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Kaksifaasiuuttomenetelmat ovat vaihtoehto teollisuusmittakaavan proteiinien puhdistuksessa.
Ne ovat edullisempia ja helpompia kuin monet perinteisesti kaytetyt menetelmat. Vesi-
detergenttikaksifaasiuuttoa on aikaisemmin kaytetty hydrofobisten proteiinien puhdistuksessa,
mutta viime aikoina on tutkittu mahdollisuutta kayttda menetelmdd myds muiden proteiinien
puhdistuksessa. Liittdméalla kohdeproteiineihin pieni ja hydrofobinen hydrofobiini-niminen
proteiini saadaan syntynyt fuusioproteiini puhdistettua kayttamalla vesi-
detergenttikaksifaasiuuttoa.

Opinnaytetydn tarkoituksena oli tutkia kahden eri hydrofobiinin sisaltavan fuusioproteiinin
puhdistusta vesi-detergenttikaksifaasiuutolla. Tutkittavat fuusioproteiinit olivat lakkaasi-HFBI ja
GOX-HFBI (glukoosioksidaasi-HFBI). Proteiineille suoritettiin  uuttokokeita ja GOX-HFBI:n
puhdistuksessa testattin myds pH:n vaikutusta puhdistustulokseen. Opinnaytetyossa
perehdyttin  myds lakkaasi-HFBI:n  entsyymiaktiivisuusmaaritystapoihin ~ ja  tutkittiin
mahdollisuutta kayttaa lampokasittelya esipuhdistusmenetelména lakkaasi-HFBI:n
puhdistuksessa.

Tehtyjen testien perustella GOX-HFBI siirtyi vesi-detergenttikaksifaasiuutossa osittain
detergenttirikkaaseen faasiin. Mediumnéaytteelld saanto oli 26 % ja lysaattindytteella 39 %.
Menetelma vaatii kuitenkin vield optimointia ennen kuin sitéd voidaan kayttda puhdistuksessa
isommassa mittakaavassa. Lakkaasi-HFBI:n ei havaittu siirtyvan detergenttirikkaaseen faasiin.
Tama voi selittyd mahdollisella fuusioproteiinin hajoamisella ennen uuttovaihetta.
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AQUEOUS TWO-PHASE EXTRACTION IN
PURIFICATION OF PROTEINS BY HYDROPHOBIN
FUSION PROTEIN TECHNOLOGY

Aqueous two-phase systems are one option in large scale protein purification. Aqueous two-
phase systems are usually cheaper and easier than many conventional protein purification
methods. Surfactant-based aqueous two-phase systems previously have been used for the
purification of hydrophobic proteins. Recently, the suitability of these methods for the purification
of other proteins has been studied. A small and hydrophobic “hydrophobin” protein is added to
the target protein. The fusion protein can then be purified by surfactant-based aqueous two-
phase extraction.

The purpose of this study was to purify two different hydrophobin containing fusion proteins by
surfactant-based aqueous two-phase extraction. The studied proteins were laccase-HFBI and
GOX-HFBI (glucose oxidase-HFBI). Extraction tests were carried out with both proteins. The
influence of pH on the extraction system was studied with GOX-HFBI. In this study, the enzyme
activity assay procedures of laccase-HFBI were investigated. The possibility of using heat
treatment as a preliminary purification step for laccase-HFBI was also studied.

The tests show that GOX-HFBI was partially extracted in the surfactant-rich phase. The yield
was 26 % when the medium sample was extracted and 39 % when the lysate sample was
extracted. This method requires further optimization before it can be used in large scale
purification. Laccase-HFBI was not extracted in the surfactant-rich phase. This may be due to
the degradation of the fusion protein before the extraction step.

KEYWORDS:

aqueous two-phase separation, hydrophobin, protein purification, surfactant-based aqueous
two-phase separation
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LYHENTEET

2,6-DMP
ABTS
GOX
GOX-HFBI

HFBI

Lakkaasi-HFBI
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PBS

PVDF
SDS

SDS-PAGE

2,6-dimetoksifenoli
2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)
Glukoosioksidaasi

GOX:n ja HFBI:n muodostama fuusioproteiini

Hydrofobiini I, joka on Trichoderma reesein ryhmaan II

kuuluva hydrofobiini
Lakkaasin ja HFBI:n muodostama fuusioproteiini
Polyetyleeniglykoli

Fosfaattipuskuroitu suolaliuos (eng. phosphate buffe-

red saline)
Polyvinyylideenifluoridi
Natriumdodekyylisulfaatti

Natriumdodekyylisulfaattiakryyliamidigeelielektroforeesi



1 JOHDANTO

Kun proteiineja tuotetaan teollisuusmittakaavassa, tarvitaan halpoja ja yksinker-
taisia puhdistusmenetelmia. Perinteisesti proteiineja on puhdistettu muun mu-
assa kromatografisin menetelmin, jotka ovat kalliita ja aikaa vievia. Tarvetta on
varsinkin menetelmille, joilla kohdeproteiini saadaan konsentroitua suuresta
maarastad kasvatusliuosta helposti ja edullisesti. Tutkijat ovat pyrkineet |oyta-
maan parempia puhdistusmenetelmia ja kiinnostuksen kohteena ovat muun
muassa kaksifaasiuuttomenetelmét. Polymeerien kayttoon perustuvaa kaksi-
faasiuuttoa on tutkittu jo useita vuosikymmenia ja sita kaytetdén jonkin verran
teollisissa sovelluksissa. Uudempia menetelmiad ovat ionisten nesteiden ja pinta-

aktiivisten aineiden kayttoon perustuvat uuttomenetelmat.

Pinta-aktiiviset aineet ovat suhteellisen halpoja ja niitéa I6ytyy monia erilaisia.
Pinta-aktiiviset aineet soveltuvat erityisesti hydrofobisten proteiinien puhdistuk-
seen erottamaan hydrofobisia kalvoproteiineja muista proteiineista. Viime aikoi-
na on tutkittu mahdollisuutta kayttdd menetelméaa myos muiden proteiinien puh-
distuksessa. Tama tapahtuu liittamalla tuotettavaan proteiiniin pieni hydrofobi-
nen “hydrofobiini”-niminen proteiini (HFBI), jonka ansiosta fuusioproteiini saa-

daan siirtymaan detergenttirikkaaseen faasiin kaksifaasiuuttomenetelmassa (1).

Opinnaytetyon tarkoituksena oli tutkia pinta-aktiivisen aineen kayttéon perustu-
vaa kaksifaasiuuttoa kahden eri hydrofobiinin sisaltavan fuusioproteiinin puhdis-
tuksessa. Tutkittavat fuusioproteiinit olivat lakkaasi-HFBI ja glukoosioksidaasi-
HFBI (GOX-HFBI). Fuusioproteiinit oli tuotettu Pichia pastoris -hiivassa fermen-
toimalla. Opinnaytetydssa perehdyttin myods lakkaasi-HFBI:n entsyymiaktii-
visuusmaaritystapoihin seka tutkittin mahdollisuutta kayttdd lampdkasittelya

esipuhdistusmenetelména kyseiselle entsyymille.

Opinnaytetyo tehtiin HydroBody-projektissa, joka on Turun ammattikorkeakou-
lun Liiketalous, ICT ja Bioalat -tulosalueella toimiva TEKES-rahoitteinen tutki-

mus- ja kehitysprojekti.
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2 PROTEIINIEN PUHDISTUS KAKSIFAASIUUTOLLA

Vesipohjainen kaksifaasiuutto soveltuu kayttavaksi proteiinien ja muiden biomo-
lekyylien puhdistukseen, koska se on hellempi menetelméa kuin perinteinen or-
gaanisten liuottimien kayttoon perustuva kaksifaasiuutto. Tama johtuu siita, etta
molemmat faasit koostuvat padasiassa vedesta. Vesipohjaisen kaksifaasiuuton
nelja paatyyppia ovat polymeeri-polymeerikaksifaasiuutto, polymeeri-
suolakaksifaasiuutto, pinta-aktiivisten aineiden kayttdon perustuva kaksifaasi-
uutto seka ionisten nesteiden kayttoon perustuva kaksifaasiuutto, joista kaksi
jalkimmaista ovat suhteellisen uusia menetelmia (2). Tassa tyéssa on perehdyt-
ty Triton X-114 -nimisen pinta-aktiivisen aineen kayttdon perustuvaan kaksi-

faasiuuttoon.

