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Téassd opinndytety0dssd kehitettiin magneettihelmiin ja vasta-aineisiin perustuvaa niytteen-
kéasittelymenetelmdd miniatyrisoiduille analyysilaitteille. TyoOssd keskityttiin tutkimaan
lampdon reagoivia nanokokoisia magneettipartikkeleita (TMLA) erilaisissa ndytemat-
riiseissa.

Anti-foolihappovasta-ainefragmentti (Fab) tuotettiin £. coli RV308 -bakteerissa pienimuo-
toisena kahden litran kasvatuksena. Tuotettu vasta-aine puhdistettiin metalliaffiniteetti-
kromatografisesti ja konjugoitiin biotiinin kanssa. Mallimolekyyli foolihappo konjugoitiin
alkalinen fosfataasi -entsyymin kanssa.

Systeemin pystytyksessa etsittiin alkaliselle fosfataasille inhibiittori, NaH,PQOys, vertailtiin
anti-foolihappo- sekd anti-mykofenolihappovasta-aineita keskenddn sekd TMLA-
magneettihelmien méédrdn vaikutusta menetelmén toistettavuuteen. Paddyttiin jatkamaan
kokeita anti-foolihappovasta-aineella ja kdyttimadn naytteissd 25 pl magneettihelmia.

Foolihappo-alkalinen fosfataasi -konjugaatin tarttumista vasta-ainekonjugoituihin TMLA-
magneettihelmiin tutkittiin puskurista, kliinisistd matriiseista; seerumista, syljestd ja virt-
sasta sekd nestemadisistd elintarvikematriiseista. Tutkittiin my6s pH:n ja proteiinien vaiku-
tusta tarttumiseen, madritettiin sitoutumisen saantoa ja vertailtiin ldmpd6n reagoivia mag-
neettihelmid perinteisiin magneettihelmiin. Havaittiin, ettd titd systeemid voidaan kayttaa
foolihappo-AP:n maédrittimiseen seerumista, virtsasta, kahvista ja teestd. Myds neutra-
loidut omenamehu ja punaviini soveltuivat matriiseiksi. Syljen viskositeetti esti foolihap-
po-AP:n méidrittdmistd ja siind toistettavuus oli heikkoa. Myds maitoproteiini, kaseiini,
héiritsi termoresponsiivisia magneettisia nanopartikkeleita tdssd systeemissa.

TMLA-helmid testattiin myos ndytteenkésittelymenetelmana kapillaarielektroforeesia var-
ten sekd piisirulla.
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The aim of this study was to develop sample preparation methods based on magnetic beads
and antibodies for miniature analysis equipment. The study concentrated on researching
thermo-responsive magnetic nanoparticles (TMLA) in different sample matrixes. Also a
recombinant antibody was produced in Escherichia coli and low molecular weight analytes
were conjugated with protein.

Production of anti-folic acid antibody fragment (Fab) was performed in E. coli RV308 in
small scale. The antibody was purified with metal affinity chromatography and conjugated
with biotin. Analyte folic acid was conjugated with alkaline phosphatase enzyme.

The model system set-up included finding an inhibitor for alkaline phosphatase, NaH,PO,,
comparing anti-mycophenolic acid antibody to anti-folic acid antibody and determining the
influence of different amounts of TMLA magnetic beads on repeatability. Based on the test
results, a decision was made to continue testing with anti-folic acid antibody and 25 pl of
magnetic beads.

The recovery of folic acid alkaline phosphatase conjugate was studied with TMLA beads
from buffer, clinical matrixes; serum, saliva and urine, and from liquid food related sample
matrixes. Recovery studies were also carried out and TMLA beads compared to traditional
magnetic beads. In addition, the effects of pH and high protein concentration were exam-
ined.

The tests showed that this system can be used to study folic acid AP from serum, urine,
coffee and tea. Neutralized apple juice and red wine are suitable matrixes, as well. The
viscosity of saliva led to a great deal of variability between parallels. The milk protein ca-
seine also disturbed TMLA beads in this system.

TMLA-bead were also tested in silicon micro chip and as an off-line sample preparation
method for capillary electrophoresis.

Keywords: sample preparation, thermo-responsive magnetic nanoparticles
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1

JOHDANTO

Diagnostiikan yksi kehityskohteista on analyysilaitteiden miniatyrisointi eli
koon pienentdminen, jolloin analyysilaitteista on mahdollista tehdd kannetta-
via paikalla (in situ) tehtivdan diagnostiikkaan. Miniatyrisoitujen ana-
lyysilaitteiden hy6tyjd ovat niiden tehokkuus ja nopeat analyysiajat sekd eko-
logisuus ja taloudellisuus ajoliuosten ja muiden reagenssien méérien pienen-
tyessd. Miniatyrisoitujen analyysilaitteiden suurimmat haasteet liittyvit télla
hetkelld ndytteenkdsittelyyn. Laitteisiin syotettdvin ndytteen méérd on hyvin
pieni, ja se siséltdd vain vdhdn analysoitavaa ainetta mutta runsaasti muita
hiiritsevid molekyylejd. Téstd syystd ndytteen rikastus- ja puhdistusmenetel-

mille on tarvetta.

Opinndytetyon tavoitteena on tutkia vasta markkinoille tulleiden lampétilan
muutoksiin reagoivien magneettisten nanopartikkeleiden ominaisuuksia ja
soveltuvuutta ndytteen esikdsittelyyn ennen analyysid mikromittakaavassa.
Tyo on osa Teknologian kehittdmiskeskuksen ja Valtion teknillisen tutki-
muskeskuksen, VTT:n, rahoittamaa suurempaa projektikokonaisuutta ”Deve-
lopment of low cost diagnostics”, jossa kehitetdédn miniatyrisoituja diagnosti-

sia mikrosiruja polymeerimateriaaleista edullisilla valmistustekniikoilla.
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2.1

KIRJALLINEN OSA

Vasta-aineet

2.1.1  Ihmisen immuunipuolustusjdrjestelmd

Ihmisen immuunipuolustusjirjestelmé jaetaan kahteen osaan, luontaiseen eli
synnynndiseen ja adaptiiviseen eli opittuun systeemiin. Synnynndinen im-
muunipuolustusjérjestelmad torjuu kehoa 1dhinnd mikrobien hyokkayksiltd ja
toimii toistuvasti samoin keinoin. Se koostuu fyysisisti ja kemiallisista esteis-
td, fagosytoivista soluista ja NK-soluista, veren tulehdusta estdvistd proteii-

neista kuten komplementista, seké sytokiineista. [1,s. 3 - 5.]

Adaptiivinen immuunipuolustusjérjestelméd tunnistaa vieraita molekyyleja tai
niiden osia, ja kykenee nidin puolustamaan kehoa. Se myds muistaa aiemmin
tunnistamansa vieraat mikrobit ja kykenee reagoimaan uuteen infektioon en-
simmdistd nopeammin. Adaptiivinen immuniteetti jactaan soluvdlitteiseen ja
humoraaliseen jdrjestelmddn. Soluvilitteinen jéarjestelmé toimii T-solujen vi-
litykselld, jotka auttavat tuhoamaan solunsisiisid taudinaiheuttajia ja sditele-
vt kehon puolustusjirjestelmid. Humoraalinen jarjestelma koostuu laajasta

kirjosta erilaisia vasta-aineita, joita B-lymfosyytit tuottavat. [1,s. 6 - 7.]

Antigeenit ovat molekyylejd, jotka saavat elimistdssd aikaan immuunivasteen
ja vasta-aineiden muodostumisen. Ne ovat useimmiten proteiineja, peptidejé
tai polysakkarideja kehon ulkopuolisten mikro-organismien pinnoilla, so-
luseinissd tai flagelloissa. Hapteeneiksi kutsutaan molekyylejd, jotka eivit
sellaisenaan aiheuta immuunivastetta, mutta kovalenttisesti kiinnitettyini
proteiiniin saavat aikaan vasta-aineiden muodostuksen. Hapteeneita ovat
esimerkiksi pienet orgaaniset molekyylit, kuten tdssé opinndytetydssd kayte-

tyt foolihappo ja mykofenolihappo.

Foolihappo on ihmiselle vélttdmiton B-vitamiineihin kuuluva aine, jonka
suoloja, folaatteja, on muun muassa vihreissd vihanneksissa ja tdysjyvéviljas-
sa. Foolihapon puutostila voi aiheuttaa erilaisia sairauksia, kuten neurologisia
vaurioita sikidssa [2], ja siksi foolihapolla tiydennetéén useissa maissa elin-

tarvikkeita kuten jauhoja [3]. Mykofenolihappoa kdytetidn immunosupres-



santtina vihentdméén hyljintdreaktiota elinsiirtopotilaiden laédkityksessd. Sen
on osoitettu minimoivan hyljintdreaktiota inhiboimalla tehokkaasti lymfo-
syyttien méérdn kasvua, mutta osassa tutkimuksia sen on havaittu aiheuttavan
akuutteja hylkimisreaktioita ja myrkytysoireita [4, s. 753]. Téssd tyOsséd foo-
lihappoa ja mykofenolihappoa kiytetdin mallimolekyyleind vasta-aineisiin ja

magneettihelmiin perustuvan niytteenkésittelymenetelmén kehityksessa.

2.1.2 Vasta-aineiden rakenne

Vasta-aineet eli immunoglobuliinit rakentuvat symmetrisesti kahdesta kevy-
estd ja kahdesta raskaasta polypeptidiketjusta. Y-muotoisessa rakenteessa
rikkisillat yhdistavit kevytketjut raskasketjuihin sekd raskasketjut toisiinsa.
Raskasketju koostuu yhdestd vaihtelevasta domeenista (Vi) sekd kolmesta
vakiodomeenista (Cyl, Cy2, Cu3), ja kevytketju koostuu yhdesté vaihtelevas-
ta (VL) ja yhdestd vakiodomeenista (Cy) (kuva 1). Domeeni on noin 100 ami-
nohappoa késittdvd osa, jossa yksi rikkisilta stabiloi rakennetta. Kussakin
vasta-aineen perusrakenteessa on kaksi antigeenin sitovaa aluetta. Vaikka
kaikki vasta-aineet ovat rakentuneet samalla tavalla, niiden antigeenid sitovat

alueet vaihtelevat suuresti. [5, s. 17.]

Antigeenin tunnistava alue

Antigeeni

Kevyt ketju
I Raskas ketju

- e

%

Kuva 1. Immunoglobuliini G -vasta-aineen rakenne



Vasta-aineet luokitellaan niiden raskasketjun mukaan viiteen luokkaan: im-
munoglobuliini M (IgM), immunoglobuliini D (IgD), immunoglobuliini G
(IgG), immunoglobuliini A (IgA) ja immunoglobuliini E (IgE). Eri luokkiin
kuuluvilla vasta-aineilla on erilaisia tehtdvid elimistdssd. Kehon vasta-
aineista suurin osa on IgG-vasta-ainetta ja silld on useita alaluokkia. IgM-
vasta-aineet ovat ensimmadisid immuunivasteen tuottamia vasta-aineita. Nii-
den affiniteetit ovat yleensd muihin vasta-aineisiin verrattuna heikkoja, mutta
osittain tdtd puutetta korvaa niiden esiintyminen pentameerind, jossa on
kymmenen antigeenin tunnistavaa aluetta. IgA esiintyy dimeerind epiteeli-
pinnoilla ja toimii pddasiassa neutralisoivana vasta-aineena. IgD, IgE ja IgG
ovat monomeerejd eli pienimpid vasta-aineista, ja siitd syystd ne kulkeutuvat

helposti verestd kudoksiin. [5, s. 388.]

Vasta-aineilla on antigeenin sitomisen lisdksi muitakin rooleja immuunipuo-
lustusjdrjestelmisséd, kuten komplementissa ja fagosytoivissa systeemeissi,
jolloin ne ovat vuorovaikutuksessa muiden proteiinien kanssa. Vuorovaiku-
tuksia voidaan vdhentdd pilkkomalla immunoglobuliini proteolyyttisilld ent-
syymeilld pienemmiksi, vain antigeenin sitoviksi kappaleiksi. Papaiini hal-
kaisee IgG-vasta-aineen disulfidisidoksen N-terminaalisen puolen muodosta-
en kaksi identtistd Fab-fragmenttia ja yhden Fc-fragmentin. Syntyneelld Fab-
fragmentilla on samat antigeenin sitomisominaisuudet kuin kokonaisella vas-

ta-aineella. [5,s. 106 - 107.]

Fab-fragmentti on kolmanneksen pienempi kuin kokonainen vasta-
ainemolekyyli, ja siitd syystd se kykenee tunkeutumaan kudoksiin kokonaista
vasta-ainemolekyylid helpommin. Tdmid on lisdnnyt kiinnostusta vasta-

ainefragmenttien kdyttoon ladkinnéllisessd vasta-aineterapiassa. [6, s. 394.]

2.1.3 Vasta-aineiden funktiot ja valmistus

Vasta-aineilla on kolme tapaa suojella kehoa taudinaiheuttajilta. Ne voivat si-
toutua patogeeneihin tai niiden muodostamiin toksiineihin ja neutraloida nii-
den haitallisen vaikutuksen. Vasta-aineiden sitoutuminen ei kuitenkaan esta
solujen ulkopuolella jakautuvia bakteereita lisddntymaéstd. Toinen tapa tehda
taudinaiheuttaja vaarattomaksi on sitoutua niiden pinta-antigeeneihin ja néin

houkutella fagosyytit, sydjasolut paikalle. Fagosyytit tunnistavat vasta-aineen



vakiodomeenin bakteerin pinnalla, ja tdmi kéynnistdd solun tuhoamisen.
Vasta-aineiden kolmantena vaikutusmekanismina on aktivoida plasmasolujen
muodostama komplementti, jonka pddtehtdvdnd on vasta-aineiden tapaan
pinnoittaa patogeeni fagosyyttien tunnistettavaksi. Vasta-aineet ovat spesifi-
sid tietylle antigeenille, mutta usein samankaltainen molekyyli aiheuttaa ris-
tiinreagointia eli vasta-aine tunnistaa myos toisen molekyylin kuin miti vas-
taan se on muodostunut. Sovelluksesta riippuen ristiinreagointi on haitta tai

toivottava ilmio.

Tutkimuskdyttoon voidaan valmistaa vasta-aineita immunisoimalla nisdkkai-
td, kuten kaneja, antigeenilld ja tdmin jidlkeen kerdamdilld seerumiin tuottu-
neet polyklonaaliset vasta-aineet talteen. Ndmé vasta-aineet tunnistavat eri
kohtia, epitooppeja, vasta-aineen tunnistamia rakenteita, kyseisestd anti-

geenisti ja niilld on erilaisia affiniteetteja kohdeantigeenié vastaan.

Monoklonaaliset vasta-aineet ovat perdisin yhdestd hybridoomasolulinjasta,
jolloin ne ovat keskenddn samanlaisia affiniteetin ja spesifisyyden suhteen.
Valmistettaessa monoklonaalisia vasta-aineita nisdkas, kuten hiiri, immuni-
soidaan antigeenilld ja vasta-aineita tuottavat solut kerétéédn talteen pernasta.
Solut fuusioidaan myeloomasolujen kanssa. Valmistetun hybridoomasolun
tuottamat vasta-aineet ovat keskenddn identtisid, ja soluja voidaan kasvattaa

soluviljelmaissé tai sopivassa kohde-eldimessa.

2.1.4 Rekombinanttivasta-aineet

Rekombinanttiproteiinit ovat proteiineja, jotka on tuotettu kloonatusta geenis-
td. Halutun proteiinin DNA-sekvenssi monistetaan ja liitetdén tuottovektoriin,
plasmidiin, jonka avulla geeni vieddin iséntdsoluun, jossa geenid vastaavaa
proteiinia voidaan tuottaa. Kloonausvaiheessa geeniin voidaan lisitd toimin-
nallisia koodaavia alueita, kuten esimerkiksi puhdistusta helpottavan affini-

teettihdnnidn koodaava DNA-pala.

