
Opinnäytetyö (AMK) 

Bioanalytiikan koulutusohjelma 

Solu- ja molekyylibiologia 

2013 

 

 

 

 

Jenni Tuominen 

HIIREN TSH-
RESEPTORIGEENIN 
PISTEMUTAATIO 

– Geenikonstruktin rakentaminen 

  



OPINNÄYTETYÖ (AMK) | TIIVISTELMÄ 

TURUN AMMATTIKORKEAKOULU 

Bioanalytiikan koulutusohjelma | Solu- ja molekyylibiologia 

Toukokuu 2013 | Sivumäärä 41+6 

FT Sanna Virtanen, FT Leena Strauss 

Jenni Tuominen 

HIIREN TSH-RESEPTORIGEENIN 
PISTEMUTAATIO – GEENIKONSTRUKTIN 
RAKENTAMINEN 

TSH-reseptorigeenin mutaatiot, jotka saavat aikaan reseptorin muuttumisen konstitutiivisesti 
aktiiviseksi eli aktiiviseksi ilman tyreotropiinihormonia, ovat merkittävin molekyylitason syy 
kilpirauhasen liikatoiminnan eli hypertyreoosin taustalla. 

Opinnäytetyö on osa laajempaa tutkimusta, jonka tavoitteena on selvittää hypertyreoosin 
etiologiaa ja patogeneesia, joka ei johdu autoimmuniteetistä. Tämän opinnäytetyön 
tarkoituksena oli rakentaa geenitekniikan avulla geenikonstrukti, jossa TSH-reseptorigeeniin on 
tehty pistemutaatio, joka johtaa reseptorissa D633H mutaatioon. D633H-mutaatio valittiin siksi, 
että se on tunnistettu potilailla, joilla on toksinen kilpirauhaskyhmy. D633H-mutaatiossa 
asparagiinihappo (D) on vaihtunut histidiiniksi (H). 

Tässä opinnäytetyössä tutkimustehtävää ei saatu valmiiksi, koska käytännön suorituksen 
aikana kohdattiin monia ongelmia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ASIASANAT: geenikonstrukti, TSH-reseptori, hypertyreoosi, pistemutaatio, geenitekniikka  



BACHELOR´S THESIS | ABSTRACT  

TURKU UNIVERSITY OF APPLIED SCIENCES 

Biomedical Laboratory Science | Cell and Molecular Biology 

May 2013 | Total number of pages 41+6 

PhD Sanna Virtanen, PhD Leena Strauss 

Jenni Tuominen 

POINT MUTATION IN THE MOUSE TSH 
RECEPTOR GENE – GENERATING A GENE 
CONSTRUCT 

The TSH receptor gene mutations that cause constitutively active mutations of the receptor are 
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1 JOHDANTO 

Tämä opinnäytetyö on osa laajempaa tutkimusta, jonka tavoitteena on selvittää 

hypertyreoosin etiologiaa ja patogeneesia, joka ei johdu autoimmuniteetistä. 

TSH-reseptorigeenin mutaatiot, jotka saavat aikaan reseptorin muuttumisen 

konstitutiivisesti aktiiviseksi eli aktiiviseksi ilman tyreotropiinihormonia, ovat 

merkittävin molekyylitason syy kilpirauhasen liikatoiminnan eli hypertyreoosin 

taustalla. 

Tutkimus on tärkeä, koska se antaa lisätietoa hypertyreoosin patogeneesistä eli 

taudin synnystä, jolloin voidaan myös kehittää entistä parempia ja tehokkaam-

pia hoitomuotoja. Aikaisemmissa tutkimuksissa on huomattu, että TSH-

reseptorigeenissä tapahtuva pistemutaatio (S505R, jossa seriini on vaihtunut 

arginiiniksi ja P639S, jossa proliini on vaihtunut seriiniksi) johtaa hypertyreoo-

siin. (Pohlenz ym. 2006; Agretti ym. 2012). 

Tämän opinnäytetyön tarkoituksena oli valmistaa geenikonstrukti, jossa TSH-

reseptorigeeniin on tehty pistemutaatio, joka johtaa TSH-reseptorissa D633H 

mutaatioon. D633H-mutaatio valittiin siksi, että se on tunnistettu potilailla, joilla 

on toksinen kilpirauhaskyhmy. D633H-mutaatiossa asparagiinihappo (D) on 

vaihtunut histidiiniksi (H). Valmis konstrukti siirretään siirtogeenihiirimalleihin, 

joissa on tarkoitus tutkia mutaation vaikutuksia hiiren ilmiasuun.  
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2 TUTKIMUKSEN TEOREETTINEN TAUSTA 

2.1 Tutkimuksen keskeinen teoria 

2.1.1 DNA 

DNA eli deoksiribonukleiinihappo sisältää kaiken solun perinnöllisen tiedon. 

Nukleiinihapot koostuvat toisiinsa peräkkäin liittyneistä nukleotideistä, jotka 

muodostavat pitkiä ketjumaisia molekyylejä. DNA:n rakenneosat, nukleotidit 

(Kuva 1) koostuvat fosfaattiryhmästä (P), pentoosisokerista, joka on viisihiilinen 

monosakkaridi ja orgaanisesta emäksestä. (Suominen ym. 2010, 15.) 

 

Kuva 1. Nukleotidin perusrakenne. (Suominen ym. 2010, 15) 

Kaksi nukleiinihappojuostetta pariutuu emäspariperiaatteen mukaisesti. 

DNA:ssa esiintyy neljä erilaista emästä: adeniini (A), guaniini (G), tymiini (T) ja 

sytosiini (C). (Ulmanen ym. 2009, 11-13) Pariutuneiden vastinemästen välille 

syntyy vetysidoksia niin, että adeniini ja tymiini sekä sytosiini ja guaniini muo-

dostavat parit. A- ja T-emästen välille syntyy kaksi vetysidosta, G- ja C-emästen 

välille kolme vetysidosta. Tästä syystä G- ja C- sidos on vahvempi kuin A- ja T-

sidos. DNA:ta kuumennettaessa vetysidokset emästen välillä purkautuvat eli 
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DNA denaturoituu. Denaturaatioon tarvitaan korkeampi lämpötila mitä enem-

män DNA:ssa on G-C pareja. (Heino & Vuento 2010, 40-41.) DNA on kaksijuos-

teinen ja juosteiden suunta on toisilleen vastakkainen. Nukleiinihappojen emäs-

järjestys kirjoitetaan aina yhteen suuntaan eli 5’ → 3’- suunnassa. (Suominen 

ym. 2010, 18-19.) 

Geeni on perättäisten emästen muodostama jakso, joka sisältää tiedon proteii-

nin tai RNA:n eli ribonukleiinihapon rakenteesta. Geeni koostuu säätelyaluees-

ta, RNA:ta koodaavasta alueesta ja RNA-synteesin lopetuskohdasta. Säätely-

alue vastaa geenin perusaktiivisuudesta, lisäksi se ohjaa RNA-polymeraasin 

RNA-synteesin aloituskohtaan ja määrää synteesin suunnan. Koodaava alue 

koostuu eksonijaksoista sekä intronijaksoista. Geneettinen koodi eli tieto prote-

iinien aminohappojärjestyksestä on kolmen nukleotidin ryhmissä eli kodoneina. 

Tietty kodoni vastaa tiettyä aminohappoa ja näiden lisäksi on kolme kodonia, 

jotka määräävät proteiinisynteesin lopetuksen. Neljä erilaista nukleotidia (43) voi 

muodostaa 64 erilaista kolmikkoa. Aminohappoja on 20 erilaista, joten yhtä 

aminohappoa voi vastata useampi emäskolmikko. Peräkkäisten kodonien jär-

jestys eli lukukehys määrää syntyvän proteiinin aminohappojärjestyksen. (Ul-

manen ym. 2009, 23-26.) 

2.1.2 Geenikonstrukti 

Geenikonstrukti eli yhdistelmä-DNA on DNA-molekyyli, johon on keinotekoisesti 

liitetty, jopa toisesta lajista peräisin olevia DNA-jaksoja. Mitä tahansa DNA-

molekyyliä, joka on rakennettu laboratoriossa, kutsutaan yhdistelmä-DNA:ksi. 

(Alberts ym. 2009, 330.) Geenitekniikan avulla voidaan pilkkoa pitkiä DNA-

pätkiä sopivan kokoisiksi ja liittää ne takaisin yhteen, jolloin saadaan uusia yh-

distelmiä. Yhdistelmä-DNA voidaan kopioida bakteerisolun sisällä, joka kerta 

kun bakteeri kopioi oman DNA:nsa, se kopioi myös plasmidin, jossa yhdistelmä-

DNA on. (Ulmanen ym. 2009, 180.)  
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2.1.3 Geenitekniikka 

Geenitekniikkaa pidetään yleisnimityksenä tekniikoille, joissa tutkitaan tai käsi-

tellään geneettistä materiaalia, joko kokonaan tai osittain in vitro eli eliön ulko-

puolella, koeputkessa. Geenitekniikka ei ole oma tieteenalansa vaan bioteknii-

kan haara. Sitä hyödynnetään laajasti ja käytetään moniin eri tarkoituksiin mm. 

lääketieteessä, genetiikassa, molekyylibiologiassa ja solubiologiassa. (Suomi-

nen ym. 2010, 63-65.) 

