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1 Johdanto 

Tämän työn tavoitteena oli tutkia DNA-polymeraasientsyymin ominaisuuksia ja tuotan-

toeräkohtaisia eroja. DNA-polymeraasientsyymi tuotteesta halutaan tutkia eroja tuotan-

toerien välissä, ja tarkoitus on kehittää karakterisointi menetelmiä erojen havaitsemiseksi 

ja tunnistamiseksi. Proteiinin karakterisointiin käytettiin SDS-PAGE- ja LC-MS-menetel-

mää ja kaksi muuta eri menetelmää konsentraation määritykseen. 

Tuotantoprosessin aikana näytteitä otettiin tutkittavaksi eri puhdistusvaiheissa ja vertail-

tiin proteiinin/entsyymin ominaisuuksia vanhojen tuotantoerien kanssa. Työ suoritettiin 

Thermo Fisher Scientific Oy:n Vantaan toimipisteessä MBD Food Safety Protection tut-

kimus ja tuotekehitys -osastossa. Kyseessä on yrityksen valmistama tuote, jota käyte-

tään erilaisissa analyyseissä. Tavoitteena oli tarvittaessa muokata tuotantoprosessia 

erojen minimoimiseksi ja kehittää LC-MS-menetelmä DNA-polymeraasientsyymin ana-

lysointiin.  

2 DNA-polymeraasi 

DNA-polymeraasi on entsyymi, joka syntesisoi DNA-molekyylejä DNA:n rakennusosista. 

DNA-polymeraasi on tärkeä entsyymi DNA:n replikaatiossa, sillä se liittää emäksiä yksi-

juosteiseen DNA:han. DNA-replikaatiossa kaksoiskierteinen DNA-juoste puretaan heli-

kaasientsyymillä, jolloin muodostuu kaksi yksijuostetta eli muodostuu kahdentumishaa-

rukka (kuva 1). Koska kaksoisjuoste on kaksisuuntainen, kun helikaasientsyymi purkaa 

sitä, niin muodostuu juoste suunnassa 3’–5’ ja toinen juoste suunnassa 5’–3’. Näitä kahta 

juostetta kutsutaan johtojuosteeksi (eng. Leading strand) ja jälkijuosteeksi (eng. Lagging 

strand). DNA-polymeraasi lukee juostetta suunnassa 3’–5’ ja voi ainoastaan koodata 

emäksiä suunnassa 5’–3. DNA-polymeraasi voi koodata nukleotidejä johtojuosteessa 

jatkuvasti, mutta reaktion aloittamiseen tarvitaan DNA-primaasientsyymin tuottamia 

alukkeita (eng. Primer). Alukkeet ovat lyhyitä noin 15–20 RNA-emäspareja, ja niiden 

avulla polymeraasi pystyy aloittamaan DNA-synteesin. Jälkijuoste on vastakkaissuuntai-

nen verrattuna johtojuosteeseen, joten DNA-polymeraasi ei voi koodaa nukleotidejä jat-

kuvasti. Jälkijuosteessa DNA-polymeraasi koodaa lyhyempiä fragmentteja alukkeiden 

välillä, ja näitä kutsutaan Okazaki-fragmenteiksi. Monistumisen jälkeen, eksonukleaasi 
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entsyymi irrottaa RNA-alukkeet Okazaki-fragmenttien välistä ja DNA-polymeraasi liittää 

tilalle vapaita nukleotidejä. Lopuksi DNA-ligaasientsyymi liittää kaikki fragmentit yhteen 

ja muodostuu uusia DNA-kaksoisjuosteita. [1, s. 461] 

 

Kuva 1.  Kaavio DNA-replikaatiosta 

DNA-polymeraasin toimintaa havaittiin ensimmäistä kertaa vuonna 1958, jolloin A. Korn-

berg havaitsi polymeraasientsyymi toimintaa E. Coli -kannasta. Tämä polymeraasi ni-

mettiin Polymeraasi I (Pol I), myöhemmin havaittiin lisää DNA-polymeraaseja E. Coli -

kannasta, jossa jokaisella entsyymillä oli omat ominaisuudet. Näillä polymeraaseilla oli 

erilaiset tehtävät DNA-replikaatiossa, esimerkiksi Pol I ja Pol III syntetisoivat DNA:ta joh-

tojuosteessa ja jälkijuosteessa jatkuvasti tai epäjatkuvasti. DNA-polymeraasi, kuten Pol 

II, on tärkeä entsyymi DNA:n korjauksessa. DNA:ssa voi olla vaurioitunut emäs, joka 

DNA-glykosylaasi tunnistaa ja poistaa, jolloin DNA-polymeraasi korvaa sen ehjällä 

emäksellä. [2, s. 558.] 
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3 Karakterisointimenetelmät 

Karakterisoinnilla tarkoitetaan halutun yhdisteen, molekyylin, kudoksen tai organismin 

tunnistusta ja ominaisuuksien tarkastelua. Proteiinin karakterisoinnissa pyritään tutki-

maan proteiinia sen rakenteen, koon ja puhtauden perusteella. 

3.1 Trypsiinidigestio 

Kun halutaan selvittää proteiinista rakennetietoja, sitä pilkotaan peptideiksi entsyymeillä. 

Yleisin tapa pilkkoa peptidit on trypsiinientsyymillä, joka tunnistaa ketjusta tietyt amino-

hapot ja katkaisee proteiinit niiden kohdalta. Trypsiinidigestio katkaisee aminohappoket-

jun lysiinien ja arginiinien happopuolelta. Tästä syntyneitä peptidien moolimassoja voi-

daan verrata peptidikirjastoon, jolloin saadaan proteiini tunnistettua. [3, s. 196.] 

LC-MS-analyysejä varten, tässä työssä käytetty kitti on suunniteltu saamaan optimaali-

set ja luotettavat tulokset massaspektrometrialla. Kitissä on reagenssit proteiinin pelkis-

tämiseen / alkylaatioon, digestioon ja guanidinaatioon. Proteiinin pelkistys ja alkylaatio 

vähentää tuntemattomien massojen ilmestymistä disulfidi-sidoksien muodostuessa ja 

parantaa kysteiiniä sisältävien peptidien detektoinnissa. Guanidinaatio on kemiallinen 

modifikaatio-menetelmä aminoryhmille proteiinissa. Ionisoinnin tehostamiseksi, guanidi-

naatio muuntaa lysiinit homoarginiineiksi, jolloin saadaan parempi signaali lysiiniä sisäl-

tävistä trypsiinidigestoituista peptidi-ioneista. [4] 

3.2 Nestekromatografia-massaspektrometria  

Nestekromatografia-massaspektrometria (LC-MS) on yhdistelmätekniikka, jossa näyte 

erotellaan nestekromatografilla ja analysoidaan massaspektrillä.  
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3.2.1 Nestekromatografia 

Erittäin korkean erotyskyvyn nestegromatografia (UHPLC) on yksi käytetyimmistä ana-

lyysitekniikoista, joka käytetään sekä epäorgaanisten että orgaanisten yhtisteiden erot-

tamisessa. Kromatografiassa yhdisteiden erottuminen perustuu tasapainoon. Kromato-

grafiakolonnissa tapahtuu jakautuminen, jossa on liikkuva faasi ja statiönäärifaasi, jotka 

eivät liukene toisiinsa. Näytteen yhdisteet etenevät liikkuvan faasin kanssa, heikosti sta-

tionäärifaasiin tarttuvat yhdisteet liikkuvat nopeammin liikkuvan faasin kanssa. Voimak-

kaasti stationäärifaasiin tarttuvat yhdisteet liikkuvat hitaammin liikkuvan faasin kanssa, 

ja näin saadaan erilaiset yhdisteet eroteltua niiden tasapainojen mukaan eri faaseissa. 

Nestekromatografiassa yleensä liikkuva faasi on nestemäinen ja stationäärifaasi on kiin-

teä, mutta tämä vaihtelee erilaisten kolonnien välillä. [5, s. 153.] 

Nestekromatografialla analysoidaan suurikokoisia orgaanisia molekyylejä, kuten proteii-

nit, aminohapot, lipidit ja suuret biologiset molekyylit. Nestekromatografiassa edellyte-

tään, että näyte liukenee sopivaan liuottimeen, sillä näytteen ja liuottimen välinen reaktio 

voi vaikuttaa tuloksiin. Nestekromatografiassa pieni näytemäärä, tilavuudeltaan muu-

tama kymmenen mikrolitraa, syötetään injektorin avulla liikkuvaan faasiin, joka on kape-

assa kapilaarissa korkeassa paineessa. Näyte kulkeutuu kolonniin, jossa on stationääri-

faasi, siellä yhdisteet erottuvat komponenteiksi. Laitteistossa on pumppu, jonka tehtävä 

on pumpata näytettä tasaisena virtana sykkeettömästi kolonnin läpi. Yhdisteen kom-

ponentit kulkevat kolonnista detektoriin, vuorollaan yhdisteiden tasapainon mukaan. De-

tektori mittaa yhdisteen antamaa signaalia ajan funktiona, jolloin muodostuu kromato-

grammi. Kolonneja ja detektoreita on monenlaisia, ja ne vaihtelevat riippuen tutkittavasta 

näytteestä ja halutusta herkkyydestä. [5, s. 153–154.] 