Kloonattua rekombinanttiproteiinia voidaan tuottaa eri iséntdsoluissa. Re-
kombinanttivasta-aineita tuotetaan bakteereissa, hiivoissa, homeissa, kasvi-,
hyonteis- tai eldinsoluissa. Yleisimmin tuotossa kéytetddn Escherichia coli

-bakteeria sekd Saccharomyces cerevisiae - ja Pichia Pastoris -hiivoja. No-



peasti ja edullisissa elatusaineissa kasvavaa Escherichia coli -bakteeria kéyte-
tddn paljon muun muassa siitd syysti, ettd sille on saatavilla suuri mééra eri-

laisia kloonausvektoreita.

Bakteerisoluissa rekombinanttiproteiinien tuotto on nopeaa, helppoa ja hal-
paa. Proteiinit tuotetaan usein Gram-negatiivisessa bakteerissa olevaan, si-
semman ja ulomman soluseinin viliseen periplasmiseen tilaan sen suotuisten
olosuhteiden vuoksi. Periplasmisen tilan etuina ovat proteaasien alhainen
miird ja hapettavat olosuhteet, joissa muodostuvat proteiinien oikean laskos-
tumisen kannalta tarkedt disulfidisillat. Rekombinanttiproteiinit voidaan puh-
distaa periplasmisesta tilasta muun muassa osmoottisella sokilla. Baktee-
risolulla ei kuitenkaan ole endoplasmista kalvostoa eikd Golgin laitetta, jol-
loin eukaryoottiproteiinien post-translationaaliset modifikaatiot, kuten gly-
kosylaatio, jadvdat muodostumatta. Rekombinanttivasta-ainefragmenteilla ei
ole glykosylaatiokohtia, joten ne tuottuvat bakteerissa yleensd luonnollisen-

kaltaisina. [7, s. 445.]

Rekombinanttiproteiinin tuotto bakteerissa indusoidaan IPTG-reagenssilla,
joka vaikuttaa /ac-promoottorisysteemiin. Tdlld estetdén proteiinin vuotami-
nen soluun ennenaikaisesti, koska se usein vaikuttaa haitallisesti solujen kas-
vuun ja télldin ei saavuteta suuria proteiinintuottomaérii. Systeemiin kuuluva
Lacl-repressori kiinnittyy geenin /ac-operoniin ja estdd sen toiminnan, jolloin
proteiinia ei muodostu. Kun IPTG lisdtddin, se sitoutuu aktiiviseen Lacl-
repressoriin ja irrottaa sen operonista. Irtoaminen kiynnistdd rekombinantti-

proteiinin runsaan tuottumisen solussa. [7, s. 447.]

2.1.5 Bakteerisoluissa tuotettujen rekombinanttivasta-aineiden puhdistus

Rekombinanttiproteiinien puhdistuksessa kdytetddn usein proteiiniin geenita-
solla koodattua affiniteettihdntid, yleisimmin histidiinihdntdd. Se on viidesti
viiteentoista histidiini-aminohapon pituinen héntd, joka on kiinnitetty usein
proteiinin aminohappoketjun amino (N)- tai karboksyyli- (C) -padhédn. Affini-
teettihdnndn avulla proteiini voidaan tehokkaasti puhdistaa tuoton jilkeen af-
finiteettikromatografian avulla. Affiniteettihdnnan lisdykselld on raportoitu
olevan sekd positiivisia vaikutuksia kohdeproteiiniin, kuten proteiinisaannon

kasvaminen ja liukenevuuden lisdéntyminen, ettd my0s negatiivisia, kuten



konformaation muuttuminen ja toiminnallisuuden viheneminen, riippuen his-

tidiinihdnnén kiinnityskohdan vaikutuksesta. [8, s. 1 - 2.]

Histidiinihdnnalliset rekombinanttiproteiinit puhdistetaan metallikelaattiin
perustuvalla menetelmalld, /mmobilized Metal Ion Affinity Chromatography
(IMAC). Metalli-ionit on kiinnitetty tiukasti sopiviin kelatoija-ligandeihin,
joista yleisimpid ovat iminodiasetaatti (IDA), nitrilotriasetaatti (NTA) ja
tris(karboksimetyyli)etyleenidiamiini (TED). Metalleista parhaiten kelaattei-
hin kiinnittyvit Fe*"-, Co*"-, Ni*'-, Cu®*- ja Zn*"-ionit, mutta myds AI’'- ja
Fe’"-ioneita kiytetdin. Proteiinin histidiinihdnti tarttuu puoliksi kelatoituun
metalliin. Proteiini voidaan eluoida pylviisti alentamalla pH:ta, jolloin histi-
diinit protonisoituvat. Eluointiin voidaan kadytdd myds kilpailevaa komplek-
sinmuodostajaa, kuten imidatsolia tai EDTA:a, joka sitoutuu metalliin lu-
jemmin kuin histidiinit ja siten syrjdyttdd proteiinin. Etuna IMAC-
kromatografiassa ovat miedot eluutio-olosuhteet, jotka eivét vaikuta proteii-

niin haitallisesti. [9.]

2.1.6 Rekombinanttivasta-aineiden immobilisointi

Vasta-aineita kiinnitetddn eli immobilisoidaan pinnoille erilaisissa immuno-
kokeissa, kuten microarray- ja ELISA-testissd (Enzyme-Linked Immunosor-
bent Assay). Tdssd opinndytety0ssd immobilisoitiin biotiinin avulla anti-
foolihappovasta-aine avidiiniproteiinilla pinnoitettujen magneettihelmien

pinnalle.

Rekombinanttivasta-aineita voidaan immobilisoida pinnoille satunnaisesti tai
orientoidusti eli suunnatusti affiniteettihinnén tai biotiinimolekyylin avulla.
Satunnaisessa immobilisaatiossa vasta-ainetta ei suunnata, vaan se voi kiin-
nittyd pintaan eri kohdista vasta-ainemolekyylid (kuva 2 a). Tdmi saadaan
aikaan esimerkiksi hydrofobisten alueiden interaktioilla pinnan kanssa tai ko-
valenttisesti kiinnittimélld ne pintaan. Orientoidussa immobilisaatiossa vas-
ta-aine kiinnitetdén pintaan esimerkiksi affiniteettihdnnén tai biotiinin avulla
(kuva 2 b). Affiniteettihdntd, kuten histidiinihéntd, koodataan geeniin ennen
vasta-aineen tuottamista, ja tdlloin jokaisessa vasta-ainemolekyylissd héntd
on kiinni samassa kohdassa. Jokainen vasta-aine kiinnittyy pintaan saman-

suuntaisesti affiniteettihdnnén avulla. Jos immobilisointi on satunnaista, saat-



taa vasta-aineen antigeenin tunnistavalle alueelle muodostua steerinen este,
eivitkd kaikki vasta-aineet pysty sitomaan antigeenid. Orientoidulla immobi-
lisaatiolla saadaan enemmaén aktiivisesti antigeenid sitovia vasta-aineita kiin-
nitettyd pintaan. Immobilisointitapa vaikuttaa muun muassa kokeen herkkyy-

teen, detektiorajaan ja dynaamiseen alueeseen. [10.]

a. Satunnainen

Y 5= A

b. Orientoitu

%%% %%%? ‘%88%

Kuva 2. Vasta-aineiden immobilisointi pintaan a) satunnaisesti
b) orientoidusti. Tdhti kuvaa sitoutunutta antigeenid.

Biotiini, eli vitamiini H, on vesiliukoinen orgaaninen molekyyli, joka sitou-
tuu tiukasti avidiiniproteiiniin, streptavidiiniin (53 kD) ja ndiden johdannai-
siin. Avidiini-biotiini -sidos on vahvin tunnetuista proteiini-ligandi -sidok-
sista ja sen avulla voidaan kiinnittdd biomolekyyleja avidiinikiinnitettyihin

pintoihin, kuten nanopartikkeleihin.

Biotiini voidaan kiinnittd4 proteiiniin tai muuhun biomolekyyliin kdyttamalla
biotiinin johdannaisia, joissa olevan ylimédérdisen reaktiivisen ryhmén avulla
ne muodostavat kovalenttisen sidoksen kohteensa kanssa. Biotiinin johdan-
naisia ovat esimerkiksi biotiinin sukkinimidyyliesterit, jotka kiinnittyvit pri-
médri-amiineihin lysiinitdhteissd ja N-terminuksessa; biotiinimaleimidit, jot-
ka reagoivat tioli-ryhmien kanssa, sekd valoon reagoivat biotiiniyhdisteet,
jotka leimaavat biomolekyylejd epidspesifisesti tietyn aallonpituuden omaa-

vassa valossa. [11, s. 136.]



2.2  Magneettihelmet
2.2.1 Magneettiset helmet biomolekyylien kantajina

Magneettisten nano- ja mikrohelmien kdytté on kasvanut biologian, biotek-
nologian ja l4dketieteen alalla. Magneettihelmien kiyttd bakteerisolujen ero-
tuksessa on jo kiytdssd oleva tekniikka [12; 13], ja sovelluksia diagnostiik-

kaan ja terapiaan on kehitteilld [14].

Magneettihelmet ovat pyoreitd, rautaoksidia siséltdvid partikkeleita, joiden
koko voi vaihdella nanometreistd useisiin satoihin mikrometreihin. Rautaok-
sidiytimen ympdérilld olevaan hydrofobiseen polymeeriin voidaan kovalentti-

sesti sitoa molekyylejd, kuten proteiineja.

Suurin osa markkinoilla olevista magneettihelmistd on superparamagneetti-
sia, eli magneettisuutta esiintyy ainoastaan ulkoisen magneettikentdn vaiku-
tuksessa. Magneettikentidn puuttuessa helmet eivét tartu toisiinsa, vaan pysy-
vit pddasiassa liuoksessa. Jotta magneettihelmet kéyttiytyisivit tasalaatuises-
ti magneettikentdssd, kdytetddn keskendéin samankokoisia ja -muotoisia hel-

mid.
2.2.2  Olosuhteisiin reagoivat magneettiset nanopartikkelit

Magneettisen rautaytimen ymparilld oleva polymeeri voidaan valita siten, et-
td helmien ominaisuudet muuttuvat olosuhteiden, kuten lampdtilan, pH:n tai
ionivahvuuden mukaan. Nanokokoisten magneettihelmien pienestd koosta
johtuen niilld on paljon pinta-alaa, mutta niiden kerddminen magneettiin on
hankalaa. Lampoétilan muuttuessa fermoresponsiiviset, 1ampddn reagoivat,
magneettiset nanopartikkelit muodostavat toistensa kanssa ryppditd, jotka
ovat tarpeeksi suuria tarttuakseen magneettiin (kuva 3). Heikosta magneetti-
suudesta johtuen ryppditd ei kuitenkaan voida kerdtd tavallisella magneetilla,
vaan kerddmiseen kéytetddn tavallista magneettia vahvempaa, kiinteétd neo-
dymium-magneettia.

{:Q} {::Q} lammitys

—>

Kuva 3. Termoresponsiiviset magneettiset nanopar-
tikkelit muodostavat limmon vaikutuksesta ryppditd.
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2.3 Niytteenkiisittely ja vasta-aineiden sovellukset mikromittakaavan diagnostii-
kassa

Analyysimenetelmistd on jo pitkdén pyritty tekemédn automatisoituja ana-
lyysien helpottamiseksi. Mikrofluidistisissa jdrjestelmissd nesteitd liikutellaan
kymmenien mikrometrien kokoisissa keskenddn ristedvissd kanavissa, usein
sdahkon tai paineen avulla. Kun automatisointi siirtyy mikromittakaavan jér-
jestelmiin, materiaalien kulutus laskee mikro-, nano- tai jopa pikolitroihin ja

analyysiajat nopeutuvat minuuteista sekunteihin. [15, s. 233 - 234.]

Tavoitteena on sovittaa mikrofluidistisille siruille monia tehtdvid, muiden
muassa ndytteen esikdsittely analyysia varten. Kliiniset ndytematriisit, kuten
kokoveri, seerumi, plasma, sylki ja virtsa, ovat kuitenkin hyvin monimutkai-
sia, ja ndytteenkisittelyn yhdistiminen onkin osoittautunut haastavaksi mik-
romittakaavan siruille. Diagnostiikkasysteemin suunnittelu ja toteuttaminen
sirulla on monivaiheinen prosessi, joka alkaa diagnostisten molekyylien
suunnittelulla, valmistuksella ja laadun analysoinnilla. Seuraavassa vaiheessa
siru ja muut analyysiin vaadittavat komponentit valmistetaan. Naytteen esi-
kisittelyiden jdlkeen suoritetaan analyysi sirulla ja kdsitelldan siitd saatu data.
Tadmaén jilkeen systeemi voidaan muuntaa ja optimoida tuotteeksi esimerkiksi
kliinisten ndytteiden analysointia varten. Néytteenkdsittely onkin datankésit-
telyn ohella avaintekija mikromittakaavan analyysijirjestelmien kehityksessi
[16, s.468; 17, s. 56]. Kehityksestd huolimatta on edelleen usein kdytannolli-
sempdd suorittaa osa ndytteen esikdsittelystd mikrosirun ulkopuolella, mika
edellyttdd laboratorio-olosuhteita ja osaavaa henkilokuntaa. Diagnostisten ja
analyyttisten mikrosirujen kehityksessd tavoitteena on systeemi, joka on
helppokayttdinen, toistettava ja herkkd, jotta analyysi voidaan luotettavasti

suorittaa laboratorion ulkopuolella lI&hellé potilasta.

Mikromittakaavan diagnostiikkasiruissa vasta-aineet ovat ei-luonnollisessa
ympéristossd. Rekombinanttivasta-aineiden muokkauksella voidaan vasta-
aineiden ominaisuuksia ohjata haluttuun suuntaan. Spesifisyyttd voidaan lisa-
td ja samalla ristiinreagointia vdhentdd, affiniteettia parantaa, lisdtd stabiili-
suutta erilaisissa olosuhteissa sekd leimata tai immobilisoida rekombinantti-

vasta-aine halutulla tavalla. [18; 19.]



11

Vasta-aineita mikrosiruilla kdytetddn liukoisessa muodossa muun muassa si-
tomaan analyyttid immunotesteissd [20]. Immobilisoituja vasta-aineita hyo-
dyntdvid mikromittakaavan testityyppejd on useita. Vasta-aineesta voidaan
valmistaa affiniteettimatriisi rikastukseen tai se voidaan immobilisoida pie-
nelle tarkoin mairétylle alueelle kuten mikroarrayssa. Vasta-aineet ovat eni-
ten kiytetty sitojaproteiiniryhmi diagnostiikassa, ja siksi on luonnollista etti

niitd kdytetddn myos miniatyrisoiduissa diagnostisissa systeemeissa.
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KOKEELLINEN OSA

Ty06ssé kdytettyjen liuosten koostumukset liitteessa 1.

Tyon tarkoitus

Tyon tarkoituksena oli tutkia uusien, dskettdin markkinoille tulleiden termo-
responsiivisten magneettisten nanopartikkeleiden soveltuvuutta niytteen esi-
kidsittelyyn mikromittakaavan diagnostiikassa. Ty0ssd tuotettiin vasta-
ainefragmentteja Escherichia coli -bakteerissa ja puhdistettiin ne metalliaffi-
niteettikromatografisesti. Lisdksi valmistettiin mallimolekyylistd, foolihapos-
ta, proteiinikonjugaatti. Tydssd myos verrattiin kahden mallivasta-aineen si-
tomiskapasiteetteja toisiinsa, tutkittiin saantoa puskurista ja magneettihelmi-
en kéyttdytymistd eri ndytematriiseissa, sekd pH:n vaikutusta sitoutumiseen

ja systeemin toistettavuutta.

