OULUN SEUDUN
AMMATTIKORKEAKOULU

Anu Koistinen & Emmi Taskila

MONOKLONAALISTEN FOSFATIDYYLIETANOLIVASTA-AINEIDEN
TUOTTAMINEN, PUHDISTAMINEN JA TESTAAMINEN



MONOKLONAALISTEN FOSFATIDYYLIETANOLIVASTA-AINEIDEN
TUOTTAMINEN, PUHDISTAMINEN JA TESTAAMINEN

Anu Koistinen

Emmi Taskila

Opinnaytetyo

Syksy 2010

Bioanalytiikan koulutusohjelma
Oulun seudun ammattikorkeakoulu



TIVISTELMA

Oulun seudun ammattikorkeakoulu
Bioanalytiikan koulutusohjelma

Tekijat: Koistinen, Anu & Taskila, Emmi

Opinnaytetyon nimi: Monoklonaalisten fosfatidyylietanolivasta-aineiden tuottaminen, puhdistami-
nen ja testaaminen

Tydn ohjaajat: Reponen, Paula & Aho, Hanna-Maarit

Tyon valmistumislukukausi ja -vuosi: Syksy 2010

Sivumaaré: 45 + 6 liitesivua

TIVISTELMA

Oulun yliopiston kliinisen tutkimuksen keskuksen sisatautien klinikan alaisuudessa toimivalla pro-
fessori Markku Savolaisen tutkimusryhmalla on meneillaan tutkimus, jonka tavoitteena on kehit-
taa uusi maaritysmenetelma alkoholin suurkulutuksen osoittamiseen. Alkoholin 1&sna ollessa eli-
mistossa syntyva fosfatidyylietanoli on osoittautunut spesifiseksi ja luotettavaksi alkoholin suurku-
lutuksen merkkiaineeksi. Kehitteilla oleva vasta-aineisiin perustuva maaritysmenetelma mahdol-
listaisi fosfatidyylietanolin maarittdmisen myos pienissa laboratorioissa.

Opinnaytetyon tarkoituksena oli tutkia tutkimusryhman valmistamien hybridoomasolulinjojen tuot-
tamien vasta-aineiden tuottoaikaa ja puhdistusmenetelmia ja l6ytaa mahdollisimman tehokkaat
tavat vasta-aineiden laajaa tuotantoa varten. Tutkimuksessa maaritettiin hybridoomasolulinjojen
optimaalista fosfatidyylietanolivasta-aineiden tuottoaikaa kasvattamalla niita kuusi vuorokautta so-
luvilielyssa. Lisaksi uuden proteiinivapaan solujen kasvatusliuoksen toimivuutta testattiin fosfati-
dyylietanolivasta-aineiden tuotossa ja puhdistuksessa ioninvaihtokromatografialla. Tutkimuksessa
méaaritettiin my0s alhaisinta vasta-aineita tehokkaasti saostavaa polyetyleeniglykolikonsentraatio-
ta. Vasta-aineiden pitoisuuden ja toimivuuden testaamiseen kaytettiin ELISA-menetelmia.

Opinnaytetyon tuloksien perusteella optimaalinen vasta-aineiden tuottoaika 2E9-solulinjalla oli vii-
si vuorokautta. 2B1-solulinjan tuottoaika oli pidempi kuin testaamamme aika, joten optimaalista
tuottoaikaa kannattaisi maarittaa pidemmalla aikavalilla. Alhaisin mahdollinen vasta-aineita saos-
tava polyetyleeniglykolipitoisuus oli tulosten perusteella 4 %. Tulokset osoittivat, ettd proteiiniva-
paa solujen kasvatusliuos ei sovellu ndille kahdelle solulinjalle, silla molempien solulinjojen tuot-
tamien vasta-aineiden maara oli pienempi kuin verrattuna toisessa kayttdmassamme kasvatus-
liuoksessa.

Asiasanat: fosfatidyylietanoli, monoklonaalinen vasta-aine, ioninvaihtokromatografia, polyety-
leeniglykolisaostus
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ABSTRACT

Our study was commissioned by a research group from the University of Oulu. It was a part of a
research project which aims to develop a new immunoassay for detecting an alcohol biomarker
called phosphatidylethanol. Phosphatidylethanol is a promising new biomarker for detecting long-
term alcohol abuse. It has excellent sensitivity and specificity compared to other laboratory tests
used in detecting alcohol abuse. Immunological detection of phosphatidylethanol would enable
screening of it in small laboratories.

The aim of our study was to help the research group to find an easy way to produce and purify
monoclonal antibodies needed in the new immunoassay. We cultivated two different hybridoma
cell lines in cell culture for 6 days in order to examine the optimal production time of antibodies.
We tested a new protein-free growth medium in order to try its suitability for producing antibodies
in it. Antibodies produced in protein-free medium were purified with ion-exchange chromatogra-
phy. After purification all the collected antibodies were tested with ELISA-methods to see if they
still can specifically bind to their antigen. One of our aims was to find the lowest concentration of
polyethylene glycol that effectively precipitates antibodies from protein containing cell growth me-
dium.

The results indicated that the optimal producing time of antibodies in protein containing growth
medium for 2E9-cell line was 5 days. The amount of antibodies secreted by 2B1-cell line
increased until the end of the test. Therefore it would be justifiable to extend the testing time in
further measurements. The production of antibodies in protein-free medium was not as effective
as in protein containing medium. The lowest concentration of polyethylenglycol in precipitation of
the antibodies was 4 %.

Keywords:  Phosphatidylethanol, monoclonal antibody, ion-exchange chromatography,
polyethylene glycol precipitation
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1 JOHDANTO

Alkoholi on yksi merkittavimmista terveysuhan aiheuttajista yhteiskunnassa, ja sen liikakaytto ai-
heuttaa suuria kustannuksia yhteiskunnalle (Suomalainen Laakariseura Duodecim, Kaypa hoito -
suositus alkoholiongelmaisen hoidosta, hakupaiva 3.3.2010). Laboratoriokokeet ovat keskeinen
tapa diagnosoida alkoholin suurkulutusta, mutta nykyisin kaytossa olevat menetelmat eivat yksit-
taisind tutkimuksina osoita luotettavasti pitkaaikaista alkoholinkayttoa (Nissinen & Savolainen
2008, 45). Taman vuoksi alkoholin suurkulutuksen toteamiseen kaivataan uutta, spesifista merk-

kiainetta.

Fosfatidyylietanoli (PEth) on alkoholin suora aineenvaihduntatuote, ja muutoin kuin alkoholinkay-
ton seurauksena sita ei ole todettu muodostuvan elimistdssé (Aradottir, Lundqvist & Alling 2002,
514). Fosfatidyylietanolin pitk& puoliintumis- ja sailyvyysaika elimistdssa tekevat siitd mielenkiin-
toisen yhdisteen alkoholin likakayton toteamisen kannalta. Nykyisiin rutiinikaytossa oleviin merk-
kiaineisiin verrattuna fosfatidyylietanoli on huomattavasti herkempi merkkiaine, ja tutkimukset
ovat osoittaneet, ettei se anna vaaria positiivisia tuloksia (Aradottir, Asanovska, Gjerss, Hansson
& Alling 2006, 435-436).

Oulun yliopiston kliinisen tutkimuksen keskuksen sisatautien klinikalla toimivalla professori Mark-
ku Savolaisen tutkimusryhmalla on meneilldén projekti, jonka tavoitteena on kehittda uutta mene-
telmaé alkoholin liikakayton diagnosointiin fosfatidyylietanolia vastaan tuotettujen vasta-aineiden
avulla. Nykyaan fosfatidyylietanolia on mahdollista maarittaa, mutta menetelma on liian kallis ja
monimutkainen Kkliiniseen kayttoon otettavaksi, ja sen kayttdo vaatii erityisosaamista. Vasta-
aineisiin perustuvalla fosfatidyylietanolin tunnistamisella pyritdén siihen, ettd menetelma saatai-

siin kayttdon myds pienempiin laboratorioihin. (Nissinen & Savolainen 2008, 47.)

Opinnéytetydmme on osa taté suurempaa projektia. Aiheen opinndytetydhdmme saimme syksylla
2009 FM, tutkija Antti Nissiselta professori Markku Savolaisen tutkimusryhméasta. Tarkoituk-
senamme oli testata menetelmia monoklonaalisten fosfatidyylietanolivasta-aineiden tuottamista ja
puhdistamista varten. Tehtavinamme oli maarittaa tutkimusryhman kehittamien solulinjojen opti-
maalista vasta-aineiden tuottoaikaa ja testata proteiinivapaan solujen kasvatusliuoksen toimivuut-

ta vasta-aineiden tuotto- ja puhdistusvaiheessa. Proteiinivapaan kasvatusliuoksen kaytto helpot-



taisi vasta-aineiden puhdistusta ioninvaihtokromatografialla. Lisaksi maaritimme alhaisinta fosfa-

tidyylietanolivasta-aineita tehokkaasti saostavaa polyetyleeniglykolikonsentraatiota.

Mielenkiinto tutkimustyota ja erityisesti tassa tutkimuksessa kaytettavia menetelmia kohtaan sai
meidat valitsemaan yhteisen opinnaytetyon aiheen, jonka avulla meidan oli mahdollista syventaa
taitojamme solu- ja molekyylibiologisten laboratoriomenetelmien osalta. Lisaksi aihe antoi meille

hyvat lahtokohdat tutkimusryhmissa tyoskentelyyn.

Tutkimuksemme antaa fosfatidyylietanolin maéaritysmenetelmaa kehittavalle tutkimusryhmalle uut-
ta tietoa fosfatidyylietanolivasta-aineiden tuoton kehittdmiseen ja optimoimiseen. Maaritysmene-
telman kehittdmisesta tulee olemaan hyotya kansantaloudellisella tasolla, silla alkoholiongelmais-
ten potilaiden diagnosoinnin helpottuessa voidaan potilaita ohjata hoitoon jo aikaisemmassa vai-
heessa. Alkoholiongelmien havaitseminen aikaisessa vaiheessa vaikuttaa pitkalla aikavalilla pie-

nentavasti terveydenhuollon kuormitukseen ja kuluihin.



2 FOSFATIDYYLIETANOLI

Fosfatidyylietanoli (PEth) on etanolin Iasnéollessa muodostuva fosfolipidi, jota ei esiinny elimis-
t0ssa ilman etanolin vaikutusta. Fosfatidyylietanolia muodostuu etanolin lasndolon vaikutuksesta
transfosfatidylaatioreaktiossa, jossa fosfolipaasi D -entsyymi katalysoi fosfatidyylikoliinin hajoa-
mista. (Yang, Freer & Benson 1967, 477.)

2.1 Fosfolipidit

Fosfolipidit ovat joukko elimistdsséa esiintyvia lipideja, joissa yhteen glyserolin hydroksyyliryhmaan
on sitoutunut fosfaattiryhma. Fosfolipidit voivat muodostua glyseroli- tai sfingosiinirungosta. Gly-
serolirunkoisia fosfolipideja kutsutaan fosfoglyserideiksi. Fosfoglyseridit ovat yleisimpia nisakkai-
den solukalvolla ilmenevia fosfolipideja. (Murray, Bender, Botham, Kennelly, Rodwell & Weil
2009, 407-408; Stryer 1988, 285.)

Fosfoglyseridien glyseridiosan kahteen hydroksyyliryhmaan esterdityy kahden rasvahapon kar-
boksyyliryhmat. Kun kolmanteen hydroksyyliryhmaan esteroityy fosforihappo, syntyy fosfatidihap-
po (1,2-diasyyliglyseroli 3-fosfaatti), joka on yksinkertaisin fosfoglyseridi (kuvio 1). Alkoholin este-
roityessa fosfatidinapon fosfaatin —OH (hydroksyyli)-ryhmaan syntyy monimuotoisempia fosfogly-
serideja. (Stryer 1988, 285-286.) Fosfoglyseridit nimetaan fosfaattihappoon liittyneen alkoholin
mukaan: fosfoglyseridejd muodostavia alkoholeja ovat etanoliamiini, koliini, seriini, glyseroli tai
inositoli (Murray ym. 2009, 407-408).

