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vasta-aineen toimivuus ja herkkyys antigeenidnsa kohtaan.

1B10-G3-vasta-aine on monoklonaalinen vasta-aine, joka on spesifinen hor-
monille NTproBNP. Tatd hormonia erittyy kehoon sydaninfarktin aikana. 1B10-
G3:lla voidaan todeta pikatesteissa potilaan veresta otetusta naytteestd hormo-

nin NTproBNP olemassa olo, mika vaikuttaa potilaan jatkohoitoihin.

Vasta-ainetta 1B10-G3 onnistuttiin valmistamaan ja todettiin sen toimivan eli
spesifisesti tarttuvan antigeeniinsd NTproBNP:hen. Opinnéaytetyd suoritettiin
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1 JOHDANTO

Laatuasiat eivat ole aivan itsestdén selvid. Ne muuttuvat merkittaviksi, kun
tuote ei jaa vain omaan kayttoon, vaan sita jaetaan ulkopuoliselle eli asiak-
kaalle. Kun tuotetta myydaan maksaville asiakkaille tai sita kaytetdan diag-
nostiikassa, sen laatuvaatimukset tiukentuvat ja laadunvalvonnalle on saa-

detty omat viranomaisvaatimukset.

Laatujarjestelmat on kehitetty kuvaamaan organisaation laadukasta tydsken-
telya eri tasoilla. Yleisimmin kaytetyt laatujarjestelmat ovat GLP (Good Labo-
ratory Practice), GMP (Good Manufacturing Practice) ja GHP (Good Hygiene
Practises). GLP eli hyvat laboratorioty6tavat pitdisi olla joka yliopis-
ton/korkeakoulun tutkimuslaboratorioissa iskostettuna jokaiseen laboratori-
ossa tydskentelevaan tyontekijaan. GMP on edellista tiukempi laatujarjes-
telmada ja sita kaytetddn muun muassa laaketehtaissa muiden
laatujarjestelmien tavoin parantamaan tuotantoprosessia minimoiden virhei-
ta. Lahtbkohtana on kuitenkin aina potilasturvallisuuden varmistaminen.
GHP eli hyva tuotantohygienia koskee erityisesti elintarviketeollisuutta. Nai-
den liséksi on olemassa myds GCP (Good Clinical Practice), jonka mukaan
on suunniteltava, suoritettava ja raportoitava kaikki Kliiniset ladketutkimukset,
erityisesti ihmiseen kohdistuvat. (GMP Good Manufacturing Practise, Vali-
dant 2010; Hyvan Kliinisen tutkimuksen periaatteet, TurkuCRC 2011.)

GLP, GMP ja GCP ovat EU:ssa direktiivilla ohjeistettuja ja maakohtaisesti
lakisaateisia laatujarjestelmia, joita noudatetaan laékkeiden kehityksessa,
tutkimuksessa ja valmistuksessa. EU:n ulkopuolelle mm. USA:n ja Japaniin
ladkkeen myyntilupaa haettaessa on huomioitava kohdemaiden kansalliset
maaraykset. ICH (International Conference on Harmonisation of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use) on
yhdenmukaistanut GCP-ohjeet EU:ssa, Japanissa ja USA:ssa (GMP Good
Manufacturing Practice, Validant 2010).



Diagnostiikkateollisuus on voimakkaassa kasvussa, kuin my0s vasta-
aineiden tuottaminen ja hyddyntaminen. Nykyaan vasta-aineita voidaan kayt-
taa moniin tarkoituksiin, esimerkiksi inmisen sisaisten tasmalaakkeiden kulje-
tukseen, sydpahoitoon, estdjatoimintaan ja sairauksien ennaltaehkaisyyn,
samaan tapaan kuin rokotteita. Inmisessa kaytettavien vasta-aineiden tulee
aina olla rakenteeltaan ihmisperdisia allergisten reaktioiden estamiseksi.
Vasta-aineita kaytetdadn diagnostiikassa, koska ne ovat spesifisia, herkkia ja
tunnistavat analyyttien pienia pitoisuuksia. Nykyaan vasta-aineiden tuottami-
nen ja erityisesti niistd koottujen diagnostisten testien myyminen on tuottoi-

saa lilketoimintaa, joka on kasvussa myo6s pienien organisaatioiden taholla.

Toimialana diagnostiikkatuotteiden valmistus luetaan “ladkinnallisten laittei-
den” valmistukseen. 1SO13485-standardi maarittaa vaatimukset laadunhal-
lintajarjestelméalle organisaatioissa, joilla on mahdollisuus tarjota laakinnalli-
sia laitteita ja niihin liittyvia palveluita, jotka sdanndnmukaisesti tayttavat
laakinnallisille laitteille ja niiden palveluille viranomaismé&araysten mukaiset

vaatimukset.

Tassa opinnaytetytssa selvitetadn virtuaalilaboratorion 1B10-G3 vasta-
aineen tuotantoa ja palvelun myyntia laadunvalvonnan nakékulmasta. 1B10-
vasta-aine ja sen pari Fab32 toimivat NTproBNP-antigeenin osoittajana, joka
on koko maailmassa yleisimmin kaytetty merkkiaine sydamen toimintahairion
tutkimiseen. Opinnaytetydssa kaytetyt ohjeet ja reagenssit ovat esimerkkeja
yleisimmista kaytetyista tuotantotavoista. Opinnaytetyd on tehty talven
2011-2012 aikana Oulun Yliopiston Biolaaketieteen laitoksella, Fysiologian

yksikdssa.



2 IMMUNOLOGISEN TESTIN KOMPONENTIT

Immunologiset testit perustuvat usein vasta-aineparin spesifiseen sitoutumi-
seen tutkittavan analyytin, antigeenin pintaan. Puhtaan vasta-aineen avulla
ja herkilla menetelmilla voidaan mitata hyvin pienid antigeenipitoisuuksia.
Useat laakediagnostiikan pikatestit, kuten raskaustesti, perustuvat tahan

menetelmaan.

2.1. Luonnolliset vasta-aineet

Perna on tarkea siséelin, mika tuottaa Iluonnollisesti vasta-aineita.
Luonnollista vasta-aine tuotantoa tapahtuu silloin kun ihminen altistuu
jollekkin  elimiston  ulkopuoliselle  vieraalle aineelle  esimerkiksi
sairastuessaan. Talldin ihmiskeho aloittaa pitkan ja hitaan prosessin vasta-
ainetuotannossa. Vastakohtana luonnolliselle altistumiselle vieraille aineille
on rokottaminen. Perna  sijaitsee  vatsaontelon  vasemmassa
ylaneljanneksessa eli kehon vasemmalla puolella alimman kylkikaaren
suojassa. Perna koostuu niin sanotusti punaisesta ja valkoisesta ytimesta.
Punainen ydin poistaa veresta vanhat ja vahingoittuneet punasolut kun taas
valkoisen ytimen paatehtava on tuottaa vasta-aineita. Perna valikoi veresta
antigeenit, jotka aktivoivat pernassa sijaitsevia B-soluja vasta-

ainetuotantoon. (Vesanen 2001.)

Vasta-aineet ovat pallomaisia proteiineja, joita kutsutaan immunoglobulii-
neiksi eli lyhennettynd lg-molekyyleiksi. Niita erittyy selkarankaisten veren-
kiertoon ja kehon eritteisiin immuunijarjestelmén tuottamina, ja niilla on spe-
sifisia antigeeneja sitovia kohtia. Tyypillinen vasta-aine onkin Y-kirjaimen
muotoinen, jossa Y:n ylimmaét sakarat ovat antigeenin tarttumiskohdat. Naita
kutsutaan Fab-alueiksi. Vasta-ainemolekyyli muodostuu kahdesta raskaasta
H (heavy)-ketjusta ja kahdesta keveésta L (light)—ketjusta. Ketjut ovat sitou-
tuneet rikkisilloin toisiinsa kiinni. Kuva 1 esittdd vasta-aineen Y-kirjaimen

muotoista rakennetta. (Vasta-aineet 2006.)



Ha = AN

7\
R\

light chain

heavy chain

KUVA 1. Vasta-aineen rakenne (MIT-4070/MIT-4076 Biosensors)

Vasta-aineantigeenireaktioita kaytetaan biokemiallisissa tutkimuksissa.
Suuren spesifisyytensa vuoksi voidaan vasta-aineilla tunnistaa hyvin pienia
antigeenipitoisuuksia veresta, elimiston nesteistd tai solunrakenteista.
(Turpeenoja 2005, 99.)

Antigeenit ovat elimistolle vieraita molekyyleja. Antigeenin avulla elimisto
herattaa vasta-ainetuotannon eli elimistdssa olevat B-solut muokkautuvat ja
spesifisoituvat aina yhta antigeenia vastaan. B-solut ovat erilaistuneita
valkosoluja, jotka aktivoituvat antigeenistd. Kun B-solu aktivoituu tuottamaan
vasta-ainetta, se muuttuu efektorisoluksi, joka tuottaa suuria maaria liukoisia
vasta-ainemolekyyleja. Kun vieras antigeeni on poistunut elimistosta, B-solut
lakkaavat toimimasta, mutta jattavat muistisoluja, jotka sisaltavat vasta-
ainetuotannon koodin. Saman antigeenin joutuessa elimistoén uudelleen
alkaa vasta-aineentuotanto heti, jolloin immunovaste toimii tehokkaammin ja

antigeeni ehditdén tuhota ennen sen leviamista. (Histologia 2006.)

Vasta-aineita tuotetaan laboratorioissa altistamalla eldin antigeenille, jolloin
elaimessd muodostuu tietylle antigeenille spesifisia vasta-aineita. Periaate
on sama kuin ihmisen rokotuksissa. Kun spesifistd vasta-ainetta on
muodostunut jotain antigeenid vastaan, vasta-aine tunnistaa tdman tietyn

antigeenin. Vasta-aine tunnistaa antigeenin Fab (variable)- alueellansa.
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Vasta-aine ja antigeeni sitoutuvat toisiinsa non-kovalenttisin sidoksin. Koska
sidos on hyvin l6ysa, voi vasta-aineella olla kaksi tai useampi antigeenin
tarttumiskohtaa. Vasta-aineen sitouduttua antigeeniin, antigeenin vaikutus
neutralisoituu ja elimistéssa vasta-aineen sitomat antigeenit tuhoutuvat.
(Soppi 1992, 5-10.)

Diagnostisissa vasta-ainetesteissa antigeenia kaytetaan
kontrollimolekyyleind, joiden avulla tehdd&n muun muassa tutkittavan
analyytin  standardikuvaajia. Antigeenit toimivat myds itse testissa
positiivisina  kontrollindytteing, jolla varmistetaan testin luotettavuus.
(Turpeenoja 2005, 188.)

Monoklonaalisia vasta-aineita tuotetaan soluviljelmissa yhdistelmasoluilla eli
hybridisoluilla. Hiiri rokotetaan antigeenilla. Vasta-aineen muodostumisen
jalkeen hiiren perna eristetdan jatkokasittelya varten. Pernakudos hajotetaan
ja pernan solut yhdistetddn loputtomasti jakautuvien sydpasolujen kanssa,
joita kasvatetaan soluviljielméassa. Solupopulaatiosta valikoidaan haluttua
vasta-ainetta tuottavat solut, kloonit, joita kasvatetaan huolellisesti. Naista
soluista saadaan eristettya yhden lymfosyyttityypin tuottamaa spesifista
vasta-ainetta, jota kutsutaan monoklonaaliseksi vasta-aineeksi. (Turpeenoja
2005, 100.)

2.2 Rekombinantti Fab-vasta-aine

Kokonaisten IgG-vasta-aineiden valmistus nisdkassoluissa on kallista muun
muassa kaytetyn ravintoaineen vasikanseerumin takia. Vasta-aineen osia
voidaan tuottaa halvemmissa systeemeissa kuten bakteereissa ja muissa
mikrobeissa geeniteknisesti. Mikrobeissa tuottomaarat ovat paljon suurem-
pia. Koska Fab-vasta-ainetta koodaava DNA-sekvenssi on tiedossa, voidaan
aina valmistaa uusi vasta-ainetuottovektori, jos vahingossa vasta-

ainesolulinja paasee tuhoutumaan tai eristetty DNA hajoaa. (Veijola. 2011.)

Rekombinantti Fab-vasta-aine on geenitekniikan avulla rakennettu vasta-

aine, jonka geenijarjestys tunnetaan. Geenitekniikan avulla Fab-vasta-
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aineen rakennetta voidaan muokata: Fab-vasta-aineen sitoutumisominai-
suuksia voi parantaa muuttamalla aminohappojéarjestysta tai lisaamalla pro-
teiiniosia. Rakenteeltaan Fab-vasta-aine vastaa 1gG-molekyylin Y-kirjaimen
yhta haaraa. Geenitekniikan avulla voidaan muodostaa Fab-vasta-aineita,
jotka siséaltavat jopa kolme Y-haaraa, ilman vasta-aineen jalka-osaa. Fab-
vasta-aine on kooltaan pienempi molekyyli, josta diagnostiikassa on hyotya,
silla pienempikokoista molekyylia voidaan kiinnittd& kuoppalevyn kaivon poh-

jalle suhteessa enemman kuin suurikokoista IlgG-molekyylia.

2.3. Antigeeni NTproBNP1.76

NTproBNP (amino terminal fragment of pro-B-type natriuretic peptide) on
hormoni, jota sydansolu tuottaa ihmisen verenkiertoon sydamen voimakkaan
rasituksen aikana. Kun sydamen toiminta heikkenee, sydanlihassolut
syntetisoivat solun sisélle hormonin esimuotoa proBNP:ta4. Verisuoniin
imeytyessaan se tehostaa verisuonten seinamien relaksaatiota seka veren ja
suolojen eritystd munuaisissa. proBNP pilkkoutuu ennen verenkiertoon
paatymista kahdeksi osaksi: biologisesti aktiiviseksi BNP77.10s:ksi ja ei-
aktiiviseksi rakenteeksi, NTproBNP;.76:ksi. Kuvassa 2 esitetéan proBNP:n
pilkkoutuminen, kun se erittyy ulos solusta. Hormonin NTproBNP(1-76) osa
on pitkaikaisempi kuin BNP-0sa, jota "esiintyy” vain noin 20 minuuttia ennen
hajoamistaan. NTproBNP:ta tutkitaan ihmisen veresta pikatesteilla, joiden
avulla voidaan todeta, onko potilaalla ollut sydaninfraktia muutamaa tuntia
aikaisemmin. proBNP muodostuu 108 aminohaposta, johon siséltyy 17

aminohapon rengas. (Ala-Kopsala 2006, 23-25; Lommi 2003.)
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KUVA 2. Proteiinin proBNP esimuoto (Natriuretic Peptides 2011)

2.4. Sandwich-menetelma pikatesteissa

BNP-pikatestit  perustuvat pé&édasiassa niin  sanottuun  Sandwich-
menetelmaan. Testiliuskalle tiputetaan pisara verta, joka sisaltaa tutkittavaa
analyyttia, NTproBNP:td. Kultapartikkelilla leimattu vasta-aine tarttuu
spesifisesti NTproBNP-molekyylin yhteen osaan ja biotiini-leimattu vasta-
aine toiseen osaan. NTproBNP-molekyyli jaa ikdan kuin sampylan
puoliskojen  valiin.  Sandwich-kompleksi  kulkeutuu  kohti  alustan
sitoutumiskohtaa, johon on kiinnitetty biotiinia sitova streptavidiini. Vain jos
sandwich-kompleksi on syntynyt, muodostuu liuskalle vérisignaali.
Kultaleimattu monoklonaalinen vasta-aine tunnistaa NTproBNP-molekyylin
aminohapot 27-31, joihin se tarttuu. Kakkosvasta-aineena on
polyklonaalinen biotiininen vasta-aine, joka tunnistaa aminohapot 39-50.

Kuva 3 havainnollistaa pikatestin toimintaperiaatteen.
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KUVA 3. NTproBNP:n pikatestin kaaviokuva (Bertsch ym, 2007)

Testeissa on aina myos kontrolliviiva, joka osoittaa testin toimivuuden. Testin
pohjassa on kiinni synteettinen peptidi, jonka rakenne vastaa antigeenin
sitoutumiskohtaa, johon kultaleimattu vasta-aine sitoutuu tuottaen silmin

havaittavan punertavan varivyohykkeen, jonka perusteella testin voidaan
todeta toimivan.
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3 GLP - HYVAT LABORATORIOKAYTANNOT

Validointi ja hyvat tuotantotavat ovat osa laadukasta tuotantoprosessia. GLP
eli hyvat laboratoriokaytannét on laatujarjestelmamalli, jota pitaisi kaikkien
tutkimuslaboratorioiden noudattaa. Laatujarjestelman avulla pyritaan edis-
tamaan testaustulosten vastavuoroista hyvaksymista eri maissa. OECD (Or-
ganisation for Economic Co-operation and Development) on paatdssuosi-
tuksissa saatanyt GLP:n periaatteista, joita noudatetaan kaikissa OECD:n
jdsenmaissa, kuten myods Suomessa. EU-maissa on sdadetty EU-direktiivi

koskettamaan GLP-periaatteita. (Raisanen 2007.)

GMP eli hyvat tuotantotavat koskevat kaikkia farmaseuttisen tuotteen tuotan-
toprosessia. Sitd kayttdavat ohjenuoranaan viranomaiset, jotka tarkastavat
tuotantoprosesseja. Hyvien tuotantotapojen periaatteisiin liittyvat esimerkiksi
henkiléston ammattitaitoisuus, prosessivalvontajarjestelman kalibrointi ja do-
kumentointi, varastointi ja laadunvarmistus. (Aittomaki — Eerikdinen — Leisola

— Ojamo — Suominen & von Weymarn 2002, 402.)

Laadunhallintaan kuuluu yleisesti tydskentelytapojen, reagenssien ja valinei-
den oikeaoppinen kayttod ja puhtaus. Laboratorion eri osastojen ja laitteiden
sijoittelu tulee olla mietitty tyoskentelyn tehokkuuden yllapitdmiseksi seka
kontaminaatioiden eli naytteiden tai materiaalin saastumisen estamiseksi.
Laadunhallintaan kuuluu yhtena osana selkeat tydskentelyohjeet, jotka hel-

pottavat uusien tydntekijoiden tyéskentelya.
3.1 Reagenssit

Laboratorion reagenssien taytyy olla laatujarjestelmien mukaiset ja niista tay-
tyy huolehtia laatujarjestelmien mukaisesti. Reagensseja sailytetddn omassa
huoneessa, jonka valitttmassa laheisyydessa sijaitsevat vaa’at reagenssien
punnitsemista varten. Myrkylliset ja hapettavat reagenssit seka puhtaat eta-
nolivalmisteet sijaitsevat lukitussa kaapeissa, joiden avaimista vastaa labora-

toriopaallikkdé tai muu nimetty vastuuhenkild. Puhtaiden etanolivalmisteiden
14



kayttéa valvoo myos laboratoriopaallikkd. Reagenssien tulisi olla hyllyissaan
aakkosjarjestyksessa tyoskentelyn helpottamiseksi. Reagensseista pidetdan
omaa kortistoa seka laboratoriopdallikon tietokoneella etta erillisessa kansi-

0Ssa.

Punnittaessa reagensseja punnitsijan tulisi ottaa erilliseen puhtaaseen asti-
aan sopiva maara reagenssia ja siitd annostella punnitusastiaan, jotta alku-
perainen reagenssi sailyisi mahdollisimman puhtaana ja kuivana. Punnitta-
essa vaakahuoneen oven tulisi olla kiinni turhien ilmavirtojen estamiseksi.
Osa reagensseista voi olla hyvinkin kalliita, joten hukkaan heittamista tulisi

valttaa.

