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Tassa opinnaytetydssa optimoitiin kuusen (Picea abies) solukkoviljeltyjen solujen plas-
mamembraanien puhdistusmenetelméa. Menetelmana kaytettiin dekstran- polyetyleenigly-
koli-kaksifaasiuuttoa, joka perustuu membraanien erottumiseen toisistaan niiden pinta-
ominaisuuksien mukaan. Optimointiin kuului solujen homogenisointipuskurin ja homo-
genointiolosuhteiden seka faasisysteemin komponenttien oikean pitoisuuden maarittami-
nen.

Tyo liittyi l1&heisesti Helsingin yliopiston maa- ja metsataloustieteellisen tiedekunnan sovel-
tavan biologian laitoksen ligniiniprojektin tutkimuksiin, jossa erdéané kohteena ovat perok-
sidaasivalitteisen ligniinin biosynteesiin tarvittava H,O, ja sen syntymekanismit. TAman
tyon tavoitteena oli valmistaa puhtaita, entsyymiaktiivisuutensa sailyttédneitd plasmamem-
braaneja seka tutkia, 16ytyykd plasmamebraaneista NADPH-oksidaasia, joka on yksi
mahdollinen H,O;:n tuottoon tarvittava entsyymi.

Plasmamembraanien puhdistus aloitettiin solujen homogenisoinnilla ja sentrifugoimalla
solun kalvot eroon solun muista partikkeleista, jonka jalkeen kalvot uutettiin polymeeri- ja
suolapitoisuudeltaan erilaisissa faasisysteemeissé. Eristettyjen plasmamembraanien puh-
taus tarkistettiin erilaisten merkkientsyymien avulla. Fraktioista mitattiin kalloosisyn-
taasiaktiivisuus seka vanadaatti-sensitiivinen ATPaasi-aktiivisuus. Muiden kalvojen kon-
taminaatio fraktioissa maaritettin mittaamalla fraktioiden klorofyllipitoisuudet sek& syto-
kromi c-oksidaasi-aktiivisuudet. Lopuksi puhdistetut plasmamembraanit ajettiin natiivigee-
lielektroforeesissa, jonka jalkeen geeli varjattiin kayttAmalla nitroblue tetrazoliumia mah-
dollisen plasmamembraanissa sijaitsevan NADPH-oksidiaasin identifioimiseksi.

Puhdistuksessa oikeilla homogenisointiolosuhteilla havaittiin olevan hyvin merkittava rooli
plasmamembraanien saannon ja puhtauden kannalta. Talle materiaalille faasisysteemin
polymeeripitoisuus 6.1 %, jossa on 3 mM KCI, antoi parhaimman tuloksen.

Tasta opinnaytetydsta saatuja tuloksia voidaan jatkossa kayttdd hyvaksi puhdistettaessa
plasmamembraaneja kuusen soluista niin lignifikaatioon kuin muihinkin solun tapahtumiin
kohdistuvia tutkimuksia varten.
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In this graduate study, isolation method for plasma membranes of suspension-cultured
cells of Norway spruce (Picea abies) was optimized by using dextran-polyethylene glycol
two-phase partitioning as a method. In this method, the membranes are separated ac-
cording to the differences in their surface properties. The optimatisation included the de-
termination of homogenization buffer, homogenization properties and the right concentra-
tion of the components in the polymer phase system.

This study was carried out as a part of the recearch in the lignin project at the the Depart-
ment of Applied Biology of the Faculty of Agriculture and Forestry at the University of Hel-
sinki. One aim of the research in the ligning project is to study lignification-related H,O,
generation in the cell walls of spruce cells. The objective of this graduate study was to
prepare pure plasma membranes with active enzymes and to identify the possible plasma
membrane-bound NADPH-oxidase in plasmamembranes, which may be a candidate for
producing H,0..

The purification of the plasma membranes started with cell homogenization and by isolat-
ing the membranes from the other cell particles by centrifugation. After this, the mem-
branes were extracted in different two-phase systems by varying the polymer and salt
concentration. The purity of the isolated plasma membranes was detected using specific
enzyme markers such as callose synthase Il and vanadate sensitive ATP-ase. The con-
tamination of the intracellular membranes was measured by using chlorophyll and cyto-
chrome c-oxidase as markers. The purified plasma membrane proteins were separated by
native PAGE, and NADPH-oxidase activity assays were conducted in gel using nitroblue
tetrazolium as a substrate to detect superoxide produced by the enzyme.

This study shows that the method of homogenization has a significant effect on the yield
and purity of the plasma membranes isolated from Norway spruce cells. Also, with this
material the phase system concentrations of 6.1 % dextran and polyethylene glycol and 3
mM KCI, gave the best results.

The results of this study may be used not only for reseach in the ligning project but also in
other studies of Norway spruce cells that focus on the interaction between the cytoplasm
and the outer space of the cell.

Keywords: Plasma membrane, two-phase partitioning, enzyme marker
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1

JOHDANTO

Kasvisolujen eri kalvojen eristdmisessa toisistaan on lajista rippumatta kay-
tetty pitkdan menetelmana kaksifaasisysteemiuuttoa. Menetelman avulla on
onnistuttu menestyksekkaasti puhdistamaan plasmamembraaneja monista
eri kasveista, kuten pinaatista /1/, arabidopsiksesta /2/ ja vehnasta /3/.
Membraaneja on puhdistettu my6s puiden eri osien soluista kuten kuusen
(Picea abies) ja mannyn (Pinus sylvestris) juuristosta /4, 5/ sek& neulasista
/6/. Tutkimustulokset ovat osoittaneet kaksifaasisysteemiuuton olevan mene-
telmana nopea ja tutkittavalle materiaalille hyvin hellavarainen /7/. Toisaalta,
tutkittava materiaali vaikuttaa osaltaan uuton kulkuun. Tutkimusten mukaan

havupuut ovat materiaalina vaativampia kuin ruohovartiset kasvit /6/.

Kaksifaasisysteemiuutto perustuu membraanien jakautumiseen pintaominai-
suuksiensa mukaan kahden polymeeristd valmistetun faasin valilla. Ylei-
simmin kaytetyt polymeerit ovat dekstran ja polyetyleeniglykoli, joiden oikeal-
la konsentraatiolla faasisysteemissa on ratkaiseva merkitys erottelemisen
onnistumiseen. Koska tutkimuksen kohteena on biomateriaali, ndytteen ka-
sittely ja faasisysteemin polymeerien sekd muiden komponenttien optimaali-
set pitoisuudet vaihtelevat materiaalin mukaan ja jokaiselle uudelle materiaa-
lille on uutto-olosuhteet optimoitava erikseen. Kun olosuhteet saadaan tutki-
tulle materiaalille optimaalisiksi, voidaan talla menetelmalla paasta
90%:sesti, tai joissain tapauksissa jopa 100%:sesti, puhtaisiin plasmamem-

braaneihin.

Tassa tyosséa optimoitiin puhdistusmenetelma kuusen (Picea abies) suspen-
sioviljeltyjen  solujen  plasmamembraaneille, kayttamalla  dekstran-

polyetyleeniglykoli-faasiuuttoa niiden erottamiseen solun muista kalvoista.

Tyo liittyy l&heisesti Helsingin yliopiston maa- ja metsataloustieteellisen tie-
dekunnan soveltavan biologian laitoksen ligniiniprojektiin. Ligniiniprojektissa
tehtavan tutkimuksen yhtena tavoitteena on tutkia mm. peroksidaasientsyy-
mivalitteisen ligniinin synteesiin vaadittavan vetyperoksidin tuottoa solusei-
nassa. Tutkimuksen kohteena ovat plasmamembraanin entsyymit ja erityi-
sesti NADPH-oksidaasi.

Taman tyon tavoitteena oli valmistaa ligniinitutkimuksen tarpeisiin puhtaita,

entsyymeiltddn aktiivisia ja ulkopuoli ulospdin olevia plasmamembraani-



vesikkeleitd. NADPH-oksidaasin identifioimiseksi puhdistetuista plasma-
membraaneista ajettiin natiivigeelielektroforeesi, joka varjattin NADPH-

oksidaasiaktiivisuusvéarjayksella.

Plasmamembraanit puhdistettiin 4 vrk ikdisestd kuusen suspensioviljellyista
soluista. Viljelm& kuuluu kallussolukkolinjaan (A3/85), joka tuottaa solunul-
koista ligniinia /8/. Solukkolinja antaa erinomaisen mahdollisuuden tutkia lig-
niinin synteesiin osallistuvia entsyymeja, ja ennen kaikkea niita lignifikaation

myohaisia tapahtumia, joita ei vield tarkkaan ole selvitetty.

2 KIRJALLISUUSKATSAUS

2.1 Plasmamembraani; tarked rajapinta sytoplasman ja solun ulkoisen tilan valilla

Kasvisolu sisdltaa useita erilaisia kalvostoja, joista uloinna on plasmamem-
braani eli solukalvo, joka on laheisessa kosketuksessa soluseindén. Plas-
mamembraanin lisdksi kasvisolu siséltdd monia solunsiséisia kalvoja, joita
ovat endoplasminen kalvosto, golgin laitteen kalvostot, mitokondrionaaliset
kalvot, kloroplastien tylakoidit, tumakalvo seka peroksisomien kalvot. Kaikki
kalvot muodostuvat kahdesta lipidikerroksesta, joihin on kiinnittyneena usei-
ta erilaisia proteiineja. Eri organellien kalvojen muoto sek& proteiini- ja ras-

vakoostumukset eroavat kuitenkin toisistaan. /9./

Plasmamembraanilla on sijaintinsa ansiosta tarke& rooli solun sisaisten or-
ganellien ja solun ulkoisen tilan valissa tapahtuvassa liikenteessa ja kom-
munikaatiossa. Se osallistuu erilaisten molekyylien kuten ionien ja fotosyn-
teettisten tuotteiden seka elektronien kuljetukseen solun ulko- ja sisapuolel-
le. Siin& sijaitsee reseptoreja, jotka toimivat solujen valisesséa viestiliiken-
teessa. Selluloosasyntaasikompleksinsa avulla plasmamembraani syntetisoi
selluloosaa, joka on yksi soluseindn komponenteista. Lisdksi plasmamem-
braani osallistuu toisen soluseindkomponentin, ligniinin, synteesiin kuljetta-

malla ligniinin esiasteet sytoplasman puolelta soluseinaan.

Plasmamembraani osallistuu myés solun patogeenipuolustukseen reseptori-
ensa kautta. Patogeenin tietyn osan tarttuessa reseptoriin, reseptori aktivoi-

tuu ja valittda signaalin, jolloin solun puolustusmekanismit aktivoituvat.



Elaimissa neutrofiilien NADPH—oksidaasi katalysoi reaktiota O, + NADPH —
O, ” + NADP" + H" /10/. Syntynyt reaktiivinen  superoksidiradikaali
(O,7) voi edelleen muuttua vetyperoksidiksi. Kasvisolun plasmamembraa-
nissa mahdollisesti sijaitsevan NADPH-oksidaasin on arvioitu osallistuvan
neutrofiilien tavoin solun puolustukseen, silla akillinen happiradikaalien ku-
ten superoksidin ja vetyperoksidin (H,O,) tuotto havaitaan myds kasvisoluis-

sa patogeenialtistuksen jalkeen /11/.

Jotta néita, sekd monia muita solun sisé- ja ulkopuolen vélisid tapahtumia
voidaan tutkia, on valttAmatonta pystya eristdmaan riittava maaré hyvin puh-

distettuja, entsyymiaktiivisuutensa sailyttaneitéa plasmamembraaneita.

2.2 Ligniinin biosynteesi

Ligniini on yksi kasvin soluseinan komponenteista selluloosan, hemiselluloo-
san ja pektiinin ohella. Se on vahva, vedenpitava polymeeri, joka antaa so-
luseindlle lujuutta. Lajista riippuen noin 15% - 35% kasvin puutuneiden osien
solujen soluseinasta koostuu ligniinisté. /12./ Soluseindn lignifikaatio alkaa
yleensa vasta kun seinan hiilihydraattikomponentit ovat jo syntetisoituneet,

jolloin ligniini tayttaa naiden valit ja kiinnitt&d& kuidut toisiinsa.

