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Opinnaytetydn tarkoituksena oli kehittdd epéaspesifista sitoutumista ja luminometrista detektiota
hyddyntdva leimaamaton menetelm& antigeenin pitoisuuden mittaamiseen. Opinnaytety®
suoritettiin Turun yliopiston laaketieteellisen tiedekunnan Biofysiikan laboratoriossa.

Menetelmaa kehitettdessd hyodynnettiin biotiinin ja streptavidiinin muodostamaa vahvaa
sidosta. Lopullisessa menetelmassa tarkoituksena on mitata antigeenin pitoisuutta.
Karboksyyliryhmilla modifioitu biotiini kilpailee menetelmassa biotiinin kanssa sitoutumisesta
streptavidiiniin. Sitoutumista mitataan liséamalla Eu®*"-kelaattia ja mittaamalla fluoresenssia.
Biotiinipitoisuuden ollessa pieni modifioitu biotiini p&dsee sitoutumaan streptavidiiniin ja
saadaan korkea signaali. Biotiinipitoisuuden kasvaessa modifioitu biotiini kelatoi Eu®*"-ionin
jolloin signaali on heikko.

Tybssa pyrittiin  l6ytamaan sopiva molekyyli testaamalla kaupallisia ja itse valmistettuja
yhdisteitd. EDTA:n ja DTPA:n avulla todettiin, ettd karboksyyliryhmia tulee olla vahintaan nelja
menetelman toimimiseksi. Tydssa testattiin sitruunahappoa, epomiinia, biotiini-NTA:ta, biotiini-
DTPA:ta ja biotiiniligandia. My6s erilaisia puskureita (NaCl, HEPES, Na,HPO,) seka erilaisia
tapoja lisata Eu®*-kelaatti testattiin.

Menetelma vaatii viela kehitystd, koska se ei toiminut minkdan molekyylin kanssa toistettavasti.
Tulokset viittaavat siihen, etta Eu®**-ioni on lilan pieni ioni, jolloin se paasee sitoutumaan
modifioituun biotiiniin, vaikka biotiini onkin sitoutunut streptavidiiniin.

ASIASANAT:

(Aikaerotteinen fluorometria, analyysimenetelmat, biotiini, vasta-aineet, streptavidiini)



BACHELOR'’S THESIS | ABSTRACT

TURKU UNIVERSITY OF APPLIED SCIENCES
Biotechnology and Food Technology | Biotechnology
May 2012 | Total number of pages 70 + 1 appendix

Sari Pihlasalo Ph.D., Harri Harma Ph.D., Mika Jokinen D.Sc.

Nina Leinonen

DEVELOPMENT OF UNLABELED IMMUNOASSAY

The purpose of the thesis project was to develop an unlabeled method for immunoassays. The
practical work was performed in the Laboratory of Biophysics at the University of Turku. The aim
of the study was to develop a novel immunoassay which uses nonspecific bonding and
luminometric detection.

In modeling the immunoassay, a biotin-streptavidin bond was exploited. A modified biotin
competes against the biotin for binding to the streptavidin. The binding is detected by using an
Eu®" chelate and measuring fluorescence. When the concentration of biotin is low the modified
biotin can bind to the streptavidin and a high signal is measured. When the concentration of
biotin increases, the modified biotin surrounds the Eu** chelate and a low signal is detected.

The aim of the study was to find a suitable compound by testing various commercial molecules
and molecules coupled in the Laboratory of Biophysics. By testing EDTA and DTPA, it was
noticed that the molecule had to possess at least four carboxyl groups. Biotin NTA, biotin DTPA,
epomin, citric acid and biotin ligand were also tested. Also different conditions and buffers were
tested.

The method still requires development because it did not work repeatably with any of the tested
molecules. The results show that the Eu®* ion is too small an ion to be able to bind to the
modified biotin, even though the modified biotin is bound to the streptavidin.
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KAYTETYT LYHENTEET (TAI SANASTO)

Biotiini-Eu

Biotiini-T7-Eu

Biotiini-T9-Eu

BSA
DMSO
EDAC

Epomiini

HEPES

MES

Nano Eu norm

B-NTA
PBS

SA
SA-Alexa
SDS
TEAA
TFA
TOPO
TRF

Europium-leimattu biotiini

(2,2',2’,2""{[4-[(4-fenyyli-isotiosyanaatti)-etynyyli]pyridiniini-
2,6-diyl]bis(metyleeninitrilo)}tetrakis(asetaatti) europium(lll)

{2,2',2",2""-{4’-4""fenyyli-isotiosyanaatti)-2,2":6,6"'-
terpyridiniini-6,6"-diyl]
bis(metyleeninitrilo)}tetrakis(asetaatti)}-europium(lil)
Bovine serum albumin, naudan seerumin albumiini

Dimetyylisulfoksidi

1- Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide, 1-etyyli-3-
(3-dimetyyliaminopropyyli)karbodi-imidi

Polyetyleeni-imiini

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid, 4-(2-
hydroksietyyli)-1-piperatsiini-etaanisulfonihappo

2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid, 2-(N-
morfoliino)etaanisulfonihappo

Aikaerotteinen fluoresenssi, viritys aallonpituudella 340 nm,
emission detektio aallonpituudella 615 nm

4,4, 4-trifluoro-1-(2-naftalenyyli)-1,3-butaanidioni
Fosfaattipuskuroitu suolaliuos

Streptavidiini

Alexa Fluor 680 -leimattu streptavidiini
Natriumlauryylisulfaatti

Triethylammonium acetate, trietyyliammoniumasetaatti
Trifluoroacetic acid, trifluorietikkahappo
Trioktyylifosfiinioksidi

Aikaerotteinen fluoresenssi, viritys aallonpituudella 340 nm,
emission detektio aallonpituudella 730 nm



1 JOHDANTO

Opinnaytety6 tehtiin Turun yliopiston laaketieteellisen tiedekunnan Biofysiikan
laboratoriossa. Opinnaytetyon tarkoituksena oli kehittda epéspesifista sitoutu-
mista ja luminometrista detektiota hyddyntava leimaamaton menetelméa anti-

geenin pitoisuuden mittaamiseen.

Antigeenin pitoisuutta mitataan usein kilpailevalla maarityksella tai ns. "sand-
wich”-menetelmalla. Nama menetelmat vaativat kuitenkin radioaktiivisella tai
luminoivalla varilla leimatun antigeenin tai vasta-aineen ja ne sisaltavat pesu-

vaiheita. Leimaus voi olla aikaa vieva ja hankala prosessi seka lisaksi kallis.

Opinnaytetyossa kehitettiin spesifista maarityssysteemia ilman leimattuja maéari-
tyskomponentteja. Maarityksessa kaytettiin epaspesifisia varimolekyyleja, joita
ei kuitenkaan ole kiinnitetty mitenkaan kaytettaviin maarityskomponentteihin.
Menetelmaa mallinnettiin streptavidiinin ja biotiinin muodostaman spesifisen ja
vahvan sidoksen avulla. Biotiinia muokattiin lisdamalla siihen karboksyyliryhmia.
Sitoutumista mitattiin lisaamalla naytteeseen Eu**-kelaattia ja mittaamalla fluo-
resenssia. Biotiinipitoisuuden ollessa pieni, modifioitu biotiini sitoutuu streptavi-
diiniin jattaen Eu**-kelaatin vapaaksi. Talldin havaitaan suuri signaali. Biotiinipi-
toisuuden kasvaessa modifioitu biotiini ei endd paase sitoutumaan streptavidii-
niin, jolloin sen karboksyyliryhmét kelatoivat Eu®*-ionin. Talldin havaitaan pieni
signaali. Opinnaytetyossa testattiin erilaisia kaupallisia ja Biofysiikan laboratori-

ossa valmistettuja modifioituja biotiini —molekyyleja.
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2 MENETELMAN PERIAATE

Naytteeseen lisatdan vasta-aine, karboksyyliryhmilla modifioitu antigeeni seka
Eu®"-kelaatti. Menetelméssa karboksyyliryhmilla modifioitu antigeeni ja naytteen
siséltdma antigeeni kilpailevat sitoutumisesta vasta-aineeseen. Kuvassa 1 on
esitetty menetelmén periaate antigeenin pitoisuuden mittaamiseen. Naytteen
antigeenipitoisuuden ollessa pieni, modifioitu antigeeni sitoutuu vasta-
aineeseen eika pysty hairitsemaan Eu®*-kelaattia. Antigeenipitoisuuden kasva-
essa modifioitu antigeeni jaa liuokseen ja karboksyyliryhmat kelatoivat Eu®'-
ionin, jolloin luminoivan kelaatin B-NTA- tai TOPO-koordinaatiosidokset katkea-
vat. Menetelma on nopea, silla se ei sisalla yhtaan pesuvaiheita ja helppo to-
teuttaa yleisesti saatavissa olevilla mikrotiitterilevyilla ja luminesenssin levyluki-

joilla.

C00 ~ 3NTA

f coo — Eu*:TOPO
coo ~
CO0  ~
é—mo_ — Eu*:TOPO
- ! coo” ~

3 NTA 3 NTA
Eu*:NTA:TOPO -
Co0 ~
E coo — EU*:TOPO
coo ~
a) Eianalyyttia b) Analyytti lasn&a
Korkea signaali Matala signaali

Kuva 1. Leimaamattoman maarityssysteemin periaate antigeenin pitoisuuden
maarittamiselle.

TyOn tavoitteena oli 16ytdd menetelméaan sopiva molekyyli. Nykyisissd immu-

nomaarityksissa kaytettavat fluoresoivat leimat ovat kalliita. Leimaamattomassa
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menetelmassa naista kalliista leima-aineista paastaisiin eroon. Menetelma on
homogeeninen, jolloin heterogeenisissa immunomaarityksissa suoritettavat pe-

suvaiheet jaavat pois. Tama nopeuttaa menetelman suoritusta.
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3 IHMISEN IMMUUNIJARJESTELMA

Ihmisen kehoa suojaa immuunijarjestelmda, tehokas sarja aseita, jotka voivat
tuhota tai neutralisoida vieraat solut, virukset ja makromolekyylit. Jotkin meka-
nismit ovat epaspesifisia, eivatkd tehostu uudelleenaltistumisen myé6ta. Tata
osaa immuunipuolustuksesta kutsutaan luontaiseksi immuniteetiksi. Luontainen
Immuniteetti saadaan jo syntyessd. Vastakohtana adaptiivinen immuniteetti
kohdistuu spesifiseen vieraaseen molekyyliin ja vasteen teho kasvaa, jos keho
altistuu uudelleen samalle molekyylille. Adaptiivinen immuniteetti muodostuu
kehon altistuessa erilaisille vieraille molekyyleille. Adaptiivinen immuniteetti pe-
rustuu soluihin nimeltd lymfosyytit, joita muodostuu luuytimessa. Ne kantavat
pinnallaan reseptoreita, jotka sitovat kehon vieraita molekyyleja. Jokainen solu
kantaa vain yhden tyyppista reseptoria. Lymfosyytteja on kolmenlaisia: B-solut,
auttaja-T-solut ja tappaja-T-solut. Tappaja-T-solut hajottavat vieraat tai infektoi-

tuneet solut sitouduttuaan niihin antigeenireseptorin kautta. (1)

Vasta-aineet ovat B-solujen lymfosyyttien erittdmia proteiineja, jotka sitovat vie-
raita molekyyleja kehossa. Ne ovat padkomponentteja humoraalisessa im-
muunipuolustusjarjestelméssa (huolehtii solunulkoisessa tilassa taudinaiheutta-
jien tuhoamisesta). Infektion seurauksena vasta-aineita erittyy runsaasti ja niilla
on spesifinen antigeenia sitova kohta. Vasta-aineet kayttavat seka komplement-
tivalitteistd solumyrkkya ettd soluimmuunivastetta tappaakseen, vallatakseen ja
puhdistaakseen vieraan solun. (1)

3.1 Vasta-aineen rakenne

Vasta-aineet ovat glykoproteiineja ja kuuluvat immunoglobuliinien supergeeni-
seen perheeseen. Vasta-aine- ja immunoglobuliini — nimityksia kaytetaan paljon
vastavuoroisesti. Immunoglobuliini G, 1gG, yleisimmin kaytetty seerumin vasta-
aine, koostuu kahdesta identtisesta raskasketjusta ja kahdesta identtisesta ke-
vytketjusta, jotka yhdistyvét toisiinsa rikkisilloin muodostaen Y-muodon. Kuvios-

sa 1 on kuvattu IgG:n rakenne. Myds IgD:lla ja IgE:ll&a on sama Y-muoto. (1)
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epitope of
antigen

Kuvio 1. IgG:n rakenne (2).

