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Opinnaytetyd tehtiin Turun yliopiston Biofysiikan laboratoriossa, bioldéketieteen laitoksella.
Opinnaytetyd oli osa projektia, jossa tutkimusalueena oli nanopartikkeliperusteisten
epaspesifisten menetelmien kehittdminen proteiinin  ominaisuuksien ja pitoisuuden
maarittamiseen kayttden aikaerotteista fluoresenssia. Tyd vaatii maaritysten parametrien
optimoinnin sekd maarityksen tutkimista ja kehittamista.

Tyon tarkoituksena oli kehittdd sekoita ja mittaa -tyyppinen menetelma proteiinin isoelektrisen
pisteen maarittamiseen. Optimoitiin menetelm&a, jossa mikrotiitterilevylla on valmiiksi kuivattuna
adsorptiopuskurin  komponentit eri pH:iden saavuttamiseksi. Kayttdja voi siten lisata vain
proteiinin, nanopartikkelit ja dissosiaatiopuskurin. Tastd maaritysmenetelmasta pyritdan
kehittam&an nopeampi, edullisempi ja kayttajaystavallisempi kuin olemassa olevat menetelmat.

Kehitetty mittausmenetelma perustuu proteiinien erilaiseen adsorboitumiseen Eu(lll)-kelaatilla
leimattuihin  polystyreenipartikkeleihin  adsorptiopuskurin ~ pH:sta  riippuen.  Proteiinien
adsorboitumista  mitattin ~ fluoresenssisignaalina, joka on korkeimmillaan proteiinin
isoelektrisessé pisteessa ja sitd matalammissa pH:issa.

Menetelmaa optimoitaessa loydettiin mittaukselle sopivat parametrit, joiden avulla pystyttiin
maarittamaan proteiinin isoelektrinen piste suunnilleen puolen pH -yksikon tarkkuudella.
Optimoiduiksi parametreiksi saatiin: adsorptiopuskurina universaalipuskuri eri pH:issa ja
puskurikomponentit kaivoissa, proteiinipitoisuus 0,21 mg/l ja tilavuus mikrotiitterilevyn kaivossa
70 pl, Eu(lll)-partikkelien pitoisuutena 1,7*10%pl tilavuudessa 5 i, dissosiaatiopuskurina 0,50 M
glysiini (pH = 0,75) tilavuudessa 10 pl sek& mittausajankohtana noin 30 minuuttia
dissosiaatiopuskurin lisdyksesta.
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The thesis project was performed in the Laboratory of Biophysics, Institute of Biomedicine,
University of Turku. The thesis was part of a project, in which nanoparticle-based non-specific
methods were developed to determine the characteristics and concentration of proteins with the
aid of time-resolved fluorescence. The aims of project included the optimization of the
determination parameters and further study and development of the method.

The objective was to develop a mix and measure method for the determination of isoelectric
points of proteins. The method was optimized as a simple microtiter plate assay, in which the
adsorption buffer components are dried to the wells to achieve different pH values, and the end-
user needs to add only proteins, nanoparticles and dissociation buffer. The study set out to
develop a faster, cheaper and more user-friendly analytical method than the ones currently in
use.

The developed method is based on the different adsorption of proteins on polystyrene particles
labeled with Eu(lll)chelate. The efficiency of adsorption depends on the pH of the adsorption
buffer. Protein adsorption was measured in the form of a fluorescence signal which achieves its
highest level at the isoelectric point of the protein and below.

In the optimization of the method, suitable parameters were found for the assay in order to
determine the isoelectric point of the protein at a precision of approximately 0.5 pH units. The
optimized parameters comprised universal buffer as adsorption buffer at different pH levels with
buffer components in wells, a protein concentration of 0.21 mg/l and a volume of 70 pl in the
microtiter plate well, a concentration of 1.7*106/ul of Eu(lll)particles and a volume of 5 pl in the
well, 0.50 M glycine (pH 0.75) as the dissociation buffer and a volume of 10 pl in the well, and
an incubation time of 30 minutes after the addition of the dissociation buffer.
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KAYTETYT LYHENTEET

BSA bovine serum albumin; naudan seerumin albumiini

DELFIA dissociation-enhanced lanthanide fluorescent immunoassay;
dissosiaatiotehostettu lantanidin fluorometrinen
immunomaaritys

vG gammaglobuliini

pl isoelektrinen piste



1 JOHDANTO

Tama opinnaytetyd tehtiin  Turun yliopiston Biofysiikan laboratoriossa
bioladketieteen laitoksella. Opinnéytetyd oli osana projektia, jossa
tutkimusalueena oli nanopartikkeliperusteisten epaspesifisten menetelmien
kehittdminen proteiinin ominaisuuksien ja pitoisuuden maarittamiseen kayttaen
aikaerotteista fluoresenssia. Projektin tehtaviin kuului maéaritysten parametrien
optimointi sekd maarityksen tutkiminen ja kehittaminen. Tyon tarkoituksena oli
kehittdd “sekoita ja mittaa -tyyppinen” menetelma proteiinin isoelektrisen

pisteen maarittamiseen.

Talla hetkella proteiinin isoelektrista pistettd voidaan maarittdd kokeellisella
isoelektrisella fokusoinnilla ja teoreettisella aminohapposekvenssiin perustuvalla
isoelektrisen pisteen laskimella. Isoelektrinen fokusointi vaatii kalliin laitteen ja
reagenssit, tarkkaan maaritetyn standardin, vaarallisia aineita ja mahdollisesti
myds geelin tulkinta/kuvauslaitteen. Teoreettinen aminohapposekvenssiin
perustuva isoelektrisen pisteen laskin taas vaatii jo etukateen paljon tietoa
proteiinista, kuten aminohapposekvenssin. Uudesta menetelmasta pyritdéan
kehittamaan aiempia menetelmid kayttgaystavallisempi, edullisempi ja

nopempi.

Opinnaytetydssa optimoitiin menetelmada, joka perustuu proteiinin erilaiseen
adsorboitumiseen Eu(lll)-kelaatilla leimattuun nanopartikkeliin eri pH:issa.
Proteiinit ovat yleensa positiivisesti varautuneita suhteessa negatiivisesti
varautuneeseen partikkeliin  ja sitoutuvat partikkeliin - hyvin  proteiinin
isoelektrisen pisteen lahettyvilla ja sen alapuolella, mutta sitoutuminen laskee
ja tasaantuu isoelektristd pistettd korkeammassa pH:ssa johtuen negatiivisen
partikkelin ja negatiivisen proteiinin hylkimisesta. Tama nakyy aikaerotteisen

fluorometrian signaalissa.

Taman tyon tarkoituksena oli kehittdd menetelm&, jossa mikrotiitterilevylla on
valmiina kuivattuna adsorptiopuskurin  puskurikomponentit eri pH:iden

saavuttamiseksi ja kayttaja lisaisi vain proteiinin, nanopartikkelit seka

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Laura Auranen
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dissosiaatiopuskurin ja saisi mittauksessa selville tuntemattomankin proteiinin

isoelektrisen pisteen.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Laura Auranen
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2 FLUOROMETRIA

Luminesenssilla tarkoitetaan molekyylien l&hettamaa valoa elektronisesti
virittyneissa tiloissa. Molekyyli absorboi valoa, jolloin molekyylin elektroni siirtyy
sen perustilalta viritystilalle, eli tapahtuu eksitaatio. Kun elektroni siirtyy
alemmalle elektronitilalle, molekyyli sateilee fotoneita eli emittoi valoa. Tama
molekyylien lahettaméa valo voidaan jakaa kahteen kategoriaan, fluoresenssiin
ja fosforesenssiin  riippuen niiden virittymistilan  luonteesta. Naiden
syntymekanismit poikkeavat toisistaan elektronin spin-tilan eli elektronin
magneettisen momentin muutoksen suhteen (kuvio 1). Nama séateilylajit voidaan
erottaa toisistaan, jos niiden elinikd voidaan mitata, silla fluoresenssi on
nopeampi prosessi kuin fosforesenssi. Fluoresenssispektri sijaitsee yleisesti

myos lyhyemmalla aallonpituudella kuin fosforesenssispektri.*?

Fluoresenssi Fosforesenssi

Kuvio 1. Fluoresenssin ja fosforesenssin synty.?

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Laura Auranen
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2.1 Fluoresenssi ja fosforesenssi

Virityksen purkautumista kahden singlettitilan valilla kutsutaan fluoresenssiksi.
Singlettitilassa virittyneen tilan orbitaalilla olevan elektronin spin on
vastakkaissuuntainen perustilan ylimmalle orbitaalille ja&neen elektronin
suhteen. Virittyneen elektronin paluu perustilaan tapahtuu nopeasti (10% s ) ja
samalla matalaenergisin fotoni emittoituu. Fluoresenssin elinikd on lahes 10 ns.
Fosforesenssissa emissio tapahtuu triplettitilalta, jossa virittyneella energiatilalla
olevan elektronin spin on samansuuntainen perustilaan jaaneen elektronin
kanssa. Kuviossa 1 on esitetty singlettitilan ja triplettitilan ero. Toisin kuin
fluoresenssissa, fosforesenssissa siirtyminen perustilaan ei ole mahdollista, ja
tasta johtuu emission hitaus (10° - 10° s™%) sekéa fosforesenssin pitka elinika (1

ms-1s).

Fluoresenssi esitetaan yleensa emissiospektrina, jonka kuvaajassa on esitetty
fluoresenssin  voimakkuus aallonpituuden tai aallontiheyden funktiona.
Emissionpektri on riippuvainen luminoivan yhdisteen rakenteesta ja liuottimesta,
johon se on liuotettu. Nayteliuoksessa olevalla hapella on suurempi
sammuttava vaikutus fosforesenssin emissioon kuin fluoresenssiin. Liuoksessa
tapahtuvat valokemialliset ja -fysikaaliset prosessit vaikuttavat voimakkaasti
emissioilmidihin. Fluoresenssin térkein ominaisuus on hyva detektioherkkyys. *2

Prosessit, jotka tapahtuvat valon absorption ja emission vélilla kuvataan usein
Jablonskin diagrammilla. Jablonskin energiatasodiagrammi on esitetty kuviossa
2. Singlettiperustila on kuvattu Sp:na ja S; ja S, ovat virittyneita singlettitiloja. T,
kuvastaa virittynytta triplettitlaa. Luminoivien yhdisteiden elektronien
energiatasot on merkitty kuvaan 0, 1, 2, jne. Pystysuorat viivat kuvaavat
elektronien siirtymia tilojen valilla. Absorptio tapahtuu tyypillisesti molekyyleille,

joilla on alin virittymiseen vaadittava energia.*

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Laura Auranen
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S,
i Sisainen
Absorptio konversiosiirtyméa
: Systeemien vélinen
siirtyma
S1 — % \
v & T1
v
Fluoresenssi
hva / [hva hve v, ]
Fosforisenssi
2 A\ 4 \
So
1
A 4

Kuvio 2. Erds muoto Jablonskin diagrammista.