2.1.4 Siirtogeeninen hiiri 

Siirtogeenisellä hiirellä on perimään liitetty vieras yhdistelmä DNA-molekyyli. 

Syntyneellä jälkeläisellä on kaikissa soluissaan kyseinen yhdistelmä DNA-

molekyyli, joka periytyy edelleen seuraaville jälkeläisille. Siirtogeenisen hiiren 

tuottaminen voidaan jakaa neljään vaiheeseen. Ensiksi rakennetaan geenitek-

niikan avulla geenikonstrukti eli yhdistelmä-DNA. Tämän jälkeen DNA injisoi-

daan hedelmöittyneeseen munasoluun mikroinjektiolla tai jos geenikonstrukti 

halutaan tiettyyn kohtaan genomia, siirretään se alkion kantasoluihin, joista vali-

koidaan ne, joissa konstrukti on liittynyt oikeaan kohtaan. Nämä kantasolut inji-

soidaan blastokystivaiheen alkioon. Injektoidut alkiot siirretään vastaanottajahiir-

ten, valeraskaiden naaraiden, munanjohtimiin. Lopuksi syntyneiden poikasten 

perimästä (genotyyppi) tunnistetaan siirtogeeni PCR:n avulla, joko häntä- tai 

korvanäytteestä eristetystä DNA:sta. Kantahiiret, jotka osoittautuvat siirto-

geeniksi, käytetään siirtogeeniä ilmentävien hiirilinjojen tuottamiseksi. Geeni-

muuntelun muutokset ilmiasussa (fenotyyppi) tutkitaan. (Strauss 2012.) 

Siirtogeenisten hiirten tuottaminen ja ylläpito on tarkoin säädeltyä ja valvottua 

toimintaa ja niiden tuottamiseen tarvitaan koe-eläinlupa. (Eläinkoelautakunta 

2013). Siirtogeenisiä hiiriä käytetään eniten perustutkimuksessa, mutta myös 

mm. tautimallinnuksessa ja lääkekehityksessä. (Strauss 2012) 
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2.1.5 Kilpirauhanen 

Kilpirauhanen sijaitsee henkitorven etupuolella, kilpiruston alapuolella ja se pai-

naa noin 10-40 g. Kilpirauhasen muodostaa kaksi lohkoa ja näitä yhdistävä 

kannas. (Nienstedt ym. 2009, 414.) Kilpirauhaslohkojen pituus on noin 4 cm ja 

leveys ja paksuus 2-2,5 cm. Kilpirauhanen on muodostunut rakkuloista eli follik-

keleista, jotka ovat sen toiminnallisia perusyksikköjä. Follikkelin muodostaa yk-

sikerroksisen epiteelin verhoama ontelo, joka sisältää hyytelömäistä ainetta, 

kolloidia. Epiteelisolut ovat lepotilassa litteitä, mutta muuttuvat joko kuution tai 

lieriön muotoisiksi toiminnan lisääntyessä. Kolloidi sisältää tyreoglobuliinia, jon-

ka glykoproteiinirakenteeseen varastoituvat kilpirauhashormonit, tyroksiini (T4) 

ja trijodityroniini (T3). (Välimäki & Schalin-Jäntti 2009, 175.) 

Kilpirauhasfollikkelit erittävät päivittäin noin 110 nmol tyroksiinia (T4), mutta vain 

noin 10 nmol trijodityroniinia (T3). Tyroksiinissa on neljä jodiatomia ja trijodityro-

niinissa kolme. Trijodityreoniini on varsinainen biologisesti aktiivinen kilpi-

rauhashormoni, koska suurin osa tyroksiinista muuttuu kudoksissa trijodityronii-

niksi ennen vaikuttamistaan. (Välimäki & Schalin-Jäntti 2009, 177.) Kilpi-

rauhashormoneilla on useita laaja-alaisia vaikutuksia aineenvaihduntaan, fyysi-

seen ja psyykkiseen kasvuun ja kehitykseen lapsuusiässä ja aikuisiällä aineen-

vaihduntaan. Tyroksiini on välttämätön sikiön hermoston, luuston ja keuhkojen 

kehitykselle. Samoin lapsuusiässä riittävä kilpirauhashormonien eritys on nor-

maalin ruumiillisen ja henkisen kehityksen edellytys. (Nienstedt ym. 2009, 414-

415.) Kilpirauhasen follikkelien välissä olevista C-soluista erittyy kalsitoniinia 

verenkiertoon, joka vaikuttaa kalsiumaineenvaihduntaan, mutta sitä ei lueta var-

sinaisiin kilpirauhashormoneihin kuuluvaksi. Kilpirauhasella on myös keskeinen 

osuus jodiaineenvaihdunnassa elimistössä. Kilpirauhashormonien vaikutukset 

korostuvat etenkin kilpirauhasen liikatoiminnan eli hypertyreoosin aikana. (Väli-

mäki & Schalin-Jäntti 2009, 175-177.) 
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2.1.6 TSH-reseptori 

TSH (thyroid stimulating hormone) eli tyreotropiini on aivolisäkkeen etulohkon 

erittämä kilpirauhasen kasvua ja toimintaa stimuloiva hiilihydraattipitoinen prote-

iinihormoni. (Nienstedt ym. 2007, 752; Nienstedt ym. 2009, 416) Kilpirauhasso-

lussa tyreotropiini kiinnittyy omaan reseptoriinsa, joka kuuluu G-

proteiinivälitteisten reseptoreiden perheeseen. Reseptori muodostuu suuresta 

ekstrasellulaari eli solunulkoisesta osasta, seitsemän kertaa solukalvon lävistä-

västä osasta ja solunsisäisestä osasta, joka välittää viestin G-proteiineille (Kuva 

2). Tyreotropiini kiihdyttää kilpirauhasen toimintaa samalla stimuloiden jodidin 

kertymistä kilpirauhaseen, hormonien synteesiä ja niiden vapautumista veren-

kiertoon. TSH-reseptorin toimintaa lisäävät mutaatiot ovat useimmiten resepto-

rin solukalvon lävistävässä osassa. (Välimäki & Schalin-Jäntti 2009, 182, 210) 

 

Kuva 2. TSH-reseptori. (Välimäki & Schalin-Jäntti 2009, 182) 

Reseptorin aktivoituessa se jakaantuu α- ja β-alayksiköihin, jotka voivat tuottaa 

useita aktiivisia tai inaktiivisia reseptoreita. Aktiivisia on TRα1, TRβ1, TRβ2 ja 

TRβ3, reseptorit ilmentyvät kudoksissa eri tavoin. TRβ2 on keskeinen hypotala-

muksessa ja aivolisäkkeessä, kun taas TRα1 ilmentyy kaikissa kudoksissa, 

etenkin munuaisissa, maksassa, aivoissa ja sydämessä. (Välimäki & Schalin-

Jäntti 2009, 180-182.) 
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2.1.7 Hypertyreoosi 

Hypertyreoosilla tarkoitetaan kilpirauhasen liikatoimintaa, siinä tyroksiinineritys 

(T4) saattaa kasvaa jopa 15-kertaiseksi. Hypertyreoosin syynä ei ole yleensä 

tyreotropiinin (TSH) liikaeritys, usein sen määrä on vähentynyt palautevaikutuk-

sen takia. Potilaiden verestä sen sijaan löytyy tavallisesti tyreotropiinin tavoin 

vaikuttavia, kilpirauhasta stimuloivia vasta-aineita (Tsab, thyroid-stimulating 

immunoglobulins or antibodies). (Nienstedt ym. 2009, 417-418.) Tsab-vasta-

aineet kiinnittyvät TSH-reseptoriin ja kiihdyttävät kilpirauhasen toimintaa. (Väli-

mäki & Schalin-Jäntti 2009, 192) 

Hypertyreoosin oireet johtuvat liiallisen kilpirauhashormonin aiheuttamasta kiih-

tyneestä aineenvaihdunnasta, elimistö käy ”ylikierroksilla”. (Nienstedt ym. 2009, 

417) Oireita ovat mm. hermostuneisuus, lisääntynyt hikoilu, painon lasku, kiih-

tynyt sydämen syke. Oireet voivat syntyä asteittain viikkojen ja kuukausien ai-

kana. Osalle kehittyy silmäoireita: hiekan ja vierasesineen tunnetta, kaksoisku-

vat, valonarkuutta ja toisinaan silmät pullistuvat ulospäin (eksoftalmus). (Väli-

mäki & Schalin-Jäntti 2009, 195; 212.) 

