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Tyon tavoitteena oli puhdistaa Influenssa B -viruksen nukleoproteiinia (InB-NP), joka on Pichia
pastoris -hiivakannassa tuotettu rekombinanttiproteiini, johon on liitetty hydrofobiini-
fuusioproteiini. Puhdistettavan fuusioproteiinin teoreettinen koko on 82,5 kDa, mutta aiempien
tulosten perusteella proteiini aggregoituu partikkelimaiseen muotoon.

Tybssa kaytettiin ioninvaihtokromatografiaa (IEX), geelisuodatusta (GF) ja ultrasentrifugointia
sekd erikseen ettd perdkkain. Ennen varsinaisia puhdistusmenetelmia naytteelle tehtiin
esikasittelyind muun muassa bentsonaasi-kasittely ja ultrasuodatus. Varsinaisessa tyossa
verrattiin kahta erilaista |ahtonaytetta, jotka erosivat toisistaan siten, ettd toinen naytteista oli
ultrasuodatettu Pellicon 300 kDa -suodatinkasetilla ja toinen naytteistd oli suodattamaton.
Puhdistetun InB-NP:n analysointimenetelmina kaytettiin TR-FIA-, SDS-PAGE- ja Western blot -
menetelmia. TR-FIA-tulosten perusteella ajoille tehtiin puhdistustaulukot.

Kromatografisia menetelmid kayttden kohdeproteiini puhdistui parhaiten, kun kéaytettiin
ioninvaihtokromatografiaa ja geelisuodatusta perakkain. Talldin saanto oli 8 %.
Ultrasentrifugointi sisalsi kaksi perdkkaistd vuorokauden mittaista ajoa eri matriiseilla. Paras
mittaustulos saavutettin ensimmaisen vuorokauden mittaisen ajon jalkeen 30 %:lla
sakkaroosimatriisilla, jolloin naytteen saanto oli 198 %. Kun vastaavan naytteen puhdistusta
jatkettiin CsCl-gradientilla, saanto oli 15 %.

Tiivistettyna ultrasentrifugointi vaikutti parhaalta menetelmaltd InB-NP:n puhdistamiseksi.

Jatkotoimenpiteind pitdisi mitata proteiinikonsentraatio, jotta spesifinen aktiivisuus olisi
mitattavissa.
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NUCLEOPROTEIN

The objective was to purify influenza B virus nucleoprotein (InB-NP). InB-NP is a recombinant
protein produced by a Pichia pastoris yeast and connected to a hydrophobin fusion protein. The
theoretical size of the fusion protein is 82.5 kDa but on the basis of past previous results, the
protein aggregates into particulate form.

As methods lon-exchange chromatography (IEX), gel filtration (GF) and ultracentrifugation were
used, both individually and in succession. Before the actual purification methods, the samples
were subjected to pretreatments such as benzonase treatment and ultrafiltration. Two kinds of
output samples were compared, which differed from each other in that one of the samples was
ultrafiltered with a Pellicon 300 kDa cassette and the other one was unfiltered. As analysis
methods for the purified influenza B virus nucleoprotein TR-FIA, SDS-PAGE and Western blot
were used. On the basis of the TR-FIA results, purification tables were compiled for the runs.

When using chromatographic methods for purifying the target protein, the best option was to
use ion exchange chromatography and gel filtration successively, producing a yield of 8 %.
Ultracentrifugation comprised two consecutive-day runs of different matrices. The best result
was obtained after the first day with a 30 % sucrose matrix. Here, the yield was 198 %. When
the sample purification was continued with a CsClI gradient, the yield was 15 %. When using
chromatographic methods, the best protein purification was achieved with successive ion-
exchange chromatography and gel filtration.

In conclusion, ultracentrifugation seemed the best method for InB-NP purification. The next step
should be to measure the protein concentration to enable measurable specific activity.

KEYWORDS:

protein purification, ion-exchange chromatography, gel filtration, ultracentrifugation
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KAYTETYT LYHENTEET JA SANASTO

CPS TR-FIA:ssa kaytetty mittausyksikko tulosten ilmoittami-

seen (eng. Counts per second)

GF Geelisuodatus (eng. Gel filtration tai size exclusion
chromatography)

IEX loninvaihtokromatografia

InB-NP Influenssa B -viruksen nukleoproteiini

PBS Fosfaattipuskuroitu saliini

PBST Fosfaattipuskuri + Tween-20

pl Isoelektrinenpiste eli pH:n arvo, jossa proteiinin netto-

varaus on nolla

rpm Kierrosten maara minuutissa (eng. Revolution per mi-
nute)

SDS-PAGE Natriumdodekyylisulfaattipolyakryyliamidigeelielektrofo-
reesi’

TR-FIA Aikaerotteinen fluoroimmunomenetelma, (eng. Time

resolved fluorescence immunoassay)



1 JOHDANTO

Influenssavirukset ovat vaipallisia pallomaisia hiukkasia, joiden halkaisija vaihte-
lee valilla 80-120 nm. Influenssaviruksille on ominaista niiden membraanimai-
nen vaippakerros, joka sisaltda noin 500 glykoproteiinimolekyylia, jotka ovat

nimeltaan hemagglutiniini (HA) ja neuraminidaasi (NA).?

Influenssavirukset kuuluvat ortomyksovirus-perheeseen ja niillda on yksijuostei-
nen segmentoitu RNA-genomi. Influenssavirukset jaotellaan A-, B-, ja C-
tyyppeihin niiden ydinproteiinien perusteella. A-tyypin virukset jaotellaan lisaksi

niiden pintaproteiinien perusteella HA- ja NA-tyyppeihin.3

Diagnostiikan kannalta merkittavimmat ovat A- ja B-tyypin influenssavirukset,
jotka aiheuttavat joka talvi esiintyvan kausi-influenssaepidemian. B-tyypin ai-

heuttamat influenssatartunnat ovat yleensa A-tyypin tartuntoja lievempia.*

Influenssaviruksia voidaan tunnistaa seka PCR- ettd antigeenintunnistusmene-
telmilla. Aikaerotteinen immunofluoresenssi (TR-FIA), TPX ja pikatestit perustu-
vat virusproteiinin tunnistamiseen vasta-aineilla.® Yksi esimerkki suomalaisesta

influenssapikatestista on Medix Biochemican Actim -testi.