2.1 Polymeerien kayttoon perustuva kaksifaasiuutto

Yleisimmin kaytetyt ja eniten tutkitut menetelmat perustuvat kahden erilaisen
polymeerin tai polymeerin ja suolan kayttoon. Kaksi faasia saadaan muodostu-
maan, kun kaksi rakenteellisesti erilaista polymeeria liuotetaan veteen niiden
kriittisen konsentraation ylapuolella. Kun pitoisuus on alle kriittisen konsentraa-
tion, polymeerit ovat liukoisia. Kun pitoisuus kasvaa yli kriittisen konsentraation,
polymeerit alkavat muodostaa aggregaatteja, jotka muodostavat omat faasinsa.
Toinen polymeeri on rikastunut ylafaasiin ja toinen alafaasiin. Sama ilmi6 tapah-
tuu, kun kaytetaan yhta polymeeria sen kriittisen konsentraation ylapuolella kor-
keassa suolapitoisuudessa. Suolan ja polymeerin tapauksessa polymeeri on
ylemmassa faasissa ja suola alemmassa. Proteiinit kulkeutuvat yleisesti ylem-
paan faasiin ja epapuhtaudet jaavat alempaan faasiin. Olosuhteita muuttamalla
saadaan kohdeproteiini my6s erottumaan toisista proteiineista. Muutettavia olo-
suhteita ovat mm. polymeerien molekyylipaino, polymeerin pitoisuus, suolafaa-

sin ioninvahvuus seka pH (3).

Kaytetyimmat polymeerit ovat polyetyleeniglykoli (PEG) ja dekstraani. Dekst-

raani on kuitenkin kallista eik& sita ole jarkeva kayttda suuremman mittakaavan

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jenna-Miia Vuorenalanen



puhdistuksessa. Lisaksi dekstraanifaasin viskositeetti on korkea, mikd hanka-
loittaa dekstraanin kayttdd. Viime vuosina onkin kehitetty lukuisia uusia poly-
meereja ja menetelmid, joita on mahdollista kayttda kaksifaasiuutossa. Lisaksi
kaksifaasiuuton selektiivisyytta on pyritty parantamaan kayttamalla affiniteettili-

gandeja, jotka voivat olla joko vapaina tai kiinnitettyna toiseen polymeeriin (2).

Kahden polymeerin kayttoon perustuvassa uutossa hyoddynnettavid proteiinien
ominaisuuksia ovat mm. niiden hydrofobisuus, pintavaraus ja bioaffiniteetti.
Hydrofobisuus on néista tarkein ominaisuus. Vaikka polymeerien kayttoon pe-
rustuva kaksifaasiuutto on luonteeltaan paaasiassa hydrofiilinen, kahden faasin
valilla on hieman eroa hydrofobisuuksissa. Proteiinit kulkeutuvat yleisemmin

hydrofobisempaan faasiin ja epapuhtaudet jaavat hydrofiilisempaan faasiin (3).

Polymeerin ja suolan kayttd kaksifaasiuutossa on edullisempaa kuin kahden
polymeerin kayttd. Menetelméalla on myds muita hyvid ominaisuuksia verrattuna
kahdella polymeerilla tehtdvaan uuttoon: viskositeetti on matalampi, faasiutumi-
nen tapahtuu nopeammin ja ionivahvuutta ja pH:ta pystytddn saatamaan hel-
pommin. Yleisimmin k&ytetty polymeerin ja suolan yhdistelm& on PEG ja fos-
faatti. Muita yleisesti kaytettyja suoloja on sitraatti ja sulfaatti (4).

2.2 lonisten nesteiden kayttoon perustuva kaksifaasiuutto

lonisten nesteiden kaytto proteiinien puhdistuksessa kaksifaasiuutolla on melko
uusi menetelma. Tassa menetelmassa veteen liuotetaan ionista nestetta ja suo-
laa, jolloin muodostuu kaksi faasia, joista ylempaan faasiin on rikastunut ioninen
neste ja alempaan faasiin suola. Uuton aikana proteiini siirtyy ylempaan faasiin.
Taméa menetelma perustuu hydrofobisiin ja elektrostaattisiin vuorovaikutuksiin
seka ulossuolaukseen. Uuttoon vaikuttaa ionisen nesteen rakenne ja ominai-
suudet seka kaytetty suola. Lisaksi vaikuttavia tekijoitd ovat pH, lampdtila sekéa
proteiinien ominaisuudet, kuten niiden molekyylipaino, hydrofobisuus ja pintava-

raus (5).

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jenna-Miia Vuorenalanen
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2.3 Pinta-aktiiviset aineet kaksifaasiuutossa

Pinta-aktiivisia aineita kaytetddn kaksifaasiuuttosovelluksissa erityisesti kalvo-
proteiinien puhdistuksessa. Kaytetyimmaét aineet ovat ns. ei-ionisia detergentte-
ja, kuten Triton ja Tween. Markkinoilla on paljon erilaisia pinta-aktiivisia aineita,
jotka on kehitetty biomolekyylien uuttamiseen. Pinta-aktiiviset aineet esiintyvat
vesiliuoksessa monomeereiné niiden pitoisuuden ollessa alhainen. Pitoisuuden
kasvaessa ns. kriittisen misellikonsentraation ylapuolelle alkaa muodostua mi-
sellejd. Pinta-aktiivisten aineiden kaytt6on perustuva menetelméa perustuu sa-
meutumispisteeseen, joka on lampotila, jossa miselleista alkaa muodostua suu-
ria miselliaggregaatteja. Liuos muuttuu sameaksi ja faasit erottuvat toisistaan.
Muodostuu detergenttirikas- ja detergenttikbyhafaasi. Detergentista riippuen
detergenttirikasfaasi voi olla joko yla- tai alafaasi. Tahan vaikuttaa detergentin
tiheys ja ominaispaino verrattuna kaytettavan puskurin ominaisuuksiin. Sameu-
tumispisteen lampdtilaan voidaan vaikuttaa lisadmalla seokseen esimerkiksi
glyserolia, erityisia suoloja tai polymeereja. Menetelma perustuu lahinna hydro-
fobisiin vuorovaikutuksiin. Detergenttimolekyylit ympéardivat hydrofobisen prote-
iinin, joka jaa misellirakenteen sisaan ja siirtyy detergenttirikkaaseen faasiin.
Hydrofiilliset epapuhtaudet jdavat detergenttikdyh&an faasiin (6).

2.4 Triton X-114

Triton X-114 on polyetyleeniglykoli-tert-oktyylifenyylieetteri, jonka sameutumis-
piste on lahella huoneenlampdtilaa (20 - 25 °C). Tatd alemmassa lampdtilassa
Triton X-114 -molekyylit muodostavat pienida miselleja. Lampdtilan noustessa
sameutumispisteen ylapuolelle misellit kasvavat, jolloin ne laskeutuvat astian
pohjalle muodostaen erillisen faasin. Triton X-114:n alhainen sameutumispiste
mahdollistaa sen kayton proteiinien puhdistuksessa. Se onkin yleisimmin kay-
tetty detergentti kaksifaasiuuttosovelluksissa, joissa halutaan erottaa hydrofobi-
sia proteiineja hydrofiilisista proteiineista (7). Menetelm& on kehitetty vuonna

1980 (8). Kuvassa 1 on esitetty lasiputkessa  tehty  vesi-
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detergenttikaksifaasiuutto, jossa detergenttind on kaytetty Triton
Alempi faasi on detergenttirikasfaasi.

Kuva 1. Vesi-detergenttikaksifaasiuutto lasiputkessa

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jenna-Miia Vuorenalanen
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3 HYDROFOBIINI

Hydrofobiinit ovat pienia rihmasienista I0ydettyja proteiineja, jotka ovat luonteel-
taan hydrofobisia. Niilla on rooli rihmasienten rihmojen ja itibtemé&n muodostu-
misessa. Lisaksi niilla on merkitystd patogeenisten sienien pintavuorovaikutuk-

sissa.