2.1.8 Pistemutaatio 

Mutaatiolla tarkoitetaan joko yhdessä tai useammassa geenissä tapahtuvaa 

rakenteellista muutosta, joka sukusolussa ollessaan voi siirtyä jälkeläisille. Mu-

taation vaikutus riippuu siitä mihin kohtaa perimän osaa tai geeniä se kohdistuu. 

(Ulmanen ym. 2009, 24-25.) Pistemutaatiossa yksi emäs on muuttunut, minkä 

johdosta kyseisen emäskolmikon määräämä aminohappo saattaa korvautua 

toiseksi proteiinisynteesissä. (Nienstedt ym. 2007, 471) Tämä voi vaikuttaa tai 

olla vaikuttamatta proteiinin biologiseen aktiivisuuteen. Mikäli emäskolmikko 

muuttuu proteiinisynteesin lopetuskolmikoksi, syntyy yleensä toimintakyvytön 

proteiini, koska aminohappoketju jää normaalia lyhyemmäksi tai proteiinin toi-

minta lisääntyy tai muuttuu jollakin muulla tavalla. (Ulmanen ym. 2009, 24-25.) 

Tässä opinnäytetyössä TSH-reseptorigeenin pistemutaatio saa aikaan resepto-
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rin muuttumisen konstitutiivisesti aktiiviseksi, eli aktiiviseksi ilman tyreotropiini-

hormonia. 

2.2 Geenitekniikan menetelmiä 

2.2.1 Red/ET- rekombinaatio 

Red/ET- rekombinaatio perustuu homologiseen rekombinaatioon, ja se on yksi 

menetelmä DNA-konstruktin rakentamisessa. Se mahdollistaa rajoittamattoman 

kloonauksen, alakloonauksen ja muutokset DNA:n mihin tahansa haluttuun koh-

taan. Se mahdollistaa kaikenkokoisten DNA-molekyylien täsmällisen suunnitte-

lun. Red/ET- rekombinaatio toimii L-arabinoosin ohjauksessa. Tämä aikaan saa 

Red/ET- rekombinaatioproteiinien ilmentymisen. Nämä proteiinit taas saavat 

aikaan homologisen rekombinaation. (Genebridges 2013.) 

2.2.2 Bakteerisolujen transformaatio 

Transformaatioksi kutsutaan tapahtumaa, jossa geneettistä materiaalia viedään 

eläviin soluihin ja DNA on paljasta plasmidi-DNA:ta. Solujen tulee olla kompe-

tentteja eli ne ovat joko luonnostaan tai käsittelyn seurauksena laboratorio-

olosuhteissa kykeneviä transformoitumaan eli ottamaan vierasta DNA:ta si-

säänsä. (Suominen ym. 2010, 140-141.) Plasmidit (Kuva 3) ovat pieniä ren-

gasmaisia, itsenäisesti monistuvia DNA-molekyylejä. Niitä esiintyy etenkin bak-

teereilla, mutta myös hiivoilla ja homeilla. Plasmideja käytetään geenitekniikas-

sa kuljettimina eli vektoreina ja niitä voidaan myös katkaista restriktioentsyy-

meillä sekä liittää uudelleen yhteen DNA-ligaasilla, jolloin rengasmainen raken-

ne palautuu. (Suominen ym. 2010, 66-67.) Plasmidivektorilta vaaditaan tiettyjä 

perusominaisuuksia. Näitä ovat muun muassa ori eli replikaation aloituskohta, 

selektiogeeni joka mahdollistaa kasvun esimerkiksi antibiootin läsnä ollessa 

sekä MCS eli monikloonausalue, joka sisältää katkaisukohdat useille restriktio-

entsyymeille. (Suominen ym. 2010, 76-77.) 
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Kuva 3. Yhdistelmä-DNA-vektorina käytettävä plasmidi. (Suominen ym. 2010, 

76) 

DNA voidaan viedä bakteerisoluun eli transformoida erilaisin menetelmin, yksi 

tehokkaimmista menetelmistä on elektroporaatio. Siinä solukalvoon luodaan 

lyhytikäisiä aukkoja antamalla lyhytkestoinen ja voimakas sähköpulssi, jolloin 

DNA siirtyy aukkojen kautta solun sisään. (Suominen & Ollikka 2004, 85.) Elekt-

roporaatiota varten solut kasvatetaan maljalla, pestään vedellä ja lisätään so-

lususpensioon glyserolia ja ne pakastetaan -70 °C:een. Transformaatiota varten 

solut sulatetaan jäähauteessa ja jaetaan transformaatiokyvetteihin, joiden sivuil-

la on elektrodit. Elektroporaatio tehdään mielellään kylmässä (0-4 °C) ja se 

edellyttää tarkoitukseen valmistetun laitteen. (Suominen ym. 2010, 143.) 

2.2.3 Antibioottiselektio 

Transformaatiossa saadaan vain osa soluista ottamaan DNA:ta sisäänsä. Jotta 

tunnistetaan ja saadaan kasvamaan ainoastaan transformoituneet solut, pitää 

olla käytössä jokin tehokas tunnistuskeino eli selektio. Antibioottiresistenssi on 

yleisesti käytetty selektiomenetelmä, joka antaa solulle resistenssin tiettyä anti-
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bioottia kohtaan. Antibioottiresistenssi syntyy, kun bakteerin perimässä tapah-

tuu mutaatioita tai bakteeri saa plasmidin, jossa on antibioottiresistenssigeeni. 

Yhdessä plasmidissa voi olla useita geenejä, jotka tuovat bakteerille resistens-

siä eri antibiooteille. Tällaiset geenit koodaavat yleensä antibioottia hajottavaa 

tai tehottomaksi muuttavaa entsyymiä. Näin voidaan halutun resistenssigeenin 

sisältävät solut valikoida kasvattamalla soluja tämän antibiootin kanssa. (Suo-

minen ym. 2010, 144-146.) 

Yleisin bakteeriselektion antibiootti on penisilliinijohdannainen ampisilliini, joka 

estää bakteerien soluseinän kasvun ja tappaa kasvavia bakteerisoluja. Ampisil-

liiniresistenssi eli Ampr johtuu bla-geenistä, joka tuottaa ampisilliinia hajottavaa 

β-laktamaasientsyymiä. (Suominen ym. 2010, 146.) Muita käytettyjä antibiootte-

ja on mm. tetrasykliini, kloramfenikoli ja kanamysiini eli neomysiini, ne estävät 

bakteerien proteiinisynteesin kiinnittymällä bakteerin ribosomin eri osiin. (Medi-

cina 2013.) 

2.2.4 Ensivaiheen seulontamenetelmä 

Nykyään käytetyin ensivaiheen seulontamenetelmä on α-komplementaatio, jos-

ta käytetään nimitystä sini-valkoseuranta (Kuva 4). Tämä on yleisin ensivaiheen 

seulontamenetelmä Escherichia coli-bakteerilla työskenneltäessä. Menetelmä 

perustuu E.colin lac-operonin toimintaan. (Suominen ym. 2010, 79-80.) Yhdis-

telmä-DNA molekyylejä valmistettaessa syntyy joukko muitakin kuin haluttuja 

klooneja. Mukana on useimmiten myös pelkällä vektorilla transformoituneita 

klooneja. Seulonnan ensivaiheessa tulisi saada selville, mitkä kloonit ovat saa-

neet sisäänsä insertin sisältävän yhdistelmä-DNA-molekyylin. (Suominen & Ol-

likka 2004, 93) Menetelmän avulla voidaan värireaktion perusteella erottaa yh-

distelmä-DNA-plasmidin ja pelkän vektoriplasmidin sisältämät transformantit 

toisistaan. Edelliset kasvavat maljalla valkeina pesäkkeinä ja jälkimmäisiä kloo-

neja sisältävät pesäkkeet sinisinä. (Suominen ym. 2010, 79.)  

Tätä varten näissä vektoreissa on β-galaktosidaasientsyymin aminoterminaalis-

ta α-fragmenttia (alkuosassa oleva) koodaava geeninosa, lacZ’. lacZ-geenin 

http://fi.wikipedia.org/wiki/Plasmidi
http://fi.wikipedia.org/wiki/Entsyymi
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loppuosa, koodaa β-galaktosidaasin loppupään, ω-fragmentin muodostumista. 

