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Tyon tavoitteena oli selvittdd, mité rakennetta bakteriofagi ¢R1-RT kayttaa tarttuessaan
bakteeri-isantdansa, Yersinia enterocolitica O:3:een.

Kaytannossa tutkimuksn kohteena olivat CatMu-transposonikirjastosta eristetyt faagille
dR1-RT resistentit mutantit, joiden CatMu-insertiokohdan tunnistamiseen kaytettiin satun-
naista PCR:&a. Toinen kaytetyista alukkeista oli CatMu:lle spesifinen ja toinen sattuman-
varainen. Monistuneet PCR-fragmentit puhdistettiin ja sekvensoitiin. Bioinformatiikan tyo-
kaluja kayttaen paikallistettiin I6ydetyt sekvenssit, eli insertiokohdat.

Yleisin ja taten luotettavin hakutulos oli geeni Y11 04441, joka koodaa ulkomembraanin
proteiinia OmpF. OmpF on ldhes identtinen niiss& kannoissa, joita faagi $R1-RT infektoi, ja
erilainen niissg, joita ei infektoi. Tama tukee ajatusta tuloksen oikeellisuudesta. Lisaksi
faagi ¢R1-RT infektoi nimenomaan huoneenldammadssa, mista johtuu sen nimikin. Taman-
kin osalta OmpF on oikeantyyppinen osuma, silla sitd Y. enterocolitica ei juurikaan tuota
huoneenlampoad korkeammissa lampdtiloissa, eika faagi voi infektoida bakteeria ilman oi-
kean reseptorin loytamista.

Tybssd siis saavutettiin sille asetettu tavoite. Talla tuloksella edistettiin Yersinia-
tutkimusryhmaén yleisluontoisia tavoitteita mallintaa bakteerien taudinaiheuttamiskykya, eli
patogeenisyytta yersinia-bakteerien avulla, ja myoés rynman uutta tavoitetta mallintaa bak-
teriofagien toimintaa siind maarin, etta niitd voidaan turvallisesti alkaa kayttaa antibioottien
korvikkeena bakteerisairauksien torjunnassa.

Avainsanat ¢R1-RT, OmpF, transposonikirjaston seulonta, satunnainen
PCR, faagireseptori
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The goal of this thesis was to find out which structure works as a receptor for bacterio-
phage ¢R1-RT in its host, Yersinia enterocolitica O:3.

In practice, 9R1-RT resistant mutants were isolated from CatMu libraries, and their CatMu
insertion sites were identified by arbitrary PCR so that one primer was CatMu specific and
the other one was arbitrary. Fragments yielded by this PCR were purified and sequenced.
Bioinformatics tools were then used for locating the insertion sites.

The most common and thus most reliable hit was gene Y11 04441, which encodes OmpF,
short for an outer membrane protein F. OmpF appears nearly identical in species }R1-RT
can infect and different in those ¢R1-RT cannot infect. This supports the idea of OmpF
being a correct result. Furthermore, phage ¢R1-RT infects specifically in room tempera-
ture, which is even part of its name. This also indicates that OmpF is a correct result be-
cause Y. enterocolitica does not produce OmpF much at temperatures higher than room
temperature; consequently, a phage cannot infect a host without finding its receptor.

The goal of this thesis was reached. This result advanced Yersinia Research Group’s
goals to model bacterial pathogenesis with yersinia and the group’s new goal to model the
behavior of bacteriophages enough to allow the phage medicine to replace antibiotics as
medicine against bacterial diseases.

Keywords 0R1-RT, OmpF, screening of transposon library, arbitrary
PCR, phage receptor
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Lyhenteet

Artemis Ohjelma, jolla voi selata genomeita ja visualisoida sekvensseja ja niiden

ominaisuuksia.

BLAST Nukleeinihappojen ja proteiinien sekvenssien paikallisia yhtenevaisyyksia

etsiva tyokalu. (Basic Local Alignment Search Tool)

DNA Deoksiribonukleiinihappo. (Deoxy RiboNucleic Acid)

OmpC Ulkomembraanin huokosproteiini C, ja samalla nimi tatd koodaavalle

geenille. (Outer membrane porin protein C)

OmpF Ulkomembraanin proteiini F ja samalla nimi tata koodaavalle geenille.

(Outer membrane protein F)

PCR Polymeraasiketjureaktio. (Polymerase Chain Reaction) DNA:n monis-

tamismenetelma.

RNA Ribonukleiinihappo. (RiboNucleic Acid)

RT Huoneenlampdtila. (Room Temperature)

uv Lyhennelmé& sanasta ultravioletti. Viittaa valon aallonpituuteen.
) Faagi.

0 Aareton.
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1 Johdanto

Tyon tavoitteena oli selvittdd, mité rakennetta bakteriofagi ¢R1-RT kayttéaa kiinnittymis-
kohtanaan tarttuessaan bakteeri-isantaansa, Yersinia enterocolitica O:3:een. Talla tut-
kimuksella edistettiin Yersinia-tutkimusryhman yleisluontoisia tavoitteita mallintaa bak-
teerien taudinaiheuttamiskykya, eli patogeenisyytta yersinia bakteerien avulla ja myos
ryhman uutta tavoitetta mallintaa bakteriofagien toimintaa siind maarin, etta niita voi-
daan turvallisesti alkaa kayttdd antibioottien korvikkeena bakteerisairauksien torjun-

nassa.

Kaytannossa tutkimuksen kohteena oli CatMu-transposonikirjastosta eristettyja faagille
dR1-RT resistenttejd mutantteja, joiden CatMu-insertiokohdan tunnistamiseksi kokeiltiin
kahta menetelméad, joita vastaavissa selvityksissa oli aikaisemmin kaytetty. Tarkoitus
oli valita kayttoon sitten menetelmista parempi. Kokeiltavia menetelmia olivat satun-
nainen PCR CatMu-kirjastolle niin, etta toinen kaytetyista alukkeista on CatMu:lle spe-
sifinen ja toinen sattumanvarainen (1.;2.;3.), seka genomisen DNA:n fragmentointi ja
kloonaaminen plasmidiin (3.). CatMu:n sisaltavat kloonit valikoitiin sen valittdman klo-
ramfenikoliresistenttiyden avulla. Kloonausta ei saatu lainkaan toimimaan, joten sattu-

manvaraisesta PCR:sta tuli valittu menetelma.

Tyon tekopaikka, bakteriologian ja immunologian osasto, sijaitsee Haartman instituutis-
sa ja kuuluu Helsingin yliopiston ladketieteelliseen tiedekuntaan. Immunobiologia on
yksi laéketieteellisen tiedekunnan tutkimusohjelmayksikon tutkimusohjelmista. Tuki-
muksen kohteena ovat mikrobien aiheuttamat infektiotaudit ja elimistén immunologinen
puolustus niitd vastaan. Taméan tyon tutkimusta suoritettiin Yersinia-laboratoriossa,
jossa tutkitaan toisaalta, miten bakteerit aiheuttavat tauteja ja toisaalta bakteriofageja ja

niiden hyddyntamistd antibiooteille resistenttien bakteereiden hoitamisessa.(4.)