3.2 Valineet ja laitteet

Laboratoriossa eri tarkoituksiin hankitut vélineet ja laitteet on tarkea tuntea,
jotta niitd osaa kayttaa oikeaoppisesti. Valineet ja laitteet kaipaavat aina tie-
tyn vdliajoin huoltoa ja kalibrointia. Jokaista laitetta valvotaan ja niiden huol-
loista pidetaan kirjaa. Jokainen laite on merkitty laiteluetteloon, johon on
merkitty yleisimmat laitteen tiedot: merkki, malli, sarjanumero ja kayttéonot-
topaiva. Esimerkkind yhdesta tarkeimmasta laboratoriovalineesta on vaaka.
Vaa'at taytyy kalibroida ja huoltaa saanndllisesti. Jokainen vaa’an kayttaja
pitdd huolen jalkien siistimisesta kayton jalkeen. Yksi hyvan laadun merkeis-
té on, etteivat reagenssipurkit loju pitkin poytia, ja seka kaytetyt etta kaytta-
mattomat lusikat ja alustat ovat omissa paikoissaan. Poydat pyyhitaan joka

paiva ja vaa’an laheisyydessa on oltava sivellin vaa’an puhdistamista varten.

3.3 Valinehuolto

Vasta-aineita kasiteltdessa on tarkeaa, etta kaytettavat vélineet ja astiat ovat
puhtaita. Laboratoriossa puhtaat astiat sijaitsevat omassa tilassaan lasikaa-
pissa polyyntymisen estamiseksi. Lasikaapissa puhtaat astiat ovat jarjestyk-
sessa. Valinehuoltajat tiskaavat likaiset astiat ja tuovat puhtaat valineet niille

tarkoitetuille paikoille. Kaytetyt likaiset valineet kayttaja huuhtelee vedella ja
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joko vie likaisille astioille tarkoitettuun tilaan tai tarvittaessa itse tiskaa kasin

tai tiskikoneella.

3.4 Valineiden ja liuosten sterilointi

Sterilointia vaativat vélineet ja liuokset toimitetaan autoklaavihuoneeseen,
jossa valinehuoltajat autoklavoivat ne. Autoklavoitavien astioiden suut peite-
taan foliolla ja folion péaalle limataan pala autoklavointiteippia. Pipetin karjet
steriloidaan niiden omissa rasioissa tai ne tulevat tehtaalta valmiiksi steriloi-
tuna. Eppendorf-putkia voidaan steriloida foliolla peitetyssa isossa dekantte-

rilasissa tai erityisissa autoklavointipusseissa

Liuoksia autoklavoitaessa on huomioitava, ettéa pullon tilavuudesta jatetaan-
noin 1/3 on tyhjaksi kuohumisen varalta. Korkki laitetaan %2 kierrosta auki,
jotta pullon sisainen ja ulkoinen paine pysyisivét tasapainossa. Korkki peite-
téaan foliolla ja sen paalle laitetaan autoklavointiteippid, joka kertoo, onko ste-
rilointi tapahtunut oikeissa olosuhteissa. Teippiin merkataan pullon sisélto ja
huonenumero. Joitakin liuoksia ja reagensseja, kuten esimerkiksi happoja,
emaksia, antibiootteja ja kasvatusseerumeja ei voi steriloida autoklaavilla.
Ne pitda steriilisuodattaa 0,22 um:n filtterill&, jonka lapi bakteerit eivat mah-
du.

3.5 Soluviljelytydskentely laboratoriossa

Soluviljelytydskentelyssa pahin kontaminaatioiden lahde on itse tyontekija.
Jo pienikin ilmavirran mukana tullut hiukkanen voi pilata koko tyon. Siksi on-
kin tarkeda huolehtia oikeista tydskentelytavoista. Aina ennen soluviljelylabo-
ratorioon saapumista ja sieltd lahdettdessa on pestava kadet. Hansikkaita
pidetaan koko ajan, ja ne vaihdetaan tarvittaessa uusiin. Eppendorf-putkia
kasiteltaessa kaytetddn apuna pinsetteja: Putket aukaistaan pinseteilld, jottei
tyontekijdn hanskoista siirtyisi epapuhtauksia putkiin. Putkia myds siirretddn
mahdollisimman paljon pinseteill& ja varotaan koskettamasta lahelle putkien
suuta. Esimerkiksi DNA-tyoskentelyssa on tarked muistaa, etta ihmisen ka-
det sisaltavat paljon DNA-aaseja eli entsyymejd, jotka tuhoavat DNA:ta. Siksi
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herkimmissa tydskentelyvaiheissa on tarkedd muistaa huuhtoa k&det 70
prosenttisella etanolilla ja antaa niiden myds kuivua ennen tydn aloittamista.
Aina ennen tydskentelyn siirtymista laminaarikaappiin, on muistettava késien
ja tavaroiden suihkuttaminen 70 prosenttisella alkoholilla kontaminaatioiden

estamiseksi.

Ennen tyon aloittamista tyontekijalla tulisi olla selvilla tyon eri vaiheet, jotta
han voi sijoittaa lahelleen tarvittavat vélineet ja reagenssit. Tavaroiden ha-
keminen kesken kaiken hidastaa aina tyota ja lisaa kontaminaatioriskia. Pi-
petoitaessa reagenssien tulisi olla lahekkain, jotta hyvat laboratoriotyGtavat
toteutuisivat. Tydskennellessa pyritdan aina toimimaan hyvien laboratorio-
kaytannon mukaisesti. Soluviljelyn tyéohjeet ovat laboratoriopaallikon hyvak-

symat.

3.6 Vasta-aineen testausmenetelmia

Vasta-aineen ominaisuuksien tutkimiseen kaytetdan yleisesti ELISA-testeja
niiden helppouden takia. ELISA-testit perustuvat antigeenin ja vasta-aineen
spesifiseen sitoutumiseen. Toinen tarkea vasta-ainetuotannossa kaytetty
testimenetelma on erottaa vasta-ainegeeneja sisaltavat naytteen DNA:t aga-
roosigeelille, jolla voidaan todeta, ettd tuottovektori sisaltdd vasta-aineen
tuottogeenin. Agaroosigeeliltd voidaan myds poimia oikein pilkkoutuneet

DNA-fragmentit sekvensoitavaksi eli DNA geenijarjestyksen selvittamiseksi.

3.6.1 Entsyymivalitteinen immunosorbenttimaaritys (ELISA)

Vasta-aineita ja niiden tuottumista raakamediumiin voidaan testata ELISA
(entsyymivalitteinen immunosorbenttimaaritys) -testien avulla. ELISA-testit
perustuvat vasta-aineiden spesifisyyteen antigeenejddn kohtaan. Ne voidaan
jakaa kolmeen erilaiseen luokkaan: epasuora-ELISA, suora-ELISA ja sand-
wich-ELISA. Suora ELISA-menetelma on monipuolisin menetelma, mutta
sandwich-menetelmé on paras antigeenin maaran mittaamiseen naytteesta.
Antigeenin tai vasta-aineen pitoisuuksien mittaamiseen kaytetdan yleisesti

entsyymileimattuja reagensseja. ELISA-testeissd voidaan kayttdd suoria ja
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epasuoria metodeja. Suorassa metodissa ensimmainen vasta-aine on lei-
mattu, ja se tarttuu antigeeniin. Epasuorassa metodissa kakkosvasta-aine
on leimattu ja tama tarttuu antigeeniin tarttuneeseen ensimmaiseen vasta-
aineeseen. (Overview of ELISA 2011; Harlow, Lane 1988, 555-557.)

Suorassa-ELISAssa antigeeni kiinnitetd&n kaivon pohjalle ja leimattu vasta-
aine tarttuu antigeeniin. Taman jalkeen kaivoon lisatdén substraattia, joka
saa leiman aktivoitumaan ja varikompleksin syntymaan. Naytteet mitataan
sopivalla aallonpituudella. Antigeenin pitoisuus on suoraan verrannollinen

vasta-aineenpitoisuuteen. Suoralla-ELISAlla mitataan antigeenipitoisuuksia.

Epasuora-ELISA on melkein samanlainen kuin suora-ELISA, mutta siina
kaytetddn kahta vasta-ainetta. Ensimmainen vasta-aine tarttuu spesifisesti
antigeeniin ja kakkos-vasta-aine, joka on leimattu, tarttuu ensimmaiseen
vasta-aineeseen. Kakkos-vasta-aine on oltava aina sitd lajin vasta-ainetta
vastaan, missa lajissa vasta-aine on alun perin muodostunut. Kun substraatti
lisataan, syntyy varikompleksi, joka voidaan mitata sopivalla aallonpituudella.
Kuva 4 A selventaa epasuoran-ELISANn periaatetta piirroksin. Epéasuoralla

ELISAlla mitataan vasta-ainepitoisuuksia. (Harlow - Lane 1988, 561-563.)

Sandwich-ELISAssa on kaivojen pohjalle kiinnitetty vasta-ainetta. Kun kai-
voon pipetoidaan antigeeni, se tarttuu vasta-aineeseen. Sitten kaivoon lisa-
taan leimattu kakkosvasta-aine, joka tarttuu antigeeniin. Antigeeni jaa niin
sanotusti voileivan valiin. Siita juontuu koko menetelméan englanninkielinen
nimi, joka on sama suomen kielessakin. Kun substraatti lisataan, saadaan
varikompleksi mitattua. Kuvassa 4 B on esitetty sandwich-ELISA piirroksin.
Sandwich-ELISA mittaa antigeenin pitoisuutta testissa. (Harlow - Lane 1988,
578-579.)
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(A) Indirect ELISA

Wash

Antigen- Specific antibody Enzyme-linked Substrate is added and
coated well binds to antigen antibody binds to converted by enzyme into
specific antibody colored product; the rate

of color formation is
proportional to the amount
of specific antibody
(B) Sandwich ELISA

Monoclonal Antigen binds A second monoclonal Substrate is added and
antibody- to antibody antibody, linked to converted by enzyme into
coated well enzyme, binds to colored product; the rate
immobilized antigen of color formation is

proportional to the
amount of antigen

KUVA 4. ELISA-testin periaatekuvat suorasta ja sandwich-ELISA:sta (Chak-
ravarth 2011).

ELISA-testien laaduntarkkailussa on testattava puhtaat kuoppalevyt, pinnoi-
tetut kuoppalevyt, kiinnityksen onnistuminen, kaytettavien puskureiden toimi-
vuus, standardikuvaajien paikkaansa pitavyys ja kontrollien toimivuus seka
entsyymikonjugaattien ja vasta-aineiden toimivuus. Kaikki komponentit testa-
taan ensin kukin erikseen, minka jalkeen koko kokonaisuus testataan yh-
dessa. Kun uusi reagenssi tai standardi otetaan kayttoon, se testataan ensin
vanhaa vasten ja maaritetaan viitevali, jonka alueella tulokset saavat liikkua.
Naytteina kaytetddn tunnettuja potilasnaytteité ja koko testid testataan use-

ampaan otteeseen. (Kumpulainen 2011.)

3.6.2 Agaroosigeelielektroforeesi (AGE)

DNA:ta analysoidaan yleensd agaroosigeelielektroforeesilla (AGE). Tama
elektroforeesimenetelma on hyvéa 0,1-50 kb:n kokoisille DNA-palasille. Ero-
tusgeelind kaytetaan agaroosia, joka on merilevasta eristetty polysakkaridi.
Tama liukenee veteen kuumennettaessa ja jadhtyessaan muuttuu hyytelo-

maiseksi geeliksi. Valettu agaroosigeeli laitetaan ajolaitteeseen, jossa on
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ajopuskurina samaa puskuria, jota on kaytetty geelin valmistukseen. Nayt-
teet ja kaupallinen molekyylikokokontrolli pipetoidaan geeliin tehtyihin kaivoi-
hin ja geelin lavitse johdetaan séahkfd. Happamat ja negatiivisesti varautu-
neet nukleiininapot kulkevat positiivista napaa eli anodia kohden.
Agaroosigeelin verkkorakenne hidastaa isompia DNA-palojen kulkua, jolloin
pienemmat eli lyhyemmat DNA-palaset kulkevat nopeammin anodia kohden.
Ajon aikana pilkotut DNA:n palaset eriytyvat omiksi vyohykkeisiin. Kun mark-
kerin molekyylikoot tunnetaan, naytteiden DNA palasten molekyylikoot Kki-
loeméksina (kb) voidaan selvittda vertaamalla niitd kaupalliseen markkeriin.
(Suominen - Ollikka 2004, 72.)

Geelia tarkastellaan sinivalopdydalla tai UV-valolla, jolloin saadaan DNA-
palat nakyviin. Koska DNA ei itsessaan ndy agaroosigeelissa, on geeliin li-
sattava valuvaiheessa esimerkiksi etidiumbromidia tai muuta kaupallista va-
riainetta. Etidiumbromidi tunkeutuu nukleiinihappojen eméasten véliin ja saa
DNA-palakompleksin absorboimaan UV-sateitd, jolloin saatu energia siirtyy
etidiumille, joka fluoresoi ne oranssinpunaisena nakyviin ihmissilmalle. Eti-
diumbromidia kasiteltaesséd on muistettava pitdd hanskoja, silla se on karsi-
nogeeninen. Nykyisin on saatavilla myds variaineita, jotka eivat sisalla eti-
diumbromidia, kuten esimerkiksi SybrSafe (Invitrogen). Talldin geelissa
olevien DNA palasten tarkasteluun voidaan kayttaa sinivalopoytaa, joka on

UV-valoa paljon turvallisempi. (Suominen - Ollikka 2004, 73.)
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4 VASTA-AINEEN TUOTANTOPROSESSI

Tuotantoprosessi koostuu esiselvitys-, suunnittelu-, valmistelu-, tuotanto- ja
loppuraportointivaiheista. Joka tuotantovaiheessa laatua tarkkaillaan. Labo-
ratoriopadllikko joko hyvaksyy tai hylk&a tuloksen ja perustelee paatoksena.
Ennen tuotantoprosessin kaynnistamista esiselvitysvaiheessa on laadittu
tuotannon prosessisuunnitelma. Talldin on selvitetty tuotteen kysynta ja tarve
sekd onko vastaavia tuotteita jo markkinoilla eli on tehty markkinatutkimus.
Jokaisella tuotantoprosessilla on oma tuotantotiimi, joka on toimittanut suun-

nitelman johdon hyvaksyttavaksi.

Valmisteluvaiheessa jarjestetddn tuotannossa tarvittavat tilat, laitteet ja tar-
vikkeet, kuten reagenssit ja erikoistydvalineet. Valmisteluvaiheessa on myds
selvitetty tyontekijoiden osaaminen ja jaettu vastuut eri tyOvaiheista seka
tehty alustava aikataulutus eli projektisuunnitelma. Seuraavissa kappaleissa
kuvataan esimerkkiné joitakin prosessin tuotantovaiheita vasta-aineen tuo-
tannossa virtuaalilaboratoriossa, sen jalkeen kun tuotantotiimin suunnitelma
on oletettu hyvaksytyksi. (Aittomaki ym. 2002, 332-333.)

4.1 Monoklonaalisten vasta-aineiden tuotto nisakassoluissa

Monoklonaalisia vasta-aineita tuotetaan nisakassoluviljelmissa niin sanotuis-
sa hybridomasoluissa, jotka on valmistettu laboratoriossa immunisoidun hii-
ren pernan soluista ja hiiren pernasyopasoluista. 1B10-vasta-aine on spesi-
finen antigeenille NTproBNP76:lle, eli se pystyy tarttumaan spesifisesti
taman 1B10-proteiinin rakenteisiin. Kohdehiiri immunisoidaan rokottamalla
sitd halutulla antigeenilla. Kun hiiri alkaa tuottaa vasta-ainetta, sille annetaan
antigeenitehoste useita kertoja tietyn valiajoin. Aina rokotteiden vélilla hiires-
ta otetaan verindytteitd noin viikkon - 10 paivan kuluttua rokotteen annosta,
jotta vasta-aineen muodostumista voidaan tarkkailla ja hiiren kuntoa seurata.
Immunisointivaiheessa elaintenhoitajat tarkkailevat hiirten kuntoa paivittain

punnitsemalla hiirien painoa ja seuraamalla aktiivisuutta ja syomista. Jokai-
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nen punnitustulos sek& havainnot kirjataan ylos ja dokumentoidaan niille tar-
koitettuihin kansioihin. Nain voidaan varmistaa laadukas tydskentely seka

valttda turha hiiren rasitus. (Harlow — Lane 1988, 150.)

Immunosoinnin paattyessa lopetetulta hiireltd poistetaan perna, joka hajote-
taan kudoskasvatusmediumiin. Vasta-ainetta tuottavat pernan B-solut ja
myeloomasolut fuusioidaan PEG-liuoksen avulla, jolloin niistd muodostuu
hybridoomasoluja. Myeloomasolut ovat sydpasoluja, jotka voivat oikein hoi-
dettuna "elad@” ikuisesti. Sopivat solut tilataan tarkoin valitusta ja tunnetusta
solupalveluyrityksesta, esimerkiksi ATCC (American Type Cell Collection).
Vain fuusioituneet hybridoomasolut voivat selviytyad kasvatusliuoksessa, jos-
sa pelkat B-solut kuolevat. Kun kasvatusmediumiksi vaihdetaan esimerkiksi
HAT-kasvatusliuosta myos pelkat myeloomasolut, kuolevat pois, silla hybri-
doomasolut saavat B-soluita selviytymiseen tarvittavia entsyymeja. Taman
jalkeen hybridoomasolut, jotka ovat toistensa klooneja, erotellaan omiin kai-
voihin kasvamaan, yksi solu kuhunkin. Muutaman viikkon paasta kasvustot
seulotaan halutun monoklonaalisen vasta-aineen suhteen. Haluttua mono-
klonaalista vasta-ainetta tuottavia hybridoomasoluja ruvetaan kasvattamaan
isommassa mittakaavassa. Laadunvarmistamiseksi soluja kasvatetaan jat-
kuvasti antibioottien lasné ollessa. Solujen hyvinvointia seurataan mikrosko-
poimalla soluja paivittain sekd testaamalla viljelymediumista mykoplasma,
joka on soluviljelyn yleinen kontaminantti. Liitteend 1 on ohjemallina hybri-
doomasolujen kasvatus, jonka avulla tdméa tuotantoprosessin ty6osio voi-

daan suorittaa. (Producing Monoclonal Antibodies 2002.)

4.2 Vasta-aineen tuotto bakteerissa

Vasta-aineen tuotanto voidaan yleensa siirtdd bakteerisoluihin, koska se on
halvempi ja tehokkaampi tapa kuin vasta-aineen tuottaminen nisakassoluis-
sa. Nisakassoluista eristetdan DNA, jonka tarvittavat geenit monistetaan ja
siirretdan plasmidivektoriin sekvenssin tarkistusta varten. 1B10-vasta-aineen
geenit liitetd&n proteiinintuottovektoriin, joka siirretdén proteiinintuottobaktee-

reihin.
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4.2.1 Geeninsiirto bakteerisoluihin ja kloonien valinta

DNA:n siirtdmistd kompetentteihin bakteerisoluihin kutsutaan transformaati-
oksi. Kemiallisesti kompetentit eli vastaanottavaiset solut on kasitelty kal-
siumkloridilla, jolloin solut muuttuvat hetkellisesti vastaanottavaisemmiksi
siirtAmé&an DNA-vektorin sisddnsa. Tama tydosio on tehty liitteen 2 ohjeen

mukaisesti. (Transformaatio 2006.)

Eristetty plasmidi, joka siséltéa 1B10-vasta-aineen tuottogeenin, transfor-
moidaan kompetentteihin RV308-bakteerisoluihin. Namé solut on kehitetty
nimenomaan proteiinintuottoa varten. Ne ovat Escherichia colin K12-
tyyppisia soluja, joka on luokiteltu turvalliseksi laboratoriokannaksi. Trans-
formaatiossa tulee muistaa kasitella soluja hellasti ja pitda ne aina jaissa, jot-
ta solut eivat paasisi tuhoutumaan. Transformaatio tehdddn pKK 1B10 Fab
2-1 ja 7-1 klooneille. Negatiivisena kontrollina transformoidaan steriilia vetta,
ja rinnakkaismaljauksessa nahdaan, etteivat RV308-soluputket ole konta-
minoituneet. RV308-soluja sdilytetaan syvajaadytetyssd pakkasessa -80
C:ssa. Pakastimesta haettaessa varastoidut soluputket nostetaan heti jadas-
tiaan. Syvapakastimen ovia auotaan vain tarpeellinen lyhyt aika, joten nayt-
teiden haku tulee suunnitella valmiiksi: tyontekijan tulee tietdd, missa loke-
rossa tarvittavat soluputket sijaitsevat, jolloin valtytaan turhalta pakastimen

ovien aukomiselta ja syvapakastimen lammon nousulta.

