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Opinnaytetyo toteutettiin Thermo Fisher Scientific Oy:n Vantaan toimipisteessa, Mikrobio-
logian divisioonan Food Safety Protection R&D osastossa. Osaston tehtaviin kuuluu mm.
kehittad PCR-tuotteita tunnistamaan patogeenisia mikro-organismeja ruokanaytteista.

Tyon tavoitteena oli tutkia DNA-polymeraasientsyymin ominaisuuksia ja tuotantoerakohtai-
sia eroja. DNA-polymeraasientsyymi tuotteesta halutiin kehittéa LC-MS-karakterisointime-
netelmia erojen tunnistamiseksi. DNA-polymeraasin ominaisuuksista tarkastellaan kon-
sentraatio, puhtaus ja rakenne. Proteiininkonsentraatio ja puhtaus maaritettiin Bradford- ja
SDS-PAGE -analyyseilla.

DNA-polymeraasin rakenteen tutkimista varten kehitettiin LC-MS-menetelma, jossa pystyt-
tiin tutkimaan entsymaattisesti pilkottuja peptideja. Tydssa osallistuttiin uusimman eran
tuotannossa, jossa tavoitteena on tutkia ja mahdollisesti optimoida tuotantoprosessia.

Tydsséa saatiin hyodyllista tietoa DNA-polymeraasin rakenteestaja vaihtelusta. Vaikka ta-
man tyon tulosten perusteella ei todettu vaihtelun olevan merkitsevd DNA-polymeraasin
toimintaan, sita tullaan tutkimaan lisaa.

LC-MS-menetelma ei onnistunut taysin aikarajoituksien vuoksi, ja vaatii menetelman opti-
mointia. LC-MS-menetelman osittaisen epéaonnistumisen syy on tutkittu, ja se on todettu
johtuvan osittain ionisaation stabiilisuudesta. Tassé tyossa kehitettyd menetelmaa tullaan
kayttamaan pohjana tulevissa jatkotutkimuksissa.

Opinnaytety6sta on saatu hyddyllista tietoa DNA-polymeraasientsyymistd ja pystytaan
suunnittelemaan jatkotutkimuksia taman tyon tulosten perusteella. On myos alustavasti ke-
hitetty LC-MS-menetelma, josta voi jatkaa optimointia.

Avainsanat DNA-polymeraasi, LC-MS, proteiinien karakterisointi
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This study was conducted at Thermo Fisher Scientific Oy Vantaa site, in microbiology divi-
sion’s Food Safety R&D department. One of this department’s responsibilities include de-
veloping PCR products to identify food pathogens.

The purpose of this study was to examine the properties of DNA polymerase enzyme and
its variations between different production lots. The aim was to develop an LC-MS method
to identify DNA polymerase’s composition. Properties of DNA polymerase that were tested
include concentration, purity and composition. This protein’s concentration and purity were
tested with Bradford and SDS-PAGE analysis methods.

An LC-MS method was developed to analyze the composition of digested DNA polymer-
ase peptides. The production of the newest lot was participated in, where the aimwas to
analyze and optimize the production process.

The LC-MS method didn’t fully work and requires further optimization. Reason for LC-MS
method’s failure was analyzed and determined to be partially due to stability issues in ioni-
zation. The developed method in this study will be used as a template for future studies.

In this study Important information was obtained about DNA polymerase’s composition and
variations. Despite this study’s results, the differences were determined to be not signifi-
cant to the performance of DNA polymerase. Further studies will be conducted to test the
significance of the variation. An LC-MS method was tentatively developed and only re-
quires further optimization.

Keywords DNA polymerase, LC-MS, characterization
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1 Johdanto

Taman tyon tavoitteena oli tutkia DNA-polymeraasientsyymin ominaisuuksia ja tuotan-
toerakohtaisia eroja. DNA-polymeraasientsyymi tuotteesta halutaan tutkia eroja tuotan-
toerien valissa, ja tarkoitus on kehittaa karakterisointi menetelmia erojen havaitsemiseksi
ja tunnistamiseksi. Proteiinin karakterisointiin kaytettin SDS-PAGE- ja LC-MS-menetel-

maa ja kaksi muuta eri menetelméa konsentraation maaritykseen.

Tuotantoprosessin aikana naytteita otettiin tutkittavaksi eri puhdistusvaiheissa ja vertail-
tiin proteiinin/entsyymin ominaisuuksia vanhojen tuotantoerien kanssa. Ty0 suoritettin
Thermo Fisher Scientific Oy:n Vantaan toimipisteessa MBD Food Safety Protection tut-
kimus ja tuotekehitys -osastossa. Kyseessa on yrityksen valmistama tuote, jota kayte-
tdan erilaisissa analyyseissd. Tavoitteena oli tarvittaessa muokata tuotantoprosessia
erojen minimoimiseksi ja kehittda LC-MS-menetelm& DNA-polymeraasientsyymin ana-

lysointiin.

2 DNA-polymeraasi

DNA-polymeraasi on entsyymi, joka syntesisoi DNA-molekyyleja DNA:n rakennusosista.
DNA-polymeraasi on tarkea entsyymi DNA:n replikaatiossa, silla se liittaa emaksia yksi
juosteiseen DNA:han. DNA-replikaatiossa kaksoiskierteinen DNA-juoste puretaan heli-
kaasientsyymill&, jolloin muodostuu kaksi yksijuostetta eli muodostuu kahdentumishaa-
rukka (kuva 1). Koska kaksoisjuoste on kaksisuuntainen, kun helikaasientsyymi purkaa
sita, niin muodostuu juoste suunnassa3’-5’ jatoinen juoste suunnassa5’-3’. Naita kahta
juostetta kutsutaan johtojuosteeksi (eng. Leading strand) ja jalkijuosteeksi (eng. Lagging
strand). DNA-polymeraasi lukee juostetta suunnassa 3’-5’ ja voi ainoastaan koodata
emaksia suunnassa 5'-3. DNA-polymeraasi voi koodata nukleotideja johtojuosteessa
jatkuvasti, mutta reaktion aloittamiseen tarvitaan DNA-primaasientsyymin tuottamia
alukkeita (eng. Primer). Alukkeet ovat lyhyitd noin 15-20 RNA-emaspareja, ja niiden
avulla polymeraasi pystyy aloittamaan DNA-synteesin. Jalkijuoste on vastakkaissuuntai-
nen verrattuna johtojuosteeseen, joten DNA-polymeraasi ei voi koodaa nukleotideja jat-
kuvasti. Jalkijuosteessa DNA-polymeraasi koodaa lyhyempid fragmentteja alukkeiden

valilla, ja naita kutsutaan Okazaki-fragmenteiksi. Monistumisen jalkeen, eksonukleaasi
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entsyymiirrottaa RNA-alukkeet Okazaki-fragmenttien vélista ja DNA-polymeraasi liittaa
tilalle vapaita nukleotideja. Lopuksi DNA-ligaasientsyymi liittdé kaikki fragmentit yhteen
ja muodostuu uusia DNA-kaksoisjuosteita. [1, s. 461]

Lagging DMNAligase DNA polymerase Free nucleotides Replication Template DNA
strand Joins the Okazaki Elongates the new Fork
fragments strand by incomporating

free nucleotides

; 1 |)?¢|_

5'
~
Leading DNA Helicase Topolsomerase
strand polymerase Unwinds the Relaxes the helix by making
double helix single-stranded breaks

Kuva 1. Kaavio DNA-replikaatiosta

DNA-polymeraasin toimintaa havaittiin ensimmaisté kertaa vuonna 1958, jolloin A. Korn-
berg havaitsi polymeraasientsyymi toimintaa E. Coli -kannasta. Tama polymeraasi ni-
mettiin Polymeraasi | (Pol I), myéhemmin havaittiin liséd DNA-polymeraaseja E. Coli -
kannasta, jossa jokaisella entsyymilla oli omat ominaisuudet. Nailla polymeraaseilla oli
erilaiset tehtavat DNA-replikaatiossa, esimerkiksi Pol | ja Pol lll syntetisoivat DNA:ta joh-
tojuosteessa ja jalkijuosteessa jatkuvasti tai epdjatkuvasti. DNA-polymeraasi, kuten Pol
Il, on tarke& entsyymi DNA:n korjauksessa. DNA:ssa voi olla vaurioitunut emas, joka
DNA-glykosylaasi tunnistaa ja poistaa, jolloin DNA-polymeraasi korvaa sen ehjalla
emaksella. [2, s. 558.]
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3 Karakterisointimenetelmat

Karakterisoinnilla tarkoitetaan halutun yhdisteen, molekyylin, kudoksen tai organismin
tunnistusta ja ominaisuuksien tarkastelua. Proteiinin karakterisoinnissa pyritaan tutki-
maan proteiinia sen rakenteen, koon ja puhtauden perusteella.

