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Fosfolambaani on pienikokoinen proteiini, joka fosforylaation seurauksesta inhi-
boi sydanlihaksen supistumisesta vastaavan SERCAZ2a-proteiinin toimintaa ren-
touttamalla sydanlihasta. Fosfolambaanin merkitys sydanlihaksen toimintameka-
nismissa on hyvin olennainen, ja taman vuoksi proteiinin rakenteen ja toiminta-
mekanismin parempi ymmartaminen auttaa kehittamaan sydanlihaksen toimin-

nalliseen hairidon liittyvia hoitomuotoja.

Opinnaytetyon tavoitteena oli tuottaa ja puhdistaa fosfolambaania kahdessa eri
muodossa. Tarkoituksena oli saada tuotettua riittdava maara proteiinia aptamee-
rien valmistamista varten. Opinnaytetyd suoritettiin Tampereen yliopistolla toimi-

van Protein Dynamics -ryhman projektina.

Proteiinia tuotettiin His-TEV-PLB-His- ja MBP-PLB-muodoissa. Naista muodoista
jalkimmainen oli fuusioproteiini, jossa kohdeproteiini on yhdistettynd maltoosia
sitovaan proteiiniin. Fuusioproteiini katkaistiin entsymaattisesti fosfolambaanin
keraamiseksi. Tyon eri vaiheita seka olosuhteiden vaikutusta proteiinin tuottavuu-

teen tarkasteltiin ja analysoitiin SDS-PAGElIlla ja Western blctilla.

Proteiinien tuottamisessa ja puhdistamisessa onnistuttiin tavoitteen mukaisesti.
Fuusioproteiinista onnistuttiin katkaisemaan kohdeproteiini ja tulokset saatiin
analysoitua. Olosuhteiden vaikutuksesta saatiin alustavia tuloksia ja prosessille

pystyttiin muodostamaan toistettavat menetelmat.
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ABSTRACT
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This Bachelor’s thesis focuses on the objective of production and purification of
phospholamban. The purpose of this thesis was to develop methods for produc-
tion and purification of phospholamban. This thesis was conducted as a project

within the Protein Dynamics group at Tampere University.

For producing the protein in two different forms, His-TEV-PLB-His and MBP-PLB,
expression vectors were made. The produced proteins were purified with affinity
chromatography and the MBP-PLB protein was enzymatically cleaved with TEV
to obtain the target protein PLB-His. The results were analysed using SDS-PAGE
and Western blot. The effect of different production conditions and the efficiency

of TEV was tested during the process.

The predefined objectives were successfully achieved. The findings suggest that
the production of MBP-PLB was more effective, despite the lower yield of cleaved
PLB-His compared to the His-TEV-PLB-His form. Preliminary insights into the
effects of production conditions were obtained, and reproducible methods for the
process were established. The efficiency of TEV and the outcomes of its cleavage
were comprehensively examined, providing a foundation for future cleavage ini-

tiatives.

Key words: phospholamban, expression vector, fusion protein, affinity chroma-
tography
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1 JOHDANTO

Sydanlihaksen toiminnan ymmartaminen on merkittadvassa roolissa kardiovasku-
laarisen terveyden tutkimuksessa. Fosfolambaanin rooli tassa prosessissa on ol-
lut tarkastelun kohteena jo useiden vuosikymmenien ajan. Viimeaikaiset tutki-
mukset ovat korostaneet fosfolambaanin fosforylaation vaikutusta proteiinin ra-
kenteeseen, mika johtaa SERCA2a-proteiinin inhibointiin. Proteiinin rakenteen ja
toimintamekanismin parempi ymmartaminen tarjoaa arvokasta tietoa sydanlihak-
sen toimintahairididen ymmartamiseksi samalla mahdollistaen tehokkaampien
hoitomuotojen kehittamisen. (Ablorh & Thomas 2015)

Taman opinnaytetyon paatavoitteena oli tuottaa ja puhdistaa fosfolambaania.
Pyrkimyksena oli saavuttaa toistettavat menetelmat proteiinin tuottamiseen ja
puhdistamiseen. Proteiinin kayttaytyminen prosessin eri vaiheissa oli tuntema-
tonta ja taman vuoksi proteiinia haluttiin tuottaa kahdessa eri muodossa, His-
TEV-PLB-His ja MBP-PLB. Proteiineja tuotettiin E.coli kannassa. Eri muodoilla
haluttiin varmentaa prosessin onnistuminen seka tarkastella eri muotojen hyvia
ja huonoja puolia prosessin eri vaiheissa. Proteiinia puhdistettiin affiniteettikro-

matografialla ja tuloksia analysoitiin SDS-PAGEIlla ja Western blotilla.

Proteiinia tuotettin Tampereen yliopistolla toimivan Protein Dynamics-ryhman
asiakasprojektina. Ryhma tuottaa proteiinipalveluita seka asiakastarpeeseen etta
ryhmassa tyostettavien tutkimuksien tukemiseksi. Projektin tarkoituksena oli tuot-
taa fosfolambaania riittavasti, jotta asiakas voi hyodyntaa proteiinia aptameerien
valmistamiseen. Aptameerit ovat aminohappomolekyyleja, jotka toimivat vasta-
aineiden tapaan. Aptameereja on tarkoitus valmistaa ja hyddyntaa osana Ita-

Suomen yliopistossa toteutettavaa tutkimusta.



2 TEORIA

2.1 Fosfolambaani

Fosfolambaani (PLB) on pienikokoinen 6 kD proteiini. Sen merkitysta osana sy-
danlihaksen supistumista on tutkittu paljon 1970-luvulta asti. Fosfolambaani toi-
mii osana sydamen SERCA-pumppua, joka vastaa sydanlihaksen supistumi-
sesta. SERCA-pumpussa lihaksen supistumisesta vastaa SERCAZ2a-proteiini,
joka aktiivisesti kuljettaa kalsiumioneja pumppuun. Fosfolambaani puolestaan
vastaa lihaksen rentoutumisesta inhiboiden SERCAZ2a-proteiinin toimintaa. (Koss
& Kranias 1996)

Fosfolambaani sisaltaa useita fosfaatin kiinnittymiskohtia. Naistda muutaman koh-
dan tiedetaan johtavan fosfolambaanin fosforylaatioon siten, etta proteiini inhiboi
SERCA2a-proteiinin toimintaa nain ollen estaen kalsiumionien aktiivisen kuljetuk-
sen pumppuun. Fosforylaatio on reversiibeli reaktio. Fosfaatin vaikutus fosfolam-
baanin ominaisuuteen inhiboida SERCAZ2a-proteiinia paattyy fosfaatin irrottua
fosfolambaanista. Taman myéta SERCA2a-proteiini kykenee jatkamaan kal-

siumionien aktiivista kuljetusta. (Ablorh & Thomas 2015)

Fosfolambaanin merkitys sydanlihaksen supistumismekanismissa on suuri ja
nain ollen fosfolambaanin rakenteen ja toiminnan parempi ymmartaminen auttaa
kehittamaan parempia hoitomuotoja osaan sydansairauksista. (lwanaga,
Hoshihijima, Gu, Iwatae, Dieterle, |keda, Date, Chrast, Matsuzaki, Peterson,
Chien & Ross 2004)

2.2 Maltoosia sitova proteiini

Maltoosia sitova proteiini (MBP) on suuri 43 kD proteiini, jota voidaan hyodyntaa
esimerkiksi proteiinin tuottamisessa ja puhdistamisessa. Liitettyna toiseen prote-
iiniin fuusioproteiiniksi, MBP lisaa proteiinin liukoisuutta ja mahdollistaa proteiinin
puhdistamisen esimerkiksi amyloosiresiinilla. Kokonsa vuoksi MBP voi myds hel-
pottaa pienen kohdeproteiinin analysoimista. (Malhotra, Burgess & Deutscher
2009)
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Fuusioproteiinia suunnitellessa tulee ottaa huomioon proteiinin kayttotarkoitus
sekd mahdollinen fuusioproteiinin katkaisu. Kohdeproteiinin katkaiseminen
MBP:sta voidaan toteuttaa esimerkiksi entsymaattisesti TEV-proteaasilla. Prote-
aasi pystyy tunnistamaan tietyn aminohapposekvenssin ENLYFQG/S, joka toimii
katkaisukohtana. Proteaasi hajottaa katkaisukohdassa olevien aminohappojen
valisia sidoksia, mika johtaa proteiinin katkeamiseen. Sisallyttamalla katkaisu-
kohta tuotettavaan fuusioproteiiniin, MBP ja kohdeproteiini voidaan katkaista toi-
sistaan. (Nam, Hwang, Choi D., Shin & Choi M 2020)

2.3 Proteiinin tuottaminen bakteerisoluissa

Proteiinin tuottamista bakteerisoluilla on toteutettu hyvin laajasti osana useita tut-
kimuksia. Menetelmassa hyddynnetaan Stanley Cohenin kehittelemaa geneet-
tistd muuntelua (Gill, Negi, Rana & Kumar 2023). Tarkoituksena on transfor-
moida, eli siirtaa proteiinin tuottamisesta vastaava yhdistelma-DNA bakteeriin.
Lopputuloksena saavutetaan proteiinia tuottavia soluja. (Kaur, Kumar & Kaur
2018)