Ligniinin esiasteiden, monolignolien, biosynteesi tunnetaan melko hyvin /12/.
Ligniini  muodostuu  kolmesta fenyylipropaaniyhdisteesta, koniferyyli-,
p-kumaryyli-, ja sinapyylialkoholista, jotka ovat sitoutuneet toisiinsa erilaisin
sidoksin muodostaen hyvin kompleksisen ja heterogeenisen rakenteen. Al-
koholit syntetisoidaan solulimassa, josta ne kuljetetaan vesikkeleiden avulla
plasmamembraanin kautta soluseinddn. /12./ Varsinainen ligniinin synteesi
tapahtuu soluseindssa. Synteesi tapahtuu hapetusreaktioiden kautta, joissa
peroksidaaseilla on merkittdva rooli /13/. Solusein&n peroksidaasit kayttavat
H,0;:a. H,O, muodostuminen soluseindédn, sekd muut ligniinin synteesin

myohaiset vaiheet ovat kuitenkin vield osittain epaselvét.

Aikaisempien tutkimustulosten mukaan on mahdollista, etta jokin plasma-
membraanissa sijaitseva entsyymi osallistuu ligniinin biosynteesissa tarvit-
tavan vetyperoksidin tuottoon. Tassd tapauksessa entsyymi (NADPH -
oksidaasi) kayttaisi sytosolin NAD(P)H:ta hapen pelkistajana, tuottaen apo-

plastiseen eli plasmamembraanin ulkopuoliseen tilaan hyvin reaktiiviisia



happiradikaaleja, jotka muuttuvat helposti H,O:ksi. /14./ Peroksidaasit kayt-
tavat H,O, hapettimena, jolloin ligniinin esiasteet muuttuvat radikaaleiksi ja
reagoivat toistensa kanssa muodostaen ligniinille tyypillisen verkkoraken-

teen.

2.3 Kaksifaasiuutto plasmamembraanien puhdistusmenetelméana

Plasmamembraanien erottaminen muista solupartikkeleista dekstran-
polyetyleeniglykolifaasisysteemin avulla esiteltiin vuonna 1981 vaihtoehtona
siihen asti kaytetylle menetelmélle, joka perustui sokerigradienttisentrifugaa-
tioon /15/. Menetelm&n havaittiin olevan hyvin herkka ja hellavarainen solu-
jen ja erilaisten partikkelien, kuten mitokondrioiden ja kloroplastien seka
plasmamembraanien ja muiden kalvojen fraktioimiseksi. Toisin kuin gra-
dienttisentrifugaatio, joka perustuu organellien fraktioimiseen niiden tiheyden
mukaan, kaksifaasisysteemissa partikkelien jakautuminen eri faasien valilla
tapahtuu niiden pintaominaisuuksien mukaan /16, s. 327/. Menetelman
avulla paastaan korkeisiin puhtausprosentteihin ja noin 90 % tuotetuista

plasmamembraanivesikkeleista on suljettuina ja oikea puoli ulospain /17/ .

Plasmamembraanit eroavat pintaominaisuuksiltaan muista solun kalvoista ja
asettuvat uutettaessa padasiallisesti polyetyleeniglykolirikkaaseen ylafaasiin,
kun taas muut membraanit, kuten mitokondrionaaliset kalvot ja endoplasmi-
set kalvostot, asettuvat dekstran-rikkaaseen alafaasiin. Jakautuminen joh-
tuu osittain kalvojen erilaisista hydrofobisista/hydrofiilisistd ominaisuuksista.
120./

2.3.1 Faasisysteemin komponentit

Faasisysteemin paakomponentit ovat dekstran T500 ja PEG 3350 (polyety-
leeniglykoli), joista tehd&én ensin esimerkiksi 20 % ja 40% (w/w) kantaliuok-
set veteen. Faasiseokseen lisatdan sakkaroosia, puskureita ja suoloja, jotta
olosuhteet saadaan tutkitulle materiaalille optimaalisiksi /18/. Faasisysteemia
valmistettaessa on polymeerikonsentraatioissa otettava huomioon ns. kriitti-
nen raja, jonka alapuolella faasit eivat muodostu /19, s. 86/. Yleisimmin kay-
tettyjd ovat systeemit, joissa dekstran T500:n ja PEG 3350:n pitoisuudet

ovat 5.5 - 6.5 % (w/w) /7/. Jotta saanto ja membraanien puhtaus olisi opti-



maalinen, on jokaiselle uudelle materiaalille faasisysteemin polymeerikon-
sentraatio kuitenkin testattava erikseen. Kun etsitddn optimaalisia olosuhtei-
ta, faasisysteemin kooksi riittdé talloéin 4 g (3,0 g faasiseosta ja 1,0 g naytet-
ta) /21/.

2.3.2 Membraanien jakautumiseen vaikuttavat tekijat

Oikean polymeeripitoisuuden I6ytyminen on hyvin tarke&a, jotta membraanit
saadaan eroon toisistaan. Liian alhaisessa dekstraani- ja polyetyleeniglyko-
lipitoisuudessa kaikki solun membraanit jaavat ylafaasiin. Kun polymeeri-
konsentraatiota nostetaan, alkavat membraanit kerdantyéa interfaasiin ja lo-
pulta alafaasiin. Polymeerikonsentraation nousuun reagoivat herkemmin mi-
tokondrionaaliset kalvostot ja endoplasmakalvostot, kun taas kloroplastien
tylakoidit, Golgin laitteen kalvostot ja erityisesti plasmamembraanit reagoivat
hitaammin. /7./ Erottumiseen vaikuttavat osaltaan membraanien hydrofobiset

ja hydrofiiliset ominaisuudet, seka pinnalla olevat varaukset /21/.

Polymeeripitoisuuden lisaksi faasiseoksen suolapitoisuudella on merkittdva
vaikutus membraanien erottumiseen. Yleisimmin kaytetty yhdistelma on 2-5
mM KCI, yhdessa 5 mM kaliumfosfaatin kanssa. /7./ KCI lisays synnyttaa
faasien vdlille elektrostaattisen potentiaalin /20/, jolloin membraanit alkavat
erottua toisistaan niiden pinnalla olevien varausten voimakkuuksien mukaan.
Talléin herkemmin reagoivat mitokondrionaaliset membraanit ja endoplas-
makalvostot alkavat keraantya interfaasiin. Plasmamembraanit jaavat yleen-

sa vielda 5 mM KClI-konsentraatiossa ylafaasiin. /21./

Kuvassa 1 on esitettynd kaliumfosfaatti- ja KCl-lisdyksen vaikutus pinaatista

puhdistettujen kloroplastitylakoidien jakautumiseen yla- ja alafaasin valilla.
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Kuva 1. Kaliumfosfaatin (KPi) , pH 7.8 ja KCl:n vaikutus pinaatista puhdistettujen
kloroplastitylakoidien jakautumiseen 5.7 %:ssa (w/w) dekstranista ja polyteyleeniglu-
kolista valmistetussa faasisysteemissa. Lampotilassa +4°C. /22, s. 284./

Tutkitulle materiaalille optimaaliset faasisysteemin komponenttipitoisuudet
voidaan maarittdd uuttamalla naytettd ensin polymeerikonsentraatioiltaan
erilaisissa faasiseoksissa, niin etta pitoisuuksista tulee nouseva sarja. Kun
konsentraatio, jossa suurin osa plasmamembraaneista on yléfaasissa ja
suurin osa muista solun Kkalvoista alafaasissa, l0ytyy, tutkitaan KCI-

pitoisuuden vaikutus kyseisessé faasisysteemissa. / 7./

Membraanien jakautumiseen faasien valilla vaikuttaa polymeerikonsentraa-
tion ja suolapitoisuuden lisdksi [ampdtila. Tasta johtuen on tarkeaa pitaa va-
littu lampdtila (esim. + 4°C ) samana faasien valmistuksen ja naytteen uut-
tamisen ajan. Jotta kalvojen entsyymit pysyvat aktiivisina, on erottelu tehtava
kylmassa. /19, s. 93./

2.3.3 Menetelmén kuvaus

Kalvojen erottelua varten kasvisolunayte homogenisoidaan ja uutetaan so-
pivalla puskurilla. Naytteen proteiineja suojaamaan puskuriin voidaan lisata
esim. BSA:ta (naudan seerumi albumiini), kysteiinia ja askorbiinihappoa.
Kysteiini toimii askorbiinihapon kanssa naytteesséa olevien fenolien pelkista-
jina (antioksidanttina). /22, s. 60; 4./ Fenolit ovat hapettuessaan hyvin reak-
tiivisia, ja reagoivat proteiinien kanssa muodostaen kinoneja, joka nakyvét

naytteen varjaytymisend ruskeaksi. My6s polyvinyylipyrrolidoni puskurissa



suojaa proteiineja sitoen fenoleja. Homogenaatista eristetdan kalvot sentri-

fugoimalla. Kalvot suspensoidaan samaan puskuriin, kuin mita faasisysteemi

sisaltaa. /21./

Suspensiota pipetoidaan esimerkiksi falcon-putkeen punnitun faasisystee-
min pdaalle niin, ettd haluttu ja lopullinen faasisysteemin paino saavutetaan
(taulukko 1). Putkea kdannellaan 20 - 30 kertaa. Faasit saadaan erottumaan
toisistaan sentrifugoimalla putkea muutaman minuutin ajan, jolloin yla- ja
alafaasin vdlille syntyy selva interfaasi. Tall6in yl&faasi on samea, mika
osoittaa sen sisdltavan kalvoja, interfaasi vaalea, ja alafaasi vihrea, mika
osoittaa sen sisaltavan kloroplastien kalvoja. /21./ Jotta plasmamembraanit
saadaan mahdollisimman puhtaaksi on faasitus tehtavd useammassa osas-

sa /7/. Erottelun kulku on esitettyna kuvassa 2.

No of steps

Kuva 2. Plasmamembraanien (0) erottaminen muista solun kalvoista (e) kaksi-
faasisysteemilla. Kun nayte on pipetoitu faasisysteemin paélle, sekoitettu ja sentrifu-
goitu, 90 % ylafaasista U; poistetaan pipetilla varoen rikkomasta interfaasia ja faasi-
tetaan uudelleen kahdesti uuden alafaasin kanssa, joihin on lisétty 10 % uutta yla-
faasia. Nain saadaan U;. Saannon parantamiseksi ensimmaisesté faasituksesta
jaanyt alafaasi faasitetaan uuden yléafaasin kanssa, jolloin saadaan U;' . Taman jal-
keen U;' uudelleenfaasitetaan edellisista faasituksista jadneiden alafaasien kanssa,
niin etté lopulta saadaan Us'. /7, s. 456./



2.3.4 Fraktioiden puhtauden maaritys merkkientsyymien avulla

Kun faasitus on suoritettu, fraktioiden puhtaus voidaan maarittad kayttamalla
kullekin kalvotyypille spesifisia entsyymeja markkereina. Tallaisia merkkient-
syymeja ovat esimerkiksi plasmamembraanien glukaanisyntaasi Il eli kal-
loosisyntaasi (EC 2.4.1.3) /22, s. 68/ sek& mitokondrioiden sisakalvojen sy-
tokromi c-oksidaasit (EC 1.9.3.1) /19, s. 99/. My6s muita kuin entsyymeja
voidaan kayttdd apuna eri kalvojen maarittémisesséd naytteestd. Téallaisia
kalvomerkkeja ovat esimerkiksi kloroplastitylakoideihin kiinnittyneet klorofyl-
lit.

