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Yersinia pseudotuberculosis on gramnegatiivinen bakteeri, jonka soluseindssa oleva ul-
komembraani koostuu paaosin lipopolysakkaridista seka fosfolipideista ja proteiineista.
Lipopolysakkaridi on tarkea antigeeninen rakenne, joka koostuu lipidi A:sta, ydinoligosak-
karidista sekéd O-polysakkaridista eli O-antigeenista. O-antigeenisen osan rakenne vaihte-
lee hyvin paljon eri bakteereilla ja samankin bakteerilajin eri kannoilla, mihin perustuu bak-
teerikantojen jako eri serotyyppeihin.

Tutkimuksen kohteena oli Yersinia pseudotuberculosis serotyypin O:9 lipopolysakkaridin
O-antigeenin biosynteesid ohjaavan geeniklusterin kloonaaminen ja sekvensointi. Kloo-
nausvektorina kaytettiin kosmidia, jolloin puhutaan kosmidikloonauksesta. Lyhyesti kuvat-
tuna tAma tehtiin seuraavasti: Yersinia pseudotuberculosis O:9 genominen DNA digestoi-
tiin Sau3Al-restriktioentsyymilla ja kosmidi pHC79 BamHI:ll&. Tuotteet ligoitiin, pakattiin in
vitro lambda-faagiin ja transduktoitiin E. coli LE 392 -soluihin.

Kosmidikirjaston valmistuttua se seulottiin. Geeniklusterin geeneista wzz-geenin sekvens-
si on tiedossa, mikd on mahdollistanut spesifisen PCR- eli polymeraasiketjureaktio-
menetelmén kehittdmisen geeniklusterin identifioimiseksi. wzz-positiivisten kloonien sisal-
tamat kosmidit eristettiin ja kosmidien inserttien aaripaat sekvensaoitiin.

Sekvensoinnista saatuja tuloksia verrattiin geenipankin Yersinia pseudotuberculosis
-kantojen DNA-sekvensseihin ja varsin ajoissa herasi epailys siita, etta insertit sisaltavat
monta lyhyttd Sau3Al-digestiotuotetta, jotka ovat ligoituneet toisiinsa.

Kosmidikirjasto tehtiin uudelleen. Suuri maara genomista DNA:ta digestoitiin partiaalisesti
ja talla kertaa lyhyet Sau3Al-digestiotuotteet poistettiin sokerigradienttiajolla. Saadut pitkat
genomiset DNA-fragmentit ligoitiin kosmidiin, pakattiin ja transduktoitiin E. coliin. TAman
seurauksena saatiin yli 20000 kloonin kosmidikirjasto. Positiivisten kloonien seulonta tulee
olemaan seuraava tehtava tassa projektissa.

Avainsanat: Yersinia pseudotuberculosis, O-antigeeni, kosmidi, kloonaus, sekvensointi
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The aim of this research was to clone the O-antigen gene cluster of Yersinia pseudotu-
berculosis serotype O:9 and to perform a sequence analysis. The cloning vector was a
cosmid, hence the cloning is called cosmid cloning. Briefly, Yersinia pseudotuberculosis
0:9 genomic DNA was digested with restriction enzyme Sau3Al and cosmid pHC79 was
digested with BamHI. Digestion products were directly ligated, packaged in vitro into a
lambda-phage using a packaging extract and transduced into E. coli LE 392 cells.

The created cosmid library was then screened for positive clones that carry the O-antigen
gene cluster. The sequence of the wzz-gene of the gene cluster is known which made it
possible to design a specific PCR (polymerase chain reaction) method for the identifica-
tion of the presence of the gene cluster [1]. wzz-positive cosmids were isolated and the
extreme ends of the inserts in the cosmids were sequenced.

The obtained sequences were compared to known genome sequences of Yersinia pseu-
dotuberculosis strains in data banks. The results indicated that the constructed genomic
library was of poor quality since inserts contained many short Sau3Al fragments ligated to
each other.

Therefore a new cosmid library was created. A large amount of genomic DNA was di-
gested partially by Sau3Al and this time the short Sau3Al fragments were removed from
the digest using sucrose gradient fractionation. The obtained long genomic DNA frag-
ments were ligated to the cosmid vector, packaged and transduced into E. coli. This re-
sulted in cosmid library with >20000 clones. The screening for positive clones will be the
next task in the project.

Keywords: Yersinia pseudotuberculosis, O-antigen, cosmid, cloning, sequencing
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1

JOHDANTO

Yersinia pseudotuberculosis (Y. pstb) kuuluu gramnegatiivisiin bakteereihin,
joille on ominaista soluseind, jossa on plasmamembraanin ja ohuen pepti-
doglykaanikerroksen ulkopuolella ylimaarainen biologinen kalvo, niin sanottu
ulkomembraani. Ulkomembraanin massasta noin puolet on lipopolysakkari-
dia (LPS), joka koostuu lipidi A:sta, ydinoligosakkaridista seka O-
polysakkaridista (O-antigeeni). O-antigeenin rakenne vaihtelee hyvin paljon
eri bakteereilla ja samankin bakteerilajin eri kannoilla. Tama osa on kuitenkin
aina sokerirakenteinen ja rakenteeltaan huomattavan monimutkainen, yksin-
kertaisista oligosakkaridiosista koostuva polymeeri. Koska O-antigeeni on
LPS:n uloin osa ja aivan solun ulkopinnalla, se on eras bakteerin tarkeim-

mista pinta-antigeeneista.

Tutkimuksen kohteena on Y. pstb serotyypin O:9 LPS:n O-antigeenin bio-
synteesid ohjaavan geeniklusterin kloonaaminen ja sekvensointi. Kloonaus-
vektorina kaytetdan kosmidia, jolloin puhutaan kosmidikloonauksesta. Yk-
sinkertaisimmin t&mé& tapahtuu seuraavasti: Y. pstb O:9 genominen DNA di-
gestoidaan Sau3Al-restriktioentsyymilla ja kosmidi pHC79 BamHI:lla. Tuot-
teet ligoidaan, pakataan in vitro lambda-faagiin ja transduktoidaan E. colin
LE392 -soluihin.

Genomisen DNA-kirjaston valmistuttua se seulotaan. Yersinia-laboratorio
(Haartman-instituutti) on yhteistydssa ulkomaisten kumppanien avulla selvit-
tanyt Y. pstb O:9 O-antigeenin kemiallisen rakenteen, ja rakennetta ohjaa-
van geeniklusterin sijainnin kromosomissa tiedetadn olevan hemH- ja gsk-
geenien valilla [1]. Geeniklusterin geeneista on ainoastaan wzz-geenin sek-
venssi tiedossa, mikd on mahdollistanut spesifisen PCR-menetelman kehit-
tamisen geeniklusterin identifioimiseksi [1]. wzz-positiivisten kloonien sisal-
tamat kosmidit eristetdan ja alustava karakterisointi tehdaan erilaisilla restrik-

tiodigestioilla.

Edella saatujen kosmidien inserttien aaripdat sekvensoidaan ja sekvensseja
vertaillaan geenipankin (NCBI) sekvensseihin. Sekvensointi tapahtuu primer-

kavelylld, subkloonaamisella ja/tai transpositio in vitro -menetelmalla.



Bakteriofagi ®R1-37 on Y. enterocolitica O:3 bakteerille spesifinen, mutta
sen huomattiin pystyvan infektoimaan myos Y. pstb O:9 bakteereita. ®R1-
37:n reseptorina toimii kummassakin tapauksessa LPS. Y. enterocolitica O:3
bakteerilla se on LPS:n uloin ydinsokeri (heksasakkaridi), mutta Y. pstb O:9
bakteerilla taman O-antigeeni. [2.] Jos O-antigeenin biosynteesia ohjaava
geeniklusterin sekvenssi saadaan selvitetyksi, niin siitd on varmasti hyttya
tutkittaessa esimerkiksi tekijoitd, jotka vaikuttavat faagien isantaspesifisyy-

teen.

2 KIRJALLISUUSKATSAUS

Gramnegatiivisilla bakteereilla on soluseindssaan erityinen, ylimaarainen
biologinen kalvo, jota kutsutaan ulkomembraaniksi. Sen perusrakenne on
sama kuin biologisten kalvojen yleensa, mutta se on kuitenkin monin tavoin
poikkeuksellinen. Noin puolet sen massasta on lipopolysakkaridia (LPS), ja
muuten se koostuu paaosin fosfolipideista ja proteiineista. Ulkomembraanin
tarkein tehtédva on suojata bakteeria ulkoa tulevilta haitallisilta aineilta. Esta-
malla suurimolekyylisten vesiliukoisten aineiden paésyn solun sisempiin ker-
roksiin ulkomembraani tekee gramnegatiiviset bakteerit resistenteiksi monille
grampositiivisiin bakteereihin vaikuttaville bakteerilaékkeille. Useat gramne-
gatiiviset bakteerit ovat grampositiivisia resistentimpia myds monille rasva-
liukoisille aineille ja detergenteille. Naiden bakteerien ulkomembraani pystyy
LPS:nsa avulla estamaan tallaisten aineiden p&dsyn solun sisaan. LPS:n
happamat varaukset ja niihin liittyneet divalenttiset kationit ovat tassa tehta-
vassa avainasemassa. Ulkomembraani suojaa bakteereja tehokkaasti myds
isantaelimistdén puolustusmekanismeilta, vaikka toisaalta monet ulkomem-
braanin rakenneosat aiheuttavat infektion aikana isdnndssa monia oireita ja

vaikuttavat myds immuunipuolustukseen. [3, s. 63 - 64.]



2.1 Lipopolysakkaridi (LPS)

LPS on tarkea antigeeninen rakenne. Se on osa bakteerin suojakuorta. Li-
saksi se vaikuttaa huomattavan toksisesti isdntéelimistoon, ja siksi sitd kut-

sutaan myos endotoksiiniksi.

LPS koostuu lipidi A -osasta, ydinoligosakkaridiosasta seka O-
antigeenisesta osasta (kuva 1). Lipidi A on rakenteeltaan varsin ainutlaatui-
nen lipidi. Lisaksi se on ulkomembraanin ulkopinnan kaytannoéllisesti katsot-
tuna ainoa lipidirakenteinen aine. Sen runkona on kahden N-
asetyyliglukosamiinin (GIcNAc) muodostama disakkaridi, johon liittyy rasva-
happoja, muun muassa vain télle molekyylille ominaisia B-hydroksihappoja.
LPS:n endotoksiinivaikutukset perustuvat lipidi A:han, mutta ilman polysak-
karidiosaa LPS ei olisi vesiliukoinen eik& siten niin toksinen. O-antigeenisen
osan rakenne vaihtelee hyvin paljon eri bakteereilla ja samankin bakteerilajin
eri kannoilla, mihin perustuu bakteerikantojen jako eri serotyyppeihin. Tama
osa on aina sokerirakenteinen ja rakenteeltaan huomattavan monimutkai-
nen, yksinkertaisista oligosakkaridiosista koostuva polymeeri. Koska O-
antigeeni on LPS:n uloin osa ja aivan solun ulkopinnalla, se on erés baktee-
rin tarkeimmistd pinta-antigeeneista. Se on myds kapselipolysakkaridien ta-

voin solua suojaava ainesosa. [3, s. 64 - 65.]



n=4-40 O-antigeeni

Kuva 1. LPS koostuu lipidi A -osasta, ydinoligosakkaridiosasta seka O-
antigeenisesta osasta [4]. Mukailtu versio.

