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1 JOHDANTO

Syanobakteerit ovat yhteyttavia organismeja, jesantyy vesistdisséd ja maaperassa.
Syanobakteereilla on merkittava rooli maapallontdniassa, koska ne muuttivat
maapalloa ympardineen kaasukehan hapelliseksi ateigtuotteena muodostamansa
hapen avulla (Knoll 2008). Syanobakteerit jaetaarorfohogiansa perusteella

Chroococcales-, Pleurocapsales-, Oscillatorialddgstocales- ja Stigonematales-
lahkoon (Hendricks Bergey ja Holt 1994Anabaena 90 -syanobakteerikanta on
Nostocales-lahkoon kuuluva, rihmamainen syanobaktgda eristettiin Vesijarvesta

vuonna 1986 (Sivonen ym. 1992nabaena 90 -kanta tuottaa erilaisia bioaktiivisia
yhdisteitd, joista tutkituimpia ovat mikrokystiipnit anabaenopeptiinit ja

anabaenopeptilidit.  Bioaktiivisia  yhdisteitd = muotkigan  ei-ribosomaalisten

peptidisyntetaasien avulla, joiden toiminta onpumatonta lahetti-RNA-molekyyleista

(Singh ym. 2012). Anabaena 90 -villityyppikannasta (WT) on valmistettu

anabaenopeptilidimutantti (apdjoka ei tuota anabaenopeptilideja (Rouhiainen ym
2000).

Anabaenopeptilidien esiintymista on tutkittu ailarsnin WT- ja apdkannan eri
kasvuvaiheissa (Repka ym. 2004). Anabaenopeptlicieerkitys tuottajalleen on
epaselvd, mutta yhdisteiden ajatellaan vaikuttavasyanobakteerisolujen
aineenvaihduntaan. Yhdisteet eivat kuitenkaan algamattomia solujen kasvulle, silla
apd-kannan ei ole todettu muodostavan anabaenopegiéiliRouhiainen ym. 2000).
Mutaation vaikutus anabaenopeptilidisyntetaasigaeni@pd) ilmentymiseen on
selvittdmattd. Anabaena 90 -syanobakteerin aineenvaihdunnasta ja bioadtin
yhdisteiden tuottoon vaikuttavista tekijoistd hahn saada lisatietoa. Proteomiikkaan
pohjautuvat tutkimusmenetelmat ovat tdssd merkité& osassa, koska ne antavat
kokonaisvaltaisen kuvan elion yhtena hetkena toodta proteiineista.

Tyon tarkoituksena oli vertaillaAnabaena 90 -syanobakteerin WT- ja apkhnnan

proteomien valisia eroja kaksisuuntaisen erottelegaelielektroforeesin avulla (2D-
DIGE). Kantojen apd-geenien ilmentymistéa tutkittiin
kaanteiskopioijapolymeraasiketjureaktiolla (RT-PCR)ravoitteena oli selvittda

mahdollisia kantojenvalisia eroja proteiinien tussa jaapd-geenien ilmentymisessa.



1.1 Syanobakteerit

Syanobakteerit ovat laajalle levinneita fototradidiakteereja, jotka ovat vaikuttaneet
merkittavasti  maapallon  historiaan.  Syanobakteereid yhteyttamistuotteena
muodostama happi muutti maapalloa ympéardineen kehsim hapettomasta
hapelliseksi ja mahdollisti uusien elamanmuotojamygn. Syanobakteerit ovat tarkeita
primaarituottajia, ja niilla on merkittava rooliilein ja typen kierrossa (Knoll 2008).

Syanobakteerit jaetaan morfologiansa perusteelieeevi eri ryhmaan, joita ovat
Chroococcales, Pleurocapsales, Oscillatoriales, tddakes ja Stigonematales
(Hendricks Bergey ja Holt 1994). Solut voivat egj#n lajista riippuen joko yksittain,

ryhmind tai pitkinomaisina rihmoina. Soluseind koospeptidoglykaanista ja on
samankaltainen kuin gramnegatiivisilla bakteereill®sa lajeista muodostaa
erikoistuneita solurakenteita, kuten typensidonta&askittyneitd heterokysteja,
leposoluina tunnettuja akineetteja ja solujen kelkn mahdollistavia kaasuvakuoleja.
Jotkut lajeista tuottavat solun ulkopuolelle limaké&sen, mikd mahdollistaa solujen

tarttumisen yhteen (Hendricks Bergey ja Holt 1994).

