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Tama opinnaytetyd tehtiin Helsingin yliopiston eldinlaéketieteellisen tiedekunnan perus-
elainlaaketieteen laitoksella.

Lactobacillus sobrius -lajilla on todettu olevan probioottisia vaikutuksia porsailla, ja silla on
havaittu adheesiota suolen limakalvoille ja epiteelisoluihin toistaiseksi tuntemattomalla
mekanismilla. Tutkimuksen kohteena on pintakerrosproteiinin mahdollisesti aiheuttama
adheesio ja pintakerrosproteiinin mahdolliset sovellukset antigeenien kuljettajana.

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

L. sobrius -solujen pinnalta uutettiin proteiinit, joista oikean kokoinen valittin N-
terminaaliseen aminohapposekvensointiin. Sekvenssin perusteella tehtiin alukkeet, joilla
saatiin PCR:llA monistettua slpl-geeni. Geeni ligatoitin pET-28b(+)-vektoriin ja elektro-
kompetentit E. coli -solut transformoitin. Rekombinanttiproteiinia tuotettin E. coli
-ekspressiosoluissa, ja saatu proteiini puhdistettiin affiniteettikromatografialla. L. sobrius
-kannasta eristettiin soluseinat. 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 yhta paljon riippumatta siitd, oliko
niistd uutettu pintakerrosproteiinit guanidiininydrokloridilla vai ei. Tama viittaisi siihen, etta
jos pintakerrosproteiini aiheuttaakin adheesiota epiteelisoluihin, niin myds jokin toinen
komponentti L. sobrius -soluissa aiheuttaa sita. Eristetyt soluseinat eivat kuitenkaan sitou-
tuneet epiteelisoluihin sellaisenaan, ja jatkossa lahdetaan tutkimaan, sitoutuvatko pinta-
proteiinikerroksella peitetyt solusein&fragmentit IPEC-1-soluihin.

Avainsanat: slpl-geeni, pintakerrosproteiini, Lactobacillus sobrius, adheesio, IPEC-1
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This study was carried out at the University of Helsinki, in the Faculty of Veterinary Medi-
cine, Department of Basic Veterinary Sciences.

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 slpl 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: slpl-gene, surface layer proteins, Lactobacillus sobrius, adhesion, IPEC-1
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1

JOHDANTO

Gram-positiivisilta bakteereilta on 10ydetty useita pinta- ja transmembraani-
proteiineja, jotka voidaan tunnistaa genomin sekvenssistd. Osa naista prote-
iineista pystyy valittdmaan bakteerien sitoutumista isdntakudoksiin. Tallainen
pintakomponenttien ryhmé& ovat erityisesti pintakerrosproteiinit. Pintaprote-
iinikerrokset ovat proteiini- tai glykoproteiinialayksikgistd koostuvia monimo-
lekyylisia kiteisia levymaisid rakenteita, jotka sijaitsevat soluseinan ulkopuo-
lella ja peittéavat solun kokonaan. Pintakerrosproteiineja on tunnistettu useilla
organismeilla bakteeri- ja arkki-ryhmistd, ja ne ovat yleisid Lactobacillus-

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

Maitohappobakteerien pintakerrosproteiinit voivat liittyd sitoutumiseen solu-
valiaineen komponentteihin ja epiteelisoluihin, samoin kuin patogeenien
poissulkemiseen. Tahan mennessa pintakerrosproteiinien reseptorit epitee-

lisoluissa ovat kuitenkin viel& tuntemattomia.

L. sobrius valittiin tutkimuksen kohteeksi siitd syysta, ettd silla on todettu
olevan jokin adheesiota aiheuttava tekij, ja liséksi se on vahvasti probiootti-
nen porsaassa. Tutkimuksessa lahdetdan liikkeelle pintekerrosproteiinin
tunnistamisesta ja L. sobrius -kannan slpl-geenin kloonaamisesta, minka
jalkeen pintakerrosproteiinia tuotetaan E. coli -isdnndssa. Kun rekombinant-
tiproteiini on saatu puhdistettua, voidaan sen adheesio-ominaisuuksia testa-
ta. Tarkoitus on jatkossa selvittad pintakerrosproteiinin reseptori koh-
desoluissa seké L. sobrius -solujen pintakerrosproteiinien toimintaa ja vaiku-
tusmekanismeja kohdesolussa. Lisdksi tutkimus voi avata uusia tapoja kayt-

taé tata lajia vektorina antigeeneille.



2

TEORIA

2.1 Pintakerrosproteiinit

Pintakerrosproteiinit (surface layer proteins) muodostavat sdanndllisen, koko
solun peittavan hilarakenteen solun uloimmaksi kerrokseksi monilla baktee-
reilla ja arkeilla. Solun kokonaisproteiinimaéarasté voi olla jopa 10 - 15 % pin-
takerrosproteiineja [1, s. 512]. Kuvassa 1 on elektronimikroskooppikuva bak-

teerisolusta, jota peittdd pintaproteiinikerros.

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

Pintaproteiinikerrokset koostuvat proteiini- tai glykoproteiinialayksikdista, joi-
den koko vaihtelee 40 - 200 kDa:n valilla [1, s. 512] ja ne ovat yleensa hei-
kosti happamia. Proteiinien pl-arvo on normaalisti 3 - 6 [3, s. 253 - 260]. Pin-
takerrosproteiinien muodostama hilarakenne voi olla vinokulmainen, neli-
kulmainen tai kuusikulmainen, ja se on yleensé 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 etaisyydella toi-
sistaan. Alayksikét ovat sitoutuneet toisiinsa ja soluseindan ei-
kovalenttisesti, ja ne voidaan irrottaa soluseinista ja toisistaan esimerkiksi
kaotrooppisilla aineilla, kuten guanidiinihydrokloridilla (GHCI), joka purkaa
vetysiltoja. [3, s. 254.] Hajotetun pintakerroksen alayksikot pystyvat jarjestay-



tymaan uudelleen sédénndlliseksi hilarakenteeksi joko kiinteille pinnoille tai

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

Pintakerrosproteiineilla on monta mahdollista tehtdvaa, mutta yhteista tarkoi-
tusta niille ei ole viela Idydetty, eikd sellaista luultavasti olekaan. Ne voivat
esimerkiksi toimia solua suojaavana kerroksena, auttaa solua sailyttamaan
muotonsa, toimia tarttumiskohtana solun ulkopuolisille entsyymeille, siivilana
molekyyleille ja ioneille, tai auttaa bakteerin kiinnittymisessa kudosten pin-
noille. [1, s. 512.] Pintakerrosproteiinien soveltamista tutkitaan paljon. Niita
sovelletaan jo matriisina esimerkiksi vasta-aineiden ja allergeenien sitomi-
sessa ja immuunivasteen mittaamisessa, tai templaattina metallinanopartik-
kelien hilarakenteen muodostamiselle. Pintakerrosproteiinit voivat mahdolli-

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

2.2 Lactobacillus -suku

Maitohappobakteerit ovat sellaisten bakteerien ryhma, joita yhdistaa hiilihyd-
raateista kaymisessa lopputuotteena saatava maitohappo. Lactobacillus-
suku on maitohappobakteeriryhman suurin, Gram-positiivisten ja fakultatiivi-
sesti anaerobien bakteerien luokka, ja siihen kuuluu toista sataa lajia. Lajit
poikkeavat toisistaan suuresti fenotyypiltadn, genotyypiltdéan ja fysiologisilta

ominaisuuksiltaan. [6.]

Jotkin Lactobacillus-suvut ovat taysin normaali osa ihmisten tai eldinten mik-
robistoa, ja eraat ovat olleet pitkdéan elintarviketeollisuuden kaytossa. Naista
syistd osa maitohappobakteereista on méaaritelty yleisesti turvallisiksi, eli
saanut GRAS-luokituksen (Generally Recognized As Safe). Niitd kaytetddn
yleisesti elintarviketeollisuudessa, kuten kasvisten, leipataikinan, maitotuot-
teiden ja lihan kasittelyssa. Jotkut lajit aiheuttavat myds elintarvikkeiden pi-
laantumista. [1, s. 512.] Liséksi joillakin Lactobacillus-kannoilla on todettu
olevan probioottisia ominaisuuksia. Probiootit esimerkiksi estavat patogeeni-
en sitoutumisen syrjayttamalla ne, tai tuottavat patogeeneja inhiboivia yhdis-
teitd. [7; 8, s. 16 - 17.]