Klorofyllipitoisuus naytteestéa voidaan maarittdd spektrofotometrisesti. Sen
maadrittAminen naytteestd perustuu kaikille variaineille tyypilliseen ominai-
suuteen absorboida valoa maksimaalisesti tietylla aallonpituusalueella. Klo-
rofylleilla on kaksi valon absorbtiomaksimia: 400-480 nm (violetti-sininen) ja
620-680 nm (oranssi-punainen). Klorofylleja on useita eri tyyppeja. Tarkein
niistd on klorofylli-a, jota 10ytyy kaikista happea tuottavista ja yhteyttavista
organismeista. Muita tyyppeja kutsutaan apupigmenteiksi, silla ne siirtavat
absorboimansa energian edelleen klorofylli-a:lle. Maaritettdessa naytteen
klorofylli-a -pitoisuutta, ndyte laimennetaan puskuriin, joka siséltdad Mg?*-
ioneja. Lisatty Mg varmistaa klorofyllin keskusatomina toimivan Mg pysymi-
sen paikallaan. Absorbanssi mitataan klorofyllin maksimiaallonpituusalueilta
ja naytteen klorofyllipitoisuus lasketaan saatujen absorbanssiarvojen avulla.
123./

Mitokondrionaalisten kalvojen maara naytteessa voidaan maarittdd mito-
kondrion sisékalvolla sijaitsevan sytokromi c-oksidaasi -entsyymin (EC
1.9.3.1) avulla. Entsyymi osallistuu hengitysketjuun vastaanottamalla syto-
kromi c:Ité elektronin jolloin sytokromi c¢ hapettuu. Sytokromi c:n hapettumi-
nen voidaan detektoida spektrofotometrisesti, silla hapettuneen ja pelkisty-
neen muodon spektrit poikkeavat toisistaan. Hapettuneen sytokromi c:n ab-
sorbanssi aallonpituusalueella 550 nm on huomattavasti pelkistynytta korke-
ampi. /22, s. 166./

Plasmamembraanien puhtauden tarkistamisessa on kuitenkin ongelmana
juuri plasmamenbraaneille spesifisten entsyymien vahyys. Kyseisia entsyy-
meja on kaytdssa vain kaksi: kalloosisyntaasi (EC 2.4.1.3) ja vanadaatti-
sensitiivinen (K*, Mg )- ATPaasi (EC 3.6.1.3).



Plasmamembraanissa sijaitseva vanadaattisensitiivinen, K* -ioneilla aktivoi-
tuva (Mg?) ATPaasi (EC 3.6.1.3) poikkeaa solun kahden muun ATPaasin,
tonoplastien ja mitokondrionaalisten kalvojen ATPaasien toiminnasta sillg,
ettd se voidaan inhiboida vanadaatilla. (K*, Mg?") ATPaasin aktiivisuus nayt-
teessa voidaan maarittaa Baginskin ja Zakin menetelmalla /24/, joka perus-
tuu ATPaasin toiminnassa vapautuneen inorgaanisen fosfaatin ja liuokseen
lisdtyn molybdaatin muodostaman kompleksin varjddmiseen askorbiinihapol-
la pelkistamélla ja detektoimiseen spektrofotometrilla. Askorbiinihappo liuo-
tetaan TCA:han (trikloorietikkahappo). TCA:n lisdyksesta johtuva pH:n lasku
pysayttdd reaktion. Reaktioseokseen lisataan arseniittia, jotta ylimaarainen
molybdaatti sitoutuisi siihen, eik& nain reagoisi pH:n laskusta johtuvan ei-
entsymaattisesti vapautuvan fosfaatin kanssa. Jotta solun muut ATPaasit ei-
vat aiheuta vaaristymia aktiivisuustuloksissa, voidaan reaktioseokseen lisata
naitd inhiboivia aineita. Esimerkiksi puskuriin lisattdvd NaN; inhiboi mito-
kondrion ATPaasin toimintaa /25/. Vaaristymia voidaan myods vahentaa valit-
semalla reaktioseokseen oikea pH. Jokaisella ATPaasilla on oma optimi-
pH:nsa, jossa ne voivat toimia. Plasmamembraanin ATPaasi entsyymi sijait-
see sytoplasman puolella. Tasta syysté reaktioseokseen on lisattava deter-

genttia, joka lisad membraanien lapaisevyytta.

Toisen plasmamembraanimarkkerin, 1,3-B-D-glukaanisyntaasi Il
(EC 2.4.1.3), aktiivisuus voidaan detektoida radiokemiallisesti nestetuike-
laskimella kayttamalla radioaktiivisesti leimattua UDP-glukoosia substraatti-
na. 1,3-8-D-glukaanisyntaasi Il ts. kalloosisyntaasi muodostaa membraanin
ulkopinnalle kalloosiketjua liittamalla glukoosiyksikoité toisiinsa. Kun ent-
syymi-substraattiliuos pipetoidaan selluloosapaperille, kiinnittyvat syntyneet
kalloosiketjut paperiin vetysidoksilla. UDP-glukoosimonomeerit voidaan tal-
[6in pesta pois ja ndytteen, eli syntyneen polymeerin radioaktiivisuus maarit-
tad. Entsyymi tarvitsee aktivoituakseen Ca* -ioneja. Myds spermiinin on to-
dettu aktivoivan entsyymin toimintaa /26/. Glukaanisyntaasi Il -aktiivisuuksia
mitattaessa naytteesta tuloksia saattaa vaarentdd kasvisoluissa sijaitseva
toinen glukoosista ketjua syntetisoiva entsyymi. Tama 1,4-B-D-
glukaanisyntaasi |, joka sijaitsee Golgin laitteen kalvolla, aktivoituu myds
spermiinilla, mutta tarvitsee toimiakseen Mg®*-ioneja. Jos reaktioseoksen
UDP-glukoosipitoisuus on hyvin pieni (uM) ja seoksessa on Mg**-ioneja,
syntynyt glukoosiketju on todennakdisemmin perdisin Golgin laitteesta. /22,
s. 145/
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3 MATERIAALIT JA MENETELMAT

Tybssd optimoitiin kuusen solukkoviljeltyjen solujen plasmamembraanien
puhdistusmenetelmé. Tasséa luvussa esitelldén tydssa kaytetyt materiaalit ja

menetelmét sekd kuvataan tyén suoritus.

Optimointi toteutettiin Larssonin ym. menetelmén pohjalta /7/, kayttaen erot-

tamisessa dekstran-polyetyleeniglykoli-kaksifaasisysteemia.

3.1 Materiaali

Kalvoeristyksissa kaytettiin kuusen (P. abies) kallusviljelman (A3/85) soluja
/8/.  Kalluslinjaa yllapidettin Karkénen ym. mukaan /27/ kiinteélla 2-N-
alustalla, pH 5.6, jossa oli 10 uM 2,4-dikloorifenoksietikkahappo (2,4-D) ja
2.5 uM kinetiini kasvunsaatelijoind seka 58.4 mM sakkaroosi, 0.56 mM myo-
inositoli ja N6-makroravinteet, T-mikroravinteet, NaFe-EDTA sekd MS-
vitamiineja /28/. Solut siirrettiin neljan viikon valein uudelle alustalle ja kasva-
tettiin 25°C:ssa heikossa valossa (n. 30 pmol m? s™, 18 h valo / 6 h pimea).
Kalvoeristyksia varten solut siirrettiin kallusalustalta suspensioalustalle, noin
1 g soluja / 50 ml kasvualustaa, jossa oli 2,4-D (0.5 pM), kinetiini (2.5 pM), T-
makro- ja mikroravinteet, 58.4 mM sakkaroosi, 0.56 mM myoinositoli, NaFe-
EDTA seka MS-vitamiineja. Viljelmia inkuboitiin ravistelussa (100 rpm)

+25°C lampdtilassa valorytmissa 16 h valo / 8 h pimea.

Neljan vuorokauden liuosviljelyn jalkeen kasvatusalusta poistettiin, solut pes-
tiin Buhner-suppilossa tislatulla vedelld, punnittin ja siirrettiin nestetypen

kautta -80°C:seen, josta ne tarvittaessa otettiin kayttoon.

3.2 Faasisysteemien valmistus
3.2.1 Faasisysteemi

Faasituksen optimointia varten homogenisoidut kuusen kallussolut uutettiin
polymeeri- ja suolapitoisuuksiltaan erilaisissa faasisysteemeissd. Faasien
valmistamista varten Dekstran T500:sta (Amersham Biosciences) ja PEG
3350:sta (Sigma) valmistettiin ensin 20% (w/w) ja 40% (w/w) kantaliuokset

veteen. Koska dekstran liukenee veteen huonosti osa vedesta lisattiin dekst-
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ranin paalle, jolloin muodostui ensin pasta, johon lopullinen vesimaara huo-

lellisesti sekoittaen lisattiin. Valmiit kantaliuokset sailytettiin - 20°C:ssa.

Faasisysteemit valmistettiin 15 ml:n falcon-putkiin vaa'an avulla. Komponen-
tit siirrettiin edellisena paivana kylmaan (+5° C). Taulukossa 1 on esitettyna
polymeerikonsentraatioiltaan 5.7-6.3% faasisysteemien komponentit ja nii-
den méaarat. Kantaliuokset pipetoitiin taulukon 1 mukaisessa jarjestyksessa,
jolloin painavimmat komponentit punnittiin ensin. Nain voitiin helposti korjata

yliannostelut, koska viimeksi lisétty komponentti jai aina edellisen paalle.

Taulukko 1. Eri faasisysteemien komponentit ja niiden pipetointimaarat, kun KCI-
pitoisuus on 3 mM.

Komponentti 5.7/5.7% 5.9/5.9% 6.1/6.1% 6.3/6.3%
DXT500 (20% wi/w) 1149 1.18¢g 1.22¢g 1.26¢g
PEG 3350 (40% wi/w) 0.57¢g 0.59¢ 0.61g 0.63¢g
Sakkaroosi 0.339g 0.339g 0.339g 0.339¢
0.2 M K-fosf, pH 7.8 (loppupit: 5 mM) 75 pl 75l 75l 75 ul

2 M KCI (loppupit. 3 mM) 4.5 pl 4.5 pl 4.5 pl 4.5 pl
0.5 M DTT 50 mM EDTA:ssa * 8 ul 8l 8ul 8 ul
(loppupit.1 mM DTT, 0.1mM EDTA)

Vetta kunnes paino 3.009 3.00¢ 3.00¢g 3.00¢g
Nayte” 1.0m  1.0m  10ml  1.0ml
Faasisysteemin paino 4.009 4.00 g 4.00 g 4.00 g

) tuore 0.5 M DTT 50 mM EDTA:ssa listtiin vasta faasierottelun aikana niin, etta
loppupitoisuus faasissa oli 1 mM DTT, 0.1mM EDTA

*) Nayte lisattiin faasisysteemin vasta uutettaessa, jolloin faasisysteemin lopulliseksi
painoksi tuli 4.00 g.

3.2.2 Erilliset yla- ja alafaasit

Uuttotuloksen parantamiseksi valmistettiin erillisia yla- ja alafaaseja. Faasit
valmistettiin erotussuppilossa, niin etté faasisysteemin kooksi tuli 225 g. Po-
lymeeripitoisuuksiksi valittiin kirjallisuuden perusteella 6.5 % ja KCI pitoisuu-
deksi 3 mM /6/. Taulukossa 2 on esitettyna erillisten yla- ja alafaasien val-
mistuksessa kaytettyjen komponenttien pipetointimaarat. Faasien valmistus

tehtiin kylm&huoneessa. Komponentit punnittiin ja kaadettiin erotussuppi-
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loon. Suppiloa ravisteltiin ja faasien annettiin erottua yon yli. Seuraavana

paivana yla- ja alafaasit keréttiin erikseen ja sailottin -~ -20°C:seen.