3.2 Vasta-aineiden tuotto ja puhdistus

3.2.1 Anti-foolihappovasta-aineen tuotto

Anti-foolihappovasta-aineen geeni, joka sisélsi kuutta histidiinid vastaavan
geenialueen, oli kloonattu aiemmin pKKtac-tuottovektoriin ja transformoitu
Escherichia coli -bakteerin tuottokantaan RV308 (ATCC 31608). Téssi tyds-
sd his-hdnnillistd anti-foolihappovasta-ainefragmenttia (Fab) tuotettiin Es-
cherichia coli RV308 -bakteerissa. Bakteereita kasvatettiin 50 ml:n tilavuu-
dessa (50 ml LB, 1 w/v-% glukoosi, 0.1 mg/ml ampisilliini (AMP) etanolis-
sa) + 37 °C, 220 rpm sekoituksessa yon yli, jonka jélkeen se nuorennettiin
1:50 TB-kasvatusliuokseen 2 litran kasvatukseksi (0.1 mg/ml AMP, 5.5 mM
glukoosi) yhteensd kuudessa erdssd. Kasvatusta jatkettiin + 30 °C 220 rpm
sekoituksessa. Kasvua seurattiin mittaamalla kasvuliuoksen optista tiheytti
spektrofotometrisesti aallonpituudella 600 nm. Kun kasvu oli saavuttanut
huippunsa 6 tunnin 30 minuutin kuluttua, vasta-aineen tuotto indusoitiin
IPTG:11d (loppukonsentraatio 1 mM). Samalla liséttiin ampisilliinia (loppu-

kosentraatio 0.1 mg/ml). Vasta-aineen tuottoa jatkettiin yon yli.
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Tuottoliuos sentrifugoitiin 5000 rpm 15 minuuttia solujen poistamiseksi ja
jaljelle jddnyt liuos eli supernatantti DNAasi-kisiteltiin (3 mg DNase [
(Roche, cat# 10932100), 3 ml 1 M MgCl, per 500 ml supernatanttia), jotta
DNA:n runsas miiré ei hiiritsisi puhdistusta. DNA:ta vapautuu supernatant-
tiin solujen kasvatuksessa, kun osa soluista hajoaa. DN Aasi-entsyymin annet-
tiin vaikuttaa + 37 °C valilla kddnnellen 1 h. DNAasi-késittelyn jialkeen su-
pernatantti sentrifugoitiin uudelleen 8000 rpm 15 minuuttia ja suodatettiin

Whatman (GF/C 110 mm) -lasikuitusuodattimella (cat # 1822110).

Vasta-ainetuotto analysoitiin Western blot -immunomééritykselld kasvatus-
liuoksesta. Kontrollina kiytettiin puhdistettua anti-foolihappovasta-ainetta
(Fab) konsentraatioissa 1, 4, 6.5 ja 13 mg/l, jotka vastaavat tuottotasoja hei-
kosta erinomaiseen. Sentrifugoituun supernatanttiin (15 pl) liséttiin 5 pl 4 x
LSB-niytepuskuria. B-merkaptoetanolin puuttuessa ndytepuskurista ndhdéén,
ovatko disulfidisillat muodostuneet Fab-fragmentin kevyt- ja raskasketjun va-
liin. 15 % proteiinigeelien ajopuskurina kdytettiin 250 ml 1 x Running Buffer
-puskuria (0.1 % SDS). Western blot tehtiin Trans-Blot Transfer Medium
-kalvolle (0.2 um, Biorad, cat# 162-0112) 100 voltilla 1 h. Blottauksen jil-
keen kalvo pestiin kolme kertaa TBST-puskurilla. Detektio-vasta-aineena
kaytettiin Goat Anti-Human IgG F(ab)2 Alkaline Phosphatase Conjugated
-vasta-ainetta (Rockland, cat# 709-1518), jonka annettiin tarttua kalvolle siir-
rettyyn vasta-aineeseen tunnin ajan. Tartutuksen jilkeen kalvo pestiin kolme
kertaa TBST-puskurilla ja sen jélkeen kalvon vérjdykseen kaytettiin vériseos-
ta, jossa oli 66 ul NBT, 33 ul BCIP ja 10 ml AP-puskuria. Varjattiin viisi mi-
nuuttia, jonka jdlkeen virireaktio pysdytettiin tislatulla vedella ja kalvo kui-

vattiin imupaperin vélissa.

3.2.2  Anti-foolihappovasta-aineen puhdistus

100 ml Chelating Sepharose Fast Flow -geelid (Ge Healthcare, cat# 17-0575-
02) valmisteltiin poistamalla etanoli ja pesemélld se kolme kertaa tislatulla
vedelld. Lisattiin 50 ml 200 mM nikkelikloridia ja tartutettiin kaksi tuntia
huoneenldammossa vélilld sekoittaen. Tarttumaton nikkeli pestiin pois tislatul-

la vedella.
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Supernatantti laimennettiin 1:2 kaksinkertaisella tartutuspuskurilla (liite 1).
Yhteen litraan laimennettua supernatanttia liséttiin 5 ml Ni*"-valmisteltua
Sepharose -geelid. Histidiinihdnnélliset vasta-ainefragmentit tartutettiin me-

talliaffiniteettimatriisiin pyorijassa + 4 °C yon yli.

Pulloja seisotettiin noin 3 tuntia + 4 °C, jolloin geeli laskeutui pohjalle ja
suurin osa supernatantista voitiin kaataa pdiltd pois. Loput pakattiin Bio-
Radin lasipylvdiseen (halkaisija 30 mm). Supernatantti valutettiin ulos (= ef-
fluentti). Geelimatriisia kertyi pylvddseen noin 1,5 cm. Geeli pestiin pesu-
puskureilla (liite 1), joissa oli 1 mM, 10 mM ja 25 mM imidatsolia. Pesut ke-
réttiin fraktioithin 2 x 50 ml, 3 x 25 ml, 2 x 25 ml.

Histidiinihdnnédllinen vasta-aine eluoitiin kullakin eluointiliuoksella (50, 75,
100, 200 ja 500 mM imidatsolia peruspuskurissa, liite 1) aloittaen laimeim-

masta. Eluoinnit kerittiin kukin kahdessa 5 ml:n fraktiossa.

3.2.3  Puhdistetun vasta-aineen pitoisuus ja karakterisointi

Proteiinin ldsnéolo fraktioissa haarukoitiin alustavasti BCA Protein Assay -ki-

tilld (Thermo Scientific, cat# 23225) ilman standardisuoraa.

BCA-maédrityksen perusteella tehtiin valituille fraktioille Western blot- ja
SDS-PAGE -ajot.

Puhdistuksen onnistumisen ja tartutuksen tehokkuuden seuraamiseksi Wes-
tern blot ajettiin yhden pesu- ja viiden eluutiofraktion lisdksi laimentamatto-
masta ja konsentroimattomasta supernatanttindytteestd, effluentista ja puhdis-
tetusta anti-foolihappovasta-aine (Fab) -kontrollista (200 ng). Latauspuskuri-
na kiytettiin 4 x LSB -latauspuskuria ja detektiovasta-aineena Goat Anti-
Human IgG F(ab), Alkaline Phosphatase Conjugated (Rockland) -vasta-

ainetta.

Fraktioiden puhtauden méérittamiseksi ajettiin SDS-PAGE kolmesta pesu- ja
viidestd eluutiofraktiosta. Kontrollina kéytettiin puhdistettua anti-foolihappo
-vasta-ainetta (Fab, 1 pg). Ennen vérjdystd geeli pestiin kolme kertaa vedelld
10 minuuttia kerrallaan. Varjays tehtiin Page Blue Protein Staining Solution

-vériaineella (Fermentas, cat# R0571) 60 minuuttia, jonka jdlkeen pestiin yli-
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yliméérdinen viri pois vedelld. Geeli kuivattiin 10 % glyserolissa Gel Drying

Film (25 x 28 cm, Promega, cat# V713B) -kalvojen viliin.

3.2.4 Anti-foolihappovasta-aineen jatkokdsittelyt

Fraktiot jaettiin kahteen ryhméén niiden puhtauden perusteella ja yhdistettiin.
Korkean imidatsolikonsentraation poistamiseksi proteiinierdt dialysoitiin
(Medicell International Ltd, 12-14000 Da, cat# DTV12000.10.000) 5 litrassa
1 x PBS-puskuria + 4 °C:ssa yon yli. Dialyysissa imidatsolipitoisuus laimen-
tui laskennallisesti 100-kertaisesti (< 2,5 mM). Proteiinierien puhtautta tar-
kasteltiin SDS-PAGE -geeleilld, joissa ajettiin laimennossarjat puhtaasta anti-
foolihappovasta-aineesta (0,5 pg, 1 pg ja 5 pg) sekd molemmista prote-
iinieristd laimentamattomana seki laimennoksilla 1:2 ja 1:3. Toinen geeleista
ajettiin 4xLSB -latauspuskurilla ilman B-merkaptoetanolia, jotta ndhtdisiin
kokonainen Fab-fragmentti ja mahdollisesti liuoksessa olevien hajonneiden
fragmenttien miéiré, sekd toinen geeleistd latauspuskurilla, johon oli lisétty

hapettavaa -merkaptoetanolia.

Proteiinierdt konsentroitiin Amicon Ultra -15, Ultracel -10k (Millipore, cat#

UFC901024) -konsentrointiputkilla.

Proteiinierien konsentraatiot mddritettiin spektrofotometrisesti mittaamalla
niiden absorbanssi aallonpituudella 280 nm ja laskemalla konsentraatio Lam-
bert Beerin lailla kdyttden hyvéksi anti-foolihappovasta-aineen (Fab) ekstink-
tiokerrointa ja moolimassaa. Nami maaritettiin aminohapposekvenssistid Pep-

tide Property Calculator -verkkolaskurin [21] avulla.

3.3 Vasta-aineen biotinylointi

Immobilisointia varten tuotettu anti-foolihappovasta-aine konjugoitiin biotii-
nin kanssa, eli biotinyloitiin. Vasta-aineliuos konsentroitiin pitoisuuteen 2
mg/ml Amicon Ultra -15, Ultracel -10k (Millipore, cat# UFC901024) -kon-
sentrointiputkella. 1 mg sulfo-NHS-LC-biotiinia (Pierce, cat# 21336) liuotet-
tiin 1 millilitraan tislattua vetta ja titd lisdttiin proteiiniliuokseen 74 ul. Inku-

boitiin 2 tuntia huoneen lammossa.
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Proteiiniliuoksen vapaa biotiini poistettiin ja puskuri vaihdettiin PBS-
puskuriksi geelisuodatuksella EconoPac 10 DG -pylvéélld (Bio-Rad, cat#
732-2010). Pylvidisté eluoitujen fraktioiden proteiinipitoisuus madritettiin en-
sin BCA-mairitykselld ja sen perusteella valittiin yhdistettavét fraktiot. Erien
proteiinikonsentraatiot mééritettiin mittaamalla absorbanssi spektrofotometri-
sesti aallonpituudella 280 nm ja laskemalla konsentraatio Lambert Beerin
lailla kéyttden hyvidksi anti-foolihappovasta-aineen (Fab) ekstinktiokerrointa

ja moolimassaa (kohta 3.2.4).

Biotinyloinnin onnistuminen tarkastettiin ELISA-mairitykselld. Tartutettiin
biotinyloitu anti-foolihappovasta-aine kahtena konsentraationa (300 ja 100 ng
/ 100 ul) ja kahtena rinnakkaisena kaupallisen StreptaWell-levyn kuoppiin
(Roche, StreptaWell High Bind, cat# 11645692001) 15 minuuttia ravistelussa
huoneenldammossi. Kontrolleina kéytettiin kahta konsentraatiota (300 ja 100
ng / 100 pl) anti-mykofenolihappovasta-ainetta (MPA-C1) ja nollakontrollina

kuoppia, joihin ei tartutettu vasta-ainetta lainkaan.

Vasta-ainetartutuksen ja pesujen jilkeen lisittiin foolihappo-AP ja MPA-AP -
antigeenit (300 ng /100 pl) ja inkuboitiin 1 tunti ravistelussa huoneenldm-
mossd. Pesujen jalkeen lisdttiin p-NPP -substraatti (4-Nitrophenyl Phosphate
Disodium Salt Hexahydrate, Sigma-Aldrich, cat# N4645) (100 ul, 2 mg/ml)
dietanolamiini-MgCl,-puskurissa (Reagena, cat# 170057) ja mitattiin absor-

banssit aallonpituudella 405 nm 60 minuutin kuluttua.

3.4 Mallimolekyyli-proteiinikonjugaatin valmistus

Foolihappo-pienmolekyyli konjugoitiin alkalinen fosfataasi -entsyymin (AP)
kanssa. 17 mg alkalista fosfataasia (Sigma-Aldrich, cat# 5931) liuotettiin 1
ml:aan tislattua vettd ja vaihdettiin puskuri PBS:aan Econopac -pylvialla
(Bio-Rad, cat# 732-2010). Pylvés valmisteltiin ohjeen mukaan, niytteen lisa-
yksen jilkeen lisittiin 2 ml PBS-puskuria ja AP eluoitiin 150 pl:n fraktiossa.

Fraktioista tehtiin BCA-proteiinipitoisuusmééritys, jonka perusteella valittiin

eniten alkalista fosfataasia siséltavét fraktiot ja yhdistettiin ne.
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5.5 mg foolihappoa (Sigma-Aldric, cat# F7876) liuotettiin 200 pl:aan
DMSO:ta. Foolihappo aktivoitiin n-hydroksysukkinimidilld, s-NHS (Pierce,
Cat# 24500) ja vesiliukoisella karbodi-imidilld, EDC (Pierce, cat# 22980).
7.06 mg S-NHS:a ja 6.23 mg EDC:a liuotettiin kukin 25 pl:aan tislattua vetta.
Aktivointi teki foolihaposta reaktiivisen, ja se saatiin liitettyd kantajaproteii-
nin pinnalla oleviin lysiiniaminohappoihin miedoissa olosuhteissa, jotka eivét

vaikuttaneet haitallisesti entsyymiin.

Foolihappoon liséttiin vuorotellen EDC:a ja s-NHS:a 1 pl:n erissd molempia

yhteensd 10 pl. Sekoitettiin kaksi minuuttia.

Aktivoitua hapteenia liséttiin 2 pl:n erissd yhteensd 10 pl yhteen milligram-
maan alkalista fosfataasia (200 ul:ssa). Sekoitettiin lisdyksien vilissd ja se-

koitusta jatkettiin 15 minuuttia huoneenldmmossa ja yon yli + 4 °C.

Foolihappo-AP puhdistettiin seoksesta Nap-5 Column -kolonnilla (Illustra,
Sephadex G-25 DNA Grade, cat# 17-0853-01). Pylvés tasapainotettiin 10
ml:lla TBS-puskuria. 250 pl néytettd eluoitiin 100 plin fraktioissa TBS-
puskurilla. Fraktioista tehtiin BCA-mééritys konsentraation méaarittimiseksi.
Eniten konjugaattia sisdltdneet fraktiot yhdistettiin ja tdstd tehtiin uusi BCA-
madritys lopullisen konsentraation méaérittdmiseksi. Standardina kéytettiin al-
kalista fosfataasia. BCA-maaritystd kdytettiin, koska yksi foolihapon absorp-
tiomaksimeista UV-alueella on 283 nm [22, s. 715], miké héiritsee proteiinin

spektrofotometristd konsentraatiomééritystd aallonpituudella 280 nm.

3.5 Analyysisysteemin pystytys ja optimointi

Tyon tarkoituksena oli tartuttaa magneettisiin partikkeleihin kiinnitettyyn
vasta-aineeseen niytteessd oleva antigeeni ja detektoida sen miird. Bio-
tinyloitu vasta-aine kiinnitettiin streptavidiini-biotiini -sidoksella kaupallisiin,
100 nm halkaisijaltaan oleviin streptavidiini-konjugoituihin termoresponsii-
visiin magneettisiin nanopartikkeleihin (TMLA) inkuboimalla huoneenldm-
mossd. Kiinnittymiton vasta-aine pestiin pois lammittdmalld ndytettd [Ampo-
tilaan + 42 °C, jolloin magneettiset nanohelmet muodostivat ryppéitd ja ne
voitiin kerédtd magneettiin ja pipetoida liuos pééltd pois. Partikkelit suspensoi-

tiin kylmédén puskuriin, jolloin magneettiset ryppéét hajosivat ja nanopartik-
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kelit suspensoituivat liuokseen. Alkalinen fosfataasi -entsyymiin kiinnitettya
hapteenia tartutettiin huoneenldmmdssd helmien vasta-aineeseen. Kiinnitty-
matdn antigeeni pestiin pois kuten edelld ja kiinnittyneen antigeenin mééra
detektoitiin alkaliselle fosfataasille spesifilld substraatilla, joka muodosti kel-
taisen virin. Kuvassa 4 on piirroksena havainnollistettu foolihappo-AP -

kokeen molekyylien kiinnittyminen toisiinsa.

i@%@%@@

TMLA + streptavidin biotinyloitu vasta-aine foolihappo-AP

Kuva 4. Kaavakuva systeemistd, missd foolihappo-AP tarttuu vasta-ainekonjugoituihin
TMLA-nanopartikkeleihin, ei mittakaavassa.

