STRONGAVIDIINI - BIOTIINIA SITOVA
MERISIILESTA PERAISIN OLEVA AVIDIININ
KALTAINEN PROTEIINI

Pro Gradu -tutkielma
Jyvaskylan yliopisto
Matemaattis-luonnontieteellinen
tiedekunta

kesakuu 2009

Katja Vilhelmiina VVeneskoski



KIITOKSET

Tama biotekniikan pro gradun kokeellinen osa tehtiin Tampereen Laaketieteellisen
teknologian instituutissa vuosina 2005-2006 prof. Markku Kulomaan tutkimusryhmassa.
Haluan kiittad tyoni mahdollistanutta prof. Markku Kulomaata seké& erityisesti haluan
kiittda tyoni ohjaajaa FM Juha Mé&éttaa loistavasta ja karsivallisestd kannustuksesta seké fil.
tri Henri Nordlundia hyvistd neuvoista ja ohjeista. Kiitokset kuuluu myds
laboratoriomestarille Ulla Kiiskiselle liuosten valmistamisesta sekd teknisistd neuvoista.
Liséksi esitdn kiitokset FM Satu Helppolaiselle ja Tiina Paldaniukselle sekda muille
tutkimusryhman jasenille avusta ja kannustuksesta. Viimeiseksi haluan kiittdd myo6s Seija

Veneskoskea ohjeista ja avustuksesta pro graduni viimeistelyssa.



Jyvaskylan yliopisto
Pro gradu -tutkielman tiivistelma
Matemaattis-luonnontieteellinen tiedekunta

Tekija: Katja Veneskoski

Tutkielman nimi: Strongavidiini — Biotiinia sitova merisiilesta perdisin oleva avidiinin
kaltainen proteiini

English title: Strongavidin- biotin binding avidin related protein from sea urchin origin

Sivumaara: 86

Laitos: Bio- ja ympéristotieteiden laitos

Oppiaine: Biotekniikka

Tutkielman ohjaaja(t): FM Juha Méaatta, FT Henri Nordlund

Paivamaara: 15.6.2009

Avainsanat: avidiini, streptavidiini, avidiini-biotiini teknologia, biotiini, Strongylocentrotus purpuratus

THVISTELMA

Biotiinia eli vitamiinia H suurimmalla luonnossa tavatulla ei-kovalenttisella affiniteetilla sitovaa avidiinia ja
sen bakteeriperdista sukulaisproteiinia streptavidiini kaytetddn laajasti erilaisissa avidiini-biotiini teknologian
sovellutuksissa. Alun perin avidiini l8ydettiin kananmunan valkuaisesta ja sen rakenne on my&hemmin
selvitetty tarkasti. Awvidiinilla ja streptavidiinilla on monia hyodyllisia ominaisuuksia. Avidiinin ja
streptavidiinin on havaittu biotiiniin sitouduttuaan olevan erittdin stabiileja proteiineja, jotka kestavat hyvin
mm. proteolyyttisid entsyymej& ja ne omaavat voimakkaan lammonkestavyyden. Yksi avidiini koostuu
neljastd samanlaisesta monomeeristd, joista jokainen pystyy sitomaan yhden biotiinimolekyylin.

Avidiinin ja streptavidiinin kdyttdmisessa on kuitenkin rajoituksia johtuen niiden farmakokineetikasta
ja immunologisista ominaisuuksista. N&ihin ongelmiin on pyritty 10ytdméan vastauksia uusista avidiinin
kaltaisista proteiineista, jotka ovat erilaisia mm. fysikaalisilta ja kemiallisilta ominaisuuksiltaan. Avidiniin
kaltaisia proteiineja on ldydetty mm. bakteereista, lintujen ja matelijoiden munista, merisiilestd sek&
viimeisimmaksi sienestd. N&itd proteiineja vertailemalla on havaittu proteiinien olevan varsin
konservatiivisia biotiinia sitovalta aminohapposekvenssinsé osalta. Proteiinien ominaisuuksia on tutkittu
my0ds mutaatiolla, jolloin eri aminohapposekvensseja on siirretty proteiinista toiseen. Ndin on pystytty
parantamaan monia avidiinin ominaisuuksia kuten esimerkiksi lammonkestavyyttd, séilyttdmalla samalla
biotiininsitomiskyky.

Téassé tutkimuksessa tutkittiin Strongylocentrotus purpuratus merisiilen genomista 16ydetyn geenin
koodaaman avidiinin kaltaisen proteiinin, strongavidiinin, ominaisuuksia. Strongylocentrotus purpuratus
merisiilestd perdisin olevasta viidesta geenistid ainoastaan yht& onnistuttiin monistamaan ja sen proteiinia
tuottamaan. Aikaisemmin merisiilestd 16ydettyjen fibropelliinien, jotka myds ovat avidiinin kaltaisia
proteiineja, ei ole havaittu sitovan biotiinia. Strongavidiinin kuitenkin havaittiin sitovan voimakkaasti
biotiinia.

Strongavidiinia onnistuttiin tuottamaan E. coli bakteerissa ja puhdistamaan 2-iminobiotiinikolumnilla.
Strongavidiinin havaittiin muistuttavan avidiinia rakenteeltaan sekd monilta ominaisuuksiltaan, Kkuten
biotiinin  sitomiskyvyltadn. Biotiinin sitomiskyky varmistettiin 1TC-mittauksilla (Isothermal titration
calorimetry). Proteiinin muita ominaisuuksia tutkittiin SDS-PAGEnN, ELISAn ja immunoblottauksen sekd
Dot-blottauksen avulla. Strongavidiinin isoelektrisen pisteen voitiin havaita eroavan avidiinin ja
streptavidiinin isoelektrisestd pisteestd. Erittdin matala isoelektrinen piste aiheutti mm. sen, ettd
immunoblottausta ei saatu suoritettua strongavidiinille. Strongavidiinin matala isoelektrinen piste (3,91)
naytti aiheuttavan monessa vaiheessa mittausongelmia.

Lampokasitellyissa  néytteissd  biotiinin ~ sitoutumisen  strongavidiinin  havaittiin  nostavan
strongavidiinin [&mmonkestavyyttd. Sitoutumattomassa muodossaan lammonkestavyys ndytti heikommalta
kuin avidiinin ja streptavidiinin lammonkestavyys.

Strongavidiinilla ndytt&a esiintyvan ristiinreagoimista avidiinin ja streptavidiinin vasta-aineiden kanssa
Dot-bolttauksella suoritettuna sek& ELISA-mittauksissa. Strongavidiinilla on kolme kysteiinitdhdetta ja kaksi
naista saattaa muodostaa monomeerien sisaisia rikkisiltoja samalla tavoin kuin avidiinin monomeereissa.
SDS-PAGEIlla ilman [B-merkaptoetanolin pelkistdvad vaikututusta suoritetuissa kokeissa, strongavidiini
esiintyi osittain tetrameerisessd muodossa. T&mé& viittaa siihen, ettd strongavidiini muodostaa myds
alayksikoiden valisia rikkisiltoja.
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ABSTRACT

Avidin and its bacterial analogue streptavidin, which both bind to the vitamin biotin with the highest affinity
for non-covalent interactions found in nature, are widely used tools in numerous applications in
(strept)avidin-biotin technology. Avidin was first extracted from chicken egg white and its structure is well
known. Avidin and streptavidin have many useful characteristics. They are very stabile proteins, especially
when bound to biotin. Avidin and streptavidin are resistant to proteolytic enzymes and they have high
thermal stability. Avidin contains four identical avidin monomers, which each bind one biotin molecule.

Although, avidin and streptavidin have become widely used tools in the life sciences, their
pharmacokinetics and immunological defectiveness is limiting this use. These problems have lead to search
of new biotin binding proteins with different physical and chemical properties. Avidin-like proteins have
been found for example in bacteria, bird and reptail eggs, sea urchin and recently in mushrooms. Compared
to avidin, avidin-like proteins have very conserved amino acid sequence in their biotin-binding site.
Characterization of avidin and proteins similar to avidin has been conducted using other avidin-like proteins
as templates in mutations. Modifications have enhanced many properties in avidin, like thermal stability,
without affecting biotin binding ability.

In present study avidin-like protein, named Strongavidin, encoded by a genome sequence from the sea
urchin Strongylocentrotus purpuratus was characterized. Only one gene from original five genes encoding
avidin-like proteins from the sea urchin Strongylocentrotus purpuratus produced successfully. Previously
discovered avidin-like fibropellins from the sea urchin did not bind to biotin. However, strongavidin was
found to bind strongly to biotin.

Strongavidin was produced in E. coli bacteria and purified with 2-iminobiotin column. Strongavidin
resembles avidin by its structure and many characteristics, including biotin binding ability. Biotin binding
capability was verified with Isothermal titration calorimetry (ITC) analysis. Characterization of strongavidin
included also SDS-PAGE, ELISA, immunoblotting and Dot-blotting procedures. Strongavidin diverges from
avidin and streptavidin by its isoelectric point. Due to low isoelectric point, we were not able to perform
immunoblotting to strongavidin. In many procedures, low isolectric point (3,91) of strongavidin appeared to
cause problems.

In heat treatment SDS-PAGE assay strongavidin showed increased thermal stability when bound to
biotin. Furthermore, in the absence of biotin strongavidin seems to have lower thermal stability than avidin
and streptavidin.

In cross reactivity analysis conducted with Dot-blotting and ELISA assay with avidin and streptavidin
antibodies, some cross-reactivity was observed with strongavidin. Strongavidin has three cysteine residues
and two of them, according to the known avidin structure, could form an intramonomeric disulfide bridge.
Additionaly, tetrameric forms were observed in the SDS-PAGE samples boiled in reducing condition in the
absence of B-mercaptoetanol, indicating that strongavidin does have intermonomeric bridges.
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1. JOHDANTO

1.1 Avidiini ja biotiini

Avidiini on yksi kananmunan (Gallus gallus) valkuaisessa esiintyvistd proteiineista. Sen
alkupera paljastui, kun rotille syo6tettiin kuivattua kanamunan valkuaista ainoana proteiinin
ldhteend (Boas, 1927). Rotilla ilmeni epatyypillistd dermatiittia, joka myéhemmin johti H-
vitamiinin tunnistamiseen (Gyorgy ym., 1940). Avidiiniaktiivisuutta on I0ydetty munista ja
munanjohtimista monilla lintulajeilla sekd sammakon kudusta, joissa avidiini muodostaa
0,05 % proteiinien kokonaismaarasta (Green, 1975). Avidiinin on arveltu suojaavan
kehittyvééd kanan alkiota bakteeri-infektioilta (Tuohimaa ym. 1989). Tata arvelua tukee
my0s avidiinin kaltaisen proteiinin, streptavidiinin, I0ytyminen Streptomyces viljelmista.
Huomattiin, ettd viljelmien suodoksissa oleva aktiivisuus gram-negatiivisia bakteereita
kohtaan johtuu streptavidiinin biotiinin sitomiskyvystéd (Chaiet ym., 1963). Avidiinin tuotto
tapahtuu pikarisoluissa munajohtimen epiteelissa (Kohler ym., 1968) ja sen tuottoa

séadelldan progesteroni hormonin avulla (Hertz ym., 1949).

Biotiini eli H-vitamiini on pieni vesiliukoinen molekyyli (molekyylipaino 244,31 g/mol),
jolla térked osa erilaisissa solun toiminnoissa. Biotiinin aktiivisen muodon, D-biotiinin,
kiinnittyminen eli biotinylointi s&atelee  monien solun metaboliaan osallistuvien
entsyymien toimintaa (Green, 1975, McMahon, 2002). Nisakkaat eivat pysty
syntetisoimaan biotiinia, vaan sitd syntetisoituu suolistossa mikro-organismien toiminnan
seurauksena. Myos kasveilla on kyky syntetisoida biotiinia.  Biotiinin suositeltava
paivdannos vaihtelee 30-100 pg/paiva vélilla (McMahon, 2002). Biotiinia lisdtd&n moniin
lisdravinteisiin, jotta sitd saataisiin tarpeeksi. Nain siksi, koska esimerkiksi tupakoinnin on
todettu lisd&dvéan biotiinin kataboliaa, kuten myds monien muiden ravintoaineiden
pilkkoutumista (Sealey ym., 2004). Biotiini toimii koentsyymin ja katalysoi monenlaisia
karboksylaatiotapahtumia (Chapman-Smith ym., 1999). Biotiinin puutos aiheuttaa mm.
monenlaisia iho- (dermatiitti) ja kynsiongelmia, karboksylaasien puutosta sekd rasva-
aineenvaihdunnan hdiriéita (Mock ym., 1988, No authors listed: Biotin 2007).
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1.1.1 Avidiinin rakenne

Avidiini on tetrameerinen proteiini, joka koostuu neljastd pohjimmiltaan identtisestd 128
amonihapon mittaisesta alayksikostd (Kuva 1.1). Avidiinin alayksikdssa on kaksi
kysteiinijaannettd, joiden taytyy muodostaa ketjun siséinen rikkisilta, koska avidiini on
voitu jakaa alayksikdihin ilman pelkistdvad vaikutusta (esim. pB-merkaptoetanolia)
(DeLange ja Huang, 1971). Tetrameerin molekyylipaino on 63kDa (Green, 1975).
Avidiinin alayksikon molekyylipaino on 15,6 kDa. Avidiinin rakenteessa on havaittu
vaihtelua mannoositahteiden (4-6 mannoositdhdettd) mé&ardn osalta. Jokaisessa
alayksikdssé on kaksi metioniinijaannettd. Alayksikoiden identtisyys todettiin eristamalla
kolme syaanibromidipeptidid. Ensimmainen oli 18-aminohappojaanteen peptidi NH;
terminaalipaastd, toinen oli 78-aminohappojéénteen peptidi keskeltd ja kolmas oli 32-
aminohappojadnteen peptidi COOH terminaalipdasta (neljas koostui kahdesta
ensimmadisesta peptidistd). Mikéli alayksikot olisivat epaidenttisid, olisi sekvensoinnissa
pitinyt  l6ytya  syaanibromidipeptideita =~ enemmén  kuin  kolme  perustuen
metioniinijaanteisiin jokaisessa alayksikdssd (DelLange, 1970). Avidiinin alayksikko
muodostuu kahdeksasta antiparalleelista B-juosteesta, joita yhdistdd kuusi ulkonevaa

silmukkaa. Juosteet muodostavat klassisen B-tynnyrirakenteen (Kuva 1.1.) (Livnah ym.,
1993).

Kuva 1.1. Avidiinin monomeeri. B-juosteet on merkitty nuolilla ja biotiini on sitoutuneena sitoutumistaskuun
(Livnah ym. 1993).

Avidiinin isoelektrinen piste (pl) on noin pH arvossa 10 (eli talloin proteiinilla ei ole

nettovarausta) eli se on eméksinen glykoproteiini. Avidiini on stabiili lagjalla pH- ja
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lampotila-alueella ja sen on havaittu olevan stabiili proteolyyttisid entsyymeja vastaan
(Green, 1975).

1.1.2 Biotiinin rakenne

Biotiini on rikkia siséltdva orgaaninen happo, jonka kemiallinen kaava on C10H16N203S
(Du Vigneaud ym., 1942). Biotiinin kemiallinen rakenne selvitettiin jo 1940-luvulla. Se on
kaksoisrengas rakenteinen heterosyklinen yhdiste, jonka toinen rengas siséltdd ureido
rynman (-N-CO-N-) ja toinen rikki atomin (Kuvat 1.2 ja 1.3). Luonnossa esiintyy
ainoastaan yhté stereoisomeerid, entsymaattisesti aktiivista d-(+)-biotiinia (kirjallisuudessa
D-biotiini nimelld), kahdeksasta mahdollisesta isomeerimuodosta. (No authors listed:
Biotin, 2007).

I I
H! ‘{’]H H H OH
S X S O

Kuva 1.2. Biotiinin rakenne Kuva 1.3. D-biotiinin rakenne (Malli kuvaan
otettu Pugliese ym. 1993)

1.1.3 Biotiinin sitoutuminen avidiiniin

Biotiinin sitoutuminen avidiniin on voimakkain luonnossa tunnettu ei-kovalenttinen
proteiinin ja ligandin valinen sidos. Sidoksen dissosiaatiovakioksi Kp on maaritetty noin
10°M (Green 1963, 1975). Avidiini-tynnyrin toisen paan polaariset ja aromaattiset
aminohappotahteet ovat tdydellisesti jarjestaytyneitd biotiinin sitoutumisen kannalta. Kun
biotiini sitoutuu avidiiniin, se syrjayttdd biotiinimolekyylin muotoon jarjestaytyneet
liuosmolekyylit (esim. viisi vesimolekyylid), jonka jalkeen B3-juosteen ja P4-juosteen
yhdistavd silmukka lukitsee biotiinin sitoutumistaskuun. Sitoutumisessa B3- ja p4-
juosteessa tapahtuu konformationaalisia muutoksia. Biotiinin sitomiseen osallistuu viisi
hydrofobista aminohappotéhdettd, jotka ovat Trp-70, Phe-72, Phe-79, Trp-97 yhdesta
monomeeristd sek& Trp-110 viereisestd monomeeristd. Trp-110 muuttuu rakenteeltaan

jaykaksi sitoutumistapahtumassa ja muodostaa kannen biotiinin sitoutumistaskulle.
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Hydrofobisten sitoutumisten lisdksi tapahtuu hydrofiilisia reaktioita. Biotiinin ureido
renkaan (-N-CO-N-) heteroatomit ~ muodostavat  vetysidoksia ~ polaaristen
aminohappotahteiden sivuketjujen kanssa. Ureidorenkaan happi puolestaan muodostaa
kolme vetysidosta aminohappotéhteiden Asn-12, Ser-16 ja Tyr-33 kanssa muodostaen
tetrahedraalisen anionin. Renkaan typet muodostavat kumpikin yhden vetysidoksen
aminohappotahteiden Thr-35 ja Asn-118 kanssa. Rikki saattaa reagoida Thr-77
aminohappotahteen kanssa. Karboksylaatin kaksi happea muodostaa viisi vetysidosta.
Toinen niisté sitoutuu paaketjuun aminohappotahteistd Ala-39 ja Thr-40 seka sivuketjuun
Thr-38 tahteestd. Ndam& aminohappotahteet muodostavat osan silmukkaa, joka stabiloituu,
kun biotiini on sitoutuneena. Toinen happi atomi puolestaan muodostaa vetysidokset
téhteiden Ser-73 ja Ser-75 kanssa (Livnah, 1993; Wilchek ja Bayer, 1999).

Avidiini-biotiini-kompleksin kestdvyydesta ja sitoutumisen vahvuudesta kertoo se, ettd
kompleksi ei hajoa proteolyyttisten entsyymien toimesta edes ruuansulatusjarjestelmassa.
Avidiinin biotiinin sitomiskyky ei havia pH arvoalueelle 2-13. Sitomiskyvyn menetys

johtuu padasiassa avidiinin denaturaatiosta (Green 1975).

1.2 Avidiinin kaltaiset proteiinit

Avidiinin lisdksi on l0ydetty useita spesifisesti biotiinia sitovia proteiineja, jotka
muistattavat avidiinia rakenteellisesti ja toiminnallisesti. Avidiinin lisdksi tunnetuin
biotiinia sitova proteiini on streptavidiini. Naiden kahden proteiinin rakennetta, biotiinin
sitomiskykyd ja ominaisuuksia on tutkittu eniten ja niiden kaytosta avidiini-biotiini

teknologiassa on saatu kokemuksia jo vuosien ajalta (Wilchek ja Bayer, 1999).

1.2.1 AVR-proteiinit

Avidiinille on loydetty seitsemadn sukulaisgeenid kanasta. Naitd kutsutaan avidiinin
kaltaisiksi proteiineiksi (AVR) ja niiden mé&éara vaihtelee lintuyksiléiden vélilla (Keinénen
ym. 1988, Keindnen ym. 1994 ja Ahlroth ym. 2000). AVR-proteiinit ovat
aminohapposekvenssiltadn 85-100% identtisid toisiinsa ndhden ja 74-81% identtisia
avidiinin kanssa. Samankaltaisuudesta riippumatta esim. AVR-proteiinit 1, 6 ja 7 ovat pl

arvoltaan neutraaleja, AVR-proteiini 2 on pl arvoltaan hapan (pl n. 5) ja AVR-proteiinit 3
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ja4/5 ovat pl arvoltaan avidiinia lahimpana (pl n. 10). Kuitenkin AVR-proteiineilla nayttaa
olevan kyky sitoa biotiinia. On mahdollista, ettd AVR-proteiinit parantavat kanan
mahdollisuutta puolustautua mikro-organismeja vastaan lisaéamalla vaihtelevuutta biotiinia

sitoviin proteiineihin (Laitinen ym. 2002).

1.2.2 Streptavidiini

Avidiinin vastine streptavidiini 16ydettiin vahingossa bakteerista Streptomyces avidinii
etsittdessd mahdollisia uusia antibiootteja bakteeriskriinauksella (Chaiet 1963).
Streptavidiini esiintyy lopullisessa muodossaan 125-127 aminohapon mittaisena
proteiinina (Pahler ym. 1987, Bayer ym 1989). Streptavidiinilla on 30 % identtisyys
avidiinin kanssa ja 40 % samankaltaisuus. Homologiselta osaltaan kuitenkin identtisyys on
64 % ja samankaltaisuus 74 % ja néiden alueiden ulkopuolella vastaavat luvut ovat 7%:a ja
17%:a. Streptavidiinin ja avidiinin laskostuminen muistuttavat toisiaan suuresti.
Molempien monomeerit muodostuvat kahdeksanjuosteisesta B-tynnyristd, joiden
suurimmat erot ovat silmukoiden muodoissa. Monomeerien 1-2 ja 1-4 vuorovaikutukset
ovat avidiinilla ja streptavidiinilla hyvin samankaltaiset, mutta monomeerien 1-3
vuorovaikutukset eroavat toisistaan. Avidiinilla ndiden monomeerien vuorovaikutus johtuu
yksistadn van der Waalsin voimista, kun taas streptavidiinilla vuorovaikutukseen osallistuu

vetysidoksia (Livnah ym. 1993a).

Streptavidiinilla on hieman avidiinia matalampi kyky sitoa biotiinia, joka saattaa johtua
pienisté eroista biotiinin sitomisalueella, kuten silmukan pituus p-juosteiden 3 ja 4 vélilla
(Green 1990). Streptavidiinin pl arvo on hieman hapan verrattuna avidiiniin ja silta puuttuu
hiilihydraattiketju (Green 1975). Streptavidiinilta puuttuu monomeerin sisdiset rikkisillat,
koska silla ei ole kysteiini aminohappotéhteitd. Avidiinilla ndma kysteiinitdhteet ovat

aminohappotéhteiden 4 ja 83 valilla (Argana ym. 1986, DeLange ym. 1971).

