimella 0,2 mikrometrin filtterilla.
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LIITE 2 1/2
PCR REAKTIOLIUOKSET JA OHJELMAT
PCR-reaktio-ohjelma
Reaktion vaihe Lampdtila Aika Syklien maara
Denaturaatio 94 °C 3 min 1
Denaturaatio 94 °C 30s 30
Annealing 63 °C 30s 30
Extension 72 °C 2 min pitka reaktio|30
1 min lyhyt reaktio
Extension loppu 10 min 1
PCR-reaktioliuokset
Reagenssi Pitoisuus liuoksessa
Puskuri 1X
DNTPs 0,2 mM
Primer 1 0,4 uM
Primer 2 0,4 uM
Nayte 1 pL /50 ml liuokseen
Polymeraasientsyymi 1,25 U
H20 Sen verran ettd haluttu tilavuus

saavutetaan
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LITE 2 2/2

PCR-reaktioihin kaytettiin seitsemaa kuivunutta ja yhta tuoretta cDNA-kirjastoa.
Reaktiot suoritettin  yhteensa neljastd eri templaatista. Kahdessa
ensimmaisessa reaktiossa kirjastoja  yhdisteltiin DNA:n maaran
maksimoimiseksi. Alla on esitetty mitd kussakin reaktiossa kaytettiin

templaattina.

1 reaktio: HUT 78 + CEM
2 reaktio: Human liver + HelLa + Placenta + Thymus
3 reaktio: Human spleen

4 reaktio: Human cerebellum (tuore cDNA-kirjasto)
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LITE 3 1/5

DNA:N PUHDISTUS

PLASMIDI-DNA:N PUHDISTUS 1

(Suomennettu Benchmarksin ohjeesta)

« Siirretdan yksi bakteepesake kasvatusmaljalta 1,5 ml TB-liuosta, 10 ml
kasvatusputkeen. Kasvatetaan 37 °C 12-18 tuntia. Pidetaan

reagenssiastia ravistajassa koko ajan.
« Sentrifugoidaan solut 14000 x g 2 min.

» Poistetaan supernatantti putkesta ja liuotetaan sakka 100 uyl GTE

puskuria. Inkuboidaan huoneenlammaossa 5 min.

» Siirretdan bakteerisakka + GTE-puskuri jaille. Lisataan 200 pl juuri
valmistettua SDS-liuosta. Sekoitetaan kaantelemalla ja inkuboidaan jailla

5 min.

* Neutralisoidaan seos lisaamalla 150 uyl 3 M natriumasetaattia, pH 4,8.

Sekoitetaan kaantelemalla. Inkuboidaan jailla 5 min.

» Sentrifugoidaan seosta 14000 x g 10 min fuugissa joka on jaahdytetty 4
°C. Siirretaan supernatantti putkesta puhtaaseen

mikrosentrifuugiputkeen.

« Lisataan supernatantin joukkoon 145 pl 40 % PEG-6000 liuosta.

Inkuboidaan jailla 10 min.

» Sentrifugoidaan liuosta 14000 x g 10 min fuugissa joka on jaahdytetty 4
°C.

* Pipetoidaan supernatantti putkesta.

* Liuotetaan DNA-sakka 100 pl steriilia vetta. Lisataan 100 ul 5,5 M LiCl-
liuosta ja inkuboidaan jailla 10 min.
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LITE 3 2/5

» Sentrifugoidaan liuosta 14000 x g 10 min fuugissa joka on jaahdytetty 4

°C. Siirretaan supernatantti puhtaaseen mikrosentrifuugiputkeen.

+ Lisataan 0,6 tilavuutta putkessa olevasta liuoksesta isopropanolia.

Inkuboidaan 10 min huoneen lammaossa.

« Sentrifugoidaan liuosta 14000 x g 10 min sentrifuugissa joka on

jaahdytetty 4 °C. Poistetaan putkesta supernatantti.

