Opinnaytety6 (AMK)

Bio- ja elintarviketekniikka

Biotekniikka
2016

lida Vuorinen

SOLUNSISAISEN GTP-
KONSENTRAATION
MAARITTAMINEN

Luminesenssiin perustuva erotusvapaa GTP-
maaritys

TURKU AMK

TURKU UNIVERSITY OF
APPLIED SCIENCES



OPINNAYTETYO (AMK) | TIVISTELMA

TURUN AMMATTIKORKEAKOULU

Bio- ja elintarviketekniikka | Biotekniikka

2016 | 47

Kari Kopra (FT), Harri Harma (FT), Kari Haajanen (FM)

lida Vuorinen

SOLUNSISAISEN GTP-KONSENTRAATION
MAARITTAMINEN

Guanosiinitrifosfaatti on yksi solujen keskeisista energiamolekyyleista. Silld on tarkea rooli solun
toimintojen saatelyssa esimerkiksi G-proteiinien aktivoinnissa ja signaalien valityksessa. GTP on
elintarkeda soluille ja solun GTP-konsentraation muutosten ymmartaminen auttaisi uusien
terapeuttisten menetelmien kehittamisessa.

Opinnaytetydn tarkoituksena oli kehittdd menetelmaa solunsisdisen GTP-konsentraation
maarittdmiseen. Menetelmd pohjautuu GTP-molekyylin tunnistavaan vasta-aineeseen, jonka
sitoutumista mitattin QRET-menetelmalld. Tavoitteena oli optimoida maarityksen mit-
tausolosuhteet, testata vasta-aineen sitoutumisspesifisyytta ja kokeilla maarityksen toimivuutta
solu-uutteella.

Opinnaytetytssa tuotettiin 2A4CTF -vasta-ainetta Escherichia coli -bakteereissa fermentoimalla ja
vasta-aineen spesifisyys GTP:lle testattin GTP- ja GDP-titrauksilla. GTP-konsentraatio-
maarityksen olosuhteet optimoitiin vasta-aineelle ja muille tarvittaville reagensseille ja maaritysta
testattiin solu-uutteella. Lisaksi tyon aikana testattiin alkuperaisen 2A4CGTP -vasta-aineen pohjalta
luotuja uusia vasta-aineita, joiden avulla maaritysta pyrittiin parantamaan.

Maaritykset osoittivat, ettd solu-uutteen hairitsevien komponenttien vuoksi solujen GTP-kon-
sentraatiota ei pystytty havaitsemaan alkuperaisella vasta-aineella. Sitoutumisominaisuuksiltaan
muunnellut vasta-aineet osoittivat korkeaa sitoutumista GTP-molekyyliin heterogeenisessa
maarityksessa. Kuitenkin erotusvapaassa maarityksessa havaittiin, ettd uudet vasta-aineet
osoittivat eri suolaherkkyyttd kuin alkuperdinen, eikd niitd siksi voida suoraan kayttada
erotusvapaassa maarityksessa ilman maaritysolosuhteiden uudelleen optimointia.
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DETERMINATION OF INTRACELLULAR GTP
CONCENTRATION

Guanosine triphosphate is one of the main energy sources of the cell. GTP has an important role
in controlling cell functions, for example activating G proteins and transmitting signals. GTP is
essential for the cell, and understanding the changes in GTP concentration might help in
developing new therapeutic methods.

The aim of this thesis was to develop a method for measuring the intracellular GTP concentration.
The method is based on a GTP-binding antibody, and the binding was detected using QRET
measurement. The aim was to optimize the measurement conditions of the assay, to test the
binding specificity of the antibody and to determine whether the assay works with cell lysate.

2A4CTP antibody was produced in Escherichia coli bacteria by fermentation. The specificity of the
antibody to GTP was tested by GTP and GDP titration. The conditions of the GTP concentration
assay were optimized, and the assay was tested with cell lysate. Antibodies modified from the
original 2A4CTP antibody were also tested to see if they would make the assay more specific.

The results showed that due to the disturbing components of the cell lysate, the GTP
concentration of the cell was not detected with the original antibody. The modified antibodies
seemed to bind firmly to the GTP molecule in the heterogeneous assay, whereas in the
homogeneous assay the modified antibodies showed differences in salt response compared to
the original antibody. Thus, the modified antibodies can not be used in the homogeneous assay
before re-optimization.

KEYWORDS:

QRET assay, GTP concentration, cell culture, antibody, Fab-fragment
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KAYTETYT LYHENTEET JA TERMIT

Lyhenne/termi

ATP
Apoptoosi
CTP
DMEM
DMSO
DNA
EDTA
Fab

FBS

GDP
G-proteiini
GTP
GTPaasi
g

IPTG

oD

PBS

PCA

QRET

RT-NMR

Selite

Adenosiini 5’-trifosfaatti

Ohjelmoitu solukuolema

Sytidiini 5’-trifosfaatti
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Dimetyylisulfoksidi

Deoksiribonukleiininappo
Etyleeni-diamiini-asetetikkahappo

Antigeenia sitova fragmentti (fragment antigen-binding)
Naudan sikion seerumi (Fetal Bovine Serum)
Guanosiini 5’-difosfaatti

GTP:ta sitova trimeerinen saatelyproteiini

Guanosiini 5’-trifosfaatti

Guanosiinittrifosfataasi

Immunoglobuliini
Isopropyyli-p-D-1-tiogalaktopyranosidi

Solutiheys (Optical density)

Fosfaattisuolapuskuri

Paakomponenttianalyysi (Principal component analysis)

Sammutus-resonanssi-energiansiirto (Quenching Reso-
nance Energy Transfer)

Reaaliaikainen ydinmagneettinen resonanssispektrosko-
pia (Real-time nuclear magnetic resonance)



1 JOHDANTO

GTP on solujen energianlahde erilaisissa aineenvaihduntareaktioissa ja lisaksi silla on
merkittava rooli solujen signaalin valityksessa erityisesti G-proteiinin aktivoijana ja toisio-
lahettind. Riittdva GTP-konsentraatio on soluille elintarkeaa, silla liian alhainen tai liian
korkea konsentraatio aiheuttaa solumuutoksia ja apoptoosia. GTP-konsentraatiomaari-

tysten tutkimustavoite on pystya vaikuttamaan naihin solumuutoksiin ja solukuolemaan.

Opinnaytetyon tavoitteena oli kehittda nopea, helppo ja halpa menetelma solunsisaisen
GTP-konsentraation maarittamiseen. Kehitettdva menetelma perustuu GTP-molekyylin-
tunnistavaan vasta-aineeseen, jonka sitoutumista mitataan sammutus-resonanssi-ener-
giansiirto-menetelman avulla. Opinnaytety6 aloitettin Turun ammattikorkeakoulun ti-
loissa valmistamalla kaytettdvaa vasta-ainetta fermentoimalla, ja ty6ta jatkettiin Turun

yliopistolla bioldaketieteen laitoksella tutkimusryhmassa.

Tybssa tuotettin GTP-sidonnaista vasta-ainetta ja testattiin sen spesifisyys GTP:lle.
Maaritysolosuhteet seka kaytettdvien reagenssien konsentraatiot optimoitiin ja maari-
tysta kokeiltiin solu-uutteella. Lisaksi testattiin miten yhdeksan uutta alkuperaisen vasta-
ainefragmentin pohjalta luotua vasta-ainetta toimivat suhteessa vanhaan vasta-ainee-

seen.

Menetelman jatkotavoitteena on sen kaytté GTP-konsentraatioon vaikuttavien 1adkemo-
lekyylien seulonnassa. Tarkoituksena on I6ytaa molekyyleja, joiden avulla solujen GTP-
konsentraatiota voidaan muuttaa ja sen kautta esimerkiksi vaikuttaa solun erilaistumi-
seen tai apoptoosiin. Tallaisten molekyylien 16ytaminen olisi merkittdvaa muun muassa

sydpahoitojen kehittdmisessa.
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2 GTP-KONSENTRAATIOMAARITYS

GTP eli guanosiini 5'-trifosfaatti toimii soluissa fosfaattien ja pyrofosfaattien kantajina ka-
navoiden kemiallista energiaa biosynteeseihin. GTP aktivoi G-proteiineja, jotka osallis-
tuvat useisiin solujen toimintoihin, joita ovat muun muassa solujen jakautuminen, erilais-
tuminen ja useiden kinaasireaktiosarjojen aktivointi. Lisdksi GTP toimii energianlahteena

DNA:n ja RNA:n biosynteeseissa. '
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Kuva 1. GTP-molekyylin kemiallinen rakenne. 2

