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Biologisten prosessien ymmartdmiseen, uusien lddkkeiden suunnitteluun ja aineiden fysikaalisten
ominaisuuksien selittdmiseen tarvitaan molekyylien vilisten vuorovaikutusten tutkimista.
Vuorovaikutusten tutkimiseen on kehitetty monia erilaisia menetelmié ja yksi yleisimmisté on pull-
down -mééritys. Méadritys on kdytossé tutkimustyokaluna vuorovaikutusten identifioinnissa, seka
esimerkiksi proteiinikohteiden puhdistamisessa.

Pull-down -mééritys on yleisimmin kéytdssé proteiinien vélisten vuorovaikutusten
tutkimisessa, mutta sitd voidaan kéyttdd myods esimerkiksi vasta-aineiden, peptidien, nukleiinihappojen
ja pienten molekyylien vuorovaikutusten tutkimisessa. Maarityksessa kéytettiviat menetelmaét
vaihtelevat tutkimuskohteen mukaan, mutta paépiirteittdin se koostuu kiintedlle alustalle kiinnitetysté
sitojamolekyylistd, kohdemolekyylisté, pesuvaiheita, seké analyyttisestd mittausmenetelmasta.
Madrityksessa sitojamolekyyli (esimerkiksi vasta-aine tai nukleiinihappo) immobilisoidaan kiintedlle
alustalle (palloille tai kuoppalevylle). Immobilisoitu sitojamolekyyli inkuboidaan néiytteen kanssa.
Sitoutumattomat ja ei-halutut komponentit pestéén pois pesuvaiheilla, jolloin jdljelle jadvit vain
sitojamolekyyli ja siihen sitoutuneet kohdemolekyylit. Molekyylit eluoidaan kiintedsti alustasta ja
analysoidaan esimerkiksi luminesenssilla tai massaspektrometrilla.

Proteiinien vélisten vuorovaikutusten tutkimusala on monitieteinen ja se kattaa kemian lisdksi
biologian ja fysiikan ndkokulmat. Vaikka pull-down -mééritys on yksi kdytetyimmistd menetelmisté
proteiinien vélisten vuorovaikutusten tutkimisessa, se ei kuitenkaan yksin riitd niiden
yksityiskohtaiseen tarkasteluun, vaan vaatii monien eri menetelmien ja tieteenalojen yhdistdmisen.

Avainsanat: Kohdemolekyyli, proteiinien véliset vuorovaikutukset, pull-down -maéaritys,
sitojamolekyyli
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1 Johdanto

Pull-down -mééritys on in vitro -menetelmad, jota kéytetddn kahden tai useamman molekyylin vélisen
fyysisen vuorovaikutuksen méaéarittimiseen. Usein vuorovaikutuksia tutkitaan proteiinien vélill4, mutta
médritystd voidaan kayttdd myos esimerkiksi ligandien vélisten vuorovaikutusten tutkimiseen. Pull-
down -mééritykset ovat hyddyllisid sekd muiden tutkimustekniikoiden, esimerkiksi ko-
immuunisaostuksen, ennustaman vuorovaikutuksen ldsndolon varmistamiseen, ettd alustavana
seulontaméddrityksend aiemmin tuntemattomien molekyylien vilisten vuorovaikutusten
tunnistamiseen.'* Pull-down -miiritystekniikka on laajalti kiiytetty kokeellinen menetelmi ja se auttaa
tutkijoita esimerkiksi proteiinien vuorovaikutusverkoston tulkitsemisen liséksi selventimédéin solujen
signalointireittien molekyylimekanismeja, selvittdméén sairauksien esiintymisté ja etenemisen
molekyylipohjaa, seki tunnistamaan uusia liskekohteita.'

Pull-down -méérityksen perusperiaatteena on sitojamolekyylin immobilisointi kiinteélle
alustalle, esimerkiksi palloille, jota seuraa inkubointi lysaatin tai puhdistetun niytteen kanssa, joka
siséltdad vuorovaikutuksessa olevia molekyylejd. Vuorovaikutuksessa olevat molekyylit kalastetaan
sitten yhdessé sitojamolekyylin kanssa kdyttdimaélld spesifisid affiniteettivuorovaikutuksia, kuten
antigeeni-vasta-aine -vuorovaikutuksia. Tamén jalkeen pull-down -molekyylit havaitaan ja
analysoidaan kiyttimalli erilaisia menetelmii, kuten Western-blot:tausta tai massaspektrometrii'®

(kuva 1).
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Kuva 1. Pull-down -mddrityksen perusperiaate. 0) Ennen varsinaista pull-down -mddritystd

sitojamolekyyli immobilisoidaan kiinteddn alustaan, tdssd tapauksena palloon (esimerkiksi agaroosi-
tai magneettipalloon). A) Immobilisoitu sitojamolekyyli viedddn kohdemolekyylejd sisdltdvidn
ndytteeseen. B)Ssitojamolekyyli inkuboidaan kohdemolekyylin kanssa, jolloin kohdemolekyyli sitoutuu
sitojaan. C) Sitoutumattomat ja ei-halutut komponentit pestddn pois, jonka jdilkeen jdljelle jid vain
immobilisoitu sitoja ja siihen sidottu kohde. D) Kiinted alusta eluoidaan pois, jolloin sitojamolekyyli

ja kohdemolekyyli saadaan detektoitua analysointimenetelmdlld.