R—O0—CH,
R—O0—CH 0
H,C—0 I'r{ OH
I

KUVIO 1. Fosfatidihappo (mukaillen Nissinen & Savolainen 2008, 46)



Fosfoglyseridit ovat luonteeltaan amfifillisia molekyyleja, eli niilla on seka vetta hylkiva eli hydro-
fobinen ettd veteen liukeneva eli hydrofiilinen paa. Fosfoglyserideissa fosforihappoesteripda on
hydrofiilinen ja rasvahapot ovat hydrofobisia molekyyleja. Amfifiilisen olomuotonsa vuoksi fosfo-
glyseridit pyrkivat suuntaamaan hydrofobisen paansa vedesta poispain. Taman ominaisuutensa

vuoksi ne muodostavat elimistdssa monimuotoisia rakenteita. (Murray ym. 2009, 408—409.)

Fosfoglyseridit ovat kolesterolin ja glykolipidien lisaksi yksi solukalvojen tarkeimmista lipideista
(Stryer 1988, 284). Ne toimivat tarkeana perustana elimiston membraaneille, kuten solukalvolle,
joka muodostuu kaksoislipidikerroksesta. Kaksoislipidikerroksessa fosfolipidien hydrofobiset paat
suuntautuvat toisiaan kohden ja hydrofiiliset paat muodostavat vesiliukoisen kalvon niiden ympa-
rille. Muita fosfoglyseridien muodostamia rakenteita ovat esimerkiksi pallomaiset kuljettajamole-
kyyleina toimivat misellit, joissa hydrofobiset paat suuntautuvat misellin sisaan ja hydrofiiliset osat
ulospéin. (Murray ym. 2009, 408-409.)

Fosfatidyylikoliini

Fosfatidyylikoliini on fosfoglyserideihin lukeutuva yhdiste. Se muodostuu fosfatidihaposta, jonka
fosfaattiryhmaan on esteroitynyt koliini. Fosfatidyylikoliinin rakennetta on havainnoitu kuviossa 2.
Fosfatidyylikoliini on solukalvon yleisin fosfolipidi, ja se sijaitsee solukalvolla lahinna sen ulkoreu-
nalla. Fosfatidyylikoliini sisaltda suuren osan koko elimistdn koliinista, joka on tarkea yhdiste her-

mostollisessa viestinvalityksessa (Murray ym. 2009, 124.)
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KUVIO 2. Fosfatidyylikoliinin rakenne (mukaillen Nissinen & Savolainen 2008, 46)



Fosfatidyylikoliinin biosynteesin saatelya ohjaa vapaiden rasvahappojen maara (Harper 2009,
207). Fosfatidyylikoliinin sisaltdma koliini syntetisoidaan ravinnon sisaltdmasta koliinista. Fosfati-
dyylikoliinin muodostuksessa koliini fosforyloidaan ATP:n (adenosiinitrifosfaatti) avulla fosforyyli-
koliiniksi, joka reagoi CTP:n (cytidine triphosphate) kanssa muodostaen CDP (cytidine
diphosphodiacylglycerol)-koliinia. Kun CDP-koliini siirretaan diasyyliglyserolille, syntyy fosfatidyy-
likoliinia. Fosfatidyylikoliinia voi muodostua myés fosfatidyylietanolamiinin metylaation kautta.
(Stryer 1988, 549-550.)

2.2 FosfolipaasiD

Fosfolipaasit ovat elimistdssa esiintyvia entsyymeja, joiden paatehtdvana on osallistua fosfogly-
seridien pilkkoutumiseen. Jokaisella fosfolipaasilla on oma katkaisukohtansa fosfoglyseridien
rungossa (Stryer 1988, 552.) Erilaisten fosfolipaasien katkaisukohdat on esitetty kuviossa 3. Fos-
folipaasi D:n tehtdvana on katalysoida veden avulla tapahtuvaa fosfatidyylikoliinin hydrolysoitu-

mista, jolloin se hajoaa fosfatidihapoksi ja koliiniryhmaksi (Yang, Freer & Benson 1967, 477).

Fosfolipaasi A1

Fosfolipaasi B

R——0—CH,

Fosfolipaasi D

P

»

ryhma

R--0—CH O
Hzil:_u"_lll O— Etanali-

Fosfolipaasi A2

Fosfolipaasi C

KUVIO 3. Fosfolipaasien katkaisukohdat (mukaillen Harper 2009, 209; Nissinen & Savolainen
2008, 46)
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Fosfatidyylikoliinin hydrolysoitumisen seurauksena syntynyt fosfatidihappo toimii tarkeana mole-
kyylind solunsisaisten signaalien valittdmisessa. Taman vuoksi fosfolipaasi D:n toiminta on soluil-
le elintarkeaa. (Stryer 1988, 552).

2.3 Fosfatidyylietanolin muodostuminen
Fosfatidyylietanoli on elimistossa etanolin 1asna ollessa muodostuva fosfolipidi, jota ei normaalisti

esiinny elimistossa. Se muodostuu muiden fosfolipidien tapaan kahdesta rasvahappoketjusta, ja

sen paaryhmana toimii fosfoetanoli. Fosfatidyylietanolin rakennetta on havainnoitu kuviossa 4.

R—0—CH,
R—0—CH 0
Rasvahappa- |
oy H,C—0—P—0—CH,-CH,
Glyseroli L- Etanali
Fosfaatti-
ryhmé

KUVIO 4. Fosfatidyylietanolin rakenne (mukaillen Nissinen & Savolainen 2008, 46)

Fosfatidyylietanolin muodostuminen on riippuvainen fosfolipaasi D:n toiminnasta ja etanolin 1&s-
naolosta elimistdssa. Etanolin 1&sna ollessa fosfolipaasi D saa aikaan transfosfatidylaatioreaktion,
jossa fosfatidyylikoliini menettda koliiniryhméansé ja sen tilalle fosfatidihapporunkoon liittyy etanoli
(kuvio 5). (Yang, Freer & Benson 1967, 479.) Etanolin affiniteetti on veteen verrattuna jopa yli
1000-kertainen, ja néin transfosfatidylaatioreaktio tapahtuu paljon normaalia fosfatidyylikoliinin
hydrolysoitumisreaktiota herkemmin etanolin lasna ollessa. (Helander & Zheng 2009, 1395). Ta-

ten fosfatidyylietanolin muodostuminen vahentéé fosfatidihapon muodostumista.
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Fostatidyylikoliini
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l Fosfolipaasi D

/ \
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Fosfatidyylietanoli | Fosfatidihappo

KUVIO 5. Fosfatidyylietanolin muodostuminen (mukaillen Nissinen & Savolainen 2008, 46)

Fosfatidyylietanolin muodostuminen nisékassoluissa on osoitettu lukuisissa eldinkokeissa seka
soluviljelyolosuhteissa etanolialtistuksen avulla. Fosfatidyylietanolia muodostuu useissa elimissa
ja kudoksissa, ja sita on l6ydetty myos valkosoluista seka alkoholistien kokoveresta (Aradottir,
Lundqvist & Alling 2002, 514). Fosfatidyylietanoli on mitattavissa veresta jopa 29 paivaa vimei-
simman alkoholiannoksen nauttimisesta alkoholin suurkuluttajilla. Sen keskimaarainen puoliintu-
misaika on noin nelja paivaa. Fosfatidyylietanolia voi muodostua jopa -20 °C:ssa alkoholin lasna
ollessa, mutta sen on todettu pysyvan stabiilina jopa kolme viikkoa -80 °C:ssa. Taman vuoksi tut-
kittaessa fosfatidyylietanolin pitoisuuksia verindytteista on siis kiinnitettava huomiota naytteen sai-
lytysoloihin, jotta valtyttaisiin vaarilta positiivisilta tuloksilta. (Gnann ym. 2010, 2416.) Vaaria posi-
tiivisia tuloksia voi syntya esimerkiksi tilanteessa, jossa tutkittava verindyte sisaltaa naytteenotto-
hetkella alkoholia. Talldin verindytteen pitka sailytysaika matalassa lampétilassa mahdollistaa fos-
fatidyylietanolin muodostumisen nayteputkessa. Tilanne voi syntya esimerkiksi kun tutkittava
henkilo on nauttinut runsaasti alkoholia verinaytteenottoa edeltavana iltana. Nain ollen tutkittavan
henkilon voidaan siis todellisuudesta poiketen olettaa nauttineen alkoholia runsaasti pitkalla aika-
valilla. (Nissinen 11.11.2010, suullinen tiedonanto.)

Fosfatidyylietanolista on tunnistettu elimistdstd 48 homologista muotoa. Fosfatidyylietanolin va-
riantit johtuvat sen rakenneosana olevien rasvahappojen sisaltamien hiiliketjun hiilien maaran
vaihtelusta. Tutkimukset ovat osoittaneet, ettd suurin osa fosfatidyylietanolimolekyylien sisalta-
mista rasvahapoista ovat muotoa 16:0/18:1 seka 16:0/18:2 (hiilien maara: kaksoissidosten maa-
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ra). Normaalisti fosfoglyserideissa on parillinen maara hiilia, mutta tutkittaessa fosfatidyylietanolin
rakenteellisia variantteja on loydetty myos harvinaisia parittoman maaran hiilia sisaltavia rasva-
happoja. (Gnann ym. 2010, 2422.)

2.4 Fosfatidyylietanolin vaikutukset elimistossa

Normaaleissa elimiston olosuhteissa veden lasna ollessa fosfolipaasi D hydrolysoi fosfatidyyliko-
liinin koliiniksi ja fosfatidihapoksi, joka on tarke& solunsisaisten viestien kuljettajamolekyyli. Fosfa-
tidihaposta voidaan edelleen muokata entsyymien avulla diasyyliglyserolia ja lysofosfatidihappoa,
jotka ovat myds elimistolle tarkeitd molekyyleja. Koska fosfatidyylietanolilla on fosfatidihappoa pi-
tempi puoliintumisaika ja silla on taipumus keraantya soluun, se saattaa hairita solujen normaalia
signaalitransduktiota. (Aradottir, Moller & Alling 2004, 8.)

Fosfatidyylietanolin paaryhma on negatiivisesti varautunut ja paljon fosfatidyylikoliinia pienempi.
Koska normaalisti solukalvolla esiintyva fosfatidyylikoliini on positiivisesti varautunut molekyyli, voi
fosfatidyylietanolin lasndolo aiheuttaa muutoksia solukalvon normaaliin elektrokemikaaliseen ta-

sapainoon. (Hannuksela, Ramet, Nissinen, Liisanantti & Savolainen 2003, 97.)

Tutkimukset ovat osoittaneet, etta fosfatidyylietanolin hajoaminen punasoluista on hidas prosessi.
Fosfatidyylietanolin normaali puoliintumisaika veressa on kuitenkin noin nelja paivaa. Koska fos-
fatidyylietanolia muodostava fosfolipaasi D -entsyymi on jatkuvasti lasna veressa, voi se johtaa
fosfatidyylietanolin jatkuvaan muodostumiseen ja sitd kautta kasaantumisen soluihin. (Aradottir
ym. 2004, 11; Wurst, Thon, Aradottir, Hartmann, Wiesbeck, Lesch, Skala, Wolfersdorf, Wein-
mann & Alling 2010, 89, 91.)