Energiamolekyylit kuten ATP ja GTP osallistuvat keskeisesti aineenvaihduntaan ja saa-
televat useita entsyymireaktioita soluissa. ATP on solun paaasiallinen energiamolekyyli,
kun taas GTP:n tehtava on erityisesti signaalin tuottamisessa. Energiamolekyylien kon-
sentraatiot solussa vaihtelevat riippuen kudostyypista, ymparistosta ja terveydellisesta
tilasta. Muutokset energiamolekyylien konsentraatioissa voivat heikentda tai tehostaa
solun toimintaa. Naitd energianmuutoksia mittaamalla ja niita tulkitsemalla pyritdan ku-

vaamaan solun aineenvaihduntaa. 3

On osoitettu, etta solut tarvitsevat riittavan GTP-konsentraation toimiakseen. Vahainen
tai liilan suuri GTP:n maara johtaa esimerkiksi solumuutoksiin, solun erilaistumiseen tai
solun apoptoosiin. Tasta johtuen erilaisten GTP-konsentraatiomaaritysten tutkiminen on
keskeinen kohde uusia terapeuttisia hoitomenetelmia kehitettdessa. GTP-konsentraa-
tiomaarityksia on kehitetty useampia. Muutama naistd menetelmista on esitelty seuraa-

vissa kappaleissa. +°

RT-NMR on menetelm3, jonka avulla voidaan reaaliaikaisesti tarkastella in vitro biologi-
sia reaktioita, ja jota voidaan kayttaa esimerkiksi proteiinin konformaatiomuutosten tar-

kastelussa. Guanosiinitrifosfataasit ovat entsyymeja, jotka sitoutuessaan muuntavat
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GTP:n GDP:ksi. Tama muutos voidaan NMR:lla helposti muuntaa spektriksi, josta voi-
daan erotella entsyymin GTP- ja GDP-sidonnaiset muodot. Maarittamalla naiden muu-
tosten maara aikaerotteisesti saadaan selvitettya yksittaisten GTP-hydrolyysien ja sita
kautta GTP:n maara. Menetelman kayttd vaatii puhtaat maaritysolosuhteet ja on siksi

tyolas. &7

Homogeeninen GTPaasi-Glo-maaritys mittaa GTPaasien aktiivisuutta in vitro. Siina GTP
muunnetaan ATP:ksi ja tdma muutos on havaittavissa bioluminesenssisignaalina. Maa-
rityksella saadaan kvantitatiivisesti mitattua GTP:n maara GTPaasireaktion jalkeen. Ha-
lutun luminesenssisignaalin saaminen edellyttda useita entsyymireaktioita ja maaritys
vaatii puhtaat maaritysolosuhteet. Menetelma on kuitenkin kaupallisesti saatavilla, mika

tekee siitd kiinnostavan vaihtoehdon. 8

Solun energiatasojen muuttumisen seuraaminen ja muutoksiin vastaaminen on tarkeaa
solun selviytymisen kannalta. Energian muutoksiin vastaamisen epaonnistuminen on
haitallista soluille ja voi johtaa organismin toimintakyvyttémyyteen. Prokaryooteille on
I6ydetty yhteys aineenvaihdunnan ja GTP-konsentraatioiden valille. Eukaryooteille on
esitetty yksi mahdollinen GTP-sensori, jonka avulla solu aistii omaa GTP-konsentraatio-
taan. PI5SP4K on fosfolipidi, joka GTP-molekyyliin sitoutuessa vaikuttaa lipidien toisio-
lahetin signalointiin ja sen kautta esimerkiksi aineenvaihduntaan ja kasvainten muodos-
tumiseen. PI5P4KB-fosfolipidin rooli GTP:n tunnistamisessa tekee siita merkittdvan koh-

teen uusien syopahoitojen kehityksessa. 3

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | lida Vuorinen



10

3 VASTA-AINEET

Vasta-aineet tai toiselta nimeltaan immunoglobuliinit ovat liukoisia proteiineja, jotka toi-
mivat osana elimiston immuunijarjestelmaa. Niiden tehtdvana on tunnistaa ja sitoutua
spesifisesti elimistdlle vieraisiin organismeihin tai niiden osiin eli antigeeneihin. Vasta-
aineidentuotto tapahtuu paasaantodisesti plasmasoluiksi kehittyneissa B-soluissa. Jokai-
sen B-solun pinnalla on yhdelle antigeenille spesifisia vasta-ainereseptoreita. Antigeenin
sitoutuessa vasta-aineeseen B-solu aktivoituu ja alkaa jakautua seka vasta-ainetta tuot-

taviksi efektorisoluiksi ettd muistisoluiksi. °

3.1 Vasta-aineiden rakenne

Yksinkertaisimmat vasta-aineet koostuvat neljasta polypeptidiketjusta, jotka ovat kiinnit-
tyneet toisiinsa rikkisidoksilla. Naista ketjuista kaksi on raskaita ketjuja (heavy chain) ja
kaksi kevyita ketjuja (light chain). Vasta-aineet jaetaan isotyyppeihin (IgG, IgA, IgM, IgE
ja IgD) niiden H-ketjujen mukaan. Kukin vasta-aine koostuu yhdesta tai useammasta

immuniglobuliinista.

Raskasketju muodostuu neljastd domeenista, joista yksi on vakio (Cn) ja kolme muuttu-
vaa (Vu). Kevytketju muodostuu yhdesta vakiodomeenista (C.) ja yhdesta muuttuvasta
domeenista (VL) (kuva 2). Jokaisen eri isotyypin vasta-aineen vakioalue on keskenaan
identtinen, mutta vaihtelee eri isotyyppien valilld. Yhdessd kevyen- ja raskaanketjun
muuttuvat alueet muodostavat antigeenille sitoutumiskohdan, joita on yhdessa vasta-
aineessa kaksi identtista. Muuttuvan alueen aminohappojarjestys vaihtelee paljon eri

B-soluissa tuotettujen vasta-aineiden valilla. °

Vasta-aineen Fab-fragmentti on se osa vasta-ainetta, joka sitoutuu antigeeniin. Fab-frag-
mentti koostuu seka raskaan etta kevyenketjun yhdestd muuttuvasta ja yhdesta vakiodo-
meenista. H-ketjun kaksi muuta vakiodomeenia muodostavat Fc-alueen, jossa on sitou-
tumiskohtia proteiineille seka solupintareseptoreille. Fc-alue vaikuttaa vasta-aineen bio-

logisiin ominaisuuksiin. °'1
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~Fab-frgamentti

[~ Fc-fragmentti

€HD
Cu3

Kuva 2. Vasta-aineiden rakenne.

3.2 Vasta-aineiden valmistus

Perinteisesti monoklonaalisia eli yhden antigeenin tietylle epitoopille spesifisia vasta-ai-
neita valmistetaan immunisoimalla hiiri halutulla kohdeantigeenilla. Antigeenit aktivoivat
immuunireaktion ja B-lymfosyyttisolut alkavat tuottaa vasta-ainetta talle antigeenille. Im-
munisointia toistetaan 2-4 viikon valein ja koe-eldimen seerumista tutkitaan, onko vasta-
aineen tuotto kaynnistynyt. Hiiren annetaan tuottaa vasta-ainetta, jonka jalkeen se lope-
tetaan ja sen perna poistetaan. Pernan B-lymfosyyttisolut hajotetaan yksittaisiksi soluiksi
ja niista valmistetaan hybridoomasoluja fuusioimalla ne myeloomasolujen kanssa. Yksit-
taiset hybridoomasolut erotellaan toisistaan laimentamalla, kunnes yhdessa kuoppale-
vyn kuopassa kasvaa vain yhdesta B-lymfosyytista lahtdisin olevia hybridoomasoluja.

Kun sopiva klooni on selvitetty, voidaan sen avulla alkaa tuottaa vasta-ainetta. '

Perinteisessa vasta-aineiden valmistusmenetelmassa on hiirien kaytdsta johtuen eettisia
ongelmia, ja lisdksi kokonaisten vasta-ainemolekyylien valmistus on hidasta ja kallista.
Vasta-aineita voidaan kuitenkin tuottaa geeniteknologisin menetelmin halvemmalla. Faa-
ginayttétekniikka on monoklonaalisten vasta-aineiden valmistusmenetelma. Toisin kuin
hybridoomamenetelma, faaginaytté mahdollistaa vasta-aineiden seulomisen erilaisista
rekombinanttivasta-ainekirjastoista |&hestulkoon mille vain biologiselle tai ei-biologiselle

kohteelle ilman tarvetta kayttdd koe-elaimia. Tekniikalla voidaan tehokkaasti seuloa
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vasta-ainekirjastoja. Aina ei kuitenkaan 16ydeta sitoutumisominaisuuksiltaan riittavan hy-
vaa vasta-ainetta, jolloin Idydettyjen sitojien ominaisuuksia voidaan selektion jalkeen
muokata affiniteettimaturaatiomenetelmilla. Tyypillisesti affiniteettimaturaatiossa vasta-
aineisiin tehdaan satunnaismutaatioita, mutta toinen vaihtoehto on tutkia in silico mita

vasta-aineen aluetta kannattaisi muokata.

Rekombinantti Fab-fragmentti on geenitekniikan avulla rakennettu vasta-aine, jonka
emasijarjestys on selvitetty. Fab-fragmentin rakennetta voidaan muokata, ja esimerkiksi
yrittdd parantaa sen sitoutumisominaisuuksia affiniteettimaturaatiomenetelmilla.
Fab-fragmentin pieni koko mahdollistaa sen kdytdn muun muassa pienissa diagnosti-

sissa laitteissa ja terapeuttisissa menetelmissa. '3

3.3 GTP-sidonnainen Fab-fragmentti

Tassa tyossa kaytettin GTP-molekyyliin sitoutuvaa Fab-fragmenttia (2A4°™). Taman
vasta-aineen kehittdminen aloitettiin seulomalla synteettinen vasta-ainekirjasto (scFvM)
faaginayttotekniikan avulla. Tama vasta-ainekirjasto on aikaisemmin todettu hyvaksi,
kun on etsitty sitojaa pienille molekyyleille. Faaginayttdéseulonnan jalkeen positiivisia
scFv-klooneja tutkittiin ja lopulta 16ydettiin kuusi potentiaalista vasta-ainetta, joiden sitou-
tumista GTP- ja GDP-molekyyleihin testattiin. Kuudesta testatusta 2A4¢™-Fab-fragmen-
tin affiniteetti tutkittuihin biotiini-GTP-yhdisteisiin oli hyva ja se oli toiseksi tehokkain erot-
tamaan GTP:n GDP:sta. Fab fragmentin testattiin myds sitoutuvan GDP-molekyyliin te-

hokkaammin kuin ATP- tai CTP-molekyyliin osoittaen, ettd guanosiinilla on tarkea rooli.
14,15
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4 ELAINSOLUVILJELY