Jablonskin diagrammista nahdaan, ettd absorptiolla on suurempi energia kuin

emissiolla. Eli fluoresoivilla molekyyleilla tapahtuu energiahavié eksitaation ja

emission valilla. Tata eroa kutsutaan Stokesin siirtymaksi (kuvio 3).*

Stokesin

siirtyma
—>

Fluoresenssi

i)
IS
8
)
kY
L

v

Aallonpituus (nm)

Kuvio 3. Stokesin siirtyma.
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2.2 Aikaerotteinen fluorometria

Aikaerotteisessa fluorometriassa seurataan valolle altistetun néytteen emissiota
eli mitataan fluoresenssia ajan funktiona eksitaation jalkeen. Aikaerotteisella
fluoresenssilla saadaan poistettua taustasateilyn vaikutus lantanidien avulla,
jolloin saavutetaan suuri herkkyys ja laaja mittausalue. Taustasateily johtuu
biologisista aineista naytteessa, kuten proteiineista ja DNA:sta. Aikaerotteisessa
fluoresenssissa pitka lantanidien elinika mahdollistaa mittauksen aikaviiveen
jalkeen, jolloin taustasateily on loppunut ja pitkdn fluoresenssin aineet jatkavat
emissiota (kuvio 4). Aikaerotteisessa fluorometriassa signaali/tausta-suhde

kasvaa, koska silla saavutetaan suuri Stokesin siirtyma ja kapea emissiopiikki.*

Pitk&dn fluoresenssin elinian omaavia aineita ovat lantanidimetallit, kuten
terbium, europium, samarium ja dysprosium, joiden fluoresenssin elinika on
tyypillisesti 0,5 — 3 ms. Nailla lantanidimetalleilla on kuitenkin heikko absorptio,
jota vahvistetaan kelatoimalla ne orgaanisilla ligandeilla, jotka siirtavat
eksitaatioenergiansa lantanidi-ioneille. Orgaanisissa ligandeissa on valoa
kerdaava rengasrakenne, aktiivinen ryhmé, joka kykenee sitoutumaan
kovalenttisesti proteiineihin, sek& metallin kelatoivat hampaat, joilla tarkoitetaan
koordinaatiosidoksia europiumionin ja ligandin vapaiden elektroniparien

valilla. 34

Eksitaatiopulssit

/ Pitkan hajoamisajan emissio \

Emission intensiteetti

Tausta

/

Mittausalue

Aika

v

Kuvio 4. Aikaerotteisen fluorometrian periaate.
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3 PROTEIINIT

Tassa kappaleessa kasitelladn proteiineja, niiden rakennetta ja adsorptiota
kiinteddn pintaan. Proteiinien isoelektrisella pisteella on vaikutusta proteiinien
adsorptioon, silla proteiinin pl:td matalammissa pH:issa ja pl:n lahettyvilla
adsorptio on voimakasta, mutta proteiinin pl:n jalkeen adsorptio laskee tasaisen
matalalle. Tata korkeampaa adsorboitumista proteiinin pl:n l|&hettyvilla on
perusteltu kolmella erilaisella mallilla. Zeta-potentiaali kertoo varauksesta, joka
syntyy Kkiintedn pinnan ja nesteen rajapinnalle. Proteiinin isoelektrisessa
pisteessa vuorovaikutus kiintedn pinnan ja proteiinin valilla ei niinkaan perustu
lonisiin  vuorovaikutuksiin, vaan proteiinin hydrofobisiin  ominaisuuksiin.
Proteiinien liukoisuus veteen on minimissdan niiden pl:ssa, jolloin ne
hakeutuvat partikkelien lahettyville minimoidakseen kosketuksensa veteen.
Zeta-potentiaalilla ei siis ole kovin suurta vaikutusta adsorptioon proteiinin
pl:ss&, vaikka muissa pH:issa partikkelin varaus vaikuttaa suuresti. Proteiinien
adsorptio kuitenkin muuttaa zeta-potentiaalia siirtdmalla nesteen ja kiintean

pinnan rajapintaa kauemmas kiinteasta pinnasta.

3.1 Proteiinien rakenne

Proteiini on aminohappojen ja peptidisidoksien muodostama ketju, polypeptidi.
Jokaisella proteiinilla on sivuketjuja, jotka saavat aikaan proteiinien erilaiset
rakenteet ja biologisen toiminnan. Na&ma& sivuketjut voidaan luokitella
emaksisiin, happamiin, polaarisiin  varauksettomiin, polaarittomiin  ja
hydrofobisiin. Proteiinien liukoisuutta alentavat ja hydrofobisuutta kasvattavat
aminohapot ovat aromaattisia ja alifaattisia. Proteiinien tarttumisen negatiivisesti
varauksellisiin ryhmiin mahdollistavat emaksisten aminohappojen positiivisesti
varaukselliset ryhméat. Happamat, negatiivisesti varaukselliset aminohappojen
ryhméat mahdollistavat proteiinien tarttumisen positiivisesti varauksellisiin
ryhmiin. Proteiinin pysyvyytta lisda rikkisidosten muodostuminen molekyylien

sisalla ja niiden valilla.®
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Peptidisidos muodostuu ensimmaisen aminohapon karboksyyliryhman ja toisen
aminohapon aminoryhmén valille. Peptidisidos on tasomainen ja jaykka sen
osittaisen kaksoissidosluonteensa vuoksi. Kuitenkin peptidisidoksen molemmin
puolin olevat typpi-hiili- ja hiili-hiilisidokset voivat kiertya akselinsa ympari. Tama
mahdollistaa sivuryhmien hakeutumisen steerisesti ja energeettisesti niille
edullisimpaan muotoon. Tamé taas mahdollistaa proteiinin kolmiulotteisen
muodon, joka useimmiten on pallomainen eli globulaarinen, mutta on olemassa

myds saikeisia proteiineja.®

Proteiinien kolmiulotteinen rakenne, konformaatio, johtuu hiiliketjun taipuilusta,
jonka aiheuttaa aminohappojarjestys ja niiden maara proteiinissa.’
Primaarirakenteella tarkoitetaan aminohappojen sekvenssia ja lukumaaraa
yhdessa disulfidisidosten mé&aran ja sijainnin kanssa. Sekund&érirakenne on
paikallisten poimuuntumisalueiden esiintymista proteiineissa, kuten a-kierre tai
B-kdannos. Tertiddrirakenne on polypeptidiketjun kolmiulotteinen rakenne ja
kvaternaarirakenne on erilaisten polypeptidiketjujen fuusioituminen yhteen
rakenneyksikkon.®

Proteiinien spesifiset sitoutumisominaisuudet, toisen proteiinin tai molekyylin
kanssa, maarittyy proteiinin konformaation mukaan. Proteiinien liukoisuus
veteen vaihtelee eri proteiinien kohdalla paljon ja tahan vaikuttaa
aminohappokoostumuksen lisdksi proteiinin  glykolysaatio eli proteiiniin
kovalenttisesti kiinnittyneet sokeriryhnmét. Sokeriosat ovat hydrofiilisia ja lisaavat
lisdksi proteiinin stabiiliutta. Happamat ja emaksiset ryhmat maaraavat
proteiinin kokonaisvarauksen ja ryhmien varaukset muuttuvat pH:n muuttuessa.
Heikon hapon tai emaksen varaus on positiivinen pKa-arvon alapuolella ja
vastaavasti negatiivinen sen ylapuolella. Eli pH:n noustessa positiivisten
varausten maara vahenee ja negatiivisten lisdantyy, pH:n laskiessa taas

painvastoin.®
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3.2 Proteiinien adsorptio

Proteiinien adsorptioprosessi kiinteéd-neste rajapintaan voidaan jakaa vahintaan

neljaan seuraavaan vaiheeseen:
1. Proteiinin siirtyminen rajapinnalle
2. Adsorptioprosessi
3. Uudelleenjarjestaytyminen ja/tai konformaation muutos
4. Desorptio tai vaihto

Proteiinin siirtyminen kiinted/neste -rajapinnalle voi tapahtua kahdella erilaisella
tavalla. Ensimmaisessa tavassa proteiinien keskittymat lahella pintaa ovat
samanlaisia  kuin  ympardivassa liuoksessa. Kun proteiinit alkavat
adsorboitumaan, lahinna pintaa olevat proteiinit alkavat siirtyd ja uusia
proteiineja siirtyy tyhjentyneille alueille. Tassa tapauksessa siirtyminen on
ainoastaan diffuusiota. Toinen tapa on yhdistelm& konvektiivista (eteenpdin
kuljettavaa) virtausta ja diffuusiota. Tassé tapauksessa nopeus, jolla proteiinit
siirtyvat pintaan on ainoastaan riippuvainen liuoksen proteiinipitoisuudesta ja

proteiinin diffuusiteetista.’

Proteiinien adsorptio kiinteisiin pintoihin on monimutkainen tapahtuma, johon
voi vaikuttaa monet tekijat. Adsorptiota voi tapahtua erilaisille pinnoille:
hydrofiilisille,  hydrofobisille, neutraaleille tai varauksellisille.  Pinnan
ominaisuuksien lisdksi proteiinin adsorboitumiseen vaikuttaa myos proteiinin
konsentraatio, liuoksen pH ja ionivahvuus seka proteiinin ominaisuudet.
Vuorovaikutus proteiinin ja pinnan valillA on vahva johtuen proteiinin
polymeerisestd rakenteesta. Adsorptioprosessiin vaikuttavat sekd entalpiset
ettd entropiset vuorovaikutukset. Entalpiassa muutokset ovat verrattavissa
molekyylien  valisiin ~ voimiin, kun taas entropiassa molekyylien
jarjestaytymiseen. Yleisimmat adsorptioon vaikuttavat tekijat ovat proteiinin
nettovaraus, proteiinin stabiilisuus ja pinnan hydrofobisuus. Entropisista
vaikutuksista adsorptio hydrofobisiin pintoihin on yleisin, silla entropia kasvaa

adsorptiossa johtuen vahentyneesta kontaktista veteen.”**°
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3.2.1 Entalpiavaikutukset

Proteiinien amino- ja karboksylaattiryhmien ansiosta proteiinien seké proteiinien
ja pintojen valilla tapahtuu ionista vuorovaikutusta. Nama amino- ja
karboksylaattiryhmat muodostavat proteiineihin  seka positiivisesti etta
negatiivisesti varautuneita alueita. Proteiinien kokonaisvaraus muodostuu
naiden alueiden summasta. Varauksellisten proteiinien valilla vaikuttavia
voimakkaita, pitkdn kantaman voimia kutsutaan Couloumbin voimiksi. Naméa
elektrostaattiset vuorovaikutukset vaikuttavat proteiinin stabiilisuuteen. Kiinteilla
pinnoilla ja proteiineilla on usein sahkdvarauksia, joiden valille voi syntya
Couloumbin voimia. Varaukseen vaikuttaa pH, suola ja ionivahvuus
ympéaroivassa liuoksessa. Heikoimpia molekyylien valisia voimia kutsutaan Van
der Waalsin voimiksi, jotka syntyvat akillisistd muutoksista molekyyleissa, jotka
taas aiheutuvat elektronien liikkeestd atomien ymparilla. Proteiinin pinnan
ymparilla vaikuttaa ionipilvi, joka heikentdd proteiinien vuorovaikutuksia. Van
der Waalsin voima perustuu hetkelliseen elektrostaattiseen vuorovaikutukseen
molekyylien valilla. Nama voimat vaikuttavat vain lyhyella kantamalla, mutta

my6tavaikuttavat silti proteiinin ja kiintean pinnan vuorovaikutukseen.’81%1

3.2.2 Entropiset vuorovaikutukset

Hydrofobiset ~ vuorovaikutukset  ovat tarkeimpia voimia  proteiinien
vuorovaikutuksissa. Tassa vuorovaikutuksessa proteiini ja Kiintea pinta
muodostaa yhteisen, erillisen kiintedn faasin vedessa. Taméa johtuu siita, etta
vesimolekyyleilla on suurempi sitoutumiskyky toistensa kuin hydrofobisten
proteiinien kanssa. Eli proteiinien hydrofobiset osat syrjaytyvat vesiliuoksessa ja
hakeutuvat kiintedn pinnan laheisyyteen. Proteiinit muokkaavat rakennettaan
niin, ettd niiden hydrofobiset sisdosat paasevat kosketuksiin hydrofobisen tai
varautuneen pinnan kanssa. Proteiinin rakenteen muutos on sitd suurempi, mita
epastabiillimpi proteiini on. Konformaation muutoksella saadaan aikaan
voimakkain vuorovaikutus proteiinin ja hydrofobisen pinnan valilla proteiinin
ulkoisten, hydrofiilisten aminohappojen suojatessa pintaan kiinnittyvia proteiinin

siséisid, hydrofobisia alueita.®®%**
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3.2.3 Adsorptioon vaikuttavia muita tekij6ita

Proteiineja voidaan jaotella niiden rakenteellisen stabiilisuuden perusteella, silla
osa proteiineista on stabiileja, kun taas osa vahemman stabiileita. Stabiilit
proteiinit eivat muuta konformaatiotaan kovinkaan helposti, jolloin niiden
vuorovaikutukset perustuvat enemman ionisiin  vuorovaikutuksiin, kuin
hydrofobisiin  vuorovaikutuksiin.  Vahemman stabiilit proteiinit muuttavat
rakennettaan helpommin ja hydrofobinen sitoutuminen kiinted&n pintaan on
naille proteiineille helpompaa. Tallaisia proteiineja on mm. BSA ja YG.