3.2.2 Massaspektrometria 

Massaspektrometria on herkkä analyysimenetelmä, jossa tutkittava yhdiste ionisoidaan 

ja sen massafragmentit erotellaan massa-varaussuhteen (m/z) mukaan. Massaspektri 

koostuu yleisesti ionisaattorista, massa-analysaattorista ja detektorista. Tyypillisesti kro-

matografi on kytketty massaspektriin, joka erottelee yhdisteet ennen ionisointia. Ionisoin-

titekniikoita on monenlaisia, ja yksi yleisimmistä käytetyistä tekniikoista, jota käytetään 

tässä työssä, on sähkösumutusionisointi (ESI, electronspray ionization). [5, s. 122–123.] 
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Kuvassa 2 on esitetty Q Exactive HF -massaspektrin rakenne ja toimintaperiaate. Ioni-

soinnin jälkeen ionit johdatetaan S-linsseihin, jotka kohdistavat ioneja paremman herk-

kyyden saavuttamiseksi. Kohdistetut ionit siirtyvät kaarevaan flatapoleen, joka suodattaa 

neutraalit ionit pois muista ioneista. Kvadrupoli määritetään erottamaan haluttua ionia 

muista ioneista, ellei kyseessä ole kaikkien ionien analysointi, jolloin kvadrupolin läpi kul-

kee kaikki ionit. Kvadrupolista ionit johdatetaan ja kerätään paketteina C-Trapiin, jossa 

niiden liikettä stabiloidaan ja syötetään orbiloukkuanalysaattoriin. Jos ioneja halutaan 

fragmentoida, niitä johdatetaan HCD -törmäyskammioon, joka fragmentoi ionit pienem-

mäksi. Fragmentoidut ionit sitten johdatetaan orbiloukkuanalysaattorille  C-Trapin kautta. 

[6, Luku 3] 

 

Kuva 2.  Q Exactive HF massaspektrin rakenne [6] 

3.2.3 Sähkösumutusionisaatio 

Sähkösumutusionisaatio on pehmeä ionisaatiotekniikka ja sillä voidaan analysoida yh-

disteitä, joissa on heikkoja sidoksia. Sähkösumutusionisaatiossa nestekromatografista 

tullut liuos ajetaan ohuen kapillaarin läpi pienellä virtausnopeudella. Näyte sumutetaan 

sumutuskammioon kaasuna, ja typpikaasua käytetään kuivaukseen. Koska kapillaarissa 

on korkea jännite suhteessa sumutuskammioon, niin liuoksesta poistuu elektroneja ja 
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eluointiliuoksesta muodostuu pieniä sähköisesti varattuja pisaroita (kuva 3). [5, s. 211-

212.] 

 

Kuva 3.  Sähkosumutusionisaation toimintaperiaate [7] 

Liuottimen haihtuessa pisarat pienenevät ja sähkövaraus keskittyy pienempään tilaan. 

Silloin pisaran varaustiheys kasvaa suureksi ja sähköisen poistovoiman takia pisarat ha-

joavat pienemmiksi hiukkasiksi, ts. Coulombinen räjähdys (kuva 4). Pienet varautuneet 

hiukkaset siirtyvät elektrodin avulla reiän kautta kvadrupoliin ja detektoriin. [7] 

 

Kuva 4.  Ionien erottuminen sähkösumutusionisoinnissa [7] 
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3.2.4 Orbitrap massa-analysaattori ja -detektori 

Massaspektrometriassa on monenlaisia massa-analysaattoreita, joista yleisimmät ovat 

kvadrupoli-, lentoaikamassa-analysaattori ja Fourier-muunnosionisyklotroniresonanssi 

(FT-ICR). Massa-analysaattorien tehtävä on erotella ja mitata ionien massa-varaus-

suhde (m/z), ja sopivan massa-analysaattorin valinta vaihtelee riippuen tutkittavasta 

näytteestä ja halutusta herkkyydestä.  Orbitrap tai orbiloukku on suhteellisesti uusi 

massa-analysaattorityyppi, joka esitettiin ensimmäistä kertaa vuonna 1999. Orbilouk-

kuanalysaattori käyttää tasajännitettä ionien manipulointiin ja analysaattori toimii myös 

detektorina, jolloin ei tarvita erillistä detektori laitteistoa. Orbiloukkulaitteisto on erittäin 

tarkka analysaattori, jolla saavutetaan korkea resoluutio ja massatarkkuus. [3, s. 49–50.] 

Orbiloukkuanalysaattori koostuu kahdesta elektrodista, jossa sisempi elektrodi on värt-

tinämuotoinen ja kahdesta segmenttistä muodostuva ulompi elektrodi on tynnyrinmuo-

toinen. Molemmat elektrodit ovat samansuuntaisia. Sisempään elektrodiin johdettu jän-

nite aiheuttaa kvadrologaritmisen elektrostaattisen potentiaalin ioniloukun sisällä (kuva 

5). Ionit johdatetaan orbiloukkuanalysaattorille kuvan 5 punaisen nuolen osoi ttamasta 

kohdasta. Ionit saapuvat analysaattoriin kohtisuorassa elektrodien suuntaan nähden, 

jossa ionit kulkevat ympyrärataa elektrodin ympäri. Ionien sisääntulokohta ei ole analy-

saattorin keskikohdassa, jolloin ionit saavat potentiaalienergiaa ja alkavat oskilloimaan 

z-suunnassa. Aksiaalisen oskillaatioliikkeen amplitudi on samanlainen kaikille ioneille, ja 

kulmanopeus on riippuvainen ainoastaan ionien m/z-arvosta. [3, s. 50–51.] 

 

Kuva 5.  Kaavio orbiloukkuanalysaattorista ja esimerkki stabiili -ionin kulkuradasta (punaisella) 
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Sisemmän elektrodin potentiaali kasvatetaan hitaasti, jotta ionipaketit stabiloidaan ennen 

detektointia. Ionien oskillaatioliike aiheuttaa uloimman elektrodien segmenttien välillä 

vaihtovirran, joka käsitellään samalla tavalla kuin FT-ICR-tekniikka. Tästä syntyy taa-

juusspektri, joka tuotetaan mitatun signaalin Fourier-muunnoksella ja muutetaan massa-

spektriksi. [3, s. 51.] 

3.3 Geelielektroforeesi 

SDS-PAGE (natriumdodekyylisulfaatti-polyakryyliamidigeelielektroforeesi) on proteiinien 

erotustekniikka, joka perustuu molekyylien elektroforeettiseen liikkuvuuteen. SDS-

PAGE-menetelmä erottaa proteiinit niiden molekyylipainon mukaan polyakryyligeelissä, 

kun siihen johdatetaan sähkövirtaa. Polyakryyliamidigeeli muodostuu akryyliamidin ja N-

N’-metyleenibisakryyliamidin polymeroituessa, jolloin N-N’-metyleenibisakryyliamidi 

muodostaa ristisidokset polymeeriketjujen välille. Analyysiä varten proteiininäytteistä de-

naturoidaan kuumentamalla (+95–100 °C) detergentin (SDS) ja S-S-sidoksia pelkistävän 

reagenssin (beta- merkaptoetanoli) kanssa, jolloin proteiinit aukeavat sekundääri- ja ter-

tiäärirakenteesta lineaariseen primääriin muotoon. SDS on negatiivisesti varautunut de-

tergentti, joka sitoo ja antaa proteiineille negatiivisen varauksen denaturaatiovaiheessa. 

Lineaariset proteiinit liikkuvat geelissä positiivista anodia kohti eri nopeuksilla, jossa pie-

nimmät proteiinit liikkuvat nopeammin kuin suuret proteiinit (kuva 6). Elektroforeesi 

ajossa käytetään erilaisia puskureita, riippuen geelityypistä [1, s. 87.] 
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Kuva 6. Proteiinien kulku geelissä koon mukaan [1, s. 87.] 

3.4 Hopeavärjäys 

SDS-PAGE-ajon jälkeen geelille tehdään hopeavärjäys proteiinijuovien havaitsemiseksi 

ja värjäämiseksi. Hopeavärjäys on yksi selektiivisimmistä detektiomenetelmistä, jolla voi-

daan havaita proteiineja nanogramman tarkkuudella, joka on jopa 100 kertaa herkempi 

kuin yleisesti käytetty Coomassie Brilliant Blue -värjäys. Menetelmä on tarkka, toistettava 

ja antaa geelille melkein väritöntä taustaa, joka auttaa proteiinien havaitsemista huomat-

tavasti. [8] 

Tässä työssä käytetään Life Technologiesin SilverQuestTM -hopeavärjäys kittiä, jolla voi 

detektoida ≥ 0,3 ng proteiinia. Onnistuneessa värjäyksessä geeliin tulee vaalea tausta 

(kuva 7). 
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Kuva 7. Esimerkki geelin onnistuneesta hopeavärjäyksestä. 

