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Bradavidiini on Bradyrhizobium japonicum bakteerista I0ydetty avidiinin ja streptaviidiinin kaltainen
proteiini. Avidiini on peréisin kanasta ja streptavidiini Streptomyces avidinii bakteerista. Bradavidiinin
aminohapposekvenssi on noin 30 % samankaltainen avidiinin ja streptavidiinin ydinalueiden sekvenssien
kanssa. Bradavidiini koostuu 138 aminohaposta ja C-terminaalisesti pienennetty bradavidiini, ns. bradcore,
118 aminohaposta. Bradavidiinilla on useimpien avidiinien tapaan tetrameerinen kvaternaarirakenne ja se
muistuttaa sekd rakenteeltaan ettd toiminnaltaan avidiinia ja streptavidiinia. Bradavidiinilla on muiden
avidiinien tapaan kyky sitoa voimakkaasti D-biotiinia.

Avidiinien sitoutuminen biotiiniin on johtanut niiden laajaan kayttéon avidiini-biotiini
teknologiassa, esim. laédketieteesséd geeniterapiaan ja kuvantamiseen. Avidiini ja streptavidiini ovat myds
stabiileja lammon ja pH:n vaihteluille sekd proteolyyttisille entsyymeille. Immunologisilta ominaisuuksiltaan
bradavidiini on kuitenkin (strept)avidiineista poikkeava. Jéniksen ja ihmisen streptavidiinia tunnistavat
seerumit eivat reagoineet bradavidiinin kanssa merkittdvésti. Avidiinista ja streptavidiinista poiketen,
taysimittaisen bradavidiinin karboksyylipddssd on lyhyt aminohappohéntd, joka kykenee sitoutumaan
viereisen monomeerin biotiinia sitovaan kohtaan ja mahdollisesti estdméén biotiinin sitoutumisen.

Strep-tag ja Strep-tag Il ovat yhdeksdn aminohappotédhteen mittaisia peptidejd, jotka
sitoutuvat luontaisesti ja palautuvasti streptavidiinin biotiinia sitovaan kohtaan. Strep-tag/Strep-tag Il
peptideja kaytetddn mm. affiniteettikahvoina rekombinanttiproteiinien puhdistuksessa sek& analyyttisina
tydkaluina immunokemiallisissamaarityksissa. Strep-tag Il kykenee Strep-tagista poiketen sitoutumaan
streptavidiinin biotiinia sitovaan kohtaan sekd C- ettd N-terminaalisena fuusiona. Brad-tag on kahdeksan
aminohappotahteen pituinen peptidi, jonka sekvenssi (SEKLSNTK) l6ydettiin bradavidiinin karboksyy-
lipdéssa olevasta aminohappohannasta.

Isotermisella tirauskalorimetrilla (ITC) tehtyjen mittausten perusteella bradpeptidi sitoutuu
bradavidiiniin, mutta ei sitoudu avidiiniin tai rhizavidiiniin. Bradpeptidin affiniteetti bradavidiinin C-
terminaalisesti lyhennettyyn muotoon, bradcoreen, on hieman suurempi kuin Strep-tag/Strep-tag Il peptidien
affiniteetti streptavidiiniin. Ndiden lupaavien tutkimusten perusteella tuotettiin tehostetun vihrea fluoresoivan
proteiinin (EGFP) kanssa bradtag-EGFP fuusioproteiineja. Fuusio tehtiin joko EGFP:n C- tai N-terminaaliin.
Tarkoituksena oli selvittadd toimiiko Brad-tag fuusioproteiinissa ja onko C- tai N-terminaalisilla fuusioilla
eroa. Mutatoitujen bradpeptidien affiniteettia bradcoreen pyrittiin selvittdmaén ITC-mittauksilla.

Bradtag-EGFP fuusioproteiineja saatiin tuotettua, kuitenkin N-terminaalisen Brad-tagin
siséltdvien fuusioproteiinien tuottotasot olivat huomattavasti C-terminaalisia Brad-tag fuusioproteiineja
korkeammat. Erilaisilla bradcore-resiiniin tehdyilla sitoutus- ja puhdistuskokeilla selvitettiin, ettd Brad-tag
sitoutuu EGFP:n aminoterminaalisena fuusiona bradcoren biotiinia sitovaan kohtaan ja sitd voidaan kayttaa
aminoterminaalisena affiniteettikahvana. Mutaatioilla havaittiin olevan heikentdva vaikutus bradpeptidien ja
bradcoren vélisessé sitoutumisessa.
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Abstract:

Bradavidin has been found from the Bradyrhizobium japonicum bacteria and it is an avidin- and streptavidin-
like protein. Avidin has been found from chicken and streptavidin from Streptomyces avidinii bacteria.
Bradavidin bears an amino acid sequence identity of about 30 % over the core region with avidin and
streptavidin. Bradavidin consists of 138 amino acids and its C-terminally truncated form consists of 118
amino acids. Bradavidin has tetrameric quaternary structure, which is typical for most of the avidins and it is
structurally and functionally similar to avidin and streptavidin. Like other avidins bradavidin has also a high
affinity towards D-biotin.

The biotin-binding of avidins and avidin like proteins has led to wide use in avidin-biotin
technologies for example in medical applications such as gene therapy and imaging. Avidin and streptavidin
are stable in a broad range of temperature and pH and resistant towards proteolytic enzymes. Bradavidin
differs from (strept)avidins immunologically, as polyclonal rabbit and human antibodies raised towards
streptavidin did not show significant cross-reactivity towards it. Wild type bradavidin has in contrast unique
short amino acid tail, which is able to bind to biotin-binding pocket of neighboring monomers and possibly
inhibit biotin binding.

Strep-tag and Strep-tag Il are nine amino acid residues long oligopeptides, which can
reversibly bind to the biotin-binding pocket of streptavidin. Strep-tag/Strep-tag Il is used, for example, as
affinity tag in recombinant protein purification and as an analytical tool in immunohistochemistry. Strep-tag
Il is able to bind streptavidin when fused to N- and C-terminus of the target protein differing from Strep-tag,
which has to be fused to the C-terminus of the target protein to enable good binding affinity. Brad-tag is eight
amino acid residues long oligopeptide (SEKLSNTK) found from the carboxyl-terminal tail of bradavidin.

Based on the isothermal titration calorimetry (ITC) measurements, bradpeptide binds to
bradavidin but does not bind avidin or rhizavidin. Bradpeptide has slightly higher affinity towards bradcore
than Strep-tag/Strep-tag Il peptide has towards streptavidin. Based on these experiments we produced bradtag
fusion proteins with enhanced green fluorescent protein (EGFP), bradtag-EGFP fusion proteins. Fusions
were prepared by attaching bradpeptide to the C- or N-terminus of EGFP. Our aim was to find out if Brad-tag
functions in fusion proteins and if there are differences between N- and C-terminal fusions. We also intended
to measure the binding affinity of mutated bradpeptides towards bradavidin’s C-terminally truncated form,
bradcore, by ITC.

We were able to produce EGFP fusion proteins. However, EGFP with N-terminal Brad-tag
showed considerable higher production levels when compared to their C-terminal equivalents. Affinity and
purification experiments done with bradcore-resin revealed that Brad-tag is able to bind to biotin-binding
pocket of bradcore as an amino terminal fusion partner of EGFP. We also found out that Brad-tag can be
used as an amino terminal affinity tag. Bradpeptide mutations seemed to have an unfavorable effect on its
bradcore binding properties.

Keywords: avidin, affinity tag, fusion protein, brad-tag
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1 Johdanto

1.1 Proteiinien tutkiminen

Proteiineja tutkitaan useiden erilaisten menetelmien avulla jotta saataisiin aikaan eri
kayttotarkoituksiin ~ parhaiten  soveltuvia  molekyyleja.  Proteiinin  toiminnan
ymmartamiseksi voi olla hyodyllista selvittéda ko. proteiinin rakenne ja koostumus, jolloin
voidaan selvittdd mistd proteiinin ominaisuudet johtuvat. On my6s mahdollista tehda
vertailevaa tutkimusta samaan proteiiniperheeseen kuuluvien proteiinien kanssa.
Proteiineja voidaan kayttaa kliinisiin kéyttotarkoituksiin esim. ladkeaineina tai ladkeaineen
kuljetuksessa haluttuun kohteeseen. Jo tunnetun l&akeproteiinin korvaamiseksi voidaan
etsid samankaltaista proteiinia, jonka immunologiset ominaisuudet olisivat paremmat.
Haluttaessa tutkia jotakin tiettyd proteiinia, sitd on ensin pystyttavd tuottamaan, minka
jalkeen haluttu proteiini on vield saatava eroteltua muista proteiineista ja epapuhtauksista.
Proteiinitutkimuksissa optimaalisin tilanne olisi, ettd tutkittavaa proteiinia,
joka vastaisi rakenteellisesti proteiinin luontaista muotoa, olisi kéytettdvissd huomattavia
maaria, eikd mukana olisi muita epépuhtauksia. Proteiinien puhdistaminen on
monimutkainen ja aikaa vieva prosessi eikéd kaikkia proteiineja voida puhdistaa samalla
menetelmalld, vaan on pyrittdvd loytdamé&an proteiinin kayttotarkoituksesta riippuen

optimaalisin puhdistusmenetelma.

1.2 Fuusioproteiinit

Fuusioproteiinit ovat seurausta kahden tai useamman geenin yhdistymisestd, jolloin
fuusioproteiinilla ilmenee yleenséd kunkin geenin ohjaamat ominaisuudet. Fuusioproteiineja
voi muodostua luonnollisesti tai niitd voidaan tuottaa yhdistelma-DNA-tekniikan avulla.
Rekombinanttifuusioproteiineja tuotetaan esim. kun halutaan tutkia tai maarittdd jonkin
proteiinin ominaisuuksia. Talléin tutkimuksen kohteena olevaan proteiiniin voidaan liitt4é
esim. toinen, ominaisuuksiltaan tunnettu proteiini tarkastelua varten tai ns. affiniteettikahva
(puhdistuskahva) proteiinin puhdistusta varten. Fuusiopartnerin avulla tarkastelua voidaan
tehdd mm. siihen sitoutuvien vasta-aineiden avulla tai, fluorokromin ollessa kyseessa,
esimerkiksi fluoresenssimikroskoopin avulla. Escherichia coli on vyleisin kaytetty

isantdorganismi rekombinanttiproteiinien tuotannossa (Kain ym., 1995; Baneyx, 1999).
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Fuusioproteiinitutkimuksissa yleinen kéytetty fuusiopartneri on vihred
fluoresoiva proteiini (engl. green fluorescent protein, GFP). GFP on kaytannollinen, silla
se voidaan liittaa tarkasteltavan proteiinin amino- ja karboksyylipdéhan seka sen keskelle.
GFP:n vahvuuksiin  kuuluu proteiinin  spesifisesti tunnistavat vasta-aineet seké
mahdollisuus tarkastella fuusioproteiinia reaaliaikaisesti fluoresenssin avulla. Esim.
fluoresenssin avulla tapahtuva proteiinin ilmentymisen seuraaminen solun siséll& ei hairitse
solun toimintaa (Kain ym., 1995).

Affiniteettikromatografisessa rekombinanttiproteiinin puhdistuksessa
kaytetddn hyvaksi affiniteettikahvoja. Affiniteettikahva liitetddn yleensd tarkasteltavan
proteiinin karboksyyli- tai aminoterminukseen, jolloin se hdiritsee proteiinien luonnollista
rakennetta mahdollisimman védhan. Affiniteettikahvan avulla pystytdédn teoriassa
puhdistamaan mik& tahansa proteiini ilman aiempaa tietdmysta proteiinin ominaisuuksista.
Fuusioidun  kahvan sijoittamista  kohdeproteiiniin  tulee  kuitenkin tarkastella
tapauskohtaisesti ja paras sijaintipaikka riippuu mm. tuotetun proteiinin ominaisuuksista,
laskostumisesta ja translaation jalkeisestd muokkautumisesta (ks. yleiskatsaukset Waugh,
2005; Arnau, ym., 2005). Affiniteettikahvoja ja niiden kayttoa esitellddn yleisesti

kappaleissa 1.3 ja 1.4 seké keskitytdan tarkemmin avidiineihin sitoutuviin kahvoihin.

1.3 Affiniteettikromatografia ja proteiinien puhdistus

Affiniteettikromatografialla  erotellaan  palautuvaan  vuorovaikutukseen perustuen
proteiineja heterogeenisesta lahtomateriaalista esim. solulysaatista. Affiniteettiin perustuva
puhdistus vaatii onnistuakseen proteiinille spesifisen ligandin, johon haluttu proteiini
kykenee sitoutumaan. Ligandina voi toimia esim. substraattianalogi tai jokin muu
spesifisesti proteiiniin sitoutuva molekyyli. Affiniteettikromatografiassa ligandi on liitetty
kiinteddn kantajaan, kuten agaroosiin. Kantajaan sitoutunut proteiini voidaan vapauttaa
spesifisesti lisaaméalla liukoisessa muodossa olevaa ligandia tai esim. reversiibelisti
denaturoivaa kemikaalia. Yleensa proteiinin vapauttamista edeltdd kiintedn faasin pesu
epapuhtauksien poistamiseksi, jolloin ligandin on pystyttdva sdilyttdmaan spesifinen
sitoutuminen kohdemolekyyliinsd pesun ajan (Amersham, Pharmacia, Biotech). Hyva
esimerkki proteiinin ja ligandin valisestd vuorovaikutuksesta on avidiinin affiniteetti
biotiiniin (Green, 1975). Avidiinia on kyetty eristimaan affiniteettikromatografisesti
kayttden kiinteddn aineeseen kiinnitettyd biotiinia tai biotiinin analogia, 2-iminobiotiinia
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(Heney ja Orr, 1981). Kyseista tiukkaa vuorovaikutusta voidaan kdyttdd myos toisin péin:
kromatografiapylvéassa olevaan matriisiin sidottu avidiini tunnistaa biotinyloidut
molekyylit muiden mennessa pylvéaan lapi (Finn ym., 1984; Fischer ja Howden, 1990).

Affiniteettikahvoja  kehitettiin -~ alun  perin  rekombinanttiproteiinien
puhdistukseen ja havainnointiin. Taman lisaksi joillakin affiniteettikahvoilla on myos
pystytty parantamaan fuusiopartnerinsa tuotannollisia ominaisuuksia. Rekombinantti-
proteiiniin liitetty affiniteettikahva voi olla lyhyt peptidi tai kokonainen proteiini (ks.
yleiskatsaus Waugh, 2005). Affiniteettikromatografiassa kaytettavid lyhyitd peptidi-
kahvoja ovat mm. streptavidiin sitoutuvat Strep-tag ja Strep-tag 1l (Kornddrfer ja Skerra,
2002), metallilikationiin (Ni?*, Co®") sitoutuva His-tag (Hengen, 1995), seka vasta-aine
MZ1:n sitoutuva FLAG-tag (Hopp ym., 1996). Proteiinikahvoina kéytetddn mm. glutathioni
S-transferaasia (engl. glutathione S-transferase, GST) (Smith ja Jonhson, 1988) seka
maltoosia sitovaa proteiinia (engl. maltose binding protein, MBP) (Walker ym., 2010).

Affiniteettikahvoihin liittyy useita kdytannén ongelmia, jotka johtuvat joko
itse kahvasta tai kaytettavistd olosuhteista. Yleenséd kahvat pitdd pystya irrottamaan, jotta
saadaan eristettya proteiinia sen luonnollisessa ja puhtaassa muodossa esimerkiksi kliinisia
kayttotarkoituksia varten. Proteiinikahvat, kuten GST- ja MBP-tag, joudutaan joskus
poistamaan proteolyyttisesti proteiinin luonnollisen laskostumisen aikaansaamiseksi
(Nygren ym., 1994).

Proteolyyttisen poiston liséksi on kehitetty itseleikkautuvia kahvoja, joiden
toiminta perustuu luonnollisiin itseleikkautuviin inteiineihin (engl. inteins). Proteiinien
muokkausmenetelmien avulla inteiineja ja affiniteettikahvoja on pystytty yhdisteleméaén ja
saatu taten tuotettua erilaisia itseleikkautuvia kahvoja (Banki ym., 2005). Yksinkertaisilla
muutoksilla kuten tiolin lisdykselld, pH:n tai lampdtilan muutoksilla voidaan saada
aikaiseksi vaste, jonka seurauksena kahvat leikkautuvat itsendisesti pois ja fuusioproteiini-
esiasteesta muodostuu proteiinin luonnollinen muoto (Wu ym., 2006).

