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Tämä opinnäytetyö tehtiin Helsingin yliopiston eläinlääketieteellisen tiedekunnan perus-
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Lactobacillus sobrius -lajilla on todettu olevan probioottisia vaikutuksia porsailla, ja sillä on
havaittu adheesiota suolen limakalvoille ja epiteelisoluihin toistaiseksi tuntemattomalla
mekanismilla. Tutkimuksen kohteena on pintakerrosproteiinin mahdollisesti aiheuttama
adheesio ja pintakerrosproteiinin mahdolliset sovellukset antigeenien kuljettajana.

Tämän työn tarkoituksena oli kloonata L. sobrius GRL1110 -kannan pintakerrosproteiinia
(Slp, Surface Layer Protein) koodaava geeni, tuottaa pintakerrosproteiinia Esherichia coli -
bakteerissa ja tehdä alustavia adheesiokokeita sian suolen epiteelisolujen (IPEC-1) kans-
sa.

L. sobrius -solujen pinnalta uutettiin proteiinit, joista oikean kokoinen valittiin N-
terminaaliseen aminohapposekvensointiin. Sekvenssin perusteella tehtiin alukkeet, joilla
saatiin PCR:llä monistettua slp1-geeni. Geeni ligatoitiin pET-28b(+)-vektoriin ja elektro-
kompetentit E. coli -solut transformoitiin. Rekombinanttiproteiinia tuotettiin E. coli
-ekspressiosoluissa, ja saatu proteiini puhdistettiin affiniteettikromatografialla. L. sobrius
-kannasta eristettiin soluseinät. Pintakerrosproteiinin sitoutumista testattiin soluseiniin, ja
kokonaisten L. sobrius -solujen ja soluseinien sitoutumista testattiin sian suolen epitee-
lisolulinjaan (IPEC-1).

L. sobrius -soluja sitoutui IPEC-1 -soluihin suunnilleen yhtä paljon riippumatta siitä, oliko
niistä uutettu pintakerrosproteiinit guanidiinihydrokloridilla vai ei. Tämä viittaisi siihen, että
jos pintakerrosproteiini aiheuttaakin adheesiota epiteelisoluihin, niin myös jokin toinen
komponentti L. sobrius -soluissa aiheuttaa sitä. Eristetyt soluseinät eivät kuitenkaan sitou-
tuneet epiteelisoluihin sellaisenaan, ja jatkossa lähdetään tutkimaan, sitoutuvatko pinta-
proteiinikerroksella peitetyt soluseinäfragmentit IPEC-1-soluihin.
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Lactobacillus sobrius is known to have probiotic effects in piglets and studies have shown
that it adheres to porcine intestinal mucus and epithelial cells through an as yet unknown
mechanism. The purpose of this study is to examine whether the surface layer proteins
are the cause of this adhesion and if the proteins could be used as antigen delivery
vehicles.

The main aims of this study are to clone the surface layer protein gene of L. sobrius
GRL1110, to express the slp-gene in Esherichia coli and to carry out some preliminary
adhesion experiments with a piglet intestinal cell line IPEC-1.

Proteins were extracted from the surface of L. sobrius cells, and the protein of the right
size was sent to N-terminal amino acid sequencing. Based on the sequence, primers were
made and the slp1 gene was amplified by PCR. The gene was ligated to pET-
28b(+)vector and the electro competent E. coli cells were transformed. Recombinant pro-
teins were expressed in E. coli and the proteins were purified by affinity chromatography.
The cell walls were isolated from L. sobrius. The adhesion of the surface layer proteins to
the cell walls as well as the adhesion of entire L. sobrius cells and cell walls to porcine
intestinal epithelial cells (IPEC-1) was tested.

The tests showed that L. sobrius cells adhered to IPEC-1 cells at about the same degree
regardless of whether they had been extracted by guanidine hydrochloride or not. This
implicates that even if the surface layer protein has a central role in creating adhesion to
epithelial cells, some other component in L. sobrius participates in the process as well.
However, plain cell walls did not adhere to epithelial cells, and thus further study is
needed in order to determine whether cell walls coated with surface layer proteins adhere
to IPEC-1 cells.

Keywords: slp1-gene, surface layer proteins, Lactobacillus sobrius, adhesion, IPEC-1
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1 JOHDANTO

Gram-positiivisilta bakteereilta on löydetty useita pinta- ja transmembraani-

proteiineja, jotka voidaan tunnistaa genomin sekvenssistä. Osa näistä prote-

iineista pystyy välittämään bakteerien sitoutumista isäntäkudoksiin. Tällainen

pintakomponenttien ryhmä ovat erityisesti pintakerrosproteiinit. Pintaprote-

iinikerrokset ovat proteiini- tai glykoproteiinialayksiköistä koostuvia monimo-

lekyylisiä kiteisiä levymäisiä rakenteita, jotka sijaitsevat soluseinän ulkopuo-

lella ja peittävät solun kokonaan. Pintakerrosproteiineja on tunnistettu useilla

organismeilla bakteeri- ja arkki-ryhmistä, ja ne ovat yleisiä Lactobacillus-

suvun lajeilla, kuten sioista saatavalla L. sobrius -lajilla.

Maitohappobakteerien pintakerrosproteiinit voivat liittyä sitoutumiseen solu-

väliaineen komponentteihin ja epiteelisoluihin, samoin kuin patogeenien

poissulkemiseen. Tähän mennessä pintakerrosproteiinien reseptorit epitee-

lisoluissa ovat kuitenkin vielä tuntemattomia.

L. sobrius valittiin tutkimuksen kohteeksi siitä syystä, että sillä on todettu

olevan jokin adheesiota aiheuttava tekijä, ja lisäksi se on vahvasti probiootti-

nen porsaassa. Tutkimuksessa lähdetään liikkeelle pintekerrosproteiinin

tunnistamisesta ja L. sobrius -kannan slp1-geenin kloonaamisesta, minkä

jälkeen pintakerrosproteiinia tuotetaan E. coli -isännässä. Kun rekombinant-

tiproteiini on saatu puhdistettua, voidaan sen adheesio-ominaisuuksia testa-

ta. Tarkoitus on jatkossa selvittää pintakerrosproteiinin reseptori koh-

desoluissa sekä L. sobrius -solujen pintakerrosproteiinien toimintaa ja vaiku-

tusmekanismeja kohdesolussa. Lisäksi tutkimus voi avata uusia tapoja käyt-

tää tätä lajia vektorina antigeeneille.
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2 TEORIA

2.1 Pintakerrosproteiinit

Pintakerrosproteiinit (surface layer proteins) muodostavat säännöllisen, koko

solun peittävän hilarakenteen solun uloimmaksi kerrokseksi monilla baktee-

reilla ja arkeilla. Solun kokonaisproteiinimäärästä voi olla jopa 10 - 15 % pin-

takerrosproteiineja [1, s. 512]. Kuvassa 1 on elektronimikroskooppikuva bak-

teerisolusta, jota peittää pintaproteiinikerros.

Kuva 1. Elektronimikroskoopilla otettu kuva solua peittävästä pintaproteinikerrokses-
ta, palkki = 100 nm [2]

Pintaproteiinikerrokset koostuvat proteiini- tai glykoproteiinialayksiköistä, joi-

den koko vaihtelee 40 - 200 kDa:n välillä [1, s. 512] ja ne ovat yleensä hei-

kosti happamia. Proteiinien pI-arvo on normaalisti 3 - 6 [3, s. 253 - 260]. Pin-

takerrosproteiinien muodostama hilarakenne voi olla vinokulmainen, neli-

kulmainen tai kuusikulmainen, ja se on yleensä paksuudeltaan 5 - 25 nm [3,

s. 253 - 260.], Pintakerroksen ulkopinnasta jopa 70 % saattaa olla 2 - 8 nm:n

kokoisia huokosia [4, s. 6], jotka sijaitsevat noin 3 - 35 nm:n etäisyydellä toi-

sistaan. Alayksiköt ovat sitoutuneet toisiinsa ja soluseinään ei-

kovalenttisesti, ja ne voidaan irrottaa soluseinistä ja toisistaan esimerkiksi

kaotrooppisilla aineilla, kuten guanidiinihydrokloridilla (GHCl), joka purkaa

vetysiltoja. [3, s. 254.] Hajotetun pintakerroksen alayksiköt pystyvät järjestäy-
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tymään uudelleen säännölliseksi hilarakenteeksi joko kiinteille pinnoille tai

liuokseen, kun kaotrooppinen tekijä poistetaan [1, s. 512].

Pintakerrosproteiineilla on monta mahdollista tehtävää, mutta yhteistä tarkoi-

tusta niille ei ole vielä löydetty, eikä sellaista luultavasti olekaan. Ne voivat

esimerkiksi toimia solua suojaavana kerroksena, auttaa solua säilyttämään

muotonsa, toimia tarttumiskohtana solun ulkopuolisille entsyymeille, siivilänä

molekyyleille ja ioneille, tai auttaa bakteerin kiinnittymisessä kudosten pin-

noille. [1, s. 512.] Pintakerrosproteiinien soveltamista tutkitaan paljon. Niitä

sovelletaan jo matriisina esimerkiksi vasta-aineiden ja allergeenien sitomi-

sessa ja immuunivasteen mittaamisessa, tai templaattina metallinanopartik-

kelien hilarakenteen muodostamiselle. Pintakerrosproteiinit voivat mahdolli-

sesti myös toimia antigeenin kuljettajina limakalvorokotteissa. [5, s. 20.]

2.2 Lactobacillus -suku

Maitohappobakteerit ovat sellaisten bakteerien ryhmä, joita yhdistää hiilihyd-

raateista käymisessä lopputuotteena saatava maitohappo. Lactobacillus-

suku on maitohappobakteeriryhmän suurin, Gram-positiivisten ja fakultatiivi-

sesti anaerobien bakteerien luokka, ja siihen kuuluu toista sataa lajia. Lajit

poikkeavat toisistaan suuresti fenotyypiltään, genotyypiltään ja fysiologisilta

ominaisuuksiltaan. [6.]

Jotkin Lactobacillus-suvut ovat täysin normaali osa ihmisten tai eläinten mik-

robistoa, ja eräät ovat olleet pitkään elintarviketeollisuuden käytössä. Näistä

syistä osa maitohappobakteereista on määritelty yleisesti turvallisiksi, eli

saanut GRAS-luokituksen (Generally Recognized As Safe). Niitä käytetään

yleisesti elintarviketeollisuudessa, kuten kasvisten, leipätaikinan, maitotuot-

teiden ja lihan käsittelyssä. Jotkut lajit aiheuttavat myös elintarvikkeiden pi-

laantumista. [1, s. 512.] Lisäksi joillakin Lactobacillus-kannoilla on todettu

olevan probioottisia ominaisuuksia. Probiootit esimerkiksi estävät patogeeni-

en sitoutumisen syrjäyttämällä ne, tai tuottavat patogeenejä inhiboivia yhdis-

teitä. [7; 8, s. 16 - 17.]

