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Avidiini on kananmunan valkuaisesta eristetty glykoproteiini, jolla on ainutlaatuisen vahva affiniteetti
D-bictiinia (vitamiini H:ta) kohtaan. Rakenteeltaan avidiini on homotetrameerinen proteiini; se
koostuu neljasta identtisestd monomeerista, joista kukin pystyy sitomaan yhden biotiinimolekyylin.
Avidiinin kyky sitoa biotiinia perustuu sitomistaskun aminohappojen muodostamiin ei-kovalenttisiin
vuorovaikutuksiin biotiinin kanssa. Avidiini on hyvin stabiili proteiini, varsinkin sitoessaan biotiinia.
Se kestaa varsin hyvin proteolyyttisia entsyymejé seka aariolosuhteita, kuten voimakasta lammitysta
jasuuriasuolapitoisuuksia.

Kanan avidiinin lisdksi muita biotiinia sitovia proteiinga on havaittu esiintyvan myoés
mm. muiden lintujen ja matelijoiden munissa, sammakoiden munahyyteldssd seka bakteereissa.
Avidiinin tunnetuin sukulaisproteiini, bakteeriperainen streptavidiini, muistuttaa avidiinia suurilta
osin niin rakenteellisesti kuin toiminnallisestikin. Avidiiniperheeseen kuuluvien proteiinien
aminohappohapposekvenssgja vertaamalla on havaittu, ettd biotiinin sitomiseen osallistuvat
aminohapot ovat suurilta osin konservoituneita.

Avidiini-biotiini-teknologiaa  hyodynnetddn nykyddn monen eri tieteenalan
sovelluksissa, kuten puhdistusmenetelmissd tai |adkeaineen kohdentamisessa syOpakasvaimeen.
Vastatakseen sovellusten asettamiin vaatimuksiin, avidiinin rakennetta ja sen biokemiallisia
ominaisuuksi on muokattu niin kemiallisesti kuin geneettisestikin. Tavoitteena on ollut my6s " uusien
avidiinin” léytaminen ja niiden valjastaminen eri sovellusten kayttoon.

Rhizobia-bakteerit ovat maaperassd eldvid bakteereita, joilla on kyky infektoida
palkokasvien juuria ja muodostaa symbioottinen suhde isantdkasvin kanssa osallistumalla sen
typpiaineenvaihduntaan. Rhizobia sukuun kuuluvien Bradyrhizobium japonikum-bakteereiden
genomista on |dydetty geeni, joka koodaa avidiinin kaltaista proteiinia, bradavidinia. Bradavidiinia on
kyetty tuottamaan ja sen ominaisuuksia on tutkittu. Bradavidiinin I6ytymisen innoittamana seulottiin
my6s muiden kasvien juuria infektoivien bakteerien genomeja ja havaittiinkin useita bakteereita,
jotka mahdollisesti ekspressoivat biotiinia sitovaa proteiinia. Yksi néista oli Rhizobiabakteerisukuun
kuuluva Rhizobium etli -bakteerilaji. Pro Gradu -tutkimuken tarkoituksena oli eristda ”uutta
avidiinia” koodaava geeni Rhizobium etli -DNA:sta seké tuottaa ja puhdistaa rhizavidiiniksi nimettya
proteiinia bakteerisolusysteemilla. Lisaksi haluttiin tutkia sen rakennetta ja ominaisuuksia, kuten
biotiininsitomiskykya, lammonkestavyytta seka immunologista ristiinreagointia.

Tutkimuksissa selvisi, etta rhizavidiini sitoo biotiinia avidiinin lailla suhteellisen
tiukasti. Radiobiotiinikokeessa havaittiin, etté rhizavidiini on bradavidiinin veroinen biotiininsitoja.
Sen affiniteetti radiobiotiinia kohtaan osoittautui kuitenkin jonkin verran heikommaksi verrattuna
avidiiniin tai streptavidiiniin. Rhizavidiini kestdd kuumennusta varsin hyvin ja biotiinin sitominen
lisdd sen lammonkestavyyttd. Immunologisilta ominaisuuksiltaan rhizavidiini erosi avidiinista ja
streptavidiinista; niiden vasta-aineet eivat merkittavasti ristiinreagoineet rhizavidiinin kanssa.

Rhizavidiinin l6ytyminen antoi lisda viitteita siita, etta biotiinia sitovien proteiinien
esiintyminen maaperén bakteereissa saattaa olla hyvinkin yleistd. Rhizavidiinia ja muita "uusia
avidiingia” voidaan mahdollisesti tulevaisuudessa kayttda uutena tydkaluna avidiini-biatiini-
teknologiassa avidiinin ja streptavidiinin rinnalla.

Avainsanat: Avidiini, streptavidiini, avidiini-biotiini-teknologia, Rhizobia, Rhizobium etli
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Avidin is a glycoprotein extracted from the egg white. It has extremely strong affinity against D-biotin
(vitamin H). Avidin is a homotetrameric protein; it consists of four identical nonomers, which each
has the ability to bind one hiotin molecule. Avidin’'s ability to bind biotin is based on the non-covalent
interactions between its aminoacids and hiotin. Avidin is a very stabile protein, especially when kiotin
isbound toit. Avidin can suffer proteolytic enzymes and extreme conditions such as high temperatures
and salt concentrations very well without losing its biological activity.

In addition to chicken egg avidin, there are also other biotin binding proteins which
have been found n the bacteria and from the eggs of the avian, reptile and amphibian species.
Streptavidin from bacterial origin resembles avidin in many respects. Comparison of the amino acid
sequences between the avidin-like proteins has indicated that the amino acids involved in the binding
of biotin are conserved throughout the avidin-family.

The avidin-biotin technology is being exploited in many of the life science applications
such as the purification procedures of different substances and targeted drug delivery totumors.
Rational design of the avidin mutants has facilitated the development of new protein tools for different
biotechnology applications. In addition, the aim has been to find new wildtype avidins and to use them
as new protein toolsfor different applications.

Rhizobia ar e soil bacteria which have the ability to infect the roots of the legumes and to
live in symbiosis with the plant host by fixing nitrogen in the root nodes. Bradyrhizobium japonicum is
one of the bacteria genera belonging to Rhizobium family. The gene encoding avidinlike protein,
bradavidin, has been found in the genome of Bradyrhizobium japonicum. Bradavidin has been
produced and the characteristics of the protein have been studied. Other bacteria from the root nodes
have been studed as well and many of them are found to have the avidin-like nucleic sequences in
their genomes. One of those bacteria genera is Rhizobium etli which belongs to the family of the
Rhizobia. The aim of the Master’s Thesis was to isolate the gene encoding this “new avidin” from the
Rhizobium etli genome and to produce and purificate this new protein named rhizavidin. In addition,
the goal was to study the structure and the characteristics such as it’'s ability to bind biotin, heat
stability and immunology.

The results indicate that rhrizavidin has a relatively strong affinity for biotin.
Radiobiotin assay showed that rhizavidin has an equal bindind capacity towards radiobiotin as
bradavidin although it was somewhat lower compared with the binding affinity of avidin or
streptavidin. Rhizavidin can bear heating relatively well and biotin binding increases its thermo-
stability. Immunological properties of rhizavidin were quite different compared to avidin and
streptavidin; antibodies produced against avidin and streptavidindid not significantly cross react with
rhizavidin. The founding of rhizavidin suggests that the proteins having biotin binding capacity may
be quite widespread. Rhizavidin as well as other “new avidins’ can be used in the future as the new
toolsin avidin-biotin technology in addition to avidin and streptavidin.
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LYHENTEET
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1 JOHDANTO

1.1 AVIDIINI

1.1.1 Higtorialliset 1ahtokohdat

Ensmméiset havainnot avidiinista tehtiin jo yli sata vuotta stten. 1800-luvun
loppupuolella  havaittiin, ettd  koirilla, joiden anoa proteininléhde ol
kananmunanvalkuainen, esiintyi ripulia ja oksentelua (Steiniz 1898). Mydhemman tiedon
valossa koirien oireilu osattiin yhdistéad kananmunan valkuaisen proteiinista johtuvaan
biotiinin puutostilaan. 1920-luvulla tehtiin tutkimus, jossa rotille sy6tettiin suuria méaria
kananmunan valkuaista, jolloin niille kehittyi aliravitsemuksesta kertova dermatiitti (Boas
1927). Aliravitsemus johtui niin ikéén biotiinin puutteesta, minka aiheutti avidiini
sitomalla biotiinia pois elimiston kéytdsta ja muodostamalla sen kanssa imeytyméttéman
kompleksin. (Savage ym., 1992). 1940-luvun alussa vakuaisen proteiini eristettiin
ensmmaistd kertaa ja nimettiin avidiiniks (Eakin ym., 1941) Sen havaittiin sitovan
vitamiini H:ta, eli biotiinia, ainutlaatuisen tiukasti (Gyorgy ym., 1941). Vuotta
mydhemmin avidiini onnistuttiin ensimmaista kertaa kiteyttamaan (Pennington ym., 1942).
Toinen biotiinia sitova proteiini, streptavidiini, |0ydettiin 1960-luvun alkupuolella
Sreptomycetes avidinii -bakteerikannasta (Chaiet ym., 1963). Se osoittautuikin seka
rakenteellisesti etté toiminnallisesti hyvin suurilta osin avidiinin kaltaiseks proteiiniksi
(Tausig jaWolf, 1964).

Avidiinin aminohapposekvenss: saatiin selville 1970-luvun aussa (Delange ja Huang,
1971) ja avidiinin cDNA kloonattiin ensimmaisen kerran vuonna 1987 (Gope ym., 1987).
Samoihin aikoihin avidiinin ja streptavidiinin kolmiulotteisia (3-D) rakenteita selvitettiin
monella taholla ja rakenteet julkaistiin 1990 luvun vaihteessa (Hendrickson ym., 1989;
Weber ym., 1989; Livnah ym., 1993; Pugliese ym., 1993). Taman jalkeen avidiinin seké
sen sukulaisproteiinien tutkimus on edennyt nopeasti ja nykydan avidiini-biotiini-

teknologiaa kaytetdan lagjasti useideneri tieteenalojen sovelluksissa



1.1.2 Ominaisuudet seka esiintyminen luonnossa

Avidiini  kuuluu kalykiineiksi  kutsuttujen, pienia ligandgja sitovien proteinien
superperheeseen yhdessa lipokaliinien ja rasvahappoja sitovien proteiinien kanssa (Flower
1996). Avidiini on emaksinen, positiivisesti varautunut proteiini, joka rakentuu neljasta
128 aminohappotdhteen pituisesta polypeptidiketjusta (n. 15 600 Da) muodostaen
tetrameerirakenteen (Green 1975a; Green 1990). Néin ollen tetrameerinen avidiini koostuu
neljasta identtisestd monomeeristd. Avidiini on glykoproteiini, jonka jokaisen monomeerin
asparagiini 17 -téhteeseen on kovalenttisesti sitoutunut yksi oligosakkaridiketju. Avidiinin
glykaaniketju koostuu glukosamiini- seké mannoositéhteista (Savage ym., 1992). Avidiinin
molekyylipaino sokeriosien kanssa on noin 66 000 Da ja sen isoelektrinen piste asettuu
noin 10:een (Green 1990).