Faagitutkimuksen ensimmaiset havainnot taas tehtiin 1915, ja hyvin pian tdméan jal-
keen, d’Herelle ryhtyi tutkimaan faagien terapeuttisia kayttomahdollisuuksia. Faageja
testattiin aluksi lAdkkeena ruttoa vastaan elaimillg, ja sitten ihmisilla. Naméa kokeet on-
nistuivat; silla faagilaakkeet taltuttivat ruton potilailla. Seuraavaksi tehtiin massakokeita
koleraa vastaan. Naiden kokeiluiden tulokset olivat vaihtelevia, aina vaikutuksen puut-
tumisesta hyvaan hoitovasteeseen. Yleensé faagilaake toimi lieventden koleran vaiku-
tuksia lyhentaen taudin kestoa. Useimmat kaikista faagiterapiakokeiden tuloksista ovat
kuitenkin olleet hyvia. Tutkimus taukosi toisen maailmansodan aikoihin antibioottien
viedessa bakteerisairauksia vastaan tarkoitetun tutkimuksen péaéhuomion. Antibiootti-
resistentit sairaalabakteerit ovat nyt uudelleen herattaneet henkiin faagiterapiatutki-
mukset. (5, s. 3-14.)

2 Teoria

2.1 Yersinia

Yersiniat ovat pienia gramnegatiivisia sauvoja. Ne ovat vaihtoehtoisia anaerobeja ja
viihtyvat paremmin huoneenlammossa kuin 37°C:ssa (6, s. 21-26). Yersinia-sukuun
kuuluu 14 alalajia. Naistd useimmat elavat maaperassa. Y. pestis, Y. pseudotubercu-
losis ja Y. enterocolitica -kannoista jotkut ovat kuitenkin ihmisen taudinaiheuttajia. Y.
pestis tunnetaan paiseruton aiheuttajana ja Y. pseudotuberculosis ja Y. enterocolitica
aiheuttavat l&ahinna ruokamyrkytyksia, joiden merkittéavid oireita ovat kuume ja ripuli.
Merkittava yersinioosin léahde Suomessa ovat sika-valmisteet. (7, s. 12-13; 6, s. 21-26,
45.)

Y. enterocolitica -kannat jaotellaan kuuteen biotyyppiin (1A, 1B, 2, 3, 4 ja 5) biokemial-
listen ominaisuuksien perusteella. Liséaksi ne voidaan jaotella yli 50:een O-serotyyppiin
lipopolysakkaridin O-antigeenien immunologisten eroavaisuuksien pohjalta. Serotyypit
merkitddn numeroinnilla, jossa numero erotetaan kaksoispisteelld O:sta, kuten otsikos-
sa. (6, s. 21-26.) Tarkempi nimi tdssa tydssa kaytetylle kannalle on Y. enterocolitica

subspecies palearctica bioserotyyppi 4/0:3.



Y. enterocoliticaa esiintyy eniten maaperassa, mutta myds paljon sioissa. Y. enterocoli-
tica on erittain kirjava kanta. Y. enterocolitica on psykrotrofinen, eli kylmahakuinen. Se
kestaa todella huonosti kuumaa, se elédé laajaalla pH-alueella, ja sietda jopa 5 %:a suo-
laa. Jotkin Y. enterocoliticat ovat ihmisen taudinaiheuttajia. Yleisin Y. enterocolitica
maailmassa on bioserotyyppi 4/0:3. (6, s. 21-26.) Sen geeni OmpF (Outer membrane
protein F) koodaa ulkokalvon proteiinia F, ekspressoituu noin kuusinkertaisesti huo-
neenlammaossa verrattuna 37 °C:een, jossa se ei ekspressoidu juuri yhtdan (8). Tama

tieto on saatu kayttden hyvaksi proteomiikan ja RNA-transkriptomiikan menetelmia (8).

2.2 Virukset ja bakteriofagit eli faagit

Faagit ovat bakteeriviruksia. Viruksilla ei ole solurakennetta, joskin niilla on aina yhden-
tyyppista nukleiinihappoja, ja ne ovat ehdottomia loisia eivatka siis pysty lisddntymaan
ilman isantaa. Faageja luokitellaan ryhmiin usein isdntiensd perusteella, mutta viralli-
nen luokitus tehdaan nykyaan sen mukaan, millaisia nukleiinihappoja virus siséltaa,
ovatko ne tyypiltdan yksijuosteisia vai kaksijuosteisia ja millainen viruksen kapsidi on ja
onko silla vaippaa. Vasta naiden jalkeen luokituksessa tulee isantdorganismi. (9, s.
333, 349-350.)



2.2.1 Rakenne

Virusten perusrakenteeseen kuuluu nukleotideja suojaava kuori, eli kapsidi ja
perimdaines, joka voi olla DNA:ta tai RNA:ta. Viruksia voidaan lajitella sen mukaan,
millainen kuori niilld on. Esimerkiksi ikosahedraalinen ja helikaalinen muoto ovat
mahdollisia, ja useimmat bakteriofagit ovat yhdistelmia ndistd molemmista, ja
sisaltévat lisaksi hantia, minka vuoksi niita kutsutaan kompleksisiksi viruksiksi. Monilla
viruksilla on lisaksi vaippa, joka voi muodostua ainakin proteiineista tai kalvolipideista.
Eldinfaageilla vaippa on usein otettu mukaan isdntasolusta, ja auttaa valttamaan
immuunipuolustuksen soluja tunnistamasta sitd tunkeilijaksi. Bakteriofageilla ei
useimmiten ole vaippaa. Vaippa voi myds olla viruksen itse koodaama. (9, s. 340-347.)

Kuva 1 kuvaa bakteriofagin rakennetta ja kahta muuta mahdollista viruksen muotoa.

Kuva 1. Erilaisia viruksia ja niiden osia.

Viruksen rakenne osaltaan méaarittelee, mika isanta silla on, silla vallatakseen solun
viruksen taytyy ensin tunnistaa jollain ulkokuorensa osalla jokin solun ulkorakenteista ja
kiinnittya siihen. (9, s. 356-357.) Faagit voivat kiinnittyd suureen maaraan erilaisia bak-
teerin ulkopinnan rakenteita, mukaanlukien glykolipidien O-antigeenin, solukalvon pro-
teiinit, kuten OmpF, ja flagellat kuvassa 2 (10).



Flagellar
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Kuva 2. Faagin mahdollisia resptoreita bakteerin pinnassa (10).

Bakteriofagilla tunnistava osa on usein hanta. Taman jalkeen virus injektoi perimansa
solun siséan, tai viruksen perima jotenkin muuten paatyy solun sisalle. Joskus kiinni-
tyskohtia on useampia. Mika tahansa solun ulkorakenne: lipidi, sokeritdhde tai proteiini

Voi toimia reseptorina. (9, s. 356-357.)