Sitojamolekyyliksi valitaan molekyyli, jonka tiedetédén vuorovaikuttavan néytteen kanssa.
Sitojamolekyyliin voidaan konjugoida esimerkiksi biotiini helppoa havaitsemista ja immobilisointia
varten, mutta tdmaé ei ole pakollista. Sitojamolekyyli immobilisoidaan kiinteélle alustalle, kuten
agaroosi- tai magneettipalloille, tai suoraan mikrotiitterilevylle. Tima voidaan suorittaa kovalenttisilla,
ei-kovalenttisilla tai affiniteettivuorovaikutuksilla sitojasta ja kiintedsté alustasta riippuen.
Immobilisoitua sitojamolekyylid inkuboidaan valmistetun niytteen, kuten solulyysaatin kanssa. Téssé
vaiheessa niytteessi olevat vuorovaikutuksessa olevat molekyylit sitoutuvat sitojaan spesifisesti.'®

Yksi pull-down -méirityksen tarkeistd vaiheista ovat pesut, silld niilld epaspesifisesti sitoutuvat



molekyylit ja komponentit saadaan poistettua naytteestd. Inkuboinnin jélkeen kiinted alusta pestién
huolellisesti yliméaérdisten komponenttien poistamiseksi sdilyttden samalla sitojanmolekyylin ja sen
vuorovaikutuskumppanien viliset spesifiset vuorovaikutukset. Vuorovaikutuksessa olevat molekyylit
eluoidaan kiintedsta alustasta. Tima vaihe vapauttaa vuorovaikutuksessa olevat molekyylit sdilyttden
samalla niiden alkuperiisen rakenteen ja aktiivisuuden.'® Koko kompleksi voidaan eluoida alustasta
kéyttimilld esimerkiksi puskuria.'® Irrotetut molekyylit havaitaan ja analysoidaan erilaisilla
menetelmilld, kuten Western blot:1la tai luminesenssikuvantamisella. N4din vuorovaikutuksessa olevat
molekyylit tunnistetaan ja karakterisoidaan, sekd mahdollistetaan niiden sitoutumisaffiniteetin ja
spesifisyyden kvalitatiivinen analyysi.'®

Vaikka pull-down -mééritys on yleisimmin kéytdssé proteiinien vélisten vuorovaikutusten
tutkimisessa, voidaan menetelméad kayttda myods nukleiinihappojen ja pienmolekyylien tutkimiseen.
Sitojamolekyyli voi olla proteiinien liséksi esimerkiksi peptidejé tai pienid molekyylejé, jotka on
suunniteltu sitoutumaan spesifisesti kohdemolekyyliin tai sen kanssa vuorovaikutuksessa oleviin

proteiineihin."



2 Pull-down -menetelmat

Pull-down -mééritys koostuu osista, jotka vaihtelevat sité kéyttévien tutkimusten mukaan. Esimerkiksi
pull-down -méritys on olennaisesti kiytossi pienimuotoisena affiniteettipuhdistuksena,’ mutta myds
tutkittavien kohteiden vilisten vuorovaikutusten ymmartédmisessé. Se ei ole méérityksesti toiseen
samanlainen, vaan menetelmit valitaan méérityksen kayttokohteiden mukaan.

Vaikka pull-down -méérityksestd on eri versioita, koostuvat ne silti samoista osasista. Pull-
down -méaéritys koostuu sitojamolekyylistd, kohdemolekyylisté, pesuista ja analyyttisistd
mittausmenetelmisté, oli tavoitteena sitten kohteen puhdistus tai molekyylien vélisten
vuorovaikutusten havaitseminen. Tdssé osiossa kdydéén lapi erilaisia menetelmévaihtoehtoja

médrityksen eri osille, sekd niiden kéyttokohteita.
2.1 Sitojamolekyylit

Sitojamolekyyli on tirkeé osa pull-down -mééritystd ja sitd kdytetdén kohdemolekyylin ja sen
sitoutumiskumppanien kalastamiseen néytteesté. Sitojan valinta on térkedd, silld sen on muodostettava
spesifisid vuorovaikutuksia kohteen kanssa. Sitoja voi olla proteiini, peptidi, pieni molekyyli tai
aptameeri, joka immobilisoidaan kiintedlle alustalle. Sitojaan voidaan lisétd konjugaatti, jos sen
immobilisointi ei muuten onnistu. Yleisié konjugaatteja ovat GST (glutationi-S-transferaasi), His
(polyhistidiini) ja biotiini (kuva 2). Biotiinikojugaatin ansiosta sitoja saadaan immobilisoitua avidiini-
tai streptavidiinipalloihin, GST-konjugaatti glutatiooniin ja His-konjugaatti nikkelikelaattiin. Sitojan
konjugoiminen ei kuitenkaan ole pakollista ja monissa tapauksissa sitojamolekyyli ei sisélla

konjugaattia.
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Kuva 2. GST-konjugoitu sitojamolekyyli ja kiintednd alustana toimiva agaroosipallo, johon on
kovalenttisesti sidottu glutationimolekyylejd. GST-konjugaatti sitoutuu suurella affiniteetilld

agaroosipallon glutationiin, jolloin sitoja kiinnittyy kiinteddn alustaan.

Agaroosi- ja magneettipallot ovat usein kéytettyjd kiinteitd alustoja sitojamolekyyleille.
Agaroosipalloilla on yleensd suurempi sitoutumiskyky huokoisen pintansa vuoksi. Magneettipallot
ovat helppokiyttdisempid, mutta sitoutuvat vihemmin spesifisesti.® Kohdemolekyylin immobilisointi
kiinteélle alustalle on valttiméatontad kohdemolekyylikompleksin saostamisessa. Pallojen liséksi

kiintedna alustana voidaan kéyttdd myds mikrotiitterilevya.
2.1.1 Kiinteat alustat: Agaroosi -ja magneettipallot

Ennen varsinaista pull-down -mééritysta sitojamolekyyli immobilisoidaan kiintedlle alustalle. Tama
mahdollistaa sitoutuneiden komponenttien eristimisen muusta néytteestd, sillé sitojan ja kohteen
ollessa kiinni fyysiselld alustalla ne eivit huuhtoudu pois pesuvaiheissa. Nédin molekyylikompleksi
pysyy kasassa koko méérityksen ajan.