Taulukko 2. Erillisten yla- ja alafaasien valmistuksessa kaytetyt komponentit ja nii-
den punnitusmaarat 6.5 %:ssa faasisysteemissa

Komponentti 6.5 %
DXT500 (20% wi/w) 69.75 g
PEG 3350 (40% wi/w) 34.875¢g
Sakkaroosi 25.425¢g
0.2 M K-fosf, pH 7.8 (loppupit.5 mM) 5.625 ml
2 M KCI (loppu pit. 3 mM) 0.3375 ml
0.5 M DTT 50 mM EDTA:ssa °

Vetta kunnes paino 2259
Faasisysteemin paino 2259

‘) tuore 0.5 M DTT 50 mM EDTA:ssa liséttiin vasta faasierottelun aikana niin, etta
loppupitoisuus faasissa oli 1 mM DTT, 0.1mM EDTA

3.3 Plasmamembraanien eristyksen optimointi

3.3.1 Homogenisointi ja faasisysteemin polymeerikonsentraation maaritys

Naytteen homogenisoinnissa kokeiltiin useita eri menetelmia. Aluksi (uutto 1)
solut homogenisointiin Larssonin ym. mukaisesti /7/ soveltavin osin. Solut
(23.71 g) hierrettin huhmareessa jailla kayttden 23,7 ml 50 mM  3-(N-
morpfolini)propaanisulfonihappo (MOPS) —KOH-puskuria, pH 7.5, jossa ol
5 mM EDTA, 0.33 M sakkaroosi, 5 mM DTT (ditiotreitoli, tuore), 5 mM as-
korbiinihappo (tuore), 0,5 mM PMSF (fenyylimetyylisulfonyylifluoridi, tuore)
ja 0,6 % (w/v) Polyclar AT (Serva) /7/. Suurimpien soluriekaleiden poistami-
seksi, homogenaatti suodatettin Miracloth-kankaan (CalBiochem) l&pi sentri-
fuugiputkiin. Miraclothiin jai paljon materiaalia. Suodos sentrifugoitiin (10 000
g, 10 min, +4°C), jolloin ehjat plastidit, mitokondrioit ja muut solun osat saa-
tiin erilleen kalvoista. Supernatantti oli variltdan vinreaa, mik& osoitti sen si-
saltavan kloroplastikalvoja. Supernatantti siirrettiin uusiin putkiin ja putket ta-
sapainotettin 50 mM MOPS-KOH-puskurilla, jossa oli 0.33 M sakkaroosi.
Solukalvot pelletoitiin sentrifugoimalla ultrasentrifuugilla (Optima L-90K ultra-

centrifuge, Beckman Coulter, 70 000 g, 1 h, +4°C), jonka jalkeen pelletit oli-
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vat tumman vihreita. Pelletit yhdistettiin ja suspensoitin 4,5 ml 5 mM K-
fosfaattipuskuria, pH 7.8, jossa oli 0.33 M sakkaroosi, 1 mM DTT (tuore) ja
0.1 mM EDTA sekd 3 mM KCI. Seos homogenisoitiin lasihomogenisaattoris-
sa. Faasitusta varten 1 ml naytettd pipetoitiin 5.5 %, 6.0 %, 6.25 % ja 6.5 %
faasisysteemien péaalle, joissa oli 3 mM KCI. Faasitus suoritettiin kuten lu-
vussa @ kerrotaan, niin ettd ylafaasit faasitettiin kolmesti uusien alafaasien

kanssa.

Uutossa 2 homogenisointipuskuria modifioitiin lisidmalla siihen proteiineja
suojaamaan 0,5 % (w/v) BSA (naudan seerumialbumiini, A-2153; Sigma) ja
4 mM Kkysteiini (tuore, pelkistynyt muoto, Fluka) seka lisddmalla Polyclar
AT:n (10 % wl/v) ja sakkaroosin (0,5 M) maéaraa puskurissa. Solut (58,62 g)
homogenisoitiin jalleen puskurin (58,62 ml) kanssa huhmareessa jailla ja
suodatettiin Miraclothin 1api. Membraanit eristettiin kuten yll& ja suspensoitiin
K-fosfaattipuskuriin kuten edella. 1 ml naytetta faasitettiin 6.3 %:ssa ja 6.5

%:ssa faasisysteemeissa, joissa 3 mM KCI.

Uutossa 3 homogenisointipuskuria modifioitiin Tollin ym. /6/ sek& Kaakisen
/S. Kaakinen, henkil6kohtainen/ mukaan. Solut (52,14 g) hierrettiin huhma-
reessa nestetypen kanssa, jonka jalkeen solut uutettin 141 ml:aan uutto-
puskuria (50 mM MOPS-KOH, pH 7.5, 5 mM EDTA, 5 mM DTT, 5 mM as-
korbiinihappo, 0,5 mM PMSF, 0,5 % (w/v) BSA, 4mM kysteiini, 0,5 M sak-
karoosi ja 1,5% (w/v) PVP-K30 (polyvinyylipyrrolidoni, Fluka); jatkossa uut-
topuskuri). Miraclothin sijasta solut suodatettiin nylonkankaan lapi, jonka an-
sioista kankaaseen jaava osuus pieneni. Nayte uutettiin 6.5 %:ssa faasisys-

teemissa kuten luvussa B.4

Uutossa 4 solut (41,50 g) homogenisoitiin kuten uutossa 3, jonka jalkeen so-
luihin lisattiin 150 ml uuttopuskuria. Mikrosomaalinen fraktio eristettiin kuten
ylla. Membraanit uutettiin polymeerikonsentraatioiltaan 5.7 %, 5.9 %, 6,1 %
ja 6.3 % faasisysteemeissa, joissa KCl-pitoisuus pidettiin edelleen 3 mM.
Plasmamembraanien eristys suoritettiin kappaleen @ mukaisesti, niin etta

faasitus tehtiin vain kerran.
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3.3.2 Faasisysteemin KCl-pitoisuuden maaritys

Solujen homogenisointiolosuhteiden optimoinnin ja oikean faasisysteemin
dekstran- ja polyetyleeniglykolipitoisuuden maéaarittdmisen jalkeen testattiin
KCl-pitoisuuden vaikutus kalvojen jakautumiseen (uutto 5). M&éaritysta varten
valmistettiin polymeerikonsentraatioltaan 6.1 % faasisysteemit, joissa 0 mM,
1 mM, 3 mMja5 mM KCI.

Uuttoa varten solut punnittiin (43,75 g) ja homogenisoitiin hiertAmalla neste-
typen kanssa huhmareessa. Hierrettyihin soluihin lisattiin 150 ml uuttopusku-
ria. Homogenaatti suodatettin nylonkankaan lapi sentrifuugiputkiin. Suodos
sentrifugoitiin (10 000 g, 10 min, +4°C). Supernatantti siirrettiin uusiin putkiin
ja putket tasapainotettiin 50 mM MOPS-KOH-puskurilla, jossa 0.33 M sakka-
roosi. Kalvot pelletoitiin sentrifugoimalla (70 000 g, 1 h, +4°C). Pelletit yhdis-
tettiin ja suspensoitiin 4,8 ml 5 mM K-fosfaattipuskuria, pH 7.8, jossa 0.33 M
sakkaroosi, 1 mM DTT ja 0.1 mM EDTA. Seos homogenisoitiin lasihomo-
genisaattorissa. Suspensio jaettiin neljddn 1 ml erdan. Eriin lisattiin 0 mM, 1
mM, 3 mM ja 5 mM KCI. Naytteet pipetoitiin faasisysteemien paalle ja faasi-

tus suoritettiin kertaalleen.

3.4 Plasmamembraanien eristys faasierottelulla

Plasmamembraanien eristys suoritettiin +5° C:ssa, jotta ndytteen proteiinit
sailyisivat aktiivisina. Homogenisoitua solususpensiota pipetoitiin 1 ml pieniin
falcon-putkiin valmistettujen 4-g-faasisysteemien paalle. Putkia kaanneltiin
30 kertaa ja sentrifugoitiin (1500 g, 5 min) faasien eroamisen edistdmiseksi.
Ylafaasit poistettiin pipetilla varoen samalla rikkomasta interfaasia ja siirret-
tiin uusiin putkiin. Jaljelle jdaneen suspension eli mikrosomaalisen fraktion ti-

lavuus otettiin ylos ja se s&éstettiin my6hempaa pelletointia varten.

Osassa maéaarityksista ylafaasit ja alafaasit uutettiin viel& uusien puhtaiden
faasin kanssa kolmesti kuvan 2 mukaisesti. Ajan vahyyden vuoksi ja koska
tarkoitus ei ollut varsinaisesti valmistaa naytettad kaytt6a varten, vaan 16ytaa
optimiolosuhteet, viimeisimmissa eristamisissa faasitukset suoritettiin vain

kertaalleen kayttaméatta uusia alafaaseja.

Faasitusten jalkeen koko ylafaasit ja 1 ml alafaaseista pipetoitiin ultrasentri-

fugiputkiin membraanien pelletointia varten. Putket taytettin 10 mM:lla
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MOPS-KOH-puskurilla, pH 7.5, jossa 1 mM DTT 0.1 mM EDTA ja 330 mM
sakkaroosi. Kalvot pelletoitiin (100 000 g, 1 h, +4 °C). Myos mikrosomaali-
sesta fraktiosta pipetoitiin 1 ml sentrifugiputkeen ja membraanit pelletoitiin
kuten edelld. Sentrifugoinnin jéalkeen alafaasien pelletit suspensoitiin 500
pl:aan ja mikrosomaalisen fraktion pelletti 1000 pl:aan sailytyspuskuria (10
mM MOPS-KOH, pH 7.5, jossa 330 mM sakkaroosi).

Jotta plasmamembraaneista saatiin vesikkelien sisélle jaaneet sytoplasman
liukoiset proteiinit samoin kuin membraaneissa |6yhasti kiinni olevat proteiinit
pois, ylafaaseista saadut membraanipelletit pestiin suspensoimalla pelletit
10 mM MOPS-KOH-puskuriin, pH 7.5, jossa oli 150 mM KCI, 2 mM MgCl,, 1
mM DTT, 1 mM EDTA, 0.01 % Triton X-100 (Sigma) ja 330 mM sakkaroosi.
Putket taytettiin puskurilla ja sentrifugoitiin (100 000 g, 1 h, +4 °C). Pelletit

suspensoitiin 500 pl:aan sailytyspuskuria.

Naytteet jaettiin osiin ja osaan lisattin 1 mM DTT, 0.1 mM EDTA suoja-
aineiksi. Sytokromi c -oksidaasi-aktiivisuusmittauksiin meneviin naytteisiin ei

lisatty DTT:ta. Naytteet pakastettiin nestetypen kautta —80°C:seen.

3.5 Proteiinipitoisuuden maaritys

Proteiinipitoisuudet mitattiin Bradfordin menetelmalla /29/ kayttden Bearde-

nin modifiointia /30/.

Maarityksessa kaytetty vari valmistettiin liuottamalla Coomassie Brilliant Blue
G-250 85 %:seen ortho-fosforihappoon 1 mg / ml. Liuos laimennettiin vedella
(2:5) ja suodatettin suodatinpaperin lapi. Valmis liuos sailytettiin folioon

k&arittyna huoneen lAmmaossa.

Proteiinimaarat mitattiin spektrofotometrilla (Agilent 8453) naytetilavuudessa
1 ml niin, ettd 20 pl naytettéd ja 480 pl 10 mM MOPS-KOH-puskuria, pH 7.5,
jossa 0.33 M sakkaroosi ja 0.01 % Triton X-100 sek& 500 pl varia pipetoitiin
muovikyvettiin ja sekoitettiin kaantamalla. Absorbanssit mitattiin kahden mi-
nuutin kuluttua aallonpituusalueilla 465 ja 595 nm. Spektrofotometri nollattiin

seoksella, jossa oli 500 pl puskuria ja 500 pl varia.

Naudan seerumialbumiinista (BSA, Sigma) valmistettiin standardit 1 pg/ml,
5 pg/ml, 20 pg/ml, 30 pg/ml ja 40 pg/ml 10 mM MOPS-KOH-puskuriin, pH
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7.5, jossa 0.33 M sakkaroosi. Standardeihin ei lisétty Triton X-100:a. Absor-

banssit mitattiin kuten naytteista.