Immunoglobuliini koostuu antigeenia sitovasta kohdasta (Fab) seka kiteytyvasta
osasta (Fc). Fc-osa tunnistaa isannén puolustusmekanismin. Nivelalue on jous-

tava, jotta Fab-alueet voivat sitoa antigeenin kahdesta eri suunnasta. (1)

3.2 Vasta-aineiden luokittelu

Vasta-aineet jaetaan viiteen eri luokkaan: 1gG, IgM, IgA, IgD ja IgE. (1)

IgG on yleisin immunoglobuliini, 70-75 % kaikista immunoglobuliineista. Ihmisel-
l& ja hiirella on l6ydetty nelja alaluokkaa: 19G;, 19G,, 1gGs ja IgG4. Naudalla on
l6ydetty kolme ja janiksella yksi. Ihmisella 19G; ja 1gG3 sitoutuvat komplement-
tiin (noin kahdestakymmenesta toinen toistaan aktivoivasta proteiinista koostu-
va immuunipuolustuksen osa, mika tappaa vierasmolekyyleja) ja valittavat vas-
ta-aineriippuvaista solumyrkkya, kun taas 1gGz:lla ja 1gG4:lla komplementti antaa

vahemman affiniteettia eli vasta-aineet sitoutuvat heikommin antigeeniin. (1)

IgM:lla, joka muodostaa noin 10 % immunoglobuliineista, on pentameerinen
rakenne. Siin& viisi immunoglobuliinimolekyylia linkittyy toisiinsa raskasketjun C-
paateryhmaésta hiilihydraatien sivuketjujen ja polypeptidin J-ketjujen kautta.
Vaikka se on vahva komplementtia parantava vasta-aine, se ei pysty valitta-
maan vasta-aineriippuvaista solumyrkkya. IgM:n arvioitu molekyylimassa on
noin 970 KDa. (1)
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IgA muodostaa noin 15-20 % kaikista seerumissa esiintyvistd vasta-aineista.
Ihmisessa yli 80 % IgA:sta esiintyy monomeerina, vaikka useimmissa nisékas-
seerumeissa se esiintyy yleensa dimeerina tai joskus jopa polymeerina. Kaksi
alaluokkaa on loydetty: IgA; ja IgA2. IgA on hallitseva immunoglobuliini seeru-
min limaa sisaltavissa eritteissd, muun muassa syljessé ja keuhkoputken erit-
teissa. Erittdva IgA esiintyy padasiassa 385 KDa dimeeri-muodossa ja se on

suojattu proteolyysilta kattavalla glykolysaatiolla nivelalueella. (1)

IgD, molekyylimassa noin 184 KDa, muodostaa alle 1 % kaikista immunoglobu-

lineista. Se esiintyy padosin B-solujen pinnalla. Sen tehtava on epéaselva. (1)

3.3 Vasta-aineen sitoutuminen

Immuunipuolustuksen kaynnistavdd molekyylia kutsutaan immunogeeniksi. An-
tigeeni on molekyyli, joka sitoutuu vasta-aineeseen. Antigeenin alue, joka sitoo
vasta-aineen, on nimeltd&n epitooppi tai antigeeninen determinantti. Antigeeni
ei valttamatta ole proteiini. Alhaisen molekyylipainon aineet, kuten laékkeet ja
jotkin hormonit, eivat ole antigeenisia itsessaan, mutta ne voivat tulla sellaisiksi
yhdistyessaéan proteiinikantajiin. Tallaisia yhdisteita kutsutaan hapteeneiksi. Jot-
kin vasta-aineet, jotka on tuotettu naihin immunogeenisiin konjugaatteihin, ovat
spesifisia hapteeneille. Yleisin kaytetty kantajayhdiste on naudan seerumin al-
bumiini, BSA tai KLH ("keyhole limpet hemocyanin”, nilvidisten ja ayriaisten ve-
renkierrosta 10ytyvad happea sitova kuparipitoinen proteiini). Kantajaproteiinien
kayttd ei ole rajoitettu vain pienille ei-immunogeenisille yhdisteille; pienet prote-
iinit, joilla on alhainen immunogeneettisyys, on myods yhdistetty kantajaproteii-

neihin ja niitéd on kaytetty menestyksellisesti vasta-aineiden kehittdmiseen. (1)
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4 FLUORESENSSI

Luminesenssi on ilmid, jossa atomin tai molekyylin viritystilan purkautuessa
atomi palaa alemmalle energiatasolle. Samalla ylimaarainen energia vapautuu
valona. Fluoresenssi on luminesenssin alalaji, jossa fotoni virittdd atomin el
atomin elektroni siirtyy korkeammalle viritystilalle. Viritystilan purkautuessa
elektroni laskee nopeasti alimmalle virittyneelle tilalle. Loput alkuperéaisen foto-
nin energiasta siirtyy lammoksi. Elektronin laskiessa takaisin perustilalle, vapau-
tunut energia havaitaan valona. Fluoresenssissa emittoidut fotonit havaitaan
nopeasti niiden absorption jalkeen. (3) Fluoresenssi-ilmidssd atomi absorboi
valoa tietylla aallonpituudella ja pienen hetken kuluttua emittoi valon pitemmalla
aallonpituudella. Tata kutsutaan fluoresenssin eliniaksi. (4)

Fluoresenssi soveltuu immunomaaritysten mittaustavaksi sen luontaisen spesi-
fisyyden vuoksi. Mitattu signaali maarittaa seka virittavat etta emittoivat aallonpi-
tuudet ja silla voidaan maaritella fluoresenssin elinika (aika-erotteiset tekniikat).
Fluoresenssilla saavutettavat korkeammat herkkyydet (verrattuna fosforesens-
siin) perustuvat siihen, ettad fluoresenssi mitataan vasten nolla-taustaa ja vas-
taavasti emissio voidaan yhdistdd yhden fotonin herkkyyteen. Normaalisti fluo-
resenssilla mitattu fluoresoiva yhdiste saavuttaa herkkyyden valilla 10° — 10
mol/L. Kaytannon rutiinitdissa fluorometriset menetelmat ovat alttiita hairitseville
tekijoille, kuten taustaa hairitsevat liuokset ja materiaalit, mik& asettaa rajat ha-
vaittavalle herkkyydelle. (4)

Molekyylit absorboivat valoa lyhyemmilla aallonpituuksilla kuin emittoivat sita.
Tasta aiheutuu energiavaje, joka johtuu siitd, ettd molekyylit menettavéat osan
absorboituneesta valosta vardhtelyihin. Tatd eroa absorptiomaksimin ja emis-
siomaksimin valilla kutsutaan Stokesin siirtymaksi, joka on kuvattu kuviossa
2.(3)
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Kuvio 2. Stokesin siirtyma (5).

Kun molekyyli absorboi valoa, yksi sen elektroneista korkeimmalta miehitetylta
orbitaalilta nousee tyhjalle orbitaalille. Kun elektronin spin on suojattu, elektroni
ylenee jollekin korkeammalle virittyneelle singlettitilalle. Energia vaihtelee perus-

tilan singletin ja virittyneiden singletien valilla aiheuttaen absorptiospektrin. (4)

4.1 Aikaerotteinen fluorometria

Taustafluoresenssi hankaloittaa paljon fluorometrisia mittauksia monen biologi-
sen yhdisteen aiheuttaessa sitd. Aikaerotteisessa fluorometriassa yritetaan
paasta eroon tasta hairitsevasta taustasta. Siind mitataan emissiota tietyn ajan-
jakson jalkeen virittymisesta. Aikaerotteisen fluorometrian tarkoituksena on pa-

rantaa herkkyytta laskemalla taustafluoresenssia. (4)

Kaytettavalla fluoroforilla pitéisi olla pitka elinika, pitka Stokesin siirtyma ja ka-
pea emissiopiikki soveltuakseen aikaerotteiseen fluorometriaan. Tallaisia fluoro-
foreja ovat lantanidi-ionin, joita ovat europium(ll) (Eu®), terbium(lll) (Tb*"), sa-
marium(ll) (Sm*") ja dysprosium(lll) (Dy*"), sisaltamét kelaatit. (6)
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4.2 Sammutus

Fluoresenssin sammutus on kaytannollinen tydkalu proteiinien, membraanien ja
muiden makromolekyylien rakenteiden tutkimukselle. Sammutusreaktiot ovat
helppoja suorittaa ja antavat arvokasta informaatiota. Liuossammuttajareaktiot

antavat tietoa fluoresoivien ryhmien sijainnista makromolekyylissa. (7)

Tassé tyossa tutkittava menetelma perustuu Biofysiikan laboratoriossa kehitet-
tyyn menetelmdan homogeeniselle ligandin sitoutumismaaritykselle, nimeltaan
QRET (quenching resonance energy transfer), resonanssienergiansiirron sam-
mutus. QRET-menetelméassa luminesenssin emissio, jonka aiheuttaa lantanidi-
kelaattileimattu kohdespesifinen molekyyli, sammutetaan tehokkaasti liukoisella
sammuttajamolekyylilla. Kun leimattu ligandi sitoutuu reseptoriin, naytteen pit-
kaikainen luminesenssin emissio voidaan havaita, kun molekyyli on suojattu
reseptorilla. (8) QRET-menetelméssa modifioidun molekyylin sitoutuessa vasta-
aineeseen sammuttaja ei paase kiinni molekyyliin ja havaitaan korkea signaali.
Kun liuokseen lisataan modifioimatonta molekyylia, sitoutuu se vasta-aineeseen
jattaen modifioidun molekyylin vapaaksi. Talloin sammuttaja padsee sitoutu-

maan modifioituun molekyyliin ja matala signaali havaitaan.
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5 MATERIAALIT JA MENETELMAT
5.1 Biotiini

Biotiini on pieni, vesiliukoinen vitamiini. Sen molekyylipaino on 244 Da. Biotiini
tunnetaan myo6s nimilla H-vitamiini, B7-vitamiini ja koentsyymi R. Sita on jokai-
sessa elavassa solussa pienid maaria ja se on kriittinen tekija monissa biologi-
sissa prosesseissa, kuten solukasvussa ja sitruunahappokierrossa. Pienen
koon vuoksi biotiini voidaan konjugoida moniin proteiineihin ja muihin molekyy-

leihin hairitsematta juurikaan niiden biologista aktiivisuutta. (9)

0

}\\I\IH

HN

HO

0

Kuvio 3. Biotiinin kemiallinen rakenne. (9)

5.2 Streptavidiini

Streptavidiini on tetrameerinen biotiinia sitova proteiini. Se on eristetty Strepto-
myces avidinii —bakteerista. Streptavidiinin molekyylipaino on 60 kDa ja silla on
nelja sitoutumispaikkaa. Biotiinin ja streptavidiinin spesifinen vuorovaikutus te-
kee systeemista hyodyllisen ja herkan tyokalun ei-radioaktiivisen detektiosys-
teemin kehittamiseen. (9)
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5.3 Eu®*-kelaatti

Eu®*"-kelaatti koostuu Eu**-ionista, tunnetuista kelatoivista ligandeista kuten 2-
naftoyylitrifluoroasetonista (B-NTA, kaksi koordinaatiopaikkaa) ja yhdisteistd,
kuten tri-n-oktyylifosfiinioksidi (TOPO, yksi koordinaatiopaikka), jotka koordinoi-
tuvat edelleen Eu**-ionin kanssa. Nain ollen Eu**-ionin yhdeksan koordinaatio-
paikan tayttamiseen tarvitaan kolme B-NTA- ja kolme TOPO-molekyylid. (10)

5.4 EDTA

EDTA eli etyleenidiamiinitetraetikkahappo, Ci1oH16N2Og, on aminohappo, joka
muodostaa kompleksiyhdisteen monien metallien kanssa. Se on polyproottinen
happo, jolla on nelja karboksyyliryhmé&a ja kaksi aminoryhmaa. Kuviossa 4 on
kuvattu EDTA:n rakenne. (11)

Q
A\Y

C—OH
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H.C 0
A /4
HO $N—CH, CH,-C
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o CH,
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Kuvio 4. EDTA:n rakenne (11).

5.5 DTPA

DTPA eli dietyleenitriamiinipentaetikkahappo, CisH23N3019 on aminohappo,
joka koostuu dietyleenitriamiinista ja silhen modifioiduista viidesta karboksyyli-
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ryhmasta. DTPA:n molekyylipaino on 393,2 g/mol. (12) Kuviossa 5 on esitetty
DTPA:n rakenne.

O
OH
HOW]/\N/\/N\/\NWOH
O O O O
OH HO

Kuvio 5: DTPA:n rakenne (13).

5.6 Victor’>-monileimamittalaite

Fluoresenssin mittaamiseen kaytettin Victor>-monileimamittalaitetta (Wallac,
PerkinElmer Life and Analytical Sciences, Turku, Suomi). Laite soveltuu fluoro-

metrisiin, luminometrisiin ja fotometrisiin mittauksiin.

5.7 HPLC

Puhdistuksessa kaytettiin HPLC Ultimate 3000 —laitetta (Dionex, Thermo Scien-
tific, ). HPLC on korkean erotuskyvyn nestekromatografi. Nestekromatografias-
sa erotus perustuu nestefaasin ja kiintean faasin vuorovaikutukseen. Puhdistet-
tava nayte on nestemaisena ja kiinted faasi taas on pakattu kaytettavaan kolon-
niin. Nayte pakotetaan kolonnin lapi korkeassa paineessa, mikd nopeuttaa
huomattavasti puhdistusta verrattuna yleisesti kaytettyyn pylvaskromatografi-
aan, joka perustuu painovoimaan. (14)
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6 TYON SUORITUS

Maaritykset suoritettiin 96-mikrotiitterilevylla. Tydssa testattiin erilaisia kaupalli-
sia biotiiniyhdisteita seka itse valmistettuja ja puhdistettuja biotiiniyhdisteita.

Tybssa kaytettava vesi oli MQ PF vetta, jatkossa kaikki vesi tarkoittaa tata vetta.

6.1 Laimennosliuoksen valinta

Testattiin kahta erilaista laimennosliuosta, 5 mM NaCl sek&a 10 mM Na,HPO4-
puskuria, pH 7,40. Liuoksiin valmistettiin laimennossarjat EDTA:sta, 0,001;
0,01; 0,1; 1; 10 mM. Molempiin Liuoksiin valmistettiin kaksi laimennossarjaa,
toiseen liséttiin lisaksi 1 uM streptavidiini. Laimennoksia pipetoitiin kuoppalevyl-
le 100 pl/kaivo neljané rinnakkaisena. Laimennosten paélle pipetoitiin kolmea
eri pitoisuutta Eu®":B-NTA:TOPO-liuosta vedessa, 1:3:3. Pitoisuudet olivat 0,3;
1; 3 uM. Liuoksia pipetoitiin 2 pl/kaivo. Levyn sekoituksen jalkeen mitattiin fluo-
resenssi Victor?lla. Liitteessa 1 olevien tulosten perusteella 5 mM NaCl antaa
paremman herkkyyden. Jatkotestiin paatettiin ottaa pitoisuudet 0,3 ja 1 uM, silla
3 UM kaikki tulokset olivat nollatason lahell&.