Pallojen kaytto kiintedna alustana on usein kéytetty menetelmé pull-down -méarityksessa.
Pallojen kaytto on helppoa ja nopeaa, silld pesut voidaan suorittaa nopeasti esimerkiksi
sentrifugoimalla tai magneetilla. Toistettavat pesut onnistuvat pallojen liukenemattomuuden ja
kestdvyyden ansiosta, mikd mahdollistaa ei-haluttujen komponenttien tehokkaan poistamisen.

Yleisimmin kéytetyt pallot ovat agaroosi- ja magneettipallot. Agaroosipallot ovat huokoisia
polysakkarideistd muodostuvia geelihiukkasia ja niiden koko vaihtelee 50-150 um.® Magneettiset
pallot ovat huomattavasti agaroosipalloja pienempii (halkaisija 1-4 um) ja sisiltévit rautaytimen.®

Huokoisen rakenteensa ansiosta agaroosipalloilla on suurempi sitoutumispinta-ala magneettipalloihin



verrattuna ja ne ovat edullisempia. Heikkojen vuorovaikutusten havaitsemisessa suositaan kuitenkin
magneettipalloja, sillé pesuvaiheisiin kdytetdén sentrifugin sijaan magneettia. Sentrifugointi voi rikkoa

heikot vuorovaikutussidokset ja aiheuttaa kohdemolekyylin irtoamisen sitojasta.®
2.1.2 Sitojaproteiini — Vasta-aine

Vasta-aineet ovat hyvin yleisesti kiytettyja proteiineja pull-down -méérityksessi. Vasta-aine,
immunoglobuliini, on suuri glykoproteiini, jota immuunijérjestelma tuottaa tunnistaakseen ja
neutraloidakseen antigeenejé, kuten bakteereita ja viruksia. Vasta-aine koostuu kahdesta kevyestd
ketjusta ja kahdesta raskaasta ketjusta, seki disulfidisidoksista.? Vasta-aineet jaetaan isotyyppeihin
niiden raskasketjujen mukaan ja ihmisessa erilaisia vasta-ainetyyppejé 16ytyy IgA, IgD, IgE, 1gG ja
IgM. Jokaisessa vasta-ainetyypissd on kaksi Fab-aluetta, jotka sisdltdvit antigeenid sitovat alueet, seké

yksi Fc-alue, joka séddtelee biologisia toimintoja (kuva 3).

Antigeeni

Antigeenia
sitova kohta

Kevyt ketju
Fab-alue

Raskas ketju
Fc-alue

Kuva 3. Vasta-aineen rakenne. Rakenteessa on kaksi kevyttd ketjua, jotka sisdltdvdit antigeenid sitovat

Fab-alueet ja kaksi raskasta ketjua, joissa sijaitsee biologisia toimintoja sddtelevd Fc-alue.

Vasta-aine pull-down -mééritys perustuu antigeenin ja vasta-aineen véliseen
sitoutumisaffiniteettiin.’ Valitaan tutkittavalle proteiinille spesifi vasta-aine ja sidotaan se joko
proteiini A:lla tai proteiini G:114 péillystettyihin palloihin.” Proteiinit A ja G ovat periisin bakteereista
ja sitoutuvat vasta-aineiden Fc-alueen raskaisiin ketjuihin. Ndin Fab-alue jia tyhjéksi ja suuntautuu
poispéin palloista.® Proteiini A ja proteiini G sitoutuvat eri vasta-aineisiin; proteiini A sitoutuu p4dosin
ihmisen ja kaninin vasta-aineisiin ja proteiini G hiiren vasta-aineisiin. Jos vasta-ainelajista ollaan
epdvarmoja, voidaan kdyttad proteiini A/G -seosta.

Ko-immuunisaostus on suosittu vasta-aine pull-down -menetelmi.® Siini tavoitteena on

saostaa proteiineja, jotka ovat sitoutuneet vasta-aineen kohdeantigeeniin. Ndma proteiinit voivat
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siséltia esimerkiksi aktivaattoreita, inhibiittoreita ja kinaaseja.® Ko-immuunisaostukseen on kaksi
standardimenetelmai; esi-immobilisoitua vasta-ainetta siséltdvd menetelmé ja vapaata vasta-ainetta
siséltdvd menetelmd. Esi-immobilisoidussa menetelmédsséd kohdeantigeenille spesifi vasta-aine
immobilisoidaan ensin pallopohjaiselle alustalle, jonka jélkeen se lisdtdéin niytteeseen antigeenin
sitomiseksi. Vapaata vasta-ainetta siséltdvéissd menetelméssé vasta-aine lisitéén ensin ndytteeseen,
jolloin antigeeni-vasta-ainekompleksi muodostuu. Témén jélkeen pallot lisdtdéin immuunikompleksin

sitomiseksi® (kuva 4).