3.6 Fraktioiden puhtaus
3.6.1 Kilorofyllim&aritys

Fraktioiden klorofyllipitoisuus mitattiin spektrofotometrisesti kayttamalla 3
ml:n lasikyvetteja. Spektrofotometri (Agilent 8453) nollattiin 100 % asetonilla.
30 ul naytettd laimennettiin 80 %:lla asetonilla, jossa oli 0.01 % MgCl; niin,
ettd lopputilavuudeksi tuli 3 ml. Absorbanssi mitattiin aallonpituusalueilla 663

nm ja 645 nm.

3.6.2 Sytokromi c- oksidaasimaaritys

Pelkistyneen sytokromi c:n hapettumista eri fraktiossa mitattin Mgllerin ja
Palmerin menetelman mukaan, jossa sytokromi c pelkistetdan ennen kokeen

alkua askorbiinihapolla /31/.

Sytokromi c:sta (C 2037, Sigma) valmistettiin veteen 1 mM liuos, johon li-
sattiin askorbiinihappo (loppupitoisuus 40 mM) niin, ettd lopputilavuudeksi
tuli 2,5 ml. Seoksen annettiin seistd huoneenlammdssa 10 min ajan, jonka

jalkeen askorbiinihappo poistettiin seoksesta geelisuodatuspylvaassa.

Pylvaan tasapainotus ja askorbiinihapon poisto tehtiin +5 °C:ssa. Sephadex
G-25 geelisuodatuspylvas (PD-10 Desalting column, GE Healthcare) tasa-
painotettiin 25 ml:lla 50 mM MOPS-KOH-puskuria, pH 7.5. Nayte (2.5 ml) pi-
petoitiin pylvadseen ja annettiin imeytyd. Sytokromi C eluoitiin pylvaasta 3,5
ml:lla MOPS-KOH pH 7.5 puskuria, jolloin sytokromi laimeni pylvaéassa 1.4-
kertaisesti eli 714 uM:ksi. Pelkistynyt sytokromi sailytettiin -20 °C:ssa, josta
otettaessa kayttoon siihen lisattiin hieman natriumditioniittia (Na,S,0,) pel-
kistymisen varmistamiseksi. Pelkistyminen maaritettiin silmamaaraisesti: ha-
pettunut sytokromi oli variltddn oranssia, kun taas pelkistyneen sytokromin
vari vivahti pinkkiin. Ylimaarainen ditioniitti hapetettiin puhaltamalla seok-

seen ilmaa lasipipetilla.
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Sytokromin hapettuminen naytteesséd mitattiin spektrofotometrin kinetiikka-
ohjelmalla aallonpituusalueella 550 nm, naytetilavuuden ollessa 1 ml. Lai-
te nollattiin reaktioseoksella, jossa oli 840 pl 50 mM MOPS-KOH-puskuria,
pH 7.4 ja 50 pl 0.5 % (w/v) Triton X-100:ia 50 mM MOPS-KOH-puskurissa.
Seokseen lisattiin 70 pl 714 pM sytokromi C (loppupitoisuus 50 pM) ja inku-
boitiin 10 minuutin ajan huoneenldmmadssa. Tausta-absorbanssi mitattiin 45
sekunnin ajan. Seokseen lisattiin 40 pl naytetta, jossa ei ollut DTT:a, sekoi-

tettiin ja absorbanssi mitattiin kuten edella.

3.6.3 Vanadaatti-sensitiivinen ATPaasi-maaritys

Vanadaatti-inhiboituvan ATPaasin aktiivisuus maéaritettiin Larssonin ym. mu-
kaisesti /7/.

Natrium ortho-vanadaatti aktivoitiin keittdmallg, jotta saavutettaisiin maksi-
maalinen inhibitio /32/. 200 mM kantaliuos valmistettiin veteen ja pH sdadet-
tiin 10:ksi 1 M HCI:lIa. Tassa pH:ssa liuos muuttui keltaiseksi. Liuosta keitet-
tiin noin 7 minuuttia, kunnes se muuttui taysin varittémaksi. pH tarkistettiin ja

liuos laimennettiin 1.2 mM:ksi. Valmis liuos sailytettiin -20°C:ssa.

Detergenttind kaytettiin Brij 58:a (Sigma), koska Triton X-100 liian suurina

annoksina saattaa inhiboida entsyymin toimintaa /15/.

Seuraavat kantaliuokset valmistettin MES-KOH-puskuriin pH 6.0, jossa ol
0.33 M sakkaroosi: 0.5 M DTT, 48 mM MgSQ,, 36 mM ATP (Merck) ja 0.6%
(w/v) Brij 58.

Reaktioseos pipetoitiin taulukon 3 mukaisesti eppendorf-putkiin. Puskuriseos
sisélsi 50 mM MES-KOH-puskuria, pH 6.0, jossa 0.33 M sakkaroosi, 50 mM
KNO3, 1 mM NaN; , 0.1 mM Na-molybdaatti ja 1 mM DTT (tuore). Liséksi
valmistettiin kontrollit a ja b joihin ei pipetoitu naytettd. Kaikkia tehtiin rin-

nakkaiset.
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Taulukko 3. Vanadaatti-sensitiivinen ATPaasi -madrityksen komponentit ja pipetoin-
timaarat.

Putki a Putki b Putki c Putkid Kontrolli a Kontrolli b

Puskuriseos 25 ul 25 ul 25 ul 25 ul 25 ul 25 ul
48 mM MgSO4 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul
MES-puskuri 5ul - 5ul - 20 ul 15 ul
0,6 % Brij - 5ul - 5ul - 5ul
Vesi 5ul 5ul - - - -
1,2 mM vanadaatti - - 5ul 5ul 5ul 5ul
nayte 10 ul 10 ul 10 ul 10 ul - -
Vesi 5ul 5ul 5ul 5ul - -
ATP 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul

Magnesiumkontrollia varten valmistettiin lisdksi naytteet a, b, ¢ ja d ilman
MgSOg,:a. Tilalle pipetoitiin 5 pl MES-KOH-puskuria.

Reaktio aloitettiin pipetoimalla naytteisiin 5 pl 36 mM ATP:a (loppupitoisuus
3 mM), niin ettd naytteiden lopputilavuudeksi tuli 60 pl. Naytteitd inkuboitiin

25°C:ssa 30 minuutin ajan.

Reaktio pysaytettin Baginskin ja Zakin menetelméan /24/ mukaisesti pipe-
toimalla 40 pl ndytettéa 400 pl:aan seosta, jossa oli 2 % askorbiinihappo 10 %
TCA:ssa (trikloorietikkahappo) ja 0.1 % EDTA, jonka jalkeen lisattiin valitto-
masti 200 pl 2.5 % ammoniummolybdaattia ja 400 pl seosta, joka sisalsi 2 %
(w/v) Na-sitraattidinydraattia ja 2 % (w/v) natriumarseniittia 2 %:ssa (v/v)
etikkahapossa. Naytteitd inkuboitin 15 min huoneen lAmmdssa ja absor-

banssit mitattiin aallonpituusalueella 750 nm.

Fosfaattistandardit, 0, 2.5, 12.5, 25, 50 ja 100 nmol / ul, valmistettiin kalium-
divetyfosfaatista (KH,PO,) 50 mM MES-KOH-puskuriin, pH 6.0, jossa oli
0.33 M sakkaroosi. Standardeihin lisattin 3 mM ATP. Standardit kasiteltiin

kuten naytteet.
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3.6.4 Glukaanisyntaasi Il -aktiivisuusmaaritys

Naytteiden glukaanisyntaasiaktiivisuus maaritettiin Palgremin ym. mukaisesti

soveltavin osin /33/.

Substraattiliuokseksi valmistettin 10 mM UDP-glukoosi (UDP-Glc, leimaa-
maton, Sigma) 50 mM MOPS-KOH-puskurissa pH 7.25, jossa oli 0.33 M
sakkaroosi. Seokseen lisattiin leimattua [**C] UDP-Glc:a (Amercham Bios-
ciences, CFB 102, 370 kBqg / 400 pl) niin, ettd aktiivisuudeksi tuli 0,5 kBq /
50 ul reaktio. Osassa méaérityksia kaytettiin [*H] UDP-Glc:a.

Lisaksi valmistettin 0.1 % (w/v) digitoniini 50 mM MOPS-KOH-puskuriin,
jossa 0.33 M sakkaroosi, seka puskuriseos, joka sisalsi 50 mM MOPS-KOH
-puskuria, pH 7.25, jossa 0.33 M sakkaroosi, 5 mM DTT, 5 mM spermiini, 50

mM sellobioosi, 0.5 mM CaCl, Naytteet valmistettiin taulukon 4 mukaisesti.

Taulukko 4. Glukaani syntaasi |l -maaritysta varten valmistetut reaktioseokset ja nii-
den komponenttien pipetointimaarat.

Nayte a Nayteb Kontrolli Standardi

Puskuriseos 20 ul 20 ul 20 ul 20 ul
0.1 % digitoniini (loppupit. 0.01 %) 5ul - 5ul 5ul
50 mM MOPS-KOH, 0.33 M sakkaroosi - 5l 15 ul 5ul
nayte 15 ul 15 ul - 15 ul
[**C]UDP-GIc (loppupit. 2 mM) 10 pl 10 pl 10 pl 5l ¢

¢ UDP-Glc lisattiin vasta reaktion pysaytyksen jalkeen.

Kontrollindytteeseen ei lisatty ndytettd, jotta tausta-aktiivisuus saatiin maari-
tettya. Standardindytteelld mitattin 1 mM UDP-Glc:n siséltdméa kokonaisak-

tiivisuus ja UDP-Glc lisattiin siihen vasta reaktion pysaytyksen jalkeen.

Putkia inkuboitiin noin 5 minuutin ajan +25°C:ssa vesihauteessa, jotta lam-
potila tasapainottuisi +25°C:ksi ja reaktio nain ollen alkaisi heti substraatti-
lisdyksen jalkeen. Taméan jalkeen putkeen a ja b sek& kontrolliin lisattiin 10 pl
substraattiliuosta (UDP-Glc, loppupitoisuus 2 mM) ja putkia inkuboitiin 30
minuutin ajan +25°C:ssa. Reaktiot pysaytettiin lisaamalla naytteisiin 5.5 pl 98

%:sta muurahaishappoa (loppupitoisuus 9,7 %).



20

Naytteista ja kontrollista pipetoitiin 53 pl selluloosasuodatinpaperille (What-
man 3 MM, halkaisija 25 mm). Paperien annettiin kuivua noin 30 minuuttia,
jonka jalkeen ne siirrettiin erlenmeyeriin, jossa 0.5 M ammoniumasetaatti pH
3.6 ja etanoli sekoitussuhteessa 3:7 (30 suodatinpaperia / 250 ml pesuliuos-
ta). Paperien annettin peseytyd heikossa ravistelussa  UDP-
glukoosimonomeerien poistamiseksi 45 minuutin ajan, jonka jalkeen pesu-
liuos vaihdettiin ja pesu toistettiin.  Standardi (53 pl) pipetoitiin lasikuitupa-
perille (Whatman). Lasikuitupaperia kaytettiin siksi, ettd selluloosapaperilla
UDP-glukoosi olisi imeytynyt selluloosakuitujen véliin, mik& nain ollen vai-

mentaisi sateilya. Paperia ei pesty, jotta UDP-Glc monomeerit eivét irtoa.

Pesun jalkeen paperit kuivattiin +40°C:ssa lampokaapissa 20 minuutin ajan.
Paperit siirrettiin tuikenestepulloihin ja tuikenestetta (Insta-Gel plus 6013399,
Perkin ElmerLife) lisattiin 6 ml. Paperiin sitoutunut [**C]kalloosi mitattiin tui-

kenestelaskimella (Wallac liquid scintillation counter 1411).

3.7 SDS-PAGE

Plasmamembraaniproteiineista ajettin SDS-PAGE Sagin ja Fluhrin mukai-
sesti /34/. Ajoa varten valmistettiin 5 % konsentrointigeeli ja 9 % erotusgeeli

taulukon 5 mukaisesti.