Rakenteellisesti erilaisia hydrofobiineja on l6ydetty suuri joukko. Aminohappo-
jarjestys vaihtelee suuresti, mutta yhdistavana tekijana erilaisten hydrofobiinien
valilla on kysteiinitdhteiden jakaantuminen proteiinissa sek& hydrofobisten ra-
kenteiden sijoittuminen. Hydrofobiinit sisaltavat 8 kysteiiniaminohappoa, jotka
muodostavat proteiinissa nelja disulfidisidosta. Hydrofobiineille tyypillista on nii-
den tapa muodostaa proteiinikomplekseja. Hydrofobiinit voidaan jakaa kahteen
ryhmé&én niiden aminohapposekvenssin perusteella. Ryhman | hydrofobiiniag-
gregaatit eivat liukene veteen eivatka orgaanisiin liuottimiin. Ryhman 1l hydrofo-
biiniaggregaatit ovat epavakaampia ja liukenevat 60 % etanoliin seka
2 % SDS:&éan. Trichoderma reesein ryhmaan Il kuuluvat hydrofobiinit HFBI ja
HFBII ovat muodoltaan pydreahkéja ja sisaltavat melko suuren yhtenaisen hyd-
rofobisen laikun, jonka takia ne ovat luonteeltaan amfifiilisia. Amfifilisyys nakyy
siing, ettd ne kayttaytyvat vesiliuoksissa pinta-aktiivisten aineiden tavoin ja huo-
limatta hydrofobisista laikuista, ne liukenevat veteen. Tassa tydssa puhdistetta-

viin entsyymeihin on liitetty Trichoderma reesein hydrofobiini | -proteiini (1).

3.1 Hydrofobiini fuusiopartnerina

Hydrofobiineja on puhdistettu kayttaen pinta-aktiivisiin aineisiin perustuvaa kak-
sifaasiuuttoa. Hydrofobiinit sulkeutuvat misellirakenteiden sisdan ja kulkeutuvat
detergenttirikkaaseen faasiin. Kun hydrofobiinia kaytetd&n fuusiopartnerina,
voidaan rekombinanttiproteiinin puhdistuksessa kayttaa pinta-aktiivisiin aineisiin
perustuvaa kaksifaasiuuttoa. Hydrofobiini saa koko fuusioproteiinin siirtym&an
detergenttirikkaaseen faasiin. Kaksifaasiuutto on suhteellisen halpa ja yksinker-

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jenna-Miia Vuorenalanen
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tainen menetelma, joten sen kayttd suuren mittakaavan proteiinien puhdistuk-

sessa voi olla kaupallisesti kannattavaa (1).

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jenna-Miia Vuorenalanen
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4 LAKKAASI

Lakkaasit ovat kuparia sisdltavia entsyymeja, jotka pystyvat hapettamaan feno-
lisia ja ei-fenolisia ligniiniyhdisteita. Lakkaasia tuottavat eraat kasvit, sienet,
hyonteiset ja bakteerit. Esimerkiksi sienistd on |oydetty yli 100 erilaista lak-
kaasia. Lakkaasimolekyyli on dimeerinen tai tetrameerinen glykoproteiini. Jo-
kainen monomeeri siséltad yleensa 4 kupariatomia liittyneené kolmeen hape-

tus-pelkistyspaikkaan.

Lakkaasia luonnollisesti tuottavat organismit tuottavat sita liian vahan, jotta sita
voitaisiin hyddyntaa kaupallisissa sovelluksissa. Kaytettaessa heterologista sys-
teemid lakkaasia on onnistuttu tuottamaan tyydyttavia maaria. Kaytettyja hete-
rologisia isantia ovat mm. Saccharomyces cerevisiae, Trichoderma reesei, As-

pergillus niger, Pichia pastoris ja Escherichia coli (9).

Lakkaasia voidaan kayttda erilaisissa teollisuuden sovelluksissa. Sitd on hyo6-
dynnetty mm. paperiteollisuudessa ligniinin poistoon sellusta seka tekstiiliteolli-
suudessa tekstiilien valkaisuun. Lakkaasia voidaan kayttdaa myos kontaminoitu-
neen maaperan ja vesistojen puhdistuksessa. Lakkaasin kaytosta teollisuudes-
sa ollaan kiinnostuneita, koska sen avulla voidaan saastaéa energiaa, se on bio-

hajoava ja ymparistystavallinen vaihtoehto perinteisille menetelmille (9).

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jenna-Miia Vuorenalanen
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5 GLUKOOSIOKSIDAASI

Glukoosioksidaasi (GOX) on dimeerinen glykoproteiini, joka katalysoi B-D-
glukoosin hapettumista glukonihapoksi ja vetyperoksidiksi.

Glukoosioksidaasia kaytetaan bioladketieteellisissa testisarjoissa seka biosen-
soreissa, joita kaytetaan glukoosin havaitsemiseen laaketieteellisissa sovelluk-
sissa seka teollisuuden prosesseja tarkkailtaessa. Glukoosioksidaasia voitaisiin
kayttaa myos elintarviketeollisuudessa poistamaan happea ja glukoosia ruoista

ja juomista ja nain parantaa niiden sailyvyytta.

Glukoosioksidaasia luonnollisesti tuottavat organismit eivat pysty tuottamaan
sita riittavasta, jotta sita voitaisiin hyédyntad kaupallisesti. Tdman johdosta ent-
syymia tuotetaan heterologisissa systeemeissa. Tuottoisantind on yleisesti kay-
tetty hiivoja (esim. Hansenula polymorpha, Saccharomyces cerevisiae ja Pichia
pastoris) (10).

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jenna-Miia Vuorenalanen
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6 TYON SUORITUS

6.1 Naytteiden esikasittely

Tyossa kaytetty lakkaasi-HFBI on fuusioproteiini, joka on tuotettu P. pastorik-
sessa. Lakkaasi-HFBI -entsyymid koodaava geeni on litetty pPICZ A -
plasmidiin (lite 1). Transformaatiossa kohdegeeni ja vektori ovat integroituneet
osaksi P. pastoriksen genomia. Kaytetty lakkaasia koodaava geeni on peréaisin

Trametes hirsutasta.

GOX-HFBI on fuusioproteiini, joka on tuotettu P. pastoris -hiivassa. GOX-HFBI -
entsyymia koodaava geeni on liitetty P. pastoriksen pPICZ A -vektoriin (liite 2),
joka on sitten siirretty osaksi P. pastoriksen genomia. Glukoosioksidaasia koo-
daava geeni on peraisin Aspergillus niger -homeesta.

Lakkaasi-HFBI ja GOX-HFBI -entyymit oli tuotettu fermentoimalla 5-6 | tilavuu-
dessa. Fermentoinnin jalkeen solumassa ja kasvatusmedium oli erotettu toisis-
taan sentrifugoimalla ja nain saadut jakeet esikasiteltiin ennen varsinaisia uutto-
kokeita. Esikasittelyihin kuuluivat solujen hajotus ja kasvatusmediumin konsent-
rointi. Naytteita esikasiteltiin riittavan suuri maara, jotta koko tydn ajan kaytetta-
vana olisi aina sama lahtonayte. N&in pyrittiin varmistamaan tehtévien kokeiden

keskinainen vertailtavuus.

150 g lakkaasi-HFBI ja GOX-HFBI -solumassaa suspensoitiin 150 ml milli-Q-
vetta. Solut hajotettiin French press -soluprassilld, jonka jalkeen solu-uute sent-

rifugoitiin ja supernatantti otettiin talteen.

Kasvatusmediumin proteiinipitoisuus oli lilan alhainen, jotta sitd olisi suoraan
voitu kayttad naytteend tehtdvissd testeissd. Kasvatusmedium konsentroitiin
ultrasuodatuksella, jossa kaytettavan kalvon cut-off oli 30 kDa. Tama tarkoittaa,
ettd 90 % taman kokoisista molekyyleista ei lapéise kalvoa. Yleensa kaytetaan
kalvoa, jonka cut-off on puolet puhdistettavan molekyylin koosta. Lakkaasi-HFBI
on kooltaan noin 73 kDa ja GOX-HFBI on kooltaan noin 83 kDa. Molemmista

fermentoinneista otettiin 1 | mediumia, joka konsentroitiin pienempaan tilavuu-
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teen. Lakkaasi-HFBI:n mediumnayte konsentroitiin 250 ml:n tilavuuteen eli saa-
tu nayte oli 4 kertaa konsentroidumpaa kuin alkuperainen nayte. GOX-HFBI:n
medium taas konsentroitiin 270 ml:n tilavuuteen, jolloin se oli 3,8 kertaa kon-

sentroidumpaa.