6.2 Eu*-kelaatin lisaysmenetelman valinta

Tassa testissa testattiin erilaisia pitoisuuksia ja tapoja lisata Eu®*-kelaatti. Tau-

lukossa 1 on listattuna Eu®*-kelaattiliuokset.
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Taulukko 1. Eu*"-kelaattiliuokset.

Liuos Pitoisuus Kelaatin koostumus
1 0,3 uM Eu®":B-NTA:TOPO 1:3:3
2 0,3 uM Eu3+:B-NTA:TOPO 1:1:3
3 1 puM Eu®:B-NTA:TOPO 1:1:3
4 1pM Eu

3 uM B-NTA:TOPO 1:1
5 1 uM Eu’

30 uM B-NTA:TOPO 1:1
6 1 uM Eu’*

300 uM B-NTA:TOPO 1:1
7 0,1 uM Eu’

30 uM B-NTA:TOPO 1:1

Kuoppalevyn kaivoihin pipetoitin  neljgna rinnakkaisena 100 upl EDTA-
laimennoksia 0; 0,001; 0,01: 0,1; 1 mM, jotka oli tehty 5 mM NaCl:iin. Naiden
paalle pipetoitiin 2 ul Eu**-kelaattiliuoksia. Liuoksia, joissa Eu** ja B-NTA:TOPO
olivat erikseen, lisattiin 2 pl Eu**-liuosta ja taméan jalkeen 2 pl B-NTA:TOPO —
liuosta. Levyn sekoituksen jalkeen mitattin Nano Eu norm Victor®lla. Tulosten
perusteella, parhaaksi menetelmaksi osoittautui liuos 6, eli 1 uM Eu** 2 pl/kaivo
+ 300 uM NTA:TOPO 2 pl/kaivo, silla talla liuoksella saatiin signaali laskemaan
luokkaan tuhansia, joka erottuu nollasignaalista, muttei ole liian pieni, jotta se
hukkuisi tyhjan levyn aiheuttamaan signaaliin.
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Testi toistettiin viela uudestaan liuosten 5, 6 ja 7 osalta. EDTA-laimennoksia O;
1; 10; 100; 1000; 10 000; 100 000 nM 5 mM NaCl:ssa pipetoitiin kuoppalevylle
100 pl/kaivo kolmena rinnakkaisena. Eu®*-kelaattiliuoksia pipetoitiin kaivoihin 2
ul Eu®* ja 2 pl NTA:TOPO. Sekoituksen jalkeen mitattin Nano Eu norm Vic-
tor:lla. Tulosten perusteella myds tissa testissa liuos 6 osoittautui parhaaksi,

eli laskemaan signaalia luokkaan tuhansia.

6.3 Muiden yhdisteiden testaus

Testattiin menetelmaa sitruunahapolla, EDTA:lla, biotiinilla, DTPA:lla, epomiinil-
la ja aminobiotiinilla. Jokaista yhdistetta laimennettiin 5 mM NaCl:iin 0; 1; 10;
100; 1000 ja 10 000 nM:seksi. Sitruunahappo, EDTA, biotiini ja DTPA tehtiin
lisdksi viela 5 mM NaCl-liuokseen, johon oli lisatty 0,006 mM NaOH. NaOH:n
lisdayksella varmistettiin, ettd mahdollinen signaalinlasku todella johtuu Eu®'-
ionin kelatoinnista EDTA:han ja DTPA:han eikd vain pH:n laskusta. EDTA ja
DTPA ovat happoja ja suurilla pitoisuuksilla myds vesiliuos on hapan. Koska
Eu®":B-NTA:TOPO ei ole stabiili alhaisessa pH:ssa, nostettiin NaOH:n avulla pH

korkeammaksi.

Laimennoksia pipetoitiin kaivoon 100 pl neljana rinnakkaisena ja niiden paalle
pipetoitiin 2 pl 1 pM Eu** seka 2 pl 300 pM B-NTA:TOPO. Mitattiin Nano Eu
norm Victor®lla. Tulosten perusteella signaali laskee EDTA:lla ja DTPA:lla riitta-
vasti, alle signaalin 0,2, muilla ei havaita selkeda signaalin laskua, vaan signaa-

lit pysyvat lahella nollanéytteen aiheuttamaa signaalia 1,0.

6.4 Biotiini-NTA

Biotiini-NTA-kantaliuos valmistettiin Sigma-Aldrichilta tilatusta yhdisteesta (N-
(N-(+)-biotinyyli-6-aminoheksanoyyli)-Ng, Ng-bis(karboksimetyyli)-L-lysiini trikali-
um suola, era. BCBG1828V). Kuviossa 6 on kuvattu biotiini-NTA:n rakenne.
Yhdisteeseen lisattiin 10 M NaOH:a ja vetta.
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Kuvio 6: Biotiini-NTA:n rakenne (15).

Testattiin biotiini-NTA:ta tekemalla kolme laimennossarjaa, 0; 1; 10; 100; 1000;
10 000 nM. Ensimmaiseen sarjaan ei lisatty streptavidiinia, toiseen lisattiin 10
nM ja kolmanteen 100 nM streptavidiinia. Kontrolliksi laimennettiin DTPA:ta O;
1; 10; 100; 1000; 10 000 nM 5 mM NacCl:iin. Pipetoitiin laimennoksia kaivoon
100 pl neljana rinnakkaisena ja niiden paalle 2 ul 1 uM Eu®* ja 2 pl 300 pM B-
NTA:TOPO. Mitattiin Nano Eu norm Victor®:lla.

6.5 Biotiini-DTPA
Valmistettiin biotiini-DTPA —liuos, yhdistamalla DTPA aminobiotiiniin. Amino-

biotiini  (N-(+)-biotinyyli-3-aminopropyyliammonium trifluoriasetaatti, eréa.
0001449303) tilattiin Sigma-Aldrichilta, kuvassa 7 on kuvattu aminobiotiinin ra-

kenne.
X
HN™ “NH F304
H g H OH
S -.,,,/\/\I_]/N\/\V,NHQ

Kuvio 7. Aminobiotiinin rakenne (16).
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Liuokseen lisattiin aminobiotiinin ja DTPA:n lisaksi 100 mM MES-puskuria, pH
6,0 ja 30 g/l EDACia. Seoksen annettiin reagoida huoneenlammaossé 2 tuntia,
jonka jalkeen se siirrettiin jaakaappiin. Seos puhdistettin HPLC:ll&, kayttden
isoa kolonnia 25 cm x 21,2 mm, gradientti asetonitriili 1-50 % 0-45 min, 20 mM
TEAA, injektiotilavuus 200 pl. Puhdistuksessa kaytettiin isoa kolonnia, jotta saa-
tiin naytettd tarpeeksi puhdistettavaksi. Isoon kolonniin voidaan injektoida noin 1
mg naytettd. Puhdistuksesta kerattiin nelja fraktiota, joista kolme ensimmaista

fraktiota olivat todella lahekkain.

6.5.1 Puhdistettujen fraktioiden testaus biotiinin ja DTPA:n suhteen

Testattiin puhdistettuja fraktioita biotiinin pitoisuuden suhteen. Kaivoihin pipetoi-
tiin kolmena rinnakkaisena 100 pl ensin biotiinin laimennossarja: 0; 10; 100;
1000 nM ja naiden peraan fraktioita, joita laimennettiin suhteessa 1:100, kaikki
5 mM NacCl:in. Liuosten péaéalle pipetoitiin 30 nM SA-Alexaa 10 pl, inkuboitiin 15
minuuttia. Taman jalkeen pipetoitiin 120 nM biotiini-Eu:ta 10 pl ja inkuboitiin 15

minuuttia. Mitattiin Victor?:lla Nano Eu norm seka TRF.

Seuraavaksi testattiin fraktioita DTPA:n pitoisuuden suhteen. Jokaista fraktiota
laimennettiin 1:10 000; 1:1000 ja 1:100 5 mM NacCl:iin. Laimennoksia pipetoitiin
kaivoon kolmena rinnakkaisena 100 pl, ja naiden paalle 2 pl 1 pM Eu®* ja 2 pl
300 pM B-NTA:TOPO. Mitattiin Victor*:lla Nano Eu norm.

Tulosten perusteella fraktiossa 1 on seké DTPA:ta ettd biotiinia, joten fraktiota 1
kaytetaan jatkotesteissa.

6.5.2 Fraktion 1 testaukset streptavidiinin ja biotiinin suhteen

Fraktiota 1 laimennettiin O; 1:100 000; 1:10 000; 1:1000 5 mM NacCl:iin. Lai-
mennossarjoja tehtiin nelja ja sarjoihin pipetoitiin eri pitoisuuksia streptavidiinia.
Streptavidiinipitoisuudet olivat 0; 30; 300; 3000 nM. Naita seoksia pipetoitiin
kaivoihin 100 pl kolmena rinnakkaisena. Seosten paalle pipetoitin 2 pul 1 pM
Eu® ja 2 pl 300 puM B-NTA:TOPO. Mitattiin Nano Eu norm Victor?:lla.
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Seuraavassa testissa valmistettiin biotiinista laimennossarja 0; 1; 10; 100; 1000;
10 000 nM 5 mM NacCl:iin. Laimennoksia pipetoitiin nelja rinnakkaista 100 pl
kaivoihin kuutena sarjana. Biotiini-DTPA laimennettiin 1:1000 ja 1:100 ja strep-
tavidiini 0; 0,3; 3; 30 uM. Kolmeen biotiinisarjaan pipetoitiin 10 pl 1:1000 biotiini-
DTPA-laimennosta ja kolmeen biotiinisarjaan pipetoitin 10 pl 1:100 biotiini-
DTPA-laimennosta. Sarjoihin, joissa on 1:1000 biotiini-DTPA:ta, pipetoitiin
streptavidiinia 0; 0,3 ja 3 uM. Sarjoihin, joissa on 1:100 biotiini-DTPA:ta, pipetoi-
tiin streptavidiinia 0; 3 ja 30 pM. Streptavidiinia pipetoitin myoés 10 pl/kaivo.
Seosten paalle pipetoitiin 2 pl 1 pM Eu®* ja 2 pl 300 pM B-NTA:TOPO. Mitattiin
Nano Eu norm Victor?lla.

Seuraavassa testissa biotiini laimennettiin 10 pM, biotiini-DTPA 1:300; 1:1000 ja
1:3000 seka streptavidiini 100; 300; 1000 ja 3000 nM, kaikki tehtiin 5 mM NaCl.
Biotiinia pipetoitiin vuorotellen 0 ja 10 uM 100 pul/kaivo neljana rinnakkaisena.
Ensimmaiseen sarjaan ei pipetoitu ollenkaan biotiini-DTPA:ta ja streptavidiinia
pipetoitiin 10 pl/kaivo 0; 100; 300; 1000 ja 3000 nM niin, etta jokaista pitoisuutta
oli seka 0 ettd 10 uM biotiinia siséltavissa kaivoissa. Toiseen sarjaan pipetoitiin
1:3000 laimennettua biotiini-DTPA:ta 10 ul/kaivo seka streptavidiinia 0; 100 ja
300 nM 10 pl/kaivo. Kolmanteen sarjaan pipetoitiin 1:1000 laimennettua biotiini-
DTPA:ta 10 pl/kaivo seké streptavidiinia 0; 300 ja 1000 nM 10 pl/kaivo. Neljan-
teen sarjaan pipetoitiin 1:300- laimennettua biotiini-DTPA:ta 10 pl/kaivo seké
streptavidiinia 0; 1000 ja 3000 nM 10 pl/kaivo. Kaikkien seosten paalle pipetoi-
tin 2 pl 1 pM Eu®* ja 2 pl 300 pM B-NTA:TOPO:a. Mitattiin Nano Eu norm Vic-

tor:lla.

Tulosten perusteella biotiini-DTPA ei toimi kunnolla, koska signaalit eivat laske
edes luokkaan kymmeniatuhansia, joten puhdistettiin sitd uudelleen eri para-

metreilla.

6.5.3 Toinen puhdistus ja testaukset

Puhdistettin HPLC:lla& uudestaan biotiini-DTPA:ta. TEAA vaihdettin 0,1 %
TFA:han. Puhdistuksessa kaytettiin isoa kolonnia 25 cm x 21,2 mm, gradientti
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asetonitriili 1-50 % 0-45 min, koko ajan juoksi 0,1 % TFA, injektiotilavuus oli 200
ul. Puhdistuksesta kerattiin 13 fraktiota.

Fraktioita testattiin biotiinipitoisuuden osalta seuraavasti. Ensin laimennettiin
biotiini 10 nM ja jokaista fraktiota 1:100 1x PBS:aan. Levylle pipetoitiin ensin
pelkkd puskuri, sitten 10 nM biotiini ja seuraavaksi fraktiolaimennokset 100
pl/kaivo kolme rinnakkaista. Naiden paalle pipetoitin 10 pl 30 nM SA-Alexaa,
inkuboitiin 15 minuuttia ja pipetoitiin 10 pl 120 nM biotiini-Eu:a. Inkuboitiin viela
15 minuuttia ja mitattin TRF ja Nano Eu norm Victor?la.

DTPA:n havaitsemiseen fraktioista laimennettiin fraktioita 1:350 5 mM NaCl:iin
ja pipetoitiin 100 pl/kaivo kolme rinnakkaista. Paalle pipetoitiin 2 pl 1 pM Eu** ja
2 pl 300 pM B-NTA:TOPO. Mitattiin Nano Eu norm Victor?:lla.

Testien tulosten perusteella fraktioissa 1-9 on DTPA:ta ja fraktioissa 6 ja 8 on

biotiinia, joten fraktiot 6 ja 8 otettiin jatkotesteihin.