Substraatin varinmuodostus loppui kun se pipetoitiin pois magneettihelmisti
kuoppalevylle mittausta varten. Alkalisesta fosfataasista tehdyn standar-
disuoran kohdalla virinmuodostus jatkui vield kuoppalevylld. Tamén aika-
eron atheuttama véairistys haluttiin ehkaistd 10ytdmalla reagenssi, jolla AP-
entsyymin tuottaman virin kehitys voitaisiin pysédyttdd kuoppalevyllé. Lisdksi
AP-entsyymin vérireaktio oli hyvin nopea ja laitteen mittausrajat tulivat no-
peasti vastaan. Alkalinen fosfataasi irrottaa fosfaatin substraatista, jolloin
muodostuu vérireaktio. Mitd enemmén fosfaattia irtoaa, sitd voimakkaampi
vari muodostuu. Entsyymin toiminta inhiboituu, kun liuoksessa on ldsna run-

sas midrd hajoamistuotetta ja siksi inhibitiotestejd tehtiin fosfaattipuskureilla.

Valmistaja Magnabeat Inc. suositteli tartuttamaan 50 ul:aan Therma-Max LA-
Avidin (TMLA, cat# TMLO021) -nanohelmid 10 ug biotinyloitua vasta-ainetta.
Tatd suhdetta kéytettiin oletuksena useimmissa TMLA-magneettihelmi-

kokeissa.
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3.5.1 Alkalisen fosfataasin inhibitio natriumdivetyfosfaatille

Alkalisen fosfataasin inhibitiota NaH,POg4-puskurille tutkittiin. Alkalisesta
fosfataasista tehtiin kuusi rinnakkaista (2 pg 50 pl:ssa PBS-puskuria). Lisét-
tiin 200 pl 1 mg/ml p-NPP -substraattia (Sigma-Aldrich, cat# N4645) dieta-
nolamiini-MgCl, -puskurissa (Reagena, cat# 170057) ja inkuboitiin 1 min.
Viiteen putkeen lisdttiin 100 ul NaH,PO4 -inhibiittoria konsentraatioissa
0.05, 0.063, 0.1, 0.25 ja 0.5 M. Kuudenteen putkeen liséttiin 100 pl tislattua
vettd. Sekoitettiin ja pipetoitiin kuoppalevylle. Mitattiin absorbanssi aallonpi-

tuudella 405 nm aikapisteissd 5, 7, 9 ja 11 min.

Natriumdivetyfosfaatin inhibition kéytettdvyys [dmpodn reagoivien magneet-
tisten nanopartikkeleiden kanssa varmistettiin. 25 pl:aan ja 10 pl:aan TMLA-
magneettihelmid tartutettiin 5 pg ja 2 ug biotinyloitua anti-foolihappovasta-
ainetta (Fab) 1 % BSA-liuoksessa (Bovine Serum Albumin, Sigma, cat#
A8022) 15 minuuttia kddnnellen huoneenlammdssa. Tartutuksen jélkeen tart-

tumaton vasta-aine pestiin pois kolme kertaa 70 pl:1la TBS-puskuria.

5 ng/ 2 pg foolihappo-AP -konjugaattia tartutettiin vasta-ainekonjugoituihin
TMLA-nanopartikkeleihin 75 minuuttia kidénnellen huoneenldmmossa. Tart-
tumaton foolihappo-AP pestiin pois kolme kertaa 50 pl:lla TBS-puskuria.
Standardisuora tehtiin alkalisesta fosfataasista puolilaimennussarjana pitoi-
suuksilla 1, 0.5, 0.125, 0.0625 ja 0.03125 pg AP 55 pl:ssa dietanolamiini-
MgCl, -puskuria. Magneettihelmiin liséttiin 200 pl ja standardisuoraan 100
pl 0.5 mg/ml p-NPP -substraattia. Molempia inkuboitiin 2 minuuttia huo-
neenldmmossé ja 3 minuuttia + 42 °C:ssa magneettihelmien kerdédmistd var-
ten. Nanopartikkeleiden kerdyksen jilkeen 150 pl liuosta pipetoitiin kuoppa-
levylle, jossa oli odottamassa 50 ul 0.5 M NaH,PO, -inhibiittoria. Mitattiin
liuosten absorbanssit aallonpituudella 405 nm heti seki aikapisteissd 5 ja 20

minuuttia.

3.5.2 Vasta-aineen affiniteetin vaikutus sitoutumisen saantoon

Tutkittiin erilaisten affiniteettien omaavien vasta-aineiden sitomiskykya 1dm-
podnreagoivien magneettisten nanopartikkeleiden (TMLA) kanssa. Anti-

mykofenolihappo- ja anti-foolihappovasta-aineet immobilisoitiin TMLA-
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magneettihelmien pinnalle ja vasta-aineille spesifisti hapteenia tartutettiin
TBS-puskuriliuoksesta. Midéritettiin tarttuneen hapteenin maidrd magneetti-

helmissa.

10 pg aiemmin valmistettua biotinyloitua anti-mykofenolihappovasta-ainetta
tartutettiin 50 pl:aan TMLA-magneettihelmid 1 % BSA-liuoksessa inkuboi-
malla 20 minuuttia huoneenlammdssi kadntelyssi. Tyossd (kokeellisen osan
kappaleissa 3.2 - 3.3) tuotettua, puhdistettua ja biotinyloitua anti-foolihappo-
vasta-ainetta tartutettiin 10 pg 50 pl:aan TMLA-magneettihelmid 1 % BSA-
liuoksessa inkuboimalla 20 minuuttia huoneenlimmossa kaintelyssd. Helmet
pestiin kolme kertaa 100 pl:1la 0.01 % TBST ja suspensoitiin 50 pl:aan TBS-

puskuria. Molemmat jaettiin kahteen 25 pl:n erdén.

Anti-mykofenolihappovasta-ainetartutettuihin magneettihelmiin tartutettiin 5
pg aiemmin konjugoitua mykofenolihappo-AP -konjugaattia 100 pl:sta TBS-
puskuria 75 minuuttia huoneenlimmdssé kaédntelyssd kahdella rinnakkaisella.
Anti-foolihappovasta-ainetartutettuihin magneettihelmiin tartutettiin 5 ug
foolihappo-AP -konjugaattia (kokeellisen osan kappale 3.4) 100 pl:sta TBS-

puskuria 75 minuuttia huoneenlammdassé kéédntelyssé kahdella rinnakkaisella.

Tartutuksen jilkeen helmet pestiin kolme kertaa 50 pl:lla 0.01 % TBST ja

suspensoitiin kukin 110 pl:aan dietanolamiini-MgCl, -puskuria.

Alkalisesta fosfataasista tehtiin standardisuora puolilaimennussarjana yhdesti
mikrogrammasta 0,03125 mikrogrammaan 55 pl:ssa dietanolamiini-MgCl, -

puskuria kahdella rinnakkaisella.

0.5 mg/ml p-NPP -substraattiliuosta liséttiin ndytteisiin 200 pl ja standa-
risuoraan 100 pl. Inkuboitiin 2 minuuttia huoneenlimmaossa ja 3 minuuttia +
42 °C jonka aikana magneettihelmet kerattiin. Néytteiden supernatanttia ja
standardisuoraa pipetoitiin 150 pl kuoppalevylle, jossa oli odottamassa 50 pl
0.5 M NaH;PO;, -inhibiittoria. Liuosten absorbanssit mitattiin aallonpituudel-

la 405 nm.
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3.5.3 TMLA-magneettihelmien mddrdn vaikutus menetelmdn toistettavuuteen

Valmistaja Magnabeat Inc. suositteli immunotesteissd kédytettdvéksi 50 pl:aa
TMLA-nanopartikkeleita, mutta alkalisen fosfataasin ja substraatin reaktion

nopeuden ja voimakkuuden sekd kovan hinnan takia miérad haluttiin laskea.

TMLA-nanopartikkeleiden kayttaytymisti ja kdytettdvyyttd arvioitiin kolmel-
la eri maaralla, 10, 25 ja 50 ul. Niistd arvioitiin rinnakkaisten toistettavuutta

sekd madrin kaytettavyyttd koko analyysin kannalta.

3.6 Foolihappo-AP:n méiritys niytteesti TMLA-magneettihelmilla
3.6.1 Foolihappo-AP:n sitoutumisen saannon mddritys

Haluttiin méérittdd, kuinka paljon magneettipartikkelit sitovat niytteeseen li-
sitystd foolihappo-AP -konjugaatista. Standardisuorana kiytettiin alkalisesta
fosfataasista tehtyd pitoisuusstandardia 0 - 2 ug AP. Tutkittiin pitoisuudet
0.5, 1 ja 2 pg foolihappo-AP:ta kahdella rinnakkaisella.

30 pg biotinyloitua anti-foolihappovasta-ainetta tartutettiin 150 pl:aan
TMLA-magneettihelmid 1 % BSA-liuoksessa inkuboimalla 15 minuuttia
huoneenldimmaossa kadntelyssd. Helmet pestiin kolme kertaa 300 pl:lla 0.01
% TBST ja suspensoitiin 150 pl:aan TBS-puskuria. Jaettiin kuuteen 25 pl:n

eraan.

0.5, 1 ja 2 pg foolihappo-AP -konjugaattia tartutettiin 100 pl:sta TBS-
puskuria kahdella rinnakkaisella 75 minuuttia huoneenldmmosséd kidntelyssa
vasta-ainetartutettuihin magneettihelmiin. Helmet pestiin kolme kertaa 50

pl:lla 0.01 % TBST ja suspensoitiin 110 pl:aan TBS-puskuria.

Standardisuora tehtiin alkalisesta fosfataasista pitoisuuksilla 2, 1, 0.6, 0.4, 0.2
ja 0 ug AP 55 pl:ssa TBS-puskuria.

0.5 mg/ml p-NPP -substraattiliuosta liséttiin ndytteisiin 200 pl ja standa-
risuoraan 100 pl. Inkuboitiin 3 minuuttia huoneenldmmdssé ja 3 minuuttia +
42 °C, jonka aikana magneettihelmet keréttiin. Naytteiden supernatanttia ja

standardisuoraa pipetoitiin 150 pl kuoppalevylle, jossa oli odottamassa 50 pl
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0.5 M NaH,POy -inhibiittoria. Liuosten absorbanssit mitattiin aallonpituudel-

la 405 nm.

3.6.2 Foolihappo-AP:n mddritys puskurista

Foolihappo-AP:n méaritystd puskurista kdytettiin mallina muilla matriiseilla

tehdyille kokeille.

30 ug biotinyloitua anti-foolihappovasta-ainetta tartutettiin 150 pl:aan
TMLA-magneettihelmid 1 % BSA-liuoksessa inkuboimalla 15 minuuttia
huoneenldammossd kéddntelyssd. Helmet pestiin kolme kertaa 300 pl:lla 0.01
% TBST ja suspensoitiin 150 ul:aan TBS-puskuria. Jaettiin kuuteen 25 pl:n
erddn. Kuusi rinnakkaista valittiin, jotta voidaan tehdd tilastollista analyysid
tuloksista, ja siksi, ettd magneettikerddjdssd on kuusi paikkaa Eppendorf-

putkille.

100 pl:sta TBS-puskuria tartutettiin 1 pug foolihappo-AP -konjugaattia 75 mi-
nuuttia huoneenldmmdssd kéédntelyssd vasta-ainetartutettuihin magneettihel-
miin kuudella rinnakkaisella. Helmet pestiin kolme kertaa 50 pl:lla 0.01 %

TBST ja suspensoitiin 110 pl:aan dietanolamiini-MgCl, -puskuria.

Alkalisesta fosfataasista tehtiin standardisuora pitoisuuksilla 2, 1, 0.6, 0.4, 0.2
ja 0 ug AP 55 ul:ssa dietanolamiini-MgCl, -puskuria.

0.5 mg/ml p-NPP -substraattiliuvosta lisdttiin niytteisiin 200 pl ja standa-
risuoraan 100 pl. Inkuboitiin 3 minuuttia huoneenldmmdssé ja 3 minuuttia +
42 °C jonka aikana magneettihelmet kerittiin. Niytteiden supernatanttia ja
standardisuoraa pipetoitiin 150 pl kuoppalevylle, jossa oli odottamassa 50 pl
0.5 M NaH,POy -inhibiittoria. Liuosten absorbanssit mitattiin aallonpituudel-

la 405 nm.

3.6.3 Foolihappo-AP:n mddritys kliinisistd matriiseista

Foolihapon tarttuminen maéiritettiin seerumista, syljestd ja virtsasta kuudella
rinnakkaisella sekéd identtisilld kokeilla. Ndytematriiseja lukuun ottamatta
kolme koetta suoritettiin kuten 3.6.2. Magneettihelmiin kiinnitettiin anti-
foolihappovasta-aine ja foolihappo-AP -entsyymi. Kiinnittyneen hapteenin

méérd analysoitiin p-NPP -substraatilla.
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Kokeisiin valittiin kliinisiksi matriiseiksi seerumi, sylki ja virtsa, koska nii-
den analysointiin pyritddn myds miniatyrisoiduissa analyysilaitteissa. Pakas-
tettu seerumi oli hepariinikisiteltyd ja perdisin VTT:n siséltd yksittdiseltd
luovuttajalta. Kuudella rinnakkaisella kustakin matriisista voitiin maarittaa ti-

lastollista analyysid toistettavuudelle.

3.6.4 Foolihappo-AP:n mddritys elintarvikematriiseista

Lampoonreagoivien magneettisten nanopartikkeleiden kéytettdvyytta elintar-
vikematriisien kanssa testattiin. Matriiseina toimivat rasvaton maito, kahvi,
tee, omenamehu ja punaviini. Matriisit olivat kirkkaita ja viskositeetiltdédn 13-
helld puskuria. Elintarvikendytteistd tutkitaan usein muun muassa torjunta-
ainejddmid sekd muita erilaisia pienmolekyylejd. Tédssd kokeessa mallimole-

kyylind toimi foolihappo.

Koe suoritettiin kohdan 3.6.2 mukaisesti. Elintarvikematriisien pH-arvot
madritettiin ennen koetta ja ndytematriisien sakkautumisen takia hapteenin
tartutuksen jdlkeen kolmannessa pesussa magneettihelmet siirrettiin puhtai-

siin Eppendorf-putkiin.

3.6.5 pH:n vaikutus hapteenin sitoutumisen saantoon elintarvikematriiseissa

Elintarvikematriiseissa omenamehun ja punaviinin pH-arvojen oletettiin vai-
kuttavan sitoutumiseen nanopartikkelikokeessa. Téssd kokeessa foolihappo-
AP:n tarttumista testattiin sekd pH-sddtdmattomistd ettd pH:ltaan neutraaleik-
si sdddetyistd omenamehu- ja punaviinindytteistd. Kontrollindytteend toimi

TBS-puskuri.

Koe suoritettiin kuten koe 3.6.2. Kussakin viidestd néytteestd kaytettiin 25 ul
magneettihelmid ja Eppendorf-putket vaihdettiin hapteenin tartutuksen jal-

keen kolmannessa pesussa.

3.6.6 Korkean proteiinipitoisuuden vaikutus TMLA-kokeeseen

Koska foolihappo-AP:n méiritys maidosta osoittautui vaikeaksi, kokeiltiin
vaikuttaako kokeeseen suuri proteiinimdéra vai aitheuttaako maidon padprote-
iini kaseiini spesifisesti ongelmat. Tarttuminen maéritettiin puskurista, kase-

iinista (Casein sodium salt from bovine milk, Sigma, cat# C8654) sekd BSA-
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proteiinista (Bovine Serum Albumin, Sigma, cat# A8022) kuten puskurista
kohdassa 3.6.2.

Rasvattomassa maidossa on proteiineja keskimddrin 3.8 g /100 ml [23] eli 38
mg/ml ja noin 80 % maidon proteiineista on kaseiinia. Téstd arvioitiin kaseii-
nin madrdksi rasvattomassa maidossa 30.4 mg/ml. Kokeessa kaytettiin kase-
iini- ja BSA-pitoisuuksina 30.4 mg/ml kahtena rinnakkaisena seké kontrolli-

na kahta rinnakkaista puskurindytetta.

