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Turun yliopiston Elintarvikekemian ja Biokemian laitoksella on ollut kéytossa
padasiassa  kaupallisia, yloskonvertoivia  fosforipartikkeleita.  Kaupallisten
partikkelien koko, useita mikrometrejd, on ollut kuitenkin liian suuri useimpiin
sovelluksiin.  Tdémén  vuoksi  partikkeleita ~on  jauhettu  pienemmiksi
planeettakuulamyllylla. Planeettakuulamyllylla jauhetuilla partikkeleilla ongelmana
on ollut suuri kokojakauma seka partikkelien epdsdédnnéllinen muoto. Liian pieneksi
jauhautuneet partikkelit ja liian suuret partikkelit eivat ole soveltuneet diagnostisiin
analyyseihin. Tast4d johtuen kokeiltiin eri menetelmid jauhettujen partikkelien
erottamiseksi eri  kokoluokkiin. Tavoiteltava kokojakauma oli 20-100 nm.
Laitoksella yleisimmin kaytetyt partikkelit koostuvat epéorgaanisesta materiaalista,
kuten NaYF,:sta sekd pohja-aineeseen seostetuista herkistin- ja aktivaattori-ioneista.
Ytterbium-ioni (Yb*") toimii energian vastaanottag'ana eli herkistimend ja toinen
trivalenttinen lantanidi-ioni (Er**, Tm**, Pr** tai Ho*) emittoi sateilyn. Partikkeleita
voidaan my6s modifioida piidioksidipinnoitteella, jotta niiden dispergoituminen
veteen sekd biomolekyylien konjugaatio pintaan onnistuu. Joidenkin partikkelien
piioksidipinnoitteeseen voidaan konjugoida esimerkiksi streptavidiinia, vasta-aineita
tai oligonukleotidejé.

Tydssa  testattiin kalvosuodatusta,  geelisuodatusta  ja  asymmetrista
poikittaisvirtauskenttavirtausfraktiointia partikkelien fraktiointiin. Tarkoituksena oli
erotella partikkelit eri fraktioihin. Partikkelien pitoisuuden maarittamiseksi mitattiin
fraktioiden fluoresenssi-intensiteettid. Toimivuutta testattiin heterogeeniselld bio-
BSA-madritykselld. Partikkelikokoa mitattiin  Coulter® N4 plus submicron-
partikkelikokoanalysaattorilla. Partikkelikoko haluttiin my6s tarkistaa visuaalisesti
kuvaamalla naytteitd l&paisyelektronimikroskooppikuvauksella. Tydssd kaytettiin
padasiassa  pintakasittelemattomia  partikkeleita sekd piioksidipinnoitettuja
partikkeleita.

Tavoitteita ei tdysin saavutettu. Parhaimmalta vaihtoehdolta nadyttdd kuitenkin
geelisuodatus, jossa suuren tilavuuden suodatuksessa saatiin lupaavia tuloksia.
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The Department of Biochemistry and Food Chemistry at the University of Turku has
mainly used commercial upconverting phosphor particles. The commercial particles,
however, have been several micrometers in size, which is too much for several
applications. Therefore, the particles have been ground into smaller particles with a
planetary ball mill. This has resulted in problems such as a wide size distribution
and irregular particle shape. Some of the particles have not been suited for analysis
due to their size. In this thesis project, different methods were tested for separating
the particles to different fractions based on their size. The desirable size distribution
was 20-100 nm. The most commonly used particles in the department consisted of
an inorganic material such as NaYF,, as well as the base material alloyed with
sensitizer and activator ions. Ytterbium ions (Yb®") were used as energy receiver,
i.e., sensitizer, and the other trivalent lanthanide ions (Er**, Tm**, Ho** and Pr**)
emitted the radiation. They could also be modified by coating them with silica so as
to facilitate their dispersion in water and the conjugation of biomolecules on the
surface. Some of the silica coated particles were conjugated with streptavidin.

The particle fractionation was performed by membrane filtration, gel filtration, and
asymmetrical field field-flow fractionation. The purpose was to separate the various
fractions of different particle sizes. The concentration of the particles was
determined by measuring the fluorescence intensity of the fractions and confirmed
by the heterogeneous bio-BSA method. Particle size was determined by means of a
particle-size analyzer (Coulter® N4 plus submicron). In addition, the particles were
visually checked by using a transmission electron microscope. In this study, both
bare and silica-coated nanoparticles were investigated.

The goals were not fully achieved. The best results were obtained by gel filtration
which appears to be the most promising alternative.

Keywords: upconversion, UCP, particle, nanoparticle, membrane
filtration, gel filtration

Deposit at: Turku University of Applied Sciences library




SISALTO

1

2

4

JOHDANTO

YLOSKONVERTOIVAT FOSFORIT

2.1 Partikkelit
2.1.1  Kolloidaaliset partikkelit
2.1.2  Dispersiot
2.1.3  Kolloidien stabiilisuus
2.1.4  Yloskonvertoivat nanopartikkelit
2.1.5  Yloskonvertoivien fluoresoivien nanopartikkelien kéaytté
bioladketieteen sovelluksissa

MATERIAALIT JA MENETELMAT

3.1 Materiaalit
3.1.1  Liuokset
3.1.2  UCP-Partikkelit ja naytteiden valmistus
3.1.3  Matriisit

3.2 Erottelumenetelmat
3.21 Kalvosuodatus
3.2.2  Geelisuodatus
3.2.3  Asymmetrinen poikittaisvirtauskenttavirtausfraktiointi (AFFFF)

3.3 Mittausmenetelmét
3.3.1  Fluoresenssi-intensiteetin mééritys kalvosuodatetuille fraktioille
3.3.2  Fluoresenssi-intensiteetin mééritys geelisuodatetuille fraktioille
3.3.3  Pitoisuuden maaritys
3.3.4  Heterogeeninen bio-BSA-mé&éritys
3.3.5  Partikkelikoon mééritys
3.3.6  Lé&paisyelektronimikroskooppikuvaus

TULOKSET

4.1.1  Kalvosuodatus
412  Geelisuodatus
4.1.3  Asymmetrinen poikittaisvirtauskenttavirtausfraktiointi (AFFFF)

© o N N~

11

12

12
12
12
13

14
14
15
16

17
17
18
18
19
19
20

21

21
24
27



5 POHDINTA

6 LAHTEET

LIITTEET

LIITE 1 Partikkelien rakenne.

LIITE 2 AFFFF-ajojen tiedot.

LIITE 3 Partikkelikokomittaukset kalvosuodatuksille.
LIITE 4 Partikkelikokomittaukset geelisuodatuksille.

KUVAT

Kuva 1. Kaaviokuva suodatusjérjestelmén kokoonpanosta. Kalvosuodattimien
tyypit ja huokoskoot on esitetty vasemmalla. 15
Kuva 2. AFFFF-laitteen toimintaperiaate (25). 17
Kuva 3. Heterogeenisen bio-BSA-maarityksen periaatekuva. 19

Kuva 4. Ajot 1-4: fluoresenssin mittaus sekoitetuista fraktioista ja 30 minuuttia
seisotetuista fraktioista. X-akselilla on kerrottu suodattimen koko, jonka alta
fraktio on kerétty. 21
Kuva 5. Ajo 2: Heterogeenisen bio-BSA-méaérityksen signaalit ja signaalin suhde
maarityksen taustaan. 22
Kuva 6. TEM-kuva, LL262-SA (40 mM EDC & 60 mM NHS), kalvosuodatus,
mennyt 50 nm kalvosuodattimen Iapi, N&yte ajoliuoksessa A, pesty MQ:lla 23
Kuva 7. Geelisuodatusfraktioiden intensiteetit. 24
Kuva 8. Arvioitu saantoprosentti geelisuodatuksen jalkeen. 25

Kuva 9. Ajo 3: Heterogeeninen bio-BSA méaritys. Signaalit ja signaalin suhde

taustaan. 26
Kuva 10. TEM-kuva, LL262-SA (40 mM EDC & 60 mM NHS), Geelisuodatus,
F2-fraktio (padpiikki), Nayte ajoliuoksessa A, pesty MQ:lla. 27

Kuva 11. Ajo 1: dynaaminen sironta. A: retentioaika (s), 90: musta kayra, sironta

90°, 60:sininen kayra, sironta 60°. 28

28

30



TAULUKOT

Taulukko 1. Kolloidaalisia dispersioita (2)
Taulukko 2. AFFFF-laitteen ajossa kaytetty perusohjelma.

