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Lyhenneluettelo:

RTKSs = Engl. Receptor Tyrosine Kinases. Tyrosoonikinaasireseptorit.

LBD = Engl. Ligand Binding Domain. Reseptoriproteiinin ligandia sitova osa.
SAM = sterile alpha motif

PDZ = PDZ-binding motif

JM = juxtamembrane region

GPI = glycosylphosphatidylinositol linkage

IMAC = Engl. immobilized metal ion affinity chromatography.
Metalliaffiniteettikromatografia.



1 Johdanto

Tama opinndytety0 tehtiin osana Joint Biotechnical Laboratoryn (JBL) Eph-
reseptoritutkimusta, jonka péétavoitteena on madrittdd Eph-ryhmin reseptorien
kolmiulotteinen rakenne. JBL-laboratorio on Turun yliopiston kemian laitoksen
alaisuuteen kuuluva tutkimusyksikko. Opinndytetyon tavoitteena oli tuottaa EphA3-
LBD -reseptoriproteiinia (engl. Ligand Binding Domain, ligandia sitova osa) kahdessa
eri isdntdorganismissa, Esherichia coli -bakteerissa ja Pichia pastoris -hiivassa
rakennetutkimusta varten. Ennen tuottoa reseptoriproteiinia koodittava geeni
kloonattiin kahteen eri plasmidivektoriin (pET32a ja pPIC9) ja plasmidit
transformoitiin tuottoisdntiin. Tuotettu proteiini puhdistettiin
affiniteettikromatografian avulla. Tyon eri vaiheita ja tuloksia analysoitiin

agaroosielektroforeesi-, ja SDS-PAGE- menetelmien avulla.
1.1 Reseptorit ja ligandit solukommunikaatiossa

Monisoluisten organismien solut kommunikoivat vapauttamalla kemiallisia 1&hetteja,
jotka voivat vaikuttaa l&helld (parakriininen ja synaptinen viestinvilitys), kaukana
(endokriininen  viestinvélitys) tai solu-soluvuorovaikutteisesti  (jukstakriininen
viestinvilitys). Solut sisdltdvdt toiminnalleen ominaisia reseptorimolekyylejd, jotka
sitovat  spesifisesti molekyylejd  joita  kutsutaan ligandeiksi.  Erilaisten
viestimolekyylien =~ kuten = hormonien  ja  kasvutekijoiden  sitoutuminen
reseptorimolekyyliin ~ saa  aikaan  muutoksia  solun  aineenvaihdunnassa,

signaalinvilitysketjuksi kutsutun tapahtumasarjan kautta.'

Reseptoriproteiinit jaetaan neljddn ryhmién, joita ovat membraaniproteiineihin
kuuluvat G-proteiinikytkentdiset reseptorit, tyrosiinikinaasireseptorit,
ionikanavareseptorit sekd solunsisdiset reseptorit. Muut paitsi solusisdiset reseptorit

ovat membraaniproteiineja. '
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Tietyt aineet kuten steroidit pystyvit ldpdiseméddn solumembraanin, mutta suurin osa

signaalimolekyyleistd on vesiliukoisia ja liian suuria ldpéistdkseen sitd. Vesiliukoiset
signaalimolekyylit tarttuvat solukalvoon uppoutuneiden reseptoreiden spesifisiin
kohtiin. Spesifisen ligandin kiinnityttyd reseptori siirtdd solun ulkopuolelta tulleen
informaation muuttamalla muotoaan tai aggregoitumalla. Reseptorin aktivoituminen
kdynnistdd solunsisdisen signaalinvélitysketjun, jossa informaatio viélittyy eri
vaiheiden ja vilittdjamolekyylien avulla eteenpdin ja johtaa lopulta tietyn toiminnon
aktivaatioon. Signaalinvilitysketju koostu pédpiirteittdin kolmesta eri kohdasta.
Solunulkoisen signaalin vastaanotto, signaalin vilitys eteenpdin transduktion avulla
sekd solun vaste. Signaalivilitysketjun etuna on yksittdisen signaalin voimistuminen
sen siirtyessd molekyyliltd toiselle solussa, jolloin sen vaikutukset voivat olla
solunaineenvaihdunnan kannalta suuret. '

Eph-reseptorit ~ ovat  suurin  tyrosiinikinaaseihin  kuuluva  alaryhmi. *
Tyrosiinikinaasireseptorit on suuri solukalvoreseptoreihin kuuluva ryhmd, joilla on
tunnistettu olevan entsymaattinen aktiivisuus sekd kyky aktivoida useita
signaalinvilitysketjuja solussa samanaikaisesti. Tyrosiinikinaasireseptorit koostuvat
solunulkoisesta ligandia sitovasta osasta, yksittiisestd a-kierteestd ulottuen solukalvon
lavitse ja solunsisdisestd osasta, joka sisdltdd useita tyrosiini aminohappoja.
Solunsisdinen osa toimii entsyymind, jota kutsutaan tyrosiinikinaasiksi. Tyrosiini
kinaasitreseptorit toimivat yhdessd toisen reseptorin kanssa. Kahden reseptorin
aktivoiduttua, niiden solunsisdiset osat aggregoituvat muodostaen dimeerin, joka

aktivoi tyrosiinialueet. '

Solukommunikaation selvittimiseksi on tehtdvd perustutkimusta, jossa madritetdan
reseptoriproteiinien, ligandien ja signaalivélitysketjuun osallistuvien proteiinien
rakennetta ja sitoutuvuusominaisuuksia. Nditd ominaisuuksia tutkittaessa tulee nditd
proteiineja tuottaa suhteellisen suuria méérid solun ulkopuolelle. Reseptoriproteiinien
tuottamisessa ongelmaksi nousevat proteiinin hydrofobiset alueet, joilla proteiini

kiinnittyy solun lipidikaksoiskalvoon. Niiden tuottaminen onnistuu ainoastaan
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tietyissd ylemmain tason eukaryoottisoluissa ja niiden eristys ja puhdistus on varsin

hankalaa.

Tutkimuksessa  tutkittavien = Eph-reseptoreiden ja  muiden  reseptoreiden
mielenkiintoisin osa niiden rakenteessa on ligandia sitova osa. Madritettdessé ligandin
sitovan osan tarkkaa rakenneta ja sen sitoutumisominaisuuksia eri ligandien kanssa,
saadaan tdrkedd tietoa esimerkiksi solujen vuorovaikutuksesta. Opinndytetyossd
késiteltyjen Eph-reseptoreiden ligandia sitova osa on solunulkoinen eikd sisélld
hydrofobisia alueita. Koska reseptoriproteiinin DNA-sekvenssi tunnetaan on
mahdollista tuottaa ainoastaan reseptoriproteiinin solunulkoista ligandia sitovaa osaa.
Hydrofobisten alueiden puuttuminen mahdollistaa myds reseptoriproteiinin osan

tuottamisen muualla kuin niissé soluissa, joissa proteiini normaalisti ekspressoituu.

Tdssd opinndytetydssd tuotettiin kahden eri iséntdorganismin Esherichia coli -
bakteerin ja Pichia pastoris -hiivan avulla kdyttden tehokkaita tuottokantoja (E. coli
Origami B, P. pastoris GS115). Tuottokannat ovat yleisid ekpressiokantoja, joilla
pyritddn proteiinin maksimaaliseen tuottoon lyhyessé ajassa, sekd proteiinin helppoon

puhdistettavuuteen.
1.2 Eph-reseptorit ja efriiniligandit

Térkeisiin solukommunikaation vilittdjiin kuuluvat Eph-reseptorit ovat suurin
reseptorityrosiinikinaaseihin (RTKs = receptor tyrosine kinases) kuuluva alaryhma,
jotka sddtelevdt solu-solukommunikaatiossa solujen kiinnittymistd, muotoa ja
litkkkuvuutta yhdessd reseptoreihin spesifisesti kiinnittyvien efriiniligandien kanssa.
Monien kudosten ja elinten, mukaan lukien hermoston sekd sydédn ja verisuoniston
kehittymiselle Eph signalointi on ratkaisevan tdrkedd. Solukalvokiinnitteiset Eph-
reseptorit ja efriiniligandit aloittavat solu-solukiinnittymiskohdassaan ainutlaatuisen
kaksisuuntaisen signaaliketjun, jossa tieto siirtyy sekd reseptoria ettd ligandia

ekspressoivaan soluun. >
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Kuva 1. Eph-reseptorin ja efriiniA- ja B-ligandien pégpiirteinen rakenne. *

Eph-reseptoriryhmid koostuu 14 jdsenestd, joihin efriineiksi kutsutut solukalvoihin
kiinnittyneet ligandit pystyvédt sitoutumaan. Perustuen DNA sekvenssiin ja
sitoutumisaffiniteettiin Eph-reseptorit ja efriiinit on jaettu kahteen luokkaan A ja B.
Kuvassa 1 on kuvattuna Eph-reseptorin sekd efriiniA- ja B-ligandien pddpiirteinen
rakenne. Yleisesti EphA- alaluokan kahdeksan eri reseptoria (EphA1-AS)
vuorovaikuttavat satunnaisesti viiden eri efriiniA-ligandin (efriiniA1-AS5) kanssa ja
EphB-alaluokan kuusi eri reseptoria vuorovaikuttavat kolmen eri efriiniB-ligandin

(efriiniB1-B3) kanssa. 2

FDZ
Intraceliular Cytoplasmic tail SAM = sterile alpha
: motif
Extracellular I
P ; PDZ = PDZ-bindin
Ephrin Receptor-binding domain ot Inding

JM = juxtamembrane
region

-0
" = phosphate group

Intracellular
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Kuva 2. Eph-reseptorien ja efriini-ligandien sitoutuminen ja kaksisuuntaisen

signaaliketjun aktivoituminen. *

Kuvassa 2 ndhdéddn kuinka spesifisesti sitoutuvat ligandit ja reseptorit muodostavat
sitoutumiskohdassa 2:2 pyoredn heterotetrameerin. Muodostelma kaynnistdi
signalointiprosessin ja samalla aiheuttaa fosforyloitumisen niiden solunsisdisissd
osissa. Eph-reseptorin solunsisdiset tyrosiinikinaasit ja samoin efriinin solunsiséiset
osat (sytoplasminen héntd + PDZ) fosforyloituvat kuten nikyy kuvan 2 oikeassa

2
kulmassa.

Kuva 3. Humaanin EphA3-reseptoriproteiinin kolmiulotteinen mallinnuskuva. *

Kuvassa kolme on esitettynd tietokonemallinnuskuva humaanin  EphA3-
reseptoriproteiinin koko kolmiulotteisesta rakenteesta, josta tdssd opinndytetyOssa
tuotettiin ligandia sitovaa osaa (LBD), joka ei sisdlld hydrofobisia alueita.

Tulevaisuudessa ~ Eph  ja  efriini  tunnistuksen,  rakenteellisten  sekd
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sitoutumismekanismien selvitykselld toivotaan saavutettavan uusien terapeuttisten

verenkierto-, hermosto- ja sydpéalidkeaineiden kehitys. 2

1.3 Plasmidivektorit

Plasmidit ovat rengasmaisia DNA-molekyylejd, joita esiintyy luonnostaan eri
bakteerilajeilla ja joillakin eukaryooteilla, kuten hiivoilla. Yhdistelmd DNA-
tekniikassa plasmideja kdytddn yleisesti vektoreina, haluttaessa siirtdd vierasperiista
DNA:ta isdntdsoluun. Plasmidit replikoituvat itsendisesti erilldén isdntésolun
kromosomaalisesta DNA:sta ja voivat aiheuttaa isintdsolulle erilaisia ominaisuuksia,
kuten antibioottiresistenssin. Ndma ominaisuudet mahdollistavat sen, ettd plasmideja
voidaan kayttdd avuksi esimerkiksi tutkittaessa tai ilmentidessd plasmidin sisaltiméaa

vierasta DNA:ta. >

Toimivan  yhdistelmd-DNA-vektorin  luomiseksi  tulee  plasmidin  sisdltdd
isdntdsolunmukainen ori-alue (engl. orgin of replication), selektiogeeni esimerkiksi
resistenssi jollekin antibiootille, sekd tunnistuskohta/kohtia restriktioentsyymeille.
Nykyéédn plasmidivektoreissa kdytetddn usein MCS-alueeksi (engl. multiple cloning
site) kutsuttua synteettistd polylinkkerialuetta, joka sisdltdd spesifiset katkaisukohdat

usealle restriktioentsyymille. °

Osaksi plasmidien genomia voidaan liittdd eri restriktioentsyymien ja
ligaasientsyymin avulla vierasta DNA:ta ja muodostaa nédin yhdistelma-DNA-vektori.
Yhdistelma-DNA-vektori voidaan siirtdd eli transformoida vieraaseen isdntdsoluun,
jolloin se replikoituu itsendisesti ja sen avulla voidaan myds ekpressoida oikeiden

sadtelyalueiden kanssa vektorin sisdltimén geenin koodittavaa proteiinia.
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1.3.1 pET32a

Téassd opinndytetyossd kdytettiin pET32a vektoria tuottaessa rekombinanttiproteiinia
Eph-A3-LBD Esherichia coli -bakteerin avulla. Novagen -yhtion (USA) kehittima ja
markkinoiva pET-systeemi on tehokas tydkalu, jota voidaan kiyttdd kloonaukseen ja
rekombinattiproteiinien tuottoon E. coli bakteereissa. Haluttu geeni kloonataan pET-
plasmidin T7-promootterialueen perdin, jolloin T7 RNA-polymeraasi indusoi geenin
ekpressiota. Proteiinin tuottamiseksi tulee kéyttdd isdntdsolukantaa, joka siséltdd
geenin T7 RNA polymeraasin ilmentdmiseksi. T7 RNA polymeraasi on niin
aktiivinen ja selektiivinen ettd indusoitaessa sitd tdydelld teholla, ldhes kaikki solun
voimavarat kdytetddn rekombinanttiproteiinin tuotantoon ja halutun proteiinin maéra

voi nousta jopa 50 %:iin solun kokonaisproteiinimaarasti. °
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Kuva 4. pET-systeemin toimintaperiaatteet. ’
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pET-systeemin toiminta ja ekpressointivoimakkuuden sditely perustuu indusointiin,

joko IPTG:n tai laktoosin kanssa (kuva 4.). Normaalisti solu tuottaa /acl repressoria
muodostaen neljdn repressorialayksikon kanssa tetrameerin, joka sitoutuu lac-
operonin operaattorialueelle. Sitoutuminen estdid RNA polymeraasin kiinnittymisen
sekéd transkription T7 geenin 1 alueella, jolloin T7 RNA polymeraasia ei péise
muodostumaan. Liséttdessd IPTG:td tai laktoosia, aine sitoutuu /lacl repressorin
terameeriin, jolloin repressorin toiminta estyy ja RNA polymeraasi piidsee
kiinnittyméén lacl operaattorin alueelle. Télloin tuottuu T7 RNA polymeraasia, joka
indusoi isdntésoluun siirretyn pET-plamidin T7 promootterin ja sen peréssi sijaitsevan

halutun geenin toimintaa.’
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Kuva 5. pET-32a plasmidivektorin geenikartta.®

Opinndytetyosséd kéytetty plasmidi pET32a (kuva 5.) sisélsi T7 promootterin lisdksi
lacl geenin sekd lacl operaattorin, jotka toimivat samaan tapaan estden T7 RNA

polymeraasin kiinnittymisen indusorin puuttuessa.