Koska maitohappobakteerit ovat turvallisia ja kestävät hyvin ruoansulatuk-

sen eri vaiheita, ne ovat potentiaalisia antigeenin kuljettajia. Tutkimukset

ovat osoittaneet, että maitohappobakteerien kuljettamien antigeenien aiheut-
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tama immuunivaste on suoraan riippuvainen ilmennetyn antigeenin määräs-

tä. Lisäksi solun pinnalla ilmennetty antigeeni aiheuttaa yleensä vahvemman

immuunivasteen kuin solunsisäisesti tuotetut antigeenit. Tuottamalla anti-

geeni yhdistettynä pintakerrosproteiiniin, saadaan solun pinta ilmentämään

hyvin tehokkaasti haluttua antigeeniä [9, s. 21].

Jotta elimistöön voisi muodostua Lactobacillus-populaatio, on bakteereilla ol-

tava jokin keino kiinnittyä epiteelisolun pinnalla olevaan solulimaan tai epi-

teelisoluun. Vaikka tällaista kiinnittymistä on kuvattu paljon, molekyylitason

mekanismeja tunnetaan vielä huonosti [8, s. 19]. Mahdollisia sitoutumista vä-

littäviä tekijöitä ovat ainakin solupinnan hydrofobisuus ja itseaggregoitumi-

nen [10, s. 981], lipoteikkohapot [11, s. 1072] ja pintakerrosproteiinit.

Maitohappobakteerien pintakerrosproteiinit ovat pienimpiä tunnettuja pinta-

kerrosproteiineja, noin 45 - 71 kDa. Niillä on myös muita pintakerrosprote-

iineja korkeampi pI-arvo, 9,35 - 10,4 [12]. Useilta Lactobacillus-lajeilta on

löydetty pintakerrosproteiineja, ja joiltakin lajeilta on onnistuttu kloonaamaan

ja sekvensoimaan niitä koodaavat geenit. Joillakin Lactobacillus-lajeilla on

todettu olevan useampi pintakerrosproteiinia koodaava geeni [1, s. 512 -

513]. Tällaiset bakteerit voivat tuottaa eri pintakerrosproteiineja eri olosuh-

teissa, tai osa geeneistä ei ilmenny [13, s. 6786]. Yleisesti pintakerrosprote-

iineilla on kaksi rakenteellista aluetta, joilla on oleelliset tehtävät. Toinen alue

kiinnittää pintakerrosproteiinien alayksiköt soluseinään, toinen järjestää pin-

takerrosproteiinit säännölliseksi rakenteeksi. Tutkituissa Lactobacillus aci-

dophilus -ryhmän pintakerrosproteiineissa C-terminaalinen alue on vastuus-

sa sitoutumisesta soluseinään ja N-terminaalinen alue hilarakenteesta [1, s.

521]. Lactobacillus-suvun tutkittujen pintakerroskerrosproteiinien on osoitettu

välittävän sitoutumista soluväliaineen proteiineihin sekä ihmisten ja eläinten

epiteelisoluihin [5, s. 14.]

Maitohappobakteerien soluseinässä on peptidoglykaanin lisäksi sekundaari-

sia soluseinäpolymeerejä, kuten teikkohappoja ja lipoteikkohappoja. Lacto-

bacillus-suvun pintakerrosproteiinien on todettu sitoutuvan soluseinään ai-

nakin teikkohappojen, lipoteikkohappojen ja neutraalien polysakkaridien väli-

tyksellä [1, s. 520], kuten kuvassa 2 on esitetty.
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Kuva 2. Pintakerrosproteiinien sitoutuminen soluseinään [14]

2.3 Lactobacillus sobrius

L. sobrius -solut ovat liikuntakyvyttömiä, itiöitä muodostamattomia, noin 0,6 -

1,0 µm paksuja ja 2,0–20,0 µm pitkiä sauvamaisia bakteereja, jotka esiinty-

vät yksittäisinä, pareina tai pitkinä ketjuina. Ne kasvavat parhaiten +37 °C

lämpötilassa, mutta myös korkeammissa lämpötiloissa + 45 °C asti. L. sobri-

us GRL1110 on eristetty vieroittamattoman, terveen porsaan suolistosta,

jossa sitä esiintyy runsaasti. [15.] Vieroituksen yhteydessä porsaan suoliston

L. sobrius -kanta pienenee huomattavasti, ja vieroituksen jälkeen porsaat

ovat alttiita sairastumaan ripuliin [16, s. 1 - 2].

Aiemmissa tutkimuksissa on todettu, että L. sobrius GRL1110 on vähentänyt

huomattavasti patogeenin (Escherichia coli, ETEC K88) adheesiota vas-

tasyntyneen porsaan suolen epiteelisoluihin (IPEC-1). Tällä perusteella ar-

vellaan, että L. sobrius -kannan syöttäminen porsaille vähentäisi E. coli

-patogeenin aiheuttamia ripuleita ja tehostaisi infektoitujen porsaiden pai-

nonnousua. [17, s. 2710.] Porsaat kasvoivat erään tutkimuksen mukaan jopa

74 % nopeammin kuin kontrolliryhmä, jolle ei syötetty L. sobrius -kantaa.

Sama tutkimus myös vahvisti käsitystä siitä, että L. sobrius inhiboi jollakin

mekanismilla ETEC-solujen adheesiota. [16, s. 4 - 7.]
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Lactobacillus sobrius -lajia pidettiin aluksi uutena, mutta myöhemmin on to-

dettu, että se kuuluukin L. acidophilus -ryhmään kuuluvaan Lactobacillus

amylovorus -lajiin. L. sobrius on ehdotettu liitettäväksi L. amylovorus -nimen

alle. [18.] Lajin kanssa fylogeneettisesti läheisiä lajeja ovat L. acidophilus, L.

crispatus ja L. gallinarum [6]. Näistä L. crispatus - ja L. acidophilus -kannoilla

on todettu sekvensoinnin perusteella olevan kaksi slp-geeniä, samoin kuin

Southern blot -analyysin perusteella näyttäisi olevan L. amylovorus -lajilla [1,

s. 513].
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3 TYÖN SUORITUS

Työssä käytetyt materiaalit on lueteltu liitteessä 1.

3.1 L. sobriuksen kasvukäyrä ja mikroskopointi

L. sobrius (GRL1110) -pesäke siirrostettiin 20 ml:aan DeMan Rogosa Sharp

(MRS) -lientä (Difco) tiiviisti suljettuun falcon-putkeen. Soluja kasvatettiin yön

yli +37 °C lämpötilassa, minkä jälkeen liemestä otettiin 0,5 ml talteen mik-

roskopointia varten ja lopuista tehtiin 5 % nuorennos, jonka absorbanssi mi-

tattiin 600 nm aallonpituudella puhdasta MRS-lientä vasten. Nuorennosta

kasvatettiin +37 °C lämpötilassa, ja sen absorbanssi mitattiin noin tunnin vä-

lein. Neljän tunnin kasvatuksen jälkeen otettiin uusi näyte mikroskopointia

varten. Kasvatusta jatkettiin, kunnes absorbanssi saavutti arvon 0,5 - 1 ja sii-

tä vielä kolme tuntia eteenpäin mitaten absorbanssia ajan funktiona. Näyttei-

tä tarkasteltiin mikroskoopissa 100 x suurennoksella faasikontrastioptiikalla.

3.2 L. sobriuksen pintakerrosproteiinin uutto eri olosuhteissa

L. sobriuksesta (GRL1110) tehdystä puhdasviljelmästä siirrostettiin pesäke

12 ml MRS-lientä. Soluja kasvatettiin suljetussa putkessa yön yli +37 °C

lämpötilassa. Kasvatus jaettiin 10 ml erään ja 2 x 1 ml:n erät eppendorf-

putkiin, joista toiseen 1 ml näytteeseen lisättiin glyserolia 15 % loppupitoi-

suuteen ja se pakastettiin 100 l erissä myöhempää käyttöä varten.

Toinen 1 ml:n näyte (näyte 1) sentrifugoitiin (16 000 g, 2 min, +4 °C). Super-

natantti poistettiin, ja pelletti pestiin 0,5 ml kylmää PBS-puskuria (phosphate

buffer saline), sentrifugointi tehtiin kuten edellä ja supernatantti pipetoitiin

pois. Pelletti suspensoitiin 100 l Laemmli-näytepuskuria, keitettiin 5 minuut-

tia +100 °C lämpöhauteessa ja pakastettiin -80 °C:seen.

10 ml näyte sentrifugoitiin (3000 g, 10 min, +4 °C) ja supernatantti poistettiin.

Pelletti suspensoitiin 2 ml kylmää PBS-puskuria ja jaettiin kahtia eppendorf-

putkiin. Näytteitä sentrifugoitiin (16 000 g, 2 min, +4 °C) ja supernatantti pi-

petoitiin pois. Toinen pelletti suspensoitiin 2 M GHCl-liuokseen (guanidiinii-

hydrokloridi) ja toinen pelletti 5 M GHCl-liuokseen 750 µl tilavuuteen. Mo-



8

lempia näytteitä inkuboitiin 30 minuuttia +4 °C lämpötilassa ja molemmista

kerättiin solut sentrifugoimalla (16 000 g, 2 min, +4 °C). Supernatantit sääs-

tettiin.  Molemmat pelletit suspensoitiin 200 l Laemmli-näytepuskuria, kei-

tettiin 5 minuuttia +100 °C lämpöhauteessa ja pakastettiin -80 °C. 2 M GHCl-

liuokseen suspensoitu näyte on näyte 2, 5 M GHCl:lla uutettu on näyte 3.

Edellisessä vaiheessa säästetyt supernatantit siirrettiin keitettyihin dialysoin-

tikuppeihin ja dialysoitiin Milli-Q-vettä vasten ensin tunnin ajan +4 °C lämpö-

tilassa. Vesi vaihdettiin tuoreeseen ja dialysointia jatkettiin +4 °C yön yli. Dia-

lysoinnin jälkeen näytteet siirrettiin dialysointikupeista eppendorf-putkiin, jot-

ka sentrifugoitiin (16 000 g, 15 min, +4 °C). Supernatantit otettiin talteen ja

pakastettiin -80 °C. Pelletit suspensoitiin 100 l Laemmli-näytepuskuria ja

keitettiin 5 minuuttia +100 °C lämpöhauteessa. Näistä tuli näytteet 4 ja 5.