Toiminnallisesti avidiinin merkittdvin ominaisuus liittyy sen kykyyn sitoa erittéin
voimakkaasti vitamiini H:ta, €li biotiinia. Avidiinin affiniteetti biotiiniin on voimakkain
luonnossa havaittu, e-kovalenttinen vuorovaikutus (K¢~ 10™° M) proteiinin ja ligandin
vdilla (Green 1975a). Vertallun vuoks esmerkiks vasta-aineen ja antigeenin vélinen
dissosiaatiokerroin (Kg) on 107 - 10 M (Wilcheck ja Bayer 1999).  Yksi
avidiinimonomeeri kykenee sitomaan yhden biatiinin, jolloin téysin biotiinilla kyllastetty

avidiinitetrameeri sitoo neljaa biotiinia. (Green 1990).

Avidiini on erittdin stabiili sekd kestdvd proteiini. Se Sdilyttdd rakenteensa ja
biotiininsitomiskykynsa  lagjalla  pH-alueella  sekd  suurissa  lampdtiloissa.
Lammonkestdvyydeltddn avidiinin onkin todettu olevan kestavin mesofiilisissa ja
termofiilisissa organismeissa havaituissa proteiineissa (Gonzales ym., 1999). Avidiini
kestéd myos varsin hyvin voimakkaita kemiallisia denaturantteja, suuria suolapitoisuuksia
sekd proteolyyttisia entsyymela  Biotiinin  sitominen liséd merkittéavasti avidiinin
kestavyytta eri olosuhteissa. (Green 1990; Gonzales ym., 1999). Esimerkiks biotiinia
sitomaton avidiini inaktivoituu ”jo” 85 °C:ssa ja avidiini-biotiini-kompleksi kestéa
kuumennusta 132 °C:een asti (Donovan ja Ross 1973; Green 1975b). Avidiini-biotiini-
kompleks kestdd myos ruuansulatuselimiston [&pi kulkeutumisen hajoamatta (Green
1975b).
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Kananmunan valkuaisen liséks avidiiniaon havaittu esiintyvan my6s muiden lintujen ja
matelijoiden munissa sekd sammakkoeldinten munahyyteltssa (Hertz ja Sebrell 1942;
Jones and Briggs 1962; Korpela ym., 1981). Avidiinia tai avidiinin kaltaisia biotiinia
sitovia protelinga voi esintya myos kudoksissa, joissa niita tuotetaan muun muassa
tulehduksen, kudosvaurion tai bakteeri-infektion yhteydessd (Elo ja Korpela 1984).
Avidiinin kaltaisia protelinga on havaittu esiintyvdn luonnossa myds muun muassa
bakteereissa (Chaiet ym., 1963; Norlund ym., 2005). Lisdksi merisileista on |0ydetty
fibropelliineiks  kutsuttuja glykoproteiingja, joiden karboksyyliterminaalissa on

aminohapposekvenssiltdan avidiinia muistuttava alue (Bisgrove ym., 1991).

Kautta avidiinin historian sen roolia biotiinin sitojana on pyritty  selvittamaan
Yksiselitteista vastausta kysymykseen vieldkd8n e ole saatu, mutta on esitetty, ettd
avidiinin rooli saattaisi liittya mikrobien torjuntaan (Green 1990). Biotiini toimii tarkedna
kofaktorina monille biokemiallisia reaktioita katalysoiville entsyymeille (Samols ym.,
1988). Kéytannossa avidiini inhiboi mikrobien kasvua sitomalla vapaan biotiinin
ymparistosta ja héiritsee siten mikrobien normaalia metaboliaa. (ks. yleiskatsaus Wilchek
ja Bayer 1989). Arvoitukseks on kuitenkin jaényt, miks avidiini e toimi samoin
isAntdorganismiaan vastaan. Kananmunan valkuaisen liséksi avidiinia on todettu esiintyvan
pienind pitoisuuksina myos keltuaisessa, jossa sen rooli mahdollisesti liittyy biotiinin

saannin sadtelyyn yksilonkehityksen alussa (Green 1990).

1.1.3 Avidiinin kolmiulotteinen (3-D) rakenne

Avidiinin ja avidiini-biotiini -kompleksin rakenne on selvitetty rontgensade-
kristallografiala (Livnah ym., 1993, Rosano ym., 1999). Avidiinimonomeeri

rakentuu kahdeksasta vastakkaissuuntaisesta R3-juosteesta, joita yhdistéd seitseman (3
levyjen vdlistd simukkaa (kuva 1,1). Ensmmadistd ja viimeistd 3-juostetta yhdistévat
vetysidokset. Laskostunut tertidgérirakenne muistuttaa tyypillista R-tynnyria. Jokaisen 13-

tynnyrin sisdosassa sijaitsee biotiinin sitomistasku.
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Kuva1,1: (Livnah ym. 1993) Avidiinimonomeerin [3-tynnyrirakenne seka siihen sitoutunut biotiini. Juosteet
131 — 38 on merkitty kuvaan nuolirakenteina.

Avidiinin kvaternaérirakenne muodostuu neljastd monomeerista. Jokai sessa monomeerissa
on yks kysteiinitdhteiden vélille muodostunut alayksikon sisdinen rikkisilta, joka lisda

avidiinin lammonkestavyytta (Green 1990).

Tetrameerisessa avidiinissa monomeerit ovat kolmella eri tasolla vuorovaikutuksessa
toistensa kanssa (kuva 1,2). Monomeerien valiset vuorovaikutukset vaikuttavat niin
avidiinitetrameerin jaykka&an rakenteeseen kuin biotiinin sitomiseenkin. Monomeerien 1 ja
4 (2 ja 3) vdlisa vuorovakutuksia voidaan kuvata rakenteellisiksi vuorovaikutuksiksi.
Onkin sanottu, ettd kyseiset vuorovaikutukset ovat avidiinin "tetrameerinen liima’.
Voimakas sidos muodostuu padasiassa van der Waals -voimista, mutta my6s polaaristen
aminohappotéhteiden ja vesmolekyylien vdiset vetysidokset muodostavat osan
vuorovaikutuksista monomeerien 1 ja4 (2 ja3) valilla (Livnah ym. 1993.)

Heikommat rakenteelliset vuorovaikutukset muodostuvat puolestaan monomeerien 1 ja 3
(2 ja 4) wvdilla Sidos muodostuu anoastaan védhdisista van der Waals'n
vuorovaikutuksista. Avidiinin stabiliteetin  kannalta kyseisten monomeerien véaliset
vuorovaikutukset ovat vahiten merkittavavia. (Livnah ym., 1993; Rosano ym., 1999.)

Monomeerien 1 ja 2 (3 ja 4) vdinen yhteys on padasiassa toiminnalinen ja

vuorovaikutukset liittyvéat biotiinin sitomiseen. Biotiinin sitoutuminen aiheuttaa 33- ja [4-
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juosteiden valisessd silmukassa (aminohapot 36 — 44) konformaatiomuutoksen. Kun
biotiini sitoutuu esimerkikss monomeeri 1:een, sulkee monomeeri 2:n edella mainittu
siimukka monomeeri 1 sitomistaskun "lukiten” biotiinin sitomiskohtaan. Silmukka
muodostaa ik&8n kuin kannen tynnyrille. VVuorovaikutukset kyseisten monomeerien vélilla
muodostuvat vetysidoksista ja hydrofobisista vuorovaikutuksista. Merkittéavassa osassa on
aminohappotéhde tryptofaani 110, joka muodostaa vastakkai seen monomeeriin sitoutuneen
biotiinin kanssa vuorovaikutuksia ja on taen yks rakenteellinen osa biotiinin

sitomiskohtaa. (Livnah ym., 1993; Rosano ym., 1999.)

4

3

Kuva 1,2: Kaavamainen esitys avidiinitetrameeristaja monomeerien valisista vaikutustasoista.
(Malli kuvaan otettu Pugliese ym. 1993.)

1.1.4 Biotiinin sitominen

Avidiinillaja streptavidiinilla on primaarirakenteessaan kuusi biotiinin tunnistamiseen seka
sitomiseen osallistuvaa homologista auetta (kuva 1,3). Useimmat biotiinin sitomiseen
osallistuvat aminohapot ovat konservoituneita. Rakenteellisesti ne sijaitsevat silmukoissa
tai niiden 18heisyydessa (kuva 1,3). (Wilchek ja Bayer 1989; Bayer ja Wilchek 1990.)



13

f1 p2 B3
Av nﬂHCjLTGHHTHDLGENHTIGA?HEHGEFTGTﬂTﬂﬁqEEIEHE-I
I <10 1 1 10l « I frrrr <1
Stav AAsAGITGTWYJOLGETFIVTAG-ADGALTGTHEBAVG]- - - - AE
12
pa ps pe
45 - —— ———
Av KESPLHGTENTIN- -KRTQPTFGFTVN[JK - - -§-BeEETUVETGdC
(I . . lell 11 = el
StAv SRYVLTGRYDSAPATDGSGTALGWTVAQKNNYRNAHEAQITISGAY
52
pr Y]
B4 e ——
av FIDRNGKEVLKTMLLRS|SVNDIGDD[JKATRVGI[JIFTRLrToxE
. « 1 111 | I R i [ b e I ERC
Stav V- -GGAEARINTQLLT GTTE-nNAhusTLvGHmTF Kversaa
a7

Kuva1,3: (Livnah ym., 1993.) Avidiinin jastreptavidiinin priméaarirakenteet. Biotiinin tunnistamiseen ja
sitomiseen osallistuvat homol ogiset alueet on merkitty ympéroimallane kehyksella. Suoraan biotiinin
sitomiseen osallistuvat aminohapot on tummennettu. K onservoituneet aminohapot on merkitty pystyviivalla
jasamankaltaiset pisteella. 3-juosteiden paikat on merkitty nuolella sekvenssien paille.

