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Opinnaytetydssa tutkittiin, soveltuvatko hiuspinnirakenteiset Molecular Beacon -koettimet
eksonukleaasiaktiivisuuden osoittamiseksi naytteista rekombinanttiproteiinien
puhdistusprosessissa seké laadunvalvonnassa. Tutkimusty6 tehtiin Mobidiag Oy:n Espoon
toimipisteessa tuotannon yksikdssa. Yritys valmistaa PCR-tekniikkaan pohjautuvia
diagnostiikkatesteja kliinisen mikrobiologian laboratorioille kansainvalisesti.

Rekombinanttiproteiinin tuottosolut sisaltavat paljon erilaisia proteiineja ja DNA:ta, jotka ovat
ei-toivottuja epdapuhtauksia lopputuotteessa. Nama kontaminantit on puhdistettava
kohdeproteiinista, polymeraasientsyymistd, onnistuneiden PCR-reaktioiden tuottamiseksi.
Eksonukleaasit ovat yksi lopputuotetta kontaminoivista proteiineista. Nama entsyymit
pilkkovat DNA- ja RNA-juosteita niiden vapaista paista 3’- tai 5’-suuntaisesti. Tutkimuksissa
kaytettiin kolmea erilaista Molecular Beacon -koetinta, tylppapaista, 3’- sekd 5-hantaista,
joihin oli liitetty fluoroforiksi 6-FAM ja sammuttajamolekyyliksi lowa Black© FQ. Koettimien oli
tarkoitus  sailyttdéd  silmukkarakenteensa  reaktio-olosuhteissa ja  potentiaalinen
eksonukleaasiaktiivisuus havaittaisiin fluoresenssin nousuna, mikali eksonukleaasientsyymit
kykenisivat irrottamaan fluoroforin tai sammuttajamolekyylin.

Opinnaytetydssa tutkittin  kaupallisten puskureiden korvaamismahdollisuutta yhdella
puskurilla, Tag-puskurilla. Koetinseoksen kayttokonsentraatiota arvioitiin titrauksen avulla.
Tag-polymeraasin 5’-eksonukleaasiaktiivisuuden osoittamista reaktioista tutkittiin yksittaisilla
koettimilla sek& naiden seoksena. Liséksi analysoitiin Escherichia coli -bakteerin solulysaatin
vaikutusta tuloksiin  sellaisenaan ja ioninvaihtokromatografian avulla tuotettuina
eksonukleaasipitoisina fraktioina. Tuotetut fraktiot analysoitin my0ds radioaktiivisella
menetelmalla yrityksen tydohjeen mukaisesti.

Tutkimustulosten perusteella reaktiot oli mahdollista tuottaa onnistuneesti kaikissa
kaytetyissd puskureissa. Tag-polymeraasin 5’-eksonukleaasiaktiivisuus oli mahdollista
osoittaa puhtaammista naytteista, jotka eivat sisaltdneet paljon eksonukleaasiaktiivisuutta.
Seka tutkitulla fluoresoivalla menetelmalla etta yrityksessa kaytdssa olleella radioaktiivisella
menetelmalla saatiin samankaltaiset eksonukleaasiprofiilit kromatografian avulla tuotetuille
eluutiofraktioille. Taman opinndytetyon tuloksia tullaan hyddyntdmaan fluoresoivan
menetelman kayttdonottoa varten tehtavissa tutkimuksissa, joita tullaan kasittelemaan toisen
opinnaytety6n aiheena.

Avainsanat E. coli, eksonukleaasit, Molecular Beacon -koettimet, qPCR
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The purpose of this thesis work was to examine whether exonuclease activity from protein-
rich samples can be detected using a fluorescent method instead of a radioactive method.
This thesis work was made in collaboration with Mobidiag Oy, a company manufacturing
PCR-based diagnostic tests for clinical microbiology laboratories internationally.

Host cells for producing recombinant proteins contain a variety of endogenous proteins and
DNA that are unwanted impurities in the final product. These contaminants must be purified
from the polymerase target protein to produce successful PCR reactions. Exonucleases are
one type of proteins contaminating the final product. These enzymes cleave off nucleotide
bonds from the 3’ or 5’ ends of DNA and RNA chains.

This thesis work studied the suitability of hairpin shaped Molecular Beacon probes for exonu-
clease activity detection in the purification process and quality control of recombinant proteins.
Three different Molecular Beacon probes; blunt-ended, 3' and 5’ tailed with 6-FAM as a fluor-
ophore and lowa Black© FQ as a quencher molecule, were used in the examinations. The
probes were intended to retain their loop structure under the reaction conditions, and there-
fore the potential exonuclease activity could be detected as an increase in the fluorescence
if the exonucleases were able to release the fluorophore or the quencher molecule.

The work aimed to find out whether it is possible to demonstrate exonuclease activity from
protein-rich samples using this fluorescent method. The possibility of replacing the buffers
supplied with commercial exonucleases was examined with the Taq buffer. The optimal con-
centration of the probe mix was evaluated by titration. The 5’ exonuclease activity of Taq
polymerase was examined using single probes as well as a probe mix. The effect of Esche-
richia coli cell lysate on the results was examined using unpurified lysate and lysate purified
with ion exchange chromatography. The produced fractions were also analyzed with the ra-
dioactive method according to the company's instructions.

Based on the results of the study, the reactions were successful in all buffers. It was possible
to demonstrate the 5' exonuclease activity of Taq polymerase from the purer samples that did
not contain much exonuclease activity. When analyzing the chromatography fractions, similar
exonuclease profiles were obtained with both the fluorescent and radioactive methods. The
results of this thesis work will be utilized in an upcoming thesis study addressing the imple-
mentation of the fluorescent method in the company.

Keywords E. coli, exonucleases, Molecular Beacon probes, gPCR
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Lyhenteet

Ccv Column volume. Kolonnitilavuus.

Da Dalton, molekyylien koon yksikkd, joka vastaa lahes molekyylimassan
yksikkoa.

DNA Deoksiribonukleiinihappo.

dsDNA Double-stranded DNA. Kaksijuosteinen DNA.

FAM Fluoreseiinivariaine oligonukleotidikoettimissa.

FRET Fluorescence resonance energy transfer. Fluoresenssiresonanssin si-
irtoenergia.

FT Flow-through. Kromatografiassa kolonnista lapi tullut sitoutumaton
materiaali.

PCR Polymerase chain reaction. Polymeraasiketjureaktio.

gPCR Quantitative polymerase chain reaction. Kvantitatiivinen tai reaaliaikainen

polymeraasiketjureaktio.

RFU Relative fluorescence unit. Suhteellinen fluoresenssiyksikko.
RNA Ribonukleiinihappo.

RT Reverse transcriptase enzyme. Kaanteiskopioijaentsyymi.
ssDNA Single-stranded DNA. Yksijuosteinen DNA.

TE Tris-EDTA-liuos.

U Unit. Entsyymin katalyyttisen aktiivisuuden yksikko.
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1 Johdanto

Geenitekniikkaa hyddynnetaan monilla teollisuuden osa-alueilla, kuten elintarvikkeiden,
ladkkeiden  ja  teollisuusentsyymien  tuotannossa, tutkimustoiminnassa ja
diagnostiikassa. Laajin soveltamisalue on erityyppisten entsyymien tuottaminen
bakteeri- ja soluviljelmissa. [1, s. 134-135.] Bakteerit kasvavat nopeasti edullisissa
elatusaineissa ja tuottom&arat ovat moninkertaiset nisékassoluihin verrattuna.
Escherichia coli -bakteeri oli ensimmainen organismi, jossa tuotettiin vieraita proteiineja,
rekombinanttiproteiineja, jo 1970-luvulla. [2.] Rekombinanttiproteiinien
soluviljelytuotanto johtaa aina proteiinituotteeseen, joka on kontaminoitunut iséntésolun
DNA:lla [3] ja proteiineilla. Naiden kontaminanttien puhdistamiseksi on kehitetty erilaisia

menetelmia, kuten saostustekniikat seka nestekromatografinen erottelu.

Onnistunut molekyylibiologinen tutkimus vaatii puhtaita reagensseja, jotka eivat sisalla
nukleaaseja ja proteaaseja kontaminantteina [4]. PCR-reaktioihin tuotettujen proteiinien,
polymeraasientsyymien, on oltava erittdin puhtaita reaktioiden onnistumiseksi.
Nukleaasit ovat RNA- ja DNA-juosteita hajottavia entsyymeja. Nama jaotellaan eri
luokkiin: endonukleaaseihin, eksonukleaaseihin, DNaaseihin, RNaaseihin,
juostespesifisiin - nukleaaseihin sekd muihin nukleaaseihin. Eksonukleaasit ovat
entsyymeja, jotka pilkkovat DNA- tai RNA-juosteita vapaista paista 3’- tai 5’-suuntaisesti.
Eri eksonukleaaseilla on spesifiset substraatit, jotka ovat yksi- tai kaksijuosteista DNA:ta
tai RNA:ta. [5.] Nykyisen kirjallisuuden mukaan E. coli -bakteerista on tunnistettu 17 eri
DNA-eksonukleaasia. Eksonukleaaseja on puhdistettu jo 1960-luvun alkupuolelta

biokemiallisesti ja ne on pyritty luokittelemaan niiden ominaisuuksien perusteella. [6.]

Opinnaytetyd tehtiin Mobidiag Oy:n Espoon toimipisteessa tuotannon yksikossa.
Mobidiag Oy on suomalais-ranskalainen bioteknologian yritys, joka valmistaa ja
markkinoi PCR-tekniikkaan pohjautuvia testeja infektiotautien diagnostiikkaan.
Opinnaytetydn aiheena oli tutkia, soveltuuko fluoresoiva menetelma eksonukleaasien
havaitsemiseen proteiinipitoisista naytteista puhdistusprosessissa seka
laadunvalvonnassa. Menetelmassa kaytettiin kolmea erilaista Molecular Beacon -
koetinta, tylppapaista, 3’- ja 5-hantaistd, jotka koostuivat kuuden nukleotidin

silmukkaosasta ja 14 emasparin mittaisista toisilleen komplementaarisista varsista
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(vastakkaiset nukleiinihappojuosteet, jotka sitoutuvat toisiinsa). 3’- ja 5’-hantaisilla
koettimilla hannat koostuivat 12 nukleotidista. Koettimiin oli liitetty kaksi fluoresoivaa
varimolekyylid, 6-karbofluoreseiini ja lowa Black© FQ. Potentiaalisten eksonukleaasien
pilkkoessa koettimien juosteita varimolekyylit irtoaisivat, mik& johtaisi detektoitavaan

fluoresenssimuutokseen.

2 Rekombinanttiproteiinien tuotto ja puhdistus

Proteiinit eli valkuaisaineet ovat typpipitoisia orgaanisia yhdisteitd, joilla on erilaisia
tehtdvia soluissa, ja niiden kemialliset ominaisuudet ovat hyvin monimuotoisia.
Aminohapot muodostavat kovalenttisin sidoksin polypeptideja, joista proteiinit koostuvat.

Naiden makromolekyylien molekyylipaino vaihtelee 30-500 kilodaltoniin. [7.]

Rekombinanttiproteiinit ovat natiivien proteiinien manipuloituja muotoja. Niita tuotetaan
eri tavoin proteiinituotannon kasvattamiseksi, geenisekvenssien muokkaamiseksi sekéa
hyodyllisten kaupallisten tuotteiden valmistamiseksi. Kiinnostuksen kohteena olevan
proteiinin geeni eristetddn, yleensa lahetti-RNA:sta kdanteiskopioitu DNA, ja se liitetaan
ekspressiovektoriin, joka tukee geenin ilmentamistd tuottosolussa. [8.]
Ekspressiovektorit voidaan transformoida eli vieda solun sisaan erilaisilla menetelmilla.
Naitd ovat esimerkiksi mikroinjektointi ohuella lasikapillaarilla sekd sahkoiset ja
kemialliset menetelmat, joiden avulla solukalvo tehddan DNA:ta lapaisevaksi. [1, s. 67.]
Tuottosolu ja -systeemi valitaan tuotettavan proteiinin ja sen kayttétarkoituksen mukaan.
Tuottosoluina voidaan kayttaa esimerkiksi bakteereita, hiivoja seka hyonteis-, elain- ja
kasvisoluja. [9.]
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2.1 Entsyymit

Biologisina katalyytteind toimivat proteiinit, entsyymit, ovat keskeisessd roolissa
biosynteesissa. Entsyymit eivat vaikuta katalysoimiensa reaktioiden termodynamiikkaan
tai reaktiotasapainoon, vaan niiden tehtava on nopeuttaa reaktioita alentamalla reaktioon
vaadittavaa aktivaatioenergiaa. [10.] Elavat organismit tuottavat proteiineja DNA:n
ohjeen mukaan, mutta ne myos hajottavat monimutkaisia yhdisteité. Teollisissa seka
arkipaivaisissa prosesseissa hyddynnetaén elavien organismien entsyymeja. Niita
kaytetaan esimerkiksi elintarvikkeiden ja pesuaineiden valmistuksessa. [11.] Entsyymeja
kaytetaan myds ladketeollisuudessa seka biologisissa tutkimuksissa [8]. Teollisuudessa

ja ladketieteessa kaytetyt entsyymit ovat paasaantdisesti rekombinanttiproteiineja [11].