1.3.2 pPIC9

Tuotettaessa reseptoriproteiinia EphA3-LBD Pichia pastoris -hiivan kanssa kdytettiin
vektorina pPIC9-plasmidia, joka on osa Pichia pastoris -hiivan ekpressiosysteemid.
pPIC9-plasmidi (kuva 6.) on 8023 bp (engl. base pair) kokoinen sukkulavektori, joka
sisdltdd AOXl-alueita, a-eritys signaalin, ampisilliiniresistenssigeenin, E. coli ORI-
alueen sekd restriktioentsyymien katkaisukohtia. Néiden ominaisuuksien avulla
plasmidin kanssa voidaan tyoskennelld sekd E. coli -bakteereissa ettd Pichia pastoris -
hiivassa. Haluttu geeni liitetdén osaksi plasmidia AOXI1 (engl. alcohol oxidase
promoter) TT-alueen perddn. Transformoitaessa plasmidi Pichia pastoris -hiivaan
plasmidi tulee linearisoida katkaisemalla se tietylld yksittdiselld restriktioentsyymilla.
Linearisoitu  plasmidi  liittyy osaksi hiivan kromosomistoa homologisen
rekombinaation kautta, transformoitavan DNA:n ja hiivan genomin sisédltivien
homologisten alueiden vélilld. Proteiinin tuottoa sdddellddn ja indusoidaan metanolin
avulla, silld Pichia pastoris kayttdd hiililihteenddn metanolia tuottamansa
alkoholioksidaasin avulla. Alkoholioksidaasin tuottoa sditelevd promootteri eli AOX1
geenit sditelevit samalla my0s rekombinanttiproteiinin expressiosta Pichia pastoris -

hiivassa. ’
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Kuva 6. pPIC9 fuusiovektorin geenikartta °

1.4  Geenin kloonaus

1.4.1 PCR

Kahden nukleotidijarjestykseltddn tunnetun DNA-jakson vilissd olevia DNA-jaksoja
voidaan monistaa polymeraasiketjureaktion (PCR, engl. Polymerase chain reaction)
avulla. DNA:n monistuminen PCR-reaktioiden avulla tapahtuu
mikrosentrifuugiputkissa (< 0,5 ml), joiden ldmpdtilaa kontrolloidaan PCR-laitteen
avulla. Reaktion mahdollistaa 1&dmpod kestivda DNA-polymeraasientsyymi, joka ei

inaktivoidu korkeissakaan lampdétiloissa. Monistumiseen tarvitaan DNA-polymeraasin
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liséksi kahta spesifistd aluketta, jotka sitoutuvat templaattina toimivan kaksinauhaisen

DNA:n eri juosteisiin ja vastakkaisiin paihin, seki lisiksi nukleotideja. °

PCR-laitteen lammonvaihteluihin perustuen, saadaan tuotettua toistuvaa syklid, joka
koostuu sarjasta denaturointi-annealing-pidennys. Denaturointivaiheessa
kaksinauhaisen DNA:n juosteet irtoavat toisistaan kuumennuskisittelyn avulla. Kun
lampdtilaa lasketaan tdméan jélkeen hetkellisesti, alukkeet pystyvdt kiinnittymééan
tempaattiin lyhyesséd annealing-reaktiossa. Tdmén jidlkeen nostetaan ldmpdtilaa, jolloin
DNA-polymeraasi alkaa liittdd nukleotideja alukkeen 3°-pddstd ldhtien, kiyttden
mallina templaattia. Téssd templaatin pidennysreaktiossa kahden eri spesifisen
alukkeen avulla syntyy kummallekin templaatin nauhalle vastinnauha, alukkeiden

viliselle alueelle. °

Tdssd opinndytetyossd kdytettiin PCR-menetelmdd, jotta saataisiin monistettua
templaattina kdytettdvastd koko EphA3 reseptorista vain tiettyd solunulkoista LBD:ksi
(ligand binding domain) kutsutta ligandin sitovaa reseptorin osaa. PCR-reaktiota
varteen suunniteltiin spesifiset alukkeet EphA3-LBD-reseptoriproteiinia koodittavan
DNA-alueen monistamiseksi. Alukkeiden suunnittelussa otettiin huomioon myos
tulevat tyovaiheet, suunnittelemalla restriktioentsyymien katkaisukohdat (EcoR1 ja
Notl), stop- kodoni sekd kuuden histidiini aminohapon koodaava DNA-alue his-tagin

muodostumiseksi.
1.4.2 Digestio ja ligaatio

Digestiolla  tarkoitetaan DNA:n katkaisemista restriktioentsyymien avulla.
Restriktioentsyymit ovat bakteerien tuottamia entsyymejd, joilla bakteeri puolustautuu
vierasta DNA:ta vastaan. Restriktioentsyymejd on erilaisia ja kunkin entsyymi
tunnistaa kaksinauhaisessa DNA:ssa spesifisid jaksoja ja katkaisee DNA:n tietystd
kohdasta. Bakteeri suojelee omaa DNA:ta restroktioentsyymiltd metylaasientsyymin
avulla. Restriktioentsyymeja kiytetddn hyviksi yhdistelmid-DNA-tekniikassa juuri sen

vuoksi, ettd ne tunnistavat kaksinauhaisessa DNA:ssa spesifisid 4-8 nukleotidiparin
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mittaisia jaksoja ja katkaisevat molemmat DNA:n juosteista tarkalleen méérdtysta

kohdasta. >

Ligaatiossa liitetddn DNA-jaksoja toisiinsa kovalenttisin fosfodiesterisidoksin DNA-
ligaasi entsyymien avulla. Yleisimmin ja myos tissd opinndytetyossd kiytetty DNA-
ligaasi on E. colin T4-faagin tuottama T4-DNA-ligaasi. Halutessa liittdd yhteen
katkaistua DNA:ta tulee digestiossa ottaa huomioon, ettd restriktioentsyymi katkaisee
DNA:n siten ettd sen 5°- pdédssd on vapaa fosfaattiryhmai ja 3 -pidssd OH-ryhmé4, jotta

DNA-ligaasi voi liittdd DNA-jaksot yhteen.

Opinndytetyossd  kdytettiin - hyvdksi  digestiota ja ligaatiota EphA3-LBD-
reseptoriproteiinia koodittavan insertin liittimiseksi sekd pET32a-plasmidivektoriin
ettd pPIC9-plasmidivektoriin. Yhdistelma-DNA-vektorien luomisen jéilkeen vektorit

siirrettiin eli transformoitiin isdntésoluihin, jota késitellddn seuraavassa kappaleessa.
1.4.3 Transformaatio

Transformaatiolla tarkoitetaan DNA:n saattamista solun sisélle. Eri menetelmisté ja
soluista riippuen, kéytetdéin myos termié transfektio (korkeampien eukaryootisolujen
transformointi). Esimerkiksi FE. coli -bakteerisoluihin voidaan siirtdd ehjid
plasmidirenkaita 1dmpdshokkimenetelmalld, jossa solut tehdddn ensin kompetenteiksi
CaCl, -kasittelylld. Soluja kisitelldén ensin jadkylmaélla CaCl, -liuoksella, jolloin solut
saatetaan tilaan, jossa ne ovat kykenevid eli kompetentteja vastaanottamaan DNA:ta
sisddnsd. CaCl, kompleksoituu DNA:n kanssa ja destabiloi solukalvoja.
Transformoituminen tapahtuu, kun jddkylmille soluille annetaan lyhyt 1dampdshokki.
Suurin osa soluista kuolee tdssd késittelyssd ja harva saa DNA:ta sisdédnsi.
Menetelmilld saadaan kuitenkin noin 10° — 107 transformanttia pg:aa plasmidia

kohden. °

Elektroporaation avulla voidaan transformoida eldin-, bakteeri-, hiiva-, home-, ja

kasvisoluja.  Elektroporaatio  perustuu  lyhytaikaiseen, voimakkaaseen ja
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korkeajénnitteiseen sdhkdpulssiin, joka saa aikaan lyhytikéisid aukeamia soluseindin,

joiden kautta DNA siirtyy suoraan sisddn. Jannitepulssien pituus ja voimakkuus

valitaan eri solutyyppien mukaan. >

Téssd tydsséd haluttiin saattaa yhdistelmad-DNA-vektoria E. coli -bakteerisoluihin sekd
P. pastoris -hitvasoluihin. Transformaatiomenetelmind kaytettiin ldmposhokkia

kompetenteille E. coli -soluille ja elektroporaatiota P. pastoris -hiivasoluille.
1.5 Proteiinin tuotto Esherichia colissa ja Pichia pastoriksessa

Téssd  opinndytetyossd  kiytettiin  hyvéksi  proteiinin  tuotossa kahta eri
isdntdorganismia Esherichia colia ja Pichia pastorista, jotka ovat molemmat
tehokkaita ekpressiosysteemejd plasmidivektorien pET32a:n ja pPIC9 kanssa
kaytettynd. Tuottokannat E. coli Origami B (DE3) ja P. pastoris GS115 valittiin

kiytettaviksi tydssd pET- ja Pichia -manuaalien suositusten mukaan. °*°

Tuotettava proteiini EphA3LBD ei sisélld hydrofobisia alueita, joka mahdollistaa
proteiinin tuoton E. colissa. Etuna tuotettessa proteiinia E. colin kanssa on sen
kasvunopeus. Optimaalisissa kasvuolosuhteissa Esherichia coli jakaantuu 20 minuutin
vilein. Esimerkiksi tdssd opinndytety0ssd kasvatus ja proteiinin tuotto E. colin kanssa
kesti yhteensd vain noin vuorokauden. pET-vektorin kédyttd on yksi tehokkaimmista
ekpressiosyteemeistd tuotettaessa proteiinia E. colin kanssa. Tuottoa indusoidaan
IPTG:n tai laktoosin lisdykselld. Indusorin konsentraation avulla voidaan suoraan
vaikuttaa ekspressiotasoon. ® pET-systeemin toiminnan tarkempi kuvaus on selostettu

kappaleessa 1.3.1.

Tuotettaessa proteiinia E. colin kanssa proteiini tuottuu solun sisélle. Erilaisten pET-
vektorien avulla on mahdollista ohjata proteiinin eritys E. colin periplasmiseen tilaan
signaalisekvenssin avulla. Téssd opinndytetydssd kaytetty pET32a-vektori ei
kuitenkaan sisdltinyt tdtd signaalisekvenssid, jolloin tuotettu proteiini jaa

sytoplasmaan. Sytoplasmaan tuotettuna saadaan kuitenkin suurempi expressiotaso.
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Monet proteiinit tarvitsevat toimiakseen vakaita disulfidisidoksia oikean

laskostumisen ja aktiivisuuden muodostumiseksi. Ilman  disulfidisidoksien
muodostumista proteiinit kasaantuvat iklusiojyvésiksi. Tavallisesti disulfidisidoksia
muodostuu E. colilla ainoastaan proteiinien kuljetuksessa periplasmiseen tilaan.
Kaytetty tuottokanta E. coli Origami B (DE3) siséltidd tryB ja gor mutaatiot, joiden
ansoista disulfidisidosten muodostuminen parantuu proteiinin tuotossa sytoplasmaan.
Proteiini tuottuu siis osaksi liukoiseen muotoon ja osaksi ikluusiojyvésiin. Origami
ekpressiokannan etuna on myos lon- ja ompT proteaasien puuttuminen, joka estdi
proteiinien tuhoutumista puhdistuksen aikana. ¢ Proteiinin tuottuminen solun sisélle ja
inkluusiojyvésiin  aiheuttaa useampia jélkikédsittelyvaiheita proteiinin talteen

ottamiseksi.

Pichia pastoris on metylotrofinen hiiva, joka kykenee kdyttimdin metanolia
hiilildhteendén. Proteiinin tuotossa silla on monia korkeamman
eukaryoottiekspressiosysteemin etuja, kuten proteiinin prosessointi, laskostuminen ja
translaation jilkeinen muokkaus (glykosylaatio). Lisdksi se on nopeampi, helpompi
kasitelld ja halvempi kuin muut eukaryoottiekspressiosysteemit. Verrattuna
Saccharomyces cerevisiaeen, P. pastoriksen ei hyperglykosyloi erittyvid proteiineja,

jolloin proteiinien rakenne on lihempéni haluttua. °

Pichia pastoris -hiiva vaatii kasvaakseen 28 - 30 °C lampdtilan sekd runsaasti happea
metaboloidakseen metanolia. Tuottamalla alkoholioksidaasi- entsyymid, hiiva
kykenee hajottamaan metanolin kéyttokelpoiseen muotoon. Alkoholioksidaasin
tuottoa sddtelevd promootteri eli AOXI1 geenit siddtelevit samalla my0s
rekombinanttiproteiinin ekpressiosta. Transformoitaessa haluttu geeni pPIC9 vektorin
avulla P. pastoris GS115-kantaan se ilmentid kahta erilaista fenotyyppisa Mut” (engl.
Methanol utilization plus) ja Mut® (engl. Methanol utilization slow). Mut" fenotyyppi
kasvaa metanolia sisiltivissd mediumissa nopeasti, kun taas Mut® hitaasti. Etukiteen

ei voida ennustaa kumpi fenotyyppi ekpressoi paremmin haluttua proteiinia.



16
Proteiinin ekspressio voi olla valinnaisesti solunsisdistd tai ulos erittyvdd (o-

erityssignaalin avulla), kuten tdssd opinndytetydssd. Eritettdessd proteiineja solun
ulkopuolelle P. pastoriksen etuna on, ettd se tuottaa hyvin pienid pitoisuuksia natiiveja
proteiineja. Lisdksi kdytetyt mediumit sisdltdvat hyvin pienid pitoisuuksia proteiineja.
Nédma seikat helpottavat huomattavasti proteiinin puhdistusta ja vidhentivét
jalkikdsittelyvaiheiden méérdd. P. pastoriksen haittana on proteiinin tuoton hitaus
verrattuna E. coliin, silld kasvatus kestdd kolmesta neljaén vuorokautta. * Tosin tdma
aika voitetaan takaisin lyhyemmissa jélkikasittelyvaiheissa, verrattuna E. colin kanssa

tuotettuun proteiiniin.