Osa etanolin aikaansaamista elimia vaurioittavista mekanismeista on viela epaselvia tutkijoille,
vaikka etanolin haitallisia vaikutuksia elimist6ssa on tutkittu paljon. Nykyisin tiedetdan kuitenkin,
ettd etanoli aiheuttaa vaurioita mm. aivoihin, maksaan, sydameen, mahalaukkuun, haimaan ja
luurankolihaksiin. Eldinkokein suoritetussa fosfatidyylietanolin muodostumispaikkaa selvittanees-
sa tutkimuksessa huomattiin, etta fosfatidyylietanolipitoisuudet olivat suuria aivoissa, maksassa,
munuaisissa, sydamessa ja mahan alueella. Fosfatidyylietanolin keraantyminen soluihin juuri nai-
hin elimiin voisi selittda etanolin elimia vaurioittavaa vaikutusta pitkaaikaisen ja runsaan alkoho-
linkayton seurauksena. (Aradottir, Lundqvist & Alling 2002, 514, 517.)
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2.5 Fosfatidyylietanoli alkoholin liikakdayton merkkiaineena

Alkoholi on yksi merkittavimmista terveysuhan aiheuttajista yhteiskunnassa. Taman hetkisten ti-
lastojen mukaan jopa 20-30 % kaikista sairaalapaikoista ja terveydenhuollon kuluista saattaa joh-
tua alkoholin liikakayton aiheuttamista terveydellisista ongelmista (Niemeld 2007, 40). Seka ta-
loudellisten etta terveydellisten nakokulmien kannalta on perusteltua ja tarpeellista kehittaa me-
netelmia alkoholin likakayton toteamiseen (Suomalainen Laakariseura Duodecim, Kaypa hoito -

suositus alkoholiongelmaisen hoidosta, hakupaiva 3.3.2010).

Tata nykya yleisimmin kaytossa olevat biologiset alkoholin likakayton merkkiaineet ovat alkoholin
epasuoria merkkiaineita, kuten MCV (punasolujen keski-tilavuus), GGT (gammaglutamyylitransfe-
raasi) ja CDT (desialotransferriini) (Aradottir, Asanovska, Gjerss, Hansson & Alling 2006, 431).
Naiden merkkiaineiden syntyyn voivat siis etanolin lisaksi vaikuttaa monet muut asiat, esimerkiksi
erilaiset elimistossa vallitsevat tauti- ja sairaustilat, mika alentaa niiden spesifisyytta alkoholin lii-
kakayton tutkimisessa. Itse etanolin puoliintumisaika elimistossa on todella lyhyt, ja taman vuoksi
tutkijoiden mielenkiinto on kaantynyt kohti sen suoria aineenvaihduntatuotteita. (Niemela 2007,
41-43))

Fosfatidyylietanoli on alkoholin suora aineenvaihduntatuote, ja muutoin kuin alkoholinkaytdn seu-
rauksena sita ei ole todettu muodostuvan elimistdssa (Aradottir, Lundqvist & Alling 2002, 514).
Lisaksi sen pitka puoliintumis- ja sailyvyysaika elimistossa tekevat siita mielenkiintoisen yhdisteen
alkoholin liikakayton toteamisen kannalta. Nykyisiin rutiinikaytossa oleviin merkkiaineisiin verrat-
tuna fosfatidyylietanoli on huomattavasti herkempi merkkiaine ja tutkimukset ovat osoittaneet, et-
tei se anna vaaria positiivisia tuloksia (Aradottir, Asanovska, Gjerss, Hansson & Alling 2006, 435
436). Talla hetkelld fosfatidyylietanolin maarittdmiseen kaytetylla LC-MS eli nestekromatografia-
massasprektometrilaitteistolla maaritettyna sen spesifisyys on 100 % ja herkkyys 98-100 % (Nis-

sinen, Mékela, Vuoristo, Liisanantti, Hannuksela, Horkkd & Savolainen 2008, 926).

Useat tutkimukset ovat osoittaneet, ettd runsaan alkoholink@yton seurauksena fosfatidyylietanolia
voi muodostua ihmisen veressa mitattaviin maariin asti. Verindytteesta mitatun fosfatidyylietanoli-
pitoisuuden ja nautitun alkoholin maaran on liséksi todettu korreloivan keskenaan. Tama tarkoit-
taisi sita, ettd mittaamalla fosfatidyylietanolin pitoisuus verindytteesta voidaan alkoholin likakay-
ton toteamisen lisaksi arvioida tutkittavan potilaan kayttaman alkoholin maaraa. Tutkimukset ovat
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kuitenkin osoittaneet myds yksildllisia vaihteluita fosfatidyylietanolin muodostumisessa, minka

vuoksi arviot ovat lahinna suuntaa-antavia. (Aradottir ym. 2004, 12.)

Fosfatidyylietanolin muodostuminen elimistdssa mitattaviin maariin vaatii pitkaikaista ja runsasta
alkoholin kayttda. On arvioitu, ettd kahden viikon aikana yhteensa noin 1000 g absoluuttista alko-
holia aiheuttaisi pitoisuuden nousun mitattavalle tasolle. Tama tarkoittaa noin 50 g:n absoluuttista
alkoholiannosta paivittain eli noin neljaa ravintola-annosta (1 annos = 12 g alkoholia). Tuoreimpi-
en tutkimusten mukaan runsaan ja pitkaaikaisen alkoholin kayton seurauksena fosfatidyylietanoli
voi olla mitattavissa veresta jopa 28 paivaa pitkaaikaisen ja runsaan alkoholin kayton lopettami-
sesta. Taman vuoksi fosfatidyylietanolin pitoisuuksien maarittamiselld olisi suuri hyoty alkoholin

likakayton seurannassa. (Wurst ym. 2010, 89, 91.)
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3 MONOKLONAALISTEN VASTA-AINEIDEN TUOTTAMINEN

Adaptatiivinen eli hankinnainen immuunipuolustus on selkarankaisten puolustusjarjestelma eli-
mistoon tunkeutuvia taudinaiheuttajia vastaan. Hankinnaisen immuunijarjestelman toiminta perus-
tuu elimiston kykyyn tunnistaa sille vieraat aineet eli antigeenit ja puolustautua niita vastaan. Lym-
fosyytit huolehtivat hankinnaisen immuunijarjestelman immuunivasteista. Osa hankinnaista im-
muunipuolustusta on vasta-ainevalitteinen immuunivaste. Vasta-ainevalitteisessa immuunivas-
teessa B-lymfosyytit tuottavat vasta-aineita kohdattuaan elimistdon kulkeutuneen antigeenin.
Vasta-aineen sitoutuminen vieraaseen antigeeniin voi estaa antigeenin toiminnan, ja lisaksi se
saa elimistdssa aikaan muiden immuunipuolustukseen osallistuvien valkosolujen aktivaation. (Al-
berts, Johnson, Lewis, Raff, Roberts & Walter 2008, 1539-1540, 1543.)

Selkéarankaisten elimiston kykya tuottaa vasta-aineita vieraita antigeeneja vastaan voidaan hyo-
dyntaa esimerkiksi ladketieteellisessa tutkimuksessa tuottamalla monoklonaalisia vasta-aineita.
Monoklonaaliset vasta-aineet ovat laboratorio-oloissa valmistettujen hybridoomasolulinjojen tuot-
tamia vasta-aineita. Hybridoomasolulinjan jokainen solu tuottaa yhta antigeenia vastaan saman-
laista vasta-ainetta. Monoklonaalisia vasta-aineita voidaan tuottaa laboratoriossa immunisoimalla
koe-eldin antigeenilld, jota vastaan halutaan tuottaa vasta-ainetta. Tdman vuoksi koe-eldimen
immuunijarjestelma aktivoituu ja alkaa kehittaa pernan lymfosyyteissa vasta-ainetta vierasta anti-
geenia vastaan. Kun koe-eldimelta poistetaan perna ja siita saatavat lymfosyytit fuusioidaan mye-
loomasolujen eli loputtomasti jakautuvien sydpasolujen kanssa, syntyy nk. hybridoomasoluja. So-
lut saadaan fuusioitumaan kasittelemalla solususpensiota esimerkiksi polyetyleeniglykolilla, joka
muuttaa solujen plasmamembraanin rakennetta ja siten mahdollistaa solujen fuusioitumisen. (Al-
berts ym. 2008, 508, 1539, G24; Freshney 2005, 493; Janeway, Travers, Walport, Shlomchik
2005, 698.)

Hybridoomasolut saadaan erotettua fuusioitumattomista soluista viljelemalla niitd HAT (hypoksan-
tiini-aminopteriini-tymidiini)-kasvatusliuoksessa, jossa ainoastaan fuusioituneet solut kykenevat
sailymaan elinkelpoisina. HAT-kasvatusliuoksen sisaltama inhibiittorina eli estajana toimiva ami-
nopteriini estad DNA:n tuoton normaalin synteesireitin kautta. Myeloomasolut eivat kykene tuot-
tamaan DNA:ta vaihtoehtoisen synteesireitin kautta, minka vuoksi ne eivat saily elossa HAT-
kasvatusliuoksessa. Koe-eldimen lymfosyytit kykenevat kayttamaan vaihtoehtoista synteesireittia,

mutta eivat muutoin kykene sailymaan elinkelpoisena soluvilielmassa muutamaa paivaa pidem-
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paan. Nain ainoastaan fuusioituneilla hybridoomasoluilla on seké myeloomasolun etta lymfosyytin
ominaisuudet, jotka yhdessa mahdollistavat niiden jakaantumiskyvyn HAT-kasvatusliuoksessa.
Fuusioituneet solut kayttavat HAT-kasvatusliuoksen sisaltamaa hypoksantiinia ja tymidiinia
DNA:n syntetisoimiseen. (Alberts ym. 2008, 508-509; Freshney 2005, 493.)

Solujen fuusioitumisen jélkeen vilielma siséltaa hybridoomasoluja, joista vain osa tuottaa vasta-
ainetta immunisointiin kaytettya antigeenia vastaan. Osa fuusioiduista lymfosyyteista tuottaa kui-
tenkin vasta-aineita niiden aiemmin kohtaamia antigeeneja vastaan. Lisaksi immunisointiin kay-
tettya antigeenia vastaan kehittyy useita erilaisia vasta-aineita, joiden erona on niiden kyky tun-
nistaa antigeenin eri epitooppeja. Epitooppi voi olla esimerkiksi viidesta kuuteen aminohappoa si-
saltava sivuketju proteiinin pinnalla. Erilaisia vasta-aineita tuottavat solut on saatava erilleen, jo-
ten solut erotetaan kasvamaan omiin kuoppiinsa 96-kuoppalevylla. Erottelun avulla saadaan val-
mistettua solulinja, joka on lahtenyt jakaantumaan yhdesta solusta. Talldin kaikki solulinjan tuot-
tamat vasta-aineet ovat keskenda@n monoklonaalisia. Hybridoomasoluista valikoidaan ELISA (En-
zyme Linked Immunosorbent Assay)-menetelmien avulla ne solut, jotka tuottavat spesifisesti im-
munisoinnissa kaytettya antigeenia tunnistavia vasta-aineita. (Alberts ym. 2008, 508-509; Fresh-
ney 2005, 493; Janeway ym. 2005, 698.)
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4 TUTKIMUSTEHTAVAT

Tutkimuksemme tarkoituksena oli maarittaa kahden fosfatidyylietanolivasta-aineita tuottavan so-
lulinjan (2B1 ja 2E9) optimaalista vasta-aineiden tuottoaikaa soluvilielmassa. Tutkimme prote-
iinivapaan hybridoomasolujen viljelyyn kehitetyn EX-CELL CD Hybridoma Medium -
kasvatusliuoksen soveltuvuutta vasta-aineiden tuotto- ja puhdistusmenetelmissa. Maaritimme
myos alhaisinta fosfatidyylietanolivasta-aineita tehokkaasti saostavaa polyetyleeniglykolikonsent-
raatiota polyetyleeniglykolisaostusmenetelmaan. Tutkimustulosten avulla tutkimusryhma voi ke-
hittda ja optimoida alkoholin liikakayton uudessa tunnistamismenetelmassa tarvittavien vasta-
aineiden tuotto- ja puhdistusmenetelmia. Tutkimuksen tarkoituksena on selvittaa seuraavia asioi-

ta:

1. Kuinka pitka on 2B1- ja 2E9-solulinjojen optimaalinen fosfatidyylietanolivasta-aineiden tuottoai-

ka soluvilielmassa?