6.2 Lakkaasi-HFBI -naytteiden entsyymiaktiivisuuden mittaaminen

Lakkaasien on todettu hapettavan monia erilaisia substraatteja, mutta niiden
spesifisyys eri substraatteja kohtaan vaihtelee. Eri isdnnissa tuotetut lakkaasit
ovat ominaisuuksiltaan hieman erilaisia ja niiden substraattispesifisyys saattaa
vaihdella. Taman takia on erikseen tutkittava, mik& substraatti sopii parhaiten
kyseiselle lakkaasille. Kaytetyimmat substraatit lakkaasin entsyymiaktiivisuutta
tutkittaessa ovat ABTS, 2,6-dimetoksifenoli (2,6-DMP), guaiakoli ja syringalda-
zine. ABTS ei ole lakkaasille luonnollinen substraatti, koska se ei ole fenolinen

yhdiste. Muut mainitut substraatit ovat fenolisia yhdisteita (9).

Tassa tyossa perehdyttiin lakkaasi-HFBI -entsyymin entsyymiaktiivisuusmaari-
tyksen toimivuuteen eri ndytematriiseja kayttaen. Lakkaasi-HFBI:n entsyymiak-
tivisuuden maarityksessa ongelmana oli lysaattindytteiden sakkaaminen mitta-
uksen aikana, kun naytteita oli inkuboitu 60 °C:ssa 15 min. Taméan takia tydssa
tutkittiin, auttaisiko matalamman lampdtilan kayttdé naytteiden sakkaamiseen ja
onko substraatin valinnalla vaikutusta tahan. Tydssa tutkittiin siis inkubointilam-
potilan ja -ajan vaikutusta entsyymiaktiivisuuteen, kun kaytetadn substraattina
joko ABTS:aa tai 2,6-DMP:ta. Kun lakkaasi hapettaa ABTS:a4, hapetustuote on
variltddn tumman vihred. Varin muodostusta voidaan seurata mittaamalla ab-
sorbanssia aallonpituudella 405 nm. 2,6-DMP:n hapetustuote taas on rusehtava

ja varin muodostusta voidaan seurata aallonpituudella 468 nm.

Lampdtilan ja inkubointiajan vaikutusta aktiivisuuteen tutkittiin neljassa eri lam-
potilassa, kun substraattina kaytettiin ABTS:4&. Naytteiden absorbanssi mitattiin
Perkin-Elmer Wallacin VICTOR1-monileimalaskimella mittauksen alussa seka
5 min valein aina 30 min asti. Inkubointilampétilat olivat 60 °C, 50 °C, 37 °C ja

22 °C. Naytteina oli aikaisemmin hajotetuista soluista saatu lysaattindyte seka
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konsentroitu kasvatusmedium. Naytteita inkuboitiin yon yli 5 mM kuparikloridi-
liuoksessa. Naytteet pipetoitin kuoppalevylle. Kuoppalevylle lisattin 100 mM
meripihkahappoa (pH 5) ja 50 mM ABTS-liuosta. Reaktiossa meripihkahappo-
puskurin pitoisuus oli 90 mmol/l ja ABTS:n pitoisuus oli 5 mmol/l. Absorbanssi

mitattiin 405 nm aallonpituudella.

Absorbanssimuutosten perusteella laskettiin néytteiden spesifinen aktiivisuus.
Spesifisen aktiivisuuden laskemista varten tarvitaan absorbanssin muutoksen
lisaksi proteiinipitoisuus reaktiossa, reaktioaika, molaarinen ekstinktiokerroin €
sekd kyvetin pituus. ABTS:n molaarinen ekstinktiokerroin aallonpituudella
405 nm on 38600 M cm™. Kyvetin pituus tissa tapauksessa on nestekerrok-
sen korkeus kuoppalevylla eli 3 mm. Naytteiden proteiinipitoisuus maaritettiin
Bradford-menetelmalla. Spesifinen aktiivisuus saadaan laskettua seuraavalla

kaavalla:

absorbanssin muutos * 10°

Spesifi ktiivi kat/g) =
pesifinen aktiivisuus (ukat/g) ¢ L+ &+ kyvetin pituus

C = proteiinipitoisuus reaktiossa

t = reaktioaika sekunneissa

€ = molaarinen ekstinktiokerroin

Mydhemmin testattiin myods 2,6-DMP:n soveltuvuutta lakkaasi-HFBI:n entsyy-
miaktiivisuuden maaritykseen. Naytteind oli vesi-detergenttikaksifaasiuutosta
saadut naytteet. Puskurina kaytettin 100 mM natriumasetaattipuskuria. 2,6-
DMP:n pitoisuus reaktiossa oli 0,5 mmol/l. Varin muodostusta seurattiin mittaa-
malla absorbanssia Shimadzu UV1800-spektrofotometrilla aallonpituudella
468 nm. Naytteita inkuboitiin mittausten valissa huoneenlammaossa. 2,6-DMP:n
molaarinen ekstinktiokerroin aallonpituudella 468 nm on 27500 M™* cm™ (11).
Proteiinipitoisuus mitattin BCA-menetelmalla. Mittaus tehtiin kyvetissa, jonka

pituus oli 1 cm.
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6.3 Lakkaasi-HFBI:n puhdistus lampokasittelylla

Lampokasittelyd voidaan kayttaa yhtena puhdistusmenetelménéa proteiineille,
jotka kestavat korkeampia lampdtiloja. Se on yksinkertainen ja suhteellisen
edullinen puhdistusmenetelmé, jolla on mahdollista saada melko hyvia puhdis-
tustuloksia. Menetelma perustuu siihen, etté lampdkasittely denaturoi lampétilal-
le herkat proteiinit, jotka sakkautuvat ja ne voidaan poistaa naytteesta esimer-

kiksi sentrifugoimalla.

Tyo6ssa tutkittiin lakkaasi-HFBI:n puhdistamista lampdkasittelylla. Naytteina kay-
tettiin lysaattia ja konsentroitua mediumnaytetta. Lampokasittely tehtiin vesihau-
teella 20 - 80 °C:n lampdtiloissa 10 °C:n vélein. Lisaksi maaritettiin lampdkasit-
telyajan vaikutus puhdistustulokseen. Eri lampdkasittelyajat olivat 5 min, 10 min,
15 min ja 20 min. LAmpokasittelyn jalkeen naytteet sentrifugoitiin mikrosentri-
fuugiputkissa ja supernatantti otettiin talteen. Naytteiden proteiinipitoisuus maa-
ritettin  Bradford-menetelmalla. Entsyymiaktiivisuusmaarityksessa kaytettiin
substraattina 5 mM ABTS ja naytteitd inkuboitiin 10 min 60 °C:ssa mittausten

valissa.

6.4 Vesi-detergenttikaksifaasiuutto

Vesi-detergenttikaksifaasiuutossa on sovellettu VTT:lla kehitettyd menetelmaa
GFP-HFBI:n puhdistamiseksi kasvin lehdista (12). Menetelmassa detergenttina
kaytetaan Triton X-114:aa ja puskurina kaytetddn PBS-puskuria. Puskurissa
oleva nayte ja Triton X-114 sekoitetaan vorteksoimalla voimakkaasti, kunnes
muodostuu tasakoosteinen seos. Triton X-114:aa voidaan kayttaa pitoisuuksilla
2 - 10 %. Faasien erottuminen tapahtuu 24 °C lampotilassa. Kun faasit ovat
erottuneet, alempi faasi eli detergenttirikasfaasi, johon hydrofobiinin siséltava
fuusioproteiini on siirtynyt, otetaan talteen. Triton X-114 irrotaan naytteesta iso-
butanolin avulla. Isobutanolin m&aré tulee olla noin 10-kertainen kaytettyyn Tri-
ton X-114:n maaraan verrattuna. Isobutanoli lisatddn naytteen joukkoon ja nay-

te sekoitetaan voimakkaasti vorteksoimalla. Faasien annetaan taas erottua, jol-
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loin ylempi faasi muodostuu isobutanolista ja Triton X-114:sta ja alempi faasi

siséltdd kohdeproteiinin vesiliuoksessa (12).

