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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
the major molecular causes of nonautoimmune hyperthyroidism.

This thesis is a part of a larger study aiming to determine the aetiology and pathogenesis of
hyperthyroidism, which is not caused by autoimmunity. The purpose of this thesis was to create
through genetic engineering a gene construct where a point mutation leads to D633H mutation
in the TSH receptor gene. The D633H mutation was chosen because it has been identified in
patients with toxic thyroid nodules (TTNs). In D633H mutation aspartic acid (D) has changed to
histidine (H).

The research could not be completed thoroughly in this thesis, since many problems were
encountered during the practical work that hindered the actual research process.
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1 JOHDANTO

Tama opinnéaytety6 on osa laajempaa tutkimusta, jonka tavoitteena on selvittda
hypertyreoosin etiologiaa ja patogeneesia, joka ei johdu autoimmuniteetista.
TSH-reseptorigeenin mutaatiot, jotka saavat aikaan reseptorin muuttumisen
konstitutiivisesti aktiiviseksi eli aktiiviseksi ilman tyreotropiinihormonia, ovat
merkittavin molekyylitason syy kilpirauhasen liikatoiminnan eli hypertyreoosin

taustalla.

Tutkimus on tarked, koska se antaa lisatietoa hypertyreoosin patogeneesista eli
taudin synnysta, jolloin voidaan myos kehittdd entistd parempia ja tehokkaam-
pia hoitomuotoja. Aikaisemmissa tutkimuksissa on huomattu, ettd TSH-
reseptorigeenissa tapahtuva pistemutaatio (S505R, jossa seriini on vaihtunut
arginiiniksi ja P639S, jossa proliini on vaihtunut seriiniksi) johtaa hypertyreoo-
siin. (Pohlenz ym. 2006; Agretti ym. 2012).

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli valmistaa geenikonstrukti, jossa TSH-
reseptorigeeniin on tehty pistemutaatio, joka johtaa TSH-reseptorissa D633H
mutaatioon. D633H-mutaatio valittiin siksi, etta se on tunnistettu potilailla, joilla
on toksinen kilpirauhaskyhmy. D633H-mutaatiossa asparagiinihappo (D) on
vaihtunut histidiiniksi (H). Valmis konstrukti siirretddn 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 siséaltaa kaiken solun perinndllisen tiedon.
Nukleiinihapot koostuvat toisiinsa perakkain liittyneistd nukleotideista, jotka
muodostavat pitkid ketjumaisia molekyyleja. DNA:n rakenneosat, nukleotidit
(Kuva 1) koostuvat fosfaattiryhmasta (P), pentoosisokerista, joka on viisihiilinen

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

emas

pentoosi

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

Kaksi nukleiinihnappojuostetta pariutuu emaspariperiaatteen mukaisesti.
DNA:ssa esiintyy nelja erilaista emasta: adeniini (A), guaniini (G), tymiini (T) ja
sytosiini (C). (Ulmanen ym. 2009, 11-13) Pariutuneiden vastinemasten valille
syntyy vetysidoksia niin, ettd adeniini ja tymiini sekd sytosiini ja guaniini muo-
dostavat parit. A- ja T-emasten vélille syntyy kaksi vetysidosta, G- ja C-emasten
valille kolme vetysidosta. Tasta syysta G- ja C- sidos on vahvempi kuin A- ja T-

sidos. DNA:ta kuumennettaessa vetysidokset emasten valilla purkautuvat eli
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DNA denaturoituu. Denaturaatioon tarvitaan korkeampi lampétila mitd enem-
man DNA:ssa on G-C pareja. (Heino & Vuento 2010, 40-41.) DNA on kaksijuos-
teinen ja juosteiden suunta on toisilleen vastakkainen. Nukleiinihappojen emas-
jarjestys kirjoitetaan aina yhteen suuntaan eli 5 — 3’- suunnassa. (Suominen
ym. 2010, 18-19.)

Geeni on perattaisten emasten muodostama jakso, joka sisaltaa tiedon proteii-
nin tai RNA:n eli ribonukleiinihapon rakenteesta. Geeni koostuu saatelyaluees-
ta, RNA:ta koodaavasta alueesta ja RNA-synteesin lopetuskohdasta. Saately-
alue vastaa geenin perusaktiivisuudesta, liséksi se ohjaa RNA-polymeraasin
RNA-synteesin aloituskohtaan ja maaraa synteesin suunnan. Koodaava alue
koostuu eksonijaksoista seka intronijaksoista. Geneettinen koodi eli tieto prote-
linien aminohappojarjestyksesta on kolmen nukleotidin ryhmissé eli kodoneina.
Tietty kodoni vastaa tiettyd aminohappoa ja naiden liséaksi on kolme kodonia,
jotka maaraavat proteiinisynteesin lopetuksen. Nelja erilaista nukleotidia (4°) voi
muodostaa 64 erilaista kolmikkoa. Aminohappoja on 20 erilaista, joten yhta
aminohappoa voi vastata useampi emaskolmikko. Perékkaisten kodonien jar-
jestys eli lukukehys maaraa syntyvan proteiinin aminohappojarjestyksen. (Ul-
manen ym. 2009, 23-26.)

2.1.2 Geenikonstrukti

Geenikonstrukti eli yhdistelma-DNA on DNA-molekyyli, johon on keinotekoisesti
litetty, jopa toisesta lajista peréisin olevia DNA-jaksoja. Mitd tahansa DNA-
molekyylid, joka on rakennettu laboratoriossa, kutsutaan yhdistelm&-DNA:Ksi.
(Alberts ym. 2009, 330.) Geenitekniikan avulla voidaan pilkkoa pitki& DNA-
patkid sopivan kokoisiksi ja liittda ne takaisin yhteen, jolloin saadaan uusia yh-
distelmia. Yhdistelma-DNA voidaan kopioida bakteerisolun sisélla, joka kerta
kun bakteeri kopioi oman DNA:nsa, se kopioi myds plasmidin, jossa yhdistelma-
DNA on. (Ulmanen ym. 2009, 180.)
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2.1.3 Geenitekniikka

Geenitekniikkaa pidetaan yleisnimityksena tekniikoille, joissa tutkitaan tai kasi-
tella&dn geneettistd materiaalia, joko kokonaan tai osittain in vitro eli elion ulko-
puolella, koeputkessa. Geenitekniikka ei ole oma tieteenalansa vaan bioteknii-
kan haara. Sita hyddynnetaan laajasti ja kaytetaan moniin eri tarkoituksiin mm.
la&ketieteesséd, genetiikassa, molekyylibiologiassa ja solubiologiassa. (Suomi-
nen ym. 2010, 63-65.)

2.1.4 Siirtogeeninen hiiri

Siirtogeenisella hiirella on perimaan liitetty vieras yhdistelmé& DNA-molekyyli.
Syntyneelld jalkelaisellda on kaikissa soluissaan kyseinen yhdistelm& DNA-
molekyyli, joka periytyy edelleen seuraaville jalkelaisille. Siirtogeenisen hiiren
tuottaminen voidaan jakaa neljaan vaiheeseen. Ensiksi rakennetaan geenitek-
niikkan avulla geenikonstrukti eli yhdistelma-DNA. Tamén jalkeen DNA injisoi-
daan hedelmoittyneeseen munasoluun mikroinjektiolla tai jos geenikonstrukti
halutaan tiettyyn kohtaan genomia, siirretdan se alkion kantasoluihin, joista vali-
koidaan ne, joissa konstrukti on liittynyt oikeaan kohtaan. Nama kantasolut inji-
soidaan blastokystivaiheen alkioon. Injektoidut alkiot siirretd&n vastaanottajahiir-
ten, valeraskaiden naaraiden, munanjohtimiin. Lopuksi syntyneiden poikasten
perimasta (genotyyppi) tunnistetaan siirtogeeni PCR:n avulla, joko hanta- tai
korvanaytteesta eristetysta DNA:sta. Kantahiiret, jotka osoittautuvat siirto-
geeniksi, kaytetdan siirtogeenia ilmentavien hiirilinjojen tuottamiseksi. Geeni-

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

Siirtogeenisten hiirten tuottaminen ja yllapito on tarkoin saadeltya ja valvottua
toimintaa ja niiden tuottamiseen tarvitaan koe-eldinlupa. (Elainkoelautakunta
2013). Siirtogeenisia hiirida kaytetaan eniten perustutkimuksessa, mutta myos

mm. tautimallinnuksessa ja ladkekehityksessa. (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 naitd yhdistava
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 perusyksikkoja. Follikkelin muodostaa yk-
sikerroksisen epiteelin verhoama ontelo, joka sisaltda hyytelomaista ainetta,
kolloidia. Epiteelisolut ovat lepotilassa litteitd, mutta muuttuvat joko kuution tai
lierion muotoisiksi toiminnan lisdantyessa. Kolloidi sisaltaa tyreoglobuliinia, jon-
ka glykoproteiinirakenteeseen varastoituvat kilpirauhashormonit, tyroksiini (T )
ja trijodityroniini (T3). (Valimaki & Schalin-Jantti 2009, 175.)