3.6.7 Ldampodnreagoivien magneettihelmien vertailu Dynabeads- ja Mag@Trac -
magneettihelmiin

TMLA-magneettihelmid vertailtiin perinteisiin streptavidiini-konjugoituihin

magneettihelmiin ja samalla arvioitiin niiden kdytettdvyytta.

200 pg Dynabeads-helmid (20 pl, Invitrogen, cat#112.06D) ja Mag@Trac-
helmid (20ul, PlexPress, cat#20011) esipestiin kolme kertaa 50 pl:lla 0.01 %
TBST-puskuria. 10 pg biotinyloitua anti-foolihappovasta-ainetta tartutettiin
15 minuuttia huoneenldmmdssé kevyessd téristyksessd esipestyihin Dyna-
beads- ja Mag@Trac-helmiin sekd TMLA-helmiin (200 pg, 50 pl). Tartutuk-
sen jilkeen helmet pestiin 50 pl:lla 0.01 % TBST-puskuria ja viimeiseksi
suspensoitiin helmet TBS-puskuriin alkuperdiseen tilavuuteen sekd jaettiin
kukin kahteen erdén (Dynabeads ja Mag@Trac 10 pl, TMLA 25 ul). Dyna-

beads- ja Mag@Trac-helmié ei limmitetty pesujen aikana.

Vasta-aineimmobilisoituihin helmiin tartutettiin 1 pg foolihappo-AP -
konjugaattia 100 pl:ssa TBS-puskuria 75 minuuttia huoneenldammossi kevy-
essd ravistelussa. Tartutuksen jilkeen helmet pestiin 50 pl:lla 0.01 % TBST-
puskuria ja lopuksi ne suspensoitiin 110 pl:aan dietanolamiini-MgCl,-

puskuria.

Alkalisen fosfataasin standardisuora tehtiin kuten kohdassa 3.6.2. P-NPP -
substraattia (0.5 mg/ml) lisattiin néytteisiin 200 pl ja standardisuoraan 100
pl. Inkuboitiin 3 minuuttia huoneenldmmassé ja 3 minuuttia + 42 °C, jonka
aikana helmet keréttiin magneettiin. Nédytteiden supernatanttia ja standar-
disuoraa pipetoitiin 150 pl kuoppalevylle, jossa oli odottamassa 50 nl
NaH,POy-inhibiittoria. Absorbanssit mitattiin aallonpituudella 405 nm.
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3.6.8 Tilastollinen analyysi

Kuusi rinnakkaista nédytettd siséltdneistd kokeista tehtiin tilastollista analyysia
toistettavuuden miérittdmiseksi. Néytteistd laskettiin keskihajonta (kaava 1),

suhteellinen keskihajonta (kaava 2) sekéd 95 % luottamustaso (kaava 3).

2
X =X —
Keskihajonta s = 2% , missd x = keskiarvo (1)
n —
RSD % = 2-100 % , missd s = keskihajonta, x = keskiarvo (2)
X
95 % luottamustaso = x + 2s , missi x = keskiarvo, s = keskihajonta 3)

3.7 Foolihapon méiéritys kapillaarielektroforeesilla

Molekyylien erotuksessa ja detektoinnissa voidaan kiyttdéd kapillaarielektro-
foreesia, joka erottelee ndytteen ionit niiden varauksen ja massan mukaan. Se

on yleisesti kdytetty erotusmenetelmd myds mikrosirulla.

Tyossd kaytettiin Beckman-Coulter P/ACE MDQ -kapillaarielektroforeesi-
laitetta. 27 pl biotinyloitua anti-foolihappovasta-ainetta tartutettiin 135 pl:aan
TMLA-magneettihelmiéd inkuboimalla 15 minuuttia huoneenldimmdossé kéan-
telyssd. Magneettihelmet pestiin kolme kertaa 300 pl:lla 0.01 % TBST-

puskuria.

0.25 pg 10 % etanoliin liuotettua foolihappoa (Sigma-Aldric, cat# F7876)
tartutettiin 100 pl:sta TBS-puskuria vasta-ainekonjugoituihin magneettihel-
miin 75 minuuttia huoneenlimmosséd kaidntelyssi. Pestiin kolme kertaa 300
pl:1la. Pesujen jilkeen helmet suspensoitiin 200 pl:aan 10 % etanolia ja inku-
boitiin 10 minuuttia + 65 °C:ssa foolihapon eluoimiseksi irti vasta-aineesta.
Nayte siirrettiin magneettiin, helmet keréttiin ja liuos pipetoitiin niytteeksi
kapillaarielektroforeesiin. Foolihaposta tehtiin standardisuora kahtena rin-

nakkaisena 0.05 - 10 pg foolihappoa 200 pl:ssa 10 % etanolia.
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Foolihappo maédritettiin Thermo Scientfic NanoDrop-spektrofotometrilld en-
nen kapillaarielektroforeesia standardisuorista ja ndytteestd. Kapillaarielekt-

roforeesiajossa kaytettiin taulukossa 1 nékyvid parametreja.

Taulukko 1. Kapillaarielektroforeesiajon olosuhteet

Ajopuskuri 50 mM ammoniumasetaatti, pH 11

Niytteen paineinjektointi | 0.5 psi 10 sec

Ajo-olosuhteet 30kV +25°C

Niytteiden siilytys +10 °C

Kapillaari i.d. 50 uM, o.d. 375 um, fused-silica, ei pin-
noitusta, kokonaispituus 80 cm, pituus detek-
torille 70 cm

Detektointi 256 nm (referensseind 214 ja 283 nm)

3.8 TMLA-magneettihelmien kiyttiytyminen piisirulla

TMLA-magneettihelmid testattiin mikrosirulla, jotta saataisiin kuva niiden
kéyttdytymisestd mikrofluidistisissa kanavissa. Haluttiin myds ndhdd muo-
dostavatko helmet ldmmitetylld sirulla ryppditd, jotka voitaisiin kiinnittdd

kammioon ulkoisella magneetilla.

Biotinyloitu anti-foolihappovasta-aine tehtiin fluoresoivaksi leimaamalla se
Alexa Fluor 488 -fluoresenssileimalla (Invitrogen, cat# A10235) kitin ohjeen
mukaan. 5 pg fluoresenssileimattua vasta-ainetta tartutettiin 25 pl:aan
TMLA-magneettihelmid 1 % BSA-liuoksessa inkuboimalla 15 minuuttia
huoneenldammossd kddntelyssd. Magneettihelmet pestiin kolme kertaa 50
pl:dlla 0.01 % TBST-puskuria. Lopuksi magneettihelmet suspensoitiin 25
pl:aan 0.05 % TBST-puskuria.

Fluoresenssileimattujen TMLA-magneettihelmien kéyttdytymistd testattiin
piisirulla. Aiemmin PCR-monistusta varten VTT:I14 valmistetut piisirut (kuva
5) olivat kooltaan 13 x 7 mm, ja ne koostuivat 500 pm:n paksuisista piialus-
tasta ja lasikannesta. Nestekanavisto oli etsattu piiosaan, jonka pohjassa oleva
molybdeeniohutkalvovastus ldmmitti sirua. Lasikannen alapintaan kiinnitetty
platinainen ohutkalvovastus mittasi lampdtilaa suoraan nestekontaktista ja si-
run ldmpétilaa voitiin séatdd tietokoneohjelmalla. Sirun keskelld olevan
kammion halkaisija oli 2 mm ja syvyys 350 um. Tilavuudeltaan kammio oli

noin 1 pl. Kammioon tulevan nestekanavan halkaisija oli 600 pm. Nestettd
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pumpattiin sirun toisessa pdidssd olevasta sisddntuloreidstd kammioon ja se
poistettiin toisessa padssd olevasta ulosmenoreidstd. Fluoresenssi havainnoi-

tiin 488-leiman virittavélla laserséteelld ja kameralla. [24.]

Kuva 5. Piisiru. Kuva Ari Hokkanen, VTT.

Siru pestiin kylmédllda 0.1 % TBST-puskurilla. 1 pl Alexa 488 -
fluoresenssileimattuja ja vasta-ainekonjugoituja TMLA-partikkeleita injektoi-
tiin sirulle kahden ilmakuplan vilissd ja pysdytettiin kammion kohdalle.
Kaynnistettiin kylmén puskurin virtaus. Detektoitiin fluoresenssi ennen ja

jalkeen eluoinnin puskurilla.

Seuraavassa kokeessa 1 pl Alexa 488 -fluoresenssileimattuja ja vasta-aine-
konjugoituja TMLA-partikkeleita injektoitiin sirulle kuten edelld ja pyséytet-
tiin kammion kohdalle. Kammio ldmmitettiin mittarin mukaan l&mpdtilaan
55 °C ja sen paille asetettiin magneetti. Kylméan puskurin hidas virtaus kdyn-
nistettiin. Kammion ldmpdatilaa sdddettiin niin, ettd se ndytti koko ajan vihin-
tadn 50 °C. Puskuria ajettiin sirulle 5 minuuttia. Virtaus pyséytettiin ja fluo-
resenssi kammiossa detektoitiin. Beadien pesu pois kammiosta aloitettiin las-
kemalla sirun ldmpétila huoneenldmpdon ja huuhtelemalla sitd puskurilla hi-
taalla nopeudella 5 minuuttia. Kammion fluoresenssi detektoitiin. Puskurin
virtausnopeus nostettiin maksimiin ja huuhdeltiin 2 min. Kammion fluore-

senssi detektoitiin.
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4 TULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU

Kokeista mitatut absorbanssiarvot taulukoituina liitteessa 2.

4.1 Vasta-aineen tuotto ja puhdistus
4.1.1 Anti-foolihappovasta-aineen tuotto

Anti-foolihappovasta-aineen tuotossa E. colin kasvukdyrdd seurattiin mittaa-
malla tuottoliuoksen optinen tiheys OD600, jotta optimaalinen indusointihet-
ki paljastuisi. Kuvassa 6 on esitetty E. colin kasvukiyré ajan funktiona. Kéy-

rd vastaa tyypillisti E. colin kasvukdyraa tilla ajanjaksolla.

0D600
(6]

O T T T T T T T T 1
25 3 35 4 45 5 55 6 65 7

aika / tuntia

Kuva 6. E. coli -bakteerin kasvukdyrd tunteina anti-foolihappovasta-aineen tuotossa

6.5 tunnin pééstd kasvatuksen alusta tuotto indusoitiin IPTG:114 ja vasta-
aineen annettiin tuottua yon yli. Tuotosta ajettiin Western blot (kuva 7). Tuo-
toksi arvioitiin Western blot -kalvon perusteella noin 3 mg/l, mikd on tyypil-
linen tuottotaso rekombinanttivasta-aineelle (Fab) pienen mittakaavan kasva-

tuksissa. Tuotto oli riittdvé, jotta puhdistus kannatti aloittaa.
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Kuva 7. Anti-foolihappovasta-aineen tuotto. 1. LMW, 2.Fab-standardi 13 mg/ml, 3.Fab-
standardi 6.5 mg/ml, 4. Fab-standardi 4 mg/ml, 5. Fab-standardi 1 mg/ml, 7. tuoton super-
natantti. Redusoimaton geeli.

4.1.2  Tuotetun anti-foolihappovasta-aineen pitoisuus ja karakterisointi

Anti-foolihappovasta-aine puhdistettiin  metalliaffiniteettikromatografialla.
Puhdistuksen onnistumista tarkasteltiin Western blotin (kuva 8) sekd prote-
iinigeelin (SDS-PAGE) (kuva 9) avulla. Western blotissa kéytetty immuno-
reaktio mahdollistaa vasta-aineen tdsmaillisen havaitsemisen, jolloin voidaan
analysoida my0s runsaasti muita proteiineja siséltdvid ndytteitd. Detektiovas-
ta-aine tunnistaa myos hajoamistuotteet ja irralliset ketjut. SDS-PAGE sovel-

tuu puhdistettujen proteiinien analyysiin.

Western blot -ajoon valittiin fraktioita puhdistuksen eri vaiheista. Siind 1dhto-
ndytteen nuolella merkityn vyohykkeen vdheneminen effluentista ja pesu-
fraktioista kertoo histidiinihdnnéllisen proteiinin tarttumisen onnistuneen.
SDS-PAGE-geelissd voidaan havaita puhdistuneen proteiinin rikastumaa.
Mitd suuremmaksi eluutioliuoksen imidatsoli-pitoisuus kasvoi, sitd puhtaam-
pia fraktioita saatiin eluoitua ulos. Halutun proteiinin puuttuminen pesufrak-
tioista osoittaa pesujen onnistuneen. Kuvassa nuoli kuvaa irrallisia ketjuja.
Puhtauden lisdksi SDS-PAGE auttaa arvioimaan Fab-vasta-ainefragmentin

(n. 50 kDa) irrallisten kevyt- ja raskasketjujen (n. 25 kDa) osuutta tuotossa.
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Téssd SDS-PAGE-geelin perusteella voidaan arvioida irrallisten ketjujen
osuus vihdiseksi, alle 10 %, josta ei ole haittaa vasta-aineella tehtiviin jatko-

tutkimuksiin.

97
66 -

30

20,1 =

14, e

Kuva 8. Western blot anti-foolihappovasta-aineen tuotosta. 1. LMW, 2. 13 mg/ml, 3. lihtd-
néyte, 4. effluentti, 5. pesufraktio ImM, 6. eluutiofraktio (ef) 100 mM, 7. ef 100 mM, 8. ef 200
mM, 9. ef 200 mM, 10. ef 500 mM. Nuoli osoittaa matriisiin tarttunutta Fab-fragmenttia.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

97 |
66 | w—
45 ——
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Kuva 9. SDS-PAGE anti-foolihappovasta-aineen tuotosta. 1. LMW, 2. 1 ug, 3. pesufraktio
h 1 mM, 4. pf ImM, 5. pf 25 mM, 6. eluutiofraktio (ef) 50 mM, 7. ef 75 mM, 8. ef 100 mM,

9. ef 200 mM, 10. ef 500 mM. Nuoli osoittaa irrallisia ketjuja.
Fraktioiden proteiinipitoisuutta arvioitiin BCA-mééritykselld (kuvat 10 ja
11). Kuvassa 10 nékyy effluentin ja pesujen proteiinipitoisuudet. Effluentissa

ja ensimmaéisessi pesussa oleva runsas proteiinimdiri koostuu E. colin omis-
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ta proteiineista, jotka eivdt tartu metallikelaattiin. Eluutiofraktioiden prote-

iinipitoisuudet ndkyvit kuvassa 11.

1,0 q
0,8
o 06 -
(X-]
Yy]
<< 0,4
0,2 - |—|
0,0 T T T
effluenttl 1 mM 10 mM 10 mM 10 mM 25 mM 25 mM
imidatsolipitoisuus

Kuva 10. Anti-foolihappovasta-aineen puhdistuksen effluentin ja pesujen proteiinipitoisuu-
det BCA-mddrityksessd.

0,25 -

0,20 -

pnnll
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A560

imidatsolipitoisuus

Kuva 11. Anti-foolihappovasta-aineen puhdistuksen eluutiofraktioiden proteiinipitoisuudet
BCA-mdadrityksessd.

4.1.3 Anti-foolihappovasta-aineen jatkokdsittelyt

Puhdistetun anti-foolihappovasta-aineen fraktiot yhdistettiin niiden puhtauk-
sien perusteella ja dialysoitujen erien puhtautta arvioitiin kahdella SDS-
PAGE-geelilld. Redusoimattomassa geelissd (kuva 12) halutun Fab-
fragmentin disulfidisillat ovat ehjdt ja kokonaisen molekyylin koko on noin
50 kDa. Irralliset Fab-fragmentin kevyt- ja raskasketjut ndkyvét vyohykkees-
sd, jonka koko on n. 25 kDa. Redusoidussa geelissd (kuva 13) ndytteisiin on
lisdtty B-merkaptoetanolia, joka rikkoo disulfidisillat domeenien vililta. Tél-
16in kaikkien fragmenttien koko on n. 25 kDa. Proteiinierien puhtauksien to-

dettiin riittdvin nanopartikkelitestaukseen.
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20,1

Kuva 12. Redusoimaton proteiinigeeli. 1. LMW, 2. Fab-standardi 0,5 ug, 3. Fab-standardi 1
ug, 4. Fab-standardi 2 ug, 5. pooli 1 1:3, 6. pooli 1 1:2, 7. pooli 1 1:1, 8. pooli 2 1:3, 9. poo-
li21:2, 10. pooli 2 1:1.