Tydssa testattiin lakkaasi-HFBI:n ja GOX-HFBI:n puhdistusta kaksifaasiuutolla.
Lakkaasi-HFBI:n tapauksessa uutto tehtiin alkuperaisen naytteen lisaksi myos
lampokasitellylle naytteelle. Tarkoituksena oli selvittda, vaikuttaako lampokasit-
tely kaksifaasiuuton tulokseen. Lampdokasittely tehtiin lysaatti- ja mediumnayt-
teille 60 °C:n vesihauteella kasittelyajan ollessa 15 min.

Vesi-detergenttikaksifaasiuutto molemmille entsyymeille tehtiin 10 ml tilavuu-
dessa, josta naytetta oli 1 ml. Puskurina toimi 2xPBS, jonka pH oli 7,4. Aikai-
semmin oli selvitetty, ettd korkeampi suolapitoisuus parantaa faasiutumista. Tri-
ton X-114:n pitoisuus oli noin 4 m-%. Naytteitad vorteksoitiin kunnes oli muodos-
tunut tasainen seos. Naytteet siirrettiin erotussuppiloina toimiviin 10 ml ruiskui-
hin. Faasien annettiin erottua 24 °C:ssa vesihauteella noin tunnin verran, jolloin
oli muodostunut kirkkaat faasit. Faasit olivat muodostuneet jo 20 min jalkeen,
mutta pitamalla naytteita vesihauteella pidempaan varmistuttiin siita, etta faasit
olivat varmasti erottuneet kunnolla. Putkesta otettiin naytteet seka yla- etta ala-
faasista entsyymiaktiivisuuden ja proteiinipitoisuuden méaaritysta varten. Alafaa-
si otettiin talteen ja sen joukkoon lisattiin 4 ml isobutanolia, jolla Triton X-114
irrotettiin naytteesta. Naytteet vorteksoitiin ja faasit erotettiin toisistaan sentrifu-
goimalla 15 ml sentrifugointiputkissa 2000 g, 10 min. Nayte otettiin talteen seka

yla- etté alafaasista.

Alustavien kokeiden perusteella GOX-HFBI naytti siirtyvan ainakin osittain de-
tergenttifaasiin, minka takia kaksifaasiuutto tehtiin uudelleen pH:n suhteen vaih-
televissa puskureissa. Tydssa kaytettiin seuraavia puskureita: 50 mM natrium-
asetaattipuskuri (pH 4), 50 mM natriumasetaattipuskuri (pH 5), 50 mM natrium-
fosfaattipuskuri (pH 6), 2xPBS (pH 7,4) ja 25 mM Tris-HCI -puskuri (pH 8). Pus-
kureihin oli lisatty 274 mM natriumkloridia lukuun ottamatta 2xPBS-puskuria,
jotta kaikkien puskurien natriumkloridipitoisuus olisi sama kuin 2xPBS-

puskurissa.
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Tybssa kaytettiin verrokkina pullokasvatuksessa tuotettua lakkaasia ja GOX:ia,
joissa ei ollut kiinni hydrofobiinia vaan 6xhistidiinijuoste, joka koostuu kuudesta
histidiini-aminohaposta. Lakkaasin tapauksessa uutto suoritettiin lampdokasitel-

lylle seka kasittelemattomalle naytteelle.

6.5 Uuttonaytteiden entsyymiaktiivisuuden mittaus

Lakkaasi-HFBI -naytteiden entsyymiaktiivisuus mitattiin kayttden substraattina
ABTS:aa ja 2,6-DMP:ta kuten aikaisemmin on kerrottu. Entsyymiaktiivisuuden

laskemista varten tarvittava proteiinipitoisuus méaaritettin BCA-menetelmalla.

GOX-HFBI -naytteiden entsyymiaktiivisuus maaritys tehtiin kayttaen substraatti-
na 50 mM glukoosia. Glukoosin hapettumista glukonihapoksi ja vetyperoksidiksi
el pystytd suoraan seuraamaan vaan tarvitaan piparjuuriperoksidaasia ja
ABTS:da. Piparjuuriperoksidaasi pelkistaa vetyperoksidin vedeksi ja samalla
ABTS hapettuu. Entsyymiaktiivisuuden maarittamiseksi liséttiin siis glukoosin
lisdksi piparjuuriperoksidaasia 125 mU/ul seka 0,9 mmol/l ABTS. Entsyymiaktii-
visuusmaaritys tehtiin 50 mM natriumfosfaattipuskurissa, jonka pH oli 6,5. Ab-
sorbanssi mitattin 405 nm aallonpituudella VICTOR1-monileimalaskimella.
Maarityksessa kaytettiin standardeina kaupallista glukoosioksidaasia, jonka ak-
tiivisuus tiedettiin. Nain saatiin piirrettya standardisuora, jonka avulla laskettiin

naytteiden entsyymiaktiivisuus.

6.6 SDS-PAGE ja western blot

Uuttonaytteista ajettin SDS-PAGE varjaysta ja western blottia varten. Geelin

varjayksessa kaytettiin Acqua Stain -varia.

Western blotissa proteiinit siirrettiin - geeliltd polyvinyylideenifluoridikalvolle
(PVDF) sahkdvirran avulla. Taman jalkeen kalvo blokattiin. Blokkauksessa kay-
tettiin 5 % rasvatonta maitojauhetta. Blokkauksen tarkoituksena on estaa vasta-
ainetta tarttumasta suoraan kalvoon. Seuraavaksi kalvoa inkuboitiin liuoksessa,

joka sisélsi primaaristd vasta-ainetta. Primaarisen vasta-aineen tarkoituksena
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on tunnistaa kalvolta kohdeproteiinit. Primaarisend vasta-aineena kaytettiin
HFBI-vasta-ainetta, joka oli tuotettu janiksessa, kun naytteina oli lakkaasi-HFBI-
ja GOX-HFBI- naytteet. GOX-HFBI- naytteet tunnistettiin liséksi myds GOX-
vasta-aineella, joka oli tuotettu hiiressa. Sekundéaarisena vasta-aineena oli vuo-
hessa tuotettuja janiksen ja hiiren vasta-aineet tunnistavia vasta-aineita, joihin
oli liitetty alkalinen fosfataasi -entsyymi. Sekundaarinen vasta-aine tarttuu pri-
maariseen vasta-aineeseen. Kalvoa inkuboitiin alkalisen fosfataasin substraat-
teja (BCIP ja NBT) siséaltavassa liuoksessa, jolloin muodostui varireaktio. Nain

saatiin nakymaan vyohykkeet, joihin prim&éarinen vasta-aine oli tarttunut.
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7/ TULOKSET JA TARKASTELU

7.1 Inkubointiajan ja -lampdtilan vaikutus lakkaasi-HFBI -naytteiden

entsyymiaktiivisuuden maarityksessa

Tybssa maaritettiin paras inkubointilampdtila ja -aika lakkaasi-HFBI -entsyymin
entsyymiaktiivisuusmaarityksessa, kun substraattina oli ABTS. Maarityksessa
oli aiemmin ollut ongelmana lysaattindytteiden sakkaaminen, joten haluttiin

my0s selvittaa, olisiko inkubointilampdtilan alentamisella vaikutusta tahan.

Lakkaasi-HFBI -naytteiden entsyymiaktiivisuusmaaritys tehtiin eri inkubointilam-
potiloissa (22 °C, 37 °C, 50 °C, 60 °C) ja eri inkubointiagjoilla (5, 10, 15, 20, 25 ja
30 min) kayttaen substraattina ABTS:aa. Inkubointilampdtilalla ei nayttanyt ole-
van merkitystd sakan muodostumiseen. Lysaattindytteiden kohdalla kuoppale-
vylle muodostui sakkaa reaktion aikana, mik& haittaa absorbanssin mittaamista
eivatka tulokset ole luotettavia. Tasta johtuen lysaattinaytteiden tuloksia ei esite-
td. Kuvassa 2 on esitetty lakkaasi-HFBI:n mediumnaytteen spesifinen aktiivi-
suus, kun naytettd on inkuboitu entsyymiaktiivisuusmaarityksen aikana eri lam-

potiloissa.
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Inkubointilampdtilan vaikutus spesifiseen aktiivisuuteen
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Kuva 2. Lakkaasi-HFBI:n kasvatusliuosnaytteiden spesifinen aktiivisuus eri in-
kubointilampdtiloissa

Kuvaajasta nakee, etta spesifinen aktiivisuus on suurin, kun inkuboidaan nayt-
teita 60 °C:ssa inkubointiajan ollessa 10 min. Tulosten perusteella siis lakkaasi-
HFBI:n entsyymiaktiivisuusmaéarityksessa parhaimman tuloksen saa, kun néyt-
teitd inkuboidaan 60 °C:ssa 10 min. Taman jalkeen entstyymiaktiivisuusmaari-

tykset suoritettiin kayttaen tata lampdtilaa ja inkubointiaikaa.