Jokaista vasta-ainekloonin plasmidia siirretddn omiin kompetenttien solujen
putkiin. Transformaation tarkein vaihe on lampéshokin antaminen. Jotta siita
tulisi mahdollisimman tehokas, kuitenkaan soluja tai DNA:ta tuhoamatta,
nayteputkia inkuboidaan jaiss& ensin 15 minuutin ajan, minka jalkeen putket
siirretaan 42 °C:seen 1,5 minuutiksi. Taman jalkeen putket siirretaan jalleen
nopeasti kahdeksi minuutiksi jaihin. LAmpdshokki saa RV308-solut laajene-
maan, jolloin plasmidi-DNA voi siirtya solukalvon lapi solun sisélle. Soluput-
kien siirto jaihin saa solut sulkeutumaan, jolloin plasmidi-DNA jaa solujen si-

sdlle.
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Jotta kloonit rupeaisivat tehokkaasti kasvamaan, soluputkiin lisatdéan lam-
mintd kasvatuslientd. Kasvatusliemi sisdltéa kaikki bakteerin kasvun vaati-
mat ravintoaineet. Kasvatusliemi tehdaan itse laadukkaista reagensseista,
jotka on tilattu tunnetuilta toimittajilta. Soluja kasvatetaan 37 °C:ssa ravisteli-
jassa puoli tuntia. Taman jalkeen pieni maara transformaatiokasvustoja siir-
retdan ja levitetddn tasaisesti maljoille, jotka sisaltavat kasvuun tarvittavia
ravintoaineita, sokeria ja antibioottia, carbenisilliinia. Negatiivisella kontrolli-
maljalla ei pitdisi kasvaa mitaan, silla RV308-bakteerisoluilla ei ole antibioot-
tivastustuskykya. Koska vasta-ainekloonien plasmidiDNA:t sisaltavat 1B10-
vasta-ainetuotto geenin lisédksi myds antibioottiresistenssigeenin carbenisil-
linia vastaan, ne voivat kasvaa antibioottia sisaltavilla maljoilla. Antibiootti-
kasvatuksella varmistetaan myos laatu, silla kontaminaatiot eivat mydskaan

pysty kasvamaan alustoilla.

Transformaation onnistumista selvitetdan tarkastamalla klooneja, joiden tay-
tyy olla yhdenmukaisia alkuperéisen vasta-ainegeenin kanssa. 1B10-vasta-
aineen tuottogeenin omaavia soluklooneja kasvatetaan maljoilla, joista poi-
mittuja yksittaisia klooneja tarkastellaan. Yksi pesake on aina yksi uusi kloo-
ni. Klooneista eristetadan DNA, joka pilkotaan ja palat erotellaan aga-
roosigeelilla. Geeliltd eristetddn pilkotut DNA:t, joiden sekvenssi selvitetaan.
Kun alkuperéisen sekvenssi tiedetddn, voidaan sita verrata klooneihin ja tar-
kastaa, ovatko kloonit sailyneet virheettomina. Kloonien tarkastus ja niille
tehdyt testidigestiot suoritetaan liitteen 3 mukaisesti. Kloonien DNA:t eristet-
tiin kaupallisella Macherey Nagelin Miniprep NucleoSpin® Plasmid Kitin

avulla, jonka ohje on liitteena 4.

4.2.2 1B10-kloonien kasvatus

Yon yli kasvaneilta maljoilta valitaan klooneja, joita kasvatetaan DNA-
eristysté ja analysointia varten. Jokaista kloonia tarkastellaan omina néayttei-
nd. Maljoilta voidaan itse valita edustavimmat pesdkkeet. Maljalta on viisain-
ta valita hieman erillaan olevat pesékkeet, jolloin kloonit ovat helppo poimia

maljalta eivatkd ne sekoitu toisiinsa. Jokainen klooni siirretadn omalla sterii-
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lilla silmukalla 5-10 ml:aan kasvatusliuosta. DNA-emasjarjestyksen selvitta-
miseen valitaan selkeimmat kloonikannat. pKK 1B10-jatkoklooneja (2-1 ja 7-
1) tutkitaan kolmen uuden rinnakkaiskloonin perusteella. Rinnakkaisklooni-
kantojen tunnistamiseksi ne merkitaan uusilla tunnuksilla pKK 1B10 2-1-1, 2-
1-2, 2-1-3 ja pKK 1B10 7-1-1, 7-1-2 ja 7-1-3. Kloonikantoja kasvatetaan yon
yli ravistajassa 37 °C:ssa, kuitenkaan ylittamatta 17 tunnin kasvatusaikaa,
jolloin kasvusto on jo stationd&rivaiheessa ja solut alkaa kuolla ja hajota.
Kloonien kasvustoista DNA eristetddn kaupallisella DNA miniprep DNA Kitin
avulla. (Aittoméaki ym. 2002, 28.)

Yon yli kasvaneista klooneista tehdéaéan varastokanta, niin sanotut glyserolis-
tokit syvapakastimeen (-80 °C). Klooniputket merkitdan sisallon ja paivamaa-
ran mukaan. Steriilia 50% (v/v) glyserolia ja kloonikantojen solukasvustoa
sekoitetaan suhteessa 1:1 eli kumpaakin saman verran. Kaytetty glyseroli
estdaa solujen sisaltaman veden jaatymisen ja jadkiteiden muodostumisen.
Jaatyessaan solujen sisdltama vesi jaatyisi kiteiksi, jotka rikkovat soluja. Gly-
seroli liukenee veteen ja lampdtilan laskiessa se estaa jaakiteiden muodos-
tumista estamalla vetysidosten syntya. Jotta glyseroli sekoittuu tasaisesti so-
lukasvustoon, taytyy sita parin tunnin ajan seisottaa huoneenldammossa,
valilla hyvin sekoittaen vorteksilla. Varastosolut jaadytetaan upottamalla ne
ensin nestetyppeen ja siirtamalla jaatyneet putket valittomasti syvapakasti-
meen. (Wikipedia 2011.)

4.2.3 DNA:n eristys 1B10-klooneista

DNA eristetaan kaupallisella reagenssipakkauksella, esimerkiksi Macherey-
Nagelin NucleoSpin® Plasmid-kitilla valmistajan ohjeen mukaan (liite 4).
Kloonikantojen loppukasvusto keratd&n sentrifugoimalla solupelletiksi, minka
jalkeen pelletti lietetd&n pakkauksen puskuriin ja jatkokasitellaan valmistajan
ohjeen mukaisesti. Eristetystda DNA:sta mitataan Nanodropilla DNA-

pitoisuudet.
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4.2.4 Testidigestio

pKK 1B10-kloonien DNA:sta tehdaan testidigestio, jossa syntyvat tuotteet
analysoidaan agaroosigeelissa. Digestiossa DNA katkaistaan entsyymien
avulla. Katkaisussa hytdynnetdén bakteerien ominaisia restriktioentsyymeja,
jotka tunnistavat DNA:n emasjarjestyksen spesifisid jaksoja. Entsyymien li-
saksi tarvitaan entsyymeille sopivaa puskuria. pKK 1B10-kloonien DNA pil-
kotaan Nhel*HF ja NotI*HF entsyymeilld, joihin kaytetddn entsyymien kans-
sa yhteensopivaa puskuria ja hieman naudan seerumin albumiinia (BSA:ta).
Reaktioon lisdtddn hieman ylimaarin resriktioentsyymeja, jolloin varmiste-
taan, etta kaikki DNA:n tunnistuskohdat katkeavat taydellisesti. Laatukontrol-
lina voidaan kayttaa kontrolliplasmidia, jonka tiedetaan pilkkoutuvan kaytet-
tavilla entsyymeilla tietynkokoisiksi. Testidigestion kokonaistilavuus tulee olla
20 ul, joka siséltaa reagenssien vakiotilavuudet ja naytetilavuuden. Digesti-
ossa halutaan naytepitoisuuden olevan noin 0.5-1 ug. Naytteista pipetoi-
daan tarvittava pitoisuus mikrosentrifugiputkiin ja lopputilavuus taytetaan ste-
rillilla vedella. Koska pipetoitavat méarat ovat hyvin pienia ja pipetointivirheet
kasvavat yksittainen pipetoitaessa pienia tilavuuksia, on helpointa pipetoida
Seos, jossa on tarpeeksi tarvittavia reagensseja (paitsi nayte ja vesi) jokaista
naytettd kohden. Talléin pipetointikerrat vahenevat ja pipetointitilavuudet
kasvavat vahentaen virheitd. Reaktiot tapahtuvat 37 °C:ssa ja ne lopetetaan
pipetoimalla nayteputkiin lopetusreagenssia, XC-varid. Tahan reagenssiin on
lisatty jo valmiiksi variaine agaroosigeeliajoa varten, mikd tekee naytteista
raskaampia ja helpottaa pipetointia (silloin se asettuu tasaisesti kaivon poh-
jalle). Variaineen ansiosta ajon edistymistd on myds helpompi seurata.
(Suominen — Ollikka 2004, 68, 73.)

Pilkotut DNA:t ajetaan agaroosigeelille, jonka molekyylikokojen kontrollina eli
markkerina kaytetddn kaupallista 1 kb DNA-ladderia (Fermentas), jonka si-
saltamien molekyylien koko kiloeméksina (kb) tunnetaan. Markkeri on hy-
vaksi ja luotettavaksi havaittu. Kuvassa 5 on kaytetyn markkerin molekyyli-
koot. Naytteet, kontrolliplasmidi ja markkeri kannattaa pipetoida geelin

kaivoihin niin, ettd markkeri tulisi keskimmaiseen kaivoon. Talléin molekyyli-
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kokojen vertaileminen on helpompaa. Geelid ajetaan ajopuskurissa 30 mi-
nuutin ajan 80 voltin jannitteelld. Taman jalkeen geelid voidaan tarkastella
sinivalopdydalla. DNA-vybhykkeet nakyvat oranssipunaisina. Niita vertaile-
malla tunnettuun markkeriin saadaan vyohykkeiden eli DNA:n palasten mo-

lekyylikoot selville.
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KUVA 5. Agaroosigeelilla kaytetyn markkerin 1kb DNA-ladderin molekyyli-
koot. (GeneRuler 1kb DNA Ladder, Thermo Scientific 2006)

4.2.5 Sekvensointi

Sekvensoinnilla tarkoitetaan DNA:n nukleotidien emasjarjestysta eli sek-
venssin selvittamista kokeellisesti. pKK 1B10-vasta-aineen kloonien sekven-
sointireaktio tehddan PCR-laitteessa. Erityiseen PCR-putkeen sekoitetaan
reaktioon  tarvittavat = komponentit:  nayte-DNA,  puskuri,  DNA-
polymeraasientsyymia ja rakennuspalikoiksi deoksinukleotideja dA, dC, dG
ja dT. Naiden lisaksi putkeen lisatdan erivarisilla fluoresoivilla leimoilla mer-
kattuja niin sanottuja terminaali-dideoksinukleotideja ddA, ddC, ddG ja ddT,

joiden sitoutumisen jalkeen monistettavaa DNA-tuotetta ei voi enda jatkaa.
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Sekvensointi voi olla maksullinen palvelu, jonka ulkopuolinen tekee. Kaytet-
tavien sekvensointireaktioiden mukana on aina joitain kontrollireaktioita, jolla
voidaan varmistaa sekvensoinnin laatu. Jos kontrollireaktio onnistuu, mutta
asiakkaan naytteen reaktio ei, voidaan todeta, ettd menetelma toimii, mutta

asiakkaan naytteissa on jotain vikaa.

Sekvensointireaktio on kuin PCR-monistusreaktio, jossa kaytetaan yhta alu-
ketta kahden sijasta. Reaktio alkaa, kun PCR-koneen lampotilaohjelma aloit-
taa kuummennusvaiheen nostamalla lampdtilan 95 °C:seen. Talléin tapah-
tuu denaturointi, jolloin naytteen DNA:n juoste avautuu. Taman jalkeen
lampdotila laskee ja juosteen puolikkaaseen pariutuu sekvensointialuke. Oh-
jelma nostaa jalleen lampdtilaa polymeraasin optimilammaoksi (+72 °C), jol-
loin polymeraasi alkaa lisata nukleotideja malliin sekvenssin mukaan, kun-
nes nukleotidin paikalle sitoutuu leimattu dideoksinukleotidi. Reaktiossa
syntyy useampi yksijuosteinen monistustuote, jotka kaikki erotellaan kokon-
sa perusteella kapillaarielektroforeesilla ja erikokoiset molekyylit tunnistetaan
leiman fluoresenssin perusteella ja laitetaan koon mukaiseen jarjestykseen,

joista muodostuu sekvenssi. (Veijola 2011.)

4.2.6 Vasta-aineen testituotto

Testituotto on samanlaista kuin varsinainen vasta-aineen tuottokin, mutta
vain pienemmassa mittakaavassa. Laadunvalvonta ei poikkea testituotossa
mitenkdan varsinaisesta tuotosta. Reagenssien taytyy olla laadultaan "pro
analysis” tai vastaavaa tasoa ja kayttopaivaa jaljella. Testituoton tulokset hy-

vaksyy laboratoriopaallikko.

pKK 1B10-kloonien 2 ja 7 jatkokloonit (esim. 2-1-4, 2-1-5, 2-1-6 ja 7-1-4, 7-1-
5, 7-1-6) siirrostetaan 10 ml:aan kasvatusliuosta, joka sisaltéda ravintoaineita,
sokeria ja antibioottia. Lisdksi kontrolliksi siirrostetaan Fab 32-1-1 varasto-
kantaa, jonka ominaisuudet tunnetaan. Kasvustoja kasvatetaan yon yli 37
0C:ssa. Seuraavana paivan pienesta maarasta uusien jatkokloonien kasvus-
toja tehdaan glyserolistokit ja loppukasvustosta siirretaan 0,5 ml.aa 30

ml:aan glukoosia ja antibioottia sisaltavdan kasvatusliokseen 250 ml:n er-
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lenmeyerastiassa. Naitd nuorennuskasvustoja kasvatetaan 37 °C:ssa kun-
nes OD600 On 0,8-1 valilla. Kasvuston solut kerataan pelletiksi huoneen-
lAampoisessa sentrifugissa 5 minuutin ajan 3000 rpm:ssé. Medium kaadetaan
pois ja tilalle laitetaan 15 ml kasvatusliuosta, josta puuttuu glukoosi. Solut
suspensoidaan hellasti liemeen kaantelemalla putkia ja kaadetaan sen jal-
keen 100 ml:n erlenmeyeriin, johon lisataan loppupitoisuuteen 50 uM
IPTG:t& indusoimaan proteiinin tuottoa. Kloonikasvustoja kasvatetaan 30
°C:ssa yon yli. Aamulla kloonikasvustoista otetaan kolme 2 ml:n naytetta ste-
riileihin eppendorf-putkiin. Putket sentrifugoidaan 5 minuutin ajan 13 000
rpm:ssa (rotations per minute) ja mediumit kaadetaan omiin steriileihin put-
kiin, joihin merkataan M+, kloonin nimi ja pvm. Putkiin, joihin solunapit jaivat,
merkataan S+, kloonin nimi ja pvm. M+ tarkoittaa mediumia IPTG-
indusoinnin jalkeen ja S+ tarkoittaa soluja IPTG-indusoinnin jalkeen. Nayte-

putkia voi sailyttaa tavallisessa — 20 °C pakastimessa.

4.2.7 Tuotteen tarkistus

Palveluita tuottavan laboratorion tuotteille tulee tehda analyyttisia testeja
tuotteen toimivuuden ja laadun varmistamiseksi. Tuotetulle vasta-aineelle
tehdaan Elisa-testeja ja western blot-analyyseja, joilla selvitetddn, onko ai-

emmissa tuotantovaiheissa onnistuttu tuottamaan oikeaa vasta-ainetta.

4.2.8 ELISA-testit

Testituottojen tutkimiseen kaytetdan ELISA-kuoppalevyja, jonka kaivoihin on
kiinnitetty 50 ng X76-proteiinia tai TRX-proteiinia 0.1 M bikarbonaattipusku-
riin laimennettuna. Pinnoitus eli kouttaus suoritetaan liitteen 5 mukaisesti.
Koutatut levyt pestddn 1xPBST-puskurilla ja blokataan blokkauspuskurilla,
joka sisadltaa 0,2 prosenttia gelatiinia sekd 1 prosenttia BSA:ita 1xPBST-

puskurissa.

ELISA-testin tarkoituksena on selvittdd, onko testituottojen mediumeihin

tuottunut vasta-ainetta. Nayttein& ovat pKK 1B10:n 2 ja 7 kloonien testituotot
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ja seka negatiivisena kontrollina M- 33 ettd positiivisena kontrollina Fab 32-
1-1. M- 33 nayte on otettu vasta-ainetuotannossa ennen indusointia, joten
siella ei pitaisi olla X76-proteiiniin tarttuvaa molekyylia, jolloin tuloksesta tu-
lee negatiivinen. Fab 32-1-1 on testattu vasta-ainekanta ja sen tiedetaan
toimivan, jolloin sitd voidaan kayttad menetelman positiivisena kontrollina.
Koska voidaan olettaa naytteiden sisaltavan jonkin verran vasta-ainetta, ne
laimennetaan 1:10 ja 1:100 herkkaa ELISA-testia varten. Koska pipetoitavia
naytteitd on monta, on aluksi syyta tehda esimerkiksi Excelilla pipetointitau-
lukko, joka helpottaa tyOskentelyd. Naytteiden pipetointitaulukko voi olla

vaikka taulukon 1 mukainen.

TAULUKKO 1. Medium-naytteiden pipetointitaulukko

1 2 3 4 5 6 7 8 Néaytteet
A | X76 TRX X76 TRX M-kontrolli
B Fab 32-1-1
C 2-1-4
D 2-1-5
E 2-1-6
F 7-1-4
G 7-1-5
H 7-1-6
1:10 1:1000

Naytteiden pipetoinnin jlkeen levya sekoitetaan yksi tunti huoneenlammos-
sa tasoravistajalla. Taman jalkeen levy pestddn kolme kertaa 1xPBST-
puskurilla, minka jalkeen kaivoihin lisdtdan 1:3000 laimennettua kakkosvas-

ta-ainetta, antiMouseFabAFOS, 100 ul joka kaivoihin. Tata sekoitetaan huo-
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neenlammaossa tasoravistelijalla 45 minuutin ajan. Jéalleen kaivot pestaan
1xPBST:ll4a, minka jalkeen kaivoihin lisataan 100 ul PNPP-substraattia. Levy
suojataan valolta ja sekoitetaan tasoravistelijalla 30 minuutin ajan huoneen-
lammaobssa, minka jalkeen vérireaktio mitataan heti aallonpituudella 405 nm.
Jos varireaktio syntyy eli mittaustulokset ovat suurempia kuin negatiivinen
kontrolli, voidaan todeta, ettd 1B10-vasta-ainetta on tuottunut mediumeihin
ja kyseiset kloonit ovat onnistuneita. Parhaat tulokset eli suurimman luke-
man antavat naytteet voidaan ottaa jatkotutkimuksiin eli tehda niista varsi-

naisen tuoton.