3.1 Trypsiinidigestio

Kun halutaan selvittaa proteiinista rakennetietoja, sité pilkotaan peptideiksi entsyymeilla.
Yleisin tapa pilkkoa peptidit on trypsiinientsyymilla, joka tunnistaa ketjusta tietyt amino-
hapot ja katkaisee proteiinit niiden kohdalta. Trypsiinidigestio katkaisee aminohappoket-
jun lysiinien ja arginiinien happopuolelta. Tasta syntyneita peptidien moolimassoja voi
daan verrata peptidikirjastoon, jolloin saadaan proteiini tunnistettua.[3, s. 196.]

LC-MS-analyyseja varten, tassa tydssa kaytetty kitti on suunniteltu saamaan optimaali-
set ja luotettavat tulokset massaspektrometrialla. Kitissé on reagenssit proteiinin pelkis-
tamiseen / alkylaatioon, digestioon ja guanidinaatioon. Proteiinin pelkistys ja alkylaatio
vahentaa tuntemattomien massojen ilmestymisté disulfidi-sidoksien muodostuessa ja
parantaa kysteiinia siséltavien peptidien detektoinnissa. Guanidinaatio on kemiallinen
modifikaatio-menetelma aminoryhmille proteiinissa. lonisoinnin tehostamiseksi, guanidi-
naatio muuntaa lysiinit homoarginiineiksi, jolloin saadaan parempi signaali lysiinia sisa-

tavista trypsiinidigestoituista peptidi-ioneista. [4]

3.2 Nestekromatografia-massaspektrometria

Nestekromatografia-massaspektrometria (LC-MS) on yhdistelmatekniikka, jossa néayte

erotellaan nestekromatografilla ja analysoidaan massaspektrilla.
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3.2.1 Nestekromatografia

Erittdin korkean erotyskyvyn nestegromatografia (UHPLC) on yksi kdytetyimmista ana-
lyysitekniikoista, joka kaytetadn sekd epéorgaanisten etta orgaanisten yhtisteiden erot-
tamisessa. Kromatografiassa yhdisteiden erottuminen perustuu tasapainoon. Kromato-
grafiakolonnissatapahtuu jakautuminen, jossa on liikkuva faasi ja statibnaéarifaasi, jotka
eivét liukene toisiinsa. Naytteen yhdisteet etenevaét liikkuvan faasin kanssa, heikosti sta-
tion&arifaasiin tarttuvat yhdisteet liikkuvat nopeammin likkkuvan faasin kanssa. Voimak-
kaasti stationaarifaasiin tarttuvat yhdisteet liikkuvat hitaammin liikkuvan faasin kanssa,
ja ndin saadaan erilaiset yhdisteet eroteltua niiden tasapainojen mukaan eri faaseissa.
Nestekromatografiassayleensa liikkuva faasi on nestemainen ja stationaarifaasi on kiin-
ted, mutta tdma vaihtelee erilaisten kolonnien valilla. [5, s. 153.]

Nestekromatografialla analysoidaan suurikokoisia orgaanisia molekyyleja, kuten proteii-
nit, aminohapot, lipidit ja suuret biologiset molekyylit. Nestekromatografiassa edellyte-
taan, ettd nayte liukenee sopivaan liuottimeen, silla naytteen ja liuottimen vélinen reaktio
voi vaikuttaa tuloksiin. Nestekromatografiassa pieni naytemaara, tilavuudeltaan muu-
tama kymmenen mikrolitraa, syotetdén injektorin avulla likkuvaan faasiin, joka on kape-
assa kapilaarissa korkeassa paineessa. Nayte kulkeutuu kolonniin, jossa on stationaari-
faasi, sielld yhdisteet erottuvat komponenteiksi. Laitteistossa on pumppu, jonka tehtava
on pumpata naytetté tasaisena virtana sykkeettomasti kolonnin lapi. 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

naytteesta ja halutusta herkkyydestéa. [5, s. 153—-154.]

3.2.2 Massaspektrometria

Massaspektrometria on herkka analyysimenetelmé, jossa tutkittava yhdiste ionisoidaan
ja sen massafragmentit erotellaan massa-varaussuhteen (m/z) mukaan. Massaspekitri
koostuu yleisesti ionisaattorista, massa-analysaattorista ja detektorista. Tyypillisesti kro-
matografion kytketty massaspektriin, joka erottelee yhdisteet ennenionisointia. lonisoin-
titekniikoita on monenlaisia, ja yksi yleisimmista kaytetyista tekniikoista, jota kaytetaan
tdssa tydssa, on sahkdsumutusionisointi (ESI, electronspray ionization). [5, s. 122-123]
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Kuvassa 2 on esitetty Q Exactive HF -massaspektrin rakenne ja toimintaperiaate. loni
soinnin jalkeen ionit johdatetaan S-linsseihin, jotka kohdistavat ioneja paremman herk-
kyyden saavuttamiseksi. Kohdistetutionit siirtyvat kaarevaan flatapoleen, joka suodattaa
neutraalit ionit pois muista ioneista. Kvadrupoli maaritetdan erottamaan haluttua ionia
muista ioneista, ellei kyseessa ole kaikkien ionien analysointi, jolloin kvadrupolin I&pi kul
kee kaikki ionit. Kvadrupolista ionit johdatetaan ja kerataan paketteina C-Trapiin, jossa
niiden liiketté stabiloidaan ja syotetdan orbiloukkuanalysaattoriin. Jos ioneja halutaan
fragmentoida, niitd johdatetaan HCD -t6rmayskammioon, joka fragmentoi ionit pienem-
maksi. Fragmentoidut ionit sitten johdatetaan orbiloukkuanalysaattorille C-Trapin kautta.

[6, Luku 3]
Collector C-trap Exit Lens  C-Trap Entrance Lens
HCD Collision Call C-Trap Splitlens Ouad Exit Lens Ouadrupole TK Lens Bant Flatapole
e |
! i I
I anVambikh —
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7 Lans | — Intar-flatapole Lans -
= == Injection Flatapole -
:E_L_ [ — —— — | e —
= = S-Lang Exit Lans -"/E %
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;/ff - Ka Capillary I
* Orbitrap =
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AP| Source :S

Kuva 2. Q Exactive HF massaspektrin rakenne [6]

3.2.3 Sahkodsumutusionisaatio

Sahkodsumutusionisaatio on pehmea ionisaatiotekniikka ja silla voidaan analysoida yh-
disteitd, joissa on heikkoja sidoksia. SAhkdsumutusionisaatiossa nestekromatografista
tullut liuos ajetaan ohuen kapillaarin lapi pienelld virtausnopeudella. Nayte sumutetaan
sumutuskammioon kaasuna, jatyppikaasua kaytetadn kuivaukseen. Koska kapillaarissa

on korkea jannite suhteessa sumutuskammioon, niin liuoksesta poistuu elektroneja ja
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eluointiliuoksesta muodostuu pienia sahkoisesti varattuja pisaroita (kuva 3). [5, s. 211-
212]]

Skimmers

To Mass
Spectrometer

- —

Anatytel/Elient
flow

»

(Byninge pump

T

ATMOSPHERIC PRESSURE

Pumping

Kuva 3. Séahkosumutusionisaation toimintaperiaate [7]

Liuottimen haihtuessa pisarat pienenevat ja séhkdvaraus keskittyy pienempaan tilaan.
Silloin pisaran varaustiheys kasvaa suureksi ja sahkéisen poistovoiman takia pisarat ha-
joavat pienemmiksi hiukkasiksi, ts. Coulombinen rajahdys (kuva 4). Pienet varautuneet
hiukkaset siirtyvat elektrodin avulla reién kautta kvadrupoliin ja detektoriin. [ 7]
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e Power Supply }—=

Kuva 4. lonien erottuminen séahkdsumutusionisoinnissa [7]
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3.2.4 Orbitrap massa-analysaattori ja -detektori