2.1.1 Lipidi A:n ja ydinpolysakkaridin biosynteesit

LPS:n kolmen eri osan biosynteesia ohjaavat geenit sijaitsevat bakteerin ge-
nomissa eri puolilla genomia olevissa geeniryhmissa (geeniklustereissa). O-
antigeenin biosynteesia ohjaavien geeniklusterien vaihtelevuus kuvastaa hy-
vin eri kantojen O-antigeenien erilaisuutta ja on hyva todiste geenien
(DNA:n) horisontaalisesta siirtymisesta bakteerien ja mahdollisesti muiden-
kin organismien valilla. LPS:n osien biosynteesi tapahtuu bakteerin syto-
plasmassa kahta reittia myo6ten. Lipidi A:n ja ydinpolysakkaridin biosynteesit

ovat kytkeytyneet toisiinsa siten, etta ensin muodostuu sytoplasmisen mem-



braanin sisapinnalle lipidi A, jonka lipidiosan 4 - 7 rasvahappoketjua on osa
membraania. Ydinoligosakkaridi rakentuu lipidi A:n toisen GIcNAc:n paélle
siten, ettd spesifiset glykosyylitransferaasit siirtavat sokeriyksikdita NDP
(nukleosidi difosfaatti) -aktivoituneista sokereista oligosakkaridien paélle.
Glykosyylitransferaasit ovat spesifisid sokerille, jota ne siirtavét, ja vastaan-
ottavalle rakenteelle ja muodostavat sokerien valille spesifisen gly-
kosidisidoksen. Valmis lipidi A -ydinoligosakkaridirakenne pyérahtaa syto-
plasmisen membraanin ulkopinnalle niin, etta oligosakkaridiosa on periplas-
misessa tilassa. Osa téllaisista LPS-molekyyleista jatkaa edelleen ulkomem-
braanille ja osaan liittyy O-antigeeni ydinoligosakkaridin jatkeeksi. [5; 6, s.
215 - 218]]

2.1.2 O-antigeenin biosynteesi

Toisena reittind on O-antigeenin biosynteesi, joka tapahtuu samoin syto-
plasmisen membraanin sisdpinnalla. O-antigeenin biosynteesille on havaittu
kaksi erilaista tapaa toistuvan yksikdn luonteesta riippuen. Jos toistuva oli-
gosakkaridiyksikkd koostuu 2 - 8 erilaisesta monosakkaridista, toistuvat yk-
sikot liittdd yhteen O-antigeenipolymeraasi ja syntynyt O-antigeeni on hete-
ropolymeerinen. Jos toistuva yksikké koostuu yhdestd monosakkaridista
(homopolymeerinen O-antigeeni), yksikoiden liittdminen tapahtuu ilman O-
antigeenipolymeraasia. Heteropolymeerisen O-antigeenin toistuva yksikko
rakentuu undekaprenyylifosfaatin (55-hiiliatominen isoprenoidi, joka toimii
kantaja lipidind) p&alle glykosyylitransferaasien siirtdesséa sokeriyksikoita
NDP-aktivoituneista sokereista kasvavaan oligosakkaridiin. Kun O-yksikko
on valmis, syntyneen oligosakkaridipyrofosforyyliundekaprenolin pyorayttaa
niin sanottu flippaasiproteiini sytoplasmisen membraanin ulkopinnalle, jossa
O-antigeenipolymeraasi liittdd yksikot perékkain pitkaksi heteropolymeeri-
seksi polysakkaridiketjuksi. Homopolymeerinen O-antigeeni rakentuu koko
pituudeltaan sytoplasmisella puolella undekaprenyylifosfaatin paalle, ja sen
siirtAmisesta periplasmiselle puolelle huolehtii erityinen ATP:ta kayttava siir-
tajasysteemi. O-antigeeniligaasi siirtdéd molemmilla tavoilla syntyneet O-
antigeenit lipidi A -ydinoligosakkaridin p&alle, ja nain valmistunut LPS-
molekyyli siirtyy ulkomembraanille viela tuntemattomalla mekanismilla. [5; 6,
s.215-218]]



2.2 Yersinia-suku

Yersinia on gramnegatiivisten sauvabakteerien suku, joka kuuluu heimoon
Enterobacteriaceae. Niiden luonnollinen kasvuympéristd on paaasiassa
elainten ja ihmisten suolisto, jonka vuoksi niitd kutsutaankin enterobaktee-
reiksi, mutta eraitd 16ytyy myods maaperasta ja vesistd, ja ne ovat talldin to-
denndkdisesti seurausta eldinkontaminaatiosta. [7, s. 380, 393 - 394.] Yer-
siniat ovat kapselittomia, noin 0,5 - 0,8 um x 1-3 pm kokoisia fakultatiivisia
anaerobeja, jotka ovat oksidaasi-negatiivisia ja katalaasi-positiivisia. Ne liik-
kuvat flagellojen avulla 22 - 29 °C:ssa, mutta ovat liikkumattomia 37 °C:ssa,
poikkeuksena Yersinia pestis, joka ei liiku missdén lampdtilassa. lhanteelli-
nen kasvulampdtila Yersinioille on 28 - 29 °C, mutta ne kykenevét kasva-

maan aina 4 °C:sta 42 °C:seen. Optimaalinen pHon 7,2 - 7,4. [8, s. 10.]

2.2.1 Patogeeniset Yersiniat

Kolme suvun neljastatoista lajista on patogeenisia inmisille; Yersinia pestis,
Yersinia enterocolitica ja Yersinia pseudotuberculosis. Y. pestis aiheuttaa
paiseruttoa, kun taas Y. enterocolitica ja Y. pseudotuberculosis aiheuttavat
tavallisesti elintarvikeperdisen yersinioosin, joka on ripulinen ja kuumeinen

suolistotulehdus. [9.]

Yhteista kaikille patogeenisille Yersinioille on noin 70 kiloeméaksen suuruinen
virulenssitekijoiden geeneja sisaltdva virulenssiplasmidi pYV, minka lisaksi
virulenssitekijoitd on kooditettuna my6s kromasomaalisessa DNA:ssa [7, s.
393]. Virulenssitekijat antavat bakteereille ominaisuuksia, joiden avulla ne
voivat aiheuttaa taudin. Virulenssitekijoitd ovat muun muassa spesifiset ad-
heesio- eli tarttumisproteiinit, invaasio- eli tunkeutumisproteiinit, fagosytoosin
estajat, bakteerin pintarakenteet, jotka estavat is&ntdorganismin liukoisia
puolustusmekanismeja, seké erilaiset toksiinit eli solumyrkyt. Bakteerin viru-
lenssi eli taudinaiheuttamiskyky on useiden virulenssitekijoiden vaikutuksen
yhteissumma. Useimmissa bakteeri-infektioissa virulenssitekijat vaikuttavat
infektiotaudin alkamiseen eivatka ole varsinaisesti vastuussa taudin oireista.
Yhdenkin virulenssitekijan eliminoiminen voi heikentad huomattavasti bak-

teerin taudinaiheuttamiskykya tai poistaa sen kokonaan. [10.]



2.2.2 Yersinia pseudotuberculosis

Y. pseudotuberculosis, joka muistuttaa virulenssigeeniensa suhteen hyvin
paljon Y. enterocoliticaa, on tyypillinen eldinpatogeeni ja aiheuttaa yleisinfek-
tioita erityisesti linnuilla ja jyrsijoilla. Sen niille aiheuttamaan tautiin liittyvat
kudoskuoliot muistuttavat tuberkuloosin aiheuttamia muutoksia. lhmisella
bakteeri, kuten jo edelld osittain mainittiin, aiheuttaa Y. enterocolitica -bak-
teerin kaltaisia suolistoalueen infektioita, ja joissakin tapauksissa se voi ai-
heuttaa vakavan systeemisen infektion. Y. pseudotuberculosis on yleensa

herkka ampisilliinille. [3, s. 191.]

Yersinia pseudotuberculosis jaetaan, O-antigeenin rakenteen perusteella, 15
O-serotyyppiin, joista serotyypit O:1 ja O:2 on edelleen jaettu alatyyppeihin
a, b ja c sekd 0O:4 ja O:5 alatyyppeihin a ja b [1]. Jaottelu serotyyppeihin pe-
rustuu noin 30 O-tekijdan (taulukko 1). Serotyypit O:1:sta O:7:48n on osittain
maadritetty O-antigeenin erilaisen 3,6-dideoksiheksoosin (DDH) lasnéololla;
serotyyppien O:1a, O:1b ja O:3 O-antigeenit sisaltdvat paratoosia (Par),
0O:2a, 0O:2b ja O:2c abequoosia (Abe), O:4a ja O:4b tyveloosia (Tyv), O:5a
askaryloosia (Asc) seka O:6 ja O:7 kolitoosia (Col). Serotyyppi O:5b sisaltaa
6-deoksi-L-altrofuranoosia (6d-Altf). [9.] Ihmisista eristettyjen serotyyppien
esiintyvyydessa on huomattu maantieteellisesti joitakin eroavaisuuksia. Eu-
roopassa suurin osa eristetyista kuuluu serotyyppeihin O:1 - O:3, kun taas
Japanissa O:4b, O:3, O:5a ja O:5b ovat yleisimpid. Kannat, jotka eivat kanna

virulenssiplasmidia, kuuluvat apatogeenisiin eli ymparistdserotyyppeihin [6].



Taulukko 1. Y. pseudotuberculosis serotyyppien ominaisuudet [11; 12; 13; 14], mu-
kailtu versio

O- O-tekija (sero-  Virulenssi  ddh-geenit DDH
serotyyppi  tyyppi spesifi-  plasmidin
nen tekija tum-  lasnéolo
mennettuna)

O:1a 2,3,23 pYV ddhDABC Par
O:1b 2,4,23 pYV ddhDABC Parf
O:1c 2,3,17, 24 pYV ddhDABC (Par)?
0O:2a 5, 6, 16 pYV ddhDABC Abe
0:2b 5,7, 16, 17 pYV ddhDABC Abe
0:2c 5,7,11,18 pYV ddhDABC Abe
0:3 8, 15 pYV ddhDABC Par
O:4a 911 pYV ddhDABC Tyv
O:4b 9,12 pYV ddhDABC Tyv
O:5a 10, 14 pYV ddhDABC Asc
O:5b 10, 15 pYV ddhDA 6d-Altf
0:6 13, 19, 26 pYV ddhDABC Col
0:7 13,19 Col
0:8 11, 20 pYV ddhDABC ?
0:9 10, 25 ?
0:10 26 pYV ?
0:11 4,15, 27 ddhDA (6d-Altf)?
0:12 18, 27, 28 ddhDABC ?
0:13 28, 29 ddhDABC ?
0:14 13, 30 ddhDA (6d-Altf)?
0:15 ddhDABC (Par)?