7.2 Lampokasittely

Lampdkasittely on halpa ja nopea tapa esipuhdistaa proteiineja, joten tydssa
testattiin lakkaasi-HFBI -entsyymin puhdistusta lAmpokasittelylla. Lampdokasitte-
ly suoritettiin eri lampdtiloissa (20 °C, 30 °C, 40 °C, 50 °C, 60 °C, 70 °C ja
80 °C) seka kaytettiin eri kasittelyaikoja (5, 10, 15 ja 20 min).
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Kuva 3. Lakkaasi-HFBI:n mediumnaytteen lampdkasittely
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Kuva 4. Lakkaasi-HFBI:n lysaattindytteen lampdkasittely

Kuvissa 3 ja 4 on esitetty lampdokasittelyn tulokset. Tarkemmat tulokset 16ytyvat

taulukoituna liitteista 3 ja 4.

Kuvaajista nakee, ettd aktiivisuus alkaa laskea 50 - 60 °C:n asteen kohdalla,
joten lampokasittelya ei ole jarkevaa tehda tata korkeammassa lampatilassa.
Kasvatusliuosnaytteen proteiinipitoisuus ei laske juurikaan, mutta lysaattinayt-
teen kohdalla proteiinipitoisuus alkaa laskea rajusti, kun nostetaan lampdtila
50 °C:een tai sen yldpuolelle. Kasvatusliuosnaytteen puhtauteen lampdkasitte-
lyll& ei siis ole juurikaan vaikutusta. Lysaattinaytteessa proteiineja alkaa denatu-
roitua, kun nostetaan lampdtila 50 °C:een. My06s aktiivisuus alkaa alentua tassa
lampdtilassa. Kun nayte kasitellaan 50 °C:ssa 20 min, saadaan 62 % proteii-
neista poistettua ja aktiivisuudesta on tallella 76 %. Kun lampdtila nostetaan
60 °C:een, saadaan 86 % proteiineista poistettua 5 min lampokasittelylla. Tal-
|6in aktiivisuudesta on jaljella 70 %. Vaikka lakkaasiaktiivisuus alkaa alentua
naissa lampatiloissa, lAmpokasittelya esipuhdistuksena kannattaa harkita, kos-
ka néin saadaan suurin osa ei-toivotuista proteiineista poistettua naytteesta.
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7.3 Lakkaasi-HFBI:n uuttaminen kaksifaasimenetelmalla

Kaksifaasiuutto suoritettiin lampokasitellyille ja kasitteleméattomille lakkaasi-
HFBI -naytteille. Tarkoituksena oli selvittaa, siirtyyko lakkaasi-HFBI uutossa Tri-
ton X-114 -faasiin ja voidaanko nain ollen kaksifaasiuuttoa kayttda apuna lak-
kaasi-HFBI:n puhdistuksessa. Liséksi haluttin n&dhd&, vaikuttaako esipuhdistus
lampdokasittelylla uuton tuloksiin. Kuvassa 5 on esitetty eri faaseihin siirtynyt

aktiivisuus. Lukuarvot l6ytyvat taulukoituna liitteesta 5.
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Kuva 5. Lakkaasi-HFBI-uuton kokonaisaktiivisuudet

Kuten kuvasta 5 havaitaan, ettd suurin osa aktiivisuudesta siirtyy Triton X-114 -
uutossa ylafaasiin ja saanto alafaasiin on hyvin alhainen. Isobutanoliuuton jal-
keen alafaasin saanto vaihteli 7 %:sta 18 %:tiin. Huonoin saanto oli medium-
naytteen uutossa ja paras saanto saatiin, kun uutettiin lampdkasitelty lysaatti-
nayte. Naytteista tehtiin myods western blottaus HFBI-vasta-aineella. Vasta-aine
ei tunnistanut kalvolta proteiinia. Tama yhdessa kaksifaasiuutossa saadun al-
haisen saannon kanssa viittaa siihen, etta hydrofobiini on mahdollisesti irronnut

lakkaasista tuoton aikana. Lakkaasilla, joka on tuotettu ilman hydrofobiinia, kak-
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sifaasiuuton tulos oli hyvin samankaltainen eli aktiivisuutta siirtyi uutossa hie-
man myo6s Triton X-114 -faasiin. Taméa kertoo sen, etta kaksifaasiuutto ei ole
mitenkaan taysin spesifinen menetelma, joka varmasti erottaisi hydrofobiset

proteiinit hydrofiilisista.

Lakkaasi-HFBI -naytteiden entsyymiaktiivisuus maaritettiin myos kayttden sub-
straattina 2,6-DMP:t4, koska haluttiin selvittd& olisiko 2,6-DMP soveltuvampi
substraatti kaytettavaksi entsyymiaktiivisuusmaarityksessa. Taulukossa 5 on
vertailtu eri substraattien avulla maaritettya spesifista aktiivisuutta.

Taulukko 1. Substraattien vertailu

Nayte 2,6-DMP ABTS
Spesifinen aktiivisuus | Spesifinen aktiivisuus

nkat/g nkat/g

Mediumnayte Alkunayte 0,395 663,25

1. ylafaasi 0,370 649,62

2. alafaasi 0,178 345,75

Alkunayte 0,328 608,99
diumnayte 1. ylafaasi 0,359 375,20

2. alafaasi 0,157 284,45

Lysaattinayte Alkunayte 0,016 66,04

1. ylafaasi 0,052 186,61

2. alafaasi 0,017 103,23

Lampokasitelty lysaat- Alkunayte 0,002 76,04
tinayte 1. ylafaasi 0,098 232,74

2. alafaasi 0,024 101,09

Taulukosta havaitaan, etta spesifinen aktiivisuus kaytettdessa 2,6-DMP:ta sub-
straattina on huomattavasti pienempi kuin, jos substraattina on ABTS. ABTS:n
kanssa ongelmana oli sakan muodostuminen maaritettdessa lysaattinaytteen
aktiivisuutta. Sama ongelma ilmeni, kun kaytettiin 2,6-DMP:ta. Liséksi 2,6-
DMP:n kanssa maaritys tulee tehda kyveteissa, kun taas ABTS-méaaritys pysty-
taan tekemaan kuoppalevylla. Kyveteisséa tapahtuva mittaus on ty6ladmpi, joten

on kaikin puolin jarkevinta jatkaa ABTS:n kaytt6a substraattina.
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7.4 Lakkaasi-HFBI:n tuotto fermentoimalla

Konsentroidussa mediumnaytteessa aktiivisuus oli 4,88 nkat/ml, kun proteiinipi-
toisuuden maarittamisessa oli kaytetty Bradford-menetelmaa. Aktiivisuus litraa
kohden oli siis 4,88 pkat/l. Kun otetaan huomioon konsentrointikerroin, saadaan
tulokseksi 1,22 pkat/l eli 73 U/.

Lysaattindytteessa aktiivisuus oli 2,64 nkat/ml eli noin 2,64 nkat/g markasolu-
massaa. Tama vastaa 158 mU/g markasolumassaa.

Kun otetaan huomioon, etta litrassa fermentointilientd on noin 400 g soluja ja

600 ml kasvatusliuosta, saadaan kasvatuksesta tuotoksi noin 117 U/I.

7.5 GOX-HFBI:n puhdistus kaksifaasiuutolla

Tyo6ssa testattiin GOX-HFBI:n siirtymista uutossa Triton X-114 -faasiin. Kuvassa
6 on esitetty uuton eri faasien kokonaisaktiivisuudet. Tulokset I6ytyvat lukuar-

voina liitteesta 6.
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Kuva 6. GOX-HFBI-uuton kokonaisaktiivisuudet

Kuvasta 6 havaitaan, ettd GOX-HFBI siirtyy osittain detergenttifaasiin eli aktiivi-
suutta I6ytyy myos 2. uuton eli isobutanoliuuton alafaasista. Mediumnéaytteen
saanto oli 26 % ja lysaattinaytteen saanto oli 39 %. Saanto on alhainen, mutta
menetelmaa ei ole optimoitu GOX-HFBI:n puhdistamiseksi, joten olosuhteita
muuttamalla voi olla mahdollista saavuttaa parempia tuloksia. Menetelméan ka-
pasiteettia ei myoskéaén ole maaritetty. Huono saanto voi osittain johtua my6s

lian suuresta naytemaarasta.

