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Alkusanat

Pro gradu -tutkielma tehtiin Jyvéskylan yliopistossa Bio- ja ymparistOtieteiden laitoksella
solu- ja molekyylibiologian osastolla vuosien 2010-2011 aikana. Vuoden tyon tuloksena
tutkielma valmistui lopulta toukokuussa 2011. Poikkitieteellisessa graduaiheessani tutus-
tuin fysiikan ja kemian ihmeelliseen maailmaan, joka oli minulle melko vierasta aluetta.
N&ma toivat mukanaan monia uusia menetelmig, joiden sisaistdminen loi lisdhaastetta gra-
duntekoon. Tutkimusaiheeseen ja menetelmiin opastamisesta saan kiittdd graduohjaajaani
professori Janne Ihalaista, joka joutui myds takomaan p&éhéni fysikaalisia ilmioita varmas-
ti kyllastymiseen asti. Kiitokset siis myds karsivallisyydesta ja ymmartavaisyydesta. Kiitos
kuuluu myos toiselle ohjaajalleni tutkija Vesa Hytdselle neuvoista ja kommenteista tyoni
aikana. Lisaksi haluan kiittdd Eila Korhosta ystavallisestd avunannosta aina sita tarvitessa
seka kaikista elamanohjeista. Kiitokset myds Juha Mé&atalle avusta kalorimetrimittauksissa
Tampereella sekd Péivi Ruokolalle neuvoista FTIR-mittauksissa.

Tama tutkimusprosessi oli kaikkiaan varsin opettavainen ja yksi henkisen kasvun paikka.
Tyon aikana tunsin kehittyvani monessa eri asiassa, mutta suurinta tyydytysta antoi oival-
lukseni tutkia pH:n vaikutusta tutkittaviin molekyyleihin. Ajatuksen sain yhden lukemani
artikkelin innoittamana ja vield innostuneempi olin, kun huomasin pH:n olevan kéayttokel-
poinen parametri tutkimuksia ajatellen. Onnistumiset antoivat luottamusta ja lisdsivat mie-
lenkiintoa tieteellista tutkimusta kohtaan. Luottamuksesta ja kannustuksesta haluankin vie-
14 kiittaa perhetténi ja ystavid, jotka ovat tukeneet elamaéni tiella.

Jyvaskyléssa 3.5.2011

Milja Luukkonen
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Abstract:

Avidin is a tetrameric protein which has been widely utilized due to its ability to bind different kinds of
ligands. Biotin is a natural ligand for avidin and its affinity is very high (Ks=10"° M). However, avidin is
able to bind also other ligands with lower affinity. One of the known ligands is HABA (4-
hydroxyazobenzene-2-carboxylic acid) and it has been already used in avidin-biotin technology.

Usually HABA exists as a planar molecule, so called trans-isomer, but it may lose the planarity and then
exists as a cis-isomer. When HABA is bound to avidin it changes the color from yellow to red, and the
binding can be detected by spectral changes. Different derivatives of HABA have been synthesized, and
those bind to avidin with different affinity.

In this work we determined the properties of the azomolecules (HABA and TAM-017), avidin and their
complex by the spectral, chromatographic and calorimetric procedures. We also examined the binding of the
HABA and TAM-017 to the avidin in different solvents and pH. However, the final aim of the work was to
study if it would be possible to adjust the conformations of the HABA compounds by external signal, and in
this way control the formation of avidin-HABA complexes. Controlling the photoisomerization and binding
might allow employing HABA molecules widely in science. The results of this study show that pH might be
suitable parameter to control the binding of the HABA.
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1 Johdanto

1.1 Avidiini ja atsobentseenit
1.1.1 Avidiini

Proteiinit koostuvat aminohapoista, jotka ovat sitoutuneet toisiinsa peptidisidoksilla. Ami-
nohapot muodostavat proteiinin primééarirakenteen, joka taas jarjestdytyy monimutkai-
semmiksi sekundaarirakenteiksi (o- ja p-rakenteet) ja lopulta 3-ulotteiseksi proteiiniksi.
Avidiini on tetrameerinen proteiini, jonka nelja identtistd alayksikkoda koostuvat kukin
kahdeksasta antiparalleelista p-levysta (Kuva 1) (Livnah ym., 1993b; Pugliese ym., 1993).
Sen jokaisessa alayksikdssa on sitoutumistasku, johon sopiva pienmolekyyli eli ligandi voi
Kiinnittyd. Avidiini on glykoproteiini, jonka isoelektrinen piste (nettovaraus on 0) on
pH:ssa 10. Avidiini liukenee helposti erilaisiin liuoksiin, ja sen rakenne on vakaa hyvin laa-
jalla pH- ja lampdtila-asteikolla (Green, 1975). Avidiinia on l0ydetty useiden lintulajien
munista ja munanjohtimista sekd sammakoiden kudusta (Hertz ja Sebrell, 1942; Jones ja
Briggs, 1962; Korpela ym., 1981; Hytdénen ym., 2003). Tieteellisissd tutkimuksissa on kui-
tenkin kéytetty eniten kananmunan valkuaisessa esiintyvéa avidiinia. Avidiini kuuluu gee-
niperheeseen, joka siséltadé useita avidiinin kaltaisia geeneja (AVR), joiden biologinen teh-
tava on kuitenkin vield tuntematon (Ahlroth ym., 2000; Niskanen ym., 2005).

Kuva 1. Avidiinin rakennemalli, joka perustuu rontgensadekristallografisesti méaritettyyn rakenteeseen PDB
2AVI (Livnah ym., 1993b). Kuvan on tehnyt \esa Hyttnen ohjelmalla VMD 1.8.7.



Streptomyces bakteereista on 16ydetty avidiininkaltaista proteiinia, streptavidiinia, joka ha-
vaittiin alun perin antibioottien seulonnan yhteydessé (Chaiet ja Wolf, 1964). Streptavi-
diinilla ei ole rakenteessaan hiilihydraattiosaa, kuten avidiinilla. Liséksi sen isoelektrinen
piste on happamassa pH:ssa, eiké se liukene veteen yhtd hyvin kuin avidiini. Kummatkin
proteiinit sitovat D-biotiinia, eli H-vitamiinia, mutta avidiini sitoo sitd voimakkaammalla
affiniteetilla (Kq=10™ M) (Green, 1975). Dissosiaatiovakio (Kg) ilmaisee reaktion tasapai-
noa ligandin sitoutuessa proteiiniin, ja sitd kaytetd&nkin proteiinin ja sen ligandin vélisen
affiniteetin ilmaisuun. Mité pienempi dissosiaatiovakio-arvo on, sitd voimakkaammalla af-
finiteetilla proteiini sitoo ligandia. Streptavidiinin ja avidiinin erilainen affiniteetti HABA-
molekyylid kohtaan on ajateltu johtuvan proteiinien L3,4 silmukan erilaisesta rakenteesta
(Hendrickson ym., 1989; Livnah ym., 1993a). Seké avidiinia ett4 streptavidiinia on kaytet-
ty ja tutkittu paljon, ja niitd hyédynnetdan usealla eri teknologian alalla, seka biotieteissa
ettd ladketieteessa (Wilchek ja Bayer, 1999; Keren ym., 2003; Hinds ym., 2004).

Vahva avidiini-biotiinivuorovaikutus vaikuttaisi olevan biologisesti tarked, silla sen on aja-
teltu suojaavan kasvavaa alkiota mikrobien aiheuttamilta infektioilta (Green, 1975; Nor-
dlund ym., 2005). Biotiinin sitoutuminen avidiiniin johtaa niiden konformaatioiden, stabii-
lisuuden ja jaykkyyden muutoksiin (Weber ym., 1989; Livnah ym., 1993b; Gonzalez ym.,
1999; Williams ym., 2003). Kaikista joustavin osa avidiinissa on B-levyjen 3 ja 4 vélinen
silmukka (L3,4 loop) (Weber ym., 1989; Livnah ym., 1993b; Pugliese ym., 1993). Taméa
alue on vuorovaikutuksessa ligandin kanssa, ja se voi olla joko avoimessa tai suljetussa
muodossa riippuen ligandin sitoutumisesta. Silmukka on 12 aminohappoa pitka ja muodos-
tuu aminohappotahteistd 35-46. L3,4 silmukka toimii molekulaarisena saatelijana rajoittaen
biotiinin sek& sen johdannaisten sitoutumista ja edistden proteiinin muuttumista pseudoent-
syymiksi (Pazy ym., 2003; Eisenberg-Domovich ym., 2004). Avidiinin silmukkarakenne
on yleensd avoimessa muodossa, mutta biotiinin sitoutuminen stabiloi silmukan konfor-

maation ja ’lukitsee” sen suljettuun muotoon (Livnah ym., 1993b).

Avidiinin ja biotiinin vuorovaikutusta on kaytetty laajasti hyodyksi bio- ja nanoteknologi-
assa (Wilchek ja Bayer, 1990 ja 1999). Niiden valinen sitoutuminen on kuitenkin lahes pa-
lautumaton, eika téllainen vahva sidos ole kovin hyddyllinen kaikissa tilanteissa (Repo

ym., 2006). Avidiini sitoo my0s useita erilaisia varimolekyyleja ja peptideja, joilla ei ole
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selvad rakenteellista samankaltaisuutta biotiinin kanssa (Green, 1975). Siitd huolimatta ne
vaikuttavat sitoutuvan samaan sitoutumiskohtaan avidiinissa, mutta biotiini pystyy kuiten-
Kin syrjayttamaan ndma biomimeettiset molekyylit avidiinin sitoutumistaskuista (Wilchek
ja Bayer, 1990; Livnah ym., 1993b).

1.1.2 Atsobentseenit

Atsobentseenit ovat kemiallisia yhdisteitd, joiden fenyylirenkaita erottaa atsosidos -N=N-,
ja ne voivat muodostaa useita erilaisia aromaattisia yhdisteita. Atsoyhdisteet ovat suhteelli-
sen vahvoja ja kemiallisesti vakaita, mink& seurauksena niitd on kaytetty laajalti teollisuu-
dessa mm. vériyhdisteissa. Atsobentseenikromoforeja voidaan muuttaa kahden geometri-
sen isomeerin valilla kayttamalla ndkyvaa valoa. 1Imioté sanotaan fotoisomerisaatioksi, ja
se on sekd nopea ettd palautuva reaktio. Isomerisaation aikana tapahtuu merkittavia muu-
toksia atsobentseenimolekyylien optisissa, geometrisissa, mekaanisissa ja kemiallisissa
ominaisuuksissa. Isomerisaatio on taysin palautuva mekanismi, eiké silld ole sivureaktioita,
mika tekee siitd yhden puhtaimmista valokemiallisista reaktioista. Atsobentseenimolekyy-
leill& on kaksi isomerisaation muotoa, trans ja cis (Kuva 2). Trans-isomeeri voidaan muut-
taa valon avulla cis-muodoksi, joka taas voidaan vaihtaa takaisin trans-muotoon joko valo-
kemiallisesti tai termaalisesti. Naista kahdesta isomeeristé trans-muoto on vakaampi, ja
molekyylin geometria vaihtelee tasomaisesta trans-muodosta cis-rakenteeseen, jossa mo-
lemmat fenyylirenkaat ovat kaantyneet toisiaan kohti (El Halabieh ym., 2004). Atsobent-
seenien fotoisomerisaation uskotaan tapahtuvan py6rimis- tai kddntymismekanismin kaut-
ta. Trans-konformaation muuttuminen cis-muodoksi tapahtuu pyoérimismekanismin ja/tai
k&antymismekanismin kautta, kun taas cis-konformaation muuttuminen takaisin trans-

tilaan uskotaan tapahtuvan kaantymalla (Mitchell ja King, 1999).

=

a g

s | |

N— RN 2y
i M =N

Trans-isomeeri e Cis-isormeetr

Kuva 2. Atsobentseenien kaksi isomeriamuotoa: trans- ja cis-isomeerit. Kuva on tehty artikkelin Halabieh
ym. (2004) mukaan ACD/ChemSketch —ohjelmalla (ACD/Labs 12).
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Atsobentseeneja siséltdvid materiaaleja voidaan sateilyttdd valolla, jolloin molekyyleissa
saadaan aikaan kahden isomeerin vélinen isomerisaatioreaktio. Tamé tekee atsobentsee-
neistéd valolla muuttuvia molekyylej& (photoswitches). Isomerisaation aiheuttamat muutok-
set muuttavat myos molekyylejd ympardivan ympariston ominaisuuksia. Atsobentseenejé
on hyoddynnetty niiden isomeeristen ominaisuuksien ansiosta, ja niiden kaytt0d voidaan yha
laajentaa mm. bio- ja nanoteknologiassa (EIl Halabieh ym., 2004).

1.1.3 4’-Hydroksiatsobentseeni-2-karboksyylihappo (HABA)

HABA eli 4’-hydroksiatsobentseeni-2-karboksyylihappo (242,23 g/mol) (Kuva 3) on atso-
vari, joka sitoutuu avidiiniin, ja siksi sitd on ké&ytetty avidiini-biotiini -teknologiassa
(Green, 1970; Wilchek ja Bayer, 1990). Sitoutuessaan avidiiniin HABA:n véri muuttuu
keltaisesta punertavaksi. Myos steptavidiini ja naudan seerumin albumiini sitovat HABA-
molekyyli4, mutta huomattavasti alhaisemmalla affiniteetilla (Kq=1x10"*M) verrattuna avi-
diiniin (Kq=6x10"°M) (Green, 1990). HABA on tasomainen molekyyli, mutta sitoutuessaan
proteiiniin se saattaa menettadad tasomaisen rakenteensa ja esiintya hydratsonitautomeerina.
Taman seurauksena bentsoaattirenkaan proksimaalinen typpiatomi muuttaa muotoaan ta-
somaisesta sp2-konfiguraatiosta tetrahedraaliseen sp3-konfiguraatioon. Samalla HABA
menettaa sen n-elektronien taydellisen konjugaation ja koostuu siten kahdesta tasomaisesta
kokonaisuudesta. HABA syrjayttéa avidiiniin sitoutuessaan viisi vesimolekyylid, aivan ku-
ten avidiinin luonnollinen ligandi, biotiini (Livnah ym., 1993a). HABA:lle on myds synte-
tisoitu useita erilaisia johdannaisia, joilla on erilaisia ominaisuuksia, ja ne sitoutuvat avi-
diiniin eri affiniteeteilla (Weber ym., 1992; Paldanius, 2004).

i
I

|
|
o “0H

=z

fCIH

Kuva 3. 4-Hydroksiatsobentseeni-2-karboksyylihapon (HABA) molekyylirakenne. Kuva on tehty Pro gradu
—tutkielman Paldanius (2004) mukaan ACD/ChemSketch —ohjelmalla (ACD/Labs 12).
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1.1.4 4-Hydroksi-3-nitroatsobentseeni-3-karboksyylihappo (TAM-017)

Yksi HABA:n johdannaisista on 4-hydroksi-3-nitroatsobentseeni-3-karboksyylihappo, jon-
ka synteesikoodi on TAM-017 (287 g/mol) (Kuva 4), ja joka sitoutuu avidiiniin suurem-
malla affiniteetilla kuin HABA. Se on liukoisena variltd&dn oranssinkeltainen, eik& avidiinin
lisddminen TAM-017 -liuokseen aiheuta merkittdvad varimuutosta. TAM-017 absorboi va-
loa aallonpituudella 380 nm:a, mutta avidiinin lisédminen aiheuttaa sinisiirtyman 364 nm:n
kohdalle (Paldanius, 2004). TAM-017 valittiin tdhén tutkimukseen paremman affiniteetin
ja aikaisemman tutkimuksen (Paldanius, 2004) UV/VIS-spektrin perusteella. Taman spekt-
rin mukaan TAM-017 saattaa olla eri isomerisaatiomuodossa kuin HABA, koska spektri ei

naytd muuttuvan avidiinin lisdédmisesta.

D%ﬁDH
"'"‘H.H_\_H (ll::l
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Kuva 4. 4-Hydroksi-3-nitroatsobentseeni3-karboksyylihapon (TAM-017) molekyylirakenne. Kuva on tehty
Pro gradu —tutkielman Paldanius (2004) mukaan ACD/ChemSketch —ohjelmalla (ACD/Labs 12).