6.5.4 Fraktioiden 6 ja 8 testaukset

Laimennettiin biotiinia 100 pM, fraktioita 6 ja 8 1:100; 1:1000; 1:10 000 ja strep-
tavidiinia 300 ja 3000 nM. Biotiini laimennettiin 5 mM NacCl:iin, biotiini-DTPA ja
streptavidiini veteen. Biotiinia pipetoitiin levylle 0 tai 100 puM 100 pl/kaivo kolme
rinnakkaista. Biotiini-DTPA:ta pipetoitin 0; 1:100; 1:1000 ja 1:10 000 10
pl/kaivo. Streptavidiinia pipetoitiin 0; 300 ja 3000 nM 10 pl/kaivo. Naiden paalle
pipetoitiin 2 pul 1 uM Eu®* ja 2 pl 300 uM B-NTA:TOPO. Mitattin Nano Eu norm

Victor?:lla.

Seuraavassa testissa tehtiin biotiinista laimennossarja 0; 0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1;
3 ja 10 nM 1x PBS:&an, jossa oli lisaksi 0,1 g/L BSA:ta. Fraktioita laimennettiin
1:100 000; 1:30 000; 1:10 000; 1:3000; 1:1000; 1:300; 1:100 1 x PBS:aan, jossa
oli liséksi 0,1 g/l BSA:ta. Laimennoksia pipetoitiin 100 pl/kaivo kolme rinnakkais-
ta. Paalle pipetoitiin 10 pl/kaivo 30 nM SA-Alexaa ja inkuboitiin 15 minuulttia.
Pipetoitiin viela paalle 10 pl 120 nM biotiini-Eu:ta ja inkuboitiin viel&a 15 minuut-
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tia. Mitattiin Victor®lla Nano Eu norm ja TRF. Tulosten perusteella fraktiossa 8

nakyy signaalin laskua, joten testattiin sita viela lisaa.

Fraktion 8 lisatesti

Laimennettiin DTPA:ta 0; 3; 10; 30; 100; 300 nM ja fraktiota 8 1:10 000; 1:3000;
1:1000; 1:300; 1:2100 5 mM NacCl:iin. Pipetoitiin levylle 100 pl/kaivo neljana rin-
nakkaisena ja padlle pipetoitin 2 pl 1 uM Eu®* ja 2 ul 300 pM B-NTA:TOPO.

Mitattiin Victor?:lla Nano Eu norm.

6.6 Eu**-kelaatin lisatesteja

Koska signaalit eivat nayttdneet laskevan riittavasti, testattiin viela uudestaan
erilaisia kelaattiliuoksia pitoisuuden ja lisdystavan parantamiseksi. Kaikki testit
aloitettiin samoin, eli kaivoihin pipetoitiin: neljana rinnakkaisena 100 pl 0/10 uM
biotiinia 2 mM HEPES-puskurissa, pH 7,8, 10 ul 0/100 nM streptavidiini seka 10
pl 0/1:500 biotiiniligandi. Biotiiniligandin valmistus ja puhdistus on kuvattu seu-
raavassa kappaleessa. Ensimmaiseen sarjaan pipetoitiin viela 10 pl 70 mM
HCl:44, jotta saatin testattua myds pH:n vaikutusta. Eu®*-kelaattiliuokset on lue-

teltu taulukossa 2.
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Taulukko 2. Eu*"-kelaattiliuokset.

Liuos Pitoisuus

1 0,3 uM Eu®":B-NTA:TOPO
1:27:27

2 0,3 uM Eu®*":B-NTA:TOPO
1:27:27

3 2 UM Eu®":B-NTA 1:9

4 0,3 uM Eu*":TTA:TOPO 1:27:27

5 0,3 uM Eu®* :TTA:TBPO 1:9:9

Kaikki valilaimennokset valmistettin DMSO:hon ja loppulaimennokset valmistet-
tiin veteen. Kelaattiliuoksia pipetoitiin sarjojen p&alle 2 pl. Mitattin Nano Eu

norm Victor?:lla.

Vertailtiin myos erilaisia olosuhteita lisdyksille. Pipetoitiin 100 pl kaivoihin nelja-
na rinnakkaisena EDTA ja DTPA 0; 1; 10; 100; 1000; 10 000; 100 000 nM. ED-
TA:n paalle pipetoitin 2 pl/kaivo 0,3 uM Eu*":B-NTA:TOPO 1:27:27. DTPA:n
paalle pipetoitiin 2 pl 1 pM Eu®* ja 2 pl 300 pM B-NTA:TOPO, niita sarjoja teh-
tiin kaksi. Toista sarjaa inkuboitiin 15 minuuttia ennen B-NTA:TOPO —liuoksen
lisaysta. Lisaksi tehtiin viela kolmas sarja, jonka paalle pipetoitiin 0,3 uM Eu®":p-
NTA:TOPO 1:27:27. Mitattiin Nano Eu norm Victor®:lla.

Seuraavaksi testattiin laimennosliuoksen vaikutusta. Testattiin siis laimennoksia
vedessa, DMSO-vesi-seoksessa, sekda DMSO:ssa. Samalla testattiin pitoisuu-
den vaikutusta, veteen tehty B-NTA:TOPO-liuos laimennettiin 90 uM, muut liu-
okset olivat pitoisuudeltaan 300 uM. DTPA laimennettin 10 uM ja pipetoitiin
kaivoon kolmena rinnakkaisena 100 pl 0; 10 uM DTPA. Paalle pipetoitiin 2 ul 1
UM Eu®* ja 2 pl 90 pM B-NTA:TOPO. Mitattin Nano Eu norm Victor?:lla. Testin
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perusteella veteen tehty B-NTA:TOPO laskee signaalia parhaiten ja 90 uM pi-
toisuus laskee signaalia paremmin kuin 300 pM pitoisuus.

6.7 Biotiiniligandin valmistus ja puhdistus

Biotiiniligandin valmistus aloitettiin puhdistamalla biotiini-T7-Eu, joka on seitse-
manhampainen Eu-leimattu biotiini. Biotin-T7-Eu puhdistettiin HPLC:lla kayttaen
pientéd kolonnia 15 cm x 4,6 mm, gradienttina metanoli 2-60 % 0-58 min, koko
ajan juoksi 20 mM TEAA. Kayttden puhdistuksessa pienta kolonnia, saadaan
parempi erotuskyky. Biotiini-T7-Eu keréttiin talteen yhteen fraktioon. Puhdistuk-
sen jalkeen irrotettiin Eu biotiini-T7-Eu:sta lisdten eri pitoisuuksia HCl:aa, men-
nen koko ajan vakevampaan pitoisuuteen. Irtoamista tarkasteltin UV-valossa.
Eu loistaa UV-valossa punaisena. Kun liuos muuttui varittdmaksi, oli Eu irron-
nut. Biotiiniligandi puhdistettiin uudelleen samalla ohjelmalla, talla kertaa kayt-

taen TEAA:n tilalla 0,5 % TFA:ta, jotta irronnut Eu saatiin pois liuoksesta.

6.7.1 Biotiiniligandin testaukset

Laimennettiin DTPA:ta 200 nM. Biotiiniligandia laimennettiin 1:10°% 1:10°; 1:10%
1:10° ja 1:10° 5 mM NaCl:iin. Pipetoitiin laimennoksia kaivoihin 100 pl nelja rin-
nakkaista. Paalle pipetoitiin 2 ul 1 uM Eu®* ja 2 pl 300 pM B-NTA:TOPO. Mitat-

tiin Victor?:lla Nano Eu norm.

Laimennettiin biotiini 10 pM 5 mM NaCl:iin. Laimennettiin streptavidiini 0; 30;
300 ja 3000 nM veteen seka biotiiniligandi 0; 1:1000 ja 1:100 veteen. Pipetoitiin
levylle neljanéa rinnakkaisena 100 pl 0/10 pM biotiini, 10 pl 0; 30; 300 ja 3000
nM streptavidiini ja 10 pl 0; 1:1000 ja 1:100 biotiiniligandi. Paalle pipetoitiin 2
pl/kaivo 1 uM Eu®* ja 2 pl 300 uM B-NTA:TOPO. Mitattiin Victor®:lla Nano Eu

norm.
Laimennettiin biotiini O0; 0,1; 0,3; 1; 3 ja 10 nM 5 mM NacCl:iin, jossa lisaksi 0,1
g/L BSA:ta. Biotiiniligandi laimennettiin 1:10°% 3:10°% 1:10° 3:10% 1:10%* 3:10° ja
1:10° 5 mM NacCl:iin, jossa lisaksi 0,1 g/L BSA:ta. Pipetoitiin laimennoksia 100
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pl/kaivo neljana rinnakkaisena. Paalle pipetoitiin 10 pl/kaivo 30 nM SA-Alexa ja
inkuboitiin 15 minuuttia. Taman jalkeen pipetoitiin 10 pl 120 nM biotiini-Eu:ta ja

inkuboitiin taas 15 minuuttia. Mitattiin Victor®:lla TRF ja Nano Eu norm.

6.7.2 TFA:n haihdutus

Testattiin TFA:n vaikutusta mittaustuloksiin. Pipetoitiin kaivoihin neljana rinnak-
kaisena 100 pl 5 mM NaCl, 10 ul 0; 1:100 ja 1:10 biotiiniligandia, 100 ja 1000
nM DTPA seké 1:100 ja 1:10 0,1 % TFA. Paalle pipetoitiin 2 pl 0,3 pM Eu®*:p-
NTA:TOPO 1:3:3 tai 2 pl 0,3 uM Eu**:B-NTA:TOPO 1:27:27. Tehtiin sama testi
my6s HEPES-puskurilla, eli aluksi 100 pl 2 mM HEPES-puskuria, pH 7,8, muu-
ten samoin. Paélle pipetoitiin 2 pl 0,3 pM Eu**:B-NTA:TOPO 1:27:27. Mitattiin

Victor?:lla Nano Eu norm.

Tulosten perusteella TFA nosti signaalia korkeammaksi kuin biotiiniligandi, joten
haihdutettiin HetoVacilla TFA pois biotiiniligandista. Putken sisalté haihdutettiin
kuiviin, eli samalla haihtui pois metanoli ja vesi. Pipetoitiin kaivoon neljana rin-
nakkaisena 100 pul 5 mM NacCl, 10 ul 0 ja 100 uM DTPA; 1:220 ja 1:22 haihdu-
tettu biotiiniligandi; 1:220 ja 1:22 haihdutettu TFA; 1:100 ja 1:10 biotiiniligandi
seka 1:100 ja 1:10 TFA. Paalle pipetoitin 2 pl 1 uM Eu** ja 2 pl 90 pM B-
NTA:TOPO. Mitattiin Victor®:lla Nano Eu norm.

Pipetoitiin kaivoon neljand rinnakkaisena 100 pl 0; 10 pM biotiini 5 mM
NaCl:ssa, 10 pl 0; 1:200 haihdutettu biotiiniligandi; 1:45 haihduttamaton bio-
tiiniligandi seka 10 pl 0; 500 nM streptavidiini. Paalle pipetoitiin 2 pl 1 pM Eu** ja
2 pl 90 pM B-NTA:TOPO. Mitattiin Victor*lla Nano Eu norm.

Biotiiniligandin testaus liuoksilla EuCl 3 + erilaisilla molekyyleilla

Pipetoitiin kaivoon neljan& rinnakkaisena 100 pl O; 10 pM biotiini 5 mM
NaCl:ssa, 10 pl 0; 1:100 haihdutettu biotiiniligandi sek& 10 ul 0; 500 nM strepta-
vidiini. Paalle pipetoitiin 2 pl taulukossa 3 listattuja seoksia seké naiden paalle 2
pl 90 uM B-NTA:TOPO.
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Taulukko 3. Eu®*-liuokset.

Liuos Pitoisuus

1 1uM EuCl;

2 1uM EuCl; + EDTA

3 1 uM EuCl; + DTPA

4 1 uM EuCls + B-NTA

5 0,3 uM Eu®*":B-NTA:TOPO 1:3:3

Seosten 4 ja 5 lisdysten jalkeen mitattiin heti Nano Eu norm Victor®lla, muut
mitattiin B-NTA:TOPO-lisdysten jalkeen. Mittausten jalkeen pipetoitiin kaivoihin
10 pl 1 mM HCI, ja mitattiin uudestaan Nano Eu norm. Mittausten jalkeen lisat-

tiin viela 10 pl 10 mM HCI ja mitattiin viel& uudestaan Nano Eu norm.

6.8 Detergenttien ja puskurien testaus

Testattiin pieneneekd signaalien hajonta kayttamalla detergenttia. Detergentit
vahentavat epaspesifista sitoutumista. Detergentti voi myos vaikuttaa epaspesi-
fisiin vuorovaikutuksiin pitamalla B-NTA:n ja TOPO:n liukoisempana, jotteivat ne
sitoutuisi streptavidiiniin tai kaivon reunoille epaspesifisesti. Ne voivat my6s
muodostaa Eu**-ionin kanssa suurempia rakenteita tai muuttaa streptavidiinin
pintaa niin, etta sitoutunut ligandi pysyisi paremmin suojassa ja Eu**-ioni ei l6y-
da sita.

Kaivoihin pipetoitiin neljdna rinnakkaisena 100 ul O tai 10 puM biotiinia 2 mM
HEPES-puskurissa, pH 7,,8, 10 ul 300 nM streptavidiinia ja 10 pl O tai 1:100

biotiiniligandia. Inkuboitiin levyd 10 minuuttia ja pipetoitiin paalle 0 tai 2 ul 300
tai 3000 nM B-NTA:TOPO 1:1 tai 0 tail0 pl 0,2 mM Triton X-100 tai 5 mM SDS
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tai 1 mM CTAB tai 0,1 g/l BSA. Viimeiseksi pipetoitiin viela 2 pl 0,3 uM Eu**:B-
NTA:TOPO 1:3:3 jokaiseen kaivoon. Mitattiin Nano Eu norm Victor?:lla.

Testattiin myds uudestaan puskurien vaikutusta keskihajontaan. Pipetoitiin kai-
voihin neljana rinnakkaisena 100 pl O tai 1 uM biotiini 5 mM NaCl:ssa, 10 pl O tai
300 nM streptavidiini ja 10 pl 0; 1:100 ja 1:10 biotiiniligandi. Seosten paalle pi-
petoitiin 2 ul 1 pM Eu®* ja 2 pl 300 pM B-NTA:TOPO 1:1 5 mM NaCl:ssa tai 2 pl
300 uM B-NTA:TOPO 1:1 Triton X-100:ssa.

