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Opinnaytety® on osa Helsingin yliopiston Maatalous-metsatieteellisen tiedekunnan, Maata-
loustieteiden laitoksen projektia "The characterization of Flower related Ubiquitin Pro-
teasome System in Arapidopsis” (FUPS). Tutkimuksessa pyritaan I0ytamaan ne proteiinit,
joita FUPS-kandidaatit hajottavat ja nain selvittda niiden tarpeellisuus kukan taydelliseen
kehittymiseen.

Opinnaytetydn tavoitteena oli seuloa fenotyyppisesti seka eri geneettisin analyysein pro-
jektissa tuotettuja siirtogeenisia kasvilinjoja. Genotyyppausta tehtiin kasvilinjojen seulonta-
vaiheessa, jonka tarkoituksena oli selvittd& onko siirretyn geenin periytyminen tapahtunut
oikein. Seulonta tehtiin toisen ja kolmannen sukupolven kasveille, joilla periytymisen oletet-
tiin tapahtuvan Mendelin periytymissaannén mukaan. Arabidopsissiemenet keréattiin, steri-
loitiin ja istutettiin kasvatusmaljoille, josta suoritettiin seulonta muutaman viikon kasvatuk-
sen jalkeen. Kolmannen sukupolven kasvit joiden oletettiin olevan homotsygootteja trans-
geenin suhteen, fenotyypitettiin. Proteiinien ilmentymista selvitettiin coomassie-varjays ja
immunoblottausmenetelmilla sekd geenin olemassaolo selvitettin PCR:sta saadun monis-
tetun geenituotteen ilmentymisella geelielektroforeesissa. Coomassie-vérjays ja immuno-
blottausmenetelmissé havaittiin ainoastaan toinen integroitu geeni diploidihomotsygootti-
sista kasvilinjoista. Kyseisissa analyyseissa pystyttiin kuitenkin havaitsemaan tuntematon
proteiiniraita kokojen 150 ja 250 kDa:n vélisséd. Ennen siirtogeenien havaitsemiseen tehtya
geelielektroforeesia suoritettiin PCR-testaus maarittdmaan optimaalinen monistuskierros-
ten maara kullekin geenille. Testauksen yhteydessa huomattiin ettéa geeni, joka ei ilmenty-
nyt proteiinianalyyseisséd, ei myodsk&an ilmentynyt elektroforeesissa. Toisen geenin ilmen-
tyminen voidaan olettaa tapahtuneen, silla PCR tuotteen pituus vastasi geenin pituutta.

Geeni, jota ei pystytty havaitsemaan taman opinnaytety6n aikana tehdyissd analyyseissa,
vaatii lisatutkimuksia sek& uusia sovelluksia ja olosuhteita, joissa mahdollisesti havaitaan
geenituote sekéd sen tuottama proteiini. Mukana olleet kontrollit toimivat moitteetta proteii-
nin ja geenin loytdmiseksi kaytetyissa menetelmissa. Tuntematon proteiiniraita jatti pohdit-
tavaa tutkimusryhmalle seké tarpeen luoda optimaaliset olosuhteet toisen integroidun gee-
nin havaitsemiseksi.

Avainsanat Arabidopsis, FUPS, genotyypitys, transgeeni, ubikitiini-
proteasomijarjestelméa
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The thesis is a part of a project called "The Characterization of Flower Related Ubiquitin
Proteasome System in Arapidopsis” (FUPS), conducted in the Faculty of Agriculture and
Forestry, Department of Agricultural Sciences, University of Helsinki. The objective of the
study was to determine the proteins degraded by FUPS candidates and thereby determine
their importance in the development of flower.

The aim of the study was to screen previously produced transgenic plant lines by fenotyp-
ing them and with the use of genetic analyses. Fenotyping was done in the screening
phase of the plant lines for second and third generations to determine if the gene had
transmitted correctly as expected by Mendel's law. Arabidopsis seeds were collected,
sterilized and planted in agar plates where they were let to grow a few weeks before
screening. Genetic analyses were done to the plants of the third generation which were
assumed to be homozygote with regard to the transgene. Immunaoblotting and coomassie-
staining were used to detect proteins and the existence of the gene was determined by
using gel electrophoresis for the PCR multiplied gene.

Only one of the transmitted genes was detected from the results obtained from immunob-
lotting and coomassie-staining in diploid homozygote plant lines. However, there was an
unknown protein band between sizes 150 and 250 kD’s detected from the results obtained.
A PCR cycle test was run to optimize the amount of cycles needed for multiplying each
gene before running the gel electrophoresis for detecting the genes. During testing it was
observed that the gene that wasn'’t detected in protein analyses could neither be detected
in electrophoresis. The detection of the second/other gene could be assumed as the
length of the PCR product corresponded with the length of the gene.

The gene that could not be determined in this study requires further research, new applica-
tions and circumstances where its gene product and protein produced can be detected.
The controls used in this study worked well and were applicable for detecting the protein
and gene with the methods applied. The unknown protein band and the creation of optimal
circumstances for determination of the integrated gene left the research group with some-
thing to ponder on.

Keywords Arabidopsis, FUPS, genotyping, transgene, Ubiquitin Pro-
teasome System
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1 Johdanto

Opinnaytetydni kuuluu Helsingin yliopiston Maatalous-metsétieteellisen tiedekunnassa,
Maataloustieteiden laitoksella suoritettavaan projektiin "The characterization of Flower
related Ubiquitin Proteasome System in Arapidopsis” eli FUPS:n rooli kukkien kehityk-
sessd. Vastuututkijana toimii Kristiina Himanen ja tydelamaohjaajani on Marcelina Bi-
licka, kuka toimii kaiken laboratoriotydskentelyn ohjaajana. Opinnaytety6ni ohjaajana

Metropolian puolesta toimii lehtori Hannele Pihlaja ja opponoijana toimii Tiia Nikkila.

Opinnaytteeni osuus FUPS-projektissa liittyy transgeenisten kasvien T-DNA-
mutanttilinjojen geneettiseen analysointiin ja itse tuotettujen yliekspressiolinjojen feno-
tyypitykseen. (Himanen 2013.) FUPS tarkoittaa kukan ubikitiini-ohjattua proteasomijér-
jestelmaa, jossa tiettyyn kukan proteiiniin kiinnittyy ubikitiinimolekyyli, jonka proteasomi
tunnistaa ja tuhoaa. Proteiini ei ndin ollen paase ilmentymaan aikuisessa kasvissa. Jos
muutos nakyy kasvin ilmiasussa, olisi kyseista proteiinia tarvittu taydelliseen kehittymi-
seen. Himasen tutkimusryhmén tavoitteena on l6ytdd ja tunnistaa ne proteiinit, joita
FUPS-kandidaatit hajottavat integroimalla kasviin ubikitiinin toimintaan vaikuttavan mu-
tantoituneen geenin. (Méki-Kihnia 2013.)

Tutkimusta tehdaan, koska kasvien hedelmét ja marjat seka kukkien tuottamat sieme-
net ovat aarimmaisen tarkeitd maataloudelle ja ruoantuotannolle. Ubikitii-
ni-proteasomijarjestelméa hajottaa proteiineja ja taméan tutkimuksen tarkoituksena on
selvittaa tuottaisivatko geenimuunnellut kasvit parempia proteiineja. Tallbin saisimme
enemman ja suurempia kasveja, jotka tuottaisivat ndin ollen enemman siemenia. Naita

tutkimustuloksia voisi tulevaisuudessa hytdyntaa viljelykasveilla. (Maki-Kihnia 2013.)

1.1 ’FUPS:n rooli kukkien kehityksessa” — projektin tavoitteet

Projektin — jossa opinnéaytteeni on osa — tutkimustavoitteet on tunnistaa ja toiminnalli-
sesti luonnehtia kukalle spesifiset ubikitiini-proteasomijarjestelman komponentit, joita

kutsutaan nimella FUPS. Projektin tavoitteet kokonaisuudessaan ovat:
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o |uetteloida kukalle spesifiset ubikitiini-proteasomijarjestelman komponentit, jotka
ovat osallisena kukan kehitykseen.

e tunnistaa FUPS:sté riippuvaiset taustalla olevat prosessit sek& saada vastauk-
sia solukko -ja kukanosaspesifisiin kehityshairidihin. (Himanen, 2012).

o |0ytaa kehitysbiologian "katkaisijat”, jotka estavat kukan kehityksen etenemisen
eri vaiheiden valilla. Siksi on tarkeaa loytaa ne proteiinit, joita 16ydetyt FUPS-
kandidaatit hajottavat sekd milloin ja missd kukan osissa tama tapahtuu. (Hi-
manen 2013.)