Soluviljely tarkoittaa solujen kasvattamista erilldan elidsta kontrolloiduissa olosuhteissa.
Soluviljelyn yksi tarkoitus on kasvattaa soluja in vitro -tutkimuksia varten. Solutyyppeja
on erilaisia ja niista valitaan tutkimuskohteesta riippuen sopivin. Solutyyppia valitessa on
hyva valikoida sellainen linja, jonka kanssa on helppo tyéskennelld, ja joka jakautuu riit-
tavan nopeasti. Naita kriteereita tdrkedmpaa on kuitenkin valikoida linja, jonka solut vas-
taavat mahdollisimman hyvin tutkimusongelmaan ja jaljittelevat tutkittavan kudoksen so-
luja. Useimmat kaytetyt solulinjat ovat sydpéasoluja, jotka ovat kuolemattomia ja jakau-

tuvat nopeasti siten soveltuen hyvin tutkimustyohon. 6

4.1 Solulinjatyypit

Solulinjatyypit voidaan luokitella niiden jakautumis- ja kasvutavan mukaan. Jakautumis-
tavan mukaan soluja jaetaan primaarisiksi, sekundaarisiksi ja linjasoluiksi. Primaariset
solut on erotettu suoraan kudoksesta mekaanisesti tai entsymaattisesti. Kasvutavaltaan
primaariset solut jaetaan adhereeteiksi eli kasvualustaan kiinnittyviin soluihin ja suspen-
sionsoluiksi, jotka eivat tarvitse kiinnittymisalustaa vaan kasvavat irrallaan mediumissa.
Kaikki suspensiosolut on johdettu verenkierron soluista. Primaarinen soluviljelma muut-
tuu sekundaariseksi, kun siitd jaetaan uusi kasvatus tuoreeseen kasvatusmediumiin. Lin-
jasolut voidaan jakaa rajallisesti- ja jatkuvasti jakautuviin. Rajallisesti jakautuvat solulin-
joilla on vain tietty maara jakaantumiskertoja yleensa 20-80, jonka jalkeen ne menetta-
vat jakautumiskykynsa. Solulinjat jaetaan, kun niiden konfluenssi eli kasvutiheys kasva-
tusalustalla on riittdvan suuri, noin 80 %. Jatkuvasti jakautuvat linjasolut ovat |ahtdkoh-
taisesti sydpasoluja tai muunnettu laboratoriossa ominaisuuksiltaan syépasolujen kaltai-
siksi. Linjasolut jaetaan sekundaaristen solujen tapaan adhereeteiksi ja suspen-

siosoluiksi. 171819

Primaariset solulinjat ovat heterogeenisia, ty6laita ja ne voivat muuntua kasvatuksen ku-
luessa. Tasta syysta on suositeltavaa kayttaa tutkimuksissa mahdollisimman pienen ja-
kautumisluvun omaavia soluja. Primaarisoluja kaytetdan esimerkiksi alkuvaiheen laake-
testauksissa ennen kuin siirrytdan testaamaan ladkkeen toimivuutta ihnmisessa. Naissa
testeissa kaytetdan usean eri luovuttajan soluja, silla on tarkeda varmistaa, etta laake

toimii kaikilla eika vain yhdella luovuttajalla yhdessa primaarisolulinjassa. Jatkuvat solu-
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linjat ovat homogeenisia, muuttumattomia ja ne on usein saatu yhdelta luovuttajalta. Ho-
mogeenisyys ja linjasolujen pitkaikaisyys mahdollistavat niiden pidemman aikaisen tut-

kimisen. Linjasoluja kdytetdan esimerkiksi rokotteiden ja geeniterapian kehittdmisessa.
17,18,20

Nisakassolut voidaan morfologian ja alkuperakudoksen mukaan jakaa neljaan paatyyp-
piin, jotka ovat: fibroblastit, epiteelisolut, lymfoblastit ja neuraaliset solut. Fibroblastit ovat
pitkdnmallisia sidekudossoluja, jotka tuottavat soluvaliaineen sitd ymparoivaan sideku-
dokseen. Epiteelisolut ovat monikulmion muotoisia elinten ja kudosten pintakerrosten
soluja. Lymfoblastit ovat pallonmuotoisia suspensiosoluja. Neuraalisia soluja on muodol-
taan ja kooltaan erilaisia (kuva 3). 2?2

Fibroblastit

Lymfoblastit

\

Kuva 3. Nisédkassolujen jaottelu morfologian mukaan. 23
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Tassa opinnaytetydssa mainitut maaritykset on tehty primaarisilla fibroblasteilla, mutta
lisaksi opinnaytetyon aikana kaytettiin kahta jatkuvaa solulinjaa; ihmisen alkion munuai-
sepiteelisoluja eli HEK 293 B, -soluja, jotka tuottivat Bz-adrenergistd reseptoria ja

HL-60 -suspensiosoluja, jotka ovat ihmisen promyelosyyttisia leukemiasoluja. 2*

4.2 Soluviljely

Solujen kasvatuksessa tarvitaan soluviljelymediumia. Tyypillinen soluviljelymedium si-
saltaa kasvatusmediumia ja seerumia sekad mahdollisesti antibioottia, jonka tarkoitus on
ehkaista bakteerikontaminaatioita. Kaupallisesti on saatavilla lukuisia ominaisuuksiltaan
erilaisia kasvatusmediumeja. Kasvatusmedium valitaan aina tutkittavan solulinjan mu-
kaan. Kasvatettavat solulinjat ovat usein ostettuja jolloin myyja osaa yleensa suositella
soluille sopivaa kasvatusmediumia ja olosuhteita. Yksi tarkea olosuhdevaatimus on so-
piva pH. Useimmat soluista kasvavat hyvin, kun pH on 7,4. Osaan kasvatusmediumeista
on lisatty pH-indikaattori, joista yleisin on fenolipuna. Se osoittaa pH-muutoksen happa-
maksi vaihtamalla nesteen varin kellertdvaksi. Lisaksi kasvatusmediumeihin on lisatty
komponentteja, joita solut eivat kykene tuottamaan itse. Naitad ovat esimerkiksi eri vita-
miinit, aminohapot ja hiilihydraatit. Soluviljelymediumissa olevan seerumin tehtava on
edistaa solujen kasvua ja kiinnittymista, tarjota ravinteita seka suojata soluja apoptoosilta

ja hapettumiselta. 25:26.27.28

Solujen jakamisessa kaytetaan trypsiinia irrottamaan adherentit solut kasvualustastaan.
Eri solut irtoavat eri nopeudella, tyypillisesti noin kahdessa minuutissa. Solujen irrottami-
nen tehdaan mahdollisimman nopeasti, jottei trypsiini ehdi hajottamaan solujen solukal-
voa. Solujen jakamisessa kaytetaan lisaksi PBS-liuosta, jonka tarkoitus on pesta solut
seerumista jakamisen yhteydessa. PBS-liuoksen pH ja ionivahvuudet vastaavat solujen
luonnollisia olosuhteita, jolloin solujen toiminta ei hairiinny pesuissa eivatka solut hajoa

ennenaikaisesti. %

Soluja pakastetaan linjojen sailyttdmiseksi. Solujen pakastamisessa kaytetaan
DMSO:ta, joka suojelee soluja jaatyessaan, mutta on nestemaisend myrkyllista soluille.
Tasta syysta solujen pakastaminen suoritetaan mahdollisimman nopeasti soluja vahin-

goittamatta. 3°
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5 QRET - SAMMUTUS-RESONANSSI-ENERGIANSIIRTO

QRET (Quenching Resonance Energy Transfer) on homogeeninen aikaerotteiseen lu-
minesenssiin perustuva maaritys. Siind hyddynnetaan lantanidikelaatin ja sammuttaja-
molekyylin valistd vuorovaikutusta. Tama vuorovaikutus estyy, kun ligandi sitoutuu koh-
demolekyyliinsa. Sammuttaja voi olla joko luminoiva tai luminoimaton liukoinen pienmo-
lekyyli, jolla on heikko interaktio kelaatin kanssa ja joka voi vastaanottaa energiaa kelaa-

tilta estaen sitd emittoimasta valoa mittausikkunassa. 3':32

QRET-menetelman kayttd vaatii naytteen lisdksi ainoastaan lantanidikelaatilla leimatun
pienmolekyylin ja sammuttajan. Naytetta kaytetdan yleensa noin molaarinen ylimaara
leimattuun ligandiin nahden. Liukoinen sammuttajamolekyyli aiheuttaa muutoksen ke-
laatin emissiosignaalissa mahdollistaen sen, ettd voidaan mitata tutkittavan aineen si-
toutumista, kun liuoksessa on mukana ylimaaraista leimattua ligandia. Maaritys vaatii
vain hyvin pienen maaran sitoutunutta leimattua ligandia, ja kaikki vapaa ei-sitoutunut
leimattu ligandi sammutetaan sammuttajan avulla. Menetelma on nopea, helppo ja halpa
ja soveltuu hyvin pienten molekyylien ja solujen tutkimiseen liuoksessa seka mahdollis-

taa nanomolaaristen proteiinikonsentraatioiden kayton. 3334

QRET-GTP-maarityksessa kuoppalevylle pipetoidaan ensimmaisena vasta-aine
(kuva 4, A) ja heti tdman perdan nayte, joka sitoutuu vasta-aineen epitooppiin
(kuva 4, B). Naytteen perdan annostellaan leimattu kelaatti, joka sitoutuu vapaaksi jaa-
neisiin vasta-aine epitooppeihin (kuva 4, C). Lopuksi kuoppiin lisdtdan sammuttaja, joka
estaa vapaita lantanidikelaattien emission, jolloin voidaan mitata vain vasta-aineisiin si-
toutuneiden kelaattien emissiota. Mita pienempi mitattava emission on, sitd enemman

liuoksessa on mitattavaa molekyylia (kuva 4, D).
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Kuva 4. QRET-menetelman periaate.
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6 MATERIAALIT JA MENETELMAT

Kaikki tydn mittaukset on tehty Labrox Plate reader -levylukijalla ja oletusasetuksina eu-
ropium-mittauksissa oli viritys- eli eksitaatioaallonpituus 340 nm ja emissio eli fluoresens-
sin mittausaallonpituus 615 nm seka viive 400 ps. Taustasignaalin ja autofluoresenssin
vahentamiseksi kaytettin mustaa 384 kuoppalevya ja kaikissa taman tydn homogee-
nissa QRET-maarityksissa kaytettin samaa maarispuskuria (20 mM HEPES pH 7,5,
1 mM NaCl, 1 mM MgClz, 0,01 % Triton X-100, 0,005 % Y-globuliini).