Syanobakteereiden sytoplasmassa on tarkoin j&yigegita kalvostoja eli tylakoideja,
joissa yhteyttaminen tapahtuu (Hendricks BergeyHalt 1994). Valonkerdajina
toimivat fykobiliproteiinipigmentit, joita ovat esierkiksi klorofylli a, fykoerytriini ja
fykosyaniini. Pigmentit vaikuttavat myds syanoba&kisolujen variin. Esimerkiksi
klorofylli a ja fykosyaniini antavat syanobaktedesiniiden tyypillisen sinivihrean
varin. Syanobakteereissa esiintyy myods punais@etieja ja ruskeita lajeja (Hendricks
Bergey ja Holt 1994).

Syanobakteereita esiintyy vesistdissd ja maaperassiéita osa lajeista kasvaa
aarimmaisissa ymparistoissa, kuten suolajarvissaajakoilla (Hendricks Bergey ja
Holt 1994). Syanobakteereiden ravintoainevaatimuk®eat niukat, ja useat lajit
kykenevat typensidontaan. Monet lajit tuottavat akigvisia molekyylejd, joista
tutkituimpia ovat toksiinit (Sivonen ja Borner 2Q008Myrkyllisid yhdisteita tuottavat
syanobakteerit muodostavat vesistbissa laajojaahakteerikukintoja, joista voi olla

valitontd vaaraa seka ihmisille ettd elaimille. Solaakteereiden muodostamien



toksiinien ohella kiinnostusta ovat herattaneet snyéake- ja reagenssikayttoon
soveltuvat yhdisteet.

1.1.1Anabaena 90 -villityyppikanta

Anabaena-suvun lajit ovat rihmamaisia syanobakteereja (Kulbja joita esiintyy
sisamaiden makeissa jarvissa sekd murtovesiss) kdtmeressa (Hendricks Bergey ja
Holt 1994). Ne kuuluvat vesistbjen planktoniin jaumdostavat massakukintoja
varsinkin rehevoityneissa vesistoissa lampimaaddi&aan Anabaena-suvun lajit ovat
ehdottomia fototrofejaAnabaena-sukuun kuuluvat syanobakteerisolut ovat kooltaan 2
10 pm. Solut ovat pyoreita tai ovaaleja ja muodadtgakautuessaan rihmamaisia
rakenteita. Lajeilla esiintyy heterokysteja, akitbei@a ja kaasuvakuoleja ja monet niista
kykenevat likkumaan (yleensa alle 1 pm sekunnissa)

Kuva 1. Anabaena 90 -syanobakteerikanta 1000x -suurennoksessa Leica-mikroskoopilla
kuvattuna.

Nostocales-lahkoon kuuluvAnabaena 90 -syanobakteerikanta on eristetty vuonna
1986 Vesijarvesta Suomessa (Sivonen ym. 1992). &arwminaisuudet vastaavat
lahinna Anabaena circinalis -lajia, mutta lajinimesta ei ole varmuutta (Sivongm.
1992). Laboratorio-olosuhteissa kasvaessaan kamsotumorfologia on muuttunut,
mika hankaloittaa lajitason tunnistusta. Kannanog@non sekvensoitu ja se on
kooltaan 5,3 miljoonaa emasparia (Wang ym. 2012ndeni koostuu 4738 geenista,
joista noin 5 % tuottaa bioaktiivisia peptideja.