Pienemmat proteiinit ovat usein stabiilimpia kuin suuret proteiinit.”8

Proteiinin ja pinnan ollessa varattuja vaikuttaa ionivahvuus adsorboituneen
proteiinin maaraan. lonit muodostavat molekyylien ymparille ionipilven, jotka
heikentavat ionisia vuorovaikutuksia proteiinien ja kiintean pinnan valilla.
Vastaionit ovat yhdistyneend adsorboituneeseen  proteiinikerrokseen
liuoksessa, vaikka proteiinin nettovaraus olisikin neutraali, silla se vahentaa

hylkimista proteiinin osien ja pinnan valilla. “®*’

Aina se, etta proteiineja on adsorboitunut massaltaan paljon pinnalle, ei tarkoita,
etta niiden valilla olisi voimakas vetovoima. Proteiinien adsorption mé&ara voi
alentua proteiinien levittaytyessa pinnalle. Proteiinit voivat adsorboitua pinnalle
pitka akseli tai lyhyt akseli kohtisuorassa pintaa vasten (kuvio 5). Kun pitka
akseli on kohtisuorassa pintaa vasten, suurempi maara proteiineja sopii
pinnalle, kun taas, jos lyhyt akseli on kohtisuorassa pintaa vasten, mahtuu
proteiineja vahemman. Proteiinikonsentraatiolla on myds vaikutusta proteiinin

asettumiseen pinnalle.”®*®

Q Qv Y

PRR R pROAReAeed

Kuvio 5. Proteiinien adsorboituminen kiintealle pinnalle. Vasemmassa

kuvassa proteiinit ovat sijoittuneet pinnalle lyhyt akseli kohtisuorassa pintaa

vasten ja oikeassa kuvassa pitka akseli kohtisuorassa pintaa vasten.
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3.3 Proteiinien isoelektrinen piste ja proteiinin adsorptio isoelektrisessa

pisteessa

Jokaisella proteiinilla on sille ominainen pH, jossa positiivisten ja negatiivisten
varausten ma&ara on sama, eli nettovaraus on 0. Tama pH on proteiinin
isoelektrinen piste, pl. Proteiinilla on aina negatiivisia ja positiivisia varauksia,
mutta ne ovat jakautuneet epatasaisesti pitkin proteiinin pintaa (happamat ja
emaksiset ryhmat) ja niiden maarat ovat yhtda suuret pl:issa. Happamilla
proteiineilla pl < 7 ja emaéaksisilla proteiineilla vastaavasti pl > 7. Proteiinien
liukoisuus on minimissaan pl:ssé ja sen lahettyvilla ja monet proteiinit saostuvat
pl:ssa. Proteiinien adsorboituminen kiinteaan pintaan eli kiintea partikkelin pinta
tayttyy parhaiten proteiinien pl-arvon lahella ja sen alapuolella johtuen
proteiinien positiivisesta  nettovarauksesta  suhteessa  voimakkaasti
negatiiviseen  partikkelin  pintaan.  Proteiinien  plissd  hydrofobisilla
vuorovaikutuksilla on myés suuri rooli. Seuraavaksi on esitetty kolme mallia

pH:n vaikutuksesta adsorboitumiseen.®

3.3.1 Symmetrinen malli sivuttaishylkimisessa

Symmetrinen sanaa on kaytetty seka tassa ettd seuraavassa mallissa, koska
samantyyppinen mekanismi aiheuttaa vahentynyttda adsorptiota pl:n yla- ja
alapuolella. Téassd mallissa adsorboituvien proteiinien vahaisyys johtuu
sivuttaiselektrostaattisesta hylkimisesta proteiinien valilla. pl:ssa
elektrostaattiset vuorovaikutukset adsorboituneiden proteiinien valilla on hyvin
vahaisia, jolloin pinnalle muodostuu tiivis kerros proteiinia. Alle pl:n proteiinit
kantavat positiivista varausta ja yli pl:n negatiivista varausta, ja ndista
varauksista johtuen proteiinit hylkivat toisiaan pinnalla, joka taas johtaa siihen,
ettd proteiinien tiheys pinnalla vahenee pl:n yla- ja alapuolella. TAss& mallissa
proteiinien valinen vuorovaikutus on paljon tarkedmmaéassa roolissa kuin
proteiinin ja pinnan valinen vuorovaikutus adsorboituvan proteiinimaaréan

suhteen ja muutokset proteiinin konformaatiossa pinnalla ovat erittain rajallisia.’
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3.3.2 Symmetrinen malli konformaation muutoksena

Tassékin  mallissa  proteiinin  varauksella on  vaikutusta  proteiinin
adsorboitumiseen, mutta vahentyva adsorboituneiden proteiinien tiheys pinnalla
johtuu rakenteellisen vakauden véhenemisestd. Kun proteiinin pH ei ole sen
pl:ssa, sen sahkdvaraus (positiivinen/negatiivinen) vahentaa sen rakenteellista
pysyvyytta. Kun pH ei ole proteiinin pl:ss&, proteiinit denaturoituvat helpommin
pinnan vaikutuksesta. Naméa rakenteelliset muutokset tekevat sen, etta yksi
proteiini vie enemman pinta-alaa ja tasta johtuen pienempi maara proteiinia

mahtuu adsorboitumaan pinnalle.’

3.3.3 Asymmetrinen malli konformaation muutoksesta ja pintahylkimisesta

Tassa mallissa proteiinin ja pinnan vuorovaikutuksella on tarkein rooli.
Negatiivisesti varautuneella pinnalla positiivisesti varautunut proteiini pl:n
alapuolella purkautuu pinnan vahvan elektrostaattisen varauksen vuoksi ja pl:n
ylapuolella elektrostaattinen hylkiminen negatiivisesti varautuneen proteiinin ja
negatiivisesti varautuneen pinnan valilla estda adsorboitumisen. pH-arvojen
ollessa yli pl:n, hylkiminen vahvistuu pH:n kasvaessa. Myds pH:lla alle pl:n
adsorboituvien proteiinien maara laskee. Tadm& johtuu pinnan proteiinin
progressiivisesta purkautumisesta pH:n laskiessa eli proteiinit purkautuvat sita
enemman, mita alemmas pH laskee. Tahankin kuitenkin vaikuttavat proteiinin
stabiilisuus ja koko seka tyyppi. Tasta johtuen vahempi maara proteiinia peittaa

saman pinta-alan.’

3.4 Zeta-potentiaali

Zeta-potentiaali on fysikaalinen ominaisuus, joka voidaan mitata mille tahansa
partikkelille suspensiossa, kuten Eu(lll)kelaatilla leimatulle amino-modifioidulle
polystyreenipartikkelile vedessa tai universaalipuskurissa. Tama kertoo
partikkelin varauksesta, joka vaikuttaa proteiinin adsorboitumiseen sen pinnalle.

Siita voi olla apua myds ennustettaessa pitkan aikavalin stabiiliutta.*
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Zeta-potentiaali on varaus, joka kehittyy kiintean pinnan ja liuoksen rajapinnalle.
Potentiaali mitataan millivoltteina ja se voi syntya useilla eri mekanismeilla.
Naita voivat olla ionisen ryhman dissosiaatio partikkelin pinnalla ja ionien
adsorptio  pinnalle. Nettovaraus partikkelin  pinnalla vaikuttaa ionien
jakaantumiseen partikkelin lahistolla ja nostaa vastakkaismerkkisten ionien
konsentraatiota pinnan lahella. Sahkdinen kaksoiskerros muodostuu partikkelin
ja nesteen rajapinnan alueelle. Sahkodinen kaksoiskerros sisaltaa kaksi osaa:
sisemman alueen, johon siséltyy tiiviisti pintaan porrastetusti sidotut ionit ja
ulomman alueen, missad elektrostaattisen voiman ja tuntemattoman
lampdliikkeen tasapaino maarittdd ionien jakaantumisen. Potentiaali talla
alueella hajoaa kasvavalla etaisyydella pinnasta kunnes riittavalla etaisyydella
se saavuttaa ymparoivan liuoksen arvon, joka on tavallisesti nolla.
Sahkokentassa, kuten mikroelektroforeesissa, jokainen partikkeli ja sen l&hella
olevat ionit liikkuvat liuoksen l&api ja potentiaali rajapinnan ja ympéardivan
liuoksen valilla tunnetaan zeta-potentiaalina. Kun kerros makromolekyyleja on
adsorboitunut partikkelin pintaan, ne siirtdvat rajapintaa kauemmas pinnasta ja
muuttavat zeta-potentiaalia. Zeta-potentiaalila on téastd johtuen vaikutus
partikkelin pintavaraukseen, mink& tahansa adsorptiokerroksen rajapintaan tai
laatuun ja rakenteeseen ympardivassa liuoksessa. Adsorboituvat proteiinit siis
muuttavat nanopartikkelien zeta-potentiaalia siirtamalla nesteen ja partikkelin
rajapintaa kauemmas partikkelin pinnasta. Zeta-potentiaali on
adsorptiotilanteissa proteiinien ja nesteen rajapinnan vélinen varaus ja
"partikkelin” pintavaraus nyt proteiinien varaus, joka on vastakkaismerkkinen
partikkelin alkuperéiseen varaukseen nahden. Zeta-potentiaali on osoittautunut
erittain tarkeaksi tutkittaessa kolloidien, kuten partikkelien ja proteiinien

stabiilisuutta ja flokkulaatioprosesseja.?°

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Laura Auranen



23

4 |SOELEKTRISEN PISTEEN MAARITYSMENETELMAT

Proteiinikemiassa ja proteiinin puhdistuksessa proteiinin varauksella ja pl:lla on
suuri  merkitys. Tietoa proteiinin plistd voidaan kayttaa hyoddyksi mm.
suunniteltaessa proteiinin puhdistusmenetelmaa, kuten pohdittaessa sopivaa
pH:ta ioninvaihtokromatograafiseen menetelmaan.” Nykyisia menetelmia
proteiinin pl:n maarittamiseen on isoelektrinen fokusointi ja teoreettinen

isoelektrisen pisteen laskin.

4.1 Isoelektrinen fokusointi

Isoelektrisessa fokusoinnissa proteiinit erotellaan niiden pl:n  mukaisesti.
Isoelektrinen fokusointi on geelielektroforeettinen menetelmé, jonka geelissa on
paljon eri pl:n omaavia amfolyyttejd, joilla on sekd happamia ettd emé&ksisia
ryhmié ja hyva puskurikapasiteetti. Ajon alussa kaikkialla geelissa on sama pH.
Ajossa geeliin muodostetaan pH-gradientti liosten avulla sahkokentassa.
Amfolyyttien hyvan puskurikapasiteetin vuoksi pH-gradientin muodostus on
mahdollista; katodipddssa on korkeampi ja anodipadssd matalampi pH.
Nettovaraukseltaan negatiiviset amfolyytit kulkeutuvat kohti anodia, ja
positiivisesti varautuneet kohti katodia. Amfolyytit pysahtyvat geelilla omaa
pl:itdan vastaavaan pH:on. Proteiininaytteet lisataan geelille. Proteiinien
joutuessa sahkokentan gradienttiin, ne liikkuvat varaustensa mukaisesti joko
anodia tai katodia kohti. Proteiinit likkuvat kohti omaa isoelektrista pistetta ja
pyséahtyvat siihen. Proteiinien likkumista geelilla ja pysahtymistd oman pl:nsa
kohdalla on esitetty kuviossa 6. Proteiinitkin ovat siis "amfolyytteja”, mutta

kulkeutuvat hitaammin suurikokoisuutensa vuoksi.®?*
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pH-gradientti
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Kuvio 6. Isoelektrisen fokusoinnin toimintaperiaate.

Yksi esimerkki isoelektrisen fokusoinnin laitteesta on Pharmacia PhastSystemin

korkean nopeuden elektroforeesi systeemi (kuva 1). Sen monivaiheinen
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ohjelmisto kykenee hoitamaan geelin esiajon, sdhkdisen kuormituksen ja ajon
automaattisesti. Kontrolloidut parametrit ovat: lampdtila, jannite, virta, teho ja

volttitunti.??