Yersinia-laboratorio on yhteistydssa ulkomaisten kumppaneiden avulla sel-
vittdnyt Y. pseudotuberculosis O:9 O-antigeenin kemiallisen rakenteen (kuva
2) [15].

—24)-13-D-GIcNACA30Ac-(1>4)-a-L-FucNAm-(1-> 3)-a-D-GIcNAc-(=>
a-D-Gal-(1-2>3)

Kuva 2. Y.pstb O:9 O-antigeenin kemiallinen rakenne [15], mukailtu versio



Myds O-antigeenin biosynteesistéa vastaavien geenien (geeniklusterin) si-
jainnit on kromasomaalisesti paikallistettu, ja ne ovat yleisimmin ryhmittyneet
hemH- ja gsk-geenien valille (kuva 3). Geeniklusterin geeneista on ainoas-
taan wzz-geenin sekvenssi tiedossa, mikd on mahdollistanut spesifisen

PCR-menetelméan kehittdmisen geeniklusterin tunnistamiseksi. [1.]

adk hemH O-ag serotyyppi spesifiset geenit wzz gsk rosB rosA ushA

> IS > > e >

Kuva 3. Y. psth:n yleinen genomialue [5], mukailtu versio

2.3 DNA-kirjasto

DNA-kirjasto on mahdollisimman kattava kokoelma klooneja organismin kro-
mosomaalisesta DNA:sta (genominen DNA-kirjasto) tai tutkittavien solujen
mRNA:sta (cDNA-kirjasto). DNA-kirjastosta voidaan seuloa kiinnostuksen

kohteina olevia DNA-jaksoja, esimerkiksi jotakin tiettya geenia. [16.]

Genominen DNA-kirjasto valmistetaan digestoimalla ensin elion DNA jollakin
restriktioentsyymilla. Geelielektroforeesin avulla syntyneistd DNA-palasista
valitaan sopivan kokoiset palat ja ligoidaan ne restriktioentsyymilla katkais-
tuun vektoriin (yhteen vektoriin yksi DNA-pala). Ligaatiossa syntyy suuri
joukko yhdistelma-DNA-plasmideja, joissa on eripituisia jaksoja tutkittavan
organismin genomisen DNA:n koko alueelta. Vektoritaustaa voidaan véhen-
taa vektorin defosforylaatiolla (kpl 2.3.1). Kirjasto valmistetaan yleensa kéyt-
tden E. colia transformaatioiséntana. Transformaatiosta saadaan tuhansia
tai jopa satojatuhansia yhdistelma-DNA-plasmidilla transformoituneita kloo-
neja, joiden joukosta haluttuja DNA-jaksoja pitdd seuloa. Kirjasto voidaan
sailoa myos ligaatioseoksena, toisin sanoen ennen transformointia, jolloin
jokaista seulontaa varten tehddan uusi transformaatio. [16.] Kuvassa 4 nah-

daan kuvasarja kloonaamisesta.
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0 TLRADSF ORNMALTIO WAL TA
R B N N
balteerisalu

klocmattava THA

Kuva 4. Kuvasarja kloonaamisesta [17]

2.3.1 Defosforylaatio

Defosforylointi estaa esimerkiksi vektoria ligatoitumasta itsensa kanssa. Al-
kaalinen fosfataasi poistaa restriktioentsyymin jattamat 5’-fosfaatit, jolloin
fosfodiesterisidosta ei voi syntyd. Yleisimpia alkaalisia fosfataaseja ovat
katkaravun alkaalinen fosfataasi eli SAP (engl. Shrimp Alkaline Phospha-
tase) ja vasikan suolen alkaalinen fosfataasi eli CIP (engl. Calf Intestinal Al-
kaline Phosphatase). [18.]

2.3.2 Osittaisdigestio

Kromosomaalinen DNA katkotaan DNA-kirjastoja varten usein osittaiskat-
kaisuna (osittaisdigestio). Digestioon valitaan sellainen restriktioentsyymi,
jolla on katkaisukohtia DNA:ssa tihe&dan; joko viiden tai useimmiten neljan
nukleotidin tunnistaja. Yleisimmin tédhan tarkoitukseen kaytetddn restriktio-
entsyymia Sau3Al, jonka jattAmat kohessiiviset paat ovat samat kuin Bam-
HI:n, eli ne voidaan DNA-ligaasientsyymilla liittdd BamHI:ll& katkaistuun vek-
toriin. Koska Sau3Al on neljdn nukleotidin tunnistaja (GATC), silla on siten
katkaisukohta DNA:ssa keskim&arin n. 250 nukleotidiparin vélein. Jos ge-
nominen DNA:n katkottaisiin tdydellisesti Sau3Al:ll&, tuloksena olisi aivan lii-
an pienikokoisia DNA-jaksoja. Sen sijaan annetaankin Sau3Al:n toimia vain
vahan aikaa, jolloin ainoastaan pieni osa katkaisukohdista ehtii aueta, ja py-
saytetddn katkaisureaktio ennen aikojaan. Pysaytyksen ajankohtaa saata-
malla saadaan sopivan kokoisia reaktiotuotteita. Menetelman etuna on se,
ettd katkaisu osuu melko sattumanvaraisesti DNA:n koko alueelle ja tulok-
sena syntyy esimerkiksi kustakin geenista vaihtoehtoisia DNA-jaksoja, joista

ainakin joissain geeni on sailynyt kokonaan ehjana.
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Ennen ligaatiota suurimmista ja pienimmistéd DNA-jaksoista halutaan yleenséa
paasta eroon. Edelliset ovat tehottomasti kloonautuvia ja jalkimmaiset ovat
lian pienid sisdltdédkseen kokonaisia geeneja. Sopivan kokoiset DNA-jaksot
voidaan eristdd katevimmin preparatiivisella AGE:lla tai kuten tassa tydssa,
sokerigradienttiajolla. Sokerigradienttiajolla tarkoitetaan DNA-jaksojen erot-
tumista kokonsa mukaan, kun niitd sentrifugoidaan sokeriliemessa ultrasent-

rifugissa noin vuorokausi.

2.3.3 Invitro -pakkaus

Genomisten kirjastojen valmistamiseen in vitro -pakkausmenetelmalld kayte-
tdan usein E. colin A-faagiin perustuvia lambdafaagi- ja kosmidivektoreja ei-
k& plasmideja. Tamé johtuu [&hinna siitd, etta plasmidivektorien insertioka-
pasiteetti on melko pieni, yleensa < 15 kb (insertiokapasiteetilla tarkoitetaan
sitd vieraan DNA:n maksimikokoa, joka voidaan liittdd vektoriin). Syy pie-
neen insertiokapasiteettiin johtuu siita, ettd suurempien kuin 10 - 15 kb ko-
koisten plasmidien siirtyminen soluihin on tehotonta. Sitd vastoin lambda-
faagivektorien kapasiteetti on noin 20 kb ja kosmidivektorien jopa lahes 50

kb, koska ne toimivat eri tavalla kuin plasmidivektorit. [19, s. 56 - 57.]

Kosmidi on plasmidi, johon on liitetty A-faagin cos-alue. Sen ansiosta se voi-
daan pakata faagin proteiinivaipan sisdan in vitro, kunhan koko on sopiva el
lahelld A-faagin genomin kokoa, noin 50 kb. Téllainen koko saadaan aikaan,
kun kosmidiin liitetty vieras DNA on riittdvan suuri. Transfektion jalkeen kos-
midit replikoituvat solussa itsenaisesti plasmidien tapaan. Ne eivéat kuiten-
kaan tuota liséda faagipartikkeleja eivatkd hajota soluja, koska kosmideista

puuttuvat A-faagin muut geenit cos-aluetta lukuun ottamatta. [19, s. 56 - 57.]

In vitro -pakkauksessa kaytetdan tietyn tyyppisista faageista tata tarkoitusta
varten valmistettuja pakkausseoksia. Yksinkertaistaen voisi sanoa, etta yh-
dessa seoksessa on faagin hantia ja toisessa seoksessa faagin "tyhjia" pai-
ta, eli paita, joissa ei viela ole DNA:ta. Kun pakkausseokset yhdistetdan pa-
kattavan DNA:n kanssa samaan putkeen, faagin paassa oleva tietty proteiini
tunnistaa pakattavassa DNA:ssa olevan cos-kohdan, DNA katkeaa talta koh-
taa ja Kiinnittyy cos-paéastaan faagipddn sisddnmenoaukkoon. Sen jalkeen
DNA alkaa tyontyd paan sisdan, mika jatkuu kunnes saavutetaan seuraava
cos-alue. Jos nadiden kahden cos-alueen vélimatka on sopiva, DNA katkais-
taan tastd kohdasta ja se kiinnittyy cos-p&astaan faagipaan suuaukkoon.

Taman jalkeen hantéd asettuu paikalleen sulkien suuaukon ja faagipartikkeli
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on valmis. Loppuosa konkatemeerista (engl. concatemer) eli DNA:sta, on
taman jalkeen valmis kiinnittymaan johonkin toiseen faagipaahan ja aloitta-
maan seuraavan cos-alueiden vélisen jakson pakkautumisen. Tama kaikki
saadaan siis aikaan koeputkessa, kun kaytdssd on edelld mainitut kaksi
pakkausseosta ja sopivaan muotoon ligoitu DNA, jossa cos-alueet ovat oi-

kean valimatkan paassa toisistaan. [20.]

Faagipda ei tunnista mitdan muita alueita DNA:ssa kuin cos-alueet, joten
niiden valissd saa olla mitd DNA:ta tahansa; kosmidien kayttd perustuu juuri

tédhan. In vitro -pakkauksen periaate on esitetty kuvassa 5.
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cos vasenk. ins. oikeak. cos

konkatemeerlnen ligaatiotuote

©\/

pakkausseos: paat

v pakkausseos: hannat
konkatemeeri katkeaa seuraavasta
cos-kohdasta
L‘/
I | I

h&nta kiinnittyy vasta, kun
paa on pakattu tayteen
DNA:ta (78 - 105 % villin
lambdan koosta)

Kuva 5. A-DNA:n in vitro -pakkaus [20], mukailtu versio

2.4 Sekvensointi

Geenien eli DNA:n eméasjarjestyksen selvittimiseen tarvitaan sekvensointia.
Sekvensointi mahdollistui kloonaamisen keksimisen myo6ta ja ensimmaiset
sekvensointimenetelmat, Maxam-Gilbertin ja Sangerin dideoksimenetelma,

kehitettiin 1970-luvun puolivalissa.

Maxam-Gilbertin menetelm& on historiallisesti ensimméinen kaytetty sek-
vensointimenetelma ja perustuu radioaktiivisten merkkiaineiden kaytt6on

[21]. Sangerin dideoksimenetelm& sen sijaan on entsymaattinen sekvensoin-
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timenetelma [22]. Nyt, 2000-luvulla, on kaytdssé automaattinen sekvensointi,

jonka toimintaperiaate perustuu Sangerin menetelmaan.