Avidiinin ja streptavidiinin biotiinin sitomiskohta sijoittuu 3-tynnyrin toisessa pdassa
sjaitsevaan "onkaloon”, jossa sijaitsee biotiinin sitomiseen osallistuvia polaarisia sekéa
aromaattisa  aminohappotahteita. Biotiinin sitomiskohta  on muodoltaan
komplementaarinen  biotiinin  kanssa; Sitoutunut  biotiini  "istuu”  sitomiskohtaan
taydellisesti. Jotkut R3-juosteita yhdistévisté silmukoista (1 - 2,3 — 4,5 — 6, 7 — 8)
osdlistuvat biotiinin sitomiseen. Ne dstabiloivat Sitoutunutta  biotiinia intra  ja
intermolekul aaristen vuorovaikutuksien kautta. Biotiinin sitomiskohta séilyttdd muotonsa
ligandin puuttuessakin, silla sitomiskohtaan on taléin sitoutunut viis biotiinin muotoa
jadjittelevaa H,O-molekyylia (Livnah ym. 1993.)

Biotiinin sitoutuessa muodostuu sitomiskohdan aromaattisten aminohappojen ja biotiinin
vdille hydrofobisia vuorovaikutuksia, mika saa aikaan koko sitomistaskun muuttumisen
hydrofobiseks. Biotiinin sitomistaskussa sijaitsevien tryptofaanitahteiden (Trp 70, 97 ja
110) ja fenyyliaaniinitéhteiden (Phe 72 ja 79) on osoitettu olevan merkittév&ssi osassa
hydrofobisen taskun muodostumisessa (Gitlin ym., 1988). Polaaristen aminohappojen ja
biotiinin ureidorenkaan (s. 21, kuva 1,4) vélille muodostuu puolestaan vetysidoksia. Yksi
tarkeimmistd  vetysidoksista syntyy biotiinin  ureidorenkaan  karbonyyliosan ja

sitomistaskun pohjalasijaitsevan tyrosiini 33:n vélille. (Livnah ym. 1993.)
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Silmukoiden osallistuminen biotiinin  sitomiseen "jaykistéd” [-tynnyrin rakennetta.
Monomeerien vdlista yhteistoiminnallisuutta e kuitenkaan ole havaittu eli biotiinin
sitoutuminen yhteen monomeeriin e lisdd eiké& vahennd muiden monomeerien kykya sitoa
biotiinia (Rosano ym., 1999).

1.1.5. Modifioidut avidiinikonstruktit

Avidiini-biotiini-teknologia on lagjentunut vuosien saatossa tyovalineeks monille tieteen
eri osax-dueille. Vastatakseen uusien sovellusten asettamia vaatimuksia, villin tyypin
avidiinin ominaisuuksia on pyritty muokkaamaan paremmin tiettyyn sovellukseen
sopivaksi. Lisdks uusia avidiinin sukulaisproteiingja on pyritty eristémaén ja valjastamaan
avidiini-biotiini-teknologian kdyttoéon. Erilaisiila muutoksilla halutaan séédella avidiinin ja
sen sukulaisproteiinien fysiokemialisia ominaisuuksia, monipuolistaa kayttdol osuhteita
sekd lagjentaa tietoisuutta avidiinin genettisistd ja kemiallisista ominaisuuksista kuten
biotiinin sitomisesta seka stabiilisuudesta. Avidiinin rakennetutkimuksissa esimerkiksi
biotiinin sitomiseen osdlistuvia aminohappoja on selvitetty muokkaamalla tiettya
aminohappoa ja seuraamalla muokkauksen vaikutuksia avidiinin kykyyn sitoa biotiinia
(Wilchek ja Bayer 1989; Bayer ja Wilchek 1990; Livnah ym., 1993).

Muokkausta voi olla joko kemiallista tai geneettistd. Kemiallisessa tekniikassa kaytetdan
aminohappospesifisia kemikaalgja, jotka muokkaavat tiettyja kemiallisia ryhmia valmiista
proteiinista (Lundblad ja Bradshaw, 1997). Protelininmuokkaus rajoittuu Kkuitenkin
protelinin olemassaolevaan rakenteeseen ja ominaisuuksiin, minka takia modifiointia ei
voida kohdentaa tiettyyn aminohappoon kovin hyvin, silla kemikaali vaikuttaa samoin
myds proteiinin kaikkiin samanlaisiin aminohappoihin. Aviidiinia voidaan muokata my6s
entsymaattisesti, jolloin pystytd&n muun muassa muokkaamaan trandaation jalkeisia
modifikaatioita. Avidiini voidaan esimerkiksi deglykolysoida entsymaattisin keinoin
(Bayer ym., 1995).

Geneettisella modifikaatiolla muokataan proteiinin cDNA:ta ja tdméan jalkeen tuotetaan
rekombinanttisesti uutta mutanttia proteiinista. Menetelmalla voidaan kohdentaa mutaatio

tiettyyn aminohappoon (pistemutaatio), korvata aminohappoja toisilla aminohapoilla seka
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tehdd suuria muutoksia proteiiniin poistamalla tai lisddmdla sihen rakenteita
Geneettisessd menetel méssa | éhdetaén liikkeelle aina DNA-tasolta ja lisaks tarvitaan jokin
ekspressiosysteemi. Geneettinen muokkausmenetelma onkin usein ty6l&&mpi  kuin

kemiallinen muokkaus.

Genesttisella muokkauksella avidiiniin ja streptavidiiniin on tehty mutaatioita muun
muassa biotiinin sitomiskohtaan (ks. yleiskatsaus Laitinen ym., 1996). Yleensd
sitomiskohtaan tehdyt mutaatiot pyrkivat vahentamaan avidiinin affiniteettia biotiiniin,
jolloin avidiini-biotiiniteknologian kayttd esimerkiks erottelutekniikoissa on mahdollista.
Villityyppi avidiinin affiniteetti biotiiniin on niin voimakas, etta olosuhteet, joissa biotiini
saataisiin irtoamaan sitomiskohdasta, myds denaturoivat avidiinin rakenteen (Green 1975
a). Jotta Sitomisesta tulis ka&anteistd, on sitomiskohtaa muokattu kohdennetulla
mutageneesilla Esmerkiks Marttila ym. (2003) tekivat kokeen, jossa térkedn
vetysidoksen biotiinin kanssa muodostava tyrosiini 33 korvattiin toisella aminohapolla
(@aniini, fenyylialaniini, glutamiini tai histidiini). Avidiinimutantit, joissa tyrosiini oli
korvattu aaniinilla, glutamiinilla tai histidiinilla, sitoivat biotiinia heikommin kuin

villityypin avidiini jasitominen oli téten k&anteista.

Mutageneesia on tehty myos aminohapoille, jotka muodostavat vuorovaikutuksia avidiinin
monomeerien  vdipinnoilla.  Mutaatioilla on  pyritty esimerkiks  lisd8maan
kvaterndérirakenteen stabiiliutta Norlund ym. (2003) muodostivat avidiinitetrameerin
alaykskoiden vdlille rikkisiltoja, jolloin proteiinin 1dmmonkestavyys kasvoi. Joissain
tapauksissa on pyritty hajoittamaan kvaterndarirakenne ja muodostamaan monomeerisia tai
dimeeriséa avidiinga. Laitinen ym. (2003) muuntivat tetrameerisen avidiinin
monomeerisekss mutatoimalla kahta vaipintojen aminohappoa; monomeerien 1 ja 2
vdipinnan tryptofaani 110 muutettiin lysiiniks ja monomeerien 1 ja 4 véipinnala
sjaitseva aspargiini 54 muutettiin alaniiniksi (monomeerien numerointi kuten kuvassa
1,2). Mutaatioiden seurauksena modifioidun avidiinin affiniteetti biotiiniin laski villityypin
avidiiniin verrattuna.

Avidiinin rakenteelle on tehty suuria muutoksia sirkulaarisella permutaatiolla. Kyseisilla
kokeilla pyritédn selvittamaén sekundaarirakenteen merkitysta proteiinin laskostumiselle.

Sirkulaarisessa permutaatiossa polypeptidiketjiun N- ja C-paa liitetd8n yhteen
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kovalenttisesti ja uudet pddt muodostetaan katkaisemalla polypeptidiketju eri kohdasta (ks.
yleiskatsaus Pan ja Uhlenbeck 1993). Liittamalla yhteen kaks sirkulaarisesti permutoitua
avidiinikonstruktia, on saatu ailkaan muun muassa niin sanottu ”dual-chain” -avidiini eli
avidiinipolypeptidi, jossa on kaks biotiinin sitomiskohtaa (Norlund ym., 2004). Nelja
biotiinin sitomiskohtaa sisdltava pseudotetrameerinen "single-chain” -avidiini on tehty
liittdmalla kaksi dual-chain avidiinia yhteen (Norlund ym., 2005). Avidiini kestéa hyvin
sekundaérirakenteen muuttamista ja yleensd sirkulaarisesti permutoitu avidiinikonstrukti

séilyttda biotiinin sitomiskykynsa seka stabiliuutensa.

1.2 MUUT BIOTIINIA SITOVAT PROTEIINIT

1.2.1 Streptavidiini

Avidiinin sukulaisproteiinia, streptavidiinia, on eristetty Streptomyces avidinii (Chaiet ja
Wolf 1964) ja Streptomyces venelazue (Bayer 1995) -bakteerikannoista. Streptavidiini
tuotetaan 159 aminohapon polypeptidiketjuna, mutta se katkaistaan transaation jalkeen
proteolyyttisesti kummastakin paésta 125 — 127 aminohapon pituiseksi ydinmuodoksi (16
500 Da) (Argarana ym., 1986). Vakka streptavidiinin (ydin-muoto) ja avidiinin
primdérirakenteet ovat vain 33 %:sti  identtiset (Green 1990), streptavidiini on
kolmiulottei selta rakenteel taan ja ominai suuksiltaan hyvin samankaltainen.

Streptavidiinin  sekundéérirakenteessa esiintyy [3-juosteita ja silmukoita ja se laskostuu
avidiinin lalla B-tynnyrirakenteeks. Kuten avidiini, streptavidiini esiintyy luonnossa
neljan identtisen biotiinia sitovan alayksikon muodostamana tetrameerirakenteena.
Avidiinin ja streptavidiinin rakenteelliset erot sijaitsevat padasiassa 3-juosteita yhdistavilla
siimukka-alueilla. (Hendrickson ym., 1989; Weber ym., 1989, Livnah ym., 1993; Pugliese
ym., 1993).

