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Kukan kehitykseen ja toimintaan vaikuttaa ubikitiini proteasomi-jarjestelma, joka vaikuttaa
kaikissa organismeissa hajottamalla saadellysti organismin proteiineja. Jarjestelméan vaiku-
tusta kukan kehitykseen on tutkittu vield vahan, mutta on saatu naytt6a siita, ettd se voi
mahdollisesti vaikuttaa valttamattomiin kasvisignaaleihin. Taman takia jarjestelman usko-
taan voivan mullistaa koko kasvisignaalien tutkimuksen. Vaikuttamalla kukan kehitykseen
uskotaan pystyvan luomaan uudenlaisia kukkia, jotka kestavat paremmin stressia ja joiden
kukinnat kestavat pidempééan. Nain voidaan saada esimerkiksi enemman siemenia ja he-
delmid. Tama olisi hyva asia niin maatalouden kestéavalle kehitykselle, kuin yhteiskunnalle-
kin.

Tybn tavoitteena oli kloonata kaksi geenia, jotka toimivat ubikitiini proteasomi-
jarjestelmassa. Geenit kloonattiin vektoreilla ja E.coli-bakteereilla. Kloonatut geenit voitai-
siin tdman jalkeen kayttaa tutkimuksiin, joiden tarkoituksena on selvittdd, miten geenit vai-
kuttavat kukan kehitykseen.

Geenit kloonattin Gateway Technology-menetelmalld, joka kayttdd bakteriofagin ja bak-
teerin luontaista rekombinaatiota hyvékseen siirtddkseen geeni vektoriin. Siirrettdessa
geeni menetelman “donor’-vektoriin saadaan “entry clone”. Luotu "entry clone” siirrettiin
bakteeriin, joka pystyy monistamaan geenin nopeasti ja tehokkaasti. Kloonattu geeni siir-
rettiin tAman jalkeen kolmeen “destination”-vektoriin, joiden avulla pystytddn tutkimaan
geenia erilaisissa tutkimuksissa. Myds nama vektorit siirrettiin ja kloonattiin samalla mene-
telmalla. Ensimmaisen sekvensointituloksen perusteella saatiin kloonattua geenit onnis-
tuneesti Gateway technology-menetelmén “"entry clone”. Toisella sekvensointi tuloksella
todettiin, ettd kloonattujen geenien siirto "destination”-vektoreihin ja naiden kloonaus onnis-
tui kahteen vektoriin. Yhteen vektoriin ei saatu siirrettyd geeneja ollenkaan, minka takia
yhdestéa vektorista ei saada tehtya tarvittavia tutkimuksia. Jos halutaan siirtdd geenit vekto-
riin, pitdd koko prosessi tehdé uudestaan. Kahdesta onnistuneesta vektorista voidaan teh-
da luotettavasti tarvittavia tutkimuksia.

Avainsanat ubikitiini proteasomi-jarjestelma, kloonaaminen, geeni, vektori,
bakteeri, rekombinaatio, Gateway Technology, sekvensointi
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One of the factors in the development of a flower is the ubiquitin-proteasome system that
functions in all organisms by regulating protein degradation. The system is still poorly stud-
ied but there are results indicating that the essential plant signaling processes are con-
trolled by the ubiquitin-proteasome system. The system could therefore be groundbreaking
in plant investigation. By having an impact on the flowers development it is believed that it
can create flowers that can produce bigger flowers and bloom longer, thus we can get
more seeds and fruits as yield. This would be a good cause not only for the society but
also for the sustainable development of agriculture.

The purpose of this thesis is to clone two genes that affect a flower development. The
cloned genes are then ready to be used in scientific research to determine how the genes
are affecting the development of the flower.

The genes were cloned by using the Gateway Technology. The method uses the natural
recombination of bacteriophage and bacteria when putting the gene into a “donor” vector.
Putting a gene into the donor vector creates an entry clone. The cloning is made by trans-
ferring the entry vector into bacteria that multiply the gene fast and effectively. The cloned
genes are then transferred into three different destination vectors. With the destination
vector it is possible to make different kinds of research on the gene. These genes were
also transferred and cloned with the Gateway Technology System.

The first sequencing result showed that the genes were successfully transferred and
cloned with the entry clone. The second sequencing result showed that the transferring
and cloning with the destination vectors was a success with two of the destination vectors.
With one destination vector we could not get any results, thus it is not possible to make
any more research with it. If there is any necessary research to be done with the genes
and the destination vector in the future, the whole process must be executed again. Relia-
ble research can be done with the two successfully transferred and cloned destination vec-
tors.

Keywords ubiquitin proteasome system, clone, gene, vector, bacteria,
recombination, Gateway Technology System, sequence
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1 Johdanto

Ty6 tehtiin Helsingin yliopiston maataloustieteidenlaitoksella toimivassa tutkimusryh-
massa, jonka vastuullisena tutkijana toimii FT Kristiina Himanen. Opinnaytetyd on osa
ryhmassa tehtavaa tohtorintutkintoa. Tutkimusryhma tutkii ubikitiini-signaalien vaikutus-
ta kukan kehitykseen eli niin kutsuttuja FUPS-signaaleja (Flower specific Ubiquitin Pro-
teasome System). Uusimmista tutkimuksista on selvinnyt, etta ubikitiini proteasomi-
systeemi eli UPS voi mahdollisesti vaikuttaa valtdmattdmiin kasvisignaaleihin, kuten
kehitys- ja stressivasteisiin. TAma on aivan uudenlainen ja vahan tutkittu jarjestelma,
joka voi mullistaa kasvisignaalien tutkimuksen. Tutkimustuloksista odotetaan keinoja,
joilla voidaan vaikuttaa UPS-jarjestelman avulla mm. kasvin kehitykseen, kestavyyteen
ja kukintaan. Vaikuttamalla néihin tekijoihin pystytddn luomaan uusia ja parempia kas-
veja, jotka pystyvéat esimerkiksi tuottamaan suurempia kukkia ja siten enemman sie-
menida. Tama olisi hyva asia niin kestavalle kehitykselle kuin yhteiskunnallekin. (Hima-
nen 2013a, Maki-Kihnia 2013.)

Opinnaytetyon tarkoitus on kloonata kaksi geenid ja siirtd&d kloonatut geenit kolmeen
tutkimuskohtaiseen vektoriin. Kloonattavat geenit osallistuvat UPS-jarjestelmdan ja
vaikuttavat nain seké kukan toimintaan ettd kehitykseen. Tydssa tutkittavat geenit koo-
daavat E3-entsyymin, joka toimii pddosana UPS-jarjestelméssi. Geenien kloonaami-
seen kaytetaan vektoreita, joihin siirretdan kloonattava geeni. Tuotettu yhdistelma-DNA
monistetaan siirtdmalla se Escherichia coli-bakteeriin. Lisdantyessdan E.coli-bakteeri
kopioi tasmaélleen samanlaisen yhdistelmda-DNA:n ja geenin uuteen bakteerin. Nain
saadaan kloonattua alkuperainen geeni moninkertaisesti. Kloonattu geeni voidaan ta-

man jalkeen eristdé bakteerista ja kayttaa tulevia tutkimuksia varten.

Tutkimusryhma kayttda tutkimuksissaan Arabidopsis thalianaa eli lituruohoa. Arabidop-
sis thaliana on paljon kaytetty mallikasvi kasvitutkimuksessa, silla kasvin koko genomi
tunnetaan ja se on hyvin helppohoitoinen ja nopeakasvuinen (Luontoportti 2014). Ara-
bidopsis thalianalla on 1200 (kappaletta) erilaista E3-entsyymia ja naista opinnaytetyt-
hon valittiin kaksi geenid (Jones — Ougham — Thomas — Waaland 2012: 178). Geenien
viralliset nimet pidetaan salassa tutkimusryhman pyynnésta ja opinnaytetydssa naista

kaytetaan koodinimid. Geenien koodinimet ovat XRC ja FG1.



2 Ubikitiini proteasomi-jarjestelma

Tutkimusprojektin perusta on ubikitiini proteasomi-jarjestelma eli UPS. UPS loytyy kai-
kista aitotumaisista organismeista ja se on valttdmaton jarjestelmd normaalille solutoi-
minnalle. UPS-jarjestelman tehtdva organismissa on saadellda proteiinien hajotusta.
(Jones ym. 2012: 177-179.) Proteiinit koostuvat aminohapoista ja toimivat mm. ent-
syymeind ja saately- ja rakenneproteiineina (Solunetti 2006c¢). Proteiinit sdatelevat
kaikkia organismin prosesseja ja ovat sen vuoksi elintarkeitd. Toimimattoman UPS-
jarjestelman seurauksena voi olla viallisten proteiinien kertyminen organismiin tai tar-
peellisten proteiinien poisto. Tastd voi seurata organismille erilaisia kehitysongelmia.
(Holmberg-Still 2013.)

Ubikitiini proteasomi-jarjestelmallda on iso rooli solutoiminnassa. Solu pystyy UPS-
jarjestelman avulla valikoivasti alentamaan tiettyjen proteiinien toimintaa ohjaamalla
niitd hajotukseen. Nain solu pystyy vaikuttamaan eri prosesseihin ja niilden muutoksiin,
joissa vaikuttavat avainsdatelijat kuten mm. transkriptiotekijat ja erilaiset reseptorit.
(Himanen 2013b: 1; Jones ym. 2012: 177-179.)

2.1 Tausta

Ubikitiini proteasomi-jarjestelmad on tutkittu vield hyvin vahan ja parhaiten kuvatut
UPS-tekijat ovat ilmaantuneet mutanttiseulonnoista ja genomin laajuisista seulonnoista.
Ei ole olemassa mitdén yleista strategiaa, jolla naitd tekijoita pystytdan tunnistamaan,
joten niit& on kuvattu vield hyvin vahan. Ubikitiini proteasomi-jarjestelmé on hyvin tar-
keé tutkimusala ja sen tutkiminen ja ymmartdminen antaa paljon vastauksia solun toi-
minnasta. Esimerkiksi pystytdan paremmin ymmartamaéan tiettyja sairauksia tai orga-
nismin eri kehitysvaiheita, ja néin ollen myés vaikuttamaan niihin. (Himanen 2013b: 1;
Holmberg-Still 2013.)

2.2 Ubikitiinin biokemia

Ubikitiini on pienimolekyylinen proteiini, joka kiinnittyy hajotettavaan proteiiniin. Kiinnit-
tymalla proteiiniin ubikitiini merkitsee proteiinin proteasomille, jonka tehtava on tdman
jalkeen hajottaa proteiini aminohapoiksi ja tuottaa ndin uusia rakenneaineita solulle.

Ubikitiinin kiinnittymiseen tarvitaan kolmea eri entsyymia, jotka ovat aktivoiva entsyymi



(E1), konjugoiva entsyymi (E2) ja ligoiva entsyymi (E3). Naiden entsyymien perusteella

prosessi voidaan jakaa kolmeen osaan. (Jones ym. 2012: 177-179.)

