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HIIVAVEKTOREIDEN MUOKKAUS GOLDEN GATE
SHUFFLING —-MENETELMAA VARTEN

Golden Gate Shuffling on tyypin lls restriktioentsyymeihin perustuva kloonausmenetelma. Sen
tarkoituksena on nopeuttaa moniosaisten inserttien yhdistamisté ja kloonausta geenivektoriin.

Téassa tyossa oli tarkoitus muokata kahta Pichia pastoriksessa kaytettdvaa plasmidivektoria
(pPICZ A ja pGAPZ A, Invitrogen) siten, ettd niihin voidaan siirtdéd insertteja Golden Gate
Shuffling -kloonausmenetelmalla.

Vektoreista poistettiin ensin kolme Bsal-tunnistuskohtaa. Tama tapahtui PCR:n ja mutatoitujen
koettimien avulla. Taman jalkeen suunniteltin ja tehtiin kaksi uutta Bsal-tunnistuskohtaa
plasmidien monikloonausalueille. Golden Gate Shuffling -kloonausmenetelman toimivuus
testattiin ja tehtiin tuottotesti Pichia pastoriksessa.

Suunnitellut muokkaukset suoritettiin  kummallekin vektorille. Shuffling-menetelmén kéytto
vaatinee kuitenkin optimointia riippuen kaytettavien insertien maarasta.

Vastaavanlaisten vektorimuokkausten kannattavuutta tulee harkita tulevaisuudessa DNA-
syntetiikan kehittyessa ja tullessa yha edullisemmaksi. Talla hetkella in vitro DNA-synteesilla
kyetdan jo helposti tuottamaan yli 3 kb:n kappaleita ja tilattuna tdman kokoisen palan hinnaksi
tulisi hieman yli 1000 euroa. Hinta on erittiin alhainen tehtyyn tydmaaréaan ja reagenssimaaraan
nahden.
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MODIFICATION OF YEAST VECTORS FOR THE
CLONING METHOD GOLDEN GATE SHUFFLING

Golden Gate Shuffling is a cloning strategy based on the function of type lls restriction
enzymes. It was created to facilitate the combination of multiple-part gene inserts and their
incorporation into cloning vectors.

The purpose of this study was to modify two plasmid vectors (pPICZ A, pGAPZ A; Invitrogen)
made for the yeast Pichia pastoris so that gene inserts could be incorporated in them by the
cloning method Golden Gate Shuffling.

Three recognition sites for the Bsal restriction enzyme were first altered by mutated primers and
PCR. Two new recognition sites were introduced to the MCSs of the vectors. Lastly the cloning
method was tested with the modified vectors and a protein expression test was performed in
Pichia pastoris.

The alterations were carried out as planned. The cloning method, Golden Gate Shuffling, needs
case-specific optimization depending on the number of gene inserts introduced into the vector.

With the increasing affordability of artificial gene synthesis, this type of vector modifications
should be considered. Today size 3 kb DNA fragments can easily be produced in vitro and the
cost for one 3 kb piece would be a little over 1000 €. The price is low compared to the amount
of work and reagents put into the process.
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Golden Gate Shuffling, pPICZ A, pGAPZ A, Pichia pastoris, site-directed mutagenesis



SISALTO

KAYTETYT LYHENTEET JA SANASTO
1 JOHDANTO

2 PICHIA PASTORIS
2.1 Pichia pastoriksen kaupalliset vektorit pPICZ ja pGAPZ

3 GOLDEN GATE SHUFFLING (GGS)

4 PLASMIDIN KOHDENNETTU MUTAGENEESI PCR-MENETELMALLA
4.1 Menetelma
4.2 Phusion

5 STADEN-PAKETTI SEKVENSSIANALYTIIKKAAN

6 KAYTETYT MENETELMAT
6.1 Kohdennetut pistemutaatiot
6.1.1 Alukkeiden suunnittelu
6.1.2 PCR
6.1.3 Ligaatio ja elektroporaatio
6.1.4 Mutaatioiden varmentaminen
6.2 Monikloonauskohdan muokkaus
6.2.1 Dimeerin rakenne ja dimerisointi
6.2.2 Vektorien pPICZ S ja pGAPZ S muodostus
6.3 Sekvensointi ja datan kasittely
6.4 Golden gate shuffling —kokeilu
6.4.1 Kloonaus
6.4.2 Pichian transformointi
6.4.3 Tuottokasvatukset
6.4.4 Naytteiden késittely ja analysointi

7 TULOKSET JA TARKASTELU
7.1 Vektorien muokkaukset

7.2 Sekvenssi ja mutaatiot

7.3 Shuffling

7.4 Tuottotestit

10

13
13
15

16

17
17
17
18
20
21
21
21
23
24
25
25
26
26
27

28
28
32
34
36



8 YHTEENVETO JA LOPPUPAATELMAT 38

9 LAHDELUETTELO 39

LITTEET

Liite 1. Elektrokompetentit XL1 ja X-33 solut

Liite 2. Mediumit

Liite 3. BLAST1: pPICZ S:n konsensussekvenssin ja odotussekvenssin vertailu
Liite 4. BLAST 2: pGAPZ S:n konsensussekvenssin ja odotussekvenssin vertailu
Liite 5. Mutaatiot

Liite 6. Tuottokasvatusten mittaustulokset

KUVAT

Kuva 1. pGAPZ A:n ensimmainen PCR-mutatointi: yhdistetty sykli-, templaattiméaara- ja

puskuritesti. 29
Kuva 2. PCR: denaaturaatiovaiheen keston ja reaktiotilavuuden vaikutus reaktion
onnistumiseen. 29
Kuva 3. pPICZ A mutatointikierrokset 1, 2 ja 3. 30
Kuva 4. pGAPZ A:n mutatointikierrokset 1,2 ja 3. 31
Kuva 5. pPICZ S ja pGAPZ S entsyymidigestoinnit MCS:n muokkauksen jalkeen. 32
Kuva 6. Emasten lukeminen huonolaatuisesta sekvenssista gap4:ssa. 32
Kuva 7. Shuffling-tuotteiden ja kontrollireaktioiden ero. 34
Kuva 8. Shuffling-menetelmalla yhdistettyjen vektorien restriktioanalyysi. 35
KAAVIOT

Kaavio 1. pPicz A ja pGapz A vektorien rakennekartat (Invitrogen. 2010c,d). 8
Kaavio 2. Notl ja Bsal -entsyymien tunnistus ja leikkauskohdat DNA:ssa. 10
Kaavio 3. Golden Gate Shuffling-kloonaustrategian soveltaminen.
hydrobody-projektissa. (Sulkakoski, A.H. 2012) 12
Kaavio 4. Erilaisten mutaatioiden tekeminen plasmidiin alukemuokkauksen

avulla. (Finnzymes 2009) 13
Kaavio 5. Yhden eméaksen kohdennettu pistemutaatio PCR:lla.

(Sulkakoski, A.H. 2012) 14

Kaavio 6. Dimeerin muodostuminen ja sen toiminta osana vektoria
(Sulkakoski, A.H. 2012) 22



TAULUKOT

Taulukko 1. Alukkeet pistemutaatioita varten. 18
Taulukko 2. PCR-ohjelma 19
Taulukko 3. PCR-reaktioseoksen komponenttisuhteet 19
Taulukko 4. PCR-tuotteiden ligaatioseokset 20
Taulukko 5. Elektroporaatioasetukset 20
Taulukko 6. Oligomeerien sekvenssit 22
Taulukko 7. Dimeerisaatioseos 22
Taulukko 8. Dimerisaatio-ohjelma 23
Taulukko 9. Dimeeri-vektoriseos 23
Taulukko 10. Shuffling-reaktioseos Error! Bookmark not defined.
KUVIOT

Kuvio 1. Supernatanttien ja kasvatusmediumin fluoresenssi. 36

Kuvio 2. Pellettilysaattien fluoresenssi. 36



KAYTETYT LYHENTEET JA SANASTO

AOX1 Alkoholioksidaasi 1

BLAST Basic Logical Alignment Search Tool

CYCLTT Sytokromi c:n terminaattiotekija heterologisen proteiinin
transkription terminaatioon P. pastoriksessa

EGFP(y) Enhanced Green Fluorescent Protein (kodonikaytoltaén op-
timoitu P. pastorikselle)

ER Endoplasmic reticulum, endoplasmakalvosto

Fw Forward(-aluke)

GGS Golden Gate Shuffling

MN Macherey Nagel

NCBI National Center for Biotechnology Information

NEB New England Biolabs

Paox1 Alkoholioksidaasi 1:n promoottori

PCR Polymeraasiketjureaktio

Pey.r Synteettinen E. colissa toimiva promoottori

Pcap Glyseraldehydi-3-fosfaattidehydrogenaasin promoottori

Prerr S cerevisiaesta eristetty P. pastoriksessa toimiva promootto-
ri

RE Reverse(-aluke)

XL1 Eréas yleisesti kaytetty Escherichia coli —kanta

YPER Yeast protein extraction reagent, hiivasolujen hajottamiseen

kaytettava reagenssi (Thermo Scientific Inc.)

Konsensussekvenssi sekvenssin kappaleista matemaattisin menetelmin laskettu ja
rakennettu, limittaisyyyksiin perustuva jatkumo.

Hiusneulasiimukka DNA:han (tai RNA:han) mahdollisesti muodostuva rakenne,
kun juosteen sekvenssi sisaltaa toisilleen komplementaari-
set, painvastaisiin suuntiin kulkevat alueet.

Heterologinen Eri isdnnasta peraisin olevan geenin ilmentaminen toisessa
ekspressio organismissa.



Dimeeri

Forward-aluke

Reverse-aluke

(Yli)Glykolysointi

Terminaatiotekija

Esimerkiksi kahdesta, joko samasta tai eri alukkeista syntyva
kaksijuosteinen rakenne, kun alukkeet siséltavat oisilleen
komplementaarisia osia.

Lahdesekvenssin kanssa identtinen lyhyt DNA-juoste , joka
tarttuu komplementaariseen juosteeseen PCR:n alukekiinnit-
tymisvaiheessa.

Lahdesekvenssin komplementaarijuosteen kanssa identtinen
lyhyt DNA-juoste , joka tarttuu lahdejuosteeseen PCR:n alu-
kekiinnittymisvaiheessa

Proteiinien postranslatorinen muokkaus, jossa proteiiniin
kiinnitetaan sokeriosa. Joillekin hiivalajeille on tyypillista liit-
taa proteiiniin huomattavasti enemman sokeriosia kuin muilla
organismeilla.

Alue sekvenssissé, joka saa RNA-polymeraasin lopettamaan
transkription.



1 JOHDANTO

Rekombinantti-DNA-tekniikat ovat kehittyneet huomattavasti viime vuosikym-
menen aikana. Vaikka perinteiset menetelmat ovat edelleen joltain osin kaytos-
sa, eri tutkimusryhmat kehittavat jatkuvasti uusia kloonaustategioita tyon no-
peuttamiseksi ja helpottamiseksi. Yksi tallaisista menetelmista on tyypin IIs re-
striktioentsyymeihin perustuva Golden Gate Shuffling (Engler ym. 2009).

Tassa tyossa oli tarkoitus muokata kahta Pichia pastorikselle suunniteltua
pPICZ A- ja pGAPZ A (Invitrogen) — nimisia plasmidivektoreja siten, etta niita
voidaan kayttaa Golden Gate Shuffling-kloonausmenetelméassa. Tyo suoritettiin
neljassa vaiheessa. Ensimmaisessa vaiheessa plasmideista poistettiin kolme
Bsal-entsyymin tunnistuskohtaa kohdennettujen pistemutaatioiden ja PCR:n
avulla.  Toisessa vaiheessa suunniteltin ja tehtiin kaksi uutta  Bsal-
tunnistuskohtaa plasmidien monikloonausalueille. Molemnmat muokatut plas-
midit sekvensoitiin GATC Biotech:lla Saksassa. Kolmannessa vaiheessa testat-
tiin kloonausmenetelmén ja plasmidien toimivuutta siirtdmalla muokattuihin
kohdevektoreihin EGFP:n ja hydrofobiiniproteiinin yhdistelm&. Lopuksi rekom-
binanttiplasmidi siirrettiin Pichia pastorikseen, jossa suoritettiin testikasvatukset.
Lopuksi analysoitiin proteiinituottoa. Kaytannoén tyd suoritettiin kokonaisuudes-
saan Turun ammattikorkeakoulun Lemminkéaisenkadun toimipisteen laboratorio-
tiloissa ja soveltuvin osin Hydrobody:n ty6ohjeita mukaillen. Osassa tydvaiheita

noudatettiin artikkelien ja reagenssivalmistajien ohjeita.

Tyon toimeksiantaja oli Hydrobody-projekti, joka on Turun ammattikorkeakoulun
tutkimus ja kehityspuolen seké& VTT:n yhteistydprojekti. Hydrobodyn paamaa-
r&nd on saada aikaan teollisuuden rekombinanttiproteiineille uusi tuotto- ja puh-
distusstrategia, joka perustuu hydrofobiini-proteiinin ominaisuuksiin. Projektia
rahoittavat Tekes, Genecor/Danisco, Roal, Thermo Fischer (Finnzymes,) seka
GMP Medipolis.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Anna Sulkakoski



2 PICHIA PASTORIS

P. pastoriksen etuina muihin tuotto-organismeihin nahden ovat mm. sen korkea
tuottotaso, tarkasti sdadelty alkoholioksidaasi (AOX1) -promoottorin alla toimiva
tuottosysteemi ja sen kyky kasvaa suureen solutiheyteen yksinkertaisessa ja
edullisessa elatusliuoksessa. Yksinkertainen medium aiheuttaa myds vahem-
man ongelmia proteiinipuhdistuksessa. Ekspressoitava geeni liitetddn osaksi
vektoria, jonka jalkeen kokonaisuus linearisoidaan ja integroidaan suoraan
osaksi P. pastoriksen genomia. Tama tuo edun perinteiseen plasmidista tapah-
tuvaan tuottoon nahden, silla kohdegeenia ei voida menettaa tytarsolun kurou-
tuessa irti emosolusta. Nama seikat tekevat P. pastoriksesta erinomaisen tuot-
to-organismin ajatellen etenkin suuremman mittakaavan tuottoa. (Zhang ym.
2009) Lisaksi P. pastoris voi tarjota eukaryoottisolun paremmat mahdollisuudet
tuottaa toimivia proteiineja erilaisiin laskostumiseen ja posttranslatatorisiin
muokkauksiin liittyvissa ongelmatapauksissa. Pichia pastoriksen ja Saccharo-
myces cerevisiaen samankaltaisuuden ansiosta, S. cerevisiaelle tehtya laajaa
tutkimusty6téa voidaan soveltaa pitkalti myos Pichiassa. S. cerevisiaeen verrat-
tuna P. pastoris ei tavallisesti kuitenkaan yliglykosyloi tuottamiaan proteiineja ja

on siksi on mahdollisesti parempi tuottoiséanta. (Invitrogen 2010b)

2.1 Pichia pastoriksen kaupalliset vektorit pPICZ ja pGAPZ

Molekyylibiologiassa vektoriksi kutsutaan valinetta, jonka avulla vierasta DNA:ta
saadaan vietyd kohdesoluun. Yleisesti kaytetyt plasmidivektorit ovat kahden
DNA-juosteen muodostamia renkaita, jotka sisaltavat ainakin alueen, joka mah-
dollistaa niiden replikoitumisen itsenaisesti, erillaédn bakteerin kromosomaalises-
ta DNA:sta. Lisaksi tyypillinen vektori sisaltdé geenin heterologisen ekspression
mabhdollistavia osia kuten promoottorin ja transkription terminaatiotekijan (euka-
ryoottisoluille) sekd usein seulontaa helpottavan selektio-osan esim. antibiootti-

resistenssigeenin. (Lodish ym. 2000)

Invitrogen on tuonut markkinoille useita plasmidivektoreita heterologisten prote-

iinien ilmentdmiseen Pichia pastoriksessa. Tydssa keskitytdan niista kahteen,

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Anna Sulkakoski
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pPICZ ja pGAPZ —vektoreihin. pPICZ sisaltdd indusoitavan promoottorin ja
pPGAPZ:ssa tuotto on jatkuvatoimista. Kumpaakin vektoria on saatavilla kolmes-
sa eri lukukehyksessa A, B ja C sekad kohdeproteiinin eritykseen liittyvan alfate-

kijan kanssa etté ilman. Vektorien rakenne on esitetty kaaviossa 1.