1.2 Opinnaytetyon tavoitteet

Kasiteltavat kasvilinjat jakautuvat moneen sukupolveen, joita kutsutaan TO-, T1-, T2- ja
T3-siemeniksi tai -kasveiksi (Himanen 2013). Haluttu geeni on siirretty ensimmaiseen
eli TO-kasviin agrobakteerin plasmidin avulla. Plasmidin kohta, jossa transgeeni sijait-
see ja joka plasmidista siirtyy kasvin genomiin, kutsutaan T-DNA:ksi. (Brown 2010:
113.)

Opinnaytetydn tavoitteena on seuloa geneettisesti seka analysoida myds fenotyyppi-
sesti projektissa tuotettuja eri vaiheissa olevia transgeenisia kasveja. Tavoitteisiin kuu-
luu myo6s varmistaa ettéd T1-vaiheessa primaaritransformaatteja on tarpeeksi, T-DNA:n
littyminen yhteen lokukseen vastaa T2-vaiheessa segregaatiota sekd T3-vaiheessa
linjat ovat puhtaasti homotsygootteja. Jokaisesta vaiheesta tuotetut kasvilinjat viedaan
multaan ja ne tuottavat itse polyttamalla seuraavan sukupolven siemenet. Geenin ha-
luttua vaikutusta prosessissa analysoidaan transgeenisten kasvien avulla. Tutkimuksen
kohteena on kukan kehitysprosessi ja mikali tunnettua geenia yli-ilmennetaan ja kukka
muuttuu fenotyyppisesti, tieddmme geenin tuottaman proteiinin toimivan kukassa. (Hi-
manen 2013.)

2 Ubikitiini-proteasomijarjestelma

Ubikitiini-proteasomijérjestelma on proteiinien paahajottaja sen siséltdessa yli 1200
geenia ja niiden tuotetta. Tama jarjestelmé koostuu laajasta kirjosta tekijoita: ubikitiini-
proteiini, ubikitiini-etsyymit (E1, E2, E3), saattajaproteiinit jotka moduloivat proteiinien

hajoamista (Rad23, SPA1), ubikitiinin poistajaentsyymit (DUB1) sek& proteasomi. Tas-
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sa jarjestelmassa 76:n aminohapon ubikitiiniproteiini sitoutuu kovalenttisesti kohdemo-

lekyylin ja sen liittyminen vaatii useita toimintoja. (Himanen 2012.)

2.1 Toimintamekanismit

El-entsyymi aktivoi ubikitinimolekyylin. Tama reaktio tarvitsee energiaa ATP:n muo-
dossa. E2-entsyymi tunnistaa kyseisen yhdistelman, jolloin se sitoo ubikitiinin kuljetet-
tavakseen. E3-enstyymi tunnistaa kohdeproteiinin, jolloin E2-entsyymin ja ubikitiinin
yhdistelma kulkeutuu lahelle kohdeproteiinia, jotta ubikitiini voi siirtyd proteiiniin
E2-entsyymiltd. Taman tapahtuman jalkeen E3-entsyymi vapauttaa ubikitiinilla varuste-
tun kohdeproteiinin. Viimeiset tapahtumat toistuvat niin kauan, kunnes proteiinilla on
lyhyt ketju ubikitinimolekyyleja tarttuneena itseensa. Ubikitiiniketju tunnistaa ja avaa
proteasomijarjestelman irroten itse proteiinista. Proteiini kulkeutuu proteasomiin pilkot-

tavaksi. (Ciechanover - Hershko - Rose 2004.)

Ubikitiini-proteasomijarjestelman on huomattu olevan tehokas mekanismi, joka tekee
vaistamattoman siirtymisen kehitysvaiheiden valilla helpommaksi. Se my6s reagoi eri-
laisiin  ymparistostd tuleviin signaaleihin ja solullisiin  arsykkeisiin.  Ubikitii-
ni-proteasomijarjestelman on todettu olevan siistijan roolissa sen poistaessa toimimat-
tomia polypeptidejd, mutta sen tdsmallisempi tehtava on valikoida hajotukseen lyhyt-
ikaisia saatelijoitd, kuten transkriptiotekijoitd seké valo -ja hormonireseptoreita. Hiljat-
tain on havaittu, etta ubikitiini E3:n alayksikké TIR1 on kauan etsinndssa ollut apu-
reseptori, joka kontrolloi auksiinihormonin transkriptiotekijoitd. Taméa on uudenlainen ja
uniikki saatelymekanismi, joka edustaa huipentumaa kasvien signalointitutkimuksessa.
Vaikuttaa myos silta, etta kasvin valttamaton viestintaprosessi, joka liittyy kukan kehit-

tymiseen, on kontrolloitu ubikitiini-proteasomijarjestelmalla. (Himanen 2012.)

2.2 Kasvien ubikitiini-proteasomijarjestelma

Suurin osa kasvien luonteenomaisista ubikitiini-proteasomijarjestelman komponenteista
on léydetty mutanttiseulonnoissa. Monia komponentteja on kuitenkin l6ydetty myos
laajoissa genomiseulonnoissa, kuten myos transkriptioprofilointitutkimuksissa, geneet-
tisissa seulonnoissa ja proteiinien keskinaisten vaikutusten tutkimuksissa. Yleista tapaa
selvittda ubikitiini-proteasomijarjestelman roolia kasvibiologiassa ei kuitenkaan ole viela

l6ydetty. Siksi avainkomponentit kasvien ubikitiini-proteasomijarjestelmassa jaavat hei-
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kosti kuvatuiksi. Talla hetkella avainnakokulma, jolla ymmarretddn kasvien ubikitii-
ni-proteasomijarjestelman biologinen rooli, on osoittaa sen biokemia kasvien kehitys-
vaiheessa. (Himanen 2012.)

3 Kasvien tarkeys maataloudelle ja ruoantuotannolle

Niin kasveja kuin elaimidkin on jalostettu niin kauan kuin kasveja on viljelty ja koti-
elaimia hoidettu. Tama on tehty risteyttamalla ja valitsemalla risteymista parhaita yksi-
l6ita. Risteytyksella kasveista tuotettiin luonnonvaraisista muodoista eroavia kantoja,
jotka sopeutuivat paremmin paikallisiin oloihin ja olivat satoisampia. Taman vuoksi su-
kupuuttoon ovat muun muassa jo kuolleet herneen ja puuvillan luonnonkannat. Jalos-
tuksella halutaan muuntaa perimaa tiettyyn suuntaan ja se on nykyisen geenitietouden
avulla helppo suorittaa. Tautien ja saan kestavyys seké hyva satoisuus ovat kasvijalos-
tuksen tavoitteista tarkeimmat. (Tenhunen - Ulmanen - Ylanne 2009: 51.)

Kukan toimintamekanismien sekd molekyylitason kehitysbiologian ymmaéartaminen ovat
muun muassa maataloudelle kiinnostavia. Kasvukaudella tapahtuva kukinnan oikea
ajoittuminen on viljelysadon onnistumisen kannalta merkittavaa. Siemen-, hedelma- ja
marjasadon maaraavat kukkien koko ja niiden méaara. llmastonmuutos on myos anta-
nut omat haasteensa viljelylajikkeiden kehitystydlle. Myds tasta johtuen olisi hyva tun-
tea molekyylimekanismit, jotka saatelevat kukinnan ajoittumista sekéd kukan kokoa ja
lukumaaraé. (Maki-Kihnia 2013.)

Useat kasvit kayttavat todennakoisesti ubikitiinisaatelya kasvuvaiheen seka kasvukau-
den lopun risteyskohdassa kukinnan alkaessa, jossa edellinen reaktio pysaytetdan ja
siirrytddn seuraavaan vaiheeseen. Ubikitiinisdatelyn oletetaan liittyvdn myds kasvien

stressitilanteisiin sek& eri olosuhteisiin sopeutumiseen. (M&ki-Kihnia 2013.)
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10
4 Geenin siirto bakteerisoluun

Bakteereita kaytetddn maailmanlaajuisesti geenitekniikassa muun muassa toiminnal-
taan tunnetun geenin kuljettimena. Bakteereissa on kromosomin lisdksi DNA:ta myds
plasmideissa, mutta usein vain muutamien geenien muodossa. Plasmidit saadaan hel-
posti eristettya bakteerista ja niihin on helppo lisata vierasta DNA:ta. (Tenhunen ym.
2009: 37.) Plasmidit ovat kaksijuosteista DNA:ta ja ne ovat irrallaan bakteerisolujen
kromosomista. Ne ovat yleensd muodoltaan voimakkaasti kierteisia ja ne replikoituvat
itsendisesti. (Solunetti 2006.) Rengasmainen plasmidi saadaan katkaistuksi entsyymi-
en avulla ja vieraan geenin liittdmisen jalkeen rengas sulkeutuu transgeenin ollessa
osa plasmidia. Tallaisia plasmideja on mahdollista siirtdd mekaanisesti kasvisolujen
lisdksi moneen eldinkudokseen. Kun plasmidi saadaan kasvisolun sisaan, siihen liitetty
geeni integroituu kasvin omaan genomiin ja jakautuu sieltd tytarsoluihin. Naita soluja
kasvattamalla saadaan lopuksi solulinja, joissa kaikissa on sama transgeeni. (Tenhu-
nen ym. 2009: 37-38.)

