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Kukan kehitykseen ja toimintaan vaikuttaa ubikitiini proteasomi-järjestelmä, joka vaikuttaa
kaikissa organismeissa hajottamalla säädellysti organismin proteiineja. Järjestelmän vaiku-
tusta kukan kehitykseen on tutkittu vielä vähän, mutta on saatu näyttöä siitä, että se voi
mahdollisesti vaikuttaa välttämättömiin kasvisignaaleihin. Tämän takia järjestelmän usko-
taan voivan mullistaa koko kasvisignaalien tutkimuksen. Vaikuttamalla kukan kehitykseen
uskotaan pystyvän luomaan uudenlaisia kukkia, jotka kestävät paremmin stressiä ja joiden
kukinnat kestävät pidempään. Näin voidaan saada esimerkiksi enemmän siemeniä ja he-
delmiä. Tämä olisi hyvä asia niin maatalouden kestävälle kehitykselle, kuin yhteiskunnalle-
kin.

Työn tavoitteena oli kloonata kaksi geeniä, jotka toimivat ubikitiini proteasomi-
järjestelmässä. Geenit kloonattiin vektoreilla ja E.coli-bakteereilla. Kloonatut geenit voitai-
siin tämän jälkeen käyttää tutkimuksiin, joiden tarkoituksena on selvittää, miten geenit vai-
kuttavat kukan kehitykseen.

Geenit kloonattiin Gateway Technology-menetelmällä, joka käyttää bakteriofagin ja bak-
teerin luontaista rekombinaatiota hyväkseen siirtääkseen geeni vektoriin. Siirrettäessä
geeni menetelmän ”donor”-vektoriin saadaan ”entry clone”. Luotu ”entry clone” siirrettiin
bakteeriin, joka pystyy monistamaan geenin nopeasti ja tehokkaasti. Kloonattu geeni siir-
rettiin tämän jälkeen kolmeen ”destination”-vektoriin, joiden avulla pystytään tutkimaan
geeniä erilaisissa tutkimuksissa. Myös nämä vektorit siirrettiin ja kloonattiin samalla mene-
telmällä. Ensimmäisen sekvensointituloksen perusteella saatiin kloonattua geenit onnis-
tuneesti Gateway technology-menetelmän ”entry clone”. Toisella sekvensointi tuloksella
todettiin, että kloonattujen geenien siirto ”destination”-vektoreihin ja näiden kloonaus onnis-
tui kahteen vektoriin. Yhteen vektoriin ei saatu siirrettyä geenejä ollenkaan, minkä takia
yhdestä vektorista ei saada tehtyä tarvittavia tutkimuksia. Jos halutaan siirtää geenit vekto-
riin, pitää koko prosessi tehdä uudestaan. Kahdesta onnistuneesta vektorista voidaan teh-
dä luotettavasti tarvittavia tutkimuksia.

Avainsanat ubikitiini proteasomi-järjestelmä, 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,
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1 Johdanto

Työ tehtiin Helsingin yliopiston maataloustieteidenlaitoksella toimivassa tutkimusryh-

mässä, jonka vastuullisena tutkijana toimii FT Kristiina Himanen. Opinnäytetyö on osa

ryhmässä tehtävää tohtorintutkintoa. Tutkimusryhmä tutkii ubikitiini-signaalien vaikutus-

ta kukan kehitykseen eli niin kutsuttuja FUPS-signaaleja (Flower specific Ubiquitin Pro-

teasome System). Uusimmista tutkimuksista on selvinnyt, että ubikitiini proteasomi-

systeemi eli UPS voi mahdollisesti vaikuttaa välttämättömiin kasvisignaaleihin, kuten

kehitys- ja stressivasteisiin. Tämä on aivan uudenlainen ja vähän tutkittu järjestelmä,

joka voi mullistaa kasvisignaalien tutkimuksen. Tutkimustuloksista odotetaan keinoja,

joilla voidaan vaikuttaa UPS-järjestelmän avulla mm. kasvin kehitykseen, kestävyyteen

ja kukintaan. Vaikuttamalla näihin tekijöihin pystytään luomaan uusia ja parempia kas-

veja, jotka pystyvät esimerkiksi tuottamaan suurempia kukkia ja siten enemmän sie-

meniä. Tämä olisi hyvä asia niin kestävälle kehitykselle kuin yhteiskunnallekin. (Hima-

nen 2013a, Mäki-Kihniä 2013.)

Opinnäytetyön tarkoitus on kloonata kaksi geeniä ja siirtää kloonatut geenit kolmeen

tutkimuskohtaiseen vektoriin. Kloonattavat geenit osallistuvat UPS-järjestelmään ja

vaikuttavat näin sekä kukan toimintaan että kehitykseen. Työssä tutkittavat geenit koo-

daavat E3-entsyymin, joka toimii pääosana UPS-järjestelmässä. Geenien kloonaami-

seen käytetään vektoreita, joihin siirretään kloonattava geeni. Tuotettu yhdistelmä-DNA

monistetaan siirtämällä se Escherichia coli-bakteeriin. Lisääntyessään E.coli-bakteeri

kopioi täsmälleen samanlaisen yhdistelmä-DNA:n ja geenin uuteen bakteerin. Näin

saadaan kloonattua alkuperäinen geeni moninkertaisesti. Kloonattu geeni voidaan tä-

män jälkeen eristää bakteerista ja käyttää tulevia tutkimuksia varten.

Tutkimusryhmä käyttää tutkimuksissaan Arabidopsis thalianaa eli lituruohoa. Arabidop-

sis thaliana on paljon käytetty mallikasvi kasvitutkimuksessa, sillä kasvin koko genomi

tunnetaan ja se on hyvin helppohoitoinen ja nopeakasvuinen (Luontoportti 2014). Ara-

bidopsis thalianalla on 1200 (kappaletta) erilaista E3-entsyymiä ja näistä opinnäytetyö-

hön valittiin kaksi geeniä (Jones ‒ Ougham ‒ Thomas ‒ Waaland 2012: 178). Geenien

viralliset nimet pidetään salassa tutkimusryhmän pyynnöstä ja opinnäytetyössä näistä

käytetään koodinimiä. Geenien koodinimet ovat XRC ja FG1.
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2 Ubikitiini proteasomi-järjestelmä

Tutkimusprojektin perusta on ubikitiini proteasomi-järjestelmä eli UPS. UPS löytyy kai-

kista aitotumaisista organismeista ja se on välttämätön järjestelmä normaalille solutoi-

minnalle. UPS-järjestelmän tehtävä organismissa on säädellä proteiinien hajotusta.

(Jones ym. 2012: 177–179.) Proteiinit koostuvat aminohapoista ja toimivat mm. ent-

syymeinä ja säätely- ja rakenneproteiineina (Solunetti 2006c). Proteiinit säätelevät

kaikkia organismin prosesseja ja ovat sen vuoksi elintärkeitä. Toimimattoman UPS-

järjestelmän seurauksena voi olla viallisten proteiinien kertyminen organismiin tai tar-

peellisten proteiinien poisto. Tästä voi seurata organismille erilaisia kehitysongelmia.

(Holmberg-Still 2013.)

Ubikitiini proteasomi-järjestelmällä on iso rooli solutoiminnassa. Solu pystyy UPS-

järjestelmän avulla valikoivasti alentamaan tiettyjen proteiinien toimintaa ohjaamalla

niitä hajotukseen. Näin solu pystyy vaikuttamaan eri prosesseihin ja niiden muutoksiin,

joissa vaikuttavat avainsäätelijät kuten mm. transkriptiotekijät ja erilaiset reseptorit.

(Himanen 2013b: 1; Jones ym. 2012: 177–179.)

2.1 Tausta

Ubikitiini proteasomi-järjestelmää on tutkittu vielä hyvin vähän ja parhaiten kuvatut

UPS-tekijät ovat ilmaantuneet mutanttiseulonnoista ja genomin laajuisista seulonnoista.