EcoR |
Pml |
BsmB |
Asp7181

Sfu |
Sfil

SsoTs _ .
Nl c-mycepitope | 6xHis | I

Kaavio 1. pPICZ A ja pGAPZ A vektorien rakennekartat (Invitrogen 2010c,d).

P. pastoris alkaa tuottaa alkoholioksidaasia kun metanoli on ainoa saatavilla
oleva hiililahde. Alkoholioksidaasi hapettaa metanolin formaldehydiksi metaboli-
sen kierron ensimmaisessa vaiheessa. Koska solu tuottaa luonnostaan korkei-
ta maaria alkoholioksidaasia, on AOX:n promoottori paatetty eristaa kaytetta-
vaksi myds rekombinanttiproteiinien tuottoa varten ja liitetty pPICZ-vektoreihin.
Kohdegeenin transkription terminaatiosta hiivasolussa vastaa seka pPICZ- etta
pPpGAPZ-vektoreihin sisallytetty AOX1 geenin terminaatiotekija AOX1 TT.
(Invitrogen 2010b)

Suuremman mittakaavan tuotossa metanoli-indusointi aiheuttaa kuitenkin on-
gelmia metanolin varastoinnin ja kuljetuksen suhteen turvalllisuudessa ja kus-
tannuksissa. Taman vuoksi alalla on ollut paineita kehittd& P. pastorikselle uu-
sia, hyvatuottoisia promoottoreja. Jatkuvatoimista GAP-geenin promoottoria on
kaytetty onnistuneesti usean heterologisen proteiinin tuotossa. (Zhang ym.

2009) Monet organismit, mukaan lukien Pichia pastoris, tuottavat jatkuvatoimi-

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Anna Sulkakoski
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sesti suuria maaria glyseraldehydi-3-fosfaattidehydrogenaasia katalysoimaan
glykolyysia. GAP-geenin promoottorin alla on onnistuttu saavuttamaan hiililah-
teesta riippuen jopa hieman parempia tuottoja kuin AOX1-promoottorin alla.
Pcap On liitetty osaksi pGAPZ vektoreita. Jatkuvatoiminen vektori ei kuitenkaan
sovellu kayttoon, mikali tuotettava proteiini on herkkéa kasvatusolosuhteille tai

suuremmissa pitoisuuksissa toksinen tuottosoluille.

Kumpaankin vektoriin on liitetty Zeocin-selektiomarkkerin vaatimat osat. Tahan
siséltyvat itse resistenssigeeni (Sh ble) sek&a kaksi promoottoria ja terminaatio-
tekija. Pgm.7 On synteettinen promoottori antibioottiresistanssigeenin ekspression
kaynnistamiseen E. colissa. Prgr; tekee vastaavan hiivasolussa ja geenin tran-

skriptio loppuu CYC1TT:n alueella.

Kummankin vektorin sekvenssiin on siséllytetty kohdeproteiinin C-terminaaliin
fuusioituva myc-epitooppi, jonka tarkoitus on helpottaa proteiinin detektiota seka
kuuden histidiinin pituinen merkkihanta, jolla proteiini voidaan haluttaessa puh-
distaa. Jotta fuusioituminen olisi mahdollista, ekspressoitavan geenin tulee olla
lisdosien kanssa samassa luentakehyksessa. (Invitrogen 2010e; Invitrogen
2010c; Invitrogen 2010d)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Anna Sulkakoski
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3 GOLDEN GATE SHUFFLING (GGS)

Perinteisesti haluttua proteiinia koodaava geeni eristetdéan ja siirretddn vektoriin
erilaisten restriktioentsyymien avulla. Tama yksinkertainen perusajatus on edel-
leen kayttokelpoinen, mutta sen ongelma on, ettei geenin alkupaata valttamatta
saada tasmallisesti kloonattua vektorissa olevan promoottorin peraan. Golden
Gate Shuffling -menetelm& mahdollistaa usean ty6vaiheen samanaikaistamisen
ja tekee etenkin moniosaisten geeniyhdistelmien luomisesta huomattavasti hel-

pompaa, koska se perustuu tyypin lls restriktioentsyymien toimintaan.

Yleisesti kaytetyt tyypin Il restriktioentsyymit leikkaavat DNA:n tunnistuskohtan-
sa sisdlla (Kaavio 2). Kun kantajavektorien tunnistuskohtia kaytetddn geenin
irroittamisessa, geeniin jaa joskus huomattavankin paljon ylimaaraista sek-
venssia. Etenkin yhdistelmé&proteiinien kohdalla ongelmia luovat lisdksi sopivien
katkaisukohtien I6ytyminen jokaisesta osasta, eri restriktioentsyymien erilaiset
toimintaolosuhteet (lampdotila, puskuri) sekd useat aikaa vievat tytvaiheet. Jos
halutaan esimerkiksi siirtaa kahden geenin yhdistelm& samaan vektoriin, on
tavallista, ettd kohdegeenit joudutaan ensin katkaisemaan, eristamaan (gee-
lielektroforeesilla) ja yhdistamaan toisiinsa ennen kuin ne liitetaan erikseen kasi-

teltyyn kohdevektoriin.
Perinteiset entsyymit esim. Notl:
§'....GC|GGCCGC.... 3’
3'...CGCCGG|CG.... 5
Tyypin lIS restriktioentsyymit esim. Bsal:
§' ...GGTCTCN|.... 3'
3'...CCAGAGNNNNN,|... 3
N= mika tahansa emas

Kaavio 2. Notl ja Bsal -entsyymien tunnistus ja leikkauskohdat DNA:ssa. Vihre-
alla merkitty on kyseisen entsyymin tunnistussekvenssi, punainen viiva kuvaa
leikkauskohtaa.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Anna Sulkakoski
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Alatyypin lls entsyymit leikkaavat tietylla etaisyydella tunnistuskohtansa ulko-
puolella, jolloin juosteeseen jaa kyseiselle entsyymille tyypillinen paa. Bsal-
entsyymin tapauksessa leikkaus synnyttdd neljan emaksen ulkoneman, mika
tarkoittaa etta kyseisella entsyymilla pystytdén teoriassa luomaan 256 (4%) eri-
laista leikkauspéata (Kaavio 2). Tahan perustuen voidaan valmistaa synteetti-
sesti sekvensseja, joissa kyseisen entsyymin tunnistuskohta jaa leikattaessa
siirrettavan osan ulkopuolelle ja kohdegeeniin jaa mahdollisimman vahan vyli-
maaraisia emaksid. Taman liséksi menetelmédssd on monia muitakin etuja.
Etenkin kun halutaan valmistaa moniosainen kohdeproteiini, voidaan jokainen
osa seka kohdevektori suunnitella siten, ettd ne voivat leikkauspéidensa erilai-
suuden vuoksi tarttua toisiinsa ja vektoriin vain tietyssa jarjestyksessa. Samojen
kappaleiden liittyminen toisiinsa ja yhdistelman liittyminen vaarinpain kohdevek-
toriin on siten mahdotonta. Katkaistu vektori ilman insertteja ei voi myodsk&an
ligatoitua itsensa kanssa. Yksi merkittavimmista eduista on myos etta restriktio
ja ligaatio voidaan suorittaa yhtena tydvaiheena samassa putkessa. Koska re-
striktio tehddan kussakin osassa samalla entsyymilld, ei synny ongelmaa pus-
kurien yhteensopimattomuudesta. Geenin yhdistyminen uudelleen kantajavek-
toriinsa on kylla mahdollista, mutta koska kohdevektori siséltaa lisaksi jonkin
selektiomarkkerin, esimerkiksi antibioottisesistenssigeenin, vaarinyhdistyneilla
plasmideilla transformoituneet yksilét seuloutuvat pois selektiomaljalla. (Engler
ym. 2008)

Hydrobody projektissa tuotettava kohdeproteiini fuusioidaan hydrofobiini-
proteiinin kanssa. Hydrofobiinit ovat pienida, alunperin rihmasienista I6ydettyja
proteiineja, joita on helppo puhdistaa kaksifaasimenetelmalla perustuen niiden
pinta-aktiivisiin ominaisuuksiin. Puhdistusmenetelméa on edullinen ja sovelletta-
vissa suuren mittakaavan proteiinituotolle (Joensuu ym. 2010). Puhdistamisen
helpottumisen lisdksi, yhdistdminen hydrofobiinin kanssa voi parantaa isanta-
proteaaseille herkkien kohdeproteiinien stabiliteettia kasvatuksen aikana.
(Hydrobody 2011) Projektissa testattavia kohdeproteiineja ja hydrofobiineja on
useita, joten shuffling-menetelméan kayttdé kloonauksessa nopeuttaisi huomatta-

vasti erilaisten kombinaatioiden rakentamista (kaavio 3).

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Anna Sulkakoski
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Kaavio 3. Golden Gate Shuffling-kloonaustrategian soveltaminen Hydrobody-
projektissa. Kaavio on periaatteellinen, ei mittasuhteessa.

Kantajavektorissa saapuneet geenit irrotetaan ja kohdevektori kasitellaan Bsal-
entsyymilla, jolloin geeneihin ja kohdevektoriin muodostuu vain tietylla tavalla
toisiinsa sopivat kohessiiviset paat. (Sulkakoski, Antti 2012)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Anna Sulkakoski
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4 PLASMIDIN KOHDENNETTU MUTAGENEESI PCR-
MENETELMALLA

4.1 Menetelméa

Kohdennettu mutageneesi, jossa DNA:han tehdaan tarkoituksellinen muutos
haluttuun kohtaan, on rekombinantti-DNA-teknologian edellytys. Esimerkiksi
tavallinen geenin siirto plasmidiin voidaan ajatella kohdennettuna insertiomuta-
geneesiné. Tallaiset DNA:n muokkaukseen tarkoitetut menetelmét luovat perus-

tan geenitekniikalle.

PCR-menetelmaa kaytetddn tavallisesti tietyn sekvenssin detektointiin tai mo-
nistamiseen, mutta se voidaan valjastaa myds DNA:n muokkaukseen. Tekniikka
perustuu siihen, ettei alukkeiden tarvitse olla taysin komplementaarisia tarttuak-
seen templaattijuosteeseen. Alukkeen avulla voidaan esimerkiksi plasmidiin
tehda 1) insertio lisdamalla alukkeen 5’ paahan tai keskelle sekvenssi, joka ei
ole lainkaan komplementaarinen templaatille, 2) deleetio suunnittelemalla aluk-
keet siten, etta niiden valiin ja& haluttu maara emaksia tai 3) pistemutaatio, jos-
sa yksi tai useampi emas muutetaan alukkeen keskella toiseksi (Kaavio 4).
(Dieffenbach ym. 1995) Nykyaikaiset polymeraasientsyymit mahdollistavat
hyvin pitkienkin templaattien monistamisen jarkevassa ajassa ja vahaisella

virhemaaralla.

Point

mutation Deletion

,—,-.__.‘-,‘
Insertion : ". .'. Insertion
option 1 PN option 2

Kaavio 4. Erilaisten mutaatioiden tekeminen plasmidiin alukemuokkauksen
avulla. (Finnzymes 2009)
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Mutaation onnistumiseksi tarvitsee muokata mutaatio vain toiseen alukkeeseen.
Alukkeet kiinnittyvat plasmidiin 5’-paat vastakkain, vierekkaisiin emaksiin - toi-
nen ala- ja toinen ylajuosteeseen ja polymeraasientsyymi rakentaa kopiot pain-

vastaisiin suuntiin taydeksi ympyraksi.

P

A=A A
A= A= A= AN=FEFN N =N

Kaavio 5. Yhden emaksen kohdennettu pistemutaatio PCR:lla. Yksi emas (pu-
nainen) on muutettu FW-alukkeesta (sininen). RE-aluke (vihred) on taysin
komplementaarinen alemmalle juosteelle. PCR:n edetessa syntyy kullakin kier-
roksella yksi mutatoitumaton juoste RE-alukkeen kiinnittyessé uudelleen temp-
laattiin. Vaaranlaisten juosteiden maara on kuitenkin haviavan pieni mutatoitui-
hin verrattuna, kun kierroksia on riittavasti. (Sulkakoski, Antti 2012)

Kaaviossa 5 on esitetty mutaation syntymisen periaate PCR-reaktiossa. Poly-

meraasientsyymi ei pysty liittAm&éan juosteiden péaita yhteen ja tuotteet ovat siksi
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lineaarisia. Alukkeiden tulee lisaksi olla fosforyloituja, jotta ligatoiminen sirkulaa-

riseen muotoon on myéhemmin mahdollista. (Finnzymes 2009)

4.2 Phusion

Tyossa kaytettin 2003 markkinoille tuotua Thermo Scientificin (Finnzymes)
Phusion Hot Start 1| DNA-polymeraasientsyymid, jolla on mahdollista tuottaa
myo6s pidempia PCR-tuotteita. Ensyymilla pystytddn monistamaan jopa 7 kb:n
genomisen ja 20 kb:n A-DNA:n osia jarkevassa ajassa sen korkeamman pro-
sessointikyvyn ansiosta. Liséksi entsyymin etuina ovat sen kyky toimia hanka-
lissa olosuhteissa sek&d alhainen virhetaso. Verrattuna esimerkiksi perinteiseen
Tag-polymeraasientsyymiin, Phusion on 52 kertaa tarkempi. Hot start- entsyy-
mia kaytettdessa reaktioseokset on mahdollista valmistaa huonelampdétilassa
Affibody®-ligandin ansiosta, joka estaa primerien hajoamista ja epaspesifisen
ekstension. (Thermo Scientific 2010)
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5 STADEN-PAKETTI SEKVENSSIANALYTIIKKAAN

STADEN-paketti on DNA-sekvensien analysointiin kehitetty bioinformatiikkako-
konaisuus, joka soveltuu etenkin laajempien sekvensointiprojektien tarpeisiin.
Paketti koostuu useammasta sekvenssien kasittelyyn ja analyyseihin tarkoite-

tuista ohjelmasta, jotka pystyvat kasittelemé&éan suuria maéaria dataa kerralla.