Koska maitohappobakteerit ovat turvallisia ja kestavat hyvin ruoansulatuk-
sen eri vaiheita, ne ovat potentiaalisia antigeenin kuljettajia. Tutkimukset

ovat osoittaneet, ettd maitohappobakteerien kuljettamien antigeenien aiheut-



tama immuunivaste on suoraan riippuvainen ilmennetyn antigeenin maaras-
ta. Liséksi solun pinnalla ilmennetty antigeeni aiheuttaa yleensé vahvemman
immuunivasteen kuin solunsiséisesti tuotetut antigeenit. Tuottamalla anti-
geeni yhdistettynd pintakerrosproteiiniin, saadaan solun pinta ilmentdmaan

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

Jotta elimistd6n voisi muodostua Lactobacillus-populaatio, on bakteereilla ol-
tava jokin keino kiinnittyd epiteelisolun pinnalla olevaan solulimaan tai epi-
teelisoluun. Vaikka tallaista kiinnittymistéa on kuvattu paljon, molekyylitason
mekanismeja tunnetaan viela huonosti [8, s. 19]. Mahdollisia sitoutumista va-
littavia tekijoitd ovat ainakin solupinnan hydrofobisuus ja itseaggregoitumi-

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

Maitohappobakteerien pintakerrosproteiinit ovat pienimpid tunnettuja pinta-
kerrosproteiineja, noin 45 - 71 kDa. Niilla on my6s muita pintakerrosprote-
iineja korkeampi pl-arvo, 9,35 - 10,4 [12]. Useilta Lactobacillus-lajeilta on
|6ydetty pintakerrosproteiineja, ja joiltakin lajeilta on onnistuttu kloonaamaan
ja sekvensoimaan niitd koodaavat geenit. Joillakin Lactobacillus-lajeilla on
todettu olevan useampi pintakerrosproteiinia koodaava geeni [1, s. 512 -
513]. Téallaiset bakteerit voivat tuottaa eri pintakerrosproteiineja eri olosuh-
teissa, tai 0sa geeneistd ei ilmenny [13, s. 6786]. Yleisesti pintakerrosprote-
iineilla on kaksi rakenteellista aluetta, joilla on oleelliset tehtavat. Toinen alue
kiinnittd& pintakerrosproteiinien alayksikodt soluseindan, toinen jarjestaa pin-
takerrosproteiinit saannolliseksi rakenteeksi. Tutkituissa Lactobacillus aci-
dophilus -ryhman pintakerrosproteiineissa C-terminaalinen alue on vastuus-
sa sitoutumisesta soluseinaan ja N-terminaalinen alue hilarakenteesta [1, s.
521]. Lactobacillus-suvun tutkittujen pintakerroskerrosproteiinien on osoitettu
valittdvan sitoutumista soluvaliaineen proteiineihin seka ihmisten ja eldinten

epiteelisoluihin [5, s. 14.]

Maitohappobakteerien soluseinassa on peptidoglykaanin lisdksi sekundaari-
sia soluseindpolymeerejd, kuten teikkohappoja ja lipoteikkohappoja. Lacto-
bacillus-suvun pintakerrosproteiinien on todettu sitoutuvan solusein&dn ai-
nakin teikkohappojen, lipoteikkohappojen ja neutraalien polysakkaridien vali-

tyksella [1, s. 520], kuten kuvassa 2 on esitetty.



S-layer proteins

Kuva 2. Pintakerrosproteiinien sitoutuminen soluseinédén [14]

2.3 Lactobacillus sobrius

L. sobrius -solut ovat liikuntakyvyttomia, iti6itd muodostamattomia, noin 0,6 -
1,0 um paksuja ja 2,0-20,0 um pitkid sauvamaisia bakteereja, jotka esiinty-
vat yksittaisind, pareina tai pitkind ketjuina. Ne kasvavat parhaiten +37 °C
lampdtilassa, mutta myods korkeammissa lampétiloissa + 45 °C asti. L. sobri-
us GRL1110 on eristetty vieroittamattoman, terveen porsaan suolistosta,
jossa sité esiintyy runsaasti. [15.] Vieroituksen yhteydessa porsaan suoliston
L. sobrius -kanta pienenee huomattavasti, ja vieroituksen jalkeen porsaat
ovat alttiita sairastumaan ripuliin [16, s. 1 - 2].

Aiemmissa tutkimuksissa on todettu, etté L. sobrius GRL1110 on vahentéanyt
huomattavasti patogeenin (Escherichia coli, ETEC K88) adheesiota vas-
tasyntyneen porsaan suolen epiteelisoluihin (IPEC-1). Talla perusteella ar-
vellaan, ettd L. sobrius -kannan syoéttdminen porsaille véhentéisi E. coli
-patogeenin aiheuttamia ripuleita ja tehostaisi infektoitujen porsaiden pai-
nonnousua. [17, s. 2710.] Porsaat kasvoivat eraén tutkimuksen mukaan jopa
74 % nopeammin kuin kontrolliryhmd, jolle ei syotetty L. sobrius -kantaa.
Sama tutkimus myds vahvisti kasitysta siita, etté L. sobrius inhiboi jollakin
mekanismilla ETEC-solujen adheesiota. [16, s. 4 - 7.]



Lactobacillus sobrius -lajia pidettiin aluksi uutena, mutta myéhemmin on to-
dettu, ettd se kuuluukin L. acidophilus -ryhm&é&n kuuluvaan Lactobacillus
amylovorus -lajiin. L. sobrius on ehdotettu liitettdvaksi L. amylovorus -nimen
alle. [18.] Lajin kanssa fylogeneettisesti laheisid lajeja ovat L. acidophilus, L.
crispatus ja L. gallinarum [6]. Naista L. crispatus - ja L. acidophilus -kannoilla
on todettu sekvensoinnin perusteella olevan kaksi slp-geenid, samoin kuin
Southern blot -analyysin perusteella nayttéaisi olevan L. amylovorus -lajilla [1,
s. 513].
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TYON SUORITUS

Tybssé kaytetyt materiaalit on lueteltu liitteessa 1.

3.1 L. sobriuksen kasvukayra ja mikroskopointi

L. sobrius (GRL1110) -peséke siirrostettiin 20 ml:aan DeMan Rogosa Sharp
(MRS) -lient& (Difco) tiiviisti suljettuun falcon-putkeen. Soluja kasvatettiin yon
yli +37 °C lampdtilassa, minka jalkeen liemesta otettiin 0,5 ml talteen mik-
roskopointia varten ja lopuista tehtiin 5 % nuorennos, jonka absorbanssi mi-
tattin 600 nm aallonpituudella puhdasta MRS-lientd vasten. Nuorennosta
kasvatettiin +37 °C lampdotilassa, ja sen absorbanssi mitattiin noin tunnin va-
lein. Neljan tunnin kasvatuksen jalkeen otettiin uusi nayte mikroskopointia
varten. Kasvatusta jatkettiin, kunnes absorbanssi saavutti arvon 0,5 - 1 ja sii-
ta viela kolme tuntia eteenpdain mitaten absorbanssia ajan funktiona. Nayttei-

ta tarkasteltiin mikroskoopissa 100 x suurennoksella faasikontrastioptiikalla.

3.2 L. sobriuksen pintakerrosproteiinin uutto eri olosuhteissa

L. sobriuksesta (GRL1110) tehdysta puhdasviljelméasta siirrostettiin peséke
12 ml MRS-lienta. Soluja kasvatettiin suljetussa putkessa yon yli +37 °C
lampétilassa. Kasvatus jaettiin 10 ml erdan ja 2 x 1 ml:n eréat eppendorf-
putkiin, joista toiseen 1 ml naytteeseen lisattiin glyserolia 15 % loppupitoi-

suuteen ja se pakastettiin 100 ul erissa myohempaa kayttoa varten.

Toinen 1 ml:n nayte (nayte 1) sentrifugoitiin (16 000 g, 2 min, +4 °C). Super-
natantti poistettiin, ja pelletti pestiin 0,5 ml kylmaa PBS-puskuria (phosphate
buffer saline), sentrifugointi tehtiin kuten edellda ja supernatantti pipetoitiin
pois. Pelletti suspensoitiin 100 pyl Laemmli-ndytepuskuria, keitettiin 5 minuut-

tia +100 °C lamp6hauteessa ja pakastettiin -80 °C:seen.

10 ml nayte sentrifugoitiin (3000 g, 10 min, +4 °C) ja supernatantti poistettiin.
Pelletti suspensoitiin 2 ml kylmad& PBS-puskuria ja jaettiin kahtia eppendorf-
putkiin. Naytteita sentrifugoitiin (16 000 g, 2 min, +4 °C) ja supernatantti pi-
petoitiin pois. Toinen pelletti suspensoitiin 2 M GHCI-liuokseen (guanidiinii-

hydrokloridi) ja toinen pelletti 5 M GHCI-liuokseen 750 pl tilavuuteen. Mo-



lempia néytteitd inkuboitiin 30 minuuttia +4 °C |Ampdtilassa ja molemmista
kerattiin solut sentrifugoimalla (16 000 g, 2 min, +4 °C). Supernatantit saas-
tettiin. Molemmat pelletit suspensoitiin 200 pl Laemmli-néaytepuskuria, kei-
tettiin 5 minuuttia +100 °C l[ampdhauteessa ja pakastettiin -80 °C. 2 M GHCI-
liuokseen suspensoitu ndyte on nayte 2, 5 M GHCl:lla uutettu on nayte 3.
Edellisesséa vaiheessa saéastetyt supernatantit siirrettiin keitettyihin dialysoin-
tikuppeihin ja dialysoitiin Milli-Q-vettd vasten ensin tunnin ajan +4 °C lampo-
tilassa. Vesi vaihdettiin tuoreeseen ja dialysointia jatkettiin +4 °C yon yli. Dia-
lysoinnin jlkeen naytteet siirrettiin dialysointikupeista eppendorf-putkiin, jot-
ka sentrifugoitiin (16 000 g, 15 min, +4 °C). Supernatantit otettiin talteen ja
pakastettiin -80 °C. Pelletit suspensoitin 100 yl Laemmli-ndytepuskuria ja

keitettiin 5 minuuttia +100 °C [Ampodhauteessa. Naista tuli ndytteet 4 ja 5.

Naytteet 1, 2 ja 3 sulatettiin ja sentrifugoitiin (16 000 g, 2 min, RT). Naytteet
1 - 5 ja LMW-standardi (Molecular Weight Standard, Low range, Bio-Rad,
laimennettu 1:20 Laemmli-naytepuskuriin ja denaturoitu valmistajan ohjeen
mukaan) ajettin 12 % SDS-PAGE:la (natriumdodekyylisulfaatti-
polyakryyliamidigeelielektroforeesi) 100 V:n jannitteelld noin 1,5 tuntia. Geeli
varjattiin (Coomassie brilliant blue R-250), vari poistettiin ja geeli kuvattiin
AlphaDigiDoc-laitteella. Kuvan perusteella valittiin nayte, josta ulkopuolinen
taho (Biotekniikan instituutti) maaritti N-terminaalisen aminohapposekvens-
sin. Sekvenssin perusteella valittiin pintakerrosproteiinia koodaava slpl-

geeni ja tilattiin sitd monistavat alukkeet (Oligomer).