Streptavidiinin  affiniteetti biotiiniin on erittsin voimakasta (Kg ~ 10 '°) ja sen
bi otiininsitomi skohta muistuttaa avidiinin vastaavaa. Biotiinin sitomiskohdassa sijaitseekin
konservoituneita alueita, tarkeimpéna mainittakoon tryptofaani-lysinisekvenssit, jotka
avidiinilla sijoittuvat primaéarirakenteessa kohtiin 70 — 71 seka 110 — 11 ja streptavidiinilla
kohtiin 79 — 80 seka 120 -121 (Gitlin ja Bayer 1990). Vaikka streptavidiini ja avidiini ovat
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hyvin samankaltaiset proteiinit, niin erojakin proteiinien valilla 10ytyy. Streptavidiinilla el
esimerkiks ole hiilihydraattiosaa ja silta puuttuu kysteiinitdhteet, jotka avidiinissa
muodostavat monomeerin sisdisen rikkisillan. Lisdks streptavidiini on hieman hapan

proteiini isoel ektrisen pisteen asettuessa pH-asteikolla noin 5 — 6:een (Green 1990).

1.2.2 Bradavidiini

Bradavidiini on bakteeriperainen biotiinia sitova proteiini, jota on eristetty soijapapukasvin
juurinystyroissa elévastd Bradyrhrizobium japonicum bakteerikannasta (Norlund ym.,
2005). B. japonicum €& symbioosissa isantékasvin kanssa osallistuen sen
typpiaineenvaihduntaan (Hennecke 1990). B. Japonicum-bakteerikannan tuottama
bradavidiini osallistuu mahdollisesti mikrobien ja muiden taudinaiheuttajien torjumiseen
sitomalla vapaanbiotiinin pois mikrobien kaytosté ja tdten estdmalla niiden kasvua (Green
1975b).

Norlund ym. (2005) tuottivat bradavidiinia tutkiakseen sen ominaisuuksia
Sekvenssianalyysissd selvis, ettd bradavidiinin primédérirakenne on noin 30 %:sti
identtinen verrattuna streptavidiiniin ja avidiiniin. ldenttisyydet sijaitsivat padasiassa
biotiininsitomiseen osalistuvilta alueilla. Gedlifiltraatiokromatografia osoitti bradavidiinin
esiintyvan (strept)avidiinin lailla tetrameerirakenteena. Bradavidiinin
aminohapposekvenssin  todettiin  siséltdvan kaksi  kysteiinitéhdettd, jotka pystyvét
muodostamaan monomeerin  sisdisen tai kahden monomeerin  vélisen rikkisillan
Monomeerien vdlistd rikkisiltaa bradavidiiniin e muodostunut, mutta yks sSisdinen

rikkisilta on mahdollinen.

Biotiinin  sitomisominaisuuksiltaan bradavidiinin  todettiin - muistuttavan  enemman
steptavidiinia kuin avidiinia. Radiobiotiini dissosioitui bradavidiinista hopeammin kuin
avidiinistatai streptavidiinista. Sen sijaan fluorokromilla konjukoitua biotiinia bradavidiini

kykeni sitomaankauemmin kuin avidiini.

Immunologisilta ominaisuuksiltaan bradavidiini erosi avidiinista ja streptavidiinista.

Norlund ym. (2005) suorittamissa ristiinreagointikokeessa avidiinin ja streptavidiinin
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vasta-aineet eivat merkittévasti tunnistaneet bradavidiinia. Bradavidiinia voidaankin
mahdollisesti  hyddyntda tulevaisuudessa |&&ketieteellisissd sovelluksissa  kuten
kohdennetussa |éékehoidossa, geeniterapiassa ja kuvantamisessa. Bradavidiinia voitaisiin
kayttéd etenkin dilloin, jos (strept)avidiinia e voida antaa potilaale esimerkiks

immuunivasteen takia.

1.2.3 "Avidinrelated proteins’ (AVR-proteiinit)

Kanalla (Gallus gallus) on periméssaén avidiinin kanssa samaan geeniperheeseen kuuluvia
geengd, joiden tuottamia protelinga kutsutaan AVR-proteiineiks (Keindnen ym., 1988;
Keindgnen ym., 1994; Alroth ym., 2000). Avidiinia ja AVR-proteiinga koodaavat geenit
(avd- ja avr-geenit) sijaitsevat kaikki samassa lokuksessa, kanan sukupuolikromosomissa
Z. Avr-geenit ovat nukleotidijéarjestykseltdan keskenddn ldhes identtisid mutta avd-geeniin
verrattuna, niissa esiintyy ei-synonyymisia nukleotidisubstituutioita. Téhan mennessa on
|Oydetty seitseman avr-geenid @vrl — 7), mutta geenien madran on todettu vaihtelevan
yksildllisesti ja jopa saman yksilon solujen vélilla Molekulaarisella tasolla geenien
erisuuruiseen maardan eri yksiloissa vaikuttaa crossing over ja sisarkromatidien vaihto.
(Ahlroth ym., 2001).

AVR-proteiinien esiintymistéa proteiinitasolla kanassa e ole pystytty todistamaan, mutta
AVR1 — 3 on todettu esiintyvan mRNA:n tasolla (Kunnas ym., 1993). Kunnas ym. (1993)
tutkivat AVR mMRNA:n esintymistd kanan elimistossd bakteeri-infektion jékeen
Tutkimuksissa havaittiin, ettd AVR2 mRNA:ta esintyy pienind pitoisuuksina
munanjohtimessa ja AVR3 mRNA:ta edintyy puolestaan suolistossa tulehduksen

yhteydessa.

Kaikki avr-geenit @vrl — avr7) on kloonattu ja niiden nukleotidisekvenssit selvitetty
(Keindnen ym., 1994; Ahlroth ym., 2000). Avr4d ja awrb5 osoittautuivat
nukleotidisekvensseiltéan téysin identtisks lukuunottamatta yht& guaniini/adeniini
substituutiota. Muut avr-geenit ovat 94 % - 99 %:sti identtisia verrattuna toisiinsa.

Avidiinin geenin nukleotidisekvensiin verrattuna, avd:in ja eri avr:ien valilla todettiin
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olevan 91 % - 94 %:.n identtisyys. Melkein kaikki biotiinin sitomiseen osallistuvat

aminohapot ovat AVR-proteiineilla konservoituneita (Keindnen ym., 1994).

Laitinen ym. (2002) tuottivat rekombinantteja AVR-proteiingja hyonteissolu-
tuottosysteemilla ja tutkivat AVR-proteiinien biokemiallisa ja toiminnallisa
ominaisuuksia. Tutkimuksessa selvis, ettd AVR:t muistuttavat rakenteellisesti ja
toiminnallisesti  hyvin pajon avidiiniaa. AVR3 — AVR7 -proteiinit osoittautuivat
biotiininsitomiskyvyltééan avidiinin veroisiksi sitomalla biotiinia erittéin vahvasti. AVR1:n
ja AVR2:n affiniteetti biotiiniin oli matalampi ja biotiinin sitominen oli osittain
revesiibelid. Rakenteellisissa tutkimuksissa havaittiin, ettd kaikki AVR:t muodostavat
avidiinin lailla stabiilgja tetrameerirakenteita. Nukleotidisekverssi paljasti, ettd kaikilla
AVR-proteiineilla, paitss AVRZ2:lla, on primaarirakenteessaan kysteiinitéhteitd. Ne
muodostavat tetrameerisiin AV R-proteiineihin monomeerien sisdisia seké niiden vélisia
rikkisiltoja. Fysiokemialisilta ominaisuuksiltaan AVR:t eroavat avidiinista alentuneen
Isoelektrisen pisteen seka glykolysaation osalta. pl-arvoltaan AVR:t ovat neutraaleja tai
hieman eméksisa. AVR:t osoittautuivat avidiinin lailla hyvin kestaviksi proteiineiksi.
AVR4 ja AVR5 ovat jopa selvasti lammoOnkestavampia protelingia kuin avidiini ja
streptavidiini (Hytonen ym., 2004).

AVR-proteiinien rooli elimistossa liittynee avidiinin tavoin mikrobien torjumiseen. Eri
AVR-proteiinit mahdollisesti lagentavat bictiinia sitovien proteiinien kirjoa elimiston
puolustusreaktioissa (Laitinen ym., 2002). Laitinen ym. (2002) pitivdt myds mahdollisena,
ettd AVR-proteiinella on rooli kanan yksilonkehityksen alussa oligomeerisend ” scaffold-”

eli telineproteiinina

1.2.4 "Biotin binding proteins® (BBP:t)

Avidiinista eroavia biotiinia sitovia proteiinga (BBP) on |0ydetty vahdisa méaaria
kananmunan keltuaisesta sek& kanan veriplasmasta (White ym., 1976; Mandella ym.,
1978). BBP-I ja BBP-1l edustavat kahta eri muotoa kyseisistéa proteiineista (White ja
Whitehead 1987). Myds kananmunan valkuaisesta on |8ydetty biotiinia sitovaa proteiinia,
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joka eroaa immunologisesti  avidiinista, mutta muistuttaa  biokemialisilta
ominaisuuksiltaan keltuai sesta |0ydettyj& BBP:itéa (Seshagiri ja Adiga 1987).

BBP:t eroavat avidiinista niin kemiallisesti kuin immunologisestikin. BBP:illa on avidiinia
paljon matalampi isoelektrinen piste (pl = 4,6) ja proteiinien aminohappokoostumus eroaa
avidiinista. " Avidiiniperheeseen” kuuluvien proteiinien lailla myds BBP:n biotiinin
sitomiseen osallistuvat aminohapot ovat konservoituneita. BBP:t  denaturoituvat
matalammassa lampdtilassa kuin avidiini. BBP-I on stabiili 60 °C [ampdtilassa ja BBP-I|
denaturoituu, kun lampdtila ylittéd 40 °C (Subramanian ja Adiga 1995). Lisdks BBP:t
sitovat biotiinia heilkommin kuin avidiini (Kd~ 107*2). Biotiinin vapauttaminen on yli 1000
kertaa nopeampaa kuin avidiinilla (Meslar ym., 1978). Matalampi affiniteetti biotiiniin
selittyy BBP:n roolilla kanan elimistdssa (ks. alla).

BBP:n tuotto indusoituu hormonaalisesti estrogeenin vaikutuksesta, mutta myo6s
kaytettavissa olevan biotiinin médra nayttais vaikuttavan proteiinin tuottoon, etenkin BBP-
[1:n tuottoon (White ja Whitehead 1987). BBP syntetisoidaan maksassa, josta se kulkeutuu
veriplasman mukana kehittyvén munan keltuaiseen. BBP toimii kehittyvélle akiolle
biotiinivarastona ja sen biotiinin sitomiskohdat ovatkin |ahes aina kyll&stettyna biotiinilla.
Biotiini pddsee kuitenkin irtoamaan sitomiskohdasta suhteellisen vapaasti, jolloin

vitamiinin vapauttaminen keltuai seen mahdollistuu.