Pregap4-osa kasittelee raakasekvenssia ja voi analysoida siita esimerkiksi kon-
taminaatioita ja sekvenssin laatua. Paatoiminto piilottaa huonolaatuiset osat, ja
yhdistaa raakasekvenssit yhdeksi tiedostoksi gap4 luettavaan muotoon.

Gap4:lla voidaan koota, viimeistellda ja muokata konsensussekvenssi pre-
gap4:lla ajetuista raakasekvenssin paloista. Ohjelmassa on paljon erilaisia toi-
mintoja sekvenssin muokkaukseen ja analysointiin. Tydssa kaytetty Shotgun
Assebly-komento kokoaa raakasekvenssin palat kokonaisuudeksi limittaisyyksi-
en perusteella. Yhdistamiselle voi asettaa useita reunaehtoja.

Kokoamisen jalkeen sekvenssid voidaan tarkastella sek& tarvittaessa myds
muokata. Ohjelma valitsee emékset lopulliseen konsensussekvenssiin, joka
perustuu limittéisten sekvenssien kromatogrammien luotettavuusasteisiin.
(Bonfield ym. 2011)
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6 KAYTETYT MENETELMAT

6.1 Kohdennetut pistemutaatiot

6.1.1 Alukkeiden suunnittelu

Pistemutaatioissa tarvittavat alukkeet suunniteltin Thermo Scientificin Phusion-
mutageneesikitin (F-541) ohjeen reunaehtojen mukaisiksi. Yhden emaksen
vaihto tehtiin kussakin forward-alukkeessa oligomeerin keskelle siten, ettda mu-
taation kummallekin puolelle jai 15 emasta. Korvaava emas valittiin mielivaltai-
sesti kayttden kuitenkin joko adeniinia tai tymiinid, jotta alukkeen sulamislampd
saataisiin alhaisemmaksi. Reverse-alukkeeksi valittin 30 eméaksen mittainen,
yldjuosteelle komplementaarinen osa selakkain forward-alukkeeseen nahden.
Alukkeiden pituutta saadettiin lisaamalla ja poistamalla eméksia, kunnes kunkin
alukeparin sulamislammot olivat riittavan lahella toisiaan (ATm < 3 °C). Sulamis-
lammot laskettiin kayttden Finnzymesin Tm-laskuria (http://www.finnzymes.fi
/tm_determination.html), joka kayttaa paalaskumenetelmdndédn modifioitua
Breslauerin menetelmaa. Liséksi tarkastettiin alukeparien silmukoiden ja dimee-
rien syntymistodennakdisyydet IDT:n OligoAnalyzer-selainohjelmalla

(http://eu.idtdna.com/analyzer/ Applications/OligoAnalyzer/).

Koska pPICZ ja pGAPZ — vektorit ovat kumpikin Invitrogenin tuotteita ja suunni-
teltu kaytettavaksi P. pastoriksessa, ne ovat sekvenssirakenteeltaan hyvin sa-
mankaltaisia. Bsal-tunnistuskohtien kohdalta sekvenssit ovat taysin identtiset,
joten samoja alukkeita voitiin kayttaa kummankin vektorin muokkauksessa.

Kaikki alukkeet (taulukko 1) tilattiin valmiiksi 5’-péaistaan fosforyloituina, jotta
ligaatio voidaan suorittaa suoraan PCR:n jalkeen ilman erillistéa forsforylointi-
vaihetta. Alukkeiden puhdistusmenetelmaksi valittiin pelkka suolanpoisto ja syn-

teesiskaalaksi 50 nmol:a. Alukkeet toimitti GenScript USA Inc.
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Taulukko 1. Alukkeet pistemutaatioita varten. Templaatin komplemetaarijuos-
teen Bsal-tunnistuskohdan seksvenssi on GAGACC. Keltaisella merkitty emas
muutettu alukkeeseen tunnistuskohdassa.

Aluke sekvenssi pituus sulamis
(emasta) | -lampo (°C)
1 for- AGA AGA TTA AGT GAAACC TTC | 29 68,7
GTT TGT GC
ward
1 rever- GTA CTC TGA AGA GGA GTG |29 68,8
e GGA AAT ACC AA
2 for- G AAA AGA AAA AAA AGA CCG | 26 69,5
CCTCGTT
ward
2 rever- CA AAC CTT TAG TAC GGG TAA | 31 69,5
e TTAACG ACA CC
3 for- CAA GCT GGA GAT CAA CAT |24 69,3
GTG AGC
ward
3 rever- CAA ATT AAA GCC TTC GAG |23 68,6
CGT CC
se
6.1.2 PCR

PCR-reaktioiden lahtdaineita ja tuotteita k&siteltiin eri tiloissa, laminaarikaapissa
ja pipetoinnissa kaytettiin suodatinkarkid kontaminaatioiden valttamiseksi. En-
simmaisessa ajossa lahdettiin liikkeelle Phusion-polymeraasientsyymin ohjei-
den (F-540S/L) mukaisesti. Tyossa kaytettin Technen TouchGene Gradient-
PCR laitetta. Epaonnistuneen ajon jalkeen suoritettiin erilaisia testiajoja, joissa
kokeiltiin [ampdtilan, puskurin ja templaatin maaran vaikutusta tulokseen. Teste-
ja tehtiin osittain samanaikaisesti. LAmpdtilatesti ajettiin neljan asteen gradientil-
la 68—70 °C, ja syklimaaraa vaihdeltiin 25-35 valilla poistamalla putkia laitteesta
ajon aikana. Templaatin maaraa kokeiltiin valilla 10 pg-1 ng (ohjeenmukaiset

arvot 72 °C, 25 syklia ja 10 pg templaattia).

Testien perusteella paadyttiin vaihtamaan ajopuskuri, lisddmaan PCR-sykleja

seka nostamaan templaatin maaraa huomattavasti ohjearvoon nahden. Edellis-
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ten lisdksi toisella mutatointikieroksella jouduttin nostamaan denaturointivai-
heen kestoa kullakin kierroksella. Testikierrosten jalkeen varsinaissa ajoissa
tehtiin molemmille plasmideille kaksi 50 pl:n reaktioputkea, jotka yhdistettiin

AGE-analyysin jalkeen.

Syklimaaran lisddminen ja GC-puskurin kayttd vaikuttavat teoriassa polyme-
raasientsyymin tarkkuuteen. Tarkkuuden muutosta arvioitiin Finnzymesin las-
kurilla (http://mww.finnzymes.com/pcr/fidelity_calc.php), jonka mukaan tehdyt
muutokset nostivat virheiden maaraa kymmenen prosenttiyksikkod. Teoriassa
siis joka kymmenes tuotettu plasmidi siséltda yhden virheen tarkoituksellisen

pistemutaation lisaksi.

Taulukko 2. PCR-ohjelma

Segmentti Lampdtila (°C) Kesto Syklit
Alkudenaturaatio 98 1 min 1
_ 10 sek (7 sek 1.
Denaturaatio 98 )
Kierros)

e . . 32
Alukekiinnittyminen _
) _ 72 1 min 27 sek
ja ekstensio
Loppuekstensio 72 7 min 1

Taulukko 3. PCR-reaktioseoksen komponenttisuhteet

5 x GC-puskuri 10 pl

10 mM dNTP-seos 1 pl (200 uM kutakin nukleotidia)
Alukesekoitus (25 uM FW + 25 uM RE) | 1 pl (0,5 pM kumpaakin)

~250 pg/ul templaattilaimennos 1 pl

Phusion-polymeraasientsyymi (2U/ul) 0,5 ul

Steriili vesi 36,5 ul
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6.1.3 Ligaatio ja elektroporaatio

PCR-tuote puhdistettiin ajon jalkeen tahan tarkoitetulla kaupallisella kitilla (Nu-
cleoSpin Extract 1l, Machery Nagel) suolamaéaran laskemiseksi. Tuotteen pitoi-
suus ja puhtaus tarkistettiin NanoDrop-laitteella. Taman jalkeen ligaatio suoritet-
tiin T4-ligaasilla, jonka annettiin vaikuttaa huoneen lammaossé kolme tuntia (tau-
lukko 4). Entsyymi inaktivoitiin pitamalla reaktioseosta 5 minuuttia +70 C:ssa.
Kontrollireaktiossa sama seos ilman T4-ligaasia (kontrolli 1 - osoittaa alkuperai-
sella, mutatoitumattomalla templaatilla transformoituneiden yksiléiden maaran)

seka kerran myds ilman DNA:ta, ligaasin puhtauden toteamiseksi (kontrolli 2).

Taulukko 4. PCR-tuotteiden ligaatioseokset

Ligaatioputki Kontrolliputki 1 Kontrolliputki 2
10 x Puskuri 2 ul 2 ul 2 ul
Puhdistettu PCR 100-150 ng 100-150 ng i
tuote
t4-ligaasi 1 pl (5 U/ul) - 1 pl (5 U/ul)
Steriili vesi taytettiin 20 pl:aan | taytettiin 20 pl:aan | taytettiin 20 pl:aan

Taulukko 5. Elektroporaatioasetukset

Jannite | Resistanssi | Kapasitanssi Elektroporaatio-
kyvetin rakokoko

1mm (E.coli),
el 2000 25 Wk 2 mm (P.pastoris)

Vektorit siirrettiin elektrokompetentteihin Escherichia coli (XL1)—soluihin (liite 1)
(suhde 1 pl:50 pl, DNA:solut) BioRad:n Gene Pulser Il —laitteella. S&hkdshokin
jalkeen lisattiin valittbmasti 1 ml SOC-mediumia (lite 2), jonka jalkeen solujen
annettiin toipua noin tunnin ajan +37 “C :ssa ilman sekoitusta ennen siirrostusta
maljoille. Maljoille siirrettiin 50 ul solususpensiosta. Transformoituja soluja kas-

vatettiin yon yli +37 ‘C:ssa LSLB-Zeocin-selektiomaljoilla (liite 2).
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6.1.4 Mutaatioiden varmentaminen

Transformaatiomaljalta otettiin yksittéisia pesakkeita plasmidikasvatuksia ja
puhdasviljelmia varten. Plasmidikasvatukset suoritettiin 5 ml:ssa LSLB+Zeocin-
mediumia (liite 2) ravisteluinkubaattorissa (+37 °C/250 rpm). Mutaation onnis-
tuneisuutta arvioitiin digestoimalla puhdistettuja plasmideja Bsal-entsyymilla.
Sopivat yksilot valittiin tdman jalkeen tydn seuraavaa vaihetta, puhdasviljelmaa

ja pakkassailytysta varten.

6.2 Monikloonauskohdan muokkaus

Monikloonauskohdan muokkaus olisi voitu suorittaa jatkona pistemutaatioille,
esimerkiksi kohdennettuna insertiomutaationa PCR:ll&. Ty6ta paadyttiin kuiten-
kin jatkamaan valmistamalla dimeeri kahdesta oligomeerista ja liittamalla se
monikloonausalueelle, silla menetelm& on teoriassa nopea ja edullinen. Tilatut
oligomeerit suunniteltiin toisilleen komplementaarisiksi siten, etta ne asettuvat
pariutuessaan hieman limittain. Dimeerin kohessiiviset paat ovat talléin saman-
laiset kuin leikattaessa EcoRI ja Notl-entsyymeilla. Lisaksi oligomeerit tilattiin

siten, etta niiden 5’-paat oli fosforyloitu ligaatiotehokkuuden parantamiseksi.

6.2.1 Dimeerin rakenne ja dimerisointi

Dimeerin sekvenssiin suunniteltiin kaksi Bsal-tunnistuskohtaa siten, etté tunnis-
tuskohdat leikkautuvat pois, kun vektori kasitelladn Bsal-entsyymilla (kaavio 6).
Bsal-entsyymin leikkauskohtien valiin jatettin 10 sattumanvaraista emasta,
vaikka restriktioentsyymin kiinnittymiseen riittéisi suosituksen mukaan jo 5
emasparia (Isabel Molina, Fermentaksen tekninen tuki, sahkoposti, 5.6.2012).
Dimeerin liittdmiseen kaytettavien EcoRI:n ja Notl:n leikkauskohdat sailytettiin
lopullisessa sekvenssissa, jotta insertti voidaan tarvittaessa poistaa nailla ent-
syymeilla. Oligomeerien sekvenssit on esitettynd taulukossa 6. Oligomeerit toi-

mitti Oligomer Oy (Helsinki, Suomi).
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Taulukko 6. Oligomeerien sekvenssit

Dimeerin yldjuoste | AATTC ATATCTAACA CGGCCGC
(oligo1) 523’

Dimeerin alajuoste | G TATAGATTGT GCCGGCGCCGG
(oligo2) 3'>5’

Kaavio 6. A: Oligomeerien liittyminen dimeeriksi. Keltainen osa kuvaa synteetti-
sesti lisattya 5’-fosfaattia. B: Kun dimeeri on liitetty osaksi vektoria, Bsal:n tun-
nistuskohdat leikkautuvat irti entsyymikasittelyssa (Sulkakoski, Antti 2012).

Oligomeerit yhdistetiin dimeeriksi TouchGene Gradient- laitteella T4- ligaasin

puskurissa (taulukot 7 ja 8).