DNA-polymeraasit ovat ainoita entsyymejd, jotka kykenevat luomaan kopion DNA:n
geneettisista tiedoista. Nama polymeraasit ovat valttamattomia elavien organismien
genomin replikoimiseksi (DNA:n kahdentumiseksi) ennen solujen jakautumista seké
geneettisen tiedon eheyden yllapitdmiseksi. [12.] DNA-synteesi etenee 5-3’-suuntaan
DNA-polymeraasin luodessa nukleotideista uutta juostetta templaatti-DNA:n pariksi. E.
coli -bakteerilla tAm& on DNA-polymeraasi Ill. Jotta synteesi olisi mahdollista, DNA-
polymeraasi Il vaatii alukkeen, johon se alkaa liittdd nukleotideja. Kun synteesi on
edennyt seuraavaan alukkeeseen asti ja DNA-polymeraasi on irronnut, 5-3-
eksonukleaasiaktiivisuuden omaava DNA-polymeraasi poistaa alukkeet (E. coli -
bakteerilla DNA-polymeraasi I). [13.] PCR-reaktioissa yleisesti kaytetylla lampdstabiililla
Thermus aquaticus -bakteerin  polymeraasilla, Tag-DNA-polymeraasilla, on
polymeraasiaktiivisuuden lisdksi 5-3’-eksonukleaasiaktiivisuus, jolla se kykenee
hajottamaan kaksijuosteista DNA:ta (dsDNA) syntetisoidessaan uutta DNA-juostetta. Se
hajottaa toissijaiset alukkeet, jotka ovat sitoutuneet samaan juosteeseen. [14.]
Kaanteiskopioijaentsyymi (RT, engl. reverse transcriptase enzyme), jota kutsutaan myos
RNA-suunnatuksi DNA-polymeraasiksi, pystyy tuottamaan komplementaarisen DNA-
juosteen lahetti-RNA:sta. [1, s. 63]. RT-entsyymilla ei ole Tag-DNA-polymeraasin

kaltaista eksonukleaasiaktiivisuutta [15, s. 5].
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2.2 E. coli -bakteeri tuottosoluna

Bakteerit toimivat hyvin bioteknisina tuottosoluina. Ne kasvavat nopeasti edullisissa
kasvuliuoksissa, niilla on korkea transformaatiotehokkuus ja niitd on helppo muokata
geenitekniikan avulla. [1, s. 135.] Proteiinien ilmentaminen E. coli -bakteerissa on
suosittu tapa tuottaa rekombinanttiproteiineja. Yleisimmin kaytetty kompetentti
solukanta, joka kykenee ottamaan vierasta DNA:ta sisdansa ymparistostaan, on E. coli
BL21(DE3). Nama solut ovat resistenttejd (vastustuskykyisid) lyyttisille eli hajottaville
bakteriofaageille T1 ja T5. BL21(DE3) -kanta on E. coli B:n johdannainen, jonka lon- ja
ompT-proteaasi taso on vajavainen, minka vuoksi eheiden rekombinanttiproteiinien
eristaminen on tehokkaampaa. DE3 ilmaisee solukannan sisaltavan ADE3 lysogeenin,
joka  kuljettaa  T7-RNA-polymeraasin  lacUV5  promoottorin  kontrolloimana.
Proteiiniekspressio indusoidaan eli kaynnistetaan IPTG-lisaykselld, joka estaa lac-
repressoriproteiinin toiminnan. T7-RNA-polymeraasi pystyy taman jalkeen aloittamaan
kohdegeenin transkription ja tuotettu l&hetti-RNA muokataan RNA-polymeraasin avulla
proteiiniksi. [16; 17; 18, s. 16.]

Nukleaasit ovat entsyymeja, jotka hydrolysoivat nukleiinihappojen
fosforidiesterisidoksia. Eksonukleaaseiksi luokitellaan entsyymit, jotka hajottavat
lineaarisen DNA:n tai RNA:n sidoksia yksitellen 3’- tai 5’-paistd. Eksonukleaaseilla on
tarked rooli DNA:n korjaamisessa, geneettisessa rekombinaatiossa seka mutaation
valttamisessa kaikissa organismeissa. [19.] E. coli -bakteerista on tunnistettu ainakin 17
erilaista DNA-eksonukleaasia  (taulukko 1), jotka poikkeavat toisistaan
substraattispesifisyyden seka biokemiallisten ominaisuuksien suhteen, ja niilla kaikilla on
erityiset biologiset tehtavat. Eksonukleaasi | oli ensimmdainen eksonukleaasi, joka
puhdistettiin ja karakterisoitiin E. coli -bakteerista. Silld on voimakas 3'-5’-aktiivisuus, ja
se pystyy hajottamaan yksijuosteisesta lineaarisesta DNA:sta (ssDNA) jopa 10 000
nukleotidisidosta minuutissa. Eksonukleaasi | pystyy poistamaan muutamia nukleotideja
myo6s dsDNA:n tylpista paista, mikali sen konsentraatio on riittava [20]. Sen biologinen
rooli solun aineenvaihdunnassa on osallistua rekombinaatioon sekd vaurioiden

korjaamiseen. [6.]
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Taulukko 1. E. coli -bakteerista tunnistetut DNA-eksonukleaasit, niiden ensisijaiset substraatit
seka aktiivisuussuunta. [6.]

entsyymi

Exol
Exolll
ExolV
ExoVIl
ExoVIII
ExolX

ExoX

DNA pol I 5° Exo (ExoVI)
DNA Pol | 3’ Exo (Exoll)
DNA Pol Il 3' Exo

DNA Pol lll 3' Exo
RecBCD

RecJ

RNase T (Exo T)

SbcCD

endonukleaasi IV
eksonukleaasiaktiivisuus

TatD (eksonukleaasi XI)

ensisijainen
substraatti
SSDNA

dsDNA
oligonukleotidit
SsDNA

dsDNA

sSDNA, dsDNA

ssDNA
SssDNA
ssDNA
ssDNA
dsDNA, ssDNA
ssDNA
ssDNA
dsDNA

dsDNA

dsDNA, ssDNA

aktiivisuussuunta

35’
35"
35"
35" 53’
53"
35"
53"
35"
35"
35"
35", 5-3'
53"
35"
35", 5-3'
35"

35’

Eksonukleaasi lll:lla on 3'-5’-aktiivisuus, ja sen ensisijainen substraatti on lineaarinen

dsDNA. Se kykenee hajottamaan dsDNA:ta 3’-, 5’- seka tylpista paistda. Eksonukleaasi

lIl kykenee hajottamaan my6s ssDNA:ta, mutta aktiivisuus tdhan on noin 5-10 kertaa

matalampaa kuin dsDNA:han. [20.] Eksonukleaasi lll:n tehtavéna on korjata ionisoivasta

sateilystd sekd hapettumisesta aiheutuneita vaurioita solussa [6]. Katkaistulla

eksonukleaasi Vlll:lla on 5-3’-aktiivisuus, ja se hajottaa dsDNA:ta 3’-, 5- ja tylpista

paista. Se kykenee hajottamaan myos lineaarista ssDNA:ta, jos 5’-paassa on fosfaatti.

[20.] Eksonukleaasi VIII osallistuu rekombinaatioon ja vaurioiden korjaamiseen. [6.]
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2.3 Rekombinanttiproteiinien puhdistus tuottosoluista

Jotta rekombinanttiproteiinit voidaan puhdistaa tuottosoluista, solujen rakenne on ensin
hajotettava lysaatin muodostamiseksi. Lyysausmenetelmaét voivat olla mekaanisia, kuten
ultradanikasittely, korkeapainehomogenisointi ja jauhaminen tai ei-mekaanisia, kuten
esimerkiksi kuivaus, entsymaattinen kasittely tai orgaanisten liuottimien kaytto. [21.]
Taman jalkeen lahtdaineesta voidaan poistaa ei-toivottuja materiaaleja sentrifugoimalla
tai suodattamalla. Puhdistettaessa termostabiileja entsyymeja, kuten Tag-DNA-
polymeraasi, voidaan solulysaatti lampdkasitella kontaminoivien proteiinien, kuten
esimerkiksi nukleaasien ja proteaasien, vahentamiseksi. Lysaattia inkuboidaan 75-80
°C:ssa 30-60 minuuttia. LAmpdokasittelyn aikana proteiineja denaturoituu seka saostuu,

ja saostuma voidaan poistaa sentrifugoimalla tai suodattamalla. [22, s. 398; 23.]

Proteiinien puhdistamiseksi on kehitetty erilaisia menetelmid, joiden avulla voidaan
erottaa kohdeproteiini kontaminoivista proteiineista sekéa DNA:sta. Naitd ovat esimerkiksi
geelisuodatus, erilaiset saostustekniikat sek& nestekromatografiset menetelmaét.
Nestekromatografia perustuu tasapainoon kolonnin kiintedn stationaarifaasin ja
nestemaisen liikkuvan faasin, puskuriliuoksen, valilla. Yhdisteet sitoutuvat
station&arifaasin pintaan, matriisin funktionaalisiin ryhmiin, josta ne eluoidaan liikkuvan
faasin avulla. Kromatografiset puhdistusmenetelmat perustuvat kolonnien matriiseihin
litettyjen funktionaalisten ryhmien, ligandien, ominaisuuksiin. Matriisit voivat koostua
esimerkiksi agaroosista, dekstraanista tai synteettisista polymeereista [24]. Naytteen

siséltamat proteiinit havaitaan UV-detektorin avulla aallonpituudella 280 nm [25].

Kromatografiatyypit jaotellaan ligandien ominaisuuksien perusteella.
loninvaihtokromatografiassa  sitoutuminen  perustuu  molekyylien  reversiibeliin
(palautuvaan) adsorptioon vastakkaista varausta olevan ligandin kanssa [26, s. 15]. DNA
on tyypillisesti negatiivisesti varautunut, ja se voidaan erottaa kohdebiomolekyylista, jolla

on samanlainen tai vastakkainen varaus kayttdmalla sopivia puskuriolosuhteita [3].
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Proteiinit sitoutuvat isoelektrisen pisteen ylapuolella positiivisesti varautuneeseen
anioninvaihtimeen, esitetty kuvassa 1, ja isoelektrisen pisteen alapuolella negatiivisesti
varautuneeseen kationinvaihtimeen. Vaikka proteiinin nettovaraus olisi negatiivinen, on
silti mahdollista, ettd se sitoutuu kationinvaihtimeen. Proteiinin pinnalla voi olla
positiivisesti varautuneita klustereita (rykelmid), joiden varaus on riittdva adsorption
tapahtumiseksi. [26, s. 23.]

Kuva 1. loninvaihtokromatografia  perustuu  varautuneiden  molekyylien  reversiibeliin
sitoutumiseen vastakkaista varausta olevan kiintoaineen kanssa. Kuvassa on
havainnollistettu anioninvaihtokromatografiamatriisin toiminta. Positiivisesti
varautuneeseen ligandiin adsorboituu negatiivisesti varautuneita molekyyleja. [27.]

Vahvan ioninvaihtimen pinnalla on sama varaustiheys laajalla pH-alueella, kun taas
heikolla ioninvaihtimella pinnan varaustiheys muuttuu pH:n muuttuessa. Heikon
ioninvaihtimen selektiivisyys ja kapasiteetti ovat erilaiset eri pH-alueilla. [26, s. 24.]
Eluointi eli adsorboituneiden molekyylien irrottaminen ligandeista tehd&én usein suolan
avulla. Pienimman isoelektrisen pisteen omaavat proteiinit eluoituvat ensin. Eluointi on
mahdollista suorittaa myods pH:n muutoksen avulla, mutta silla ei saavuteta yleensa
riittdvaa resoluutiota eli piikkien erottumista toisistaan. Suola syrjayttaa sitoutuneet
molekyylit ja matriisin vapautuneet paikat korvataan puskurin sisaltamilla vastaioneilla.
[25. s. 22-23; 28.]
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Kuvassa 2 on esitetty esimerkki kromatogrammi ioninvaihtokromatografiaa kaytettaessa.
Suolakonsentraatio on esitetty kolonnitilavuuden (CV, engl. column volume) funktiona.
Sinisella on kuvattu absorbanssin muutos ja punaisella korkeamman suolapitoisuuden

omaavan, B-puskurin, osuus kaytettavasta puskuriseoksesta.

sample dient
equilibration—=- injection —> gradient _ 5 wash —> re-equilibration
Voltime elution
high salt wash
1 MA
5CV tightly bound
" molecules
/ elute in high
unbound mol_ecules glute salt wash
before gradient begins
- N,
©
&
5-10 CV
0 5-10CV

Column volumes [CV]

Kuva 2. loninvaihtokromatografian kromatogrammi, jossa NaCl-konsentraatio on esitetty
kolonnitilavuuden funktiona. Absorbanssin muutos on kuvattu siniselld ja B-puskurin
osuus puskurista punaisella. Kuvassa vasemmalta oikealle on kolonnin tasapainotus,
naytteen injektointi, lineaarinen suolagradientti, jossa adsorboituneet molekyylit
eluoituvat ja kolonnin pesu korkealla suolapitoisuudella. [28.]