L. sobrius GRL1110 -kannasta siirrostettiin pesake 11 ml esilammitettyd
MRS-lient&, jota kasvatettiin yon yli +37 °C:ssa. Liemesta otettiin 1 ml eril-
leen, sentrifugoitiin (16000 g, 2 min, +4 °C), pestiin 0,5 ml PBS-puskuria ja
suspensoitiin 50 pl 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 pl 5 M GHCI-
liuosta. Molempia naytteitd inkuboitiin tasoravistelijassa tunti, toista huo-
neenlamma@ssa ja toista +37 °C:ssa, minka jalkeen ne sentrifugoitiin (16000
g, 2 min, +4 °C). Supernatantit otettiin talteen, ja pelletit suspensoitiin 100 pl
PBS-puskuria. Supernatantit dialysoitiin yon yli vedessa +4 °C:ssa, minka
jalkeen ne sentrifugoitiin (16000 g, 20 min, +4 °C), supernatantit poistettiin ja
pelletit suspensoitiin 100 pl Laemmli-n&ytepuskuria. Uuttamattomista ja uu-

tetuista soluista otettin 4 pl néaytteet, joihin lisattin 4 pl Laemmli-



naytepuskuria ja keitettiin 5 minuuttia +100 °C:ssa. Naytteet analysoitiin 12
% SDS-PAGEssa.

3.3 Kromosomaalisen DNA:n eristys ja pintakerrosproteiinigeenin monistaminen
PCR:lla
L. sobrius -puhdasviljelmasta siirrostettin  pesake 10 mln MRS-
liemiputkeen, ja kasvatettiin yon yli +37 °C lampdtilassa. DNA:n eristys teh-
tiin Wizard® Genomic DNA Purification -kitilla (Promega) kitin ohjeen koh-
dan IIl.G. mukaisesti lisaten naytteeseen 25 ul 40 mg/ml lysotsyymi-liuosta
ja 7,5 pl 30 U/ul mutanolysiini-liuosta. Lopuksi naytteen DNA-pitoisuus mitat-
tiin NanoDrop-laitteella Milli-Q-vetta vasten. DNA-pitoisuus tarkastettiin aja-
malla nayte 0,7 % TAE-agaroosigeelilld (Tris-asetaatti-EDTA) vertailunayt-
teen kanssa, jonka DNA-pitoisuus oli 150 ng/ul. Naytteita ajettiin noin kolme

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

Oligomerin valmistamat alukkeet sobriusF (forward) (1568) ja sobriusR (re-
verse) (1569) liuotettiin veteen ja laimennettiin loppupitoisuuteen 10 pmol/pl.
Saadulle kromosomaaliselle DNA-naytteelle (kolme rinnakkaisnaytetta) suo-

ritettiin PCR taulukossa 1 esitetyilla reagensseilla ja ohjelmalla.

Taulukko 1. PCR-reagenssit ja ohjelma

5 x puskuri HF 10 pl 1. 98 °C 30s
aluke 1568 (25 pmol) 2,54l 2. 98 °C 10s
aluke 1569 (25 pmol) 2,5l 3. 62 °C 30s
dNTP mix (10 nM jokaista) 1ul 4, 72 °C 38s
Dynazyme Phusion (1 U) 0,5 ul 5. kohtaan 2. X 29
krom.DNA ~250 ng 10 pl 6. 72 °C 10 min
vesi 23,5 ul 7. 4°C jatkuva
yht. | 50 pl

Kolme rinnakkaista tuotetta yhdistettin ja ajettin 0,8 % TAE-
agaroosigeelissd. PCR-tuote puhdistettiin QIAquick® PCR Purification Kit
-kittia kayttaen (Qiagen) kitin ohjeen mukaan, kayttden RNAse free-vetta

eluointiin. Puhdistetun tuotteen DNA-pitoisuus mitattiin NanoDrop-laitteella.
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3.4 Kloonaus pET-28b(+)-vektoriin
3.4.1 Digestio ja vektorin puhdistus

pET-28b(+)-vektoria (Novagen) (kuva liitteessa 2) ja puhdistettua PCR-
fragmenttia digestoitiin, ja samalla digestoitiin yksi putkellinen. Digestiot suo-

ritettiin taulukossa 2 esitetyilla reagensseilla.

Taulukko 2. Digestioihin tarvittavat reagenssit

vektori pET-28b(+) (25 ug) 5yl

10 x puskuri D 10 pl

100 x BSA 1yl

vesi 74 ul

Nco | (50 U) 2,5ul+2,5ul

Xho | (50 U) 2,5 ul+ 2,5yl
yht. 100 pl

PCR-fragmentti (2,5 pg) 11 pl

10 x puskuri D 10 pl

100 x BSA 1l

vesi 68 ul

Nco | (50 U) 2,5 ul+2,5ul

Xho | (50 U) 2,5ul+ 2,5yl
yht. 100 pl

Digestioon lisattiin aluksi vain 25 U kutakin restriktioentsyymia ja niitd inku-
boitiin 2 tuntia +37 °C lampdétilassa. Restriktioentsyymien toisen lisayksen
jalkeen inkubointia jatkettiin toiset 2 tuntia. Entsyymit inaktivoitiin inkuboimal-
la seosta 15 minuuttia +65 °C:ssa. pET-28b(+)-vektorin digestoinnin onnis-
tuminen varmistettin ajamalla nayte 0,8 % TBE-agaroosigeelissad (Tris-

boraatti-EDTA) ja vertaamalla sita digestoimattomaan vektoriin.

Digestoitu PCR-fragmentti puhdistettiin QIAquick PCR Purification Kit, (Qia-
gen) -kitill& kitin ohjeen mukaan. Erona ohjeeseen DNA eluoitiin 30 ul RNase

vapaaseen -veteen. DNA-konsentraatio maaritettiin.

pET-28b(+)-vektorille tehtiin preparatiivinen geelieristys 0,8 % agaroosigee-
lill& ajamalla ndytettd 1 x TAE-puskurissa 2 tunnin ajan 65 V:n jannitteella.
Vektori puhdistettiin geelistd Gel Extraction Kit -kitilla (Qiagen) kitin ohjeen
mukaan, ja puhdistettiin PCR Purification -kitilla ohjeen mukaan, molemmis-
sa eluointi 30 pl RNase vapaalla vedella. Naytteiden DNA-konsentraatiot

maaritettiin.
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3.4.2 Ligaatio, E. coli -bakteerin transformaatio ja transformanttien testaus peséke
PCR:lla
Digestoitu vektori ja PCR-fragmentti ligatoitiin. Seokset kasiteltiin ensin 0,5
pl:lla polynukleotidikinaasia (Fermentas). Seosta inkuboitiin 15 minuuttia +37
°C lampdtilassa ja inaktivoitiin 20 minuuttia +75 °C lampdétilassa. Ennen li-
gaasin lisaystd seokset jadhdytettiin jailla. Ligaatio suoritettiin talukossa 3

esitetyilla reagensseilla.

Taulukko 3. Ligaatioon tarvittavat reagenssit

digestoitu pET28b(+)-vektori (250 ng) 7,3 ul
digestoitu PCR-fragmentti (117 ng) 2,6 ul
10 x ligaatiopuskuri 1,54l
vesi 2,6 ul
T4-ligaasi Roche (1 U) 1,0 ul

yht. 15yl

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

voitiin inkuboimalla seosta 10 minuuttia +65 °C lampétilassa.

Ligaatioseosten saostus tapahtui lisdamalla 35 pl vettd, 5 pl 3 M natriumase-
taatti-liuosta pH 4,8 ja 100 pl jadkylmé&a 96 % etanolia. Seos sekoitettiin ja
jatettiin 30 minuutiksi saostumaan -20 °C pakastimeen. Seuraavaksi seosta
sentrifugoitiin (30 min, 16 000 g, +4 °C), supernatantti pipetoitiin pois ja pel-
letti pestiin 150 pl jagkylma&a 70 % etanolia. Sentrifugointi kuten edelld, jonka
jalkeen supernatantti pipetoitiin pois ja pelletti kuivattiin speed-vac-laitteella
noin 5 minuutin ajan kuivaksi. Pelletti liuotettiin 4 ul vettd, ja jaahdytettiin jail-

la 20 minuuttia.

Elektrokompetentteihin ERF560-soluihin (50 pl) lisattiin 4 yl saostettua ligaa-
tioseosta. Seos siirrettiin kyvettiin ja sille annettiin eletroporaatiopulssi (2,5
kV, 200 Q, 25 ul) Gene Pulser Il laitteella (Bio-Rad). Heti pulssin antamisen
jalkeen seoksen pdadlle lisattin 1 ml kylmaa SOC-lientd. Seos siirrettiin fal-
con-putkeen tunniksi ravisteluun (220 rpm) +37 °C [Ampdtilaan. Inkuboinnin
jalkeen seos maljattiin kahdeksalle Luria Bertani (LB) (Difco) -maljalle, joihin
oli lisatty antibioottiselektiivisyyden saavuttamiseksi 30 pg/ml kanamysiinia
(LB-kan®). Naytteita inkuboitin +37 °C lampétilassa yon yli. Kasvatuksen
jalkeen maljoilta poimittiin pesékkeita templaateiksi hipaisemalla 16 pesaket-

td PCR-varmistusta varten, joka suoritettiin taulukossa 4 esitetylla tavalla.
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Taulukko 4. PCR-reagenssit ja ohjelma

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

PRC-tuotteet ajettiin 0,8 % TBE-agaroosigeelissa ja geeli kuvattiin. Oikean
insertin siséltaneista pesakkeista tehtiin puhdasviljelmét LB-kan*’-maljoille

kasvattamalla yon yli +37 °C lampdtilassa.