1.1.5 Avidiini-HABA vuorovaikutus

HABA:n véri- ja spektrimuutokset on yhdistetty HABA:n sitoutumiseen avidiiniin. Lis&ksi
HABA:n ja avidiinin vélisen sitoutumisreaktion on havaittu olevan endoterminen pH:ssa 7,
eli reaktion aikana sitoutuu lampoéa (Maatta ym., 2008). HABA ja sen johdannaiset ovat
avidiiniin sitoutuessaan vuorovaikutuksessa proteiinin sitoutumistaskun aminohappojen
kanssa. HABA:n bentsoaattirenkaan happiatomi muodostaa kolmen vetysidoksen verkos-

ton avidiinin aminohappojen Asnl2, Serl6 ja Tyr33 kanssa, jolloin muodostuu happianio-
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ni. HABA:n toinen karboksyylinen happi muodostaa vetysidoksia aminohappojen Serl6 ja
Thr35 kanssa seka molekyylin siséisen vetysidoksen yhden HABA:n typen kanssa. Lisaksi
bentseenirenkaalla on hydrofobisia vuorovaikutuksia kolmen aromaattisen aminotahteen,
kuten Phe79, Trp97 ja viereisen monomeerin Trpll10, kanssa. HABA:n toisessa padssa
hydroksifenyylihappi muodostaa vetysidoksen Ser73 kanssa ja on vuorovaikutuksessa
Phe72 fenyylirenkaan m-elektronitason kanssa. Liséksi ligandin hydroksifenyylirengas on
kasautunut Trp70 indolirenkaaseen muodostaen varauksen siirtdja-kompleksin, jossa tryp-
tofaani toimii luovuttajana ja HABA:n hydroksifenyylirengas vastaanottajana (Livnah ym.,
1993a). L3,4 silmukan rakenne on hdiriintynyt avidiini-HABA rakenteessa (Livnah ym.,
1993b), kun taas vastaava silmukka on suljetussa” konformaatiossa streptavidiinin ja
HABA:n (Weber ym., 1992 ja 1994) seka HABA:n johdannaisten muodostamassa komp-
leksissa. HABA johdannaisia, joilla on suurempi affiniteetti avidiiniin, tarvitaan paranta-
maan vuorovaikutukseen perustuvien mittausjarjestelmien herkkyytta (Livnah ym., 1993a).
Jotta HABA-tyyppisid& molekyyleja voitaisiin laajemmin kayttdd avidiini-biotiini-
teknologiassa, pitdisi HABA-yhdisteiden sitoutumista avidiiniin pystya kontrolloimaan

jonkun ulkoisen tekijan avulla.

Kohdennetun mutageneesin avulla on kyetty muokkaamaan avidiinin sitomisominaisuuk-
sia muuttamalla proteiinin rakennetta, jolloin ligandien affiniteettia avidiiniin on saatu
muutettua (ks. yleiskatsaus Laitinen ym., 2006 ja 2007; Maattd ym., 2008). Taten rekom-
binanttiavidiineja on tuotettu myos atsoyhdisteiden affiniteetin parantamiseksi. Maatta ym.
2008 havaitsivat, ettd mutaatio N118M (Asn118 korvaaminen metioniinilla) avidiinissa li-
s&& HABA:n sitoutumista ja vahent&& biotiinin sitoutumisaffiniteettia avidiiniin. Kyseinen
N118M mutaatio liitettiin myos sirkulaarisesti permutoituun avidiiniin eli cpAvd4->3 kon-
struktiin, josta puuttui B-levyjen 3 ja 4 vélinen silmukka (Kuva 5). HABA on osoittautunut
sitoutuvan tadhan rekombinanttiavidiiniin voimakkaammin kuin villityypin avidiiniin
(Maatta ym., 2008). Tallaisia rekombinanttiavidiineja voidaan hyodyntadd sovelluksissa,

joissa tarvitaan HABA:n voimakkaampaa affiniteettia avidiiniin.
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Kuva 5. Avidiinin villityyppi (vasemmalla) ja sirkulaarisesti permutoitu muoto (oikealla). Kuvat perustuvat
PDB-rakenteisiin 2AV1 (villityypin avidiini, Livnah ym., 1993) ja 2JGS (permutoitu avidiini, M&aatta ym.
2008). Kuvat on tehnyt Vesa Hytonen ohjelmalla VMD 1.8.7.

1.1.6 HABA:n spektroskooppiset ominaisuudet

Atsovériyhdisteiden spektroskooppisia ominaisuuksia vesiliuoksissa on tutkittu UV-
spektroskopialla. HABA-molekyylille on havaittu kaksi absorptiospektrin huippua, 350
nm:ssa ja 440 nm:ssa, jotka ovat seurausta HABA:n kahdesta erilaisesta konformaatiosta.
Avidiinin tiedetddn vaikuttavan HABA:n absorptiospektriin merkittavésti, ja niiden komp-
leksi absorboi lahell& aallonpituutta 500 nm:a. Yleisesti ottaen absorptiospektrin muutokset
heijastaa vaihteluita fysikaaliskemiallisessa ympéristssd, joka ymparoi proteiinia ja siihen
sitoutunutta ligandia, sekd muutoksia kaksoissidoksen konjugaatiossa sitoutumisen seura-
uksena. Liséksi absorptiospektrissa on havaittu lahinnd punasiirtymid, vaikkakin myds
spektrin sinisiirtymid on havaittu. HABA:n on my0s osoitettu esiintyvan hydratsonitauto-
meerina ollessaan sitoutuneena avidiiniin (Kuva 9). Atsovérien vuorovaikutukset proteiinin
kanssa aiheuttavat useita samanaikaisia muutoksia, ja ligandin sitoutuminen johtaakin ab-
sorption intensiteetin eroavaisuuksiin sekd spektrin siirtymiseen. Spektraaliset muutokset
johtuvat molekyylien siséisista ja niiden vélisista vetysidosten muodostumisista ja kaksois-

sidosten uudelleenjarjestaytymisesté (Livnah ym., 1993a; Repo ym., 2006).
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1.1.7 Atsobentseenien fotoisomerisaatio ja niiden kaytto

Jotkut biologiset tapahtumat voidaan aktivoida valosignaalin avulla. Talléin kromoforin vi-
rittyminen aiheuttaa jonkinlaisen kemiallisen reaktion, kuten fotoisomerisaation. Virittymi-
sen ja reaktion aktivoimisen jalkeen kromofori palaa alkuperdiseen perustilaansa. Biomate-
riaaleja, joita voidaan sdddellé valon avulla, voidaan hyddyntdd mm. katalyysi-, sitoutumis-
ja tunnistamistoiminnoissa. Néité valolla muuttuvia biomateriaaleja on kaytetty erilaisissa
bioteknologian sovelluksissa, silla niiden avulla voidaan saadelld esimerkiksi entsyymien
aktiivisuutta tai ne voidaan liittaa kiinteisiin pintoihin ja sdhkoisiin muuntajiin (Willner ja
Rubin, 1996). Niiden kaytt6d voidaan laajentaa my6s muihin biologisiin toimintoihin, ja ne
voidaan liittdd mm. DNA:n, reseptoreiden tai hormonien toimintaan. Valon avulla muuttu-
vat molekyylit ovat herattaneet mielenkiintoa myos nanoteknologiassa niiden monien kéyt-

tdmahdollisuuksien ansiosta (Willner, 1997).

Atsobentseenien isomeerimuotoa voidaan vaihtaa trans- tai cis-isomeeriksi ulkoisen sig-
naalin, kuten valon, elektronien tai lampétilan, avulla. Tésta isomeerin muuttumisesta seu-
raa laaja geometrinen muutos tasomaisesta trans-muodosta kolmiulotteisempaan ja tiiviim-
paan cis-muotoon (EI Halabieh ym., 2004). Molekyylin rakenteellinen muutos on yhdistet-
ty optisten ja elektronisten ominaisuuksien huomattavaan vaihteluun. Jotta néit4d ominai-
suuksia pystyttaisiin hyodyntdmaan esimerkiksi nanoteknologiassa, on valttdaméatonta jar-
jestad molekyylit kiinnittdmalla ne kiintedan pintaan (Willner ja Willner, 2001). Atsobent-
seenien kahta isomerisaation muotoa voidaan muuttaa valokemiallisesti toiseksi muodoksi
sateilyttdmalla molekyyleja valon eri aallonpituuksilla (Kuva 6). Atsobentseenien trans-
muoto on lampoédynaamisesti vakaa, mutta altistamalla UV-séteilylle se vaihtaa konfor-
maatiota cis-isomeeriksi. Sininen valo tai lampd taas palauttaa molekyylin takaisin trans-
isomeeriksi. Molekyylien ymparisto vaikuttaa termaaliseen eli ldammdstd johtuvaan palau-
tumiseen, mutta ilmié on monimutkainen, eik& sen mekanismia tunneta tarkasti (Hoffmann
ym., 2000).

Atsobentseeneihin perustuvien rakenteiden fotoisomerisaatiota on k&ytetty useissa opto-
mekaanisissa molekulaarisissa sovelluksissa (Blevins ja Blanchard, 2004; Yager ja Barrett,

2006; Comstock ym., 2007), kuten tiedon varastoinnissa hydrofiilisiin polymeereihin
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(Antonov ym., 2003; Petrova ym., 2005) ja kuljetuksessa biomembraanien lapi (Willner,
1997; \olgraf ym., 2007). Monet sovellukset kuitenkin vaativat téllaisten molekyylien
muutosten olevan termaalisesti vakaita tietylld aikavalilla (Dunn ym., 2009). Myds atso-
bentseenien johdannaisten valoisomeerisia ominaisuuksia on laajalti tutkittu niiden kéyt-
tomahdollisuuksien takia. Niitd voidaan kayttdd materiaalina digitaalisen tiedon sailytyk-
sessa (Rasmussen ym., 1999; ks. yleiskatsaus Natansohn ja Rochon, 2002), rakennusosana
molekulaarisissa ankkureissa (Qu ym., 2004) ja ionikanavissa (Volgraf ym., 2006 ja 2007)
tai ne voivat toimia on-off kytkimend erilaisissa nanomolekulaarisissa toiminnoissa
(Loudwig ja Bayley, 2006).
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Kuva 6. Atsobentseenien fotoisomerisaatio saadaan aikaiseksi valon avulla. UV-valo muuttaa trans-isomeerin
cis-muotoon, ja nédkyva valo tai termaalinen pimeéreaktio aiheuttaa molekyylin palautumisen cis-
konformaatiosta trans-muotoon. Kuva on tehty artikkelin Halabieh ym. (2004) mukaan ACD/ChemSketch —
ohjelmalla (ACD/Labs 12).

1.1.8 Atsobentseenien sovelluksia proteiinitutkimuksessa

Atsobentseenien kayttdmahdollisuudet proteiinitutkimuksessa ovat hyvin laajat, ja esimer-
kiksi peptidien laskostumista on onnistuttu kontrolloimaan atsobentseenien ja niiden foto-
isomerisaation avulla. Ihalaisen ym. (2007) tutkimuksessa proteiinin sekundaarirakenteen,
a-kierteen, kahteen kysteiiniin on kiinnitetty atsobentseeni, jonka konformaatiota voidaan
muuttaa valon avulla (Kuva 7). Tdméan a-kierteen rakenne on stabiilissa laskostuneessa
muodossa, kun atsobentseeni on trans-konformaatiossa. Sen sijaan cis-isomeeri vahentéa
peptidin kierteisyytta huomattavasti. Laskostumista kontrolloitiin valolla, jolloin atsobent-
seeni muuttui trans-muodosta cis-muotoon virittdessa kompleksia valon aallonpituudella

366 nm:a. Cis-muodosta kompleksi muuttui takaisin trans-konformaatioon valaistessa sitéa
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aallonpituudella 430 nm:a. Kuvassa 8 on UV-VIS-spektrit atsobentseenin kahdesta kon-
formaatiosta, kun atsobentseeni on liitetty o-helikaaliseen peptidiin. Konformaatioiden
muutokset ovat nopeita, mutta ne voitiin havaita aikaerotteisen infrapunaspektroskopian
avulla. Peptidi-atsobentseenikompleksin laskostuminen tapahtui 700 nanosekunnissa, ja
rakenteen avautuminen kesti 150 nanosekuntia cis-isomerisaation seurauksena (lIhalainen
ym., 2007).

Kuva 7. Visuaalinen hahmotelma o-Kierre-atsobentseeni-kompleksista cis- ja trans-konformaatiossa. At-
sobentseenien isomerisaatio saadaan aikaan valon eri aallonpituuksilla, jolloin peptidi joko menettaa
kierteisyytensd (cis-konformaatio) tai laskostuu stabiiliin kierteiseen rakenteeseen (trans-konformaatio)
(Ihalainen ym., 2007).

0,40 |- _
0,35 |- o =
Absorbanssi | Trans (pimea) i
l/jem 030 | cis1 (valotus 366 nm)
| - cis2 (valotus 366 nm)
0.25 - cis2-0.18™rans !
I cis3 ( pitka valotus) -
0,20 =
0,15 i
0,10 5]
0,05 _
0,00 : : e
300 350 400 450 500 550
nm

Kuva 8. UV-VIS-kuva atsobentseenin kahden konformaation spektreistd, kun atsobentseeni on liitetty a-
helikaaliseen peptidiin. Musta kuvaaja on trans-konformaation absorptiospektri, kun taas muut kuvaajat ovat
absorptiospektrejé atsobentseenin cis-muodosta, kun molekyyleja on valotettu 366 nm:n aallonpituudessa.
Sinisestd kuvaajasta on véhennetty 18 %:a trans-muodon vaikutusta spektriin. Kuvan datan on kerdnnyt Jan-
ne lhalainen ja se on tehty OriginPro 8.1-ohjelmalla (OriginLab).
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Atsobentseeneja on tutkittu myds entsyymien toiminnan kontrolloimiseksi. Shierling ym.
(2010) ovat liittaneet atsobentseenimolekyyleja restriktioentsyymiin, jolloin isomerisaation
avulla voitiin kontrolloida entsyymin kykya pilkkoa DNA:ta. Restriktioentsyymeja kéyte-
td&n hyodyksi erilaisissa tutkimuksissa, ja ne ovat olennainen osa geenitekniikkaa. Aikai-
sempien tutkimusten perusteella atsobentseeni kiinnitettiin entsyymin kolmeen o-Kier-
teeseen, joista kaksi sijaitsi DNA:n sitoutumisyksikossa ja yksi katalyyttisessa yksikossa.
Liséksi atsobentseeni liitettiin sellaiselle entsyymin alueelle, joka sijaitsi lahelld proteiinin
aktiivista osaa. Atsobentseenien isomerisaatio saatiin aikaiseksi valon avulla, jolloin ent-
syymin DNA:n pilkkomisaktiivisuutta pystyttiin lisédméén ja véhentdméan. Tutkimus
osoittaa, ettd entsyymien toimintaa ja aktiivisuutta voidaan kontrolloida atsobentseenien

isomerisaation avulla.

1.1.9 Liuottimen vaikutus atsobentseeneihin

Atsobentseenien trans-isomeerin on havaittu muodostavan dimeereja tai suurempia kerdy-
tymid, mutta tdmé vaikuttaisi olevan riippuvainen molekyylin ymparistosta. (Kojima ym.,
2005). Dimeereja muodostuu poolittomissa liuoksissa (kuten tolueenissa), mutta polaarisis-
sa liuoksissa atsomolekyylien ja liuottimen valiset vuorovaikutussuhteet ovat niin vahvoja,
etta ne estavdt molekyylien aggregoitumisen (Gabor ym., 1968). Korkeissa konsentraati-
oissa atsovérit eivét liukene kokonaan veteen tai muihin vesipitoisiin liuoksiin, mika saat-

taa aiheuttaa omat haasteensa molekyylin kaytélle (Dunn ym., 2009).

Atsobentseenin cis-muodon stabiilisuus riippuu sen ja sitd ympardivan liuoksen vélisista
vuorovaikutuksista seka sitoutumisenergiasta. Termaalinen cis-trans -isomerisaatio voi olla
itse-katalysoitu reaktio alhaisissa konsentraatioissa (10-10 M) (Kojima ym., 2005). Iso-
merisaatio voi olla myds joko hapon tai eméksen katalysoima reaktio, jolloin se tapahtuu
nopeammin kuin neutraalissa ymparistossa (Dunn ym., 2009). Monet tekijat vaikuttavat
isomerisaation nopeuteen; esimerkiksi lampétila, pH, konsentraatiot ja liuotin vaikuttavat
voimakkaasti atsomolekyylien vuorovaikutussuhteisiin sek& isomerisaatioon (Gabor ym.,
1968). Termaalinen relaksaationopeus on voimakkaasti riippuvainen pH:sta, ja nopeus

muuttuu huomattavasti, kun pH:ta nostetaan tai lasketaan (Dunn ym., 2009).
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1.1.10 Tautomeria

Tautomeerit ovat rakenteellisen isomeerin erityisida muotoja, joiden kaksoissidos ja vety-
atomit suhteessa happiatomiin eroavat toisistaan sijaintinsa perusteella. Toisin sanoen tau-
tomeria tarkoittaa molekyylien siséisia atomisiirtymid, jolloin sama aine voi esiintya kah-
dessa eri muodossa. Taten, esimerkiksi asetonilla on kaksi eri tautomeeria, keto- ja enoli-

muoto, joiden vélilla kaksoissidoksen ja vetyatomin paikka muuttuu.