Massaspektrometriassa on monenlaisia massa-analysaattoreita, joista yleisimmat ovat
kvadrupoli-, lentoaikamassa-analysaattori ja Fourier-muunnosionisyklotroniresonanssi
(FT-ICR). Massa-analysaattorien tehtdva on erotella ja mitata ionien massa-varaus-
suhde (m/z), ja sopivan massa-analysaattorin valinta vaihtelee riippuen tutkittavasta
naytteesta ja halutusta herkkyydesta. Orbitrap tai orbiloukku on suhteellisesti uusi
massa-analysaattorityyppi, joka esitettiin ensimmaisté kertaa vuonna 1999. Orbilouk-
kuanalysaattori kayttaa tasajannitetta ionien manipulointiin ja analysaattori toimii myds
detektorina, jolloin ei tarvita erillista detektorilaitteistoa. Orbiloukkulaitteisto on erittéin
tarkka analysaattori, jolla saavutetaan korkea resoluutio ja massatarkkuus. [3, s. 49-50]

Orbiloukkuanalysaattori koostuu kahdesta elektrodista, jossa sisempi elektrodi on vért-
tinamuotoinen ja kahdesta segmenttistd muodostuva ulompi elektrodi on tynnyrinmuo-
toinen. Molemmat elektrodit ovat samansuuntaisia. Sisempaan elektrodiin johdettu jan-
nite aiheuttaa kvadrologaritmisen elektrostaattisen potentiaalin ionilouk un sisélla (kuva
5). lonit johdatetaan orbiloukkuanalysaattorille kuvan 5 punaisen nuolen osoittamasta
kohdasta. lonit saapuvat analysaattoriin kohtisuorassa elektrodien suuntaan nahden,
jossa ionit kulkevat ympyrarataa elektrodin ympari. lonien sisdantulokohta 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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Sisemman elektrodin potentiaali kasvatetaan hitaasti, jotta ionipaketit stabiloidaan ennen
detektointia. lonien oskillaatioliike aiheuttaa uloimman elektrodien segmenttien valilla
vaihtovirran, joka kasitelladn samalla tavalla kuin FT-ICR-tekniikka. Téasta 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-menetelma erottaa proteiinit niiden molekyylipainon mukaan polyakryyligeeliss,
kun siihen johdatetaan sahkévirtaa. Polyakryyliamidigeeli muodostuu akryyliamidin ja N-
N'-metyleenibisakryyliamidin polymeroituessa, jolloin N-N'-metyleenibisakryyliamidi
muodostaa ristisidokset polymeeriketjujenvaélille. Analyysia varten proteiinindytteisté de-
naturoidaan kuumentamalla (+95-100°C) detergentin (SDS) ja S-S-sidoksia pelkistdvan
reagenssin (beta- merkaptoetanoli) kanssa, jolloin proteiinit aukeavat sekundaari- ja ter-
tiadrirakenteesta lineaariseen primaariin muotoon. SDS on negatiivisesti varautunut de-
tergentti, joka sitoo ja antaa proteiineille negatiivisen varauk sen denaturaatiovaiheessa.
Lineaariset proteiinit likkuvat geelissa positiivista anodia kohti eri nopeuksilla, jossa pie-
nimmat proteiinit liikkuvat nopeammin kuin suuret proteiinit (kuva 6). Elektroforeesi
ajossa kaytetdan erilaisia puskureita, riippuen geelityypista [1, s. 87.]
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Kuva 6. Proteiinien kulku geelissa koon mukaan [1, s. 87.]

3.4 Hopeavarjays

SDS-PAGE-ajon jalkeen geelille tehddan hopeavarjays proteiinijuovien havaitsemiseksi
ja varjadmiseksi. Hopeavarjays on yksi selektiivisimmista detektiomene telmistd, jolla voi-
daan havaita proteiineja nanogramman tarkkuudella, joka on jopa 100 kertaa herkempi
kuin yleisesti kaytetty Coomassie Brilliant Blue -varjays. Menetelméa on tarkka, toistettava
ja antaa geelille melkein varitonta taustaa, joka auttaa proteiinien havaitsemista huomat-

tavasti. [8]

Téassa tyossa kaytetaan Life Technologiesin SilverQuest™ -hopeavarjays kittia, jolla voi
detektoida = 0,3 ng proteiinia. Onnistuneessa varjayksessa geeliin tulee vaalea tausta
(kuva 7).
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Kuva 7. Esimerkki geelin onnistuneesta hopeavarjayksesta.

Hopeavarjays perustuu pelkistysreaktioon, jossa hopea ionit pelkistyvéat metallihopeaksi
proteiinijuovissa. Tamanreaktiontakia proteiinijuovat saavat varinsa, jolloin niitéa voidaan
havaita. Taulukossa 1 on kuvailtu hopeavarjayksen vaiheet ja niiden tarkoitus. [8]

Taulukko 1. Hopeavarjayksen vaiheet ja niiden kuvaus [8]

Vaihe Reagenssi Selitys
Fix Fixative Poistaa ylimaaraiset ionit ja
detergentit geeliltd ja rajoit-
taa proteiinin poistumista

geelilta.
Sensitize Sensitizer Lisaa varjaykseen herkyytta
ja kontrastia.
Pesu Ultrapuhdas vesi Poistaa ylimaaraisen Sensiti-

zer -liuoksen ja rehydratisoi
geelin varjaysta varten.

Stain Stainer Yhdistda hopeaionit proteii-
niin ja muodostaa kuvan.
Pesu Ultrapuhdas vesi Poistaa ylimaarainen Stain
solution.
Develop Developer Pelkistaa hopeaionit metalli-

hopeaksi proteiini juovissa,
jolloin proteiini juovat muo-
dostuvat.
Stop Stopper Yhdistyy ylimaaraiseen hope-
aan, jotta varjaytyminen py-
sahtyy.
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3.5 Proteiinikonsentraation maaritys

Proteiinikonsentraation maarityksessa kaytetadn perinteista kolorimetrista Bradford-me-
netelmad ja fluorometristd Qubit-menetelmaa. Tydssa kaytetdan Merck Millipore Corpo-
rationin Bradford Protein assay -kittida ja Thermo Scientificin Qubit Protein assay -kittia.

3.5.1 Bradford-menetelma

Bradford-menetelma perustuu Coomassie Brilliant Blue G-250:n sitoutumiseen proteii
niin, jolloin maksimiabsorbanssi vaihtelee 465 nm:n ja 595 nm:n valisella aallonpituu-
della. Absorbanssiarvo aallonpituudella 595 nm on suoraan verrannollinen proteiinikon-
sentraatioon. Coomassie blue -variaine sitoutuu emaksiin ja aromaattisiin aminohappor-
hin. Bradford-menetelmassé valmistetaan kalibraationaytteitd homogeenisesta ja puh-
taasta proteiinista, yleisesti kaytetty proteiini on naudan seerumin albumiini (BSA). Stan-
dardiliuoksia valmistellaan tietylla konsentraatio valilla, tasséa tydssé konsentraatio vali
on 0,2-1,4 mg/ml. Standardiliuosten absorbanssiarvotmitataan aallonpituudella 595 nm,
jolloin tuloksista saadaan muodostettua standardisuora. Proteiinindytteen absorbas-
siarvo my6s mitataan, jolloin saadaan standardisuoran avulla laskettua proteiinikonsent-

raatio. [9]

3.5.2 Qubit-menetelma

Qubit Protein Assay -kitti on tarkoitettu kaytettavaksi Qubit Fluorometrin kanssa. Kitissa
on valmiit reagenssit ja BSA-standardit. Fluorometria kalibroidaan BSA-standardeilla,
jonka jalkeen naytetta laimennetaan laimennospuskuriin ja mitataan fluorometrilla. Me-
netelmalla pystyy mittaamaan 12,5 pg/ml — 5 mg/ml:n konsentraatioalueella. TA&méa me-
netelma toleroi yleisia kontaminaatteja, kuten pelkistysreagensseja, suoloja, aminohap-
poja tai DNA:ta. [10]
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4 DNA-polymeraasin tuotantoprosessi

DNA-polymeraasientsyymia 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 kuumennuskasittely, jotta varmistetaan solujen rikkoutu mista ja
solunsiséisten proteiinien vapautumista. Kuumennuskasittelyn jalkeen solususpensio

sentrifugoitiin ja keréattiin supernatantti puhdistusvaiheita varten.