17



1 JOHDANTO

Turun yliopiston Biokemian ja Elintarvikekemian laitoksella on kaytetty
yloskonvertoivia (UCP) fosforeita jo pitk&an. Yloskonversioksi kutsutaan sita, kun
matalaenergisempi valo muuntuu korkeampienergisemmaksi valoksi. Laitoksella
kaytetyilla UCP-partikkeleilla viritys tapahtuu 980 nm:ssé eli infrapunataajuudella ja
pademissiopiikit saadaan ~550 ja ~660 nm:ssé eli ndkyvan valon taajuuksilla. UCP-
partikkelit ovat ainutlaatuisia t4ssd ominaisuudessaan, eikd tatd ominaisuutta esiinny

milla&n muulla materiaalilla perinteisilla viritysvalon tehokkuuksilla.

UCP-fosforit ovat siis partikkelimaisia leimoja, joita k&aytetdan diagnostiikan eri
sovelluksissa. Niitd voidaan valmistaa syntetisoimalla epéorgaanisesta pohja-aineesta,
kuten oksisulfidista tai fluoridista. Laitoksella yleisimmin kéytetty materiaali on NaYF,.
Pohja-aineeseen seostetaan myds niin kutsuttuja herkistin- ja aktivaattori-ioneja.
Yleisesti energian vastaanottajana eli herkistimena kaytetaan ytterbium-ionia (Yb®") ja

* tai Ho®) emittoi sateilyn.

toinen trivalenttinen lantanidi-ioni (Er**, Tm*, Pr
Partikkeleita voidaan my6s modifioida piidioksidipinnoitteella, jotta niiden dispergointi
veteen sekda biomolekyylien konjugaatio pintaan saadaan mahdolliseksi. Joidenkin
partikkelien piioksidipinnoitteeseen voidaan konjugoida esimerkiksi streptavidiinia,
vasta-aineita tai oligonukleotidejd. Té&ssd tyossd kaytettiin kuitenkin pé&asiassa

pintakasitteleméattomi ja piioksidipinnoitettuja partikkeleita.

Bio- ja Elintarvikekemian laitoksella on kaytettyd padasiassa kaupallisia UCP-
partikkeleita, joiden koko on ollut kuitenkin liian suuri useimpiin sovelluksiin. Niitd on
siksi jauhettu pienemméksi planeettakuulamyllylld. Jauhaminen tuottaa kuitenkin muita
ongelmia, kuten liian suuren partikkelikokojakauman ja epaséénndllisen muotoisia
partikkeleita. Yli 400 nm halkaisijaltaan olevien partikkelien ongelmana on ollut nopea
sedimentoituminen astian pohjalle. Suuren koon takia joissakin maéarityksissé
biomolekyylien véliselle sitoutumiselle on muodostunut steerisid esteitd, kinetiikan
hidastumista seka epaspesifistd madritystaustaa. Alle 10 nm partikkeleilla ongelmana on

taas ollut se, ett& ne fluoresoivat heikosti ja siksi nek&an eivat ole toivottuja.
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Tassa tyossd oli tarkoituksena tutkia erilaisten fraktiointimenetelmien toimivuutta
erikokoisten partikkelien erotukseen planeettakuulamyllylla jauhamalla tuotetuille
UCP-partikkeleille. Tavoitteena oli saada 20-100 nm kokoiset partikkelit omaan

fraktioon, koska se oli analyysien kannalta toimivin kokojakauma.

Ty0ssé testattiin kalvosuodatusta, geelisuodatusta ja asymmetrista
poikittaisvirtauskenttavirtausfraktiointia partikkelien fraktiointiin. Tarkoituksena oli
erotella erikokoiset partikkelit eri fraktioihin. Partikkelien pitoisuuden maarittdmiseksi
mitattiin fraktioiden fluoresenssi-intensiteettid. Toimivuutta testattiin heterogeenisella
bio-BSA-méaaritykselld. Partikkelikokoa mitattiin  Coulter® N4 plus submicron-
partikkelikokoanalysaattorilla. Partikkelikoko haluttiin my0ds tarkistaa visuaalisesti
kuvaamalla naytteitda lapaisyelektronimikroskooppikuvauksella. Tyossd kaytettiin

padasiassa pintakasittelemattomia partikkeleita seka piioksidipinnoitettuja partikkeleita.

2  YLOSKONVERTOIVAT FOSFORIT

2.1 Partikkelit

2.1.1 Kolloidaaliset partikkelit

Kolloidaalinen olomuoto tarkoittaa sité, ettd partikkeli/hiukkanen on ainakin yhdessa
dimensiossa mittakaavassa 1 nm-1 um. Kolloideja on kahdenlaisia: lyofiilisia eli
liuotinhakuisia ja lyofobisia eli liuotinpakoisia. Lyofiiliset kolloidit ovat
termodynaamisesti stabiileja ja muodostuvat spontaanisti. Lyofobiset kolloidit taas ovat
termodynaamisesti epastabiileja. Pieneen kokoon prosessoitu faasi sekoitetaan toiseen
ja faasirajalla hylkimisvoimat stabiloivat seoksen homogeeniseksi. Lyofobiset kolloidit

voivat destabiloitua ja niitd voidaan destabiloida olosuhteita muuttamalla. (1)

2.1.2 Dispersiot

Kolloidaalinen dispersio on kahden faasin homogeeninen seos, jossa yksi faasi on
nimeltd&n dispergoitu faasi ja toinen on nimeltd&n jatkuva faasi (Taulukko 1).
Dispergoitu faasi voi olla kiinteitda partikkeleita, pienid pisaroita (=neste) tai kuplia
(=kaasu). Partikkelien ollessa kyseessd ne voivat olla muodoltaan pallomaisia,

kuutiomaisia, levymadisid, sauvamaisia, jne. Kolloidaalisten partikkelien halkaisija on
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yleenséd 1 nm-1 um. (1) Yleisid, jokapaivaisia esimerkkeja kolloidaalisista dispersiosta

on annettu Taulukossa 1.

Partikkelien koko ja niiden vélill& vaikuttavat vuorovaikutusvoimat ovat avainasemassa
ymmartadksemme, miksi niin monet kolloidaaliset jarjestelmat ovat mielenkiintoisia
kayttaytymiseltddn ja koostumukseltaan. Partikkelien véliset voimat voivat olla joko
veto- tai hylkimisvoimia. Van der Waals-voimat ovat attraktiivisia ja ne johtuvat
dipolimomenteista tai elektronitineyden muutoksista. Elektrostaattiset voimat ovat
attraktiivisia/repulsiivisia silloin, kun partikkeleilla on sahk6inen varaus. Steeriset
voimat vaikuttavat silloin, kun partikkelia ympéaroi esimerkiksi pinta-aktiivinen aine tai
makromolekyyli. Solvataatiovoimia taas syntyy, kun liuotinaine orientoituu tietylla

tavalla partikkelin pinnalla. (1)

Taulukko 1. Kolloidaalisia dispersioita (2)

faasi Kaasu Neste Kiinted
(kuplat) (pisarat) (partikkelit)
Kaasu Molekyylinen Nesteaerosoli Kiinted aerosoli
Seos (sumu) (savu)
Neste Vaahto (shampoo) Emulsio Suspensio
(Majoneesi) (sooli, muste)
Kiinteda  Kiinted vaahto Kiinted emulsio Kiintea suspensio
(pakkausmateriaali) (voi, geeli) (komposiitti)

(varjéatty lasi)

2.1.3 Kolloidien stabiilisuus

Dispersiossa partikkelit voivat sitoutua toisiinsa ja muodostaa kooltaan kasvavia
aggregaatteja nimeltdédn flokki. Aggregaatin muodostumista kutsutaan myds
flokkulaatioksi. Tdma prosessi on reversiibeli (deflokkulaatio). Jos aggregaatti muuttuu
paljon tiivilmpaan muotoon, sen sanotaan koaguloituvan. T&ma prosessi on
palautumaton (irreversiibeli). DVLO-teorian (nimist4d Derjaguin, Landau, Verwey ja
Overbeek) mukaan kolloidaalisen systeemin stabiilisuus maaraytyy sahkoéisen

kaksoiskerroksen hylkimisvoimien, elektrostaattisten voimien, van der Waalsin
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vetovoiman ja liuottimesta aiheutuvan potentiaalienergian summasta, jonka partikkelit
kokevat l&hestyessé toisiaan (3). Energiakynnys muodostuu, kun hylkimisvoima estaa
kahta partikkelia saavuttamasta toisiaan ja sitoutumasta yhteen. Jos partikkelit
tormadvat riittavalla energialla paastakseen yli esteestd, ldhentdvd voima vetdd ne

lahekkain, jolloin ne sitoutuvat voimakkaasti ja palautumattomasti yhteen. (4)