Taulukko 7. Dimeerisaatioseos

Oligolja2 1,5 pl (20 pmol/ul) kumpaakin
Steriili vesi 37 ul
10 x Puskuri 10 pl
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Taulukko 8. Dimerisaatio-ohjelma

Vaihe Lampatila Kesto
Sekudé&érirakenteiden ha- .
_ 95°C 5 min
jotus
o ) . 1 h (lopussa huoneen-
Dimerisaatio A-0,02°C/s

lammossa)

6.2.2 Vektorien pPICZ S ja pGAPZ S muodostus

Kolmesti mutatoidut plasmidit (pPICZ mutlll ja pGAPZ mutlll) katkaistiin EcoRI
ja Notl restriktioentsyymeilla pitamalla seosta +37 ‘C:ssa noin kaksi tuntia. Ent-
syymit inaktivoitiin pitamalla seosta +65 °C:ssa lampdblokissa 20 minuuttia. Re-
aktioseokset ajettiin agaroosigeelille, josta katkenneet plasmidit eristettiin Nu-
cleoSpin Extract 1l —kitilla geelieristysprotokollan mukaan. Katkaistut vektorit
yhdistettiin muodostetun dimeerin kanssa ligaasientsyymilla (taulukko 9).

Taulukko 9. Dimeeri-vektoriseos

Katkaistu plasmidi (pPICZ

100-150 ng
mutlll/pGAPZ mutlll)
Dimeeriseos (taulukko 7) 2 ul
Ligaasipuskuri 2 ul
T4-ligaasi 1 pl(5U/ul)
Steriili vesi Taytettiin 20 pl:aan

Elektroporaatio tehtiin XL1-soluihin kuten edella (taulukko 5). DNA:n ja suolan
yhteisvaikutus aiheutti 1 pl:n ligaatioseosmaaralla ongelmia, joten sen méaara
laskettiin pPICZ:n osalta 0,7 pl:aan ja pGAPZ: osalta 0,5 pl:aan 50 pl:a soluja
kohti. Kontrollina kaytettiin katkaistun pPICZ mutlll ja dimeerin seosta, jota ei
ollut kasitelty ligaasientsyymilla. Seulontaa varten valittin kummankin vektorin
osalta kolme peséaketta. Taman lisaksi yksittdinen kontrollimaljalle muodostunut
pesake otettiin tarkasteluun. Kukin plasmidi katkaistiin Bsal-entsyymilla (+37
‘C/2 h), jonka jalkeen suoritettiin agaroosigeelielektroforeesi ja geelin kuvaus
UV-valossa. Valituista klooneista tehtiin seka plasmidieristykset (Nucleobond
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Xtra Midi, MN) etta glyserolistokit kantojen sailytysta varten. Vektoreiden nimiin
liitettiin S-kirjain Shuffle-sanasta, jotta ne erotettaisiin alkuperaisistd, muokkaa-

mattomista vektoreista.

6.3 Sekvensointi ja datan kasittely

Mutatoitujen vektorien sekvennsit tarkistettiin viela l|&ahettamalla ne sekvensoita-
viksi GATC Biotech:lle Saksaan. Sekvensointia varten tilattin Oligomer Oy:lta
alukkeet, jotka suunniteltiin toimimaan kummallekin vektorille ja LIGHTrun -
ohjeiden mukaisiksi (n. 17 emasta, Tm 55 + 3 "C). Alukkeet suunniteltiin noin
500 emaksen paahan toisistaan (LIGHTrun lukupituus noin 1000 eméasta), jotta
saataisiin riittvasti limittaisyytta sekvenssin varmistamiseen. Talldin pPICZ
S:sta tehdaan 6 sekvensointiajoa (3,3 kb) ja pGAPZ S:sta 5 sekvensointiajoa
(2,9 kb). 1,5 ml:n eppendorfputkiin laitettiin ohjeistuksen mukaisesti 10 pl:n nay-
te, jossa oli 80-100 ng puhdistettua templaattiplasmidia ja 5uM:n primer-

pitoisuus.

Saadut tulokset kasiteltin STADEN-paketin Pregap4 ja Gap4 -moduuleilla. Yh-
tenainen sekvenssi koottiin  osista Gap4-moduulin  shotgun assembly-
komennolla ja muokattiin vertaamalla limittéin olevien raakasekvenssien kroma-
togrammeja. Koska ohjelma ei ymmarra DNA:n olevan sirkulaarista, alkup&aéan ja
loppupaan raakasekvenssit yhdistettiin kerran erikseen, jotta vertailu pystyttai-
siin suorittamaan. Lopullisia sekvensseja muokattiin tekstinkasittelyohjelmalla ja
jarjestettiin "alkamaan” promoottorien pGAP ja pAOX1 alueiden ensimmaisesta

emaksesta, kuten alkuperaisten plasmidien ilmoitetut sekvenssit (Invitrogen).

’Odotussekvenssi’ luotiin tekstinkasittelyohjelmalla tekemalla Invitrogenin ilmoit-
tamiin pPICZ A:n ja pGAPZ A:n sekvensseihin tytssa tehdyt muutokset eli
Bsal:n tunnistuskohtien poisto ja valmistetun palan sekvenssin liittdminen moni-
kloonauskohtaan. Tama odotussekvenssi ja STADEN-ohjelmistolla luodut,
muokatut todelliset sekvenssit ajettiin Align Sequences Nucleotide BLAST —
selainohjelmalla (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) mahdollisten mutaatioiden ha-
vainnoimiseksi Jokainen mutaatiokohta tarkistettiin viela gap4:ssa kromato-

grammeista.
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6.4 Golden gate shuffling —kokeilu

6.4.1 Kloonaus

Kaytannon tyon loppupuolella testattiin shuffling-kloonausmenetelmaé aikaan-
saaduilla sPICZ S- ja pGAPZ S-vektoreilla seka proteiinin ekspressiota P. pas-
toriksessa. Proteiiniksi valittin aiemmin preojektille tilattu, kodonikaytoltaan hii-
vatuottoon optimoitu vihreda fluoresoiva proteiini (EGFPy) sen detektointihelp-
pouden tdhden. Hydrofobiiniksi valittin HFB1_2, jonka sekvenssi ohjaa proteii-
nin kulkeutumaan ER:lle ja jadmé&&n solun siséan. EGFPy ja HFB1_2 oli tilattu
aikaisemmin Hydrobody-projektille. Kummankin geenin sekvenssiin on koodat-
tuna Bsal:n tunnistusalueet siten, ettd ne leikkautuvat pois entsyymikasittelyssa.
Leikattujen palojen p&aat ovat yhteensopivat siten, ettd ne voivat jarjestaytya
vektorin kanssa vain yhdella tavalla.

Tydssa mukailtiin Golden Gate -menetelmaéa (Engler ym. 2008). Artikkelin me-
netelmista valittiin siind parhaiten onnistunut kuuden tunnin lampdtilavuorotte-
luohjelma, joka perustuu T4-ligaasin ja Bsal-entsyymin optimilampétiloihin. Re-
aktio ajettiin TouchGene Gradient laitteessa 2 min +37 °C:ssa ja 5 min +16
‘C:ssa yhteensa 45 syklia. Rinnalle tehtiin myds kontrollit kummallekin vektoril-
le ilman ligaasia. Reaktioseoksista otettiin pieni maaréa AGE-tarkasteluun.

Taulukko 10. Shuffling-reaktioseos

Steriili vesi 9,5 ul
Green-puskuri (Fermentas) 2 pl

Bsa | (Fermentas) 1l

T4-ligaasi (Fermentas) 3 I/ O pl kontrollissa
pUC57 + HFBI_2 1,5 pl (=70 ng/ul)
pUC57 + EGFPy 1,5 pl (=70 ng/ul)
pPICZ S/ pGAPZ S 1,5 pl (=70 ng/ul)
Steriili vesi 9,5 ul/ 12,5 ul kontrollissa
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Shuffling-tuotteet siirrettiin kompetentteihin E.coli-soluihin (liitel). Transformaa-
tiomaljoilta siirrettiin kummastakin kannasta (pPICZ S + EGFPy + HFBI_2 ja
pPpGAPZ S + EGFPy + HFBI_2 XL1:ssa) 12 pesaketta uusille maljoille puhdasvil-
jelmiksi. Naistd kahdestatoista valittin kummastakin kannasta kolme alustavia
seulontakasvatuksia varten. Plasmidit eristettiin NucleoSpin Plasmid-kitilla, kat-
kaistiin EcoRlI- ja Notl- seka Sacl- (pPICZ) ja BspHI (pGAPZ) -entsyymeilla ja

seulottiin agaroosigeelielektroforeesilla.

6.4.2 Pichian transformointi

Seulonnan jalkeen valituista klooneista tehtiin 150 ml:n kasvatukset, joista teh-
tiin plasmidieristykset NucleoBond Xtra Midi-kitilla (Machery Nagel). pPICZ S +
EGFPy + HFBI_2 linearisoitin Sacl entsyymilla (Fermentas) ja pGAPZ S +
EGFPy + HFBI_2 BspHI-entsyymilla (NEB). Linearisointi suoritetaan, jotta DNA
siirtyy suoraan Pichian genomiin elektroporaatiossa. Entsyymit inaktivoitiin lam-
pdblokissa (+65 °C/20 min Sacl ja +80 "C/20 min Bsphl). Linearisoidut DNA:t
puhdistettiin NucleoSpin Extract Il-kitilla.

Elektroporaatiossa kaytettiin samoja asetuksia kuin XL1-soluilla (taulukko 5).
2mm:n kyvetissa sekoitettiin noin 6 mg linearisoitua DNA:ta ja 80 pl elektro-
kompetentteja P. pastoris (X-33) soluja (liitel). Kontrollireaktiossa kaytettiin vet-
td DNA:n sijasta. S&dhkdshokin jalkeen kyvetteihin lisattiin valitttmasti 1 ml 1 M
steriilia D-sorbitolia ja solujen annettiin toipua +30 °C:ssa noin puolitoista tuntia.
YPDS + Zeocin maljoille (liite 2) siirrostettiin 100 pl:a ja 50 pl:a jokaista elektro-
poraatioseosta, jonka jalkeen maljoja pidettiin +30 °C:ssa noin 3 vrk:n

ajan.

6.4.3 Tuottokasvatukset

Pichia-transformaatiomaljoilta valittiin sattumanvaraisesti kaksi peséketta kum-
mastakin kannasta, joista tehtiin testikasvatukset ja puhdasviljelmat uusille mal-
joille. pPICZ S + EGFPy + HFB1_2 X-33 siirrostettiin kahteen 100 ml:n erlen-
meyeriin 25 ml:aan BMGY-mediumia ja pGAPZ S + EGFPy + HFB1_2 X-
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33:ssa vastaavasti kahteen 25 ml:n erdadan YPD mediumia (lite 2). Kasvatus
suoritettiin rotaatioinkubaattorissa +27 "C:ssa 250 rpm:n sekoituksella. Metano-
li-indusoitava kanta indusoitiin siirtmalla solumassa BMMY-mediumiin sentrifu-
goinnin (5000¢g/5 min) kautta noin 48 tunnin esikasvatuksen jalkeen. Metanoli-
indusointia jatkettiin lisaamalla mediumiin 125 pl 100 % metanolia paivittain.
Noin 96 tunnin kuluttua kasvatusten aloittamisesta mitattiin ensimmaisen kerran
sameus (ODggp) ja otettiin 1,5 ml:n naytteet, joista erotettiin solupelletti ja super-
natantti solumassan punnitusta ja fluoresenssimittauksia varten. Nayteita otet-
tiin yhteensa nelja: 96 h, 168h, 192 h ja 216 h esikasvatuksen aloitushetkesta,
joista viimeisella kerralla my6s lopetettiin kasvatukset. Talléin pPICZ S + EGF-

Py + HFB1 2 X-33:ssa kasvatusten indusointi oli ollut kdynnissa 168 h.

6.4.4 Naytteiden kasittely ja analysointi

Kasvatusten aikana kerattyja naytteita tarkasteltiin ensin silmémaéaraisesti Dark
Reader valotasolla (Clare Chemical Research), jonka jalkeen pelletit hajotettiin
250 pl:lla YPER-reagenssia (Thermo Sci.). Taman jalkeen 100 pl naytteet pel-
lettien lysaateista ja kasvatusmediumeista siirrettiin 96-kuoppalevylle ja mitattiin
Victor-monileimalukijalla (perkin Elmer) aallonpituuksilla 485 nm/535 nm, yhden
sekunnin mittausajalla. Vertailua varten ajettiin kaksi naytettd vanhoista, muun
kuin EGFP:n tuottokannoista peréisin olevista solulysaateista. Taustasignaali

mitattiin kayttamattomista YPD- ja BMMY-mediumeista seka YPER:sta.
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7/ TULOKSET JA TARKASTELU

7.1 Vektorien muokkaukset

PCR:n kohdalla tarkoitus oli tuottaa riittava maara tuotetta tyon jatkamiseen, ei
niinkdan opimoida reaktiota maksimaaliselle tuotolle. Siksi testeja jatkettiin vain
kunnes voitiin olla varmoja reaktion toimivuudesta (tuote havaittavissa aga-
roosigeeliajossa). Koska tuotetta ei syntynyt aluksi lainkaan (havaittavaa maa-
raa), oli syyta vaikeampi l6ytaa, joten lampdtila-, puskuri-, syklimaara- ja temp-
laattipitoisuustesteja jouduttiin ajamaan useampia. Yllattavaa oli, ettd lampaoti-
lalla ja syklimaaralla (tietyn pisteen jalkeen) ei tuntunut olevan saannon kannal-
ta odotetun kaltaista merkittavyytta. Testit veivat osittain paljon aikaa myds sik-
si, etta reaktio ei tuntunut toimivan samoillakaan asetuksilla taysin samalla ta-
valla jokaisella kerralla. Taméan vuoksi epadiltiin polymeraasientsyymin toimivuut-
ta ja ostettiin tilalle uusi. Ongelmat ovat voineet johtua myds esimerkiksi pipe-
tointivirheestda, silla entsyymin sailytysliuos on erittéin viskoosia. Ohjearvojen
toimimattomuus johtui luultavasti kuitenkin hankalasta ja pitkasta templaatista.
Pidemmille templaateille on muun muassa NEB:n sivuilla suositeltu suoraan

GC-puskuriin siirtymista.

Suurimmassa osassa PCR-testeista ajetuista AGE:ista geelit olivat taysin tyhjia
tai niisséd nakyi DNA-nauhoja vain hyvin himmeasti. Tastd syysta suurimpaa
osaa kuvista ei ole mielekasta esittdd tassa tydssa. Kun toimiva reaktioseos
|6ydettiin, siitd tehtiin viela lopullinen koesarja, jossa vaihdeltiin templaatin ja

PCR-syklien maaraa (kuval).
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M TO0 27 30 32 34 35 35 0 27 30 32 34 35 35
- GC GC GC GC GCHF _ GC GC GC GC GC HF

-

-

Kuva 1. pGAPZ A:n ensimméainen PCR-mutatointi: yhdistetty sykli-, templaatti-
maara- ja puskuritesti.

