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Tdmai insinoorityo tehtiin Kansanterveyslaitoksen (KTL) molekyyliliddketieteen osastolla,
sydén- ja verisuonitauteja seké niiden aineenvaihduntaa tutkivassa ryhméssé. Rasva-
aineenvaihduntaan osallistuu lukuisia vilittdjdaineita seké signaalimolekyylejd, jotka
vaikuttavat paikallisesti seki kulkeutumalla veren mukana elimiston muihin osiin. Tdssd
tyossd keskityttiin tutkimaan yhtd rasvakudoksen signaalimolekyylid,
Angiopoietiinityyppistd proteiini 4:44 (Angptl-4), jonka on todettu olevan suoraan
yhteydessi rasvakudoksen laatuun ja médridin sekd plasman rasva-aineiden tasoon.

Ty6ssé suunniteltiin ELISA-testi ihmisen Angptl-4-tason mittaamiseen seerumista. Tyon
lahtokohtana oli kahden Angptl-4-proteiinin peptidin injektointi neljdéin kaniin vasta-
aineen tuottamiseksi kanin seerumissa. Tuotettu IgG-vasta-aine puhdistettiin
kaniseerumista korkean resoluution nestekromatografialla (HPLC). Saatujen vasta-
aineiden puhtaus testattiin SDS-PAGE-menetelmiilld ja IgG-vasta-aineiden sitoutumista
tutkittiin Western Blot -menetelmilli. Lisédksi osalle IgG-vasta-aineista tehtiin
entsyymileimaus piparjuuriperoksidaasilla, jotta niitd voitiin kiyttid ELISA-testissd
sekundaarisena vasta-aineena.

Lopullinen Angptl-4-pitoisuus seerumissa mééritettiin vertaamalla paastottua ihmisen
seerumia paastotuista hiiriadiposyyteistd mitattuun totaaliproteiinipitoisuuteen. ELISA-

testissd todettiin IgG-vasta-aineiden sitoutuvan ihmisen paastotun seerumin Angptl-4:ién,
jonka lisidksi Angptl-4:n todettiin ilmenevin solujen kasvuliuoksessa. Saaduista tuloksista
padteltiin ELISA-testin toimivan hyvin, mutta riittdvien toistomittausten suorittaminen jéi
tekeméttd. Angptl-4:n mittaamiseksi rutiininomaisesti seerumista tiytyisi menetelmi
kehittdd kokonaiselle Angptl-4-proteiinille kédytettyjen peptidipitkien sijasta.

Hakusanat ELISA, Angptl-4, angiopoietin-like protein 4
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1. Johdanto

Rasva-aineenvaihdunta on tarkkaan sédidelty elimiston prosessi, johon osallistuu
lukuisia vilittdjdaineita sekd signaalimolekyylej4 ja jonka toiminnasta saadaan
jatkuvasti tarkempaa tietoa. Rasvakudoksella on rooli niin energian otossa, insuliinin
sddtelyssd kuin lisdédntymis- ja immunobiologiassa. Adiposytokiinien merkitys varsinkin
glukoosin aineenvaihdunnassa on laajalti tutkittu, mutta vihemmén tiedetiin siité,

miten adiposytokiinit tarkalleen vaikuttavat plasman rasvojen aineenvaihduntaan.

Tutkimalla ravitsemuksellisten erojen, kuten paaston tai korkearasvaisen ruokavalion,
vaikutusta rasvakudokseen ja sen erittimiin aineisiin, saadaan tietoa rasvakudoksen
signaalireiteisti ja sen vaikutuksesta koko elimistolle. Rasvakudoksen erittimien
hormonaalisten tekijoiden, nk. adipokiinien tai adiposytokiinien, on todettu vaikuttavan
laajalti elimiston biologisissa prosesseissa ja niiden kirjo on kasvanut jatkuvasti tiedon

lisddntyessd

Angiopoietiinityyppinen proteiini 4 eli Angptl-4 on tumareseptorin séditelema
adiposytokiini, jonka rooli aineenvaihdunnallisena séditelijind on tarkentunut vasta
lahivuosina. Tutkimukset osoittavat sen olevan suoraan yhteydessi rasvakudoksen
laatuun ja médrddn sekd plasman rasva-aineiden tasoon. Lisidksi Angptl-4:n on todettu
aktivoivan muita aineenvaihdunnan kannalta tirkeitd adiposytokiineja, jolloin
kiinnostus Angptl-4-proteiinia kohtaan voi tulevaisuudessa kasvaa terapeuttisia

ladkkeitd kehitettdessa.



Kirjallisuusosa

2. Rasvakudos ja sen aineenvaihdunta

2.1 Rasvakudos

Rasvakudos on rakenteellisesti 16yhdd kudosta, joka muodostuu rasvasoluista eli
adiposyyteistd. Sen tehtdvini on pitkédédn tiedetty olevan energian varastoiminen ja
elimiston eristiminen kylmailtd, mutta rasvakudoksella on tdmén lisidksi huomattava
merkitys monien hormonien siséeritteisend elimend. Rasvakudos voidaan jakaa
vaaleaan rasvakudokseen ja ruskeaan rasvakudokseen sen toiminnallisten
eroavaisuuksien vuoksi. Vaalean rasvakudoksen tdrkein tehtivi on energian varastointi
hormonituotannon avulla, joka osallistuu aivojen vélitykselld yksilon ravinnonoton
sddtelyyn. Ruskean rasvakudoksen fysiologinen rooli on valinnainen lihasvirinéton
lammontuotanto, jonka tarkoituksena on energiaa polttamalla auttaa sopivan
ruumiinldammon ylldpitdmistd. Ruskea rasvakudos siis polttaa energiaa siind missd

vaalea rasvakudos varastoi siti. (1.)

Rasvasolujen liséksi rasvakudos koostuu sidekudoksesta, hermokudoksesta,
verisuonista ja imukudoksesta, jotka yhdessd muodostavat toiminnallisen
kokonaisuuden. Rasvakudoksen erityistoiminnoista alettiin saada tarkkaa tietoa 1980-
luvulla, kun vuonna 1987 rasvakudos havaittiin padasialliseksi sukupuolisteroidien
sijaintipaikaksi(2) ja adipsiinin tuottajaksi. Leptiinin myShempi havaitseminen ja
tunnistaminen vuonna 1994 varmistivat rasvakudoksen siséeritteisen merkityksen (3) ja
nykyiin rasvakudoksen tiedetdén séddtelevin useiden bioaktiivisten peptidien,
adipokiinien ja adiposytokiinien, erittimistd. Adipokiinit vaikuttavat kaikkialla
elimiston kudoksissa, mm. aivoissa, luustossa, lisdéntymiselimistdssd, maksassa,

immuunisoluissa ja verisuonissa. (4.)



Sisderitteisyytensa lisdksi rasvakudos ilmentidd monenlaisia reseptoreita, joiden avulla
se pystyy reagoimaan lukuisiin signaaleihin niin hormonivilitteisiltid systeemeiltd kuin
keskushermostolta. Rasvakudos vapauttaa suuren midrin sytokiineji (adiposytokiineja)
ja bioaktiivisia vilittdjéd-aineita, kuten leptiinié, adiponektiinié ja interleukiini-6:sta (IL-
6). Nama vilittdjdaineet vaikuttavat varsinkin kehon painon homeostasiaan, mutta myos

insuliiniresistenssin syntymiseen ja tétd kautta II tyypin diabeteksen kehittymiseen. (5.)

Aivot:
Verisuonet: Ravinnonoton séitely

Plakin muodostus \ /
e Lihak'se':t:
e Insuliiniherkkyys
Maksa: ‘ 6
Rasva-
aineenvaihdunta @
\ Sydéan:

Verenpaineen sditely

Haima:
Insuliinin eritys

Kuva 1. Adiposytokiinien vaikutuskohteita elimistossd. (6)

Metabolisen koneistonsa vuoksi rasvakudoksella on kyky toimia elimistdn toisistaan
kaukana olevien elinten viestinnéssid (kuva 1), kuten keskushermoston toiminnan apuna.
Rasvakudoksen viestiketju on moniulotteinen ja vaatii hyvin erilaisten biologisten

prosessien hallintaa. (7.)

Sytokiinit ovat veressi kiertdvii pienid proteiineja, kooltaan 8—10 kDa (kilodaltonia).
Niiti tuottavat antigeenien aktivoimat lymfosyytit, makrofagit (joita aktivoivat muut
sytokiinit), endoteelisolut, epiteelisolut ja trombosyytit eli verihiutaleet. Homokysteiini
aiheuttaa ja kiihdyttdd valtimonkovetustautia vuorovaikuttamalla tulehdussytokiinien

(IL1 ja IL6) kanssa. (8.)



Sytokiinit toimivat sitoutumalla kohdesolunsa pinnalla oleviin
vastaanottajamolekyyleihin eli reseptoreihin. Ne aktivoituvat ja kdynnistédvit sarjan
reaktioita solun sisillda. Reaktiot toimivat signaaleina, jotka lopulta vilittyvit solun
tumaan ja sielld sijaitseviin kohdegeeneihin. Sytokiinit toimivat siis vaikuttamalla
geenien luentaan. Sytokiinit sddtidvit solun jakautumista normaaleihin ja sy&péasoluihin.

Siksi esimerkiksi interleukiini 8:aa (IL8) kutsutaan myos syopédgeeniksi. (9.)

Tilld hetkelld sytokiineja tunnetaan yli 100, ja niihin kuuluvat mm. kemotaktiset
sytokiinit, interleukiinit, interferonit, tuumorinekroositekijit, granylosyytteji ja
makrofageja stimuloivat tekijit, transformoivat kasvutekijit ja erytropoietiini. Sytokiinit
sadtelevit solujen kasvua ja erilaistumista, stimuloivat tai vaimentavat
tulehdusreaktioita ja sédételevit antimikrobisen immuniteetin kehittymistd yhdessi

antigeenia esittelevien solujen kanssa. (10.)