Kolloidaaliselle stabiilisuudelle on tarkedd, etta hylkimisvoima partikkelien vélilla on
riittdvan suuri. Kaksi olennaista mekanismia, jotka vaikuttavat kolloidaaliseen
stabiilisuuteen, ovat steerinen hylkiminen ja elektrostaattinen hylkiminen. Steerinen
stabiilisuus koskee muun muassa partikkeleita, joiden pintaan on Kiinnitetty
polymeerejd, jotka aiheuttavat hylkimista. Elektrostaattinen stabilisaatio puolestaan
perustuu séhkdisiin varauksiin/varautuneisiin  ryhmiin. Systeemin stabilisaatiota tai
flokkulaatiota voidaan muuttaa muuttamalla ionien konsentraatiota systeemissa. Se on

palautuva (reversiibeli) prosessi. (4)
2.1.4 Yloskonvertoivat nanopartikkelit

Yloskonversio (eng. upconversion) viittaa epalineaariseen optiseen prosessiin, jossa
kahden tai useamman fotonin perakkédinen absorptio johtaa valon lyhyemmaén
aallonpituuden emissioon verrattuna viritysaallonpituuteen (anti-Stokes -tyyppinen
emissio). Yksi esimerkki tastd on infrapunavalon muuntuminen nakyvéksi valoksi (5).
Normaalitilassa emittoituva valo on pienempienergistd kuin viritysvalo, eli energiaa
haviaa prosessissa. Yloskonversiossa poikkeuksellisesti tilanne on painvastainen, silla
siind yhdistetddn useamman fotonin energia (5, 6). Materiaalit, joissa yldskonversio voi
tapahtua, sisaltavat d-ja f-lohkon alkuaineioneja (7). Esimerkkeja néistd ioneista ovat
Ti**, Ni**, Mo*, Re*" ja Os* (8). Vastakohtana muille emissioprosesseille, jotka
perustuvat monifotoniabsorptioon, yldskonversio voi olla tehokkaasti virittynyt
matalammallakin  viritystiheydelld. Tehokkain yléskonversiomekanismi  16ytyy

puolijohdemateriaaleista, jotka on seostettu lantanidioksidi-ioneilla (9).

Yloskonvertoivat nanopartikkelit (UCP) ovat epéorgaanisia partikkeleita, jotka
virittyvat infrapuna-alueella ja emittoivat nékyvan valon aallonpituuksilla. Taméa
ominaisuus on hyvin ainutlaatuinen, eika sitd esiinny luonnossa. Tdma tekee ndiden
partikkelien k&ytostad houkuttelevan biologisessa kuvantamisessa, silla infrapuna-alueen

ldhella oleva valo voi ldpéistd  kudoksen  paremmin  minimaalisella
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absorbtiolla/sironnalla. UCP-nanopartikkelit koostuvat epaorgaanisesta pohja-aineesta
(kuten NaYF,), johon on seostettu lantanidi-ioneja (esimerkiksi Yb** ja Er®** tai Yb** ja
Tm*"). Naita partikkeleita voidaan syntetisoida kemiallisesti ja ne voidaan modifioida
piidioksidipinnoitteella, jotta niiden dispergointi veteen sekd& biomolekyylien

konjugaatio pintaan onnistuu.

UCP-nanopartikkelien luminesenssiominaisuudet riippuvat muun muassa partikkelin
rakenteesta (heksagonaalisen rakenteen on todettu tuottavan NaYF4-pohjaisilla
materiaaleilla parhaan luminesenssitehokkuuden) ja partikkelin koosta (partikkelikoon
pienentyessd luminesenssitehokkuus heikkenee, kun pinta-ala kasvaa suhteessa
tilavuuteen) (10). Luminesenssin tehostamiseksi on yleisesti pyrittdvéd energiah&vididen
minimointiin nanopartikkelin pinnalla. Lantanidi-ioneilla seostetuilla nanopartikkeleilla
kuoren materiaalin ei pitdisi sallia mitdadn energian siirtoa partikkelin ytimelta sen
ulkopinnalle. (11)

Suuri madra erilaisia kolloidaalisia nanomateriaaleja on pinnoitettu amorfisella
piioksidilla (12). Téllaiset pinnoitteet on yleensda muodostettu Stéber — tyyppisilla
reaktioilla, jotka perustuvat tetra-alkoksisilaanien kontrolloituun hydrolyysiin ja
kondensaatioon. Piioksidi pinnoitemateriaalina on suositeltava monella tapaa. Piioksidi
SiO, voi olla tietyissd muodoissa kemiallisesti epdaktiivinen (inertti) ja optisesti
lapindkyva. Piioksidin pinnalle on mahdollista kiinnittdd funktionaalisia molekyyleja
usealla eri menetelmélla (13). Nanopartikkelin biofunktionalisointi on mahdollista

ankkuroimalla sopivia molekyylejé piioksidikerroksen pintaan (14-16).

Nanopartikkelien synteeseja on viime aikoina Kkehitetty paljon, jotta saataisiin
syntetisoitua hyvin tehokkaasti luminoivia, pienikokoisia UCP-partikkeleita kapealla
kokojakaumalla, jotka muodostaisivat ldpindkyvid seoksia useiden eri liuottimien
kanssa.  Synteesimenetelmien  kehityksessa  pyritdédn  korkeaan laatuun ja
rutiininomaiseen  synteesimenetelm&én  sekd&  kontrolloituun liukoisuuteen,
partikkelikokoon, kiteiseen faasiin, optisiin ominaisuuksiin ja muotoon. Viime vuosina
UCP-partikkeleista on keskusteltu lupaavina vaihtoehtoina orgaanisille fluorofosforeille
ja kvanttipisteille la&ketieteellisen kuvantamisen alalla (17).
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2.1.5 Yloskonvertoivien fluoresoivien nanopartikkelien kayttd bioladketieteen

sovelluksissa

Fluoresoivia leimoja on kaytetty laajalti biologisissa sovelluksissa, ensisijaisesti
kuvantamisessa ja analyyseissd. Perinteiset loisteaineet, kuten fluoresoivat leimat ovat
padasiassa perustuneet alaskonversiofluoresenssiin  (alaskonversiofluoresenssi on
prosessi, jossa  korkeampienergiselld  valolla viritetty partikkeli  emittoi
matalaenergisempédd valoa). Silld on useita haittapuolia, kuten “’photobleaching” eli
haipymisilmio (hdipymisilmio tarkoittaa sitd, kun fluorofori pysyvéasti menettda kyvyn
fluoresoida fotonien aiheuttaman kemiallisen vaurion ja kovalenttisen muuntautumisen
vuoksi (18)) sekd autofluoresenssista [autofluoresenssi (priméaari fluoresenssi) tarkoittaa
useimmissa kasvisolukoissa ja eldinkudoksissa ilmenevaa luontaista fluoresenssia UV-
valolla sateilytettdessa (19)] johtuva korkea tausta ja haittaavat valovauriot biologisille
materiaaleille. (20) UCP-nanopartikkeleita kayttdmalla véltetdan edelld mainitut haitat.
UCP-nanopartikkelien ominaisuudet tekevétkin niistd ideaalisia fluoresoivia leimoja
biologisiin sovelluksiin (21). Etuja madrityksid tehtédessd ovat myds suuri Stokesin
siirtymd, kapeat emissiopiikit, emission pitkd elinikd ja se, ettd partikkelit
mahdollistavat yksinkertaisen ja edullisen laitteiston kayton. Esimerkkeja ndista
sovelluksista ovat (10, 22-24):

-Immunomaaritykset,

-Nukleiinihappojen hybridisaatiomaaritykset

-Sydpaseulonta ja kuvantaminen

-Geenien kuljetus solun sisaan ja ladkeaineiden kuljetus elimistoon

-Biokemiallisten prosessien kuvantaminen molekyylitasolla

-Diagnostinen kuvantaminen

-Proteiinien erotus

-Kaytto biosensoreina (esim. happisensorit, pH-sensorit ja vastaavat)
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3 MATERIAALIT JA MENETELMAT

