


Reportterigeenit ja reportterikonstruktiot?

Monissa tilanteissa tarvitaan ilmaisinta (proobi, luotain,
reportteri) kertomaan, mita/missa/milloin solussa/alkiossa
tapahtuu jotakin

Vallankin kehitysbiologiassa kdytetaan usein lacZ -reportteria
lacZ on varsinaisesti E. colin laktoosioperonista "varastettu™
beta-galaktosidaasigeeni, jollaista ei elaimilla eikd kali

kasveillakaan ole lainkaan

lacZ on monissa kloonausvektoreissa vakiovarusteena
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Hieno nykyaikainen
kloonausvektori, kaksi
mallia saatavana

pCR®2.1-TOPO

MI13 reverse
priming site

Antibioottiresistenssigeenit:

Jos solu pysyy elossa
antibioottiliemessa, on

transformaatio onnistunut

TOPO, Represents covalently-bound topoisomerase |

See polylinker sequence on page 192

Invitrogen 1999 p. 6



pCREI-TOPO -

3283543
Promoottorit, jos halutaan
pCR®2.1-TOPO kayttaa ekspressiovektorina

' 5CR®-TOPO lacZ -reportteri: jos se toimii, el
tassa valissa ole mitaan (el
Intergrointi ei onnistunut, klooni

hylataan)
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m Represents covalently-bound topoisomerase |

5 Invitrogen 1999 p. 6
See polylinker sequence on page 192,



Siniset pesdkkeet ovat
pysyneet elossa, misté
paéatellen ne on
transformoitu, mutta
sininen lacZ -reportterin
tuote paljastaa, ettei
vektorissa ole insertiota

Siis:

Valkeat pesakkeet ovat
niita toivottuja tassa
tapauksessa, niihin on
siirtynyt jotain



Ly = Invitrogen 2002 p. 150
Figure 1 - Integration of the Fip-In" T-REx™ vector 3 P
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Ekspressiovektorissa lacZ pidetaan toimimassa, jolloin sininen
vari saadaan nakymaan vaikka Drosophila alkiossa
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mirr-lacZ

GFP

Green Fluorescent Protein
on toinen usein kaytetty
reportteri

Drosophilan siiven aihe
eli imaginaalilevy




Figure 9-24 Molecular Biclogy of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

GFP "varastettiin" Aequorea
victoria meduusalta

Kemian Nobel
Osamu Shimomura
Martin Chalfie
Roger Y. Tsien

"for the discovery and
development of the green
fluorescent protein, GFP".



http://nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/2008/index.html

Elavan karpasembryon neuronit
hohtavat vihreana

GFP istutettiin
neuronispesifiseen
promoottoriin ja pantiin sitten
geeninsiirrolla karpaseen

Nama neuronit on kutikulan
alla ja tunnustelee ymparistoa

Figure 9-25 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)



Figure 9-26 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008) L i tu ru O h O n tri ko m i t (karvat)




Figure 9-27 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

Elavan tupakkasolun spliseosomit hohtaa tumassa (Cajalin
kappaleissa)
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Figure 9-13 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

Alexa 568

RFP 580 nm

' Fluoresenssimikroskopian idea

A\\(620 nm ja muutamia kaytettavissa
olevia vareja. Kuviin voidaan
660 nm valottaa yksi vari kerrallaan

Cy5

EXCITATION EMISSION

Figure 9-14 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)
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Figure 9-15 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)




Purkinjen solu pikkuaivoissa

Ca 2* konsentraatio ilmaistu
fluoresenssilla

100 pm

Figure 9-33 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)
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Development Dec 2001, 5010




In situ hybridisaatio:

RNA/RNA, RNA/DNA

Digoksygeniinilla (tms) merkitaan tietyn geenin mRNA:ta
vastaava proobi, tenddan kudos lapaisevaksi ja hybridisoidaan.
Liika pestaan pois ja voila ... ndhdaan, missa mRNA on
sijainnut = ko. geeni toiminut

Sopivissa oloissa proobi saadaan sitoutumaan myQgs vastaavaan
DNA:han, esimerkiksi sylkirauhaskromosomissa
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LM, Col ja MMP geenien mRNA:n kuvantaminen, in situ hybridisaatio

Hydran epiteelimorfogeneesi Development March 2002 p. 1525



Pax6A mMRNA

laakamato Girardia tigrina

Ty0n tarkoitus: Pax6
geeniperhe on kaikkien
silmien kehityksen
takana, olivatpa ne
millaisia tahansa.
Planarialla on simppeli
kuppisilma, joka aistii
valon suunnan

Se regeneroituu
niinkuin paakin

Development March 2002 p. 1427
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Development Dec 2001, 4986
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100 pm

Figure 9-12 Molecular Biology of the Cell 5/e (€ Garland Science 2008)

Olipa nuo edelliset koyhia aikoja! Pelkkaa sinista. Nyt
RNA-hybridisaatiokin voidaan tehda varillisena



Immunologiset osoitusmenetelmat

Tehdaan proteiinille monoklonaalinen vasta-aine

Merkitaan se sopivasti, vaikkapa fluoresoivaksi tms
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supernatant tested for anti-X
antibody, and cells from positive
well cultured at ~1 cell per well

IRERIERERERE R

\_o o0el loelol [6elo

cells allowed to multiply, and
individual supernatants tested
for anti-X antibodies

positive clones provide
a continuing source of
anti-X antibody

Figure 8-8 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

Hybridomasoluilla voidaan
tuottaa monoklonaalisia
antibodeja, jotka on sitten
hyvin spesifisia

(Esimerkki: nykyiset
veriryhmien
maaritysreagenssit)
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Figure 8-8 part 1 of 2 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)
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Figure 8-8 part 2 of 2 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

00
0900



Figure 22-35 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

Tallaista kasityotaitoa arvostettaisiin monella alalla, mutta
taitajia on niukasti