Tuotanto-ohjeesta on tietyissa vaiheissatehty poikkeuksia, riippuen puhdistusvaiheiden
jalkeisista tuloksista. Jokaisen puhdistusvaiheen jalkeen mitattiin polymeraasiaktiivi-
suutta, jotta varmistetaan, etté nayte 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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Jokaisen puhdistusvaiheen jalkeen polymeraasista mitattiin aktiivisuusarvo, jotta varmis-

tetaan, ettéd nayte ei ole eluoitunut pois eri puhdistusvaiheista.

Taulukko 2.

Aktiivisuusmaaritysseos (45 pl)

10 pl

Aktivoitua DNA:ta (2 ug/ul)

5ul

10 X TAPS-puskuri

0,05 pl

100 mM dCTP

1l

10 mM (dATP, dGTP, dTTP)

0,5uCi

[alfa-32 P] ACTP (400 Ci/mmol)

Taytettadn 45 pl:ksi ddH,O:lla

Aktiivisuusmaarityksessa kaytetyt laitteet:

Aktiivisuusmaaritysseoksen valmistusohje yhta tutkittavaa entsyymia kohti

metropolia.fi
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e Tri-Carb 2810 TR -nestetuikelaskin, serial no. 0408095401, Perkin Elmer

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

DNA-polymeraasin aktiivisuus ilmoitetaan aktiivisuusyksikossa (U). Tassa yhteydessa
yksi yksikké maadritettiin tarkoittamaan se maaraa entsyymia, joka polymeroi 10 nmol
dNTP:ta DNA-saikeeksi 30 minuutissa +74 °C:n lampdétilassa. Tassa reaktiossa polyme-
raasi liittda templaattiin reaktioliuoksessa olevia nukleotideja templaatin maaradmassa
jarjestyksesséa. Tasta tuotteeksi syntyy pidentynyt DNA-sdie ja pyrofosfaatti. Aktiivisuu-
den maarityksessa kaytetaan perinteista suodatinpaperimenetelmad, jossa Yyksi
nukleotidi on leimattu radioaktiivisella 32P-isotoopilla. Taman jalkeen voidaan maarittaa
syntetisoituneenDNA:n maara TCA (trikloorietikkahappo) -saostuksella ja nestetuikelas-

kijalla.

DNA-polymeraasilaimennettiin ensin pitoisuuteen 0,02 U/ul polymeraasiaktiivisuusmaa-
ritysta varten. 1X-reaktiopuskuria kaytettiin laimennospuskurina, ja verrokkina maarityk-
sessda kaytettiin verrokkientsyymia, joka laimennettiin 1X-reaktiopuskurilla samaan pitoi-
suuteen kuin tutkittava polymeraasientsyymi. Reaktioputket ja entsyymilaimennokset pi-
dettiin jailla, kunnes aktiivisuusmaaritys alkaa. Aktiivisuusmaarityksessa pipetoitiin 5
laimennettua entsyymia 45 pl:aan aktiivisuusmaaritysseokseen ja sité sekoitettiin pipe-
tinkarjella nopeasti. Seos siirrettiin +74°C:n lampo6hauteeseen, jossa reaktio annettiin ta-
pahtua tasan 10 minuuttia, jonka jalkeen reaktio pysaytettiin lisdamalla 10 ul 60 mM
EDTA-liuostajasiirrettiin jaille. Totaali- ja taustanaytteisiin ei lisétty entsyymilaimennosta
eika reaktioita pidetty lamp6hauteessa, ja niihin liséttiin 15 pl 60 mM EDTA-liuosta.

Kun reaktio on pysaytetty, yksi entsyymilaimennoksien rinnakaisnaytteista pipetoitin 40
pl suodatinpaperikiekolle. Pipetoinnin jalkeen rinnakkaiset kiekot siirrettiin heti kierratet-
tyyn 10-prosenttiseen TCA-liuokseen. Tama toistettiin yksi entsyymilaimennos kerral-
laan, kunnes kaikista entsyymireaktioputkista on pipetoitu ndyte kiekoille ja kiekot siir-
retty TCA-liuokseen. Totaalinaytteista pipetoitiin 40 ul kiekoille, ja kiekot jatettiin poydalle
suojapleksintakana kuivumaan ja odottamaan nestetuikelaskentaa. Taustanaytteista pi-
petoitiin 40 pl kiekoille ja siirrettiin kylmédan 10-prosenttiseen TCA-liuokseen. Kiekkoja
pestiin TCA-liuoksessa 3 kertaa 15 minuutin ajan magneettisekoituksessa, jossa jokai
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sen 15 minuutin jakson jalkeen vaihdettiin pesuun uusi 10-prosenttisen TCA-liuos. Vi
meisin TCA-pesuliuos kaadettiin kayton jalkeen 2P TCA-liuokselle tarkoitettuun kierré-
tyspulloon, joka kaytettiin seuraavassa 32P-aktiivisuusmaarityksessa ensimmaisena pe-
suliuoksena.

TCA-liuoksella pestyt kiekot huuhdeltiin kaksi kertaa pienessd maarassa isopropanolia,
jonka jalkeen kiekot kuivattiin 10 minuutin ajan +65°C:nlampdkaapissa. Kuivauksen jak-
keen kaikkien kiekkojen (entsyymi-, totaali- ja taustanaytteet) radioaktiivisuutta maaritet-
tiin Tri-Carb 2810 TR -nestetuikelaskijalla kayttden 32P:lle tarkoitettua laskuohjelmaa ja
1 minuutin laskuaikaa. Kaikkien naytteiden CPM-arvot kerrottiin kertoimella 1,5, koska
kiekoille pipetoitiin vain 40 pl koko 60:n pl tilavuudesta. Tulokset laskettiin seuraavasti:

U/ml = (Cpmnayte — CPMtausta / CPMtotaali— CPMtausta) X (NMol dATP) x (1 U / 10 nmol) x (30
min / inkubointiaika) x laimennoskerroin x 20 (rektiotilavuus 50 pl ja aktiivisuus ilmoite-
taan 1 ml:aa kohti) x 4 (4dNTP:t&) / 2 (aktivoitu DNA-substraatti on kaksijuosteinen, jol-
loin on kaksi kohtaa, josta polymeraasi syntetisoi verrattuna alukkeelliseen DNA:han).

5 Tyon toteutus

Analyysit toteutettiin jokaisen tyon kitin ohjeiden mukaisesti. Vaarallisten reagenssien
kayttoturvallisuustiedotteisiin tutustuttiin ennen analyysien aloittamista, vaaratekijoiden
estamiseksi. Analyyseissa kaytettiin steriileja astioita ja valineitd kontaminaation esté-
miseksi. Jokaisen tyon reagenssit, mittavalineet ja laitteet on listattu jokaisen tydn osi-
ossa (5.1-5.6).

Naytteiden maara yhteensa on 18, josta 12 naytettd on tuotantoprosessin eri vaiheista
(Taulukko 3) ja 6 kpl edellisten tuotantoerien lopputuotteet. Tuotantoprosessin 12 nayt-
teesta puolet ovat rinnakkaisnaytteita, joten naytteita on otettu kuudesta eri vaiheesta.
Tuotettu erdn numero on 37 ja edellisten erien numerot ovat 28, 30, 31, 33, 34 ja 35.
Edellisten erien ndytteet oli sailytetty glyserolilla (50 % w/w), joten glyseroli konsentroitin
pois konsentraattorilla.

Yleisesti kaytetyt valineet 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: 1182238G, Eppendorf

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

Centrifuge 5804 R- sentrifuugi, serial no. 580500328, Eppendorf

Milli-Q Synthesis A10 laboratoriovesi, serial no. F4ASN02246G, MERCK.

Taulukko 3.  Tuotannon eri vaiheiden naytteet ja niiden ajankohta

Nayte Naytteenotto ajankohta

1.1

Nayte otettu lampokasittelyn ja 1. sentri-

1.2 fugoinnin jalkeen.

1.3 Nayte otettu lampokasittelyn ja 2. sentri-

1.4 fugoinnin jalkeen.

2 Nayte otettu Kromatografia 2 vaiheen jal-
2.2 keen.

3.1 Nayte otettu Kromatografia 3 vaiheen jal-
3.2 keen.

4.1 Nayte otettu Kromatografia 4 vaiheen jal-
4.2 keen.

5.1 Lopputuote ilman glyserolia. Sailytys + 4°C.
5.2 Lopputuote ilman glyserolia. Sailytys -20°C.

5.1 Proteiinikonsentraation maaritys

Polymeraasituotannon jalkeen maaritettiin naytteiden proteiinikonsentraation kahdella

menetelmalla, Qubit protein assaylla ja Bradford-menetelmalla. Proteiinikonsentraation
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maaraa tarvittiin SDS-PAGE- ja LC-MS-analyyseja varten, joten sita suoritettiin ensim-

maisena.