Kuva 1. Pharmacia PhastSystemin korkean nopeuden elektroforeesi
systeemi®

4.2 Teoreettinen isoelektrisen pisteen laskin

ExPASy Proteomics Server®® on internet-sivusto, jolla voi laskea proteiinin
teoreettisen plin  sekd lisaksi mm. aminohappojen lukumé&ardn ja
molekyylipainon. Teoreettisen pl:n selvittamiseen ExPASy Proteomics Server
vaatii kuitenkin proteiinin sekvenssin, jonka taas voi loytaa NCBI:n®
datapankista. Tuntemattoman proteiinirakenteen pl:n voi selvittaa etsimalla
ensin proteiinin aminohapposekvenssin NCBI:n datapankista. Tama tapahtuu
niin, etta Search Protein -kenttdédn syodtetddn halutun proteiinin nimi. Ohjelma
|oytaad valtavasti erilaisia proteiineja pelkalla nimelld, joten hakua voi tarkentaa
lisaamalla myds tiedon, misté proteiini on perdisin. Proteiineista valitaan sopiva,
esimerkiksi aminohappojen lukumé&aran perusteella ja kopioidaan sekvenssi.
Tama sekvenssi otetaan talteen ja lisatddn se ExXPASy Proteomics Serverin
sivulla talle tarkoitettuun tyhjaan kenttaan. Palvelu laskee proteiinin pl:n sen

aminohapposekvenssin perusteella.
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5 MATERIAALIT JA LAITTEET

Tassa opinnaytetyossa kokeellisessa osassa kaytettin Wallacin Victor
monileimalaskijaa (PerkinElmer Life and Analytical Sciences, Turku, Suomi),
jolla  mitattiin  aikaerotteista fluoresenssia proteiinindytteista. Laitteen
toimintaperiaate on esitetty seuraavaksi. Proteiininaytteissa kaytetyt proteiinit on

esitelty myos tassa kappaleessa.

5.1 Fluoresenssin mittauslaitteen toimintaperiaate

Koska fluoresenssispektrometri mittaa kokonaisemissiota, on sen kannalta
yhdentekevad, onko kyseessd fluoresenssi- vai fosforesenssiprosessi.
Fluoresenssispektrometrissa viritystila saadaan aikaan valon absorptiolla, joka
virittdd tutkittavan naytteen molekyylit ylemmalle elektroniselle tasolle
(eksitaatio). Viritystilan purkautuessa laite detektoi syntyvan séateilyn
intensiteettia aallonpituuden funktiona. Ksenonlampulla saadaan aikaan
voimakas valointensiteetti. Monokromaattorilla valitaan haluttu aallonpituus
viritysvalosta ja se ohjataan naytteeseen. Viritysvaloa kohtisuorassa vastapaata
on linssi, joka kerda emittoituvan sateilyn emissiopuolen monokromaattorin
sisddnmenorakoon. Valomonistinputki toimii detektorina. Emissiosignaaliin
vaikuttavia tekijoita ovat: viritysvalon intensiteetti, optisten komponenttien valon
lapaisykyky ja valodetektorin herkkyys, jotka ovat valon aallonpituuden

funktioita.?

Kahden monokromaattorin fluoresenssispektrometrilla voidaan mitata myos
eksitaatiospektri. Tassa mittauksessa pidetaan emissioaallonpituus vakiona ja
muutetaan viritysvalon aallonpituutta. Eksitaatiospektrissa emissiointensiteetin
vaihtelu esitetaan valitulla aallonpituudella, kun eksitaatioaallonpituus muuttuu.
Emissiointensiteetti on sitd voimakkaampi ja sitd enemman naytteessa on
virittyneitd molekyylejd, mitda suurempi absorptio on. Eksitaatiospektri on

emissiospektrin peilikuva.?

Wallacin monileimaus laskuri (kuva 2) on laite joka sopii kvantitatiiviseen valo-

emission tai valo-absorption mittaamiseen. Se soveltuu luminesenssiin,
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fluoresenssin, korkean herkkyyden aikaerotteisen fluoresenssin ja absorbanssin

mittaukseen.?®

Kuva 2. Wallacin Victor monileimauslaskuri.?’

Aikaerotteista europiumkelaatin emissiota mitattaessa viritys tapahtui 340 nm ja
emission mittaus 615 nm aallonpituudella. Virityksen jalkeen mitattiin 400 ps

ajan 400 ps viiveajan jalkeen.
5.2 Kaytetyt proteiinit
e Karboanhydraasi, naudan punasoluista, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO

e Gammaglobuliini, naudan veresta, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO

e Histoni, tyyppi llI-A, vasikan kateenkorvasta, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO

e BSA, Bovine Serum Albumin, naudan seerumin albumiini, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO

e Pepsiini, sian vatsan limakalvolta, Sigma-Aldrich, Germany

e Trypsinogeeni, naudan haimasta, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO
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Taulukko 1. Kaytettyjen proteiinien molekyylipainot ja isoelektriset pisteet
kirjallisuuslahteiden mukaan.

Proteiini Molekyylipaino Isoelektrinen piste
Naudan seerumin 66 kDa*® 4,7%®
albumiini
Histoni 11-21kDa™ 11-12%
Pepsiini 32 kDa® 2,2%
Karboanhydraasi 29 kDa* 5,85%
Trypsinogeeni 25 kDa** 9,30%
Gammaglobuliini 150 kDa*® 6,4-8,8%°
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6 MENETELMA

Tassa kappaleessa on esitetty kehitteilla olevan menetelman toimintaperiaate
yksityiskohtaisemmin seka erilaiset optimoinnit, joita suoritettin menetelmaa

kehittdessa ja testattaessa.

6.1 Menetelman periaate

Kehitetyssa proteiinin isoelektrisen pisteen mittausmenetelmassa saadaan
selville proteiinin pl aikaerotteista fluoresenssimittausta hyvaksikayttaen.
Proteiinit adsorboituvat kiintokantajiin eri tavalla pH:sta riippuen ja se nakyy
fluoresenssisignaalissa. Toisin sanoen mitataan sitd, kuinka paljon

kiintokantajan pinta on tayttynyt proteiineista (kuvio 7).

A

Suuri signaali

Kiintokantajan

pinnan

tayttyminen Signaali pienee ja

tasoittuu  pl:njalkeen

i >
pl PH

Kuvio 7. Fluoresenssisignaalin muutos pH:n suhteen.

Proteiinien varaukselliset vuorovaikutukset ovat minimissdan proteiinin pl:ssa,
joka tarkoittaa sita, etta pl:ssd saadaan usein proteiinin vahvin hydrofobinen
sitoutuminen n kiintokantajaan. Signaalin maara on kuitenkin suurin jo ennen
proteiinin pl:t4, koska menetelméssa mitataan kiintokantajan tayttymista. Vaikka
adsorboituvien proteiinien méaaréa onkin pienempi matalissa pH:issa kuin pl:ssé,
proteiinit purkautuvat partikkelin pinnalle niiden alhaisesta stabiilisuudesta

johtuen ja tayttavat pintaa. pl:ssa proteiinien liukoisuus on myds minimissaan eli
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ne saostuvat helposti. Nettovaraus riippuu pH:sta, eli pH:n noustessa
negatiivisten varausten maaréa lisaantyy ja positiivisten varausten maara
vahenee. Tama on syy siihen, miksi ennen pl:ta fluoresenssi on suuri ja tdman
jalkeen pieni, silla partikkelin varaus on negatiivinen. Positiivisesti varautuneet
proteiinit adsorboituvat negatiivisesti varautuneeseen partikkelin  pl:n
alapuolella, mutta negatiivisesti varautuneet proteiinit adsorboituvat heikosti

negatiivisesti varautuneeseen partikkeliin pl:n ylapuolella (kuvio 8).

pH < pl pH > pl

Kuvio 8. Proteiinien sitoutuminen Eu-partikkeliin.

Menetelméassa mikrotiitterilevyn kaivoihin kuivataan universaalipuskurin el
adsorptiopuskurin ~ puskurikomponentit.  Kaivoihin  luodaan  monessa
optimoinnissa muuttuvat pH:t suunnilleen puolen pH-yksikon valein.
Seuraavana lisataan proteiini ja Eu(lll)-kelaatilla leimattu polystyreenipartikkeli.
Tassa vaiheessa proteiini adsorboituu Eu-partikkeliin adsorptiopuskurin pH:sta
riippuen. Proteiinit adsorboituvat hyvin negatiivisesti varautuneeseen proteiiniin
ennen pl:td mutta huonommin pl:n jalkeen, koska positiivisesti varautuneesta
proteiinista muuttuu vahitellen negatiivisesti varautunut pH:n muuttuessa.
Seuraavaksi lisatddn dissosiaatiopuskuri, jolloin pH kuopissa laskee akillisesti
0,75. Talléin tapahtuu nopea Eu-kelaatin dissosiaatioprosessi, jossa ligandin
karboksyyliryhma protonoituu ja kordinaatiosidokset ligandin ja Eu®**-ionin valilla
katkeavat. Talloin ligandi virittyy kylla valolla, muttei kykene siirtamaan energiaa
Eu®"-ionille, jolloin fluoresenssisignaali on heikko. Kuopissa, joissa proteiini oli
sitoutunut hyvin partikkeliin, suojaa proteiini Eu-kelaattia matalalta pH:lta ja
dissosiaatiota ei tapahdu helposti. Proteiinit estavat dissosiaatiopuskurin H* -
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ionin paasyn kelaattien luokse. Saadaan siis vahvempaa fluoresenssisignaalia.
Proteiinin pl:n jalkeen Eu-kelaatit ovat yhd vahemmén suojattuina, koska
proteiinit eivat ole adsorboituneet partikkeliin, jolloin dissosiaatiota tapahtuu
helposti ja fluoresenssisignaali on heikko. Koska pH on laskettu 0,75:een,
proteiinit alkavat adsorboitua partikkeleihin kaikissa kaivoissa, koska proteiinien
ja partikkelien konaisvaraus on vastakkaismerkkinen toisiinsa nahden.
Proteiiniadsorptio on kuitenkin hitaampi prosessi kuin dissosiaatio, joten
mittausajankohtana saadaan vield fluoresenssisignaalin muuttuminen nakyviin

proteiinin pl:n suhteen. Tata tapahtumaa on esitetty kuviossa 9.
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Kuvio 9. Fluoresenssisignaalin muodostuminen. Ylemmassa kuvassa ei saada
fluoresenssia, koska Eu®" -ioni on dissosioitunut ligandista ja virittyva ligandi ei
talloin kykene siirtamaan energiaa Eu®* -ionille. Alemmassa kuvassa proteiinit
estavat dissosioivan puskurin paasyn kelaattien luo, jolloin dissosiaatiota ei

tapahdu ja saadaan suuri fluoresenssi.
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6.2 Tyon tarkoitus

Tydssa on tarkoituksena kehittd&d uusi kokeellinen menetelma proteiinin pl:n
maarittamiseen. Kehitettavassa menetelmassa olisi tarkoitus kehittda
kuoppalevy, johon olisi kuivattu adsorptiopuskurin puskurikomponentit. Naissa
kuopissa olisi siis valmiina pH-gradientti, joihin kayttdja lisaisi vain mitattavan
proteiinin, nanopartikkelit ja dissosiaatiopuskurin, jonka jalkeen kayttaja voisi
mitata proteiinien pl:n edella mainitulla tavalla. Menetelmén kehitys vaatii useita
erilaisia optimointeja ja testeja. On testattava, miten kuivaus vaikuttaa pH-
gradienttiin, mika dissosiaatiopuskuri ja sen pitoisuus on optimaalisin, mika
nanopartikkelien ja proteiinin pitoisuuus on optimaalisin ja milloin on sopiva
ajankohta mitata fluoresenssia. On myos tutkittava nanopartikkelien
ominaisuuksia eli mika niiden varaus on ja kuinka stabiilina se sailyy
olosuhteiden muuttuessa. On vertailtava, millainen tulkintatapa on helppo

tulkittaessa fluoresenssisignaalia.

