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Tyypin | prokollageenin aminoterminaalinen propeptidi (PINP) muodostuu tyypin | kollageenin
synteesin aikana ja erittyy verenkiertoon. Seerumista mitattava intakti-PINP on heterotrimeerinen
antigeeni, joka kuvaa luun aineenvaihduntanopeutta. PINP:n patologisen eli homotrimeerisen
muodon on todettu liittyvan luukudoksen eri sairauksiin seka luustoon etapesakkeita lahettaviin
syopiin. Homotrimeeriselle antigeenille ei ole tarjolla spesifista analysointimenetelmaa, mika hi-
dastaa sen kliinisen merkityksen selvittamista.

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli tutkia PINP:n eri varianttimuotoja leimattujen monoklonaa-
listen vasta-aineiden avulla. Tavoitteena oli optimoida seké vasta-aineparien etta tutkittavien anti-
geenindytteiden pitoisuudet siten, ettd vasta-aineet sitoutuisivat spesifisesti joko heterotrimeeri-
seen tai homotrimeeriseen PINP-varianttiin. Analysoinneissa kaytettiin Oulun yliopiston Diagnos-
tiikan laitoksen Kiliinisen kemian laboratoriossa olevaa IDS-iSYS-analysaattoria, jonka analysoin-
timenetelm&@ perustuu vasta-aineeseen liitetyn merkkiaineen hajoamisessa emittoituvan valon
maaran mittaamiseen (kemiluminesenssi).

Tutkittavat PINP-naytteet puhdistettiin pleura- ja askitesnesteista kromatografisilla menetelmilla.
Toimeksiantajan laboratoriossa aikaisemmin tehdyn tutkimuksen perusteella valitut vasta-aineet
leimattiin joko biotiinilla tai akridiumesterilla. Vasta-aineiden pitoisuusoptimoinnin jalkeen leimapa-
rien toimivuutta testattiin analysoimalla niiden sitoutuminen puhdistettuihin soluviljelynaytteisiin
seka denaturoituihin antigeeninaytteisiin. PINP-naytteiden puhtautta ja antigeenien rakennetta ar-
vioitiin lisaksi geelielektroforeesin avulla.

Tydn tuloksena saatiin optimoitua kolme erilaista vasta-aineparia, joilla mitattaessa PINP-naytteet
titraantuivat tavoitteiden mukaisesti. Vasta-aineparit sitoutuivat hyvin soluviljelynaytteiden anti-
geeneihin, eli leimapareja on mahdollista kayttdad apuna eri solulinjojen tutkimisessa. Vasta-
aineiden sitoutuminen kohdeantigeeniin inhiboitui lampddenaturoinnin seurauksena, eli menetel-
méa on herkka antigeenin rakenteen muutoksille. Lisaksi tyon aikana leimattujen vasta-aineiden
todettiin olevan herkkia pakastus-sulatussyklin toistumiselle. Tyon tuloksia on mahdollista kayttaa
eri PINP-variantit erottelevan automaattisen analysointimenetelman jatkokehityksessa ja pysty-
tyksessa.
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The aminoterminal propeptide of type | procollagen (PINP) is a trimeric antigen which is secreted
into the blood circulation during collagen synthesis. In human serum PINP is mostly in a heterot-
rimeric form (so called intact PINP) and it is a clinically valid indicator for bone synthesis. In some
pathological tissues like breast cancer or osteoarthrosis PINP is synthesized as a homotrimeric
form which is weak and fragile compared to intact PINP. Present PINP immunoassays do not dis-
tinguish between the heterotrimeric and homotrimeric forms of the PINP antigen.

The purpose of this thesis was to study different variants of the PINP antigen and the structure of
trimeric isoforms of the propeptide. The objective was to optimize the concentrations for mono-
clonal antibodies to bind spesifically either heterotrimeric or homotrimeric form of the antigen from
the sample matrix.

PINP antigen samples were purified from human pleural and ascites fluid by cromatographic
methods, and the purity of PINP samples was verified by gel electrophoresis. Monoclonal antibo-
dies against different variants were either biotinylated or labeled with acridinium esther. Different
samples were analyzed using automated IDS-iSYS-analyzer which assay method is based on the
amount of light emitted by acridinium label of an antibody (chemiluminescence). The structure of
antigens was studied by heat denaturation and gel electrophoresis.

After optimization the antigen-binding specificity of different antibody pairs was good. The anti-
gen-binding ability was inhibited by heat denaturation so the method is sensitive to changes in
antigen conformation. According to the results of gel electrophoresis the antigen samples were
pure and the molecular weight of the polypeptide chains of PINP did not depend on the origin of
the antigen. The results of this thesis can be used for establishing a new automated assay met-
hod for different PINP variants.

Keywords: Aminoterminal propeptide, homotrimer, heterotrimer, antibody, IDS-iSYS-analyzer
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1 JOHDANTO

Oulun yliopiston professori Juha Risteli on tutkinut kollageeneja ja niiden hajoamistuotteita jo
usean vuosikymmenen ajan. 2000-luvun alusta lahtien Ristelin tutkimusryhmassa on tutkittu luus-
ton aineenvaihduntaa kuvaavan tyypin | prokollageenin aminoterminaalisen propeptidin (PINP) eri
varianttimuotoja. Kollageenisynteesin yhteydessa verenkiertoon vapautuvan intakti-PINP-
variantin mittaaminen seerumista on talla hetkella ainoa luotettava keino seurata osteopo-
roosilaakityksen tai estrogeenihoidon vaikutusta luun aineenvaihduntanopeuteen. Lisaksi huo-
mattavan korkeiden seerumin PINP-pitoisuuksien on todettu olevan yhteydessa esimerkiksi luus-
ton osteoblastisiin metastaaseihin. (HUSLAB-liikelaitos 2011, hakupaiva 18.3.2014.)

Terveesta kollageenistd perdisin oleva intakti-PINP on rakenteeltaan heterotrimeeri, eli se muo-
dostuu kahdesta erilaisesta polypeptidiketjusta: kahdesta a1-ketjusta ja yhdesta a2-ketjusta. Joi-
denkin patologisten tilojen yhteydessa kollageenisynteesi kuitenkin héiriintyy ja muodostuu ho-
motrimeeristd kollageenia, jossa kaikki kolme polypeptidiketjua ovat a1-ketjuja. (Han, McBride,
Losert & Leikin 2008, 123.) Kolmesta samanlaisesta a-ketjusta muodostuva kollageeni on hau-
rasta verrattuna terveeseen muotoon. Homotrimeerisen kollageenin kliinistd merkitysta ei viela
taysin tunneta, mutta sen on epailty olevan yhteydessa esimerkiksi osteoartroosin kehittymiseen.
(Bailey, Sims & Knott 2002, 176.) Hiirimallia, jolla a2-ketjuja koodaavan COL1A2-geenin vaurioi-
tumisen seurauksena muodostuu vain homotrimeerista tyypin | kollageenia, voidaan kayttaa ho-
motrimeerisen variantin merkityksen selvittamiseen esimerkiksi perinndllisten luustosairauksien
kehittymisessa (Kuznetsova, McBride & Leikin 2001, 807-808).

Taman opinnaytetyon laboratorio-osuus tehtiin Oulun yliopiston Diagnostiikan laitoksen Kiliinisen
kemian laboratoriossa. Laboratoriossa on kaytossa IDS-iSYS-analysaattori, jolla voidaan maarit-
taa seerumin tai plasman intakti-PINP-pitoisuus kemiluminesenssiin perustuvalla analysointime-
netelmalla (CLIA). Kyseinen menetelmé ei kuitenkaan tee eroa trimeeristen varianttien valille. Mi-
kéli analysointimenetelm& pystyttaisiin kehittamaan molemmat PINP-variantit erottelevaksi, ho-

motrimeerisen kollageenin tutkiminen nopeutuisi huomattavasti.

Opinnaytetyon tarkoituksena on tutkia PINP:n eri varianttimuotoja kolmen erilaisen leimatun vas-
ta-aineparin avulla. Tavoitteena on 16ytaa leimatuille vasta-ainepareille sellaiset pitoisuudet, etta

ne sitoutuvat spesifisesti joko homotrimeeriseen tai heterotrimeeriseen PINP-varianttiin. Lahto-



kohtana tyélle on toimeksiantajan laboratoriossa aikaisemmin tehty tutkimus vasta-aineparien si-
toutumisesta PINP-antigeenin eri varianttimuotoihin. Lisaksi tavoitteena on optimoida eri [ahtoma-
teriaaleista puhdistettujen PINP-naytteiden pitoisuudet IDS-iSYS-analysaattorilla tehtavia mitta-
uksia varten. Aikaisemman tutkimustyon perusteella haasteita tyohon tuo kahden eri PINP-
antigeenin valisen ristireagoinnin liséksi sandwich-CLIA:an perustuvan menetelmén herkkyys

vasta-aineiden ja merkkiaineiden suhteiden muuttumiselle.



2 TEOREETTINEN TAUSTA

Kollageenit ovat kaikkien monisoluisten elididen tarkeimpia rakenneproteiineja. Ne antavat tuki-
kudoksille, kuten luustolle ja iholle, niiden toiminnan kannalta tarkeimméat ominaisuudet: lujuuden
ja kestavyyden. Kollageenit on eroteltu roomalaisin numeroin niiden rakenteen ja toiminnallisten
ominaisuuksien perusteella yli kahdeksikymmeneksi eri kollageenityypiksi, joiden suhteellinen
osuus vaihtelee elimesta ja kudoksesta riippuen. Kollageenien aineenvaihduntatuotteilla on suuri
merkitys ihmisen terveydentilan arvioimisessa ja niiden analysoimiseksi on kehitetty useita immu-
nokemiallisia maaritysmenetelmia. (Lodish, Berk, Zipursky, Matsudaira, Baltrimore & Damell
2000, hakupaiva 3.4.2014; Risteli 1993, 9-11.)

2.1 Tyypin | kollageeni

Fibroblastien ja osteoblastien syntetisoima tyypin | kollageeni kattaa 70 % kaikesta elimiston kol-
lageenista. Suurin osa tyypin | kollageenista on luustossa ja hampaissa, joissa se muodostaa jo-
pa 90 % niiden orgaanisesta matriksista. Pehmytkudoksessa, kuten ihossa, tyypin | kollageeni

esiintyy usein yhdessa muiden kollageenityyppien kanssa. (Risteli 1993, 11-12.)