4.2.9 Vasta-aineen Wester blot -analyysi

Vasta-aine tuotannon tarkistukseen sisaltyy myds western blot -analyysi.
Menetelma perustuu siihen, etté ensin vasta-ainemolekyylit erotetaan toisis-
taan molekyylipainonsa mukaan natriumdodekyylisulfaatti-
polyakryyliamidigeelilla (SDS-PAGE). Vasta-ainenayte valmistellaan keitta-
malla se merkaptoetanolia ja natriumdodekyylisulftaattia (SDS) sisaltavan
naytepuskurin kanssa, jotta rikkisillat pelkistyisivat ja SDS denaturoisi prote-
linin. SDS-PAGERN ajogeeli on kaksiosainen, jossa on konsentroiva ja erotte-
leva geeniosat. Naytepuskurin ansiosta vasta-ainemolekyylit ovat saaneet
negatiivisen varauksen ja kulkevat geelissa positiivista napaa kohden sah-
kovirran avulla. Nain pienimmaét osat kulkeutuvat nopeammin ja suurimmat
hitaammin. TAman jalkeen vasta-aineet siirretdén elektroforeettisesti PVDF-
membraanille, josta ne tunnistetaan kayttamalla niiden spesifisia entsyymi-
leimattuja kakkosvasta-aineita. Membraani kasitelladn maitojauheesta teh-
dylla blokkausliuoksella, jolloin vasta-aineen epaspesifiset sitoutumiskohdat
peittyvat maitoproteiiniin. Kakkosvasta-aine, anti-mouse Fab-HRP on leimat-
tu entsymaattisella-leimalla, piparjuuren peroksidaasilla (HRP). Se reagoi
substraattiliuoksen kanssa tuottaen valosignaalin (kemiluminesenssi), jolloin
membraanikalvolta voidaan kuvantamislaitteen avulla havaita vasta-aineen

sijainti ja suhteellinen maara. (Kukkonen 2010, 14.)
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4.3 Varsinainen vasta-aineen tuotto

1B10-vasta-aine tuottuu bakteerisolujen ulkopuolelle mediumiin, mutta on
tarkeaa ottaa tarkistusnaytteet myos solupelleteista. Mediumista HIS-
puhdistusosan siséltava vasta-aine puhdistetaan metalli-affiniteettipylvaalla.
Varsinaisessa tuotossa bakteerikloonien avulla tuotetaan enemman vasta-
ainetta kuin testituotossa. Kun testituotossa on optimoitu tuottotapa, on var-
sinainen tuotto kaytdnndssa samanlainen, mutta vain isommassa mittakaa-
vassa. Koska tuottoon tarvitaan suuria maaria reagensseja, on jarkevaa tuot-
taa vain parista parhaimmasta kloonista vasta-ainetta. Testituoton
testauksissa on todettu pKK 1B10-kloonien 2-1-4 ja 7-1-6 tuottavan parhai-
ten vasta-ainetta. Naista tehdaan kasvatusymppi, jossa 20 ml SB-MOPS-
carbenisilliin-glukoosi-kasvatusliuosta, johon siirrostetaan silmukallinen kloo-

nien glyserolistokeista. Klooneja kasvatetaan yon yli 30 °C:ssa 220 rpm:ssa.

Nuorennuskasvatus tehdaan yon yli kasvaneesta kasvustosta. 800 ml:aan
SB-MOPS:ia lisataan 10 ml 40-prosenttista glukoosia ja 800 ul carbenisillii-
nia. Tahan kasvatusliemeen lisataan yon yli kasvaneesta ympista 10 ml kas-
vustoa. Tata kasvatetaan 37 °C:ssa 230 rpm:ssa, kunnes OD600 on 0,8-1.
Lopuista kasvustoista otetaan miinusmerkkiset medium (M)- ja solu (S)-
naytteet. Miinusmerkki M:n ja S:n perassa tarkoittaa ennen indusointia. Nayt-
teiden teko tapahtuu niin, ettd kasvustoa otetaan 1 ml steriiliin eppendorf-
putkeen, joka sentrifuugataan 5 minuutin ajan 13 000 rpm:ssa. Mediumliuos
siirretdan omaan eppendorf-putkeen, johon merkitaan sisalto, tekijan nimikir-
jaimet ja paivaméaara. Esimerkiksi pKK 1B10 2-1-5 M- 30.9.11 UL. Soluput-

kiin merkitadn samanlaiset merkinnat. Putkia sailytetaan -20C pakkasessa.

Klooneja kasvatetaan 800 ml mediumerissa, niin kauan kunnes OD600 on
lahellda 0,8. Tahan kuluu aikaa noin 3—4 tuntia. Taman jalkeen kasvustot
sentrifugoidaan 5 minuutin ajan 13 000 rpm:ss& huoneenlammaosséa. Huo-
neenlampd on tarkeda, etta solut pysyvat aktiivisen kasvun vaiheessa. Kloo-
nien solupelletit suspensoidaan 400 ml:aan SB-MOPS-kasvatuliuokseen, jo-
ka sisaltaa carbenisillin antibioottia. Tadssd on huomioitava, ettei enaa

kasvatusliuokseen laiteta sokeria. Klooneja kasvatetaan 15 minuutin ajan 37
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C:ssa, jotta ne ehtivat tottua uuteen kasvatusliuokseen, koska niita on kon-
sentroitu edellisessa vaiheessa. Jotta solut tuottaisivat 1B10-vasta-ainetta
mediumiin, pitdd ne indusoida loppupitoisuudessa 50 uM IPTG:II4. Indusoin-
nissa IPTG saa aikaan sen, etta vasta-ainetta tuottava geeni aktivoituu tuot-
tamaan 1B10. Kloonien annetaan kasvaa eli tuottaa mediumiin 1B10-vasta-

ainetta 17 tunnin ajan huoneenlampoisessa ravistajassa 220 rpm:ssa.

Seuraavana paivana voidaan kloonien kasvustoille suorittaa tuotonkerays.
Ennen sentrifugointia tulee kuitenkin ottaa klooneista naytteet M+ ja S+. Lo-
puista 400 ml:n kasvustoista sentrifugoitiin medium talteen. Se siirretdan sai-
lytyspulloon ja se voidaan varastoida pakkaseen odottamaan puhdistusta.

Otetut medium- ja solunaytteet tarvitaan ELISA-testeja varten.
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5 JALKIKASITTELYVAIHEET

Ihmisessa vasta-aineita tuottuu solujen sisélta verenkiertoon, josta ne levia-
vat ympari kehoa. Bakteerissa tuotetut vasta-aineet tuottuvat kasvatusme-
diumiin. Koska vasta-ainetta on pienid pitoisuuksia tuottomediumissa, sita
yleensa konsentroidaan joko mekaanisesti tai erityisen konsentrointilaitteen
avulla. Talléin tuotteen puhdistaminen on helpompaa. Joissain tapauksissa
my6s mediumin happamuutta eli pH:ta joudutaan saatamaan jalkikasittely-
vaiheessa. Jalkikasittelyssd mediumista rikastetaan ja puhdistetaan haluttu
tuote eli vasta-aine. Jalkikasittelyyn kuuluu my6s puhdistetun tuotteen for-

mulointi ja varastointi.
5.1 Vasta-aineen affiniteettipuhdistus

Affiniteettipuhdistus tehd&an affiniteettikromatografiapylvaalla. Tama puhdis-
tusmenetelma perustuu vasta-ainemolekyylin spesifiseen tunnistukseen tai
Fab-vasta-ainemolekyylin siséaltdman histidiini-aminohappohannan sitoutu-
miseen hartsipylvadseen kiinnitettyyn ligandiin: antigeeniin tai kaksiarvoisen
nikkeli- tai kobolttikelaattiin. Jokaiselle eri vasta-ainekloonille kaytetaan
omaa hartsipylvasta, mutta hartsin ei ole pakko olla joka kerta uusi, kunhan
se on hyvin puhdistettu ajojen jalkeen. Eri vasta-aineiden hartsipylvaita ei
saa menna sekoittamaan kontaminaatiovaaran takia. Affiniteettihartsina kay-
tetdan vain puhdasta hartsia. Jos kaytetddn vanhaa hartsia, tyontekija pesee
varmuuden vuoksi itse hartsin ennen tyon aloittamista ja myo6s tutkii, onko

siihen jaanyt mitdan jaénteita edelliselta puhdistuskerralta.

Affiniteettikromatografiassa vasta-aine puhdistetaan sitomalla se ligandiin,
antigeeniin tai metallikelaattiin. Ensin ligandi kiinnitetdan kiinteaan kantaja-
aineeseen niin sanottuun hartsiin, joka sitten pakataan pylvaadseen. Kun
puhdistettavan vasta-aineen raakaseos siirretddn pylvaaseen, tapahtuu spe-
sifinen sitoutuminen ligandin ja vasta-aineen valilla. Epapuhtaudet huuhtou-

tuvat pesupuskurin avulla pois. Vasta-aine saadaan irrotettua pylvaasta elu-
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oinnin avulla. Eluutio perustuu happamuuteen, ioninvaihtuvuuteen tai pusku-
rikoostumuksen muuttumiseen eli olosuhteet pylvadssa muuttuvat epaedulli-
seksi spesifisen sitoutumisen kannalta. Affiniteettikromatografiassa kayte-
tdan vain reagensseja, jotka ovat vahintdadn "pro analyse’-laatua. Puhdistus

tehdaan liitteen 6 ohjeen mukaisesti. (Aittoméki ym. 2002, 194.)

5.2 Tuotteen formulointi ja varastointi

Koska vasta-aineet ovat pienimolekyylisid, hyvin herkkia tuotteita, niiden ka-
sittely vaatii huolellisuutta. Se myo6s edellyttaa tuoteformulointia. Tuote kon-
sentroidaan eli pitoisuutta lisataan tai tilavuutta vahennetaan, jotta se sailyisi
paremmin. Tuotteen konsentrointi voidaan suorittaa ultrasuodatuksella liit-
teen 7 mukaan. Sama ohje kdy myos puskurin vaihtoon. Varastoitaessa
tuotteeseen voidaan lisatd myos stabiloivia aineita, kuten glyserolia 10-30
massaprosentin verran. Muita stabilointiaineita ovat sokerialkoholit, kuten

ksylitoli, ja suolat kuten natriumkloridi. (Aittomé&ki ym. 2002, 201.)

Sailytysta (-20 °C) varten tuote voidaan annostella esimerkiksi 10 pg:n, 100
Mg:n ja 1 mg:n annoksina eppendorf-putkiin. Tarvittaessa voidaan lisata gly-
serolia tai joskus BSA 0,1 % verran loppupitoisuuteen. Kylmahuoneessa séi-
lytettéviin tuotteisiin voidaan myo6s lisatd natriumatsidia loppupitoisuuteen
0,02%. Natriumatsidi on voimakas hapettaja, joka estdd bakteerien kasvun.
Myds varastoinnissa kaytettyjen reagenssien tulee olla proAnalyse-laatua,
jotka on tilattu tunnetuilta ja tarkoin valituilta toimittajilta. Itse tehdyt liuokset
valmistetaan hyvia laboratorio kaytantdja noudattaen. Lopullinen tuote voi-
daan karakterisoida esimerkiksi maarittamalla sen pitoisuus Nanodropilla ja

ELISA-testien avulla.
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6 PUHTAAN VASTA-AINEEN LEIMAUS JA TESTAUS

1B10-vasta-aineet testataan ELISA-testien avulla. Antigeenina testeissa kay-
tetddn X76-proteiinia, joka on rekombinantti ihmisen NTproBNP1.7e-proteiini
fuusioituna histidiinihannan sisaltavaan tioredoksiiniin. Analyytti eli tuotettu
vasta-aine on affiniteettipuhdistettu metalli-affiniteettikromatografialla (IMAC)

Co”*-hartsilla ja tuotteen puskuri on vaihdettu 1xPBS puskuriin.
6.1 HRP-leimatun 1B10:n testaus

1B10-vasta-aine leimataan HRP:lla Peroxidase Labeling Kit-NH2:n avulla
(Dojindo). Leimaus tapahtuu valmistajan ohjeen mukaan (liite 8) Leimatulle

vasta-aineelle tehdaan ELISA-testi sen toimivuuden selvittamiseksi.

6.1.1 HRP-Leimaus

Testipakkauksen mukana tulleeseen pylvaseppendorf-putkeen lisataan 100
ul Washing Bufferia ja 1B10-vasta-aine-nayteliuosta 200 ng. Putkea sentri-
fugoidaan 10 minuutin ajan 8000 g:ss&, minka jalkeen pylvaaseen lisataan
100 pl Washing Bufferia ja sentrifugoidaan uudelleen samoilla lukemilla.
Reagenssia NH,-Reactive Peroxidaseen lisatdan 10 pl:aa Reaction bufferia.
Nama liuotetaan yhteen ja sentrifugoidaan pohjaan. Saatu liuos lisataan ko-
konaisuudessaan nayteputkeen ja sekoitetaan. Putki laitetaan inkuboitu-
maan 37 °C:seen kahdeksi tunniksi. Taman jalkeen putkeen lisatdan 100
pl:aa Washing bufferia ja sentrifugoidaan samoilla lukemilla kuin aikaisem-
min. Alaputken liuos poistetaan ja ylaputkeen pipetoidaan kahdesti 100 pl
Storage Bufferia pipetilla purskuttaen. Liuos pipetoidaan ylaputkesta uuteen
steriilin eppendorf-putkeen. Tahan lisdtaéan saman tilavuuden verran 99-

prosenttista glyserolia. HRP-leimattu 1B10 sailytetddn pakkasessa.
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6.1.2 ELISA-testi HRP-leimatulle 1B10:lle

HRP-leimattua 1B10-vasta-ainetta testataan ELISA:lla. Tassa testissa kayte-
taan 8-kaivon liuskoja eli niin sanottuja strippeja, joihin on kiinnitetty sarjana
eri nanogrammapitoisuuksia X76-proteiinia. Stripeilla pitoisuudet ovat 0, 1, 2,
5, 10, 20, 50 ja 100 ng alhaalta ylospain luettuna. Stripeilla testataan leima-
tun 1B10-HRP:n leiman toimivuutta. Kontrollina kaytetdan testista kevaalla
valmistettua 15HC-HRP-leimaa. Stripeille tehdaan tavalliset pesut ja blokka-
ukset, minka jalkeen leimoista tehdéaéan 1:3000 laimennokset (0,7 ul leimaa +
2 ml blokkauspuskuria). Kaivoihin pipetoidaan sarakkeisiin 1-2 100 pl lai-
mennettua 1B10-HRP:td ja sarakkeisiin 3-4 laimennettua 15HC-HRP:ta.
Stripit laitetaan inkuboitumaan huoneenlamp6on ravistajaan 1 - 2 tunniksi.
Taman jalkeen tehdaan tavalliset pesut ja kaivoihin pipetoidaan 100 pl
ABTS-sitruunahappo-30%H,0,-liuosta. Stripit suojataan valitttmasti valolta
foliolla ja annetaan inkuboitua huoneenlammadssa tasoravistelijassa 30 mi-
nuutin ajan. Tulokset mitataan heti ajan paatyttyd aallonpituudella 405 nm.

Taulukossa 2 on tulokset mittauksesta.

TAULUKKO 2. HRP-leimatun 1B10:n testimittauksen tulokset

l

l

(ng) 1 2 3 4

A (100) (2,192 2,197 0,060 0,060
B (50) |2,243 2,285 0,062 0,060
C (20) 0,609 0,602 0,047 0,050
D (10) 0,340 0,322 0,045 0,045
E (5) 0,151 0,157 0,044 0,050
F (2) 0,063 0,063 0,045 0,046
G (1) 0,039 0,051 0,048 0,045
H (0) 0,062 0,060 0,046 0,046
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Nuolen osoittamat sarakkeet (1 ja 2) on leimattu 1B10-HRP:lla. Tuloksista
voidaan huomata, ettd 1B10-HRP- leima toimii hyvin, mutta 15HC-HRP:n tu-
lokset (3 ja 4) eivat poikkea toisistaan lainkaan. TAmé& johtunee siita, etta
15HC-vasta-aine oli jo leimattu kevaalla, joten se oli todennakdisesti ehtinyt

jo hajota.

6.2 1B10-vasta-aineen ELISA-esitesti

1B10-vasta-aineen toimivuutta testataan kaksoisvasta-aineen kanssa. Tes-
tiin valitaan X76-proteiinilla koutattuja strippejd, joissa ylhaalta alaspain pitoi-
suuksina on 100, 50, 20, 10, 5, 2, 1 ja 0 ng. Testissa kaytetdan kontrollina
15C4 vasta-ainetta. Stripeille tehdaan liitteiden 9 ja 10 mukaiset pesut ja
blokkaukset. Taman jalkeen 100 pg:n pitoisesta 1B10-vasta-aineesta teh-
daan laimennos 1:100. 5,2 mg/ml pitoisesta 15C4 vasta-aineesta tehdaan
laimennos 1:5200. Laimennoksia pipetoidaan 100 pl kuoppiin niin, etta kah-
delle ensimmaiselle sarakkeen tulee 1B10:td ja kahdelle seuraavalle
15C4:ta. Stripit laitetaan inkuboitumaan tasoravistelijaan huoneenlampoon
1-2 tunnin ajaksi. Stripit pestaan, minka jalkeen kaikkiin kaivoihin pipetoi-
daan 100 pl 1:3000 antiMouseFab-HRP-kaksoisvasta-aine-leimaa. Inkuboin-
ti suoritetaan huoneenlammadssa 45 minuutin ajan ravistajassa. Taman jal-
keen stripeille tehdaan jalleen pesut. Kaivoihin pipetoidaan 100 pl
sitruunahappo-ABTS-H,0,-reagenssia ja suojataan valolta foliolla inkuboin-
nin ajaksi. 30 minuutin jalkeen suoritetaan mittaus aallonpituudella 405 nm.

Tulokset nakyvat taulukossa 3.
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TAULUKKO 3. 1B10-vasta-aineen ELISA-testin tulokset

Lo

(ng) 1 2 3 4

(100) |2,157 |2,185 |2,357 |2,382
B (50) |2,226 |2,186 |2,303 |2,259
C (20) |0,807 |0,814 |0,468 |0,473
D (10) |0,437 |0,464 |0,280 |0,260
E(5) |0,238(0,247 |0,137 |0,135
F(2) |0,107 |0,110 |0,071 |0,071
G (1) |0,076 |0,077 |0,053 |0,054
H () |0,086|0,081 |0,062 |0,075

Nuolella merkityissa kohdissa (rivit 1 ja 2) on 1B10-vasta-aine laimennosta.
Tulosten perusteella voidaan todeta, ettd 1B10-vasta-aine toimii ja se tunnis-

taa tarttumalla analyyttiproteiineihin.

6.3 Vasta-aineen 1B10:n herkkyystesti ELISA-testilla

Otetaan valmiiksi X76-proteiinilla koutattuja strippeja, joissa on eri pitoisuuk-
sia X76-proteiinia. Nanogramma pitoisuudet testissa ovat 100, 50, 20, 10, 5,
2, 1, 0 ng:aa X76-proteiinia. Pikogrammapitoisuudet ovat 500, 250, 125, 75,
50, 25, 10 ja 5 pg:aa X76-proteiinia. Naytteind kaytetaan pKK 1B10-kloonien
2-1-5 ja 7-1-6 medium + -naytteitd. Koutatut stripit pestaan ja blokataan ta-
valliseen tapaan. Naytteet sentrifugoidaan viiden minuutin ajan 13 000
rpm:ssé, jonka jalkeen niista tehdaan laimennokset 1:1000 blokkauspusku-
riin. Naytteittd pipetoidaan 100 pl stripeille niin, ettd jokaisesta on rinnakkai-
set eri X76-proteiinin pitoisuuksilla. Stripit laitetaan inkuboitumaan huoneen-
lAmpdon parin  tunnin ajaksi tasoravistajaan. Tamén jalkeen stripeille

suoritetaan jalleen normaalia runsaammat pesut, minké jalkeen kaivoihin pi-
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petoidaan 100 pl toisen vasta-aineen, antiMouseFabAFOS:ksen, 1:3000
laimennosta. Strippeja inkuboidaan jalleen 45 minuutin ajan huoneenlam-
mossa tasoravistajassa. Taman jalkeen stripeille tehdaan jalleen runsaat
pesut, jonka jalkeen kaivoihin pipetoidaan 100 ul PNPP-substraattia. En-
simmainen inkubointijakso suoritetaan valolta suojattuna 30 minuutin ajan,
jonka jalkeen tulokset mitataan heti aallonpituudella 405 nm. Taulukossa 4
on puolen tunnin jalkeen tehdyt mittaustulokset. Rivit 1-4 on Fab kloonin 2-
1-5 tulokset ja rivit 5-8 ovat Fab kloonin 7-1-6 tulokset. Harmaalla taustalla
on koutattuna X76-proteiinin nanogrammapitoisuudet, niin etta suurin pitoi-
suus on rivilla A ja pienin pitoisuus rivilla H. Valkoisella taustalla koutattuna

on X76-proteiinia pikogrammapitoisuuksina.
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TAULUKKO 4. 1B10:n herkkyystesti ELISA-testilla.

|

neg.kont
Fab 2-1-5 Fab 7-1-6
ng P9 ng PY
(ng) |1 2 3 4 5 6 7 8 9 (p9)
A 0,55 0,08 |0,08 (500)
(100) |2 0,590 |0 3 2,326 (2,137 (0,079 0,078 |0,094
B 0,33 0,07 |0,07 (250)
(50) |9 0,267 |6 5 1,505 |1,566 |0,079 0,090 |0,077
C 0,09 0,07 |0,08 (125)
(20) |1 0,089 |7 2 0,116 (0,109 (0,082 |0,080 |0,089
D 0,09 0,07 |0,07 (75)
(10) |2 0,082 |7 6 0,100 (0,095 (0,097 |0,080 |0,079
E (5) | 0,08 0,09 |0,07 (50)
8 0,097 |1 6 0,086 (0,082 (0,080 0,086 |0,085
F (2) |0,09 0,08 |0,08 (25)
3 0,085 |5 0 0,087 (0,090 (0,083 |0,077 |0,088
G (1) 0,08 0,07 |0,07 (10)
7 0,079 |9 9 0,084 (0,090 (0,085 |0,078 |0,087
H (0) | 0,08 0,07 |0,08 (5)
4 0,085 |8 4 0,081 (0,080 (0,083 |0,075 |0,082

Taulukon 8 tuloksista voidaan paatelld, ettd 1B10:n kloonit Fab 7-1-6 on
hieman herkempi (nuolella osoitettu), silla se tunnistaa 5-10 ng antigeenipi-
toisuuksia (rivit D ja E). Pikogrammapitoisuudet ovat lahelld taustaa, eika
niistd voida tulkita juuri mitdan. Inkubointia jatketaan viela puolen toista tun-

nin ajan mittaustulosten selventamiseksi, jonka jalkeen suoritetaan mittaus.
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Taulukon 9 havaitaan mittaustulokset, jolloin voidaan sanoa, ettéd herkkyys

on hieman parantunut, silla jo 2 ng pitoisuudet poikkeavat taustasta.