2.2.2 Elamankierto

Bakteriofagit lisadntyvat ottamalla haltuun iséntdsolun proteiini- ja DNA-synteesireitit,
ja pakottamalla isantasolun tuottamaan viruspartikkeleita, pikemminkin kuin omia
proteiinejaan ja DNA:taan. Tama tapahtuu muokkaamalla solun ribosomaalista RNA:ta.
Faagien elamankiertoja on kahdenlaisia: lyyttisia ja lysogeenisia (kuva 3). Tama jakaa
virukset lyyttisiin ja lysogeenisiin, eli lauhkeisiin. Lysogeenisessa kierrossa viruksen
genomi jaa tavallaan lepotilassa osaksi solun genomia, eli profaagiksi. Se tuotattaa
talléin proteiineja, jotka estdvat lyyttisen kierron alkamista. Se monistuu, kun solu
monistaa genominsa jakautuessaan. Eli molemmat tytdrsolut sisaltavat jakautumisen
jalkeen profaagin. Se voi my®ds muuttaa solun toimintaa tavoilla, jotka eivat
suoranaisesti vaikuta viruksen lisdantymiseen. Kun soluun kohdistuu sopiva arsyke,
kierto muuttuu uudelleen lyyttiseksi. Tatd sanotaan induktioksi. Lyyttisessa kierrossa
faagipartikkeleita monistetaan solussa sen normaalien toimintojen sijaan niin kauan,
kunnes solu rdjahtda. Samalla solussa kasataan nditéd partikkeleita kokonaisiksi

viruksiksi. (9, s. 357-362.) Seuraavana on kuva nadista kierroista.

Kuva 3. Kuva faagin mahdollisista elamankierroista.



Pseudolysogenia voidaan maarittaa tilaksi, joka edeltda lysogeniaa tai lyyttista kiertoa,
tai tarkemmin faagin kehityksen pysahtymiseksi isantéasolussa ilman monistumista tai
monistumista osana bakteerin genomia solujakautumisessa, joka ei vahingoita faagin
perimaa. Nain mahdollistuu viruksen elamankierron jatkaminen (11). Tama on kuvattu
kuvassa kolme. Tavallisesti pseudolysogeniaa esiintyy huonoissa oloissa kasvavissa
bakteereissa. Talloin virukset tunkeutuvat bakteerisoluun, mutta eivat ala lisdantya ei-
vatkd myoskaan sulaudu osaksi bakteerin genomia. Heti kun bakteerin kasvuolosuh-
teet sitten taas paranevat, ottavat virukset isantasolun hallintaansa ja aloittavat lyytti-

sen kierron. (12.)

2.2.3 Bakteriofagi )R1-RT

Bakteriofagi $R1-RT on yksi Yersinia-tutkimusryhméan eristamista ja tutkimista faageis-
ta. Se infektoi lyyttisesti huoneenlampdtilassa 22°C, mistd se on saanut nimeensé
paatteen RT (room temperature). Se kykenee infektoimaan useampia Y.enterocolitica
kantoja: O:1, 0:2, 0:3, 0:5, 05,27, 0:6, 0:7,8, 0:9, mutta infektoi erityisesti O:3:sta
(14). Se kuuluu myoviruksiin morfologiansa perusteella, eli toisin sanoen se muistuttaa
ulkonadltdan bakteriofagin rakennekuvaa (kuva 1). Sen periméaines on kaksijuosteista
DNA:ta. Lisaksi se vaikuttaa genotyypityksen ja morfologiansa perusteella samankal-
taiselta kuin faagi JS98 (gb|EF469154.1]). (13, s. 18.)

2.3 CatMu-kirjastot

Transposonit ovat genomissa paikasta toiseen hyppivia DNA:n patkia. Niiden arvellaan
olevan peréisin viruksista, ja CatMu-kirjastossa kaytetty transposoni onkin peréaisin
Mu:sta. Mu on erds hyvin tunnettu lauhkea bakteriofagi, jonka genomi muodostaa
transposonin, joka voi liittya lahes minne vain bakteerin genomissa. Bakteereilla usein

transposoni sisaltaa luonnossakin jonkin antibioottiresistenssigeenin. (15, s. 153-160.)



CatMu-kirjastot on luotu elektroporoimalla MuA-entsyymilla kasitelty CatMu-
transposoni elektrokompetentteihin bakteerisoluihin. Magnesiumin lasnéollessa CatMu
transposoituu sitten lahes satunnaiseen paikkaan osaksi bakteerin genomia. Tassa
tapauksesssa CatMu on kloramfenikoliresistentti, jota on kaytetty hyvaksi kloonien mu-
tanttien seulonnassa. CatMu-kirjastoja voidaan hyvéksikayttdd monenlaisissa bakteerin
genomiin ja proteomiin liittyvissa tutkimuksissa. (1; 2.)

2.4 Sattumanvarainen PCR

Sattumanvarainen PCR on sisdkkdisen PCR:n erikoistapaus. Sisdkkaisessd PCR:ssa
aluksi monistetaan halutun alueen siséltavdd hieman suurempaa fragmenttia, johon
kayteyt alukkeet eivat valttdmaétta ole taysin spesifisia, mutta monistavat tehokkaasti.
Tata seuraa toinen PCR, jossa sitten monistetaan haluttua fragmenttia ihan tavallisella
PCR:lI& toivottavasti paatuotteeksi muodostuneesta halutusta fragmentista. Templaat-
tina siis toimii ensimmaisen PCR-reaktion tuote. Nain voidaan varmistua oikean tuot-

teen monistumisesta ja monistaa vaikeasti monistettavia templaatteja. (16.)

Sattumanvaraisen PCR:n ero sisakkaiseen PCR:dan on se, ettad toinen alukkeista on
molemmissa vaiheissa spesifi, eli se monistaa vastinjuostetta vain oikean kohdan sisal-
taville DNA patkille. Tassa tapauksessa se on spesifi CatMu-transposonille, kuten ku-

vassa 4, jossa on esitetty tranposonikirjaston seulontaa PCR:n avulla. (17.)
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Kuva 4. Sattumanvaraisen PCR:n toimintaperiaate (17).

Nain oikeita patkia toivon mukaan syntyy eniten. Usein kuitenkin yksi tai kaksi muutakin
kohtaa monistuu lahes samalla vahvuudella. Tatd ensimmaista PCR-reaktiota seuraa
toinen, joka on edelliselle sisdakkainen PCR, missa toinen alukkeista on edelleen spesifi

transposonille ja toinen edellisen alukkeen 5’-paalle. (17.)



3 Toteutus

3.1 Pseudolysogeenien seulonta

10

Projektin oli aloittanut Karolina Grabowska seulomalla kahdesta Y. enterocolitica O:3-

kannan CatMu-kirjastosta faageille resistenttejd mutantteja. Ensimmainen kirjasto oli

kannassa YeO3-c-luc ja toinen kirjasto kannassa YeO3-R1, koska saadut faagille re-

sistentit pesdkkeet voivat olla aidosti resistenttien mutanttien liséksi myods pseudo-

lysogeeneja. Koska pseudolysogeenit eivat sisélla resistenttiytta aiheuttavaa mutaatio-

ta, josta voitaisiin paatella faagi ¢R1-RT:n reseptoria, niitd ei haluttu ottaa tutkimukseen

mukaan. Niinpa kaikki eristetyt pesakkeet seulottin PCR-reaktiolla (taulukko 1), joka

monistaa faagi $R1-RT:n DNA:ta. Templaattina kaytettiin Karolinan pesakkeista eris-

tamaa genomista DNA:ta. Taulukon PCR on luotu kuten laboratoriomanuaalin (18)

luvussa 8, ohjeessa 1 neuvotaan. Tama on tehty $R1-RT:n koko genomin sekvenssia
(13, s. 18) hyvéksikayttaen.