6.3 Amino-modifioitujen polystyreenipartikkelien leimaus Eu(lll)kelaatilla

Amino-modifioidut polystyreenipartikkelit (halkaisijaltaan 240 nm) leimattiin 9-
hampaisella Eu(lll)-kelaatilla {2,2',2",2"-{[4'-(4"'-fenyyli-isotiosyanaatti)-2,2":6,6 -
terpyridiini-6,6”-diyylilbis(metyylinitriili){tetra(asetaatti)}europium(lll).  Partikkelit
pestiin sentrifugoimalla (19 000g, 5 min) muutamia kertoja ennen leimausta.
Eu(lll)-kelaatit ( n. 20 nmol) lisattiin 250 pl:aan 30 mM karbonaattipuskuria (pH
= 9,9), joka sisaltad 109 fmol partikkeleita. Yon yli kestédneen inkuboinnin
jalkeen partikkelit pestiin vedella sentrifugoimalla 19 000g 5 min ajan muutamia
kertoja. Eu(lll)-kelaattien maara partikkelia kohti maaritettin  DELFIA

(dissosiaatiotehostettu lantanidi immunomaaritys)-liuoksella.

6.4 Zeta-potentiaali-mittaus

Zeta-potentiaalimittaus  suoritettin  leimaamattomilla  amino-modifioiduilla
polystyreenipartikkeleilla ja 9-hampaisella Eu(lll)-kelaatilla pintaleimatuilla
partikkeleilla. Zeta-potentiaali mitattiin Zetasizer Nano Series Nano ZS -laitteella

(Malvern  Instruments Ltd, Malvern, Iso-Britannia). Zeta-potentiaali
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leimaamattomista amino-modifioiduista  polystyreenipartikkeleista  mitattiin
vedess4, ja 0,50 mM universaalipuskurissa viidessa eri pH:ssa. Zeta-potentiaal
pintaleimatuista 9-hampaisisista Eu(lll)kelaateista (75 000 kelaattia/partikkeli,

44 pM) mitattiin vedessa.

6.5 Adsorptiopuskurin valmistus

Valmistettiin  puskuriliuokseksi universaalipuskuria, joka sisadltéa usean
puskuroivan komponentin ja nain ollen puskuroi laajalla pH-alueella.
Universaalipuskuri  sisdltaa sitruunahappoa, kaliumdivetyfosfaattia, tris
(hydroksimetyyli) aminometaania, natriumtetraboraattia ja kaliumkloridia.
Universaalipuskuri  oli 0,10 M jokaisen = komponentin  suhteen.
Natriumtetraboraatti liukeni hitaasti, joten seoksen annettiin liueta yon vyli.
Laimennettiin universaalipuskuria veteen 0,025 M:ksi. Saadettiin puskurien pH:t
suunnilleen 0,5 pH-yksikon valein NaOH:n ja HCI:n avulla. Apuna kaytettiin pH-

mittaria.

6.6 Puskurikomponenttien kuivaus kuoppalevylle

96-kuoppalevylle pipetoitin 0,0125 M universaalipuskuria 2,8 pl/kuoppa ja
kutakin pH:ta 3 rinnakkaista kuoppaa. Jokainen optimointi ja testi vaati
omanlaisensa pH-gradientin, joten levyjd valmistettin kayttotarkoitukseen
sopiviksi  universaalipuskurin  pH:n  suhteen. Kuoppalevyt asetettiin
lampokaappiin (+50 °C) kuivumaan yon yli. Taman jalkeen kuoppalevyt olivat

valmiita maarityksia varten.

6.7 pH:n muutoksen testaus

Kuivauksen aikana HCI haihtuu veden mukana, jolloin myds pH voi muuttua,
joten testattiin kuivauksen vaikutusta pH:hon. Testi tehtiin kuivatulle
kuoppalevylle, jossa oli kaikki valmistetut universaalipuskurin pH:t. Pipetoitiin
kaikkiin kuoppiin 70 pl vettd ja ravisteltin kuoppalevyravistelijalla 2 min.

Siirrettiin  liuokset muovipulloihin jotta voitiin mitata pH. Tastd eteenpdain
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mainittavat pH:t ovat pH:ita kuivauksen ja veden lisdyksen jalkeen, ellei

tekstissa toisin mainita.

6.8 Proteiiniliuosten valmistus

Kaytettaviksi proteiineiksi valittiin sellaisia proteiineja, joilla on kirjallisuuden
mukaan eri plit, jotta ne kuvastaisivat menetelman toimivuutta parhaiten.
Valituista proteiineista valmistettiin sopivat varastoliuokset veteen seuraavilla

pitoisuuksilla:
e 20 mg/ml karboanhydraasi
e 79 mg/mlyG
e 70 mg/ml histoni
e 70 mg/ml BSA

e 17,25 mg/ml pepsiini

20 mg/ml trypsinogeeni

6.9 Proteiinin isoelektrisen pisteen mittausmenetelman kehitys

6.9.1 Proteiinilaimennosten valmistus mittauksiin

Mittauksia varten valmistettiin eri pitoisuuksia proteiineista seuraavasti:

Varastoliuoksen pitoisuus ja maard oli jokaisella proteiinilla eri, joten
ensimmainen laimennos 700 mg/l valmistettin veteen eri tavalla kunkin

proteiinin kohdalla (kuvio 36 liitteessa 1).

Naista laimennoksista valmistettiin loput laimennokset 70, 7, 0,7, 0,21 ja 0,07

mg/l veteen samalla tavalla jokaisen proteiinin kohdalla (kuvio 37 liitteessa 2).
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6.9.2 Dissosiaatiopuskurin optimointi

Testattiin erilaisten dissosiaatiopuskureiden vaikutusta fluoresenssiin BSA:n
pitoisuuksilla 0, 0,21 ja 70 mg/l. Testi tehtiin kuivatuille kuoppalevyille, joissa ol
pH:t 3,63, 5,04, 6,70 ja 8,86.

Valmistettiin BSA-laimennokset mikrosentrifugiputkiin. Pipetoitiin kuoppiin 70 pl
eri BSA -pitoisuuksia niin, etté kutakin tuli vuorotellen 1 rivi. Perdén pipetoitiin 5
ul 8,7*10°ul Eu-partikkeli-liuosta jokaiseen kuoppaan. 5 pl:n tilavuus sisaltaa
partikkeleita 4,3*10° kappaletta. Ravisteltin kuoppalevyravistelijalla 1 min.
Lisattiin 10 pl jotakin seuraavista dissosiaatiopuskureista:

e 0,50 M glysiini pH 0,50; 0,75; 1,00; 1,25; 1,50; 1,75 ja 2,00
e 0,059; 0,177 ja 0,59 M HCI
e 0.50 M Oksaalihappo pH 0,50; 0,75 ja 1,00

Ravisteltiin kuoppalevyt kuoppalevyravistelijalla ja mitattiin fluoresenssia noin

30 minuutin kuluttua.

6.9.3 Glysiinin pitoisuuden optimointi

Testattiin glysiinin maaran vaikutusta fluoresenssin stabiilisuuteen eli signaalia
ajan funktiona kuivatuilla kuoppalevyilla (pH:t 5,04, 6,70, 8,86 ja 9,75) histonin
pitoisuuksilla 0 ja 0,70 mg/l.

Valmistettiin histoni-laimennos mikrosentrifugiputkeen. Pipetoitiin 6 kuoppalevyn
riville vuorotellen histoni-pitoisuuksia 0 mg/l ja 0.7 mg/l 70 pl. Lisattiin kaikkiin
kuoppiin Eu-partikkeli-liuos 8,7*10°/ul pitoisuudella. Pipetoitin - molempiin
histoni-pitoisuuksiin 10, 30 ja 90 ul 0,50 M glysiinia (pH 2). Tehtiin mittaukset

noin 8, 23, 48 ja 62 minuutin kuluttua glysiinin lisayksesta.
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6.9.4 Eu-partikkeli-pitoisuuden optimointi

Tehtiin kuivatuille kuoppalevyille (pH:t 3,63, 5,04, 6,70 ja 8,86) mittaus, jossa
testattiin Eu-partikkelien maaran vaikutusta tulokseen BSA:n pitoisuuksilla 0,
0,21 ja 70 mg/I.

Valmistettin BSA-laimennokset mikrosentrifugiputkiin. Pipetoitiin  kuivatulle
kuoppalevylle 70 pl BSA-laimennoksia. Pipetoitiin 5 pl 8,7*10°/pl ja 1,7*10%ul
Eu-partikkeli-liuosta jokaiseen BSA-pitoisuuteen. 5 pl:n tilavuus siséaltaa
partikkeleita  8,7*10°/ul pitoisuudella  4,3*10° kappaletta ja 1,7*10%l
pitoisuudella 8,5*10° kappaletta. Pipetoitiin kaikkiin kuoppiin 10 pl 0.50 M
glysiinia (pH 0.75). Tehtiin mittaus noin 30 min kuluttua.

6.9.5 Proteiinipitoisuuden optimointi

Tehtiin kuivatuille kuoppalevyille (pH:t 3,63, 5,04, 6,70 ja 8,86) mittaus, jossa
optimoitiin proteiinipitoisuutta, jossa proteiinien pl:n havaitseminen kuvaajilta

olisi selkeinta.

Valmistettiin  proteiinilaimennokset 0, 0,07, 0,21, 0,70 ja 70 mgll
mikrosentrifugiputkiin kaikista proteiineista. Pipetoitiin 70 9l
proteiinilaimennoksia kuivatulle kuoppalevylle. Lisattiin kaikkiin kuoppiin 5 ul
1,7*10%pl Eu-partikkeli-liuosta. Pipetoitiin kuoppiin 10 pl 0.50 M glysiinia (pH

0.75). Tehtiin mittaus noin 30 minuutin kuluttua viimeisesta glysiinin lisdyksesta.

6.10 Proteiinien isoelektrisen pisteen maarittaminen erilaisilla
analysointimenetelmilla

Lopullisessa mééarityksessa on mahdollista analysoida proteiinien isoelektrinen

piste tuloksista kahdella eri tavalla, suoraan saadusta signaalista tai ottaen

tausta huomioon signaali/tausta-suhdetta analysoitaessa. Suoritus ennen

tuloksia analysoitaessa on kuitenkin taysin identtinen eri tapojen valilla.

Valmistettiin  kaikista proteiineista laimennokset 0, 0,21 ja 70 mgl/l

mikrosentrifugiputkiin.  Pipetoitin 70 pl proteiinilaimennoksia kuivatuille
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kuoppalevyille. Tassd mittauksessa kuivatuilla kuoppalevyilla oli jokaiselle
proteiinile omanlaisensa pH-gradientti, jossa pH:t olivat etenkin proteiinin
kirjallisuusarvon pl:n kohdalla suunnilleen 0,5 pH-yksikon valein. Lisattiin
kaikkiin kuoppiin 5 pl 1,7*10%pl Eu-partikkeli-liuosta. Pipetoitiin kaivoihin 10 pl
0,50 M glysiinia (pH = 0,75). Tehtiin mittaus noin 30 minuutin kuluttua
viimeisesta glysiinin lisdyksesta.

6.11 Proteiinin teoreettisen pl:n laskeminen

Etsittin NCBI:n® sivulta kunkin proteiinin aminohapposekvenssi (taulukko 2)
kayttaen proteiinin nimea ja alkuperaa. Proteiineja l0ytyi useita vaihtoehtoja
kunkin proteiinin kohdalla, joten joukosta valittin yksi. NCBI:n sivuilta saatu

proteiinien aminohapposekvenssi sydtettin ExXPASy Proteomics Serveriin®*,
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Taulukko 2. Proteiinien aminohapposekvenssit.

Proteiini

Sekvenssi

Naudan seerumin

albumiini

mkwvitfisll lifssaysrg virrdthkse iahrfkdige ehfkglvlia fsqylggcpf

dehvklvnel tefaktcvad eshagceksl htlfgdelck vaslretygd
madccekqgep

ernecflshk ddspdipklk pdpntlcdef kadekkfwgk ylyeiarrhp yfyapellyy
ankyngvfge ccqaedkgac lipkietmre kvltssargr Ircasigkfg eralkawsva
risgkfpkae fvevtkivtd ltkvhkecch gdllecaddr adlakyicdn qdtissklke
ccdkplleks hciaevekda ipenlpplta dfaedkdvck nygeakdafl gsflyeysrr
hpeyavsvll rlakeyeatl eeccakddph acystvfdkl khivdepgnl ikgncdgfek
Igeygfgnal ivrytrkvpq vstptlvevs rslgkvgtrc ctkpesermp ctedylslil
nricvihekt pvsekvtkcc teslvnrrpc fsaltpdety vpkafdeklf tthadictlp

dtekqikkqt alvellkhkp kateeglktv menfvafvdk ccaaddkeac
favegpklivv

stgtala®

(jatkuu)
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Taulukko 3. Proteiinien aminohapposekvenssit (jatkuu).