1.6  Proteiinin talteenotto ja puhdistus

1.6.1 Soluhajotus

Esherichia coli on gramnegatiivinen bakteeri, joka tuottaa tuottoproteiinin solun
sisddn tai soluseindn periplasmiseen tilaan. Tédmédn vuoksi solut tulee hajottaa
kasvatuksen jédlkeen tuotteen saamiksesi ulos solusta. Soluhajotusmenetelmid on seké
mekaanisia, ettd ei-mekaanisia, joita kéytetddn riippuen solusta ja mittakaavasta.
Erilaisia  soluhajotusmenetelmid  ovat muun  muassa  ultraddnikisittely,
korkeapainehomogenisointi, jauhaminen, kuivaus, osmoottinen paine, jiddytys-sulatus
sekd erilaiset kemialliset ja entsymaattiset aineet. OpinndytetyOssd kaytettiin
soluhajotukseen sentrifugoinnin jilkeen jdddytys-sulatusmenetelmid yhdistettynd
lysotsyymientsyymin kéyttoon. Lysotsyymi saa aikaan soluseinin periplasmisten

peptidoglykaanien hajoamisen. ™
1.6.2 Affiniteettikromatografia

Affiniteettikromatografia on biomolekyylien puhdistustekniikka, joka mahdollistaa
biomolekyylien puhdistuksen biologisen toiminnan ja spesifisen kemiallisen rakenteen

perusteella. Affiniteettikromatografia erottelee proteiinegja  reversiibelin
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vuorovaikutuksen perusteella, proteiinin ja matriksiin (kantaja-aine) kiinnitetyn

spesifisen ligandin vililla. '' Puhdistustekniikassa hyddynnetéin siis biomolekyylien
kykyd tunnistaa ja sitoutua toisiinsa. Puhdistus tapahtuu yleensd pylviéssd, jossa on
pakattuna kiintedd kantaja-ainetta ja kantaja-aineeseen on kiinnittyneend

' Ligandina voidaan kiyttdd

puhdistettavaa biomolekyylid sitovaa ligandia.
puhdistettavasta biomolekyylistd riippuen esimerkiksi entsyymejd, vasta-aineita,
hormoneja, nukleiinihappoja ja metalli-ioneja. Téssd opinndytetydssd kéytettiin
metalli-ioneihin perustuvaa affiniteettikromatografiaa, jota kutsutaan nimelld IMAC
(engl. immobilized metal ion affinity chromatography). Vaatimuksena ligandin
valinnassa on, ettd se tulee saada kovalenttisesti kiinnittyméain matriksiin. Lisdksi sen

tulee sdilyttdd sitoutumisaffiniteetti pestiessd sitoutumatonta ainesta pois ja

sitoutumisen tulee olla reversiibeli, jotta haluttu biomolekyyli saadaan irrotettua
11

aktiivisessa muodossa pois matriksista.

Kuva 7. Affiniteettikromatografian puhdistuksen vaiheet. '
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Affiniteettikromatografiapuhdistus kostuu paipiirteittdén seuraavista vaiheista, kuten

kuva 7 esittdd. Puhdistuspylvdin tasapainotus, niytteen ajo pylvddn ldvitse spesifistd
sitoutumista suosivissa olosuhteissa, kiinnittyméttoméan aineksen pois pesu ja
proteiinin eluointi pois matriksista olosuhteissa, jotka edistdvét irtoamista.
Puhdistettava molekyyli voidaan eluoida irti matriksista esimerkiksi kilpailevan

ligandin kanssa, pH:n tai ionivahvuuden muutoksella. '

Tassd opinndytetydossd EphA3-reseptoriproteiinien puhdistukseen kéytettiin  Ni-
sefaroosia. Ni-sefaroosi sisiltid varauksellisia Ni*'-ioneja, joihin kuuden histidiini
aminohapon pituinen histidiini-hdntd tarttuu spesifisesti. '' Tydn alussa PCR-
reaktiossa kadytettdvit DNA-alukkeet suunniteltiin siten, ettd proteiinin mukaan
tuottuu kuuden aminohapon pituinen histidiini-hdnté (His-tag). Tdmén his-tag:n avulla
fuusioproteiini kiinnittyy spesifisesti puhdistusmatriksiin, joka sisdltdd ligandina

toimivia nikkeli-ioneja.

1.7  Tulosten analysointi

1.7.1 Agaroosielektroforeesi

Agaroosielektroforeesia eli AGE:td (engl. agarose gel electrophoresis) kaytetddn
tyokaluna analysoitaessa DNA:ta. AGE-menetelmd perustuu erikokoisten DNA-
fragmenttien kulkeutumiseen sdhkokentdssd agaroosigeelin  avulla. DNA:n
kulkeutuminen sédhkokentéssd perustuu sithen, ettd DNA on negatiivisesti varautunutta
sen siséltdmien fosfaattiryhmien ansiosta. Negatiivisesti varautuneena DNA kulkeutuu
sahkokentdssd positiivista napaa eli anodia kohden. Agaroosigeelin verkkorakenne
hidastaa DNA:n kulkua sdhkokentdssa siten ettd pidemmat DNA molekyylit kulkevat
hitaammin sdhkokentéssd kuin lyhyemmadt. Erikokoiset DNA-jaksot kulkevat ajon

aikana niille ominaisella nopeudella, jolloin ne erottuvat omiksi vyShykkeikseen.
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DNA vyohykkeiden havaitsemiseksi agaroosigeeli tulee virjiatd esimerkiksi

etidiumbromidilla. Geeliin voidaan laittaa etidiumbromidia jo ennen ajoa tai virjita
geeli ajon  jilkeen. Tarkasteltaessa  agaroosigeelid =~ UV-valossa DNA:n
nukleiinihappojen  emésten  viliin  tunkeutuneet etidiuminonit fluoresoivat
oranssinpunaisena. Ndin voidaan havaita AGE:n avulla erotellut erikokoiset DNA-

vydhykkeet. >

Haluttaessa eristdd tiettyjd DNA-fragmentteja agaroosigeeliltd, voidaan kayttdad useita
eri menetelmid kuten LGT-agaroosi, erilaiset silikamenetelmit, elektroeluutio, DEAE-
membraanit jne. ° Tissd opinndytetyossi DNA eristimiseksi geeliltd kaytettiin
kaupallista reagenssisarjaa (MACHEREY-NAGEL, NucleoSpin® Extract II), jonka

toiminta perustuu silikamembraanimenetelmééan.
1.7.2  SDS-PAGE

SDS-PAGE eli natriumdodekyylisulfaattipolyakryyliamidigeelielektroforeesia (engl.
sodium dodecyl sulfate- polyacrylamide gel electrophoresis) kdytetddn muun muassa
proteiinien koon, mairin ja puhtauden miirityksessd. '> Muiden elektroforeesien
tapaan varautuneet molekyylit erotetaan sidhkokentdssd koon perusteella omiksi
vydhykkeikseen tiettyd matriksia apuna kéyttden. * Ajettaessa proteiineja kiytetin
matriksina polyakryyliamidigeelid. Ennen ajoa néytteisiin eli proteiiniseoksiin lisdtédén
merkaptoetanolia sekd natriumdodekyylisulfaattia (SDS) ja kuumennetaan 100 °C

lampétilassa. '

Pelkistavd merkaptoetanoli hajottaa proteiinien rikkisillat ja SDS muuttaa proteiinien
varauksen negatiiviseksi. Tuloksena saadaan negatiivisesti varautunutta lineaarista
proteiinia, joka kulkee elektroforeesissa molekyylipainonsa perusteella. 12 SDS-
PAGE:std on paljon erilaisia sovelluksia kdyttdtarkoituksesta riippuen, joista tdssé
opinndytety0ssd kéytettiin vertikaalista kasiosaista SDS-PAGE:a. Ajon jilkeen
proteiinivyohykkeet paikannetaan virjddmaélld geelid proteiinia varjddvilla aineilla

kuten hopeavirilld tai Coomassie blue -vériaineella. Proteiinien molekyylipaino
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saadaan selville ajamalla samassa ajossa proteiinistandardiseosta, jonka molekyylien

. 13
painot tunnetaan.

2 Materiaalit ja menetelmiét

2.1  Geenin kloonaus

2.1.1 PCR

Polymeraasiketjureaktion avulla (PCR, polymerase chain reaction) saadaan
monistettua haluttua kaksinauhaista DNA-jaksoa niin, ettd saadaan tarpeeksi suuri
DNA konsentraatio tulevia tyovaiheita varten. Templaattina kdytettiin humaania koko
EphA3ECD-osaa (EphA3ECD, 13.10.06, 10 pg), josta monistettiin vain EphA3-
reseptorin ligandia sitova osa (LBD, ligand binding domain). Ennen varsinaista
DNA:n monistusta PCR:n avulla, suunniteltiin spesifiset alukkeet EphA3LBD-
reseptoriproteiinia koodaavan DNA:n monistusta varten. Alukkeiden suunnittelussa
otettiin huomioon EphA3LBD DNA:n monistuksen lisdksi my0s tulevat tyovaiheet.
Alukkeisiin suunniteltiin restriktioentsyymin katkaisukohdat (EcoR1 ja Notl), stop-
kodoni sekd His-tag proteiinin puhdistusta varten. Alukkeet nimettiin seuraavasti,
EphA3LBD-EcoR1-For ja EphA3LBD-Notl1-Stop-His-Gly-Rev. Niiden
nukleotidirakenne on kuvattu LIITTEESSA 1. Alukkeet tilattiin Oligomer yrityksest.

PCR-reaktiota  varten  pipetoitiin  tarvittavat  aineet samaan  steriiliin
mikrosentrifuugiputkeen talukossa 1 kuvatulla tavalla. Néytteitd oli yhteensd nelja
kappaletta, kontrolli (templaatin tilalla vettd), sekd kolme EphA3ECD templaattia eri
lahteistd, jotka nimettiin kirjaimilla A, B ja C. Putket siirrettiin PCR laitteeseen, joka
mahdollistaa monistumisen tarkasti sdddeltyjen limmonvaihteluiden avulla. Kéytetty

PCR ohjelma kuvattu taulukossa 2.



Taulukko 1. PCR pipetoinnit
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Pipetoitava aine Madra ul
H,0 24 ul
5x phusion buffer 10 pl
2 mM dNTP s Sul
Aluke: EphA3LBD-EcoR1-For Sul
Aluke: EphA3LBD-Notl-Stop-His- | 5 ul
Gly-Rev
Templaatti x3 0,5 ul
Polymeraasi: Phusion DNA-polymerase | 0,5 ul
2 u/ ul (Finnzymes, F-5305)
Yhteensa: 50 ul
Taulukko 2. PCR ohjelma
Vaihe Lampotila °C Aika Syklien maara
Alku denaturointi 98 °C 30s 1 x
Denaturointi 98 °C 10s
Annealing 55°C 30s 30 x
Pidennysreaktio 72 °C 30s
Loppu pidennys 72 °C 10 min I x
Lopetus 4°C 00

PCR:n jélkeen ajettiin PCR-tuotteista néytteet agaroosielektroforeesigeelille DNA:n
monistumisen toteamiseksi. PCR-tuotteista otettiin 5 ul ndyte, johon liséttiin 1 pl
vérid (6 x DNA ). Naytteet pipetoitiin geelille ndytekuoppiin jérjestyksessé standardi,
PCR-tuotteet A, B ja C, sekd kontrolli (Ctrl) ja ajettiin 100 V jénnitteella.

Agaroosielektroforeesin ohje on kuvattuna LIITTEESSA 2.
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Kuvasta 9 voidaan todeta PCR-reaktion onnistuneen, joten jatkettiin tydskentelyd

puhdistamalla PCR-tuotteet B ja C (EphA3LBD, PCR). Puhdistus toteutettiin
NucleoSpin®- kitin (MACHEREY-NAGEL, NucleoSpin® Extract II, Cat. No
740 609.50,  Lot. 605 1006)  avulla, jonka  puhdistus  perustuu
silikamembraanimenetelméédn. Puhdistuksen jdlkeen mééritettiin spektrofotometrin
kanssa DNA-konsentraatiot aallonpituudella 260 nm. DNA-konsentraatioiksi saatiin B

=139 ng/uljaC=110ng/ ul (EphA3LBD, PCR, puhdistettu).

2.1.2 Digestio

Digestiossa katkaistaan restriktioentsyymien avulla sekd insertin ettd plasmidin
kaksinauhaisesta DNA:sta spesifiset DNA-alueet pois, jolloin on mahdollista liittd4
insertti ja plasmidi toisiinsa ligaation (ligaasientsyymin) avulla. Restriktioentsyymit
tunnistavat spesifiset DNA-alueet emaisjérjestyksen perusteella ja katkaisevat ne
tietystd kohtaa. Digestion tuloksena saadaan samanlaiset kohessiiviset pait, jotka
voidaan liittdd yhteen. Tésséd tyOssd kaytettiin restriktioentsyymeind EcoR1 ja Notl-
entsyymejd. Plasmideissa pPIC9 ja pET32a on valmiina katkaisukohdat niille
entsyymeille. Insertissi ndméd katkaisukohdat rakennettiin PCR:n avulla, kun

alukkeisiin suunnitellut katkaisukohdat monistuivat osaksi inserttia.

Kéytannossd  digestio  toteutettiin  pipetoimalla  steriiliin  eppendorf-putkeen
digestoitava DNA, puskuri (Tango-puskuri 2x) sekd restriktioentsyymit (EcoR1 ja
Notl). Néytteet sentrifugoitiin pohjaan ja inkuboitiin ldmpodkaapissa + 37 °C.
Inkubointiaikaa ja pipetoitavia madrid muutettiin tuloksien perusteella. Eri toimintavat
kuvattu alla taulukoissa 3 - 5. Digestion jédlkeen restriktioentsyymit inaktivoitiin
lampdblokilla + 65 °C, 15 minuutin ajan. Digestoiduille plasmideille lisdttiin 0,5 pl
CIAP-entsyymid, joka estdd vektoria ligoitumasta takaisin yhteen itsensd kanssa.
CIAP entsyymin annettiin vaikuttaa 15 minuuttia + 37 °C. Digestion tuloksia
tarkasteltiin  ajamalla  agaroosielektroforeesigeeli digestiondytteistd. Digestion
onnistuttua leikattiin digestoitu DNA-pala geeliltd ja puhdistettiin se NucleoSpin®-

kitin avulla.
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2.1.2.1 Digestio pPIC9 ja EphA3LBD

Taulukko 3. Digestio pPIC9 ja EphA3LBD, inkubointiaika yon yli

Pipetoinnit Plasmidi: Insertti: (puhdistettu,
(pPIC9+ASLBD, miniprep | PCR, EphA3LBD, putki
2,308 ng/ pul, 9.12.08/JP) | C, 110 ng / pl,
16.01.09/EP)

DNA 14,5 ul 14,5 ul
Puskuri (10 x Tango Buffer | 4 pl 4 ul

with BSA, Fermentas, lot

00017765)

Notl (10 w/pl, Fermentas, lot. | 1 pl (10 u) 1 ul (10 )
00023583)

EcoR1 (10 wpul, Fermentas, | 0,5 ul (5 u) 0,5 ul (5u)
lot. 3011)

Yhteensa: 20 ul 20 pul

Kuvan 10 tuloksista voidaan paitelld, ettd insertin digestio on onnistunut, mutta
plasmidin pPIC9 digestiossa voidaan havaita téhtiaktiivisuutta, jossa plasmidin DNA
on pilkkoutunut epaspesifisesti liian pieniksi osasiksi. Syynd saattaa olla liian suuri
glyserolipitoisuus ja pitkd inkubointiaika, jolloin restriktioentsyymi EcoR1 aiheuttaa
DNA:n epispesifistd pilkkoutumista. Plasmidin pPIC9 digestio tehtiin uudelleen
taulukossa 4 kuvatun pipetointiohjeen mukaisesti ja inkubointiajaksi muutettiin kaksi

tuntia.