Taulukko 5. SDS-PAGE -geelien komponentit ja pipetointimaarat.

5 % Konsentrointigeel 9 % Erotusgeeli
V=4ml V=10ml

40 % akryyliamidi-

bisakryyliamidi 0,5 mi 2,25 ml
3M Tris- HCI pH 8.8 1,25 ml

3 M Tris-HCI, pH 6.8 0,167 ml

Vesi 3,313 ml 6,45 ml

20 % SDS 20 50 ul
TEMED 6 ul 6 ul

10 % APS 30 ul 40

Naytteisiin lisattiin ndytepuskuria, jossa loppupitoisuudet 47 mM Tris-HCI,
pH 7.8, 2 % (w/v) SDS, 7.5 % (v/v) glyseroli, 40 mM DTT sek& 0.002 %
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bromfenolisininen (Sigma) NAaytteitd inkuboitiin proteiinien solubilisoimiseksi
30 minuuttia +45°C:ssa. Inkuboinnin jalkeen nayteproteiinit pipetoitiin kai-
voihin (5 ja 10 pg / kaivo). Standardia (ColorBurst™, C 4105, Sigma) pipetoi-
tiin 4 pl. Ajo suoritettiin ajopuskurissa pH 8.3, jossa 25 mM Tris, 190 mM
glysiini ja 0.1% SDS. Geeli varjattiin hopeavarjayksella.

3.8 NADPH-oksidaasiaktiivisuusvarjays

Membraanifraktioiden NADPH-oksidaasiaktiivisuus maaritettin  ajamalla
naytteet natiivipolyakryyliamidigeelielektroforeesissa ja varjgamalla geelit
NADPH-oksidaasiaktiivisuusvarjaykselld. Varjayksessa kaytetty NBT (nitro-
bluetetrazolium) saostuu siniseksi yhdisteeksi reagoidessaan superoksidin
kanssa, mikd nakyy geelille muodostuvana sinisend juovana. DPI:n (di-
fenyleenijodoniumi, Sigma) ja CuzZnSOD:n (CuZn-superoksididismutaasi,
Sigma) lisdys oli kontrollina. DPI:n vaikutuksesta flaviinia sisaltdvda NADPH-
oksidaasientsyymi inhiboituu, eikd nain ollen geelille pitdisi syntya juovaa.
CuzZnSOD poistaa superoksidia, joten varijuovan puuttuminen geeliltd osoit-

taisi reaktion olevan superoksidista riippuvainen. /34./

Uuton 5 ylafaasinayteproteiinit eroteltiin natiivigeelielektroforeesissa Sagin ja

Fluhrin mukaisesti /34/.

Konsentrointigeeli ja erotusgeeli valmistettin muuten kuten SDS-PAGE-
geelit (taulukko 5 ), mutta SDS:n tilalle pipetoitiin 20 pl vettd. Kirjallisuuden
perusteella  kokeiltin  my6és 01 % (w/iv) CHAPS:n  (3-[(3-
hiiliamidopropyyli)dimetyyliammonium]-propaanirikkihappo, Fluka) lisddmista

geeleihin, mutta geelit eivat talléin polymerisoituneet kunnolla /34/.

Ylafaasinaytteeseen, jossa oli 3 mM KCI (YF3), lisattiin n&ytepuskuri (loppu-
pitoisuudet 47 mM Tris-HCI, pH 7.8, 7.5 % (v/v) glyseroli, 40 mM DTT, 0.002
% bromfenolisininen (Sigma) sekd 0.1 % CHAPS), jonka jalkeen sitd inku-
boitiiin membraaniproteiinien solubilisoimiseksi 30 minuuttia +45°C:ssa. Yla-
faasindytteeseen, jossa oli 5 mM KCI (YF5), liséttiin naytepuskuri, jossa ei
ollut CHAPS:a. Téalle naytteelle ei tehty lampokasittelyd. Kaivoihin pipetoitiin
20 pl nayte-puskuriseosta (proteiinia 5,1 pg (YF3) ja 3,3 ug (YF5) / kaivo).
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Ajon jalkeen geeli jaettiin kolmeen osaan ja siirrettiin ravistelijan paalle mal-
joille. Mahdollisen NADPH:sta riippumattoman superoksidin syntymisen de-
tektoimiseksi osia inkuboitiin ensin 20 minuutin ajan foliolla peitettynd 50
mM Tris-HCI -puskurissa, pH 7.4, jossa 0.2 mM NBT (nitrobluetetrazolium),
0.1 mM MgCl, ja 1 mM CaCl, Toiseen kontrolleista lisattiin 10 uM DPI:a (10
mM kantaliuos valmistettin DMSO:hon) ja toiseen CuZnSOD:ia pitoisuudes-
sa 50 U / ml. Kun esi-inkuboinnin aikana geeleissé ei ollut tapahtunut vérire-
aktiota, varjaysliuoksiin liséttin 0.2 mM NADPH. Geeleja inkuboitiin huo-
neenlamma@ssa viikonlopun yli. Reaktio pysaytettiin vaihtamalla varjaysliuok-

sen tilalle tislattu vesi ja geelit kuvattiin.

Tulosten laskennalliset perusteet

Naytteiden proteiinipitoisuudet maaritettiin standardeista piirretyn kuvaajan
A595 - A465 =f (C) avulla.

Klorofylli-a -pitoisuus laskettiin kdyttamalla kaavaa 1, jossa V = naytteen tila-

vuus ja W = tuorepaino

mg chl a/g FW =

e V 0, . .
12.7* - 2.69* * c—— =% laimennusker roin 1
(12.7* A Aus) 1000 W & (1)

Sytokromi c-oksidaasin totaaliaktiivisuus naytteessa laskettiin kayttamalla

pelkistyneen sytokromi c:n molaarisen absorptiviteetin arvoa esso = 18500 M

Tem L
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4 TULOKSET

Tassa opinnaytetydssd optimoitiin kuusen solukkoviljeltyjen solujen plas-
mamembraanien puhdistusmenetelma. Puhdistuksessa kaytettiin kaksi-
faasisysteemiuuttoa. Plasmamembraanien puhtaus maaritettiin sen mukaan,
paljonko faasituksen jélkeen fraktioissa oli plasmamembraaneille seka muille
solun kalvoille tyypillisten entsyymien aktiivisuuksia. Tasséa luvussa esitetddn
faasisysteemin optimointitulokset seka NADPH-oksidaasi -

aktiivisuusvarjaystulos.

4.1 Faasituksen optimointi

Kuusen suspensioviljeltyjen solujen uutto-olosuhteiden optimointi aloitettiin
hiertAmalla solut huhmareessa jailla kayttden 0,6 % (w/v) Polyclar AT:a
puskurissa, ja faasittamalla solut polymeerikonsentraatioltaan 5.5 %, 6.0 %,
6.25 %, 6.5 % faasisysteemeissa, joissa KCl-pitoisuus oli 3 mM (uutto 1).
Faasituksen jalkeen ylafaasit olivat kirkkaita eikd selvaa interfaasia faasisys-
teemeihin muodostunut. Polymeerikonsentraatiossa 5.5 % faasit eivat erot-
tuneet lainkaan. Muissa polymeerikonsentraatioissa proteiinisaanto jai hyvin
pieneksi (taulukko 6) ja entsyymiaktiivisuudet ldhes olemattomiksi (tuloksia

ei esilld).

Kun solujen homogenisointipuskuriin lisattiin 0,5 % BSA seka 4 mM kysteiini,
ja sakkaroosin (0,5 M) seka Polyclar AT:n (10 % w/v) pitoisuutta lisattiin, pro-
teiinipitoisuudet hieman nousivat, mutta faasisysteemeissa (6.3 % ja 6.5 %)
ei edelleenkdan muodostunut interfaasia ja ylafaasit olivat kirkkaita (uutto 2).
Fraktioista mitattin vanadaatti-sensitivinen = ATPaasi-aktiivisuus. Mik-
rosomaalisessa fraktiossa aktiivisuutta oli jonkin verran (181,6 pkat / g solu-
ja), mutta ala- ja ylafaasinaytteissa ei aktiivisuuksia ollut (totaaliaktiivisuudet

< 4 pkat / g soluja).

Uutossa 3 homogenisointipuskuria modifioitiin lisddmalla Polyclar At:n tilalle
1,5 % (w/v) PVP-K30 jonka jalkeen solut homogenisoitiin nestetypessa ja
suodatettiin miraclothin sijasta nylonkankaan l&pi. T&m& menetelma osoit-
tautui parhaimmaksi kuusen suspensioviljeltyjen solujen homogenisoinnissa.
Kun nayte uutettiin 6.5 %:ssa faasisysteemissg, faasituksen jalkeen ylafaasi

oli selvasti samea, mutta interfaasia ei edelleenkdan muodostunut (uutto 3).
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Mittauksissa todettiin kuitenkin, ettei ylafaasi sisaltdnyt lainkaan plasma-
membraanille spesifisen entsyymin, vanadaatti-sensitiivisen ATPaasin, aktii-
visuuksia, mutta alafaasissa aktiivisuuksia sen sijaan oli. Naytteille tehtiin
myds kalloosisyntaasiaktiivisuusmittaus [*HJUDP-glukoosia kayttaen. Myds
kalloosisyntaasiaktiivisuuksien havaittiin olevan alafaasissa (taulukko 6). Tu-
loksista paateltiin plasmamembraanien menneen téssa faasikonsentraatios-
sa alafaasiin. Uuttoa kokeiltin myds ilman PVP-K30, mutta tallgin ylafaasit

eivat sisdltdneet lainkaan proteiineja.

Taulukko 6. Uutto 1:sté& saatujen fraktioiden proteiinipitoisuudet seka uutto 3:sta
saatujen fraktioiden proteiinipitoisuudet ja vanadaatti-sensitiivinen ATPaasi- ja glu-
kaanisyntaasi Il -aktiivisuudet. Uutto 1:Homogenisointi suoritettiin ilman nestetyp-
ped, puskurissa, jossa 0,6 % (w/v) Polyclar AT. Ei BSA:ta eika kysteiinia. Faasitus
suoritettiin kolmesti. Uutto 3: Solut homogenisoitiin nestetyppea kayttéen ja sus-
pensoitiin puskuriin jossa 1.5 % (w/v) PVP-K30, 0,5 % BSA ja 4 mM kysteiini. Faasi-
tus suoritettiin kolmesti. ATPaasi -aktiivisuudet mitattiin detergentin lasna ollessa.
Prosenttiluku kertoo aktiivisuuden suhteessa mikrosomaalisessa fraktiossa havait-
tuun aktiivisuuteen.

Uutto 1 Uutto 3
Vanadaatti-
Proteiini Proteiini sensitiivinen Glukaanisyntaasi Il
(ug /23,79 (ug / 52,149 ATPaasi (pkat/g FW)
Fraktio soluja) soluja) (pkat/g FW) [*H]UDP-glukoosi

+digit. /- digit.
MF  1154,7 (100%) |4089,9 (100 %) 394,0 (100 %) 19,8(100%)/ 18.8(100%)
6,0 %
YF 14,6 (1 %)
AF 2456 (21 %)
6,25 %
YF 15,6 (1 %)
AF  325,3 (28 %)
6,5 %
YF 1,5 (0,1%)| 610,9 (15 %) ei havaittu 0,2 (1 %) / 0,6 (3 %)
AF 3492 (30 %) | 6278,2 (154%) 989 (15%) 11,1 (56 %)/12,7(68%)

Koska 6.5 % faasisysteemin havaittiin olevan lilan korkea kuusen solukkovil-
jeltyjen solujen plasmamebraanien puhdistukseen, membraanit faasitettiin
seuraavaksi polymeerikonsentraatioiltaan 5.7 %, 5.9 %, 6,1 % ja 6.3 % faa-
sisysteemeissa, KCl-pitoisuus pidettiin edelleen 3 mM (uutto 4). Faasituksen
jalkeen faasisysteemeissa nakyi selvd interfaasi ja klorofyllipitoisuudessa

selva gradientti.
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Kuvassa 3 nakyy eri polymeerikonsentraatioiden vaikutus klorofyllien erot-
tumiseen kun faasitus suoritettiin vain kerran. Klorofyllipitoisuus vahenee

selvasti faasisysteemin polymeeripitoisuuden kasvaessa. Kuvassa nakyy

selvasti myos vaalea interfaasi yla- ja alafaasien valilla

Kuva 3. Polymeerikonsentraation vaikutus membraanien erottumiseen faasisystee-
missd, joissa 3 mM KCl-pitoisuus. Vasemmalla 5.7 % faasisysteemi ja siitd seuraa-
vat 5.9 %, 6.1 % ja 6.3 % faasisysteemit PEG:n ja dekstranin suhteen. Faasitus suo-
ritettiin vain kerran.