Pepsiini

igdeplenyl dteyfgtigi gtpaqdftvi fdtgssnlwv psvycsslac sdhngfnpdd
sstfeatxge Isitygtgsm tgilgydtvq vggisdtnqi fglsetepgs flyyapfdgi
Iglaypsisa sgatpvfdnl wdqglvsqdl fsvylssndd sgsvvliggi dssyytgsin
wvpvsvegyw gitldsitmd getiacsggc qaivdtgtsl ltgptsaian igsdigasen
sdgemviscs sidslpdivf tingvqypls psayilqddd sctsgfegmd vptssgelwi

lgdvfirqyy tvfdrannkv glapva®

Gammaglobuliini

Ei I0ydetty sekvenssia

Karboanhydraasi

mshhwgygkh ngpehwhkdf piangerqsp vdidtkavvqg dpalkplalv ygeatsrrmv
nnghsfnvey ddsqgdkavlk dgpltgtyrl vafhfhwgss ddqgsehtvd rkkyaaelhl
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lanwrpagpl knrqvrgfpk®

Trypsinogeeni

ivggytcgan tvpyqvsins gyhfcggsli nsqwvvsaah cyksgiqvrl gedninvveg
negfisasks ivhpsynsnt Inndimlikl ksaaslInsrv asislptsca sagtqclisg
wgntkssgts ypdvlkclka pilsdsscks aypggitsnm fcagyleggk dscqgdsggp

wesgklggi vswgsgeagk nkpgvytkve nyvswikgti asn®

Histoni

msgrgktggk arakaktrss raglgfpvgr vhrlirkgny aervgagapv ylaavleylt
aeilelagna ardnkktrii prhiglavrn deelnkllgg vtiagggvlp nigavlipkk

tekavkak**
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yG ja histoni ovat proteiinien seoksia. yG:lle ei I0ydetty aminohapposekvenssia
lainkaan. Histonin proteiiniseoksessa on eri tyyppisia proteiineja; H1, H2a, H2b,
H3 ja H4. Naille kaikkille tietokannasta l6ytyvat aminohapposekvenssit ovat
lahelld toisiaan, joten tarkasteluun valittin naista yksi (H2a). Sigma-Aldrichin

merkinta tyyppi-ll A ei siis tarkoita, etta kyseessa olisi H2a tyyppinen histoni.
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7 TULOKSET JA ARVIOINTI

Tassa kappaleessa esitetaan mittauksista ja optimoinneista saatuja tuloksia ja

tulkitaan niita.

7.1 Amino-modifioitujen polystyreenipartikkelien merkinta Eu(lll)-kelaatilla

Amino-modifioidut polystyreenipartikkelit siséltavat Eu(lll)-kelaattia 21 000
kpl/partikkeli.

7.2 Zeta-potentiaalimittaus

pH:n muutos ei vaikuttanut leimaamattoman partikkelin zeta-potentiaaliin
kovinkaan suuresti, kuten kuviosta 10 voidaan nahda. Partikkelit ovat siis
laajalla pH-alueella negatiivisia, jolloin kehitetyn menetelman
proteiiniadsorptioperiaate toimii samoin koko pH-skaalalla. Positiiviset proteiinit
sitoutuvat siis negatiiviseen partikkeliin ennen pl:td, mutta eivat enda pl:n
jalkeen, jolloin proteiinien varaus on negatiivinen. Testattiin myds, vaikuttaako
leimaus partikkelin zeta-potentiaaliin, jottei leimaus muuta partikkelin varausta
ja taten koko menetelman toimintaperiaatetta. Zeta-potentiaali Smoluchowskin
approksimaation mukaan oli leimaamattomilla polystyreenipartikkeleilla vedessa
-55 mV ja Eu(lll)-kelaatilla leimatuilla -43 mV. Leimaus ei siis vaikuta
huomattavasti partikkelin Zeta-potentiaaliin. Proteiinien adsorboituminen
partikkelin pintaan muuttaa zeta-potentiaalia, mutta tama tapahtuu vasta
adsorption jalkeen, jolloin silla ei enda ole huomattavaa vaikutusta

mittausperiaatteeseen.
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Kuvio 10. Leimaamattoman aminomodifioidun polystyreenipartikkelin zeta-
potentiaali Smoluchowskin approksimaation mukaan universaalipuskurin pH:n

funktiona.

7.3 Universaalipuskurin pH:n muutos kuivauksen aikana

Taulukosta 3 voidaan nahda, ettd kaikkien liuosten pH lahestyi neutraalia
kuivauksen jalkeen. Tama johtuu siit4, ettd HCI haihtuu helposti jo 20 °C:ssa*,
ja kuivaus 50 °C:ssa lisda haihtuvuutta entisestaan. Myds reilu laimentaminen

muuttaa pH:ta.
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Taulukko 4. Universaalipuskurin pH:n muutos kuivauksen aikana.

Alkuperainen pH pH kuivauksen jalkeen
1,00 3,63
1,51 3,60
2,00 3,58
2,51 3,59
2,99 4,11
3,51 4,32
3,99 4,67
4,49 5,04
5,02 5,69
551 6,02
5,99 6,36
6,50 6,70
6,99 7,09
7,50 7,46
8,00 7,76
8,50 8,02
8,99 8,41
9,50 8,68
9,99 8,85
10,50 8,86
10,99 9,21
11,50 9,32
12,00 9,34
12,50 9,47
12,80 9,75
13,16 10,73
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7.4 Dissosiaatiopuskurin optimointi

Testattiin erilaisia dissosiaatiopuskureita BSA:n pitoisuuksilla 0, 0,21, 70 mg/I
kuivatuilla kuoppalevyilla, joissa oli pH:t 3,63, 5,04, 6,70 ja 8,86. Koska
signaalin pienentyminen BSA:n pl:n jalkeen oli havaittavissa huomattavasti
selkeammin BSA:n pitoisuudella 0,21 mg/l kuin pitoisuudella 70 mg/l, on 0,21
mg/I valittu tarkasteltavaksi tuloksia arvioitaessa. Koska eri
dissosiaatiopuskureita oli niin paljon, on ne jaettu kahteen eri kuvaajaan
selkeyden vuoksi. Kuten kuvioista 11 ja 12 voidaan nahda, on tulos parhain 0.5
M glysiinin matalilla pH:illa, silla signaali pysyy korkealla ennen BSA:n pl:ta, ja
laskee seka tasoittuu pl:n jalkeen. Erityisesti glysiinin pH:lla 0,75 tulos on hyva,
koska fluoresenssi pysyy tasaisen matalana pH:sta 6,70 pH:hon 8,86
mentdessa. Oksaalihappo taas dissosioi liiankin hyvin, koska fluoresenssi on

hyvin pienta ja signaalin nousu on tuskin havaittavissa.
7000

6000

- A
v

#pH 0,50
©-pH0,75
V pH 1,00
A& pH1,25
-pH 1,50
< <pH1,75

¢ pH 2,00

4000

Signaali

3000

A

2000

1000

.

3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00 10,00

Adsorptiopuskurin pH

Kuvio 11. Dissosiaatiopuskurin optimointi 1: fluoresenssi adsorptiopuskurin

(0,50 M glysiini) pH:n funktiona. BSA:n pitoisuus kaivoissa 0,21 mgl/l.
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Kuvio 12. Dissosiaatiopuskurin optimointi 2: fluoresenssi adsorptiopuskurin
(0,50 M oksaalihappo tai HCI) pH:n funktiona. BSA:n pitoisuus kaivossa 0,21
mg/l.

Koska positiivinen proteiini adsorboituu hyvin negatiivisesti varautuneeseen
partikkeliin ennen pl:ta, ja pl:n jalkeen adsorboituminen heikkenee proteiinin
muuttuessa negatiivisesti varautuneeksi, on asiaa havainnollistettu viela
kuvaajalla, jossa on esitetty fluoresenssisignaalien suhde pH:ssa 5,04 ja pH:ssa
6,70 dissosiaatiopuskurin pH:n funktiona (kuvio 13). Suuri signaalien suhde
kertoo hyvasta dissosiaatiopuskurin toiminnasta, silla talléin adsorptio on
voimakasta ennen pl:td, mutta pian sen jalkeen adsorboituminen laskee
vahitellen. Kuvaajalta voidaan todeta sama kuin edelld; paras
dissosiaatiopuskuri on 0,50 M glysiini pH:lla 0,75.
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Kuvio 13. Dissosiaatiopuskurin optimointi 3: signaalien suhde (pH 4,49 / pH
6,50) dissosiaatiopuskurien pH:n funktiona. BSA:n pitoisuus kaivoissa 0,21

mg/l.
7.5 Glysiinin pitoisuuden optimointi

Mitattiin glysiinin maaran vaikutusta signaalin stabiilisuuteen eli signaalia ajan

funktiona.

Kuviosta 14 ndhd&aan, etta signaali pysyy stabiileimpana 10 pl glysiinin maaralla
ja huonoin stabiilisuus taas on 90 pul glysiinin maaralla, vaikkei stabiilisuudessa
olekaan kovinkaan suuria eroja. Kuviosta 15 ndhdaan, ettd signaali/tausta —
suhde on suurin 10 pl glysiinimaaralla, joten taméa valittiin glysiinin tilavuudeksi
mittauksiin. Signaali/tausta -suhde on stabiili kaikilla glysiinipitoisuuksilla 23-48
minuutin  kuluttua  glysiinin  lisdyksesta kaivoon (kuvio 15). Sopiva
mittausajankohta saavutetaan noin 20 minuutin kuluttua glysiinin lisayksesta

kaivoihin, jolloin saavutetaan signaali/tausta-suhteen maksimi.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Laura Auranen



7000

6000 Vv

5000
=
e |10 pl glysiinia
-(%’ 4000 <9-30 glysﬁn?é

V90 pl glysiinia
3000
2000
0 10 20 30 40 50 60 70

Aika (min)

Kuvio 14. Glysiinin maaran optimointi: 0,50 M glysiinin (pH = 2) fluoresenssi

ajan funktiona. Histonin pitoisuus kaivoissa 0,21 mg/l.
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12
g 10 4\%
3
8 Vv
= 810 pl glysiinia
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S g V 030 pl glysiinia
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B 90 pl glysiinia
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4
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Kuvio 15. Mittausajankohdan optimointi: 0,50 M glysiinin (pH =

signaali/tausta -suhde ajan funktiona. Histonin pitoisuus kaivoissa 0,21 mg/I.
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7.6 Eu-partikkeli-pitoisuuden optimointi

Kuten kuviosta 16 voidaan n&hdd, saadaan 1,7*10%pl Eu-partikkeli-
pitoisuudella huomattavasti suurempi signaali ja signaalin vahentyminen
tasaisen matalalle BSA:n pl:n jalkeen. Signaalien suhde pH:ssa 4,49 ja pH:ssa
6,50 on 4,8 partikkelien 1,7*10%pl pitoisuudella ja 3,8 8,7*10%ul pitoisuudella.
Varsinaiseen kehitettdvdan menetelmaan valittiin siis Eu-partikkeli-pitoisuudeksi
1,7*10%l, koska silla saavutetaan korkeampi signaalien suhde ja fluoresenssi.

4000
3500
3000
2500
2000

& 8,7+105/l
1500 0-1,7+106/pl

Signaali

1000
500

0
3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00 10,00

Adsorptiopuskurin pH

Kuvio 16. Eu-partikkeli-pitoisuuden optimointi: fluoresenssi adsorptiopuskurin

pH:n funktiona. BSA:n pitoisuus kaivoissa 0,21 mg/l.