Streptomyces avidiniin lisdksi muutamista muista bakteereista on l6ydetty streptavidiinia
muistuttavia proteiineja. Streptavidiineiksi vl ja v2 nimetyt proteiinit l0ydettiin S.

venezuelae bakteerista (Bayer ym. 1995).
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1.2.3 Fibropelliinit

Merisiilen, Strongylocentrotus purpuratus, alkiota ympéaréi sen kehityksen aikana
apikaalinen lamina eli hyaliini kerros. Taméan laminan muodostavat fibropelliinit, jotka
ovat glykoproteiineja ja ne sijaisevat geeneissd SpEGF | ja SpEGF Ill. Fibropelliinien
muodostama verkkomainen rakenne toimii alustana epiteelisolujen Kkiinnittymiselle niiden
kehittyessa ja liikkuessa gastrulaation eli alkiolevyn erilaistumisen aikana (Bisgrove ym.
1991, 1993).

Fibropelliinit kuuluvat EGF-proteiineihin (epidermal growth factor) ja ne koostuvat 482
aminohaposta. Fibropelliineissa on aminoterminaalinen EGF osa ja C-terminaalinen osa.
Aminoterminaalisessa p&éssa sijaitsee signaalipeptidi, jonka jélkeen seuraa EGF:n kaltaisia
alueita. C-terminaalinen osa koostuu 129 aminohaposta ja sen on todettu muistuttavan
avidiinia ja streptavidiinia primaarirakenteeltaan niin paljon, ettd sen perusteella avidiinin
kaltaisen osan on kuviteltu pystyvan sitomaan biotiinia. Fibropellinien avidiinin kaltainen
alue on konservoitunutta mahdollisilta biotiinia sitovilta alueiltaan suhteessa avidiiniin
(Delgadillo-Reynoso ym. 1989, Hunt ym. 1989).

Fibropelliinien avidiinin Kaltaisilta alueilta puuttuu kuitenkin biotiinin sitomiskyky.
Biotiinia sitovilla alueilla avidiinin ja streptavidiinin seriini, joka muodostaa vetysidoksen
biotiinin ureido renkaassa sijaitsevan hiilen kanssa, on korvautunut fibropelliineissé
aspartaattihapolla. Kuitenkin myos aspartaattihappo pystyy muodostamaan vetysidoksia.
Biotiininsitomiskyvyn puuttuminen johtuukin todenndkdisesti kahden tryptofaanin
korvautumisesta arginiinilla ja lysiinilla. Mikali avidiinin ja streptavidiinin tryptofaanit
muutetaan fibropelliinien kaltaisiksi, eivat ndm& mutatoidut muodot sido biotiinia.
(Laitinen ym. 1999).

1.2.4 Bradavidiini

Hiljattain myds genomin skriinaus projektissa l6ydettiin (strept)avidiinia muistuttava
proteiini bakteerilajista Bradyrhizobium japonicum jonka on todettu olevan biotiinia sitova

proteiini. Bradavidiini on aminohapposekvenssiltdan 30 % identtinen avidiinin kanssa, eiké
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silla ndytd olevan merkittdvad ristiinreagoimista polyklonaalisten (strept)avidiini
potilasseerumien vasta-aineiden kanssa (Kaneko ym. 2002, Nordlund ym., 2005).

1.2.5 Rhizavidiini

Ensimmainen I6ydetty avidiinin kaltainen dimeeri proteiini on Rhizobium etli bakteerista
I6ytynyt Rhizavidiini. Rhizobia-bekteerit muodostavat symbioosisuhteen isantékasvin
kanssa osallistumalla sen typpiaineenvaihduntaan. Rhizavidiinilla on 20-30 %
samankaltaisuus muihin tunnettuihin avidiinin kaltaisiin proteiineihin. Rhizavidiinilla ei
havaittu huomattavaa ristiinreagoimista avidiinia tai sptreptaviidiinia saaneiden potilaiden
seerumin vasta-aineiden kanssa. Sen ldmmonkestdvyys on avidiinia pienempi, mutta

samankaltainen streptavidiinin kanssa (Helppolainen ym. 2007).

1.2.6 Tamavidiini

Viimeisin 16ydos avidiini-perheeseen on Pleurotus cornucopiae sienesta 16ydetyt avidiinin
kaltaiset proteiinit tamavidiini 1 ja tamavidiini 2. Tamavidiinit ovat tetrameerisia avidiinin
kaltaisia proteiineja, joilla on 31 % ja 36 % samankaltaisuus avidiinin ja 47 % ja 48 %
samankaltaisuus streptavidiinin kanssa. Tamavidiini 2 eroaa avidiinista ja streptavidiinista
immunologisilta ominaisuuksiltaan ja se on avidiinia ja sptreptavidiinia kestavampi
korkeissa lampétiloissa. Tamavidiinin 2 epaspesifinen sitoutuminen DNA:han on avidiinia
pienempdd, joten se saattaa osoittautua hyddylliseksi tutkimuskohteeksi avidiini-
biotiinitekniikan alueella (Takakura ym., 2009).

1.2.7 Muut biotiinia sitovat proteiinit

Munankeltuaisesta on l6ydetty avidiinin liséksi kaksi biotiinia sitovaa proteiinia BBP-I ja
BBP-II (Biotin binding protein) (White ym. 1987). Munankeltuaisen biotiinia sitova
proteiini on tetrameerinen proteiini, jonka alayksikot ovat identtisid. BBP-proteiinit eroavat
avidiinista mm. isoelektriselté pisteeltdén (pl on 4,6), aminohapporakenteeltaan sekda BBP-
proteiinin NH,- terminaalinen aminohappo on valiini, kun se avidiinilla on alaniini.
Munankeltuaisen ja -valkuaisen biotiinia sitovat proteiinit ovat eri geenien tuotteita, kun

taas monet munankeltuaisen ja -valkuaisen samankaltaiset proteiinit esim. riboflaviinia
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sitova proteiini on yhden saman geenin tuotos riippumatta siitd, onko se valkuaisessa vai
keltuaisessa (White ym. 1976, Meslar ym. 1978).

BBP-proteiineja syntetisoidaan munimisen aikana, jolloin niiden syntetisoimista saatelevat
estrogeenit. Né&iden proteiinien syntetisoimista sadtelee myds biotiinin konsentraatio
plasmassa, joka taas on riippuvainen biotiinin saatavuudesta ruokavaliosta. BBP-II
proteiinin tuotto ndyttad olevan riippuvaisempi biotiinin konsentraatiosta plasmassa kuin
BBP-1 proteiinin. Biotiinin konsentraatio keltuaisessa on 20-kertaa suurempi kuin
plasmassa. Tama suhde vaihtelee kuitenkin véalilld 3-30 riippuen biotiinin saatavuudesta
ruokavaliosta. Koska biotiinin madrd munankeltuaisessa ei korreloi lineaarisessa suhteessa
konsentraatioon plasmassa, biotiini ei liiku vapaasti plasman ja keltuaisen valilla, vaan
biotiinin siirtyminen plasmasta keltuaisen vaatii oman kuljetusmekanismin. BBP-proteiinit
sitovat biotiinia plasmasta ja niiden arvellaankin vastaavan biotiinin kuljettamisesta

plasman ja munankeltuaisen valilla (White ym. 1987).

Avidiini-perheeseen on l6ytynyt myds biotiinia sitova proteiini BBP-A. Biokemiallisen
karakterisoinnin perusteella se ndyttaa olevan eri proteiini kuin BBP-1 tai BBP-11. BBP-A
sitoo myds D-biotiini D-sulfoksidia (BSO). BBP-A proteiini ndyttdd muuttavan biotiinin
itse BSO:ksi toistaiseksi tuntemattomalla katalyyttisella mekanismilla (Hytonen ym. 2007).

1.3 Biotiinin metabolia ja hairiét aineenvaihdunnassa

Mikro-organismit sekd kasvit kykenevat syntetisoimaan biotiinia, kun taas eldimilta
puuttuu tdma kyky. N&in ollen eldinten tarvitseman biotiinin syntetisoi joko suolen
normaalifloora tai biotiini on saatava ruuan mukana. Ruuasta saatu biotiini esiintyy joko
kovalenttisesti sitoutuneena polypeptideihin lysiinitdhteen kautta tai vapaana biotiinina.
Sitoutuneen biotiinin vapauttaminen tapahtuu ruoansulatuskanavan proteaasien seka
oletettavasti Dbiotinidaasin avulla (McMahon 2002). Suolessa tuotetulla, mikrobien
syntetisoimalla  biotiinilla  n&yttdd  olevan  véhdinen  merkitys  elimistén
kokonaishiotiinimaarédan. Kontrolloiduissa tutkimuksissa sikojen suoleen lisattiin
infuusiolla avidiinia. Sioille annettiin  my0ds oraalisesti antibioottia estdmaan

mikrobikasvustoa tai laktuloosia ruokkimaan mikrobikasvustoa. Kokeessa plasman
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biotiinikonsentraation olisi pitdnyt pudota, mikali suolessa muodostuvalla biotiinilla olisi
merkitysta elimiston kokonaisbiotiinimaaréan. Kokeessa ei kuitenkaan saatu merkittavié
muutoksia plasman tai virtsan biotiinikonsentraatioon. Avidiinin infuusiota seurasi
ulosteen biotiinimaaran merkittdva nousu. Vaikka endogeenisesti tuotetun biotiinin maara
oli huomattava, syy sen vahaiseen merkitykseen biotiinin kokonaistasossa saattaa olla
synteesin tapahtuminen imeytymiselle mahdottomassa kohdassa suolistoa (Scholtissek ym.
1990). Sioilla tehdyt kokeet osoittavat myds, ettd oraalisesti syotetty biotiini erittyy
imeytymisen jalkeen virtsaan eika ulosteeseen. Biotiinin infuusio kekumiin osoitti, etta
biotiinia erittyy sekd virtsaan ettd ulosteeseen, joten ainakin osa biotiinista imeytyy
kekumista (Kopinski ym. 1989).

1.3.1 Biotiinin toiminta metaboliassa

Biotiini  toimii  kofaktorina entsyymeille, jotka tunnetaan biotiini-riippuvaisina
karboksylaaseina. Biotiini toimii karboksylaatioreaktioissa karboksyyliryhman valittajana
luovuttajan ja saajan valilla. Biotiinin kovalenttista sitoutumista apoentsyymin katalysoi
holokarboksylaasi syntaasi entsyymi (HCS) (ks. kirjallisuuskatsaus Pacheco-Alvarez ym.
2002). Energia tahan kaksivaiheiseen reaktioon saadaan adenosiinitrifosfaatilta (Burri ym.
1981). Biotiini-riippuvaiset karboksylaasit katalysoivat monia tarkeitd reaktioita
glukoneogeneesissa, rasvahappojen synteesissd ja aminohappojen kataboliassa (Kuva 1.4).
Biotiinin puutos tai puutokset karboksylaasientsyymien rakenteessa/toiminnassa saattavat
olla kohtalokkaita, johtuen entsyymien tarkeydesta toimia valittdjind aineenvaihdunnassa.
Korkeammilla organismeilla on biotiinin tarpeen tayttdmiseen ja kayttddn perustuva

biotiinikierto (Kuva 1.5) (ks. kirjallisuuskatsaus Pacheco-Alvarez ym. 2002).
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Kuva 1.4. Biotiini-riippuvaisten karboksylaasien merkitys ihmisen aineenvaihdunnassa. Kuvassa PC on
puryvaatti karboksylaasi, PCC on propionyyli-CoA karboksylaasi, MCC on B-metyylikrotonyyli-CoA ja
ACC on asetyyli-CoA karboksylaasi. Biotiini toimii ndiden entsyymien karboksylaatioreaktioissa
karboksyyliryhmén vélittdjané luovuttajan ja saajan valilla. (mallina kéytetty kuvaa 2, kirjallisuuskatsaus
Pacheco-Alvarez 2002).

Sy6ty biotiini

Sitoutunut biotiini Vapaa biotiini
Proteolyysi+biotinidaasi | —* /
Vapaa biotiini
Lysiini Apokarboksylaasi

Biotinidaasi -

Biosytiini . N
— Holoka.rboksylaas:
syntaasi
Proteolyysi '"*"\
Holokarboksylaasi
Aminohappojen katabolia Rasvahapposynteesi Glukoneogeneesi

Kuva 1.5. Biotiini kierto. (malli kuvaan otettu kirjallisuuskatsauksest Pachero-Alvarez, 2002)

Biotiini-riippuvaiset entsyymit sijaitsevat ihmissoluissa mitokondriossa tai sytoplasmassa
(Lynen F. 1979). Puryvaatti karboksylaasi (PC) katalysoi puryvaatin tarnsformaatiota
oksaloasetaatiksi, joka on vélituote fosfoenolipuryvaatin synteesissa ja siten tarked
glukoosin synteesissd (Kuva 1.4.) (ks. Kirjallisuuskatsaus Pacheco-Alvarez 2002).

Propionyyli-CoA  karboksylaasi (PCC) osallistuu aminohappo- ja rasvahappoketjujen
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kataboliaan katalysoimalla propionyyli-CoA transformaatiota metyylimalonyyli-CoA:ksi
(Browner ym. 1989). B-metyylikrotonyyli-CoA (MCC) osallistuu leusiinin kataboliaan
katalysoimalla ~ 3-metyylikrotonyyli-CoA:n  karboksylaatiota  3-metyyliglutakonyyli-
CoA:ksi (McKean ym. 2000). Asetyyli-CoA karboksylaasi (ACC) katalysoi asetyyli-
CoA:n karboksylaatiota malonyyi-CoA:ksi, joka on tirked vaihe rasvahappojen
synteesissd. Ihmissoluissa esiintyy kahta muotoa asetyyli-CoA karboksylaasista. Muotoja
koodaavat eri geenit (Abu-Elheiga ym. 1995, 1997).

Koska biotiini-riippuvaiset karboksylaasit katalysoivat samantapaisia reaktioita, voidaan
geenien, jotka koodaavat naitd entsyymejd, olettaa olevan l&htoisin samasta esi-iséstéa
(Lynen F. 1979). Naiden proteiinien biotinylaatioon osallistuva vastaanottajasekvenssi on
lysiinijadnne sekvenssin Met-Lys-Met sisalla. Tama sekvenssi on useimmilla biotiini-
riippuvaisilla karboksylaaseilla 35 aminohappoa karboksylaasiterminaalisesta pééstéa.
Mutaatio tassa sekvenssissa estad entsyymien biotinylaation (Leon-Del-Rio ym. 1994).

1.3.2 Biotinidaasin puutos

Biotinidaasi on ainoa entsyymi, joka pystyy pilkkomaan biosytiinia. Biosytiinia syntyy
holokarboksylaaseista proteolyysin tuloksena. Biotinidaasin puutos johtaa sekundaariseen
biotiinipuutokseen, jolloin kaikkien biotiini-riippuvaisten karboksylaasien toiminta
hairiintyy. Né&illa potilailla imeytymismekanismi ja biotinylaatio toimii, jolloin potilaiden
biotiinipuutos korjaantuu, mikali heille annetaan biotiinilisdd. Biotinidaasin puutos
aiheuttaa monia Kliinisia neurologisia oireita ja iho-oireita, kuten alopeciaa, kehityksen
viivastymistd, ihottumaa, asiduriaa, kohtauksia, lievdd hyperammonemiaa ja
hengitysvaikeuksia. Biotinidaasin aktiivisuus seerumissa on normaalia matalampi
puutoksesta kérsivilla potilailla. Biotinidaasia koodaavassa geenissd on havaittu useita
erilaisa mutaatioita, jotka aiheuttavat eriasteista biotinidaasiaktiivisuuden alenemista
(Hymes ym. 2001).

1.3.3 Holokarboksylaasipuutos

Holokarboksylaasisyntaasi entsyymi (HCS) katalysoi biotiinin sitoutumista biotiini-

riippuvaisiin karboksylaasi entsyymeihin. Namé entsyymit taas toimivat monissa tarkeissé
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aineenvaihduntareaktioissa. Mutaatiot Holokarboksylaasigeenissa (HCG) aiheuttaa
puutoksia HCG:n aktiivisuudessa. Mutaatiot vaikuttavat suoraan solun kykyyn biotinyloida
karboksylaaseja (Burri ym. 1981). Taudin kliinisind oireina esiintyy asidoosia, asiduriaa,
hyperammonemiaa, ihottumaa, sydmisvaikeuksia, hypotoniaa, kohtauksia, kehityksen
viivastymisté, alopeciaa ja koomaa. Tila johtaa kuolemaan, ellei sitd hoideta antamalla
biotiinilisa4 (Pacheco-Alvarez ym. 2002).

1.3.4 Biotiini-riippuvainen basaaligangliotauti

Hiljattain on 16ytynyt kliinisiltd ja neurologisilta oireiltaan aivon basaaligangliotauti
(BGD). Tahéan biotiini-riipuvaiseen basaaliganliotautiin (BBGD) liittyy tyvitymakkeiden
(caudatus) tuhoutuminen sek& joko osittainen tai taydellinen hdvidminen (putamen).
Tyypillista télle taudille on sen perinndllisyys todennékdisesti resessiivisesti seka vaste
biotiinilisélle. Taudin alkuvaiheessa oireet havidvat muutaman péivan sisalla, mikali
potilaalle annetaan biotiinia 5-10 mg/kg/pva. Oireet palaavat, mikéli biotiinin antaminen
lopetetaan. Taudin oireina esiintyy sekavuutta, koomaan syvenevai letargiaa, oksentelua,
aivoperdisia kohtauksia, dystoniaa, dysarthiaa, dysfagiaa, seitsemannen hermon
halvaantumista, neliraajapareesia, ataksiaa, hypertensiaa seka tahdotonta spastista nykivéaa
liikehdintdd. Hoitamattomana tauti johtaa kuolemaan. Kaikilla tutkituilla potilailla oli
normaali karboksylaasi- sekd biotinidaasiaktiivisuus, joten taudin saattaa aiheuttaa puutos
biotiinin kuljetusmekanismissa aivo-veriesteessa. Taudinkuvassa on kuitenkin vield
epaselvyyksid, kuten esimerkiksi se ettd, miksi jotkut potilaat pysyvét oireettomina 14-

vuotiaiksi asti (Ozand ym. 1998).

BBGD:n geeni loytyi kromosomista 2 ja se nimettiin SLC19A3 geeniksi. Aminohappo
jarjestyksen on todettu olevan identtinen ihmisillg, hiirilld sekd alemmilla organismeilla
viitaten geenin konservatiivisuuteen evoluutiokehityksessa. Geenin koodaaman proteiinin
arvellaan toimivan biotiinin kuljettajana. Lisatutkimuksia kuitenkin tarvitaan, jotta voidaan
selvittdd kykeneekd SLC19A3 kuljettamaan tiamiinin lisdksi biotiinia vai parantaako
biotiinilisi vain epédsuorasti mutatoituneen SLC19A3 aiheuttamia muutoksia tiamiinin ja
muiden ravintoaineiden kuljetuksessa. Voidaan myds spekuloida, ettd oireet aiheutuvat

valituotteiden aiheuttamasta tuhosta basaaliganglioissa. Toisaalta kuitenkaan potilailla,
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joilla on mutaatioita biotinidaasia ja holoraboksylaasi syntaasia koodaavissa geeneissa, ei
ole samoja kliinisi& oireita (Zeng ym. 2005).

1.3.5 Biotiinin osallistuminen transkriptioon

Proteiinisynteesiin vaikuttaa monet ekstrasellulaariset signaalit. Myds vitamiinit saatelevat
proteiinisynteesia (ks. yleiskatsaus Dakshinamurti 2005). Biotiinin lisdys on mm.
stimuloinut proteiinien synteesid aminohapoista in vivo ja in vitro rottien maksakudoksessa
(Dakshinamurti ja Boeckx 1968). Biotiinin lisdys biotiinin puutoksesta karsivien Hela-
solujen mediumiin kasvatti leusiinin liittdmistd proteiiniin kaksinkertaiseksi ja siten
proteiinisynteesid. Rotan maksasolujen tumasta on onnistuttu eristdamaén proteiini, joka
sitoo biotiinia ei-kovalenttisesti. On mahdollista, ettd tdmé& biotiinia sitova proteiini on
osallisena ekspressiossa (ks. yleiskatsaus Dakshinamurti 2005).

Histonien tiedetddn osallistuvan geenien transkriptioon. Histonien biotinylaatiota tapahtuu
monissa ihmissoluissa in vivo ja solujen jakaantumisen aikana biotinylaatio lis&antyy.
Histonien kromatiinissa tapahtuu muutoksia mm. asetylaation, metylaation ja
fosforylaation jalkeen. Holokarboksylaasi syntaasin puutoksesta karsivilla potilailla on
havaittu puutteellista histonien fosforylaatiota. N&in ollen histonien biotinylaatio saattaa
aiheuttaa rakennemuutoksen ja siten saddella DNA:n transkriptiota (ks. yleiskatsaus
Dakshinamurti 2005).

1.4 (Strept)Avidiini-biotiini teknologia

(Strept)Avidiini-biotiini teknologian suurimmat hyodyt ovat sen monipuolisuudessa ja
erittdin laajassa kayttOalueessa. Kaupallisesti on saatavilla jo suuri joukko seka
biotinyloituja ettd avidiinikonjugoituja tuotteita. Diagnostiikassa avidiini-biotiini systeemi
lisdd herkkyyttd vahvistamalla signaalia. Avidiinia siséltavat biotinyloidut tuotteet ovat
stabiileja ja kestdvat hyvin séilytysta. Avidiini-biotiini teknologian kayttomahdollisuuksia
Ioytyy mm. useissa erilaisissa affiniteetti sovellutuksissa, blottausteknologiassa,
kohdennetussa ladkehoidossa ja geeniterapiassa, flow-sytometriassa, immunohistokemissa,
histologiassa, jne. (Bayer ja Wilcheck, 1994; kappale 14 kirjassa In Egg Uses and

Processing Technologies). Avidiinin avulla voidaan puhdistaa ja eristda aineita, jotka jo
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luonnostaan sisaltavat biotiinia. Monia molekyyleja voidaan my0ds kemiallisesti tai
metabolisesti biotinyloida, jolloin biotiini liitetddn kovalenttisesti biotinyloitavaan
molekyyliin valeriaanihappo-sivuketjunsa kautta (ks. kirjallisuuskatsaus Barry ym., 2003;
Wilchek ja Bayer 1990). Tama konjugointi ei juuri merkittdvastda muuta molekyylin
biologisia tai fysiokemiallisia ominaisuuksia. Biotinylointi ei tuhoa biotiinin biologista
aktiivisuutta eik& néin ollen sen kykya sitoutua avidiiniin (Wilchek ja Bayer 1990). Koska
avidiini sitoutuu biotiinin ureidoryhman kautta (ks 1.1.3 Biotiinin sitoutuminen avidiiniin),
toisin kuin useat muut aineet, voi avidiini sitoutua biotinyloituun tuotteeseen. Tetrameerina
yksi avidiinimolekyyli voi liséksi sitoa teoriassa nelja biotiinimolekyylid. Tama erilaisten
biotiinia sisaltdvien molekyylien keskindinen konjugointiominaisuus on lisdnnyt avidiini-

biotiini teknologian kéyttdtapoja.

biotinyloitu
‘l. molekyyli
tetrameerinen
avidiini \/
kohde

Kuva 1.6. Esimerkki yleisesta avidiini-biotiini teknologian sovellutuksesta, jossa kohdemolekyyliin sitoutuu
biotinyloitu sitoutujamolekyyli. Biotinyloituun molekyyliin vuorostaan sitoutuu avidiini, johon on sitoutunut
biotinyloitu koetin. Koetin voidaan konjukoida myds suoraan avidiiniin.