Prosessi alkaa kun E1 aktivoi ubikitiinin ATP:n avulla. Tama saa aikaan ubikitiinin kiin-
nittymisen El:seen. Seuraavaksi ubikitiini siirtyy ja kiinnittyy E2:seen. E2 pystyy ubiki-
tiinin kiinnittymisen jalkeen kiinnittymaan E3:seen. E3 toimii ligaasina, joka yhdistda
E2:sen ja ubikitiinin hajotettavaan proteiiniin. Ubikitiini pystyy tdman yhdistymisen jal-
keen kiinnittyma&an kohdeproteiiniin. Tama prosessi toistuu riittdvan usein, kunnes ubi-
kitiinit muodostavat polyubikitiiniketjun. Ketjun pituus on hyvin spesifinen ja maaraytyy
suurimmalta osin E3 ligaasivaiheessa. Arabidopsis-kasvissa on yli 1200 geenid, jotka
koodittavat E3-entsyymeja, kun taas E1 geeneja on vain 2 ja E2 geeneja 37. Protea-
somi tunnistaa valmiin polyubikitiiniketjun proteiinista ja saa nain signaalin hajottaa
proteiinin. (Himanen 2013b: 1; Jones ym. 2012: 177-179.)

Kuvio 1. Kaavakuva ubikitiinin siirtymisesta hajotettavaan proteiiniin. Prosessi alkaa ubikitiinin
kiinnittymisella entsyymi 1:seen. Tahan tarvitaan energiaa eli ATP:ta, joka muuttuu
kiinnittymisen jalkeen AMP:ksi ja kahdeksi fosforiksi (P). Entsyymi 1 siirtd& ubikitiinin
entsyymi 2:lle. Entsyymi 2 ja ubikitiini kiinnittyy entsyymi 3:seen, joka yhdistaa ubiki-
tiinin hajotettavaan proteiiniin. Koko prosessi toistetaan riittdvan usein, kunnes hajo-
tettavaan proteiiniin on muodostunut polyubikitiiniketju. (Kuva: Suvi Autto, 2014)



3 Vektori eli geenikuljetin

Geenitekniikassa on kehitelty vektoreita, joita kaytetddn geenikuljettimina. Vektori on
hyvin stabiili ja helposti tytstettava, mika tekee siitd hyvan tutkimusvalineen. Erilaisia
vektorimalleja on kehitelty paljon ja niitd kaytetddn moniin eri tutkimuksiin. Vektorimal-
leja luodaan luonnon omista geeninsiirtotyOkaluista. Vektorimalli pitda valita isén-
téasolun perusteella niin, ettd se pystyy replikoitumaan ja monistumaan solussa. Tasséa
tyosséa esitetyt vektorimallit ovat plasmidivektori ja faagivektori. (Haajanen — Pelkonen
— Parssinen — Suominen 2010: 66—87; Salo 1997; Solunetti 2006e.)

Kun vektoriin siirretdan tutkittava geeni, saadaan luotua yhdistelma-DNA, joka pystyy
lisaantymaéan jal/tai tuottamaan haluttuja proteiineja solussa. Luotu yhdistelIma-DNA
voidaan tdman jalkeen siirtdé bakteeriin transformaatiolla, jolloin saadaan kopioitua eli
kloonattua liséda yhdistelm&-DNA:ta ja tutkittavaa geenia. Kloonatut geenit (yhdistelma-
DNA) voidaan lisdantymisen jalkeen eristdé bakteerista hajottamalla bakteeri. (Haaja-
nen ym. 2010: 66-87.)

3.1 Plasmidivektori

Plasmidimolekyylit ovat pieniéd rengasmaisia DNA-molekyyleja, joita esiintyy luontaises-
ti bakteereilla, hiivoilla, homeilla ja joillakin korkeammilla eli6illa. Ne eivat ole liittyneena
solun kromosomiin, vaan monistuvat ja toimivat itsendisesti solun sisalla. Aina solun
jakaantuessa kumpikin tytdrsolu saa plasmidin, jolloin plasmidin geneettinen siséalto
siirtyy bakteerista toiseen. Tutkimusten ja kehityksen myo6ta on havaittu, etta plasmidi
voidaan siirtdd bakteeriin, jolla ei ole aikaisemmin ollut plasmidia. Havaittiin myos, etta
plasmidi voidaan katkaista restriktioentsyymeilla tarkoin méératysta kohdasta ja liittda
uudelleen yhteen DNA-ligaasientsyymeillda. Plasmidin siirtamisté bakteeriin kutsutaan
transformaatioksi, jota voi tapahtua joko luonnollisesti tai keinotekoisesti. (Brown T.A
2006: 14; Haajanen ym. 2010: 66-87.)

Plasmidit sisdltéavat usein myds yhden tai useamman geenin, jotka ovat hyvin tarpeelli-
sia isantasolulle. Esimerkiksi bakteerisolun plasmidissa voi olla antibioottiresistenssi-
geeni (selektiogeeni), jonka avulla bakteeri pystyy kasvamaan antibiootin l&sné ollessa.
Laboratorioissa antibioottiresistenssid on opittu kayttamaan hyvaksi mm. silloin, kun

halutaan varmistaa ettd bakteeri, joka sisaltdd halutun plasmidin, kasvaa maljassa.



Maljoihin lisdtddn antibioottia, jolloin ainoastaan resistenssin omaava bakteeri pystyy
lisddntymaan maljalla. N&in voidaan valikoida eli selektoida mukaan ainoastaan sellai-
set bakteerit, jotka sisaltavéat halutun plasmidin ja tarvittavan selektiogeenin. Antibiootti-
resistenssia kaytetdan mm. varmistamaan onnistunut transformaatio. (Brown T.A 2006:
14; Haajanen ym. 2010: 66-87.)

Plasmidin luontaista esiintymistéd ja lisdéntymistd bakteerissa pystytddn kayttamaan
hyvaksi, kun halutaan kloonata lyhyita DNA-jaksoja. Plasmidin tiedon pohjalta ja tutki-
musten kautta on kehitelty plasmidivektori. Plasmidivektori kuten plasmidi on rengas-
muotoinen DNA-yhdiste, joka voidaan katkaista ja liittd& yhteen restriktioentsyymien ja
DNA-ligaasientsyymien avulla. Naiden entsyymien avulla voidaan myos siirtaa tutkitta-

va geeni vektoriin. (Haajanen ym. 2010: 66-87.)

3.2 Saatelyalueet ja promoottori

Vektorit sisdltavat saatelyalueita, jotka saatelevat vektorin toimintaa ja luovat vektorille
erilaisia kykyja. Saatelyalueen yleisin tehtava on toimia replikaation aloitusalueena, eli
ori-alueena, seka restriktioentsyymien katkaisukohtina. NAmé& alueet ovat hyvin tarkeita
vektorin toiminnalle, ja ilman niitd vektori on kayttokelvoton. Kayttokelpoiselle vektorille
tarvitaan myods muita saéatelyalueita tutkimuksesta riippuen. Esimerkiksi ekspressiovek-
tori sisaltdd saatelyalueen, jolla halutaan ilmentdd vektoriin siirretty geeni in-vivo eli
elavassa solussa. In-vitro-transkriptiovektoreiden saatelyalueella voidaan taas valmis-
taa vektoriin siirretystd DNA-jaksosta RNA:ta koeputkessa. (Haajanen ym. 2010: 59—
86.)

Promoottori on vektorirenkaassa sijaitseva séatelyalue, joka sijaitsee ennen inserttia eli
tutkittua geenid. Promoottori on alue, johon RNA-polymeraasi kiinnittyy, ja josta tran-
skriptio alkaa. Alueella mahdollistetaan siirretyn geenin toiminnan isantasolussa. Pro-
moottorilla on siis keskeinen osuus vektorin geeniséételyssa. (Haajanen ym. 2010: 59—
86.)
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Kuvio 2. Pelkistetty plasmidivektori, jossa on muutamia tarvittavia sdatelyalueita ja selek-
tiogeeni. Saatelyalueet ovat ori-alue ja restriktioentsyymin tunnistuskohdat. Promoot-
torialueena ovat transkription ja/tai translaation aloitusalueet seka transkription lope-
tusalue. Selektiogeenina toimii antibioottiresistenssigeeni. Restriktioentsyymien avulla
saadaan vektorirengas katkaistua, ja liitettyd haluttu geeni DNA-ligaasientsyymeilla.
Jalkimmaiseen vektorirenkaaseen on siirretty haluttua geenid ja luotu yhdistelméa-
DNA:ta. Yhdistelm&-DNA voidaan siirtdéa bakteerin kloonattavaksi.

3.3 Faagivektori

Opinnaytetyossa kaytetty Gateway Technology-menetelméa on kehittédnyt faagivektorei-
ta, jotka hyddyntavat perinteisen restriktio-ligaatioentsyymien reaktiosarjan sijaan luon-
taista rekombinaatiota. Luontaista rekombinaatiota tapahtuu, kun bakteriofagi infektoi
bakteerin. Bakteriofagin genomissa on saatelyalue, joka rekombinoi bakteerin geno-
missa olevan alueen kanssa. Rekombinaatiossa bakteriofagin ja bakteerin alueet vaih-
tavat paikkaa keskendén ja nain bakteriofagin genomia siirtyy bakteerin genomiin. Ga-
teway Technology-menetelma hyoddyntdd naita samoja saatelyalueita siirtdékseen
kloonattava geeni faagivektoriin ja luodakseen yhdistelma-DNA:ta, joka siirretdan bak-
teeriin monistettavaksi eli kloonattavaksi. Tasta on kerrottu lisaa "Kloonaaminen Gate-
way Technology-menetelméalla”-kappaleessa. (Haajanen ym. 2010: 91-92; Invitrogen
Corporation 2010: 3-4.)

4 Opinnaytetydn tarkoitus ja tutkimusongelmat

Tyon tarkoituksena on eristdad Arabidopsis thaliana kasvista kaksi tutkittavaa geenia
(XRC ja FG1) ja siirtdd ne Gateway technology-menetelmén reaktiolla vektoreihin. Vek-

toreiden avulla geenit kloonataan bakteerissa. Lopuksi kloonatut geenit siirretaan kol-



meen tutkimuskohtaiseen vektoriin. Naiden vektoreiden avulla tutkimusryhméan on tar-
koitus tehd& geeneille luotettavasti erilaisia tutkimuksia (proteiinien merkitseminen fluo-
resenssi merkill&, geenien ylituotto kasvissa sek& geenien indusoitava ylituotto kasvis-
sa). Menetelman reaktioiden ja geenin kloonaamisen jalkeen ldhetetd&n geenit sek-
vensoitavaksi, jotta saadaan varmistettua, ettd geenit ovat sailyneet virheettémina koko

prosessin ajan.

Tutkittava geeni siirretaan vektoriin kloonattavaksi, silla luotu yhdistelma-DNA on hyvin
stabiili yhdiste ja helposti kloonattavissa bakteerissa. Yhdistelm&-DNA on myds helppo
sailyttaa ja siirtdé niin, ettd se sailyy hyvin ehjana koko prosessin ajan. Nain pystytdan
siirtAmaan tutkittava geeni yhdistelma-DNA:n mukana haluttuun paikkaan. Geeni siirre-
taan kloonaamisen jalkeen tutkimuskohtaisiin vektoreihin, silla vektoreita voidaan muo-
kata helposti tarvittaviin tutkimuksiin ja siirtdé erilaisiin kohteisiin, joihin geeni saadaan

vaikuttamaan.