Taulukko 4. Digestio pPIC9, inkubointiaika 2 h

Pipetoinnit Plasmidi:
(pPIC9+B2LBD)
DNA 2 ul

Tango buffer (10 x Tango Buffer with | 2 ul
BSA, Fermentas, lot 00017765)
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Not1 (10 w/pl, Fermentas, lot. 00023583) | 1 pl (10 u)
EcoR1 (10 u/ul, Fermentas, lot. 3011) 1 ul(10u)
H,O 4 ul
Yhteensa: 10 ul

Kuvasta 11 ndhddin, ettd plasmidin digestio on onnistunut. Digestoitujen ja

puhdistettujen pPIC9-plasmidivektorin ja ephA3LBD-insertin kanssa jatkettiin

suorittamalla ligaatio ja transformaatio (kappale 3.1.3).

2.1.2.2 Digestio pET32a ja EphA3LBD

Tehtiin taulukon 5 mukaiset pipetoinnit ja inkuboitiin 2h, + 37 °C. Inaktivoitiin

entsyymien toiminta ldmpdblokilla + 65 °C, 15 minuutin ajan. Liséttiin vektorin CIAP

0,5 pl ja inkuboitiin 15 minuuttia + 37 °C. Ajettiin agaroosielektroforeesi samaan

tapaan kuin aiemmin.

Taulukko 5. pET32a ja EphA3LBD digestio

Pipetoinnit Plasmidi: Insertti:
(pET32a+EphA3LBD(mutaati | (EphA3LBD+pPIC9,
0), miniprep 1, 38 ng/ul, | miniprep 2, 258 ng/ pl,
21.01.09/EP) 10.02.09/EP)

DNA 2 ul 2 ul

Puskuri (10 x Tango Buffer | 2 ul 2 ul

with BSA, Fermentas, lot

00017765)

Notl (10 u/ul, Fermentas, | 0,5 ul (5 u) 0,5ul (5u)

lot. 00023583)

EcoR1 (10 wpl, Fermentas, | 0,5 ul (5 u) 0,5ul(5v)

lot. 3011)

H,O 5ul 5ul

Yhteensa: 10 pl 10 pl
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Kuvasta 12 voidaan todeta pET32a ja EphA3LBD digestioiden onnistuneen. DNA:t

leikattiin geeliltd, puhdistettiin ja mitattiin DNA konsentraatio.

2.1.3 Ligaatio ja transformaatio

Ligaatiossa liitetddin digestoitu lineaarinen plasmidivektori ja digestoitu insertti
ligaasientsyymin avulla yhtendiseksi rekombinantti-DNA-vektoriksi. Digestoitua
inserttid EphA3LBD haluttiin ligatoida kahteen eri digestoituun plasmidivektoriin
pPIC9 ja pET32a. Tydssd pipetoitiin vektoria ja inserttid samaan eppendorfputkeen
siten, ettd niiden molaariseksi suhteeksi saatiin noin 1:3. DNA:n liséksi pipetoitiin 1
ul 10 x ligaatiopuskuria (Fermentas, 10 x buffer for T4 DNA ligase, lot. 00013327) ja
0,5 ul T4-ligaasientsyymid (Fermentas, T4 DNA ligase 5 Weiss u/ul, lot. 00015463).
Kokonaistilavuudeksi tuli 10 pl. Molemmissa plasmidien ligaatioissa kéytettiin
negatiivista kontrollia, jossa digestoitu insertti jétettiin pois ja sen tilavuus korvattiin
steriililla vedelld. Negatiivista kontrollia kaytettiin vektoritaustan suuruuden
toteamiseen. Néaytteet sentrifugoitiin pohjaan ja inkuboitiin 1h huoneenldmmossa.

Inkuboinnin jdlkeen inaktivoitiin ligaasi ldampdblokilla + 65 °C, 15 minuutin ajan.

Ligaation jilkeen molemmat yhdistelma-DNA-vektorit pPIC9+ephA3LBD ja pET32a
+EphA3LBD transformoitiin E. coli XL1 -kantaan. Tadmén transformaation
tarkoituksena oli seuloa onnistuneesti ligatoituneet yhdistelma-DNA-vektorit, ennen
niiden transformaatiota varsinaiseen tuottoiséntddn. E. coli XL1 -bakteeria (vol 50 pul)
otettiin pakastimesta (-70 °C) sulamaan jdille. Ligaationdyte 10 ul pipetoitiin E. coli
(50 upl) solujen sekaan ja inkuboitiin jdilld 30 minuuttia. Néytteille annettiin 45
sekunnin ldmpodshokki lampotilassa + 42 °C vesihauteessa ja siirrettiin nopeasti
takaisin jdille noin viideksi minuutiksi. Solujen sekaan pipetoitiin 900 pul SOC-
mediumia ja inkuboitiin +37 °C, 200 rpm, 1 h bakteerisolujen elpymiseksi.
Elpymisajan jilkeen transformoitua E. coli -suspensiota maljattiin ampisilliinia
sisdltdville LB-elatusmaljoille (valmistus LIITE 3) 200 ul ja 600 ul pitoisuuksina.
Maljoja inkuboitiin yon yli limpdkaapissa + 37 °C.
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2.1.4 Plasmidien eristys ja karakterisointi

Onnistuneen tranformaation jilkeen valmisteltiin  minipreparaatti-kasvatukset
plasmidien eristamiseksi. Maljalta LB+amp, XL1+ pET32a+ephA3LBD, 600 pul,
6.02.09/ EP silmukoitiin yhteensd neljd pesékettd steriileihin falcon- putkiin, joissa 5
ml LB+amp (0,1 mg/ ml) mediumia (valmistus LIITE 3). Samoin maljalta XL1+
pPIC9+ephA3LBD, 200 pl, 27.02.09/EP silmukoitiin yhteensd kuusi pesékettd
minipreparaatti-kasvatuksia varten. Kasvatuksia inkuboitiin + 37 °C, 250 rpm, yon yli.
Seuraavana pdivind kasvatuksista valmistettiin minipreparaatit GenElute™ Plasmid

Miniprep- (SIGMA®, PLN350-1KT, 036K6806) kitin avulla.

Minipreparaateille tehtiin analyyttinen digestio, jotta voitaisiin arvioida oliko
yhdistelma-DNA-plasmidi halutunlainen. Analyyttisessd digestiossa digestoitiin
yhdistelmivektori samoilla restriktioentsyymeilld (EcoR1 ja Notl), kuin aiemmassa
digestiossa. Kun haluttu insertti on liittyneend oikein osaksi vektoria, sen tulisi
analyyttisessd digestiossa irrota, jolloin voidaan havaita agaroosielektroforeesigeelilld
oikeankokoinen DNA-vydhyke. Tehtiin taulukon 6 mukaiset pipetoinnit, setrifugoitiin
ndytteet alas ja inkuboitiin ldmpokaapissa + 37 °C, 2h. Ajettiin néytteistd

agaroosielektroforeesigeeli.

Taulukko 6. Analyyttinen digestio

Pipetoinnit Miniprepit 1-4 Miniprepit 1-6
(pPIC9+EphA3LBD, (pET32a+EphA3LBD,
10.02.09/EP) 3.03.09/EP)

DNA 4 ul 4 ul

Puskuri (10 x Tango Buffer with | 2 ul 2 ul

BSA, Fermentas, lot 00017765)

Notl (10 u/ul, Fermentas, lot. | 0,5 ul (5u) 0,5ul(5u)

00023583)
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EcoR1 (10 u/pl, Fermentas, lot. | 0,5 ul (5u) 0,5ul(Su)
3011)

H,O 3ul 3ul
Yhteensa: 10 pl 10 pl

Pipetoitiin agaroosielektroforeesigeelille standardia (3 pl standardia + 3 pl H,O) ja
ndytteitd (ndytettd 5 pul + 1 ul vérid) 6 ul kuoppaa kohden ja ajettiin 100 V noin puoli
tuntia. Tuloskuvien 13- 14 perusteella valittiin sekvensoitavaksi miniprepit, numero 2:
pPIC9+phA3-LBD (10.02.09) ja numerot 4 ja 6 pET32a+EphA3-LBD (3.03.09).
Sekvensoimalla yhdistelmdvektorien DNA varmistettiin, ettd insertti oli siirtynyt

oikein vektoriin ja DNA:ssa ei ollut mutaatioita.

2.2 Proteiinin tuotto Esherichia colissa

2.2.1 Transformaatio tuottoisintiin

Kun yhdistelma-DNA-vektori pET32a+EphA3-LDB olit todettu DNA- sekvenssiltdén
oikeaksi, voitiin siirtdd se varsinaiseen tuottoisdntddn. Tuottoisdntdnd kaytettiin
Esherichia colin kantaa Origami B (DE3). Koska kysessd on bakteeri voitiin kayttda
transformointimenetelména lamposhokkia. Minipreparaatista ~ numero 6
(pET32a+EphA3-LDB, 3.03.09/ EP) tehtiin 1:10 laimennos (2 ul DNA:ta ja 18 pl
H,0), josta pipetoiniin 10 pl transformointia varten sulatettujen Origami B- solujen
padlle. Inkuboitiin jéilld 30 minuuttia, jonka jilkeen annettiin 45 sekunnin
lampdshokki + 42 °C vesihauteessa ja siirrettiin nopeasti takaisin jéille noin viideksi
minuutiksi. Solujen sekaan pipetoitiin 900 pul SOC-mediumia ja inkuboitiin +37 °C,
150 rpm, 1 h. Elpymisajan jdlkeen transformoitua E. coli -suspensiota maljattiin LA-
elatusmaljoille, jotka sisélsivdt ampisilliinia (100 pg/ml ), tetrasykliini (12,5 pg/ml) ja
kanamysiinid (15 pg/ml) oikeiden transformanttien selektoimiseksi. Transformoitu
plasmidi sisdltdd ressitenssin ampisiilliinille ja Origami B -bakteerikanta

tetrasykliinille ja kanamysiinille. Ndin saadaan kasvatettua maljalla ainoastaan niitd
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Origami B -bakteerisoluja, joihin plasmidi on transformoitunut. = Maljattavat

pitoisuudet olivat 200 ul ja 500 pl. Inkuboitiin yon yli lampdkaapissa + 37 °C.
Maljoilla oli pesédkkeitd seuraavasti, 200 pl: 87 pesékettd, 500 ul: 259 peséketta.

2.2.2 Kasvatus

Aloitettiin esikasvatukset poimimalla maljalta Ori B, EphA3-LBD+pET32a, 200 pl,
5.3.09/EP, pesédkkeet viiteen eri falcon-putkeen, joissa 5 ml LB-mediumia (sisdltden
ampisilliinia 100 pg/ml, terasykliini 12,5 pg/ml, kanamysiinid 15 pg/ml). Inkuboitiin
yon yli +37 °C, 250 rpm. Valmistettiin glyserolistokki esikasvatuksesta pipetoimalla
0,9 ml esikasvatusta ja 0,1 ml 80 % glyserolia eppendorfputkeen ja sekoitettiin.
Varastoitiin pakastamalla -70 °C. Pddkasvatus toteutettiin 2 x 1 1 kasvatuksina kahden
litran erlenmayerpulloissa. 10 ml esikasvatuksella ympiéttiin 990 ml LB-mediumia
(+tampisilliinia 100 pg/ml, terasykliini 12,5 pg/ml, kanamysiinid 15 pg/ml).
Péadkasvatuksia inkuboitiin +37 °C, 250 rmp, noin 3 h 45 min, jonka aikana
kasvatuksista mitattiin noin puolen tunnin vilein OD Aggo. Induktio tehtiin lisddmalla
IPTG:td pitoisuuteen 100 uM, kun kasvatusten OD:t olivat Agyp = 0,63 ja 0,67.
Induktion yhteydessi liséttiin my0s lisdd ampisilliinia (100 pg/ml). Induktion jélkeen
jatkettiin inkubointia yon yli kylmdhuoneessa + 18 °C, 250 rmp. Seuraavana aamuna
mitattiin vield OD:t Aggo, ja siirrettiin sitten kasvatussuspensiot sentrifugointipulloihin.
Pullot tasapainotettiin ja sentrifugoitiin 4000 rpm, + 4 °C, 25 minuuttia. Supernatantti
heitettiin pois ja pelletit sdilottiin pakastaen -70 °C. Kasvatuksen ajalta otettiin 1 ml
nédytteet ennen indusointia, kolme tuntia indusoinnin jdlkeen sekd ennen inkuboinnin
lopetusta. Naytteet sentrifugoitiin 13 000 rpm, 1 min ja pakastettiin pelletit
jatkokdsittelya varten.

2.2.3 Soluhajotus

Esherichia coli Origami B- iséntdorganismissa tuotettu reseptoriproteiini EphA3-LBD
tuottuu solunsisdisesti sytoplasmaan sekd inkluusiojyvasiin. Tdmén vuoksi proteiinin

talteen ottamiseksi bakteerisolut tulee rikkoa. Téssd opinndytetyossd kéytettiin
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solunhajotusmenetelmind jaadytys- sulatustekniikkaa, jossa solut jaddytettiin

nestetypessa ja sulatettiin huoneenldmpoisessd vesihauteessa kolmeen kertaan.

Pelletit otettiin pakastimesta sulamaan, suspentoitiin lyysispuskuriin (20mM Hepes,
10 % glyseroli, 0,1 M KCI, 5 mM MgCl,, pH 7.2, Protease inhibitor coctail 1 ml/ 50
ml (Roche, Protease Inhibitor Coctail Tablets, Complete EDTA-free, 04 693 132 001),
Dnase 100 U/ ml, 1 mM PMSF) ja siirrettiin kahteen pienenpéén
sentrifugointipulloon. Lyysispuskuria pipetoitiin yhden litran kasvatusta kohden 10
ml. Kun pelletit oli suspentoitu lyysispuskuriin, liséttiin 1 ml lysotsyymié (10 mg/ ml)
10 ml suspensiota kohden, jolloin saatiin lysotsyymin pitoisuudeksi 1 mg/ml.
Suspensiot jdddytettiin upottamalla sentrifugointipullot nestetyppeen, kunnes koko
suspensio oli jadtynyt ja siirrettiin sitten huoneenldampdiseen vesihauteeseen sulamaan.
Jaadytys, sulatus vuorottelu toistettiin yhteensi kolme kertaa. Viimeisen sulatuskerran
jalkeen putket vietiin kylmdhuoneeseen + 10 °C kééntelijdan (10 rpm) 40 minuutiksi.
Sekoituksen jdlkeen lisdttiin 10 ml suspensiota kohden seuraavat aineet 2,2 ml 2M
KCl (pitoisuudeksi 0,4 M) , 396 pl 1M imidatsoli (30 mM) , 68 ul 0,2 M PMSF (1
mM).  Jatkettiin suspensioitten sekoitusta kaintelijissd + 10 °C, 30 min ja
sentrifugoitiin tdmin jilkeen 15000 rpm, 30 min. Siirrettiin supernatantit uuteen

putkeen ja sdilottiin pelletit ja supernatantti pakastaen — 70 °C.