Vasta-ainekahvoja sisaltavien fuusioproteiinien ongelma puhdistuksessa on
yleensd niiden vapauttaminen kantajastaan, silld sitoutuneen vasta-aineen vapauttamiseen
tarvitaan yleensd denaturoivia olosuhteita (Brizzard ym., 1994). Kaksoisaffini-
teettipuhdistuksessa (engl. tandem affinity purification) kaksi erilaista puhdistuskahvaa
sisdltdva fuusioproteiini ajetaan kahden affiniteettipylvadn lapi, jolloin jalkimmaisell&
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kerralla puhdistuksesta poistetaan ensimmaéisessa puhdistuksessa jaanyt puhdistuskahva
sekd muut naytteeseen jadneet epapuhtaudet (Rigaut ym., 1999).

Affiniteettikromatografian lisdksi proteiinien puhdistukseen on olemassa
useita muita puhdistusmenetelmid, jotka perustuvat yleensa proteiinien luontaisiin
ominaisuuksiin. loninvaihtokromatografiassa molekyylit saadaan sitoutumaan kiintedan
kantajaan varauksensa mukaisesti (Hamilton, 1963; Janson ym., 2011). Molekyylien
kokoon perustuvassa kromatografiassa kéytetddn Kkiintednd kantajana huokoista
materiaalia, jonka lapi proteiinit kulkevat. Proteiinit kulkevat huokoisen materiaalin lapi
kokonsa mukaisesti, jolloin ne voidaan erotella kokoon perustuen muista epépuhtauksista
(Batas ym., 1999). Ultrasentrifuugin kayttd proteiinien puhdistuksessa taas perustuu
proteiinien tiheyteen (Bocchini ja Angeletti, 1964). Hydrofobinen puhdistus perustuu
proteiinin  hydrofobisiin  aminohappoihin  ja  niiden  sitoutumiseen  korkeissa
suolapitoisuuksissa hydrofobisiin rasvahappoketjuihin, joilla pylvaskromatografian jyvéset
on péallystetty (Shaltiel ja Er-El, 1973). Hydrofobisen osan siséltavia proteiineja voidaan
erotella myos misellien avulla faasien erottelua hyvaksikayttamalla (ks. yleiskatsaus Tani
ym., 1998). Haluttaessa erittdin puhdasta proteiinituotetta kaytetddn usein useampaa
puhdistusmenetelm&d yhdessé ja tastd johtuen pyritddn koko ajan kehittdmé&an uusia
tehokkaita, halpoja ja yksivaiheisia puhdistusmenetelmié.

1.4 Kaytossé olevia affiniteettikahvoja

1.4.1 Strep-tag

Strep-tag on peptidikirjaston seulontatutkimuksissa l0ydetty keinotekoinen yhdeksan
aminohappotahteen (AWRHPQFGG) mittainen peptidi, joka sitoutuu luontaisesti ja
palautuvasti streptavidiinin biotiinia sitovaan kohtaan. Strep-tagia kaytetddn mm.
affiniteettikahvana rekombinanttiproteiinien puhdistuksessa voimakkaan ja selektiivisen
sitoutumiskykynsa vuoksi (Kyq 37 uM). Strep-tagin etuna on fuusioproteiinin helppo
vapauttaminen vain yhdelld vaiheella streptavidiinista ilman, ettd proteiinin luonnollinen
rakenne muuttuu. Vapauttaminen voidaan suorittaa kayttamalla matalaa biotiini-
konsentraatiota Kilpailevaa uuttamista hyvéksi kéayttden. Biotiinin sijaan voidaan proteiinin
vapauttamisessa kayttaa biotiinin kaltaisia yhdisteitd, kuten iminobiotiinia (Schmidt ym.,
1993; Schmidt ym., 1996).



13

Strep-tagilla on useita vahvuuksia, jotka tekevat siitda kaytannollisen
affiniteettikahvan  fuusioproteiinin  affiniteettipuhdistuksessa. ~ Strep-tag on  mm.
rilppumaton metalli-ioneista (vrt. His-tag), se ei sitoudu epaspesifisesti muihin
proteiineihin eikda se hairitse proteiinin luonnollista laskostumista. Ensimmainen Strep-
tagin avulla puhdistettu polypeptidi oli bakteereissa tuotettu D1.3 vasta-aineen anti-
lysotsyymin F, fragmentti. Tdmén lisaksi Strep-tag on saatu fuusioitua useisiin muihin
liukoisiin proteiineihin ja sen on havaittu soveltuvan seka prokaryootti- ettd eukaryootti-
soluista perdisin olevien proteiinien puhdistukseen (Schmidt ja Skerra, 1993; Korndorfer ja
Skerra, 2002).

Strep-tag soveltuu fuusioproteiinien puhdistuksen lisdksi myos analyyttiseksi
tyokaluksi immunokemiallisissa maarityksissa. Strep-tag fuusioproteiinit pystytdan
tunnistamaan sekd denaturoituneessa ettd luonnollisessa konformaatiossaan, kuten
entsyymivélitteisessa immunosorbenttimaarityksessa (engl. enzyme-linked immunosorbent
assay, ELISA). Strep-tagin ja streptavidiinin valista vuorovaikutusta on edell& mainittujen
analyysien liséksi kaytetty viela mm. kalvoproteiinien in situ tutkimuksessa, jossa esim.
fluoresenssimikroskoopin avulla tunnistetaan fluorokromilla leimattua streptavidiinia.
(Schmidt ja Skerra, 1993; Skerra ja Schmidt, 1999).

Rekombinanttiproteiinin ~ fuusio  Strep-tagin  karboksyylipaahén estaa
fuusioproteiinin sitoutumisen streptavidiiniin Strep-tagin valitykselld. Strep-tagin C-
terminaalisen Gly-tahteen vapaa karboksyyliryhma osallistuu suolasillan muodostamiseen
streptavidiinin Arg84:n guanidium-padteryhmén kanssa. Tastd johtuen Strep-tagia voidaan
kayttad ainoastaan karboksyyliterminaalisena fuusiona fuusioproteiinien puhdistuksessa
(Schmidt ym., 1996). Rajoituksensa vuoksi Strep-tag ei ole kayttokelpoinen mm. sellaisten
proteiinien  puhdistuksessa, joilla tapahtuu translaation jdlkeen C-terminaalista

muokkautumista (Maier ym., 1998).

1.4.2 Strep-tag Il

Strep-tag peptidin rajoituksiin haluttiin 16ytda ratkaisu ja geneettisia peptidikirjastoja
seulomalla l0ydettiin Strep-tag Il. Strep-tag Il koostuu, kuten Strep-tag, yhdeksasta
aminohappotéhteestda (NWSHPQFEK). Strep-tag Il kehitettiin samaan kayttotarkoitukseen
kuin Strep-tag ja se toimii vastaavalla tavalla. Strep-tag Il:n tapauksessa suolasillan
streptavidiinin  Arg84 téhteen kanssa muodostaa peptidiketjun toiseksi viimeisen

aminohapon, glutamiinihapon, sivuketju. Strep-tag Il peptidin etuna Strep-tagiin ndhden on
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sen kyky sitoutua sekd C- ettd N-terminaalisena fuusiona streptavidiinin biotiinia sitovaan
kohtaan. My0s Strep-tag Il voidaan vapauttaa streptavidiinista liuoksilla, jotka sisaltavat
biotiinia tai biotiinin kaltaisia yhdisteitd. Strep-tag Il:n heikkoutena on kuitenkin peptidin
huomattavasti heikompi sitoutuminen streptavidiiniin (Kq 72 uM). Strep-tag Il:n
sitoutumisvoimakkuutta  streptavidiiniin - on parannettu mutatoimalla luonnollista
streptavidiinia (ks. 1.5.1 Avidiinit ja niiden ominaisuuksia) (Voss ja Skerra, 1997,
Korndorfer ja Skerra, 2002). Strep-tag Il:n kayttéa on tutkittu mm. metalloentsyymien
puhdistuksissa ja sen on havaittu olevan joissakin tilanteissa His-tagia kayttokelpoisempi ja
tehokkaampi (Maier ym., 1998).

1.4.3 His-tag

His-tag on yleensd kuuden histidiinin mittainen peptidi, joka on fuusioitu yhdistelmé-
DNA-tekniikan avulla kohdeproteiinin N- tai C-terminukseen. His-tagia voidaan kayttaa
mm. puhdistettaessa E. colissa, tai muissa prokaryooteissa, tuotettuja fuusioproteiineja.
Tama affiniteettikahva mahdollistaa nopean ja tehokkaan fuusioproteiinin puhdistuksen
epépuhtauksista, esim. E. colin tuottamista omista proteiineista, metallikelaattiaffiniteetti-
kromatografian avulla. His-tag sitoutuu metallikationiin, kuten Ni**, Co®* tai Cu®*, joka
voidaan immobilisoida kelatoimalla esim. agaroosiin. Halutun fuusioproteiinin puhdistus
suoritetaan laskemalla esim. nikkeli-agaroosiin sitoutettu proteiiniliuos affiniteettikromato-
grafiapylvaan 1&pi. Fosfaattipuskuripesujen jalkeen pylvadseen jaaneeseen nikkeli-
agaroosiin sitoutunut fuusioproteiini voidaan eluoida pylvaasta ulos mm. ammonium-
kloridilla, imidatsolilla tai EDTA:lla (Hengen, 1995).

Vaikka His-tag on yksi yleisimpid kaytettyja affiniteettikahvoja, silla on
my0s epdedulliset puolensa. His-tag voi muuttaa proteiinin biokemiallisia ominaisuuksia
vaikuttamalla mm. isoelektriseen pisteeseen. Puhdistuksen aikana fuusioproteiinin
vapauttamisessa joudutaan kayttdméan suuria suolapitoisuuksia, jolloin proteiini saattaa
inaktivoitua. Pienemmilla suolapitoisuuksilla taas epapuhtauksia saattaa kertya puhdistetun
proteiinin joukkoon. Ongelmia tuottaa myos metallikelaatteihin sitoutuneet epépuhtaudet,
jotka voivat sitoutua His-tag peptidiin (Essen ja Skerra, 1993; Maier ym., 1998).

1.4.4 Muita avidiineihin sitoutuvia affiniteettikahvoja
Edelld esiteltyjen affiniteettikahvojen lisdksi kdytdssd on monia muita peptidikahvoja,

joiden pituudet vaihtelevat muutamasta aminohappotahteestd useisiin  kymmeniin.



15

Streptavidiiniin sitoutuva peptidi (engl. Streptavidin-Binding-Peptide, SBP-tag) on 38
aminohappotahteen pituinen ja se kykenee sitoutumaan streptavidiiniin (K4 2,5 nM). SBP-
tag on todettu toimivaksi E. colissa tuotettujen rekombinanttiproteiinien puhdistuksessa.
SBP-tagin nanomolaarinen affiniteetti streptavidiiniin tarjoaa herkdn menetelman
tutkittaessa rekombinanttiproteiineja ja niiden valisia vuorovaikutuksia muiden
molekyylien kanssa (Keefe ym., 2001).

Avidiinia on kaytetty proteiinien puhdistuksessa kantajana, joka sitoutuu
biotinyloituihin yhdisteisiin. Tamén liséksi avidiinia ja sen deglykosyloitua ja neutraloitua
muotoa, NeutrAvidiinia, voidaan kéayttad hyvéksi myods peptidikahvan, Avi-tag
(DRATBY), kanssa. AviD-tag on Avi-tag peptidin divalentti muoto ja ndma peptidit
tunnistavat spesifisesti avidiinin ja NeutrAvidiinin eivatké sitoudu esim. streptavidiiniin
(Gaj ym., 2007). SBP-tagin lisaksi streptavidiiniin sitoutuvia affiniteettikahvoja ovat Nano-
tag peptidit; Nano-tag;s, Nano-tags sek& Nano-tag, joista kukin sitoutuu nanomolaarisella
affiniteetilla streptavidiinin biotiinin sitomiskohtaan. Nano-tag peptidien kéaytté on
rajoittunut ainoastaan rekombinanttiproteiinien aminoterminukseen (vrt. Strep-tag) johtuen
peptidin N-terminaalissa olevista N-formyylimetioniinista ja tryptofaanitihteestd, jotka
osallistuvat streptavidiiniin sitoutumisessa hydrofobisten vuorovaikutusten ja vetysidosten
syntyyn (Lamla ja Erdmann, 2004; Perbandt ym., 2007). Tassa kappaleessa kasiteltiin
ainoastaan avidiineihin sitoutuvat affiniteettikahvat sek& His-tag. Na&iden liséksi on

olemassa viela suuri joukko muita affiniteettikahvoja, joita ei késitelty.
1.5 Avidiini ja avidiinin kaltaiset proteiinit

1.5.1 Avidiinit ja niiden ominaisuuksia

Avidiini ja streptavidiini ovat rakenteellisesti ja toiminnallisesti toisiaan vastaavia
proteiineja, joista avidiini on peraisin kanasta (Green, 1975) ja streptavidiini Streptomyces
avidinii bakteerista (Chaiet ja Wolf, 1964). Muita tunnettuja avidiineja ovat sammakosta
I0ydetty xenavidiini (Maattda ym., 2009), sienen Pleurotus cornucopiae tamavidiini
(Takakura ym., 2009), Rhizobium etli bakteerin rhizavidiini (Helppolainen ym., 2007),
Burkholderia pseudomallei bakteerin burkavidiini (Sardo ym., 2011), sek& bradavidiini,
joka on loydetty Bradyrhizobium japonicum bakteerista (Nordlund ym., 2005). Avidiineille
ominaista on niiden kyky sitoa voimakkaasti ja spesifisesti D-biotiinia, mistd johtuen

avidiinien kayttéd on tutkittu laajalti biotieteiden alalla. Avidiinia ja streptavidiinia on
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my0s muokattu monin tavoin erilaisiin kayttotarkoituksiin (Hyténen ym., 2005; ks.
yleiskatsaus Laitinen ym., 2006).

Rakenteellisesti useimmat avidiinit ovat homotetrameereja, jotka rakentuvat
keskenddn identtisistd ~ monomeereista.  Alayksikot  muodostuvat  kahdeksasta
antiparalleelista p-juosteesta ja niiden valisistd silmukoista, jotka laskostuvat
antiparalleeliksi B-tynnyriksi. Lopullinen tetrameerinen kvaternaarirakenne syntyy naiden
neljan identtisen B-tynnyrin yhdistymisestd. Kvaternaarirakenne sisaltdd kolme erilaista
monomeerien valistd vuorovaikutusaluetta. Rakenteellisesti tarkein on monomeerien 1 ja 4
sekd 2 ja 3 valiset vuorovaikutukset, jotka saavat aikaan (strept)avidiinien rakenteelliset
dimeerit. Toiminnalliset dimeerit taas muodostuvat monomeereista 1 ja 2 seka 3 ja 4, joissa
biotiinin sitomisessa tarkeédt tryptofaanit (avidiini; Trpl10, streptavidiini: Trpl120)
sijaitsevat betajuosteiden 7 ja 8 vélisessa silmukassa. Biotiinin sitoutuminen tapahtuu
kunkin (strept)avidiini monomeeritynnyrin toisessa p&&sséd, joten kukin tetrameerinen
rakenne pystyy sitomaan nelja biotiniimolekyylid (Livnah ym., 1993; Nordlund ym., 2003;
ks. yleiskatsaus Laitinen ym., 2006).

Streptavidiinin ja avidiinin voimakas sitoutuminen biotiiniin on johtanut
niiden laajaan k&yttdon avidiini-biotiini teknologiassa. Vaikka molemmat proteiineista
sietdvat hyvin l&ammon ja pH:n vaihteluita sek& proteolyyttisia entsyymejd, on niiden
ominaisuuksia pyritty parantelemaan mm. geneettisilld ja kemiallisilla muokkauksilla.
Muokkausten avulla avidiinien stabiiliutta ja sitomisvoimakkuuksia on saatu paranneltua
erilaisia kayttotarkoituksia varten (ks. yleiskatsaus Laitinen ym., 2007).

Geneettistd muokkausta hyvéksi kayttden pistemutaation avulla on tuotettu
avidiinia, jonka biotiinin sitoutumista voidaan saadelld pH:n muutoksilla. Aminohappoja
mutatoimalla avidiinin denaturaatiolampdétilaa on pystytty nostamaan, jonka seurauksena
avidiinin stabiiliutta on onnistuttu parantamaan (ks. yleiskatsaus Laitinen ym., 2007).
NeutrAvidiini taas on avidiinin kemiallisesti deglykosyloitu ja neutraali muoto. Nailla
kemiallisilla muutoksilla on vahennetty proteiinin epéspesifisia vuorovaikutuksia,
kuitenkin sailyttden proteiinin sitomisominaisuudet biotiiniin (Hiller ym., 1990; Gaj ym.,
2007).

