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Opinndytetyd tehtiin Tampereen yliopiston Keliakiatutkimuskeskukselle. Tyon tavoit-
teena oli optimoida seerumista ja ohutsuolen limakalvon koepalan kasvatusmediumista
keliakia- ja ihokeliakiaspesifisten transglutaminaasi (TG) 2- ja 3-vasta-aineiden puhdis-
tus ja taméan jalkeen tyon tarkoituksena oli kayttdd menetelmad keliakia- ja ihoke-
liakiandytteiden puhdistukseen.

Vasta-aineita puhdistettiin affiniteettikromatografialla. Alkuun naytteiden TG2- ja TG3-
vasta-ainepitoisuudet tarkastettiin ELISA:lla ja valittiin ne naytteet, joissa oli korkeat
vasta-ainepitoisuudet. TG2- ja TG3-proteiinit biotinyloitiin puhdistusta varten, jonka jal-
keen biotinyloiduille naytteille tehtiin SDS-PAGE ja Western blottaus. Néiden avulla to-
dettiin, oliko biotinylointi onnistunut. Affiniteettikromatografiasta otettiin talteen puhdis-
tuksen eluutiot ja niille tehtiin SDS-PAGE ja Western blottaus, sekd ELISA-menetelmén
avulla tarkastettiin puhdistettujen vasta-aineiden spesifisyys.

Kaiken kaikkiaan vasta-aineiden puhdistuksen optimointi onnistui hyvin. Muutamaa yk-
sittdistd menetelm&a ei saatu toteutettua suunnitellulla tavalla, mutta kokonaistulokseen
se ei vaikuttanut. Proteiinikonsentraatiomaarityksen tilalle otettiin k&yttoon IgA- ja IgG-
ELISA -menetelmét. Vasta-ainepuhdistukset ohutsuolen limakalvon koepalan kasvatus-
mediumnaytteista paatettiin lopettaa muutaman testin jalkeen, sill& niiden tulokset olivat
matalia ja suurin osa tuloksista jai maaritysrajan alle.

Optimoiduilla menetelmilla tehtiin vasta-ainepuhdistuksia yhteensa 15 eri keliakia- ja
ihokeliakiapotilaan seerumindytteistd. Né&iden tulosten perusteella voitiin todeta, etta
vasta-ainepuhdistuksissa saatiin onnistuneesti puhdistettua keliakia- ja ihokeliakiaspesifi-
sid TG2- ja TG3-vasta-aineita. Seerumindytteiden eluutioille pystytdan tekeméén lisaa
jatkotutkimuksia massaspektrometrilla.

Asiasanat: keliakia, ihokeliakia, affiniteettikromatografia, tautispesifiset vasta-aineet



ABSTRACT
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Optimizing the Purification of the Antibodies Specific for Celiac Disease and Dermatitis
Herpetiformis

Bachelor's thesis 56 pages, appendices 7 pages
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This thesis was conducted for the Celiac Disease Research Center of the University of
Tampere. The aim of the thesis was to optimize the purification of the celiac disease and
dermatitis herpetiformis specific transglutaminase (TG) 2- and 3-antibodies from serum
samples and organ cultures of small-intestinal mucosal biopsies. The purpose was to use
the method for the samples from celiac disease and dermatitis herpetiformis patients.

The antibodies were purified with affinity chromatography. At first the TG2 and TG3
antibody concentrations of the samples were determined by ELISA method. Then the
samples with highest antibody concentrations were chosen. The TG2- and TG3-proteins
were biotinylated for the antibody purifications and SDS-PAGE and Western blot were
then performed for the biotinylated TG2- and TG3-samples. The results showed that the
biotinylation was succesful. The elutions from the affinity chromatography purifications
were stored and tested with SDS-PAGE and Western blot. The specificity of the purified
antibodies was verified by ELISA.

All in all, the optimization of the antibody purification was successful. Some methods did
not work as planned but that did not influence the final results. The IgA- and IgG-ELISA
methods were used instead of determination of protein concentration. Antibody purifica-
tions of the organ culture of small-intestinal mucosal biopsies were discontinued after few
experiments because the results were so low.

The antibody purifications were performed using the optimized methods on 15 serum
samples from celiac disease and dermatitis herpetiformis patients. Based on the results, it
was found that the purification of celiac disease and dermatitis herpetiformis specific
TG2- and TG3-antibodies was successful. The purified elutions of serum samples can be
further researched with mass spectrometry.

Key words: celiac disease, dermatitis herpetiformis, affinity chromatography, disease-
specific antibodies
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LYHENTEET JA TERMIT

BSA
ECL
ELISA
EmA
HLA
HRP
Ig
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Bovine Serum Albumin, naudan seerumin albumiini
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Tris Buffered Saline, tris-puskuroitu suolaliuos
Natriumdodekyylisulfaattipolyakryyliamidigeelielektro-
foreesi

Western blottaus



1 JOHDANTO

Keliakia on perinnéllinen autoimmuunisairaus, jonka aiheuttajana on viljojen sisaltama
gluteeni. Gluteenin vaikutuksesta ohutsuolen limakalvon suolinukkaan muodostuu tuleh-
dustila. Jatkuvan gluteenialtistuksen seurauksena ohutsuolen limakalvon suolinukka tu-
houtuu. Tasta oireina voivat olla esimerkiksi vatsavaivat ja ravintoaineiden imeytymis-
hairiot. Ihokeliakia on myds perinndllinen sairaus, jonka aiheuttajana on gluteeni. Oireina
ihokeliakiassa on rakkulainen ja voimakkaasti kutiava ihottuma. (Méki, Arffman & Ke-
liakialiitto 2006, 18-21.)

Tautien toteamiseen tarvitaan keliakiassa verindyte ja ohutsuolen limakalvosta koepala.
Ihokeliakiassa verinaytteen lisaksi tutkitaan ihokoepala. Verindytteesta tutkitaan taudeille
tyypilliset vasta-aineet eli transglutaminaasivasta-aineet. (Maki ym. 2006, 50-53; Salmi
2017.)

Opinnaytety6 tehtiin Tampereen yliopiston Keliakiatutkimuskeskukseen kesalla 2018.
Opinndytetyon tavoitteena oli keliakia- ja ihokeliakiaspesifisten vasta-aineiden puhdis-
tuksen optimointi seerumista ja ohutsuolen limakalvon koepalan kasvatusmediumista.
Tarkoituksena oli puhdistaa keliakialle ja ihokeliakialle spesifisia transglutaminaasi (TG)

2- ja 3-vasta-aineita.

Vasta-aineet puhdistettiin affiniteettikromatografian avulla pylvéassé seerumi- ja ohut-
suolen koepalan kasvatusmediumnaytteistd. Vasta-ainepuhdistuksesta keratyille eluuti-
oille tehtiin SDS-PAGE ja Western blottaus, sekd muutamalla eri entsyymivalitteisella
immunosorbenttimadritykselld eli ELISA-menetelmalla tarkastettiin vasta-aineiden spe-
sifisyys. Ennen vasta-ainepuhdistusta TG2- ja TG3-proteiinit biotinyloitiin ja varmistet-

tiin niiden onnistuminen SDS-PAGE:n ja Western blottauksen avulla.

Vasta-ainepuhdistuksia tehtiin, koska Keliakiatutkimuskeskuksessa haluttiin saada lisa-
tietoa TG2- ja TG3-vasta-aineista. Vasta-ainepuhdistusten eluutioista selvitetaan tulevai-
suudessa massaspektrometrin avulla muun muassa, onko TG2- ja TG3-vasta-aineilla
mahdollisesti rakenteellisia eroja sekd ovatko ihokeliaakikon ja keliaakikon vasta-aineet

rakenteellisesti samanlaisia.



2 TEORIA

2.1 Keliakia

Keliakia on perinnéllinen autoimmuunitauti, jonka aiheuttajana on vehnén, ohran ja ru-
kiin sisaltdmé gluteeni. Gluteenin vaikutuksesta ohutsuolen limakalvolle syntyy immuu-
nireaktio eli tulehdustila, jolloin ohutsuolessa oleva suolinukka tulehtuu. Gluteenin jat-
kuva saanti vaikuttaa ohutsuolen limakalvoon ja lopulta suolinukka tuhoutuu. (Méaki ym.
2006, 18-21; Salmi, Lindfors, Kurppa & Kaukinen 2017.)

on nakyvissa terveen ihmisen limakalvolla ja keliaakikon kuvasta huomaa syventyneet
kryptat (K). (Keliakiatutkimuskeskus, Tampere 2018.)

Terveelld ihmiselld suolinukkalisakkeet eli villukset ovat sormimaisia ja korkeita (kuva
1a), kun taas keliaakikon suolinukkalisékkeet (kuva 1b) ovat lyhentyneet tai kadonneet
taysin (villusatrofia) ja kuopakkeet eli kryptat ovat syventyneet (kryptahyperplasia). Ndin
ollen, keliaakikon limakalvoa voidaan kutsua littedksi limakalvoksi. Limakalvon tuhou-
tuminen ei kuitenkaan tapahdu hetkessd, limakalvovaurio syntyy asteittain useiden vuo-
sien kuluessa. (Maki ym. 2006, 26-27; Salmi ym. 2017.)
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Keliakian tyypillisia oireita ovat vatsavaivat ja ripuli seké ravintoaineiden imeytymishéi-
riét ja puutostilat, kuten esimerkiksi anemia tai laihtuminen. Ohutsuolen limakalvovau-
rion vuoksi useimmilla keliakiaa sairastavilla henkil6illa on ravintoaineiden imeytymis-
hairi6ita ja puutostiloja. Suolinukkakato vaikeuttaa ravintoaineiden imeytymista kehoon,
silld imeytymispinta-ala pienenee huomattavasti ja se myds vaurioittaa ohutsuolesta
imeytymiseen vaikuttavia entsyymeja. Anemia on yleisin puutostila, siiné rauta ja fooli-
happo eivét imeydy kunnolla. Suolisto-oireita ovat tyypillisesti vatsan turvotus ja Kipu,
ripuli, 10ysét ulosteet, ilmavaivat ja pahoinvointi seka ruokahaluttomuus. Toisaalta osalla
keliakia voi olla lahes oireeton tai oireet voivat olla jaksottaisia. Keliakiassa voi esiintya
myds suoliston ulkopuolisia oireita, kuten esimerkiksi niveltulehduksia, maksasairauksia
seké osteoporoosia. Nama oireet voivat johtua keliakiaan liittyvasta imeytymishéiriosta.
Kyseessa voi olla myds samanaikainen toinen tauti, sill& keliaakikoilla esiintyy erilaisia
liitdnnaissairauksia. (Maki ym. 2006, 27-37; Salmi ym. 2017.)

Jotta keliakia pystytdan toteamaan, tarvitaan ohutsuolen limakalvosta koepala seké ve-
restd keliakiavasta-aineet eli kudostransglutaminaasi- ja endomysiumvasta-aineet, jotka
tunnistavat TG2 antigeenia. Endomysiumvasta-aineet (EmA) tutkitaan epésuoralla im-
munofluoresenssitestilld, kun taas TG2- ja TG3-vasta-aineet testataan ELISA:lla. Ohut-
suolen limakalvon koepalasta tutkitaan muutoksia limakalvolla mikroskoopin avulla.
(Maki ym. 2006, 56-65; Salmi ym. 2017.)

2.2 lhokeliakia

Ihokeliakia eli dermatitis herpetiformis on perinndéllinen sairaus, joka ilmenee pienirak-
kulaisena ja voimakkaasti kutisevana ihottumana erityisesti kyynarpaissa, polvissa ja pa-
karoissa. Oireet alkavat yleensa &killisesti. Vaikka ihokeliaakikolla on harvoin suolisto-
oireita, ihokeliakia on sama tauti kuin keliakia, silla 1&ahes kaikilta ihokeliaakikoilta [0ytyy
keliaakikoille tyypilliset muutokset ohutsuolesta seka seerumista on havaittavissa TG2-
vasta-ainetta. Taudinaiheuttaja on sama eli ravinnon sisaltama gluteeni. (Méki ym. 2006,
50-53; Salmi 2017.)



KUVA 2. Ihokeliaakikon ihon koepalasta vérjattya IgA:ta, IgA-vasta-ainekasaumat na-

kyvat nuolilla merkittyna. (Keliakiatutkimuskeskus, Tampere 2018.)

Erona keliakiaan ihokeliakiassa on ihottuma ja ihon papillaariseen verinahkaan saostu-
maksi kertyvét IgA-vasta-aineet sekd harvemmin esiintyvét suolisto-oireet. Ihokeliakia
todetaan ihokoepalan avulla, joka otetaan ihottuman vieresta terveeltd iholta. Ihokoepala
tutkitaan suoralla immunofluoresenssitekniikalla, josta positiivinen tulos on nahtavissa
mikroskoopilla IgA-vasta-aineen kasaumina. Kasaumat nakyvat varjayksen ansiosta vaa-
leina rakeisina alueina (kuva 2). Ihokeliaakikoiden seerumista on I6ydetty tutkimuksissa
TG3-vasta-aineita, mutta taudin diagnoosissa kaytetddn TG2-vasta-aineiden tutkimista.
(Maki ym. 2006, 52-53, 66; Salmi 2017.)

Molemmissa sairauksissa hoitokeinona on elinikdinen gluteeniton ruokavalio, jossa vél-
tetddn syomasta ruista, ohraa ja vehndé. Korvaavina tuotteina voidaan kayttdd muun mu-
assa maissia, kauraa ja riisid. (Maki ym. 2006, 82-83.) Ruokavalion tarkoituksena on eh-
kéistd oireita ja parantaa limakalvovauriot. Ihokeliakiassa ruokavalion tueksi voidaan

aloittaa my6s dapsonilaakitys, jolla saadaan ihottuma paranemaan. (Salmi 2017.)
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2.3 Vasta-aineet

Immunoglobuliinit ovat vasta-aineina toimivia proteiineja, jotka tunnistavat ja reagoivat
elimistdlle vieraiden molekyylien eli antigeenien kanssa, jotta ne menettavét toimintaky-
kynsa. Immunoglobuliinia valmistuu valkosoluissa. Autoimmuunisairaudessa, kuten ke-
liakiassa, vasta-aineita voi muodostua my6s elimistén omia rakenteita vastaan. (Turpeen-
oja 2005, 98-99.) Immunoglobuliini A:ta (IgA) tuotetaan pééasiassa limakalvojen pin-
nalla ruuansulatuskanavassa. Limakalvoilla olevat solut tuottavat dimeeristéd IgA:ta, jossa
on kaksi IgA-monomeerié liitetty kovalenttisesti J-ketjulla. Veren seerumissa IgA esiin-
tyy monomeerisend. Western blottauksessa dimeerisen IgA:n molekyylipaino on yli 250
kDa ja monomeerisen IgA:n on noin 175 kDa. (Iversen, Snir, Stensland, Lundin, de Souza
& Sollid 2017.)