Proteiinin tuottamista varten on vuosien varrella kehitelty useita E.coli -kantoja,
joilla pystytaan saavuttamaan tuottavuuteen vaikuttavia etuja. Oikean kannan va-
litseminen proteiinin tuottamiseen on olennaista tuloksen kannalta. Esimerkiksi
usein hyddynnetty BL21 (DE3) -kanta mahdollistaa proteiinin tuottamisen hallit-
semisen. Edella mainitussa kannassa yhdistelma-DNA liitetaan osaksi T7-pro-
moottoria. Promoottorin toimintaa rajoittaa saateleva geeni, joka vastaa repres-
sorin tuottamisesta. Bakteeri ei talla menetelmalla tuota proteiinia ilman tuottami-

sen indusoimista esimerkiksi IPTG:lla. (Kaur, Kumar & Kaur 2018)

Kuviossa 1 on havainnoitu IPTG:n vaikutusta proteiinin tuottoon. Kuvaajan
ylaosassa repressori on Kiinnittyneena operaattoriin, jolloin polymeraasin toiminta
on estynyt, jonka vuoksi kohdeproteiinia ei tuoteta. Alemmassa alaosassa IPTG
kiinnittyy repressoriin  mahdollistaen polymeraasin toiminnan. Tama johtaa
DNA:n transkriptioon, jossa polymeraasi muodostaa DNA:n pohjalta mRNA:n.
Kohdeproteiini valmistetaan translaatiossa, jossa ribosomi yhdistdd mRNA:n

maarittelemat aminohapot ketjuksi.
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KUVIO 1. Havainnekuva, jossa ylhaalla olevassa mallissa saateleva geeni tuot-
taa repressoria, joka kiinnittyy operaattoriin estden RNA-polymeraasin toimin-
nan ja nain ollen kohdeproteiinin geenin luennan, jonka vuoksi kohdeproteiinia
ei tuoteta. Alla olevassa mallissa repressoriin kiinnittyy IPTG mahdollistaen
RNA-polymeraasin toiminnan. Transkriptiosta valmistunut mMRNA muutetaan
translaatiossa aminohappoketjuksi, joka laskostuu lopulliseen muotoonsa koh-
deproteiiniksi. (Tehty BioRenderilla, Tuomensalo-Porkka, 2023)

Proteiinin tuottamisen kannalta olennainen RNA-polymeraasi on kiinnittyneena
promoottoriin. Promoottorin toimintaa rajoittaa operaattoriin kiinnittynyt repres-
sori, joka estaa polymeraasin toiminnan ja nain ollen proteiinin tuottamisen. Pro-
teiinin tuottamista voidaan edella mainitusti indusoida IPTG:lI&, joka kiinnittyy rep-
ressoriin. Operaattoriin kiinnittymatta repressori ei estd RNA-polymeraasin toi-

mintaa ja proteiinin tuottaminen mahdollistuu. (Simas, Pessoa & Long 2023)
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2.4 Affiniteettikromatografia

Kromatografia on menetelma, jonka avulla pyritdan erottamaan nesteessa olevat
komponentit toisistaan. Erottelu tapahtuu kahdella eri faasilla, joiden valinen vuo-
rovaikutus eri komponenttien kanssa vaikuttaa erottelun tehokkuuteen. Kromato-
grafiassa kaytetaan pysyvaa stationaarista faasia, joka yleensa toteutetaan pyl-
vaalla, ja liikkuva faasi, joka sisaltaa nestemaisen naytteen. (Giddings & Keller
2023)

Affiniteettikromatografia on hyvin laajasti bioteknologiassa kaytetty kromatogra-
fian menetelma, jossa hyddynnetaan biologisen materian reaktiivisuutta. Esimer-
kiksi histidiinilla merkattu proteiini (His-tag) voidaan puhdistaa hydédyntamalla his-
tidiinin affiniteettia nikkeliin (IMAC). Menetelmassa nestemainen nayte virtaa nik-
kelipylvaan lapi, jolloin His-tagillinen proteiini sitoutuu pylvaaseen, kun taas nayt-
teen muut komponentit voidaan eluoida sopivalla puskurilla pois pylvaasta. Kun
kaikki muut tekijat ovat eluoitu pylvaasta, proteiini voidaan lopulta eluoida. Prote-
iinia eluoidessa tulee kayttaa sellaista puskuria, joka sisaltaa kiinnittyneen osan,
esimerkkitapauksessa histidiinia, vastaavan affiniteetin nain ollen korvaten kiin-
nittyneen osan pylvaasta. Esimerkiksi imidatsolipuskurilla voidaan eluoida His-

tagillinen proteiini pylvaasta. (Bornhorst & Falke 2000)

2.5 Kokoekskluusiokromatografia

Kromatografiaa voidaan kayttaa myos erikokoisten partikkelien erottamiseen toi-
sistaan. Erottelu voidaan toteuttaa esimerkiksi kayttamalla kokoekskluusiokroma-
tografiaa (SEC). Tassa menetelmassa hyddynnetdan pylvaassa olevan geeli-
matriksin huokoista rakennetta, joka erottelee partikkelit toisistaan molekyylikoon

perusteella. (Irvine, n.d.)

Nestemainen nayte ajetaan inertin geelimatriksin lapi. Naytteen pienet partikkelit
kulkeutuvat geelimatriksin huokoisessa materiaalissa pidemman matkan kuin
isommat partikkelit. (Dolman & Thorpe, n.d.) Kuviossa 2 havainnollistetaan pro-
sessia. Kuvassa vihreat partikkelit kulkevat sinisen geelimatriksin pinnalla, kun

taas pienemmat partikkelit kulkevat matriksissa olevien huokosien lapi pidemman
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reitin. Menetelmalla voidaan olettaa, etta naytteen suurimmat partikkelit eluoitu-

vat ensimmaisena ja pienimmat viimeisena.

. Erikokoiset partikkelit
N Q@0

A
R

L -
: ]

KUVIO 2. SEC pylvaan toimintaperiaatetta havainnolistava kuva, jossa kolmen
erikokoisen partikkelin liikehdintaa geelimatriksissa ja pylvaassa on kuvailtuna.
(Tehty BioRenderilla, Tuomensalo-Porkka, 2023)

2.6 SDS-PAGE

Polyakryyliamidigeelielektroforeesi (PAGE) on proteiinien analysoimisessa ylei-
sesti kaytetty menetelma, jossa proteiinit on mahdollista erotella toisistaan niiden
ominaisuuksien perusteella. Nestemaiset naytteet pipetoidaan geelille, joka ase-
tetaan sahkokenttaan. Sahkokentan vaikutuksesta proteiinit kulkeutuvat kohti

vastakkaista varausta (kuvio 3). (Westermeier 2016)

SDS-PAGE on yksi yleisimmista proteiinien analysointitekniikoista. Tassa mene-
telmassa anioninen detergentti peittaa alleen naytteiden sahkdvarauksen, jonka
vaikutuksesta proteiinit saadaan eroteltua toisistaan molekyylipainon mukaisesti.
Sahkokentta kuljettaa proteiineja kohti vastakkaista varausta, mutta varsinainen
erottelu toteutuu geelin tiheyden perusteella. Naytteiden ajautumista voidaan ver-
tailla tunnettuihin naytteisiin tai standardeihin, joiden perusteella pystytaan arvi-

oimaan naytteessa olevan proteiinin kokoa. (Westermeier, 2016)
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KUVIO 3. SDS-PAGEnN vaiheet vasemmalta oikealle: Naytteiden pipetointi gee-
lille, geelin asettaminen ajokammioon ja proteiinien kulkeutuminen negatiivi-
sesta varauksesta kohti positiivista varausta, erotellut proteiinit geelilla ajon
paatteeksi. (Tehty BioRenderilla, Tuomensalo-Porkka, 2023)

2.7 Western Blot

Proteiinien analysoimiseen kaytetaan usein Western blottia, jossa kalvolle siirre-
tyt naytteet detektoidaan immunovarjayksen avulla. Analyysin suorittamiseksi
proteiinit ajetaan ensin SDS-PAGElIla geelille, josta ne voidaan siirtda elektrofo-
reesilla nitroselluloosamembraanille. Elektroforeesin sahkokentta saa proteiinit
diffusoitumaan geelilla huokoiseen nitroselluloosaan, johon proteiinit kiinnittyvat.
(Westermeier, 2016)

Kiinnitetyt proteiinit voidaan havaita vasta-ainevarjayksella. Vasta-aineiden valin-
taan vaikuttaa proteiinien ominaisuudet, esimerkiksi His-tagillisen proteiinin voi
tunnistaa membraanilta anti-His primaarilla, jonka jalkeen membraanille voidaan
lisata sekundaarivasta-aine, joka kiinnittyy primaarivasta-aineeseen. Vasta-ai-
neet voivat olla valmiiksi fluoresoivia, jolloin membraanilla olevat proteiinit voi-
daan varjayksen jalkeen kuvantaa fluoresenssiin perustuvalla CCD-kameralla.
Vasta-aineet voidaan myds havaita entsymaattisella reaktiolla, esimerkiksi pipar-
juuriperoksidaasilla (HRP), jolloin tuloksen kuvantamiseen voi riittdd myds kor-

kearesoluutioinen kamera (kuvio 4). (Westermeier, 2016)
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KUVIO 4. Western blot-analyysin toteutustapojen havainnekuva, jossa analysoi-
tava proteiini on merkattuna punaisella, primaarivasta-aine keltaisella ja se-
kudaarivasta-aine sinisella. Vasemmalla fluoresoiva vasta-aine merkattu keltai-
sella pallolla. Oikealla entsyymin aikaansaama varireaktio merkattu violetilla.
(Tehty BioRenderilla, Tuomensalo-Porkka, 2023)



14

3 MENETELMAT

3.1 Proteiinien tuottaminen

Fosfolambaanin tuottamista varten valmistettiin kaksi ekspressiovektoria (liitteet
2 ja 3). Vektorit valmistettiin Gateway-tekniikalla (Invitrogen 2023), jossa fos-
folambaani (liite 1) liitettiin osaksi pDEST566 ja pDEST527 plasmideja. Lopputu-
lokseksi saatiin MBP-PLB- ja His-TEV-PLB-His-proteiinia tuottavat ekspres-
siovektorit. MBP-PLB-proteiinissa kohdeproteiini PLB oli kiinnittyneena maltoosia
sitovaan proteiiniin (MBP). PLB tuli katkaista tdssa muodossa tuotetusta proteii-
nista lopputuloksen saavuttamiseksi. His-TEV-PLB-His muodossa tuotetusta pro-
teiinista ei tarvinnut katkaista muita osia, silla niiden lasnaolo lopputuotteessa ei
ollut kayttokohteen kannalta hairitsevada. Molemmissa muodoissa tuotetuissa
proteiineissa oli His-tag, jota hyodynnetaan proteiinin puhdistamisessa ja analy-

soimisessa.