β-galaktosidaasientsyymi hajottaa normaalisti laktoosia glukoosiksi ja galaktoo-

siksi, mutta se pystyy myös hajottamaan ainetta, josta käytetään lyhennelmää 

X-gal (5-bromi-4-kloori-3-indolyyli-D-galaktopyranosidi). Se on laktoosintapai-

nen synteettinen yhdiste, jonka hajoamistuote on sininen. Jos vektoriin on siir-

retty vierasta DNA:ta, lacZ’-geeni lakkaa toimimasta eli se ei enää tuota β-

galaktosidaasin α-fragmenttia. ω-fragmentti ei yksinään ole aktiivinen, niin täl-

laisen yhdistelmäplasmidin sisältämä pesäke on maljalla valkea. Valkeista pe-

säkkeistä voidaan lähteä seulomaan halutunlaista yhdistelmä-DNA-plasmidia. 

lacZ-geeni voidaan indusoida lisäämällä transformoitujen bakteerien kasvualus-

talle IPTG:tä (isopropyyli-β-D-galaktopyranosidi). Transformaatioseokset malja-

taan ampisilliinia, IPTG:tä ja X-gal:ia sisältäville maljoille. (Suominen ym. 2010, 

79-81, 84.)  
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Kuva 4. Sinisen värin muodostumisen periaate α-komplementaatiossa. (Suomi-

nen ym. 2010, 81) 

2.2.5 Digestio 

Restriktioentsyymidigestiossa restriktioentsyymit tunnistavat ja katkaisevat 

DNA:n tietystä kohdasta tai sen lähettyviltä. Restriktioentsyymit ovat bakteerien 

tuottamia endonukleaaseja, jotka ovat nukleiinihappoa juosteen keskeltä pilkko-

via entsyymejä. (Suominen ym. 2010, 112.) Ne tunnistavat yleensä erityisiä 4-8 

emäsparin sekvenssejä. Näitä kohtia kutsutaan restriktiokohdiksi, josta restrik-

tioentsyymit pilkkovat molemmat DNA-juosteet tarkalleen määrätystä kohdasta. 

(Lodish ym. 2004, 361.) Bakteereilta löytyy myös metylaasientsyymi, joka 

muokkaa bakteerin omaa DNA:ta metyloimalla sitä vastaavan restriktioentsyy-

min kohdasta. Tämä siis suojaa bakteerin omaa DNA:ta sen omalta restriktio-

entsyymiltä. Siirretty vieras DNA bakteerissa ei ole samalla lailla metyloitua, 

vaan restriktioentsyymi pystyy katkaisemaan sitä. Restriktioentsyymejä on kol-

mea päätyyppiä, joista tyyppi II on geenitekniikan kannalta tärkein ja se tunnis-

taa DNA:ssa palindromisen sekvenssin. (Suominen ym. 2010, 112-113.) Re-

striktiokohdat ovat yleisesti lyhyitä palindromisia sekvenssejä, jossa kummankin 

DNA-nauhan sekvenssi on sama, kun se luetaan 5’ → 3’- suunnassa. (Lodish 

ym. 2004, 361) 

Restriktioentsyymejä voidaan eristää monista eri bakteerilajeista. Entsyymit on 

nimetty lyhenteellä siitä organismin nimestä, joista ne on eristetty. Laji- ja su-

kunimestä koostuva etuosa kirjoitetaan kursivoidulla kun taas kannan ja ent-

syymin tunnisteosa kursivoimattomalla tekstillä. Esimerkiksi BamHI on Bacillus 

amyloliquefaciens-bakteerin kannan H restriktioentsyymi numero I (roomalainen 

ykkönen). (Suominen ym. 2010, 113.) 

Jokaisella restriktioentsyymillä on oma tunnistekohtansa (Kuva 5), esimerkiksi 

BamHI tunnistaa kaikki GGATCC- sekvenssit DNA:ssa ja katkaisee DNA:n 

näistä kohdista, edellyttäen että tunnistuskohtia ei ole metyloitu. 

 



18 

TURUN AMK:N OPINNÄYTETYÖ | Jenni Tuominen 

5’
G↓GATCC3’ 

3’CCTAG↑G
5’ 

Kuva 5. BamHI:n tunnistussekvenssi. Tunnistuskohtia kirjoittaessa katkaisu-

kohdat merkataan yleensä nuolilla. (Suominen ym. 2010, 113) 

BamHI on ns. 5’- entsyymi eli DNA:n katkaisun yhteydessä syntyy 5’- päihin 

kohessiiviset päät. Entsyymejä jotka tuottavat 3’-päähän kohessiiviset päät 

esim. (PstI), kutsutaan 3’- entsyymeiksi ja ei- kohessiivisia päitä tuottavia ent-

syymejä esim. (SmaI) kutsutaan tylppäentsyymeiksi. Tylppäentsyymit katkaise-

vat kummankin DNA- nauhan samasta kohtaa. Restriktioentsyymin katkaistua 

DNA:n, sen 5’- päähän jää vapaa fosfaattiryhmä ja 3’- päähän OH- ryhmä. Tä-

mä mahdollistaa sen, että päät voidaan halutessaan liittää yhteen, koska re-

striktioentsyymi ei poista fosfaattiryhmää vaan katkaisee kummastakin nauhas-

ta yhden fosforiesterisidoksen. (Suominen ym. 2010, 113-115.) 

Eri restriktioentsyymeillä on oma aktiivisuusyksikkö, josta käytetään lyhennystä 

U eli unit. 1 U kertoo kuinka paljon entsyymiä tarvitaan katkaisemaan 1 µg (λ-) 

DNA:ta tunnissa ilmoitetussa reaktio-oloissa. Yleensä katkaisureaktiossa käyte-

tään jonkin verran ylimäärin entsyymiä, 1-5 U entsyymiä per 1 µg DNA:ta. Re-

aktio-olosuhteet vaikuttavat suuresti entsyymin toimintaan. Ne vaativat sopivan 

suolakonsentraation, puskurin, lämpötilan ja pH:n. (Suominen ym. 2010, 116.) 

Tietyillä restriktioentsyymeillä esiintyy ns. tähtiaktiivisuutta, joka tarkoittaa sitä, 

että entsyymin tunnistuskohdan spesifisyys alenee. Esimerkiksi suuri glyseroli-

pitoisuus, alhainen suolakonsentraatio, korkea pH tai entsyymiylimäärä saattaa 

aiheuttaa tähtiaktiivisuutta. Reaktion jälkeen osa restriktioentsyymeistä voidaan 

inaktivoida kuumennuksella, mutta jotkut ovat niin lämmönkestäviä että niihin 

tarvitaan muita menetelmiä. (Suominen ym. 2010, 116-117.) 
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2.2.6 Ligaatio 

Ligaatiolla DNA-jaksot liitetään toisiinsa. Siinä ligaasientsyymit kykenevät liittä-

mään kovalenttisesti yhteen kaksi DNA-jaksoa, näitä kutsutaan DNA- ligaaseik-

si. Yksi käytetyin ligaasi on T4-DNA-ligaasi, joka on E. colin T4-faagin tuottama 

entsyymi. DNA:ssa täytyy olla 5’-päässä fosfaattiryhmä ja 3’-päässä OH-ryhmä, 

jotta ligaasi toimii. (Suominen & Ollikka 2004, 77-78.) Ligaasin toiminta voidaan 

estää poistamalla 5’-fosfaattiryhmä esimerkiksi alkalisella fosfataasilla ja näin 

ollen estää DNA-jaksojen yhteen liittyminen. Fosfaatti- ja OH-ryhmän lisäksi T4-

DNA-ligaasi tarvitsee toimiakseen energiaa (ATP), magnesiumioneja (Mg2+) 

sekä pelkistävät olot. Yleisin ligaasin aktiivisuusyksikkö on Weiss-yksikkö. Li-

gaasin aktiivisuusmerkintä (U) löytyy ligaasiputken kyljestä ja on aina hyvä tie-

tää minkä valmistajan ligaasia käyttää, mikä on sen aktiivisuus ja minä yksikkö-

nä aktiivisuus on määritelty. (Suominen ym. 2010, 131.) 

2.2.6.1 Kohessiivisten ja tylppien päiden ligaatio 

Restriktioentsyymi jättää katkaisun yhteydessä DNA:n päät joko kohessiivisiksi 

tai tylpiksi. Tällaiset päät voidaan kuitenkin sulkea DNA-ligaasin avulla yhteen 

(Kuva 6), koska restriktioentsyymi ei poista 5’-fosfaattiryhmää. Kohessiivisten 

päiden ollessa hetkellisesti kohdakkain ligaatioliuoksessa, vastinemästen välille 

syntyy vetysidokset, jolloin ligaasientsyymi tunnistaa puuttuvan fosfodieste-

risidoksen ja muodostaa sen uudelleen käyttäen ATP:ta energiana. Ligaasilla 

voidaan sulkea vain samanlaiset kohessiiviset päät. Tylppien päiden ligaatio on 

paljon tehottomampaa kuin kohessiivisten päiden ligaatio. Siinä tylpät päät eivät 

voi liittyä vastinemästensä välityksellä, mutta jos päät osuvat yhteen liuoksessa, 

ligaasi voi muodostaa puuttuvat fosfodiesterisidokset. Tylppien päiden ligaatiota 

voidaan tarvittaessa tehostaa ja se on kuitenkin käyttökelpoinen menetelmä. 