5.1.1 Qubit-mittaukset

Qubit-mittauksissa kaytetyt reagenssit ja mittavalineet:

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

¢ Qubit Assay putket, Lot: 13027, Invitrogen by Thermo Fisher Scientific

e Qubit 3.0 Fluorometri, Serial n0.2321600466, Invitrogen by Life Technologies.

Qubit-mittaukset suoritettiin Qubit protein assay -manuaalin mukaan, jossa ensimmai-
senda valmistetaan ohjeiden mukaisesti Qubit protein -puskuria, jonka reagenssit olivat
valmiina kitiss&, standardeja ja naytteita varten. Mittausta varten yhteistilavuus on 200
pl, josta 180-199 ul on valmistettu puskuri ja loput proteiinindytettatai standardia. Kitissa
oli 3 BSA-standardia, jotka mitattiin ennen proteiinindytteitd. 0,5 ml PCR-putkiin pipetoi-
tiin 190 pl puskuria ja 10 ul standardeja, vorteksoitiin 2—3 sekuntia ja annettiin inkuboida
huoneenlamm@ssa 15 minuuttia. Inkuboinnin jalkeen putket asetettiin Qubit 3.0 -fluoro-
metriin ja mitattiin standardit. Kun laite oli kalibroitu standardeilla, proteiininaytteet val-
mistettiin samalla tavalla ja mitattiin konsentraatio. Proteiininaytteet oli laimennettu 1:10
ultrapuhtaalla vedella ennen kuin pipetoitiin puskuriin. Mitattu tulos kerrottiin laimennos-

kertoimella, jotta saadaan ndytteen kokonaiskonsentraatio.

5.1.2 Bradford-mittaukset

Bradford-proteiinikonsentraation maarityksessa kaytetyt reagenssit ja mittavalineet:

e Bradford Reagenssi, Lot: HC99689306, Merck

e BSA 10 mg/ml (R-21), Lot: 70, Thermo Fisher Scientific
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e Evolution 60S spektrofotometri, Serialno. 2R3P060001, Thermo Fisher Scientific

e 1,5 ml semi-micro kertakaytto kyvetit, Lot: F 334-7, PLASTIBRAND

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

Bradford-mittaukset suoritettiin Merck Millipore Corporationin Bradford Protein assay ki
tin manuaalin mukaan. Ensimmaisena valmistettiin BSA-standardit laboratorioveteenva-
lilld 0,1-1,4 mg/ml. Tuotanto vaiheiden proteiininaytteet laimennettiin suhteella 1:10 la-
boratorioveteen. Naytteita ja standardeja pipetoitiin koeputkeen 50 pl, joihin lisattiin 2,5
ml Bradford -véarireagenssia. Nollanaytteenékaytettiin 50 pl laboratoriovetta. Absorbans-
siarvo mitattiin spektrofotometrilld aallonpituudella 595 nm. Spektrofotometri sdadettin
nollaksi tyhjalla kyvetilla (ilma). Mitatuista absorbanssiarvoista naytteista ja standar-
deistavAhennetdan nollandytteen absorbanssiarvo, jolloin saadaanlineaarinen standar-
disuora. Standardisuora piirrettin BSA-standardinaytteisté Excel-ohjelmistolla, jonka
avulla saatiin laskettua proteiinindytteiden konsentraatio standardisuoran yhtalon avulla.
Laskettu konsentraatio kerrottiin laimennoskertoimella, jotta saadaan naytteen kokonais-

konsentraatio.

Suoritettiin proteiinikonsentraatio mittaukset myos edellisile DNA-polymeraasituotan-
toerille. Edellisten erien lisdksi maaritettiin konsentraatiot modifioiduista DNA-polyme-
raasituotteista (Tuotteet 2.1, 2.2 ja 3) ja PCR master mix -liuoksesta (MM), joka siséltda
DNA-polymeraasia. Edelliset tuote 1 naytteet ja modifioidut naytteet mitattiin eri paivina

kayttéen eri standardeja.

5.2 Geelielektroforeesi

SDS-PAGE tydssa kaytetyt reagenssit ja laitteet:

e NUPAGE™ 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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o NuPAGE™ LDS Sample Buffer (4X), Lot: 2083421, exp: 14.04.2020, Invitrogen
by Thermo Fisher Scientific

e MOPS (3-Morpholinopropane-1-sulfonic acid) SDS Running Buffer (20X), Lot:
2080985, exp: 05.2020, Novex by Life technologies

e ProSieve Quadcolor Protein marker 4,6—300 kDa, Lot: 00086017, Prosieve

e 1M DTT (Ditiotreitoli)

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

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

Thermo Fisher Scientific

e WEALTEC Elite 200 virtalahde, Serial no. E2W0140, Wealtec Corp.

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

Proteiinikonsentraation maaritys tulokset vaihtelivat Qubit- ja Bradford-menetelmien va-
lilla, jossa Qubit-mittauksissa konsentraatio ei muuttunut naytteiden valissa. Tamantakia
Bradford-menetelmalla saadut tulokset ovat luotettavampia, ja laimennokset gee-
lielektroforeesi analyysia varten laimennetaan Bradford-tuloksien mukaan. Elektroforee-
sindytteet valmistettiin ohjeiden mukaisesti, jolloin elektroforeesi naytteen kokonaistila-
vuudeksi saatiin 10 ul. Elektroforeesi nayte siséltaa proteiininaytteen liséaksi 2,5 pl LDS-
naytepuskuria, 1 ul 1um DTT -pelkistava reagenssi ja laboratoriovetta 10 pl:aan. Nayt-
teet asetettiin 70°C:n kuivalampdhauteessa 10 minuuttia. Valmistettin MOPS SDS-ajo-
puskuria 1 litraa ohjeiden mukaisesti. Geeli asetettiin XCell SureLock Mini-Cell -elektro-
foreesi kammioon, johon lisattiin ajopuskuria ylaosaan n. 200 ml ja alaosaan. 600 ml.
Proteiinistandardi ja naytteet pipetoitiin kaivoihin kutakin 10 ul, jonka jalkeen geelit ajet-
tiin 50 minuutiksi 200 V:n jannitteelld. Ajon jalkeen geeleille tehtiin hopeavarjays.
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SDS-PAGE-tydssa kaytettiin valmis NUPAGE 4-12 % Bis-Tris -proteiinigeeli, jossa mak-

simi pipetoitava proteiinimaéara on 0,5 pg/kaivo. Proteiinindytteet laimennettiin ultra-

puhtaalla vedelld, jolloin saatiin proteiinimaaréksi 0,3-0,5 pg/kaivo (Taulukko 4).

Taulukko 4.  Jokaisen naytteen geelille pipetoitu proteiinimaara. Suluissa on merkitty jokaisen
tuotteen eranumero. Tahdella merkittyjen naytteiden Bradford-absorbanssianot
oli standardisuoran ulkopuolella, joten konsentraatioiden tarkka maéra saattaa poi-

keta. Taulukossa 3 on naytteiden 1.1-5.2 tiedot

Geeliin lisatty proteiini,
Nayte (Lot) ug/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 Hopeavarjays

Hopeavarjayksessa kaytetyt reagenssit ja mittavalineet:

e 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

o Etikkahappo =299%, Lot: SZBD2830V, Sigma-Aldrich

e Etax A etanoli min. 94%, Lot: 19071, ALTIA Qyj

e Tasoravistelija VSR23, Serial no. 045206759, GRANT BOEKEL

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

Hopeavarjays suoritettiin SilverQuest Silver Staining -kitin Basic Staining Protocol -oh-
jeiden mukaisesti, jonka mukaan valmistettiin viisi eri liuosta. Alla olevassa taulukossa
on lueteltu vérjaysliuokset ja niiden sisaltd (Taulukko 5). Yhta elektroforeesigeelid kohti
valmistettiin 200 ml jokaista liuosta.
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Taulukko 5. Hopeavarjaysliuokset ja maara yhta geelia kohden

Hopeavarjaysliuokset [Sisaltd ja maara

Fixing-liuos Etanoli 40 ml, etikkahappo 10 ml ja vettd 100 ml:iin
Sensitizing-liuos Etanoli 30 ml, Sensitizer 10 ml ja vettda 100 ml:iin

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

Developing-liuos Developer 10 ml, Developer enhancer 1 pisara ja vetta 100 ml:iin
Stop-liuos Stopper 10 ml (Lisatd&n Developing-liuoksen paalle)

Pesu liuos 30 ml Etanolia ja vettéd 100 ml:iin

SDS-PAGE-ajon jalkeen geeli poistettiin kasetista ja huuhdeltiin ultrapuhtaalla vedella
varjaysastiassa. Hopeavarjaysliuostenvalmistelun jalkeen liuoksia liséttiin geeliin 200 ml
alla olevan virtauskaavion mukaan (Kuva 10). Jokaisen vaiheen jalkeen geelia huuhdel
tiin ultrapuhtaalla vedelld ennen seuraavan liuoksen lisaysté. Kaikissa vaiheissa geeli oli
tasoravistelijassa, jotta liuokset vaikuttavat koko geelin pintaan.