10

Anabaena 90 -kannan tuottamista bioaktiivisista peptideistdtkituimpia ovat
mikrokystiinit. Kannan on havaittu muodostavan keémmikrokystiinia, jotka sisaltavat
vaihtelevasti joko leusiinia ja arginiinia (LR-midystiini), arginiinia (RR-
mikrokystiini) tai asparagiinihappoa, leusiiniageginiinia ([D-Asp]-LR-mikrokystiini)
(Sivonen ym. 1992). Liséksi kanta tuottaa anabagpiimeja 90A ja 90B seka
anabaenopeptiineja A, B ja C (Fujii ym. 2002). Mikystiinien on todettu estavan
proteiinifosfataaseja 1 ja 2A (MacKintosh ym. 199@pshizawa ym. 1990) ja
anabaenopeptilidien ja anabaenopeptiinien puolesiezeaasien toimintaa (Namikoshi
ja Rinehart 1996). Yhdisteiden tuotanto on toisistaippumatonta (Fujii ym. 2002) ja
eri geeniryhmien saatelemaa (Rouhiainen ym. 200@0@4). Peptidien biologinen
vaikutus tunnetaan osittain, mutta tuoton varsie@imerkitysAnabaena 90 -kannalle
on epaselvd (Repka ym. 2004). Kanta ei valttamigaé hyodynna peptideja

aineenvaihdunnassaan, vaan niilla voi olla ulkoikeimde.

1.1.2Anabaena 90 -mutanttikanta

Anabaena 90 -villityyppikannasta (WT) on tehty anabaenoginutantti (apd), joka

ei tuota anabaenopeptilideja (Rouhiainen ym. 200Riantti eroaa WT-kannasta siten,
ettd sen genomiin on liitetty 3,5 kiloemaksen kokoi insertio (Kuva 2). Insertti
sijaitsee 57 emasparin jalkeepdA-geenin aloituskohdasta, joka on yksi neljasta
anabaenopeptilidien tuotosta vastaavasta geeriséartti siséltaa kloramfenikoli-O-
asetyylitransferaasigeenin, joka saa aikaan klaeaikbliresistenssin. Mutantti
poikkeaa WT-kannasta myds tuottamiensa hassalbdiieli sienid tappavien aineiden
osalta. WT ei tuota hassallidiinia, koska sen Hhdsaigeeniryhmassa on tapahtunut
deleetio (Wang ym. 2012).

Zeemi apdlh apdB apdiC apd [

L
3

insertti

Kuva 2. Insertti (punainen alue), joka sijaitsee apd-kannan apdA-geenissa.
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Insertti apdkannanapdA-geenissa estdd toiminnallisten anabaenopeptititksaasien
muodostumisen, minkd& seurauksena kannan ei ole itthlvatuottavan
anabaenopeptilideja (Rouhiainen ym. 2000). Inseittvaikuta apdkannan kykyyn
muodostaa muita bioaktiivisia peptidejd, kuten migstiineja ja anabaenopeptiineja.
Insertin vaikutusanabaenopeptilidien tuotosta vastaaviggenien transkriptioon on
kuitenkin epaselvapdA-geenissa.

1.2 ANABAENOPEPTILIDIT

Peptidisyntetaasien =~ muodostamat anabaenopeptilid®A ja 90B ovat
syanopeptoliineihin luokiteltavia depsipeptidejéa(ikoshi ja Rinehart 1996). Ne ovat
peptideja, jotka siséaltdvat esterisidoksia amidisidn sijaan (Stawikowski ja Cudic
2007). Molekyyleja esiintyy seké lineaarisina edigasrakenteisina muotoina (IUPAC
2012), ja niitd muodostavat sekad bakteerit, sietiet meressa elavat selkarangattomat
(Stawikowski ja Cudic 2007). Syanobakteerisuvuiitdakin Anabaena, Microcystis,

Nostoc ja Oscillatoria muodostavat depsipeptideja (Namikoshi ja Rineh@96).