3.4.3 Kloonien sailonta, plasmidieristykset ja inserttien PCR-monistukset

Viidesta oikeasta kloonista tehdyista puhdasviljelmisté siirrostettiin jokaises-
ta pesdke 40 ml LB-kan®-lients, ja kasvatettiin ravistelussa (220 rpm) +37
°C lampotilassa, kunnes absorbanssi saavutti arvon 0,6 — 0,8 600 nm aal-

lonpituudella mitattuna (ODggo).

Osa liemista pakastettiin 15 % glyserolissa. Plasmidieristysta varten jokai-
sesta liemesta otettiin 10 ml Beckman-putkiin, joita sentrifugoitiin Beckman-
sentrifugissa (3000 rpm, 10 min, +4 °C). Supernatantti kaadettiin pois ja pel-
letti pestiin 5 ml vetta. Sentrifugointiin kuten edelld, jonka jalkeen superna-
tantti kaadettiin taas pois. Plasmidit puhdistettin Wizard® Plus Minipreps
DNA Purification System -kitilla kitin ohjeen mukaan kéayttaen plasmidin elu-
ointiin 30ul RNase-vapaata -vettd. Plasmidipitoisuudet mitattin NanoDrop-
laitteella. PCR:II& varmistettiin taulukossa 5 esitetylla tavalla, ettd kloonit si-
salsivat edelleen oikean insertin. Samalla saatiin templaatit sekvensointire-

aktioihin.

Taulukko 5. PCR-reagenssit ja ohjelma

5 x puskuri HF 10 pl 1. 98 °C 30s
aluke 1568 (25 pmol) 2,54l 2. 98 °C 10s
aluke 1569 (25 pmol) 2,54l 3. 51°C 30s
dNTP mix (10 nM jokaista) 1l 4. 72 °C 22s
Dynazyme Phusion (1 U) 0,5 pl 5. kohtaan 2. x 29
plasmidi-DNA ~10 ng 1ul 6. 72 °C 10 min
VESi 32,5 7. 4°C jatkuva
yht. | 50 pl
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Kaikki tuotteet puhdistettin PCR-puhdistuskitilla kitin ohjeen mukaan, ja
DNA-konsentraatiot mitattin NanoDrop-laitteella. Tuotteet ajettin 0,8 %

TBE-agaroosigeelissa.

3.5 Sekvensointi

Sekvensointia varten kullekin kloonille tehtin 2 PCR-reaktiota taulukon 6
mukaan, 1 kummallakin alukkeella, kayttden templaatteina viiden kloonin

plasmidi-DNA:sta monistettuja PCR-fragmentteja.

Taulukko 6. Sekvensointi-PCR-reagenssit ja ohjelma

5 x sekvensointipuskuri 3l 1. 96 °C 30s
aluke 1568/1569 (3,2 pmol) 1yl 2. 96 °C 10s
TRR-mix 2.l 3. 50 °C 30s
templaatti (60 - 90 ng) 1,5l 4. 60 °C 22s
vesi 12,5 ul 5. kohtaan 2. x 29
yht. | 20 pl 6. 4°C jatkuva

PCR-seokset saostettiin lisddmalla 2 yl 3 M natriumasetaatti-liuosta pH 5,2
ja 50 pl 95 % huoneenlampdistd etanolia. Seoksia vorteksoitiin ja annettiin
saostua 15 minuuttia huoneenlammadssé. Saostuksen jalkeen seokset sentri-
fugoitiin (16 000 g, 20 min, RT), pestiin 250 pl jadkylmaa 70 % etanolia ja
sentrifugoitiin uudestaan (16 000 g, 15 min, RT). Supernatantit poistettiin
imulla ja pelletit kuivattin speed-vac-laitteella noin 5 minuutin ajan taysin
kuiviksi. Pelletit liuotettiin 20 pl kitin TSR-reagenssia (template suppression
reagens) ja denaturoitiin lampodhauteessa (95 °C) 2 minuuttia, mista ne siir-
rettiin valittomasti jaihin ja sekvensoitavaksi. Sekvensointi suoritettin ABI

Prism 310 genetic analyzer -kapillaarielektroforeesilaitteella.

Sekvensoitujen tuotteiden emasjarjestyksia verrattin manuaalisesti Biotek-
niikkan instituutista saatuun 1051_1_Slp pET-28b(+)-vektorissa -sekvenssiin
noin 100 eméksen verran kaytetysta alukkeesta eteenpadin, ja jatkoon valittiin
sekvenssid vastaava klooni, josta saatu plasmidipitoisuus oli korkein. T&t&
sailottiin kantanumerolla ERF 2392, ja solujen siséltdma 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 valmistettin Hanahanin ohjeen
mukaan [20, s. 1106 - 1109]. Kompetentteihin ERF 2163 -kannan soluihin
(50 pl) transformoitiin 1 pl (66,4 ng) valittua kloonia Hanahanin menetelmalla
[20, s. 1110]. Lisaksi samalla menetelmalla tehtiin vektori- ja vesikontrollit.
Soluista maljattiin 3 x 100 pl kolmelle LB-kan®*(+ 1 % glukoosi) -maljalle ja
kasvatettiin +37 °C lampdtilassa yon yli niin, ettd kasvatusaika jai mahdolli-
simman lyhyeksi, koska plasmidi oli aiemmin osoittautunut epastabiiliksi pi-
demmilla kasvatusajoilla. Kasvatuksen jalkeen valittiin kuusi pesaketta, joille
tehtiin peséke-PCR taulukossa 7 esitetylla tavalla. Pesakkeisté hipaistiin so-

luja templaatiksi.

Taulukko 7: PCR-reagenssit ja ohjelma.

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

LB-kan®*(+ 1 % glukoosi)-liemeen (10 ml) siirrostettiin yksi oikeaksi varmiste-
tuista pesékkeistd. Tasta liemesta tehtiin laimennossarja 10 laimennokseen
asti pipetoimalla edellisesta laimennoksesta 1 ml / 9 ml LB-kan®*(+ 1 % glu-
koosi) -lientd. Laimennoksia inkuboitiin huoneenlammadssa yon yli ravistelus-
sa (220 rpm). Kasvatuksen jalkeen laimennoksista mitattiin ODggg ja Vvalittiin
eksponentiaalisessa kasvuvaiheessa oleva laimennos. Tastd osa pakastet-

tiin 15 % glyserolipitoisuudessa kantanumerolla ERF 2393.

3.6.2 Proteiinin tuoton testaus

Eksponentiaalisessa kasvuvaiheessa olleesta ERF 2393 -kannasta otettiin
30 yl nayte talteen, jonka jalkeen siirrostettiin 2,5 ml lientéd 25 ml esilammitet-
tyyn LB-kan®*(+ 1 % glukoosi) -liemeen, ja kasvatettiin ravistelussa (220

rpm) +37 °C lampdtilassa 1,5 tuntia, jonka jalkeen ODggo oli 0,752. Tasta
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otettiin taas 30 pl talteen. Liemi jaettiin kahteen osaan ja toiseen osaan lisat-
tiin IPTG:ta (Isopropyyli B-D-1- tiogalaktopyranosidi) loppupitoisuuteen 1 mM
(indusoitu ndyte). Toiseen osaan ei lisitty mitd&n. Molempia liemia kasvatet-
tiin samoissa olosuhteissa vield 2 tuntia, jonka jalkeen otettiin molemmista
30 pl talteen PCR:&4 varten, joka suoritettiin taulukon 8 mukaisesti. Molem-
mista liemisté otettiin myds 1 ml:n naytteet, joista kerattiin solut sentrifugoi-
malla, ja solupelletit pestiin PBS-puskurilla ennen kuin solupelletit pakastet-

tiin.
Keratyista neljasta 30 pl naytteesta tehtiin PCR.

Taulukko 8. PCR-reagenssit ja ohjelma

5 x puskuri HF 10 pl 1. 98 °C 30s
aluke 1568 (25 pmol) 2,5l 2. 98 °C 10s
aluke 1569 (25 pmol) 2,54l 3. 52 °C 30s
dNTP mix (10 nM jokaista) 1ul 4, 72 °C 22s
Dynazyme Phusion (1 U) 0,5 pl 5. kohtaan 2. x 29
ERF 2393 (naytteet 1-4) 1l 6. 72 °C 10 min
VESi 32,5 7. 4°C jatkuva
yht. | 50 pl

Tuotteet ajettiin 0,8 % TBE-agaroosigeelissa.

Solupelletit sulatettiin ja suspensoitiin 100 pl PBS-puskuria. Naytteita soni-
koitiin 40 % teholla noin 40 sekunnin ajan, jonka jalkeen ne sentrifugoitiin
(3000 g, 5 min, +4 °C). Supernatantit erotettiin pelleteista, ja niiden tilavuu-
deksi mitattiin noin 90 pl, joten pelletit suspensoitiin 90 yl PBS-puskuria. Mo-
lempiin supernatantteihin ja molempiin pelletteihin lisattiin tilavuutensa ver-
ran Laemmli-naytepuskuria ja niita keitettiin 5 minuuttia +100 °C lampdhau-

teessa, jonka jalkeen naytteet ajettiin 12 % SDS-PAGEssa.

3.6.3 Solumassan kasvatus varsinaista proteiinin tuottoa varten

ERF 2393 -kantaa raaputettiin lasisauvalla kahteen 10 ml LB-kan**(+ 1 %
glukoosi) -liemeen, joista tehtiin laimennokset 10 asti. Laimennoksia kasva-

tettiin ravistelussa (220 rpm) huoneenlAmmadssa yon yli.