Saikeita muodostava tyypin | kollageeni syntetisoidaan suurina prokollageenimolekyyleina (kuvio
1). Useiden entsymaattisten reaktioiden seurauksena kahden eri geenin koodaamat polypeptidi-
ketjut kiertyvat toistensa ymparille rakenteeksi, jota sanotaan kolmoiskierteiseksi kollageenihelik-
siksi. Kolmoiskierteinen rakenne on mahdollista kollageenille ominaisen aminohappokoostumuk-
sen ansiosta, missa joka kolmas aminohappo on glysiini. Joka kolmannen aminohapon sivuketjun
on mahduttava kierteen keskelle, ja glysiinin sivuketju muodostuu pelkésté vedysta. Kollageenin
rakenteen ajatellaan koostuvan aminohappotripleteistad Gly-X-Y, jossa X ja Y vastaavat mita ta-
hansa aminohappoa, useimmiten proliinia tai hydroksiproliinia. Erityisesti hydroksiproliini stabiloi
kollageenin rakennetta hydroksyyliryhmien vélisilld vetysidoksilla. Normaalisti kollageenisaikeen
muodostavat kaksi a1-ketjua ja yksi a2-ketju. Kun muodostuneen prokollageenin péaista katkais-
taan proteolyyttisesti pitkat aminoterminaaliset ja karboksiterminaaliset propeptidiosat, jaljelle jaa
varsinainen kollageenimolekyyli. Molekyylin paissa olevat ei-helikaaliset telopeptidialueet sitovat
poikkisiltarakenteiden avulla viereiset molekyylit vahvoiksi kollageenisaikeiksi. Koska luu on ela-
vaa ja jatkuvasti uusiutuvaa kudosta, myos tyypin | kollageenin tuotanto pysyy aktiivisena koko
ihmisen elinian ajan. (Risteli 1993, 13-15; Koivula, Risteli & Risteli 2012, 921.)



Kollageeni

(Man)n
GlcNac

PINP Ntx ICTP PICP

CrossLaps
aminoterminaalinen aminoterminaalinen helikaalinen  karboksiterminaalinen  karboksiterminaalinen
propeptidi telopeptidi alue telopeptidi propeptidi

KUVIO 1. Tyypin | prokollageenin rakenne (Risteli & Risteli 2010, 181). Kuvaan merkityt raken-
teeseen liittyvat hiilihydraattiketjut ovat: Gal = galaktoosi, GlcNac = N-asetyyliglukosamiini,

(Man)n = n lukum&&ré mannoosi-téhteita

211 Tyypin | prokollageenin aminoterminaalinen propeptidi

Tyypin | prokollageenin aminoterminaalinen propeptidi on yksi parhaiten luun uusiutumista ku-
vaava merkkiaine. Kun elimistd tuottaa yhden moolin tyypin | kollageenia, erittyy verenkiertoon
samalla yksi mooli N-terminaalista propeptidia (PINP) ja yksi mooli C-terminaalista propeptidia
(PICP). Verenkierrosta PINP poistuu maksan endoteelisolujen kautta. (Risteli 1993.) Koska suu-
rin osa tyypin | kollageenista on luustossa ja pehmytkudoksesta peraisin oleva propeptidi erittyy
yleensa ensin imunesteeseen, antaa seerumin PINP-pitoisuus hyvan kuvan luun kollageenin syn-
teesinopeudesta. (Koivula, Richardson, Leino, Valleala, Griffiths, Barnes, Konttinen, Garrity &
Risteli 2010, 1453.)

PINP esiintyy seerumissa kahdessa eri muodossa. Suurempi, trimeerinen antigeeni (intakti-PINP)
rakentuu kolmesta toisiinsa sahkaisin vuorovaikutuksin sitoutuneesta proa-ketjusta, joista kaksi
on proa1-ketjua ja yksi on lyhyempi proa2-ketju. Molemmista ketjuista voidaan erottaa helikaali-
nen keskusosa ja lyhyt karboksiterminaalinen alue. Proa1-ketjussa on lisaksi pallomainen N-
terminaalinen alue, joka on antigeenin immunogeenisin osa. Toinen seerumista l0ydettava muoto
on monomeerinen PINP, jossa on vain yksi proa1-ketju. Monomeeri poistuu veresta todennakéi-

sesti munuaisten kautta, mink& vuoksi esimerkiksi dialyysipotilaiden seerumissa on huomattavan



paljon monomeerista muotoa. (Koivula ym. 2012, 921.) Aikaisemmin monomeerin epailtiin olevan
peraisin intakti-PINP:n denaturoitumisesta, mutta todennakdisemmin se on pehmytkudoksen niin
sanotun pN-kollageenin hajoamisessa muodostunut tuote (Koivula, Ruotsalainen, Bjérkman,

Nurmenniemi, Ikaheimo, Savolainen, Sorva, & Risteli 2010, 70-71).

Joidenkin patologisten tilojen, kuten luustoon etépesakkeitd lahettavan rintasyovan ja nivelrikko-
jen yhteydessé on todettu muodostuvan homotrimeerista tyypin | kollageenia, jossa normaalista
poiketen kaikki kolme polypeptidiketjua ovat a1-ketjuja. (Koivula ym. 2012; 921.) Myds tulehduk-
sellisten iensairauksien yhteydessa ienfibroblastit muodostavat a1-homotrimeeria kollageenia he-
terotrimeerin tyypin | ja Ill kollageenien sijasta (Narayanan & Page 1976, 5464, 5470), mutta klii-
nistd merkitysta ilmidlle ei viela ole. Homotrimeerisen kollageenin mineralisoituminen on vahaista
ja rakennetta stabiloivat poikkisiltarakenteet poikkeavat intaktista muodosta, minka vuoksi se on

haurasta ja heikompaa verrattuna terveeseen tukikudokseen (Han ym. 2008, 123).

Aggressiivista rintasyopaa sairastavien henkildiden seerumista on |0ydetty huomattavan korkeita
PINP-pitoisuuksia verrattuna terveiden aikuisten PINP/PICP-tasoihin, ja PINP-ylimaaran onkin
arveltu johtuvan homotrimeerin variantin (hotPINP) erittymisesta vereen. (Kauppila, Jukkola,
Melkko, Risteli, Turpeenniemi-Hujanen, Vuorinen & Risteli 2001, 2293, 2295; Clouth & Oremek
2011, 2-3.) Sairauksien diagnostiikan kannalta olisi erittain hyodyllista, jos molempien trimeeris-
ten antigeenien pitoisuudet voitaisiin maarittaa erikseen ilman, etta ne on ensin eroteltu kromato-
grafisesti toisistaan. Saatavilla olevilla immunologisilla analysointimenetelmilla se ei kuitenkaan
ole mahdollista. (Kauppila ym. 2001, 2296.)

2.1.2  Nykyiset kaupalliset PINP-maaritysmenetelmat

Talla hetkelld markkinoilla on tarjolla kaksi automatisoitua PINP-analysointimenetelmaa, intakti-
PINP (Immunodiagnostic Systems) ja totaali-PINP (Roche Diagnostic). Intakti-PINP on kehitetty
mittaamaan ainoastaan trimeerista antigeenia, kun taas totaali-PINP tunnistaa naytteestd myds
monomeerin. Totaalimenetelman kehittdmisen taustalla ovat aikaisemmat tutkimustulokset, joi-
den perusteella intakti-PINP hajoaa verenkierrossa lampétilan vaikutuksesta monomeeriksi. My6-
hemmin on kuitenkin todettu, ettei trimeerisen variantin denaturoitumisella ole yhteyttd monomee-

rin esiintymiselle seerumissa. (Koivula ym. 2010, 1454, 1456; Koivula ym. 2012, 923.)
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Kliinisesti tarkein ero kahden menetelman valilla on se, ettei totaali-PINP sovellu munuaispotilai-
den naytteiden analysoimiseen. Normaalisti pienikokoiset peptidit pilkkoutuvat ja suodattuvat pri-
méaarivirtsaan munuaisten hiussuonikerasissa. Koska dialyysihoidolla ei taysin pystyta korvaa-
maan terveiden munuaisten suodatusominaisuuksia, munuaispotilaiden seerumissa voi olla mo-
ninkertainen pitoisuus monomeeria verrattuna intaktiin muotoon. Nain ollen totaalimenetelmalla
mitatut korkeat PINP-arvot eivat anna todellista kuvaa luunmuodostumisnopeudesta. Intakti-PINP
-menetelmalld saataviin arvoihin korkeilla monomeeripitoisuuksilla ei sen sijaan ole kliinisesti
merkittdvaa vaikutusta, silla ristireagointi trimeerisen muodon kanssa ja erittain vahaiseksi. (Koi-
vula 2010, 1456; Koivula ym. 2012, 922.)

2.1.3 Kollageenien denaturaatio

Denaturoitumisella tarkoitetaan proteiinien sekundéari- ja tertidarirakenteiden tuhoutumista niita
koossa pitavien sidosten katketessa jonkin ulkoisen tekijan vaikutuksesta. Proteiinin primaéarira-
kenne eli yksittainen polypeptidiketju pysyy muuttumattomana, silla ilmiéna denaturaatio ei ole
tarpeeksi voimakas katkaistakseen aminohappojen valisia vahvoja peptidisidoksia. Denaturoitu-
minen voidaan aiheuttaa esimerkiksi nostamalla lampdtilaa, kayttamalla eri entsyymeja ja pelkis-
timid, pH-muutoksilla tai UV-séteilyn avulla. Konformaation muuttuessa proteiinit menettavat sa-
malla toiminnalliset ominaisuutensa. (Ophardt 2003, hakupaiva 2.11.2013; Bettelheim, Brown,
Campbell & Farrell 2007, 575-579.)