2.2 Rasvasolujen aineenvaihdunta

Rasvakudos on endokriininen elin, joka erittdd useita proteiineja, adiposytokiineja.
Rasvakudos osallistuu muun muassa veren hyytymisen, immuuniteetin ja verenpaineen
sddtelyyn ja tuottaa tirkeitd sitojaproteiineja. Rasvakudos tuottaa myds useita

metabolisen oireyhtyméin synnyn kannalta keskeisini pidettyjé proteiineja.
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Vaikutus immuniteettiin:
Proinflammatoriset

sytokiinit ja komplementti /v

Triglyseridien varasto [ 6 S dih - boli
6 teroidihormonimetabolia

Sitojaproteiinien tuotto l

Adiposytokiinien tuotanto

Vaikutus veren hyytymiseen
ja verenpaineeseen

Vaikutus kasvuun (IGF-1)

Kuva 2. Rasvakudoksen keskeisimmdit toiminnat. (11)

Rasvakudoksen erittdmilld proinflammatorisilla sytokiineilla on vaikutusta erityisesti
elimiston tulehdusreaktion alkuvaiheessa. Ndmaé sytokiinit aktivoivat kohdesoluja
spesifisten reseptoriensa vilitykselld, minki seurauksena stimuloituneet solut tuottavat

lisdd kemokiineja, proinflammatorisia sytokiineja ja muita biologisesti aktiivisia aineita.

Steroidihormonimetabolialla (kuva 2) sdddellddn sukupuolisuuteen liittyvien hormonien
toimintaa ja aktiivisuutta. Testosteronin, kuten muidenkin biologisesti aktiivisten

steroidien, synteesi alkaa kolesterolista.

Insuliinin kaltainen kasvutekija 1 (IGF-1, somatomediini C) tuotetaan pddosin
maksassa, mutta my6s muissa kasvuhormonin kohdekudoksissa. IGF-1-pitoisuudet
heijastelevat kasvuhormonion aktiviteettia (kuva 2). Lapsilla ja vanhuksilla IGF-1-tasot

ovat matalimmillan, kun taas korkeimmat IGF-1-pitoisuudet ndhddén murrosidssa. (12.)

Kasvutekijoiden sitojaproteiinit ovat osallisena somaattisen kasvun ja solun
proliferaation sditelyssd. Sitojaproteiinit sitovat kasvutekijoitd, kuten insuliinin kaltaista
kasvutekijdd (Insulin-like growth factor, IGF) itseensa. Sitojaproteiinit pidentivit IGF-
I:n ja IGF-II:n puoliintumisaikaa verenkierrossa, kuljettavat IGF:ia kohdesoluille ja

osallistuvat niiden vaikutuksen vilittymiseen soluun. (13.)
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2.3 Adipokiinit ja adiposytokiinit

Rasvakudoksen erittdiméit hormonaalisten tekijoiden, adipokiinien tai adiposytokiinien
(kuva 2), on todettu vaikuttavan laajalti elimiston biologisissa prosesseissa.
Rasvakudoksella on rooli niin energian varastoinnissa, insuliinin sdételyssi kuin

lisddntymis- ja immunologisessa kemiassa.

Resistiini Angiotensinogeeni

Adiponektiini Varastoidut

triglyseridit

Rasvasolu

/

Kortisoli

Leptiini

Interleukiini-6 TNF-Alfa

Kuva 3. Erditd rasvasolujen erittimid asdipokiinejd. (14)

Térkeitd proinflammatorisia vilittdjdaineita — muun muassa allergioissa, diabeteksessa
ja sydin- ja verisuonitaudeissa — ovat interferoni-gamma ja tuumorinekroositekiji-alfa
(TNF-a, Tumor necrose factor-a), jotka tuottavat tulehdussytokiineja. TNF-a heikentdd
insuliinin vaikutuksia kohdekudoksissa monella eri tavalla, ja sitd on pidetty erddni

molekulaarisena linkkini lihavuuden ja tyypin 2 diabeteksen vililli.

Leptiini on rasvasolujen tuottama hormoni, jonka plasmapitoisuudet heijastelevat
suurelta osin kehon rasvakudoksen miirdd. Korkea leptiinipitoisuus on liitetty
metabolisen oireyhtymin syntyyn, ja korkeiden leptiinitasojen on myds todettu

ennustavan metabolisen oikreyhtyméin kehittymistid. Kohonnut leptiinitaso,
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hyperleptinemia, on yhdistetty insuliiniresistenssiin. Lisdksi leptiinin on todettu lisddvin

interleukiini-6:n eritysté.

Ravinnon korkea glykemiakuorma tuottaa interleukiini 6:ta (IL6), joka puolestaan lisda
C-reaktiivisen proteinin (C-reactive protein, CRP) tuotantoa maksassa. Kohonnut CRP
liittyy epispesifisesti kaikkiin tulehdustauteihin ja sen katsotaan olevan merkittiva
sydén- ja verisuonitautien ennustaja. CRP:n on todettu heikentévin leptiinin vaikutusta
keskushermostossa eli aiheuttavan leptiiniresistenssid, joka puolestaan on keskeinen
lihavuuteen liittyvi piirre. Lisdksi rasvakudos erittdd IL-1p3-, IL-8- ja IL-10 sytokiinejé.
(11) Rasvakudoksen erittdmisté tekijoistd adiponektiinitasojen tiedetdin olevan
kiinteisessd yhteydessd kehon rasvakudoksen miérédédn. (15) Laihduttaminen lisdd
adiponektiinin miérai verenkierrossa. Adiponektiini vaikuttaa sokeriaineenvaihduntaan
lisdamalld insuliiniherkkyyttd. Sen vaikutuksesta verenkierrossa kiertivien vapaiden

rasvahappojen méird ja lihaskudoksen triglyseridiméira laskevat.

Jialkimmadisen katsotaan johtuvan adiponektiinin aikaansaamasta rasvahappojen
hapettumisen kiihtymisestd. (16) Etenkin vatsaontelon sisdisen rasvakudoksen méérin
kasvu alentaa voimakkaasti adiponektiinitasoja. Matalia adiponektiinitasoja on todettu

tyypin 2 diabeteksen ja insuliiniresistenssin yhteydessd. (17.)

Adiponektiinin on osoitettu vihentdvén tulehduksenviélittdjdaineiden tuotantoa ja
vaahtosolujen muodostusta ja siten hidastavan ateroskleroottisten plakkien muo-
dostumista verisuonten endoteelissa. Se myos vihentdd tuumorinekroositekijd-o:n
tuotantoa, miki johtaa endoteelin adheesiomolekyylien vihenemiseen, ja ndin
monosyyttien siirtyminen alueelle hidastuu. Pieni adiponektiinipitoisuus on lisidksi
merkittivé sydén- ja verisuonitautien riskitekijd. Uusista sydédn- ja verisuonisairauksien
indikaattoreista adiponektiini on CRP:n ohella ehki Idhimpina kidytinnon sovelluksia

seki diagnostiikassa ettd metabolisten poikkeavuuksien hoidossa. (18.)

Resistiini nimettiin alun perin sen insuliiniresistenssid lisddvin vaikutuksen mukaan.

Hiirilld resistiini lisdd insuliiniresistenssid, ja sitd tuottavat pidosin rasvasolut. (19.)
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Thmisill4 sitd ilmentyy runsaasti monosyyttien kypsyessid makrofageiksi. Resistiinin ja
lihavuuteen liittyvien sairauksien yhteyksid ihmisilld selvittdneiden tutkimusten tulokset
ovat olleet ristiriitaisia. Joissakin tutkimuksissa yhteys painoon on ollut positiivinen,
mutta toisissa tutkimuksissa ei ole 10ydetty mink&énlaista yhteyttd. (20) Kummassakaan
edelld mainituista tutkimuksista ei havaittu yhteytté insuliiniresistenssiin, vaikkakin
resistiinipitoisuudet olivat korkeammat tyypin 2 diabeetikoilla. Resistiini néyttdisi sen

sijaan olevan yhteydessa tulehdukseen. (21.)

Angiotensiini on veressi esiintyvi siditelijdaine, jonka esiaste angiotensinogeeni (AGT,
angiotensinogen) muuttuu aktiiviseen muotoon munuaisten erittdmén reniinin
vaikutuksesta. Angiotensiini supistaa verisuonia ja nostaa verenpainetta, lisdd
aldosteronin erittymistd lisdmunuaiskuoresta ja siételee siten suolatasapainoa seké
vaikuttaa aivoissa mm. janon tunteen syntymiseen. Valkoinen rasvakudos ja maksa ovat
merkittdivimpid angiotensinogeenin tuottajaelimid. Aikaisemmin plasman
angiotensinogeenipitoisuuden on oletettu riippuvan suoraan maksan tuottamasta
madristd. Hiirikokeiden perusteella on kuitenkin todettu rasvakudoksen erittimin
AGT:n vaikuttavan sekd paikallisesti rasvakudoksen kehitykseen etti siséeritteisesti

verenkierron vilitykselld muualla elimistossi. (22.)

Kortisoli on ihmisen tirkein glukokortikoidi. Verenkierrossa kortisoli on sitoutunut
transkortiiniin ja vain pieni osa on vapaana. Vapaa kortisoli on biologisesti aktiivinen ja
saa aikaan kortisolin metaboliset vaikutukset. Aivolisikkeen ACTH séételee kortisolin
eritystd lisimunuaisissa. Seerumin kortisolipitoisuus puolestaan séditelee ACTH:n
eritystd negatiivisen palautteen vélitykselld. Kortisoli lisdd glukoosin muodostusta ja
estdd immuunijirjestelmin toimintaa. Biologisesti aktiivisen kortisolin tuotolla
rasvasoluissa uskotaan olevan merkitystd sekd hyperkortisolismiin ettd metaboliseen

oireyhtymadain liittyvin keskivartalolihavuuden synnyssi. (23.)

Uusi tulokas adiposytokiinien joukossa on visfatiini, jota erittyy erityisen paljon
vatsaontelon sisdisestd rasvakudoksesta. Solukokeissa silld on todettu olevan insuliinin
kaltaisia vaikutuksia, ja se sitoutuu insuliinireseptoriin. Se lisdd rasvan kertymisti

etenkin metabolisesti haitalliseen paikkaan, vatsaontelon sisille. Visfatiinista tarvitaan
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paljon lisdtutkimuksia, ennen kuin voidaan arvioida sen merkitystd esimerkiksi

metabolisen oireyhtymin synnyssi. (24.)

2.4 Angiopoietiinityyppinen proteiini 4 ja sen toiminta

Adiposytokiinien merkitys varsinkin glukoosin aineenvaihdunnassa on laajalti tutkittu,
mutta vihemmaén tiedetddn siitd, miten adiposytokiinit tarkalleen vaikuttavat plasman

rasvojen aineenvaihduntaan.

Angiopoietiinityyppinen proteiini 4 (Angiopoietin-like protein 4, Angptl-4), jota
kutsutaan myds nimelld peroksisomien lisdintymisestd aktivoituva reseptorivaikuttaja
(tumareseptori PPAR:n my®6tivaikuttaja) ja maksan fibrinogeeniin/angiopoietiiniin
liittyvi proteiini (Hepatic fibrinogen/Angiopoietin-related protein, HFARP), on
tunnistettu yhdeksi rasvakudoksen aineenvaihdunnan merkittiviksi, mutta vihemmin

tunnetuksi séételijiksi. (25.)