Ei ole olemassa mitään yleistä strategiaa, jolla näitä tekijöitä pystytään tunnistamaan,

joten niitä on kuvattu vielä hyvin vähän. Ubikitiini proteasomi-järjestelmä on hyvin tär-

keä tutkimusala ja sen tutkiminen ja ymmärtäminen antaa paljon vastauksia solun toi-

minnasta. Esimerkiksi pystytään paremmin ymmärtämään tiettyjä sairauksia tai orga-

nismin eri kehitysvaiheita, ja näin ollen myös vaikuttamaan niihin. (Himanen 2013b: 1;

Holmberg-Still 2013.)

2.2 Ubikitiinin biokemia

Ubikitiini on pienimolekyylinen proteiini, joka kiinnittyy hajotettavaan proteiiniin. Kiinnit-

tymällä proteiiniin ubikitiini merkitsee proteiinin proteasomille, jonka tehtävä on tämän

jälkeen hajottaa proteiini aminohapoiksi ja tuottaa näin uusia rakenneaineita solulle.

Ubikitiinin kiinnittymiseen tarvitaan kolmea eri entsyymiä, jotka ovat aktivoiva entsyymi
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(E1), konjugoiva entsyymi (E2) ja ligoiva entsyymi (E3). Näiden entsyymien perusteella

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

Prosessi alkaa kun E1 aktivoi ubikitiinin ATP:n avulla. Tämä saa aikaan ubikitiinin kiin-

nittymisen E1:seen. Seuraavaksi ubikitiini siirtyy ja kiinnittyy E2:seen. E2 pystyy ubiki-

tiinin kiinnittymisen jälkeen kiinnittymään E3:seen. E3 toimii ligaasina, joka yhdistää

E2:sen ja ubikitiinin hajotettavaan proteiiniin. Ubikitiini pystyy tämän yhdistymisen jäl-

keen kiinnittymään kohdeproteiiniin. Tämä prosessi toistuu riittävän usein, kunnes ubi-

kitiinit muodostavat polyubikitiiniketjun. Ketjun pituus on hyvin spesifinen ja määräytyy

suurimmalta osin E3 ligaasivaiheessa. Arabidopsis-kasvissa on yli 1200 geeniä, jotka

koodittavat E3-entsyymejä, kun taas E1 geenejä on vain 2 ja E2 geenejä 37. Protea-

somi tunnistaa valmiin polyubikitiiniketjun proteiinista ja saa näin signaalin hajottaa

proteiinin. (Himanen 2013b: 1; Jones ym. 2012: 177–179.)

Kuvio 1. Kaavakuva ubikitiinin siirtymisestä hajotettavaan proteiiniin. Prosessi alkaa ubikitiinin
kiinnittymisellä entsyymi 1:seen. Tähän tarvitaan energiaa eli ATP:tä, joka muuttuu
kiinnittymisen jälkeen AMP:ksi ja kahdeksi fosforiksi (P). Entsyymi 1 siirtää ubikitiinin
entsyymi 2:lle. Entsyymi 2 ja ubikitiini kiinnittyy entsyymi 3:seen, joka yhdistää ubiki-
tiinin hajotettavaan proteiiniin. Koko prosessi toistetaan riittävän usein, kunnes hajo-
tettavaan proteiiniin on muodostunut polyubikitiiniketju. (Kuva: Suvi Autto, 2014)
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3 Vektori eli geenikuljetin

Geenitekniikassa on kehitelty vektoreita, joita käytetään geenikuljettimina. Vektori on

hyvin stabiili ja helposti työstettävä, mikä tekee siitä hyvän tutkimusvälineen. Erilaisia

vektorimalleja on kehitelty paljon ja niitä käytetään moniin eri tutkimuksiin. Vektorimal-

leja luodaan luonnon omista geeninsiirtotyökaluista. Vektorimalli pitää valita isän-

täsolun perusteella niin, että se pystyy replikoitumaan ja monistumaan solussa. Tässä

työssä esitetyt vektorimallit ovat plasmidivektori ja faagivektori. (Haajanen ‒ Pelkonen

‒ Pärssinen ‒ Suominen 2010: 66‒87; Salo 1997; Solunetti 2006e.)

Kun vektoriin siirretään tutkittava geeni, saadaan luotua yhdistelmä-DNA, joka pystyy

lisääntymään ja/tai tuottamaan haluttuja proteiineja solussa. Luotu yhdistelmä-DNA

voidaan tämän jälkeen siirtää bakteeriin transformaatiolla, jolloin saadaan kopioitua eli

kloonattua lisää yhdistelmä-DNA:ta ja tutkittavaa geeniä. Kloonatut geenit (yhdistelmä-

DNA) voidaan lisääntymisen jälkeen eristää bakteerista hajottamalla bakteeri. (Haaja-

nen ym. 2010: 66‒87.)

3.1 Plasmidivektori

Plasmidimolekyylit ovat pieniä rengasmaisia DNA-molekyylejä, joita esiintyy luontaises-

ti bakteereilla, hiivoilla, homeilla ja joillakin korkeammilla eliöillä. Ne eivät ole liittyneenä

solun kromosomiin, vaan monistuvat ja toimivat itsenäisesti solun sisällä. Aina solun

jakaantuessa kumpikin tytärsolu saa plasmidin, jolloin plasmidin geneettinen sisältö

siirtyy bakteerista toiseen. Tutkimusten ja kehityksen myötä on havaittu, että plasmidi

voidaan siirtää bakteeriin, jolla ei ole aikaisemmin ollut plasmidia. Havaittiin myös, että

plasmidi voidaan katkaista restriktioentsyymeillä tarkoin määrätystä kohdasta ja liittää

uudelleen yhteen DNA-ligaasientsyymeillä. Plasmidin siirtämistä bakteeriin kutsutaan

transformaatioksi, jota voi tapahtua joko luonnollisesti tai keinotekoisesti. (Brown T.A

2006: 14; Haajanen ym. 2010: 66‒87.)

Plasmidit sisältävät usein myös yhden tai useamman geenin, jotka ovat hyvin tarpeelli-

sia isäntäsolulle. Esimerkiksi bakteerisolun plasmidissa voi olla antibioottiresistenssi-

geeni (selektiogeeni), jonka avulla bakteeri pystyy kasvamaan antibiootin läsnä ollessa.

Laboratorioissa antibioottiresistenssiä on opittu käyttämään hyväksi mm. silloin, kun

halutaan varmistaa että bakteeri, joka sisältää halutun plasmidin, kasvaa maljassa.
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Maljoihin lisätään antibioottia, jolloin ainoastaan resistenssin omaava bakteeri pystyy

lisääntymään maljalla. Näin voidaan valikoida eli selektoida mukaan ainoastaan sellai-

set bakteerit, jotka sisältävät halutun plasmidin ja tarvittavan selektiogeenin. Antibiootti-

resistenssiä käytetään mm. varmistamaan onnistunut transformaatio. (Brown T.A 2006:

14; Haajanen ym. 2010: 66‒87.)

Plasmidin luontaista esiintymistä ja lisääntymistä bakteerissa pystytään käyttämään

hyväksi, kun halutaan kloonata lyhyitä DNA-jaksoja. Plasmidin tiedon pohjalta ja tutki-

musten kautta on kehitelty plasmidivektori. Plasmidivektori kuten plasmidi on rengas-

muotoinen DNA-yhdiste, joka voidaan katkaista ja liittää yhteen restriktioentsyymien ja

DNA-ligaasientsyymien avulla.  Näiden entsyymien avulla voidaan myös siirtää tutkitta-

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

3.2 Säätelyalueet ja promoottori

Vektorit sisältävät säätelyalueita, jotka säätelevät vektorin toimintaa ja luovat vektorille

erilaisia kykyjä. Säätelyalueen yleisin tehtävä on toimia replikaation aloitusalueena, eli

ori-alueena, sekä restriktioentsyymien katkaisukohtina. Nämä alueet ovat hyvin tärkeitä

vektorin toiminnalle, ja ilman niitä vektori on käyttökelvoton. Käyttökelpoiselle vektorille

tarvitaan myös muita säätelyalueita tutkimuksesta riippuen. Esimerkiksi ekspressiovek-

tori sisältää säätelyalueen, jolla halutaan ilmentää vektoriin siirretty geeni in-vivo eli

elävässä solussa. In-vitro-transkriptiovektoreiden säätelyalueella voidaan taas valmis-

taa vektoriin siirretystä DNA-jaksosta RNA:ta koeputkessa. (Haajanen ym. 2010: 59–

86.)