Taulukko 1. Pseudolysogeenien seulonta PCR.
Pseudolysogeenien seulonta PCR
PCR- ohjelma: Yksi 50 pl:n reaktio sisaltaa:
Vaihe: Kesto: Toistoja: | Reagenssi: Lopullinen konsentraatio:
Alkudenaturaatio 3 min 1 Steriili vesi -
95°C
Denaturaatiovaihe 30s 27 DyNAzyme- 10 mM Tris-HCI, 1.5 mM
95°C puskuri MgCl,, 50 mM KCI, 0.1%
Triton (19)
Alukkeiden Kiinnitty- | 20 s dATP, dCTP, | 0,2 mM jokaista
minen 55°C dGTP ja dTTP -
sekoitus
Pidennysvaihe 72°C | 45 s Alukkeet rirt-F | 1 pmol molempia
jarirt-R
Loppupidennys 72°C | 7 min 1 DNA-templaatti | 10-100 ng DNA:ta
tutkittavasta
pesakkeesta
Pito 4°C o0 1 DyNAzyme 1l - | 05U

entsyymi
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Tahan PCR:&an kaytettiin alukkeita rirt-F ja rirn-R, joiden sekvenssit I6ytyvat liitteesta
1. Kaytetty entsyymi on DyNAzyme Il ja sille kaytettin sen omaa puskuria. Faagi-
DNA:n monistuminen pesakkeesta eristetysta DNA:sta on merkki pseudolysogeniasta,
koska aidosti resistentti bakteeri ei pitaisi sisallaan faagi-DNA:ta laisinkaan. Karolina oli
myds jo seulonut osan loytamistaan pesakkeista PCR:IIA.

Seulontatulokset tulkittiin agaroosigeelilld, joka valmistettiin ja ajettiin, kuten on kuvattu
ohjeissa 1 ja 2, laboratoriomanuaalin (20) luvussa 5, paitsi etta kaytettiin uutta Sybr-
GREEN-véria, joka on pienille DNA:n maarillekin sensitiivinen vari (21). Agaroosigeeli
kuvattiin UV-valossa. Loytyneista aidoista mutanteista lahdettiin sitten etsimaan Cat-

Mu-transposonin insertiokohtaa bakteerien genomissa.

3.2 Sattumanvarainen PCR

Tassa tyossa sovellettin muualla kuvattua ohjetta (3) siten, ettéd kaytettiin Dynazyme |
DNA —polymeraasia (19) ja DyNAzyme EXT -puskuria, joka on varsinaisesti tarkoitettu
DyNAzyme EXT —entsyymille (22), mutta joka sisalsi valmiiksi oikean maaran haluttuja
ioneita, joten se otettiin kayttdon. Menetelma on kuvattu alla taulukossa 2. Liitteesta 1

nakyy kaytettyjen alukkeiden sekvenssit.
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Taulukko 2.  Sattumanvarainen PCR.
Ensimmainen sattumanvarainen PCR
PCR- ohjelma: Yksi 100 pl:n reaktio sisaltaa:
Vaihe: Kesto: Toistoja: | Reagenssi: Lopullinen konsentraatio:
Alkudenaturaatio 5 min 1 Steriili vesi -
95°C
Denaturaatiovaihe 30s 6 DyNAzyme 50 mM Tris-HCI, 1.5 mM MgCl,,
95°C EXT -puskuri 15 mM (NH,),SO,
and 0.1 % Triton (22)

Alukkeiden  kiinnit- | 30 s dATP, dCTP, | 0,2 mM jokaista
tyminen 30°C dGTP ja dTTP

-sekoitus
Pidennysvaihe 72°C | 90 s Alukkeet Arb | 1 pmol molempia
Alkudenaturaatio 30s 30 ja Muc2
95°C
Alukkeiden  kiinnit- | 30s
tyminen 45°C
Pidennysvaihe 72°C | 2 min
Loppupidennys 5 min 1 Templaatti n. 10 ng DNA:ta
72°C tutkittavasta

pesdkkeesta
Pito 4°C oo 1 DyNAzyme Il - | 1 U

entsyymi

Toinen sattumanvarainen PCR

PCR- ohjelma: Yksi 50 pl:n reaktio sisaltaa:
Vaihe: Kesto: Toistoja: | Reagenssi: Lopullinen konsentraatio:
Denaturaatiovaihe | 30 s 30 Steriili vesi -
95°C DyNAzyme 50 mM Tris-HCI, 1.5 mM MgCl,,

EXT -puskuri 15 mM (NH4)»,SO,

and 0.1 % Triton (22)

Alukkeiden kiinnit- | 30 s dATP, dCTP, | 0,2 mM jokaista
tyminen 45°C dGTP ja dTTP

-sekoitus
Pidennysvaihe 2 min Alukkeet Arb2 | 1 pmol molempia
72°C ja Muclint
Loppupidennys 5 min 1 Templaattina ei tietoa
72°C edellisen reak-

tion tuote
Pito 4°C o0 1 DyNAzyme ll- | 05U

entsyymi

Naytteille optimoitiin omat alukkeiden kiinnittymislampdtilat. Optimoinnin tulokset tulkit-
tiin agaroosigeelielektroforeesin avulla, joka valmistettiin, ajettiin ja kuvattin kuten oh-
jeissa 1 ja 2, laboratoriomanuaalin (20) luvussa 5, mutta kaytettiin SybrGREEN -varia.
Optimilampotilan kriteereina on pidetty hyvaa tuotteen monistumista ja mahdollisimman

pientd m&araa eri tuotteita.
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Niista PCR:ista, joissa lopputuloksena oli useampi tuote, eristettiin se, jota oli syntynyt
eniten. Tuotteet erotettiin agaroosigeelilla, joka valmistettiin, ajettiin ja kuvattin kuten
ohjeissa 1 ja -2, laboratoriomanuaalin (20) luvussa 5, mutta tassakin kaytettiin Sybr-
GREEN -véria ja parhaiten monistuneet fragmentit leikattiin irti UV-valossa ja puhdistet-
tiin, jotta ne voitaisiin sekvensoida. Puhdistukseen kaytettiin E.Z.N.A:n geelieristyskittia
(23), ja sen metodia Spin protocol, joka loytyy liitteesta kaksi.

4 Tulokset ja tulosten kasittely

4.1 Pseudolysogeenien seulonnan tulokset

Kuvia ja tulkintoja pseudolysogeenien seulonnan tuloksista on esitetty kuvissa 4 ja 5.
Positiivikontrollin kanssa samankokoinen fragmentti PCR:n lopputuotteena indikoi
pseudolysogeniaa. Kuvan 5 kaivojen alaosissa nédkyva sotku on joko RNA:ta tai pilk-
koutunutta DNA:ta.

Kuva 4. Ensimmaisen pseudolysogeeninseulonta PCR:n tulokset.
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Edellisen sivun seulonnassa loytyi vain yksi aito mutantti, YeO3-R1::CatMu kandidaatti
4. Loput olivat pseudolysogeeneja.

Kuva 5. Toisen pseudolysogeenienseulonta PCR:n tulokset.

Kaikki YeO3-c-luc kirjaston bakteriofagi ¢R1-RT-resistentit pesdkkeet osoittautuivat
pseudolysogeeneiksi, paitsi ndyte YeO3-c-luc peséke 5. Yksikaan YeO3-R1-kirjaston
vastaavista pesakkeista ei ollut pseudolysogeeni. Naistd mutanteista lahdettiin sitten
etsimdan CatMu-transposonin insertiokohtaa bakteerien genomissa.