Hopeavärjäys perustuu pelkistysreaktioon, jossa hopea ionit pelkistyvät metalli hopeaksi 

proteiinijuovissa. Tämän reaktion takia proteiinijuovat saavat värinsä, jolloin niitä voidaan 

havaita. Taulukossa 1 on kuvailtu hopeavärjäyksen vaiheet ja niiden tarkoitus. [8] 

Taulukko 1. Hopeavärjäyksen vaiheet ja niiden kuvaus [8] 

Vaihe Reagenssi Selitys 

Fix Fixative Poistaa ylimääräiset ionit ja 
detergentit geeliltä ja rajoit-

taa proteiinin poistumista 
geeliltä. 

Sensitize Sensitizer Lisää värjäykseen herkyyttä 
ja kontrastia. 

Pesu Ultrapuhdas vesi Poistaa ylimääräisen Sensiti-
zer -liuoksen ja rehydratisoi 

geelin värjäystä varten. 

Stain Stainer Yhdistää hopeaionit proteii-
niin ja muodostaa kuvan. 

Pesu Ultrapuhdas vesi Poistaa ylimääräinen Stain 
solution. 

Develop Developer Pelkistää hopeaionit metalli-
hopeaksi proteiini juovissa, 
jolloin proteiini juovat muo-

dostuvat. 
Stop Stopper Yhdistyy ylimääräiseen hope-

aan, jotta värjäytyminen py-
sähtyy. 
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3.5 Proteiinikonsentraation määritys 

Proteiinikonsentraation määrityksessä käytetään perinteistä kolorimetristä Bradford-me-

netelmää ja fluorometristä Qubit-menetelmää. Työssä käytetään Merck Millipore Corpo-

rationin Bradford Protein assay -kittiä ja Thermo Scientificin Qubit Protein assay -kittiä. 

3.5.1 Bradford-menetelmä 

Bradford-menetelmä perustuu Coomassie Brilliant Blue G-250:n sitoutumiseen proteii-

niin, jolloin maksimiabsorbanssi vaihtelee 465 nm:n ja 595 nm:n valisellä aallonpituu-

della. Absorbanssiarvo aallonpituudella 595 nm on suoraan verrannollinen proteiinikon-

sentraatioon. Coomassie blue -väriaine sitoutuu emäksiin ja aromaattisiin aminohappoi-

hin. Bradford-menetelmässä valmistetaan kalibraationäytteitä homogeenisestä ja puh-

taasta proteiinista, yleisesti käytetty proteiini on naudan seerumin albumiini (BSA). Stan-

dardiliuoksia valmistellaan tietyllä konsentraatio välillä, tässä työssä konsentraatio väli 

on 0,2–1,4 mg/ml. Standardiliuosten absorbanssiarvot mitataan aallonpituudella 595 nm, 

jolloin tuloksista saadaan muodostettua standardisuora. Proteiininäytteen absorbas-

siarvo myös mitataan, jolloin saadaan standardisuoran avulla laskettua proteiinikonsent-

raatio. [9] 

3.5.2 Qubit-menetelmä 

Qubit Protein Assay -kitti on tarkoitettu käytettäväksi Qubit Fluorometrin kanssa. Kitissä 

on valmiit reagenssit ja BSA-standardit. Fluorometriä kalibroidaan BSA-standardeilla, 

jonka jälkeen näytettä laimennetaan laimennospuskuriin ja mitataan fluorometrillä. Me-

netelmällä pystyy mittaamaan 12,5 µg/ml – 5 mg/ml:n konsentraatioalueella. Tämä me-

netelmä toleroi yleisiä kontaminaatteja, kuten pelkistysreagensseja, suoloja, aminohap-

poja tai DNA:ta. [10] 



12 

 

4 DNA-polymeraasin tuotantoprosessi 

DNA-polymeraasientsyymiä tuotettiin osaston tutkijan kanssa DNA-polymeraasi tuo-

tanto-ohjeen mukaisesti. DNA-polymeraasin oli puhdistettu rekombinantti E.coli -kan-

nasta, johon on kloonattu DNA-polymeraasi -geeni. 

Ennen kromatografisia puhdistusvaiheita, bakteerisolumassalle suoritettiin korkea-

painehomogenisointi ja kuumennuskäsittely, jotta varmistetaan solujen rikkoutumista ja 

solunsisäisten proteiinien vapautumista. Kuumennuskäsittelyn jälkeen solususpensio 

sentrifugoitiin ja kerättiin supernatantti puhdistusvaiheita varten. 

Tuotanto-ohjeesta on tietyissä vaiheissa tehty poikkeuksia, riippuen puhdistusvaiheiden 

jälkeisistä tuloksista. Jokaisen puhdistusvaiheen jälkeen mitattiin polymeraasiaktiivi-

suutta, jotta varmistetaan, että näyte ei ole eluoitunut pois eri puhdistusvaiheista. Ku-

vassa 8 on esitetty tuotantoprosessin vaiheet.  
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Kuva 8. DNA-polymeraasituotannon eri vaiheet 

Lopputuotteesta (Tuote 1) tuotetaan modifioinnin avulla muita DNA-polymeraaseja eri 

tarkoituksiin (kuva 9). 
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Kuva 9. DNA-polymeraasista (Tuote 1) modifioidut tuotteet 

4.1 Aktiivisuusmääritys  

Jokaisen puhdistusvaiheen jälkeen polymeraasista mitattiin aktiivisuusarvo, jotta varmis-

tetaan, että näyte ei ole eluoitunut pois eri puhdistusvaiheista. 

Taulukko 2. Aktiivisuusmääritysseoksen valmistusohje yhtä tutkittavaa entsyymiä kohti 

Aktiivisuusmääritysseos (45 µl) 

10 µl Aktivoitua DNA:ta (2 µg/µl) 

5 µl 10 X TAPS-puskuri  

0,05 µl 100 mM dCTP 

1 µl 10 mM (dATP, dGTP, dTTP) 

0,5 µCi [alfa-32 P] dCTP (400 Ci/mmol) 

Täytettään 45 µl:ksi ddH2O:lla 

Aktiivisuusmäärityksessä käytetyt laitteet: 
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• Tri-Carb 2810 TR -nestetuikelaskin, serial no. 0408095401, Perkin Elmer 

• Thermocell Cooling & Heating Block, serial no. BYQ6007E-140, BIOER. 

DNA-polymeraasin aktiivisuus ilmoitetaan aktiivisuusyksikössä (U). Tässä yhteydessä 

yksi yksikkö määritettiin tarkoittamaan se määrää entsyymiä, joka polymeroi 10 nmol 

dNTP:tä DNA-säikeeksi 30 minuutissa +74 °C:n lämpötilassa. Tässä reaktiossa polyme-

raasi liittää templaattiin reaktioliuoksessa olevia nukleotidejä templaatin määräämässä 

järjestyksessä. Tästä tuotteeksi syntyy pidentynyt DNA-säie ja pyrofosfaatti. Aktiivisuu-

den määrityksessä käytetään perinteistä suodatinpaperimenetelmää, jossa  yksi 

nukleotidi on leimattu radioaktiivisella 32P-isotoopilla. Tämän jälkeen voidaan määrittää 

syntetisoituneen DNA:n määrä TCA (trikloorietikkahappo) -saostuksella ja nestetuikelas-

kijalla. 

DNA-polymeraasi laimennettiin ensin pitoisuuteen 0,02 U/µl polymeraasiaktiivisuusmää-

ritystä varten. 1X-reaktiopuskuria käytettiin laimennospuskurina, ja verrokkina määrityk-

sessä käytettiin verrokkientsyymiä, joka laimennettiin 1X-reaktiopuskurilla samaan pitoi-

suuteen kuin tutkittava polymeraasientsyymi. Reaktioputket ja entsyymilaimennokset pi-

dettiin jäillä, kunnes aktiivisuusmääritys alkaa. Aktiivisuusmäärityksessä pipetoitiin 5 µl 

laimennettua entsyymiä 45 µl:aan aktiivisuusmääritysseokseen ja sitä sekoitettiin pipe-

tinkärjellä nopeasti. Seos siirrettiin +74°C:n lämpöhauteeseen, jossa reaktio annettiin ta-

pahtua tasan 10 minuuttia, jonka jälkeen reaktio pysäytettiin lisäämällä 10 µl 60 mM 

EDTA-liuosta ja siirrettiin jäille. Totaali- ja taustanäytteisiin ei lisätty entsyymilaimennosta 

eikä reaktioita pidetty lämpöhauteessa, ja niihin lisättiin 15 µl 60 mM EDTA-liuosta.  