Kaikissa QRET-maarityksissa kaytettiin samaa vasta-ainetta, jonka kehittdminen on ku-
vattu kappaleessa 3.3 ja valmistus kappaleessa 6.1. Lisaksi kaikissa QRET-maarityk-

sissa kaytettiin samaa liukoista sammuttajaa, joka on aikaisemmin testattu toimivaksi. *

Maarityksen kehittaminen aloitettiin valmistamalla, puhdistamalla ja analysoimalla
GTP-molekyyliin sitoutuvaa vasta-ainetta (kuva 5). Vasta-aineen valmistuksen jalkeen

GTP-konsentraatiomaarityksen olosuhteita optimoitiin ja maaritysta testattiin solu-uut-

teella (kuva 6).

L Proteiini- Suolan- o

Kuva 5. Vasta-aineen valmistuksen vaiheet.

6.1 Proteiinin tuotto ja puhdistus

Aikaisemmassa vaiheessa E. coli -bakteerisoluihin oli iimennetty GTP-molekyyliin sitou-
tuvaa vasta-ainetta ja bakteerisoluista oli tehty maljakasvatus. Vasta-aineen tuotto aloi-
tettiin valmistamalla esikasvatus maljalla kasvavasta bakteerista. Maljakasvatuksesta
siirrostettiin yksi pmy 100 ml:aan SB-mediumia ja lisattiin ampisilliinia 100 pg/ml. Naita
kasvatuksia valmistettiin nelja samanlaista ja niita inkuboitiin yon yli 18 tuntia tasoravis-

telijassa 37 °C:ssa.

30 litraa SB-mediumia (liite 1) steriloitiin 20 minuuttia 121 °C:ssa Biostat C30 -fermento-

rissa ja jaahdytettiin steriloinnin jalkeen
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37 °C:seen. Jaahdyttamisen jalkeen SB-mediumin joukkoon lisattin ampisilliinia
100 pg/ml.

Kaikki nelja esikasvatusta injektoitiin fermentoriin ja toinen era ampisilliinia lisattiin ennen
fermentoinnin aloittamista, koska ensimmaisen eran lisdamisesta oli kulunut vuorokausi
ja se oli taten ehtinyt jo hajota. Esikasvatukset injektoitiin fermentoriin steriililla neulalla.
Kasvatukset olivat injektiohetkellda eksponentiaalisen kasvun vaiheessa OD-arvon ol-
lessa 0,60.

Kasvatusmediumin pH pidettiin fermentoinnin ajan neutraalina kolme molaarisen typpi-
hapon ja kaksi molaarisen natriumhydroksidin avulla. liman sy6tté saadettiin 25 I/min ja
PO; kiintopiste saadettiin 30 prosenttiin, jota hallittiin sekoituksen avulla (200-600 rpm).
Fermentorista mitattiin tasaisin valiajoin solutiheys ja noin 10 tunnin kohdalla solutihey-
den ollessa 0,7 fermentoriin lisattin 150 uM IPTG:t4, joka aloitti indusointi. OD-arvoa
mitattiin ja indusointia jatkettiin, kunnes OD oli 2,5:n ja 3,0:n valilla. (kuvaaja 1) Indusoin-
tiaika oli 17 h ja OD tall6in 2,7.

2,5

1,5

OD (600 nm)

0,5

0 5 10 15 20 25 30
Aika (h)

Kuvaaja 1. Solutiheyden kasvu fermentoinnissa.

Solususpensiota sentrifugoitiin (15 min +4 °C 4000 g) ja sentrifugoinnin supernatantti

kerattiin talteen ja pelletit pakastettiin -20 °C:een.

Solupelletit (yhteensa 231 g) liuotettiin omaa painoaan vastaavaan tilavuuteen TBS-pus-

kuria (liite 2). Liuotetut solut hajotettiin soluprassilla 20000 psi:n kammiopaineella kaksi
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kertaa. Hajotettuja soluja sentrifugoitiin (30 min 10000 g) kolme kertaa, jotta saatiin su-

pernatantti erotettua pelletista.

Proteiinipuhdistuksessa kaytettiin AKTA Explorer 100 -kromatografialaitteistoa ja 5 ml
Ni-sepharose High Performance -pylvasta, joka oli tasapainotettu puhdistus- ja re-
generointipuskureilla (lite 2). Puhdistettavassa proteiinissa on His-tag-hanta, joka mah-
dollistaa affiniteettipuhdistuksen. Proteiinipuhdistus tehtiin kuudessa erassa ja solu-uut-

teen (supernatantti) maara eri ajojen valilla vaihteli 28 ml:sta 40 ml:aan.

Solu-uute suodatettiin 1-2 ym suodatinpaperilla ja 0,45 pm ruiskusuodattimella. Proteii-
nipuhdistus aloitettiin huuhtelemalla kaikki linjat ja Ni-separoosipylvas milli-Q-vedella
seka pesemalla pumput A ja B -puskureilla (liite 2, lite 3). Huuhtelun jalkeen kaikki linjat

pestiin A-puskurilla.

Ajo aloitettiin tasapainottamalla Ni-separoosipylvas kayttamalla 25 ml:aa 4 % B-puskuria
ja ajoa jatkettiin ajamalla naytepylvaaseen naytteen verran nelja prosenttista B-puskuria,
jolloin imidatsolin pitoisuus 20 mM (kuvaaja 2, A). Sitoutumattomat proteiinit pestiin pois

30 ml:lla samaa puskurisekoitusta (kuvaaja 2, B).

Tuotteen eluutio aloitettiin nostamalla eluutiopuskurin maara 50 %:iin, jolloin imidatsolin
konsentraatio 250 mM (kuvaaja 2, C). Tuotetta eluoitiin 25 ml:aa 1,3 ml fraktioihin. Ni-se-
paroosipylvas puhdistettiin kiinnittyneista proteiineista nostamalla eluutiopuskurin kon-
sentraatio 100 %:iin, jolloin imidatsolin konsentraatio oli 500 nM (kuvaaja 2, D). Lopuksi

Ni-separoosipylvas tasapainotettiin A-puskurilla (kuvaaja 2, E).
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Kuvaaja 2. Proteiinipuhdistuksen vaiheet.

Puhdistuskuvaajista (liite 4) katsottiin mihin fraktioihin tuote oli eluoitunut. Kunkin ajon
fraktioista valittiin kuusi parasta ja ne yhdistettiin kolmeksi naytteeksi lopputilavuuksiltaan
2,6 ml.

Suolanpoistossa kaytettiin PD-10 suolanpoistopylvaita ja painovoimaan perustuvaa puh-
distusmenetelmaa. Suolanpoisto aloitettiin tasapainottamalla pylvas milli-Q-vedell ja ta-
sapainotuspuskurilla (50 % TBS sitoutumispuskuri + 50 % TBS -eluutiopuskuri, liite 2,
lite 3). Naytteen lisdyksen jalkeen eluoitiin (suolanpoistoeluutiopuskuri, lite 3) ja nayte

sailottiin +4 °C:een.

Pylvaat pestiin tiputtamalla niistd [&pi 20 ml suolanpoistoeluutiopuskuria, 25 ml
milli-Q-vetta ja 25 ml 20 % etanolia, joka toimi myds sailytysliuoksena. Samoja pylvaita

kaytettiin kaikkien kuuden eran puhdistuksessa.

6.2 Vasta-aineen analysointi

Valmistettujen vasta-aineiden konsentraatiot maaritettiin heterogeenisella vasta-aine-
maarityksella. Naytteind toimivat laimennokset kahdesta parhaasta fraktiosta proteii-
nipuhdistusajosta. Parhaat fraktiot valittiin proteiinipuhdistuskuvaajien perusteella
(liite 4). Ensimmaisen ajon nayte oli analysoitu aikaisemmin ja kolmannen ajon naytetta

ei analysoitu, silla affiniteettikromatografiapuhdistuksessa se ei eluoitunut oikein.
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Maarityksessa levypesurilla (Perkin Elmer, Delfia plate washer) pestylle 96-mikrotiitteri-
levylle (Polyclonal rabbit anti-mouse 1gG) pipetoitiin naytelaimennokset ja standardit
0-150 ng/ml. Naiden annettiin inkuboitua 1,5 tuntia, jolloin ne sitoutuivat kuoppalevyn
pohjaan. Inkuboinnin jalkeen levylta pestiin neljalla syklilla irti kaikki sitoutumaton aines
pesuliuoksella ja sitoutuneiden naytteiden paalle pipetoitiin europiumilla leimattua anti-
mouse-lgG-merkkiainetta. Naytteitd inkuboitiin 30 minuuttia, jonka jalkeen levylta pestiin
irti kaikki sitoutumaton leima-aine ja mitattiin aikaerotteinen luminesenssi (eksitaatio

340 nm, emissio 616 nm, viive 400 ps).