4.2 Alukkeiden kiinnitymislampdtilojen optimoinnin tulokset

Osasta tutkittavista mutanteista saatiin selkeéd PCR-tuote, toisista huonommin ja osasta
ei ollenkaan. Naista optimoinnesta on esitetty kuvia alla (kuvat 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14). Optimilampdétilan kriteereind on pidetty hyvaa tuotteen monistumista ja mahdolli-
simman pientd maaraa eri tuotteita.
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Kuva 6. Kirjaston YeO3-R1, kandidaatin 3 seulontatulokset.

Kuvassa 6 parhaaksi alukkeiden kiinnittymislampatilaksi on tulkittu 51,0 °C. Kuvan gee-

li on my6s pudonnut lattialle ja hajonnut.

Kuva 7. Kirjaston YeO3-R1, kandidaatin 4 seulontatulokset.

Kuvassa 7 parhaaksi alukkeiden kiinnittymislampétilaksi on tulkittu 47,3 °C. Tama kuva

on koottu kahdelta eri riviltd samaa geelia.



Kuva 8. Kirjaston YeO3-R1, kandidaatin 7 seulontatulokset.

Kuvassa 8 parhaaksi alukkeiden kiinnittymislampétilaksi on tulkittu 51,0 °C.

Kuva 9. Kirjaston YeO3-R1, kandidaatin 15 seulontatulokset.

Kuvassa 9 parhaaksi alukkeiden kiinnittymislampétilaksi on tulkittu 51,0 °C.

16
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Kuva 10. Kirjaston YeO3-R1, kandidaatin 16 seulontatulokset.

Kuvassa 10 parhaaksi alukkeiden kiinnittymislampdatilaksi on tulkittu 46,5 °C.

Kuva 11. Kirjaston YeO3-R1, kandidaatin 17 seulontatulokset.

Kuvassa 11 parhaaksi alukkeiden kiinnittymislampatilaksi on tulkittu 48,4 °C.
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Kuva 12. Kirjaston YeO3-R1, kandidaatin 18 seulontatulokset.

Kuvassa 12 parhaaksi alukkeiden kiinnittymislampétilaksi on tulkittu 51,0 °C.

Kuva 13. Kirjaston YeO3-R1, kandidaatin 20 seulontatulokset.

Kuvassa 13 parhaaksi alukkeiden kiinnittymislampatilaksi on tulkittu 51,0 °C. Geeli on
pudonnut kuvausvaiheessa kasipyyhepaperille, mikd aiheuttaa hairitsevaa taustasing-
naalia.
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Kuva 14. Kirjaston YeO3-c-luc, kandidaatin 5 seulontatulokset.

Kaikista naytteista paitsi kuvan 14 YeO3-c-luc-kandidaatista 5 saatiin erotettavaa lop-
putuotetta. Kuvan geeli on myds pudonnut lattialle ja hajonnut.
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4.3 Sekvenssit

Sekvensointia varten pipetoitiin naytteet yliopiston sekvensointiyksikon ohjeen mukaan

ja lahetettiin yliopiston sekvensointiyksikk6on sekvensoitaviksi (24). Tahan kaytettiin

alukkeita Arb2 ja Muclnt, kuten kaytetyssa menetelmassa (3) kehotetaan ja optimoituja

alukkeiden kiinnittymislampdétiloja. Monissa sekvensseissa alusta ja lopusta n. 20 nuk-

leotidia ovat epaluotettavia laadultaan, joten niitd ei ole kaytetty vastaavuuksien etsimi-

seen. Saadut sekvenssit nakyvat taulukossa 3. Numerot viittaavat niiden PCR- temp-

laatteina toimineiden pesékkeiden numeroihin, jotka on todettu aidoiksi mutanteiksi, ja

R viittaa siihen, etta pesakkeet ovat kirjastosta YeO3-R1.

Taulukko 3. Sekvensoinnin tulokset.

Mutantti

Saatu sekvenssi ja sekvensointiin kaytetty aluke

R3

Muclint
cagagtggcgcgcttcactcggcgagacatatgactcctatctaccccggcctgatttattgaccacgcecct
gaaccgacaacagggttcaatttgttttcgatggtgtgcctgtcatcccccttctaccgattatcaaacaagat
caccacctgcgtttacggtaacagctgggggctctcaaacaattattcttttgtttaccccttgcctgagggcect
ccggaacatctatccggtccagac

Arb2
agggtgtgagctcaatgttatcagtctgtgaatgagccactgcgggttttctcgcetctggagtggtaccgega
ccatttctggcttttcacgctgtattcaaaagatggggtgggtaacggtgaaaacctggecgatttccctaaa
cggttaattgacaatacgttttcctcctatgcctacccctgggtgagtttctcgagctttgactccagggtgctga
atatccactccttacccttgcacgtttccaaaaaaaccaaaccttatacac

R4

Muclint
ccgcgcttcttggtectcettcagacttttattatttctgcctgccgaaacaggcectcgatatcgtcttgcgagtgec
cacacagattgtctgataaattgttaaacagcgtttgttacctgtgtgccttgcggcaaatcggaccgtaacg
cgggaggttgtaatacgctttcccgctgaagagtcaagagtttatttggttacttctgcatgatcggtttcaacgt
cctaggccccgecgatacacaaatcaataggatacggatcccactcaatcagacctctgatttcaaactga
ataatgcctttctggcattatgctgctgattgacaaccagataatctticgtaggatcc

Arb2
aatgagtaagcgtccgcgccaaggatagcacggcttgagccatcggggacgattttacggcgtctttatga
tctacctgttttcaccgctgaggtttttgacaaagtgtcaacctatatcaggactagtcattttttcaccgcatttcg
tgtttttgccgcattggtgagcgggtgaaaagtitactgcaagtagacattaccggctggatggaccgeccc
ataactcggcagaaaaaaaaa

R7

MuclInt — ei sekvenssia

Arb2 — ei sekvenssia

R15

Mucint
tcggcaaaactaaacaaaggtagagagataccgaagccgtcggcecgttctgatctttcaggttgtcacca
gtgtaaacaccgccg

Arb2 — ei sekvenssia

R16

Muclint
tgtttagtacacatagtttctcaatgagacatattcaggtaattggtagcattttcggtctggattataaccctcgce
gaatggaacactgcgttcagacacagacgacaccaaactctcaacaatagttccaaaaaaattattggc
ggcagtggcaggtgtccgaataacaccaatgagggtaataataatgatgaagcgcaatattcttgcagta
gtaatcccagcattgttagtagctggtgcagctaatgcagcagaaatctacaacaaagacggcaacaaa
cttgacctgtacggtaaagttgacgcacgtcaccagttctctgacaacgctggccaagacggaactaatctt
atgttcgtttcggctccctgaagcggcgcacgaaaaacgcga

Arb2 — ei sekvenssia
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R17

Muclint
ggcgcgcttcatgagccgaacgaacataagattcgtcgecgtettggccagegttgtcagagaactggtga
cgtgcgtcaactttaccgtacaggtcaagtttgttgccgtctttgttgtagatttctgctgcattagctgcaccagce
tactaacaatgctgggattactactgcaagaatattgcgcttcatcattattattaccctcattggtgttattcgga
cacctgccactgccgccaataatttttttggaactattgttgagagtttggtgtcgtctgtgtctgaacgcagtgtt
ccattcgcgagggttataatccagaccgaaaatgctaccaattacctgaatatgtctcattgagaaactatgt
gttactaaatgtaaatatc