Kun reaktio on pysäytetty, yksi entsyymilaimennoksien rinnakaisnäytteistä pipetoitiin 40 

µl suodatinpaperikiekolle. Pipetoinnin jälkeen rinnakkaiset kiekot siirrettiin heti kierrätet-

tyyn 10-prosenttiseen TCA-liuokseen. Tämä toistettiin yksi entsyymilaimennos kerral-

laan, kunnes kaikista entsyymireaktioputkista on pipetoitu näyte kiekoille ja kiekot siir-

retty TCA-liuokseen. Totaalinäytteistä pipetoitiin 40 µl kiekoille, ja kiekot jätettiin pöydälle 

suojapleksin takana kuivumaan ja odottamaan nestetuikelaskentaa. Taustanäytteistä pi-

petoitiin 40 µl kiekoille ja siirrettiin kylmään 10-prosenttiseen TCA-liuokseen. Kiekkoja 

pestiin TCA-liuoksessa 3 kertaa 15 minuutin ajan magneettisekoituksessa, jossa jokai-
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sen 15 minuutin jakson jälkeen vaihdettiin pesuun uusi 10-prosenttisen TCA-liuos. Vii-

meisin TCA-pesuliuos kaadettiin käytön jälkeen 32P TCA-liuokselle tarkoitettuun kierrä-

tyspulloon, joka käytettiin seuraavassa 32P-aktiivisuusmäärityksessä ensimmäisenä pe-

suliuoksena. 

TCA-liuoksella pestyt kiekot huuhdeltiin kaksi kertaa pienessä määrässä isopropanolia, 

jonka jälkeen kiekot kuivattiin 10 minuutin ajan +65°C:n lämpökaapissa. Kuivauksen jäl-

keen kaikkien kiekkojen (entsyymi-, totaali- ja taustanäytteet) radioaktiivisuutta määritet-

tiin Tri-Carb 2810 TR -nestetuikelaskijalla käyttäen 32P:lle tarkoitettua laskuohjelmaa ja 

1 minuutin laskuaikaa. Kaikkien näytteiden CPM-arvot kerrottiin kertoimella 1,5, koska 

kiekoille pipetoitiin vain 40 µl koko 60:n µl tilavuudesta. Tulokset laskettiin seuraavasti: 

U/ml = (cpmnäy te – cpmtausta / cpmtotaali – cpmtausta) x (nmol dATP) x (1 U / 10 nmol) x (30 

min / inkubointiaika) x laimennoskerroin x 20 (rektiotilavuus 50 µl ja aktiivisuus ilmoite-

taan 1 ml:aa kohti) x 4 (4dNTP:tä) / 2 (aktivoitu DNA-substraatti on kaksijuosteinen, jol-

loin on kaksi kohtaa, josta polymeraasi syntetisoi verrattuna alukkeelliseen DNA:han).   

5 Työn toteutus 

Analyysit toteutettiin jokaisen työn kitin ohjeiden mukaisesti. Vaarallisten reagenssien 

käyttöturvallisuustiedotteisiin tutustuttiin ennen analyysien aloittamista, vaaratekijöiden 

estämiseksi. Analyyseissä käytettiin steriilejä astioita ja välineitä kontaminaation estä-

miseksi. Jokaisen työn reagenssit, mittavälineet ja laitteet on listattu jokaisen työn osi-

ossa (5.1–5.6). 

Näytteiden määrä yhteensä on 18, josta 12 näytettä on tuotantoprosessin eri vaiheista 

(Taulukko 3) ja 6 kpl edellisten tuotantoerien lopputuotteet. Tuotantoprosessin 12 näyt-

teestä puolet ovat rinnakkaisnäytteitä, joten näytteitä on otettu kuudesta eri vaiheesta.  

Tuotettu erän numero on 37 ja edellisten erien numerot ovat 28, 30, 31, 33, 34 ja 35.  

Edellisten erien näytteet oli säilytetty glyserolilla (50 % w/w), joten glyseroli konsentroitiin 

pois konsentraattorilla. 

Yleisesti käytetyt välineet ja laitteet: 
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• Pierce™ Protein Concentrator PES konsentraattori, 30K MWCO, 2-6 mL, Ref: 

88522, Thermo Fisher Scientific 

• DNA LoBind Tube 1,5 ml Eppendorf putket, lot: I182238G, Eppendorf  

• DNA LoBind tube 2,0 ml Eppendorf putket, lot: H176812G, Eppendorf 

• Centrifuge 5804 R- sentrifuugi, serial no. 5805 00328, Eppendorf 

• Milli-Q Synthesis A10 laboratoriovesi, serial no. F4SN02246G, MERCK. 

 

Taulukko 3. Tuotannon eri vaiheiden näytteet ja niiden ajankohta 

Näyte Näytteenotto ajankohta 

1.1 Näyte otettu lämpökäsittelyn ja 1. sentri-
fugoinnin jälkeen. 1.2 

1.3 Näyte otettu lämpökäsittelyn ja 2. sentri-
fugoinnin jälkeen. 1.4 

2.1 
Näyte otettu Kromatografia 2 vaiheen jäl-

keen. 2.2 

3.1 Näyte otettu Kromatografia 3 vaiheen jäl-
keen. 3.2 

4.1 Näyte otettu Kromatografia 4 vaiheen jäl-
keen. 4.2 

5.1 Lopputuote ilman glyserolia. Säilytys + 4°C. 

5.2 Lopputuote ilman glyserolia. Säilytys -20°C. 

 

5.1 Proteiinikonsentraation määritys 

Polymeraasituotannon jälkeen määritettiin näytteiden proteiinikonsentraation kahdella 

menetelmällä, Qubit protein assayllä ja Bradford-menetelmällä. Proteiinikonsentraation 
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määrää tarvittiin SDS-PAGE- ja LC-MS-analyysejä varten, joten sitä suoritettiin ensim-

mäisenä. 

5.1.1 Qubit-mittaukset 

Qubit-mittauksissa käytetyt reagenssit ja mittavälineet: 

• Qubit Protein Assay kit 100 assays, Lot: 2096748, Invitrogen by Thermo Fisher 

Scientific 

• Qubit Assay putket, Lot: I3027, Invitrogen by Thermo Fisher Scientific 

• Qubit 3.0 Fluorometri, Serial no.2321600466, Invitrogen by Life Technologies. 

Qubit-mittaukset suoritettiin Qubit protein assay -manuaalin mukaan, jossa ensimmäi-

senä valmistetaan ohjeiden mukaisesti Qubit protein -puskuria, jonka reagenssit olivat 

valmiina kitissä, standardeja ja näytteitä varten. Mittausta varten yhteistilavuus on 200 

µl, josta 180–199 µl on valmistettu puskuri ja loput proteiininäytettä tai standardia. Kitissä 

oli 3 BSA-standardia, jotka mitattiin ennen proteiininäytteitä. 0,5 ml PCR-putkiin pipetoi-

tiin 190 µl puskuria ja 10 µl standardeja, vorteksoitiin 2–3 sekuntia ja annettiin inkuboida 

huoneenlämmössä 15 minuuttia. Inkuboinnin jälkeen putket asetettiin Qubit 3.0 -fluoro-

metriin ja mitattiin standardit. Kun laite oli kalibroitu standardeilla, proteiininäytteet val-

mistettiin samalla tavalla ja mitattiin konsentraatio. Proteiininäytteet oli laimennettu 1:10 

ultrapuhtaalla vedellä ennen kuin pipetoitiin puskuriin. Mitattu tulos kerrottiin laimennos-

kertoimella, jotta saadaan näytteen kokonaiskonsentraatio.  

5.1.2 Bradford-mittaukset 

Bradford-proteiinikonsentraation määrityksessä käytetyt reagenssit ja mittavälineet:  

• Bradford Reagenssi, Lot: HC99689306, Merck 

• BSA 10 mg/ml (R-21), Lot: 70, Thermo Fisher Scientific 
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• Evolution 60S spektrofotometri, Serial no. 2R3P060001, Thermo Fisher Scientific 

• 1,5 ml semi-micro kertakäyttö kyvetit, Lot: F 334-7, PLASTIBRAND 

• DNA LoBind putket 5.0 ml, Lot: G172708J, Eppendorf. 

Bradford-mittaukset suoritettiin Merck Millipore Corporationin Bradford Protein assay ki-

tin manuaalin mukaan. Ensimmäisenä valmistettiin BSA-standardit laboratorioveteen vä-

lillä 0,1–1,4 mg/ml. Tuotanto vaiheiden proteiininäytteet laimennettiin suhteella 1:10 la-

boratorioveteen. Näytteitä ja standardeja pipetoitiin koeputkeen 50 µl, joihin lisättiin 2,5 

ml Bradford -värireagenssia. Nollanäytteenä käytettiin 50 µl laboratoriovettä. Absorbans-

siarvo mitattiin spektrofotometrillä aallonpituudella 595 nm. Spektrofotometri säädettiin 

nollaksi tyhjällä kyvetillä (ilma). Mitatuista absorbanssiarvoista näytteistä ja standar-

deista vähennetään nollanäytteen absorbanssiarvo, jolloin saadaan lineaarinen standar-

disuora. Standardisuora piirrettiin BSA-standardinäytteistä Excel-ohjelmistolla, jonka 

avulla saatiin laskettua proteiininäytteiden konsentraatio standardisuoran yhtälön avulla. 

Laskettu konsentraatio kerrottiin laimennoskertoimella, jotta saadaan näytteen kokonais-

konsentraatio. 

Suoritettiin proteiinikonsentraatio mittaukset myös edellisille DNA-polymeraasituotan-

toerille. Edellisten erien lisäksi määritettiin konsentraatiot modifioiduista DNA-polyme-

raasituotteista (Tuotteet 2.1, 2.2 ja 3) ja PCR master mix -liuoksesta (MM), joka sisältää 

DNA-polymeraasia. Edelliset tuote 1 näytteet ja modifioidut näytteet mitattiin eri päivinä 

käyttäen eri standardeja.  