Streptavidiinin 16ytyminen mahdollisti avidiinin korvaamisen streptavidiinilla avidiini-
biotiini teknologiassa. Avidiinin kayton ongelmana on sen epaspesifinen sitoutuminen ja
tausta, jotka johtuvat avidiinin positiivisesta varauksesta neutraaleissa olosuhteissa (korkea
isoelektrinen piste) sekd olikosakkaridi jaanteistd. VVoimakas positiivinen varaus aiheuttaa
avidiinin epaspesifia sitoutumista negatiivisesti varautuneiden molekyylien, kuten
nukleiinihappojen, kanssa. Avidiinin siséltdmét sokerit taas aiheuttavat avidiinin
sitoutumista lektiinin tapaisten molekyylien kanssa. Vaikka streptavidiinin kaytto
menetelmissé on avidiinia kalliimpaa, voidaan sen etuina ndhda lahes neutraali pl seka se,
ettei streptavidiini glykosyloidu natiivissa muodossaan. Huolimatta ndistd eduista
avidiiniin nahden, streptavidiinilla on monissa koejarjestelyissé havaittu vuorovaikutusta
tunnistamattomien makromolekyylien kanssa. Tdméan ominaisuuden epéill&an johtuvan

streptavidiinin sisaltdméastd Arg-Tyr-Asp sekvenssistd. Taméa sekvenssi muistuttaa suuresti
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monien solujen pintaan tarttuvien molekyylien, kuten esimerkiksi fibrinogeenin ja
kollageenin, siséltdamad Arg-Gly-Asp sekvenssid, jonka solujen pinnassa oleva reseptori
tunnistaa ja johon se sitoutuu (Bayer ja Wilcheck, 1994; kappale 14 kirjassa In Egg Uses
and Processing Technologies). Streptavidiini ja avidiini kayttdd kohdennetussa laédke-

hoidossa vaikeuttaa niiden myos aiheuttama immuunireaktio ihmiselld (Chinol ym., 1998).

Kohdennetussa ld&kehoidossa hoito kohdistetaan suoraan sairaaseen elimeen, esimerkiksi
syopdkasvaimeen tai silla voidaan hoitaa oireita aiheuttavaa sairauden syyta.
Monoklonaalisten vasta-aineiden k&ytt6é mahdollisti kohdennetun ladkehoidon tiettya
pinta-antigeenia kohtaan. Monoklonaalisia vasta-aineita voidaan kayttad hyodyksi myos
syovan  diagnosoinnissa.  N&issa  menetelmissa  vasta-aineeseen on liitetty

kemoterapeuttinen laékeaine tai detektoinnin mahdollistava radioisotooppi.

Goldenberg ym. (1980) onnistuivat saamaan keskimé&ari 2,5 kertaisen parannuksen
tuumorien kuvantamisessa. 1***-leimatuilla CEA (carcinoembryonic antigen) vasta-aineilla
suoritetussa tutkimuksessa, jossa vasta-aineilla merkittyd tuumorialuetta verrattiin
alueeseen jossa tuumoria ei ollut, kolorektaalisen syovén diagnostiseksi sensitiivisyydeksi
saatiin 85 %, ovariosydvan 88 %, cervikaalisen syovan 90 % ja keuhkosydvan 71 %.
Tutkimuksessa oli mukana 142 syOpépotilassa ja osassa tapauksista radio-
immunodetektiolla saatiin positiivinen tulos, vaikka muilla havainnointimenetelmilla oli
saatu negatiivinen tulos. Radioimmunodetektiolla havaittiin n. 2 cm suuret tuumorit ja
metastaasit pystyttiin paikallistamaan joillakin potilailla, joilla oli yleisesti kaytdssa
olevalla plasman-CEA mittauksella saatu normaali plasman-CEA tulos.

Vasta-aineiden k&yttoon kohdennetussa lad&kehoidossa ja diagnostiikassa liittyy myds
monia ongelmia. Radiolddkeaineet levidvat verenkierron mukana elimistoon. Mikéli
tuumorissa ei ole verenkiertoa ja tuumorin keskusta on jo joutunut kuolioon eli negroosiin,
eivat myoskaan radioleimatut vasta-aineet saavuta kaikkia kohdesolujaan. Vasta-aineiden
kéayttod kohdennetussa lad&kehoidossa ja diagnostiikassa vaikeuttavat myos vasta-aineen
suuri koko, johon ratkaisua on haettu kayttdmalld vasta-aineen antigeenin tunnistavaa Fab-

osaa, joka diffundoituu kokonaista vasta-ainetta nopeammin pienemman kokonsa ansiosta.
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Toisaalta taas vasta-aineen 0sa myods poistuu elimistosta nopeammin kuin kokonainen
vasta-aine, joten vasta-aineen konsentraatio tuumorissa on korkeampi kokonaista vasta-
ainetta kéytettdessa kuin vasta-aineen Fab-osaa kéytettdessa. Vasta-aineiden epaspesifista
sitoutumista joudutaan véhentdméaan laimentamalla vasta-ainetta kylmavasta-aineella,
jolloin epéspesifista sitoutumista aiheuttavat kohdat saadaan saturoitua. Taustan
vahentdmiseksi on myds ajateltu menetelmid, joissa mm. kéytetddn toista vasta-ainetta tai
tietokonekuvantamista, jossa vahentdmalla toisen tai mahdollisesti kolmannenkin
radiolddkeaineen aiheuttama tausta vahennetddn alkuperdisestda kuvasta, jolloin
tuumorialue saadaan nékyviin. Radioleimattu vasta-aine voidaan my0ds injektoida
paikallisesti, jolloin saadaan paikallisesti suurempi konsentraatio vasta-ainetta esimerkiksi

imusolmukkeisiin (Goodwin 1987).

Yksi mahdollisuus taustan vahentdmiseen on menetelmd, jossa vasta-aine ja leima
annostellaan eri aikaan. T&ssd menetelmdsséd (strept)avidiinia voidaan kayttdd apuna.
Menetelmaa on kokeiltu mm. 20 potilaalla, joilla oli histologisesti todennettu syopa seka
positiivinen plasman CEA tulos. Kolmivaiheisessa menetelméssa ensin annosteltiin
biotinyloitu tuumorispesifinen vasta-aine, jonka jalkeen odotettiin riittdva aika
sitoutumattoman vasta-aineen poistumiseksi elimistosta. Seuraavaksi potilaille injektoitiin
avidiinia. Jalleen odotettiin riittdva aika, jotta sitoutumaton avidiini poistuu elimistosta ja
viimeiseksi injektoitiin biotinyloity radioaktiivinen merkkiaine, joka sitoutuu tuumoriin
sitoutuneisiin avidiini-monoklonaalisiin vasta-ainekomplekseihin. Potilailla ei havaittu
toksisia sivuvaikutuksia, sitoutumattoman merkkiaineen poistuminen elimistosta oli varsin
nopeaa, koska merkkiainemolekyyli oli hyvin pieni ja n&in ollen muiden elinten altistumis-
aikaa radioaktiiviselle leimalle saatiin vahennettyd. Myds tausta pieneni, koska merkkiaine
annettiin erikseen ja vasta-aineiden immuunireaktiivisuus saatiin séilytettya seka avidiinin
biotiinia sitovien kohtien avulla havainnointi signaalia saatiin vahvistettua. Tama

menetelmd my6s mahdollistaa useampien radionuklidien kayton. (Paganelli ym. 1991)

Monivaiheinen menetelmd, jossa terapeuttinen aine on kohdennettu sydpakasvaimeen
kuvantamis- tai hoitotarkoituksessa on osoittautunut lupaavaksi. Tdssa menetelmassa
ongelmaksi on kuitenkin muodostunut immunigeenisyyden liséksi radioaktiivisuus, joka

kohdistuu munuaisiin. Forster ym. (2006) suorittamassa tutkimuksessa selvitettiin
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mahdollisuuksia vahentda radioaktiivisuuden munuaisille aiheuttamaa rasitusta.
Toistaiseksi ei mekanismia (strept)avidiinin kertymiselle munuaisiin ole tunnettu, mutta
yksi mahdollisuus on reseptorivalitteinen mekanismi. Prebiotinyloidun streptavidiinin
kayttd estdmaan reseptorivalitteinen radioleimatun streptavidiinin kertymisestd munuaisiin
ei kuitenkaan tuottanut tulosta, joten streptavidiinin kertyminen munuaisiin tuskin on
reseptorivélitteista. Toinen tutkittu mahdollisuus oli vapaiden positiivisten ryhmien
sitoutuminen ja takaisin imeytyminen munuaisissa. Talléin pienten peptidien imeytyminen
voidaan estdd kayttamalla positiivisesti varautuneita aminohappoja. Menetelmaa on jo
Kliinisesti testattu hyvélld menetykselld estdmadn leimattujen vasta-aineiden kertymista
munuaisiin (Behr ym. 1998). Forsterin ym. (2006) suorittamassa tutkimuksessa D-lysiinin
annostus ei kuitenkaan vahentanyt radioleimatun streptavidiinin kertymistd munuaisiin.
Kolmantena keinona Forster ym. (2006) tutkivat mahdollisuutta kéyttdd kolkisiinia
yksistddn tai  yhdessd lysiiinin  kanssa estdm&in  mahdollinen  endosytoosi
mikrotubuluksissa. Myo6skaan tdma menetelmd ei vahentényt streptavidiinin kertymista
munuaisiin. Viimeisend tutkimuksessa selvitettiin mahdollisuutta estdd radioleimatun
streptavidiinikonstruktion kertyminen munuaisiin muuttamalla proteiinin kokonaisvaraus
positiivisesta negatiiviseksi, koska negatiivisesti varautuneiden makromolekyylien
tiedetdén olevan kykeneméttomia lapaiseméan glomerulusten seindmaé. Forsterin ym. (2006)
tutkimuksessa streptavidiini konstruktion kokonaisvaraus muutettiin sukkinylaatiolla, joka
ei muuta streptavidiinin biotiinin sitomiskykyd, negatiiviseksi (pI = 4,4). T&mé& viimeinen
vaihtoehto vahensi DOTA-biotiinin kertymistd munuaisiin yli 30 %:lla. Sekd 67Ga- etta

90Y-DOTA-biotiinin munuaisabsorptio keskiarvo pieneni 44 %:lla sukkinylaation jalkeen.

(Strept)avidiinin antigeenisyyden aiheuttamaa ongelmaa ladketieteellisesséd kaytssad on
yritetty vahentdd monin tavoin. Chinol ym. (1998) tutkivat natiivin, rekombinantin,
sukkinyloidun ja PEGyloidun (polyetyleeni glykoli konjugoitu) avidiinin vaikutuksia
immuunivasteeseen. Ainoastaan PEGyloidulla avidiinilla, johon oli liitetty 7 PEG- ketjua,
oli véhdisempi immunigeenisyys. Calicetin ym. (2002) spektroskopiatutkimuksissa
avidiinilla, johon oli sitoutuneena 5 tai 10 kDa PEG:a, sdilyi 90 % natiivin avidiinin
biologisesta aktiivisuudesta. Myo6s ndissa tutkimuksissa PEGyloidulla avidiinilla oli
natiivia muotoa pienempi immuunigeenisyys, mutta my6s munuaisiin ja maksaa

kertyminen vaheni suhteessa avidiinin sidotun PEG:n maaréén. Mitd enemman avidiiniin
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oli sidottu PEG-konjukaattia, sitd vahdisempad kertyminen oli. PEG-konjugaatit sdilyttivat

sitoutumiskykynsé tuumorimassaan.

Yksi mahdollisuus vahentda (strept)avidiinin antigeenisyyttd on mutatoida proteiinia.
Proteiinien  muokkaamisella mutageneesin avulla on jo pitkddn paranneltu
natiiviproteiinien ominaisuuksia vahentamaélla tai lisdédmalla aminohappoja. Van der Burg
ym. (1998) paransivat mutageneesin avulla Bacillus stearothermophiluksesta peraisin
olevan proteaasin lammonsietokykyé. Proteiini sdilyi toimintakykyisenda 170 minuuttia
100 °C:ssa  natiivimuodon denaturoituessa alle puolessa minuutissa.  Avidiinin
lammonkestokykyé on pystytty parantamaan siirtdamélla AVR4-proteiinista 21 aminohapon

sekvenssi avidiiniin ilman biotiinin sitomiskyvyn poistumista (Hyténen ym. 2005).

Streptavidiinin antigeenisyyden kaneilla on todettu pienenevan korvaamalla sen pinnan
ionisia ja hydrofobisia vuorovaikutuksista vastaavia aminohappoja. Joissakin tapauksissa
mutatoidulla streptavidiinilla dissosiaatio biotiinista oli kuitenkin natiivi streptavidiinia
nopeampaa. On mahdollista, ettd biotiinin sitomiseen osallistuvat aminohapot, ovat
osallisena my0s vasta-aineiden sitomisessa ja siten niiden mutatoiminen vaikuttaa myos

biotiinin sitomiskykyyn (Meyer ym.2001).

Kohdennetussa laékehoidossa yhtenda viimeisimmistda mielenkiinnonkohteista on
kudosspesifinen transduktio, jossa kaytetadn hyvaksi virusvektoria, esimerkiksi
rekombinanttista ei-patogeenista adenovirusta. Tassdkin menetelmdssa stabiilisuuden ja
spesifisyyden parantamiseen voidaan kayttad avuksi avidiini-biotiiniteknologiaa. Téall6in
virusvektori biotinyloidaan. Kudosspesifinen kohdentaminen tapahtuu bispesifisella
proteiinilla, jonka toisena osana on esimerkiksi streptavidiini ydin ja toisena jotakin
pintareseptoria vastaan kohdistettu proteiini. Talld menetelmé&lld onnistuttiin parantamaan
spesifisyyttd ja transduktion tehokkuutta in vitro Kkokeissa, jotka tehtiin adenovirus

resistenteilld megakaryootti leukemiasoluilla (Ponnazhagan ym. 2002).

Avidiinin ja streptavidiinin kayttda rajoittavien farmakokineettisten puutteiden ja
immunogeenisyyden takia, etsitddn myos uusia mahdollisia biotiinia sitovia proteiineja.

Hytonen ym. (2003) etsivat avidiinia vastaavia proteiineja ankasta, hanhesta, strutsista ja
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kalkkunasta. N&ma avidiinin Kkaltaiset proteiinit olivat ominaisuuksiltaan hyvin
samankaltaisia kanan avidiinin kanssa. Ankasta, hanhesta ja strutsista peréisin olevat
avidiinit eivét ristiinreagoineet kanan avidiinin polyklonaalisten vasta-aineiden kanssa,
jotka olivat kanista perdisin. (Strept)avidiinilla hoidettujen potilaiden seeruminvasta-
aineilla ja ankan, hanhen seka strutsin avidiinien vélilla ei havaittu selvad korrelaatiota
immunologisessa vasteessa. Nordlund ym. (2005) tutkivat Bradyrhizobium japonicumista
[oytynytta avidiinin ja streptavidiinin kaltaista proteiinia bradavidiinia. Mydskaan tdma
proteiinia ei ristiinreagoinut kanin ja ihmisen polyklonaalisten (strept)avidiinia vastaan
muodostuneiden vasta-aineiden kanssa. Ensimmadinen dimeerisend muotona luonnossa
esiintyva avidiinin kaltainen proteiini rhizavidiini Rhizobium etli bakteerista ei sek&én
ristiinreagoi  ihmisperéisten polyklonaalisten (strept)avidiini vasta-aineiden kanssa

(Helppolainen ym., 2007).
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2. TUTKIMUKSEN TAVOITTEET

Taman tutkimuksen tarkoituksena oli tuottaa merisiilesta Strongylocentrotus purpuratus
I0oydettyja viittda aminohapposekvenssiltdén erilaista ja erikokoista avidiinin Kkaltaista
proteiinia. Proteiinit 10ytyivat EST-projektin yhteydessd, joka on perustettu Kansallisen
ihmisengenomintutkimus instituutin (engl. the National Human Genome Research Institute)
(National Institutes of Health, NIH) toimesta. Proteiinit tuotettiin Escherichia coli

tuottosysteemilld ja puhdistettiin affiniteettikromatografialla.

Tyon toisena tarkoituksena oli karakterisoida proteiinien biokemiallisia ominaisuuksia,
kuten lammonkestavyyttd, rakenteellisia ominaisuuksia, immunologisia ominaisuuksia

seké biotiinin sitomiskykya.

Avidiinia ja sen kaltaisia proteiineja on onnistuneesti aikaisemmin tuotettu Escherichia
coli tuottosysteemilla (Nordlund ym. 2005, Hyt6nen ym., 2004). Aikaisemmin on tuotettu
my06s merisiilen Heliocidaris erythrogamman avidiinia muistuttavan fibripelliiniproteiini-
domeenin mutatoituja muotoja bakulovirusekspressio-vektorisysteemilla (Laitinen ym.
1999). E.coli on kuitenkin halvempi ja hyvin tunnettu ja toimiva tuottosysteemi, jonka

takia oli perusteltua kayttaa sita.

Uusien avidiinin Kkaltaisten proteiinien 16ytyminen avaa uusia mahdollisuuksia ladketieteen
ja nanotieteiden saralla. Loydettyjen proteiinien ominaisuuksien karakterisointi seka
ominaisuuksien hyodyntdminen mahdollistaa jatkuvan kehityksen mm. proteiinien
muokkaamisessa. Téllaisia ominaisuuksia voivat olla parempi stabiilisuus tai pienempi

antigeenisyys.
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3. AINEISTO JA MENETELMAT

3.1 Avidiinin kaltaisen rekombinantti DNA:n rakentaminen

Tutkimuksessa kaytetty cDNA-plasmidin sisédltdma geeni, joka koodaa merisiilesta
Strongylocentrotus purpuratus l6ytynyttd avidiinin Kkaltaista proteiinia (strongavidiini),
vaati muokkaamista, ennen kuin rekombinanttisen proteiinin tuottaminen Escherichia coli
soluissa voitiin aloittaa. Alun perin strongavidiinin geeni oli pPCMVSport6.1 plasmidissa
(Invitrogen), joka oli sailotty whatmanin FTA filtteri- tyynyihin. Plasmidi sisaltaa
ampisilliini  resistenssigeenin, joka mahdollistaa tahén vastustuskykyyn perustuvan
antibioottiselektion. Tutkimusta varten tuli viisi erilaista cDNA-plasmidia, jotka kukin

sisdlsivat aminohapposekvenssiltddn erilaisen geenikonstruktion.

3.1.1 Proteiinia koodaavan geenin sisaltavan plasmidin monistaminen

EST projektista saadun geenin siséltdama cDNA- plasimidi valmisteltiin transformaatiota ja
PCR:&& varten pesemalla plasmidin sisaltdimaa tyynya 400ul:lla TE puskuria. Puskuria
pipetoitiin tyynylla kaksi kertaa 5-10 sekunnin ajan. Taméa vaihe toistettiin kaksi kertaa ja
kaikki TE puskuri jdamat poistettiin. Pesuvedet saastettiin siltd varalta, ettd plasmidi olisi
eluoitunut pesuveteen. Plasmidin eluoimiseksi tyynysté, tyynya inkuboitiin 10 minuuttia
huoneenlammaosséd 50 pl:ssa TE puskuria. Plasmidin sisaltdma liuos siirrettiin omaan

putkeensa.

Plasmidien lukuma&ran oletettiin olevan alhainen eluutioliuoksessa, joten plasmidia
monistettiin kemiallisesti kompetenteissa One Shot® TOP 10 soluissa (Invitrogen)
mybdhempien transformaatioiden tehostamiseksi. Plasmidi transformoitiin TOP 10 soluihin
ns. tukkimiehen transformaatiolla. Plasmidin sisaltdmaa eluutioliuosta pipetoitiin 1l
10pul:aan TOP 10 soluja. Seosta inkuboitiin jadhauteella 30 minuuttia. La&mpdshokki tehtiin
+37°C:een lampdtilassa kahden minuutin ajan, jonka jalkeen seos siirrettiin takaisin
jaahauteelle. Seokseen lisattiin S.0.C liuosta 100 pl ja koko seos siirrettiin lampdkaappiin
+37 °C.een tunniksi. Soluseos maljattiin ampisilliini antibiootin sisaltamille maljoille
(LBamp). Talloin vain plasmidin siséltaméat bakteerit kasvavat maljalla. Maljoja inkuboitiin

+37 °C:een lampotilassa yon yli.
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Maljoilta siirrostettiin  yksi pesdke kasvatusmediumiin plasmidin monistamiseksi.
Kasvatusmediumi sisélsi 5 ml LB-mediumia ja 5 pl:a ampisillinia (100 mg/ml). Soluja
kasvatettiin yon yli +37 °C:een lampotilassa tasoravistelijassa (250 rpm). Seuraavana
pdivana kasvatuksista tehtiin glyserolistokki sailytettavaksi —20 °C:ssa. Soluja ja steriilia
glyserolia  sekoitettiin  suhteessa 1:1. Loppukasvatuksesta eristettiin  plasmidi
NucleoSpin®Plasmid for Plasmid DNA Prufication kitilla (Macherey-Nagel). Eristaminen

suoritettiin valmistajan tyéohjeen mukaan.

3.1.2 Bakteeriperdisen OmpA signaalisekvenssin rakentaminen PCR:n avulla

E. colia on paljon kéytetty rekombinanttisten proteiinien tuotossa sen tunnettavuuden ja
edullisuuden vuoksi. E. colin kaytto streptavidiin ja etenkin avidiinin tuotossa on kuitenkin
tuottanut hankaluuksia tuottojen valisten vaihteluiden, matalien tuottojen tai inkluusio
kappaleiden vuoksi. Tadssa tutkimuksessa strongavidiini ohjattiin periplasmiseen tilaan
kloonaamalla  bakteeriperdinen  Bordetella  avium  OmpA  signaalisekvenssi
(MNKPSKFALALAFAAVTASGVASAQTYV) proteiinin geenin eteen (Hytonen ym.,
2004).

Sekvenssin rakentaminen suoritettiin  kahdessa osassa (Kuva 3.1). Ensimmaisessé
vaiheessa monistettiin proteiinia koodaavaa geenid SES-PCR:n reaktion avulla (Majumder,
1992) sekd lisattiin osa OmpA sekvenssid. Seuraavassa vaiheessa 5’ padhdn liitettiin
OmpA sekvenssin loppuosa sekd TOPO kloonauksessa tarvittava CACC yli meneva juoste

(over hang) PCR:n reaktion avulla. Kéytetyt alukkeet I0ytyvaét liitteesta I.
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I vaihe
Mers 5% aluke .,
-— 37 aluke
11 vaihe
Chim to 2 5" CACC
e E— 3" aluke
Tulos

LT e Fadaleiing

Kuva 3.1. Strongavidiinin sekvenssiin liitettiin bakteriaalinen OmpA signaalisekvenssi kahdessa vaiheessa
alukkeiden avulla. Signaalisekvenssié tassa kuvaa SS (engl. signal sequence).