Ekspressiovektorit transformoitiin TOP10-soluihin. Solut kerattiin ja hajotettiin
kasvatuksen jalkeen. Solujen sisaltdamat ekspressiovektorit puhdistettiin Thermo
Scientificin Miniprep -protokollan mukaisesti (Thermo Fisher Scientific, n.d., Plas-
mid DNA Miniprep Kits). Valmistettujen vektorien oikeellisuus varmistettiin sek-
vensoimalla. Sekvensoinnissa selvitetddn DNA:n nukleiinihappojarjestys, jota

verrattiin jo tunnettuihin sekvensseihin.

Varmennetut vektorit transformoitiin BL21 Star (DE3) -soluihin. Onnistuneista
transformoinneista kerattiin pesakkeet siemenkasvatusta varten. Siemenkasva-
tus toteutettiin 10 ml tilavuudessa, jonka pohjana oli LB+AMP-mediumi, jossa
ampisilliinia oli lisattyna 100 ug/ml pitoisuuteen. Siemenkasvatuksia inkuboitiin

yon yli 37 °C, 220 rpm tasosekoituksessa.

Siemenkasvatuksessa tuotetut solut pelletoitiin putken pohjalle sentrifugoimalla
putkia huoneenlammadssa 4300 rpm nopeudella 15 minuutin ajan. Putkesta pois-
tettiin supernatantti ja pelletti resuspensoitiin edellisessa vaiheessa kuvailtuun
LB+AMP-mediumiin. Solususpensio lisattiin 900 ml LB+AMP-mediumia proteiinin

tuottokasvatusta varten.
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Tuottokasvatusta inkuboitiin 37 °C, 220 rpm tasosekoituksessa, kunnes optinen
tiheys (OD) oli aallonpituudella 600 nm mitattuna valilla 0,6—0,8. Molempiin tuot-
tokasvatuksiin, His-TEV-PLB-His ja MBP-PLB, lisattiin 1800 ml edella kuvailtua
LB+AMP-mediumia. Kasvatukset jaettiin kolmeen 900 ml eraan. Jaon tarkoituk-
sena oli saavuttaa kolme identtista kasvatusalustaa, jotka asetettiin eri lamp0oti-
loihin. Tavoitteena oli tarkastella lampdtilan vaikutusta proteiinin tuottavuuteen.
Jaon jalkeen kasvatuksia inkuboitiin 37 °C, 220 rpm tasosekoituksessa, kunnes
OD oli valilla 0,9-1,0. Proteiinin tuotto indusoitiin lisaamalla IPTG:ta. Kasvatuksia

inkuboitiin taulukon 1 mukaisesti.

TAULUKKO 1. Tuottokasvatusten inkubointi eri lampatiloissa indusoinnin jal-
keen.

His-TEV-PLB-His MBP-PLB Inkuboitu aika
18°C 18 °C Yén yli
25 °C 25 °C Yén yli
37 °C 37 °C 5h

Inkuboinnin paatteeksi, tuottokasvatuksista saadut solut sentrifugoitiin 5000 g, 4
°C, 30 minuutin ajan. Sentrifugoinnissa erottunut supernatantti poistettiin ja solu-

pelletti sailottiin -20 °C:ssa proteiinin puhdistamiseen asti.

3.2 Proteiinin puhdistaminen

Puhdistamista varten pakastetut solupelletit sulatettiin ja resuspensoitiin so-
nikointipuskuriin. Puhdistamisessa hyddynnettiin molemmissa proteiineissa ole-
vaa His-tagia. Proteiinien eri ominaisuudet vaikuttivat puhdistuksessa
kaytettyihin puskureihin ja lopulliseen menetelmaan.

3.2.1 MBP-PLB:n puhdistus

Solut hajotettiin sonikoimalla 5 minuutin ajan 2 sekuntia paalld/ 5 sekuntia pois
paalta -syklilld 60 % amplitudilla. Sonikointipuskurina kaytettiin 50 mM NaPOs-
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puskuria, jossa oli 500 mM NaCl, pH 8. Jokainen pelletti resuspensoitiin 35
ml:aan puskuria, jonka jalkeen suspensioon lisattiin myos 1 kpl Pierce Protease

Inhibitor Mini -tabletti lisaamaan proteiinin stabiiliutta sonikoinnin aikana.

Sonikoinnista saatu lysaatti sentrifugoitin 4 °C, 20 000 g, 20 minuutin ajan.
Sentrifugoinnissa erottunut supernatantti kerattiin talteen affiniteettikromatogra-
fiaa varten. Eri lampdtiloissa toteutetut tuottokasvatukset sailytettiin vertailun
vuoksi erillisina naytteina, jotka ovat seuraavissa vaiheissa nimettyna inkubointi-

lampdtilan mukaan.

Proteiinin puhdistaminen affiniteettikromatografialla aloitettin 25 °C tuotosta.
Puhdistaminen toteutettiin Bio Radin NGC -laitteistolla HisTrap HP 1 ml -pyl-
vaalla. Proteiinia eluoitiin puskureilla A, 50 mM Tris, 500 mM NaCl ja 10 mM imi-
datsoli, ja B, 50 mM Tris, 500 mM NaCl ja 500 mM imidatsoli. Eluointi toteutettiin

litteessa 4 nakyvan menetelman mukaisesti.

230315_PLB_WBP_565_25 ETP

KUVIO 4. 25 °C:ssa tuotetun MBP-PLB:n puhdistuksesta laitteelta saatu kroma-
togrammi.

Puhdistamisesta saadun kromatogrammin (kuvio 4) perusteella pystyttiin nake-
maan proteiinin eluoituminen kahdessa osassa fraktioihin 6—16. Eluoituminen ha-
vaittiin piikkina A(280 nm)(mAU) -kayralla, joka kuvassa on esitettyna violetilla.
Kuvaajassa mustalla on havainnoituna puskurin B maara puhdistuksen eri vai-

heissa.
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Puhdistuksesta kerattiin talteen fraktiot 8—10 ja 12—-14. Menetelmaa muokattiin
silta siten, etta proteiini eluoituu mahdollisimman pienella imidatsolipitoisuudella
proteiinin jatkokasittelyn helpottamiseksi. Lampdtiloissa 18 °C ja 37 °C tuotettujen

proteiinien puhdistus toteutettiin muokatulla menetelmalla (liite 5).

230915 PLB_ MBP_pDESTS66_15_ETP

KUVIO 5. Menetelman muokkaamisen jalkeen toteutetun MBP-PLB:n puhdis-
tuksesta saatu kromatogrammi.

Myos lampdtiloissa 18 °C ja 37 °C tuotettujen proteiinien puhdistuksista kerattiin
ne eluutiofraktiot, joissa kromatogrammin (kuvio 5) perusteella oli proteiinia. Pro-
teiinia sisaltavien fraktioiden lisaksi kerattiin naytteet myds pylvaan lapi vir-
raneesta fraktiosta (FT) ja pesufraktioista (Wash). Naytteista valmistettiin SDS-

PAGE (kuva 11), jolla varmennettiin proteiinin eluoituminen.

Geelista valmistettiin myds Western blot-analyysi siirtdmalla geelilla olevat prote-
iinit Trans-Blot Turbolla Bio Radin Midi Format, 0.2 um, nitroselluloosa membraa-
nille. Analyysilla haluttiin varmentaa, ettd SDS-PAGEIlla havaitut proteiinit olivat
His-tagilla varustettuja kohdeproteiineja. Membraani blokattiin Bio Radin Eve-
ryBlot Blocking -puskurilla epaspesifin kiinnittymisen vahentamiseksi. Blokkauk-
sen jalkeen membraanille lisattiin primaarivasta-aineeksi Invitrogenin Mouse 6 x-

His-tag mAb (His-H8) -vasta-aine (Invitrogen, n.d.) suhteessa 1:10 000.
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Membraania inkuboitiin yon yli primaarivasta-aineessa, jonka jalkeen vasta-aine
huuhdeltiin membraanilta. Huuhtelun jalkeen membraanille voitiin lisata sekun-
daarivasta-aine. Sekundaarivasta-aineena kaytettiin Li-Cor:in IRDye 800 CW
Goat anti-Mouse vasta-ainetta (Li-Cor, n.d.) laimennettuna suhteessa 1:30 000
EveryBlot Blocking Solutioniin. Inkuboinnin jalkeen membraani huuhdeltiin ja ku-

vattiin Li-Corin Odyssey DLx -laitteella.