Arb2 — ei sekvenssia

R18

Muclint
ggcgcgcttcattgtgtgtgtctcttcatagcgcegtctgttataccacctgggtggggggaactatgttccageg
cccgtaatgctattgaccgcagagcttaacccactgaccgttacatttttatcggcggctattgccgeceggcett
catttttgaatgcgcccaaatccgaaactcattgtttaaactcccaagcectccecccattactctcgccaggaa
acttatcctgctattgcttcccaaacagggccgggtcgtcacctaacaaaataccgcatatccggaatcact
gttttgtgaggagcatgcccatcggagggceggcttcaaatgagaacgtcaagactgcatcgctgccaccgt
gtgacaactggggcttaactatagctt

Arb2
tctaatgaacgttgtcactctaataataagcttcatattatgctcaatcaaaaataaagccggeggcaattge
cgccgataaaactgtgtcttgecgtctattcaccactgcegttcaatatcactacctgcactttgaacatctttacc
cacacctttggtggtattgcaggcgctcaatgaagagataactaacaatgaagcggcgcacgaaaaacg
cgaaagcgtttcacgataaatgcgatttgagcgaagcttggcgcatgaaatgggggttgtcacaggtaata
cggtagagccttgaatattcattccagttgccgtgacatttttaccaattggggatacgagagcagttgaacc
acccaaggtaggaagaagcgacaacgcgggatgttctcccgeatggttcgttcgcggggatataaacctt
accgc

R20

Muclint
tgcgcegcticatgagccgaacgaacataagattcgtcgecgtettggccagcegttgtcagagaactggtga
cgtgcgtcaactttaccgtacaggtcaagtttgttgccgtctttgttgtagatttctgctgcattagctgcaccagce
tactaacaatgctgggattactactgcaagaatattgcgcttcatcattattattaccctcattggtgttattcgga
cacctgccactgccgccaataatttttttggaactattgttgagagtttggtgtcgtctgtgtctgaacgcagtgtt
ccattcgcgagggttataatccagaccgaaaatgctaccaattacctgaatatgtctcattgagaaactatgt
gttactaaatgtaaatatca

Arb2
atcaaatacatatagttgctcatgagacatattcaggtaattggtagcattttcggtctggattataaccctcge
gaatggaacactgcgttcagacacagacgacaccaaactctcaacaatagttccaaaaaaattattggce
ggcagtggcaggtgtccgaataacaccaatgagggtaataataatgatgaagcgcaatattcttgcagta
gtaatcccagcattgttagtagctggtgcagctaatgcagcagaaatctacaacaaagacggcaacaaa
cttgacctgtacggtaaagttgacgcacgtcaccagttctctgacaacgctggccaagacggcegacaaat
cttatgttcgtttcggcttcatgaagcggegcacgaaaaacgcgaaagcegtttcacgataaatgega
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Useimmat Arb2-sekvensoinnit eivat syysta tai toisesta toimineet. Saatuja sekvensseja
verrattiin BLAST-ohjelman, eli nukleiinihappojen ja proteiinien sekvensseista paikallisia
yhtenevaisyyksia etsivan tydkalun (25) avulla kantaan Y. enterocolitica subsp. palearc-
tica Y11 (NC_017564.1) ja CatMu-transposonin sekvenssiin (lite 1).
Tulokset mutanttien BLAST :eista osumatarkkuuksineen olivat seuraavanlaiset:

e Sekvenssi alukkeilla Muclnt ja Arb2 R3:lle ei tuottanut luotettavia osumia.

e Sekvenssit alukkeilla Mucint ja Arb2 R4:lle tuottivat saman tuloksen, eli monta
melko samanarvoista tulosta joista korkein oli rRNA-16S ribosomal RNA cold
shock protein (95 %).

e Sekvenssi alukkeella MucInt R18:lle tuotti tuloksen O6-methylguanine-DNA
methyltranferase (91%) ja monia muita lahes yhta hyvia osumia, kun taas Arb2
R18:lle tuotti osuman CatMu transposoniin (100%), mika ei kerro mitdan trans-

posonin insertiokohdasta.

o Sekvenssit alukkeilla Mucint R15:lle, R16:lle, R17:lle, R20:lle ja Arb2 R20:lle

tuottivat kaikki saman tuloksen, Outer membrane porin protein C (99 %).

Tuloksia on tarkasteltu Artemis-ohjelmalla. Artemis on ohjelma, jolla voi selata geno-
meita ja visualisoida sekvensseja ja niiden ominaisuuksia (26). Artemiksen mukaan
OmpC (Outer membrane porin protein C) on Y. enterocolitican geeni Y11 04441.
Kohdesekvenssiltaan rajoittamaton BLAST geeni Y11 _04441:n sekvenssilla antaa kui-
tenkin enimmakseen tuloksia nimella OmpF, ja ainoastaan yksi osuma on nimeltaan
OmpC. Liséksi OmpF-geeni on lédhes identtinen niissa kannoissa, joita faagi ¢R1-RT
infektoi, ja erilainen niissa, joita ei infektoi. T&ma kavi ilmi verrattaessa faagi ¢R1-RT:n

infektoimia kantoja niihin BLAST-osumiin, joita saatiin OmpC:n sekvenssilla.
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5 Johtopaatokset

Tydsséa saavutettiin sille asetettu tavoite, eli faagi $R1-RT:n todennékoinen reseptori
isannassa Yersinia enterocolitica O:3 l8ydettiin. Tama tulos on geeni Y11 04441, joka
vaikuttaa oikeantyyppiselta, koska se koodaa ulkomembraanin proteiinia, ja lisdksi silla
on tuloksissa monta osumaa. Jokin muukin tietenkin voi aiheuttaa resistenttiytta, mutta

varmasti ainakin tama.

BLAST OmpC -geeni Y11_04441:n sekvenssilla antaa enimmakseen tuloksia nimella
OmpF (Outer membrane protein F), joten kdytetyssa genomissa on luultavasti sattunut
taman geenin kohdalla nimeamisvirhe, ja geenin oikea nimi on OmpF. OmpF-geeni on
l&hes identtinen niissé kannoissa, joita faagi pR1-RT infektoi, ja erilainen niissa, joita ei
infektoi. TAma tukee ajatusta tuloksen oikeellisuudesta. Lisdksi faagi $R1-RT infektoi
nimenomaan huoneenlammaossa, mista johtuu sen nimikin. Tamankin osalta OmpF on
oikeantyyppinen tulos, silla sitd ei Y. enterocolitica juurikaan tuota huoneenlamp6a
korkeammissa lampdtiloissa (8), ja faagi vaatii infektoidakseen oikean reseptorin.

Tama tulos kertoo vain pienen osan siitd, miten faagi $R1-RT toimii ja mité vaikutuksia
silla mahdollisesti on isantaansa tappamisen lisaksi. Vaikuttaa kuitenkin siltd, etta faagi
kykenee pseudolysogeniaan ja ettd sen reseptori on l0ydetty. Liséksi faagin ¢R1-RT
koko genomi on sekvensoitu ja siitd on otettu elektronimikroskooppikuvia (13). Niinpa
faagin ¢$R1-RT vuorovaikutuksessa isantansa kanssa on viela paljon tutkittavaa, var-
sinkin ennenkuin siitd voidaan vaittaa tiedettavan tarpeeksi, jotta sita voitaisiin kayttaa

ladkkeena Y. enterocolitica-infektioita vastaan.