Näytteet 1, 2 ja 3 sulatettiin ja sentrifugoitiin (16 000 g, 2 min, RT). Näytteet

1 - 5 ja LMW-standardi (Molecular Weight Standard, Low range, Bio-Rad,

laimennettu 1:20 Laemmli-näytepuskuriin ja denaturoitu valmistajan ohjeen

mukaan) ajettiin 12 % SDS-PAGE:lla (natriumdodekyylisulfaatti-

polyakryyliamidigeelielektroforeesi) 100 V:n jännitteellä noin 1,5 tuntia. Geeli

värjättiin (Coomassie brilliant blue R-250), väri poistettiin ja geeli kuvattiin

AlphaDigiDoc-laitteella. Kuvan perusteella valittiin näyte, josta ulkopuolinen

taho (Biotekniikan instituutti) määritti N-terminaalisen aminohapposekvens-

sin. Sekvenssin perusteella valittiin pintakerrosproteiinia koodaava slp1-

geeni ja tilattiin sitä monistavat alukkeet (Oligomer).

L. sobrius GRL1110 -kannasta siirrostettiin pesäke 11 ml esilämmitettyä

MRS-lientä, jota kasvatettiin yön yli +37 °C:ssa. Liemestä otettiin 1 ml eril-

leen, sentrifugoitiin (16000 g, 2 min, +4 °C), pestiin 0,5 ml PBS-puskuria ja

suspensoitiin 50 µl PBS-puskuriin. Loput 10 ml sentrifugoitiin (3000 g, 10

min, +4 °C), pelletti suspensoitiin 2 ml PBS-puskuria ja jaettiin kahtia, sentri-

fugoitiin (16000 g, 2 min, +4 °C) ja pelletit suspensoitiin 250 µl 5 M GHCl-

liuosta. Molempia näytteitä inkuboitiin tasoravistelijassa tunti, toista huo-

neenlämmössä ja toista +37 °C:ssa, minkä jälkeen ne sentrifugoitiin (16000

g, 2 min, +4 °C). Supernatantit otettiin talteen, ja pelletit suspensoitiin 100 µl

PBS-puskuria. Supernatantit dialysoitiin yön yli vedessä +4 °C:ssa, minkä

jälkeen ne sentrifugoitiin (16000 g, 20 min, +4 °C), supernatantit poistettiin ja

pelletit suspensoitiin 100 µl Laemmli-näytepuskuria. Uuttamattomista ja uu-

tetuista soluista otettiin 4 µl näytteet, joihin lisättiin 4 µl Laemmli-
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näytepuskuria ja keitettiin 5 minuuttia +100 °C:ssa. Näytteet analysoitiin 12

% SDS-PAGEssa.

3.3 Kromosomaalisen DNA:n eristys ja pintakerrosproteiinigeenin monistaminen
PCR:llä

L. sobrius -puhdasviljelmästä siirrostettiin pesäke 10 ml:n MRS-

liemiputkeen, ja kasvatettiin yön yli +37 °C lämpötilassa. DNA:n eristys teh-

tiin Wizard® Genomic DNA Purification -kitillä (Promega) kitin ohjeen koh-

dan III.G. mukaisesti lisäten näytteeseen 25 l 40 mg/ml lysotsyymi-liuosta

ja 7,5 l 30 U/ l mutanolysiini-liuosta. Lopuksi näytteen DNA-pitoisuus mitat-

tiin NanoDrop-laitteella Milli-Q-vettä vasten. DNA-pitoisuus tarkastettiin aja-

malla näyte 0,7 % TAE-agaroosigeelillä (Tris-asetaatti-EDTA) vertailunäyt-

teen kanssa, jonka DNA-pitoisuus oli 150 ng/ l. Näytteitä ajettiin noin kolme

tuntia 40 V:n jännitteellä. Geeli kuvattiin AlphaDigiDoc-laitteella.

Oligomerin valmistamat alukkeet sobriusF (forward) (1568) ja sobriusR (re-

verse) (1569) liuotettiin veteen ja laimennettiin loppupitoisuuteen 10 pmol/ l.

Saadulle kromosomaaliselle DNA-näytteelle (kolme rinnakkaisnäytettä) suo-

ritettiin PCR taulukossa 1 esitetyillä reagensseilla ja ohjelmalla.

Taulukko 1. PCR-reagenssit ja ohjelma

Kolme rinnakkaista tuotetta yhdistettiin ja ajettiin 0,8 % TAE-

agaroosigeelissä. PCR-tuote puhdistettiin QIAquick® PCR Purification Kit

-kittiä käyttäen (Qiagen) kitin ohjeen mukaan, käyttäen RNAse free-vettä

eluointiin. Puhdistetun tuotteen DNA-pitoisuus mitattiin NanoDrop-laitteella.

5 x puskuri HF 10 l  1. 98 °C 30 s
aluke 1568 (25 pmol) 2,5 l  2. 98 °C 10 s
aluke 1569 (25 pmol) 2,5 l  3. 62 °C 30 s
dNTP mix (10 nM jokaista) 1 l  4. 72 °C 38 s
Dynazyme Phusion (1 U) 0,5 l  5. kohtaan 2. x 29
krom.DNA ~250 ng 10 l  6. 72 °C 10 min
vesi 23,5 l  7. 4 °C jatkuva

yht. 50 l



10

3.4 Kloonaus pET-28b(+)-vektoriin

3.4.1 Digestio ja vektorin puhdistus

pET-28b(+)-vektoria (Novagen) (kuva liitteessä 2) ja puhdistettua PCR-

fragmenttia digestoitiin, ja samalla digestoitiin yksi putkellinen. Digestiot suo-

ritettiin taulukossa 2 esitetyillä reagensseilla.

Taulukko 2. Digestioihin tarvittavat reagenssit

vektori pET-28b(+) (25 g) 5 l
10 x puskuri D 10 l
100 x BSA 1 l
vesi 74 l
Nco I (50 U) 2,5 l + 2,5 l
Xho I (50 U) 2,5 l + 2,5 l

yht. 100 l

PCR-fragmentti (2,5 g) 11 l
10 x puskuri D 10 l
100 x BSA 1 l
vesi 68 l
Nco I (50 U) 2,5 l + 2,5 l
Xho I (50 U) 2,5 l + 2,5 l

yht. 100 l

Digestioon lisättiin aluksi vain 25 U kutakin restriktioentsyymiä ja niitä inku-

boitiin 2 tuntia +37 °C lämpötilassa. Restriktioentsyymien toisen lisäyksen

jälkeen inkubointia jatkettiin toiset 2 tuntia. Entsyymit inaktivoitiin inkuboimal-

la seosta 15 minuuttia +65 °C:ssa. pET-28b(+)-vektorin digestoinnin onnis-

tuminen varmistettiin ajamalla näyte 0,8 % TBE-agaroosigeelissä (Tris-

boraatti-EDTA) ja vertaamalla sitä digestoimattomaan vektoriin.

Digestoitu PCR-fragmentti puhdistettiin QIAquick PCR Purification Kit, (Qia-

gen) -kitillä kitin ohjeen mukaan. Erona ohjeeseen DNA eluoitiin 30 l RNase

vapaaseen -veteen. DNA-konsentraatio määritettiin.

pET-28b(+)-vektorille tehtiin preparatiivinen geelieristys 0,8 % agaroosigee-

lillä ajamalla näytettä 1 x TAE-puskurissa 2 tunnin ajan 65 V:n jännitteellä.

Vektori puhdistettiin geelistä Gel Extraction Kit -kitillä (Qiagen) kitin ohjeen

mukaan, ja puhdistettiin PCR Purification -kitillä ohjeen mukaan, molemmis-

sa eluointi 30 µl RNase vapaalla vedellä. Näytteiden DNA-konsentraatiot

määritettiin.
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3.4.2 Ligaatio, E. coli -bakteerin transformaatio ja transformanttien testaus pesäke
PCR:llä

Digestoitu vektori ja PCR-fragmentti ligatoitiin. Seokset käsiteltiin ensin 0,5

l:lla polynukleotidikinaasia (Fermentas). Seosta inkuboitiin 15 minuuttia +37

°C lämpötilassa ja inaktivoitiin 20 minuuttia +75 °C lämpötilassa. Ennen li-

gaasin lisäystä seokset jäähdytettiin jäillä. Ligaatio suoritettiin talukossa 3

esitetyillä reagensseilla.

Taulukko 3. Ligaatioon tarvittavat reagenssit

digestoitu pET28b(+)-vektori (250 ng) 7,3 l
digestoitu PCR-fragmentti (117 ng) 2,6 l
10 x ligaatiopuskuri 1,5 l
vesi 2,6 l
T4-ligaasi Roche (1 U) 1,0 l

yht. 15 l

Ligaation annettiin tapahtua yli yön +16 °C vesihauteessa, ja ligaasi inakti-

voitiin inkuboimalla seosta 10 minuuttia +65 °C lämpötilassa.

Ligaatioseosten saostus tapahtui lisäämällä 35 l vettä, 5 l 3 M natriumase-

taatti-liuosta pH 4,8 ja 100 l jääkylmää 96 % etanolia. Seos sekoitettiin ja

jätettiin 30 minuutiksi saostumaan -20 °C pakastimeen. Seuraavaksi seosta

sentrifugoitiin (30 min, 16 000 g, +4 °C), supernatantti pipetoitiin pois ja pel-

letti pestiin 150 l jääkylmää 70 % etanolia. Sentrifugointi kuten edellä, jonka

jälkeen supernatantti pipetoitiin pois ja pelletti kuivattiin speed-vac-laitteella

noin 5 minuutin ajan kuivaksi. Pelletti liuotettiin 4 l vettä, ja jäähdytettiin jäil-

lä 20 minuuttia.

Elektrokompetentteihin ERF560-soluihin (50 l) lisättiin 4 l saostettua ligaa-

tioseosta. Seos siirrettiin kyvettiin ja sille annettiin eletroporaatiopulssi (2,5

kV, 200 , 25 I) Gene Pulser II laitteella (Bio-Rad). Heti pulssin antamisen

jälkeen seoksen päälle lisättiin 1 ml kylmää SOC-lientä. Seos siirrettiin fal-

con-putkeen tunniksi ravisteluun (220 rpm) +37 °C lämpötilaan. Inkuboinnin

jälkeen seos maljattiin kahdeksalle Luria Bertani (LB) (Difco) -maljalle, joihin

oli lisätty antibioottiselektiivisyyden saavuttamiseksi 30 g/ml kanamysiiniä

(LB-kan30). Näytteitä inkuboitiin +37 °C lämpötilassa yön yli. Kasvatuksen

jälkeen maljoilta poimittiin pesäkkeitä templaateiksi hipaisemalla 16 pesäket-

tä PCR-varmistusta varten, joka suoritettiin taulukossa 4 esitetyllä tavalla.
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Taulukko 4. PCR-reagenssit ja ohjelma

10 x puskuri 5 l  1. 95 °C 5 min
aluke 1568 (50 pmol) 5 l  2. 95 °C 30 s
aluke 1569 (50 pmol) 5 l  3. 62 °C 30 s
dNTP mix (10 nM jokaista) 1 l  4. 72 °C 1 min
Dynazyme II (1 U) 0,5 l  5. kohtaan 2. x 29
templaatti  6. 72 °C 10 min
vesi 33,5 l  7. 4 °C jatkuva

yht. 50 l

PRC-tuotteet ajettiin 0,8 % TBE-agaroosigeelissä ja geeli kuvattiin. Oikean

insertin sisältäneistä pesäkkeistä tehtiin puhdasviljelmät LB-kan30-maljoille

kasvattamalla yön yli +37 °C lämpötilassa.

