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Ohjaajat

Angiopoietiinin kaltainen proteiini 8 (ANGPTL8) on hiljattain tunnistettu proteiini.
ANGPTLS:n tarkka fysiologinen rooli on toistaiseksi huonosti tunnettu, mutta sillé tiedetdan
olevan vaikutuksia muun muassa rasva-aineenvaihdunnassa. Se pystyy inhiboimaan lipo-
proteiinilipaasin toimintaa, joka on tarkea verenkierron entsyymi triglyseridien hajottami-
sessa elimiston kayttoon. Hairiot rasva-aineenvaihdunnassa eli dyslipidemiat, kasvattavat
riskid sairastua sydan- ja verisuonisairauksiin. Nama sairaudet ovat merkittavimpia kuolin-
syitd koko maailmassa, joten uusia keinoja niiden hoitoon tarvitaan.

ANGPTLS8-pitoisuuden madritykseen on talla hetkella olemassa kaksi kaupallista ELISA-
testid, jotka antavat keskenaan erittdin poikkeavia tuloksia herattden kysymyksen niiden
luotettavuudesta. ANGPTLS8:n ristiriitaiset tutkimustulokset voivat johtua néiden eri mene-
telmien kaytosta. Menetelman kehittdmisen haasteena on ANGPTL8:n mahdollinen ha-
joaminen ja kompleksoituminen verenkierrossa. Luotettavan maaritysmenetelméan kehitta-
minen on valttdmatonta, jotta ANGPTLS8:n vaikutuksia elimistdssa ja mahdollista kayttta
dyslipidemian biomarkkerina voidaan tutkia.

Opinnaytetydssa suunniteltin ja kehitettiin entsyymi-immunologinen ELISA-menetelma
ANGPTL8:n maarittdmiseksi THL:n tutkimusryhman eri hankkeisiin. Menetelm&a lahdettiin
kehittamaan tutkimalla erilaisia vasta-aineyhdistelmia. Kehitystytssa kaytettin ANGPTLS8:n
peptideilla immunisoitujen kanien puhdistettuja vasta-aineita. Optimaaliset olosuhteet me-
netelmalle pyrittiin I6ytamaan vaihtelemalla ELISA-menetelman eri komponentteja.

Hyvan vasteen antavat vasta-aineet, jotka tunnistavat spesifisesti ANGPTLS8:n, onnistuttiin
[bytamaan ja menetelman olosuhteet optimoimaan. Tutkimuksissa todettiin myds, etta
ANGPTLS8:n esiintyi suureen kompleksiin sitoutuneena niin plasma- kuin seeruminaytteis-
sa. Menetelman kehittaminen jai kesken, koska primaarista standardia ei ollut saatavilla.
Seuraava askel kehittdmistydssa on luotettavan standardin ldytaminen ja menetelman
validointi.

Avainsanat Angiopoietiinin kaltainen proteiini (ANGPTL), ANGPTLS8, ELISA
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Angiopoietin-like protein 8 (ANGPTLS) is a novel member of angiopoietin-like protein fami-
ly. Its physical functions are so far poorly known, but research has found it having influ-
ence on lipid metabolism. Protein inhibits lipoprotein lipase activity and prevents triglycer-
ide hydrolysis in the body. Lipid metabolism disorders (dyslipidemia) increases risk of car-
diovascular diseases which are among the main causes of death globally. New methods
for curing these diseases are therefore needed.

At the moment, there are two commercial enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA)
for measuring ANGPTLS8. Problem is the discrepancies between these two methods which
may explain the ANGPTLS8’s controversial research results. It is possible, that ANGPTLS is
cleaved and forms large complexes in the blood stream. These things make it challenging
to develop a reliable method which is needed to investigate proteins function and use as a
biomarker for dyslipidemia.

The goal of this study was to plan and develop enzyme-immunological ELISA-method for
measuring ANGPTLS8 for THL’s research groups use in different projects. We started to
develop the method by testing different antibody combinations. Antibodies that we used in
the method were from rabbits that were immunized for ANGPTLS8 peptides. We tried to find
optimal conditions for the method by changing different components of ELISA.

We were able to find well responding and specifically ANGPTL8 recognizing antibodies
and optimal conditions for the method. We also discovered that ANGPTL8 was in large
complexes in serum and plasma samples. It was impossible to complete the ELISA de-
velopment, because we did not have primary standard. Next step is to find reliable stand-
ard and validate the method.

Keywords Angiopoietin-like proteins (ANGPTL), ANGPTLS, ELISA
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1 Johdanto

Angiopoietiinin kaltainen proteiini 8 (ANGPTLS8) on hiljattain tunnistettu proteiini, joka
on angiopoietiinin kaltainen proteiini- perheen epatyypillinen jasen. ANGPTLS8:n tarkka
fysiologinen rooli on toistaiseksi huonosti tunnettu, mutta silla on todettu olevan vaiku-
tuksia muun muassa rasva-aineenvaihduntaan. Erityisesti se pystyy inhiboimaan lipo-
proteiinilipaasin (LPL) toimintaa, joka on tarkea verenkierron entsyymi triglyseridien
hajottamisessa elimiston kayttéon. Dyslipidemiassa veren lipidien suhteet poikkeavat
normaalista, ja sydan- ja verisuonisairauksien, kuten ateroskleroosin, riski kasvaa. Sy-
dan- ja verisuonisaurauksien ollessa merkittavimpia kuolinsyitd koko maailmassa, on
erilaisten hoitokeinojen ja biomarkkereiden loytaminen ja kehittdminen niiden ehkaise-
miseksi tarkeaa.

ANGPTL8:n maaritykseen on télla hetkell& olemassa kaksi kaupallisesti saatavaa, kal-
lista menetelmaa, jotka antavat keskendan erittain poikkeavia tuloksia heréattéen kysy-
myksen niiden luotettavuudesta. Maaritysmenetelmén haasteeksi on muodostunut se,
ettd proteiini hajoaa elimistéssa proteolyyttisen saatelyn seurauksena ja muodostaa
mahdollisesti suuria komplekseja verenkierrossa. Luotettavan maaritysmenetelman
kehittaminen on valttamatonta, jotta ANGPTLS8:n vaikutuksia elimistdssa ja mahdollista

kayttdéa dyslipidemian biomarkkerina voidaan tutkia.

Opinnaytetytn tarkoituksena oli suunnitella ja kehittdd entsyymivalitteinen immunosor-
benttimaaritys eli ELISA-menetelma ANGPTL8:n méaarittdmiseksi, jota tutkimusryhma
pystyy tulevaisuudessa kayttamaan eri hankkeissa. Luotettavaa ja taloudellista mene-
telmaa ei viela toistaiseksi ole saatavilla. Opinnaytety6 tehtiin Terveyden ja hyvinvoin-
nin laitoksen (THL), genomiikka ja biomarkkerit- yksikon dosentti Matti Jauhiaisen joh-
tamassa tutkimusryhmassa. THL on vuonna 2009 perustettu tutkimus- ja kehittdmislai-
tos, joka toimii sosiaali- ja terveysministerion hallinnonalaisena. THL tekee paljon tilas-
to-, tutkimus ja kehittamistyota vaeston terveyden ja hyvinvoinnin edistamiseksi. (THL.
2015.) Opinnaytetyota ohjasivat tutkimusryhmén paallikké dosentti Matti Jauhiainen ja
tutkija Jari Metso. Metropolian Ammattikorkeakoulun puolelta tyota ohjasi lehtori Han-

nele Pihlaja.



2 Rasvakudos ja maksa

Rasvakudos ja maksa osallistuvat keskeisesti rasva-aineenvaihduntaan. Rasvakudos
muodostuu rasvasoluista eli adiposyyteista, 16yhasta sidekudoksesta, hermokudokses-
ta ja verisuonista. Rasvakudos toimii tarkednd energiavarastona varastoiden suuren
maaran rasvaa triglyseridien tayttamiin lipidipisaroihin. Se toimii myds lammadneristee-
na ja suojana sisaelimille. Rasvakudos on tarkea endokriininen elin, joka tuottaa erilai-
sia elimistolle tarkeita aineita. Ihmisella on padasiassa valkoista ja vain vahdn metabo-
lisesti aktiivista ruskeaa rasvakudosta. Ravinnosta saatavat rasvat ovat p&dasiassa
triglyserideja, jotka muodostuvat glyserolista ja kolmesta rasvahaposta. Elimistd joko
varastoi rasvan kudoksiin tai kayttdd sen lihaksissa energian lahteena. (Sand — Sjaa-
stad — Haug — Bjalie — Toverud 2012: 95.)

Rasvasolut erittavat erilaisia hormonin kaltaisia yhdisteitd, adipokiineja. Naista tunne-
tuimpia ovat leptiini ja adiponektiini. Leptiini on merkittdva hormoni, joka sééatelee lu-
kemattomia fysiologisia toimintojamme. Sen tarkeimpana tehtavana on saadella ener-
giansaantia ja kulutusta viestimall& hypotalamuksen kanssa. Leptiinin maara veressa
on usein lihavilla kohonnut. (Mantzoros ym. 2011: E567-E584.) Adiponektiini on ras-
vasolujen erittdma hormoni, joka lisdd kudosten insuliiniherkkyytta ja hillitsee inflam-
maatiota eli tulehdusta. Se vaikuttaa myds maksaan lisaamalla HDL:n muodostusta ja
hillitsemalla maksan tulehdusreaktiota. Lihavilla adiponektiinipitoisuudet ovat usein
alentuneet. (Hui — Lam — Vanhouette — Xu 2012: 574-590.) Rasvakudos osallistuu siis

keskeisesti elimiston aineenvaihdunnan saatelyyn.

Maksa on suuri rauhanen, jolla on useita tehtavia elimistéssa. Maksa muodostuu kah-
desta paalohkosta ja maksanportista, jota kautta verisuonet ja sappitiehyet kulkevat
maksaan. Hapekas valtimoveri virtaa maksavaltimon ja ruuansulatuskanavan veri vir-
taa porttilaskimon kautta maksaan sekoittuen hepatosyyttien eli maksasolujen hius-
suonissa. Veri virtaa keskuslaskimon kautta maksalaskimoon ja edelleen takaisin sy-
dameen. Maksalla on keskeinen rooli rasva-aineenvaihdunnan liséksi muiden ravinto-
aineiden kasittelijana, veren glukoosipitoisuuden saatelijana, erilaisten elimiston omien
ja vieraiden aineiden muokkaamisessa ja erittamisessa sappeen sekd useiden plas-

man proteiinien tuottajana. (Sand ym. 2012: 406—407.)



2.1 Rasva-aineenvaihdunta

Rasvat eli lipidit ovat rasvaliukoisia, eivatka siksi kykene liukenemaan plasmaan vaan
ne tarvitsevat kuljetusproteiinin liikkuakseen verenkierrossa. Lipoproteiinit vastaavat
rasvojen kuljetuksessa elimistdssa ja niitd muodostuu maksassa ja suolistossa. Lipo-
proteiinit jaotellaan tiheyden perusteella seuraavasti: kylomikroni (CM), VLDL (very low
density lipoprotein), IDL (intermediate density lipoprotein), LDL (low density lipoprotein)
ja HDL (high density lipoprotein). Eniten triglyserideja sisaltavat kylomikronit ja VLDL.
Partikkelien tiheys muuttuu jatkuvasti niiden kiertdessa elimistéssa luovuttaen tai vas-
taanottaen triglyserideja, kolesterolia ja proteiineja. Partikkelien sisdosa koostuu hydro-
fobisista triglyserideisté ja kolesteroliestereisté ja ulkokalvo muodostuu enemman hyd-
rofiilisista fosfolipideistd, vapaasta kolesterolista ja apolipoproteiineista. Apolipoproteii-
nit sdatelevét lipoproteiinien toimintaa, vaikuttavat niiden rakenteeseen ja toimivat solu-
ja tunnistavina reseptoreina. Lipoproteiinit voidaan jakaa joko apoA- tai apoB-ryhmaan.
ApoB-ryhma voidaan jakaa edelleen apoB-48 ja apoB100 proteiineja sisaltaviin hiukka-
siin, joiden p&aasiallinen tehtdva on kuljettaa triglyserideja (kylomikronit ja VLDL) ja
kolesterolia (LDL). HDL:n tarkein rakenneproteiini on apoA-I ja HDL:n merkittava tehta-
va on kuljettaa kolesterolia kudoksista takaisin maksaan eritettavaksi pois elimistosta.
Liséksi lipoproteiinit pystyvat keskenaan vaihtelemaan apolipoproteiineja, kuten apoE-
ja C-I-lll-proteiineja elimistdn rasvametabolian eri vaiheissa. (Kovanen — Pentikdinen —
Viikari 2009: 799-817.)