Myos kasvatuksen aikaisten niytteiden solupelletit hajotettiin  jaddytys-
sulatustekniikan avulla. Néytepelletit otettettiin pakkasesta sulamaan ja suspentoitiin
500 pl:an puskuri A:ta (20 mM Hepes, 0.5 M KCI, 30 mM imidatsoli, pH 8.0).
Néytesuspensiot jdddytettiin (nestetypen avulla) ja sulatettiin kolmeen kertaan.
Viimeisen sulatuksen jdlkeen nidytteet sentrifugoitiin 13 000 rpm 1 min. Niytteet
valmisteltiin  SDS-PAGE ajoa varten. Supernatanttia pipetoitiin 50 pl uuteen
eppendorfputkeen ja lisdttiin 10 ul 6 x SDS ajopuskuria. Pelletti liuotettiin 50 pl:an
puskuri A:ta ja lisdttiim 10 pl 6 x SDS ajopuskuria. Néytteet dentaturoitiin
lampdblokissa +95 °C, 5 min. SDS-PAGE ajettiin kappaleen 2.4 mukaisesti. Tulokset
ndkyvit kuvasta 15.
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2.2.4 Proteiinin puhdistus

Tuotettu reseptoriproteiini EphA3-LBD puhdistettiin IMAC- (engl. immobilized metal
ion affinity chromatography) affiniteettikromatografian avulla, kéyttden hyviksi
osaksi proteiininrakennetta tuotettua kuuden histidiini-aminohapon muodostamaa
“hantdd”. Puhdistuksessa kéytettiin pylvismatriksina nikkelisefaroosia, johon tuotetun
proteiinin histidiinihéntd kiinnittyy spesifisesti. Proteiinin puhdistus tehtiin step-
puhdistuksena kiyttden kahta eri ajopuskuria, jossa eluoivana aineena kéytettiin
imidatsolea. Tydssd puhdistettiin erikseen sekd soluhajotuksen jélkeinen supernatantti
ettd pelletit. Puhdistuksissa kdytetyt puskurit erosivat hieman toisistaan, mutta itse
puhdistus tehtiin samalla tavalla. Puskuri A sisdlsi 20 mM Hepes, 0.5 M KCl, 30 mM
imidatsoli, pH 8.0 ja puskuri B sisélsi 20 mM Hepes, 0.5 M KCI, 500 mM imidatsoli,
pH 7.5. Soluhajotuksen jélkeisten pellettien proteiinipuhdistuksessa kaytetyt puskurit
olivat samat, mutta niissd oli lisind 6 M ureaa. Proteiinin puhdistukseen kaytettiin
Pharmacian- laitteistoa, joka koostui padteyksikostd, pumpusta, UV-mittausyksikosté

ja piirturista.

Néytteet valmisteltiin proteiinin puhdistusta varten seuraavasti. Soluhajotuksen
jilkeinen supernatantti (tilavuus noin 30 ml) sulatettiin ja suodatettiin @ 0,22 pm
suodattimen ldpi. Soluhajotuksen jdlkeiset pelletit pestiin kdyttden 20 mM Hepes-
puskuria (pH 8.0, 10 ml/pelletti) ja sentrifugoitiin 12 000 rpm, 30 min, + 4 °C.
Sentrifugoinnin jilkeen supernatantit poistettiin ja pelletin sekaan pipetoitiin 10 ml
puskuri A:ta (10 ml/pelletti), joka sisédlsi 6 M ureaa. Urean tarkoituksena on liuottaa
inklusiojyviset liukoiseen muotoon. Pellettejd suspentoiniin 1h kééntelijassd, +10 °C,
jonka jdlkeen sentrifugoitiin 12 000 rpm, 30 min, +4 °C. Otettiin talteen supernatantti,
joka suodatettiin @ 0,22 um suodattimen ldvitse ennen puhdistusta. Soluhajotuksen

jélkeisestd supernatantista ja pelletistd ajettiin omat proteiinin puhdistusajot.

Kiinnitettiin nikkelisefaroosipylvés (Ni Sepharose™ 6 Fast Flow, GE Helthcare, lot.
10013928, itse pakattu, puhdistusmatriksin tilavuus 1,27 cm’) kiinni laitteeseen ja

ajettiin laitteiston ja pylvéén ldvitse steriilid vettd 10 minuutin ajan nopeudella 1.0 ml/
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min, etanolin poistamiseksi pylvéésti ja laitteistosta. Tasapainotettiin pylvés ajamalla

puskuri A:ta laitteiston ldvitse noin 7 minuutin ajan 1.0 ml/ min. Ajettiin ndyte (=30
ml) pylvddseen nopeudella 0,5 ml/ min. Kéynnistettiin piirturi ja pestiin pylvista
puskuri A.n kanssa 1.0 ml/ min, kunnes piirturi laski nollatasolle. Télloin pylvddseen
heikosti tarttuneet epdpuhtaudet saatiin pestyd pois puskuri A:n sisdltimén vihdisen
imidatsoli- pitoisuuden avulla. Eluoitiin pylvddseen kiinni tarttunut proteiini puskuri
B:n kanssa nopeudella 0,5 ml/ min. Proteiinin irtoaminen pylvddstd, havaittiin
piirturin piirtdmaéstd piikistd (kuvat 16 ja 17). Kerittiin eluoinnin aikana 0.5 ml:n
fraktioita eppendorf-putkiin, kunnes piirturi laskeutui ldhes nollatasolle. Lopuksi
pestiin laitteistoa ja pylvdstd ensin vedelldi ja sitten 20 % EtOH:lla.
Proteiininpuhdistusfraktioista madritettiin proteiinikonsentraatio Bradford
menetelmalld (LIITE 4), seki ajettiin SDS-PAGE. SDS-PAGE ajoa varten fraktioista
pipetoitiin 25 ul nédytettd, johon lisdttiin 5 ul 6 x SDS nédytepuskuria sekd denaturoitiin
lampdblokissa +95 °C, 5 min. SDS-PAGE ajon tulokset kuvassa 18 ja 19.

2.3 Proteiinin tuotto Pichia pastoriksessa

2.3.1 Transformaatio tuottoisdntiin

Yhdistelmd-DNA-vektorin  transformoimiseksi  Pichia  pastoris  -hiivasoluihin
kaytettiin elektroporaatiota. Aluksi digestoitiin sekvensointu plasmidi PIC9+EphA3-
LBD (miniprep 2, 258 ng/ pl, 10.02.09) lineaariseen muotoon, restriktioentsyymi Sacl
kanssa. Ennen digestiota tarkistettiin tietokoneohjelman avulla, ettei insertissd ollut
katkaisukohtaa Sacl restriktioensyymille, vaan yhdistelma-DNA-vektori katkeaisi
ainoastaan PIC9-plamidissa valmiina olevasta Sacl-katkaisukohdasta. Digestiota
varten pipetoitiin samaan eppendorfputkeen 4 pl PIC9+ephA3-LBD-plasmidia, 4 pl
H,0, 1 pl Tango-puskuria ja 1 pl Sacl-restriktioentsyymid. Aineet sentrifugoitiin
pohjaan ja inkuboitiin 2 h, + 37 °C. Restriktioentsyymi inaktivoitiin lampdblokilla +65

°C, 15 min.
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Asetettiin elektroporaatiota varten jiille Pichia pastoris GS115 -soluja (vol 80 ul),
alumiiniseindinen elektroporaatiokyvetti, laitteen kyvettiteline ja 1 M sorbitolipullo.
Pipetoitiin sulaneiden GS115 -solujen sekaan 10 pl:n digestoitu plasmidindyte,
annettiin seistd jdilld 5 minuuttia ja pipetoitiin sitten valmiiksi alumiinikyvettiin.
Asetettiin ulkopuolelta hyvin kuivattu kyvetti kiinni laitteeseen ja annettiin
sahkdshokki laiteasetuksin 1,5 kV, 25 uF ja 200 Q. Pipetoitiin vélittomaésti solujen
sekaan 1 ml jadkylmaa 1 M sorbitolia ja siirrettiin kyvetti takaisin jdille. Maljattiin
GS115-solususpensio kahdelle MD-elatusmaljalle (engl. Minimal Dextrose Medium
Plate) ja inkuboitiin +30 °C, kolme vuorokautta. Tulokseksi saatiin yhteensd 11

transformanttipeséketta.

MD-kasvatusmaljoille kasvaneille hiivasolujen pesdkkeille tehtiin kasvatuskoe, jotta
tiedettdisiin olivatko transformantit Mut™ vai Mut® tyyppid. MD-maljalta siirrettiin
kasvamaan kaikki pesdkkeet kahdelle ruudukoiduille ja numeroiduille elatusmaljalle,
joista toinen oli D-glukoosia sisdltivda MD-elatusmalja (engl. Minimal Dextrose
Medium Plate) ja toinen metanolia sisdltivi MM-elatusmalja (engl. Minimal
Methanol Plate). Elatusmaljojen koostumus on kuvailtuna LIITTEESSA 5
Alkuperdiseltd maljalta siirrettiin yksittdinen pesdke steriilisti silmukoimalla kahdelle
eri elatusmaljalle, omaan samannumeroiseen ruudukkoon. Kokeen tulokset on esitetty
taulukossa 14. Tulosten perusteella aloitettiin esikasvatukset ruuduista numero 1-4

suoritetun kokeen MD-maljalta.
2.3.2 Kasvatus

Proteiinin tuotto Pichia pastoris GS115 -hiivan kanssa aloitettiin esikasvatuksista.
Esikasvatukset tehtiin viiteen steriiliin falconputkeen, joihin pipetoitiin 5 ml BMGY-
mediumia (engl. Buffered Glycerol-complex Medium). BMGY-mediumin
valmistusohje kuvattu LIITTEESSA 5. Falconputkien medium ympittiin
silmukoimalla MD-maljalta GS115+pPIC9+EphA3 (16.02.09) kasvustoa ruuduista

numero 1-4. Rinnakkaiskasvatuksena kiytettiin linjaa, johon oli transformoitu
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plasmidi ilman inserttid. Rinnakkaiskasvatus aloitettiin ymppadméalldi medium 50

ul:lla GS115+pPIC9 glyserolistokista. Esikasvatuksia inkuboitiin +30 °C, 250 rpm,
yon yli.

Péadkasvatukset tehtiin 15 mlin kasvatuksina kuudessa eri 250 mlin
erlenmayerpullossa, joissa korkkina kéytettiin steriilid harsokangasta. Harsokangasta
kayttdmalld, pyrittiin mahdollisimman hyvddn ilmastukseen. Mediumina kéytettiin
BMMY-mediumia (engl. Buffered Methanol-complex Medium), jonka sisiltd ja
valmistus kuvailtu LIITTEESSA 5. Esikasvatuksista mitattiin OD:t Aggo, joiden
perusteella laskettiin pipetoitavien ymppien ja mediumin mdiérét, jotta OD olisi
kasvatuksen alussa =~ 1,0. Tehtiin taulukon 7 mukaiset pipetoinnit ja inkuboitiin
kasvatuksia ravistelijassa +30 °C, 250 rpm, kolmen vuorokauden ajan.
Esikasvatuksista valmistettiin my0s glyserolistokit, myohempdd kayttd varten.
Ensimmadisen ja toisen vuorokauden jdlkeen liséttiin kasvatuksiin 1 ml steriilid vettd
haihtuneen nesteen korvaamiseksi, sekd 150 pl 100 % metanolia proteiinin tuoton
indusoimiseksi. Kolmen vuorokauden inkuboinnin jéilkeen otettiin kustakin
kasvatuksesta 1 ml néytteet eppendorfputkiin. Lopuksi hiivakasvatukset sentrifugoitiin
4000 rpm, 20 min, +4 °C. Sentrifugoinnin jidlkeen otettiin supernatantti talteen

(sdilytys -70 °C).

Taulukko 7. P. pastoris padkasvatuksen pipetoinnit

Kasvatus nro Esikasvatusten Esikasvatusta ml BMMY -mediumia
OD:t Agpo ml

1 4,28 3,5 11,5

2 4,11 3,5 11,5

3 3,54 4,0 11

4 3,93 4,0 11

Std 3,29 4,0 11

Juuri ennen kasvatuksen lopetusta otetuista ndytteistd haluttiin tutkia oliko haluttua

reseptoriproteiinia EphA3LBD tuottunut kasvatuksen aikana, ennen ryhtymistéd
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proteiinin puhdistukseen. Niytteet sentrifugoitiin 10 000 rpm, 8§ min ja otettiin

supernatantti talteen. Néytteet valmisteltiin  SDS-PAGE:a varten seuraavasti.
Pipetoitiin kutakin niytettd varten 40 pl Ni-sefaroosipalloja (Ni Sepharose™ 6 Fast
Flow, GE Helthcare, lot. 10013928) eppendorfputkeen. Ni-pallot sentrifugoitiin
(13 000 rpm, 1 min), pipetoitiin sdilytysliuos pois, pestiin 500 pl:lla puskuri A:ta (20
mM Hepes, 0.5 M KCI, 30 mM imidatsoli, pH 8.0), sentrifugoitiin ja poistettiin
puskuriliuos. Kasvatusndytteiden supernatantti 1 - 4 + std, pipetoitiin Ni-pallojen
paidlle. Naytteitd inkuboitiin huoneenldimmossd kééntelijassd 1 h. Naytteet
sentrifugoitiin 13 000 rpm, Imin, jolloin Ni-pallot laskeutuivat pohjaan. Pipetoitiin
varovasti supernatantti pois putkista ja lisédttiin 500 pl puskuri A:ta. Sentrifugoitiin
13 000 rpm, 1min, ja poistettiin puskuri. Liséttiin 25 pl steriilid MQ-vettd ja 5 ul 6 x
SDS-puskuria. Ajettiin niytteisti SDS-PAGE kappaleen 2.4 mukaisesti. Tulokset
nédkyvit kuvasta 20.

Tuloskuvan 20 perusteella P. pastoris GS115+PIC9+EphA3LBD ei ndhtdvésti
tuottanut haluttua proteiinia EphA3LBD. Téstd syystd haluttiin varmistua, ettd
EphA3LBD:n DNA oli transformoitunut osaksi P. pastoriksen genomia ja tehtiin

kappaleen 2.3.3 mukaiset toimenpiteet.