Kromatogrammin alussa on kolonnin tasapainotus A-puskurilla, sinisella alueella on
kuvattu naytteen syotto, jota seuraa vield pesuvaihe A-puskurilla. Ennen suolagradientin
alkua kromatogrammissa oleva piikki kuvaa sitoutumattomien molekyylien eluutiota, ja
tata kutsutaan flow-through (FT) -vaiheeksi. Matriisiin sitoutuneiden molekyylien erotus
kolonnista on tehty lineaarisen suolagradientin avulla. Molekyylit erottuvat isoelektristen
pisteiden mukaisessa jarjestyksessad. Suolagradientin jalkeen kolonnista on erotettu

voimakkaasti sitoutuneet molekyylit korkean suolapitoisuuden avulla.
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3 PCRja Molecular Beacon -koettimet

Polymeraasiketjureaktio (PCR, engl. Polymerase chain reaction) on nopea tekniikka, jota
kaytetddan DNA- ja RNA-sekvenssien havaitsemiseen erilaisista naytteista. Sen avulla
voidaan my®ds monistaa nopeasti pieni maard DNA-naytetta riittavaksi analysointia
varten. Tama amplifikaatioksi kutsuttu reaktio tuotetaan in vitro eli laboratoriossa elitén
tai solun ulkopuolella. DNA:n amplifikaatio on eksponentiaalista, ja yhdestd DNA-
fragmentista voidaan tuottaa miljoonia kopioita muutaman tunnin aikana
[Ampdosyklilaitteessa. Perinteiset menetelmat ekspressiovektorin valmistuksesta DNA-

sekvenssin replikointiin elavassa solussa voivat vieda aikaa useita paivia. [29.]

3.1 Reaaliaikainen PCR

Reaaliaikainen PCR, qPCR, on kvantitatiivinen menetelma. Sen avulla voidaan seurata
PCR-reaktion edistymistd reaaliajassa, toisin kuin tavallisissa péaéatepiste-PCR-
reaktiossa, jossa reaktiotuote voidaan analysoida vasta reaktion paatyttya esimerkiksi
elektroforeesilla. PCR-reaktion reaaliaikaisen seurannan mahdollistaa fluoresoivasti
leimatut sekvenssispesifiset oligonukleotidikoettimet seka fluoresoivat variaineet, jotka
sitoutuvat kaksijuosteiseen DNA:han epdaspesifisesti. Joissakin qPCR-menetelmissa
kaytetaan myo6s komplementaarisia  nukleiinihappokoettimia ~ DNA-kohteen
kvantifioimiseksi. [29.] Reaktioiden etenemista lampdosykKlilaitteessa seurataan
fluoresenssitason muutoksena. Fluoresenssi on valosignaali, joka voidaan havaita, kun
fluorofori absorboi energiaa tietylla aallonpituudella ja virittyy. Energiatason palautuessa
normaalitilaan emittoituu valoa korkeammalla aallonpituudella. [30.] qPCR-laitteissa
kaytetaan valonlahteind emittoivia diodeja (LEDs, engl. light-emitting diodes),
halogeenilamppua tai laseria. Kéytettyja detektoreita ovat fotodiodi, varauskytketty CCD-
detektori seka valomonistinputki. [31.] Fluoresenssitaso mitataan jokaisen syklin lopussa
ja se ilmoitetaan suhteellisina fluoresenssiyksikkoina (RFU, engl. relative fluorescence

unit).
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Detektoitu fluoresenssi esitetddn syklien funktiona amplifikaatiokuvaajalla (kuva 3).
Aluksi fluoresenssitaso pysyy taustatasolla, eika fluoresenssitason lisaantymista voida
havaita, vaikka tuotetta muodostuu eksponentiaalisesti (tuotteen méaara kaksinkertaistuu
jokaisen syklin aikana). Kun tuotetta on muodostunut riittavasti fluoresoivan signaalin
detektoimiseksi, se havaitaan amplifikaatiokuvaajan kayrien jyrkkana nousuna. [32, s.
3.]

Amplification

Kuva 3. Amplifikaatiokuvaaja, jossa fluoresenssin muutos on kuvattu syklien funktiona. [33.]

Reaktioiden edetessa reaktiokomponentit kuluvat, ja lopulta yhdesta tai useammasta
komponentista tulee reaktiota rajottava tekija ja reaktiot hidastuvat. Reaktioiden
hidastuminen tai paattyminen havaitaan amplifikaatiokuvaajan kayrien tasaantumisena.
[32,s.4]

3.2 Fluoresoivat hiuspinnikoettimet

PCR-reaktioissa  kaytettavat spesifiset Molecular Beacon -koettimet ovat
kaksoisleimattuja koettimia. Ne koostuvat 5’-p&én fluoresoivasta variaineesta,
fluoroforista, 3’-p&&n fluoresenssia estavastd sammuttajasta sek& kohde-DNA:lle

komplementaarisen sekvenssin sisaltavastd varrellisesta silmukkarakenteesta, joka
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muistuttaa hiuspinnia. [34.] Koettimen varret ovat komplementaarisia toisilleen, ja ne
koostuvat noin 5-7 emasparista. Koettimen ollessa silmukkamuodossa fluorofori on
sammuttajamolekyylin vaikutuksen alaisena, eikd fluoresenssia vapaudu. [35.]
Fluoresenssin muutos havaitaan koettimen silmukkarakenteen auetessa, kun fluorofori
ja sammuttajamolekyyli ovat toisistaan riittavalla etaisyydella. Fluorofori virittyy tietylla
aallonpituudella tulevasta valosta, energiatilan palautuessa normaalitilaan muodostuu
pitkdaaltoisempaa emissiovaloa, joka nahdaan fluoresenssina. Kuvassa 4 on esitetty
Molecular Beacon -koettimen rakenne. Silmukka koostuu useimmiten 18—-45 emaksesta.
[34.]

S

Kuva 4. Molecular Beacon -koettimen rakenne. Koetin koostuu kohde-DNA:lle
komplementaarisen sekvenssin siséltavasta silmukasta, toisilleen komplementaarisista
varsista seka fluoroforista ja sammuttajamolekyylista. [35.]

Tavallisesti naita koettimia kaytettdan kolmivaiheisissa qPCR-reaktioissa kuvassa 5
esitetylla tavalla. DNA-juosteet erotetaan toisistaan ensin korkean lampétilan avulla
lAampdosyklilaitteessa, minkad jalkeen lampdétila lasketaan koettimien hybridisoitumisen
mahdollistamiseksi kohde-DNA:han [36]. Koettimien hybridisaatio kohdesekvenssiin
erottaa fluoroforin (D) ja sammuttajamolekyylin (Q) toisistaan, mika johtaa fluoresointiin,
joka detektoidaan gPCR-laiteen avulla. Kohde-DNA:han sitoutumattomat koettimet
uudistavat silmukkarakenteensa, eivatka aiheuta fluoresenssin muutosta. [34.] Taman
jalkeen lampdtila nostetaan optimaaliseksi, jotta polymeraasit sitoutuvat alukkeisiin ja
alkavat syntetisoida kohde-DNA:lle vastinjuostetta [36]. Kun polymeraasientsyymi
saavuttaa koettimen, se irtoaa kohde-DNA:sta hajoamatta ja polymeraasi jatkaa DNA-
juosteen syntetisointia [34]. Koettimet sitoutuvat monistettuun kohteeseen jokaisen
amplifikaatiosyklin jalkeen ja detektoitu signaali on verrannollinen reaktiotuotteen

maaraan [35].
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Kuva 5. Molecular Beacon -koettimien toiminta PCR-reaktiossa. Koettimet sitoutuvat kohde-
DNA:han, jolle polymeraasi syntetisoi vastinjuosteen. Synteesin aikana
polymeraasientsyymit irrottavat koettimet ja ne palaavat takaisin silmukkamuotoonsa ja
vastinjuosteen rakentaminen etenee loppuun. [34.]

Molecular Beacon -koettimien detektiokemia pohjautuu fluoresenssiresonanssin
energiansiirtoon (FRET), joka on etdisyydesta riippuvaista vuorovaikutusta kahden
virittyneen varimolekyylin valilla. Siina luovuttajafluorofori virittyy valonlahteesta ja siirtda
energiaa lahella olevaan vastaanottajafluoroforiin, sammuttajaan, aiheuttamatta
emissiota. [30; 37.] Energiansiirron toteutumiseksi varimolekyylien taytyy olla lahekkain
ja analysoitavan  fluoroforin  emissiospektrin  sekd  sammuttajamolekyylin
absorptiospektrin on oltava paallekkaisia [30]. 6-karboksifluoreseiini (6-FAM) on
yleisimmin kaytetty fluoresoiva variaine oligonukleotidien leimaamiseen. Sen
absorbanssihuippu on 495 nm:n ja emissiohuippu 520 nm:n kohdalla, joten se emittoi
vihreda fluoresenssia. 6-FAM-fluoroforia sisaltavissa koettimissa kaytetaan yleensa
BHQ-1-sammuttajaa, koska niiden spektrit vastaavat hyvin toisiaan. [38.] lowa Black FQ
-sammuttajalla on laaja absorbanssispektri, 420-620 nm, ja absorbanssihuippu on
aallonpituudella 531 nm. lowa Black FQ -molekyylid voidaan kayttdd sammuttajana 6-
karboksifluoreseiinin kanssa. Se soveltuu myos kaytettavaksi fluoresoivien variaineiden
kanssa, jotka emittoivat spektrialueella vihredstd vaaleanpunaiseen. [39.] BHQ-1- ja

lowa Black FQ -molekyylien absorbanssihuiput vastaavat toisiaan, mutta lowa Black
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FQ:lla on 100 nm laajempi spektrialue, kuin BHQ-1:11& (480-580 nm) [40]. FAM-fluorofori
on molekyylipainoltaan 569,5 Da ja lowa Black FQ 442,4 Da [39, 41]. Yhden DNA-
emasparin molekyylipaino on keskimaarin 650 Da [42, s. 3, 43], joten nukleotidien

keskimaarainen paino on pienempi, kuin kaytettyjen varimolekyylien.

4 Eksonukleaasien maaritys tuikeilmaisimella

Eksonukleaaseja voidaan analysoida naytteistd semikvantitatiivisesti radioaktiivisesti
leimattujen DNA-substraattien avulla nestetuikeilmaisimella. Naytteita inkuboidaan ensin
optimaalisessa lampdtilassa substraatin sekéa puskurin kanssa, jonka aikana naytteen
potentiaaliset eksonukleaasit voivat pilkkoa substraattia. Inkuboinnin jalkeen naytteista
saostetaan pitkdt DNA-juosteet trikloorietikkahapon (TCA) avulla. Supernatantti
analysoidaan tuikeilmaisimella tuikenesteen kanssa. Eksonukleaasiaktiivisuus
havaitaan, mikali DNA-substraattia on pilkkoutunut riittavasti ja kaytettya radioaktiivista

leimaa on jadnyt supernatanttiin. [44.]

Nestetuikeilmaisinta  kaytetddn matalaenergisten radioaktiivisten isotooppien,
enimmakseen beeta- ja alfasateilevien isotooppien, radioaktiivisuuden kvantifioimiseksi
nestemaisista naytteista [45]. Yleisimmat beetasateilijat ovat *H ja #C. limaisimen
tarkeimmat komponentit ovat orgaaninen tuikeneste seka valomonistinputki.
Sateilyenergia absorboituu tuikenesteessa radioaktiivisiin atomeihin ja virittdd ne
korkeammalle energiatilalle, jonka purkautuessa emittoituu fotoneja. Valofotonien
emissio detektoidaan valomonistimen avulla. Emittoituneet fotonit irrottavat fotokatodin
metallipinnasta elektroneja, jotka monistetaan elektrodien, dynodien, avulla. Monistetut
elektronit detektoidaan anodilla, jossa syntynyt sahkdsignaali voidaan mitata. [46, s.
123-125.]