Streptavidiinista on kehitetty kaksi mutatoitua muotoa, joilla on korkeampi
affiniteetti Strep-tag 11 peptidid kohtaan. Naiden kahden streptavidiinin mutaatiot tuotettiin

streptavidiinin aminohappoihin 44, 45 ja 47. Mutatoitu alue sijaitsee l&helld biotiinin
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sitoutumiskohtaa olevassa silmukassa, jonka rakenne on joustava. Mutatoiduilla
aminohappotahteilla ei kuitenkaan havaittu suoraa rakenteellista kontaktia peptidin
sitoutumisessa (Korndorfer ja Skerra, 2002). Streptavidiinista on kehitetty pistemutaatiolla
my0s dimeerinen muoto, joka on saatu muokattua liukoiseen muotoon (Sano ym., 1997).

Rhizavidiini on avidiinien kaltainen biotiinia voimakkaasti sitova proteiini,
joka on loydetty R. etli bakteerista. R. etli on pavun, Phaseolus vulgaris, typped sitova
symbioottinen bakteerilaji. Rhizavidiinin monomeeri rakentuu avidiinien lailla kahdeksasta
antiparalleelista betajuosteesta, jotka laskostuvat antiparalleeliksi betatynnyriksi. Vaikka
rhizavidiinin aminohapposekvenssi on 20-30 prosenttisesti identtinen muiden avidiinien
kanssa, se poikkeaa dimeerisella kvaternaarirakenteellaan muista avidiineista, jotka ovat
tetrameereja. Rhizavidiini on ensimmadinen I0ydetty luontainen dimeerinen avidiini-
perheeseen kuuluva proteiini. Biotiinin sitomiskohdassa avidiinin toiminnallisesti tarkeaa
Trpll0 vastaavassa kohdassa rhizavidiinin  aminohappoketjua sijaitsee proliini
(Helppolainen ym., 2007; Meir ym., 2008).

1.5.2 Auvidiinien kayttdsovelluksia
Ladketieteellisissd  tarkoituksissa avidiini-biotiini teknologiaa on kéytetty mm.
geeniterapiassa, kuvantamisessa ja kohdennetussa ladkeaineen kuljetuksessa. Laakeaineen
kuljetuksessa avidiinien avulla ongelmia on tuottanut potilaan immuunivaste.
Immuunivasteesta johtuen halutaan 16ytaa liséé avidiinin kaltaisia proteiineja, jotka olisivat
immunologisilta ominaisuuksiltaan erilaisia, kuten bradavidiini (Nordlund ym., 2005).
Kohdennetussa geeniterapiassa avidiinin  kayttéd on tutkittu —mm.
sisallyttamélla se geneettistd muuntelua hyvéksikéyttdmalla baculoviruksen kuoren
glykoproteiiniin gp64. Né&in aikaansaatu ns. Baavi-virus mahdollistaa avidiini-biotiini
teknologian kayttdmisen geenien kuljetuksessa. Baavin on todettu transduktoituvan
huomattavasti normaalia tehokkaammin biotinyloituihin  soluihin  mahdollistaen
kohdentamisen avidiinin avulla (Raty ym., 2004). Baculoviruksen lisdksi avidiinia ja
streptavidiinia on ilmennetty HI-viruksesta johdetun lentiviruksen kuoriproteiinin kanssa
(Kaikkonen ym., 2009). Avidiini-biotiini teknologiaa on tutkittu myo6s kasvaimiin
kohdistuvassa geeniterapiassa, jossa avidiini-biotiini “’siltaa” on kéytetty mm. p53 geenin

transfektiossa solujen sisdan (Zeng ym., 2010).



18

1.5.3 Bradavidiini

Soijapavun juurinystyrdissé typped sitovan B. japonicum bakteerin genomista on |0ydetty
bradavidiinin geeni, jonka aminohapposekvenssi vastaa noin 30% avidiinin ja
streptavidiinin ydinalueiden sekvenssejé (kuva 1). Bradavidiini koostuu 138 aminohaposta
ja C-terminaalisesti pienennetty proteiinin ydin (bradcore) 118 aminohaposta.
Bradavidiinilla on tetrameerinen kvaternaarirakenne ja se muistuttaa seka rakenteeltaan
ettd toiminnaltaan avidiinia ja streptavidiinia, sitoen my6s voimakkaasti biotiinia
(Nordlund ym., 2005).

Immunologisilta ominaisuuksiltaan bradavidiini on kuitenkin
(strept)avidiineista poikkeava. Streptavidiini-altistuksen jélkeen kerétyt janiksen ja ihmisen
seerumit eivat reagoineet bradavidiinin kanssa merkittdvasti. Vasta-aineiden
reagoimattomuus lisdd bradavidiinin  kiinnostavuutta varsinkin  Kliinisiin  kéayttot-
arkoituksiin, kuten vaihtoehtoisena ratkaisuna kohdennettuun ladkeainekuljetukseen ja
geeniterapiaan silloin kun (strept)avidiinin kaytto ei ole mahdollista immuunivasteen takia
(Nordlund ym., 2005). Taysimittaisen bradavidiinin karboksyylipdassd on lyhyt
aminohappohéntd, joka kykenee sitoutumaan viereisen monomeerin biotiinia sitovaan
kohtaan ja mahdollisesti jopa estdmé&an biotinyloitujen molekyylien sitoutumisen
(Leppiniemi ym., julkaisematon).

—_—,  — — e —_
Streptav. AAEAGITGTWYNQLGSTFIVTAG--ADGALTGTYESAVGNAESRYVLTGRYDSAPATDG-

Bradav. ===QSVNWTWTNQYGSTLAITSFNSNTGAITGTY TNNAANSCDEGKPQG-VTGWLAYGN-
Avidiini ARKCSLTGKWTNDLGSNMTIGAVN-SRGEFTGTYITAVIATSNEIKESPLHGTENTINKR
. * e kkkok . .

JE oKy kR

—_— > >
Streptav. SGTALGWTVAWKNNYRNAHSATTWSGQYVGG--AEARINTQWLLTS-GTTEANAWKSTLV
Bradav. TGTAISESVNELG----CGSTTVWTGQLNN----ATGFQGLWYLS-—--LAEAVAWNGISA
Avidiini TQPTFGFTVNWKES----ESTIVETGQCFIDRNGKEVLKTMWLLRSSVNDIGDDWKATRV

ok . * ek e s kk .. * K * .
. H PR .. . .

......

e
Streptav. GHDTFTKVKPSAAS

Bradav. GADTFTFSSGDKAL
Avidiini GINIFTRLRTQKE-

* s kK
.

Kuva 1 Bradavidiinin ydinalueen aminohapposekvenssi verrattuna streptavidiinin ja avidiinin ydinalueiden
aminohapposekvensseihin.  Aminohapposekvenssien vertailusta n&hd&an bradavidiinin samankaltaisuus
avidiinin ja streptavidiinin kanssa aminohapposekvenssien kanssa. Streptav. = streptavidiini, Bradav. =
bradavidiini. Kuva on muokattu alkuperaisesta versiosta, Nordlund ym., 2005.
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1.6 Vihred fluoresoiva proteiini

Meduusoihin kuuluvasta Aequorea victoriasta eristettyd GFP:n komplementaarista DNA
sekvenssid voidaan kayttdd GFP:n tuottamiseen prokaryootti ja eukaryootti soluissa eiké
fluoresenssin syntyyn tarvita substraatteja tai kofaktoreita (Chalfie ym., 1994). GFP on
lagjalti kaytetty tyokalu tutkittaessa erilaisia biologisia prosesseja, silla se voidaan liittaa
fuusiopartneriinsa seka karboksyyli- ettd aminoterminuksestaan. GFP my0s sailyttad
fluoresoivan ominaisuutensa ollessaan fuusiopartnerina (Niedenthal ym., 1996). Tamén
lisaksi GFP voidaan fuusioida myos keskelle kohdeproteiinia, silld sen amino- ja
karboksyyliterminukset ovat lahella toisiaan (Kobayashi ym., 2008).

GFP:a kaytetaan laajasti mm. geenien ilmentymisen, proteiinien lokalisaation
ja proteiini-proteiini vuorovaikutusten tutkimiseen. Nyky&én on tarjolla myos useita GFP:n
mutatoituja muotoja, joissa mutaation seurauksena muutetut ominaisuudet vaihtelevat
proteiinin tuottumisen, absorption ja emissiospektrin osalta. Eraalla mutatoidulla GFP:n
muodolla on korkeampi emission intensiteetti sinisen valon eksitaation jalkeen verrattuna
villityypin GFP:n emissioon. Tatd paranneltua GFP:n mutatoitua muotoa kutsutaan
EGFP:ksi (engl. enhanced GFP). EGFP:n emission korkeampi intensiteetti on seurausta
kahden peréttéisen aminohappotéhteen, Phe-64—Leu ja Ser65—Thr, mutaatioista (Cinelli
ym., 2000). EGFP:n eksitaatiomaksimin aallonpituus on 488 nm ja emissiomaksimi 509
nm (BioTek Instruments, Inc.). Mutaatioilla on my6s paranneltu GFP:n ominaisuuksia
soveltumaan prokaryooteilla tehtaviin tutkimuksiin (Stretton ym., 1998).

Erilaisten biologisten prosessien tutkimuksissa GFP on ollut kaytdssa, niin
solun siséisen kuin ulkoisenkin kuljetuksen tutkimisessa eldvissa soluissa. GFP:n avulla on
pystytty seuraamaan miten vasta tuottuneet proteiinit kulkeutuvat eldvissa soluissa
endoplasmakalvostolta golgin laitteeseen (Presley ym., 1997). GFP on ollut kéytéssa myods
tutkittaessa geenien ilmentymistd (Stretton ym., 1998) seka proteiinien lokalisoitumista
bakteerisoluissa (Feilmeier ym., 2000). Feilmeier ym. selvittivét, ettd GFP on aktiivisessa
muodossaan E. colin sytoplasmassa mutta ei periplasmisessa tilassa, johtuen ilmeisesti

epatdydellisestd laskostumisesta muualla kuin sytoplasmassa.
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2 Tutkimuksen tavoitteet

Bradpeptidin, Brad-tagin, sitoutumista bradavidiinin C-terminaalisesti lyhennetyn muodon,
bradcoren, kanssa on méaritetty isotermisella titraatiokalorimetrialla (ITC). ITC-mittausten
perusteella Bradpeptidi sitoutuu bradavidiiniin, mutta ei sitoudu avidiiniin tai
rhizavidiiniin. Bradpeptidin affiniteetti bradcoreen (Ky = 25 puM) (Leppiniemi ym.,
julkaisemattomia tuloksia) on hieman suurempi kuin alkuperdisen Strep-tagin affiniteetti
streptavidiiniin (Kq = 37 puM) (Schmidt ym., 1996) sekd Strep-tag Il:n affiniteetti
streptavidiiniin (Kg = 72 uM) (Schmidt ym., 1996). Streptavidiinia mutatoimalla sen
affiniteettia saatiin kasvatettua Strep-tag Il:een (Kg = 1 uM) (Voss ja Skerra, 1997).
Joillakin ~ Strep-tag fuusioproteiineilla on havaittu olevan suurempi affiniteetti
steptavidiiniin (Schmidt ym., 1996).

Néiden tutkimusten perusteella bradpeptidin affiniteetti bradavidiiniin
vaikuttaa lupaavalta ja tarkoituksena oli tuottaa Brad-tag EGFP fuusioproteiini ja tutkia sen
sitoutumista bradavidiinin kanssa. EGFP liitettiin joko C- tai N-terminaaliin. Tydssa oli
tavoitteena selvittdd onko Brad-tag toiminnallinen myos silloin kun siitd on valmistettu
EGFP:n kanssa fuusioproteiini. Toimivuuden kannalta oli tarke&da pyrkia selvittdméan
toimiiko Brad-tag riittdvan tehokkaasti proteiinin puhdistuksessa ja onko C-terminaalisella
ja N-terminaalisella Brad-tag affiniteettikahvalla eroa. Lisdksi tutkitiin bradpeptidin
mutatoituja muotoja, joissa bradpeptidin aminohappojarjestystd on muokattu yhden
aminohapon verran joko poistamalla tai vaihtamalla aminohappotéhde. ITC-mittauksilla
tutkittiin mutatoitujen muotojen ja bradcoren vélistd vuorovaikutusta ja verrattiin saatuja
tuloksia bradpeptidin antamiin tuloksiin. Mittaustuloksilla keréttiin tietoa mutaation

aiheuttamista muutoksista peptidien affiniteetissa bradcoreen.
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3 Materiaalit ja menetelmat

3.1 Rekombinantti-DNA-vektorien valmistaminen

3.1.1 Monistustransformaatio TOP10 soluihin

Ensimmaiseksi monistettiin  pHis-EGFP plasmidia, joka on rakennettu aiemmissa
tutkimuksissa (Saeger & Hytonen ym., julkaisematon). Plasmidi sisaltad tac-promootterin
ja ampisilliinin (amp) antibioottiresistenttiysgeenin. Plasmidi transformoitiin kemiallisesti
kompetentteihin E. coli One Shot® TOP10 Competent soluihin (Invitrogen) lampdshokin
avulla. pHis-EGFP-plasmidia liséttiin 20 ng TOP10 -soluille eppendorf-putkeen ja pidettiin
jadhauteella 20 min ajan. Inkuboinnin jalkeen suoritettiin 30 s l&mpdshokki 42 °C vesi-
hauteessa, jonka jalkeen solut siirrettiin takaisin jadhauteeseen ja soluille lisattiin 250 pl
S.0.C. elatuslientd. Elatusliemen lisdyksen jalkeen putkea pidettiin tasoravistelijalla
225 kierr/min yhden tunnin ajan +37 °C:ssa. Taman jéalkeen solut maljattiin ampisilliinia

(100 pg/ml) siséltavalle Luria Bertani (LB) maljalle ja inkuboitiin yon yli 37 °C:ssa.

3.1.2 pHis-EGFP TOP10 solujen jatkokasvatus

Maljalta valittiin pesékkeitd, jotka poimittiin ja siirrettiin omiin 15 ml:n koeputkiin
jatkokasvatukseen. Putket sisalsivat 5 ml:n LB elatuslientd, johon oli lisattyna ampisilliinia
100 pg/ml. Kasvatus suoritettiin tasoravistelijalla 200 kierr/min yoén yli +37 °C:ssa.
Valituista pesékkeista tehtiin myos tarkistus maljaukset LBanp, maljalle, johon oli lisétty
0,1mM isopropyyli-B-D-tiogalaktosidaasi (IPTG). Malja jaoteltiin neljdén osaan ja tehtiin
aiemmin valituista pesédkkeista viivasiirrostukset seka neljanneksi laitettiin negatiivinen
kontrollipesake. Kasvatus suoritettiin yon yli + 37 °C:ssa. Malja siirrettiin +4 °C:een
fluoresenssin kehittymisen vuoksi ja maljaa tarkasteltiin my6hemmin UV-valolla

fluoresenssin toteamiseksi.

3.1.3 pHis-EGFP plasmidin eristys TOP10 soluista

TOP10 jatkokasvatuksista eristettiin plasmidi kayttden Fermentas GeneJET™ Plasmid
Miniprep Kit valmistetta. Kustakin kolmesta viiden millin kasvatuksesta otettiin kolme
millilitraa lahtomateriaaliksi plasmidieristykseen. Solut sentrifugoitiin  (Eppendorf,
Centrifuge 5415D) solupelleteiksi 2 ml:n eppendorf-putkissa 1,5 ml:n erissé. Sentrifugointi

suoritettiin huoneenldammassé 2 min, 12000 g.
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Pelletoidut solut suspensoitiin uudelleen 250 pl:aan liuotusliuosta, jonka
jalkeen lisdttiin 250 pl solujen hajotusliuosta. Lisdyksen jélkeen putkia kddnneltiin ympéri
kuudesti ja lisdttiin 350 ul neutralisaatioliuosta. Putkia kddnneltiin jdlleen ympari varovasti
kuusi kertaa. Neutralisaation jalkeen putkia sentrifugoitiin 5 min, 12000 g, huoneen-
lamm@sséd. Taten saatiin solujate ja kromosomaalinen DNA. Liuokset siirrettiin
pakkauksen mukana tulleisiin filtteriputkiin suodattimen pé&alle ja sentrifugoitiin (12000 g)
huoneenldammaossé yhden minuutin ajan ja hylattiin lapitulleet liuokset. Filttereille liséttiin
500 pl pesuliuosta ja sentrifugoitiin huoneenlimmaossd yhden minuutin ajan, 12000 g, ja
hylattiin liuokset. Pesu toistettiin kertaalleen ja 1api tulleiden nesteiden poistamisen jalkeen
sentrifugoitiin vield kertaalleen huoneenldamma@sséd yhden minuutin ajan, 12000 g,
yliméaardisen pesuliuoksen poistamiseksi. Suodatinosat siirrettiin 1,5 ml:n eppendorf-
putkiin ja lisdttiin 50 pl eluutioliuosta filttereiden keskelle. Lisdyksen jalkeen inkuboitiin
kahden minuutin ajan ja sentrifugoitiin huoneen l&ammdssé kahden minuutin ajan, 12000 g.
Eluution jalkeen saatujen plasmidien pitoisuudet mitattiin UV/Vis-spektrofotometrilla
(NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer, Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA).