Atsobentseeneilld cis-trans isomerisaatiossa nopeimmat relaksaatiot cis-muodosta takaisin
trans-muotoon on havaittu alhaisessa pH:ssa, jossa kaikki atsoyhdisteet esiintyvét yleensa
protonoituneena atsoasemassa eli atsotautomeerina. Sen sijaan korkeassa pH:ssa hydrok-
siatsobentseenien hydroksyyliryhmét kayvat lapi deprotonaation (Dunn ym., 2009). loni-
soitujen muotojen energiat ja geometriat ovat todennékoisesti erilaisia vesiliuoksissa kuin
muissa liuottimissa. Vesiliuoksissa ja neutraalissa pH:ssa monoanionisen HABA:n vallit-
seva muoto on atsotautomeeri (Merlin ja Thomas, 1979). Sen sijaan hydratsonitautomeeri
on nadhtavissé poolittomissa liuoksissa silloin, kun HABA on esimerkiksi kloroformiin tai
tolueeniin liuotettuna. Etanoliin liuotetuissa molekyyleissa on osoitettu olevan molempia
muotoja. Absorptiomaksimin sinisiirtyma poolittomista liuoksista polaariisiin voidaan se-
littda lisadntyneelld atsomolekyylien konjugaatiolla poolittomissa liuoksissa, mika johtuu
molekyylin karboksyylihapon OH -ryhmaén ja atsoryhman proksimaalisen typpiatomin vé-

lisistd vetysidoksista (Farrera ym., 2008).

HABA:n sitoutuessa avidiiniin spektrin absorptioalue siirtyy, mik& johtuu molekyylin
muuttumisesta vapaasta atsotautomeerista sitoutuneeseen hydratsonimuotoon (Kuva 9).
HABA:n sitoutuminen avidiiniin aiheuttaa protonin siirtymisen hydroksiryhmalta typelle ja
samalla typpien vélinen kaksoissidos hajoaa, kun HABA:n tautomeeri muuttuu (Weber
ym., 1992; Livnah ym., 1993a). Kuvassa 10 on esitetty hapon ja eméksen vaikutus HA-
BA:n tautomeriaan. Korkeassa pH:ssa HABA deprotonoituu eli luovuttaa karboksyyliryh-
man protonin (H), jolloin siita tulee monoanioni. HABA pystyy luovuttamaan myds toisen
OH-ryhman protonin. HABA:n ja sen johdannaisten tautomeeriseen tasapainoon vaikuttaa
yhdisteen protonaatiotila, liuoksen polaarisuus seka molekyylin rakenne (Farrera ym.,
2008). Kayttomahdollisuuksia ajatellen, yksityiskohtainen tieto HABA:n tautomeerien

riippuvaisuudesta pH:hon ja ympardivaan liuokseen on valttamatonta.



20

O
HOw. = T
= TNy

. " N —IH

i ‘I =
HO

HO\\ |I i 7 o

! :

Kuva 9. HABA:n eri tautomeerit vapaassa (vasemmalla) ja avidiiniin sitoutuneessa tilassa. Kun HABA on si-
toutunut avidiiniin, protoni siirtyy hydroksiryhmélta typelle ja samalla typpien vélinen kaksoissidos hajoaa.
Kuva on tehty artikkelin Livnah ym. (1993) mukaan ACD/ChemSketch —ohjelmalla (ACD/Labs 12).
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Kuva 10. Happojen ja emasten vaikutus HABA:n tautomeriaan, vasemmalla atsotautomeerit ja oikealla hyd-
ratsonitautomeerit. Deprotonoituessaan HABA luovuttaa karboksyyliryhméan protonin (H"), jolloin siita tulee
monoanioni (keskimmaiset molekyylit). HABA pystyy luovuttamaan my®ds toisen hydroksiryhmén protonin,
jolloin se esiintyy bianionina (kuvassa alhaalla vasemmalla). Kuva on tehty artikkelin Farrera ym. (2008)
mukaan ACD/ChemSketch —ohjelmalla (ACD/Labs 12).
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1.2 Spektroskopiset menetelmiit

1.2.1 UV/VIS spektroskopia

Sahkomagneettinen spektri siséltad ultravioletti- ja ndkyvan valon séteilyalueen aallonpi-
tuudessa 200-800 nm:a. Kun valo kulkee naytteen l&pi talla alueella, valoenergiaa sitoutuu,
ja naytteen molekyylit virittyvédt korkeammille energiatiloille. Molekyylit, jotka pystyvét
absorboimaan valoa, ovat kromoforeja. Niiden rakenne ja ympéristd vaikuttavat siihen,
milla taajuudella valoa absorboituu. Valoenergiaa kéytetdan elektronien siirtymiseen perus-
tilalta virittyneeseen tilaan. Absorption méaéra noudattaa Beer-Lambertin lakia A= g*c *1,
jossa epsilon (g) on molaarinen absorptiviteetti, ¢ on molaarinen konsentraatio ja 1 on valo-

tien pituus (Sheehan, 2009).

Biomolekyylien ominaisuuksia voidaan tutkia ja analysoida spektroskooppisilla tekniikoil-
la. UV/VIS -spektroskopiaa voidaan kéyttdd molekyylien identifioimiseen tai naytteen
konsentraation maéarittamiseen. Tiettyja aallonpituuksia voidaan liséksi kdyttaa tunnettujen
biomolekyylien tutkimisessa, koska esimerkiksi aminohappojen tiedetdan absorboivan va-
loa 210 ja 280 nm:ssa, kun taas DNA absorboi voimakkaasti aallonpituudessa 260 nm:a.
Kaikkein tarkeimmat absorptiospektriin vaikuttavat ymparistotekijat ovat pH, polaarisuus
ja molekyylien jarjestaytyminen. Protonaation tai deprotonaation vaikutukset ovat seuraus-
ta pH:n muutoksesta, mika usein johtaa eroihin kromoforien protonoituneiden ja depro-
tonoituneiden muotojen absorptiospektrien valill4. Ympardivan liuoksen polaarisuus ja
kromoforien geometria vaikuttavat kromoforien absoptiospektreihin. Absorptiospektrejé
mitataan spektrofotometrilla, jossa valonlédhteend toimivan lampun valo ohjataan kyvetissa
olevaan naytteeseen. Osa tastd valosta absorboituu, ja valon intensiteetin pieneneminen
voidaan maarittad, kun néytteesta lapipééseva valo havaitaan detektorilla (Kuva 11). Tie-
tyissd standardoiduissa olosuhteissa absorptiospektri on luonteenomainen tietylle biomole-
kyylille, ja taten spektroskopia voi tarjota hyodyllisen kemiallisen tunnistusmenetelman
verratessa molekyyleja toisiinsa. Spektrin muutokset kertovatkin usein molekyylien raken-
teellisista eroista (Sheehan, 2009).



22

Naytteeseen Naytteen

tuleva lapaissyt

valo (A) valo

I, 1
= b
Valonlahde Monokromaattori Nayte kyvetissa
(lamppu)
/!
/
Detektori

Kuva 11. Ultravioletti/nakyvan valon spektrofotometrin laiteasetelma. Valon aallonpituus kulkee lampusta
monokromaattorin kautta kyvettiin, jossa on mitattava nayte. Osa valosta absorboituu naytteeseen, mutta lapi
kulkeva valo mitataan detektorin avulla. N&ytteen absorbanssi saadaan, kun naytteen l&péisseen valon inten-
siteettid (1) verrataan ndytteeseen tulevan valon intensiteettiin (ly). Taten absorbanssi on log I¢/l, joka on sama
kuin g*c *1. Kuva on tehty Sheehan (2009) kuvan mukaan ohjelmalla CorelDRAW12 (CoreDRAW Graphics
Suite 12).

1.2.2 Fourier muunnos infrapunaspektroskopia

(Fourier Transform Infrared spectroscopy, FTIR)

Infrapunaspektroskopiassa kéytetddn sahkomagneettispektrin infrapuna-aluetta, ja hyodyn-
netadn molekyylien kykyéa absorboida valoa taajuuksilla, jotka ovat luonteenomaisia sidos-
ten varéhdyksille. Infrapuna-absorptio on siis seurausta sahkémagneettiaaltojen vuorovai-
kutuksesta molekyylien varéhtelyiden kanssa (Barth, 2007). Médritettavissé oleva energia
johtuu molekulaarisista energiapintojen muodoista, atomien massasta ja sidosvahvuuksista.
Molekyylien varéhtelytaajuus on seurausta molekyylien sisdisistd ja keskindisistd vuoro-
vaikutuksista ja on siten riippuvainen sidosten voimakkuudesta seké polaarisuudesta (Barth
ja Zscherp, 2002).

FTIR-spektroskopia on interferenssiin perustuva tekniikka, jossa jokainen molekyyli nakyy
tietynlaisena FTIR-spektrind molekyylin kemiallisen rakenteen mukaisesti (Sheehan,

2009). Vérahtelyspektri antaa tietoa mm. molekyylin kemiallisesta rakenteesta, sidosten pi-
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tuudesta, lujuudesta ja konformaatiosta, sek& vetysidoksista (Barth, 2007). FTIR-
menetelman onkin todistettu olevan hyddyllinen erityisesti proteiinien ja peptidien raken-
teiden sekd niiden dynaamisten ominaisuuksien selvittdmisessd. Esimerkiksi, absorptio
amidi l-alueella (1597-1672 cm™) on etupaassa liitetty C=0 sidoksen varahtelyihin, kun
taas absorptio amidi 11-alueella (1480-1575 cm™) johtuu osittain N-H sidoksen taipumises-
ta ja C-N sidoksen venymisestd. FTIR-mittauksia on kaytetty proteiinien sekundaaristen
rakenteiden, kuten a-kierteiden, -kdénndksien ja B-levyjen, maarittamisessa. Lisaksi erityi-
sesti rakenteiden muutoksia, jotka ovat seurausta pH:n vaihteluista, ionivoimakkuuksista,
paine- tai lampdtilaeroista, ligandin sitoutumisesta tai proteiinin laskostumisesta, voidaan
analysoida talla menetelmalld. FTIR-spektroskopiaa kaytetadn myos reaktioiden seuraami-
sessa ja yhdisteiden tunnistamisessa seka molekyylirakenteiden selvittdmisessé (Sheehan,
2009).

FTIR-menetelmalla mitatessa avidiinin amidi | varahtely sijaitsee 1633 cm™:ssa. Tama
piikki on indikatiivinen B-levyn ja pidempien ketjurakenteiden esiintymiselle proteiinissa.
Biotiinin lisdédminen avidiiniin ei aiheuttanut merkittdvid muutoksia spektriss, ja ndin voi-
daan olettaa, ettei se myodské&én aiheuta proteiinin konformaation muutoksia sekundaarisel-
la rakennetasolla (Swamy ym., 1996). Tama on todettu my0s tunnettujen rontgensédekris-
tallografialla maaritettyjen rakenteiden perusteella (Livnah ym. 1993b). Avidiinin ja avi-
diini-biotiinikompleksin spektrit ovat hyvin samankaltaisia kesken&d&n, mutta pienet erot
alueella 1554 ja 1662 cm™ oletetaan johtuvan biotiinista, ja erot 1630cm™ kohdilla muu-
toksista avidiinin rakenteessa (Swamy ym., 1996). Lahinnd vaikuttaisi kuitenkin silta, etta
avidiinin sitoutumistaskun silmukkarakenne ”lukittuu” biotiinin sitoutuessa, jolloin prote-
iinin rakenne tiivistyy” ja protonien vaihtonopeus pienenee merkittévasti (Celej ym.,
2004).
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Kuva 12. Infrapunaspektrofotometrin laiteasetelma, jossa séteen jakaja seka peilit ohjaavat valon séteen kul-
keutumista ndytteeseen, jonka absorptio mitataan detektorin avulla. Kuva on tehty Sheehan (2009) kuvan
mukaan ohjelmalla CoreIDRAW12 (CoreDRAW Graphics Suite 12).

1.2.3 CD-spektropolarimetri

Sirkulaarinen dikroismi (CD) tarkoittaa eroa vasenkétisen ja oikeakatisen ympyrépola-
roidun valon absorptiossa. Dikroismi tapahtuu, kun molekyyli siséltd4 yhden tai useamman
kiraalisen kromoforin. CD-spektropolarimetrilld mitataan molekyylien sirkulaarisen dik-
roismin spektrid, ja se on erinomainen menetelméa proteiinien sekundaarisen rakenteen,
laskostumisen ja sitoutumisominaisuuksien madrittdmisesséd. Kun epasymmetriset mole-
kyylit ovat vuorovaikutuksessa valon kanssa, ne voivat absorboida oikea- ja vasenkatista
sirkulaarisesti polarisoitua valoa eri alueilla, jolloin tuloksena on valotason pydriminen.
Rakenteellisesti erilaisilla aineilla on tietynlainen CD-spektri, ja koska proteiinien spektrit
ovat konformaatiosta riippuvaisia, CD-spektrin perusteella voidaan pééatella tuntemattomi-
en proteiinien rakenteita ja havainnoida rakenteellisia konformaatiomuutoksia (Greenfield,
2007).
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1.3 Kalorimetriset menetelmat

1.3.1 Isoterminen titrauskalorimetri

(Isothermal Titration Calorimetry, ITC)

Biomolekyylien vuorovaikutussuhteiden ymmartdminen vaatii usein sitoutumisenergetii-
kan maéarittamista. Kalorimetria on kéyttssa olevista tekniikoista ainoa, jolla voidaan tutkia
makromolekyylien fysikaalisia voimia mittaamalla lammon mé&aréd biologisissa reakti-
oissa. Ndiden voimien kuvaamiseen tarvitaan termodynaamisten parametrien, kuten sitou-
tumisenergian, entalpian, entropian ja lampokapasiteetin muutosten maarittdmista. Kalo-
rimetrisista tekniikoista DSC- (differential scanning calorimetry) ja ITC- (isothermal
titration calorimetry) kalorimetriaa kaytetdan eniten biologisten makromolekyylien tutki-

misessa (Privalov ja Potekhin, 1986; Privalov, 1989).

Isoterminen titrauskalorimetri (ITC) on ainut suora menetelm& Iammon muutoksen mit-
taamiseen, silloin kun molekyylit muodostavat komplekseja vakioldmpétilassa (Perozzo
ym., 2004). ITC-menetelmélld voidaan mitata biomolekyylien valisid vuorovaikutuksia se-
k& kuvata esimerkiksi proteiinin ja ligandin vélisid termodynaamisia ominaisuuksia. 1TC
mittaa molekyylien valista sitoutumisenergiaa méarittdmalla vapautuvaa tai sitoutuvaa
lampoa sitoutumisreaktion aikana, mika voidaan ilmaista sitoutumisentalpian muutoksena
(Doyle, 1997). ITC-menetelmé& perustuu lampdotilaeron méarittdmiseen verrokki- ja nayte-
kammion valilla. Molemmat kammiot taytetdan vedelld tai puskurilla, mutta naytekammi-
oon lisatadn myos tutkittavat molekyylit (Kuva 13). Ligandi viedd&dn kammioon pitkan in-
jektioruiskun avulla, ja pyoriva ruiskuputki johtaa nesteiden sekoittumiseen naytekammi-
ossa (Leavitt ja Freire, 2001). ITC-menetelmélld mitataan siis kahden kammion vélista
lampotilaeroa proteiini-ligandi -kompleksien muodostuessa jokaisen ligandi-injektion jal-
keen. Kompleksin muodostuminen ndytekammiossa aiheuttaa lammon vapautumista tai si-
toutumista, ja kammioiden lampd6tilaeron mukaan voidaan madarittdd, onko reaktio ekso-
terminen vai endoterminen. L&mp6& mitataan energiana (pcal/sec), jota tarvitaan pitdméaén
vakiolampotila ndyte- ja verrokkikammion vélilla. Kun kesken&&n reagoivat molekyylit

ovat saturoituneet, lampdsignaali pienenee véhitellen (Doyle, 1997).
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Kuva 13. ITC-laitteessa on kaksi kammiota, joista toinen sisaltad pelkké&a puskuria tai vetta (verrokkikam-
mio) ja toinen on ndytekammio, joka sisaltdd myos proteiinia. Naytekammioon lisatdan tutkittavaa ligandia
injektioruiskun avulla, ja kammioiden vélista lampdtilaeroa mitataan molekyylien sitoutumisreaktion aikana.
Kuva on tehty Sheehan (2009) kuvan mukaan ohjelmalla CoreIDRAW12 (CoreDRAW Graphics Suite 12).