M: 1 kb DNA Ladder, Fermentas, T: Templaatti 100 pg,0: PCR kontrolli ilman
templaatti DNA:ta, 27/GC: 27 sykli&, GC-puskuri, 30/GC: 30 syklid, GC-puskuri,
32/GC: 32 sylia GC-puskuri, 34/GC: 34 syklia, GC-puskuri, 35/GC: 35 syklia,
GC-puskuri, 35/HF: 35 syklida, HF-puskuri

Toisella kierroksella tehty denaturaatiovaiheen pidennys perustui epaonnistu-
neeseen ajoon, jossa yhdessa putkessa oli 25 pl:n reaktiotilavuus (50 pl muissa
putkissa). Koska reaktio oli onnistunut vain pienemmassa tilavuudessa, eika

muista putkista saatu lainkaan nakyvaéa saantoa oletettiin,

12345678

Kuva 2. PCR: denaaturaatiovaiheen keston ja reaktiotilavuuden vaikutus reakti-
on onnistumiseen.

1) Templaatti pGAPZ mut | 250 pg, 5) 1 kb Markkeri (Fermentas),

2) PCR-kontrolli ilman templaattia, 6) Templaatti pPICZ mut 1250 pg
3) pGAPZ mutll V=25 7) pPICZ mut Il V=25 pl,

4) pGAPZ mut Il V=50 pl, 8) pPICZ mut Il V=50 pl.
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ettei lampdtila ehdi vaihtua putkissa kyllin nopeasti. Seuraavassa ajossa dena-
turaatiovaihetta pidennettiin kolmella sekunnilla jokaisessa syklissa. Taman li-
saksi samassa ajossa kokeiltiin vield kahta tilavuutta rinnakkain, mutta silla ei

ollut enda vaikutusta saantoon (kuva 2).

Transformaatiot ja nain ollen myos ligaatiot onnistuivat hyvin. Tunnistuskohtien
mutaatioiden  onnistuminen  varmistettin  tyon  valivaiheissa  Bsal-

restriktioanalyysilla. Seulontoihin valitut vektorit katkesivat samalla tavalla.

\/ \/
12345%67809 =4234567
CUPw weww - W

Kuva 3. pPICZ A mutatointikierrokset 1, 2 ja 3.

A: Mutatointikierros 1. M: 1 kb DNA Ladder, Fermentas, vasemmalla markkerin
nauhakoot. Al: katkaisematon pPICZ A, A2: pPICZ A/ Notl, A3: pPICZ A/Bsal
(huomaa vihrealla merkityssa ympyrassa plasmidin kolmas osa, A4: Katkaise-
maton pPICZ mutl (1), A5: pPICZ mutl (I)/Notl, A6: pPICZ mut | (I)/Bsal, A7:
Katkaisematon pPICZ mutl (II), A8: pPICZ mutl (II)/Notl, A9: pPICZ mut I
(I/Bsal

Mutatoidut plasmidit ovat leikkautuneet kahteen hieman yli 2k:bn ja 1kb:n
osaan.

B: Mutatointikierros 2. B1l: Katkaisematon pPICZ mutll (I), B2: pPICZ mutll
(I)/Notl, B3: pPICZ mut Il (I)/Bsal, B4: pPICZ mutll (ll)/Notl, B5: pPICZ mut I
(IN/Bsal, B6: pPICZ mutll (Il1)/Notl, B7: pPICZ mut Il (lll)/Bsal, B8: pPICZ mutll
(IV)/Notl, B9: pPICZ mut Il (IV)/Bsal.

Mutatoidut plasmidit ovat leikkautuneet kerran

C: Mutatointikierros 3. C1: Katkaisematon pPICZ A, C2: Katkaisematon pPICZ
mutlll (1), C3: pPICZ mutlll (I)/Notl, C4: pPICZ mut Il (I)/Bsal, C5: Katkaisema-
ton pPICZ mutlll (II), C6:pPICZ mutlll (II)/Notl, C7: pPICZ mut Il (I1)/Bsal

Mutatoidut plasmidit eivat leikkaudu lainkaan.
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\% M
12345%67 89 1234567

Ywed ewygywe - - -

Kuva 4. pGAPZ A:n mutatointikierrokset 1,2 ja 3.

M: 1 kb DNA Ladder, Fermentas, vasemmalla markkerin nauhakoot. D: muta-
tointikierros 1. D1: pGAPZ A/ Notl, D2: pGAPZ A/Bsal (huomaa vihrealla merkit-
tyssa ympyrassa plasmidin kolmas osa) D3: pGAPZ mutl(l)/Notl D4: pGAPZ
mutl (I)/Bsal. Ylimaaraiset nauhat geelilld johtuvat DNA:n suuresta maarasta:
kaikki ei ole katkennut. Uudellenajetut D5: Katkaisematon pGAPZ mut | (I) D6:
pGAPZ mut | (I)/Bsal.

E: mutatointikierros 2. E1: Katkaisematon pGAPZ mutll (I) E2: pGAPZ mutll
(I)/Notl, E3: pGAPZ mut Il (1)/Bsal, E4: pGAPZ mutll (I)/Notl, E5: pGAPZ mut I
(IN/Bsal, E6: pGAPZ mutll (Ill)/Notl, E7: pGAPZ mut Il (lll)/Bsal E8: pGAPZ mu-
tll (IV)/Notl, B9: pGAPZ mut Il (IV)/Bsal.

F: Mutatointikierros 3. F1: Katkaisematon pGAPZ A, F2: Katkaisematon pGAPZ
mutlll (1) F3: pGAPZ mutlll (I)/Notl, F4: pGAPZ mut Ill (1)/Bsal, F5: Katkaisema-
ton pGAPZ mutlll (1) F6:pGAPZ mutlll (I1)/Notl F7: pGAPZ mut Il (11)/Bsal.

Ensimmaisen mutaation lisadmisen jalkeen Bsal:n tunnisruskohtia jaa kaksi,
jolloin vektorien tulee leikkautua kahteen osaan, toisen mutaation jalkeen vekto-
rit leikkautuvat kerran ja kolmannella kerralla eivat enda ollenkaan (kuvat 3 ja
4). Kuvatekstissa entsyymileikkaus on merkitty kauttaviivan avulla. Suluissa

oleva roomalainen numero on pesakkeen seulontanumero.

Dimeerin valmistaminen ja liittdminen vektoreihin onnistui ensimmaisella yritta-
malla. Dimeeri on itsessdén vain alle 30 emaksen mittainen, joten sitad ei voi
havaita AGE-ajoista otetuista kuvista. Tassé vaiheessa dimeerin ja vektorin li-
gaation onnistumista arvioitiin vain varmistamalla, ettd se leikkautuu Bsal-

entsyymilla (kuva 5).
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Kuva 5. pPICZ S ja pGAPZ S entsyymidigestoinnit MCS:n muokkauksen jal-
keen.

1. pPICZ S (I)/ katkaisematon, 2: pPICZ S (I)/Bsal 3: pPICZ S (ll)/Bsal, 4:
pPICZ S (lll)/Bsal, M: marker 1 kb, 5: pGAPZ S(l)/katkaisematon 6: pGAPZ
S(l)/Bsal, 7: pGAPZ S(ll)/Bsal, 8: pGAPZ S(lll)/Bsal.

7.2 Sekvenssi ja mutaatiot

Konseksusussekvenssin rakentaminen gap4:lla oli suurimmaksi osaksi yksin-
kertaista, koska sekvenssi oli hyvanlaatuista. pGAPZ S:n ensimmaisen palan
sekvensointi jouduttiin kuitenkin tekem&an kahdesti ensimmaisen sekvensoin-
tiajon epaonnistumisen takia. Toisellakin kerralla sekvenssin hyvéanlaatuinen
osa sisalsi vain noin 500 emasta (normaalisti noin 800-1000 emasta) ja pregap4
piilotti loput emaksista. Sekvenssia muokattiin avaamalla huonolaatuisen osan
tuloskromatogrammi  ja  ottamalla mukaan noin 30 sekvenssien

valista  puuttuvaa  emastd  piilotetusta  sekvenssistda  (kuva  6).
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CoslZ 3| 00 )| | ™ tnsee| £t Modes 55{(@ Curoits) Undo | New Seauch | Commands 3> Setings >» Qut| Heb>>
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Base confidence13 (Probabdily 0.343881) Posiion 3002
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74 Trace display
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Kuva 6. Emasten lukeminen huonolaatuisesta sekvenssista gap4:.ssa. Kun
Cutoffs-ruutu (punaisella ympyrdity) on valittuna, paastaan tarkastelemaan pre-
gap4:n maskeeraamaa sekvenssia.
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Ensimmainen kohdennettu pistemutaatio osuu vektoreissa (1382 pPICZ S ja
933 pGAPZ S) AOX1 TT-alueelle, toinen mutaatio TEF1-promoottorin alueelle
(1579 pPICZS S ja 933 pGAPZS) ja kolmas CYC1 TT alueelle (2581 pPICZ S
ja 1130 pGAPZ S). Eukaryoottisolujen transkriptiotekijoiden toiminta on viela
osittain hamaran peitossa ja mutaatioiden vaikutusta terminaatio- ja promootio-
alueilla on vaikea ennustaa. Hyvalla tuurilla mutaatiot osuvat sekvenssissa koh-
tiin, joilla ei ole merkitysta transkription kulkuun. TEF1-promootorin kohdalla
nain on oletettavasti kaynyt, silla Zeocin-resistenssi toimii myos E. colissa nor-

maalisti.

Sekvenssi tarkistettin my6és muiden mutaatioiden varalta vertaamalla gap4:lla
saatua todellista sekvenssia tekstinkasittelyohjelmalla muokattuun, Invitrogenin
sivuilta saatuun sekvenssiin. Sekvenssien vertailut ovat liitteina (lite 3 ja 4) ja
niissa ylimaaraiset mutaatiot on merkitty sinisella ja kohdennetut pistemutaatiot
keltaisella. Ylimaaraisten mutaatioiden sijainti, tyyppi ja mahdolliset vaikutukset

ovat viela erikseen taulukoituna liitteessa 5.

On hyvin epatodennékoista, etta pistemutaatiot olisivat tapahtuneet molemmis-
sa plasmideissa juuri samaan kohtaan samoilla alueilla, joten voidaan olettaa,
ettei tAhdella merkityissa kohdissa todellisuudessa ole mutaatiota, vaan etta
Invitrogenin sivuillaan ilmoittama sekvenssi ei edusta plasmidivektorien todellis-
ta sekvenssid. Nain ollen kohdennettujen mutaatioiden liséksi pPICZ S siséltaa

yhden ja pGAPZ S kaksi mutaatiota.

pPICZ S:n mutaatiossa polyhistidiinimerkin neljas histidiini on vaihtunut aspara-
giiniksi. Nain ollen hénta ei luultavasti ole riittavan pitk& merkkiin perustuvaa
puhdistusta ajatellen. pGAPZ S:n ensimmainen mutaatio osuu niin ikdan merk-
kih&ntd&n. myc-epitoopin glutamiini vaihtuu lysiiniksi eik& merkkid siten voitaisi
kayttad fuusioproteiinin detektoinnissa. Talla ei ole kuitenkaan kyseisen projek-
tin kannalta merkitysta, silla projektin kayttamiin insertteihin on suunnitteluvai-
heessa sisallytetty kaytettavat merkkihdnnat, mikali niita tarvitaan, eika vekto-

reissa olevia puhdistus-/detektioh&ntid ole tarkoitus fuusioida tuotteisiin.

pGAPZ S:n MCS:n mutaatio vaikuttaa usean ensyymin leikkauskohtaan koh-
teessa, kuten todennéakoisesti kaikki muutkin mutaatiot. Mutaatio ei kuitenkaan

vaikuttanut kohtiin, joilla olisi merkitystd Hydrobody-projektissa yleisesti kaytos-
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sa olevien entsyymien kannalta. Koska MCS on kuitenkin muuttunut radikaalisti
myds dimeerimuokkauksen seurauksena, kummankin vektorin tunnistuskohdat
kartoitetaan sekvenssistd uudelleen projektin useiten kayttamille restriktioent-

syymeille.

7.3 Shuffling

Shuffling-reaktion ajauduttua tehtiin AGE-tarkastelu kiinnostuksen vuoksi. Gee-
liltd on l&ahinn& havaittavissa, etta jotakin on tapahtunut. Koska DNA on ainakin

suurimmaksi osaksi sirkulaarisena, geelilta ei voi arvioida kokoa.

Kuva 7. Shuffling-tuotteiden ja kontrollireaktioiden ero.

1: kontrolli pGAPZ S+ (pUC57+ HFB1_2) + (pUC57 + EGFPy)/Bsal ilman li-
gaasia 2-4: edella mainittu reaktio ligaasin kanssa eri reaktioputkista 5) Marker
1 kb (fermentas) 6: kontrolli pPICZ S + (pUC57+ HFB1_2) + (pUC57 + EGF-
Py)/Bsal ilman ligaasia 7-9: edella mainittu reaktio ligaasin kanssa eri reak-
tioputkista.
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Kun shuffling-menetelmalla yhdistetyt vektorit oli siirretty E. coliin, inserttien ja

vektorien yhdistyminen varmistui restriktioanalyysisséa (kuva 8).

Kuva 8. Shuffling-menetelmalla yhdistettyjen vektorien restriktioanalyysi.

1: katkaisematon pGAPZ S + HFB1_2 + EGFPy 2: pGAPZ S + HFB1_2 +
EGFPy/BspHI 3: pGAPZ S + HFB1_2 + EGFPy/ EcoRI + Notl 4: Marker 1 kb
(Fermentas) 5: katkaisematon pPICZ S +HFB1 2 + EGFPy 6: pPICZ S
+HFB1_2+EGFPy/Sacl 7: pPICZ S + HFB1_ 2+ EGFPy/ EcoRI + Notl
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7.4 Tuottotestit

Tuottokasvatusten mittaustulokset on taulukoitu liitteeseen 6. Lisaksi fluore-
senssimittauksista tehtiin erikseen kuvaajat. Tuloksia tulkittaessa on otettava
huomioon, ettei niiden perusteella voi paatella mitddn perustavaa nain suppe-
assa kokeessa. Solun osat, intra- ja ekstrasellulaariset natiiviproteiinit ja muut
molekyylit fluoresoivat myds jonkin verran nostaen taustasignaalia. Lisaksi sil-
mamaaraisen tarkastelun perusteella sekd pPICZ S + EGFPy + HFB1_2 X-33
ettd pGAPZ S + EGFPy + HFB1_2 X-33 — kannan pellettien YPER-hajotuksissa

osa proteiinista oli niin tiukasti kiinni solunosissa, ettei se irronnut kasittelyssa.