Lymfosyytit eli imusolut tunnistavat antigeenej pinnallaan olevien antigeenireseptorien
avulla. Antigeenin tarttuminen antigeenireseptoriin aktivoi vasta-aineen tuoton. Vasta-
aineet tarttuvat antigeeniin, jolloin se menettaa toimintakykynsa. Vasta-aineita kaytetdan
esimerkiksi tutkimuksissa, kun halutaan tunnistaa tai mitata vasta-aineantigeenireaktioita.
(Turpeenoja 2005, 98-99.)

Keliakian autoantigeeni on TG2-proteiini. Keliakiassa IgA kertyy kasaumiksi ohutsuolen
pinnalle, kun se tarttuu sielld olevaan TG2:een. (Reunala, Salmi & Hervonen 2015.) TG2
esiintyy myoskin kaikkialla kehossa, esimerkiksi maksassa ja syddamessa. TG2 16ydettiin
vuonna 1997, kun se tunnistettiin EmA:n autoantigeeniksi. TG2-autovasta-aineita voi-
daan mitata ELISA -menetelméllé keliakiapotilaiden seerumeista. Keliakiapotilailla voi
esiintya erilaisia vasta-aineita seerumissa. Seerumista voidaan havaita muun muassa IgA-
ja lgG-vasta-aineita, mutta TG2-autovasta-aineet ovat paéasiassa kuitenkin IgA:ta. Osalla
keliakiapotilaista voi olla selektiivinen humoraalinen IgA puutos, jolloin he tuottavat
IgG-luokan TG2-autovasta-aineita. Tamé IgA puutos on yleisempaa keliakiapotilailla

kuin terveilld ihmisilla. (Kalliokoski 2017.) TG2:n molekyylipaino on noin 78 kDa.

TG3-proteiinin on havaittu olevan autoantigeeni ihokeliakiassa. TG3 esiintyy IgA-saos-
tumissa ihokeliaakikon iholla, se on entsymaattisesti aktiivinen ja voi sitoa liukoista fib-
rinogeenia. Tutkimuksissa on myds huomattu, ettd molempien sairauksien potilailla ohut-
suolen limakalvoilla esiintyy IgA:n kasaumia TG2:een tarttuneena. TG2- ja TG3-proteii-

nit ovat hyvin samankaltaisia, tdiman takia niihin kohdistuvien vasta-aineiden valilla
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esiintyy ristireaktiivisuutta. (Reunala ym. 2015.) TG3:n molekyylipaino on noin 78 kDa.
Myos TG3-vasta-aineet ihokeliakiapotilailla ovat pé&&asiassa IgA:ta. (Sardy, Karpati,
Merkl, Paulsson & Smyth 2002.)

Molemmilta sairauksilta on havaittu 16ytyvan sama vahva yhteys ihmisen leukosyyttian-
tigeeniin (HLA) DQ2, jota kantaa suurin osa ihokeliakiapotilaista (Reunala ym. 2015).
Keliakian diagnosoinnissa HLA-alleelien avulla pystytéan selvittdméaan mahdollista tau-
din olemassaoloa, silla (HLA) DQ2 ja DQ8 geenimuutokset ennakoivat keliakiaan sai-
rastumista (Keliakian HLA-tautiassosiaatiotutkimus). Gliadiinin eli erdan vehnéan glutee-
nin valkuaisaineen on huomattu kiinnittyvan parhaiten DQ2 ja DQ8 geenien koodaamien
antigeenien reseptoreihin. Geenien olemassaolo ei kuitenkaan pelkéastaan riité taudin to-
teamiseen, sillé terveilla ihmisilla voi esiintya niitd myods. (Maki ym. 2006, 19; Keliakian

HLA-tautiassosiaatiotutkimus.)

2.4 Biotinylointi

Biotiinin ja streptavidiinin valilld on korkea affiniteetti, jota voidaan kayttdd hyodyksi
immunokemiallisissa tekniikoissa. Biotiini (B7-vitamiini) on hyvin pieni vitamiini (244
Da), joten se voi konjugoitua moniin proteiineihin ilman, ettd se muuttaa niiden biologista
aktiivisuutta. Biotinyloinnissa proteiini konjugoidaan biotiinilla kayttden apuna N-hyd-
roksisukkinimidia, joka reagoi primaaristen aminoryhmien kanssa. Biotinylointimene-
telm& mahdollistaa proteiinien yksinkertaisen ja tehokkaan merkitsemisen. (EZ-link
Sulfo-NHS-LC-Biotin Instructions; Wilson, K & Walker, J. 2005. 328.)

Biotiinin m&aré riippuu aminoryhmien jakautumisesta proteiinissa, proteiinikonsentraa-
tiosta ja kaytetyn reagenssin maéarasté. Biotiinileimatut reaktiot, jotka ovat laimennettuja
liuoksia, tarvitsevat suuremman maaran molaarista ylimééaraisté biotiinireagenssia verrat-
tuna konsentroituihin proteiiniliuoksiin. 20-kertainen biotiinireagenssin mooliylimééara 1-
10 mg vasta-aineelle antaa noin 4-6 biotiiniryhm&& jokaiselle vasta-ainemolekyylille.
Biotinylointia varten lasketaan biotiinireagenssin maara millimooleina lisddmé&an reakti-
oon 20-kertainen molaarinen ylimaara biotiinia, josta lasketaan, kuinka paljon biotiinia
lisataan proteiiniliuokseen. (EZ-link Sulfo-NHS-LC-Biotin Instructions.)

Biotinyloinnin jélkeen proteiineille suoritetaan geelisuodatus reagoimattoman biotiinin ja

reaktion sivutuotteiden poistamiseksi. Geelisuodatus tehdaén suolanpoistopylvéilla, jotka
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perustuvat kokoerottelukromatografiaan. Pylvaassé olevat matriisihelmet sisaltavét huo-
kosia. Ndytteessa olevat pienimmaét molekyylit tai yhdisteet pdasevat kokonsa perusteella
huokosten siséan ja suuremmat molekyylit eivat. Suuret molekyylit, jotka eivat huokosiin
mahdu, liikkuvat liikkuvan faasin kanssa pylvaan lapi. Pienimpien molekyylien, jotka
paasevat huokosten siséan, matka pylvaassa hidastuu ja ne eluoituvat vasta suurempien

molekyylien jalkeen. (Desalting column 2018.)

Geelisuodatuksessa naytteen kohdemolekyylien ja ei-toivottujen suolojen vélilla on suuri
kokoero. Pylvéissa on erikokoisia huokosrajoja, jolloin ndytteen kohdemolekyylien koon
mukaan valitaan pylvaén huokoskoko. T&lloin kohdemolekyylien pitaa olla liian suuria
helmien huokosiin. Talla tavalla suolat saadaan erotettua kohdemolekyylistd, kun ne paa-
sevat huokosiin ja ne kulkeutuvat pylvaan lapi hitaammin. Naytteen kohdemolekyylit py-
syvat koko ajan liikkuvassa vaiheessa. Geelisuodatuksessa pylvas on tavallisesti lyhyt ja

leved, jotta ndyte saadaan eluoitua ennen ei-toivottuja suoloja. (Desalting column 2018.)

2.5 SDS-PAGE, Western blottaus ja immunodetektio

Jokaisella proteiinilla on oma spesifinen elektroforeesinen liikkuvuus, joka maérittdé sen
kulkeutumisnopeuden sdhkokentédssa ja ratkaisee erottumisen. Elektroforeesinen liikku-
vuus maaraytyy molekyylin varauksen, muodon ja koon mukaan. Kaytdssa olevan poly-
akryyliamidigeelin konsentraatiota ja ristisidosten méarédd muuttamalla saadaan eri huo-
koisia geelej, joita voidaan kayttéa eri tarkoituksiin. (Janson 2011, 365-366.)

SDS-PAGE:ssa eli natriumdodekyylisulfaattipolyakryyliamidigeelielektroforeesissa pro-
teiinit litkkuvat séhkdkentassé kohti vastakkaista varausta. Pienemmat proteiinit liikkuvat
nopeammin kuin suuremmat. Naytteen késittelysséa kaytetddn Laemmli-puskuria, joka si-
séltdd muun muassa natriumdodekyylisulfaattia (SDS). SDS denaturoi voimakkaasti pro-
teiineja avaamalla vetysidokset ja rikkomalla proteiinin rakenteet sekd sitoutuu proteii-
niin, jolloin proteiinikompleksi saa negatiivisen varauksen. N&ytepuskurin joukkoon voi-
daan laittaa my6s B-merkaptoetanolia, joka rikkoo rikkisillat. Tavallisesti naytteen kasit-
telyn lopuksi naytteet kuumennetaan noin 95 °C asteessa 5-10 minuuttia. (Janson 2011,
367-375; Wilson & Walker 2005, 457-459.)
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Erotetut proteiinit saadaan nakyviksi erilaisten detektiomenetelmien avulla, joista ylei-
simpid ovat varjadysmenetelmat. Véarjaysmenetelmaan kuuluu proteiinin kiinnitys, var-
jaysaineen kiinnittyminen ja pesu ylimadréisen vériaineen poistamiseksi. Yleisin kaytetty
variaine on sulfaattinen trimetyyliamiini, Coomassie Brilliant Blue R-250. Varjayksessa
voidaan kéayttaa myos fluoresenssi- tai hopeavérjaysta. (Wilson & Walker 2005, 467-468;
Electrophoresis.) On my6s olemassa Stain-Free -geelejd, joita ei tarvitse varjata. Naiden
geelien kaytté mahdollistaa suoran visualisoinnin ja analysoinnin proteiinindytteille.
Stain-free -geelit siséltavat trinaloyhdisteitd, joiden ansioista proteiinit on nopea havaita
fluoresenssin avulla. Trihaloyhdisteet reagoivat tryptofaanitédhteiden kanssa UV-
indusoidussa reaktiossa, jossa tuotetaan fluoresenssia, jonka kuvantamislaite havaitsee.

(Electrophoresis.)

SDS-PAGE:lla erotetut proteiinit siirretdan geeliltda huokoiselle kalvolle sandwich -me-
netelmén avulla, jota kutsutaan Western blottaukseksi. Kalvolla proteiineja pystytéén tut-
kimaan paremmin. (Wilson & Walker 2005, 328-330.) Proteiinien siirto suoritetaan
geeliltd kalvolle séhkdvirran avulla. Huokoinen kalvo voi olla nitroselluloosa- tai
polyvinyylideenifluoridikalvo (PVDF). Sandwich -menetelméssa geeli ja kalvo asetetaan
pinoon kasettien véliin, jolloin siirto tapahtuu sahkovirran avulla katodilta anodille.
Anodikasetti on pinon alimmaisena ja sen pédélle asetetaan sienityyny ja suodatinpaperia,
jotka on kostutettu kaytettavalla siirtoliuoksella. Taman jéalkeen tulee kalvo, jonka paalle
laitetaan geeli. Geelin paélle asetetaan kostutetut suodatinpaperit ja sienityyny. Pinon
paallimmaiseksi tulee katodikasetti. Kalvon tulee sijaita geelin ja anodin vélill, silla
séhkdvirta ja naytteet lilkkuvat tdssd suunnassa. (Wilson & Walker 2005, 469-470; Trans-
Blot Turbo Blotting System 2010.)

Siirron jalkeen kalvoa inkuboidaan proteiiniliuoksessa (blokkausliuos), joka sulkee inku-
boinnin aikana kalvolta kaikki jaljelle jadneet hydrofobiset sitoutumiskohdat. Jokaisen
inkubaation jalkeen kalvolle tehd&én pesut, jotta kalvo on puhtaana seuraavaan inkuboin-
tiin. (Wilson & Walker 2005, 469)

Primadrinen vasta-aineinkubointi tehddan laimennetulla antiseerumilla, joka sopii tutkit-
tavalle kalvolla olevalle proteiinille. Vasta-aine sitoutuu kalvolla olevaan proteiiniin, jos
se havaitsee oman antigeeninsa. Jotta tdm& vuorovaikutus pystytdan havaitsemaan, teh-
daan sekundaérinen vasta-aineinkubointi. Taman vasta-aineen pitad havaita ensimmainen

vasta-aine. Esimerkiksi, jos ensimmainen vasta-aine on kasvatettu kanissa, sekundaarisen
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vasta-aineen tulee olla vasta-ainetta kanille. Talléin vuorovaikutus syntyy ensimmaéisen
ja sekundéaarisen vasta-aineen vélilla. (Wilson & Walker. 2005, 469-470.)

Néiden kaésittelyiden jalkeen blotti eli membraani on valmiina detektioon, esimerkiksi
fluoresenssikuvaukseen vasta-aineiden ollessa fluoresoivia. Jos kuvaukseen kéytetddn
kemiluminesenssia, proteiinien havaitsemiseen kalvolla kaytetd4n usein tehostettua ke-
miluminesenssitunnistusta (ECL). Menetelm& havaitsee spesifiset antigeenit piparjuuri-
peroksidaasilla (HRP) leimattujen vasta-aineiden avulla. (Wilson & Walker 2005, 470-
471; ECL Western blotting detection reagents and analysis system.)

2.6 Vasta-ainepuhdistus ja affiniteettikromatografia

Affiniteettikromatografiassa erottuminen tapahtuu biologisen affiniteetin perusteella. Ha-
luttu proteiini puhdistetaan sen spesifisten sitoutumiskohtien perusteella niin sanotulla
avain lukko -menetelmalla. Affiniteettikromatografiassa tapahtuu esimerkiksi antigeeni-
vasta-ainereaktio. (Wilson & Walker 2005, 310-311.) Immunosaostus on antigeenien pie-
nimuotoinen affiniteettipuhdistusmenetelmad, joka kayttadd hyvéksi sitovaa proteiinia im-
mobilisoituna kiinte&d&n faasiin eli resiiniin, esimerkiksi agaroosiin. (Immunoprecipita-

tion technical guide and protocols 2009.)