3.2.2 Tuotetun MBP-PLB:n dialysointi ja entsymaattinen katkaisu

MBP-PLB:n puhdistuksesta keratyt proteiinifraktiot dialysoitiin kayttden Thermo
Scientificin 10K MWCO, 12-30 ml -dialyysikasetteja seka Spectra/Por molecu-
larporous membrane-putkea, jonka MWCO oli 12—14 kD. Dialyysissa kaytettiin
10 mM NaPOs4 -puskuria, jossa oli 300 mM NaCl, pH 7,4. Dialyysin alussa pus-
kuriin lisattiin imidatsolia pitoisuuteen 75 mM. Puolet dialyysipuskurista vaihdet-
tiin noin kahden tunnin valein puskuriin, joka ei sisaltanyt imidatsolia. Talla tavalla
toteutettuna, dialyysi mahdollisti naytteen puskurissa olevan imidatsolin poista-

misen ilman proteiinin saostumista.

Dialysoiduista MBP-PLB-naytteista mitattiin proteiinikonsentraatio Nanodrop-lait-
teella aallonpituudella 280 nm. Proteiinikonsentraatioksi saatiin 2,6 mg/ml. Pro-
teiinin entsymaattisen katkaisun toteuttamiseksi laskettiin naytteen ja sTEV-ent-
syymin molaarinen suhde hyodyntaen proteiinikonsentraation tulosta. Entsy-
maattisella katkaisulla haluttiin erottaa MBP ja PLB toisistaan. Lopputulokseksi
odotettiin MBP-TEV- ja PLB-His-proteiinit. Katkaisukohta on korostettuna keltai-

sella liitteessa 6.

Katkaisua testattiin ensin pienella maaralla. Tarkoituksena oli saavuttaa tietoa
siita, millaisella molaarisella suhteella katkaisu on tehokas. Taman lisaksi tarkas-
teltiin myds reaktion nopeutta keraamalla naytteita taulukon 3 mukaisesti eri ai-

kapisteista. Testaukseen valmistetut naytteet ovat kirjattuna taulukkoon 2.
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TAULUKKO 2. Entsymaattisen katkaisemisen ensimmaisessa versiossa kayte-
tyt laimennokset MBP-PLB:sta ja sTEV:sta.

Nayte Molaarinen MBP- sTEV sTEV PBS | Lopputi-
suhde PLB lavuus
25 1:10 lai-
(sTEV:MBP- 2,6 mg/ml mennos
PLB) mg/ml
0,25
mg/ml
A 1:10 80 ul 5yl - 15 100 pl
ul
B 1:30 80 pl - 17 pl 3l 100yl
C 1:150 80 ul - 3l 17 100 pl
pl

Naytteet A—C valmistettiin 100 pl tilavuuteen. Naytteet jaettiin valmiiksi viiteen 20
Ml eraan eri aikapisteiden tarkastelua varten. Katkaisu pysaytettiin aikapisteessa
lisaamalla naytteeseen SDS-PAGE naytepuskuria, jonka jalkeen naytteita keitet-
tiin 100 “C:ssa 5 minuutin ajan. Alla olevaan taulukkoon on kirjattuna aikapisteet

seka niitd vastaavat naytetunnisteet 1-5.

TAULUKKO 3. Katkaisun aikapisteet naytteille A — C.

Naytetunniste Aikapiste (lampaotila)
1 1 h (RT)
2 2h (RT)
3 4 h (RT)
4 Yon yli (RT)
5 Yon yli (+4 °C)

Testauksesta saavutettujen tuloksien pohjalta katkaisua jatkettiin 1:10 molaari-
sella suhteella. Lopullisessa katkaisussa kaytettiin 15 ml tuotettua MBP-PLB:t3,
jonka konsentraatio oli 2,6 mg/ml, ja 1,5 ml MBP-superTEV:4, jonka pitoisuus oli
4 mg/ml. Reaktio asetettiin +4 °C kahdeksi paivaksi, jonka jalkeen katkaisun tu-
loksena saadut proteiinit eroteltiin toisistaan kokoekskluusiokromatografialla
(SEC).
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3.2.3 Entsymaattisesti katkaistujen proteiinien erottelu

Erottelussa kaytettiin HiLoad 16/600 Superdex 75 pg -pylvasta, joka oli litettyna
osaksi aikaisemmin kaytettya Bio Radin NGC -laitteistoa. Lopputuloksena olete-
taan suurimpien proteiinien eluoituvan pylvaasta ensimmaisena, jonka jalkeen
proteiinit jatkavat eluoitumista suurimmasta pienimpaan. Eluoinnissa kaytettiin 10
mM NaPOs -puskuria, jossa oli 300 mM NaCl. Fraktiot kerattiin 1,5 ml tilavuuteen
96-kuoppalevylle.

Kohdeproteiinin eluoituminen varmennettiin SDS-PAGE- ja Western blot-analyy-
seilla. Katkaistun PLB-His-proteiinin pienikokoisuuden vuoksi valmistettiin kaksi
identtista geelia. Tarkoituksena oli kiinnittaa proteiinit glutaraldehydiliuoksella
proteiinien diffusoitumisen valttamiseksi. Kiinnitetyt proteiinit voitiin varjata Page-

Bluella lopullisen tuloksen saavuttamiseksi.

Glutaraldehydin kayttaminen estaa Western blot-analyysin suorittamisen. Taman
vuoksi toisesta geelistad valmistettiin aikaisemmin kuvatulla tavalla Western blot,
siirtamalla geelilla olleet naytteet Bio Radin Midi Format, 0.2 pm, nitroselluloosa
membraanille. Membraanin vasta-ainevarjayksessa kaytettiin aikaisemmin mai-
nittuja Mouse 6 x-His-tag mAb (His-H8) - ja Li-Cor:in IRDye 800 CW Goat anti-
Mouse-vasta-ainetta. Analyysissa primaarivasta-aine oli laimennettuna 1:15 000
ja sekundaarivasta-aine 1:30 000. Primaarivasta-aine laimennettiin EveryBlot

Blocking-liuokseen ja sekundaarivasta-aine TBST-liuokseen.

Analyyseista saatujen tuloksien perusteella SEC-ajoista kerattiin ne fraktiot, jotka
sisalsivat fosfolambaania. Keratyt fraktiot yhdistettiin kahteen eri osaan, joista en-
simmaiseen (1) kerattiin fraktiot 44—48 ja toiseen (2) fraktiot 40-43 seka 49-52.
Yhdistettyjen fraktioiden proteiinipitoisuus mitattiin Nanodrop-laitteella, aallonpi-

tuudella 205 nm. Tulokset ovat kirjattuna taulukkoon 4.
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TAULUKKO 4. PLB-His fraktioiden pitoisuus aallonpituudella 205 mitattuna,
fraktioiden tilavuus seka fraktion PLB-His massa keratyissa fraktioissa.

Nayte ¢ (mg/ml) V (ml) PLB-His (mg)
1 0,0456 30 1,37
2 0,0185 47,5 0,88

3.2.4 His-TEV-PLB-His puhdistus

Pakastettujen solupellettien kasittely toteutettiin opinnaytetyon kohdassa 3.2.1
kuvatulla tavalla. Sonikoinnissa kaytettiin 6 M Guanidiini-HCl-puskuria, jossa oli
100 mM NaPOs4, pH 8. Pakastetut pelletit resuspensoitiin puskuriin ja sentrifugoi-
tiin sonikoinnin jalkeen 4 °C, 20 000 g, 20 minuutin ajan. Solurippeista erottunut

supernatantti kerattiin affiniteettipuhdistusta varten.

W

KUVIO 6. His-TEV-PLB-His-proteiinin puhdistaminen NGC-laitteistolla. Kuvassa
pylvaan paineraja on kuvattuna violetilla.

Puhdistaminen toteutettiin MBP-PLB:n puhdistamisessa kaytetylla laitteella seka
laitteelle puhdistamista varten luodulla menetelmalla (liite 5). His-TEV-PLB-His
naytteiden puhdistaminen laitteella ei onnistunut pylvaalle valmistajan maaritta-
mien painerajojen ylittymisen vuoksi (kuvio 6). Puhdistaminen onnistuttiin suorit-
tamaan 25 °C tuotetun proteiinin osalta laitteistolla, jonka jalkeen loput puhdis-
tuksista toteutettiin avopylvaalla (kuva 1). Avopylvaisiin pakattiin HisPur Ni-NTA-

resiinia.
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KUVA 1. 18 °C ja 37 °C tuotettujen proteiinien puhdistaminen avopylvaalla.

His-TEV-PLB-His-proteiinin puhdistamisen aikana talteen keratyista eluutiofrak-
tioista valmistettiin naytteet SDS-PAGEa varten. MBP-PLB:n naytteista poiketen,
His-TEV-PLB-His proteiini on eluoitu 6 M Guanidiini-HCI-puskuriin, joka aiheuttaa
naytteiden epatasaisen ajautumisen SDS-PAGE-geelille. Analyysin onnistu-
miseksi, naytteita valmistettiin eri menetelmilla ja tuloksia vertailtiin keskenaan.
Alla on kuvailtuna parhaiten onnistunut menetelma 6 M Guanidiini-HCI-nayttei-

den SDS-PAGE-analyysin toteuttamiseksi.