Hiivan genomista tehdyn PCR-analyysin tuloskuvan 21 perusteella paitettiin uusia
hiivan padkasvatus. Syynd proteiinin tuottamattomuudelle saattoivat olla
kasvuolosuhteet, joten nithin tehtiin pienid muutoksia. Toisen kasvatuksen
esikasvatukset (6 kpl) aloitettiin ymppdamadlld 5 ml BMGY -mediumia falcon-
putkessa 50 pl:lla GS115+EphA3-LBD-+pPIC9-tuottokantaa glyserolistokista numero
1 (18.02.09/EP) ja samoin rinnakkaiskasvatus GSI115+pPIC9 (18.02.09/EP).
Esikasvatuksia inkuboitiin yon yli +29 °C, 250 rpm.

Péadkasvatukset suoritettiin samaan tapaan kuin aiemmin. Esikasvatusten OD:t Ag ja
padkasvatuksen aloitusta  koskevat pipetoinnit  esitettynd taulukossa 8.
Kasvuolosuhteiksi muutettiin +29 °C ja 300 rpm. Ilmastusta koetettiin parantaa

nostamalla ravistelijan kierrosnopeutta ja ldmpotilaa laskettiin, koska laitteen itsensa
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kuumentumisen johdosta 1dmpétila oli saattanut nousta yli +30 °C. Varotoimenpiteiksi

inkubaattoriravistelijan luukku jatettiin vield hieman raolleen. Pédédkasvatuksia

inkuboitiin kolmen vuorokauden ajan.

Taulukko 8. Pichia pastoris padkasvatuksen pipetoinnit

Kasvatus nro Esikasvatusten Esikasvatusta ml BMMY-mediumia
OD:t Agoo ml
1 6,58 2,3 12,7
2 7,70 2,0 13,0
3 6,01 2,5 12,5
4 6,94 2,2 12,8
5 8,64 1,7 13,3
Standardi 3,31 4,5 10,5

Kolmen vuorokauden inkuboinnin jélkeen otettiin kustakin kasvatuksesta 1 ml
ndytteet eppendorfputkiin ja sentrifugoitiin 10 000 rpm, 8 min. Néytteet késiteltiin
SDS-PAGE ajoa varten kuten aiemmassa kohdassa. Tulokset ilmenevit kuvasta 22.
Kasvatuksen loputtua hiivakasvatukset sentrifugoitiin 4000 rpm, 20 min, +4 °C.

Sentrifugoinnin jilkeen otettiin supernatantti talteen (séilytys -70 °C).

2.3.3 Hiivan kromosomaalisen DNA:n eritys ja karakterisointi

Epéspesifisten tulosten (kuva 20) jélkeen haluttiin varmistaa, ettdi EphA3LBD:n DNA
oli liittynyt Pichia pastoris -hiivan GS115-kannan genomiin. Tehtiin hiivan
kromosomaalisen DNA:n eristys ja karakterisointi PCR:n avulla, noudattaen
Invitrogenin Pichia manuaalissa (Pichia Expression Kit: Total DNA Isolation from
Pichia, s. 62, PCR Analysis of Pichia Integrants, s.40) kuvailtuja ohjeita alla kuvatuin

muutoksin.

DNA:n eristystd varten kasvatettiin vuorokauden ajan Pichia pastoris tuottokantaa

GS115, johon oli transformoitu linearisoitu plasmidi pPIC+EphA3LBD, neljésti eri
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glyserolistokista. ~Kasvatukset aloitettiin ~ ymppaamailld 50 ul:lla  kustakin

glyserolistokista 1-4 (GS115+pPIC9+EphA3LBD, 18.2.09/EP) 5ml BMGY-mediumia
steriilissd falcon-putkessa. Kasvatuksia inkuboitiin +29 °C, 250 rpm, kunnes ODg oli
>5 (ohje ODgop 5-10). Solut kerittiin ja pestiin ohjeen mukaisesti, mutta pesuun

kéytettiin 5 ml steriilid vettd 10 ml sijasta.

Ohjeiden ”Spheroplasting and Lysis, ”” kappaleen kohdassa kaksi liséttiin Zymolyasen
sijasta Lyticasea (3,5 mg/ml) 86 pl, sekd kohdassa viisi sentrifugoitiin 4000 rpm, 20
min, +4 °C. "DNA precipitation” —kappaleen kohdassa kaksi sentrifugoitiin
nopeudella 4000 rpm, 30 min, +4 °C, kohdassa neljd uutettiin vain 700 pl:lla
kloroformia, kohdassa viisi liséttiin 5 M ammoniumasetaattia 262,5 ul, sekd kohdassa
kuusi lisdttiin TE-puskuria, joka ei siséltanyt EDTA:ta. Lisdksi kohdassa kuusi, ennen
TE-puskurin lisdystd haihdutettiin ensin etanoli pois imukuvun alla. Liséttiin vield 1
ul RNAaasia (10 mg/ml) ja keitettiin 15 min + 95 °C. Eristetty DNA siilytettiin

seuraavaa pdivaa varten jddkaapissa.

Tehtiin ~ taulukon 9  mukaiset  pipetoinnit PCR  monistusta  varten
mikrosentrifuugiputkiin.  Alukkeina kéytettiin  AOX1-alukkeita, joiden avulla
mahdollinen Pichia pastoris -hiivaan genomiin integroitunut pPIC9+EphA3LBD-
DNA saataisiin monistumaan PCR -reaktion avulla. Jos DNA ei olisi siirtynyt Pichia
pastoris —hiivaan, monistumista ei tapahdu. Menetelmailla ei kuitenkaan saada selville

paikkaa mihin transformoitunut DNA on liittynyt hiivan genomissa.

Taulukko 9. Pipetoinnit, hiivan DNA:n karakterisointi PCR:n avulla.

PCR Eristetty DNA 1-4 | pPIC9 pPIC9+
GS115+pPIC9+EphA3LBD EphA3LBD

5x phusion | 10 pl 10 pl 10 pl

puskuri

2 mM dNTP 5ul 5ul 5ul

AOXI1 rev Sul Sul Sul
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-aluke5

AOX1 for Sul Sul Sul
-aluke

DNA 1 pl 0,5 ul 0,5 ul
Phusion- 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul
polymeraasi

Steriili MQ H,O | 23,5 ul 24 ul 24 ul
Yhteensa: 50 ul 50 ul 50 ul

Taulukossa 10 on kuvailtu, kdytetty PCR-ohjelma. PCR:n jédlkeen PCR-ndytteisti

ajettiin agaroosielektroforeesigeeli. Tulokset ndkyvét kuvasta 21.

Taulukko10. PCR-ohjelma, Pichia-DNA:n analysointi

Vaihe Sykli Lampdotila Aika

Lampo startti Ix 94 °C 2 min
Denaturointi 94 °C 1 min
Annealing 35x 55°C I min
Pidennysreaktio 72 °C I min
Loppupidennys Ix 72 °C 7 min

2.4 SDS-PAGE

SDS-PAGE proteiinielektroforeesia  kéytettiin  analysoitaessa  opinndytetyon
proteiinintuoton ja -puhdistuksen eri vaiheita, sekd tuotetun proteiinin
karakterisoimisessa. Naytteiden valmistelusta ennen SDS-PAGE-geelin ajamista on
kerrottu néytteiden alkuperdéd késittelevissd kappaleissa. Tyossd kdytetyt SDS-geelit
valmistettiin LIITTEEN 6 mukaisesti.

Ennen geelin ajoa néytteet valmisteltiin lisddmalld nédytteen tilavuuden mukaan (5-8

ul) 6x SDS nidytepuskuria ja denaturoimalla ndytteet 1dmpdblokissa +95 °C, 5 min.
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SDS-geeli kiinnitettiin ajolaitteen telineeseen ja ajoallas tdytettiin yhdelld litralla 1x

EB + 0,1 % SDS -liuosta. Niytteet pipetoitiin geelin ndytekuoppiin (isoihin
ndytekuoppiin 15 ul ndytettd ja pieniin 9 pl). Jokaisessa ajossa pipetoitiin ndytteiden
lisdksi geelille 5 pl proteiinistandardia (BIO-RAD, Precision Plus Protein, All Blue
Standard, Control 310005731), johon vertailtiin nédyteproteiinivydhykkeiden kokoa
tuloksia tarkasteltaessa. Naytteet ajettiin ensin yldgeelin tasolla 100 V voimakkuudella
ja alageelissd 160 V voimakkuudella. Ajon jilkeen poistettiin veitsen avulla yldgeeli
ja vérjattiin alageelid vérjaysliuoksessa (0,1 % coomassie blue -véri, 40 % MeOH, 10
% etikkahappo) tarpeen mukaan 1h -yon yli. Vérjiyksen jilkeen geelid pestiin vedelld
ja inkuboitiin virinpoistoliuoksessa (10 % EtOH, 10 % etikkahappo), kunnes

proteiinivyohykkeet erottuivat geelilta.

2.5 Sitoutumiskoe

EphA3LBD-reseptoriproteiinin sitoutuvuutta eri efriiniligandien kanssa mairitettiin
erillisen kokeen avulla. Kokeessa koetettiin eri efriiniligandien sitoutumista E.colin
kanssa tuotetun ja puhdistetun EphA3LBD-reseptoriproteiinin (ndytefraktio 3) kanssa.
Koe tehtiin ensin kdyttden hyvéksi proteiini A-palloja, joihin tarttuu spesifisesti fc-
tagi, joita tdssd kokeessa sisélsivdt itse tuotetut (JBL-laboratoriossa tuotetut)
efriiniligandit. Kokeeseen valittiin efriiniligandit A5-fc (770 pg/ml, 11.11.08/JP, nro
2), A3-fc (260 pg/ml, 3.12.08/JP, nro 2) ja B2-fc (5,5 mg/ml). Jokaisesta
efriiniligandista kéytettiin kolmea eri vahvuutta 5, 10, ja 15 pg, jotka yhdistettiin 10
pg:n kanssa EphA3LBD-reseptoriproteiinia. Kontrolleina kéytettiin efriiniligandit AS,
A3 ja B2 proteiini A:n kanssa, sekd EphA3LBD proteiini A:n kanssa ja ilman (vasta
SDS-PAGE-geelille).

Koe aloitettiin pipetoimalla samaan eppendorfputkeen taulukon 11 mukaisesti efriinid,
EphA3-reseptoriproteiinia ja puskuri C:td (20 mM Hepes, 150 mM NaCl, 20 mM
MgCl,, pH 8,2 /EP 29.11.08). Seoksia inkuboitiin huoneenldimmdossa 1,5 h. Proteiini
A-palloja pipetoitiin kutakin sitoutumisreaktiota kohden 40 ul eppendorfputkiin ja

valmisteltiin koetta varten. Palloja sentrifugoitiin 1 minuutti 13 000 rpm putken
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pohjaan ja pipetoitiin sédilytyspuskuri pois. Pestiin sitten kahteen kertaan 500 pl:lla

puskuri C:td (puskurin lisdys — sentrifugointi 13 000 rpm + puskurin poisto —
puskurin lisdys — sentrifugointi + puskurin poisto). Lisdttiin pipetoimalla efriini-
reseptoriseokset proteiini A-pallojen péélle ja inkuboitiin kéédntelijdssd 30 minuuttia
huoneenldmmossé. Pestiin kahteen kertaan 500 pl:lla puskuri C:té (puskurin lisdys —
sentrifugointi + puskurin poisto — puskurin lisdys — sentrifugointi + puskurin
poisto). Néytteisiin lisdttiin 25 pl steriilid MQ vettd ja 5 ul 6x SDS-ndytepuskuria.
Néytteistd ajettiin SDS-PAGE kappaleen 2.4 mukaisesti. Tulokset ilmenevét kuvasta
23.

Taulukko 11. Sitoutumiskoe proteiini A-palloilla

Néyte: EphA3LBD- Efriiniligandi Puskuri C
reseptoriproteiini

Efn A5-fc, 5 ug + 8,5 ul 6,5 ul 485 pl

EphA3LBD 10 pug

Efn A5-fc, 10 ug+ | 8,5 ul 13 ul 478,5 ul

EphA3LBD 10 pg

Efn AS5-fc, 15 ug+ | 8,5 ul 19,5 ul 472 ul

EphA3LBD 10 pg

Efn A3-fc,5pug+ | 8,5ul 19,5 ul 472 ul

EphA3LBD 10 pg

Efn A3-fc, 10 ug + | 8,5 ul 38,5 ul 453 ul

EphA3LBD 10 pg

Efn A3-fc, 15ug+ | 8,5 ul 58 ul 433,5 ul

EphA3LBD 10 pg

Efn B2-fc, 5 ug + 8,5 ul 1 pl 490,5 ul

EphA3LBD 10 pg

Efn B2-fc, 10 ug+ | 8,5 ul 1,9 ul 489,6 ul

EphA3LBD 10 pg

Efn B2-fc, 15 ug+ | 8,5 ul 2,8 ul 488,7 ul
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EphA3LBD 10 pg

Kontrolli: Efn AS- 13 ul 487 ul
fc,10 ug

Kontrolli: Efn A3- 38,5 ul 461,5 ul
fc, 10 ug

Kontrolli: Efn B2- 1,9 ul 498,1 ul
fc, 10 ug

Kontrolli: 8,5 ul 491,5 pl
EphA3LBD 10 pg

Koska kuvan 23 tulokset eivit olleet yksiselitteisid pditettiin toistaa koe, mutta talla
kertaa kéyttden Ni-sefaroosipalloja, joihin EphA3LBD proteiinin his-tag tarttuu kiinni.
Ensin valmistettiin ndytepipetoinnit taulukon 12 mukaisella tavalla. Tilld kertaa efriini
B2 tilalla kéytettiin efriini Bl-proteiinia ja eri puskuria (20 mM Hepes, 150 mM
NaCl, 20 mM MgCl,, pH 8,2, EP/29.11.08) Reseptori-efriini seoksia inkuboitiin
huoneenldmmaossd 1h. Naytteet pipetoitiin Ni-pallojen (40 pl) joukkoon ja inkuboitiin
1h kédéntelijassd huoneenldmmdssi. Naytteet sentrifugoitiin, pestiin kahteen kertaan
puskurilla ja valmisteltiin SDS-PAGE ajoa varten samaan tapaan kuin edellisessd

kappaleessa. Kokeen tulokset kuvassa 24.