Pesu 30% etanchlla 10 min
Sensitizing-liucs 10 min
Pesu 30 % etanolilla 10 min
Pesu vedella 10 min
Staining-liuos 15 min
Pesu vedellda 1 min
Developing-liucs 4-3 min
Stop-liuos 10 min

Pesu vedella 10 min

Kuva 10. Hopeavarjayksen virtauskaavio
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Kehitys-liuoksen lisdyksen jalkeen proteiinijuovat alkoi muodostua geelissé ja kun ha-
luttu vari intensiteetti oli saavutettu, lisattiin lopetus-liuosta 10 millilitraa kehitys-liuoksen
paalle ja annettiin sekoittua 10 minuuttia. Viimeisen pesun jalkeen geeli oli valmis ja sita

sailytettiin ultrapuhtaassa vedessg, kuivumisen estamiseksi.

5.4 Trypsiinidigestio
Trypsiinidigestio suoritettiin Thermo Scientificin In-Solution Tryptic Digestion and Guani-
dination -kitin ohjeiden mukaisesti. DNA-polymeraasinaytteiden lisksi digestio tehtiin
myoglobiinille. Proteiini naytteiden valmistaminen massaspektri mittauksiin suoritettin
seuraavat vaiheet:

1. proteiinin denaturaatio 95°C:ssa 5 minuuttia

2. alkylaatio huoneenlammdssa pimeassa 20 minuuttia

3. digestio 37°C:ssa 5-24 tuntia

4. guanidinaatio 65°C 12 minuuttia.

Trypsiinidigestiossa kaytetyt reagenssit ja mittavélineet:

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

entific

o Pierce™ Trypsin Protease, MS Grade, 20 ug, Lot: UD280686

o Trypsin Storage Solution, 50 ul, Lot: UA281259

o Ammonium Bicarbonate, 50 mg, Lot: TK278736

o No-Weight™MDTT, 7,7 mg, Lot: TJ271901
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o lodoacetamide (IAA), 500 mg, Lot: TK278737

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

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

o trifluoroetikkahappo (TFA) 10 X1 ml Sequencing Grade, Lot: UE280423, Thermo
Scientific

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

Valmistettiin tarvittavat kitissa olevat reagenssit ja puskurit ohjeiden mukaisesti, jotka on
lueteltu alla olevassa taulukossa 6. Liuokset valmistettiin ennen tydn alkua ja sailytettin
ohjeiden mukaisesti. Ainoastaan alkylaatio puskuri valmistettiin juuri ennen kayttoa, sila
se ei ole sailytyskelpoinen.
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Taulukko 6.  Trypsiinidigestiossa kaytettyjen reagenssien valmistusohje

Puskurit jareagenssit |Sisaltd ja valmistus

Kylmékuivattuun Pierce Trypsin protease -liuos pulloon lisattiin
20 pl Trypsin Storage solution. Liuostajaettiin neljaan eraan,

Trypsiini-kantaliuos  |jokaisen eran tilavuus on ~5 pl. Sailytys -20 °C:ssa.

Yksi era trypsiini-kantaliuosta sulatetaan jaissa, jota laimenne-
taan 10 kertaiseksi lisaéamalla ultrapuhdastavetta 45 ul (loppu-

Aktivoitu trypsiini konsentraatio ~100 ng/pul. Sailytys -20 °C:ssa.

Punnittiin 10 mg ammoniumbikarbonaattia, jota liuotettiin 2,5
ml:aan ultrapuhtasvedella (loppukonsentraatio ~50 mM). Saily-
Digestiopuskuri tys 4 °C:ssa.

No-Weight DTT putkeen lisattiin 500 pl ultrapuhdasvetta (lop-
Pelkistyspuskuri pukonsentraatio ~100 mM). Sailytys -20 °C:ssa.

Punnittiin 9 mg lodoacetamide (IAA), johon lisattiin 500 pl ultra-
puhdasvetta (loppukonsentraatio ~100 mM). Putki kaarittiin fo-
Alkylaatiopuskuri liolla, suojaamaan valolta.

Punnittiin 50 mg O-Methlyisourea hemisulfate -reagenssia, jota

Guanidinaatio-reagenssi |liuotettiin 51 pl:aan ultrapuhtaallavedella. Sailytys -20 °C:ssa.

Proteiinidigestio aloitettiin pipetoimalla 0,5 ml putkeen 15 pl digestio-puskuria ja 1,5
pelkistyspuskuria. Tdhan lisattiin 5 pl 1:10 laimennettua proteiininaytetta ja lisattiin ultra-
puhdasta vetta, kunnes lopputilavuus on 27 pl. Putken sisalt6 vorteksoitiin ja inkuboitin
95 °C:ssa 5 minuuttia ja annettiin jadhtya. Putkeen liséttiin juuri valmistettua alkylaa-
tiopuskuria 3 ul ja putket kadrittiin foliolla ja annettiin inkuboida huoneenlamméssa 20
minuuttia. Putkeen lisattiin 1 pl aktivoitua trypsiinid ja inkuboitiin 37 °C:ssa 3 tuntia, jonka

jalkeen liséttiin vield 1 pl aktivoitua trypsiinia ja inkuboitiin 30 °C:ssa yon yli.

Digestion jalkeen tehtiin guanidinaatio, jossa naytteeseen lisattiin 10 pl ammoniumhyd-
roksidia ja 6 pl guanidinaatio-reagenssia. Liuos sekoitettiin vorteksoimalla ja inkuboitin

65 °C:ssa 12 minuuttia. Reaktio pysaytettiin inkuboinnin jalkeen lisddmalla 3 pl TFA:ta.
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Pipetoidut 5 pl:n proteiini naytteet sisalsivat eri maaran proteiinia, joten loppunaytteet
laimennettiin LC-MS-analyysia varten, kunnes kaikkien naytteiden aineméaéra on ~100
fmol/pl.

5.5 Nestekromatografia-massaspektrometrian parametrit ja menetelma

Tyossa kaytetyt laitteet, reagenssit ja tarvikkeet:

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

o Acclaim PepMap 100 kolonni, 75 um x 2 cm, nanoViper. C18, 3um. Serial
no. 148878, Thermo Fisher Scientific

e EASY Spraylon Sourceionilahde, serialno. ES060200, Thermo Fisher Scientific

o EASY-Spray PepMap kolonni, C18, 3 pm, 75 um x 15 cm. Serial no.
221192, Thermo Fisher Scientific

e Q Exactive HF Hybrid Quadrupole-Orbitrap massaspektrometri, Serial no.
05214L, Thermo Fisher Scientific

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

e Formic acid 299.9% for LC-MS, Lot: DK641408

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

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

e Myoglobin from equine skeletal muscle, Lot: SLBR4632V, Sigma-Aldrich.
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Menetelma testattiin myoglobiiniproteiinilla, jossa LC-parametrit maéaritettiin Easy-Spray
-kolonnin laadunvalvontaraportin mukaan, jossa on testattu trypsiinidigestoitu BSA (50
fmol/pl). Myoglobiini valmistettiin ja laimennettiin ultrapuhtaalla vedella + 0,1 % muura-
haishappoliuoksella pitoisuuteen 100 fmol/pl. Myoglobiini ajettiin 4 rinnakkaista naytetta,
joista 2 onnistui. Digestoidut DNA-polymeraasinaytteet laimennettiin ultrapuhtaalla ve-

dellda + 0,1 % muurahaishappoliuoksella pitoisuuteen ~100 fmol/pl.