Pull down -menetelma on affiniteettipuhdistuksen yksi muoto ja on samankaltainen me-
netelmé& kuin immunosaostus, mutta vasta-aineen sijasta kéytetddn pylvéaaseen kiinnitet-
tavaa niin kutsuttua syottiproteiinia. Tassa tyossa kaytetyssa menetelméssa syottiproteii-
nina toimii biotinyloitu TG2- tai TG3-proteiini. Menetelmassé puhdistettava proteiini si-
toutuu tunnettuun syoéttiproteiiniin. Syottiproteiini Kiinnitetddn biotiinin avulla kiintedan
aineeseen eli resiiniin, jossa se sitoutuu streptavidiiniin. Biotinyloidun syéttiproteiinin
kiinnittdmisen jalkeen lisdtdan puhdistettavaa proteiinia sisaltavaa naytetta ja tehddan sen
kanssa toinen inkubointi. Inkuboinnin aikana puhdistettava proteiini sitoutuu pylvaassa
olevaan syottiproteiiniin ja sen jalkeen resiini pestdan hyvin, jotta muut sitoutumattomat
molekyylit saadaan pois pylvaasta. Puhdistettu proteiini eluoidaan irti kiinnitetysta syot-
tiproteiinista kayttden sopivaa eluutiopuskuria. Sopiva eluutiopuskuri hairitsee niiden si-
toutumisvuorovaikutusta. (Immunoprecipitation technical guide and protocols 2009;

Pull-Down Assays.)
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2.7 ELISA (entsyymivaélitteinen immunosorbenttimaaritys)

Epésuorassa ELISA -menetelmassa naytteen vasta-aineet sitoutuvat niille spesifiseen an-
tigeeniin, joka on sidottu mikrotiitterilevyn pohjaan. Levylle suoritetaan pesuja, jotta si-
toutumattomat molekyylit saadaan poistettua. Primaérinen vasta-aine tai konjugaatti lisa-
tdan naytteiden jalkeen, joka sitoutuu kuoppaan ndytteen vasta-aineisiin. (Glick, Patten &
Delovitch 2013.) Konjugaatiksi kutsutaan vasta-ainetta, joka on leimattu entsyymin tai
fluorokromien kanssa (Wilson & Walker 2005, 321). Inkuboinnin jalkeen ylimaérainen
sitoutumaton primadarivasta-aine pestaan pois. Sekundadrinen vasta-aine on suunnattu pri-
madrista vasta-ainetta vastaan. Siihen on kiinnitetty kovalenttisesti entsyymi, joka muun-
taa varittdman substraatin vérilliseksi tuotteeksi. (Glick ym. 2013.) Pysaytysliuos lopettaa
entsyymireaktion ja liuoksen vari vaihtuu kaytettavéan substraatin mukaan. Vérin intensi-

teetti on suoraan verrannollinen pitoisuuteen. (Anti-heTG IgA ELISA manual, 2012.)

Vérjaytymisen jalkeen naytteen vasta-ainepitoisuus méaaritetdén spektrofotometrilla. Kai-
kissa immunometrisissd maarityksissa kdytetadn standardia, josta tehdaan laimentamalla
eri vahvuisia liuoksia. Naiden avulla tehddéan tunnettujen pitoisuuksien ja niiden absor-
banssien mukaan standardisuora. Standardisuoran ja naytteiden absorbanssiarvojen
avulla saadaan laskettua tulokset. (Wilson & Walker 2005, 336-337.)
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Optimointi suoritettiin vaiheittain ja saatujen tulosten perusteella tehtiin muutoksia me-

netelmiin. Kuviossa 1 on esitetty kaavio siitd, miten optimoinnissa edettiin ja millaisia

muutoksia menetelmiin tehtiin. Optimointi sisalsi nelja eri menetelmad, joita testattiin

useaan kertaan. Optimointi aloitettiin TG3-proteiinin biotinyloinnista ja sen testaamisesta
SDS-PAGE:ssa ja Western blottauksessa. Optimoinnin aikana SDS-PAGE:ssa ja Wes-

tern blottauksessa muutettiin geelille laitettavien ndytteiden proteiinimaaria ja kaytettiin

eri konjugaattilaimennoksia. Seuraavaksi biotinyloitiin TG2-proteiini ja testattiin sille

SDS-PAGE:a ja Western blottausta. Siind testattiin myos néytteiden eri proteiinimaaria.

SDS-PAGE & WB
Proteiinim3ddrand 0,2pug &
konjugaattilaimennokset

?

SDS-PAGE & WB
Proteiinimddrand 0,5ug & 1pg

SDS-PAGE & WB
Proteiinimdarand 0,2pg & 0,1pg,
konjugaattilaimennokset

| TG3-proteiinin biotinylointi | | TG2-proteiinin biotinylointi |

BIOTINYLOINNIN SDS-PAGE:n &
WB:n OPTIMOINTI

IgA:n SDS-PAGE:n & WB:n

2.Bradford -menetelma
Kaupallinen Bradford-reagenssi
& standardit 0,05- 0,5 mg/ml

t

1.Bradford -menetelma
Itse tehty Bradford-reagenssi

4, Bio-Rad DC Protein Assay

?

3.Bradford -menetelma
Kaupallinen Bradford-reagenssi &
standardit 8 pg/ml- 80 pg/ml

OPTIMOINTI
SDS-PAGE | ‘ WB
Naytteiden proteiinimaarat Vasta-aineet & niiden

0,5ug &1 pg laimennokset

B-merkaptoetanolin kaytto

KUVIO 1. Optimoinnin suorituksen eri vaiheet.

PROTEIINIKONSENTRAATION
MAARITYKSEN OPTIMOINTI

VASTA-AINEPUHDISTUKSEN
OPTIMOINTI

Vasta-ainepuhdistus
Mikroputkessa

Vasta-ainepuhdistus
Pylvadssa

. v
I SDS-PAGE | | SDS-PAGE & WB
v

Vasta-ainepuhdistus
TG3- vai TG2-puhdistus ensin
Seerumi- ja mediumndytteet

'

SDS-PAGE & WB

Taman jalkeen aloitettiin testaamaan IgA:n SDS-PAGE:a ja Western blottausta aiemmin

seerumista puhdistettujen IgA-naytteiden avulla. Yhteensé testeja tehtiin kolme ja niissa

tutkittiin 1ahinn& erilaisia vasta-aineita ja niiden laimennoksia. Sitten testattiin proteii-

nikonsentraation mééritystd Bradford -menetelmalld, néitd madrityksia tehtiin neljaan
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kertaan muutamalla eri reagenssilla. Tamén jalkeen testattiin ensimmadista vasta-ainepuh-
distusta, joka tehtiin pelkastdan mikroputkessa. Eluutioille tehtiin SDS-PAGE ja sen tu-
losten perusteella menetelmda paatettiin muuttaa. Seuraava vasta-ainepuhdistus tehtiin
aluksi mikroputkessa, josta resiini siirrettiin pylvaaseen ennen néytteen inkubointia.
Vasta-ainepuhdistuksia tehtiin muutamia kertoja testimielessa samalle ndytteelle, kunnes
paadyttiin tekeméaan ratkaisu, ettd ensin puhdistetaan ndytteesta TG3-vasta-aineet ja sitten
TG2-vasta-aineet.

3.1 Naytteet

Optimoinnissa kaytettiin keliakia- ja ihokeliakiatutkimuksiin osallistuneiden potilaiden
seeruminaytteitd seké ohutsuolen koepalojen kasvatusmedium- eli organ culture medium
-naytteitd. Biopsiat eli koepalat on otettu gastroskopiatutkimuksessa potilaiden ohut-
suolen limakalvolta, ja niistd osa kaytettiin kasvatusmediumnaytteiden kasvatustutki-

muksiin.

Seuraavat kasittelyt koepalanaytteille oli tehty jo aiemmin, ndytteind olevat kasvatusme-
diumnéytteet olivat siis valmiina kaytettdvaksi pakkasessa. Koepaloja on viljelty RPMI-
1640 -kasvatusmediumissa, johon oli lisatty 15 % naudan sikion seerumia, 100 U/ml pe-
nisilliinia, 50 pg/ml insuliinia, 2 mg/ml glukoosia ja 10 mM HEPES-puskuria. Naytteita
kasvatettiin 24 tai 48 tuntia 37 °C lampdtilassa. Potilaan osa koepaloista on viljelty pel-
kastddn aiemmalla kasvatusmediumilla ja osaa on altistettu gliadiinille. Tdman jélkeen

viljelmén pinnalla olleet supernatantit kerattiin naytteiksi. (Hietikko ym. 2018.)

Seerumindytteiden TG2- ja TG3-vasta-ainepitoisuudet on mééritetty jo aiemmin. Ennen
vasta-ainepuhdistuksien alkua maééritettiin kasvatusmediumnaytteiden TG2- ja TG3-
vasta-ainepitoisuudet. TG2-vasta-ainepitoisuudet méaarittivat laboratorion muu henkil6-
kunta ja TG3-vasta-ainepitoisuudet maaritettiin TG3-ab-ELISA -menetelmalld, jonka
suoritus on kuvattu tarkemmin kappaleessa 4.2. Maéritykset tehtiin laimentamattomista

naytteista.
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3.2 Biotinylointi, SDS-PAGE ja Western blottaus

Biotinylointi tehtiin ensin TG3-proteiinille. Biotinyloinnin aluksi laskettiin, kuinka pal-
jon biotiinia tarvitaan biotinylointiin. Biotiini (EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin) otettiin
pakastimesta ja joukkoon lisattiin vettd. Liuosta sekoitettiin pipetilla, ettd pelletti liukeni
kokonaan. Biotiinia liséttiin TG3-putkeen ja inkuboitiin huoneenlamma@ssa 30 minuuttia.
Tastd vaiheesta otettiin talteen ndyte, jota kaytettiin SDS-PAGE:ssa.

Inkuboinnin jalkeen biotinyloitu TG3 geelisuodatettiin Zepa Spin -suolanpoistopylvaalla.
Pylvés laitettiin mikroputkeen ja sentrifugoitiin 1500 g:n voimalla minuutin ajan, jolloin
varastoliuos saatiin pylvaasta pois. Taméan jalkeen pylvas laitettiin uuteen mikroputkeen
ja pylvaaseen pipetoitiin biotinyloitu TG3-liuos. Suoritettiin sentrifugointi 1500 g:n voi-

malla kahden minuutin ajan, jolloin kerattiin mikroputkeen puhdistettu biotinyloitu TG3.

Biotinyloinnin onnistuminen varmistettiin SDS-PAGE:n ja Western blottauksen avulla.
Néaytteiksi otettiin biotinyloitu TG3, jota ei oltu puhdistettu geelisuodatuksella,
biotinyloitu TG3, joka oli geelisuodatettu ja biotinyloimaton TG3 seka positiiviseksi
kontrolliksi biotinyloitu vasta-aine. N&ytemé&arana kokeiltiin 0,5 pg ja 1 pg naytetta.
Néytteet valmistettiin laimentamalla vedella ja laimennettuun ndytteeseen lisattiin 1x La-

emmli-puskuria. Néytteita inkuboitiin 10 minuutin ajan + 96 “C:n lampdtilassa.

Néytteet pipetoitiin valmiille Mini-Protean TGX Stain-free Precast 10 % geelille. Mole-
kyylimarkkereina kaytettiin PageRuler Plus esivarjattya proteiinimarkkeria ja PageRuler
Broad Range varjadmatonta proteiinimarkkeria. Véarjadmattéman molekyylimarkkerin
vybhykkeet ndkyvat ChemiDoc XRS+ -laitteella kuvatessa heti SDS-PAGE:n jalkeen,
toisin kuin esivarjatyn molekyylimarkkerin vyohykkeet, jota hydédynnetdan Western blot-
tauksessa. Ajopuskurina kaytettiin 1x ajopuskuria, jonka valmistusohje on liitteessa 1.

SDS-PAGE -ajossa kaytettiin jannitteend 200 volttia (V) ja ajon kesto oli noin 30 minuut-
tia. Tamén jalkeen geeliltd kuvattiin ajautuneet proteiinit ja molekyylimarkkerit Chemi-
Doc XRS+ -laitteella (kuva 3), jotta néhtiin, oliko SDS-PAGE onnistunut. Proteiinit siir-
rettiin geeliltd Biorad Trans-Blot Turbo Transfer System -laitteen (kuva 3) avulla Trans-
blot Turbo Mini PVDF -membraanikalvolle Mixed MW -ohjelmalla, joka kesti 7 minuut-
tia. Mixed MW -ohjelma on tarkoitettu molekyyleille, joiden molekyylipaino on noin 5-

150 kDa. Tamaén jalkeen kalvo laitettiin blokkaukseen, sekoittajalle yon yli +4 °C:seen.
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Blokkausliuoksena kaytettiin 3 % BSA-TBST -liuosta, jonka valmistusohje on liitteessé
1.

o

KUVA 3. Vasemmalla ChemiDoc XRS+ -kuvauslaite ja oikealla Trans-Blot Turbo
Transfer System. (Laura Ahonen, 2018)

Blokkauksen jéalkeen kalvo pestiin TBST-liuoksella (liite 1) 5 minuutin ajan kdyttaen ta-
sosekoittajaa. Tama toistettiin kolme kertaa. Pesujen jalkeen tehtiin konjugaatti-inku-
bointi, jonka kesto oli tunti. Konjugaattina kéytettiin streptavidiini-HRP:t4, josta tehtiin
1:3000 laimennos 3 % BSA-TBST -liuokseen. Konjugaatti-inkuboinnin jélkeen tehtiin

pesut, kuten edella.

Kalvo kuvattiin luminesenssitekniikalla kéyttden ChemiDoc XRS+ laitetta. Kuvauksessa
kaytettiin ECL-liuoksia, jotka laimennettiin 1:1 millilitran tilavuuteen. Membraani laitet-
tiin 1apinékyvan kalvon péélle ja siihen paélle pipetoitiin valmistettu ECL-liuos. Tdman
annettiin vaikuttaa pimedssa 2 minuuttia. Kuvaus suoritettiin heti vaikutusajan jalkeen.
Membraanikalvolta ravisteltiin yliméaaraiset nesteet pois ja laitettiin se lapindkyvien kal-

vojen valiin.

Biotinyloidun TG3-proteiinin SDS-PAGE ja Western blottaus optimoinnissa testattiin

seuraavaksi eri proteiinimaérad naytteessa. Geelille pipetoitavan proteiinin mééra oli 0,2
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pg. Muuten naytteenkasittely ja SDS-PAGE seka proteiinien siirto kalvolle suoritettiin

samalla tavalla.

Proteiinien kalvolle siirron jalkeen kalvo laitettiin kahteen osaan, jolloin molemmilla
puolilla oli samat néytteet ja kalvot laitettiin blokkaukseen yon yli. Blokkausliuoksena oli
3 % BSA-TBST -liuos. Molemmille kalvoille tehtiin eri konjugaattilaimennokset blok-
kausliuokseen, toiselle (1.kalvo) 1:10000 ja toiselle (2.kalvo) 1:6000. Kalvojen kuvaus
suoritettiin samalla laitteella, mutta nyt ECL-liuoksen annettiin vaikuttaa 1. kalvolla 1,5
minuuttia ja 2. kalvolla 2 minuuttia. Taulukkoon 1 on kirjattu tiivistettyna biotinyloinnin
optimoinnissa tehtyja kokeiluja ja muutoksia, kaikissa kokeiluissa kéytettiin streptavi-

diini-HRP-konjugaattia.

TAULUKKO 1. Biotinyloinnin SDS-PAGE:n ja WB:n optimointivaiheen muutokset.