Saikeisen kollageenin muodostavat yksittaiset molekyylit rakentuvat kolmesta toistensa ymparille
kietoutuneesta polypeptidiketjusta. Ketjujen valiset vetysidokset seka poikittaiset, kovalenttiset
ristisidokset helikaalisten alueiden valilla stabiloivat kollageeniséikeet kestamaan suurta rasitusta
ruumiinldampdtilassa. Lampatilan noustessa kineettinen energia kasvaa ja lisdantyva varina vau-
rioittaa molekyylien valisia sidoksia seka ketjujen sisaisia vuorovaikutuksia. Talloin kolmoiskier-
teinen kollageeni hajoaa ja polypeptidiketjut irtoavat toisistaan. Lampdtilan laskiessa takaisin 1&-
helle ruumiinlampatilaa polypeptidiketjut palautuvat spontaanisti alkuperaiseen helikaaliseen kon-
formaatioonsa. Tata ilmiota kutsutaan proteiinien renaturoitumiseksi. (Bettelneim ym. 2007, 575
579; Murray, Bender, Botham, Kennelly, Rodwell & Wei 2012, 38-39.)

Denaturaation vaikutusta antigeeniin voidaan tutkia laboratorio-olosuhteissa koeputkessa (in vit-

ro). Vasta-aineen sitoutumiskohta eli epitooppi on antigeenin pinnalla oleva, usein muutamasta

aminohaposta tai monosakkaridista koostuva alue. Antigeenissa voi olla lukematon maara eri epi-
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tooppeja, ja vasta-aineiden kyky sitoutua antigeeniin on riippuvainen epitoopin kolmiulotteisesta
rakenteesta. Mikali epitooppi on lineaarinen eli lyhyt yksittainen jatkuva ketju, denaturointi ei to-
dennakoisesti vaikuta sen ominaisuuksiin. Konformationaalinen epitooppi sen sijaan muodostuu
useammasta antigeenin alueesta, ja antigeenin tertidarirakenteen tuhoutuessa epitooppi menet-
taa kykynsa sitoa vasta-ainetta. Maarittdmalla vasta-aineiden sitoutuminen ennen ja jalkeen de-
naturoinnin saadaan tietoa antigeeni-vasta-aine-kompleksista. (Chemicon International Inc., ha-
kupaiva 8.11.2013.)

Tassa opinnaytetydssa maaritettava antigeeni eli PINP denaturoitiin pitdmalla tutkittavia naytteita
lampdhauteessa +70 °C:ssa kymmenen minuutin ajan. PINP:n denaturoituessa trimeeri rakenne
hajoaa ja a-ketjut irtoavat toisistaan (Risteli, Kauppila, Jukkola, Marjoniemi, Melkko & Risteli
2002, 117).

2.2 Monoklonaaliset vasta-aineet

Monoklonaaliset vasta-aineet (mAb) ovat rakenteeltaan ja ominaisuuksiltaan identtisia, soluvilje-
lyn avulla monistettuja immunoglobuliineja, joita kaytetaan yleisesti laaketieteellisissa ja farmako-
logisissa menetelmissa ja esimerkiksi syopahoidoissa. Laaja-alainen kayttd perustuu vasta-
aineiden kykyyn sitoutua spesifisesti vain yhdenlaiseen antigeenin pinnalla olevaan epitooppiin
aina samanlaisella affiniteetilla. Lisaksi mAb:ja pystytdan pakastamaan ja sulattamaan kaytt6a
varten ilman uudelleenkarakterisointia, mika tuo huomattavan edun verrattuna esimerkiksi poly-
klonaalisiin vasta-aineisiin. (Janeway, Travers, Walport & Shlomchik 2005, 698; Zhang, Chen, Liu
& Qian 2007, 89; Kindt, Goldby & Osborne 2007, 106; Kricka & Wild 2010, 150.)

Monoklonaalisia vasta-aineita tuotetaan laboratorio-olosuhteissa fuusioimalla pernan soluja mye-
loomasolujen kanssa niin sanotuiksi hybridoomasoluiksi. Kun koe-elain immunisoidaan halutulla
antigeenilla, eldimen immuunijarjestelma aktivoituu ja pernan B-lymfosyyteissa kaynnistyy vasta-
ainetuotanto vierasta proteiinia vastaan. Muutaman péivan kuluttua perna poistetaan ja siit saa-
tavat solut siirrettdan solususpensioon yhdessa myeloomasolujen eli loputtomasti jakaantuvien
syopasolujen kanssa. Fuusioitumista edistetaan kasittelemalld solususpensiota esimerkiksi poly-
etyleeniglykolilla, joka mahdollistaa yhdistymisen muuttamalla solujen plasmamembraanin raken-
netta. Fuusioituneilla hybridoomasoluilla on seka sydpasolun ettd pernasolun ominaisuuksia. (Ja-
neway ym. 2005, 697-698.)
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Hybridoomasolut erotellaan fuusioitumattomista soluista inkuboimalla solususpensiota HAT (hy-
poksantiini-aminopteriini-tymidiini)-kasvatusliuoksessa. Liuoksen siséltdama aminopteriini estaa
DNA-synteesin myeloomasoluissa ja fuusioitumattomat pernan B-solut kuolevat muutaman pai-
van kuluttua monistuttuaan rajallisesti vaihtoehtoisen DNA-synteesireitin kautta, joten ainoastaan
fuusioituneet solut pysyvat elinkelpoisina. Koska immunisoituneet solut muodostavat useita erilai-
sia vasta-ainemolekyyleja antigeenin eri epitooppeja kohtaan, yksittaiset solut erotellaan 96-
kuoppalevylle ja haluttua vasta-ainetta tuottavat hybridoomasolut seulotaan kloonausta varten
esimerkiksi ELISA:n (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) avulla. Kloonaamalla valittuja solu-
linjoja voidaan kaytanndssé tuottaa rajattomasti yhdesta solusta peraisin olevaa monoklonaalista
vasta-ainetta. (Liddell 2005, 150; Kindt ym. 2007, 105, 155.)

2.3 Sandwich-CLIA

Tassa opinnaytetyossa kaytetyn automaattisen IDS-iSYS-analysaattorin analysointimenetelma
perustuu kemiluminesenssiin (chemiluminescence immunoassay, CLIA) eli nékyvan valon emit-
toitumiseen kemiallisten reaktioiden seurauksena. Monoklonaaliseen vasta-aineeseen merkkiai-
neeksi liitetty akridiumesteri hajoaa alkalisissa olosuhteissa epéastabiileiksi valituotteiksi, joiden
hajoamisessa muodostuu valoa. Nakyvan valon intensiteetti mitataan analysaattorilla luminomet-
rin avulla ja emittoituneen valon maara on suoraan verrannollinen mitattavan aineen eli antigee-

nin pitoisuuteen. iSYS ilmoittaa mittaustuloksen RLU-arvona (relative light units).

Tassa opinnaytetyon menetelmassa mitattava antigeeni sidotaan streptavidiinin avulla rautaoksi-
dia sisaltaviin paramagneettipartikkeleihin. Paramagnetismilla tarkoitetaan atomien dipolimomen-
tista johtuvaa magneettisuuden muotoa, joka ilmenee ainoastaan ulkoisen magneettikentan vai-
kuttaessa aineeseen. liman ulkoista magneettikenttdd paramagneettiset mikropartikkelit kayttay-
tyvat kuten mik& tahansa aine ja liikkuvat reaktioseoksessa vapaasti. Streptavidiini on puolestaan
bakteerien tuottama proteiini, jossa on nelja sitoutumiskohtaa biotiinille. Streptavidiini sitoo biotii-
nia erittain suurella affiniteetilla ja spesifisyydella, joten proteiinilla paéllystettyjen paramagneetti-
partikkeleiden avulla nédytematriksista voidaan sitoa biotinyloituja molekyyleja, tdssé tapauksessa
monoklonaalisia vasta-aineita. Biotinylointi ei heikenn& proteiinien biologista aktiivisuutta, minka
vuoksi streptavidiini-biotiinikompleksia kaytetaan laajasti bioteknologiassa sek& immunologisissa
maarityksissa. (Kricka & Wild 2005, 205.)
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Sandwich-CLIA:ksi kutsutun menetelmén toimintaperiaate on esitetty kaavamaisesti kuviossa 2.
Biotinyloitu monoklonaalinen vasta-aine (B-mAb) sitoutuu affiniteettinsa mukaisesti inkuboinnin
aikana reaktioseoksessa mitattavaan antigeeniin eli PINP:n johonkin varianttimuotoon (intak-
tilnot/het/monomeeri) ja akridiumesterilla leimattu monoklonaalinen vasta-aine (L-mAb) antigee-
nin vastakkaiselle puolelle. Streptavidiinipaallysteiset paramagneettipartikkelit sitovat edella esite-
tyn kompleksin matriksista. Mikropartikkelit siirretaan reaktioastian eli kyvetin reunaan magneetti-
kentan avulla ja kaikki sitoutumaton aines pestaan pois. Kyvettiin lisatyn vetyperoksidin ja natri-
umhydroksidin vaikutuksesta akridiumesteri hajoaa lahettaen valoa, joka havaitaan luminometril-
la. Emittoituneen valon maara ja siten myos tulokseksi saatava RLU-arvo on sitd suurempi, mita

enemman reaktioseoksessa on mitattavaa antigeenia. (Immunodiagnostic Systems 2011, 8, 13.)