Plasmidit sail6ttiin -20 °C:een.
3.2 Bradtag-EGFP-fuusioproteiinia koodaavien DNA-sekvenssien valmistus

3.2.1 DNA-sekvenssien valmistaminen PCR:lla

Nelja erilaista DNA inserttia valmistettiin  kuuden eri alukkeen (taulukko 1),
polymeraasiketjureaktion (PCR) ja pHis-EGFP plasmidin avulla. Alukkeiden avulla oli
tarkoitus liittdd Brad-tag sekvenssi EGFP:n sekvenssiin, joko 5’ tai 3* -paahan sekvenssia
kayttdmalla aluketta, joka sisalsi Brad-tagin sekvessin. Muutoin alukkeissa oli EGFP:n
sekvenssid tarkoituksesta riippuen, joko 5° tai 3’ -padssd. Kahteen fuusioproteiiniin
haluttiin lisata vielda kuuden histidiinin jaksoa koodaava sekvenssi, His-tag. His-tag liséttiin
joko jattamalla pHis-EGFP plasmidista alavirran alukkeesta pois lopetus-kodoni, jolloin

His-tag tuli plasmidista, tai lisddmalla se erikseen alavirran alukkeeseen.
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Taulukko 1 Erilaisten DNA inserttien valmistamisessa kéytetyt alukkeet ja niiden emassekvenssit.

Aluke Emaéssekvenssi

5'CACCATGTCAGAAAAACTGTCAAATACA
AAAAGCAAGGGCGAGGAG 3

5’ bradtag EGFP

5 EGFP 5 CACCATGAGCAAGGGCGAGGAG 3
, 5' GCCGCCGGGATCACTTCAGAAAAACTGTC
3" EGFP_bradtag_stop AAATACAAAATGA 3'
3 EGFP_stop 5 GCCGCCGGGATCACTTGA 3
3’ EGFP 5 GCCGCCGGGATCACT 3

5 GTACCGGTCATCATCACCATCACCATTCA

3'EGFP_histag_bradtag_stop GAAAAACTGTCAAATACAAAATGATAA 3'

PCR:n avulla halutut DNA tuotteet valmistettiin neljan eri reaktion avulla (taulukko 2).
Templaattina kaytettiin pHis-EGFP plasmidia. Putkiin valmistettiin 50 pl:n reaktiot
(taulukko 3), joissa templaattia oli 60 ng ja kummankin alukkeen loppukonsentraatio

1 M.

Taulukko 2 Eri DNA inserttien valmistuksessa kéytetyt alukeparit ja niista saatu reaktiotuote.

Reaktio Aluke | Aluke Il Reaktiotuote

1 5’ bradtag_EGFP 3> EGFP_stop 5' bradtag-EGFP 3'

2 5’ bradtag_EGFP 3’ EGFP 5' bradtag-EGFP-histag 3'
3 5’ EGFP 3> EGFP_bradtag_stop 5' EGFP-bradtag 3'

4 5’ EGFP 3'EGFP_histag_bradtag_stop  5' EGFP-histag-bradtag 3'

Taulukko 3 DNA inserttien valmistuksessa kaytetyn PCR:n reagenssit ja maéarat.

Reagenssit Konsentraatio Tilavuus/ul

Steriili deionisoitu vesi 28,5
10X Pfu puskuria, sis. MgSO, 1X 5
2 mM dNTP seos 0,2 mM / nukleotidi 5
Aluke | 1 uM 5
Aluke Il 1 uM 5
Templaatti DNA 1,2ng/ ml 1

Pfu DNA polymeraasi 1,25u/50 pl 0,5
Yhteensé 50

PCR:t suoritettiin annetun ohjeen (liite 1) mukaisesti kdyttaméalld "hot start” menetelmaa.
Reaktiot 1-4 valmistettiin lisédmalla putkiin aluksi kaikki reagenssit Pfu-polymeraasia
lukuun ottamatta ja PCR-laitteen blokki kuumennettiin (95 °C) n. 10 sekunnin ajaksi.
Taman jalkeen ohjelma pyséytettiin hetkiseksi ja lisattiin Pfu putkiin, 1,25 u. Lisdyksen

jalkeen annettiin reaktion jatkua normaalisti loppuun asti.
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3.2.2 Geelielektroforeesi ja geelieristys

Saaduille PCR-tuotteille tehtiin 1,5 % agaroosigeelielektroforeesi (AGE) Tris-aldehydi-
EDTA (TAE) puskurissa, jossa molekyylipainon vertailuun kaytettiin kaupallista
GeneRuler 100 bp DNA ladder (Fermentas) tuotetta. DNA-vyOhykkeet havainnoitiin UV-
valossa agaroosiin sekoitetun etidiumbromidin vaikutuksesta. Kutakin PCR-tuotetta
ladattiin kolmeen kaivoon, joihin kuhunkin ladattiin 18 pl (nédytteiden valmistus 46 pl
(ndyte) ja 8 ul (6 x dye)). Vertailundyte valmistettiin lisddamalld 1 ul (GeneRuler 100 bp
DNA ladder) + 1 pl (6xDye) + 4 ul steriilid vettd. Geelielektroforeesi suoritettiin 100 V
jannitteelld yhden tunnin ajan. Geeliajon jalkeen geeli kuvattiin UV-valolla ja DNA:t
eristettiin koon mukaisesti geeliltd kaupallisella Illustra GFX PCR DNA and Gel Band

Purification Kit-pakkauksen ohjeiden mukaisesti.
3.3 Bradtag-EGFP sekvenssien subkloonaus pET101/D-TOPO-plasmidiin

3.3.1 Kloonausreaktio

Geeliltd eristetyt DNA-juosteet subkloonattiin - pET101/D-TOPO®  -vektoreihin
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Kloonausreaktiot tehtiin Champion™ pET Directional
TOPO® Expression Kit -pakkauksen ohjeiden mukaisesti 1,5 ml eppendorf-putkiin. Ensin
valmistettiin 3 pl:n kloonausreaktiot, joihin liséttiin 2 pl eristettyd PCR tuotetta (20 ng)
sekd 0,5 ul suolaliuosta ja TOPO-vektoria. Kloonausreaktiot valmistettiin erikseen
kustakin neljdstd PCR-tuotteesta eristetystda DNA  sekvenssistd (taulukko 2).
Reaktioliuosten valmistusten jalkeen eppendorf-putkia inkuboitiin 5 min huoneen-

lammaossé, jonka jalkeen ne siirrettiin jaddhauteeseen odottamaan transformaatiota.

3.3.2 Transformaatio

Transformaatiossa kaytettiin TOP10 soluja. Valmistetut kloonausreaktiot transformoitiin
lampdshokilla kukin erillisille soluille. Solut sulatettiin jéilla ja niille pipetoitiin valmistettu
3 ul:in kloonausreaktio varovasti sekoittaen. Sekoituksen jilkeen soluja pidettiin
jaahauteella 30 min ajan. Inkuboinnin jéalkeen suoritettiin 30 s lampdshokki 42 °C
vesihauteessa, jonka jalkeen solut siirrettiin takaisin jadhauteeseen, ja niille lisattiin 250 ul
S.0.C. elatuslienta. Elatusliemen lisdyksen jalkeen putkia sekoitettiin 225 kierr/min yhden

tunnin ajan +37 °C:ssa. Tdmaén jadlkeen solut (100 pl ja 175 pl) maljattiin esildmmitetyille
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LBamp-maljoille, joita inkuboitiin yon yli 37 °C:ssa. Seuraavana aamuna maljat siirrettiin

+4 °C:een.

3.3.3 Jatkokasvatus ja plasmidien eristys

Jokaisen fuusioproteiinin transformaatiomaljalta poimittiin pesékkeitd 5 ml:n jatkokasva-
tuksiin. Kasvatukset tehtiin 15 ml:n koeputkissa LB-elatusliemessd, johon oli lisétty
ampisilliinia 100 pg/ml. Siirrostuksen jélkeen putket siirrettiin kasvatukseen yon yli
tasoravistelijaan 200 kierr/min +37 °C:een. Jatkokasvatuksen jalkeen plasmidit eristettiin

bakteerisoluista vastaavasti TOP10 soluista tehdyn eristyksen kanssa.

3.3.4 Sekvensointi

Tuotettujen plasmidien fuusioproteiineja koodittavien alueiden sekvenssit sekvensoitiin
molempiin suuntiin (ABlI PRISM 3100 Genetic Analyzer, Applied Biosystems).
Sekvensointia varten tehtiin 10 pl:n sekvensointi-PCR reaktioseokset, joissa vaihdeltiin
sekd templaattia ettd sekvensointialuketta tarpeen mukaan. Reaktioseoksiin tuli BigDye
Dilution Buffer v3.1 -puskuria 1,7 ul, BigDye RR mix v3.1 -liuosta 0,7 pl,
sekvensointialuketta 0,6 pl sek& templaatti DNA:ta 7 pl (125-145 ng). Sekvensoinnissa
kaytettiin Champion™ pET Directional TOPO® Expression Kit pakkauksen alukkeita.
Sekvensointi PCR:n ohjelma on esitetty liitteessd 1. PCR-tuotteet etanolisaostettiin ja
saostetut tuotteet uudelleen liuotettiin 12 pl:aan kylmaa Hi-Di-formamidia sekvensointia

varten. Liuotuksen jalkeen vastinjuosteet denaturoitiin +92 °C:ssa kahden minuutin ajan.

3.4 Fuusioproteiinien tuotto

Tuotetuista ja puhdistetuista plasmideista valittiin sekvensointien jalkeen fuusioproteiinien
tuottoon sellaiset plasmidit, joiden sekvensseissd ei ollut puutteita. Ensin valmistettiin
siemenkasvatukset, joista jatkettiin jatkokasvatuksiin ja edelleen tuotettujen proteiinien
puhdistuksiin. Yhteensa tuotettiin neljaa erilaista fuusioproteiinituotetta (taulukko 4).

Taulukko 4 PCR:n avulla valmistettujen DNA inserttien koodittamat fuusioproteiinit.

Reaktio Emassekvenssi Fuusioproteiini

1 5' Bradtag-EGFP 3' N-Bradtag-EGFP-C

2 5' Bradtag-EGFP-histag 3'  N-Bradtag-EGFP-histag-C
3 5' EGFP-bradtag 3' N-EGFP-bradtag-C

4 5' EGFP-histag-bradtag 3' N-EGFP-histag-bradtag-C
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3.4.1 Siemenkasvatus

Fuusioproteiinin tuotto aloitettiin sulattamalla jailla E. coli, BL21 star'(DE3) One Shot®
(Invitrogen) soluja. Soluille liséttiin 40 ng tuotettua plasmidia ja sekoitettiin varovasti.
Sekoituksen jalkeen bakteerisolut pidettiin jailla 30 min ajan kunnes suoritettiin 30 s:n
lamposhokki 42 °C vesihauteessa. Lampdshokin jalkeen putket siirrettiin vélittdmasti
takaisin jddhauteeseen, jonka jidlkeen soluille liséttiin 250 pl huoneenldmpdistd S.O.C.
elatuslientd. Ennen maljausta soluja inkuboitiin tasoravistelijalla 37 °C:ssa 30 min ajan
220 kierr/min. Transformaatiotuotteista tehtiin 50 pl:n varmistusmaljaukset LBamp (Camp =
100 pg/ml) -maljoille ja annettiin kasvaa yon yli +37 °C:ssa. Loput transformaatio-
liuoksista (200 pl) siirrettiin kasvamaan ns. siemenkasvatuksiin 15 ml:n koeputkiin, jotka
sisélsivat 10 ml LB-elatuslientd sekd ampisilliinia 100 pg/ml. Bakteerien annettiin kasvaa

tasoravistelijalla yon yli +28 °C:ssa 150 kierr/min.

3.4.2 Tuottokasvatus

Kukin saaduista siemenkasvatuksista siirrettiin omaan 2 I:n erlenmeyer-pulloon. Pulloihin
oli laitettu valmiiksi 500 ml LB-elatuslientd sekd ampisilliinia 100 pg / ml.
Siemenkasvatuksen lisdyksen jalkeen pulloja pidettiin tasoravistelijalla +28 °C:ssa
200 kierr/min ja kasvatuksista otettiin naytteita tasaisin véliajoin, joista mitattiin ODggo-
arvo. ODgpo-arvon ylittdessa 0,5 liséttiin kasvatuksiin IPTG loppukonsentraatioon 1mM,
minka jalkeen kasvatukset pidettiin tasoravistelijassa yon yli +28 °C:ssa 150 Kierr/min.
Tuottokasvatukset pysaytettiin sentrifugoimalla (Sorvall, RC5C) kasvatusliuoksia 10 min,
4000 g, +4 °C:ssa ja saadut bakteerisolupelletit pakastettiin -20 °C:een odottamaan
jatkokasittelyjé.

3.4.3 His-tag fuusioproteiinien Ni-NTA puhdistus

Tuotetuista ~ fuusioproteiineista  bradtag-EGFP-histag sekd  EGFP-histag-bradtag
puhdistettiin solupelleteistddn niissa sijaitsevien histidiinitdhteiden avulla nikkeliaffini-
teettikromatografisesti kayttamalla Ni-NTA Superflow -resiinida (Qiagen GmbH, Hilden,
Saksa).

Bakteerikasvatusten solut uudelleen liuotettiin 20 ml:aan 50 mM Na-
fosfaatti, 100 mM NaCl-puskuria (liite 2) ja otettiin kdyttéon 10 ml:n osuudet, joista
bakteerisolut pelletoitiin sentrifugoimalla. Kayttoonotetut solupelletit uudelleen liuotettiin
10 ml:n NPI-10 hajotuspuskuriin (liite 2). Liuotusten jalkeen solut hajotettiin
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ultrasonikoimalla (Sonics Vibra Cell) kayttden viiden minuutin sonikointi-ohjelmaa, jossa
sonikaattoria pidettiin vuorotellen pdéll4 5 s ajan ja pois péélta 3 s ajan amplitudin ollessa
60 %. Solususpensioita pidettiin koko ajan jailla lampenemisen estdmiseksi. Hajotetut
solumassat kerdttiin sentrifugoimalla huoneenlammassa 15000 g, 30 min.

Proteiiniliuokset suodatettiin kaksinkertaisen sideharson lapi ennen kuin
kromatografiapylvadisséd hajotuspuskurilla esipestyt resiinit liséttiin proteiiniliuosten
joukkoon 50 ml:n koeputkiin. Seoksia inkuboitiin +4 °C:ssa 1,5 h ajan verisekoittajalla,
kunnes liuokset kaadettiin pylvaisiin. Lapi tulleet liuokset kerattiin talteen. Pylvaat
huuhdeltiin kolme kertaa 20 ml:lla hajotuspuskuria, jonka jalkeen pylvaat pestiin kolmesti
pesupuskurilla, NPI-20 (a 20 ml)(liite 2). Pesujen jalkeen pylvaat eluoitiin
eluutiopuskurilla, NPI-250 (liite 2), kymmenelld yhden millilitran eralld. Keréttyja 1 ml:n
erid seka puhdistuksen aikana Kkerattyja ndytteita tarkasteltiin mm. UV-valolla.
Puhdistuksen aikana Kkerétyistd néytteistd tehtiin my6s natriumdodekyylisulfaatti-
polyakryyliamidigeelielektroforeesi (SDS-PAGE) ja vasta-ainevarjaykset.