5 Alustavat tutkimukset yrityksessa

Vuosina 2018-2019 yrityksessa oli tehty alustavia tutkimuksia Molecular Beacon -
koettimien soveltuvuudesta eksonukleaasiaktiivisuuksien maarittdamiseksi. Tutkimuksiin
oli sisaltynyt koettimien kayttd yksittdin seké seoksena, joka sisélsi tylppapaista, 3'-

hantaista ja 5’-hantéista koetinta. Koettimien soveltuvuutta oli tutkittu E. coli -bakteerin
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kaupallisten eksonukleaasien kanssa. Molecular Beacon -koettimien silmukkaosat olivat
koostuneet kuudesta nukleotidistd, toisilleen komplementaariset varret kumpikin 14
nukleotidista ja hannét 12 nukleotidistd. Koettimiin liitetyt varimolekyylit olivat olleet 6-
FAM 3’-pdassa ja lowa Black FQ 5’-paassa. Entsyymeiksi oli valittu eksonukleaasi I,
eksonukleaasi Il seka katkaistu eksonukleaasi VIII. Naiden entsyymien toiminta, niiden

aktiivisuussuunnat sekéd mahdolliset DNA-substraatit on esitetty kuvassa 6.

Starting matarial
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Kuva 6. Eksonukleaasi I:n, lll:n ja katkaistun VIII:n aktiivisuussuunnat seka substraatit.
Eksonukleaasi | hajottaa ssDNA:ta 3'-paista, eksonukleaasi Ill dsDNA:ta 3’-pdista ja
katkaistu eksonukleaasi VIII dsDNA:ta 5’-paista. [47; 48; 49].

Koettimia oli kaytetty reaktioissa 10 uM konsentraatiossa. Entsyymit seka koettimet
olivat laimennettu Tris-EDTA (TE) -puskuriin ja esiseoksissa oli kaytetty
eksonukleaasien mukana toimitettuja kaupallisia puskureita. Eksonukleaasien
aktiivisuussuunnat, ensisijaiset substraatit ja puskureiden koostumukset on koottu

taulukkoon 2.
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Taulukko 2.  Kaupallisten eksonukleaasientsyymien aktiivisuussuunnat, ensisijaiset substraatit
ja kaytettyjen puskureiden koostumukset [47; 48; 49].

eksonukleaasi | 3-5 eksonukleaasi | 67 mM glysiini-KOH
MO0293S ssDNA reaktiopuskuri, 6,7 mM MgCl,
pH 9,5 10 mM B-ME

eksonukleaasi lll 3-5 NEBuffer™ 1 - 10 mM Bis-tris-propaani-HClI
M0206S dsDNA puskuri, pH 7 10 mM MgCl,

1 mMDTT
eksonukleaasi 5-3 NEBuffer™ 4 - 50 mM kaliumasetaatti
VIII, katkaistu dsDNA puskuri, pH 7,9 20 mM trisasetaatti
MO0545S 10 mM magnesiumasetaatti

1 mM DTT

Kuvassa 7 on esimerkki 3’-héntéistéa koetinta sekd eksonukleaasi l:std siséltavasta
reaktiosta. qPCR-kuvaajalta ei voida havaita nollatasosta poikkeavaa fluoresenssin
muutosta reaktioissa, joissa eksonukleaasientsyymiaktiivisuuksien maarat ovat 0,02 ja
0,2 U. 2 U:n aktiivisuudella reaktion eteneminen, Molecular Beacon -koettimien
pilkkoutuminen eksonukleaasien vaikutuksesta, havaitaan selkeasti syklille 40 asti, jonka
jalkeen reaktiotuotteiden vahentyessa fluoresenssitaso tasaantuu. 20 U:n aktiivisuudella
reaktio on edennyt jo l&hes loppuun gPCR-ajon alussa, fluoresenssitaso on hyvin korkea
eika kuvaajalta voida havaita reaktion etenemista. Eri entsyymimaarilla oli saavutettu
toisistaan poikkeavia paatepisteiden RFU-arvoja.
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Amplification
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Kuva 7. Esimerkki gPCR-reaktiosta eksonukleaasien méaarittamiseksi Molecular Beacon -
koettimilla. Fluoresenssinmuutos on kuvattu syklien funktiona. Reaktioissa oli kaytetty
eksonukleaasi I:std 3’-hantaisen koettimen kanssa. Reaktiot 0,02 ja 0,2 U:n maarilla
jaavat nollatasolle, 2 U:n aktiivisuudella havaitaan reaktion eteneminen eri sykleilld,
kunnes fluoresenssi tasaantuu reaktiokomponenttien véhentyessa. 20 U:n
aktiivisuudella reaktiot ovat edenneet léahes loppuun ennen ajon aloitusta, silla
fluoresenssitaso on hyvin korkea eika reaktioiden etenemisté voida havaita kuvaajalta.

Taulukkoon 3 on koottu alustavien tutkimusten tulosten perusteella arvioidut optimaaliset
entsyymimaarat, joilla oli saatu aikaan sopiva fluoresenssitason muutos kaytettaessa
kolmea eri Molecular Beacon -koetinta yksittain tai niiden seoksena. Isotermaalinen
gPCR-ajo oli koostunut 120:sta minuutin syklista 37 °C:ssa. Optimaaliset maarat olivat

vaihdelleet eri entsyymien seké koettimien kesken.
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Taulukko 3.  Alustavien tutkimusten perusteella madritetyt optimaaliset entsyymimaarat
Molecular Beacon -koettimia sisaltaviin gPCR-reaktioihin.

eksonukleaasi | 2 20 2 20
eksonukleaasi Ill 0,1 0,1 1 0,1
eksonukleaasi VIII 1 10 10 1

Kaupalliset eksonukleaasit oli analysoitu myds radioaktiivisella menetelmalla.
Reaktioissa oli kaytetty tritium-leimattua E. coli -bakteerin ss- ja dsDNA:ta substraattina.
Naytteita oli inkuboitu 4 h 37 °C:ssa. Aktiivisuusprosentit oli laskettu vertaamalla
naytteiden aktiivisuuksia totaaleihin eli reaktioihin, joissa saostajan (TCA) sijasta
kaytettiin Milli-Q-vetta [46]. Tulokset on koottu taulukkoon 4.

Taulukko 4. Radioaktiivisella menetelmalla analysoitujen naytteiden tulokset. Analyyseissa oli
kaytetty yksi- ja kaksijuosteista DNA:ta.

eksonukleaasi | 9 24,9
0,9 1,0
0,09 0,3
eksonukleaasi Il 45 87,4
4,5 30,5
0,45 5,8
0,045 0,6
eksonukleaasi VIII 4,5 18,6
0,45 0,2
0,045 0,1

E. coli -bakteerin solulysaatin supernatantin eksonukleaasiaktiivisuutta oli tutkittu myos
yhden kromatografisen puhdistusvaiheen jalkeen radioaktiivisella menetelmalla kayttéen
ss- ja dsDNA-substraattia. Laimentamattomia naytteita oli lisatty 5 pl reaktioihin. Saadut

aktiivisuudet olivat olleet 19-120 %.
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6 Kaytannon tyo ja tulosten tarkastelu

Opinnaytetytssa tutkittiin, onko mahdollista maérittda proteiinipitoisista naytteista E. coli
-bakteerin eksonukleaasien aktiivisuutta Integrated DNA Technologies (IDT) -yrityksen
Molecular Beacon -koettimien avulla. Mikali nayte sisaltdisi eksonukleaaseja, ne
pystyisivat pilkkomaan koettimien juosteita vapaista paistd, joko irrottamalla fluoroforin,
sammuttajan tai molemmat, ja nain havaittaisiin fluoresenssimuutos gPCR-ajon aikana.
Koettimien oli  tarkoitus sailyttdd  hiuspinnimuotonsa reaktioiden  aikana.
Reaktiolampdtilana kaytettiin 37 °C. Kayttssa oli kolme erilaista koetinta, tylppépéinen
(IDT, ref. 226328204) ja koettimet 3’- (IDT, ref. 226328206) seka 5-hannalla (IDT, ref.
226328205). Detektointitasoa tutkittiin aluksi kaupallisten New England BiolLabs -
yrityksen tuottamien eksonukleaasi I:n (M0293S), eksonukleaasi Ill:n (M0206S) seka
katkaistun eksonukleaasi VIIl:n (M0545S) avulla. Kaupallisten entsyymien valinta
perustui siihen, ettd nailla oli tehty yrityksessa jo aiempia tutkimuksia vuosina 2018—
20109.

Kaupallisten eksonukleaasien mukana toimitettujen puskureiden fluoresenssitasoa
verrattiin yrityksen omassa Tag-puskurissa (10 mM Tris-HCI, pH 8.3, 1,5 mM MgCl;, 50
mM KCI) tuotettuihin reaktioihin. TAman vertailun avulla haluttiin tutkia kolmen eri
puskurin korvaamismahdollisuutta yhdella puskurilla. Molecular Beacon -koetinseokselle
maaritettiin nollatasoa seka optimaalista kayttokonsentraatiota titrauksen avulla. Tag-
polymeraasin 5’-eksonukleaasiaktiivisuuden osoittamista tutkittin reaktioiden avulla,
joissa koettimia kaytettiin yksittain seka niiden seoksena. Vertailukohteena reaktiot
tuotettin my6s RT-entsyymin kanssa. Rekombinanttiproteiinin tuottosolun lysaatin
vaikutusta reaktioihin  tutkittin  lampokasitellyn seka lampdkasittelemattéman
supernatantin avulla. Reaktioihin lisattiin myds kaupallisia eksonukleaaseja seka Taq-
polymeraasia, ja tadman avulla haluttin selvittaa, pystytdaankd entsyymilisdykset
havaitsemaan lysaattia sisaltavista reaktioista. Lopuksi tutkittiin
ioninvaihtokromatografian avulla tuotettujen fraktioiden eksonukleaasiprofiileja, seka
fluoresoivalla ettd radioaktiivisella menetelmalla. Tyonkulku on kuvattu myos

vuokaaviossa (kuva 8).

metropolia.fi WM etropolia



19

o Puskureiden vaikutus ja detektointitaso.

e Molecular Beacon -koettimien nollataso seka kayttokonsentraatio.

e Koettimet yksittain ja seoksena.

e Tag-polymeraasin eksonukleaasiaktiivisuuden osoittaminen.

e Tuottosolun lysaatin vaikutus reaktioissa.

e loninvaihtokromatografian avulla tuotettujen fraktioiden

eksonukleaasiprofiilien vertailu kahdella eri menetelmalla.

Kuva 8. Vuokaavio opinnadytetydn etenemisesta.

Naytelaimennokset valmistettiin Tag-puskuriin ja Molecular Beacon -koettimien
laimennokset TE-puskuriin. Koetinseos valmistettiin yhdistamalla koetinlaimennoksia
(10 uM) samassa suhteessa yhteen. Yksittaisten koettimien konsentraatio seoksessa ol
3,33 uM. Kaikki reaktiot tehtiin CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System -
laitteilla. Naytteet pipetoitiin  96-kuoppalevyille kylmé&blokin paélla ja kuoppalevyt
sentrifugoitiin ennen qPCR-ajoa. Ajon reaktiolampdtila oli 37 °C ja reaktioaika 120—240
minuuttia, jonka aikana fluoresenssitason muutosta mitattiin minuutin sykleisséa. Tuloksia
tarkasteltin Bio-Rad CFX Manager (3.1) -ohjelman avulla, kdyttden No Baseline
subtraction -asetusta. Kuvaajissa fluoresenssin muutos on esitetty syklien funktiona, yksi
sykli vastaa minuutin jaksoa. Projektin aikana syntynyt biologinen ja kemiallinen jate

kasiteltiin ja havitettiin yrityksen ohjeiden mukaisesti.
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6.1 Puskureiden vaikutus fluoresenssitasoon

Kaupallisia eksonukleaaseja sisaltdvien reaktioiden fluoresenssitasojen eroa tutkittiin
eksonukleaasien mukana toimitettujen puskurien sek& Taq-puskurin valilla. Tutkimuksen
tarkoituksena oli selvittdd olisiko mahdollista korvata kaupalliset puskurit yhdella
puskurilla. Molecular Beacon -koettimia kaytettin seoksena tassd analyysissa.
Entsyymeista tehtiin rinnakkaiset laimennokset kahdessa eri konsentraatiossa,
negatiivisena kontrollina kaytettiin Milli-Q-vetta. Esiseoksia valmistettiin nelja. Tarkempi
koostumus on esitetty taulukossa 5. gPCR-ajo koostui 120:std minuutin mittaisesta

syklista.