3.1 Materiaalit
3.1.1 Liuokset

Kalvosuodatuksissa ja geelisuodatuksissa kéytetty paaasiallinen puskuri oli ajoliuos A
(10 mM boraattipuskuri pH 8.5, 0,05 % Polyakryylihappo MW 8000, 0,1 % Tween 20).
Sellaisille streptavidiini (SA) -pinnoitetuille UCP-partikkeleille, joita jouduttiin
sdilyttamaan yon yli j&dkaapissa ennen Kkarakterisointien tekoa, kaytettiin
séilytyspuskuria (100 mM boraattipuskuri pH 8.5, 1 % Tween 20, 10 % BSA:ta, 1 %
NaNs3). Partikkelikoon mittauksessa (Coulter N4 plus submicron particle size analyzer,
valmistaja Beckman Coulter, Inc), kaytettiin mittauspuskuria (MP, 10 mM
boraattipuskuri pH 8.5, 0,1 % Tween 20). IB-puskuria (Innotrac Buffer, Innotrac
Diagnostics Qy), kéytettiin puskurina fluoresenssi-intensiteetin maarityksessa. AFFFF-
ajossa kaytettiin puskurina Natriumatsidi-puskuria (3 mM NaNj3, 0,17 mM SDS) sekéa
Boraattipuskuria (10 mM boraattipuskuri pH 8.5, 0,1 % Tween 20).

3.1.2 UCP-Partikkelit ja naytteiden valmistus

UCP-fosforit  (yloskonvertoivat fosforit, eng.: upconverting phosphors) ovat
partikkelimaisia leimoja, jotka koostuvat epdorgaanisesta pohja-aineesta, kuten
oksisulfidista tai fluoridista (laitoksella yleisimmin kéytetty materiaali NaYF,) seka
pohja-aineeseen seostetuista niin kutsutuista herkistin- ja aktivaattori-ioneista.
Ytterbium-ioni (Yb®*) toimii yleisesti energian vastaanottajana eli herkistimena ja

toinen trivalenttinen lantanidi-ioni (kuten Er**, Tm**, Pr®" tai Ho®") emittoi séteilyn.

Tyon aikana kéytettiin useita erilaisia UCP-partikkeleita. Osa partikkeleista oli
kaupallista ~ materiaalia, joka oli laitoksella itse jauhettu pienemmaéksi
planeettakuulamyllylla  (Valmistaja Fritch GmbH-Milling and Sizing). Osa
partikkeleista oli puolestaan syntetisoitu Turun yliopiston materiaalikemian ja
kemiallisen  analyysin  laboratoriossa.  Kéytetyistd  partikkeleista osa  oli
pintakasitteleméttomi& ja osan pinnassa oli ohut piioksidipohjainen kerros, jonka
valityksella partikkelien pintaan oli sidottu streptavidiinimolekyyleja (LIITE 1).
Partikkeleita kaytettiin kalvosuodatuksessa, geelisuodatuksessa ja asymmetrisessa

poikittaisvirtauskenttavirtausfraktioinnissa (AFFFF).
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Kalvosuodatuksissa kaytettiin planeettakuulamyllylld jauhettua pintakésittelematonta
sekd piioksidipinnoitettua/SA-pinnoitettua UCP-partikkelia (Johanna Vuojola, Turun
yliopisto). Pintakasittelemattomasta partikkelista tehtiin 0,2 mg/ml laimennos ja SA-
pinnoitetusta partikkelista 0,13 mg/ml laimennos ajoliuos A:han (néaytetilavuus 15 ml).
Lisaksi kalvosuodatuksessa kaytettiin materiaalikemian ja kemiallisen analyysin
laboratoriossa syntetisoitua partikkelia (Laura Pihlgren, Turun yliopisto), josta tehtiin
0,1 mg/ml laimennus ajoliuos A:han (naytetilavuus 10 ml). Partikkelit olivat

piioksidipinnoitettuja ja niiden pintaan oli konjugoitu streptavidiinia (SA).

Geelisuodatuksessa kéaytettiin planeettakuulamyllylld jauhettua pintakasittelematonta
UCP-partikkelia, josta tehtiin 10 mg/ml laimennos puskuriin ajoliuos A (naytetilavuus
400 ). Lisaksi geelisuodatuksessa kéytettiin materiaalikemian ja kemiallisen analyysin
laboratoriossa syntetisoitua piioksidi-/SA-pinnoitettua partikkelia, josta tehtiin 5 mg/mi
laimennus puskuriin ajoliuos A (néaytetilavuus 400 ul). Geelisuodatuksessa kéytettavat
UCP-partikkelit olivat partikkelipitoisuudeltaan korkeampia kuin kalvosuodatuksessa
kaytetyt partikkelit, koska néytetilavuus oli geelisuodatuksessa paljon pienempi kuin

kalvosuodatuksessa.

AFFFF-ajoissa ndytteend kaytettiin planeettakuulamyllylld jauhettua SA-pinnoitettua
UCP-partikkelia seké planeettakuulamyllylld jauhettua karboksyloitua UCP-partikkelia
(LHTE 1), joista tehtiin 0,3 mg/ml laimennos puskuriin Ajoliuos A (naytetilavuus 50

ul).
3.1.3 Matriisit

Geelisuodatuksissa matriisina kaytettiin XK 16 sepharose 6b-matriisia (Pharmacia
Biotech). Sepharose 6b matriisi koostuu huokoisesta 6 % agaroosista ja sen
partikkelikoko on 45-165 pm. Fraktiointivali pydrean muotoisille proteiineille: 1 x 10* -
4 x 10°.
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3.2 Erottelumenetelmat

3.2.1 Kalvosuodatus

Nesteeseen suspensoituja partikkeleita ajettiin  nestevirtauksen avulla onton
muovipylvaan sisélle. Pylvadseen oli etukéteen asetettu tietyin valimatkoin levymadisia
kalvosuodattimia, joiden lapi liuos kulki. Suodattimet oli asetettu pienenevaén
huokoskokojéarjestykseen 0,45 um [SUPOR (PALL)], 0,2 um [SUPOR (PALL)], 0,1
pm [SUPOR (PALL)], 50 nm [TYPE VMTP (Millipore)] ja 300/500 kDa (Millipore)
ja tarkoituksena oli fraktioida halutun kokoluokan partikkelit suodattimien valiin
jadvaan nestetilaan. Nesteen virtausta kalvosuodattimien ohi pyrittiin  estaméén
asettamalla rengasmaisia tiivisteitd suodattimien molemmin puolin (Kuva 1).
Ajoliuoksena kéytettiin ajoliuos A:ta. Muovipylvaaseen oli liitetty epakeskomoottorista
rakennettu taristin, jonka tarkoituksena oli estdd suodattimien tukkiutuminen
vahentdmalla partikkelien kasautumista. Nestevirtaus oli ajossa alhaalta yldspéin ja

virtausnopeus oli 0,8 ml/min (Pumppu: Series 200 Ic pump, Perkin Elmer).

Piirturi (LKB Bromma, 2210 Recorder 2-channel) seurasi yhtaaikaisesti seka
luminesenssia 550 nm:sséd (Anti-stokes fotoluminesenssidetektori, LKB Wallac
Luminometer 1250) ettd absorbanssia 280 nm:ssd (UV-detektori, Spectra Series
UV100, Spectra-Physics).

Pylvadn tasapainotus tapahtui ajamalla ajoliuosta pylvaan lapi, kunnes detektorien
lukemat tasoittuivat. Taman jalkeen kytkettiin taristin paalle ja injektori laitettiin load-
asentoon. UCP-liuosta injektoitiin kolmesti 5 ml:n erd 30 minuutin valein. Partikkelien
kulkeutumista tolpassa seurattiin visuaalisesti. Nestevirtaus pysaytettiin 50 minuutin
paéstd kolmannesta injektiosta, mutta taristin jatettiin vield p&élle noin 10 minuutiksi.

Lopuksi tolppa purettiin varovasti ja fraktiot keréttiin nimettyihin séilytysputkiin.
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Ea Normaali tiiviste
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0,45 ym SUPOR (PALL}— asssnunman

2cm

Kuva 1. Kaaviokuva suodatusjarjestelméan kokoonpanosta. Kalvosuodattimien tyypit ja
huokoskoot on esitetty vasemmalla.