Taman tyodn tavoitteena oli puhdistaa Pichia pastoriksessa tuotettua Influenssa
B -viruksen nukleoproteiinia kaytettavaksi diagnostisten testien kontrollinayttee-
na. On olemassa tutkimuksia, joissa samankaltaisia proteiineja on tuotettu hii-
vasoluista (Saccharomyces cerevisiae ja Pichia pastoris) ja ne kayttaytyivat par-
tikkelimaisesti, joten oli oletettavaa, ettd myds InB-NP tuottuu viruksenkaltaise-
na partikkelina (VLP).°

Tyo6ssa tutkittiin kromatografisten menetelmien (ioninvaihto ja geelisuodatus)
soveltuvuutta InB-NP:n puhdistamiseen. Naitd menetelmia kokeiltiin seka yksit-
tain ettd perakkain. Naiden menetelmien lisdksi tydssa testattiin ultrasentrifu-
gointia, jota on kaytetty InA-NP:n eristdmiseen infektiivisistd viruspartikkeleista.”

Kuvassa 1 on esitetty puhdistusprosessin lohkokaavio.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Elina Sahla



Tybssa kaytettiin kahta erilaista 1ahtonaytettda. Molemmat Iahtdnaytteet olivat
peradisin samasta solumassasta, mutta erona naytteilla oli se, ettd toinen nayte
Pellicon-suodatettiin 300 kDa -suodatinkasetilla. Molempia lahtdonaytteita val-
mistettiin heti tyon alussa riittavasti koko tyéta varten, joten lahténayte oli aina

peraisin samasta erasta.

Solujen suspensointi

\ 4

Solujen hajotus

\ 4

Bentsonaasi-kasittely

\ 4

Ultrasuodatus

\ 4

Puhdistusmenetelmat

" ) &
[ IEX (Q sepharose XI) H GF (Capto core) } Ultrasentrifugointi }
&~ \ 4 " 4
[ Analyysit )
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[ TR-FIA ] [ SDS- PAGE ] [ Western blot ]

Kuva 1: Puhdistusprosessin lohkokaavio
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2 TEORIA

2.1 Influenssa B -viruksen nukleoproteiini

Tybssa puhdistettiin Pichia Pastoris -hiivakannassa tuotettua Influenssa B -
viruksen nukleoproteiinia, joka ekspressoituu fuusioituna hydrofobiini-proteiiniin.
Kyseista InB-NP:ta kaytettiin alunperin Hydrobody-projektissa kaksifaasiuutto-
kokeisiin. Internetista I10ytyvan laskurin (ExPaSy, Bioinformatics Resource Por-
tal) perusteella ja aminohapposekvenssin avulla tdman fuusioproteiinin teoreet-

tinen pl on noin 8 ja molekyylipaino 82500 Da.?

Puhdistettu InB-NP karakterisoitin TR-FIA:n, SDS-PAGE:n ja Western blot:n
avulla. TR-FIA:n kayttd kohdeproteiinin havaitsemiseksi perustui aikaisempiin
tutkimuksiin, jotka osoittivat TR-FIA:n olevan nopea ja herkkd menetelma in-

fluenssaviruksen havaitsemiseksi.’

2.2 Kromatografiset menetelmat

2.2.1 loninvaihtokromatografia

loninvaihtokromatografia on menetelma, jota kaytetdan proteiinien, peptidien,
aminohappojen ja muiden varauksellisten biomolekyylien puhdistamiseen. Me-
netelma perustuu varauksellisten molekyylien kykyyn sitoutua varaukselliseen
matriisiin. Proteiinit muodostuvat aminohappoketjuista, joihin on liittynyt monia
kemiallisia ryhmia, jotka voivat olla positiivisesti varautuneita, negatiivisesti va-
rautuneita tai sahkoisesti neutraaleja. loninvaihtomatriisi sisaltda sahkoisesti

varautuneita ryhmié, jotka on liitetty matriisiin kovalenttisilla sidoksilla.™

loninvaihtokromatografiassa on nelja eri vaihetta: tasapainotus, naytteen syo6tto
ja pesu, eluutio ja regenerointi. Tasapainotusvaiheessa puskuria, jossa on ma-
tala ionipitoisuus, syodtetaan pylvaan lapi, kunnes tasapainotila on saavutettu.

Tasapainotilassa kaikkiin varauksellisiin ryhmiin liittyy vastaioni. Toisessa vai-

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Elina Sahla
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heessa nayte sybtetaan pylvaaseen, jolloin naytteen proteiinit sitoutuvat matrii-
siin ja sitoutumattomat proteiinit pestdan pois. Eluutiovaiheessa pylvaaseen
syotetdan puskuria, jolla on korkeampi ionivahvuus, minka johdosta proteiinit
irtoavat matriisista. Regeneroinnissa kaikki loputkin matriisiin sitoutuneet prote-

iinit poistetaan, mika takaa sen, ettd pylvasta voidaan kayttaa uudestaan.™

loninvaihtokromatografia voi olla joko kationinvaihtoa tai anioninvaihtoa. Ka-
tioninvaihdossa kohdeproteiinin pl on alhaisempi kuin puskuriliuoksen pH, jol-
loin puhdistettava proteiini on positiivisesti varautunut ja sitoutuu negatiivisesti
varautuneeseen matriisiin. Anioninvaihdossa tama tilanne on toisinpain eli koh-
deproteiinin pl on korkeampi kuin puskuriliuoksen pH, jolloin puhdistettava pro-
teiini on negatiivisesti varautunut ja sitoutuu positiivisesti varautuneeseen mat-
riisiin. Proteiinin eluointi tapahtuu yleensa suolagradientilla, mika irrottaa koh-

deproteiinin matriisista.'?

loninvaihtopylvaissa kaytetdan eniten joko agaroosi- tai polymeerimatriiseja,
silla niilld on korkea sitomiskyky ja ne ovat kemiallisesti ja fysikaalisesti vakai-
ta.”® Tassa tydssa kaytettin 1 ml:n Q Sepharose XL-pylvasta (HiTrap™), joka

toimii vahvana anioninvaihtajana.

2.2.2 Geelisuodatus

Geelisuodatus on menetelma, joka perustuu molekyylien erottamiseen toisis-
taan koon perusteella. Menetelmassa suuret molekyylit kulkeutuvat pylvaan lapi
nopeammin kuin pienet molekyylit. Suuret molekyylit likkuvat nesteen mukana
pylvaan lapi, kun taas pienemmat molekyylit kulkeutuvat matriisin huokosten

sisdan jaaden kiinni huokosiin.™

Geelisuodatusmenetelma sopii hyvin joko jalkipuhdistusmenetelmaksi naytteille,
joille on jo tehty kromatografisia puhdistuksia tai naytteille, jotka sisaltavat vain

muutamia komponentteja.’®

Matriisin valintaan vaikuttavat huokoskoko ja rakenteelliset ominaisuudet. Mat-

riisin huokoskoolla on kuitenkin suurin vaikutus resoluution ja erotuskykyyn.™

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Elina Sahla
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Tassa tydssa kaytettin 1 ml:n Capto Core 700 -pylvasta (HiTrap™), jossa on

huokoinen agaroosimatriisi.