3.5 Bradcore-resiinin valmistus

3.5.1 Bradcoren puhdistus 2-iminobiotiiniagaroosilla
Ensimmaiseksi puhdistettiin 2-iminobiotiini-affiniteettikromatografian avulla C-terminaa-
lisesti typistettyd bradavidiinia, bradcorea, jota oli tuotettu aiemmin molekulaarisen
bioteknologian tutkimusryhmassa (IMT, Tampereen yliopisto). Solukasvatuksesta keréttyja
soluja liuotettiin SET-puskuriin (liite 2), 40 ml puskuria / 10 g soluja. Soluliuoksen
joukkoon liséttiin lysotsyymia 2,5 mg / 10 g soluja. Liuos pidettiin jd&hauteella 30 min
magneettisekoittajalla, jonka jalkeen lisattiin Hillol-puskuria (liite 2) 100 ml / 50 g soluja,
ja seos jaahdytettiin jadhauteen avulla. Solut hajotettiin ultrasonikoimalla, 15 min, 5 s
paalla ja 3 s pois paaltd amplitudin ollessa 60 %. Sonikointi tehtiin jadhauteessa. Hajotettu
solumassa sentrifugoitiin huoneenldmma@ssd, 15000 g, 30 min. Samalla kaytettdava 2-
iminobiotiini-agaroosi pestiin kayttovalmiiksi pH11-puskurilla (liite 2) 20 ml:n kromato-
grafiapylvaassa.

Proteiiniliuos dekantoitiin litran dekantterilasiin ja liuokseen liséttiin
vastaava tilavuus pH11-puskuria. Puskurin lisdyksen jalkeen pH saddettiin vélille 10-11.
Liuokseen muodostui suoloista sakka, joka poistettiin sentrifugoimalla 15000 g, 25 min ja

dekantoimalla. Puhdistettuun proteiiniliuokseen lisattiin pylvaassa pesty 2-iminobiotiini-
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agaroosi (Affiland S. A., Ans-Liege, Belgia) ja tdma sitoutusseos pidettiin 1,5 h ajan
kylmahuoneessa magneettisekoittajalla.  Inkuboinnin  jalkeen agaroosi  Keréttiin
sentrifugoimalla (Hettich Zentrifugen Rotina 48 R) 3200 g kymmenen minuutin ajan
50 ml:n koeputkissa. Sitoutusliuos kerdttiin talteen ja séiléttiin +4 °C:een ja agaroosi
pestiin kahdesti pH11-puskurilla sentrifugoimalla vastaavasti kuin agaroosia keréttéessa.
Agaroosi siirrettiin pH11-puskurin avulla kromatografiapylvadseen, jossa se pestiin ensin
20 ml:lla pH11-puskuria. Pesun jélkeen bradcore eluoitiin pylvaastad 0,1 M metaanikarbok-
syylihapolla 1 ml:n erissg, joiden konsentraatiot mitattiin NanoDrop -laitteella. Keratyt erét
séilottiin -20 °C:een, kunnes niitd kaytettiin joko resiiniin sitoutuksessa tai ITC-
mittauksissa. Resiiniin sitoutusta varten bradcorea dialysoitiin sitoutuspuskuriin (liite 2) ja
ITC-mittauksia varten 50 mM Na-fosfaatti, 100 mM NaCl-puskuriin Puhdistuksen aikana
kerétyille naytteille ja fraktioille tehtiin SDS-PAGE-analyysi.

3.5.2 Bradcoren sitoutus resiiniin
Bradcore-resiinin  valmistuksessa sidottiin puhdistettua bradcorea NHS-carboxylate-
Sepharose™ 4 fast flow (NHS-4FF) resiiniin (Affiland, Liége, Belgia). Resiinisuspensiota
otettiin 5 ml ja se pestiin 50 ml:n koeputkessa 15 ml:lla kylmaa vettd. Pesujen jalkeen
liuokset poistettiin ja korvattiin bradcore-sitoutusliuoksella (V = 4,5 ml, ¢ = 0,93 mg/ml).
Bradcore-liuokseen suspensoitua resiinid inkuboitiin verisekoittajalla yon yli +4 °C:ssa,
jonka jalkeen se nostettiin  huoneenldmp®don tunniksi inkuboitumaan edelleen
verisekoittajalla. Inkuboinnin jalkeen resiini kerattiin talteen sentrifugoimalla 3200 g,
10 min ajan. Erotetusta liuoksesta mitattiin UV/Vis-spektrofotometrilld konsentraatio
sitoutuneen bradcoren maaran selvittamiseksi.

Valmistettu bradcore-resiini pestiin neljalla eri liuoksella sentrifugoimalla
(3200 g, 10 min), 3 x sitoutuspuskurilla, 3 x PBS (pH 4)(liite 2), 3 x PBS (pH 8)(liite 2) ja
kerran PBS (pH 7,4)(liite 2), kunnes se séiléttiin 5 ml:aan PBS puskuria, pH 7,4 ja
siirrettiin +4 °C:een odottamaan jatkoké&yttoa.

3.6 Fuusioproteiinien sitoutuskokeet

3.6.1 Bradtag-EGFP-histag sitoutus bradcore-resiiniin
Kokeen tarkoituksena oli tutkia sitoutuuko Ni-NTA-puhdistettu bradtag-EGFP-histag
fuusioproteiini bradcoren biotiinia sitovaan kohtaan. Bradtag-EGFP-histag fuusioproteiinia
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lisattiin 1,5 ml:n eppendorf-putkiin, joista toisessa oli bradcore-resiiniliuosta ja toisessa
biotiinilla kyll&stettyd bradcore-resiiniliuosta. Biotiinilla pyrittiin kyll&stdmaan bradcoren
biotiinia sitova kohta ja estdimaén fuusioproteiinin sitoutuminen bradcoreen. Kumpaankin
putkeen oli lisatty yhta suuret maarét bradcore-resiinia (50 pl) seké fuusioproteiinia (0,03
mq). Sitoutus tehtiin 1 ml tilavuudessa sitoutuspuskuria. Fuusioproteiinia sitoutettiin 1,5 h
ajan tasoravistelijalla 220 kierr/min, jonka jalkeen resiini sentrifugoitiin putkien pohjalla ja
tarkasteltiin UV-valolla. Biotiinilla kyllastetyn ja kyllastaméttomén bradcore-resiinien
fluoresenssien voimakkuutta verrattiin silmamadaraisesti keskenédén, jotta voitiin nahda

tapahtuuko fuusioproteiinin konsentroitumista bradcore-resiiniin.

3.6.2 Fuusioproteiinien puhdistaminen bradcore-resiinin avulla

Bradtag-EGFP-histag

Puhdistuskokeissa bradtag-EGFP-Histag fuusioproteiinia sitoutettiin bradcore-resiiniin ja
tutkittiin eri pesuliuosten ja pH:n vaikutusta fuusioproteiinin sitoutumiseen seké eluointiin.
Aiemmin valmistettua bradcore-resiinid siirrettiin n. 250 pl 10 ml:n kromatografia
pylvadseen ja pestiin sitoutuspuskurilla. Pesun jéalkeen pylvaaseen lisattiin nikkeli-
affiniteettikromatografialla puhdistettua bradtag-EGFP-histag fuusioproteiinia 1,55 mg ja
pylvas suljettiin molemmista péistd. Pylvasta inkuboitiin verisekoittajalla yhden tunnin
ajan +4 °C:ssa, jonka jalkeen pylvés pééastettiin tyhjéksi ja lapitullut neste otettiin talteen.
Resiinia pestiin ensin sitoutuspuskurilla ja sitten pesuliuoksilla 2 ja 3 (liite 2), kutakin
kaytettiin 10 kertaa 1 ml ja fraktiot kerattiin talteen. Pesujen jélkeen suoritettiin eluointi
pH11-puskurilla. Kerattyjd 1 ml erid tarkasteltiin UV-valolla ja tarkasteltiin fluoresenssin

voimakkuutta silmamaaraisesti.

Bradtag-EGFP ja EGFP-bradtag

Tavoitteena oli kokeellisesti puhdistaa bradtag-EGFP ja EGFP-bradtag fuusioproteiinia
Brad-tag peptidin avulla suoraan bakteerikasvatuksesta erotetusta proteiiniliuoksesta.
Bakteerikasvatuksista keratyt ja pakastetut solupelletit sulatettiin ja liuotettiin 20 ml:aan
sitoutuspuskuria. Kayttoéon otettiin ainoastaan 4 ml ja loput pakastettiin vastaaviin alieriin.
Suspensioihin lisattiin 1 mg lysotsyymid ja inkuboitiin huoneen l[ammdssa 15 min. Solut
hajotettiin ultrasonikoimalla jadhauteella, 5 min, 5 s pdéll4 ja 3 s pois paaltd amplitudin
ollessa 30 %. Hajotuksen jalkeen solujate poistettiin sentrifugoimalla (15 000g, 30 min,

4°C) ja suodattamalla vield jaljelle jaanyt liuos kaksinkertaisen sideharson lapi.
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Sentrifugoinnin aikana bradcore-resiinid siirrettiin n. 250 pl 10 ml:n kromatografia-
pylvééseen ja pestiin sitoutuspuskurilla.

Suodatuksen  jalkeen  sitoutuspuskurilla  pesty  resiini  siirrettiin
proteiiniliuosten sekaan ja inkuboitiin +4 °C:ssa verisekoittajalla 2 h ajan. Sitoutuksen
jalkeen resiinit sentrifugoitiin pohjaan 3000 g, 10 min, 4 °C. Supernatantit otettiin talteen ja
resiinit siirrettiin takaisin kromatografiapylvéisiin. Pylvaat pestiin ensin 10 kertaa
sitoutuspuskurilla ja sitten 10 kertaa pesuliuos 2:1la 1 ml:n erissd kunnes proteiinit eluoitiin
pH11-puskurilla 1 ml:n erissa. Kokeen aikana pylvaita ja keréttyja 1 ml:n eria tarkasteltiin
UV-valolla. Kerétyille naytteille tehtiin myts SDS-PAGE-analyysi ja vasta-ainevarjaykset.
Yhteensa puhdistuskokeet tehtiin yhdelle bradtag-EGFP tuotolle sek& kolmelle EGFP-
bradtag tuotolle, EGFP-bradtag(1A), EGFP-bradtag(1B) ja EGFP-bradtag(2).

3.7 Fuusioproteiinien analysointi

3.7.1 SDS-PAGE

Bradtag-EGFP-histag, EGFP-histag-bradtag(1) seka EGFP-histag-bradtag(2) fuusiopro-
teiinituotoista Ni-NTA puhdistusten aikana keratyistd néytteista suoritettiin SDS-PAGE-
analyysit. Vastaavanlaisia SDS-PAGE-analyyseja suoritettiin  myds bradcore-resiini
puhdistuskokeista bradtag-EGFP fuusioproteiinituotolle seka kaikille kolmelle EGFP-
bradtag tuotolle. SDS-PAGE-analyyseissa kéytettiin 15 % ajogeelid ja 5 % konsentrointi-
geelid. Geeliajo suoritettiin SDS-PAGE ajopuskurissa (liite 2) ensin 80 V jannitteella 20
min ja 180 V jannitteellda 50 min ja molekyylikokomarkkerina kaytettiin PageRuler™
Protein Ladder Plus (Fermentas). Geeliajon jélkeen geelit vérjattiin Coomassie Brilliant
Blue -vérjaysliuoksella (liite 2).

3.7.2 Vasta-ainevarjaykset

Vasta-ainevérjaykset aloitettiin suorittamalla SDS-PAGE:n kaltaiset geeliajot, mutta
varjayksen sijaan proteiinit siirrettiin elektroforeettisesti nitroselluloosakalvolle. Siirto
suoritettiin siirtopuskurissa ajamalla 100 V jénnitteelld 1 h ajan 4 °C:ssa magneetti-
sekoittajalla. Ennen vasta-ainevarjdystd nitroselluloosakalvoja inkuboitiin  yon yli
maito (5 %)-TBS -liuoksessa 4 °C:ssa tasoravistelijalla. Nitroselluloosakalvoa pestiin
kolme kertaa TBS-Tween (0,05 %) -liuoksella ennen kasittelyd primaarivasta-aineella
(Anti-GFP Epitope Tag Polyclonal Antibody, Thermo Scientific). Prima4rivasta-aineena,
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anti-GFP, IgG, liséttiin kalvolle 1:5000 maito (5 %)-TBS-tween (0,05 %) -liuoksessa ja
inkuboitiin huoneenlamma@ssé tasoravistelijalla tunnin ajan. Kalvot pestiin uudelleen ja
lisattiin sekundaari-vasta-aine (Goat Anti-rabbit IgG, Sigma A 3937) 1:30000 maito (5 %)-
TBS-tween (0,05 %) -liuoksessa ja inkuboitiin huoneenlammdssa tasoravistelijalla tunnin
ajan, jonka jalkeen kalvot pestiin jalleen kolmesti. Pesun jélkeen lisattiin APA-puskuri
(liite 2) ja pidettiin 5 min tasoravistelussa kunnes vaihdettiin varjaysliuos (Nitro Blue
Tetrazolium (1 %)/5-bromi-4-kloori-3-indolyylifosfaatti (1 %)-seos) APA-puskurissa.
Vérin annettiin kehittyd kunnes varjaytymisen voimakkuus oli sopiva ja kalvot huuhdeltiin

vedelld varjaytymisen pysayttdmiseksi.

3.7.3 Fluoresenssispektrofotometria

Fluoresenssispektrofotometriassa  naytteen  lahettdmd fluoresenssivalo  muutetaan
séhkovirraksi valomonistinputkella. Saadut sahkovirran arvot luetaan tietokoneella
edelleen fluoresenssin intensiteetiksi. Laitteistossa kaytetdan yleensa kahta mono-
kromaattoria, joita k&ytetddn eksitaatio- ja emissioaallonpituuksien valitsemiseen
(Lakowicz, 1983).

Puhtaalla bradtag-EGFP-histag proteiinilla méaritettiin eksitaatiomaksimi
valitsemalla emissioksi 510 nm ja mittaamalla eksitaatiospektri valilla 300 — 500 nm.
Kayttden madritettyd eksitaatiomaksimia, 485 nm, mitattiin emissiospektrit vélilla 495 —
650 nm. Puhdistettua bradtag-EGFP-histag proteiinia kéytettiin emission voimakkuuden
vertailukohtana arvioitaessa mahdollista EGFP:n maaraa EGFP-histag-bradtag tuotoissa.
Fluoresenssispektrofotometrilld (QuantaMaster™ spectrofluorometer, Photon Technology
International, Inc., Lawrenceville, NJ, USA) tehtiin mittauksia kahdelle eri EGFP-histag-
bradtag tuotolle: EGFP-histag-bradtag(1) ja EGFP-histag-bradtag(2), seka kolmelle EGFP-
bradtag tuotolle: EGFP-bradtag(1A), EGFP-bradtag(1B) sekd EGFP-bradtag(2).

3.7.4 Isoterminen titrauskalorimetria

Isotermisella titrauskalorimetrilla (engl. isothermal titration chalorimetry, ITC) mitataan
suoraan kemiallisen reaktion aiheuttamaa lampOmaéaaran muutosta, joka on seurausta esim.
kahden eri molekyylin sitoutumisesta. ITC-kokeessa voidaan lisatd injektiolla asteittain
toista reagenssia mittaussolussa olevaan toiseen reagenssiseokseen. Injektioilla luodaan eri
reagensseille, kuten proteiinille ja sen ligandille, sarja kemiallisia reaktiota joiden

aiheuttamia energianmuutoksia voidaan mitata. L&mmon (gi) sitoutuminen tai
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vapautuminen on suoraan verrannollinen reaktiossa proteiiniin sitoutuvaan ligandin
madradn ja reaktiolle ominaiseen sitoutumisentalpiaan (AH). Gibbsin energia muutos on
lampotilasta riippuvainen seuraavan yhtédlon mukaisesti, AG = -RTInK, = AH-TAS.
Dissosiaatiovakio (Kq) voidaan selvittad kayttamalla seuraavaa yhtaloa, K, = Ky = 1/Kj.
(Leavitt ja Freire, 2001).

ITC:n avulla tutkittiin bradcoren affiniteettia mutatoituihin bradpeptideihin
(GenSript, Piscataway, NJ, USA) (taulukko 5). Mittaukset suoritettiin VP-ITC
MicroCalorimeter —laitteella (GE Healthcare, MicroCal, Northampton, MA, USA).
Mittauksilla tarkasteltiin eroja alkuperéisen/luontaisen bradpeptidin ja mutanttipeptidien
affiniteeteissa. Mittaukset suoritettiin 50 mM Na-fosfaatti, 100 mM NaCl-puskurissa
kahdessa eri referenssisolun lampétilassa, T = 25°C ja T = 15°C. Bradpeptidié titrattiin
10 ul:n erissa toistuvasti 30 kertaa 200 s valein sekoittaen 440 kierr/min. Alkuperdisen
bradpeptidin mittaukset suoritti Jenni Leppiniemi. Bradcoren affiniteettia tutkittiin myos
bradtag-EGFP-histag fuusioproteiiniin ja mittaukset tehtiin vastaavalla tavalla.