Toiselle levylle pipetoitiin kaivoihin neljana rinnakkaisena 100 pl O tai 1 pM bio-
tiini 5 mM HEPES-puskurissa, 10 ul 0 tai 300 nM streptavidiini, 10 pl 0; 1:100 ja
1:10 biotiini-ligandi. Seosten paalle pipetoitiin 2 pl 1 uM Eu®* ja 2 ul 300 pM B-
NTA:TOPO, molemmat vedessa. Mitattin molemmista levyistd Nano Eu norm

Victor?:lla.

6.9 QRET

Lopuksi testattin QRET-menetelma vertailuksi menetelman toimivuudesta. Kai-
voon pipetoitiin neljdné rinnakkaisena 100 pl 0; 10 uM biotiini 5 mM HEPES +
150 mM NaCl —puskurissa, pH =7, 10 pl 0,1; 1 pM streptavidiini vedessa. Inku-
boitiin 10 minuuttia huoneenlammaossa. Seuraavaksi pipetoitin 10 pul 100 nM
biotiini-Eu 7 tai 9 vedessa ja 10 pl 50 uM orgaanista sammuttajamolekyylia rho-
damiini 800 vedessa. Kaytetty biotiini-Eu oli sama kuin biotiiniligandin valmis-
tuksessa kaytetty, Eu*"-ionia ei kuitenkaan ole tassa irrotettu. Mitattiin Nano Eu

norm Victor?:lla.
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7/ TULOKSET

Seuraavissa kappaleissa on esitetty testien tulokset ja pohdintaa niiden pohjal-
ta. Osa tuloksista on esitetty suhteellisina signaaleina. Suhteellinen signaali
saatiin jakamalla naytteen signaali nollanaytteen signaalilla. Nollanaytteena oli
yleensa pelkka kaytettava puskuri. Nollandytteen suhde oli siis aina yksi. Loput

tulokset on esitetty varsinaisina signaaleina taulukoissa.

7.1 Laimennosliuoksen valinta

Toimiakseen menetelmé vaatii suolapitoisen liuoksen. Tassa testissa testattiin
NaCl-liuosta seka Na,HPO,4-puskuria. Samalla testattin myds kolme eri pitoi-
suutta Eu®*-kelaattia. Kuvioissa 8-13 on esitetty liuosten suhteelliset signaalit eri

Eu®"-kelaatin pitoisuuksilla seka streptavidiinipitoisuuksilla.
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Kuvio 8. Laimennosliuosten vertailu Eu®*-pitoisuudella 0,3 pM.

Kuviossa 8 on esitetty liuosten suhteelliset signaalit streptavidiinipitoisuuden

ollessa 0 ja Eu®**-pitoisuudella 0,3 uM.
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Kuvio 9. Laimennosliuosten vertailu SA-pitoisuudella 10 nM, Eu**-pitoisuudella
0,3 uM.

Kuviossa 9 ndhdaan, ettd lisattdessa joukkoon streptavidiinia fosfaattipuskurin
signaali muuttuu melko tasaiseksi. Tasta voidaan jo paatella, ettd naista liuok-

sista NaCl on parempi, koska signaali muuttuu EDTA:n pitoisuuden kasvaessa,

kuten oletettiinkin.
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Kuvio 10. Laimennosliuosten vertailu Eu**-pitoisuudella 1 pM.
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Kuvioista 8 ja 10 nahdaan, etta NaCl vaikuttaa molemmissa lahes samalla ta-

valla, eli signaali laskee EDTA:n pitoisuuden kasvaessa. Fosfaattipuskurilla sig-

naali myos laskee, muttei ihan yhta nopeasti.
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Kuvio 11. Laimennosliuosten vertailu SA-pitoisuudella 10 nM, Eu**-pitoisuudella

1 uM.

Kuviossa 11 fosfaattipuskurin signaali tasoittuu hieman, samoin kuin kuviossa

9. Tasta voidaan paatella, etta NaCl on parempi laimennosliuos seuraaviin tes-

teihin, silla streptavidiinin lisays ei vaikuta merkittavasti signaaliin.
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Kuvio 12. Laimennosliuosten vertailu Eu®**-pitoisuudella 3 pM.
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Eu**-pitoisuuden noustessa 3 pM signaalit ovat lahella nollanaytettd, miké ei ole
toivottavaa. Nain ollen 3 pM on liian korkea pitoisuus.
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Kuvio 13. Laimennosliuosten vertailu SA-pitoisuudella 10 nM, Eu**-pitoisuudella
3 UM.

Kuviosta 13 ndhdéaan, ettd myds streptavidiinia lisattdessa signaalit pysyvat nol-
landytteen tuntumassa Eu**-pitoisuuden ollessa 3 puM. Seuraavista testeista
jatetdan siis 3 UM pitoisuus pois, koska se on lilan korkea pitoisuus. Signaalin
halutaan laskevan EDTA-pitoisuuden noustessa alle 0,4. Eu®**-pitoisuudella 3
UM signaalit pysyttelevat lahella tasoa 1,0, jolloin ne eivat erotu taustasignaalis-

ta.

7.2 Eu**-kelaatin lisdysmenetelman testaus

Eu®"-kelaatin lisdysmenetelmatestissa testattin seitsemaa eri liuosta, liuokset
on lueteltu taulukossa 1. Testin tulokset on esitelty kuviossa 14. Kaikki liuokset
piirrettiin samaan kuvaajaan. Edellisen testin perusteella pitoisuuksiksi valittiin
0,3 UM ja 1 pM. Liuoksissa, joissa Eu** ja B-NTA:TOPO lisattiin erikseen, B-
NTA:TOPO:n pitoisuudet maariteltiin lisaamalla 1-, 10- ja 100-kertainen maara
verrattuna Eu**-ionin pitoisuuteen. Liuosten erikseen lisaamista paatettiin ko-

keilla, jotta nahdaan tuottaako tdma eroa verrattuna kaikkien lisddmiseen kerral-
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la. Ideana oli, ettd B-NTA:TOPO saattaa kelatoida Eu**:n jo ennen niiden lisa4-
mista varsinaiseen naytteeseen. Kun ne lisataan erikseen, Eu®* ehtii sitoutua

mahdolliseen modifioituun molekyyliin.
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Kuvio 14. Eu®**-kelaattiliuosten suhteelliset signaalit.

Kuvion 14 osoittamien tulosten perusteella saatiin ero sille, lisataanké Eu** ja B-
NTA:TOPO yhdessa vai erikseen. Yhdessa lisattdessd EDTA ei pysty irrotta-
maan Eu*"-ionia B-NTA- ja TOPO-ligandeista. Kun EDTA sekoitetaan ensin
Eu®*'-liuoksen kanssa, B-NTA ja TOPO eivét pysty en&a sitoutumaan Eu**-ioniin
tai irrottamaan sitd B-NTA- ja TOPO-ligandeista. Liuoksissa 1, 2 ja 3 signaalit
nousevat korkealle ja naissa nimenomaan lisataan kaikki yhdessa Eu®':p-
NTA:TOPO-liuoksena. Liuoksessa 4 signaali on jokaisella EDTA:n pitoisuudella
lian matala, joten sita ei kannata kayttdd, signaalit eivat eroa kunnolla taus-

tasignaalista. Jatkotestiin otetaan siis liuokset 5, 6 ja 7.
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Kuvio 15. Eu**-liuosten jatkotesti.

Jatkotestiin lisattiin testattavia EDTA:n pitoisuuksia, jotta saadaan useampi mit-
tauspiste. Liuoksessa 6 signaali laskee kaikkein lineaarisimmin ja oikeat signaa-
lit ovat sopivaa suuruusluokkaa. Liuoksen 5 oikeat signaalit ovat liian pienia,
jolloin ne hukkuvat taustasignaaliin. Myos liuoksen 7 viimeisten pitoisuuksien
kohdalla oikeat signaalit ovat liian matalia, eli signaali laskee liian nopeasti.
Naiden tulosten perusteella jatkotesteissa Eu®'-kelaatti lisataan kahtena liuok-
sena, 1 pM Eu®" ja 300 uM B-NTA:TOPO.

7.3 Muiden yhdisteiden testaus

Seuraavassa kappaleessa esitellaan muiden yhdisteiden testien tulokset. ED-
TA:n, DTPA:n, sitruunahapon ja biotiinin testit tehtiin niin, ettd puskuriin lisattiin
myo6s 0,005 mM NaOH:ia ja selvitettiin, onko silla jotain vaikutusta. Epomiinit ja

aminobiotiini testattiin pelkastaan puskurilla, ilman NaOH:ia.
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Kuvio 16. EDTA:n suhteelliset signaalit.

Kuviossa 16 on esitetty EDTA:n tulokset. Signaali laskee hyvin EDTA:n pitoi-
suuden kasvaessa, vaikka se aluksi nouseekin. Signaali on lahella nollaa vii-
meisilla pitoisuuksilla, mutta varsinaisista signaaleista nahdaan, etteivat signaa-

lit kuitenkaan ole liian pienia.
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Kuvio 17. DTPA:n suhteelliset signaalit.

Kuviossa 17 on esitetty DTPA:n tulokset. Signaalit laskevat hyvin molemmissa

tapauksissa, loppupitoisuuksilla ollaan lahella nollaa. Varsinaisista signaaleista
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nahdaan, etteivat signaalit kuitenkaan ole lilan pienid. NaOH:n lisays ei juuri-
kaan muuta tulosta, joten tasta voidaan paatelld, etta todella on kyse koordinaa-
tiosidosten muodostumisesta, eikd pH:n laskusta. Suurilla pitoisuuksilla tosin voi
olla kyse seka koordinaatiosidosten muodostumisesta etta pH:n laskusta.
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Kuvio 18. Sitruunahapon suhteelliset signaalit.

Kuviossa 18 on esitetty sitruunahapon testin tulokset. Kuviosta nahdaan, etta
signaalit heiluvat ylos ja alas eika signaalin laskua tapahdu. NaOH:lla ei ole juu-

ri mitd&an vaikutusta. Sitruunahappo ei siis toimi tdssd menetelmassa.
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Kuvio 19. Biotiinin suhteelliset signaalit.
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Kuviossa 19 on esitetty biotiinin tulokset. Biotiinia ei oltu modifioitu mitenkaan
tassa testissa, ja signaalien pitaisikin olla melko korkeita. NaOH:lla ei ole mer-
kittavaa vaikutusta. Varsinaisissa signaaleissa keskihajonta oli myos voimakas-
ta, tasta tulisi pyrkia pienempaéan. Biotiini sisaltdd yhden karboksyyliryhman ja
nain ollen ei pysty hairitsemaan Eu®*-kelaattia. Tdméan perusteella leimaama-

tonta menetelmaa varten biotiinia taytyy modifioida.
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Kuvio 20. Aminobiotiinin suhteelliset signaalit.

Kuviossa 20 esitetyssa aminobiotiinin tuloksissa ndhdéaén, etta signaali ei laske
alle 0,4 ja nousee korkeammaksi pitoisuuden kasvaessa, joten aminobiotiini

tallaisenaan ei sovi menetelmaan.
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Kuvio 21. Epomiinien suhteelliset signaalit.

Kuviossa 21 on esitetty epomiinien suhteelliset signaalit. Niilla signaalit eivat
kovasti muutu ja kasvavat loppua kohden. Nain ollen epomiinitkaan eivat ole

menetelmaan soveltuvia molekyyleja.

Testien perusteella ndhdaan, ettd EDTA ja DTPA saavat signaalin laskemaan
toivotulla tavalla, eli taustasignaaliin verrattuna nahdaan selkea lasku signaa-
leissa, muiden yhdisteiden kohdalla ei kuitenkaan tapahdu samanlaista laskua.
Taman perusteella kuitenkin tiedetaan, ettd menetelman toimimiseksi molekyy-

lissa tulee olla vahintaan nelja karboksyyliryhmaa, kuten EDTA:ssa.

7.4 Biotiini-NTA

Tassa testissa testattiin kaupallista biotiini-NTA-liuosta. Testissa kontrollina kay-
tettiin DTPA:ta. EDTA ja DTPA pystyvét sitomaan Eu**-ionin niin, ettd B-NTA ja
TOPO eivat enaa voi sitoutua siihen. Biotiini-NTA ei kuitenkaan tulosten perus-
teella tahan pysty ja vie siten edellytykset myds leimaamattoman immunomaari-

tyksen toiminnalta.
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Kuvio 22. Biotiini-NTA:n suhteelliset signaalit.

Kuviosta 22 nahdaan, ettd biotiini-NTA ei laske samalla tavalla signaalia kuin
DTPA. Streptavidiinin pitoisuuden kasvaessa signaali laskee hieman, muttei
kuitenkaan tarpeeksi. Kun streptavidiinia ei ole ollenkaan, signaali nousee yli
taustasignaalin tason. Streptavidiinin pitoisuuden kasvaessa signaali lahtee las-
kemaan, mutta selvaa eroa ei saada signaali-taustasuhteessa. Taman perus-
teella biotiini-NTA ei toimi toivotulla tavalla menetelmassa, eli signaalit eivat las-

ke niin paljon, etta ne erottuisivat taustasignaalista.