Mitattu data voidaan esittdd sigmoidisen plotin tai saturaatiokayran avulla, ja mittaustulok-
siin vaikuttaa mm. reaktiotilavuus, molekyylien konsentraatiot ja lisatyn ligandin mé&éara
(Sigurskjold ym., 1991; Bundle ja Sigurskjold, 1994). Proteiinin ja ligandin vélista vuoro-
vaikutusta voidaan kuvata mm. sitoutumisvakiolla, joka saadaan maéaritettyd molekyylien
konsentraatioiden ja eri konsentraatiosuhteilla mitattujen sitomisentalpioiden perusteella.
Sopiva makromolekyylien konsentraatio riippuu reaktion sitoutumisvakiosta, kun taas si-
toutumiskayran muoto on riippuvainen sitoutumisvakiosta ja molekyylien molaarisesta
konsentraatiosta. (Doyle, 1997). Sitoutumisreaktiossa Gibbsin vapaa energia on tarkein
termodynaaminen parametri, koska se maarittdd mm. biologisten kompleksien stabiilisuu-
den (Horton ja Lewis, 1992; Williams ym., 1993; Cummings ym., 1995). Entalpian ja en-
tropian muutos vaikuttavat vapaaseen kokonaisenergiaan. Entalpian muutos kuvaa energi-
an muutosta sitoutumisen aikana, ja se on monien yksittéisten sidosten muodostumisen ja
hajoamisen tulos. Sitoutumisen entalpian muutos heijastaa proteiinin ja liuoksen vélisten

vuorovaikutusten h&vidmista, proteiinin ja ligandin vélisten sidosten muodostumista seka
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liuoksen uudelleenjérjestaytymistd proteiinin pinnan laheisyydessa (Perozzo ym., 2004).
Entropia ilmaisee epdjarjestyksen maarad systeemissa, mika vaikuttaa koko systeemin va-
paaseen energiaan. Negatiivinen entropian muutos voi johtua useista erilaisista tekijoista,
mutta positiivinen entropian muutos on vahva osoitus vesimolekyylien vapautumisesta
kompleksin pinnasta (Murphy ym., 1993; Murphy ym., 1994). Sitoutumisen stoikiometriaa
voidaan kayttdd kuvaamaan biomolekyylien sitoutumismekanismeja. Jos molempien vuo-
rovaikutuksessa olevien molekyylien konsentraatiot tiedetéén, stoikiometria voidaan maéa-
rittdd molekyylien molaarisen suhteen avulla. Tdmé& parametri (n) voidaan muokata vas-

taamaan esimerkiksi sitoutumiskohtien lukumé&éraé (Perozzo ym., 2004).

Moniin sitoutumisreaktioihin liittyy proteiinin tai ligandin protonien vapautumista tai ab-
sorboitumista. Téssa tapauksessa reaktio on pH:sta riippuvainen, ja taten sitoutumisental-
pia on riippuvainen reaktiopuskurin ionisaatioentalpiasta. ITC tarjoaakin tehokkaan mene-
telmédn arvioida protonaation ja deprotonaation vaikutusta reaktioon (Leavitt ja Freire,
2001).

1.4 Kromatografiset menetelmat

1.4.1 HPLC-geelisuodatus

(High Performance Liquid Chromatography)

Kromatografiset menetelmét tarjoavat merkittavén analyyttisen tydkalun biomolekyylien
tutkimuksessa. Naitd menetelmiéd kaytetddn molekyylien analysoimiseen ja erottamiseen,
jolloin voidaan erottaa mm. proteiineja toisistaan. Lisaksi kromatografin antaman datan
perusteella voidaan saada tietoa molekyylien rakenteista tai vuorovaikutussuhteista (Chen
ja Horvéth, 1995).

Korkean suorituskyvyn nestekromatografiassa (HPLC) kdytetdan painetta, jotta ndyteliuos
saadaan kulkemaan pakatun kolonnin lapi. Nestekromatografialaitteistossa tarkeitd osia
ovat kolonni, pumppu ja detektorit, jotka keraavét tietoja naytteista. Molekyylien erottumi-
nen tapahtuu kolonnissa, joka sisaltaa tiiviisti pakatun stationaarifaasin. Tutkittava nayte

kulkeutuu liikkuvassa faasissa kolonnin l&pi, ja erottuminen perustuukin liikkuvan néyte-
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faasin ja kiinte&dn stationaarifaasin vuorovaikutukseen. Kromatografisissa menetelmissa
molekyylien erottuminen voi johtua, esimerkiksi niiden erilaisista sahkdvarauksista tai ko-
koeroista. Geelisuodatuksessa erottuminen tapahtuu molekyylien kokoerojen perusteella,
jolloin suuret partikkelit kulkeutuvat kolonnin 1api ennen pienempié partikkeleita. Erotetut
yhdisteet voidaan havainnoida ja analysoida detektorien, kuten UV/VIS-, fluoresenssi- ja
séhkokemiallisen detektorin, avulla (Sheehan, 2009).



29

2 Tutkimuksen tarkoitus

Tutkimuksen lahtokohtana oli avidiini-biotiini -vuorovaikutussuhteen hyddyntdminen so-
velluksissa, joissa tarvitaan molekyylien joustavaa sitoutumista. Talldin tarvitaan sellaisia

molekyyleja, joiden affiniteetti avidiiniin on pienempi kuin biotiinilla.

Taman tutkimuksen tarkoituksena oli kontrolloida avidiiniin sitoutuvan atsovarimolekyyli
HABA:n konformaatiota ja avidiini-HABA -yhdisteiden muodostumista ulkoisen signaalin
avulla. Tutkimuksessa kaytettiin valoa ja pH:ta muuttuvana ulkoisena signaalina, jolla mo-

lekyyleja ja sitoutumista yritettiin kontrolloida.

Lisdksi tassa tutkimuksessa tutkittiin HABA:n ja sen johdannaisen (TAM-017) sitoutumis-
ta avidiiniin eri olosuhteissa, kuten eri liuottimissa ja eri pH:ssa, sek& méaéritettiin HABA:n
ja avidiinin ominaisuuksia spektroskooppisilla, kalorimetrisilla ja kromatografisilla mene-

telmillé.
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3 Materiaalit ja menetelmat

3.1 Tutkimusmateriaalit

Kéytetyt materiaalit, avidiini, HABA- ja HABA:n johdannainen TAM-017, saatiin Tampe-
reen yliopiston Léa&ketieteellisen teknologian instituutista (IMT). Avidiini oli tuotettu bak-
teerisoluja hyddyntéen ja puhdistettu affiniteettikromatografisesti. Mittauksissa kaytettiin
my0s kananmunasta eristettyd avidiinia, joka oli hankittu Belovo S.A. -yritykseltd (Bas-
togne, Belgia) ja kaupallista HABA:a (Sigma-Aldrich). TAM-017 oli valmistettu synteetti-
sesti HABA-molekyylia muistuttavaksi molekyyliksi Jyvaskylan yliopistossa orgaanisen
kemian laboratoriossa (Repo ym. 2006). Lisaksi mittauksissa kéytettiin kaupallista biotii-
nia (244,31 g/mol, Sigma-Aldrich).

Tutkimuksia varten valmistettiin 50 mM K-fosfaattipuskuria (pH7), johon avidiini ja sen
ligandit liuotettiin. Ndin saatiin ndyteliuokset, joista avidiinin konsentraatio oli yleensa
0,68 mg/ml (15000 g/mol), kun taas HABA:n (242,23 g/mol) ja TAM-017:n (287 g/mol)
konsentraatio oli 0,5 mM lukuun ottamatta muutamia poikkeuksia, kun tarvittiin vahvem-
pia konsentraatioita. 50 mM K-fosfaattipuskuri (pH 7) valmistettiin emaksisesta (Ky;HPOy,
228,23 g/mol) ja happamasta (KH,PO4, 136,09 g/mol) kantaliuoksesta, jotka oli valmistet-
tu liuottamalla K-fosfaattijauheet veteen niiden molekyylipainon mukaan. Kantaliuoksia
yhdistettiin niin, ettd puskuriliuoksen pH:n mitattiin olevan 7,0. K-fosfaattipuskurin pH:ta
séadettiin kantaliuosten ja kaliumhydroksidin (KOH) avulla pH:n vaikutusta tutkittaessa.
Lisdksi tutkimuksissa kaytettiin tolueenia, dimetyylisulfoksidia (DMSOQO) ja glyserolia, kun
tutkittiin eri liuottimien vaikutusta molekyyleihin.
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3.2 Avidiinin, atsobentseenien ja kompleksien karakterisointi

3.2.1 UV/VIS -spektrofotometriset mittaukset

Tutkimuksen alussa avidiinin ja HABA-molekyylien sek& niiden kompleksin spektraalisia
ominaisuuksia maaritettiin UV/VIS-spektroskoopilla (PerkinElmer Lambda850, USA), ja
mittaukset tehtiin 1 cm:n tai 0,2 cm:n lasikyveteissa. Avidiini, HABA-atsovari ja HABA-
johdannainen, TAM-017, mitattiin 50 mM K-fosfaattipuskurissa (pH7). Niiden absorp-
tiomaksimit méaritettiin UV-spektriltg, jolta voitiin my6s tarkastella ligandien sitoutumi-
sesta aiheutuvia muutoksia. K-fosfaattipuskuria kéaytettiin 1&htotason méérittdmiseen, jonka
jalkeen kompleksien spektrofotometrinen titraus suoritettiin kyvetissd, jossa oli 2 ml:a
10uM avidiini-liuosta, johon lisattiin HABA-liuosta 25ul:a kerrallaan. Jokaisen HABA.-
lisdyksen jalkeen mitattiin ndytteen absorptiospektri. TAM-017 -n&ytettd mitattiin samalla
tavalla kuin HABA-liuosta, mutta maarat olivat puolet pienemmaét avidiinin ollessa muka-

na avidiini-TAM-017 -kompleksin titrauksessa.

Liséksi UV-spektrofotometrid kéytettiin tutkittaessa eri liuottimien (tolueeni, DMSO, gly-
seroli) vaikutusta HABA-molekyylin spektriin. My6s pH:n vaikutusta avidiinin, HABA-
atsovarin, TAM-017:n ja kompleksien ominaisuuksiin tutkittiin talla menetelmalla. Avidiini
ja avidiini-HABA-kompleksi mitattiin talléin eri pH-arvoissa, jotta voitiin tarkastella, vai-
kuttaako pH niiden spektreihin. Mittauksissa kaytettiin puskurin pH:ta 7,8, 10 ja 12, jotka
nayttivat kuitenkin hieman muuttuvan ajan kuluessa. HABA:n ja avidiini-HABA:n pH-
mittauksissa kéytettiin vahvoja 10-kertaisia kantaliuoksia, joita laimennettiin UV-spektrien
saamiseksi. Liuosten konsentraatiot voitiin tarkistaa absorptiokertoimen avulla eli absorp-
tiviteetilla, joka riippuu absorboivasta aineesta, sateilyn aallonpituudesta, lampdétilasta seka
liuosmittauksissa kaytettavasta liuottimesta. Variaineiden absorptiokertoimet ovat yleensé
suuria, joten véhaisetkin ainemaarat aiheuttavat liuoksen voimakkaan varin ja absorptio-

spektrin.
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3.2.2 Infrapunaspektroskopiset mittaukset (FTIR)

Infrapunamittauksissa tarkasteltiin avidiinin, biotiinin ja HABA-molekyylien spektreja
Magna-IR760 spektrometrilla (Nicolet Instrument Corporation, Madison, USA). FTIR-
mittauksien avulla voitiin tutkia rakenteiden mahdollisia muutoksia ligandin sitoutuessa
avidiiniin. Mittauksia varten K-fosfaattipuskurit valmistettiin D,O:hon, mutta muutoin sa-
malla tavalla kuin aiemmin. Lisdksi naytteistd taytyi tehdd konsentraatioltaan kymmenker-
taisia verrattuna UV-spektroskooppisiin mittauksiin, jotta spektrin piikit voitiin havaita
FTIR-spektroskoopilla. Laitteen asetuksissa kaytettiin valotusaukon eli apertuurin kokoa 7,
néytteen vahvistuskerroin oli 2 ja kyvetin valilevy (spacer) oli 50 pum tai 100 pum, joka on
talloin mittauksen valotien pituus. Biotiinin konsentraatio oli 20 mM:a, mutta HABA-
naytteen konsentraatioksi saatiin huonon liukoisuuden takia ainoastaan 1,3 mM:a, ja avi-
diinin konsentraation laskettiin olleen 0,57 mM:a. Avidiinin ja biotiinin kompleksi mitattiin
lisédmalla biotiinia vahitellen avidiiniliuokseen ja mittaamalla spektri jokaisen lisdyksen
jalkeen. Myos avidiini-HABA-kompleksi mitattiin samalla tavalla.

3.2.3 Kromatografiset mittaukset: Geelisuodatus

Geelisuodatusta kaytettiin avidiinin, HABA-molekyylien ja niiden kompleksin analysoin-
tiin. Mittaukset tehtiin HPLC-kromatografilla (Shimadzu LC-10ATvp, Shimadzu corpora-
tion, Kioto, Japani). Naytteiden havainnointiin kdytettiin sek& UV/VIS fotodiodirividetek-
toria (SPD-M10Avp, Shimadzu, Japani) ettd fluoresenssidetektoria (RF-10AxI, Shimadzu,
Japani). Néytteiden konsentraatiot olivat samat kuin aikaisemmissa mittauksissa, eli 0,68
mg/ml avidiinille ja 0,5 mM HABA-atsovdrille. Ne oli liuotettu 50 mM K-fosfaattipusku-
riin (pH7), johon oli lisatty 150 mM NaCl:a. Kromatografissa kéytetty pylvés oli GFC-
SEC Silica pylvas (Phenomenex, tilavuus 14,3 ml). Liukoisen faasin virtausnopeus oli 0,5
ml/min, ja ndytteen tilavuus 10 pl. Avidiini-HABA-kompleksin ndytteessa HABA:n suhde

avidiiniin oli 1:10.
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3.2.4 Polyakryyliamidigeelielektroforeesi: SDS-PAGE

SDS-PAGE:a eli natriumdodekyylisulfaatti polyakryyliamidigeelielektroforeesia kéytettiin
avidiinin molekyylipainon seka puhtauden arvioimisessa. Proteiinit sitovat SDS:a, joka ai-
heuttaa molekyylin negatiivisen varauksen, jolloin ne liikkuvat séhkokentdssé kohti posi-
tilvista napaa. Geelin koostumus aiheuttaa suurien molekyylien hitaan liikkumisen verrat-
tuna pienien molekyylien liikkumiseen. 15 % PAGE-geeli tehtiin erillisista ala- ja ylagee-
lista (Liite 1), jotka eroavat toisistaan Tris-HCI-puskurin pH:n ja konsentraation perusteel-
la. Geeli valmistettiin PAGE-valutelineessa ja ndytteet ajettiin ajokammiossa, jossa kaytet-
tiin ajopuskuria (Liite 1). Geeliajo tehtiin 180 V sahkovirralla, ja geeli vérjattiin liuoksessa,
joka sisdlsi 0,04 % Serva Blue R -vari&, 25 % isopropanolia, 10 % etikkahappoa. Tdman
jalkeen geeliltd tulkittiin avidiinindytteen proteiinivyohykkeitd, ja vertaamalla néytteen
liikkuvuutta molekyylipainoltaan tunnetun standardin (Bio-Rad low) liikkuvuuteen, voitiin

maarittaa tutkittavan proteiinin molekyylipaino.

3.3 HABA:n ja avidiini-HABA-kompleksin kontrollointi
3.3.1 Kontrollointi valon avulla

HABA-molekyylien isomerisaatiota yritettiin kontrolloida valon avulla kayttden seka va-
paita molekyyleja ettd avidiini-HABA-komplekseja. Konformaation muutos pyrittiin ai-
kaansaamaan UV-valolla, ja virityksen jalkeen molekyyliliuos mitattiin  UV-
spektrifotometrilld. Isomerisaatio yritettiin havaita mahdollisien spektraalisten muutosten
perusteella. Fotoisomerisaation tiedetddn kuitenkin olevan erittdin nopea reaktio (~20 ps)
ja molekyylien pyrkivén jatkuvasti stabiilimpaan trans-muotoon. Taten myds cis-
konformaation havaitseminen taytyy tapahtua nopeasti tai reaktio tdytyy saada hidastu-

maan.