Automaattinen sekvensointi ei olisi mahdollista ilman polymeraasiketjureak-
tiota (engl. Polymerase Chain Reaction = PCR). Menetelma koostuu syklit-
taisesta sekvensoinnista ja sen vaiheet ovat DNA-kaksoisjuosteen denatu-
raatio (engl. denaturation), alukkeen kiinnittyminen (engl. annealing) ja frag-
mentin pidentyminen (engl. extension). Sekvensointireaktioiden analysointi
suoritetaan elektroforeesin avulla. Elektroforeesiin perustuvia analysointime-
netelmia ovat muun muassa geelielektroforeesi ja kapillaarielektroforeesi.
Kun kaytetadn merkkiaineina esimerkiksi fluoresoivia variaineita, ei tarvita
radioaktiivisia isotooppeja tai muita myrkyllisia aineita, kuten Maxam-
Gilbertin menetelméassé [21]. Fluoresoivalla varilla leimatut nukleotidit ovat
leimautuneet oman varisikseen, ja varit erottuvat, kun laser havaitsee nuk-

leotidien lahettaman fluoresenssin.

TYON TAVOITE

Tybn tavoitteena oli kloonata ja sekvensoida Yersinia pseudotuberculosis
serotyyppi O:9 lipopolysakkaridin O-antigeenin biosynteesia ohjaava geeni-
klusteri. Tyd oli perustutkimusta, joka pohjautui muihin Yersinia-lajien O-

polysakkaridi geeniklusteritutkimuksiin.



15

4 MATERIAALIT JA MENETELMAT

4.1 Kannat ja materiaalit

Tybssa kaytettiin Yersinia pseudotuberculosis O:9 bakteerikanta R708:a (re-
ferenssikanta Fukushima [14]) ja kloonausvektorina toimi pHC79-kosmidi
(kuva 6).

EcoRI HindIIl

amp 2t

'pI'-'IEi lari pH C70

6.524 kb

Hpal

Kuva 6. pHC79-kosmidi [23]

4.2 Yleisia menetelmia

Etanolisaostus

DNA saostettiin sen saamiseksi erilleen muista partikkeleista ja kiinted&n
muotoon. Saostus tehtiin lisaamalla 1/10 -tilavuus 3 M Na-asetaattiliuosta
(pH 5.2), kaksi tilavuutta jadkylmaa absoluuttista etanolia ja jaahdyttamalla
seosta -20 °C:ssa 30 minuuttia. DNA-saostuma eristettiin sentrifugoimalla
13 200 rpm:n nopeudella 20 minuuttia ja se pestiin kahdella tilavuudella jaa-
kylmaa 70-prosenttista etanolia (sentrifugoitiin kuten edelld). Supernatantti
poistettiin ja etanolijgdméat haihdutettiin lampdhauteessa (45 °C, 10 minuut-
tia). Kuivattu DNA-saostuma liuotettiin kayttotarkoitukseen sopivaan maa-
raan TE (pH 8.0) -puskuria tai vetta. [24; 25, s. A8.12 - A8.15.]
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Fenoli-kloroformiuutto

Fenoli-kloroformiuuttoa kaytettiin proteiinien poistamiseen DNA-liuoksista.
Liuos uutettiin lisédmalla yksi tilavuus fenoli-kloroformia (1:1) ja sekoitettiin
voimakkaasti, kunnes muodostui emulsio. Se sentrifugoitiin (13 000 rpm, 5
minuuttia) ja vesifaasi otettiin talteen. Tarpeen vaatiessa prosessi toistettiin
samalla tavalla yhdesta kolmeen kertaa. Fenolin poistamiseksi liuos uutettiin
lopuksi pelkalla kloroformilla. [24; 25, s. A8.9 - A8.10.]

Agaroosigeelielektroforeesi (AGE)

Agaroosigeelielektroforeesia kaytettiin erikokoisten DNA-jaksojen erottami-
seen ja tunnistamiseen. Agaroosigeeli valmistettin DNA-jaksojen kokojen
perusteella 0,6 - 1,5 %:seksi 1 x TAE- tai 0,5 x TBE-elekroforeesipuskuriin.
Naytteitd, joissa oli 1/6-tilavuus 6 x DNA-naytepuskuria, ajettiin 80 - 110 V:n
jannitteelld 40 - 90 minuuttia. Ajon jalkeen geelid varjattiin etidiumbromidi-
liuoksella (0,5 pgEtBr / ml) noin 10 minuuttia ja se kuvattiin Gel Doc 1000
(BIO-RAD) -laitteistolla.

DNA-kokostandardina kéytettiin GeneRuler™ 1kb DNA -standardia (Fermen-
tas) (kuva 7).

bp

3000
2000

Kuva 7. 1 kb GeneRuler™ DNA-kokostandardi [26]
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Keittohajotus -menetelméa

Solujen keittohajotus (engl. boilate) tehtiin seuraavasti: Eppendorf-putkeen
otettiin 100 pl kasvustoa ja bakteerimassa sentrifugoitiin pelletiksi (13 200
rom, 4 minuuttia). Supernatantti pipetoitiin pois ja pelletti suspensoitiin 100
pl:aan vettd. Putki siirrettiin 100 °C:n lampohauteeseen 10 minuutiksi, josta
suoraan jaihin toiseksi 10 minuutiksi ja sentrifugoitiin samoin kuin edella.

Supernatantti otettiin talteen.

4.3 Kosmidikloonaus ja DNA-kirjaston valmistus
4.3.1 Genomisen DNA:n eristdminen

Yersinia pseudotuberculosis (Y. pstb) O:9 bakteerikantaa kasvatettiin Luria-
Bertani (LB) -kasvatusalustalla (1 % tryptoni, 0,5 % hiivauute, 1 % NaCl, 15
% agar) yon yli 37 °C:n lampétilassa. Maljalta poimittiin yksi pesake 20
ml:aan LB-kasvatuslienta ja suspensiota kasvatettiin ravistelussa (200 rpm)

yon yli huoneenlampdétilassa, 22 - 25 °C:ssa.

Bakteerisuspensiosta otettiin nelja 5 ml:n naytettd 15 ml:n falcon-putkiin ja
DNA:n eristdminen tehtiin JETFLEX Genomic DNA Purification Kit / 500 (cat
no. 600500, GENOMED) -protokollan mukaan.

Eristetyt Y. pstb O:9 genomiset DNA -naytteet (4 kpl) liuotettiin 200 pl:aan
DNA-liuotuspuskuria ja niille mitattin DNA-pitoisuudet BioPhotometer (Ep-
pendorf) -laitteella sek& ne ajettiin 1 ja 3 pl:in naytteind AGE:lla 1 % aga-

roosigeelilla.

4.3.2 Sau3Al-digestio

Y. pstb O:9 genomiselle DNA:lle tehtiin osittaisdigestio Sau3Al -
restriktioentsyymilla (New England BioLabs) taulukon 2 osoittamalla reaktiol-

la.
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Taulukko 2. Sau3Al-digestioreaktio

Reagenssi Pitoisuus pl
Y. pstb O:9 gen. DNA ~9 ug 36
10 x NEBuffer Sau3Al 1x 10
100 x BSA 1x 1
Sau3Al 2U 1
H.O 52
Reaktiotilavuus 100

Digestioita valmistettiin kaksi erilaisen inkubointiajan omaavaa reaktiota;
toista inkuboitiin 1,5 tuntia (1) ja toista 10 minuuttia (2) 37 °C:ssa. Molemmat
inaktivoitiin 65 °C:ssa 20 minuuttia, jonka jalkeen niista ajettiin 10 pl:n nayt-

teet AGE:lla 1 % agaroosigeelilla.

Ligaatioon valittu digestiotuote uutettiin fenoli-kloroformilla, jonka jalkeen tal-
teen otetulle ylafaasille tehtiin etanolisaostus. Nayte liuotettiin 15 pl:aan H,0,

josta ajettiin 2 pl tarkistukseksi AGE:lla 0,8 % geelilla.

4.3.3 BfuCl-digestiot

Y. pstb 0O:9 genomiselle DNA:lle tehtiin osittaisdigestio BfuCl-
restriktioentsyymilla (New England BioLabs), joka on vastaava restriktioent-
syymi Sau3Al:lle. Digestioita tehtiin kolme 500 pl:n reaktiotilavuuksista, jois-

sa oli eri pitoisuus BfuCl-entsyymié (taulukko 3).
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Taulukko 3. BfuCl-digestioreaktiot

Reagenssi Pitoisuus pl
Y. pstb O:9 gen. DNA ~ 140 pug 100
10 x NEBuffer BfuCl 1x 50
100 x BSA 1x 10
BfuCl 04/08/16U 1/21/4
H,O 339/338/336
Reaktiotilavuus 500

Putkia inkuboitiin huoneenlampdtilassa 10 minuuttia ja inaktivointi tehtiin 80
°C:ssa 20 minuutissa. Digestiotuotteet ajettiin AGE:lla 0,8 % geelilla; 6 pl /

reaktio.

Ensimmaista BfuCl-digestiota jatkettiin huoneenlammadssa lisddmalla siihen
1 pl BfuCl-entsyymia (4 U/ul) ja inaktivoimalla (80 °C, 20 minuuttia) siitd 6
pl:n naytteitd 10, 15, 20, 25 ja 30 minuutin kohdalla. Toista ja kolmatta Bfu-
Cl-digestiota jatkettiin lisaamalla 0,2 pl BfuCl-entsyymia (4 U/ul) ja inkuboi-
malla huoneenlammadssé 5 minuuttia. Inaktivointi tapahtui samoin kuin edel-

1. Jatketut digestiot ajettiin AGE:lla 0,8 % geelilld; 6 pl/ reaktio.

4.3.4 Sokerigradienttiajo

Halutulle BfuCl-digestiotuotteelle suoritettiin sokerigradienttiajo “Molecular
Cloning, a laboratory manual” -kirjan, “Protocol 18: Partial Digestion of Eu-
karyotic DNA for Use in Genomic Libraries: Preparative Reactions” mukaan.
[25, 2.81 - 2.83].

4.3.5 Y. pstb O:9 genomisen DNA:n defosforylointi

Sokerigradienttiajon jalkeen osalle BfuCl-digeroidusta Y. pstb O:9 genomi-
sesta DNA:sta tehtiin defosforylointi eli SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase,

1U/pl; Fermentas) -késittely seuraavasti:
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BfuCl-digestioseos (50 pl)
+ 5 ul 10 x SAP -reaktiopuskuri
+ 0,5 ul SAP

Seosta inkuboitiin 1 tunti 37 °C:ssa ja inaktivoitin 20 minuuttia 70 °C:ssa.
Tuote uutettiin fenoli-kloroformilla, etanolisaostettiin ja liuotettin 10 pl:aan
H,0, josta ajettiin 2 pl:n (+ 3 pl H,O) nayte AGE:lla 1 % geelilla.

4.3.6 pHC79-kosmidin kasittely

pHC79-kosmidille tehtiin kaksi digestiota BamHlI-restriktioentsyymilla (Fer-
mentas) taulukossa 4 olevalla reaktiolla. Erona digestioilla oli, etta toiselle

tehtiin defosforylointi.