Uuttonaytteista tehtiin myos western blot HFBI- ja GOX-vasta-aineilla (Kuvat 7
ja 8).
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Kuva 7. GOX-HFBI -entsyymin tunnistaminen HFBI-vasta-aineella western blot
-menetelmaa kayttaen.

Kaivo 1. HFBI positiivinen kontrolli, 2. markkeri, 3. HFBI negatiivinen kontrolli,
4. mediumnaytteen alkunayte (laimennos 1/20), 5. mediumndaytteen alkunayte
(laimennos 1/40), 6. mediumnaytteen 1. uuton ylafaasi, 7. mediumnaytteen
2. uuton alafaasi, 8. markkeri, 9. lysaattinaytteen alkunayte (laimennos 1/40),
10. lysaattinaytteen alkunayte (laimennos 1/80), 11. lysaattindytteen 1. uuton
ylafaasi, 12. lysaattindytteen 2. uuton alafaasi, 13. GOX positiivinen kontrolli,
14. markkeri.
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Kuva 8. GOX-HFBI -entsyymin tunnistaminen GOX-vasta-aineella western blot -
menetelmaa kayttaen.

Kaivo 1. HFBI positiivinen kontrolli, 2. markkeri, 3. HFBI negatiivinen kontrolli,
4. mediumnaytteen alkunayte (laimennos 1/40), 5. mediumnaytteen alkunayte
(laimennos 1/80), 6. mediumnaytteen 1. uuton ylafaasi, 7. mediumnaytteen
2. uuton alafaasi, 8. markkeri, 9. lysaattinaytteen alkunayte (laimennos 1/40),
10. lysaattinaytteen alkunayte (laimennos 1/80), 11. lysaattinaytteen 1. uuton
ylafaasi, 12. lysaattinaytteen 2. uuton alafaasi, 13. markkeri, 14. GOX positiivi-

nen kontrolli.

Kuvassa 7 nakyy, etta HFBI-vasta-aine tarttuu isobutanoliuuton alafaasista otet-
tuun naytteeseen. GOX-HFBI on kooltaan noin 83 kDa, joten HFBI-vasta-aine
nayttaisi tunnistavan oikean proteiinin. Hydrofobiini siis pystyy siirtamaan fuu-
sioproteiinin detergenttifaasiin. Huono saanto selittyy osittain GOX-HFBI -
fuusion hajoamisena (kuva 8). Kuvassa on western blottaus GOX-vasta-aineella
tehtynd. Western blottauksessa GOX-vasta-aineella tulee nékyviin kaksi vy6hy-
ketta, joista ylemmassa on luultavasti kiinni hydrofobiini ja alemmassa ei. Hyd-

rofobiini nayttaisi osittain irtoavan GOX:sta joko tuoton aikana tai heti sen jal-
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keen. Tama nakyy myods kuvassa 7, jossa noin 10 kDa:n kohdalla nakyy him-

mea vybhyke, johon HFBI-vasta-aine on tarttunut.

Kun uutto tehtiin GOX-naytteelle, joka ei siséltanyt hydrofobiinia, saantoprosen-
tit olivat huomattavasti alhaisempia kuin GOX-HFBI:lle suoritetussa uutossa
(kuva 9). Mediumnaytteelld saanto oli 8,5 % ja lysaattinaytteella 14,4 %. Tama
kertoo siitd, ettd GOX-HFBI siirtyy detergenttifaasiin hydrofobiinin ansiosta eika

johtuen GOX:n ominaisuuksista.

Hydrofobiinittoman GOX:n uuton tulokset
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Kuva 9. Hydrofobiinittoman GOX:n uuton tulokset
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7.5.1 pH:n vaikutus kaksifaasiuuttoon

Haluttiin selvittaa, onko puskurin pH:lla vaikutusta uuton tulokseen.

pH:n vaikutus GOX-HFBI:n kaksifaasiuuttoon
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Kuva 10. pH:n vaikutus GOX-HFBI:n kaksifaasiuuttoon

Kuvasta 10 nékee, ettd pH:lla ei ole kovinkaan suurta vaikutusta kaksifaasiuu-
ton tulokseen. Mediumnaytteella paras saanto (25,6 %) saatiin detergenttifaa-
siin, kun kaytettiin puskuria, jonka pH oli 8. Lysaattinaytteelle paras pH taas oli
7,4, talldin saanto oli 34,6 %. Kun kaytettiin puskureita, joiden pH oli 4 ja 5, uu-

ton aikana muodostui sakkaa.
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8 LOPPUPAATELMAT

Lakkaasi-HFBI:n puhdistaminen vesi-detergenttikaksifaasiuutolla ei onnistunut.
Syyna tahan voi olla hydrofobiinin irtoaminen fuusioproteiinista kasvatuksen
aikana. Ongelmana voi olla, etta linkkerialueen aminohapposekvenssi on altis
proteaasien toiminnalle. Ratkaisuna tdhdn ongelmaan olisi proteaasi-
inhibiittorien lisdéaminen kasvatusliuokseen kasvatuksen aikana seka jalkikasit-
telyssa. Lisaksi voisi kokeilla aminohapposekvenssin muokkausta ja mahdolli-
sesti poistaa linkkerialue kokonaan, mikali hydrofobiinia ei ole tarpeellista pois-

taa lopputuotteesta.

GOX-HFBI siirtyi osittain Triton X-114 -faasiin uuton aikana. Alhainen saanto
selittyy tassakin tapauksessa fuusioproteiinin hajoamisella. Western blottaus -
kalvoja vertailtaessa (kuvat 7 ja 8) huomataan, ettd HFBI-vasta-aine tarttuu yh-
teen selkedan vyohykkeeseen, jonka koko on noin 80 kDa, kun taas GOX-
vasta-aine tunnistaa kalvolta kaksi vyohykettd. Osassa fuusioproteiineista hyd-
rofobiini on vield kiinni, mutta osasta se on irronnut. Liséksi HFBI-vasta-aine
tunnistaa noin 10 kDa kokoisen proteiinin, joka on fuusioproteiinista irronnut
hydrofobiini (kuva 7).

Jatkokokeiden kannalta olisi tarkeaa selvittdd, mista fuusioproteiinin hajoaminen
johtuu ja voitaisiinko se estaa esimerkiksi proteaasi-inhibiittoreilla. Talléin voitai-
siin suunnitella uusia fuusiogeeneja. jotka mahdollistaisivat fuusioproteiinin tuo-

ton ja puhdistamisen.

Kaksifaasiuuttoa voisi kokeilla myods puskureilla, joissa on eri suolapitoisuus.
Suolapitoisuus vaikuttaa faasien muodostumiseen, joten olisi jarkeva testata,
miten se vaikuttaa naytteen kanssa tehtavaan uuttoon. Jatkossa voisi kokeilla
myos erilaisia detergentteja. Markkinoilla on kuitenkin paljon erilaisia kaksi-
faasiuuttoon soveltuvia detergentteja (6) ja jotkin niista voisivat soveltua Triton
X-114:a paremmin HFBI-fuusioproteiinien puhdistamiseen kaksifaasiuutolla.
Uuton kapasiteetti olisi myds hyva selvittaa testaamalla uuttoa eri detergenttipi-

toisuuksilla ja eri naytemaarilla.
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Isobutanolin ja Triton X-114:n vaikutusta mittausten ja samalla tulosten luotetta-
vuuteen kannattaisi myods tutkia. Isobutanoli ja Triton X-114 voivat haitata ent-
syymiaktiivisuuden seka proteiinipitoisuuden maarittdmisessa tapahtuvia reakti-
oita ja ndin aiheuttaa vaaran tuloksen, kun mitataan naytteiden absorbanssia.
Molempien reagenssien vaikutusta mittaustulokseen voisi tutkia lisaéamalla nayt-
teen joukkoon eri maaria reagensseja. Kun naytteen aktiivisuus ja proteiinipitoi-
suus ennen reagenssin lisdamista tiedetaan, nahdaan, onko isobutanolilla tai

Triton X-114:lla vaikutusta mittaustulokseen.