3.4.3 Kloonien säilöntä, plasmidieristykset ja inserttien PCR-monistukset

Viidestä oikeasta kloonista tehdyistä puhdasviljelmistä siirrostettiin jokaises-

ta pesäke 40 ml LB-kan30-lientä, ja kasvatettiin ravistelussa (220 rpm) +37

°C lämpötilassa, kunnes absorbanssi saavutti arvon 0,6 – 0,8 600 nm aal-

lonpituudella mitattuna (OD600).

Osa liemistä pakastettiin 15 % glyserolissa. Plasmidieristystä varten jokai-

sesta liemestä otettiin 10 ml Beckman-putkiin, joita sentrifugoitiin Beckman-

sentrifugissa (3000 rpm, 10 min, +4 °C). Supernatantti kaadettiin pois ja pel-

letti pestiin 5 ml vettä. Sentrifugointiin kuten edellä, jonka jälkeen superna-

tantti kaadettiin taas pois. Plasmidit puhdistettiin Wizard® Plus Minipreps

DNA Purification System -kitillä kitin ohjeen mukaan käyttäen plasmidin elu-

ointiin 30 l RNase-vapaata -vettä. Plasmidipitoisuudet mitattiin NanoDrop-

laitteella. PCR:llä varmistettiin taulukossa 5 esitetyllä tavalla, että kloonit si-

sälsivät edelleen oikean insertin. Samalla saatiin templaatit sekvensointire-

aktioihin.

Taulukko 5. PCR-reagenssit ja ohjelma

5 x puskuri HF 10 l 1. 98 °C 30 s
aluke 1568 (25 pmol) 2,5 l 2. 98 °C 10 s
aluke 1569 (25 pmol) 2,5 l 3. 51 °C 30 s
dNTP mix (10 nM jokaista) 1 l 4. 72 °C 22 s
Dynazyme Phusion (1 U) 0,5 l 5. kohtaan 2. x 29
plasmidi-DNA ~10 ng 1 l 6. 72 °C 10 min
vesi 32,5 l 7. 4 °C jatkuva

yht. 50 l
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Kaikki tuotteet puhdistettiin PCR-puhdistuskitillä kitin ohjeen mukaan, ja

DNA-konsentraatiot mitattiin NanoDrop-laitteella. Tuotteet ajettiin 0,8 %

TBE-agaroosigeelissä.

3.5 Sekvensointi

Sekvensointia varten kullekin kloonille tehtiin 2 PCR-reaktiota taulukon 6

mukaan, 1 kummallakin alukkeella, käyttäen templaatteina viiden kloonin

plasmidi-DNA:sta monistettuja PCR-fragmentteja.

Taulukko 6. Sekvensointi-PCR-reagenssit ja ohjelma

5 x sekvensointipuskuri 3 l 1. 96 °C 30 s
aluke 1568/1569 (3,2 pmol) 1 l 2. 96 °C 10 s
TRR-mix 2 l 3. 50 °C 30 s
templaatti (60 - 90 ng) 1,5 l 4. 60 °C 22 s
vesi 12,5 l 5. kohtaan 2. x 29

yht. 20 l 6. 4 °C jatkuva

PCR-seokset saostettiin lisäämällä 2 l 3 M natriumasetaatti-liuosta pH 5,2

ja 50 l 95 % huoneenlämpöistä etanolia. Seoksia vorteksoitiin ja annettiin

saostua 15 minuuttia huoneenlämmössä. Saostuksen jälkeen seokset sentri-

fugoitiin (16 000 g, 20 min, RT), pestiin 250 l jääkylmää 70 % etanolia ja

sentrifugoitiin uudestaan (16 000 g, 15 min, RT). Supernatantit poistettiin

imulla ja pelletit kuivattiin speed-vac-laitteella noin 5 minuutin ajan täysin

kuiviksi. Pelletit liuotettiin 20 l kitin TSR-reagenssia (template suppression

reagens) ja denaturoitiin lämpöhauteessa (95 °C) 2 minuuttia, mistä ne siir-

rettiin välittömästi jäihin ja sekvensoitavaksi. Sekvensointi suoritettiin ABI

Prism 310 genetic analyzer -kapillaarielektroforeesilaitteella.

Sekvensoitujen tuotteiden emäsjärjestyksiä verrattiin manuaalisesti Biotek-

niikan instituutista saatuun 1051_1_Slp pET-28b(+)-vektorissa -sekvenssiin

noin 100 emäksen verran käytetystä alukkeesta eteenpäin, ja jatkoon valittiin

sekvenssiä vastaava klooni, josta saatu plasmidipitoisuus oli korkein. Tätä

säilöttiin kantanumerolla ERF 2392, ja solujen sisältämä plasmidi nimettiin

pKTH 5369:ksi.
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3.6 Rekombinanttiproteiinin tuotto ja puhdistus

3.6.1 Kompetenttien solujen valmistus, transformaatio ja transformanttien PCR-tarkistus

Kompetentteja ERF 2163 -kannan soluja valmistettiin Hanahanin ohjeen

mukaan [20, s. 1106 - 1109]. Kompetentteihin ERF 2163 -kannan soluihin

(50 l) transformoitiin 1 l (66,4 ng) valittua kloonia Hanahanin menetelmällä

[20, s. 1110]. Lisäksi samalla menetelmällä tehtiin vektori- ja vesikontrollit.

Soluista maljattiin 3 x 100 l kolmelle LB-kan30(+ 1 % glukoosi) -maljalle ja

kasvatettiin +37 °C lämpötilassa yön yli niin, että kasvatusaika jäi mahdolli-

simman lyhyeksi, koska plasmidi oli aiemmin osoittautunut epästabiiliksi pi-

demmillä kasvatusajoilla. Kasvatuksen jälkeen valittiin kuusi pesäkettä, joille

tehtiin pesäke-PCR taulukossa 7 esitetyllä tavalla. Pesäkkeistä hipaistiin so-

luja templaatiksi.

Taulukko 7: PCR-reagenssit ja ohjelma.

10 x puskuri 5 l 1. 95 °C 5 min
aluke 1568 (50 pmol) 5 l 2. 95 °C 30 s
aluke 1569 (50 pmol) 5 l 3. 62 °C 30 s
dNTP mix (10 nM jokaista) 1 l 4. 72 °C 1 min
Dynazyme II (1 U) 0,5 l 5. kohtaan 2. x 29
templaatti 6. 72 °C 10 min
vesi 33,5 l 7. 4 °C jatkuva

yht. 50 l

LB-kan30(+ 1 % glukoosi)-liemeen (10 ml) siirrostettiin yksi oikeaksi varmiste-

tuista pesäkkeistä. Tästä liemestä tehtiin laimennossarja 10-7 laimennokseen

asti pipetoimalla edellisestä laimennoksesta 1 ml / 9 ml LB-kan30(+ 1 % glu-

koosi) -lientä. Laimennoksia inkuboitiin huoneenlämmössä yön yli ravistelus-

sa (220 rpm). Kasvatuksen jälkeen laimennoksista mitattiin OD600 ja valittiin

eksponentiaalisessa kasvuvaiheessa oleva laimennos. Tästä osa pakastet-

tiin 15 % glyserolipitoisuudessa kantanumerolla ERF 2393.

3.6.2 Proteiinin tuoton testaus

Eksponentiaalisessa kasvuvaiheessa olleesta ERF 2393 -kannasta otettiin

30 l näyte talteen, jonka jälkeen siirrostettiin 2,5 ml lientä 25 ml esilämmitet-

tyyn LB-kan30(+ 1 % glukoosi) -liemeen, ja kasvatettiin ravistelussa (220

rpm) +37 °C lämpötilassa 1,5 tuntia, jonka jälkeen OD600 oli 0,752. Tästä
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otettiin taas 30 l talteen. Liemi jaettiin kahteen osaan ja toiseen osaan lisät-

tiin IPTG:tä (Isopropyyli -D-1- tiogalaktopyranosidi) loppupitoisuuteen 1 mM

(indusoitu näyte). Toiseen osaan ei lisätty mitään. Molempia liemiä kasvatet-

tiin samoissa olosuhteissa vielä 2 tuntia, jonka jälkeen otettiin molemmista

30 l talteen PCR:ää varten, joka suoritettiin taulukon 8 mukaisesti. Molem-

mista liemistä otettiin myös 1 ml:n näytteet, joista kerättiin solut sentrifugoi-

malla, ja solupelletit pestiin PBS-puskurilla ennen kuin solupelletit pakastet-

tiin.

Kerätyistä neljästä 30 l näytteestä tehtiin PCR.

Taulukko 8. PCR-reagenssit ja ohjelma

5 x puskuri HF 10 l 1. 98 °C 30 s
aluke 1568 (25 pmol) 2,5 l 2. 98 °C 10 s
aluke 1569 (25 pmol) 2,5 l 3. 52 °C 30 s
dNTP mix (10 nM jokaista) 1 l 4. 72 °C 22 s
Dynazyme Phusion (1 U) 0,5 l 5. kohtaan 2. x 29
ERF 2393 (näytteet 1-4)  1 l 6. 72 °C 10 min
vesi 32,5 l 7. 4 °C jatkuva

yht. 50 l

Tuotteet ajettiin 0,8 % TBE-agaroosigeelissä.

Solupelletit sulatettiin ja suspensoitiin 100 l PBS-puskuria. Näytteitä soni-

koitiin 40 % teholla noin 40 sekunnin ajan, jonka jälkeen ne sentrifugoitiin

(3000 g, 5 min, +4 °C). Supernatantit erotettiin pelleteistä, ja niiden tilavuu-

deksi mitattiin noin 90 l, joten pelletit suspensoitiin 90 l PBS-puskuria. Mo-

lempiin supernatantteihin ja molempiin pelletteihin lisättiin tilavuutensa ver-

ran Laemmli-näytepuskuria ja niitä keitettiin 5 minuuttia +100 °C lämpöhau-

teessa, jonka jälkeen näytteet ajettiin 12 % SDS-PAGEssa.