Kirjallisuuden perusteella NTA:ssa on vain yksi aminoryhmd, jossa on vapaita
elektronipareja ja vain kolme karboksyyliryhmé&a, eli vaikka biotiini-NTA:ssa ty-
pen maaraa on lisatty, ei koordinaatiosidoksia muodostavia yksikoita ole silti-
k&an riittavasti. NTA sitoutuu osittain Eu**-ioniin, mutta koordinaatiosidoksia
muodostuu kuitenkin véhemman kuin esimerkiksi EDTA:aan verrattuna, joten
kilpailu ympardivan veden tai B-NTA- ja TOPO-ligandien kanssa lienee heikom-
paa. (17)
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7.5 Biotiini-DTPA

7.5.1 Puhdistettujen fraktioiden testaus

Puhdistettujen fraktioiden biotiinipitoisuustestin tulokset on esitetty varsinaisina
signaaleina, koska jokaista fraktiota testattiin vain yhden laimennoksen suhteen.
Na&in tuloksia on helpompi tarkastella. Testin tarkoituksena oli testata, 16ytyyko
jostain fraktiosta biotiinia. Yhdessa DTPA:n pitoisuuden testaamisen kanssa
saadaan selville, siséltdako jokin fraktio mahdollisen biotiini-DTPA:n ja tata frak-

tiota kaytettaisiin siis jatkotutkimuksiin.

Taulukko 4. Fraktioiden biotiinipitoisuuden testaus.

TRF Eu
c(biotiini) Ccv Ccv
(nM) keskiarvo | % keskiarvo | %
0 737 (23,2 268602 | 14,9
10 131 2,8 591289| 1,9
100 105| 2,5 627701 1,4
1000 110| 3,7 648037 | 0,7
Fraktio
1 230(14,1 481332| 1,6
Fraktio
2 106(12,5 648638| 2,6
Fraktio
3 634| 4,2 412188| 8,9
Fraktio
4 926 | 5,0 426505| 9,8

Taulukossa 4 nahdaan, etta fraktioissa 1 ja 2 on biotiinia, silla naissa fraktioissa
TRF-signaali on laskenut. Esimerkiksi fraktiossa 1 signaalien keskiarvo on 230
kun fraktiossa 3 se on 634. Pelkan puskurin aiheuttama signaalin keskiarvo on
737, eli fraktio 3 ei erotu tastd taustasignaalista. Biotiinipitoisuuden kasvaessa
signaalit laskevat, jo 10 nM biotiinipitoisuudella signaalien keskiarvo on 131.

Kaikki fraktiot kuitenkin testattiin myds DTPA:n osalta.
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DTPA-testin tulokset on esitetty taas suhteellisina signaaleina, silla testissa kay-

tettiin useampaa laimennosta jokaisesta fraktiosta. Testissa ei testattu erikseen

DTPA:ta, vaan tuloksia voidaan verrata aiempiin DTPA:n laimennoskayriin.

suht. sign.
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Kuvio 22. Fraktioiden DTPA-pitoisuuden testaus.

Kuviosta 22 nahdaan fraktioiden signaalit DTPA:n suhteen. Fraktioita laimen-
nettiin 1:10 000; 1:1000 ja 1:100, kuviossa laimennokset on esitetty prosent-
tiosina. Kuviosta ndhdaan, ettd fraktion 1 signaalit ovat kaikkein alhaisimpia,
my0s fraktion varsinaiset signaalit ovat alhaisimpia, kymmenentuhannen luok-
kaa. Muiden fraktioiden oikeat signaalit ovat luokkaa miljoona. Nain ollen voi-
daan paatelld, ettd fraktiossa 1 on DTPA:ta, muissa fraktioissa ei niinkaan. Ta-

man perusteella otetaan fraktio 1 jatkotesteihin.

7.5.2 Fraktion 1 jatkotestit

Tassa testissa testattiin streptavidiinin pitoisuuden vaikutusta signaaliin. Fraktio-
ta laimennettiin 1:100 000; 1:10 000 ja 1:1000. Tulokset on esitetty streptavidii-
nin pitoisuuden funktiona jokaisen laimennoksen osalta erikseen. Testin tarkoi-

tuksena oli selvittaa sopivaa streptavidiinipitoisuutta.
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Kuvio 23. Fraktion 1 suhteelliset signaalit SA-pitoisuuden funktiona.

Kuviossa 23 nékyy, etta laimennoksessa 1:10 000 signaali nousee reilusti, tama
saattaa johtua pipetointivirheesta tai muusta virheesta. llman biotiini-DTPA:ta
signaali laskee tasaisesti, my6s kaksi muuta laimennosta nayttavat laskevan
signaalia tasaisesti. Varsinaisten signaalien perusteella laimennoksen 1:1000
signaalit ovat sopivaa suuruusluokkaa, kymmenidtuhansia ja signaali laskee
tasaisesti streptavidiinin pitoisuuden noustessa. Jatkotestissa kaytetaan siis
laimennosta 1:1000. Menetelman periaatteen mukaan streptavidiinin pitaisi
nostaa signaalia, eli kuvion kayrat pitaisi nousta. Taman perusteella tassa
vaiheessa testeja voidaan jo todeta, ettd ehkd menetelma ei toimikaan kuten
kuviteltiin. Kuitenkin, epaspesifisen luonteen takia streptavidiinin lisdys voi
aiheuttaa jonkin lisaefektin systeemiin ja menetelma kannattaa testata viela niin,

ettd analyyttina toimiva biotiini on lasna.

Seuraavassa testissd mukaan otettiin myos biotiini, ndin kaikki menetelmassa
tarvittavat komponentit ovat lasné. Testattiin eri pitoisuuksia streptavidiinia
tdssakin testissd, samoin biotiinia. Biotiini-DTPA laimennettiin edellisen testin
perusteella 1:1000, mukaan otettiin kuitenkin myés vield laimennos 1:100, jota

edellisessa testissa ei ollut.
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Kuvio 24. Biotiini-DTPA-laimennos 1:1000.

Kuviossa 24 nadhdéaan, ettd signaalit heittelevat kovasti. Signaalin laskua ei juuri
tapahdu alun laskun jalkeen. 3000 nM streptavidiinipitoisuuden tuloksiin ei voi
luottaa viimeisten osalta, koska niisséd signaalit olivat alle 200, eli aivan liian
pienia. Biotiinipitoisuudessa 1000 nM saatiin vain yksi mittaustulos, sekdan ei
ole luotettava. Kuviosta ndhdaan, etta streptavidiinin pitoisuuden kasvaessa ei
kayrissa tapahdu muutoksia, kayrat kulkevat samoin kuin ilman streptavidiinia.

1,40

1,20 /r
0,80

g
[=11]
& = /
£ 0,60 \I-/ A" ~—3000 nM SA
a z
30000 nM SA

0,40

0,20

0,00

0,1 1 10 100 1000 10000

c(biotiini) (nM)

Kuvio 25. Biotiini-DTPA-laimennos 1:100.
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Kuviossa 25 on jouduttu jattamé&an pois mittaustulokset 0 nM streptavidiinipitoi-
suudella, koska nollandytteen signaalit jaivat alle 200, eivatka ole luotettavia.
Kahden muun pitoisuuden kohdallakaan ei signaali laske, vaan nousee loppua

kohden. Signaalit ovat muutenkin korkealla, lahella nollanaytetta.

Taulukko 5: Fraktion SA-testi.

biotiini- c(SA) c(biotiini) Ccv suht.
DTPA (nM) (M) keskiarvo| % sign.
0 0 0 200477 | 13,1 1,00
10 250580 | 14,5 1,25

100 0 339202 | 155 1,00

10 271800 | 21,7 0,80

300 0 348159 | 23,3 1,00

10 357522 | 20,8 1,03

1000 0 375664 | 16,8 1,00

10 393349 | 15,0 1,05

3000 0 491635 | 47,8 1,00

10 525940 | 29,6 1,07

1:3000 0 0 216978 | 13,2 1,00
10 217588 | 10,0 1,00

100 0 355107 | 11,0 1,00

10 330044 | 51 0,93

300 0 433784 | 11,1 1,00

10 336216 | 10,6 0,78

1:1000 0 0 141035 | 22,8 1,00
10 146154 | 17,6 1,04

300 0 127974 | 10,1 1,00

10 140923 | 6,7 1,10

1000 0 193134 | 29,3 1,00

10 148019 | 7,7 0,77

1:300 0 0 173906 | 9,1 1,00
10 167675 | 1,6 0,96

1000 0 204294 | 18,8 1,00

10 194174 | 4,6 0,95

3000 0 355122 | 6,1 1,00

10 273004 | 6,0 0,77

Taulukon 5 tulosten perusteella ei signaaleissa havaita laskua, signaalit heitte-
levat ylos ja alas. Yleissilmayksella on nahtavissa, etta kaikki signaalit ovat sa-

maa suuruusluokkaa. Naiden testien perusteella todettiin, ettd biotiini-DTPA ei
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todennakoisesti ole puhdistunut kunnolla. Ensimmaisessa puhdistuksessa ke-
rattiin alussa kolme fraktiota, mutta piikit olivat hyvin lahekkain, joten fraktiossa
1 saattoi olla seka DTPA:ta etta biotiini-DTPA:ta sekaisin. Voi myos olla, etta
DTPA ja aminobiotiini eivat ole reagoineet keskenaan kunnolla. Tehtiin uusi

puhdistus eri parametreilla.

7.5.3 Toisen puhdistuksen testaukset

Toisessa puhdistuksessa kerattiin 13 fraktiota. Naista tutkittiin ensin biotiinipitoi-
suus kuten edellisessakin puhdistuksessa. Tulokset on my6s tassa testissa esi-

tetty varsinaisina signaaleina, koska jokaista fraktiota laimennettiin vain kerran.

Taulukko 6: Fraktioiden biotiinipitoisuuden testaus

Nano Eu
TRF norm
biotiini Ccv Ccv
(nM) keskiarvo | % keskiarvo | %

0 447 9,2 394754 | 1,3
10 112 | 15,7 599050| 2,0
fraktio 1 459| 9,9 387219| 1,3
fraktio 2 441 2,7 386611| 2,1
fraktio 3 476| 5,9 386674| 3,3
fraktio 4 410| 26,9 398298 | 10,5
fraktio 5 484 7,3 340780| 2,9
fraktio 6 197| 32,4 463860| 8,5
fraktio 7 470, 9,0 351307| 9,3
fraktio 8 100| 67,1 722952 | 0,0
fraktio 9 504| 9,3 471198| 2,6
fraktio 10 186 1,6 552882| 5,1
fraktio 11 239| 9,6 564548| 8,9
fraktio 12 320 7,1 537128| 3,8
fraktio 13 108 | 18,5 707307 2,5

Taulukon 6 alussa nékyy biotiinin pitoisuuden aiheuttama signaalin lasku. Ta&-
man perusteella nahdaan, etta fraktioissa 6, 8 ja 10-13 on biotiinia, silla niiden
signaalit ovat pienempid kuin nollanaytteen signaali, joka on 447. Fraktioissa 6,

8 ja 10-13 signaalit ovat alle 200. My6s fluoresenssin mittaustulos antaa saman
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vastauksen, silla muiden fraktioiden fluoresenssit ovat matalampia samoin kuin

nollanaytteen.

DTPA:n testauksessa fraktioita laimennettiin 1:350. Koska laimennoksia oli vain
yksi, esitetdan tulokset tasséa oikeina signaaleina. Testiin ei laitettu talla kertaa
kontrollinaytettd, eli DTPA:ta, mutta tuloksia voidaan verrata aiempiin DTPA:n

tuloksiin.

Taulukko 7: Fraktioiden DTPA-pitoisuuden testaus.

Fraktio |keskiarvo |CV %
1 93949 22,1
2 56581 19,7
3 78001 5,7
4 69899 2,3
5 67058 7,1
6 65385 9,5
7 61152 12,1
8 70864 8,3
9 73535 14,8
10 7266095 11,8
11 6208947 5,4
12 6872875 2,7
13 6609689 23,8

Taulukosta 7 nahdaan, etta fraktioissa 1-9 signaali on laskenut, niissa signaali
on luokkaa kymmeniatuhansia, kun fraktioissa 10-13 signaalit ovat luokkaa sa-
tojatuhansia. Edellisten testien perusteella tiedetaan, etta DTPA laskee signaa-
lia. Nain ollen voidaan paatella, etta fraktioissa 1-9 on DTPA:ta. Edellisessa tes-
tissa selvisi, etta fraktioissa 6, 8 ja 10—13 on biotiinia. Koska fraktioissa 6 ja 8 on

seka biotiinia etta DTPA:ta, otetaan nadma fraktiot jatkotesteihin.

7.5.4 Fraktioiden 6 ja 8 testaukset

Seuraavassa testissa maaritettiin fraktioiden biotiinipitoisuutta. Tuloksissa on
ensin esitetty biotiinin laimennoskayra ja toisessa kuviossa fraktioiden laimen-

nosten suhteelliset signaalit.
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Kuvio 26. Biotiinin laimennoskayra TRF:lla mitattuna.
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Kuviossa 26 on esitetty biotiinin laimennoskayra. Biotiini laimennettiin pitoisuuk-
siin 0; 0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3 ja 10 nM.
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Kuvio 27. Fraktioiden 6 ja 8 biotiinimaaritys aikaerotteisena fluoresenssina.

Kuviossa 27 on esitetty fraktioiden laimennosten aiheuttamat suhteelliset sig-
naalit. Molempia fraktioita laimennettiin 1:100 000; 1:30 000; 1:10 000; 1:3000;
1:1000; 1:300 ja 1:100.
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Mittaustulosten perusteella jatkotestiin otettiin fraktio 8, koska siind nakyy sig-
naalin muutosta. Fraktion 6 signaalit eivat juuri muutu, joten fraktio 6 ei toden-
nakoisesti sisalla biotiini-DTPA:ta ja fraktio jatettiin lisatesteista pois.

Seuraavassa testissa testattiin fraktion 8 DTPA-pitoisuutta. Ensimmaisessa ku-
viossa on DTPA:n laimennoskayra pitoisuuksilla 3; 10; 30; 100 ja 300 nM.

1,60
1,40

1o /—"\

1,00 / \

0,80 \

0,60 \
0,40 \
0,20 \

0,00

suht. sign.