85 000

= 75000 -

= " m  —BuMY
65000 e

@ < g ——YPD

g 20000 / B pPICZ S+ insertit (1)
p inserti

£ 45000 B ) o

S —==pPICZ S+ insertit (I1)

L 35000 .gé W

kr —&—pGAPZ S + insertit (1)
25000 —o—pGAPZ S + insertit (II)
96 146 198

Aika esikasvatusten aloituksesta (h)

Kuvio 1. Supernatanttien ja kasvatusmediumin fluoresenssi.

350000 o
S oooto N
200000 . .
5 I pPICZ S+ insertit (1)
% 150000 _ _
§ 100000 =>=pPICZ S+ insertit (II)
i 50000 A—pGAPZ S + insertit (1)
0 &= S R Q =@=pGAPZ S + insertit (1)
96 146 196
Aika kasvatusten aloituksesta (h)

Kuvio 2. Pellettilysaattien fluoresenssi.
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pGAPZ S + EGFPy + HFB1_2 X-33 — kannan fluoresenssimittaustuloksista voi-
daan todeta, etta proteiinia on tuottunut kasvatuksissa vahan jos ollenkaan.
Heikko tuottotaso voi viitata moneen asiaan. Solukasvu oli itsessaan pGAPZ
S:n osalta heikkoa (yli kolme kertaa heikompi pPICZ S kasvatuksiin nahden),
mika on saattanut aiheutua ravinnon riittamattoémyydesta tai muusta ongelmasta
mediumin koostumuksessa. Huono kasvu ei kuitenkaan yksin riitd selittdmaan
tuloksia. Esimerkiksi linearisoidun vektorin sijainnilla ja perakkain liittyneiden
vektorien maaralla Pichian genomissa voi olla vaikutusta tuottotasoon. Par-
haimman tuottotason kanta pitaékin normaaliolosuhteissa seuloa huomattavasti

laajemmassa testisarjassa.
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8 YHTEENVETO JA LOPPUPAATELMAT

Ty6 oli periaatteeltaan hyvin selkea ja edistyi odotetulla tavalla, kun ongelmat
PCR:sséa saatiin selvitettyd. Ty0ssd saavutettiin sille asetettu tavoite muokata
kaksi plasmidivektoria Pichia pastorikselle, joiden monikloonausalueet sisaltavat

kaksi tunnistuskohtaa Bsal-entsyymille.

Shuffling-menetelma vaatii viela optimoimista ennen lopullisen tydohjeen kirjoit-
tamista projektille. Restriktio-ligaatioon kuluvaa aikaa voidaan luultavasti lyhen-
taa kaytetysta, silla tyé perustui menetelmaan, jolla on valmistettu huomattavas-
ti monimutkaisempia, jopa kahdeksan osan fuusioinsertteja. Uusia osia suunni-
teltaessa on tarkistettava, etteivat myoskaan inserttien sekvenssit sisélla Bsal:n

tunnistuskohtia.

Tuottotestauksia pystyttiin aikataulun puitteissa tekemaan vain yksi. Testin tu-
loksista voitiin todeta pPICZ S-vektorin toimivan edeltajansa tapaan. Ekspressi-
on epaonnistuminen testin pGAPZ S:lla transformoiduissa kannoissa oletetaan
olevan riippumaton plasmidiin tehdyistd muokkauksista, koska toiselle vektorille
tehdyt muutokset ovat samat. Mutaatioiden vaikutuksen mahdollisuus tulee kui-

tenkin ottaa huomioon, mikali ongelmat jatkuvat projektin edetessa.

Vastaavien vektorien syntetisointi olisi tullut tdna paivand maksamaan noin
2300 € kokonaisuudessaan (Swily Li, tekninen asiakastuki, sahkoposti, Gensc-
ript USA Inc.), joten ottaen huomioon ty6hon kuluneen tydmaaran ja reagenssit,

tulee vastaavanlaisen tyon kannattavuutta harkita tulevaisuudessa.
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Elektrokompetentit XL1 ja X-33 solut

E. coli (XL1) elektrokompetentit solut

e Esikasvatus 5 ml LB-medium (— 1 pesdke maljalta silmukalla) +37°C,
250 rpm, O/N

e 5 ml esikasvatusten siirto n. 200 ml:aan LB-mediumia.

e Kasvatus +37°C, 250 rpm, kunnes ODgoo on noin 0,7 (0,6-0,8) (kestda
noin 3 h)

e Siirra kasvusto jaille — 15 min

e sentrifugoi 2000 g, 15 min, +4°C. Kaada supernatantti pois.

e Suspendoi pelletti 200 ml:aan kylmaa steriilia H,O. sentrifugoi 2000 g,
15 min, +4°C. Kaada supernatantti pois. (SUORITA TYOVAIHE 2 KER-
TAA)

e Suspendoi pelletti jaljelle jadneeseen nesteeseen.

e Siirra suspensio 50 ml falconiin.

e Lisda noin 25 ml kylmaa, steriilida 20% glyserolia.

e Sentrifugoi 2000 g, 15 min, +4°C. Kaada supernatantti pois

e Suspendoi pelletti 500 pl:aan kylm&a steriilida 20% glyserolia.

e Jaa suspensio 110 pl eriin eppareihin.

e Upota putket nestetyppeen muutaman sekunnin ajaksi, kunnes liuos on
taysin jaatynyt

e Siirra jdadytetyt epparit -80°C pakastimeen

P. pastoris (X-33) elektrokompetentit solut
- 100 ml:n kasvatus (200-300 pl kayttésoluja)

e Aloita 5 ml kasvatus pesakkeesta250 rpm/ 30 °C YPD -medium
e siirrd kasvatus 95 ml:aan YPD -mediumia (250 ml erlenmeyer)

e Kasvata kunnes ODggo noin 1 (yon yli, n 12 h) +25 °C/250 rpm

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Anna Sulkakoski



Liite 1
e Sentrifugoi solut 2000 g/4 min. Heitd pois supernatantti
e Resuspentoi 20 ml:aan YPD + 200 mM HEPES pH 8
e Lisda 500 pl 1 M DTT ja sekoita kevyesti
e Inkuboi kevysssa sekoituksessa + 30 °C:ssa 15 min
e Lisaa 30 ml jagkylm&a steriilia vetta (pida solut jailla valmistuksen loppu-
aika)
e Sentrifugoi 2000 g/4 min/ +4 °C. Poista supernatantti
e Resuspensoi 50 ml:aan jaakylmaa vetta
e Sentrifugoi 2000 g/4 min/ +4 °C. Poista supernatantti
e Resuspentoi 5 ml:aan jadkylmaa steriilia 1M sorbitolia
e Sentrifugoi 2000 g/4 min/ +4 °C. Poista supernatantti
e Resuspentoi 150 pl:aan jaakylmaa steriilid 1M sorbitolia

e Kayta solut heti tai jaa eriin ja pakasta -70 °C
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Mediumit

SOC-medium 1L

5 g Hiivauute
5 g NaCl

20 g Peptoni
2,5ml 1M KCI
1000 ml H,O

LSLB (Low Salt Luria-Bertani) -medium 1 L

5 g Hiivauute
5 g NaCl

10 g Peptoni
1000 ml H,0O

LSLB + Zeocin -medium/-agar 1 L

5 g Hiivauute

5 g NaCl

10 g Peptoni

(15 g Agar)

1000 ml H,O

250 pl 100 mg/ml Zeocin
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YPD-medium 1L

10 g Hiivauute

20 g Peptoni

900 ml H,O

100 ml 20 % Dektroosi

YPDS+ Zeocin —agar 1L

10 g Hiivauute

20 g Peptoni

182,2 g Sorbitoli

900 ml H,O

100 ml 20 % Dekstroosi
15 g Agar

1 ml 100 mg/ml Zeocin

BMGY/BMMY 1L

10 g Hiivauute
20 Peptoni
700 ml H,O

100 ml 1 M kaliumfosfaattipuskuri pH 6,0

Liite 2

100 ml 13,4 % YNB (Yeast Nitrogen Base with Ammonium Sulfate without ami-

no acids)

100 ml 10 % Glyseroli (BMGY)/ 5 % Metanoli (BMMY)
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BLAST1: pPICZ S:n konsensussekvenssin ja
odotussekvenssin vertailu

Query= Tekstinkasittelylla luotu sekvenssi, Subject= todellinen kosensus

gap4:sta. Ylimaariset mutaatiot merkitty sinisella, kohdennetut keltaisella.

Length=3314

Score = 6030 bits (3265), Expect = 0.0
Identities = 3300/3316 (99%), Gaps = 5/3316 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 AGATCTAACATCCAAAGACGAAAGGTTGAATGAAACCTTTTTGCCATCCGACATCCACAG 60
FEETTEE R et r e e e e e e e b e e e e e e b e e e
Sbjet 1 AGATCTAACATCCAAAGACGAAAGGTTGAATGAAACCTTTTTGCCATCCGACATCCACAG 60
Query 61 GTCCATTCTCACACATAAGTGCCAAACGCAACAGGAGGGGATACACTAGCAGCAGACCGT 120
FEETEEEEE e e e e e e e e e e bbb e e e e e e e e e
Sbjct 61 GTCCATTCTCACACATAAGTGCCAAACGCAACAGGAGGGGATACACTAGCAGCAGACCGT 120

Query 121 TGCAAACGCAGGACCTCCACTCCTCTTCTCCTCAACACCCACTTTTGCCATCGAAAAACC 180

Frrrrrrrrrrrrrerrerrrrr e e e et e e e
Sbjct 121 TGCAAACGCAGGACCTCCACTCCTCTTCTCCTCAACACCCACTTTTGCCATCGAARAACC 180

Query 181 AGCCCAGTTATTGGGCTTGATTGGAGCTCGCTCATTCCAATTCCTTCTATTAGGCTACTA 240

AR R R R R R R R RN R R R R A R R R R R AR AR RN
Sbjct 181  AGCCCAGTTATTGGGCTTGATTGGAGCTCGCTCATTCCAATTCCTTCTATTAGGCTACTA 240

Query 241 ACACCATGACTTTATTAGCCTGTCTATCCTGGCCCCCCTGGCGAGGTTCATGTTTGTTTA 300

Frrrrrrrrrrrrrerrerrrrr e e e et e e e
Sbjct 241 ACACCATGACTTTATTAGCCTGTCTATCCTGGCCCCCCTGGCGAGGTTCATGTTTGTTTA 300

Query 301 TTTCCGAATGCAACAAGCTCCGCATTACACCCGAACATCACTCCAGATGAGGGCTTTCTG 360

AR R R R R R R R R N R R R R R AR AR R
Sbjct 301  TTTCCGAATGCAACAAGCTCCGCATTACACCCGAACATCACTCCAGATGAGGGCTITTICTIG 360

Query 361 AGTGTGGGGTCAAATAGTTTCATGTTCCCCAAATGGCCCAAAACTGACAGTTTAAACGCT 420

Frrrrrrrrrrrrrerrrr e e e e et e
Sbjct 361 AGTGTGGGGTCAAATAGTTTCATGTTCCCCAAATGGCCCAAAACTGACAGTTTAAACGCT 420

Query 421 GTCTTGGAACCTAATATGACAAAAGCGTGATCTCATCCAAGATGAACTAAGTTTGGTTCG 480

Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrerrrrerr e e e e e e
Sbjct 421  GTCTTGGAACCTAATATGACAAAAGCGTGATCTCATCCAAGATGAACTAAGTTTGGTTCG 480

Query 481 TTGAAATGCTAACGGCCAGTTGGTCAAAAAGAAACTTCCAAAAGTCGGCATACCGTTTGT 540

Frrrrrrrrrrrrrerrerrr e e e et e e
Sbjct 481 TTGAAATGCTAACGGCCAGTTGGTCAAAAAGAAACTTCCAAAAGTCGGCATACCGTTTGT 540

Query 541 CTTGTTTGGTATTGATTGACGAATGCTCAAAAATAATCTCATTAATGCTTAGCGCAGTCT 600

Frerrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrr e et e e e e e
Sbjct 541  CTTGTTTGGTATTGATTGACGAATGCTCAAAAATAATCTCATTAATGCTTAGCGCAGTCT 600

Query 601 CTCTATCGCTTCTGAACCCCGGTGCACCTGTGCCGAAACGCAAATGGGGAAACACCCGCT 660

Frrrrrrrrrrrrrerrerrr e e e et e e
Sbjct 601 CTCTATCGCTTCTGAACCCCGGTGCACCTGTGCCGAAACGCAAATGGGGAAACACCCGCT 660

Query 661 TTTTGGATGATTATGCATTGTCTCCACATTGTATGCTTCCAAGATTCTGGTGGGAATACT 720

Frrrrrrrrrrrrrerrrrrrrr e e e et rr et r e e e e
Sbjct 661  TTTTGGATGATTATGCATTGTCTCCACATTGTATGCTTCCAAGATTCTGGTGGGAATACT 720

Query 721 GCTGATAGCCTAACGTTCATGATCAAAATTTAACTGTTCTAACCCCTACTTGACAGCAAT 780

FEErrrrrrrrrr e e et e e e e e e e e e e e e
Sbjct 721  GCTGATAGCCTAACGTTCATGATCAAAATTTAACTGTTCTAACCCCTACTTGACAGCAAT 780
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Query
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Query
Sbjct
Query
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Query
Sbjct
Query
Sbict
Query

Sbjct

781

781

841

841

901

901

961

961

1021

1021

1081

1081

1141

1141

1201

1201

1261

1261

1321

1321

1381

1381

1441

1441

1501

1501

1561

1561

1621

1621

1680

1681

1739

1741

1799

1801

ATATAAACAGAAGGAAGCTGCCCTGTCTTAAACCLELEELEEEELATCATCATTATTAGCTT

FEEErrrrr et e e e e e e e e e e e e e e e e e
ATATAAACAGAAGGAAGCTGCCCTGTCTTAAACCTTTTTTTTTATCATCATTATTAGCTT

ACTTTCATAATTGCGACTGGTTCCAATTGACAAGCTTTTGATTTTAACGACTTTTAACGA

Crrrrrrrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrrrrr e e e
ACTTTCATAATTGCGACTGGTTCCAATTGACAAGCTTTTGATTTTAACGACTTTTAACGA

CAACTTGAGAAGATCAAAAAACAACTAATTATTCGAAACGAGGAATTCGAGACCATATCT

FEEEEEEEE R e et e e e e e e e e b e e e e e e e e e
CAACTTGAGAAGATCAAAAAACAACTAATTATTCGAAACGAGGAATTCGAGACCATATCT