% /.. =
Y 8 c o
A) S ) )
e, + ,Proteiini A/G pallot
? 9

Vapaata vasta-ainetta

\Y . 4
v ~~ »2( N \1( : Pesu \2[’ v \1)(" Eluointi \){/ . Detektio
Q < :. N

+ Néytelysaatti

Esi-immobilisoitua
vasta-ainetta

Y = A g
Vasta-aine Sitoja Kohde Sitoutumaton Proteiini Agaroosi/
komponentti A/G magneettipallo

Kuva 4. Ko-immuunisaostus vapaata vasta-ainetta sisdltdavdilld menetelmdlld ja esi-immobilisoidulla
menetelmdlld. A) Vapaata vasta-ainetta sisdltivdssd menetelmdssd vasta-aine lisdtddn ensin
ndytelysaattiin, jolloin antigeeni-vasta-aine -kompleksi muodostuu. Esi-immobilisoidussa
menetelmdssd vasta-aine immobilisoidaan ensin proteiini A:lla tai G:lld pddllystetyille palloille.
Proteiinit A ja G ovat bakteereista perdisin ja ne sitoutuvat vasta-aineiden Fc-alueen raskaisiin
ketjuihin. B) Vapaaseen vasta-aineeseen lisdtdidn pallot immuunikompleksin luomiseksi. Esi-
immobilisoituun vasta-aineeseen lisdtddan ndytelysaatti, jolloin antigeeni-vasta-aine -kompleksi
muodostuu. C) Sitoutumattomat komponentit pestddn pois. D) Antigeeni-vasta-aine -kompleksi

eluoidaan irti palloista ja néyte detektoidaan.
2.1.3 Peptidin kaytto sitojana

Peptidien kaytto sitojana pull-down -méérityksessé toimii samalla perusidealla kuin sitojaproteiinit.
Peptidit immobilisoidaan kiintedlle alustalle, jonka jélkeen ne lisdtdin ndytteeseen. Naytteessa
mahdolliset peptidiin sitoutuvat proteiinit kiinnittyvit siihen ja epéspesifisesti sitoutuneet proteiinit

poistetaan pesuvaiheiden sarjalla.”> Etuna niiden kilytdssi on kuitenkin mahdollisuus syntetisoida
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peptidit kemiallisesti ja ndin siséllyttédad esimerkiksi translaation jélkeisid modifikaatioita (PTM) pull-
down -reaktioon.’

Peptidit ovat biomolekyylejd, jotka koostuvat aminohappojen monomeereisté ja
peptidisidoksista. Ndiden biomolekyylien aminohappokoostumus méérié niiden kemialliset ja
fysikaaliset ominaisuudet.'' Peptidit vuorovaikuttavat erilaisten proteiinien kanssa ja osallistuvat
moniin soluprosesseihin, kuten ohjelmoituun solukuolemaan, geenien ilmentymisen sédtelyyn ja
signaalinsiirtoon.'? Peptidien sitoutumiskumppanien tunnistamiseksi peptideji kiytetiin sitojana
affiniteettipohjaisessa pull-down -méérityksessé, jolloin peptidin sitoutumiskumppani saadaan
havaittua suoraan. Proteiinien vélisten vuorovaikutusten havaitsemiseen ja varmentamiseen kaytetain
kemiallisesti syntetisoituja peptidejé. Peptidejd, jotka vastaavat tiettyjé alueita proteiinien vélisissé
vuorovaikutuksissa syntetisoida, jolloin analysoitavien niytteiden proteiinit sitoutuvat sitojapeptidiin'®
(kuva 5).

Kohdeproteiini

N O

V A
J . _)’\/_ Pesu,
Syntetisoitu + Gh eluointi,
peptidi detektio
R —_—

A
Syntetisoimaton
peptidi
Kuva 5. Pull-down -mddritys syntetisoidulla ja syntetisoimattomalla peptidilld. Syntetisoitu peptidi

sisdltdd kohdeproteiinia sitovan alueen, jolloin proteiini kiinnittyy siihen.

Yksi yleisin tapa syntetisoida peptidi on kovalentisesti konjugoida se biotiinilla. Biotiini
sitoutuu suurella affiniteetilla (K4~10"° M) avidiniin tai streptavidiniin.** Vahva ja spesifinen biotiini-
sterptavidiini -vuorovaikutus mahdollistaa peptidien immobilisoinnin ja kiinnittymisen kiinteille
alustoille." Peptidiketjuissa on N- ja C-terminaalit, ja biotiini voidaan liittii kumpaan vain."
Biotinyloidut peptidit immobilisoidaan avidiinikonjukoituihin palloihin ja ndyte inkuboidaan niiden
kanssa. Sitoutumattomien proteiinien pesun jilkeen peptideihin sitoutuneet proteiinit eluoidaan ja

analysoidaan esimerkiksi SDS-PAGE:1la."
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2.2 Pesumenetelmait

Pull-down -mééritykseen kuuluvat pesut ovat tirkeédssé roolissa méérityksen eri komponenttien
valmistelussa ja varsinkin lopullisen kohdemolekyylikompleksin eristyksessé. Pesujen avulla
médrityksen ndytteet pyritdén puhdistamaan niin, ettd sitoutumattomat ja ei-halutut komponentit
saadaan poistettua niytteestd.' Oikean pesupuskurin kiyttiminen on tirkeé, silld epéspesifisesti
sitoutuneet komponentit on saatava poistettua sdilyttden silti kohdemolekyylin vuorovaikutukset,
erityisesti jos ne ovat suhteellisen heikkoja.?

Pesupuskuriyhdistelmé voi olla esimerkiksi peruspuskuri, suola ja detergentti. Peruspuskuri on
esimerkiksi PBS tai HEPES-pohjainen, tyypillisesti pH 7.4-8.0 ja sen tarkoituksena on sdilyttaa
fysiologinen pH ja ionivahvuus. Suolalla taas tarkoitetaan NaCl tai KCl, joiden pitoisuus on yleensé
vélilla 150-500 mM. Suolalla pyritdén lisddméain ionivahvuutta, jolloin epéspesifiset sidokset
véhenevit. Pesupuskuri voi olla my6s detergentti, kuten Titon X-100. Niiden pitoisuus on tyypillisesti
0,05-1%, ja niilli pyritdéin poistamaan hydrofobisia ei-spesifisid sidoksia.*