Taulukko12. Sitoutumiskoe Ni-palloilla

Néyte: EphA3LBD- Efriiniligandia Puskuria
reseptoriproteiinia

Kontrolli: Efr AS- 64,5 ul 435,5 ul

fc 40 pg

Kontrolli: 16,9 ul 483,1

EphA3LBD 20 pg

Efn A5-fc,20 ug + | 16,9 ul 32,3 ul 450,8 ul

EphA3LBD 20 pg
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Efn AS-fc,30 ug+ | 16,9 ul 48,4 ul 4347 ul
EphA3LBD 20 pg
Efn A5-fc, 40 ug+ | 16,9 ul 64,5 ul 418,6 ul
EphA3LBD 20 pg
Efn A3-fc, 15 ug+ | 16,9 ul 57,7 ul 425,4 ul
EphA3LBD 20 pg
Efn A3-fc,20 ug+ | 16,9 ul 76,9 ul 389,3 ul
EphA3LBD 20 pg
Efn A3-fc, 30 ug+ | 16,9 ul 115,4 ul 333,9 ul
EphA3LBD 20 pg
Efn Bl-fc, 15 ug+ | 16,9 pl 1 ul 482,1 pul
EphA3LBD 20 pg
Efn Bl-fc,20 pg+ | 16,9 ul 1,3 ul 481,8 ul
EphA3LBD 20 pg
Efn Bl-fc, 30 pg+ | 16,9 ul 2 ul 481,1 pul

EphA3LBD 20 pg
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3 Tulokset ja arviointi

3.1 Geenin kloonaus

bp std T E P Ctrl

M3
5148

3520

Kuva 9. EphA3LBD PCR

Kuvassa 9 ndhdddn agaroosielektroforeesigeelilla PCR-ajon jdlkeiset tulokset.
Kirjaimilla T, E ja P on nimetty monistettava EphA3LBD:n DNA eri alkuldhteista.
Kuvasta ndhddén, ettd halutun DNA-alueen monistuminen on onnistunut kohdissa E ja
P. Monistuminen havaitaan vyohykkeend korkeudella 570 bp verrattaessa DNA-
standardiin. Kontrollin kohdalla ei havaita vyohykkeitd, joka osoittaa etteivit

reaktioissa kdytetyt aineet olleet kontaminoituneita.
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bp std 1 2 3

21226

4148
4973
4258
3530

2027
1904

1584
1375

47
a3

a4

Kuval0. EphA3LBD ja pPIC9 digestio

Kuvassa 10 tulokset EphA3LBD:n ja pPIC9:n digestiosta. Kohdassa yksi EphA3LBD
digestio on onnistunut, silld 570 bp korkeudella havaitaan vyohyke, joka on leikattu
talteen jatkokdsittelyd varten. Kohdassa kaksi pPIC9, ndkyy liiallista DNA:n
pilkkoutumista verrattuna kohdan kolme digestoimattomaan pPIC9 plamidiin.
Inkubointiaika oli asetettu yon yli, kdytetyssd puskurissa (Tango 2x) heikommin
toimivan restriktioensyymin Notl mukaan. [lmeisimmin EcoR1 restriktioentsyymi on
aiheuttanut tdhtiaktiivisuutta liian pitkdn digestioajan vuoksi. Seuraavassa digestiossa

inkubointiaikaa vihennettiin kahteen tuntiin.
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bp std 1 2

21226

o148
4973
4258
3520

2027
1904

1584
1375

47
=R

a4

Kuva 11. pPIC9 digestio

Digestoitaessa pPIC9 plasmidia pienennettiin digestioaika kahteen tuntiin. Kuvasta 11
ndhdéén, ettd digestio on onnistunut eikd tihtiaktiivisuutta ole havaittavissa. Kohdassa
yksi digestoimaton pPIC9 plasmidi ja kohdassa kaksi digestoitu plasmidi, josta on
leikattu DNA talteen korkeudelta 8 000 pb jatkotoimenpiteitd varten.
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bp std 1 2 3

Kuva 12. pET32a ja EphA3LBD digestio

Kuvassa 12 digestoituna pET32a plasmidi (kohta 2) ja EphA3LBD (kohta 1).
Kohdassa kolme digestoimaton plasmidi. Tdssd kahden tunnin digestioaika on ollut
riittdvd ja digestio on onnistunut. Jatkotoimenpiteitd varten on otettu talteen
EphA3LBD:n DNA vyohyke korkeudelta 550 bp ja pET32a linearisoitu plasmidi
korkeudelta 5 900 bp.



46

Kuva 13. Minipreparaattien 1-4 pPIC9+EphA3LBD analyyttinen digestio

Geenin kloonauksen onnistumisen toteamiseksi tehtiin analyyttinen digestio
(restriktioentsyymeilld EcoR1 ja Notl) transformanteista eristetyille yhdistelma-DNA -
vektoreille. Kuvasta 13 ndhdddn, ettd kaikissa 1-4 minipreparaateissa insertti
EphA3LBD ligatoitunut plasmidiin pPIC9, koska korkeudella 570 bp nidkyy
analyyttisessd  digestiossa irronnut insertti. Geelikuvassa havaitaan myos

téahtiaktiivisuutta, joka saattaa johtua liian suuresta glyseroli konsentraatiosta.



47

Kuva 14. Minipreparaattien 1-6 EphA3LBD+pET32a analyyttinen digestio

Kuvassa 14 ndhdédn toisen yhdistelmd-DNA-vektorin analyyttisen digestion tulokset.
Tuloksien perusteella kaikissa minipreparaateissa 1-6 on muodostunut oikea
EphA3LBD+pET32a yhdistelmid-DNA-vektori, koska digestoitunut insertti ndhdéén
korkeudella 570 bp.

Tuloskuvien 13- 14 perusteella valittiin sekvensoitavaksi minipreparaatit numero 2:
pPIC9+phA3-LBD (10.02.09) ja numerot 4 ja 6 pET32a+EphA3-LBD (3.03.09).
Sekvensoimalla yhdistelmédvektorien DNA varmistettiin, ettd insertti oli siirtynyt

oikein vektoriin ja DNA:ssa ei ollut mutaatioita.
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3.2 Proteiinin tuotto ja puhdistus

Std 1 2 3 4 5 6

Kuva 15. E. coli kasvatuksen eri vaiheet

Kuvassa 15 ndhddén E. coli kasvatuksen ajalta otetut ndytteet soluhajotuksen jilkeen,
ajettuna SDS-PAGE geelilld. Geelille ajettiin ndytteistd sekd soluhajotuksen jélkeistd
pellettid ettd supernatanttia seuraavassa jarjestyksessd. Niyte ennen indusointia (1 ja
2), kolme tuntia indusoinnin jilkeen (3 ja 4) sekd ennen inkuboinnin lopetusta (5 ja 6).
Tuloksista ndhdédn, ettd proteiinia on tuottunut jo kolmen tunnin jélkeen indusoinnista
(ndytekuoppa 3). Tuottunut proteiini EphA3LBD (sisiltdd pET32a plasmidin mukana
tuottuneita tageja) havaitaan korkeudella 37 kD (korkeus merkitty nuolella). Kolmen
tunnin jélkeen ei kuitenkaan vield havaita proteiinia tuottuneena liukoiseen muotoon
tai sen konsentraatio on liian alhainen nékydkseen geelilli. Ennen kasvatuksen
lopetusta proteiinia havaitaan geelilli myds liukoisessa muodossa (ndytekuoppa 6,
vahvistettu vyohyke), liukenemattoman lisdksi (ndytekuoppa 5). Koska proteiinia on
selvdsti havaittavissa jo kolmen tunnin jilkeen indusoinnista, kasvatusta olisi

mahdollista optimoida lyhentdmaélld inkubointiaikaa.
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Kuva 16. E. colilla tuotetun liukoisen EphA3LBD proteiinin puhdistus

Kuvassa 15 ndhdddn soluhajotuksen jilkeisen E. colin (Origami B) kanssa tuotetun
liukoisen proteiinin puhdistus Ni-sefaroosin avulla. Ensimmadisestd piikistd ndhddén
ndytteen ajo kiinni pylvédseen. Pestdessd sitoutumatonta ainesta pois pylvédstd,
piirturi on laskenut takaisin ldhes nollatasolle. Toisesta piirturin piirtdmésti piikistéd
ndhdddn proteiinin irtoaminen pois pylvddstd eluoimalla imidatsolia (500 mM)
sisdltdvan puskuri B:n avulla. Eluoinnin aikana kerédttiin noin 0,5 ml fraktoita

proteiinin talteenottamiseksi. 2go
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Kuva 17. E. colilla tuotetun liukenemattoman EphA3LBD proteiinin puhdistus

Vastaavasti kuvassa 17. on puhdistettu E. colilla tuotettu inklusiojyvésiin laskostunut
proteiini, joka on soluhajotuksen jidlkeen pesty ja liuotettu ureaa siséltdvadn puskuriin.

My0s tdssd proteiininpuhdistuskuvassa havaitaan ndytteen sisddnajo, pesu ja

eluointipiikki. Kuvien 16 ja 17 eluointipiikkien korkeuksia ei tule verrata keskenédédn

silld absorbanssin mittausalueet olivat ajoissa erilaiset.
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Kuva 18. Liukoisen EphA3LBD proteiinin puhdistusfraktiot

EphA3LBD proteiinin puhdistuksen fraktiot ndhdddn kuvasta 18 ajettuna SDS-PAGE
geelille. Néytteet on numeroitu samoilla numeroilla, kuin kerdtyt fraktiot. Kuvasta
ndhdddn, ettd puhdistuksessa on saatu kerdttyd haluttua proteiinia EphA3LBD, jonka
proteiinivyohyke nikyy korkeudella 37 kD. Fraktioissa kolme ja neljad niakyy myos 15
kD tasolla jonkinlaista epédpuhtautta. Proteiinivydohykkeiden vahvuuden perusteella,

suurimmat proteiinikonsentraatiot nayttaisivét olevan fraktioissa 5 ja 6.
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Kuva 19. Liukenemattoman EphA3LBD proteiinin puhdistusfraktiot

Kuvassa 19 ndhdédin inkluusiojyvésiksi laskostuneiden EphA3LBD proteiinien
puhdistuksen fraktiot. Geelille wvalittiin fraktiot 5-14, mittamalla ensin karkea
proteiinikonsentraatio spektrofotometrilli A 280 mn. Verrattaessa kuvia 18 ja 19

ndyttdisi proteiini tuottuneen vyohykkeiden vahvuuden perusteella enimmékseen

iklusiojyvésiksi. EphA3LBD vyo6hyke havaitaan korkeudella 37 kD.

Taulukko 13. Puhdistetun proteiinin EphA3LBD pitoisuudet

Puhdistettu liukoinen proteiini

EphA3LBD mg/ml

Puhdistettu inkluusiojyvésiin laskostunut

proteiini EphA3LBD mg/ml

Naytefraktio 3: 1,704 mg/ml

Naytefraktio 6: 1,3 mg /ml

Naytefraktio 4: standardisuoran

ulkopuolella, vahvin niyte

Naytefraktio 7: 1,452 mg/ml

Naytefraktio 5: 1,308 mg/ml

Néytefraktio 8: 1,104 mg/ml
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Taulukossa 13. ndhddin Bradford menetelmédn avulla méairitetyt puhdistetun proteiinin

konsentraatiot. Vertailemalla keskenddn liukoista ja inklusiojyvédsiin laskostunuttta
proteiinimddrdd huomataan, ettd liukoista proteiinia on tuottunut enemmaén tai eri
jélkikasittelyvaiheiden jdlkeen sen saanto on parempi kuin liukenemattoman

proteiinin.

Taulukko 14. Mut" ja Mut® fenotyyppien seulonta

Ruudun MD-malja MM-malja

numero (+ = kasvua, - = hidas kasvu) (+ = kasvua, - = hidas kasvu)

1

+ | | ] |+
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Y1l4 olevasta taulukosta 14 ndhdédédn tranformaation jilkeisten Pichia pastoris GS115
solujen fenotyyppi. Samasta pesdkkeestd viljeltiin soluja kahdelle eri maljalle, josta
toisen sisiltima elatusmaljan metanoli hidastaa fenotyypin Mut® kasvua. Fenotyyppi
Mut " taas kasvaa metanolia siséltivilld elatusmaljalla normaalisti. Tuloksista nihdéén,
ettd yhdestitoista eri tranformantista ainoastaan yksi oli fenotyypiltian Mut® tyyppii.
MD-maljaa kéytettiin vertailupohjana, josta ndhddén kaikkien solujen kasvavan
normaalisti. MD-maljalta myds siirrostettiin  pesidkkeet esikasvatuksia varten.
Kasvatus péitettiin suorittaa Mut™ fenotyypin avulla, silli kokemukset JBL-

laboratoriossa ovat osoittaneet sen tuottavan paremmin samantyyppisid proteiineja,
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kuin tissd opinniytetydssd haluttiin tuottaa. Lisdksi Mut' fenotyypilld tuottoprosessi

on paljon nopeampi.

(B

Kuva 20. Hiivakasvatus 1

Kuvassa 20 ndhddidn ensimmaéisen hiivakasvatuksen jélkeiset tulokset. Kuvasta
ndhdéén, ettei haluttua proteiinia ole tuottunut silld sen pitdisi ndkyé korkeudella = 20
kD. Syitd tdhdn voisivat olla esimerkiksi tuoton aikaiset kasvatusolosuhteet (+30 °C,
250 rpm). Kasvatuksen aikainen ldmpdtila ei saisi nousta korkeammaksi kuin +32 °C.
Ravistelijainkubaattorin 1dmpdtila oli sdddetty ldmpdtilaan +30 °C, mutta laite on
saattanut ylikuumentua jolloin l&mpétila on noussut liian korkeaksi. Myoskdin
ilmastus ei ole valttimattd ollut riittdvda, jolloin alkoholioksidaasin tuotto on

rajoittunut ja samalla my6s proteiinin tuotto.
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Kuva 21. P. pastoris DNA:n PCR-analyysi

Epédonnistuneen proteiinin tuoton jilkeen, tehtiin P. pastoriksesta eristetylle DNA:1le
PCR analyysi, jossa tutkittiin oliko haluttu insertti siirtynyt osaksi hiivan genomia.
Kuvassa 21 nidhddidn DNA standardin lisdksi kohdissa 1- 4 tutkittava eristetty DNA
neljastd eri transformantista, kohdassa 5 pPIC9 plasmidi ilman inserttid (8,0 kbp) ja
kohdassa 6 pPIC9 plasmidi insertin EphA3LBD (8,57 kbp) kanssa. Numerolla 7 on
kontrolli (templaatin tilalla vettd). Kohdasta 5 ndhddin AOXI1 alukkeiden avulla
pPIC9 plasmidista monistettu alue noin korkeudella 550 bp. Vastaavasti kohdassa 6
ndhdddn monistunut vyohyke noin 1120 bp korkeudella, joka sisdltdd sekd plasmidin
AOX1 alueiden ja insertin monistumat (570 bp + 550 bp). Eristetyssd DNA:ssa
kohdissa 1 — 4 ndhdddn vyohyke noin korkeudella 890 bp, joten haluttu insertti
esiintyy DNA:ssa. Lisdksi kohdissa 1 — 4 havaitaan myo6s korkeudella 2 kbp vyohyke,
joka kertoo fenotyypin olevan Mut+ tyyppiéd. Tulosten tulkinnassa kéytettiin hyvéksi
Pichia manualia (kappale, PCR Analysis of Pichia Integrants). Koska kaikissa
edellisessé kasvatuksessa kéytetyissd transformanteissa haluttu insertti EphA3LBD oli
liittyneend osaksi hiivan genoamia, piitettiin tehdd kasvatus uudestaan ja muuttaa

kasvatusolosuhteita.
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Kuva 22. Pichia pastoris, toinen padkasvatus