Konjugaa-
Proteiinin Konjugaatti- tin pipetoin- | ECL-liuok-
Nayte maara geelilla laimennos Wes- | timaara (ul) | sen vaikutus
(ng) tern blottauksessa | /10 ml 3% (min)
BSA-TBST
TG3 1 1:3000 33 2
TG3 0,5 1:3000 33 2
TG3 0,2 1:10000 1 15
TG3 0,2 1:6000 1,7 2
TG2 0,2 1:10000 1 15
TG2 0,1 1:10000 1 15

Biotinylointi TG2-proteiinille suoritettiin samalla tavalla kuin TG3:lle. Biotinyloinnin
jalkeen tehtiin SDS-PAGE ja Western blottaus. Ndytemaarina kéytettiin 0,2 pg ja 0,1 pg.
Tyo suoritettiin kuten yll& on kuvattu ja konjugaattilaimennoksena kaytettiin 1:10000
(taulukko 1).

3.3 IgA:n SDS-PAGE ja Western blottaus

SDS-PAGE:n optimoinnissa testattiin naytteiden proteiinimaarid, pipetointimaaria gee-
lille sekd kaytetddnkd Laemmli-puskurin kanssa B-merkaptoetanolia. Western blottauk-
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sen optimoinnissa testattiin eri vasta-aineita ja niiden laimennoksia seké eri blokkaus-
liuoksia. IgA:n optimoinnissa kéaytettiin naytteina kaupallista IgA:ta ja keliakiapotilaiden

seeruminaytteita.

Ensimmaisessd IgA:n SDS-PAGE:ssa IgA:n proteiinimadariksi valittiin 0,5 pg ja 1 ug.
Néytteiksi otettiin kaupallinen IgA (positiivinen kontrolli) ja kaksi aiemmin seerumista
puhdistettua IgA-nadytettd. Molekyylimarkkereina kaytossa oli PageRuler Plus esivarjatty
proteiinimarkkeri ja PageRuler Broad Range varjaamaton proteiinimarkkeri. Naytteenka-
sittely tehtiin kahdella eri tavalla. Puolet naytteistd laimennettiin ja laitettiin naytteen
joukkoon pelkéstdan Laemmli-puskuria. Toiset ndytteet laimennettiin ja tehtiin normaali
naytteenkasittely eli Laemmli-puskurin joukkoon laitettiin -merkaptoetanolia. Suhde
Laemmli-puskuria ja B-merkaptoetanolia oli 1:16. Naytteet, joihin liséttiin B-merkap-
toetanolia, pitaisi hajota geelilla pienemmiksi osiksi, kun taas pelkistaméattdmien nayttei-
den pitdisi olla yhtendisind. Lopuksi néytteet inkuboitiin +96 °C:n lampdtilassa, 10 mi-

nuuttia.

SDS-PAGE:ssa kaytettiin 4 — 20 % valmista Mini-Protean TGX Stain-free Precast -gee-
lid. Néaytteet pipetoitiin geelille ja suoritettiin ajo 200 voltilla, jonka kesto oli noin 35
minuuttia. T&méan jalkeen geeli kuvattiin ChemiDoc XRS+ -laitteella. Kuvauksen jélkeen
suoritettiin proteiinien siirto Trans-blot Turbo Mini PVDF -membraanikalvolle Bio-
Rad:n Trans-Blot Turbo Transfer System -laitteen avulla. Ohjelmana oli High MW, jonka
kesto oli 10 minuuttia. High MW -ohjelma oli tarkoitettu molekyyleille, joiden paino on
yli 150 kDa. Ennen blokkausta esivarjatyn molekyylimarkkerin vyohykkeet merkattiin
kalvolle WesternSure -kynéllg, jotta ne saatiin nakyviksi Western blottauken jalkeen fluo-

resenssilaitteella kuvattaessa.

Siirron jalkeen suoritettiin blokkaus Odyssey-puskurilla. Blokkaus tehtiin huoneenldam-
mossa sekoittajalla ja kesto oli tunti. Taman jélkeen tehtiin kalvon pesu kolmesti viiden
minuutin ajan TBST-liuoksella. Primddrivasta-aineinkubointi tehtiin kanissa tuotetulla
ihmisen IgA:han kohdistuvalla -vasta-aineella (anti-lgA-vasta-aine), joka laimennettiin
1:2000 suhteessa 3 % BSA-TBST -liuokseen. Inkubointi kesti yon yli +4 °C:n [amp0ti-
lassa sekoittajalla. Inkuboinnin jalkeen kalvo taas pestiin kolmesti TBST-liuoksella vii-
den minuutin ajan. Sitten suoritettiin sekundaarinen vasta-aineinkubointi. VVasta-aineena

oli fluoresoivasti leimattu vuohessa tuotettu kaniin kohdistuva IRDye 680RD-konjugoitu
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keen kalvo pestiin ja lopuksi laitettiin TBS-liuokseen. Tamén jalkeen kalvo kuvattiin

Odyssey CLx —fluoresenssikuvauslaitteella.

TAULUKKO 2. IgA:n Western blottauksen optimoinnissa tehdyt muutokset

Kokeilu | Blokkausliuos | Primaarinen vasta-aine Sekundaarinen vasta-aine
1:2000 Kanissa tuotettu ih- | 1:5000 Vuohessa tuotettu ka-
Odvssev-pus- misen 1gA:han kohdistuva niin kohdistuva IRDye 680
1. y ku?/i P vasta-aine (DAKO) (Rabbit RD -konjugoitu vasta-aine
anti-human IgA) /3 % BSA- | (Li-Cor) (Goat anti-rabbit IR-
TBST Dye 680RD) /TBST
1. kalvo: 1:5000 IRDye 680
RD-vasta-aine / TBST
L Sléal_vcl)J:SkOudr)i/s— 2. kalvo: 1:2000 Siassa tuo-
y-p 1. & 2. kalvot: 1:1000 tettu kaniin kohdistuva HRP-
2. Anti-lgA-vasta-aine /3 % konjugoitu vasta-aine
. BSA-TBST (DAKO) (HRP-konjugoitu
0,
2. kalvo: 3 % swine anti-rabbit) / 5 % maito-
BSA-TBST
TBST
1. & 3. kalvot: 1:2000 1. kalvo: 1:5000
Anti-lgA-vasta-aine /1 % IRDye 680 RD-vasta-aine
BSA-TBST /TBST
Odyssey-pus-
3. .
kuri
. 2. & 3. kalvot: 1:10000
2. kalvo: 1:1000 Anti-lgA- .
vasta-aine /1 9 BSA-TBST | 'R0Ye 08) RO-vastacaine

Kahdessa seuraavassa SDS-PAGE testeissa proteiiniméaériksi geelille valikoitui 1 pg ja
naytteenkasittelyssa ei kéytetty enda p-merkaptoetanolia, muuten geeliajo ja kuvaus suo-
ritettiin kuten aikaisemmin. Western blottauksissa testailtiin membraanikalvoille eri blok-
kaus- ja vasta-aineliuoksia, ndma on kirjattu taulukkoon 2. Mikali kaytettiin HRP-konju-
goitua sekundaarista vasta-ainetta, kalvon kuvaus suoritettiin ChemiDoc XRS+ -kemilu-

minesenssikuvauslaitteella.
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3.4 Vasta-ainepuhdistus affiniteettikromatografialla

Vasta-ainepuhdistus suoritettiin laminaarivirtauskaapissa. Vasta-ainepuhdistuksessa en-
simmaéisena testattiin TG3-vasta-ainepuhdistusta kasvatusmediumnaytteestd. Mikroput-
keen pipetoitiin streptavidiini-agaroosi-liuosta, jota sentrifugoitiin 1000 g 2 minuuttia.
Pinnalle jadva supernatanttiliuos pipetoitiin pois, jonka jalkeen resiini eli agaroosi putken
pohjalla pestiin 500 ul TBS-liuoksella viisi kertaa. Jokaisen pipetoinnin jalkeen tehtiin
sentrifugointi ja edellinen pesuneste poistettiin putkesta. Tamén jélkeen biotinyloitu TG3
yhdistettiin resiiniin. Biotinyloitua TG3-proteiinia laitettiin yhteen resiiniin noin 90 — 100
pg. Lisaksi joukkoon laitettiin 200 pl TBS-liuosta, jolloin liuoksen yhteisméara oli noin

0,5 ml. Tamaén jalkeen inkuboitiin resiinid pyorittajalla huoneenlammaossa tunnin ajan.

Inkuboinnin jalkeen resiini sentrifugoitiin putken pohjalle ja otettiin supernatantti (sitou-
tumaton TG3) talteen. Seuraavaksi resiinié pestiin useita kertoja 500 pl TBS-liuosta, joka
sentrifugoitiin ja otettiin supernatantti pois. Pesujen jalkeen supernatantista mitattiin ky-
vetissa spektrofotometrilld absorbanssi 280 nm aallonpituudella, jotta nahtiin, kuinka
pesu on onnistunut. Pesun jalkeen absorbanssiarvon tuli olla lahelld nollaa. Seuraavaksi
kasvatusmediumnayte laimennettiin 1:1 TBS-liuoksella ja laitettiin resiinid sisaltdvaan
putkeen. Nayteinkubointi suoritettiin pyorittajalla huoneenlammassa kahden tunnin ajan.
Inkuboinnin jalkeen resiini sentrifugoitiin putken pohjalle ja otettiin supernatantti (resii-
niin sitoutumaton osa) talteen. Sitten suoritettiin pesut putkessa 3x 1 ml TBS-liuosta ja
3x 1 ml vettd ja mitattiin absorbanssi kyvetissa spektrofotometrilld 280 nm aallonpituu-
della.

Eluutiot otettiin talteen neljaan eri mikroputkeen. Putken pohjalle laitettiin valmiiksi 5 pl
1 M Tris-HCI -liuosta, pH:ta tasapainottamaan. Eluutiot suoritettiin lisaédmall& resiinia
siséltavaan putkeen 200 pl 20 mM HCI -liuosta. Eluutioista mitattiin absorbanssit. Seu-
raavaksi eluutiot ajettiin geelille SDS-PAGE:lla. Western blottaus jatettiin tekematta,
silla geelilld ei ndkynyt eluutioiden vyohykkeitd. Tulosten perusteella tehtiin muutoksia

seuraavaan vasta-ainepuhdistukseen.

Seuraava vasta-ainepuhdistus tehtiin seeruminéytteelle ja siind puhdistettiin TG2-vasta-
aineita. Alku suoritettiin samalla tavalla kuin edellisesséa puhdistuksessa, mutta resiiniin
yhdistettiin talla kertaa biotinyloitua TG2 ja ennen nayteinkubointia resiini siirrettiin pyl-

vaaseen TBS-liuoksen avulla. Seeruminéaytteelle tehtiin 1:10 laimennos TBS-liuoksella.
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Seerumia oli kaytettavissa noin 1 ml. Pylvéina kaytettiin Poly-Prep -kromatografiapyl-
vaitad (Bio-Rad). Naytelaimennospylvasta inkuboitiin kahden tunnin ajan huoneenlam-

maossa pyorittajalla (kuva 4).
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KUVA 4. Pylvis nayteinkuboinnissa pyorittajalla. (Laura Ahonen, 2018)

Inkuboinnin jalkeen pylvaan l&pi tullut seerumindytelaimennos otettiin talteen ja tehtiin
resiinille pesut. Pesut tehtiin kolmeen kertaan 1 ml TBS-liuosta ja tdman jalkeen vielé
kolme kertaa 1 ml vettd. Vesipesun jalkeen tarkastettiin absorbanssi, jotta saatiin selville
resiinin puhdistuminen. Absorbanssin arvon ollessa Idhell& nollaa resiini oli riittdvan puh-
das. Eluutioputkiin laitettiin jokaiseen 7 pul 1 M Tris-HCI -liuosta. Taman jalkeen kerattiin
eluutiot. Pylvéaaseen pipetoitiin 200 pl 20 mM HCI -liuosta ja keréttiin se eluutioputkeen.

Tama toistettiin noin viisi kertaa. Lopuksi mitattiin eluutioiden absorbanssit.

Samalla menetelmalla testattiin viel&d seerumindytteilld TG2- ja TG3-vasta-ainepuhdis-
tusta. Menetelmaan ei ndissa vaiheissa tehty enda muutoksia. Lopuksi testattiin vield, sai-
siko pylvééan lapi tulleesta seerumindytteestd puhdistettua lisaa vasta-aineita kayttamalla
samaa pylvasta uudestaan. Tyodssé resiini oli jo pylvadssa, joten aloitettiin laittamalla nay-
telaimennos uudelleen pylvadseen ja inkuboimalla sitd. T&sté vaiheesta menetelmé& suo-

ritettiin ylla mainitulla tavalla loppuun.
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3.5 Proteiinikonsentraation maaritys

Vasta-ainepuhdistuksen eluutioiden proteiinikonsentraatiota mitattiin ensin Bradford -
menetelmalld. Menetelméssé kaytettiin ensin itse tehtya Bradfordin reagenssia. Taman
jalkeen testattiin viel& kaupallista Bradfordin reagenssia. Bradford -testien jalkeen yritet-

tiin maarittaé proteiinikonsentraatiota valmiilla Biorad DC protein -kitilla.

Bradford -menetelmaa varten valmistettiin Bradfordin reagenssi, jonka ohje 16ytyy liit-
teestd 1. Lopuksi reagenssi suodatettiin suodatinpaperilla. Standardina kédytettiin 1 mg/ml
BSA-liuosta, josta tehtiin 5 standardia. Pitoisuudet olivat 0,0125 mg/ml — 0,1 mg/ml.
Néytteet ja standardit pipetoitiin 96-kuoppalevylle. Naytteet laimennettiin 1:20 suhteen.
Standardien ja naytteiden péélle pipetoitiin Bradford -reagenssia. Jokaisesta nédytteesta
tehtiin rinnakkaismaéaritys. Mittaus suoritettiin Multiskan EX -laitteella ja aallonpituutena
oli 595 nm.

Bradford -menetelmaa testattiin viel& kaupallisella Bradfordin reagenssilla ja kahdella eri
standardisuoralla. Ensimmaiselld standardisuoralla, 0,05 mg/ml — 0,5 mg/ml, kaytettiin
laimennettua Bradfordin reagenssia. Standardeista ja naytteisté tehtiin rinnakkaismaari-
tykset. Toisella standardisuoralla, 8 pg/ml — 80 pg/ml, Bradfordin reagenssia liséttiin
kuoppiin laimentamattomana. Mittaus suoritettiin samalla laitteella ja aallonpituudella

kuin ylla.