BBP-1:st4 ja BBP-11:sta koodaa sama geeni. BBP-I on primaarinen geenituote (67 kDa) ja
se muutetaan BBP-1I:ksi proteolyyttisella pilkkomisella (19 kDa). BBP-1 on
pseudotetrameeri; silla on nelja homologista biotiinin sitomiskohdan sisdltéavaa aluetta
yhdessa pitkassa polypeptidiketjussa. Homologisia alueita yhdistavét linkkerisekvenssit.
(Bush ja White 1989). Samankaltainen rakenne on havaittu olevan myds valkuaisen
BBP:lla (Seshagiri ja Adiga 1987). BBP-11 on puolestaan tetrameeri; se muodostuu neljésta
identtisesta monomeerista. BBP-1 on glykoproteiini, kun taas BBP-ll:lla e ole

hiilihydraattiosaa rakenteessaan.

BBP-1:sen ja BBP-Il:sen konsentraatiosuhde on suurempi keltuaisessa kuin plasmassa.

BBP-11 kulkeutuu BBP-I:std tehokkaammin keltuaiseen, jossa sen konsentraatio onkin
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huomattavasti suurempi. Tasta onkin paételty, ettd BBP-1:n biologinen rooli on 1&hinna
yllgpitéd sidotun biotiinin maéréé veriplasmassa, kun taas BBP-Il:n tehtdvand on
aktiivisesti kuljettaa biotiinia keltuai seen. Pagtel méa tukee myos se, etta BBP-11:sta tuottuu
vain munivilla kanoilla, kun taas BBP-I:st& on havaittu pienia mééria myos ei- munivien
kanojen veriplasmassa. (White ja Whitehead 1987).

1.3 BIOTIINI

1.3.1 Biotiinin ominaisuudet ja sen biokemiallinen rooli

Biotiini (vitamiini H) on B-ryhmaan kuuluva vitamiini. Sen molekyylimassa on 244,31 Da
ja se koostuu kahdesta toisiinsa yhdistyneestd renkaasta, ureidoryhman sisdltavasta
imidatsoli- seka tetrahydrothiofaanirenkaasta. Jalkimmai seen renkaaseen on koval enttisesti

kiinnittynyt valeerihapposivuketju (kuva 1,4).
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AT I

Tiofaani- | ) (CH,),—C—OH
rengas \\ . /— ( 2)4
Kuva 1,4: Biotiinin rakenne. (Malli kuvaan otettu Pugliese ym. 1993).

Kahdesta mahdollisesta stereoisomeerimuodosta vain D-biotiini on vitamiinina aktiivinen.
Biotiinin isoelektrinen piste on pH astelkolla 3.5, mutta se sdilyttda aktiivisuutensa
emaksisissa liuoksissa aina pH 9:48n asti. Biotiini kestéd suuria lampétiloja; sen

sulamispiste on noin 232 °C.

Biotiini toimii seka pro- ettd eukaryoottisoluissa kofaktorina kuudelle eri
karboksylaasientsyymille  (asetyyli-KoA-, pyruvaatti-, metyylikrotonyyli-K 0A-,
propionyyli-K0A-, geranyyli-KoA- ja ureakarboksylaasi), jotka katalysoivat useita téarkeita
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aineenvaihduntareaktioita. Biotiini osallistuu rasvahappojen biosynteesiin,
glukoneogeneesiin, aminohappojen metaboliaan, puriininukleotidien de novo synteesiin
sekd energiametaboliaan osana Krebsin syklia (Bonjour 1984). Lisdks on esitetty, etta
biotiinilla olis rooli my6s geeniekpresson sadtelijana sek& transkriptio- etta
trandaatiotasolla (ks. yleiskatsaus RodriquezMelendez ja Zempleni 2003).

1.3.2 Biotiinin biosyntees

Ihmiset ja eldmet eiva pysty tuottamaan tarvitsemaansa biotiinia, vaan saavat sen
ravinnossaan. Monet mikrobit, kasvit ja sienet pystyvét biosyntetisoimaan tarvitsemansa
biotiinin itse. Biotiinin synteesiin kykenevia organismeja kutsutaan biotiini prototrofeiksi.
Niilla on biotiinin biosynteesireitti ja sen entsyymeja koodava geeniryhma (io- geenit).
Ekologisesta nakdkulmasta katsottuna biotiinin biosynteess on mahdollisesti siihen
kykeneville maaperan mikrobeille valintaetu, silla biotiinia e ole vapaasti saatavilla
useimmissa luonnon habitaateissa. Bio-geenegja on |0ydetty bakteereista, arkkibakteereista,

hiivoista sekajoistakin eukaryooteista. (ks. yleiskatsaus Streit ja Entcheva 2003).

Biotiinin biosynteesin genetiikkaa on tutkittu eniten bakteereilla, muun muassa E. colilla,
B. subtitliksell& ja B. sphaericuksella. Mutaatio ja komplementaatiokokeiden perusteella
on havaittu, etté bio-geenit ovat jarjestaytyneet bakteereilla operoneiksi. Operonien maara
jarakenne, kuten myds bio- geenien méérg, vaihtelevat lgjeittain. Esimerkiks E. colilla on
kaksisuuntainen bio-operoni jayks bio-geeneista erill&an operonista, kun taas

B. sphaericuksella bio-geenit ovat jarjestaytyneet kahdeks erilliseksi operoniksi. Bio-
geenien maara vaihtelee lgjeittain neljasta kahdeksaan geeniin. (ks. yleiskatsaus Streit ja
Entcheva 2003).

Bio-geenien ekspressio on bakteereilla sdadelty transkriptiotasolla. Biotiinin biosynteesia
séadell&an tyypillisella "feedback”-inhibiitiolla biotiinin saatavuuden mukaan. S&ételijana
toimii repressoriproteiini BirA (Bifunctiona biotin biosynthesis protein) (ks. yleiskatsaus
Beckett ja Matthews 1997). BirA pystyy kiinnittymé&an bio-operaattoriin N-terminaalisella
"hdix-turn-hdix” -rakenteellaan Todenndkdisesti kaksi BirA-monomeerid pystyy
kiinnittymaan yhta aikaa 40 emésparin pituiseen palindromiseen operaattoriin E. coli).
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BirA:n sitoutuminen operaattoriin voimistuu, kun siihen on sitoutunut korepressorina
toimiva biotinyyli-5 -adenosiinimonofosfaatti (biotinyyli-5-AMP) (Streaker ja Beckett
1998). Korkeat biotiinipitoisuudet solussa nostavat biotinyyli-5’-AMP pitoisuutta, jolloin
korepressorin sitoutuminen BirA:han kasvaa. Seurauksena bio-geenien repressio voimistuu
ja transkriptio sen seurauksena  estyy. Represson  purkamiseen tarvitaan
biotiinikarboksylaaskkantajaproteiinga (apo-BCCP), jotka e-biotinyloituna (matalassa

biotiinikonsentraatiossa) kilpailevat BirA:n kanssa paikasta bio-operaattorilla.

Biotiinin biosyntees muodostuu neljéasta entsymaattisesta vélivaiheesta, jotka nayttavét
olevan konservoituneita bakteereilla. D-biotiini syntetisoidaan sen kahdesta prekursorista,
daniinista ja pimeloyyli-KoA:sta. Biotiinin biosynteesi etenee seuraavien vélituotteiden
kautta: pimeolyyli-K oA, 7-keto-8-aminopel argoni happo (KAPA), 7,8-
diaminopelargonihappo (DAPA), dethiobiotiini, biotiini. Reaktioita katalysoivat entsyymit
samassa jarjestyksessa ovat KAPA-syntetaasi, DAPA-syntetaasi, dethiobiotiinisyntetaas
seka biotiinisyntetaasi. (Ks. yleiskatsaus Marquet ym., 2001). K uitenkaan kaikki bakteerit
eivdt kykene biosyntetisoimaan biotiinia itse. Biotiiniauksotrofit bakteerit tarvitsevat
ulkoisia biotiiniléhteita  turvaamaan  biotiinin - saannin.  Toisilla  bakteereilla,
biotiinibradytrofeilla, on puolestaan tehottomampi biotiinin biosynteesikoneisto verrattuna
biotiiniauksotrofeihin.  Biotiinin  biosyntees bradytrofeilla on biotiinin tarpeeseen
suhteutettuna vahaista tai ne syntetisoivat biotiinia vain tietyissa kasvuolosuhteissa. (Ks.

yleiskatsaus Guillen-Navarro ym., 2005).

Paljoa el tiedeta euraryoottien biotiinin biosynteesistd, mutta joitain tutkimuksia on tehty
hiivalla (Saccharomyces cerevisae) ja kasveilla (muun muassa Arabidopsis thaliana).
Hiivala (S cerevisae) suurin osa bio-geeneistd on jarjestdytynyt kromosomiin XIV
konservoituneeks:  geeniklusteriksi.  Biotiinisyntaasia koodaava geeni  Sjoittuu
kromosomiin V11 ja se osoittautui suurilta osin homologiseks bakteeriperdisen (E. coli ja
Bacillus sphaericus) biotiinisyntetaasin kanssa (Zhang ym., 1994). Myds kasviperéisen(A.
thaliana) biosyntetaasigeenin havaittiin olevan suurelta osin homol oginen bakteeriperéisen
biotiinisyntetaasin kanssa (Weaver ym., 1996). Eukaryooteilla biotiinin biosyntees

ndyttéisi noudattavan samaa neljan entsymaattisen reaktion kaavaa kuin bakteereilla (ks.
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ylld). Tama on todettu mittaamalla biotiinin biosynteesin vélituotteiden konsentraatioita
soluviljelmista (ks. yleiskatsaus Streit ja Entcheva 2003).

Arkkibakteerien biotiinin biosynteesd on tutkittu jonkin verran Bio-geengd on
sekvenssivertailulla |6ydetty arkkibakteerien genomista (ks. yleiskatsaus Streit ja Entcheva
2003), mutta niiden toimintaa el ole viela tutkittu. Vakuttaa siltg, etta myos arkkibakteerit
kykenevéa syntetisoimaan biotiinia. Suurimmalla osalla tutkituista arkkibakteereista

biotiinin biosynteesikoneisto nédyttéisi eroavan bakteerien vastaavasta.

1.4 (STREPT)AVIDIINI-BIOTIINI TEKNOLOGIA

(Strept)avidiini-biotiini teknologiaa kaytetdan hyvaks nykyaan lukuisissa eri sovelluksissa.
Avidiini-biotiini teknologia pohjautuu sen kahteen perusperiaatteeseen, jotka myds tekevét
menetelmasta ainutlaatuisen. Ensinndkin  tekniikan pohjana on (strept)avidiinin
"luonnottoman” voimakas affiniteetti biotiiniin. Toiseks menetelméan vahvuutena on se,
etta monia molekyylejd on suhteellisen helppo leimata biotiinilla ja biotinylointi e tuhoa
biotiinin biologista aktiivisuutta eika (strept)avidiinin affiniteettia biotiiniin. Lisdks
(strept)avidiinin nelja biotiininsitomispaikkaa mahdollistavat useamman

biotiinimolekyylin sitomisen, jolloin signaali vahvistuu. (Wilchek ja Bayer 1990).