3.2.2 Geelisuodatus

Geelisuodatuksessa kaytettiin onttoa muovipylvastd, joka oli pakattu tdyteen huokoista
materiaalia olevaa sepharose 6b-matriisia (XK 16 Pharmacia Biotech, tilavuus noin 60
ml), jonka l&pi UCP-suspensio ajettiin nestevirtauksen avulla (Pumppu: Series 200 Ic
pump, Perkin Elmer). Partikkelien oletettiin tulevan pylvéaésta ulos eri aikoina

partikkelien koosta riippuen.

Piirturi (LKB Bromma, 2210 Recorder 2-channel) seurasi yhtaaikaisesti seka
luminesenssia 550 nm:ssé (Anti-stokes fotoluminesenssidetektori, LKB Wallac
Luminometer 1250) ettd absorbanssia 280 nm:ssa (UV-detektori, Spectra Series
UV100, Spectra-Physics).

Letkuista poistettiin aluksi ilmakuplat virtausnopeudella 2 ml/min ja sen jalkeen

huuhdeltiin letkuja 12 minuuttia, virtausnopeudella 1 ml/min ajopuskuri A:lla (10 ml:n
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silmukka). Painerajan maksimiarvoksi asetettiin 20 baaria. Letkut kiinnitettiin tolppaan
siten ettd virtaus oli ylhaaltd alas. Tolppaa tasapainotettiin 140 minuutin ajan,
virtausnopeus 0,5 ml/min ajopuskuri A:lla, kunnes pylvaan ja silmukan tilavuus (noin
70 ml) oli vaihtunut ja piirturin kdyrat tasaantuneet. Nestevirtauksen nopeus ajon aikana
oli 0,5 ml/min ja piirturin paperin nopeus 0,5 mm/min. Naytetta injektoitiin 400 pl.
Piirturin k&yrien alkaessa nousta, aloitettiin fraktioiden keradminen 96-kuoppalevylle
(noin 310 pl/kaivo). Kuoppalevyn kaivoihin liséttiin lopuksi 16 pl séilytyspuskuria ja

kuoppalevya séilytettiin jadkaapissa yon yli.

3.2.3 Asymmetrinen poikittaisvirtauskenttavirtausfraktiointi (AFFFF)

Asymmetrinen poikittaisvirtauskenttavirtausfraktiointi (engl. Asymmetrical Field Field-
Flow Fractionation, AFFFF) perustuu partikkelien diffuusiokertoimien eroihin. AFFFF-
laitteessa (ConSenxus GmbH) on kanava, jonka toinen seindmd on Kkiinted ja
lapindkyva. Ultrasuodatuskalvosta (huokoskoko 10 kDa) paéllystetystd huokoisesta
levysté valmistettu kanavan akkumulaatioseind paéstaa lavitseen poikittaisen virtauksen
eluentin, mutta ei tutkittavia partikkeleita. Nesteen viskositeetista johtuvan kitkan
vaikutuksesta virtaus hidastuu kanavan reunoja kohden, kun taas kanavan keskell&
virtaus on nopeinta. N&in ollen seindmien valiin muodostuu paraabelin muotoinen
laminaarinen nestevirtaus. Kanavaan tuleva virtaus jakaantuu paineen vaikutuksesta
poikittaisvirtaukseen, joka poistuu akkumulaatioseindman lapi ja pitkittaisvirtaukseen,
joka kuljettaa ndytekomponentteja detektorille (Detektorit: UV-detektori, ei kuulu
alkuperdiseen  ConSenxus-laitteistoon ja Valonsirontadetektori, Multi angle
Lightscatterer DARK |ll, laserin aallonpituus 532 nm, teho 50 mW, mittaa
samanaikaisesti sirontaa 1-24 kulmasta, detektio valomonistinputkella sek&
Fotoluminesenssidetektori, ei  kuulu  alkuperdiseen  ConSenxus-laitteistoon).
Naytemolekyylit painuvat poikittaisvirtauksen vaikutuksesta kohti
akkumulaatioseindmad. Vastakkainen voima aiheutuu diffuusiosta. Pienet partikkelit
ulottuvat keskemmalle kanavaa, nopeammin kulkevaan virtaukseen suuren
diffuusiokertoimen ansiosta. Partikkelit, jotka eroavat toisistaan joko muodoltaan tai
kooltaan, pystytddn néin ollen erottamaan toisistaan diffuusiokertoimien erojen
perusteella. Poikittaisvirtauksen ja lateraalivirtauksen suhde vaikuttaa retentioaikaan.
(Kuva 2).
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Kuva 2. AFFFF-laitteen toimintaperiaate (25).

Laitteen ajossa kaytetty perusohjelma on esitetty Taulukossa 2. AFFFF-ajojen tiedot on

esitetty Liitteessa 2.

Taulukko 2. AFFFF-laitteen ajossa kaytetty perusohjelma.

Aika (s) | Pumppu Poikittaisvirtaus
(ml/min) (ml/min)

Huuhtelu 1 1,0 0,00
Kohdennus 10 3,5 2,50
Kohdennus 40 3,5 2,50
injektori paalla

Kohdennus 80 3,5 2,50
injektori pois p&élta

Eluutio 130 2,5 0,15
Huuhtelu Il + inj 3600 1,0 0,00
Huuhtelu |1 3720 0,5 0,00

3.3 Mittausmenetelmét

3.3.1 Fluoresenssi-intensiteetin méaritys kalvosuodatetuille fraktioille

Kalvosuodatetuista fraktioista tehtiin ensimmaiset 1:50 laimennokset ajopuskuri A:han

(naytteen kokonaistilavuus 400 pl). Sen jalkeen tehtiin toiset vastaavanlaiset

laimennokset 30 min seisotetuista fraktioista ajopuskuri A:han ottamalla ndyte nesteen

pinnasta. Laimennoksia kasiteltiin ultraddnihauteessa noin 3 minuuttia, jonka jalkeen
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naytteitd siirrettiin 100 ul / kaivo kolmena rinnakkaisena mustalle puolipinta-ala eli
“half-area”  -levylle  (Corning Incorporated). Levyd ravisteltiin  lyhyesti
levyravistelijassa, jonka jalkeen naytteiden fluoresenssi mitattiin modifioidulla
Chameleon-levylukijalla (26) (Hidex Oy, viritysvalonléhteeksi vaihdettu 980 nm laser)
550 nanometrissa. Mikali signaalit menivét yli detektorina kéytetyn valomonistinputken

saturaatiorajan, lisattiin vaimennusta harmaasuotimien avulla.

3.3.2 Fluoresenssi-intensiteetin maéritys geelisuodatetuille fraktioille

Geelisuodatettujen fraktioiden fluoresenssi-intensiteetit maaritettiin, jotta osattiin
yhdistda halutut fraktiot. Seissytta levya ravisteltiin lyhyesti levyravistelijassa, jonka
jalkeen jokaisesta ndytelevyn kaivosta siirrettiin 20 pl standardikokoisen mustan 96-
kuoppalevyn (Nunc) kaivoihin. Naytteiden padlle lisattiin 180 pl IB-puskuria ja
kuoppalevya ravisteltiin hetki levyravistelijassa. Naytteiden fluoresenssi mitattiin
modifioidulla Chameleon-levylukijalla 550 nanometrissa. Osa fraktioista yhdistettiin

siirtamalla neste kaivoista séilytysastiaan.

3.3.3 Pitoisuuden méaritys

UCP-partikkelien pitoisuuden mééritys tehtiin vertaamalla tuntemattoman pitoisuuden
omaavan naytteen fluoresenssia tunnetun pitoisuuden omaavan standardiliuoksen
fluoresenssiin. Maaritystd varten naytteestd tehtiin neljana rinnakkaisena 1:225-
laimennos (kokonaistilavuus 450 pl) mittauspuskuriin. Valilaimennoksia kasiteltiin
ultradanihauteessa noin minuutti, jonka jalkeen UCP-laimennosta lisattiin 150 pl per
kaivo (Kirkas MaxiSorp-levy, Nunc). Levya ravisteltiin lyhyesti ja fluoresenssisignaali

mitattiin modifioidulla Chameleon-levylukijalla 550 nanometrissa.
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3.3.4 Heterogeeninen bio-BSA-méaritys
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Kuva 3. Heterogeenisen bio-BSA-méarityksen periaatekuva.