Kilpirauhasfollikkelit erittavat paivittéain noin 110 nmol tyroksiinia (T4), mutta vain
noin 10 nmol trijodityroniinia (T3). Tyroksiinissa on nelja jodiatomia ja trijodityro-
niinissa kolme. Trijodityreoniini on varsinainen biologisesti aktiivinen Kkilpi-
rauhashormoni, koska suurin osa tyroksiinista muuttuu kudoksissa trijodityronii-
niksi ennen vaikuttamistaan. (Valiméki & Schalin-Jantti 2009, 177.) Kilpi-
rauhashormoneilla on useita laaja-alaisia vaikutuksia aineenvaihduntaan, fyysi-
seen ja psyykkiseen kasvuun ja kehitykseen lapsuusidssa ja aikuisialla aineen-
vaihduntaan. Tyroksiini on valttamaton sikion hermoston, luuston ja keuhkojen
kehitykselle. Samoin lapsuusidssa riittava kilpirauhashormonien eritys on nor-
maalin ruumiillisen ja henkisen kehityksen edellytys. (Nienstedt ym. 2009, 414-
415.) Kilpirauhasen follikkelien vélissa olevista C-soluista erittyy kalsitoniinia
verenkiertoon, joka vaikuttaa kalsiumaineenvaihduntaan, mutta sita ei lueta var-
sinaisiin kilpirauhashormoneihin kuuluvaksi. Kilpirauhasella on myds keskeinen
osuus jodiaineenvaihdunnassa elimistdssa. Kilpirauhashormonien vaikutukset
korostuvat etenkin kilpirauhasen liikatoiminnan eli hypertyreoosin aikana. (Vali-
maki & Schalin-Jantti 2009, 175-177.)
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2.1.6 TSH-reseptori

TSH (thyroid stimulating hormone) eli tyreotropiini on aivolisédkkeen etulohkon
erittdma 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-
proteiinivalitteisten reseptoreiden perheeseen. Reseptori muodostuu suuresta
ekstrasellulaari eli solunulkoisesta osasta, seitseman kertaa solukalvon lavista-
vasta osasta ja solunsisdisesta osasta, joka valittda viestin G-proteiineille (Kuva
2). Tyreotropiini kiihdyttéda kilpirauhasen toimintaa samalla stimuloiden jodidin
kertymista kilpirauhaseen, hormonien synteesia ja niiden vapautumista veren-
kiertoon. TSH-reseptorin toimintaa lisddvat mutaatiot ovat useimmiten resepto-

rin solukalvon lavistavassa osassa. (Valimaki & Schalin-Jantti 2009, 182, 210)
- H,N

a-alayksikko
solunulkoinen osa -

r TaVo Bt Vo
;! v X

solukalvon lavistava osa -
é; B-alayksikkd

solunsisdinen osa -

L ‘ -COOH

Kuva 2. TSH-reseptori. (Valimaki & Schalin-Jantti 2009, 182)

Reseptorin aktivoituessa se jakaantuu a- ja B-alayksikoihin, jotka voivat tuottaa
useita aktiivisia tai inaktiivisia reseptoreita. Aktiivisia on TRai, TRB1, TRB:z ja
TRp3, reseptorit ilmentyvat kudoksissa eri tavoin. TRB, on keskeinen hypotala-
muksessa ja aivolisdkkeessa, kun taas TRa; ilmentyy kaikissa kudoksissa,
etenkin munuaisissa, maksassa, aivoissa ja sydamessa. (Valiméki & Schalin-
Jantti 2009, 180-182.)
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2.1.7 Hypertyreoosi

Hypertyreoosilla tarkoitetaan kilpirauhasen liikatoimintaa, siind tyroksiinineritys
(T4) saattaa kasvaa jopa 15-kertaiseksi. Hypertyreoosin syyna ei ole yleensa
tyreotropiinin (TSH) liikaeritys, usein sen maara on vahentynyt palautevaikutuk-
sen takia. Potilaiden veresta sen sijaan |0ytyy tavallisesti tyreotropiinin tavoin
vaikuttavia, kilpirauhasta stimuloivia vasta-aineita (Tsab, thyroid-stimulating
immunoglobulins or antibodies). (Nienstedt ym. 2009, 417-418.) Tsab-vasta-
aineet Kiinnittyvat TSH-reseptoriin ja kiihdyttavat kilpirauhasen toimintaa. (Vali-
méaki & Schalin-Jantti 2009, 192)

Hypertyreoosin oireet johtuvat liiallisen kilpirauhashormonin aiheuttamasta kiih-
tyneesta aineenvaihdunnasta, elimistd kay “ylikierroksilla”. (Nienstedt ym. 2009,
417) Oireita ovat mm. hermostuneisuus, lisd&ntynyt hikoilu, painon lasku, kiih-
tynyt sydamen syke. Oireet voivat syntya asteittain viikkojen ja kuukausien ai-
kana. Osalle kehittyy silmaoireita: hiekan ja vierasesineen tunnetta, kaksoisku-
vat, valonarkuutta ja toisinaan silmat pullistuvat ulospéin (eksoftalmus). (Vali-
maki & Schalin-Jantti 2009, 195; 212.)

2.1.8 Pistemutaatio

Mutaatiolla tarkoitetaan joko yhdessa tai useammassa geenissa tapahtuvaa
rakenteellista muutosta, joka sukusolussa ollessaan voi siirtya jalkelaisille. Mu-
taation vaikutus riippuu siitd mihin kohtaa periman osaa tai geenié se kohdistuu.
(Ulmanen ym. 2009, 24-25.) Pistemutaatiossa yksi emas on muuttunut, mink&
johdosta kyseisen emaskolmikon méaraama aminohappo saattaa korvautua
toiseksi proteiinisynteesissa. (Nienstedt ym. 2007, 471) Tama voi vaikuttaa tai
olla vaikuttamatta proteiinin biologiseen aktiivisuuteen. Mikali emaskolmikko
muuttuu proteiinisynteesin lopetuskolmikoksi, syntyy yleensa toimintakyvyton
proteiini, koska aminohappoketju jd& normaalia lyhyemmaksi tai proteiinin toi-
minta lisaantyy tai muuttuu jollakin muulla tavalla. (Uimanen ym. 2009, 24-25.)

Tassa opinnaytetytssa TSH-reseptorigeenin pistemutaatio saa aikaan resepto-
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rin muuttumisen konstitutiivisesti aktiiviseksi, eli aktiiviseksi ilman tyreotropiini-

hormonia.

2.2 Geenitekniikan menetelmia

2.2.1 Red/ET- rekombinaatio

Red/ET- rekombinaatio perustuu homologiseen rekombinaatioon, ja se on yksi
menetelma DNA-konstruktin rakentamisessa. Se mahdollistaa rajoittamattoman
kloonauksen, alakloonauksen ja muutokset DNA:n mihin tahansa haluttuun koh-
taan. Se mahdollistaa kaikenkokoisten DNA-molekyylien tasmallisen suunnitte-
lun. Red/ET- rekombinaatio toimii L-arabinoosin ohjauksessa. Tama aikaan saa
Red/ET- rekombinaatioproteiinien ilmentymisen. Namé& proteiinit taas saavat

aikaan homologisen rekombinaation. (Genebridges 2013.)

2.2.2 Bakteerisolujen transformaatio

Transformaatioksi kutsutaan tapahtumaa, jossa geneettista materiaalia viedaan
elaviin soluihin ja DNA on paljasta plasmidi-DNA:ta. Solujen tulee olla kompe-
tentteja eli ne ovat joko luonnostaan tai kasittelyn seurauksena laboratorio-
olosuhteissa kykenevia transformoitumaan eli ottamaan vierasta DNA:ta si-
saansa. (Suominen ym. 2010, 140-141.) Plasmidit (Kuva 3) ovat pienia ren-
gasmaisia, itsenaisesti monistuvia DNA-molekyyleja. Niitd esiintyy etenkin bak-
teereilla, mutta myds hiivoilla ja homeilla. Plasmideja kaytetaan geenitekniikas-
sa kuljettimina eli vektoreina ja niitd voidaan myos katkaista restriktioentsyy-
meilla seka liittda uudelleen yhteen DNA-ligaasilla, jolloin rengasmainen raken-
ne palautuu. (Suominen ym. 2010, 66-67.) Plasmidivektorilta vaaditaan tiettyja
perusominaisuuksia. N&itd ovat muun muassa ori eli replikaation aloituskohta,
selektiogeeni joka mahdollistaa kasvun esimerkiksi antibiootin l&asnd ollessa
seka MCS eli monikloonausalue, joka siséltdd katkaisukohdat useille restriktio-

entsyymeille. (Suominen ym. 2010, 76-77.)
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selektiogeeni

restriktio-
entsyymin
tunnistus-
kohta

-

bakteeriplasmidi

ori

Kuva 3. Yhdistelma-DNA-vektorina kaytettava plasmidi. (Suominen ym. 2010,
76)