4.1 Agrobakteeri luonnossa

Tutkimuksessa kaytettava agrobakteeri (Agrobacterium tumefaciens) on maaperéan
mikro-organismi. Bakteerin padstessa kasviin sen rungon haavauman kautta aiheuttaa
se useille kaksisirkkaisille kasvilajeille latvuskasvaimia. Agrobakteerin taito aiheuttaa
latvuskasvaimia on yhdistetty lasnd olevaan Ti-plasmidiin. Ti-etuliite tulee englannin

sanoista "tumor inducing”, tarkoittaen "kasvainta aiheuttava”. (Brown 2010: 113.)

Ti-plasmidi siséltda monia infektioon osallistuvaa geenia. Yksi merkittdvimmista Ti-
plasmidin ominaisuuksista on integroida osa molekyylistddn kasvin DNA:han valitto-
masti infektion jalkeen. Tata siirtyvaa Ti-plasmidin osaa kutsutaan T-DNA:ksi. Se séilyt-
taa stabiilin muotonsa kasvin solussa ja siirtyy nain myos tytarsoluille erottamattomana
osana kromosomia. Kaikkein merkittédvin muutos T-DNA:han saadaan sen sisaltdessa
kahdeksan kasvisolussa kasvaimen omaisuuksia omaavaa geenida. Nama samat geenit
myds syntetisoivat epatavallisia yhdisteitd, joita bakteeri kayttda ravintoaineenaan.
Nain ollen bakteeri kayttdd ja tarvitsee kasvisolua omaan tarkoitukseensa. (Brown
2010: 113)
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11
4.2 Agrobakteerin hyédyntaminen geenitekniikassa

On todettu jo varhain, ettd agrobakteerin Ti-plasmidia voidaan kayttda uusien geenien
kuljettimena kasvisoluun. Prosessi ei edellytd muuta kuin uuden geenin lisaamisen Ti-
plasmidiin T-DNA-osaan minka jalkeen bakteeri itse siséllyttdd geenin kasvin kro-
mosomaaliseen DNA:han. Ti-plasmidin suuri koko vaikeuttaa sen manipulointia. Vaikka
uusien tapojen kehittdmiselle on tarvetta, talla hetkella on kuitenkin kaksi tapaa uuden
geenin sisallyttdmiseen molekyyliin:

e Binaarivektoristrategia (The binary vector strategy), joka perustuu havaintoihin
T-DNA tarpeettomuudesta olla fyysisesti Kiinnittynyt muuhun Ti-plasmidiin.
(Brown 2010:113.)

¢ Kumppanien yhdistdmisstrategia (The co-integration strategy), joka perustuu
taysin uuden, E. colista saadun plasmidin kayttéon, joka myos siséltaa pienen
osan T-DNA:ta. Jos molemmat ovat paikalla samassa agrobakteerisolussa, re-
kombinaatio voidaan yhdistaé E. colin plasmidin T-DNA alueelle. (Brown 2010:
114))

4.3 Floral-dip

Useat laboratoriot ovat kehittdneet yhteistytssa erilaisia tapoja agrobakteerin valittami-
sen arabidopsikseen. Naista yksi on floral-dip menetelmé, jonka on todettu olevan hel-
poin ja yleisesti kaytetyin tapa tuottaa transgeenisia arabidopsiskasveja. Menetelmassa
arabidopsiskukinnot kastetaan muutaman sekunnin ajan 5 % sakkaroosiliuoksessa.
Liuos siséltaa 0.01-0.05 % Silwet L 77:448 (pinta-aktiivinen aine) ja suspensoituja agro-
bakeerisoluja, jotka kuljettavat halutut transgeenit. Kun kasvit siementavat, siemenet
asetetaan valikoiduille kasvatusalustoille tulevaa seulontaa varten. Yleisesti ottaen kai-
kista kastetuista kasveista saavutetaan 1 % onnistuminen transgeenin siirrossa.
(Zhang — Henriques - Lin - Niu - Chua 2006.)

5 Arabidopsis thaliana

Projektissa kaytetaan yksivuotista lituruohoa (Arabidopsis thaliana). Lituruoho on niin
sanottu kasvikunnan banaanikarpénen ja laboratoriot ympari maailmaa kasvattavat sita
geneettisia tutkimuksia varten. (Lituruoho.)
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Arabidopsis on kaukaista sukua muille eukaryoottisille organismeille, joiden genomi on
ollut mahdollista sekvensoida. Sen genomi koostuu viidestd kromosomiparista ja se
siséltdaa 25 498 geenid. Koko genomin koko on 125 miljoona nukleotidiparia (Mbp)
DNA:ta ja yksi geeni on keskimaarin 4.6 kilonukleotidiparia (kbp) pitkd. Se on perimal-
taén suhteellisen pienikokoinen kasvikunnan organismi. (Lesk 2005: 95.)

Arabidopsis on erinomainen kasvi geneettisiin tutkimuksiin muuan muassa sen pienen
genomikoon ja diploidisuuden myéta (Wilson 2000: 3-4). Se helpottaa tunnistamaan
vaistyvia piirteitd seka saa tutkijat valttamaan komplikaatioita, joita kohdataan muiden
kasvilajien kanssa (NSF 2010). Kasvin elinkaari on hyvin lyhyt eikéd kasvaminen ole
riippuvainen vuodenajoista. Arabidopsiksen kiertokulku siemenesta siemeneen kestaa
vain kuudesta kahdeksaan viikkoa, mika mahdollistaa monen sukupolven geneettiset
analyysit vain yhden vuoden aikana. Yksi kasvi voi tuottaa tuhansia siemenia ja siksi
se on oiva kasvi mutageneettisiin tutkimuksiin. Arabidopsis hedelmdittaa itse itsensa,

mika mahdollistaa homotsygoottisten linjojen suoraviivaisuuden. (Wilson 2000: 3-4.)

6 Menetelmaperiaatteet

Opinnaytetydn puitteissa siirtogeeneistéa (T-DNA) ei voida kayttaa niiden oikeita nimia.
Geeneistd ja niiden tuottamista proteiineista kaytettiin termejd geenil/proteiinil seka
geeni2/proteiini2. Toteutus- ja tulososioissa voidaan kayttaa termeista vain toista, riip-

puen siita tutkittinko geenia vai proteiinia.

6.1 Kaanteistranskriptio ja cDNA synteesi

Jotta DNA voidaan monistaa naytteesta, on ensin syntetisoitava RNA:sta komplemen-
taarista DNA:ta (cDNA). cDNA voidaan syntetisoida RNA:sta k&éanteiskopioijaentsyy-
min avulla, jolloin saadaan yksijuosteista cDNA:ta. Samalla menetelméalla voidaan tuot-
taa cDNA:lle vastinpari. RNA:sta tehddan DNA:ta, koska DNA on huomattavasti va-
kaampi. (Protocol Online 2013.)
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6.2 Polymeraasiketjureaktio PCR

Polymeraasiketjureaktiolla voidaan helposti ja nopeasti monistaa miljoonia molekyyleja
vain muutamista malli-DNA-juosteista. Reaktiossa tarvitaan DNA-
polymeraasientsyymid, alukkeita, nukleotidejd seka DNA:ta jota halutaan monistaa.
(Tenhunen ym. 2004: 45.) Monistettavaksi alueeksi voidaan valita mika tahansa jakso
DNA:sta, kunhan vain tiedetddn sen emasjarjestys valitulta alueelta. Taman alueen
emasjarjestys on tiedettava kahden lyhyen oligonukleotidin syntetisoimisen mahdollis-
tamiseksi. Oligonukleotidit kiinnittyvat DNA:n yksijuosteisten sadikeiden paihin, rajaten
monistettavan alueen. Naitd oligonukleotideja kutsutaan suomeksi usein alukkeiksi.
DNA-polymeraasientsyymin on oltava hyvin lammonkestavaa, jotta sen rakenne ei au-
kene kuumissakaan olosuhteissa eli se on resistentti denaturoinnille. Tastd syysta
useimmiten kaytetd&dn kuumissa lahteissa elavan Thermus aquaticus bakteerin eristet-
tya Tag-polymeraasia. (Brown 2010: 147-148.) Sen on kuitenkin huomattu tekevan
suhteellisen paljon virheita, joten useissa PCR-sovelluksissa suositaan muita, vahem-
man virhealttiita entsyymeja. Jotkin polymeraasit pystyvat korjaamaan omia virheitdan
oikolukuaktiivisuuden avulla. Kaikilla polymeraasientsyymeilla tata aktiivisuutta ei kui-
tenkaan ole, eikd kaytettavissa ole myoskaan solun omia korjausentsyymeja. Virhe
monistuu sen tapahduttua heti seuraavissa sykleissa ja néin lopputuotteet eivéat vastaa
alkuperaista templaattia, monistettavaa kaksijuosteista DNA:ta. (Suominen ym. 2010:
153156.)