3.6.3 Solumassan kasvatus varsinaista proteiinin tuottoa varten

ERF 2393 -kantaa raaputettiin lasisauvalla kahteen 10 ml LB-kan30(+  1  %

glukoosi) -liemeen, joista tehtiin laimennokset 10-4 asti. Laimennoksia kasva-

tettiin ravistelussa (220 rpm) huoneenlämmössä yön yli.

Kasvatuksen jälkeen laimennossarjan absorbanssit mitattiin, ja laimennok-

sista valittiin se, joka oli eksponentiaalisessa kasvuvaiheessa. Laimennos
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nuorennettiin 200 ml M9ZB-lientä, johon oli lisätty kanamysiiniä 30 µg/ml ja 1

% glukoosia. Soluja kasvatettiin +37 °C lämpötilassa ravistuksessa kunnes

OD600 oli noin 0,6. Solut indusoitiin lisäämällä IPTG:tä loppupitoisuuteen 1

mM ja kasvatusta jatkettiin samoissa olosuhteissa 3 tuntia, jonka jälkeen

liemi jaettiin kahteen Beckman-putkeen ja sentrifugoitiin Beckman-

sentrifugilla (5000 g, 15 min, +4 °C). Supernatantit poistettiin ja pelletit pes-

tiin noin 200 ml jääkylmää PBS-puskuria. Pelletit pakastettiin -80 °C:seen.

3.6.4 Puhdistettavan pintaproteiinin lokalisaation tutkiminen E. coli -kannassa

Pakastetut pelletit suspensoitiin yhteensä 7 ml vettä, johon oli lisätty Comp-

lete proteaasi -inhibiittoria (Roche), ja suspensiot yhdistettiin. Soluja sonikoi-

tiin 40 % teholla 15 - 20 sekunnin pätkissä, kunnes OD600 oli noin 0,1. Sus-

pensiota sentrifugoitiin (3000 g, 5 min, +4 °C) ja supernatantti otettiin talteen.

Pelletti suspensoitiin supernatantin tilavuuteen vettä + proteaasi -inhibiittoria

(pelletti 1). Erotettu supernatantti sentrifugoitiin uudestaan (15000 g, 20 min,

+4 °C) ja supernatantti erotettiin (supernatantti 2) pelletistä, joka suspensoi-

tiin supernatantin tilavuuteen vesi + proteaasi -inhibiittoria (pelletti 2). Pelle-

teistä 1 ja 2 ja supernatantista 2 tehtiin 1:10 laimennokset ja niihin lisättiin ti-

lavuuden verran Laemmli-näytepuskuria. Näytteitä keitettiin 5 minuutia +100

°C lämpöhauteessa, jonka jälkeen näytteet ajettiin 12 % SDS-PAGEssa.

Proteiinin puhdistusta jatkettiin näytteestä, jossa syntynyt proteiini sijaitsi

suurimmaksi osaksi SDS-PAGEn perusteella.

3.6.5 Rekombinanttiproteiinin puhdistus affiniteettikromatografialla (HisTrap)

Supernatanttiin, joka sisälsi suurimman osan proteiinista, lisättiin GHCl-

liuosta loppupitoisuuteen 4 M, ja imidatsolia loppupitoisuuteen 20 mM. Ai-

neet sekoitettiin huolellisesti pipetinkärjellä purskuttelemalla noin 150 kertaa,

jonka jälkeen inkuboitiin 1 tunti huoneenlämmössä. Seos sentrifugoitiin

(5000 g, 5 min, RT), supernatantti otettiin talteen ja steriilisuodatettiin 0,45

µm suodattimen läpi kaksi kertaa.

Tuotetut proteiinit puhdistettiin affiniteettikromatografialla histidiinihäntää hy-

väksikäyttäen. Proteiinit puhdistettiin 5 ml:n HisTrapTM HP kolonneilla (GE

Healthcare) valmistajan ohjeen mukaan. HisTrap-pylväs pestiin 25 ml vettä,
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tasapainotettiin 40 ml 1x fosfaattipuskuria, jossa 4 M GHCl-liuosta ja 20 mM

imidatsolia. Supernatantti ruiskutettiin pylvääseen ja pestiin 60 ml tasapaino-

tuspuskuria. Näyte eluoitiin ulos 24 ml tasapainotuspuskurilla, johon oli lisät-

ty imidatsolia kokonaispitoisuuteen 500 mM, keräten 6 x 4 ml fraktiota. Neljä

ensimmäistä fraktiota yhdistettiin ja dialysoitiin MQ-vettä vasten yön yli +4 °C

lämpötilassa. Näyte sentrifugoitiin (15000 g, 20 min, +4 °C), supernatantti

erotettiin ja pelletti suspensoitiin 0,5 ml vettä. Supernatantista ja pelletistä

määritettiin molemmista proteiinipitoisuus sekä Bradfordin menetelmällä li-

säämällä 800 µl laimennettuja näytteitä 200 µl Protein assay -väriä (Bio-

Rad), ja niiden absorbanssi mitattiin 595 nm aallonpituudella 120 minuutin

inkuboinnin jälkeen. Proteiinipitoisuudet määritettiin sekä BSA-

standardisuoraan vertaamalla, että SDS-PAGE-ajolla tunnettuihin BSA-

näytteisiin vertaamalla.

3.7 Soluseinäeristys ja värjäyskokeilut

Litraan MRS -lientä siirrostettiin L. sobrius -kantaa. Kantaa kasvatettiin yön

yli +37 °C lämpötilassa. Solut erotettiin sentrifugoimalla (6000 g, 10 min, +4

°C) ja pelletti pestiin jääkylmällä vedellä kaksi kertaa. Toisessa pesussa

sentrifugointiaikaa venytettiin 20 minuuttiin, koska aiemmat pelletit eivät py-

syneet kunnolla koossa. Pelletti suspensoitiin noin 30 ml 5 M GHCl-liuosta,

ja soluja inkuboitiin 30 minuuttia tasoravistelussa +4 °C lämpötilassa. Solut

sentrifugoitiin (6000 g, 15 min, +4 °C). Pelletit pestiin noin 20 ml 50 mM Tris-

HCl pH 7,4 -puskuria, ja pelletit punnittiin. Solut suspensoitiin 5 ml 50 mM

Tris-HCl pH 7,4 -puskuria Näytteestä tehtiin 1:200 -laimennos, jonka OD600

mitattiin.

Solut hajotettiin French Press -laitteella 2000 psi:n paineella kolme kertaa

mitaten näytteen OD600 joka hajotuksen jälkeen. Hajotus lopetettiin, kun ha-

joamattomien solujen määrä ei enää merkittävästi laskenut, eli absorbanssi

ei enää alentunut.

Hajoamattomat solut erotettiin sentrifugoimalla (3000 g, 5 min, +4 °C), su-

pernatantti otettiin talteen ja siitä kerättiin soluseinät voimakkaammalla sent-

rifugoinnilla (25000 g, 20 min, +4 °C). Soluseinäpelletti suspensoitiin noin 40

ml 50 mM Tris-HCl pH 7,4 -puskuria ja sentrifugoitiin kuten edellä. Pesu tois-

tettiin kolme kertaa, ja lopuksi soluseinien märkäpaino määritettiin.
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Soluseinäpelletti suspensoitiin 10 ml 50 mM Tris-HCl pH 7,4 -puskuriin, jo-

hon oli lisätty MgCl2:a loppupitoisuuteen 10 mM. Suspensioon lisättiin 25

µg/ml DNAase I (Sigma DN-25) ja 25 µg/ml RNAase. Suspensiota inkuboitiin

30 minuuttia +37 °C vesihauteessa, jonka jälkeen siihen lisättiin 20 ml kyl-

mää 50 mM Tris-HCl pH 7,4 -puskuria ja sentrifugoitiin (25000 g, 20 min, +4

°C). Pelletti punnittiin, jonka jälkeen se suspensoitiin 1 ml vettä. Solusei-

näsuspensiota lisättiin kiehuvassa vesihauteessa olevaan 1 % SDS-

liuokseen (5 ml 1 % SDS-liuosta/ 100 mg soluseiniä), jossa se inkuboitui 30

minuuttia. Suspensio siirrettiin taarattuun putkeen, sentrifugoitiin (25000 g,

20 min, RT) ja pelletti pestiin kuusi kertaa noin 35 ml vettä huoneenlämmös-

sä. Viimeisen pesun jälkeen pelletti punnittiin. Solupellettiä kuivattiin muuta-

ma vuorokausi kylmäkuivurissa, jonka jälkeen soluseinien kuivapaino määri-

tettiin ja soluseinät liuotettiin veteen 5 mg/ml tilavuuteen ja pakastettiin -80

°C:een.

Soluseinien värjäytymistä testattiin laimentamalla 5 mg/ml soluseiniä 1:5 ve-

teen ja kuivaamalla laimennosta 5 µl neljälle objektilasille yön yli huoneen-

lämmössä. Solut värjättiin Löfflerin metyleenisinisellä (Orion) 10 minuutin

ajan, Gram-värjäyksellä ilman safrariinia, 10 % Giemsalla (Reagena) 5 mi-

nuutin ajan ja 10 % Giemsalla 30 minuutin ajan. Soluseiniä tarkasteltiin mik-

roskoopilla 40 x suurennoksella kirkaskenttä-optiikalla ja vertailtiin värjäys-

menetelmien toimivuutta.

3.8 Sitoutumiskokeet

3.8.1 Soluseinien TCA-käsittely

Teikohapot uutettiin 20 µl soluseiniä lisämällä 80 µl vettä ja 5,3 µl 100 %

TCA:ta (trikloorietikkahappo). Seosta inkuboitiin vuorokausi +4 °C lämpöti-

lassa pyörösekoittajassa. Soluseinät kerättiin sentrifugoimalla (16000 g, 30

min, +4 °C), supernatantti otettiin talteen ja pakastettiin ja pelletti pestiin

kolme kertaa 150 µl kylmää vettä. Pelletti suspensoitiin 20 µl vettä.
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3.8.2 Pintakerrosproteiinin kiinnittyminen soluseinäfragmentteihin

Kiinnittymiskokeissa käytettiin kohdan 3.6.5 supernatanttia. Se sentrifugoitiin

(16000 g, 20 min, +4 °C) ja supernatantin proteiinikonsentraatio määritettiin

Bradfordin menetelmällä. Eristettyjä soluseinäfragmentteja (CWF) ja pinta-

kerrosproteiinia lisättiin 10 x puskuriin (50 mM Tris + 150 mM NaCl, pH 7,5)

taulukon 9 mukaisesti ja lopputilavuus säädettiin 280 µl:ksi.