Kéytimme muutamaa eri valonléhdetta ja useita lasifilttereitd, jotta isomerisaatio olisi pys-
tytty havaitsemaan. Jokainen vérillinen lasifiltteri suodatti valosta tietyn aallonpituuden,
joka saavutti viritettdvan naytteen. Virityksessa kaytetyt filtterit suodattivat valoa aallonpi-
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tuuksien 300-500 nm:n valilla, mm. filtterit 359, 378, 404, 406, 422, 438, 457, 458, 480 ja
498 nm. Lisaksi kaytettiin ohutta valokuitua, jolla valo voitiin ohjata suoraan ndytteeseen.
Suurin osa virityksista tehtiin kayttamalla tata valokuitua, mutta myds suoraa valotusta ko-
keiltiin, jolloin ndyte asetettiin kyvetissa suoraan linssin ja filtterin eteen. Ilman filttereita
voimakkain mitattu valoteho oli 0,6 W, mutta useimmissa mittauksissa valon teho filtterin
jalkeen oli 10-30 mW. Tasté valotehosta kuitenkin vain pieni osa oli haluttua aallonpituut-
ta, koska filtterit paastavat lapi useampaa eri aallonpituutta, jotka vaikuttavat valotehon
mittaukseen. HABA-molekyylien ja avidiini-HABA-kompleksin valolla viritysté kokeiltiin

myas eri liuottimissa (K-fosfaattipuskuri, tolueeni, DMSO, glyseroli) seké eri pH:ssa.

3.3.2 Kontrollointi pH:n avulla

3.3.2.1 Avidiinin CD-spektroskopiset mittaukset

Avidiinin stabiilisuutta eri pH:ssa tarkasteltiin CD-spektropolarimetrilla (Jasco J-715), jolla
voidaan havaita muutoksia proteiinien sekundaarirakenteissa. Avidiinin rakenteen stabiili-
suus tutkimuksessa kaytetyisséd pH-arvoissa oli tarkead, kun avidiini-HABA -kompleksien
muodostumista  haluttiin  kontrolloida. Kéaytimme samoja pH-arvoja kuin UV-
spektroskopisissa mittauksissa, eli pH 7, 8, 10 ja 12. Avidiinindytteet laimennettiin 20
mg/ml vahvuisesta liuoksesta CD-mittauksia varten. Mittauksissa kaytettiin neljan mittaus-

tuloksen summausta, jotta saatiin luotettavampi keskiarvoistulos.

3.3.2.2 Kalorimetrimittaukset

HABA-molekyylien sitoutumista avidiiniin ja niiden valista sitoutumisenergetiikkaa eri
pH:ssa tutkittiin isotermisen titrauskalorimetrin (ITC) avulla Laaketieteellisen teknologian
instituutissa Tampereella. ITC-laitteella (VP-ITC Isothermal Titration Calorimeter, Micro-
Cal, Northampton, MA) mitattiin proteiinin ja ligandin vélisid termodynaamisia ominai-
suuksia, joiden perusteella voitiin arvioida HABA:n ja avidiinin valisida vuorovaikutuksia
sekd pH:n vaikutusta HABA:n sitoutumiseen. Myds TAM-017 sitoutumista avidiiniin tut-
kittiin pH:ssa 8. Molekyylit ja avidiini liuotettiin K-fosfaattipuskureihin, joiden pH:t oli
sédadetty KOH:lla arvoon: 7,8,10 tai 11. Mittauksissa HABA-liuoksen konsentraatio oli 1-2
mM, TAM-017:n 1 mM ja avidiinin 100 uM (Taulukko 1). Laitteiston lamp6tila oli sdadet-
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ty +25C°een, injektioiden méara oli 20 ja referenssiteho 10 pcal/s, paitsi pH:ssa 11 kaytet-
tiin 17 pcal/s tehoa. Avidiinin ja joidenkin mittausten atsovarien tarkat konsentraatiot on-
nistuttiin laskemaan absorbanssiarvojen ja molaarisen absorptiviteetin avulla. Konsentraa-
tioiden ja mittaustulosten perusteella kullekin mittaukselle tehtiin data-analyysit ja maari-
tettiin termodynaamiset parametrit MicroCal Origin 7.0 -ohjelmalla (Origin-Lab Corpora-
tion, Northampton, MA).

Taulukko 1. Kalorimetrimittauksien HABA- ja TAM-017-ndytteiden méaréat (mg/10ml) ja niiden konsentraa-
tiot (mM) eri pH-liuoksissa.

ITC-néyte mg/ 10 ml Konsentraatio (mM)
HABA pH7 2,45 1,0
HABADpH 8 3,68 1,5

HABA pH 10 4,94 2,0
HABApH 11 5,03 2,1
TAM-017 pH8 2,89 1,0
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4 Tulokset

4.1 Avidiinin, atsobentseenien ja kompleksien karakterisointi
4.1.1 UV/VIS -spektrofotometriset mittaukset

UV/VIS-spektroskopisten mittausten perusteella HABA:n havaittiin absorboivan UV-valoa
aallonpituudella 348 nm ja TAM-017 absorboi 380 nm:ssa (Kuva 14). Molemmat atsobent-
seenit olivat liuotettuna K-fosfaattipuskuriin (pH7). Liséksi avidiinin ja HABA:n yhdista-
minen aiheutti spektraalisen muutoksen, jolloin kompleksi absorboi aallonpituudella 500
nm (Kuva 15). HABA-liuoksen lisdédminen avidiini-liuokseen kasvatti spektrin piikin in-
tensiteettia 500 nm:ssa, mutta vahitellen piikin kasvu vaheni ja HABA:n absorptioalueen
maksimipiikki 348 nm:ssa alkoi kasvaa reilusti. HABA:n lisédminen avidiini-liuokseen ai-
heutti spektrin muutoksen lisdksi vérireaktion, jolloin HABA:lle ominainen liuoksen kel-

tainen vari muuttui punaiseksi.

0,6

400 450 500
Aallonpituus, nm

300 350

Kuva 14. HABA:n ja TAM-017-johdannaisen absorptiospektrit 50 mM K-fosfaattipuskurissa (pH7) UV-
spektrofotometrilla mitattuna. HABA absorboi aallonpituudella 348 nm ja TAM-017 380 nm.
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Kuva 15. Avidiini-HABA-kompleksin (500nm) ja vapaan HABA:n ( ~350nm) suhde HABA-liuosta lisitessa.
Spektrit avidiini-HABA-kompleksista jokaisen HABA-lisdyksen jalkeen. Kuvassa on esitetty HABA:n ja
avidiinin molaarinen suhde.

Avidiini-HABA-liuoksesta voitiin maarittd4 vapaan ligandin ja kompleksin konsentraatioi-
den suhde (Kuva 16), kun HABA-naytetta lisattiin avidiiniin Kuvan 15 mukaisesti. Kuvas-
ta 16 nahdaén, kuinka vapaan ligandin konsentraatio kasvaa heti ensimmaisten lisaysten
jalkeen lahes lineaarisesti, kun taas kompleksin konsentraatio alkaa vakiintua tietylle tasol-
le suunnilleen kuudennen HABA-lisdyksen jélkeen, jolloin HABA:n molaarinen suhde
avidiiniin on 3,8. Myos avidiini-HABA-kompleksin konsentraation ja vapaan ligandin
konsentraation suhde kompleksin konsentraation funktiona (Kuva 17) voitiin maarittaa
Kuvan 15 perusteella. Talloin mittauspisteille voitiin sovittaa lineaarinen suora, jonka kul-

makertoimen avulla madritettiin ligandin assosiaatiovakio (1/M) (Taulukko 2).
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Kuva 16. Avidiini-HABA-liuoksessa vapaan ligandin ja kompleksin konsentraation suhde, kun HABA.-

Kokonaisligandi, mM

liuosta lisdtaan avidiiniin kuvan 15 mukaisesti.
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Kuva 17. Avidiini-HABA-kompleksin konsentraation ja vapaan ligandin konsentraation suhde kompleksin
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konsentraation funktiona kuvan 15 mukaan, jolloin mittausarvoille (pisteet) on maéritetty lineaarinen suora.
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Taulukko 2. Kuvan 17 lineaariselle suoralle maéritettiin kulmakerroin, joka on ligandin assosiaatiovakion ne-
gaatio. Tdman perusteella laskettiin molekyylin assosiaatiovakio (1/M).

Arvo
Suoran kulmakerroin -649
Assosiaatiovakio (1/M) 6,49%10°

HABA-johdannaisen, TAM-017:n, spektreja mitattiin UV/VIS-spektrofotometrilld, jolloin
sen absorptiomaksimi havaittiin 380 nm:ssa seké liséksi loiva olkapiikki 430 nm:ssa (Kuva
14). Avidiinin lisdédminen ei aiheuttanut huomattavaa spektrin siirtymaa, mutta maksimi-
piikin pieni siirtymé& nadhtiin 374 nm:n kohdalla. Kuvassa 18 TAM-017-liuosta on lisatty
avidiiniin, ja titrauksen spektrit on normalisoitu maksimikohtaansa spektrisiirtyman ha-
vainnoinnin helpottamiseksi. Lisaksi TAM-017 havaittiin liukenevan huonosti vesipitoi-
seen puskuriin, eikd varimuutosta tapahtunut avidiinia lisatessé vaan TAM-017 -liuos pysyi

kellertdvana.

TAM-017
molaarinen suhde
avidiiniin

1,0

0,5

Absorptio, norm.

350 400 450 500 550

Aallonpituus, nm

Kuva 18. Avidiini-TAM-017-kompleksin absoptiospektri 374 nm:ssa, kun TAM-17 -liuosta on lisatty avidii-
niin véhitellen. Kuvassa on esitetty TAM-017:n molaarinen suhde avidiinin konsentraatioon verrattuna.
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Tutkittaessa muutaman eri liuottimen vaikutusta HABA-molekyylin spektriin voitiin ha-
vaita spektrin siirtymisid (Kuva 19). Liuottimina kéytettiin K-fosfaattipuskurin lisaksi tolu-
eenia, glyserolia ja DMSO:ta. K-fosfaattipuskurissa HABA tuotti maksimipiikin 348
nm:ssa ja glyserolissa piikki nakyi 350 nm:n kohdalla. Tolueeniin liuotettuna HABA tuotti
absorptiopiikin 374 nm:ssa, ja DMSO:hon liuotettuna piikki muodostui 354 nm:ssa. Kuvan

19 absorptiospektrit on normalisoitu niiden maksimiarvoon.

1,0} —— K-fosfaattipuskuri |
—— Glyseroli
—— Tolueeni
% — DMSO
=
e
S
-~ 051 |
g
=
o]
n
g
300 350 400 450 500

Aallonpituus, nm

Kuva 19. HABA:n absorptiospektrit eri liuottimissa, puskuri (50 mM K-fosfaatti, pH7), glyseroli, tolueeni ja
DMSO. Spektrit on normalisoitu niiden maksimiarvoon.



41

UVI/VIS spektroskopiaa kéytettiin myds pH:n vaikutuksen tutkimiseen, jolloin HABA:a,
TAM-017:a, ja niiden avidiini-komplekseja mitattiin puskureissa, joissa oli eri pH. HABA
absorboi valoa aallonpituudessa 348 nm pH:ssa 7 muodostaen yhden, kapean piikin, joka
levenee, madaltuu ja siirtyy pidemmille aallonpituuksille pH:n kasvaessa (Kuva 20). Mak-
simipiikki 352 nm:ssa havaittiin pH:ssa 8, ja lisaksi piikki laski loivasti pidemmille aallon-
pituuksille muodostaen lievan olkapiikin 434 nm:ssa. Korkeammat pH-arvot, 10 ja 12, ai-
heuttivat spektrin selkedn siirtyman ja leveén absorptiopiikin aallonpituuksien 350 - 470
nm vélille. Molemmissa liuoksissa piikin maksimikohta oli 398 nm:ssa, josta se laski loi-
vasti 500 nm:iin. Naiden pH-liuosten valilla oli kuitenkin pieni ero, silla pH 12 tuotti mata-
lamman ja tasaisemman piikin kuin pH 10. TAM-017 spektriin pH ei vaikuttanut, vaan ai-
noastaan maksimipiikin intensiteetti 380 nm:ssa oli korkein pH:ssa 7 ja matalampi muissa

pH-liuoksissa (Kuva 21).

08l | | | | i

0,6

0,4

Absorptio

0,2

300 350 400 450 500
nm

Kuva 20. HABA:n absoprtiospektrit 50 mM K-fosfaattipuskurissa eri pH-liuoksissa.
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Kuva 21. TAM-017 -molekyylin absorptiospektrit K-fosfaattipuskurissa eri pH:ssa.

Avidiini-HABA-kompleksi mitattiin eri pH:ssa, jotta voitiin tarkastella, vaikuttaako pH
kompleksin spektriin (Kuva 22). Kompleksi muodosti selvan maksimipiikin aallonpituu-
della 500 nm pH:ssa 7 ja 8. Néistd pH 8 néytti tuottavan korkeamman maksimipiikin seka
liséksi pienen absorptiopiikin 340 nm:ssa. Sen sijaan pH:ssa 7 toista absorptiopiikkia ei
havaittu kahden eri mittaustulosten perusteella, mutta pieni spektrin intensiteetin nousu oli
nahtavisséd ennen avidiinin absorptiopiikkia. Korkeammissa pH-arvoissa (pH 10 ja 12)
spektri naytti levedammaltd kuin alemmissa pH:ssa. Avidiini-HABA-kompleksi absorboi
jonkin verran 500 nm:ssa pH:ssa 10, ja piikki naytti laskevan t&sta loivasti lyhyemmille
aallonpituuksille. Sen sijaan pH:ssa 12 ei ollut lainkaan absorptiopiikkid kompleksin aal-
lonpituusalueella (500 nm), mutta matala absorptiopiikki havaittiin 396 nm:ssa, ja se laski
vahitellen 500 nm:n alueelle. Lisaksi avidiinin maksimipiikin havaittiin olevan 280 nm:ssa
kaikissa pH-liuoksissa, mutta kuitenkin pH:ssa 7 absorptiopiikin intensiteetti oli suurempi
kuin pH:ssa 12. Liuosten pH néytti hieman muuttuvan ajan kuluessa, mik& vaikuttaa olen-

naisesti absorptiospektreihin sek& mahdollisesti HABA:n sitoutumisominaisuuksiin.
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Kuva 22. Avidiini-HABA-kompleksin absorptiospektrit K-fosfaattipuskurissa eri pH:ssa.

4.1.2 Infrapunaspektroskopiset mittaukset (FTIR)

Avidiinin, biotiinin ja niiden kompleksin spektrit (Kuvat 23 ja 24) saatiin mitattua niin, etta
maksimipiikit oli maariteltavissa. Avidiinin vahvimmat piikit olivat alueilla 1631 cm™ ja
1453 cm™ ja biotiinilla 1653 ja 1553 cm™. Avidiini-biotiini-kompleksin spektrissa (Kuva
24) havaittiin kaksi maksimipiikkia alueilla 1631 cm™ ja 1459 cm™, ja piikkien intensiteetti
oli suurempi kuin avidiinin tai biotiinin ollessa yksindan. Kuvassa 25 avidiinin, biotiinin ja
niiden kompleksin (biotiinia 60 pl) spektrit on suhteutettu toisiinsa niin, ettd ne ovat
vertailukelpoisia keskenaan. Avidiinin ja biotiinin summaspektri (Avd+Btn) seké avidiini-
biotiinikompleksin (Avd-Btn) FTIR-spektri normalisoitiin, ja niiden spektrit on esitetty
kuvassa 26. HABA-liuoksen pienesta konsentraatiosta johtuen sen absorptio jai véhaiseksi,
mutta pienet piikit oli havaittavissa alueilla 1603, 1584 ja 1563 cm™ (Kuva 27). Lisaksi
mitattiin avidiini-HABA-kompleksi, jolloin absorptiopiikit nakyivat alueilla 1631 ja 1441

cm™ (Kuva 28). Kompleksin spektri ei nayttanyt juuri eroavan avidiinin spektrista.
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Kuva 23. Avidiinin ja biotiinin spektrit infrapunaspektroskopialla mitattuna (kyvetin vélikappaleen koko oli

100 um). Avidiinin vahvimmat piikit olivat alueilla 1631 cm™ ja 1453 cm™ ja biotiinilla 1653 cm™ ja 1553
-1

cm™,

T T T T T
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Kuva 24. Avidiini-biotiini-kompleksin seka avidiinin ja biotiinin FTIR-spektrit alueella 1350-1850 cm™. Bio-
tiinia lisattiin avidiiniliuokseen viisi kertaa ja kyvetin valilevy oli 100 um.
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Kuva 26. Avidiinin ja biotiinin summaspektri (Avd+Btn) seka avidiini-biotiinikompleksin (Avd-Btn60ul)

FTIR-spektri.
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Kuva 27. HABA:n FTIR-spektri (kyvetin valikappale kokoa 50 um). VVahvimmat absorptiopiikit ovat alueilla
1603, 1584 ja 1563 cm™.
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Kuva 28. Avidiini-HABA-kompleksin ja avidiinin FTIR-spektrit. Kyvetin valikappale oli kokoa 50 um, ja
avidiini-HABA-kompleksin absorptiopiikit nakyvat alueilla 1631 ja 1441 cm™.
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4.1.3 Kromatografiset mittaukset: Geelisuodatus

Kromatografisella menetelmélld analysoitiin HABA- ja avidiinindytteet, jolloin niille saa-
tiin kromatogrammit, jossa absorbanssiyksikké (AU) on esitetty tilavuuden funktiona (ml).
Tilavuus (ml) x-akselilla kertoo, kuinka paljon puskuriliuosta on ajettu pakatun kolonnin
l4pi. Naytteen tilavuus oli jokaisella ajokerralla 10 ul. Kuvissa 29-32 on avidiinin, HA-
BA:n ja niiden kompleksin (HABA:n suhde avidiiniin 1:10) kromatogrammit. Lisaksi ku-
vassa 33 on esitetty avidiinin ja HABA:n normalisoitu summakromatogrammi avidiini-

HABA-kompleksin kromatogrammin rinnalla.