Vertaamalla naytteiden mittaustuloksia standardeihin naytteille saatiin maaritettya vasta-

aine konsentraatiot (taulukko 1).

Taulukko 1. Vasta-ainepitoisuudet.

Nayte Vasta-ainepitoisuus (mg/ml) Konsentraatio (uM)
Ajo 2 0,355 5,89
Ajo 4 0,284 4,71
Ajo 5 0,342 5,68
Ajo 6 0,261 4,33

6.2.1 Vasta-aineen spesifisyyden maarittaminen

Uusista vasta-aineista valittiin se, jolla oli korkein vasta-ainepitoisuus (Ajo 2) ja silla teh-
tiin GTP- ja GDP titraukset tarkoituksena selvittda, kuinka uudet vasta-aineet toimivat

aiemmin pienemmassa mittakaavassa tuotettuun vasta-aineeseen nahden.'

Maarityksessa 7 nM vasta-aine, 5 nM Eu-GTP ja1 nM - 1 mM GTP:n ja GDP seka 2 uM
sammuttaja pipetoitiin kuoppalevylle edelld mainitussa jarjestyksessa. Aikaerotteinen lu-
minesenssi mitattiin (eksitaatio 340 nm, emissio 616 nm, viive 600 ps) eri aikapisteissa
tarkoituksena havainnoida miten signaalitasot muuttuvat ajan funktiona. Aikapisteista va-
littiin 60 minuuttia ja taman pisteen mittaustuloksista piirrettiin titrauskayrat (kuvaaja 3).
Oletuksena oli, etta ICso arvot GTP:lle ja GDP:lle ovat 50 nM ja 10 uM. (Henkilokohtainen

tiedonanto)
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6.2.2 GTP-lisayksen ja entsyymiaktiivisuuden vaikutus GTP-maaraan

Maarityksen tavoitteena oli selvittda vaikuttaako naytteen sailyttaminen huoneenlampo-
tilassa ja sen mahdollistama entsyymiaktiivisuus naytteen GTP-konsentraatioon. Lisaksi
maarityksella testattiin mitataanko teoriassa oikeaa asiaa eli GTP-konsentraatiota vai

mahdollisesti jotain muuta.

Maarityksessa kaytetiin kaupallista solu-uutetta, jonka GTP-konsentraatio oli tunnettu
(120 pyM). Solu-uutteesta tehtiin nelja naytetta, joista kahteen lisattiin kaupallista GTP:ta
niin, ettd niiden loppukonsentraatiot olivat 600 uM ja 3 mM. Naytteitd sailytettiin
80 °C:ssa lukuun ottamatta yhta, jota pidettiin huoneenlampdtilassa yon yli. Kaikista nel-
jasta naytteesta valmistettiin laimennossarja 32 nM asti. Naytteilla tehtiin homogeeninen
maaritys, jossa vasta-aineen konsentraatio oli 7 nM, vasta-aineen 5 nM ja sammuttajan
2 uM.

6.3 Maarityksen optimointi

GTP-konsentraatiomaarityksen kehittdmista jatkettiin optimoimalla maaritysolosuhteita
(kuva 6).

Reagenssien Solui ; ;
_ jen Seisottamisen
konsentraatioiden Sn?tlaudkiﬁfr:l?éga hajottamisen vaikutus GTP:n
optimointi méaéaraan

optimointi

Kuva 6. GTP-konsentraatiomaarityksen olosuhteiden optimoinnin vaiheet.

GTP-konsentraatiomaarityksissa kaytettiin naytteen (GTP) liséksi vasta-ainetta, GTP-
Eu-kelaattia ja sammuttajaa. Reagenssit pipetoitiin 384-kuoppalevylle jarjestyksessa:
vasta-aine, nayte, Eu-GTP ja lopuksi sammuttaja. Sammuttajan lisdysta seurasi inku-
bointi tasoravistelijalla huoneenlampdtilassa valolta suojattuna ja aikaerotteisen lumi-

nesenssin mittaaminen 15 minuutin valein.
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6.3.1 Vasta-aine- ja GTP-Eu -konsentraatioiden optimointi

Maarityksen on aikaisemmin osoitettu toimivan 7 nM vasta-aineella, 5 nM Eu-kelaatilla
ja 2 uM sammuttajalla, mutta naiden optimaalisuudesta ei olla varmoja. 3% Optimoinnit
aloitettiin 1ahtemalla liikkeelle naistd konsentraatioista tavoitteena sellaiset konsentraa-
tiot, joilla pystytdan sdatdmaan maaritys sopivaksi halutulle GTP-konsetraatioalueelle,
seka saamaan naytteen ja taustan signaaleille suurin mahdollinen suhdeluku. Mita suu-
rempi suhdeluku ndytteen ja taustan valilla on, sitd paremmin vasta-aine toimii ja luotet-

tavampia saadut tulokset ovat.

Optimointi aloitettiin maarittamalla parhaiten toimiva konsentraatio vasta-aineelle valilta
5-70 nM ja Eu-GTP:lle valiltd 2-50 nM testaamalla naiden erilaisia yhdistelmia. Maarityk-
sissad kaytettiin naytteena kaupallista GTP:ta, jonka konsentraatio vaihteli valilla
0,5-5 uM. GTP:ta kaytettiin useammassa pitoisuudessa, silla sen konsentraatio solussa

voi vaihdella riippuen olosuhteista jopa kymmenkertaisesti. *

Sopivia konsentraatioita lahdettiin etsimaan kolmella vasta-ainepitoisuudella (7, 28 ja
70 nM) ja kolmella GTP-Eu -pitoisuudella (5, 20 ja 50 nM), kun GTP-konsentraatio ol
1 M. Maarityksen perusteella paras signaali-tausta -suhde saatiin matalalla

GTP-Eu-konsentraatiolla ja hiukan korkeammalla vasta-ainekonsentraatiolla.

Seuraavan maaritykseen valittin uudet kolme vasta-aine- ja GTP-Eu-konsentraatiota
(5, 10, 25 nM ja 2, 5, 10 nM) ja naita testattiin 2 yM GTP:lla. Signaalin ja taustan suhde
5 nM GTP-Eu:lla oli matala, joten se hylattiin, mutta muut vasta-aine- ja GTP-Eu-kon-

sentraatiot pidettiin samoina seuraavassa maarityksessa.

Vasta-aine- ja GTP-Eu-konsentraatio-optimointien jalkeen testattiin maaritysta kahdella
eri nayte eli GTP-konsentraatiolla (500 nM ja 5 uM). Lisaksi testattiin samoilla naytteilla,
kuinka aikaerotteisen Iuminesenssimittauksen viiveajan nostaminen 600 ps:sta
800 us:iin vaikuttaa signaaleihin, koska viiveen nostaminen vaikuttaa enemman jo sam-

mutettuihin signaaleihin.

Vasta-aine- ja GTP-Eu-optimointien jalkeen lahdettiin etsimaan sammuttajalle sopivaa
konsentraatiota, koska sammutetut naytesignaalit olivat lilan korkealla. Sammuttajan
maaraa kasvatettiin alkuperaisesta 2 uM:sta riippuen GTP-Eu pitoisuudesta (2, 5 tai
10 nM) joko 2,3; 2,5 tai 3,7 yM:iin. Mitd suurempi maara liuoksessa on kelaattia, sita

suurempi maara sammuttajaa tarvitaan. Maaritys tehtiin edelleen kahdessa eri nayte
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konsentraatiossa (500 nM ja 5 pM). Sammuttajan lisddminen auttoi kasvattamaan sig-
naalitausta -suhdetta, mutta sammutetut signaalit 5 ja 10 Nm GTP-Eu:lla vaikuttivat edel-

leen olevan liian korkealla.

Sammuttajan maaraa nostettin 5 nM GTP-Eu:lla 2,7 uM:iin ja 10 nM GTP-Eu:lla
2,9 yM:iin. Sammuttajan lisdaminen ei kuitenkaan auttanut enaa signaali-tausta -suh-

teen kasvattamisessa vaan maksimisignaali ja tausta laskivat samassa suhteessa.

6.3.2 Solukasvatusmediumtesti

Kehitettavassa menetelméassa on tarkoitus mitata solunsisdistda GTP-konsentraatiota
solu-uutteesta. Ennen mittaamista soluja taytyy kasvattaa ja kasvatuksessa kaytetaan

kasvatusmediumia.

Kasvatusmediumtestissd valmistettin 1 uM GTP-nayte erilaisiin  kasvatusme-
diumlaimennoksiin (1:2, 1:5, 1:10, 1:20 ja 1:50). Vasta-aineen konsentraatio maarityk-
sessa oli 8 nM ja GTP-Eu:n 5 nM. Konsentraatiot oli osoitettu toimiviksi vasta-aine- ja
GTP-Eu-optimoinneilla. Kontrollina maarityksessa toimi pelkkaan puskuriin valmistettu

nayte.