Kaytdnnotn ongelmia voi ilmaantua koko prosessin ajan. RNA:n eristaminen kasvista
voi epaonnistua esimerkiksi RNaasin takia, jolloin ei saada tutkittavia geeneja monistet-
tua. Vektorin siirtdminen bakteeriin voi ep&onnistua, jolloin ei saada kloonattua lisda
geeneja. Samoin yhdistelma-DNA:n eristaminen bakteerista voi epdonnistua, jolloin ei
saada kloonattua geenia. Geeni, joka kloonataan, voi muuttua prosessin aikana PCR-
virheen takia, jolloin tarvittavia tutkimuksia ei voida tehd&a. Tallbin geeni on klooonatta-
va uudestaan. BP- ja LR-reaktio voivat epaonnistua, jolloin geenid ei saada siirrettya
vektoriin. Myds sekvensointi voi antaa virheellisen tuloksen, jolloin reaktio pitaa tarkis-

taa uudelleen ja todeta onko virhe geenissé vai reaktiossa.

Tutkimuskysymyksena opinnaytetydssa kuuluu, ettd saadaanko geenit siirrettya luotet-
tavasti Gateway Technology-menetelmalla vektoreihin ja kloonattua taman jalkeen bak-

teerissa niin, etta geenit sailyvat virheettémina koko prosessin ajan?

5 TyoOsséa kaytetyt menetelmat

Kaytetyt menetelmat seuraavat Gateway Technology-menetelméa, jolla voidaan kloo-
nata DNA-jaksoja vektoreihin ja monistaa E.coli-bakteerien avulla. Suurimmalta osin
menetelméssd kaytetddn kaupallisia reagenssipakkauksia, joista tydssa myéhemmin

kaytetaan kasitetta "kitti”. Valmistajien tydohjeet 10ytyvat liitteena.



5.1 RNA:n eristaminen ja puhdistaminen

RNA eli ribonukleiinihappo on hyvin nopeasti hajoavaa, minka takia ty6 taytyy suorittaa
nopeasti ja varovaisesti. Solut siséltavat myds ribonukleaasientsyymeja eli RNaaseja,
jotka pilkkovat eristettavdd RNA:ta. RNaasit ovat hyvin kestavia ja vaikeasti inaktivoita-
via entsyymeja, joita on kaikkialla ympéristdssé, kuten esimerkiksi ihmisen iholla. TAméa
lisdd entisestddn RNA-eristyksen vaikeutta kun halutaan eristaa ehjia ja tayspitkia
RNA-juosteita. (Haajanen ym. 2010: 108-109.)

Tyo6n alussa Arabidopsis-kasvista saatu nayte homogenisoidaan ja hajotetaan nopeasti
nestemaisessa typessa seka hellavaraisella detergenttikasittelylla. Nain saadaan RNA
esiin soluista ja RNA:n hajoaminen pysyy erittdin vahaisena. Detergenttikasittely sisal-
tdd guanidiinitiosyanaatin, joka hajottaa solut nopeasti ja samalla inaktivoi RNaasit.
Kasittelyn aikana poistuu myds DNA, joka kiinnittyy reagensissa oleviin mineraalikanta-
japartikkeleiden pintaan. Nama partikkelit poistuvat myohemmin tapahtuvassa pesu- ja

sentrifugointivaiheessa. (Haajanen ym. 2010: 109; Invisorb 2009: 9-11.)

Menetelm& perustuu sentrifugointi-pylvdsmenetelmaan, jossa kaytetdan hyvéaksi sili-
kamatriksikalvoa. Silikamatriksi on negatiivisesti varautunut kalvo, joka pystyy sitomaan
negatiivisesti varautuneen nukleiinihapon positiivisesti varautuneen ionin avulla. Sili-
kamatriksikalvo on sidottu pieneen pylvd&seen, joka asetetaan vastaanottoputkeen.
Kun liuos sentrifugoidaan pylvaan lapi eli kalvon lapi, saadaan tutkittava nukleiinihappo
tarttumaan kalvoon ja ylimaéardinen liuos putken pohjalle. Epdpuhtaudet saadaan pois
pesuliuoksilla ja etanolilla, jotka sentrifugoidaan pylvaan l&api. Lopuksi nukleiinihappo
irtoaa silikakalvosta pienella maaralla laimeaa puskuria, kun liuos sentrifugoidaan kal-
von lapi puhtaaseen vastaanottoputkeen. (Haajanen ym. 2010: 106; Invisorb 2009: 2;
Solunetti 2006b.)

Kun eristetddn RNA:ta, saadaan naytteeseen myds vahan DNA:ta. RNA kasitellaan

RNaasivapaalla DNaasientsyymilla eli deoksribonukleaasientsyymilld, joka pilkkoo yk-
si- ja kaksijuosteista DNA:ta. (Thermo Scientific 2012a: 1-2.)

5.2 cDNA-transkriptio ja PCR

Transkriptio tehddan kaanteiskopioijaentsyymin avulla, joka tuottaa DNA:ta RNA-mallin

mukaan. Kéénteistranskriptiota ei normaalisti esiinny solussa, mink& takia kaytetaan



RNA-viruksen k&&nteiskopioijaentsyymid. Entsyymi syntetisoi complementary DNA-
juosteen (cDNA), eli komplementaarisen DNA-juosteen, kayttden mallijuosteena eris-
tettyd messenger RNA-juostetta, eli l&hetti-RNA:ta. Eristetyt mRNA-juosteet siséltavat
poly(A)-jakson 3"-paéssa, johon kaanteistranskriptioentsyymin oligo(dT)-aluke kiinnittyy
ja josta kaanteistranskriptiosynteesi alkaa. cDNA-juoste saa siis poly(dT)-jakson 5-
paahan. Oligo(dT)-alukkeella saadaan erotettua mMRNA muusta RNA:sta, silla ainoas-
taan mRNA:lla on alukkeen kiinnittymiseen tarvittava poly(A)-jakso. (Brown T.A 2006:
166; Haajanen ym. 2010: 170.)

Kaanteistranskription jalkeen mRNA:ta ei enda tarvita ja se pilkotaan RNase H:lla. Ta-
man jalkeen pilkottu mRNA toimii alukkeina DNA-polymeraasille, joka syntetisoi vastin-
juosteen cDNA-juosteelle. N&in saadaan kaksijuosteista DNA:ta, joka edustaa alkupe-
raistda mRNA:ta. (Brown T.A 2006: 166; Haajanen ym. 2010: 170.)
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Kuvio 3. mRNA-juosteen 3"-paan poly(A)-hantaan kiinnittyy oligo(dT)-aluke, joka toimii kaan-
teistranskriptiosynteesin aloituskohtana. Kaanteistranskriptiossa mRNA-juosteelle
tehddan cDNA-vastinjuoste kaanteiskopioijaentsyymeilla. Transkription jalkeen RNA
pilkotaan RNaasi H:lla, jonka jalkeen pilkottu RNA toimii DNA-polymeraasin alukkei-
na. DNA-polymeraasi syntetisoi alukkeiden avulla cDNA:lle vastinjuosteen. Reaktion
lopputuotoksena on kaksijuosteinen cDNA (ds-DNA), joka edustaa alkuperaista
MmRNA:ta.
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Tuotetusta kaksijuosteisesta cDNA:sta monistetaan tutkittavat geenit ja alukkeiden
avulla litetddn geenin molempiin paihin rekombinaatioentsyymin tunnistuskohdat.
Tyossa kaytettiin DNA-polymeraasia, joka tuottaa PCR-reaktiossa DNA-mallijuosteelle

vastinjuosteen. (Finnzymes 2010.)

Reaktio tapahtuu kahdessa eri PCR-reaktiossa, jolloin monistus on tehokkaampaa ja
kustannuksissa saastetaan, silla lyhyet alukkeet ovat halvempia ostaa. Alukkeet ovat
jaettu kahtia niin, ettd ensimmainen osa tunnistaa spesifisesti tutkittavan geenin 5-
paan ja kiinnittyy siihen. Alukkeen ensimmaisen osan kiinnitys ja geenin monistus ta-
pahtuu ensimmaisellda PCR-reaktiolla. Seuraava osa alukkeesta tunnistaa ensimmai-
sen osan ja kayttaa tatd mallijuosteena seuraavassa PCR-reaktiossa. Nain saadaan
rekombinaatioentsyymin tunnistuskohdat attB1 ja attB2, jotka my6hemmin rekombinoi-
vat Gateway Technology-menetelman vektoreiden tunnistuskohtien kanssa. (Haajanen
ym. 2010: 154-173.)
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Kuvio 4. Ensimmaéisella PCR-reaktiolla kiinnitetddn ensimmaéinen osa alukkeesta. Alukkeet
ovat B1/1 ja B2/1. Alukkeet tunnistavat tutkittavan geenin 5°-paan ja kiinnittyvat sii-
hen. Seuraavaksi DNA-polymeraasi kayttaa geenia mallijuosteena ja tekee télle vas-
tinjuosteen. Tama toistuu, kunnes reaktion lopussa on monistettuna suuri maara tut-
kittavaa geenia.
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Kuvio 5. Toisella PCR-reaktiolla saadaan luotua monistetun geenin molempiin péaihin rekombi-
naatioentsyymin tunnistuskohdat. Toinen osa alukkeesta tunnistaa ensimmaisen
osan ja kayttaa tata mallijuosteena. Alukkeet ovat B1/2 ja B2/2. PCR-reaktion lopussa
on monistettuna tutkittavien geenien paihin rekombinaatioentsyymin tunnistuskohdat.

Tunnistuskohdat ovat attBl ja attB2, jotka rekombinoivat Gateway Technology-
menetelman vektoreiden tunnistuskohtien kanssa.
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5.2.1 DNA eristaminen PCR-reaktiosta

DNA eli deoksiribonukleiinihnappon eristaminen PCR-reaktion lopputuotteesta tehdaan
samantapaisella sentrifugointi-pylvasmenetelmalla kuin RNA:n eristys. Poikkeuksena
on molekyylien hajotus, johon kaytetdan kaotrooppia, joka on biomolekyylejd denatu-
roiva yhdiste, joka rikkoo molekyylid ympéardivan vesivaipan. TAma saa aikaan DNA:n
kiinnittymisen silikamatriksikalvoon. Kaotrooppia kaytetdan myds usein RNA:n eristyk-
sen soluhajotuksessa, silla tdmé& ehkéisee hyvin RNA:n hajoamista. (Haajanen ym.
2010: 106-107.)

5.3 Transformaatio E.coli-bakteereille CaCl,-menetelmalla

Plasmidin saattamista bakteeri-, hiiva-, home- ja kasvisolujen sisaan, joko luonnollisesti
tai keinotekoisesti sanotaan transformaatioksi. Keinotekoisesti sen voi tehda E.coli-
bakteeriin kasittelemalla bakteerisolut ensin jadkylméalla CaCl,-liuoksella ja tdman jal-
keen lyhyella lampokasittelylla eli lamposhokilla. CaCl,-késittely saattaa solut tilaan,
jossa ne ovat kykenevid ottamaan DNA:ta sisddnsé. Sanotaan, etta solut ovat kompe-
tentteja. (Haajanen ym. 2010: 141-142.)