Ravintoperaisten rasvojen kuljetusmekanismia kutsutaan eksogeeniseksi lipidien kulje-
tukseksi. Kylomikronit muodostuvat suolen soluissa eli enterosyyteissd. Ne kerdavat
suolesta ravinnon mukana tulleita triglyseridimuodossa tulleita rasvahappoja ja paase-
vat imusuoniston kautta verenkiertoon, jossa ne kypsyvat keraamalla pinnalleen apoli-
poproteineja. Verisuonien sisakalvolla apoC-II aktivoi lipoproteiinilipaasin (LPL), joka
hydrolysoi kylomikronin siséltamaa triglyseridia vapaiksi rasvahapoiksi ja glyseroliksi.
Rasvahapot siirtyvat paaasiassa valkoiseen rasvakudokseen varastoitavaksi tai ener-
giakayttoon kudoksiin, erityiseksi lihaskudokseen. Glyseroli kuljetaan maksaan poistet-
tavaksi. LPL:n hydrolysoinnin seurauksena syntyy kylomikronijddnnehiukkanen, joka
padsee maksaan LPR-1 reseptorin valitykselld, joka tunnistaa kylomikronin pinnalla
olevan apoE-proteiinin. (Mutanen — Voutilainen 2012: 49-59; Kovanen ym. 2009: 799-
817.)



Endogeenisesta lipidien kuljetuksesta puhutaan maksan tuottamien lipoproteiinien me-
tabolian yhteydessa. Maksan parenkyymisoluissa muodostettuihin VLDL-partikkeleihin
pakataan runsaasti triglyserideja ja vain vahan kolesteroliestereitd. Verenkierrossa LPL
hydrolysoi triglyserideja ja kolesteroliesterinsiirtoproteiinin (CETP) avulla VLDL saa
HDL:Ita kolesteroliestereitd ja HDL puolestaan vastaanottaa VLDL:n fosfolipideja ja
triglyserideja.  VLDL-hiukkasesta ~muokkautuu jaannoshiukkasenkaltainen IDL-
hiukkanen. Osa jaannehiukkasista poistuu maksaan ja suuri osa muuttuu edelleen
LDL-hiukkasiksi maksalipaasin vaikutuksesta. LDL:ssa triglyseridit ovat korvautuneet
kolesteroliestereilla. LDL:n tehtavana on kuljettaa kolesterolia kudoksiin sitoutumalla
solujen LDL-reseptoreihin, josta ne siirtyvat lysosomeihin hajotettavaksi ja paatyvat
lopulta solukalvolle ja moniin muihin kohteisiin, kuten lisamunuaiseen steroidinormoni-
en synteesiin. Suurin osa hiukkasista palautuu maksaan, jossa ne joko varastoidaan,
eritetddn sappeen tai VLDL-hiukkasten mukana kolesteroli paasee takaisin verenkier-
toon. (Mutanen — Voutilainen 2012: 49-59; Kovanen ym. 2009: 799-817.) Maksa muo-
dostaa myds jonkin verran LDL-hiukkasia, joissa apo(a) on kiinnittyneend apoB-
100:aan. Lipoproteiini (a)-partikkelin on todettu olevan merkittdva kardiovaskulaaristen
sairauksien riskitekija, mutta sen kaikkia vaikutusmekanismeja ei toistaiseksi tunneta.
(Nordestgaard ym. 2010: 2844—-2852.)

Valtimonkovettumatautia eli ateroskeleroosia aiheuttavan LDL:n vastavaikuttajana toi-
mivat HDL-hiukkaset, joiden yksi tarkein ateroskleroosilta suojaava tehtava on kuljettaa
periferiaan kertynytta kolesterolia takaisin maksaan poistettavaksi. HDL-hiukkaset syn-
tetisoidaan pédasiassa maksassa ja jonkin verran suolistossa sekd verenkierrossa,
l[&hinn&a kylomikroneiden LPL-valitteisen lipolyysin yhteydessa, irronneista kuoriosista.
HDL-partikkelit ovat aluksi ohuita levyja, jotka kypsyvat edelleen tiheiksi HDLs- ja va-
hemman tiheiksi HDL,-partikkeleiksi. HDL:n tarkein apolipoproteiini on apoA-I, joka
aktivoi lesitiini-kolesteroli-asyylitransferaasi (LCAT) entsyymia esteréimaan kolestero-
liestereita lisdamalld vapaaseen kolesteroliin rasvahappoja, jolloin hydrofobiset esterit
siirtyvat HDL-partikkelin ytimeen kypsyttden hiukkasen pallomaiseksi. Osa HDL:n kole-
steroliestereista siirtyy CETP:n avulla lahinnd VLDL-hiukkasiin ja vastaavasti VLDL:sta
siirtyy saman entsyymin valityksella triglyserideja HDL:aan. (Kovanen ym. 2009: 799—
817.) Maksalipaasi saatelee HDL-hiukkasten koostumusta ja mé&&raa hydrolysoimalla
fosfolipideja ja triglyserideja. (Chatterjee — Sparks 2011: 1429-1433). Tutkimuksissa on
todettu HDL:IlIa ja apoA-I:lla olevan tulehdusta vahentévia eli anti-inflammatorisia vaiku-
tuksia, niiden toimivan antioksidantteina ja ehkaisevan ateroskleroosin kehittymista.
(Umemoto yms. 2013: 1345-1354)



Lipoproteiinilipaasin tarkein tehtavéa on hydrolysoida triglyserideja vapaiksi rasvaha-
poiksi joko energiaksi lahinna lihaksille tai rasvakudokseen varastoon. LPL:a synteti-
soidaan pé&dasiassa rasva-, lihas- ja sydanlihaskudoksessa, josta se siirtyy verisuonien
endoteelin pinnalle kiinnittymalla HSPG- ja GPIHBP1-molekyyleihin. LPL tarvitsee akti-
voituakseen apoC-Il apolipoproteiinin, jotta entsyymi voi hydrolysoida triglyserideja
kylomikroneista ja VLDL-hiukkasista. LPL:n keskeisen roolin triglyseridien metabolias-
sa osoittaa se, etta geenimutaatio, jossa LPL:n tuotanto on heikentynyt, johtaa vakavan
korkeaan veren triglyseridipitoisuuteen eli hypertriglyseridemiaan. Lipoproteiinilipaasin
toimintaa sadadellaan monilla eri mekanismeilla ja angiopoietiinin kaltaiset proteiinit 3, 4
ja 8 ovat herattaneet kiinnostusta niiden LPL:n aktiivisuutta inhiboivan toiminnan vuok-
si. Insuliini ja ravinto lisdavat lipoproteiinilipaasin aktiivisuutta kudoksissa. (Kersten
2014: 919-933.)

2.2 Maksan tehtavat rasva-aineenvaihdunnassa

Maksa osallistuu elimiston rasva-aineenvaihduntaan usein eri tavoin. Maksasolut muo-
dostavat kolesterolista joko sappihappoja tai erittavat sen suoraan sappeen, josta se
paatyy suoliston kautta ulosteeseen. Melkein kaikki sappihapot imeytyvat enterohe-
paattisen kierron seurauksena suolistosta takaisin ja palaavat maksaan. Sapen kes-
keinen tehtdva on avustaa rasvojen pilkkomisessa ja niiden imeytymisessa ohut-
suolessa. Kolesteroli puolestaan kulkeutuu suolistosta kylomikronien mukana takaisin
ensin systeemiseen verenkiertoon ja lopulta maksaan. Lisdksi maksa osallistuu rasvo-
jen aineenvaihduntaan tuottamalla itse kolesterolia ja triglyserideja. Kolesterolia tarvi-
taan sappihappojen muodostuksen liséksi solujen kalvorakenteisiin ja steroidihormoni-

en valmistukseen. (Kovanen ym. 2009: 815-817.)

Maksasolujen pinnalla on apoE- ja apoB100-molekyyleja tunnistavia LDL-reseptoreja,
joiden avulla LDL-hiukkaset otetaan maksaan ja ne paasevat hajotettavaksi rasvaha-
poiksi, aminohapoiksi ja kolesteroliksi solujen lysosomeihin. Osa kolesterolista hyédyn-
netaan sappiaineenvaihdunnassa ja osa pakataan takaisin VLDL-hiukkasiin, joiden

mukana ne paatyvat takaisin verenkiertoon. (Kovanen ym. 2009: 815-817.)



2.3 Rasva-aineenvaihduntaan liittyvat sairaudet

Dyslipidemiassa veren lipidien suhteet poikkeavat normaalista, joka voi tarkoittaa suu-
rentunutta seerumin kokonais- tai LDL-kolesterolipitoisuutta, suurentunutta triglyseridi-
pitoisuutta, pienta HDL-kolesterolipitoisuutta tai naiden yhdistelméaa. Kaypéa hoito suosi-
tus maarittelee dyslipidemian seuraavasti: seerumin LDL-kolesterolipitoisuus on yli 3,0
mmol/l, triglyseridipitoisuus on yli 1,7 mmol/l ja HDL-kolesterolipitoisuus on miehilla alle

1,0 mmol/l ja naisilla alle 1,2 mmol/l. (K&ypé hoito —suositus 2013.)

Korkea kolesteroli eli hyperkolesterolemia lisaa merkittavasti riskia sairastua kar-
diovaskulaarisiin sairauksiin, kuten ateroskleroosiin ja sydaninfarktiin. ApoB100:aa si-
saltavat lipoproteiinit, kuten LDL ja VLDL-jaanteet, pdasevat verisuonien sisdkalvon
alle eli intimaan aiheuttaen tulehdusreaktion muuntumalla ja hapettumalla. Monosyytit,
jotka erilaistuvat kudoksessa makrofageiksi, tulevat paikalle ja ottavat sisdaansa inti-
maan kertynyttd muuntunutta liporoteiinia, jolloin ne muuttuvat kolesterolia sisaltaviksi
vaahtosoluiksi synnyttaen aterooma-nimisen plakin. Tulehdusreaktion edetessé suonet
ahtautuvat ja verenvirtaus heikkenee. Ateroomaplakin repeytyminen voi aiheuttaa vaa-
rallisen trombin eli veritulpan. (Tabas — Williams — Borén 2007: 1832—-1844.)

HDL- partikkelit puolestaan kuljettavat kolesterolia pois kudoksista ja epidemiologisten
tutkimusten perusteella HDL:n pitoisuus on erinomainen biomarkkeri sydan- ja verisuo-
nitautien riskin ennustamisessa. (Rader — Hovingh 2014: 618-625.) Triglyseridit ovat
joko ravinnosta saatavia tai elimistdn itse valmistamia rasvahappoja sisaltavia molekyy-
leja, joiden suuri pitoisuus altistaa sydan- ja verisuonitautien lisaksi haimatulehdukselle
eli pankreatiitille (Nordestgaard — Varbo: 626—635). Sydan- ja verisuonitaudit ovat mer-

kittavin kuolinsyy koko maailmassa (WHO. 2015).

Dyslipidemiat voidaan jakaa sairauden syyn mukaisesti joko primaarisiin eli geneettisiin
sekad sekundaarisiin eli ulkopuolisten tekijdiden aiheuttamiin muotoihin. Ymparistoteki-
j6illa ja erityisesti ravinnolla on suuri merkitys veren kolesterolipitoisuuteen. Geneettiset
tekijat ovat myds suuressa roolissa ja perinndllisia dyslipidemiaa aiheuttavia sairauksia
tunnetaan useita. Esimerkiksi familiaarisessa hyperkolesterolemiassa (FH) LDL:n pois-
tuminen verenkierrosta on hairiintynyt ja partikkeleja kertyy runsaasti vereen. (Kovanen
ym. 2009: 819-859.) Dyslipidemiaa esiintyy usein myods yhdessa muiden sairauksien,

kuten insuliiniresistenssin ja diabeteksen yhteydessa. Tallaista sokeri- ja rasva-



aineenvaihdunnan héiridtilaa kutsutaan metaboliseksi oireyhtyméaksi, joka on lisdanty-

nyt maailmanlaajuisesti epidemian tavoin. (Grundy 2008: 629—-636.)