Seuraavaksi testattiin proteiinikonsentraation maaritystad Bio-Rad:n DC Protein Assayn
avulla. Paketissa oli kaikki tarvittavat liuokset valmiina, tyoliuos A’ piti valmistaa itse S-
ja A-reagenssista. Standardit olivat 0,005 mg/ml — 0,125 mg/ml valilla. Standardit val-
mistettiin valmiista BSA-varastoliuoksesta. Naytteina oli vasta-ainepuhdistuksesta eluu-
tioita. Menetelméa testattiin kahdella eri tavalla, joissa kaytettiin eri ndytemaérad. Kuop-
palevyé inkuboitiin 15 minuuttia ja sen jalkeen tulokset mitattiin Multiskan FC -laitteella

750 nm aallonpituudella.
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4 VASTA-AINEPUHDISTUKSEN SUORITUS

4.1 Vasta-ainepuhdistus

Vasta-ainepuhdistuksia tehtiin optimoiduilla menetelmill keliaakikoiden ja ihokeliaaki-
koiden seeruminaytteille ja muutamalle kasvatusmediumnaytteelle. Aluksi TG2- ja TG3-
proteiineja piti biotinyloida lisad. Biotinyloinnin jalkeen tuotteille tehtiin geelisuodatus
valmiilla Zepa Spin Desalting -pylvéilla. Biotinyloidut ja geelisuodatetut TG2- ja TG3-
proteiinit ajettiin geelille ja tehtiin SDS-PAGE ja Western blottaus. Muina néytteina oli
biotinyloidut TG2 ja TG3, joita ei oltu geelisuodatettu ja puhtaat biotinyloimattomat TG2

ja TG3 seka positiivisena kontrollina biotinyloitu vasta-aine.

SDS-PAGE suoritettiin optimoinnin tapaan, molekyylipainomarkkereina kaytettiin Page-
Ruler Plus esivarjattya molekyylimarkkeria ja PageRuler Broad Range varjaaméatonta
molekyylimarkkeria. Néaytteille tehtiin naytteenkasittely samalla tavalla kuin optimoin-
nissa. Proteiinimaarana geelille kédytettiin 0,2 pug naytettd. SDS-PAGE -ajossa kaytettiin
optimoinnin tapaan 200 V:a ja kesto oli 30 minuuttia. Tdman jalkeen geeli kuvattiin ja
proteiinit siirrettiin Trans-blot Turbo Mini PVDF -membraanikalvolle Turbo-blot -lait-
teella, kayttden Mixed MW -ohjelmaa. Kalvon blokkaus ja konjugaatti-inkubointi suori-
tettiin optimoinnin tavoin kayttden 1:10000 konjugaattilaimennosta. Lopuksi kalvo ku-
vattiin ECL-késittelyn jalkeen ChemiDoc XRS+ -laitteella.

Kun oltiin saatu testattua, ettd TG2- ja TG3-proteiinit olivat biotinyloituneet, voitiin aloit-
taa vasta-ainepuhdistukset. Ensin valmistettiin TG3-pylvas ja néaytteelle suoritettiin TG3-
vasta-ainepuhdistus. Puhdistus suoritettiin optimoinnissa esitetyll& tavalla pylvaéssa.
TG3-vasta-ainepuhdistuksen jalkeen pylvaan lapi tulleelle néaytteelle tehtiin TG2-vasta-

ainepuhdistus.
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4.2 Eluutioiden analysointi

4.2.1 SDS-PAGE ja Western blottaus

Puhdistuksen jalkeen valituille eluutioille tehtiin SDS-PAGE ja IgA-Western blottaus.
Néaytteiksi Western blottaukseen valittiin paéséantoisesti 3-5 eluutiota jokaisesta puhdis-
tuksesta. Yhdelle geelille naytteiksi tuli molekyylimarkkerit, kaupallinen 1gA -kontrolli
ja samasta seerumista tehdyt TG2- ja TG3-vasta-ainepuhdistuksien eluutiot. Naytteita ei
laimennettu, joukkoon laitettiin pelkdstadn Laemmli-puskuria, jonka jalkeen néytteita in-

kuboitiin lampohauteessa + 96 °C:n lampdtilassa kymmenen minuutin ajan.

Néytteet, kontrolli ja molekyylimarkkerit pipetoitiin 4 — 20 % Mini-Protean TGX Stain-
free Precast -geelille. SDS-PAGE-ajo suoritettiin optimoidulla tavalla. Geeli kuvattiin ja
proteiinit siirrettiin Trans-blot Turbo Mini PVDF -kalvolle. Western blottaus suoritettiin
loppuun optimoidulla tavalla, joka on kuvattu ylla. Lopuksi kalvo kuvattiin fluoresenssi-

kuvauslaitteella.

4.2.2 TG3-vasta-aine-ELISA

Absorbanssin ja IgA-Western blottauksen tulosten perusteella valittiin eluutioita, joille
tehtiin TG3-vasta-aine (ab)-ELISA. Anti-heTG IgA ELISA -menetelmélla (Immuno-
diagnostik) mitattiin vasta-ainepuhdistuksissa saatujen eluutioiden TG3-vasta-ainepitoi-
suuksia. Tyo0 suoritettiin anti-heTG IgA-ELISA -ohjeen mukaan kéyttden pesuihin Ther-
moFisher Wellwash -laitetta (kuva 5), jonka pesuohjelma oli 3 x 400 pl. Paketti sisélsi
kaiken tarvittavan, mutta standardit, kontrollit ja pesuliuokset laimennettiin itse. Seeru-
mieluutioille k&ytettiin 1:250 laimennosta ja pylvaén lapi tulleille seerumilaimennoksille
kaytettiin 1:25 laimennosta, silla ne oli jo valmiiksi laimennettu 1:10 pylvéé&seen laitetta-

essa.
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KUVA 5. ELISA-levyn pesuissa kaytetty ThermoFisher Wellwash- laite. (Laura Ahonen,
2018)

Ennen pipetointeja kuoppalevy pestiin pesulaitteella. Sitten kuoppiin pipetoitiin standar-
deja ja kontrolleja rinnakkaisina sek& laimennettuja naytteitd. Tdman jalkeen suoritettiin
inkubointi tasosekoittajalla tunnin ajan. Inkuboinnin jalkeen tehtiin levylle pesu ja sen
jalkeen kuoppiin liséttiin laimennettua konjugaattia, jonka jalkeen oli tunnin inkubointi.
Inkuboinnin jalkeen tehtiin taas pesu ja kuoppiin pipetoitiin substraattia. Substraatti-in-
kubointi tehtiin pimedssé folion alla 15 minuuttia, jonka jalkeen lisattiin pysaytysliuosta.
Absorbanssit mitattiin Multiskan FC -laitteella 450 nm aallonpituudella. Laboratorion
muu henkil6kunta teki valituille eluutioille TG2-ab-ELISA:n, jossa mitattiin eluutioiden

TG2-vasta-ainepitoisuuksia.

4.2.3 1gA- ja lgG-ELISA -menetelmat

Eluutioille tehtiin lopuksi vield IgA ja IgG -testit, jotta saatiin varmistus, onko puhdistetut
eluutiot IgA- vai 1gG-luokkaa. N&ama testit tehtiin ELISA-menetelméll&. IgA-ELISA:ssa
kaytossa oli Human IgA Platinum ELISA -testikitti (Invitrogen). Aluksi 20x pesuliuoksen
varastoliuoksesta ja 20x maaritysliuoksen varastoliuoksesta tehtiin yksinkertaiset laimen-

nokset. HRP-konjugaatti piti myos laimentaa 1:100 1x maaritysliuoksella. Standardit val-
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mistettiin IgA:n standardiliuoksesta, jonka konsentraatio oli 200 ng/ml. Standardeja val-
mistettiin seitsemén eri vahvuutta (1,6 — 100 ng/ml). Nollandytteen& kéytettiin 1x méaari-
tysliuosta. Naytteille tehtiin 1:10000, 1:5000, 1:2000, 1:500 ja 1:50 laimennoksia, riip-

puen niiden vasta-ainepitoisuuksista. Laimennokset tehtiin 1x maaritysliuoksella.

Kuoppalevy pestiin aluksi 1x pesuliuoksella kayttden ThermoFisher Wellwash -laitetta,
jonka pesuohjelma oli 3x 400 pl. Sitten nollanéytetta ja standardeja pipetoitiin kuoppale-
vylle. Kaikista standardeista tehtiin rinnakkaisméaaritys. Kaikkiin naytekuoppiin liséttiin
maadritysliuosta ja sen jalkeen pipetoitiin laimennettua naytettd kuoppaan. Naytteiden jal-
keen kaikkiin kuoppiin pipetoitiin HRP-konjugaattia. Tamén jélkeen levyé inkuboitiin
tunti sekoittajalla.

Inkuboinnin jalkeen kuopat pestiin samalla pesuohjelmalla kuin alussa. Pesun jéalkeen
kuoppiin liséttiin substraattia, timén annettiin vaikuttaa pimedssa puoli tuntia. Inkuboin-
nin jalkeen kuoppiin lisattiin lopetusliuosta ja ndytteiden absorbanssit mitattiin Multiskan
FC -laitteella 450 nm aallonpituudella. Standardien absorbanssien ja tunnettujen pitoi-
suuksien perusteella piirrettiin standardisuora, josta saatiin laskettua néytteille pitoisuu-
det.

IgG-ELISA mitattiin Human total 1gG Platinum ELISA -testikitilla (Invitrogen). Kuten
IgA -testikitilla, myds tassa pesuliuos ja maaritysliuos laimennettiin 20x liuoksesta yk-
sinkertaiseksi liuokseksi. Laimennos tehtiin samalla tavalla kuin IgA -ELISA:ssa. HRP-
konjugaatista tehtiin my6s 1:100 laimennos. Standardit (0,002 pg/ml — 0,1 pg/ml) val-
mistettiin samaan tapaan kuin edelld IgA-ELISA:ssa. Naytteille tehtiin 1:50 ja 1:10 lai-

mennokset, laimennokset tehtiin 1x maaritysliuokseen.

Kuoppalevy pestiin taas ennen kéayttd ThermoFisher Wellwash -laitetta, jonka pesuoh-
jelma oli 3x 400 ul. Standardit ja nollaliuos ja laimennetut naytteet pipetoitiin kuoppiin.
Taman jalkeen kaikkiin kuoppiin pipetoitiin HRP-konjugaattia. Levyé inkuboitiin sekoit-
tajalla tunnin ajan, jonka jalkeen se pestiin taas samalla pesuohjelmalla. Pesun jélkeen
lisattiin jokaiseen kuoppaan substraattia. Suoritettiin inkubointi pimeéssa puolen tunnin
ajan. Lopuksi lisattiin lopetusliuosta. Absorbanssit luettiin Multiskan FC -spektrofoto-
metrill4, jonka aallonpituus oli 450 nm. Standardien absorbanssien ja tunnettujen pitoi-

suuksien avulla piirrettiin standardisuora ja siité laskettiin pitoisuudet eluutioille.
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4.3 Puskurinvaihto

Lopuksi eluutioille tehtiin puskurinvaihto kromatografialla jatkotutkimuksia, muun mu-
assa massaspektrometriaa varten. Eluutioiden puskuriksi haluttiin vaihtaa PBS-liuos (liite
1) eluutioliuoksen (20 mM HCI/1 M Tris-HCI) tilalle. Puskurinvaihto suoritettiin 2 ml tai
5 ml Zepa Spin Desalting -pylvailla.

Puskurinvaihtopylvas laitettiin putkeen ja sita sentrifugoitiin 1000 g:n voimalla kaksi mi-
nuuttia, jolloin varastoliuos lahti pylvaasta pois. Sitten pylvéaéseen lisattiin puskuria. Suo-
ritettiin sentrifugointi 1000 g:n voimalla kahden minuutin ajan. Lapi tullut neste kaadet-
tiin pois ja puskurin lisdysvaihe toistettiin kolmeen kertaan. Puskurin lisdyksen jalkeen
pylvadseen pipetoitiin ndyte. Pienempaéan (2 ml) pylvaaseen naytemaaraksi sopi 200 —
700 pl ja isomman (5 ml) nayteméaara oli 500 — 2000 pl. Jos néytettd oli vahemman kuin
350 pl, 2 ml:n pylvaaseen piti lisata vield 40 pl lis&dé nestettd. Viiden millilitran pylvéa-
seen liséttiin nestettd 100 pl, jos ndytettéd oli véhemman kuin 750 pl. Pylvasta sentrifugoi-
tiin kahden minuutin ajan 1000 g:n voimalla, jolloin tapahtui puskurin vaihto. Tamén

jalkeen eluutiot pipetoitiin takaisin mikroputkiin ja pakastettiin.
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5 TULOKSET

5.1 Biotinyloitujen proteiinien SDS-PAGE:n ja WB:n optimoinnin tulokset

Geelille pipetoidut proteiinimaarat olivat liian suuria ensimmaisessa biotinyloitujen pro-
teiinien SDS-PAGE:ssa. Tamé huomattiin kuvasta 6, missé oli ensimmaisen biotinyloin-
nin Western blottaus. Proteiinien varjaytyneet vyohykkeet olivat epéselvid ja suttuisia.
Geelisuodatettujen ja biotinyloitujen TG3-proteiinien kohdat olivat kuitenkin selvempia
kuin ei geelisuodatettujen. Naytemaarand 1 ug oli aivan liikaa, silla vyohykkeet olivat
paisuneet suuriksi. Kalvolta kuitenkin huomattiin, etta biotinylointi oli onnistunut, silla
biotinyloitujen TG3-proteiinien vyohykkeet nakyivét selkedsti, noin 78 kDa kohdalla,

verrattuna ei-biotinyloituihin TG3-proteiineihin.
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KUVA 6. Ensimméinen WB-kuva biotinyloinnin optimoinnista. Geelille testattiin prote-
iinien eri maarid. Positiivisena kontrollina kaytettiin biotinyloitua vasta-ainetta (biot. v-

a).
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Seuraavaan biotinyloitujen tuotteiden SDS-PAGE:en pipetoitujen ndytteiden proteii-
nimaaran muutos oli huomattavasti sopivampi kuin aiemmin. Proteiinim&arana oli kay-
tossé nyt 0,2 ug. Kuvasta 7 huomattiin, kuinka proteiinien (Biot. TG3 ei. gs. ja Biot. TG3
gs.) vyohykkeet olivat selkedmpid ja tarkempia kuin edellisessa kuvassa 6. Konjugaatti-
laimennoksista huomattiin 1:10000 (vasen puoli kuvassa) olevan hiukan tarkempi ja taus-

taa ei ollut niin paljoa kuin 1:6000 (oikea puoli kuvassa) laimennoskuvassa.
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KUVA 7. Proteiinin maara geelille oli 0,2 pg ja konjugaattilaimennokset vasemmalle
puolelle oli 1:10000 ja oikealle puolelle 1:6000. Ei gs; ei geelisuodatettu, gs; geelisuoda-

tettu ja v-a; vasta-aine

Seuraavaksi samaa testattiin vield biotinyloiduille TG2-proteiineille. Kuvassa 8 kéytettiin
proteiinimé&arind 0,1 ug ja 0,2 g, niissé ei ollut huomattavaa eroa. Kuvasta 8 huomattiin,
ettd biotinylointi TG2-proteiinille oli myds onnistunut, silla biotinyloitujen proteiinien
(Biot. TG2 -vybhykkeet) vyohykkeet nékyivat selkeésti verrattuna ei biotinyloitujen pro-
teiinien vyohykkeisiin (TG2).
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KUVA 8. Biotinyloidun TG2 -proteiinin SDS-PAGE:n ja Western blottauksen optimoin-

tia. TG2 molekyylipaino on noin 78 kDa ja v-a; vasta-aine.