Taulukko 5.  Puskureiden vaikutuksen analysoimiseksi valmistetut esiseokset. Entsyymien
tilavuudet on huomioitu reaktiotilavuudessa.

10X eksonukleaasi | reaktiopuskuri/

10X NEBuffer™ 1 -puskuri/ 1X 2
10X NEBuffer™ 4 -puskuri/

10X Taq -puskuri

Molecular Beacon -seos 3,33 uM 0,17 uM x 3 1
Milli-Q-vesi lopputilavuuteen 20
eksonukleaasi10,5ja 2,5 U lja5U
eksonukleaasi Il 0,025 ja 0,05 U 0,05ja0,1U 2
eksonukleaasi VIII 0,5ja5 U ljalou

Kuvissa 9-11 on esitetty gPCR-ajojen tulokset. Reaktiot Tag-puskurissa on merkitty
kuviin sinisella ja reaktiot kaupallisissa puskureissa vihredllda. Kuvassa 9 on qPCR-
kuvaaja eksonukleaasi I:n tuloksista. Reaktioissa kaytetyt entsyymimaarat olivat 1 U
sekd 5 U. Suuremmalla maaréalla havaitaan selkea fluoresenssitason muutos kumpaakin

puskuria kaytettaessa.
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Kuva 9. gPCR-kuvaaja eksonukleaasi I:sta sisédltavista reaktioista. Entsyymimaarat ovat esitetty
reaktiokdyrien yhteydessa. Reaktiot eksonukleaasi I:n reaktiopuskurissa on merkitty
vihredlld ja reaktiot Taqg-puskurissa sinisella. 5 U:lla saavutetaan selkea nollatasosta
poikkeava fluoresenssitason muutos molemmilla puskureilla.

Eksonukleaasi Ill:n gPCR-ajon tulokset ovat esitetty kuvassa 10. Reaktioihin kaytetyt
entsyymimaarat olivat 0,05 U sek& 0,1 U. Eri puskureissa tuotetut reaktiot poikkeavat

nollatasosta kummallakin entsyymimaaralla.
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Kuva 10. gPCR-kuvaaja Eksonukleaasi lll:ta siséltévista reaktioista. Vihrealla on merkitty reaktiot
kaupallisessa NEBuffer™ 1 -puskurissa ja sinisella reaktiot Taqg-puskurissa.
Entsyymimaarat reaktioissa olivat 0,05 U ja 0,1 U. Kummallakin entsyymimaaralla
havaitaan selkea fluoresenssitason muutos.
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Kuvassa 11 on esitetty eksonukleaasi VIlI:n qPCR-kuvaaja. Reaktioissa entsyymimaarat
olivat 1 U ja 10 U. Pienemmalla maaralla reaktiot jddvat nollatasolle molempien

puskureiden osalta, mutta 10 U:lla havaitaan selkea fluoresenssitason nousu.
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4000 L. i

Kuva 11. gPCR-kuvaaja eksonukleaasi Vlilita sisaltavistd reaktioista. Vihredlla on merkitty
reaktiot NEBuffer™ 4 -puskurissa ja sinisella reaktiot Tag-puskurissa. Pienemmalla
entsyymimaaralla reaktiot jaavat nollatasolle. 10 U:lla saavutetaan selkea
fluoresenssitason muutos.

Kaupallisia puskureita kaytettaessa reaktioiden lahtétasot ovat fluoresenssitasoltaan
matalammat, kuin Tag-puskurissa tuotetut reaktiot. Kaaviossa (kuva 12) on
havainnollistettu puskureiden paatepisteiden fluoresenssitasojen eroa, kun negatiivisten

kontrollien RFU-arvojen keskiarvo on vahennetty reaktioiden RFU-arvoista.
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Kuva 12. Reaktioiden paatepisteiden ero kaupallisten puskureiden ja Tag-puskurin valilla
kaytettaessa eri entsyymimaaria.

Eksonukleaasi I:n detektoidut reaktiot tuottavat lahes yhta suuren muutoksen
fluoresenssitasoon. Eksonukleaasi lll:n reaktiot Tag-puskurissa tuottavat suuremman
fluoresenssitason nousun, kuin reaktiot kaupallisessa puskurissa. Entsyymin eri maarien
vaikutus havaitaan kummallakin puskurilla. Eksonukleaasi VIII:n reaktiot kaupallisessa

puskurissa nostavat fluoresenssitason korkeammalle, kuin reaktiot Tag-puskurissa.

Kaytetty Molecular Beacon -konsentraatio oli matalampi, kuin alustavissa tutkimuksissa.
Entsyymilaimennokset tehtiin TE-puskurin sijasta Tag-puskuriin. Alustavien tutkimusten
perusteella optimaaliset maarat kaupallisille entsyymeille olivat eksonukleaasi I:lle 2 U,
[ll:le 0,1 U ja Vli:lle 1 U kaytettdessa koetinseosta 10 pM konsentraatiossa. Naiden
tutkimusten perusteella kaytettdessd koetinseosta 0,17 pM konsentraatiossa
optimaaliset entsyymimaarét ovat 5 U eksonukleaasi I:sta, 0,1 ja 0,05 U eksonukleaasi
lll:ta ja 10 U eksonukleaasi VllI:ta. Saatujen tulosten perusteella reaktiot voidaan tuottaa
kaupallisissa puskureissa ja Tag-puskurissa yhtd onnistuneesti. Tulevissa reaktioissa

tullaan kayttdmaan Tag-puskuria.
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6.2 Molecular Beacon -seoksen titraus

Koetinseoksesta tehtiin taulukon 6 mukaiset laimennokset titrausta varten. Titrauksen
avulla maaritettiin koettimien nollatasoa seka kayttokonsentraatiota. Reaktioihin liséttiin
myods 10 ja 50 U Tag-polymeraasia. Lisdyksen avulla oli tarkoitus selvittaa, voidaanko
Tag-polymeraasin 5’-eksonukleaasiaktiivisuus havaita reaktioista.

Taulukko 6. Molecular Beacon -seoksesta valmistetut laimennokset titrausta varten.
Laimennokset tehtiin Tag-puskuriin.

laimennos yksittdisten koettimien
konsentraatio
laimentamaton 3,33 uM
1:2 1,67 uM
1:4 0,83 uM
1:10 0,33 uM

Esiseos valmistettiin vain Milli-Q-vedesta ja Tag-puskurista. Reaktiokomponentit ovat

esitetty taulukossa 7. Negatiivisena kontrollina k&ytettiin Tag-puskuria entsyymin sijaan.

Taulukko 7. Esiseos Molecular Beacon -koetinseoksen titraukseen. Koetinseoksen seka
entsyymilaimennosten tilavuudet ovat huomioitu lopputilavuudessa.

10X Taq -puskuri 1X 2
Milli-Q-vesi lopputilavuuteen 20
Molecular Beacon -seos

3,33 uM 0,17 uM x 3

1,67 uM 0,08 UM x 3 1
0,83 uM 0,04 uM x 3

0,33 uM 0,02 uM x 3

Tag-polymeraasi 10 U/ul 10U 1
Taqg-polymeraasi 50 U/l 50U

Kuvassa 13 on esitetty Molecular Beacon -seoksen reaktiot 1:10- (0,02 pM,
tummanvihred) ja 1:4- (0,04 uM, oranssi) laimennettuina. Naita vastaavat negatiiviset

kontrollit on merkitty vaaleanvihrealla (1:10) ja harmaalla (1:4).
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Kuva 13.

Molecular Beacon -seoksen titraus. Tummanvihrealla 1:10-laimennettu koetinseos ja
vaaleanvihredlla sitd vastaavat negatiiviset kontrollit.

Oranssilla 1:4-laimennettu

koetinseos ja harmaalla sité vastaavat negatiiviset kontrollit. Taq-polymeraasin maarat
reaktioissa olivat 10 U ja 50 U.

Reaktioiden fluoresenssitasot jaivat nollatasolle, lukuun ottamatta reaktioita, jotka

sisalsivat

50 U Tag-polymeraasia sekd 1:4-laimennettua koetinseosta (oranssi).

Kuvassa 14 on esitetty reaktiot, jossa koetinseosta kaytettiin 1:2-laimennettuna (0,08

UM, punainen) ja laimentamattomana (0,17 pM, sininen). Negatiiviset kontrollit on

merkitty vaaleanpunaisella ja vaaleansinisella.
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Kuva 14.

Koetinseoksen titraus. Punaisella 1:2-laimennettu koetinseos ja vaaleanpunaisella sita
vastaavat negatiiviset kontrollit.
vaaleansinisella sitd vastaavat negatiiviset kontrollit.

Tummansinisella laimentamaton koetinseos ja

Tag-polymeraasin maarat

reaktioissa olivat 10 U ja 50 U.
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Sekad 1:2-laimennetulla etta laimentamattomalla koetinseoksella saavutetaan selkea
fluoresenssitason muutos kummankin polymeraasimaaran kanssa. Laimentamattomalla
koetinseoksella paatepisteiden RFU-arvojen valilla on selkeampi ero. Kuvassa 15 on
esitetty kaavio joka visualisoi koetinseosten fluoresenssitason nousua eri
konsentraatioissa. Reaktioiden paatepisteiden RFU-arvoista on vahennetty negatiivisten

kontrollien keskiarvot.
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m1:10 MB-seos 1:4 MB-seos m1:2 MB-seos ®MB-seos

Kuva 15. Koetinseoksien laimennosten fluoresenssitasot, kun nollataso véahennettiin
paatepisteiden RFU-arvoista.

1:2-laimennettuna ja laimentamattomana saavutettiin selkea fluoresenssitason nousu
molemmilla entsyymimaarilla. Laimentamattomalla seoksella saavutetaan selkeampi ero

eri entsyymimaarilla.
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6.3 Koettimien vertailu yksittéin seka seoksena entsyymien kanssa

Koettimien vertailua varten valmistettin nelja erilaista esiseosta, jotka sisalsivat
Molecular Beacon -koettimia yksittain sek& seoksena (taulukko 8). Nayttein& kaytettiin
5, 20 sekd 50 U Tag-polymeraasia sekd RT-entsyymid. Entsyymilisayksilla haluttiin
selvittad, voidaanko Tag-polymeraasin 5’-eksonukleaasiaktiivisuutta osoittaa koettimien
avulla. RT-entsyymilla ei ole vastaavaa aktiivisuutta, joten fluoresenssitason ei pitaisi
nousta reaktioiden aikana. Negatiivisena kontrollina kaytettiin Milli-Q-vetta.

Taulukko 8.  Koettimien vertailua varten valmistetut esiseokset. Entsyymien tilavuudet on
huomioitu lopputilavuudessa.

10X Taq -puskuri 1X 2
Molecular Beacon 5'-hdnnillad 10 puM/ 0,5 uMm

Molecular Beacon 3'-hdnnillad 10 puM/ 0,5 uMm

Molecular Beacon tylppapéinen 10 pM/ 0,5 uMm 1
Molecular Beacon -seos 3,33 uM 0,17 uM x 3

Milli-Q-vesi lopputilavuuteen 20
Tag-polymeraasi/RT-entsyymi 2,5, 10 ja 25 U/ul 5,20 ja 50 U 2

Kuvassa 16 on esitetty gPCR-kuvaaja reaktioista, jotka sisaltavéat Tag-polymeraasia 5,
20 seka 50 U. Tylppéapaista koetinta sisaltavat reaktiot on merkitty oranssilla, 3’-hantaista
koetinta sisaltavat vihredlla, 5’-hantaista punaisella ja koetinseosta sisaltavat reaktiot

violetilla. Negatiiviset kontrollit on merkitty mustalla.
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Kuva 16. gPCR-kuvaajat koettimien vertailusta. Reaktiot sisalsivat Tag-polymeraasia 5, 20 ja 50
U. Reaktiot ovat merkitty seuraavasti: tylppapainen koetin oranssilla, 3’-h&ntéinen
vihredlld, 5-hantainen punaisella ja koetinseos violetilla. Negatiiviset kontrollit on
merkitty mustalla.

Tylppapaisen ja 3’-héntdisen koettimen kanssa fluoresenssitason nousu on
huomattavasti matalampaa, kuin 5’-hantaisen koettimen seka koetinseoksen kanssa. 3’-
hantdisen koettimen kuvaajasta ei voida erottaa eri entsyymimaaria paatepisteiden
fluoresenssitasoista. Syklin 100 kohdalla havaitaan eridavia RFU-arvoja, mutta
reaktiokayrien erot eivat vastaa eri entsyymimaaria. 5-hantaisella koettimella ja
koetinseoksella saavutetaan selkeat fluoresenssitason muutokset ja reaktiot eri
entsyymimaarilla poikkeavat fluoresenssitasoltaan toisistaan. Koetinseoksessa
yksittdisten Molecular Beacon -koettimien konsentraatiot ovat pienemmaét kuin

reaktioissa, joissa koettimia kaytettiin yksittain.