Taulukko 4. BamHI-digestioreaktio.

Reagenssi Pitoisuus pl
pHC79-DNA 2,52 ug 30
10 x Buffer BamHI 1x 10
100 x BSA 1x 1
BamHI 5U 0,5
H,O 58,5
Reaktiotilavuus 100

Digestioita inkuboitiin 2 tuntia 37 °C:ssa ja inaktivoitin 20 minuuttia 80
°C:ssa. Kummastakin digestiotuotteesta tehtiin veden kanssa seos (2 pl di-

gestiotuotetta + 3 pl H,O) ja ne ajettiin AGE:lla 1 % geelilla.

Toiselle BamHI-digestoidulle pHC79-kosmidille tehtiin defosforylointi seu-

raavalla tavalla:

BamHI-digestioseos (< 100 pl)
+ 10 pl 10 x SAP reaktiopuskuri
+ 1 ul SAP
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Seosta inkuboitiin 1 tunti 37 °C:ssa ja inaktivoitin 20 minuuttia 70 °C:ssa.
Tasta jatkettin molemmilla BamHI-digestioilla, joille tehtin fenoli-
kloroformiuutto ja talteen otetulle ylafaasille tehtiin etanolisaostus. Naytteet
liuotettiin 10 pl:aan H,O ja molemmista ajettiin tarkistukseksi 1 pl (+ 3 pl
H,O) AGE:lla 0,8 % geelilla.

4.3.7 Ligaatiot

Ligaatio 1

Sau3Al / BfuCl-kasitellylle Y. pstb O:9 genomiselle DNA:lle ja BamHI-
digestoidulle, SAP-kasitellylle pHC79-kosmidille tehtiin huoneenlampdétilassa

yon yli kestava ligaatio T4 DNA ligaasilla (Fermentas) taulukon 5 mukaan:

Taulukko 5. T4 DNA -ligaatio

Reagenssi Pitoisuus pl

pHC79 0,3 ug 6

10 x ligaatiopuskuri 1x 1

T4 DNA ligaasi 5U 1

Y. pstb gen. DNA 250 ng 2

Reaktiotilavuus 10
Ligaatio 2

BfuCl-digestoidulle, SAP-kasitellylle Y. pstb O:9 genomiselle DNA:lle ja
BamHI-digestoidulle pHC79-kosmidille tehtiin huoneenlampdétilassa yon vyli

kestava ligaatio T4 DNA ligaasilla myds taulukon 5 mukaan.
4.3.8 In vitro -pakkaus
In vitro -pakkaus tehtiin Packagene® Lambda DNA Packaging (cat no.

K3152, Promega) -kitilla seuraavasti:

E.coli LE 392 -bakteerikantaa kasvatettiin LB -kasvatusalustalla yon yli 37
°C:n lampdtilassa. Maljalta poimittiin 1 pesake 10 ml:aan LB -lient&, jossa oli

0,2 % maltoosia ja 10 mM MgSO,, ja bakteerisuspensiota kasvatettiin ravis-
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tuksessa (200 rpm) 37 °C:ssa yon yli. Kasvatuksesta otettiin 500 pl 50
ml:aan LB-maltoosi-MgSO, -lientd ja sitd kasvatettiin kuten edelld, kunnes
ODeggo oli 0,77.

Ligaatioseos (kpl 4.3.7) lisattiin 50 pl:aan jailla sulatettua ja nopeasti sentri-
fugoitua Packagene® Extract -liuosta. Seosta inkuboitiin 3 tuntia huoneen-
lampdotilassa, jonka jalkeen siihen liséttin 445 pl SM-puskuria [100 mM
NaCl, 8 mM MgSO4, 50 mM Tris-Cl (pH 7,5), 0,01 % gelatiini] ja 25 pl kloro-
formia. Putkea sekoitettiin kaantelemalla sitd ylosalaisin ja lopuksi seisotet-

tiin kloroformin asettumiseksi pohjalle.

100 pl 1/20 SM-puskuriin laimennettua pakattua kosmidia lisattiin 100 pl:aan
E. coli LE 392 -soluja ja annettiin kosmidin absorboitua 30 minuuttia 37
°C:ssa. Seos siirrostettiin LB-ampisilliini (100 pl/ml ampisilliini) -maljalle (mal-
ja 1) ja kasvatettiin yon yli 37 °C:ssa. Saadun pesédkemdaaran mukaan lopuis-
ta kosmideista tehtiin 1/4 laimennos SM-puskuriin, jolloin kosmidiseosta oli 2
ml, ja se liséttiin 2 ml:aan E. coli LE 392 -soluja. Kosmidin annettiin jalleen
absorboitua 37 °C:ssa 30 minuuttia ja seos maljattiin; 200 pl / LB-ampisilliini

-malja. Maljoja 2 - 20 inkuboitiin 37 °C:ssa yo6n yli.

4.4 Kirjaston seulonta

Maljoilta 2 - 20 numeroitiin kaikki pesékkeet ja ne laikutettiin (engl. patching)
LB-ampisilliini-maljoille malliruudukon avulla (kuva 8) -1 - 50 laikkua/malja.

Maljoja inkuboitiin 37 °C:ssa yon yli.
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Laikutetuista pesékkeista tehtiin numerojarjestyksessé 20 pesakkeen poole-
ja. Kukin pooli tehtiin 15 ml:n falcon-putkeen ja se koostui 3 ml:sta LB-

ampisilliinilientd. Putkia inkuboitiin ravistuksessa (200 rpm) y6n yli 37 °C:ssa.

4.4.1 Seulonta wzz-spesifisellda PCR:lla

Maljan 1 jokaiselle pesdkkeelle tehtiin fenoli-kloroformiuutto (peséke sus-
pensoitiin ensin 100 pl:aan vettd) ja wzz-geenin identifiointia varten monis-
tettiin polymeraasiketjureaktion eli PCR:n avulla 418 emasparin pituinen alue
kayttamalla wzz-spesifisid alukkeita ypf - 20120 ja ypr - 20538 [1]. PCR-
ajossa kaytettiin BIO-RADiIn iCycler -laitetta, seuraavaa reaktioseosta (tau-

lukko 6) ja seuraavia reagensseja:

DyNAzyme Il DNA Polymerase, FinnZymes

10 x buffer for DyNAzyme DNA polymerase, FinnZymes

dNTP Set 100 mM each, Fermentas

Aluke 1 ypf - 20120, OliGold™ Eurogentec

Aluke 2 ypr - 20538, OliGold™ Eurogentec.

Taulukko 6. Reaktioseos

Reagenssi Pitoisuus 1 x reaktioseos
aluke 1 25 pmol 2,5ul
aluke 2 25 pmol 25ul

DyNAzyme I 1U 0,5 ul
10 x DZ-puskuri 1x 5l
10 mM dNTPs 0,3 mM 1,5ul

H,0 33l
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1 x reaktioseosta tehtiin 12-kertaisena (engl. master mix) ja sita pipetoitiin 11
reaktioputkeen 45 pl. Jokaiseen putkeen lisattin 5 pl templaatti-DNA:ta el
kutakin fenolikloroformiuutettua pesakettd. Reaktiot ajettiin taulukossa 7 ole-
valla ajo-ohjelmalla ja PCR-tuotteet ajettin AGE:lla 0,8 % geelilld; 10

pl/reaktiotuote.

Taulukko 7. Ajo-ohjelma [1]

alkudenaturaatio 94 °C 2 minuuttia
denaturaatio * 94 °C 30s
annealing * 60 °C 30s
ekstensio * 72 °C 30s
loppuekstensio 72 °C 6 minuuttia
jaahdytys 4°C %

* Kohtaa "denaturaatio - annealing - ekstensio” suoritettiin 40 syklia.

Jokaiselle poolille tehtiin keittohajotus-menetelma ja niille ajettin PCR:t sa-
malla tavalla kuin edelld. Lisaksi kaytettiin toista wzz-spesifistéa alukeparia:
Y.pseu F (TIB MOLBIOL) ja Y.pseu A (TIB MOLBIOL) [27], jotka monistavat
208 emasparin pituista aluetta. Positiivisina kontrolleina kaytettiin Y. pstb
0:9 genomista DNA:ta (125 ng/ul), jota pipetoitiin 2 pl 3 pl:aan vetta seka 1
pl 4 pl:aan poolista 1 otettuun ndytteeseen. Negatiivisena kontrollina kaytet-
tiin vettd. PCR-tuotteet ja kontrollit ajettin AGE:lla 1,5 % geelilla; 10

pl/reaktiotuote.

AGE-ajon jalkeen jokaisen positiivisen tuloksen antaneen poolin perusteella
laikutetuista pesakkeista tehtiin viiden laikun pooleja. My6s maljan 1 pesak-
keet poolattiin. Naille kaikille tehtiin keittohajotus ja ne ajettiin PCR-laitteessa

molemmilla alukepareilla ja AGE:lla kuten edella.

Edelleen positiivisen tuloksen antaneen poolin perusteella laikutetuista pe-
sakkeista tehtiin puhdasviljelméat 3 ml:aan LB-ampisilliini-lientéd, ne keittoha-
jotettiin ja niille ajettiin PCR:t sekd AGE.
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wzz-positiivisten kloonien sisaltdmien kosmidien laikut maljattiin puhdasvil-
jelmiksi LB-ampisilliini -maljoille ja inkuboinnin (yon yli 37 °C:ssa) jalkeen yk-
si pesake siirrostettiin cryoputkeen, joka sisélsi 20 % glyserolia tryptoni-soija

(TS) -liemessa, ja sail6ttiin -70 °C syvajadpakastimeen.

4.4.2 Kosmidien eristys

wzz-positiivisten kloonien sisaltdmien kosmidien eristys tehtiin puhdasviljel-
mistéa seké E.Z.N.A™ Plasmid MiniPrep (D6943-02, OMEGA BIO-TEK) etta
Midiprep (D6904-03, OMEGA BIO-TEK) -kiteilla protokollan yksi mukaan ja
eristetyt kosmidit ajettiin AGE:lla 0,8 % geelilld; 10 pl/nayte.

4.4.3 Kosmidien karakterisointi

AGE-ajon perusteella eristetyille kosmideille tehtiin digestioita seuraavilla re-

striktioentsyymeilla ja taulukon 8 reaktiolla:

EcoRV (Fermentas), EcoRIl (New England BioLabs), BamHI (Fermentas),
Hindlll (Fermentas), Clal (New England BioLabs) ja Pstl (Fermentas).

Taulukko 8. Digestioreaktiot

Reagenssi Pitoisuus pl
DNA 20-50ng 10- 30
10 x Puskuri 1x 10
Entsyymi 10U 1-2
H,O 59-79,5
Reaktiotilavuus 100

Digestioita inkuboitiin yon yli / 2 tuntia 37 °C:ssa ja inaktivoitiin 20 minuuttia
65 / 80 °C:ssa riippuen entsyymistéa. Tuotteet etanolisaostettiin ja liuotettiin
10 pl:aan H,O:ta. Koko tuote ajettiin AGE:lla 1 % geelilla.
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45 Sekvensointi

Eristetyille kosmideille tehtiin sekvensointireaktioita taulukossa 9 olevilla
pBR-1 (Oligomer) ja pBR-2 (Oligomer) -alukkeilla seka PCR-reaktioissa kay-
tetyilld Y.pseu F ja Y.pseu A -alukkeilla.