Kéytetty reaktioseos oli seuraavanlainen molemmissa vaiheissa:

10pl 10X Psyn polymeraasipuskuria (Fermentas)

2ul 3’ aluketta (100pmol/ul) (TAG Copenhagen A/S)

2ul 57 aluketta (100pmol/pl) (ensimmaisessd meri 5° ja toisessa chim to 2_5”)
(TAG Copenhagen A/S)

lul  templaattia

10pl  dNTP mixia (2mmol/l) (Fermentas)

74ul  H,0

Q9ul  tot.

1ul  Pgn polymeraasia (Fermentas) lisattiin laitteen lammettyd +95°C:een

lampdatilaan.

Putket siirrettiin PCR laitteeseen ja ajettiin PCR ohjelma 1 (liite I). Ohjelman paatyttya
néytteet ajettiin 1,5 % agaroosigeelissa (3,75 g agaroosia (Promega), 0,4 pl/mi

etidiumbromidia, 250 ml TAE-puskuria). Geelid ajettiin 40 minuuttia Bio-Radin
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elektroforeesilaitteella, jonka jalkeen tulos tarkistettiin UV-valossa. Oikean kokoiset DNA
fragmentit valittiin markkerin (GeneRuler™, 100bp, Fermentas) avulla ja eristettiin
geelistd NucleoSpin® Extract 11 kitilla (Macherey-Nagel) valmistajan tyoohjeen mukaisesti.
Geelissa oli mukana myo6s avidiinin DNA:ta kontrollina oikean kokoisen fragmentin

valitsemiseksi.

3.1.3 Vektorin valmistus ohjaavan TOPO® kloonauksen avulla

Proteiinin tuottoa varten OmpA signaalisekvenssin sisaltdma geeni kloonattiin pET101/D-
TOPO (5753 bp) vektoriin (kartta liittessa 11) (Invitrogen) ohjaavan TOPO® kloonauksen
(Invitrogen) avulla (kuva 3.2). Ohjaava TOPO® kloonaus on suunniteltu tasapaisten PCR-
tuotteiden kloonaamiseen vektoriin, jossa on T7- promoottori. Menetelmésséd geeni
saadaan liitettyd vektoriin halutun suuntaisesti ylijuosteen CACC avulla. T7 RNA
polymeraasin korkea aktiivisuus ja herkkyys mahdollistavat erilaisten rekombinattisten
proteiinien tuoton E.colissa T7 promoottorin alaisena (Rosenberg ym, 1987; Studier and
Moffatt, 1986; Studier ym., 1990). Kloonaaminen ei vaadi ligaasia. Vektorissa on myaos
ampisilliini resistenssi geeni ja se on matalan kopioluvun plasmidi (pBR322 origin).

S

Topoisomeraasi

O
v
P
|
---CCCTT CACC ATG NNN --- -—- -——- NNN AAG GG----
- GGGAAGTGE  GTGG TAC NNN — — — NNN PEC (CC
PCR tuote |
Overhang P
A
O
Topoisomeraasi
----CCC TTCACC ATG NNN --- -——- - NNN AAG GG----
----GGGAAGTGG TAC NNN --- - —- NNN TTC CC----
16¢

Kuva 3.2. ”Overhang” tunkeutuu DNA ketjujen viliin ja syrjayttdd alemman GTGG nukleotidin.
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Ohjaavassa TOPO kloonauksessa kaytetty reaktioseos oli seuraavanlainen:

3ul  PCR tuotetta

1l suolaliuosta

1ul  steriilia vetta
1ul pET101 vektoria

Putkia sekoitettiin varovasti ja inkuboitiin 5 minuuttia huoneenlammaossé, jonka jélkeen
putket siirrettiin jaille. Kloonaustuotetta otettiin 3 pl:a ja transformaatio suoritettiin
16 pl:aan TOP 10 soluja. Reaktioseosta pidettiin jailla 30 minuuttia, jonka jéalkeen
lamposhokki suoritettiin +37 °C:een lampotilassa kahden minuutin ajan. Putket siirrettiin
takaisin jaille ja S.0.C liuosta lisattiin 250 pl. Putkia inkuboitiin taman jalkeen +37 °C:een
lampétilassa tunnin ajan ja maljaus tehtiin LBsmp maljoille, joita kasvatettiin +37 “C:een
lampotilassa yon yli. Transformaation onnistumisen kontrollina kéytettiin  saman

valmistajan pUC vektoria.

Seuraavana paivané siirrostettiin yksi pesake maljalta NUNC- putkeen kasvatusmediumiin
(10 ml:a LB:ta, 10 pl:a ampisillinia (100 mg/ml)). Soluja kasvatettiin kasvatusmediumissa
+37 °“C:een lampdtilassa yon yli tasoravistelijassa (250 rpm). Kasvatuksesta tehtiin
glyserolistokki (soluja ja steriilia glyseroli sekoitettiin 1:1) sdilytettavaksi —20°C:een.
Lopusta kasvatuksesta eristettiin plasmidi NucleoSpin®Plasmid (macherey-Nagel) kitilla
valmistajan ty6ohjeen mukaan. Kohdassa viisi tehtiin ylimaardinen pesu lammitetylla AW

puskurilla. Ennen eluutiota steriilid vetta inkuboitiin membraanilla 30 minuuttia.

3.1.4 Plasmidin tarkistussekvensointi

Tamén tutkimuksen avidiinin kaltaista proteiinia koodaavan plasmidin tarkistus-
sekvensoinnissa kaytettiin  Sangerin sekvensointia. Se perustuu dideoksinukleotidien
kayttdmiseen polymeraasiketjureaktiossa terminaattoreina. Dideoksinukleotideistd puuttuu
3’hydroksyyli ryhmé, joka keskeyttdd ketjun kasvun, koska 5°—3” fosfodiesteri siltaa ei
voi muodostua. Dideoksinukleotidien satunnainen kiinnittyminen templaattiin muodostaa
erimittaisia DNA-fragmentteja, jotka erotellaan elektroforeettisesti. Elektroforeesi

suoritettiin ABI:n laitteella 3130xI Genetic Analyzer. Laite on 16- kapillaarinen ja suorittaa
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elektroforeesin kapillaarissa perinteisen geelielektroforeesin sijaan.
Kapillaarilektroforeeesin etuna perinteiseen geelielektroforeesiin on se, ettd kapillaarin
kaytossd ei synny yhtd paljon lampoOenergiaa kuin geelisséd. Sekvensointi- PCR:ssa
kayttettiin  oligonukleotideja pET101 forw tai pET101 rev (Invitrogen). DNA:n
konsentraatio mitattiin UV/Vis spektrofotometrilld, jotta sekvensoinnissa voitiin kayttaa
100-300 ng DNA:ta. Téssa tutkimuksessa kaytettiin 300ng DNA:ta. Sekvennointi PCR:ssa

kaytettiin seuraavanlaista reaktioseosta, jonka pipetointi tapahtui jadhauteella:

1,5 pl templaattia

1l aluketta (pET101_forw tai pET101_rev) (Invitrogen)

4ul TRR-Mix (35 pl BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-100 (AB),
35 pl puskuri (200 mM Tris, 5 mM MgCl,))

3,5ul HO

Putket siirrettiin PCR laitteeseen ja ajettiin ohjelmalla 2 (liite I). DNA:n saostus suoritettiin
valittémasti ohjelman loputtua seuraavan ohjeen mukaisesti, jossa liuosten lisddminen

tapahtuu PCR reaktiotuotteen sekaan:

1 pl 3M Na-asetaatti pH 5.2
25 pl 94 % etanoli

Sekoitettiin varovasti ja inkuboitiin 15 minuuttia huoneenldammdssd, jonka jalkeen
sentrifugoitiin eppendorffuugissa 30 minuuttia 13 000 rpm:ssa. Sentrifugoinnin jalkeen
suspensio imettiin varovasti ja mahdollisimman tarkasti vesi-imulla pois kayttamalla

injektioneulaa. Seuraavaksi lisattiin:
70-100 pl 70 % etanolia

Sentrifugoitiin 10 minuuttia 13 000 rpm:ssa ja imettiin etanoli jalleen mahdollisimman
tarkasti pois vesi-imulla. Sakan annettiin kuivua n. 15 minuuttia ennen suspensoimista
12 pl:aan HiDi formamidia. Lopuksi DNA denaturoitiin pitamalla putkea +94 °C:een

lampaotilassa kaksi minuuttia.
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3.2 Proteiinin tuottaminen ja puhdistaminen

Ohjatulla TOPO kloonauksella tuotetut strongavidiinin sisaltdmat pET101 plasmidit
transformoitiin kemiallisesti kompetentteihin BL21-AI™ OneShot® soluihin (Invitrogen).
BL21-AlI™ E. coli kanta on johdettu BL21 kannasta (Grodberg ja Dunn, 1988; Studier ja
Moffatt, 1986). BL21-AI™ soluista puuttuu proteaasit lon ja OmpT. Tama edesauttaa
rekombinantti proteiinin sdilymistd. Solut sisaltavat myos tetA geenin, joka mahdollistaa
tetrasykliinin kayton selektio menetelmé&nd ja muiden bakteerien kasvun estamiseen.
BL21-AI™ soluissa on T7 RNAP polymeraasi geeni araB lokuksessa, mahdollistaen siten
araBAD promoottorin alaisesn T7 RNAP ekspression. T7 RNAP taas laukaisee
rekombinantti proteiinin tuoton pET101/D-TOPO vektorissa.

Lamposhokki transformaatio suoritettiin seuraavalla tavalla: eppendorf putkeen otettiin
3 ul:a plasmidia ja 25 pl:a BL21-AI™ soluja. Tatd seosta inkuboitiin 30 minuuttia
jadhauteella, jonka jalkeen lamposhokki suoritettiin inkuboimalla seosta +42 °C:een
lampotilassa 30 sekuntia. Lampdshokin jalkeen seos siirrettiin takaisin jadhauteelle ja
putkeen lisattiin 250 pl:a S.O.C liuosta. Seuraavaksi soluja kasvatettiin +37 °C:een
lampatilassa yhden tunnin ajan. Solut maljattiin  LBamp+ter maljoille, joihin oli lisatty

glukoosi (0,1 % w/v). Maljoja kasvatettiin +37 “C:een lampétilassa yon yli.

3.2.1 Proteiinin tuottaminen Escherichia coli soluissa

Koekasvatusta varten BL21-Al™ soluista, jotka sisalsivat pET101 vektorin ja
strongavidiinia koodaavan geenin, tehtiin siemen ottamalla maljalta yksi pesadke ja
siirrettiin se kasvatusmediumiin 50 ml NUNC-putkeen (10 ml LB, 10 pl ampisilliinia
(100 mg/ml) (c=100 pl/ml), 27,5 pl 2M glukoosia (c=0,1 % w/v), 5 ul tetrasykliinia
(c=5 pl/ml)). Siementa kasvatettiin yon yli +26 °C:een lampotilassa tasoravistelijassa
(225 rpm). Seuraavana paivéna siemen siirrettiin isompaan kasvatusmediumiin (200 ml LB,
550 pl:a 2M glukoosia (c=0,1 % wi/v), 200 ul ampisilliinia (100 mg/ml)(c=100 ul/ml))
yhden litran Erlenmeyer pulloon. Kasvatusta jatkettiin +26 °C:een lampdtilassa
tasoravistelijassa (225 rpm) kunnes OD (optinen tiheys) saavutti n. 0,4 arvon. Absorbanssi
mitattiin Perkin ElImerin MBA 2000 spektrofotometrilla 600 nm aallonpituudella. Kasvatus

indusoitiin L(+)-arabinoosilla (Sigma), kun oikea bakteeritineys oli saavutettu. L(+)-
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arabinoosia liséttiin 0,4 g, jotta lopullinen konsentraatio oli 0,2 % wi/v. Proteiinituotto
tapahtui myds +26 °C:een lampatilassa tasoravistelijassa (225 rpm). Koekasvatuksen
onnistuttua, tehtiin myo6s viiden ja kahden litran kasvatukset (liuosten sisaltd ja
konsentraatiot kuten edelld), jotta strongavidiinia saatiin riittavasti karakterisointikokeita
varten. Vastaavasti siemenet olivat 400 ml ja 100 ml. Kasvatukset suoritettiin kahden litran
Erlenmeyer pulloissa, joihin laitettiin kasvatusmediumia 500 ml. Proteiinin tuotto
pysaytettiin sentrifugoimalla solut pohjaan Sorvall RC5C sentrifugilla (Du Pont).

Supernatantti heitettiin pois.

3.2.2 Proteiinin puhdistus 2-iminobiotiiniagaroosilla

Tuoton jalkeen proteiini piti puhdistaa soluista ja muista proteiineista. Strongavidiinin
kohdalla ei téssé vaiheessa tiedetty sopivaa puhdistusmetodia, mutta loogisinta oli kokeilla
avidiinin puhdistuksessa kaytettavaa affiniteettikromatografiaa 2-iminobiotiini sepharoosi
(Affiland) resiinilla (Hyténen ym., 2004). Avidiini sitoutuu voimakkaasti 2-iminobiotiiniin
pH:n ollessa vélilla 9-11, mutta pH:n aletessa sitoutuminenkin heikkenee. Kun pH on
laskenut riittdvan alas, 2-iminobiotiinin guanidoryhmé protonoituu ja avidiini tai sen
kaltaiset proteiinit irtoavat 2-iminobiotiinista (Heney ja Orr, 1981). Tdma puhdistustapa

osoittautui onnistuneeksi valinnaksi.

Tuoton jélkeen solut piti hajottaa proteiinin vapauttamiseksi periplasmisesta tilasta. Solut
suspensoitiin SET-puskuriin (4 ml/100 ml kasvatusta). Tahan lisattiin lysotsyymi (5 mg/ml)
(5 /200 ml kasvatusta) ja seosta inkuboitiin huoneenldmmadssa 30 minuuttia. Hillol-
puskuria lisattiin inkuboinnin jalkeen 10 ml/100 ml kasvatusta. Solut hajotettiin
sonikoimalla niitd sonikaattorilla (Sonics Materials, Vibra Cell) 40 %:n amplitudilla
kahden minuutin ajan 1s on/1s off syklill4&. Sonikoinnin jéalkeen otettiin 100 pl:n ndyte
(total), johon liséttiin 100 pl:a SDS-PAGE néytepuskuria, joka sisdlsi B-merkaptoetanolia
(2X) (Promega). Seuraavaksi seos jaettiin 250 ml:n sentrifugi putkiin ja sentrifugoitiin
Sorvall- sentrifugilla ja GSA-lite roottorilla 30 minuutin ajan 15000 G:n voimalla
(9600 rpm). Supernatantti suodatettiin Miraclothin l&pi ja tarkistettiin, ettd suodos oli
kirkasta. Supernatantista otettiin 100 pl:n ndyte (L1), johon lisattiin 100 pul SDS-PAGE
naytepuskuria. Myds pelletistd, joka suspensoitiin 50 ml:aan PBS-puskuria, otettiin
100 pl:n nayte (S), joka sekoitettiin 100 pl:aan SDS-PAGE naytepuskuria. Supernatantin
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madra mitattiin ja sithen lisattiin vastaava madra pH 11- puskuria. Liuoksen pH saddettiin
valille 10-11, jotta proteiinin sitoutuisi 2-iminobiotiini agaroosi resiiniin. Liuoksen pH
mitattiin Methrom-laitteella ja s&&dettiin oikealle tasolle kayttdmalla 10 M NaOH:a. Liuos
jaettiin 50 ml NUNC-putkiin, joihin liséttiin n. 0,5 ml:a 2-iminobiotiini resiinid. Resiini oli
pesty 50 mil:lla pH 11-puskuria. NUNC-putkia inkuboitiin yhden tunnin ajan
kylm&huoneen veriputkisekoittajassa. Inkuboinnin jalkeen NUNC-putket sentrifugoitiin
Hettich Zentrifugen Rotina 48R sentrifuugilla viiden minuutin ajan 500 G:n voimalla
(1400 rpm). Supernatantti kaadettiin varovasti pois ja sail6ttiin pakastimeen —20 °C:een
lampdtilaan, siltd varalta, ettei proteiini olisi tarttunut resiiniin. T&assd vaiheessa
supernatantista otettiin 100 pl:n nayte (L2), johon lisattiin 100 pl:a SDS-PAGE
naytepuskuria. Resiini pestiin tdman jalkeen pH 11-puskurilla ja sentrifugoitiin edella
mainitulla tavalla. Tdméa pesu toistettiin kaksi kertaa. Pesujen jalkeen agaroosi siirrettiin
kolumniin kayttamalla pH 11-puskuria ja pestiin valuttamalla 20 ml pH 11-puskuria
kolumnin lapi. Proteiini eluoitiin 0,5 M etikkahapolla. Yhden ml:n eluointifraktioita
otettiin 15 kappaletta ja ne séilottiin -20 °C:n lampétilaan. Jokaisesta fraktiosta otettiin
myos 10 pl:n nédyte, joka sekoitettiin 10 pl:an SDS-PAGE néytepuskuria. Fraktioista
mitattiin - my6s absorbanssi arvo 280 nm aaloonpituudella NanoDropilla (ohjelma
1000 v3.2.1) (A280) proteiinikonsentraation laskemiseksi. Talla aallonpituudella vain
aromaattiset aminohapot ja Kkysteiini absorboivat merkittavasti. Kun absorboivien
aminohappojen molaarinen absorbtiviteetti tiedetddn (tryptofaani 5500, tyrosiini 1490 ja
kysteiini 125) (Pace ym., 1995), voidaan proteiinin molaarinen absorbtiviteetti laskea,
kunhan sen aminohapposekvenssi tunnetaan. Konsentraatio voidaan laskea kaavasta, jossa
A on absorbanssi, € on molaarinen absorbtiviteetti (M cm™), ¢ on konsentraatio ja | on

kyvetin paksuus senttimetreind: A=ecl

3.3 Strongavidiinin karakterisointi

3.3.1 SDS-PAGE

Fraktioista otetut ndytteet ajettiin seuraavaksi SDS-polyagryyliamidigeelielektroforeesilla
Bio-Radin ajolaitteella PowerPac Basic™ puhdistuksen onnistumisen arvioimiseksi.
Elektroforeesissa kaytettiin epéjatkuvaa puskurisysteemia (Laemmli 1970). Ensin valettiin

ajogeeli (n. 2 cm:n paahén ylareunasta), jonka annettiin polymerisoitua. Ajogeelin ylareuna
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peitettiin tislatulla vedelld kuivumisen estdmiseksi. Ajogeelin polymerisoitua vesi
poistettiin, lasilevyjen véli taytettiin yldgeeliseoksella, ja ndytekampa asetettiin paikoilleen.
SDS-PAGE:a varten valmistettiin 15 % erottelugeeli (ajogeeli) ja 5 % konsentrointigeeli
(ylageeli) (Liite I11). Kaivoihin pipetoitiin naytettd 16-25 pl ja molekyylipainomarkkeria
6 ul (PageRuler™, Fermentas). Ajolaite taytettiin SDS-ajopuskurilla. Geelia ajettiin 80—
100 V jannitteelld 20 minuuttia ja 180-200 V jannitteelld kunnes vériaine oli saavuttanut

geelin alaosan ollen siitd noin yhden senttimetrin paassa.

Eluutiofraktioista otettiin myds 20 pl:n ndytteet, joihin lisatyissa 20 pl:ssa SDS-PAGE
naytepuskuria (2X) ei ollut B-merkaptoetanolia (ei-pelkistava késittely). Néille naytteille
tehtiin SDS-PAGE ajo edelld kuvatulla tavalla.

3.3.2 Coomassie- varjays

SDS-PAGE ajon jalkeen geeleille tehtiin Coomassie varjays. Varjayksessa kaytettiin
Coomassie Brilliant Blue R250 véria (Serva). Astiaan, jossa geeli oli, liséttiin noin 20 ml
varjaysliuosta. Varjaysta jatkettiin yon yli ja seuraavana pdaivana vari poistettiin
varinpoistoliuoksella, kunnes varia ei enaa lahtenyt geelistd. Taman jalkeen geeli vérjattiin
uudelleen Coomassiella 1- 2 tunnin ajan, jonka jalkeen vari poistettiin jalleen varinpoisto-

liuoksella kunnes geelisté ei enda irronnut varid. Lopuksi geeli skannattiin.

3.3.3 Immunoblottaus

SDS-PAGE:n jalkeen proteiinit voitiin siirtdd, vaihtoehtona Coomassie-varjaykselle,
nitroselluloosafiltterille western blottauksella. Western blottaus suoritettiin - osalle
strongavidiini sek& avidiini, ja streptavidiini naytteille. Téssa kokeessa oli tarkoituksena
tehdd strongavidiinille immunovérjaykset avidiini- ja streptavidiinivasta-aineilla
blottauksen jalkeen, jotta nahtdisiin, ristiinreakoiko strongavidiini avidiinin tai
streptavidiinin kanssa. Siirto tehtiin Bro-Radin Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer
Cell-laitteella. Proteiinien siirto geelistd nitroselluloosalle kesti 60 minuuttia, kun ajo
tehtiin 100 V jannitteella. Siirrossa kaytetyn ajopuskurin lampdtila oli +4 °C ja ajo
suoritettiin kylméhuoneessa. Mukana oli myds jaablokki véahentaméssa séhkovirrasta

johtuvaa lampenemistd. Siirtopuskuria sekoitettiin koko ajon ajan magneettisekoittajalla
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(laite ja teho). Ajon jalkeen geelit pestiin 20 ml:ssa TBS-puskuria 5 minuuttia
huoneenldampdétilassa. Kahdelle nitroselluloosafiltterille  tehtiin  blokkaus 5 %:lla
maitojauheella TBS-puskurissa yon yli +4 °C:een lampotilassa. Blokkauksen jalkeen
filtterit pestiin kolme kertaa TBS-puskurilla (n. 3 minuuttia/kerta). Yksi filtteri varjéattiin
20 ml:ssa  Ponceau-vérjaysliuosta 5 minuuttia huoneenldampdtilassa, jonka jalkeen
ylimaarainen vari huuhdottiin vedelld pois, jolloin voitiin n&hda selluloosakalvolle

tarttuneet proteiinit.