Taulukko 9. Pintakerrosproteiinin ja soluseinäfragmenttien sitoutumiskokeessa tar-
vittavat reagenssit

Näytteitä ja kontrolleja inkuboitiin tunnin ajan tasoravistelijassa huoneen-

lämmössä, minkä jälkeen ne sentrifugoitiin (16000 g, 20 min, RT). Superna-

tantit otettiin talteen ja pelletit pestiin 50 mM Tris-150 mM NaCl pH 7,5

-puskurilla. Pelletit suspensoitiin 50 µl:aan Laemmli-näytepuskuria. Superna-

tanteista erotettiin 1:10 alkuperäisestä tilavuudesta ja tilavuutta haihdutettiin

vakuumissa noin 20 µl:ksi, minkä jälkeen lisättiin 10 µl 2x Laemmli-

näytepuskuria. Pellettejä ja supernatantteja keitettiin 5 minuuttia +100 °C

lämpöhauteessa ja ajettiin 12 % SDS-PAGEssa. Pintakerrosproteiinin kiinnit-

tyminen TCA-käsiteltyihin soluseinäfragmentteihin testattiin samalla tavoin,

kuten taulukosta 10 selviää.

Taulukko 10. Pintakerrosproteiinin ja TCA:lla uutettujen soluseinäfragmenttien sitou-
tumiskokeessa tarvittavat reagenssit

CWF prot.
CWF + prot. 2:1 4 µl (20 µg) 230 µl (10 µg)
CWF + prot. 1:1 2 µl (10 µg) 230 µl (10 µg)
prot. - 230 µl (10 µg)
CWF 4 µl (20 µg) -

CWF prot.
TCA-CWF + prot. 4 µl (20 µg) (TCA) 230 µl (10 µg)
prot. - 230 µl (10 µg)
TCA-CWF 4 µl (20 µg) (TCA) -
CWF + prot. 4 µl (20 µg) 230 µl (10 µg)
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3.8.3 Soluseinien fosfaatin määritys

5 µl soluseiniä (5 mg/ml), 50 µl TCA:lla uutettuja soluseiniä ja 25 µl TCA-

uuton supernatanttia laitettiin pitkiin lasisiin koeputkiin, lisäksi 30 µl vettä nol-

lanäytteeksi. Näytteistä ja nollanäytteestä kaikista tehtiin vähintään 3 rinnak-

kaista näytettä. Kaikkiin näytteisiin lisättiin 30 µl 10 % Mg(NO3)2 x 6 H2O 95

% etanolissa, ja putkia kuumennettiin varovasti liekissä kunnes nesteet kui-

vuivat pohjalle sakaksi. Putkien annettiin jäähtyä, minkä jälkeen lisättiin 300

µl 0,5 M HCl:a, putket peitettiin rei’itetyllä parafilmillä, ja niitä keitettiin 15 mi-

nuuttia +100 °C vesihauteessa. Putkien jäähdyttyä lisättiin 700 µl liuosta,

jossa oli 1 osa 10 % askorbiinihappoa ja 6 osaa 0,42 % ammoniummolyb-

daattia 0,5 M rikkihapossa, ja inkuboitiin tunti +37 °C vesihauteessa. Näyt-

teiden absorbanssit mitattiin nollanäytettä vasten spektrofotometrillä 820 nm

aallonpituudella, ja fosfaatti määritettiin aiemmin laaditun standardisuoran

avulla.

3.8.4 L. sobrius -solujen kiinnittyminen IPEC-1-soluihin

IPEC-1-solujen värjäytymistä testattiin pesemällä solut ensin 3 x PBS-

puskurilla (300 µl/ kammio) ja kiinnittämällä metanolilla 10 minuutin ajan. Yk-

si IPEC-1-levy värjättiin Gram-värjäyksellä ilman safraniinia. Toisesta levystä

värjättiin yksi kammio 10 minuutin ajan Löfflerin metyleenisinisellä ja toinen

kammio 10 % Giemsa-liuoksella 5 minuutin ajan. Värjättyjä soluja tarkastel-

tiin mikroskoopilla ja vertailtiin värjäytymistä. Myös uutettuja ja uuttamattomia

L. sobrius -soluja värjättiin samoilla menetelmillä objektilaseilla.

L. sobrius GRL1110 -kannasta tehtiin puhdasviljelmä, josta siirrostettiin pe-

säke 20 ml MRS-lientä ja kasvatettiin yön yli +37 °C lämpötilassa. Solut ke-

rättiin sentrifugoimalla (3000 g, 10 min, +4 °C) ja pestiin 2 x 10 ml PBS-

puskuria sentrifugoimalla kuten edellä. Toinen pelleteistä suspensoitiin 1 ml

5 M GHCl-liuosta, toinen 1 ml PBS-puskuria. Molempia suspensioita inkuboi-

tiin tunnin ajan huoneenlämmössä ravistuksessa (220 rpm). Solut kerättiin

kuten edellä. GHCl-liuokseen suspensoitu näyte pestiin kerran 10 ml 5 M

GHCl-liuosta, ja molemmat pelletit pestiin vielä kaksi kertaa 10 ml PBS-

puskuria kuten aiemmin. Pelletit suspensoitiin 1 ml DMEM F-12-

soluviljelymediumia ja solujen määrä laskettiin molemmista suspensioita

Pettroff-Hausser -laskukammiossa mikroskoopilla. GHCl-liuoksella käsiteltyjä
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soluja ja käsittelemättömiä soluja (PBS) laimennettiin molempia soluviljely-

alustaan niin, että molemmista saatiin konsentraatiot 1 x 109, 5 x 108, 1 x 108

ja 5 x 107 solua/ml.

IPEC-1-soluja, jotka oli saatu yhteistyökumppanilta, oli kasvatettu kammiola-

silla (Lab-Tek) erilaistumista indusoivissa olosuhteissa 10 päivän ajan. Solu-

jen päältä poistettiin media ja solut pestiin 300 µl PBS-puskuria. Kammioihin

pipetoitiin 300 µl laimennoksia, kaksi rinnakkaista jokaisesta, ja inkuboitiin

tunti +37 °C lämpötilassa. Tämän jälkeen media pipetoitiin pois ja solut pes-

tiin 5 x 300 µl PBS-puskuria, minkä jälkeen solut kiinnitettiin 300 µl metanolil-

la 10 minuutin ajan. Metanoli pipetoitiin pois, solut jätettiin kuivumaan, värjät-

tiin Löfflerin metyleenisinisellä 10 minuuttia ja niitä tarkasteltiin mikroskoopil-

la faasikontrastioptiikalla.

3.8.5 Soluseinien FITC-leimaus ja soluseinien sitoutuminen IPEC-1-soluihin

FITC (Fluorescein isothiocyanate) liuotettiin DMSO:hon (Dimetyylisulfoksidi)

pitoisuuteen 1 mg/ml. Soluseiniä (5 mg/ml) sulatettiin 500 µg ja sentrifugoitiin

(16000 g, 30 min, +4 °C). 0,1 M NaHCO3 pH 9 -puskuriin (180 µl) lisättiin 20

µl FITC-kantaliuosta (1 mg/ml), ja soluseinäpelletti suspensoitiin 100 µl ky-

seistä liuosta. Soluseiniä inkuboitiin pimeässä voimakkaasti ravistellen kaksi

tuntia huoneenlämmössä. Soluseinät sentrifugoitiin kuten edellä, ja pelletti

pestiin 3 x 200 µl PBS-puskuria koko ajan pimeässä. Lopuksi pelletti sus-

pensoitiin 100 µl PBS-puskuriin. Leimautumista testattiin mikroskopoimalla 1

µl leimattuja soluseiniä objektilasilla 40 x suurennoksella fluoresenssioptiikal-

la. Loput solut säilytettiin -20 °C pimeässä.

FITC:illä leimattuja soluseiniä (70 µl) kerättiin sentrifugoimalla (16000 g, 30

min, +4 °C), minkä jälkeen pelletti suspensoitiin DMEM F-12-

soluviljelymediumiin pitoisuuteen 500 µg/ml. Tästä suspensiosta tehtiin lai-

mennossarja 500 µg/ml -> 250 µg/ml -> 125 µg/ml -> 63 µg/ml -> 32 µg/ml -

> 16 µg/ml -> 8 µg/ml pipetoimalla 350 µl edellistä pitoisuutta 350 µl DMEM

F-12 -soluviljelymediumia.

IPEC-1-solut pestiin kerran 300 µl PBS-puskuria. FITC-

soluseinälaimennoksia pipetoitiin kammioihin 300 µl (laimennos/kolo) ja yh-

teen kammioon puhdasta alustaa vertailuksi. Soluja inkuboitiin tunti +37 °C
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lämpötilassa pimeässä, minkä jälkeen solut pestiin 5 x 300 µl PBS-puskuria.

Lopuksi solut kiinnitettiin lisäämällä 300 µl metanolia 10 minuutiksi. Metanoli

poistettiin ja solujen annettiin kuivua, minkä jälkeen niitä tarkasteltiin mikro-

skoopissa 40 x suurennoksella sekä faasikontrasti- että fluoresenssi-

optiikalla. Pitoisuuksista 500, 250, 125 ja 63 µg/ml otettiin kuvat sekä fluore-

senssi- että faasikontrastioptiikalla täsmälleen samasta kohdasta, jotta kuvat

olisivat vertailukelpoisia.
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4 TULOKSET

4.1 L. sobriuksen kasvukäyrä

Kasvukäyrästä noin tunnin välein mitatut absorbanssiarvot ovat esitetty tau-

lukossa 11 ja kuvassa 4.

Taulukko 11.  L. sobrius GRL1110 -kannan  mitatut  600nmabsorbanssilukema.

Kuva 4. L. sobrius GRL1110 -kannan kasvukäyrä graafisena esityksenä

L. sobrius GRL1110 -kannan generaatioaika on siis arvioitavissa noin kah-

deksi tunniksi eksponentiaalisen kasvun vaiheessa.

L. sobrius GRL1110 -kannasta otettiin kuvat 5 ja 6 yli yön kasvatetusta so-

lusta ja eksponentiaalisessa kasvuvaiheessa olevasta solusta.

Aika/
min. 0 60 120 170 230 250 310 370 430
A600/
abs. 0,271 0,286 0,318 0,366 0,498 0,571 0,804 1,216 1,601

A600

L. sobrius GRL1110 -kannan kasvukäyrä

0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9

1
1,1
1,2
1,3
1,4
1,5
1,6
1,7
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t / min.

abs
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Kuva 5. L. sobrius eksponentiaalisessa kasvuvaiheessa (4 h kasvatus). Solun pituus
yleensä noin 20 µm.