1.2.1 Anabaenopeptilidien rakenne

WT-kannan muodostamat anabaenopeptilidit 90A ja 98t keskendan hyvin
samankaltaisia (Fujii ym. 2002). Ne koostuvat kuudeninohapon muodostamasta
rengasrakenteesta ja sivuketjusta (Kuva 3). Realgesteessa on runsaasti
esterisidoksia ja se sisdltda ainutlaatuisen  (3S36&Mino-6-hydroksi-2-
piperidoniaminohapon (Ahp). Sivuketju on liittynygngasmuodostelmaan tyrosiinin
valityksella ja sen N-terminaalisessa paassa ofgwtamiini on formyloitu. Peptidien
syntetisointi alkaa sivuketjusta ja jatkuu edellaengasrakenteen muodostumisella.
Anabaenopeptilidien 90A ja 90B molekyylipainot ov@%2 ja 972 daltonia, ja ne
eroavat toisistaan vain yhden aminohapon osalt&:s8@ esiintyvan dimetyylityrosiinin
korvaa 90B:ssa klooria sisaltava N-metyylityros{iaujii ym. 2002).



12

HO

-y=0

OCH,

L-diMeTyr (90A)
L-Gln L-lle L-Chloro-MeTyr (Q0B)

Kuva 3. Anabaenopeptilidi 90A- ja 90B-molekyylit ovat keskendan samankaltaisia (Fujii ym.
2002). Aminohappojen lyhenteet: L-Hty = L-homotyrosiini, L-Ahp = 3-amino-6-hydroksi-2-
piperidoni, L-Thr = L-treoniini, L-diMeTyr = L-dimetyylityrosiini, L-Chloro-MeTyr = L-
kloorimetyyli-tyrosiini, L-lle = L-isoleusiini, L-GIn = L-glutamiini.

1.2.2 Anabaenopeptilidien merkitys

Anabaenopeptilidien merkitys WT-kannalle on epé& elkannan tiedetdédn tuottavan
yhta aikaa molempia anabaenopeptilideja 90A ja 96Bjii ym. 2002). Vaikka
peptideilla epéilldadn olevan vaikutusta syanobakiegineenvaihduntaan, ne eivat ole
valttamattomia solujen kasvulle (Repka ym. 2004)oluS voivat korvata
anabaenopeptilidien puutteen esimerkiksi tuottaana@hemman anabaenopeptiineja
(Repka ym. 2004).

Peptidien muodostaminen kuluttaa paljon energiaten; bioaktiivisten yhdisteiden
tuoton on hyotdytettdva soluja (Sivonen ja Bo6rneO&0 Yleensa syanobakteerit
tuottavat bioaktiivisia yhdisteita silloin, kun s taytyy suojella ymparistotekijoilta,
kuten osmoottiselta paineelta tai UV-sateilyltd {&er ym. 1988, Marin ym. 2002,
Bultel-Poncé ym. 2004). Talldin on mahdollista, aettuotetut peptidit tarjoavat
kilpailuedun muita lajeja vastaan. Nayttoa on mgos, etta bioaktiivisia yhdisteita
tuotetaan suotuisissa olosuhteissa. Esimerkiksabaena-suvun kannat tuottavat
mikrokystiineja eniten silloin, kun solujen kasvaslihteet ovat optimaaliset (Rapala
ym. 1997). On kuitenkin huomioitava, etta kasvudigtimaaliset olosuhteet ja siten

my0s bioaktiivisten yhdisteiden tuotto vaihtelegatlajien valilla.
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Bioaktiivisten yhdisteiden merkitysta tuottajalleen mahdollista tutkia mutatoitujen

kantojen avulla, joissa tietyn yhdisteen tuotostataavan geenin toiminta on estetty
mutaatiolla (Sivonen ja Bérner 2008). Villityypia mutantin kasvun seuraaminen voi
selventaa olosuhteita, joissa bioaktiivisia yhdidteuotetaan ja paljastaa yhdisteiden

kayttotarkoituksen.