Heterogeenisessa bio-BSA-maarityksessa UCP-konjugaatti on sidottu kiintokantajaan
analyytin valityksella ja voileipdkompleksi on muodostunut (Kuva 3). Sitoutuneiden

UCP-partikkelien maéré kasvaa analyyttikonsentraation mukana. (27)

Kirkas ”normal capacity SA”-levy (Innotrac Diagnostics Oy) esipestiin Kkertaalleen
levypesurilla. Biotinyloidusta BSA:sta tehtiin 0, 0.08, 0.4, 2, 10, 50, 250 ja 625 ng/50pl
laimennokset IB-puskuriin ja laimennoksia lisattiin 50 pl/kaivo kolmena rinnakkaisena
SA-levyn  kaivoihin.  Naytettd inkuboitiin 20 min hitaassa ravistelussa
huoneenlammaossa. Taman jalkeen levy pestiin kertaalleen sitoutumattoman bio-BSA:n
poistamiseksi. Kaivoihin liséttiin seuraavaksi 75 pl SA-pintaista UCP-partikkelia.
(UCP-pitoisuus kaivossa 0,015 mg/ml) ja ndytettd inkuboitiin 30 min hitaassa
ravistelussa huoneenlamma@ssa. Inkuboinnin aikana tehtiin liuosmittaus Chameleon-
levylukijalla 550 ja 660 nanometrissd, jotta voitiin mitata seka sitoutuneen etta
sitoutumattoman bio-BSA:n signaali. Levy pestiin neljasti sitoutumattomien
partikkelien poistamiseksi ja levy kuivattiin huoneilmassa. Lopuksi tehtiin pintamittaus
Chameleon-levylukijalla 550 ja 660 nanometrissa.

3.3.5 Partikkelikoon méaritys

Partikkelikoko maaritettiin N4 Plus partikkelikokoanalysaattorilla (Coulter® N4 plus
submicron particle size analyzer). Menetelm& perustuu dynaamiseen valonsirontaan,
jota kutsutaan myos fotonikorrelaatiospektroskopiaksi. Dynaamisessa valonsironnassa
mitataan Kkolloidaalisten partikkelien liikettd laservalon avulla. Laite mittaa
partikkeleista siroavan valon intensiteettid. Valon intensiteetti vaihtelee liikkeen ja koon
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mukaan. Isot partikkelit liikkuvat hitaammin ja intensiteetti vaihtelee hitaammin kuin
pienilla partikkeleilla. Nama intensiteettivaihtelut voidaan korreloida partikkelien
kokoon. Mainittu laite kayttdd kuutta kiintedd mittauskulmaa. Kuusi optista kuitua on
sijoitettuna seuraaviin geometrisiin kulmiin: 14.9°, 20.6°, 30.4°, 40.2°, 50.4°, and 90°,
jotka ovat valmisasetuksia, mutta joita kayttdja voi myds halutessaan s&ataa.
Useimmissa valonsirontalaitteissa kaytetdadn vain 90 asteen kulmaa. Koska partikkelit
sirottavat valoa riippuen partikkelin koosta, suurempia partikkeleita voi olla vaikeaa
havaita 90 asteen kulmassa, jos nédyte sisaltdd suuren méaran pienempia partikkeleita.
Mitka tahansa partikkelit, jotka sirottavat heikosti, voivat peittyd vahvasti sirottavista
partikkeleista tietyssd kulmassa. Tasté syysta yhtd tai kahta kulmaa kayttava laite antaa
ainoastaan osittaisen kuvan naytteesta. Mainittu laite k&yttada voimakasta 10 mW laseria.
(28)

Partikkeleista tehtiin 0,006 mg/ml laimennos mittauspuskuriin ja naytteet kasiteltiin
hyvin VialTweeter-putkisonikaattorilla (Hielscher Ultrasonics) seka sekoitettiin vortex-
sekoittimella. Né&yte kaadettiin muovikyvettiin ja ndytteen intensiteetti tarkistettiin
mittalaitteella, tasapainotus 5 min, mittaus 2.5 min, kokoalue 20-1000 nm. Sama
kyvetti mitattiin tuloksen varmistamiseksi kahdesti tai useammin, jos rinnakkaisissa
mittauksissa oli suuri ero (ké&sittely VialTweeterilld mittausten vélissd). Tuloksista
otettiin ylos partikkelien kokojakauma, keskihalkaisija, keskihajonta, intensiteetti seka

epapuhtauksien méaéraé kuvastava prosenttiosuus (’dust %”).
3.3.6 Léapdisyelektronimikroskooppikuvaus

Léapaisyelektronimikroskooppi (engl. transmission electron microscopy, TEM) —kuvaus
tehtiin, jotta varmistuttaisiin siitd mink& kokoisia partikkeleita eri fraktioista 10ytyy.
TEM toimii samalla perusperiaatteella kuin valomikroskooppi, mutta kaytt&a
elektroneja valon sijaan. Se, mitd pystyy ndkemdan valomikroskoopilla, on rajattua
valon aallonpituudesta johtuen, TEM taas kéyttda elektronisuihkua valon sijasta ja
elektronien matalampi aallonpituus edesauttaa saamaan tuhat kertaa tarkemman
resoluution kuin valomikroskoopilla saataisiin. TEM:in avulla voi n&hd& jopa parin
angstromin kokoisia kohteita (10™° m). (29)

UCP-partikkeleista tehtiin 0.3 mg/ml laimennos mittauspuskuriin ja ndyte kasiteltiin

VialTweeter-putkisonikaattorilla. TEM-hilalle (300 mesh kuparihila hiilimembraanilla,
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Tecalemit Flow Oy) lisattiin 5 pl:n ndytepisara ja ndyte levitettiin tarvittaessa hyvin
varovasti koko hilan alueelle. Hilaa kuivattiin 25 minuuttia huoneilmassa. Hilat
kuvattiin Turun yliopiston elektronimikroskopian laitoksen
lapaisyelektronimikroskoopilla (JEM 1200EX , JEOL Skandinaviska Ab, Sollentuna,
Ruotsi).

4  TULOKSET

4.1.1 Kalvosuodatus

Ajo 1. Fluoresenssi (Ld550, 0D2) | BSe40t Ajo2. Fluoresenss| (Ld550, 0D2) | osketet
BSeisofettu B Seisotettu
250,000 120,000
200,000 100,000
80,000
o 150,000 1 -]
E-] a
] ] 60,000
=] =l
w 100,000 1 w
40,000
50,000 20,000
stokki 045pm 0.2pym O.fpm 50nm 300kDa yin stokki 0.45pm 0.2pm  01pm  50nm 300kDa yin
Ajo3. Fluoresenssi (Lds50, 0Dz) | 2t Ajos. Fluoresenssi (Lds50,002) | "4
B Seisofettu BESeisotettu
300,000 250,000
M
250,000 200,000 7
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-} o 150,000 -+
< 150,000 0
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n w 100,000
100,000
50,000 50,000 1
stokki 045pm 0.2pym O.fpm 50nm 300kDa yiin stokki 0.45pm 0.2pm 01pm  50nm 500kDa  yin

Kuva 4. Ajot 1-4: fluoresenssin mittaus sekoitetuista fraktioista ja 30 minuuttia
seisotetuista fraktioista. X-akselilla on kerrottu suodattimen koko, jonka alta fraktio on
keratty.

Fluoresenssin mittauskuvista (Kuva 4) nékyy, ettd partikkelit ovat ajossa 1 ja&neet
suurempien huokoskoon suodattimien alle eli 0,45 ja 0,2 um:n suodattimien alle. Ajossa
2 ensimmaisen 0,45 pum:n suodattimen alle on ja&nyt vajaa puolet partikkeleista ja

suurin osa on mennyt ylempiin suodattimiin eli 0,1 um, 50 nm ja 300 kDa suodattimien
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alle. Ajoissa 3 ja 4 huomattava osa partikkeleista on paatynyt ylempiin suodattimiin eli

50 nm ja 300 kDa suodattimien alle.