DNA voidaan vieda bakteerisoluun eli transformoida erilaisin menetelmin, yksi
tehokkaimmista menetelmistd on elektroporaatio. Siina solukalvoon luodaan
lyhytikaisia aukkoja antamalla lyhytkestoinen ja voimakas séhkdpulssi, jolloin
DNA siirtyy aukkojen kautta solun sisaan. (Suominen & Ollikka 2004, 85.) Elekt-
roporaatiota varten solut kasvatetaan maljalla, pestaan vedelld ja lisatdén so-
lususpensioon glyserolia ja ne pakastetaan -70 °C:een. Transformaatiota varten
solut sulatetaan jadhauteessa ja jaetaan transformaatiokyvetteihin, joiden sivuil-
la on elektrodit. Elektroporaatio tehdaan mielellddn kylméassa (0-4 °C) ja se

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

2.2.3 Antibioottiselektio

Transformaatiossa saadaan vain osa soluista ottamaan DNA:ta sisaansa. Jotta
tunnistetaan ja saadaan kasvamaan ainoastaan transformoituneet solut, pitaa
olla kaytdssa jokin tehokas tunnistuskeino eli selektio. Antibioottiresistenssi on

yleisesti kaytetty selektiomenetelmd, joka antaa solulle resistenssin tiettyd anti-
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bioottia kohtaan. Antibioottiresistenssi syntyy, kun bakteerin perimassa tapah-
tuu mutaatioita tai bakteeri saa plasmidin, jossa on antibioottiresistenssigeeni.
Yhdessa plasmidissa voi olla useita geeneja, jotka tuovat bakteerille resistens-
sid eri antibiooteille. Tallaiset geenit koodaavat yleensa antibioottia hajottavaa
tai tehottomaksi muuttavaa entsyymid. Nain voidaan halutun resistenssigeenin
sisaltavat solut valikoida kasvattamalla soluja taman antibiootin kanssa. (Suo-
minen ym. 2010, 144-146.)

Yleisin bakteeriselektion antibiootti on penisillinijohdannainen ampisilliini, joka
estaa bakteerien soluseinan kasvun ja tappaa kasvavia bakteerisoluja. Ampisil-
liiniresistenssi eli Amp" johtuu bla-geenista, joka tuottaa ampisilliinia hajottavaa
B-laktamaasientsyymia. (Suominen ym. 2010, 146.) Muita kaytettyja antibiootte-
ja on mm. tetrasykliini, kloramfenikoli ja kanamysiini eli neomysiini, ne estavat
bakteerien proteiinisynteesin kiinnittymalla bakteerin ribosomin eri osiin. (Medi-
cina 2013.)

2.2.4 Ensivaiheen seulontamenetelma

Nykyaan kaytetyin ensivaiheen seulontamenetelma on a-komplementaatio, jos-
ta kaytetaan nimitysta sini-valkoseuranta (Kuva 4). Taméa on yleisin ensivaiheen
seulontamenetelmé& Escherichia coli-bakteerilla tydskenneltdessa. Menetelma
perustuu E.colin lac-operonin toimintaan. (Suominen ym. 2010, 79-80.) Yhdis-
telma-DNA molekyyleja valmistettaessa syntyy joukko muitakin kuin haluttuja
klooneja. Mukana on useimmiten myds pelkéalla vektorilla transformoituneita
klooneja. Seulonnan ensivaiheessa tulisi saada selville, mitka kloonit ovat saa-
neet sisaansa insertin sisaltdvan yhdistelma-DNA-molekyylin. (Suominen & OI-
likka 2004, 93) Menetelman avulla voidaan varireaktion perusteella erottaa yh-
distelm&-DNA-plasmidin ja pelkan vektoriplasmidin sisaltdméat transformantit
toisistaan. Edelliset kasvavat maljalla valkeina pesakkeina ja jalkimmaisia kloo-

neja sisaltavat pesakkeet sinisind. (Suominen ym. 2010, 79.)

Tata varten naissa vektoreissa on -galaktosidaasientsyymin aminoterminaalis-

ta a-fragmenttia (alkuosassa oleva) koodaava geeninosa, lacZ’. lacZ-geenin
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loppuosa, koodaa [(-galaktosidaasin loppupaan, w-fragmentin muodostumista.
B-galaktosidaasientsyymi hajottaa normaalisti laktoosia glukoosiksi ja galaktoo-
siksi, mutta se pystyy myos hajottamaan ainetta, josta kaytetdan lyhennelmaa
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 enaa tuota -
galaktosidaasin a-fragmenttia. w-fragmentti ei yksinaan ole aktiivinen, niin tal-
laisen yhdistelmaplasmidin sisaltama pesdke on maljalla valkea. Valkeista pe-
sékkeista voidaan lahted seulomaan halutunlaista yhdistelma-DNA-plasmidia.
lacZ-geeni voidaan indusoida lisdamalla transformoitujen bakteerien kasvualus-
talle IPTG:ta (isopropyyli-B-D-galaktopyranosidi). Transformaatioseokset malja-
taan ampisilliinia, IPTG:ta ja X-gal:ia siséltaville maljoille. (Suominen ym. 2010,
79-81, 84.)

E. coli -solu
—» lacZ-mRNA ————» O
o-fragmentti
lacZAM75-geeni —p |gcZAM15-mRNA —»

w-fragmentti

a- ja o-fragmentit
yhdistyvit toimivaksi
3-galaktosidaasientsyymiksi

0 D

a-fragmentti w-fragmentti

aktiivinen
B-galaktosidaasi

- ~

-~
». & X-gal sininerm yariaine
7 N
/ N
\
A “
X-gal sininen variaine
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Kuva 4. Sinisen varin muodostumisen periaate a-komplementaatiossa. (Suomi-
nen ym. 2010, 81)

2.2.5 Digestio

Restriktioentsyymidigestiossa restriktioentsyymit tunnistavat ja katkaisevat
DNA:n tietysta kohdasta tai sen lahettyviltd. Restriktioentsyymit ovat bakteerien
tuottamia endonukleaaseja, jotka ovat nukleiinihappoa juosteen keskelta pilkko-
via entsyymeja. (Suominen ym. 2010, 112.) Ne tunnistavat yleensa erityisia 4-8
emasparin sekvensseja. Naitd kohtia kutsutaan restriktiokohdiksi, josta restrik-
tioentsyymit pilkkovat molemmat DNA-juosteet tarkalleen maaratysta kohdasta.
(Lodish ym. 2004, 361.) Bakteereilta |0ytyy myds metylaasientsyymi, joka
muokkaa bakteerin omaa DNA:ta metyloimalla sitd vastaavan restriktioentsyy-
min kohdasta. Tama siis suojaa bakteerin omaa DNA:ta sen omalta restriktio-
entsyymilta. Siirretty vieras DNA bakteerissa ei ole samalla lailla metyloitua,
vaan restriktioentsyymi pystyy katkaisemaan sitd. Restriktioentsyymeja on kol-
mea paatyyppia, joista tyyppi Il on geenitekniikan kannalta tarkein ja se tunnis-
taa DNA:ssa palindromisen sekvenssin. (Suominen ym. 2010, 112-113.) Re-
striktiokohdat ovat yleisesti lyhyita palindromisia sekvensseja, jossa kummankin
DNA-nauhan sekvenssi on sama, kun se luetaan 5 — 3’- suunnassa. (Lodish
ym. 2004, 361)

Restriktioentsyymeja voidaan eristdd monista eri bakteerilajeista. Entsyymit on
nimetty lyhenteella siitd organismin nimesta, joista ne on eristetty. Laji- ja su-
kunimestad koostuva etuosa kirjoitetaan kursivoidulla kun taas kannan ja ent-
syymin tunnisteosa kursivoimattomalla tekstilla. Esimerkiksi BamHI on Bacillus
amyloliquefaciens-bakteerin kannan H restriktioentsyymi numero | (roomalainen
ykkdnen). (Suominen ym. 2010, 113.)

Jokaisella restriktioentsyymilla on oma tunnistekohtansa (Kuva 5), esimerkiksi
BamHI tunnistaa kaikki GGATCC- sekvenssit DNA:ssa ja katkaisee DNA:n

naista kohdista, edellyttden ettéa tunnistuskohtia ei ole metyloitu.
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"G|GATCCy
sCCTAG1G®

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

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

BamHI on ns. 5’- entsyymi eli DNA:n katkaisun yhteydessa syntyy 5’- paihin
kohessiiviset paat. Entsyymeja jotka tuottavat 3’-p&&han kohessiiviset paat
esim. (Pstl), kutsutaan 3’- entsyymeiksi ja ei- kohessiivisia pdité tuottavia ent-
syymeja esim. (Smal) kutsutaan tylppaentsyymeiksi. Tylppaentsyymit katkaise-
vat kummankin DNA- nauhan samasta kohtaa. Restriktioentsyymin katkaistua
DNA:n, sen 5'- paahan jaa vapaa fosfaattiryhma ja 3’- padhan OH- ryhma. Ta-
ma mahdollistaa sen, etta paat voidaan halutessaan liittda yhteen, koska re-
striktioentsyymi ei poista fosfaattiryhmaa vaan katkaisee kummastakin nauhas-

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

Eri restriktioentsyymeilla on oma aktiivisuusyksikko, josta kaytetaan lyhennysta
U eli unit. 1 U kertoo kuinka paljon entsyymia tarvitaan katkaisemaan 1 pg (A-)
DNA:ta tunnissa ilmoitetussa reaktio-oloissa. Yleensa katkaisureaktiossa kayte-
taan jonkin verran ylimaarin entsyymia, 1-5 U entsyymia per 1 pug DNA:ta. Re-
aktio-olosuhteet vaikuttavat suuresti entsyymin toimintaan. Ne vaativat sopivan