@ Kemiluminesenssi

KUVIO 2. Sandwich-CLIA:n toimintaperiaate (mukaillen: Koivula 2006, 45). Kaaviossa kéytetyt
merkinnét ovat: ruskea ympyré = paramagneettipartikkeli, musta nuolilla merkitty nelio = strepta-
vidiini, siniselld ympyrélla merkitty Y-kirjain = biotinyloitu vasta-aine, téhdella merkitty Y-kirjain =
akridiumesterillé leimattu vasta-aine, musta molekyyli = PINP, H.O; = vetyperoksidi ja NaOH =

natriumhydroksiali.
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2.3.1 Monoklonaalisten vasta-aineiden valinta

Tassa opinnaytetydssa kaytetyt kolme monoklonaalista vasta-aineparia on valittu Juha Ristelin
tutkimusryhmassa tehdyn taulukon perusteella (kuvio 3). Ristelin ryhmassa 2000-luvun alussa
tutkittiin kolmeatoista Orion Diagnostican tuottamaa intakti-PINP:iin sitoutuvaa monoklonaalista
vasta-ainetta, jotka olivat joko biotinyloitu tai leimattu akridiumesterilld. Vasta-aineista saatiin yh-
teensa 169 erilaista leimaparia, joiden sitoutuminen heterotrimeeriseen ja homotrimeeriseen
PINP-varianttin mitattin kayttamalla streptavidiinilla paallystettyja 96-kuoppalevyja ja Victor2-
merkkistd multicounteria. Vasta-ainepareista seitseman sitoutui ensisijaisesti homotrimeeriseen
PINP-varianttiin. Edelld mainituista vasta-ainepareista tdhan opinndytety6hon valittiin kaksi: L-
mADb12 ja B-mAb6 sekd L-mAb7 ja B-mAb2 (hot-parit). Liséksi valittiin yksi heterotrimeerista
PINP:ta suosiva niin sanottu intakti vasta-ainepari, L-mAb7 ja B-mAb11. (Marjoniemi, Hakalahti,
Immonen, Niemi, Novamo & Risteli 2001, S246.)

Tassa opinnaytetydssa PINP:n eri variantteja puhdistettiin pleura- ja askitesnesteesta. Koska
hotPINP sisaltda 50 % enemman negatiivisesti varautuneita fosfaattiryhmia verrattuna heterotri-
meeriin, suurin osa hotPINP:sta saatiin eroteltua ioninvaihtokromatografian (DEAE) avulla mata-
lassa pH:ssa (9,0). Lisaksi erotteluun kéytettin muun muassa geelisuodatusta ja hydrofobista

kromatografiaa. Puhdistamisesta on kerrottu tarkemmin luvussa 3.2.
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st 0:277
st250:17357

KUVIO 3. Leimaparien L-mAb12 ja B-mAb6, L-mAb7 ja B-mAb2 sekéd L-mAb7 ja B-mAb11 valit-

seminen heterotrimeeriseen ja homotrimeeriseen PINP-varianttiin sitoutumisen perusteella. Kuvi-

0ssa kéytety lyhenteet ovat: st 0 = taustan RLU-arvo testausvaiheessa ja st250 = korkean stan-

dardin RLU-arvo testausvaiheessa.
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3 MATERIAALIT JA MENETELMAT

Taman opinnaytetyon kokeellinen laboratorio-osuus tehtiin Oulun yliopiston Diagnostiikan laitok-
sen Kliinisen kemian laboratoriossa kevaan 2013 aikana. Tyon tarkoituksena oli verrata kolmea
eri mAb-paria mitattaessa PINP:n eri varianttimuotoja IDS-iSYS-analysaattorilla. Tavoitteena oli
l6ytaa optimoinnin avulla pitoisuudet seka vasta-ainepareille etta tutkittaville antigeeneille siten,
etta hotPINP-vasta-aineparien sitoutuminen homotrimeeriin antigeeniin olisi mahdollisimman
spesifista. Vastaavasti tavoitteena oli optimoida intakti-PINP-vasta-ainepari sitomaan spesifisesti
hetPINP naytematriksista. Taman liséksi mielenkiinnon kohteena oli selvittaa, poikkeavatko opin-
naytetydssa kaytettyjen preparaattien antigeenit toisistaan, ja kiinnittyvatko tutkimuksen kohteena

olevat leimatut vasta-aineet eri soluviljelynaytteiden antigeeneihin.

Kokeellisen osuuden I&htokohdaksi asetettiin viisi tutkimuskysymysta:

1. Miten mAb-parien pitoisuudet optimoidaan mitattaessa sandwich-CLIA-menetelmalla?
Miten eri antigeenien pitoisuudet optimoidaan?
Miten eri lahtomateriaaleista puhdistetut preparaatit eroavat toisistaan?

Miten antigeenien denaturaatio vaikuttaa vasta-aineiden sitoutumiseen?

ISR

Voidaanko eri mAb-pareja hyodyntaa soluviljelynaytteiden tutkimisessa?

3.1 Kaytetyt reagenssit ja triggerit

Tassa opinnaytetyossa kaytettiin kahta aikaisemmin laboratoriossa leimattua vasta-aineparia (L-
mADb7 ja B-mAb2 seké L-mAb7 ja B-mAb1) ja tassa tyossa leimattua vasta-aineparia (L-mAb12 ja
B-mAb6). Kaikki tyossa kaytetyt vasta-aineet ovat Orion Diagnostican tuottamia. Leimauksessa
kéytettiin paaasiassa Ristelin laboratoriossa itse valmistettuja liuoksia ja puskureita, jotka on koot-
tu litteeseen 1. Naytteiden analysoimisessa tarvittavat reagenssikitit koottiin itse ja niiden sisal-

[0sta on kerrottu tarkemmin seuraavissa luvuissa.

Méarityksia varten IDS-iSYS-analysaattorilla kaytettiin kaupallisia systeemi- ja pesuaineliuoksia,
joita tarvitaan analyysien aikana kyvettien, nestetilojen, neulojen seka magneettipartikkelien pe-
suun ja huuhteluun. Lisaksi kaytettiin kaupallisia A ja B trigger-liuoksia, jotka analysaattori lisaa

automaattisesti kyvetteihin luminometrilla. Trigger A:n sisaltamé happamaan liuokseen laimennet-
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tu vetyperoksidi seka trigger B:n laimea natriumhydroksidi yhdessa aikaansaavat akridiumesterin
virittymisen korkeampaan, epastabiilin energiatilaan. Luminometrilld mitattava valo on peréisin

akridiumesterin viritystilan purkautumisesta. (Immunodiagnostic Systems 2011, 8, 12.)

Osana laadunvarmistusta laitteella kaytettiin paivittaisten huoltotoimenpiteiden yhteydessa CCS-
testikasettia (Cartridge Check System) analysaattorin eri moduulien toiminnan tarkistamiseen ja
taustasignaalien mittaamiseen. Kaupallinen CCS-kasetti koostuu viidesta reagenssista, joita laite
kayttad yhdessa systeemi- ja pesuaineliuosten kanssa laitteelle valmiiksi ohjelmoidun testausoh-
jelman ajamiseen. Ohjelmaan kuuluu esimerkiksi taustasignaalien mittaaminen ja pipetointitila-
vuuksien  tarkistaminen.  Testausohjelmassa mitatut RLU-arvot siirretddn  Excel-
laskentataulukkoon, jossa tulokset lasketaan ja analysoidaan automaattisesti. Mikéli tulokset ovat
kaikilla osa-alueilla hyvaksytyissa rajoissa, laite on toimintakunnossa varsinaisten naytteiden ana-

lysointia varten. (Immunodiagnostic Systems 2011, 45-48.)

Itse koottujen kittien liséksi analysaattorilla kaytettiin kaupallista Human Intact PINP -kittia (Immu-
nodiagnostic Systems) referenssind antigeeninaytteiden testausvaiheessa. Kitti koostuu viidesta
reagenssipullosta, jotka sisaltavat analyyseissa kaytettavat leimatut monoklonaaliset vasta-
aineet, puskurin seka liuottimen naytteiden laimentamista varten. Lisaksi kitti sisaltad PBS:aan
(Phosphate Buffered Saline) laimennetut streptavidiinipaallysteiset paramagneettipartikkelit (Se-

radyn Streptavidin Speedbeads).

3.2 Preparaattien puhdistaminen ja antigeenipitoisuuden analysoiminen

Het- ja hotPINP-naytteet puhdistettiin Ristelin tutkimusryhmassa pleura- ja askitesnesteesta. Pre-
paraatit on keratty Oulun yliopistollisen sairaalan rontgenin ja eri vuodeosastojen potilaiden yli-
jaamanaytteistd vuoden 2011 aikana. Kerdysta varten on saatu ylildékarin myontama ylijagama-

naytteiden kayttolupa.

Sulatetut preparaatit suodatettiin ja saostettin ammoniumsulfaatilla (NHsSQO4). Sentrifugoinnissa
erottunut sakka liuotettiin tislattuun veteen ja dialysoitiin kolmeen kertaan seka tislattua vetta etta
ammoniumasetaattia (pH 5,0) puskurina kayttaen. Dialysoitu ndyte sentrifugoitiin ja sakka puhdis-
tettiin ioninvaihtokromatografialla (DEAE). Eluutiopuskurista keratyista fraktioista mitattiin anti-
geenipitoisuudet SP15-RIA:lla (radioimmunoassay) ja saatujen arvojen perusteella fraktiot yhdis-

tettiin erillisiksi het- ja hot-PINP-naytteiksi. Naytteet dialysoitiin ja kuivattiin lyofilisoimalla naytteita
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yon yli. Lyofilisoinnin jalkeen naytteiden puhdistamista jatkettiin geelifiltraatiolla, korkeapainenes-
tekromatografialla (HPLC, High Performance Liquid Cromatography) ja k&éanteiskromatografialla
(Reversed Phase Cromatography). Jokaisen puhdistusvaiheen jalkeen keratyista fraktioista mitat-
tiin antigeenipitoisuus SP15-RIA:lla ja vain osa fraktioista siirrettiin seuraavaan puhdistusvaihee-

seen.

Eri PINP-naytteiden antigeenipitoisuus arvioitin mittaamalla tislattuun veteen laimennettujen
naytteiden RLU-arvot kaupallisella intakti-PINP-menetelmalla. Lisaksi pleuranesteesta puhdistet-
tujen PINP-naytteiden proteiinipitoisuus mitattin Merck Milliporen Direct Detect -analysointi-
menetelmalld. Menetelma perustuu infrapunaspektroskopiaan, jossa proteiiniketjujen rakenne ka-
rakterisoidaan spektriksi hajotetun sateilyn avulla. Molekyylit absorboivat sateilya tietylla frek-
venssilla, ja mittaamalla aminosidoksiin spesifisesti imeytyvan sateilyn maara voidaan laskea
naytteen kokonaisproteiinipitoisuus ilman erillista aminohappoanalyysia. (Merck Millipore 2014,
hakupéiva 25.2.2014.)