+ Kaadetaan DNA-sakan paalle 500 ul kylmaa 70 % etanolia. Kuivataan

sakkaa tyhjiossa 5 min.

* Liuotetaan sakka 20 yl TE puskuria. Varmistetaan, ettd naytteessa on

DNA:ta analysoimalla osa siita agaroosigeelissa.
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LITE 3 3/5

PLASMIDI-DNA:N PUHDISTUS 2

(Suomennettu NukleoSpin® ohjeesta)

» Sentrifugoidaan 1-5 ml LB kasvatusliuosta eppendorfputkessa 11 000 x g

30s. Poistetaan putkesta liuos mahdollisimman tarkasti.

» Lisatdan 250 pl puskuria A1. Liuotetaan sakka puskuriin vorteksoimalla

seosta.

» Lisatdan 250 Ml puskuria A2. Sekoitetaan putkea varovasti
kaantelemalla 6-8 kertaa. Inkuboidaan huoneen lammodssa enintaan 5

min.

» Lisatdan putkeen 300 Ml puskuria A3. Sekoitetaan varovasti

kaantelemalla kuten edella.
» Sentrifugoidaan 11000 x g 10 min.

* Asetetaan suodatinosa 2 ml keraysputkeen. Pipetoidaan edellisessa
vaiheessa saatu liuos suodattimen paalle ja sentrifugoidaan 11000 x g 1
min. Keraysputki liuoksineen laitetaan pois ja asetetaan suodatin uuteen

keraysputkeen.

* Pipetoidaan suodattimelle 600 ul puskuria A4 (mihin on lisatty etanoli).

Sentrifugoidaan 11000 x g 1 min. Kaadetaan liuos pois.

+ Kuivataan suodatin asettamalla se keraysputken paalle ja

sentrifugoimalla 11000 x g 2 min.

» Keraysputki poistetaan ja asetetaan suodatin eppendorfputken paalle.
Lisataan suodattimelle 50 Ml puskuria  AE. Inkuboidaan
huoneenlammdssa 1 min. Sentrifugoidaan 11000 x g 1 min. DNA irtoaa
suodattimesta puskurin mukana. Suodatin voidaan havittaa ja DNA

sailytetdaan eppendorfputkessa.
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LITE 3 4/5

PCR TUOTTEIDEN PUHDISTUS

(Suomennettu QIAquick Purification Kit Protocol ohjeesta)

« Lisatdan 5 tilavuutta PB-puskuria yhta tilavuutta PCR-tuotetta kohti.

Sekoitetaan eppendorfputkessa.

* Asetetaan suodatin keraysputken paalle ja pipetoidaan edellisessa
vaiheessa saatu liuos suodattimelle. Sentrifugoidaan 10000 x g 30-60 s.
Kaadetaan keraysputkesta liuos pois ja asetetaan suodatin uudelleen

sen paalle.

* Pipetoidaan 750 pl PE-puskuria suodattimelle ja sentrifugoidaan 30-60 s.
Kaadetaan liuos pois keraysputkesta ja asetetaan suodatin uudelleen

sen paalle.
» Sentrifugoidaan uudelleen 1 min taydella nopeudella.

» Asetetaan suodatin 1,5 ml puhtaaseen eppendorfputkeen. Lisataan 50 pl
EB-puskuria suodattimelle. Sentrifugoidaan taydelld nopeudella 1 min.
Lisatdan fuugauksen jalkeen viela 30 uyl EB-puskuria suodattimelle ja
sentrifugoidaan uudelleen. DNA on irronnut suodattimessa ja on

puskurissa eppendorfputkessa.
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LITE 3 5/5

DNA:N PUHDISTUS GEELISTA

(Suomennettu QIAquick Gel Extraction Kit Protocol ohjeesta)

» Leikataan DNA geelista puhtaalla veitsella.

* Punnitaan saatu geelin pala ja lisatdan 3 tilavuutta QG-puskuria yhta

tilavuutta geelia kohti (100 mg = 100 ml).