Avidiini-biotiini- menetelmalla voidaan esimerkiksi puhdistaa ja eristda aineita seka havaita
niitd naytteesté tai kudoksesta. Kaytannossa useimmat sovellukset, joissa (strept)avidiini-
biotiini menetelmaa kaytetéén perustuvat siihen, etta biotinyloidun ligandin annetaan
sitoutua kohdemolekyyliin. Sitoutumaton ligandi pestéan pois ja lisdtéan leimattu avidiini,
joka puolestaan sSitoutuu biotinyloituun ligandiin. Leiman (esim. radioaktiivisen
partikkelin) ansiosta voidaan méarittéd kohdemolekyylin mééra ja sjainti ndytteesta tai

kudoksesta. (Ks. yleiskatsaus Wilchek ja Bayer 1999).

(Strept)avidiini-biotiini-sovellusten kirjo on lagja ja ulottunut monelle eri tieteen alueelle.
Sita kéytetédn edelleen hyvaks biokemian perusmenetelmissd, kuten ELISA:ssa,
affiniteettikromatografiassa ja immunobl ottauksessa. Tekniikan kehityttyd menetelmaa on

sovellettu my6s muun muassa fysiikan, kemian ja |a&ketieteen aoille. Esimerkiks
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| 28ketieteessa avidiini-biotiini teknologiaa pystytéén kayttamaan hyvéksi kuvantamisessa,

kohdennetussa |&8kehoidossa seké geeniterapiassa.

1.5 KOHDENNETTU LAAKEHOITO

1.5.1 Kohdennetun |a&kehoidon perusperiaatteet

Sairauksien hoidossa on pitkaan ollut tavoitteena kohdentaa |é8kehoito tiettyyn elimeen tai
syOpakasvaimeen (ks. yleiskatsaus Langer 1998). Talla tavalla pyritddn parantamaan
|a&kehoidon tehokkuutta kohteessa sekd vadhentdméadn |&8kkeen haittavaikutuksia

normaal e ssa kudoksi ssa.

L 88keaineen kohdentamisessa sydpakasvaimeen kaytettiin ensimmaisend monoklonaalisia
vasta-aineita. Goldenberg ym. (1983) kayttivdt radioleimattuja vasta-aineita
rintasyopékasvaimen kuvantamisessa. Monoklonaalisia vasta-aineita on sen jakeen
sovellettu lagjasti sekd sybpékasvaimen in vivo-kuvartamiseen etta hoitoon. Ildeana
tekniikassa on yhdistda kovalenttisesti syopédkasvaimen pinta-antigeenin tunnistava vasta-
aine kemoterapeuttiseen |a&keaineeseen tai radionuklidiin, jolloin terapeuttinen yhdiste
kulkeutuu vasta-aineen mukana sytpékasvaimeen. Vasta-aineiden kayt0ssd on useita
ongelmia, jotka estavét tekniikan kayttba lagjamittaisesti sairauksien hoidossa. Suurin
ongelma on sg, etta vain murto-osa | dékeannoksesta paikantuu itse kohteeseen. Esimerkiksi
radioleimattuja vasta-aineita kaytettdessd n. 0,001 - 0,01 % annoksesta paasee
kohteeseensa (ks. yleiskatsaus Sakahara ja Saga, 1999). Ladkeannoksen kasvattaminen el
tule kysymykseen, silla |&&ke on usein haitallinen tai myrkyllinen normaalille kudokselle,
etenkin maksalle, munuaisille ja luuytimelle. Liséks vasta-aineiden konsentroituminen
kohteeseensa on hidasta; pdivan ta parin kuluttua saavutetaan tarvittava |88keaineen
pitoisuus kohteessa. Kuvantamista héiritsee vapaana kiertévat radioleimatut vasta-aineet,

jotka poistuvat elimistostéa useiden paivien jalkeen
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1.5.2 Sovelluksa

Monia eri sovelluksia on kehitelty yli 20 vuoden gjan kasvattamaan terapeuttisten vasta-
aineiden maarda kohteessa suhteessa vapaana kiertéviin. Kokonaisia |d8keaineella tai
radionuklidilla leimattuja vasta-aine molekyyleja (1gG) kéytettdessd ongelmana on usein
nilden suuri koko. Ne poistuvat hitaasti elimistostd seka tunkeutuvat huonosti
syOpdkasvaimen sisddn. Yks tapa on kayttdd entsymaattisesti pilkottuja vasta-aine
fragmenttgja (Adams ym., 1993), jolloin kohteeseen konsertroituminen on nopeampaa ja
tehokkaampaa niiden pienestd koosta johtuen. Toisadta suuri osa |édkeannoksesta ei
koskaan saavuta kohdettaan, silla fragmenttien pieni koko aiheuttaa niiden nopean
poistumisen elimistostd. DNA-rekombinaatiotekniikalla on pystytty parantamaan vasta-
aineiden tai vasta-aine-fragmenttien ominaisuuksia, kuten kestavyytta ja toiminnallista
affiniteettia, paremmin kayttotarkoitusta vastaavaks (ks. yleiskatsaus Colcher ym., 1998;
yleiskatsaus Reiter ja Pastan, 1996).

Erés menetelmé on kayttda linkkerid vasta-aineen tai vasta-ainefragmentin ja radionuklidin
valissa (Arano ym., 1991; Gestin ym., 1993). Tarkoituksena on, etta vasta-aine vapauttaa
radionuklidin normaalissa kudoksessa, josta se poistuu nopeasti aineenvaihdunnan kauitta,
mutta el syopdkudoksessa. Ongelmana on ollut linkkerin epéastabiilisuus. Radionuklideja

paésee " vuotamaan” syOpdkasvaimesta, jolloin radioimmunoterapian teho laskee.

Edellisissa esmerkeissd vasta-aine tai muu kohdekudoksen tunnistava molekyyli on
leimattu  suoraan kemoterapeuttisella |188keaineella tai  radioimmunoterapeuttisella
radionuklidilla.  Parempi vaihtoehto on kohdentaa |&8kehoito sydpakasvaimeen
monivaiheisella metodilla. Ennalta kohdennetussa ("pretargeting”) |88kehoidossa
hyddynnetddn seka pienid ettd suuria molekyylgjd |&88keaineen kohdentamisessa
sybpdkasvaimeen (Goodwin ja Meares 1997). Menetelma vahentdd taustaa seka
mahdollistaa |88keaineen suuren pitoisuuden sydpakasvaimessa minimoiden samalla

normaaliin kudokseen kohdistuvat vauriot.

Ennalta kohdennetussa |&&kehoidossa on sovelluksesta riippuen aina kaks tai useampi

vaihe. Esimerkkina kaytettéava Cremonesin ym. (1999) raportoima
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radioimmunoterapiametodi on kolmivaiheinen. Ensimmaéisessd vaiheessa potilaalle
annetaan pitkéén verenkierrossa kiertdvad, sytpékasvaimen pinta-antigeeniin kiinnittyvaa
kohdentgjakonjugaattia (biotinyloitu mAD). Toisessa vaiheessa vapaana kiertévat
kohdentajakonjugaatit poistetaan verenkierrosta. Téhan kaytetédn molekyylia (avidiini tai
streptavidiini), joka sitoutuu kohdentajakonjugaatteihin muodostaen kompleksin, joka
poistuu elimistostd. Myos syOpdkasvaimen pinnalle ensmmadéisessd vaiheessa
Kiinnittynethin - kohdentajakonjugaatteihin  sitoutuu avidiinimolekyylgjdé. Kolmannessa
vaiheessa lisatdén vaikuttgjakonjugaatti  (*°Y-biotiini), joka tunnistaa spesifisesti
kohdentgjakonjugaatin  syOpdkasvaimen pinnata ja kiinnittyy sihen. Yleisimmét
esikohdennetussa |aékehoidossa kaytetyt menetelmét ovat avidiini/biotiini (Hnatowich
ym., 1987; Paganelli ym., 1988) tai hapteeni/vasta-aine (Reardan ym., 1985) -systeemit.
Naiden lisdks on kaytetty myés DNA/DNA- (Bos ym., 1994) sekd ”prodrug”/entsyymi-
systeemia (ks. yleiskatsaus Bagshawe 1989).

1.5.3 Avidiini-biotiini-systeemi

Avidiini-biotiini- systeemin hytdyntamistd kohdennetussa |1&8kehoidossa on tutkittu 1980-
luvun lopulta asti. Enssmmaiset in vivo-kokeet tehtiin eldnmalleilla (Hnatowich ym., 1987;
Paganelli ym., 1988). Kokeissa havaittiin, etta perinteisiin metodeihin (vasta-aineen suora
leimaus radionuklidilla) verrattuna avidiini-biotiini  systeemin  kayttd parantaa
radionuklidin kertymistd kohteeseen sekd vahentdd normaaliin kudokseen kohdistuvaa
haittaa. Avidiini-biotiini-systeemin etuna on molekyylien véalinen suuri affiniteetti seké
avidiinin mahdollisuus sitoa useampaa kuin yhté biotiinimolekyylia (Green 1975a). Lisaksi
avidiinin sukulaisproteiinien, kuten streptavidiinin, seka geneettisesti tai biokemiallisesti
muokattujen  (strept)avidiinikonstruktien  (ks.  yleiskatsaus Wilbur  ym., 1999)
hyddyntéminen lagjentaa tekniikan kayttdmahdollisuuksia.

Avidiinin ja streptavidiinin biokemiallisista eroista johtuen ne kayttaytyvét elimistdssa eri
tavalla. Avidiini on glykolysoitu ja silla on korkea pl. Glykolysaatio aiheuttaa avidiinin
kerdgdntymisen maksaan. Korkeasta pl:sta ja glykolysaatiosta johtuen avidiini poistuu
elimistosta suhteellisen nopeasti. (Rosebrough 1993; Yao ym., 1999). Streptavidiini kiertda

verenkierrossa pidempaan kuin avidiini ja kerdéntyy padasiassa munuaisiin (Schechter
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ym., 1990; Rosebrough 1993). Streptavidiini on avidiinia antigeenisempi aiheuttaen
elimistdssa voimakkaamman immunogeenisen reaktion (Chinol ym., 1998). Avidiinin ja
streptavidiinin kdyttéaytymiseroja in vivo voidaan hyddyntda esikohdennetun |&8kehoidon
eri vaiheissa. Esimerkiks streptavidiinin pitk&a kiertoalkaa verenkierrossa hyodynnetdan
kayttamalla sitd ennalta kohdennetun l&8kehoidon viimeisessd vaiheessa viemaan
radionuklidi syOpakasvaimen pinnalle. Avidiinin lyhyt kiertoaika mahdollistaa tehokkaan
ja nopean  biotinyloitujen  vasta-aineiden  poiston  verenkierrosta  ennen

vaikuttajakonjugaatin lisaysta.