Kuvassa 17 on esitetty 5, 20 ja 50 U RT-entsyymiad sisédltavien reaktioiden tulokset

gPCR-ajosta. Koettimet on merkitty kuvaan seuraavasti: tylppédpainen koetin oranssilla,
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3’-hantdinen vihrealla, 5-hantainen punaisella ja koetinseos violetilla. Negatiiviset

kontrollit on merkitty mustalla.

Kuva 17. gPCR-kuvaajat Molecular Beacon -koettimien vertailusta. Reaktioiden RT-
entsyymimaarat olivat 5, 20 seka 50 U. Oranssilla on merkitty tylpp&péisen koettimen
reaktiot, vihredlld 3’-hantaisen, punaisella 5’-hantdisen ja violetilla koetinseoksen.
Negatiiviset kontrollit on merkitty mustalla.

RT-entsyymia sisaltavien reaktioiden kuvaajat ovat hyvin samankaltaisia yksittaisilla
koettimilla sek& koetinseoksella. Pieni fluoresenssitason nousu on havaittavissa
suuremmilla entsyymimaarilla. Nollatasosta poikkeava fluoresenssitaso on lahes
samansuuruinen kuin Tag-polymeraasia sisaltdvien reaktioiden, joissa kaytettiin
tylppapaista tai 3’-hantaista koetinta. Kuvassa 18 on havainnollistettu eri koettimien sekéa
niiden seoksen paatepisteiden fluoresenssitasojen eroja Tag-polymeraasia seka RT-
entsyymia kaytettdessa. Negatiivisten kontrollien nollataso on vahennetty reaktioiden
RFU-arvoista. Kuvasta nahdaan Tag-polymeraasin fluoresenssitasojen olevan

huomattavasti korkeammat kuin RT-entsyymin.
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Kuva 18. Fluoresenssitasojen ero koettimien valilla reaktioiden sisaltdessad Tag-polymeraasia ja
RT-entsyymia eri maarina.

Tag-polymeraasin fluoresenssitasot kasvavat lineaarisemmin eri laimennosten valilla
kaytettdessa koetinseosta tai 5’-hantdista koetinta. Reaktiot 5-hantdisen koettimen
kanssa aiheuttavat lahes kolminkertaisen fluoresenssitason nousun verrattuna
koetinseokseen. Molecular Beacon -seoksessa 5’-hantéisen koettimen osuus on
kolmannes. Koettimien reaktiot RT-entsyymin kanssa eivat tuota Tag-polymeraasin
kaltaista suurta fluoresenssitason muutosta. Naiden tulosten perusteella voidaan todeta
Tag-polymeraasin 5-eksonukleaasiaktiivisuuden osoittamisen olevan mahdollista sekéa

5’-hantéisella koettimella etta koetinseoksella.

6.4 E. coli -bakteerin lysaatin supernatantin vaikutus reaktioissa

Tuottosolun eksonukleaasiaktiivisuuden vaikutusta gPCR-reaktioihin tutkittin seka
lAampokasittelemattdman etta lampokasitellyn lysaatin supernatantin avulla. Reaktioissa
kaytettin Molecular Beacon -seosta ja niihin liséttin myds Tag-polymeraasia,
eksonukleaasi I:sta ja lll:ta. Entsyymilisayksilla tutkittiin, onko mahdollista havaita Tag-
polymeraasin 5’-eksonukleaasiaktiivisuuden ja kaupallisten eksonukleaasientsyymien

vaikutusta reaktioihin.
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Syvajaassa olleesta E. coli -bakteerin solumassasta lohkaistiin pala, joka suspensoitiin
Tris-HCl-pohjaiseen puskuriin. Lisatty puskurimaara oli 1 mil/mg solumassaa.
Homogeeninen solususpensio sonikoitiin Hielscher UP200Ht -
ultraddnihomogenisaattorilla, kayttden S26d2-karkea (10 * 10 s, pulssi 90 %, amplitudi
80 %). Lysaatti sentrifugoitiin (10 min, 4 °C, 13 300 rpm) ja supernatantti kerattiin talteen.
Puolet supernatantista lampokasiteltiin lampoblokilla (80 °C, 22 min), jadhdytettiin jailla
ja sentrifugoitiin uudelleen (10 min, 4 °C, 13 300 rpm). Jaljelle jaanyt supernatantti
kerattiin talteen. Supernatantit analysoitin 1:10-, 1:100- ja 1:1000-laimennettuina.

Laimennokset tehtiin Tag-puskuriin.

Esiseokset valmistettiin taulukon 9 mukaan. Ajot jakautuivat kahdelle eri péaivélle.
Kaupallisten eksonukleaasien kanssa negatiivisena kontrollina kaytettiin Milli-Q-vetta ja
muissa reaktioissa negatiivisena kontrollina toimi Taqg-puskuri. gPCR-ajoaika oli 240

minuuttia.

Taulukko 9.  Esiseokset E. coli -bakteerin lysaatin supernatantin vaikutuksen analysoimiseksi.
Naytetilavuus on huomioitu lopputilavuudessa.

2

10X Taq -puskuri 1X

Molecular Beacon -seos 3,33 uM 0,17 uM x 3 1
eksonukleaasi 1 2,5 U/pul 2,5U

eksonukleaasi 111 0,05 U/pl 0,05 U

Taqg-polymeraasi 20 U/pl 20U 1
ilman entsyymia -

Milli-Q-vesi lopputilavuuteen 20
lysaatin supernatantti - 2

Kuvassa 19 on kaupallisten eksonukleaasientsyymien gPCR-ajojen tulokset.
Vasemmalla puolella kuvassa on eksonukleaasi I:n tulokset, reaktioissa entsyymimaara
oli 2,5 U. Lampokasittelemattéman lysaatin supernatantin reaktiot on merkitty mustalla
ja lampokasitellyn oranssilla. Oikealla puolella kuvassa on vastaavat reaktiot
eksonukleaasi Ill:n osalta 0,05 U:n entsyymimaaralla. Reaktiot [Ampokasitellyn lysaatin
kanssa on merkitty vaaleanpunaisella ja lampokasiteltya lysaattia sisaltavat reaktiot on

merkitty violetilla. Negatiiviset kontrollit on merkitty vaaleanharmaalla.
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Kuva 19. Vasemmalla puolella kuvassa on eksonukleaasi I:n (2,5 U) reaktiot lysaattien kanssa.
Kuvassa mustalla on reaktiot lampokésittelemattoman ja oranssilla lampdokasitellyn
lysaatin kanssa. Oikealla puolella on eksonukleaasi lll:n (0,01 U) gPCR-kuvaaja, jossa
reaktiot lampokasittelemattoman lysaatin kanssa on merkitty vaaleanpunaisella ja
lampokasitellyn violetilla. Negatiiviset kontrollit on merkitty vaaleanharmaalla.

Lampokasittelyn vaikutus havaitaan kummankin entsyymin osalta matalampana
fluoresenssitasona. 1:10- ja 1:100-laimennettujen lampdkasittelemattémien lysaattien
reaktiot eivat poikkea paatepisteiden RFU-arvoilta toisistaan. Eksonukleaasi I:n osalta
laimennuksesta johtuva vaikutus havaitaan syklilla 10 ja eksonukleaasi lll:n osalta ennen
syklia 60. Eksonukleaasi I:n muissa reaktioissa lysaatin laimennuksen vaikutus
havaitaan selkeéasti. Eksonukleaasi lll:n reaktioiden paatepisteiden fluoresenssitasot
eivat poikkea toisistaan merkittavasti lampokasiteltyjen lysaattien osalta.

Kuvassa 20 on gPCR-ajon tulokset lysaattilaimennoksille ilman entsyymilisdysta
(vasemmalla). Sinisella on merkitty lampokasittelemattdmat lysaatit ja punaisella
lampokasitellyt. Kuvassa oikealla on reaktiot, joissa on mukana 20 U Tag-polymeraasia.
Violetilla on merkitty lampokasittelemattomat lysaattilaimennokset ja punaisella

lampokasitellyt. Negatiiviset kontrollit on merkitty vihrealla.
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Kuva 20. Vasemmalla reaktiot, jotka eivat sisélla lisattyd entsyymid. Sinisella on merkitty
laimennokset, jotka ovat tehty lampokasitteleméattdméastad lysaatista ja punaisella
lampokasitellyn lysaatin laimennokset. Oikealla 20 U Tag-polymeraasia sisaltavat
reaktiot. Reaktiot lampokasittelemattoman lysaatin kanssa on merkitty violetilla ja
lampokasitellyn lysaatin punaisella. Negatiiviset kontrollit on merkitty vihrealla.

Lampdkasittelyn vaikutus nahdaan myds naissa reaktioissa selkeasti. 1:1000-
laimennetut lampokasitellyt lysaatit jAdvat nollatasolle ilman entsyymia seka entsyymin
kanssa. Laimentamisen vaikutus havaitaan kaikissa reaktioissa. Tag-polymeraasia seka
1:10- ja 1:100-laimennettua lAmpokasittelematonta lysaattia sisaltéavien reaktioiden
fluoresenssitasojen ero voidaan havaita vain ennen syklid 100. Kuvassa 21 on
havainnollistettu lampokasittelyn vaikutusta fluoresenssitasoihin seka reaktioiden eroa
keskendan. Rinnakkaisten reaktioiden RFU-arvoista on véahennetty negatiivisten
kontrollien RFU-arvojen keskiarvo. Eksonukleaasiaktiivisuuden havaitaan vahentyneen

lysaateissa lampokasittelyn vaikutuksesta kaikissa reaktioissa.
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Kuva 21. Solulysaatin vaikutus gPCR-reaktioihin Molecular Beacon -koettimia kaytettaessa.

Kaavion mukaan entsyymid sisdltamattomien reaktioiden vahvimpien laimennosten
fluoresenssitaso  olisi  korkeampi, kuin entsyymia sisaltdvien reaktioiden.
Todennékoisesti lAampokasittelemattomien 1:10- ja 1:100-laimennosten
eksonukleaasipitoisuus jA& niin korkeaksi, ettei eron madrittdminen naistd ole
mahdollista. Lampokasittelemattoman 1:1000-laimennetun lysaatin reaktiot Tag-
polymeraasin seké eksonukleaasi I:n kanssa aiheuttavat suuremman fluoresenssitason
nousun, kuin lysaatti ilman entsyymi& samalla laimennoksella. Eksonukleaasi I:n osalta
pystytdéan havaitsemaan entsyymilisdyksien aiheuttama fluoresenssitason nousu
lAampokasitellyissa lysaateissa. Naiden tulosten perusteella Tag-polymeraasin 5’-
eksonukleaasiaktiivisuutta ei voida osoittaa nain epapuhtaista naytteista, jotka sisaltavat

paljon eksonukleaasiaktiivisuutta jo valmiiksi.
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6.5 Eksonukleaasipitoisten fraktioiden analysointi kahdella menetelmalla

Tuottosolun, E. coli -bakteerin, lysaatin supernatantille tehtiin kromatografinen erottelu
Q-sefaroosimatriisissa. Anioninvaihtokromatografian avulla oli tarkoitus tuottaa
puhdistusprosessia jdaljittelevia fraktioita, joiden eksonukleaasipitoisuudet eroaisivat
toisistaan. Eksonukleaasiaktiivisuuden oletettiin olevan korkeimmillaan suolan avulla
eluoiduissa fraktioissa. Tarkoituksena oli verrata, saadaanko fluoresoivalla ja
radioaktiivisella menetelmélla samankaltainen eksonukleaasiprofiili eluoituneille

fraktioille.

6.5.1 Kolonnin pakkaus, solujen kasittely seka kromatografinen erottelu

Kolonnin pakkaus seka kromatografinen erottelu tehtiin Bio-Rad NGC Quest 100 -
kromatografialaitteella. Q-sefaroosi (GE17-0510-01) pestiin ja pakattin XK16/20-
kuoreen (GE Healthcare nyk. Cytiva) virtausnopeudella 10 ml/min GE Healthcaren
ohjeen (71-5009-64 AF) mukaisesti. Kolonnitilavuudeksi (CV) tuli pakkauksen jalkeen
11,5 ml.