Ensisijaisena dyslipidemioiden hoitokeinona ovat elaméntapamuutokset, erityisesti
ravinnon rasvahappokoostumuksen muuttaminen, ravinnosta saatavan kolesterolin
vahentaminen ja kokonaisenergian saannin optimoiminen on keskeista. Laihduttami-
nen ja alkoholin kayton rajoittaminen voivat auttaa. Ruokavalioon voidaan lisata myos
ravintokuituja ja funktionaalisia kasvistanolia- tai sterolia sisaltavia elintarvikkeita, jotka
vaikuttavat edullisesti veren lipidiarvoihin. Ravintomuutokset eivat kuitenkaan aina riita,

jolloin tarvitaan laékehoitoa. (Kovanen ym. 2009: 861-864.)

Dyslipidemian hoitoon on useita laakkeita, joiden toiminta perustuu joko kolesterolin
imeytymisen estamiseen, lipoproteiinisynteesiin estdmiseen tai niiden maaran vahen-
tamiseen. Statiinit ovat yleisimmin kaytetty kolesteroliladke. Niiden toiminta perustuu
maksan kolesterolisynteesiin estdmiseen HMG-CoA reduktaasientsyymia inhiboimalla,
jolloin LDL-kolesterolipitoisuus pienenee. Maksan kolesterolisynteesin esto aktivoi LDL-
reseptorien tuotantoa, joka puolestaan lisééa LDL:n poistumista takaisin maksaan. Sta-
tiinit vahentavat myds VLDL-partikkelien muodostumista, jolloin triglyseridien maara
veressa vahenee seka kasvaneen apoA-l-synteesiin  seurauksena HDL-
kolesterolipitoisuus suurenee. (Ruskoaho 2014: 427-445.)

3 Angiopoietiinin kaltaiset proteiinit

Angiopoietiinin kaltaiset proteiinit (ANGPTL) muodostavat ryhman, johon kuuluu kah-
deksan proteiinia. ANGPTL1-7 omaavat yhtendisen rakenteen, joka kasittaa N-
terminaalisen kiertyneen kierre-domeenin (CCD) sek&a C-terminaalisen fibrinogeenin
kaltaisen domeenin (FLD) (kuvio 1). Lisaksi ANGPTL-perheen jasenilla on solusta ulos
eritettaville eli sekretorisille proteiineille tyypillinen signaalipeptidi. ANGPTL8 poikkeaa
rakenteellisesti muista ryhman jasenista, koska silta puuttuu FLD-domeeni. Angiopoi-
etiinit ovat proteiineja, joilla on rakenteellisia yhtenevaisyyksia ANGPTL-ryhman kans-
sa. Niiltéa loytyvat samat N- ja C-terminaaliset domeenit, joilla ne sitoutuvat paaasialli-
sesti TIE-2-tyrosiinikinaasireseptoreihin vaikuttaen verisuonien muodostukseen eli an-
giogeneesiin. (Thomas — Augustin 2009: 125-137.) Rakenteellisesta samankaltaisuu-
desta huolimatta, ANGPTL-proteiinit eivat kuitenkaan sitoudu TIE-2-reseptoreihin. An-

giopoietiinien ja ANGPTL:n C-terminaalisten kysteiinien toisistaan poikkeavat lukumaa-



rat voivat vaikuttaa niiden erilaiseen sitoutumiseen TIE-2-reseptoriin. (Oike — Yasunaga
— Sudaa 2004: 21-28.)
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Kuvio 1. ANGPTL-ryhman proteiinien rakenne. (Mukaillen Uniprot. 2015.)

ANGPTL1 on ensimmainen tunnistettu tdman proteiini ryhman jasen. Sen tiedetdén
estavan angiogeneesia seka vaikuttavan sydpasoluihin. ANGPTL2:n on tutkittu olevan
yhteydessa rasvakudoksen tulehdusreaktioon, rasvakudoksen méaardan ja insuliini-
resistenssiin. (Farhat ym. 2013: 10-12.) ANGPTL2 edistaa verisuonten inflammaatiota
aiheuttaen endoteelin toimintahairion ja ateroskleroosin kehittymista (Horio 2014: 790—
800).

ANGPTL3 muodostuu padasiassa maksassa ja se on keskeinen lipoproteiinien meta-
bolian saatelija, koska se inhiboi lipoproteiinilipaasin seka endoteelilipaasin aktiivisuut-
ta, mahdollisesti yhteisvaikuttamalla ANGPTL8:n kanssa. Kyseisen proteiinin puutteen
on tutkittu lisdavan insuliininerkkyytta ja vaikuttavan glukoosiaineenvaihduntaan, alen-
tavan kaikkien lipoproteiinien (VLDL, LDL, HDL) maéaraa, indusoivan lipoproteiinilipaa-
sin aktiivisuutta ja laskevan seerumin vapaiden rasvahappojen maaraa. (Robriuc 2013:
1706.)
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ANGPTL4 inhiboi myds lipoproteiinilipaasia ja sen sokeri- ja lipidiaineenvaihdunnan
vaikutustensa vuoksi, silla voi olla merkitysta 2 tyypin diabeteksessa ja metabolisessa
oireyhtymassa. Lisdksi ANGPTL4 on voimakkaasti paaston indusoima proteiini.
ANGPTLS esiintyy paaasiassa ihmisen sydanlihaskudoksessa, silla on vaikutuksia ras-
vametaboliassa ja sen on todettu indusoivan viljelyissd kantasolujen jakaantumista
(Zhang — Kaba — lizuka — Huynh — Lodish 2008: 3415-3426). ANGPTL6 on todettu
kohoavan merkittéavasti metabolisen oireyhtymén yhteydessd. ANGPTL7 vaikutuksia
elimistdn biologisissa prosesseissa tunnetaan huonosti, mutta yhteyksia muun muassa

glaukoomaan on léydetty. (Santulli 2014: 1-4.)

Kaiken kaikkiaan ANGPTL-ryhmén proteiineista tiedetdan melko vahan. Lisda tutki-
musta vaaditaan niiden fysiologisten vaikutusten selvittdmiseksi seka niiden luotettavan

maaritysmenetelman pystyttamiseksi.

3.1 Angiopoietiinin kaltainen proteiini 8

Angiopoietiinin kaltainen proteiini 8 (ANGPTLS, lipasin, betatrophin, RIFL) on kromo-
somi 19 koodaama, 198 aminohapon pituinen proteiini, jonka molekyylipaino on noin
22 kDa. Proteiinin useat eri nimet viittaavat sen mahdollisiin vaikutuksiin elimistdssa:
betatropiini viittaa vaikutuksiin haiman B-soluissa, RIFL (Refeeding-Induced Fat And
Liver) tarkoittaa ravinnon indusoimaa proteiinia rasvakudoksessa ja maksassa ja lipa-

siini viittaa sen kykyyn inhiboida lipoproteiinilipaasin toimintaa.

ANGPTLS8:aa ilmennetddn paaasiassa maksassa, mutta myos valkoisessa ja ruskeas-
sa rasvakudoksessa (Haridas ym. 2015: 1299-1307.). Proteiinin N-terminaalisessa
paassa on 21 aminohapon mittainen signaalipeptidi, joka katkeaa kun proteiini eritet-
taan ulos solusta. ANGPTLS8 poikkeaa muista ryhmaan kuuluvista proteiineista, koska
siltd puuttuu osittain N-terminaalinen CCD- ja kokonaan C-terminaalinen FLD- domee-
ni, glykosylaatiokohdat seka oleelliset kysteiini-aminohapot rikkisidosten muodostuk-
seen. (Zhang 2012: 786—792.)

ANGPTLS8:n tarkka fysiologinen rooli on toistaiseksi huonosti tunnettu, mutta silla tiede-
tdan olevan vaikutuksia rasva-aineenvaihdunnan ja erityisesti LPL:n inhiboinnin avulla
plasman triglyseridipitoisuuden saatelyssd. Se on ravinnon saatelema proteiini, jonka
pitoisuutta paastoaminen voimakkaasti alentaa ja ravinto puolestaan nostaa. (Zhang
2012: 786-792.) Kilpirauhashormoni mahdollisesti stimuloi ANGPTLS8:n ilmentymista
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vaikuttamalla geenin transkriptioon. Kylmaaltistuksen on todettu lisddvan proteiinin
ekspressiota ruskeassa rasvakudoksessa ja valkoista rasvakudosta ruskeaksi muutta-
va, lihaksesta peréisin oleva irisiini-hormoni lisda ANGPTLS8:n ilmentymista. (Tseng —
Yeh — Chen — Lin 2014: 23640-23657.)

ANGPTL8:n puutoksen on todettu laskevan merkittdvasti plasman triglyseriditasoja
VLDL-hiukkasten erittymisen vahentyessa ja LPL:n aktiivisuuden lisdantyessa. Vastaa-
vasti proteiinin yliekspressio aiheuttaa hypertriglyseridemiaa ja lisda insuliinin eritysta.
Tutkimuksessa poistogeeniset hiiret lihoivat normaaleja hiirid hitaammin, mika osoittaa
ANGPTL8:n vaikutuksen triglyseridien varastoitumisessa rasvakudokseen. (Wang
2013: 16109-16114.) ANGPTLS8:lla on siis tarkea rooli rasvahappojen metaboliassa.
Viela on epaselvaa, vaikuttaako ANGPTLS itsenaisesti suoraan LPL:n inhibitioon vai

epasuorasti aktivoimalla ANGPTL3:a.

Glukoosiaineenvaihdunnan ja ANGPTL8:n yhteyksista on ristiriitaista tietoa. Insuliinin
on kuitenkin todettu lisddvan proteiinin ekspressiota ja ANGPTL8:n on esitetty olevan
yhteydessa insuliiniresistenssiin. Plasman ANGPTL8:n tasot eivat kuitenkaan nouse
insuliinin vaikutuksesta vaikka proteiinin ekspressio rasva- ja maksakudoksessa lisdan-
tyvat. (Haridas ym. 2015: 1299-1307.) ANGPTLS8:n yhteyksista tyypin 2 diabetekseen
ja ylipainoon on ristiriitaista tutkimustietoa. Gomez-Ambrosi ym. (2014: E2004—E2009)
tutkivat ANGPTLS8:n pitoisuuden laskevan verenkierrossa ylipainon ja 2 tyypin diabe-
teksen yhteydessa kun taas Fu ym. (2014a: 1-5) saivat taysin painvastaiset tulokset.

Cell-lehdesséa vuonna 2013 julkaistussa tutkimuksessa ANGPTLS8:n todettiin edistavan
haiman B-solujen proliferaatiota eli lisdantymista ja uudiskasvua, joka voisi tuoda uu-
denlaisia mahdollisuuksia diabeteksen hoitoon (Yi — Park — Melton 2013: 747-758).
Mydhemmin muun muassa Gusarova ym. (2014: 691-696) ja Cox ym. (2015: 1523—
1531) saivat painvastaisia tuloksia eivatkd havainneet ANGPTLS8:n vaikuttavan -

soluihin.

ANGPTLS:lla, 4:114 ja 3:lla on seka rakenteellisia etta toiminnallista samankaltaisuutta:
niiden N-terminaaliset domeenit ovat 20 % yhtenevét ja ne kaikki vaikuttavat rasva-
aineenvaihduntaan (Yunchao — Chunbo 2014: 679-687). ANGPTLS8:aa ja 3:a koodaa-
vat geenit sijaitsevat keskenaan samankaltaisten DOCK (dedicator of cytokinesis) 6- ja
7-geenien introneissa. Todennakdisesti proteiinien samankaltaisuus johtuu aikoinaan

tapahtuneesta geenin duplikaatiosta. Tutkimuksissa on I0ydetty yhteisvaikutuksia
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ANGPTL8:n ja ANGPTL3:n valilla, mutta tarkka mekanismi on viela epaselvd. On
mahdollista, etta ANGPTLS8:n kiinnittyy ANGPTL3:n N-terminaaliseen domeeniin kat-
kaisten proteiinin ja aktivoiden sen toimintaa. Yhdessd ANGPTLS ja 3 alentavat plas-
man triglyseriditasoja ja ANGPTLS8:n eritys ulos solusta lisa&ntyy merkittavasti enem-
man kuin jos proteiinit esiintyisivat yksinaén. (Quagliarini ym. 2012: 19751-19756; Ha-
ridas ym. 2015: 1299-1307.)