AACAGGTCTCCGGCCGCGGCCGCCAGCTTGGGCCCGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGG

Crrrrrrrerrrrrerrerrrrr e rrrrrr e e e
AACAGGTCTCCGGCCGCGGCCGCCAGCTTGGGCCCGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGG

ATCTGAATAGCGCCGTCGACcatcatcatgatcatcatTGAGTTTTAGCCTTAGACATGA

FEEEEEE Rt e e e e e e e et e e e e e e e e e e
ATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATAATCATCATTGAGTTTTAGCCTTAGACATGA

CTGTTCCTCAGTTCAAGTTGGGCACTTACGAGAAGACCGGTCTTGCTAGATTCTAATCAA

Frrrrrrrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e
CTGTTCCTCAGTTCAAGTTGGGCACTTACGAGAAGACCGGTCTTGCTAGATTCTAATCAA

GAGGATGTCAGAATGCCATTTGCCTGAGAGATGCAGGCTTCATTTTTGATACTTTTTTAT

FEETEEEEE e e e e e e e e e e e b e e e e e e e e e e
GAGGATGTCAGAATGCCATTTGCCTGAGAGATGCAGGCTTCATTTTTGATACTTTTTTAT

TTGTAACCTATATAGTATAGGALLLLLtLtGTCATTTTGTTTCTTCTCGTACGAGCTTGC

Crrrrrrrrrrrrrerrerrrrr e e e et e e e
TTGTAACCTATATAGTATAGGATTTTTTTTGTCATTTTGTTTCTTCTCGTACGAGCTTGC

TCCTGATCAGCCTATCTCGCAGCTGATGAATATCTTGTGGTAGGGGTTTGGGAAAATCAT

AR R R R R R R R R RN R R R R N R R R R R AR AR RN
TCCTGATCAGCCTATCTCGCAGCTGATGAATATCTTGTGGTAGGGGTTTGGGARAATCAT

TCGAGTTTGATGTTTTTCTTGGTATTTCCCACTCCTCTTCAGAGTACAGAAGATTAAGTG

Crrrrrrrrrrrrrerrerrrrr e e e et e e e
TCGAGTTTGATGTTTTTCTTGGTATTTCCCACTCCTCTTCAGAGTACAGAAGATTAAGTG

AAACCTTCGTTTGTGCGGATCCCCCACACACCATAGCTTCAAAATGTTTCTACTCCTTTT

Lrerrrrrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrer et e et e
AAACCTTCGTTTGTGCGGATCCCCCACACACCATAGCTTCAAAATGTTTCTACTCCTTTT

TTACTCTTCCAGATTTTCTCGGACTCCGCGCATCGCCGTACCACTTCAAAACACCCAAGC

Frrrrrrrrrrrrrerrerrr e e et e e e
TTACTCTTCCAGATTTTCTCGGACTCCGCGCATCGCCGTACCACTTCAAAACACCCAAGC

ACAGCATACTAAATTTTCCCTCTTTCTTCCTCTAGGGTGTCGTTAATTACCCGTACTAAA

Frerrrrrrrerrrer rerrrrrrrrrrrr e rrr e e e e e
ACAGCATACTAAATTTCCCCTCTTTCTTCCTCTAGGGTGTCGTTAATTACCCGTACTAAA

GGTTTGGAAAAGaaaaaaaaGACCGCCTCGtttctttttcttecgtcgaaaaaggcaataa

Frrrrrrrrrrrrrerrrrrrr e e et e e e
GGTTTGGAAAAGAAAAAAAAGACCGCCTCGTTTCTTTTTCTTCGTCGAAAAAGGCAATAA

aaatttttatcacgtttctttttcttgaaa-ttttttttttt@YtttttttCTCTTTCAG

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rrrerr e et rrr e e
AAATTTTTATCACGTTTCTTTTICTTGAAAATTTTTTTTTTTGATTTTTTTCTCTTTCGA

TGACCTCC=ATTGATATTTAAGTTAATAAACGGTCTTCAATTTCTCAAGTTTCAGTTTCA

CEErrrrer rrrrt e e e e e et e e e e e e e
TGACCTCCCATTGATATTTAAGTTAATAAACGGTCTTCAATTTCTCAAGTTTCAGTTTCA

TTTTTCTTGTTCTATTACAACELELLEELtACTTCTTGTTCATTAGAAAGAAAGCATAGCAA

FEErrrrrrrrrr e e e e et e e et e et e e
TTTTTCTTGTTCTATTACAACTTTTTTTACTTCTTGCTCATTAGAAAGAAAGCATAGCAA

TCTAATCTAAGGGGCGGTGTTGACAATTAATCATCGGCATAGTATATCGGCATAGTATAA

FErrrrrrrrrrr rrrrrr e e e e et r e e e e e e e e
TCTAATCTAAGGG=CGGTGTTGACAATTAATCATCGGCATAGTATATCGGCATAGTATAA
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Query
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Query
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Query
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Query
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Query
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Query
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Query
Sbict
Query
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Query
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Query

Sbjct

1859

1860

1919

1920

1979

1980

2039

2040

2099

2100

2159

2160

2219

2220

2278

2279

2338

2339

2398

2399

2458

2459

2518

2519

2578

2579

2638

2639

2698

2699

2758

2759

2818

2819

2878

2879

TACGACAAGGTGAGGAACTAAACCATGGCCAAGTTGACCAGTGCCGTTCCGGTGCTCACC

FEEErrrrr et e e e e e e e e e e e e e e e e e
TACGACAAGGTGAGGAACTAAACCATGGCCAAGTTGACCAGTGCCGTTCCGGTGCTCACC

GCGCGCGACGTCGCCGGAGCGGTCGAGTTCTGGACCGACCGGCTCGGGTTCTCCCGGGAC

Crrrrrrrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrrrrr e e e
GCGCGCGACGTCGCCGGAGCGGTCGAGTTCTGGACCGACCGGCTCGGGTTCTCCCGGGAL

TTCGTGGAGGACGACTTCGCCGGTGTGGTCCGGGACGACGTGACCCTGTTCATCAGCGCG

FEEEEEErr et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TTCGTGGAGGACGACTTCGCCGGTGTGGTCCGGGACGACGTGACCCTGTTCATCAGCGCG

GTCCAGGACCAGGTGGTGCCGGACAACACCCTGGCCTGGGTGTGGGTGCGCGGCCTGGAC

Crrrrrrrrrrrrrerrerrrrr e rrrrrr e e e e
GTCCAGGACCAGGTGGTGCCGGACAACACCCTGGCCTGGGTGTGGGTGCGCGGCCTGGAL

GAGCTGTACGCCGAGTGGTCGGAGGTCGTGTCCACGAACTTCCGGGACGCCTCCGGGCCG

FEEEEErrr et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GAGCTGTACGCCGAGTGGTCGGAGGTCGTGTCCACGAACTTCCGGGACGCCTCCGGGCCG

GCCATGACCGAGATCGGCGAGCAGCCGTGGGGGCGGGAGTTCGCCCTGCGCGACCLCGGLC

Crrrrrrrrrrrrrerrerrrrr e rrerrr e e e
GCCATGACCGAGATCGGCGAGCAGCCGTGGGGGCGGGAGTTCGCCCTGCGCGACCLCGGLC

GGCAACTGCGTGCACTTCGTGGCCGAGGAGCAGGACTGACACGTCCGACGGCGGCCC=AC

R R RN R R R R R RN R R R R N R R R R R AR AR R
GGCAACTGCGTGCACTTCGTGGCCGAGGAGCAGGACTGACACGTCCGACG=CGGCCCEAC

GGGTCCCAGGCCTCGGAGATCCGTCCCCCTTTTCCTTTGTCGATATCATGTAATTAGTTA

Cerrer rrrrrrrerrerrrrr e e e et e e e
GGGTCCGAGGCCTCGGAGATCCGTCCCCCTTTTCCTTTGTCGATATCATGTAATTAGTTA

TGTCACGCTTACATTCACGCCCTCCCCCCACATCCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTA

FEETEEE R e et e e e e e e bbb e e e e e e e e e
TGTCACGCTTACATTCACGCCCTCCCCCCACATCCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTA

GACAACCTGAAGTCTAGGTCCCtatttatttttttatagttatgttagtattaagaacgt

Crrrrrrrrrrrrrerrerrrrr e e e et e e e
GACAACCTGAAGTCTAGGTCCCTATTTATTTTTTTATAGTTATGTTAGTATTAAGAACGT

tatttatatttcaaatttttcttttttttCTGTACAGACGCGTGTACGCATGTAACATTA

Frerrrrrrrrrrrerrrrrerrrrrrrrrerrrerr e e e e e
TATTTATATTTCAAATTTTTCTTTTTTTTCTGTACAGACGCGTGTACGCATGTAACATTA

TACTGAAAACCTTGCTTGAGAAGGTTTTGGGACGCTCGAAGGCTTTAATTTGCAAGCTGG

Frrrrrrrrrrrrrerrerrrrr e e e et e e
TACTGAAAACCTTGCTTGAGAAGGTTTTGGGACGCTCGAAGGCTTTAATTTGCAAGCTGG

AGATCAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGC

Lrrrrrrrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrrr e e e e e
AGATCAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGC

TGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTC

Frrrrrrrrrrrrrerrerrr e e e et e e
TGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTC

AGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCC

Lrrrrrrrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrerrrr e e et e
AGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCC

TCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTT

FErrrrrrrrrerre et e et e
TCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTT

CGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCAATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCG

Frrrrrrrrrrrrrerrerrrt e r et e e e e
CGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCG

TTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTAT

Crrrrrrrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e
TTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTAT
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Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbict
Query

Sbijct

2938

2939

2998

2999

3058

3059

3118

3119

3178

3179

3238

3239

3298

3299

CCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAG

FEEErrrrr et e e e e e e e e e e e e e e e e e
CCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAG

CCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGT

Crrrrrrrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrrrrr e e e
CCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGT

GGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGC

FEErrrrrrrrr et e e e e et e et e e e e e e e e
GGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGC

CAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTA

Crrrrrrrrrrrrrerrerrrrr e rrrrrr e e e e
CAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTA

GCGGTGGEL Lttt L EGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGaaaaaaaGGATCTCAAGAAG

AR R R R R RN R R R R N R R R R R AR AR RN
GCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAG

ATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGA

Crrrrrrrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrrr et e e e
ATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGA

TTTTGGTCATGAGATC 3313

RN RE R RN
TTTTGGTCATGAGATC 3314
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BLAST2: pGAPZ S:n konsensussekvenssin ja
odotussekvenssin vertailu

Query= Tekstinkasittelylla luotu sekvenssi, Subject= todellinen kosensus

gap4:sta. Ylimaariset mutaatiot merkitty sinisella, kohdennetut keltaisella.

Length=2869

Score = 5208 bits (2820), Expect = 0.0
Identities = 2855/2871 (99%), Gaps = 5/2871 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 AGATCTTTTTTGTAGAAATGTCTTGGTGTCCTCGTCCAATCAGGTAGCCATCTCTGAAAT 60
FEEEEEEEE e e e e e e e e e e b e e e e e e b e e e
Sbjct 1 AGATCTTTTTTGTAGAAATGTCTTGGTGTCCTCGTCCAATCAGGTAGCCATCTCTGARAT 60
Query 61 ATCTGGCTCCGTTGCAACTCCGAACGACCTGCTGGCAACGTAAAATTCTCCGGGGTARAA 120
FEETEEEEE e et e e e e e e e bbb e e e et e e e e e
Sbjct 61 ATCTGGCTCCGTTGCAACTCCGAACGACCTGCTGGCAACGTAAAATTCTCCGGGGTAARA 120

Query 121 CTTAAATGTGGAGTAATGGAACCAGAAACGTCTCTTCCCTTCTCTCTCCTTCCACCGCCC 180

Crrrrrrrrrrrrrerrerrrrr e e e et e e e
Sbjct 121 CTTAAATGTGGAGTAATGGAACCAGAAACGTCTCTTCCCTTCTCTCTCCTTCCACCGCCC 180

Query 181 GTTACCGTCCCTAGGAAATTTTACTCTGCTGGAGAGCTTCTTCTACGGCCCCCTTGCAGC 240

CEEEEEE R e et e e e e e e e e b e e e e e e b e e e
Sbjct 181  GTTACCGTCCCTAGGAAATTTTACTCTGCTGGAGAGCTTCTTCTACGGCCCCCTTGCAGC 240

Query 241 AATGCTCTTCCCAGCATTACGTTGCGGGTAAAACGGAGGTCGTGTACCCGACCTAGCAGC 300

Crrrrrrrrrrrrrerrerrrrr e e e et e e e
Sbjct 241 AATGCTCTTCCCAGCATTACGTTGCGGGTAAAACGGAGGTCGTGTACCCGACCTAGCAGC 300

Query 301 CCAGGGATGGAAAAGTCCCGGCCGTCGCTGGCAATAATAGCGGGCGGACGCATGTCATGA 360

Frrrrrrrrrrrrrerrerrrrr e e e et e e
Sbjct 301 CCAGGGATGGAAAAGTCCCGGCCGTCGCTGGCAATAATAGCGGGCGGACGCATGTCATGA 360

Query 361 GATTATTGGAAACCACCAGAATCGAATATAAAAGGCGAACACCTTTCCCAATTTTGGTTT 420

Lrererrrrrrrrrerreerrrrrrrrrrrrrr e e e
Sbjct 361 GATTATTGGAAACCACCAGAATCGAATATAAAAGGCGAACACCTTTCCCAATTTTGGTTT 420

Query 421 CTCCTGACCCAAAGACTTTAAATTTAATTTATTTGTCCCTATTTCAATCAATTGAACAAC 480

Frrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e et r e e e e e
Sbjct 421  CTCCTGACCCAAAGACTTTAAATTTAATTTATTTGTCCCTATTTCAATCAATTGAACAAC 480

Query 481 TATTTCGAAACGAGGAATTCGAGACCATATCTAACAGGTCTCCGGCCGCGGCCGCCAGCT 540

Frereerrrrrerrerrrrerrr e rrr e
Sbjct 481 TATTTCGAAACGAGGAATTCGAGACCATATCTAACAGGTCTCCGGCCGCGGCCGCCA=CT 539

Query 541 TGGGCCCGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCGCCGTCGACcatcatca 600

Frrrrrrrrrrrrrerrerrrr et e rrrr e e
Sbjct 540 TGGGCCCGAACAAAAACTCATCTCAAAAGAGGATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCA 599

Query 601 tcatcatcatTGAGTTTTAGCCTTAGACATGACTGTTCCTCAGTTCAAGTTGGGCACTTA 660

Frrrrrrrrrrrrrerrrrrrrr e e e et rrrr e e e e e e
Sbjct 600  TCATCATCATTGAGTTTTAGCCTTAGACATGACTGTTCCTCAGTTCAAGTTGGGCACTTA 659