Kuva 6: Stationäärivaiheessa oleva L. sobrius (~16 h kasvatus). Solun pituus yleen-
sä noin 20 µm.

Kuvista 5 ja 6 nähdään, että solujen morfologia on molemmissa tapauksissa

samanlainen, eivätkä solut muodosta stationäärivaiheessa aggregaatteja ku-

ten jotkin tunnetut Lactobacillus-lajit.
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4.2 Pintakerrosproteiinin uutto

Pintakerrosproteiinien uuttoa L. sobrius -soluista testattiin erilaisilla GHCl-

pitoisuuksilla. Kuvassa 7 kaivoissa 1 ja 2 on käsittelemätöntä solupellettiä eri

määrät. Kaivossa 3 on 2 M GHCl-liuoksella uutettu solupelletti, jossa on vie-

lä runsaasti haluttua proteiinia (koko ~45 kDa) jäljellä, joten uutto ei ole ollut

tehokasta. Kaivossa 4 on 5 M GHCl-liuoksella uutettu solupelletti, josta pro-

teiini on uuttunut jo huomattavasti tehokkaammin. Kaivoissa 5 ja 6 on eri

määrät 2 M GHCl-uuton dialysaattia, ja kaivoissa 7 ja 8 vastaavasti 5 M

GHCl-uuton dialysaattia, jossa on suurin osa halutusta proteiinista. Kuvan

perusteella valittiin näyte 5, eli 5 M GHCl-uuton dialysaatti, josta ulkopuoli-

nen taho teki aminohapposekvensoinnin kuvassa 7 laatikossa olevasta pro-

teiinista.

Kuva 7. SDS-PAGE-analyysi L. sobriuksen pintakerrosproteiinin GHCl-
uuttokokeista, jossa ympäröity proteiini on haluttu

Pintakerrosproteiinia uutettiin eri GHCl-konsentraatioilla, eri lämpötiloissa ja

sekä ravistuksessa että staattisesti. SDS-PAGE-ajoista otetuista kuvista (ku-

va 7) pääteltiin, että 5 M GHCl uuttaa tehokkaimmin pintakerrosproteiinit.

Todettiin myös, että ravistelussa uuttaminen huoneenlämmössä on tehok-

kaampaa kuin kylmässä staattisesti uuttaminen (tuloksia ei esitetty).
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4.3 Kloonaus ja ekspressioisännän trasformointi

Kromosomaalisen DNA:n pitoisuus määritettiin agaroosigeelillä vertailunäyt-

teen kanssa, jonka DNA-pitoisuus oli 150 ng/ l. Vyöhykkeiden voimakkuuk-

sia vertaamalla näytteen DNA-pitoisuudeksi todettiin noin 25 ng/ l. Kro-

mosomaalisesta DNA:sta monistettiin noin 1,4 kb kokoinen fragmentti

PCR:llä. Konsentraatio määritettiin NanoDrop-laitteella MilliQ-vettä vasten,

DNA-pitoisuudeksi saatiin 222,8 ng/ l.

Insertti ja pET-28b(+)-vektori digestoitiin NcoI- ja XhoI-restriktioentsyymeillä.

Puhdistuksen jälkeen saaliiksi saatiin vektoria 34,5 ng/ l ja inserttiä 45,3

ng/ l. Kloonauksen onnistuminen analysoitiin pesäke-PCR-tekniikalla monis-

tamalla.

PCR-fragmentti ja pET-28b(+)-vektori ligatoitiin ja ERF560-isäntäsolut trans-

formoitiin. Pesäkkeitä seulottiin pesäke-PCR:llä ja tuotteet analysoitiin aga-

roosigeelissä. Kuvasta selvisi, että viidessä pesäkkeessä valituista 16:sta on

haluttu insertti vektorissa, kuten kuvassa 8 näkyy, kaivoissa 4, 5, 7, 9 ja 12.

Kloonit nimettiin kaivojen numeroiden mukaan.

.

Kuva 8. Pesäke-PCR-tuotteet agaroosigeelillä



27

Oikeille klooneille tehtiin plasmidieristys ja mitattiin plasmidikonsentraatio.

Sekvensoinnissa selvisi, että kaikissa 5 kloonissa insertti-DNA:n sekvenssi

vastasi slp1-geeniä, joten jatkoon valittiin klooni 12, josta saatu plasmidipi-

toisuus oli korkein (66,4 ng/ l).

Tutkimuksissa havaittiin, että tuottoisännässä ERF 2163 slp1-geeni oli epä-

stabiili, ja kloonatusta plasmidista oli kasvatuksen jälkeen jäljellä vain pET-

28b(+)-vektori. Ongelma ratkaistiin lisäämällä LB-kan30-maljoihin 1 % glu-

koosia, joka vähentää taustaekspressiota, ja pitämällä yön yli kestävät kas-

vatukset mahdollisimman lyhyinä (noin 14 tuntia), jolloin kaikki seulotut pe-

säkkeet sisälsivät oikean insertin pesäke-PCR:llä tarkastettaessa, kuten ku-

vassa 9 näkyy kaivoissa 1 - 6. Kaivossa 7 on referenssinä slp1-geenin PCR-

fragmentti.

Kuva 9. Kuvassa on 7 testattua pesäkettä pesäke-PCR:llä monistettuina. Kaikki tes-
tatut tuottoisäntäpesäkkeet sisältävät oikean kokoisen Slp1-geeni - insertin (~1,4
kb).

4.4 Pintakerrosproteiinin tuotto

Pintakerrosproteiinin ilmentymisen testaus ja siitä tehty SDS-PAGE (kuva

10) osoittivat, että IPTG-indusointi toimii siten, että indusoimattomat solut

tuottavat rekombinanttiproteiinia (~45 kDa) huomattavasti vähemmän.
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Kuva 10. IPTG-induktion vaikutus Slp1-rekombinanttiproteiinin (~45 kDa) ekspressi-
oon

Varsinaisessa proteiinin tuotossa E. colin sisällä tuotetut pintakerrosproteiinit

olivat liukoisessa muodossa päätellen siitä, että ne olivat valtaosin 15000 g:n

voimalla sentrifugoidussa supernatantissa, kuten kuvasta 11 selviää.

Kuva 11. Tuotettujen proteiinien määrä vertailtuna solupelletissä, supernatantista
sentrifugoidussa pelletissä ja supernatantissa

Ison mittakaavan proteiinituotossa saatiin 200 ml M9ZB-liemessä tuotettua

noin 100–150 µg/ml proteiinia, eli yhteensä 20–30 mg pintakerrosproteiinia.
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Proteiinin määrä arvioitiin SDS-PAGE:sta otetusta kuvasta (kuva 12), jossa

supernatantin (kaivo 4) intensiivisyyttä verrattiin BSA:han (kaivot 5-7).

Kuva 12. Proteiinin tuotannossa solupelletistä erotetun supernatantin pintakerros-
proteiinipitoisuus arvioitiin vertaamalla vyöhykettä tunnetun proteiinipitoisuuden si-
sältävään BSA-vyöhykkeeseen.

4.5 Soluseinäeristys

Litrassa MRS-lientä kasvatetuista L. sobrius -soluista saatujen eristettyjen

soluseinien kuivapaino oli 4,4 mg. Soluseinistä otetussa transmissioelektro-

nimikroskooppikuvassa 13 on nähtävissä onttoja kuoria.

Kuva 13. L. sobrius -solujen soluseiniä (kuva Heikki Vilen)
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4.6 Solujen värjäytyminen ja leimaus

IPEC-1-soluja värjättiin usealla eri tekniikalla, joista kaikki olivat lähes yhtä

toimivia. Löfflerin metyleenisiniseen päädyttiin siksi, että sillä värjääminen on

yksinkertaista, eikä väri ole myrkyllistä toisin kuin Giemsa. Sekä uutetut että

uuttamattomat L. sobrius -solut värjäytyivät myös hyvin kaikilla kokeilluilla

tekniikoilla.

L. sobrius GRL1110 -kannasta eristettyjä soluseiniä yritettiin myös värjätä eri

väreillä. Soluseinien ohuuden takia yksittäisiin seiniin ei kuitenkaan saatu

tarttumaan riittävän paljon väriä, ja vain aggregaatit erottuivat. Heikosti vär-

jäytyneet soluseinät eivät olisi erottuneet IPEC-1-soluista. Tämän takia solu-

seinät leimattiin fluoresoivalla FITC:illä, jolloin soluseinät näkyivät selvästi

mikroskoopissa fluoresenssioptiikalla tarkasteltaessa.

4.7 Sitoutumiskokeet

4.7.1 Pintakerrosproteiinin kiinnittyminen soluseiniin

Kuvasta 14 voidaan todeta, että soluseiniä tarvitaan ainakin 2:1 (kaivot 1 ja

2) pintakerrosproteiinin määrän nähden, jotta suurin osa proteiinista saatai-

siin sitoutumaan soluseiniin. Jos soluseiniä ja proteiinia on 1:1 (kaivot 3 ja

4), jää noin puolet proteiinista supernatanttiin. Kontrolli 1 (kaivot 5 ja 6) on

pelkkää pintakerrosproteiinia, joka ei sitoudu mihinkään eikä näin ollen sak-

kaudu. Kaivoissa 7 ja 8 oli kontrollina soluseinää, joka odotetusti ei näy

SDS-PAGEssa.

Kuva 14. Pintakerrosproteiinin sitomiseen tarvittavan soluseinämäärän testaus
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TCA:lla uutto +4 °C lämpötilassa irrotti soluseinistä teikkohappoja, mikä nä-

kyi siinä, että pintakerrosproteiini tarttui uutettuihin soluseiniin huonommin

kuin uuttamattomiin. Kuvassa 15 kaivossa 5 näkyy supernatanttiin jäänyttä

proteiinia, joka ei ole sitoutunut TCA-käsiteltyihin soluseiniin. Kaivossa 8 ei

sen sijaan näy mitään. Kaivoja 1 ja 4 vertaamalla sen sijaan nähdään, että

pelletissä TCA-käsittelyllä ei ole juuri merkitystä pintakerrosproteiinin sitou-

tumiselle. Teikkohappojen on todettu sitovan pintakerrosproteiinia joillakin L.

acidophilus -ryhmän bakteereilla.