Tylppien päiden ligaatiossa hyvänä puolena on se, että tylppäentsyymien jättä-

mät päät voidaan liittää mihin tahansa toisen tylppäentsyymin jättämän pään 

kanssa, kunhan 5’-fosfaatit on tallella. (Suominen ym. 2010, 132-133.) 
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Kuva 6. DNA-jaksojen päiden liittäminen yhteen T4-DNA-ligaasin avulla.           

A. 5’-kohessiiviset päät, B. 3’-kohessiiviset päät, C. Tylpät päät (Suominen ym. 

2010, 133) 

2.2.6.2 Erilaisten päiden ligaatio 

Tylppiä päitä ei voi liittää kohessiivisiin päihin eikä toisinpäin, myöskään erilaisia 

kohessiivisia päitä ei voi liittää toisiinsa. Tylpät päät voidaan aina liittää toisiinsa 

ja kohessiiviset päät voidaan muuttaa tylpiksi kahdella eri tavalla. Kohessiiviset 

päät voidaan joko täyttää DNA-polymeraasilla tai poistaa DNA:ta hajottavalla 

nukleaasilla. Kohessiivisten 5’-päiden täyttämiseen käytetään yleensä E.colin 
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DNA-polymeraasi I:n fragmenttia eli Klenow-entsyymiä. Tämä entsyymi tarvit-

see toimiakseen templaatin ja alukkeen, kuten muutkin polymeraasit. Kun reak-

tioseokseen lisätään deoksinukleosiditrifosfaatteja (dNTP), Klenow-entsyymi 

liittää nukleotideja 3’-päähän. Huomioitavaa on, että 3’-päiden yksinauhaisia 

alueita ei voi tällä tavalla täyttää tylpiksi, koska toisen nauhan 5’-pää ei voi toi-

mia alukkeena. Yksinauhaiset 5’- ja 3’ päät voidaan poistaa niille spesifisillä 

nukleaaseilla, kuten mung bean- ja S1-nukleaaseilla. (Suominen ym. 2010, 134-

135.) 

2.2.6.3 DNA:n 5’-päiden defosforylointi 

Ligaatiossa DNA-päät, jossa on 5’-fosfaattiryhmä ja toisessa 3’-OH-ryhmä pys-

tytään liittämään yhteen. Usein plasmidivektorin päiden ligatoituminen itsensä 

kanssa halutaan estää, jolloin se defosforyloidaan eli poistetaan 5’-fosfaatit al-

kaalisella fosfataasilla. Defosforylointiin käytetään joko bakteerista (BAP) tai 

vasikan suolistosta (CIP) eristettyä alkaalista fosfataasia. (Suominen & Ollikka 

2004, 81.) Plasmidivektori kannattaa aina defosforyloida, jos se on katkaistu 

vain yhtä restriktioentsyymiä käyttäen. Näin estetään niin sanottu vektoritaustan 

muodostuminen. (Suominen ym. 2010, 137.) 

2.2.7 Polymeraasiketjureaktio (PCR) 

PCR (polymerase chain reaction) eli polymeraasiketjureaktiolla monistetaan 

DNA-jaksoja alukkeiden ja DNA-polymeraasin avulla. Monistettavat DNA-jaksot 

sijaitsevat kahden nukleotidijärjestykseltään tunnetun DNA-jakson välissä. 

PCR-reaktiot tehdään pienissä mikrosentrifuugiputkissa, joiden lämpötilaa kont-

rolloidaan PCR-laitteessa. (Suominen ym. 2010, 153.) PCR:n sovelluksia on 

monia ja PCR-tekniikkaa käytetään eri tarkoituksiin kuten, perinnöllisten saira-

uksien diagnostiikkaan, erilaisten virus- ja bakteerisairauksien toteamiseen tai 

yksilöiden tunnistamiseen. (Suominen & Ollikka 2004, 113.) 

PCR-reaktio tarvitsee toimiakseen templaatin eli monistettavan DNA:n, aluk-

keet, DNA-polymeraasin, nukleotideja (dNTP), puskuriliuoksen ja steriiliä vettä. 
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(Solunetti 2006) PCR:ssä voi templaattina toimia joko kaksijuosteinen DNA tai 

yksijuosteinen RNA. Tavallisimmin templaattina toimii kaksijuosteinen DNA. 

RNA:n ollessa lähtömateriaalina täytyy siitä ensin valmistaa yksijuosteinen 

cDNA käänteistranskriptaasilla, sitten kaksijuosteinen cDNA, jonka jälkeen voi-

daan tehdä varsinaiset monistusreaktiot. Alukkeet eli primerit ovat synteettisiä 

noin 15-40 nukleotidin pituisia DNA-jaksoja. (Suominen ym. 2010, 154.) Ne 

suunnitellaan siten, että ne kiinnittyvät kaksinauhaisen DNA:n eri juosteisiin 

monistettavan DNA-alueen vastakkaisiin päihin. PCR:ssä käytetään kahta alu-

ketta, (forward ja reverse) jotka rajaavat monistettavan alueen sen 5’- ja 3’- 

päistä. DNA-polymeraasi on entsyymi, joka rakentaa reaktioseoksessa olevista 

nukleotideistä (dNTP) uuden juosteen templaatin mallin mukaan. (Suominen & 

Ollikka 2004, 107-108.) Yksi yleisimmin käytetyistä entsyymeistä on Thermus 

aquaticus- bakteerista eristetty Taq-polymeraasientsyymi, mutta se tekee melko 

paljon virheitä. Siksi käytetään myös vähemmän virheitä tekeviä DNA-

polymeraaseja (Vent-, Tth-, Pfu- ja DynaZyme-polymeraasit). Standardimene-

telmät on kuitenkin optimoitu Taq-polymeraasille. (Suominen ym. 2010, 153.) 

Puskuriliuos ja siinä olevat ionit vaikuttavat reaktion olosuhteisiin ja tarkkuuteen. 

Yleisemmin käytetty puskuriliuos on magnesiumkloridiliuos (MgCl2+-liuos). 

(Suominen ym. 2010, 162.) 

PCR-syklissä toistetaan kolme vaihetta: denaturointi, alukkeiden kiinnitys (an-

nealing) ja pidennysreaktio (Kuva 7). Yleensä syklejä on 15-40 ja kokonaisajo-

aika vaihtelee 30 minuutista kahteen tuntiin, riippuen laitteesta ja syklien mää-

rästä. Toistamalla näitä vaiheita peräkkäin saadaan monistettavan templaatin 

kopiomäärä kasvamaan eksponentiaalisesti. (Suominen ym. 2010, 155.) 
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Kuva 7. PCR-syklin vaiheet. (Suominen ym. 2010, 155) 

Polymeraasiketjureaktiossa DNA:n kaksoisjuoste avataan eli denaturoidaan 

kuumennuskäsittelyllä, jotta alukkeet voivat sitoutua templaattiin eli monistetta-

vaan DNA:han. Tämän jälkeen lämpötilaa lasketaan hetkellisesti, jotta alukkeet 

pystyvät kiinnittymään templaattiin eli tehdään lyhyt annealing-reaktio. Kun 

alukkeet ovat kiinnittyneet, nostetaan taas lämpötilaa, jolloin polymeraasi liittää 

reaktioseoksessa olevia nukleotideja (dNTP) alukkeen 3’-päästä lähtien temp-

laatin mallin mukaan, jolloin templaatin kummallekin nauhalle syntyy vastinnau-

ha. Tätä vaihetta kutsutaan pidennysreaktioksi. Synteesi on valmis muutaman 

minuutin kuluttua, jonka jälkeen lämpötilaa nostetaan sen verran, että kaikki 

vastinnauhat irtoavat toisistaan (Kuva 8). PCR-sykliksi kutsutaan sarjaa denatu-

rointi-annealing-denaturointi. (Suominen ym. 2010, 154-155.) 
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Kuva 8. Polymeraasiketjureaktion periaate. (Suominen ym. 2010, 157) 

PCR on herkkä myös kontaminaatioille, joten PCR-reaktioiden valmistukseen 

tulisi olla oma tila, joka on eristetty muusta laboratoriosta sekä omat välineet ja 

reagenssit. Monistusreaktioiden ohella on syytä tehdä aina kontrollireaktioita, 

koska kontrollien avulla saadaan selville toimiiko reaktio halutulla tavalla vai 

onko jokin reagenssi mahdollisesti kontaminoitunut. (Suominen ym. 2010, 156, 

165-166.) 
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2.2.8 Agaroosigeelielektroforeesi (AGE) 

DNA:ta analysoidaan yleisimmin elektroforeesin avulla. Elektroforeesiin perus-

tuvia menetelmiä on monia, riippuen analysoitavien fragmenttien eli palasien 

koosta. Pieniä DNA-jaksoja voidaan analysoida polyakryyliamidigeelielektrofo-

reesilla (PAGE). Keskikokoisia fragmentteja (n. 0,1-50 kb) analysoidaan aga-

roosigeelielektroforeesilla (AGE) ja suurempia DNA-molekyylejä (<2 Mb) tutki-

taan pulssikenttäelektroforeesilla (PFGE).  (Suominen ym. 2010, 122.) 