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

Tietyilla restriktioentsyymeilla esiintyy ns. téhtiaktiivisuutta, joka tarkoittaa sita,
ettd entsyymin tunnistuskohdan spesifisyys alenee. Esimerkiksi suuri glyseroli-
pitoisuus, alhainen suolakonsentraatio, korkea pH tai entsyymiylimaara saattaa
aiheuttaa tahtiaktiivisuutta. Reaktion jalkeen osa restriktioentsyymeistéa voidaan
inaktivoida kuumennuksella, mutta jotkut ovat niin lAmmaonkestavia etta niihin

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

Ligaatiolla DNA-jaksot liitetaan toisiinsa. Siina ligaasientsyymit kykenevat liitta-
maan kovalenttisesti yhteen kaksi DNA-jaksoa, naita kutsutaan DNA- ligaaseik-
si. Yksi kaytetyin ligaasi on T4-DNA-ligaasi, joka on E. colin T4-faagin tuottama
entsyymi. DNA:ssa taytyy olla 5’-paassa fosfaattiryhma ja 3’-paassa OH-ryhma,
jotta ligaasi toimii. (Suominen & Ollikka 2004, 77-78.) Ligaasin toiminta voidaan
estda poistamalla 5’-fosfaattiryhma esimerkiksi alkalisella fosfataasilla ja nain
ollen estaa DNA-jaksojen yhteen liittyminen. Fosfaatti- ja OH-ryhman liséksi T4-
DNA-ligaasi tarvitsee toimiakseen energiaa (ATP), magnesiumioneja (Mg?")
seka pelkistavat olot. Yleisin ligaasin aktiivisuusyksikk6 on Weiss-yksikkd. Li-
gaasin aktiivisuusmerkinta (U) 16ytyy ligaasiputken kyljesta ja on aina hyva tie-
taa minka valmistajan ligaasia kayttaa, mika on sen aktiivisuus ja mina yksikko-

na aktiivisuus on maaritelty. (Suominen ym. 2010, 131.)

2.2.6.1 Kohessiivisten ja tylppien paiden ligaatio

Restriktioentsyymi jattaa katkaisun yhteydessa DNA:n paat joko kohessiivisiksi
tai tylpiksi. Tallaiset paat voidaan kuitenkin sulkea DNA-ligaasin avulla yhteen
(Kuva 6), koska restriktioentsyymi ei poista 5’-fosfaattiryhmaéa. Kohessiivisten
paiden ollessa hetkellisesti kohdakkain ligaatioliuoksessa, vastinemésten valille
syntyy vetysidokset, jolloin ligaasientsyymi tunnistaa puuttuvan fosfodieste-
risidoksen ja muodostaa sen uudelleen kayttden ATP:ta energiana. Ligaasilla
voidaan sulkea vain samanlaiset kohessiiviset paat. Tylppien paiden ligaatio on
paljon tehottomampaa kuin kohessiivisten paiden ligaatio. Siina tylpat paat eivat
voi liittya vastinemastensa valityksella, mutta jos paét osuvat yhteen liuoksessa,
ligaasi voi muodostaa puuttuvat fosfodiesterisidokset. Tylppien péiden ligaatiota
voidaan tarvittaessa tehostaa ja se on kuitenkin kayttokelpoinen menetelma.
Tylppien péiden ligaatiossa hyvana puolena on se, etté tylppaentsyymien jatta-
mat paat voidaan liittdd mihin tahansa toisen tylppaentsyymin jattaman paan

kanssa, kunhan 5’-fosfaatit on tallella. (Suominen ym. 2010, 132-133.)
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A. 5'-kohessiivisten paiden (BamHTI) ligaatio

WA 7;;:“0” G-OH3 SP.GAT (:(I’i'"sem' G-OH3 5P~(5A'l'(j(lijve tor'ﬂ Y
CCTAG"PS, 3(DH—(:"—“( & l\(:-PS 3.Ol"-(,r
lT4-DNA-Iigaasi
VWAV g8l ad ——— ¢8Rl WY
CCTAGE EETAGG
B. 3'-kohessiivisten pdiden (Pstl) ligaatio
W@’&(‘;'I'GCA-OH3 )P-(,I;Lrtt'-(Ti'l GCA-OH?3 5P-('3£§0W
G-Py 3 OH-ACGTC ——G-P,, yOH-ACGTC
i T4-DNA-ligaasi
VAVAV " § S % N P VY,V
GACGT( GACGTC
C. Tylppien pdiden (Smal) ligaatio
ktori : - insertti : : ktori
W%ﬂg;&qq(' -oH3 SP-(I;(I;(I;L"' ([:([,(I:-OH3 SP_(F(‘:(’:%N
GGG-P, #OH-CCC—— GGG-P, 3OH-CCC
i T4-DNA-ligaasi
\VAVAV/ S0 8 i Sm— b 48 g, VYA

GGGCCC—GGGCCC

Kuva 6. DNA-jaksojen péaiden liittdminen yhteen T4-DNA-ligaasin avulla.
A. 5’-kohessiiviset paat, B. 3’-kohessiiviset paat, C. Tylpat paat (Suominen ym.
2010, 133)

2.2.6.2 Erilaisten paiden ligaatio

Tylppia paita ei voi liittdé kohessiivisiin paihin eika toisinpain, myoskaan erilaisia
kohessiivisia paita ei voi liittdé toisiinsa. Tylpat paat voidaan aina liittaa toisiinsa
ja kohessiiviset paat voidaan muuttaa tylpiksi kahdella eri tavalla. Kohessiiviset
paat voidaan joko tayttdd DNA-polymeraasilla tai poistaa DNA:ta hajottavalla

nukleaasilla. Kohessiivisten 5’-péiden tayttdmiseen kaytetddn yleensd E.colin
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DNA-polymeraasi I:n fragmenttia eli Klenow-entsyymia. Taméa entsyymi tarvit-
see toimiakseen templaatin ja alukkeen, kuten muutkin polymeraasit. Kun reak-
tioseokseen lisataan deoksinukleosiditrifosfaatteja (dNTP), Klenow-entsyymi
littda nukleotideja 3’-paahan. Huomioitavaa on, ettd 3’-paiden yksinauhaisia
alueita ei voi talla tavalla tayttaa tylpiksi, koska toisen nauhan 5-p&a ei voi toi-
mia alukkeena. Yksinauhaiset 5'- ja 3’ paat voidaan poistaa niille spesifisilla
nukleaaseilla, kuten mung bean- ja S1-nukleaaseilla. (Suominen ym. 2010, 134-
135))

2.2.6.3 DNA:n 5’-paiden defosforylointi

Ligaatiossa DNA-paat, jossa on 5’-fosfaattiryhma ja toisessa 3’-OH-ryhma pys-
tytaan liittdmaan yhteen. Usein plasmidivektorin paiden ligatoituminen itsensa
kanssa halutaan estaa, jolloin se defosforyloidaan eli poistetaan 5’-fosfaatit al-
kaalisella fosfataasilla. Defosforylointiin kaytetdan joko bakteerista (BAP) tai
vasikan suolistosta (CIP) eristettya alkaalista fosfataasia. (Suominen & Ollikka
2004, 81.) Plasmidivektori kannattaa aina defosforyloida, jos se on katkaistu
vain yhta restriktioentsyymia kayttden. Nain estetdan 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 nukleotidijarjestykseltaan tunnetun DNA-jakson valissa.
PCR-reaktiot tehdaan pieniss& mikrosentrifuugiputkissa, joiden lampdétilaa kont-
rolloidaan PCR-laitteessa. (Suominen ym. 2010, 153.) PCR:n sovelluksia on
monia ja PCR-tekniikkaa kaytetdaén eri tarkoituksiin kuten, perinnollisten saira-
uksien diagnostiikkaan, erilaisten virus- ja bakteerisairauksien toteamiseen tai

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

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

keet, DNA-polymeraasin, nukleotideja (dNTP), puskuriliuoksen ja steriilia vetta.
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(Solunetti 2006) PCR:ssa voi templaattina toimia joko kaksijuosteinen DNA tai
yksijuosteinen RNA. Tavallisimmin templaattina toimii kaksijuosteinen DNA.
RNA:n ollessa lahtdmateriaalina taytyy siitd ensin valmistaa yksijuosteinen
cDNA kaanteistranskriptaasilla, sitten kaksijuosteinen cDNA, jonka jalkeen voi-
daan tehda varsinaiset monistusreaktiot. Alukkeet eli primerit ovat synteettisia
noin 15-40 nukleotidin pituisia DNA-jaksoja. (Suominen ym. 2010, 154.) Ne
suunnitellaan siten, ettd ne kiinnittyvat kaksinauhaisen DNA:n eri juosteisiin
monistettavan DNA-alueen vastakkaisiin paihin. PCR:ssa kaytetaan kahta alu-
ketta, (forward ja reverse) jotka rajaavat monistettavan alueen sen 5’- ja 3'-
paista. DNA-polymeraasi on entsyymi, joka rakentaa reaktioseoksessa olevista
nukleotideistéa (ANTP) uuden juosteen templaatin mallin mukaan. (Suominen &
Ollikka 2004, 107-108.) Yksi yleisimmin kaytetyistd entsyymeista on Thermus
aguaticus- bakteerista eristetty Taq-polymeraasientsyymi, mutta se tekee melko
paljon virheitd. Siksi kaytetddn myds vahemman virheita tekevid DNA-
polymeraaseja (Vent-, Tth-, Pfu- ja DynaZyme-polymeraasit). Standardimene-
telmat on kuitenkin optimoitu Tag-polymeraasille. (Suominen ym. 2010, 153.)
Puskuriliuos ja siina olevat ionit vaikuttavat reaktion olosuhteisiin ja tarkkuuteen.
Yleisemmin kéaytetty puskuriliuos on magnesiumkloridiliuos (MgCI?*-liuos).
(Suominen ym. 2010, 162.)