20,1

14,4 -

i

Kuva 13. Redusoitu proteiinigeeli. 1. LMW, 2. Fab-standardi 0,5 ug, 3. Fab-standardi 1 ug,
4. Fab-standardi 2 ug, 5. pooli 1 1:3, 6. pooli 1 1:2, 7. pooli 1 1:1, 8. pooli 2 1:3, 9. pooli 2
1:2,10. pooli 2 1:1.

Dialysoidut erédt konsentroitiin pienempéén tilavuuteen. Erd 1 konsentroitiin

lahtotilavuudesta 20 ml lopputilavuuteen 6 ml. Erd 2 konsentroitiin 1&htotila-

vuudesta 35 ml, lopputilavuuteen 3,5 ml.
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Dialysoitujen proteiinindytteiden absorbansseiksi maédritettiin:

seos 1: A =0.777 (Azs0), seos 2: A =0.621 (Azs0)

Ekstinktiokerroin madritettiin aminohapposekvenssistd Peptide Property
Calculator [21] -verkkolaskurin avulla erikseen kevyt- ja raskasketjulle. Fab-

fragmentin ekstinktiokerroin on niiden yhteenlaskettu summa.
Kevytketju: 36160 cm ™M™
Raskasketju: 55790 cm™ M

Fab-ekstinktiokerroin: (36160 +55790) cm™ M ™" = 88950 cm™" M ™

Moolimassa saatiin laskemalla yhteen samalla laskurilla méaritetyt kevyt- ja

raskasketjun massat:
Kevytketju: 22701 g/mol
Raskasketju: 25053 g/ml

Fab-moolimassa: (22701 + 25053) g/ mol = 47754 g/ mol
Liuosten proteiinikonsentraatio laskettiin Lambert Beerin lailla, kaava 4.
d=gcl o =L 4)
el
missd A = mitattu absorbanssi Ajgo, € = ekstinktiokerroin, I = valotien pituus
kyvetissa.

Naiden tietojen perusteella voitiin méaérittdd liuosten konsentraatiot seuraa-

vasti:

B 0.777
88950 cm™'M ™" -1 cm
=042 g/1=042 mg/ml

Erdl: c - 47754 g/mol

B 0.621
88950 cm™'M™" -1 ¢em
=033 g//=0.33mg/ml

Erd2: c - 47754 g/mol
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Kokonaisproteiinimédrit arvioitiin tilavuuden perusteella.
Erd 1: 6 ml 2 n. 2.5 mg.
Erd 2: 3,5 ml 2 n. 1.2 mg.

4.2 Vasta-aineen biotinylointi

Biotinyloinnin jilkeen BCA-mairitykselld 16ydettiin eniten proteiinia sisalta-

vit fraktiot (kuva 14), ja sen perusteella yhdistettiin fraktiot 3 - 9.

fraktio

Kuva 14. BCA-mddrityksen fraktioiden proteiinipitoisuudet biotinyloidulle anti-foolihappo-
vasta-aineelle

Biotinyloidun vasta-aineen konsentraatio maéritettiin mittaamalla absorbans-
si spektrofotometrisesti aallonpituudella 280 nm ja laskemalla tdstd teoreetti-
nen konsentraatio vasta-aineen ekstinktiokertoimen ja moolimassan avulla

(ekstinktiokertoimen ja moolimassan médritykset kappaleessa 4.1.3).
Seos 1: Azgo (1:10)=0.257 > 1:1 =2.570

2.570

Konsentraatio: S
88950 cm™ M~ -1cm

47754 g/mol=1.38 mg/ml

Seos 2: Asgo (1:1) =0.953

0.953
88950 cm™'M™" -1 cm

Konsentraatio: 47754 g/mol=0.51 mg/ml

Biotinyloinnin onnistuminen todettiin ELISA-testilld, jossa biotinyloitu vas-

ta-aine-fragmentti kiinnitettiin kaupalliseen streptavidiinipinnoitettuun le-
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vyyn eri konsentraatioissa kaksina rinnakkaisina. Tarttuneen vasta-aineen
madrd detektoitiin kohdassa 3.4 valmistetulla foolihappo-AP-konjugaatilla.
Kontrollina kéytettiin aiemmin tehtyja, biotinyloitua mykofenolihappo-vasta-
ainetta ja sille spesifistd mykofenolihappo-AP-konjugaattia. Kuvassa 15 on

mitatut absorbanssit aallonpituudella 405 nm.

0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 - ) _
0,4 - B Rinnakkainen 2
0,3 -
0,2

01 ,"ﬂ I |

Anti-folic 300 Anti-folic 100  Anti-MPA Anti-MPA Blank
ng ng 300 ng 100 ng

O Rinnakkainen 1

A405

Kuva 15. ELISA-testi biotinyloidulle vasta-ainefragmentille. Osasta néytteistd kaksi rinnak-
kaista.

Todettiin, ettd vasta-aine oli tarttunut streptavidiini-pinnoitetulle levylle, jo-

ten biotinylointi oli onnistunut.

4.3 Mallimolekyyli-proteiinikonjugaatin valmistus

Foolihappo konjugoitiin karboksyyliryhméstdidn alkalinen fosfataasi -
entsyymin aminoryhmiin. Puhdistuksen jélkeen foolihappo-alkalinen fosfa-
taasi -fraktioiden proteiinikonsentraatiot méadritettiin BCA-testill4, jossa stan-
dardisuorana kiytettiin alkalisesta fosfataasista tehtyd laimennussarjaa. Ku-
vassa 16 on standardisuora ja kuvassa 17 fraktioiden konsentraatiot standar-

disuoran perusteella.
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Kuva 16. Standardisuora alkalisella fosfataasilla.
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Kuva 17. Foolihappo-alkalinen fosfataasi -konjugaatin pitoisuudet fraktioissa.

Fraktiot 3 - 7 yhdistettiin (500 ul), koska niihin oli eluoitunut eniten proteii-
nia. Seoksen proteiinipitoisuus médritettiin uudelleen BCA-mairitykselld
kahden rinnakkaisen AP-standardisuoran perusteella. Foolihappo-AP -
seoksen kahden rinnakkaisen absorbansseiksi mitattiin aallonpituudella 560
nm 0.535 ja 0.513. Tdsté saatiin keskiarvoksi 0.524 ja siitd laskettiin alkali-
sen fosfataasin standardisuoran (keskiarvo) (kuva 18) perusteella konjugaatin

pitoisuus.
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Kuva 18. Standardisuora alkalisesta fosfataasista kahden rinnakkaisen keskiarvosta.

‘e y-0.126

, y=0524
0.189
‘o 0.524-0.126 2106
0.189

Foolihappo-alkalinen fosfataasi -konjugaatin proteiinikonsentraatioksi saatiin

2.1 mg/ml.

4.4 Analyysisysteemin pystytys ja optimointi
4.4.1 Alkalisen fosfataasin inhibitio natriumdivetyfosfaatille

Alkalisen fosfaatin inhibitiota natriumdivetyfosfaatille tutkittiin, koska alka-
lisen fosfataasin tuottama vérireaktio oli hyvin nopea ja laitteen mittausrajat
tulivat nopeasti vastaan. Myos aikaero TMLA-néytteiden ja standardisuoran

vélilld haluttiin estdd pysdyttdmalld kaikkien reaktio samanaikaisesti.

Alkalisen fosfataasin ja substraatin reaktiota seurattiin neljissi aikapisteessi
inhibiittorin 1dsnd ollessa ja ilman mittaamalla liuosten absorbanssi aallonpi-

tuudella 405 nm (kuva 19).
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Kuva 19. Alkalisen fosfataasin virinmuodostus eri aikapisteissd aallonpituudella 405 nm.
Mustassa sarjassa inhibiittorin tilalla vettd, vdrillisissd inhibiittoria eri konsentraatioilla.
Todettiin natriumdivetyfosfaatin inhiboivan reaktiota, koska vettd siséltineen
ndytteen absorbanssi kasvoi ajan funktiona, mutta inhibiittoria sisdltdneiden

ndytteiden absorbanssi kasvoi vain hyvin vihén tai ei ollenkaan.

Inhibition toimivuus testattiin TMLA-nanopartikkeleiden 14sné ollessa kayt-
tamélld reaktion lopettamiseen 0.5 M natriumdivetyfosfaattia ja mittaamalla
livosten absorbanssi heti seké aikapisteilld 5 ja 20 min. Alkalisen fosfataasin
standardisuoran mittaustulokset ovat kuvassa 20. Magneettihelmien (25 ja 10

pl) mittaustulokset ovat kuvassa 21.

45 -
4,0
35 o y = 3,7154x + 0,2818
3,0 - R2=0,9615
D 25 - —o—heti
-
< 2,0 1 / 5 min
1,5 .
—a—20 min
1,0 1 . .
05 A > Linear (5 min)
0,0 +¥ . . . . . |
0 0,2 04 06 038 1 12
Hg AP

Kuva 20. AP-standardisuora kahdella rinnakkaisella mitattuna heti sekd aikapisteissd 5 ja
20 min. Suorat ovat yhtenevdt.
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Kuva 21. TMLA-ndytteiden absorbanssit kahdella eri helmimddrdlld mitattuina.

Todettiin natriumdivetyfosfaatin pysédyttdvdn alkalisen fosfataasin reaktion

sekd standardisuorassa ettd niytteissd, eikd se vaikuttanut héiritsevin

magneettihelmikoetta.

Jatkokokeissa padtettiin  kdyttdd 50 ul 0.5 M

NaH,POy-inhibiittoria entsyymireaktion pysdyttdmiseen.

4.4.2 Vasta-aineen affiniteetin vaikutus sitoutumisen saantoon

Anti-foolihappo- ja anti-mykofenolihappovasta-aineiden sitomiskapasiteette-

ja vertailtiin kiinnittimallda ne TMLA-nanopartikkeleihin ja tartuttamalla sa-

mat madrdt vasta-aineille spesifisid antigeeneja 100 pl:sta TBS-puskuria.

Naytteiden absorbanssit ovat kuvassa 22.
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Kuva 22. Tarttumistehokkuuden vertailu anti-mykofenolihappo (MPA)- ja anti-foolihappo-

vasta-aineilla (folic). Kaksi rinnakkaista.

Todettiin anti-foolihappovasta-aineella olevan noin kaksinkertainen sitomis-

kapasiteetti

antigeenid kohtaan verrattuna anti-mykofenolihappovasta-
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aineeseen. Jatkokokeissa padtettiin kéyttdd anti-foolihappovasta-ainetta, jolla

oli parempi affiniteetti.

4.4.3 TMLA-magneettihelmien mdcdrdn vaikutus menetelmdn toistettavuuteen

TMLA-magneettihelmien kayttdytymistd ja kéytettdvyyttd arvioitiin anti-
foolihappovasta-aineella kolmella eri maérdlla helmid, 10, 25 ja 50 ul:lla.
Kokeissa havaittiin, ettd 10 pl:lla TMLA-magneettihelmid rinnakkaisten tois-
tettavuus oli heikohko. Koko analyysid ajatellen méérd oli hyvé, silld tartu-
tusméirien ollessa pienemmait virinmuodostus oli hitaampaa. 25 pul magneet-
tihelmia oli helposti késiteltdvd helmimdird, mutta varinmuodostus oli melko
nopea. Rinnakkaiset olivat talld maarélld melko toistettavia. Valmistajan suo-
sittelema maérd, 50 pl magneettihelmid, oli helppo késitelld ja rinnakkaiset
olivat  toistettavia, = mutta  analyysissd tartutetun  antigeeni-AP-
entsyymikonjugaatin hyvéstd katalyyttisestd aktiivisuudesta johtuen vérin-

muodostuminen oli todella nopeaa.

Jatkokokeissa padtettiin kdyttdd 25 pul:aa TMLA-magneettihelmid, koska ti-
méi madrd antoi toistettavia tuloksia ja magneettihelmien sitoma alkalinen
fosfataasi oli mahdollista maarittdd spektrofotometrisesti laitteen lineaarisella

alueella.

4.5 Foolihappo-AP:n méairitys niytteesti TMLA-magneettihelmilla
4.5.1 Foolihappo-AP:n sitoutumisen saannon mddritys

Foolihappo-AP:n sitoutumista méadritettiin 100 pl:sta TBS-puskuria. Kokees-
sa tutkittiin foolihappo-AP -konjugaatin méérdt 0.5, 1 ja 2 ug. Kuvassa 23 on
standardisuora tille kokeelle ja kuvassa 24 rinnakkaisten absorbanssit aallon-

pituudella 405 nm.
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Kuva 23. AP-standardisuora lineaarisella alueella 0 - 1 ug

50 4,494 4,636

40 -
o
S 30 - 2.496 2652 @ Rinnakkainen 1
g’ 20 | Rinnakkainen 2
S 7 1,292 1,407
w

1,0

0114
00 +=—x= : : .
BLANK 05 1 2
pg folic-AP

Kuva 24. TMLA-ndytteiden absorbanssit aallonpituudella 405 nm foolihappo-AP:n saanto-
kokeessa kahdella rinnakkaisella

Standardisuoran avulla médritettiin niytteiden foolihappo-AP -méérit. Tau-

lukossa 2 on laskettu saannot rinnakkaisten keskiarvoille.

Taulukko 2. Foolihappo-AP:n tartutuksen saannot

lisétty foolihappo- std.suoran mu-

niyte AP (ug) kaan (ug) "
A, B 0,5 0,349 70
CD 1 0,709 71
E,F 2 1,296 65

Saantokokeesta saadut tulokset ovat hyvin alustavia ja lisdkokeita tarvitaan
laajemmalla pitoisuusalueella. Aiemmin mdidritetty anti-foolihappovasta-
aineen affiniteetti 100 nM on riittdvd pylvismuotoisessa ndytteen kisittelys-

sd, koska siind muodostuu useita tasapainoja, mutta tdmin kokeen yhdessa
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tasapainossa se aiheuttaa saantojen alentumista. Lisdksi niytteen ldmmitta-

minen saattaa vaikuttaa affiniteettiin ja sitd kautta saantoon alentavasti.

4.5.2 Foolihappo-AP:n mddritys puskurista

Alkaliseen fosfataasiin konjugoitu foolihappo tartutettiin vasta-ainetta sisil-
taneisiin TMLA-helmiin TBS-puskurista. Standardisuora tehtiin kokeen si-
sdiseksi referenssiksi (kuva 25). My06s muissa kokeissa tehtiin standardisuora
samasta syystd, mutta ne on jitetty opinndytetyon tuloksista pois. TMLA-

ndytteiden absorbanssit ovat kuvassa 26.
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Kuva 25. Alkalisen fosfataasin standardisuora kahdella rinnakkaisella pitoisuuksilla 0 - 1 ug
AP
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Kuva 26. Foolihappo-AP:n toistettavuuden mddritys 100 pl:sta TBS-puskuria kuudella rin-
nakkaisella

Tilastolliset analyysit (taulukko 3) suoritettiin kohdan 3.6.8 mukaisesti kuu-

desta rinnakkaisesta néytteesta.
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Taulukko 3. Tilastotietoa rinnakkaisten ndytteiden hajonnasta

Keskiarvo

1,523

Keskihajonta s

0,119

Keskiarvo + 2s = 1,523 +

0,238

RSD %

8%

Foolihappo-AP:n tartutus vasta-aineimmobilisoituihin TMLA-magneetti-

helmiin TBS-puskurista oli tissd kokeessa melko toistettavaa.

4.5.3 Foolihappo-AP:n mddritys kliinisistd matriiseista

Foolihappo-AP tartutettiin vasta-aineimmobilisoituihin TMLA-magneetti-

helmiin identtisilld kokeilla kolmesta eri kliinisestd matriisista, seerumista,

syljesti ja virtsasta.