Agaroosi on merilevästä eristetty polysakkaridiseos. Kuumennettaessa se liu-

kenee veteen ja jäähtyessään se muodostaa hyytelömäisen geelin. Koska DNA 

on negatiivisesti varautunut, fragmentit vaeltavat kohti positiivista elektrodia. 

Suuremmat fragmentit vaeltavat hitaammin, koska niiden edistymistä hidastaa 

agaroosigeelin matriisi. DNA/RNA-jaksot kulkeutuvat pituudelle ominaisella no-

peudella ja tietyn matkan. (Alberts ym. 2009, 330-331.) Pitkät DNA-jaksot kul-

keutuvat hitaasti ja lyhyemmän matkan, lyhyet DNA-jaksot kulkeutuvat nope-

ammin ja pidemmän matkan. (Suominen ym. 2010, 122-123) 

DNA-pätkät ovat näkymättömiä agaroosigeelissä, ellei DNA:ta ole värjätty jolla-

kin tavalla. Yksi käytetyin väriaine on etidiumbromidi (EtBr), jota voidaan lisätä 

suoraan geeliin. Se tunkeutuu nukleiinihappojen emästen väliin ja fluoresoi ult-

raviolettivalossa oranssinpunaisena, jolloin jokainen DNA-pätkä saadaan näky-

viin omana vyöhykkeenä eli ”bändinä” geelissä. (Alberts ym. 2002, 494-495.) 

Etidiumbromidin hyvinä puolina ovat mm. laajat käyttökokemukset ja helppo-

käyttöisyys, haittapuolina taas sen karsinogeenisyys sekä geelin kuvauksessa 

tarvittava UV-valo. Etidiumbromidin kanssa työskenneltäessä tulee ottaa huo-

mioon työturvallisuus. Suojavarustus tulee olla asianmukainen ja syntyvät jät-

teet ovat ongelmajätettä. UV-valo on myös haitallista ihmiselle sekä se tuhoaa 

nukleiinihappoja. Vaihtoehtoisia nukleiinihappovärejä löytyy, kuten SYBR ja sen 

johdannaiset, niiden käyttö on edelleen melko vähäistä. (Suominen ym. 2010, 

123.)  

AGE:ssa käytettävä laite (Kuva 9) on rakenteeltaan yksinkertainen. Laite koos-

tuu ajoaltaasta, jonka pohjalla kummassakin päässä on elektrodit, ja kannesta. 
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AGE tehdään vaakatasossa ja geeli on ajon aikana upotettuna ajopuskuriin. 

Geeli valmistetaan keittämällä agaroosia puskuriliuoksessa. Geeli jäähdytetään 

noin 55 °C:een, siihen lisätään etidiumbromidia, sekoitetaan varovasti ja kaade-

taan liuos geelitarjottimelle. Kun geeli on kaadettu tarjottimelle asetetaan geeliin 

näytekampa ja annetaan geelin jäähtyä ja jähmettyä. Geelin jäähdyttyä poiste-

taan näytekampa ja asetetaan geeli ajoaltaaseen. Ajopuskurina käytetään sa-

maa puskuria mitä geelissä on käytetty. (Suominen ym. 2010, 124.) 

 

Kuva 9. Agaroosigeelielektroforeesissa käytettävä ajolaite. (Suominen ym. 

2010, 124) 

Näytteet ladataan kamman muodostamiin näytekoloihin eli kaivoihin. Näytteiden 

pitää olla ajopuskuria raskaampaa, joten näytteisiin lisätään näytepuskuria, jos-

sa on väriainetta. Näytepuskurin väri auttaa seuraamaan ajon edistymistä. 

Näytteiden rinnalle ladataan myös kokostandardi. Usein käytetään λ- DNA:ta, 

joka on pilkottu entsyymillä tunnetun kokoisiksi fragmenteiksi. Kokostandardeita 

on saatavana kaupallisesti, mutta niitä voi tehdä myös itse. (Suominen ym. 

2010, 124-125.) Itse ajo aloitetaan laittamalla kansi päälle, laittamalla johtimet 

virtalähteeseen ja kytkemällä se päälle. Yleensä käytetään 20-200 V jännitettä 

ajolaitteen ja geelin koon mukaan. Geelin tarkasteluun käytetään UV-valoa sekä 

analysointiin ja dokumentointiin CCD- kameralla varustettua kuvantamislaitetta 

ja data tallennetaan ja käsitellään digitaalisesti. Useasti geenitekniikassa joudu-

taan myös eristämään DNA-jaksoja agaroosigeeliltä ja siihen on kehitetty eri 

menetelmiä esimerkiksi erilaiset silikamenetelmät, LGTagaroosi, elektroeluutio. 

(Suominen ym. 2010, 125, 130.) 
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3 OPINNÄYTETYÖN TAVOITE, TARKOITUS JA 

TUTKIMUSTEHTÄVÄ 

Tämä opinnäytetyö on osa laajempaa tutkimusta ja geenikonstrukti rakennetaan 

yksityiselle asiakkaalle. Tutkimuksen tavoitteena oli tutkia kilpirauhasen liikatoi-

minnan eli hypertyreoosin syntyä, joka ei johdu autoimmuniteetistä. Hypertyre-

oosia on tarkoitus tutkia geenimuunnellun hiiren avulla. 

Tutkimustehtävänä oli valmistaa geenikonstrukti siirtogeenihiirimalleja varten. 

Konstruktissa TSH-reseptorigeeniin on tehty pistemutaatio, joka johtaa resepto-

rissa D633H mutaatioon. 
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4 OPINNÄYTETYÖN TOTEUTUS 

Opinnäytetyö aloitettiin syksyllä 2012 ja se valmistui keväällä 2013. Opinnäyte-

työn käytännön osuus tehtiin tautimallinnuskeskuksessa, joka toimii Turun yli-

opiston biolääketieteen laitoksella, fysiologian osastolla. Opinnäytetyön teosta 

sovittiin toimeksiantosopimuksella (Liite1). 

4.1 Opinnäytetyön metodologiset ratkaisut 

Tämä opinnäytetyö on toiminnallinen opinnäytetyö, koska toiminnallisen opin-

näytetyön tuloksena syntyy aina konkreettinen tuotos. Tässä tapauksessa ra-

kennetaan geenikonstrukti. Toiminnalliseen opinnäytetyöhön kuuluvat myös 

käytännön toteutus ja sen raportointi. Toiminnallisessa opinnäytetyössä esite-

tään tutkimustehtävä tutkimusongelman sijaan. (Vilkka & Airaksinen 2003, 9, 

51.) 

4.2 Opinnäytetyön eteneminen 

Opinnäytetyön tarkoituksena oli rakentaa geenikonstrukti ja se oli tarkoitus saa-

da valmiiksi kokonaisuudessaan syventävän harjoittelun aikana. Konstruktin 

valmistamiselle ei tarvittu erillistä lupaa, koska fysiologian laitoksella tehtävät 

GMO-työt (geenimuunneltu organismi) kuuluvat luokkaan yksi eli alhaisimman 

riskin luokkaan. 

4.2.1 Alkuperäisten bakteerisolujen kasvatus (BAC, jossa Tshr) 

Opinnäytetyö aloitettiin kasvattamalla bakteerisoluja, joissa oli TSH-reseptorin 

(Tshr) sisältämä BAC-klooni. Eppendorf-putkiin laitettiin kahta erilaista Tshr-

BAC:ia sisältäviä E.coli- bakteereja, LB-mediumia sekä kloramfenikoli antibioot-

tia. Putkiin laitettiin reiät ja inkuboitiin ravistelijassa yön yli +37 °C:ssa. Yön yli 
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kasvatusta pipetoitiin uusiin eppendorf-putkiin ja lisättiin LB-mediumia sekä klo-

ramfenikoli antibioottia. Kasvatusta inkuboitiin ravistelijassa 2-3 tuntia +37 

°C:ssa.  