E.coli-bakteerien solumembraanissa on reikia, joiden kautta plasmidi paéasee bakteerin
sisdan lampokasittelyn aikana. Reaktio vaatii jaakylman CacCl,-késittelyn, silld solu-
membraani ja plasmidi ovat molemmat negatiivisesti varautuneita kun taas on CacCl,
positiivisesti varautunut. Kasittely saa aikaan neutraalin ympariston CacCl, kiinnittyessa
negatiivisesti varattuun soluun ja plasmidiin. Kylmyys taas tasapainottaa solumem-
braanin niin, etta lyhyen lampdkasittelyn aikana plasmidi paasee solun sisééan. Lyhyen
lampokasittelyn aikana vallitsee hetkellisesti solun ulkopuolella ja sisalla epatasapaino,
jonka aikana plasmidin on mahdollista sujahtaa solumembraanin reiasta sisdan dif-

fuusion voimalla. (Haajanen ym. 2010: 141-142; Cold Spring Harbor Laboratory 2003.)

5.3.1 Tyobprosessi

Kompetentteihin E.coli-bakteereihin, jotka ovat CaCl,-liuoksessa, lisatdadn pienessa
tilavuudessa yhdistelm&-DNA:ta. Seoksen annetaan seistd jadhauteessa kolmekym-
menta minuuttia, jolloin muodostuu neutraali varaus seka tasapaino solujen ja DNA:n

valille. Kylmé&kasittelyn jalkeen annetaan transformaatioseokselle minuutin kestava
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lampoéshokki, jolloin yhdistelm&-DNA:t sujahtavat solujen sisélle. Valittdmasti lam-
poshokin jalkeen seos siirretaén takaisin jagdhauteeseen pariksi minuutiksi. Seokseen
lisdtddn taman jalkeen elatusainetta ja pidetddn ravistelun alla noin tunnin ajan 37
°C:ssa, jotta yhdistelm&-DNA:n antibioottiresistenssigeeni ehtii ilmeentyd baktee-
risolussa. Seos sentrifugoidaan ja solut viljellaén selektiivisille maljoille, joilla vain trans-
formoituneet bakteerisolut alkavat kasvaa. Maljat pidetdéan yon yli 37 °C:ssa ja onnistu-
nut transformaatio ndkyy seuraavana aamuna maljalle muodostuneina bakteeripesak-
keina. Bakteerit ovat hyvin herkkia kaikille muutoksille, ja suurin osa kuolee ké&sittelys-
sa, joten ty6 taytyy suorittaa hyvin varovaisesti. (Haajanen ym. 2010: 141-142; Cold

Spring Harbor Laboratory 2003; [&hde.)

Bakteeripeséakkeistd otetaan seuraavaksi yksi peséke, joka siirretddn elatusaineeseen
kasvamaan. Bakteerin annetaan lisdantya yon yli 37 °C:ssa hiljaisessa sekoituksessa.
Bakteerin lisdantyessd saadaan myos kopioitua eli kloonattua lisdd yhdistelma-DNA:ta
moninkertaisesti. Seuraavana aamuna bakteereista voidaan eristdd kloonattuja geene-
ja. (Haajanen ym. 2010: 141-142.)

5.4 Yhdistelma-DNA:n eristaminen bakteerista ja DNA:n sailyttaminen

Yhdistelma-DNA on rengasmuotoinen ja kestavd DNA-yhdiste, joka on erillaédn kro-
mosomaalisesta DNA:sta. Taman takia se on helposti eristettavissd bakteerisolusta.
Jotta yhdistelma-DNA saadaan eristettyd bakteerista, ovat bakteerit ensin kasvatettava
ja kerattdva. Tama tehdaan kasvattamalla bakteerit elatusaineessa ja sentrifugoimalla
seos. Bakteerisolut hajotetaan seuraavaksi alkaalisessa eli emaksisessa liuoksessa,
joka sisaltdd emastd NaOH:a ja detergenttid SDS:4. Liuokseen lisatdan myds RNaasia,
joka pilkkoo soluissa olevan RNA:n. Nain saadaan emaksen vaikutuksesta DNA dena-
turoitua ja RNA pilkottua pois naytteestad. Seuraavaksi liuos neutraloidaan kaliumase-
taatilla. Neutraloituminen saostaa proteiinit ja jAttdd suurikokoisen kromosomaalisen
DNA:n denaturoituneeseen tilaan ja saostaa sen. Ainoastaan pienikokoinen yhdistel-
ma-DNA renaturoituu ja jad liuokseen. (Haajanen ym. 2010: 103-104; Sigma-Aldrich.
2010.)

Lopuksi yhdistelma-DNA puhdistetaan liuoksesta sentrifugointi-pylvdsmenetelmalla,
jossa silikamatriksikalvo sitoo yhdistelma-DNA:n ja pd&staa epapuhtaudet kalvon I&pi

keraysputkeen pohjalle. Tilalle vaihdetaan puhdas putki, johon yhdistelm&-DNA irrote-
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taan pois kalvolta, joko vedella tai Tris-HCl:lla. (Haajanen ym. 2010: 103-104; Sigma-
Aldrich. 2010.)

Osalle bakteerikasvustoa tehd&én glyseroliseos ennen yhdistelma-DNA:n eristysta
bakteerisoluista. Nain saadaan sailottyd geeneja mydhempia tutkimuksia varten. Bak-
teerikasvustosta otetaan sopiva maara bakteereita erilliseen séilontdputkeen ja lisdtdan
samassa suhteessa 100 %:sta glyserolia. Seos séilytetdan -80 °C:ssa. (Addgene, Inc
2014.)

5.5 Kloonaaminen Gateway Technology-menetelmalla

Bakteriofagit ovat bakteerin viruksia, jotka pystyvat infektoidessaan bakteerisolun vaih-
tamaan oman genominsa bakteerin genomiin. Bakteriofagin genomissa on kaksi att-
kohtaa (attachment), jotka pystyvat tunnistamaan bakteerin genomissa olevat att-
kohdat. Kun bakteriofagi tunnistaa ndméa kohdat, se vaihtaa naiden paikat keskenaan.
Nain bakteeri alkaa tuottaa viruksen proteiineja ja jalkelaisia, kunnes bakteerisolu hajo-
aa ja vapauttaa jalkelaiset. Koko tapahtumaa sanotaan transduktioksi ja genomin vaih-
toa geneettiseksi rekombinaatioksi. Bakteriofagin ja bakteerin luontaista genomin vaih-
toa kaytetddn hyvéaksi kloonatessa Gateway technology-menetelmalla. Menetelma
kayttaa E.coli-bakteerin attB1- ja attB2-kohtia ja E.coli-bakteerin viruksen lambdafaagin
attP1- ja attP2-kohtia hyvékseen heidan luomissaan vektoreissa. (Haajanen ym. 2010:
91-92; Invitrogen Corporation 2010: 3-4; Venéldinen; Solunetti 2006a; Solunetti
2006d.)

Gateway technology on kaksivaiheinen menetelmd, jonka vaiheet ovat BP-reaktio ja
LR-reaktio. BP-reaktiossa tutkittava geeni siirretddn menetelmaan tuotettuun vektoriin
ja tasta tuotettu yhdistelm&-DNA siirretdan bakteeriin kloonattavaksi. LR-reaktiossa
kloonattu geeni siirretddn uuteen tutkimuskohtaiseen vektoriin, jonka avulla saadaan
tehtyd geenille tarvittavia tutkimuksia. My0ds tasta tuotettu yhdistelma-DNA siirretddn

bakteeriin kloonattavaksi. (Invitrogen Corporation 2010: 3—4.)

5.5.1 BP-reaktio

Kloonattavat geenit sisdltavat attB1- ja attB2-kohdat, joko PCR-reaktiossa lisattyna tai

plasmidirenkaassa liitettynd, jotta menetelmasséa kaytettdva "donor’-vektori (pDONR)
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pystyy tunnistamaan ne. Rekombinaation avulla attB1l- ja attB2-kohdat ja attP1- ja
attP2-kohdat vaihtavat keskendan paikkaa, muodostaen attL1- ja attL2-kohdat. Muo-
dostettua yhdistelma-DNA:ta kutsutaan "entry clone”:iksi. "Entry clone” transformoidaan
E.coli-bakteeriin, joka lisdantyessa kopioi eli kloonaa geenin. Kloonattu geeni eriste-
tdan lopuksi bakteerista, josta se siirretddn LR-reaktiossa tutkimuskohtaisiin vektorei-

hin. (Haajanen ym. 2010: 91-92: Invitrogen Corporation 2010: 3-4.)

Reaktion rekombinaatiota katalysoidaan "BP Clonase™-entsyymeilla, jotka tunnistavat
att-kohdat, vaihtaa niiden paikat keskendan ja kovalentisti yhdistda DNA:n eli geenin
vektoriin. Reaktio pyséaytetaan "Proteinase K"-reagenssilla, joka on proteiineja pilkkova

entsyymi. (Invitrogen Corporation 2010: 3—4; Life Technologies Corporation 2011: 5.)

5.5.2 LR-reaktio

LR-reaktiossa kloonattu geeni siirretddn "entry-clone”:ista “destination”-vektoreihin,
joiden avulla saadaan tehtya geenille haluttuja tutkimuksia. Vektori sisdltda attR1- ja
attR2-kohdat, jotka tunnistavat "entry-clone”:in attL1- ja attL2-kohdat. Rekombinaation
avulla saadaan vaihdettua naiden paikat keskendan ja muodostettua tutkimukseen
sopiva "expression clone”. Lopuksi “expression clone” siirretddn transformaatiolla

E.coli-bakteeriin kloonattavaksi. (Invitrogen Corporation 2010: 3-4.)

Reaktio katalysoidaan "LR Clonase”-entsyymeilld, jotka tunnistavat att-kohdat, vaihtaa
niiden paikat keskenaan ja kovalentisti yhdistda DNA eli geenin vektoriin. Reaktio py-

saytetddn "Proteinase K”-reagenssilla. (Life Technologies Corporation 2011: 5.)

monistettu geeni donar-vektori entry clane reaktiotuote
BP-Clonase
[att8] oeeni [awB| + |atP |DNa-vhdiste] atP | s [ani] geeni [atl | 4 [attf DNAyhoiste] atiR |
entry clane destination-vektari expression clone reaktiotuote
LR-Clanase

[a#L] geeni [awL| + |s#tR [DNA-yhdiste] aitR | S [attB] meeni |atB| + [atiP |DMA-vhoiste| atiP |

Kuvio 6. BP- ja LR-reaktion vaiheet: BP-reaktiossa siirretdén tutkittava geeni kloonattavaksi
"entry clone”-vektoriin. Reaktiossa "donor”-vektorin attP-kohdat tunnistavat moniste-
tussa geenissé sijaitsevat attB-kohdat. attB ja attP-kohdat vaihtavat keskendan paik-
kaa niin, ettd myos tutkittava geeni ja ylimaarainen DNA-yhdiste vaihtavat paikkaa.
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Reaktiossa muodostuu télléin "entry clone”, jonka att-kohtia sanotaan attL-kohdiksi.
Ylimaarainen DNA-yhdiste siirtyy "donor’-vektorista ja muodostaa reaktiotuotteen,
jonka kohtia sanotaan attR-kohdiksi. LR-reaktiossa siirretddn kloonattu geeni "entry
clone™vektorista tutkimuskohtaiseen “destination”-vektoriin. Reaktiossa tapahtuu
painvastainen reaktio kuin BP-reaktiossa. "Entry clone”:in attL-kohdat ja "destination”-
vektorin attR-kohdat vaihtavat keskenaéan paikkaa, jolloin my®s geeni ja ylimaarainen
DNA-yhdiste vaihtavat paikkaa. Nain muodostuu “"expression clone”, jonka muodos-
tavat attB-kohdat ja reaktiotuote, johon ylimaarainen DNA-yhdiste siirtyy ja johon
muodostuu attP-kohdat. Menetelméassa tapahtuvaa reaktiota kutsutaan homologiseksi
rekombinaatioksi, ja reaktioita katalysoidaan "BP”- ja "LR-Clonase”-entsyymeilla.