24

Lahteet

10

11

Pajunen, M., Pinta, E. and Skurnik, M. 2012. Construction and Screening of a
Transposon Insertion Library of Yersinia enterocolitica (YeO3-R1). Bio-protocol
2(15): e246. Verkkodokumentti. <http://www.bio-protocol.org/e246>. Viitattu
8.8.2015.

Lamberg et al. 2/2002. Efficient Insertion Mutagenesis Strategy for Bacterial Ge-
nomes Involving Electroporation of In Vitro-Assembled DNA Transposition Com-
plexes of Bacteriophage Mu. APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLO-
GY, 68:2, 705-712.

Pinta, E. et al. 2012. Identification of three oligo-/polysaccharide-specific ligases
in Yersinia enterocolitica. Molecular Microbiology, 83:1, 125-136.

Helsingin Yliopisto. 2015. Yersinia Research Laboratory.
<http://research.med.helsinki.fi/immuno/skurnik/research.html|>. Viitattu
15.10.2015.

Waldor, M.; Friedman, D.; Adhya, S. 2005. PHAGES - Their role in bacterial pha-
togenesis and biotechnology. Washington DC. ASM Press.

Hallanvuo, S. 2009. Foodborne Yersinia: Identification and molecular epidemiol-
ogy of isolates from human infections. Helsinki. Terveyden ja hyvinvoinnin laitos
ja Metsatieteen laitos.

Pinta, E. 2010. Turun yliopiston julkaisuja osa 927. medica-ontologica: BIO-
SYNTHESIS OF YERSINIA ENTEROCOLITICA SEROTYPE O:3 LIPOPO-
LYSACCHARIDE OUTER CORE. Turun Yliopisto.

Skurnik & Leskinen. 14.9.2015. Yersinia tutkimusryhman johtaja, bakteriologian
professori & tutkija, mikrobiologian kandidaatti. Henkilokohtainen tiedonanto.

Prescott, Harley, Klein. 1996. Microbiology. USA. Wm. C. Brown Publishers.

Chaturongakul S and Ounjai P (2014) Phage—host interplay: examples from
tailed phages and Gram-negative bacterial pathogens. Front. Microbiol. 5:442.
Verkkoartikkeli.
<http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fmich.2014.00442/full>. Viitattu
25.10.2015.

tos, M. & Wegrzyn, G. 2012. Advances in Virus Research. Science Direct. Verk-
kokirja.
<http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780123946218000194>. Vii-
tattu 10.9.2015.


http://www.bio-protocol.org/e246
http://research.med.helsinki.fi/immuno/skurnik/research.html
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fmicb.2014.00442/full
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780123946218000194

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

25

Cenes, W. et. al. 3/2013. Phage —host interactions during pseudolysogeny. Bac-
teriophage 3:1, e25029. Landes Bioscience. Verkkoartikkeli.
<http://search.ebscohost.com/login.aspx?direct=true&db=a9h&AN=88925530&sit
e=ehost-live&scope=site>. Viitattu 10.9.2015.

Nawaz, A. 11.9.2012. Genome annotation of six Yersinia bacteriophages. Projek-
tiraportti. Helsingin Yliopisto.

Skurnik, Mikael. 14.9.2015. Yersinia tutkimusryhman johtaja, bakteriologian pro-
fessori. Julkaisematon tieto.

Srivastava, S. 2013. Genetics of Bacteria. London. Springer.

Davidson college, Department of Biology. 2002. Nested Primers for PCR.
Verkkodokumentti.
<http://www.bio.davidson.edu/courses/genomics/method/nestedpcr.html>. Viitattu
21.10.2015.

MGH-ParaBioSys:NHLBI Program for Genomic Applications, Massachusetts
General Hospital and Harvard Medical School. 2004. PA14 Transposon Insertion
Mutant Libraries. Verkkodokumentti.
<http://pga.mgh.harvard.edu/Parabiosys/projects/host-
pathogen_interactions/library_construction.php>. Viitattu 21.10.2015.

Sambrook and Russel. 2001. Molecular cloning: A laboratory manual, volume 2,
3. painos. Cold Spring Harbor, New York. Cold spring harbor laboratory press.

Thermo Fisher Scientific. 2015. DyNAzyme || DNA Polymerase (2 U/ul). Verkko-
dokumentti. <https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/F501S>. Viitat-
tu 25.10.2015.

Sambrook and Russel. 2001. Molecular cloning: A laboratory manual, volume 1,
3. painos. Cold Spring Harbor, New York. Cold spring harbor laboratory press.

Lonza. SYBR® Green | Nucleic Acid Stain. Verkkodokumentti.
<http://www.lonza.com/products-services/bio-research/electrophoresis-of-nucleic-
acids-and-proteins/nucleic-acid-electrophoresis/nucleic-acid-gel-stains/sybr-
green-i-nucleic-acid-stain.aspx>. Viitattu 20.9.2015.

Thermo Fisher Scientific. 2015. DyNAzyme EXT DNA Polymerase (1 U/ul). Verk-
kodokumentti.
<https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/F505L?ICID=search-
product>. Viitattu 25.10.2015.

E.Z.N.A. 9/2012. Gel Extraction Kit. Verkkodokumentti.
<http://omegabiotek.com/store/wp-content/uploads/2013/04/D2500.pdf>. Viitattu
25.10.2015.


http://search.ebscohost.com/login.aspx?direct=true&db=a9h&AN=88925530&site=ehost-live&scope=site
http://search.ebscohost.com/login.aspx?direct=true&db=a9h&AN=88925530&site=ehost-live&scope=site
http://www.bio.davidson.edu/courses/genomics/method/nestedpcr.html
http://pga.mgh.harvard.edu/Parabiosys/projects/host-pathogen_interactions/library_construction.php
http://pga.mgh.harvard.edu/Parabiosys/projects/host-pathogen_interactions/library_construction.php
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/F501S
http://www.lonza.com/products-services/bio-research/electrophoresis-of-nucleic-acids-and-proteins/nucleic-acid-electrophoresis/nucleic-acid-gel-stains/sybr-green-i-nucleic-acid-stain.aspx
http://www.lonza.com/products-services/bio-research/electrophoresis-of-nucleic-acids-and-proteins/nucleic-acid-electrophoresis/nucleic-acid-gel-stains/sybr-green-i-nucleic-acid-stain.aspx
http://www.lonza.com/products-services/bio-research/electrophoresis-of-nucleic-acids-and-proteins/nucleic-acid-electrophoresis/nucleic-acid-gel-stains/sybr-green-i-nucleic-acid-stain.aspx
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/F505L?ICID=search-product
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/F505L?ICID=search-product
http://omegabiotek.com/store/wp-content/uploads/2013/04/D2500.pdf

24

25

26

26

Helsingin Yliopisto. 2006. Sekvensointiyksikko.
<http://www.hi.helsinki.fi/tietoa/sekvensointi.html>. Viitattu 21.9.2015.