2. Miten proteiinivapaa EX-CELL CD Hybridoma Medium -kasvatusliuos soveltuu fosfatidyylieta-

nolivasta-aineiden tuottamiseen ja puhdistamiseen?

3. Mik& on polyetyleeniglykolisaostuksessa kaytettavan polyetyleeniglykoliliuoksen alhaisin fosfa-

tidyylietanolivasta-ainetta saostava konsentraatio?
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5 TUTKIMUKSEN SUORITTAMINEN

Opinnaytetyon laboratoriotyovaihe suoritettiin professori Markku Savolaisen tutkimusryhman la-
boratoriotiloissa huhtikuussa 2010. Ohjaajanamme laboratoriotyossa toimi tutkimusryhman tutki-
ja, FM Antti Nissinen. Tutkimusryhma tarjosi kayttoomme opinnaytetyon tekemiseen tarvittavat
laitteet ja valineet ja kustansi laboratoriotyossa kayttamamme tarvikkeet. Laboratoriotydhon kuu-
lui monoklonaalisia vasta-aineita tuottavien 2B1- ja 2E9-solulinjojen viljely ja muodostuneiden
vasta-aineiden puhdistus ioninvaihtokromatografialla ja testaus ELISA-menetelmilla. Lisaksi vas-
ta-aineiden polyetyleeniglykolisaostusmenetelmaan maaritettiin alhaisinta fosfatidyylietanolivasta-

aineita saostavaa polyetyleeniglykolikonsentraatiota.

Professori Markku Savolaisen tutkimusryhmassa on kehitetty hybridoomasolulinjoja, jotka tuotta-
vat monoklonaalisia IgM-luokan vasta-aineita fosfatidyylietanolia vastaan. Tutkimusryhma on
valmistanut hybridoomasolulinjoja fuusioimalla kaupallisia hiiren myelooma- eli syopasolulinjan
soluja B3X63Ag8.653 (ATCC eli American Type Culture Collection) ja fosfatidyylietanolivasta-
aineita tuottavia hiiren lymfosyytteja (Nissinen, Makela, Vuoristo, Liisanantti, Hannuksela, Horkko
& Savolainen 2008, 921.) Kaytimme tutkimuksessamme kahta tutkimusryhmassé kehitettya solu-
linjaa (1A12-1D7-2B1 ja 2F7-3A9-2E9), joista tassa tydssa kaytetaan vain nimien loppuosaa (2B1
ja 2E9). Tutkimusryhma paatti itse tutkittavien solulinjojen valinnasta. Tutkimuksessamme aineis-

tona kaytimme naiden kahden solulinjan tuottamia vasta-aineita.

Aineisto kerattiin vilielemalla kahta monoklonaalisia vasta-aineita tuottavaa hybridoomasolulinjaa
kuuden vuorokauden ajan kahdessa eri kasvatusliuoksessa. Koska solulinjat tuottavat vasta-
aineita kasvatusliuokseen, saatiin tutkimusaineisto kerattya pipetoimalla kasvatusliuosta soluvil-
jelmasta. Kasvatusliuosnaytteita keréattiin talteen paivittain koko kasvatuksen ajan ja viljelyn loput-

tua koko kasvatusliuosmaara kerattiin talteen.
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5.1 Hybridoomasolujen viljely

Opinnaytetydmme soluviljelyosuuden tavoitteena oli viljellé soluja aseptisen tydskentelyn periaat-
teiden mukaisesti seka tuottaa tutkimusryhman kehittamilla 2B1- ja 2E9-solulinjoilla monoklonaa-
lisia vasta-aineita. Vasta-ainenaytteita kerattiin kasvatusliuoksista soluviljelytyoskentelyn eri vai-
heissa ja niita kaytettiin tutkimustehtavien suorittamisessa. Kuviossa 7 on havainnollistettu solu-

vilielytyoskentelyn vaiheita, kerattyja vasta-ainenaytteita seka naytteiden kayttokohteita.

Aseptiset tyoskentelytavat soluviljelytyosséa ovat kokoelma erilaisia toimintatapoja, joilla pyritaan
estdmaan soluviljelmien kontaminaatioita. Soluviljelylaboratorio pyritaan pitdmaén erityisen puh-
taana ja kulku alueella on yleensa rajoitettua. (Freshney 2005, 73.) Otimme huomioon soluviljely-
tilan puhtausvaatimukset kayttamalla soluviljelytilassa erillista tydvaatetusta ja huolehtimalla hen-

kilokohtaisesta hygieniasta.

Kontaminaatioiden estamiseksi soluviljelyliuoksiin lisatdan usein erilaisia antibiootteja. Siita huo-
limatta soluviljelytydskentelyn suurimpia ongelmia ovat soluviljelmien erilaiset kontaminaatiot, joi-
ta aiheuttavat erilaiset mikrobit, kuten bakteerit, sienet, hiivat, homeet, virukset ja mykoplasmat.
Mikrobeja voi kulkeutua soluvilielmaan esimerkiksi ilman, tyontekijan, soluviljelyssa tarvittavien
liuosten tai tydvalineiden kautta. On tarkeaa seurata soluvilielman kuntoa ja viljelmissa tapahtuvia
muutoksia jatkuvasti. Kontaminoituneet soluvilielmat yleensa tuhotaan, jotta muut samassa kas-

vatustilassa olevat solut eivat kontaminoituisi. (Freshney 2005, 73.)

Merkkeja erilaisista kontaminaatioista ovat esimerkiksi kasvatusliuoksen samentuminen, sen
paalle muodostuva kalvo tai pesakkeet ja akillinen pH:n muuttuminen. Useiden kasvatusliuosten
sisaltdman fenolipunan (pH-indikaattori) avulla pH:n muuttuminen nahdaan liuoksen varin muut-
tumisena. Mikroskoopilla on mahdollista erottaa erilaisia kontaminaatioita soluviljelmassa. Bak-
teerikontaminaatioissa mikroskoopilla voi néhda rakeista, likkuvaa sakkaa vilielman pohjalla ja
sienikontaminaatioissa vilielmassa voi nékya rihmastoa tai itickasoja. Hiivakontaminaatioissa voi
mikroskoopilla nahda erillisia pyorean- tai ovaalinmuotoisia soluja, joissa saattaa nakya kuroutu-
massa olevia tytarsoluja. (Freshney 2005, 115, 307, 311-312.) Soluviljelmien kunto tarkistettiin
silmamaaraisesti ja stereomikroskoopilla soluvilielmien jakamisten ja néytteiden keradmisen yh-

teydessa paivittain. Kuviossa 6 on mikroskooppinakyma vilielemamme 2B1-solulinjan soluista.
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KUVIO 6. Mikroskooppikuva 2B1-solulinjan soluista kasvatusalustalla

Kontaminaatioiden valttamiseksi soluvilielmien kasittelyssa kaytetaan ainoastaan steriileja tarvik-
keita. Soluviljelmia kasitellaan tilassa, jossa ne eivéat ole suorassa yhteydessa epasteriilin ympa-
riston kanssa eli useimmiten laminaarivirtauskaapissa. Laminaarivirtauskaapin tyotilan pitaminen
puhtaana ja hyvassa jarjestyksessa on tarkeaa. Tyoskennellessa valtetaan akkinaisia liikkeita,
jotta laminaarivirtaus pysyisi tasaisena. Soluviljelyssa kayttdmamme laminaarivirtauskaapin ilma-
virtauksien tarkoituksena oli suojata soluvilielmaa kontaminaatioilta ja tyontekijaa kasiteltavalta
materiaalilta. (Freshney 2005, 55-56, 73-75, 78.) Solujen kasittely laminaarivirtauskaapissa aloi-
tettiin ja lopetettiin aina puhdistamalla kaapin pinnat ja tarvittavat valineet seka kaytettavat kerta-
késineet 70 % etanolilla. Tarvittavat valineet aseteltiin kaappiin siten, etta niiden kasittely oli help-
poa ja tilaa tydskentelyyn jai riittdvasti. Soluviljelyssa tarvittavia liuoksia pipetoitiin steriilien, yksit-
taispakattujen pipetinkarkien ja sahkoisen pipettorin avulla. Yhta pipetinkarkea kaytettiin vain yh-

dessa pipetoinnissa.

Tyoskenneltaessa usean erilaisen solulinjan kanssa on otettava huomioon, etta solulinjan voi
kontaminoida myds toisella solulinjalla. Opinnéytetydssa viljeltin kahta monoklonaalisia vasta-
aineita tuottavaa solulinjaa, joiden tuottamat vasta-aineet eroavat hieman toisistaan. Soluviljel-
man kontaminointi toisen soluvilielman soluilla johtaisi tilanteeseen, jossa olisi epavarmaa tuot-
taako soluvilielma vain yhdenlaista vasta-ainetta. Kontaminoituneiden solulinjojen tuottamia vas-

ta-aineita ei olisi voitu kayttaa tutkimuksessa. Soluviljelmia kasiteltiin aseptisen tydskentelyn peri-
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aatteiden mukaisesti ja kontaminaatiot toisen solulinjan soluilla valtettiin kasittelemalla laminaari-
virtauskaapissa vain yhta solulinjaa kerrallaan. Erilaisiin kontaminaatioihin varauduttiin kuitenkin

pitamalla ylimaaraisia soluviljelmia kasvamassa koko laboratoriotyon osuuden ajan.

Soluja kasvatettiin tutkimuksen ajan soluviljelykaapissa, jonka olosuhteet oli vakioitu +37 °C:n
lampdtilaan ja 5 %:n CO2 (hiilidioksidi) -pitoisuuteen. Soluvilielman kasvatusl@mpdtilana pidetaan
yleensa samaa lampotilaa kuin eliossa, josta ne on otettu. lhmisilla ja tasalampaisilla eldimilla
lampdtila on yleensa 37 °C. Solujen kasvatuskaapissa kasvatuspullojen korkkeja pidetaan hie-
man raollaan, jotta kaappiin lisattava hiilidioksidi paasee tasaamaan soluviljelman pH:ta. (Fresh-
ney 2005, 117-118.)

Erilaisia solujen kasvatusliuoksia on soluviljelyn historian aikana kehitelty paljon. Nykypaivana on
tarjolla erilaisiin tarkoituksiin ja erilaisille solulinjoille optimoituja kasvatusliuoksia, kuten tutkimus-
ryhman kayttdama RPMI-kasvatusliuos. Erilaisilla supplementeilla eli kasvatusliuokseen rikasta-
mistarkoituksessa lisattavilla aineilla on mahdollista laajentaa kasvatusliuoksen kayttoaluetta eri-
laisiin solulinjoihin. RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) on paljon kaytetty kasvatusliuos hybridoomasolu-
jen kasvatuksessa. Kasvatusliuoksen koostumusta rikastetaan lisaamalla siihen naudan sikion
seerumia (FBS eli Fetal Bovine Serum), joka sisaltaa mm. kasvutekijoita, mineraaleja, lipideja ja
hormoneja. Kasvatusliuoksia on myos kehitetty helpottamaan solujen tuottamien molekyylien
puhdistamista kasvatusliuoksista. Tallaisia kasvatusliuoksia ovat esimerkiksi seerumittomat ja
proteiinivapaat kasvatusliuokset. (Freshney 2005, 115, 123; Sigma-Aldrich, RPMI-1640 Medium,
hakupéiva 23.5.2010.)