5.2 Geelielektroforeesi 

SDS-PAGE työssä käytetyt reagenssit ja laitteet: 

• NuPAGETM 4–12% Bis-Tris geeli, 1,0 mm x 10 well, Lot: 19062070, exp: 

18.10.2020, Invitrogen by Thermo Fisher Scientific 
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• NuPAGETM LDS Sample Buffer (4X), Lot: 2083421, exp: 14.04.2020, Invitrogen 

by Thermo Fisher Scientific 

• MOPS (3-Morpholinopropane-1-sulfonic acid) SDS Running Buffer (20X), Lot: 

2080985, exp: 05.2020, Novex by Life technologies 

• ProSieve Quadcolor Protein marker 4,6–300 kDa, Lot: 00086017, Prosieve 

• 1 M DTT (Ditiotreitoli) 

• Digital Dry Bath inkubaattori, Serial no. 1250 48453, BOEKEL SCIENTIFIC 

• XCell SureLock elektroforeesi kammio, Serial no. 080715-0437, Invitrogen by 

Thermo Fisher Scientific 

• WEALTEC Elite 200 virtalähde, Serial no. E2W0140, Wealtec Corp. 

• Incubation Trays 10 x 14 cm, Cat no. LC2102, Invitrogen by Thermo Fisher Sci-

entific. 

Proteiinikonsentraation määritys tulokset vaihtelivat Qubit- ja Bradford-menetelmien vä-

lillä, jossa Qubit-mittauksissa konsentraatio ei muuttunut näytteiden välissä. Tämän takia 

Bradford-menetelmällä saadut tulokset ovat luotettavampia, ja laimennokset gee-

lielektroforeesi analyysiä varten laimennetaan Bradford-tuloksien mukaan. Elektroforee-

sinäytteet valmistettiin ohjeiden mukaisesti, jolloin elektroforeesi näytteen kokonaistila-

vuudeksi saatiin 10 µl. Elektroforeesi näyte sisältää proteiininäytteen lisäksi 2,5 µl LDS- 

näytepuskuria, 1 µl 1µm DTT -pelkistävä reagenssi ja laboratoriovettä 10 µl:aan. Näyt-

teet asetettiin 70°C:n kuivalämpöhauteessa 10 minuuttia. Valmistettiin MOPS SDS-ajo-

puskuria 1 litraa ohjeiden mukaisesti. Geeli asetettiin XCell SureLock Mini-Cell -elektro-

foreesi kammioon, johon lisättiin ajopuskuria yläosaan n. 200 ml ja alaosaan. 600 ml. 

Proteiinistandardi ja näytteet pipetoitiin kaivoihin kutakin 10 µl, jonka jälkeen geelit ajet-

tiin 50 minuutiksi 200 V:n jännitteellä. Ajon jälkeen geeleille tehtiin hopeavärjäys.  
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SDS-PAGE-työssä käytettiin valmis NuPAGE 4–12 % Bis-Tris -proteiinigeeli, jossa mak-

simi pipetoitava proteiinimäärä on 0,5 µg/kaivo. Proteiininäytteet laimennettiin ultra-

puhtaalla vedellä, jolloin saatiin proteiinimääräksi 0,3–0,5 µg/kaivo (Taulukko 4). 

 

 

Taulukko 4. Jokaisen näytteen geelille pipetoitu proteiinimäärä. Suluissa on merkitty jokaisen 
tuotteen eränumero. Tähdellä merkittyjen näytteiden Bradford-absorbanssiarvot 
oli standardisuoran ulkopuolella, joten konsentraatioiden tarkka määrä saattaa poi-
keta. Taulukossa 3 on näytteiden 1.1–5.2 tiedot 

Näyte (Lot) 
Geeliin lisätty proteiini, 

µg/kaivo 

1.1 0,343 

1.2 0,430 

1.3 0,492 

1.4 0,479 

2.1 0,341 

2.2 0,338 

3.1 0,403 

3.2 0,517 

4.1 0,366 

4.2 0,398 

5.1 0,484 

5.2 0,350 

Tuote 1 (28) 0,449 

Tuote 1 (30) 0,451 

Tuote 1 (31) 0,311 

Tuote 1 (33) 0,437 

Tuote 1 (34) 0,355 

Tuote 1 (35) 0,470 

Tuote 2.1 (40) 0,644 

Tuote 2.2 (11 0,341 

Tuote 3 (42) * 0,408 

MM (32) * 0,348 
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5.3 Hopeavärjäys 

Hopeavärjäyksessä käytetyt reagenssit ja mittavälineet: 

• SilverQuest silver staining kit, Lot: 2064503, Invitrogen by Life technologies: 

o SilverQuest Sensitizer, Lot: 2064504  

o SilverQuest Stainer, Lot: 2064506 

o SilverQuest Developer, Lot:2064507 

o SilverQuest Developer enhancer, Lot: 2064508  

o SilverQuest Stopper, Lot: 2064509 

• Etikkahappo ≥ 99%, Lot: SZBD2830V, Sigma-Aldrich  

• Etax A etanoli min. 94%, Lot: 19071, ALTIA Oyj 

• Tasoravistelija VSR23, Serial no. 0452 06759, GRANT BOEKEL 

• Incubation Trays 10 x 14 cm, Cat no. LC2102, Invitrogen by Thermo Fisher Sci-

entific. 

Hopeavärjäys suoritettiin SilverQuest Silver Staining -kitin Basic Staining Protocol -oh-

jeiden mukaisesti, jonka mukaan valmistettiin viisi eri liuosta. Alla olevassa taulukossa 

on lueteltu värjäysliuokset ja niiden sisältö (Taulukko 5). Yhtä elektroforeesigeeliä kohti 

valmistettiin 100 ml jokaista liuosta. 
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Taulukko 5. Hopeavärjäysliuokset ja määrä yhtä geeliä kohden 

Hopeavärjäysliuokset Sisältö ja määrä 

Fixing-liuos Etanoli 40 ml, etikkahappo 10 ml ja vettä 100 ml:iin 

Sensitizing-liuos Etanoli 30 ml, Sensitizer 10 ml ja vettä 100 ml:iin 

Staining-liuos Stainer 1 ml ja vettä 100 ml:iin 

Developing-liuos Developer 10 ml, Developer enhancer 1 pisara ja vettä 100 ml:iin 

Stop-liuos Stopper 10 ml (Lisätään Developing-liuoksen päälle) 

Pesu liuos 30 ml Etanolia ja vettä 100 ml:iin 

SDS-PAGE-ajon jälkeen geeli poistettiin kasetista ja huuhdeltiin ultrapuhtaalla vedellä 

värjäysastiassa. Hopeavärjäysliuosten valmistelun jälkeen liuoksia lisättiin geeliin 100 ml 

alla olevan virtauskaavion mukaan (Kuva 10). Jokaisen vaiheen jälkeen geeliä huuhdel-

tiin ultrapuhtaalla vedellä ennen seuraavan liuoksen lisäystä. Kaikissa vaiheissa geeli oli 

tasoravistelijassa, jotta liuokset vaikuttavat koko geelin pintaan. 

 

Kuva 10. Hopeavärjäyksen virtauskaavio 
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Kehitys-liuoksen lisäyksen jälkeen proteiinijuovat alkoi muodostua geelissä ja kun ha-

luttu väri intensiteetti oli saavutettu, lisättiin lopetus-liuosta 10 millilitraa kehitys-liuoksen 

päälle ja annettiin sekoittua 10 minuuttia. Viimeisen pesun jälkeen geeli oli valmis ja sitä 

säilytettiin ultrapuhtaassa vedessä, kuivumisen estämiseksi. 

5.4 Trypsiinidigestio 

Trypsiinidigestio suoritettiin Thermo Scientificin In-Solution Tryptic Digestion and Guani-

dination -kitin ohjeiden mukaisesti. DNA-polymeraasinäytteiden lisäksi digestio tehtiin 

myoglobiinille. Proteiini näytteiden valmistaminen massaspektri mittauksiin suoritettiin 

seuraavat vaiheet: 

1. proteiinin denaturaatio 95°C:ssa 5 minuuttia 

2. alkylaatio huoneenlämmössä pimeässä 20 minuuttia 

3. digestio 37°C:ssa 5–24 tuntia 

4. guanidinaatio 65°C 12 minuuttia. 

Trypsiinidigestiossa käytetyt reagenssit ja mittavälineet: 

• In-Solution Tryptic Digestion and Quanidination kit, Lot: UB280718, Thermo Sci-

entific 

o PierceTM Trypsin Protease, MS Grade, 20 µg, Lot: UD280686 

o Trypsin Storage Solution, 50 µl, Lot: UA281259 

o Ammonium Bicarbonate, 50 mg, Lot: TK278736 

o No-WeightTM DTT, 7,7 mg, Lot: TJ271901 
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o Iodoacetamide (IAA), 500 mg, Lot: TK278737 

o O-Methylisourea Hemisulfate Salt (OMI), 400 mg, Lot: UA281375 

o Ammonium Hydroxide (30 %), 1 ml, Lot: UA280290 

• trifluoroetikkahappo (TFA) 10 X 1 ml Sequencing Grade, Lot: UE280423, Thermo 

Scientific 

• analyysivaaka XSR105, Serial no. B903104702, Mettler Toledo.  