Kuvassa 22 ndhddén toisen pédkasvatuksen jdlkeiset ndytteet Ni-pallokésittelyn
jilkeen. Naytekuopissa 1 — 4 varsinaiset kasvatusniytteet ja kuopassa numero 5
rinnakkaiskasvatus pPIC9+GS115. Naéytteissd ei havaita haluttua proteiinia
EphA3LBD korkeudella 20 kD. Jotakin proteiinia niytteissi on kuitenkin
havaittavissa, joka on tarttunut kiinni Ni-sefaroosiin. Epdpuhtauksia on voinut
kulkeutua myds pallojen pesusta huolimatta. Néiden tulosten perusteella ei voida

kuitenkaan todeta, ettd proteiinin tuotto olisi onnistunut Pichia pastoriksessa.
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3.3 Sitoutumiskoe

Std 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213 14

Kuva 23. Efriini-EphA3LBD sitoutumiskoe proteiini A-palloilla

Efriini- EphA3LBD sitoutumiskokeen tulokset ndkyvét kuvasta 23. Sitoutumista
EphA3LBD (10 pg) kokeiltiin kolmen eri efriinin kanssa, A5, A3 ja B2 kolmella eri
pitoisuudella (5 png, 10 pgja 15 pg). Efriinit sisdlsivét fc-tagin joka tarttuu spesifisesti
proteiini A:lla pééllystettyihin palloihin. Jos EphA3LBD proteiini tarttuu kiinni
efriiniligandiin, tulisi geelilld ndkyé kaksi vyohykettd. Naytekuopissa 1-3 on efriini
AS eri pitoisuuksina EphA3LBD:n kanssa (5 pg, 10 pugja 15 pg), nidytekuopissa 4 - 6
erfiimi. A3 (+EphA3LBD) ja niytekuopissa 7-8 efriini B2 (EphA3LBD).
Néytekaivoissa 10 - 12 ovat efriini kontrollit, josta tulisi ndkya sitoutuminen proteiini
A:n kanssa. Niytekaivoissa 13 ja 14 ovat EphA3LBD reseptorin kontrollit, proteiini
A pallojen kanssa (13) ja ilman (14). Efriinien proteiinivyohykkeiden tuli ndkya 40 —
50 kD korkeudella. Efriini A5 vyohykettd ei ndy kuitenkaan ollenkaan kohdissa 1 — 3
ja 10, jossa sen tulisi ndkyd. Tdmén proteiinin pitoisuus on luultavimmin liian pieni.
Liséksi efriini A3 kontrollia ei ndy kohdassa 11, joten sen pitoisuus (10 pg) niyttéisi
olevan myos liian alhainen, koska vastaavan pitoisuuden sitoutumiskokeessa vyohyke

on myos hyvin heikko. Huolestuttavinta kuitenkin on, etti EphA3LBD (korkeudella
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37 kD) proteiini néyttdisi tarttuneen proteiini A palloihin kontrollissa 13. Kontrollin

ollessa positiivinen ei voida luottaa sitoutumisndytteiden 1 — 9 tuloksiin, joissa
kaikissa ndhdddn EphA3LBD:n proteiinivyohyke. Lisdksi situtumisen tulisi olla
suhteellinen efriinin pitoisuuteen, mutta EphA3LBD:n proteiinivyohyke niyttéisi
olevan samanvahvuinen jokaisessa sitoutumisniytteessi. Epdilyttdvda on myos se, etti
EphA3LBD tarttuisi efriini B2 kanssa. Alkuoletuksena pidettiin sitd, ettd efriini A
ryhmad tarttuuu EphA ryhmén reseptoreiden kanssa ja Efriini B ryhméd EphB ryhmén

kanssa.
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Kuva 24. Efriini-EphA3-sitoutumiskoe Ni-palloilla

Sitoutumiskoe toistettiin kdyttden hyvaksi Ni-sefaroosipalloja, jonka tulokset ndkyvit
kuvassa 24 kahdella eri geelilld. Menetelma on samantapainen edellisen kanssa, mutta
tassd kokeessa EphA3LBD-His tarttuu kiinni Ni-sefaroosiin ja mahdollisesti sitoutuva
efriini  EphA3LBD proteiiniin.  Positiivinen sitoutuminen n&hdddn kahtena
vyohykkeend geelilld. Naytekaivossa 1 ndhdddn kontrolli sitoutuuko efriini AS Ni-
sefaroosin kanssa. Kohdassa 1 ndhdddn vyohyke, mutta se on saattanut valua myds
viereisestd kuopasta 2, jossa on suoraan geelille pipetoitua efriinid (20 pg, ilman Ni-
sefaroosia) efriinin koon havaitsemiseksi. Kontrollin 1 luotettavuuden tekee
epdilyttivdksi, myoOs se ettei sitoutumisndytteissi EphA3LBD kanssa 3 — 5
(erfiinipitoisuuksilla 20 pg, 30 pg ja 40 pg) havaita vydhykettd noin korkeudella 40
kD. Muista efriineistd ei tehty sitoutumiskontrollia Ni-sefaroosin kanssa, koska
alkuoletuksena pidettiin, ettei efriineiden tulisi tarttua sen kanssa. Ndma olisivat olleet
hyddyllisid, koska kontrolli numero 1 on hieman kyseenalainen. Niytekuopassa 6
ndhdéan efriini A3 ligandin kontrolli (20 ng), josta ndhdéén proteiinin koko. Kohdissa
7 - 8 sitoutumisndytteet efriini A3 (15 pg, 20 pg, 30 pg) + EphA3LBD (20 pg).
Samoin kohdassa 10 efriini B1 kontrolli (20 pg) ja sitoutumisndytteet 11 — 13 efriini
B1 + EphA3LBD (20 pg). Kohdissa 14 ja 15 ndhddédn EphA3LBD (20 pg) kontrollit
ilman Ni-sefaroosia (14) ja sitoutuminen sen kanssa (15), jotka havaitaan vy6hykkeini
korkeudella 37 kD. Tuloksien perusteella EphA3LBD proteiini ndyttdsi sitoutuvan
efriiniligandien A3 ja B1 kanssa. Sitoutuminen efriini A3 kanssa oli odotettavissa
rakenneyhtéldisyyksien vuoksi, mutta sitoutuminen Bl kanssa on yllattavaa.

Sitoutuvuutta B1 kanssa voisi jatkossa tarkistaa uusin testein.
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4 Yhteenveto

Tamén opinndytetydon tavoitteena oli tuottaa EphA3 reseptoriproteiinin ligandia
sitovaa osaa kahden eri isdntdorganismin Esherichia colin ja Pichia pastoriksen
kanssa, sekd puhdistaa tuotettu proteiini ja karakterisoida sen sitoutumisominaisuuksia

eri erfiiniligandien kanssa.

Tyossd EphA3LBD:n geeni kloonattiin onnistuneesti kahteen eri ekpressiovektoriin
pET32a ja pPICY9. Vektorit transformoitiin tuottoisidntiin pET32a+EphA3LBD +
Esherichia coli Origami B ja pPIC9+EphA3LBD + Pichia pastoris GS115. Insertin
integroituminen osaksi Pichia pastoris GS115 hiiivan genomia tarkastettiin erikseen
PCR-menetelméin avulla. Proteiini tuotto saatiin tuloksien perusteella onnistumaan

ainoastaan pET32a+EphA3LBD + Esherichia coli Origami B tuottoisdnnén kanssa.

Esherichia colin kanssa tuotettu proteiini (liukoinen ja inkusiojyvésiin laskostunut)
puhdistettiin  onnistuneesti IMAC affiniteettikromatografiaan perustuvan Ni-

sefaroosin ja EphA3LBD proteiinin sisdltdmén his-tagin avulla.

Tuotetun ja puhdistetun proteiinin EphA3LBD sitoutuvuutta efriiniligandien AS, A3
ja Bl kanssa testattiin sitoutuvuuskokeella (engl. Pull-Down Analysis) onnistuneesti
kéyttden hyviaksi testissd Ni-sefaroosia. Sitoutumiskokeen tuloksena todettiin

EphA3LBD reseptoriproteiinin sitovan efriini A3 ja B1 ligandia.
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LIITE 1
EphA3-reseptoriproteiinin ligandia sitovan osan DNA

5'-gaagttaatctactagattcgaaaacaattcaaggagagcetgggctggatetectacccatcccatgggtgggaagagat
cagtggtgttgatgaacattacacaccaatcaggacttaccaggtgtgcaatgtcatggatcacageccaaaataattggetga
ggacaaactgggtacccagaaactcagctcagaagatctatgtggagctaaagttcacactgcgggactgtaacagceattc

cattggttttggggacttgcaaggagacctttaacctgtactacatggagtctgatgatgatcatggcgtcaaattccgagage
atcagttcacgaagattgacaccattgccgctgatgaaagtttcactcagatggatctcggggatcgeattctgaaactcaac

actgagattagagaagtgggaccagtcaacaaaaaggggttttatttggectttcaagatgttggtgcttgtetteccttggtat
ctgtgagagtgtacttcaaaaagtgcccgtttacagtgaag-3'

Alukkeet PCR-reaktiota varten
EphA3LBD-EcoR1-For

actgaattcgaagttaatctactagattcg
EphA3LBD-Notl-Stop-His-Gly-Rev

act atg gcggecge tea atg gtg atg gtg atg gtg tce tee cttcactgtaaacgggceactt



LIITE 2

Agaroosigeelielektroforeesi

Punnitse 0,6 g agaroosia (1 % geeli)
Lisdd 60 ml 1 x TAE-puskuria
Kuumenna mikrossa 2 minuuttia
Jadhdyta noin 60 °C asteiseksi
Lisda 4 pl etidiumbromidia

Kaada sula geeli tarjottimelle ja lisdd kampa.

NS kR =

Anna jadhmettyd noin 30 minuuttia

Geelin ajaminen:

Aseta geeli tarjotin ajoaltaaseen ja kaada ajopuskuri paille (1x TAE puskuri).
Pipetoi ndytteet geelille. (Néytteen sekaan 6x DNA B 1 ul/ 5 pl néytettd)

Aja geelid 90 -120 V voimakkuudella noin 30 minuuttia.



LIITE 3
From Pichia pastoris -manual

LB (Luria-
Bertani) Medium

1% Tryptone

0.5% Yeast Extract

1% NaCl

pH 7.0

1. For 1 liter, dissolve 10 g tryptone

5 g yeast extract

10 g NaCl

in 950 ml deionized water

2. Adjust the pH of the solution to 7.0 with NaOH and bring the volume up to 1 liter.
3. Autoclave for 20 minutes at 15 1b./sq. in. Let cool to ~55°C and add desired
antibiotics at this point.

4. Store at room temperature or at +4°C.

LB agar plates

1. Make LB Medium above and add 15 g/liter agar before autoclaving.

2. Autoclave for 20 minutes at 15 LB/sq. in.

3. Let cool to ~55°C and add desired antibiotics at this point. Pour into 10 cm petri
plates. Let the plates harden, then invert, and store at +4°C.



LIITE 4
Bradford

1. Valmista standardilaimennokset albumiinista (1 mg/ml) blank, 0.05, 0.1, 0.2,
0.3, 0.4, 0.5 mg/ml ja pipetoi kutakin laimennosta 10 pl ndytekuoppaan kolme
rinnakkaista pedkkéin.

2. Pipetoi ndytteet 10 ul/ ndytekuoppa, kustakin néytteestd kolme rinnakkaista.

3. Pipetoi kuhunkin nédytekuoppaan 200 pl Bradford reagenssia. (Laimennos:
Bradford-livosta 1 osa ja 4 osaa vetti)

4. Ravistelijassa 30 s huoneenldmmossé ja anna sitten seistd 5 min.

5. Mittaa absorbanssi (Program in Victor: Wallac/Photometry/Absorbance 595
nm 1s)

6. Piirrd tuloksista standardisuora ja mééaritd niytteiden proteiinipitoisuus suoran

avulla.



LIITE 5
From Pichia pastoris -manual

MD and MDH Minimal Dextrose Medium + Histidine (1 liter)

1.34% YNB 4 x 10-5% biotin
2% dextrose

1. For medium, autoclave 800 ml of water for 20 minutes on liquid cycle.

2. Cool to about 60°C and then add:

100 ml of 10X YNB (13.4% Yeast Nitrogen Base with Ammonium Sulfate without
amino acids)

2 ml of 500X B (0.02% Biotin)

100 ml of 10X D (20% Dextrose)

3. To make MDH, add 10 ml of 100X H (0.4% Histidine) stock solution. Mix and
store at +4°C.

4. For plates, add 15 g agar to the water in Step 1 and proceed.

5. If preparing plates, pour the plates immediately. MD stores well for several months
at +4°C.

BMGY and

BMMY

Buffered Glycerol-complex Medium
Buffered Methanol-complex Medium (1 liter)

1% yeast extract

2% peptone

100 mM potassium phosphate, pH 6.0
1.34% YNB

4 x 10-5% biotin

1% glycerol or 0.5% methanol

1. Dissolve 10 g of yeast extract, 20 g peptone in 700 ml water.

2. Autoclave 20 minutes on liquid cycle.

3. Cool to room temperature, then add the following and mix well:

100 ml 1 M potassium phosphate buffer, pH 6.0

100 ml 10X YNB (13.4% Yeast Nitrogen Base with Ammonium Sulfate without
amino acids)

2 ml 500X B (0.02% Biotin)

100 ml 10X GY (10% Glycerol)

4. For BMMY, add 100 ml 10X M (5% Methanol) instead of glycerol.

5. Store media at +4°C. The shelf life of this solution is approximately two months.



SDS-PAGE- valmistusohje kahdelle geelille

Yldgeeli

325 ul 30 % akryyliamidi

1,525 ml steriili MilliQ H,O

625 ul 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8

25 ul 10 % SDS

12,5 pl 10 % ammonium persulfaatti
2,5 ul TEMED (pipetointi viimeisend!)

Kokonaistilavuus 2,5 ml

Alageeli

3,2 ml 30 % akryyliamidi

2,7 ml steriili MilliQ H,O

2 ml 1,5 M Tris HCIL, pH 8,8

80 ul 10 % SDS

40 pl 10 % ammonium persulfaatti

4 ul TEMED (pipetointi viimeisena!)

Kokonaistilavuus 8 ml

Kokoa lasit kiinni telineeseen ja pipetoi alageelid lasien viliin.

Pipetoi noin 0,5 cm etanolia geelin péille.
Anna geelien jdhmettyd noin 20 minuuttia.
Poista etanoli geelien péélta.

Pipetoi yldgeeli ja aseta kampa lasien viéliin.

Anna jadhmettyd noin 20 minuuttia.

Poista kampa geelin jdhmetyttyd. Geelit ovat valmiita kdytettaviksi.

LIITE 6