Promoottori on vektorirenkaassa sijaitseva säätelyalue, joka sijaitsee ennen inserttiä eli

tutkittua geeniä. Promoottori on alue, johon RNA-polymeraasi kiinnittyy, ja josta tran-

skriptio alkaa. Alueella mahdollistetaan siirretyn geenin toiminnan isäntäsolussa. Pro-

moottorilla on siis keskeinen osuus vektorin geenisäätelyssä. (Haajanen ym. 2010: 59–

86.)
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Kuvio 2. Pelkistetty plasmidivektori, jossa on muutamia tarvittavia säätelyalueita ja selek-
tiogeeni. Säätelyalueet ovat ori-alue ja restriktioentsyymin tunnistuskohdat. Promoot-
torialueena ovat transkription ja/tai translaation aloitusalueet sekä transkription lope-
tusalue. Selektiogeeninä toimii antibioottiresistenssigeeni. Restriktioentsyymien avulla
saadaan vektorirengas katkaistua, ja liitettyä haluttu geeni DNA-ligaasientsyymeillä.
Jälkimmäiseen vektorirenkaaseen on siirretty haluttua geeniä ja luotu yhdistelmä-
DNA:ta. Yhdistelmä-DNA voidaan siirtää bakteerin kloonattavaksi.

3.3 Faagivektori

Opinnäytetyössä käytetty Gateway Technology-menetelmä on kehittänyt faagivektorei-

ta, jotka hyödyntävät perinteisen restriktio-ligaatioentsyymien reaktiosarjan sijaan luon-

taista rekombinaatiota. Luontaista rekombinaatiota tapahtuu, kun bakteriofagi infektoi

bakteerin. Bakteriofagin genomissa on säätelyalue, joka rekombinoi bakteerin geno-

missa olevan alueen kanssa. Rekombinaatiossa bakteriofagin ja bakteerin alueet vaih-

tavat paikkaa keskenään ja näin bakteriofagin genomia siirtyy bakteerin genomiin. Ga-

teway Technology-menetelmä hyödyntää näitä samoja säätelyalueita siirtääkseen

kloonattava geeni faagivektoriin ja luodakseen yhdistelmä-DNA:ta, joka siirretään bak-

teeriin monistettavaksi eli kloonattavaksi. Tästä on kerrottu lisää ”Kloonaaminen Gate-

way Technology-menetelmällä”-kappaleessa. (Haajanen ym. 2010: 91–92; Invitrogen

Corporation 2010: 3–4.)

4 Opinnäytetyön tarkoitus ja tutkimusongelmat

Työn tarkoituksena on eristää Arabidopsis thaliana kasvista kaksi tutkittavaa geeniä

(XRC ja FG1) ja siirtää ne Gateway technology-menetelmän reaktiolla vektoreihin. Vek-

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



7

meen tutkimuskohtaiseen vektoriin. Näiden vektoreiden avulla tutkimusryhmän on tar-

koitus tehdä geeneille luotettavasti erilaisia tutkimuksia (proteiinien merkitseminen fluo-

resenssi merkillä, geenien ylituotto kasvissa sekä geenien indusoitava ylituotto kasvis-

sa). Menetelmän reaktioiden ja geenin kloonaamisen jälkeen lähetetään geenit sek-

vensoitavaksi, jotta saadaan varmistettua, että geenit ovat säilyneet virheettöminä koko

prosessin ajan.

Tutkittava geeni siirretään vektoriin kloonattavaksi, sillä luotu yhdistelmä-DNA on hyvin

stabiili yhdiste ja helposti kloonattavissa bakteerissa. Yhdistelmä-DNA on myös helppo

säilyttää ja siirtää niin, että se säilyy hyvin ehjänä koko prosessin ajan. Näin pystytään

siirtämään tutkittava geeni yhdistelmä-DNA:n mukana haluttuun paikkaan. Geeni siirre-

tään kloonaamisen jälkeen tutkimuskohtaisiin vektoreihin, sillä vektoreita voidaan muo-

kata helposti tarvittaviin tutkimuksiin ja siirtää erilaisiin kohteisiin, joihin geeni saadaan

vaikuttamaan.

Käytännön ongelmia voi ilmaantua koko prosessin ajan. RNA:n eristäminen kasvista

voi epäonnistua esimerkiksi RNaasin takia, jolloin ei saada tutkittavia geenejä monistet-

tua. Vektorin siirtäminen bakteeriin voi epäonnistua, jolloin ei saada kloonattua lisää

geenejä. Samoin yhdistelmä-DNA:n eristäminen bakteerista voi epäonnistua, jolloin ei

saada kloonattua geeniä. Geeni, joka kloonataan, voi muuttua prosessin aikana PCR-

virheen takia, jolloin tarvittavia tutkimuksia ei voida tehdä. Tällöin geeni on klooonatta-

va uudestaan. BP- ja LR-reaktio voivat epäonnistua, jolloin geeniä ei saada siirrettyä

vektoriin. Myös sekvensointi voi antaa virheellisen tuloksen, jolloin reaktio pitää tarkis-

taa uudelleen ja todeta onko virhe geenissä vai reaktiossa.

Tutkimuskysymyksenä opinnäytetyössä kuuluu, että saadaanko geenit siirrettyä luotet-

tavasti Gateway Technology-menetelmällä vektoreihin ja kloonattua tämän jälkeen bak-

teerissa niin, että geenit säilyvät virheettöminä koko prosessin ajan?

5 Työssä käytetyt menetelmät

Käytetyt menetelmät seuraavat Gateway Technology-menetelmää, jolla voidaan kloo-

nata DNA-jaksoja vektoreihin ja monistaa E.coli-bakteerien avulla. Suurimmalta osin

menetelmässä käytetään kaupallisia reagenssipakkauksia, joista työssä myöhemmin

käytetään käsitettä ”kitti”. Valmistajien työohjeet löytyvät liitteenä.
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5.1 RNA:n eristäminen ja puhdistaminen

RNA eli ribonukleiinihappo on hyvin nopeasti hajoavaa, minkä takia työ täytyy suorittaa

nopeasti ja varovaisesti. Solut sisältävät myös ribonukleaasientsyymejä eli RNaaseja,

jotka pilkkovat eristettävää RNA:ta. RNaasit ovat hyvin kestäviä ja vaikeasti inaktivoita-

via entsyymejä, joita on kaikkialla ympäristössä, kuten esimerkiksi ihmisen iholla. Tämä

lisää entisestään RNA-eristyksen vaikeutta kun halutaan eristää ehjiä ja täyspitkiä

RNA-juosteita. (Haajanen ym. 2010: 108–109.)

Työn alussa Arabidopsis-kasvista saatu näyte homogenisoidaan ja hajotetaan nopeasti

nestemäisessä typessä sekä hellävaraisella detergenttikäsittelyllä. Näin saadaan RNA

esiin soluista ja RNA:n hajoaminen pysyy erittäin vähäisenä. Detergenttikäsittely sisäl-

tää guanidiinitiosyanaatin, joka hajottaa solut nopeasti ja samalla inaktivoi RNaasit.