Soluviljely aloitettiin RPMI-kasvatusliuoksessa, jossa oli 15 % FBS:a. Normaalia korkeampaa
FBS-pitoisuutta kaytetddn kasvatusliuoksessa tarjopamaan enemman ravinteita sulatuksesta toi-
puville soluille. Vuorokauden kasvatuksen jalkeen tilalle vaihdettiin 10 % FBS:aa sisaltava kasva-
tusliuos, joka tarjoaa normaalitilassa riittavasti ravinteita kasvatettaville soluille. Tassa vaiheessa
kasvatettiin riittavaa solupopulaatiota kasvatusalustoille ennen vasta-aineiden tuottovaihetta. So-
lut kuluttavat kasvaessaan ja jakaantuessaan kasvatusliuoksen ravinteita, joten tilalle vaihdettiin
uutta kasvatusliuosta tasaisin valiajoin ravinteiden tasaiseksi tarjoamiseksi (Freshney 2005, 205).
Vasta-aineiden tuottovaiheessa solujen kasvatusliuosta ei enaa vaihdettu, jotta paastiin tutkimaan

vasta-aineiden maaraa.
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5.2 Optimaalisen fosfatidyylietanolivasta-aineiden tuottoajan maarittaminen

Opinnaytetydn ensimmaisenéa tutkimustehtavana tutkittiin solulinjojen optimaalista vasta-aineiden
tuottoaikaa. Optimaalisen tuottoajan maarityksella pyrittin saamaan tietoa siitd, misséa vaiheessa
viljelya vasta-aineiden tuotanto saavuttaa huippunsa. Tuottoaikaa maaritettiin viljelemalla soluja
yhteensa kuusi vuorokautta. Yli kuuden vuorokauden kasvatuksen jalkeen solujen tuottamat vas-
ta-aineet alkavat hiljalleen hajota kasvatusliuoksessa, minka vuoksi ei ollut perusteltua kokeilla

kasvatusta pidempaan (Nissinen 3.9.2010, suullinen tiedonanto).

Vasta-aineiden tuotto tamén tutkimustehtdvan osalta suoritettin RPMI-kasvatusliuoksessa. Kun
solut olivat jakaantuneet tarpeeksi, vaihdettiin tilalle uusi kasvatusliuos. Mittauksissa kaytetyksi
nollandytteeksi otettiin kasvatusliuosta heti vaihdon jalkeen, jolloin vasta-ainepitoisuudet olivat al-
haisimmillaan. Taman jalkeen kasvatusliuosta ei enaa vaihdettu vasta-aineiden maaran selvitta-
miseksi kuuden vuorokauden ajalta. Loput naytteet keréattiin paivittain kuuden vuorokauden aika-
na. Solut erotettiin naytteista sentrifugoimalla hitaalla nopeudella solujen hajoamisen valttamisek-

si. Kerattyja kasvatusliuosnaytteita sailytettiin jaakaappilampatilassa.

Optimaalista tuottoaikaa maaritettiin mittaamalla solujen tuottamien vasta-aineiden maaraa ELI-
SA-menetelmélld. ELISA on yleisesti immunologian tutkimuksissa kaytetty menetelma, joka pe-
rustuu vasta-aineiden ja antigeenien spesifiseen sitoutumiseen keskenaan. ELISA:ssa kaytetaan
hyvaksi entsyymileimattuja vasta-aineita, joiden avulla tutkittavan vasta-aineen maara on mahdol-
lista maarittaa. (Janeway ym. 2005, 689.) Kasvatusliuosnaytteista tehtiin mittauksia varten kaksi
eri laimennosta (1:250 ja 1:500), joiden tuloksia vertailemalla voitiin varmistaa tulosten luotetta-

Vuus.

Vasta-aineiden ELISA-testauksen suunnittelua varten molempia solulinjoja kasvatettiin aluksi
pienessa mittakaavassa kuuden paivan ajan, jotta saatiin suuntaa-antavaa tietoa vasta-aineiden
méaarasta. Esitestaus suoritettiin, jotta pystyttin suunnittelemaan ELISA-testin mittausskaalaa
vasta-aineiden optimaalisen tuottoajan testaukseen. Standardeina testissa kaytettiin tutkimus-
ryhmassa ioninvaihtokromatografialla puhdistettuja 2B1- ja 2E9-solulinjojen vasta-aineita. Esites-

tauksen tydohjeet [dytyvat litteesta 1.
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Primaarivasta-aineena kuoppalevyn kuoppien pohjalla kaytettin anti-mouse-lgM-vasta-ainetta
(Sigma-Aldrich), joka on tuotettu vuohessa hiiren IgM-vasta-aineita vastaan. Kuoppiin lisattiin
kuuden vuorokauden aikana keratyt kasvatusliuosnaytteet. Kasvatusliuosnaytteiden sisaltamien
fosfatidyylietanolivasta-aineiden annettiin sitoutua kuopan pohjalle kiinnitettyyn vasta-aineeseen.
Sitoutuneen vasta-aineen maara saatiin mitattua entsyymileimatun sekundaarivasta-aineen ja
kemiluminesenssireaktion avulla. Entsyymileimattuna sekundaarivasta-aineena kaytettiin anti-
mouse-IgM-ALP:a (Sigma-Aldrich), joka on rakenteeltaan primaarivasta-aineen kaltainen, mutta
siihen on liitetty mittauksen mahdollistamista varten alkaalinen fosfataasi (ALP). Kaytetyn ELISA-

menetelman tyoohje 10ytyy litteesta 2 ja menetelmaa havainnollistetaan kuviossa 8.

Maaritettiavia
vasta-ainetta vastaan
" tuotettu vasta-aine

Maaritettavi
vasta-aine

Entsyymileimattu

x '_:& """ anti-lgM
= * * o * A Substraatti

KUVIO 8. ELISA-menetelmé IgM-vasta-aineiden pitoisuuden mittauksessa (mukaillen Decker
2006, hakupéivé 8.1.2010).

Kaikkien tutkimuksessa suoritettujen ELISA-testien kemiluminesenssireaktioissa kaytettiin Lu-
miPhos 530 -reagenssia (Lumigen Inc.). LumiPhos sisaltda Lumigen PPD-yhdistetta (4-methoxy-
4-(3-phosphatephenyl)spiro[1,2-dioxetane-3,2'-adamantane] disodium salt), jonka avulla voitiin
mitata sekundaarivasta-aineeseen liitetyn ALP:n maaraa (alkaalinen fosfataasi). Kuviossa 9 on
kuvattu Lumigen PPD:lla aikaan saatava kemiluminesenssireaktio, jossa leima muokkaa sub-

straattia siten, etta se tuottaa valoa. (Lumigen Inc., Lumigen PPD, hakupaiva 15.5.2010.)
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KUVIO 9. Kemiluminesenssireaktion kulku (mukaillen Lumigen Inc., Lumigen PPD, hakupéiva
15.5.2010).

5.3 EX-CELL CD Hybridoma Medium -kasvatusliuoksen soveltuvuuden testaus vasta-

aineiden tuotossa ja puhdistamisessa

Toisena tutkimustehtavana oli testata proteiinivapaan EX-CELL CD Hybridoma Medium -
kasvatusliuoksen soveltuvuutta tuotettaessa vasta-aineita 2B1- ja 2E9-solulinjoilla. Tutkimusryh-
man tavoitteena on 16ytaa vasta-aineiden tuottovaiheeseen mahdollisimman vahan proteiineja si-
saltava kasvatusliuos, silla se helpottaisi vasta-aineiden puhdistamista kasvatusliuoksista ionin-
vaihtokromatografialla. Soveltuvuutta testattiin viljelemalla solulinjoja proteiinivapaassa kasvatus-

liuoksessa ja puhdistamalla solulinjojen tuottamia vasta-aineita ioninvaihtokromatografialla.

EX-CELL® CD Hybridoma Medium (SAFC Biosciences) on kehitetty erityisesti vasta-aineiden
tuottamiseen soluviljelyolosuhteissa, ja ainoa sen siséaltaméa proteiini on rekombinantti-insuliini.
Sen liséksi kasvatusliuos sisaltaa epaorgaanisia suoloja, valttdmattomia ja ei-valttamattomia ami-
nohappoja, vitamiineja, rasvahappoja, natriumbikarbonaattia ja HEPES-puskuria (4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid). Proteiinivapaan kasvatusliuoksen kéayton etuna
on vasta-aineiden puhdistamisen helpottuminen, koska talloin paastaan erottelemaan kasvatus-
liuoksesta insuliinin lisaksi vain solujen tuottamia proteiineja. Kasvatusliuos ei sisalla elainperaisia
komponentteja, mika mahdollistaa liuoksen tasaisen laadun. (Sigma-Aldrich, EX-CELL® CD Hy-
bridoma Medium, Chemically Defined, hakupaiva 23.9.2010; Sigma-Aldrich, Product information:
Hybridoma medium, hakupaiva 15.9.2010.)
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2B1- ja 2E9-solulinjoja kasvatettiin rinnakkain proteiinivapaassa kasvatusliuoksessa yhteensa
kuusi vuorokautta kasvatusliuoksen soveltuvuuden testaamiseksi fosfatidyylietanolivasta-aineiden
tuotannossa. Soluviljelmista kerattiin paivakohtaisesti kasvatusliuosta naytteiksi, joista testattiin
vasta-ainepitoisuuden kohoamista. Mittauksissa kaytetyksi nollanaytteeksi otettiin kasvatusliuosta
heti kasvatuksen alussa, jolloin vasta-ainepitoisuudet olivat alhaisimmillaan. Vasta-
ainepitoisuuksien mittaukset suoritettiin ELISA-menetelmalla, jonka tydohje 1ytyy liitteesta 2. Mit-
taukset suoritettiin kahdella eri ndytelaimennoksella (1:250 ja 1:500), joiden tuloksia vertailemalla
voitiin varmistaa tulosten luotettavuus. Kuuden paivan kasvatuksen jalkeen soluviljelmien kasva-
tusliuokset kerattiin talteen ja niista testattiin vasta-aineiden puhdistusta ioninvaihtokromatografi-

alla.

5.3.1 Vasta-aineiden puhdistus ioninvaihtokromatografialla

Proteiinivapaassa kasvatusliuoksessa kasvatettujen 2B1- ja 2E9-solulinjojen tuottamien vasta-
aineiden puhdistamista testattiin ioninvaihtokromatografialla. loninvaihtokromatografiassa
kaytetaan kiinteaa faasia eli ainetta, joka siséltdd positiivisesti tai negatiivisesti varautuneita
yhdisteitd. Kiinted faasi on yleensa pakattu pylvaaseen, jonka lapi nayte ajetaan liikkuvassa
faasissa eli sopivassa puskurissa. Naytteen proteiinit sitoutuvat pylvaan sisaltamien vastakkaisen
varauksen omaavien yhdisteiden kanssa olosuhteissa, joissa proteiinien nettovaraus on nolla
(isoelektrinen piste). Kun pylvaan lapi lasketaan pH-arvoltaan tai suolakonsentraatioltaan
muunneltu puskuri, ionisidokset hajoavat ja nayte eluoituu eli huuhtoutuu pylvaasta pois.
(Yamamoto, Nakanishi & Matsuno 1988, 4-6.)

Vasta-aineiden  puhdistuksessa  kaytettin ~ Amersham  Pharmacian  Resource Q-
ioninvaihtopylvasta. Pylvaaseen on pakattu SOURCE™ 15 Q -nimistd materiaalia, joka on
kiinnitetty 15 um:n  kokoisista partikkeleista koostuvaan tiiviiseen polystyreenia ja
divinyylibentseenia siséltavaan valiaineeseen. Pylvas kestaa korkeimmillaan 15 bar:n painetta ja
10 ml/min virtausta lavitseen. Tutkimuksessamme tehdyissa kromatografia-ajoissa ei ylitetty naita
raja-arvoja pylvaan toimintakyvyn takaamiseksi. (Amersham Biosciences, RESOURCE Q, 1 ml,
hakupaiva 24.5.2010.)