Mittauksissa ruiskussa olleen bradpeptidin (bradpeptidit2-4) konsentraatio oli
kymmenkertainen (1 mM) verrattuna ndytesolussa olleeseen bradcoren konsentraatioon
(0,1 mM) néhden. Fuusioproteiinimittauksissa konsentraatioiden suhde pidettiin
vastaavasti kymmenkertaisena mutta konsentraatiot olivat alemmat; 0,15 ja 0,015 mM.
Saadut mittaustulokset kasiteltiin Microcal Origin 7.0 (MicroCal LLC, Northampton, MA,
USA) -ohjelmalla.

Taulukko 5 Bradpeptidit ja aminohapposekvenssit. Mutatoidut aminohappotéhteet lihavoitu ja alleviivattu.

Nimi Oligo

Bradpeptidi SEKLSNTK
Bradpeptidi2 SESLSNTK
Bradpeptidi3 SSKLSNTK

Bradpeptidi4 SEKLSNT-
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4 Tulokset

4.1 Fuusioproteiinituotot

Tutkimuksen tavoitteena oli tuottaa nelj&é toisistaan poikkeavaa vaihtoehtoa Brad-tag
peptidin sisaltdvasta EGFP fuusioproteiinista ja tarkastella ndiden fuusioproteiinien
ominaisuuksia Brad-tagin toiminnan kannalta. Tyd aloitettiin valmistamalla DNA-
konstruktit, joiden avulla transformoitiin E. coli soluja ja saatiin aikaan rekombinantti-
proteiinien tuottuminen bakteerisoluissa. Bakteerituotot, joissa Brad-tagin oli tarkoitus
sijaita fuusioproteiinin aminoterminuksessa, olivat vuorokauden kasvatuksen jalkeen
variltdén vihertavia ja fluoresoivat voimakkaasti UV-valossa. Kasvatukset, joissa Brad-
tagin oli tarkoitus sijaita fuusioproteiinin karboksyyliterminuksessa, olivat kaikki variltdén
ruskehtavan kellertavia eivétkd ne fluoresoineet UV-valon vaikutuksesta. Bakteerikasva-
tusten jalkeen jatkettiin sitoutus- ja puhdistuskokeisiin fuusioproteiinien ominaisuuksien

karakterisoimista varten.

4.2 His-tagillisten fuusioproteiinien Ni-NTA puhdistukset:

4.2.1 Bradtag-EGFP-histag

Ensimmaisend  tuotetuista  fuusioproteiineista  puhdistettiin  bradtag-EGFP-histag
fuusioproteiinia His-tagia hyvéksikayttamalla. Ni-NTA affiniteettikromatografisella
puhdistuksella oli tavoitteena saada kayttoon mahdollisimman puhdasta fuusioproteiinia
alustavia analyyseja varten. Eluutiossa keratyista naytteistd ajetun SDS-PAGE:n (kuva 2)
perusteella, tuotosta puhdistetun proteiinin molekyylipaino oli ~30 kDa. Bradtag-EGFP-
histagin teoreettinen molekyylipaino on 30,32 kDa. Kuvassa 2 olevan geelin tarkastelussa
on hyva ottaa huomioon se, ettd fuusioproteiinia on eluoitunut fraktioihin F2 ja F3 niin
paljon, etté se héiritsee elektroforeettista analyysié.
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Kuva 2 SDS-PAGE-analyysi bradtag-EGFP-histag fuusmproteunln Ni-NTA puhdistuksesta. Analyysissa
naytteissd F2-F6 erottuu halutun fuusioproteiinin kokoa vastaavat vydhykkeet n. 30 kDa:n alueella.
Lyhenteiden selitykset: MW = molekyylikokomarkkeri (PageRuler™ Protein Ladder Plus, Fermentas), K=
kasvatusnayte uudelleen liuotetusta bakteeripelletista. L= pylvaan l&pi tullut liuos. F2-F6= fraktiot 2-6.

4.2.2 EGFP-histag-bradtag

EGFP-histag-bradtagille tehtiin yhteensa kaksi tuottoa bakteerisoluissa. Kasvatukset tehtiin
eri plasmideista. Molemmille tuotoille suoritettiin Ni-NTA affiniteettikromatografiset
puhdistukset ja kerétyista naytteistd SDS-PAGE-analyysit. Ensimmaisestd, EGFP-histag-
bradtag(1) tuotosta tehdyn puhdistuksen geeliajossa (kuva 3) nahddén eluutionéytteiden
fraktioissa 2 ja 3 useita vyohykkeitd, joista yksi sijaitsee ~30 kDa:n kohdalla.

Fuusioproteiinin teoreettinen molekyylipaino 30,32 kDa.

kbaMw P_S L __F1___F2 F3 MW

Kuva 3 SDS-PAGE-analyysi EGFP-histag-bradtag(1) fuusioproteiinin Ni-NTA puhdistuksesta. F2 ja F3
naytteistd erottuvat fuusioproteiinin kokoa vastaavat vyohykkeet n. 30 kDa:n alueelta. Lyhenteiden
selitykset: MW = molekyylikokomarkkeri (PageRuler™ Protein Ladder Plus, Fermentas), P = pellettindyte, S
= supernatanttindyte, L= pylvaan l&pi tullut liuos, F1-F3= fraktiot 1-3.
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Toiselle tuotolle, EGFP-histag-bradtag(2), tehdystd puhdistuksesta keréattyjen néytteiden
SDS-PAGE:lla (kuva 4) ndhd&&n vastaavanlaiset vyohykkeet EGFP-histag-bradtag(1)
tuoton kanssa (kuva 3). Voimakkaimmat vyodhykkeet eluutiovaiheen fraktioista nahdaan
fraktioissa kaksi ja kolme ~30 ja ~70 kDa:n kohdalla, mutta geelilta erottuu selkedsti myos

muitakin vyohykkeité.
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Kuva 4 SDS-PAGE-analyysi EGFP-histag-bradtag(2) fuusioproteiinin  Ni-NTA  puhdistuksesta.
Fuusioproteiinia vastavaat vyohykkeet erottuvat selkeimmin n. 30 kDa:n kohdalla néytteissa F2 ja F3.
Lyhenteiden selitykset: MW = molekyylikokomarkkeri (PageRuler™ Protein Ladder Plus, Fermentas), P =
pellettindyte, S = supernatanttindyte, L= pylvaan lépi tullut liuos, F1-F5= fraktiot 1-5.

4.3 Bradcore-resiiniin sitoutumiskoe

Bradtag-EGFP-histag  fuusioproteiinin  sitoutumista  bradcore-resiiniin  testattiin
yksinkertaisella kokeella. Kokeessa kaytettiin kahta bradcore-resiiniliuosta, joista toiseen
oli lisatty ylimaéarin biotiinia ja toiseen ei lisatty lainkaan biotiinia. Sitouttamisen jalkeen
liuoksia tarkasteltiin UV-valossa (kuva 5). Kokeen perusteella havaittiin pohjalle
laskeutuneen bradcore-resiinin fluoresoivan UV-valossa voimakkaammin, jos bradcore-

resiiniliuoksessa ei ollut biotiinia. Resiiniin oli sitoutettuna bradcorea 2,3 mg/ml.
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Kuva 5 Bradtag-EGFP-histag fuusioproteiinin sitoutuskoe bradcore-resiiniin. Biotiinilla kyllastetyn
bradcore-resiinin, Btn+, fluoresenssi oli huomattavasti heikompaa verrattuna resiiniin, jossa ei ollut biotiinia,
Btn-. A) ennen fuusioproteiinin lisiysta ja B) fuusioproteiinin lisdyksen jalkeen.

4.4 Bradcore-resiini affiniteettipuhdistuskokeet

4.4.1 Bradtag-EGFP-histag

Ni-NTA puhdistetulle bradtag-EGFP-histag fuusioproteiinille tehtiin pylvaskromato-
grafinen affiniteettipuhdistuskoe bradcore-resiinin avulla. Pesu- ja eluutio-vaiheissa
kerattyjd 1 ml:n nayte-erid tarkasteltiin UV-valossa. Kerétyissad naytesarjoissa havaittiin
ensimmadisen pesuvaiheen ensimmadisten naytteiden (kuva 6, F1-F4) selvasti fluoresoivan
UV-valon vaikutuksesta. Sarjan viimeisissa naytteissa fluoresenssi heikkenee ja lopulta
havidd kokonaan. Fluoresenssia ei myodskddn havaittu endd seuraavien pesu- ja

eluutiovaiheiden néytteissa.

F1 F2 F3 FA F5 F6 F7 F8 F9 F10

Kuva 6 Bradtag-EGFP-histag bradcore-resiiniin puhdistuskokeen ensimmadisen pesuvaiheen fraktiot UV-
valossa. Néaytteet F1-F4 fluoresoivat voimakkaasti, jonka jalkeen fluoresenssi heikkenee ja haviaa lopulta
kokonaan. F1-10: pesuvaiheiden fraktiot 1-10 kerddmisjarjestyksessé.
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4.4.2 Bradtag-EGFP

Bradtag-EGFP fuusioproteiinille suoritettiin puhdistuskoe suoraan bakteerikasvatuksesta
erotettuun proteiiniliuokseen. Kokeessa pyrittiin sitouttamaan fuusioproteiinia bradcore-
resiiniin ja puhdistamaan fuusioproteiini muista proteiineista pylvaskromatografialla.
Kokeessa Kkerétyista naytteista tehdyllda SDS-PAGE-analyysilla (kuva 7) ndhdédén
sitoutusvaiheen naytteissa muita vyodhykkeitd voimakkaammat vyohykkeet ~27 kDa:n
kohdalla. Bradtag-EGFP:n teoreettinen koko 26,78 kDa. Uudelleenliuotetusta solupelletista
kerdtyssd néaytteessa (P) vyohyke ndkyy selkedsti heikompana muihin ndytteisiin
verrattuna. Ensimmaisen pesun kolmannesta fraktiosta otetussa ndytteessa P1 havaitaan
my0s heikko vyohyke ~27 kDa:n kohdalla.

kbaMWK T P S R L PIP2E
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Kuva 7 SDS-PAGE-analyysi bradtag-EGFP puhdistuskokeesta bradcore resiiniin. Bradtag-EGFP
fuusioproteiinia  vastaavat  vyohykkeet erottuvat voimakkaina 27 kDa:n kohdalla ennen
affiniteettikromatografiaa keratyissa naytteissé seké& heikkona vield pesuvaiheessa keratyssd nédytteessd P1.
Lyhenteiden selitykset: MW = molekyylikokomarkkeri (PageRuler™ Protein Ladder Plus, Fermentas), K=
kasvatusndyte uudelleen liuotetusta bakteeripelletistd, T = totaalindyte hajotetuista bakteerisoluista, P =
pellettindyte, S = supernatanttindyte, R = resiinindyte ennen pesuvaihetta, L= pylvédén lapi tullut liuos, P1 =
ensimmaisen pesuvaiheen nayte (fraktio 3), P2 = toisen pesuvaiheen néayte (fraktio 3), E = eluutiovaiheen
nayte (fraktio 2).

4.4.3 EGFP-bradtag

EGFP-bradtag fuusioproteiinista tehtiin yhteensd kolme eri tuottoa, joista kahdessa
kaytettiin samaa plasmidia. Ensimmadisen EGFP-bradtag tuoton, EGFP-bradtag(1A),
puhdistuskokeesta kerattyjen nédytteiden pohjalta tehdyllda SDS-PAGE-analyysilla (kuva 8)
nédhdéan voimakkaimmat vyohykkeet ~27 kDa:n kohdalla. EGFP-bradtagin teoreettinen
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molekyylipaino 26,78 kDa. Pesu- (P) ja eluutiofraktioissa (E) ei havaittu halutunkokoista
proteiinia.
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Kuva 8 SDS-PAGE-analyysi EGFP-bradtag(1A) fuusioproteiinin puhdistuskoe bradcore resiiniin. Tuotettua
EGFP-bradtag(1A) fuusioproteiinia vastaavat voimakkaat vyohykkeet erottuvat n. 27 kDa:n kokoisina.
Lyhenteiden selitykset: MW = molekyylikokomarkkeri (PageRuler™ Protein Ladder Plus, Fermentas), K=
kasvatusnayte uudelleen liuotetusta bakteeripelletistd. T = totaalindyte hajotetuista bakteerisoluista, P =
pellettindyte, S = supernatanttindyte, R = resiinindyte ennen pesuvaihetta, L1= sitoutusliuos ennen
pylvéskromatografiaa, L2 = pylvdén I&pi tullut liuos, P1 = pesuvaiheen (kolmas fraktio) ndyte, E =
eluutiovaiheen nayte.

Myohemmistd EGFP-bradtag tuotoista, EGFP-bradtag(1B) ja EGFP-bradtag(2), tehdyista
puhdistuskokeista kerattyjen naytteiden SDS-PAGE-analyyseissa (kuva 9) erottuu
ensimmaisen tuoton kanssa vastaavankokoiset, muita selkedsti voimakkaammat,
vybhykkeet ~27 kDa:n kohdalla. Vyohykkeet erottuvat l&hinné sitoutusvaiheen néytteissa.
Merkittdvimpind huomattakoon sitoutusliuoksesta (L) ja ensimmadisestd pesusta (P1)
keréttyjen néaytteiden ~27 kDa vyohykkeet. P2 ja E1-E2-fraktioissa ei havaittu 27 kDa

proteiinia.
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Kuva 9 SDS-PAGE-analyysit toisista EGFP-bradtag fuusioproteiinituottojen Bradcore puhdistuskokeista. A)
EGFP-bradtag(1B) ja B) EGFP-bradtag(2). Lyhenteiden selitykset: MW = molekyylikokomarkkeri
(PageRuler™ Protein Ladder Plus, Fermentas), Pe = pellettinayte, S = supernatanttindyte, R = resiininayte
ennen pesuvaiheta, L = sitoutusliuosndyte ennen pylvaskromatografiaa, P1-P2 = pesuvaiheen fraktiot 1 ja 2,
E1-E2 = eluutiovaiheen fraktiot 1 ja 2.

4.5 Vasta-ainevéarjaykset

Bradtag-EGFP (26,78 kDa) puhdistuskokeessa ja bradtag-EGFP-histag (30.32 kDa) Ni-
NTA puhdistuksessa keratyille sitoutusliuosnaytteille tehdyissé vasta-ainevarjayksissa
erottuu varjaytymistd kummankin fuusioproteiinin tapauksessa (kuva 10). Bradtag-EGFP
nayte on varjaytynyt ~27 kDa:n ja bradtag-EGFP-histag nayte ~30 kDa:n kohdalla. Vasta-
aineen toimivuus varmistettiin biotinyloidulla GFP:lla ja negatiivisena kontrollina

kaytettiin bradavidiinin C-terminaalisesti lyhennettyd muotoa.

kba MW BG BC A B
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55
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Kuva 10 Vasta-ainevédrjdys bradtag-EGFP ja bradtag-EGFP-histag tuottojen Bradcore-resiiniin
sitoutusliuoksista. Kummankin fuusioproteiinien tapauksessa erottuu selked ja voimakas vydhyke
fuusioproteiinin teoreettista molekyylipainoa vastaavalta alueelta. Lyhenteiden selitykset: MW =
molekyylikokomarkkeri (PageRuler™ Protein Ladder Plus, Fermentas), BG = biotinyloitu GFP, BC =
bradcore, A=bradtag-EGFP, B= bradtag-EGFP-histag.
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EGFP-histag-bradtag (30,32 kDa) tuottojen Ni-NTA puhdistuksen eluutiovaiheessa
kerdtyistd 1 ml:n ndyte-eristd valmistetuissa néytteissa (kuva 11) havaitaan véarjaytyneet
vyohykkeet ~30 kDa:n kohdalla. Vastaavanlainen vérjaytynyt vyohyke erottuu myds
bradtag-EGFP-histag (30,32 kDa) tuoton ndytteessd. Signaali on kuitenkin merkittavasti
heikompi verrattuna N-terminaalisen Brad-tagin kohdalla havaittuihin (Kuva 10).

kba MW BG BC 1.1 1.2 1.3 B 2.1 22 23

72

39
36
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Kuva 11 Vasta-ainevérjdys EGFP-histag-bradtag tuottojen eluutiondytteistd. Fuusioproteiineja vastaavat
vérjaytymiset n. 30 kDa:n kohdalla. Lyhenteiden selitykset: MW = molekyylikokomarkkeri (PageRuler™
Protein Ladder Plus, Fermentas) BG = biotinyloitu GFP, BC = bradcore, 1.1-.1.3 = EGFP-histag-bradtag(1)
puhdistuksen eluutiofraktiot 1-3, 2.1-2.3 = EGFP-histag-bradtag(2) puhdistuksen eluutiofraktiot 1-3.