Toimitushairion vuoksi sopivat néyte vialit eivat saapuneet ajoissa, joten jouduttiin kayt-
tamaan 0,2ml 96-well PCR -kuoppalevyja, jotka soveltuivat nestekromatografi-laittee-
seen. Naytteitd pipetoitiin 10 pl kuoppaan, jonka jalkeen levy peitettiin Sealing -teipilla.
Nollanaytteena kaytettiin vesi + 0,1 % muurahaishappoliuos.

Nestekromatografian eri asetuksia testattiin yhteensa 8 eri asetusta, jossa muutettin
mm. gradienttia ja ionisaation asetuksia. Kaikki menetelméat eivat onnistuneet taysin,

mutta muutamasta naytteesta saatiin tuloksia kayttaen taulukoiden 7 ja 8 asetuksia.

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

tiin optimoinnin jalkeen.

Taulukko 7.  Nestekromatografin ja ESl-ionisaation asetukset

Kolonni Acclaim PepMap 100, 75 um x 2 cm, nanoViper. C18, 3um
Injektio tilavuus 1 ul

Virtausnopeus 20 pl/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

lonisaatio kolonni EASY-Spray PepMap, C18, 3 um, 75 um x 15 cm

lonisaatio sumutus jannite 1,90kV

lonisaatiokammion lampétila | 35°C
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Alla olevassataulukossa on nestekromatografian gradientti. Gradientin virtausnopeus oli

250 nl/min.

Taulukko 8.  Nestekromatografin gradientti

Aika (min) | LiikkuvafaasiA (%) | LiikkuvafaasiB (%)
0:00 98 2
15:00 55 45
20:00 55 45
25:00 10 90
30:00 10 90
31:00 98 2

Naytteille tehtiin kokonaisionivirta maaritys (TIC), jotta testattaisiin menetelman toimivuu-

dentaulukon 9 asetuksilla. Koska tuloksia ei saatu kaikista naytteista, ei voitu tutkia nayt-

teitd 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 syotettiin laskuriin [11], joka antoi teoreettiset

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

6.1 Proteiinikonsentraatio

Proteiinikonsentraatiomaarityksessa Qubit-mittaukset eivat vaikuttaneet luotettavilta,
koska naytteiden konsentraatio oli lahes identtinen (Taulukko 10) kaikissa naytteissa.
Bradford-mittauksissa naytteiden konsentraatio arvo oli vaihteleva, joten siita laskettuja

konsentraatioarvoja kaytettiin muissa analyyseissa.

Taulukko 10. Qubit menetelmalla mitatut konsentraatio tulokset

Qubit mittaustulokset
Nadyte | 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
vahennetty ohjeiden mukaisesti nollanaytteen (blank) absorbanssiarvo. BSA-naytteista
piirrettiin standardisuora pitoisuuden funktiona (kuva 11).
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Taulukko 11. BSA-proteiinistandardien absorbanssianot, josta on vihennetty nollanaytteen ab-

sorbanssiano

Standardit

BSA Absorbanssi, A (595 Aso-
(mg/ml) nm) Abank

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-néaytteiden absorbanssiarvoista, josta on vahennetty nollanaytteen arvo, piirrettin

standardisuora pitoisuuden funktiona (kuva 11).

o o = =
o ) [ [N) I

ASTD - Ablankl A

o
»

y =0,845x+0,0875

.
Cha

BSA standardisuora R2=0,9851
L
......... °
o
0.
o
POt
0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

BSA konsentraatio, mg/ml

Kuva 11. Standardisuora BSA naytteista
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Taulukossa 12 on listattu tuotantoprosessin eri vaiheiden naytteiden (kts. Taulukko 3)
lasketut konsentraatiot. Konsentraatioarvot laskettiin standardisuoran yhtéalénavulla. Ab-
sorbanssiarvoista on my6s vahennetty ohjeiden mukaisesti nollanéaytteen (blank) absor-

banssiarvo.

Taulukko 12. Naytteiden absorbanssiarvot ja standardisuoran awlla lasketutkonsentraatioarvot

Nayte Absorbanssi, A(595 nm) | Apie-Auiank | 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 jalkeen epadpuhtauksien maara vahenee, jolloin proteiinikon-
sentraatio kasvaa jokaisen puhdistusvaiheen jalkeen. TAma huomataan taulukossa 12,
jossa konsentraatio kasvaa kromatografia 4 -vaiheeseen asti (naytteet 4.1 ja 4.2). Kro-
matografia 4:n jalkeen lopputuotetta suodatetaan, miké voi selittdé proteiinikonsentraa-

tion pienen laskun (naytteet 5.1 ja 5.2).

Taulukossa 13 on edellisten tuotanto erien ja modifioitujen DNA-polymeraasien lasketut
konsentraatioarvot. Edelliset tuotantoerét ja modifioidut néytteet on mitattu eri paivina

kayttéaen eri paivina valmistettuja BSA-standardeja.
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Taulukko 13. DNA polymeraasi erien (Tuote 1), seka modifioitujen DNA polymeraasien (Tuot-
teet 2.1, 2.2 ja 3) konsentraatio arvot. Tahdella merkityt polymeraasi ja PCR mas-
ter mix (MM) absorbanssiano oli standardi arvojen alapuolella, joten konsentraatio

ei ole tarkka.

Nayte (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) erissé on suuri vaihtelu proteiinikonsentraatiossa, eli tuotan-
non saanto voi vaihdella, jopa kaksinkertaisesti. DNA-polymeraasikonsentraatio vaihtelu
ei valttamattéa vaikuta DNA-polymeraasin toimintaan, silla sité tuotetaan aktiivisuusarvon

mukaisesti.

6.2 Geelielektroforeesi

SDS-PAGE-analyyseisséa on kaytetty NuPage 4—-12% Bis-Tris -gradienttigeeli, jossa Bis-
Tris -pitoisuus vaihtelee geelin eri kohdissa. Tassa tydssa kaytetylle geelille oli tilattu
sopiva proteiinistandardi, mutta toimitushairididen vuoksi standardi ei saapunut. Tasta
johtuen on kéytetty toisenlainen proteiinistandardi, jonka standardit nékyvat geelissé hie-
man vaarassa paikassa. Koska tassa tydssa tutkitaan puhtautta, tarkka proteiininmassa
ei ole merkitseva. DNA-polymeraasin massa on ~94 kDa, mutta SDS-PAGE testeissa
se nékyy hieman yli 100 kDa:n alueella.

Alla olevassa kuvassa nakyy hopeavarjatty geeli tuotannon eri vaiheiden naytteista.
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Kuva 12. Hopeavarjatty geeli tuotannon eri vaiheiden naytteista. Kaivossa 9 on pipetoitu laimen-
tamaton DNA polymeraasin lopputuote. Nuolen osoittama juova on DNA polyme-

raasientsyymi

Geelistda huomataan, etté lopputuotteessa on polymeraasin liséksi toinen proteiini 250—
300kDa:n alueella. Tassatytssa haluttiin selvittaa tuotanto erien valista puhtautta, joten
ajettiin tuotantovaiheidennaytteet uudelleen, mutta télla kertaahopeavarjdys intensiteet-

tia lisattiin (kuva 13).
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Kuva 13. Hopeavarjatty geeli tuotannon eri vaiheiden naytteista, jossa hopeavarjays annettin
vaikuttaa pitempaan aikaan.

Kun hopeavarjayksen intensiteettia lisattiin, niin epapuhtaudet nakyivat paremmin. Ku-
vissa 12 ja 13 huomataan, etté jokaisen puhdistus vaiheen jalkeen epapuhtauksien ja
ylimaaraisten proteiinien maéara vahenee. Kun hopeavarjayksen kehitysvaihe pidennet-
tiin, proteiinijuoviin tarttuu enemman hopea molekyyleja, mik& johtaa proteiinijuovien
pyoéredaan muotoon. Kun kehitysvaihe pidennetdan, silloin ei saada nékyviin juovien oi-
kea muoto, mutta hydtyna on epapuhtauksien parempi nakywyys.

Taman jalkeen ajettiin edelliset DNA-polymeraasi erat ja uusimman eréan loppunéaytteet
5.1ja 5.2 (Lot 37). Tassa vertailtiin erien valista puhtauseroa (kuva 14).
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Kuva 14. Hopeavarjatty geeli DNA-polymeraasin (Tuote 1) eri tuotantoeristd. Numerot merkitse-
vat tuotantoerien numerot, jossa era 37 oli uusin tuotettu erd, mika sailytettiin kahdessa
eri lampdtilassa ilman glyserolia. Muista vanhemmista erista oli konsentroitu glyseroli
pois.