TAULUKKO 5. 1B10:n herkkyystesti ELISA:lla kahden tunnin mittaus

2,101 | 2,242 0,098 (0,125 |3,111 (3,103 | 0,100 {0,091 |0,155

1,253 [0,915 (0,090 |0,087 |3,111 |3,095 | 0,095 |0,146 | 0,091

0,137 {0,132 | 0,087 0,101 |0,261 {0,240 0,117 {0,094 |0,122

0,142 |0,108 0,087 (0,086 |0,176 {0,171 | 0,150 |0,101 |0,092

0,128 [0,1/8 | 0,148 (0,085 |0,113 | 0,108 | 0,099 (0,125 |0,106

0,143 |0,123 (0,124 0,090 |0,119 (0,113 | 0,108 |0,094 |0,111

0,116 {0,091 | 0,095 (0,104 0,107 {0,130 | 0,104 {0,093 |0,125

T O | m O O @ >

0,101 |0,107 0,089 (0,102 |0,095 {0,099 | 0,103 |0,084 |0,109

Inkubointia jatketaan viel& yon yli, jolloin viimeinen mittaus tehd&én ja tau-
lukko 6 esittda seuraavan aamun mittaustuloksia. Talloin ei voitu enda ha-

vaita poikkeavuuksia aiemmista mittaustuloksista.
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TAULUKKO 6. 1B10:n herkkyystesti ELISA:lla seuraavan aamun mittaus

3,225 | 3,230 (0,181 (0,376 |3,122 3,121 | 0,315 |0,145 (0,421
3,198 | 3,025 0,157 (0,152 |3,130 [3,110 | 0,198 {0,581 |0,129
0,333 |0,626 0,218 (0,227 |1,111 [0,791 | 0,395 |0,147 |0,179
0,346 |0,203 |0,128 (0,158 |0,516 (0,781 | 0,345 |0,211 |0,119
0,305 |0,578 |0,588 (0,187 |0,218 [0,231 | 0,231 |0,316 |0,172
0,426 |0,277 |0,479 (0,262 |0,519 0,229 (0,211 |0,163 |0,185
0,447 10,136 0,316 (0,432 |0,257 {0,308 |0,177 |0,194 (0,272
0,171 {0,193 | 0,142 (0,182 |0,142 |0,251 | 0,190 (0,116 |0,193

I @ M|y m O O @ >

pKK 1B10 Fab kloonit 2-1-5 ja 7-1-6 pystyivat kummatkin tunnistamaan 2 ng
verran X76-proteiinia. Tiedetaan, etta X76-proteiinin molekyylipaino on
26160 fg/fmol, joka on sama kuin 26 pg/fmol. Tama on sama kuin 260 pg eli
10 fmol. Tasta saadaan, ettad 2,6 ng on noin 100 fmol, jolloin 2 ng on noin 77
fmol. Tulosten perusteella arvioitiin, ettd pKK 1B10:n herkkyys antigeenillen-

sa on 77 fmol.

6.4 Luminesenssin ja ALEXA-FLUORIN esitestit

pKK 1B10:lle tehd&&n ELISA:lla luminesenssin ja ALEXA-FLUORIn leimoille
esikokeet, joilla halutaan selvittda sen reagoimista testissa kaytettyihin rea-
gensseihin. Testeissa kaytetaan valmiiksi 1B10-vasta-aineella koutattuja
strippeja, joissa 1B10-pitoisuudet ovat 100, 50, 10 ja 0 ng. Neljalle ensim-
maiselle stripille testataan luminesenssia eri substraattien kanssa ja kahdelle
viimeiselle stripille testataan ALEXA-FLUOR:in kahden eri kakkosvasta-
aineen kanssa. Luminesenssissa kaytetaan toisena vasta-aineena aMouse
HRP:n 1:10 000 ja 1:100 000 laimennoksia. Kuva 5 todentaa pipetointi jar-
jestyksen.
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Subst

HRP PUNAVARI

1 2 3 4 5 6

aMouse aMouse Dylight

HRP 1:100 |HRP 1:10{1:100 |550 ALEXAFLUOR
1:10 000 | 000 000 000 1:250 546 1:250
aMouse aMouse Dylight

HRP 1:100 |HRP 1:10(1:100 |550 ALEXAFLUOR
1:10 000 | 000 000 000 1:250 546 1:250
aMouse aMouse Dylight

HRP 1:100 |HRP 1:10|1:100 |550 ALEXAFLUOR
1:10 000 | 000 000 000 1:250 546 1:250
aMouse aMouse Dylight

HRP 1:100 |[HRP 1:10(1:100 [550 ALEXAFLUOR
1:10 000 | 000 000 000 1:250 546 1:250
aMouse aMouse Dylight

HRP 1:100 |HRP 1:10|1:100 |[550 ALEXAFLUOR
1:10 000 | 000 000 000 1:250 546 1:250
aMouse aMouse Dylight

HRP 1:100 |[HRP 1:10(1:100 |550 ALEXAFLUOR
1:10 000 | 000 000 000 1:250 546 1:250
aMouse aMouse Dylight

HRP 1:100 |HRP 1:10|1:100 |550 ALEXAFLUOR
1:10 000 | 000 000 000 1:250 546 1:250
aMouse aMouse Dylight

HRP 1:100 |[HRP 1:10(1:100 |550 ALEXAFLUOR
1:10 000 | 000 000 000 1:250 546 1:250
Pherm Super |GE Health Wes-

Signal tern ECL
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KUVA 5. Luminesenssin ja ALEXA-FLUOR:in esikokeen pipetointijarjestys-

taulukko

1B10-stripeille tehd&éan tavalliset pesut ja blokkaukset, minka jalkeen riveille
1-4 pipetoidaan kuvan 5 mukaisesti aMouseFabAFOS-vasta-aineen lai-
mennokset. Naytteiden annetaan inkuboitua tunnin verran huoneenlammos-
sa, minka jalkeen suoritetaan tavalliset pesut. Substraattireagenssit, jotka
ovat valolle herkkid, valmistetaan pimeassa, niin ettd Pherm Super Signal:ia
tehdaan kahdesta reagenssista 1:1 ja GE health ECL:a tehddan kahdesta
reagenssista 40:1. Pimidssa lisataan kaavion mukaisesti reagenssit oikeisiin
kaivoihin 100 pl kuhunkin. Annetaan inkuboitua vain yhden minuutin verran,
jonka jalkeen mittaus suoritetaan heti luminesenssi-ohjelmalla Victor3:lla.

Tulokset voidaan havainnoida taulukossa 7.

Taulukko 7. Luminesenssi-esikokeen tulokset

1B10ng |1 2 3 4

A (0) 344 263 6733 7702
B (0) 119 228 6761 7180
C (10) 126 134 6797 7304
D (10) 153 192 6685 7055
E (50) 232 187 7417 8365
F (50) 236 205 7696 8579
G (100) |162 259 8138 9402
H (100) |[174 207 9216 10493
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Riveille 5-6 testataan ALEXA FLUOR-punavaria ja kummastakin kakkosvas-
ta-aineesta (Dylight 550 ja AlexaFluor 546) tehdaan laimennokset 1:250.
Nama pipetoidaan taulukon 8 mukaisesti 100 pl kuhunkin kaivoon. Naytteita
inkuboidaan 1 tunnin ajan, jonka jalkeen suoritetaan normaalit pesut. Pesu-
jen jalkeen kaivoista taytyy tarkistaa, onko sinne jaanyt ilmakuplia, ja mah-
dollisesti puhkoa ne myo6s. Stripit mitataan aallonpituudella 546 nm. Taulu-

kossa 8 on saadut tulokset punavérin esikokeesta.

Taulukko 8. ALEXA FLUOR-varin esikokeen tulokset

DyLight 550 AlexaFluor 546

1B10 ng 1 2

A (0) 4108 4621
B (0) 4146 3713
C (10) 4443 3357
D (10) 3466 3770
E (50) 4147 3956
F (50) 4381 3587
G (100) 5181 4780
H (100) 5326 4847

Kummankin, luminesenssin ja punavarin, taustat ovat lilan suuret herkkyys-
mittaukseen, joten ne testit hylataan. Testien optimoimiseen kuluisi aikaa jo-

pa 3 viikkoa, johon valitettavasti ei tAméan tyon osalta aika riittdnyt.

6.5 Syrjaytymiskoe

Syrjaytymiskoe vasta-aineen antigeeniin sitoutumisen spesifisyyden selvit-

tamiseksi tehdéaan valmiiksi 50 ng X76-proteiinilla koutatuille levylla. Nayttei-
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na kaytetddn pKK 1B10:n klooneja 2-1-5 ja 7-1-6. Levy pestaan ja blokataan
tavalliseen tapaan. Syrjayttdjind kaytetdan peptideja 12-28 ja 1-22, joista
tehdaan laimennokset niin, etta kaivoihin saadaan pipetoitua naytetta 50 pl
eri pitoisuuksina. Halutut peptidipitoisuudet ovat 200, 50, 10, 5, 1, 0,5 ja 0,1

ng. Taulukossa 9 on pipetoimiskaavio.
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Taulukko 9. Syrjaytymiskokeen pipetointitaulukko

Peptidi pitoi- | 2-1-5 7-1-6

suus

0 ng

200 ng

50 ng

10 ng

5ng

1ng

0,5ng

0,1 ng

12-28 1-22 12-28 1-22

pKK 1B10-kloonien 2-1-5 ja 7-1-6 mediumeista tehdaan 1:2000 laimennok-
set ja niita pipetoidaan kaivoihin 50 ul kaavion mukaisesti, joten loppupitoi-
suus on 1:4000 alkuperaisesta. Naytteitd inkuboidaan 1-2 tunnin ajan huo-
neenlammaossa, jonka jalkeen levy pestaan runsain pesuin. Toisena vasta-
aineena kaytetddn AFOS leimattua aMouseFab vasta-aineen 1:3000 lai-
mennosta. Tata pipetoidaan kaivoihin 100 ul ja inkuboidaan huoneenlam-
mossé 45 minuutin ajan, minka jalkeen levy pestadén jalleen kerran runsain
pesuin. PNPP-substraattia pipetoidaan kaivoihin 100 ul, mink& jalkeen levy
suojataan valolta foliolla. 30 minuutin inkuboinnin jalkeen suoritetaan mittaus

aallonpituudella 405 nm.
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TAULUKKO 10. Syrjaytymiskokeen tulokset.

10

11

12

A 0,418

0,45

0,42

0,45

0,60

0,43

0,65

0,69

0,71

0,71

0,62

0,48

B 10,079

0,08

0,17

0,47

0,47

0,42

0,08

0,08

0,08

0,69

0,61

0,38

C (0,103

0,11

0,16

0,40

0,47

0,43

0,10

0,10

0,13

0,61

0,55

0,37

D 0,225

0,43

0,25

0,45

0,46

0,42

0,23

0,24

0,26

0,50

0,51

0,76

E 0,263

0,29

0,54

0,46

0,49

0,44

0,34

0,31

0,49

0,67

0,60

0,42

F 10,725

0,41

0,39

0,51

0,53

0,47

0,58

0,58

0,68

0,74

0,47

0,37

G|0,525

0,41

0,42

0,55

0,52

0,45

0,67

0,62

0,68

0,65

0,54

0,53

H|0,451

0,48

0,49

0,48

0,52

0,49

0,72

0,64

0,64

0,61

0,59

0,43

Kuten taulukosta 10 voidaan havaita, A-rivilla on tapahtunut 100 % sitoutu-

minen kloonien osalta, koska niissé kaivoissa ei ole peptideja. Tata pidetaan

nollatasona. Rivilla B kaikki vasta-aine on syrjaytetty peptidien osalta ja rivilla

G ja H syrjaytymista ei ole juurikaan tapahtunut, koska peptidien pitoisuus on

lian alhainen. Tuloksista voidaan my6s havaita se, ettd klooni 7-1-6 on hie-

man herkempi syrjaytymiselle kuin klooni 2-1-5.
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7/ TUOTTEEN KUVAUS

Jokaisen palveluita tarjoavan laboratorion, kuten myo6s virtuaalilaboratorion,
taytyy antaa asiakkaillensa laadukkaan tuotteen lisdksi tuoteseloste, josta
tuotteen ominaisuudet kayvat ilmi. Tuoteselosteen laatii laboratoriopaallikko
saatujen tulosten perusteella. Tuoteselosteen hyvaksyy tuotantopaallikko.
Kummallakin paallik6lla tulee olla kopiot kaikista dokumenteista liittyen tuot-
teeseen tai palveluun arkistointijarjestyksessa esimerkiksi omassa tyéhuo-

neessaan. Tuoteseloste voi olla esimerkiksi liitteen 11 mukainen.

7.1 Tuotteen paapiirteet

Virtuaalilaboratorion paatuote on 1B10-G3 vasta-aine, joka on spesifinen an-
tigeenille NTproBNP. Vasta-aine 1B10 on monoklonaalinen Fab-muotoinen
vasta-aine, jota on lopullisesti tuotettu RV308-soluissa. Vasta-aineita tuottuu
ihmisen elimistéon vieraiden molekyylien (antigeenien) takia ja vasta-aineet

neutralisoivat niita.

7.2 Tuotteen soveltuvuus

Vasta-ainetta 1B10 kéaytetaan diagnostiikassa molekyylin NTproBNP:n tun-
nistamiseen. Taman molekyylin esiastetta proBNP:td muodostuu elimistéon
sydaninfarktin aikana ja sitéd voidaan todeta parin tunnin sisalla sydaninfark-
tista. Hormoni proBNP hajoaa NTproBNP1.76 verenkiertoon joutuessaan. Fab
vasta-aine 1B10 tunnistaa ja tarttuu spesifisesti NTproBNP1.76:n peptidiket-
jun aminohappoihin 22—-28. ELISA-testeissa kaytetaan kuoppalevyjen kout-
taukseen proteiinia X76, joka on kehitetty antigeenista. X tarkoittaa tioredok-
siinia ja 76 on aminohappojen maard samassa jarjestyksessa kuin

alkuperaisessa antigeenissa.
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Vasta-ainetta 1B10 voidaan kayttaa la&dkediagnostiikassa ELISA-testeissa
antigeeninsa tunnistamiseen. Muita sovellutuksia vasta-aineen kaytéssa on

antigeeninsa puhdistus ja standardikuvaajan teko.

7.3 Tuotteen varastointi ja sailyvyys

Vasta-ainetta 1B10-G3 varastoidaan eppendorf-putkissa 10 yg:n ja 100 pg:n
annoksissa pakkasessa. Liuosmuodossa oleva avaamaton tuote voi sailya
pitkankin aikaa, mutta avattu tuote olisi syyta kayttaa nopeasti. Kun tuote-
putkesta otetaan tuotetta, eppendorf-putken kanteen merkitddn punainen

raksi, jotta muutkin tyontekijat tietavat, etta putki on sulatettu ja kaytetty.
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8 TUOTTEEN HALLINNOINTI

Jokaisella laboratoriolla, kuten myo6s tassa opinnaytetydssa kaytetylla virtu-
aalilaboratoriolla, on oltava tuotemappi eli dokumentit tuotteen ominaisuuk-
sista ja kaytettavyydesta. Laboratorioilla on oltava olemassa menetelméaoh-
jeet, jotka sisaltavat tyossa kaytetyt ohjeet ja viitemateriaalit, esimerkiksi
kaytetyt kansainvaliset standardit. Menetelm&ohjeet sisaltavéat tuotannossa
kaytetyt tydohjeet seka kaikki tuotannossa tarvittavat laitteet. Jokainen seu-
ranta- ja mittaustulos raportoidaan erilliseen dokumenttimappiin. Tydohjei-
den liséksi laboratoriolta tulee |6ytya menetelmaohje tuotteen pakkauksesta
ja pakkausmerkintdjen suorittamisesta. Nama Ioytyvat tuotemapista. Jokai-
sesta tuotetusta erasta on olemassa dokumentit, joiden avulla voidaan jaljit-

taa ja yksiloida tuotteen maara, laatu ja jakelu.

Palveluja tuottavan laboratorio-organisaation tulee seurata aktiivisesti tuo-
tantoprosessia jonkin toimivan menetelman tai mittauksen kautta. Tuotannol-
le asetetaan dokumentoitavat seurantapisteet ja mittaukset, joiden avulla
voidaan tarkkailla tuotantoprosessin laatua. Tarvittaessa selkeistd dokumen-
teista kay ilmi tuotantoprosessin virheet, jolloin lopullisen tuotteen laatua voi-

daan parantaa.

Virtuaalilaboratorio on maarittanyt vasta-aineen 1B10-G3 ominaisuuksia eli
spesifikaatiot. Tuotteelle on ennalta tehdyn suunnitelman mukaisesti méari-
telty ominaisuudet, jotka sen tulee tayttda tuotantoprosessin sopivassa vai-
heessa keskenerédisena tuotteena, tuotteen eri komponentteina ja lopuksi
valmiina kokonaisena tuotteena. Kaikkien testien hyvaksymiskriteereiden
tayttymisesta kirjataan dokumentit, joista selvidd kuka on hyvaksynyt tuot-
teelle jatko/myyntiluvan. Tuotetta ei voida luovuttaa asiakkaille ennen, kuin

kaikki toimenpiteet on hyvaksytysti suoritettu.

Tuotteen mukana asiakkaille toimitetaan liitteen 11 mukainen tuotedoku-

mentti, josta kay ilmi kaikki 1B10-G3 ominaisuudet.
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9 POHDINTA

Vasta-aineen tuotanto on pitk& ja monimutkainen prosessi, joka vaatii aikaa
ja resursseja. Tuotantoon kuuluu monia eri vaiheita ja menetelmia, joita osaa
testattiin tdsséa opinnaytetydssa. Tydmenetelmét, joita opinnaytetydssa kay-
tettiin, olivat monipuolisia, mutta osa aikaa vievia. Yhden vasta-aineen tuo-
tanto alusta alkaen on todella pitka prosessi, johon yhden opinnaytetyon ai-
ka ei riitd. Tassa opinnaytetydssa siis kasiteltiin osaa tydosioista ja yritettiin

keskittya niihin, joissa korostuu huolellinen tydskentely ja toiminnan laatu.