Pesujen miéréa ja suolapitoisuutta voidaan sdétida vuorovaikutusten vahvuuksien mukaan.
Esimerkiksi heikoille ja todennikoisille vuorovaikutuksille riittdvét miedot pesut ja vahvoille tai
epaspesifisille vuorovaikutuksille voimakkaat pesut. Myds pesujen mééra vaihtelee kéytettdvin

miirityksen mukaan, mutta tyypillisesti 3-5 pesua on riittivi.*
2.3 Kohdemolekyylit

Riippuen siitd mité tutkitaan, kohdemolekyylit voivat olla proteiineja, nukleiinihappoja tai jopa pienié
molekyylejé, kuten l4ddkeaineita. Kohdemolekyyli sitoutuu immobilisoituun sitojamolekyyliin, kun
sitoja inkuboidaan kohdemolekyyleja siséltavassd naytteessd. Kohdemolekyyli on usein tutkimuksen
kohteena ja tavoitteena on yleensé tutkia kohdeproteiinin vuorovaikutuksia sitojamolekyylin ja muiden
néytteessd olevien molekyylien kanssa. Kohdemolekyylin l&hde riippuu siitd, halutaanko vahvistaa jo
valmiiksi epdiltyji vuorovaikutuksia vai tunnistetaanko tuntematonta vuorovaikutusta.”’ Yleisimmin
kohde on kuitenkin perédisin solulysaatista, kudosnéytteesti tai in vitro -ilmennetyisté proteiineista.
Téssd osiossa kdydéan ldpi kohdeproteiinit, mitkd ovat yleisimmin kéytetty ryhma pull-down -
médrityksessd. Lisdksi tarkastellaan nukleiinihappoja kohteena. Nukleiinihappojen tapauksessa
kéytetién usein DNA tai RNA pull-down -maééritysté, joissa DNA tai RNA toimii sitojana ja kohteena

ovat niihin sitoutuvat proteiinit, jotka tunnistavat jonkin tietyn sekvenssin.
2.3.1 Kohdeproteiinit

Proteiinit ovat yleisin kohdemolekyyliryhmé pull-down -méérityksessé, silld tavoitteena on usein
proteiinien vélisten vuorovaikutusten tutkiminen. Proteiinia kdytetién kohteena usein vahvistamaan

epdiltyja proteiini-proteiini -vuorovaikutuksia. Sitd voidaan kayttdd myos tuntemattomien
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vuorovaikutusten varmentamiseen, jotka on tunnistettu jo muilla menetelmilli.”® Kohdeproteiinit
voivat olla esimerkiksi transkriptiotekijoiden sdételyproteiineja, signalointiproteiineja,
rakenneproteiineja tai entsyymien séételijoita.

Proteiinit ovat orgaanisia molekyylejé, joita esiintyy runsaasti elévissd organismeissa, ja ne
osallistuvat moniin toimintoihin solussa, kuten kuljetukseen, varastointiin, membraanin
koostumukseen ja enstymaattiseen toimintaan.” Ne kontrolloivat kaikkia solun biologisia jérjestelmi,
ja vaikka monet proteiinit toimivat itsendisesti, valtaosa proteiineista on vuorovaikutuksessa muiden
proteiinien kanssa biologisen aktiivisuuden saavuttamiseksi.”’

Proteiinien rakenteen ja toiminnan ymmartdmiseksi on mééritettéva, mitké proteiinit ovat
vuorovaikutuksessa keskenidén ja pull-down -méérityksestd on tullut yksi térkeistd tyokaluista ndiden
vuorovaikutusten tunnistamiseen.'* Pull-down -méirityksessi sitojamolekyylii kiytetdin
puhdistamaan kaikki lysaatissa olevat proteiinit, jotka sitoutuvat sitojaan.”> Midrityksessi
immobilisoitu sitoja inkuboidaan potentiaalisi vuorovaikuttavia proteiineja siséltivéssé lysaatissa ja
pesuvaiheiden jilkeen ndyte eluoidaan ja analysoidaan mahdollisten vuorovaikutusten

havaitsemiseksi.'?
2.3.2 Nukleiinihapot kohteena

Transkriptio, DNA:n rekombinaatio, DNA:n replikaatio ja modifikaatio ovat kaikki prosesseja, jotka
vaativat proteiinien vuorovaikutusta nukleiinihappojen kanssa.?> Nukleiinihappojen vuorovaikutuksia
tutkiessa kéytetddn usein DNA tai RNA pull-down -mééritystd. DNA:n pull-down -méérityksessa
kohteena on yleensé proteiini tai proteiinikompleksi, jonka sitoutumista tiettyyn DNA-sekvenssiin
tutkitaan. Madrityksessd DNA toimii sitojana ja sitoo vuorovaikutuksessa olevat proteiinit esimerkiksi
solu- tai tumalysaatista.?* RNA:n pull-down -mééritys toimii samaan tapaan kuin DNA:n. RNA toimii

médrityksessi sitojana ja kohteena ovat yleensd RNA:ta sitovat proteiinit (kuva 6).
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Kuva 6. Biotiinilla Streptavidin palloon immobilisoitu RNA lisdtddn solulysaattiin, jolloin

Solulysaatti

solulysaatissa olevat RNA:ta sitovat proteiinit (RBP) sitoutuvat tiettyihin RNA sekvensseihin.