1.3 EI-RIBOSOMAALISET PEPTIDISYNTETAASIT

Ei-ribosomaaliset peptidisyntetaasit ovat monidaaentsyymikokonaisuuksia, joiden
toiminta on riippumatonta lahetti-RNA-molekyyleist§Singh ym. 2012). Ei-

ribosomaalisten peptidien muodostamisessa temiplaatiimivat syntetaasientsyymit,
eivatka lahetti-RNA-molekyylit, kuten perinteisesgaroteiinisynteesissa. Kunkin
peptidin syntetisoinnista vastaavat geenit ovat ephdoperonin saatelemid. Ei-
ribosomaalisten peptidien muodostumiseen kéaytetgioteiineissa esiintyvien

aminohappojen lisédksi metyloituja, glykosyloituja fosforyloituja aminohappoja ja
jopa rasvahappojohdannaisia. Peptideissa esiintyysaasti funktionaalisia ryhmia,
joihin peptidien bioaktiivinen vaikutus perustuu.i-rbbosomaaliset peptidit ovat
useimmiten sekundaarisia aineenvaihduntatuottg@ii® muodostavat bakteerit, sienet
ja alemmat eukaryootifStawikowski ja Cudic, 20Q7 Syanobakteereiden tuottamista
yhdisteista mm. anabaenopeptilidit ja mikrokystiiniovat ei-ribosomaalisten

peptidisyntetaasien muodostamia (Rouhiainen ym0282004).

1.3.1 Syntetaasien rakenne ja toimintaperiaate

Syntetaasit koostuvat useista entsyymialayksikgigtésta aloitus-, pidennys- ja
lopetusyksikot ovat keskeisessa asemassa pepsgignstisoinnissa (Singh ym. 2012)
(Kuva 4). Alayksik6ét koostuvat edelleen adenylaatikondensaatio-, kuljettaja- ja
tioesteraasiosista. Liséksi yksikdissa voi esiintygtyylitransferaasi- tai epimerisaatio-
osa. Jokainen osa vastaa yhden aminohapon makdtlismuuntelusta ja liittdmisesta

kasvavaan polypeptiketjuun.
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aloitusyksikki pidennysyksikki muckkansyksikkd lopetusyksikki

epimerisaatio-osa

kaljettajacsa ticesteraasiosa

adenylaatio-osd kondensaatio-osa

Kuva 4. Esimerkki ei-ribosomaalisen peptidisyntetaasin rakenteesta.

Aloitusyksikkd koostuu adenylaatio-osasta ja peptiduljetusproteiinista, joiden
tehtavand on aktivoida oikea substraatti ja kuapettse seuraavalle yksikolle.
Adenylaatio-osa on kooltaan noin 500 aminohappoaoti ja Marahiel 1997). Se
koostuu N- ja C-terminaalisesta alayksikostd, joidélissé sijaitsee molekyylin
aktiivinen keskus. Adenylaatio-osa muistuttaa tomailtaan aminoasyyli-tRNA-
syntetaaseja, koska se aktivoi peptidiketjuun ttatgin aminohapon ja siirtdd sen

kantajamolekyylille.

Kuljetusproteiinit ovat pienikokoisia molekyyleja,jotka koostuvat 80-100
aminohaposta (Mootz ym. 2001). Aminohapot muodagtawvelja helikaalista
rakennetta, joiden valissa sijaitsee seriinia &isal aktiivinen keskus. Aminohapon
kuljetusta varten fosfopantetiini (PPan) -kofaktsuibstraatteineen sitoutuu aktiiviseen
seriiniin.  Kuljetusproteiinilla on kolme erilaistarakennetta, apo-, holo- ja
apo/holomuodot, jotka vaihtelevat proteiinin toimam mukaan. Proteiini pystyy myos
vaihtamaan aktiivisen keskuksen seriinin alaniiniMuodonmuutoksilla epaillaan

olevan vaikutusta proteiinin kykyyn tunnistaa motdkeja (Finking ym. 2004).

Pidennysyksikkd  vastaa uusien molekyylien liittéesi&  peptidiketjuun.

Pidennysyksikdssd on samantapainen adenylaatiatjgtusosa kuin aloitusyksikossa.
Naiden lisdksi esiintyy myods kondensaatio-osa, jokauodostaa sidoksen
aminohappojen valille (Linne ja Marahiel 2000). Kiemsaatio-osan koko on noin 450
aminohappoa ja se koostuu kahdesta V-kirjaimen aisedgta molekyylista (Samel ym.
2007). Sidosta muodostettaessa kuljetusproteiiwndt diinnittyneind V:n muotoisiin

molekyyleihin. Kondensaatio-osa katalysoi vasta@vein kuljetusproteiinin sitoman
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aminohaponu-aminoryhman, joka reagoi vimeisena ketjussa tsgaian aminohapon
karboksyyliryhmén kanssa. Peptidisidos muodostuidend kahden funktionaalisen

ryhman vélille.