Laboratorio-organisaatioissa laadunvalvonta on tarkeaa hyvan tuotteen saa-
vuttamiseksi. Laatujarjestelman avulla pyritddn laadukkaan tuotteen ohella
pitamaan asiakaskunta tyytyvaisena ja yrityksen maine moitteettomana.
Myds mahdolliset virheet on helppo jaljittaa laatujarjestelman avulla, jolloin
mahdollisista korvausvelvollisuuksistakin paastaan yhteissopuun. Eri labora-
torio-organisaatiot eivat tarvitse kaikkia laatujarjestelmid taatakseen tuot-
teidensa laadun. Tavallisissa tutkimuslaboratorioissa riittaa GLP, hyvat labo-
ratoriokdytannot, mutta kun tuotetaan palveluita/tuotteita, kuten esimerkiksi
virtuaalilaboratorio tuottaa vasta-ainetta 1B10, taytyy myds organisaation
omaksua hyvat tuotantokdytdnnott. Naiden kaikkien lisdksi EU varmistaa

omien direktiiviensa kautta organisaatioille omat maaraykset.

Kun yritys validoi tuotantomenetelmanséa, tuotteen laatu pitéisi parantua,
mutta joskus yritykset sertifioivat vain osan yrityksen toiminnasta esimerkiksi
ainoastaan asiakashallinnan ja kayttavat silti sertifikaattia yrityksen kaiken
toiminnan markkinoinnissa. Asiakkaille ei kerrota koko totuutta sertifikaatista,
silla sertifikaattimerkintd yrityksen perassa ei aina takaa validoitua tuotanto-
puolta saatikka koko toimintaa. Vaikka laatujarjestelma on kehitetty yhden-
mukaistamaan tyoskentelya eli aina tehddédn samalla tavalla, voi se moni-
mutkaisuudessaan olla myos rasite. Isoissa laboratorio-organisaatioissa on
usein monta johtoporrasta, jonka taytyy hyvaksya kaytettavat metodit ja rea-

genssit. Se voi omalta osaltaan hidastaa tyoskentelyd, kun joudutaan odotte-
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lemaan lupia tai resursseja toiminnan jatkamiseen. Vaikka yritys olisi inves-
toinutkin laatujarjestelméan, jos se ei ole iskostunut jokaiseen tyontekijaa, ei

ole takuita, ettd tyon jalki olisi laadukasta.

Isolla yrityksella on varaa ostaa ulkopuoliselta auditoijalta laatujarjestelma ja
saada silloin sertifikaattimerkki, joka itsessdéan nostaa yrityksen mainetta. Se
lisda luotettavuutta isoa yritystd kohtaa, jolloin pienemmat yritykset karsivat.
Heidankin tyonsa voi olla laadukasta ja asiakaskuntaa saattaa riittéda, jolloin
kalliin auditoinnin, joka maksaa 3000—4000 € kerralta ja on tehtava joka toi-
nen vuosi, ostaminen ei valttdmattd kannata. Talléin varmasti laadukkaat ja
hyvat tuotteet puhuvat puolestaan pikku yrityksen eduksi. Nykyajan tren-
din&h&n on suosia pienia yrityksia.

Taman opinnaytetydon aiheena oli laatujarjestelman nakokulmasta tarkkailla
vasta-aineen tuotantoa ja sen kayttdad palvelun tarjoavana laboratoriona.
Opinnaytetyossa kasiteltiin osaa tuotantomenetelmista seka tuotteen testa-
usta ELISA:lla. Testeissa vasta-aineelle 1B10 saatiin tunnistusherkkyydeksi
77 fmol. Kun syrjayttdvan peptidin pitoisuus kasvaa 1 ng:sta aina 200
ng:aan, on syrjaytymista tapahtunut osittain tai kokonaan. Téasta voidaan

paatella 1B10:n olevan herkka syrjaytymiselle.

ELISA-testeissd positiivisena kontrollina kaytettiin Fab32-vasta-ainetta, joka
on samankaltainen kuin 1B10:kin. Fab32-vasta-aine on aiemmin testattu
vasta-aine, jonka sitoutumisominaisuudet antigeeniin NTproBNP ovat par-
haimmat. Fab32 on herkk&, joka tunnistaa jo 5 fmol:n antigeenipitoisuuksia.
ELISA-testeilla saatiin vasta-aineen 1B10 tunnistusherkkyydeksi 77 fmol, jo-

ka on paljon huonompi kuin Fab32:n tulos.

Opiskelijana on hieman vaikeaa ajatella kuin laboratoriopaallikko, jonka tyo-
na on varmistaa laadun toteutuminen kaikissa osa-alueissa, niin suunnitte-
lussa kuin tydskentelyssakin loppuraportointiin saakka. Laatujarjestelman yl-

l&pito laboratoriossa on iso ty0, josta paperity6t eivat lopu kesken.
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Biolaaketieteenlaitos, fysiologian yksikko Tyobohje 1.1.1
Oulun Yliopisto 20.9.2011
Laatinut: Ulla Lahtinen Tarkastanut; Johanna Veijola

HYBRIDOOMASOLUJEN KASVATUS

TYON TAUSTAA

Solujen kasvatus

Soluviljelylla tarkoitetaan solujen kasvatusta ja hoitoa kasvatusliuoksessa, ja sen avulla tutki-
taan solun sisdisia toimintoja kuten esimerkiksi proteiinisynteesia. Soluviljely vaatii aseptiset

tyéskentelytavat ja steriilit liuokset ja tydhén tarkoitetut steriloidut tyévalineet. Tarkeimmaét va-
lineet ovat CO2-inkubaattori, kéd&nteismikroskooppi ja laminaarivirtauskaappi, joiden tulisi si-

jaita omassa laboratoriohuoneessa, jossa kaikki tydskentely tapahtuu. Kaikki pinnat, valineet
ja hanskat puhdistetaan 70-prosenttisella etanolilla kontaminaatioiden vahentamiseksi. Kas-

vatusliuos eli medium siséltaa yleisesti erilaisia kasvutekijoita, kuten aminohappoja ja suoloja
seka seerumia.

VALINEET JA TARVIKKEET
* CO2-inkubaattori

* Laminaarikaappi

+ Kéaanteisfaasimikroskooppi

+  Mantapipetti

* Pipetboy

+ Pipetteja (5 ml, 10 ml...)

» Pipetinkéarkia

* Soluviljelypullot

LIUOKSET JA REAGENSSIT

+ Solut

o Ampullissa n 7,2x10E6 /ml (viability 61%): elavia soluja 4,4x10E6 solua /ml
+  70% etanoli

« 0,1MTRIS

* Na-atsidi

* 1xPBS (Valmiina annospulloissa), OneMed BCHRL1815 tai SIGMA.

» 1IxTrypsiini-EDTA (Valmiina annospulloissa), SIGMA T3924. Sailytetaan -20 °C.
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Biolaaketieteenlaitos, fysiologian yksikko Tyobohje 1.1.1
Oulun Yliopisto 20.9.2011
Laatinut: Ulla Lahtinen Tarkastanut; Johanna Veijola

Kantaliuokset
+ Kasvatusmedium; 1xRPMI (Sigma R0883)
o0 Sisaltda Na-bikarbonaattia

* 1 M HEPES-puskuri pH 7,2-7,6 (Valmiina annospulloissa), VWR BCHRL1613. Sailyte-
tdan huoneenlammaossa valolta suojattuna.

* 7,5 % Na-bikarbonaatti (Valmiina annospulloissa), SIGMA S8761. Sailytetdan jadkaapis-
sa.

» 200 mM L-Glutamine (Valmiina annospulloissa), SIGMA G7513. Séilytetaan -20C.
* 100 mM Na-pyruvate (Valmiina annospulloissa), SIGMA S8636. Sailytetaan jadkaapissa.

* 20% glukoosi (Valmiina annospulloissa), SIGMA/ Fluka 49163. Laimennetaan ty6liuok-
seen 1/80 eli pitoisuuteen 2,5g/L. Lopullinen pitoisuus 4,5¢/L. Sailytetdén jadkaapissa.

» 10kU/ml Penicillin-10 mg/ml streptomycin. (Valmiina annospulloissa), SIGMA P0781.
Laimennetaan ty6liuokseen 1/100 eli pitoisuuteen 100U/ml P ja 0,1 mg/ml S. Sailytetéaan -
20C.

* FBS, naudan sikion seerumi (Valmiina annospulloissa), VWR BCHRS0115. Inaktivoidaan

inkuboimalla liuosta 56C asteessa 1h. Laimennetaan tydliuokseen 1/10 eli pitoisuuteen 10
FBS.

Kasvatusmedium RPMI1640 tehdaan useasta eri kantaliuoksesta. RPMI11640 mediumin pi-

toisuudet tydliuoksessa ovat 102 ml:aan 1XRPMI:t& pitaa lisata:
« 10% (v/V) FBS (12 ml)

« 10,0 mM HEPES (1,2 ml)

* 2,0 mM L-glutamine (1,2 ml)

+ 1,0 mM Na-pyruvaatti (2,2 ml)

* 100 U/ml Penisilliini- 200ug/ml streptomysiini (1,2 ml)

4,5 g/L glukoosi (1,5 ml)

1. Tee kasvatusmedium lisdamalla 102 ml:aan 1xRPMI:td 12 ml FBS, 1,2 ml valmista 1M
HEPES-puskuria, 1,2 ml L-glutaminea, 1,2 ml Na-pyruvaattia, 1,2ml PS-seosta ja 1,5 ml 20
% glukoosia.
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TYOVAIHEET

Aloitus

1. Sulata solut nopeasti ravistaen 37 °C vesihauteessa maksimissaan 2 tunnin ajan.

2. Dekontaminoi solut kastamalla tai suihkuttamalla pinta 70-prosenttisella etanolilla.

3. Siirra solut "tasapainotetutta” mediumilla 10—-20 ml kasvatuspulloon, ja tayta tilavuus 20
ml:ksi tasapainotetulla mediumilla. (Tasapainotus tapahtuu pitdmalla mediumia vahintédan 15
min ajan CO2-kaapissa)

4. Kasvata soluja 37 °C ja 5 % CO2 ilmanpaineessa.

+ Seuraa kasvua faasi-kontrastimikroskoopilla

» Tarkkaile kontaminaatiota

Kasvuston yllapito

5. Vaihda tuore medium joka toinen tai kolmas pdiva, riippuen kasvuston tiheydesté ja kas-
vuvauhdista.

6. Pidéa solujen méaara valilla 100 000—1 000 000 solua per ml. Jaa joka 2—3 paivan vélein
1:5 esimerkiksi ma, ke ja pe.

7. Muista kerata medium talteen, silla se siséltaa tarkeita solujen tuottamia proteiineja.
8. Keratty medium puskuroidaan saatamalla sen pH =7.4 0,1 M TRIS:ll&

9. Steriilisuodata medium 0,02 um suodattimella imun avulla. Lisda sitten Na-atsidia loppu-
pitoisuuteen 0,02 %.

Solujen jakaminen

Solut kasvavat myos suspensiona ja ovat vain lI6yhasti kiinni pohjassa. Nain ollen pelkka
"laimayttely” saattaa riittda irrottamaan solut pohjasta. Jos haluat voit trypsinoida seuraavan-
laisesti:

10.Pese solut kahdesti 5 ml:lla huoneenlampdisellda 1xPBS:lIa.

11.Kaada medium steriiliin dekantteriin ja laita talteen kylmaan.

12.Pipetoi pulloon steriilisti 5 ml huoneenlampdéista 1xPBS ja kallistele pulloa.

13.Poista liuos joko kaatamalla, imemalla tai pipetilld. Toista pesu.

14.Lis&a kasvatuspulloon huoneenlampdistéd 1XxTR-EDTA liuosta 1 ml tai niin paljon etta poh-
ja peittyy kallistellen.

15.Inkuboi huoneenlammaossa tai 37 °C maksimissaan 5 minuutin ajan, valilla koputellen pul-
loa. Tarkastele soluja mikroskoopilla, milloin ovat irronneet.

16.Merkitse inkuboinnin ajan 4 uutta pulloa, ja jaa niihin 10 ml tuoretta mediumia. Pulloihin
tulee tiedot solulinjasta, jakokerrasta ja pvm:sta.
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17.Laimenna trypsiinikasittely lisdamalla solupulloon 20 ml tuoretta mediumia ja suspensoi
hellavaraisesti kallistellen. HUOM! Trypsiinik&sittelya ei tarvitse tehd, jos solut irtoavat itses-
taan.

18.Siirré suspensiota uusiin pulloihin 4ml:n verran kuhunkin.

19.Lis&a vanhaan pulloon 10 ml tuoretta mediumia.

20.Sulje korkit, suihkauta pullot ja CO2-inkubaattorin kaapin ovi viinalla. Nosta pullot tarjotti-
mella kaappiin.
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PLASMIDIN TRANSFORMAATIO RV308-SOLUIHIN

TYON TAUSTAA

Plasmidi-DNA on rengasmainen DNA-molekyyli, joka sijaitsee kromosomin ulkopuolella solu-
limassa. Plasmidissa on ainakin yksi ORI-alue (origin of replication) ja MCS-alue (multiple
clonign site). ORI-alue mahdollistaa DNA:n itsenaisen kahdentumisen ja MCS-alueeseen
voidaan lisata pilkottuja ja eristettyjd DNA-péatkia. Talléin plasmidi muuttuu vektoriksi, jolloin
se on helppo vieda solun sisaan.

Transformaatiolla tarkoitetaan plasmidi-DNA:n viemistd kompetenttien bakteerisolujen si-
saan. Kemiallisesti kompetentteja soluja voidaan tehda CaCl,-kasittelylla. Talldin solut saa-
daan tilaan, jossa ne ovat kykenevia hetkellisesti vastaanottamaan DNA:n siséénsa. RV308-

solut ovat proteiinintuottosoluja.

VALINEET JA TARVIKKEET

Laminaarikaappi

Lampdkaappi

Ravistelija

Lampdblokki

Jaaastia

Méantapipetteja

Filtterikarkia

70% etanolilla taytetty suihkepullo
Steriileja silmukoita

LIUOKSET JA REAGENSSIT

Kompetentit solut: RV308 (Porraskaytavan syvapakastin, laatikko 20, Biobox 27)

e SOC-liemi
e LB-50 ug/ml carb—1 % gluk.-kasvatusmaljoja
@]
e 1xPBS-liuos
o Laimenna valmista 10xPBS-liuosta 1:10 steriiliin veteen.
e Steriili vesi
NAYTE

Eristetty plasmidi.

TYOVAIHEET

Transformaatio

1. Pakkasesta haetaan jaihin tarvittava maara RV308-soluputkia (yhtd monta kuin on eri
plasmidia (naytettd) on + yksi kontrolliksi).

2. Siirra filtterik&rjella n. 10-20 pl plasmidilaimennosta kompetentteihin soluihin eppen-
dorf-putkessa jaissa.

3. Kontrolliputkeen pipetoidaan steriilia vettd saman verran.

4. Inkuboi jaissa 15-20 min, valilla napsauttaen hellasti.

5. Anna lampdéshokki 1,5 min 42 °C:ssa.
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6. Seisota jaissa 2 min.
7. Lisaa 0,5 ml SOC-lienté ja kasvata ravistelijassa 30 min 37 °C.
8. Maljaa laminaarikaapissa LB-carb-gluk.-maljoille naytteet kahdelle eri pitoisuudelle
a. Laita pisara 1xPBS-liuosta maljalle ja pipetoi 10 pl néytetté. Levita silmukalla
tasaisesti koko maljalle.
b. Laita pisara 1xPBS-liuosta maljalle ja pipetoi 50 pl néytetté. Levitéa silmukalla
tasaisesti koko maljalle.
c. Kontrollista eli siis siitd poépOputkesta, jossa vain vettd pipetoidaan 50 pl mal-
jalle. Levitys silmukalla tasaisesti.
9. Anna naytteiden hetken seisoa kansi raollaan oikein pain laminaarissa. Sulje kannet,
k&danna ylosalaisin (pohja ylos) ja laita kasvamaan lampdékaappiin 37 °C yon yii.
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KLOONIEN TARKISTUS
TYON TAUSTAA

Klooneja tarkistetaan eristamalla niistd DNA ja ajamalla ne agaroosigeelille. Geeli erottelee
digestiossa pilkkoutuneet DNA-palat kokonsa mukaan séahkdévirran avulla. Geelia tarkastel-
lessa sinivalopdydalla, voidaan erottaa pilkkoutuneet palat ja vertaamalla niité tunnetun
markkerin vydhykkeisiin saadaan niiden molekyylikoko tietoon.

VALINEET JA TARVIKKEET

Vortex

Sentrifuugi

Eppendorf-putkia

Nanodrop

250 ml Erlenmeyer

Agaroosigeelin ajokelkka ja —allas ja ajolaite
Sinivalopdyta

LIUOKSET JA REAGENSSIT

e 50% steriloitu glyseroli 500 ul annoksissa
o Nestetyppi
¢ Miniprep. DNA:n eristamiseen tarvittavat liuokset
o Puskuri A1
Puskuri A2
Puskuri A3
Pesupuskuri AW
Puskuri A4
o Steriili H,O
10xNEB n.4
BSA
Nhel*HF
Not1*HF
lopetusreagenssi XC-véri
Multipurpose Agar
IXTAE-puskuri
Markkeri 1 kb DNA-ladder

o O O O

NAYTE
Yon yli kasvanut kasvusto.
TYOVAIHEET

Yon yli kasvaneesta kloonikasvustosta tehdaan glyserolistokit varastoon.
Glyserolistokit
1. Ota 500 pl:n 50% glyseroliannos ja lisda niihin 500 pl haluttua kloonia, joka on kasva-
neet yon yli. Toista jokaiselle klooninaytteelle.
2. Vorteksoi putket ja seisota kahden tunnin ajan huoneenlammaossa. Sekoita putkia valil-
& muutamaan otteeseen.
3. Pikapakasta putket nestetypelld ja varastoi -80 °C.
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Mlnlprep DNA:n eristys

1. Sentrifugoi loput kasvustosta solupelletiksi 3000 rpm x 10 min. Kaada liemi pois ja
erista solunapista DNA Mini prep. KIT ohjeen mukaan seuraavanlaisesti:

. Lisaé& putkeen 250 pl puskuria Al.

. Kaantele putkia ja liuota solunappi. Pipetoi saatu liuos 1,5 ml eppendorf-putkiin.

. Lisaé& puskuria 250 pl puskuria A2.

AWN

5. Sekoita eppendorf-putkia kaéntelemélla 6—7 kertaa yldsalaisin ja seisota putkia mak-
simissaan neljan minuutin ajan. (Kolmen minuutin kohdalla voi ruveta valmistele-
maan seuraavaa vaihetta, aukaisemalla putkien kansia.)
. Lisda neutralisointipuskuria A3 ja sentrifugoi 10 min x 11 000g.
. Pipetoi kirkas neste pylvaseppendorf-putkeen ja sentrifugoi 1 min x 11 000g.
. Kaada alaputken jate pois ja pipetoi ylaputkeen 500 ul pesupuskuria AW. Sentrifugoi 1
min x 11 000g.
9. Kaada jalleen alaputken jate pois ja pipetoi ylaputkeen 600 pl puskuria A4. Sentrifugoi
1 min x 11 000g.

10. Kaada jalleen alaputken jate pois ja fuugaa uudestaan 2 min x 11 000g.

11. Siirra ylaputki steriiliin 1,5 ml:n eppendorf-putkeen ja pipetoi 30 pl steriilia vetta. Anna
putkien seisoa huoneenlammdssa yhden minuutin verran. Sentrifugoi 1 min x
11 000g.

12. Ota ylaputket pois ja sulje eppendorf-putket.

13. Mittaa DNA-pitoisuus Nanodropilla.

0 ~N O

Testidigestio
Jokaisesta naytteesta valmistetaan digestioreaktio lisddmalla naytettd sopivan verran pitoi-
suutensa ndhden valmistettuun mix-seokseen. Naytteen pitoisuus digestiossa tulisi olla 250—
300 ng valilla. Koska muiden tarvittavien reagenssien pipetoitavat tilavuudet ovat hyvin pie-
nia, on jarkevinté pipetoida niin sanottu Mix-seos, jossa on tarvittava maara kaikkia reagens-
seja jokaista naytettd kohden. Kokonaistilavuus naytteen ja seoksen kanssa tulisi olla 20 pl.
Lopputilavuus taytetaan steriililla vedella.
Yhtéa naytetta varten tarvitaan:

1. 10xNEB n.42 ul

2.BSA 0,2 ul

3.Nhel*HF 0,5l

4. Notl*HF 0,5 ul

5. St. H,O ?
6. Nayte ? (250-300 ng)
20

Laske tarvittava maara mixia.
1. Pipetoi mixia ja naytetta tarvittava maara eppendorf-putkiin.
2. Laita epparit 37 °C 45 minuutiksi.
3. Pipetoi reaktion 2,5 pl lopetusreagenssia, XC-varia, eppareihin.
4. Jos et aja viela saman paivan aikana naytteet agaroosigeelille, voit pakastaa ne.