Kuvan 7 naytteet 1-10 valmistettiin laimentamalla naytettd suhteessa 1:5
PBS:lI4, jonka jalkeen laimennettuihin naytteisiin lisattiin 2 X SDS-PAGE-nayte-
puskuria suhteessa 1:1. Naytepuskurin lisdaminen sai naytteen saostumaan va-
littdmasti. Saostuma sentrifugoitiin putken pohjalle (kuva 2) ja supernatantista la-

dattiin nayte geelille.
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KUVA 2. Naytepuskurin lisdamisesta saostuneet naytteet sentrifugoinnin jal-
keen.

Kuva 7 naytteet 12—15 valmistettiin saostamalla naytteessa oleva proteiini lisaa-
malla naytteeseen 95 % etanolilla (EtOH) suhteessa 1:10. Saostunut proteiini
sentrifugoitiin putken pohjalle ja erottunut supernatantti poistettiin putkesta. Sa-
ostunut proteiini resuspensoitiin PBS:aan siten, etta naytteen lopullinen pitoisuus
vastaa mahdollisimman tarkasti muiden geelille ladattavien naytteiden proteii-
nikonsentraatioita. Liuenneeseen proteiiniseokseen lisattiin 5 x SDS-PAGE-nay-
tepuskuria ja naytteita keitettiin 5 minuutin ajan ennen naytteen lataamista gee-

lille.

Geelille ajetut proteiinit kiinnitettiin Silver Stain-kiinnitteelld, jossa oli kuusi osaa
MilliQ-vetta, kolme osaa EtOH ja yksi osa etikkahappoa. Kiinnittamisen jalkeen
geeli varjattiin PageBlue-varilla. Geelista otetun kuvan perusteella eri eluutiofrak-
tiot yhdistettiin niiden fraktioiden osalta, joissa proteiinia oli havaittavissa. Yhdis-
tetyt fraktiot dialysoitiin Thermo Scientificin 3K MWCO-dialyysikaseteilla. Dialyysi
aloitettiin 100 mM Tris, 1 % Glyseroli, pH 8-puskurilla, johon oli lisattyna 1 M
Ureaa. Puskuri vaihdettiin muutaman tunnin sekoituksen jalkeen puskuriin, johon

ureaa ei ollut lisattyna.
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KUVA 3. PLB-His-proteiinin dialysointi 3K MWCO-kasetilla.

Dialysoinnin aikana naytteeseen muodostui kuvassa 3 havaittavaa sakkaa.
Nayte kerattiin kasetista ja sakka poistettiin sentrifugoimalla naytettd huoneen-
ldammaodssa 20 000 g, 15 minuutin ajan. Dialysoinnista keratyista naytteista mitat-
tiin proteiinikonsentraatio Nanodrop-laitteella, aallonpituudella 205 nm. Lopulli-

nen tulos seka proteiinin saanto on taulukoituna opinnaytetyon osiossa 4.4.
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4 TULOKSET
4.1 Tuotetut proteiinit

Ennen puhdistamista, tuotettua proteiinia tarkasteltin SDS-PAGEIla. Analyysissa
kaytettiin Bio Radin Criterion TGX, Any kD, Stain-Free Precast -geelia. Kuvan 10
geelille pipetoitiin naytteet ennen proteiinin tuottamisen indusointia (Pre IPTG)
seka indusoinnin jalkeen eri lampotiloissa tuotetuista proteiineista. Eri lampati-
loissa tuotetuista proteiininaytteista valmistettiin 1:10 laimennos SDS-PAGEa

varten. Tuloksia vertailtiin PageRuler-standardiin (liite 6).

PageRuler
MBP-PLB (Pre IPTG)
His-TEV-PLB-His (Pre IPTG)
His-TEV-PLB-His 18 °C
His-TEV-PLB-His 25 °C
His-TEV-PLB-His 37 °C
1:10 laimennos
His-TEV-PLB-His 18 °C
1:10 laimennos
. — His-TEV-PLB-His 25 °C
9. 1:10 laimennos
S, b -t ' His-TEV-PLB-His 37 °C

10. MBP-PLB 18 °C

11. MBP-PLB 25 °C

12. MBP-PLB 37 °C

13.  1:10 laimennos MBP-PLB 18 °C

14. 1:10 laimennos MBP-PLB 25 °C
15.  1:10 laimennos MBP-PLB 37 °C

KUVA 4. Eri lampdtiloissa tuotetuista proteiineista keratyt naytteet ennen in-
dusointia IPTG:l1a seka indusoinnin jalkeen. Kuvaan on ympyroity violetilla His-
TEV-PLB-His muotoinen proteiini ja sinisella MBP-PLB-proteiini.
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Kuvasta 4 nahdaan, etta proteiinia oli saatu tuotettua kummassakin muodossa.
His-TEV-PLB-His muodossa, joka kuvassa on ympyroityna violetilla, proteiinin
tuottaminen oli geelin perusteella tehokkainta matalammilla Iampétiloilla, erityi-
sesti 25 °C:ssa. Proteiinia ei ole juurikaan havaittavissa 37 °C:ssa tuotettujen

naytteiden kohdalla.
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MBP-PLB muodossa, joka kuvassa on ympyroityna sinisella, proteiinia saatiin
tuotettua tehokkaasti kaikissa lampdtiloissa. Geelikuvan perusteella havaittiin,
etta 25 °C tuotetun proteiinin kohdalla vyéhyke on tummempi verratessa muissa
lampotiloissa tuotettuihin proteiineihin. Tuloksen perusteella my6és MBP-PLB
muodossa proteiinin tuottaminen nayttaa geelikuvassa tehokkaammalta mata-

lammissa lampotiloissa.

4.2 Puhdistaminen

421 MBP-PLB

Puhdistuksista keratyista eluutiofraktioista kerattiin edellisen kohdan tavoin 20 pl
naytteet SDS-PAGEa varten. Eluutiofraktioiden lisaksi geelille lisattiin naytteet
sonikoidusta lysaatista (Pellet), naytteen pylvaaseen ajettaessa lapi tullut fraktio
(Load) seka FT ja pesufraktio (Wash). Naytteiden lisaksi geelille pipetoitiin myos

PageRuler-kokostandardi tulosten tarkastelua varten.

PageRuler
Pelletti_18°C
Load_18 °C
FT_18°C
Wash_18 °C
E1_18°C
E2_18°C
E3_18°C
E4_18°C
Pelletti_25 °C
. Load_25°C
FT_25°C
Wash_25 °C
ELU_25°C
Pelletti_37 °C
Load_37 °C
FT_37°C
Wash_37 °C
E1_37°C

. E2.37°C

. E3.37°C

. E4.37°C

. PageRuler

1
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KUVA 5. SDS-Page MBP-PLB-proteiinin puhdistuksesta saaduista eluutiofrakti-
oista. Kuvassa kohdeproteiinia vastaavat vydhykkeet ovat osoitettuna sinisella
nuolella.
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Geelikuvasta (kuva 5) havaitaan proteiini hieman standardin 50 kD vyohyketta
alempana sijaitsevista vyohykkeista. Proteiinista suurin osa eluoitui geelin perus-
teella fraktioihin E2 ja E3. Tama voitiin havaita vahvoina vydhykkeina muihin
naytteisiin verratessa. Geelilta havaittiin myos, etta osa proteiinista eluoitui jo FT-
fraktioon. Ensimmaisena puhdistetun MBP-PLB:n FT-fraktio puhdistettiin uudel-
leen. Fraktiosta onnistuttiin keraamaan myos toisen puhdistuksen yhteydessa
MBP-PLB-proteiinia.

MW  PelletL. Wash
— El E2 “E3 E4
-

L]

Wash d FT Wash

E1 E2 E3 E4

——

Sample: PLB_MBP_pDEST566_25 C
Sample: PLB_MBP_pDEST566_18 C Sample: PLB_MBP_pDEST566_37 C

KUVA 6. MBP-PLB puhdistuksesta valmistettu Western blot-analyysi, jossa
kohdeproteiini on ympyroityna sinisella.

Geelista valmistetun Western blot-analyysin avulla saatiin vahvistettua, ettda SDS-
PAGE-geelissa havaitut proteiinit olivat His-tagillisia. Téma nakyy kuvassa 6 tum-
mina vydhykkeina, jotka ovat kuvaan ympyrdityna sinisella. Analyysien perus-
teella vahvistettiin, ettd tuotettu proteiini vastasi kooltaan ja His-tagin puolesta
tuotettavan proteiinin ominaisuuksia. Naiden pohjalta voitiin tehda oletus, etta
tuotettu proteiini oli MBP-PLB:ta.
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4.2.2 His-TEV-PLB-His

Laitteistolla suoritetusta puhdistuksesta kerattiin eluutiofraktiot E1 ja E2. Taman
lisaksi kerattiin naytteet avopylvailla suoritetuista puhdistuksista. Naytteista val-
mistetun SDS-PAGE-analyysin perusteella (kuva 7) nahtiin, ettd proteiinia oli

saatu puhdistettua naytteista.

1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Load|| FT | |WAS Eil E2 Load FT | | WASH E1 E2
18 18 | |18 18 18 37 37 || 37 37 37

KUVA 7. PLB-His proteiinin eluutiofraktioista valmistettujen naytteiden SDS-
Page-analyysi. Kaivojen linjat ovat korostettuna sinisella.