Avidiinin ja streptavidiinin biokemialliset ja immunologiset ominaisuudet usein kuitenkin
rgjoittavat niiden kayttoa kohdennetun |éékehoidon sovelluksissa. Erés ratkaisu ongelmaan
on muokata proteiinien ominaisuuksia optimaaismmiksi joko biokemidlisilla
modifikaatioilla tai mutageneesin avulla. Esimerkiksi antigeenisyyden vahentéminen on
toivottavaa, jotta potilaalle voidaan antaa useita terapiakasittelyitd perékkain ja taten
parantaa |a&kehoidon tehokkuutta. MyOs proteiinin verenkierrossa kulkemaa aikaa on

toisinaan tarve lyhentda tai pidentda kayttttarkoituksesta riippuen.

Avidiinin  kiertoaikaa verenkierrossa voidaan pidentéd deglykolysaatiolla jaltai
asetyloimalla lysiinitéahteet, jolloin avidiinin varaus reutralisoituu (Rosenbrouhg ja Hartley
1996). Myo6s polyetyleeni glykoli (PEG) -konjugaatin kiinnittdminen avidiiniin liséa
avidiinin kiertoaikaa sek& vahentda sen antigeenisyytta elimistéssa (Chinol ym., 1998).
Toisaalta PEGylaatio vahentda avidiinin affiniteettia biotiiniin. Streptavidiiniin voidaan
kovalenttisesti kiinnittéd galaktoositahteitd, jolloin maksasolujen galaktoosireseptorit
Sitovat streptavidiinia tehokkaammin. Sen johdosta streptavidiinin kertyminen maksaan
lisdantyy sekd poistuminen verenkierrosta nopeutuu (Rosenbrough ja Hartley, 1996).
Meyer ym. (2001) onnistuivat vahentamadn streptavidiinin antigeenisyytta mutatoimalla
sen pintaaminohappoja.  Tehokkaimmin antigeenisyytta véhensi  varautuneiden,
aromaattisten tai isogjen hydrofobisten pinta-aminohappojen korvaaminen pienilla

neutraal eilla aminohapoilla.

Hytonen ym. (2003) etsivét tutkimuksessaan uusia potentiaalisia proteiinga, joita voitaisiin

hyddyntda avidiinin ja streptavidiinin rinnalla kohdennetun l&8kehoidon sovelluksissa
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Neljan eri siipikarjainnun munanvalkuaisista eristettiin avidiinin kataisia protelinga ja
tutkittiin niiden ominaisuuksia. Kaikki eristetyt proteiinit olivat biotiinin sitomiskyvyltaan
avidiinin veroisia. Immunologiset kokeet osoittivat, etta nama "uudet avidiinit” eivét
ristiinreagoineet kanan avidiinin vasta-aineiden kanssa. Potilaiden seerumilla tehdyjen
kokeiden perusteella kolme neljastd proteiinista aiheutti pienemméan immunologisen
vasteen kuin esimerkiks kanan avidiini. Tulosten perusteella ”uudet avidiinit” tarjoavat
varteenotettavan mahdollisuuden hy6dyntda niité avidiinin ja streptavidiinin rinnalla niin
kohdennetussa | a8kehoidessa kuin muissakin |&8ketieteen sovelluksissa.

Avidiini-biotiini-systeemin  joustavuus mahdollistaa monia e tapoja kohdentaa
terapeuttinen yhdiste sytpakasvaimeen. Eri metodeja on raportoitu kaksivaiheisesta
viisivaihelseen menetelmaan asti. Italialainen Paganellin tutkimusryhma on tehnyt kliinisia
kokeita avidiini-biotiini systeemill& 1&hes kahdenkymmenen vuoden agjan ja systeemid on
sovellettu jo monien eri syOpéasairalksien hoitoon seka kuvantamiseen. Paganelli ym. ovat
kehitténeet kolmivaiheisen metodin, jonka ensmmaisessd vaheessa kaytetdan
biotinyloitua vasta-ainetta, toisessa avidiinia ja kolmannessa radioleimattua biotiinia.
Menetel mé&a testattiin kuvantamistarkoituksessa potilailla, joilla oli todettu keuhko-, rinta-,
Kilpirauhas- tai ruuansulatuskanavan syopa (Paganelli ym., 1991). Vasta-aineena kéaytettiin
kyseisten kasvainten tuottaman karsinoembryoonisen antigeenin (CEA) tunnistavaa anti-
CEA:ta. Kasvaimet havaittiin talla menetelmalla potilailta 1éhes 100 %:sti. Menetel maan
perustuva terapeuttinen koe tehtiin aivokasvainpotilaille kayttaen radionuklidina *°Y:ta
(Paganelli ym., 1999). Tulokset olivat lupaavia. Jatkotutkimuksissa havaittiin, etta
Paganellin ym. esittelemd kolmivaiheinen radioimmunoterapia estéa pahalaatuisen
aivogliooman kehittymistd, pidentd&d sen uusiutumisaikaa seka potilaan elinikéa (Grana
ym., 2002).

Y hdysvaltalainen NeoRx ryhma on kehittéanyt biotiiniin ja streptavidiiniin perustuvan
kolmivaiheisen menetelman, jonka ensimmai sessa vai heessa kaytet&an streptavidiini- vasta-
ane konjugaattia, toisessa biotiinigalaktoosialbumiinikonjugaattia ja kolmannessa
radioleimattua DOTA-biotiinia Radioleimana on kuvantamistarkoituksessa In ja
radioimmunoterapiassa *°Y. Vasta-aineena kéytetaan NR- LU-10:t4, joka tunnistaa monen

epiteeliperdisen syodvan, kuten keuhko-, paksusuoli-, rinta= ja munasarjasydvan,
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ekspressoiman glykoproteiiniantigeenin (Breiz ym., 2000). Meretelm&a on testattu
elankokeilla (Axworthy ym., 2000) seka sitd on kaytetty radioimmunoterapiana muun
muassa paksusuolensyévan hoidossa (Knox ym., 2000). Toisessa NeoRx-ryhméan
tutkimuksessa kolmivaiheista radioimmunoterapiaa sovellettiin non-Hodkinsin lymfooman
(NHL:n) hoitoon (Weiden ym., 2000). Ensmmaisessa vaiheessa potilaille annettiin
streptavidiinin konjukoitua kimeerista 1gG1, anti-CD20 vasta-ainetta (Rituximab), joka
tunnistaa spesifisesti syOpdkasvaimen ekspressoiman antigeenireseptorin  (CD20:n).
Toisessa vaiheessa kaytettiin biotiini-N-asetyyligalaktosamiinia poistamaan ylimaarai set
streptavidiini- vasta-aine konjugaatit elimistosté. Lopuksi potilaille annettiin radioleimattua
tetra-azacyclododecanetetra-aceticacid-biotiinia  (DOTA-biotiinia).  Tulokset  olivat
lupaavia: seisemasta 2°Y-DOTA-biotiinia saaneista potilaista kuudella todettiin
syOpdkasvaimen regressiota. Lisdks hoidosta aiheutuvat sivuvaikutukset normaalille
kudokselle olivat vahdisia

Hnatowich ym. (1993) havaitsivat, etta (strept)avidiini kertyy myds ilman vasta-
ainekonjugaattia sytpakasvaimen pinnalle. Radioleimatun streptavidiinin biodistribuutio
elimistdssd oli samankaltainen kuin radioleimatun spesifisen vasta-aineen, mutta tausta
verenkierrossa oli  vahdisempi. Tastd johtuen kasvain / normaai kudos
radioaktiivisuussuhde parani leimattua streptavidiinin kéytettdesss, vaikka streptavidiinin
konsentroituiminen syOpakasvaimeen oli vahdaisempad kuin leimatun spesifisen vasta-
aineen. Yao ym. (1998) havaitsivat, ettd natiivi avidiini kertyy lektiingj& ekspressoivien
syopékasvainten pinnalle. Avidiinin oligosakkaridiketju sisdltéad joihinkin lektiineihin
sitoutuvia mannoosi- ja N-asetyyliglukosamiinitdhteitd (Savage ym., 1992). Kokeissa
havaittiin, etta radioleimattu avidiini konsentroitui nopeasti ja tehokkaasti kasvaimeen
normaalin kudoksen radioaktiivisuustason pysyessa matalana. Hnatowichin ym. (1993) ja
Yaon ym. (1998) tulosten perusteella voidaan streptavidiinia ja avidiinia pitéa lupaavina
kohdennetun l&8kehoidon “tyokaluina® radionuklidien, l88kkeiden, toksiinien seka

terapeuttisten geenien viemisessa syopakasvaimeen.

Avidiini-biotiini-systeemia on kaytetty myods kuljettamaan |&88keaineita aivoihin
aivoveriesteen 18pi (ks. yleiskatsaus Bickel ym., 2001). Menetelméassa avidiini kiinnitetéén

kovalenttisesti  alvoveriesteen  |gpdisevdan  kuljetusvektoriin,  jolloin  kyseista
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fuusioproteiinia voidaan kéyttéa ldhes minka tahansa biotinyloidun |&8keaineen
kuljettamiseen aivoihin. Yoshikawa ja Pardridge (1992) konjukoivat avidiinin
kovalenttisesti hiiren aivoveriesteen |gpdisevdan OX26 nimiseen monoklonaaliseen vasta
aineeseen. Konjugaattiin sitoutunut 3H-biotiini  kulki aivoveriesteen 18pi samalla

nopeudella kuin konjukoimaton OX26.

1.6 RHIZOBIA-BAKTEERIKANTA

Rhizobia-bakteerikanta kuuluu a-proteobakteereihin ja slla on kyky muodostaa
symbioottinen suhde isantdkasvin kanssa osalistumalla sen typpiaineenvaihduntaan
muuttaen ilmakehan typped kasville kayttokelpoisekss ammoniakiksi. Toiminnallaan
bakteeri tehostaa isdntdkasvin fotosynteesia (Bethelenfalvay ym., 1978) ja saa vastineeksi
fotosyntagttia. Rhizobia-bakteerikantaan kuuluvat muun muassa Bradyrhizobium,
Rhizobium ja Snorhizobium bakteerilgjit (ks yleiskatsaus Guillen-Navarro ym., 2005).
Niiden isantdkasveina toimivat palkokasvit, kuten herne, papu, apila tai afa-alfa, jonka
juuriin ne pystyvé tunkeutumaan Pian Rhizobia infektion jalkeen iséntdkasvin juuriin

muodostuu juurinystyrd, jossa bakteeri eléé jalisdantyy. (West ym., 2002).