Agaroosigeelin valu

1. Punnitser 250 millilitran erlenmeyeriin 1 g multipurpose agaria

2. Lisda 100 ml 1xTAE-puskuria

3. Sulata aagari mikrossa. Varo raiskymista ja vahdi mikroa.

4. Jaahtyneeseen (kun voi koskea kaden sisapinnalla lasiin, mutta tuntuu vield lampimal-
t&, muttei polta) aagariin lisatéén 10 pl / 100 ml geelid SYBR safe DNA gel stain- va-
riainetta.

5. Vala geeli ajokelkkaan ja laita kammat paikoilleen.

6. Anna geelin jahmettya 20-30 min.

7. Ota kampa pois geelilta.

8. Jos et kayta geelia saman paivan aikana, voi sité sailyttaa jadkaapissa tiivisti pussiin
kaarittyna.
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Néaytteiden ajo

1. Laita kelkka, jossa geeli, ajolaitteen altaaseen.

2. Tayta allas 1xTAE-puskurilla.

3. Pipetoi naytteet kokonaisuudessaan kaivoon.

4. Jata yksi kaivo tyhjaksi naytteista ja pipetoi sinne 5 pl markkeria (1kb DNA-ladder)

5. Laita johdot paikoillee; punainen punaiseen ja musta mustaan.

6. Kytke virta paalle ja aja 80 V:lla noin 20—30 min.

7. Tarkkaile ajon aikana sinisen rintaman kulkua. Kun se saavuttaa pohjan, on ajo val-
mis.

8. Kytke virta pois paéalté ja ota geeli pois ajoaltaasta.

9. Katso geelia sinivalopdydalla ja vertaa tunnetun markkerin vyohykkeisiin, ovatko kloo-
nit onnistuneet.
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Plasmid DNA Purification
Protocol-at-a-glance (Rev. 07)

HueleoSpin®
Plasrmid CuickPurs

MNuzleaSpin®
Plasmid {MaLid)

HucleaSpin®
Plasmid

1 Cultivate
and harvest
bacterial cells
000 g N 000 x g
30a @ a0 =
2 Cell lysis 260 L Buffer A1 260 pL Buffer &1
260 pL Buffer A2 260 uL Buffer A2
AT, & min AT, & min
300 pL Buffer A3 300 pL Buffer A3
3 Clarification
of the lysate U
A 000 g 000 g
E —10 min @ E min
4 Bind DNA
Lead supsmmatant Load supsmmeatant
000 g N 00 g
1 min @ 1 min
5 Wash silica (Ot i
membrane P00 HL Buffer AV 450 pL Buffer AQ
pL Buffar
&00 pL Buffer Ad
1,000 x g H0xg
1 mnin 3 rmin
& Dry silica
mernbrans
Dirying iz perforred during
cantrifugation of tha
aingls washing step
000 g
2 min
7 Eluta DNA
B0 pL Buffer AE B0 pL Buffer AE
AT, 1 min AT, 1 min
000 g N 000 kg
1 rmin @ 1 rnin

MACHEREY-MAGEL GbH & Co. KiG « Meurnann-MNeandar- S, 6-8 « D-52355 Diren « Gammany

Tel: +49(0) 24 21 969 270 « waamn-net.com + a-mal: tech-ble@mn-net com
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LEVYJEN PINNOITTAMINEN

TYON TAUSTAA

Kuoppalevyt pinnoitetaan koutattavalla analyytin eri pitoisuuksilla. Analyyttind kaytettiin X76-
proteiinia, joka on rekombinantti ihmisen NTproBNP,_7¢ proteiini fuusioituna histidiini-h&dnnan
sisaltavaan tioredoksiiniin. Analyytti on affiniteettipuhdistettu IMAC:illa Co**-hartsilla, ja pus-
kuri on vaihdettu 1xPBS puskuriin. Nama tarttuvat kuopan pinnalle tiukasti kiinni. Analyyttiin
tarttuu sitten vasta-aine. Kuoppalevyjen tulee olla immunotestauksiin tarkoitettuja kuoppale-

vyja, kuten esimerkiksi Nuncin Maxisorb Immunolevyt. Kuoppalevyssa on 96 kaivoa. Ne on

merkitty vasemmalta oikealla numeroin 1-12 ja ylhaalta alas kirjaimin A-B.

VALINEET JA TARVIKKEET

Mustia ja lapinakyvia kuoppalevyja (3 + 3 = 6 kpl)
Méantéapipetti

Monikanavapipetti

Karkia

Tasoravistaja

Kuoppalevytarroja

LIUOKSET JA REAGENSSIT

e Koplauspuskuri, 0,1 M bikarbonaattipuskuri pH 9.6
o Koutattava analyytti: X76 (2mg/ml)

TYON VAIHEET

1. Ota mustia ja valkoisia levyja. Jokaista pitoisuutta (nano- , femto- ja pikogramma) kohti
tulee yksi musta ja yksi lapinakyva levy. Koko levy koutataan.

2. Seuraavalla sivulla on ohjeet laimennoksien tekoon. Taulukosta néakee mita mihinkin
kaivoon on pipetoitu.

3. Jokaiseen kaivoon tulee siis 100 pl yhteensa naytelaimennosta ja koplauspuskuria.

4. Laske tarvittavien laimennosten maarat (tilavuudet).

5. Pipetoi naytteet.

6. Liimaa tarra paalle.

7. Laita levyt huoneenlampdiseen ravistajaan 10 minuutiksi.

8. Vie levyt kylmiddn ravistajaan yon yli.

9. Aamulla levyt voidaan kayttaa tai siirtdd pakastimeen.
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KOUTTAUS X76

Analyytin pitoisuus= 2 mg/ml (2ug/ul)

20.9.2011

Tarkastanut; Johanna Veijola

Kaivoihin laitetaan aina yhteensa 100 pl analyyttia + puskuria
(Vahintaan voi kaivoon voi pipetoida 5 ul analyyttia)
Mustalle ja lapindkyvalle levylle. Taysindiset levyt jokaista, 3x2=6

INanogramma

Pitoisuus (ng) Laimennosta Puskuria (pl)

100
50
20
10

IO Mmoo w >

O r N WU

100 pl I L
50l 1L
100 pl Il L
50l 1L
25ul L
10l II'L
SulllL

50
50
75
90
95
100

Pikogramma

Pitoisuus (pg) Laimennosta Puskuria (ul)

A 500 100 ul 'L
B 250 50l L
C 125 25ul 'L
D 75 15ul L
E 50 0oul L
F 25 SuLlllL

G 10 100l IV L
H 5 50ul IV L

Femtogramma

Pitoisuus (fg) Laimennosta Puskuria (ul)

50
75
85
90
95

50

1000
500
250
125
75
50
25

10

IO moon w>

ouIvL
S5ulIvL
100 ul vV L
50ul VL
30ul VL
20ul VL
JIORTIRVAR
5ulviL

90
95
50
70
80
90
95
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IL 1ng/ul  (=1000pg/ul)
1:5
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1:40
1L 5pg/ul  (=5000 fg/ul)
1:50
IV L 100 fg/ul
1:40
VL 2,5fg/ul
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VASTA-AINEEN PUHDISTUS IMAC-PUHDISTUKSELLA

TYON TAUSTAA

IMAC-puhdistus perustuu affiniteettikromatografiaan, jossa vasta-aineet tunnistavat ja sitou-
tuvat spesifisesti antigeeniinsé. Pylvadseen pakataan kantaja-aine, johon on sidottu antigee-
ni. Kun pylvaan lapi ajetaan vasta-ainetta siséltdévadd mediumia, vasta-aine sitoutuu anti-
geeniinsé. Vasta-aine saadaan eluoitua ulos vaihtamalla ajopuskurin happamuutta,
ionivahvuutta tai puskurikoostumusta.

LIUOKSET JA REAGENSSIT
e 2xBinding puskuri, pH 7,4

o 20 mM HEPES-0,4M NaCl-2mM Imidazole-20% glyseroli, pH 7,4
o Valmista steriileista kantaliuoksista seuraavasti (1 litraa kohti):

deion. H,O 500 ml
1 M HEPES 20 ml
4M NaCl 100 ml

500 mM imidazole 4 mi
87 % glyseroli 230 ml

Tarkista ja saada pH 7,4 ja tayta tilavuus litraksi deion. vedella.
e 2xPeruspuskuri, pH 7,4

o 20 mM HEPES-2M NaCl-20% glyseroli, pH 7,4
o Valmista steriileista kantaliuoksista ja jauheista seuraavasti (1 litraa kohti)

deion. vesi 500 ml
1M HEPES 20 ml
NaCl 100 ml

87 % glyseroli 230 ml
Tarkista ja sdada ph 7,4. Tayta tilavuus litraksi deion. vedella.
e Pesupuskurit: pesu 1, pesu 10 ja pesu 20, pH 7,4
o Laimenna 2xperuspuskurista ja 500mM imidazolesta deion. vedella.
o Pesu 1:1litra
= 10 mM HEPES-1M NaCl-10% glyseroli-1,25 mM imidazole, pH 7,4
deion. vesi 500 ml
2xperuspuskuria 500 ml
500 mM imidazolea 2,5 ml
o Pesu 10: 250 ml
= 10 MM HEPES-1M NaCl-10% glyseroli-10mM imidazole, pH 7,4
deion. vesi 120 ml
2xperuspuskuria 125 ml
500 mM imidazolea 5 ml
o Pesu20: 250 ml
= 10 mM HEPES- 1M NaCl-10% glyseroli- 20 mM imidazole, pH 7,4
deion. vesi 115 ml
2xperuspuskuria 125 ml
500 mM imidazolea 10 ml
e Eluointipuskurit E50, E75, E100, E200 ja E500, kutakin 50 ml
o 10mM HEPES-1M NaCl-10% glyseroli-imidazolea(50mM-500mM), pH 7,4
o Valmista 2xperuspuskurista ja 500mM imidazolesta tai jauheesta deion. ve-

della.

o E50
2xPeruspuskuria 25 ml
500mM imidazolea 5 ml
deion. vesi 20 ml

o E75
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2xPeruspuskuria 25 ml
500mM imidazolea 7,5 ml
deion. vesi 17,5 ml
o E100
2xPeruspuskuria 25 ml
500mM imidazolea 10 ml
deion. vesi 15 ml
o E200
2xPeruspuskuria 25 ml
500mM imidazolea 20 ml
deion. vesi 5ml
o ES500
2xPeruspuskuria 25 ml
deion. vesi 20 ml

+ 1,7 g imidazolea joka liuotetaan 50 ml deion. vetta
SB- tai TB-mediumia
RV308-soluja
SOC-liemi
carbenisillin 50 mg/ml
40 % glukoosi
betainejauhe
arginiinijauhe
1MIPTG
SDS-PAGE-naytepuskuria
STET-puskuri
IXTAE-puskuri

TYON VAIHEET

Fab proteiinin tuotto pKK-vektorilla RV308-soluissa SB- tai TB-carb-mediumissa.
Tarvitset: SB- tai TB-mediumia yhteensa 800 ml per tuotettava proteiini
Heréatekasvusto
1. Transformoi kompetentteihin RV308-soluihin haluamallasi pKK Fab plasmidilla 14 ml:n
putkessa
2. Lisda 1 ml SOC-lienté ja kasvata ensin 1 tunti 37 °C:ssa ravistajassa.
3. Lisda 3 ml SB- tai TB-20 pg/ml carbenisilliini-1%glukoosi —lienté ja kasvata 1 tunti ra-
vistajassa 37 °C:ssa.
4. Siirrd kasvusto 100 ml:n erlenmeyeriin, jossa 20 ml SB- tai TB-50ug/ml carb-2 %glu-
koosi —lienté ja kasvata yon yli 30 °C:ssa ravistaen.

Nuorennuskasvusto
5. Laimenna yly kasvustoa siirtamaélla koko kasvusto 2 litran erlenmeyeriin, johon lisatéaén
400 ml tuoretta SB- tai TB-50ug/ml carb-2 %glukoosi-mediumia.
6. Kasvata 3—4 h kunnes A600= noin 4.
7. Fuugaa solut pohjaan huoneenlammadssa 5 minuutin ajan 3000 rpm:ssa.
8. Pida solut huoneenlampdisena.
9. Kaada suppi biojateastiaan, johon lisaa 10 ml 1 % virkon-liuosta.
10. Vaihda soluille uusi medium ILMAN GLUKOOSIA.

Tuottokasvatus
11. Suspensoi solut 300 ml:aan puhtaaseen SB- tai TB-50ug/ml carbenisilliini-liuokseen
12. Lisda 400 mg betaine-jauhetta seka arginiinijauhe 14 ml:an falconputkesta pulloon.
13. Kasvata 30 °C:ssa tunnin ajan. Kytke sitten lammitys pois paalta.
14. Lis&a 300 pl 1M IPTG pulloon ja kasvata y/y ravistaen 25-26 °C:ssa. Tuottokasvatus
saa jatkua 17-20 tunnin ajan.
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Mediumin ja solujen kasittelyt

15. Mittaa seuraavana paivana kasvusto A600 (tee 1:10 laimennos mediumiin ja kayta
mediumia nollana)

16. Ota kasvustosta 2x20 pl:n seka 2x1 ml:n naytteet eppendorf-putkiin.

17. Lisééa 20 pl:n naytteeseen 20 pl 2xSDS-PAGE naytepuskuria ja kuumenna HETI 95
°C:ssa 3 minuutin ajan.

18. Fuugaa 1 ml:n naytteista solut erilleen (1 min X 13000 rpm). Pakasta solut (S+) ja
medium (M+) omiin putkiin -20 °C.

19. Keré&a loput solut sentrifugoimalla 10 minuutin ajan 5000 rpm:ss& kylméassa.

20. Ota suppi = TUOTTOMEDIUM talteen. Pakasta (-20 °C) se esim. 2x10 ml ja loput
pulloon- annoksina ellet jatka suoraan puhdistuksella.

21. Suspensoi solut 30 ml:aan kylmaan STET-puskuriin. Inkuboi jaissd 30 minuutin ajan
valilla sekoittaen.

22. Fuugaa kylméassa 10 min 6000 rpm.

23. Heitd pesusuppi pois.

24. Suspensoi solut jadkylmaan 30 % 1xTAE-puskuriin ja sekoita jaissa 15 min.

25. Fuugaa kylméassa 10 min 6000 rpm.

26. Ota talteen PERIPLASMINEN PROTEINIEKSTRAKTI (n.30—40 ml)

27. Dialysoi 50 mM TRIS-1M NaCl-10mM imidatzolea vastaan, pH 7,0 (MWCO<10 000)

28. Dialyysiletku pitda ennen kayttdd puhdistaa deion. vedessa keittamalla.

29. Jatka IMAC puhdistuksella.

IMAC puhdistus

Pida proteiinindytteet ja puskurit aina kylméssa. Fuugaa aina pakastetut naytteet 10 min
6000 rpm ennen puhdistuksen aloittamista, koska pakasteessa monet proteiinit saattavat sa-
ostua.
DNA:n hajotus:
30. Lisaa suppiin (mediumiin tai periplasmiseen ekstraktiin) aina 100 ml kohden 100 pl 1
M MgSO, + 0,4 mg DNAasea.
31. Inkuboi 30 min ajan 37 °C:ssa.

Naytteen laimennos:
32. Mittaa naytteen tilavuus ja lisdd saman tilavuuden verran 2xPeruspuskuria. Tarkista,
ettd pH on 7,4. Sekoita.
33. Suodata laimennettu nayte lasikuitusuodattimella partikkelien poistamiseksi.
34. Lisaa 3 ml PESU1-puskurilla tasapainotettua NiI-hartsia per 500 ml ndytelaimennosta
ja sekoita y/y kylmédhuoneessa, esim. muovidekassa magneetilla.

Sitoutuminen ja pesut

35. Siirrd seuraavana paivana hartsi naytteen avulla pylvaaseen.

36. Keraa lapitullut "sitoutumaton nayte”
= Ota 2x20 ul:n naytteet, lisda 20 ul 2xSDS-PAGE-puskuria ja keitd 95 °C:ssa 3

min.

37. Pese pylvasta:
Kerda pesufraktiot omaan putkeen ja tee niista 2x20 ul:n naytteet proteiinigeelia var-
ten.
80 ml PESU1-puskurilla
10 ml PESU 10-puskurilla
10 ml PESU 20-puskurilla
Mittaa pesupuskurista lopuksi A280 kayttaméatonta pesupuskuria vastaan (=nollataan
laite). Lukeman pitéisi olla alle 0,02. Muuten jatka pesua viela 20 ml:lla tai kunnes
A280 on alle 0,02.
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Eluointi

38. Sulje pylvas ja lisda pylvaaseen vaiheittain 5 ml:n annoksina eri eluointipuskureita
(E50-500) seuraavanlaisesti:
5 ml E50, inkuboi 5 min. Keraa omaan putkeen koko fraktio. Tee 2x20 ul:n PAGE-
naytteet.
5 ml E75, inkuboi 5 min. Keraa omaan putkeen koko fraktio. Tee 2x20 ul:n PAGE-
naytteet.
5 ml E100, inkuboi 5 min. Kerda omaan putkeen koko fraktio. Tee 2x20 ul:n PAGE-
naytteet.
5 ml E200, inkuboi 5 min. Kerda omaan putkeen koko fraktio. Tee 2x20 ul:n PAGE-
naytteet.
5 ml E500, inkuboi 5 min. Kerda omaan putkeen koko fraktio. Tee 2x20 ul:n PAGE-
naytteet.
Muista pitaa eluoidut proteiini fraktiot ja muut naytteet (pesufraktiot) kylmassa.

39. Lisaa proteiinifraktioihin AEBSF inhibiittoria suhteessa 1:100 ja sekoita hyvin.

40. Aja fraktioista geeli ja poolaa yhteen parhaimmat fraktiot.
Esim. pesu 10 ja pesu 20 fraktiot= REUNA fraktiot
Seka eluointifraktiot= huippu
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VASTA-AINEEN KONSENTROINTI LITE 7

Biolaaketieteenlaitos, fysiologian yksikko Tyo6ohje 1.1.7
Oulun Yliopisto 20.9.2011
Laatinut: Ulla Lahtinen Tarkastanut; Johanna Veijola

VASTA-AINEEN KONSENTROINTI
TYON TAUSTAA

Tuote eli vasta-aine voidaan jalkikasittelyssé konsentroida paremman séilyvyyden vuoksi.
Konsentroinnissa vasta-aineen pitoisuutta nostetaan pienentamalla tilavuutta. Tama ohje on
yksinkertainen, jossa tarvitaan 500K-ultrasuodatuseppendorf-putkia.

VALINEET JA TARVIKKEET

Pylvaseppendorf-putkia

Tavallisia steriloituja eppendorf-putkia
Sentrifuugi

Mantapipetti

Karkia

Nanodrop

LIUOKSET JA REAGENSSIT
o 1xPBS-AEBSF-puskuri

o 13 ml:aan 1xPBS lisatdan 135 ul AEBSF
e Deion. vesi

TYON OSUUS

=

. Ota ultrasuodatusseppendorf-putkia ja merkitse niiden kylkeen/ kanteen tiedot nayt-
teista.

. Pipetoi ylaputkeen suodattimeen noin 100 pl deion. vettd, jotta suodatin kastuu.

. Sentrifuugaa vesi pois.

. Jaa nayte 350 pl:n erissé niin moneen putkeen kuin tarvitsee.

. Fuugaa putkia 5-6 minuutin ajan 13 000 rpm:ssa ja poista saatu liuos omiin puhtaisiin
eppareihin talteen.