* Inkuboidaan 50 ° C 10 min, tai kunnes geeli on liuennut puskuriin.
Liukenemista voidaan nopeuttaa vorteksoimalla seosta valilla.

Liuotuksen jalkeen varmistetaan, etta seos on keltaista.

 Lisataan seokseen 1 tilavuus isopropanolia. Pipetoidaan liuos
suodattimelle, joka on asetettu 2 ml keraysputken paalle. Sentrifugoidaan
10000 x g 1 min. Jos kaikki liuos ei mahdu kerralla suodattimelle,
tyhjennetdan keraysputki valilla ja pipetoidaan lisda liuosta
suodattimelle. Fuugaus toistetaan kunnes kaikki liuos on saatu

suodatettua samalla suodattimella.

* Tyhjennetdan keraysputki ja pipetoidaan suodattimelle 500 pl QG-
puskuria. Sentrifugoidaan 10000 x g 1 min.

* Tyhjennetaan keraysputki ja pipetoidaan suodattimelle 750 ul PE-

puskuria. Inkuboidaan 2-5 min. Sentrifugoidaan 10000 x g 1 min.

* Tyhjennetdan keraysputki ja fuugataan 1 min, jotta saadaan suodatin

kuivattua.

* Asetetaan suodatin 1,5 ml puhtaaseen eppendorfputkeen ja pipetoidaan
suodattimelle 50 ul EB-puskuria. Sentrifugoidaan 1 min taydella

nopeudella.

* DNA on siirtynyt puskurin mukana eppendorfputkeen ja suodatin voidaan

heittaa pois.
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LIITE 4 1/2

KOMPETENTTIEN SOLUJEN VALMISTUS

« Litran erlenmeyeriin mitataan 250 ml SOB medium liuosta. Kaadetaan

SOB medium liuoksen sekaan 2,5 ml MgSO.- liuosta.

* Bunsenliekissa desinfioidulla siirtosilmukalla siirrostetaan bakteereja

kasvatusmaljalta kolmen ison pesakkeen ryhma SOB liuokseen.

« Laitetaan foliolla peitetty erlenmeyer sekoittajaan joka on + 18 °C.

Kasvatetaan kunnes OD on 0,6.

* Seuraavissa tyOvaiheissa on ehdottoman tarkeda muistaa kylmassa

tyoskentely!

* Valmistetaan liuos, joka sisaltéa 20 ml TB/Hepesia ja 1,5 ml DMSO-
liuosta. Taman lisaksi viedaan kaikki tarvittavat valineet kylmaan, jotta ne

ovat jaahtyneet tyon alkaessa.

+ + 18° C kasvamassa ollut SOB medium liuos jaetaan kahteen putkeen,

kun haluttu OD on saavutettu.

» Sentrifugoidaan putket esijgdhdytetyssa fuugissa (+4 C) 10 min 3700

rpom. Liuos kuljetetaan valimatkat jadastiassa.

» Sentrifugoinnin jalkeen poistetaan liuos putkista mahdollisimman tarkasti,

niin etta jaljelle jaa vain sakka.

« Lisatada putkiin yhteensa 85 ml TB/Hebes liuosta. Liuotetaan sakka ja
yhditetdan saadut seokset yhteen putkeen. Putkea pidetaan 10 min jaita
sisdltdvassa astiassa, minka jalkeen sentrifugoidaan esijaahdytetyssa
fuugissa (+4 C) 10 min 3700 rpm. Putket kuljetetaan valimatkat

jaaastiassa..

» Sentrifugoinnin jalkeen poistetaan neste pullosta ja lisataan aikaisemmin

valmistettu TB/Hebes + DMSO-liuos. Pidetaan jaissa 10 min.

44



LIITE 4 2/2

» Jaetaan liuos eppendorf putkiin 500 pl kuhunkin ja jaadytetaan putket

nestetypella.
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LITE 5 1/2

DIGESTIO

Digestio plasmidi-DNA:lle

Reaktion kokonaistilavuus on 20 pl.