Rhizobia-bakteerikannan  infektiota  isantdkasvin  juureen ja  juurinystyrdiden
muodostumista sadtelee useat geenit ja tapahtumasarja vaatii kasvin ja bakteerin
vuorovaikutusta erilaisten kemialisten signaalien vdityksella.  Juurinystyréiden
muodostumiseen osallistuvat bakteerin geenit (nod-geenit) aktivoituvat kasvin juurten
vdlittamistd signaaleista, flavonoideista. Sen seurauksena bakteeri biosyntetisoi lipo-
oligosakkaridi signaalimolekyylejd, jotka indusoivat juurinystyrameristeemin kasvun
bakteerien typpiaineenvaihduntaan osallistuvat geenit aktivoituvat. (Ks. yleiskatsaus
Downie 1994).

Useat Rhizobia-bakteerit kykenevét biotiinin biosynteesiin. Geneettiset analyysit ovat
osoittaneet, ettd biotiinin syntetisointiin kykenevilla Rhizobia-bakteereilla on genomissaan
biotiinin biosynteesid koodaava geeniklusteri (bio-geenit), mutta geeniklusterin koko ja sen
ssdtaméa geenit vaihtelevat lgeittain. Toisilla Rhizobia-bakteereilla on taydellinen
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biosynteesikoneisto (ks. kappale 1.3.2, s. 22) ja toiset kayttavét biotiinin biosynteesiin
vaihtoehtoisia keinoja. On esitetty, ettd biotiinin biosynteesiin kykenevé Rhizobia-
bakteerit "syventdvét” symbioottista suhdettaan isantdkasvin kanssa syntetisoimalla
biotiinia isantékasvin tarpeisiin. Biotiinin kuljetus bakteerin solukalvon ja -seindn 18pi
vaatii biotiinin "kuljetuskoneiston”. Rhizobia-bakteerit ovatkin ainoita prokaryootteja,
joiden genomista on tunnistettu biotiinin kuljetusproteiinien geenga (Ks. yleiskatsaus

Guillen-Navarro ym., 2005)

2 TUTKIMUKSEN TARKOITUS

Pro Gradu -tutkimuksessa tuotettiin ja puhdistettiin  bakteeriperdista avidiinin
sukulaisproteiinia, rhizavidiinia. Tarkoituksena oli saada tutkimustietoa rhizavidiinin
ominaisuuksista  kuten  rakenteesta,  stabiilisuudesta,  biotiinin  Sitomisesta,
lammonkestavyydestd seka immunologisista ominaisuuksista. Ominaisuuksia verrattiin

jaeroja

3 MATERIAALIT JA MENETELMAT

3.1 RHIZAVIDIINIGEENIN DNA:N KASITTELY

3.1.1 Alukkeiden suunnittelu

Rhizavidiinia koodaava geeni monistettiin polymeraasiketjureaktiolla (PRC) kayttéen
templaattina Rhizobium etli cDNA:ta. Kohteena oli komplementaarinen juoste U80928.4.
293047-293586, johon alukkeet suunniteltiin:



293041
293101
293161
293221
293281
293341
293401
293461
293521
293581

aggagatt aa
ttgtccttge
tatctcagtg
gttctcegtc
tgttagcgga
ggagacattt
act gct ggaa
agct gaggt t
tcctcctgat
aat caat caa

tccttcaaga
t caat ggccg
ttgttgeegt
gaattgttcc
t agggcgagt
ccgaacgagt
gccgat gcga
gct acagcaa
gt gcgccgac

ggcttttgtt
gaccggagcc
tgacctgtgc
agccgaccga
tctggcatcc
cgact t gaat
tgcttgaaaa
acacaagt gc

cgt cggcgat

ctcagtcgtc
gccttcgtaa
gt agccggt ¢
aaat gcgat g
ggt geect gg
gat cat cgt c
atccttgaag
t gcaact gca
cgt accgaag

ggcacgt act
gcgaggt tcc
catccggttg
aacgt cccgt
gctctgttta
gagccggact
ttgcttgeat
ttagtacgga
gttgcatata

ggaaagt gt ¢
agct cgt gac
cggaat t gca
ttacccttcc
cat at t ggcc
ggttctgcca
cgaaagcaag
tcatggtttt
aact cgt aat
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Rhizavidiinigeenilla on harvinainen translaation aoituskodoni (AAC), joten alukkeessa se

muutettiin ATG:ksl.

Vastinjuoste, jossa aloituskodoni on muutettu tavalliseksi:

Atgattatta
ggaggaaaaa
tcagctcttg
agcagt t ggc
gt ctccggec
ct aacaggaa
gagaact gca
gagat agt ca
ggacaagaca

cgagtttata
ccat gat ccg
ctttcgatgc
agaaccagt ¢
aat at gt aaa
gggt aaacqg
att ccgcaac
cgagct ggaa
ctttccagta

tgcaaccttc
t act aat gca
aagcaacttc
cggct cgacg
cagagcccag
gacgttcatc
cggat ggacc
cctcgettac
cgt gccgacg

ggt acgat cg
gtt gcagcac
aaggattttt
atgatcattc
ggcaccggat
gcattttcgg
ggct acgcac
gaaggcggct
act gagaaca

ccgacggt cg
ttgtgtttge
caagcat cgc
aagt cgact ¢
gccagaact ¢
t cggct ggaa
aggt caacgg
ccggt ccgge
aaagcctctt

gcgcacat ca
t gt agcaacc
atcggcttcc
gtt cggaaat
gccct at ccg
caattcgacg
caacaacact
cat t gagcaa
gaaggat t aa

Alukkeet suunniteltiin siten, ettd rhizavidiinigeeni monistu PCR:ss& pidempana villin
tyypin
rhizavidiinigeenin signaalisekvensss monistui  lyhyempand. Ennusteen mukaan myo6s

muotona (koko geeni) ja Iyhyempana ydinmuotona. Y dinmuodossa
lyhyempi signaalipeptidi oli toimiva. Se katkesi todenndkoisesti samasta kohdasta kuin
kuin villin tyypin pidempi signaalipeptidi eli valmis proteiini oli kummassakin muodossa
5-paiden aukkeisiin lisétty "cacc’-nukleotidipatkd oli  TOPO-vektoriin

kloonauksen kannalta oleellinen, jotta insertti ligoitui vektoriin oikein pain.

i denttinen.

5 -auke (villin tyypin muoto): ”"Rhiz wt5” 5’-cacCATGATTATTACGAGTTTATATGC-
3

Tama oligonukleotidi tunnistaa Rhizobium etli cDNA:n komplementaarisesta juosteesta
nukleotidit 293586-293564

5'-aluke (ydinmuoto): "Rhiz core5” 5-caccCATGATCCGTACTAATGCAGTTGC-3

Tama oligonukleotidi tunnistaa Rhizobium etli cDNA:n komplementaarisesta juosteesta
nukleotidit 293514-293492
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3'-auke: "Rhiz3end” 5°-TTAATCCTTCAAGAGGCTTTTGT-3'

Tama oligonukleotidi tunnistaa Rhizobium etli cDNA:n vastinjuosteesta nukleotidit
293047-293069.

Alukkeet olivat TAG Copenhagen A/S:n valmistamia.

3.1.2 Rhizavidiinigeenin monistaminen

Rhizavidiinigeenin monistusta varten tehtiin kaksi eri reaktioseosta, joista toisessa
kaytettiin 5 -paén alukkeena "Rhiz wt5:ta” ja toisessa 5'-paan alukkeena ”Rhiz cores:td”.
Tarkoituksena oli monistaa rhizavidiinigeenista kumpaakin muotoa — villin tyypin muotoa
ja ydinmuotoa. Templaattina kaytettiin rhizavidiinigeenin cDNA:ta.

Polymeraasiketjureaktioissa kdytettiin seuraavanl aisia reaktioseoksia:

Villin tyypin muoto: Y dinmuoto:

10 pl dNTP-seosta 10pl dNTP-seosta

1yl "Rhiz wt5” -aluketta (100 pmol)  1ul "Rhiz” core5 —aluketta (100 pmol)
1ul "Rhiz 3end” -aluketta (100 pmol) 1l "Rhiz” 3end —aluketta (100 pmol)

10l 10 x Pfu:n puskuria 10 ul 10 x Pfu:n puskuria
1 pl templaatti DNA:ta 1 pl templaatti DNA:ta
76 ul HLO 76 pl H,O

Edell&kuvatuista reaktioseoksista tehtiin kaksi rinnakkaista putkea jakamalla molemmat
reaktioseokset kahteen eri 100 pl:n PCR-putkeen. (50ul reaktioseosta/putki).

PCR monistukset suoritettiin seuraavasti: Putket asetettiin PCR-laitteeseen (Whatman
BioMetra T-personal), jossa niitd pidettiin 10 min 95 °C:ssa Taman jakeen putkiin

liséttiin 1ul Pfu-entsyymid. PCR-laitteen annettiin suorittaa seuraava ohjelma:

1. 1min94°C
2. 1min50°C
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3. 15min72°C
30 x kohdat 1-3
4. 10min72°C
5. pause4°C

3.1.3 Agaroosigeelielektroforees ja DNA:n eristdminen gedlista

PCR monistuksen jélkeen PCR-tuotteet gettiin agaroosigeelielektroforeesilla (AGE).

15 % agaroosigeeli valmistettiin seuraavasti: 3g agaroosia liuotettiin 200 ml:aan
yksinkertaista TAE-puskuria ja liuoksen annettiin kiehahtaa mikroaaltouunissa. Kun liuos
oli jadhtynyt noin 55 °C asteiseksi, liuokseen liséttiin 10 pl etidiumbromidia (EtBr) (10
mg/ml). EtBr lisdyksen jalkeen geeli valettiin elektroforeesilaitteen kelkkaan, jonka paét
oli suljettu teipilla ndytekammat asetettiin paikoilleen ja geelin annettiin jdhmetty& noin 30
minuuttia.

PCR-tuotteisiin (& 50 pl) lisattiin kymmenenkertaista AGE-néytepuskuria (10 x DNA LB)
6ul:aa

Elektroforeesikelkan péistéa poistettiin teipit, kelkka asetettiin elektroforeesilaittee