ANGPTLS8:n inhibitio voisi tulevaisuudessa olla keino korkeiden plasman lipoprote-
iinitasojen alentamiseen. Lisatutkimusta vaaditaan niin ANGPTL8:n yhteyksista glu-
koosiaineenvaihduntaan, diabetekseen ja B-solujen proliferaatioon, sen yhteisvaikutuk-
sista muiden ANGPTL-ryhmén jasenten kanssa seka sen mekanismeista rasva-
aineenvaihdunnan saatelijana. Tulevaisuudessa ANGPTLS8 voi tarjota uusia keinoja
rasva-aineenvaihdunnan sairauksien, erityisesti hypertriglyseridemian hoidossa ja voisi

mahdollisesti toimia dyslipidemian biomarkkerina.

3.2 ANGPTL8:n maarityksen haasteet

ANGPTLS8:sta tiedetdan viela hyvin vahan. Maaritysmenetelméan haasteeksi on osoit-
tautunut se, ettd proteiini saattaa hajota elimistbéssa proteolyyttisen saatelyn seurauk-
sena, todennakdisesti niin etta elimistdossa kiertavana siitd puuttuu proteiinin N-
terminaalinen paa. Taman mekanismin selvitys on viela taysin avoin, samoin kuin ne
tekijat, jotka mahdollisesti lisaavat proteiinin hydrolyysia. Ei myosk&an tiedeta kiinnit-
tyykd kyseinen proteiini muihin proteiineihin elimistdssa ja vaikuttaako mahdollinen
kompleksoituminen maéaarityksessa kaytettyjen vasta-aineiden kykyyn sitoutua proteii-

niin.

ANGPTL8:n maaritykseen on olemassa kaksi kaupallista, kallista menetelmaa, jotka
antavat keskenaén erittdin poikkeavia tuloksia herattaen kysymyksen niiden luotetta-
vuudesta. USA:n (Phoenix) menetelma tunnistaa proteiinin C-terminaalisesta paasta
139-198 aminohappojakson ja kiinalainen (EIAAB) tunnistaa N-terminaalisesta paasta
aminohappoja (kuvio 2). Phoenix-menetelma antaa EIAAB-menetelmaa korkeampia
tuloksia, joka voisi viitata siihen, etta se tunnistaa kokonaisen ANGPTLS8:n lisdksi myods
mahdollisesti C-terminaaliset fragmentoituneet peptidiketjut. EIAAB mittaa siis kokopit-
k&a proteiinia ja Phoenix mittaa kokonais-ANGPTL8-pitoisuuden, mittaamalla kokopit-
kan proteiinin lisaksi myods C-terminaaliset fragmentit. (Fu — Abou-Samra — Zhang
2014b: 2232-2234.)
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Kuvio 2. Kaupalliset ANGPTL8:n ELISA-testit. EIAAB-menetelma mittaa vain kokonaista
ANGPTLS8:aa ja Phoenix-menetelma mittaa kokonais-ANGPTL8-pitoisuuden mittaa-
malla ehjén proteiinin lisdksi myos C-terminaaliset fragmentit.

Menetelmien antamat arvot poikkeavat suuresti toisistaan ja se vaikeuttaa eri tutkimus-
tulosten keskinéista vertailua. ANGPTL8:n tutkimuksissa on k&ytetty eri kaupallisia
ELISA-testeja ja se voi mahdollisesti olla selittava tekija ristiriitaisille tuloksille. Lisaksi
ANGPTLS8:n ollessa ravinnon indusoima proteiini, pitaisi tutkimusmenetelmét vakioida
niin, etta kaytetddn esimerkiksi aina paastonaytetta ja samalla tavalla kasiteltyja nayt-

teita.

Rajoituksia maaritysmenetelman kehittamiseen tuo se, ettd primaaristandardia ei tois-
taiseksi ole olemassa ja siksi luotettavan standardisuoran, jonka avulla pitoisuudet las-
ketaan, tekeminen on mahdotonta. ANGPTLS8:sta tiedetaan hyvin véhén, eika sen pi-
toisuutta normaaleissa naytteissa tiedeta. Nama tekijat asettavat rajoitteita ja haasteita

maaritysmenetelman kehittamiselle.

4 ELISA eli entsyymivalitteinen immunosorbenttim&aritys

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) eli entsyymivdlitteinen immunosorbent-
timaaritys on spesifinen ja sensitiivinen immunokemian tekniikka, jonka avulla voidaan
maarittaa erilaisia analyytteja, kuten vasta-aineita tai antigeeneja. Menetelma perustuu
vasta-aineiden ja antigeenin spesifiseen sitoutumiseen toisiinsa. ELISA on yksi eniten

kaytettyja laboratoriomenetelmid maaritettiessa erilaisia elimiston tarkeita proteiineja.

Vasta-aine on rakenteeltaan Y:n muotoinen proteiiniketju, jossa on kaksi kesken&én
identtistd H- eli raskasketjua, L- eli kevytketjua ja vakio- eli C-alueet. Kummankin ketjun
paassa on hypervariaabeli (Fab)-alue, joka pystyy sitoutumaan antigeeniin, eli yksi

vasta-aineen perusyksikkd pystyy sitomaan kaksi samanlaista antigeenia rajoittavana
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tekijana kuitenkin antigeenin koko. Vasta-aineet jaotellaan raskasketjun vakio-osan
mukaan viiteen eri paatyyppiin: 1gG, IgA, IgM, IgE ja IgD. ELISA-menetelmissa kayte-
taan eniten IgG-luokan vasta-aineita. Antigeeniksi kutsutaan vasta-aineiden kohdera-
kenteita ja epitooppi on antigeenin osa, johon vasta-aine spesifisesti sitoutuu. ELISA:n
toiminta perustuu siihen, ettd yleisesti vasta-aineet sitoutuvat vain yhteen epitooppiin,
eli tunnistavat vain tietyn antigeenin. Ristireaktiossa eri antigeenien samankaltaisten
rakenteiden vuoksi vasta-aine pystyy sitoutumaan useampaan epitooppiin. Ta&méa voi

aiheuttaa haasteita ELISA-menetelmassa. (Jokiranta — Seppéala 2011: 101-111.)

ELISA:ssa kaytettavat vasta-aineet voivat olla joko mono- tai polyklonaalisia. Monoklo-
naalisiksi vasta-aineiksi kutsutaan samasta solukloonista peraisin olevia, keskenaan
identtisid, vasta-aineita, jotka kaikki tunnistavat saman epitoopin. Naitd keskendan sa-
manlaisia vasta-aineita voidaan valmistaa soluviljelmissa. Polyklonaaliset vasta-aineet
ovat puolestaan perdisin immuunijarjestelman useista B-soluista ja ne tunnistavat sa-
man antigeenin eri epitooppeja. Eldaimia immunisoimalla saadaan tuotettua polyklonaa-

lisia vasta-aineita. (Lipman — Jackson — Trudel — Weis-Garcia 2005: 258-568.)

ELISA-menetelma kayttdd hyvakseen entsyymi-immunologiaa, jossa varireaktiota kata-
lysoi entsyymi, erimerkiksi peroksidaasi, alkalinen fosfataasi tai glukoosihydrogenaasi.
Perusperiaatteena on, etta spesifiset vasta-aineet ja ndytteen antigeeni reagoivat kes-
ken&an, ja vasta-aine-antigeeni-tasapainotilan synnyttya lisatdan substraatti, jota ent-
syymi katalysoi synnyttéen varimuutoksen, joka mitataan spektrofotometrisesti tai fluo-
rometrisesti tietylla aallonpituudella. (Niemel& — Pulkki: 2010. 84.)
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Kuvio 3. ELISA:n tyypillinen 96-kuoppainen levy. Kuoppalevyt ovat yleensa polystyreenid,
joihin useimmat proteiinit alkaalisissa olosuhteissa pystyvét kiinnittymaan.
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Menetelman voi rakentaa monella eri tavalla, riippuen siitd mita tutkitaan. Kiinte&dén
faasiin, yleensé kuoppalevyn pohjalle kiinnitetdan vasta-aine tai antigeeni. Suorassa
ELISA:ssa primaarinen vasta-aine tunnistaa pohjaan sidotun antigeenin ja epasuoras-
sa pohjaan kiinnitetyn antigeenin tunnistaa ensin primaarinen vasta-aine, jonka leimat-
tu sekundaarinen vasta-aine lopulta tunnistaa. Entsyymin substraatin liséyksen jalkeen
muodostuva varireaktio kertoo antigeenin maaran kuopassa. Suora menetelmé on no-
pea, mutta epasuora on menetelmana spesifisempi. ELISA voi olla myds kompetitiivi-
nen, jossa kuoppalevyn pohjalle kiinnitetty puhdistettu antigeeni ja naytteen antigeeni
kilpailevat kesken&én vakiomaarasta lisattyd entsyymileimattua vasta-ainetta. Mita
enemman naytteessa on antigeenia, sitd enemman se sitoo entsyymileimattua vasta-
ainetta, jolloin saadaan pienempi varimuutos entsyymituotetta mitattaessa. (Elisa tech-
nical guidebook and protocols. 2010.) Erilaiset ELISA-menetelméan vasta-aine ja

antigeeni vaihtoehdot on esitetty kuviossa 4.

Substrastti

Substraatei L* L* Substraatti
L, 6; gﬁm:ﬂm L*

Pohjaan sidotiu
primaarknen vasta-alne .‘
i

Sugra-ELISA Epasuora-ELISA Sandwich-ELISA Kempetitivinen ELIBA

Substrastti

Antigeeni

Kuvio 4. Erilaiset ELISA-menetelméan vasta-aine ja antigeeni vaihtoehdot.

Opinnaytetydn ANGPTL8:n maaritysmenetelma perustuu sandwich-ELISA:aan. Mene-
telman eri vaiheet on kuvattu kuviossa 5. Sandwich- menetelméssa kuoppalevyn poh-
jalle kiinnitetddn primaarinen vasta-aine, joka sitoutuu naytteen antigeenin epitooppiin.
Entsyymileimattu sekundaarinen vasta-aine sitoutuu myds antigeeniin. Naytteen anti-
geeni jaa siis kahden vasta-aineen valiin. Entsyymi ja substraatti reagoivat keskenaan
saaden aikaan varireaktion, joka mitataan. Syntyneen vérireaktion tuotteen maara on
suoraan verrannollinen mitatun antigeenin maaraan naytteessa. Kyseinen menetelméa
on hyvin herkka ja spesifinen, koska kaytetaan kahta antigeenin eri epitooppiin sitoutu-
vaa vasta-ainetta. Sandwich-ELISA:ssa tulee ottaa huomioon se, ettd antigeenissa
pitda olla ainakin kaksi sitoutumispaikkaa vasta-aineille ja naiden epitooppien tulee olla
riittdvan kaukana toisistaan, erityisesti tilanteissa, joissa kaytetddn kahta monoklonaa-

lista vasta-ainetta. (Elisa technical guidebook and protocols. 2010.)
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Primaarisen vasta- Leimattu
aineen kiinnitys Inkubaatio ja pesu sekundaarinen

kuoppallevylle vasta-aine

Inkubaatio ja pesu Standardi ja naytteet Inkubaatio ja pesu

Kuqt[t)_pal_evyn Substraatti —
peittaminen . reaktion pysaytys
epaspesifisen Inkubaatio ja pesu pysaylys —
sitoutumisen absorbanssin
estamiseksi mittaus

Kuvio 5. Sandwich-ELISA:n ty6vaiheet.