Kromatografialaitteistona kaytettin Pharmasia Biotec:n AKTA Exploreria. AKTA:n ajo-ohjelmat
suunnitellaan tietokonepohjaisella UNICORN-ohjelmalla. Ohjelma piirtaa ajosta reaaliaikaisesti

kromatogrammin, jossa nakyy laitteen tekemien mittausten tiedot koko ajosta. Laitteiston sisalla
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on spektrofotometri, joka mittaa pylvaan lapi kulkeutuneen nesteen absorbanssia halutulla aal-
lonpituudella ja ilmaisee mittauksen tulokset mAU:na (milli absorbance unit). Spektrofotometri
saadettiin mittaamaan absorbanssia aallonpituudella 280 nm, jolloin se mittaa proteiinien eli tassa
tapauksessa IgM-vasta-aineiden pitoisuutta. Laite mittaa my0s ajettavan naytteen johtokykya
(conductance, mS/cm) ja ajon aikana vallitsevaa painetta (bar). (GE Amersham Pharmacia, AK-
TA Explorer 100 Chromatograph, hakupaiva 24.5.2010.)

AKTA:lla suoritettavaa puhdistusta varten valmistettiin proteiineja sitovana puskurina toimiva pus-
kuri A (20 mM Tris-HCI) ja proteiineja eluoivana puskurina toimiva puskuri B (20 mM Tris-HCI/1M
NaCl). Kaikki kaytetyt liuokset ilmastettiin alipaineen avulla, jotta pylvaaseen ei kulkeutuisi ilmaa.
Liuokset ja naytteet suodatettiin epapuhtauksien poistamiseksi 0,22 ym:n suodattimen I&pi ennen
AKTA:lla ajamista.

Ennen naytteiden ajojen aloittamista AKTA:n linjastoista huuhdottiin steriililla vedella linjastoissa
kayttotauon ajan ollut 20-prosenttinen etanoli pois. Etanolia kaytetaan laitteistossa kayttotaukojen
aikana mikrobikasvustojen ehkaisemiseksi. Vesihuuhtelun avulla laitteistosta saatiin myos pois-
tettua mahdolliset ilmakuplat. Pylvas stabiloitin huuhtelemalla se ensin puskuri A:lla. Toinen
huuhtelu suoritettiin puskuri B:lla, jonka voimakas suolapitoisuus regeneroi eli elvyttaa pylvaa-
seen pakatun aineksen. Taman kasittelyn avulla pylvaan puhdistuskykya parannettiin ennen nayt-
teiden ajojen aloittamista. Lisaksi puskuri eluoi korkean suolakonsentraation vuoksi pylvaaseen
aiemmin jaaneita proteiineja pois. (Amersham Biosciences, RESOURCE Q, 1 ml, hakupaiva
24.5.2010.) Huuhteluiden aikana laitteiston johtokykya, paineita ja absorbanssilukemia seurattiin
tarkasti, silla niiden vaihtelun tasaannuttua voitiin olettaa pylvaan olevan puhdas. Lopuksi pylvaan

sisaltdma materiaali tasapainotettiin ajamalla sen lavitse vield puskuria A.

Proteiinivapaat vasta-aineiden kasvatusliuokset ajettiin pylvaan lapi ja naytteiden valissa laitteisto
huuhdeltiin ajamalla sen lapi puskuria A. Vasta-aineiden puhdistus eli erottaminen kasvatusliuok-
sen sisaltdmistd muista komponenteista tehtiin kolmiosaisella gradienttiajolla. Gradienttiajon ai-
kana laitteisto nosti hiljalleen lapi ajettavan puskuri B:n pitoisuutta tietokoneelle ohjelmoidun oh-
jelman mukaisesti. Ensimmaisessa vaiheessa puskuri B:ta ajettiin pylvaan lapi kymmenen pyl-
vaan tilavuuden verran siten, ettd puskuri B:n pitoisuus ajoliuoksessa nousi 20 %:iin. Toisessa
vaiheessa puskurin pitoisuus nostettiin viidentoista pylvaan tilavuuden aikana 29 %:iin ja kolman-

nessa vaiheessa kahden pylvaan tilavuuden aikana 100 %:iin.
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Gradienttiajon aikana fraktionkeraaja keréasi vasta-aineita pylvaastéa eluoineen puskuri B:n 1 ml:n
fraktioihin. Laitteisto ohjelmoitiin aloittamaan fraktioiden kera@minen laitteen mittaamien absor-
banssien ollessa sellaisella tasolla, ettd pylvaasta voitiin olettaa tulevan ulos vasta-aineita. Oh-
jelma kirjasi kromatogrammiin, miss& vaiheessa fraktioiden kerays oli alkanut ja kromatogrammin
tietojen avulla voitiin fraktionkeraéjélta poimia naytteet haluttujen piikkien kohdalta. Kuviossa 10
on esimerkki kromatogrammista 2B1-solulinjan kasvatusliuoksen AKTA-ajosta. Ensimmainen le-
vea piikki piirtyi kromatogrammille, kun naytteen pylvaaseen sitoutumattomat komponentit ohitti-
vat pylvaan jalkeen olevan absorbanssinmittauspisteen. Kapeammat piikit piirtyivat kromato-

grammille naytteen eluoinnin aikana.

m,ﬁ.lu ] DRE
E-puskurin konsentraatio (%)
Absorbanssi (AZ280) L.
Jdohtolday (mSiom)
° L L —— -.--J'Hé#r\‘miiia e AL | M LB M e

ml

KUVIO 10. Kromatogrammi 2B1-kasvatusliuoksen AKTA -ajosta. mAu = milli absorbance unit.
Absorbanssikéyréa kuvaa pylvéaan lapi ajetun puskurin proteiinimééarad. Ensimmaisen leveén piikin
kohdalla néyte ajettiin laitteeseen. Kapemmat piikit kuvaavat ndytteen eluoitumista ulos pylvédés-

ta. Puskuri B:n konsentraatiota kuvaava kéyra ilmaisee gradienttiajon vaiheita.

29



loninvaihtokromatografiassa vasta-aineiden sitoutuminen perustuu liuoksen optimaaliseen hap-
pamuusasteeseen (pH) ja ionivahvuuteen. Ensimmaéisen proteiinivapaan 2B1-solulinjan kasvatus-
liuoksen ajon aikana ilmeni, etta testaamassamme proteiinivapaassa kasvatusliuoksessa suola-
konsentraatio oli sellaisenaan liian korkea ajettavaksi talla menetelmalla. Taman vuoksi vasta-
aineet eivat sitoutuneet odotetusti, joten seuraavia ajoja varten naytteista tehtiin 50-prosenttinen

laimennos puskuriin A.

loninvaihtokromatografialla puhdistetuista naytteista valittiin ELISA-menetelmalla tutkittaviksi frak-
tiot niiden kromatogrammin piikkien alueelta, joissa IgM-vasta-aineiden oletettiin olevan. Ohjaa-
jamme FM, tutkija Antti Nissinen arvioi, etta kromatogrammin ensimmaisen tai toisen piikin koh-
dalla naytteen syoton jalkeen on IgM-vasta-aineita (Nissinen 14.4.2010, suullinen tiedonanto).
ELISA-menetelmén avulla varmistettin mika kromatogrammin piikeista sisélsi |gM-vasta-aineita
ja kyseiset fraktiot yhdistettiin naytekohtaisesti. Mittaustulosten varmistamiseksi naytteista tehtiin

kaksi rinnakkaista maaritysta. ELISA-menetelman tyoohje 16ytyy liitteesta 2.

Varsinaisten puhdistettujen naytteiden lisaksi talteen kerattin I&pimenofraktiot eli naytteen
sisaltdmat komponentit, jotka eivat sitoutuneet pylvaaseen. Mittaamalla lapimenofraktioiden
sisaltamien proteiinien maara voitiin varmistaa, ettei vasta-aineita jaanyt sitoutumatta pylvaaseen.

Proteiinit mittasimme kayttamalla DC Protein Assay -reagenssipakettia (BioRad).

5.3.2 Vasta-aineiden toimivuuden testaus ELISA-menetelmalla

Proteiinivapaista kasvatusliuoksista ioninvaihtokromatografialla puhdistettujen vasta-aineiden
toimivuutta eli kykya sitoutua antigeeniinsa testattiin ELISA-menetelmalla, jossa antigeenina kay-
tettiin fosfatidyylietanolia. Nain voitiin varmistaa, etta tuotettu vasta-aine edelleen sitoutuu fosfati-
dyylietanoliin eli molekyyliin, jota vastaan vasta-aineet oli hiiressa tuotettu, eik& esimerkiksi puh-

distaminen ioninvaihtokromatografialla ole muuttanut vasta-aineiden kykya sitoutua.

Sitoutumiskykya mittaavassa testissa kaytettiin puhdistamatonta 1:10 laimennettua kasvatusliu-
osta, 1:10 laimennettua lapimenofraktiota ja puhdistetuista fraktioista valmistettua 5 ug/ml vasta-
ainetta sisaltavad naytettd. Puhdistettujen fraktioiden sisaltdmien vasta-aineiden konsentraatio
arvioitiin mittaamalla niiden sisaltamien proteiinien pitoisuus DC Protein Assay -reagenssipakettia
kayttaen. 5 pg/ml on riittavan korkea konsentraatio antamaan korkeat signaalit mittauksessa, mi-
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kéli se todellisuudessa sisaltaa tutkittavaa fosfatidyylietanolivasta-ainetta (Nissinen 14.4.2010,

suullinen tiedonanto).

Vasta-aineiden sitoutumiskykya mittaavassa ELISA-menetelméssa kaytettiin fosfatidyylietanoli-
vesikkeleita (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanol (sodium salt)) eli lipidimuotoisia fosfatidyy-
lietanolimolekyyleja, joita sailytetdan kloroformiliuoksessa (Avanti polar lipids, 18:1 Phosphatidy-
lethanol, hakupaiva 24.9.2010). Fosfatidyylietanolivesikkelit kuivattiin typpivirran avulla puhtaan
eppendorf-putken seindmille, josta ne liuotettiin PBS-puskuriin. Liuoksen fosfatidyylietanolivesik-
kelit kiinnitettiin gelatiinilla paallystettyjen 96-kuoppalevyjen kuoppien pohjalle, johon molekyylit
tarttuivat. loninvaihtokromatografialla puhdistetut naytteet lisattiin kuoppalevylle ja vasta-aineiden
annettiin sitoutua fosfatidyylietanolivesikkeleihin. Mittaustulosten varmistamiseksi naytteista teh-
tiin kolme rinnakkaista maaritysta. Kuoppalevylle liséttin entsyymileiman siséltava sekundaari-
vasta-aine. Sitoutuneen vasta-aineen maara saatiin mitattua kemiluminesenssireaktion avulla.
Kuviossa 11 on kuvattuna kayttdmamme ELISA-menetelma. Menetelméan tydohje 10ytyy liitteesta
3.
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KUVIO 11. ELISA-menetelméd vasta-aineiden pitoisuuden ja sitoutumiskyvyn madrittdmisessa
(mukaillen Decker 2006, hakupéivé 8.1.2010).
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5.4 Alhaisimman fosfatidyylietanolivasta-aineita saostavan polyetyleeniglykolikonsent-

raation maarittaminen

Kolmantena tutkimustehtavana oli selvittaa alhaisin fosfatidyylietanolivasta-aineita tehokkaasti
saostava polyetyleeniglykolikonsentraatio. Testaus suoritettin 2B1- ja 2E9-solulinjojen RPMI-
kasvatusliuokseen tuottamilla vasta-aineilla. Testasimme polyetyleeniglykolisaostusta suoraan
kasvatusliuoksista eri polyetyleeniglykolipitoisuuksilla valilla 1-10 % selvittdédksemme, mika on

alhaisin fosfatidyylietanolivasta-aineita tehokkaasti saostava pitoisuus.