Blokatuille filttereille tehtiin vasta-aine varjaykset epésuoralla vasta-ainevérjayksella.
Ensimmaisen polyklonaalisen vasta-aineen (Oulun yliopisto) anti-AVD (1:5000,
liuottimena 5 % maitojauhe TBS-tween puskurissa) tai anti-SA (Rabbit anti-streptavidin
antiserum, Bayer) (1:5000, liuottimena 5 % maitojauhe TBS-tween puskurissa) annettiin
vaikuttaa keinuttajassa yhden tunnin ajan huoneenlampétilassa (20 ml/ blottaus). Tamén
jalkeen vasta-aine pestiin pois kolmeen kertaan TBS-tweenilld (n.3 minuuttia/ kerta).
Seuraavaksi lisattiin sekundaari vasta-aine GAR-AP (anti-Rabbit IgG, antibody developed
in goat, Sigma) (1:2000, liuottimena 5 % maitojauhe TBS-tween puskurissa) yhden tunnin
ajaksi keinuttajassa (20 ml/ blottaus). Sekundaari vasta-aine pestiin pois kayttamalla kolme
kertaa TBS-tweenid (n. 3 minuuttia/ kerta). Pesun jalkeen filttereitd huuhdeltiin APA-
puskurilla viiden minuutin ajan huoneenldmpdtilassa, jonka jélkeen ne vérjattiin (6 ml
APA, 60ul NBT, 60ul BCIB/ blottaus) noin viiden minuutin ajan pimedssa. Lopuksi

varjays pysaytettiin tislatulla vedella ja filttereiden annettiin kuivua huoneenlampétilassa.

3.3.4 Dot- blottaus

Ristiinreakoimiskokeena kéytettiin myos koetta, jota tdssa nimitetddn dot-blottaukseksi.
Kahdelle nitroselluloosafiltterille pipetoitiin kolme erikokoista tippaa strongavidiinia,
avidiinia ja streptavidiinia. Tippojen proteiinipitoisuus oli 1 mg/ ml ja niiden maaréat olivat
1 pl, 3 ul ja 10 pl. Tippojen annettiin kuivua huoneenlammaossé, kunnes filtteri oli taysin
kuiva. Taman jalkeen filtterille tehtiin vasta-ainevarjays streptavidiini ja avidiinivasta-

aineilla.

Ensiksi filttereille tehtiin blokkaus 5 %:Ila maitojauheella (liuottimena TBS-puskuri) yon

yli +4 °C:een lampotilassa. Seuraavat vaiheet tapahtuivat huoneenlammdssa. Taméan
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jalkeen filtterit pestiin kolmeen kertaan TBS-puskurilla (3 minuuttia/ kerta). Seuraavaksi
toiseen filtteriin lisattiin 20 ml primaarivasta-ainetta anti-AVD (1:5000, liuottimena 5 %
maitojauhe TBS-tween puskurissa) ja toiseen primaarivasta-aine anti-SA (1:5000,
liuottimena 5 % maitojauhe TBS-tween puskurissa). Vasta-aineiden annettiin vaikuttaa
yhden tunnin ajan keinuttajassa, jonka jalkeen ne pestiin pois TBS-tween puskurilla
kolmeen Kkertaan (3 minuuttia/ kerta). Sekund&ari vasta-aineen GAR-AP (1:2000,
liuottimena 5 % maitojauhe TBS-tween puskurissa) annettiin vaikuttaa myds yhden tunnin
ajan keinuttajassa. Sekundaéri vasta- aine pestiin pois samaan tapaan, kuin primaari vasta-
aine. Naiden pesujen jalkeen filtterit pestiin vielda APA-puskurilla viisi minuuttia (20 ml/
blottaus). Lopuksi filtterit vérjattiin (6 ml APA, 60l NBT, 60ul BCIB/ blottaus) pimeé&ssa.
Vaérjaysliuoksen annettiin vaikuttaa 5-10 minuuttia, jonka jalkeen se pestiin pois vedella.

Lopuksi filttereiden annettiin kuivua.

3.3.5 Lampdostabiilisuuskokeet

Proteiinien lampoOkestavyytté tutkittiin tekemalld niille 1ampdkasittely (Bayer ym., 1996).
Néaytteiden lampdostabiilisuus testattiin biotiinin kanssa ja ilman sité, koska biotiini stabiloi
avidiinin tetrameerin rakennetta. Naytteissa oli proteiini noin 600 pl/ ml ja sitd pipetoitiin
7 ul/ nayte Eppendorf- putkiin. Biotiinia lisattiin 5 pl/ nayte (0,17 mg/ ml). llman biotiinia
kasiteltaviin naytteisiin lisattiin 5 pl tislattua vettd. Ensimmaiselld kerralla ilman biotiinia
olevat naytteet kasiteltiin 20 minuuttia lampétiloissa: RT, 50, 55, 60, 65, 70, 75 ja 80 °C.
Néytteitd, joihin oli lisatty biotiinia, pidettiin 20 minuuttia lampétiloissa: RT, 70, 75, 80,
85, 90, 95 ja 100 °C. Lampdtilat oli saadetty, joko lampoblokkiin tai PCR- laitteeseen.
Lampdblokissa oli mukana lampomittari. Biotiini-naytteiden 90 °C:een lampétila vaihteli
valilla 85-90 °C:tta ja 95 °C:een lampdtila vélilla 95-97 °C:tta. Biotiini-nayte, joka oli
85 °C:een lampdatilassa, oli siind 22 minuuttia. Lampokasittelyn jalkeen ndytteet siirrettiin

jaahauteelle.

Lampokasittelyn jdlkeen ndytteet ajettiin 15 %:ssa SDS-PAGE geelissa. Jokaiseen
néytteeseen lisattiin ennen ajoa SDS-PAGE néytepuskuria 12 pl:aa (2X). Ajon jalkeen

geelit varjattiin coomassie-varilla ja skannattiin.
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Tulosten pohjalta tuotetulle proteiinille tehtiin uusi lampotilakasittely eri lampétiloilla.
IIman biotiinia olevat ndytteet pidettiin huoneen lampétilassa (RT), 30 °C, 40 °C ja 51 °C
ja biotiinin kanssa olevat naytteet pidettiin huoneen lampétilassa (RT), 60 °C, 70 °C ja
75 °C 20 minuuttia. Myos néille naytteille tehtiin SDS-PAGE analyysi.

3.3.6 Proteiini biotiininsitomiskyvyn maarittaminen ITC-menetelmalla

Mittaukset tehtiin VP-ITC- laitteella (MicroCal, LLC) ja tulokset késiteltiin ja arvioitiin
laitteen siséltamilla VPViewer ja Origin software ohjelmilla (Perozzo ym., 2004).
Menetelmd perustuu monimutkaisten proteiini-ligandi  sitoutumisista aiheutuvien
lampotilamuutosten mittaamiseen nesteesta vakiolampdtilassa. Muodostuva tai sitoutuva
lampd mitataan kalorimetreissa ja tdmd on ainoa menetelmd, joka mahdollistaa
makromolekyylien valisten ja siséisten fysikaalisten voimien suoran tutkimisen
mittaamalla niiden aiheuttamia lampdtilavaikutuksia. Laitteessa on kaksi solua, referenssi-
(sisaltaa vettd) ja naytesolu. Naytesoluun pipetoidaan 1,3 ml makromolekyylin sisaltamaa
liuosta, jonka konsentraatio tunnetaan. Téhén liuokseen titrataan ruiskulla ligandia, jonka
konsentraatio myds tunnetaan, kunnes tasapaino on saavutettu. Laite seuraa pipetoinnin

jalkeistd lampaotilaeroa naiden kahden solun vélilla ja muuntaa sen voimayksikoiksi.

Menetelmad mahdollistaa tasapainovakion (Kg) ja siten Gibbsin vapaaenergian muutoksen
(AG), entalpiamuutoksen (AH), entropiamuutoksen (AS) assosiaatiotapahtuman
stokiometrian, ja melkein koko tapahtuman vuorovaikutusten termodynaamisen luonteen

yhtaaikaisen maarittamisen.

Ligandin L sitoutuminen makromolekyylin M identtisiin sitoutumiskohtiin n
M+ L = ML
ML + L = MLy

MLn_l + L = MLn

yhden sitoutumiskohdan vakio on
[taytetyt kohdat]

K =

[tyhjat kohdat][X]
ja
AGO = R TInK = AHO-T ASO
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Jossa AGO, AHO ja ASO ovat vapaaenergia, entalpia, ja entropiamuutos yhdelle

sitoutumiskohdalle.

Mittaamalla isotermista sitoutumista toisessa lampotilassa mahdollistaa sitoutumisen

ldmpdokapasiteetin muutoksen maarittdmisen suhteesta:

AHO 12 - AHOTq

ACp =
T2 - T1
Tiedetddn, ettd ACp on hyva indikaattori sitoutumistapahtuman hydrofobisille

vuorovaikutuksille olemalla negatiivinen, jos hydrofobisia siltoja muodostuu ja

positiivinen jos niité rikkoutuu.

Parametri, joka madrittelee isotermisen sitoutumisen muodon, on ilman yksikkoa oleva
vakio c, joka on vakio K kerrottuna makromolekyylin konsentraatiolla kokeen alussa Mo

kerrottuna stokiometria parametrilla, n.
¢ = KMipth

Kun mahdollista c:n arvon tulisi olla valilla 5 ja 500, jotta sitoutuminen olisi
voimakkuudeltaan keskinkertaista (Kuva 3.3).

c=h00

2sH

Kcal
Mole Injectant

oo

Zn

X ror

T Mror
Kuva 3.3. Parametrin ¢ suhde makromolekyylin konsentraatioon ja niiden vaikutus sitoutumisreaktioon. Kun
c:n arvo on pieni, on ndhtivissd melkein horisontaalisessa tasossa oleva viiva ja c:n arvon kasvaessa
sitoutuminen voimistuu ja viiva jyrkkenee (VP-ITC User Manual).
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Makromolekyylin konsentraation valinta riippuu mittauksen tavoitteista (eli halutaanko

mitata vain sitoutumistapahtuman AHO, vai halutaanko maarittaa lisaksi n ja K) ja K:n
suuruudesta. Konsentraatiota paatettaessé taytyy huomioida myos, ettd VP-ITC- laitteen
herkkyys on 0,1 pcal injektiota kohden, joten lampda pitdisi syntya tai sitoutua ainakin 3-5

pcal 1,3 ml soluun, jotta mittaus olisi tarkka.

Tama koe suoritettiin 25°C:ssa, strongavidiinin (makromolekyyli) konsentraatio oli 30uM,
biotiinin (ligandi) 0,4 mM ja 2- iminobiotiinin 0,4 mM. Proteiini ja ligandit dialysoitiin
ITC- puskuriin, jonka pH oli 7. Strongavidiini ja 2- iminobiotiini dialysoitiin myés ITC-
puskureihin, joiden pH:t olivat 9 ja 11. Dialyysit suoritettiin yon yli +4°C:een lampétilassa
ja dialyysiliuoksen tilavuus oli 400 ml. Ligandin injektio suoritettiin 25 Kkertaa.
Ensimmaisen injektion tilavuus oli 1 pl ja loppujen 10 ul. Titrausliuoksen sekoitusnopeus

oli 300 rpm. Kontrolleina tehtiin samat mittaukset myds avidiinille.

3.3.7 ELISA-analyysit

Strongavidiinin  immunologisia ominaisuuksia tarkasteltiin  epasuoralla ELISA-
menetelmalld (Engvall ja Perlmann, 1972) aikaisempia julkaisuja soveltaen (Hytonen ym.,
2003, Nordlund ym., 2005). Médrityksessé kaytettiin avidiinille ja streptavidiinille
altistettujen potilaiden seerumindytteita. Positiiviset ja negatiiviset kontrollindytteet oli
kerétty Division of Nuclear Medicine laitoksella (European Institute of Oncology, Milan,
Italy). Madrityksessa analysoitiin proteiinien kouttausvoimakkuus, strongavidiinin

ristiinreagoiminen avidiinin ja streptavidiinin kanssa seka seerumikokeet.

Analyysi aloitettiin kiinnittdmalld tutkittavat proteiinit 96-kuoppaiselle Maxisorp Nunc-
Immuno plate levylle (Nunc™) pipetoimalla 50 pl avidiinia ja streptavidiinia (5 ug/ml) pH
9,6 Na-fosfaattipuskurissa ja strongavidiinia 50 pl (10 pg/ml) pH 9,6 Na-
karbonaattipusurissa. Levya inkuboitiin kaksi tuntia +37 °C:ssa. Taman jalkeen kuopat
pestiin  kolmeen kertaan 300 pl PBS-tween-puskuria (0,05 %) huoneenldammaossa.
Vapaiden sitoutumispaikkojen blokkaus suoritettiin 1  %:lla PBS-BSA-liuoksella
(300pul/kuoppa, 30 min, +37 °C), jonka jalkeen kuopat jalleen pestiin PBS-tween-
puskurilla (3X300 pl, 0,05 %).
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Primaari vasta-aineena kuoppiin pipetoitiin 50pl polyklonaalista avidiini (Oulun yliopisto)
ja streptavidiinin vasta-ainetta (Rabbit anti-streptavidiini antiserum, Bayer) laimennettuna
PBS-tween-puskuriin (0,05 %) 1:2000 tai potilasseerumia laimennettuna PBS-tween-
puskuriin 1:100. Primaari vasta-aineen lisayksen jalkeen levyd inkuboitiin +37 °C:een
lampotilassa yhden tunnin ajan, jonka jalkeen kuopat pestiin 0,05 %:lla PBS-tween-
puskurilla kolmeen kertaan (300 pl/kuoppa). Levyssé oli mukana kontrollina kuopat, joista

puuttui primaari vasta- aine. Kouttauskokeessa primaari vasta-ainetta ei pipetoitu.

Sekundadri vasta-aineena potilasseerumi kuoppiin pipetoitiin 50 pl anti-human polyvalent
immunoglobuliineja (a-, M- ja y- chain specific, Sigma) laimennettuna 1:6000 PBS-tween-
puskurilla (0,05 %). Anti-SA ja anti-AVD kuoppiin pipetoitiin 50l GAR-AP (anti- Rabbit
IgG, antibody developed in goat, Sigma) laimennettuna 1:2000 PBS-tween-puskurilla
(0,05 %). Kouttauskoe kuoppiin lisatiin 50 ul Biotinyloitu-AP, joka oli laimennettu PBS-
tween-puskurilla (0,05 %) 1:2000. Sekund&ari vasta-aineita inkuboitiin yhden tunnin ajan
+37 °C:een lampotilassa, jonka jalkeen kuopat pestiin PBS-tween-puskurilla (0,05 %,

3X200 pl/ kuoppa ja 3X400 ul/ kuoppa) huoneenlampdétilassa.

Maarityksen lopuksi kuoppiin liséttiin 100pl/kuoppa PNPP-liuosta (AP-substraattiliuosll).
Levy suojattiin valolta ja mittaus aloitettiin vélittomasti huoneenldmpdtilassa PNPP-
liuoksen lisaamisen jalkeen automaattisella ELISA- lukulaitteella (Labsystems Multiskan®

Plus) viiden minuutin vélein 45 minuutin ajan aallonpituudella 405 nm.

3.4 Proteiinin teoreettinen tarkastelu

Strongavidiinin teoreettisia ja avidiinin kaltaisten domeenien ominaisuuksia tarkasteltiin

erilaisilla ohjelmilla.

Strongavidiinin cDNA-sekvenssin translaatiossa kaytettiin apuna DNAMAN-ohjelmaa.
Proteiinin isoelektrinen piste (pl) ja teoreettinen molekyylimassa laskettiin ExPasyn
ProtParam ohjelmalla (http://us..expasy.org) (Bjellqvist ym.,1994, Bjellgvist ym., 1993).
ProtParam ohjelmaa kaytettiin apuna myds molaarista absorptiviteettia laskettaessa siten,
ettd kaikki kysteiinit osallistuvat rikkisiltojen muodostamiseen sekd siten, ettd kysteiinit

ovat vapaina.
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4 TULOKSET

4.1 Avidiinin kaltaisen rekombinanttisen DNA:n rakentaminen

Tassa tyossa kaytetyt avidiinin kaltaisten proteiinien geenit saapuivat valmiina
konstruktioina pCMVSport6.1 plasmidissa. Geenit oli 16ydetty EST-projektin yhteydessé

National Institutes of Health’ssd merisiilestd Strongylocentrotus purpuratus.

4.1.1 Proteiinia koodaavan geenin sisaltavan plasmidin monistaminen

Strongavidiinin sisaltamilla pCMVSport6.1 vektoreilla transformoitiin One Shot® TOP 10
E. coli soluja. Maljat sisalsivat ampisilliiniantibiootin ja vektorissa oli ampisilliini-
resistenssigeeni,  joten  transformaation  onnistuminen  pystyttiin  havaitsemaan
bakteeripesédkkeiden kasvuna maljalla. Alkuperéinen oletus siitd, ettd plasmidien maara
eluutioliuoksessa olisi pieni, osoittautui oikeaksi, silla pesakkeita ilmestyi n. 2-5 pesékettéd/
malja, kun eluutioliuosta oli otettu 100 pl:aa. Plasmidia haluttiin monistaa ennen PCR:n
aloittamista, joten maljalta valittiin kaksi pesdkettd, joita kasvatettiin kasvatusmediumissa
yon yli. Mediumissa oli mukana ampisilliinia selektion mahdollistamiseksi. Bakteerien
kasvu havaittiin seuraavana aamuna kasvatusmediumin samentumisena. T&ss& vaiheessa

kaikki viisi konstruktiota olivat kasvaneet.

4.1.2 Bakteeriperaisen OmpA signaalisekvenssin rakentaminen PCR:n avulla

Bakteeriperéisen Bordetella avium OmpA signaalisekvenssi kloonattiin proteiinin geenin
eteen, jotta strongavidiini saatiin ohjattua periplamiseen tilaan proteiinin puhdistamisen
helpottamiseksi (Hytonen ym., 2004). Sekvenssin rakentaminen suoritettiin kahdessa
osassa monistamalla strongavidiinin geenialuetta SES-PCR:n avulla. Tulokset analysoitiin
1,5 % agaroosigeelin avulla ja UV-valaisua kéyttdméall& geelista 16ydettiin oikean kokoiset
DNA-tuotteet (Kuvat 4.1, 4.2 ja 4.3). Proteiini konstruktiosta 81a09 ei misséan vaiheessa
saatu minkaanlaista DNA-tuotetta SES-PCR:ssa.
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M 81d12/1ja2 84d11/1ja2 ei templ

A A

' e
43f10/1ja 2 10ell/1ja 2 ei templ. K
Kuva 4.1. Vaiheen | DNA-tuotteet proteiineista 81d12, 84d11, 43f10 ja 10ell SES-PCR:ll& kloonattuina.

Mukana béndit, joissa ei ole mukana templaattia, sekd bandi, jossa on kontrollina avidiinin DNA-tuote.
Kontrollissa oli mukana niin vahan DNA:ta, ettei se tdssa kuvassa enda juuri ndy. Kuvassa M on markkeri.

81a09 84d1

T N SR G D ) e

Kuva 4.2. SES-PCR DNA-tuotteet 81a09, 81d12, 84d11l ja 43f10 vaihe I. Kuvassa myds muiden
fibrobelliinien DNA-tuotteita. Kuvassa M on markkeri.

M 81d12 84d11 43f10

— — — YT T

N A — A
Y, . Y L. .
M 43f10 muita proteiineja 81a09
Kuva 4.3. Kuvassa SES-PCR DNA-tuotteita proteiineista 81d12, 84d11 ja 43f10 vaiheesta Il, seka proteiinin
81a09 kuva vaiheesta I. Kuvassa M on markkeri.
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4.1.3 Vektorin valmistus ohjaavan TOPO® kloonauksen avulla

Jaljella olevien neljan proteiinin geenit kloonattiin pET101/D-TOPO (5753 bp) vektoriin
ohjaavan TOPO® kloonauksen avulla. Vektorit sisiltavat ampisilliiniresistenssigeenin,
joten transformaation jalkeen TOP10 E.coli solut maljattiin ampisilliinin siséltamille
maljoille,  jolloin  oikeiden pesdkkeiden valinta oli mahdollista  suorittaa
antibioottiselektiolla. Seuraavana pdivana maljoilla kasvoi useita satoja pesakkeita.
Transformaation onnistumisen kontrollina kéytettiin lisaksi kaupallista pUC vektoria, joka
kasvoi antibiootti maljalla. Pesékkeitd oli useita satoja.

Jokaiselta neljaltd maljalta valittiin yksi pesake jatkosiirrostusta varten. Tamé pesédke
siirrettiin kasvamaan kasvatusmediumiin ja seuraavana paivand kasvu oli mahdollista

havaita sumentuneena liuoksena.

4.1.4 Plasmidin tarkistussekvensointi

Ennen proteiinien tuottamista taytyi niiden sisaltamille pET101/D-TOPO vektoreille
suorittaa tarkistussekvensointi. Sekvensointituloksena saatiin kaksisuuntainen sekvenssi
insertioalueesta. Tulosta verrattiin DNAMAN-ohjelman avulla tietokannoista I6ytyviin
cDNA-vastineisiin. Vain geenin 81d12 osalta havaittiin sekvenssien vastaavan toisiaan.
Muistakin proteiineista saatiin sekvenssi, mutta ne eivat vastanneet alkuperéisia.
Sekvensointia yritettiin useamman kerran, mutta vain 81d12:sta saatiin alkuperéista

vastaava sekvenssi.

4.2 Proteiinin tuottaminen ja puhdistaminen

4.2.1 Proteiinin tuottaminen Escherichia coli soluissa

Strongavidiinia (muoto 81d12) tuotettiin yhteensa 7,7 litraa. Koetuotot olivat 200 ja 500 ml.
Myds muodosta 10ell tehtiin 200 ml koetuotto. Té&std tuotosta ei kuitenkaan tdssa
vaiheessa saatu puhdistettua proteiinia, joten seuraavaksi keskityttiin vain muodon 81d12
tuottamiseen ja karakterisoimiseen. Strongavidiini karakterisointia varten tehtiin ensin

viiden litran ja my6hemmin kahden litran tuotot. Proteiinin tuotot tehtiin aikaisempiin
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havaintoihin perustuen ilman erillistd tutkimusta tuoton optimoinnista (Nordlund ym.,

2005; Hytonen ym., 2004) biotiinittomassa LB-mediumissa (Luria Bertami).

4.2.2 Proteiinin puhdistus

Merisiilestd Strongylocentrotus purpuratus l0ydettyd avidiinin Kaltaista proteiinia ei
aikaisemmin ole tuotettu, eikd puhdistettu, joten tutkimuksen tdssa vaiheessa ei sopivaa
puhdistusmenetelmad ollut tiedossa. Avidiinin Kkaltaisia proteiineja on aikaisemmin
puhdistettu niiden biotiininsitomiseen perustuvalla affiniteettikromatografialla. Kiinteana
faasina voi olla biotiini tai sen analogi 2-iminobiotiini (Heney ja Orr, 1981). Aikaisempiin
tutkimuksiin ~ perustuen  oletimme  puhdistuksen  onnistuvan  2-iminobiotiinilla
strongavidiinin ja avidiinin samankaltaisuuden vuoksi (Airenne ym., 1997, Nordlund ym.,
2005).

