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TAUSTAA

Kaikkien elavien elididen perima koostuu N
DNA:sta eli deoksiribonukleiinihaposta. | </ \ ) A
DNA koostuu kahdesta toisiinsa liittyvasta o N &

ketjusta eli juosteesta. DNA-juosteen ra- o

kenteessa on kolme tarkeaa osaa: sokeri-,
fosfaatti- ja emasosa. Eméaksia on nelja

o
erilaista: adeniini (A), guaniini (G), sytosiini / ,— ,l
(C) ja tymiini (T). Naiden neljan emaksen l </ G
avulla solun perimaan on kirjattu tieto siita,
miten sen pitaa toimia eri tilanteissa.

H H
Tassa tydssa DNA:ta pilkotaan pienem- "o wiokeri |
miksi palasiksi katkaisu- eli restriktioent- S N
syymien avulla. Ne ovat entsyymeja, jotka CL | /K C
katkaisevat DNA:ta juuri tietyn emassek- N o

venssin kohdalta. Esimerkiksi EcoRI-
entsyymi etsii DNA-sekvenssia
5'GAATTC3Z’ ja katkaisee DNA:n ensim-
maisen G-emaksen jalkeen:

GIAATTC
CTTAAIG

Tyossa kaytetaan lambda-faagin DNA:ta.
Kyseessa on bakteereita infektoiva virus el
bakteriofagi, jonka perima koostuu 48 000
emasparin mittaisesta DNA-ketjusta. DNA
koodaa yhteensa 29 eri proteiinia, joita virus
tarvitsee rakenteensa yllapitamiseen, baktee-
rien infektoimiseen ja hajottamiseen ja DNA:n monistamiseen.

Kuva 1: DNA-juosteen rakenne

Tyo6ssa faagin DNA:ta pilkotaan yhteensa kolmen eri katkaisuentsyymin avulla. Tehta-
vanasi on selvittda, kuinka moneen ja minka pituisiin osiin katkaisuentsyymi katkai-
seen DNA:n.

Lambda-faagin DNA on suoraketjuinen DNA-molekyyli, jonka kukin katkaisuentsyymi ky-
kenee katkaisemaan yhdesta tai useammasta kohdasta. Tuloksena saadaan eripituisia
DNA-patkia. Kuvassa 2 on esitetty, mita tapahtuu, kun noin 4500 emasparin mittainen,
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suoraketjuinen DNA-patka katkaistaan entsyymilla, joka leikkaa DNA:ta kahdesta kohdas-
ta. Kun alkuperainen DNA ajetaan agaroosigeelielektroforeesissa, saadaan nakyviin yksi
juova, jonka pituus on noin 4500 emasparia. Kun katkaistu DNA ajetaan agaroosigee-
lielektroforeesissa, saadaan kolme juovaa, joiden pituudet ovat 1000, 1500 ja 2000 emas-
paria.
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Entsyymin
katkaisukohdat
v 1000 bp 2000 bp 3000 bp 4000 bp
~ "
2000 emasparin 1000 emasparin 1500 emasparin
mittainen patka mittainen patka mittainen patka

|

AGAROOSIGEELI-
ELEKTROFOREESI
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Kuva 2. Tyon periaate. Tydssd katkaistaan entsyymeilld suoraketjuista DNA:ta. Syntyvien palojen maarasta ja koosta
voidaan paitelld, kuinka monesta kohtaa entsyymi katkaisee DNA:n.

Tyb6ssa DNA:ta erotellaan koon mukaan agaroosigeelielektroforeesin avulla. Siina sahkoi-
sesti varautuneita aineita erotellaan sahkdkentan avulla. Aineet kulkeutuvat sahkokentas-
sa kohti vastakkaismerkkista varausta. Esimerkiksi negatiivisesti varautunut DNA-
molekyyli kulkeutuu kohti laitteiston positiivista elektrodia.

Elektroforeesilaitteisto muistuttaa rakenteeltaan elektrolyysikennoa. Laitteistoon kuuluu
virtalahde, elektrodit, ajoastia seka tutkittavat naytteet. Yleensa naytteita ajetaan geelimai-
sessa valiaineessa, jotta ne erottautuisivat paremmin. Tassa tyossa hyddynnetaan aga-
roosigeelia, joten kyseessa on agaroosigeelielektroforeesi (AGE).

Geelielektroforeesissa naytteiden ajautumisnopeuteen vaikuttavat seka molekyylien koko
ettd sahkdvaraus. Isommat molekyylit ajautuvat hitaammin kuin pienemmat, silla geeli vas-
tustaa enemman suurempien molekyylien kulkua. Taman vuoksi geelielektroforeesissa
suuret DNA-patkat ajautuvat hitaimmin ja pienimmat nopeimmin. Nain erikokoisia DNA-
patkia voidaan erotella toisistaan.
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POHDITTAVAKSI ENNEN TYOTA

* Kuinka monta juovaa naet geelilla, jos entsyymi katkaisee lambda-faagin DNA:n
kolmesta eri kohtaa?