Kasvatuksen jalkeen laimennossarjan absorbanssit mitattiin, ja laimennok-

sista valittin se, joka oli eksponentiaalisessa kasvuvaiheessa. Laimennos
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nuorennettiin 200 ml M9ZB-lient&, johon oli lisatty kanamysiinia 30 pg/ml ja 1
% glukoosia. Soluja kasvatettiin +37 °C lampdétilassa ravistuksessa kunnes
ODggo 0li noin 0,6. Solut indusoitiin lisaéamalla IPTG:t& loppupitoisuuteen 1
mM ja kasvatusta jatkettin samoissa olosuhteissa 3 tuntia, jonka jalkeen
liemi jaettin kahteen Beckman-putkeen ja sentrifugoitin Beckman-
sentrifugilla (5000 g, 15 min, +4 °C). Supernatantit poistettiin ja pelletit pes-
tiin noin 200 ml ja&kylmaa PBS-puskuria. Pelletit pakastettiin -80 °C:seen.

3.6.4 Puhdistettavan pintaproteiinin lokalisaation tutkiminen E. coli -kannassa

Pakastetut pelletit suspensoitiin yhteenséd 7 ml vettd, johon oli lisatty Comp-
lete proteaasi -inhibiittoria (Roche), ja suspensiot yhdistettiin. Soluja sonikoi-
tiin 40 % teholla 15 - 20 sekunnin péatkissa, kunnes ODgq Oli noin 0,1. Sus-
pensiota sentrifugoitiin (3000 g, 5 min, +4 °C) ja supernatantti otettiin talteen.
Pelletti suspensoitiin supernatantin tilavuuteen vetta + proteaasi -inhibiittoria
(pelletti 1). Erotettu supernatantti sentrifugoitiin uudestaan (15000 g, 20 min,
+4 °C) ja supernatantti erotettiin (supernatantti 2) pelletista, joka suspensoi-
tiin supernatantin tilavuuteen vesi + proteaasi -inhibiittoria (pelletti 2). Pelle-
teistd 1 ja 2 ja supernatantista 2 tehtiin 1:10 laimennokset ja niihin lisattiin ti-
lavuuden verran Laemmli-naytepuskuria. Naytteita keitettiin 5 minuutia +100
°C lampohauteessa, jonka jalkeen naytteet ajettin 12 % SDS-PAGEssa.
Proteiinin puhdistusta jatkettiin naytteestd, jossa syntynyt proteiini sijaitsi

suurimmaksi osaksi SDS-PAGEnN perusteella.

3.6.5 Rekombinanttiproteiinin puhdistus affiniteettikromatografialla (HisTrap)

Supernatanttiin, joka sisélsi suurimman osan proteiinista, lisattin GHCI-
liuosta loppupitoisuuteen 4 M, ja imidatsolia loppupitoisuuteen 20 mM. Ai-
neet sekoitettiin huolellisesti pipetinkarjella purskuttelemalla noin 150 kertaa,
jonka jalkeen inkuboitin 1 tunti huoneenlamméssé. Seos sentrifugoitiin
(5000 g, 5 min, RT), supernatantti otettiin talteen ja steriilisuodatettiin 0,45

pm suodattimen lapi kaksi kertaa.

Tuotetut proteiinit puhdistettiin affiniteettikromatografialla histidiinih&ntaa hy-
véksikayttaen. Proteiinit puhdistettin 5 ml:n HisTrap™ HP kolonneilla (GE

Healthcare) valmistajan ohjeen mukaan. HisTrap-pylvas pestiin 25 ml vettd,
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tasapainotettiin 40 ml 1x fosfaattipuskuria, jossa 4 M GHCI-liuosta ja 20 mM
imidatsolia. Supernatantti ruiskutettiin pylvaaseen ja pestiin 60 ml tasapaino-
tuspuskuria. Nayte eluoitiin ulos 24 ml tasapainotuspuskurilla, johon oli lisat-
ty imidatsolia kokonaispitoisuuteen 500 mM, kerdten 6 x 4 ml fraktiota. Nelja
ensimmaista fraktiota yhdistettiin ja dialysoitiin MQ-vetta vasten yon yli +4 °C
lampdotilassa. Nayte sentrifugoitiin (15000 g, 20 min, +4 °C), supernatantti
erotettiin ja pelletti suspensoitiin 0,5 ml vettd. Supernatantista ja pelletista
maadritettiin molemmista proteiinipitoisuus sek& Bradfordin menetelmalla li-
saamalla 800 pl laimennettuja naytteitd 200 pl Protein assay -varid (Bio-
Rad), ja niiden absorbanssi mitattin 595 nm aallonpituudella 120 minuutin
inkuboinnin  jalkeen.  Proteiinipitoisuudet  maaritettin - sekd  BSA-
standardisuoraan vertaamalla, ettd SDS-PAGE-ajolla tunnettuihin BSA-

naytteisiin vertaamalla.

3.7 Soluseinéeristys ja varjayskokeilut

Litraan MRS -lient& siirrostettiin L. sobrius -kantaa. Kantaa kasvatettiin yon
yli +37 °C lampotilassa. Solut erotettiin sentrifugoimalla (6000 g, 10 min, +4
°C) ja pelletti pestiin jadkylmalla vedella kaksi kertaa. Toisessa pesussa
sentrifugointiaikaa venytettiin 20 minuuttiin, koska aiemmat pelletit eivat py-
syneet kunnolla koossa. Pelletti suspensoitiin noin 30 ml 5 M GHCI-liuosta,
ja soluja inkuboitiin 30 minuuttia tasoravistelussa +4 °C lampétilassa. Solut
sentrifugoitiin (6000 g, 15 min, +4 °C). Pelletit pestiin noin 20 ml 50 mM Tris-
HCI pH 7,4 -puskuria, ja pelletit punnittiin. Solut suspensoitiin 5 ml 50 mM
Tris-HCI pH 7,4 -puskuria Naytteesta tehtiin 1:200 -laimennos, jonka ODggo
mitattiin.

Solut hajotettiin French Press -laitteella 2000 psi:n paineella kolme kertaa
mitaten ndytteen ODgqo joka hajotuksen jalkeen. Hajotus lopetettiin, kun ha-
joamattomien solujen maara ei enaa merkittavasti laskenut, eli absorbanssi

ei enaa alentunut.

Hajoamattomat solut erotettiin sentrifugoimalla (3000 g, 5 min, +4 °C), su-
pernatantti otettiin talteen ja siitd kerattiin soluseinat voimakkaammalla sent-
rifugoinnilla (25000 g, 20 min, +4 °C). Soluseinapelletti suspensoitiin noin 40
ml 50 mM Tris-HCI pH 7,4 -puskuria ja sentrifugoitiin kuten edella. Pesu tois-

tettiin kolme kertaa, ja lopuksi soluseinien markapaino maéaritettiin.
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Soluseingpelletti suspensoitiin 10 ml 50 mM Tris-HCI pH 7,4 -puskuriin, jo-
hon oli lisatty MgCl,:a loppupitoisuuteen 10 mM. Suspensioon lisattiin 25
pg/ml DNAase | (Sigma DN-25) ja 25 pg/ml RNAase. Suspensiota inkuboitiin
30 minuuttia +37 °C vesihauteessa, jonka jalkeen siihen lisattin 20 ml kyl-
maa 50 mM Tris-HCI pH 7,4 -puskuria ja sentrifugoitiin (25000 g, 20 min, +4
°C). Pelletti punnittiin, jonka jalkeen se suspensoitin 1 ml vettd. Solusei-
nasuspensiota lisattin  kiehuvassa vesihauteessa olevaan 1 % SDS-
liuokseen (5 ml 1 % SDS-liuosta/ 100 mg soluseinia), jossa se inkuboitui 30
minuuttia. Suspensio siirrettiin taarattuun putkeen, sentrifugoitiin (25000 g,
20 min, RT) ja pelletti pestiin kuusi kertaa noin 35 ml vettd huoneenlammads-
sa. Viimeisen pesun jalkeen pelletti punnittiin. Solupellettid kuivattiin muuta-
ma vuorokausi kylmékuivurissa, jonka jalkeen soluseinien kuivapaino maari-
tettiin ja soluseinat liuotettiin veteen 5 mg/ml tilavuuteen ja pakastettiin -80

°C:een.

Soluseinien varjaytymista testattiin laimentamalla 5 mg/ml soluseinia 1:5 ve-
teen ja kuivaamalla laimennosta 5 pl neljdlle objektilasille yon yli huoneen-
[amma@dssa. Solut varjattiin Lofflerin metyleenisinisella (Orion) 10 minuutin
ajan, Gram-varjayksella ilman safrariinia, 10 % Giemsalla (Reagena) 5 mi-
nuutin ajan ja 10 % Giemsalla 30 minuutin ajan. Soluseinia tarkasteltiin mik-
roskoopilla 40 x suurennoksella kirkaskentta-optiikalla ja vertailtiin varjays-

menetelmien toimivuutta.

3.8 Sitoutumiskokeet
3.8.1 Soluseinien TCA-kasittely

Teikohapot uutettiin 20 pl soluseinid lisdmalla 80 pl vettd ja 5,3 pl 100 %
TCA:ta (trikloorietikkahappo). Seosta inkuboitiin vuorokausi +4 °C lampdti-
lassa pyoOrosekoittajassa. Soluseinat kerattiin sentrifugoimalla (16000 g, 30
min, +4 °C), supernatantti otettiin talteen ja pakastettiin ja pelletti pestiin

kolme kertaa 150 pl kylmaa vetta. Pelletti suspensoitiin 20 pl vetta.
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3.8.2 Pintakerrosproteiinin kiinnittyminen soluseinafragmentteihin

Kiinnittymiskokeissa kaytettiin kohdan 3.6.5 supernatanttia. Se sentrifugoitiin
(16000 g, 20 min, +4 °C) ja supernatantin proteiinikonsentraatio maaritettiin
Bradfordin menetelmalla. Eristettyja soluseinafragmentteja (CWF) ja pinta-
kerrosproteiinia lisattiin 10 x puskuriin (50 mM Tris + 150 mM NacCl, pH 7,5)

taulukon 9 mukaisesti ja lopputilavuus saadettiin 280 pl:ksi.