Pidennysyksikdssa peptidiketjuun liitettavat sudetit adenyloidaan, jolloin ne
muodostavat aminoasyylianhydridin. Vélituote kudjelan PPan-kofaktorille, joka
Kiinnittyy peptidin kuljetusproteiiniin  (PCP). Kabd kuljetusproteiinin sitoman
molekyylin valille muodostuu peptidisidos ja amiaplot liittyvat yhteen (Stachelhaus
ym. 1998). Sidoksen muodostumisen jalkeen peptidikesiirretadn seuraavalle
yksikolle, jossa siihen lisdtdan uusi aminohappo.

Lopetusyksikdssa sijaitseva tioesteraasiosa paata#diketjun synteesin ja irrottaa
ketjun entsyymitemplaatista (Kohli ym. 2001). Titeraasiosa koostuu noin 280
aminohaposta. Sen rakenteessa esiintyy omja p-laskoksia, jotka ovat tyypillisia
esteraaseille ja lipaaseille. Tioesteraasi irrottaedostuneen peptidiketjun viimeisesta
kuljettajaproteiinista ja vapauttaa sen lisamuokkauvarten. Joissain tapauksissa
irrotettu peptidi kiinnitetaan tioesteraasin aksgen seriiniin ja muunnetaan asyyli-O-
tioesteraasimolekyyliksi myohempid muutoksia vartéleisempaa kuitenkin on, ettéa
tioesteraasit vapauttavat valmiin peptidiketjun teyaasientsyymistd hydrolysoimalla

tai muodostamalla ketjusta syklisen tai haarautuxaatekyylin.

1.3.2 Anabaenopeptilidisyntetaasit

Anabaenopeptilidien muodostamisesta vastaa kuieiigiejotka muodostavat 30 kb
kokoisen operonin (Kuva 5) (Rouhiainen ym. 2000ge@alueelle on ominaista, etta
sen alussa esiintyy formyylitransferaasia koodaakee ja loppupaassa tioesteraasia
koodaava alue. GeeneistpdA (6774 emaspariajgpdB (15180 emasparia) japdD
(4149 emasparia) tuottavat syntetaasien osia. NeJgeniapdC on kooltaan 1875
emasparia ja se poikkeaa muista geeneista megstiavSe tuottaa ainoastaan
halogenaasia, jonka tehtavdna on kiinnittaa klooma tyrosiiniin anabaenopeptilidi

90B -molekyylissa.
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Kuva 5. Anabaenopeptilidi 90A- ja 90 B -syntetaasigeeniryhman rakenne (Rouhiainen ym.
2000).

apdA-geeni koostuu kahdestapdB neljasta jaapdD yhdesté yksikostd (Rouhiainen
ym. 2000), joiden koodaamat peptidisyntetaasit amgt anabaenopeptilidien
aminohappojen aktivoinnista ja peptidisidosten nosb@misesta. Anabaenopeptilidien
syntetisoinnista vastaavien geenien jalkeen on ittavkaksi muuta geenigpdE ja
apdF. Ne sijaitsevat samassa operonissa kuin geaptA-D ja niiden
transkriptiosuunta on sama kuin peptidisyntetaasig#la.apdE-geeni on kooltaan 789
emasparia ja sen emasjarjestys on samankaltainean Bynechocystis-suvun
syanobakteerien metyylitransferaasigeendfiF-geeni koostuu 735 emasparista ja sen
emasjarjestyksessd on puolestaan yhdenmukaisuldaifex aeolicus -lajin
reduktaasigeeniin. Geenien merkitys anabaenopiptiliteesissa on kuitenkin epéselva
(Rouhiainen ym. 2000).