Käsittelyn aikana poistuu myös DNA, joka kiinnittyy reagensissa oleviin mineraalikanta-

japartikkeleiden pintaan. Nämä partikkelit poistuvat myöhemmin tapahtuvassa pesu- ja

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

Menetelmä perustuu sentrifugointi-pylväsmenetelmään, jossa käytetään hyväksi sili-

kamatriksikalvoa. Silikamatriksi on negatiivisesti varautunut kalvo, joka pystyy sitomaan

negatiivisesti varautuneen nukleiinihapon positiivisesti varautuneen ionin avulla. Sili-

kamatriksikalvo on sidottu pieneen pylvääseen, joka asetetaan vastaanottoputkeen.

Kun liuos sentrifugoidaan pylvään läpi eli kalvon läpi, saadaan tutkittava nukleiinihappo

tarttumaan kalvoon ja ylimääräinen liuos putken pohjalle. Epäpuhtaudet saadaan pois

pesuliuoksilla ja etanolilla, jotka sentrifugoidaan pylvään läpi. Lopuksi nukleiinihappo

irtoaa silikakalvosta pienellä määrällä laimeaa puskuria, kun liuos sentrifugoidaan kal-

von läpi puhtaaseen vastaanottoputkeen. (Haajanen ym. 2010: 106; Invisorb 2009: 2;

Solunetti 2006b.)

Kun eristetään RNA:ta, saadaan näytteeseen myös vähän DNA:ta. RNA käsitellään

RNaasivapaalla DNaasientsyymillä eli deoksribonukleaasientsyymillä, joka pilkkoo yk-

si- ja kaksijuosteista DNA:ta. (Thermo Scientific 2012a: 1–2.)

5.2 cDNA-transkriptio ja PCR

Transkriptio tehdään käänteiskopioijaentsyymin avulla, joka tuottaa DNA:ta RNA-mallin

mukaan. Käänteistranskriptiota ei normaalisti esiinny solussa, minkä takia käytetään
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RNA-viruksen käänteiskopioijaentsyymiä. Entsyymi syntetisoi complementary DNA-

juosteen (cDNA), eli komplementaarisen DNA-juosteen, käyttäen mallijuosteena eris-

tettyä messenger RNA-juostetta, eli lähetti-RNA:ta. Eristetyt mRNA-juosteet sisältävät

poly(A)-jakson 3´-päässä, johon käänteistranskriptioentsyymin oligo(dT)-aluke kiinnittyy

ja josta käänteistranskriptiosynteesi alkaa. cDNA-juoste saa siis poly(dT)-jakson 5´-

päähän. Oligo(dT)-alukkeella saadaan erotettua mRNA muusta RNA:sta, sillä ainoas-

taan mRNA:lla on alukkeen kiinnittymiseen tarvittava poly(A)-jakso. (Brown T.A 2006:

166; Haajanen ym. 2010: 170.)

Käänteistranskription jälkeen mRNA:ta ei enää tarvita ja se pilkotaan RNase H:lla. Tä-

män jälkeen pilkottu mRNA toimii alukkeina DNA-polymeraasille, joka syntetisoi vastin-

juosteen cDNA-juosteelle. Näin saadaan kaksijuosteista DNA:ta, joka edustaa alkupe-

räistä mRNA:ta. (Brown T.A 2006: 166; Haajanen ym. 2010: 170.)
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Kuvio 3. mRNA-juosteen 3´-pään poly(A)-häntään kiinnittyy oligo(dT)-aluke, joka toimii kään-
teistranskriptiosynteesin aloituskohtana. Käänteistranskriptiossa mRNA-juosteelle
tehdään cDNA-vastinjuoste käänteiskopioijaentsyymeillä. Transkription jälkeen RNA
pilkotaan RNaasi H:lla, jonka jälkeen pilkottu RNA toimii DNA-polymeraasin alukkei-
na. DNA-polymeraasi syntetisoi alukkeiden avulla cDNA:lle vastinjuosteen. Reaktion
lopputuotoksena on kaksijuosteinen cDNA (ds-DNA), joka edustaa alkuperäistä
mRNA:ta.
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Tuotetusta kaksijuosteisesta cDNA:sta monistetaan tutkittavat geenit ja alukkeiden

avulla liitetään geenin molempiin päihin rekombinaatioentsyymin tunnistuskohdat.

Työssä käytettiin DNA-polymeraasia, joka tuottaa PCR-reaktiossa DNA-mallijuosteelle

vastinjuosteen. (Finnzymes 2010.)

Reaktio tapahtuu kahdessa eri PCR-reaktiossa, jolloin monistus on tehokkaampaa ja

kustannuksissa säästetään, sillä lyhyet alukkeet ovat halvempia ostaa. Alukkeet ovat

jaettu kahtia niin, että ensimmäinen osa tunnistaa spesifisesti tutkittavan geenin 5´-

pään ja kiinnittyy siihen. Alukkeen ensimmäisen osan kiinnitys ja geenin monistus ta-

pahtuu ensimmäisellä PCR-reaktiolla. Seuraava osa alukkeesta tunnistaa ensimmäi-

sen osan ja käyttää tätä mallijuosteena seuraavassa PCR-reaktiossa. Näin saadaan

rekombinaatioentsyymin tunnistuskohdat attB1 ja attB2, jotka myöhemmin rekombinoi-

vat Gateway Technology-menetelmän vektoreiden tunnistuskohtien kanssa. (Haajanen

ym. 2010: 154–173.)
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Kuvio 4. Ensimmäisellä PCR-reaktiolla kiinnitetään ensimmäinen osa alukkeesta. Alukkeet
ovat B1/1 ja B2/1. Alukkeet tunnistavat tutkittavan geenin 5´-pään ja kiinnittyvät sii-
hen. Seuraavaksi DNA-polymeraasi käyttää geeniä mallijuosteena ja tekee tälle vas-
tinjuosteen. Tämä toistuu, kunnes reaktion lopussa on monistettuna suuri määrä tut-
kittavaa geeniä.
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Kuvio 5. Toisella PCR-reaktiolla saadaan luotua monistetun geenin molempiin päihin rekombi-
naatioentsyymin tunnistuskohdat. Toinen osa alukkeesta tunnistaa ensimmäisen
osan ja käyttää tätä mallijuosteena. Alukkeet ovat B1/2 ja B2/2. PCR-reaktion lopussa
on monistettuna tutkittavien geenien päihin rekombinaatioentsyymin tunnistuskohdat.
Tunnistuskohdat ovat attB1 ja attB2, jotka rekombinoivat Gateway Technology-
menetelmän vektoreiden tunnistuskohtien kanssa.
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5.2.1 DNA eristäminen PCR-reaktiosta

DNA eli deoksiribonukleiinihappon eristäminen PCR-reaktion lopputuotteesta tehdään

samantapaisella sentrifugointi-pylväsmenetelmällä kuin RNA:n eristys. Poikkeuksena

on molekyylien hajotus, johon käytetään kaotrooppia, joka on biomolekyylejä denatu-

roiva yhdiste, joka rikkoo molekyyliä ympäröivän vesivaipan. Tämä saa aikaan DNA:n

kiinnittymisen silikamatriksikalvoon. Kaotrooppia käytetään myös usein RNA:n eristyk-

sen soluhajotuksessa, sillä tämä ehkäisee hyvin RNA:n hajoamista. (Haajanen ym.

2010: 106–107.)

5.3 Transformaatio E.coli-bakteereille CaCl2-menetelmällä

Plasmidin saattamista bakteeri-, hiiva-, home- ja kasvisolujen sisään, joko luonnollisesti

tai keinotekoisesti sanotaan transformaatioksi. Keinotekoisesti sen voi tehdä E.coli-

bakteeriin käsittelemällä bakteerisolut ensin jääkylmällä CaCl2-liuoksella ja tämän jäl-

keen lyhyellä lämpökäsittelyllä eli lämpöshokilla. CaCl2-käsittely saattaa solut tilaan,

jossa ne ovat kykeneviä ottamaan DNA:ta sisäänsä. Sanotaan, että solut ovat kompe-

tentteja. (Haajanen ym. 2010: 141–142.)