Konjugaattilaimennos 1:10000 todettiin parhaimmaksi ndissa testeissa ja SDS-PAGE:en
pipetoitavien naytteiden proteiinimaarana kaytettiin jatkossa 0,1 pg. Biotinylointi saatiin
onnistumaan sekd TG3- ettd TG2-proteiineille. Biotinyloitujen tuotteiden SDS-PAGE:n

ja Western blottauksen optimointi néin ollen siis onnistui.

5.2 1gA:n SDS-PAGE:n ja Western blottauksen optimoinnin tulokset

Ensimmaisessa testisséd huomattiin, ettd pelkistettyjen (kéytettiin f-merkaptoetanolia) ja
pelkistaméattomien (ei kdytetty B-merkaptoetanolia) naytteiden SDS-PAGE toimi. Jat-
kossa kuitenkin haluttiin kayttaa pelkistdimattomié naytteitd, koska haluttiin nahda erik-
seen dimeerinen ja monomeerinen IgA. Proteiinimaaréana 1 pug oli parempi kuin 0,5 ug,
sill& sen vyohykkeet nakyivat voimakkaammin kuvassa 9. Kuvassa 9 proteiinivyohykkeet
olivat selkeasti nakyvissé, mutta molekyylimarkkerit olivat hieman levinneet ja sotkuiset.
Testissa kaytettiin positiivisena kontrollina kaupallista IgA:ta ja ndytteind seerumista
aiemmin puhdistettuja IgA-néytteitd. CD5 tarkoittaa keliakiapotilaan puhdistettua IgA-

naytettd ja DC4 on tautikontrolli. Kuvassa 9 ndiden vyohykkeiden huomattiin toimivan
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samalla tavalla kaupallisten IgA-vyéhykkeiden kanssa eli positiivisena kontrollina kay-
tetyn kaupallisen IgA:n ja néytteiden IgA-vyohykkeet nakyvat samalla kohdalla. Pelkis-
tdmattomien naytteiden IgA-vychykkeet nakyvat noin 150-250 kDa kohdalla ja pelkis-
tettyjen naytteiden IgA-vyohykkeet ndkyvat noin 70 kDa kohdalla.

Pelkistetty pelkistetty Ppelkistetty pelkistetty o yistetty
lug 05ug 1ug o05ug 1 ug 05ug 1ug lug 05ug 4 ug

Ei pelkistetty

Kaupallinen IgA CD5

DC4

KUVA 9. Ensimmaisen Western blottauksen fluoresenssikuva. Néytteina kédytettiin aiem-
min seerumista puhdistettuja IgA-naytteitd, CD5; keliakiapotilas ja DC4; tautikontrolli.

Kaupallinen IgA toimi positiivisena kontrollina.

Toisessa testissa testattiin eri vasta-aineita ja niiden laimennoksia seka sit4, kumpi toimi
paremmin, fluoresenssi- vai kemiluminesenssi-menetelmd. Kuvassa 10 kerrotaan vasta-
aineet ja niiden laimennokset. 1. kalvo kuvattiin fluoresenssilaitetteella ja 2. kalvon ku-
vauksessa kaytettiin tehostettua kemiluminesenssitunnistusta. Kuvassa molempien kal-

vojen vyohykkeet nayttavat sotkuisilta ja epaselvilta.
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IgA CD4

2. kalvo |

KUVA 10. 1. kalvolla kéytettiin blokkauksessa Odyssey-puskuria ja 2 kalvolla 3 % BSA-
TBST-liuosta. Primé&arisend vasta-aineena kalvoilla kdytettiin 1:1000 anti-lgA-vasta-ai-
netta. Sekundaarisina vasta-aineina kaytettiin 1. kalvolle 1:5000 IRDye 680RD-vasta-ai-
netta ja 2. kalvolle 1:2000 siassa tuotettua kaniin kohdistuvaa HRP-konjugoitua vasta-

ainetta (HRP-vasta-aine). CD4; keliakiapotilas.

Kolmannessa Western blottauksessa testattiin fluoresenssimenetelmalld vasta-aine-
laimennoksia lisda (kuva 11). 1. kalvolla néaytteiden vyohykkeet ndkyivat selkeésti ja
kirkkaana. 2. ja 3. kalvolla néytteiden vyohykkeet ndkyivét heikosti ja kalvo oli vahan

sumea.
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KUVA 11. Kaikilla kalvoilla kaytettiin blokkaukseen Odyssey-puskuria. Priméaéarisena
vasta-aineina 1. ja 3. kalvolla kéytettiin 1:2000 anti-lgA-vasta-ainetta ja 2. kalvolla
1:1000 anti-lgA-vasta-ainetta. Sekundaarisend vasta-aineena oli 1. kalvolla 1:5000 IR-
Dye 680RD-vasta-aine, 2. ja 3. kalvoilla 1:10000 IRDye 680RD-vasta-aine. CD4; ke-

liakiapotilas, kaupallista IgA:ta kaytettiin positiivisena kontrollina.

SDS-PAGE:n ja Western blottauksen optimointi onnistui. Nailla optimoinnin tuloksilla
suoritettiin jatkossa puhdistetuille eluutioille SDS-PAGE ja Western blottaus. SDS-
PAGE:ssa kaytettiin ndytteenkasittelyssé pelkkaa Laemmli-puskuria, ilman B-merkap-
toetanolia. Western blottauksessa paadyttiin kayttamaan fluoresenssimenetelméa ja otet-
tiin ndin ollen kayttoon blokkausliuokseksi Odyssey-puskuri. Parhaimmaksi vasta-ai-
neyhdistelmaksi IgA:n tutkimiseen havaittiin priméérisend vasta-ainelaimennoksena
1:2000 anti-lgA-vasta-aine (Rabbit anti-human IgA (DAKO)) ja sekundaarisend vasta-
ainelaimennoksena 1:5000 IRDye 680 RD-vasta-aine (Goat anti-rabbit IRDye 680 RD
(Li-Cor)).

5.3 Vasta-ainepuhdistuksen optimoinnin tulokset

Kuvassa 12 on ensimmadisen kasvatusmediumin vasta-ainepuhdistuksen jélkeen eluuti-

oille tehty SDS-PAGE:n geelikuva. Vasta-ainepuhdistus tehtiin kokonaisuudessaan mik-

roputkessa. Kuvasta huomattiin, ettd puhdistus oli epdonnistunut. Eluutioiden vyohykkeet
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eivat nékyneet geelilla ollenkaan, mika tarkoittaa sitd, ettd puhdistuksessa ei eluoitunut
vasta-ainetta mukaan. Vasta-ainepuhdistuksen eluutioiden vyohykkeiden tulisi nékya
paaosin > 100 kDa pelkistamattomilla naytteilla (Iversen ym. 2017). Eluutioiden kohdalla
oli pienet vydhykkeet < 100 kDa kohdalla, jotka olivat mahdollisesti TG3-proteiinia (78
kDa).

Resiiniin sitoutumattoman kasvatusmediumin vyohykkeet vaikuttivat siltd, ettd niiden
joukossa oli edelleen runsaasti vasta-ainetta. 50 kDa kohdalla olleen ison vydhykkeen
kohdalla voi olla kaikenlaisia proteiineja, jotka ovat mukana ohutsuolen koepalan kasva-
tusmediumissa, mutta > 100 kDa kohdalla olevat vyohykkeet voivat olla vasta-ainetta.

Seuraavaan puhdistukseen muutettiin vasta-ainepuhdistuksen tekotapaa.

kDa ‘ !
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KUVA 12. Ensimmadisen vasta-ainepuhdistuksen eluutioiden SDS-PAGE, kasvatusme-
dium naytteena.

Seuraavaan vasta-ainepuhdistukseen puhdistustekniikkaa vaihdettiin niin, etta resiini siir-
rettiin kromatografiapylvaaseen ennen ndyteinkubointia. Lisaksi ndytteend oli seerumi.

Kuvasta 13 huomattiin, ettd nyt eluutioden mukana oli vasta-ainetta, silla eluutioiden vyo6-
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hykkeet (kuvassa eluutiot 1-5) nékyivat selkeésti etenkin > 100 kDa:n alueella. Kontrol-
lina SDS-PAGE:ssa kaytettiin kaupallista IgA:ta, jonka vyohyke geelilld nékyi osittain
samassa kohdassa kuin eluutiot. Voitiin siis todeta, etta talla menetelmalla vasta-ainepuh-
distus toimi seeruminaytteelle. L&pi tulleessa seerumilaimennoksessa oli kuvan mukaan
vield runsaasti puhdistettavaa vasta-ainetta, mutta koska kyseessé oli seerumi, mukana oli

paljon muita proteiineja, sekd mahdollisesti pylvaasta irronnutta TG2-proteiinia.
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KUVA 13. TG2-vasta-ainepuhdistuksen SDS-PAGE:n geelikuva, ndytteend kaytettiin
seerumia.

Seuraavaksi puhdistuksen eluutioille testattiin vasta-aineita, joita oltiin jo Western blot-
tauksen optimoinnissa testattu. Kuvassa 14 1gA:n vyohykkeet olivat selkeitd ja nékyivat
hyvin. Kuvasta huomattiin, ettd pylvééasté lapi tulleen seerumilaimennoksen joukossa oli
havaittavissa edelleen puhdistettavaa vasta-ainetta (> 100 kDa), mutta huomattavasti va-
hemman kuin aiemmin.
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IgA el1 el2 el3

laim 1:20
laim 1:50

KUVA 14. Vasta-ainepuhdistuksen eluutioiden Western blottauksen optimointia. Pri-
maadrisena vasta-aineena kaytettiin 1:2000 anti-lgA-vasta-ainetta ja sekundaarisena vasta-
aineena 1:5000 IRDye 680 RD-vasta-ainetta. Laim. 1:20 ja 1:50 olivat pylvéasta lapi tul-

leen seerumin laimennoksia.

Kolmas seerumin vasta-ainepuhdistus tehtiin TG3-pylvaalla (kuva 15), geelille laitettiin
kaikki saadut eluutiot. Prim&arisend vasta-aineena kéaytettiin 1:2000 anti-lgA-vasta-ai-
netta ja sekund&arisend vasta-aineena 1:5000 IRDye 680 RD-vasta-ainetta. Kuvan 15
vasta-ainepuhdistuksen Western blottauksessa kaupallisen IgA:n vyohyke oli varjaytynyt
lilkaa, mutta eluutioiden vyohykkeet olivat selkedsti nakyvilla. Eluutioiden vyohykkeista
huomattiin, ettd kolmeen ensimmaéiseen eluutioon oli tullut vasta-ainetta hyvin, silla eluu-
tioissa oli nakyvissa selkeitd vyohykkeitd yli 100 kDa ylapuolella. Loppuihin eluutioihin
el juuri vasta-ainetta ollut en&a jaanyt. Pylvaan lapi tulleeseen seerumilaimennukseen oli
edelleen jaanyt melko paljon vasta-ainetta (I&pi tullut 1:20 ja 1:50 -vyohykkeet, yli 100
kDa yl&puolella).
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KUVA 15. Seerumin vasta-ainepuhdistus TG3-pylvaalla. IgA:ta kdytettiin positiivisena
kontrollina, eluutioiden vy6hykkeina El 1-6 ja l&pitullut 1:50 ja 1:20 olivat pylvéaan l&pi
tulleita seerumilaimennoksia. Kuvasta tarkasteltiin ndytteiden yli 100 kDa vyohykkeita.

Vasta-ainepuhdistuksen optimointi onnistui seeruminaytteille. Vaikka seerumiin jai edel-
leen vasta-ainetta, saatiin sitd myos keréttyd eluutioihin. Esimerkiksi tdssa TG3-vasta-
ainepuhdistuksessa (kuva 15) pylvéan lapi tulleeseen seerumiin jadnyt vasta-aine voi
myos olla TG2-vasta-ainetta. Jo kerran TG3-vasta-ainepuhdistettua seerumilaimennosta
haluttiin kokeilla puhdistaa vield uudelleen samalla TG3-vasta-ainepylvaélla, jotta saatiin
selville, voisiko mahdollisesti TG3-pylvaan lapi tulleesta ndytteestd saada samalla kéyte-
tylla TG3-pylvaalla vielé lisdd TG3-vasta-aineita. Toisaalta 1&pi tulleen seerumilaimen-
noksen vyohykkeet kuvassa 15 voivat olla mahdollisesti myds muitakin varjaytyneité

vasta-aineita.
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TG3 EI1-5 TG2 El 1-4

KUVA 16. Samalle seerumindytteelle tehty ensin kaksi kertaa TG3-puhdistus (tdssé toi-
sen puhdistuksen TG3-eluutiot) ja sitten uudelleen toisella pylvéaélla TG2-vasta-ainepuh-
distus.

Kuvassa 16 on vield samasta naytteesta tehty ensin TG3-pylvaalla TG3-vasta-ainepuh-
distus ja sen jalkeen TG2-pylvaalla tehty TG2-vasta-ainepuhdistus. Kuvasta 15 nahtiin,
etta ensimmaisessa TG3-vasta-ainepuhdistuksessa ei eluutioihin tullut TG3-vasta-ainetta.
Kuvasta 16 kuitenkin huomattiin, ettd samaa pylvéasté ei kannattanut kéyttda uudestaan,
koska téalloin vasta-ainetta saatiin puhdistettua enda niin pienia méaaria (TG3 El 1-5).
Mutta TG2-vasta-ainepuhdistus onnistui vield samasta néytteestd (TG2 El 1-4). Vasta-
ainepuhdistuksia voisi alkaa tekemaan talla menetelmélld lisad, mutta pylvaita ei kannat-

tanut kayttda uudelleen.

5.4 Proteiinikonsentraatiomaarityksen optimoinnin tulokset

Proteiinikonsentraation maarityksen optimointi epdonnistui. Eluutioiden proteiinikon-
sentraatioita ei pystytty mittaamaan kaytetyilld menetelmilla, sill& eluutioiden konsent-
raatiot jaivat lilan mataliksi. Mahdollisesti myds eluutioiden puskuri saattoi haitata me-

netelmien toimintaa.
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Menetelmat eivat toimineet edes standardiliuoksille, joista kokeiltiin erilaisia pienié pi-
toisuuksia, tassd syyna saattoi olla my0ds véara standardiliuosten puskuri. Ndiden mene-
telmien tilalla mitattiin jatkossa IgA- ja 1gG-tasot ELISA:IIa, silla niilla voi mitata pie-

nidkin konsentraatioita eiké kaytdssa olevat liuokset haittaisi menetelmén toimintaa.