Seerumikokeen TMLA-néytteiden vasteet ovat kuvassa 27. Kuvassa 28 né-

kyvit sylkikokeen tulokset ja virtsakokeen tulokset ovat kuvassa 29.
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Kuva 27. Foolihapon toistettavuuden mddritys 100 ul:sta seerumia kuudella rinnakkaisella
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Kuva 28. Foolihapon toistettavuuden mddritys 100 ul:sta sylked kuudella rinnakkaisella
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Kuva 29. Foolihapon toistettavuuden mddritys 100 ul:sta virtsaa kuudella rinnakkaisella

Tilastolliset analyysit suoritettiin kohdan 3.6.8 mukaisesti kuudesta rinnak-
kaisesta néytteestd (taulukko 4). Puskurikokeen (4.5.2) tulokset ovat verrok-

kina.

Taulukko 4. Sitoutumissaannot ja tilastolliset analyysit kliinisten matriisien kokeista

Seerumi Sylki Virtsa P(gsé“z‘;‘
Keskihajonta s 0,125 0,117 0,128 0,119
Keskiarvo + 2s = 1,697 £ 0,251 | 0,383 £0,234| 1,523 £0,256| 1,523 +0,238
RSD % 7% 31 % 8% 8%

Kliinisiset matriisit foolihappo-AP:n mairitykselle TMLA-magneettihelmilla
toimivat hyvin, lukuun ottamatta sylked, misséd haitaksi muodostui sen fyysi-
nen olemus. Magneettipartikkeleiden peseminen syljestéd erilleen oli hanka-
laa, koska partikkelit eivit padsseet lilkkumaan matriisissa tiysin vapaasti.
Seerumissa ja virtsassa magneettipartikkelit kéyttdytyivit kuten TBS-
puskurissa. Toistettavuudeltaan TMLA-magneettihelmet soveltuvat tissa sys-

teemisséd niytteenkdsittelyyn seerumista ja virtsasta, mutta eivit syljesta.

4.5.4 Foolihappo-AP:n mddritys elintarvikematriiseista

Foolihappo-AP:n tarttumista 1dmpdonreagoiviin magneettisiin nanopartikke-
leithin (TMLA) madiritettiin elintarvikematriiseista maito, kahvi, tee,
omenamehu ja punaviini. Nidytematriisien pH-arvoiksi mitattiin taulukossa 5
ndkyvit arvot. Luontaisen foolihapon mééraé elintarvikematriiseista ei mitat-

tu. Kuvassa 30 ovat elintarvikematriisien vasteet.
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Taulukko 5. Elintarvikematriisien pH-arvot

Rasvaton maito 6.7
Kahvi 5.2
Tee 5.8
Omenamehu 3.6
Punaviini 3.6
18 - 1,605 1623
16 - 1,521
14 4
12
2 1,01 0.842 0,857
= 08
0,6
0,4 -
0,2 40,061 0,058
0,0 /3 — T T T 1
BLANK BS maito kahvi tee omenamehu punaviini

Kuva 30. Foolihappo-AP:n tarttumistehokkuuden mddritys 100 ul:sta elintarvikematriiseja

Elintarvikematriiseilla sitoutumisen saannot vaihtelivat runsaasti. Kahvilla ja
teelld saannot olivat samaa luokkaa kuin puskurilla, mutta omenamehulla ja
punaviinilli saannot olivat alhaisemmat, ja maidosta foolihappo-AP:ta ei
kyetty méaarittiméén. Elintarvikematriiseista maito osoittautui haastavimmak-
si, koska jokin maidossa esti magneettipartikkeleita joko kerddntyméstd suu-
remmiksi ryppdiksi tai kiinnittymdstd magneettiin. Maidosta ei tdlld mene-
telmélld voida madrittdd antigeenin osuutta. Happamissa matriiseissa,
omenamehussa ja punaviinissi, pH:n arveltiin vaikuttavan saantotasoihin
heikentdvésti. Tdméin kokeen perusteella foolihappo-AP -pitoisuuksia voi-

daan méadrittdd TMLA-magneettihelmilld kahvista ja teesta.

4.5.5 pH:n vaikutus hapteenin sitoutumisen saantoon elintarvikematriiseissa

Happaman  pH:n  arveltiin  vaikuttavan  heikentdvdsti ~ TMLA-
magneettihelmikokeeseen ja sen vaikutusta testattiin vertaamalla sitoutumi-
sen saantoja happamilla sekd neutraaliksi sdddetyilld juomilla. Naytteiden ab-

sorbanssit ovat kuvassa 31.
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Kuva 31. TMLA-néytteiden absorbanssit sddtimdttomille ja neutraaleiksi sdddetyille elintar-

vikkeille

Havaittiin suuret erot vasteissa happamien ja neutraalien ndytematriisien va-

lilld. Suurten erojen perusteella todettiin, ettd hapan pH vaikuttaa negatiivi-

sesti TMLA-magneettihelmikokeessa antigeenin tarttumiseen. Alhaiset vas-

teet happamissa ndytteissd saattoivat aitheutua myds alkalisen fosfataasin ak-

titvisuuden heikentymisestd, mutta sité ei tdssd tyossa tutkittu.

4.5.6 Korkean proteiinipitoisuuden vaikutus TMLA-kokeeseen

Koska maidosta ei voitu TMLA-magneettihelmilld méérittdd foolihappo-

AP:n méaraa niytteessd, kokeiltiin johtuuko helmien kdyttdytyminen maito-

proteiinista vai yleisesti suuresta proteiinimédrdstd ndytteessd. Foolihappo-

AP tartutettiin kaksilla rinnakkaisilla vasta-aineimmobilisoituihin TMLA-

magneettihelmiin kaseiinista ja BSA:sta. Matriiseissa kdytetty proteiinikon-

sentraatio 30.4 mg/ml vastaa arviota maidon kaseiinipitoisuudesta. Vertailu-

kohtana kiytettiin TBS-puskuria. Ndytteiden absorbanssit ovat kuvassa 32.
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Kuva 32. Foolihappo-AP:n tarttuminen proteiiniliuoksista kahdella rinnakkaisella
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Todettiin, ettd suuri kaseiinimédrd hdiritsee TMLA-magneettihelmien toimin-
taa ndytteissd, mutta suuri BSA-proteiinimddri ei vaikuta kokeeseen heiken-

tavasti.

4.5.7 Lampodnreagoivien magneettihelmien vertailu Dynabeads- ja Mag@Trac-
magneettihelmiin

Lampoonreagoivia TMLA-nanohelmié vertailtiin perinteisiin magneettihel-
miin. Samaan miirddn vasta-aineimmobilisoituja Dynabeads-, Mag@Trac-
ja TMLA-helmié tartutettiin identtiset méérdt foolihappo-AP -konjugaattia

kaksilla rinnakkasilla. Naytteiden absorbanssit ovat kuvassa 33.

12:2 1 pes 11—
1,6 -
1,4 -
1,2 1
1,0 - _ _
0,8 - m Rinnakkainen 2
0,6 -
0,4 -
0,2 +—0,06

0,0 +=—=

BLANK Dynabeads Mag@Trac TMLA

113 118

O Rinnakkainen 1

A405

Kuva 33. Foolihappo-AP:n tarttumistehokkuuden médritys eri magneettihelmilld, kahdet
rinnakkaiset

Perinteiset magneettihelmet olivat helppokéyttdisempid kuin lampodnreagoi-
vat TMLA-helmet, mutta niiden saannot jdivdt alhaisemmiksi. TMLA-
helmien vasteeseen verrattuna Mag@Trac-helmet olivat 7 % ja Dynabeads-
helmet 36 % huonompia. Mag@Trac-helmien pinnalla markkinoidaan olevan
enemmaén sitoutuneita streptavidiinimolekyylejd kuin muilla magneettihel-
milld, ja sen saanto oli ldhelld TMLA-nanohelmien saantoa. Kooltaan Dyna-
beads-helmet (2.8 um) ja Mag@Trac-helmet (0.7 um) ovat suurempia kuin
TMLA-nanohelmet (100 nm). Kokonsa puolesta nanokokoisilla magneetti-

helmilla saattaisi olla enemmén kayttokohteita.
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4.6 Foolihapon méiritys kapillaarieletroforeesilla

Foolihappo tartutettiin TMLA-magneettihelmiin 100 pl:sta TBS-puskuria ja
eluoitiin irti 10 % etanolissa + 65 °C:ssa. Standardisuora 0 - 2 pg tehtiin foo-

lihaposta.

Naytteen ja standardisuorien foolihappopitoisuus maaritettiin ennen kapillaa-
rielektroforeesiajoa spektrofotometrisesti myds NanoDrop -spektrofoto-
metrilld. Kaksi rinnakkaista standardisuoraa mitattiin kerran ja ndyte kahdek-
san kertaa. Standardisuora on kuvassa 34 ja ndytteiden absorbanssit kuvassa

35.

0,090 -
0,080 1 y=0,0371x+0,0028

0,070 + R?=0,9923
0,060 -

0,050 -
0,040 -
0,030 4
0,020 -
0,010 -
0,000 : : : : |
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50

A283

pg folic acid

Kuva 34. NanoDrop-laitteella mitattu standardisuora
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Kuva 35. NanoDrop-laitteella mitatut absorbanssit ndytteelle ja niiden keskiarvo
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Kapillaarielektroforeesilla mitattu standardisuora on kuvassa 36.

5000 -
y = 2129,3x + 80,245

4000 R2= 0,994
o 3000
0
N
< 2000 -

1000 -

0 T
0 0,5 1 15 2 25
ug folic

Kuva 36. Foolihapon standardisuora kapillaarielektroforeesissa 0.1-2 ug kahdella rinnak-
kaisella

Standardisuorassa alinta pistettd (0.05 pg) ei kyetty detektoimaan kapillaa-
rielektroforeesissa. My0s ndytteessd olleen foolihapon médard oli liian pieni
detektoitavaksi. Liiteessd 3 ndkyy spektrit korkeimmasta standardista (2 pg,
alempi spektri) ja ndytteestd (ylempi spektri) aallonpituudella 256 nm, joka
antoi ajon korkeassa pH:ssa suuremman vasteen kuin aallonpituus 283 nm.
Néytteen spektristi voidaan kuitenkin havaita hyvin pieni piikki samassa

kohdassa, kuin standardissa olevan foolihapon piikki sijaitsee.

NanoDrop-laitteella néytteelle mitattujen tulosten keskiarvosta voidaan las-
kea standardisuoran avulla foolihappopitoisuus 0.078 pg (RSD 50 %). Néayt-

teiden hajonta johtuu foolihapon hyvin pienestd maérasti niytteessa.

TMLA-helmien kiyttdd nidytteenkdsittelyssd ennen kapillaarielektroforeesia
tulee optimoida lisd4, jotta voidaan saada todellisia tuloksia. Helmet sitovat
kuitenkin verrattain vihdn vasta-ainetta, jolloin my0s antigeenin méérd jaa
vihéiseksi ja hankalaksi detektoida. Tdstd syystd ndytteenkésittelyssd tulisi

kéyttdd suurta madrda kalliita helmid.

Eluointiprosentti foolihapolle TMLA-helmisti oli tdssd kokeessa noin 30 %
NanoDrop-laitteella mitatun tuloksen perusteella. My0s eluutiolosuhteet tulee

optimoida, jotta voidaan saavuttaa mitattavia maaria analyyttia.
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4.7 TMLA-magneettihelmien kiyttiytyminen piisirulla

TMLA-magneettihelmien kayttdytymistd testattiin [dmmitettavalla piisirulla.
Tyhjd siru detektoitiin laserséteelld (kuva 37). Fluoresoivien TMLA-
magneettihelmien injektoimisen jdlkeen kammio detektoitiin uudelleen (kuva
38). Fluoresenssi erottui selvisti ja voitiin todeta magneettihelmien olevan
kammiossa. Magneettihelmet poistettiin kammiosta kéynnistdmalld kylmén
puskurin virtaus. Todettiin fluoresenssin hdvidvin kammiosta. Detektoitiin

kammio puskurivirtauksen jdlkeen (kuva 39). Fluoresenssin todettiin 14hte-

neen puskurin mukana ldhes kokonaan.

Kuva 37. Tyhjd kammio

Kuva 38. Fluoresenssin detektointi kammiossa

i

Kuva 39. Tyhjéksi huuhdeltu kammio

Testattiin  TMLA-magneettihelmien kayttdytymistd piisirulla magneetin
kanssa. Injektoitiin magneettihelmet sirulle ja liammon sekd magneetin avulla
pidettiin niitd kammiossa samalla kun huuhdeltiin sirua puskurilla. Helmet
voitiin ndhda fluoresenssina kammiossa sekd ennen magneetin asettamista et-

td huuhtelun jdlkeen. Kuvassa 40 helmet kammiossa huuhtelun jadlkeen.

Sirua huuhdeltiin puskurilla hitaalla virtauksella, mutta fluoresenssi ei véhen-
tynyt kammiossa. Edes virtausnopeuden nosto maksimiin ei poistanut fluore-

senssia kammiosta (kuva 41). Tarttumista sirun kanavien pintaan pyrittiin eh-
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kiisemidn kayttiméalld Tween 20 -pinta-aktiivista ainetta puskurissa, mutta

silti jokin fluoresenssileimassa tarttui kanavaan mahdollisesti lammityksen

tai ajan vaikutuksesta.

Kuva 40. Magneettihelmet kammiossa

Kuva 41. Fluoresenssi kammiossa huuhtelun jéilkeen

Mikrosiruilla tullaan jatkamaan testeja termoresponsiivisten nanopartikkelei-
den kanssa. Alkutavoitteena on estdd fluoresenssin tarttuminen sirun pintoi-
hin jonkinlaisella pinnoitteella tai lisdaineella. My0s leimattuja antigeeneja
tullaan kokeilemaan sekd tutkimaan lisdd magneettisten partikkeleiden kéyt-

tdytymisté sirulla.
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5 YHTEENVETO

Tyo6n tavoitteena oli kehittdd termoresponsiivisiin magneettisiin nanopartik-
keleihin perustuva nidytteenkisittelymenetelmd miniatyrisoituja analyysilait-
teita varten. TyOsséd kiytettiin vasta-ainefragmentteja mallimolekyylien méaa-

rittdmiseen niytematriiseista.

Tyo aloitettiin tuottamalla anti-foolihappovasta-aine (Fab) pienimuotoisessa
kasvatuksessa ja puhdistamalla se onnistuneesti metalliaffiniteettikromato-
grafian avulla. Vasta-aineen tuottotaso ja puhtaus kromatografian jilkeen to-
dettiin riittdviksi analyyseihin. Vasta-aine biotinyloitiin ja mallimolekyyli

foolihappo konjugoitiin alkalinen fosfataasi -entsyymiin.

Analyysisysteemid optimoitiin ennen varsinaisia madrityksid. Alkaliselle fos-
fataasille etsittiin inhibiittori, jotta entsyymireaktio kyettiin pysdyttimain
samanaikaisesti sekd niytteissé ettd standardisuorassa. Todettiin natriumdive-
tyfosfaatin inhiboivan reaktiota. Vasta-aineen affiniteetin vaikutusta sitoutu-
misen saantoon testattiin kahden eri vasta-aineen avulla. Osoittautui, ettd
saannot laskivat noin puoleen heikomman affiniteetin omaavalla anti-
mykofenolihappovasta-aineella kuin anti-foolihappovasta-aineella. Tésté
syysté jatkokokeissa paddyttiin kdyttdiméédn anti-foolihappovasta-ainetta, jolla
oli parempi affiniteetti. Magneettihelmien mairidn vaikutusta niiden kdytetta-
vyyteen tarkasteltiin kolmella eri maarélla, 10, 25 ja 50 pl:lla. Paadyttiin
kéyttdmaan 25 pl:aa, koska se oli helpompi kisitelld téssd systeemissd kuin
10 pl ja rinnakkaiset olivat toistettavampia. Kéytettdessd 50 pl helmii, ne

puolestaan antoivat heti voimakkaan vasteen, mikéd vaikeutti koejarjestelyja.