6.3.3 Soluhajotus kemiallisesti

GTP on solunsisaista, joten jotta sitd voidaan mitata, on solut hajotettava. Soluhajotus
voidaan tehda mekaanisesti esimerkiksi ultradanikasittelylla (sonikointi) tai kemiallisesti
esimerkiksi Triton X-100-detergentilla. Sonikointi ei menetelmana sovellu seulontaan,
silla seulonnassa kuoppalevylla olevien reagenssien tilavuudet ovat liilan pienia sonikaat-
torille ja lisdksi sonikoinnissa on muitakin haasteita kuten esimerkiksi liuoksen lampene-
minen. Seulontaa varten solujen hajotus on tehtava kemiallisesti. Taman testin tarkoi-
tuksena oli kokeilla paljonko maaritys kestaa Triton X-100-detergenttia ilman, etta se

vaikuttaa mitattavaan signaaliin.

Maarityksessa naytteina toimivat erilaiset Triton-laimennokset 5 yM GTP:n kanssa ja il-
man. Laimennokset (0,5 %, 0,2 % ja 0,125 %) valmistettiin milli-Q veteen tai GTP-liuok-

seen. Vasta-aineen konsentraatio maarityksessa oli 8 nM ja GTP-Eu:n 5 nM.
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6.4 Soluviljely

Solujenkasvatusprotokolla ja reagenssit olivat kaikille solutyypeille samat poikkeuksena
HL-60-solut, joita ei tarvinnut pesta eika irrottaa kasvualustastaan trypsinoimalla, vaan
ne voitiin siirtda suoraan kasvatuspullosta seuraavaan astiaan. Soluviljelyprotokolla ja

kaytetyt reagenssit on esitelty seuraavassa kappaleessa.

Solujen kasvatuksessa kaytettin DMEM-mediumia, joka sisaltda glukoosia, L-glutamii-
nia seka fenolipunaista. Lisaksi kasvatusmedium sisalsi 10 % FB-seerumia ja 1 % peni-
silliini-streptomysiini-yhdistelmaantibioottia. Kaikki soluviljelyssa kaytetyt reagenssit esi-

lammitettiin ja pidettiin 37 °C:ssa inkubaattorissa toiminnan aikana.

Solujen kasvattaminen aloitettiin sulattamalla soluampulli lampimassa vedessa. Lahes
kokonaan sulanut solususpensio kaadettiin sentrifugiputkeen, jossa oli viisi millilitraa
lamminta kasvatusmediumia, ja soluja sentrifugoitiin (10 min 1000 g) Sentrifugoinnin jal-
keen supernatantti imettiin pois pellettia varoen ja tilalle pipetoitiin kaksi millilitraa kasva-
tusmediumia. Solususpensio siirrettiin T25-kasvatuspulloon, johon oli valmiiksi pipetoitu
kolme millilitraa kasvatusmediumia ja T25-pullo laitettiin kasvamaan inkubaattoriin (37
°C, 5 % COy).

Solujen kasvutiheyden ollessa riittdvan suuri, solut joko jaettiin tai kerattiin talteen riip-
puen tutkimustarpeesta. Molemmissa tapauksissa solujen kasvatusmedium poistettiin
kasvatuspullosta ja tilalle pipetoitiin kasvatusmediumia vastaava maara PBS-puskuriliu-
osta. Puskuriliuoksen annettiin vaikuttaa noin minuutin, jonka jalkeen se imettiin pois.
Pesun jalkeen lisattiin kasvatuspulloon 0,05 % trypsiini-EDTA. (T25-pulloon 2 ml ja
T75-pulloon 2,5 ml). Soluja inkubaoitiin ja solujen irtoamista seurattiin mikroskoopilla. Kun
solut olivat irronneet, trypsinointi pysaytettiin pipetoimalla kasvatuspulloon kasvatusme-
diumia kaksi kertaa trypsiinin verran, ja solususpensio siirrettiin sentrifugiputkeen. Solu-
jen sentrifugoinnin jalkeen (10 min 1000 g) supernatantti imettiin pois ja tilalle pipetoitiin

kasvatusmediumia, jonka tilavuus riippui seuraavasta tydvaiheesta.

6.4.1 Solujen jakaminen ja keraaminen

Soluja jaettaessa pelletti liuotettiin kasvatusmediumiin siten, ettd kuhunkin uuteen kas-

vatuspulloon pipetoitiin kaksi millilitraa solususpensiota. Kasvatuspulloihin oli valmiiksi
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pipetoitu loput kasvatusmediumista (T25 3 ml ja T75 8 ml). T-pullojen suuaukot liekitet-
tiin kevyesti ennen korkkien asettamista ja pullot laitettiin inkuboitumaan (37 °C, 5 %
COy).

Soluja kerattdessa solujen irrottamisen ja sentrifugoinnin jalkeen solupelletti liuotettiin
kasvatusmediumiin. Suspensiosta otettiin pieni nayte solujen lukumaaran maaritysta
varten ja loput liuoksesta sentrifugoitiin uudelleen. Sentrifugoinnin jalkeen supernatantti
imettiin pois ja solut liuotettiin puskuriliuokseen, jonka tilavuus ja koostumus riippuivat
solujen kayttotarkoituksesta (usein 1-4 ml maarityspuskuria). Solujen lukumaara maari-
tettiin aikaisemmin otetusta ndytteestd hemosytometrilla Trypan Blue -varjayksen avulla.

Keratyt solut hajotettiin sonikaattorilla (3 x 30 s).

6.5 Maaritykset solu-uutteella

Kehitettavan GTP-konsentraatiomaarityksen herkkyys on GTP-titrauksen perusteella
noin 100 nM. Yleisesti GTP-konsentraatio on eri soluissa 18—80 nmol/10® solua, joten
teoreettisesti maarityksessa tarvittava soluméaara on vahintaan 108 solua. Tallaisia solu-
maaria ei kuitenkaan voida kayttaa ennen kuin solujen vaikutusta mittaukseen on tutkittu
pienemmalld maaralla. Tavoitteena oli testata maaritysta kaytdnnossa, ja lisdksi kokeilla

onko solu-uutteen sentrifugoimisella vaikutusta tuloksiin.

Soluja kerattiin kasvatuksista maarityspuskuriin (500 000 solua/ 300 uyl maarityspusku-
ria). Keratyt solut hajotettiin ultradanikasittelylla (3 x 30 s) jonka jalkeen puolet solu-uut-
teesta sentrifugoitiin (5 min 16,1 g). Naytteita laimennettiin maarityspuskuriin ja niille teh-
tiin homogeeninen QRET-maaritys kahdessa eri vasta-aine (8 nM ja 16 nM) ja kahdessa
eri GTP-Eu (5 nM ja 10 nM) konsentraatiossa. Solujen eri maarat kaivoissa olivat 1800,

900 ja 450. Standardina maarityksessa toimi GTP-laimennussarja valilla 0-2 yM.

6.6 Sitoutumisominaisuuksiltaan muunnetut vasta-aineet

Alkuperaisen 2A4C™P-Fab-fragmentin sitoutumisominaisuuksia oli muutettu affiniteetti-
maturaation avulla toisessa projektissa. Muutoksia tehtiin positiivisesti varatun GTP-si-
toutumistaskun Iaheisyydella oleviin aminohappoihin. Alkuperaisesta vasta-aineesta oli

valmistettu kokonainen vasta-ainekirjasto, josta valittiin parhaat faaginayttétekniikalla.
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Uusia Fab-fragmentteja oli yhteensa yhdeksan uutta. Seuraavien maaritysten tavoit-
teena oli testata, paransiko sitoutumisominaisuuksien muuttaminen vasta-aineiden toi-
mivuutta ja lisaksi, miten uudet vasta-aineet toimivat suhteessa alkuperaiseen. Uusille
vasta-aineille tehtiin kokonaisvasta-ainemaaritys, jotta niiden pitoisuudet saatiin selvitet-

tya. Maarityksen periaate on kerrottu kohdassa 6.2.

6.6.1 Heterogeeninen vasta-ainemaaritys

Kaikille vasta-aineille tehtiin heterogeeninen vasta-ainemaaritys alkuperaisen
2A4CTP-Fab-fragmentin toimiessa kontrollina. Maaritys tehtiin kahdessa eri suolapitoi-
suudessa, silld uusien vasta-aineiden sitoutumisominaisuuksien parantaminen oli tehty

korkeammassa suolapitoisuudessa, kuin mitd maarityksissa oli ollut tapana kayttaa.

96-kuoppalevy (Polyclonal rabbit anti-mouse I1gG) esipestiin levypesurilla ja levylle pipe-
toitiin 5 nM vasta-aineita. Levya inkuboitiin huoneenlampdotilassa kaksi tuntia hitaassa
ravistelussa, jonka jalkeen se pestiin nelja kertaa levypesurilla. Kaikkiin kaivoihin lisattiin
50 nM Eu-GTP ja inkuboinnin jalkeen levy pestiin jalleen nelja kertaa ennen aikaerottei-

sen luminesenssin mittaamista.

6.6.2 Homogeeninen vasta-ainemaaritys

Kaikilla uusilla vasta-aineilla tehtiin homogeeninen kilpaileva QRET-maaritys, jossa ko-
keiltiin vasta-aineiden sitoutumista GTP- ja GDP-molekyyleihin. Maarityksessa testattiin
kahta eri GTP-konsentraatiota, jotka olivat 100 nM ja 1 um, ja yhtda GDP-konsentraatiota,
joka oli 1 uM. Kaytetty NaCl, suolapitoisuus oli 1mM.

Toiseen homogeeniseen maaritykseen valittiin heterogeenisen maarityksen perusteella
parhaiten toiminut A9 ja lisaksi A5 Fab-fragmentti, jonka oletettiin toimivan parhaiten ai-
kaisempien testien perusteella. Alkuperainen 2A4°™-Fab-fragmentti toimi edelleen kont-
rollina. Maaritys tehtiin kolmessa eri NaCl, suolapitoisuudessa, jotka olivat 1 mM, 50 mM
ja 150 mM. Vasta-aineen konsentraatio maarityksessa oli 7 nM, Eu-kelaatin 9 nM, sam-
muttajan 1,5 uM ja kaupallisen GTP:n 500 nM.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | lida Vuorinen



29

7 TULOKSET JA PAATELMAT

Seuraavissa kappaleissa on esitetty opinnaytetydn aikana saadut tulokset ja paatelmat.