5.5 Vasta-ainepuhdistuksen tulokset

Tehtyjen vasta-ainepuhdistusten tulokset on esitetty kokonaisuudessaan liitteessa 2. Tau-
lukossa 3 on esimerkkiné kahden seerumindytteen TG3- ja TG2-vasta-ainepuhdistuksen
tuloksia. Naytteelle (potilas 5) tehtiin ensin TG3-vasta-ainepuhdistus ja sen jalkeen pyl-
vaasta lapi tulleelle seerumilaimennokselle tehtiin TG2-vasta-ainepuhdistus. Tuloksista
huomattiin, etta potilaan 5 seerumin TG3- ja TG2-vasta-ainetasot olivat lahtotilanteessa
todella korkeat (> 189 AU/ml ja> 100 U/ml). TG3-vasta-ainepuhdistuksen jalkeen tehdyt
TG3-ab-ELISA tulokset antoivat kolmelle ensimmaiselle eluutiolle hyvét tulokset (> 100
AU/mI). Pylvaan lapi tulleessa seerumilaimennoksessa vasta-ainepitoisuudet laskivat
huomattavasti lahtdtilanteesta (62,9 AU/ml), mika tarkoitti, ettd puhdistuksessa onnistut-
tiin. Kun TG2-vasta-ainepuhdistuksen eluutiolle tehtiin TG3-ab-ELISA, tulokset olivat
pieni& (< 10 AU/ml) ja 1api tulleen seerumilaimennoksen tulos oli suunnilleen sama kuin
TG3-vasta-ainepuhdistuksen jalkeen (52,9 AU/ml).

TG2-ab-ELISA:Nn tulokset nayttavat myos hyville (potilas 5). TG3-vasta-ainepuhdistuk-
sen eluutioissa TG2-vasta-ainetasot olivat hyvin pienié ja l&pi tulleessa seerumilaimen-
noksessa TG2-vasta-ainetaso pysyi korkeana TG3-vasta-ainepuhdistuksen ajan (> 100
U/ml). Tama vahvisti, ettd TG3-vasta-ainepuhdistus toimi oikealla tavalla. Kun katsottiin
TG2-vasta-ainepuhdistuksen eluutioiden TG2-vasta-ainetasoja, ne olivat todella korkeita
(> 100 U/ml) ja pylvéan lapi tulleen seerumilaimennoksen TG2-vasta-ainepitoisuudet oli-

vat laskeneet lahtGtilanteesta (84,2 U/ml).
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TAULUKKO 3. Potilaiden 5 ja 6 vasta-ainepuhdistuksen tulokset. DH; ihokeliakia, em;

el méaaritetty.

L&hto- Lé&hto-
. . . |[seerumin|seerumin . . TG3-ab | TG2-ab IgA IgG
Néyte |Diagnoosi TG3-IgA | TG2-1gA Puhdistus | Eluutio AUl | (uml) | @ugmi) | ug/m
(AU/ml) | (U/ml)
1 121 <7 0 0,76
2 >189 <7 15 0,55
Potilas 5 DH >189 >100 TG3-ab 3 >189 em 46 051
Seerumi 4 713 em em em
5 em em em em
lapi tullut 62,9 >100 em em
. 1 2,82 141 8,1 151
el 2 9,78 >100 73 147
TG3-ab- 3 387 110 em em
puhdistuk TG2-ab '
. 4 em em em em
sesta lapi
kit 5 em em em em
lapi tullut 52,9 84,2 em em
1 <23 <7 1 0,23
2 <23 <7 0,2 0,3
Potlas 6.1 p a1 | >100 | TG3ab | b O I I R
Seerumi 4 <23 em 0 0
5 em em em em
lapi tullut 27 75,1 em em
. 1 <23 70,3 54 1,76
i‘g’;aZ: 2 6,17 777 77 26
i <2, 46, 4 121
puhdistuk TG2-ab 3 = 63
s 4 em em em em
sesta lapi
wikit 5 em em em em
lapi tullut 17,8 13 em em

Potilaan 6 kohdalla tulokset menivét samaan tapaan, laht6tilanne oli vaan erilainen, sill&

seerumin TG3-vasta-ainepitoisuudet olivat matalat (31 AU/ml). Taman takia TG3-vasta-

ainepuhdistuksessa tulokset olivat myos alle maaritysrajan. TG2-vasta-ainepuhdistus oli

myos talle naytteelle onnistunut hyvin, silla TG2-vasta-ainepitoisuudet seerumilaimen-

noksessa olivat TG2-vasta-ainepuhdistuksen jéalkeen tippuneet alle 7 U/ml.

IgA- ja IgG-ELISA tulosten perusteella eluutioiden vasta-aineet olivat padosin IgA-luo-

kan vasta-aineita, kuten odotettiinkin. Yleisesti tuloksista huomattiin, ettd TG3-vasta-ai-

nepuhdistuksien eluutioiden IgA- ja IgG-tasot olivat matalammat kuin TG2-vasta-aine-

puhdistuksissa.
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6 POHDINTA

Opinnaytetyon tavoite saavutettiin pddosin. Vasta-ainepuhdistusmenetelma saatiin opti-
moitua halutulla tavalla, mutta kaikkia haluttuja menetelmié ei saatu toimimaan puhdis-
tuksesta saaduille eluutioille. Vasta-ainepuhdistuksen optimointi onnistui hyvin seerumi-
naytteille, mutta mediumnéytteiden pitoisuudet jaivat todella mataliksi. Mediumnéayttei-
den vasta-ainepuhdistus tehtiin samalla tavalla kuin seeruminéytteille. Lopulta muutaman
mediumnaytteen vasta-ainepuhdistuksen kokeilun jalkeen todettiin, ettd eluutioiden
vasta-ainepitoisuudet olivat niin pienié ja jaivat suurimmaksi osaksi alle méaritysrajan,

joten vasta-ainepuhdistusta mediumnaytteille ei jatkettu.

Optimointivaiheessa eluutioista yritettiin maarittaa proteiinikonsentraatiota, mutta sita ei
saatu toimimaan kokeilluilla menetelmilla. Menetelmét eivat soveltuneet tarvittavan al-
haisiin pitoisuuksiin ja mahdollisesti eluutioissa ollut puskuri ei sopinut ndihin menetel-
miin. Tdma menetelmé jatettiin kokonaan pois vasta-ainepuhdistusten tuloksista, mutta
tilalle otettiin IgA- ja 1gG-ELISA:t, silla niilla voi mitata pieniékin konsentraatioita.
Myaos talta osin opinndytetyon tarkoitus toteutui, silla menetelmaa kéytettiin optimoinnin
jalkeen keliakia- ja ihokeliakiandytteiden vasta-ainepuhdistuksiin onnistuneesti.

Biotinyloitujen tuotteiden SDS-PAGE:n ja Western blottauksen optimointi onnistui.
TG2- ja TG3-proteiinit saatiin biotinyloitua ja niiden Western blottauksessa nékyviin tul-
leet vyohykkeet nayttivat oikeanlaisilta verrattaessa muihin kontrolleina olleisiin nayte-
vyobhykkeisiin. Biotinylointia tehtiin vasta-ainepuhdistuksia varten optimoidulla tavalla

noin kolme kertaa.

IgA:n SDS-PAGE:n ja Western blottauksen optimointi onnistui. Naytteenkasittelyssa
paadyttiin kayttdmaan pelkk&d Laemmli-puskuria, ilman p-merkaptoetanolia, silla jat-
kossa kuitenkin haluttiin kayttaa pelkistdimattomié naytteitd, koska haluttiin nahda erik-
seen dimeerinen ja monomeerinen IgA. Tama menetelmé toimi naytteille hyvin ja IgA-

vyohykkeet tulivat Western blottauksessa ndkyviin mono- ja dimeerisina.

Vasta-ainepuhdistuksen optimointi onnistui. Parhaaksi menetelméksi osoittautui, etté en-
sin resiinid inkuboitiin mikroputkessa biotinyloidun transglutaminaasin kanssa, jonka jal-

keen resiini siirrettiin vasta-ainepuhdistuksessa kadytettavaan pylvaaseen. Pylvéaassa oli
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huomattavasti helpompi pesta resiini kunnolla, kuin mikroputkessa. Pylvaassa ei tullut
myoskadn vahingossa pipetoitua resiinid, niin kuin tapahtui putkesta pipetoitaessa esi-
merkiksi pesujen yhteydessa. Lopulta paéadyttiin ottamaan jokaisesta naytteesta viisi eri
eluutiota. Tulosten perusteella ensimmaiselle kolmelle eluutiolle tuli kuitenkin useimmi-
ten parhaimmat tulokset ja viidennessa ei ollut juuri enda vasta-ainetta. lversen ym.
(2017) artikkelissa kaytettiin vain kolmea eluutiota. Tdssa tydsséd Western blottauksessa
kahden viimeisen eluution vythykkeet saattoivat olla melko heikkoja, mutta silti ELISA-

menetelmissé joissakin 4-5 eluutioissa havaittiin korkeitakin vasta-ainepitoisuuksia.

Seerumindytteesta paadyttiin tekemdaan ensin vasta-ainepuhdistus TG3-pylvaall4 ja sitten
TG3-pylvéan lapi tulleelle seerumilaimennokselle uusi vasta-ainepuhdistus TG2-pyl-
vaalla. Tamé menetelma toimi hyvin. Seerumilaimennokselle kokeiltiin myds vasta-aine-
puhdistusta kaksi kertaa perakkéin samalla pylvaalla (TG3), mutta tasté ei koettu olevan
hyotyd, sill& eluutioihin ei juuri eluoitunut vasta-ainetta toisen puhdistuksen jalkeen (kuva
16). Vasta-ainepuhdistuksissa paadyttiin tahan jarjestykseen, silla padosin keliaakikkojen
seerumien TG3-vasta-ainepitoisuudet olivat laht6tilanteessa melko, joten haluttiin var-

mistaa, ettd TG3-vasta-aineet eluoituvat varmasti ensimmaisessa puhdistuksessa pois.

Vasta-ainepuhdistuksissa seerumille tehtiin 1:10 laimennos, kokeilematta jai olisiko mah-
dollisesti erilainen laimennos vaikuttanut positiivisella tavalla eluutioiden vasta-ainepi-
toisuuksiin. Kokeilematta jai myds seerumilaimennoksen puhdistus uudelleen uudella
pylvaalla, jolloin oltaisiin puhdistettu samaa vasta-ainetta kaksi kertaa perédkkain. Tama
olisi voinut toimia paremmin kuin vanha pylvés, mutta biotinyloituja tuotteita ei jaanyt
tahan tarkoitukseen ylimaaraisia. Mediumnaytteiden puhdistuksissa eluutioiden vasta-ai-
nepitoisuudet jaivat suurimmaksi osaksi alle méaritysrajojen. Taman syyna voi olla se,
ettd Iversen ym. (2017) artikkelissa ohutsuolen koepaloja oli kasvatettu mediumissa en-
nen supernatantin talteen ottamista huomattavasti pidemmaén aikaa eli 2 — 4 viikkoa kuin
thssa tyossa kaytettyja naytteitd (24 — 48 h). Luultavasti tassa tyossa kaytettyihin me-
diumnaytteisiin vasta-aineita ei ehtinyt viel& kehittya tarpeeksi, jonka takia téssa tyossa

tehdyistd mediumpuhdistuksissa tulokset jaivat alle maéritysrajojen.

TG3-vasta-ainepuhdistuksen jalkeen tehdyssé TG3-ab-ELISA:ssa eluutioiden TG3-
vasta-aineet olivat korkeammat kuin TG2-vasta-ainepuhdistuksen jalkeen tehdyssa TG3-

ab-ELISA:ssa, mikali lahtoseerumissa oli korkeat TG3-vasta-ainetasot. Ja vastaavasti
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TG3-vasta-ainepuhdistuksen jélkeen TG2-ab-ELISA antoi pienet pitoisuudet puhdiste-
tuille eluutioille, kun taas TG2-vasta-ainepuhdistuksen jalkeen TG2-ab-ELISA:sta eluu-
tioiden TG2-vasta-ainepitoisuudet olivat korkeat. Sama tapahtui myos lapi tulleen seeru-
mindytteen kohdalla. TG3-vasta-ainepuhdistuksen jalkeen TG3-vasta-ainepitoisuudet
olivat laskeneet lahtotilanteesta seerumilaimennoksessa ja TG2-vasta-ainepitoisuudet oli-
vat edelleen korkeita seerumilaimennoksessa ja péinvastoin. TG3-vasta-aine-ELISA -
menetelmassa ylempi maaritysraja oli > 189 AU/ml ja alempi maéritysraja < 2,3 AU/ml.
TG2-vasta-aine-ELISA -menetelmassa ylempi madritysraja oli > 100 U/ml ja alempi
maadritysraja < 7 U/ml. Naiden tulosten perusteella pystytaan toteamaan, ettd vasta-aine-

puhdistukset toimivat onnistuneesti.

IgA- ja 1IgG-ELISA tulokset osoittivat, etta eluutiot ovat padosin IgA-luokkaa, silla suu-
rimmassa osassa eluutioita IgA-pitoisuudet olivat isommat kuin IgG-pitoisuudet (liite 2).
IgA-pitoisuudet jaivat suurimmassa osassa eluutiosta alle 10 pg/ml, vaikka TG3- tai TG2-
vasta-ainepitoisuudet olivat niissé eluutioissa korkeita (> 100 AU/ml tai > 70 U/ml). To-
dellisuudessa IgA-vasta-ainetasot olivat luultavasti lahelld alinta méaaritysrajaa, ettd ne
eivat ndkyneet IgA- ja IgG-testeissa. Saattaa olla, ettd TG3-vasta-aine-testi on herkempi
kuin IgA- ja 1gG-testit, joten se tunnisti pienemmaén vasta-ainepitoisuuden positiiviseksi
tulokseksi. Yleisesti huomattiin, ettd TG2-vasta-ainepuhdistuksien IgA-tasot olivat kor-

keampia kuin TG3-vasta-ainepuhdistuksien.

Vasta-ainepuhdistusten onnistuttua osalle eluutioista tehtiin puskurinvaihto kromatogra-
fialla, jotta ne voidaan laittaa jatkotutkimuksiin massaspektrometriin. Néisté tuloksista
selvi&a tulevaisuudessa mahdollisesti muun muassa, ovatko ihokeliaakikon TG3-vasta-
aineet rakenteellisesti samanlaisia kuin TG2-vasta-aineet. Liséksi eluutioista halutaan tut-
kia, ovatko ihokeliaakikon ja keliaakikon vasta-aineet rakenteellisesti samanlaisia. Mas-
saspektrometrill& voidaan myds selvittaa jatkossa, jos mediumpuhdistuksia tehddén liséa,

ovatko seerumin ja suolen TG2- ja TG3-vasta-aineet samanlaisia.