Reagenssi Reaktioon tarvittava Reaktiossa kaytetty
maara maara

DNA 1000 ng plasmidi-DNA:ta Tarvittava maara

lasketaan nanodrop

laitteen antamien

tulosten perusteella

Puskuri 2 x Tango 4 pl 10 x Tango

Vektori 1 10 U EcoR1 1 ul

Vektori 2 10 U BamH1 1l

Vesi H.O Steriilia vettd niin etta
haluttu tilavuus
saavutetaan

* |nkuboidaan reaktioliuosta 37 ° C 2-3 tuntia.

» Lisatdan 1 ul CIAP:ta (Calf intestinal alkaline phosphatase). Inkuboidaan
+37 ° C 30 min.

* Pidetaan seosta +80 ° C 20 min.

* Analysoidaan agaroosigeelissa ja puhdistetaan DNA agaroosigeelista

leikatuista palasista.
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LITE 5 2/2

Digestio PCR-reaktiotuotteille

PCR-tuotteiden digestiossa kaytetdan koko PCR-reaktiosta saatu tuote seka

restriktioentsyymeitd ja puskuria samassa suhteessa kuin plasmidi-DNA

digestiossa.

Reagenssi Reaktiossa kaytetty reagenssin maara
DNA 50 pl

10 x Tango 12,5 pl

EcoR1 1l

BamH1 1l

* |nkuboidaan reaktioliuosta 37 ° C 2-3 tuntia.
* Annetaa seoksen olla +80 ° vesihauteessa C 20 min.

* Analysoidaan agaroosigeelissa ja puhdistetaan DNA geelista.
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LIITE 6 11

LIGAATIO JA TRANSFORMAATIO

Ligaatio

Ligaatiossa reagenssit pipetoidaan seuraavassa jarjestyksessa: plasmidi,
insertti, vesi, puskuri ja viimeisena ligaasientsyymi. Reaktiot tehdaan
eppendorfputkissa. Kun kaikki reagenssit on pipetoitu putkiin, niitd pidetaan 2
tuntia vesihauteessa jonka lampdtila on 22 ° C. Kaytetaan suljettavaa styroksi
astiaa, jotta lampotila pysyy vakiona. Vesihauteesta reaktioliuokset siirretaan 10

minuutiksi 60 ° C. Taman jalkeen reaktio on valmis.

Transformaatio

Transformaatiossa reaktioputket pitaa olla jaahdytetty ennen aloitusta.

* Pipetoidaan 5 pl ligaatioreaktiotuotetta esijadhdytettyyn, jailla olevaan
eppendorfputkeen. Lisataan 100 pl kompetentteja soluja ja inkuboidaan
30 min jaissa.

* Eppendorfputket siirretdaan +42 ° C vesihauteeseen. Annetaan olla tassa

lampdotilassa tasan 2 min.

+ Otetaan eppendorfputket hauteesta ja lisatdan niihin 1 ml LB mediumia.
Inkuboidaan +37 ° C 30-60 min.

* Viljelldan 100 pl reaktioseosta LB-maljalle. Sentrifugoidaan loppu liuos.
Sentrifugoinnin jalkeen pipetoidaan seoksen kokonaistilavuudesta 900 ul

pois. Eppendorfputkeen jaljelle jaanyt seos kasvatusmaljalle.

+ Kasvatetaan maljoja yon yli +37 ° C.
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LITE 7 1/2

SEKVENSOINTIREAKTIOT

Sekvensointireaktiot tehdaan tassa projektissa transformoiduista soluista.
Soluista puhdistetaan DNA-puhdistusreaktioiden liitteen 5 mukaan. Tama DNA
toimii templaattina sekventointireaktiossa. Alukkeina reaktiossa kaytetaan niita

alukkeita joilla PCR reaktiot on alunperin tehty.