Capto Core 700 -pylvas on erityisesti suunniteltu virusten ja muiden makromo-
lekyylien puhdistamiseen. Pylvas paastaa lavitseen molekyylipainoltaan yli 700
kDa:n kokoiset partikkelit, jotka tulevat ulos jo heti flowthrough:n mukana. Kaikki
alle 700 kDa kokoiset partikkelit kulkeutuvat huokosten sisaan ja tulevat pyl-

vaasta ulos mydhemmin."’

2.3 Ultrasentrifugointi

Ultrasentrifugointi on menetelma, joka perustuu partikkeleiden erottamiseen
toisistaan ultrasentrifugin avulla hyvin suurilla kierrosnopeuksilla. Ultrasentrifuu-
gilla voidaan saavuttaa jopa 500000 x g-arvoja, jolla makromolekyylit saadaan
sedimentoitumaan. Sentrifugointi erottelee partikkelit niiden koon, tiheyden ja
muodon perusteella. Erottumiseen vaikuttavat erityisesti sentrifugaatiossa kay-

tettavat matriisit, kuten sakkaroosi tai cesiumkloridi."®

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Elina Sahla
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3 MATERIAALIT JA MENETELMAT

3.1 Puskureiden valmistus

loninvaihtokromatografia-ajoja varten valmistettiin A- ja B-puskurit. A-puskuria
kaytettin myds geelisuodatukseen. A-puskuriksi valmistettin 20 mM PIPES
(PIPES, Sigma- Aldrich) ja B-puskuriksi valmistettin 20 mM PIPES, jossa oli
mukana 1 M NaCl (Fisher Bioreagents). Molempien puskureiden pH:ksi saadet-
tiin 6, koska aikaisemman opinnaytetydn perusteella tama oli osoittautunut
pH:ksi, jossa InB-NP voidaan puhdistaa kayttden anioninvaihtokromatografi-

aa."®

3.2 Solujen hajotus, bentsonaasi-kasittely ja ultrasuodatus

Tybssa kaytettiin aiemmin tuotettua Pichia pastoris -solumassaa, joka sisalsi
InB-NP-proteiinia. 50 g solumassaa lisattiin 50 ml:aan A-puskuria, johon oli lisat-
ty 0,02 g magnesiumkloridia (Magnesium Chloride, J.T.Baker), koska bent-
sonaasi vaatii tata aktivoituakseen. Solut hajotettiin soluprassin avulla (French
press, Thermo Electron Corporation) noin 20 000 psi:n paineessa. Soluprassiin
mahtui kerrallaan enintdan 35 ml suspensiota, joten suspensio hajotettiin nel-

jassa erassa ja jokainen era ajettiin lapi kolmeen kertaan.

Hajotetut solut jaettiin 50 ml:n Falcon-putkiin, jotka sentrifugoitiin (Centrifuge
Stratos Heraeus, 10000 x g, 60 min, 4 °C). Putkista kerattiin talteen yhteensa
68 ml supernatanttia 50 ml solumassaa kohden. Supernatantille tehtiin bent-
sonaasi-kasittely lisaamalla joukkoon 68 ul bentsonaasia (Benzonase, Nova-
gen). Bentsonaasi pilkkoo DNA:n pois, minka ansiosta solumassasta tulee
juoksevampaa eli viskoosisuus pienenee ja nain ollen helpommin pipetoitavaa.
Supernatantti jaettiin kahteen eraan, joista toinen sailéttiin sellaisenaan tulevia

kokeita varten ja toiselle eralle tehtiin ultrasuodatus Pellicon-suodattimella.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Elina Sahla
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34 ml supernatanttia ultrasuodatettiin Pellicon XL 300 kDa -kasetin avulla (Milli-
pore Corporation). Supernatantti suodatettiin ensin 0,45 um suodattimen lapi,
jonka jalkeen se ajettiin kasetin lapi nelja kertaa. Ensimmaisen suodatuksen
jalkeen retentaattia saatiin 8,5 ml ja se laimennettiin takaisin 34 ml:aan lisaa-
malla 24,5 ml A-puskuria. Tama toistettiin kolme kertaa. Nayte jaettiin pieniin
eriin ja sailytettiin -18 °C:ssa tulevia kokeita varten. Naita nayte-eria kaytettiin

koko kahden kuukauden ty6jakson ajan.

3.3 loninvaihtokromatografia

1 ml Pellicon-suodatettua tai suodattamatonta supernatanttia suodatettiin 0,45
um suodattimen l|api ennen, kuin nayte sydtettiin anioninvaihtomatriisiin, Q
Sepharose XL -pylvéaseen, jonka koko oli 1 ml ja joka oli liitetty Akta FPLC -

kromatografialaitteistoon.

Laitteeseen ohjelmoitiin ajo-ohjelma, jota kaytettiin kaikkiin tassa tyossa tehtyi-
hin anioninvaihtoajoihin. Ajopuskureina kaytettiin A-puskuria (20 mM PIPES) ja
B-puskuria (20 mM PIPES + 1 M NaCl).

Ajoparametrit olivat seuraavanlaiset:

= Virtausnopeus 1 ml/min
= Tasapainotus 5 CV
= Kolonnin pesutilavuus 5 CV

= Eluutiofraktion koko 1 ml

3.4 Geelisuodatus

Alkuperainen Pellicon-suodatettu nayte oli 5 ml tilavuudessa ja se kaytettiin sel-
laisenaan geelisuodatuksessa. Mikali nayte oli mennyt ensin ioninvaihtokroma-
tografian Iapi, niin naytekoko oli 1,5 ml. Kaikki naytteet suodatettiin 0,45 um

suodattimen lapi ennen geelisuodatusta.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Elina Sahla
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Geelisuodatuslaitteistona toimi Akta FPLC ja ajopylvaana kaytettiin Capto Core
700 1 ml -pylvasta. Laitteeseen ohjelmoitiin ajo-ohjelma, joka pysyi lahes sa-
manlaisena kaikissa geelisuodatusajoissa. Eroina ajoissa oli syotettavan nayt-

teen tilavuus. Ajopuskurina kaytettiin A-puskuria (20 mM PIPES).
Ajoparametrit olivat seuraavanlaiset:

= Virtausnopeus 1 ml/min
= Tasapainotus 5 CV

= Eluutiofraktion koko 1 ml

3.5 Ultrasentrifugointi

Ultrasentrifugointiin kaytettiin Beckman Coulter Optima XE-90 -ultrasentrifuugia
ja SW41 Ti -roottoria. Ajo suoritettiin 13,2 ml UltraClear 344059 -putkilla.