Kahden seka pleura- ettd askitesnesteesta puhdistetun het- ja hotPINP-naytteen puhtautta seka
naytteiden sisaltamia proteiiniketjuja arvioitin PAGE:n (polyakryyliamidigeelielektroforeesi) avulla.
Elektroforeesissa negatiivisesti varautuneet molekyylit likkuvat geelissa sahkévirran vaikutukses-
ta kohti positiivista elektrodia ja jarjestaytyvat molekyylipainonsa mukaisesti. PAGE-ajoa varten
naytteet denaturoitiin lampdhauteessa (+70 °C) 10 minuutin ajan ja pelkistettin DTE:llI& (dithio-

erythritol).

3.3 Vasta-aineen biotinylointi

MADbG biotinyloitiin itse laboratorion ohjeen mukaisesti. Biotinylointi aloitettiin vaihtamalla vasta-
aineliuoksen liuottimen tilalle biotinylointipuskuri (lite 1) ultrasuodattamalla. Ultrasuodatus perus-
tuu nesteen kulkeutumiseen paine-eron avulla huokoisen kalvon Iapi. Kalvon mikrohuokoset es-
tavat suurikokoisia hiukkasia ja molekyyleja, kuten proteiineja, kulkeutumasta suodokseen. Suo-
datukseen kéytettiin Milliporen ULTRAFREE-4-putkea.

Suodatetun vasta-aineliuoksen proteiinipitoisuus arvioitiin mittaamalla suodoksen absorbanssi
spektrofotometrillé aallonpituudella 280 nm (A2so nm) ja tarvittavan biotiinin maara laskettiin Ther-
mo Scientificin ohjeen mukaan. Leimaukseen kaytettiin sulfo-NHS-LC-biotiinia (Pierce Chemical

Co.), joka liuotettiin tislattuun veteen.

19



Koska biotiinia lisattiin ylimaarin, reaktioseokseen vapaaksi jaanyt biotiini eroteltiin leimatusta
vasta-aineesta geelisuodatuskromatografialla geelipylvaassa. Puhdistaminen perustuu eri kokois-
ten ja muotoisten molekyylien liikkumiseen agaroosigeelissa nesteen mukana eri nopeuksilla. Mi-
ta pienempia molekyylit ovat, sitd hitaammin ne geelissa likkuvat, silla pienikokoiset molekyylit
mahtuvat geelin mikrohuokosiin ja niiden kulkeutuminen hidastuu. Geelina kaytettiin Pharmacia
Biotechin Sepharose 6B -geelia. Geelipylvaan lapi pumpatusta eluointipuskurista (lite 1) kerattiin

fraktionkeraajalla 80 fraktiota, joiden proteiinipitoisuus mitattiin spektrofotometrilla (A2so nm).

Puhdistetun B-mAb6-poolin proteiinipitoisuus arvioitin  Bio-Radin DC Protein Assay -
menetelmalld. Kolorimetrisessd menetelmassé 0,9 % NaCl-liuoksella laimennetut naytteet seka
standardit pipetoitiin kuoppalevylle yhdessa reagenssien A ja B kanssa. Reagenssien sisaltdmien
kuparitartraatin seka laimean Folin-reagenssin reagoidessa aminohappojen kanssa alkalisissa
olosuhteissa muodostuu sininen varireaktio, jonka intensiteetti on suoraan verrannollinen nayt-
teen proteiinipitoisuuteen. Naytteiden seka standardien intensiteetti mitattiin spektrofotometrilla

(A7s0 nm). Lisaksi mitattiin taustan eli laimentamiseen kaytetyn 0,9 % NaCl-liuoksen absorbanssi.

3.4 Vasta-aineen leimaaminen akridiumesterilla

MADb12 leimattiin akridiumesterilla laboratorion oman ohjeen mukaan. Ennen leimausta vasta-
aineliuoksen liuotin vaihdettiin AcE-leimauspuskuriin (lite 1) ultrasuodatuksella. Suodatetun vas-
ta-aineliuoksen proteiinipitoisuus arvioitiin spektrofotometrilla (A2so nm) tarvittavan akridiumesterin
maaran laskemiseksi. Vasta-aineen leimaamiseen kaytettiin acridium-4'-NHS in dimethylforma-
mide -liuosta (Immunodiagnostic Systems). Leiman lisadmisen jalkeen reaktion annettiin edeta
tunnin ajan huoneenldmmadssa, jonka jalkeen se pysaytettiin lisaamalla seokseen 1 M etanoli-
amiiniliuosta (pH 8). Vapaaksi jaanyt akridiumesteri sitoutuu etanoliamiinin aminoryhmiin (Bangs
Laboratorioes, Inc. 2002, hakupéaiva 30.1.2014).

Leimattu vasta-aine puhdistettiin geelisuodatuskromatografialla Superdex 2000 -agaroosigeelilla

(Pharmacia Biotech) pakatussa pylvaassa. Eluointipuskuria (liite 1) kerattiin fraktionkeraajalla yh-

teensa 90 fraktiota, joiden absorbanssit mitattiin spektrofotometrilld (A2go nm).
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3.5 Leimattujen vasta-aineiden pitoisuuksien optimointi

Vasta-aineiden leimaamisen jalkeen eri leimaparien sitoutumista testattiin pleura-antigeenista
puhdistettuihin het- ja hotPINP-naytteisiin. Naytteiden analysointia varten koottiin omat reagens-
sikitit itse valmistetuista reagensseista vastaamaan kaupallisen intakti-PINP-kitin sislt6a, lukuun
ottamatta vasta-aineliuoksia. Pullojen 1 (Magnetic particles), 4 (Assay buffer) ja 5 (Diluent) sisalto
pidettiin vakiona ja leimattujen vasta-aineiden pitoisuutta vaihdettiin ajojen vélilld. Vasta-aineiden
konsentraatio saadettiin laboratoriossa itse valmistetuilla AcE- ja Biot-Diluenteilla (pullot 2 ja 3),
jotka ominaisuuksiltaan vastasivat kaupallisen intakti-PINP-kitin leimattujen vasta-aineiden lai-

mennosliuoksia.

Analysoitavista het- ja hotPINP-naytteista tehtiin 1:100 naytelaimennokset laimennospuskuriin.
Ensimmaisissé testiajoissa tarkistettiin, toimivatko leimatut vasta-aineparit ylipaataan halutulla ta-
valla, eli poikkeavatko eri leimapareilla samoista naytteistd mitatut luminesenssit toisistaan. Tu-
loksia verrattin sekd laboratoriossa aikaisemmin mitattuinin seka@ kaupallisella intakti-PINP-

menetelmalla saatuihin tuloksiin.

Leimattujen vasta-aineiden pitoisuusoptimoinnissa testattiin, miten mAb-liuosten konsentraatioi-
den muuttaminen vaikuttaa naytteiden RLU-arvoihin. Jokaisella leimaparilla tehtiin useita testiajo-
ja, joissa joko B-mAb-konsentraatio pidettiin vakiona ja L-mAb-konsentraatiota vaihdettiin tai
painvastoin. PINP-naytteiden RLU-arvojen liséksi huomio kiinnitettiin taustan, eli analysoinnissa

kéytettyjen liuosten ja puskureiden, antaman signaalin muuttumiseen.

3.6 Antigeenipitoisuuden optimointi

Antigeeninaytteiden pitoisuuden optimoimista varten kaikista kahdeksasta het- ja hotPINP-
naytteesta tehtiin laimennossarjat (1:100 — 1:3200) laimentamalla naytteet laimennospuskuriin.

Sarjan jokainen nayte analysoitiin kolmella eri vasta-aineparilla, joiden pitoisuudet valittiin opti-

moinnista saatujen tulosten perusteella.
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3.7 Antigeenin denaturointi

Denaturoinnin vaikutusta antigeeni-vasta-ainekompleksin muodostumiseen testattiin denaturoi-
malla pleura-antigeenia vesihauteessa (+70 °C) 10 minuutin ajan. Pleuranesteesta puhdistetuista
het- ja hotPINP-naytteista tehtiin laimennossarjat diluenttiin ja sarjan jokaisesta naytteesta mitat-
tin RLU-arvot sek& intaktia etta tassa tydssa itse leimattua hot-paria kayttden ennen ja jalkeen
denaturoinnin. Koska naytteiden renaturoitumisnopeudesta ei ollut tietoa, jokainen laimennossar-
ja denaturoitiin ja mitattiin analysaattorilla yksitellen loppuun asti ennen seuraavan sarjan aloitta-
mista. Nain valtettiin denaturoitujen naytteiden jaéhtyminen ja siten mahdollinen renaturoituminen
takaisin natiiviin konformaatioon ennen analyysin aikaista vasta-aineiden lisaamista ja kiinnitty-

mista antigeeniin.

3.8 Soluviljelynaytteiden mittaaminen intaktilla leimaparilla

Koska useat eri solulinjat tuottavat vaihtelevassa maarin kollageenia, vasta-aineiden sitoutumista
soluviljelynaytteisiin testattiin mittaamalla naytteiden RLU-arvot intaktilla leimaparilla. Analysoin-
teihin valittiin seka kaupallisia ATCC-solulinjoja etta Ristelin tutkimusryhméssa aikaisemmin kay-
tettyja, alun perin OYS:n reumapotilaiden synoviaalisista fibroblasteista erilaistettuja ja monistet-
tuja solunaytteitd. Mittauksia varten naytteet lyofilisoitiin suurempaan konsentraatioon ja dialysoi-
tiin yon yli. Naytteet puhdistettiin HPLC:lIa ja eluutiopuskurista keratyista fraktioista mitattiin RLU-
arvot. Mittaus poikkesi het- ja hotPINP-naytteiden analysoimisesta siten, etta iSYS-analysaattorin
analyysiohjelmasta poistettiin ndytteiden automaattinen esilaimennos riittavan antigeenikonsent-

raation sailyttamiseksi.
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4 TULOKSET

Saadut tulokset on esitetty tydn alussa asetettujen tutkimuskysymysten mukaisessa jarjestykses-
sa. Tulosten arvioimiseen ja tulkitsemiseen on kaytetty apuna Ristelin ryhmassa aikaisemmin

saatuja tutkimustuloksia seka tasséa tydssa saatuja julkaisemattomia mittaustuloksia.