Avidiinin kaltaiset proteiinit sitoutuvat voimakkaasti 2-iminobiotiinin pH-alueella 9-11 ja
sitoutuminen heikkenee pH laskiessa (Heney ja Orr, 1981). Muiden proteiinien
poistamiseksi pylvadsta sitd huuhdeltiin sitouttamisen jalkeen pH 11-puskurilla. Avidiini
eluoituu pylvaasta pH 4-puskurilla. Koetuotuoissa etsittiin pH aluetta, jolla proteiini
eluoituisi pylvaastd. Strongavidiinia yritettiin  ensiksi eluoida pH 4 puskurilla.
Eluutiofraktioissa ei kuitenkaan havaittu proteiinia, kun ne tarkastettiin mittaamalla
abrorptioarvo 280 nm aallonpituudella. Myosk&an 0,1 M etikkahapolla ei pylvéaésta saatu
eluoitua proteiinia. Vasta 0,5 M etikkahapolla strongavidiinin sitoutuminen 2-
iminobiotiiniin heikkeni ja proteiini irtosi resiinistd. Proteiinin havaittiin eluoituvan
nopeasti neljannestd fraktioista alkaen (taulukko 4.1). Spektrofotometri kalibroitiin

eluoimisliuoksella.

Taulukko 4.1. Proteiinipuhdistuksesta saatujen fraktioiden absorbanssit ja konsentraatiot (5 litran tuotossa)
mitattuna. Strongavidiini eluoitui 0,5 M etikkahapolla melko tiiviind pakettina fraktioihin 4-11. Fraktion 13
jalkeen ei endé eluoitunut merkittdvad maéaraé proteiinia.

fl f2 3 f4 5 f6 7 f8 9 fio | f11 | f12 | f13

Abs |-0,023|0,015| 0,06 | 391 | 3,07 | 9,06 | 9,02 | 6,64 | 1,88 | 0,535 0,248 | 0,115 | 0,038

mg/ml 141 1,11 | 328 (327 | 24 | 0,68 | 0,19
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Taulukko 4.2. Kahden litran tuotosta tehdyn proteiinipuhdistuksen absorbanssit ja konsentraatiot

f1 f2 f3 f4 f5 f6 f7 f8 f9 f10
Abs 0,005 | -0,004 | 0,176 | 1,37 | 1,555 | 2,9 2,2 0,85 | 0,287 | 0,067
mg/ml 0,05 0,7 1,22 | 1,35 | 0,98 044 | 011
NanoDrop

Tuottojen tehokkuutta voidaan arvioida vertaamalla puhdistetun proteiinin saantoa
kasvatustilavuuteen. Kahden litran tuoton saanto on (kokonaisproteiinimaard) 4,85 mg,
jolloin proteiinia saatiin 2,425 mg/litra kasvatusta. Viiden litran tuotosta saatiin proteiinia

2,576 mg/litra kasvatusta.

Puhdistuksen eri vaiheista otetuista naytteistd voitiin havaita proteiinin puhdistuneen ja
konsentroituneen muista proteiineista. Puhdistusfraktioista valittiin SDS-PAGE analyysia
varten muutama fraktio, joissa oli merkittdvd mé&aré proteiinia. Kuvassa 4.4 nakyy
puhdistukset eri vélivaiheista ja fraktioista otetut ndytteet. Nayte T on otettu sonikoinnin
jalkeen koko solumassasta, L1 on solujen erottamisen jalkeen jaaneet liukoiset proteiinit, S
on sentrifugoituun soluainekseen j&&neet liukenemattomat proteiinit ja L2 on resiiniin

tarttumattomat proteiinit.

f7 16 f5 f4 L2 S L1 T avd M

-

Kuva 4.4. Puhdistuksen eri vaiheista ja puhdistusfraktioista tehty SDS-PAGE analyysi, joka on varjatty
coomassie-varjayksella. Nayte M on markkeri molekyylipainon maarittdmiseksi. Nayte T on totaalindyte,
jossa on mukana kaikki proteiinit ja solumassa. Nayte L1 liukoinen faasi sentrifugoinnin jalkeen. Nayte S on
liukenematon faasi sentrifugoinnin jalkeen. Nédyteessd L2 on mukana ne proteiinit, jotka eivat tarttuneet
resiiniin. Fraktioiksi on valittu sellaiset, joissa oli mukana merkittdvd maard proteiinia. Mukana oli vield
lisdksi avidiini kontrolli avd selvittdmassa oikeaa suuntaista molekyylipainoa.
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4.2.3 SDS-PAGE ilman -merkaptoetanolia

Viiden litran kasvatuksesta fraktiosta kahdeksan valmistettiin néayte, johon lisatyssd SDS-
PAGE néytepuskurissa (2X) ei ollut f-merkaptoetanolia (ei-pelkistdva késittely). Nayteelle
tehtiin normaali SDS-PAGE ajo, jonka jalkeen geeli vérjattiin coomassie varilla (kuva 4.5).

8 (ei) f8 f9 avd M

Kuva 4.5. SDS-PAGE ajo, jossa fraktiossa kahdeksan on nédytepuskuri (2X) ilman B-merkaptoetanolia (f8
(ei)). Mukana on avidiini kontrolli (AVD) ja markkeri (M) molkyylipainon méarittdmiseksi. Mukana ovat
myos fraktiot kahdeksan ja yhdeksén (f8 ja 19), joissa on mukana 3-merkaptoetanoli.

llman pB-merkaptoetanolia ajetusta néytteestd voidaan nahda molekyylipainoltaan
raskaampia kokonaisuuksia kuin avidiinin monomeeri. T&std voidaan paatelld, ettd
strongavidiinilla on monomeerien vilisia rikkisiltoja. Avidiinilla ei néditd monomeerien

valisia rikisiltoja ole, ainoastaan monomeerin sisaisié rikkisiltoja.
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4.2.4 Immunoblottaus

Fraktioista yhdeksan ja kymmenen tehtiin immunoblottaus avidiini- ja streptvidiinivasta-
aineilla ristiinreagoimisen maarittdmiseksi (Kuva 4.6) sekd Ponceau vérjays (Kuva 4.7).

AVD SA M f9 f10

AVDSA M f9 f10

Kuva 4.6. Ylemmadssa kuvassa filtteri on varjatty streptavidiini vasta-aineilla ja alemmassa kuvassa avidiini
vasta-aineilla. Molemmissa on mukana avidiini (AVD), streptavidiini (SA), markkeri (M) molekyylipainon
maérittdmiseksi sekd strongavidiinista fraktiot yhdeksan ja kymmenen (f9 ja f10).

Immunoblottauksen jalkeen tehdyssa vasta-aine varjayksessa ei voida ndhdé strongavidiini
proteiinia. T&ma ei kuitenkaan tarkoita, ettd strongavidiini ei ristiinreagoi avidiini- tai
streptavidiinivasta-aineilla. Ponceau varjatysta filtteristd (Kuva 4.7) voidaan néhda, ettei
strongavidiinia ylipadnsa ole filtterilld. Tama todennédkdisesti johtuu strongavidiinin
alhaisesta isoelektrisesta pisteestd (teoreettinen arvo on 3,91), jolloin proteiini litkkuu

sahkovirrassa nopeammin kuin avidiini, streptavidiini ja markkeri ja kulkeutuu filtterin l&pi.
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Kuva 4.7. Ponceau S vérjatty filtteri. Mukana olivat strongavidiini, joka ei varjaytynyt seka avidiini markkeri
(AVD), joka varjaytyi, ja molekyylipaino markkeri (M).

4.2.5 Dot- blottaus

Immunoblottauksen  huonon  tuloksen  johdosta  tarkastettiin  srongavidiinin
ristiinreagoiminen pipetoimalla strongavidiini, avidiini ja streptavidiini proteiineja suoraan
selluloosa filtterille seka tekemalla niille vasta-aine vérjaykset avidiinin ja streptavidiinin
vasta-aineilla (Kuvat 4.8 ja 4.9). Strongavidiinin varjaytyvyys testattiin myos
biotinyloidulla alkalisella fosfataasilla (AP) (Kuva 4.10).

10 pl 3ul 1ul

Strong © ®

SA

AVD ’f?

Kuva 4.8. DOT-Blottaus ja vasta-aine varjays avidiinin vasta-aineilla. Filtterille imeytettiin 10ul, 3ul ja 1pl
strongavidiini  (Strong), avidiini (AVD) ja streptavidiini (SA) proteiineja. Tippojen, joiden
proteiinikonsentraatio oli 1 mg/ml, annettiin kuivua puoli tuntia, jonka jalkeen niille tehtiin vasta-aine
varjays avidiinin vasta-aineilla. Strongavidiini ja avidiini vérjaytyivat avidiinin vasta-aineilla.
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10pl 3ul 1ul

Strong

SA

AVD

Kuva 4.9. DOT-Blottaus ja vasta-aine varjays streptavidiinin vasta-aineilla. Filtterille imeytettiin 10pul, 3ul ja
1ul strongavidiini  (Strong), avidiini (AVD) ja streptavidiini (SA) proteiineja. Tippojen, joiden
proteiinikonsentraatio oli 1 mg/ml, annettiin kuivua puoli tuntia, jonka jalkeen niille tehtiin vasta-aine varjays
avidiinin vasta-aineilla. Varjayksen jalkeen huomattiin, ettd strongavidiini varjaytyi hieman streptavidiinin
vasta-aineilla, streptavidiinin vérjaytyessa kaikkein voimakkaimmin ja avidiinin jaadessa vérjaytymatta
kokonaan.

Kuva 4.10. Strongavidiinin varjaytyvyys testattiin myos biotinyloidulla alkalisella fosfataasilla. (AP).

4.2.6 Lampostabiilisuuskokeet

Lampostabiilisuuskokeiden avulla pyrittiin tutkimaan tuotetun strongavidiinin rakennetta
ja lampokestavyytta seka biotiinin vaikutusta siihen. L&mpokaésittelyn jalkeen naytteille
tehtiin SDS-PAGE analyysi ja geelit varjattiin Coomassie-varilla (Bayer ym., 1996).
Biotiinia (BTN) sitovien proteiinien on havaittu kestavan korkeampia lampdétiloja biotiinin
sitouduttua niihin. Kanan avidiinin hajoaa monomeiksi ilman biotiinia 55-60 °C:ssa ja

biotiinin kanssa 95-100 °C:ssa. Lampokasittelyt tehtiin talukon 4.3 mukaan.

Taulukko 4.3. Strongavidiinin [&mpdstabiilisuuskokeet |

Lampétilat ilman BTN (°C)  RT, 30, 40, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80

BTN kanssa (°C) RT, 60 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100

Ensimmaéisessd  lampdostabiilisuuskokeessa  biotiinittomien  strongavidiinindytteiden

havaittiin hajonneen jo huoneen lampdétilassa. Néaytteissa, joihin oli lisatty biotiinia,
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lammonkestavyys oli noussut. Lampoétilan kohotessa voitiin  proteiinikompleksin
denaturoituminen alayksikoiksi havaita monomeerisen proteiinin massaa vastaavan
vyohykkeen kasvamisena. Lampdstabiilisuuskokeissa havaittiin  biotiinin  lisdavén

strongavidiinin lammonsietokykya aina noin 75 °C asti.

M RT 50 55 60 65 70 75 80

——

[

(1 (N

Kuva 4.11. llman biotiinia lampétilakasitellyt (1) strongavidiini ndytteet. Mukana on molekyylipaino-
markkeri kontrolli (M). Proteiini on hajonnut monomeeriseksi kaikissa lampétiloissa.

RT 70 75 80 85 90 95 100

Fr g =

P

Kuva 4.12. Biotiniin kanssa inkuboidut strongavidiinindytteet (lampokasittely 1). Mukana on
molekyylipainon maé&rittdmiseksi kontrolli (M). Tuotettu proteiini ndyttd esiintyvén tetrameerisend ainakin
osittain vield 70 °C lampdtilassa. Osa proteiinista ndyttad olevan niin isona kompleksina, ettei kulkeudu
geelissd ollenkaan.
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Kuva 4.13. Strongavidiinin l[ampdkasittelykokeet 1. Mukana on molekyylipainon méaarittamiseksi kontrolli
(M). Ensimmaiset nelja naytettd ovat proteiini ilman biotiinia ja jalkimmaiset nelja biotiinin kanssa. lIman
biotiinia strongavidiini on taysin monomeerisend muotona. Biotiinin kanssa vield 70 °C lampotilassa osa
proteiinista on tetrameerisend muotona.

4.2.7 Proteiini biotiininsitomiskyvyn maarittdminen ITC- laitteella

Strongavidiinin biotiininsitomiskykyd madritettiin VP-ITC- laitteella (MicroCal, LLC) ja
tulokset kasiteltiin ja arvioitiin laitteen siséltdmilla VPViewer ja Origin software ohjelmilla
(Perozzo ym., 2004). Aluksi maaritettiin avidiinin biotiinin ja 2- iminobiotiinin
sitomiskyky ITC- puskurissa pH 7 ja sen jalkeen strongavidiinille tehtiin samat mittaukset.
Lopuksi avidiinin ja strongavidiinin biotiinin ja 2- iminobiotiinin sitomiskykyéd mitattiin

vield ITC- puskurissa, jonka pH oli 11.

Avidiini sitoo biotiinia voimakkaasti (Kq ~10 ~* M), joten ITC-mittauksissa oli
odotettavissa voimakas sitoutumisreaktio, johon strongavidiinia verrattiin. Proteiinin
sitoutuessa ligandiin ITC- laite mittaa lampdtila muutoksen néytesolun ja referenssisolun
vélilld ja laitteen oma ohjelma muuttaa tuloksen graafiseen muotoon. Sitoutumisen
voimakkuus vaikuttaa syntyvan tai sitoutuvan lampdenergian maaraan. Avidiini-biotiini
titrauksen reaktio on voimakkaasti eksoterminen AH= -26,9 kcal/mol pH 7 ITC-puskurissa.
Reaktion tasapainon saavuttaminen riippuu kaytetyn puskurin konsentraatiosta. Kuvassa
4.14 on kuvattu avidiinin kyllastyminen biotiinilla. Tuloksista on n&htdvissé, ett4 avidiinin
monomeeri sitoo noin yhden biotiinin (N=0,78 + 8,49E™®). Tama on todettu myds

aikaisemmissa tutkimuksissa (Green 1975, 1990). Reaktion dissosiaatiovakio on (Kg=1/Kp)
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Kp=4,9 x 10” ja virhemarginaali on 12%. Vaikka virhemarginaali on kohtuullinen, on tulos

kuitenkin VP-ITC laitteen mittausalueen ulkopuolella.

Time (min)

“\ v 1 Data: Avidin- Btn 190106

g T Model: OneSites
5 L[] Chi"2/DoF = 2,241E4
g il | N 0,780 + 8 49E-4
‘ Ks 2,03E8 + 2,37E7
AH -2,692E4 + 58,42
ORI O T4 AS 52,3
.IlIll-II.Illlll =
g 1 AG = -26920 cal/mol — 298,15 K * -52,3 cal/mol/K =
= < -11326,755 cal/mol=-11,3 kcal/mol
b
[+ 3
= " 3
i} 7
£ T L o ]
'qu ; :xln 1:|:: ‘.}5 20 2?!;
Molar Ratio

Kuva 4.14. Avidiini- biotiini titrauksen kromatogrammi pH 7:ssé. Yl&osassa on raakadata, jossa vaiheessa 1
yhtdan sitoutumispaikkaa ei ole vield tdytetty. Seuraavaksi sitoutumispaikkaa alkavat tayttyd ja lopuksi
yhtdan sitoutumispaikka ei en&d ole vapaana. Alakuvassa on piirrettynd kuvaaja piikkien pinta-alasta
(=pipetoinnista vapautunut energia) ligandin ja proteiinin konsentraatiosuhteen funktiona.

Strongavidiinin sitoutuminen biotiiniin on myds voimakkaasti eksoterminen (AH=-28,6
kcal/mol) ollen samaa luokkaa avidiini-biotiini mittauksen kanssa. Tulosten perusteella
strongavidiinin monomeeri nayttaisi sitovan kaksi biotiini molekyylia (N=2,14 + 0,00865).
Kuvaajan perusteella saturaatio saavutetaan melko myohéisessa vaiheessa titrausta, joten
astrongavidiinin  konsentraatio saattaa olla oletettua suurempi ja tastd syysta
sitomispaikkojenkin mé&aré nayttaisi olevan avidiinia suurempi. Strongavidiinin ja biotiinin
sitoutumisen tasapainovakion (K,) virhemarginaali on 38% ja ndin ollen
dissosiaatiovakiota ei pystyta laskemaan. Reaktion entalpia energiasta on néhtavissa, etta

sitoutuminen on kuitenkin erittain vahva ollen > 1072,
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Time (min)
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Data: Srongavidin- Btn 190106
Model: OneSites
Chi~2/DoF = 1,242E6

o
1

8 N 2,14 + 0,00865

g Ksg 5,27E7 + 2,02E7
AH -2,864E4 + 264,5
AS 60,7

AG =-28640 cal/mol — 298,15 K * -60,7 cal/mol/K =
-10,542 kcal/mol

kealirmole of injectant

T T T T
0,0 05 1.0 1.5 20 25

Molar R atio

Kuva 4.15. Strongavidiini- biotiini pH 7. Kuvasta on nahtévissa, ettd joko proteiinin konsentraatio on suuri
tai sitomispaikkojen méaéara on suuri.

Kuvassa 4.16. on kuvattu avidiinin ja 2-iminobiotiinin sitoumisreaktio pH 7 ITC-
puskurissa. Reaktion dissosiaatiovakio (Kp) on 3,3x10° ja virhemarginaali on n. 7,8 %.
Sitoutuminen on néin ollen heikompaa 2-iminobiotiinin kuin biotiiniin pH 7 ITC-
puskurissa. Myo6s strongavidiinin sitoutuminen 2-iminobiotiiniin on heikompaa kuin
biotiiniin pH 7 puskurissa (Kp=9,9x10" ja virhemarginaali n. 14 %). Kuvaajasta (Kuva

4.17) on kuitenkin nahtavissa, ettd selvad saturaatiota ei saavuteta.
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Kuva 4.16. Avidiini- 2-iminobiotiini pH 7.
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Kuva 4.17. Strongavidiini-2-iminobiotiini (Caiminostn = 0,4 MM, pH 7)
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Avidiinille suoritetuissa mittauksissa pH 11 ITC-puskurissa dissosiaatiovakioksi biotiinin

kanssa saatiin Kp=8,2x10" (Kuva 4.18) ja 2-iminobiotiinin kanssa Kp=7,8x10® (Kuva

4.19). Virhemarginaaliksi mittauksissa biotiinin kanssa saatiin noin 6% ja 2-iminobiotiinin

kanssa 11,4 %. Kuvan 4.18 perusteella avidiinin konsentraatio on ollut suhteellisen pieni ja

saturaatio saavutetaan jo mittauksen alkuvaiheessa.
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Kuva 4.18. Avidiini-biotiini, pH 11.
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Data: Avd-btn pH11 080206
Model: OneSites
Chi~2/DoF = 1,282E4

N 0,367 + 0,00303

Kg 1,22E6 + 7,13E4 (virhe noin 6% mutta
kuvaaja ei kovin hyvéan nékdinen)

AH -2,226E4 £ 242,6

AS -46,8

AG =AH - TAS

=-22260 cal/mol — 298,15 K * -46,8 cal/mol/K
=-8306,58 cal/mol = -8,3 kcal/mol

Data: Avd-2iminobtn pH11

070206 KV

Chi~2/DoF = 3718

N 0,924 + 0,00230

Ks 1,29E7 + 1,48E6 (virhe 11,4 % eli ihan OK)
AH -3502 + 16,61

AS 20,8

lasketaan AG = AH - TAS

=-3502 cal/mol — 298,15 K * 20,8 cal/mol/K
-9703,52 cal/mol

-9,7 kcal/mol

Kg=1/Kp=> Kp=7,8x10%
[ neutraali pH:ssa Kp (Avd — Btn) = ~10™%]

Kuva 4.19. Avidiini (Cavg = 0,06 mM)- 2-iminobiotiini (Coiminostn = 0,4 MM, pH 11).
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Taulukko 4.4. Taulukkoon on keratty ITC-mittauksissa saadut tulokset.

AG AH
Ke Ko (kealimol) | (kcal/mol) | S
Avd-Btn, pH 7 2,03x10° | Y4,9x10 7 |-11.3 -26,9 -52,3
Strong-Btn, pH 7 527x107 |2 -10,5 -28,6 60,7
Avd-2-iminobtn, pH7 | 3x10™ 3,3x10° [-75 -2492 16,7
Strong-2-iminobtn, pH 7 | 1,01x10* | 9,9x10° | -29,5 -17,5 -40,4
Avd-Btn, pH 11 1,22x10° |8,.2x107 |-8,3 22,3 -46,8
Avd-2-iminobtn, pH 11 | 1,29x107 | 7,8x10° [-9,7 -3502 20,8

Y'Vakio on ITC-laitteen mittausalueen ulkopuolella
2 Virhemarginaali liian suuri, jotta dissosiaatiovakiota saataisiinn laskettua

4.2.8 ELISA-analyysit

Tassd mittauksessa pyrittiin maarittdmadn strongavidiinin ristiinreagoimista avidiinin ja
streptavidiinin  vasta-aineiden kanssa seka selvittdm&an, reagoiko strongavidiini
kohdennetulla ladkehoidolla hoidettujen potilaiden seerumien vasta-aineiden kanssa. Osa
potilasseerumeista oli potilaista, jotka olivat saaneet hoitona avidiinia ja streptavidiinia.
Mukana oli my0ds kontrollina negatiivisia potilasseerumeita. Madritykset tehtiin
kaksoismittauksina, joista laskettiin keskiarvo. Ennen vasta-aine mittauksia testattiin
proteiinien sitoutuminen kuoppalevyyn (Kaavio 4.1). Tutkittavat proteiinit kiinnitettiin
ELISA- levylle ja tunnistettiin avidiini ja streptavidiini vasta- aineilla. Sekundaari vasta-
aineeseen sidottu alkalinen fosfataasi katalysoi substraatin kanssa lopputuotetta, joka
absorboi 405 nm:ssa. Absorbanssin suuruus riippuu siitd, kuinka hyvin primaarivasta-aine
on sitoutunut kuopassa olevaan proteiiniin. Nollandytteind kéytettiin kaikkia proteiineja
niin, ettd primaarinen vasta- aine jatettiin pipetoimatta. Kaaviossa 4.2 nayttéisi
seerumindyte N1 kontaminoituneen avidiinin kohdalla néytteen E seerumin kanssa, koska
pylvaat ovat suurin piirtein samansuuruiset. Samoilla seerumindytteilld mitatuissa
tutkimuksissa avidiinin kohdalla negatiiviset seeruminédytteet eivat ole tuottaneet

merkittavaa vastetta (Helppolainen ym., 2007).
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Kaavio 4.1. Ennen kokeiden suorittamista testattiin proteiinien (Strongavidiini, avidiini ja streptavidiini)
sitoutuminen Maxisorp Nunc- Immuno plate levylle (Nunc™). Kaaviosta on nahtavissa strongavidiinin
heikompi sitoutuminen kuoppalevyyn.