Ultrasentrifugointiajoja tehtiin kaksi erilaista ajokokonaisuutta. Ensimmainen
ajokokonaisuus kasitti seka 3 h:n, ettd noin vuorokauden mittaisen sentrifugoin-
nin. 3 h:n ajoa varten valmistettiin nelja ajoputkea. Kaksi putkista taytettiin pel-
kalla PBS:lla ja kahteen muuhun putkeen laitettiin 3 ml 30 % sakkaroosia, jonka
jalkeen loput putkesta taytettiin PBS:lla. Naytteiksi laitettiin suodattamatonta ja
Pellicon-suodatettua naytetta. Naita ajoputkia ajettiin 3 tunnin ajan (100000 x g,
4°C).

Ultrasentrifugoinnin jalkeen valmisteltiin CsCl -ajoputket. Ajoputkiin laitettiin 5 ml
15 % CsClia, 5 ml 40 % CsClia ja pinnalle nayte. Putki taytettiin tayteen
PBS:lla. Yhteen ajoputkeen laitettiin nayte juovasta, joka oli putkesta, jossa Pel-
licon-suodatettu nayte oli ajettu 30 % sakkaroosissa 3 h. Toiseen putkeen laitet-
tiin nayte juovasta, joka oli sakkaroosissa ajetusta suodattamattomasta nayt-
teesta. Kolmanteen ajoputkeen laitettiin naytteet pelleteista, joissa oli Pellicon-
suodatettu ja suodattamaton nayte PBS:n kanssa. Neljanteen putkeen laitettiin
naytteet pelleteista, joissa oli Pellicon-suodatettu ja suodattamaton nayte sakka-
roosin ja PBS:n kanssa. Viidenteen ajoputkeen laitettin nayte Pellicon-

suodatetusta naytteesta ja kuudenteen putkeen nayte suodattamattomasta al-
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kuperaisesta naytteesta. Naiden kahden viimeisen ajoputken naytteet eivat siis
olleet 3 h:n ultrasentrifugoinnissa kuten muihin ajoputkiin laitetut naytteet. Ajo-
putkia ultrasentrifugoitiin noin vuorokausi (100000 x g, 4 °C). Ultrasentrifugoin-

nin kaikista vaiheista otettiin naytteita analyyseja varten.

Toisessa ajokokonaisuudessa tehtiin kaksi noin vuorokauden mittaista ult-
rasentrifugointia. Taman ultrasentrifugoinnin vaiheet ovat esitettyna kuvassa 2.
Ensimmaista ajoa varten valmistettiin ajoputket, joihin laitettiin kahteen 10 ml
PBS:aa, kahteen 10 ml 30 % sakkaroosia ja kahteen 10 ml 60 % sakkaroosia.
Naytteina kaytettiin Pellicon-suodatettua ja suodattamatonta naytetta. Pellicon-
suodatettua naytetta laitettiin putkiin 1 ml ja suodattamatonta laitettiin 1,2 ml.
Naytteiden lisdamisen jalkeen kaikki putket taytettiin viela pintaan asti PBS:aa

kayttéden. Ajoputkia ultrasentrifugointiin noin vuorokauden (100000 x g, 4 °C).

Toista vuorokauden mittaista ultrasentrifugointia varten valmistettiin ajoputket,
joihin laitettin 5 ml 15 % CsCl:a ja 5 ml 40 % CsCl:a. Naihin putkiin laitettiin
naytteitd 2 ml. Yhteen putkeen laitettin nayte ensimmaisen ajon Pellicon-
suodattamattomasta pelletista ja yhteen putkeen nayte Pellicon-suodatetusta
naytteestd. Seuraavaan putkeen laitettiin nayte 30 %:n sakkaroosin Pellicon-
suodatetun  naytteen  pelletistd ja  seuraavaan nayte  Pellicon-
suodattamattomasta. Seuraavaan putkeen laitettiin nayte 60 %:n sakkaroosin
Pellicon-suodatetun naytteen juovasta ja yhteen putkeen nayte Pellicon-
suodattamattomasta (kuva 2). Naytteiden lisdamisen jalkeen kaikki putket tay-
tettiin viela pintaan asti PBS:aa kayttaen. Ajoputkia ultrasentrifugoitiin noin vuo-
rokauden ajan (100000 x g, 4 °C). Ultrasentrifugoinnin eri vaiheista otettiin nayt-

teita analyyseja varten.
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Kuva 2: Ultrasentrifugoinnin vaiheet

16

Kuvassa merkitty punaisilla numeroilla SDS-PAGE- ja Western blot

analyyseihin keratyt naytteet.
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3.6 Analyysimenetelmat

3.6.1 TR-FIA

Analysoitavat naytteet laimennettiin Delfia-mittauspuskuriin (Delfia Assay Buf-
fer, Wallac Oy) ennen pipetoimista kuoppalevylle. Tydssa kaytettiin valmiiksi
paallystettyja kuoppalevyja, jotka sisalsivat InB-NP-vasta-ainetta (anti-InB-NP,
0,25 ul/well). Kuoppalevyt pestiin ensin levypesurilla kahteen kertaan kayttaen 1
x Delfia Wash -pesuliuosta (Wallac Oy). Kuoppalevyn pesemisen jalkeen kuop-
piin lisattiin 100 ul ndytelaimennoksia. Laimennosten paalle lisattiin 50 ul leima-
ainetta, joka sisalsi suhteessa 1/1000 Europium-leimattua vasta-ainetta ja Del-
fia-mittauspuskuria. Kuoppalevya inkuboitiin 60 min ajan 37 °C:ssa, jonka jal-
keen kuoppalevy pestiin levypesurilla kahdeksan kertaa. Pesujen jalkeen kuop-
piin lisattin 150 ul Enhancement-liuosta (Wallac Oy). Kuoppalevya ravisteltiin
viela 1 min ajan ja signaali mitattiin mikrolevylukijalla (Hidex Sense Microplate
Reader, Hidex).