6 Opinnaytetyoprosessi

Tyoprosessi alkoi eristamalla Arabidopsis-kasvista RNA:ta. Nayte RNA:n eristykseen
otettiin kasvin siitd kohdasta, joka ilment&a tutkittavaa geenia. Kasvien taytyy olla kas-
vuvaiheessa, jolloin geenin ilimeneminen on vahvempaa. Eristetty RNA toimii geenituot-
teiden pohjana, josta saadaan kdanteistranskription ja PCR:n avulla monistettua tutkit-
tavat geenit. Geenipohjana kaytetddn mRNA:ta, silla se ei sisalla introneita. Intronien
puuttuminen lyhentd& kloonattavan tuotteen pituutta ja helpottaa nain monistamista ja
kloonaamista. Intronit pitdd myos poistaa silloin, kun halutaan ilmenté& geenia vieraas-
sa isannassa, kuten bakteereissa ja hiivoissa, silla ne eivat pysty muokkaamaan kasvin
introneja (Haajanen ym. 2010: 69.) Eristetty RNA mitattiin spektrofotometrilla RNA:n
puhtauden ja pitoisuuden varmistamiseksi. Tydssd kaytettiin "InviTrap® Spin Plant
RNA Mini” Kittia, joka soveltuu kasvisolujen, kasvikudosten ja rihmasienten korkeanlaa-

tuisten ja tayspitkien RNA-juosteiden eristykseen (Invsorb 2009: 2).

Geenien monistus ja erottaminen muusta DNA:sta tehtiin PCR:lla, minka takia cDNA:n
tuottaminen mMRNA:sta ensin on valttamatonta, silla PCR:ssa monistamisen mallijuos-
teena toimii ainoastaan DNA. mRNA:ta ei mydskaan voi siirtdd rekombinaatioentsyy-
mien avulla myéhemmin kloonattavaan vektoriin. Ennen mRNA:n monistamista ja
k&dantamistd cDNA:ksi, RNA:sta poistettiin kaikki ylimaarédinen DNA. Tdma tehtiin, jotta
PCR-vaiheessa ei monistettaisi ylimaaraistda DNA:ta tutkimukseen. RNA puhdistettiin
"DNase |, RNase-free” kitilld ja kaanteistranskriptio tehtiin "iScript™ cDNA Synthesis”
Kitilla. (Brown T.A 2006: 166; Haajanen ym. 2010: 170.)

Tuotetusta cDNA:sta tehtiin PCR-reaktiot, jotta saataisiin erotettua ja monistettua aino-
astaan kiinnostuksen kohteena olevat geenit. Kiinnostavat geenit saatiin erotettua

muusta DNA:sta geenituotteelle spesifeilla alukkeilla, jotka lisattin PCR-reaktioon.
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Alukkeet suunniteltiin niin, ettd ne kiinnittyvat ainoastaan tutkittaviin geeneihin. PCR-
reaktion lopputuotteena oli tAman jalkeen suuri maaré tutkittavaa geenia. Alukkeet si-
salsivat myods Gateway technology-menetelméssa tarvittavat attB1- ja attB2-kohdat.
Alukkeiden ja PCR-reaktion onnistuminen ja luotettavuus varmistettiin aina geelielekt-
roforeesilla. Lopputuloksena geelissa pitaisi nédkyd ainoastaan tutkittavien geenien
DNA-juosteet. DNA eli tutkittavat geenit eristettiin taman jalkeen PCR-reaktion loppu-
tuotteesta ja mitattiin spektrofotometrilla. PCR-reaktiot tehtiin "High-Fidelity DNA Poly-
merase” kitilla ja DNA eristettiin PCR-reaktion lopputuotteesta "GeneJET PCR Purifica-

tion” kitilla.

Monistetut geenit kloonattiin seuraavaksi Gateway technology-menetelmén BP-
reaktiolla. Ennen menetelman aloittamista mitattiin geenien konsentraatio spektrofoto-
metrilla, silla menetelmén reaktiot vaativat tietyn konsentraation. BP-reaktiossa tuotetut
"entry clone”-vektorit transformoitiin E.coli-bakteeriin kloonattavaksi, ja eristettiin kloo-
naamisen jalkeen bakteerista. Yhdistelmad-DNA:n eristys tarkistettiin spektrofotometrilla

seké geelielektroforeesilla ja kloonatut geenit sekvensoinnilla.

Kloonattu geeni siirrettiin tAman jalkeen LR-reaktion avulla kolmeen tutkimuskohtai-
seen "destination”-vektoriin. Vektorit olivat pBA 002 HA, pER8 HA ja pK26w7. Vektorit
transformoitiin E.coli-bakteeriin ja eristettiin bakteerista kloonaamisen jalkeen. My6s
tédssé vaiheessa yhdistelma-DNA:n eristys tarkistettiin spektrofotometrilla ja geelielekt-

roforeesilla, ja kloonatut vektorit tarkistettiin sekvensoinnilla.

Geenin kloonaaminen ja geenin siirto vektoriin tehtiin "Gateway®technology” kitill&.
Plasmidin transformaatio E.coli-bakteeriin tehtiin tutkimusryhméan ohjeilla ja plasmidin

eristys "GenElute™ Plasmid Miniprep” Kitilla.

6.1 Sekvensointi

Tybssd sekvensoitavat naytteet lahetettin maksua vastaan Haartmannin yksikk&6n
sekvensoitavaksi. Geenit sekvensoitiin, jotta saatiin varmistettua, etta tutkittavat geenit
ovat sdilyneet virheettémina koko prosessin ajan. Tydssa tarvittavat sekvensoinnit teh-

tiin BP-reaktion ja LR-reaktion jalkeen. Sekvensointi tehtiin Sangerin menetelmalla.
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6.2  Spektrofotometrinen analyysi

Naytteiden pitoisuudet ja puhtauden mitattin Nanodrop spektrofotometrilla. Analyysilla
voidaan helposti mitata DNA:n ja RNA:n pitoisuus ja puhtaus, silla molempien absorp-
tiomaksimi on 260 nm, kun taas proteiinien absorptiomaksimi on 280 nm. Kun nait&
kahta absorptiomaksimia vertaillaan keskendan, saadaan DNA:n ja RNA:n puhtaus.
Puhtaan DNA:n suhde A**®™/A%%"™ on 1,8 ja RNA:n 2,0. Tassa tydssa oli tarkoituksena
saada puhtaus vaille 1,8-2,1. Jos suhde on pienempi kuin 1,8, on naytteessa todenna-
koisesti proteiinikontaminaatio. (Jauhiainen, Niko — Juntunen, Milka — Lahtinen, Eliisa
2009: 13-14.)

7 Tulokset

7.1 RNA:n eristys tulokset

RNA:ta eristettiin kolmesta versosta, joista tehtiin eristyksen jalkeen geelielektroforeesi
ja spektrofotometrinen mittaus. Nain saatiin varmistettua RNA eristyksen onnistuminen
ja RNA:n puhtaus. Tulokset osoittivat, ettd kaikista naytteista saatiin puhdasta RNA:ta
(kuvio 7). Kolmesta naytteesta otettiin yksi nayte tarvittavaan tutkimukseen. Naytteiden

nimet tulivat kasvin tutkimusnimesta (columbia-0).

ST 1 2 3

Yksik- Niyte
Nayte Pvm Konsentraatio S 260/280 260/230 tyyppi

- e -
| columbia-0#1  19/02/14 771,9 ng/ul 2,06 2,16 RNA
columbia-0 #2 19/02/14 498,6 ng/ul 2,1 1,99 RNA
columbia-0 #3 19/02/14 799,7 ng/ul 2,07 2,12 RNA

Kuvio 7. Geelielektroforeesin ja spektrofotometrin tulokset. Geelielektroforeesissa nakyy selvét
juosteet, jokaisen naytteen kohdalla, mika tarkoittaa sitd, etté jokaisessa naytteessa
on eristettyd RNA:ta. Spektrofotometrin tuloksissa absorbanssin suhde on 1,8-2,1 vé-
lill&a, mista voidaan péaatella, ettd naytteet ovat RNA:ta.
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7.2 Kaanteistranskriptio- ja PCR-tulokset

RNA:sta kdanteistranskriptiolla tuotettu cDNA, kaytettin PCR-reaktioiden pohjana. En-
sin monistettiin kloonattavat geenit ja seuraavaksi kiinnitettiin rekombinaatioentsyymien
tunnistuskohdat. PCR-reaktioiden geelielektroforeesituloksista (kuvio 8) ndhdaan, etta
reaktiot ovat onnistuneet ja etta reaktiotuotteet ovat oikean kokoiset. Geenien koko oli
noin 500 emasparin luokkaa ja kun vertaillaan geelielektroforeesin juosteita standar-
diin, voidaan paatelld, ettd PCR-reaktiossa monistettujen geenien koko on myds 500
emasparia. TAma tarkoittaa sitd, ettd reaktiossa on monistettu tutkimuksessa kloonat-
tavia geeneja.

Lopullisesta PCR-reaktiotuotteesta mitattiin spektrofotometrilla DNA:n puhtaus, jotta
saatiin varmuus, ettei reaktiossa ole ilmennyt epapuhtauksia. Tulos ndkyy kuviossa 9,
jossa absorbanssi 260/280 on valilla 1,8-2,1. Tama tarkoittaa sita, ettei naytteessa ole

epapuhtauksia.

FG1 XRC
ST+ -+ - ST FG1 XRC -
=
h et et
- —
et 500bp - o=
500bp - E = .- =
- —

Kuvio 8. Molemmissa geelielektroforeeseissa nakyy selkeat juosteet, josta voitiin paatelld, etta
PCR-reaktiossa on monistettu tutkittavat geenit. Molempien geenien pituudet ovat
luokkaa 500 emasparia ja kun vertailtiin juovien pitoisuuksia standardiin, saatiin myos
geelielektroforeesissa geeneille luokkaa 500 emasparia. Mukaan oli otettu myds ne-
gatiiviset naytteet kontrolliksi, joista ei erota juostetta geelielektroforeesissa.
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Yksik- Nayte

Ndyte Pvm Konsentraatio 6 260/280 260/230 tyyppi
FG1 29.1.2014 22,9 ng/u 1,92 0,26 DNA
XRC 29.1.2014 20,4 ng/u 1,92 0,65 DNA

Kuvio 9. PCR-reaktioiden jalkeen mitattiin spektrofotometrilla néaytteiden puhtauden. Tulos
osoitti, ettd absorbanssi 260/280 nm oli valilla 1,8-2,1, mika tarkoittaa sitd, etta nayt-
teessa on DNA:ta.