Standardisuoran avulla maaritetddn mitatusta absorbanssista naytteen pitoisuus. Stan-
dardista, esimerkiksi puhdistetusta proteiinista, jonka pitoisuus tunnetaan, tehd&an
laimennossarja. Standardin mittausalueen tulee maarittaa niin, ettd naytteiden pitoi-
suudet osuvat talle alueelle. Suoralta luetaan absorbanssin avulla naytteen pitoisuus.
Jokaiselle kuoppalevylle tulee tehda oma standardisuora, koska arvot saattavat vaih-

della eri méaarityskerroilla. (Elisa technical guidebook and protocols. 2010.)

Menetelman suunnittelussa on otettava huomioon monta asiaa. Kaytetyt vasta-aineet
on valittava huolella, jotta ne sitoutuvat spesifisesti mitattavaan antigeeniin ilman risti-
reaktioita. Epaspesifisen sitoutumisen estamiseksi primaarisen vasta-aineen Kiinnityk-
sen jalkeen on tarkeaa peittdad kuoppalevyn pohjalle mahdollisesti jddneet aukot peit-
tamispuskurilla, joka siséltaa esimerkiksi albumiinia. Vasta-aineiden sitoutumiseen an-
tigeeniin vaikuttaa keskeisesti kaytetty pitoisuus, inkubaatioajat ja lampdtilat seka mitat-
tavan antigeenin maara naytteessa. Myos leimatun vasta-aineen pitoisuuden optimointi
on tarkeaa hyvan signaalin syntymisen kannalta. Entsyymin ja substraatin valinnalla
pystytéaén vaikuttamaan menetelman sensitiivisyyteen. Yleisimmin kaytetty entsyymi on
piparjuuresta eristetty peroksidaasi (HRP), joka voidaan konjugoida vasta-aineeseen.
Myds kaytettdvien puskurien koostumus ja pH on optimoitava menetelmalle sopivaksi.

(Elisa technical guidebook and protocols. 2010.)
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5 Materiaalit ja menetelmat

5.1 Immunisoitujen kanien vasta-aineet

ELISA-menetelmén kehittamisessa kaytetyt vasta-aineet tuotettin Helsingin koe-
elainkeskuksessa New Zealand white-kaneissa. Kaneihin injektoitiin kolmen viikon va-
lein yhteensa seitseman kertaa laboratoriossa suunniteltuja ja kaupallisesti peptidisyn-
tetisaattorilla valmistettuja ANGPTLS8:n peptidijaksoja, jotka immunisoivat kanin tuotta-
maan vasta-aineita kyseista peptidijaksoa kohtaan.

Kokopitkéd ANGPTLS8:aa ei ollut saatavilla, joten immunisoinnissa kaytettiin osia koko-
naisesta proteiinista. Peptidijaksot valittin ANGPTL8:n C- ja N-terminaalisesta paasta
ja ne olivat pituudeltaan 14-16 aminohappoa (kuvio 6). Osa kaneista immunisoitiin
samaa peptidia kohtaan, koska immuunivaste ja vasta-aineiden tuotanto voi vaihdella

elainyksilosta toiseen.

Kanien vereen tuottamat, paaasiallisesti IgG-luokkaan kuuluvat, polyklonaaliset vasta-
aineet puhdistettiin ja proteiinipitoisuus mitattiin ennen kuin niita kaytettiin ELISA:n ke-
hittdmisessa. Liséksi menetelman kehittdmisessa kaytettiin kaupallista affiniteettipuh-
distettua Genscriptin vasta-ainetta, joka tunnistaa laboratoriossa suunnitellun 77-90

aminohappo-domeenin.

Kani | Peptidijakso

R355 |54-68

R356 |169-185 1 ANGPTLS 158
R357 |23-37 Jl B | g
R358 |23-37 = - R356 R3S
R359 |182-196 R353 R360
R360 |182-196

Kuvio 6. Kanien immunisointiin kaytetyt ANGPTLS8-peptidit. R-kirjain viittaa immunisoidun kanin
tunnisteeseen.
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5.2 ANGPTLS vasta-aineiden puhdistus antiseerumista

Laitteet Nestekromatografialaite (HPLC, High Pressure Liquid
Cromatography, Merck Hitachi)

Materiaalit Affiniteettikromatografiapylvas (1m HiTrap Protein G HP, GE
Healthcare)
Dialyysiletku, molekyylilapaisevyys 12-14 kDa (Spectrum
Laboratories)

Reagenssit Tasapainoituspuskuri:  Fosfaattipuskuroitu NaCl (PBS,
Phospate buffered saline), pH 7,4
Eluointipuskuri: Glysiini (Sigma), pH 2,5
0,1 M Tris-HCI, pH 9,0

Kanissa tuotettu IgG-vasta-aine puhdistettiin seerumista korkean erottelukyvyn neste-
kromatografiaan perustuvalla menetelmalla (HPLC). Puhdistuksessa kaytettiin valmista
kaupallista pylvasta, johon on sidottuna proteiini-G:ta. Neutraalissa pH:ssa IgG-vasta-
aine sitoutuu proteiini G:hen ja happamalla pH:lla sitoutunut IgG saadaan eluoitua irti

pylvaasta.

Vasta-aineen puhdistus alkoi pylvdan neutraloimisella PBS:ll&. Kuuden eri kanin an-
tiseerumit lisattiin pylvaaseen kaksi kertaa yhden millilitran annoksina eluointinopeudel-
la 1 ml/minuutti. Kromatografian aikana absorbanssilukemat kertoivat proteiinien sitou-
tumisesta pylvaaseen. Vasta-aineet irrotettiin pylvaasta happamalla glysiiniliuoksella.
Eluoitunut IgG-vasta-aine keratiin putkiin, joissa oli Tris-HCL-liuosta neutraloimassa

kerétyn fraktion pH:n.

Puhdistettu vasta-aine pipetoitiin dialyysiletkuihin, joiden lapaisevyys oli 12-14 kDa.
Selektiivisen diffuusion avulla letkun puolilapéisevan kalvon l&pi saatiin Tris-HCI-liuos
ja glysiini vaihdettua neutraalin pH:n PBS:&&n. Letkuja sailytettiin yon yli jadkaapissa

PBS-puskurissa, jonka jalkeen vasta-aineet jaettiin 0,5ml:n eriin.
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5.3 Proteiinipitoisuudenmaaritys ANGPTLS8 kanivasta-aineista

Laitteet Kuoppalevyspektrofotometri (Enspire Multimode Plate Rea-

der, PerkinElmer)

Materiaalit 96-kuoppalevy (Nunc)
Reagenssit Fosfaattipuskuroitu NaCl (PBS, Phospate buffered saline),
pH 7,4

Naudan seerumin albumiini (BSA, Bovine serum albumin)
Proteiinimaarityskitti (DC™ Protein Assay, Bio-Rad):
Reagenssi A
Reagenssi B
Reagenssi S

Naytteiden proteiinipitoisuuden maaritys aloitettiin standardisuorannaytteiden laimen-
tamisesta. Standardisuoran tekemisessa kaytettin naudan seerumin albumiinia 4
mg/ml, joka laimennettiin PBS:aan pitoisuuksiin 0,1 - 0,2 -0,4 - 0,6 - 0,8 ja 1 mg/ml.
Naytteet laimennettiin PBS:84n 1:5 ja 1:10. Kaikkiin kuoppiin pipetoitiin naytteet rin-
nakkaisina 5 pl/kuoppa. Reagenssit A ja S yhdistettiin ja pipetoitiin 25 pl/kuoppa. Rea-
genssi B:ta pipetoitiin 200 pl/kuoppa. Kuoppalevya sekoitettiin ravistelijassa 5 sekunnin
ajan. Absorbanssi mitattin 15 minuutin kuluttua aallonpituudella 750 nm. Standar-

disuoran avulla laskettiin naytteiden proteiinipitoisuudet.

5.4 ANGPTLS8 vasta-aineen HRP-leimaus

Laitteet Putken sekoittaja

Materiaalit Dialyysiletku, l&paisevyys 12-14 kDa, 0,32ml/cm (Spectrum
Laboratories)

Reagenssit Fosfaattipuskuroitu NaCl (PBS, Phospate buffered saline),
pH 7,4
0,1M Na,CO3
0,1M NaHCO;,
0,1M Natriummetaperjodaatti
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1mM Natriumasetaatti, pH 4,4

Natriumborohydridi

Peroksidaasi, Type XII, piparjuuresta (HRP, SIGMA)
Naudan seerumin albumiini (BSA. Bovine serum albumin)

1% tiomersaali

Vasta-aineet Kani-antiseerumista puhdistettu 1gG

Puhdistettua vasta-ainetta pipetoitin 1 mg/ml dialyysiletkuihin, joiden lapaisevyys oli

12-14 kDa ja dialysoitiin yon yli 0,1M karbonaattipuskuria vastaan +4 °C:ssa.

Peroksidaasia punnittin 1 mg, joka liuotettiin tislattuun veteen. Taman jalkeen lisattiin
natriummetaperjodaattia ja putkea inkuboitiin sekoittajassa folioon kaarittyna puolen
tunnin ajan. Peroksidaasi pipetoitiin dialyysiletkuun ja dialysoitiin yon yli +4 °C:ssa

1mM natriumasetaattipuskuria (pH 4,4) vastaan.

Dialysoidut tuotteet yhdistettiin samaan putkeen ja inkuboitiin sekoittajassa folioon k&a-
rittyn& tunnin ajan, jonka jalkeen lisattiin natriumborohydridia 1 mg. Putki avattiin muu-
tamia kertoja tunnin inkubaation aikana, jotta muodostunut hiilidioksidi paasi ulos. Lo-
pullista tuotetta dialysoitiin PBS:a& vastaan +4 °C:ssa kahden péaivan ajan.

Dialyysin jalkeen, leimattuun vasta-aineeseen lisattiin sailyvyyden parantamiseksi 20 %

BSA:taja 1 % tiomersaalia.

5.5 Geelifiltraatio ja proteiinien fraktiointi

Geelifiltraation (size exclusion chromathography) avulla saadaan eroteltua erilaisia
molekyyleja niiden molekyylikoon perusteella lisdamalla ne geelid sisdltavan pylvaan
lapi. Menetelméa on kayttdkelpoinen biomolekyylien kuten proteiinien erotteluun ja koon
maaritykseen, suolojen poistoon seké puskurin vaihtoon. Pylvaan geeli muodostuu
pyOreistd, inerteista partikkeleista joita ymparoi puskuri. Nama partikkelit muodostavat
moniulotteisen verkoston, jossa molekyylikooltaan tietyn kokoiset molekyylit paasevat
suodattumaan. Kun nayte lisatdan pylvaaseen, suuret molekyylit menevat melko suo-
raan pylvaan geelin 1&pi suodattumatta verkostoon kun pienemmat molekyylit joutuvat

kulkemaan pidemman matkan ja niilla kestdd kauemmin tulla ulos pylvaasta. Absor-
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banssia mittaamalla saadaan kuvaaja, jossa ensimmaisend ovat kooltaan suurimmat

molekyylit ja lopussa pienimmat. (Janson 2011: 51-87.)

Laitteet Nestekromatografialaite (HPLC, High Pressure Liquid Cro-
matography, Merck Hitachi)

Materiaalit 96-kuoppalevy (Nunc)
Geelifiltraatiopylvas (Superose 6 10/300 GL, GE Healthcare)

Reagenssit Fosfaattipuskuroitu NaCl (PBS, Phospate buffered saline),
pH 7,4
1 mM EDTA (etyleenidiamiinitetraetikkahappo)

Nayte 7 kertaa immunisoitujen kanien HRP-leimatut vasta-aineet

Plasma ja seerumi

Aluksi Superose-geelipylvas tasapainotettin  PBS-EDTA-puskurilla. Taméan jalkeen
naytteet lisattiin yksitellen injisoimalla 0,5 ml naytetta pylvaaseen. Naytteet eluoitiin
nopeudella 0,5 ml/minuutissa ja absorbanssia mitattiin aallonpituudella 280 nm. Frak-

tiot kerattiin minuutin véalein yhteensa 45 minuutin ajan.

5.6 SDS-PAGE ja Coomassie blue-varjays

SDS-PAGE (sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis) eli natrium-
dodekyylisulfaattipolyakryyliamidigeelielektroforeesi on yleinen biokemian menetelma,
jonka avulla proteiineja erotellaan molekyylipainon mukaan. SDS denaturoi proteiinien
rakenteen ja antaa niille negatiivisen varauksen. Sahkoisesti varautuneet proteiinit erot-
tuvat polyakryyliamidigeelilla niin, ettd pienemmat liikkuvat suurempia nopeammin.
Erottelun jalkeen geeli voidaan varjata proteiinivydhykkeiden havaitsemiseksi. (Janson:
349-373.)