NCBI. BLAST- Basic Local Alingment Search Tool. Verkkotydkalu.
<http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi>. Viitattu 27.10.2015.

Wellcome Trust Sanger Institute. 1/2015. Artemis: Genome Browser and

Annotation Tool. Verkkodokumentti.
<https://www.sanger.ac.uk/resources/software/artemis/>. Viitattu 27.10.2015.


http://www.hi.helsinki.fi/tietoa/sekvensointi.html
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.sanger.ac.uk/resources/software/artemis/

Liite 1
1(2)

Liite 1. Kaytettyja sekvensseja

Taulukko 4.  ¢R1-RT spesifit alukkeet.

rirt-F aac ata aaa ggc cca gaa cg

rirt-R ttg gtg aag att ttg att ctg gt

Taulukko 5. Sattumanvaraisen PCR:n alukkeiden sekvenssit.

Arb2 ggc cac gcg tcg act agt ca

Muclint cgc att tat cgt gaa acg ctt acg (transposonille spesifi)

Arb1 ggc cac gcg tcg act agt can nnn nnn nnn gat at

Muc? ttc cgt cac agg tat tta ttc ggt (transposonille spesifi)

CatMu-transposonin sekvenssi:

aagcttagat ctgaagcggc gcacgaaaaa cgcgaaagcg tttcacgata aatgcgaaaa cggatccttt
tcgaccgaat aaatacctgt gacggaagat cacttcgcag aataaataaa tcctggtgtc cctgttgata
ccgggaagcec ctgggcecaac ttttggcgaa aatgagacgt tgatcggcac gtaagaggtt ccaactttca
ccataatgaa ataagatcac taccgggcgt attttttgag ttgtcgagat tttcaggagc taaggaagct
aaaatggaga aaaaaatcac tggatatacc accgttgata tatcccaatg gcatcgtaaa gaacatttg
aggcatttca gtcagttgct caatgtacct ataaccagac cgttcagctg gatattacgg  cctttttaaa
gaccgtaaag aaaaataagc acaagtttta tccggccttt attcacattc ttgcccgect gatgaatgct
catccggaat tacgtatggc aatgaaagac ggtgagctgg tgatatggga tagtgttcac ccttgttaca
ccgttttcca  tgagcaaact gaaacgtttt catcgctctg gagtgaatac cacgacgatt tccggcagtt
tctacacata tattcgcaag atgtggcgtg ttacggtgaa aacctggcct atttccctaa agggtttatt gagaatatgt
ttttcgtctc agccaatcce tgggtgagtt tcaccagttt tgatttaaac gtggccaata tggacaactt cttcgecccc
gttttcacca tgggcaaata ttatacgcaa ggcgacaagg tgctgatgcc gctggegatt caggttcate
atgccgtttg tgatggcttc catgtcggca gaatgcttaa tgaattacaa cagtactgcg —atgagtggca
gggcggggeg  taattttttt aaggcagtta  ttggtgccct taaacgectg  gttgctacgc  ctgaataagt
gataataagc ggatgaatgg cagaaattcg aaagcaaatt cgacccggtc gtcggttcag ggcagggtcg
ttaaatagcc gcttatgtct attgctggtt taccggttta ttgactaccg gaagcagtgt gaccgtgtge ttctcaaatg
cctgaggcca gtttgctcag  getctccccg  tggaggtaat  aattgacgat  aggatccgtt  ttcgeattta
tcgtgaaacg ctttcgegtt tttcgtgege cgcttcagat ctgaattc




Liite 2. E.Z.N.A.® Gel Extraction Kit - Spin Protocol
Materials and Equipment to be Supplied by User:

Heat block or water bath capable of 60 °C
Microcentrifuge capable of at least 13,000 x g
Vortexer

Nuclease-free 1.5 mL microcentrifuge tubes
100 % ethanol

Optional: 5M Sodium Acetate, pH 5.2
Optional: Sterile deionized water

Before starting:

Prepare SPW Wash Buffer according to the “Preparing Reagents” section on
Page 5
Set heating block or water bath to 60 °C

Note: The yellow color of the Binding Buffer (XP2) signifies a pH of < 7.5.

1.

Perform agarose gel/ethidium bromide electrophoresis to fractionate DNA
fragments. Any type or grade of agarose may be used. However, it is strongly
recommended that fresh TAE buffer or TBE buffer be used as running buffer.
Do not reuse running buffer as its pH will increase and reduce vyields.

When adequate separation of bands has occurred, carefully excise the DNA
fragment of interest using a wide, clean, sharp scalpel. Minimize the size of the

gel slice by removing extra agarose.

. Determine the appropriate volume of the gel slice by weighing it in a clean 1.5

mL microcentrifuge tube. Assuming a density of 1 g/mL, the volume of gel is

derived as follows: a gel slice of mass 0.3 g will have a volume of 0.3 mL.

4. Add 1 volume Binding Buffer (XP2).

. Incubate at 60 °C for 7 minutes or until the gel has completely melted. Vortex

or shake the tube every 2-3 minutes.

Important: Monitor the pH of the Gel/Binding Buffer mixture after the gel has completely

dissolved. DNA yields will significantly decrease when the pH > 8.0. If the color of the mixture

becomes orange or red, add 5 uL 5M sodium acetate (pH 5.2) to bring the pH down. After this

adjustment, the color of the Gel/Binding Buffer mixture should be light yellow.

6.
7.

Insert a HiBind® DNA Mini Column in a 2 mL Collection Tube.
Add no more than 700 puL DNA/agarose solution from Step 5 to the HiBind®
DNA Mini Column.

. Centrifuge at 10,000 x g for 1 minute at room temperature.



9. Discard the filtrate and reuse collection tube.
10.Repeat Steps 7-9 until all of the sample has been transferred to the column.
11.Add 300 pL Binding Buffer (XP2).
12.Centrifuge at maximum speed (213,000 x g) for 1 minute at room temperature.
13.Discard the filtrate and reuse collection tube.
14.Add 700 pL SPW Wash Buffer.

Note: SPW Wash Buffer must be diluted with 100% ethanol prior to use. Please see Page 5 for

instructions.
15.Centrifuge at maximum speed for 1 minute at room temperature.
16.Discard the filtrate and reuse collection tube.E.Z.N.A.® Gel Extraction Kit - Spin
Protocol
Optional: Repeat Steps 14-16 for a second SPW Wash Buffer wash step. Perform the
second wash step for any salt sensitive downstream applications.
17.Centrifuge the empty HiBind® DNA Mini Column for 2 minutes at maximum
speed to dry the column matrix.
Note: It is important to dry the HiBind® DNA Mini Column matrix before elution. Residual
ethanol may interfere with downstream applications.
18.Transfer the HiBind® DNA Mini Column to a clean 1.5 mL microcentrifuge tube.
19.Add 30-50 pL Elution Buffer or deionized water directly to the center of the
column membrane.
Note: The efficiency of eluting DNA from the HiBind® DNA Mini Column is dependent on pH. If
eluting DNA with deionized water, make sure that the pH is around 8.
20.Let sit at room temperature for 2 minutes.
21.Centrifuge at maximum speed for 1 minute.
Note: This represents approximately 70 % of bound DNA. An optional second elution will yield
any residual DNA, though at a lower concentration.
22.Store DNA at -20 °C (23.