PCR-syklissa toistetaan kolme vaihetta: denaturointi, alukkeiden kiinnitys (an-
nealing) ja pidennysreaktio (Kuva 7). Yleensa sykleja on 15-40 ja kokonaisajo-
aika vaihtelee 30 minuutista kahteen tuntiin, riippuen laitteesta ja syklien maa-
rasta. Toistamalla naitd vaiheita perékkdin saadaan monistettavan templaatin
kopiomaara 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
kuumennuskasittelylld, jotta alukkeet voivat sitoutua templaattiin eli monistetta-
vaan DNA:han. Taman jalkeen lampdétilaa lasketaan hetkellisesti, jotta alukkeet
pystyvat kiinnittymaan templaattiin eli tehdaan lyhyt annealing-reaktio. Kun
alukkeet ovat kiinnittyneet, nostetaan taas lampdtilaa, jolloin polymeraasi liittaa
reaktioseoksessa olevia nukleotideja (ANTP) alukkeen 3’-paasta lahtien temp-
laatin mallin mukaan, jolloin templaatin kummallekin nauhalle syntyy vastinnau-
ha. Tata vaihetta kutsutaan pidennysreaktioksi. Synteesi on valmis muutaman
minuutin kuluttua, jonka jalkeen lampdétilaa nostetaan sen verran, ettd 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)
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PCR on herkka myds kontaminaatioille, joten PCR-reaktioiden valmistukseen

tulisi olla oma tila, joka on eristetty muusta laboratoriosta sek& omat vélineet ja

reagenssit. Monistusreaktioiden ohella on syytd tehda 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 menetelmid on monia, riippuen analysoitavien fragmenttien eli palasien
koosta. Pienid DNA-jaksoja voidaan analysoida polyakryyliamidigeelielektrofo-
reesilla (PAGE). Keskikokoisia fragmentteja (n. 0,1-50 kb) analysoidaan aga-
roosigeelielektroforeesilla (AGE) ja suurempia DNA-molekyyleja (<2 Mb) tutki-
taan pulssikenttaelektroforeesilla (PFGE). (Suominen ym. 2010, 122.)

Agaroosi on merilevasta eristetty polysakkaridiseos. Kuumennettaessa se liu-
kenee veteen ja jadhtyessaan se muodostaa hyytelomaisen geelin. Koska DNA
on negatiivisesti varautunut, fragmentit vaeltavat kohti positiivista elektrodia.
Suuremmat fragmentit vaeltavat hitaammin, koska niiden edistymistad hidastaa
agaroosigeelin matriisi. DNA/RNA-jaksot kulkeutuvat pituudelle ominaisella no-
peudella ja tietyn matkan. (Alberts ym. 2009, 330-331.) Pitkat DNA-jaksot kul-
keutuvat hitaasti ja lyhyemman matkan, lyhyet DNA-jaksot kulkeutuvat nope-

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

DNA-péatkat ovat ndkymattomia agaroosigeelissa, ellei DNA:ta ole varjatty jolla-
kin tavalla. Yksi kaytetyin vériaine on etidiumbromidi (EtBr), jota voidaan lisata
suoraan geeliin. Se tunkeutuu nukleiinihappojen emasten valiin ja fluoresoi ult-
raviolettivalossa oranssinpunaisena, jolloin jokainen DNA-patka saadaan naky-
viin omana vyohykkeena eli "bandind” geelissa. (Alberts ym. 2002, 494-495.)
Etidiumbromidin hyvin&d puolina ovat mm. laajat kayttbkokemukset ja helppo-
kayttoisyys, haittapuolina taas sen karsinogeenisyys seka geelin kuvauksessa
tarvittava UV-valo. Etidiumbromidin kanssa tydskenneltaessa tulee ottaa huo-
mioon tyo6turvallisuus. Suojavarustus tulee olla asianmukainen ja syntyvat jat-
teet ovat ongelmajatetta. UV-valo on my6s haitallista ihmiselle seka se tuhoaa
nukleiinihappoja. Vaihtoehtoisia nukleiinihappovareja loytyy, kuten SYBR ja sen
johdannaiset, niiden kayttd on edelleen melko vahéaista. (Suominen ym. 2010,
123))

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

tuu ajoaltaasta, jonka pohjalla kummassakin padassa on elektrodit, ja kannesta.
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AGE tehdaan vaakatasossa ja geeli on ajon aikana upotettuna ajopuskuriin.
Geeli valmistetaan keittamalla agaroosia puskuriliuoksessa. Geeli jaahdytetaan
noin 55 °C:een, siihen lisatdan etidiumbromidia, sekoitetaan varovasti ja kaade-
taan liuos geelitarjottimelle. Kun geeli on kaadettu tarjottimelle asetetaan geeliin
naytekampa ja annetaan geelin jaahtya ja jahmettyd. Geelin jadhdyttya poiste-
taan ndytekampa ja asetetaan geeli ajoaltaaseen. Ajopuskurina kaytetaan sa-

maa puskuria mita geelissa on kaytetty. (Suominen ym. 2010, 124.)

Kuva 9. Agaroosigeelielektroforeesissa kaytettava ajolaite. (Suominen ym.
2010, 124)

Naytteet ladataan kamman muodostamiin naytekoloihin eli kaivoihin. Naytteiden
pitdé olla ajopuskuria raskaampaa, joten naytteisiin lisdtddn naytepuskuria, jos-
sa on variainetta. Naytepuskurin vari auttaa seuraamaan ajon edistymista.
Naytteiden rinnalle ladataan myos kokostandardi. Usein kaytetaan A- DNA:ta,
joka on pilkottu entsyymilla tunnetun kokoisiksi fragmenteiksi. Kokostandardeita
on saatavana kaupallisesti, mutta niitd voi tehdd myds itse. (Suominen ym.
2010, 124-125.) Itse ajo aloitetaan laittamalla kansi paalle, laittamalla johtimet
virtalahteeseen ja kytkemalla se paalle. Yleensa kaytetddn 20-200 V jannitetta
ajolaitteen ja geelin koon mukaan. Geelin tarkasteluun kaytetaan UV-valoa seka
analysointiin ja dokumentointiin CCD- kameralla varustettua kuvantamislaitetta
ja data tallennetaan ja kasitellaan digitaalisesti. Useasti geenitekniikassa joudu-
taan myods eristimaan DNA-jaksoja agaroosigeeliltd ja siihen on kehitetty eri
menetelmid esimerkiksi erilaiset silikamenetelmét, LGTagaroosi, elektroeluutio.
(Suominen ym. 2010, 125, 130.)
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3 OPINNAYTETYON TAVOITE, TARKOITUS JA
TUTKIMUSTEHTAVA

Tama opinnaytetyd on osa laajempaa tutkimusta ja geenikonstrukti rakennetaan
yksityiselle asiakkaalle. Tutkimuksen tavoitteena oli tutkia kilpirauhasen liikatoi-
minnan eli hypertyreoosin syntya, joka ei johdu autoimmuniteetista. Hypertyre-

oosia on tarkoitus tutkia geenimuunnellun hiiren avulla.

Tutkimustehtavana oli valmistaa geenikonstrukti siirtogeenihiirimalleja varten.
Konstruktissa TSH-reseptorigeeniin on tehty pistemutaatio, joka johtaa resepto-

rissa D633H mutaatioon.
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4 OPINNAYTETYON TOTEUTUS

Opinnaytety0 aloitettiin syksylla 2012 ja se valmistui kevaalla 2013. Opinnayte-
tyon kaytannon osuus tehtiin tautimallinnuskeskuksessa, joka toimii Turun yli-
opiston biolddketieteen laitoksella, fysiologian osastolla. Opinnaytetyon teosta

sovittiin toimeksiantosopimuksella (Liitel).

4.1 Opinnaytetyén metodologiset ratkaisut

Tama opinnaytetyd on toiminnallinen opinnaytetyd, koska toiminnallisen opin-
naytetyon tuloksena syntyy aina konkreettinen tuotos. Tassa tapauksessa ra-
kennetaan geenikonstrukti. Toiminnalliseen opinnaytetyéhon kuuluvat myos
kaytannon toteutus ja sen raportointi. Toiminnallisessa opinnaytetydssa esite-
taan tutkimustehtava tutkimusongelman sijaan. (Vilkka & Airaksinen 2003, 9,
51.)