Uutosta 4 saatujen ylafaasifraktioiden proteiini- ja klorofyllipitoisuudet seka
sytokromi c-oksidaasi ja glukaanisyntaasi Il aktiivisuudet on esitettyna taulu-
kossa 7. Taulukosta voidaan havaita, etta glukaanisyntaasi Il toimi huonosti
tassd maarityksessa. llman digitoniinia mitatut aktiivisuudet olivat huomatta-
vasti suurempia kuin digitoniinin lasna ollessa mitatut. Klorofyllipitoisuus,
proteiinipitoisuus ja sytokromi c-aktiivisuus vahenevat ylafaaseissa tasaisesti
kun faasikonsentraatio kasvaa 5.7 %:sta 6.1 %:een. Klorofyllipitoisuus ja sy-
tokromi c-oksidaasi-aktiivisuus ylafaasissa on 6.3 % faasisysteemissa suu-
rempi kuin 6.1 %:ssa.
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Taulukko 7. Mikrosomaalisen fraktion (MF) seké ylafaasifraktioiden (YF) proteiini- ja
klorofyllipitoisuudet sek& merkkientsyymien aktiivisudet 5.7 %, 5.9 %, 6.1 % ja 6.3
% faasisysteemeissé, jossa 3mM KCl-pitoisuus. Vastaavia arvoja alafaaseista ei
mitattu. Faasitus suoritettiin vain kerran. Prosenttiluku kertoo aktiivisuuden suhtees-
sa mikrosomaalisessa fraktiossa havaittuun aktiivisuuteen.

Proteiini Krorofylli Sytocromi- ¢ Glukaani
(mg/41,5 g (ug klorof -a/g  oksidaasi syntaasi Il
Fraktio soluja) FW) (pkat / g FW) (pkat/ g FW)
+digit. / - digit.
MF
6,9 (100 %) 49,6 (100 %) 1573,9(100%) 0,5 (100 %) / 28,2 (100%)
57%

YE 112 (16%) 115 (23%) 1050 (7%) 0,10 (20%) /0,10 ( 0,4%)
5.9 %

YE 088 (13%) 98 (20%) 572 (4%) 0,04 (8%) /0,11 (0,4 %)
6.1 %

YE 075 (11%) 91 (18%) 127 (0,8 %)
6.3 %

YE 067 8%) 94 (19%) 17,7 (1%) 0,02 (4%) /0,06 (0,2%)

0,02 (4 %) /0,10 (0,4%)

Kuvassa 4 on uuton 4 ylafaasifraktioiden proteiineista (faasisysteemit 5.9 %
ja 6.3 %) ajettu SDS-PAGE. Geelilla nakyy selvasti joidenkin proteiinien va-
hentyvan (esim. 20 kDa; ohut nuoli) ja joidenkin rikastuvan faasikonsentraa-
tion suuretessa. Proteiini, joka sijaitsee 70 kDa kohdalla rikastuu selvasti 6.3

%: ssa faasikonsentraatiossa (paksu nuoli).

B,3%

L ]

5 .
= Sﬂg 0Py 10 g 5 pg 5 g 5y 5 g

Kuva 4. Hopeavarjatty SDS-PAGE geeli mikrosomaalisen fraktion (MF)proteiineista
seka ylafaasiproteiinesta kun faasisysteemin pitoisuudet 5,9 % ja 6.3 % 3 mM
KCl:lla. ST = molekyylipainostandardi. Faasitus suoritettiin vain kerran.
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Koska 6.1 % faasikonsentraatiossa suurin  osa sytokromi c-
oksidaasiaktiivisuuksista ja klorofyllistd on siirtynyt alafaasiin, valittin poly-
meerikonsentraatio 6.1% jatkoeristyksiin (taulukko 7). Optimaalisen KCI-
pitoisuuden l6ytymiseksi membraanit faasitettiin neljassa eri 6.1 % faasisys-
teemissa, joissa KCl-pitoisuudet olivat 0 mM, 1 mM, 3 mM ja 5 mM (uutto 5).
Kuvassa 5 on faasisysteemit ensimmaisen faasituksen jalkeen. Kuvasta na-
kyy selvasti KCl-pitoisuuden vaikutus kloroplastitylakoidien erottumiseen. O
mM:ssa KCl-konsentraatiossa klorofyllikalvoja on ylafaasissa vield paljon ja
faasi on vihred, kun taas 5 mM:ssa pitoisuudessa yléfaasi on lahes variton.

[y

JER R

e
R s a3
3 <
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Kuva 5. KCl-pitoisuuden vaikutus membraanien erottumiseen 6.1 %:ssa faasisys-
teemissé (uutto 5). Ensimmaisessa putkessa vasemmalta KClI-pitoisuus on 0 mM ja
seuraavissa putkissa jarjestyksessa 1 mM, 3 mM ja 5 mM.

Uuton 5 faasinaytteistd mitattiin proteiini- ja klorofyllipitoisuudet seka syto-
kromi c-oksidaasi- ja glukaanisyntaasi Il -aktiivisuudet (taulukko 8). Digito-
niinin aktivoiva vaikutus glukaanisyntaasi Il —aktiivisuuteen nayttéa olevan
YF.ssa vahvempi, kun solunsisdisten kalvojen osuus véahenee, ts. kun plas-
mamebraanit puhdistuvat (YF1, YF3 ja YF5). Alafaaseissa digitoniinin akti-
voinnin suhteellinen osuus on selkeasti pienempi. Glukaanisyntaasi Il -

aktiivisuutta on alafaaseissa kuitenkin viela runsaasti.

Taulukosta 8 nahdaan etta proteiinit ja glukaanisyntaasi Il -aktiivisuudet ja-
kaantuvat 0 mM KCl-pitoisuudessa tasaisesti yla- ja alafaasin valilla. Kun
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KCI pitoisuus nousee siirtyvat kalvot alafaaseihin. 3 mM KCI pitoisuudessa
solun siséisid kalvoja on enda 4 - 5 %, mutta glukaanisyntaasi Il -

aktiivisuutta viela 32 % (taulukko 8).

Taulukko 8. Fraktioiden proteiini- ja klorofyllipitoisuudet sek& markkerientsyymien
aktiivisudet 6.1 %:ssa faasisysteemeissd, jossa 0 mM, 1 mM, 3mM ja 5 mM KCI-
pitoisuus. Faasitus suoritettiin vain kerran. Prosenttiluku kertoo aktiivisuuden suh-
teessa mikrosomaalisessa fraktiossa havaittuun aktiivisuuteen.

Proteiini Krorofylli Sytocromi- ¢ Glukaani
(mg/43,8g (ug klorof a/g oksidaasi syntaasi Il
Fraktio FW) FW) (pkat/ g FW) (pkat/ g FW)

+digit. /- digit.
MF 156 (100%) 103,2 (100%) 1000,7(100%) 12,6 (100%)/14,4(100%)

KCl 0 mM
YE 18 (12%) 13,0 ( 13%) em. 6,1 (48 %) /5,6 (39 %)
AF 21 (13%) 71,8 (70%) 2643 (26%) 55 (44%) /4,6 (32 %)
KCI'1mM
YE 14 (9%) 97 (9%) 719 (7%) 54 (43%) /4,0 (28 %)
AF 21 (13%) 86,6 (84%) 5219 (52%) 7.2 (57%) / 7,7(53 %)
KCl 3 mM
YE 10 (6%) 55 (5% 419 (4%) 4,0 (32%) /27 (19 %)
AF 22 (14%) 722 (41%) 7079 (71%) 7.5 (60 %) /7,6 (53 %)
KCI 5 mM
YE 06 (4%) 35 (3% 1,3 (0,1%) 3,1 (25%) /1,4 (10 %)
AF 21 (13%) 543 (53%) 7331 (73%) 6,1 (48%) /5,9 (41 %)

e.m. = ei mitattu

Kuvissa 6 ja 7 on uuton 5 nayteproteiineista ajetut SDS-PAGE -geelit. Yla-
faasiproteiineista ajetussa geelissé nékyy vahvat juovat noin 70 kDa ja noin
35 kDa kohdalla (kuva 6; paksu nuoli). Heti noin 35 kDa proteiinin alapuolel-
la oleva proteiini vdahenee selvasti KCI-pitoisuuden kasvaessa, samoin kuin

noin 20-30 kDa kokoiset kolme proteiinia (kuva 6; ohut nuoli)

Kuvissa 6 ja 7 nakyva noin 100 kDa proteiini on mahdollisesti plasmamem-

braaniproteiini (K*,Mg?") ATPaasi.

Kuvasta 7 voidaan havaita 100 ja 220 kDa valissé olevien kahden proteiinin
rikastuvan alafaasissa KCl-pitoisuuden kasvaessa. Kyseiset juovat puuttu-

vat ylafaaseista lahes kokonaan.
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Kuva 6. Mikrosomaalisen fraktion (MF) ja ylafaasinaytteiden proteiineista ajettu ho-
peavarjatty SDS-PAGE -geeli, kun membraanit faasitettiin 6.1 % faasisysteemissa,
jossa 0 mM (YFO0), 1 mM (YF1), 3mM (YF3) ja 5 mM (YF5) KClI-pitoisuus. Faasitus
suoritettiin vain kerran. ST = molekyylipainostandardi. Proteiinimaara 5ug / kaivo.

Kuva 7. Mikrosomaalisen fraktion (MF) ja alafaasinaytteiden proteiineista ajettu ho-
peavarjatty SDS-PAGE -geeli, kun membraanit faasitettiin 6.1 % faasisysteemissa,
jossa 0 mM (AFO0), 1 mM (AF1), 3mM (AF3) ja 5 mM (AF5) KCl-pitoisuus. Faasitus
suoritettiin vain kerran. ST = molekyylipainostandardi. Nayteproteiinia 5 pg / kaivo

4.2 NADPH-oksidaasiaktiivisuusvarjays

Kun plasmamembraanien eristysmenetelma saatiin optimoitua, osa uuton 5
ylafaasinaytteista (kuva 5; YF 3 mM KCI ja YF 5 mM KCI) ajettiin natiivi-
polyakryyliamidigeelielektroforeesissa  ja  geeli  varjattin ~ NADPH-
oksidaasivarjayksellda, NADPH-oksidaasi-vélitteisen superoksidin muodos-
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tumisen detektoimiseksi. Geelit olivat varjayksessa viikonlopun yli, jolloin
varsinaisen naytemaljan (vain NADPH:ia sisaltanyt varjaysliuos) ja DPI:a si-
saltavan kontrollimaljan vériliuos oli saostunut. Naissé geeleissa nakyi myos
selkeét varijuovat heti erotusgeelin ylareunassa (kuva 8). SOD:a siséltava
kontrollimaljalla vari-saostumaa ei ollut. Tassé geelissa ei myoskaan nakynyt

varijuovaa (kuva 8).