Polyetyleeniglykolisaostus on yksinkertainen mutta epaspesifinen puhdistusmenetelma, joka pe-
rustuu proteiinien erotteluun niiden liukoisuuden perusteella (Fahie-Wilson & Halsall 2008, 233).
Polyetyleeniglykolisaostus toimii hyvin IgM-luokan vasta-aineilla, ja se on melko helldvarainen
menetelma, joka aiheuttaa vain vahaistd vasta-aineiden denaturaatiota eli proteiinirakenteen tu-
houtumista (Page & Thorpe 2002, 991).

Polyetyleeniglykoliliuos muodostaa sakan naytteen sisaltamien IgM-vasta-aineiden kanssa. Kos-
ka sakan liuottaminen vaatii enemman tydvaiheita, suoritettiin vasta-aineiden pitoisuuden mittaus
nayteputkien sisaltdmasta supernatantista eli naytteen liukoisesta osasta sentrifugoinnin jalkeen.
Siind supernatantissa, jossa on vahiten vasta-ainetta, polyetyleeniglykolisaostus on onnistunut
parhaiten ja kyseisen nédytteen saostamiseen kaytetty polyetyleeniglykolikonsentraatio (%) on ol-

lut optimaalinen.

Jokaiseen saostettavaan naytteeseen kaytettiin sama tilavuus fosfatidyylietanolivasta-aineita si-
saltavaa kasvatusliuosta. Polyetyleeniglykolin konsentraatiota vaihdeltiin laimentamalla sita PBS-
puskurilla. Liséksi testissa kaytettiin yhta vertailundytetta, johon polyetyleeniglykolia ei lisatty.
Naytteet sentrifugoitiin ja supernatanteista tehtiin 1:250 ja 1:500 laimennokset gelatiiniin. Nayttei-
den todellisiksi laimennoksiksi saatiin 1:500 ja 1:1000 ottaen huomioon naytteiden laimeneminen
saostusvaiheessa. Laimennoksista saatujen mittaustulosten avulla kyettiin arvioimaan tulosten
luotettavuutta. Supernatanttindytteet pipetoitiin anti-mouse-lgM-vasta-aineella paallystetylle 96-
kuoppalevylle, jonka jalkeen kuoppalevylle liséttiin sekundaarivasta-aine ja LumiPhos-reagenssi

kemiluminesenssireaktion aikaansaamiseksi. Menetelman tyoohje 16ytyy liitteesta 4.
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6 TUTKIMUKSEN TULOKSET

6.1 Optimaalisen tuottoajan maaritys

Ensimmainen tutkimustehtdvamme oli maarittaa tutkimusryhman kehittamien hybridoomasolulin-
jojen optimaalista fosfatidyylietanolivasta-aineiden tuottoaikaa. Tutkimme tuottoaikaa kaytos-
samme olleilla 2B1- ja 2E9-solulinjoilla, joita kasvatimme yhteensa kuuden vuorokauden ajan
RPMI-10-soluviljelyliuoksessa. Kasvatusliuosta keréattiin naytteeksi paivittain, jonka jalkeen niiden
sisaltdmien vasta-aineiden pitoisuudet mitattin ELISA-menetelmalla. Mittaustulokset on esitetty
alla olevissa kuvioissa 12 ja 13. Mittauksissa kaytettiin yhta nollanaytetta, jota lisattiin kuoppale-
vylle kahteen kohtaan. Kuvioissa 12 ja 13 esitettyjen nollanaytteiden mittaustulokset on siis saatu

samasta naytteesta.
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KUVIO 12. 2B1-solulinjan tuottamien vasta-aineiden pitoisuuden méérittdminen ELISA-
menetelmélld. RLU / 100 ms = Relative Light Unit / 100 milliseconds.

Kuviossa 12 ilmenevien mittaustulosten perusteella 2B1-solulinjan tuottamien vasta-aineiden

maara on maksimissaan kuudentena eli viimeisena vuorokautena. Tulokset molemmista mittauk-

sessa kaytetyista naytelaimennoksista ovat hyvin samankaltaiset ja suhteessa toisiinsa.
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KUVIO 13. 2E9-solulinjan tuottamien vasta-aineiden pitoisuuden maérittdminen ELISA-
menetelmélld. RLU / 100 ms = Relative Light Unit/ 100 milliseconds.

Kuviossa 13 esitettyjen tulosten perusteella 2E9-solulinjan maksimaalinen vasta-aineiden tuotto-
aika on selvasti viisi vuorokautta. Viiden vuorokauden kasvatuksen jalkeen vasta-aineiden pitoi-
suudet alkavat tulosten perusteella laskea. Molemmista naytelaimennoksista suoritetut mittaukset
antavat hyvin samankaltaiset tulokset, mutta ne eivat ole suhteessa toisiinsa. Ero saattaa johtua

menetelman epatarkkuudesta.

6.2 EX-CELL CD Hybridoma Medium -kasvatusliuoksen soveltuvuus fosfatidyylietanoli-

vasta-aineiden tuottamiseen ja puhdistamiseen

Toisena tutkimustehtdvanamme oli testata uuden EX-CELL CD Hybridoma Medium -
kasvatusliuoksen soveltuvuutta vasta-aineiden tuottoon kahdella eri hybridoomasolulinjalla. Kas-
vatimme solulinjoja yhteensa kuusi vuorokautta proteiinivapaassa kasvatusliuoksessa, josta ke-
rasimme paivakohtaiset naytteet koko tuottoajalta. Taman jalkeen testasimme vasta-aineiden
puhdistamista kasvatusliuoksesta ioninvaihtokromatografian avulla ja varmistimme vasta-

aineiden toimivuuden testaamalla niitd ELISA-menetelmalla.
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6.2.1 Vasta-aineiden tuottaminen

Kuvioissa 14 ja 15 on koottuna proteiinivapaassa kasvatusliuoksessa kasvatettujen 2B1- ja 2E9-
solulinjojen tuottamien vasta-aineiden maarat paivakohtaisesti keratyista naytteista. Mittaukset
suoritettiin kahdella eri laimennoksella valmistetuista vasta-ainenaytteista mittaustulosten varmis-
tamiseksi. Molemmista kuvioista selviaa, etta laimennoksilla on saatu hyvin samankaltaiset tulok-

set. Mittauksissa kaytettiin yhta nollanaytetta, jota lisattiin kuoppalevylle kahteen kohtaan.
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KUVIO 14. 2B1-solulinjan tuottamien vasta-aineiden pitoisuus proteiinivapaassa kasvatusliuok-
sessa ELISA-menetelmélld mitattuna. RLU / 100 ms = Relative Light Unit/ 100 milliseconds.

Verrattaessa RPMI-10-kasvatusliuoksessa (kuvio 12) ja proteiinivapaassa kasvatusliuoksessa
kasvatettujen 2B1-solulinjan tuottamien vasta-aineiden pitoisuuksia voidaan selvasti huomata, et-
ta proteiinivapaan kasvatusliuoksen sisaltdmien vasta-aineiden pitoisuus oli matala RPMI-10-
kasvatusliuoksen pitoisuuksiin nahden. Ero nékyy selvasti tuottoajan viimeisten paivien osalta,
jolloin proteiinivapaan kasvatusliuoksen vasta-ainepitoisuus ja& jopa alle puoleen RPMI-
kasvatusliuoksen pitoisuuksiin verrattaessa. 2B1-solulinjan tuottamien vasta-aineiden pitoisuus
proteiinivapaassa kasvatusliuoksessa nayttaa pysyvan suhteellisen tasaisena kasvatuksen nel-

jannesta vuorokaudesta eteenpain.
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KUVIO 15. 2E9-solulinjan tuottamien vasta-aineiden pitoisuus proteiinivapaassa kasvatusliuok-

sessa ELISA-menetelmélld mitattuna. RLU / 100 ms = Relative Light Unit / 100 milliseconds.

Kuviosta 15 selviaa, etta proteiinivapaassa kasvatusliuoksessa kasvatetun 2E9-solulinjan tuotta-
mien vasta-aineiden pitoisuudet ovat jokaisen paivakohtaisen naytteen osalta molemmilla lai-
mennoksilla mitattuna samaa luokkaa kuin keraamamme nollanaytteen pitoisuudet. Koska nolla-
naytteet on keratty heti soluviljelyn alussa, ei niiden pitaisi sisaltad vasta-aineita juuri ollenkaan.
Proteiinivapaassa kasvatusliuoksessa kasvatetut 2E9-solulinjan solut eivat siis ole tuottaneet vas-

ta-aineita juuri lainkaan.

6.2.2 Vasta-aineiden puhdistaminen ja toimivuuden testaus

loninvaihtokromatografialla proteiinivapaasta kasvatusliuoksesta erotelluista fraktioista tutkittiin
vasta-aineiden pitoisuutta mittaavan ELISA-menetelméan avulla, mitka fraktioista sisalsivat eniten
IgM-vasta-aineita. Fraktioiden sisaltdmien IgM-vasta-aineiden pitoisuuden mittauksessa ilmeni,
etta 2B1-solulinjan kasvatusliuoksen puhdistamisen jalkeen eniten IgM-vasta-aineita sisalsivat
fraktiot 26-36. 2E9-solulinjan kasvatusliuoksen puhdistamisen jélkeen eniten IgM-vasta-aineita oli

fraktioissa 24-35. Mittaustulokset on havainnollistettu kuvioihin, jotka loytyvat liitteesta 5.
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Edella mainittujen mittaustulosten perusteella eniten vasta-aineita sisaltaneet fraktiot yhdistettiin.
Fraktioista mitattujen proteiinipitoisuuksien perusteella fraktioista tehtiin 5 pg/ml laimennos, jota
kéytettiin vasta-aineiden sitoututumiskykya mittaavassa ELISA-testissa. Lisaksi testissa mitattiin
puhdistamattoman kasvatusliuoksen ja lapimenofraktion sisaltdmien vasta-aineiden sitoutumisky-
kya. Lapimenofraktio siséltaa kaikki ioninvaihtokromatografin pylvaan lapi tulleet naytteen kom-

ponentit, jotka eivat sitoutuneet pylvaaseen. Tuloksia vertaillaan kuviossa 16.
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KUVIO 16. Vasta-aineiden sitoutumiskyvyn mittaus ELISA-menetelméllé, jossa antigeeniné fosfa-
tidyylietanoli. RLU /100 ms = Relative Light Unit / 100 milliseconds.

Kuviossa 16 esitetyista tuloksista iimenee selkeasti, ettd 2B1-solulinjan tuottamien vasta-aineiden
sitoutumiskyky ennen ioninvaihtokromatografialla puhdistamista on selvasti parempi kuin puhdis-
tettujen vasta-aineiden sitoutumiskyky. Lapimenofraktio ei tulosten perusteella sisalla merkittavia
maaria fosfatidyylietanolivasta-aineita. 2E9-solulinjan tuottamien vasta-aineiden osalta sitoutu-
miskykya ei voida luotettavasti arvioida naiden tulosten perusteella vasta-aineiden vahaisen maa-

ran vuoksi.
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6.3 Alhaisimman fosfatidyylietanolivasta-aineita saostavan polyetyleeniglykolikonsent-

raation maarittaminen

Kolmantena tutkimustehtdvanamme oli selvittdad alhaisin mahdollinen fosfatidyylietanolivasta-
aineita tehokkaasti saostava polyetyleeniglykolikonsentraatio. Saostus suoritettin 2B1- ja 2E9-
solulinjojen RPMI-10-kasvatusliuokseen tuottamilla vasta-aineilla, ja mittaukset suoritettiin kahdel-
la eri ndytelaimennoksella. Vasta-aineiden pitoisuus mitattiin supernatantista eli naytteen liukoi-
sesta osasta, jolloin saatiin selville saostumattomien vasta-aineiden maara naytteissa. Siina su-
pernatantissa, jossa on vahiten vasta-ainetta, polyetyleeniglykolisaostus on onnistunut parhaiten
ja kyseisen naytteen saostamiseen kaytetty polyetyleeniglykolikonsentraatio (%) on ollut optimaa-

linen. Saostuksen tuloksia havainnollistetaan alla olevassa kuviossa 17.
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KUVIO 17. Polyetyleeniglykolisaostuksen tulokset.