EGFP-bradtag fuusioproteiinille (26,78 kDa) tehtiin yhteensd kolme eri bakteerikasvatusta
proteiinien tuottoa varten. Kasvatuksiin kaytettiin kahta eri plasmidia. Vasta-
ainevarjaykseen valittiin naytteitd molemmilla plasmideilla tehdyistd tuotoista. Vasta-
ainevarjayksessd kaytetyt néytteet olivat hajotetusta bakteerisolumassasta sekd siita
erotetusta proteiiniliuoksesta. EGFP-bradtag(1B) tuoton proteiiniliuos néytteessa erottuu
vasta-ainevarjayksella vyohyke ~27 kDa:n kohdalla (kuva 12), kun taas EGFP-bradtag(2)
tuotolla ei vastaavaa vyohyketta nahda. Solujatenaytteissa vyohykkeitéd erottuu molemmilla
tuotoilla. Vyohykkeet erottuvat ~27 (1B) ja ~30 (2) kDa:n kohdalla. Kasvatuksista
valmistetuilla naytteilld molemmilla tuotoilla vydhykkeita esiintyy myds n. 70 ja 20 kDa:n

kohdilla seka proteiiniliuoksissa, ettd solujatenéytteissa.
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Kuva 12 Vasta-ainevérjdys EGFP-bradtag tuottojen solupelletti ja -suspensio néytteistd bradcore-resiiniin
tehdyistd puhdistuskokeista. EGFP-bradtag tuottojen néytteissd erottuu fuusioproteiinin molekyylipainoa
vastaavat vyohykkeet n. 27 kDa:n kohdalla. Lyhenteiden selitykset: MW = molekyylikokomarkkeri
(PageRuler™ Protein Ladder Plus, Fermentas) BG = biotinyloitu GFP (positiivinen kontrolli), BC = bradcore
(negatiivinen  kontrolli), A=bradtag-EGFP, B= bradtag-EGFP-histag. 1S = EGFP-bradtag(1B)
supernatanttindyte, 2S = EGFP-bradtag(2) supernatanttindyte, B = bradatg-EGFP-histag kontrolli, 1P =
EGFP-bradtag(1B) pellettindyte, 2P = EGFP-bradtag(2) pellettindyte.

4.6 Fluoresenssispektrofotometria

Fluoresenssispektrofotometrilld tehtiin mittauksia kaikille proteiinituotoille, joissa Brad-
tag sijaitsi C-terminaalisena fuusiona (EGFP-bradtag ja EGFP-histag-bradtag). EGFP-
histag-bradtag mittaukset tehtiin Ni-NTA puhdistuksen eluutiovaiheessa keratyille 1 ml:n
erille. EGFP-bradtag mittaukset tehtiin bradcore-resiinin sitoutuskokeessa keratyistéa
pesuvaiheen 1 ml:n néytteistd. Bradtag-EGFP-histag tuotosta puhdistettua fuusioproteiinia
(15,51 pg/ml) kaytettiin positiivisena kontrollina.

Kaikissa kolmessa tuotossa (kuva 13) havaittiin kahdessa ensimmaisessé
fraktiondytteessd muita ndytteitd suurempi emissio, mika viittaisi EGFP:n tuottumiseen
kyseisissd naytteissd. EGFP-bradtag(1A):n ja EGFP-bradtag(1B):n emissiospektrit ovat
hyvin yhtenevid EGFP:n luonnollisen emissiospektrin kanssa, emissiomaksimin sijaitessa
509 nm:n kohdalla. EGFP-bradtag(2) tapauksessa spektri on muodoltaan littedmpi.
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Kuva 13 Fluoresenssispektrofotometrisesti mitatut emissiospektrit EGFP-bradtag fuusioproteiinin bradcore-
resiini puhdistuskokeista. A) EGFP-bradtag(1A), B) EGFP-bradtag(1B), C) EGFP-bradtag(2). Kuvien A ja B
emissiospektrit vastaavat EGFP:n luonnollista emissiospektrid. Emissiomaksimit sijaitsevat kussakin kuvassa

509 nm:n kohdalla.
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Ni-NTA puhdistuksessa kerattyjen EGFP-histag-bradtag tuottojen ndytteiden

emissiomaksimit olivat selkedsti suurempia verrattuna EGFP-bradtag naytteisiin. EGFP-

histag-bradtag tuotoista verrattiin eluutiovaiheen fraktioita kaytettyyn positiiviseen,
bradtag-EGFP-histag, kontrolliin (15,51 pg/ml) (kuva 14).
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Kuva 14 Fluoresenssiemissiospektrit EGFP-histag-bradtag Ni-NTA affiniteettikromatografisen puhdistuksen
eluutiofraktioille 1-5. A) EGFP-histag-bradtag(1), B) EGFP-histag-bradtag(2). Kuviin lisatty vertailun

helpottamiseksi bradtag-EGFP-histag (Bt-eGFP-ht, 15,51 pg/ml) fuusioproteiinin emissiospekiri.

4.7 |soterminen titrauskalorimetri

ITC:lla mitattiin alkuperéisestd bradpeptidistd muokattujen bradpeptidien (taulukko 5)

sitoutumista bradavidiinin C-terminaalisesti typistettyyn core-muotoon. Alkuperdiselle

bradpeptidille (SEKLSNTK) on esitetty Jenni Leppiniemen suorittamien mittauksien
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tulokset (Kqg = 25 uM 15 °C:ssa, lampdtilassa 25 °C bradpeptidin lisddmisen ei havaittu
aiheuttavan entalpiamuutosta). Muiden bradpeptidien ITC-mittaukset suoritettiin kahdessa
eri lampotilassa, T=25°C ja T = 15 °C (kuva 15, taulukko 6).

Bradpeptidien liséksi mitattiin myds bradtag-EGFP-histag fuusioproteiinin
sitoutumista bradcoreen. Fuusioproteiinin mittaukset suoritettiin  samoja lampdotiloja

kayttaen, mutta huomattavasti alemmilla konsentraatioilla verrattuna peptidimittauksiin.
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Kuva 15 Mittaustulokset isotermisella titrauskalorimetrilla, ITC. Bradcoreen titrattiin bradpeptideja 25°C: A)
Bradpeptidi (Leppiniemi ym, julkaisemattomia tuloksia), B) Bradpeptidi2, C) Bradpeptidi3, D) Bradpeptidi4.
Mittaukset toistettiin 15°C: E) Bradpeptidi (Leppiniemi ym, julkaisemattomia tuloksia), F) Bradpeptidi2, G)
Bradpeptidi3, H) Bradpeptidi4. Bradcoreen titrattiin myds tuotettua fuusioproteiinia, bradtag-EGFP-histag: 1)

25°C, J) 15°C.
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Taulukko 6 ITC mittausten tulokset. (Bradpeptidi-bradcore mittaukset T =15 ja T = 25: Leppiniemi ym,
julkaisemattomia tuloksia). * Ei pystytty maarittamaan.

Kammion Ruiskun
1&hto- lahto- 74S 4G
Kammion konsentraatio konsentraatio T [keal/ [kcal/
siséltod [mM] Ruiskun sisaltd [mM] [°C] AH [kcal/mol] mol]  mol] Kg [M]

Bradcore 0,05 Bradpeptidi 0,25 25 * + * * * *
Bradcore 0,1 Bradpeptidi2 1 25 * + * * * *
Bradcore 0,1 Bradpeptidi3 1 25 * + * * * *
Bradcore 0,1 Bradpeptidi4 1 25 * + * * * *
Bradcore 0,073 Bradpeptidi 0,985 15 1,7 + 0,2 7.7 -61 2,5x10°
Bradcore 0,1 Bradpeptidi2 1 15 * + * * * *
Bradcore 0,1 Bradpeptidi3 1 15 * + * * * *
Bradcore 0,1 Bradpeptidi4 1 15 * + * * * *

Bradtag-EGFP-
Bradcore 0,015 histag 0,15 25 * + * * -5,9 1,0x10*

Bradtag-EGFP-
Bradcore 0,015 histag 0,15 15 * + * * 62 22x10°
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5 Tulosten tarkastelu

Tulosten tarkastelussa esitetddn saadut tulokset fuusioproteiiniryhmittdin sen mukaan
sijaitseeko Brad-tag fuusioproteiinin amino- vai karboksyyliterminuksessa. Fluoresenssi-
spektroskopiatulokset liitetddn kuitenkin kaikki yhteen, jonka jalkeen tehd&an yhteenveto
eri fuusioproteiineista. Bradpeptideille tehtyjen ITC-mittausten tulokset esitetdan lopuksi

omana kohtanaan.

5.1 Brad-tag aminoterminaalisena fuusiona.

Bradtag-EGFP-histag ja bradtag-EGFP E. coli kasvatusliuokset olivat kaikki variltdan
vihertdvid. Kasvatuksia tarkasteltiin my6s UV-valossa ennen proteiinien eristysta ja
molempien fuusioproteiinien kaikkien tuottojen kasvatusliuosten havaittiin fluoresoivan
voimakkaasti. VVoimakasta vihredd fluoresenssia pidettiin alustavana merkkind EGFP:n

voimakkaasta tuottumisesta bakteerisoluissa.

5.1.1 Bradtag-EGFP-histag

Bradtag-EGFP-histag (30,32 kDa) fuusioproteiinin tuottuminen oli voimakasta, kuten
kasvatuksen vihredstd vérista ja voimakkaasta fluoresenssistakin voitiin paatella. Ni-NTA
puhdistuksessa kerattyjen fraktioiden voimakkaat vyohykkeet SDS-PAGE-analyysissa
n. 30 kDa:n kohdalla (kuva 2), sekd suuret saannot eluutiossa (ei naytetty) osoittivat
proteiinin hyvan tuottumisen E. coli:ssa.

Ni-NTA puhdistuksella eristettyd fuusioproteiinia kaytettiin my6s fuusio-
proteiinin sitoutuskokeissa bradcore-resiiniin. Sitoutuskokeiden avulla oli tarkoituksena
selvittad sitoutuuko Brad-tag myds EGFP:hen liitettyna bradcoren biotiinia sitovaan
kohtaan. Biotiinilla kyllastetty bradcore-resiini (kuva 5) ei fluoresoinut UV-valossa yhta
voimakkaasti verrattuna biotiinittomaan bradcore-resiiniin. Sitoutumiskokeen perusteella
paateltiin, ettd fuusioproteiini sitoutuu bradcoreen ja erityisesti sen biotiinia sitovaan
kohtaan. Lisaksi olisi voitu tehdd kontrollikokeita fuusioproteiinille, josta puuttuu joko
His-tag tai Brad-tag. Naill& olisi voitu mm. selvittdd sitoutuuko His-tag mahdollisesti
bradcore-resiiniin.

Affiniteettipuhdistuskokeella pyrittiin selvittdmé&an Brad-tagin affiniteetti-
kromatografisia ominaisuuksia liittyneend toiseen proteiinin (EGFP). Puhdistuskokeessa

kerdtyistd 1 ml:n ndyte-eristd nahtiin, ettd bradtag-EGFP-histag irtosi jo ensimmaéisen
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pesuvaiheen aikana bradcore-resiinista (kuva 6). Tuloksia tarkasteltaessa on hyva
huomioida, ettd kokeessa kaytettiin melko suurta pesutilavuutta, jonka ansiosta proteiini
tihkui resiinistd ulos. Pesutilavuuden pienentdminen ja affiniteettipylvaan pidentdminen
voisivat auttaa saannon parantamisessa.

Ni-NTA puhdistuksessa sitoutusliuoksesta kerétylle naytteelle tehtiin vasta-
aine-analyysi (kuva 10), jonka avulla voitiin varmistaa EGFP:n lasn&olo fuusioproteiinissa.
Vérjaytynyt vyohyke sijaitsee n. 30 kDa:n kohdalla, joka vastaa bradtag-EGFP-histag
fuusioproteiinin teoreettista molekyylipainoa 30,32 kDa. Myéhemmin, Ni-NTA puhdis-
tettua, bradtag-EGFP-histagia kéytettiin suhteellisena molekyylipainon vertailundytteena
muille tuotoille tehdyissa vasta-ainevérjayksissa (kuvat 11/12).

Bradtag-EGFP-histag fuusioproteiinia ei varsinaisesti tarkasteltu fluore-
senssispektrofotometrilld, mutta sitd kaytettiin positiivisena kontrollina tutkittaessa EGFP-
bradtag ja EGFP-histag-bradtag fuusioproteiinituottoja (kuva 13). Bradtag-EGFP-histag
toimi myo6s suhteellisena konsentraatiomittana fluoresenssispektrofotometrilléd tehdyissé

mittauksissa (kuva 14).

5.1.2 Bradtag-EGFP

Bradtag-EGFP-fuusioproteiinia (26,78 kDa) pyrittiin puhdistamaan kokeellisesti bradcore-
resiinilld suoraan E. coli -lysaatista. Kokeen aikana kerétyistd naytteistd tehdylla SDS-
PAGE-analyysilla (kuva 7) erottuvat voimakkaat vyohykkeet ~27 kDa:n kohdalla
viittaavat oikeaan proteiinituotteeseen. Ensimmaisen pesuvaiheen kolmannessa fraktiossa
erottuu vield heikko vyohyke samalla 27 kDa:n alueella. Toisen pesu- ja eluutiovaiheen
naytteistd ei vyohykkeitd endé erotu. Puhdistuskokeen tulokset ovat vastaavia bradtag-
EGFP-histagin kanssa tehdyn bradcore-resiini puhdistuskokeen kanssa.

Fuusioproteiinin sitoutusliuoksesta bradcore-resiinin keratysta naytteesta
tehdyssd vasta-ainevarjayksessa erottuu vyohyke ~27 kDa:n kohdalla (kuva 10). Vasta-
ainevérjayksesséd erottuva vyohyke osoittaa EGFP:n l&sndolon oikeankokoisessa
proteiinituotteessa, jonka voitaneen olettaa olevan haluttu fuusioproteiini. Naiden kokeiden
perusteella voidaan todeta, ettd EGFP:n aminoterminukseen sijoitettua Brad-tagia voidaan
kéayttad puhdistuskahvana affiniteettikromatografiassa. Puhdistuksen optimointi erityisesti
pesuolosuhteiden suhteen olisi tarpeellista. Eristetty proteiini (pesu 1, fraktio 3 (Kuva 7))
vaikuttaa Coomassie-vérjatyn SDS-PAGE geelin perusteella melko puhtaalta ja

homogeeniselta.
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5.2 Brad-tag karboksyyliterminaalisena fuusiona

EGFP-histag-bradtag ja EGFP-bradtag kasvatusliuokset olivat variltddn ruskehtavan
kellertavid. Kasvatuksia tarkasteltiin myds UV-valossa ennen proteiinien eristystd eiké
kummankaan konstruktin tapauksessa havaittu fluoresenssia ennen tai jalkeen solujen
hajotusta, verrattuna bradtag-EGFP-histag ja bradtag-EGFP kasvatuksien voimakkaaseen

fluoresenssiin.

5.2.1 EGFP-histag-bradtag

Molempien EGFP-histag-bradtag (30,32 kDa) fuusioproteiinituottojen Ni-NTA
puhdistuksista ajetuissa SDS-PAGE-analyyseissa (kuvat 3 ja 4) havaittiin vyohykkeet
n. 30 kDa:n kohdassa, jotka vastaavat fuusioproteiinien teoreettista molekyylipainoa.
Kuvissa nahdadn myos muita vyohykkeitd, joista osa saattaa olla seurausta proteiinin eri
oligomeereista. Vyodhykkeet voivat olla myds seurausta E. colin huonosta translaation
lopetustehokkuudesta, jonka korjaaminen voisi olla mahdollista lisédmalla toinen lopetus-
kodoni sekvenssin loppuun.

Vasta-ainevérjayksissd nahtiin, ettd tuotetut fuusioproteiinit vastasivat
molekyylipainoltaan bradtag-EGFP-histag fuusioproteinia, 30,32 kDa (kuva 11). Tdéman
perusteella voitiin paatella, etta tuotettu fuusioproteiini olisi haluttu EGFP-histag-bradtag.
Kokeella ei kuitenkaan voitu varmistaa fuusioproteiinien sisaltavan Brad-tag peptidia, silla
pelkén bradpeptidin puuttuminen ei vield tekisi riittdvan suurta eroa molekyylipainoon
(M (Brad-tag) = 906 Da).