Tulokset on esitetty samojen otsikoiden alla kuin kaytannontyon vaiheet.

7.1 Vasta-aineen analysointi

Fermentoimalla tuotetun vasta-aineen pitoisuudet maaritettiin ja vasta-aineen toiminta-
kykya verrattiin aikaisemmin pienemmassa mittakaavassa tuotettuun vasta-aineeseen.
Vasta-aineella tehtiin lisdksi GTP-lisdysmaaritys, jossa tutkittiin, mitataanko teoriassa oi-

keaa asiaa. Naiden maaritysten tulokset on esitetty seuraavaksi.

7.1.1 Vasta-aineen spesifisyyden maarittaminen

Tuotetun vasta-aineen toimivuus ja spesifisyys GTP:lle maaritettiin tekemalla sille ho-
mogeeninen titrausmaaritys verraten vasta-aineen spesifisyyttd kahdelle eri nukleoti-
deille (GTP ja GDP). Maarityksessa ICso arvot GTP:lle (50 nM) ja GDP:lle (10 uM) olivat,
kuten aikaisempien maaritysten mukaan oli oletettu. Kaytanndssa tdma tarkoittaa, etta
2A4CTP-vasta-aine sitoutuu noin 100 kertaa herkemmin GTP-molekyyliin kuin GDP-mo-
lekyyliin. Titrauskayristéd nakee myos, ettd GTP:ta ei ole tarvittavaa kayttaa yli 1 yM kon-
sentraatioita, silla suuremmilla konsentraatioilla ei ole enaa vaikutusta signaalin suuruu-

teen. (kuvaaja 3).
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Kuvaaja 3. Vasta-aineen spesifisyyden testaus GTP- ja GDP-titrauksilla.

7.1.2 GTP-lisdyksen ja entsyymiaktiivisuuden vaikutus GTP-maaraan

Homogeenisessa maarityksessa yon yli huoneenlampdtilassa seisotetulla naytteella
saatiin korkeampia signaaleja kuin naytteella, jota oli sailytetty pakastimessa. Huoneen-
lampétilan mahdollistama entsyymiaktiivisuus siis kulutti GTP:t&d naytteesta. Lisaksi
GTP:ta hajosi luontaisen, ei-entsymaattisen hajoamisen kautta mahdollisesti jopa enem-
man, kuin entsyymien vaikutuksesta, silla entsyymien aktiivisuus ei kesta pitkaan huo-

neenlampdotilassa.

GTP:n lisdéaminen toimi kuten oli oletettu. Naytteilla, joihin oli lisatty kaupallista GTP:t4,
saatiin suhteessa matalampia signaaleja kuin naytteelld jonka GTP tuli pelkasta solu-
uutteesta. Teoriassa signaalien tulisi olla yhta suuret riippumatta GTP:n alkuperasta, kun
lopullinen GTP-konsentraatio on kaikilla sama. GTP:n lisays kuitenkin osoitti, ettd mita-
taan GTP:n sitoutumista ja signaalit muuttuivat oikein riippuen lisatyn kaupallisen GTP:n

konsentraatiosta (kuvaaja 4).
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Kuvaaja 4. GTP-lisdyksen ja entsyymiaktiivisuuden vaikutus GTP-maaraan. Mustilla ne-
liGilla merkattu alkuperaista naytetta, vaaleanpunaisilla kolmioilla naytetta, jota on seiso-
tettu huoneen lammdssa ja punaisilla ympyréilla seka sinisilla kolmioilla naytteita joihin
lisattiin kaupallista GTP:ta.

7.2 Maarityksen optimointi

GTP-konsentraatiomaarityksen olosuhteita seka reagenssien pitoisuuksia optimoitiin ja

optimointien tulokset on esitetty seuraavissa kappaleissa.

7.2.1 Vasta-aine- ja GTP-Eu-konsentraatioiden optimointi

Optimointimaarityksilla saatiin selville, etta pieni GTP-Eu maara toimii parhaiten mata-
lassa GTP-konsentraatiossa ja suuri GTP-Eu maara toimii parhaiten korkeassa GTP-
konsentraatiossa. Lisaksi selvitettiin, ettd vasta-ainetta on hyva kayttda enemman kuin
GTP:ta. Parhaiten testatuista yhdistelmista toimi 25 nM vasta-aine + 10 nM GTP-Eu.

Erot eivat kuitenkaan olleet suuria, ja kun tavoitteena on kehittda seulontamaaritys jossa
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materiaalien kulutus mahdollisimman pientd, voidaan jatkossa kayttdaa 8 nM vasta-ai-
netta ja 5 nM GTP-Eu:ta. Mittauksissa korkeammat signaali-tausta -suhteet saatiin 5 yM
GTP-naytteelld (kuvaaja 5). Nostamalla mittauksen viiveaikaa saatiin kasvatettua sig-
naali-tausta -suhdetta, mutta viiveen nostamisella ei saavutettu merkittavaa hyotya, joten

se pidettiin 600 ys:ssa.

500 nM GTP 5uM GTP

Signaali-tausta -suhde

FAB 10 25 10 25
(nM)

GTP-Eu 5 5 10 10 5 5 10 10
(nM)

Kuvaaja 5. Vasta-aine- ja GTP-Eu-konsentraatioiden optimoinnin tulos.

7.2.2 Solukasvatusmediumtesti

Lopullisen menetelman kehittamista varten tuli tietda, hairitseekd kasvatusmedium maa-
ritysta, eli tytyykd medium pesta pois vai voiko mediumia sisaltavaa solu-uutetta kayttaa
suoraan maarityksessa. Maarityksessa selvisi, ettd kasvatusmediumlaimennos 1:2ja 1:5
hairitsevat maaritystd, mutta niitd suurempi laimennos ei (kuvaaja 6). Mydhemmissa
maarityksissa voidaan siis kayttaa naytteena kasvatusmediumia sisaltavaa solu-uutetta,

silla se laimentuu kaivoissa riittavasti.
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1 uM GTP

Signaali-tausta -suhde

Kontrolli 1:2 1:5 1:10 1:20 1:50

Kuvaaja 6. Erilaisten kasvatusmediumlaimennosten vaikutus maaritykseen.

7.2.3 Soluhajotus kemiallisesti

Tavoitteena oli selvittda, onko solujenhajotus mahdollista tehda kemiallisesti Triton X-
100-detergentilla. Maarityspuskurin sisaltdma pieni maara Triton X-100-detergenttia on
mittauksen onnistumisen kannalta valttdmatonta. Solujenhajotustestissa selvisi, etta le-
vylla voi olla 0,20 % tai sitd pienempi maara Triton X-100-detergenttia ilman, etta se
vaikuttaa liikaa luminesenssisignaaleihin. Solujen hajotukseen tarvittava Triton-konsent-
raatio on 1 %. Mittauksessa solunaytetta usein laimennetaan ennen annostelua kuop-
palevylle, ja lisdksi solundyte laimenee kuoppalevylla lisaa johtuen muista maarityksessa
kaytettavista reagensseista. Solujen hajottaminen kemiallisesti on siis mahdollinen vaih-
toehto mekaanisen hajottamisen tilalle, silla solundyte laimenee riittdvasti kuoppalevylla
(kuvaaja 7).
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5uM GTP

Tausta-signaali -suhde

Ei tritonia 0,125 % 0,20 % 0,50 %

Kuvaaja 7. Triton X-100-detergentin vaikutus TRF-signaaleihin.

7.3 Maaritykset solu-uutteella

Maarityksen tavoitteena oli testata homogeenista QRET-maaritysta kaytanndssa pie-
nella maaralla solu-uutetta, ja lisaksi selvittaa, onko soluja tarpeellista sentrifugoida ha-
jottamisen jalkeen. Maarityksessa kaytettiin pienia solumaaria menetelman alkukehitys-

vaiheen hairididen kartoittamiseksi.

Tuloskuvaajasta (kuvaaja 8) nakee, etta solujen sentrifugoinnilla ei vaikuta olevan mer-
kitystd signaaleihin, joten se ei ole pakollinen tydvaihe maarityksessa. Sentrifugoinnin
poisjattdminen mahdollistaa, ettd maaritys voitaisiin suorittaa suoraan kuoppalevylla.
Tama tarkoittaisi sita, etta soluja ei tarvitsisi kerata soluviljelysta erilliseen keraysastiaan,
vaan soluja voitaisiin viljella, ne voitaisiin hajottaa ja maaritys voitaisiin tehda suoraan
levylla. Lisaksi kuvaajasta nahdaan, ettda mitda enemman maarityksessa on soluja, sita
pienempi signaali saadaan, ja sitd suurempi GTP-konsentraatio naytteelld on. Kuvaajan
perusteella nayttaa silta, etta jo hyvin pienellda maaralla soluja saadaan korkea GTP-
konsentraatio. Esimerkiksi noin 900 solussa olisi melkein 1 yM GTP-konsentraatio. Kay-
tanndssa tdma ei kuitenkaan ole mahdollista, joten solu-uutteessa on jotain komponent-
teja, jotka hairitsevat maaritysta. Signaalien suunta on kuitenkin oikea, joten menetel-

malla on jatkokehitysmahdollisuuksia.
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Kuvaaja 8. Maarityksen testaus solu-uutteella, ja hajotettujen solujen sentrifugoinnin vai-
kutus signaaleihin.