Pinta 550 nm (ODO0): SIGNAALIT, Chameleon 5
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Kuva 5. Ajo 2: Heterogeenisen bio-BSA-maéarityksen signaalit ja signaalin suhde
maéarityksen taustaan.
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Heterogeenisessé bio-BSA -madrityksessd standardiliuoksesta saatiin parhaat signaalit
jokaisessa ajossa (Kuva 5). Signaali/taustasuhteessa standardiliuos antaa parempaa
signaalia jokaisessa ajossa. Signaali tippuu bio-BSA- konsentraation kasvaessa.

Iimeisesti bio-BSA:ta on ollut niin tihedssa, etta partikkelit eivat 16ytaneet niihin.

Partikkelikokomittauksissa ei  keskihalkaisijan  suuruudessa né&kynyt selke&a
pienenemisté tarkasteltaessa fraktioita, jotka olivat keratty 0,2 um, 0,1 pum, 50 nm ja
500 kDa suodattimen alta (LIHTE 3). Fraktioiden huokoskoon perusteella olisi
partikkelien keskihalkaisijan pitdnyt pienentya jokaisen suodattimen jalkeen ja tdmén

olisi pitanyt nakyad myos partikkelikoon mittauksessa, mutta keskihalkaisijat eivét

pienene odotetusti, mika nakyy partikkelikokomittaustuloksissa (LIITE 3).

Kuva 6. TEM-kuva, LL262-SA (40 mM EDC & 60 mM NHS), kalvosuodatus, mennyt
50 nm kalvosuodattimen Iapi, Nayte ajoliuoksessa A, pesty MQ:lla

TEM-kuvatuissa kalvosuodatetuissa naytteissa nakyi, ettd suodattimien 1&pi oli paassyt
odotettua suurempikokoisia partikkeleita (Kuva 6, 50 nm:n kuva). Niissa nékyi myods
jonkinlaista véliainetta partikkelien valissa, miké sitoi partikkeleita ynhteen TEM-hilalla
(Kuva 6, 200 nm:n kuva). Véliaine voi olla myods partikkeleita, jotka ovat useassa
kerroksessa.
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4.1.2 Geelisuodatus

Geelisuodatusfrakticiden intensiteetit
——Ajo1. —E—Ajo 2. Ajo 3.
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Kuva 7. Geelisuodatusfraktioiden intensiteetit.

Intensiteetin mittausta kaytettiin selvittdméan, missa kuopissa oli UCP-partikkeleita, ja
mitk& fraktiot olivat tulleet samassa piikissé. Esimerkiksi kolmannessa ajossa ndhdaén

yksi piikki kuopassa F2 ja toinen piikki kuopassa D2 (Kuva 7).

Ensimmadisessd ajossa pylvaasta tuli ulos yksi loiva piikki. T&std ajosta ei tehty
pitoisuusmittauksia, mutta tehtiin partikkelikokomittaukset. Fraktioista yhdistettiin
kaivot: C1-B2 ja A2-D3 (Kuva 7). Toisessa ajossa pylvaasta tuli ulos piikki, jossa oli
vasemmalla puolella hyvin pieni olkapéé ja oikealla puolella hieman selvempi olkapéa

(Kuva 7). Piikista ja molemmista olkapéistd tehtiin kolme eri yhdistettyd naytettd E1-
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G1, H1-G2, F2-D2 (Kuva 7). Lisaksi tehtiin kolme eri yhdistettyd nédytettd loppupédén
fraktioista C2-C3, Cb5-F5, G7-E8 (joista kaikki eivat ndy kuvassa). Kaikkien
yhdistettyjen fraktioiden pitoisuus mitattiin. Kolmannessa ajossa pylvaasta tuli ulos
suurempi (kuoppa F2) ja pienempi piikki (kuoppa D2) ja my6hemmin kaksi hyvin
matalaa piikkia (kuopat D3 ja F3, jotka yhdistettiin) (Kuva 7).

Arvioitu saanto-% geelisuodatuksen jalkeen
Ajo 2.
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Kuva 8. Arvioitu saantoprosentti geelisuodatuksen jalkeen.

Geelisuodatusajossa 2 saantoprosentti oli korkeampi kuin ajossa 3 (Kuva 8).
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Heterogeenisessé bio-BSA —madrityksessd standardiliuos antaa korkeampaa signaalia.

Signaali/taustasuhteessa standardiliuos antaa matalampaa signaalia (Kuva 9.)

Pinta 550 nm (ODO0): SIGNAALIT, Chameleon 8
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Kuva 9. Ajo 3: Heterogeeninen bio-BSA mééritys. Signaalit ja signaalin suhde taustaan.
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Geelisuodatusajossa 2 nakyy partikkelikoon keskihalkaisijan koon pienenemista
mentéessa fraktioissa taulukossa ensin tulleesta fraktiosta E1-G1 kohti viimeisena
tullutta fraktiota G7-ES8, eli ensin ovat tulleet ulos hieman suuremmat partikkelit ja sen

jalkeen koko ajan pienenevassa kokojérjestyksessa (LIITE 4).

="
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: ¢ N oad
’*.
.+
» ]
100 nm 500 nm » ’
i s b < )

Kuva 10. TEM-kuva, LL262-SA (40 mM EDC & 60 mM NHS), Geelisuodatus, F2-
fraktio (paapiikki), Nayte ajoliuoksessa A, pesty MQ:lla.

Geelisuodatetuissa ~ SA-pinnoitetuissa  partikkeleissa  nakyi ~ TEM-kuvauksessa

pinnoituksen rikkoutumista (Kuva 10).

4.1.3 Asymmetrinen poikittaisvirtauskenttavirtausfraktiointi (AFFFF)

AFFFF-ajon tarkoituksena oli erotella eri kokoluokan partikkelit niiden
diffuusiokertoimien erojen perusteella. T&llGin erikokoiset/erimuotoiset partikkelit

tulisivat ulos laitteesta eri aikaan.

AFFFF-ajo tehtiin neljasti. Ensimmadinen ajo onnistui, sironnassa (detektorit: UV-
detektori, valonsirontadetektori, fotoluminesenssidetektori) nakyi selvat piikit 50, 200 ja
250 sekunnin kohdissa erikokoisten partikkelien tullessa detektoriin eri aikoina (Kuva
3). Voi olla, ettd ajolaitteeseen oli ja&dnyt vanhaa ajoliuosta, mik& on voinut vaikuttaa
onnistuneeseen ajoon. Tulos ei kuitenkaan ollut uusittavissa. Toisessa ja kolmannessa
ajossa nédyte oli mahdollisesti ehtinyt aggregoitua ja siksi ajot epdonnistuivat.
Detektorien sironnassa ei nédkynyt selvaa piikkid. Kolmannen ajon lopussa vaihdettiin
eluointiliuos natriumatsidipuskurista  boraattipuskuriin.  Eluointiliuoksen vaihdon
jalkeen suoritettiin laitteen huuhtelu uudella liuoksella. Tamén jalkeen detektorien

sironnassa havaittiin iso piikki. Yhdiste oli mahdollisesti jaanyt kokonaan injektoriin ja
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tuli ulos vasta huuhtelun aikana. Koska kolmannessa ajossa tuli piikki eluointiliuoksen
vaihdon  jalkeen, paatettiin  neljannessd ajossa  kayttdd eluointiliuoksena

boraattipuskuria, mutta ajo ei kuitenkaan onnistunut.

1]
12CCC T T T T T T T T
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1:CLC
- 5200
12000
- S000
90 60
10000
- 4200
8000 | 2500
ECCCI'I'I'I'I'I'I'I'I'"CC
0 50 100 150 200 250 300 350 400
[ A

Kuva 11. Ajo 1: dynaaminen sironta. A: retentioaika (s), 90: musta ké&yré, sironta 90°,
60:sininen kayréa, sironta 60°.

5 POHDINTA

Kalvosuodattimet péaéstdvat aina osittain isompiakin partikkeleita lavitse, silla
huokoskoko ei ole tarkkaan maéritelty, vaan perustuu vaihteluvaliin. Kuitenkin
partikkelikokomittaukset —antavat liilan  suuren  keskihalkaisijan  suodattimien
huokoskokoon verrattuna. TEM-kuvat  tukevat késitystd  siit, ettd
huokoskokovaihteluvélia huomattavasti  suuremmat partikkelit ovat péésseet
suodattimien lavitse. Kalvosuodatuksessa partikkelit ovatkin voineet péaasta
suodattimien ohi ja sen tdhden joukkoon on voinut p&ésta paljon suuria partikkeleita.