Laitteet Geelinerottelulaite (Hoefer Mighty Small 1l, SE 250/260 Mini-

Vertical Gel Electrophoresis Units)

Materiaalit 12,5 % polyakryyliamidigeeli
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Reagenssit Naytepuskuri
SDS-puskuri
Varjayspuskuri (Coomassie Blue R250)
Varinpoistoaine
SDS-PAGE standardi, markkerit alueella 10-250 kDa (Pag-

eRuler Plus Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific)

Nayte Kokopitkd ANGPTL8 (Human C190rf80 full lenght protein,

abcam®)

Nayte laimennettiin naytepuskuriin 2 pg naytetta rivia kohden. Taméan jalkeen putkia
keitettiin kiehuvassa vedessa noin viiden minuutin ajan, jotta proteiini denaturoituu se-
k& puskuri ja nayte sekoittuvat hyvin keskendan. Naytepuskurin 2-merkaptoetanoli

edesauttaa proteiinien denaturointia rikkoen rikkisiltoja.

Geeliksi valittiin naytteen molekyylipainon (noin 22 kDa) mukaan 12,5 % polyakryy-
liamidigeeli. Naytteet pipetoitiin geelille ja s&hkévirran avulla proteiinit liikkuivat geelis-
sa. Kokoomageeli (3 %) eroteltiin 90 V ja 12,5 % erotusgeeli 150 V. Kun naytteet olivat
kulkeutuneet geelin alareunaan, elektroforeesi purettiin ja geeli laitettiin noin puoleksi
tunniksi varjayspuskuriin ja varinpoistoon niin pitkéksi aikaa, etta tausta kirkastui ja
proteiinivyohykkeet erottuvat. Geelia tarkasteltiin valopdydalla standardia apuna kayt-

taen.

5.7 Western blot — analyysi

Western blot on tarkea solu- ja molekyylibiologian tekniikka, jonka avulla erotellaan ja
tunnistetaan proteiineja seka voidaan testata kaytettyjen vasta-aineiden spesifisyys.
Ensin proteiinit erotellaan kokonsa perusteella sdhkdkentassa geelielektroforeesilla.
Proteiinit siirretdan esimerkiksi nitroselluloosakalvolle ja sitoutetaan spesifisten vasta-
aineiden kanssa. Sitoutumattomat vasta-aineet pestaan pois ennen sekundaarisen
vasta-aineen lisdamista. Sekundaarinen vasta-aine, joka on leimattu esimerkiksi pipar-
juuriperoksidaasientsyymilla (HRP), sitoutuu primaariin vasta-aineeseen ja substraatin
lisayksen jalkeen saadaan nakyviin kohdeantigeenit. (Mahmood — Yang 2012: 129—
434.)
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Siirtajaelektroforeesi (Hoefer Transphor, Transfer Electro-
phoresis Units)
Filmin kehityslaite (Kodak)

Nitroselluloosakalvo (Amersham™ Hybond™-ECL 0,45um,
GE Healthcare)
Rontgenfilmi (Super RX, Fuijifilm)

Rasvaton maitojauhe (Valio)

TBST (Tris puskuroitu NaCl ja 0,1% Tween 20), pH 7,6
SDS-PAGE standardi, markkerit alueella 10-250 kDa (Pag-
eRuler Plus Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific)
Blot-puskuri: 25 mM Tris-HCI, 192 mM glysiini,

20 % MeOH

Kuvantamissubstraatti (Clarity™ Western ECL Blotting Sub-
strate, Bio-Rad)

Kokopitkd ANGPTL8 (Human C190rf80 full length protein,

abcam®)

Seitseman kertaa immunisoitujen kanien puhdistettu IgG
GAR (Goat Anti-Rabbit IgG (H + L)-HRP Conjugate, Bio-
Rad)

Naytteiden erottelu tehtiin samalla tavoin kuin edellisessd SDS-PAGE:ssa on kuvattu.

Erottelun jalkeen geeli laitettiin kasettiin imupapereiden valiin nitroselluloosakalvon

kanssa. Kasetti upotettiin puskuriin ja naytteet siirrettiin sdhkoévirtaa hyvaksikayttaen

polyakryyliamidigeelilta nitroselluloosakalvolle. Siirtaminen suoritettiin 200 V ja 400 mA

noin tunnin ajan. Kalvolle siirrettyja naytteitd inkuboitiin tunnin ajan 5 % maito — TBST-

peittdmispuskurissa.

Vasta-aineet laimennettiin 1:500 0,5 % maito — TBST -liuokseen. Nitroselluloosakalvoja

inkuboitiin vasta-aineita sisdltdvan maitoliuoksen kanssa yon yli +4 °C, jonka jalkeen

ne pestiin kaksi kertaa 15 minuutin ajan tasosekoittajassa TBST-pesupuskurilla. Affini-

teettipuhdistettu ja HRP-leimattu sekundaarinen vasta-aine GAR, laimennettiin 1:2000



24

0,5 % maito — TBST —liuokseen, jossa naytteita inkuboitiin noin tunnin ajan. Nitrosellu-

loosakalvo pestiin samoin kuin aikaisemmin.

Kuvantamisessa kaytettiin vahvistettuun kemiluminesenssiin (ECL, enhanced che-
minoluminesence) perustuvia kaupallisia substraatteja. GAR-vasta-aineeseen sidottu
peroksidaasientsyymi hapettaa substraatin luminolin synnyttéden valoreaktion. Sub-
straatti pipetoitiin nitroselluloosakalvolle ja inkuboitiin muutama minuutti. Taman jalkeen
nitroselluloosakalvoa vasten painettiin rontgenfilmi, johon néayte emittoi valoa ja filmi

kehitettiin Kodak-laitteella. Tydskentely tapahtui pimiéssa.

5.8 ELISA-menetelma

Laitteet Kuoppalevyspektrofotometri (Enspire Multimode Plate Rea-
der, PerkinElmer)
Kuoppalevyn pesulaite (WellWash AC, Thermo Fisher Sci-
entific)

Materiaalit 96-kuoppalevy (Nunc)

Reagenssit Na,CO;
NaHCO;
Fosfaattipuskuroitu NaCl (PBS, Phospate buffered saline),
pH 7,4
Tween 20 (Sigma)
Naudan seerumin albumiini (BSA. Bovine serum albumin)
Sitruunahappo
Na,HPO,
H,0,
H,SO,
10mg o-polyetyleenidiamiini tabletti (Sigma)

Vasta-aineet Kaneissa tuotettu polyklonaalinen ANGPTLS8 vasta-aine
Kaupallinen vasta-aine (Affinity Purified Antibody, Genscript)

HRP-leimattu vasta-aine

Puskurit Pinnoitus: 0,05M Na,CO3; — NaHCOs, pH 9,6
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Peittaminen: PBS - 0,5% BSA - 0,1% Tween 20
Laimennos: PBS- 0,5% BSA — 0,5% Tween 20
Pesu: PBS - 0,5% Tween 20

Substraatti: 6,25 ml 0,1 M sitruunahappo
6,25 ml 0,2 M Na;HPO,
12,5 ml H,0O
10mg o-polyetyleenidiamiini tabletti
10 pl H50,

Menetelman toteutus aloitettiin laimentamalla pinnoituspuskuriin puhdistetut IgG-vasta-
aineet pitoisuuteen 2 pg/kuoppa ja laimennosta pipetoitiin 200 pl/kuoppa. Kuoppalevyn
kahteen ensimmaiseen kuoppaan pipetoitiin pelkkda puskuria taustan mittaamiseksi.

Kuoppalevya inkuboitiin yon yli jAdkaapissa (+4 °C) muovikalvolla peitettyna.

Seuraavana paivana kuoppalevy pestiin nelja kertaa 350 pl:lla pesupuskuria kuoppaa
kohden. Taman jalkeen lisattiin peittdmispuskuria 200 pl/kuoppa, jotta pohjan pinnoi-
tukseen ei ja& aukkoja ja estetédan vasta-aineiden epaspesifinen sitoutuminen. Kuoppa-
levya inkuboitiin huoneenlammadssé peitettyné tunnin ajan, jonka jalkeen kuopat pestiin

uudelleen.

Seerumi- ja plasmanaytteet laimennettiin laimennospuskuriin suhteessa 1:2, 1:4, 1:8,
1:16 ja 1:32. Naytteitd pipetoitiin 200 pl/kuoppa. Kuoppalevyn kuuteen ensimmaiseen
kuoppaan pipetoitiin vain laimennospuskuria, jotta saatiin taustan liséksi havaittua
mahdollinen vasta-aineiden ristireaktio. Kuoppalevya inkuboitiin tunnin ajan jadkaapis-

sa, jonka jalkeen suoritettiin pesu.

HRP-konjugoidut eli leimatut sekundaariset vasta-aineet laimennettiin laimennospusku-
riin suhteessa 1:500 ja pipetoitiin kuoppiin 200 ul. Kuoppalevya inkuboitiin tunnin ajan

huoneenlammaossa, jonka jalkeen kuoppalevy pestiin.

Substraatti valmistettiin sekoittamalla putkessa 6,25 ml 0,1 M sitruunahappoa ja 6,25
ml 0,2 M Na,HPO, ja 12,5 ml steriilid vetta. Lopuksi putkeen liuotettin 10mg o-
polyetyleenidiamiinitabletti ja lisattin 10 ul vetyperoksidia. Substraatti-entsyymi vérire-

aktio on valolle herkka, joten substraatti valmistettiin juuri ennen pipetointia. Substraat-
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tia lisattiin valittomasti 200 pl/kuoppa, jonka jalkeen kuoppalevy peitettiin foliolla ja an-
nettiin varireaktion edeta 20-25 minuuttia.

Reaktio pysaytettin 3 M rikkihapolla, jota pipetoitiin 50 pl kuoppaa kohden. Peroksi-
daasin hajottaessa substraattia, syntyi kellertdva varireaktio, jonka absorbanssi mitat-
tiin aallonpituudella 490 nm.

6 Tulokset jatulosten tarkastelu

6.1 Vasta-aineen puhdistus ja proteiinipitoisuus

Immunisoitujen kanien veresta eroteltiin haluttu vasta-aine, joka kuuluu IgG-luokkaan.
Puhdistukseen kaytettiin proteiini-G-affiniteettipylvastd, jotta saatiin vain lgG-fraktio
kaikista muista proteiineista erilleen. Kuviossa 7 on esitetty tyypillinen HPLC-
kromatografian kuvaaja. Ensimmaiset kaksi piikkid kuvaavat naytteen liikkumisen al-
kamista pylvaassa ja viimeinen piikki kuvaa IgG:n eluointia pylvaasta. Kaikki kuusi eri

kanin antiseerumia eroteltiin vuorotellen pylvaassa, eluoitiin ja kerattiin talteen.
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g 2 hq Naytteen
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Kuvio 7. ANGPTLS8 IgG-vasta-aineen puhdistuksen kromatogrammi. Kanin antiseerumi lisattiin
pylvaaseen kahdesti yhden millilitran annoksina nopeudella 1 ml/min, josta syntyy
kaksi ylinta piikkid. Happaman pH:n avulla 1gG eluoitiin pylvaasta irti, jota kuvaa vii-
meinen piikki.
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Proteiinipitoisuudet méaaritettiin kaikista proteiini-G-pylvaalla puhdistetuista ANGPTL8-
peptidivasta-aineista. Kuviossa 8 on esitetty eri kanien puhdistettujen IgG-vasta-
aineiden proteiinipitoisuudet.

ANGPTLS8 IgG-vasta-aineiden proteiinipitoisuudet
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Kuvio 8. Immunisoitujen kanien puhdistettujen IgG-vasta-aineiden proteiinipitoisuudet. Eri ka-
nien vasta-ainepitoisuudet vaihtelivat vailla 3,36-4,16mg/ml.