7.3 BP- reaktion tulokset

BP-reaktion jalkeen transformoidut bakteerit viljeltiin selektiiviselle maljalle kasvamaan.
Onnistunut transformaatio nakyy maljoilla bakteeripesdkkeinéd. Bakteeripesakkeet na-
kyvat kuviossa 10 ja 11 valkoisina pisteind. Molempien geenien transformaatiosta viljel-
tiin kaksi selektiivista maljaa, jotta saatiin varmasti onnistunut transformaatio. Kuvista
nahdaan, ettd kasvua oli kaikissa maljoissa. Yhdesta maljasta otettiin kaksi bakteeri-
pesaketta, jolla varmistettiin ainakin yhdesta pesakkeesta onnistunut yhdistelma-DNA
eristys. Onnistunut yhdistelm&-DNA eristys varmistettiin geelielektroforeesilla ja spekt-
rofotometrimittauksella. Kuviossa 12 nadhdaan geelielektroforeesissa juosteet, jotka
osoittavat, ettd naytteissa on yhdistelma-DNA:ta. Spektrofotometrimittauksen tulos

osoitti myds, etté naytteet sisalsivat puhdasta DNA:ta.

Kuvio 10. Kaksi selektiivistd maljaa, jossa ndkyy FG1-geenin onnistunut transformaatio. Maljalla
nakyy bakteeripesakkeet valkoisina pisteind. Molemmista maljoista on otettu kaksi
pesaketta.
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Kuvio 11. Kaksi selektiivistd maljaa, jossa nakyy XRC-geenin onnistunut transformaatio. Maljalla
nakyy bakteeripesakkeet valkoisina pisteind. Molemmista maljoista on otettu kaksi

pesaketta.
. ) . Nayte
Nayte Pvm Konsentraatio. Yksikkd 260/280 260,230 )
tyyppi
pDONOR 221 XRC 1 05/02/04 225,1 ng/ul 1,84 1,94 DNA
pDONR pDONR

FG1 XRC pDONOR 221 XRC 2 05/02/04 248,2 ng/wl 1,85 1,95 DNA
s 1. & &4 1T 20 3 A pDONOR 221 XRC 3 05/02/04 281,3 ng/ul 1,86 2,04 DNA
pDONOR 221 XRC 4 05/02/04 254,7 ng/ul 1,85 1,93 DNA
L pDONOR 221 FG1 1 05/02/04 245,7 ng/ul 1,84 1,87 DNA
s sl wWewewww pDONOR 221 FG1 2 05/02/04 121,7 ng/ul 1,88 1,72 DNA

-
' pDONOR 221 FG1 3 05/02/04 275,3 ng/ul 1,85 1,89 DNA
pDONOR 221 FG1 4 05/02/04 304,6 ng/ul 1,85 1,9 DNA

Kuvio 12. Bakteerista eristetyistd yhdistelma-DNA:sta tehtiin geelielektroforeesi ja spektrofoto-
metrinen mittaus. Geelielektroforeesissa nakyvat juosteet osoittavat, ettd naytteesta
on eristetty plasmidia. Spektrofotometrin tulos oli valille 1,8-2,1, jolloin voidaan todeta
naytteen sisaltdvan puhdasta DNA:ta.

Lopuksi tehtiin PCR-reaktio eristetyista plasmidinaytteistd, jotta geenit saatiin lahetettya
sekvensoitavaksi. PCR-reaktion geelielektroforeesitulos nékyy kuviossa 13.
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pDONR pDONR
FG1 XRC
ST kent. 4 2.3 4 ¥ 2 3 4

e

;ﬂ'ﬁ

Kuvio 13. Eristetyista naytteista tehtiin PCR-reaktio, jonka geelielektroforeesi nayttad geenien
juosteet. PCR-reaktion lopputuotteesta lahetettiin ndyte sekvensoitavaksi.

7.4 LR-reaktion tulokset

FG1 ja XRC geenit siirrettiin LR-reaktiossa kolmeen vektoriin pER8 HA, pBA 002 HA ja
pK26w7, joista pER8 HA- ja pBA 002 HA-vektoriin saatiin onnistuneesti siirrettyd gee-
nit. pK26w7-vektorin transformaatiossa ei saatu ollenkaan bakteeripesékkeitd, mika
tarkoittaa epdonnistunutta transformaatiota. Epaonnistuneen transformaation takia ei
saatu kloonattua tai eristettya yhdistelma-DNA:ta, jotka olisivat sisaltineet pK26w7-

vektoria.

Prosessi oli sama kuin BP-reaktiossa. Onnistunut transformaatio ndkyy kaikissa mal-
joissa bakteeripesdkkeing, mika tarkoittaa sitd, ettd geeni saatiin siirrettyd bakteeriin
kloonattavaksi (Kuvat 14-17). Yhdesta tuotetusta vektorista viljeltiin kaksi maljaa, jotta

saatiin varmasti onnistunut transformaatio.



Kuvio 15. Kuvat pBA 002 HA-vektorin ja geenin FG1:n onnistuneesta transformaatiosta.
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Kuvio 17. Kuvat pBA 002 HA-vektorin ja geenin XRC:n onnistuneesta transformaatiosta.

Jokaisesta maljasta otettiin kaksi bakteeripeséakettéa plasmidin eristykseen. Eristetyista
naytteista tehtiin kaikille geelielektroforeesi ja spektrofotometrinen mittaus, joka osoitti,
etté naytteet sisaltavat yhdistelma-DNA:ta (kuvio 18).



PER8 HA  pBA 002 HA ourcimas
FG1 XRC FG1 XRC
SFE% 232 9 2% % 2

— ) )

p=
—

Nayte Pvm Konsentraatio. Yksikké 260/280 260/230 N'éyte.
tyyppi

pBAFG1 HA#1 23/118420:;; 143.4 ng/ul 1.89 1.89 DNA
23/11584.260:& 152.1 ng/ul 1.89 1.93 DNA

pBAXRC HA #1 23/1168é10:'3| 141.4 ng/ul 1.9 1.9 DNA
pBAXRC HA #2 23/1168{110:& 151 ng/ul 1.89 1.88 DNA
pER8 FG1 HA #1 23/1178220:'31 131.8 ng/ul 1.89 1.88 DNA
pER8 FG1 HA #2 23/11881310:& 132.5 ng/ul 1.89 1.93 DNA
pER8 XRC HA #1 23/11982220:'31 155.8 ng/pl 1.89 1.9 DNA
pER8 XRC HA #2 23/2:;82260:;; 146.1 ng/ul 1.89 1.91 DNA
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Kuvio 18. Geelielektroforeesin ja spektrofotometrimittauksen tulokset eristetyistd naytteista
osoittavat, ettd naytteet sisalsivat yhdistelma-DNA:ta. Geelielektroforeesissa nakyvat
selvat juosteet ja spektrofotometrimittauksen tulokset, jotka ovat valilla 1,8-2,1 ovat
merkki siitd, etté nayte sisalsi puhdasta DNA:ta.

Lopuksi tehtiin naytteille PCR-reaktio, jotta geenit saatiin tarkistettua sekvensoinnilla.

PCR-reaktion geelielektroforeesitulos nakyy kuviossa 19.

pERS HA

pBA 002 HA

FG1 XRC FG1

XRC

5P k-1 2 k1 2 k=1 2 k=1 2

Lo |

B oL —m—

Kuvio 19. Geelielektroforeesi PCR-reaktiosta, jossa on monistettu geenit vektoreista. PCR-

reaktion lopputuotteesta lahetettiin nyte sekvensoitavaksi.

7.5 Sekvensointitulokset

BP- ja LR-reaktiossa eristetyt vektorit |&hetettiin sekvensoitavaksi Haartmannin yksik-

kéon. Sekvensointitulos osoitti, ettd geenit FG1 ja XRC ovat pysyneet virheettdémina

koko prosessin ajan. Tama tarkoittaa sita, ettd BP-reaktiossa saatiin kloonattua geenit

ilman virheitd ja LR-reaktiossa geenit siirrettiin onnistuneesti kahteen tutkimuskohtai-

seen vektoriin.
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8 Johtopé&atokset ja pohdinta

Saadun sekvensointituloksen perusteella voidaan luotettavasti todeta, ettd geenit FG1
ja XRC kloonattiin ja siirrettiin onnistuneesti Gateway Technology-menetelméan reaktiol-
la pBA 002 HA- ja pER8 HA-vektoreihin. Vektoreita voidaan tdmén perusteella myo6s
jatkossa kayttaa luotettavasti tarvittaviin tutkimuksiin eli siirtdéé kasveihin yliekspressiota

ja indusoitua ilmenemista varten.

FG1 ja XRC geenien siirto ja kloonaaminen eivat onnistuneet pK26w7-vektoriin, silla
LR-reaktiossa ei saatu minkaanlaista bakteerikasvustoa maljalle. Tama tarkoittaa sita,
ettd LR-reaktiossa luotua yhdistelma-DNA:ta ei saatu transformoitua bakteeriin niin,
ettd bakteerit olisivat alkaneet lisdéntya kasvatusmaljalla, ja kopioimaan geeneja. Ta-
man takia ei ollut yhdistelma-DNA:ta, eli geenid, jota olisi voitu eristda bakteerista. Ta-
ma voi johtua monesta syystd. Bakteeri on voinut esimerkiksi kuolla transformaatioka-
sittelyn aikana, tai antibioottigeeni ei ole valttdméatta ehtinyt ilmentyd bakteerisolussa,
minka takia bakteeri on voinut kuolla antibioottia siséltavalla kasvatusmaljalla, tai virhe
on voinut tapahtua Gateway Technology-menetelmén aikana. Jos FG1 ja XRC geeneil-
le halutaan tehda jatkossa tutkimuksia pK26w7-vektorilla, taytyy koko prosessi tehda

uudestaan.

Yritin kahteen kertaan saada geeneja siirrettya pK26w7 vektoriin LR-reaktiolla, mutta
kummallakaan kerralla en saanut bakteeripesékkeitéd kasvatusmaljalle. Ensimmaisella
kerralla bakteerit viljeltin vaaralle antibioottia sisaltavalle maljalle, jolloin kasvua oli
likaa. Tamén takia ei voida sanoa varmasti, mika bakteeripesake sisaltdd halutun gee-
nin. Toisella kerralla virheen uskon sattuneen LR-reaktiossa, jossa entsyymien loppu-
minen johti reaktion heikkoon katalysointiin, silla kitista loppui "LR-Clonase”-entsyymi

kesken.

Tein myds BP-reaktio kahteen kertaan, silla ensimmaisella kerralla laimennos oli liian
suuri, jolloin geeneja ei ollut tarpeeksi naytteessa. TAman takia ei saatu mitaan tulosta
transformaatiosta, koska geenejd ei saatu tarpeeksi siirrettyd vektoriin tai bakteeriin.
Seuraavalla reaktiolla laimennos oli sopiva ja geenit saatiin onnistuneesti siirrettya vek-

toriin ja bakteeriin ja néin jatkettua prosessi loppuun asti.
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8.1 Lopuksi

Koin opinnaytetyon erittdin opettavaiseksi ja mielestani tydta oli mukavaa ja mielenkiin-
toista tehda. Aihe sindnsé ei ollut kovinkaan tuttu, joten aluksi tyon hahmottaminen oli
vaikeaa. Ohjaajani olivat kuitenkin erittain patevid ja opettivat karsivallisesti kaiken mit&
en ymmartéanyt, ohjaajille iso kiitos tasta. Sain myés kasiini erittdin hyvan kirjan (Geeni-
tekniikka, Turun ammattikorkeakoulu), joka sisélsi suurimman osan tydprosessissa
kaytetyistda menetelmistad. Sen avulla sain myds suomeksi tietoa aiheesta, mika helpotti
suuresti tydn kirjoittamista ja ymmartamista. Muuten kaikki tyéohjeet olivat englanniksi
ja myds tydskentely oli englanniksi. Tasta ei kuitenkaan ollut mitddn haittaa, vaan pain-

vastoin sain hyvin harjoittaa englanninkielen taitojani.