Vasta-ainepuhdistusten onnistumista tukee myds alustavat tulokset jatkotutkimuksista,
silld osalle puhdistetuista eluutioista ehdittiin saada tuloksia jo massaspektrometrilta.
Néaytteind oli sekd seerumipuhdistuksen ettd mediumpuhdistuksen eluutioita. Massa-
spektrometrilla oli tunnistettu kaikista eluutioista luotettavasti IgA:ta, vaikka IgA-

ELISA:N tulos olisi ollut 0 pg/ml. Naiden massaspektrometritulosten perusteella voidaan
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todeta, ettd mediumnaytteiden vasta-ainepuhdistukset olivat myds toimineet jollakin ta-
solla, vaikka eluutioiden TG2- ja TG3-vasta-ainetasot olivat alle maéaritysrajan. Massa-
spektrometrin tuloksia on kuitenkin analysoitava tarkemmin, ennen kuin kasvatusme-

diumnaytteiden vasta-ainepuhdistusten tekemista kannattaa jatkaa.
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Tarvittavat rea- Reagens- | Liuoksen tila-
Liuos Liuotin pH
genssit sin maara vuus
10x ajopuskuri (SDS- SDS 10,08 g
PAGE) Tris 30,3g 1000 ml vesi
(kantaliuos) Glysiini 144 g
1 x ajopuskuri
10 x ajopuskuri 100 ml 1000 ml vesi
(SDS-PAGE)
7,6;
10x TBS Natriumkloridi 88g
1000 ml vesi saato
(kantaliuos) Tris 24 g
HCI
1x TBS 10x TBS 100 ml 1000 ml vesi
1x TBS 100 ml
TBST 1000 ml vesi
0,05 % Tween 20 0,5 ml
1 % BSA-TBST BSA 1lg 100 ml TBST
3 % BSA-TBST BSA 3g 100 ml TBST
Tris 12,1¢g
1 M Tris-HCI 100 ml vesi
Suolahappo 8,3 ml
20 mM HCI Suolahappo 0,3284 ml 200 ml vesi
Coomassie Bril- 10 mg 5ml 95 % etanoli
Bradford-reagenssi liant Blue G-250
85 % fosforihappo 100 ml 100 ml vesi
NaCl 80¢g
7,5;
10x PBS KCl 2g
1000ml vesi saato
(kantaliuos) Na2HPO4 14,4 ¢
NaOH
KH2PO4 2,4g
1x PBS 10x PBS 100 ml 1000ml vesi




Liite 2. Taulukko 5. TG3- ja TG2-vasta-ainepuhdistuksen tulokset

o1

1(6)

CD; keliakia, DH; ihokeliakia, ab; vasta-aine, em; ei madritetty. TG3-ab-ELISA:ssa see-
rumindytteille kaytettiin 1:250 laimennosta ja TG2-ab-ELISA:ssa naytteille kaytettiin

1:100 laimennosta. Poikkeukset laimennoksissa on merkitty taulukkoon.

Ldht6- | Lahto-
. seeru- | seeru- .
Nayte r?cl)aogsl min | min Put:ils- EI:: (1\?13/-::) TG2-ab (U/mi) (Ig/?nl) (Ig/?nl)
TG3-IgA | TG2-IgA HE HE
(AU/ml) | (U/ml)
392 18,7 (1:500),
1 (1:50) 9,2 (1:1000), em em
’ <7 (1:2000)
. 3,42
Potilas 1 !
owasL | py | >189 | >100 | TG2ab | % | (1:50) = em em
Seerumi
3 <2,3 <7 em em
4 <2,3 <7 em em
5 <2,3 <7 em em
lapi 1189 >100 em em
tullut
1 95,15 <7 em em
2 50,95 <7 em em
Potilas 2 3 <2,3 <7 em em
otas S py | >189 | >100 | TG3-ab | 4 <2,3 em em em
Seerumi
5 <2,3 em em em
lapi |4 >100 em em
tullut
1 <2,3 em em em
Potilas 2, 2 <2,3 em em em
TG3-ab- 3 <2,3 em em em
puhdis- TG3-ab 4 <2,3 em em em
tuksesta 5 <2,3 em em em
lapi tullut l3pi
em em em em
tullut
1 <2,3 >100 7,3 2,9
Potilas 2, 2 3,16 >100 7,2 2,8
TG3-ab- 3 4,78 90,4 em em
puhdis- TG2-ab 4 <2,3 <7 em em
tuksesta 5 <2,3 <7 em em
lapi tullut .
Lkl 13,6 18,1 em em
tullut

(jatkuu)
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2 (6)
CD; keliakia, DH; ihokeliakia, ab; vasta-aine, em; ei maaritetty
Ldhto- | Lahto-
. seeru- | seeru- .
Nayte r?cl)aoil min | min Put:ils- Eltl:: (1\?13/-;?) TG2-ab (U/mi) (p.lgg/?nl) (ulgg/?nl)
TG3-IgA | TG2-IgA
(AU/ml) | (U/ml)
>100,
1 3,39 (1:1000) 42,3 30,4 0,92
2 11,1 >100, 405 | 1,9
Potilas3, | py | 5189 | >100 | TG2-ab (1:1000) 69,9
Seerumi 3 <2,3 33,3 2,9 0,56
4 em 14,9 2,2 em
5 em em em em
lapi
tullut em em em em
1 <2,3 <7 0,2 em
Potilas 3, 2 <2,3 <7 0,4 em
TG2-ab- 3 <2,3 <7 0,2 em
puhdis- TG2-ab 4 em em em em
tuksesta 5 em em em em
lapi tullut £l >189 51,1 em em
tullut
1 2,8 <7 em em
Potilas 3, 2 29,2 <7 0 0
TG2-ab- 3 38,5 <7 0 0
puhdis- TG3-ab 4 36,2 em 0 0
tuksesta 5 em em em em
apt el tluallloult 18,6 53,3 em em
1 <2,3 14,1 0,9 0
2 <2,3 <7 2,3 0
PElES D) | prg 3 <23 <7 0,7 0
Organ cul- TG2-ab 4 em em em em
ture me-
dium 5 em em em em
£ 4,94 <7 em em
tullut
1 <2,3 <7 0 0
2 <2,3 <7 0 0
Potilas 4, 3 <2,3 <7 0 0
TG2-ab- 4 em em em em
puhdis- TG3-ab 5 - - - =
tuksesta
SRR tluaIIpL:t <2,3 <7 em em

(jatkuu)
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3(6)
CD; keliakia, DH; ihokeliakia, ab; vasta-aine, em; ei méadritetty
Ldhto- Ldhto-
. seeru- | seeru- .
Nayte r?cl)aogﬂ min | _min Put:ils- Eltl:: (1\?13/-;?) TG2-ab (U/mi) (Ig/?nl) (Ig/?nl)
TG3-IgA | TG2-IgA HE HE
(AU/ml) | (U/ml)
1 121 <7 0 0,76
2 >189 <7 15 0,55
Potilas 5 3 >189 em 4,6 0,51
otass, | py | 189 | >100 | TG3-ab | 4 71,3 em em em
Seerumi
5 em em em em
lapi | e g >100 em em
tullut
1 2,82 >100 8,1 1,51
Potilas 5, 2 9,78 >100 7,3 1,47
TG3-ab- 3 3,87 >100 em em
puhdis- TG2-ab 4 em 63,1 em em
tuksesta 5 em 32,5 em em
lapi tullut lpi
52,9 84,2 em em
tullut
1 <2,3 <7 1 0,23
2 <2,3 <7 0,2 0,3
Potilas 6 3 <2,3 em 0,03 0,24
otas o |y 31 >100 | TG3-ab | 4 <23 em 0 0
Seerumi
5 em em em em
lapi 27 75,1 em em
tullut
1 <2,3 70,3 5,4 1,76
sl 6 2 6,17 77,7 7,7 2,6
TG3-ab- 3 <2,3 46,3 4 1,21
puhdis- TG2-ab 4 em 12,8 em em
tuksesta 5 em em em em
lapi tullut s
lapi | g <7 em em
tullut
1 10,8 <7 em em
2 49,4 <7 4,43 0,88
Potilas 7 3 88,7 <7 2,1 1,03
otas’, | 'cp | 189 | 100 | TG3-ab | 4 150 <7 2,6 1
Seerumi
5 em em em em
lapi 161 >100 em em
tullut
1 <2,3 >100 6,8 3,54
Potilas 7, 2 5,53 >100 7,2 4,16
TG3-ab- 3 12,9 >100 em em
puhdis- TG2-ab 4 em em em em
tuksesta 5 em em em em
lapi tullut o
lapi | oq 33,3 em em
tullut

(jatkuu)
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4 (6)
CD; keliakia, DH; ihokeliakia, ab; vasta-aine, em; ei maaritetty
Ldht6- | Lahto-
. seeru- | seeru- .
Nayte r?;gsu min | min Puthhs- Eltl.‘: (L(ilsl-rantl’) TG2-ab (U/ml) | Ig/?nl) ( Ig/crinl)
TG3-IgA | TG2-IgA HE HE
(AU/ml) | (U/mlI)
1 25,1 <7 em em
2 118 <7 5 1,28
Potilas 3 120 em 2,6 0,3
8, See- DH >189 >100 TG3-ab 4 65,6 em em em
rumi 5 em em em em
lapi g >100 em em
tullut
1 3,02 43,7 6,4 0,67
Potilas 2 5,38 35,6 6,2 0,43
8, TG3- .
’ Eluutiot 1-3:
adk?-puli’]- Grab 3 2,46 15,3 2,7 0,3
Istuk- - 4 em 10,3 em em
sesta
lpi tul- 5 . em em em em
lut k12! 57,5 <7 em em
tullut
1 33,6 <7 em em
2 >189 <7 4,7 0,54
Potilas 3 >189 <7 1,4 0,42
9, See- DH >189 >100 TG3-ab 4 77,3 <7 0 0
rumi 5 em em em em
lapi | 43 >100 em em
tullut
i 1 8,72 89,8 5 2,36
9, TG3- 2 17,2 82,9 20,4 3,12
ab-puh- 3 8,77 62,9 3,6 2,05
distuk- TG2-ab 4 em 21,8 em em
sesta 5 em em em em
lapi tul- -
lut lapi 1415 89,9 em em
tullut
1 <2,3 <7 0,05 0,09
2 <2,3 <7 0,04 0,37
Potilas 3 <2,3 em 0 0
10, See- cDh 44 >100 TG3-ab 4 <2,3 em 0 0
rumi 5 em em em em
T2 58,0 >100 em em
tullut
S 1 <2,3 >100 7,6 0,27
10, TG3- 2 4,96 >100 8 0,62
ab-puh- 3 4,6 <7 em em
distuk- TG2-ab 4 em em em em
sesta 5 em em em em
lapi tul- B
lut apt 58,4 >100 em em
tullut

(jatkuu)
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5(6)
CD; keliakia, DH; ihokeliakia, ab; vasta-aine, em; ei maaritetty
Ldhto- | Lahto-
. seeru- | seeru- .
Nayte r?;iil min | min Put:ils- Eltl:: - (2%3/-::) TG2-ab (U/ml) (plgg/?'nl) (p:;g/?m)
TG3-IgA | TG2-IgA
(AU/ml) | (U/ml)
1 <2,3 <7 0 0
2 <2,3 <7 0 0,03
Potilas 11 3 <23 em 0 0
| CD 33 64 TG3-ab 4 2,5 em 0 0
Seerumi
5 em em em em
lapi |5 76,8 em em
tullut
1 <2,3 2,2 0,72
Potilas 11, 2 <2,3 Eluutiot 1-4: 2,9 1,62
TG3-ab- 3 <2,3 <7 em em
puhdis- TG2-ab 4 em em em
tuksesta 5 em em em em
Pt it lapi | g 8,4 em em
tullut
1 2,5 <7 0 0,26
2 4,39 <7 0,6 0,34
il 13 3 5,83 Eluutiot 1-4: 0 0
| €D 30 >100 TG3-ab 4 3,44 <7 0 0
Seerumi
5 em em em em
tflru't 4,36 >100 em em
1 2,61 Eluutiot 1-2: 6,9 3,02
Potilas 12, 2 4,84 77,3 7,7 3,56
TG3-ab- 3 <2,3 27,3 em 1,93
puhdis- TG2-ab 4 em 49,6 em em
tuksesta 5 em em em em
Pt tljru't 4,31 25,1 em em
1 <2,3 0,03 1,25
2 <2,3 Eluutiot 1-4: 0,1 1,95
Potilas 13 3 <23 <7 0 123
| CD 13 98,9 TG3-ab 4 <2,3 0 0,41
Seerumi
5 em em em em
lapi 31 >100 em em
tullut
1 <2,3 Eluutiot 1-2: 6,2 3,65
Potilas 13, 2 2,75 >100 7,5 3,79
TG3-ab- 3 <2,3 >100 em 3,79
puhdis- TG2-ab 4 em 85,3 em em
tuksesta 5 em em em em
P tullut L 20,1 51,4 em em
tullut

(jatkuu)
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6 (6)
CD; keliakia, DH; ihokeliakia, ab; vasta-aine, em; ei maaritetty
Laht6- | Lahto-
. seeru- | seeru- .
Nayie | o8| min | min | P | 762 (U/mi) W
TG3-IgA | TG2-IgA
(AU/ml) | (U/ml)
1 <2,3 0 0,12
2 <23 Eluutiot 1-5: 0 0.19
Potilas 14 3 <23 <7 . 0 0
! CcD 18 56,4 TG3-ab 4 <2,3 0 0
Seerumi
5 em em em
lpi | g 69,4 em em
tullut
1 2,42 Eluutiot 1-2: 4,8 0,58
Potilas 14, 2 2,78 51,5 5,8 0,63
TG3-ab- 3 <2,3 35 em em
puhdis- TG2-ab 4 em 15,9 em em
tuksesta 5 em em em em
lapi tullut lapi " 56 o o
tullut
1 <2,3 0 0,44
2 <2,3 . ) 0 1,01
Potilas 15 3 e Eluuic;t - 0 Bk
! cb <2,3 >100 TG3-ab 4 4,11 0 0
Seerumi
5 em em em
lapi | g og >100 em em
tullut
1 <2,3 Eluutiot 1-2: 7,1 3,18
Potilas 15, 2 <23 >100 7,8 3,38
TG3-ab- 3 <2,3 >100 em 3,05
puhdis- TG2-ab 4 em 96,1 em em
tuksesta 5 em em em em
Pt lapi |56 67,1 em em
tullut
1 3,59 0,6 1,18
2 <2,3 _ _ 0,4 0,9
Potilas 16 3 <23 Eluuic;t o 0.2 0,42
| CD 12 >100 | TG3-ab 4 <2,3 0 0
Seerumi
5 em em em
tLaI'l‘L't 39,6 11,7 em em
1 6,59 1,5 1,3
Potilas 16, 2 - Eluutiot 1-5: e o5
TG3-ab- 3 <2,3 pe 1 0,13
puhdis- TG2-ab 4 em em em
tuksesta 5 em em em
A et 26,4 11,7 em em

tullut