Taulukko 9. Pintakerrosproteiinin ja soluseinafragmenttien sitoutumiskokeessa tar-
vittavat reagenssit

CWF prot.
4Pl (20 pg) | 230 pl (10 pg)

CWEF + prot. 2:1

CWF + prot. 1:1 2 pl (10 pg) 230 pl (10 pg)
prot. - 230 pl (10 pg)
CWEF 4 pl (20 pg) -

Naytteitd ja kontrolleja inkuboitiin tunnin ajan tasoravistelijassa huoneen-
lamma@dssa, minké jalkeen ne sentrifugoitiin (16000 g, 20 min, RT). Superna-
tantit otettiin talteen ja pelletit pestin 50 mM Tris-150 mM NaCl pH 7,5
-puskurilla. Pelletit suspensoitiin 50 pl:aan Laemmli-ndytepuskuria. Superna-
tanteista erotettiin 1:10 alkuperéisesta tilavuudesta ja tilavuutta haihdutettiin
vakuumissa noin 20 pl:ksi, minka jalkeen liséttin 10 pl 2x Laemmli-
naytepuskuria. Pellettejd ja supernatantteja keitettin 5 minuuttia +100 °C
lampo6hauteessa ja ajettiin 12 % SDS-PAGEssa. Pintakerrosproteiinin kiinnit-
tyminen TCA-kasiteltyihin soluseindfragmentteihin testattiin samalla tavoin,

kuten taulukosta 10 selviaa.

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

CWF prot.

TCA-CWF + prot.

4 pl (20 ug) (TCA)

230 pl (10 pg)

prot.

230 pl (10 pg)

TCA-CWF

4 pl (20 ug) (TCA)

CWEF + prot.

4 pl (20 pg)

230 pl (10 pg)
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3.8.3 Soluseinien fosfaatin maaritys

5 pl soluseinia (5 mg/ml), 50 pl TCA:lla uutettuja soluseinia ja 25 pl TCA-
uuton supernatanttia laitettiin pitkiin lasisiin koeputkiin, lisaksi 30 pl vettéa nol-
lanaytteeksi. Naytteista ja nollanéytteesta kaikista tehtiin vahintdan 3 rinnak-
kaista naytettd. Kaikkiin naytteisiin lisattiin 30 pl 10 % Mg(NO3), x 6 H,O 95
% etanolissa, ja putkia kuumennettiin varovasti liekissa kunnes nesteet kui-
vuivat pohjalle sakaksi. Putkien annettiin jadhtya, minka jalkeen lisattiin 300
pl 0,5 M HCl:a, putket peitettiin rei'itetylla parafilmilld, ja niitd keitettiin 15 mi-
nuuttia +100 °C vesihauteessa. Putkien jadhdyttya lisattin 700 pl livosta,
jossa oli 1 osa 10 % askorbiinihappoa ja 6 osaa 0,42 % ammoniummolyb-
daattia 0,5 M rikkihapossa, ja inkuboitiin tunti +37 °C vesihauteessa. Nayt-
teiden absorbanssit mitattiin nollanaytetta vasten spektrofotometrilla 820 nm
aallonpituudella, ja fosfaatti maaritettin aiemmin laaditun standardisuoran

avulla.

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

IPEC-1-solujen varjaytymista testattin pesemalla solut ensin 3 x PBS-
puskurilla (300 pl/ kammio) ja kiinnittdAmalla metanolilla 10 minuutin ajan. Yk-
si IPEC-1-levy varjattiin Gram-varjaykselld ilman safraniinia. Toisesta levysta
varjattiin yksi kammio 10 minuutin ajan Loéfflerin metyleenisinisella ja toinen
kammio 10 % Giemsa-liuoksella 5 minuutin ajan. Varjattyja soluja tarkastel-
tiin mikroskoopilla ja vertailtiin varjaytymistd. Myos uutettuja ja uuttamattomia

L. sobrius -soluja varjattiin samoilla menetelmilla objektilaseilla.

L. sobrius GRL1110 -kannasta tehtiin puhdasviljelma, josta siirrostettiin pe-
sake 20 ml MRS-lienta ja kasvatettiin yon yli +37 °C lampdtilassa. Solut ke-
rattiin sentrifugoimalla (3000 g, 10 min, +4 °C) ja pestiin 2 x 10 ml PBS-
puskuria sentrifugoimalla kuten edelld. Toinen pelleteistd suspensoitiin 1 ml
5 M GHCl-liuosta, toinen 1 ml PBS-puskuria. Molempia suspensioita inkuboi-
tiin tunnin ajan huoneenlammossa ravistuksessa (220 rpm). Solut keréttiin
kuten edellda. GHCI-liuokseen suspensoitu nayte pestiin kerran 10 ml 5 M
GHCl-liuosta, ja molemmat pelletit pestiin viela kaksi kertaa 10 ml PBS-
puskuria kuten aiemmin. Pelletit suspensoitin 1 ml DMEM F-12-
soluviljelymediumia ja solujen m&ara laskettiin molemmista suspensioita

Pettroff-Hausser -laskukammiossa mikroskoopilla. GHCI-liuoksella k&siteltyja
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soluja ja kasittelemattomid soluja (PBS) laimennettiin molempia soluviljely-
alustaan niin, etta molemmista saatiin konsentraatiot 1 x 10°, 5 x 108, 1 x 108
ja 5 x 10" solua/ml.

IPEC-1-soluja, jotka oli saatu yhteistybkumppanilta, oli kasvatettu kammiola-
silla (Lab-Tek) erilaistumista indusoivissa olosuhteissa 10 paivan ajan. Solu-
jen paalta poistettiin media ja solut pestiin 300 pl PBS-puskuria. Kammioihin
pipetoitiin 300 pl laimennoksia, kaksi rinnakkaista jokaisesta, ja inkuboitiin
tunti +37 °C lampdtilassa. Taman jalkeen media pipetoitiin pois ja solut pes-
tiin 5 x 300 pl PBS-puskuria, mink& jalkeen solut kiinnitettiin 300 pl metanolil-
la 10 minuutin ajan. Metanoli pipetoitiin pois, solut jatettiin kuivumaan, vérjat-
tiin Lofflerin metyleenisinisella 10 minuuttia ja niitd tarkasteltiin mikroskoopil-

la faasikontrastioptiikalla.

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

FITC (Fluorescein isothiocyanate) liuotettin DMSO:hon (Dimetyylisulfoksidi)
pitoisuuteen 1 mg/ml. Soluseinid (5 mg/ml) sulatettiin 500 g ja sentrifugoitiin
(16000 g, 30 min, +4 °C). 0,1 M NaHCO; pH 9 -puskuriin (180 pl) lisattiin 20
pl FITC-kantaliuosta (1 mg/ml), ja soluseinapelletti suspensoitiin 100 pl ky-
seista liuosta. Soluseinia inkuboitiin pimedssa voimakkaasti ravistellen kaksi
tuntia huoneenlammdssa. Soluseinat sentrifugoitiin kuten edelld, ja pelletti
pestiin 3 x 200 pl PBS-puskuria koko ajan pimedssa. Lopuksi pelletti sus-
pensoitiin 100 pl PBS-puskuriin. Leimautumista testattiin mikroskopoimalla 1
pl leimattuja soluseinia objektilasilla 40 x suurennoksella fluoresenssioptiikal-

la. Loput solut séilytettiin -20 °C pimeé&ssa.

FITC:illa leimattuja soluseinid (70 pl) keréttiin sentrifugoimalla (16000 g, 30
min, +4 °C), minka jalkeen pelletti suspensoitin DMEM F-12-
soluviljelymediumiin pitoisuuteen 500 pg/ml. Tastd suspensiosta tehtiin lai-
mennossarja 500 pg/ml -> 250 pg/ml -> 125 pg/ml -> 63 pg/ml -> 32 pg/ml -
> 16 pg/ml -> 8 pg/ml pipetoimalla 350 pl edellista pitoisuutta 350 pl DMEM

F-12 -soluviljelymediumia.

IPEC-1-solut pestiin kerran 300 pl PBS-puskuria. FITC-
soluseindlaimennoksia pipetoitiin kammioihin 300 pl (laimennos/kolo) ja yh-

teen kammioon puhdasta alustaa vertailuksi. Soluja inkuboitiin tunti +37 °C
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lampdotilassa pimeasséd, minka jalkeen solut pestiin 5 x 300 pl PBS-puskuria.
Lopuksi solut kiinnitettiin lisaamalla 300 pl metanolia 10 minuutiksi. Metanoli
poistettiin ja solujen annettiin kuivua, minka jalkeen niita tarkasteltiin mikro-
skoopissa 40 x suurennoksella sekd faasikontrasti- ettéd fluoresenssi-
optiikalla. Pitoisuuksista 500, 250, 125 ja 63 pg/ml otettiin kuvat seka fluore-
senssi- ettd faasikontrastioptiikalla tisméalleen samasta kohdasta, jotta kuvat

olisivat vertailukelpoisia.



4 TULOKSET

4.1 L. sobriuksen kasvukayra
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Kasvukayrasta noin tunnin valein mitatut absorbanssiarvot ovat esitetty tau-

lukossa 11 ja kuvassa 4.

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

Aika/
min. 0 60 120 170 230 250 310 370 430
Asool
abs. 0,271 | 0,286 | 0,318 | 0,366 | 0,498 | 0,571 | 0,804 | 1,216 | 1,601
L. sobrius GRL1110 -kannan kasvukayra
Asoo
1,7
16 ~
15 el
1,4
1,3
12 «
11
1
abs 0.9 —
0,8
0,7 "
05 -
0.4 _—
03 & N ——
02 T—
01
0 ' ' ' ' ' ' ' ' '
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
t/ min.