Hiiritutkimuksissa saatujen tulosten perusteella Angptl-4:n miérin kasvu
ddreiskudoksissa sai aikaan 50 %:n vihenemisen rasvakudoksen kokonaispainossa,
mistd suurin vaikutus aiheutui rasvojen hajoamisen nopeutumisella. Angptl-4:n on
todettu inhiboivan lipoproteiinilipaasin (LPL) vaikutusta pilkkoa lipoproteiinien

kuljettamia triglyseridejd vapaiksi ja auttaa niiden soluun siirtymisti. (26.)
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Triglyseridit

Vap. rasvahapot
Glyseroli

Vapaat rasvahapot

Vapaat rasvahapot

Kylomikronit
VLDL

Kuva 4. Angptl-4 inhiboi lipoproteiinilipaasiaktiivisuutta (LPL) ja vapauttaa
rasvahappoja rasvasoluista. (26)

Téamin seurauksena triglyseridien, vapaiden rasvahappojen, glyserolin, tiheydeltdin
korkea plasman lipoproteiinin (HDL, High Density Lipoprotein) ja kokonaiskolesterolin
madrd kasvoi plasmassa (kuva 4). Angptl-4:n vaikutus voimistui lisdksi
korkearasvaisessa ruokavaliossa (hiirilld), jolloin plasman koostumuksen lisdksi se

heikensi elimiston glukoosinsietoa merkittdvésti. (27.)

Angptl-4:stéd on tunnistettu kaksi rakenteellista muotoa, jotka molemmat esiintyvit sekd
hiirelld ettd ihmiselld, mutta eroavat toisistaan tarkalta sijainniltaan lipoproteiinissa.
Lipoproteiiniin kiinnittyneenid Angptl-4-proteiinin on todettu vilittdvin voimakkaan
signaalin mm. rasvakudoksesta. Tama signaali estdd rasvojen varastoitumista kudoksiin
ja stimuloi niiden siirtymistéd verenkiertoon. Varsinkin paaston aikana tdmin
vaikutuksen on todettu olevan erityisen voimakas. Angptl-4-proteiinin signaalin
estymisen on tutkittu aiheuttavan rasva-aineenvaihdunnan héiriintymisen. Angptl-4:n
toiminnallinen muoto muiden adiposytokiinien, kuten adiponektiinin, tavoin on

laskostunut muoto, mutta silld on my6s suora muoto. (27.)

Nimensd mukaisesti Anptl-4 lisdfintyy elimistdssd tumareseptorien PPARa ja PPARYy

vaikutuksesta, jolloin sitd voidaan kutsua PPAR-tumareseptorien vilittomiksi
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kohteeksi. Angptl-4 on tunnistettu myds rasva-arvoja vihentéavin fibraattildzdkityksen
ensisijaiseksi kohteeksi elimistossd. Fenofibraatin, jota on epdilty niin ikdéin PPAR-
tumareseptorin myotidvaikuttajaksi ja jota kdytetddn rasva-arvoja alentavana lddkkeen,

todettiin tutkimuksissa lisddvéin plasman Angptl-4:n laskostuneen muodon miiraa. (27.)

Plasman lipoproteiinitason séételyn héirio nostaa riskié sairastua sydéin- ja
verisuonitauteihin. Lipoproteiinilipaasin aktiivisuus tietyssid kudoksessa toimii tasoa
rajoittavana tekijani triglyserideistd saatujen rasva-happojen sisdén otossa kudokseen.
Epitasapaino rasvahappojen jakautumisessa kudokseen puolestaan aiheuttaa laajoja
aineenvaihdunnallisia vaikutuksia. Kun néin ollen tunnetaan lipoproteiinilipaasin tirked
merkitys aineenvaihdunnalle, on entisti tarkeampéa tutkia lipoproteiinilipaasia estidvin

tekijdn, Angptl-4:n, toimintaa ja potentiaalia uusissa terapeuttisissa hoidoissa. (28.)

Angptl-4 ja angiopoietiinityyppinen proteiini-3 (Angptl-3, Angiopoietin-like protein 3)
ovat kaksi angiopoietiinityyppisen proteiiniperheen jisentd. Angptl-3:n on todettu
vaikuttavan positiivisesti elimiston endoteelilipaasitasoon. Siind missd endoteelilipaasin
miirdn nouseminen elimistdssi laskee aineenvaihdunnan toiminnan kannalta térkeédn
HDL:n miirad, inhiboi Angptl-3 endoteelilipaasin aktiivisuutta. Useat
geenimuunnelluilla hiirilld suoritetut tutkimukset ovat auttaneet ndiden kahden
proteiinin fysiologisen merkityksen selvittamisessd in vivo. Lisdksi proteiinien

muuntelua terapeuttiseen kiyttoon soveltuvaksi tutkitaan aktiivisesti. (28.)

2.5 Rasvasolujen aineenvaihdunnan hairiét

Useat metaboliset poikkeavuudet, kuten lihavuus, insuliinin vaikutuksen heikkeneminen
kohdekudoksessa, rasva-aineenvaihdunnan hiiriét, koholla oleva verenpaine ja
huonontunut sokerinsieto, esiintyvit useammin yhdessi samoilla henkil6illd kuin
sattuman perusteella voisi olettaa. Tétd sydin- ja verisuonisairauksien riskitekijoiden
kasaumaa (kuva 5) on nimitetty metaboliseksi oireyhtymiksi (Metabolic syndrome,
MBO). Henkil6ll4, jolla on metabolinen oireyhtymé, on suuri riski sairastua

valtimosairauksiin.
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PROINFLAMMAATIO

Keskivartalo-
lihavuus

nektiini

INSULIINIRESISTENSSI

Kuva 5. Metabolisen oireyhtymdin kannalta tirkeitd osatekijoitd sekd oireyhtymdidn
vaikuttavat keskeisimmdt peptidihormonit. (11)

Tirkein osatekijoistd on rasvan liiallinen kertyminen vatsaontelon sisédiseen tilaan.
Tamai johtaa insuliiniresistenssiin, edistdd hyytymien syntymistd ja lisdd tulehduksen
vaaraa. Kaikki nama muutokset edistdvit valtimonkovettumistaudin kehittymista.
Peptidihormonien kiyttd metabolisen oireyhtymin indikaattoreina on jatkuvan

tutkimuksen kohteena.

Liikalihavuus on ldnsimaista 1dhtdisin oleva nopeasti kasvava elintasosairaus, joka
varsinkin korkean elintason maissa koskettaa jo kaikkia ikdryhmii ja jonka on todettu
olevan yhteydessi ennenaikaiseen kuolemanriskiin. Yksilotasolla juuri keskivartaloon
kertynyt yliméd#rdinen rasva, keskivartalon lihavuus, on syynd mm. sydin- ja
verisuonitautien kehittymiselle verisuonten kalkkeutumisen johdosta. Vakavimmillaan
verisuonten kalkkeutuminen voi johtaa kuolemaan aivohalvauksen, syddmen ahtauman,
sydédnveritulpan tai muiden sydén- ja verisuonitautien vilitykselld. Vaikka sydin- ja
verisuonitautien kehittymiseen vaikuttavia tekijoitd on useita, liikalihavuuteen

yhdistettyjen tekijéiden voidaan sanoa olevan oma itsenidinen kokonaisuutensa. (29.)
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Liikalihavuuden merkitys sairauksien kehittymisessad on tdhdellinen juuri sen yleisid
riskitekijoitd nostavan vaikutuksen vuoksi, jolloin itse sairauden kehittyminen tulee
todennikoisemmiksi. Rasvakudoksen médrillda on vaikutusta verenpaineeseen, veren
hyytymiseen, fibrinolyysiin seké tulehdusreaktion syntymiseen, joka voi johtaa

endoteelin toimintah&irioon ja verisuonitauteihin. (30.)

Kokeellinen osa

3. Tyon tarkoitus ja tavoitteet

Tyon tarkoituksena oli ihmisen seerumin Angptl-4- proteiinin massaméirityksen
kehittiminen. Angptl-4:n midrittamiseksi tuotettiin vasta-aineita, joiden toimivuutta
testattiin ennen varsinaista ndytteiden Angptl-4-pitoisuuden méérittdmistd. Varsinainen
Angptl-4 pitoisuuden méidrittiminen tehtiin rakentamalla sopiva ELISA-testi kéyttien
tuotettuja vasta-aineita, sopivaa médrdd humaaniseerumingytettd seké sovittamalla testin
muut muuttujat parhaan lopputuloksen saamiseksi. Tavoitteena oli standardoida ELISA-
testi niin, ettd jatkossa sitd voitaisiin kdyttdd rutiininomaiseen ihmisen seerumin Angptl-

4 tason mittaukseen.

4. Materiaalit ja menetelmat

4.1 Vasta-aineiden valmistaminen

Angptl-4-vasta-aineiden valmistukseen valittiin neljd kania, joihin jokaiseen injektoitiin
hiiren synteettisesti valmistettua Angptl-4-peptidid. Peptidipitkét oli valmistettu
Haartman-instituutin peptidisynteesi-laboratoriossa. Verta otettiin immunisaation
yhteydessid noin kuukauden vilein (7ml/kanin painokilo). Néytteenottokertoja tuli

kuuden kuukauden aikana 5-6 kpl jokaisesta neljdstéd kanista.
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Niytteenoton jidlkeen kaniverid sdilytettiin +4 °C:ssa, jonka jidlkeen ne sentrifugoitiin
(10 min, 3000 rpm, G-arvo: 1609,92 G). Erottunut seerumi pipetoitiin ja sentrifugoitiin

vield uudestaan punasolujen erottamiseksi. Seerumit s#ilottiin 2ml:n erissé -20 °C:ssa.

4.2 Korkeapainenestekromatografia

Kiytetyt laitteet ja reagenssit:

- Korkeapainenestekromatografialaitteisto (Merch-Hitachi, L-4200 UV-VIS
detector, L-6200A Intelligent pump) jossa virtaus 1,0ml/min

- Kolonni: Proteiini G pylvis (Iml HiTrap™™ Protein G HP, Amersham Pharmacia
Biotech AB)

- Pesupuskuri: fosfaatti-NaCl-puskuri (Phosphate buffer saline, PBS), 137 mM
NaCl, 10 mM Na-fosfaatti, 2,7 mM KCIL, pH 7,4

- Eluointipuskuri: 0,1M Glysiini, pH 2,5

-1 M Tris-HCI, pH 9,0

Vasta-aineen puhdistus seerumista immunoglobuliini G:ksi tehtiin
korkeapainenestekromatografialaitteiston (HPLC, High-Performance liquid
Chromatography) avulla, joka perustui affiniteettikromatografiaan. Kdyttimalld sekd
monoklonaalisen ettd polyklonaalisen vasta-aineen puhdistukseen sopivaa IgG-
proteiinia sitovaa Proteiini G -pylvisti saatiin kerittyd synteettiselld Angptl-4-peptidilla

immunisoitujen kaniverindytteiden seerumista IgG-vasta-ainefraktio.