Bakteerit ja muut organismit kayttévét spesifisid DNA:han sitoutuvia proteiineja moniin eri
tarkoituksiin, esimerkiksi geenien transkription saitelyssd, DNA:n replikaatiossa ja kromatiinin
konformaation yllipidossa.”> DNA:n pull-down -méirityksessi sitojana toimiva DNA-sekvenssi
immobilisoidaan palloihin, ja se inkuboidaan kohdeproteiineja siséltdvidn ndytteen kanssa,
esimerkiksi solulysaatissa.” Pallot pestiin epispesifisesti sitoutuneiden proteiinien poistamiseksi,
jolloin jdljelle jadvat vain spesifisesti DNA-sekvenssiin sitoutuneet proteiinit. Sitoutuneet proteiinit
eluoidaan ja analysoidaan.*®

RNA on biomolekyyli, jolla on laaja valikoima erilaisia biologisia toimintoja. Esimerkiksi
lahetti-RNA (mRNA) siséltdd proteiinisynteesin ohjeet, ribosomaalinen RNA (rRNA) tarjoaa
ribosomin rakenteellisen ja enstymaattisen rungon ja siirtdji-RNA (tRNA) sisiltéa tiettyjen mRNA-
kodonien antikodonin ja toimittaa kodonia vastaavat aminohapot translaation aikana. RNA:t toimivat
myos keskeisiné sditelijoind tietyille proteiineille, jotka osallistuvat monenlaisiin biologisiin
prosesseihin, esimerkiksi geenien ilmentymisen kasvun, kehityksen ja solustressin aikana. Nama
RNA:ta sitovat proteiinit (RBP:t) siséltévit yhden tai useamman RNA:ta sitovan domeenin, jotka
tunnistavat ja sitoutuvat tiettyihin sekvensseihin RNA:ssa®’ (kuva 7). RNA:n pull-down -
méérityksessd RNA-sitoja immobilisoidaan palloihin ja inkuboidaan sitoutumiskumppaneja sisiltdvin
néytteen, esimerkiksi solulysaatin kanssa. Pesuvaiheiden jdlkeen RNA:t ja niihin sitoutuneet proteiinit

eluoidaan ja analysoidaan.*®
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Kuva 7. RNA:ta sitova proteiini (RBP) sisdltid RNA:ta sitovan domeenin, joka sitoutuu tiettyihin
RNA-sekvensseihin.

2.4 Analyyttiset mittausmenetelmat

Kun kohdemolekyyli ja sithen mahdollisesti sitoutuneet vuorovaikutuskumppanit on saatu kalastettua
ja puhdistettua néytteestd sitojamolekyylin avulla, kompleksi eluoidaan kiinteésté alustasta ja
analysoidaan mahdollisten vuorovaikutusten havaitsemiseksi. Analyysissd voidaan kayttdd monia
menetelmid, kuten SDS-PAGE ja Western-blot, mutta yleisimmin kdytetyt menetelmét ovat
luminesenssipohjaset analyysit ja mikrotiitterilevymaéaéritykset.

Téssd osiossa kdydédankin lépi luminesenssipohjaisia analysointimenetelmié, kuten
kemiluminesenssi ja bioluminesenssi, sekéd mikrotiitterilevymaéritys. Ndmi ovat yleisesti kdytossa
olevia menetelmié pull-down -kompleksien analysoimisessa, ja mikrotiitterilevymaéritysté voidaan
analysoinnin lisdksi kéyttdd my0s suoraan kiintednd pohjana immobilisoitavalle sitojamolekyylille.
Talldin sitojamolekyylid ei tarvitse immobilisoida esimerkiksi agaroosi- tai magneettipalloille, vaan se

kiinnitetddn mikrotiitterilevyn pohjaan.
2.4.1 Luminesenssipohjaiset analysointimenetelmat

Luminesenssimenetelmat, erityisesti kemiluminesenssi ja bioluminesenssi, tuottavat voimakkaan
signaalin pienestd maérastd analysoitavaa proteiinia. Témén tekee pienisté proteiiniméaéristé ja
heikoista vuorovaikutuksista helpommin havaittavia. Tietyt luminesenssin muodot, kuten kemi- ja
bioluminesenssi, eivit vaadi ulkoista valonldhdettd, miki voi vihentii taustakohinaa.'®
Kemiluminesenssi on ilmid, jossa kemiallisen reaktion energia muuttuu valon emissioksi.*
Pull-down -méérityksessd kemiluminesenssia kdytetidén molekyylien vélisten vuorovaikutusten
havaitsemiseen ja kvantifiointiin lisdédmalld kemiluminesenssisubstraaatti, joka emittoi valoa
kemiallisen reaktion jdlkeen. Tdma tapahtuu sitomalla entsyymi, usein piparjuuriperoksidaasi (HRP),

sitoja- tai kohdemolekyyliin. Néytteeseen lisdtddn sitten kemiluminesoiva substraatti, esimerkiksi
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luminolipohjainen substraatti. Entsyymi katalysoi kemiallisen reaktion subtraatin kanssa, mika tuottaa
valoa.”® Valon voimakkuus on suoraan verrannollinen vuorovaikuttavien kohdemolekyylien mariin
ja se voidaan mitata esimerkiksi luminometrilla.

Bioluminesenssi on kemiluminesenssin erikoistapaus. Bioluminesenssi syntyy kemiallisesta
reaktiosta, jossa lusiferiinisubstraatti hapettuu lusiferaasientsyymin katalysoimassa reaktiossa. Pull-
down -méérityksessd bioluminesenssia kaytetdéin fuusioimalla bioluminesoivia proteiineja, kuten
lusiferaasia, kohdemolekyyliin.**

Bioluminesenssiresonanssienergiansiirto (BRET) on biofysikaalinen ilmid, joka kuvaa
etiisyydesti riippuvaa ei-séteilevdd energiansiirtoa lusiferaasi-lusiferiinin ja akseptorikromoforin
vélilla. BRET tapahtuu yleensé luminoforin ja fluoroforin l&hennd, alle 10 nm etéisyydeltd, ja sitd
hyodynnetiin esimerkiksi proteiinien vilisten vuorovaikutusten tutkimuksessa.'” Proteiinien vilisten
vuorovaikutusten tutkimisessa toinen proteiini fuusioidaan donorilla ja toinen akseptorilla. Jos kaksi
fuusioproteiinia ei ole vuorovaikutuksessa, voidaan seurata vain energiadonorin substraattimuutoksen
emittoimaa valoa. Jos donorin ja akseptorin vélinen etdisyys on alle 10 nm, resonanssienergiansiirto
voi tapahtua ja akseptorin emissiota vastaava valosignaali voidaan havaita* (kuva 8).
Lusiferaasifuusion kéyttd BRET-menetelméssé toimii niin, ettd donorina on lusiferaasi ja akseptorina
fluorofori-fluoresoiva proteiini.”?