Valmistettiin tarvittavat kitissä olevat reagenssit ja puskurit ohjeiden mukaisesti, jotka on 

lueteltu alla olevassa taulukossa 6. Liuokset valmistettiin ennen työn alkua ja säilytettiin 

ohjeiden mukaisesti. Ainoastaan alkylaatio puskuri valmistettiin juuri ennen käyttöä, sillä 

se ei ole säilytyskelpoinen. 
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Taulukko 6. Trypsiinidigestiossa käytettyjen reagenssien valmistusohje 

Puskurit ja reagenssit Sisältö ja valmistus 

Trypsiini-kantaliuos 

Kylmäkuivattuun Pierce Trypsin protease -liuos pulloon lisättiin 

20 µl Trypsin Storage solution. Liuosta jaettiin neljään erään, 

jokaisen erän tilavuus on ~5 µl. Säilytys -20 °C:ssa. 

Aktivoitu trypsiini 

Yksi erä trypsiini-kantaliuosta sulatetaan jäissä, jota laimenne-

taan 10 kertaiseksi lisäämällä ultrapuhdastavettä 45 µl (loppu-

konsentraatio ~100 ng/µl. Säilytys -20 °C:ssa. 

Digestiopuskuri 

Punnittiin 10 mg ammoniumbikarbonaattia, jota liuotettiin 2,5 

ml:aan ultrapuhtasvedellä (loppukonsentraatio ~50 mM). Säily-

tys 4 °C:ssa. 

Pelkistyspuskuri 

No-Weight DTT putkeen lisättiin 500 µl ultrapuhdasvettä (lop-

pukonsentraatio ~100 mM). Säilytys -20 °C:ssa. 

Alkylaatiopuskuri 

Punnittiin 9 mg Iodoacetamide (IAA), johon lisättiin 500 µl ultra-

puhdasvettä (loppukonsentraatio ~100 mM). Putki käärittiin fo-

liolla, suojaamaan valolta. 

Guanidinaatio-reagenssi 

Punnittiin 50 mg O-Methlyisourea hemisulfate -reagenssia, jota 

liuotettiin 51 µl:aan ultrapuhtaallavedellä. Säilytys -20 °C:ssa. 

Proteiinidigestio aloitettiin pipetoimalla 0,5 ml putkeen 15 µl digestio-puskuria ja 1,5 µl 

pelkistyspuskuria. Tähän lisättiin 5 µl 1:10 laimennettua proteiininäytettä ja lisättiin ultra-

puhdasta vettä, kunnes lopputilavuus on 27 µl. Putken sisältö vorteksoitiin ja inkuboitiin 

95 °C:ssa 5 minuuttia ja annettiin jäähtyä. Putkeen lisättiin juuri valmistettua alkylaa-

tiopuskuria 3 µl ja putket käärittiin foliolla ja annettiin inkuboida huoneenlämmössä 20 

minuuttia. Putkeen lisättiin 1 µl aktivoitua trypsiiniä ja inkuboitiin 37 °C:ssa 3 tuntia, jonka 

jälkeen lisättiin vielä 1 µl aktivoitua trypsiiniä ja inkuboitiin 30 °C:ssa yön yli. 

Digestion jälkeen tehtiin guanidinaatio, jossa näytteeseen lisättiin 10 µl ammoniumhyd-

roksidia ja 6 µl guanidinaatio-reagenssia. Liuos sekoitettiin vorteksoimalla ja inkuboitiin 

65 °C:ssa 12 minuuttia. Reaktio pysäytettiin inkuboinnin jälkeen lisäämällä 3 µl TFA:ta.  
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Pipetoidut 5 µl:n proteiini näytteet sisälsivät eri määrän proteiinia, joten loppunäytteet 

laimennettiin LC-MS-analyysiä varten, kunnes kaikkien näytteiden ainemäärä on ~100 

fmol/µl. 

5.5 Nestekromatografia-massaspektrometrian parametrit ja menetelmä 

Työssä käytetyt laitteet, reagenssit ja tarvikkeet: 

• Easy-nLC 1000 nestekromatografi, serial no. LC-011432, Thermo Fisher Scien-

tific 

o Acclaim PepMap 100 kolonni, 75 µm x 2 cm, nanoViper. C18, 3µm. Serial 

no. 148878, Thermo Fisher Scientific 

• EASY Spray Ion Source ionilähde, serial no. ES060200, Thermo Fisher Scientific 

o EASY-Spray PepMap kolonni, C18, 3 µm, 75 µm x 15 cm. Serial no. 

221192, Thermo Fisher Scientific 

• Q Exactive HF Hybrid Quadrupole-Orbitrap massaspektrometri, Serial no. 

05214L, Thermo Fisher Scientific 

• Acetonitrile Optimal LC/MS grade, Lot: 1990675, Fisher Scientific 

• Formic acid ≥99.9% for LC-MS, Lot: DK641408 

• 0,2 ml Skirted 96-well Robotic Plate, AB-1300, Thermo Fisher Scientific 

• Sealing Tape, Clear Polyester 236370, Lot: SPD364G, Thermo Fisher Scientific 

• Myoglobin from equine skeletal muscle, Lot: SLBR4632V, Sigma-Aldrich. 
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Menetelmä testattiin myoglobiiniproteiinilla, jossa LC-parametrit määritettiin Easy-Spray 

-kolonnin laadunvalvontaraportin mukaan, jossa on testattu trypsiinidigestoitu BSA (50 

fmol/µl). Myoglobiini valmistettiin ja laimennettiin ultrapuhtaalla vedellä + 0,1 % muura-

haishappoliuoksella pitoisuuteen 100 fmol/µl. Myoglobiini ajettiin 4 rinnakkaista näytettä, 

joista 2 onnistui. Digestoidut DNA-polymeraasinäytteet laimennettiin ultrapuhtaalla ve-

dellä + 0,1 % muurahaishappoliuoksella pitoisuuteen ~100 fmol/µl.  

Toimitushäiriön vuoksi sopivat näyte vialit eivät saapuneet ajoissa, joten jouduttiin käyt-

tämään 0,2ml 96-well PCR -kuoppalevyjä, jotka soveltuivat nestekromatografi-laittee-

seen. Näytteitä pipetoitiin 10 µl kuoppaan, jonka jälkeen levy peitettiin Sealing -teipillä. 

Nollanäytteenä käytettiin vesi + 0,1 % muurahaishappoliuos. 

Nestekromatografian eri asetuksia testattiin yhteensä 8 eri asetusta, jossa muutettiin 

mm. gradienttia ja ionisaation asetuksia. Kaikki menetelmät eivät onnistuneet täysin, 

mutta muutamasta näytteestä saatiin tuloksia käyttäen taulukoiden 7 ja 8 asetuksia. 

Alla olevassa taulukoissa on nestekromatografian ja ESI-kolonnin asetukset, jota käytet-

tiin optimoinnin jälkeen. 

 

 

Taulukko 7. Nestekromatografin ja ESI-ionisaation asetukset 

Kolonni Acclaim PepMap 100, 75 µm x 2 cm, nanoViper. C18, 3µm 

Injektio tilavuus 1 µl 

Virtausnopeus 20 µl/min 

Injektioliuos Vesi + 0,1 % muurahaishappoa 

Liikkuva faasi A Vesi + 0,1 % muurahaishappoa 

Liikkuva faasi B Asetonitriili + 0,1 % muurahaishappoa 

Injektioneulan pesuliuos Vesi + 0,1 % muurahaishappoa 

Ionisaatio kolonni EASY-Spray PepMap, C18, 3 µm, 75 µm x 15 cm 

Ionisaatio sumutus jännite  1,90 kV 

Ionisaatiokammion lämpötila 35°C 
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Alla olevassa taulukossa on nestekromatografian gradientti. Gradientin virtausnopeus oli 

250 nl/min. 

Taulukko 8. Nestekromatografin gradientti 

Aika (min) Liikkuva faasi A (%) Liikkuva faasi B (%) 

0:00 98 2 

15:00 55 45 

20:00 55 45 

25:00 10 90 

30:00 10 90 

31:00 98 2 

Näytteille tehtiin kokonaisionivirta määritys (TIC), jotta testattaisiin menetelmän toimivuu-

den taulukon 9 asetuksilla. Koska tuloksia ei saatu kaikista näytteistä, ei voitu tutkia näyt-

teitä tandem-massaspektrometrialla. 

Taulukko 9. Massaspektrometrian asetukset 

Scan Type Full MS 

Scan range 150 - 2000 m/z 

Resolution 120 000 

Polarity Positive 

Micro scan 1 

Capillary temp.  275°C 

Method duration 20 min 

S-lens RF level 55.0 

DNA-polymeraasin aminohapposekvenssi syötettiin laskuriin [11], joka antoi teoreettiset 

massat peptideille (Liite 1). Näitä massoja verrattiin saatujen tuloksien mukaan. 
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6 Tulokset 

6.1 Proteiinikonsentraatio 

Proteiinikonsentraatiomäärityksessä Qubit-mittaukset eivät vaikuttaneet luotettavilta, 

koska näytteiden konsentraatio oli lähes identtinen (Taulukko 10) kaikissa näytteissä. 