Jaisesta E. coli -bakteerin solumassasta punnittiin astiaan 10 g:n pala, johon lisattiin 30
ml puskuria (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 0.1 mM EDTA, 0.2 % Tween 20). Solut sekoitettiin
homogeeniseksi liuokseksi puskurin kanssa huoneenlammossa jaiden paalla.
Solususpensio sonikoitiin  Hielscher UP200Ht -ultradédnihomogenisaattorilla S2d7-
karjella (15 * 10 s, pulssi 90 %, amplitudi 70 %). Lyysatut solut sentrifugoitiin (11 000
rpm, 15 min, 5 °C), supernatantti keréttiin talteen ja se suodatettiin 0,45 pm:n seka 0,2
pum:n  AcroCap™-suodattimilla. Suodatuksen jalkeen lysaatin johtokyky saadettiin

vastaamaan A-puskurin johtokykya. Sy6ton lopullinen tilavuus oli 150 ml.

Taulukossa 10 on esitetty ajopuskurit seka ajo-ohjelman vaiheet. Virtausnopeus oli ajon
aikana 5 ml/min (149 cm/h) ja absorbanssin muutosta seurattiin aallonpituudella 280 nm.
Kolonni tasapainotettiin A-puskurilla, jonka jalkeen seurasi naytteen sy6ttd, 5 CV:n

pesuvaihe A-puskurilla seka lineaarinen suolagradientti 0—100 %:iin B-puskuria.
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Taulukko 10. Ajopuskurit seka ajo-ohjelman vaiheet.

A-puskuri Tris-HCIl pH 7,5, 0,1 M NaCl
B-puskuri Tris-HCIl pH 7,5, 1 M NaCl

tasapainotus 5CV A
syotto 150 ml -
pesu 5CV A
gradientti 5¢Cv 0-100 % A+B

Kuvassa 22 on esitetty ajon kromatogrammi. Naytteen syoton aikana, absorbanssin

noustua, kerattiin lapitullut liuos (FT) talteen. Eluutio kerattiin 5 ml:n fraktioihin.

g

A (280 nm) (mAU)

g

g

Volume (mi) »

Kuva 22. Kromatogrammi E. coli -bakteerin lysaatin supernatantin erottelusta Q-sefaroosissa.
Absorbanssin muutos on esitetty tilavuuden funktiona, punaisella on merkitty johtokyky
ja mustalla B-puskurin osuus puskuriseoksesta.

Absorbanssi nousi sydtdn aikana, ja eluutiossa erottui kaksi piikkia. Pylvas puhdistettiin

ja varastoitiin kayton jalkeen. Laite kasiteltiin ja suljettiin yrityksen ohjeiden mukaisesti.
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6.5.2 Fraktioiden analysointi fluoresoivalla menetelmalla

Syo6ttd, FT seka fraktiot analysoitiin laimentamattomina ja niista tehtiin 1:10-, 1:100- ja
1:1000-laimennokset. Uudet Molecular Beacon -koetinliuokset valmistettiin TE-puskuriin
100 uM:n konsentraatioon. Liuokset laimennettiin vield 1:10 ja niita yhdistettiin samassa
suhteessa koetinseoksen valmistamiseksi. Esiseos tehtiin taulukon 11 mukaisesti.
Positiivisina kontrolleina kaytettiin  kaupallisia eksonukleaaseja ja negatiivisena

kontrollina Tag-puskuria.

Taulukko 11. Esiseos syétén, FT:n ja fraktioiden analysointia varten. Naytteen tilavuus on
huomioitu lopputilavuudessa.

10X Taq -puskuri 1X 2
Molecular Beacon -seos 3,33 uM 0,17 uM x 3 1
Milli-Q-vesi lopputilavuuteen 20
nayte - 1

Naytteiden analysointi viivastyi ja naytteita sailytettin 40 minuutin ajan kylmablokilla
jaékaapissa. Naytteet olivat pipetoitu kaivojen reunalle ja kuoppalevy sentrifugoitiin vasta
juuri ennen ajon aloitusta. gPCR-ajo tehtiin eri laitteella kuin aiemmat ajot. Ajoaika oli
240 min.

Kaikki 1:1000-laimennetut naytteet jaivat nollatasolle. Kuvassa 23 vasemmalla on
esitetty syottd (punainen) sekd FT (violetti) laimentamattomina sekd 1:100-
laimennettuina. Oikealla puolella samat naytteet ovat 1:10-laimennettuina. Negatiiviset
kontrollit on merkitty vihrealld. Kuvaajien perusteella seka syotto ettad FT sisaltavat paljon

eksonukleaasiaktiivisuutta.

metropolia.fi WMetropolia



38

RFU (1043)

t i ‘
0 50 100 150 200 250
Cycles
Cycles

Kuva 23. Vasemmalla syottd (punainen) sekd FT (violett) laimentamattomina seka 1:100-
laimennettuina. Oikealla puolella samat naytteet 1:10-laimennettuina. Negatiiviset
kontrollit on merkitty vihrealla.

Kuvassa 24 on esitetty laimentamattomien eluutiofraktioiden reaktiot. Kaikki reaktiot
poikkeavat suuresti nollatasosta. Ensimmaisen eluutiopiikin  fraktioiden, 1-5,
fluoresenssitasojen perusteella, ei voida osoittaa eksonukleaasiaktiivisuustasojen eroja
eri fraktioissa. Jalkimmaisen eluutiopiikin fraktioiden, 6-9, fluoresenssitasot laskevat
fraktionumeroiden mukaisessa jarjestyksessa. Tama lasku on havaittavissa selkedmmin

syklilla 50.

RFU (10A3)

Néyte fr.1 fr.2 fr.3 fr. 4 fr.5 fr.6 fr. 7 fr.8 fr.9 NEG

Véri

Kuva 24. gPCR-ajon tulokset laimentamattomille fraktioille.
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1:10-laimennetuilla fraktioilla saadaan reaktioiden paatepisteiden RFU-arvojen vélille jo
selkeammin eroja. Naiden laimennosten tulokset ovat esitetty kuvassa 25. Kuvaan on
korostettu  fraktiot 3 ja 4  korkeampien fluoresenssitasojensa  vuoksi.
Eksonukleaasiaktiivisuuden huippu sijoittuu 1:10-laimennetuissa naytteissa fraktion 4
kohdalle. Tassa laimennoksessa havaitaan my6s eksonukleaasiaktiivisuuden sijoittuvan
selkedsti ensimmaisen eluutiopiikin kohdalle. Fraktion 4 jalkeen fluoresenssitasot

laskevat selvasti eri naytteiden valilla.

RFU (1043)

MNéayte fr. 1 fr. 2 fr.3 fr. 4 fr.5 fr.6 fr. 7 fr. 8 fr. 9 NEG
Vari

Kuva 25. 1:10-laimennettujen fraktioiden gPCR-ajon tulokset. Kuvaan on korostettu fraktiot 3 ja
4 korkeampien RFU-arvojen vuoksi.

Kuvassa 26 on (PCR-kuvaaja eluutiofraktioista, jotka ovat laimennettu 1:100.
Fraktioiden 2—4 reaktiot on korostettu kuvaan korkeampien fluoresenssitasojensa
vuoksi. Kaikki reaktiot poikkeavat fluoresenssitasoltaan nollatasosta lukuun ottamatta
fraktion 4 rinnakkaista reaktiota, joka on jaanyt nollatasolle. Naissd laimennoksissa
eksonukleaasihuippu sijoittuu fraktion 3 kohdalle. My6s naissa laimennoksissa voidaan
osoittaa ensimmaisen eluutiopiikin fraktioiden olevan korkeammalla fluoresenssitasolla,
kuin toisen eluutiopiikin fraktioiden. Naissd laimennoksissa ei voida osoittaa
eksonukleaasiaktiivisuuden tasaista laskua toisen eluutiopiikin fraktioista, kuten

aiemmissa laimennoksissa.

metropolia.fi ﬂrMetropolia



40

8000

7000

U

T8
& 6000

Niyte fr.1 fr. 2 fr.3 fr.4 fr.5 fr.6 fr.7 fr.8 fr.9 NEG

Viri

Kuva 26. gPCR-ajon tulokset fraktioiden 1-9 1:100-laimennoksista. Korostettuina fraktioiden 2—
4 reaktiot, joissa fluoresenssitasot ovat korkeampia.

Kromatogrammin eluutiojakso on esitetty kuvassa 27. Fluoresoivalla menetelmalla
analysoitujen fraktioiden tulosten perusteella voimakas eksonukleaasiaktiivisuus
sijoittuu ensimmaisen eluutiopiikin kohdalle ja aktiivisuushuippu vastaa eluutiopiikin
huippua. Ensimmadisen eluutiopiikin  reunojen eksonukleaasiaktiivisuudet ovat
korkeammat, kuin toisen eluutiopiikin. Eksonukleaasiaktiivisuus alkaa laskea

ensimmaisen eluutiopiikin huipun jalkeen.
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Kuva 27. Kromatogrammin eluutiojakso. Fluoresoivalla menetelméllda analysoitujen naytteiden
perusteella voimakkaampi eksonukleaasiaktiivisuus sijoittuu ensimmaéisen eluutiopiikin
kohdalle ja aktiivisuushuippu vastaa eluutiopiikin huippua.

Talla menetelmalla on mahdollista havaita fraktioiden valiset
eksonukleaasiaktiivisuuserot seké fraktioiden laimentamisesta johtuva vaikutus.
Optimaalinen laimennos on arvioitava naytekohtaisesti. 1:10- ja 1:100-laimennoksilla
saavutetaan ndissa analyyseissa vertailtavia tuloksia. Kuvassa 28 esitetty kuvaaja tehtiin
havainnollistamaan 1:10- ja 1:100-laimennettujen naytteiden fluoresenssitasojen eroja
eri fraktioiden valilla seka laimentamisen vaikutusta néaytteisiin. Reaktioiden RFU-

arvoista on vahennetty nollataso.
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Kuva 28. 1:10- ja 1:100-laimennettujen naytteiden paatepisteiden RFU-arvoista piirretty kuvaaja.

Fluoresenssihuippu sijoittuu eri laimennoksissa hieman eri kohdalle. Eri laimennoksilla
saadaan kuitenkin hyvin samankaltainen profiili eksonukleaasien sijoittumisesta
eluutiofraktioihin.

6.5.3 Fraktioiden analysointi radioaktiivisella menetelmalla

Kromatografia-ajosta saadut naytteet analysoitin myos radioaktiivisella menetelmalla
yrityksessa  kaytdossa olleen tybohjeen mukaisesti. Naytteet analysoitiin
laimentamattomina, 1:2-, 1:10- seka 1:20-laimennettuina. Kontrolleina kaytettiin Tag-
polymeraasia, eksonukleaasi |:sté ja eksonukleaasi lll:ta. Naytteita inkuboitiin 37 °C:ssa
substraatin, tritium-leimatun E. coli -bakteerin ssDNA:n, kanssa neljan tunnin ajan.
Inkuboinnin jalkeen naytteissa olleet pitkdt DNA-juosteet saostettin TCA:n avulla ja
supernatanteista analysoitiin nayte nestetuikeilmaisimella. Eri laimennokset toimivat
rinnakkaisina naytteina toisilleen tassa analyysissa. Saaduista tuloksista (liitteet 1 ja 2)
rinnakkaisille naytteille laskettiin keskiarvot sarjojen sisélla. Naytekohtaiset aktiivisuudet

on esitetty taulukossa 12.
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Taulukko 12. Radioaktiivisen menetelméan eksonukleaasiaktiivisuuksista (liitteet 1 ja 2) lasketut
keskiarvot eri sarjoille. Maaritykset toistettiin perakkaisina paivina.

sarja 1l sarja 2
aktiivisuus (%) aktiivisuus (%)

FT 19,8 16,9
fr. 1 4.1 3,1
fr.2 16,4 14,2
fr.3 81,6 63,8
fr.4 177.,5 174,5
fr.5 145,8 191,7
fr.6 43,5 35,9
fr.7 16,0 9,1
fr. 8 6,0 12,0
fr.9 9,6 -

Maaritetyistd aktiivisuuksista piirrettin - kuvaaja (kuva 29) havainnollistamaan

eksonukleaasiaktiivisuuden jakautumista fraktioiden valilla.
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Kuva 29. Radioaktiivisella menetelmalla analysoitujen fraktioiden eksonukleaasiaktiivisuuksista
piirretty kuvaaja.

Radioaktiivisella menetelmalld analysoitujen naytteiden eksonukleaasiaktiivisuuden

huippu sijoittuu fraktioiden 4 ja 5 kohdalle eli ensimmaisen eluutiopiikin laskevalle
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puolelle. Kahden eri sarjan aktiivisuudet vastaavat hyvin toisiaan. Eri menetelmilla
analysoitujen fraktioiden tuloksista piirrettiin kuvaaja (kuva 30), jossa fraktioita vastaavat

eksonukleaasiaktiivisuusprosentit seka RFU-arvot on esitetty y-akseleilla.
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——radioaktiivinen ——radioaktiivinen gPCR ——(¢PCR
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Kuva 30. Radioaktiivisella ja fluoresoivalla menetella analysoitujen fraktioiden tulokset.
Radioaktiivisella menetelmalla analysoitujen naytteiden tulokset on esitetty
eksonukleaasiaktiivisuutta kuvaavana prosenttina ja fluoresoivan menetelman tulokset
paatepisteiden RFU-arvoina.