7.4 Sitoutumisominaisuuksiltaan muunnetut vasta-aineet

Alkuperaisen 2A4€TP-Fab-fragmentin pohjalta oli luotu vasta-ainekirjasto, joka oli seu-
lottu faaginayttotekniikalla, ja seulonnan perusteella valittu yhteensa yhdeksan uutta po-
tentiaalista fragmenttia. Uusille vasta-aineille tehtiin kokonaisvasta-ainemaaritys ja li-
saksi seka heterogeeninen ettd homogeenin maaritys. Naille uusille vasta-aineille maa-
ritysta ei optimoitu, vaan mittaukset tehtiin samoilla reagensseilla seka samoissa olosuh-
teissa, kuin aikaisemmat maaritykset. Poikkeuksena oli kolmen eri suolakonsentraation
kayttaminen, silla vasta-aineiden seulonta oli tehty korkeammassa suolapitoisuudessa,
ja oli siis oletettavaa, ettd uudet vasta-aineet toimivat paremmin korkeassa suolapitoi-
suudessa. Seulonnan tulosten perusteella uuden A5-fragmentin tulisi toimia selkeasti

paremmin, kuin alkuperaisen 2A4¢™"-Fab-fragmentin.

Heterogeeninen maaritys toimi kuten oli oletettu, ja A5-fragmentti toimi parhaiten, mutta
vain kun kaytettiin korkeampaa 150 mM suolapitoisuutta. Matalammassa suolapitoisuu-

dessa paras tulos saatiin A9-fragmentilla (kuvaaja 9).
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Kuvaaja 9. Heterogeeninen vasta-ainemaaritys kahdessa suolapitoisuudessa.

Kaikilla vasta-aineilla tehtiin homogeeninen kilpaileva maaritys. Kuvaajasta 10 nékee,
ettd matalalla GTP-konsentraatiolla tai GDP:lla maaritys ei toimi lainkaan, ja signaali-
tausta -suhde jaa matalaksi. Hiukan korkeammalla GTP-konsentraatiolla signaalin ja
taustan suhde on sen sijaan selkeasti suurempi alkuperaiselld vasta-aineella ja lisdksi
kahdella uudella vasta-aineella (A9 ja B9). Aikaisempien maaritysten mukaan A5-vasta-
aineen pitaisi toimia selkeasti paremmin kuin alkuperaisen 2A4¢™-vasta-aineen. Uusien
vasta-aineiden kehitys on kuitenkin tehty korkeammassa suolapitoisuudessa kuin mita
tdssad maarityksessa kaytettiin, joten oli epatodennakoista, ettd ne toimisivat optimaali-

sesti 2A4%™P-vasta-aineelle optimoiduissa olosuhteissa.

Toiseen homogeeniseen maaritykseen valittiin vain heterogeenisessa maarityksessa
molemmissa suolapitoisuuksissa parhaiten toimineet Fab-fragmentit (A9 ja A5) seka
kontrolli, ja naita testattiin kolmessa eri suolapitoisuudessa. Maarityksessa 2A4°™ ja A9
kayttaytyivat melko samalla tavalla ja vaikuttivat toimivan. Sen sijaan A5 ei nayttanyt
toimivan lainkaan edes korkeammassa suolapitoisuudessa. Uudet vasta-aineet kuiten-

kin osoittivat selkeaa sitoutumista GTP-molekyyliin.
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Kuvaaja 10. Homogeeninen kilpaileva maaritys.
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8 MENETELMAN JATKOKEHITTAMINEN

Taman tyon tarkoituksena oli kehittdd GTP:n tunnistavaan vasta-aineeseen ja QRET-
menetelmaan pohjautuvaa GTP-konsentraationmaaritysta. Opinnaytetyon aikana testat-
tiin tuotetun vasta-aineen toimivuutta teoriassa, optimointiin mittausolosuhteita alkupe-
raiselle 2A4°™"-Fab-fragmentille, ja testattiin maarityksen toimivuutta solu-uutteella. Li-

saksi tehtiin maarityksia affiniteetimaturoiduilla uusilla vasta-aineilla.

Tutkitun vasta-aineen on aikaisemmin osoitettu sitoutuvan herkemmin guanosiinipohjai-
siin nukleotideihin kuin muihin nukleotideihin. Tassa tydsséa testattiin 2A4¢™ -vasta-ai-
neen teoreettista spesifisyyttda GTP- ja GDP-molekyyleihin. Maaritysten perusteella voi-
daan sanoa, etta tuotettu vasta-aine tunnistaa GTP-molekyylin muita nukleotideja spe-
sifisemmin. Menetelma toimii teoriassa hyvin puhtaissa olosuhteissa, ja signaalille ja
taustalle saatiin selkeda eroa. Solu-uutteen kanssa tehdyissa QRET-maarityksissa sig-
naalien suunta oli oikea, eli pienelld solumaaralla saatiin korkeampia signaaleja kuin
suuremmalla solumaaralla. Solu-uutteella vaikuttaa kuitenkin tapahtuvan epaspesifista
sitoutumista, tai solu-uutteen komponentit hairitsevat muuten maaritysta, silla jo hyvin
pienella maaralla solu-uutetta saatiin hyvin korkeita GTP-konsentraatioita. Tahan ongel-
maan saattaisi olla ratkaisuna solu-uutteen lisdpuhdistaminen tai mittaustekniikan vaih-
taminen, silla QRET-menetelmassa kaytettava liukoinen sammuttaja ei toimi optimaali-

sesti kompleksisissa liuoksissa.

Affiniteettimaturoiduille vasta-aineille ei tdman opinnaytetydn puitteissa ehditty optimoi-
maan maaritysolosuhteita, vaan kaikki maaritykset tehtiin alkuperaiselle 2A4¢™ -vasta-
aineelle optimoiduissa olosuhteissa. Uusien vasta-aineiden seulonta ja kehitystyé on
tehty korkeammassa suolapitoisuudessa kuin mita 2A4°™-vasta-aine tarvitsee toimiak-
seen, joten tassa tydssa uusilla vasta-aineilla tehdyt maaritykset tehtiin useammassa
suolapitoisuudessa. Tavoitteena on, etta uudet vasta-aineet saataisiin toimimaan fysio-
logisessa suolapitoisuudessa, joka on usein maaritysten kannalta kaytettavampi. Osa
uusista vasta-aineista vaikuttaa tunnistavan GTP-molekyylin hyvin, mutta koska uusille
vasta-aineille ei ole vielda tehty optimointia, ei voida sanoa, tuottiko sitoutumisominai-
suuksien muuttaminen merkittavaa hyotya. Olosuhteiden optimoinnin myéta uudet
vasta-aineet saattaisivat auttaa solu-uutteesta johtuviin ongelmiin, jolloin solu-uutetta ei

tarvitsisi puhdistaa lisaa, ja saastyttaisiin yhdelta tai useammalta valivaiheelta.
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Jatkotavoitteena talle menetelmalle on kayttda sitd GTP-konsentraatioon vaikuttavien
ladkemolekyylin seulonnassa. Tarkoituksena on seuloa molekyyleja, joiden avulla solu-
jen GTP-konsentraatiota voitaisiin muuttaa ja sen kautta pystyttaisiin esimerkiksi vaikut-
tamaan solujen erilaistumiseen tai saattamaan solu apoptoosiin. Tallaisten molekyylien

I6ytaminen olisi merkittdvaa muun muassa syopahoitojen kehittamisessa.
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Fermentoinnin solumedium

SB-medium + 100 pug/ml ampisilliini

300 g MOPS

900 g Tryptoni

600 g Hiivauute

301 H20

pH saadettiin fermentorissa 7,00

Steriloitiin fermentorissa 20 min 121,5 °C.
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Proteiinipuhdistus- ja suolanpoistoliuoksia 1

Puhdistuspuskuri, 20 mM phosphate + 0,5 M NaCl

35,598 g HNa2O4P -2H20 /1 L H.0 - 81,0 ml

27,6 g NaH2PO4-H20 /1 L H2O = 19,0 ml+ 100 ml H2O
29,22 g NaCl

100 ml 0,5 M EDTA

700 ml H0

Suodatettiin 0,2 ym imusuodattimella.

Regenerointipuskuri, 20 mM phosphate + 0,5 M NaCl

35,598 g HNa2O4P -2H20 /1 L H.0 - 81,0 ml

27,6 g NaH,PO,4 -H,O /1 L H,0 = 19,0 ml+ 100 ml H20O
29,22 g NaCl

800 ml H.0

pH saadettiin 7,4:een. Suodatettiin 0,2 ym imusuodattimella.

TBS-sitoutumispuskuri, 50 mM Tris-ClI, pH 7,5 (A-puskuri)

8,76 g NaCl

6,05 g Tris-base

1L H20

pH sdadettiin 7,5:een 5 M suolahapolla.

Suodatettiin 0,2 ym suodattimen lapi.
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Proteiinipuhdistus- ja suolanpoistoliuoksia 2

TBS eluutiopuskuri, 50 mM Tris-ClI, pH 7,5 (B-puskuri)

8,76 g NaCl

6,05 g Tris-base
1L H20

34,04 g Imidazole

pH saadettiin 7,5:een 5 M suolahapolla. Suodatettiin 0,2 um imusuodattimella.

Suolanpoistoeluutiopuskuri, 10 mM Tris, 10 mM NaCl

0,5844 g NaCl
1,2114 g Tris Base
100 ml 0,1 M HCI
900 ml H0



Proteiinipuhdistuksen eluutiokuvaaja

Liite 4
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