4.1 Esivalmistelut

Biotinyloidun vasta-aineen puhditusvaiheessa kerattyjen fraktioiden absorbanssit (A2so nm) On esi-
tetty kuviossa 4. Pylvaasta erottui kaksi piikkia, joista ensimmainen sisalsi kooltaan suuremman
ja siten geelissa nopeammin liikkuvan biotinyloidun vasta-aineen. Piikin kymmenen huippufraktio-
ta (fraktiot 30-39) kerattiin yhdeksi pooliksi, johon lisattiin biotinyloidun vasta-aineen saildliuosta
(liite 1).
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KUVIO 4. Biotinyloidun vasta-aineen puhdistuksessa keréttyjen fraktioiden absorbanssit aallonpi-
tuudella 280 nm.

B-mAb6-poolin proteiinipitoisuuden arvioinnissa spektrofotometrilla mitattujen standardien absor-
banssit on esitetty kuviossa 5. Mittapisteiden kautta kulkeva kuvaaja y piirrettiin graafisella tasoi-
tuksella ja kayran yhtalon avulla laskettiin poolin proteiinipitoisuus. Huomioimalla taustan absor-

banssit pitoisuudeksi saatiin 0,78 pg/ml.
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KUVIO 5. Standardien absorbanssimittaustuloksista (Azso nm) laadittu kéyré puhdistetun B-mAb6-
poolin pitoisuuden arvioimiseksi. Standardisuoran pisteessé 0,8 mg/ml on tapahtunut todennékéi-

sesti pipetointivirhe ja piste jétettiin huomioimatta standardisuoraa kéyttaesséa.

Akridiumesterilla leimatun vasta-aineen puhdistuksessa kerattyjen fraktioiden absorbanssimit-
taustulokset on esitetty kuviossa 6. Kuviosta erottuu kolme piikkia, joista ensimmaéinen eli suurin
piikki sisalsi leimatun vasta-aineen. Piikin huippufraktiot (40-50) kerattiin yhdeksi pooliksi, johon

lisattiin leimakannan sail6liuos (liite 1).
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KUVIO 6. Akridiumesterillé leimatun vasta-aineen puhdistuksessa keréttyjen fraktioiden absor-

banssit aallonpituudella 280 nm.
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4.2 Miten mAb-parien pitoisuudet optimoidaan?

Leimattujen vasta-aineiden pitoisuusoptimointia varten analysoitujen pleura- ja askitesantigeeni-
naytteiden seka taustojen RLU-arvot on esitetty kuvioissa 7-10. Tulosten perusteella kaikille
mAb-pareille valittiin pitoisuudet niin, etta kyseisilld konsentraatioilla mitatessa antigeenin RLU-
arvo olisi mahdollisimman korkea taustojen pysyessa kuitenkin matalalla. Tuloksista néhdaan, et-
ta vasta-aineiden konsentraation muuttamisella voidaan vaikuttaa siihen, miten leimaparit sitoutu-
vat eri antigeenivariantteihin. Antigeeninaytteiden pitoisuusoptimointia varten leimaparit saadettiin
tulosten perusteella seuraavasti: L-mAb12 pitoisuuteen 0,2 pg/ml ja B-mAb6 pitoisuuteen 1,0
Mg/ml, L-mAb7 pitoisuuteen 2,0 pg/ml ja B-mAb11 pitoisuuteen 2,0 pg/ml seka L-mAb7 pitoisuu-
teen 1,0 pug/mlja B-mAb11 pitoisuuteen 2,0 ug/ml.

MAb-parien pitoisuusoptimoinnin aikana huomattiin, etté leimatut vasta-aineet ovat herkkia pa-
kastus-sulatussyklin toistumiselle. Koska kaikkien leimaparien optimointi vei aikaa useita tyopéi-
via, vasta-aineliuokset pakastettiin paivan paatteeksi ja sulatettiin seuraavana aamuna uudelleen
kayttéa varten. Kuviossa 8 on esitetty askitesantigeeninaytteiden RLU-arvot mitattuna hot-PINP-
vasta-aineparilla L-mA12 ja B-mADb6. Kohdassa A mittauksiin on kaytetty jo aikaisempina paivina
kéytossa olleita ja siten useita kertoja pakastettuja ja sulatettuja vasta-aineliuoksia. Mitattu sig-
naali jaa todella matalaksi kaikissa naytteissa ja vasta-aineiden sitoutuminen antigeeniin on jopa
taustaa heikompaa. Kohdassa B samat antigeenindytteet on analysoitu uudelleen vain kertaal-
leen sulatetuista vasta-aineista valmistetuilla liuoksilla. Tausta jaa edelleen matalaksi, mutta nyt
vasta-aineet ovat sitoutuneet antigeeninaytteisiin halutulla tavalla ja RLU-arvot ovat huomattavas-

ti korkeammat kuin aikaisemmissa ajoissa.
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KUVIO 7. Askitesantigeeninéytteiden RLU-arvot mitattuna hot-PINP-vasta-aineparilla L-mAb12 ja
B-mAb6. Kuviossa kéytety lyhenteet ovat: Asc = askitesnesteestd puhdistettu, Het | = heterotri-
meerinen PINP-néyte I, Het Il = heterotrimeerinen PINP-néyte Il, Hot | = homotrimeerinen PINP-

néyte I, Hot Il = homotrimeerinen PINP-néyte Il, AcE = akridiumesterileimattu ja Biot = biotinyloi-

tu.

Vakio B-mAb6 1,0 ug/ml

0,5 pg/mi

1,0 ug/ml
L-mAb12-konsentraatio
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Vakio L-mAb12 2,0 ug/ml
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KUVIO 8. A: Askitesantigeeninéytteiden RLU-arvot mitattuna useaan kertaan sulatetuista vasta-
aineliuoksista valmistetulla hot-PINP-vasta-aineparilla. B: Askitesantigeenindytteiden RLU-arvot
mitattuna uusista sulatetuista vasta-aineliuoksista valmistetulla hot-PINP-vasta-aineparilla. Asc =
askitesnesteestéd puhdistettu, Het | = heterotrimeerinen PINP-néyte I, Het Il = heterotrimeerinen
PINP-néyte Il, Hot | = homotrimeerinen PINP-néyte I, Hot Il = homotrimeerinen PINP-néyte I,

AcE = akridiumesterileimattu ja Biot = biotinyloitu.
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A Vakio L-mAb7 0,2 pg/ml B vakio B-mAb11 2,0 pg/ml
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KUVIO 9. Askitesantigeeninéytteiden RLU-arvot mitattuna intakti-PINP-vasta-aineparilla L-mAb7
ja B-mAb11. Asc = askitesnesteesta puhdistettu, Het | = heterotrimeerinen PINP-néyte I, Het Il =
heterotrimeerinen PINP-néyte I, Hot | = homotrimeerinen PINP-néyte I, Hot Il = homotrimeerinen

PINP-néyte Il, ACE = akridiumesterileimattu ja Biot = biotinyloitu.
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A Vakio B-mAb2 2,2ug/ml B Vakio L-mAb7 0,2 pg/ml
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KUVIO 10. Pleura-antigeeninéytteiden RLU-arvot mitattuna hot-PINP-vasta-aineparilla L-mAb7 ja
B-mAb2. Kuviossa kéytety lyhenteet ovat: Pl = pleuranesteesté puhdistettu, Het | = heterotrimee-
rinen PINP-néyte |, Het Il = heterotrimeerinen PINP-néyte Il, Hot | = homotrimeerinen PINP-néyte

[, Hot Il = homotrimeerinen PINP-néyte Il, AcE = akridiumesterileimattu ja Biot = biotinyloitu.

4.3 Antigeeninaytteiden pitoisuusoptimointi

Askites- ja pleura-antigeeninaytteiden titraustulokset eri leimapareilla mitattuna on esitetty kuvi-
oissa 11-16. Tulosten perusteella kaikki naytteet titrautuvat hyvin, eli mitattu luminesenssi piene-
nee naytepitoisuuden laimetessa. Tassa tydssé optimoitu antigeenin naytepitoisuus valitaan alu-
eelta, jossa kayra laskee lineaarisesti. Koska het- ja hotPINP-naytteiden pitoisuuksia ei sdadetty
vastaamaan toisiaan ennen optimointia, hetPINP-naytteiden kohdalla on havaittavissa hook-efekti
1/100-1/400 laimennussuhteissa lahes kaikilla vasta-ainepareilla mitattuna. lImi6é nékyy kuvioissa
11-12 ja 14-15 punaisella ja sinisella kayralla. Hook-efektilla tarkoitetaan tilannetta, jossa korkea
analyytin arvo antaa valheellisen negatiivisen tuloksen tai liian matalan signaalin, koska ylimaara
mitattavaa antigeeni@ suhteessa kiinnittyviin vasta-aineisiin hairitsee mittaustuloksen antavan

vasta-aine-antigeeni-merkkiaine-kompleksin muodostumista. (Davies 2005, 112.)
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L-mAb12 0,2 ug/ml ja B-mAb6 1,0 ug/ml
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KUVIO 11. Askitesantigeenin titraustulokset Hot-PINP-vasta-aineparilla L-mAb12 ja B-mAb6. Ku-
viossa kéytetyt lyhenteet ovat: Asc. = askitesnesteestd puhdistettu, Het | = heterotrimeerinen
PINP-néyte I, Het Il = heterotrimeerinen PINP-néyte Il, Hot | = homotrimeerinen PINP-néyte | ja