-0,20
c(DTPA) (nM)

Kuvio 30. DTPA:n laimennoskayra.
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Kuvio 31. Fraktion 8 DTPA-pitoisuuden maaritys.
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Kuviossa 31 on esitetty fraktion 8 suhteelliset signaalit. Kuvioita 30 ja 31 ver-
taamalla nahdaan, etta fraktion 8 signaalit laskevat nopeasti ja pysyvat taman
jalkeen melko tasaisina. DTPA:n pitoisuuden kasvaessa kuviosta 30 nahdaan,
etteivat signaalit laske aivan yhta nopeasti. Tulosten perusteella voidaan paatel-
|&, ettei biotiini-DTPA toimi odotetulla tavalla. Puhdistuksessa piikit tulevat niin
paallekkain, ettd niitd on hankala kerata erikseen. Parametreja muuttamalla py-
rittiin erottamaan piikkeja toisistaan. Tata yritettiin vaihtamalla TEAA TFA:Ksi,
jolloin DTPA jaisi paremmin kiinni pylvaaseen ja biotiini-DTPA saataisiin erilladn
ulos. DTPA on TEAA:ssa negatiivisesti varautunut ja TFA:ssa se taas on neut-

raali.

7.6 Eu*-kelaatin lisatestit lisdyksen optimoinniksi

Eu®"-kelaatin lisatesteissa testattiin erilaisia suhteita ja eri ligandeja, tarkoituk-
sena oli pienentéda keskihajontaa seké tarkentaa lisattavia pitoisuuksia. Tulokset

on esitetty todellisina signaaleina seuraavissa taulukoissa.
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Taulukko 8: Eu®*-kelaatin lisatestit

Biotiini- c(SA) c(biotiini) CVv

ligandi (nM) (UM) keskiarvo| %

0,3 UM 0 0 0 208 5,6
Eu* TTATOPO 10 271 | 373
1:27:27 100 0 223 19,0
10 215 | 27,7

1:500 0 0 230 | 221

10 180 9,3

100 0 212 | 252

10 209 19,3

2 UM Eu*":NTA 0 0 0 53316 | 33,3
1:9 10 60137 | 80,4
100 0 147169 | 49,1

10 56588 | 14,4

1:500 0 0 46607 | 41,5

10 28464 | 411

100 0 77803 | 435

10 26798 | 51,0

2 uM 0 0 0 280336 | 32,7
Eu®:NTA:TBPO 10 442060 | 26,8
1:9:9 100 0 4891025 | 7,4

10 2973055 | 10,5

1:500 0 0 458443 | 53,0

10 367941 | 10,4

100 0 4024680 | 17,5

10 2957816 | 1,6

0,3 UM 0 0 0 3288834 | 7.4
Eu*:NTA:TOPO 10 3537170 | 15,6
1:27:27 100 0 3824627 | 35,2
10 3847597 | 11.4

1:500 0 0 662888 | 42,7

10 805453 | 26.3

100 0 738120 | 28,6

10 701446 | 23,0

70 mM HCI 0 0 0 2746250 | 39,2
+0,3 UM 10 2009485 | 23,2
Eu®":NTA:TOPO 100 0 2037891 | 20,1
1:27:27 10 2304023 | 2,9
1:500 0 0 1256982 | 21,0

10 1174472 | 28,7

100 0 1348252 | 18,6

10 1524153 | 9,6

Taulukossa 8 on esitetty tulokset kaikkien liuosten osalta. Liuoksessa
Eu*":TTA:TOPO 1:27:27 signaalit ovat kaikki liian matalia, luokkaa 200, ne eivat
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erotu taustasignaalista, joka on tdssé testissa 208, joten tdma yhdistelma ei ole
hyva.

Eu®":B-NTA 1:9 —liuoksessa biotiiniligandin lisiys ei laske signaalia juuri ollen-
kaan, joten tama liuos ei sovellu. Eroja ei saada télla kunnolla esille, koska
my0s tassa testissa signaalit sekoittuvat taustaan. Signaalit ovat luokkaa kym-

meniatuhansia, nollasignaali on arvoltaan 53 316.

Liuoksessa Eu**:B-NTA:TBPO 1:9:9 signaalit eivat laske biotiiniligandia lisatta-
essé ja lisdksi streptavidiinia lisattdessa signaalit nousevat. Tamakaan liuos ei
siis sovi kayttoon. Signaalit hukkuvat edelleen taustaan, tassa testissa signaalit
ovat luokkaa satojatuhansia. Streptavidiini nostaa signaalit miljoonaan, mutta
biotiinipitoisuudella 10 uM signaalit laskevat, vaikka menetelmén periaatteen

mukaan niiden oletetaan nousevan.

Liuoksen Eu**:B-NTA:TOPO 1:27:27 tuloksista nakyy, etta signaalit laskevat
paremmin ilman HCI:44. Signaalit myods laskevat selkeésti biotiiniligandia lisat-

tdessa. Tama liuos sopii siis kaytettavaksi jatkossa.

7.7 Biotiiniligandi

Ensimmaisessa testissa selvitettiin laskeeko puhdistettu biotiiniligandi signaalia
ja milla pitoisuudella signaali laskee.
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Kuvio 32. Fraktion signaalinlasku.
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Kuviossa 32 nakyy fraktion aiheuttamat signaalit. Edellisiin DTPA:n maarityksiin
vertaamalla fraktion ligandi-pitoisuudeksi voidaan arvioida luokkaa 100 nM.

Seuraavassa testissa kokeiltiin erilaisten streptavidiinipitoisuuksien vaikutusta
signaaleihin. Biotiiniligandi laimennettiin 0; 1:1000 ja 1:100. Koska laimennoksia

oli vain kaksi, tulokset tasta testista esitetdan varsinaisina signaaleina.

Taulukko 9: SA-pitoisuuden testaus.

c(SA) c(biotiini - CV |Suht.
(nM) ligandi) c(biotiini) (uM) | keskiarvo |% sign.

0 0 0| 3297470 22,2 1,00

10| 3910343| 38,0 1,19

1:1000 0| 1361832| 83,9 1,00

10| 5393877| 28,4 3,96

1:100 0 805096 | 58,1 1,00

10 699079 | 87,2 0,87

30 0 0| 2838311| 45,7 1,00

10| 3098887 | 14,9 1,09

1:1000 0| 1886913 60,2 1,00

10| 5808514 | 49,6 3,08

1:100 0 856201 | 80,6 1,00

10| 1784195]| 50,9 2,08

300 0 0| 4223116| 39,4 1,00

10| 4499020| 45,2 1,07

1:1000 0| 1843049| 61,7 1,00

10| 3852763| 59,8 2,09

1:100 0 654896 | 39,0 1,00

10| 1679285| 72,3 2,56

3000 0 0| 1803352 60,8 1,00

10| 1969419| 49,9 1,09

1:1000 0| 1624668| 20,1 1,00

10| 1535363| 42,3 0,95

1:100 0 516442 | 14,6 1,00

10 770760| 51,5 1,49

Taulukossa 9 ndhdaan, etté signaalit eivat juuri muutu. Suhteelliset signaalit on
my0s laskettu ja tédsséa verrataan biotiinilisdyksen vaikutusta. Biotiinipitoisuuden

noustessa signaalien pitaisi laskea. Tuloksista nahdaan, etta signaalit heittele-
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vat eri laimennoksien valilla. Myds keskihajonnat ovat suuria tassakin testissa.
Keskihajontaa tulisi saada pienemmaksi, jotta tulokset olisivat luotettavia.
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Kuvio 33. Biotiinin laimennoskayra.

Kuviossa 33 nahdaan biotiinin laimennoskayra laimennoksilla 0; 0,1; 0,3; 1; 3 ja
10.

1,20

1,00 /\
o\

A
\ [\
\ /o
0,00 v k‘—’—’

0,0000001 0,000001 0,00001 0,0001 0,001 0,01

Laimennos (%)

2

suht. sign.

Kuvio 34. Biotiiniligandin biotiinipitoisuuden maaritys.
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Koska kuviossa 34 ndhdaan kayrassa piikki, on biotiinipitoisuutta hankala méa-
rittaad tasta. Testissa mitattiin energiansiirtoa, jossa mitattiin biotiinin pitoisuutta
biotiiniligandissa. Biotiiniligandissa ei ole muuta kuin biotiini kiinni ligandissa,
nain ollen biotiiniligandin pitoisuus on yhta kuin biotiinin pitoisuus. Karkeasti ar-

vioiden biotiinin pitoisuus on luokkaa 10 pM.

7.7.1 TFA:n haihdutus

Taulukko 10. TFA:n vaikutuksen testaus Eu®":B-NTA:TOPO 1:3:3 -liuoksella.

CcVv

Keskiarvo %
0 Biotiiniligandi | 2415278 | 22,8
1:100 436 34,9
1:10 192150 | 28,4

100

nM DTPA 1957670 | 47,3
1uM 1609418 | 10,6
1:100 | 0,1% TFA 4229 |109,5
1:10 930610 | 15,5

Taulukossa 10 on esitetty tulokset TFA:n vaikutuksen testaukseen. TFA on
happo, eli se laskee pH:ta ja siitd syysta voi destabiloida Eu**:3-NTA:TOPO:a,
jolloin signaali laskee. Tuloksista nahdaan, etta ndin myods tapahtuu ja signaali
laskee melkein yhta paljon biotiiniligandilla, jonka liuoksessa on myos TFA:ta.
Biotiiniligandiliuoksessa oleva TFA saattaa siis laskea signaalia niin paljon, etta
itse biotiiniligandin aiheuttaman signaalin laskun havaitseminen voi olla vaikeaa.
HEPES-puskurissa pH on saadetty lahelle neutraalia, 7,8, jolloin TFA ei hairit-
sekaan niin paljon, tata testattiin seuraavassa testissa. Biotiinilignadi kuitenkin

sitoo Eu®*-ionia.



Taulukko 11. TFA:n testaus HEPES-puskurilla.
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Ccv
Keskiarvo %

0 2019262 | 44,7
1:100 | Biotiiniligandi 22555| 96,6
1:10 171| 23,6
1:100|0,1 % TFA 340006 | 33,0
1:10 39931 | 86,3
1uM |DTPA 3098301 | 14,2
10
UM 3414197 3,0

Taulukosta 11 nahdaan, etta tassakin testissa biotiiniligandin aiheuttama sig-

naali on huomattavasti pienempi kuin TFA:n. TFA haihdutetaan pois fraktiosta,

jotta voidaan olla varmoja, etta sen vaikutus voidaan sulkea pois.

Seuraavassa testissa verrattiin haihdutettua biotiiniligandia ja TFA:ta haihdut-

tamattomaan biotiiniligandiin ja TFA:han ja tutkittiin vaikuttaako haihdutus tulok-

siin.

Taulukko 12. Haihdutuksen vaikutuksen tulokset 5 mM NaCl:ssa.

CVv
Keskiarvo | %

0|DTPA 297709 | 47,0
100
uM 1560 45,3
1:220 |Haihdutettu 20363| 9,2
1:22 | bictiiniligandi 3059| 34,5
1:220 |Haihdutettu 127024 | 88,1
1:22 | TFA 118688 | 28,6
1:100 | bioctiiniligandi 8903| 31,1
1:10 749| 27,3
1:100 |TFA 60946 | 134
1:10 6105| 74,8

Taulukosta 12 nahdaan, ettd haihdutetun biotiiniligandin aiheuttamat signaalit

ovat korkeammat kuin haihduttamattoman. Samoin kayttaytyy TFA. Haihdute-

tussa biotiiniligandissa ei ole endé TFA hairitsemassa signaalia.



Taulukko 13: Biotiiniligandin testaus eri SA-pitoisuuksilla.

c(SA) Biotiini - CV | Suht.
(nM) ligandi c(biotiini) (uM) | Keskiarvo | % sign.

0 0 0| 1279584 | 62,7 1,00

10 898639 | 45,5 1,42

1:100 0 19780| 23,9 1,00

10 28514 | 73,8 0,69

1:45 0 6014 | 61,8 1,00

10 7317 | 94,9 0,82

500 0 0 329311 36,2 1,00

10 386817 | 36,9 0,85

1:100 0 30003 16,3 1,00

10 42277 | 23,7 0,71

1:45 0 4018| 9,8 1,00

10 4075| 31,6 0,99
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Taulukon 13 tuloksista nahdaan signaalien pysyvan melko samoina, merkitta-

vaa laskua ei nahda missaan laimennoksessa. Taulukkoon on myds laskettu

suhteellinen signaali, jossa verrataan jokaisen laimennoksen kohdalla biotiinipi-

toisuuksia.

Biotiiniligandin testaus liuoksilla EuCl

3 + erilaisilla molekyyleilla

Liitteess& 1 olevien taulukoiden 19-23 tulosten perusteella liuoksessa 1 pM

EuCl; + 1 uM EDTA nakyy signaalin laskua. Tama testi toistettiin viela my6-

hemmin, mutta toistettaessa signaalin laskua ei enda tapahtunut. N&in ollen

ensimmaisen testin osoittama signaalin lasku johtui luultavasti suuresta hajon-

nasta.
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7.8 Detergenttien ja puskurien testaus

Taulukko 14: B-NTA:TOPO-testi.

Biotiini- | c(biotiini) cv

ligandi | (UM) Keskiarvo %

0 0 0| 1797655| 7,1

10| 1762128 13,3

1:100 0| 1113915| 42,1

10| 1304518 10,3

3000 nM 0 0| 3607783| 5,8
B-NTA:TOPO

1:1 10| 2923271| 53,5

1:100 0| 2074301 9,0

10| 1962958 11,1

300 nM 0 0| 2361042| 9,6
B-NTA:TOPO

1:1 10| 2356370 9,8

1:100 0| 1838532| 16,2

10| 1375497 | 38,8

Taulukossa 14 nakyy detergenttien testauksen tulokset. Minkaan detergentin
kohdalla ei nay selkeda signaalien laskua, joitain laskuja kuitenkin nakyi. Mitta-
usten vali oli kuitenkin niin pitka, ettd paatettiin toistaa testi lyhyemmalla mitta-

usvalilla.