Query 661 CGAGAAGACCGGTCTTGCTAGATTCTAATCAAGAGGATGTCAGAATGCCATTTGCCTGAG 720

FEErrrrrrrrrr e e et e e e e e e e e e e e e
Sbjct 660  CGAGAAGACCGGTCTTGCTAGATTCTAATCAAGAGGATGTCAGAATGCCATTTGCCTGAG 719

Query 721 AGATGCAGGCTTCATTTTTGATACTTTTTTATTTGTAACCTATATAGTATAGGAttttEE 780

Frrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrr e et e et r e e e
Sbjct 720  AGATGCAGGCTTCATTTTTGATACTTTTTTATTTGTAACCTATATAGTATAGGATTTTIT 779
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Query
Sbict
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbict
Query
Sbijct
Query
Sbict
Query
Sbijct
Query
Sbict
Query
Sbijct
Query
Sbict
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbict
Query
Sbjct
Query
Sbict
Query
Sbjct
Query
Sbict
Query

Sbjct

781

780

841

840

901

900

961

960

1021

1020

1081

1080

1141

1140

1201

1200

1259

1260

1319

1320

1379

1380

1439

1440

1499

1500

1559

1560

1619

1620

1679

1680

1739

1740

1799

1800

CEGTCATTTTGTTTCTTCTCGTACGAGCTTGCTCCTGATCAGCCTATCTCGCAGCTGATG

FEEEEEErr et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TTGTCATTTTGTTTCTTCTCGTACGAGCTTGCTCCTGATCAGCCTATCTCGCAGCTGATG

AATATCTTGTGGTAGGGGTTTGGGAAAATCATTCGAGTTTGATGTTTTTCTTGGTATTTC

Frrrrerrrrrrrrerrrrrrrr e e e et r et e e e e e e
AATATCTTGTGGTAGGGGTTTGGGAAAATCATTCGAGTTTGATGTTTITTCTTGGTATTTC

CCACTCCTCTTCAGAGTACAGAAGATTAAGTGAAACCTTCGTTTGTGCGGATCCCCCACA

FEEEEErrr et et r e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CCACTCCTCTTCAGAGTACAGAAGATTAAGTGAAACCTTCGTTTGTGCGGATCCCCCACA

CACCATAGCTTCAAAATGTTTCTACTCCTTTTTTACTCTTCCAGATTTTCTCGGACTCCG

Crrrrrrrrrrrrrerrerrrrr e rrerrr e e e
CACCATAGCTTCAAAATGTTTCTACTCCTTTTTTACTCTTCCAGATTTTCTCGGACTCCG

CGCATCGCCGTACCACTTCAAAACACCCAAGCACAGCATACTAAATTTTICCCTCTTTCTT

FEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e et e
CGCATCGCCGTACCACTTCAAAACACCCAAGCACAGCATACTAAATTTCCCCTCTTTCTT

CCTCTAGGGTGTCGTTAATTACCCGTACTAAAGGTTTGGAAAAGaaaaaaaaGACCGCCT

Crrrrrrrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrrr et e e
CCTCTAGGGTGTCGTTAATTACCCGTACTAAAGGTTTGGAAAAGAAAAAAAAGACCGCCT

CGtttctttttcttcgtcgaaaaaggcaataaaaatttttatcacgtttctttttcett

ga
CEEEEEEr et e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CGTTTCTTTTTCTTCGTCGAAAAAGGCAATAAAAATTTTTATCACGTTTCTTTTTCTTGA

aap Cttttt bttt tagtttttttCTCTTTCAGTGACCTCCEATTGATATTTAAGTTAATA

Lot re e et rrr ettt e e
AAATTTTTTTTTTTGATTTTTTTCTCTTTCGATGACCTCCCATTGATATTTAAGTTAATA

AACGGTCTTCAATTTCTCAAGTTTCAGTTTCATTTTTCTTGTTCTATTACAACELELEEL

FEEEEEErr et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e
AACGGTCTTCAATTTCTCAAGTTTCAGTTTCATTTTTCTTGTTCTATTACAACTTTTTTT

ACTTCTTGITCATTAGAAAGAAAGCATAGCAATCTAATCTAAGGGCGGTGTTGACAATTA

Cerrrrrr rrrrrrrrerrrrr e e e et e e e
ACTTCTTGCTCATTAGAAAGAAAGCATAGCAATCTAATCTAAGGGCGGTGTTGACAATTA

ATCATCGGCATAGTATATCGGCATAGTATAATACGACAAGGTGAGGAACTAAACCATGGC

Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e et e e e e e e e
ATCATCGGCATAGTATATCGGCATAGTATAATACGACAAGGTGAGGAACTAAACCATGGC

CAAGTTGACCAGTGCCGTTCCGGTGCTCACCGCGCGCGACGTCGCCGGAGCGGTCGAGTT

Frrrrrrrrrrrrrerrerrr e e e et e e
CAAGTTGACCAGTGCCGTTCCGGTGCTCACCGCGCGCGACGTCGCCGGAGCGGTCGAGTT

CTGGACCGACCGGCTCGGGTTCTCCCGGGACTTCGTGGAGGACGACTTCGCCGGTGTGGT

Frerrrrrrreerrerrrrrrrrerr ettt e e e
CTGGACCGACCGGCTCGGGTTCTCCCGGGACTTCGTGGAGGACGACTTCGCCGGTGTGGT

CCGGGACGACGTGACCCTGTTCATCAGCGCGGTCCAGGACCAGGTGGTGCCGGACAACAC

Frrrrrrrrrrrrrerrerrr e e e et e e
CCGGGACGACGTGACCCTGTTCATCAGCGCGGTCCAGGACCAGGTGGTGCCGGACAACAC

CCTGGCCTGGGTGTGGGTGCGCGGCCTGGACGAGCTGTACGCCGAGTGGTCGGAGGTCGT

Frerrrrrrreerrerrrrrrrrerr ettt e e e
CCTGGCCTGGGTGTGGGTGCGCGGCCTGGACGAGCTGTACGCCGAGTGGTCGGAGGTCGT

GTCCACGAACTTCCGGGACGCCTCCGGGCCGGCCATGACCGAGATCGGCGAGCAGCCGTG

Frrrrrrrrrrrrrerrerrr e e e e e e e e e
GTCCACGAACTTCCGGGACGCCTCCGGGCCGGCCATGACCGAGATCGGCGAGCAGCCGTG

GGGGCGGGAGTTCGCCCTGCGCGACCCGGCCGGCAACTGCGTGCACTTCGTGGCCGAGGA

Frrrrrrrrrrerrerrerrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e
GGGGCGGGAGTTCGCCCTGCGCGACCCGGCCGGCAACTGCGTGCACTTCGTGGCCGAGGA

GCAGGACTGACACGTCCGACGGECGGCCC=ACGGGTCCCAGGCCTCGGAGATCCGTCCCCC

Cerrrrrrrrrrrrerrerrt et rrrrrr et e e
GCAGGACTGACACGTCCGACG=CGGCCCGACGGGTCCBGAGGCCTCGGAGATCCGTCCCCC
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Query
Sbict
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbict
Query
Sbijct
Query
Sbict
Query
Sbijct
Query
Sbict
Query
Sbijct
Query
Sbict
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbict
Query
Sbjct
Query
Sbict
Query
Sbjct
Query

Sbict

1858

1859

1918

1919

1978

1979

2038

2039

2098

2099

2158

2159

2218

2219

2278

2279

2338

2339

2398

2399

2458

2459

2518

2519

2578

2579

2638

2639

2698

2699

2758

2759

2818

2819

TTTTCCTTTGTCGATATCATGTAATTAGTTATGTCACGCTTACATTCACGCCCTCCCCCC

FEEEEEErr et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TTTTCCTTTGTCGATATCATGTAATTAGT TATGTCACGCTTACATTCACGCCCTCCCCCC

ACATCCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCTAGGTCCCtatttat

Crrrrrrrrrrrrrerrerrrrr e rrrrrr e e e e
ACATCCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCTAGGTCCCTATTTAT

ttttttatagttatgttagtattaagaacgttatttatatttcaaatttttectttttttt

FErrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TTTTTTATAGTTATGTTAGTATTAAGAACGTTATTTATATTTCAAATTTTTCTTTTTTTT

CTGTACAGACGCGTGTACGCATGTAACATTATACTGAAAACCTTGCTTGAGAAGGTTTTG

Crrrrrrrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrrr et e e e
CTGTACAGACGCGTGTACGCATGTAACATTATACTGAAAACCTTGCTTGAGAAGGTTTTG

GGACGCTCGAAGGCTTTAATTTGCAAGCTGGAGATCAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAA

R R RN R R R R AR R R R R AR R R R R R AR R RN
GGACGCTCGAAGGCTTTAATTTGCAAGCTGGAGATCAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAA

AAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCT

Crrrrrrrrrrrrrerrerrrrr e e e et e e e
AAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCT

GACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAA

R R R R R R RN R R R R AR R R R R R AR AR RN
GACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAA

AGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCG

Crrrrrrrrrrrrrerrerrrrr e e e et e e e
AGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCG

CTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCAATGCTCA

R R R R R R RN R R R R N R R R R R A R R R
CTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCA

CGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAA

Frrrrrrrrrrrrrerrerrrrr e e e et e e e
CGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAA

CCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCG

Frerrrrrrreerrerrrrrrrrerr et r e e
CCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCG

GTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGG

Frrrrrrrrrrrrrerrerrr e e e et e e
GTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGG

TATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGE

Lrereerrrrrerrerrreerrrrr e rrrr e e e
TATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGA

ACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGC

Frrrrrrrrrrrrrerrerrr e e e et e e
ACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGC

TCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGEEELEEEGTTTGCAAGCAGCAG

Lrrrrrrrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrrrrrr e e
TCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAG

ATTACGCGCAGaaaaaaaGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGAC

CEErrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e et
ATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGAC

GCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGCATGAGATC 2868

Frrrrrrrrrerrrrrrrrrrrr e e e et e e e e e
GCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGCATGAGATC 2869
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Mutaatiot
pPICZ S
Emaés nro (todellinen) | Sijainti Mutaatiotyyppi | Mahdolliset vaikutukset
1051 Polyhis p/v (C=A) missense, polyhis-
merkkih&nnén neljas histidiini
vaihtuu asparagiiniin
1517* TEF1-promoottorin p/v (T=C) -
sisaltava alue
1651* TEF1-promoottorin p/ins (+A) -
sisaltava alue
1663-64* TEF1-promoottorin 2-trans -
sisaltava alue (AG=GA)
1679-80* TEF1-promoottorin 2-trans -
sisaltava alue (AG=GA)
1689* TEF1-promoottorin p/ins (+C)
siséltava alue i
1777* TEF1-promoottorin p/v (T=C) -
sisaltava alue
1813-14* TEF1-promoottorin p/del (-G) -
sisaltava alue
2269-70* CYCL1 TT alue p/del (-G) -
2275* CYC1 TT alue p/ins (+G) -
2285* CYC1 TT alue p/v (C=G) -
2842-43* pUC origin 2-trans -
(AT=TA)
3088* pUC origin p/v (G=A) -
pGAPZ S
Emas nro (todellinen) | Sijainti Mutaatiotyyppi | Mahdolliset vaikutukset
537-538 MCS del (-G) mm. Sacll-ensyymin
tunnistuskohta haviaa ja yksi
Bgll-entsyymin tunnistuskohta
tulee liséé
566 c-myc epitooppi p/v (G=A) missense, c-myc:n seitsemas
aminohappo, glutamiini
vaihtuu lysiiniksi
1068* TEF1-promoottorin p/v (T=C) -
sisaltava alue
1202* TEF1-promoottorin p/ins (+A)
siséltava alue i
1214-15* TEF1-promoottorin 2-trans -
sisaltava alue (AG=GA)
1230-31* TEF1-promoottorin 2-trans -
sisaltava alue (AG=GA)
1240* TEF1-promoottorin p/ins (+C) -
sisaltava alue
1328* TEF1-promoottorin p/v (T=C) -
sisaltdva alue
1820-21* CYCITT p/del (-G) -
1828* CYCITT p/ins (+G) -
1837* CYCITT p/v (C=G) -
2392-93* pUC origin 2-trans -
(AT=TA)
2638* pUC origin p/v (G=A) -
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Tuottokasvatusten mittaustulokset

1 Sameus ja solupaino

Aika h (esikas-

vatusten aloi- Solupaino
tuksesta) Nayte (g) ODe600
PI 0,1105 16,32
Pll 0,0993 18,43
Gl 0,0625 6,23
96 Gll 0,0509 5,89
PI 0,0965 36,44
Pll 0,145 39,8
Gl 0,0825 13,16
168 Gll 0,0577 12,2
PI 0,1499 34,48
Pll 0,1504 38,16
Gl 0,0921 14,04
192 Gll 0,1099 13,36
PI 0,1102 43,9
Pl 0,1085 44,85
Gl 0,065 12,5
216 Gll 0,0597 15,15
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2 Fluoresenssi

Fluoresenssi (U)

Insertti/organismi Nayte 485 nm/535nm, 1.0 s
(peséake 1)/(pesake 1)
- BMMY-medium 28 668

supernatantti, 48 h
indusoinnista

29 974/34 127

pPICZ S+EGFPy+HFB1_2/X-33 s, 120h i 48 247/60 602
s, 144 hi 57 960/66 640
s, 168 hi 67 987/76 655
- YPER 64
i?led”uestg,inéln?srt]a 232 836/221 831
pPICZ S+EGFPy+HFB1_2/X-33 0,120 h i 326 161/265 798
p, 144 hi 219 057/280 298
p,168 hi 195 114/194 216
- YPD-medium 25519
supernatantti, 96 h
kasvatuksen 28 139/31 967
aloituksesta
pGAPZ S+EGFPy+HFB1 2/X-33 s, 168 h k 32 195/35894
s,192 hk 32 897/33 843
s,216 hk 34 455/32 069
- YPER 64
pellettilysaatti, 96 h
kasvatuksen 10 902/13 206
aloituksesta
pGAPZ S+EGFPy+HFB1 2/X-33 p, 168 h k 17 309/18 603
p, 192 h k 14 955/29114
p, 216 h k 13 722/16707

pPICZ A+Chymosin+HFB1_2

pellettilysaatti,

/X-33 . 15 545
(vanha nayte 23.3.12 AS) 145 h aloituksesta
pGAPZ A+ Laccase+HFB1 2 pellettilysaatti, 14 415

(vanha nayte 13.3.12 JT)

192 h aloituksesta

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Anna Sulkakoski

Liite 6