* Mika on katkaisuentsyymi ja missa niitd hyddynnetaan?

* Perehdy mikropipetin kayttamiseen.

TARVIKKEET

* Bio-Radin reagenssisarja: Restriction Digestion and Analysis of Lambda DNA Kit

o

O O O O O O O 0O O

o

* Mikropipetteja ja karkia

DNA-kokomerkkeri
Hindlll-entsyymia
Pstl-entsyymia
EcoRlI-entsyymia
Katkaisupuskuriliuosta (2x liuos)
Lambda-faagin DNA:ta
Latauspuskuria (5x liuos)
DNA-varjaysainetta (100x liuos)
Mikroputkia

Koeputkitelinteita
Elektroforeesipuskuri (0,25x liuos)

F See~ stoce 7
o-\\s, of M. “Talioy
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* Agaroosielektroforeesilaitteisto ja virtalahde (kuvassa)
* Valmis agaroosigeeli
* Tusseja

TYOOHJE

Tyoohje perustuu Bio-Radin reagenssisarjaan: Restriction Digestion and Analysis of
Lambda DNA Kit.

1. Ota esille entsyymit, DNA ja katkaisuentsyymien puskuriliuos. Pida naita liuoksia
jaahauteessa.

2. Ohjaaja kertoo sinulle, teetko L-, P-, E- vai H-reaktion.

3. Ota mikroputki (Eppendorf-putki) ja nimea se seuraavasti:

a.
b.
C.
d.

L-reaktio = L (Lambda DNA)

P-reaktio = P (Pstl-entsyymin katkaisu)
E-reaktio = E (EcoRI-entsyymin katkaisu)
H-reaktio = H (Hindlll-entsyymin katkaisu)

4. Pipetoi mikroputkeen seuraavan taulukon mukaisesti aineita (kukin ryhma tekee
vain yhden reaktion):

Mikroputki DNA Puskuriliuos | Pstl EcoRl Hindlll
L (keltainen) | 4 ul 6 ul - - -

P (violetti) 4 5ul 1 ul - -

E (vihred) 4 ul 5yl - 1 ul -

H (oranssi) | 4 yl 5yl - - 1 ul
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Pipetoi aineet mikroputken pohjalle. Sekoita sisaltda naputtamalla.
Pida koeputkia +37 °C vesihauteessa 10-30 minuuttia.
Lisaa 2 pl latauspuskuria jokaiseen putkeen. Sekoita pipetoimalla edestakaisin.
Pipetoi 10 ul reaktioseoksia agaroosigeelin kuoppaan (vain yhta reaktiota yhteen
kuoppaan) seuraavalla tavalla:

a. Kuoppa 1 = DNA-kokomarkkeri (opettajalta)

b. Kuoppa 2 = L-reaktio

c. Kuoppa 3 = P-reaktio

d. Kuoppa 4 = E-reaktio

e. Kuoppa 5 = H-reaktio
Aja geelia 200 V jannitteella 20 minuutin ajan tai 100 V 30 minuutin ajan.

10. Varjaa agaroosigeeli seuraavalla tavalla:

* Lisaa 120 ml 100x-variainetta varjayskaukaloon

* Varjaa geelia 2 minuuttia heilutellen valilla. Keraa variaine talteen.

» Siirra geeli uuteen kaukaloon ja huuhtele lampimalla vedella (n. 50 °C) noin 10
sekuntia. Heiluttele geelia varovaisesti huuhtelun ajan.

* Pese geelia lampimalla vedella 2-3 kertaa 5—-15 minuutin ajan. Heiluttele geelia
varovaisesti huuhtelun ajan. Voit myds jattaa geelin veteen odottamaan seuraa-
vaa oppituntia.

11. Tutki tuloksia geelilta. Kuinka monta patkaa katkaisusta tuli? Kuinka monesta koh-

taa entsyymi katkaisee DNA:n? Minka kokoisia patkat ovat?

POHDITTAVAKSI TYON JALKEEN

Miten pystyisit paattelemaan, mista kohtaa lambda-faagin DNA:ta katkaisuentsyymi
katkaisee DNA:n? Laadi suunnitelma koejarjestelysta.

Entsyymien katkaisukohdat ovat usein palindromisia. Mita talla tarkoitetaan?
Katkaisuentsyymit voivat jattdd DNA:han kohesiiviset paat tai tylpat paat. Mita talla
tarkoitetaan?

Miten voisit koota katkaistuista DNA-palasista jalleen kokonaisen lambda-faagin
DNA:n?

Miksi katkaisuentsyymireaktio kestaa +37 °C:ssa 30 minuuttia, mutta huoneenlam-
mdssa yli 8 tuntia?
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