Tuotantoerien valinen ero on pieni, mutta se on huomattavissa. Vari Intensiteetin perus-
teella voidaan todeta tiettyjen naytteiden sisaltavan hieman enemman epapuhtauksia
kuin toiset. Esimerkiksi naytteissa 30 ja 35 huomataan variintensiteetin olevan vahvempi
eri kDa alueilla. Vari intensiteetin vaihtelu voi johtua pipetoidusta proteiinimaarasta,
mutta esimerkiksi naytteiden 28 ja 30 pipetoitu maara on lahes sama (0,449 ja 0,451 pg)

ja niissa on silti vaihtelua.
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Kuvassa 15 on vertailtu DNA-polymeraasista modifioidut tuotteet (Tuotteet 2.1, 2.2 ja
3.0), seka PCR master mix (MM).

Kuva 15. Hopeavarjatty geeli DNA-polymeraasin eri tuotteista. Suluissa oleva numero on eran
numero

Modifioidut DNA-polymeraasituotteet ovat saman nakoisia kuin ei modifioitu DNA-poly-
meraasi. Modifioiduissa tuotteissa huomataan myos epapuhtaudet samoillakDa 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 ndytteen analyysi.
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Kuva 16. TIC- kromatogrammi ja massaspektri myoglobiini ndytteesta.

Myoglobiini rinnakaisia naytteita oli yhteensa 4, jotka oli kasitelty samalla tavalla. Ku-

vassa 17 on myoglobiinin epdonnistunut ajo, vaikka on ajettu samoilla asetuksilla.
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Kuva 17. TIC- kromatogrammi (ylapuolella) ja massaspektri (alapuolella) myoglobiini naytteesta.
Kyseessa on rinnakaisnayte kuvan 16 naytteesta, joka oli kasitelty samalla tavalla.

Menetelméaa testattiin DNA-polymeraasinaytteisiin, jossa huomattiin sama ongelma tu-

loksien kanssa (kuvat 18 & 19). Analyysi suoritettiin seitsemalle eri tuotantoeran tuot-

teille. Osa naytteiden LC-erotus oli onnistunut ja osa naytteista LC-erotus oli onnistunut

osittain. Onnistuneet naytteet testattiin uudestaan samoilla asetuksilla, mutta tulokset

vaihtelivat.
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Kuva 18. DNA-polymeraasi (erd 30) naytteen TIC- kromatogrammi ja massaspektri. Tassa on
onnistunut LC-erottelu, jossa nékyy eri peptidien massat.

Kuvissa 18 ja 19 on saman naytteen tulokset, jotka on ajettu samoilla asetuksilla eri
aikoina.
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Kuva 19. DNA-polymeraasi (erd 30) naytteen TIC- kromatogrammi ja massaspektri. TAssa on
epaonnistunut LC-erottelu, jossa kromatogrammissa nakyy 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 (er& 30) massaspektrista 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. Taman peptidin moolimassa saadaan laskettua kertomalla m/z-arvo varauksen
lukuun. Tasta arvosta vahennetaan protonien moolimassa, jokatéssa tapauksessaon 3
x [H] = 3x 1,007. [3, 5.194]

Peptidin moolimassaksi saadaan 2125,1004, jota verrattiin teoreettiseen peptidimassa-
taulukkoon (liite 1), jossa loytyi peptidi samalla moolimassalla kahden desimaalin tark-
kuudella. Taman peptidin massa on 2125,1036. Koska onnistuneista ajoista on |dydetty

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

Liitteesséa 2 on esimerkkeja eri kromatogrammeista, jossa huomataan eroa eniten LC:n
signaaleissa, mika merkitsee stabiilisuusongelmaa LC-menetelmassa tai ionisaatiossa.
LC-erottelu on kuitenkin onnistunut satunnaisestijossain ajoissa, mika tarkoittaaionisaa-
tion olevan enemman epéstabiili. Proteiinikonsentraationmaaérityksissa ja SDS-PAGE -
puhtaustesteissa huomattiin pienija eroja erien valilla. T&man ei kuitenkin pitaisi vaikut-
taa LC-MS -tuloksiin, silla jos naytteessa on ylimaarainen proteiini, se nakyisi erillisena
piikkin& kromatogrammissa. N&ain voidaan todeta, ettei naytteen sisalt6 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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Naytteille oli tarkoitus tehd& tandemmassaspektrometria analyysi ja vertailla tuloksia tie-
tokantaan, mutta sita varten ei saatu tuloksia.

7 Johtopéaatokset

Tyon tavoitteena oli tutkia DNA-polymeraasin ominaisuuksia ja tuotantoprosessia, tuo-
tantoerien erojen havaitsemiseksi ja tarvittaessa tuotannon optimoimiseksi. Tassa
tyossa saatiin paljon tietoja DNA-polymeraasiominaisuuksista ja tuotantoerien valisista
eroista. Konsentraation ja puhtaustestien perusteella tuotantoerat vaihtelevat hieman,
mutta tdma vaihtelu ei ole naiden tuloksien perusteella merkitseva. SDS-PAGE -tulok-
sien perusteella on ehdotettu tutkimaan ja tunnistamaan l6ydetyt proteiinit, niiden vaiku-
tuksen selvittdmiseksi. Nama proteiinit ja epapuhtaudet tullaan tutkimaan tarkemmin
mm. 2D-elektroforeesilla ja massaspektrometrian menetelmilla. Jos epapuhtauksien vai-
kutuksen todetaan vaikuttavanlopputuotteeseen, tullaan muuttamaan tuotantoprosessia
paremmaksi. Puhtaustestien perusteella on ehdotettu muutoksia tuotantoprosessiin.
DNA-polymeraasituotannossa lopputuotteen konsentraatiolla ei ole raja-arvoa, vaan sita
tuotetaan aktiivisuusarvon mukaisesti. TAman takia on ehdotettu tamén tydn perusteella,
ettd asetetaan raja-arvoja proteiinikonsentraatiolle laadunvalvontavaiheessa. Taman
tyon tuloksien perusteella on saatu tarkeda tietoa mahdollisista vaikuttavista tekijoista,

jolle tullaan tekemaan lisatutkimuksia.

Vaikka LC-MS-menetelmén kehitys ei onnistunut tdysin, on saatu alustava menetelma
DNA-polymeraasin tutkimiselle. Tassa tydssa kaytetty menetelmaa kaytetadn pohjana
tulevia testeja varten, jossa menetelméa optimoidaan ja kehitetd&n sopivaksi. Syy LC-
MS-tuloksien epaonnistumiseen on rajattu ionisaation stabiiliuuteen, jota tullaan tutki-
maan ja testaamaan. Stabiiliuusongelma voi johtua my6s kaytetysta nano-flowin neste-
kromatografista, silla erdassa Melbournen yliopiston tutkimuksessa on vertailtu nano-
flowin ja tavallisen nestekromatografian eroja, jossa todettiin mm. retentioajan olevan
enemman stabiili tavallisessa nestekromatografiassa [12]. LC-erotusta on mahdollista
myds parantaa lisadmalla ajoliuokseen trifluorietikkahappoa, vaikka siitd muodostunut
massaspektri on heikompi [3, s.199]. LC-erotusta on saatu onnistumaan jostain nayt-

teistd, mika merkitsee menetelmén olevan optimoinnin tarpeessa.
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Opinnaytetyosta on saatu hyodyllista tietoa DNA-polymeraasientsyymista ja pystytaan
suunnittelemaan jatkotutkimuksia tAmén tydn tulosten perusteella. On my6s alustavasti
kehitetty LC-MS-menetelma, josta voi jatkaa optimointia.
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LC-MS-tulosten variointi
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Liite 2

Kuva 21. DNA polymeraasi (era 28) naytteen TIC- kromatogrammi jamassaspektri. Tassa on epaonnistunut LC-erottelu, jossa kromatogrammissa nakyy huono

signaali.
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Kuva 22. DNA polymeraasi (era 37) naytteen TIC- kromatogrammi jamassaspektri. Tassa on epaonnistunut LC-erottelu, jossa kromatogrammissa nékyy huono

signaali
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Kuva 23. DNA polymeraasi (eré 28) naytteen TIC- kromatogrammi ja massaspektri. TAssa on osittain onnistunut LC-erottelu, jossa kromatogrammissa nakyy
huono signaali retentioajalla 2—3
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