300 : I - I - . - T
HABA
— 280 nm
— 350 nm
— 440 nm
200 | 500 nm T
AU - |
100 + i
o 1 1 1 1
5 10 15 20

ml

Kuva 29a. HABA:n kromatogrammi eri detektioaallonpituuksilla (280, 350, 440 ja 500 nm).
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Kuva 29b. HABA:n kromatogrammi eri aallonpituuksilla, kun puskuria on ajettu kolonnin lapi suunnilleen
14,4 ml.

T T T T T T T
Avidiini
10+ -
AU
5L -
O 1 1 1 1
5 10 15 20

ml

Kuva 30. Avidiinin kromatogrammi aallonpituudella 280 nm.
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Kuva 31a. Avidiini-HABA-kompleksin (HABA 1:10) kromatogrammi eri aallonpituuksilla (280, 350 ja
500 nm).
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Kuva 31b. Avidiini-HABA-kompleksin (HABA 1:10) kromatogrammi eri aallonpituuksilla (280, 350 ja 500
nm). Kuva tarkennettu kohtaan, jossa kolonnin lapi on ajettu ~9-14 ml puskuria.



50

T T T T T T T T T
—— Avidiini 280nm
—— HABA 280nm
—— Avd-HABA 280nm
40L i
AU
20+ -
O 1 1 1 1 1 1 ;}N 1 1
8 10 12 14 16
ml

Kuva 32. Avidiinin, HABA:n ja avidiini-HABA-kompleksin kromtogrammit aallonpituudella 280 nm.
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Kuva 33a. Avidiini-HABA-kompleksin sekd HABA:n ja avidiinin (HABA+Avd) normitettu summakromato-
grammi aallonpituudella 280 nm.
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Kuva 33b. Avidiini-HABA-kompleksin sekd HABA:n ja avidiinin (HABA+Avd) normitettu summakromato-
grammi aallonpituudella 280 nm. Kuva tarkennettu kohtaan, josta pitdisi pystyéd havaitsemaan kompleksin
piikki kromatogrammissa ( ~9-10 ml).

Liséksi SDS-PAGE:a kaytettiin avidiinin lisdanalysoimiseksi (Kuva 34).

Bia-Rad
L Avd  laim. 15 1:10
kD a

Kuva 34. SDS-PAGE-geelikuva kananmunasta eristetysté avidiinista (0,68mg/ml) seké sen laimennokset 1:5
ja 1:10. Vasemmalla Bio-Rad low standardiproteiini, ja sen vieressa avidiinindytteet. Suurin proteiinivydhyke
nakyy himmedana kohdassa 35 kDa:a ja paavydhyke on ~18 kDa kokoinen, jonka jalkeen geelilla on néhtévis-
s& myds pienempié proteiinivyohykkeita.
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4.2 HABA:n ja avidiini-HABA-Kkompleksien kontrollointi
4.2.1 Kontrollointi valon avulla

Avidiini-HABA-kompleksia viritettiin valon avulla eri pH:n omaavissa liuoksissa, jotta
voitiin havaita oliko pH:lla vaikutusta HABA:n fotoisomerisaatioon avidiiniin sitoutunees-
sa muodossa. Mittausten perusteella pH:ssa 7 ja 8 ndkyi kompleksin maksimipiikin piene-
neminen valolla virityksen jélkeen. Lisdksi HABA-molekyylien viritys 0,6 W:n lampun te-
holla pH:ssa 7 tuotti maksimipiikin intensiteetissé selkedn pienenemisen, kun molekyyleja
valotettiin kolme minuuttia (Kuva 35). Valolla virityksen jalkeen naytetta pidettiin pimeés-
s& kolme minuuttia, jolloin absorptiopiikki naytti edelleen laskevan. Kuuden minuutin pi-
medssé olon jalkeen HABA:n piikin intensiteetti oli hieman noussut, mutta ei kuitenkaan

lahtopiikin tasolle.

20k i
—— HABA pH7
—— Valolla viritys 3min
—— Pimeéassa 3 min

15 —— Pime&ssé 6 min

1,0

Absorptio

05
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Kuva 35. HABAn viritys 50 mM K-fosfaattipuskurissa (pH 7) 0,6 W:n valoteholla kayttaen aallonpituuksia
380 nm ja >700 nm.
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HABA-molekyylien valotusta kokeiltiin myos eri liuottimissa. HABA:n ollessa liuotettuna
tolueeniin piikin intensiteetti kasvoi huomattavasti valolla virityksen jélkeen, ja intensitee-
tissa tapahtui edelleen pientd kasvua, kun liuosta pidettiin pimeéssa (Kuva 36a ja b).
DMSO:ssa HABA:n absorptiointensiteetti aallonpituusalueella 320-390 nm naytti sen si-
jaan hieman laskevan valolla virityksen jalkeen. Liséksi kokeiltiin glyserolia, johon liuotet-
tiin HABA-atsovaria ja viritettiin samalla tavalla UV-valolla, mutta spektraalisia muutok-
sia ei havaittu. Tutkimuksessa kéytettiin useita eri aallonpituuksia l&péisevia filttereitd,

mutta ne ndyttivat tuottavan samankaltaisen spektrin valolla virityksen jalkeen.

018 T T T T T T T
—— HABA tolueenissa
— Viritys 3 min
—— Pimeéssa 3 min

0,6 —— Pimeassi 6 min

0,4

Absorptio

0,2

300 350 400 450 500
nm

Kuva 36a. HABA:n kolmen minuutin suora viritys led-valolla tolueeniin liuotettuna, jolloin valotus tapahtui
aallonpituusalueella 360-390 nm.
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Kuva 36b. HABA:n ollessa tolueeniin liuotettuna kolmen minuutin suora viritys led-valolla, jolloin saatiin
aborptiospektrit kuvassa 36a. Kuvassa samat spektrit aallonpituusalueella 370-380 nm.
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4.2.2 Kontrollointi pH:n avulla

4.2.2.1 Avidiinin CD-spektroskopiset mittaukset

Avidiinin stabiilisuutta eri pH:ssa tarkasteltiin CD-spektropolarimetrillg, jolla voitiin ha-
vaita proteiinin rakenteiden muutoksia. Avidiinindytteiden CD-spektrit nayttivat samankal-
taisilta kaikissa pH:ssa (pH 7,8,10 ja 12), joissa maksimipiikki muodostui 228 nm:n koh-
dalle (Kuva 37). Spektrien vélill4 esiintyi kuitenkin pienid eroja, esimerkiksi 280 nm koh-

dalla pH:n 7 ja 8 spektrit eroavat hieman pH:sta 10 ja 12.

2F Avidiini |
——pH7
——pH8
——pH10
——pH12

CD-spek.

20 240 260 280

nm

Kuva 37. Avidiinin CD-spektri 50 mM K-fosfaattipuskurin eri pH-arvoissa (pH 7,8,10 ja 12).
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4.2.2.2 Kalorimetrimittaukset

HABA-atsovarin sitoutumista avidiiniin eri pH:ssa (pH 7, 8, 10 ja 11) tutkittiin ITC-
menetelman avulla, jolloin sitoutumisreaktioille saatiin titraatiokdyrét. Kuvissa 38-42 nah-
daéan energiamaaré (kcal/sec) titraation aikana seka sitoutumisreaktion saturaatiokdyra kus-
sakin pH:ssa. Lisaksi kalorimetrian analyysiohjelma (Microcal Origin) antoi kunkin kayran
perusteella ndytteen sitoutumisvakion, entalpian, entropian ja stoikiometrisen arvon eri pH-
liuoksissa (Taulukko 3). Myds HABA:n johdannainen TAM-017 mitattiin kalorimetrialla
pH:ssa 8. Kalorimetriassa kéytettyjen nédyteliuosten pH néytti pH-mittarilla mitatessa hie-

man muuttuvan ajan kuluessa, miké vaikutti liuosten spektreihin (Kuva 42).
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Kuva 38. HABA-avidiinin ITC-mittaus pH:ssa7  Kuva 39. HABA-avidiinin ITC-mittaus pH:ssa 8
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Kuva 41. HABA-avidiinin ITC-mittaus pH:ssa 11

Kuva 42. TAM-017-avidiinin ITC-mittaus pH:ssa 8
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Taulukko 3. Kalorimetrimittauksien HABA-avidiini vuorovaikutussuhteiden termodynaamiset parametrit eri

pH-arvoissa (pH 7,8,10 ja 11), sekd TAM-017-avidiinin termodynaamiset parametrit pH:ssa 8.

Nayte Konsentr. | Sitoutumis- Entalpia (H) | Entropia (S) Stoikio-
(mM) | vakio (Ka) J JIK metria (N)
M-l
HABA pH 7 1,0 2,09 x 10° 1828 + 32 30,5 0,75
HABA pH 8 1,5 1,08 x 10° -1505 + 89 18,0 0,63
HABA pH 10 2,0 8,30 x 10" -1810 + 99 16,4 1,21
HABA pH 11 2,1 7,89 x 10 -802 £ 20 19,7 2,46
TAM-017 1,0 2,53 x 10° -4014 + 23 15,8 1,04
pH 8
° ' ' —— HABA pH8 1mM
—— pH10 1mM
—pH112mM 1:2
4 —— TAM-017 pH8 1mMj
ie) 3
g8
o
[72]
2 2

300

350

nm

400

450

500

Kuva 42. ITC-mittauksissa kaytettyjen HABA ja TAM-017 naytteiden absorptiospektrit eri pH-liuoksissa 9
vuorokautta kalorimetrimittausten jalkeen. HABA-nayte pH:ssa 11 (~2 mM) on laimennettu 1:2, muut nayt-
teet ovat konsentraatioltaan 1 mM.
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5 Tulosten tarkastelu

5.1 Avidiinin, atsobentseenien ja niiden kKompleksien karakterisointi
5.1.1 Molekyylien ominaisuuksien maarittiminen

Tassa tutkimuksessa kaytettiin kolmea eri menetelméd, UV/VIS-spektroskopiaa, fourier
muunnos infrapunaspektroskopiaa ja kromatografista geelisuodatusta, molekyylien absorp-
tio-ominaisuuksien maarittdmisessd. UV/VIS-spektroskopisissa mittauksissa madritettiin
atsobenteenien, avidiinin ja niiden kompleksien absorptioalueet, joiden perusteella voidaan
havaita konformaatiomuutokset seka kompleksien muodostuminen. Infrapunaspektrosko-
piaa kéytettiin molekyylien rakenteiden seka niiden muutosten maarittdmisessd, silla ligan-
din sitoutuminen saattaa aiheuttaa konformaatiomuutoksia proteiinissa ja siten vaikuttaa
sen absorptiospektriin. Molekyyleja analysoitiin myds kromatografisella geelisuodatusme-
netelmélld, josta saatiin tietoa pylvaan lapi ajettujen molekyylien puhtaudesta ja absorpti-

oista eri aallonpituuksilla.

Kéytetyistd menetelmistd UV/VIS-spektroskopia on kaikista tehokkain menetelma absorp-
tioiden méaérittdmisessa. Tulosten perusteella HABA-atsovari ja sen johdannainen TAM-
017 absorboivat valoa hieman eri aallonpituuksilla, ja siksi niiden spektrien maksimipiikit
nékyvat eri kohdassa (Kuva 14). Tama erilainen absorptio johtuu niiden rakenteellisista
eroista. Lisaksi muutaman eri liuottimen vaikutusta HABA-molekyyliin tutkittiin UV/VIS-
spektroskopian avulla. Kuvan 19 perusteella liuoksen polaarisuus vaikuttaa HABA:n
spektriin, silla poolittomat liuokset aiheuttavat maksimipiikin punasiirtyman pidemmille
aallonpituuksille. Tassa tydssa kaytetyisté liuottimista tolueeni oli poolittomin, ja siksi se
aiheutti suurimman maksimipiikin siirtyman. Spektrin muutoksiin vaikuttaa molekyylin
vuorovaikutukset liuottimen kanssa, ja etenkin niiden valisill&a vetysidoksilla on todenna-
koisesti suuri merkitys HABA:n spektraalisissa ominaisuuksissa. Taten, tutkimuksessa
kaytetylla liuottimella saattaa hyvinkin olla suuri vaikutus molekyyliin ja sen vuorovaiku-

tuksiin toisten molekyylien kanssa.
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Lisdksi UV/VIS-mittausten avulla tutkittiin pH:n vaikutusta molekyyleihin. Tulosten pe-
rusteella pH naytti aiheuttavan muutoksia sekd HABA-molekyylin ettd avidiini-HABA-
kompleksin spektreihin (Kuvat 20 ja 22). HABA-molekyylien spektrit siirtyivat pidemmil-
le aallonpituuksille (punasiirtymé), kun pH kasvoi, ja samalla absorptiopiikkien intensiteet-
ti laski. Taten pH nayttdd vaikuttavan molekyylien absorptio-ominaisuuksiin. Farrera ym.
(2008) mukaan pH:n nousu aiheuttaa HABA:n deprotonaation, jolloin se luovuttaa proto-
neita. Myo6s tdman tyon tulosten perusteella nayttaa silta, ettd pH vaikuttaa HABA:n kemi-
allisiin ominaisuuksiin, mika aiheuttaa absorptiomuutokset HABA:n spektrissd. Sen sijaan
TAM-017:n absorptioon pH:lla ei nayttanyt olevan suurta vaikutusta (Kuva 21). Taten
TAM-017 saattaa olla stabiilimpi molekyyli, koska se ei ndyta olevan niin herkk& ympéris-
ton vaihteluille. Yleisesti UV/VIS-mittauksissa hankaluuksia tuotti puskureiden ja nayttei-
den pH:n lasku ajan my6ta. Muutokset pH:ssa vaikuttavat molekyylien absorptioihin, mika
nékyy spektrien muutoksina. Useiden pdivien ajan voitiin kayttdd samoja naytteitd, mutta
pH:n laskun takia jonkin toisen puskuriliuoksen kéayttoa voisi kokeilla pH-tutkimuksissa.
Liséksi hyvin pienien maarien punnitseminen (kuten 0,2 mg) tuotti ongelmia, koska vaa’an
epatarkkuus saattoi aiheuttaa punnitusvirheitd, ja taten tarkkojen konsentraatioiden méaarit-

tdminen oli hankalaa.