7.7 Proteiinipitoisuuden optimointi

Tassa maarityksessd haettiin  sopivaa proteiinipitoisuutta, jossa kaikilla
proteiineilla isoelektrisen pisteen havaitseminen olisi mahdollisimman selkea.
Jokainen proteiini piirrettiin omaan kuvaajaansa, jotta asiaa voidaan tarkastella
erikseen kunkin proteiinin kohdalla ja tehda lopuksi valinta kaikki proteiinit

huomioon ottaen.
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Proteiinipitoisuus vaikutti suuresti fluoresenssisignaalin maaréaan, vaikka voisi
ajatella, etta jos pieni pitoisuus riittdd “"tayttamaan” partikkelin pinnan, ei
suuremmat pitoisuudet enaa nostaisi fluoresenssisignaalin maaraa. Nain
kuitenkin kay, koska suurissa pitoisuuksissa proteiinipartikkeliyhdistelman
lahellakin olevat irtonaiset tai I0yhasti adsorboituneet proteiinit estavat
dissosiaatiopuskurin  paasyn protonoimaan karboksyyliryhm&a. Suurissa
pitoisuuksissa partikkelin ligandien protonoitumista estdméassad on suurempi
"kerros” proteiinia kuin pienemmissa pitoisuuksissa. Pitoisuus vaikuttaa myos
proteiinien asettautumiseen partikkelin pintaan, suurissa pitoisuuksissa proteiinit
asettuvat pitkd akseli kohtisuorassa pintaa vasten, kun taas pienemmissa

pitoisuuksissa adsorptio voi tapahtua lyhyt akseli kohtisuorassa pintaa vasten.

Proteiinipitoisuudella 0,21 mg/l on isoelektrisen pisteen havaitseminen kaikkein
selkeintd, koska signaali on suuri ennen proteiinin pl:itd ja pl:ssa, ja pienenee
tasaisen matalalle taman jalkeen useimpien proteiinien kohdalla. Vaikka tama
pitoisuus ei ole kaikkien proteiinien kohdalla se paras vaihtoehto, haluttiin
mittauksiin valita yksi yleisimmin toimivista pitoisuuksista. Se, ettei pitoisuus
0,21 mg/l toimi kaikilla proteiineilla yhta hyvin, johtuu siita, etta kaikkien
proteiinien molekyylipainot, koko ja stabiilisuus on eri. Nama kaikki tekijat taas
vaikuttavat adsorptioon. Suuret proteiinit, kuten yG ja BSA, ovat vAhemman
stabiileja kuin pienet proteiinit, jolloin niiden sitoutuminen kiintedan partikkeliin
tapahtuu helpommin hydrofobisten vuorovaikutusten kautta. Tama nakyy
kuvaajilta, silla nailla proteiineilla on selkeasti suuri adsorptio partikkeliin pl:n
kohdalla, mutta sen ylapuolella ja alapuolella sitoutuminen on vahaisempaa.
Pienemmilla proteiineilla adsorptio perustuu enemman ionisten varausten
vuorovaikutuksiin, jolloin adsorpoituminen on kohtuullisen suurta ennen
proteiinin pl:it4 ja sen lahettyvilla, mutta laskee tasaisen matalalle pl:n jalkeen.
Suuria proteiineja mahtuu pinnalle vahemman, jolloin niiden pitoisuus voisi olla

pienempi liuoksessa kuin pienten proteiinien kohdalla.

Paras pH proteiinien kvantitointiin on noin pH 5, koska silloin saadaan kaikilla

proteiineilla suuri signaali pienell& pitoisuudella.
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Kuvio 17. Proteiinipitoisuuden optimointi BSA:lle: fluoresenssi adsorptiopuskurin

pH:n funktiona.
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Kuvio 18. Proteiinipitoisuuden optimointi yG:lle: fluoresenssi adsorptiopuskurin

pH:n funktiona.
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Kuvio 19. Proteiinipitoisuuden optimointi histonille: fluoresenssi

adsorptiopuskurin pH:n funktiona.
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Kuvio 20. Proteiinipitoisuuden optimointi
adsorptiopuskurin pH:n funktiona.
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Proteiinipitoisuuden optimointi trypsinogeenille:  fluoresenssi

adsorptiopuskurin pH:n funktiona.
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Kuvio 22. Proteiinipitoisuuden optimointi pepsiinille: fluoresenssi

adsorptiopuskurin pH:n funktiona.
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7.8 Proteiinien isoelektrisen pisteen maarittdminen erilaisilla

analysointimenetelmilla

Saaduista mittaustuloksista oli mahdollista analysoida proteiinin isoelektrinen
piste kahdella eri tavalla; signaalista tai signaali/tausta-suhteesta. Seuraavaksi
on esitetty tulokset kaikkien proteiinien isoelektrisen pisteen maarityksesta

kummallakin analysointitavalla.

7.8.1 Isoelektrisen pisteen maarittaminen fluoresenssisignaalista

Tassa  tavassa pl maaritetaan suoraan fluoresenssisignaalista.
Proteiinipitoisuudella 70 mg/l on signaali kaikilla proteiineilla todella suuri, ja
pl:ta ei kyeta havaitsemaan kayrélta, koska proteiinia on niin paljon suurissakin
pH:issa, ettei dissosiaatiopuskuri pddse protonoimaan koordinaatiosidosta, ja
saadaan suuri signaali kaikissa pH:issa, kuten jo proteiinipitoisuutta
optimoitaessa todettiin (otsikko 7.7). Pitoisuudella 0,21 mg/l on proteiinin
isoelektrisen pisteen tulkitseminen kayraltd helpompaa. Teoriassa adsorptio on
suurinta proteiinin pl:ssa ja adsorptio laskee pl:n kummallakin puolella matalalle
johtuen proteiinien hylkimisesta seka toisiaan ettd partikkelia kohtaan ja
proteiinien purkautumisesta. Tassd menetelmassa mitattiin kuitenkin partikkelin
pinnan tayttdastetta. Partikkelin pinta tayttyy proteiinilla pl:td matalammissa
pH:issa ionisten vuorovaikutusten vuoksi. Proteiinit ovat voimakkaan
positiivisesti varautuneita matalissa pH:issa ja adsorboituvat hyvin voimakkaan
negatiivisesti narautuneeseen partikkeliin. Vaikka adsorboituvien proteiinien
maara on pienempi matalissa pH:issa, ne eivat ole (kovinkaan) stabiileja ja
purkautuvat partikkelin pintaan saaden aikaan suuren pinnan tayttbasteen.
Lahestyttaessd proteiinien plita vahenevat ioniset vuorovaikutukset ja
tarkedmpaan rooliin  tulee hydrofobiset vuorovaikutukset. Hydrofobisten
vuorovaikutusten ansiosta adsorptiota tapahtuu hyvin pH:n noustessa pl:n yli.
Hydrofobisten voimien vahentyessa adsorptio laskee, koska proteiinin varaus
muuttuu yha negatiivisemmaksi, mitd enemman pH nousee pl:sta ylospain.
Negatiivisesti varautunut proteiini ja negatiivisesti varautunut partikkeli hylkivat

toisiaan. Adsorptio laskee pian proteiinien pl:n jalkeen tasaisen matalalle, joka
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nakyy signaalin vahaisyytena. Tassakin on kuitenkin proteiinikohtaisia eroja,
silla molekyylipaino, koko ja stabiilisuus vaikuttavat kaikki niihin ominaisuuksiin
proteiinissa, jotka taas vaikuttavat proteiinin adsorboitumiseen. Tassa
menetelmassa pl:n on tulkittu olevan kyseisella alueella, kun proteiinin
adsorptio laskee tasaisen matalalle. Alue ei ole taysin yksiselitteinen ja
joidenkin proteiinien kohdalla vaikeasti tulkittavissa. Kuvaajilta pl-alue on
tulkittavissa "parhaimmillaan” noin puolen pH-yksikon tarkkuudella, eli tdssakin
on suurta vaihtelua eri proteiinien kohdalla. Taulukosta 4 nahdaan talla

menetelmalla saadut isoelektriset pisteet kullekin proteiinille.

Taulukko 5.  Proteiinien  isoelektriset  pisteet tulkittuna  suoraan
fluoresenssisignaalista.

Kuvio Proteiini Isoelektrinen piste
24 Naudan seerumin 5,5-6,0
albumiini
25 Pepsiini alle 2,5
26 Gammaglobuliini 7,5-8,0
27 Karboanhydraasi 6,5-7,0
28 Trypsinogeeni 8,0-8,5
29 Histoni 8,5-yli 10,5

BSA:lle pl on helposti tulkittavissa kuvaajalta, koska signaali laskee jyrkasti
tasaisen matalalle, eli pl:n on oltava siin& kohdassa, jossa adsorption méara on
laskenut jyrkasti ionisen hylkimisen vuoksi. BSA on suurikokoinen proteiini, jolle
hydrofobisen vuorovaikutuksen Iluominen on helpompaa sen epastabiilin
rakenteen vuoksi. Tasta johtuen adsorptio laskee voimakkaasti ionisen
hylkimisen syrjayttaesséa hydrofobiset voimat. Vaikka yG:kin on BSA:n kaltainen
suuri molekyyli, ei sen pl:n tulkitseminen kuvaajalta ole enda niin helppoa.

Tama voi johtua siitd, ettd yG on aina proteiinien seos ja jokainen erilainen
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seoksen proteiini adsorboituu hieman eri tavalla. Tall6in ei voida saada selkeda
signaalin laskua nékyviin.

Pienemmilla, stabiileilla proteiineilla adsorptio perustuu enemman koko pH-
skaalalla ionisiin vuorovaikutuksiin, koska hydrofobiset vuorovaikutukset jaavéat
vahemmalle stabiilin rakenteen vuoksi. Pepsiinin pl on myo6skin helposti
katsottavissa pitoisuudesta 0,21 mg/l, ja koska signaali ei missdan kohtaa ole
korkealla, voidaan sen ajatella olevan ennen ensimmaista mittaus-pH:ta eli alle
2,5. Karboanhydraasin kohdalla signaali laskee selke&sti, tosin ei niin jyrkasti
kuin BSA:n kohdalla. Trypsinogeenissékin signaali laskee alas, mutta ei
myoskaan niin selkeasti kuin BSA:lla. Histonilla pl:n tulkinta on vaikeampaa,
koska signaali tekee pienen notkahduksen pH:issa 8,5-9,5 ja nousee tdmén
jalkeen taas hieman. Kirjallisuusarvoihin vertailtaessa voidaan olettaa, etta

notkahdus johtuu pipetointieroista.
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Kuvio 23. Naudan seerumin albumiinin (BSA) isoelektrisen pisteen

maarittaminen fluoresenssisignaalista: fluoresenssisignaali adsorptiopuskurin

pH:n funktiona.
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Kuvio 24. Pepsiinin isoelektrisen pisteen maarittaminen fluoresenssisignaalista:

fluoresenssisignaali adsorptiopuskurin

8000

7000 vV
6000 v

5000

4000

Signaali

3000

2000

1000

pH:n funktiona.

&0 mg/l
©-0,21 mg/l
V70 mg/l

. "o Spssssspamie

3 4 5 6 7

8 9 10 11

Adsorptiopuskurin pH

Kuvio 25. Gammaglobuliinin isoelektrisen pisteen maarittdminen

fluoresenssisignaalista: fluoresenssisignaali adsorptiopuskurin pH:n funktiona.
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Kuvio 26. Karboanhydraasin isoelektrisen pisteen maarittaminen
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fluoresenssisignaalista: fluoresenssisignaali adsorptiopuskurin pH:n funktiona.
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Kuvio 27. Trypsinogeenin isoelektrisen pisteen maarittdminen

fluoresenssisignaalista: fluoresenssisignaali adsorptiopuskurin pH:n funktiona.
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Kuvio 28. Histonin isoelektrisen pisteen maarittaminen fluoresenssisignaalista:

fluoresenssisignaali adsorptiopuskurin pH:n funktiona.

7.8.2 Isoelektrisen pisteen maarittaminen signaali/tausta-suhteesta

Tassa menetelmédssa proteiinien isoelektrinen piste tulkitaan signaalin ja
taustan suhteesta. Tassékin on proteiinipitoisuus 70 mg/l lilan suuri, jolloin
proteiinien pl:ta ei kyeta havaitsemaan. Pitoisuudella 0,21 mg/l on isoelektrisen
pisteen tulkitseminen selkeda. Tassakin tapauksessa on proteiinin pl tulkittu
kuvaajilta niin, ettd se on pH, jossa signaali/tausta-suhde tasoittuu matalalle,
koska positiivisesti varautunut proteiini muuttuu vahitellen negatiiviivisesti
varautuneeksi ja negatiivinen proteiini ei kykene adsorboitumaan negatiivisesti
varautuneeseen partikkeliin, jolloin signaali laskee tasaisen matalalle. My6s
tassd menetelméssa vaikuttavat samat asiat kuin aiemmassakin, vaikka tausta
on otettu huomioon. Talla menetelmélld saadut proteiinien isoelektriset pisteet

on esitetty taulukossa 5.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Laura Auranen



60

Taulukko 6. Proteiinien isoelektriset pisteet tulkittuna signaali/tausta —suhteesta.