Kuviossa 17 esitetyt tulokset on ilmaistu suhteellisena lukuna, jossa kaikkia tuloksia on verrattu
0 % polyetyleeniglykoliliuosta sisaltdvan naytteen vasta-ainepitoisuuteen. 1:1000 laimennoksella
saaduista mittaustuloksista nakyy, etta polyetyleeniglykolikonsentraation noustessa yli 4 % ei sa-
ostuneiden vasta-aineiden maara laske enaa merkittavasti. Myos 1:500 laimennoksen mittaustu-
lokset nayttavat matalia vasta-ainepitoisuuksia 4 %:n polyetyleeniglykolikonsentraation kohdalla.
Tulosten perusteella 4 %:n polyetyleeniglykolikonsentraatio on siis ollut alhaisin tehokas konsent-

raatio fosfatidyylietanolivasta-aineiden saostuksessa.
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7 JOHTOPAATOKSET

Optimaalisen vasta-aineiden tuottoajan testauksessa ilmeni, etta testaamiemme 2B1- ja 2E9-
solulinjojen vasta-aineiden tuottoajat ja -maarat poikkeavat hieman toisistaan. 2B1-solulinjan tuot-
toaikaa tarkasteltaessa voidaan huomata, etta eniten vasta-aineita sisalsi tuottoajan viimeisena
eli kuudentena vuorokautena keratty nayte. Vasta-aineiden tuotanto ei siis missaan vaiheessa
vahentynyt kuuden vuorokauden kasvatuksen aikana. Tama viittaa siihen, etta testaamamme
tuottoaika ei ollut tarpeeksi pitka. Tutkimusryhmalla on siis aihetta maarittaa tuottoaikaa pidem-
malla aikavalilla. 2E9-solulinjan vasta-aineiden tuotanto puolestaan nayttaa vahenevan viiden
vuorokauden kasvatuksen jalkeen. Naiden tulosten perusteella 2E9-solulinjan maksimaalinen

vasta-aineiden tuottoaika on siis viisi vuorokautta.

Verrattaessa RPMI-10-kasvatusliuoksessa ja proteiinivapaassa kasvatusliuoksessa tuotettujen
vasta-aineiden pitoisuuksia molempien solulinjojen osalta voidaan todeta, ettei testattava EX-
CELL CD Hybridoma Medium -kasvatusliuos sovellu naille kahdelle solulinjalle. 2B1-solulinjan
tuottamien vasta-aineiden maara proteiinivapaassa kasvatusliuoksessa oli vahainen ja 2E9-

solulinja ei tuottanut vasta-aineita lainkaan.

loninvaihtokromatografialla suoritetun puhdistuksen onnistumista arvioitiin mittaamalla ioninvaih-
tokromatografin keraamien fraktioiden vasta-ainepitoisuudet. Testin perusteella valittiin eniten
vasta-aineita sisaltaneet fraktiot jatkotutkimuksiin. Mittaustulokset viittasivat siihen, etta fraktiot si-
saltavat suuria maaria vasta-aineita. Yhdistetyista fraktioista tehty sitoutumiskykya mittaava ELI-
SA-testi osoitti kuitenkin, ettd puhdistettujen fraktioiden sisaltamien vasta-aineiden kyky sitoutua
antigeeniinsa oli hyvin heikko. Tama osoittaa, etta levylle laitetusta 5 pug/ml proteiinimaarasta vain
osa oli fosfatidyylietanolivasta-ainetta tai vasta-aine ei enda sitoudu antigeeniinsa. Vasta-aineiden
puhdistaminen ioninvaihtokromatografialla saattaa vaikuttaa vasta-aineiden rakenteisiin, mika
puolestaan heikentaa niiden sitoutumiskykya. Tutkimusryhmalla on siis aihetta jatkaa erilaisten

kasvatusliuosten testaamista naille solulinjoille.
Tutkimuksen tulosten perusteella 4 %:n polyetyleeniglykolikonsentraatio oli alhaisin tehokas kon-

sentraatio fosfatidyylietanolivasta-aineiden saostuksessa. Taman tutkimustehtavan tuloksia tut-
kimusryhma voi hyodyntaa jatkotutkimuksissaan.
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8 POHDINTA

Opinnaytetydomme tarkoituksena oli tuottaa fosfatidyylietanolin maaritysmenetelmaa kehittavalle
tutkimusryhmalle tietoa fosfatidyylietanolivasta-aineiden tuoton kehittdmiseen ja optimointiin.
Maaritimme tutkimusryhman kehittamien kahden hybridoomasolulinjan optimaalista vasta-
aineiden tuottoaikaa eli selvitimme, kuinka kauan solulinjat tuottavat tehokkaasti vasta-aineita. Li-
saksi testasimme proteiinivapaan solujen kasvatusliuoksen toimivuutta fosfatidyylietanolivasta-
aineiden tuotossa ja puhdistuksessa ioninvaihtokromatografialla seka maaritimme alhaisinta fos-

fatidyylietanolivasta-aineita tehokkaasti saostavaa polyetyleeniglykolikonsentraatiota.

Tutkimuksessa testattu proteiinivapaa solujen kasvatusliuos ei soveltunut vasta-aineiden tuotan-
toon 2B1- ja 2E9-solulinjoilla, joten jatkotutkimuksia taman tutkimustehtavan osalta tarvitaan edel-
leen. Tulokset 2E9-solulinjan optimaalisen tuottoajan maarityksesta seka alhaisimman mahdolli-
sen fosfatidyylietanolivasta-aineita saostavan polyetyleeniglykolikonsentraation testaamisesta
ovat kuitenkin hyodyllista tietoa tutkimusryhmalle vasta-aineiden tuotannon ja puhdistamisen op-

timointiin ja kehittamiseen.

Tutkimusta tehdessamme luotettavuuden ja koko tutkimuksen onnistumisen kannalta tarkea asia
oli asianmukaisen laboratoriotydskentelyn hallitseminen. Hyva laboratoriokaytanto eli GLP (Good
Laboratory Practice) on ei-kliinisia tutkimuksia suorittavien laboratorioiden laatujarjestelma, jonka
tarkoituksena on taata tulosten korkea laatu ja luotettavuus toimivalla laboratorion sisaisella laa-
dunhallinnalla sekd raportointikdytanndlla. (OECD, Good Laboratory Practise, hakupaiva
2.3.2010.)

Omaksuimme soluviljelytydssa vaadittavat aseptiset tydskentelytavat ja soluviljelytydskentelym-
me onnistui tavoitteiden mukaisesti, eika meille tullut tarvetta turvautua kontaminaatioiden varalta
viljeltyihin - soluihin. Kaikki opinnaytetyon laboratoriotydskentelyn aikana suoritetut ELISA-
mittaukset tehtiin 2-4 rinnakkaisina mittauksina luotettavuuden varmistamiseksi. Tutkimusryh-
méasséa oli huolehdittu kayttdmiemme pipettien kalibroinneista ja huolloista, mutta emme saaneet
tietoa viimeisimman kalibroinnin suoritusajankohdasta. Pipetoitujen maarien tarkkuudesta ei siis
ole taytta varmuutta. Pipetoinnit suoritettiin kuitenkin koko tutkimuksen ajan samoilla pipeteilld,

mika tekee taman tutkimuksen tuloksista keskenaan vertailukelpoisia. Kirjoitimme laboratoriotoi-
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den kaikissa vaiheissa laboratoriopaivakirjaa, josta oli suuri hyoty opinnaytetyon raportoinnin yh-

teydessa ja laadun takaamisessa.

Opinnaytety6n aihe oli mielenkiintoinen ja monipuolinen opiskelijan nakdkulmasta. Paasimme tut-
kimuksen suorittamisen kautta tutustumaan useisiin laboratorioiden erityismenetelmiin, joiden pe-
riaatteita olemme paasseet opiskelemaan koulussa vain teorian tasolla. Lisaksi oli mielenkiintois-
ta tutustua uuden laboratoriokokeen kehittamistydhon perinpohjaisesti. Alkoholin suurkulutuksen
osoittamiseen ei ole talla hetkella kliinisessa kaytossa spesifistd merkkiainetta, joten uuden me-

netelman kehittaminen on erittain ajankohtaista.

Opinndytetyon suorittaminen tutkimusryhmassa avarsi nakemystamme bioanalyytikon toimenku-
vasta ja ammatin mahdollisuuksista. Aiheen parissa tyoskentely kehitti molempien ammattitaitoa
solu- ja molekyylibiologisten menetelmien osalta niin teorian kuin kaytannonkin tasolla. Osallistu-
minen tutkimusryhman tyoéhon oli meille molemmille mieluinen kokemus, joka osoitti myods tutki-
mustyon toisen puolen: tyon tekeminen on hidasta, eivatka kokeet tuota aina haluttua lopputulos-

ta. Kokemus kuitenkin kasvatti molempien mielenkiintoa tutkimusryhmassa tyoskentelya kohtaan.

OpinnaytetyOprosessin aikana opimme hakemaan tietoa monipuolisesti eri lahteista. Luotettavan
lahteen valitseminen oli valilla vaikeaa, silla kaipaamaamme tietoa oli tarjolla paljon. Lopulta
opimmekin ymmartamaan lahteiden merkityksen tyon kannalta ja suhtautumaan kriittisesti lahde-

tietoihin.

Opinnaytetyon suorittamiseen varattu aika oli mielestdmme lyhyt, silla aiheemme vaati perinpoh-
jaista tutustumista itse tutkittavaan molekyyliin ja sen synnyn taustoihin seka tydssa kaytettaviin
menetelmiin. Mielenkiintoinen aihe auttoi sailyttamaan oman kiinnostuksen tyota kohtaan koko

opinnaytetydprosessin ajan.

Haluamme kiittaa professori Markku Savolaisen tutkimusryhmaa mielenkiintoisesta opinnaytetyon
aiheesta. Erityiskiitoksen haluamme osoittaa tutkimusryhman jasenelle FM Antti Nissiselle, joka
oli ohjaamassa laboratoriotydn osuuden suorittamista seké kirjallisen tydn suorittamista. Kiitoksen
neuvoista ja ohjauksesta haluamme antaa my0s ohjaaville opettajillemme Paula Reposelle ja

Hanna-Maarit Aholle seka opponenteille Henna Ekille ja Maria Jouhtenille.
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LITES Fraktioiden sisaltdmien vasta-ainepitoisuuksien mittausten tulokset

Tyoohjeita ei julkaista Internetissa.
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FRAKTIOIDEN SISALTAMIEN VASTA-AINEPITOISUUKSIEN LITES
MITTAUSTEN TULOKSET
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Fraktion numero

2B1-solulinjan proteiinivapaasta kasvatusliuoksesta ioninvaihtokromatografialla eroteltujen frakti-

oiden vasta-ainepitoisuudet.
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Fraktion numero

2E9-solulinjan proteiinivapaasta kasvatusliuoksesta ioninvaihtokromatografialla eroteltujen frakti-

oiden vasta-ainepitoisuudet.
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