Kuva 4. L. sobrius GRL1110 -kannan kasvukéyra graafisena esityksena

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 yon kasvatetusta so-

lusta ja eksponentiaalisessa kasvuvaiheessa olevasta solusta.
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Kuva 5. L. sobrius eksponentiaalisessa kasvuvaiheessa (4 h kasvatus). Solun pituus
yleenséa noin 20 pm.

Kuva 6: Stationddrivaiheessa oleva L. sobrius (~16 h kasvatus). Solun pituus yleen-
sé noin 20 pm.

Kuvista 5 ja 6 nahdaan, ettd solujen morfologia on molemmissa tapauksissa
samanlainen, eivatka solut muodosta stationdarivaiheessa aggregaatteja ku-
ten jotkin tunnetut Lactobacillus-lajit.
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4.2 Pintakerrosproteiinin uutto

Pintakerrosproteiinien uuttoa L. sobrius -soluista testattiin erilaisilla GHCI-
pitoisuuksilla. Kuvassa 7 kaivoissa 1 ja 2 on kasittelematonta solupellettia eri
maarat. Kaivossa 3 on 2 M GHCI-liuoksella uutettu solupelletti, jossa on vie-
l& runsaasti haluttua proteiinia (koko ~45 kDa) jaljelld, joten uutto ei ole ollut
tehokasta. Kaivossa 4 on 5 M GHCI-liuoksella uutettu solupelletti, josta pro-
teiini on uuttunut jo huomattavasti tehokkaammin. Kaivoissa 5 ja 6 on eri
maarat 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 nayte 5, eli 5 M GHCI-uuton dialysaatti, josta ulkopuoli-

nen taho teki aminohapposekvensoinnin kuvassa 7 laatikossa olevasta pro-

teiinista.

i 2 3 4 5 ] 1 8
Lmw
—
1,4d 1, 10ul 2,4ul 3, 4ul 4 4ul 4 10ul 5, 4ul 5100  g6kDa
——
i i o p— w45 (Da
e~ — — — e

S

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

Pintakerrosproteiinia uutettiin eri GHCI-konsentraatioilla, eri lAmpdtiloissa ja
seka ravistuksessa ettd staattisesti. SDS-PAGE-ajoista otetuista kuvista (ku-
va 7) paateltiin, ettd 5 M GHCI uuttaa tehokkaimmin pintakerrosproteiinit.
Todettiin my6s, etté ravistelussa uuttaminen huoneenlamméssa on tehok-

kaampaa kuin kylméassa staattisesti uuttaminen (tuloksia ei esitetty).
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4.3 Kloonaus ja ekspressioisannan trasformointi

Kromosomaalisen DNA:n pitoisuus méaaritettiin agaroosigeelilla vertailunayt-
teen kanssa, jonka DNA-pitoisuus oli 150 ng/ul. Vybhykkeiden voimakkuuk-
sia vertaamalla naytteen DNA-pitoisuudeksi todettin noin 25 ng/upl. Kro-
mosomaalisesta DNA:sta monistettin noin 1,4 kb kokoinen fragmentti
PCR:ll&. Konsentraatio maaritettin NanoDrop-laitteella MilliQ-vettd vasten,

DNA-pitoisuudeksi saatiin 222,8 ng/pl.

Insertti ja pET-28b(+)-vektori digestoitiin Ncol- ja Xhol-restriktioentsyymeilla.
Puhdistuksen jalkeen saaliiksi saatiin vektoria 34,5 ng/ul ja inserttid 45,3
ng/ul. Kloonauksen onnistuminen analysoitiin peséke-PCR-tekniikalla monis-

tamalla.

PCR-fragmentti ja pET-28b(+)-vektori ligatoitiin ja ERF560-isantasolut trans-
formoitiin. Pesékkeitd seulottiin pesidke-PCR:ll4 ja tuotteet analysoitiin aga-
roosigeelissa. Kuvasta selvisi, ettd viidessé pesdkkeessa valituista 16:sta on
haluttu insertti vektorissa, kuten kuvassa 8 nékyy, kaivoissa 4, 5, 7, 9 ja 12.

Kloonit nimettiin kaivojen numeroiden mukaan.

Kuva 8. Peséke-PCR-tuotteet agaroosigeelilla
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Oikeille klooneille tehtiin plasmidieristys ja mitattiin plasmidikonsentraatio.
Sekvensoinnissa selvisi, etta kaikissa 5 kloonissa insertti-DNA:n sekvenssi
vastasi slpl-geenid, joten jatkoon valittin klooni 12, josta saatu plasmidipi-
toisuus oli korkein (66,4 ng/ pl).

Tutkimuksissa havaittiin, ettd tuottoisannassa ERF 2163 slpl-geeni oli epéa-
stabiili, ja kloonatusta plasmidista oli kasvatuksen jalkeen jaljella vain pET-
28b(+)-vektori. Ongelma ratkaistiin lisaamalla LB-kan**-maljoihin 1 % glu-
koosia, joka véhentda taustaekspressiota, ja pitamalla yon yli kestavat kas-
vatukset mahdollisimman lyhyind (noin 14 tuntia), jolloin kaikki seulotut pe-
sakkeet sisalsivat oikean insertin pesake-PCR:l1a tarkastettaessa, kuten ku-
vassa 9 ndkyy kaivoissa 1 - 6. Kaivossa 7 on referenssina slpl-geenin PCR-

fragmentti.

. B K N N w e

Kuva 9. Kuvassa on 7 testattua peséketta pesédke-PCR:ll& monistettuina. Kaikki tes-
tatut tuottoisantapesakkeet sisaltavat oikean kokoisen Slpl-geeni - insertin (~1,4
kb).

4.4 Pintakerrosproteiinin tuotto

Pintakerrosproteiinin ilmentymisen testaus ja siita tehty SDS-PAGE (kuva
10) osoittivat, etta IPTG-indusointi toimii siten, ettd indusoimattomat solut

tuottavat rekombinanttiproteiinia (~45 kDa) huomattavasti vahemman.



Kuva 10. IPTG-induktion vaikutus Slpl-rekombinanttiproteiinin (~45 kDa) ekspressi-
oon

Varsinaisessa proteiinin tuotossa E. colin sisalla tuotetut pintakerrosproteiinit
olivat liukoisessa muodossa péaéatellen siita, etté ne olivat valtaosin 15000 g:n
voimalla sentrifugoidussa supernatantissa, kuten kuvasta 11 selviaa.

pelletti 1 pelletti 1 pelletti 2 pelletti 2
3,5ul Tul 35ul Tul

Kuva 11. Tuotettujen proteiinien maéara vertailtuna solupelletiss&, supernatantista
sentrifugoidussa pelletissé ja supernatantissa

Ison mittakaavan proteiinituotossa saatiin 200 ml M9ZB-liemessa tuotettua
noin 100-150 pg/ml proteiinia, eli yhteensa 20-30 mg pintakerrosproteiinia.
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Proteiinin maara arvioitin SDS-PAGE:sta otetusta kuvasta (kuva 12), jossa

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

Kuva 12. Proteiinin tuotannossa solupelletista erotetun supernatantin pintakerros-
proteiinipitoisuus arvioitiin vertaamalla vythyketté tunnetun proteiinipitoisuuden si-
saltdvaan BSA-vyohykkeeseen.

4.5 Soluseinéaeristys

Litrassa MRS-lientd kasvatetuista L. sobrius -soluista saatujen eristettyjen
soluseinien kuivapaino oli 4,4 mg. Soluseinista otetussa transmissioelektro-
nimikroskooppikuvassa 13 on nahtavissa onttoja kuoria.

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

IPEC-1-soluja varjattiin usealla eri tekniikalla, joista kaikki olivat lahes yhta
toimivia. Lofflerin metyleenisiniseen paadyttiin siksi, etté silla varjadminen on
yksinkertaista, eika vari ole myrkyllista toisin kuin Giemsa. Seka uutetut etta
uuttamattomat L. sobrius -solut varjaytyivat myos hyvin kaikilla kokeilluilla
tekniikoilla.

L. sobrius GRL1110 -kannasta eristettyja soluseinia yritettiin myds varjata eri
vareillda. Soluseinien ohuuden takia yksittdisiin seiniin ei kuitenkaan saatu
tarttumaan riittdvan paljon vérid, ja vain aggregaatit erottuivat. Heikosti var-
jaytyneet soluseinéat eivat olisi erottuneet IPEC-1-soluista. Taman takia solu-
seinat leimattiin fluoresoivalla FITC:illa, jolloin soluseinat nékyivat selvasti
mikroskoopissa fluoresenssioptiikalla tarkasteltaessa.

4.7 Sitoutumiskokeet
4.7.1 Pintakerrosproteiinin kiinnittyminen soluseiniin

Kuvasta 14 voidaan todeta, etta soluseinia tarvitaan ainakin 2:1 (kaivot 1 ja
2) pintakerrosproteiinin maaran nahden, jotta suurin osa proteiinista saatai-
siin sitoutumaan soluseiniin. Jos soluseinid ja proteiinia on 1:1 (kaivot 3 ja
4), ja& noin puolet proteiinista supernatanttiin. Kontrolli 1 (kaivot 5 ja 6) on
pelkkaa pintakerrosproteiinia, joka ei sitoudu mihink&aan eik& nain ollen sak-
kaudu. Kaivoissa 7 ja 8 oli kontrollina soluseindd, joka odotetusti ei nay
SDS-PAGEssa.