6.2 HRP-leimatut vasta-aineet

Seitseman kertaa immunisoitujen kanien puhdistetut vasta-aineet leimattiin piparjuuri-
peroksidaasilla. Aikaisemmasta kolmannesta immunisaatiosta keratyt vasta-aineet oli-
vat toimineet hyvin sekundaarisena vasta-aineena, mutta haluttiin testata toimisivatko
uudemmat vielda paremmin. Uudet leimatut vasta-aineet eivat kuitenkaan toimineet ja
syyta lahdettiin selvittdmaan. Oli todennédkbdisempéad, etta ongelma oli leimausvaihees-

sa eika seitsemannen immunisaation kanivasta-aineissa.

Geelifiltraation avulla selvitettiin onko HRP-leima, jonka molekyylipaino on noin 44 kDa,
Kiinnittynyt IgG-vasta-aineeseen, jonka koko on noin 150 kDa. Vasta-aineiden liséksi
vertailukohdaksi eroteltiin puhdasta kanin 1gG:t4, jotta tiedettiin mihin 1gG-piikki tavalli-
sesti sijoittuu. Seitsemén kertaa immunisoitujen kanien vasta-aineiden kromatogram-
min useammasta piikista nahtiin, etté vain osaan vasta-aineista peroksidaasi oli kiinnit-
tynyt sitomisreaktion aikana. Leimaamisessa kaytetty nautriumborohydridi, jonka tarkoi-
tuksena on kiinnittaa vasta-aine ja peroksidaasi toisiinsa, ei todennakdisesti ollut toimi-

nut optimaalisesti.
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6.3 Proteiinifraktiot ANGPTL8:n kompleksoitumisen selvittdmisessa

ANGPTL8:n kompleksoitumista tutkittiin geelifiltraation avulla keratyista proteiinifrakti-
oista kayttden kehitettyd ELISA-menetelm&d. ANGPTL8 on molekyylipainoltaan 22
kDa, joten geelifiltraatiossa proteiinin pitdisi pienen kokonsa vuoksi tulla kromatografian
loppupuolella. ELISA-tuloksen perusteella osoittautui, ettd ANGPTL8-proteiini eluoitui
jo huomattavasti aikaisemmin (kuvio 9). Tasta voitiin paatella, ettda ANGPTLS8 on aina-
kin ajetuissa naytteissa kompleksoitunut molekyylikooltaan hyvin suureksi kokonaisuu-
deksi.

Seerumi- ja plasmanaytteet lisattiin pylvaaseen, jotta saatiin selville niiden vélinen ero
ANGPTLS8:n eluoitumisessa. ANGPTL8-pitoisuus nousi samassa fraktioissa molem-
missa naytetyypeissa, joten on todennakdista, etta kompleksi ei ole muodostunut pel-
kastaan hyytymistekijoiden kanssa, koska seerumista ne puuttuvat. Plasman
ANGPTLS8-pitoisuus oli hieman seerumia korkeampi. Kompleksoitumisesta huolimatta
kehitetyssa ELISA-menetelméssa vasta-aineet paasevat sitoutumaan ANGPTL8:aan.

Fraktioiden ANGPTLS8:n pitoisuus
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Kuvio 9. Proteiinien fraktiointi korkean erottelukyvyn geelisuodatuksella. ANGPTL8:n komplek-
soitumisen selvittdmisessda. ANGPTLS8:n oli niin plasmassa kuin seerumissa samassa
fraktiossa ja eluoituu suurimolekyylisten yhdisteiden alueella. Kuvioon on merkitty
nuolilla lipoproteiinien ja ANGPTL8:n monomeerin tyypilliset eluointikohdat kuvion tul-
kinnan helpottamiseksi.
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6.4 Kokopitkdn ANGPTLS8:n koon ja puhtauden tutkiminen

E.coli-bakteereissa tuotetun rekombinantti-ANGPTL8:n kokoa ja puhtautta selvitettiin
elektroforeesin avulla. Molekyylikoon 10-250 kDa mukaan merkitty standardinayte ja

kokopitkée ANGPTLS eroteltiin polyakryyliamidigeelissa pitoisuudella 2 pg/kaivo.

Kokopitkd ANGPTL8:n muodosti yhden selkean proteiinivydhykkeen noin 22 kDa koh-
dalle (kuvio 8). Kaupallinen proteiini on siis puhdasta eli se ei sisalla mitddn muita pro-
teiineja kuin kokopitkdd, ANGPTL8:n molekyylikoon alueella liikkuvaa proteiinia.
ANGPTLS8:n identiteetista saatiin varmuus vasta Western blot-analyysin avulla.
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Kuvio 10. Kokopitkdn ANGPTL8:n SDS-PAGE ja Coomassie blue-varjays. Varjatysta geelista
voidaan todeta naytteen sisaltdvan vain puhdasta ANGPTL8:aa, joka on molekyyli-
painoltaan noin 22 kDa.

6.5 Vasta-aineet Western blot -analyysilla

Western blot —analyysin tarkoituksena oli selvittdd tunnistavatko tuotetut vasta-aineet
puhtaan, kokopitkan ANGPTLS8:n. Kaikkien immunisoitujen kanien puhdistetut vasta-

aineet sekd Genscript:n kaupallinen vasta-aine tutkittiin Western blot-menetelmalla.

Kaikki vasta-aineet, lukuun ottamatta R358:aa, sitoutuivat koko pitkddn ANGPTLS8:aan.
R356:n ja R357:n vasta-aineet reagoivat melko huonosti ja R358 ei antanut lainkaan
signaalia (kuvioll). R357- ja R358-kanit on immunisoitu samaa ANGPTLS8-peptidia
vastaan, joten erot signaalienvoimakkuuksissa johtuvat kanien erilaisista immuunivas-

teista proteiinia kohtaan. R359:n vasta-aine reagoi voimakkaasti Western blot:ssa,



30

mutta ELISA:ssa vaste oli R360:n vasta-ainetta huonompi. Western blot vahvistaa

ELISA-menetelmén kehittdmisessa R355:n ja R360:n vasta-aineiden kayttdd, koska ne

antavat parhaimman vasteen.
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Kuvio 11. Immunisoitujen kanien vasta-aineiden tutkiminen Western-blot -analyysilla. Kaikki

6.6

vasta-aineet lukuun ottamatta R358, tunnistavat kaupallisen kokopitkén ANGPTLS8:n.

ELISA-menetelman kehittaminen

ELISA:n kehittaminen alkoi yhdistelemalla eri primaari- ja sekundaarivasta-aineita.

Primaarinen vasta-aine etsittiin kiinnittamalla kuoppalevyn pohjaan viiden eri kanin

puhdistettu IgG-vasta-aine (kuviol2). Kolme kertaa immunisoitujen kanien R359- ja

R360-vasta-aineita oli valmiiksi HRP-leimattuina, joten kokeilut aloitettiin niilla (kuvio

13).

Vasta-aineet pyrittin  valitsemaan niin, ettad toinen vasta-aineista tunnisti

ANGPTLS8:n N-terminaalista ja toinen C-terminaalista osaa, jotta saatiin luotettavimmin

mitattua kokopitka proteiini.

Abs
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Kuvio 12. Primaaristen vasta-aineiden tutkiminen. Vasta-aineet 2 pg/kuoppa, sekundaarisena

vasta-aineena kaupallinen HRP-leimattu Genscript suhteessa 1:1000. Inkuboitaessa
+ 37°C:ssa absorbanssit ovat hyvin matalat verrattuna + 4°C:ssa. Naytteend hu-
maaniseerumi.
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Sekundaariset vasta-aineet
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Kuvio 13. Sekundaaristen vasta-aineiden tutkiminen. Affiniteetti puhdistettu Genscript
1 pg/kuoppa ja R355 10 pg/kuoppa. Sekundaariset vasta-aineet 1:500. R360 antaa
paremman vasteen kuin R359. Naytteena humaaniseerumi. Inkubaatio naytteen
kanssa + 4°C:ssa.

Tutkimusten perusteella parhaaksi kuoppalevyn pohjaan kiinnitettavaksi vasta-aineeksi
valikoitui R355. Sekundaarisista vasta-aineista R360 antoi paremman vasteen niin pri-
maarisen vasta-aineen ollessa Genscript kuin R355. Kuvion 13 tulosten vertailussa on
otettava huomioon, ettd Genscript-vasta-aine on affiniteettipuhdistettua ja siksi pie-
nempi pitoisuus vasta-ainetta riittdd verrattuna tuotettuun R355-vasta-aineeseen. Me-
netelméé lahdettiin kehittam&an niin, ettd R355-vasta-aine kiinnitettiin kuoppalevyn
pohjaan ja HRP-leimattu R360-vasta-aine toimi detektiovasta-aineena. Myéhemmin
leimattiin seitsemannen immunisaatiokerran kanien parhaiksi havaitut sekundaariset

vasta-aineet, mutta ne eivat toimineet menetelmassa.

Vasta-aineiden epéaspesifistda sitoutumista ja taustan aiheuttamaa signaalia tutkittiin
lisdamalla osaan levyn kuopista vain puskuriliuokset ja vasta-aineet ilman naytetta.
Kuoppien arvot olivat alhaiset eli vasta-aineet eivat ristireagoineet menetelmassa.
Standardin ja naytteiden absorbansseista vahennettiin puskuriliuosten ja vasta-

aineiden absorbanssiarvot.

Kun hyvin laimeneva ja riittdvan korkean absorbanssin antava vasta-aine yhdistelma
[Oytyi, lahdettiin yksitellen muuttamaan menetelman eri komponentteja. Ensimmaisten
ELISA-kokeilujen inkubaatiot tehtiin lampoékaapissa, mutta jAdkaappi- ja huoneenlam-
potilan todettiin antavan huomattavasti paremmat ja korkeammat absorbanssi-tulokset,

todennékdisesti johtuen vasta-aineiden ja antigeenien lisdantyvasta reagoimisesta
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kylméassa. Lisaksi tutkittin kuinka eripituiset inkubaatioajat vaikuttavat tuloksiin. Nayt-
teiden yon yli inkubaation havaittiin parantavat vastetta, mutta hyddyn todettiin olevan
vahainen pitkaan tutkimusaikaan verrattuna. Naytetilavuuden puolittumisen todettiin
puolittavan absorbanssiarvon, joten tarpeeksi korkean absorbanssin aikaansaamiseksi
naytetilavuutena kaytettin 200 pl kuoppaa kohden. Primaari- ja sekundaarivasta-
aineen pitoisuutta vaihtelemalla pyrittiin 10ytam&aén parhaan tuloksen antava pitoisuus.
Optimaaliseksi primaarisen R355-vasta-aineen pitoisuudeksi todettiin 2 pg/kuoppa (ku-
vio 14) ja sekundaarisena vasta-aineena kaytetyn R360:n parhaan vasteen antavaksi

laimennokseksi osoittautuivat 1:500.

Primaarisen R355:n vasta-aineen pitoisuus

1,8
1,6 -
1,4
12 -\
»n 1,0 1B\ 1ug
2 0,8 \“\ =l 2|10
0,6 X\\ 5ug
0,4
i 1 0LIQ
00 m
0,0 T T T '

1 1.2 1:4 1.8 1:16  1:32
plasmalaimennos

Kuvio 14. Primaarisen vasta-aineen R355:n optimipitoisuuden maéaritys. Paras vaste saatiin
pitoisuudella 2 pg/kuoppa. Naytteena humaaniplasma.

Seuraava askel oli maarittaa standardisuora, jotta absorbanssiarvoista saatiin maaritet-
tya naytteen pitoisuus. Tarkoituksena oli kayttdd kokopitkdd rekombinantti-
ANGPTL8:aa primaaristandardina, mutta proteiini ei reagoinut kehitetyssd ELISA-
menetelmassa erilaisista kasittelyistd huolimatta. Sekundaarisena standardindytteena
kaytettiin plasmafereesista kerattya plasmaa, jotta saatiin suuntaa antava tulostaso
ANGPTLS8:n pitoisuudesta. Laimentamattoman standardin pitoisuudeksi arvioitiin 1
ng/ml ja se laimennettiin pitoisuuksiin 1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 ja 1:32. Kuviossa 15 on tyy-
pillinen sekundaarinen standardin suora. Kaikki standardisuoran naytteet pipetoitiin

luotettavuuden lisdamiseksi rinnakkaisina.
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Tyypillinen sekundaarinen standardisuora
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Kuvio 15. Tyypillinen kehitetyn ANGPTL8:n ELISA-menetelméan sekundaarinen standardisuora.