Lusiferaasi Fluorofori
(donori) (akseptori)

Ny 8

Ei sitoutumista

Lusiferaasi Fluorofori
(donori) (akseptori)

b \/I?r'nissio

BRET

Kuva 8. BRET-ilmio. Kun lusiferaasi-donorilla fuusioitu proteiini ei ole sitoutunut fluorofori-
akseptorilla fuusioituun proteiiniin, donori emittoi valoa. Kun proteiinit sitoutuvat,

resonanssienergiansiirto voi tapahtua, jolloin akseptori emittoi valoa.
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2.4.2 Mikrotiitterilevymaaritys

Mikrotiitterilevymaédritys on laboratoriotekniikka, jossa mikrotiitterikuoppalevyji kdytetédan
samanaikasten kokeiden suorittamiseen useille niytteille.'® Levyt voivat olla materiaaliltaan
polystyreenid tai polypropeenia, ja niité on saatavilla eri kokoisia, kuten 24-, 48-, 384-, 864- ja 1536-
kuoppaisina levyini. Yleisimmin kiytetty on kuitenkin 96-kuoppainen mikrotiitterilevy.'’

Madrityksen periaate perustuu biokemiallisten reaktioiden tai biologisten vuorovaikutusten
suorittamiseen levyn kuopissa kdyttdmaélld hyvin pienid reagenssiméadria, tyypillisesti 50-200 pl
kuoppaa kohden. Néytteen reaktiossa syntyva signaali, kuten kemiluminesenssi, fluoresenssi tai
absorbanssi, voidaan mitata levynlukijalla tai spektrofotometrillé, jotka havaitsevat signaalin joko
suodattimien tai spektrin avulla.”” Mikrotiitterilevymadrityksen vaiheet vaihtelevat kilyttotarkoituksen
mukaan, mutta yleinen mééritys siséltdd levyn valmistelun, néytteen lisdédmisen, inkuboinnin, reaktion
kehittymisen, mittauksen ja data-analyysin.?’ Levyn valmistelussa valitaan sopiva levytyyppi,
esimerkiksi tasa- tai pyoreépohjaiset kuopat. Néytteen lisddmisessd pieni mééra testindytettd ja
reagenssia lisdtdén jokaiseen kuoppaan pipettien tai automaattisten annostelulaitteiden avulla. Levyjen
inkubointi tapahtuu tietyissé olosuhteissa, joissa otetaan huomioon l&dmpétila, kosteus tai CO,-
pitoisuudet soluviljelyssd. Reaktion kehityksessé tapahtuu biokemiallisia ja biologisia reaktioita, jotka
johtavat havaittaviin signaaleihin. Levynlukijat mittaavat absorbanssia, fluoresenssia tai luminesenssia
ja kustakin kuopasta saadut tiedot analysoidaan.?

Pull-down -méérityksessd mikrotiitterilevyé voidaan soveltaa immobilisoimalla
sitojamolekyyli mikrotiitterilevyn pinnalle sen sijaan, ettd kéyttéisi agaroosi- tai magneettisia palloja
kiintednd alustana. Sitojan immobilisoinnin jilkeen levyn kuoppiin lisétddan mahdollisia
sitoutumiskumppaneita siséltivé liuos. Kuopat pestdin sitoutumattomien komponenttien
poistamiseksi, ja sitoutuneet komponentit havaitaan ja kvantifioidaan.!

Mikrotiitterilevynméérityksen etuina ovat usean niytteen maéritys yhtdaikaisesti, mika
véhentdd aikaa ja tydvoimaa, ja alhainen reagenssin kulutus tekee siitd kustannustehokkaan. Haittoina
médrityksessd ovat levyn reunojen l4hellé olevien kuoppien haihtuminen, miké voi aiheuttaa vaihtelua
tuloksissa. Maérityksessd on myos kontaminaatioriski, sillé pienet reagenssitilavuudet lisddvat

ristikomtaminaation todennikoisyyttd.”!
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3 Pull-down -maaritys tutkimuksessa ja ladkekehityksessa

Pull-down -mééritys on yleinen tydkalu tutkimuksessa molekyylien vilisten vuorovaikutuksien
tunnistamisessa. Usein tutkimuksen kohteena ovat proteiinien véliset vuorovaikutukset, mutta myos
peptidien, DNA-sekvenssien, RNA-molekyylien ja pienten molekyylien vuorovaikutuksia esimerkiksi
proteiinien kanssa tutkitaan. Esimerkiksi tutkimukset proteiinien sitoutumisesta tiettyyn DNA- tai
RNA-sekvenssiin auttaa ymmértiméin transkription siitelyd ja RNA:n toimintaa.” Vuorovaikutusten
liséksi tutkitaan proteiinien spesifisyyttd, esimerkiksi sitoutuvatko proteiinit vain tiettyyn sekvenssin ja
mitkd osat proteiineista tai nukleiinihapoista ovat tarkeité vuorovaikutuksessa.