B Strongavidiini

B Avidin

B Streptavidin

1,5 1

A(405 nm)

[y
L

0,5 1

Kaavio 4.2. Kuvaajassa kohdennetussa laékehoidossa avidiinilla ja streptavidiinilla hoidettujen potilaiden
seerumit on merkitty A-E. Negatiiviset kontrolliseerumit on merkitty N1-N3. Mukana ovat myods
Strongavidiinille tehdyt mittaukset avidiinin (AVD) ja streptavidiinin (SA) vasta-aineilla. Myods avidiini
mitattiin avidiinin vasta-aineilla ja streptavidiini streptavidiinin vasta-aineilla, jotta strongavidiinin
reagoiminen voitaisiin suhteuttaa néihin pylvdisiin. Kaaviossa absorbanssipylvdiden korkeus kuvaa
sitoutumisen voimakkuutta eli sitd, kuinka vahvasti vasta-aineet tunnistavat kunkin proteiinin suhteessa
toisiinsa.

4.3 Proteiinin teoreettinen tarkastelu

Strongavidiinille madritettiin internetista (http://us.expasy.org) l6ytyvilld ohjelmilla
isoelektrinen piste (pl), teoreettinen molekyylipaino (MW) sekd molaarinen absorbtiviteetti
() (A kysteiinit muodostavat rikkisillat, B rikkisiltoja ei muodostu). Mukana on myos
aminohappojen lukumaard (Ikm). Tulokset on esitetty taulukossa 4.5, johon on otettu

mukaan vastaavat tulokset avidiinista.
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Taulukko 4.5. Strongavidiinin teoreettiset arvot ja samat arvot avidiinille. Taulukossa pl on isoelektrinen
piste, MW on molekyylipaino, A on molaarinen absorbtiviteetti rikkisiltojen kanssa ja B on ilman rikkisiltoja,
ah Ikm on aminohappojen lukumaara.

pl MW A B ah Ikm
Strongavidiini 3,91 12487,7 34490 34615 120
Avidiini 9,69 143441 24160 24040 128

Strongavidiinin polypeptidiketjulle suoritettiin my6s vertailu avidiinin, streptavidiinin ja
bradavidiinin (Nordlund ym., 2005) ketjujen kanssa (Kuva 4.20). Vertailusta voidaan
havaita, ettd strogavidiinilla on kolme kysteiinihappotahdettd, kun taas esimerkiksi

avidiinilla niitd on kaksi.

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment

Streptavidin —AEAGITGTWYNQLGSTFIVTAG--ADGALTGTYESAVGNAESRYVLTGRYDSAPATD-G
Avidin ARKCSLTGKWTNDLGSNMTIGAVN-SRGEFTGTYITAVTATSNEIKESPLHGTQONTINKR
Strongavidin —AECSVEGAWTNELGSTVSFVVDK-DTGLMTGTYTTAVGDAP----PTPFPLTGWTSPDG
Bradavidin ———QSVNWTWTNQYGSTLAITSFNSNTGAITGTYTNNAANSCDE--GKPQGVTGWLAYGN
* ‘k: ‘k‘k“ . * :‘k‘k‘k‘k .
Streptavidin SGTALGWTVAWKNNYRNAHSATTWSGQYVGGAEAR--INTQWLLTSGT-TEANAWKSTLV
Avidin TQPTFGFTVNWK----FSESTTVFTGQCFIDRNGKEVLKTMWLLRSSVNDIGDDWKATRV
Strongavidin SHTSVSFSVLWN----GGTSTTAWAG-VLLTCDGRETLKTTWLLVSET-DCDNSWGDTQV
Bradavidin TGTAISFSVNFLG----CGSTTVWTG-—-—--QLNNATGFQGLWYLSLAE---AVAWNGISA
A Xek,ox : HE *
Streptavidin GHDTFTKVKPSAAS
Avidin GINIFTRLRTQKE-
Strongavidin GFDDFIRVIA---—
Bradavidin GADTFTEFSSGDKAL

Kuva 4.20. Sekvenssi

* . X

vertailu avidiinille, streptavidiinille, bradavidiinille ja strongavidiinille.

Kysteiinitdhteet, jotka muodostavat rikkisiltoja on merkitty harmaalla ja avidiinin biotiinin sitomisen
kannalta tarkeat aminohapot on lihavoitu (Livnah ym., 1993). Aminohapot, jotka ovat kaikilla samat, on
merkitty tahdilla.

Taulukossa 4.6 on avidiinin laskotuneelle pinnalle sijoittuvat vasta-aineiden
tunnistuskohdat ja strongavidiinin vastaavat kohdat sekvenssivertailun pohjalta otettuina.
Samat aminohapot on merkitty taustavérilla. Myds samankaltaiset aminohapot on merkitty

taustavarilla, mutta kursiivilla kirjaimella.



Taulukko 4.6. Avidiinin vasta-aineiden tunnistuskohdat (Subramanian ja Adiga, 1997)
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Avidiini Strongavidiini
*LTGKWTNDLGS™ "VEGAWTNELGS"
oTGTY® PTGTY*
2pTFGFT®’ " TSVSFS®™

" TTVFTGQY TTAWAGV™®

S RNGK™ SICDGR*

110WKAT113 103WG DTlOB
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5. TULOSTEN TARKASTELU

5.1 Avidiinin kaltaisen rekombinanttisen DNA:n rakentaminen

Prokaryootit ovat halpa ja helppo valinta proteiinien tuottamiselle. Kaupallisesti on
saatavilla laaja valikoima vektoreita sekéd iséntdbakteeria. Escherichia coli on usein
ensimmadinen vaihtoehto iséntasoluksi ja siitd on saatavilla useita kantoja. E. coli BL21
kanta ei tarvitse vaativia kasvatusolosuhteita ja se on turvallinen valinta, koska se ei ole
taudinaiheuttaja (Chart et al., 2000). Tédssa ty0ssé avidiinin kaltaista proteiinia tuotettiin E.
colissa ja proteiinin  syntyminen saatiin  aikaiseksi lisadmalla L-arabinoosia
kasvatusliuokseen. Tyossa kaytetyissd soluissa oleva T7-promoottori 16ytyy araB geenin
paikasta. Plasimidit, jotka pohjautuvat araBAD promoottorille, mahdollistavat tiukan
kontrollin tuotettavan proteiinin valmistamiselle (Guzman ym. 1995). Nain syntynyt T7
RNA polymeraasi aloittaa varsinaisen kohdeproteiinin kéantdmisen. T7 polymeraasi
kykenee kaantamaan maksimissaan 230 nukleotidia sekunnissa ja on siten nopeampi kuin
E. colin oma RNA polymeraasi. T7 RNA polymeraasin taustaekspressiota on vahennetty
lisadaméalla pET plasmideihin T7 lysotsyymigeeni, joka on T7 RNA polymeraasin

luonnollinen estéja (Sorensen ym. 2005).

Kun rekombinanttiproteiinia tuotettaan suuria maarid lyhyessé ajassa, osa proteiineista
kerdantyy liukenemattomiksi inkluusio kappaleiksi (Marston 1986). Inkluusio kappaleita
muodostavat proteiinit ovat puutteellisesti laskostuneita, eivatkd ne ole biologisesti
aktiivisia (Misawa ym. 1999). Inkluusio kappaleilla on kuitenkin muutamia etuja
verrattuna liukoisiin proteiineihin. Biologisesti aktiiviset proteiinit ovat helpommin alttiita
proteolyysille sek& ne saattavat olla haitallisia iséntasoluille. Inkluusio kappaleet ovat
kohtuullisen suuria ja niiden osittainen puhdistaminen on mahdollista sentrifugaatiolla.
Inkluusio kappaleiden syntymistd on yritetty ehkéistd useilla eri menetelmillda ja jo
syntyneiden inkluusio kappaleiden proteiineja palauttaa aktiiviseen muotoon (Sorensen ym.
2005). Vaikka proteiinien saaminen liukoiseen muotoon inkluusiokappaleista on
mahdollista, niiden kdyton hyodyntdminen vaatii jatkokasittelyitd ja osa proteiinista jaa

aina liukenemattomaan muotoon eika inkluusiokappaleiden tarkoitusta tai toimintaa vield
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taysin tunneta (Mar Carrio ym. 2001). Tassa tyossa valittiinkin menetelmaksi ohjata
tuotettu proteiini E. colin periplasmiseen tilaan.

Strongylocentrotus purpuratus merisiilesta 10ydettyjé viittd geenia taytyi sekd monistaa
ettd muokata ennen kuin niiden tuottamista voitiin ajatella. Kun geenin siséltdmaa
alkuperaista plasmidia oli saatu monistettua riittavasti One Shot® TOP 10 E. coli
bakteerien sisalla kasvattamalla niitd yon yli kasvatusliuoksessa, liséttiin proteiinin geenin
eteen bakteriaalinen OmpA signaalisekvenssi SES-PCR:Il& proteiinin saattamiseksi
bakteerin periplasmiseen tilaan ja puhdistuksen helpottamiseksi (Hyténen ym. 2004).
Plasmidia, joka sisélsi strongavidiini 81a09 muodon, yritettiin monistaa useampaan kertaan.
Taman plasmidin monistumatta jadminen SES-PCR:II4 saattaa johtua siitd, ettei DNA-
sekvenssissd ollut alukkeita vastaavia koodoneita. On myds mahdollista, ettd vektori
pCMVSport6.1 ei alun perinkdan ole siséltanyt koko strongavidiini 81a09 muotoa. Neljén
jaljelle jadneen geenin aminohapposekvenssin  tarkistuksessa ainoastaan  yksi
strongavidiinimuoto vastasi tietokannassa olevaa sekvenssidéan. Muut geenit ovat saattaneet

mutatoitua esimerkiksi niiden pCMVSport6.1 vektoriin kloonausvaiheessa.

5.2 Proteiinin tuottaminen ja puhdistaminen

Strongavidiinin muodon 81d12 lisaksi muotoa 10ell yritettiin vield varmuuden vuoksi
tuottaa. Tastd tuotosta ei proteiinia saatu puhdistettua 2-iminobiotiinikolumnilla, joten
mahdollisesti tuottunut proteiini ei sitoutunut 2-iminobiotiiniin. Todenndkdisempéa
kuitenkin lienee, ettd avidiininkaltaista proteiinia ei ole tuottunut ollenkaan mutaatioiden

VUoksi.

Strongavidiinimuodon 81d12 tuottaminen ja puhdistuminen onnistuivat. Strongavidiinin
sisdltdmien vektorien transformointi onnistui E.coli (BL21-AI™) tuottosoluihin ja
pesékkeita kasvoi maljoille satoja. Proteiinin tuoton olosuhteita ei optimoitu, vaan tuotto
tehtiin aikaisempien avidiinin kaltaisten proteiinien tuottojen kanssa samankaltaisissa
olosuhteissa (Nordlund ym. 2005, Hytonen 2004). Vaikka olosuhteiden optimointi saattaa
vaikuttaa tuoton maarédén, valitut olosuhteet olivat strongavidiinille suotuisat ja proteiinia

saatiin tuotettua riittdvasti tutkimuksia varten. Ensimmaisissd koetuotoissa proteiinia
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saatiin keskim&arin noin 2,5 mg/litra. Tuottoon lienee vaikuttanut strongavidiinin
samankaltainen kestokyky proteolyyttisille olosuhteille sek& stabiilisuus kuin mita
avidiinilla on havaittu (Green 1975). Olosuhteiden optimointi todennékdisesti kasvattaisi

tuottoa moninkertaiseksi.

Proteiinien puhdistusvaihe on saannon osalta myds kriittinen vaihe. Mikali kaikkia soluja
ei saada hajotettua, vaikuttaa se saantoon heikentévasti. Kuvasta 4.4 on nahtavissa
fraktioista, ettd proteiinia on tuottunut kahta eri painoista muotoa. On myds mahdollista,
ettd osa soluista on hajonnut epatdydellisesti ja osa tuotetusta proteiinista on jaanyt
solupellettiin, koska pylvaissd L1 ja S on ndhtdvissa samankaltaisuutta tarkasteltavalla
alueella. Strongavidiini nayttaisi sitoutuneen resiiniin kokonaan, koska resiiniin
sitoutumattoman néytteen (L2) mukana ei srongavidiinia enda esiinny. Puhdistuksen eri
vaiheista otetuista néytteistd ei voinut tehdé vasta-aineeseen perustuvia varjayksia, joilla
olisi strongavidiinin esiintyminen eri vaiheiden ndytteissa pystytty madrittdméan tarkasti,
koska strongavidiinille ei vield ole vasta-aineita kdytdssa. Tulevaisuudessa strongavidiinin
esiintymista eri vaiheissa voisi kokeilla avidiinin ja streptavidiinin vasta-aineilla, koska

ristiinreagoiminen voitiin havaita mythemmissé kokeissa.

Tuotetun proteiinin eluoiminen osoittautui hankalaksi. Avidiini eluoituu pylvééstd pH 4
-puskurilla, jota ensimmadisena kokeiltiin. Eluointifraktioista ei kuitenkaan 16ytynyt
proteiinia absorbanssia 280 aallonpituudella mitattaessa. Eluointi 0,1 M etikahapolla ei
tuottanut sen enempad tulosta. Proteiini eluoitui vasta 0,5 M etikkahapolla. Strongavidiinin
teoreettinen isoelektrinen piste on 3,91, kun se avidiinilla on 9,69. Td&mé& on ainakin yksi
syy strongavidiinin eluoitumisen vaatimalle happamuustasolle. Myds AVR2-proteiinin
eluoimiseen D-biotiini kolumnista on kéytetty 0,5 M etikkahappoa ja tdman proteiinin
teoreettinen isoelektrinen piste on 4,7 (Hytonen ym. 2005). N&in voimakkaasti happaman
etikkahappoliuoksen kaytdssd on kuitenkin riskinsd ja se saattaa denaturoida proteiinia.
Mahdollisen denaturoimisen véhentdmiseksi olisi proteiinin voinut dialysoida puskuriin
heti eluoimisen jalkeen. Kuitenkin avidiinin biotiinin sitomiskyvyn on todettu sailyvan pH
alueella 2-13 ja avidiini-biotiinikompleksi on todettu kestdvan 0,1 M HCI-kasittelya
(Green 1975). Stongavidiinin ei havaittu missadn vaiheessa esimerkiksi sakkautuvan

etikkahapossa, mutta etikkahappo on saattanut vaikuttaa joihinkin tuloksiin antamalla
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haitallista taustaa. Avidiinin on todettu hajoavan alayksikdikseen 0,1M etikkahapossa
ilman ketjunsiséisten rikkisidosten pelkistymista (Green 1975). Strongavidiinilla havaittiin
ketjujen vaélisia rikkisidoksia ilman [B-merkaptoetanolin pelkistdvaa vaikutusta ajetuissa
naytteissd, joten on mahdollista, ettei 0,1M etikkahappo denaturoi strongavidiinia ainakaan

pelkistamélla rikkisidoksia.

5.3 Proteiinin karakterisointi

Strongavidiinin karakterisoinnissa vertailu suoritettiin avidiinia kohtaan. Olettamuksena on
aminohapposekvenssin  perusteella proteiinien samankaltaisuus. Olettamusta tukee
tuottamisen ja puhdistumisen onnistuminen samankaltaisissa olosuhteissa kuin avidiinilla.
Proteiinin puhdistumisen onnistuminen 2-iminobiotiini kolumnilla on todiste biotiinin
sitomiskyvystd. Proteiineista 16ytyy myods eroavaisuuksia, joista erilainen isoelektrinen
piste ja siten eluution vaatima erilainen happamuustaso on vain yksi esimerkki. Myds
pelkistdvissd olosuhteissa tehdyissd madrityksissd havaittiin eroja. Strongavidiinin
tarkempi rakenteellinen tutkimus my6s sen kolmiulotteisen rakenteen sisaltden, saattaisi

antaa lisaselvitysté eroavaisuuksien ja samankaltaisuuden taustaan.

5.3.1 SDS-PAGE alayksikoiden valisten rikkisiltojen selvittamiseksi

Strongavidiinilla on aminohappoketjussaan kolme kysteiinitahdettd, kun taas avidiinilla
niitd on kaksi (Kys-4 ja kys-83). Avidiinilla ei ndit4 alayksikoiden vélisia rikkisiltoja ole,
ainoastaan yksi monomeerien sisédinen rikkisilta stabiloimassa rakennetta (Green 1990).
Strongavidiinin kysteiinitahteistd kaksi sijaitsevat rakenteellisesti melko samanlaisissa
kohdissa aminohappoketjua (kys-3 ja kys-81) kuin avidiinilla, joten néiden voidaan
toimivan samalla tavoin kuin avidiinilla ja muodostavan alayksikon sisdisen rikkisillan.

Kolmas kysteiinitahde (kys-99) sijaitsee B7- ja 8- juosteiden valisessé silmukassa.

Alayksikoiden valisten rikkisiltojen olemassa oloa testattiin  SDS-PAGE-kokeella
jattamalla naytteesta pelkistava B-merkaptoetanoli pois. Kokeen perusteella havaittiin
strongavidiinilla esiintyvd monomeerien vélisia rikkisiltoja. SDS-PAGE ajossa ilman
B-merkaptoetanolia ajetussa ndytteessa esiintyi di- ja tetrameerisid muotoja. Geelissa nékyi

myds kolmas heikko juoste, jonka molekyylipaino on n. 33kDa.
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Strongavidiinin tertiddrisen rakenteen selvittdminen toisi tarkennusta saatuihin tuloksiin.
On myo6s mahdollista, ettd strongavidiinilla ei ole lainkaan alayksikon sisdisia rikkisiltoja,
vaan esimerkiksi kys-82 ja kys-99 muodostavat rikkisillan monomeerien 1-4 ja 2-3 vélille,
vastaavalla tavalla kuin avidiinille tehdyissa mutaatiokokeissa, jolloin asparagiininappo-86
ja isoleusiini-106 korvattiin kysteiinitahteilla (Nordlund ym. 2003). Samaisessa kokeessa
tetrameerisid muotoja nahtiin mutatoidulla avidiinilla, jolla asp-86 ja ile-106 liséksi ile-117
korvattiin kysteiinitahteelld. T&std voitaisiin paatelld, ettd strongavidiinin kolmesta
kysteiinitdhteessa kaikki kysteiinitdhteet saattavat osallistua alayksikéiden vélisten
rikkisiltojen muodostamiseen. Tarkemmat rakenteelliset madritykset saattaisivat tuoda

selvennystéd myos geelissd ndhdyn kolmannen juosteen olemassaoloon.

5.3.2 Lampostabilisuuden maarittaminen

Strongavidiinin lammonkestavyytta tutkittiin lampokasittelyn avulla (Bayer ym. 1996).
Biotiinin on aikaisemmin todettu stabiloivan avidiinin rakennetta ja nostavan proteiinin

lammonkestavyytta. Strongavidiinille tehtiin kokeet myos biotiinin kanssa.

Strongavidiinille tehdyisséd kokeissa proteiinin havaittiin hajonneen alayksikoikseen
kaikissa lampdtiloissa. Kokeessa proteiinia pidettiin eri lampétiloissa 20 minuuttia ja jo
huoneenldampdtilassa olleessa néytteessa proteiini esiintyi alayksikdikseen hajonneena.
Naytteet, joihin oli lisatty biotiinia, osoittivat, ettd biotiinin lisddminen nostaa
lammonkestavyytta jonkin verran. Viela 70 °C lampotilassa osa proteiinista nayttaa
esiintyvan oligomeerisind muotoina. Biotiinin lisédminen nayttda aiheuttaneen proteiinin
esiintymisen niin isona kompleksina, ettei se kulkeutunut geelissé lainkaan. Kokeesta
voidaan péaatella, ettd biotiini lisd4 strongavidiinin ldmmonkestévytta samalla tavoin kuin
se lisdd muidenkin avidiinin kaltaisten proteiinien lammonkestavyyttd. Liséselvitysta
rakenteeseen sek& strongavidiinin ominaisuuksiin voisi tuoda lisdkokeet, joissa proteiini
asetyloitaisiin, niin ettd n&htéisiin, kulkeeko se SDS-PAGE geelissa silloin paremmin.
Lammonkestavyytta voisi kokeilla myos ei-pelkistdvissd olosuhteissa. Silloin néhtasiin,
vaikuttavatko alayksikoiden valiset rikkisillat lammonkestavyyteen. Aikaisemmin heti
puhdistuksen jalkeen tehdyissé SDS-PAGE ajoissa strongavidiini ndyttaa esiintyvd myos

monomeeriéd suurempina kokonaisuuksina. N&in ollen voi olla mahdollista, ettd proteiinin
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séilyttamin 0,5M etikkahapossa alkaa pidemmaélld aikavalilla vaikuttaa proteiinin

rakenteeseen.

Avidiinin ja sen kaltaisten proteiinien ominaisuuksien muuttumista on tutkittu vaihtamalla
proteiinien aminohappoja toisiin. Idea néihin kokeisiin on saatu monesti avidiini-perheen
siséltd. Amonihappoja, joiden on oletettu vaikuttava johonkin ominaisuuteen, on vaihdettu
toisiin  joko pistemutaatiolla tai vaihtamalla pidempi o0sa aminohappoketjua.
Mutaatiokokeissa avidiinin ja sen kaltaisten proteiinien valilla on havaittu eri mutaatioiden
parantavan tai heikentdvan mm. lammonkestavyyttd. AVR4 proteiinien rakennetta on
hyddynnetty yritettdessd parantaa avidiinin lammonkestavyyttd. Naissé tutkimuksissa
isoleusiinin vaihtaminen tyrosiiniksi paikalla 117 avidiinissa on parantanut proteiinin
lammonkestavyytta (Hytonen ym. 2005). Strongavidiinilla on samassa kohdassa
aminohappona fenyylialaniini. Aromaattisten aminohappojen merkitysta
lammonkestavyydelle on tutkittu ja ylimdardisten aromaattisten aminohapporyhmien
proteiinien pinnalla uskotaan parantavan proteiinien ldmmonkestavyyttd samoin kuin
parittaisten aminohapporyhmien (Kannan ym. 2000). Vaikka fenyylialaniini on
aromaattinen aminohappo ja siten se saattaisi parantaa lammonkestavyyttd, saattaa selitys
strongavidiinin avidiinia heikommalle lammonkestavyydelle olla fenyylialaniinin
hydrofobisuudessa. My6s isoleusiini on hydrofobinen aminohappo ja sen korvaaminen
hydrofiilisella tyrosiinilld paransi avidiinin lammonkestavyytta, joten tdma kohta
aminohappojarjestyksessa saattaa olla rakenteellisesti tarked lammonkestokyvylle sen
suhteen onko aminohappo liukoinen vai ei. Olettamusta tukevat tulokset, joissa
korvaamalla hydrofobinen isoleusiini hydrofiilisella asparagiinilld proteiinin pinnalla

onnistuttiin parantamaan proteiinin lammonkestavyytta (Wigley ym. 1987).