Kummallakin  menetelmélla  saadaan  samankaltainen  eksonukleaasiprofiili.
Huippufraktio vaihtelee hieman gPCR-laimennosten seka radioaktiivisen menetelman
sarjojen valilla, kuin myds menetelmien kesken. Kummankin menetelman tulosten
perusteella voimakas eksonukleaasiaktiivisuus sijoittuu kromatogrammin ensimmaisen
eluutiopiikin kohdalle.

Fraktiot tuotettiin jaljittelemaan proteiinien puhdistusprosessin kaltaisia fraktioita.
Naytemateriaali sisélsi paljon erilaisia biomolekyyleja ja fraktiot olivat huomattavasti
epapuhtaampia, kuin proteiinien puhdistuksen aikana sekd laadunvalvonnassa
analysoitavat naytteet. Radioaktiivista menetelmaa kaytettdessa saostetaan
pilkkoutumaton substraatti, mikali ndyte sisdltdd paljon proteiineja ei TCA:n
saostuskapasiteetti ole riittdva saostamaan kaikkea substraattia ja pidempia leimattuja
substraatteja voi jaada supernatanttiin ja ne analysoidaan tuikeilmaisimella. TA&ma voi

nostaa virheellisesti maaritettyd eksonukleaasiaktiivisuutta.
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7 Paatelmat

Opinnaytetybn tavoitteena oli tutkia fluoresoivan menetelmén soveltuvuutta
eksonukleaasiaktiivisuuden  osoittamiseksi E. coli -bakteerin  solulysaatista
puhdistetuista proteiinipitoisista naytteista. Fluoresoivassa menetelmdssa kaytettiin
kolmea erilaista Molecular Beacon -koetinta, tylppapaista, 3’- ja 5’-hantaistd, joissa oli
fluoroforina 6-FAM ja sammuttajamolekyylind lowa Black FQ. Tutkimuksissa kaytettiin
kolmea kaupallista E. coli -bakteerin eksonukleaasientsyymia. Eksonukleaasi I:lla on 3'—
5’-aktiivisuus ja se kayttaa ensisijaisena substraattinaan ssDNA:ta, mutta se pystyy
poistamaan myds muutamia nukleotideja dsDNA:n tylpista péaista, jos sen konsentraatio
on riittava. Eksonukleaasi lllilla on sama 3'-5-aktiivisuus, mutta ensisijaisena
substraattina se kayttda dsDNA:ta. Eksonukleaasi Ill kykenee hajottamaan dsDNA:n
tylppia pdita ja silla on myds 5’-3’-aktiivisuutta. Liséaksi silla on kyky hajottaa ssDNA:ta,
aktiivisuus tahan substraattiin on lahes kymmenen kertaa matalampi, kuin dsDNA-
substraattiin. Katkaistulla eksonukleaasi Vlll:lla on vastakkainen 5-3’-aktiivisuus, ja
ensisijaisena substraattina se kayttaa dsDNA:ta. Myds talla entsyymilla on kyky hajottaa
dsDNA:ta 3'- seka tylpista paistd. Eksonukleaasi VIII kykenee hajottamaan myds
ssDNA:ta, jos 5-paédssd on fosfaatti. Optimaalisimmillaan naméa kolme entsyymia
pystyisivat hajottamaan kaikkia kaytettyjd Molecular Beacon -koettimia. Kaikilla
kaupallisilla eksonukleaaseilla pystyttiin tuottamaan reaktioita, joissa fluoresenssitasot
nousivat. Eksonukleaasi Ill:n osalta kayttomaara olivat huomattavasti matalampi kuin
kahdella muulla.

Puskureiden vaikutusta fluoresenssitasoon tutkittiin reaktioiden avulla, jotka sisalsivéat
Molecular Beacon -koetinseosta sek& kaupallisia eksonukleaasientsyymeja.
Tarkoituksena oli selvittédd, voidaanko kolme kaupallista puskuria korvata Tag-puskurilla.
Saatujen tulosten perusteella gPCR-reaktiot pystyttiin tuottamaan kaikissa kaytetyissa
puskureissa yhta onnistuneesti. Kaytetyn koetinseoksen konsentraatio oli reaktioissa
pienempi, kuin  alustavissa  tutkimuksissa. Taman  takia  optimaaliset
eksonukleaasientsyymimaarat olivat suuremmat kuin alustavissa tutkimuksissa.
Molecular Beacon -koetinseoksen optimaalista kayttbkonsentraatioita arvioitiin
reaktioiden avulla, jotka siséalsivat 10 ja 50 U Tag-polymeraasia. Koetinseokset, jotka
sisélsivat eri koettimia 0,08 ja 0,17 uM konsentraatioissa nostivat fluoresenssitason

riittdvan korkeaksi Tag-polymeraasin eksonukleaasiaktiivisuuden detektoimiseksi eri
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entsyymimaarissa. 0,17 uM:n konsentraatiolla ero oli huomattavasti suurempi. Taqg-
polymeraasin 5’-eksonukleaasiaktiivisuuden osoittamista tutkittiin yksittaisten koettimien
sekd niiden seoksen avulla. Reaktiot jotka sisalsivat koetinseosta tai 5-hantaista

koetinta nostivat fluoresenssitasoja huomattavasti.

Tuottosolun, E. coli -bakteerin, lysaatin vaikutusta reaktioihin  tutkittiin
lampokasittelemattoman seka lampokasitellyn lysaatin supernatantin avulla. Reaktioihin
lisattiin Tag-polymeraasia, eksonukleaasi I:sta ja lll:ta. Entsyymilisayksilla oli tarkoitus
tutkia, voidaanko lisattyjen entsyymien eksonukleaasiaktiivisuuden aiheuttamaa
fluoresenssia havaita reaktioista. Lampokasittelyn vaikutus havaittiin kaikissa reaktioissa
matalampana fluoresenssitasona. Eksonukleaasi I:n osalta voitin  havaita
entsyymilisaykset kaikissa reaktioissa, jotka sisalsivat lampokasiteltya lysaattia. Taq-
polymeraasin aiheuttamaa lisafluoresenssia ei kuitenkaan voitu osoittaa nain

epapuhtaista naytteista, jotka sisalsivat paljon eksonukleaasiaktiivisuutta.

Solulysaatin lampokasittelemattomasta supernatantista tuotettiin - kromatografisen
erottelun avulla eksonukleaasipitoisia fraktoita, jotka jaljittelivat puhdistusprosessin
aikana analysoitavia naytteitd. Tarkoituksena oli vertailla, saadaanko fluoresoivalla ja
radioaktiivisella menetelmalla eluutiofraktioista samankaltaiset eksonukleaasiprofiilit.
Kummassakin menetelmassa reaktiolampétila oli 37 °C ja reaktioaika 4 tuntia.
Naytteiden laimentamisen vaikutus tuloksiin havaittin  kummallakin menetelmalla.
Kromatogrammin eluutiossa erottui kaksi piikkid. Seka fluoresoivalla ettéa radioaktiivisella
menetelmalla pystyttin  osoittamaan eksonukleaasiaktiivisuushuipun  sijoittuvan
ensimmaisen eluutiopiikin kohdalle. Aktiivisuuden huippuarvot vaihtelivat fraktioiden 3—
5 vaélilla eri laimennoksilla ja sarjoilla. Kromatogrammissa ensimmaisen eluutiopiikin
absorbanssihuippu  sijoittui fraktion 3 kohdalle. Kromatografisella erottelulla ei ole
valttamattd saavutettu riittavaa resoluutiota, ja eluutiopiikki voi koostua myds
useammasta piikista. Radioaktiivisen menetelman tuloksiin on voinut vaikuttaa TCA:n
saostuskapasiteetin ylittyminen, jolloin pilkkoutumaton substraatti on voinut jaada
saostumatta naytteissa, joiden proteiinipitoisuus on korkea. Taméan vuoksi analysoitava
supernatantti on voinut siséltdd enemman tritiumia, mika johtaa korkeampaan
eksonukleaasiaktiivisuustulokseen.  Fluoresoivassa  menetelméssad  reaktioiden

etenemiseen vaikuttaa eri eksonukleaasien lasnaolo ja ensisijaisen substraatin
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saatavuus. Kaytetyt fluoresoivat varimolekyylit voivat olla myds lilan suurikokoisia

irrotettaviksi joillekin eksonukleaaseille.

Naiden tutkimusten perusteella fluoresoivalla menetelmélla voidaan osoittaa
eksonukleaasiaktiivisuuksia  proteiinipitoisista  naytteistd. Molecular Beacon -
koetinseosta kaytettdessa pystytddn Taqg-polymeraasin 5’-eksonukleaasiaktiivisuus
osoittamaan puhtaammista naytteistd, joissa eksonukleaasiaktiivisuus on matala.
Fluoresoivalla menetelmélla saatiin hyvin samankaltainen eksonukleaasiprofiili, kuin
radioaktiivisella menetelmalla analysoitaessa anioninvaihtokromatografian avulla
tuotettuja eksonukleaasipitoisia fraktioita. Fluoresoivaa seka radioaktiivista menetelméé
tulisi tutkia enemman rinnakkain, jotta voitaisiin arvioida tulosten vertailukelpoisuutta
keskendan. Menetelméan kayttbonottoa vaativia tutkimuksia tullaan kasittelemaan

toisessa opinnaytetytssa.
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Liite 1

1 (1)
Radioaktiivisen menetelman tulokset - sarja 1

nayte CPM DFM TDCR  |ka. DPFM|aktivisuus (%)

3H standardi 161133 242488 0,664

Bkg standardi 50 185 0,254

nolla 2519 16831 0,503 16959

nolla 2914 17829 0.5

nolla 8108 16116 0,503

totaali 145534 279210 05211 271325

totaali 132993 252164 0,527

totaali 146775 282601 0,519

Tag-polymeraasi 50 U 10556 21105 0.5 1,63
syotto 7165656 144225 0,496 50,03
syittd 1:20 11115 22540 0493 2,19
FT 47106 04573 0.498 30,51
FT 1:20 G035 18103 0,455 0,45
fr 13705 27370 0.5 4,09
fr11:20 83495 17058 0,492 0,04
fr2 37654 74829 0,602 22,79
fr21:20 0172 18238 0,502 0,50
fr3 130660 263024 0,496 96,74
fr31:20 12742 25410 0,501 3,32
fr4 144684 290369 0,498 107,49
fr4 1:20 24129 48444 0,498 12,38
fr5 153369 305332 0,502 113,37
fr51:20 200568 39634 0,506 8,91
fr6 67162 133640 0,502 45,87
fr6 1:20 11148 22199 0,502 2,06
fr 7 28032 57655 0,503 16,00
fr 7 1:20 28956 17874 0,501 0,36
frd 16273 32254 0,504 6,01
fr81:20 26495 17718 0.49 0,30
frg 11453 22976 0.498 2,37
fr91:20 G200 19093 0,481 0,84
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Liite 2

1 (1)
Radioaktiivisen menetelman tulokset — sarja 2

nayte CPM DFM TDCR  |ka. DPM|aktiivisuus (%)

3H standardi 160804 242043 0,664

Bkg standardi 23 115 0,208

nolla 28897 18363 0484 18022

nolla 23269 16732 0,494

nolla 8315 18871 0,491

totaali 124891 238470 0,523 241707

totaali 130056 248011 0,524

totaali 125640 238641 0,526

Tag-polymeraasi 50 U 9683 19701 0.491 1.08
FT 1:2 21715 44768 0,485 10,93
FT 1:10 9510 18987 0,475 1.19
fr11:2 10215 20960 0,487 157
fr11:10 23826 17737 0,497 0.31
fr21:2 19356 398938 0,486 9.02
fr21:10 95138 19607 0,485 1.04
fr31:2 60205 120833 0498 40,84
fr31:10 14415 28663 0,502 460
frd1:2 121490 243743 0498 89,16
fr4 1:10 30292 60374 0,501 17.07
fr51:2 128532 258821 0,496 95,08
fr51:10 33210 66117 0,602 19,33
fr61:2 31148 613879 0,503 17,66
fr61:10 13183 26246 0,502 3.65
fr71:2 15363 30382 0,505 528
fr 7 1:10 2606 18893 0,508 0,76
fr81:2 11065 21966 0,503 1.97
fr&1:10 2186 19299 0,476 092
fro1:2 2196 18925 0,485 077
fr91:10 8531 17181 0,496 0.09
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