Lagkekehityksessd méadritys on kéytdssé ladkeaineen kohdemolekyylin tunnistamisessa, seka
kohdemolekyylin toiminnan ja biologinen merkityksen tarkastelussa. Lisdksi pull-down -méérityksen
avulla voidaan selvittdd lddkeaineiden vaikutusmekanismeja, esimerkiksi muuttaako ldékeaine
proteiinien vélisid vuorovaikutuksia, kompleksien muodostumista ja sitoutumiskumppanien profiilia.
Kun kohdemolekyylin vuorovaikutusverkosto tunnetaan paremmin, voidaan tunnistaa molekyyleja,
joiden muutokset kertovat 1dékevasteesta. Myos mahdollisia haittavaikutuksia voidaan védhentda
tunnistamalla ldikeaineen ei-toivotusti sitoutuvia sidosmolekyylejd.’

Reseptori-ligandi -vuorovaikutukset ovat térked proteiini-proteiini -vuorovaikutusten luokka.
Ligandin ja reseptorin véliset vuorovaikutukset ovat olennaisia solun kommunikoinnille muiden
solujen, ja koko organismin kanssa. Ne kédynnistévét paitsi dynaamisia prosesseja, kuten proliferaation
ja apoptoosin, my0s ylldpitdvit solujen homeostasiaa ja kaikkien solujérjestelmien tasapainoista
toimintaa.’' Liskekehityksessi reseptori-ligandi -vuorovaikutukset ovat perustana sille, miten liikkeet
sitoutuvat kohteisiinsa ja tuottavat terapeuttisen vaikutuksen. Ligandi, esimerkiksi lddke tai
luonnollinen molekyyli, sitoutuu reseptoriin, tyypillisesti proteiiniin, aktivoidakseen tai estiddkseen
soluvasteen. Ladkekehityksessd hyodynnetéén téitd periaatetta suunnittelemalla ladkkeitd, jotka voivat
tunnistaa tarkasti nimé vuorovaikutukset. Témaé johtaa tehokkaampiin hoitoihin vdhemmilla
sivuvaikutuksilla.*

Ligandin ja reseptorin fysikaalinen vuorovaikutus voidaan osoittaa pull-down -maérityksella.
Sen avulla voidaan my0s maérittad miké osa ligandista tai reseptorista on tirked sitoutumiselle ja
tapahtuuko sitoutuminen suoraan vai vaiheittain. Méérityksessa ligandi toimii sitojana ja se
immobilisoidaan kiintedén alustaan. Immobilisoitu ligandi lisdtéén reseptoria sisiltdvién niytteeseen,
esimerkiksi solulysaattiin tai kudosnéytteeseen. Epéspesifisti sitoutuneet komponentit poistetaan
pesuilla, jolloin jéljelle jaavat vain ligandi ja siihen sitoutuneet reseptorit. Lopuksi kompleksi

analysoidaan esimerkiki SDS-PAGE:1la.*
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4 Johtopaatokset

Molekyylien vilisten vuorovaikutuksia tutkitaan, kun halutaan tunnistaa esimerkiksi proteiinien
sitoutumista ja spesifisyyttd. Vuorovaikutuksia kéytetddn hyvéksi myos tutkimuksissa solujen
signalointireittien molekyylimekanismeista, sairauksien esiintymisesté ja etenemisestd, sekd uusien
lasikekohteiden tunnistamisessa.'” Tutkimuksien kohteena ovat usein proteiinien viliset
vuorovaikutukset, mutta myds nukleiinihappoja, vasta-aineita, peptideitd ja pienid molekyyleja
kéytetddn tutkimuksissa. Ladkekehityksessd erityisesti reseptorin ja ligandin vélisten
vuorovaikutuksien tutkiminen on tirkedé uusien ldékkeiden ja hoitomuotojen kehittdmisessd, sekd
mahdollisten haittavaikutusten véhentdmisessé.

Pull-down -méérityksen yleisin kéyttStarkoitus on proteiinien vélinen vuorovaikutus. Ne ovat
tirkedssd osassa monissa biologisissa prosesseissa. Ne voivat vuorovaikuttaa yksin tai muiden
proteiinien kanssa muodostaen funktionaalisia yhdisteitd. Muodostuneet yhdisteet lisdédvét kaytettdvien
toiminnallisten yksikdiden muotoja ja johtavat siten suurempaan proteiinimonimuotoisuuteen.*
Proteiinien véliset vuorovaikutukset ovat tirkedssé osassa esimerkiksi solun aineenvaihduntasyklissé,
signaalinsiirrossa, DNA transkriptiossa ja replikaatiossa, katalyyseissi sekd immuunivasteessa.’
Poikkeavuudet proteiinien vilisiin vuorovaikutuksiin vaikuttavat solun aktiivisuuteen ja toimintaan,
jotka voivat johtaa moniin sairauksiin, kuten sydpéén ja kroonisiin rappeuttaviin sairauksiin.’

Proteiinien vélisten vuorovaikutusten tutkiminen on monitieteinen ja erikoistunut ala, joka kattaa
biologian, fysiikan ja kemian nékdkulmat. Tutkimuskohteena ovat proteiinit, jotka muodostavat
organismeja. Tdmai koskettaa biologiaa. Fysiikkaa ja kemiaa koskettavat taas vuorovaikutusten
tapahtuminen yksittéisten proteiinien fysikaalisten ominaisuuksien pohjalta. Tdmén vuoksi on
vélttdmétonta integroida, yhdistad ja validoida useampia menetelmié eri tieteenaloilta
vuorovaikutusten yksityiskohtaiseen tarkasteluun. Pull-down -méritys on siis hyvi tydkalu
vuorovaikutusten tutkimiseen, mutta se ei riitd yksin. Hyvé puoli méérityksesséd on kuitenkin sen kyky
detektoida proteiinien sitoutumista, seuloa vuorovaikutteisia proteiineja ja puhdistaa

proteiiniyhdisteit.*
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