5.2.2 EGFP-bradtag
EGFP-bradtag(1A) tuoton puhdistuskokeen naytteistd tehdylla SDS-PAGE-analyysilla
(kuva 8) nékyy voimakkaimmat vyohykkeet n. 27 kDa:n kohdalla, mik& vastaisi EGFP-
bradtagin teoreettista molekyylipainoa, 26,78 kDa. Kahden my6hemmaén tuoton SDS-
PAGE tulokset olivat vastaavanlaiset (kuva 9).

Vasta-ainevérjaykselld varmistettiin, ettd bakteerikasvatukset sisalsivat
EGFP:n. EGFP-bradtag(1B) fuusioproteiinituoton proteiiniliuosnédytteesta erottuu ~27
kDa:a vastaavasta kohdasta vyohyke (kuva 12), jonka voidaan olettaa olevan EGFP-
bradtag. Solujatendytteistd tehdyissa vasta-ainevérjayksissé nahdadn EGFP-bradtag(1B)
tuotolla proteiiniliuosnéytettd vastaava vyohyke. EGFP-bradtag(2) tuotolla taas ei

vyOhykettd erotu proteiiniliuosndytteessd ja solujatendytteenkin vyohyke on hieman
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ylempéna vastaten ennemminkin bradtag-EGFP-histag (30,32 kDa) tuoton aiheuttamaa
vyOhykettd. Analyysissa kaytetyilld bradtag-EGFP-histag tuotoilla (1B ja 2) esiintyy
muitakin vyodhykkeitd 20 ja 70 kDa:n alueilla (kuva 12). Teoreettisesta molekyylipainosta
poikkeavat vyohykkeet voivat olla seurausta proteiinien proteolyyttisestd pilkkoutumisesta

tai proteiinien eri oligomeereista.

5.3 Fluoresenssispektrofotometria

Fluoresenssispektrofotometrisilla mittauksilla vahvistettiin, ettd EGFP-bradtag ja EGFP-
histag-bradtag proteiinituotot sisalsivat EGFP:n (kuvat 13 ja 14). Molempien fuusio-
proteiinien tapauksissa saadut emissiospektrit vastasivat EGFP:n luonnollista emissio-
spektrid. Samoin kontrollina kdytetyn bradtag-EGFP-histagin emissiospektri vastasi GFP:n
emissiospektrida. Fluoresenssispektrofotometrin  tuloksien perusteella voidaan myos
paatelld, ettei Brad-tag vaikuta EGFP:n laskostumiseen.

Vaikka EGFP-histag-bradtag ja bradtag-EGFP-histag tuottavatkin toistensa
kanssa vastaavanlaiset emissiospektrit on ero proteiinien pitoisuuksissa Ni-NTA
puhdistusten aikana kerdtyissa naytteissd kuitenkin huomattava. Fluoresenssispektro-
fotometrin perusteella EGFP-histag-bradtagin pitoisuudet ovat huomattavasti alhaisempia
verrattuna bradtag-EGFP-histagin vastaaviin. Kaytettyd positiivista kontrollia oli
laimennettu  merkittavasti mittauksiin  verrattuna EGFP-histag-bradtag naytteisiin.
Emissiointensiteettien perusteella arvioituna Bradtag-EGFP-histag fuusioproteiinin
tuottuminen on jopa 1000-kertaista verrattuna EGFP-histag-bradtag fuusioproteiinin

tuottumiseen.

5.4 Isoterminen titrauskalorimetri: Bradpeptidit ja bradtag-EGFP-histag

Isotermisella titrauskalorimetrilla  saatujen  mittaustulosten perusteella muokatut
bradpeptidit (bradpeptidi2-4) sitoutuvat heikommin bradcoreen kuin alkuperdinen
bradpeptidi (kuva 15). Mittauksissa ei kyetty madrittdmaén luotettavasti sitoutumisvakioita
(taulukko 6). Bradtag-EGFP-histag fuusioproteiinilla tehtyjen ITC-analyysien perusteella
bradcoren sitoutuminen Brad-tag fuusioproteiiniin olisi eksotermistd (taulukko 6).
Mittauksista saatujen entalpia-arvojen hajonnan takia kuvaajien sovittaminen oli hankalaa
ja saatuja tuloksia pitaakin tarkastella varauksin (kuva 15). Virherajat huomioon ottaen
saatuja Ky arvoja ei voida pitdd kovinkaan luotettavina vaan l&hinnd suuntaa antavina.

Mittausten epaluotettavuuteen voi vaikuttaa myds mittauksissa kaytetyt alhaiset proteiini-
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konsentraatiot, joita kasvattamalla voitaisiin saada luotettavampia mittaustuloksia. Muita
fuusioproteiineja ei saatu joko tuotettua tai puhdistettua riittdvasti ITC-mittauksia varten,

joten niilla ei pystytty suorittamaan vastaavia mittauksia.

5.5 Loppupéatelmét

Vasta-ainevérjaysten perusteella voitiin péatelld, ettd saatiin tuotettua fuusioproteiineja,
joissa Brad-tag oli aminoterminaalisena fuusiona, ja proteiinien tuottuminen kaytetyissa
olosuhteissa oli voimakasta. Bradcore-resiiniin tehtyjen sitoutus- ja puhdistuskokeiden
perusteella voitiin myos olettaa, ettd Brad-tag on osana tuotettua fuusioproteiinia ja sité
voidaan kayttdd aminoterminaalisena affiniteettikahvana, Strep-tagista poikkeavalla
tavalla, joka kykenee toimimaan ainoastaan karboksyyliterminaalisena affiniteettikahvana.
Brad-tag sitoutui bradcoren biotiinia sitovaan kohtaan ja sen avulla pystyttiin
puhdistamaan tuotettua fuusioproteiinia muista bakteerin tuottamista proteiineista. Brad-
tag tosin vapautui bradcore-resiinista nopeasti pesuvaiheen aikana.

EGFP-histag-bradtag tuotoissa saatiin fluoresenssispektrofotometrin ja vasta-
ainevarjaysten perusteella tuotettua EGFP:n sisaltdvaa proteiinia, johon oli Ni-NTA
puhdistuksen perusteella liittyneend my6s His-tag. Brad-tag peptidin olemassaoloa ei
pystytty ndilla kokeilla vahvistamaan, koska Brad-tag sijaitsee fuusioproteiinissa vasta His-
tagin jalkeen. Kun Brad-tag oli fuusioproteiinissa karboksyyliterminukseen liitettynd, oli
fuusioproteiinin ekspressio E. coli:ssa huomattavasti heikompaa verrattuna vastaavaan
aminoterminaalisen Brad-tag-sekvenssin sisaltdvaan fuusioproteiiniin  (kuvat 2-4).
Vertaamalla His-tag fuusioproteiinien SDS-PAGE-analyysituloksia (kuvat 2-4) havaittiin
selkeésti voimakkaammat vyohykkeet aminoterminaalisen Brad-tag tuoton eluutiovaiheen
nayte-erissa verrattuna Brad-tagin karboksyyliterminaalisiin fuusioproteiinituottoihin.
Kyseessa oli keskendén toisiaan vastaavat tuotot ja puhdistusmenetelmat. Tadma vahvisti
teoriaa aminoterminaalisen Brad-tag fuusioproteiinin voimakkaammasta tuottumisesta
verrattuna sen karboksyyliterminaaliseen vastineeseen. Samaan johtop&&tokseen tultiin
my0s fluoresenssispektrofotometristen mittausten emissiospektrien perusteella.

EGFP-bradtag fuusioproteiinin  tuottuminen oli EGFP-histag-bradtag
fuusioproteiinin tapaan erittdin heikkoa. Suoritettujen kokeiden perusteella ei voitu olla
varmoja, ettd ko. fuusioproteiini olisi tuottunut ja samalla jai luonnollisesti myo6s

varmistamatta Brad-tagin sisaltyminen tutkittuun fuusioproteiiniin.
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GFP on laajalti kaytetty ja siihen voidaan yleensd tehd&d fuusioita seka
karboksyyli- ettd aminoterminuksen lisdksi vield proteiinin keskelle (Niedenthal ym.,
1996). On kuitenkin huomioitava, ettd jokainen muutos on ainutlaatuinen eiké& fuusion
tulosta voida ennalta tietdd. Tehdyissa kokeissa Bradtag-EGFP-histag fuusioproteiinin
tuottotaso oli jopa 1000-kertainen EGFP-histag-bradtag fuusioproteiiniin ndhden. Saatujen
tulosten perusteella on mahdollista, ettd Brad-tag aiheuttaa EGFP:n karboksyyli-
terminaalisena fuusiona ongelmia fuusioproteiinin tuottumisessa, laskostumisessa tai
stabiiliudessa. Tulos on aminoterminaalisen Brad-tag fuusion osalta odotettu, silla EGFP
on tunnetusti tehokkaasti laskostuva ja stabiili proteiini. Affiniteettikahvan sijainnilla
rekombinanttiproteiinien tuottumisessa voi olla hyvinkin suuri merkitys ja juuri se nayttaisi
olevan tarked seikka EGFP:n ja Brad-tagin tapauksessa. Luonnollisessa bradavidiinissa
bradpeptidi  kuitenkin  sijaitsee  kunkin  monomeerin  karboksyyli-terminuksessa.
Luonnollisesta lokalisaatiostaan johtuen Brad-tagin odotettiin olevan bradcoreen
tiukemmin sitoutuva C-terminaalisena affiniteettikahvana, kuten myos alkuperéinen Strep-
tag, joka kykenee sitoutumaan streptavidiiniin ainoastaan karboksyyli-terminaalisena
fuusiona. Emme kuitenkaan saaneet tuotettua haluttuja maéaaria Brad-tag-EGFP
fuusioproteiineja, joissa Brad-tag olisi sijainnut fuusioproteiinin C-terminuksessa.
Tulevaisuudessa olisi tarked4 tehda vastaavia kokeita jonkin muun proteiinin kuin EGFP:n
kanssa ja selvittad saadaanko tuotettua karboksyyliterminaalisia Brad-tag fuusioproteiineja
ja paraneeko Brad-tag peptidin ominaisuudet affiniteettikahvana. Kdytimme EGFP-histag-
bradtag fuusioproteiinin tapauksessa 32 aminohapon mittaista sekvenssia EGFP:n ja ja
Brad-tagin vélissé. Kéytetyll4 sekvenssilla ei havaittu olevan tassa tapauksessa merkittavaa
eroa EGFP-bradtag fuusioproteiinin kanssa, jossa Brad-tag oli liitetty suoraan kiinni
EGFP:n karboksyyliterminukseen.

Vaikka Strep-tag sitoutuu voimakkaasti ja selektiivisesti streptavidiiniin
voidaan sitd kayttdd affiniteettikahvana ainoastaan fuusioproteiinin  karboksyyli-
terminuksessa (Schmidt ym., 1993). Rajoituksista johtuen peptidikirjastojen seulontaa
jatkettiin ja l6ydettiin Strep-tag Il, joka kykeni sitoutumaan streptavidiiniin sekd amino-
ettd karboksyyliterminaalisena fuusiona (Voss ja Skerra, 1997). Seuraava ongelma oli
Strep-tag 1l:n Strep-tagia heikompi sitoutuminen streptavidiiniin, jolloin Strep-tag Il
peptidin sitoutumisvoimakkuutta saatiin parannettua streptavidiinia muokkaamalla ja

kehitettiin Strep-Tactin (Korndorfer ja Skerra, 2002). NyKkyisin kaiken tdmén kehitystyon
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jalkeen kéaytetd&nkin rekombinanttiproteiinien puhdistuksessa Strep-tag I1/Strep-Tactin
paria. Bradpeptidi-bradavidiini paria voitaisiin pyrkia kehittdméan vastaavalla tavalla.
Bradpeptidia mutatoimalla voitaisiin saada parannettua sen sitoutumista bradcoreen.
Bradpeptidin pituutta voitaisiin myds muuttaa nykyisestd kahdeksasta aminohaposta
lisddmélla aminohappotéhteité.

Tutkimuksissa tehtiin mittauksia mutatoiduilla bradpeptideilld, mutta kaytetyt
kolme peptidia kattavat kuitenkin hyvin pienen osan eri mahdollisuuksista joita peptidille
voitaisiin tehdd. Jos peptidimuutoksilla ei paastd parempiin tuloksiin, voidaan vaihto-
ehtoisesti bradcoren sekvenssid mutatoimalla saada toivottuja muutoksia. Lopulta
tuloksena voisi olla affiniteettikahva-kohdeproteiini pari, jossa on muokattu seka
bradpeptidin  ettd bradcoren sekvenssid. Bradavidiinille voidaan myds etsia
peptidikirjastoista keinotekoisia ligandeja, jotka sitoutuvat bradavidiinin biotiinia sitovaan
kohtaan. NykKyistd Brad-tag-bradcore paria voitaisiin pyrkid kehittdmaan tutkimalla
bradpeptidin sitoutumista bradcoreen eri lampdtiloissa eli optimoimalla sitoutumis-

lampotilaa.
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Liite 1. Kéaytetyt PCR ohjelmat

Bradtag-EGFP fuusioon kéytetty PRC-ohjelma.
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T/°C Aika Toistot
Alkudenaturaatio (Initial denaturation) 95 30s 1
Denaturaaiovaihe (Denaturation) 95 30s
Alukkeiden liittymisvaihe (Primer annealing) 55 1 min 25
Pidentymisvaihe (Extension) 72 2 min
Loppupidennys (Final extension) 72 10 min 1
Sekvensointireaktioiden PCR-ohjelma.
T/°C Aika Toistot
Alkudenaturaatio (Initial denaturation) 96 1min 1
Denaturaaiovaihe (Denaturation) 96 10s
Alukkeiden liittymisvaihe (Primer annealing) 50 10s 29
Pidentymisvaihe (Extension) 60 4min
Loppupidennys (Final extension) 10 © 1




Liite 2. Liuokset

50 mM Na-fosfaatti, 100 mM NaCl
APA puskuri

Coomassie Brilliant Blue - vériliuos

Hillol (pH 8)

Ni-NTA, NPI-10
Ni-NTA, NPI-20
Ni-NTA, NPI-250

PBS

Pesuliuos 2
Pesuliuos 3

pH 11 -puskuri

SDS-PAGE ajopuskuri, 10x kantaliuos

SDS-PAGE ajopuskuri, kayttoliuos
SET -puskuri (pH 8)

TAE, 50x kantaliuos

TAE, 10x kéyttéliuos

TBS, 10x kantaliuos

TBS, kayttoliuos

Sitoutusliuos

Vasta-ainevarjays siirtopuskuri,
10x kantaliuos
Vasta-ainevarjays siirtopuskuri,

kayttéliuos

32 ml 0,5 M NaH,POy; 61 ml 0,5 M Na,HPOy,;

20 ml 5 M NaCl

0,1 M NaHCOs; 1 mM MgCl, - 6H,0

0,05 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250;

40 % (v/v) etanoli; 10 % (v/v) jadetikka; 50 % H,0O

2 mM EDTA pH 8; 150 mM NaCl; 1 % (v/v) Triton X-100;
50 mM Tris pH8

50 mM NaH,PO,; 300 mM NaCl; 5 mM imidatsoli
50 mM NaH,PO,; 300 mM NaCl; 20 mM imidatsoli
50 mM NaH,PO,; 300 mM NacCl; 250 mM imidatsoli
276 mM NaCl; 16 mM Na,HPO,; 10,7 mM KClI;

2,9 mM KH,PO,; H,0O

50 mM Tris-HCI; 1M NaCl; pH 7,5

50 mM Tris-HCI; 100 mM NaCl; pH 8,9

50 mM natriumasetaatti; pH saadetty

30,3 g Tris; 144 g glysiini; 1 % (w/v) SDS; H,0O

100 ml 10x SDS-PAGE ajopuskuria; 900 ml H,O

20 % Sukroosi; 2 mM EDTA,; pH 8; 30 mM Tris pH 8
242 g Tris; 100 ml 0,5 m EDTA pH 8;

57,1 ml vékevéa etikkahappoa; H,O

200 ml 50x TAE-kantaliuos; 800 ml H,O

242,28 g 1M Tris; 350,64 g 3M NaCl

100 ml 10x TBS-kantaliuos; 900 ml H,O

10mM; NaHCO3; 0,9 % HCI; pH 7,5

30,3 % (w/v) Tris; 30,3 % (w/v) glysiinid; H,O

100 ml 10x-siirtopuskuria; 200 ml Metanoli; 700 ml H,O
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