Taulukko 9. Sekvensointireaktion pBR-1 ja pBR-2 alukkeiden tiedot

Aluke Sekvenssi (5’ 2> 3)) accession n:o  geeni 5’ paikka
pBR-1  ggcgaccacacccgtcctgtg J01749 tet 355
pBR-2  cacgatgcgtccggegtagag J01749 tet 402

Sekvensointireaktioon pipetoitiin 200 - 400 ng DNA:ta sek& 5 - 10 pmol alu-

ketta 6 pl:n tilavuuteen.

Sekvensointi tehtiin Haartman-instituutin sekvensoinnin core -yksikdssa.



27

5 TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU

Tuloksissa tarkastellaan kosmidikloonauksen ja DNA-kirjaston valmistusta ja
sen onnistumista. Kirjastosta seulonnan perusteella valitut kosmidit karakte-

risoitiin alustavasti erilaisilla digestioilla ja sekvensaitiin.

5.1 Kosmidikloonaus ja DNA-kirjaston valmistus

Y. pstb O:9 genominen DNA eristettiin, digestoitiin ja ligoitiin digestoituun
pHC79-kosmidivektoriin. DNA-kirjaston saamiseksi ligaatiotuote pakattiin
lambda-faagiin in vitro ja E. coli LE 392-solut infektoitiin pakkausreaktiose-

oksella.

Eristettyjen Y. pstb O:9 genomisten DNA -naytteiden pitoisuudet ja puhtau-

det ndkyvat taulukossa 10 ja niista ajetut ndytteet kuvassa 9.

Taulukko 10. Y. pstb O:9 genomisten DNA-naytteiden pitoisuudet ja puhtaudet

Nayte Pitoisuus: ng / pl dsDNA Puhtaus: 260 / 280
1 1405 1,81
2 1484 1,74
3 1163 1,80
4 1261 1,68

1T 12 ¢t 3 3 4 ¢
12 30 St S

-“J o« 0 e B 0 < genominen DNA

‘ * ‘. € RNA

Kuva 9. Y. pstb O:9 genomiset 1 ja 3 pl:n DNA -naytteet 1 % aga-
roosigeelilla
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Digestioon valittin nayte 1, silla se oli taulukon 9 ja kuvan 9 perusteilla hy-
vanlaatuista eli pitoisuudeltaan hyvaa ja puhdasta. Y. pstb O:9 genominen
DNA digestoitiin Sau3Al-restriktioentsyymilla kahdella eri reaktiolla; toisessa
inkubointiaika oli 1,5 tuntia ja toisessa 10 minuuttia. Kuvassa 10 havaittiin
molemmat digestiotuotteet, joista radalla 1 on 1,5 tunnin ja radalla 2 10 mi-
nuutin digestio. Ligaatioon valittin 10 minuutin digestiotuote, silla kuvan pe-
rusteella se ei ollut digestoitunut lilkkaa vaan haluttua, noin 20 - 50 kb:n ko-

koista genomista DNA:ta oli viela jaljella.

10 kb =
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Kuva 10. Y. pstb O:9 genomisen DNA:n Sau3Al-
digestio (st. = DNA-kokostandardi, kuva 5)

Kosmidille pHC79 tehtiin BamHI-digestio ja kuvassa 11 se ndhdaan vyohyk-

keené noin 6500 emasparin kohdalla.

-+

6000 bp
9

ﬁt

Kuva 11. pHC79-kosmidin BamHI-digestio (1)
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Y. pstb O:9 genomisen DNA:n Sau3Al-digestiotuote seka BamHI-digestoitu,
SAP-kasitelty pHC79-kosmidi uutettiin fenoli-kloroformilla ja etanolisaostet-
tiin. Kuvassa 12 molemmat tuotteet havaittiin selkedsti agaroosigeelikuvasta,

joten materiaalit ligaatiota varten olivat valmiina.

L=
[
.
-
-
-
-
-
*

-

Kuva 12. Y. pstb O:9 genomisen DNA:n Sau3Al-digestion (1) sekd pHC79-kosmidin
BamHiI-digestion tarkistukset AGE:lla ennen ligaatiota (2)

Ligaation jalkeen suoritettiin in vitro -pakkaus Promega Packagene® Lamb-
da DNA Packaging -kitilla. Jotta saatiin kasitys siita, miten pakkausreaktio ol
onnistunut, infektoitiin E. coli LE 392 -soluja 10 pl:lla pakkausreaktioseosta
(kokonaistilavuus 500 pl) ja viljeltiin maljalle 1, jossa kasvoi inkuboinnin jal-
keen 11 pesakettd. TAman perusteella laskettiin, ettd lopusta pakkausreak-
tioseoksesta tehtiin ¥-laimennos SM-puskuriin ja absorption jalkeen seos

maljattiin 19 maljalle (maljat numeroitiin 2 - 20).

5.2 Kirjaston seulonta

Kosmidikirjasto seulottiin wzz-spesifisella PCR:ll& ja positiivisen tuloksen an-

taneet kosmidit karakterisoitiin erilaisilla digestioilla.

Maljoilta 2 - 20 saatiin 422 pesékettd ja ne laikutettiin LB-ampisilliini-
maljoille. Laikutetuista pesakkeistad tehtiin numerojarjestyksesséa 20 pesak-

keen pooleja, joita tuli 21 putkellista.
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5.2.1 wzz-spesifinen PCR

Maljan 1 jokaiselle pesakkeelle tehtiin fenoli-kloroformiuuton jalkeen wzz-
spesifinen PCR, jota varten monistettiin 418 emasparin pituinen alue kaytta-
en wzz-spesifisia alukkeita ypf - 20120 ja ypr - 20538, mutta positiivisia tu-

loksia ei saatu.

Taten jokaiselle 21 poolille tehtiin fenoli-kloroformiuuton sijasta keittohajotus-
menetelmd ja niille ajettin PCR:t samoin kuin edella sek&d toista wzz-
spesifistd alukeparia kayttaen (Y.pseu F ja Y.pseu A), jotka monistavat 208
emasparin pituista aluetta. Kuvista 13 ja 14 varmoja positiivisia reaktioita ha-
vaittiin kaksi; poolit 10 ja 15, jotka molemmat antoivat positiivisen tuloksen
molemmilla alukepareilla. Kuvien perusteella jatkotutkimuksiin valittin myos
poolit 5, 12, 13, 20 ja 21, joista havaittiin vain toisella alukeparilla syntynytta

PCR-tuotetta ja joka oli hiukan pienempdad kuin positiivinen kontrolli.

St 1 2 34 56 7 8 9 1011 121314 1516 171819 20 21 pk pk St.

Kuva 13. Poolien 1 - 21 PCR:t alukeparilla ypf - 20120 ja ypr - 20538 (pk = posi-
tiivinen kontrolli)

St 1 2 3 4 5 6 7 8 10 9 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 pk pk St.

& 208 bp

T o i . . -
waigh isenl®sssn..

Kuva 14. Poolien 1 - 21 PCR:t alukeparilla Y.pseu F ja Y.pseu A
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Positiivisen tuloksen antaneiden seitseman poolin perusteella laikutetuista
pesékkeista tehtiin viiden laikun pooleja (kahteen viimeiseen pooliin kuusi
laikkua). Myods maljan 1 pesékkeet poolattiin kahdeksi pooliksi ja nain ollen
pooleja oli 30. Taulukossa 11 esitetddn selvennykseksi poolien sisaltamat

pesékkeet.

Taulukko 11. Poolien 1 - 30 sisaltamat pesékkeet

Poolit: Pesékkeet: Poolit: Pesékkeet:
1 81-85 16 256 - 260
2 86 - 90 17 281 - 285
3 91-95 18 286 - 290
4 96 - 100 19 291 - 295
5 181 - 185 20 296 - 300
6 186 - 190 21 381 - 385
7 191 - 195 22 386 - 390
8 196 - 200 23 391 - 395
9 221 - 225 24 396 - 400
10 226 - 230 25 401 - 405
11 231 - 235 26 406 - 410
12 236 - 240 27 411 - 416
13 241 - 245 28 417 - 422
14 246 - 250 29 1-5
15 251 - 255 30 6-11

Jokaiselle poolille tehtiin keittohajotus ja ne ajettin PCR-laitteessa molem-
milla alukepareilla ja syntyneet PCR-tuotteet analysoitiin AGE:lla kuten edel-
l&. Kuvista 15, 16 ja 17 positiivisiksi reaktioiksi, alukeparilla ypf - 20120 ja ypr
- 20538, havaittiin poolit 1, 7, 15, 20 ja 25 seka alukeparilla Y.pseu F ja
Y.pseu A poolit 7 ja 20. Vaikka vain poolit 7 ja 20 antoivat positiivisen tulok-
sen molemmissa PCR-ajoissa, jatkettiin tyoskentelyd myo6s poolien 1, 15 ja

25 kanssa.
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St. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 St.

Kuva 15. Poolien 1 - 24 PCR:t alukeparilla ypf - 20120 ja ypr - 20538

St. 25 26 27 28 29 30 pk pk 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 St
i g

Kuva 16. Poolien 25 - 30 PCR:t alukeparilla ypf - 20120 ja ypr - 20538 seka poo-
lien 1 - 16 PCR:t alukeparilla Y.pseu F ja Y.pseu A

St. 17 18 19 20 2122 23 24 25 26 27 28 29 30 St

St. pk pk nk

Kuva 17. Poolien 17 - 30 PCR:t alukeparilla Y.pseu F ja Y.pseu A (nk = negatiivi-
nen kontrolli)
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Poolien 1, 7, 15, 20 ja 25 perusteella laikutetuista pesakkeista tehtiin yksit-
taiset viljelmat LB-ampisilliini -liemeen. Jokaiselle viljelmélle tehtiin edelleen
keittohajotus ja ne ajettin PCR-laitteella sek& AGE:lla kuten edella. Kuvissa
18, 19, 20 ja 21 havaittiin heikosti molemmilla alukepareilla positiivisia reak-
tioita; molemmilla alukkeilla tehtyna naytteet 299 ja 402 seka ypf - 20120 ja
ypr - 20538 -alukkeilla ndyte 195.

St. 81 82 83 84 85 191 192 193 194 195 251 252

Kuva 18. Viljelmien 81 - 252 PCR:t alukeparilla ypf - 20120 ja ypr - 20538

253 254 255 296 297 298 299 300 401 402 403 404 St.

Kuva 19. Viljelmien 253 - 404 PCR:t alukeparilla ypf - 20120 ja ypr - 20538
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St 405 pk 81 82 83 84 85 191192 193 194 195251 252 253 254 255296 297 298 299 300 401 St.