Geelista havaittiin myds, etta naytteen saostaminen etanolilla antaa parhaimman
tuloksen 6 M Guanidiini-HCI-puskuria sisaltdvien naytteiden analysoimiseen.
Muiden naytteiden osalta, guanidiinin vaikutus peittaa proteiinin nakyvyyden.

Naytteiden laimentaminen vaikutti naytteiden havainnoimiseen heikentavasti.
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4.3 Entsymaattinen katkaisu ja saavutettujen proteiinien erottelu

Entsymaattisen katkaisun tulokseksi odotettiin kolmea eri proteiinia: katkaisema-
tonta MBP-PLB, jonka molekyylipaino on 48.61 kD, MBP-TEV, joka on kooltaan
43.87 kD seka PLB-His, joka on 4.75 kD. Fosfolambaanin pienikokoisuuden
vuoksi entsymaattisen katkaisun testauksen analysoimisessa kaytettiin Bolt 4—12
% Bis-Tris Plus -geelid. Geeli mahdollistaa aikaisemmin kaytettyja TGX Stain

Free-geeleihin verrattuna paremman pienien proteiinien erottelun.

Katkaisusta saavutettujen naytteiden lisaksi geelille lisattiin naytteet myos 1:10
laimennetusta sSTEV-entsyymista (TEV 1:10) seka kaksi paivaa +4 °C sailytetysta
reaktiosta (566 TEV). Geelille lisattiin myos His-TEV-PLB-His-proteiinin puhdis-
tuksesta keratyt naytteet (527(1) ja 527(2)).

PageRuler TEV 527 527 566
A1 A2 A3 A4 BT B2 B3 B4 €1 €C2 C3 ¢C4 1110 (1) (@) TEV

250

150

100 sTEV
70

% MBP-PLB

40

30
MBP-TEV

PLB-His

KUVA 8. Entsymaattisen katkaisun testaamisesta eri aikapisteissa kerattyjen
naytteiden SDS-Page-analyysi.

Entsymaattisen katkaisun testauksessa havaittiin, etta katkaisu toteutuu jokai-
sella testatulla MBP-PLB:n ja MBP-superTEV-entsyymin molaarisella suhteella.

Tulos voidaan nahda kuvassa 14 siita, etta jokaisen naytteen kohdalla on saavu-
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tettu lopputulokseksi geelin alareunassa havaittava PLB-His-proteiini. Naita vyo-
hykkeita tarkasteltaessa havaittiin, etta katkaisu on tehokkainta naytteiden A ja B
kohdalla, silla vydhykkeet iimenivat tummempina verrattuna naytteen C vyohyk-
keisiin. Naytteiden A ja B kohdalla ei havaittu merkittavia eroja aikapisteiden va-

lila.

Proteiinien erottelusta saadun kromatogrammin perusteella voitiin olettaa, etta
PLB-His eluoitui SEC-ajossa kuvan 9 ympyroidyssa kohdassa. Eluoituminen ha-
vaittiin kromatogrammin A(280 nm)(mAU) -kayran pienend nousuna. Ajosta ke-
rattyjen naytteiden SDS-PAGE-analyysista havaittiin, etta pylvaasta ensimmai-
sena eluoitui odotetusti taysipitkd MBP-PLB, jonka jalkeen fraktiosta 16 eteen-
pain eluoituu seka sTEV etta katkaistu MBP-TEV. Eluutiofraktioissa 38—52 nah-

daan pienikokoisen proteiinin Iasnaolo, joka vastaa kooltaan PLB-His proteiinia.

23 24 25 26

KUVA 9. SDS-PAGE geeli fiksauksen ja PageBlue varjayksen jalkeen. Fos-
folambaani on kuvassa ympyroityna violetilla ja geelin kaivojen linjat ovat koros-
tettu sinisella.

SDS-PAGE-analyysissa havaittu tulos voitiin varmistaa Western blotilla. Mem-

braanilla odotettiin nakyvan proteiini tummina vyohykkeina. PLB-His oli kuvassa



31

10 havaittavissa, mutta tulos jai hyvin haaleaksi. Havaitsemisen helpottamiseksi,

PLB-His on ympyroityna violetilla membraanista otetussa kuvassa (kuva 10).

KUVA 10. Western Blot-analyysi SEC eluutiofraktioista. Fosfolambaani ympyrai-
tyna violetilla.

4.4 Lopputuotteet

Fosfolambaanin tuotto onnistuttiin toteuttamaan kummassakin muodossa, MBP-
PLB ja His-TEV-PLB-His. Tuotoista saadut lopputulokset ovat dokumentoituna
taulukkoon 5. Taulukkoon on merkattuna proteiinin kaikki ne muodot, jotka on
opinnaytetyon aikana tuotettu ja sailotty. Tama sisaltaa MBP-PLB:n katkaisemat-
toman muodon, jossa puhdistuksesta keratyt eluutiofraktiot ovat yhdistettyna
seka tastd muodosta katkaistun PLB-His-proteiinin. Proteiinin toinen tuotettu
muoto on merkattuna taulukossa His-TEV-PLB-His-proteiinina, josta on erikseen
merkattuna eri lampdtiloissa tuotettujen proteiinien puhdistuksen ja dialysoinnin

jalkeiset tulokset.



TAULUKKO 5. Tuotetut proteiinit ja niiden pitoisuudet seka lopputilavuus.

32

C

Proteiini Pitoisuus Tilavuus Saanto
MBP-PLB 2,6 mg/ml 45 ml 117 mg
PLB-His 0,038 mg/ml 77 mi 2,9 mg
His-TEV-PLB- 0,91 mg/ml 30 ml 27,3 mg
His, 25 'C E1
His-TEV-PLB- 0,97 mg/ml 15 mi 14,5 mg
His, 25 'C E2
His-TEV-PLB- 0,433 mg/ml 20 ml 8,6 mg
His, 18 °C ja 37
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5 POHDINTA

Proteiinin tuotto onnistuttiin toteuttamaan kummassakin muodossa, MBP-PLB ja
His-TEV-PLB-His. Myo6s proteiinin puhdistaminen ja prosessin eri vaiheiden ver-
tailu keskenaan pystyttiin toteuttamaan. Tuotetut proteiinit Iahetettiin asiakkaalle

ja proteiini on otettu kayttoon.

Proteiinin tuottamisessa vertailtiin lampdtilojen vaikutusta tuottoon. Lopputulok-
sena havaittiin, ettd proteiinia saatiin tuotettua MBP-PLB-muodossa hyvin kai-
kissa lampdatiloissa ja His-TEV-PLB-His muodossa parhaiten matalammissa lam-
potiloissa (kuva 4). Koska His-TEV-PLB-His-proteiinin eri lampétiloissa toteutetut
proteiinit puhdistettiin eri menetelmilla, lampdtilojen valisia eroja lopulliseen tulok-
seen ei voida vertailla. Taulukosta 5 voidaan kuitenkin havaita, etta His-TEV-

PLB-His-proteiinin paras saanto oli 25 'C tuotosta.

Proteiinin puhdistaminen affiniteettikromatografialla onnistui ilman ongelmia
MBP-PLB:n kohdalla. Puhdistamiseen kaytettya menetelmaa saatiin kehitettya
paremmin tarvetta vastaavaksi. Lopullisessa menetelmassa proteiinin voidaan
odottaa eluoituvan pienemmilla imidatsolipitoisuuksilla. Proteiinia havaittiin jaa-
van FT-fraktioon (kuvat 5 ja 6), joten naista fraktiosta voidaan suorittaa uusi puh-

distus, jolloin proteiinin lopullinen saanto on korkeampi.

His-TEV-PLB-His proteiinin puhdistaminen tuotti vaikeuksia NGC-laitteella suori-
tettaessa. Kaytdssa ollut pylvas vaikutti tukkeutuneen hyvin pian puhdistamisen
aloittamisen jalkeen, jonka vuoksi puhdistamista ei pystytty suorittamaan loppuun
laitteistolla. Ongelman ratkaisemiseksi kokeiltiin naytteen suodattamista, uudel-
leen sentrifugoimista suuremmalla nopeudella seka naytteen ajamista pylvaalle
kaanteisessa suunnassa. Pylvasta huuhdottiin valissa valmistajan ohjeiden mu-
kaisella puhdistusliuoksella ja pylvas vaihdettiin lopulta uuteen pylvaaseen, mutta
yrityksista huolimatta naytetta ei saatu ajettua pylvaalle painerajojen ylittymisen

vuoksi.

Puhdistaminen onnistuttiin toteuttamaan loppuun avopylvailla. Taman vuoksi His-

TEV-PLB-His-proteiinin 18 ‘C ja 37 °C ei ole saatavilla kromatogrammia, josta
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pystyisi nakemaan tarkemmin fraktiot, joihin proteiini eluoituu. Proteiinin eluoitu-
minen voidaan kuitenkin havaita esimerkiksi SDS-PAGEIla. Analyysissa tulee
kuitenkin huomioida 6 M Guanidiini-HCI puskuri, johon proteiini on eluoitunut.
Proteiini pystytaan havaitsemaan geeliltd, mutta ajon lopputulos on sotkuinen

(kuva 7), mika voi aiheuttaa ongelmia tulevissa ajoissa.