4.2 Opinnaytetyon eteneminen

Opinnaytetyon tarkoituksena oli rakentaa geenikonstrukti ja se oli tarkoitus saa-
da valmiiksi kokonaisuudessaan syventavan harjoittelun aikana. Konstruktin
valmistamiselle ei tarvittu erillista lupaa, koska fysiologian laitoksella tehtavét
GMO-ty6t (geenimuunneltu organismi) kuuluvat luokkaan yksi eli alhaisimman

riskin luokkaan.

4.2.1 Alkuperaisten bakteerisolujen kasvatus (BAC, jossa Tshr)

Opinnaytety6 aloitettiin kasvattamalla bakteerisoluja, joissa oli TSH-reseptorin
(Tshr) sisaltam& BAC-klooni. Eppendorf-putkiin laitettiin kahta erilaista Tshr-
BAC:ia siséltavid E.coli- bakteereja, LB-mediumia sekéa kloramfenikoli antibioot-

tia. Putkiin laitettiin reiét ja inkuboitiin ravistelijassa yon yli +37 °C:ssa. Yon yli
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kasvatusta pipetoitiin uusiin eppendorf-putkiin ja lisattiin LB-mediumia seka klo-
ramfenikoli antibioottia. Kasvatusta inkuboitiin ravistelijassa 2-3 tuntia +37

°C:ssa.

4.2.2 Transformaatio (ET-plasmidi)

Kasvatuksen jalkeen solut, joissa oli Tshr:n sisaltama BAC-klooni, transformoi-
tiin ET-plasmidilla. Solut valmisteltiin elektroporaatioon (Kuva 10) setrifugoimal-
la +4 °C:ssa 30 sekunnin ajan, jonka jalkeen supernatantti kaadettiin pois ja
pipetoitiin vetta tilalle. Tama vaihe toistettiin kahteen kertaan. Viimeisella kerral-
la vettd ei endé pipetoitu vaan supernatantti kaadettiin pois ja eppendorf-putket
laitettiin jaihin. Eppendorf-putkien ollessa koko ajan jaissa, lisattiin ET-plasmidi
pelletin paalle. Taman jalkeen putkien sisaltd pipetoitiin elektroporaatiokyvettei-
hin, jonka jalkeen kyvetti laitettiin elektroporaatiolaitteeseen. Elektroporaatiossa
kaytettiin 1350V ja pyrittiin 5 ms sahkopulssiin. Elektroporaation jalkeen liuok-
seen liséattiin LB-mediumia, joka sekoitettiin varovasti pipetilla liuokseen ja siir-
rettiin takaisin kyvetista eppendorf-putkeen. Eppendorf-putkia inkuboitiin raviste-
ljassa +30 °C:ssa tunnin verran, jotta solut saivat "elpya”. Inkuboinnin aikana
valmistettiin LB-agarmaljat, joihin oli lisatty tetrasykliini- ja kloramfenikoli antibi-
oottia. Tunnin inkuboinnin jalkeen solususpensiosta pipetoitin maljalle tietty
maara ja levitettiin maljalle. Maljoja inkuboitiin yon yli +30 °C:ssa ja valolta suo-
jassa. Itse maljojen teko, solususpension levitys ja inkubointi tehtiin mahdolli-
simman hyvin valolta suojattuna, koska tetrasykliini on valoherkka. Myos +30

°C:een inkubointilampdtila oli tarkka, koska muuten ET-plasmidi haviéa.
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. ELEKTROPORAATIO Gene of interest

‘o> e © o

Kuva 10. Red-ET:n transformaatio E.coliin, jossa BAC ja Tshr.
4.2.3 Kloonien kasvatus

Seuraavana paivana maljalta poimittiin viisi kolonia per eppendorf-putki, jossa
oli LB-mediumia, tetrasykliinia ja kloramfenikolia. Eppendorf-putkiin tehtiin reiét

ja niité inkuboitiin yén yli +30 °C:ssa, pimeéassa ja ravistelijassa.
4.2.4 ET-proteiinien ilmentaminen

Seuraavana péaivana ET-proteiinia ilmennettin  L-arabinoosin  avulla.
Reritettyihin eppendorf-putkiin laitettin LB-mediumia, tetrasykliinia, kloram-
fenikolia ja yon yli kasvatettuja klooneja. Eppendorf-putkia inkuboitiin +30
°C:ssa 2 tuntia, ravistelijassa. Taman jalkeen eppendorf-putkiin lisattiin 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’-péaissa. Reaktioseos sisélsi: vetta, puskuria, nukleotideja,
entsyymia, DNA:ta (minivektori) seka alukeparit. PCR-sykleja oli 32, jonka jal-
keen PCR-tuote pipetoitiin 0,8% agaroosigeelille. Geeliajon jalkeen pala leikat-
tiin irti geelista ja puhdistettiin (Liite 2). Puhdistettu PCR-tuote digestoitiin. Reak-
tioseos sisélsi: puhdistetun PCR-tuotteen (minivektori), puskuria, restriktioent-
syymia ja vettd. Reaktioseosta inkuboitiin +37 °C:ssa yon yli. Taman jalkeen

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

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

Minivektori, jossa homologiset alueet Tshr:n kanssa, transformoitiin baktee-
risoluihin, joissa olivat BAC-klooni ja ET-entsyymit. Inkuboinnin jalkeen solut
valmisteltiin elektroporaatioon setrifugoimalla +4 °C:ssa 30 sekunnin ajan, jonka
jalkeen supernatantti kaadettiin pois ja pipetoitiin vetta tilalle, tama vaihe toistet-
tiin kahteen kertaan. Viimeisella kerralla vetta ei enda pipetoitu vaan superna-
tantti kaadettiin pois ja eppendorf-putket laitettiin jaihin. Eppendorf-putkien ol-
lessa koko ajan jaissa, lisattiin minivektori pelletin paalle. Taman jalkeen putkien
sisélto pipetoitiin elektroporaatiokyvetteihin, jonka jalkeen kyvetti laitettiin elekt-
roporaatiolaitteeseen. Elektroporaatiossa kaytettiin 1350V ja pyrittiin 5 ms sah-
kopulssiin. Elektroporaation jalkeen liuokseen lisattiin LB-mediumia, joka sekoi-
tettiin varovasti pipetilla liuokseen ja siirrettiin takaisin kyvetistd eppendorf-
putkeen. Eppendorf-putkia inkuboitiin ravistelijassa +37 °C:ssa kahden tunnin
ajan, jonka aikana ET-rekombinaatio tapahtuu. Kahden tunnin jalkeen eppen-
dorf-putkesta levitettiin solususpensiota silmukalla LB-agarmaljalle, joka sisalsi
ampisilliinia. Maljoja inkuboitiin yon yli +37 °C:ssa. Yon yli kasvatuksista eristet-
tiin plasmidi-DNA:ta (Liite 3)

Eristetystd plasmidi-DNA:sta tarkistettiin restriktioentsyymidigestiolla oliko ET-

rekombinaatio tapahtunut. Reaktioseos sisalsi DNA:ta, restriktioentsyymia, pus-
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kuria ja vettd. Seosta inkuboitiin +37 °C:ssa, 1-1,5 tuntia. Oikeat kloonit, joissa
rekombinaatio oli tapahtunut, transformoitiin uudelleen E.colin DH10B-soluihin.

Taman jalkeen ne viela puhdistettiin kitilla ohjeen mukaan (Liite 4).

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

Pala TSH-reseptorin eksoni-10:std monistettin PCR:lla. Reaktioseos sisalsi:
vettd, puskuria, nukleotideja, entsyymid, DNA:ta (Tshr eksoni-10) seka alukepa-
rit. PCR-sykleja oli 32, jonka jalkeen PCR-tuote pipetoitin 0,8% LE-
agaroosigeelille. Geeliajon jalkeen PCR-pala leikattiin irti geelista ja puhdistettiin
(Liite 2).

Puhdistettu PCR-tuote digestoitiin. Reaktioseos sisdlsi: puhdistetun PCR-
tuotteen (Tshr), puskuria, restriktioentsyymia ja vettd. Reaktioseosta inkuboitiin
+37 °C:ssa yon yli. Taméan jalkeen digestiotuote ajettin 0,8% LE-

agaroosigeelille ja puhdistettiin (Liite 2).

PGEMA4Z-plasmidi  digestoitiin  restriktioentsyymilla. Reaktioseos sisalsi:
pGEMA4Z-plasmidia, puskuria, restriktioentsyymia ja vettd. Seosta inkuboitiin
kolme tuntia +25 °C:ssa, jonka jalkeen seosta inaktivoitin 15 minuuttia +75

°C:ssa.