Reagenssi Tarvittava maara reaktiossa jonka kokonaistilavuus
on 10 ul

Malli-DNA 100 — 300 ng

Aluke 1 2 pmol/ul

Aluke 2 2 pmol/pl

Premix (sisaltaa| 2 pl

entsyymin, puskurin,

dNTP:t ja leiman)

H.O Niin paljon etta saavutetaan haluttu
kokonaistilavuus

49



LITE 7 2/2

Sekvensointireaktoituotteiden kasittely ennen analysaattoria:

Lisdd 30 pl steriilia vettd ja 60 pl 100% etanolia jokaiseen PCR

reaktiotuotteeseen.

Peitd PCR-tuotteet, veden ja etanolin sisaltamat PCR levyt huolellisesti

ja sekoita kdantamalla ylosalaisin muutaman kerran.
Jata huoneenlampddn seisomaan vahintaan 15 min.
Sentrifugoi PCR levya 2000 x g, 45 minutes.

Posta supernatantti levyn kuopista kdantamalla levy ylésalaisin lavuaarin
paalla.

Aseta PCR-levy, joka sisadltad sekvensointireaktiotuotteet sakkana,
sentrifuugiin ~ vaarinpain  kasipyyhkeen paalle ja fuugaa
700 x g. Kun fuugia saavuttaa halutun nopeuden, pysayta fuugi

valittomasti.
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LIITE 8 1/4
ABI Prism® 3100 - analyssaattorilla saadut sekvenssit

Kolme erimerkki kuvaa sekvensseista, joita ABI Prism® 3100 - analyssaattorilla
saatiin kloonauksen lopputuotteista. Sekvenssia luetaan ABI PRISM merkin alta
lahtdisin vasemmalta oikealle rivi kerrallaan.

Kuvassa 1 on oikea aluke noin 120 emaksen kohdalla. Siita eteenpain
sekvenssi on vaaraa. Tuotteesta erottuu paasekvenssi kohtalaisen selvasti,

vaikka taustahalyksi kutsuttua epapuhtautta on aika paljon.

Kuvassa 2 on siisti sekvenssi jonka kuvaaja nayttda juuri siltd mita haetaan.

Tuote on kuitenkin vaaraa tassakin tapauksessa.

Kuvassa 3 on erittdin epapuhdas sekvenssi ja tuotetta ei ole juuri lainkaan.

Tallaisia oli suurin osa sekvensseista.
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Model 377 10-194-1 rev Signal G:85 T:95 A:87 C:63 Page 1 of 2
DYEnamic™ ET Term. {US80872} ti 22.touko 2007 10:21

ABI \ Version 3.3 HELMUT .
vz_%_; SemiAdaptive 194-1 rev DYEnamic™ ET Terminators ma 21.touko 2007 15:49
Version 3.2 Lane 10 Points 1106 to 9444 Pk 1 Loc: 1106 ) Spacing: 10.94{10.94}
S - - -
WA AGCTGGT ACCGGGNCCCCCC TCGAGG TCTANNGTATNA A TAAGC TTGAT ATCGAA Azﬂz.h,@E,OGQO GGG GG M.mww.wwhﬂmh

CCNGANAG ANGNNCTCGT NIA AT AANC C TCACT AATINCGAA?
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I

BETTCINGAGCGGGC G GCAC CGCGG TGGACC TCC AATTCGCCC TATAGTGAGTCNTATTACAATATCAC TGGCC GTCG TNI'TACAA OG TCNI'GACTGGGAAANIC CT GGCG TOIXC CCA ACTT
19 200 21( 220 230 241
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WA

'CGNC TTG CAGC ACATCC CCCTTTCNCC AG CI NAGITGCNCAGCCTGAATGGCGA ATGGNANGCGCCCTG TN CCNNNN
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2 TNNANCN CCGC GGGTIGTGGI GGIT 22 NANNCA TNINT NANCNGNING 27CTTIG C AANTGCCAT AA CNCCC GCT COCTTTTIOG CTTTICTT CCC TITANT T'IC TCNC CACGTATC G OCG G TZNTTCCC
490 50C
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KuvA 1
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Kuva 2