Guanidiini-HCI:n vaikutuksia lahdettiin ratkaisemaan laimentamalla naytetta
PBS:lla. Vaikutus lopputulokseen oli hyvin pieni, joten testasimme myos proteii-
nin saostamista etanolilla ja proteiinin uudelleen liuottamista PBS:aan. Talla me-
netelmalla valmistetuista naytteista saatiin parhaimmat geelitulokset (kuva 13).
Pienien proteiinien kanssa voidaan myo0s jatkossa hyodyntaa Bolt Bis-Tris Plus

4-12 %-geeleja, joilla saavutetaan parempi pienien proteiinien erottelu.

Proteiinikonsentraatioita mitattaessa MBP-PLB voitiin mitata Nanodropilla aallon-
pituuksilla 280 nm ja 260 nm. Tama mahdollisti seka pitoisuuden selvittamisen
etta proteiinin puhtauden arvioimisen. Koska PLB-His-proteiinissa ei ole tahan
menetelmaan tarvittuja tryptofaania ja tyrosiinia, proteiinikonsentraatio mitattiin
aallonpituudella 205 nm. Mittauksesta saadun tuloksen varmuus jai epaselvaksi,

silla puskurin vaikutus mittaukseen havaittiin olevan merkittava.

MBP-PLB-proteiinin katkaiseminen TEV-proteaasilla pystyttin myos toteutta-
maan. Toteutusta lahdettiin testaamaan erilaisilla MBP-PLB:n ja sTEV:n molaa-
risilla suhteilla (taulukko 2). Testattavista versioista kerattiin naytteet eri aikapis-
teissa reaktion tarkastelemiseksi. Naytteistd valmistetusta SDS-PAGE-analyy-
sista (kuva 8) nahdaan, etta reaktio on mahdollista toteuttaa kaikilla testatuilla
molaarisilla suhteilla, mutta vaihtoehdoista tehokkaimmat olivat 1:10 ja 1:30. Nai-
den naytteiden kohdalla eri aikapisteiden valisissa naytteissa ei ole havaittavissa
suuria eroja. 1:150 molaarisella suhteella nahdaan, etta reaktio vaatii pidemman

ajan paremman lopputuloksen saavuttamiseksi.

Taulukosta 5 nahdaan, etta proteiinia onnistuttiin tuottamaan parhaiten MBP-
PLB-muodossa. Tasta muodosta sTEV:lla katkaistu PLB-His-proteiinin saanto jai
pienemmaksi kuin His-TEV-PLB-His proteiinin saanto. Tama on hyva huomioida
jatkossa toteutettavissa proteiinin tuotoissa ja puhdistuksissa. Mikali proteiinin
tuottoa toteutetaan PLB-His-muodossa, proteiinin tuotto 25 ° C:ssa voi parantaa
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proteiinin saantoa verrattuna korkeampiin lampdtiloihin. Proteiinin puhdistami-
seen kaytetty menetelma vaatii viela kehittelemista, mutta opinnaytetyona kerat-
tyjen tietojen pohjalta, avopylvaalla toteutettu puhdistus voi talle muodolle olla

toimiva ratkaisu.

PLB-His-proteiinin puhdistamisessa kaytetty 6M guanidiini-HCl-puskuri on hyva
valmistaa liuottamalla guanidiini-HCI esilammitettyyn veteen. Prosessin aikana
huomattiin, ettd guanidiini-HCI:n liuottaminen veteen kesti hyvin pitkaan. Liuok-
sen lammittdminen paransi guanidiini-HCI:n liukoisuutta, mutta liuoksesta ei
saatu talla tavalla taysin kirkasta. Guanidiini-HCI liukeni erittain hyvin valmiiksi
lammitettyyn veteen, jolloin liuos muuttui sekoittaessa kirkkaaksi. Puskurin vai-
kutus SDS-PAGE-analyyseihin on hyva myos ottaa huomioon. Proteiinin saosta-
misella ja uudelleen PBS:aan liuottamisella havaittin olevan paras vaikutus

guanidiinin aiheuttamien hairididen vahentamiseksi SDS-Page-analyysissa.
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LITTEET

Liite 1. Fosfolambaani

10/17/2023 1:07:50 PM
Phospholamban (2691 bp)

DrdI,Pcil, Nspl BsrBI,BspQI, Sapl,Haell, BsaXl

BssSI, BssSal Eael,Pvull

BciVl Mlul

Haell Nhel
BaeGI,BsiHKAI, BseYI

ApalLl

BmtI
BsaHI

AclI
BsrBI
Bmrl
BbsI
Acul V4

HincII,+2
BmtI,+1
Eael
AhdI
Af1II
Aval
Psil
Phospholamban
M1lul 2
+2 s

2691 bp

Bsal, +1

BsrGI, +1
Psil
PfIMI &

Nsil

Ajul Apol
AsiSI,Pvul,BsmBI, Esp3I,+1 BanlI,Nrul
NsiI, Bsml, EcoNI, Sspl,BsrFI,Bsml Apol

https://benchling.com/essitp/f/lib_SRSzvmXa-files/seq_j5UNpesl-phospholamban/edit
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Liite 2. MBP-PLB ekspressiovektori

11/29/2023 1:06:08 PM

pDEST566 MBP PLB HisTag (6924 bp)

Pf1MI,EcoNI, SphI, SgrAl, NgoMIV,Nael,BspDI,Clal Xbal,Barl,Ndel

BstAPI AloI,BsiWI,Pvul,PsiI,BglII

BssHII,BfuAl, BspMI

Mlul BmgBI
Bcll BsmI
BstAPI
BstEII BfuAl

PspOMI, Apal, +1 BspMI

BlpI
Ncol

BssHII Bcll
EcoRV
Hpal BsrGI
BsmBI, +1 Anecl promoge,
BsaxI BmgBI, +1
+7
+3
Aval
PpuMI BsoBI
+1
+1 . T1il
pDEST566_MBP_PLB_HisTag Xho
6924 bp - ffCI
o
. =3
2 . D55 ¢ B1pI
J/ Lo O S
/ &5& ~
‘ S
< 69\7 &
Esp3l 3 eRE NgoMIV
BsmBI (:t> éF Nael
BstZ17I,+2 Dralll
Accl BsaxI,Alol
Sapl Psil
BspQI Sspl
Pcil
BssSal AhdI
BssSI BglI,NmeAIII
Fspl
Pvul
BssSal Scal
BssSI

https://benchling.com/essitp/f/lib_SRSzvmXa-files/seq_N29K)535-pdest566_mbp_plb_histag/edit 1/1

39
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Liite 3. His-TEV-PLB-His ekspressiovektori

11/29/2023 1:05:59 PM

pDEST527 PLB HisTag (5823 bp)

Xbal,BarI,Ndel,BglIl,BamHI,BglII, EcoRY,+3
BsrGI,EcoRV,Nhel,BmtI,HindIII,+5

EcoNI, Sphl,Btgl, Afel, SgrAl, NgoMIV,Nael, +2
PfIMI, Pfol
BstAPI Aval
BsoBI
PaeR71
Mlul TLiI
BclI XhoI
Pacl,AvrlI, Styl
BlpI
Styl

BspEI

BsStEII
NmeAITI
PspOMI, Apal
NgoMIV
BssHII Nael
Hpal Dralll
+1 BsaXI
Esp3I Alol
BsmBI Psil
+1 Sspl
pDEST527_PLB_HisTag
5823 bp
PpuMI Ahdl
+1
Bgll
BspEI NmeAIII
Afel Fspl
Pvul
Esp3I Scal
BsmBI
Pfol
BstZ171,Pf1FI,+1 BssSI
Accl BssSal
BspQI, Sapl

Pcil
BssSI,BssSal

https://benchling.com/essitp/f/lib_SRSzvmXa-files/seq_xTHOYuoy-pdest527 plb_histag/edit
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Project: Essi

Technique: Affinity

Fluidic Scheme:
Pump Head:

Affinity IMAC_PLB_MBP_pDEST566

no buffer blending

F10

Control Flow Rate:  Yes

pH Monitoring:

No

Method Notes: METHOD DESCRIPTION: This method is used to purify molecules on the basis of molecular affinity. The protein of interest is adsorbed to
the column ligand. Unbound sample is removed with a column wash and the protein is eluted using a one step gradient of a buffer to displace

it. Finally, the column is re-equilibrated with the start buffer.

COLUMN/SAMPLE: This method is designed for use with 5-ml IMAC columns, but it can be scaled to work with columns of different sizes.