PCR-tytskentely on suoritettava hyvin aseptisissa olosuhteissa, jottei DNA kontami-
naatiota tapahdu. Myo6s kontrollit ilman alukkeita ja toinen ilman templaattia seka tun-
nettu positiivinen nayte on suositeltavaa tehda. (Suominen ym. 2010: 156.) Monistetta-
va DNA, polymeraasientsyymi, alukkeet ja nukleotidit sekoitetaan yhdeksi reaktioseok-
seksi. Malli-DNA:na voi toimia vain yksikin molekyyli, silla PCR on aarimmaisen herkka.
Denaturointivaiheessa reaktioseos kuumennetaan 94 asteiseksi, jolloin kaksijuosteisen
DNA:n koossa pitavat vetysidokset hajoavat aikaansaaden kaksi yksijuosteista DNA-
sdiettd. Annealing- eli alukkeiden kiinnitysvaiheessa lampdtila lasketaan 50-60 astei-
seksi, jolloin DNA yrittdd muotoutua takaisin kaksijuosteiseksi saman aikaisesti kun
alukkeet padsevat kiinnittymaan DNA:n 3" paihin. DNA-synteesi voi alkaa, joten lampo-
tila nostetaan 72-74 asteeseen. (Brown 2010: 148.) Tassa lampotilassa DNA-
polymeraasientsyymi alkaa muodostaa yksijuosteiselle DNA:lle vastinnauhaa liittdmalla
siinen reaktioseoksessa mukana olevia nukleotideja. Synteesin ollessa valmis kaikki

kolme vaihetta, eli yksi sykli, toistetaan, useimmiten 15-40 kertaa. Syklien maarasta
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riippuen lopputuotetta voi olla yhta alkuperaista molekyylia kohden miljoona kappaletta.
Eri vaiheiden [ampdtilat voivat hieman vaihdella kaytettavien tuotteiden mukaan. (Suo-
minen ym. 2010: 154-155.)

6.3 SDS-PAGE

Proteiinien erottaminen tapahtuu SDS-PAGE:ssd (sodium dodecyl sulphate-
polyacrylamide gel electrophoresis). Sen on todettu olevan tehokas proteiinien erottelu-
tekniikka. Elektroforeesissa sahkdisesti varautuneet proteiinit vaeltavat sahkokentassa.
Molekyylien nopeus liikkua geelissa riippuu niiden sahkdisesta varauksesta, molekyy-
limassasta ja koosta sekd sahkodkentdn voimakkuudesta. Sodium dodecyl sulphate
(SDS) on puhdistava anioni, joka denaturoi proteiinit sitoutumalla niiden polypeptidiran-
kaan. Tama tekee proteiineista negatiivisesti varautuneita. Negatiivinen varaus jakau-
tuu tasaisesti lapi molekyylin ja ndin saadaan sama varauksellinen tiheys jokaista pi-
tuusyksikk6a kohden. Proteiineja kasitellaan B-mercapthoetanolilla tai dithiothreitolilla
rikkisiltojen ja satunnaisen kiertyvdn muodon poistamiseksi. Nain ollen denaturoivassa
SDS-PAGE erottelussa proteiinien liikkuminen geelissd méaaraytyy molekyylipainon
mukaan, ei polypeptidien luontaisen sdhkoisen varauksen mukaan. (Wenk - Zefrin Fer-
nandis 2007: 21-22.)

6.4 Coomassie-varjays

Coomassie-variaineet sitoutuvat proteiineihin ionien yhteisvaikutusten kautta sulfoni-
happo-ryhman ja positiivisten amiiniryhmien vélille. Geeli sijoitetaan liuokseen, jossa on
coomassie-variainetta ja siniset proteiiniraidat muodostuvat inkuboinnin aikana hyvinkin
nopeasti. Inkubointiaika vaihtelee riippuen kaytettavasta variaineesta ja se voi vaihdella
muutaman tunnin ja yon yli kestavan inkubointiajan valilla. (National Diagnostics.)
Coomassie-variaine kiinnittyy epéaspesifisesti kaikkiin proteiineihin, jotka ovat erottuneet
geeliin SDS-PAGE-tekniikkaa kaytettdessa. Inkuboinnin aikana variaine kiinnittyy vain
proteiineihin kiinnittymatta lainkaan geeliin, mika mahdollistaa proteiinien n&dkemisen

geelissa sinisena raitana. (Wenk - Zefrin Fernandis 2007: 26.)
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6.5 Western-blotting

Tutkija Southern kuvasi ensimmaisen kerran DNA:n hybridisaatiomenetelman vuonna
1975. Tama menetelméa sai kehittdgjansd mukaan nimen Southern Blotting. Samanlai-
nen menetelma kehitettiin taman jalkeen RNA-fragmenteille, ja menetelméa nimettiin
Northern Blottingiksi. Mydhemmin kehitettiin viela samanlainen menetelma proteiineille,
jota kutsutaan Western Blottingiksi tai immunoblottaukseksi. (Kreuzer - Massey 2001:
122.) Blottaus tarkoittaa kohteen siirrostusta geeliltd kalvolle (Suominen ym. 2010:
201).

Immunoblottausmenetelman avulla voidaan laskea spesifisten proteiinien massa nayt-
teesta raitatekniikalla. SDS-PAGE-menetelméassa tapahtuneen erottelun jalkeen prote-
iinit siirretaén sahkovirran avulla geeliltd kalvolle, joka on tavallisesti nitroselluloosa- tai
PVDF-kalvo. Kalvoa inkuboidaan epaspesifisten proteiinien kanssa, jotka kiinnittyvat
kaikkiin jaljella oleviin vapaisiin kohtiin. Reaktioon lisatdén ensisijainen vasta-aine, joka
kiinnittyy kohdeproteiineihin. Kalvoa pestaan ja inkuboidaan seka lisatadan vasta-aineen
vasta-aine, joka tunnistaa ensisijaisen vasta-aineen kiinnittyen siihen. Vasta-aineen
vasta-aineeseen liitetddn entsyymi tai muu markkeri, joka mahdollistaa reaktion havait-
semisen. (Wenk - Zefrin Fernandis 2007: 28-29.)

6.6  Solukkoviliely

Kasvien jalostuksessa kaytetddn apuna solukkoviljelya. Silla saadaan tehokkaasti tuo-
tettua homotsygoottisesta emokasvista puhdas jalkeldislinja, joka on suvuttomasti tuo-
tettu jalkelaisklooni ja néin ollen jalkeldiset ovat perimaltaan taysin emokasvin kaltaisia.
(Tenhunen 2009: 55.) Kasveja tuotetaan geneettisesti vain yhdestéa solusta. Esimerkik-
si lehtisolu voidaan geneettisesti muuntaa niin, ettd se on vastustuskykyinen tuhohyon-
teisia vastaan. Taman ominaisuuden taytyy kehittya koko kasviin, jotta siitd on hyotya

viljelijoille. (Kreuzer - Massey 2001: 9.)

Pieni m&ara kasvisoluja otetaan kasvin alkiosta tai heteesté ja ne kasvatetaan ravinto-
liuoksessa tai hyytelomaisella ravintoalustalla. Entsyymien avulla tehtéavan soluseinan
hajottamisen jalkeen jaljelle jAd protoplasti, solu, jota ympar6i vain solukalvo. Geeni-
teknisesséa kasvijalostuksessa tdssa muodossa olevaan soluun siirretdan haluttu geeni.
Muutaman viikon kasvatuksen jalkeen syntyneet taimet siirretdan kasvihormonia sisal-
tavalle kasvualustalle. Seuraavaksi kasvit siirretddn suurempaan kasvatuslaatikkoon,
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jossa on juurien muodostumista edistéava kasvualusta. Noin kolmen viikon kuluttua

kasvit siirretaan kasvimaalle kasvamaan kokonaisiksi. (Tenhunen ym. 2009: 55-56.)