Hot Il = homotrimeerinen PINP-néyte II.
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L-mAb7 2,0 pg/ml ja B-mAb11l 2,0 pg/ml
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KUVIO 12. Askitesantigeenin titraustulokset kéytettdesséa intakti-PINP-vasta-aineparia L-mAb7 ja
B-mAb11. Kuviossa kéytetyt lyhenteet ovat: Asc. = askitesnesteestéd puhdistettu, Het | = heterot-
rimeerinen PINP-néyte I, Het Il = heterotrimeerinen PINP-néyte Il, Hot | = homotrimeerinen PINP-

néyte | ja Hot Il = homotrimeerinen PINP-néyte Il.
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L-mAb7 1,0 pg/ml ja B-mAb11l 2,0 pg/ml
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KUVIO 13. Askitesantigeenin titraustulokset mitattaessa hot-PINP-vasta-aineparilla L-mAb7 ja B-
mAb11. Kuviossa kéytetyt lyhenteet ovat: Asc. = askitesnesteesta puhdistettu, Het | = heterotri-
meerinen PINP-néyte I, Het Il = heterotrimeerinen PINP-néyte Il, Hot | = homotrimeerinen PINP-

néyte | ja Hot Il = homotrimeerinen PINP-néyte Il.
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L-mAb12 0,2 ug/ml ja B-mAb6 1,0 ug/ml
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KUVIO 14. Pleura-antigeenin titraustulokset kéytettdessé hot-PINP-vasta-aineparia L-mAb12 ja
B-mAb6. Kuviossa kéytetyt lyhenteet ovat: Pl. = pleuranesteestd puhdistettu, Het | = heterotri-
meerinen PINP-néyte I, Het Il = heterotrimeerinen PINP-néyte Il, Hot | = homotrimeerinen PINP-

néyte | ja Hot Il = homotrimeerinen PINP-néyte Il.
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L-mAb7 2,0 pg/ml ja B-mAb11l 2,0 pg/ml
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KUVIO 15. Pleura-antigeenin titraustulokset mitattaessa intakti-PINP-vasta-aineparilla L-mAb7 ja
B-mAb11. Kuviossa kéytetyt lyhenteet ovat: Pl. = pleuranesteestd puhdistettu, Het | = heterotri-
meerinen PINP-néyte I, Het Il = heterotrimeerinen PINP-néyte Il, Hot | = homotrimeerinen PINP-

néyte | ja Hot Il = homotrimeerinen PINP-néyte Il.
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L-mAb7 1,0 pg/ml ja B-mAb2 4,4 pg/ml
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KUVIO 16. Pleura-antigeenin titraustulokset mitattaessa hot-PINP-vasta-aineparilla L-mAb7 ja B-
mAb2. Kuviossa kéytety lyhenteet ovat: Pl. = pleuranesteesté puhdistettu, Het | = heterotrimeeri-
nen PINP-néyte I, Het Il = heterotrimeerinen PINP-néyte Il, Hot | = homotrimeerinen PINP-néyte |

Jja Hot Il = homotrimeerneni PINP-néyte II.

4.4 Miten eri lahtomateriaaleista puhdistetut preparaatit eroavat toisistaan?

Askites- ja pleuranesteesta eroteltujen het- ja hotPINP-néytteiden viimeisessa puhdistusvaihees-
sa kerattyjen fraktioiden antigeenipitoisuudet mitattin SP15-RIA:lla ja askitesnesteesté lahtdisin
olevan hotPINP-naytemateriaalin mittaustulokset on esitetty kuviossa 17. Kuviossa erottuu kaksi
selkedd piikkia, joiden kohdalta fraktiot yhdistettiin erillisiksi hotPINP | - ja hotPINP Il -naytteiksi.
Sama menettely toistettiin kaikkien het- ja hotPINP-naytteiden kohdalla.
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KUVIO 17. Askitesnesteestéd puhdistetun hotPINP-néytteen jakaminen hotPINP | (fraktiot 37-39)
- ja hotPINP |l (fraktiot 42—46) -néytteiksi ioninvaihtokromatografiassa keréttyjen fraktioiden anti-

geenipitoisuuden perusteella

Kahdesta alkuperaisesta preparaatista saatiin eri puhdistusvaiheiden jélkeen eroteltua yhteensa
kahdeksan tutkittavaa PINP-naytettd, jotka sisalsivat joko pleura- tai askitesnesteesta peraisin
olevaa heterotrimeeria tai homotrimeerid antigeenia. Tassa opinnaytetydssa naytteet on nimetty
Het | -, Het Il -, Hot | - seka Hot Il -naytteiksi ja niiden alkupera on tuloksissa merkitty etuliitteilla

PI. (pleuraneste) tai Asc. (askitesneste).

Kaupallisen intakt-PINP-menetelman mittaustulosten perusteella lasketut seka pleura-
antigeeninaytteista Direct Detect -menetelmalla mitatut proteiinipitoisuudet on esitetty taulukossa
1. Tulosten perusteella seka pleura- etta askitesnesteessa on huomattavasti enemman heterotri-
meerista varianttia verrattuna homotrimeeriseen muotoon. Pleura-antigeeninaytteiden kahdella
eri menetelmalla mitatut proteiinipitoisuudet poikkeavat jonkin verran toisistaan, mutta tulokset
ovat kuitenkin suuntaa antavia ja tdméan tyon tarkoitusta ajatellen riittavan tarkkoja. Kun tiedetaan,
missa PINP-naytteissa antigeenia on eniten ja missa vahiten, on helpompi tulkita naytteiden pitoi-

suusoptimoinnista saatuja tuloksia.
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TAULUKKO 1. Het- ja hotPINP-néytteiden proteiinipitoisuudet kahdella eri menetelméllé mitattu-

na
Nayte Intakti-PINP Direct Detect
mg/ml mg/ml
Pleura Hetl 0,76 0,49
Het Il 0,84 0,70
Hot | 0,17 0,18
Hot Il 0,43 0,28
Askites Het | 1,44
Het Il 0,81
Hot | 0,19
Hot Il 0,52

PAGE-ajon tulokset proteiinistandardille seka Het Il - ja Hot Il -naytteille on esitetty kuviossa 18.
Pleuranesteesta lahtdisin olevat naytteet on nimetty kuvioon vydhykkeiden ylapuolelle hPINP(1)-
merkinnalla ja askitesnesteesta lahtoisin olevat naytteet hPINP(2)-merkinnalld. Kun verrataan
PINP-naytteiden geelissa nakyvia vyohykkeita proteiinistandardiin, voidaan arvioida eri a-ketjujen
molekyylipainot. a1-ketjut, joita kaikki eri PINP-naytteet siséltavat, ovat kooltaan noin 20 kDa ja
pelkéstaan het-naytteiden sisaltamat a2-ketjut noin 11 kDa. Kaikissa naytteissa noin 55 kDa:n
kohdalla nakyvat vyohykkeet ovat todennakoisesti trimeerista antigeenia, eli ndytteiden denaturoi-
tuminen ennen PAGE-ajoa ei ole ollut taydellista. Tulosten perusteella naytteiden voidaan todeta
olevan puhtaita, silla eri vyohykkeet erottuvat toisistaan selkeasti ja vyohykkeiden valissa ei ole

nahtavissa ylimaaraisia vyohykkeita.
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KUVIO 18. PAGE proteiinistandardille seké pleura- ja antigeenipreparaateista puhdistetuille het-
Jja hot-PINPnéytteille. Néytteet on pipetoitu geeliin vasemmalta lahtien jérjestyksessé: proteiinis-
tandardi, pleura-antigeenista puhdistettu heterotrimeerinen PINP-ndyte I, pleura-antigeenista
puhdistettu homotrimeerinen PINP-néyte Il, askitesnesteesté puhdistettu heterotrimeerinen PINP-

néyte Il ja askitesnesteesté puhdistettu homotrimeerinen PINP-néyte |I.

4.5 Antigeenin denaturointi

Pleura-antigeenin denaturoinnista saadut tulokset on esitetty kuvioissa 19-20. Verratessa dena-
turoitujen ja denaturoimattomien naytteiden tuloksia keskenaan huomataan, etta denaturoimat-
tomien naytteiden RLU-tasot ovat selvasti korkeammat. Hot-parilla mitattujen denaturoitujen pleu-
ra-antigeenindytteiden RLU-tasot jaavat jopa matalammiksi kuin vasta-ainepitoisuus-
optimoinnissa mitattujen taustojen arvot, joten kyseinen leimapari ei juuri reagoi denaturoituun
antigeeniin. Tulosten perusteella voidaan todeta, ettd ldmpodenaturointi tuhoaa ainakin osittain
antigeenin rakenteen ja sen epitoopin, johon tassa tydssa kaytetyt vasta-aineparit sitoutuvat. Nain

ollen menetelman voidaan osoittaa olevan herkka antigeenin konformaation muutoksille.
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L-mAb7 2,0 ug/ml ja B-mAb11l 2,0 pg/ml
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KUVIO 19. Denaturoitujen pleura-antigeeninéytteiden RLU-arvot mitattuna intakti-PINP-vasta-
aineparilla L-mAb7 ja B-mAb11. Kuviossa kéytety lyhenteet ovat: DEN. = denaturoitu, Pl. = pleu-
ranesteesta puhdistettu, Het | = heterotrimeerinen PINP-néyte I, Het I = heterotrimeerinen PINP-

néyte Il, Hot | = homotrimeerinen PINP-néyte | ja Hot Il = homotrimeerinen PINP-néyte Il.
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L-mAb12 0,2 ug/ml ja B-mAb6 1,0 ug/ml
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KUVIO 20. Denaturoitujen pleura-antigeenindytteiden RLU-arvot mitattuna hot-PINP-vasta-
aineparilla L-mAb12 ja B-mAb6. Kuviossa kéytety lyhenteet ovat: DEN. = denaturoitu, Pl. = pleu-
ranesteesta puhdistettu, Het | = heterotrimeerinen PINP-néyte I, Het I = heterotrimeerinen PINP-

néyte Il, Hot | = homotrimeerinen PINP-néyte | ja Hot Il = homotrimeerinen PINP-néyte Il.

4.6 Voidaanko eri mAb-pareja hyodyntaa soluviljelynaytteiden tutkimisessa?

Soluviljelyndytteiden puhdistuksessa keratyista fraktioista intaktilla leimaparilla mitatut RLU-arvot
on esitetty kuvioissa 21 ja 22. Kaikissa naytteista lukuun ottamatta rintasy6pasolulinjaa mittaustu-
loksissa erottuu yhdesta kolmeen erillista piikkia, joissa RLU-taso nousee moninkertaiseksi ver-
rattuna perustasoon. Koska naytteet on puhdistettu HPLC:lIa ja siten proteiinit ovat erottuneet toi-
sistaan koon perusteella, soluviljelynaytteissa todetaan olevan useita erikokoisia antigeeneja.
Kun verrataan esimerkiksi ienfibroblasti- ja paradontaaliligamenttisolunaytteiden tuloksia (kuvio
21) toisiinsa huomataan, etta korkeat RLU-arvot on mitattu samojen fraktionumeroiden kohdalla.