Laitteisto pestiin valmiiksi ajoa varten ja pesupuskuria ajettiin pH:n nostamiseksi. Oikea
pH (pH 7-8) havaittiin pH-paperin avulla. Laitteistoon ladattiin ensimmiinen
kaniseeruminiyte (1 ml) ja aloitettiin ajo, jolloin seerumin sisidltimé [gG-vasta-aine
sitoutui valmiiksi pakatun 1 ml:n pylvidin proteiini G:hen. Eluointi suoritettiin
glysiinilla happamissa olosuhteissa. Aineisto kerittiin piirtyneiden kdyrien huipuista,
jotka kuvasivat pylviissé erottuneita seerumin osia. Ensiksi kolonnista saatiin piikki,

joka oli seerumin proteiini G-pylvédseen tarttumaton osa. Seuraava oli haluttu proteiini
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G -pylviiseen tarttunut IgG-fraktio. Saadut fraktiot jaettiin koeputkiin, jotka séilSttiin

+4 °C:ssa.

4.3 Proteiinimaaritys

Proteiinimddritys tehtiin Lowry et al. menetelmin mukaan.
Kaytetyt laitteet ja reagenssit:
- Spektrofotometri (Wallac Victor II Multilabel, 595nm)
- 6 x 8 kuoppalevy (NUNC, 48 kaivon proteiinimittauskuoppalevy, S0ul/kaivo)
- Kuoppalevyravistelija
- Reagenssi A (yhdistetdédn suhteessa 100:1:1):
o 2 % NayCOs3-1% SDS (Merck, Darmstad, Germany)
o 4 % K-Na-tartraatti (Merck, Darmstad, Germany)
o 1% CuSO4 (Merck, Darmstad, Germany)
- Reagenssi B: Folin reagenssi (sdilyettivid +4 °C, valonarkaa)
- Milli-Q H,0, Séhkonjohtavuus < 0,006 mS/m (Millipore-laitteisto)
- Harin seerumialbumiini (Bovine Serum Albumin, BSA) A-4503 (SIGMA)
- High- ja Low-kontrollit (valmistettu 0,9 % NaCl:iin)

Valmistettiin standardisuora BSA:sta (0,1 — 1 mg/ml) Milli-Q veteen tehdyn 1 mg/ml
BSA-kantaliuoksen avulla. Kuoppalevyyn pipetoitiin ensin standardisuora toistoineen,
sitten lisdttiin kaivoihin 500 ul reagenssia A ja annettiin reaktion tapahtua 10 minuuttia
ravistelijalla. Lopuksi liséittiin 50 pl reagenssia B ja annettiin inkuboitua ravistelijalla 30

min — 1 h.

Absorbanssimittauksessa kaivoissa ei saa olla kuplia estimiissid tuloksen lukua, ja itse
mittaus suoritettiin valon aallonpituudella 595 nm. Saadulle suoralle (konsentraatio
absorbanssin funktiona) sijoitettiin oman néytteen arvo, josta saatiin laskettua sen
proteiinikonsentraatio. Standardisuoran kaavasta laskemalla saatua nédytteen
proteiinipitoisuutta kiytettiin hyvéksi laskettaessa ELISA-testissd yhteen kaivoon

mahtuvaa peptidimaarii.



4.4 Geelielektroforeesi

Kiytetyt laitteet ja reagenssit:
- SDS-geeliajokammio (Pharmacia LKB, ECPS 3000/150, Hoefer, SE 260)
- virtaldhde
- 12,5 % polyakryyliamidigeeli (valmistettiin yl&- ja alageelistd valamalla,
sdilytys +4 °C)

- Geelin valmistuskasetti

21



Taulukko 1. Geelielektroforeesissa tarvittavat reagenssit

Yligeeli Reagenssi maira
30 % akryyliamidi/bis-akryyliamidi 9,38ml
3 M TRIS-puskuri 2,81ml
H,O 10,18ml
10 % APS (ammoniumpersulfaatti), 10 % 112ul
TEMED (N'-tetrametyyli-etaani-1,2-diamiini),
pH 8,9 15ul
Alageeli
30 % akryyliamidi/bis-akryyliamidi 1,25ml
IM TRIS-puskuri 1,25ml
H,O 7,44ml
APS (ammoniumpersulfaatti) 10 % 60ul
TEMED (N'-tetrametyyli-etaani-1,2-diamiini)
pH 8,9 8ul
Naytepuskuri
glyseriini Iml
2-merkaptoetanoli 0,5ml
20 % sodiumdodekyylisulfaatti 1ml
TRIS- puskuri, 0,5M, pH 6,8 1,25ml
brumfenolisininen, 0,5 M 0,1ml
Milli-Q H,O 1,15ml
SDS-PAGE standardiliuos
(Prestained SDS-PAGE
Standards) Low Range, Control 310 000 986 (Bio-Rad) |3,5ul
Ajopuskuri
196mM glysiini 288,2g
0,1 % SDS 20g
50 mM Tris-HCI, pH 8.3 60,68

Tutkittavista ndytteistd tehtiin laimennokset ja ennen kaivoihin pipetointia nédytteisiin

lisdttiin 10 pl ndytepuskuria jonka sisédltimé 2-merkaptoetanoli toimi pelkistdvinid

rakenteen avaajana. Néytteitd kuumennettiin noin viiden minuutin ajan kiehuvassa

vesihauteessa, sentrifugoitiin 10 sekuntia maksimilla ja pipetoitiin ndytteet geelille.

Geelin ensimmiiseen kaivoon pipetoitiin 3,5 pl valmiiksi virjittyd SDS-PAGE-

standardiliuosta (taulukko 1), jolla saatiin geelille virjityt molekyylipainomerkit

tulosten méérityksen avuksi. Laitteistoon lisdttiin ajopuskuria, se suljettiin ja ajo
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suoritettiin 150 W yligeelille ja 180 W alageelille noin tunnin ajan tai kunnes

nidytteiden sininen viri oli selkeésti kulkenut geelin alareunaan asti.

4.5 Western Blotting eli immunoblottaus

Kiytetyt laitteet ja reagenssit
- Siirtoajolaitteisto (siirtoajo 400 mA:n virralla 45 minuutin ajan)
- Nitroselluloosakalvo (Hybond-C Extra)

- Imupaperi (Whatman)

Taulukko 2. Immunoblottauksessa tarvittavia aineet ja niiden valmistusreagenssit

Ajopuskuri, pH 8.3

S0mM Tris-puskuri - HCI

0,196M glysiini

Piillystyspuskuri
5 % Valion rasvaton maitojauhe
TBS -livos, pH 7,6 (50 mM Tris-HCI, 150 mM
NacCl,
0,05 % Tween-20 (Polysorbaatti 20))
Huuhtelupuskuri

0,5 % Valion rasvaton maitojauhe

TBS-liuos, pH 7,6 (50 mM Tris-HCl, 150 mM
NaCl,

0,05 % Tween-20 (polysorbaatti 20))

Primaarivasta-aine:

Kanissa tuotettu Angptl-4-vasta-aine 1:1000

Sekundaarivasta-aine:

'Vuohessa tuotettu kanivasta-aine (Goat anti
rabbit, GAR, Bio Rad). Entsyymileimattu
1:2000

0,5 % Valion rasvaton maitojauhe

TBS-liuos, pH 7,6 (50 mM Tris-HCl, 150 mM
NaCl,

0,05 % Tween-20 (polysorbaatti 20))

Irrotuspuskuri, pH 2,25

1 M glysiini 10-kertainen kantaliuos
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Blottauksen jilkeen nitroselluloosakalvolle olivat siirtynyneet geelielektroforeesin
geelin proteiinit. Kalvot késiteltiin epdspesifisen tarttumisen estdmiseksi
paillystyspuskurissa (taulukko 2) 0,5-1 tunnin ajan huoneenlimmossi ravistelijalla.
Téamaén jidlkeen valmistettiin jokaista kalvoa varten huuhteluliuosta siten, ettd vasta-
aineita lisittiin liuoksiin suhteessa 1:1000. Huuhtelu suoritettiin kolme kertaa 15
minuutin vélein. Vasta-aineen lisddmisen jilkeen késiteltiin kalvot sekundaarisella
vasta-aineella (taulukko 2), joka tunnisti primaarisen kanissa tuotetun vasta-aineen.
Sekundaariseen vasta-aineeseen oli sidottu entsyymi kemiluminesenssiin perustuvan

tuloksen mittauksen mahdollistamiseksi.

Kalvoja jouduttiin myds peseméén vasta-aineista muutamia kertoja koko tutkimuksen
aikana tuloksen selkeyttdmiseksi. Kalvoja pidettiin irrotuspuskurissa 30 minuuttia 50

°C:ssa ennen uutta kisittelya.

Tuloksen havainnoinnissa kéytetyt laitteet ja reagenssit:
- Filmin kehityslaitteisto (Kodak)
- Filmi (Fuji Super RX medical x-ray film)
- Lasilevy
- Ajastin
- Nitroselluloosakalvo, jossa siirretyt vasta-aineet
- Kehitysliuokset 1 ja 2 (Amersham ECL-western blotting detection, GE
Healthcare)
- Ajopuskuri: 50 mM Tris-eméspuskuri (Tris-hydroksymetyyli-aminometaani),

pH 8,3

Tutkittava nitroselluloosakalvo, jolle oli siirretty halutut, sekundaarisen vasta-aineen

avulla leimatut kanin seerumista eristetyt IgG-vasta-aineet, laitettiin lasilevyn piille ja
pipetoitiin kehitysliuokset kalvolle. Kalvo peitettiin muovikelmulla ja kehitys tapahtui
filmille vililla 10 s — 10 min. Kehityksen jilkeen filmilld ndkyivit erottuneet proteiinit

tummentumina.