3.6.2 SDS-PAGE

SDS-PAGE:ssa ajopuskurina toimi 1 x SDS-puskuri, (laimennettiin 10 x SDS-
puskurista, jossa 10 g SDS (Sodium dodecyl sulfate, Sigma-Aldrich), 30,3 g
Trizma base (Sigma-Aldrich), 144,1 g Glycine (Fischer Chemical) ja 1000 ml
H20) ja geelit olivat valmiita 15-kuoppaisia BIO-RAD Mini Protean TGX precast
4-15 % -geeleja (BioRad). Geelien ajolaitteena kaytettiin BIO-RAD-ajolaitetta
(BioRad).

Naytteet valmistettiin laimentamalla ne 6 x Laemmli-puskuriin, johon oli lisatty 5
% BME (beta-merkaptoetanoli). Laimentamisen jalkeen naytteita inkuboitiin 85
°C:eessa 5 min ajan, jonka jalkeen ne sentrifugoitiin (16000 x g, 1 min). Nayt-
teet pipetoitiin geeleille ja geeleja ajettiin 200 V jannitteella noin 30 min ajan.
Geeleja tehtiin aina kaksi rinnakkaista, joista toiselle tehtiin SDS-varjays ja tois-

ta geelia kaytettiin Western blot -maaritykseen. Molekyylipainostandardina toimi
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kaikissa ajoissa BlueStar Protein Marker (Nippon Genetics). SDS-varjays tehtiin
laittamalla geeli, joko Aqua Stain -variliuokseen tai PageBlue Protein Staining -

liuokseen noin 1 h ajaksi varjaytymaan.

3.6.3 Western blot

SDS-geelin proteiinit siirrettiin Immun-Blot PVDF -kalvolle. Ajolaitteena kaytettiin
BIO-RAD Criterion Blotter -laitteistoa (Bio-Rad) ja siirto tapahtui 100 V:ssa 1 h:n
ajan. Proteiinien siirtamisen jalkeen kalvolle tehtiin kaksi vasta-aineinkubointia.
Ensimmaisena vasta-aineena kaytettiin anti-influenssa B -vasta-ainetta (HyTest
Ltd MAb InB27) suhteessa 1/1000 ja toisena vasta-aineena kaytettiin Goat anti-
Mouse -vasta-ainetta (Bio-Rad) suhteessa 1/10000. Vasta-aineet laimennettiin
1 x PBS + 1 % maitojauhe -liuokseen. Molemmat vasta-ainekasittelyt kestivat
tunnin ja ensimmaisen ja toisen vasta-ainekasittelyn valissa tehtiin kalvolle pe-
sut (3 x 5 min, 1 x PBST). Vasta-aineinkubointien jalkeen kalvolle tehtiin pesut
(1 x5 min 1 x PBST ja 2 x 5 min 1 x AP-detektiopuskuri) ja valmistettiin AP-
detektio-liuos, johon laitettiin 66 ul NBT:ta (Promega), 33 ul BICP:ta (Promega)
ja 10 ml AP-detektiopuskuria. Kalvoa inkuboitiin AP-detektiossa noin 30 min,

jonka jalkeen kalvo kuivattiin ja kuvattiin.
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4 TULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU

4.1 InB-NP:n puhdistaminen kromatografisilla menetelmilla
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Kuva 3: Pellicon-suodatetun naytteen kromatogrammi ioninvaihtokromatogra-
fia-ajosta

Kuvassa 3 on kromatogrammi ajosta, jossa Pellicon- suodatettu naytte on ajettu
Q Sepharose XL -pylvaalla. Ajon UV-absorbanssi 280 nm:ssa on kuvattu sini-

sella (vasemmalla puolella oleva y-akseli) ja TR-FIA:sta saadut CPS-arvot viole-
tilla (oikealla puolella oleva y-akseli).

Absorbanssikayra kertoo jokaisen fraktion proteiinimaaran. Mita suurempi piikki
fraktion kohdalla, sitd suurempi on fraktion proteiinimaara. Fraktioista tehtyjen

TR-FIA-maaritysten perusteella (liite 1) isompi osa kohdeproteiinista tulee ulos
keskimmaisessa piikissa eli fraktioissa A10 ja A11.
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Kuva 4: Kromatogrammi geelisuodatuksesta kayttaen kuvassa 3 esitettyja A10-
ja A11-fraktioita

Kuvan 3 kromatogrammin eluutiofraktiot A10 ja A11 yhdistettiin yhdeksi nayt-
teeksi ja niille tehtiin geelisuodatus Capto Core 700 -pylvaalla, kuvassa 4 taman
ajon kromatogrammi. UV-absorbanssi 280 nm:ssa on esitetty sinisella (vasem-

malla puolella oleva y-akseli) ja TR-FIA:sta saadut CPS-arvot punaisella (oike-
alla puolella oleva y-akseli).

Kromatogrammista 4 havaitaan, etta kaikki kohdeproteiinit tulevat ulos jo frakti-
oissa A1 ja A2. Tama oli odotettua, koska teorian mukaan isot proteiinit tulevat

ensimmaisend ulos pylvaasta. Myos TR-FIA:n (liite 1) perusteella havaitaan,

ettd muissa fraktioissa ei ole mitattavaa InB-NP-proteiinia.

kuvan 4 kromatogrammin eluutiofraktioille (fraktiot, joiden kohdalla absorbans-

sikayralla piikit ja joiden CPS-arvot suurimmat) tehtiin SDS-PAGE ja Western

blot -analyysi.
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Kuva 5: Geelisuodatuksen SDS-PAGE (vasemmalla) ja Western blot (oikealla).

1) alkuperainen nayte 2) fraktio A1 3) fraktio A2

4) fraktio A4 5) fraktio A5 6) fraktio A6

7) fraktio A7 8) molekyylipainostandardi 9) fraktio A8
10) fraktio A9 11) fraktio A10 12) fraktio A11
13) fraktio A12 14) negatiivinen kontrolli 15) positiivinen
kontrolli

Molekyylipainostandardin bandien koot ylhaalta alaspain ovat 180 kDa, 130
kDa, 100 kDa, 75 kDa (punainen bandi), 63 kDa, 48 kDa, 35 kDa, 28 kDa (vih-
read bandi), 17 kDa ja 10 kDa.