Menetelman toimivuutta tutkittin ihmisen ja hiiren plasma- ja seeruminaytteilla. Mene-
telma antoi hyvan vasteen niin plasmasta kuin seerumista. Vasta-aineet reagoivat
my0s hiirindytteilla osittaisen proteiinisekvenssin homologian vuoksi eli menetelma on
kayttokelpoinen myods hiirten ANGPTLS8:n pitoisuuden maarittamisessa. Kokonaisella
rekombinantti-ANGPTLS8:lla ei saatu kehitetyssa ELISA-menetelmassa minkaanlaista

vastetta, vaikka Western blotissa vasta-aineet tunnistivat kokopitkan proteiinin.

7 Johtopaatokset

Opinnaytetydn tarkoituksena oli kehittdd ELISA-menetelm& ANGPTL8:n maarittdmi-
seksi. ANGPTLS8 on erittdin mielenkiintoinen uusi proteiini, josta tiedetdén viela melko
vahan. Sen moninaiset vaikutukset elimistéssa tekevat siitd mielenkiintoisen tutkimus-
kohteen. Monet kysymykset proteiinin toiminnassa vaativat vielé vastauksia ja siksi olisi

tarkeaa saada luotettava menetelma proteiinin maarittamiseksi.

ELISA-menetelméan kehitysty®d alkoi toimivien vasta-aineiden Idytamisesta ja menetel-
man olosuhteiden optimoimisesta. Erinomaisen vasteen eli hyvin laimenevat ja korkean
absorbanssin antavat vasta-aineet onnistuttiin [0ytaméaan, joista toinen tunnistaa spesi-
fisesti N- ja toinen C-terminaalisenpaén proteiinista. Menetelma mittaa siis kokopitk&a
ANGPTLS8:aa. Primaaristandardin puutteen vuoksi menetelm&éa ei pystytty validoimaan
eli sen luotettavuutta testaamaan. Sekundaarisena standardina kaytetysta plasmasta

tehdyn standardisuoran avulla saatiin maaritettyd néytteista vain suuntaa antavia pitoi-
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suuksia. Vaikka tarkkoja pitoisuuksia ei pystytty maarittdmaan, tuloksista voitiin todeta

menetelman tunnistavan hyvin ANGPTLS8:n plasmasta ja seerumista.

Seitsemannen immunisaatiokerran kanien vasta-aineet haluttiin leimata peroksidaasil-
la, jotta nadhtdisiin toimisivatko ne kolme kertaa immunisoitujen kanien vasta-aineita
paremmin sekundaarisena vasta-aineena. Hypoteesina oli, ettd useamman immunisaa-
tion jalkeen kanit olivat tuottaneet enemman vasta-aineita ANGPTL8:n peptidipatkia
kohtaan. Valitettavasti uudet leimatut vasta-aineet eivat toimineet ELISA-
menetelmassa. Geelifiltraation avulla pystyttiin toteamaan, etta peroksidaasi oli kiinnit-
tynyt vain pieneen osaan vasta-aineista. Epaonnistuneen leimauksen syyna oli mita
todennakdisimmin toimintakykynsa menettanyt natriumborohydridi, jonka tarkoituksena
on kiinnittda vasta-aine ja entsyymi toisiinsa. Seitseman kertaa immunisoitujen kanien
vasta-aineet pitdisi seuraavalla kerralla leimata tuoretta natriumborohydridia kayttamal-

la.

Geelifiltraatiosta saatujen proteiinifraktioiden avulla saatiin selville, ettd ANGPTLS8
esiintyy elimistdssa monomeerin sijaan suureen kompleksiin sitoutuneena. Seerumi- ja
plasmanaytteitad tutkimalla kavi ilmi, etta proteiini esiintyy kummassakin naytetyypissa
samankokoisena. Plasmanaytteen ANGPTL8-pitoisuus oli hieman seeruminaytetta
korkeampi. Kompleksi ei siis todennékoisesti ole muodostunut pelkastaan hyytymisteki-
joistd, koska ne puuttuvat seerumista. Toistaiseksi on epaselvaa mink& kanssa
ANGPTL8:n muodostaa kompleksin ja kuinka se jakautuu verenkiertoon ja kudoksiin.
Tulevaisuudessa olisi mielenkiintoista tutkia ilmiota lisdd. Kompleksoitumisesta huoli-
matta kehitetyn menetelmén vasta-aineet p&dsevéat sitoutumaan kokopitkaan proteii-

niin.

Western blot vahvisti tuotettujen vasta-aineiden tunnistavan spesifisesti kokonaisen
ANGPTLS:n ja ettd menetelmén kehittdmisessa on kaytetty parhaan signaalin antavia
vasta-aineita. Lisatutkimusta vaaditaan siitd miksi puhdistettu, kokopitkd ANGPTLS8:n
reagoi Western blot—analyysissa, muttei ELISA-menetelmassa. Todennakdinen syy on
se, ettd ANGPTLS8:n taytyy olla sen biologisissa naytteissa kompleksimuodossa. ELI-
SA-menetelméssd antigeeni reagoi liuostilassa kun taas Western blot-analyysissa
ANGPTL8 on SDS-kasitelty ja kiinnitettyn& nitroselluloosakalvossa. Reagointiolosuh-
teet ovat siis hyvin erilaiset. Proteiini on valmistettu E. coli — bakteereissa, joten myds
sen laskostuminen poikkeaa elimistdssa esiintyvasta proteiinista. Proteiinin erilainen

laskostuminen voi aiheuttaa antigeenien epitooppeihin muutoksia, jolloin vasta-aine ei
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enda kykene sitoutumaan siihen. Matriksin vaikutuksen selvittdmiseksi naytteitd inku-
boitiin yhdesséa plasman kanssa. Kokonainen vasta-aine ei kuitenkaan vielakdan naky-
nyt ELISA:ssa. Jatkossa kokopitkd& rekombinantti-ANGPTLS8:aa voisi kasitella erilaisil-
la proteiinin rakenteeseen vaikuttavilla aineilla, esimerkiksi SDS-liuoksella, jolloin vas-
ta-aineet mahdollisesti pystyisivat sitoutumaan siihen paremmin. Kokopitk&n rekombi-
nanttiproteiinin toimimaan saaminen menetelmassa olisi tarkeda, koska sita voitaisiin

kayttaa primaarisena standardina naytteita mitattaessa.

Maaritysmenetelma kehitettiin tutkimuksen hyvaa tieteellistd kaytantéa (2012: 6-9)
noudattaen. Menetelman kehittdmisella on yhteiskunnallinen tarve ja merkittavyys,
koska ANGPTLS8:n vaikuttaa keskeisesti rasva-aineenvaihduntaan, jonka hairiét ovat
yhteydessa maailmanlaajuisesti yleisimpaéan kuolinsyyhyn, sydan- ja verisuonitauteihin.
ANGPTLS8:n tutkiminen voi mahdollistaa uusien hoitokeinojen kehittdmisen ja olla mah-
dollisesti biomarkkeri naille sairauksille. Tutkimuksen merkittavyytta lisdd myods aikai-
semman tutkimustiedon vahyys. Menetelmassa kaytetyt vasta-aineet oli tuotettu Hel-
singin koe-elainkeskuksessa koe-eléin lakeja ja eettisid periaatteita noudattaen. Kehit-
tamistyon eri vaiheet tehtiin tarkasti ja laadukkaasti, jotta pystyttiin varmistamaan tulos-
ten luotettavuus. Suuri pipetointi maard aiheuttaa jonkin verran satunnaisvirhettéa ELI-
SA-menetelmassé, joten virheen mahdollisuutta pienennettiin naytteiden rinnakkaispi-
petoinnilla. Kaikki tulokset k&siteltiin avoimesti ja rehellisesti tutkimusryhmassa. Tyo-
vaiheet ja tulokset raportoitiin ja arkistoitiin juuri sellaisena kuin ne saatiin. Tulosten
esittamisessa on pyritty selittdméaan asiat johdonmukaisesti ja helposti ymmarrettavalla
tavalla. Kehitetyn menetelman jatkokehittdmisté ja toistettavuuden varmistamista var-

ten laadittiin tarkka tyoohje (liite 1).

Menetelman kehittaminen jai viela kesken, koska primaaristandardia ei ollut saatavilla.
Hyvan vasta-aineyhdistelman ja menetelmén optimaalisten olosuhteiden I6ytdminen on
kuitenkin jo hyva alku. Seuraava askel kehittamistytssa on luotettavan standardin 16y-
taminen ja menetelman validointi. ANGPTL8 voidaan maarittaa myds massaspektro-
metrin avulla plasmasta tai seerumista, jolloin sitd voitaisiin kayttdd suoraan menetel-

man standardina.
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ANGPTLS:n ELISA-tySohje
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Ella Saarsola

Laitteet:

Reagenssit:

Vasta-aineet:

Puskurit:

ANGPTLS-ELISA

Kuoppalevyn pesulaite (WellWash AC, Thermo Fisher Sci-
entific)

Kuoppalevyspektrofotometri (Enspire Multimode Plate Re-
ader, PerkinElmer)

Na,CO3

NaHCO;

Fosfaattipuskuroitu NaCl (PBS, Phospate buffered saline),
pH 7,4

Tween 20 (Sigma)

Naudan seerumin albumiini (BSA. Bovine serum albumin)
Sitruunahappo

Na,HPO,

H,0,

H,SO,

10 mg o-polyetyleenidiamiini tabletti (Sigma)

R355, immunisaatio 7, 1gG (3,82mg/ml)
R360, immunisaatio 3, 1I9G, HRP-leimattu

Pinnoitus: 0,05M Na,CO3; — NaHCOs;, pH 9,6
Peittdaminen: PBS — 0,5% BSA - 0,1% Tween 20
Laimennus: PBS- 0,5% BSA — 0,5% Tween 20
Pesu: PBS - 0,5% Tween 20

Substraatti: 6,25 ml 0,1 M sitruunahappo
6,25 ml 0,2 M Na,HPO,
12,5 ml H,O
10 mg o-polyetyleenidiamiini tabletti
10 pl H20,



Liite 1
2(2)

Menetelma

1. Pinnoitus

Kahteen ensimmaiseen kaivoon lisata&an 200 pl pinnoituspuskuria (-coat).
Primaarinen vasta-aine R355 laimennetaan pinnoituspuskuriin 2ug/kuoppa ja
laimennosta pipetoidaan 200 pl/kuoppa.

Kuoppalevy peitetdan kalvolla ja inkuboidaan yon yli jadkaapissa +4 °C.

Pesu 4 x 350 pl pesupuskurilla.

2. Peittaminen

Lisataan pinnoituspuskuria 200 pl/kuoppa.
Inkuboidaan huoneenlammadssé kalvolla peitettyna 1 tunti.
Pesu 4 x 350 pl pesupuskurilla.

3. Standardit ja naytteet

Lisatdan laimennosliuosta 6 ensimmaiseen kuoppaan (2 x —coat ja 4 X +coat).
Standardisuora laimennetaan laimennospuskuriin seuraavasti:
1,1:2,1:4,1:8,1:16 ja 1:32.

Standardisuoran naytteet pipetoidaan rinnakkaisina.

Laimennettuja standardeja ja naytteita pipetoidaan 200 pl/kuoppa.
Inkuboidaan jadkaapissa +4 °C:ssa 1 tunti kalvolla peitettyna.

Pesu 4 x 350l pesupuskurilla.

4. HRP-leimattu R360-vasta-aine

HRP-leimattu R360-vasta-aine laimennetaan laimennospuskurilla 1:500.
Lisataan kaikkiin kuoppiin 200 pl.

Seisotetaan 1 tunti huoneenlammadssa kalvolla peitettyna.

Pesu 4 x 350 pl pesupuskurilla.

5. Vaérireaktio

Substraatti tehdaan juuri ennen pipetointia.

Lisatédan substraattipuskuria 200 pl/kuoppa.

Kuoppalevy peitetédan foliolla ja annetaan varireaktion edetd 20-25 minuulttia.
Reaktio pysaytetaan lisaamalla 3M rikkihappoa 50 pl/kuoppa.

Mitataan absorbanssi 490 nm.