25

4.6 lgG-vasta-aineen entsyymileimaus

Kiytetyt laitteet ja reagenssit:
e Dialyysiletku (12-14kDa cut-off)
¢ Rullasekoitin
¢ Piparjuuriperoksidaasientsyymi (Horse Radish Peroxidase, HRPO), Sigma
e HPLC-puhtausluokan vettd (Rathburn)
e 0,1 M Na-metaperjodaatti
e | nM Na-asetaattipuskuri pH 4,4
e 0,1 M karbonaatti-bikarbonaattipuskuri (0,1M NaHCO3, 0,1M Na,COs), pH 9,5
e Pelkistiva reagenssi: natriumborohydridi

e  PBS-puskuri (137 mM NaCl, 10 mM fosfaatti, 2,7 mM KCl ), pH 7,4

Liuotettiin 5 mg peroksidaasi-entsyymiéd 1 ml:aan HPLC-puhtausluokan vettd, jonka
jélkeen liséttiin 0,2 ml 0,1M Na-metaperjodaattia ja sekoitettiin hyvin. Tdmin jédlkeen
seosta inkuboitiin huoneenlimmossi 30 minuuttia. Inkuboinnin jélkeen liuos
dialysoitiin yon yli Na-asetaattipuskuria (5 litraa) vastaan. Liuos liséttiin

dialyysiletkuun, ja se suljettiin tiiviisti sulkijoilla.

Leimattava IgG, joka oli saatu eristettyd korkeapainekromatografialla kaniseerumista,
dialysoitiin vastaavalla menetelmailla ja samanaikaisesti 0,1 M karbonaatti-
bikarbonaattipuskuria (5 litraa) vastaan yon yli viiledssd paikassa. Molemmat liuokset

olivat kevyelld sekoituksella dialysoinnin ajan.

Dialysoinnin jidlkeen IgG-preparaatti ja dialysoitu peroksidaasi yhdistettiin ja
sekoitettiin rullasekoittimella huoneenldmmdsséd kahden tunnin ajan. Inkuboinnin
jélkeen putki peitettiin alumiinifoliolla ja liséttiin 5 mg pelkistidvii reagenssia, ja

lisdyksen jidlkeen korkki avattiin muutaman kerran vapautuvan vedyn poistamiseksi.
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Pelkistysreaktion annettiin edetd tunnin ajan vetokaapissa ilman sekoitusta, jonka
jilkeen konjugaatti dialysoitiin PBS-puskuria (5 litraa) vastaan kiyttden dialyysiletkua.

Dialyysiliuos vaihdettiin kerran uuteen liuokseen.

4.7 ELISA-menetelma

4.7.1 Kuoppalevyjen valmistaminen

Kaytetyt laitteet ja reagenssit
®  96-kuoppalevy (NUNC)
e Kuoppalevyn pesuri (Labsystem Multiwash)

¢ (,05M natriumkarbonaattipuskuri (0,05M NagCO3 ja 0,05M NaHCO;), pH 9,6,
100 pl/kaivo

® Pesupuskuri: fosfaatti-NaCl-puskuri (PBS) + 0,5 % Tween 20 (Fluka), 300
ul/kaivo

e Piillystyspuskuri: 1 x PBS + 0,5 % rasvaton hirinseerumialbumiini (Bovine

Serum Albumin, BSA, Sigma, A3803) 200 ul/kaivo

Pohjan péillystys tehtiin karbonaattipuskuriin laimennetulla IgG-vasta-aineella. IgG-
vasta-aine oli saatu yhdesti neljdstéd kanista. Ensimmadinen pesu tehtiin seuraavana
pdivini pesurilla kdyttden ohjelmaa, joka huuhteli kaivot kuusi kertaa. Epdspesifisen
tarttumisen estdminen tehtiin laittamalla levylle paillystyspuskuria. Levy laitettiin
ravistelijalle nopeudella ~300 rpm ja inkuboitiin 1 tunti huoneenlimmossa. Tamin

jilkeen levyt pestiin toisen kerran samalla tavalla kuin ensimmiisessid pesussa.
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4.7.2 Angptl-4:n ELISA-analyysi

Kiytetyt laitteet ja reagenssit
e Spektrofotometri (Wallac Victor 2 Multilabel, Protokolla luotu: 1.9.1996
Wallac, laitteen sarjanumero 420 180 0))
e Sekundidrivasta-aine, kaniveren seerumista eristetty ja entsyymileimattu anti-
Angptl-4 — IgG-liuos.
e Laimennuspuskuri: 1 x PBS + 0,5 % Tween 20 + 0,5 % rasvaton
hirdnseerumialbumiini
¢ Fenyleenisubstraatti: 100 pl/kaivo
o 6,25ml 0,1 M sitruunahappo
o 6,25ml1 0,1 M Na,HPO,
o 12,5ml Milli-Q H,O
o o-fenyleenidiamini-dihydrokloriditabletti (OPD, o-phenylene-diamine)
o 10ul H,0O,
e Rikkihappo: 3M H,SOy4 , 50ul/kaivo

Laimennuspuskuriin laimennetut néytteet pipetoitiin levylle (yhteensd 100 pl/kaivo) ja
inkuboitiin ravistelijalla huoneenlamméssd 300 rpm tunnin ajan. Inkuboinnin jidlkeen

levy pestiin pesupuskurilla.

Laimennetty sekundédrivasta-aine liséttiin kaivoihin ja inkuboitiin ravistelijalla
huoneenlimmosséd 300 rpm tunnin ajan, jonka jdlkeen pestiin levy edellisten pesujen

tavoin.

Entsyymireaktio aloitettiin lisddmalld 100 pl substraattia per kaivo ja peitettiin levy
foliolla. Kun véri ndytti hyvéltd (yleensd 4-15 minuutin aikana), se pysidytettiin
lisdamalla rikkihappoa jokaiseen kaivoon. Absorbanssi mitattiin spektrofotometrilld 490
nm aallonpituudella ja muutettiin Angptl-4-pitoisuudeksi spektrofotometrin ohjelman
kaavan mukaisesti. Saadut absorbanssit sijoitettiin Excel-ohjelmassa y-akselille, ja x-
akselille laskettiin niytteiden laimennoskerrointen seké kaivon proteiiniméérin

perusteella konsentraatio (ug/ml).
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5. Tulokset ja tulosten tarkastelu

5.1 Angptl-4-vasta-aineiden tuotto ja testaus

Anti-Angptl-4-vasta-aineiden tuotto aloitettiin injektoimalla aiemmin valmistettua
hiiren synteettistd Angptl-4—peptidid neljdédn kaniin. Koe-eldimeksi valittiin kani, silld
ndytemdiérin tarve arvioitiin noin 20 ml verta/niytteenottokerta. Neljd yksilod (kanta
NZW-Rabbit) valittiin, jotta voitaisiin valita parhaiten vasta-aineenmuodostukseen

sopivat yksilot.

Antigeenin injektoinnilla pyrittiin saamaan kanit tuottamaan haluttua Angptl-4-vasta-
ainetta, jota voitaisiin myohemmin testata hiiren ja ihmisen seerumeita vastaan. Angptl-
4-proteiinin havaitsemiseksi ja médrittimiseksi. Immunisaation jilkeen kaneista otettiin

sadannollisesti verindytteiti, joista eristettiin haluttu anti-Angptl-4-vasta-aine.

Kaniveren seerumin vasta-ainem aarat

\

9
E
o 7
%6 R —e— Kani 1
| 54 —a—Kani 2
£ 4 — Kani 3
T 3 / Kani 4
g 2
3 1

0

. T

2 3

Kaniseerumin naytteenottokerta (n)

Kuva 6. Vasta-aineiden mdéidird kaniveressd
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Taulukko 3. Vasta-aineiden mddrd kaniverissdi.

Puhdistettu totaali-IgG
midrd (mg/ml)
Niytekerta Kani 1 Kani 2 Kani 3 | Kani 4
1 0,92 1,73 1,91 1,11
11 3,17 8,5 6,7 5,8
111 4,3 6,99 5,95 5,36
Muutos (+/-) |+ + + - + - + -

Tutkimuksen aikana vasta-aineen méairin oletettiin nousevan kaniveressd, mutta alun
proteiinimédritysten jdlkeen huomattiin seerumin proteiinipitoisuuden vihenevin, kun
kaneihin oli injektoitu kolme kertaa tuotettua synteettistd Angptl-4-proteiinia noin
kolmen kuukauden aikana (kuva 6 ja taulukko 3) Vain kani 1:n kohdalla vasta-aineen
mairi nousi edellisestd vield kolmannen injektion jidlkeen. Tulos on normaali ja kertoo

kanien yksil6llisen sietokyvyn eroista.

5.2 IgG-vasta-aineiden analysointi Dot-plot-analyysin avulla

HPLC:114 kanin seerumista puhdistetuista [gG-fraktioista tehtiin Dot-plot-analyysi
kayttdien samoja Angptl-4-peptideitd, joita oli kiytetty immunisaatiossa. Tulos osoitti
kahdessa kanissa tuotetun puhdistetun IgG-fraktion tarttuvan Angptl-4-peptideihin ja
ilmenevin dot plotissa erivahvuisina tiplind. Kahden muun kanin seerumista
puhdistettu IgG toimi huonommin dot-plot-analyysissd, jonka oletettiin johtuvan kanien

yksilollisistéd eroista vasta-aineen tarttumisessa peptidiin.
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pl1 p2 | p1 p2

v 000

Kani 3 Kani 4

Kuva 7. Dot-plot-analyysi kanien seerumista puhdisetuista 1gG-fraktioista.

Kuvassa 7 niakyvit tummentumat tulivat esiin immunoseerumilaimennoksilla, joissa oli
proteiinia 20 pg-2 ng. P1 ja p2 tarkoittavat synteettisid peptideji, jotka rakennettiin
tutkimusta ennen vastaamaan Angptl-4-peptidin aktiivisia rakenneosia ja joita kdytettiin
kanien immunisoinnissa. Néistd p2 antoi vasteen kani 3:n ja kani 4:n seerumeista

puhdistetuille IgG-fraktioille.

Vertailussa kdytettiin mukana kaupallista Angptl-4-proteiinivalmistetta omien
nidytteiden rinnalla sekéd vuohessa tuotettua kanivasta-ainetta (Goat Anti Rabbit, GAR).
GAR otettiin testiin mukaan sen tarttumisen tarkistamiseksi, silldi GAR:ia haluttiin
kiyttdd myohemmin sekundaarisen vasta-aineen leimaamisessa ELISA-testissd. Néin
ollen oli tirke&d tietdd, tarttuuko GAR-vasta-aine suoraan Angptl-4-proteiiniin mikd
estdisi sen kidyton myohemmin hyviksi. Tuloksissa ei havaittu epéspesifista GAR:in
tarttumista kaupalliseen Angptl-4-proteiiniin. Liséksi todettiin, ettd kanista puhdistetut
IgG-vasta-aineet tarttuivat spesifisesti Angptl-4-proteiiniin. Myohemmat Dot-plot-testit

tukivat kokeiden jatkamista kaikilla neljastd eldimestd saadulla immunoseerumilla.