7 Kasvilinjat

Laboratoriot, jotka tekevat tutkimuksia arabidopsiksen parissa, ovat saaneet siemenia
kasvista, joista on kasvatettu TO-kasveja. TO-kasveihin siirretdan T-DNA agrobakteerin
avulla floral-dip-menetelmalla. Yhdestd “dipatusta” kasvista keratdan noin 1000 T1-
siementd, jotka levitetd&n kasvatusalustalle. Kasvatusalustat siséltavat aina antibioottia
tai herbisidia, jotka estavat transgeenittomien siementen itdmisen. Herbisidi on rikka-
ruohomyrkky jota vastaan T-DNA antaa vastustuskyvyn ja néain ollen mahdollistaa ky-
seisen kasvin itdmisen ja taimeksi kasvamisen. T1-siemenista selviytyy joitakin kym-
menid, jotka kasvavat T1-taimiksi. Nama taimet, jotka ovat ensimmainen sukupolvi eli
nk. primaaritransformaatit, siirretddn kasvamaan kasvihuoneelle. Kypsien siementen
kerays tehdaan aina taysin kuivuneesta kasvista, joten niitd kasvatetaan kasvihuoneel-
la vahintdan kuusi viikkoa. T1l-kasveista kerdtdan siemenet, jotka steriloidaan seka
kasvatetaan kasvatusalustalla. Namé& siemenet ovat T2-siemenid. T2-siemenista 75 %
tulisi selvita elossa kasvatusalustalla jossa on antibioottia. Naista T2-taimista seulotaan
oikein periytyneet yksilot, jotka kasvatetaan kasvihuoneella aikuisiksi kasveiksi, minka
jalkeen niista voidaan keréta T3-siemenet. T3-siemenet kasvatetaan kasvatusalustalla
normaalisti steriloinnin jalkeen ja niistd kasvaneiden taimien seulonnassa etsitdan ho-
motsygoottisia kasvilinjoja. Kasvilinjojen ollessa homotsygootteja kunkin siemenen tay-
tyy itéa ja kasvaa vihredna kasvina antibioottialustalla. T3-taimille tehd&dén geneettisia
analyyseja, kuten RT-PCR ja immunoblottaus. Ne voidaan my6s istuttaa kasvihuoneel-
le ja saadaan T4-siemenid, joille voidaan tehda lisda geneettisia analyyseja ja tarkas-
tella fenotyyppia. Myds hyvéaksi seulotuista T3-linjoista tarkastellaan fenotyyppiad niiden
kasvettua. (Bilicka 2014.)
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8 Tyon toteutus

Yhden kasvin elinkaari tasséa tutkimuksessa on noin 3 kuukautta, joten aika ei riittanyt
tekemaan yksittaiselle kasville seka geneettista ettd fenotyyppista analysointia. Ana-

lyyseja tehtiin kuitenkin projektin eri vaiheissa olevilla kasveilla.

Kaytannon tyo alkoi siementen esikasittelylla, johon kuului siementen kerays, sterilointi
seka niiden kylvaminen kasvatusalustoille. Geneettisia analyyseja voidaan tehda kaikil-
le sukupolville, mutta tassa tutkimuksessa niita tehtiin vain T3 homotsygoottisille linjoil-

le. Analyysimenetelmina olivat RT-PCR, coomassie-varjays sekd immunoblottaus.

Proteiinianalyyseissé naytteita oli kuusi: kolme kasvilinjaa jotka olivat kasvatettu kah-
della eri selektioalustalla, silla ne sisalsivat kaksi integroitua geenid. RNA-analyyseja
tehtiin vain herbisidia sisaltavalla kasvatusalustalla kasvaneille kuudelle kahden geenin
linjalle sek& neljalle yhden geenin linjalle. Esikasittelyssd seulottin myds hieman
T2-vaiheessa olevia kasveja, mutta néaiden taimille ei tehty proteiini- tai
RNA-analyyseja.

8.1 Opinnaytetydssa kasitellyt T2-siemenet

Siementen keraaminen aloitettiin 15 kasvista, joista saatiin T2-siemenid. Vain 11 kas-
vista saatiin niin paljon siemenia, ettd ne pystyttiin siirtamaan kasvatusalustalle. Yhta
maljaa kohden siirrettiin 32 siementa. Tassa vaiheessa kasvatusmaljojen antibioottina

oli aina kanamysiini.

Siementen kasvettua kaksi viikkoa kasvatushuoneessa niista seulottiin hyvat linjat
Mendelin periytymissddnnon mukaan. Hyviksi todettiin ne linjat, joissa siemenista oli
lahtenyt itam&én 75 %. ItAmaan lahteneista siemenista laskettiin kuolleet ja selvinneet
yksilot ja seulottiin tutkimusryhm&n oman laskukaavan mukaan, mik& niista on hyva
yksilo kasvatettavaksi kasvihuoneessa seuraavaa vaihetta varten. 11 kasvilinjasta,
joiden siemenet kylvettiin, kolme selviytyi seuraavaan vaiheeseen ja niistd kasvatettiin

T2-kasveja.
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8.2 Opinnaytetydssa kasitellyt T3-siemenet

Seuraavaksi keréattiin T3-siemenid yhteensa 36 kasvista. Kahdella kasvilinjalla oli 10
alalinjaa joihin oli integroitu kaksi T-DNA:ta (geenil/proteiinil ja geeni2/proteiini2).
Taman vuoksi ne siirrettiin alustoille jotka sisalsivat seka antibioottia (kanamysiini) etta
herbisidia (basta). 16 kasvilinjaa sisalsi vain yhden T-DNA:n (geenil/proteiinil) joten
niiden siemenet siirrettiin vain bastaa sisaltaville kasvatusmaljoille. Kustakin linjasta

siirrettiin 69 siementd maljaa kohden ja maljojen yhteislukumaara oli 56 kappaletta.

Siemenet kasvoivat 2-3 viikkoa kasvatushuoneessa, jonka jalkeen niistd syntyneista
taimista lahdettiin seulomaan homotsygootteja linjoja. Kaikkien itAmaan lahteneiden
siementen oli kasvettava 100 % ollakseen homotsygootteja (kuvio 1), mika osoittaa
kaikkien kasvien sisaltavan transgeenin molemmissa kromosomeissa. 56 kasvatusmal-

jasta 12 oli diploidihomotsygootteja, 10 heterotsygoottia ja 2 sensitiivista kasvia.

Kuvio 1. Homotsygootti T3-linja, josta kaikki taimet kasvavat antibioottia siséltavalla kasvu-
alustalla.

8.3 Siementen esikasittely

Siementen esikasittelyyn kuului kasvatusalustojen valmistus, siementen kerdaminen,
sterilointi ja niiden kylvdminen edelleen kasvatusalustoille. Esikasittelyja tehtiin T2- ja
T3-linjan kasveille.

Kasvien kasvatusalustat valmistettiin yliopiston omissa tiloissa. Maljat tehtiin T2- ja

T3-vaiheessa oleville siemenille niiden kasvatusta varten. Tydskentely oli aseptista ja
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maljojen valaminen taytyi tehda taysin steriilissa laminaarissa. Ennen valamista kasva-
tusliuokseen liséttiin herbisidia tai antibioottia, jotta kasvatusalustoilla itaisivat vain ne
siemenet, joihin transgeeni on siirtynyt isdntakasvista meioosin myo6ta. T2-siemenille
valmistettiin kasvatusalustat joissa antibioottina oli vain kanamysiini, mutta T3-

siemenille tehtiin lisdksi myos basta-herbisidia siséltavia maljoja.

Siemenia keréattiin sukupolvista T2 ja T3. Kasvit siirrettiin ensin mullasta paperipussiin,
josta taman jalkeen kaadettiin kaikki saatavilla olevat siemenet paperialustalle. Sie-
menten seassa olleet juuret ja muut kasvin osat keréttiin sivuun. Siemenet kaadettiin
kahden millilitran koeputkeen, josta ne siirrettiin pienelle kangaspalalle. Kangaspala
taiteltiin kiinni niin, etteivat siemenet paédsseet sekoittumaan keskenaan sterilointivai-
heessa. Kaikki ylimaaraiset kasvin osat havitettiin huolellisesti roskakoriin, joka myo6-

hemmin autoklavoitiin.

Sterilointi tapahtui laminaarissa aseptisissa olosuhteissa. Siemenpussit kastettiin ensin
70 % etanolissa kahden minuutin ajan, jonka jalkeen ne siirrettiin 10 minuutiksi klo-
riiniliuokseen. Kloriiniliuos sisalsi yhden tipan Tween20:ta. Huuhtelu tehtiin steriilissa
vedessa viisi kertaa. Huuhtelujen jalkeen siemenet siirrettiin yksitellen kasvatusalustal-
le. T2-linjan siemenia siirrettiin yhteensa 32 kappaletta ja T3-linjan siemenia 69 kappa-
letta. Kasvatusalustat sailottiin jaakaappilampdtilaan kahdeksi vuorokaudeksi kasvien
kylméakasittelyd varten, jonka jalkeen ne siirrettiin kasvatushuoneeseen. Jo kahden

viikon jalkeen maljoilla pystyttiin havaitsemaan kasvaneita taimia.

8.4 Taimien proteiinianalyysit

Taimien ollessa 2-3 viikon ikéisia, ne kuvattiin ja T3-vaiheessa oleville linjoille tehtiin
seulonta. Seulonnasta valittiin mukaan kolme kasvilinjaa joihin oli integroitu molemmat
T-DNA:t (geenil/proteiinil ja geeni2/proteiini2), ja jotka kasvoivat homotsygootteina
kummallakin kasvatusalustalla (basta ja kanamysiini). Naistd kuudesta linjasta eristet-
tiin kyseisten geenien koodaamia proteiineja, jotka eroteltiin geelielektroforeesilla rai-
doiksi coomassie-varjaysta ja immunoblottausta varten. T2-linjan kasveille tehtiin seu-

lonta ja ne istutettiin multaan.