Ainoa tekijd mika jai harmittamaan, oli se, etten saanut kloonattuja geeneja siirrettya
pK26w7 vektoriin. Ajan loppuessa piti todeta, ettd prosessia ei tAmén osalta saatu lop-
puun asti. Taman takia opinndytetyon tarkoitus ei kokonaan tayttynyt. Olen silti erittéin
tyytyvainen, ettd sain siirrettyd ja kloonattua geenit kahteen vektoriin, joita Mirko Pavi-

cic voi kayttaa vaitoskirjassaan.

Eettisyyden kannalta koin tarkeéksi tehda tyon tarkasti ja luotettavasti alusta loppuun
asti ja ajatuksena oli, ettd saan kaiken tehtyd niin hyvin, etta tutkimusryhmalle on oike-
asti kayttoa tyolle. Tydskentelin ja noudatin ohjeita mahdollisimman tarkasti ja yritin
tydskennella niin, etté tulokset ovat luotettavat. Kirjasin paivittdin ylos mahdollisimman
tarkasti kaikki mita olen paivan aikana tehnyt, jotta tutkimusryhmalla on mahdollista
|bytaa tiedot tarvittaessa. Tutkimusryhman pyynndsté tydssa kaytettyjen geenien oikeat
nimet vaihdettiin ja keksittiin tilalle koodinimet, jotta tutkimusryhman tutkimusaiheita tai
tuloksia ei tule esiin tassa tyossd. En mydskaan julkaise mitaan, mika liittyy laheisesti
heidan tutkimusaiheeseen. Prosessin aikana ehdittin myds pitdd muutama palaveri,
jossa kaytiin muiden tutkimusryhman jasenten kanssa |api saavutettuja tuloksia. Tama
helpotti paljon hahmottamaan oman tytn ja koko ryhman tyon kokonaisuutta ja tutki-

musaihetta.

Opinnaytetyon lopputulokseen olen tyytyvainen ja mielestéani tyosta tuli toimiva koko-
naisuus. Toivon, etta tydsta on hyoétya sille, joka haluaa pohjan lyhyiden DNA-jaksojen

kloonaamiseen, jossa kaytetddn hyddykseen vektoreita ja E.coli-bakteeria.
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InviTrap® Spin Plant RNA Mini Kit, Invisorb 2009

Scheme

Please work quickly and perform all extraction steps at room temperature (RT)!

i f) <3 < f) < mﬂ\%-@f{-cﬁ%‘-

Please read the protocols carefully prior to the start of
the preparation procedure!

homogenization of the sample under liquid nitrogen (Prevent
thawing of the starting matenal!)

Note: Homogenize the camier in the Lysis Solution DCT or RP by
shaking and mix it with DTT or -Mercaptoethanol.

add 900 pl Lysis Solution DCT or Lysis Solution RP to
maximal 100 mg tissue powder

mix thoroughly by vortexing, incubate for 15 — 30 min under
continuously shaking or vortexing

centrifuge for 1 min at maximum speed

place a Prefilter in a 2.0 ml Receiver Tube

transfer the supernatant carefully into the Prefilter
centrifuge for 1 min at 9.300 x g (10.000 rpm)
discard the Prefilter

add S00 pl of 96 — 100% ethanol to the filtrate, mix
thoroughly by pipetting up and down

transfer the lysate onto the RNA binding RTA Spin Filter and
centrifuge for 1 min at 9.300 x g (10.000 rpm)

discard the flow-through and place the RTA Spin Filter back
into the RTA Receiver Tube

transfer the residual sample into the same RTA Spin Filter and
centrifuge again for 1 min at 9.300 x g (10.000 rpm)

discard the flow-through and place the RTA Spin Filter back
into the RTA Receiver Tube

pipet SO0 yl Wash Buffer R1 onto the RTA Spin Filter and
centrifuge for 30 sec at 9.300 x g (10.000 rpm)
discard the flow-through and reuse the RTA Receiver Tube

pipet 700 yl Wash Buffer R2 onto the RTA Spin Filter and
centrifuge for 30 sec at 9.300 x g (10.000 rpm)

discard the flow-through and reuse the Receiver Tube
(repeat this washing step once)

to eliminate any traces of ethanol, centrifuge for 3 min at
2=13.400 x g (12.000 rpm)
discard the RTA Receiver Tube

transfer the RTA Spin Filter into a RNase free Elution Tube
pipet 30-60 pl of Elution Buffer R onto the membrane of the
RTA Spin Filter, incubate for 2 min and centrifuge for 1 min at
9.300 x g (10.000 rpm)

discard the RTA Spin Filter

place the eluted total RNA immediately on ice

Liite 1
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DNase I, RNase free, Thermo Fisher Scientific 2010

Removal of genomic DNA from RNA preparations
1. Add to an RNase-free tube:

RNA 149
10X reaction buffer with MqCl, 1l
DNase |, RNase-free 1U
DEPC-treated Water (#R0601) to 10 pl

2. Incubate at 37°C for 30 min.

3.Add 1 pl 50 mM EDTA and incubate at 65°C for 10 min.
RNA hydrolyzes during heating with divalent cations in the
absence of a chelating agent (5). Alternatively, use
phenol/chloroform extraction.

4, Use the prepared RNA as a template for reverse transcriptase.

Note

« Do not use more than 1 u of DNase |, RNase-free per 1 g of
RNA.

o If using DNase |, HC, enzyme can be diluted in 1X DNase
reaction buffer just prior to use, or in storage buffer (not
supplied see composition on reverse page) for longer storage.

o Volumes of the reaction mixture and 50 mM EDTA solution
can be scaled up for larger amounts of RNA. The
recommended final concentration of RNA is 0.1 pg/pl.

o Thermo Scientific RiboLock RNase Inhibitor (#£00381), typically
at 1 wjl, can also be included in the reaction mixture to prevent
RNA degradation.

Removal of template DNA after in vitro transcription

1. Add 2 u of DNase |, RNase-free per 1 g of template DNA

directly to a transcription reaction mixture. In some cases,
the amount of enzyme should be determined empirically.

2. Incubate at 37°C for 15 minutes.

3. Inactivate DNase | by phenol/chloroform extraction.

DNA labeling by nick-translation
1. Mix the following components:

10X reaction buffer for DNA Polymerase | 2.5 pl

Mixture of 3 dNTPs, 1 mM* each

fnthout the labeled ANTP) .50
[o-“P]-dNTP, 1.85-3.7 MBq
~110 TBg/mmol (3000 Cmmol) (50-100 pCi)
DNase |, RNase-free 1l

freshly diluted to 0.002 w/y* W

DNA Polymerase | (#EP0041) 0.5-1.5pl (5-15 u)
Template DNA 0.25 g

Water, nuclease-free (#R0581) to 25l

2. Immediately incubate at 15°C for 15-60 min.

3. Terminate the reaction by adding 1 pl of 0.5 M EDTA,
pH 8.0 (#R1021).

4, Take an aliquot (1 pl) to determine the efficiency of label
incorporation. A specific activity of at least 10°cpm/yg DNA
is expected.

Note

o The labeled DNA can be purified from the unincorporated
labelled dNTPs using Thermo Scientific GeneJET PCR
Purification Kit (#K0701).

* To prepare a mixture of 3 non-labeled dNTPs (1 mM of each),
mix 1 pl aliquots of stock solutions of each dNTP (100 mM,
from #R0181) with 97 pl of Water, nuclease-free (#R0581).
Store at -20°C.

** DNase |, RNase-free can be diluted with 1X reaction buffer for
DNA Polymerase I: 50 mM Tris-HCI (pH 7.5 at 25°C),

10 mM MgCl, and 1 mM DTT.
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iScript™ cDNA Synthesis Kit, Bio-Rad Laboratories 2000

Reaction Setup

Please Note

The 5x iScript reaction mix may generate some precipitation upon thawing; this does not
affect the quality of the mixture. If you do experience precipitation, please mix thoroughly

to resuspend and use as directed below.

Components Volume per Reaction

5x iScript reaction mix

iScript reverse transcriptase
Nuclease-free water

RNA template (100 fg to 1 ug total RNA)*

4l
1l
x
x ul

Total volume

Reaction Protocol

Incubate complete reaction mix:
5 minutes at 25°C
30 minutes at 42°C
5 minutes at 85°C
Hold at 4°C (optional)

Reagents and Materials Not Supplied

Reagents for PCR or real-time PCR

Such as:

iTag™ DNA polymerase, 170-8870

Q™ supemix, 170-8860, or

Q™ SYBR® Green supermix, 170-8880
Pipet tips, aerosol barrier tips

Such as:

Xcluda™ style B, 211-2006
Nuclease-free tubes

0.2 ml thin-wall tubes TWI-0201

20 pl

0.2 ml thin-wall tubes HSP-9601 (Low-Profile)
HSS-9601 (Full Height)

RNA purification kit
Such as:
Aurum™ total RNA mini kit, 732-6820 or

Aurum total RNA kit, 2 x 96 well, 732-6800



High-Fidelity DNA Polymerase, Finnzymes 2010

3. Guidelines for Using Phusion™
DNA Polymerase

Phusion DNA Polymerase (2U/pl) is provided with 5x Phusion
HF Buffer and 5x Phusion GC Buffer. Both buffers contain
1.5 mM MgCl, at final reaction concentrations. Separate
tubes of DMSO and 50 mM MgCl, solutions are provided
for further optimization.

3.1 Basic reaction conditions for PCR amplifications
Carefully mix and centrifuge all tubes before opening to
improve recovery. PCR reactions should be set up on ice.
Prepare a master mix for the appropriate number of samples
to be amplified. Phusion DNA Polymerase should be pipetted
carefully and gently as the high glycerol content (50 %) in
the storage buffer may otherwise lead to pipetting errors.
It is critical that the Phusion DNA Polymerase is the last
component added to the PCR mixture, since the enzyme
exhibits 3°—5" exonuclease activity that can degrade primers
in the absence of dNTPs.

Table 1. Pipetting instructions (in order).

Component Volume / Volume / Final conc.
50 pl reaction | 20 pl reaction

H,O add to 50 pl add to 20 pl

5x Phusion HF Buffer* | 10 pl 4pl 1x

10 mM dNTPs 1 pl 0.4 pl 200 pM each

primer A** x pl x pl 0.5 pM

primer B** x pl x pl 0.5 uM

template DNA x pl x pl

(DMSO***, optional) | (1.5 pl) (0.6 pb) (3 %)

Phusion DNA 0.5 pl 0.2 pl 0.02U/pl

Polymerase

Table 2. Cycling instructions.
2-step protocol 3-step protocol
Cycle step Temp. | Time Temp. | Time Cycles
Initial denaturation | 98°C | 30s 98°C [30s 1
Denaturation 98°C | 5-10s 98°C |5-10s
Annealing (see 6.3) = = X°C |[10-30s 25-35
Extension (see 6.4) | 72°C | 15-30s/1 kb | 72°C | 15-30s/1 kb
Final extension 72°C | 5-10 min 72°C | 5-10 min 1
4°C | hold 4°C | hold

Liite 1
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GeneJET PCR Purification Kit, Thermo Fisher Scientific 2013

PURIFICATION PROTOCOL

Note

Fead IMPORTANT NOTES on p. 3 before starting.