5.3 Angptl-4-proteiininaytteet

Angptl-4-proteiinin havaitsemiseksi humaani- ja hiirindytteistd suoritettiin tutkittaville

nidytteille Western blot -analyysi. Angptl-4-proteiinia oletettiin 16ytyvén ihmisen



seerumista, lipoproteiinista ja rasvasoluista seki hiirelld seerumista, lipoproteiinista

seki rasvasoluista.
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Angptl-4-proteiini saatiin ndkyviin primaarisella toisessa kaniyksilossé tuotetulla vasta-

aineella ja timi puolestaan sekundaarisella vuohessa tuotetulla kanivasta-aineella (Goat

anti rabbit, GAR), joka oli leimattu piparjuuriperoksidaasilla kemiluminesenssin

mahdollistamiseksi.

Taulukko 4(A). SDS-PAGE-analyysissd kdytetyt ndytteet.

Humaaniperiiset niytteet

Hiiriperiiset niiytteet

Seerumi ( yli 8 h paastonneelta
ja paastoamattomalta ihmiselt4)

Seerumipooli eri
hiirikannoista sekd C57Black-
kannasta

HDL (High Density
Lipoprotein, hyvi”
kolesteroli), lipoproteiininéyte,
joka on yhdistetty HDL,- ja
HDL;-niytteistd (23,3 mg/ml)

HDL, laboratoriossa kiytetty
yleinen hiiriperdinen (C57BI)
lipoproteiinindyte

Seerumialbumiini, HSA
(Human serum albumin)
(2mg/ml)

Seerumialbumiini, MSA
(Mouse serum albumin)
(2mg/ml)

Adiposyyttikasvuliuos,
kasvatetusta soluviljelmistd O
pdivin ja 8 pdivin kuluttua

Adiposyyttisolut, kasvatetusta
soluviljelmistd O pédivin ja 8
péivin kuluttua

Adiposyyttisolut, kasvatetusta
western-populaatiosta 0 ja 8
péivin kuluttua

S R
Ser. ser.
—100,9 —100,9 "
—97,3 —973 A
—54,1 ‘ —54,1
—37,6 : w376
e

18

—_—292 —292 g

—ZQ Kani 1

Kuva 8(B). Kahden kanindytteen ANGPTLA-proteiiniin tarttunut vasta-aine.

=—20,0 Kani 3
- =

T THERE Mou  Hum Mou

ser. HDL HDL

&  Angptl-4
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Western Blot -analyysissi kdytettiin humaani- ja hiiriperdisid néytteitd (taulukko 4(A))
niin, ettd yhdessi kaivossa oli ndytettd aina 5 mg/kaivo. Seerumista haluttiin myos
paastoniyte, silld Angptl-4-proteiinin oletettiin lisddntyvéin seerumissa paastoamisen

vaikutuksesta.

Huomattiin, ettd humaaniseerumi ja hiiriseerumi toimivat parhaiten signaalin antajina
kaikista tutkituista ndytteistd. Humaani- ja hiiri-HDL antoivat myds signaalin
tarttumisesta (kuva 8(B)), mutta ei niin vahvaa kuin seerumeilla. Kani 1 antoi
voimakkaan vasteen vain humaaniseerumin kohdalle, kun taas kanin 3 vasta-aineella

saatiin ndkyviin tarttuminen hiiriseerumin Angptl-4-proteiiniin ja HDL:iin.

Humaani- ja hiiriseerumialbumiini otettiin testiin mukaan, silld varsinkin
humaaniseerumituloksissa (kuva 8(B) kani 3:ssa) nikyi varsinaisen kulkeutuneen
proteiinin pdélld merkkid alaspéin painava vaalea albumiinisakka, mitd Angptl-4-vasta-

aine ei kuitenkaan tunnistanut seuraavassa Western-blot-analyysissé (kuva 9).

Savik 2y

541 KD B P 5~ .. «———  Angptl4

Kani 3

Kuva 9. Ihmisen seerumilaimennos ja ihmisen sekd hiiren seerumialbumiini Western-
blot -analyysissd.

Kuvassa (Kuva 9) kaivoihin 9 ja 10 oli ajettu ihmisen ja hiiren seerumialbumiini, mutta
verrattuna ihmisen seerumista tehtyyn laimennossarjaan (kuopat 1-8) ei albumiiniin
tartu vasta-ainetta eiké se ndy tummana. Albumiinin ldsnéolo kuitenkin vaikutti

korkeilla proteiinipitoisuuksilla painaen fysikaalisesti Angptl-4-proteiinia normaalia
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alemmas. Kokeen perusteella voitiin my0s tehda paitelmi, ettd tuotettu vasta-aine

tarttuu spesifisesti Angptl-4-proteiinia sisdltdviin néytteisiin.

Tutkimukseen ei otettu mukaan varsinaista negatiivista kudoskontrollia, jonka olisi
tiedetty reagoivan negatiivisesti kanista puhdistettuun IgG-vasta-aineeseen. Tarttumisen
eroista kertoi kuitenkin Wester-Blot-analyysi. Adiposyyttikasvuliuosta ja kasvatettuja
adiposyyttisoluja nidytteend kéyttiden saatiin tulos, jossa adiposyyttien
kasvuliuosndytteeseen tarttui Angptl-4-vasta-ainetta, muttei adiposyyttisoluihin. Tulos
tuki oletusta siitd, ettd Angptl-4 on erittyvé proteiini ja ldsnd juuri solun ulkopuolella
sekd seerumissa. Adiposyyttikasvuliuoksesta saadun signaalin perusteella sitd voidaan

jatkossa kayttdd esim. soluviljelytdissd Angptl-4:n havainnointiin.

Tyon aikana keskityttiin seerumista tehtyihin Angptl-4-proteiinin mittauksiin. Muita
kudoksia kiytettiin suuntaa antavina tuloslidhteini, jotka tukivat seeruminéytteista

saatuja tuloksia ja antoivat yleiskuvaa Angptl-4-proteiinin toiminnasta.

5.4 ELISA-menetelman kehittaminen

ELISA-testin kehittdminen aloitettiin immunoblottauksessa saatujen tulosten
perusteella, jotka osoittivat Angptl-4-proteiinin tarttuvan kaneissa tuotettuihin IgG-
vasta-aineisiin spesifisesti. Inmunoblottauksen perusteella oli saatu viitteitd Angptl-4-
proteiinin tarttumisesta parhaiten veren seerumiin, joten ELISA-testissd kdytettiin

lahtokohtaisesti juuri seerumia niytteena.
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PoOD tai
hiatiini

leimattu GAR-
vasta-aine

POD tai
hiatiini

Mavtteeseen kinnittyryt
sekundaari vasta-aine

Ancptl-4 \

Maytteeseen kinnittynyt
sekundaari vasta-aine

Ancptl-4

leimattu GAR-
vasta-aine
Huopan pohjaan kinnitetty kuopan pohjaan kinnitetty
priméarinen vasta-asine primasrinen vasta-sine
Koko kuoppa variartyi GAR:N tartuessa myds Leimaamalla sekundaarinen vasta-aine suoraan
priméarizeen vasta-aineeseen zaatin mitattava tulos ELISA-testista

Kuva 10. ELISA-menetelmdn toimimaton ja toimiva suunnitelma. Primaarisena vasta-

aineena kdytettiin kanissa tuotettua vasta-ainetta.

Ensimmiisessi vaiheessa kiytettiin kerros-ELISA-menetelméi, jossa levyn virjdys
havainnointia varten tehtiin vuohessa tuotetulla kanivasta-aineella (Goat anti Rabbit,
GAR) sitomalla se sekundaariseen vasta-aineeseen. Kerros-ELISA-menetelmasti
kuitenkin luovuttiin, silli GAR-vasta-aine tarttui myos primaariseen vasta-aineeseen ja
viérjasi koko levyn (kuva 10 vasen kaavio). Sekundaarinen vasta-aine leimattiin
peroksidaasientsyymilld (Peroxidase, POD) suoraan (kuva 10. oikea kaavio), kun

kerros-ELISA-testisté ja vuohessa tuotetusta kanivasta-aineen kdytosti oli luovuttu.

Sekundaarisena vasta-aineena kéytettiin aluksi vuorotellen joko kani 2:1ta tai kani 3:1ta
puhdistettua immunoseerumia siten, ettd primaarisen vasta-aineen ollessa kani 2 oli

sekundaarinen vasta-aine kani 3:sta saatu immunoseerumi.

5.4.1 Primaarisen vasta-aineen valinta

ELISA-testi aloitettiin kuopan pohjan vasta-aineiden toimivuuden kartoittamisella
kayttden pohjassa kanissa tuotettuja vasta-aineita ja kiinnittimélld siihen erilaisia

niyteseerumeita (taulukko 5).
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Taulukko 5. ELISA-testin toimivuuden tarkistamiseen kdytetyt ndytteet.

Niytteet

Seerumipooli
sekahiiripopulaatiosta

C57 Black -kannan hiiriseerumi

Humaaniseerumi

Kun vasta-aineen toimivuus pohjassa oli todettu hiiriseerumikokeiluilla, valittiin yksi

kanissa tuotettu vasta-aine ja tehtiin sarja kokeita muuttamalla ainoastaan pohjaan

sidottavan vasta-aineen mairdad. Vasta-ainevahvuus tutkittiin seuraavilla

konsentraatioilla: 0,125; 0,25; 0,5; 1, 2 ja 3 pg/kaivo. Tutkituista primaarivasta-

ainevahvuuksista pdddyttiin kiyttdmiin vahvuutta 0,5 pg/kaivo, silld sen avulla saatiin

useimmin selked ja helppolukuinen tulos.

1,2

14

0,8

0,4

Abs (450 nm)

0,2

0 4

-0,2

0,6

0,002

0,004 0,006

0,008

0,

¢ (pg/kaivo)

—e— 0,125 pg/kaivo
—a— 0,25 pg/kaivo
0,5 pg/kaivo
1 pg/kaivo
—%— 2 pg/kaivo
—e— 3 pg/kaivo

Kuva 11. Pohjaan kiinnitetyn primaari vasta-aineen mddrdn vertailu ELISA-testissd,
kun sekundaarivasta-aineen mddrd oli 1:800.

Kuvassa (kuva 11) oli kiytetty 6:ta erilaista pohjaan kiinnitettyd primaarivasta-

ainevahvuutta, kun sekundaarivasta-ainelaimennos oli 1:800 ja ndytelaimennokset

(1:100-1:3200) C57Black -hiiren seerumista.