Kuvio Proteiini Isoelektrinen piste
30 Naudan seerumin 5,5-6,0
albumiini
31 Pepsiini alle 2,5
32 Gammaglobuliini 7,5-8,0
33 Karboanhydraasi 6,5-7,0
34 Trypsinogeeni 8,0-8,5
35 Histoni 8,5-yli 10,5

Talla menetelmalla katsottuna signaali heittelee BSA:n signaalin laskun jalkeen
enemman kuin aiemmalla, vaikka signaalin lasku onkin helposti havaittavissa.
Edelleenkdaéan yG:n signaalin lasku ei ole niin selkeéasti havaittavissa, kuin
BSA:n, vaikka tausta on otettu huomioon. Pepsiinin tulos nayttaa taysin
samalta, kuin pelkasta signaalistakin tulkittu. Myos karboanhydraasin kohdalla
kdy samoin kuin aiemminkin. Trypsinogeenin pl:n tulkinta on selked&, koska
vaikka signaali ei laskekaan jyrkasti, on se laskun jalkeen tasaisen matala.
Histonilla on havaittavissa sama ongelma, kuin toisessakin menetelméassa, el
signaali laskee hetkellisesti alemmas, mutta nousee taas sielta ylemmas. Tama
heittely voi johtua siitd, ettd histoni on aina proteiinien seos ja seoksen
proteiinien valilla on pienid pl:n eroja. Myos pipetointivirheet voivat aiheuttaa

tahan.
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Kuvio 29. BSA:n isoelektrisen pisteen maarittdminen signaali/tausta-suhteesta:

signaali/tausta-suhde adsorptiopuskurin pH:n funktiona.
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Kuvio 30. Pepsiinin isoelektrisen pisteen maarittaminen signaali/tausta-

suhteesta: signaali/tausta-suhde adsorptiopuskurin pH:n funktiona.
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Kuvio 31. Gammaglobuliinin isoelektrisen pisteen maarittaminen signaali/tausta-

suhteesta: signaali/tausta-suhde adsorptiopuskurin pH:n funktiona.
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Kuvio 32. Karboanhydraasin isoelektrisen pisteen maarittdminen

signaali/tausta-suhteesta: signaali/tausta-suhde adsorptiopuskurin pH:n

funktiona.
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Kuvio 33. Trypsinogeenin isoelektrisen pisteen maarittdminen signaali/tausta-

suhteesta: signaali/tausta-suhde adsorptiopuskurin pH:n funktiona.
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Kuvio 34. Histonin isoelektrisen pisteen maarittaminen signaali/tausta-

suhteesta: signaali/tausta-suhde adsorptiopuskurin pH:n funktiona.
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7.8.3 Tapojen vertailu

Taulukossa 6 on vertailtu kahta eri tapaa tulkita proteiinin isoelektrinen piste
fluoresenssisignaalista kirjallisuuden arvoihin. Taulukosta n&hdaan, etta
kummallakin tavalla saadut tulokset ovat identtisid kesken&én, mutta arvot eivat
taysin aina kohtaa kirjallisuusarvoa. Tama johtuu monestakin syysta.
Ensinnakin, talla menetelmalla ei viela saavuteta yhta tarkkaa arvoa proteiinin
pl:lle, kuten Kkirjallisuusarvoissa yleensd on. Toiseksi, kaytetty proteiini ei
valttamatta kohtaa kirjallisuuden arvon proteiinin ominaisuuksia, silla kyseessa
voi olla hieman erilainen proteiini/proteiiniseos. Tdma menetelma on hyvin
riippuvainen juuri Kkyseisen proteiinin ominaisuuksista, kuten koosta,
molekyylipainosta ja stabiilisuudesta, jotka kaikki vaikuttavat proteiinin
adsorptioon nanopartikkelin pinnalle. Aina ei voida tietdd, milla tavoin
kirjallisuuden arvo on maaritetty ja millaisella proteiinilla, jolloin ei voida tietaa,

ovatko namaé proteiinin ominaisuudet vaikuttaneet kirjallisuuden arvoon.

Kumpikaan menetelma ei ole toista parempi tulkinnallisesti, mutta suorituksessa
on eroja. Signaalista maaritetty tapa ei vaatisi lainkaan taustan vaatimaa
pipetointia, jolloin kuoppalevyja ja aikaa kuluisi vahemman. Signaalista suoraan
maarittdminen on tavoista siis edullisempi ja nopeampi. Signaalista
maaritetyssa tavassa tuloksen myos nakee heti signaalin maarasta, kun taas
signaali/tausta-suhteesta maarittaminen vaatii laskutoimituksia. Toisaalta
signaali/tausta-suhde-menetelmassa saadaan poistettua tuloksista

taustasateily.
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Taulukko 7. Eri menetelmin tulkittujen proteiinien isoelektrisen pisteen vertailu

kirjallisuus arvoihin.

Proteiini pl signaalista pl pl:n
signaali/tausta- kirjallisuusarvo
suhteesta
Naudan 5,5-6,0 5,5-6,0 4,7
seerumin
albumiini
Pepsiini alle 2,5 alle 2,5 2,2
Gammaglobuliini 7,5-8,0 7,5-8,0 6,4-8,8
Karboanhydraasi 6,5-7,0 6,5-7,0 5,85
Trypsinogeeni 8,0-8,5 8,0-8,5 9,30
Histoni 8,5-yli 10,5 8,5-yli 10,5 11-12

7.9 Proteiinien teoreettinen pl

NCBI:lla haetut aminohapposekvenssit antoivat ExPaSylla proteiinien pl-

arvoiksi taulukosta 7 nahtavat arvot. yG:lle ei saatu laskettua pl:ta, koska yG on

vasta-aineproteiinien seos, ja sille ei I6ydy maaritettya aminohapposekvenssia.

yG:n pl voidaan maarittda vain kokeellisesti mittaamalla. Histonin tulos on vain

yhdenlaisen histoniproteiinin (H2a) pl, koska histonikin on proteiinien seos,

jossa on erityyppisia histoni-proteiineja.
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Taulukko 8. Proteiineille teoreettisesti lasketut pl:t.

Proteiini Teoreettisesti laskettu pl
Karboanhydraasi 6,41
Histoni 10,88
Naudan seerumin albumiini 5,82
Pepsiini 3,24
Trypsinogeeni 8,69

Gammaglobuliini

ei voida laskea

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Laura Auranen

66



67

8 YHTEENVETO JA JOHTOPAATOKSET

Verrattaessa kehitteilla olevaa isoelektrisen pisteen méaaritysmenetelmééa jo
olemassa oleviin menetelmiin, on tdma& menetelmd osoittautunut
potentiaaliseksi menetelméaksi aikaisempien menetelmien rinnalle. Talla
menetelmalla saadaan arvio kaytdssa olevan proteiinin/proteiiniseoksen pl:sta

suhteellisen nopeasti, edullisesti ja kayttajaystavallisesti.

Kaytettdesséd teoreettista, proteiinin aminohapposekvenssiin  perustuvaa
laskinta tai kirjallisuus arvoa, on oltava tarkkana siita, etta kyseinen arvo
vastaisi kaytossa olevaa proteiinia/proteiiniseosta. Valmistajat eivat valttamatta
ole maarittanyt kaytbssd olevan proteiinin/proteiiniseoksen plita tai
aminohapposekvenssia, jolloin ei koskaan voida olla taysin varmoja, etta
laskimella saatu arvo tai kirjallisuusarvo vastaisi kaytdssa olevan proteiinin
pl:itd. Taman vuoksi olisi luotettavampaa maarittaa kaytdssa olevan
proteiinin/proteiiniseoksen pl itse kokeellisesti. Taulukossa 8 on esitetty eroja eri
tavalla maaritettyjen isoelektristen pisteiden valilla.

Taulukko 9: Kirjallisen-, teoreettisen laskimen- ja maaritetyn proteiinin

isoelektrisen pisteen vertailu.

Proteiini Kirjallisuuden Teoreettisen pl:n Menetelméan
antama arvo laskimen antama antama arvo pl:lle
pl:lle arvo pl:lle
Naudan seerumin 4.7 5,82 5,5-6,0
albumiini
Pepsiini 2,2 3,24 alle 2,5
Gammaglobuliini 6,4 -8,8 Ei voida laskea 7,5-8,0
Karboanhydraasi 5,85 6,41 6,5-7,0
Trypsinogeeni 9,30 8,69 8,0-8,5
Histoni 11-12 10,88 8,5-yli 10,5
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Isoelektrinen fokusointi on yleisesti kaytetty menetelm& proteiinien pl:n
maarittamiseen kokeellisesti. Uusi menetelma voisi olla tulevaisuudessa hyva
kokeellinen maaritysmenetelma isoelektrisen fokusoinnin rinnalle. Uusi
menetelma antaa arvion proteiinin/proteiiniseoksen pl:sta, joidenkin proteiinien
kohdalla tarkemman kuin toisten. Uusi menetelma vaatii vain vahan kaytettavaa
proteiinia verrattuna isoelektriseen fokusointiin. Tassa menetelméssa osoitettiin
proteiinia tarvittavan vain pitoisuudella 0,21 pg/ml. Isoelektrisessa fokusoinnissa
pitoisuustarve on 30-2000 pg/ml. Uusi menetelma on myds kayttajaystavallinen,
silla se ei vaadi kalliita tai vaarallisia reagensseja. Uudella menetelmalla
tarvittava tyoskentelyaika on lyhyt, silla se ei vaatisi kuin proteiinin,
nanopartikkelien ja dissosiaatiopuskurin lisayksen, 20 minuutin odottelun ja
muutamien minuuttien mittauksen riippuen naytteiden maarasta. Menetelméa
vaatii vain yhden, todella helppokayttdisen ja yleisen laitteen. Menetelma ei
vaadi kallita laitteita tai maaritykseen vaadittavia oheistuotteita, pelkka

aikaerotteista fluoresenssia mittaava laite ja kuivattu kuoppalevy riittavat.

Menetelméaé kehitettdessa on mahdollisuus péésta tarkempiin pl-arvoihin, kuin
mihin menetelma nyt pystyy. Menetelméan kehitys vaatii viela optimointeja lisaa,
mutta hyvaan alkuun paastiin optimoimalla proteiinipitoisuus,
dissosiaatiopuskuri ja sen pitoisuus, nanopartikkelien pitoisuus ja

dissosiaatiopuskurin vaikuttamiseen tarvittava aika.
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Proteiinilaimennosten valmistus mittauksiin 1

BSA Histoni
7000 mg/l 700 mg/l
70000 mg/! 700 mg/! 9 g
>
_ 20 pl
10 ul
Vesi: 180 pl
Vesi: 990 pl
Pepsiini YG
79000 mg/l 700 mg/l
17250 mg/l 700 mg/l
_—
— > 8,9 Ll|
8,1 ul
Vesi: 991 pl
Vesi: 191,9 ul
Trypsinogeen CA
20000 mg/l 700 mg/l
20000 mg/l 700 mg/l
—_—
_ 7 pl
10,5 ul
Vesi: 193 pl
Vesi: 289,5 pl

Kuvio 35. Proteiinilaimennosten 700 mg/l valmistus.
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Liite 2

Proteiinilaimennosten valmistus mittauksiin 2

700 mg/l

70 mg/l

v

100 pl

10 pl

Vesi: 900 pl

7 mg/l

Vesi: 990 pl

100 pl

30,6 ul

10 pl

0,7 mgl/l

Vesi: 900 pl

0,21 mgl/l

Vesi: 990 pl

0,07 mgll

Vesi: 990 pl

Kuvio 36. Loppujen proteiinipitoisuuksien valmistus mittauksiin.
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