. Lisaa jokaiseen putkeen 250 ul 1xPBS-AEBSF-puskuria. Fuugaa samoilla lukemilla ja
kaada alaputkesta liuos jateastiaan.

7. Toista 4 kertaa.

8. Lopuksi siirréd samat naytteet yhteen eppendorf-putkeen.

9. Mittaa nanodropilla onko nayte konsentroitunut.

OO WN

(o2}

Huomio, ettd joskus konsentroitava nayte voi olla liian suuri kooltaan ja nain ollen tukkia
pylvasepparin suodattimen. Talléin vaiheet pitéé toistaa useammin ja usealla eri pylvaal-
la. Konsentroidut/puskurivaihdetut naytteet voidaan siirtdéa pakkaseen sailytykseen.
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PEROXIDASE LABELING KIT-NH; LIITE 8

Biolaaketieteenlaitos, fysiologian yksikk® Tyobohje 1.1.8
Oulun Yliopisto 20.9.2011
Laatinut: Ulla Lahtinen Tarkastanut; Johanna Veijola

Peroxidase Labeling Kit-NH: is for simple and rapid preparation of peroxidase-labeled IgG in enzyme immunoassays (EIA) and immunoblotting/
immunostaining. It can also be used for the preparation of peroxidase-labeled antigen in compelitive EIA. NHzreactive peroxidase (a
component of this kit) has activated ester groups, and can easily make a covalent bond with an amino group of the target molecule without
any activation process. If the target is a small molecule, the conjugate can be purified with the filtration tube included in this kit. The filtration
tube is also used for sample IgG in removing small molecules such as sodium azide, Tris buffer, and amine compounds that interfere with
the assay or labeling reaction. This kit contains all of the necessary reagents for peroxidase labeling, including the storage buffer for
conjugates.

.. 4mix 1 bottle
.. 4mi % 1 bottle

- NHz-reactive peroxidase ................ 100 pg x 3 tubes - Washing buffer..........
- Reaction buffer. . - Storage buffer
- Filtration tube

Three sample labeling
Sample requirements protein: molecular weight > 50,000; amount: 50-200 pgas IgG
small molecule: molecular weight < 5,000

Store at 0-5 °C. This kit is stable for & months at 0-5 °C with protection from moisture.

-10 pland 200 p adjustable pipettes - 0.5 ml microtubes
- Microcentrifuge - Incubator (37 °C)

/sl \- y

Add 100 ! Washing buffer and Centrifuge at 8,000-10,000 g for Add 10 pl Reaction buffer to Transfer the solution containing NH:-
the sample solution containing 10 min. Add 100 pl Washing NHz-reactive peroxidase and reactive peroxidase onto the

50-200 pg lgG to a Filtration buffer and centrifuge once more.t)  dissolve with pipetting. membrane of the filtration tube
tube.2) where IgG is concentrated.

N

/"_-f o\

Rinse the entire surface of the Add 100 pl Washing buffer to the  Centrifuge at 8,000-10,000 g for Add 200 pl Storage buffer and

membrane with the solution by tube. If the volume of the fitrate is 10 min.b) pipette 10 to 15 times to recover
pipetting and incubate the tube at 300 pl or more, discard the filtrate the conjugate.®) Transfer the
37 °C for 2 his. prior to go to Step 7. solution to a 0.5 ml tube and store

the solution at 0-5 °C.9)

If the 19G solution contains
other proteins with molecular weight larger than 10,000, such as BSA or gelatin, purify the IgG solution prior to label peroxidase with this kit. 1gG
solution can be purified by IgG Purification Kits (not included in this kit). If the 19G solution contains small insoluble materials, centrifuge the
solution and use the supernatant for the labeling.

a) The recommended amount of IgG is 100 pg. The volume of sample solufion should be 100 pf or less. If the antibody concentration is
lower than 0.5 mg/mi, repeat step 1 and 2 until the total IgG accumulation becomes 50-200 ug. If the volume of the filtrate becomes
400 ul or more during the accumulation process, discard the filtrate prior to going to the next centrifuge step.

b) If the solution still remains on the membrane after the centrifugation, spin another 5 min or increase the centrifuge speed.

¢} The concentration of the conjugate is 0.5-1.3 mg/mi. Dilute the peroxidase-labeled IgG to prepare a solution with an appropriate
concentration prior to using it for enzyme immunoassay, immunoblotting, or immunostaining. One to three molecules of peroxidase
should be introduced onto one IgG molecule. Unconjugated peroxidase should not interfere with normal immunoassays. If purification is
necessary, use a gel permeation column or an affinity column for IgG.

d) Generally, the peroxidase-labeled IgG in Storage buffer is stable for at least 2 months at 0-5 °C. For longer storage, add glycerol (final
concentration: 50%), aliquet, and store at -20 °C. However, it is important to note that the stability will depend on the sample itself.
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ELISA-KUOPPALEVYJEN PESU LIITE9

Biolaaketieteenlaitos, fysiologian yksikko Tyo6ohje 1.1.9
Oulun Yliopisto 20.9.2011
Laatinut: Ulla Lahtinen Tarkastanut; Johanna Veijola

ELISA-KUOPPALEVYJEN PESU
TYON TAUSTAA

ELISA-kuoppalevyiltd pestdan edelliset liuokset pois seka I6yhéasti tarttuneet analyytit. On tar-
keda varmistaa ennen mittausta etta pestyissa kuopissa ei ole ilmakuplia, silla nama voivat
vaaristaa tuloksia.

VALINEET JA TARVIKKEET
o Mantapipetti
o Karkia
o Kuoppalevypesuri Biotek ELx50

LIUOKSET JA REAGENSSIT
e 10xPBST
e Tween20
e Deion. H,0

TYON VAIHEET
Liuokset
1. Tee 1xPBST pesupuskuria lisddmalla 10XPBST:n 2,5ml Tween20. Ravistele hyvin ja
varmista etta kaikki Tween20 liuennut. Kaada liuos 5 000 ml:n mittapulloon. Tayta
merkkiin asti vedella. Huomio vaahtoaminen!

Tyb6vaiheet
e Kasinpesu
1. Poista kuoppalevyista edellinen liuos pois, joko pipetoimalla tai kaatamalla (jos
kaikissa kuopissa samaa)
2. Pipetoi kuoppiin 250 pl 1xPBST pesupuskuria. Kaada pois.
3. Toista edellinen vaihe uudestaan kahdesti.
¢ Pesu Biotek-kuoppalevypesurin pikaohjeella
1. Tarkista, ettéa
a. jatepullo on tyhja ja korkki tiukasti kiinni,
b. pesupuskuria on riittavasti (1xPBST) ja etté letku on kiinni oikeassa pul-
lossa.

2. Kaynnista laite

3. Poista ensin ilmakuplat/ vaihda letkuihin pesupuskuri ajamalla esihuuhteluohjel-
ma, esim esipesu.
RUN -> PRIME -> ESIPESU (ohjelma 8) ENTER ja START

4. Elisa levyjen/strippien pesu

a. Aseta levy siten, etta kaivo Al on oikealla takana.
b. Valitse ohjelma ja paina ENTER
RUN -> WASH -> TH PESU (nro 11, pesee 6 kertaa)

-> TH PESE 2x (nro 12, pesee 2 kertaa)
c. Laite kysyy ensin milta riviltd pesu aloitetaan
d. Sen jalkeen pestéavien rivien/strippien maara
5. Lopuksi:
a. Vaihda letku pulloon, jossa dH,0O ja huuhtele letkut vedella esim.
RUN -> PRIME -> DAY_RINSE (nro 3)
RUN -> PRIME -> RINSE_AND_SOAK (nro 6)
(Liottaa annosteluharavan vedessa 5 min)
b. Tyhjenna ja huuhtele jatepullo.
c. Sammuta laite.
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ELISA-KUOPPALEVYJEN BLOKKAAMINEN LIITE 10

Biolaaketieteenlaitos, fysiologian yksikko Tyo6ohje 1.1.10
Oulun Yliopisto 20.9.2011
Laatinut: Ulla Lahtinen Tarkastanut; Johanna Veijola

KUOPPALEVYJEN BLOKKAAMINEN
TYON TAUSTAA

ELISA-kuoppalevyt ovat ELISA-testeissa kaytettyja testialustoja, joihin tartutetaan tutkittava
analyytti, vasta-aine tai sen antigeeni. Ensin levyille koutataan analyytti, minkéa jalkeen kuop-
pien tyhjat paikat blokataan eli suljetaan, jottei diagnostiikassa kaytettyja vasta-aineita/ nayt-
teet tarttuisivat pohjaan vaan analyyttiin.

VALINEET JA TARVIKKEET
Mantapipetti

Karkia

Kuoppalevypesuri Biotek ELx50
Elisa-lukulaite, Victor3
Jateastia

LIUOKSET JA REAGENSSIT

Koplauspuskuri, 0,1 M Bikarbonaattipuskuri

1XPBST pesupuskuri

Blokkauspuskuri, 1% BSA- 0,2% gelatiini- 0,05% Tween20- 1xPBS
Tween20

deion. H,O

TYON OSUUS
Liuokset

1. Tee 1xPBST pesupuskuri pipetoimalla 500 ml:aan 10xPBS 2,5 ml Tween20. Ravista
hyvin, jotta kaikki tween liukenisi. Siirrd liuos 5000 ml:an mittapulloon ja tayta deion.
vedelld. Huomio vaahtoaminen.

2. Tee blokkauspuskuri punnitsemalla 2 g gelatiinia autoklaavin kestavaan astiaan. Lisaa
juuri ennen autoklavointia 100 ml 10xPBS ja tayta litraksi vedella. Autoklavoi. Muista
jattda noin ¥ pullon tilavuudesta vajaaksi kiehumisen ja laajenemisen varalta ja
korkki l6ysasti kiinni. Lisda 10 g BSA:ta jadhtyneeseen liuokseen. Steriilisuodata liu-
0s 0,22 pum filtterilla. Lisda lopuksi 500 ul Tween20. Sailyta blokkauspuskuria + 4°C.

Tyb6vaiheet
1. Poista liuos koutatuista levyista joko kasin pipetoimalla tai kaatamalla liuos levyistéa (jos
kuopissa samaa liuosta).
2. Pese levyt pipetoimalla kuoppiin 250 pl 1XPBST pesupuskuria. Kaada pois. Toista.
3. Blokkaa kuoppalevyt pipetoimalla kuoppiin 200l blokkauspuskuria ja inkuboi levyja
huoneenlammd@ssa ravistajassa noin 20 minuuttia.
4. Pese levyt kahdesti 250ul 1xPBST pesupuskurilla.

Levyt ovat valmiita naytteita varten.
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1B10-G3 TUOTESELOSTE LIITE 11

Tuotenumero: 100UL1 VirtuaaliLaboratorio

TUOTETIETOJA

Nimi: 1B10

Pitoisuus:

Koko: 150 kd

Luokka: Monoklonaalinen

Tyyppi: Vasta-aine, IgG1

Klooni: 1B10-G3

Tuottoisanta: Hybridooma solulinja (Balb/c hiiri, hiiren lymfoomasolut)
Varastointi: -20 ®°C

Koostumus: 1XPBS-50%glyseroli

Puhtaus: Affiniteettipuhdistus (Protein A-sepharose)
SPESIFISYYS

Vasta-aine 1B10-G3 on spesifinen molekyylille NTproBNP, jota tuottuu elimist66n sydanin-
farktin aikana. 1B10.G3 sitoutuu antigeeninsa peptidiketjun aminohappoihin 22-28.

SOVELLUTUKSET

Westernblot 3 pg/ 1ml

Elisa 1:10 000

HERKKYYS

Tuotteen herkkyys antigeenillensa on 77 fmol. (Testattu kdyttden X76-proteiinia, joka on
rekombinantti ihmisen NTproBNP,_;¢-proteiini fuusioituna histidiinihdnnan sisaltavaan tio-
redoksiiniin.)

Manufactured by VirtuaaliLaboratorio, VAIN TUTKIMUSKAYTTOON.
Tiedetie 10, 90100 Oulu, FINLAND  Tel:+358-408342716
http://www.virtuaalilaboratorio.fi
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VIRTUAALILABORATORION LAITELUETTELO

VIRTUAALILABORATORION LAITELUETTELO

LIITE 12/1

Huone nro F225 ‘ kom-era

Laite Toimittaja Sarjanumero KOM-koodi Hankittu
Elisa-lukulaite, Victor 3-laitteisto (1420 multilabel counter) Perkin Elmer 427055 91066-1 10.7.2006
Kuoppalevypesuri, Biotek ELx50 217661 44477

PCR-laite Biometra TPersonal Combi Biofellows 2910117 93259-1 12.10.2007
PCR-laite N8010177 Perkin Elmer P17006 24506-1 1.1.1994
Ravistelija, HeildolphTitramax 1000 VWR 110711788 94021-1 8.2.2008
Eppendorf-sentrifugi, Galaxy 16 DH VWR R612275 93454-1 13.11.2007
Magneettisekoittaja, CIMARE C2 THERMO SP Oriola oy 775960584273 35946-1 1.1.1996
Magneettisekoittaja, CIMARE C2 THERMO SP Oriola oy 775960584255 35945-1 1.1.1996
Lampoblokki, Analog healtblock VWR 071025015

Vortex, malli G-560 E VWR 2-77894

Vortex, malli G-560 E VWR 2-37992

Pyororavistelija, Dade, SMI Vortexer S-8215-1X Oriola oy 762 43971 27.2.1998
Jadkaappi, Rosenlew numero 42

Pakastin, arkku, Gram numero 21

Pakastin, pysty, Siemens numero 41

Pakastin, pysty, Siemens numero 40

Konsentrointilaite, Masterflex Cole-Parmer Instrument Company M10001949 1.9.2011

Monikanavamantapipetti, FINNPIPETTE, 5-50 ul Thermo Scientific
Monikanavamantapipetti, FINNPIPETTE, 30-300 pl

Mantapipetti, FINNPIPETTE, 30-300 pl

Thermo Electron corporation
Thermo Scientific
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VIRTUAALILABORATORION LAITELUETTELO LITE 12/2
Mantapipetti, FINNPIPETTE, 5-50 pl Thermo Electron corporation

Mantapipetti, finnpipette, 0,5-10 pl Thermolabsystems N91335/4500

Mantapipetti, finnpipette, 100-1000 pl Thermolabsystems $29517/4500

Huone nro F226

Laite Toimittaja Sarjanumero KOM-koodi Hankittu
Vaaka, Sartorius handy H51 133233 24254 1.1.1994
Vaaka, Sartorius 1212 MP 2705013

Huone nro F224

Laite Toimittaja Sarjanumero KOM-koodi Hankittu
Nestetuikelaskuri, Clinigamma 1272 LKB Wallac 2721435 2508-1 1.1.1992
Nestetuikelaskuri, Multigamma 1260 LKB Wallac 600419 24205-1 1.1.1982
Huone nro F222

Laite Toimittaja Sarjanumero KOM-koodi Hankittu
Sentrifugi, Sorvall RC 3B plus 9500826

Jadkaappi, Rosenlew, Fysiol 92.2 numero 34

Huone nro F221

Laite Toimittaja Sarjanumero KOM-koodi Hankittu
Lampdravistelija, IKA RS 4000 IKA 07.139533

Lamporavistelija, Ecotron Berner 109099 90441 21.4.2006
Lampokaappi, Termaks B80250 Oriola Oy 990225 56820 29.2.2000
Eppendorf-sentrifugi, Galaxy 16DH R905087

81



VIRTUAALILABORATORION LAITELUETTELO

LIITE 12/3

Mikrosentrifugi 027461

Vortex Genie Scientific industries 10534

Pystypakastin, Miele Expert numero 43 95246-1 14.11.2008

Jadkaappi-pakastin, Rosenlew numero 22

Pakastin, arkku, Arctiko ULTF 20111490813

Mantapipetti, BIOHIT Proline 1-5 ml 6040485

Mantapipetti, BIOHIT Proline 5-50 pl AM36692

Mantapipetti, BIOHIT Proline 0,5-10 pl AM36253

Mantéapipetti, BIOHIT Proline 200-1000 pl AQ35330

Mantapipetti, BIOHIT Proline 50-200 pl AM55495

Mantéapipetti, BIOHIT Proline 1-5 ml AM39242

Huone nro F219

Laite Toimittaja Sarjanumero KOM-koodi Hankittu
56102657 JN

Fraktionkeraaja, RediFrac Pharmacia Biotech 007348

Putkisekoittaja, S/P Multi-Tube Vortexer, Baxter Oriola Oy 93805 24416 1.1.1991

Sentrifugi, Heraeus Christ Biofuge A 129543

Vortex, G-560E VWR 2-40809

Vortex, G-560E VWR 2-40899

Jadkaappi, AEG, fysio laitos 91.13 numero 17

Pakastin, AEG, fysio laitos 91.12 numero 18

Huone nro F229 (soluviljely) |

Laite Toimittaja Sarjanumero KOM-koodi Hankittu

Inkubaattori, Heto Cell House 170 Hi
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VIRTUAALILABORATORION LAITELUETTELO

Sentrifugi, Heraeus Labofuge 400 E Thermo Scientific
Mikrosentrifugi, Costar

10 MVSS-04628

LIITE 12/4

Vesihaude, Julabo U3 - 8022003 13519 1.1.1980
Vortex Genie 2, VWR Prolab 2-62608 2524 1.1.1994
Jadkaappi-pakastin, Rosenlew numero 26
Huone nro F230 (soluviljely) ‘
Laite Toimittaja Sarjanumero KOM-koodi Hankittu

090-131.001
Faasikontrastimikroskooppi, Leica Leica Nilomark 520802 35958 1.1.1996
Inkubaattori, Forma Scientific, CO2 incubator
Pumppu, Divac 0,6 L
Laminaarikaappi
Magneettisekoittaja, 2Mag magnetic motion, bioMIXdrive 4 H36007
Huone nro F218 (pimio) |
Laite Toimittaja Sarjanumero KOM-koodi Hankittu
Sinivalopo6yta, Safe imager, Finnzymes oy $37102 94401 15.5.2008
DNA-kuvantamislaite, Lamag Reprostar 2

kuuluvat yh-

Geelikamera, AlphaDigiDocPro Finnzymes oy 4826201516 94382 13.5.2008 | teen
Huone nro F209B
Laite Toimittaja Sarjanumero KOM-koodi Hankittu
Sentrifugi, Sorvall Super Speed RC 2-B - 72235 2501 1.1.1972
Sentrifugi, Thermo Scientific SL 40 R Thermo Fisher Scientific oy 40969119 96249 1.6.2009
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VIRTUAALILABORATORION LAITELUETTELO

LIITE 12/5

Jaahilekone, Simag SPR 165 SoloTop OB 21034 87265 9.2.2005
Puhdasvesijarjestelma SG, Ultra clear TWF UV plus TM Hyxo oy 095485-01 92025 22.12.2006
Huone nro F209C

Laite Toimittaja Sarjanumero KOM-koodi Hankittu
Spektrofotometri, Gene Quanr, Amersham Amersham Biosciences 89251 84850 9.1.2004
Spektrofotometri, Nanodrop 2000 Thermo Scientific Finzymes 2543 97109 24.11.2009
Sentrifugi, Biofuge pico, Heraeus Instrumed/ Suomi 75003280 35954 1.1.1996
Sekoitin, Sucroagitator

Hybaid mini 10

Huone nro F207

Laite Toimittaja Sarjanumero KOM-koodi Hankittu
pH-mittari, Consort P600, Scientific Instrument Teopal Oy 49287 67011 13.12.2000
Virtalahde, Biorad Power Pac 300 311BR3583

Virtaldhde, Biorad Power Pac 300 283BR09328

Virtaldhde, Biorad Power Pac basic Biorad Laboratories 041BR09328 87483 22.2.2005
Agarose ajolaite, Biorad 711BR04154

SDS-ajolaite, Biorad 36E/0004

Trans-Blot SD, Semidry transfer cell, Biorad 221BR 40871

Sekoittaja, Heidolph rotamax 120 VWR 080906486 96988 5.11.2009
Vaaka, Sartorius BP 310 P Oriola oy 40604715 34864 1.1.1996
Vaaka, Ohaus CS 2000 9-12VDC

84