All purification steps should be carried out at room temperature.

All centrifugations should be carried out in a table-top microcentrifuge at >12000 x g
{10 000-14 000 rpm, depending on the rotor type).

Step Procedure

Add a 1:1 volume of Binding Buffer to completed PCR mixture (2.0. for every
100 pL of reaction mixture, add 100 pL of Binding Buffer). Mix thoroughly.
1 Check the color of the solution. A yellow color indicates an optimal pH for DNA
binding. If the color of the solution is orange or violet, add 10 plL of 3 M sodium
acetate, pH 5.2 solution and mix. The color of the mix will become yellow.

Optional: if the DNA fragment is <500 bp, add a 1:2 volume of 100% isopropanol
2 (e.g., 100 pL of isopropanol should be added to 100 pL of PCR mixture combined
for DNA | with 100 pL of Binding Buffer). Mix thoroughly.

=500bp | Note. If PCR mixture contains primer-dimers, purification without isopropanol is recommended.
However, the yield of the target DNA fragment will be lower.

Transfer up to 800 pL of the solution from step 1 (or optional step 2) to the GenedET
purification column. Centrifuge for 30-60 s. Discard the flow-through.
Notes.

3 1. If the total volume exceeds B0D L, the solution can be added to the column in stages. After
the addition of 800 pL of solution, centrifuge the column for 30-60 s and discard flow-through.
Repeat until the entire solution has been added to the column membrane.

2. Close the bag with GeneJET Purification Columns fightly after each usel

Add 700 pL of Wash Buffer (diluted with the ethanol as described on p. 3) to the
4 GensJET purification column. Centrifuge for 30-60 s.

Discard the flow-through and place the punfication column back into the collection
tube.

Centrifuge the empty GeneJET purification column for an additional 1 min to
5 completely remove any residual wash buffer.

Note. This step is essential as the presence of residual ethanol in the DNA sample may inhibit
subsequent reactions.

Transfer the GenadET purification column to a clean 1.5 mL microcentrifuge tube
(not included).

Add 50 pL of Elution Buffer to the center of the GeneJET purification column
membrane and centrifuge for 1 min.

Note

6 * For low DNA amounts the elution volumes can be reduced to increase DNA concentration.

&n elution volume befween 20-50 L does not significantly reduce the DNA yield. However,
elution volumes less than 10 pL are not recommended.

& [|f DMA fragment is =10 kb, prewsarm Elution Buffer to 65°C before applying to column.

= |fthe elution volume is 10 pL and DNA amount is 25 pg, incubate column for 1 min at room
temperafure before centrifugation.

7 Discard the GeneJET purification column and store the purified DNA at -20°C.
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GenElute™ Plasmid Miniprep Kit, Sigma-Aldrich 2010

Procedure

Mote: All centrifugation speeds are given in units of g. Please refer to Table 1 for information

on converting g-force to rpm. If centrifuges/rotors for the required g-forces are not available, use the
maximum g-force possible and increase the spin time proportionally. Spin until all iquid passes through
the column.

All steps are carried out at room temperature.

Harvest cells Pellet 1-5 ml of an overnight recorbinant E coli culture
by centrifugation. The optimal volume of culture to use
depends upon the plasmid and culture density. For best
yields, follow the instructions in the note below. Transfer
the appropriate volume of the recombinant £ coli culture
to a microcentrifuge tube and pellet cells at =12,000 X g
for 1 minute. Discard the supernatant.

Note: For best results with recombinant E colf grown

in LB (Luria Broth), use 1-3 ml of culture for high copy
plasmids or 1-5 ml of culture for low copy plasmids. With
recombinant E coli grown in rich media such as TB (Terrific
Broth) or 2X YT, use anly 1 ml of culture. Higher volurmes
can cause a reduction in yield.

1. Resuspend cells Completely resuspend the bacterial pellet with 200 pl of
the Resuspension Solution. Vortex or pipette up and down
to thoroughly resuspend the cells until homogeneous.

Important Reminder:

Veerify that appropriate volume : : :
I A LT ) Incomplete .resuspensmn will result in poor reco.very.
Resuspension Solution. Another rapid way to resuspend the cell pellets is to
scrape the bottoms of the microcentrifuge tubes back
and forth 5 times across the surface of a polypropylene
microcentrifuge tube storage rack with 5 X 16 holes?
2. Lysecells Lyse the resuspended cells by adding 200 pl of the

Lysis Solution. Immediately mix the contents by gentle
inversion (-8 times) until the mixture becomes clear and
viscous. Do not vortex. Harsh mixing will shear genomic
DNA, resulting in chromosomal DMA contamination

in the final recovered plasmid DNA. Do not allow the
lysis reaction to exceed 5 minutes. Prolonged alkaline
lysis may permanently denature supercoiled plasmid
DMNA that may render it unsuitable for most downstream
applications.



3.

7.

8.

Neutralize

Prepare Column

Load cleared lysate

Optional wash (use only
with EndAT strains)

Wash column

Important Reminder:
Verify that ethanol has been added to
the bottie of Wash Solution 2.

Elute DNA

Liite 1
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Precipitate the cell debris by adding 350 pl of the
Neutralization/Binding Solution. Gently invert the

tube 4-6 times. Pellet the cell debris by centrifuging at
=12,000 X g or maximurm speed for 10 minutes. Cell
debris, proteins, lipids, SDS, and chromaosomal DNA
should fall out of solution as a cloudy, viscous precipitate.
If the supernatant contains a large amount of floating
particulates after centrifugation, recentrifuge the
supernatant before proceeding to step 6.

Insert a GenElute Miniprep Binding Column into a
provided microcentrifuge tube, if not already assembled.
Add 500 pl of the Column Preparation Solution to each
miniprep column and centrifuge at 12,000 X g for 30
seconds to 1 minute. Discard the flow-through liquid.

Note: The Column Preparation Solution maximizes
binding of DNA to the membrane resulting in more
consistent yields.

Transfer the cleared lysate from step 3 ta the column
prepared in step 4 and centrifuge at =12,000 X g for 30
seconds to 1 minute. Discard the flow-through liquid.

Add 500 pl of the Optional Wash Solution to the column.
Centrifuge at =12,000 X g for 30 seconds to 1 minute.
Discard the flow-through liquid.

Note: When working with bacterial strains containing the

wild-type EndA* gene, such as HB101, JM101, and the NM
and PR series, the Optional Wash step is necessary to avoid
nuclease contarmination of the final plasmid DMA product.

Add 750 ul of the diluted Wash Solution to the column.
Centrifuge at =12,000 X g for 30 seconds to 1 minute.
The column wash step removes residual salt and other
cantaminants introduced during the column load. Discard
the flow-through liquid and centrifuge again at maximum
speed for 1 1o 2 minutes without any additional Wash
Solution to remove excess ethanol.

Transfer the column to a fresh collection tube. Add 100

pl of Elution Solution or molecular biology reagent water
to the column. For DMNA sequencing and other enzymatic
applications, use water or 5 mM Tris-HCI, pH 8.0, as an
eluant Centrifuge at =12,000 X g for 1 minute. The DNA
is now present in the eluate and is ready for immediate
use or storage at -20 °C.

Note: If a mare concentrated plasmid DNA preparation

is required, the elution volume may be reduced to a
rinimum of 50 pl. However, this may result in a reduction
in the total plasmid DNA yield.
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Gateway Tecnology, BP-reaction, Life Technologies Corporation 2011

I. Add the following components to 1.5 ml microcentrifuge tubes at room
temperature and mix.
Mote: To include a negative conteol, set wp a second sample reaction and omit the BP
Clomase™ enzyme mix (ses Step 4.

Components Sample Positive Control

atfB-PCR product or linearized atfB 1-10 -
expression clone (£0-100 fmol)

pDONR™ vector {150 ng/ul) 2pl 2ul
pEXP7-tet positive control (50 ng/ul) | - 2ul
5X BP Clonase™ Reaction Buffer 4ul 4
TE Buffer, pH 8.0 bo 16 ul B ul

2. Remove the BP Clonase™ enzyme mix from -B0*C and thaw on ice
i~ 2 minutes).

3. Vortex the BP Clonase™ enzyme mix briefly twice (2 seconds each time).
4. To each sample above, add 4 ul of BP Clonase™ enzyme mix. Mix well by
vortexing briefly twice {2 seconds each time).
Reminder: Return BF Clonase™ enzyme mix to -80°C immediately after use.

5. Incubate reactions at 25°C for 1 howr.

Mote: For most applications, a 1 hour incubation will vield a sufficient number of
entry clones. Depending on your neads, the length of the recombination reaction can
be extended up to 18 hours. An overnight incubation typically vields 5-10 times more
codonies than a 1 hour incubation. For large PCE products {25 kib), longer incubations
{i.e. ovemight inoubation} will increase the yield of colonies and are racommendead.

6. Add 2 pl of the Proteinase K solution to each reaction. Incubate for 10
minutes at 37°C.

7. Proceed to Transforming Competent Cells, next page.

Note: You may store the BP reaction at -20°C for up to 1 week before transformation,
If desirad.
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Gateway Tecnology, LR-reaction, Life Technologies Corporation 2011

1. Add the following components to 1.5 ml microcentrifuge tubes at room

temperature and mix.
Note: To include a negative control, set up a second sample reaction and omit the LR
Clonase™ enzyme mix (see Step 4).
Component Sample | Negative | Positive
Control | Control
Entry clone (100-300 ng/reaction) 1-10 - =
Destination vector (300 ng/reaction) |2 ul 2ul 2ul
pPENTR™-gus (50 ng/ul) - - 2ul
5X LR Clonase™ Reaction Buffer 4ul 4ul 4ul
TE Buffer, pH 8.0 to 16 ul 10 ul 8ul

2. Remove the LR Clonase™ enzyme mix from -80°C and thaw on ice

(~ 2 minutes).

3. Vortex the LR Clonase™ enzyme mix briefly twice (2 seconds each time).

To each sample above, add 4 ul of LR Clonase™ enzyme mix. Mix well by
vortexing briefly twice (2 seconds each time).

Reminder: Retum LR Clonase™ enzyme mix to -80°C immediately after use.

5. Incubate reactions at 25°C for 1 hour.

Note: For most applications, 1 hour will yield a sufficient number of colonies for
analysts. Depending on your needs, the length of the recombination reaction can be
extended up to 18 hours. For large plasmids (2 10 kb), longer incubation times (i.c.
overnight incubation) will yield more colonies and are recommended.

Add 2 ul of the Proteinase K solution to each reaction. Incubate for 10 minutes
at 37°C.

Proceed to transform a suitable E. coli host and select for expression clones. If

you are transforming Library Efficiency® DH5a™ competent E. col, follow the
protocol on page 24.

Note: You may store the LR reaction at -20°C for up to 1 week before transformation, if
desired.