4.2.2 Transformaatio (ET-plasmidi) 

Kasvatuksen jälkeen solut, joissa oli Tshr:n sisältämä BAC-klooni, transformoi-

tiin ET-plasmidilla. Solut valmisteltiin elektroporaatioon (Kuva 10) setrifugoimal-

la +4 °C:ssa 30 sekunnin ajan, jonka jälkeen supernatantti kaadettiin pois ja 

pipetoitiin vettä tilalle. Tämä vaihe toistettiin kahteen kertaan. Viimeisellä kerral-

la vettä ei enää pipetoitu vaan supernatantti kaadettiin pois ja eppendorf-putket 

laitettiin jäihin. Eppendorf-putkien ollessa koko ajan jäissä, lisättiin ET-plasmidi 

pelletin päälle. Tämän jälkeen putkien sisältö pipetoitiin elektroporaatiokyvettei-

hin, jonka jälkeen kyvetti laitettiin elektroporaatiolaitteeseen. Elektroporaatiossa 

käytettiin 1350V ja pyrittiin 5 ms sähköpulssiin. Elektroporaation jälkeen liuok-

seen lisättiin LB-mediumia, joka sekoitettiin varovasti pipetillä liuokseen ja siir-

rettiin takaisin kyvetistä eppendorf-putkeen. Eppendorf-putkia inkuboitiin raviste-

lijassa +30 °C:ssa tunnin verran, jotta solut saivat ”elpyä”. Inkuboinnin aikana 

valmistettiin LB-agarmaljat, joihin oli lisätty tetrasykliini- ja kloramfenikoli antibi-

oottia. Tunnin inkuboinnin jälkeen solususpensiosta pipetoitiin maljalle tietty 

määrä ja levitettiin maljalle. Maljoja inkuboitiin yön yli +30 °C:ssa ja valolta suo-

jassa. Itse maljojen teko, solususpension levitys ja inkubointi tehtiin mahdolli-

simman hyvin valolta suojattuna, koska tetrasykliini on valoherkkä. Myös +30 

°C:een inkubointilämpötila oli tarkka, koska muuten ET-plasmidi häviää.  
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Kuva 10. Red-ET:n transformaatio E.coliin, jossa BAC ja Tshr. 

4.2.3 Kloonien kasvatus  

Seuraavana päivänä maljalta poimittiin viisi kolonia per eppendorf-putki, jossa 

oli LB-mediumia, tetrasykliinia ja kloramfenikolia. Eppendorf-putkiin tehtiin reiät 

ja niitä inkuboitiin yön yli +30 °C:ssa, pimeässä ja ravistelijassa.  

4.2.4 ET-proteiinien ilmentäminen 

Seuraavana päivänä ET-proteiinia ilmennettiin L-arabinoosin avulla. 

Rei’itettyihin eppendorf-putkiin laitettiin LB-mediumia, tetrasykliinia, kloram-

fenikolia ja yön yli kasvatettuja klooneja. Eppendorf-putkia inkuboitiin +30 

°C:ssa 2 tuntia, ravistelijassa. Tämän jälkeen eppendorf-putkiin lisättiin 10% L-

arabinoosia ja inkuboitiin tunnin ajan +37 °C:ssa, ravistelijassa.  
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4.2.5 Homologisten alueiden luominen minivektoriin 

PCR-reaktion avulla luotiin lineaarinen minivektori, jossa homologiset alueet 

Tshr:n kanssa 5’ ja 3’-päissä. Reaktioseos sisälsi: vettä, puskuria, nukleotideja, 

entsyymiä, DNA:ta (minivektori) sekä alukeparit. PCR-syklejä oli 32, jonka jäl-

keen PCR-tuote pipetoitiin 0,8% agaroosigeelille. Geeliajon jälkeen pala leikat-

tiin irti geelistä ja puhdistettiin (Liite 2). Puhdistettu PCR-tuote digestoitiin. Reak-

tioseos sisälsi: puhdistetun PCR-tuotteen (minivektori), puskuria, restriktioent-

syymiä ja vettä. Reaktioseosta inkuboitiin +37 °C:ssa yön yli. Tämän jälkeen 

digestiotuote ajettiin 0,8% LE-agaroosigeelille ja puhdistettiin (Liite 2). 

4.2.6 Tshr-palan siirtäminen BAC-plasmidista minivektoriin, ET-rekombinaatiolla 

Minivektori, jossa homologiset alueet Tshr:n kanssa, transformoitiin baktee-

risoluihin, joissa olivat BAC-klooni ja ET-entsyymit. Inkuboinnin jälkeen solut 

valmisteltiin elektroporaatioon setrifugoimalla +4 °C:ssa 30 sekunnin ajan, jonka 

jälkeen supernatantti kaadettiin pois ja pipetoitiin vettä tilalle, tämä vaihe toistet-

tiin kahteen kertaan. Viimeisellä kerralla vettä ei enää pipetoitu vaan superna-

tantti kaadettiin pois ja eppendorf-putket laitettiin jäihin. Eppendorf-putkien ol-

lessa koko ajan jäissä, lisättiin minivektori pelletin päälle. Tämän jälkeen putkien 

sisältö pipetoitiin elektroporaatiokyvetteihin, jonka jälkeen kyvetti laitettiin elekt-

roporaatiolaitteeseen. Elektroporaatiossa käytettiin 1350V ja pyrittiin 5 ms säh-

köpulssiin. Elektroporaation jälkeen liuokseen lisättiin LB-mediumia, joka sekoi-

tettiin varovasti pipetillä liuokseen ja siirrettiin takaisin kyvetistä eppendorf-

putkeen. Eppendorf-putkia inkuboitiin ravistelijassa +37 °C:ssa kahden tunnin 

ajan, jonka aikana ET-rekombinaatio tapahtuu. Kahden tunnin jälkeen eppen-

dorf-putkesta levitettiin solususpensiota silmukalla LB-agarmaljalle, joka sisälsi 

ampisilliinia. Maljoja inkuboitiin yön yli +37 °C:ssa. Yön yli kasvatuksista eristet-

tiin plasmidi-DNA:ta (Liite 3) 

Eristetystä plasmidi-DNA:sta tarkistettiin restriktioentsyymidigestiolla oliko ET-

rekombinaatio tapahtunut. Reaktioseos sisälsi DNA:ta, restriktioentsyymiä, pus-
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kuria ja vettä. Seosta inkuboitiin +37 °C:ssa, 1-1,5 tuntia. Oikeat kloonit, joissa 

rekombinaatio oli tapahtunut, transformoitiin uudelleen E.colin DH10B-soluihin. 

Tämän jälkeen ne vielä puhdistettiin kitillä ohjeen mukaan (Liite 4).  

4.2.7 Alakloonaus, pala eksoni-10:n alueelta pGEM4Z-plasmidiin 

Pala TSH-reseptorin eksoni-10:stä monistettiin PCR:llä. Reaktioseos sisälsi: 

vettä, puskuria, nukleotideja, entsyymiä, DNA:ta (Tshr eksoni-10) sekä alukepa-

rit. PCR-syklejä oli 32, jonka jälkeen PCR-tuote pipetoitiin 0,8% LE-

agaroosigeelille. Geeliajon jälkeen PCR-pala leikattiin irti geelistä ja puhdistettiin 

(Liite 2). 

Puhdistettu PCR-tuote digestoitiin. Reaktioseos sisälsi: puhdistetun PCR-

tuotteen (Tshr), puskuria, restriktioentsyymiä ja vettä. Reaktioseosta inkuboitiin 

+37 °C:ssa yön yli. Tämän jälkeen digestiotuote ajettiin 0,8% LE-

agaroosigeelille ja puhdistettiin (Liite 2). 

pGEM4Z-plasmidi digestoitiin restriktioentsyymillä. Reaktioseos sisälsi: 

pGEM4Z-plasmidia, puskuria, restriktioentsyymiä ja vettä. Seosta inkuboitiin 

kolme tuntia +25 °C:ssa, jonka jälkeen seosta inaktivoitiin 15 minuuttia +75 

°C:ssa.  

Tämän jälkeen tehtiin alkaalisella fosfaatilla 5’-päiden fosfaattiryhmien poisto. 

Näin estetään vektorin päitä ligatoitumasta uudelleen yhteen ja estetään niin 

sanotun vektoritaustan muodostuminen. Reaktioseokseen lisättiin puskuria, al-

kaalista fosfataasia ja vettä, seosta inkuboitiin tunnin +37 °C:ssa. Inkuboinnin 

jälkeen seos ajettiin 0,8% LE-agaroosigeelille ja puhdistettiin (Liite 2).  

Seuraavaksi tehtiin ligaatio, reaktioseos oli koko ajan jäissä. Reaktioseos sisäl-

si, pGEM4Z-plasmidia, palan TSH-reseptorin eksoni-10:stä, ligaasipuskuria, 

ATP:ta,  T4DNA- ligaasia ja vettä. Reaktioseosta inkuboitiin yön yli +16 °C:ssa. 

Seuraavana päivänä transformointiin ligaatiotuote TOP10-soluihin, jonka jäl-

keen se laitettiin 30 minuutiksi jäihin. Tämän jälkeen seosta pidettiin +42 °C:ssa 

30 sekuntia, jonka jälkeen seokseen pipetoitiin SOC-mediumia ja inkuboitiin 



33 

TURUN AMK:N OPINNÄYTETYÖ | Jenni Tuominen 

+37 °C:ssa tunnin ajan, ravistelijassa. Inkuboinnin jälkeen seos levitettiin agar-

maljalle, jossa oli ampisilliinia, malja oli päällystetty IPTG:llä ja X-gal:lla. Maljaa 

inkuboitiin +37 °C:ssa yön yli. 

Tämän pidemmälle ei konstruktin rakentamisessa päästy, koska aika loppui 

kesken. Eri vaiheita jouduttiin toistamaan useampaan kertaan ja se vei paljon 

aikaa. Varsinaista syytä ei löydetty sille miksi eri vaiheet eivät onnistuneet. 