Taulukko 15: Detergenttien testi.

Biotiini- | c(biotiini) Ccv

ligandi | (UM) Keskiarvo %

0,1 mM 0 0| 1103506| 20,8
Triton X-100 10| 1068791| 8,5
1:100 0] 839401| 15,1

10| 760230| 9,7

5 mM SDS 0 0| 2130402| 19,1
10| 2042871 54

1:100 0] 1920814| 4.1

10| 1532998| 2,8

1 mM CTAB 0 0| 1974663| 10,9
10| 2161436| 1,5

1:100 0| 1877223| 6,2

10| 1964561| 2,8

0,1 g/ BSA 0 0] 2494096| 29,2
10| 2122691| 1,8

1:100 0| 2218242 2,2

10| 1730632 21,3

Taulukko 16: B-NTA:TOPO:n uusintatesti.

Biotiini- | c(biotiini) Ccv

ligandi | (UM) Keskiarvo %

0 0 0 18566 | 40,8

10 49319| 31,5

1:100 0 16086 | 15,1

10 45093 | 10,6

3000 nM 0 0| 140606| 12,0
B-NTA:TOPO

1:1 10| 447866 |133,7

1:100 0| 158929| 22,7

10| 127217 24,3

300 nM 0 0| 3188906| 20,5
B-NTA:TOPO

11 10| 3503923| 8,6

1:100 0| 3296357 3,2

10| 3465829| 5,0
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Taulukossa 16 detergenttien uusintatestissd SDS:n kohdalla nahdéaan selva
signaalin lasku, muiden kohdalla ei kuitenkaan nay selkeaa eroa. Kuitenkin,
my6hemmin toistettaessa ei signaalin laskua endé tapahtunut SDS:n kohdalla-
kaan, joten todennadkoisesti ensimmaisen naennaisen signaalin laskun aiheutti
suuri hajonta. Keskihajontaa saatiin hieman pienenemaan, mutta koska signaa-

lin laskua el nay, ei tasta ole paljon hy6tya.

Taulukko 17: Detergenttien uusintatesti.

Biotiini- | c(biotiini) Ccv

ligandi | (UM) Keskiarvo %

0,1 mM 0 0 2594 | 16,1
Triton X-100 10 1040| 21,0
1:100 0 3061 | 88,3

10 2006| 4,6

5 mM SDS 0 0| 168999| 27,0
10 39885| 27,2

1:100 0| 192537 2,3

10 38453| 35,7

1 mM CTAB 0 0 773| 20,0
10 923| 30,8

1:100 0 912| 28,5

10 1218| 33,0

0,1 g/ BSA 0 0 87234 9,8
10 50836| 7,8

1:100 0 78736| 2,0

10 63488| 6,6

Taulukoissa 18 ja 19 on esitetty NaCl- ja HEPES-puskurien testien tulokset.
HEPES-puskuri pienentaa hieman keskihajontaa. Myds B-NTA:TOPO-liuoksen
valmistaminen Tritoniin nayttda pienentavan keskihajontaa. Testeissa paatettiin
siis kayttada HEPES-puskuria, koska silla saatiin keskihajonta pienemmaksi ja

nain ollen tulokset vertailukelpoisemmiksi.



Taulukko 18: 5 mM NaCl-testi.

c(SA) c(biotiini) Ccv
(LM) (LM) Keskiarvo| %
B-NTA:TOPO 0 0 0 1385065 | 14,9
in MQ PF 1 1133182 | 38,0
1:100 0 72021 | 32,2
1 201047 | 56,8
1:10 0 47342 | 55,8
1 20983 | 16,5
300 0 0 1663196 | 8,0
1 1352512 | 51,8
1:100 0 118827 | 54,2
1 235530 |110,9
1:10 0 26530 | 36,2
1 27697 | 38,3
B-NTA:TOPO 0 0 0 5000878 | 20,8
in Triton X-
100 1 4871698 | 29,1
1:100 0 1197010 | 16,2
1 1090770 | 19,4
1:10 0 300149 | 18,1
1 244619 | 20,9
300 0 0 5868259 | 10,9
1 5178490 | 3,2
1:100 0 766184 | 21,5
1 760666 | 11,3
1:10 0 171124 | 11,5
1 195801 | 40,2
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Taulukko 19: 5 mM HEPES-testi.
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c(SA) c(biotiini) Ccv
(LM) (LM) Keskiarvo | %
0 0 0| 1977310| 8,4
1| 1491347 | 59,8
1:100 0| 486944 7.4
1| 486621| 19,8
1:10 0| 143307| 39,5
1| 205901| 22,8
300 0 0| 1770340 7,0
1| 1807505| 17,5
1:100 0| 452027 8,3
1| 499230| 19,9
1:10 0| 135544| 4.4
1] 131523] 18,1

Mahdollisia syit4, miksi menetelméa ei toiminut, on esimerkiksi Eu**-ionin pieni

koko. loni saattaa olla niin pieni, ettd se I0ytaa modifioidun biotiinin, vaikka bio-

tiini on sitoutunut streptavidiiniin. Kokoa yritettiin suurentaa lisaamalla Eu®**-ioni

yhdessa B-NTA:n kanssa, mutta tastdkaan testista ei saatu toivottuja tuloksia.

Suurentamalla lisattavan Eu®'-ionin kokoa voitaisiin saada menetelma toimi-

maan.

7.9 QRET

Seuraavassa on esitetty QRET-testin tulokset esimerkkind menetelman toimi-

vuudesta, menetelma testattin molemmilla biotiini-Eu:lla, 7-hampaisella ja 9-

hampaisella.
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Taulukko 20. QRET-testin tulokset.

c(biotiini-Eu) c(SA) c(biotiini) cv
(nM) (LM) (LM) Keskiarvo | %

100 0,1 0 22525| 54
7-hampainen 10 7657 4,0
1 0 18625| 6,2
10 5124 | 12,4
100 0,1 0 65074| 5,6
9-hampainen 10 12198| 5,8
1 0 58309| 4,1
10 12842 1,4

Taulukosta 9 nahdaan, etta QRET-menetelma toimii hyvin molemmissa tapauk-
sissa, signaalit laskevat noin puolella jokaisessa kohdassa, jolloin signaali-
tausta-suhde on tarpeeksi suuri ja signaali erottuu taustasta. Signaaleja verra-

taan biotiinin pitoisuuden mukaan.
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8 JOHTOPAATOKSET

Opinnaytety0ssa pyrittiin - kehittdmaan leimaamatonta menetelmad vasta-
aineanalyyseille. Nykyisin suoritettavat vasta-ainemaaritykset sisaltavat useita
pesuvaiheita ja ne vaativat kalliita fluoresoivia leimoja. Leimaamaton menetel-
ma jattaisi pois ylimaaraiset pesuvaiheet ja yksinkertaistaisi huomattavasti vas-
ta-ainemaarityksid. Leimaamattomassa menetelmassa kaytetaan epaspesifisia
varimolekyyleja, mutta niitd ei ole mitenkaan kiinnitetty kaytettyihin maaritys-

komponentteihin.

Menetelm& pohjautuu  Biofysiikan laboratorion kehittamaan QRET-
menetelmaan. Menetelmat ovat toisiaan vastaavat ja taman vuoksi voitiin olet-
taa, ettd menetelma toimii sopivalla molekyylilla. Tassd menetelmassa QRET:n
liukoisen sammuttajan tilalla kaytettin epastabiilia Eu®*-kelaattia, joka sisélsi
Eu®*"-ionin sek& B-NTA-ligandin ja TOPO-yhdisteen, jotka kelatoivat Eu**-ionin,
ja QRET:n stabiilin 7-hampaisen Eu**"-kelaatin tilalla vastaavaa ligandia, josta

oli dissosioitu Eu®*-ioni.

Tyo6ssa testattiin erilaisia modifioituja biotiiniyhdisteitd, kuten biotiini-NTA, biotii-
ni-DTPA ja biotiiniligandi. Pelkélla EDTA:lla ja DTPA:lla testattaessa signaali
laski odotetusti luokasta miljoona luokkaan tuhat. Taméan perusteella paateltiin,

ettd modifioidun biotiinin tulisi siséltaa vahintdan nelja karboksyyliryhmaa.

Eri molekyyleja ja olosuhteita testattiin, mutta miss&éan ei saatu toistettavasti
toivottuja tuloksia. My6s keskihajonnat olivat niin suuria, ettei tuloksia voinut
pitdéd luotettavina. Keskihajontaa pyrittiin pienentamaan erilaisilla detergenteilla
ja puskureilla. Parhaita tuloksia saavutettiin biotiiniligandilla, jolla signaali saatiin
laskemaan luokkaan tuhat, kun ensin oli haihdutettu hairitseva TFA pois. Bio-
tiiniligandi ei kuitenkaan ole paras mahdollinen vaihtoehto menetelmaélle, silla
sen valmistamiseksi joudutaan hajottamaan kallis biotiini-Eu-kelaatti. Menetel-
man tavoitteena oli I6ytaa molekyyli, joka tulisi myds edulliseksi, joten kalliin
kelaatin hajottaminen ei tue tata tavoitetta.
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Menetelma vaatii viela lisaa kehitysta, koska se ei toiminut mink&&n molekyylin
kanssa toistettavasti. Tulokset viittaavat siihen, ettd Eu®**-ioni on niin pieni ioni,
ettd se paasee sitoutumaan modifioituun biotiiniin, vaikka modifioitu biotiini on
sitoutunut streptavidiiniin. Testeissa saatiin selville, ettd modifioidussa biotiinis-
sa tulee olla vahintaan nelja karboksyylirynmaa, jotta se sitoutuu streptavidiiniin.
My6s Eu®*- ionin lisdys erikseen auttoi, koska talldin Eus.-ioni paasi sitoutu-
maan ensin modifioituun biotiiniin ja B-NTA- ja TOPO-ligandit eivat paasseet

tahan valiin.
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Litel (1)
Taulukko 21: Eu®**-testi EDTA- ja DTPA-lisayksilla.

((:I’(lf/l?) Bioligandi | c(biotiini) (uM)  [Keskiarvo CV % |+ 1mM HCI |Keskiarvo | CV % |+ 10mM HCI Keskiarvo | CV %

1 uM Eu* 0 0 0 872567 | 90,0 516408 | 121,0 11672| 37,1
10 539640 | 111 260886 | 28,1 9257 | 51,7

1:100 0 55649 | 18,3 35363 8,3 3755| 148

10 29213| 164 21395| 23,1 2402 | 41,7

500 0 0| 1086913| 104,5 395997 | 43,6 57635| 26,5

10 473244 | 29,5 314927 | 34,7 35371| 62,1

1:100 0 47792 | 14,7 26119| 15;3 5057 | 23,9

10 41769| 31,6 26592 31,9 2225| 49,3

1 uM Eu* 0 0 0 342206 | 49,4 172831| 61,5 14879 | 112,8
+ 1uM EDTA 10 569036 | 75,9 397543 | 1216 22223 | 178,2
1:100 0 43949 | 46,4 34571| 49,8 4169 | 24,0

10 45402 | 66,7 35686 | 72,0 9893 | 132,3

500 0 0 444618 | 21,6 263904 | 29,5 43968 | 414

10| 1143616| 96,2 848029 | 96,1 104345| 89,3

1:100 0| 1043534 169,0 510661 | 160,8 36748 | 126,0

10 32427 | 16,0 20208 | 13,2 1957 | 30,6

1uM EU* 0 0 0 175818 | 71,4 52917 | 74,5 19830 170,4
*+ 1 uM DTPA 10 112204 54,9 41858 | 55,6 1750| 70,7
1:100 0 32217| 19,2 20365| 46,6 5816 | 103,8

10 13100| 16,7 7471 34,3 783| 56,8

500 0 0 224765 7,5 117613 | 13,0 11316 | 27,7

10 210317 | 13,9 129246 | 13,2 6062 | 224

1:100 0 32757 7,9 20413| 19,8 3291| 31,9

10 21774 22,0 17073| 47,6 3729 | 140,3




Liite 1 2)
Taulukko 22: Eu®"-testit B-NTA:TOPO-lisayksilla.
Ei B- - +1mM +10mM
NTA:TOPO NTA:TOPO HCI HCI
c(SA) c(biotiini) Ccv CVv Ccv Ccv
(nM) Bioligandi | (UM) Keskiarvo % Keskiarvo % Keskiarvo % Keskiarvo %
1uM Eu®* 0 0 0 4317 | 58,7 548316 | 47,2 242679 | 67,5 12758 | 52,2
+1 uM B-NTA 10 7080|161,1 496238 | 49,9 260570 | 60,9 13790 |144,3
1:100 0 541 | 33,1 36778 | 23,8 23252 | 16,8 2835 | 36,5
10 714 | 40,8 25163 | 24,8 18057 | 15,2 1759 | 26,6
500 0 0 2383 | 49,1 420691 | 13,0 224258 | 13,4 20338 | 24,0
10 1563 | 32,4 307133 | 13,6 198386 | 14,0 7067 | 25,8
1:100 0 1101 | 61,3 39305 12,6 26546 | 14,1 4427 | 45,1
10 676 | 40,0 225441 8,3 17843 | 12,7 1808 | 33,5
O,33+uM 0 0 0 618281| 9,7 815 29,3 428 | 27,8 155| 47
Ell'JrA.:?rOPO 10 526260| 6,4 955 14,9 653| 6,5 60| 7.1
1.03:03 1:100 0 44548 | 33,1 471| 6,8 353| 94 156 7,5
10 91744 | 23,8 749 | 23,2 652 | 24,2 278 | 22,1
500 0 0 524193 | 14,2 10188 | 42,7 4534 | 43,7 426 | 37,9
10 727375 54 29314 | 14,6 15164 | 17,8 1009| 21,8
1:100 0 64291 | 52,0 506 | 18,7 383 15,1 190| 10,3
10 146085 | 25,9 988 | 18,4 772 9,7 305 8,0