E.coli-bakteerien solumembraanissa on reikiä, joiden kautta plasmidi pääsee bakteerin

sisään lämpökäsittelyn aikana. Reaktio vaatii jääkylmän CaCl2-käsittelyn, sillä solu-

membraani ja plasmidi ovat molemmat negatiivisesti varautuneita kun taas on CaCl2
positiivisesti varautunut. Käsittely saa aikaan neutraalin ympäristön CaCl2 kiinnittyessä

negatiivisesti varattuun soluun ja plasmidiin. Kylmyys taas tasapainottaa solumem-

braanin niin, että lyhyen lämpökäsittelyn aikana plasmidi pääsee solun sisään. Lyhyen

lämpökäsittelyn aikana vallitsee hetkellisesti solun ulkopuolella ja sisällä epätasapaino,

jonka aikana plasmidin on mahdollista sujahtaa solumembraanin reiästä sisään dif-

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

5.3.1 Työprosessi

Kompetentteihin E.coli-bakteereihin, jotka ovat CaCl2-liuoksessa, lisätään pienessä

tilavuudessa yhdistelmä-DNA:ta. Seoksen annetaan seistä jäähauteessa kolmekym-

mentä minuuttia, jolloin muodostuu neutraali varaus sekä tasapaino solujen ja DNA:n

välille. Kylmäkäsittelyn jälkeen annetaan transformaatioseokselle minuutin kestävä
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lämpöshokki, jolloin yhdistelmä-DNA:t sujahtavat solujen sisälle. Välittömästi läm-

pöshokin jälkeen seos siirretään takaisin jäähauteeseen pariksi minuutiksi. Seokseen

lisätään tämän jälkeen elatusainetta ja pidetään ravistelun alla noin tunnin ajan 37

°C:ssa, jotta yhdistelmä-DNA:n antibioottiresistenssigeeni ehtii ilmeentyä baktee-

risolussa. Seos sentrifugoidaan ja solut viljellään selektiivisille maljoille, joilla vain trans-

formoituneet bakteerisolut alkavat kasvaa. Maljat pidetään yön yli 37 °C:ssa ja onnistu-

nut transformaatio näkyy seuraavana aamuna maljalle muodostuneina bakteeripesäk-

keinä. Bakteerit ovat hyvin herkkiä kaikille muutoksille, ja suurin osa kuolee käsittelys-

sä, joten työ täytyy suorittaa hyvin varovaisesti. (Haajanen ym. 2010: 141–142; Cold

Spring Harbor Laboratory 2003; lähde.)

Bakteeripesäkkeistä otetaan seuraavaksi yksi pesäke, joka siirretään elatusaineeseen

kasvamaan. Bakteerin annetaan lisääntyä yön yli 37 °C:ssa hiljaisessa sekoituksessa.

Bakteerin lisääntyessä saadaan myös kopioitua eli kloonattua lisää yhdistelmä-DNA:ta

moninkertaisesti. Seuraavana aamuna bakteereista voidaan eristää kloonattuja geene-

jä. (Haajanen ym. 2010: 141–142.)

5.4 Yhdistelmä-DNA:n eristäminen bakteerista ja DNA:n säilyttäminen

Yhdistelmä-DNA on rengasmuotoinen ja kestävä DNA-yhdiste, joka on erillään kro-

mosomaalisesta DNA:sta. Tämän takia se on helposti eristettävissä bakteerisolusta.

Jotta yhdistelmä-DNA saadaan eristettyä bakteerista, ovat bakteerit ensin kasvatettava

ja kerättävä. Tämä tehdään kasvattamalla bakteerit elatusaineessa ja sentrifugoimalla

seos. Bakteerisolut hajotetaan seuraavaksi alkaalisessa eli emäksisessä liuoksessa,

joka sisältää emästä NaOH:a ja detergenttiä SDS:ä. Liuokseen lisätään myös RNaasia,

joka pilkkoo soluissa olevan RNA:n. Näin saadaan emäksen vaikutuksesta DNA dena-

turoitua ja RNA pilkottua pois näytteestä. Seuraavaksi liuos neutraloidaan kaliumase-

taatilla. Neutraloituminen saostaa proteiinit ja jättää suurikokoisen kromosomaalisen

DNA:n denaturoituneeseen tilaan ja saostaa sen. Ainoastaan pienikokoinen yhdistel-

mä-DNA renaturoituu ja jää liuokseen. (Haajanen ym. 2010: 103–104; Sigma-Aldrich.

2010.)

Lopuksi yhdistelmä-DNA puhdistetaan liuoksesta sentrifugointi-pylväsmenetelmällä,

jossa silikamatriksikalvo sitoo yhdistelmä-DNA:n ja päästää epäpuhtaudet kalvon läpi

keräysputkeen pohjalle. Tilalle vaihdetaan puhdas putki, johon yhdistelmä-DNA irrote-
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taan pois kalvolta, joko vedellä tai Tris-HCl:lla. (Haajanen ym. 2010: 103–104; Sigma-

Aldrich. 2010.)

Osalle bakteerikasvustoa tehdään glyseroliseos ennen yhdistelmä-DNA:n eristystä

bakteerisoluista. Näin saadaan säilöttyä geenejä myöhempiä tutkimuksia varten. Bak-

teerikasvustosta otetaan sopiva määrä bakteereita erilliseen säilöntäputkeen ja lisätään

samassa suhteessa 100 %:sta glyserolia. Seos säilytetään -80 °C:ssa. (Addgene, Inc

2014.)

5.5 Kloonaaminen Gateway Technology-menetelmällä

Bakteriofagit ovat bakteerin viruksia, jotka pystyvät infektoidessaan bakteerisolun vaih-

tamaan oman genominsa bakteerin genomiin. Bakteriofagin genomissa on kaksi att-

kohtaa (attachment), jotka pystyvät tunnistamaan bakteerin genomissa olevat att-

kohdat. Kun bakteriofagi tunnistaa nämä kohdat, se vaihtaa näiden paikat keskenään.

Näin bakteeri alkaa tuottaa viruksen proteiineja ja jälkeläisiä, kunnes bakteerisolu hajo-

aa ja vapauttaa jälkeläiset. Koko tapahtumaa sanotaan transduktioksi ja genomin vaih-

toa geneettiseksi rekombinaatioksi. Bakteriofagin ja bakteerin luontaista genomin vaih-

toa käytetään hyväksi kloonatessa Gateway technology-menetelmällä. Menetelmä

käyttää E.coli-bakteerin attB1- ja attB2-kohtia ja E.coli-bakteerin viruksen lambdafaagin

attP1- ja attP2-kohtia hyväkseen heidän luomissaan vektoreissa. (Haajanen ym. 2010:

91–92; Invitrogen Corporation 2010: 3–4; Venäläinen; Solunetti 2006a; Solunetti

2006d.)