Proteiinimittaustesteissd naytteet analysoitiin ja niihin laitettiin eri m&ard vasta-aineita
testattaessa eri proteiineja. Geenien tuottamiin proteiineihin liitettiin erillinen peptidiosa,

jonka ensisijainen vasta-aine pystyy tunnistamaan. Proteiinil:een liitettiin 5 kertaa myc-
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peptidi seka proteiini2:een liitettiin 3 kertaa HA-peptidi. Kokonaisista nimistda muodostui
proteiinil_5myc seka proteiini2_3HA. Taulukosta 1. voi nahda kunkin geelin numeron
ja ndytemaaran, etsityn proteiinin ja sen massan seka primaari vasta-aineen ja sekun-

daari vasta-aineen suhteet. Kontrollina analyyseissa toimi CHS-proteiini.

Taulukko 1. Proteiinindytteet ja vasta-aine-suhteet coomassie-varjays- ja immunoblot-
taus-analyyseissa.

Geeli + nayte- o 1 2 3 4 5 6
Proteiini
maara SB LD SB LD SB LD
_ proteiinil_5myc _ _ _
Geeli 10: 15 yl Prim&aari 1 ;: 10 000, sekundaari 1 : 25 000
88 kD
. CHS . . .
Geeli 11: 7,5 pl Primdaari 1 : 2 500, sekundaari 1 : 8 000
43 kD
_ proteiini2_3HA _ _ _
Geeli 12: 12 yl Prima&ari 1 : 1 000, sekundaari 1 : 10 000
81,5 kD
_ proteiini2_3HA _ _ _
Geeli 13: 12 yl 81 5 KD Primaari 1 : 2 500, sekundaari 1 : 25 000

8.4.1 Proteiinin eristaminen ja konsentraation mittaus

Proteiinin eristykseen otettiin 10 tainta/nayte ja niiden joukkoon lisattiin uuttopuskuri.
Taimet hajotettiin sek& sekoitettiin puskurin kanssa kayttden survinta. Naytteet sentri-
fugoitiin, ja supernatantista mitattiin konsentraatio tulevaa coomassie-varjaysta ja im-

munoblottausta varten. Naytteet pakastettiin -20 asteiseen pakastimeen.

Naytteisiin liséttin SB (sample buffer) eli Laemmli-n&ytepuskuria. Toiseen naytesarjaan
kokeiltin LD (loading dye)-puskuria. SB-puskuria Kkeitettdessa siind oleva B-
merkaptoetanoli denaturoi proteiinit, mistd johtuen proteiinien muodot eroavat toisis-
taan. SB-puskurin kanssa proteiinit ovat avautuneet ja LD-puskurin kanssa ne ovat
omassa laskostuneessa muodossaan, mika voi vaikuttaa proteiinien esiintyvyyteen ja

nakyvyyteen tuloksissa.
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8.4.2 SDS-PAGE

Ensin tehtiin geelit SDS-PAGE menetelmalla. Geeleja tehtiin rinnakkaiset ja niissa ero-
teltiin kaikki kuusi naytettd. Naytteet valmistettiin niin, ettd ne kaikki sisalsivat saman
proteiinipitoisuuden 65 pg/ul. Naytteeseen lisattiin puskuria ja vettd saavuttaen 97.5 pl
tilavuus. Ennen naytteiden pipetoimista geeliin, SB-puskuria sisaltavia naytteita keitet-
tiin viiden minuutin ajan ja niiden annettiin jaahtya huoneen lampdisiksi. Geeli numero
10 ajettiin 15 pl:n ja geeli numero 11 7.5 ul:n naytemaarilla ja geelit 12 ja 13 12 ul:n
naytemaarilla. Kaikille geeleille suoritettiin rinnakkaisajo ja geelit jaettiin coomassie-

varjayksen ja immunoblottauksen kesken.

8.4.3 Coomassie-varjays

Puolet SDS-PAGE-geeleista siirrettiin coomassie-varjaykseen. Ensin niitd pestiin tisla-
tulla vedelld 3 x 10 minuuttia. TA&man jalkeen geeleja inkuboitiin tunnin ajan Gel Code
Blue Stain Reagent -liuoksessa, joka antoi proteiiniraidoille sinisen vérin. Coomassie-

varjays nayttaa kaikki proteiinit joita geeliin on erottunut elektroforeesissa.

8.4.4 Immunoblottaus

SDS-PAGE:lla erotellut proteiinit siirrettiin geeliltd kalvolle sahkévirran avulla. Kalvot
pestiin puskurilla 3 x 10 minuutin ajan, jonka jalkeen niitd inkuboitiin vuorokauden ajan
ensisijaisen vasta-aineen kanssa. Ylimaaraiset vasta-aineet pestiin puskurilla 6 x 5
minuutin ajan ja sen jalkeen kalvoja inkuboitiin vasta-aineen vasta-aineella yhden tun-
nin ajan. Tamén jalkeen naytekalvoja inkuboitin muutaman minuutin  ajan
ECL-kemiluminesenssireagenssilla, jolloin merkkiaine kiinnittyy vasta-aineen vasta-
aineeseen ja tekee proteiiniraidoista nakyvat. Viimeisessa vaiheessa kemiluminesens-

sin annettiin valottaa filmi pimeéssa huoneessa.
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8.5 RNA:n eristaminen ja optimaalisten RT-PCR kierrosmaaran testaus

Kolmesta kahden eri transgeenin sisaltavasta kasvista kerattiin 5 tainta RNA-eristysta
sekd PCR:4a varten. Seitsemasta muusta kasvista kerattiin 20 tainta. Naytteiden lisak-
si koeputkeen laitettiin pieni kuula, jonka tehtavana oli hajottaa taimet pieniksi paloiksi
sekoittajassa. RNA-eristys tehtiin InviTrap Spin Plant RNA Mini -kitilla. RNA-naytteet

pidettiin aina jaahauteessa ja yon yli ne sail6ttiin -70 asteiseen pakastimeen.

Kymmenesta naytteesta eristettin cDNA sekd cDNA johon lisattin DNase-entsyymi.
Naista naytteista valittiin kolme kutakin PCR kierrostestaukseen. Kierrostestauksia teh-
tiin neljalla eri kierrosméaaralla, jotta tiedettaisiin milla kierrosmaaralla naytteista saa-
daan geenituotteet parhaiten esille. Kierrostestaukset tehtiin B-tubulinin sek& molempi-
en siirtogeenien raitojen havaitsemiseksi. Jokaiseen PCR-nayteputkeen laitettiin 1 pl
naytettd ja 11,5 pl PCR Mixia ja nain saatiin neljd kuuden naytteen sarjaa. Mix oli val-
mistettu sen mukaan, mitd geenituotetta geelielektroforeesissa etsittiin. Sarja sisalsi
aina kolme naytetta jossa oli tuotteena cDNA sek&a kolme samaa naytetté tuotteena
cDNA ja DNase-entsyymi. Yksi sarja otettiin pois kunkin kierrosmaaran taytyttya ja kun
kaikki ndytteet olivat kayneet PCR laitteessa, ne pipetoitiin elektroforeesiin.

9 Tulokset

Tuloksissa kasitelladn selvinneet optimaaliset PCR-kierrosméaarat sekd RT-PCR tulok-
set kymmenen kasvin osalta. Myds kolmen T3-linjan kasvin proteiinianalyysien tuloksia
coomassie-varjayksen ja immunoblottausmenetelméan osalta on kuvattu myéhemmin.
Naissa proteiinimenetelmissa oli mukana kaksi eri puskuria sekd myds kolmatta tapaa

proteiinindytteiden saamiseksi kokeiltiin RNA-eristyksen yhteydessa.
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9.1 Optimaaliset PCR-kierrosmaarat

PCR-testausta tehtiin jotta saatiin selvitettyd optimaalinen kierrosmaara kullekin geenil-
le. Geeliin pipetoitiin naytteiden lisaksi DNA:n pituuskontrolli, joka on esitetty kuviossa
2.

GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder
0’GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder,
ready-to-use

bpng/0.5pg %

20000 200 40

/ 10000 200 40

4/ 7000 200 40

5600 750 150

4000 200 40

— 3000 200 40
g N o000 200 40
% ~ 1500 80.0 16.0
Z I ) 50 50
§ — 700 250 50
o N c;) 750 15.0
B 400 260 50
= — 300 250 50
L — 200 250 50
E .76 3950 60

Kuvio 2. DNA:n pituuskontrollikartta

B-tubulin ja geeni2 testattiin kierrosmaarilla 15, 20, 25 ja 30. Kuvio 3 osoittaa 25 kier-
rosmaaran olevan optimaalinen havaitsemaan B-tubulin raidat kohdassa 232 bp, kun
elektroforeesia oltiin eroteltu 35 minuuttia. Kuviota 3 katsottaessa pituuskontrolli nakyy
ensimmaisella rivilla pipetoituna kaivoihin 1 ja 14, 15:n kierrosmé&aran naytteet ovat
kaivoissa 2-7 ja 20:n kierrosmé&aran naytteet kaivoissa 8-13. Toisella rivilla pituuskont-
rolli on kaivoissa 1 ja 16 ja 25:n kierrosmaaran naytteet ovat kaivoissa 2-7 ja 30:n kier-
rosmaaran naytteet kaivoissa 8-9 ja 11-14, sek&d negatiivinen kontrolli kaivossa 15.
PCR kierrosméaarien ollessa 15 ja 20 raidat nékyvat hieman haaleina, kun taas kier-

rosmaaralla 30 raidat ovat lilan tummia.
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Kuvio 3. Kierrostestaus B-tubulin geenituotteen havaitsemiseksi.

Kuviosta 4 voidaan ndhda kierrosmaéaran 30 olevan optimaalinen geeni2 raitojen ha-
vaitsemiseksi kohdassa 1432 bp. Ensimmaisella rivilla jossa pituuskontrollien valilla on
eroteltu kierrosmaarat 15 ja 20, ei pystytd havaitsemaan laisinkaan geenin raitoja, ku-
ten ei myoskaan toisella rivilla kierrosmaaréa 25 kohdalla, joka sijoittuu kaivoihin 2-7.
PCR:n kierrosméaaré 30 erottuu himmeasti toisella rivilla kaivoissa 8-13. Geelielektrofo-

reesia eroteltiin 45 minuuttia.

Kuvio 4. Kierrostestaus geeni2:n havaitsemiseksi.
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Geenil:n geenituotetta testattiin kierrosmaarilla 20, 25, 30 ja 35. Geenituotteen pitdisi
nakya kohdassa 1492 bp, mutta kuten kuviosta 5 néakyy, geenituotetta ei pystyta ha-
vaitsemaan laisinkaan elekrtoforeesissa, jota oli eroteltu 40 minuuttia. Pituuskontrollit

nakyvat kuitenkin selvasti reunoilla.

TRL

Kuvio 5. Kierrostestaus geenil:n havaitsemiseksi.

Kierrostestauksen jalkeen paatettiin, etta kaikille kymmenelle naytteelle tehdaan opti-
maalinen maara PCR-kierroksia ja ne erotellaan geelielektroforeesilla 90 V 40 minuutin
ajan. Naytteind paatettiin kayttdd ainoastaan cDNA naytteitd ja B-tubulinin havaitsemi-
seksi PCR kierrosméaaraa 25 ja geeni2:n havaitsemiseksi 30 PCR kierrosta. Tulimme
siihen tulokseen, ettd geenil:n geenituotetta ei lahdeta erottelemaan naytteista laisin-
kaan, koska sitd ei pystytty havaitsemaan kierrostestauksissa.

9.2 PCR-tulokset

Geelielektroforeesilla analysoitin kymmenen T3-néytettd, jotka olivat monistettua
cDNA:ta. Geeni2:n liséksi analysoitiin -tubulinin DNA:n pituus. B-tubulin toimii kontrol-
ligeenind, jonka avulla pystytdan havaitsemaan onko analyysi tehty oikein. Naytteet

eroteltiin geelielektroforeesissa 90 V, 40 minuuttia.

Naytteista etsittiin B-tubulinin geenituotetta kohdasta 232 bp, joka kaikkien arabidopsis
kasvien tulisi ilmentaa. Kuviossa 6 aivan geelin alareunassa voidaan havaita valilla 200
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ja 300 bp geeniraidat jokaisen naytteen kohdalla. Voimme olettaa tdman olevan etsi-
mamme B-tubulinin geenituote ja nain ollen voidaan olettaa analyysin onnistuneen on-
gelmitta myods geeni2:n havaitsemiseksi. Geenituotetta ei nay kuitenkaan kaivon 12
kohdalla, johon negatiivinen kontrolli on pipetoituna.
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Kuvio 6. Geelielektroforeesi B-tubulin geenituotteen havaitsemiseksi.

Kuviossa 7 geeliin on pipetoitu naytteet havaitsemaan geeni2. Ensimmaisessa kaivos-
sa on DNA:n pituuskontrolli ja néytteet on pipetoitu kaivoihin 2-11. Kaivossa 12 on ne-
gatiivinen kontrolli. Geeni2:n pituus on 1432 bp ja raita joka voidaan ndhda 1500 bp
kohdalla, voidaan olettaa sen olevan etsimamme geeni2. Jostain tuntemattomasta
syysta nayte joka on pipetoitu kaivoon 8, ei ilmenné laisinkaan etsimddmme geenia.

Mydskaan negatiivinen kontrolli ei iimenna geenia.

Kuvio 7. Geelielektroforeesi geeni2:n havaitsemiseksi.

Metropolia



27

9.3 Proteiinimittausten tulokset

Geelissa numero 11 kaytettin CHS-proteiiniin kiinnittyvaa primaarivasta-ainetta, joka
toimi tassa menetelméassa kontrolli-naytteena. CHS-proteiiniraita nakyy coomassie-
varjayksessa himmeasti kohdassa 43 kD (kuvio 8). 50 kDa kohdalla nakyva voimakas

proteiiniraita kuuluu tunnetulle taustaproteiinille (Rubisco).

Kuvio 8. Coomassie-varjays CHS-proteiinin havaitsemiseksi.

Myds immunoblottaus-kuvasta (kuvio 9) voidaan olettaa, ettd ndkemamme raita mas-
san 43 kD kohdalla on CHS-proteiini.

Kuvio 9. Immunoblottaus CHS-proteiinin havaitsemiseksi.
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Proteiiniraidat nakyvat seka SB- etta LD-puskuria kaytettaessa. Naissa kuvissa nakyy
myds muita proteiini-raitoja, mitkd voivat johtua pienemmista vasta-ainemaarista, pri-
maarivasta-aineen ollessa 1:2 500 ja sekundaarivasta-aineen 1:8 000. Nama CHS-
proteiinikuvat kertovat, ettd coomassie-varjays ja immunoblottaus ovat onnistuneet ja
ne on tehty oikein.

Geelissd numero 10 selvitimme, loytyikd proteiinimassaltaan 88 kD olevan gee-
nil/proteiinil_5myc tuotteen proteiiniraitaa kayttamalla 5myc-osaan tarttuvaa primaari-
vasta-ainetta. Kuvioista 10 ja 11 voidaan néhda ettei massan 88 kohdalla ole havaitta-
vissa mitdén, joten etsimdamme proteiinia ei voida havaita téalla testilla. Tama voi joh-
tua liian laimeasta vasta-aineiden laimennussuhteesta, jotka olivat primaarivasta-
aineella 1:10 000 ja vasta-aineen vasta-aineella 1:25 000. Mytdsk&an ei ole viela pystyt-

ty luomaan tarvittavia ja spesifisia olosuhteita havaitsemaan geenil:n proteiinituotetta.

Kuvio 10. Coomassie-vérjays proteiinil_5myc:n havaitsemiseksi.

Kuvio 11. Immunoblottaus proteiinil_5myc:n havaitsemiseksi.
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Seuraavissa kahdessa geelissa (12 ja 13) etsittiin samaa proteiinia, proteiini2_3HA:a,
jonka 3HA-osaan primaarivasta-aine tarttuu. Proteiinin yhteismassa on 81,5 kD. Tes-
teissd kaytettiin eri vasta-aineen laimennossuhteita. Geelissa 12 kaytetyt vasta-
ainemaarat olivat suuremmat ja kyseisessa geelissa voidaan havaita naytteissa 2, 4 ja
6 proteiiniraidan reunat massan 81,5 kD kohdalla (kuvio 12 ja 13).

Kuvio 12. Coomassie-varjays proteiini2_3HA:n havaitsemiseksi.

Kuvio 13. Immunoblottaus proteiini2_3HA:n havaitsemiseksi.

Voimme olettaa kyseisten proteiiniraitojen olevan etsimamme proteiini2_3HA:n tuotta-
ma proteiiniraita. Proteiiniraitojen paat nakyvat siis vain naytteissa, joissa puskurina on
kaytetty LD-puskuria. Naissa naytteissa proteiinit ovat omassa ominaisessa muodos-
saan, koska niitd ei ole denaturoitu keittamalla. Koska sek& coomassie-varjayksessa
ettd immunoblottauksessa voidaan havaita vain proteiiniraitojen paat on mahdollista,
ettd SDS-PAGE:ssa naytteet on eroteltu geelissa liian nopeasti.
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Geelissd 13 vasta-aineiden laimennussuhteet olivat laimeammat. Mahdollisesti tasta
syysta proteiini2_3HA:n proteiiniraidat eivat ole havaittavissa coomassie-varjayksessa
eikd immunoblottausmenetelmallda massan 81,5 kD kohdalla (kuvio 14 ja 15).