Geelisuodatusnaytteilla tehdysta Western blot -kalvosta (kuva 5) havaitaan, etta
InB-NP tulee pylvaasta ulos jo heti flowthrough:ssa (fraktiot A1 ja A2) vaikkakin
hyvin heikkoina bandeina. InB-NP:n koko osuu markkerista katsottuna 100
kDa:n ja 75 kDa:n valille mika, sopii hyvin myds teoreettiseen proteiinin kokoon
(82,5 kDa). Myo6s SDS-PAGE:n geelissa havaitaan bandit samoissa kohdissa

Western blot -kalvon kanssa.

Taulukko 1: Kromatografisten menetelmien puhdistustaulukko

Vaihe Tilavuus (ul) | CPS/ul | Saantoprosentti (%)
IEX 18ht6nayte 1000 2861 100

IEX A10/A11 eluutiolle | 2000 92 7

GF A1/A2 eluutiolle 2000 110 8

Kromatografisille menetelmille tehtiin puhdistustaulukko (taulukko 1). Puhdistus-

taulukosta havaitaan, ettd saanto laskee huomattavasti IEX-ajossa, jonka jal-

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Elina Sahla



22

keen saanto on 7 %. GF-ajon jalkeen saanto kasvaa vahan. Saannon kasvu on
kuitenkin pieni, joten kyseessa voi olla mittausvirhe, silld oletettavaa oli, etta
saanto laskee jokaisessa puhdistusvaiheessa, kun kohdeproteiinia puhdistetaan

enemman.

4.2 Ultrasentrifugointi

Ultrasentrifugointi-vaiheessa tehtiin tydjakson puitteissa kaksi ajokokonaisuutta.
Ajo-ohjelmat perustuivat artikkeliin, jossa onnistuttiin puhdistamaan viruksen
kaltaista proteiinia kahdella perakkaisella ultrasentrifugoinnilla ajamalla nayte

ensin 30 % sakkaroosimatriisin 14pi ja seuraavaksi CsCl-matriisin 1api.°

Ensimmainen ajokokonaisuus antoi tietoa toista ajokokonaisuutta varten, jossa
paatettiin ajaa naytetta pelkan PBS:n, 30 % sakkaroosin ja 60 % sakkaroosin
l&pi noin vuorokauden ajan ja siihen peraan noin vuorokauden mittainen ajo

matriisin lapi, jossa oli seka 15 %:sta, etta 40 %:sta CsCl:a.

60 % sakkaroosi osoittautui liilan tiheaksi matriisiksi ja kaikki nayte jai sakkaroo-
sin pinnalle. 30 %:sta sakkaroosia sisaltavaan Pellicon-suodatettuun putkeen
muodostui pelkka pelletti, mutta suodattamattoman naytteen putkeen muodostui
seka pelletti, etta juova (kuva 2). Toiselle naytteelle tehty Pellicon-suodatus on
poistanut naytteesta kaikki pienet partikkelit, mika aiheuttaa todennakoisen eron
naiden naytteiden valille. Tasta voidaan paatelld, ettd 30 %:nen sakkaroosimat-
riisi paastaa siis lavitseen vain yli 300 kDa:n kokoiset partikkelit. Molempiin put-
kiin, joissa oli naytteiden kanssa PBS muodostui pelletit putkien pohjalle. PBS ja
30 %:n sakkaroosiputkien pelleteista tehtiin naytteet toiseen vuorokauden pitui-
seen ajoon, my0s 60 %:n sakkaroosin juovia kaytettiin naytteina, koska niiden
oletettiin sisaltavan InB-NP:ta. Kaikkiin putkiin laitettiin toista ajoa varten saman-

lainen matriisi, joka sisalsi seka 15 %:sta, etta 40 %:sta CsCl:a.

Toisen vuorokauden pituisen ajon jalkeen 60 %:n sakkaroosin juovista otetut
naytteet muodostivat molemmat juovat putken puoleen valiin (kuva 7). Myos 30

% sakkaroosin pelleteista otetut naytteet muodostivat juovat putkien puoleen
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valiin. PBS-putkien pelleteista otetut naytteet eivat muodostaneet ajoputkiin pel-

lettia, eika juovaa, joten kohdeproteiini luultavasti tuhoutui.

Kuva 6: Ultrasentrifugointiputki toisen vuorokauden pituisen ultrasentrifugoinnin
jalkeen.

Kuvasta nahdaan, mita tarkoitetaan juovan muodostumisella. Valkoista kerros-
tumaa putken puolivalin alapuolella kutsutaan juovaksi.
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Kuva 7: Ultrasentrifugointinaytteiden aktiivisuudet (CPS/ul). Naytteiden nume-
roinnit vastaavat ultrasentrifugointivaiheiden kuvan 2 numeroita. Kaaviossa on
aina samasta vaiheesta otettu Pellicon-suodatettu ja suodattamaton nayte rin-
nakkain.

Kuvassa 7 esitettyna ultrasentrifugoinnin eri vaiheista otettujen naytteiden CPS-
arvoja, jotka on laskettu TR-FIA-maaritysten perusteella (Liite 1). Kaaviosta on
jatetty pois seka naytteet 2 ja 12 etta naytteet 4 ja 10, koska niissa ei juurikaan
ollut aktiivisuutta jaljella (pienet CPS-arvot). Kuvasta havaitaan, ettd naytteiden
3 ja 11 CPS-arvot kasvavat, kun taas kaikkien muiden naytteiden CPS-arvot
pienenevat alkuperaisnaytteisiin verrattuna. CPS-arvot pellicon-suodatettujen ja
suodattamattomien naytteiden valilld ovat kuitenkin yllattavan pienia, vaikka

lahtonaytteiden valilla CPS-arvojen ero on melko suuri.

Eri vaiheissa otetuista naytteista tehtiin myés SDS-PAGE ja Western blot -

analyysit.
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Kuva 8: Ultrasentrifugoinnin SDS-PAGE (vasemmalla) ja Western blot (oikeal-
la). Kuvan numeroita vastaavat naytteet ovat merkittyna punaisilla numeroilla
kuvaan 2. Molekyylipainostandardin bandien koot ylhaalta alaspain ovat 180
kDa, 130 kDa, 100 kDa, 75 kDa (punainen bandi), 63 kDa, 48 kDa, 35 kDa, 28
kDa (vihrea bandi), 17 kDa ja 10 kDa.