Taman jalkeen tehtiin alkaalisella fosfaatilla 5’-péiden fosfaattiryhmien poisto.
Nain estetaan vektorin pdita ligatoitumasta uudelleen yhteen ja estetdén niin
sanotun vektoritaustan muodostuminen. Reaktioseokseen liséttiin puskuria, al-
kaalista fosfataasia ja vetta, seosta inkuboitiin tunnin +37 °C:ssa. Inkuboinnin

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

Seuraavaksi tehtiin ligaatio, reaktioseos oli koko ajan jaissé. Reaktioseos sisal-
si, pGEM4Z-plasmidia, palan TSH-reseptorin eksoni-10:std, ligaasipuskuria,

ATP:ta, TADNA- ligaasia ja vettd. Reaktioseosta inkuboitiin yon yli +16 °C:ssa.

Seuraavana paivana transformointiin ligaatiotuote TOP10-soluihin, jonka jal-
keen se laitettiin 30 minuutiksi jaihin. Taméan jalkeen seosta pidettiin +42 °C:ssa

30 sekuntia, jonka jalkeen seokseen pipetoitin SOC-mediumia ja inkuboitiin
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+37 °C:ssa tunnin ajan, ravistelijassa. Inkuboinnin jalkeen seos levitettiin agar-
maljalle, jossa oli ampisilliinia, malja oli paallystetty IPTG:lla ja X-gal:lla. Maljaa

inkuboitiin +37 °C:ssa yon yli.

Taman pidemmalle ei konstruktin rakentamisessa paasty, koska aika loppui
kesken. Eri vaiheita jouduttiin toistamaan useampaan kertaan ja se vei paljon

aikaa. Varsinaista syyta ei loydetty sille miksi eri vaiheet eivat onnistuneet.

Tekematta jai viela mutaatio PCR:n avulla, PCR-tuotteen ja loxPGK-tn5-Neo-
Lox-P-palan elektroporaatio ET+BAC-yhdistelmaan seka oikean DNA:n sek-

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

Konstruktin teko jai kesken, koska eri vaiheita jouduttiin toistamaan useampaan
kertaan. Epdaselvéksi jai 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 jalkeen se
ajettiin geelille ja puhdistettiin. Tasta otettiin geelikuva ja tarkastettiin, etta diges-

tio oli onnistunut. (Kuva 11).

1 2 3 4

Kuva 11. Geelikuva minivektorista PCR:n jalkeen. Nuoli osoittaa monistunutta
minivektoria. Kaivossa 1 on kokostandardi (GeneRuler 1kb) ja kaivoissa 2,3 ja 4
on Smal:lla digestoitua minivektoria.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jenni Tuominen



35

5.2 ET- rekombinaatio

Eristetystd 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 etté ne eivat siltikaan ol-
leet oikeat. Mahdollista voi olla my6s se, ettéa minivektorissa tai DH10B-soluissa
saattoi olla joku vika.

C—
—
—
P
——
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-

Kuva 12. Geelikuva plasmidi-DNA:sta digestion jalkeen. Nuolet osoittavat diges-
toitunutta plasmidia. Kaivossa 1 kokostandardi (PBS), kaivoissa 2 ja 5 koko-
standardi (GeneRuler 1kb), kaivossa 3 EcoRI:ll4 ja kaivossa 4 Sacll:lla digestoi-

tua plasmidia.

5.3 Transformaatio TOP10-soluihin

Mydskaan transformaatio TOP10-soluihin ei onnistunut. Mahdollisia virheita on
voinut tapahtua PCR:ssé tai digestiossa, niissa jokin reagenssi ei ole esimerkik-

si toiminut kunnolla. Puhdistuksessa on my6s jokin voinut epaonnistua.

pPGEM4Z-plasmidi digestoitiin restriktioentsyymilld, tdssa on my6és mahdollista,
ettd jokin reagenssi ei ole toiminut kunnolla tai reaktio-olosuhteet eivét ole olleet

kohdallaan. Myds 5’-paiden fosfaattiryhmien poistossa on voinut tapahtua niin,
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ettd plasmidi on ligatoitunut pelkastaan itsensa kanssa eika yhdistelma-DNA ole
ligatoitunut plasmidiin. Ligaatiotuote transformoitiin TOP10-soluihin, tdssa on
voinut myds tapahtua jotain, jolloin ligaatiotuote ei ole transformoitunut TOP10-
soluihin. Mahdollisesti IPTG:ssa ja X-gal:ssa on voinut olla myos jotain vikaa,

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

6.1 Tutkimustehtavan onnistuminen

Tutkimustehtava ei onnistunut odotusten mukaisesti, vaikka tydvaiheet tehtiin
ohjeiden mukaisesti ja toistettin useampaan kertaan. Mahdollisia virhelahteita
pohdittiin samalla, kun tyOvaiheita toistettiin uudestaan. On mahdotonta sanoa,
missa vaiheessa virheitd on tapahtunut, koska virheléhteita voi olla useita.

6.2 Tutkimuksen luotettavuuden tarkastelu

Tutkimuksen tyOvaiheet kirjattiin laboratoriopaivakirjaan ja tehtiin tyéohjeiden
mukaan. Tarvittaessa tydvaiheet voitiin toistaa laboratoriopaivakirjan merkinto-
jen ja tydohjeiden avulla. Opinnaytetyon vaiheet onnistuivat vaihtelevasti, joten
tydohjeita jouduttiin muuttamaan ja soveltamaan. Opinnaytetyon tekija teki kay-
tanndn osuuden lahiohjaajan kanssa yhdessa, joten toistettavuus jossain tyo-

vaiheessa saattoi karsia.

Aikaisempien tutkimusten vahyys vaikeutti teoreettisen viitekehyksen luomista,
koska pistemutaatiota ei oltu ennen tehty D663H kohtaan. Kirjallisuutta mole-
kyylibiologiasta 16ytyi runsaasti ja kaytettava kirjallisuus oli alle kymmenen vuot-
ta vanhaa. YhdistelIma-DNA-molekyylin rakentamiseen liittyvaa kirjallisuutta oli

niukemmin saatavissa.

Naytteiden, reagenssien ja entsyymien sailytyksessa ei ollut ongelmia, koska ne
sailytettiin niille maaratyissa lampotiloissa. Myos reaktio- ja inkubaatiolampétilo-
ja seké aikoja noudatettiin tarkasti.

Eniten ongelmia oli restriktio- ja ligaasientsyymeiden kanssa. Toisaalta myos
muut kayttivat osittain samoja reagensseja ja entsyymeja niin mahdolliset kon-

taminaatiot tai vaarat sailytyslampotilat saattoivat vaikuttaa niiden toimintaan.
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Nama seikat otettiin huomioon ja uusia entsyymeja tilattiin lisdd, mutta se ei

aina poistanut ongelmaa.

Taman opinnaytetyon kaytdnnon osuuden toteutuksessa tuli vastaan monia
ongelmia. Teoriassa taman opinnaytetydn olisi pystynyt tekem&aan annetussa
ajassa, mutta tutkimustytssa on tavallista, etta eteen tulee uusia ongelmia.
Tassa opinnaytetytssa ei pystytty kohdistamaan, missa vaiheessa ja missa
kohtaa ongelma aina oli.

Opinnaytetyon tekeminen kuitenkin syvensi tekijan teoria- ja kdytannon taitoja
solu- ja molekyylibiologian alueelta. Toisaalta oppimisen kannalta oli hyva, etta
joitain kohtia opinnaytetydssa jouduttiin toistamaan, joten ongelmakohtia tuli

toistettua monta kertaa.

6.3 Eettinen pohdinta

Opinnaytetyon teossa noudatettiin hyvaa tieteellista kaytantbd. Tieteellinen tut-
kimus on eettisesti hyvaksyttava ja luotettava vain, jos tutkimus on suoritettu
hyvan tieteellisen kaytannon edellyttamalla tavalla. Hyva tieteellinen kaytanto
on myos olennainen osa tutkimusorganisaatioiden laatujarjestelmaa. (Tutki-

museettinen neuvottelukunta 2012.)

Tassa opinnaytetytssa ei kasitelty kliinisia potilasnaytteita, joten eettisia ongel-
mia ei ollut esimerkiksi anonymiteetin tai yksityisyyden kanssa. (Hirsjarvi ym.
2009, 23-27) Erillistd lupaa opinnaytetyon tekemiselle ei tarvittu, koska tutki-

mukselle oli jo hankittu tarvittavat luvat.

6.3.1 Tutkijan ammattietiikka

Hyvia tieteellisen kdytdnnon keskeisia l&ahtokohtia muun muassa ovat: noudate-
taan tiedeyhteisdn tunnustamia toimintatapoja eli rehellisyyttd, huolellisuutta ja
tarkkuutta, otetaan huomioon muiden tutkijoiden tyot ja saavutukset, toisten

tekstia ei plagioida, tutkimus on suunniteltu, toteutettu ja raportoitu vaatimusten
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mukaisesti ja tiedonhankinta-, tutkimus- ja arviointimenetelmi&a sovelletaan tie-
teellisen tutkimuksen kriteerien mukaisesti. (Hirsjarvi ym. 2009, 24; Tutkimus-

eettinen neuvottelukunta 2012)

6.4 Jatkotutkimusaiheet

Konstrukti pyritaan saamaan valmiiksi tulevaisuudessa, jonka jalkeen se injisoi-
daan hiiren hedelmoittyneeseen munasoluun eli valmistetaan geenimuunnellut
hiiret, joilla on kyseessa oleva mutaatio. Hiirten ilmiasu tutkitaan ja niiden avulla
pyritddn selvittamaan mutaation vaikutuksia hypertyreoosin syntymekanismei-
hin.
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QIAquick Gel Extraction Kit Protocol

QlAquick Gel Extraction Kit Protocol
using a microcentrifuge

This protocol is designed to extract and purify DNA of 70 bp to 10 kb from standard or
low-melt agarose gels in TAE or TBE buffer. Up to 400 mg agarose con be processed per spin
column. This kit can also be used for DNA cleanup from enzymatic reactions (see page 8).
For DNA cleanup from enzymatic reactions using this protocol, add 3 volumes of Buffer
QG and 1 volume of isopropanol to the reaction, mix, and proceed with step 6 of the
profocol. Alternatively, use the MinElute Reaction Cleanup Kit.