FTIR-menetelméll& mitatiin avidiinin, biotiinin, HABA:n ja niiden kompleksien absorptio-
ta infrapuna-alueella. Avidiinin (1631 cm™ ja 1453 cm-) ja biotiinin (1653 ja 1553 cm™)
maksimipiikit (Kuva 23) vastasivat aiempia tutkimustuloksia (Swamy ym., 1996). Swamy
ym. (1996) ovat todenneet, ettd avidiinin maksimipiikki (~1631 cm™) osoittaa p-levyn ja
pidentyneiden ketjurakenteiden olevan vallitsevia sekundaarisia rakenteita avidiinissa.
HABA-liuoksen absorptio jai todenndkaisesti vahaiseksi pienen konsentraation takia, mut-
ta pienet maksimipiikit oli havaittavissa (Kuva 27). FTIR-mittauksissa biotiinia kaytettiin
eradénlaisena kontrolliligandina, kun menetelm&& haluttiin kayttdd kompleksien infrapuna-
spektrien maarittamiseen. Avidiini-biotiini-kompleksin spektreistd havaitaan kompleksin
spektrin olevan samankaltainen avidiinin spektrin kanssa (Kuvat 24 ja 25). Tama kertoo
siitd, ettd merkittavia sekundaaristen rakenteiden muutoksia ei tapahdu biotiinin sitoutuessa
avidiiniin. Mitatut tulokset vastaavat aikaisempien tutkimusten tuloksia (Swamy ym.,
1996), joissa avidiinin maksimipiikin on todettu olevan suunnilleen 1633 cm™:ssa, eika

biotiinin lisddminen ole aiheuttanut huomattavaa spektraalista muutosta avidiinin spektriin
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verrattuna. Ainoastaan pienia eroja havaittiin alueilla 1662, 1630 ja 1554 cm™, joista erot
1630 cm™:ssa heijastavat jotain muutoksia avidiinin amidi | -absorptiossa eli proteiinin ra-
kenteessa. Kuvassa 26 on esitetty avidiinin ja biotiinin summaspektri (Avd+Btn) seka avi-
diini-biotiini-kompleksin (Avd-Btn) FTIR-spektri, joista nahdaén spektrien samankaltai-
suus. Naiden spektrien piikkien leveydessa ja intensiteetissa on kuitenkin havaittavissa
pienid eroja, ja lisaksi avidiinin ja biotiinin summaspektrissé on pieni olkapiikki 1400 cm’
1-ssa. Pienet muutokset saattavat johtua, esimerkiksi vetysidosten stabiilisuuden muuttumi-
sesta avidiinin rakenteessa biotiinin sitoutumisen aikana. Lis&ksi mitattiin avidiini-HABA-
kompleksi (Kuva 28), jolloin néhtiin vérireaktio keltaisesta punaiseksi. Taten HABA-
molekyylien voidaan todeta sitoutuneen avidiiniin, mutta kompleksin spektrissa ei ole nah-
tavissd suuria muutoksia verrattuna avidiinin spektriin. Huonosta liukoisuudesta johtuen
HABA:n konsentraatio oli niin pieni, ettd sitd ei voitu erottaa avidiinin spektrista. Absorp-
tiopiikkien intensiteettien lasku johtuu todennékdisesti ainoastaan avidiini-liuoksen laime-
nemisesta, kun HABA-liuosta lisattiin ndytteeseen. Infrapunamittauksissa yleisena ongel-
mana oli l&htélinjan (baseline) vaihtelut eri mittauksien vélilla, minké& takia kuvaajia jou-
duttiin sovittamaan keskendén vertailukelpoisiksi. Talla menetelméll& ei saatu haluttuja tu-
loksia avidiini-HABA-kompleksien muodostumisen havainnoimiseksi, mutta menetelmaa
ja laitteistoa saatamalla voitaisiin kuitenkin saada aikaan parempia tuloksia jatkotutkimuk-
sia ajatellen.

Kromatografisten tulosten perusteella HABA absorboi eniten aallonpituudessa 350 nm,
jonkin verran 280 ja 440 nm:ssa ja vahiten 500 nm:ssa (Kuvat 29a ja b). Avidiinin absorp-
tiopiikki havaitaan detektorilla aiemmin, koska se on isompi kuin HABA-molekyyli (Kuva
30). Avidiinin piikki ei ole sdanndllisen muotoinen, mik& voi johtua epapuhtauksista tai
avidiinin hajoamisesta prosessin aikana. Avidiini esiintyykin yleensa tetrameering, ja taten
on mahdollista, ettd sen alayksikot eroavat toisistaan ainakin osittain kromatografin pyl-
vaassd. Hytonen ym. (2004) ovat havainneet avidiinindytteissa esiintyvan myos polymeeri-
sia muotoja. Taté tukee kromatografian jalkeen avidiinindytteesta ajettu SDS-PAGE, jonka
geeliltd ndhdaan useita proteiinivyohykkeitd (Kuva 34), mutta vain yksi selked paavyohyke
(~18 kDa). Avidiinin yhden alayksikon on aiemmin todettu olevan ~15,5 kDa. T&t4 ko-
koeroa voidaan kuitenkin selittdd glykolysaatiolla, koska SDS ei kykene sitoutumaan pro-

teiinin sokeriosiin, jolloin proteiinin koko vaikuttaa todellista suuremmalta. Dimeerin ko-
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koinen vyohyke (35 kDa) taas johtuu todennédkoisesti jonkinlaisesta proteiinien kovalentti-

sesta dimerisoitumisesta.

5.1.2 Atsomolekyylien ja avidiinin valiset vuorovaikutukset

Tyossa tutkittiin - myés HABA:n ja TAM-017:n sitoutumista avidiiniin UV/VIS-
spektroskopian, kromatografisen geelisuodatuksen ja kalorimetrian (ITC) avulla. Sitoutu-
mista arvioitiin HABA:n sitoutumisvakiosta (K,), joka onnistuttiin maarittdimaan seka
UV/VIS-spektroskopian ettd ITC-menetelman avulla. UV/VIS-spektroskopiassa komplek-
sin muodostuminen havaittiin absorptioalueen muuttumisesta. Geelisuodatuksessa mole-
kyylit erottuivat koon perusteella, jolloin isommat partikkelit kulkeutuivat pylvaan lapi no-
peammin kuin pienemmat molekyylit, ja taten néista tuloksista voitiin arvioida kompleksi-
en muodostuminen. Kalorimetrisista tuloksista kompleksien muodostuminen havaittiin tit-

raatiokayrien perusteella.

Véariominaisuuksiensa ansiosta HABA:n sitoutumista avidiiniin voitiin seurata spektrofo-
tometrisesti, ja sitoutuessaan HABA-liuoksen vari muuttui keltaisesta punaiseksi, mika ha-
vaittiin spektrin muutoksena (Kuva 15). Sen sijaan TAM-017 spektriin avidiinin l&sndolo
ei aiheuttanut huomattavaa siirtyméé (Kuva 18), mika kertoo siitd, etta suuria konformaa-
tiomuutoksia ei tapahdu ndiden molekyylien vélilla. Vaikka pienié spektrin muutoksia voi-
daan TAM-017 spektrissd havaita, ndyttaa siltd, ettd sitoutumisreaktion aikana ei tapahdu
sellaista rakenteellista muutosta, joka nakyisi selvané spektrin siirtymisend kuten avidiini-
HABA-kompleksilla. Avidiini-HABA-kompleksin UV/VIS -titraatiospektristd arvioitiin
my0s saturaatiosuhde, kun sitoutumisesta aiheutuvaa absorptiopiikkia (500 nm) verrattiin
vapaan ligandin piikkiin (350 nm) (Kuva 15). Saturaatiosuhde saadaan avidiinin ja HABA-
molekyylien suhteesta, kun avidiini on saturoitunut, eli proteiinin kaikki mahdolliset sitou-
tumispaikat on taytetty. Kuvassa 15 saturaation voidaan arvioida tapahtuneen, kun HA-
BA:n molaarinen suhde avidiiniin on 3,8, koska tamén jalkeen 500 nm:ssa absorptiopiikki
ei juuri endd kasva, mutta 350 nm:ssa piikki nousee voimakkaasti. Saturoitumisen jalkeen
HABA esiintyy liuoksessa endd vapaana ligandina, mink& takia ainoastaan piikki 350
nm:ssa kasvaa, kun HABA-liuosta yha lisdtd&dn néytteeseen. Saturaatiosuhde maédritettiin

myo6s kuvan 16 perusteella vapaan ligandin ja avidiini-HABA-kompleksin konsentraatioi-
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den vélisesta suhteesta. Ligandin sitoutuminen proteiiniin on toisista sitoutumiskohdista ja
ligandeista riippumatonta. Tdman perusteella sitoutumisvakio saadaan: K= [PL] / [P] [L] ja
dissosiaatiovakio Ky= [P] [L]/ [PL]. Kuvassa 16 vapaan ligandin ja kompleksin suorien ris-
teytyessa avidiinin sitoutumispaikat ovat tayttyneet ja HABA esiintyy liuoksessa enaa va-
paassa sitoutumattomassa muodossa. Kuvasta voidaan myos paatelld, ettd ligandia on olta-
va liuoksessa ylimaarin, jotta kaikki sitoutumispaikat proteiinissa tayttyvat. Tamé johto-
paatds saadaan siitd, ettd sekd vapaan ligandin ettd kompleksin konsentraatiot kasvavat en-

simmaéisten HABA-lisdysten aikana.

UV/VIS-titrauksessa kompleksin konsentraation ja vapaan ligandin konsentraation suhde
esitettiin kompleksin konsentraation funktiona kuvassa 17, jolloin kuvan lineaarisen suoran
kulmakerroin (-K) on assosiaatiovakion negaatio. Kulmakertoimen perusteella laskettiin
HABA:n assosiaatiovakio (1/M), eli sitoutumisvakio 6,49 x10° M™ (Taulukko 2). ITC-
mittausten mukaan HABA:n sitoutumisvakioksi (pH 7) saatiin 2,09 x10° M™ (Taulukko 3).
Néiden kahden eri menetelman tulokset eroavat toisistaan, joten mittaukset olisi syyta tois-
taa paremman luotettavuuden saamiseksi. Repo ym. (2006) ovat saaneet HABA:n sitoutu-
misvakioksi Kp= 2,9 x10°> M™ differentiaaliskannauskalorimetrian (DSC) avulla. Laskel-
mat oli tehty proteiinin laskostuneen rakenteen purkautumislampétilan mukaan perustuen
ligandin l&sndoloon sekd entalpian ja lampokapasiteetin muutokseen proteiinin rakenteen
hajoamisen aikana. Taman DSC-menetelmén avulla laskettua sitoutumisvakioarvoa ei vélt-
tdmattd voida pitda ainoana ja oikeana, mutta ainakin se on melko l&hell& tassa tutkimuk-
sessa ITC-mittauksissa saatua arvoa. Néiden tulosten perusteella vaikuttaa silta, etta UV-
VIS-spektroskopiassa pelkén kuvaajan ja kulmakertoimen perusteella ei ehkd saada luotet-
tavaa sitoutumisarvoa, jolloin on syyta kéayttdd myds muita menetelmié tai toistaa mittauk-
set useaan kertaan. Aikaisemmissa tutkimuksissa TAM-017 affiniteetin on DSC-analyysin
perusteella todettu olevan suurempi kuin HABA:lla, ja myds tdman tyon ITC-mittausten
perusteella TAM-017:n sitoutumisvakio (2,53 x 10°) on kaikista suurin (Taulukko 3). Suu-
rempi affiniteetti johtuu todennakdisesti sen kemiallisesta rakenteesta, joka on suotuisampi
avidiiniin sitoutumisessa kuin HABA:n rakenne. Ndiden rakenteita verratessa TAM-017-
molekyylin karboksyyliryhmé& on eri kohdassa kuin HABA:lla, ja lisaksi TAM-017:114 on
NO; -ryhmé.
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UV/VIS-spektroskopiaa kaytettiin myds pH:n vaikutuksen tutkimiseen HABA:n ja avidii-
nin vélisessd sitoutumisessa. Namé pH:n aiheuttamat muutokset ovat n&htdvissé kuvassa
22, josta havaitaan spektrin sinisiirtyma lyhyemmille aallonpituuksille pH:ssa 12. Avidiini-
HABA-kompleksissa avidiini saattaakin aggregoitua tai denaturoitua osittain korkeassa
pH:ssa (pH 12), mik& voisi selittdd kompleksin spektrien muutokset korkeammissa pH-
arvoissa. Green (1975) mukaan avidiini on stabiili pH-alueella 2-13, mutta saattaa olla, etta
sen sitomistaskujen aminohapoissa ja niiden varauksissa tapahtuu muutoksia, jotka vaikut-

tavat HABA:n sitoutumiseen ja kompleksin spektriin.

Myo0s geelisuodatuksella pyrittiin maarittaméaén avidiini-HABA-kompleksien muodostu-
minen. Vertaillessa avidiinin ja avidiini-HABA-kompleksin (31a ja b) kromatogrammeja
kompleksin absorptiopiikki pitéisi nakya ennen avidiinin piikkia (< 10 ml), silla suurimpa-
na molekyylind kompleksi kulkeutuisi kiintedn faasin l4pi ensimmaisend. Kompleksin
muodostuminen havaittiin varimuutoksella keltaisesta punaiseksi, kun HABA lisattiin avi-
diiniin ennen kromatografiin injektointia. Kuvasta 31 havaitaan, ettd avidiinin ja HABA:n
kompleksiliuoksesta mitataan absorbanssia lahinnd 350 nm:ssa ja vahemman muilla aal-
lonpituuksilla. Tama piikki 350 nm:ssa vaikuttaa olevan HABA:n absorptiopiikki, mika
kertoo sen, ettd HABA havaitaan padosin sitoutumattomassa muodossa. Absorptio 280
nm:ssa sen sijaan lienee 1ahinnd avidiinista johtuvaa absorptiota. Kun avidiinin, HABA:n
ja kompleksin kromatogrammit on asetettu samaan kuvaan (Kuva 32), avidiinin (~9,8 ml)
ja HABA:n (11,2 ja 14,4 ml) absorptiopiikit ndkyvat aallonpituudessa 280 nm. Téssa ku-
vassa kompleksi nayttad absorboivan samojen tilavuuksien kohdalla kuin avidiini ja HABA
erikseen, mutta kompleksin piikkien intensiteetti on yleisesti pienempi. Intensiteetin piene-
neminen on suoraan verrannollinen molekyylien konsentraatioihin, sillda HABA:n maara
kompleksissa on melko véahainen ja liséksi avidiinin pitoisuus laimenee HABA:a lisatessa.
Lis&ksi kuvassa 32 absorptiopiikki 11,2 ml kohdalla nayttdisi olevan suurempi kompleksil-
la kuin HABA-molekyylilla yksin&én, ja myos piikki 9,8 ml kohdalla vaikuttaa hieman le-
vedmmalté kuin avidiinin absorptiopiikki. Samat kromatogrammien eroavaisuudet voidaan
havaita kuvasta 33, jossa on esitetty avidiini-HABA-kompleksin sekd HABA:n ja avidiinin
normitettu summakromatogrammi aallonpituudella 280 nm. Naitd kuvaajia verratessa
kompleksin kromatogrammissa on eroja verrattuna HABA:n ja avidiinin summakromato-

grammiin. N&ma erot johtuvat todennékdisesti avidiinin pienempien alayksikdiden maaran
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kasvusta HABA:n ollessa lasnd. Tulosten perusteella vaikuttaakin siltd, ettd avidiini-
HABA-kompleksi hajoaa kromatografiajon aikana, jolloin mitataan lahinna vapaata HA-
BA:a ja avidiinia, joka esiintyy seka tetrameerind ettd dimeeri- ja monomeerimuodossa.
Taten voidaan sanoa, ettd avidiini-HABA vuorovaikutussuhteet eivat ole kovin vahvoja ja
heikko kompleksi ehtii dissosioitua ajon aikana, jolloin havaitaan vain mitdton maaré

komplekseja.