MINIMUM REQUIRED DEVICES: Gradient Pumps A and B, Mixer module, Sample Inject Valve module, Single-Wavelength UV-Conductivity

detector, BioFrac Fraction Collector

METHOD PARAMETERS
Flow Rate 7.5 ml/min
Sample Size: 2.0 ml
Fraction Size 1.0 ml

Fraction Collector Rack: F1(12-13 mm x 100 mm tubes)

(jatkuu)

Fraction Collection:
Phase Rack Type / Outlet Valve M?S)i(zzrancitli]on
2 30 mm /50 ml 50.00
3 30 mm /50 ml 10.00
4 96-well microplate 1.00
Buffer Selection

Inlet A: Buffer A 1
Inlet B: Buffer B 1

Columns
- Max Pre Column Max Delta Column Default Flow
Position Name Volume B Brosiint Rate Max Flow Rate
C1Port1 HisTrap HP, 1 ml 0.96 ml 0.50 MPa 0.30 MPa 1 ml/min 4 mlfmin
UV Detector
Wavelengths: 280 nm
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ChromLab Method Report -

Affinity IMAC_PLB_MBP_pDEST566

Method Steps
Step # T%‘g‘,\{ul Step Description Vol (CV) F;;wum;e %B Phase Step Parameters
1 0| Gradient Segments 5 0 0 | Equilibration Forward Flow
1.1 5| Isocratic Flow 5 1 0| Equilibration Buffer A 1, Buffer B 1
2 5| Hold Until (Disabled) 0 1] 0| Equilibration
3 5| Zero Baseline 0 0 0| Equilibration
4 5| Fraction Collection (Frac. Size: 50.00 ml) 0 0 0| Sample Application | Scheme: Collect All (NGC FC})
5 5| Load Inject Sample 51.97 0 Sample Application
5.1 5| Change Valve (Sample Inject Valve) 0 0 Sample Application | Sample Pump Direct Inject
5.2 56.97 | Inject Sample 51.97 1 Sample Application Interrupt if air
53 56.97 | Change Valve (Sample Inject Valve) 0 0 Sample Application "P‘j;”p“l';c"zﬁj;":" {8ystem
8 56.97 | Fraction Collection (Frac. Size: 10.00 ml) 0 0 0| Column Wash Scheme: Collect All (NGC FC)
F 56.97 | Gradient Segments 10 0 0| Column Wash Forward Flow
71 66.97 | Isocratic Flow 10 1 0| Column Wash Buffer A 1, Buffer B 1
8 66.97 | Hold Until (Disabled) 0 0 0| Column Wash
9 66.97 | Fraction Collection (Frac. Size: 1.00 ml) 1] (1] 0| Elution Scheme: Collect All (NGC FC)
10 66.97 | Gradient Segments 20 1] 0| Elution Forward Flow
10.1 71.97 | Isocratic Flow 5 1 3| Elution Buffer A 1, Buffer B 1
10.2 76.97 | Isocratic Flow 5 1 10 | Elution Buffer A 1, Buffer B 1
103 81.97 | Isocratic Flow 5 1 50 | Elution Buffer A 1, Buffer B 1
10.4 86.97 | Isocratic Flow 5 1 100 | Elution Buffer A 1, Buffer B 1
1 86.97 | Fraction Collection (Waste) (1] 0 0 | Column Wash
12 86.97 | Gradient Segments 5 0 0 | Column Wash Forward Flow
121 91.97 | Isocratic Flow 5 1 0| Column Wash Buffer A 1, Buffer B 1
13 91.97 | Hold Until (Disabled) (1] 1] 0 | Column Wash
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ChromLab Method Report -
Created: 9/15/2023 3:26 PM
Last Modified: 9/15/2023 3:30 PM
Project: Essi

Technique: Affinity

Method Notes:

Fluidic Scheme:

Pump Head:

Liite 5. Proteiinin puhdistamisessa kaytetty muokattu

no buffer blending

F10

Control Flow Rate:  Yes

pH Monitoring:

No

Affinity IMAC_PLB_MBP_pDEST566,v2.

menetelma

METHOD DESCRIPTION: This method is used to purify molecules on the basis of molecular affinity. The protein of interest is adsorbed to

the column ligand. Unbound sample is removed with a column wash and the protein is eluted using a one step gradient of a buffer to displace

it. Finally, the column is re-equilibrated with the start buffer.

COLUMN/SAMPLE: This method is designed for use with 5-ml IMAC columns, but it can be scaled to work with columns of different sizes.

MINIMUM REQUIRED DEVICES: Gradient Pumps A and B, Mixer module, Sample Inject Valve module, Single-Wavelength UV-Conductivity
detector, BioFrac Fraction Collector

METHOD PARAMETERS
Flow Rate 7.5 ml/min
Sample Size: 2.0 ml
Fraction Size 1.0 ml

Fraction Collector Rack: F1(12-13 mm x 100 mm tubes)

Fraction Collection:

Max Fraction
Phase Rack Type / Outlet Valve Size (ml)
2 30 mm /50 ml 50.00
3 30 mm /50 ml 50.00
4 30 mm /50 ml 12.00
Buffer Selection
Inlet A: Buffer A 1
Inlet B: Buffer B 1
Columns
Position Name Volume Maxpl;r:s%?‘lgnmn R Erz"siﬁzlum DM?;!: o Max Flow Rate
C1Port1 HisTrap HP, 1 ml 0.96 ml 0.50 MPa 0.30 MPa 1 mlimin 4 ml/min
UV Detector
Wavelengths: 280 nm
Gradient Graph
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Liite 5. Proteiinin puhdistamisessa kaytetty muokattu menetelma

ChromLab Method Report - Affinity IMAC_PLB_MBP_pDEST566,v2.
Method Steps
Step # T‘;‘g{f‘)’m Step Description Vol (CV) T;"l‘,:"f]'f %B Phase Step Parameters
1 0| Gradient Segments 5 0 0| Equilibration Forward Flow
1.1 5| Isocratic Flow 5 1 0 | Equilibration Buffer A 1, Buffer B 1
2 5| Hold Until (Disabled) ] ] 0| Equilibration
3 5 | Zero Baseline 0 0 0 | Equilibration
4 5| Fraction Collection (Frac. Size: 50.00 ml) 0 0 0| Sample Application Scheme: Collect All (NGC FC)
5 5| Load Inject Sample 51.97 ] Sample Application
51 5 | Change Valve (Sample Inject Valve) 0 0 Sample Application | Sample Pump Direct Inject
52 56.97 | Inject Sample 51.97 1 Sample Application Interrupt if air
53 56.97 | Change Valve (Sample Inject Valve) 0 0 Sample Application '\Pnl?n::ichLcoifukfnuP { System
6 56.97 | Fraction Collection (Frac. Size: 50.00 ml) 0 0 0| Column Wash Scheme: Collect All (NGC FC)
T 56.97 | Gradient Segments 30 o 0| Column Wash Forward Flow
71 86.97 | Isocratic Flow 30 1 0| Column Wash Buffer A 1, Buffer B 1
8 86.97 | Hold Until {Disabled) 0 0 0| Column Wash
9 86.97 | Fraction Collection (Frac. Size: 12.00 ml) 0 0 0| Elution Scheme: Collect All (NGC FC)
10 86.97 | Gradient Segments 41 0 0 | Elution Forward Flow
101 98.97 | Isocratic Flow 12 1 3| Elution Buffer A 1, Buffer B 1
10.2 110.97 | Isocratic Flow 12 1 10 | Elution Buffer A 1, Buffer B 1
103 122 .97 | Isocratic Flow 12 1 50 | Elution Buffer A 1, Buffer B 1
10.4 127.97 | Isocratic Flow 5 1 100 | Elution Buffer A 1, Buffer B 1
1 127.97 | Fraction Collection (Waste) 0 0 0 | Column Wash
12 127.97 | Gradient Segments 5 0 0| Column Wash Forward Flow
121 132.97 | Isocratic Flow 5 1 0| Column Wash Buffer A 1, Buffer B 1
13 132.97 | Hold Until (Disabled) 0 0 0| Column Wash
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Liite 6. Proteiinien tiedot Protparam-ohjelmasta

PLB pDESTS66 vektorista

MRSHHHHHHGKIEEGKLVIWINGDKGYNGLAEVGKKFEKDTGIKVTVEHPDKLEEKFPQVAATGDGPDII

FWAHDRFGGYAQSGLLAEITPDKAFQDELYPFTWDAVRYNGKLIAYPIAVEALSLIYNKDLLPNPPKTWEE!
PALDKELKAKGKSALMFNLOQEPYFTWPLIAADGGYAFKYENGKYDIKDVGVDNAGAKAGLTFLVDLIKNK

HMMNADTDYSIAEAAFNKGETAMTINGPWAWSNIDTSKVNYGVTVLPTFKGOPSKPFVGVLSAGINAASP
NKELAKEFLENYLLTDEGLEAVMNKDKPLGAVALKSYEEELAKDPRIAATMENAQKGEIMPNIPQMSAFWY
AVRTAVINAASGROTVDEALKDAQTNSGSDITSLYKKAGFENLYFOG/SMEKVOYLTRSAIRRASTIEMPQ

QARQKLONLFHHHHHH*

Number of amine acids: 437 / 39
Molecular weight: 48613.10 / 474g.41
Theoretical pl: 6.33 / 10.53

Extinction ceoefficients:
Extinction cecefficients are in units of M' cm™, at 280 nm measured in
WALET.

Ext. coefficient T0820 4 1490 (Huom »10% wvirhe mahdollinen)
Eha 0.1% (=1 g/1) 1.457 / 0.314
Katkaistu PLB

SMEKVQYLTRSAIRRASTIEMPQQARCKLONLFHHHHHH®

Number of amince acids: 39
Molecular weight: 4748.41
Theoretical pI: 10.83

Extinction coefficient at 205 nm: 162580 M-tcm?
Extinction coefficient at 214 nm: 83074 M-cmt
Abs (0.1%) at 205 nm: 34.34

Abs (0.1%) at 214 nm: 17.50

PLB pDESTS27 vektorista

MRSGSHHHHHHRSDITSLYKKAGFENLYFQG/SMEKVOYLTRSAIRRASTIEMPOQOARCKLONLFHHHH
HH*

Number of amince acids: 70
Molecular weight: B407.453

Theoretical pl: 10.34

Extinction coefficient at 205 nm: 315050 M-cm
Extinction coefficient at 214 nm: 165674 M1cm™?
Abs (0.1%) at 205 nm: 37.47
Abs (0.1%) at 214 nm: 19.71

https://web.expasy.org/protparam/



Liite 7. SDS-PAGEssa kaytetty standardi, PageRuler Broad Range
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