Bradford-mittauksissa näytteiden konsentraatio arvo oli vaihteleva, joten siitä laskettuja 

konsentraatioarvoja käytettiin muissa analyyseissä.  

Taulukko 10. Qubit menetelmällä mitatut konsentraatio tulokset 

Qubit mittaustulokset 

Näyte konsentraatio (mg/ml) 

1.1 3,96 

1.2 3,96 

1.3 3,96 

1.4 3,96 

2.1 3,98 

2.2 3,58 

3.1 3,98 

3.2 3,98 

4.1 3,92 

4.2 3,92 

5.1 3,98 

5.2 3,98 

 

Taulukossa 11 on BSA-standardien absorbanssiarvot aallonpituudella 595 nm, josta on 

vähennetty ohjeiden mukaisesti nollanäytteen (blank) absorbanssiarvo. BSA-näytteistä 

piirrettiin standardisuora pitoisuuden funktiona (kuva 11). 
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Taulukko 11. BSA-proteiinistandardien absorbanssiarvot, josta on vähennetty nollanäytteen ab-
sorbanssiarvo 

Standardit 

BSA 
(mg/ml) 

Absorbanssi, A (595 
nm) 

ASTD-
Ablank 

0 0 0 

0,2 0,854 0,277 

0,4 1,050 0,473 

0,6 1,211 0,634 

0,8 1,384 0,807 

1 1,523 0,946 

1,2 1,615 1,038 

1,4 1,834 1,257 

Blank 0,577   

BSA-näytteiden absorbanssiarvoista, josta on vähennetty nollanäytteen arvo, piirrettiin 

standardisuora pitoisuuden funktiona (kuva 11). 

 

Kuva 11. Standardisuora BSA näytteistä 

y = 0,845x + 0,0875
R² = 0,9851
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Taulukossa 12 on listattu tuotantoprosessin eri vaiheiden näytteiden (kts. Taulukko 3) 

lasketut konsentraatiot. Konsentraatioarvot laskettiin standardisuoran yhtälön avulla. Ab-

sorbanssiarvoista on myös vähennetty ohjeiden mukaisesti nollanäytteen (blank) absor-

banssiarvo. 

Taulukko 12. Näytteiden absorbanssiarvot ja standardisuoran avulla lasketut konsentraatioarvot 

Näyte Absorbanssi, A (595 nm) Anäyte-Ablank Konsentraatio (mg/ml) 

1.1 0,906 0,329 2,86 

1.2 0,967 0,390 3,58 

1.3 1,011 0,434 4,10 

1.4 1,002 0,425 3,99 

2.1 1,025 0,448 4,27 

2.2 1,021 0,444 4,22 

3.1 1,232 0,655 6,72 

3.2 1,392 0,815 8,61 

4.1 1,438 0,861 9,15 

4.2 1,506 0,929 9,96 

5.1 1,346 0,769 8,07 

5.2 1,404 0,827 8,75 

Blank 0,577     

Jokaisen puhdistusvaiheen jälkeen epäpuhtauksien määrä vähenee, jolloin proteiinikon-

sentraatio kasvaa jokaisen puhdistusvaiheen jälkeen. Tämä huomataan taulukossa 12, 

jossa konsentraatio kasvaa kromatografia 4 -vaiheeseen asti (näytteet 4.1 ja 4.2). Kro-

matografia 4:n jälkeen lopputuotetta suodatetaan, mikä voi selittää proteiinikonsentraa-

tion pienen laskun (näytteet 5.1 ja 5.2). 

Taulukossa 13 on edellisten tuotanto erien ja modifioitujen DNA-polymeraasien lasketut 

konsentraatioarvot. Edelliset tuotantoerät ja modifioidut näytteet on mitattu eri päivinä 

käyttäen eri päivinä valmistettuja BSA-standardeja. 
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Taulukko 13. DNA polymeraasi erien (Tuote 1), sekä modifioitujen DNA polymeraasien (Tuot-
teet 2.1, 2.2 ja 3) konsentraatio arvot. Tähdellä merkityt polymeraasi ja PCR mas-
ter mix (MM) absorbanssiarvo oli standardi arvojen alapuolella, joten konsentraatio 
ei ole tarkka. 

Näyte (Lot) Konsentraatio (mg/ml) 

Tuote 1 (28) 7,49 
Tuote 1 (30) 11,27 
Tuote 1 (31) 5,18 

Tuote 1 (33) 7,28 
Tuote 1 (34) 5,92 

Tuote 1 (35) 7,83 
Tuote 2.1 (40) 8,05 
Tuote 2.2 (11) 3,41 

Tuote 3 (42) 0,82* 
MM (32) 0,07* 

DNA-polymeraasi (Tuote 1) erissä on suuri vaihtelu proteiinikonsentraatiossa, eli tuotan-

non saanto voi vaihdella, jopa kaksinkertaisesti. DNA-polymeraasikonsentraatio vaihtelu 

ei välttämättä vaikuta DNA-polymeraasin toimintaan, sillä sitä tuotetaan aktiivisuusarvon 

mukaisesti.  

6.2 Geelielektroforeesi 

SDS-PAGE-analyyseissä on käytetty NuPage 4–12% Bis-Tris -gradienttigeeli, jossa Bis-

Tris -pitoisuus vaihtelee geelin eri kohdissa. Tässä työssä käytetylle geelille oli tilattu 

sopiva proteiinistandardi, mutta toimitushäiriöiden vuoksi standardi ei saapunut. Tästä 

johtuen on käytetty toisenlainen proteiinistandardi, jonka standardit näkyvät geel issä hie-

man väärässä paikassa. Koska tässä työssä tutkitaan puhtautta, tarkka proteiininmassa 

ei ole merkitsevä. DNA-polymeraasin massa on ~94 kDa, mutta SDS-PAGE testeissä 

se näkyy hieman yli 100 kDa:n alueella. 

Alla olevassa kuvassa näkyy hopeavärjätty geeli tuotannon eri vaiheiden näytteistä.  
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Kuva 12. Hopeavärjätty geeli tuotannon eri vaiheiden näytteistä. Kaivossa 9 on pipetoitu laimen-
tamaton DNA polymeraasin lopputuote. Nuolen osoittama juova on DNA polyme-
raasientsyymi 

Geelistä huomataan, että lopputuotteessa on polymeraasin lisäksi toinen proteiini 250–

300 kDa:n alueella. Tässä työssä haluttiin selvittää tuotanto erien välistä puhtautta, joten 

ajettiin tuotantovaiheiden näytteet uudelleen, mutta tällä kertaa hopeavärjäys intensiteet-

tiä lisättiin (kuva 13). 
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Kuva 13.  Hopeavärjätty geeli tuotannon eri vaiheiden näytteistä, jossa hopeavärjäys annettiin 
vaikuttaa pitempään aikaan. 

 

Kun hopeavärjäyksen intensiteettiä lisättiin, niin epäpuhtaudet näkyivät paremmin. Ku-

vissa 12 ja 13 huomataan, että jokaisen puhdistus vaiheen jälkeen epäpuhtauksien ja 

ylimääräisten proteiinien määrä vähenee. Kun hopeavärjäyksen kehitysvaihe pidennet-

tiin, proteiinijuoviin tarttuu enemmän hopea molekyylejä, mikä johtaa proteiinijuovien 

pyöreään muotoon. Kun kehitysvaihe pidennetään, silloin ei saada näkyviin juovien oi-

kea muoto, mutta hyötynä on epäpuhtauksien parempi näkyvyys. 

 

Tämän jälkeen ajettiin edelliset DNA-polymeraasi erät ja uusimman erän loppunäytteet 

5.1 ja 5.2 (Lot 37). Tässä vertailtiin erien välistä puhtauseroa (kuva 14). 

 



36 

 

 

Kuva 14. Hopeavärjätty geeli DNA-polymeraasin (Tuote 1) eri tuotantoeristä. Numerot merkitse-
vät tuotantoerien numerot, jossa erä 37 oli uusin tuotettu erä, mikä säilytettiin kahdessa 
eri lämpötilassa ilman glyserolia. Muista vanhemmista eristä oli konsentroitu glyseroli 
pois. 

 

Tuotantoerien välinen ero on pieni, mutta se on huomattavissa. Väri Intensiteetin perus-

teella voidaan todeta tiettyjen näytteiden sisältävän hieman enemmän epäpuhtauksia 

kuin toiset. Esimerkiksi näytteissä 30 ja 35 huomataan väri intensiteetin olevan vahvempi 

eri kDa alueilla. Väri intensiteetin vaihtelu voi johtua pipetoidusta proteiinimäärästä, 

mutta esimerkiksi näytteiden 28 ja 30 pipetoitu määrä on lähes sama (0,449 ja 0,451 µg) 

ja niissä on silti vaihtelua.  
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Kuvassa 15 on vertailtu DNA-polymeraasista modifioidut tuotteet (Tuotteet 2.1, 2.2 ja 

3.0), sekä PCR master mix (MM). 