Kun vertaillaan fermentoimalla saatua lakkaasi-HFBI:n tuottoa (117 U/l), tuotto
on hyvin pieni verrattuna raportoituihin alkuperaisisannan Trametes hirsutan
tuottoihin. T. hirsutan kanssa on saavutettu jopa 31786 U/l tuotto, kun T. hirsu-
tasta on kasvatettu appelsiininkuorta sisaltdvassa mediumissa (13). Yleensa
heterologista tuottoisantaa kaytetaan, koska alkuperaisisannan tuotto on liian
alhainen kaupallisiin tarkoituksiin. Tassa tapauksessa ei ole onnistuttu saamaan
parempaa tulosta. Fermentointia optimoimalla on kuitenkin mahdollista saavut-

taa huomattavasti korkeampia tuottotasoja.

GOX-HFBI:n tuotto fermentoinnilla oli 159000 U/l. My@s tassa tapauksessa jaa-
daan alkuperaisisdnnan A. nigerin raportoidusta tuotosta. Kun A. nigeria kasva-
tettiin 30 | fermentorissa, glukoosioksidaasin aktiivisuus oli jopa 850 U/ml eli
850000 U/l (14).

Tehdyt fermentoinnit olivat vasta ensimmaisia testifermentointeja, joilla tuotettiin
riittavasti naytettd uuttokokeita varten. Kasvatusolosuhteita muuttamalla on
mahdollista saavuttaa huomattavasti suurempia tuottotasoja. Ennen kuin voi-
daan todeta, ettei P. pastoriksessa pystyta tuottamaan tyydyttavia maaria naita
rekombinanttiproteiineja, tulee suorittaa erilaisia kasvatustesteja myos fermen-

torimittakaavassa.
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Liite 1

Lakkaasi-HFBI -entsyymin tuottovektorin rakenne

BstBI (5357) Sall (59)

$Pvull (306)
BamHI (421)

Ncol (4897)
$Pvull (4849)

NcoI (905)
Xmal (995)
$Smal (997)
BglI (1212)
$ECORV (1345)
KpnI (4011)
Acc651 (4007)

KpnI (3879)
Acc651 (3875)

Xhol (3532)

EcoRI (3280)
BstBI (3270)

Sacl (2545)
BglI (2615)
$Pmel (2750)

pPICZ A laccase HFB1 + HDEL
5378 bp
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Liite 2

GOX-HFBI -entsyymin tuottovektorin rakenne

BstBI (5609) Sall (59)

$Pvull (306)

BamHI (421)

Ncol (905)
Xmal (995)
$Smal (997)
Xbal* (4561)
BglI (1212)

$ECORV (1345)

pUC orig...

AOX1 Pr...

XhoI (3532)

EcoRI (3280)
BstBI (3270)

Sacl (2545)
BglI (2615)

$Pmel (2750)

pPICZ A GOX HFB1
5618 bp

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jenna-Miia Vuorenalanen



Liite 3

Lakkaasi-HFBI:n mediumnaytteen lampdkasittelyn
tulokset

- Spesifinen -
: : Proteiinipitoisuus - Aktiivisuus
Lampdkasittelyaika aktiivisuus
pg/ml nkat/ml
ukat/g

Alkunayte 5 min 669,7 7,29 4,88

10 min 570,7 9,48 5,41
15 min 558,6 9,61 5,37
20 min 546,5 9,27 5,07
5 min 562,6 9,04 5,09
10 min 742,5 6,73 5,00
15 min 657,6 8,76 5,76
20 min 629,3 7,95 5,00
5 min 554,5 8,73 4,84
10 min 806,1 6,24 5,03
15 min 682,9 7,32 5,00
20 min 624,3 7,94 4,95
5 min 665,7 6,97 4,64
10 min 639,4 8,94 5,72
15 min 507,0 9,43 4,78
20 min 571,7 8,64 4,94
5 min 468,7 12,01 5,63
10 min 464,6 10,31 4,79
15 min 482,8 8,63 4,17
20 min 380,8 11,42 4,35
5 min 324,2 12,34 4,00
10 min 361,6 7,20 2,60
15 min 427,2 4,30 1,84
20 min 417,1 3,34 1,39
5 min 316,1 4,15 1,31
10 min 469,7 0,93 0,44
15 min 436,3 0,29 0,13
20 min 4242 -0,03 -0,01
5 min 440,4 -0,13 -0,06
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Liite 4

Lakkaasi-HFBI:n lysaattinaytteen
lampokasittelytulokset

- Spesifinen -
: : Proteiinipitoisuus - Aktiivisuus
Lampdkasittelyaika aktiivisuus
pg/ml nkat/ml
ukat/g

Alkunayte 5 min 28500 0,093 2,64

10 min 28600 0,093 2,65
15 min 27800 0,105 2,91
20 min 26200 0,092 2,41
5 min 30200 0,073 2,22
10 min 27700 0,092 2,54
15 min 28600 0,094 2,68
20 min 28800 0,103 2,97
5 min 27700 0,100 2,78
10 min 26700 0,102 2,71
15 min 26100 0,099 2,57
20 min 26500 0,095 2,51
5 min 25200 0,102 2,57
10 min 18500 0,138 2,55
15 min 16800 0,133 2,23
20 min 13700 0,151 2,06
5 min 10600 0,192 2,03
10 min 3828 0,483 1,85
15 min 2187 0,926 2,03
20 min 1667 0,953 1,59
5 min 1327 1,079 1,43
10 min 1107 1,658 1,84
15 min 947 1,712 1,62
20 min 647 2,085 1,35
5 min 847 1,892 1,60
10 min 699 1,346 0,94
15 min 561 1,003 0,56
20 min 532 0,986 0,52
5 min 508 0,464 0,24
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Liite 5

Lakkaasi-HFBI -naytteiden kaksifaasiuuton tulokset

INEWG) Proteiinipi- Spesifinen Aktiivi- Tot. aktii-
toisuus aktiivisuus suus visuus
mg/ml pkat/g nkat/ml nkat

1. ylafaasi 1,228 0,650 78,69
Q
S
:©
=
=
I 2. ylafaasi (Iso-
2 Y ‘ 0,389 0,073 0,0 0,1 1,9
butanolifaasi)
Alkunayte 8,611 0,609
)
- _-____-
2 ¢ 1. alafaasi (Tri-
o 2 ) 1,897 0,104 0,20 0,59 11,24
'_@ ‘= ton X-114-faasi)
o O
(S
O
-
2. alafaasi 0,926 0,284
1. ylafaasi 3,143 0,293 249,86
g
=
S
S 2. ylafaasi (Iso-
= butanolifaasi) 5 0,519 0,048 0,02 0,12 4,82
. Alkunéayte 19,300 0,077 100,00
S
: _-____-
= 1. alafaasi (Tri-
= ) 3,860 0,063 0,24 0,73 49,46
g ton X-114-faasi)
S
X
0
o
4 2. alafaasi 1,752 0,103 18,24
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Liite 6
GOX-HFBI -naytteiden kaksifaasiuuton tulokset

: P L Kokonais-
Tilavuus Proteiinipitoi- | Aktiivisuus

aktiivisuus Saanto %

ml suus mg/ml U/ml U

Alkunayte 1 21,50 444.8 444.8 100
1. ylafaasi 6 1,91 35,3 2117 47,6
1. alafaasi
()
;% (Triton X- 3,5 3,83 59,7 208,9 47,0
=
E 114-faasi)
E 2. yléfaasi
(Isobutanoli- 5 0,44 0,0 0,2 0,0
faasi)
2. alafaasi 2 2,10 56,8 113,7 25,6
Alkunayte 1 34,60 2229 2229 100
1. yléfaasi 6 3,51 10,4 62,4 28,0
1. alafaasi
(&)
:% (Triton X- 3,5 5,32 69,6 243,8 109,3
c
% 114-faasi)
% 2. ylafaasi
(Isobutanoli- 5 0,82 -0,05 -0,2 -0,1
faasi)
2. alafaasi 2 2,20 43,9 87,7 39,4
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