Kuva 15. TCA-käsittelyn vaikutus pintakerrosproteiinin sitoutumisessa soluseiniin

4.7.2 Fosfaatin määritys

Mittausten keskiarvolla laskettaessa ja aiemmin tehtyyn standardisuoraan

verrattaessa saatiin tulokseksi laskettua TCA:lla uuttamisen vähentävän fos-

faatin määrää soluseinissä noin 70 % (tuloksia ei esitetty). Tulos on järkevä,

mutta toisaalta menetelmä oli kokonaisuudessaan epävakaa, ja hajonta rin-

nakkaisten näytteiden välillä valtava. Rinnakkaisia olisi oltava enemmän luo-

tettavan tuloksen saamiseksi, ja käytettävien putkien laatuun ja puhtauteen

tulisi kiinnittää huomiota ja happopestä ne.
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4.7.3 L. sobrius GRL1110 -kannan sitoutuminen IPEC-1-soluihin

L. sobrius -solujen kiinnittymisessä IPEC-1-soluihin ei havaittu merkittävää

eroa siinä, oliko L. sobrius -soluista uutettu Slp1-pintakerrosproteiini pois

GHCl-liuoksella vai ei. Kuvista 16 ja 17 nähdään, että rihmamaisia L. sobrius

-soluja on molemmissa suurin piirtein yhtä paljon. Itse asiassa pienemmissä

solukonsentraatioissa näytti siltä, että bakteerisolut sitoutuisivat epitee-

lisoluihin jopa hieman paremmin silloin, kun niissä ei ollut pintakerrosproteii-

nia. Suurimmilla konsentraatioilla sekä uutetut että uuttamattomat solut si-

toutuivat suurin piirtein yhtä hyvin. Uutettujen solujen sitoutuminen ei ollut

selkeästi konsentraatiosta riippuvaista. Tästä voidaan päätellä, että jos pin-

takerrosproteiini välittääkin L. sobrius -solujen sitoutumista, niin se ei ole ai-

noa tekijä solussa, jolla on adheesio-ominaisuuksia.

Kuva 16. Uuttamattomia L. sobrius -soluja sitoutuneena IPEC-1-soluihin, 1 x 109 so-
lua/ml, värjättynä Löfflerin metyleenisinisellä ja kuvattuna 40 x suurennoksella
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Kuva 17. Uutettuja (ei sisällä pintakerrosproteiinia) L. sobrius -soluja sitoutuneena
IPEC-1-soluihin, 1 x 109 solua/ml, värjättynä Löfflerin metyleenisinisellä ja kuvattuna
40 x suurennoksella

4.7.4 Soluseinien kiinnittyminen IPEC-1-soluihin

Koska jokin muukin kuin pintakerrosproteiinit näyttäisivät välittävän L. sobri-

us -solujen sitoutumista epiteelisoluihin, testattiin sitoutuuko pelkkä L. sobri-

uksen soluseinä niihin. FITC:llä leimattuja soluseiniä sitoutui IPEC-1-soluihin

vain muutamia yksittäisiä tai korkeintaan kymmeniä kappaleita kenttää koh-

den, kuten kuvasta 18 näkyy (vihreät riekaleet), mikä oli olematon määrä

verrattuna lisättyyn soluseinien määrään. Samassa kuvassa alempana nä-

kyvät IPEC-1-solut täsmälleen samasta kohtaa kuvattuna. Käytetyllä mene-

telmällä puhdistettu soluseinä ei siis itsessään aiheuta sitoutumista.
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Kuva 18. Ylemmässä kuvassa on IPEC-1-soluja, joiden päällä inkuboitu FITC-
leimattuja soluseiniä fluoresenssioptiikalla kuvattuna, soluseiniä 500 µg/ml,ja alem-
massa samat solut faasikontrastioptiikalla kuvattuna 40 x suurennoksella.
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5 YHTEENVETO

Tavoitteena oli saada L. sobrius GRL1110 -kannan Slp1-geeni kloonattua ja

ilmennettyä tuottoisännässä ja tuotettu pintakerrosproteiini puhdistettua. Li-

säksi tarkoitus oli testata, aiheuttaako juuri pintakerrosproteiini L. sobrius-

solujen adheesiota epiteelisoluihin.

L. sobrius -soluista onnistuttiin eristämään pintakerrosproteiinia ja soluseinä-

fragmentteja. Eristetyistä pintakerrosproteiineista saatiin monistettua sen

tuottoa ekspressoiva Slp1-geeni, joka sitten ligatoitiin pET-28b(+)-vektoriin.

Ekpressioisäntänä toimiva E. coli -kanta transformoitiin saadulla plasmidilla,

ja tuottoisäntänä toimiva E. coli -kanta transformoitiin ekpressoidulla plasmi-

dilla. Tuottoisäntäsoluja kasvatettiin ja niistä eristettiin L. sobrius -kannan

pintakerrosproteiinia. Saatua pintakerrosproteiinia puhdistettiin ja sen sitou-

tumista testattiin IPEC-1-soluihin, samoin kuin aiemmin eristettyjen L. sobri-

us -soluseinäfragmenttien ja kokonaisten L. sobrius -solujen sitoutumista. Li-

säksi projektin aikana saatiin paljon tietoa käytännön menetelmistä, jotka

toimivat parhaiten L. sobrius -soluja, pintakerrosproteiinia tai sitä koodaavaa

geeniä käsiteltäessä.  Sitoutumiskokeista saadut tulokset vaikuttivat siltä,

ettei L. sobrius -kannan pintakerrosproteiinilla ole osuutta adheesiossa, tai

ainakaan se ei ollut ainoa adheesiota aiheuttava tekijä, mutta kokeita tullaan

jatkossa tekemään lisää.

Slp1-geenin koodaamalla rekombinanttiproteiinilla tullaan jatkamaan ad-

heesiokokeita. Tarkoituksena on kiinnittää pintaproteiinikerros soluseinien

päälle ja verrata näiden soluseinien adheesiota IPEC-1-soluihin verrattuna

puhtaiden soluseinien kiinnittymiseen IPEC-1-soluihin, jolloin kaikkien yli-

määräisten, mahdollista adheesiota aiheuttavien tekijöiden pitäisi olla pois-

suljettuja. Lisäksi on mahdollista testata pintakerrosproteiinin indusoimaa

suojaavaa vaikutusta patogeenisia E. coli -soluja vastaan.

L. sobrius -kannalla on kaksi pintakerrosproteiinia koodaavaa geeniä, joista

toista on siis jo tutkittu. Sen rinnalla lähdetään tutkimaan toista Slp-geeniä

samoilla menetelmillä kuin aiemmin. Työ jatkuu edelleen, mutta paljon tar-

peellista pohjatyötä on saatu tehtyä.
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Käytetyt materiaalit

Kitit:

Wizard Genomic Purification Kit, Promega, cat. A1120

QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen, cat. 28106

Wizard Plus Minipreps DNA Purification System, Promega, cat. A7510

Gel Extraction Kit, Qiagen, cat. 28706

Kasvatusalustat:

MRS agar, Difco, ref. 288210, MRS broth, Difco, ref. 288130

LB agar, Difco, ref. 244520, LB broth, Difco, ref. 244620

M9ZB: 1 % tryptoni, 0,5 % hiivauute, 0,5 % NaCl, 0,1 % NH4Cl,  0,3  %

KH2PO4, 0,75 % Na2HPO4, 0,2 % glukoosi, 0,1 % 1 M MgSO4 x 7 H2O

SOC: 2 % tryptoni, 0,5 % hiivauute, 0,06 % NaCl, 0,02 % KCl, 0,36 % glu-

koosi, 0,2 % MgCl2 x 6 H2O, 0,25 % MgSO4 x 7 H2O

Muut reagenssit:

dNTPmix (10 nM each), Finnzymes, F560L

Dynazyme Phusion, Finnzymes, F530L

Dynazyme IITM, Finnzymes, F501L

Nco I, Promega, R651E

Xho I, Promega, R616A

T4-ligaasi, Roche, ref. 10677523

TRR-mix BigDye® Terminator Sequencing RR-100, Applied Biosystems,

4336911
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Complete proteaasi-inhibiittori, Roche, ref. 11873580001

His TrapTM Hp, GE Healthcare, 10014209

Protein Assay, Bio-Rad, cat. 500-0006

FITC (Fluorescein isothiocyanate), Sigma, F-7250

SDS-PAGE:

ajogeelipuskuri 1,5 M Tris-HCl, pH8,8: 18,15 g Tris base, ~60 ml vettä, ~30

ml 1 M HCl pH 8,8:ksi, tasaus 100 ml vedellä, autoklavointi

ylägeelipuskuri 0,5 M Tris-HCl, pH 6,8: 6,0 g Tris base, ~40 vettä, ~48 ml 1

M HCl pH 6,8:ksi, tasaus 100 ml vedellä, autoklavointi

Laemmli-näytepuskuri: 3 % vettä, 25 % ylägeelipuskuria, 20 % glyserolia, 40

% 10 % SDS, 10 % 2-merkaptoetanolia, 2 % bromifenolisinistä

värinpoistoliuos: 40 % metanolia, 10 % etikkahappoa, 50 % vettä

väriliuos 0,1 % Coomassie brilliant blue R-250: 4 tablettia/ 250 ml värinpois-

toliuosta

ajopuskuri 5 x kantaliuos: 1,5 % Tris base, 7,2 % glysiiniä, 0,5 % SDS

12 % ajogeeli: 33,5 % vettä, 25 % ajogeelipuskuria, 40 % 30 % akryyliami-

dia, 1 % 10 % SDS, 0,05 % TEMED, 0,5 % 10 % ammoniumpersulfaattia

3,9 % ylägeeli: 61 % vettä, 25 % ajogeelipuskuria, 13 % 30 % akryyliamidia,

2 % 10 % SDS, 0,1 % TEMED, 0,8 % 10 % ammoniumpersulfaattia

Solukannat:

GRL1110: Lactobacillus sobrius DMS 16698, kasvatus MRS, anaerobi, +37

°C, PELL

ERF 560: Escherichia coli, elektrokompetentti, ei plasmidia, kasvatus LB,

aerobi , 37 °C, PELL
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ERF 2163: Escherichia coli BL21(DE3), kasvatus LB, aerobi, 37 °C, osa

pET-systeemiä

IPEC-1: intestinal porcine epithelial cells, kasvatus DMEM F-12, aerobi, +37

°C, passage 109

ERF 2392: ERF 560-kantaan elektroporoitu plasmidi pKTH 5369, kasvatus

LB, aerobi, +37 °C, PELL

ERF 2393: ERF 2163-kantaan transformoitu plasmidi pKTH 5369,  kasvatus

LB, aerobi, +37 °C, PELL
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pET-28b(+)-vektorin kaavakuva

pET-28a(+)-vektori. Käytetty pET-28b(+)-vektori on muuten täysin vastaava, paitsi
että sen koko on 5368 bp. Tummalla merkitty alue on T7-polymeraasi. [19]
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