-

Kuva 20. Vilielman 405 PCR-tuote alukeparilla ypf - 20120 ja ypr - 20538 seka
viljelmien 81 - 401 PCR:t alukkeilla Y.pseu F ja Y.pseu A

St. 402 403 404 405 pk pk nk St

Kuva 21. Viljelmien 402 - 405 PCR:t alukeparilla Y.pseu F ja Y.pseu A

Koska naytteet nakyivat heikosti, jos ollenkaan, tehtiin kaikille 422 pesak-
keelle uudet laikutukset ja niistd uudet puhdasvilielméat edella oleville nayt-
teille. PCR-ajot suoritettiin niin, etté alukkeilla ypf - 20120 ja ypr - 20538 ajet-
tiin kaikki naytteet mutta alukkeilla Y.pseu F ja Y.pseu A ajettiin vain naytteet
191 - 195 seké 296 - 300, silla muut olivat jo antaneet joko selvasti positiivi-
sen tuloksen tai ei mitdan. Kuvissa 22 ja 23 nadhtiin naytteiden 81, 195, 251,
255 ja 299 antama positiivinen tulos alukeparilla ypf - 20120 ja ypr - 20538
seka naytteiden 195, 299 ja 300 alukkeilla Y.pseu F ja Y.pseu A.
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St. 81 82 83 84 85 191192 193194 195 251 252 253 254 255 296 297 298 299 300 401 402 403 404 St

o e e

Kuva 22. Viljelmien 81 - 404 PCR:t alukeparilla ypf - 20120 ja ypr - 20538

S 4B pk K 191192193194195296 297 282930 [k rk rk

Kuva 23. Viljelman 405 PCR alukeparilla ypf - 20120 ja ypr - 20538 seka viljelmi-
en 6 - 10 ja 16 - 20 PCR:t alukkeilla Y.pseu F ja Y.pseu A

5.2.2 Kosmidien karakterisointi

Naiden kaikkien PCR-tulosten perusteella saatujen wzz-positiivisten klooni-
en sisaltamien kosmidien laikut (81, 195, 251, 255, 299, 300 ja 402) maljat-
tiin puhdasviljelmiksi LB-ampisilliini -maljoille. Jokaisesta puhdasviljelméasta
tehtiin kosmidin eristys E.Z.N.A™ Plasmid MiniPrep -kitill& ja niille mitattiin
spektofotometrilla pitoisuudet ja puhtaudet (taulukko 12) sekd ajettiin
AGE:lla (kuva 24).
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Taulukko 12. Eristettyjen kosmidien pitoisuudet ja puhtaudet

Nayte Pitoisuus: ng / pl dsDNA Puhtaus: 260 / 280
81 16 1,68
195 16 2,05
251 49 1,70
255 25 1,69
299 35 1,80
300 23 2,23
402 32 1,81

St. 81 195 251 255 299 300 402

10 000 bp >
5 000 bp >

3000 bp >

Kuva 24. Eristetyt kosmidit 0,8 % agaroosigeelilla

Geeliajon perusteella kosmideille 251, 299 ja 402 tehtiin alustava karakteri-
sointi digestoimalla ne EcoRV-restriktioentsyymilla (kuva 25). Alustavan ka-
rakterisoinnin tarkoituksena oli saada useita samankokoisia vy6hykkeita, jot-
ta saataisiin tietoa kosmidien inserteista ja siitd, kuinka ne ovat ryhmittyneet
wzz-geenin lahistdlle. Tama karakterisointi ei antanut juuri minkaanlaista tie-
toa siita, ettd kosmidien 251, 299 ja 402 insertit olisivat olleet samalta alueel-

ta, silla niilla oli vain yksi yhteinen vydhyke noin 7000 bp:n kohdalla.
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Kuva 25. EcoRV-digestiot naytteille 251, 299 ja 402

Kosmideille 299 ja 195 tehtiin vield E.Z.N.A™ Plasmid MidiPrep, silla kosmi-
dia haluttiin eristaa suurempi maara. Naytteelle 299 tehtiin kaksi rinnakkaista
eristysta (kuva 26) ja 195:lle nelja (kuva 27). Taulukossa 13 esitetdan 299-
kosmidin ja taulukossa 14 195-kosmidin pitoisuudet ja puhtaudet.

10 000 bp >

Kuva 26. Eristetyt 299-kosmidit



10 000 bp >

S R

Kuva 27. Eristetyt 195-kosmidit

Taulukko 13. 299-kosmidin pitoisuudet ja puhtaudet

Nayte Pitoisuus: ng / pl dsDNA Puhtaus: 260 / 280
I 21 1,73
Il 20 1,72

Taulukko 14. 195-kosmidin pitoisuudet ja puhtaudet

Nayte Pitoisuus: ng / pl dsDNA Puhtaus: 260 / 280
I 35 1,01
I 25 1,11
" 34 1,00

v 32 0,94
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Alustavaa karakterisointia kaytettiin nyt 299- ja 195-kosmideille, joille tehtiin
digestioreaktiot kuudella eri restriktioentsyymilld, silla karakterisointi on sita
varmempaa mitd enemman erilaisia restriktiodigestioita tehdéan. Digestioi-
hin kaytettiin restriktioentsyymeja EcoRV (1), EcoRlI (2), BamHI (3), Hindlll
(4), Clal (5) ja Pstl (6). Digestiotuotteita ei havaittu AGE-geelilla. Digestiot
olisi toistettu mutta siita luovuttiin, koska samaan aikaan sekvensoitavista

naytteista saatiin sellaista tietoa, ettéd se olisi ollut turhaa.

5.3 Kosmidien sekvensointi

Eristetyille kosmideille tehtiin sekvensointireaktioita alukkeilla pBR-1, pBR-2,
Y.pseu F ja Y.pseu A. Alukkeet pBR-1 ja pBR-2 kiinnittyvat kloonausvektorin
BamHI -katkaisukohdan molemmin puolin ja Y.pseu F sekd Y.pseu A ovat
wzz-geenin alukkeita, joilla varmistettiin kyseenomaisen geenin olemassaolo
sekvenssissa. 299-kosmidia sekvensoitiin kaikkien alukkeiden awvulla, 195-
kosmidia vain alukkeilla pBR-1 ja pBR-2 sek& 251-, 255- ja 402-kosmidit ai-
noastaan alukkeella pBR-1. Liitteessa 2 ovat kosmidille 299 tehdyt sekvens-
sit, litteessa 3 kosmidin 195 sekvenssit ja liitteissa 4, 5 ja 6 kosmidien 251,
255 sekd 402 sekvenssit. Kaikki sekvenssit ovat elektroferogrammi-

muodossa.

Alukkeilla pBR-1 ja pBR-2 saatuja sekvensseja verrattiin geenipankin (NCBI)
Y. pstb -kantojen DNA-sekvensseihin (taulukot 15, 16, 17 ja 18). Kosmidin

251 insertille ei I6ydetty osumia Y. pstb:n kannoista.
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Taulukko 15. Alukkeilla pBR-1 ja pBR-2 kosmidista 299 saatujen sekvenssien vertai-
lu geenipankissa oleviin Y. pstb -sekvensseihin

pBR-1 sekvenssiosumat

pBR-2 sekvenssiosumat

kanta * accession n:o geenit *** genomin alue ** geenit genomin alue
YP il CP000950 YPK_3170 3465565 - 3466515 - ei osumia
(ushA)
IP 31758 CP000720 ushA 3411367 - 3412318 - ei osumia
PB1/+ CP001048 YPTS_1064 1207482 - 1206532 - ei osumia
(ushA)
IP 32953 BX936398 YBTB1018 1224939 - 1223989 - ei osumia
(ushA)

* Y. pstb kanta; ** osuman paikka genomisessa sekvenssissa; *** alueella sijaitsevat geenit.

Taulukko 16. Alukkeilla pBR-1 ja pBR-2 kosmidista 195 saatujen sekvenssien vertai-
lu geenipankissa oleviin Y. pstb -sekvensseihin

pBR-1 sekvenssiosumat

pBR-2 sekvenssiosumat

kanta accession n:o

YP 1l CP000950
IP 31758 CP000720

PB1/+ CP001048
IP 32953 BX936398

geenit

YPK_1301

xseA

YPTS_2942

xseA

genomin alue

1431244 - 1432162

1405652 - 1406570

3266359 - 3265436

3348875 - 3347952

geenit genomin alue

YPK_0092 107004 -
106426

dppF 4588471 -
4589049
YPTS_4054 4531165 -
4531743
dppE 4584366 -

4584944
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Taulukko 17. Alukkeella pBR-1 kosmidista 255 saadun sekvenssin vertailu geeni-
pankissa oleviin Y. pstb -sekvensseihin

pBR-1 sekvenssiosumat

kanta accession n:o

YP 1l CP000950
IP 31758 CP000720

PB1/+ CP001048
IP 32953 BX936398

geenit

YpsIP31758_4058

YPTS_4042

YPTB3827

genomin alue

ei osumia

4572458 - 4573376

4515177 - 4516083

4568558 - 4569254

Taulukko 18. Alukkeella pBR-1 kosmidista 402 saadun sekvenssin vertailu geeni-
pankissa oleviin Y. pstb -sekvensseihin

pBR-1 sekvenssiosumat

kanta accession n:o

YP 1l CP000950
IP 31758 CP000720

PB1/+ CP001048
IP 32953 BX936398

geenit

YpsIP31758_3697

genomin alue

ei osumia

4171709 - 4170621

ei osumia

ei osumia
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Alukkeen pBR-1 avulla kosmidista 299 saadulla vajaan 1000 emasparin
sekvenssilla saatiin osumat neljaan Y. pstb genomiseen sekvenssiin, jotka
sisaltavéat ushA-geenialueen (taulukko 15). Taman geenin tiedetaan sijaitse-
van useimmissa yersinia-bakteereissa O-antigeeni geeniklusterin lahella
(kuva 3, s. 9) [5], noin 4000 emasparia wzz-geenista osoittaen, etta kosmidi
299 sisaltda ainakin O-antigeeni geeniklusterin loppupdén, etenkin kun wzz-
spesifinen PCR oli positiivinen. Alukkeella pBR-2 saatu sekvenssi ei antanut

yhtddn osumaa naistd genomeista.

Taulukoissa 16 -18 on esitetty kosmidien 195, 255 ja 402 osumat ja niista
selvida, ettd ne eivét sijaitse genomeissa silld alueella, jolla O-antigeeni gee-

niklusteri sijaitsee.

Myds kosmidin 195 osalta huomattiin, etta alukkeiden pBR-1 ja pBR-2 an-
tamien sekvenssien kohdat kussakin kannassa olivat lilan kaukana toisis-
taan. Nama huomiot alkoivat herattaa epdilyja, ettéd insertit olivat sisaltédneet
monta lyhyttd Sau3Al-digestiotuotetta, jotka olivat ligoituneet toisiinsa muo-

dostaen pitkia, jopa 35 - 50 kb:n pituisia, ligaatiotuotteita.