Kani 2:n ja kani 3:n seerumista puhdistetut [gG-fraktiot vaikuttivat sopivimmilta

ELISA-levyn pohjan piillystykseen. Kani 3:n seerumista puhdistettu IgG-vasta-aine

ndytti toimivan parhaiten kuopan pohjaan sidottuna (taulukko 6) ja sen
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proteiinipitoisuus oli 5,951 mg/ml. Kani 2 vasta-ainetta testattiin pitoisuuksilla 6,994

mg/ml — 8,5 mg/ml.

Taulukko 6. ELISA-testin erilaisten muunteluiden tulokset.

Prim. vasta-aine, Sek. vasta-
puhdistettu IgG, | Niytelaimennokset aine-
Kani 2 (ug/kaivo) | humaaniseerumista | Néaytekiisittely | laimennokset | Tulos
0,5 1:100 - 1:1600 - 1:100-1:3200 | +/-
1 1:100 - 1:1600 - 1:100-1:3200 | +/-
0,5 1:10 - 1:1600 SDS 0,5% | 1:100-1:3200 | +/-
1 1:10 - 1:1600 SDS 0,5% | 1:100-1:3200 | +/-
0,5 1:3-1:100 SDS 0,5% 1:100 +/-
0,5 1:3-1:100 SDS 0,5% 1:200 +/-
0,5 1:3-1:100 - 1:50 +
0,5 1:3-1:100 SDS 2% 1:100 +/-
0,5 1:2-1:512 SDS 0,5% 1:1000 ++
0,5 1:2-1:512 SDS 0,5% 1:500 +
Prim. vasta-aine, Sek. vasta-
puhdistettu IgG, kani | Niytelaimennokset aine-
3 (ng/kaivo) humaaniseerumista | Niytekisittely | laimennokset | Tulos
0,5 1:3-1:100 SDS 0,5% 1:100 -
1 1:3-1:100 SDS 0,5% 1:200 +/-
0,5 1:3-1:100 SDS 0,5% 1:50 -
0,5 1:3-1:100 SDS 2% 1:100 +
0,5 1:2-1:512 SDS 0,5% 1:1000 +++
0,5 1:2-1:512 SDS 0,5% 1:500 ++

5.4.2 ELISA-testin naytteet ja naytekasittelyt

Niytteen méérdd alettiin optimoida sen jdlkeen, kun pohjan IgG:n kiinnitysmiéré oli

16ydetty suunnilleen sopivaksi. Kédytetyt ndytteet olivat enimmikseen hiiren ja ihmisen

seerumeita, mink lisdksi mittauksia suoritettiin muilla kudoksilla, joista oli saatu

signaali Dot-plot- sekd Western-blot-analyyseissi.
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Taulukko 7. ELISA-testissd kdytetyt néytekdsittelyt.

Nayte Kiiytetyt laimennokset [Mahd. Kiisittely Tulokset
C57 Black - 1:40 - 1:3200 Kisittelemiton +
hiiriseerumi SDS-kasittely ++

Hiiren adiposyyttisolut 1:2-1:64 SDS-kasittely

(3T3L1-hiirikanta) ++
Paastoamaton 1:10 - 1:320 Kisittelemiton +/-
humaaniseerumi SDS-kisittely ++
ImM B-SH -

2mM B-SH -

0,5% Tween 20 -

0,5% CHAPS -

0,5% OG -

Paastottu 1:2 - 1:2560 Kisittelemiton +
humaaniseerumi SDS-kisittely ++

ELISA-testisséd kokeiltiin useita eri pinta-aktiivisia aineita tarkoituksena parantaa vasta-
aineen tarttumiskykyé proteiiniin. Tietyilld aineilla pyrittiin avaamaan proteiinin
rakennetta tarttumisen lisddmiseksi. Niytteend kiytettiin aluksi jo aiemmin
immunoblottauksessa hyvén vasteen antanutta C57 Black -hiiriseerumia, joka kisiteltiin
my6hemmin natriumdodekyylisulfaatilla (Sodium dodecyl sulfate, SDS). SDS on pinta-
aktiivinen aine, jolla pystyttiin avaamaan tutkitun seerumin Angptl-4-proteiinin

rakennetta ja parantamaan vasta-aineen tarttumista (taulukko 7).

Hiiren adiposyyttisoluja kdytettiin hyvéksi miéritettidessd lopullista humaaniseerumin
Angptl-4-proteiinipitoisuutta. Hiiren adiposyyttisoluista erotettiin ensin geelifiltraatiolla
fraktio, joka tarttui pakattuun anti-Angptl-4-pylvidseen. Tdmin jilkeen fraktiosta
médritettiin sen proteiinipitoisuus (Lowry et al.) jonka avulla proteiinipitoisuudeksi
saatiin 1,64mg/ml. Hiiren adiposyyttisolufraktiota kidytettiin humaaniseerumin
lopullisen Angptl-4-pitoisuuden médrittimisesséd vertaamalla niitd kahta ELISA-

testissd, silld hiiren adiposyyttisolujen tiedettiin tuottavan Angptl-4-proteiinia.

Humaaniseerumin kdyttd ELISA-testissi aloitettiin paastoamattomalla seerumilla, johon

vasta-aine ei tarttunut kunnolla, ennen kuin niyte késiteltiin natriumdodekyylisulfaatilla
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proteiinirakenteen avaamiseksi. Myohemmin alettiin kdyttdd 12 tuntia paastottua
humaaniseerumia, jossa vaste oli parempi kuin paastoamattomassa. Oikea ndytteen
laimennossarja humaaniseerumilla médritettiin vélille 1:2 -1:512, jolla havaittiin

lineaarinen riippuvuus vérin voimakkuuden ja Angptl-4-pitoisuuden viilille.

Humaaniseerumin Angptl-4-proteiinin rakenteen avaamiseksi kokeiltiin erilaisia pinta-
aktiivisia aineita ja vertailtiin niiden vaikutusta. Natriumdodekyylisulfaattikésittelyn
lisiksi tarkasteltiin B-merkaptoetanolin (B-SH), polysorbaatin (Tween 20), 3-[(3-
kolamido- propyyli)dimetyyliammonio]-1-propaanisulfonaatin (CHAPS) ja
oktyyliglukosidin (OG) vaikutusta proteiinin muodon avaamiseen ja vasta-aineen
parempaan tarttumiseen. Naytekisittelykokeiluista saatujen tulosten perusteella todettiin
natriumdodekyylisulfaatin olevan parhaiten vasta-aineen tarttumiseen vaikuttava
proteiinin rakennetta avaava pinta-aktiivinen aine. SDS-késittelyn todettiin toimivan

parhaiten, kun nédytekisittely tehtiin 30 minuutin ajan.

Kani 2 IgG pohjassa

1,000
0,900 |
0,800
0.700 —e—2,5% SDS
E 0,600 —=— 1 mMB-SH
& 0,500 1 mM B-SH+ SDS
g 0,400 | 2 mM B-SH
0.300 - —%— 2 mM B-SH+ SDS
0,200 |
0,100 |
0,000

0,02 0,04 0,1 0,2 0,33 0,5
¢ (pg/kaivo)

Kuva 12A. Merkaptoetanolikdsittelyn vaikutus ELISA-testin tuloksiin.
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Kani 2 IgG pohjassa

1,600

1,400 ¥d

1,200 -

—— 2,5% SDS 30min

1,000
—a— Tween 20 0,5%

0,800 /

CHAPS 0,5%
0,600 - / 0G 0,5%
0,400 */4/- =

Abs

0,200 { F— r—_ & &
0,000 : : : : :
0,02 0,04 0,1 0,2 0,33 0,5
¢ (pg/kaivo)

Kuva 12B. Muiden ndytekidsittelyiden vaikutus ELISA-testin tuloksiin.

Verratessa natriumdodekyylisulfaatin ja B-merkaptoetanolin vaikutusta ndytteen
kisittelyssd (kuva 12A) huomattiin, ettei merkaptoetanolin lisdys nédytteeseen sai aikaan
selkedd vasta-aineen tarttumisen huippukohtaa, eiki silld saatu tulosta selkeyttivia
vaikutusta Angptl-4-proteiinin méérityksessd humaaniseerumista.
Merkaptoetanolikdsittelyd kokeiltiin kahdella vahvuudella (1 mM ja 2 mM) sekid

yhdessé natriumdodekyylisulfaatin kanssa.

Verratessa vasta-aineen tarttumista ndytteen Angptl-4-proteiiniin muilla pinta-
aktiivisilla aineilla (kuva 12B) todettiin sen olevan selvisti korkeampi
natriumdodekyylisulfaattikisittelylld kuin muilla vertailukisittelyilld. Tuloksien
perusteella jatkettiin ndytekisittelyd ainoastaan natriumdodekyylisulfaatilla parhaan

tarttumisen saavuttamiseksi.



5.4.3 Sekundaarisen vasta-aineen ja ELISA-testin toistettavuus

Sekundaarisena vasta-aineena kaytettiin 1ihinnd POD-leimattua kani 3:n
immunoseerumia, mutta useiden toistokokeiden jilkeen huomattiin kani 2:n
immunoseerumin toimivan paremmin sekundaarisena vasta-aineena ja kani 3:n

immunoseerumin primaarisena vasta-aineena.

R2=0,9963

0,600

0,500

0,400

0,300

0,200 -

Abs (490 nm)

0,100 -

0,000

-0,100
¢ (ug/kaivo)

Kuva 13A. ELISA-testin laimennossarjatoistojen hajonta, kun sekundaarisena vasta-
aineena oli kani 3:sta puhdistettu IgG-fraktio.
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Kuva 13B. ELISA-testin laimennossarjatoistojen hajonta, kun sekundaarisena vasta-
aineena oli kani 2:sta puhdistettu IgG-fraktio.

Verrattiin viittd toistettua ELISA-testid (kuva 13A), joissa sekundaarisena vasta-aineena
oli POD-leimattu kani 3 immunoseerumi viiteen ELISA-testiin (kuva 13B), joissa

sekundaarisena vasta-aineena oli POD-leimattu kani 2:n immunoseerumi.

Angptl-4-proteiinin havaitsemiseen tarkoitettuna peroksidaasileimattuna vasta-aineena
kani 2:n seerumista puhdistettu IgG-fraktio (kuva 13A) antoi pienemmén hajonnan
toistomittauksissa kuin kani 3:n seerumin puhdistettu IgG-fraktio (kuva 13B)
sekundaarisena vasta-aineena. Niin ollen valittiin kani 2:ssa tuotettu

peroksidaasileimattu IgG-vasta-aine jatkokdyttoon ELISA-testissi, silld sen tulokset

olivat luotettavampia pienen hajonnan vuoksi.
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Yhden levyn 3 laimennoksen sisdiset vaihtelut
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Kuva 14. Kolmen samalla levylld mitatun néytelaimennoksen 10 toiston absorbanssin
vaihtelu, kun kdytettiin primaarisena vasta-aineena kani 3:n seerumin pudistettua

IgG:ta.