YF3 i B YB3 YR
¢ T - — e At N \_'\
\\\ 3 N
\4# I' — \ i —.
1_ e NADPH 2. DPl+NADPH 3. S0D+NADPH

Kuva 8. Ylafaasinaytteet (faasitus 6.1 % faasisysteemeissa, jossa 3 mM (YF 3) ja 5
mM (YF 5) KCI) ajettiin natiivi-polyakryyliamidigeelielektroforeesigeelissa, jonka jal-
keen geelit varjattin NADPH —oksidaasiaktiivisuusvarjayksella. Ensimmaisessa gee-
lissa pelkka 0.2 mM NADPH, toisessa 0.2 mM NADPH ja 10 uM DPI ja kolmannes-
sa 0.2 mM NADPH ja 50 U / ml SOD.Varisaostumat (merkitty nuolilla) osoittavat
maljoilla muodostuneen superoksidia.

TULOSTEN TARKASTELU

Kuusen solukkoviljeltyjen solujen plasmamembraanien puhdistuksessa ha-
vaittiin homogenisointiolosuhteiden merkitys plasmamembraanien saannolle
ja puhtaudelle. Kun solut homogenisoitiin ilman nestetypped puskurissa, jo-
ka ei sisaltdnyt proteiineja suojaavia BSA:a ja kysteiinid, proteiinisaanto jai
erittdin huonoksi, eivatka entsyymit sailyneet aktiivisina kalvoeristyksen ai-

kana.

Myds PVP-K30:lla havaittin olevan tarked rooli faasituksessa. Kun solut
homogenisoitiin ilman PVP-K30:a, ylafaasit jaivat faasituksen jalkeen kirk-

kaiksi, mikd osoitti, ettei niissa ollut lainkaan kalvoja. Ylafaasit eivat myos-
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k&éan sisaltaneet lainkaan proteiineja. Myts 10% Polyclar AT:n kayttaminen
PVP-K30 sijasta aiheutti proteiinisaannon jddmisen hyvin pieneksi (taulukko
6, uutto 1) .

Kirjallisuuden perusteella valittu 6.5 % PEG ja dekstran-pitoisuus faasisys-
teemissa osoittautui kuusen solukkoviljellyille soluille liian suureksi. Yla-
faaseista ei ilmennyt télléin lainkaan vanadaatti-sensitiivinen ATPaasi-
aktiivisuuksia (taulukko 6, uutto 3). Mikrosomaalisessa fraktiossa vanadaatti
kuitenkin inhiboi selvasti ATPaasin toimintaa (tuloksia ei esitetty). Jonkin ver-
ran inhibointia nékyi my6s alafaaseissa. My6s glukaanisyntaasimaarityksen
perusteella alafaaseissa oli enemman aktiivisuuksia kuin ylafaaseissa (tau-
lukko 6). Nama tulokset viittaavat siihen, ettd plasmamembraanit ovat mui-
den kalvojen lisdksi menneet tdssa faasikonsentraatiossa alafaasiin. PEG:n
ja dekstranin suhteen 5.5 %:n faasisysteemi sen sijaan osoittautui lilan al-

haiseksi faasien eroamiselle toisistaan.

Parhaimmaksi faasikonsentraatioksi kuusisoluille osoittautui 6.1%. Tasséa
konsentraatiossa klorofyllipitoisuus on pienin ja sytokromi c-oksidaasi aktiivi-
suus matalin ylafaasissa (taulukko 7). Proteiinia ylafaasissa kuitenkin on
viela 11 % (taulukko 7). Glukaanisyntaasi Il toimi tassd maarityksessa jos-
tain syysta huonosti, joten tuloksia ei voitu ottaa huomioon (taulukko 7). Ai-
kaisempien tutkimusten mukaan 1.3-b-glukaani syntaasi Il ei ole hyva plas-
mamembraanimarkkeri kun tutkimuskohteena on koniferyylialkoholia sisalta-
va materiaali kuten mannyn ja kuusen neulaset /6/. Tassa tydssa 1.3-b-
glukaani syntaasi Il kuitenkin osassa maarityksia toimi (taulukot 6 ja 8), jo-
ten entsyymin voidaan olettaa olevan sopiva markkeri kuusen suspensiovil-
jeltyjen solujen plasmamembraaneille. Digitoniinin aktivoinnin havaittiin na-

kyvan selvemmin mitd puhtaammaksi fraktio tuli solunsiséisista kalvoista.

Oikean faasisysteemin polymeeripitoisuuden lisdksi oikealla KCI-
pitoisuudella havaittiin olevan merkittava vaikutus kuusisolujen membraani-
en jakautumiseen faasien valilla. Klorofyllipitoisuudet ja sytokromi c -
oksidaasi aktiivisuudet siirtyivat selvasti alafaaseihin kun KCI-pitoisuus kas-
voi (taulukko 8). Myds proteiinipitoisuus ylafaasissa vaheni tasaisesti KCI-
pitoisuuden kasvaessa. Sytokromi c-oksidaasiméaarityksen, klorofyllipitoisuu-
den, proteiinisaannon seka glukaanisyntaasi Il -aktiivisuuksien perusteella
valittin 3 mM KClI-pitoisuus sopivimmaksi. 3 mM KCl-pitoisuudessa proteii-

nia on ylafaasissa vield 6 %. Klorofyllid ylafaasissa on vain 5 % ja sytokromi
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c-oksidaasiaktiivisuutta 4 % (taulukko 8). Tuloksista on otettava huomioon,
ettd faasitus suoritettiin vain kerran. Koska alafaaseihin jai viela runsaasti
glukaanisyntaasi Il -aktiivisuuksia, taytyy ylafaasien liséksi alafaaseille faasi-
tus tehda vield uudelleen. Aikaisempien tutkimuksien mukaan faasitusta jat-
kettaessa intrasellulaariset kalvot siirtyvat suurimmaksi osaksi alafaasiin,
mutta plasmamembraanit pysyvat jatkofaasistusten aikanakin viela ylafaa-
sissa. Sokerijuurikkaalla tehdyssa tutkimuksessa on havaittu solunsiséisten
membraanien vahenevéan ylafaasissa 90 % jokaisen uuden faasituksen ai-
kana /7, s. 457/. Oletettaen etta kuusen solut kayttaytyvat uutettaessa sa-
malla tavalla, suoritettaessa yla- ja alafaasien faasitus vield kahdesti, tulok-

seksi saataisiin hyvin puhtaita plasmamembraaneita.

Taulukossa 8 nékyy proteiinipitoisuuksien pieneneminen ylafaasissa KCI-
pitoisuuden kasvaessa, mutta alafaasissa pitoisuudet sita vastoin pysyvat
melko samoina KCI-maaréasta huolimatta. Tama saattaa johtua siitg, etta ala-
faasindytteestd hukattiin jonkin verran materiaalia kasittelyn aikana. Kun
membraanit pelletoitiin faasituksen jalkeen, ylafaasi napit olivat kiinteita,
mutta alafaasinapit hyvin I6ysid ja nappien pinnalta irtosi sakkaa kun super-

natantti poistettiin.

SDS-PAGE-geeleilta voitiin selvasti havaita faasisysteemin polymeerikon-
sentraation ja KClI-pitoisuuden vaikutus proteiinien jakautumiseen yla- ja ala-
faasien valilla. Kuvassa 4 nakyy proteiinien vdheneminen ylafaasista, kun
polymeerikonsentraatio suurenee 5.9 %:sta 6.3 %:seen. Geeliltd voitiin ha-
vaita myos joidenkin proteiinien rikastuminen. Noin 70 kDa proteiini rikastuu
selvasti, kun polymeerikonsentratiota suurennetaan. Samanlainen vaikutus
nakyi KCl-pitoisuuden kasvaessa (kuva 6). Ylafaasinaytteissa erottuu sel-
véasti n. 100 kDa:n proteiini (kuva 6). Plasmamembraanientsyymi (K*,Mg**)
ATPaasi on kooltaan noin 100 kDa, joten tdmé& entsyymi on mahdollisesti

kyseinen proteiini.

NADPH-oksidaasiaktiivisuusvérjays osoitti membraanindytteiden sisaltivan
entsyymia, joka tuottaa superoksidia. NADPH:n lisdyksen jalkeen maljalla,
johon liséttiin vain NADPH:ia, oleva variliuos saostui, joka johtui maljalle
syntyneen superoksidin vaikutuksesta. Koska saostumaa syntyi myds DPl:a
sisaltavalla maljalla, on mahdollista, ettd DPI-pitoisuus oli liian pieni inhi-
boidakseen taysin entsyymin toiminnan, tai kyseessd on muu kuin flaviinia

sisaltava entsyymi, joka nain ollen ei inhiboidu DPI:lI&. Se, ettd SOD:a sisél-
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tavalla maljalla ei syntynyt saostumaa, osoittaa reaktion olevan superoksi-
dista riippuvainen. Koska varijuovat ovat jadneet aivan erotusgeelin ylareu-
naan, geeli on ollut kyseiselle proteiinille liilan tiukka, eik& proteiini ole mah-
tunut kulkeutumaan erotusgeeliin. Geelin Iéysentaminen tai SDS:n lisdami-
nen geeliin olisi saattanut vaikuttaa proteiinin likkumiseen paremmin kohti
anodia. SDS vuoraa proteiinin, jolloin proteiinin negatiivinen varaus kasvaa
ja proteiini kulkee nopeammin kohti anodia. SDS:n vaikutus entsyymiaktiivi-

suuteen on kuitenkin ensin testattava, jos aktiivisuusvarjays halutaan tehda.

6 JOHTOPAATOKSET

Tassa opinndytetydssa optimoitiin kuusen (Picea abies) solukkoviljeltyjen
solujen plasmamembraanien puhdistusmenetelmd. Menetelm&na kaytettiin
membraanien erottamista toisistaan dekstran-polyetyleeniglykoli-
kaksifaasisysteemissa. Optimointiin kuului ndytteen homogenisointi- ja uutto-
olosuhteiden maéarittaminen. Eristettyjen plasmamembraanien puhtaus tar-

kistettiin erilaisilla merkkientsyymimaarityksilla.

Kuusen solujen havaittiin olevan vaativa materiaali homogenisontiolosuhteita
maadritettdessa. Parhaimmaksi menetelmaksi todettiin homogenisointi huh-
mareessa nestetypped kayttden. BSA:n ja kysteiinin proteiineja suojaava
vaikutus oli kalvoja puhdistettaessa oleellinen, silld proteiinisaanto parani ja
merkkientsyymien aktiivisuudet kasvoivat. Myds PVP-K30:lla oli tarkea mer-

kitys faasituksen onnistumiseen.

Plasmamembraanien puhdistamisessa parhaimmaksi osoittautui pitoisuudel-
taan 6.1 % dekstran-polyetyleeniglykoli -faasisysteemi, jossa oli 3 mM KCI.
Kun faasitus suoritettiin vain kerran ylafaasissa oli jaljella mikrosomaaliseen
fraktioon verrattuna 6 % proteiinia, 5 % Kklorofyllid, 4 % sytokromi c-
aktiivisuutta ja 32 % glukaanisyntaasi Il -aktiivisuutta. Jos noin 90 % solun-
sisdisistd membraaneista siirtyy jokaisen uuton aikana alafaasiin /7, s. 457/,
tdssd opinnaytetydssd saatujen tulosten perusteella paras puhdistustulos

kuusen solukkoviljellyille soluille saataisiin kolmen faasituksen jalkeen.

NADPH-oksidaasiaktiivisuusvarjays osoitti plasmamembraanien sisaltivan
entsyymia, joka tuottaa superoksidia. Jotta entsyymi voidaan identifioida, on

jatkotutkimukset tarpeen.
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Tassa tydssa saaduilla tuloksilla on merkittéava rooli Helsingin yliopiston lig-
niiniprojektin tutkimuksessa, jonka erddna kohteena on peroksidaasivalittei-
sen ligniinin biosynteesiin tarvittava H,O,:n syntymekanismit. Kuusen soluk-
koviljeltyjen solujen puhdistusmenetelma, joka tassa tydssa optimoitiin, pal-
velee ligniiniprojektin tarpeita ja tuloksia voidaan jatkossa kayttda hyvaksi
puhdistettaessa plasmamembraaneja kuusen soluista niin lignifikaatioon

kuin muihinkin solun tapahtumiin kohdistuvia tutkimuksia varten.
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