Foolihappo-AP -konjugaattia méaritettiin erilaisista ndytematriiseista TMLA-
magneettihelmilld. Kliinisistd matriiseista seerumissa ja virtsassa magneetti-
helmien kéyttdytyminen systeemissé oli verrattavissa puskurikontrolliin, mut-
ta viskositeettinsa takia TMLA-magneettihelmien kerddminen magneettiin oli
hyvin hankalaa, joten niiden kaytto kisittelemattomaélle syljelle on vaikeaa.
Elintarvikematriiseissa foolihappo onnistuttiin méérittdméan puskuriin ver-
rattavalla tasolla kahvista ja teestd, sekd pH:ltaan neutraaleiksi sdddetyisti

omenamehusta ja punaviinistd. Alhainen pH vaikutti saantoihin alentavasti.
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Todettiin - my0s  maitoproteiinin  vaikuttavan  radikaalisti TMLA-
magneettihelmien kayttdytymiseen eikd foolihappo-AP -konjugaattia voitu
talld menetelmalld méaarittdd maidosta. Kun TMLA-magneettihelmié vertail-
tiin perinteisiin magneettihelmiin, havaittiin nanokokoisten ldampodnreagoivi-

en helmien antavan parhaan saannon.

TMLA-helmilld testattiin myds niytteenkdasittelyd kapillaarielektroforeesia
varten. Vasta-aineimmobilisoitujen helmien avulla tartutetun ja niistd irrote-
tun foolihapon méérd tutkittiin ensin NanoDrop-spektrofotometrilld ja sen
jélkeen kapillaarielektroforeesilla standardisuoran avulla. Foolihapon pieni
pitoisuus aiheutti spektrofotometrilld mitattuna suuren hajonnan ja kapillaa-
rielektroforeesilla sitd ei saatu lainkaan nékyviin. Naytteenkésittelyn ja eluu-
tion olosuhteita tullaan optimoimaan liséd, jotta foolithapon maédrittdminen

kapillaarielektroforeesilla olisi mahdollista.

Piisirulle vietyind TMLA-magneettihelmet saatiin kulkemaan kanavassa,
mutta ongelmaksi muodostui fluoresenssin kiinnittyminen kammion seiniin.
Jatkokokeissa etsitddn erilaisia pinta-aktiivisia aineita estdméién pintoihin
kiinnittymista sekd testataan foolihapon tartutusta vasta-

aineimmobilisoituihin magneettihelmiin sirulla.

Ty6ssd keskityttiin tutkimaan uusien termoresponsiivisten magneettisten na-
nopartikkeleiden soveltuvuutta ndytteenkésittelyyn. Kirjallisuudessa ndisti
nanopartikkeleista raportoitiin ensimmaisté kertaa vuonna 1994 [25] ja niité
on kaytetty esimerkiksi tiettyjen solujen erotukseen [26]. Nididen partikkelei-
den soveltuvuutta ndytteenkdsittelyyn ei ole aiemmin ndin systemaattisesti
tutkittu ja raportoitu. My0Oskddn vertailua perinteisiin magneettipartikkelei-
hin ei ole tehty. Tamé opinndytetyd tuo paljon uutta tietoa ndiden partikkelei-

den soveltuvuudesta ndytteenkisittelyyn.

Tutkimusta TMLA-magneettihelmilld tullaan jatkamaan testaamalla saantoja
suuremmista tilavuuksista erilaisia matriiseja, ja liuosmuotoisista matriiseista
siirrytddn kiintedmpiin, kuten soseisiin. Myds paremman affiniteetin vasta-
aineita saatetaan ottaa kokeiluun. Mikrosirutestit jatkuvat eluutiokokeilla, se-

ka kapillaarielektroforeesin olosuhteita tullaan optimoimaan.
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LIOTE 1

Kokeissa Kivtetyt liuokset

Proteiinin tuotto

LB - Luria Broth (Yeast Extract 5 g, Tryptone 10 g, NaCl 10 g, Agar BiTek
15 g, tot.vol. 1000 ml)

TB - Terrific Broth (Tryptone 12 g, Yeast extract 24 g, Glycerol (87%) 4 ml,
tot.vol. 900 ml)

Ampisilliini, 100 mg/ml in 40 % EtOH, steriilisuodatettu.
IPTG (Isopropyl b-d thiogalactopyranoside), 1 M

Proteiinin puhdistus ja karakterisointi

4 x LSB (29 ml DDIW, 5 ml 1 M Tris pH 6.8, 11.6 ml 87% Glycerol, 2 g
SDS, 10 mg Bromphenol blue)

4 x LSB + $-Me (24 ml DDIW, 5 ml 1 M Tris pH 6.8, 11.6 ml 87% Glycerol,
2 g SDS, 10 mg Bromphenol blue, 5 ml f-Mercaptoethanol)

Western Blotting

Buffer (20 % Ethanol, 192 mM Glycine, 25 mM Tris)

Colour Reaction (66 pul NBT, 33 ul BCIP, 10 ml AP-buffer)
AP-puskuri (100 mM Tris pH9.5, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,)
Puskurit

RB - 10 x Running Buffer (250 mM Tris, 1,92 M Glycine, tot. vol 2000 ml in
DDIW)

2 x tartutuspuskuri (20 mM HEPES pH 7.4, 0,4 M NaCl, 2 mM Imidazole pH
7.4, 20 % Glycerol)

2 x peruspuskuri (20 mM HEPES pH 7.4, 2 M NaCl, 20 % Glycerol)
Pesupuskurit (1 x peruspuskuri, imidatsolipitoisuus 1 - 20 mM)

Eluointipuskurit (1 x peruspuskuri, imidatsolipitoisuus 50 -500 mM)

10 x PBS - Phosphate Buffered Saline (0.12 M Na,HPO, - 2 H,;0, 0.03 M
NaH,PO, - H,0, 1.5 M Na(l, tot.vol. 2000 ml in DDIW, pH 6.65)

10 x TBS - Tris-Buffered Saline (0.1 M Tris-HCI pH 8.0, 1.5 M NaCl, tot.vol
5000 ml in DDIW)

TBST (1 x TBS, Tween 20)



Kokeiden mittaustulokset taulukoituina

4.1.1 Anti-foolihappovasta-aineen tuotto

Taulukko: Escherichia coli -bakteerin kasvuliuoksen
absorbanssiarvot tunteina kasvatuksen alkamisesta

laimennos- 0OD600

aika/h suhde laim. 1:1
3 1:2 0,321 0,642
4 1:3 0,601 1,803
5 1:5 0,927 4,635
5,5 1:5 1,199 5,995
5,75 1:5 1,382 6,91

6 1:10 0,759 7,59

6,25 1:10 0,842 8,42
6,5 1:10 0,864 8,64

4.1.2 Proteiinintuoton fraktioiden proteiinipitoisuudet

Pesuliuokset

A560
effluentti 0,923
1 mM 0,522
1 mM 0,195
10 mM 0,112
10 mM 0,118
10 mM 0,103
25 mM 0,110
25 mM 0,111

4.2 Vasta-aineen biotinvylointi

LITE 2 1(5)

Eluutiot
A560

50 mM 0,106
50 mM 0,107
75 mM 0,118
75 mM 0,155
100 mM 0,174
100 mM 0,192
200 mM 0,196
200 mM 0,189
500 mM 0,186
500 mM 0,149

Taulukko 6. BSA- Taulukko 7. Biotinyloidun
standardisuora vasta-aineen fraktioiden
aallonpituudella absorbanssit
560 nm
pg/ml | A560 ;lug(/)l::n
0] 0,080 fraktio | A560 | avulla
25| 0,092 1| 0,206 460
125| 0,140 2| 0358 1220
250 0,190 3| 0521] 2035
500 0,279 4| 0.629| 2575
1000| 0,357 5| 0,707| 2965
2000] 0,542 6| 0,680] 2830
71 0,754 3200
8] 0,742 3140
91 0,596 2410
10| 0,426 1560
11| 0,267 765
12| 0,172 290
13] 0,138 120

Taulukko: Biotinyloinnin
varmistus ELISA-testilld
(absorbanssiarvot aallon-

ituudella 405 nm)

60 min
Folic 300 ng 0,906
Folic 300 ng 0,664
Folic 100 ng 0,268
Folic 100 ng 0,292
MPA 300 ng 0,199
MPA 100 ng 0,176
Blank 0,076
Blank 0,153
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4.3 Mallimolekyvli-proteiinikonjugaatin fraktioiden BCA

Standardisuora 1 Fraktiot | A560 ?l%ils?:lnd Standardisuora
mg/ml | AS60 1| 0,080 0.179| |mg/ml [A560
0| 0078 2| 0087 -0.135 0 0082
1| 0246 0251 0.557 1| 0332
2| 0,493 AT 3204 2| 0,546
3| 0,623 s 0727 V552 3] 0713
4] 0742 T 0397 1796 4] 0872
SL0R78 7] 0.183 0.463 1047

8| 0.130 0.133

9| 0098  -0.067

10| 0092  -0.104

1] 009  -0,060

12| o0.116 0.045

13| 0.141 0.201

14| 0.169 0376

4.4.1 Alkalisen fosfataasin inhibitio NaH,PO4:1le

Taulukko 8. Alkalisen fosfataasin virinmuodostus eri aikapisteissd
aallonpituudella 405 nm (inhibiittorina NaH2PO4 ja koe ilman helmid)

M NaH,PO,
min vesi 0,05 0,063 0,1 0,25 0,5
0,656 0,268 0,267 0,249 0,246 0,239
7 0,867 0,311 0,303 0,273 0,260 0,245
9 1,081 0,356 0,343 0,298 0,267 0,251
11 1,281 0,398 0,380 0,321 0,276 0,252

Taulukko: AP-standardisuoran Taulukko: TMLA-ndytteiden
absorbanssit aallonpituudella 405 nm absorbanssit aallonpituudella 405 nm
(koe helmien kanssa) heti Smin |20 min

25 pl 2,796 | 2914| 2,925

ug AP | heti S min |20 min
10 pl 1,703 ] 1,694| 1,697

1] 3,747| 3,751 3,748
05| 2,557| 2,543] 2,551
0,25| 1468| 1463] 1467
0,125| 0,765| 0,765| 0,767
0,0625] 0286] 0,287] 0,291
0,03125] 0,194] 0,198] 0,201

4.4.2 Vasta-aineen affiniteetin vaikutus sitoutumisen saantoon

Taulukko 9. AP-stan- Taulukko 10. MPA- ja
dardisuoran absorbanssit anti-foolihappovasta-
aallonpituudella 405 nm aineiden vertailu
pg AP A405 A405
1 4,383 MPA 1,967
0,5 2,896 MPA 1,842
0,25 1,550 Folic 3,797
0,125 0,995 Folic 3,841
0,0625 0,522
0,03125 0,275
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4.5.1 Foolihappo-AP:n sitoutumisen saannon mééritys

Taulukko 11. AP-standar- Taulukko 12. TMLA-kokeen tulokset
disuoran absorbanssit suuremmille pitoisuuksille
suurten pitoisuuksien kokeessa SUM (A405)
ug AP | A405 BLANK 0,114
2 4,581 A 0,5 1,292
1 3,446 B 0,5 1,407
06 2363 C 1 2.496
0,4 1,547 D 1 2,652
0,2 0,894 E 2 4,494
0 0,050 F 2 4,636
4.5.2 Foolihappo-AP:n tartutus puskurista
Taulukko: AP-stan- Taulukko: TMLA-ndytteiden absor-
dardisuoran absorbanssit banssiarvot puskurista aallonpituu-
aallonpituudella 405 nm della 405 nm
ug AP | A405 A405 keskihajonta
2 4,688 puskuri 0,059 0
1 4,246 A 1,329 0
0,6 3,166 B 1,458 0
0,4 2,802 C 1,599 0
0,2 1,635 D 1,556 0
0 0,053 E 1,526 0
F 1,671 0
A-F 1,523 0,119
4.5.3 Foolihappo-AP:n méiritys kliinisistd niytteista
Seerumi
Taulukko 13. AP-stan- Taulukko 14. TMLA-ndytteiden absorbanssi-
dardisuoran absorbanssit aallon- arvot seerumista aallon-pituudella 405 nm
pituudella 405 nm -
A405 hajonta
ug AP | A405 puskuri 0,059 0
2 5,722 A 1,603 0
1 4,278 B 1,553 0
0,6 3,042 C 1,611 0
0,4 2,630 D 1,743 0
0,2 1,754 E 1,842 0
0 0,052 F 1,833 0
A-F 1,697 0,125




Sylki

Taulukko 15. AP-stan-
dardisuoran absorbanssit
aallonpituudella 405 nm

pg/ml A560
2 4,699
1| 4249
0,6 3,071
0,4 2,690
0,2 1,976
0 0,050
Virtsa

Taulukko 17. AP-stan-
dardisuoran absorbanssit
aallonpituudella 405 nm

1g AP | A405
2 4,579
1 4,063
06 3,159
04 2,610
0.2 1,595
0 0,054

4.5.4 Foolihapon tartutus elintarvikematriiseista

Taulukko 19. AP-stan-
dardisuoran absorbanssit
aallonpituudella 405 nm

pg AP | A405
2 4,480
1 4,181
0,6 3,169
0,4 2,765
0,2 1,433
0 0,049
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Taulukko 16. TMLA-ndytteiden
absorbanssiarvot syljestd aallon-
pituudella 405 nm

A405 hajonta
puskuri 0,062
0,358
0,450
0,504
0,179
0,460
0,350
-F 0,383 0,117

(=l [l {w) lal [l ()l

> |Tm (OO W >

Taulukko 18. TMLA-ndytteiden
absorbanssiarvot virtsasta
aallonpituudella 405 nm

A405 hajonta
puskuri 0,063
1,485
1,487
1,589
1,718
1,726
1,778
-F 1,630 0,128

o |O |o o |o |o |o

> |m|m|o 0O (W |>

Taulukko 20. TMLA-ndytteiden
absorbanssiarvot elintarvike-
matriiseista aallonpituudella 405 nm

A405

BLANK 0,058
A TBS 1,382
B maito 0,085
C kahvi 1,324
D tee 1,619
E omenamehu 0,763
F punaviini 1,568
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4.5.5 pH:n vaikutus hapteenin sitoutumisen saantoon elintarvikematriiseilla

Taulukko 21. AP-stan- Taulukko 22. TMLA-ndytteiden
dardisuoran absorbanssit absorbanssit elintarvikendytteille.
aallonpituudella 405 nm.
A405
pg AP | A405 puskuri | BLANK 0,057
2 5,260 A TBS 1,547
1 4,251 B mehu 0,542
0,6 3,266 c mehu pH-sa&td 1,670
0.4 2,437 D viini 0,600
0,2 1,634 E viini ph-s&td 1,324
0 0,051
4.5.6 Korkean proteiinipitoisuuden vaikutus TMLA-kokeeseen
Taulukko 23. AP-stan-dardisuoran Taulukko 24. TMLA-ndiytteiden
absorbanssit absorbanssit proteiiniliuoksista.
aallonpituudella 405 nm.
A405
ng AP A405 BLANK 0,054
2| 4,040 A TBS 1,434
1 3,585 B TBS 1,598
0,6] 3,549 c Kaseiini 0,127
04] 2933 D Kaseiini 0,134
0,2 1,938 E BSA 1,912
0] 0,050 F BSA 1,947

4.5.7 Lampoonreagoivien magneettihelmien vertailu Dynabeads- ja Mag@Trac -
magneettihelmiin

Taulukko 25. AP-stan- Taulukko 26. Absorbanssiarvot eri
dardisuoran absorbanssit magneettihelmille.
aallonpituudella 405 nm.
A405
ug AP | A405 BLANK 0,057
2 4,370 Dynabeads | A 1,129
1 3,957 Dynabeads |B 1,180
0,6 3315 Mag@Trac |C 1,654
04| 2,741 Mag@Trac |D 1,711
0,2 1,788 TMLA E 1,815
0 0,058 TMLA F 1,788

4.6 Foolihapon maédritys kapillaarielektroforeesilla

Taulukko 27. Standardisuorasta mitatut arvot kapillaari-

elektroforeesiajossa.
pg folic tmigr area height
0,05] - - -
0,1 14,746 206 63
0,25 14,975 802 188
0,5 15,15 1124 308
1 15,325 2075 628
2 15,488 4392 1255




LITE 3

Foolihapon spektri kapillaarielektroforeesissa

(Ylempéna niyte, alempana foolihapon standardi 2 pg)
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