Kalorimetrisia tekniikoita kaytettiin sitoutumisreaktioiden ja niiden termodynamiikan tut-
kimiseen. Téssa tyossa HABA:n ja TAM-017:n sitoutumista avidiiniin eri pH-arvoissa tut-
kittiin myos ITC-menetelmalld. HABA-molekyylin ja avidiinin valisten sitoutumisreakti-
oiden titraatiokdyrien perusteella havaittiin, ettd HABA:n sitoutuminen on endoterminen
reaktio pH:ssa 7, mutta eksoterminen korkeammissa pH-arvoissa (Kuvat 38-42). Tama tar-
koittaa sit4, ettd avidiinin ja HABA:n vélisessd vuorovaikutuksessa lamp6a sitoutuu pH:ssa
7 ja vapautuu korkeammassa kuin pH 7. Eksotermisen reaktion aikana muodostuu yleensé
heikkoja vuorovaikutuksia, kun taas endoterminen reaktio on entropian aikaan saamaa.
ITC-mittauksien termodynaamisista analyyseista saatiin selville sitoutumisenergian ental-
pia, entropia, sitoutumisvakio ja stoikiometria (Taulukko 3). Entalpia kuvaa lammon sitou-
tumista tai vapautumista sitoutumisreaktion aikana, ja siihen vaikuttaa sidosten muodostu-
miset sekd hajoamiset. Avidiinin ja HABA:n vilinen sitoutumisreaktio vaikuttaa olevan
pH:sta riippuvainen, jolloin sitoutumisentalpia on riippuvainen reaktiopuskurin ionisaa-
tioentalpiasta. Sitoutumisreaktion entalpianmuutos on positiivinen pH:ssa 7, mutta korke-
ammissa pH-arvoissa se on negatiivinen, mik& kertoo molekyylien sidosten hajoamisesta
korkeassa pH:ssa (Taulukko 3). Entropia ilmaisee epdjarjestyksen méaraa ja on osallisena
vapaan energian muodostumiseen. Sitoutumisreaktion entropianmuutos on selvésti suurin
pH:ssa 7 (30,5 J/K), mutta korkeammissa pH-arvoissa se pysyy ldhes samana (~18 J/K).
Stoikiometria kertoo sitoutumispaikkojen maaran proteiinin alayksikkod kohden. Avi-
diinissa on teoriassa nelja sitoutumispaikkaa, eli yksi sitoutumistasku alayksikkoad kohden.
Mittaustulosten stoikiometria-arvot eivat kuitenkaan ylla yhteen asti pH:ssa 7 ja 8, joten si-
toutuminen ei ole aivan tdydellistd. Tdma tarkoittaa sitd, ettd avidiinin kaikki alayksikot ei-
vat kykene sitomaan ligandia, jolloin osa sitoutumispaikoista jaa tyhjaksi. Tyypillisesti
avidiinissa onkin hieman biotiinia, jolloin vapaita sitoutumispaikkoja ei ole niin paljon
kuin voidaan olettaa. HABA:n stoikiometria pH:ssa 10 ja 11 sekd TAM-017:n stoikiomet-
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ria pH:ssa 8 on yli yhden (Taulukko 3). Tdm4 saattaisi merkitd sitd, ettd avidiinin alayksik-
ko sitoo useamman kuin yhden ligandin tai sitoutumispaikkoja onkin useampia. Yleisesti
kuitenkin tiedetdan, ettd avidiinin jokaisessa alayksikdssd on vain yksi sitoutumispaikka,
joka sitoo yhden ligandin. Téaten korkeammat stoikiometriarvot johtuvat todennakdisesti
vain analyysiohjelman tuottamista virheistd, kun stoikiometria on méaéritetty molekyylien
konsentraatioiden ja titraatiotulosten perusteella.

5.2 HABA:n ja avidiini-HABA-kompleksin kontrollointi
5.2.1 Kontrollointi valon avulla

Taman tutkimuksen tarked osa oli HABA-molekyylien isomerisaation seka avidiini-
HABA-kompleksien kontrollointi ulkoisen signaalin avulla. HABA:a yritettiin virittd4 va-
lon avulla, jotta molekyyleissa olisi tapahtunut isomerisaatio, joka olisi havaittu spektrin
muutoksena. HABA:n kaksi isomeerimuotoa absorboi eri aallonpituuksilla (350 ja 440
nm), ja siten niiden erottaminen spektrofotometrisesti on mahdollista. HABA:n isomerisaa-
tiota olisi voitu tutkia, jos reaktio ei olisi niin nopeasti palautuva. HABA:n valotusta ko-
keiltiin eri liuottimissa seké eri pH:ssa, mutta ainoastaan pienié spektrin muutoksia saatiin
aikaan. Esimerkiksi, HABA-molekyylien viritys 0,6 W:n lampun teholla pH:ssa 7 tuotti
maksimipiikin intensiteetissa selkean pienenemisen (Kuva 35). Myo6s avidiini-HABA-
kompleksia viritettiin valon avulla eri pH-liuoksissa, jotta voitiin havaita oliko pH:lla vai-
kutusta HABA:n fotoisomerisaatioon avidiiniin sitoutuneessa muodossa. Yleisesti ottaen
muutokset olivat joko maksimipiikin laskuja tai nousuja, eika niink&an piikin siirtymisté
eri aallonpituudelle, misté voitaisiin paatella molekyylin konformaatiomuutoksen tapahtu-

neen.

HABA-molekyylien valotusta kokeiltiin myos eri liuottimissa. HABA:n ollessa liuotettuna
tolueeniin (Kuva 36a ja b) piikin intensiteetti kasvoi huomattavasti valolla virityksen jal-
keen. Aikaisempien tutkimusten mukaan liuottimen on huomattu vaikuttavan atsomolekyy-
lien isomerisaatioon. Jotta cis-isomeeri olisi stabiilimpi, pitéisi vahvoja vuorovaikutuksia
valttaa liuottimen ja molekyylien vélill4. Oertel ym. (2009) toteavat tolueenin olevan sopi-

va liuotin atsomolekyyleille trans-cis isomerisaation havaitsemiseksi, ja he ovat raportoi-
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neet isomerisaation nékyvén tolueenissa yleenséd maksimipiikin intensiteetin pienenemisel-
l&. Taten kuvan 36 absorptiopiikin kasvua ei voida pitdd isomerisaationa, mutta spektrin
muutos vaatii lisatutkimuksia, jotta saadaan selville, mista piikin intensiteetin kasvu voi
johtua. Vaikuttaa siltd, ettd tydssé kaytetyn valon teho oli liian heikko tuottamaan niin laa-
jan isomerisaation HABA-liuoksessa, jotta muutos olisi pystytty havaitsemaan UV/VIS
spektroskopialla. Ongelma johtui todenndkoisesti siitd, etta filtterit paastivat lapi usean eri

aallonpituuden valoa, jolloin viritysaallonpituuden valoteho ei ollut riittava.

5.2.2 Kontrollointi pH:n avulla

HABA:n sitoutumista avidiiniin kontrolloitiin pH:n avulla, ja nditd tutkimuksia varten ha-
luttiin varmistaa avidiinin stabiilisuus tutkimuksessa kaytetylla pH-alueella. Tdma tehtiin
CD-spektropolarimetrillg, jolla tutkittiin avidiinin spektrid eri pH-liuoksissa (Kuva 37).
Kuvasta 37 voidaan havaita pienid spektrien eroja, kuten 280 nm kohdalla ero korkeiden
pH-arvojen (10 ja 12) ja neutraalien pH-arvojen (7 ja 8) valilla. Talla aallonpituudella avi-
diinin spektri pH:ssa 7 ja 8 nayttaa laskevan, kun taas pH:ssa 10 ja 12 spektri vaikuttaa
hieman nousevan. Ero saattaa kertoa avidiinin rakenteellisista muutoksista korkeassa
pH:ssa, mutta jalleen on otettava huomioon menetelmén herkkyys ja lahtélinjan huomatta-
vat vaihtelut mittauksien valilla. Spektrien véliset erot ovat kuitenkin véhaisia, joten avi-
diini vaikuttaa olevan melko stabiili pH-alueella 7-12, silla CD-spektrit nayttavat saman-
kaltaisilta kaikissa pH-liuoksissa. Naiden mittausten perusteella pH ei vaikuta merkittavasti
avidiinin rakenteeseen, ja ndin ollen pH:ta voitiin k&yttd4 parametring tutkittaessa HABA:n

sitoutumista avidiiniin kalorimetrian avulla.

ITC-menetelmé&a kaytettiin HABA:n ja avidiinin vuorovaikutusten kontrolloimiseksi pH:n
avulla. Naiden mittausten mukaan HABA:n sitoutuminen heikkenee pH:n noustessa, silla
sitoutuminen ei saturoidu titraation aikana pH:ssa 10 ja 11 (Kuvat 38-41). Myo6skéén liuos-
ten varimuutosta naissd pH-arvoissa ei havaittu, mika tukee mittaustuloksia, ja tarkoittaa
sitd, ettd pH vaikuttaa HABA:n sitoutumiseen. Titraatiokdyrien mukaan HABA sitoutuu
avidiiniin pH:ssa 7 ja 8 (Kuvat 38 ja 39), mutta pH:ssa 11 sitoutuminen on lahes olematon-

ta. Sitoutumisen heikkeneminen nahd&&n myos sitoutumisvakion pienenemisesté korkeissa
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pH-arvoissa taulukossa 3. Taten pH néayttad vaikuttavan HABA:n vuorovaikutukseen avi-

diinin kanssa.

Farrera ym. (2008) mukaan korkea pH aiheuttaa HABA:n deprotonaation, jolloin se luo-
vuttaa vetyioneja ja niiden paikka muuttuu. Taten on todennékoista, etti protonien siirty-
miset korkeissa pH-arvoissa aiheuttavat molekyyleissa muutoksia, jotka estavat niiden si-
toutumisen avidiiniin. Toisaalta sitoutumisen heikkeneminen saattaa olla my6s seurausta
avidiinin sitoutumistaskun rakenteellisista muutoksista korkeassa pH:ssa. Esimerkiksi, ty-
rosiinin pKa-arvo on ~10, joten sitoutumispaikan Tyr33 saattaa olla anionimuodossa
pH:ssa 11. Aminohappojen ympadristd vaikuttaa kuitenkin niiden ominaisuuksiin, joten
pKa-arvot voivat vaihdella ympéristosta riippuen. Joka tapauksessa avidiinin sitoutumis-
taskun rakenteen pienikin muutos voi vaikuttaa ligandien sitoutumiseen. Avidiinin pienet
rakenteelliset erot eri pH-arvoissa todettiin myds CD-spektropolarimetristen mittausten pe-

rusteella, vaikka merkittavia eroja ei niissé havaittukaan.

ITC-mittauksissa kaytettyjen liuosten pH naytti hieman muuttuvan ajan kuluessa, mika
vaikuttaa olennaisesti absorptiospektreihin sekd HABA:n sitoutumisominaisuuksiin (Kuva
43). Muutokset pH-arvoissa eivét olleet kovin suuria, mutta ne nayttivat silti vaikuttavan
HABA:n spektreihin. Tdma on otettava huomioon, jos pH:ta kdytetddn parametrina HA-
BA:n sitoutumisen kontrolloimiseksi. Ongelma johtuu kuitenkin todennédkaisesti kaytetysta

liuottimesta, joten toisen puskurin kayttda kannattaa harkita.

5.3 Yhteenveto ja jatkotutkimukset

Tassa tyossa karakterisoitiin avidiiniproteiinia ja HABA-molekyyleja spektroskooppisilla,
kromatografisella ja kalorimetrisella menetelméalld. Liséksi HABA:n ja sen johdannaisen
(TAM-017) sitoutumista avidiiniin tutkittiin eri olosuhteissa, kuten eri liuottimissa ja pH-
arvoissa. Tutkimuksen karakterisointiosuus tehtiin, jotta kaytetyt molekyylit ja niiden omi-
naisuudet tulivat tutuiksi ja saatiin tietoa ympériston vaikutuksista molekyylien ominai-
suuksiin ja sitoutumiseen. UV/VIS -spektroskooppiset tulokset osoittivat, ettd liuotin ja pH
vaikuttavat HABA:n kemiallisiin ominaisuuksiin, mika voitiin todeta spektraalisista muu-

toksista. Aikaisemmissa tutkimuksissa pH:n on todettu aiheuttavan HABA-molekyylien
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deprotonaation korkeassa pH:ssa, mika saattaa vaikuttaa myds HABA:n vuorovaikutuk-
seen avidiinin kanssa. Taten pH:n merkityst4 avidiini-HABA-yhdisteiden muodostumises-

sa haluttiin tutkia tarkemmin.

Tyobn toinen osa ja térkein tavoite oli HABA:n isomerisaation ja avidiini-HABA-
yhdisteiden muodostumisen kontrollointi. Atsomolekyylien ja avidiinin vélista vuorovaiku-
tusta yritettiin kontrolloida sekéd valon ettd pH:n avulla. Valolla kontrollointi ei tuottanut
odotettua tulosta, silla isomerisaatiota ei kyetty tyén aikana havaitsemaan reaktion nopeu-
den ja liian pienen valotehon vuoksi. Sen sijaan ITC-menetelmén avulla tutkittiin pH:n
vaikutusta HABA:n ja avidiinin vélisessa sitoutumisreaktiossa, ja tulosten perusteella pH
naytti olevan merkittava tekija HABA:n ja avidiinin vuorovaikutuksissa. Taten pH saattaa
olla kayttokelpoinen parametri avidiini-HABA-yhdisteiden kontrolloinnissa, sill& jopa pie-
nelld pH:n muutoksella saatiin aikaan vaihteluita HABA:n sitoutumisessa. Liséksi tulosten
perusteella voidaan sanoa, ettd HABA:n sitoutuminen avidiiniin on heikkoa tai l&hes ole-
matonta korkeassa pH:ssa (>10), jolloin protonien siirtymiset todennakdisesti aiheuttavat

muutoksia, jotka estavéat molekyylien sitoutumisen.

Avidiinia ja HABA-atsovaria kaytetdan nykyadn paljon erilaisissa tutkimuksissa ja sovel-
luksissa, joten pH:n vaikutuksen tunteminen avidiini-HABA-kompleksien muodostumises-
sa on tarkedd. Jatkotutkimuksissa pH:n vaikutusta voisikin testata myds alemmissa pH-
arvoissa, jotta ndhdaan, onko niilla vaikutusta avidiinin ja HABA:n valisessé sitoutumises-
sa. HABA:n sitoutumisen luonnetta voisi myo6s tutkia vapaan biotiinin avulla, silla voi-
makkaan affiniteetin takia biotiini syrjayttdd HABA-molekyylit avidiinin sitoutumiskoh-
dista. Liséksi HABA:n isomerisaation valolla kontrollointia tulisi vield tutkia tarkemmin,
esimerkiksi tehokkaamman valon avulla tai hidastamalla isomerisaatioreaktiota olosuhteita
muuttamalla. Loppuyhteenvetona voidaan todeta, ettd avidiini-HABA vuorovaikutusten
kontrollointi on erittdin tarkedd, jotta niitd voidaan hyddyntaa laajemmin bio- ja nanotek-

nologiassa seka laéketieteessa.
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Liite 1.
SDS-PAGE -menetelma

Reagenssit:

SDS Naytepuskuri 2x (Laemmle + B-Merkaptoetanoli)

3.55 ml Ster. H,0O
1.25ml 0.5 M TRIS-HCI pH 6.8
2.5 ml Glyseroli (J.T.Baker, Deventer/Holland)
2.0 ml 10 % SDS (BDH, Laboratory Supplies Poole, England)
0.2 ml 0.5 % Bromophenol Blue (Sigma, MO/USA)
0.5 ml B-Merkaptoetanoli (Merck, Darmstadt, Germany)
1 ml:n erissd -20°C:ssa tai sdilytetdan +4°C:ssa.

Alageelipuskuri 1.5 M Tris pH 8.8 (500ml)

90.75 g Trizma base (Sigma, MO/USA)
liuota ja saada pH 8.8 (6M HCI:lla). Taytad 500 ml:ksi.

Ylageelipuskuri 1 M Tris pH 6.8 (200ml)

24 g Trizma base (Sigma, MO/USA)
liuota ja saada pH 6.8 (6M HCI:lla). Taytad 200 ml:ksi.

10 % SDS (100 ml)

10 g SDS (BDH, England)
liuota ja tdytd 100 ml:ksi. Séilytettdva huoneenlammaossa.
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10x Electrodi Ajopuskuri (1000ml)

30.3 g Trizma base (Sigma, MO/USA)

144 g Glysiini (Riedel deHaen, Seelze, Germany)

10 g SDS (BDH, Laboratory Supplies Poole, England)
liuota ja tayta 11:ksi.
Kéyttélaimennos 1x; 200 ml (10x) + 1800 ml H,0.

Geelin varjaysliuos

0.8 g Brilliant Blue R (Sigma, MO/USA)
500 ml isopropanoli (Merck, Darmstadt, Germany)
200 ml etikkahappo (Sigma, MO/USA)

Geelin teossa kaytetyt muut reagenssit:

30 % Acryyliamidi/BIS, (BioRad, Hercules, CA/USA)

TEMED, (BioRad, Hercules, CA/USA)

Ammonium persulfaatti (APS), (MP Biomedicals LLC Eschwege, Germany)

Alageelin valmistus (Ajogeeli):

15 % qgeeli: 15 ml

H,O 3.5ml
30 % Acryyliamidi 7.5 ml
1.5 M Tris pH 8.8 3.8 ml
10 % SDS 150 pl
10 % APS 150 pl

TEMED 6 l
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Ylageelin eli konsentrointigeelin valmistus:

geeli: 5 ml
H,O 3.4ml
30 % Acryyliamidi 830 pl
1.0 M Tris pH 6.8 630 pl
10 % SDS 50 pl
10 % APS 50 pl
TEMED 5l

Néytteet valmistettiin samaan tilavuuteen 2x ndytepuskurin kanssa, ja seosta kuumennettiin
4 min 95°C lampdblokissa. SDS-PAGE-ajo tehtiin jannitteelld 180 V, ja néytteita ajettiin
noin 45 min. Geeli varjattiin varjays/kiinnitysliuoksessa 30 min, minka jalkeen geelia

huuhdeltiin varinpoistoliuoksella (10% etikkahappo).
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