 

Kuva 15. Hopeavärjätty geeli DNA-polymeraasin eri tuotteista. Suluissa oleva numero on erän 
numero 

Modifioidut DNA-polymeraasituotteet ovat saman näköisiä kuin ei modifioitu DNA-poly-

meraasi. Modifioiduissa tuotteissa huomataan myös epäpuhtaudet samoilla kDa alueilla. 
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6.3 Nestekromatografia-massaspektrometria 

LC-MS ajoista suurin osa ei onnistunut, joka huomattiin nestekromatografian kromato-

grammeissa. Kuvassa 16 on onnistunut myoglobiini näytteen analyysi. 

 

Kuva 16. TIC- kromatogrammi ja massaspektri myoglobiini näytteestä. 

Myoglobiini rinnakaisia näytteitä oli yhteensä 4, jotka oli käsitelty samalla tavalla. Ku-

vassa 17 on myoglobiinin epäonnistunut ajo, vaikka on ajettu samoilla asetuksilla.  
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Kuva 17. TIC- kromatogrammi (yläpuolella) ja massaspektri (alapuolella) myoglobiini näytteestä. 
Kyseessä on rinnakaisnäyte kuvan 16 näytteestä, joka oli käsitelty samalla tavalla. 

Menetelmää testattiin DNA-polymeraasinäytteisiin, jossa huomattiin sama ongelma tu-

loksien kanssa (kuvat 18 & 19). Analyysi suoritettiin seitsemälle eri tuotantoerän tuot-

teille. Osa näytteiden LC-erotus oli onnistunut ja osa näytteistä LC-erotus oli onnistunut 

osittain. Onnistuneet näytteet testattiin uudestaan samoilla asetuksilla, mutta tulokset 

vaihtelivat.  
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Kuva 18. DNA-polymeraasi (erä 30) näytteen TIC- kromatogrammi ja massaspektri. Tässä on 
onnistunut LC-erottelu, jossa näkyy eri peptidien massat. 

 

Kuvissa 18 ja 19 on saman näytteen tulokset, jotka on ajettu samoilla asetuksilla eri 

aikoina. 
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Kuva 19. DNA-polymeraasi (erä 30) näytteen TIC- kromatogrammi ja massaspektri. Tässä on 
epäonnistunut LC-erottelu, jossa kromatogrammissa näkyy heikko signaali ja huono 
LC-erottelu. 

Onnistuneista ajoista tutkittiin saadut massafragmenttien massa arvot, joita vertailtiin 

teoreettisiin peptidimassoihin (Liite 1). Kuvassa 20 on esimerkki kolmesti varautuneesta 

massafragmentista, jota vertailtiin teoreettiseen peptidimassaan. 
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Kuva 20. DNA-polymeraasi (erä 30) massaspektristä on tutkittu peptidi retentioajalla 10,90.  

Kuvassa 20, piikki m/z = 709,3736 retentioajalla 10,90 min on [M+H] ioni, jonka varaus 

on +3. Tämän peptidin moolimassa saadaan laskettua kertomalla m/z-arvo varauksen 

lukuun. Tästä arvosta vähennetään protonien moolimassa, joka tässä tapauksessa on 3 

x [H] = 3 x 1,007. [3, s.194] 

 

Peptidin moolimassaksi saadaan 2125,1004, jota verrattiin teoreettiseen peptidimassa-

taulukkoon (liite 1), jossa löytyi peptidi samalla moolimassalla kahden desimaalin tark-

kuudella. Tämän peptidin massa on 2125,1036. Koska onnistuneista ajoista on löydetty 

DNA-polymeraasin peptidejä, voidaan totea, ettei ongelma ole digestiossa.  

 

Liitteessä 2 on esimerkkejä eri kromatogrammeista, jossa huomataan eroa eniten LC:n 

signaaleissa, mikä merkitsee stabiilisuusongelmaa LC-menetelmässä tai ionisaatiossa. 

LC-erottelu on kuitenkin onnistunut satunnaisesti jossain ajoissa, mikä tarkoittaa ionisaa-

tion olevan enemmän epästabiili. Proteiinikonsentraationmäärityksissä ja SDS-PAGE -

puhtaustesteissä huomattiin pienijä eroja erien välillä. Tämän ei kuitenkin pitäisi vaikut-

taa LC-MS -tuloksiin, sillä jos näytteessä on ylimääräinen proteiini, se näkyisi erillisenä 

piikkinä kromatogrammissa. Näin voidaan todeta, ettei näytteen sisältö vaikuta ionisoin-

tiin tai kromatografiseen erotteluun huomattavasti. Vaikka on testattu eri LC- ja ionisaa-

tio-asetuksia, ongelma ilmenee silti, joten on tutkittava ionisaatio asetuksia tarkemmin. 
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Näytteille oli tarkoitus tehdä tandemmassaspektrometria analyysi ja vertailla tuloksia tie-

tokantaan, mutta sitä varten ei saatu tuloksia. 

7 Johtopäätökset 

Työn tavoitteena oli tutkia DNA-polymeraasin ominaisuuksia ja tuotantoprosessia, tuo-

tantoerien erojen havaitsemiseksi ja tarvittaessa tuotannon optimoimiseksi. Tässä 

työssä saatiin paljon tietoja DNA-polymeraasiominaisuuksista ja tuotantoerien välisistä 

eroista. Konsentraation ja puhtaustestien perusteella tuotantoerät vaihtelevat hieman, 

mutta tämä vaihtelu ei ole näiden tuloksien perusteella merkitsevä. SDS-PAGE -tulok-

sien perusteella on ehdotettu tutkimaan ja tunnistamaan löydetyt proteiinit, niiden vaiku-

tuksen selvittämiseksi. Nämä proteiinit ja epäpuhtaudet tullaan tutkimaan tarkemmin 

mm. 2D-elektroforeesilla ja massaspektrometrian menetelmillä. Jos epäpuhtauksien vai-

kutuksen todetaan vaikuttavan lopputuotteeseen, tullaan muuttamaan tuotantoprosessia 

paremmaksi. Puhtaustestien perusteella on ehdotettu muutoksia tuotantoprosessiin. 

DNA-polymeraasi tuotannossa lopputuotteen konsentraatiolla ei ole raja-arvoa, vaan sitä 

tuotetaan aktiivisuusarvon mukaisesti. Tämän takia on ehdotettu tämän työn perusteella, 

että asetetaan raja-arvoja proteiinikonsentraatiolle laadunvalvontavaiheessa. Tämän 

työn tuloksien perusteella on saatu tärkeää tietoa mahdollisista vaikuttavista tekijöistä, 

jolle tullaan tekemään lisätutkimuksia. 

Vaikka LC-MS-menetelmän kehitys ei onnistunut täysin, on saatu alustava menetelmä 

DNA-polymeraasin tutkimiselle. Tässä työssä käytetty menetelmää käytetään pohjana 

tulevia testejä varten, jossa menetelmä optimoidaan ja kehitetään sopivaksi. Syy LC-

MS-tuloksien epäonnistumiseen on rajattu ionisaation stabiiliuuteen, jota tullaan tutki-

maan ja testaamaan. Stabiiliuusongelma voi johtua myös käytetystä nano-flowin neste-

kromatografista, sillä eräässä Melbournen yliopiston tutkimuksessa on vertailtu nano-

flowin ja tavallisen nestekromatografian eroja, jossa todettiin mm. retentioajan olevan 

enemmän stabiili tavallisessa nestekromatografiassa [12]. LC-erotusta on mahdollista 

myös parantaa lisäämällä ajoliuokseen trifluorietikkahappoa, vaikka siitä muodostunut 

massaspektri on heikompi [3, s.199]. LC-erotusta on saatu onnistumaan jostain näyt-

teistä, mikä merkitsee menetelmän olevan optimoinnin tarpeessa. 
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Opinnäytetyöstä on saatu hyödyllistä tietoa DNA-polymeraasientsyymistä ja pystytään 

suunnittelemaan jatkotutkimuksia tämän työn tulosten perusteella. On myös alustavasti 

kehitetty LC-MS-menetelmä, josta voi jatkaa optimointia. 
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LC-MS-tulosten variointi 

 

Kuva 21. DNA polymeraasi (erä 28) näytteen TIC- kromatogrammi ja massaspektri. Tässä on epäonnistunut LC-erottelu, jossa kromatogrammissa näkyy huono 

signaali. 
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LC-MS tulosten variointi 

 

Kuva 22. DNA polymeraasi (erä 37) näytteen TIC- kromatogrammi ja massaspektri. Tässä on epäonnistunut LC-erottelu, jossa kromatogrammissa näkyy huono 
signaali 
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LC-MS tulosten variointi 

 

Kuva 23. DNA polymeraasi (erä 28) näytteen TIC- kromatogrammi ja massaspektri. Tässä on osittain onnistunut LC-erottelu, jossa kromatogrammissa näkyy 

huono signaali retentioajalla 2–3



 

 

 

 