Tekemättä jäi vielä mutaatio PCR:n avulla, PCR-tuotteen ja loxPGK-tn5-Neo-

Lox-P-palan elektroporaatio ET+BAC-yhdistelmään sekä oikean DNA:n sek-

vensointi ja oikean sekvensoinnin sisältävien bakteereiden kasvatus. 
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5 TULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU 

Konstruktin teko jäi kesken, koska eri vaiheita jouduttiin toistamaan useampaan 

kertaan. Epäselväksi jäi miksi konstruktin rakentamisen eri vaiheissa oli niin 

paljon ongelmia. 

5.1 Homologisten alueiden luonti 

Minivektoriin luotiin homologiset alueet PCR:n avulla. PCR-tuote ajettiin aga-

roosigeelille ja puhdistettiin. Puhdistettu PCR-tuote digestoitiin, jonka jälkeen se 

ajettiin geelille ja puhdistettiin. Tästä otettiin geelikuva ja tarkastettiin, että diges-

tio oli onnistunut. (Kuva 11). 

 

Kuva 11. Geelikuva minivektorista PCR:n jälkeen. Nuoli osoittaa monistunutta 

minivektoria. Kaivossa 1 on kokostandardi (GeneRuler 1kb) ja kaivoissa 2,3 ja 4 

on SmaI:llä digestoitua minivektoria. 
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5.2 ET- rekombinaatio 

Eristetystä plasmidi-DNA:sta tarkistettiin restriktioentsyymidigestiolla oikeat 

kloonit (Kuva 12). Oikeat kloonit transformoitiin E.colin DH10B-soluihin. Vaikka 

geelikuvan avulla oli tarkastettu oikeat kloonit, voi olla että ne eivät siltikään ol-

leet oikeat. Mahdollista voi olla myös se, että minivektorissa tai DH10B-soluissa 

saattoi olla joku vika. 

 

Kuva 12. Geelikuva plasmidi-DNA:sta digestion jälkeen. Nuolet osoittavat diges-

toitunutta plasmidia. Kaivossa 1 kokostandardi (PBS), kaivoissa 2 ja 5 koko-

standardi (GeneRuler 1kb), kaivossa 3 EcoRI:llä ja kaivossa 4 SacII:llä digestoi-

tua plasmidia. 

5.3 Transformaatio TOP10-soluihin 

Myöskään transformaatio TOP10-soluihin ei onnistunut. Mahdollisia virheitä on 

voinut tapahtua PCR:ssä tai digestiossa, niissä jokin reagenssi ei ole esimerkik-

si toiminut kunnolla. Puhdistuksessa on myös jokin voinut epäonnistua. 

pGEM4Z-plasmidi digestoitiin restriktioentsyymillä, tässä on myös mahdollista, 

että jokin reagenssi ei ole toiminut kunnolla tai reaktio-olosuhteet eivät ole olleet 

kohdallaan. Myös 5’-päiden fosfaattiryhmien poistossa on voinut tapahtua niin, 
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että plasmidi on ligatoitunut pelkästään itsensä kanssa eikä yhdistelmä-DNA ole 

ligatoitunut plasmidiin. Ligaatiotuote transformoitiin TOP10-soluihin, tässä on 

voinut myös tapahtua jotain, jolloin ligaatiotuote ei ole transformoitunut TOP10- 

soluihin. Mahdollisesti IPTG:ssa ja X-gal:ssa on voinut olla myös jotain vikaa, 

jolloin sini-valkoseuranta ei ole toiminut halutulla tavalla. 
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6 POHDINTA 

6.1 Tutkimustehtävän onnistuminen 

Tutkimustehtävä ei onnistunut odotusten mukaisesti, vaikka työvaiheet tehtiin 

ohjeiden mukaisesti ja toistettiin useampaan kertaan. Mahdollisia virhelähteitä 

pohdittiin samalla, kun työvaiheita toistettiin uudestaan. On mahdotonta sanoa, 

missä vaiheessa virheitä on tapahtunut, koska virhelähteitä voi olla useita. 

6.2 Tutkimuksen luotettavuuden tarkastelu 

Tutkimuksen työvaiheet kirjattiin laboratoriopäiväkirjaan ja tehtiin työohjeiden 

mukaan. Tarvittaessa työvaiheet voitiin toistaa laboratoriopäiväkirjan merkintö-

jen ja työohjeiden avulla. Opinnäytetyön vaiheet onnistuivat vaihtelevasti, joten 

työohjeita jouduttiin muuttamaan ja soveltamaan. Opinnäytetyön tekijä teki käy-

tännön osuuden lähiohjaajan kanssa yhdessä, joten toistettavuus jossain työ-

vaiheessa saattoi kärsiä. 

Aikaisempien tutkimusten vähyys vaikeutti teoreettisen viitekehyksen luomista, 

koska pistemutaatiota ei oltu ennen tehty D663H kohtaan. Kirjallisuutta mole-

kyylibiologiasta löytyi runsaasti ja käytettävä kirjallisuus oli alle kymmenen vuot-

ta vanhaa. Yhdistelmä-DNA-molekyylin rakentamiseen liittyvää kirjallisuutta oli 

niukemmin saatavissa. 

Näytteiden, reagenssien ja entsyymien säilytyksessä ei ollut ongelmia, koska ne 

säilytettiin niille määrätyissä lämpötiloissa. Myös reaktio- ja inkubaatiolämpötilo-

ja sekä aikoja noudatettiin tarkasti.  

Eniten ongelmia oli restriktio- ja ligaasientsyymeiden kanssa. Toisaalta myös 

muut käyttivät osittain samoja reagensseja ja entsyymejä niin mahdolliset kon-

taminaatiot tai väärät säilytyslämpötilat saattoivat vaikuttaa niiden toimintaan. 
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Nämä seikat otettiin huomioon ja uusia entsyymejä tilattiin lisää, mutta se ei 

aina poistanut ongelmaa. 

Tämän opinnäytetyön käytännön osuuden toteutuksessa tuli vastaan monia 

ongelmia. Teoriassa tämän opinnäytetyön olisi pystynyt tekemään annetussa 

ajassa, mutta tutkimustyössä on tavallista, että eteen tulee uusia ongelmia. 

Tässä opinnäytetyössä ei pystytty kohdistamaan, missä vaiheessa ja missä 

kohtaa ongelma aina oli. 

Opinnäytetyön tekeminen kuitenkin syvensi tekijän teoria- ja käytännön taitoja 

solu- ja molekyylibiologian alueelta. Toisaalta oppimisen kannalta oli hyvä, että 

joitain kohtia opinnäytetyössä jouduttiin toistamaan, joten ongelmakohtia tuli 

toistettua monta kertaa. 

6.3 Eettinen pohdinta 

Opinnäytetyön teossa noudatettiin hyvää tieteellistä käytäntöä. Tieteellinen tut-

kimus on eettisesti hyväksyttävä ja luotettava vain, jos tutkimus on suoritettu 

hyvän tieteellisen käytännön edellyttämällä tavalla. Hyvä tieteellinen käytäntö 

on myös olennainen osa tutkimusorganisaatioiden laatujärjestelmää. (Tutki-

museettinen neuvottelukunta 2012.) 

Tässä opinnäytetyössä ei käsitelty kliinisiä potilasnäytteitä, joten eettisiä ongel-

mia ei ollut esimerkiksi anonymiteetin tai yksityisyyden kanssa. (Hirsjärvi ym. 

2009, 23-27) Erillistä lupaa opinnäytetyön tekemiselle ei tarvittu, koska tutki-

mukselle oli jo hankittu tarvittavat luvat. 

6.3.1 Tutkijan ammattietiikka 

Hyviä tieteellisen käytännön keskeisiä lähtökohtia muun muassa ovat: noudate-

taan tiedeyhteisön tunnustamia toimintatapoja eli rehellisyyttä, huolellisuutta ja 

tarkkuutta, otetaan huomioon muiden tutkijoiden työt ja saavutukset, toisten 

tekstiä ei plagioida, tutkimus on suunniteltu, toteutettu ja raportoitu vaatimusten 
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mukaisesti ja tiedonhankinta-, tutkimus- ja arviointimenetelmiä sovelletaan tie-

teellisen tutkimuksen kriteerien mukaisesti. (Hirsjärvi ym. 2009, 24; Tutkimus-

eettinen neuvottelukunta 2012) 

6.4 Jatkotutkimusaiheet 

Konstrukti pyritään saamaan valmiiksi tulevaisuudessa, jonka jälkeen se injisoi-

daan hiiren hedelmöittyneeseen munasoluun eli valmistetaan geenimuunnellut 

hiiret, joilla on kyseessä oleva mutaatio. Hiirten ilmiasu tutkitaan ja niiden avulla 

pyritään selvittämään mutaation vaikutuksia hypertyreoosin syntymekanismei-

hin.  
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