Model 377 24-1196-24 5, Signal G:612 T:492 A:661 C:383 Page 1 of 1

>m— \ ; Version 3.3 TUIJA, HELMUT DYEnamic™ ET Term. {US80872} ti 17.huhti 2007 09:32
_WI—/N SemiAdaptive 1196-24 5, DYEnamic™ ET Terminators ma 16.huhti 2007 16:18

—Uz Version 3.2 Lane 24 Points 1055 to 6000 Pk 1 Loc: 1055 Spacing: 11.19{11.19}
TNNNNC NGTG AA AGCCAC TTNIGGTGGT GGCGAC ATCCTCCAAA ATCGGATCT GG T'TOC GCG emmbﬂmm.wmﬂm@vmho GCTGCGGGACGC GCGANTNGAA TTATG GCCC ANNNC AG

1Q 90 100 110

Y

i TGANNCG GTGA AT TC CNG NNCAACNTCAATCGTT ACAGNNNNNA GCNACTGATNGAA ACNANTC NTC GC CNNC NGCTGNACGCNGAAGAAGGCACATGG CTGAATATCGACGGT TTCCAT
120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230

\
Mg .E»_,_z%?r%.;__z\/,.:p.,..é\.,‘\.» 0 ,.W?Eg»‘..,\.‘.\...,b,,,.g..gz.,?.,s\,.\,, Lo o ittt

ATGGGGATTG GTGGCGACGACTCCTGGAGCCCGTCAGTATCGGCGGAA TTCATCGTGACT GACTGACGATCTGC CTCGCGCG TTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTG ACACATGCAGT
240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350

: O s N -

TCC CGG AC TTGN C CNAAACTCC CGNC CGANTNC AT CGTGANT GNNI'GACNATNINGNCTCNCNC GT' N CGC NGATNANNG NG AANAN CTCT G NNA NAT GNNINNNCCCG GNNINNNN C
360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470

E;\{\Vj\(%a P NON s e a2 o, e TN el e v i
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KUVA 3

X

Model 377 13-194-4 rev Signal G:149 T:149 A:138 C:99 Page 1 of 2

>W— \ Version 3.3 HELMUT DYEnamic™ ET Term. {US80872} ti 22.touko 2007 10:21
v—N_m\—/\_a SemiAdaptive 194-4 rev DYEnamic™ ET Terminators ma 21.touko 2007 15:49
Version 3.2 Lane 13 Points 795 to 9444 Pk 1 Loc: 795 Spacing: 10.99{10.99}
TCOOGTGCAAA CNCAG CTCA CGAG AGNNNCC N-CCT ANTONCG NRAAAAGCCT ANAZAGGGGGGNC CCTCGACNCGNA NNG TANCGANAA GNNCG AGGATNGA AN CTTNA (NA GNAGA CC GG
1( 30 ww 60 70 80 90 100 1( 120
\

5G ANAC TAGGGGGNG CAGNNGEHN-C ANGGA TCOACAAGEN CT ANAGNG GC CGCC ACC G AC CGC ACCNCC AA TNC GCCNTAT ACTGAGTCGNATTA L ANNCACAGGCC GTCNCNCNANR |
3 140 150 1¢ 170 180 190 200 z 220 230 240

NNC CINACNGGG AAA CCTGCCGTAA NC TT. CCG ACATGCANCAC

290

CANCGAACAIGGCCCGAN C OGA TAG NNCNMIN'CCAA CA CCAGIGC
3 34 350 ¢ 370

250 2¢ 27(

ACMCCNGA ANGG CA A22ANGNGACCCNNC CNGT A CCNG CGOCANTA AAC CCCNG CNGENNNGNGN 2/GECTINGCCCAT AAC ANNG AACCGICAA CACINANGN CAAAACACC ACTAA ACNZAACCANCACC ONAL
3 390 400 410 420 430 440 450 1 : : 490 500 51(

\. mw A\

NN SOV EBYN, T O\ VA LV AN PPN oS o)
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