Gateway technology on kaksivaiheinen menetelmä, jonka vaiheet ovat BP-reaktio ja

LR-reaktio. BP-reaktiossa tutkittava geeni siirretään menetelmään tuotettuun vektoriin

ja tästä tuotettu yhdistelmä-DNA siirretään bakteeriin kloonattavaksi. LR-reaktiossa

kloonattu geeni siirretään uuteen tutkimuskohtaiseen vektoriin, jonka avulla saadaan

tehtyä geenille tarvittavia tutkimuksia. Myös tästä tuotettu yhdistelmä-DNA siirretään

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

5.5.1 BP-reaktio

Kloonattavat geenit sisältävät attB1- ja attB2-kohdat, joko PCR-reaktiossa lisättynä tai

plasmidirenkaassa liitettynä, jotta menetelmässä käytettävä ”donor”-vektori (pDONR)
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pystyy tunnistamaan ne. Rekombinaation avulla attB1- ja attB2-kohdat ja attP1- ja

attP2-kohdat vaihtavat keskenään paikkaa, muodostaen attL1- ja attL2-kohdat. Muo-

dostettua yhdistelmä-DNA:ta kutsutaan ”entry clone”:iksi. ”Entry clone” transformoidaan

E.coli–bakteeriin, joka lisääntyessä kopioi eli kloonaa geenin. Kloonattu geeni eriste-

tään lopuksi bakteerista, josta se siirretään LR-reaktiossa tutkimuskohtaisiin vektorei-

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

Reaktion rekombinaatiota katalysoidaan ”BP Clonase”-entsyymeillä, jotka tunnistavat

att-kohdat, vaihtaa niiden paikat keskenään ja kovalentisti yhdistää DNA:n eli geenin

vektoriin. Reaktio pysäytetään ”Proteinase K”-reagenssillä, joka on proteiineja pilkkova

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

5.5.2 LR-reaktio

LR-reaktiossa kloonattu geeni siirretään ”entry-clone”:ista ”destination”-vektoreihin,

joiden avulla saadaan tehtyä geenille haluttuja tutkimuksia. Vektori sisältää attR1- ja

attR2-kohdat, jotka tunnistavat ”entry-clone”:in attL1- ja attL2-kohdat. Rekombinaation

avulla saadaan vaihdettua näiden paikat keskenään ja muodostettua tutkimukseen

sopiva ”expression clone”. Lopuksi ”expression clone” siirretään transformaatiolla

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

Reaktio katalysoidaan ”LR Clonase”-entsyymeillä, jotka tunnistavat att-kohdat, vaihtaa

niiden paikat keskenään ja kovalentisti yhdistää DNA eli geenin vektoriin. Reaktio py-

säytetään ”Proteinase K”-reagenssillä. (Life Technologies Corporation 2011: 5.)

Kuvio 6. BP- ja LR-reaktion vaiheet: BP-reaktiossa siirretään tutkittava geeni kloonattavaksi
”entry clone”-vektoriin. Reaktiossa ”donor”-vektorin attP-kohdat tunnistavat moniste-
tussa geenissä sijaitsevat attB-kohdat. attB ja attP-kohdat vaihtavat keskenään paik-
kaa niin, että myös tutkittava geeni ja ylimääräinen DNA-yhdiste vaihtavat paikkaa.
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Reaktiossa muodostuu tällöin ”entry clone”, jonka att-kohtia sanotaan attL-kohdiksi.
Ylimääräinen DNA-yhdiste siirtyy ”donor”-vektorista ja muodostaa reaktiotuotteen,
jonka kohtia sanotaan attR-kohdiksi. LR-reaktiossa siirretään kloonattu geeni ”entry
clone”-vektorista tutkimuskohtaiseen ”destination”-vektoriin. Reaktiossa tapahtuu
päinvastainen reaktio kuin BP-reaktiossa. ”Entry clone”:in attL-kohdat ja ”destination”-
vektorin attR-kohdat vaihtavat keskenään paikkaa, jolloin myös geeni ja ylimääräinen
DNA-yhdiste vaihtavat paikkaa. Näin muodostuu ”expression clone”, jonka muodos-
tavat attB-kohdat ja reaktiotuote, johon ylimääräinen DNA-yhdiste siirtyy ja johon
muodostuu attP-kohdat. Menetelmässä tapahtuvaa reaktiota kutsutaan homologiseksi
rekombinaatioksi, ja reaktioita katalysoidaan ”BP”- ja ”LR-Clonase”-entsyymeillä.

6 Opinnäytetyöprosessi

Työprosessi alkoi eristämällä Arabidopsis-kasvista RNA:ta. Näyte RNA:n eristykseen

otettiin kasvin siitä kohdasta, joka ilmentää tutkittavaa geeniä. Kasvien täytyy olla kas-

vuvaiheessa, jolloin geenin ilmeneminen on vahvempaa. Eristetty RNA toimii geenituot-

teiden pohjana, josta saadaan käänteistranskription ja PCR:n avulla monistettua tutkit-

tavat geenit. Geenipohjana käytetään mRNA:ta, sillä se ei sisällä introneita. Intronien

puuttuminen lyhentää kloonattavan tuotteen pituutta ja helpottaa näin monistamista ja

kloonaamista. Intronit pitää myös poistaa silloin, kun halutaan ilmentää geeniä vieraas-

sa isännässä, kuten bakteereissa ja hiivoissa, sillä ne eivät pysty muokkaamaan kasvin

introneja (Haajanen ym. 2010: 69.) Eristetty RNA mitattiin spektrofotometrillä RNA:n

puhtauden ja pitoisuuden varmistamiseksi. Työssä käytettiin ”InviTrap® Spin Plant

RNA Mini” Kittiä, joka soveltuu kasvisolujen, kasvikudosten ja rihmasienten korkeanlaa-

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

Geenien monistus ja erottaminen muusta DNA:sta tehtiin PCR:llä, minkä takia cDNA:n

tuottaminen mRNA:sta ensin on välttämätöntä, sillä PCR:ssä monistamisen mallijuos-

teena toimii ainoastaan DNA. mRNA:ta ei myöskään voi siirtää rekombinaatioentsyy-

mien avulla myöhemmin kloonattavaan vektoriin. Ennen mRNA:n monistamista ja

kääntämistä cDNA:ksi, RNA:sta poistettiin kaikki ylimääräinen DNA. Tämä tehtiin, jotta

PCR-vaiheessa ei monistettaisi ylimääräistä DNA:ta tutkimukseen. RNA puhdistettiin

”DNase I, RNase-free” kitillä ja käänteistranskriptio tehtiin ”iScript™ cDNA Synthesis”

Kitillä. (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 spesifeillä alukkeilla, jotka lisättiin PCR-reaktioon.
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Alukkeet suunniteltiin niin, että ne kiinnittyvät ainoastaan tutkittaviin geeneihin. PCR-

reaktion lopputuotteena oli tämän jälkeen suuri määrä tutkittavaa geeniä. Alukkeet si-

sälsivät myös Gateway technology-menetelmässä tarvittavat attB1- ja attB2-kohdat.

Alukkeiden ja PCR-reaktion onnistuminen ja luotettavuus varmistettiin aina geelielekt-

roforeesilla. Lopputuloksena geelissä pitäisi näkyä ainoastaan tutkittavien geenien

DNA-juosteet. DNA eli tutkittavat geenit eristettiin tämän jälkeen PCR-reaktion loppu-

tuotteesta ja mitattiin spektrofotometrillä. PCR-reaktiot tehtiin ”High-Fidelity DNA Poly-

merase” kitillä ja DNA eristettiin PCR-reaktion lopputuotteesta ”GeneJET PCR Purifica-

tion” kitillä.

Monistetut geenit kloonattiin seuraavaksi Gateway technology-menetelmän BP-

reaktiolla. Ennen menetelmän aloittamista mitattiin geenien konsentraatio spektrofoto-

metrillä, sillä menetelmän reaktiot vaativat tietyn konsentraation. BP-reaktiossa tuotetut

”entry clone”-vektorit transformoitiin E.coli-bakteeriin kloonattavaksi, ja eristettiin kloo-

naamisen jälkeen bakteerista. Yhdistelmä-DNA:n eristys tarkistettiin spektrofotometrillä

sekä geelielektroforeesilla ja kloonatut geenit sekvensoinnilla.

Kloonattu geeni siirrettiin tämän jälkeen 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 jälkeen. Myös

tässä vaiheessa yhdistelmä-DNA:n eristys tarkistettiin spektrofotometrillä ja geelielekt-

roforeesilla, ja kloonatut vektorit tarkistettiin sekvensoinnilla.

Geenin kloonaaminen ja geenin siirto vektoriin tehtiin ”Gateway®technology” kitillä.

Plasmidin transformaatio E.coli-bakteeriin tehtiin tutkimusryhmän ohjeilla ja plasmidin

eristys ”GenElute™ Plasmid Miniprep” Kitillä.