Kuvasta 8 havaitaan, ettda kohdeproteiinia on ensimmaisen vuorokauden pitui-
sen ajon jalkeen seka Pellicon-suodatetun naytteen, ettd suodattamattoman
naytteen putkissa, joissa kaytettiin matriisina 30 %:sta sakkaroosia (nayte 3 ja
11). Toisen vuorokauden pituisen ajon jalkeen, kohdeproteiinia ei nayta enaa
olevan juurikaan jaljella (nayte 5 ja 9), vaikka puhdistustaulukkojen (taulukot 2
ja 3) mukaan kohdeproteiinia voisi olla viela jaljella. SDS-geeli (kuva 8) on var-
jaytynyt liian siniseksi, mutta siitd voidaan kuitenkin havaita yhdet kohdeproteii-

nin bandit, jotka ovat samoissa kohdissa myds Western-kalvolla.

Ultrasentrifugoinnista tehtiin myds puhdistustaulukkoja. Puhdistustaulukkoa ei
tehty naytteille 2 ja 4 seka naytteille 12 ja 10, koska naissa naytteissa ei ollut

aktiivisuutta jaljella puhdistusvaiheiden jalkeen.
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Taulukko 2: Ultrasentrifugoinnin Pellicon-suodatetun naytteen puhdistustauluk-

ko naytteille 3ja 5

Vaihe Tilavuus | CPU/ul | Saantoprosentti
(ul) (%)

Lahtonayte (nayte 1) 1000 997 100

1. vuorokauden pituinen ultrasentrifu- | 2000 2148 431

gointi, 30 % sakkaroosimatriisi (nayte

3)

2. vuorokauden pituinen ultrasentrifu- | 400 480 19

gointi, CsCl-matriisi (nayte 5)

Taulukko 3: Ultrasentrifugoinnin Pellicon-suodattamattoman naytteen puhdis-

tustaulukko naytteille 9 ja 11

Vaihe Tilavuus | CPS/ul | Saantoprosentti
(ul) (%)

Lahtonayte (nayte 13) 1200 1680 100

1. vuorokauden pituinen ultrasentrifu- | 2000 1995 198

gointi, 30 % sakkaroosimatriisi (nayte

11)

2. vuorokauden pituinen ultrasentrifu- | 400 770 15

gointi, CsCl-matrsiisi (nayte 9)
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Taulukko 4: Ultrasentrifugoinnin Pellicon-suodatetun naytteen puhdistustauluk-
ko naytteelle 6

Vaihe Tilavuus | CPU/ul | Saantoprosentti
(ul) (%)

Lahtonayte (nayte 1) 1000 997 100

2. vuorokauden pituinen ultrasentrifu- | 800 290 23

gointi, CsCl-matriisi (nayte 6)

Taulukko 5: Ultrasentrifugoinnin Pellicon-suodattamattoman naytteen puhdis-
tustaulukko naytteelle 8

Vaihe Tilavuus | CPU/ul | Saantoprosentti
() (%)
Lahtonayte (nayte 13) 1200 1680 | 100

1. vuorokauden pituinen ultrasentrifu-
gointi, 60 % sakkaroosimatriisi (ei nay-
tetta)

2. vuorokauden pituinen ultrasentrifu- | 800 345 14

gointi, CsCl-matriisi (nayte 8)

Taulukkojen 2 ja 3 naytteitd on puhdistettu keskendan samalla tavalla, kuten
myo0s taulukkojen 4 ja 5 naytteita, mutta erona on se, etta taulukossa 2 ja 4 kay-
tettiin 1ahtonaytteena Pellicon-suodatettua naytetta ja taulukossa 3 ja 5 suodat-

tamatonta.

Taulukoista 2 ja 3 taulukoista havaitaan, ettd ensimmaisen vuorokauden pitui-
sen ultrasentrifugoinnin jalkeen molempien naytteiden CPS-arvot ja saantopro-
sentit kasvavat huomattavasti alkuperaisiin naytteisiin verrattuna. Naytteiden
kasittelyssa on tapahtunut jotain, mika on aiheuttanut taman signaalitason nou-
sun. Naytteet ovat mahdollisesti voineet pilkkoutua pienempiin osiin tai niiden
molekyylirakenne on voinut muuttua, mikd mahdollistaa vasta-aineen parem-

man sitoutumisen proteiiniin. Saantoprosentin perusteella kohdeproteiinia on
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kuitenkin selvasti viela jaljella ensimmaisen vuorokauden pituisen ultrasentrifu-
goinnin jalkeen, mika kay ilmi myds kuvan 9 SDS-PAGE:ssa ja Western-
kalvolla. Toisen vuorokauden pituisen ultrasentrifugoinnin jalkeen saantopro-
sentti on molemmissa tapauksissa hieman alle 20 %, mutta Pellicon-suodatetun

naytteen saanto on kuitenkin parempi, kuin suodattamattoman naytteen.

Taulukoissa 4 ja 5 naytteita ei otettu ensimmaisen vuorokauden pituisen ult-
rasentrifugoinnin jalkeen, koska ajateltiin ettei naytteissa ole tapahtunut puhdis-
tusta liian tihean sakkaroosimatriisin takia. Puhdistusprosessia voidaan siis tar-
kastella vain toisen vuorokauden pituisen ultrasentrifugoinnin perusteella. Toi-
sen vuorokauden pituisen ultrasentrifugoinnin jalkeen havaitaan, etta Pellicon-

suodatetun naytteen saanto on parempi kuin suodattamattoman naytteen.

4.3 Naytteen aktiivisuuden sailyminen

Alkuperaisen Pellicon-suodatetun naytteen aktiivisuuden muutos on koottu tau-

lukkoon 1.

Taulukko 6: Pellicon-suodatetun naytteen aktiivisuuden muutos 43 paivan aika-
na

Paivamaara Paivia CPS/ul Saantoprosentti (%)
12.3.2015 0 4421 100
18.3.2015 6 4772 108
24.3.2015 12 2862 65
31.3.2015 19 2960 67
7.4.2015 26 1981 45
14.4.2015 33 2263 51
24.4.2015 43 1804 40

Taulukko 6 osoittaa, etta Pellicon-suodatetun naytteen aktiivisuus vaihtelee hy-
vinkin paljon. Kuudessa paivassa naytteen saantoprosentti nousee ja yhdessa
kuukaudessa saantoprosentti on enda 40 %. Naytteita sailytettiin koko tyon ajan
-18 °C lampdtilassa olevassa pakkasessa. Pellicon-suodatettu nayte jaettiin heti

alussa useampaan eraan, joten naytettd ei jouduttu pakastamaan ja sulatta-
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maan moneen kertaan. Tasta voidaan vain todeta, etta nayte ei saily pitkia aiko-
ja pakkasessa ja vaikka kaikki nayte oli peraisin samasta erasta niin nayte on
ollut epatasaista laadultaan. Jopa samana paivana tehdyt mittaukset saattoivat
erota toisistaan, mutta tdhan voi vaikuttaa mydés muun muassa valmiiksi paal-
lystettyjen kuoppien epatasaisuus, reagenssien lampdtilaerot, laimennosten
epatarkkuus, tydskentelytapojen vaihtelevuus ja mittausvirheet.
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5 LOPPUPAATELMAT

Kromatografisista menetelmista paras lopputulos saavutettiin kayttamalla ionin-
vaihtokromatografiaa (Q Sepharose XL -pylvas) ja geelisuodatusta (Capto Core
700 -pylvas) perakkain. Geelisuodatus yksinaan ei ollut riittdva puhdistamaan

InB-NP:ta vaan paras tulos saatiin yhdistamalla ajot.