6 5 4 3 2 1 | MhaM

Kuvio 14. Coomassie-vérjays proteiini2_3HA:n havaitsemiseksi.

Kuvio 15. Immunoblottaus proteiini2_3HA:n havaitsemiseksi.

Kaikissa neljassa naytteessa voidaan havaita proteiiniraita massojen 150 ja 250 kD
vélissa, LD-puskuria sisaltavissa naytteissa. Tata ei voitu selvittaa rajallisen ajankayton
vuoksi, mutta pohdittiin voisiko se mahdollisesti olla jotain, jossa on mukana seka pro-
teiinil_5myc ja proteiini2_3HA proteiinituotteet. Naiden yhteismassa kun on 169.5 kD.
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10 Pohdinta

Opinnaytetyoni tavoitteena oli seuloa eri arabidopsislinjoja ja selvittda siirtyikd trans-
geeni Mendelin periaatteen mukaisesti sukupolvelta toiselle. Naita transgeenisia linjoja
seulottiin geneettisin analyysein selvittden proteiinien ilmentymista coomassie-
varjays- ja immunoblottausmenetelmilla sekd geenien olemassa oloa RT-
PCR-tekniikalla. Alkuperaisten suunnitelmien mukainen kasvien fenotyyppinen tarkas-
telu ei onnistunut yhta laajasti kuin oli odotettu. Tytskentelyvaiheessa tarkastelimme
taimien fenotyyppeja, mutta aika ei riittanyt T3-kasvien fenotyyppien tarkasteluun kas-

vihuoneella.

Seulonta aloitettiin T2-vaiheen kasveista, joista kolme linjaa 11:sta oli oikein periyty-
neet. Nama taimet laitettiin kasvamaan kasvihuoneelle T3-vaiheen seulontaa varten,
joita tassa opinnaytetytssa ei kuitenkaan ehditty tarkastella. T3-vaiheen kasveille teh-
dyssé seulonnassa periytymisen taytyy tapahtua 100 %, joten kaikkien samalle kasva-
tusmaljalle kasvamaan laitettujen siementen on idettdva ja kasvettava. Tassa tydssa
56 kasvista 12 seulottiin homotsygooteiksi. Proteiinianalyyseja tehtiin kolmelle homo-
tsygoottiselle kasvilinjalle jotka kasvoivat antibioottia ja herbisidia siséaltavilla kasvatus-
maljoilla. Geneettisia analyyseja puolestaan tehtiin ndiden kuuden linjan lisdksi myo6s

neljalle mutanttilinjalle.

Coomassie-varjays- ja immunoblottausmenetelmilla pyrittiin selvittdmaan ilmentavatko
integroidut geenit proteiineja. Ndiden geenien tuottamien proteiinien massa tiedettiin
ennalta. Geenil:n tuottamaa proteiiniraitaa ei pystytty havaitsemaan kummassakaan
analyysissa, mika voi johtua kayttamastamme liian laimeasta vasta-aineen laimennus-
suhteesta. Proteiinin havaitsemiseksi ei mydskaan ole viela pystytty luomaan spesifisia
olosuhteita. Geeni2:n koodaamaa proteiinia selvitettiin kahdella eri vasta-ainemaaralla.
Geelissa ja kalvolla jossa proteiinit oli eroteltu pienemmilla vasta-ainemaarilla, ei pys-
tytty havaitsemaan kyseisté proteiinituotetta. Geelissa ja kalvolla joissa on kaytetty suu-
rempia vasta-ainemaaria, proteiinien paat pystytddn havaitsemaan kaytettdessa LD-
puskuria. Vain proteiinien paiden ndkyminen geelissa voi johtua liian nopeasta erotte-
lusta. Voimme siis olettaa havaitun raidan olevan etsimamme proteiinituote. Koska
proteiinit pystyttiin havaitsemaan vain naytteissa, joissa on kaytetty LD-puskuria,
voimme arvella tAman menetelman sopivan kun proteiinit ovat omassa ominaisessa

muodossaan, ei kun ne ovat denturoituna SB-puskurilla. Jatkossa voidaan kokeilla
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naytteiden kasittelemista vain LD-puskurilla sek& proteiinien erottelua geeliin hieman

hitaammin.

Saadaksemme parempia tuloksia proteiinianalyyseista ja jotta meilla olisi kontrollinayte
tyon laadun arvioimiseen, samat analyysit tehtiin myés CHS-proteiinille. Voimme olet-
taa kontrollina toimivan CHS-proteiinin ndkyvan molempien analyysien tuloksissa oman
massansa kohdalla, ja néin ollen voimme luottaa oman tydémme tuloksiin coomassie-
varjayksen ja immunoblottauksen osalta. Mikéli aika olisi riittanyt rinnakkaisanalyysei-
hin, olisimme voineet kokeilla eri vasta-aineiden laimennussuhteita sek& geeliin erotte-

lua hitaammalla nopeudella.

Geenituotteita monistettiin PCR:lla cDNA ja cDNA ja DNase-enstyymi naytteista. Nailla
kahdella vertailunaytteella tehtiin monistuksen kierrostestaus, selvittddksemme opti-
maalinen kierrosmaara kunkin geenin havaitsemiseen. Kutakin geenia monistettiin nel-
jalla eri kierrosmaaralld, jonka jalkeen ne eroteltiin geelielektroforeesissa havaittaviksi
raidoiksi. Kontrolligeenina kaytettiin B-tubulin-geenia, jonka optimaaliseksi kierrosmaa-
réksi todettiin 25. 15 ja 20 monistuskierrokset antoivat hieman epéatarkat raidat seka 30
lian tummat. Geeni2:n DNA-raita pystyttin havaitsemaan himmeasti ainoastaan
PCR-monistuskierroksien ollessa 30, muilla kierrosmaarilla (15, 20 ja 25) geenituotetta
ei pystytty havaitsemaan laisinkaan. Geeni2:n kohdalla optimaalisen monistuskierros-
maéaran maarittdmisen suhteen ei siis ollut epéselvyytta. Ajan salliessa olisimme voi-
neet kokeilla viel&kin useampaa monistuskierrosta. Emme onnistuneet luomaan opti-
maalisia olosuhteita geenil:n havaitsemiseen, joten tdman geenin kohdalla emme
saaneet nakyvid geenituotteita elektroforeesissa laisinkaan. Tasta syystda emme monis-

taneet naytteita geenil:n loytdmiseksi.

PCR-kierrostestauksen jalkeen tyéstimme tuloksia kymmenesta naytteestd B-tubulinin
ja geeni2:n osalta. Tiesimme optimaalisen kierrosmaaran monistukselle ja paatimme
kayttaa ainoastaan cDNA:sta koostuvia naytteita. Kaikkien kasvien tulisi ilmentaa etsi-
maamme geenituotetta, silla olimme seuloneet ne aikaisemmin homotsygooteiksi. Gee-
lielektroforeesi geeni2:n havaitsemiseksi onnistui hyvin ja siind pystyttiin havaitsemaan
geenituote oikealla kohdalla. Voimme olettaa sen olevan etsimamme geeni2. Tunte-
mattomasta syysta johtuen kaivossa 8 oleva kasvi ei ilmentényt kyseistd geenituotetta
tdssa analyysissa. Kontrollina toiminut B-tubulinin geenituote pystyttiin havaitsemaan
oikealla kohdalla sek& jokaisessa néaytteesséd. TAman tuloksen my6td voimme luottaa

tydomme laatuun PCR:n ja elektroforeesin kohdalla.
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Seka proteiini- etta geenituotteiden havaitsemiseksi tehdyissd analyyseissa mukana
olleet kontrollit toimivat moitteetta. Tasté johtuen voimme luottaa tydmme tuloksiin seka
kayttaa tuloksia jatkossa. Joitakin tuloksia voidaan kayttaa jatkojalostuksessa luomaan
optimaalisia olosuhteita, kuten geenil/proteiinil kohdalla huomattiin. Vaikka kasvit on
seulottu homotsygooteiksi, kyseinen geeni on vaikea saada ilmentymaan geneettisissa
analyyseissa niin kauan, kunnes sille pystytdan luomaan optimaaliset olosuhteet.

Tyoskentely tutkimuslaboratoriossa oli erittdin antoisaa ja mielenkiintoista, vaikkakin
tutkimuksen ymmartaminen ja asioiden yhdistaminen oli aika-ajoin todella haastavaa.
Haastetta ymmartamiseen lisasi tyonteko englanninkielella sek& aikaisempi vahainen
tieto kasveista. Tydskentely ja opinnaytetydn tekeminen tutkimusryhméssa oli erittdin
opettavainen kokemus ja se antoi mahdollisuuden tutustua erilaiseen bioanalyytikon
tydskentely-ympariston. Olen erittdin tyytyvainen saadessani kosketusta ihmisbiologian

lisaksi my6s kasvien biologiaan.
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