Important points before starting
B  The yellow color of Buifer QG indicates a pHs7.5.
B Add ethanol (96-100%) to Buffer PE before use (see bottle label for volume).

M All centrifugation steps are carried outat 17,900 x g (13,000 rpm) in a conventional
table-top microcentrifuge at room temperature.

Procedure

1. Excise the DNA fragment from the agarose gel with a clean, sharp scalpel.
Minimize the size of the gel slice by removing extra agarose.

2. Weigh the gel slice in a colorless tube. Add 3 volumes of Buffer QG to 1 volume of
gel (100 mg ~ 100 p).
For example, add 300 pl of Buffer QG to each 100 mg of gel. For >2% agarose

gels, add 6 volumes of Buffer QG. The maximum amount of gel slice per QlAquick
column is 400 mg; for gel slices >400 mg use more than one QlAquick column.

3. Incubate at 50°C for 10 min (or until the gel slice has completely dissolved). To help
dissolve gel, mix by vortexing the tube every 2-3 min during the incubation.
IMPORTANT: Solubilize agarose completely. For >2% gels, increase incubation fime.

4. After the gel slice has dissolved completely, check that the color of the mixture is
yellow {similar to Buffer QG without dissolved agarose).

If the color of the mixture is orange or violet, add 10 pl of 3 M sodium acetate,
pH 5.0, and mix. The color of the mixture will turn to yellow.

The adsorption of DNA to the QliAquick membrane is efficient only at pH <7.5.
Buffer QG contains a pH indicator which is yellow ot pH <7.5 and orange or violet ot

higher pH, allowing easy determination of the optimal pH for DNA binding.
5. Add1 gelvolumefhe“lmphondmm

For example, if the agarose gel slice is 100 mg, add 100 pl isopropanol. This step
increases the yield of DNA fragments <500 bp and >4 kb. For DNA fragments
between 500 bp and 4 kb, addition of isopropancl has no effect on yield.

Do not centrifuge the sample ot this stage. o wie des piH the size
[ ;
QlAquick Spin Handbook 11/2006 25
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6. Place a QlAquick spin column in a provided 2 ml collection tube. {360

7. Tobind DNA, apply the sample to the QlAquick column, and centrifuge for 1 min.
The maximum volume of the column reservoir is 333-1. For sam dle volumes of more
than 8OO pl, simply load and spin again. <3950 pA

8. Discard flow-through and place QlAquick column back in the same collection tube.
Collection tubes are reused to reduce plostic waste.

9. Recommended: Add 0.5 m! of Buffer QG to QlAquick column and centrifuge for 1 min.
This step will remove all traces of agarose. It is only required when the DNA will

Mirrad subsequently be used for direct sequencing, in vitro transcription, or microinjection.
e 10. To wash, add 0.75 ml of Buffer PE to QlAquick column and centrifuge for 1 min.

= AN A

behr e Note: If the DNA will be used for salt-sensilive applicafions, such as bluntend ligation
cenfptn  ond direct sequencing, let the column sland 2-5 min after addition of Buffer PE,
Cationm . before centrifuging. '

whdi
me

and centrifuge the QlAquick column for an additional 1 min
yat 17,900 x g (13,000 rpm).
IMPORTANT: Residual ethanol from Buffer PE will not be completely removed unless
the flow+hrough is discarded before this additional centrifugation.
. - w“ ey - -
12. Ploce QIAqunck column into Q’M”T.B ml microcentrifuge C.U?l 30&40 o
13, To elute DNA, add 50 pl of Buffer EB (10 mM Tris-Cl, pH 8.5) or Witer (pH 7.0-8.5 o the
et lt center of the QlAquick membrane and centrifuge the column for 1 min. Alternatively,
4nd for increased DNA concentration, add 30 pl elution buffer to the center of the QlAquick
":e membrane, let the column stand for 1 min, and then centrifuge for 1 min.

; IMPORTANT: Ensure that the elution buffer is dispensed directly onto the QlAquick
pae (e Ca\%bﬁe_membmne for complete elution of bound DNA. The average eluate volume is 48
f‘%‘ﬁ("ck’)v‘eq from 50 pl elution buffer volume, and 28 pl from 30 pl.

A

Gel Extraction
Spin Protocol

Elution efficiency is dependent on pH. The maximum elution efficiency is achieved
O,QUN d carbetween pH 7.0 and 8.5. When using water, make sure that the pH valve is within
ke hfotn thic range, onc' store DNA at -20°C as DNA may dagrade in the absence of a
Veslewr  buffering agent. The purified DNA con also be eluted in TE (10 mM Tris Cl, 1 mM
EDTA, pH 8.0), but the EDTA may inhibit subsequent enzymatic reacions.
14. If the purified DNA is to be analyzed on a gel, add 1 volume of Loading Dye fo 5
volumes of purified DNA. Mix the solution by pipetting up and down before loading
the gel. .
Loading dye contains 3 marker dyes (bromophenol blue, xylene cyanol, and orange
G) that facilitate estimation of DNA migration distance and oplimization of agarose
gel run time. Refer fo Table 2 (page 15) fo identify the dyes according to migration
distance and agarose gel percentage and type.

L= e

26 QlAquick Spin Handbook 11/2006
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Miniprep DNA isolation protocol

A

,-"mim DNA isolation protocol

simple plasmid DNA isolation protocol is given below: I
’fl_ gpin down the 1.5 ml ovemight cultures for 1 min at 6,000 rpm.

» Discard the supematant and resuspend the cell pelet in 200 I buffer P1 with RNase

Plair T —-J\.:-.;-.,' #an
3. Add 200 pl of buffer P2 and mix by inverting the tbe several times.

o= ratrinded ‘l"?!l.f‘.r'éu T Pl bt bt Py
4. Add 200 pl of buffer P3 and mix by inverting the be several times.

@I,:aw: the sample on ice for 10 m.in.}
5. Spin down the white lysate at the maximum speed for 10 min. +1¢c 13
&dﬂ d!‘.v{ . .
f. Transfer the clear siperhatant into & pew 1.5 ml-microfuge tube and add 0.50 ml of 2-propanal.
7. Mix by inverting the tube and spin down the DNA at the maximum speed for 10 min. +4*¢
8. Discard the supernatant and add 0.5 ml of 70% ethanol to rinse the pellet.

+ Tiwe-

9. Spin down thl;(DNﬂ 1! the maximum speed for 5 min and carefully discard the supernatant.
136" Lanim e Aa“}- ks

10. Dry the pellet under the speed vacuum far 2 mmin or leave the tube open on the bench for 5 to 10

min until the DNA pellet is completely dry. Do not overdry the pellet otherwise the DNA will

become difficult to re-dissolve.
ey st wa‘i’ﬁi’

11. Carefully resuspend the dry DNA pellet in 50 pl ddFi20 or 10 mM Tos/HCL. -7 [o-a 2
- I.l._q.,-u.-»{pf'i.,qL et
el E_ra'ffj!;&-ﬁfﬁﬁ

(. Vakin gaklaa , ade hsgke putben T‘f—{'qh?m.«"f,ff’ff

E
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High-Speed Plasmid Mini Kit Protocol

High-Speed Plasmid Mini Kit Protocol
) Add provided RNsss A to the PD1 Buffer and store al 4°C; if preciptates have formed in the PD2 Bufier, warm the Suer in 3 37°C
waler bath, followed by gentie shaking %o dissalva
) Add absolute ethanol to the Wash Bufer prior to Initisi use {ses the botts label for valume)
) Additionsl rifuge tudes

I Is
m.uonm Buffer (RNase A added) to the tube and resuspend the cell
pellet by vortex or pipetting.

Add 300 pi of PD3 Buffer and mix immediately by inverting the tube 10 Smes.
Do not vortex,
ge at 14-16,000 x g for 3 minutes.

Tube

Add 400 pl of W1 Buffer into the PD Column.

Centrifuge at 14-16,000 x g for 30 seconds.

Discard the flow-through and place the PD Column back in the 2 mi Collection
Tube.

Add 600 pl of Wash Buffer (athanol added) into the PD Column.

Centrifuge at 14-16,000 x g for 30 seconds.

Discard the flow through and place the PD Column back in the 2 mi Collection

ge at 14-16,000 x g
- Bhe,

@ Ensure that Elution Buffer is added inlo the center of the PD Calumnn matrix and is comp
~Ineom l
° Wmnmw.mmm-wmm:usm
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