Seka ioninvaihtokromatografiaa, etta geelisuodatusta kaytettiin yksinaan ja pe-
rakkain useamman kerran seka Pellicon-suodatetulle naytteelle, ettd suodatta-
mattomalle naytteelle. Pellicon-suodatettu nayte antoi parempia tuloksia, kuin
suodattamaton nayte. Pellicon 300 kDa -kasetti poisti naytteesta alle 300 kDa
kokoiset molekyylit. Kohdeproteiinin teoreettinen molekyylipaino on noin 82,5
kDa, mutta Pellicon-suodatuksen aikana kohdeproteiinia oli liittynyt toisiinsa
useita (tetrameeri), mika teki molekyylipainosta suuremman kuin 300 kDa, joten
haluttu kohdeproteiini saatiin talteen. Vasta SDS-naytteille tehty inkubointi 85

°C:ssa ja beta-merkaptoetanoli hajottivat kohdeproteiinin monomeereiksi.

Geelisuodatus (Capto Core 700 -pylvas) antoi tulokseksi sen mika oli jo etuka-
teen tiedossa eli geelisuodatus sopii paremmin jalkipuhdistusmenetelmaksi kay-
tettdvaksi esimerkiksi ioninvaihtokromatografian jalkeen. loninvaihtokromatogra-
fia (Q XL- pylvas) antaa yksinaan jo hyvia tuloksia, mutta parhaimmat puhtaus-
tulokset saavutetaan kayttamalla ioninvaihtokromatografiaa ja geelisuodatusta

perakkain.

Vertailemalla kromatografisia menetelmia ja ultrasentrifugointia toisiinsa, niin
ultrasentrifugoinnilla saavutettiin kromatografisia menetelmia paremmat saan-

not.

Ultrasentrifugoinnissa onnistuttiin hyvin saamaan kohdeproteiini nakyviin en-
simmaisen vuorokauden mittaisen ajon jalkeen, kun kaytettiin 30 %:sta sakka-
roosimatriisia. 60 %:nen sakkaroosimatriisi osoittautui liian tiheaksi, silla se ei
paastanyt molekyyleja lavitseen. CsCl-matriisien kaytolla ei saavutettu haluttua

tulosta silla naytteiden CPS-arvot jaivat liian mataliksi.
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Jatkossa pitaisi suorittaa lisaa ajoja 30 % sakkaroosimatriisin kanssa ja tutkia
toistuuko CPS-arvojen ja saantojen huomattava kasvaminen. Mikali nain tapah-
tuu, niin pitaisi lahtea selvittamaan tarkemmin syyta, ettd miksi nain tapahtuu.
Puhdistusta voisi myds kokeilla esimerkiksi 40 %:n ja 50 %:n sakkaroosimatrii-
sin kanssa ja tutkia miten matriisin tiheys vaikuttaa puhdistukseen. Jatkossa
pitaisi myds mitata proteiinikonsentraatio, jotta spesifinen aktiivisuus olisi mitat-

tavissa.

Tyon tekemiseen ja tuloksiin vaikutti huomattavasti se, etta alkuperaisten nayt-
teiden CPS-arvot vaihtelivat paljon eri kertoina. Naytteen pakastaminen ja sulat-
taminen ei voi vaikuttaa sailymattomyyteen, silla nayte oli heti alussa jaettu
useampaan eraan, joten uudelleen pakastettuja naytteitd ei tarvinnut kayttaa
taman tyon aikana. Nayte mahdollisesti vain hajosi ajan kuluessa. Naytteen sai-
lyttdmiseen tulisikin jatkossa kiinnittaa erityisesti huomiota tai tarvittaessa hajot-

taa solut jokaisella puhdistuskerralla erikseen.
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TR-FIA-mittaustulokset

Liite 1 (1)

CPS- laimennos huomioi-

Naytteen nimi tausta tu CPS/ul
Alkuperainen Pellicon-suodatettu nayte
1/50 5722 286075 2861
IEX A1,A2 1/10 1534 15335 153
IEX A9 1/10 248 2480 25
IEX A101/10 853 8525 85
IEXA11 1/10 996 9960 100
IEX A12 1/10 311 3110 31
IEXB3 1/10 91 910 9
IEX B4 1/10 438 4380 44
IEX B51/10 216 2155 22
IEX B6 1/10 175 1745 17

CPS- laimennos huomi- | CPS/
Naytteen nimi tausta oitu ul
GF alkuperdinen nayte eli IEX:n fraktiot
A10,A11 1/50 245 12225 122
GF A1 1/10 629 6285 63
GF A2 1/10 1566 15660 157
GF A4 1/10 -4
GF A5 1/10 -126
GF A6 1/10 -89
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Naytteen nimi CPS-tausta | laimennos huomioitu [ CPS/pl
Ultrasuodatus 1 1/50 1994 99675 997
Ultrasuodatus 2 1/10 18 175 2
Ultrasuodatus 3 1/10 21484 214835 2148
Ultrasuodatus 4 1/10 262 2620 26
Ultrasuodatus 5 1/10 4798 47980 480
Ultrasuodatus 6 1/10 2901 29010 290
Ultrasuodatus 8 1/10 3453 34530 345
Ultrasuodatus 9 1/10 7704 77040 770
Ultrasuodatus 10 1/10 1739 17385 174
Ultrasuodatus 11 1/10( 19947 199465 1995
Ultrasuodatus 12 1/10 -1

Ultrasuodatus 13 1/50 3360 168000 1680

Ultrasuodatusnaytteiden numerot vastaavat kuvan 2 numeroita.
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