Kosmidin 299 osaltakaan sekvensointitytta ei jatkettu, silla epéilyt diges-
tiotuotteiden ligoitumisesta keskendan herasivat tAmankin kosmidin kohdal-

la.

genomisen kosmidikirjaston valmistus

Sekvensointitulosten jalkeen ty6tad alettiin tehda alusta niin, etta Y. pstb O:9
genomisen DNA:n lyhyet Sau3Al-digestiotuotteet saataisiin ennen ligaatiota
poistettua tai ainakin vahennettyd. Sita varten eristetylle Y. pstb O:9 geno-
miselle DNA:lle tehtiin uudet digestiot, DNA-fragmenttien erottelu sokerigra-

dienttiajolla ja ligaatiot kahdella eri tavalla.

5.4.1 BfuCl-digestiot

Digestioita tehtiin BfuCl-restriktioentsyymill& (jonka spesifisyys on sama kuin
Sau3Al:n) kayttamalla kolmea eri entsyymipitoisuutta. Digestoidut DNA:t (1,

2 ja 3) on esitetty kuvassa 28.
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Kuva 28. Y. pstb O:9 genomisen DNA:n BfuCl-digestiot 1, 2 ja 3

Kuvasta huomattiin digestioiden jadneen vajaiksi, joten niita jatkettiin yksitel-
len. Ensimmaista (1) BfuCl-digestiota jatkettiin lisadmalla siihen 4 U BfuCl-
entsyymia ja siitd otettiin 10 (a), 15 (b), 20 (c), 25 (d) ja 30 (e) minuutin koh-
dalla naytteet, jotka inaktivoitiin heti. Kuvasta 29 havaittiin jokaisen digestion
menneen yli halutusta eli epaonnistuneen. Toista (2) BfuCl-digestiota sen si-
jaan jatkettiin lisdamalla 0,8 U entsyymia ja kuvasta 30 n&htiin sen onnistu-
neen erinomaisesti. TAman vuoksi kolmatta (3) BfuCl-digestiota jatkettiin

samoin kuin toista ja se myds onnistui hyvin (kuva 31).

T

Kuva 29. Ensimmainen jatkettu BfuCl-digestio
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Kuva 30. Toinen jatkettu BfuCl-digestio

Kuva 31. Kolmas jatkettu BfuCl-digestio

5.4.2 Sokerigradienttiajo

Digestiotuotteet 2 ja 3 valittin sokerigradienttiajoon. Kuvasta 32 nahtiin sel-
vasti, ettd BfuCl-digestoidut DNA:t erottuivat gradientissa kokonsa mukaan.
Kuvan perusteella ty6ta jatkettiin fraktioilla 1 - 41, silla niissd DNA:n koko oli
yli 10 kb.
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Kuva 32. Osa sokerigradienttiajon fraktioista 0,6 % agaroosigeelilla

Fraktiot 1 - 41 yhdistettiin, dialysoitiin, butanoliuutettiin ja etanolisaostettiin.
Kuvasta 33 tuote havaitaan selke&né vydhykkeend, joka on padasiassa noin
20 kb:n kokoista.

S RLUTTET

Kuva 33. Sokerigradienttiajon jalkeen dialysoitu, butanoliuutettu ja etanolisaostet-
tu BfuCl-digeroitu Y. pstb O:9 genominen DNA
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5.4.3 Ligaatiot ja in vitro -pakkaus

Ligaatio 1 tehtiin kuten edella eli BfuCl-kasitellylle Y. pstb O:9 genomiselle
DNA:lle ja BamHI-digestoidulle, SAP-kasitellylle pHC79-kosmidille. Sen si-
jaan ligaatio 2 tehtiin BfuCl-digestoidulle, SAP-kasitellylle Y. pstb O:9 geno-
miselle DNA:lle ja BamHI-digestoidulle pHC79-kosmidille (kuva 34). Talla

menetelmalld haluttiin ehkaista digestoitujen DNA-palasien ligaatioita keske-

naan.

Kuva 34. BamHI-digestoidun pHC79-kosmidin (1) ja SAP-kasitellyn Y. pstb O:9
genomisen DNA:n (2) tarkistus AGE:lla 1 % geelilla

Molemmat ligaatiotuotteet pakattiin erikseen in vitro ja jotta saatiin kasitys
naiden pakkausreaktioiden onnistumisista, infektoitiin erikseen E. coli LE
392 -soluja 10 pl:lla molempia pakkausreaktioseoksia (kokonaistilavuus 200
pl/putki). Infektoidut solut viljeltiin maljoille 1.1 (sisdltaa ligaatiotuotteen 1) ja
2.1 (sisaltda ligaatiotuotteen 2), joissa kasvoi inkuboinnin jalkeen 40 ja 28
peséketta. Naiden tulosten perusteella laskettiin, ettd jaljelle jaaneessa 250
pl:ssa, kumpaakin pakkausseosta, kasvaisi noin 1000 ja noin 700 peséaket-
téd/kloonia, joten lopuista pakkausreaktioseoksista tehtiin Y-laimennokset
faagipuskuriin [20 mM Tris-HCI (pH 7,4), 100 mM NacCl, 10 mM MgSOQO,]. Ab-
sorption jalkeen seokset maljattiin ja molempien kirjastojen kooksi saatiin

noin 20 000 kloonia, mik& on huomattavasti odotettua parempi tulos.
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6 POHDINTA

Aikaisemmin sekvensointianalyysien lahtékohtana on kaytetty genomista
plasmidi- [28] tai kosmidikirjastoa [29] sek& PCR-strategiaa [30; 31]. Viimek-
si mainitusta hyvana esimerkkina on pneumokokin kapselin biosynteesia oh-
jaavien geeniklusterien tutkiminen [31]. Kapselin geeniklusterit ovat hyvin
samankaltaisia O-polysakkaridi geeniklusterien kanssa, jolloin samaa tutki-

musmenetelmaa pystyttaisiin hyddyntdmaan myos tassa tutkimuksessa.

Plasmidikirjastossa saadaan yleensa paljon pienid klooneja, silla plasmidi-
vektorien insertiokapasiteetti on yleensa vain alle 15 kb [18, s. 56 - 57]. Ta-
ma johtaisi siihen, ettd yhteen plasmidivektoriin ei olisi saatu mahtumaan
kokonaista O-polysakkaridi geeniklusteria (koko noin 20 kb). Kirjaston seu-
lonta jouduttaisiin tdman vuoksi tekemaan useassa osassa. Esimerkiksi
kaytettaessa wzz-spesifist koetinta geeniklusterin tunnistamiseen saataisiin
mahdollisesti vain muutama positiivinen klooni, jotka sekvensoitaisiin. Sek-
vensointitulosten perusteella voitaisiin valmistaa uusia koettimia, joilla saa-
taisiin taas positiivisia klooneja ja nain jatkuisi, kunnes koko geeniklusteri oli-
si kayty lapi. Seulonnan ty6layden vuoksi emme pé&atyneet tdhan menetel-
maan. Toinen menetelma, jolla geeniklusteri olisi voitu tunnistaa, on PCR-
strategia. Pitkdn alueen PCR (engl. long-range PCR) olisi tehty suoraan Y.
pstb O:9 genomisesta DNA:sta kayttden spesifisia alukkeita, jotka on suun-
niteltu tunnistamaan hemH - gsk geenialue, joka on yleisesti Yersinia-lajien
genomialue, jossa O-antigeeni geeniklusteri sijaitsee [9; 30; 31]. TAm& me-
netelm& tuottaa noin 20 kb kokoisen PCR-tuotteen, joka voidaan esimerkiksi
pilkkoa pienemmiksi fragmenteiksi ja kloonata kukin omaan plasmidivektoriin
ja siten sekvensoida [31]. Tatd PCR-strategiaa oli itse asiassa yritetty tehda
aikaisemmin mutta epaonnistunein tuloksin. Siksi tutkimukseen valittiin kos-
midikirjaston tekeminen, silld sen etuja, verrattaessa muihin vaihtoehtoihin,
olivat koko O-antigeeni geeniklusterin mahtuminen samaan kosmidiin seka
mahdollisesti siihen, ettd Y. pstb O:9 O-antigeeni ilmentyy E. colissa, jolloin

se olisi todiste siita, ettd koko geeniklusteri on mukana kosmidissa [29].

Kuten tuloksissa todettiin, Yersinia pseudotuberculosis O:9 genomiselle
DNA:lle tehtiin onnistunut eristys; DNA oli puhdasta ja pitoisuudeltaan hy-
vaa. Myods kosmidin pHC79 digestio onnistui halutulla tavalla, jolloin syy en-
simmaisen DNA-kirjaston epaonnistumiseen oli genomisen DNA:n digestoi-

tuminen liian pieniksi fragmenteiksi. Fragmentit olivat ligaatioreaktiossa kayt-
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taneet mahdollisesti 1&hes kaiken ligaasientsyymin ligoituakseen toistensa
kanssa, jolloin entsyymid ei luultavasti enaa riittdnytkdan itse kohteille (noin

20 - 50 kb:n pituisille fragmenteille) ja osa niista saattoi jaada ligoitumatta.

Vaikka kosmidi 299 sisélsi O-antigeeni geeniklusterin loppupaan, ei sekven-
sointityota jatkettu, silla toisella alukkeella saatu sekvenssi ei antanut yhtaan
osumaa Y. pstb:n genomeihin. Tastda huomiosta ja muiden kosmidien sek-
vensointituloksista johtuen, oltiin melko varmoja siitd, etta tAmakin insertti oli

pienistd Sau3Al-fragmenteista muodostunut.

Uusien kosmidikirjastojen valmistaminen uusilla menetelmilla sai aikaan jopa
50 kertaa suuremmat kirjastot kuin ensimmainen. Se ei kuitenkaan tarkoita
Sitd, etta ensimmainen kirjasto olisi ollut liian pieni (433 kloonia), silla optimi-
tilanteessa noin 100 50 kb:n pituista kloonia riittéisi periaatteessa kdymaan
koko genomisen DNA:n l&api. Tarkein syy uusien kirjastojen suuriin klooni-
maariin on varmasti se, ettd genomisen DNA:n digestioon kaytettiin huomat-
tavasti enemman DNA:ta kuin ensimmaisessa versiossa. Kirjastot valmistet-
tiin samoista reaktiotuotteista aina ligaatioihin asti, jolloin paatettiin tehda ne
kahdella eri tavalla. Ensimmainen ligaatio tehtiin samoin kuin edellisessa kir-
jaston valmistuksessa, jolloin kosmidille tehdylla defosforylaatiolla estettiin
vektorin ligoituminen itsensa kanssa. Toisen ligaation tarkoituksena oli estda
edellisen kirjaston epdonnistumisen syy eli digestiotuotteiden ligoituminen
toistensa kanssa, joten digestiotuotteista poistettiin 5’-fosfaatit defosforylaa-
tiolla. Transformanttien lukumaarien perusteella molemmat menetelmat toi-
mivat suunnilleen yhta hyvin. Seuraava vaihe olisi kirjastojen seulonta wzz-
positiivisten kloonien loytamiseksi, ja se tehd&an kirjaston suuruuden vuoksi

pesékehybridisaatiolla.
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