Kuva 14. Pintakerrosproteiinin sitomiseen tarvittavan soluseindamaéaran testaus
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TCA:lla uutto +4 °C lampétilassa irrotti soluseinista teikkohappoja, mika na-
kyi siind, ettd pintakerrosproteiini tarttui uutettuihin soluseiniin huonommin
kuin uuttamattomiin. Kuvassa 15 kaivossa 5 nakyy supernatanttiin jaanytta
proteiinia, joka ei ole sitoutunut TCA-k&siteltyihin soluseiniin. Kaivossa 8 ei
sen sijaan nay mitédan. Kaivoja 1 ja 4 vertaamalla sen sijaan nédhdaan, etta
pelletissd TCA-kasittelylla ei ole juuri merkitysta pintakerrosproteiinin sitou-
tumiselle. Teikkohappojen on todettu sitovan pintakerrosproteiinia joillakin L.
acidophilus -ryhméan bakteereilla.

Kuva 15. TCA-kasittelyn vaikutus pintakerrosproteiinin sitoutumisessa soluseiniin

4.7.2 Fosfaatin maaritys

Mittausten keskiarvolla laskettaessa ja aiemmin tehtyyn standardisuoraan
verrattaessa saatiin tulokseksi laskettua TCA:lla uuttamisen vahentavén fos-
faatin maaraa soluseinissa noin 70 % (tuloksia ei esitetty). Tulos on jarkeva,
mutta toisaalta menetelma oli kokonaisuudessaan epavakaa, ja hajonta rin-
nakkaisten naytteiden valilla valtava. Rinnakkaisia olisi oltava enemméan luo-
tettavan tuloksen saamiseksi, ja kaytettavien putkien laatuun ja puhtauteen
tulisi kiinnittdd huomiota ja happopesta ne.
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4.7.3 L. sobrius GRL1110 -kannan sitoutuminen IPEC-1-soluihin

L. sobrius -solujen kiinnittymisesséa IPEC-1-soluihin ei havaittu merkittavaa
eroa siind, oliko L. sobrius -soluista uutettu Slpl-pintakerrosproteiini pois
GHCl-liuoksella vai ei. Kuvista 16 ja 17 nahdaan, etté rihmamaisia L. sobrius
-soluja on molemmissa suurin piirtein yhta paljon. Itse asiassa pienemmissa
solukonsentraatioissa naytti siltd, ettd bakteerisolut sitoutuisivat epitee-
lisoluihin jopa hieman paremmin silloin, kun niissé ei ollut pintakerrosproteii-
nia. Suurimmilla konsentraatioilla sek& uutetut ettd uuttamattomat solut si-
toutuivat suurin piirtein yhtd hyvin. Uutettujen solujen sitoutuminen ei ollut
selkeésti konsentraatiosta riippuvaista. Tasta voidaan paatelld, etta jos pin-
takerrosproteiini valittddkin L. sobrius -solujen sitoutumista, niin se ei ole ai-

noa tekija solussa, jolla on adheesio-ominaisuuksia.

Kuva 16. Uuttamattomia L. sobrius -soluja sitoutuneena IPEC-1-soluihin, 1 x 10° so-
lua/ml, véarjattyna Lofflerin metyleenisiniselld ja kuvattuna 40 x suurennoksella



Kuva 17. Uutettuja (ei sisalla pintakerrosproteiinia) L. sobrius -soluja sitoutuneena
IPEC-1-soluihin, 1 x 10° solua/ml, varjattyna Lofflerin metyleenisinisella ja kuvattuna
40 x suurennoksella

4.7.4 Soluseinien kiinnittyminen IPEC-1-soluihin

Koska jokin muukin kuin pintakerrosproteiinit nayttaisivat valittdvan L. sobri-
us -solujen sitoutumista epiteelisoluihin, testattiin sitoutuuko pelkka L. sobri-
uksen soluseina niihin. FITC:IlI& leimattuja soluseinia sitoutui IPEC-1-soluihin
vain muutamia yksittdisia tai korkeintaan kymmenia kappaleita kenttda koh-
den, kuten kuvasta 18 nakyy (vihreat riekaleet), mika oli olematon maara
verrattuna liséattyyn soluseinien maaraédn. Samassa kuvassa alempana na-
kyvéat IPEC-1-solut tdsmélleen samasta kohtaa kuvattuna. Kaytetylla mene-
telmalla puhdistettu soluseina ei siis itsessaan aiheuta sitoutumista.
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Kuva 18. Ylemmassé kuvassa on IPEC-1-soluja, joiden paalla inkuboitu FITC-
leimattuja soluseinié fluoresenssioptiikalla kuvattuna, soluseinia 500 pg/ml,ja alem-
massa samat solut faasikontrastioptiikalla kuvattuna 40 x suurennoksella.
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5 YHTEENVETO

Tavoitteena oli saada L. sobrius GRL1110 -kannan Slpl1-geeni kloonattua ja
ilmennettyd tuottoisénndssa ja tuotettu pintakerrosproteiini puhdistettua. Li-
saksi tarkoitus oli testata, aiheuttaako juuri pintakerrosproteiini L. sobrius-

solujen adheesiota epiteelisoluihin.

L. sobrius -soluista onnistuttiin eristamaan pintakerrosproteiinia ja soluseina-
fragmentteja. Eristetyistd pintakerrosproteiineista saatiin monistettua sen
tuottoa ekspressoiva Slpl-geeni, joka sitten ligatoitiin pET-28b(+)-vektoriin.
Ekpressioisantana toimiva E. coli -kanta transformoitiin saadulla plasmidilla,
ja tuottoisantana toimiva E. coli -kanta transformoitiin ekpressoidulla plasmi-
dilla. Tuottoisdntasoluja kasvatettiin ja niistd eristettiin L. sobrius -kannan
pintakerrosproteiinia. Saatua pintakerrosproteiinia puhdistettiin ja sen sitou-
tumista testattiin IPEC-1-soluihin, samoin kuin aiemmin eristettyjen L. sobri-
us -soluseinafragmenttien ja kokonaisten L. sobrius -solujen sitoutumista. Li-
saksi projektin aikana saatiin paljon tietoa kdytdnnén menetelmista, jotka
toimivat parhaiten L. sobrius -soluja, pintakerrosproteiinia tai sitd koodaavaa
geenia kasiteltdessa. Sitoutumiskokeista saadut tulokset vaikuttivat silta,
ettei L. sobrius -kannan pintakerrosproteiinilla ole osuutta adheesiossa, tai
ainakaan se ei ollut ainoa adheesiota aiheuttava tekija, mutta kokeita tullaan

jatkossa tekemaan lis&a.

Slpl-geenin koodaamalla rekombinanttiproteiinilla tullaan jatkamaan ad-
heesiokokeita. Tarkoituksena on kiinnittdd pintaproteiinikerros soluseinien
paalle ja verrata ndiden soluseinien adheesiota IPEC-1-soluihin verrattuna
puhtaiden soluseinien kiinnittymiseen IPEC-1-soluihin, jolloin kaikkien yli-
maaraisten, mahdollista adheesiota aiheuttavien tekijoiden pitéisi olla pois-
suljettuja. Lisdksi on mahdollista testata pintakerrosproteiinin indusoimaa

suojaavaa vaikutusta patogeenisia E. coli -soluja vastaan.

L. sobrius -kannalla on kaksi pintakerrosproteiinia koodaavaa geenid, joista
toista on siis jo tutkittu. Sen rinnalla lahdetdan tutkimaan toista Slp-geenia
samoilla menetelmilla kuin aiemmin. Tyd jatkuu edelleen, mutta paljon tar-

peellista pohjaty6ta on saatu tehtya.
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LITE 1 1(3)

Kaytetyt 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 % NH,CI, 0,3 %
KH;PO4, 0,75 % Na,HPO,, 0,2 % glukoosi, 0,1 % 1 M MgSO,4 x 7 H,O

SOC: 2 % tryptoni, 0,5 % hiivauute, 0,06 % NacCl, 0,02 % KCl, 0,36 % glu-
koosi, 0,2 % MgCl, x 6 H,0, 0,25 % MgSO, x 7 H,O

Muut reagenssit:

dNTPmix (10 nM each), Finnzymes, F560L
Dynazyme Phusion, Finnzymes, F530L
Dynazyme I, Finnzymes, F501L

Nco |, 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 Trap™ Hp, GE Healthcare, 10014209
Protein Assay, Bio-Rad, cat. 500-0006

FITC (Fluorescein isothiocyanate), Sigma, F-7250

SDS-PAGE:

ajogeelipuskuri 1,5 M Tris-HCI, pH8,8: 18,15 g Tris base, ~60 ml vetta, ~30
ml 1 M HCI pH 8,8:ksi, tasaus 100 ml vedella, autoklavointi

ylageelipuskuri 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8: 6,0 g Tris base, ~40 vetta, ~48 ml 1
M HCI pH 6,8:ksi, tasaus 100 ml vedelld, autoklavointi

Laemmli-naytepuskuri: 3 % vettd, 25 % ylageelipuskuria, 20 % glyserolia, 40

% 10 % SDS, 10 % 2-merkaptoetanolia, 2 % bromifenolisinista
varinpoistoliuos: 40 % metanolia, 10 % etikkahappoa, 50 % vettd

variliuos 0,1 % Coomassie brilliant blue R-250: 4 tablettia/ 250 ml varinpois-

toliuosta
ajopuskuri 5 x kantaliuos: 1,5 % Tris base, 7,2 % glysiini&, 0,5 % SDS

12 % ajogeeli: 33,5 % vettd, 25 % ajogeelipuskuria, 40 % 30 % akryyliami-
dia, 1 % 10 % SDS, 0,05 % TEMED, 0,5 % 10 % ammoniumpersulfaattia

3,9 % ylageeli: 61 % vettd, 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

pPET-systeemia

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



pPET-28b(+)-vektorin kaavakuva
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pET-28a(+)-vektori. Kaytetty pET-28b(+)-vektori on muuten taysin vastaava, paitsi
etté sen koko on 5368 bp. Tummalla merkitty alue on T7-polymeraasi. [19]
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