Suodattimet ovat my6s voineet mennd asennettaessa jostain syystd rikki niin, ettd
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suurempikokoiset partikkelit paasivat niiden l&pi ylempiin fraktioihin. On myds

mahdollista, ettd fraktioita kerattdessé talteen on tapahtunut fraktioiden sekoittumista.

Geelisuodatuksessa suurimmat partikkelit ovat luultavimmin jaéneet kokonaan pylvaan
sisadn, eivatka tulleet lainkaan ulos. Taméd on myds pééateltavissa siitd, ettd kahdessa
ajossa pylvaasta tuli ulos vain yksi paépiikki. Vasta kolmannessa ajossa pylvaasta
saatiin ulos kaksi selkead piikkid. Kolmannessa ajossa saantoprosentti oli hyvin pieni,
joten partikkelien aggregaatio on voinut vaikuttaa siihen, ettd partikkelit ovat
muodostaneet aikaisempia ajoja suurempia aggregaatteja ja sen tdhden jadneet pylvéaéan

sisaan.

AFFFF-ajo ei onnistunut kuin kerran, joten on vaikea sanoa voisiko silla saada
fraktioitua eri kokoluokan partikkeleita. Periaatteessa sen pitdisi olla mahdollista, jos

optimaaliset olosuhteet saataisiin saadettya halutuille partikkeleille.

Erotusmenetelmissd on kaytetty erilaisia partikkelipitoisuuksia ja eri maarityksissa
erilaisia puskureita ja laimennoksia. Nama olosuhteiden erot voivat my6s vaikuttaa
partikkelien stabilisaatioon ja néin ollen mittaustuloksiin. Eri partikkelipitoisuuksissa
partikkeleilla on erilaiset olosuhteet. Se vaikuttaa siihen, miten partikkelit stabiloituvat
nesteeseen. Kuitenkin esimerkiksi kaikki mittaukset partikkelikokoanalysaattorilla on
tehty ~ samassa  mittauspuskurissa  ja  samalla laimennoksella,  joten

partikkelikokoanalysaattorin antamat tulokset ovat vertailukelpoisia.

Tavoitteita ei taysin saavutettu. Parhaimmalta vaihtoehdolta nayttad kuitenkin

geelisuodatus, jossa suuren tilavuuden suodatuksessa saatiin lupaavia tuloksia.
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Néyte (tilavuus 50 pl/ajo) Eluentti Lateraalivirtaus Poikittaisvirtaus Ajon pituus (min)
(ml/min) (ml/min)
l.ajo | JV13-SA (1a) 0,3 mg/ml 15.6.09/V 3 mM NaN3, 0,17 mM SDS 2,5 0,15 40
2.ajo | JV13-SA (1a) 0,3 mg/ml 15.6.09/3V 3 mM NaN3, 0,17 mM SDS 25 0,5 60
3.ajo | JV13-karb.4, 1XAFFFF —b, 0,3 mg/ml, 15.6.09/JV | 3 mM NaN3, 0,17 mM SDS 25 0,15 60
4.ajo | JV13-karb.4, 1xAFFFF -b, 0,3 mg/ml, 15.6.09/JVV | 10 mM Boraatti-puskuri pH 8,5, 2,5 0,15 60

0,1 % Tween 20,
0,45 um, 15.6.09/MI

LIITE 2



LIITE 3

Ajo 1. Keskihalkaisija | Keskihajonta | Intensiteetti | Tomuprosentti
(hm) (nm) (%)
0,2 mg/ml 1064.3 330,8 4.80E+04 24,07
0,2mg/ml 715,6 307,7 9.00E+04 18,31
0.45 um alta 417,1 nm 152,5 2.20E+06 13,96
0.45 pm alta 346,4 133,8 1.60E+06 17,99
0.2 um alta 391,9 142,6 1.30E+06 19,73
0.2 um alta 377,8 138,1 1.40E+06 18,09
0.1 um alta 601,6 263,3 3.30E+05 15,63
0.1 um alta 327,6 132,9 3.50E+05 20,19
50 nm alta 1076,0 509,7 1.60E+05 35,29
50 nm alta 1247,1 618,6 1.60E+05 28,75
300 kDa alta 471,5 187,1 5.00E+05 0,00
300 kDa alta 531,8 211,7 4.40E+05 10,18
Ajo 2. Keskihalkaisija | Keskihajonta | Intensiteetti | Tomuprosentti
(nm) (nm) (%)
0.45 pm alta 286,9 127,6 1.30E+05 0,00
0.45 um alta 269,8 120,6 1.20E+05 0,00
0.2 um alta 355,2 158,5 3.00E+05 39,53
0.2 um alta 298,1 131,6 2.50E+05 30,07
0.1 um alta 257,2 113,9 1.60E+05 82,03
0.1 um alta 260,1 113,2 1.60E+05 16,62
50 nm alta 300,2 134,6 1.60E+05 0,00
50 nm alta 246,9 105,3 1.70E+05 0,00
300 kDa alta 226,8 99,5 1.60E+05 0,00
300 kDa alta 218,3 95,1 1.70E+05 14,53
Ylin fraktio 496,7 207,0 4.00E+05 28,37
Ylin fraktio 584,2 252,4 4.50E+05 0,00
Ajo 3. Keskihalkaisija | Keskihajonta | Intensiteetti | Tomuprosentti
(hm) (hm) (%)
0.45 pm alta 866,0 388,6 6.40E+04 33,82
0.45 um alta 356,2 166,9 5.10E+04 0,00
0.2 um alta 397,8 174,5 2.80E+05 9,65
0.2 um alta 415,2 181,8 2.90E+05 9,81
0.1 um alta 340,7 153,9 1.80E+05 0,00
0.1 um alta 336,8 150,6 1.70E+05 0,00
50 nm alta 232,6 97,8 2.20E+05 18,75
50 nm alta 237,7 99,0 2.30E+05 13,34
300 kDa alta 278,2 122,9 1.50E+05 22,65
300 kDa alta 236,0 105,3 1.40E+05 0,00
Ylin fraktio 883,6 401,4 2.20E+05 27,56
Ylin fraktio 726,6 320,9 2.40E+05 5,90
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Ajo 4. Keskihalkaisija | Keskihajonta | Intensiteetti | Tomuprosentti
(hm) (nm) (%)

0.45 um alta 923,4 446,6 2.10E+05 14,24
0.45 pum alta 637,5 283,4 2.10E+05 20,05
0.2 um alta 778,0 343,3 3.70E+05 24,02
0.2 um alta 579,2 248,6 3.00E+05 33,91
0.1 um alta 671,5 296,8 3.10E+05 23,23
0.1 um alta 512,5 212,3 3.50E+05 0,00
50 nm alta 420,8 192,6 1.20E+05 16,84
50 nm alta 410,0 184,8 1.30E+05 0,00
500 kDa alta 229,8 104,6 1.40E+05 0,00
500 kDa alta 316,8 143,3 1.40E+05 0,40
Ylin fraktio 585,5 230,2 5.10E+05 13,71
Ylin fraktio 567,0 240,7 5.40E+05 17,82




LITE 4

Ajo 1. | Keskihalkaisija Keskihajonta | Intensiteetti | Tomuprosentti
(hm) (nm) (%)

C1-B2 | 1325,8 615,5 9,9E4 52,60

C1-B2 | 2067,0 787,2 6.40E+04 51,02

A2-D3 | 885,0 402,3 8.30E+04 43,62

A2-D3 | 23117,6 9515,4 4.20E+04 74,55

Ajo 2. | Keskihalkaisija Keskihajonta | Intensiteetti | Tomuprosentti

(nm) (nm) (%)

E1-G1 | 187,6 82,0 2.60E+05 1,58

E1-G1 | 195,6 84,3 2.70E+05 5,39

H1-G2 | 183,4 76,5 3.60E+05 2,67

H1-G2 | 190,2 81,3 3.40E+05 0,00

F2-D2 | 160,5 69,5 3.10E+05 2,27

F2-D2 | 159,8 69,1 3.10E+05 3,68

C2-C3 | 1511 68,6 2.50E+05 8,26

C2-C3 |152,8 69,3 2.40E+05 1,74

C5-F5 | 103,3 48,7 2.00E+05 0,00

C5-F5 | 102,5 48,3 2.10E+05 0,00

G7-E8 | 115,4 54,2 2.50E+05 4,22

G7-E8 | 116,3 54,7 2.30E+05 0,00