6.1 Sekvensointi

Työssä sekvensoitavat näytteet lähetettiin maksua vastaan Haartmannin yksikköön

sekvensoitavaksi. Geenit sekvensoitiin, jotta saatiin varmistettua, että tutkittavat geenit

ovat säilyneet virheettöminä koko prosessin ajan. Työssä tarvittavat sekvensoinnit teh-

tiin BP-reaktion ja LR-reaktion jälkeen. Sekvensointi tehtiin Sangerin menetelmällä.
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6.2  Spektrofotometrinen analyysi

Näytteiden pitoisuudet ja puhtauden mitattiin Nanodrop spektrofotometrillä. Analyysillä

voidaan helposti mitata DNA:n ja RNA:n pitoisuus ja puhtaus, sillä molempien absorp-

tiomaksimi on 260 nm, kun taas proteiinien absorptiomaksimi on 280 nm. Kun näitä

kahta absorptiomaksimia vertaillaan keskenään, saadaan DNA:n ja RNA:n puhtaus.

Puhtaan DNA:n suhde A260nm/A280nm on 1,8 ja RNA:n 2,0. Tässä työssä oli tarkoituksena

saada puhtaus väille 1,8-2,1. Jos suhde on pienempi kuin 1,8, on näytteessä todennä-

köisesti 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 jälkeen geelielektroforeesi

ja spektrofotometrinen mittaus. Näin saatiin varmistettua RNA eristyksen onnistuminen

ja RNA:n puhtaus. Tulokset osoittivat, että kaikista näytteistä saatiin puhdasta RNA:ta

(kuvio 7). Kolmesta näytteestä otettiin yksi näyte tarvittavaan tutkimukseen. Näytteiden

nimet tulivat kasvin tutkimusnimestä (columbia-0).

Kuvio 7. Geelielektroforeesin ja spektrofotometrin tulokset. Geelielektroforeesissa näkyy selvät
juosteet, jokaisen näytteen kohdalla, mikä tarkoittaa sitä, että jokaisessa näytteessä
on eristettyä RNA:ta. Spektrofotometrin tuloksissa absorbanssin suhde on 1,8–2,1 vä-
lillä, mistä voidaan päätellä, että näytteet ovat RNA:ta.
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7.2 Käänteistranskriptio- ja PCR-tulokset

RNA:sta käänteistranskriptiolla tuotettu cDNA, käytettiin PCR-reaktioiden pohjana. En-

sin monistettiin kloonattavat geenit ja seuraavaksi kiinnitettiin rekombinaatioentsyymien

tunnistuskohdat. PCR-reaktioiden geelielektroforeesituloksista (kuvio 8) nähdään, että

reaktiot ovat onnistuneet ja että reaktiotuotteet ovat oikean kokoiset. Geenien koko oli

noin 500 emäsparin luokkaa ja kun vertaillaan geelielektroforeesin juosteita standar-

diin, voidaan päätellä, että PCR-reaktiossa monistettujen geenien koko on myös 500

emäsparia. Tämä tarkoittaa sitä, että reaktiossa on monistettu tutkimuksessa kloonat-

tavia geenejä.

Lopullisesta PCR-reaktiotuotteesta mitattiin spektrofotometrillä DNA:n puhtaus, jotta

saatiin varmuus, ettei reaktiossa ole ilmennyt epäpuhtauksia. Tulos näkyy kuviossa 9,

jossa absorbanssi 260/280 on välillä 1,8-2,1. Tämä tarkoittaa sitä, ettei näytteessä ole

epäpuhtauksia.

Kuvio 8. Molemmissa geelielektroforeeseissa näkyy selkeät juosteet, josta voitiin päätellä, että
PCR-reaktiossa on monistettu tutkittavat geenit. Molempien geenien pituudet ovat
luokkaa 500 emäsparia ja kun vertailtiin juovien pitoisuuksia standardiin, saatiin myös
geelielektroforeesissa geeneille luokkaa 500 emäsparia. Mukaan oli otettu myös ne-
gatiiviset näytteet kontrolliksi, joista ei erota juostetta geelielektroforeesissa.
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Kuvio 9. PCR-reaktioiden jälkeen mitattiin spektrofotometrillä näytteiden puhtauden. Tulos
osoitti, että absorbanssi 260/280 nm oli välillä 1,8–2,1, mikä tarkoittaa sitä, että näyt-
teessä on DNA:ta.

7.3 BP- reaktion tulokset

BP-reaktion jälkeen transformoidut bakteerit viljeltiin selektiiviselle maljalle kasvamaan.

Onnistunut transformaatio näkyy maljoilla bakteeripesäkkeinä. Bakteeripesäkkeet nä-

kyvät kuviossa 10 ja 11 valkoisina pisteinä. Molempien geenien transformaatiosta viljel-

tiin kaksi selektiivistä maljaa, jotta saatiin varmasti onnistunut transformaatio. Kuvista

nähdään, että kasvua oli kaikissa maljoissa. Yhdestä maljasta otettiin kaksi bakteeri-

pesäkettä, jolla varmistettiin ainakin yhdestä pesäkkeestä onnistunut yhdistelmä-DNA

eristys. Onnistunut yhdistelmä-DNA eristys varmistettiin geelielektroforeesilla ja spekt-

rofotometrimittauksella. Kuviossa 12 nähdään geelielektroforeesissa juosteet, jotka

osoittavat, että näytteissä on yhdistelmä-DNA:ta. Spektrofotometrimittauksen tulos

osoitti myös, että näytteet sisälsivät puhdasta DNA:ta.

Kuvio 10. Kaksi selektiivistä maljaa, jossa näkyy FG1-geenin onnistunut transformaatio. Maljalla
näkyy bakteeripesäkkeet valkoisina pisteinä. Molemmista maljoista on otettu kaksi
pesäkettä.
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Kuvio 11. Kaksi selektiivistä maljaa, jossa näkyy XRC-geenin onnistunut transformaatio. Maljalla
näkyy bakteeripesäkkeet valkoisina pisteinä. Molemmista maljoista on otettu kaksi
pesäkettä.

Kuvio 12. Bakteerista eristetyistä yhdistelmä-DNA:sta tehtiin geelielektroforeesi ja spektrofoto-
metrinen mittaus. Geelielektroforeesissa näkyvät juosteet osoittavat, että näytteestä
on eristetty plasmidia. Spektrofotometrin tulos oli välille 1,8-2,1, jolloin voidaan todeta
näytteen sisältävän puhdasta DNA:ta.

Lopuksi tehtiin PCR-reaktio eristetyistä plasmidinäytteistä, jotta geenit saatiin lähetettyä

sekvensoitavaksi. PCR-reaktion geelielektroforeesitulos näkyy kuviossa 13.
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Kuvio 13. Eristetyistä näytteistä tehtiin PCR-reaktio, jonka geelielektroforeesi näyttää geenien
juosteet. PCR-reaktion lopputuotteesta lähetettiin näyte 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 siirrettyä gee-

nit. pK26w7-vektorin transformaatiossa ei saatu ollenkaan bakteeripesäkkeitä, mikä

tarkoittaa epäonnistunutta transformaatiota. Epäonnistuneen transformaation takia ei

saatu kloonattua tai eristettyä yhdistelmä-DNA:ta, jotka olisivat sisältäneet pK26w7-

vektoria.

Prosessi oli sama kuin BP-reaktiossa. Onnistunut transformaatio näkyy kaikissa mal-

joissa bakteeripesäkkeinä, mikä tarkoittaa sitä, että geeni saatiin siirrettyä bakteeriin

kloonattavaksi (Kuvat 14-17). Yhdestä tuotetusta vektorista viljeltiin kaksi maljaa, jotta

saatiin varmasti onnistunut transformaatio.



25

Kuvio 14. Kuvat pER8 HA-vektorin ja geenin FG1:n onnistuneesta transformaatiosta.