Taman perusteella kyseiset solulinjat sisaltavat toistensa kanssa samankokoista antigeenia.

Saatujen tulosten perusteella voidaan todeta, ettd mAb-pareja on mahdollista hyodyntaa soluvilje-
lynéytteiden tutkimisessa. Taméan tyon pohjalta ei kuitenkaan pystyta tarkasti sanomaan, minka
kokoista antigeenia naytteet sisaltavat ja mitd PINP-varianttia eri piikit mahdollisesti edustavat.

Kuviossa 22 syopasolujen syntetisoimien antigeenien voidaan olettaa olevan het- ja hotPINP:ta,
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joista hetPINP vastaa kahdesta erottuvasta piikista ensimmaista ja vastaavasti hotPINP jalkim-
maista piikkia. Kuviossa 21 suurempikokoinen antigeeni on mahdollisesti propeptidia, johon on
kiinnittyneena osa varsinaisesta kollageenimolekyylista. Pienemman antigeenin arvellaan olevan

heterotrimeerista propeptidia.
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KUVIO 21. lenfibroblasti- (IF), parodontaaliligamentti- (PDL4) ja synoviaalisten fibroblastisolu-
néytteiden (REK13) RLU-arvot mitattuna intakti-PINP-vasta-aineparilla L-mAb7 ja B-mAb11.
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KUVIO 22. Sybpésolunéytteiden RLU-arvot mitattuna intakti-PINP-vasta-aineparilla L-mAb7 ja B-
mAb11. Eri sybpésolulinjat ovat: MDA = rintasydpé, HT-29 = paksusuolen sy6péd, HSC-3 = kie-
lisydpa.
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5 POHDINTA

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli tutkia leimattujen vasta-aineparien sitoutumista eri prepa-
raateista puhdistettuihin antigeeninaytteisiin ja selvittaa, miten eri 1ahtdmateriaaleista puhdistetut
antigeenit eroavat toisistaan. Tyon tavoitteena oli optimoida sellaiset leimatut mAb-parit, etta nii-
den sitoutuminen het- ja hotPINP-variantteihin olisi mahdollisimman spesifista. Lisaksi tutkittiin
denaturoinnin vaikutusta antigeeni-vasta-aine-kompleksin muodostumiseen ja optimoidun intaktin

vasta-aineparin sitoutumista soluviljelynaytteisiin.

Kokonaisuudessaan tyd onnistui hyvin ja eteni ennalta laaditun suunnitelman mukaan, vaikka osa
testauksista ja analyysiajoista jouduttin tekemaan useampaan kertaan oikean vasta-aine-
antigeenisuhteen loytamiseksi. Vasta tyon aikana huomattu leimattujen vasta-aineiden herkkyys
pakastus-sulatussyklin toistumiselle aiheutti jonkin verran ylimaaraista tyota, silld mAb-parien op-
timointivaiheessa toimimattomista vasta-aineista ehdittiin valmistaa useita eri konsentraatioilla
olevia liuoksia analyysiajoja varten. Samoin osa naytteista ja referenssind kaytetyista kaupallisis-
ta antigeenikontrolleista jouduttiin konsentroimaan riittdvan proteiinipitoisuuden saamiseksi, mika

ei tyon aloitusvaiheessa ollut viela tiedossa.

Tyon aikana testattiin joidenkin antigeeninaytteiden laimentamista laimennospuskurin sijasta
PBS-Tweeniin. Liuottimen vaihdolla oli vaikutusta erityisesti taustan antaman signaalin vahvuu-
delle, joten tulosten kannalta olisi ollut ehk& jarkevaa ajaa kaikki naytteet rinnan seka laimennos-
puskuriin ettd PBS-Tweeniin laimennettuna. Lisaksi mAb-parien pitoisuusoptimoinnissa kaytettiin
laimennospuskuriin suhteessa 1/100 laimennettuja antigeenindytteita, mutta naytepitoisuusopti-
moinnin tuloksena huomattiin, etta valituilla mAb-pareilla mitattuna hetPINP-naytteissa anti-
geenikonsentraatio oli liian suuri viela 1/400 laimennoksessakin. Antigeeninéytteiden konsentraa-
tioita ei mydskaan saadetty vastaamaan toisiaan, mika olisi ollut tulosten tulkinnan kannalta hyo-
dyllista. Jos tata tyota haluaa vieda eteenpain, mAb-parit kannattaisi optimoida uudelleen eri nay-

teliuotinta kayttaen ja tarpeeksi suurilla laimennossuhteilla.

Vaikka kollageeneja ja niiden hajoamistuotteita on tutkittu jo vuosikymmenien ajan, on aihe edel-
leen ajankohtainen. Homotrimeerisen kollageenimuodon olemassaolo ja sen liittyminen erinisiin
tukikudoksen sairauksiin on jo tiedossa, mutta kaiken kaikkiaan homotrimeereja variantteja on

tutkittu todella vahan. Vaikka taman tyon perusteella ei voida suoraan pystyttad uutta analysoin-
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timenetelmaa hotPINP:n mittaamiseksi, sita voidaan kayttaa hyodyksi uuden menetelman kehit-

tamisessa.

Tasta opinnaytetyosta saadut tulokset seka tyon aikana ilmenneet ongelmat herattavat paljon ky-
symyksid, mika on jatkotutkimusta ajatellen erittain hyva asia. Koska talla hetkella sairaaloissa ru-
tiinikaytossa olevilla analysaattoreilla PINP:t& mitataan seerumista, myos joidenkin tassa tydssa
kaytettyjen mAb-parien sitoutumista testattiin seerumissa olevaan PINP-antigeeniin. Tulosten pe-
rusteella nayttaisi silta, ettd seerumissa oleva PINP kayttaytyy eri tavalla kuin kehon muista nes-
teista puhdistettu antigeeni. Yksi jatkotutkimusaihe voisikin olla mahdollisen eri lahteista olevien
antigeenien rakenne- tai kokoeron tutkiminen. Toisena aiheena voisi olla soluviljelynaytteissa ta-
méan tyon tulosten perusteella havaittujen erikokoisten antigeenien tutkiminen. Koska aikaisem-
man tutkimustiedon perusteella on epailty, ettd ientulehdusalueen fibroblastisolut tuottavat homot-
rimeeria kollageenia, olisi mielenkiintoista selvittad, vastaako tassa tyossa tutkitun ienfibroblas-
tisolunaytteen antigeeneista jokin hotPINP-varianttia. Lisaksi eri leimaparien avulla voitaisiin tut-
kia sellaisia solulinjoja jotka tuottavat pelkastdan homotrimeeristd kollageenia. Myds antigeenin
denaturoinnin vaikutusta vasta-aineiden sitoutumiseen voitaisiin tutkia my6s muiden kuin pleu-

ranesteesta puhdistetun antigeeniin avulla.

Tyd oli aiheena erittdin mielenkiintoinen ja ainutlaatuinen tilaisuus oppia paljon uutta seka bioke-
miasta ettd immunologiasta. Aikaisemmin kemiaa yliopistossa opiskelleena oli mielenkiintoista
huomata kaytannon tasolla ero kemiallisten ja biokemiallisten reaktioiden valilld. Kemian toita
tehdessani olen pystynyt laskemaan, millaiseen lopputulokseen kayttamilléni reagensseilla paa-
sen. Sen sijaan biokemiallisiin reaktioihin vaikuttavia tekijéita on niin paljon, etté on lahes mahdo-
tonta etukéateen tietaa, mitd molekyylien valilla eri ympéristoissa tapahtuu. Samalla ymmarsin ai-
van uudella tavalla biokemiallisen ja ladketieteellisen tutkimuksen luonteen ja sen, miksi tutkimus-
tyd vie niin paljon aikaa. Lisaksi tyo antoi minulle paljon tietoa ja osaamista eri biokemian tutki-
musmenetelmien kaytdsta sek& kokemusta isojen asiakokonaisuuksien hallinnasta ja etukéateis-

suunnittelusta.
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LITE 1. TYOSSA KAYTETYT PUSKURIT

Akridiumesterileimaus

Leimauspuskuri
4,0 g NaCl
8,4 g NaHCO3

Liuotetaan 1000 ml:aan tislattua vetta.

pH 8,0-8,4.

10 X PBS

19,4 g K2HPO4 x 3 H20
2,35 g KH2PO4

90,0 g NaCl

Liuotetaan 1000 ml:aan tislattua vetta.

pH 6,6-7 4.

Eluutiopuskuri

1,0 g Pluronic F127
0,5 g NaNs

100 ml 10 X PBS

Lisataan 700 ml tislattua vettd. Saadetaan

pH 7,0-7,6 ja taytetdan 1000 ml:ksi.

Leimakannan sail6liuos

9,97 g NaH2PQO4 x H20

1,98 g NazHPO4 x 2 H20

10 g BSA (Bovine Serum Albumin)
222 mg NaN3

Liuotetaan 200 ml:ksi tislatulla vedella.

pH 5,8-6,2.
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Biotiinileimaus

Leimauspuskuri
2,76 g NaH2PO4 x H20

Liuotetaan 1000 ml:ksi tislatulla vedella.
pH 8,5 (saaté 1 M NaOH:lla)

Eluutiopuskuri

14,7 g NaH2PO4 x 2 H20
2,4 g NaoHPO4 x H.0
9,0 g NaCl

0,5 ml Proclin 300

Liuotetaan 1000 ml:ksi tislatulla vedella.
pH 7,4 g (saatd NaOH:lla tai HCI:lla).

Leimakannan siildliuos
1,47 g NaxHPO4 x 2 H20
0,24 g NaH2PO4 x H20
0,9 mg NaCl

0,05 ml Proclin 300

4 g BSA (4 %)

0,1 g Gentamysiini (0,1 %o)

Liuotetaan 100 ml:ksi tislatulla vedella.

pH 7,4 (saatd NaOH:lla tai HCL:lla). Lopuksi

suodatetaan.