Muita lammonkestavyyteen vaikuttavia tekijoitd 10ytyy mm. ioni- ja vetysidoksista
(Kannan ym. 2000, Jelesarov ym. 2009) Na&iden rakenneominaisuuksien tarkempi
tutkiminen saattaisi tarjota lisaselvitystd siihen, miksi Strongavidiini ndyttd4d olevan
heikompi lammonkestavyydeltddn kuin avidiini. Kysteiinihappotahteiden lisédminen
muutatiolla avidiiniin erityisesti 1-4 ja 2-3 alayksikdiden rajapinnalle heikensi avidiinin

lammonkestavyytta erityisesti ilman biotiinia tehdyissa kokeissa (Nordlund y., 2003).
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Koska strongavidiinilla on alayksikéiden valisia rikkisiltoja ja strongavidiini sitoo biotiinia
saattaa alayksikoiden véliset rikkisillat heikentad myos strongavidiinin [ammonkestavyytta.

5.3.3 Strongavidiinin biotiinin sitomiskyky

Strongavidiinin puhdistamisen onnistuminen 2-iminobiotiini kolumnilla viittasi siihen, etta
strongavidiini kykenee sitomaan biotiinia. Biotiinin sitomiskyvyn todentamiseksi tehtiin
mittauksia VP-ITC laitteella sek& biotiinilla ettd 2-iminobiotiinilla. Kontrollina tehtiin
samoja mittauksia avidiinilla. Ongelmana VP-ITC-laitetta kaytettdessd on, ettd silla
voidaan mitata affiniteettiarvoja vain n. Kg=10? asti. Kontrollina kaytetylla avidiinilla
affiniteetti biotiinin kanssa on Kq=10""° (Green 1975).

Ensimmaisend suoritettiin biotiinin sitomismittaukset pH 7 ITC-puskurissa avidiinille ja
strongavidiinille. Ennen mittauksia strongavidiinille suoritettiin dialyysi, jotta proteiinille
saatiin vaihdettua tarvittava puskuri. Mittausten perusteella avidiinin ja strongavidiinin
havaittiin sitovan biotiinia. Tuloksista (Kuva 4.14) voidaan havaita avidiinin monomeerin
sitovan yhden (N=0,78 =+ 8,49E™) biotiinin, joka on linjassa aikaisemmille
tutkimustuloksille (Green 1975, 1990). Tuloksista on myds nahtévista, etta avidiini-biotiini
titraus on voimakkaasti eksoterminen (AH=-26,9 kcal/mol) eli sitoutuminen on erittéin
vahvaa. Tasapainovakion virhemarginaali mittauksissa on n. 12 % ja Kp= 4,9 x 107°.
Vaikka virhemarginaali ei ole vield huomattavan suuri, menee dissosiaatiovakio kuitenkin
VP-ITC laitteella luotettavasti mitattavan alueen ulkopuolelle. Kuvasta 4.15 voidaan néhda,
etta myos strongavidiinin ja biotiinin titraus reaktio on voimakkaasti eksoterminen (AH=-
28,6 kcal/mol) ja suurin piirtein samaa luokkaa kuin avidiini-biotiini titraus. Tulosten
perusteella jokainen strongavidiini monomeeri nayttaisi sitovan 2 biotiinia. Tama tulos voi
selittyd sillg, ettd strongavidiini muodostaa oligomeereja esimerkiksi kysteiinitahteidensa
avulla tai k&ytetyn strongavidiiniliuoksen konsentraatio on suurempi kuin mita alun perin
absorbanssin perusteella on laskettu. Tuloksista ng&hddin myos, ettd tasapainovakion (Kp)
virhemarginaali on lilan suuri (n. 38 %), jotta dissosiaatiovakiota saataisiin pH 7
puskurissa laskettua. Kuitenkin entalpia energia kertoo, ettd sitoutuminen on erittéin vahva

ollen > 102,
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Avidiinin affiniteetti 2-iminobiotiiniin mitattaessa voidaan havaita sen olevan heikompi
pH 7 ITC-puskurissa kuin avidiinin sitoutuminen biotiiniin (Kuvat 4.14 ja 4.16). Reaktion
dissosiaatiovakio on 3,3x10°® ja virhemarginaali on n. 7,8 %, joten dissosiaatiovakio on
laskettavissa. Myds strongavidiinin affiniteetti 2-iminobiotiiniin  (Kp=9,9x10° ja
virhemarginaali n. 14 %) on selvasti heikompi pH 7 puskurissa kuin biotiiniin (Kuva 4.17).
Kuvaajasta on kuitenkin nahtavissé, ettd strongavidiini ei saavuta selvéad saturaatiota
2-iminobiotiiniin.  Saturaatio  voitaisiin  saavuttaa vahentdmalla  strongavidiinin

konsentraatiota.

Avidiinin affiniteetti biotiiniin ja 2-iminobiotiinin suoritettiin myds PH 11 ITC-puskurissa.
Tulosten perusteella dissosiaatiovakio biotiinin kanssa on Kp=8,2x10 ja 2-iminobiotiinin
kanssa Kp=7,8x108. Biotiinin kanssa virhemarginaali on n. 6 %, joten tulos on luotettava,
mutta kuvaajan (Kuva 4.18) perusteella avidiinin konsentraatio olisi voinut olla hieman
suurempi, jotta biotiinia olisi tarvinnut titrata muutama kerta enemmén ennen kuin
sitomistaskut  alkavat saturoitua. Tulosten perusteella avidiinin  sitoutuminen
2-iminobiotiinin  nayttaisi voimakkaammalta kuin biotiinin pH 11-puskurissa.
Aikaisemmin on todettu 2-iminobiotiinin sitoutumisen voimakkuuden avidiiniin olevan
riippuvainen pH:sta ja t&h&n perustuu myods 2-iminobiotiinikolumnin k&yttdminen
puhdistettaessa avidiinia ja sen kaltaisia proteiineja (Moy ym. 1994, Orr ym. 1980).
Avidiinia muokkaamalla on saatu tuloksia, joissa avidiinin sitoutuminen biotiiniin on
rilppuvainen pH:sta (Morag ym. 1996, Marttila ym. 2003). Moragin ym (1996)
tutkimuksessa avidiinin biotiinin sitomisalueella olevaa tyrosiinia (Tyr-33) muokattiin
kemiallisesti lisaédmalla siihen nitriittiryhma. Talloin hydroksyyliryhman dissosiaatiovakio
pienenee ja avidiinin sitoutuminen biotiiniin oli palautuvaa korkeilla pH-arvoilla, koska
vetysidoksia ei voi muodostua korkeassa pH:ssa. Tdman perusteella avidiini-biotiini
kompleksin pitdisi dissosioitua korkeassa pH:ssa, mutta ndin ei kdy alle pH 13:sta. Tama
voi johtua avidiinin rakenteesta niin, ettd tyrosiinilla on normaalia korkeampi
dissosiaatiovakio sen sijainnista ja hydrofobisesta ympéristosté johtuen. Myds Moragin ym.
(1996) luoma nitro-avidiini dissosioituu biotiinista vasta pH 10:ssa, vaikka nitrotyrosiinin
dissosiaatiovakio on yleensa n. 7,2. My0s tdmén oletetaan johtuvan tyrosiinin sijainnista ja
ympéristostd. Avidiinin sitoutuminen 2-iminobiotiinin korkeassa pH:ssa on arveltu

johtuvan siitd, ettd korkeassa pH:ssa aminoryhmén vety muodostaa avidiinin kanssa
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sitoutumiseen tarvittavan vetysidoksen. Kun taas matalassa pH:ssa 2-iminobiotiinin
aminoryhmé on ionisoituneena muotona, eiké vetysidosta padse muodostumaan tyrosiinin
hydroksyyliryhman vélille (Morag 1996). Marttila ym. (2003) ovat osoittaneet, ettd tdma
vetysidos ei valttdmatta ole niin tarked biotiinin sitomiskyvylle kuin aikaisesmmin on luultu.
Siksi saattaa olla, ettei korkea pH yksistddn aiheuta avidiinin ja biotiinin dissosiaatiota.
Naista ominaisuuksista johtuen saattaa olla mahdollista, ettd avidiini sitoutuu
voimakkaammin 2-iminobiotiiniin kuin biotiiniin pH 11, kuten tulokset néyttavat. Tosin
kuvaaja avidiinin sitoutumisesta biotiiniin pH 11-puskurissa ei ole paras mahdollinen,
joten tuloksen luotettavuuden arvioimiseksi avidiinin sitoutumista biotiiniin  ja

2-iminobiotiinin taytyisi tutkia tarkemmin eri pH:ssa.

Avidiinissa 16 aminohappotahdettd, joista 5 muodostavat hydrofobisia sidoksia ja 11
vetysidoksia, osallistuu biotiinin sitomiseen (Livnah ym. 1993). Vertailtaessa naita
avidiinin rakenneosia strongavidiinin aminohappotéhteisiin, voidaan havaita niissa
huomattavaa samankaltaisuutta. Eroavaisuuksia 16ytyy avidiinin B3- ja p4-juosteiden
valilla olevasta silmukasta, jossa avidiinin Thr-Ala-Thr sekvenssi on strongavidiinissa
muuttunut Gly-Asp-Ala sekvenssiksi. Tdma strongavidiinin silmukan sekvenssi taas
muituttaa enemman streptavidiinin saman silmukan Gly-Asn-Ala sekvenssid. Avidiinin
Phe-77 on strongavidiinissa vaihtunut toiseen hydrofobiseen aminohappotéhteeseen
tyrptofaaniin. Tdman muutos ei oletettavasti vaikuta biotiinin sitomiseen, koska avidiinissa
itsessadankin kolme tryptofaania osallistuu biotiinin sitomiseen (Livnah ym. 1993).
Mielenkiintoisin eroavaisuus 10ytyy B5- ja f6-juosteiden vélisestd silmukasta. Avidiinissa
biotiinin sitomiseen osallistuvat aminohappotéhteet Phe-72 ja Ser-73 ovat strongavidiinissa
vaihtuneet kahteen glysiniin. Streptavidiinissa samaiset aminohappotéhteet ovat asparagiini
ja alaniini, joten strongavidiinilla ei tdss& kohtaa ole samankaltaisuutta streptavidiininkaan
kanssa. Strongavidiinissa olevat glysiinitahteet eivat kuitenkaan naytd vaikuttava biotiinin
sitomiskykyyn.

Merisiilestd  perdisin  olevilta  fibropelliineiltd  puuttuu  biotiinin  sitomiskyky.
Biotiininsitomiskyvyn puuttumisen on todettu johtuvan todennékdisesti avidiinin kahden
biotiinin sitomiseen osallistuvan tryptofaanitdhteen korvautumisesta arginiinilla ja

lysiinilla. Mikéli avidiinin tryptofaanitdhteet korvataan arginiinilla seka lysiinilla, menettaa
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mutatoitu avidiinimuoto biotiinin sitomiskykynsé (Laitinen ym., 1999). Strongavidiinissa
naméa biotiinin sitomiseen osallistuvat tryptofaanitdhteet 16ytyvat identtisista kohdista
avidiinin tryptofaanitéhteiden kanssa. Tama saattaa olla ainakin yksi syy sille, ettd
merisiilestd 10ydetty strongavidiini sitoo biotiinia, vaikka merisiilestd 16ydetyt

fibropelliineiltd tdm4 biotiinin sitomiskyky puuttuu.

5.3.4 Strongavidiinin immunologiset ominaisuudet

Strogavidiinille  suoritetussa immunoblotauksessa el  proteiinia saatu  blotattua
filtterikalvolle. Tama johtuu todenndkdisesti strongavidiinin matalasta isoelektrisesté
pisteestd (Nordlund ym. 2005, Akasawa ym. 1996). Sen sijaan strongavidiinille tehtiin dot-
blottaus, jossa proteiinia pipetoitiin suoraan selluloosa filtterille. Strongavidiinille tehtiin

vasta-ainevarjaykset avidiinin ja streptavidiinin vasta-aineilla.

Tulosten perusteella avidiinin vasta-aineet nayttdisivat tunnistavan strongavidiinin lahes
yhtd voimakkaasti kuin avidiinin ja huomattavasti voimaakkaammin kuin streptavidiinin.
Myds streptavidiinin vasta-aine néyttdd tunnistavan strognavidiinin, vaikka vaste on
heikompi kuin avidiinin vasta-aineella. Streptavidiinin vasta-aine ei ndytd tunnistavan
avidiinia ollenkaan. Tulosten perusteella strongavidiini muistuttaa suuresti avidiinia
epitooppiensa rakenteiden perusteella. Taulukossa 4.6 on nahtévissé vertailua avidiinin
vasta-aineiden tunnistuskohtien ja vastaavien strongavidiini sekvenssien vélilla. My0s tasta
taulukosta on nahtavissd samankaltaisuutta avidiinin ja strongavidiinin vasta-aineiden

tunnistuskohtien valilla.

ELISA-levylla suoritetuissa ristiinreagoimiskokeissa ei strongavidiinilla néyttéisi olevan
niin suurta vastetta kuin dot-blottauksen perusteella voisi olettaa. Syyna tdhan saattaa olla
muutokset strongavidiinin konformaatiossa. Syyna voi olla myods strongavidiinin
mahdollisesti  heikompi  kiinnittyminen  ELISA-levylle. T&han viittaisi myos
kouttauskokeesta (Kaavio 1) saatu tulos. Siind strongavidiinilla on nahtévissa avidiinia ja
streptavidiinia pienempi absorbanssi ja siten pienempi proteiinikonsentraatio. Absorbanssia
el saatu merkittdvasti nostettua edes pipetoitavaa proteiinikonsentraatiota nostamalla.
Vaikka kéaytettyjen Nuncin  96-kuoppaisten MaxiSorp-levyjen pitéisi  soveltua

molekyyleille, joilla on sekalaisia hydrofiilisid ja hydrofobisia alueita, on kiinnittymiseen



74

saattanut vaikuttaa merkittavasti strongavidiinin huomattavan matala isoelektrinen piste.
Kéytetyssé puskurissa, jonka pH oli 9,6, strongavidiini esiintyy negatiivisesti varautuneena.
Strongavidiinin ja ELISA-levyn sahkoOiset vuorovaikutukset ovat saattaneet heikent&é

strongavidiinin Kiinnittymista levyyn verrattuna avidiiniin ja streptavidiiniin.

Strongavidiinille suoritetuissa seerumikokeissa havaittiin  sekd positiivisten ettd
negatiivisten potilasndytteiden vasta-aineiden tunnistavan proteiinin yhtd voimakkaasti.
Negatiiviset potilasnaytteet eivét siséllda polyklonaalisia vasta-aineita avidiinille tai
streptavidiinille. Tulos saattaa johtua epéspesifista sitoutumisesta strongavidiinin ja
seerumin immunoglobuliinien  valilla.  Yleens&d epdspesifinen sitoutuminen on
voimakkaampaa positiivisesti varautuneilla proteiineilla (ks. Kappale 1.4 (Strept)Avidiini-
biotiini teknologia) ja pH 9,6 natriumkarbonaattipuskurissa strongavidiini esiintyy
negatiivisesti varautuneena isoelektrisestd pisteestadn johtuen. Syyna epaspesifiin
sitoutumiseen l6ytyykin todenndkdisesti yhdestd tai useammasta strongavidiinin

sisaltdmistd aminohappoketjuista ja siten rakenteellisista ominaisuuksista.
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LIITTEET

LITE I. TYOSSA KAYTETYT ALUKKEET JA PCR-OHJELMAT

TAULUKKO 1.1 Tyossa kaytetyt alukkeet,

Nimi Sekvenssi (5° — 3°)
81d12 3’ CTA AGC AAT CAC GCG AAT GA
meri 5’ GCC GCC GTT ACG GCC TCT GGT GTT GCC TCG GCT CAG ACC

GTG GCA GAATGC AGT GTG GAA

Chimto2 5> CACC ATG AAC AAA CCC TCC AAA TTC GCT CTG GCG CTT
GCC TTC GCC GCC GTT ACGG CCTC

pET101_forw 5’TAA TAC GAC TCA CTA TA GGG 3’

pET101_rev.  TAGTTATTG CTC AGC GGT TGG

TAULUKKO 1.2 Tyossa kaytetyt PRC ohjelmat.

PCR- ohjelma 1 PCR- ohjelma 2
1.95°C, 5 min 1.96°C, 30s
2.94°C, 1 min 2.50°C, 15s
3.50°C, 1 min 3.60°C, 4 min
4,72°C, 1,5 min 4.4°C, 0
5.72°C 5 min

6.4°C, oo
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LITE Il. TYOSSA KAYTETYN Pet101/D-TOPO VEKTORIN KARTTA JA
POLYLINKKERI

= @

Comments for pET101/D-TOPO®
5753 nucleotides

T7 promoter: bases 209-225
T7 promoter priming site: bases 209-228
lac operator (lacO): bases 228-252
Ribosome binding site (RBS): bases 282-288, 292-296
TOPO® cloning site (directional): bases 297-310

V5 epitope: bases 333-374

Polyhistidine (6xHis) region: bases 384-401

T7 reverse priming site: bases 455-474

T7 transcription termination region: bases 416-544

bla promoter: bases 845-943

Ampicillin (b/a) resistance gene (ORF): bases 944-1804
pBR322 origin: bases 1949-2622

ROP ORF: bases 2990-3181 (complementary strand)
lacl ORF: bases 4493-5584 (complementary strand)
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Kuva I1.1. Tydssa Kéytetty pET101/D-TOPO (5753 bp) vektori.
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GGTGATGCCG GCCACGATGC GTCCGGCGTA GAGGATCGAG

_ lecoperlr
ATTGTGAGCG GATAACAATT CCCCTCTAGA AATAATTTITG
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T7 promoter/priming site
T7 promoter
T

3
ATCTCGATCC CGCGARATTA ATACGACTCA CTATAGGGGA

RBS RBS
—_— =
TTTAACTTTA AGAAGGAATT CAGGAGCCCT T|cHpNelohw:\ycumms
GGGA AG TGy O
V5 epitope

Sac| BstB 1

| | T

AAG GGC GAG CTC AAT TCG AAG CTT GAA GGT ARG

Lys Gly Glu Leu Asn Ser Lys Leu Glu Gly Lys
Agle | Polyhistidine region

— f 1
ACG CGT ACC GGT CAT CAT CAC CAT CAC CAT TGA
Thr Arg Thr Gly His His His His His His ***

T7 reverse priming site
T 1
TGAGTTGGCT GCTGCCACCG CTGAGCAATA ACTAGCATAA

CCT ATC CCT RAC CCT CTC CTIC GGT CTC GAT TCT
Pro Ile Pro Asn Pro Leu Leu Gly Leu Asp Ser

GTTTGA TCCGGCTGCT AACARAGCCC GAAAGGAAGC

CCCCTTGGGG CCTCTARACG

Kuva I1.2. Valmistajan antama polylinkkeri (DNA jakso) vektorille pET101/D-TOPO.



LIITE Il. LIVOKSET JA REAGENSSIT

TAE-PUSKURI:
0.04 M Tris-asetaatti
1 mM ADTA

10 x DNA LASTAUSPUSKURI:

5 mg bromofenolisininen

5 mg ksyleenisyanoli

300 mg Ficoll 400

Liuoksen tilavuus taytetaan vedelld 1 ml:ksi

S.0.C.-LIUOS:

2.0 % Bacto-tryptone
0.5 %Yeast-extract
10 mM M NaCl

2.5 mM KCI

10 mM MgCl2

10 mM MgSO2

20 mM glukoosi

LB-LIUOS:

10 g Bacto-Tryptone

5 g Bacto- yeast extract

10 g NaCl

Liuoksen tilavuus taytetaan vedelld 1 I:ksi.

LB-AGAR:
Valmistetaan kuten nesteméainen LB- liuos, mutta seokseen lisatdan 15 grammaa
Bactoagaria.
Agar sulatetaan liuokseen (121 °C, 20min) ja liuos maljataan. Antibiootit lisataan
ennen maljausta jadhtyneeseen (48 C°) agarliuokseen haluttuun konsentraatioon.

pH 11 -PUSKURI:
50 mM NA2COs3
1 M NaCl

HILLO I -PUSKURI:
50 mM Tris-HCL (pH 8)
1 % Triton-X100

2mM EDTA

150 mM NaCl



PBS:

276 mM NacCl

16 mM Na2HPO4
10.7 mM KCL
2.9 mM KH2PO4

pH 4 -PUSKURI:
50 mM NH4CH3COO
0,5 M NaCl

AJOGEELIT:

5 % ylageeli:

680 ul H,O

170 pl 30 % akryyliamidi
130 pl 1,5 M Tris (pH 6,8)
10 pl 10 % SDS

10 pl 10 % APS

1 pl TEMED

15 % ajogeeli:

1.1 ml H,0

2,5 ml 30 % akryyliamidi
1,3ml 1,5 M Tris (pH 8,8)
50 pl 10 % SDS

50 pul 10 % APS

2 ul TEMED

SDS-PAGE NAYTEPUSKURI (2X):
0.5ml 0,5 M tris-HCL (pH 6,8)

0.8 ml 10 % SDS

0.4 ml glyseroli

0.04 ml 0,2 % bromifenolisininen

0.2 ml R-merkaptoetanoli

8.06 ml H20

SDS-PAGE AJOPUSKURI (1x):

3.03 g Tris

14.4 g glysiini

1.0 g SDS
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Liuoksen tilavuus taytetaan vedelld 1 l:ksi.

COOMASSIE BRILLIANT BLUE ~VARJAYSLIUOS:

0.05 % Coomassie Brilliant Blue R-250
40 % etanoli

10 % etikkahappo

50 % H20

85



VARISPOISTO (“DESTAINING”) -LIUOS:
40 % etanoli

10 % etikkahappo

50 % H20

SDS-SIIRTOPUSKURI (1x):

3.03 g Tris

14.4 g glysiini

20 % metanoli

Liuoksen tilavuus taytetaan vedelld 1 l:Kksi.

PONCEAU S ~VARJAYSLIUOS:
0.05 % Ponceau S

1 % etikkahappo (97 — 100 %)

99 % H20

PBS-TWEEN (10x):
0.1 M PBS
0.05 % Tween 20

100 bp:N DNA-KOKOSTANDARDI (BIOLABS):
1 pl DNA-ladder (Biolabs)

1 pl 6 x Loading Dye (Biolabs)

4 ul H20

pH 9,6 Na-FOSFAATTI (0.1 M) PUSKURI

| 27,6 g NaH2PO4 --> liuoksen tilavuus taytetddn vedell& 1 litraksi

I1 53.62 g Na2HPO4 --> liuoksen tilavuus taytetaan vedella 1 litraksi
sekoitetaan 5,3 ml I ja 94,7 ml Il liuosta (pH 8.0) ja sdadetdan pH NaOH:lla
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