Kuvio 15. Kuvat pBA 002 HA-vektorin ja geenin FG1:n onnistuneesta transformaatiosta.
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Kuvio 16. Kuvat pER8 HA-vektorin ja geenin XRC:n onnistuneesta transformaatiosta.

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

Jokaisesta maljasta otettiin kaksi bakteeripesäkettä plasmidin eristykseen. Eristetyistä

näytteistä tehtiin kaikille geelielektroforeesi ja spektrofotometrinen mittaus, joka osoitti,

että näytteet sisältävät yhdistelmä-DNA:ta (kuvio 18).



27

Kuvio 18. Geelielektroforeesin ja spektrofotometrimittauksen tulokset eristetyistä näytteistä
osoittavat, että näytteet sisälsivät yhdistelmä-DNA:ta. Geelielektroforeesissa näkyvät
selvät juosteet ja spektrofotometrimittauksen tulokset, jotka ovat välillä 1,8-2,1 ovat
merkki siitä, että näyte sisälsi puhdasta DNA:ta.

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

PCR-reaktion geelielektroforeesitulos näkyy kuviossa 19.

Kuvio 19. Geelielektroforeesi PCR-reaktiosta, jossa on monistettu geenit vektoreista. PCR-
reaktion lopputuotteesta lähetettiin näyte sekvensoitavaksi.

7.5 Sekvensointitulokset

BP- ja LR-reaktiossa eristetyt vektorit lähetettiin sekvensoitavaksi Haartmannin yksik-

köön. Sekvensointitulos osoitti, että geenit FG1 ja XRC ovat pysyneet virheettöminä

koko prosessin ajan. Tämä tarkoittaa sitä, että BP-reaktiossa saatiin kloonattua geenit

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

seen vektoriin.
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8 Johtopäätökset ja pohdinta

Saadun sekvensointituloksen perusteella voidaan luotettavasti todeta, että geenit FG1

ja XRC kloonattiin ja siirrettiin onnistuneesti Gateway Technology-menetelmän reaktiol-

la pBA 002 HA- ja pER8 HA-vektoreihin.  Vektoreita voidaan tämän perusteella myös

jatkossa käyttää luotettavasti tarvittaviin tutkimuksiin eli siirtää kasveihin yliekspressiota

ja indusoitua ilmenemistä varten.

FG1 ja XRC geenien siirto ja kloonaaminen eivät onnistuneet pK26w7-vektoriin, sillä

LR-reaktiossa ei saatu minkäänlaista bakteerikasvustoa maljalle. Tämä tarkoittaa sitä,

että LR-reaktiossa luotua yhdistelmä-DNA:ta ei saatu transformoitua bakteeriin niin,

että bakteerit olisivat alkaneet lisääntyä kasvatusmaljalla, ja kopioimaan geenejä. Tä-

män takia ei ollut yhdistelmä-DNA:ta, eli geeniä, jota olisi voitu eristää bakteerista. Tä-

mä voi johtua monesta syystä. Bakteeri on voinut esimerkiksi kuolla transformaatiokä-

sittelyn aikana, tai antibioottigeeni ei ole välttämättä ehtinyt ilmentyä bakteerisolussa,

minkä takia bakteeri on voinut kuolla antibioottia sisältävällä kasvatusmaljalla, tai virhe

on voinut tapahtua Gateway Technology-menetelmän aikana. Jos FG1 ja XRC geeneil-

le halutaan tehdä jatkossa tutkimuksia pK26w7-vektorilla, täytyy koko prosessi tehdä

uudestaan.

Yritin kahteen kertaan saada geenejä siirrettyä pK26w7 vektoriin LR-reaktiolla, mutta

kummallakaan kerralla en saanut bakteeripesäkkeitä kasvatusmaljalle. Ensimmäisellä

kerralla bakteerit viljeltiin väärälle antibioottia sisältävälle maljalle, jolloin kasvua oli

liikaa. Tämän takia ei voida sanoa varmasti, mikä bakteeripesäke sisältää halutun gee-

nin. Toisella kerralla virheen uskon sattuneen LR-reaktiossa, jossa entsyymien loppu-

minen johti reaktion heikkoon katalysointiin, sillä kitistä loppui ”LR-Clonase”-entsyymi

kesken.

Tein myös BP-reaktio kahteen kertaan, sillä ensimmäisellä kerralla laimennos oli liian

suuri, jolloin geenejä ei ollut tarpeeksi näytteessä. Tämän takia ei saatu mitään tulosta

transformaatiosta, koska geenejä ei saatu tarpeeksi siirrettyä vektoriin tai bakteeriin.

Seuraavalla reaktiolla laimennos oli sopiva ja geenit saatiin onnistuneesti siirrettyä vek-

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

Koin opinnäytetyön erittäin opettavaiseksi ja mielestäni työtä oli mukavaa ja mielenkiin-

toista tehdä. Aihe sinänsä ei ollut kovinkaan tuttu, joten aluksi työn hahmottaminen oli

vaikeaa. Ohjaajani olivat kuitenkin erittäin päteviä ja opettivat kärsivällisesti kaiken mitä

en ymmärtänyt, ohjaajille iso kiitos tästä. Sain myös käsiini erittäin hyvän kirjan (Geeni-

tekniikka, Turun ammattikorkeakoulu), joka sisälsi suurimman osan työprosessissa

käytetyistä menetelmistä. Sen avulla sain myös suomeksi tietoa aiheesta, mikä helpotti

suuresti työn kirjoittamista ja ymmärtämistä. Muuten kaikki työohjeet olivat englanniksi

ja myös työskentely oli englanniksi. Tästä ei kuitenkaan ollut mitään haittaa, vaan päin-

vastoin sain hyvin harjoittaa englanninkielen taitojani.

Ainoa tekijä mikä jäi harmittamaan, oli se, etten saanut kloonattuja geenejä siirrettyä

pK26w7 vektoriin. Ajan loppuessa piti todeta, että prosessia ei tämän osalta saatu lop-

puun asti. Tämän takia opinnäytetyön tarkoitus ei kokonaan täyttynyt. Olen silti erittäin

tyytyväinen, että sain siirrettyä ja kloonattua geenit kahteen vektoriin, joita Mirko Pavi-

cic voi käyttää väitöskirjassaan.

Eettisyyden kannalta koin tärkeäksi tehdä työn tarkasti ja luotettavasti alusta loppuun

asti ja ajatuksena oli, että saan kaiken tehtyä niin hyvin, että tutkimusryhmälle on oike-

asti käyttöä työlle. Työskentelin ja noudatin ohjeita mahdollisimman tarkasti ja yritin

työskennellä niin, että tulokset ovat luotettavat. Kirjasin päivittäin ylös mahdollisimman

tarkasti kaikki mitä olen päivän aikana tehnyt, jotta tutkimusryhmällä on mahdollista

löytää tiedot tarvittaessa. Tutkimusryhmän pyynnöstä työssä käytettyjen geenien oikeat

nimet vaihdettiin ja keksittiin tilalle koodinimet, jotta tutkimusryhmän tutkimusaiheita tai

tuloksia ei tule esiin tässä työssä. En myöskään julkaise mitään, mikä liittyy läheisesti

heidän tutkimusaiheeseen. Prosessin aikana ehdittiin myös pitää muutama palaveri,

jossa käytiin muiden tutkimusryhmän jäsenten kanssa läpi saavutettuja tuloksia. Tämä

helpotti paljon hahmottamaan oman työn ja koko ryhmän työn kokonaisuutta ja tutki-

musaihetta.

Opinnäytetyön lopputulokseen olen tyytyväinen ja mielestäni työstä tuli toimiva koko-

naisuus. Toivon, että työstä on hyötyä sille, joka haluaa pohjan lyhyiden DNA-jaksojen

kloonaamiseen, jossa käytetään hyödykseen vektoreita ja E.coli-bakteeria.
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