Kolmen paastotun humaaniseerumi nidytelaimennoksen (1:2, 1:4 ja 1:8) sisdisessd

toistokokeessa (kuva 14) yhdelld levylld saatiin keskihajonnoiksi 0,10 (laimennos 1:2),

0,045 (laimennos 1:4) ja 0,026 (laimennos 1:8).
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Kuva 15. Sekundaarisen vasta-aineen laimennostoistot.
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POD-leimatun sekundaarisen vasta-aineen toimivuutta kokeiltiin laimennoksilla 1:500 —
1:2000 ja paidyttiin laimennokseen 1:1000, jolla saatiin voimakkain tulos (kuva 15)
verratessa erilaisia sekundaarisen vasta-aineen laimennoksia 10 sarjan toistokokeissa,
joissa tarkkailtiin my®s toistokokeiden hajontaa. Matalampi ja korkeampi POD-

leimatun sekundaarisen vasta-aineen laimennos antoivat heikommat tulokset kuin

laimennos 1:1000.

5.4.4 Yksilolliset erot Angptl-4-vasteessa ihmisen seerumissa

Yksildiden seerumien eroja Angptl-4-proteiinin madrissa tutkittiin
prelimindirikokeessa, jossa kéytettiin ndytteend viideltd eri ihmiseltd saatua seerumia.
Néytteitd otettiin viisi kertaa yhden pdivin aikana niin, ettd ensimméinen néyte oli 12
tunnin paastondyte ja toinen nidyte noin kahden tunnin kuluttua, ruokailun jélkeen.
Tdmén jédlkeen otettiin vield kolme néytettd kahden tunnin vélein. Teoriassa tulosten
olisi tullut seurata muotoa, jossa Angptl-4-taso on ensin matalalla, mutta nousee

hetkellisesti ruokailun jilkeen alkaen taas laskea hitaasti.
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R? = 0,9999

0,700
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Kuva 16. ELISA-testin pohjalta tehty paastotun humaaniseerumin standardisuora.
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Saaduista seeruminéytteistd tehtiin ELISA-testi kiyttden standardisuoran tekoon
aiemmin toistokokeissa hyvéksi todettua 12 tuntia paastottua humaaniseerumia. Saatuun
standardisuoraan sovitettiin trendiviiva ja sijoitettiin saatuun yhtdloon mitatut seerumien

absorbanssiarvot (kuva 16) Tulokset sijoitettiin samaan taulukkoon vertailtavaksi.
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Naytteenottokerta

Kuva 17. Angptl-4-proteiinin tason muutokset seerumissa ajan suhteen eri
koehenkiloilld.

Koehenkil6iti ei ollut riittdvisti tarkkojen johtopditodsten tekemiseksi, mutta tuloksista
voidaan tehdi suuntaa antava pédtelmii siitd, ettd yksildiden véliset erot ovat

huomattavat Angptl-4-proteiinitasoissa.

Toisen nidytteenoton jédlkeen (kuva 17) kaikissa kéyrissd on havaittavissa muutos, joka
viestii mittauksen onnistumisesta, vaikka muutoksen suunta on yllattavi ndytteissad 3 ja
5. Néyte 1 ilmentid parhaiten odotettua Angptl-4-proteiinin méérin kasvua seerumissa
ruokailun jilkeen. Niyte 2 ei ole tdysin vertailukelpoinen, silli siitd ei ole saatu kaikkia
niytepisteitd. Naytteen 4 Angptl-4-taso on liian alhainen verrattavaksi, kun taas

ndytteen 5 taso on huomattavasti muita korkeampi.
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5.5 Lopullinen ihmisen seerumin Angptl-4-proteiinin
pitoisuuden maarittaminen

Lopullisen Angptl-4-proteiinipitoisuuden méadrittimiseksi ihmisen seerumista kiytettiin
apuna hiiren adiposyyttisoluja. Seerumia ja adiposyyttikasvuliuosta voidaan verrata,
silld molemmissa Angptl-4-proteiini reagoi samalla tavalla tarttumalla puhdistettuun

IgG-fraktioon.

Thmisen paastotusta seerumista ja hiiren adiposyyttikasvuliuoksesta tehtiin
laimennossarjat ELISA-testin néytteiksi (taulukko 8(A)) ja kéytettiin primaarisena
vasta-aineena kani 3:n seerumista puhdistettua IgG-vasta-ainetta, Sekundaarisena vasta-

aineena kéytettiin kani 2:n seerumista puhdistettua ja peroksidaasileimattua IgG:t4.

Taulukko 8(A). Humaaniseerumin ja hiiri-adiposyyttindytteiden mittaus samassa
ELISA-testissd.

Konsentraatio | Absorbanssi 450 nm
Hiiriadiposyytti

pg/kaivo | humaaniseerumi | kasvuliuos
0,015625 0,004 0,013
0,03125 0,032 0,054
0,0625 0,062 0,145
0,125 0,118 0,253
0,25 0,216 0,350
0,5 0,330 0,503
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Kuva 18(B). Humaaniseerumin Angptl-4-proteiinipitoisuuden mddritys
hiiriadiposyyttikasvuliuoslaimennossarjan avulla.

Humaaniseerumi ja hiiriadiposyyttilaimennossarjan absorbanssit sijoitettiin kuvaajaan
konsentraatio (ug/kaivo) absorbanssin funktiona. Proteiiniméériltidéin tunnettua
hiiriadiposyyttisuoraa tutkimalla todettiin tarpeelliseksi médrittii mittaukselle sopivan

kasvun alue, jonka perusteella humaaniseerumin proteiinipitoisuus mitattaisiin.

Kuvaajan (kuva 18(B)) perusteella todettiin reaktion eksponentaalisen kasvualueen
rajaksi noin 0,025 pg/ kaivo (punainen viiva kuvassa 18(B).), jonka jdlkeen reaktio
tasoittui lineaarisesti kasvavaksi eli oli menty parhaan herkkyysalueen yli.
Hiiriadiposyyttikuvaajaan sijoitettiin trendiviiva niin, etti se sopi parhaiten

mittausalueelle 0-0,25 pg/kaivo.

Proteiinimédriltidén tunnetun hiiriadiposyyttisuoran saatu trendiviivan yhtilo sijoitettiin
mitattavaan humaaniseerumisuoran arvoihin ja tulokset muutettiin muotoon pg/ml

jakamalla ne laimennoskertoimellaan (taulukko 9).
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Taulukko 9. Humaaniseerumin lopullisen Angptl-4-tason mddiritys kdyttden
hiiriadiposyyttikasvuliuossuorasta saatua yhtdilod

Laim. Saatu Abs Kaavaan Lopullinen ¢

Kerroin (humaani) sijoitus (ug/ml)

0,015625 0,004 -0,216 -13,836
0,03125 0,032 0,075 2,394
0,0625 0,062 0,170 2,726
0,125 0,118 0,261 2,085
0,25 0,216 0,346 1,386
0,5 0,330 0,407 0,813

Saatujen tulosten (taulukko 9 ja kuva 18(B)) perusteella huomattiin, etti
humaaniseerumin absorbanssiarvot ovat ldhes lineaarisesti (mittausalueella 0,032 —
0,118 Abs), joten nédiden lopullinen Angptl-4-proteiinitaso saatiin ndiden kolmen
tuloksen keskiarvona. Lopulliseksi humaaniseerumin Angptl-4-proteiinin tasoksi saatiin

2,4 ug/ml.
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6. Tulosten yhteenveto ja paatelmat

Tyon tiarkeimpiéni tavoitteena oli ihmisen seerumin Angptl-4- proteiinin
massamiirityksen kehittiminen. Angptl-4-proteiinin pitoisuus ihmisen
paastoseerumissa oli 2,4 ug/ml, joka saatiin kdyttdmaéllda ELISA-testissid primaarisena
vasta-aineena puhdistettua kanin IgG-vasta-ainetta (kaniyksilo 3) 0,5 pg/kaivo.
Niytteend parhaan tuloksen antoi 12 tunnin paastoseerumi laimennoksina 1:8 — 1:2, ja
joka oli késitelty 30 minuuttia 0,5 % SDS-liuoksella. Sekundaarisena vasta-aineena

kéytettiin POD-leimattua kani IgG-vasta-ainetta (kaniyksilo 2) laimennoksena 1:1000.

Tulosta verrattiin kirjallisuusldhteessd kuvailtuun toiseen ELISA-testiin, jossa niytteité
keréttiin useammalta yksiloltd ja kdytetty rekombinanttiproteiini oli tuotettu itse. (31)
Tulokseksi oli saatu humaaniseerumin Angptl-4-proteiinin tasoksi terveilld yksiloilld
0,35 £ 0,01 pg/ml. Tulos poikkeaa melko paljon médritetysti tuloksesta, mutta on
huomioitava, ettdi menetelmien standardisaatiossa on suuria eroja. Lisdksi arvioitiin
tuloksiin vaikuttavan toistokokeiden puuttuminen ja standardina kiytetyn kokonaisen
rekombinanttiproteiinin puuttuminen. Médritetty tulos saatiin kdyttimalla
hiiriadiposyyttisoluviljelyliuoksesta mitattua totaaliproteiinipitoisuutta vertailuarvona,

joka nostaa osaltaan laskettua Angptl-4-proteiinin méédrdd humaaniseerumissa.

ELISA-testin eri tyovaiheiden mittaustarkkuuden ja tulosten pienen hajonnan
perusteella todettiin testin toimivan hyvin Angptl-4:n tunnistamisessa. Mittaustulosten
tasoon vaikutti kuitenkin peptidin kéyttd vasta-aineen tunnistuksessa kokonaisen

proteiinin sijaan.

Angptl-4:n méérittimisen jatkon kannalta olisi olennaista tutkia mahdollisuutta
rekombinanttiproteiinin tuottamiseksi esimerkiksi E. Colissa. Puhdistettuna Angptl-4-
proteiinia voidaan kiyttdd polyklonaalisen vasta-aineen valmistamiseen. Se tarjoaa
mahdollisuuden myds monoklonaalisen vasta-aineen tuottoon, jolloin ELISA-metodi

voidaan kehittdd mono- ja polyklonaalisen vasta-aineen yhdistelmaille.
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