1.4 PROTEOMIIKKA

Proteomiikka on laaja-alainen tieteenala, joka itugkion tuottamia proteomeja eli
kaikkien proteiinien muodostamaa kokonaisuutta iflae 2002). Proteiinit ovat
elintarkeitd  kaikille elaville organismeille, koskane saatelevat solujen
signaalinvalitysta, kasvuvaiheita ja transkriptioRroteiinien kopioluvut vaihtelevat
soluissa kymmenistd jopa satoihin tuhansiin ja ildinriippuu kéayttokohteesta.
Transkriptoitavat geenit ja muuttuvat olosuhteet ikwavat proteomien
koostumukseen. Proteiineja voidaan myds muokatslaation jalkeen, mika vaikuttaa
proteomien monipuolisuuteen. Jokaisella elidllaionkain yksi genomi, mutta useita

proteomeja.
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Proteomiikka voi olla joko massaspektrometripoli@itai geelipohjaista, kuten tassa
tyossa. Karkeasti proteiinien tutkimusvaiheet vardéuokitella kolmeen osa-alueeseen
(Zhou ym. 2004). Ensimmainen vaihe koostuu proigirerottelusta elektroforeesin
avulla ja tunnistamisesta massaspektrometrialla.rkiflyksend on kartoittaa

mahdollisimman suuri maara proteiineja, joita yikdiliottaa yhtena tiettynd hetkena.
Toinen osa-alue keskittyy tunnistettujen proteini¢oimintaan, jolla selvitetaan

proteiinien rakenteen ja maaran vaihtelua solun kagvuvaiheissa. Viimeisessa
vaiheessa selvitetdan proteiinien valistd vuoravaigta. Proteomeja tutkimalla

saadaankin kokonaisvaltainen kuva elion aineenwaihdsta ja fysiologisista vasteista,
toisin kuin pelkkien transkriptomien avulla (Liebl2002). Proteomien monipuolisuus
asettaa kuitenkin haasteita tutkimusmenetelmilteskla pelkka geenien kartoittaminen

ei paljasta lopullisten proteiinien rakennettagenintaa.

Kaksisuuntainen (2D) geelielektroforeesi on 197AQilla kehitetty menetelma
proteiinien tutkimiseen ja maaran arviointin (Offedl 1975). Menetelméan
erottelukyky on hyvin herkka, koska proteiinit ¢usat toisistaan sdhkdvarauksen ja
koon perusteella. 2D-geelielektroforeesilla voidaautkia samanaikaisesti satoja
proteiineja, mikali elektroforeesiin yhdistetddn ps@a varjaysmenetelma ja
massaspektrometrinen tunnistus (Barrios-Llerena y2007). Kaksiulotteisen
elektroforeesin keksimisen jalkeen (O’Farrell 197@)oteomien analysointi on
helpottunut, silla proteiinigeelien analysointiin n o kehitetty —automatisoituja
kuvankasittelyohjelmia. Geelista eristetyt proteiuoidaan edelleen pilkkoa trypsiinilla
ja analysoida massaspektrometrilla. Pilkkoutumigéema muodostuvien peptidien
massoja voidaan vertailla keskendan ja etsia nidlstaavuuksia genomitietokannoista
(Matthiesen ja Mutenda 2007).

Perinteisen  2D-geelielektroforeesin  ohella tunnetaanyds erotteleva 2D-

geelielektroforeesi (2D-DIGE), jossa proteiinitngtaan fluoresoivilla syaanivareilla
(Unlti ym. 1997). Varimolekyylit ovat keskenaan sakwkoisia ja niiden varaus on

yhta suuri (+1), joten leimattavien proteiinien s@ga pl muuttuvat yhtenevasti. 2D-
DIGE mahdollistaa kahden proteiinindytteen ja sis@i standardin yht&aikaisen
ajamisen samalla geelilla. N&ain ollen ajettavieeliga lukumaara vahenee ja geelien
valinen vertailu helpottuu (Unlii ym. 1997). Protéemvaliset erot on helppo havaita

heti elektroforeesin ja geelien kuvauksen jalkeen.
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1.4.1 Proteiinien erottelu

Ensimmaiseksi tutkittavat proteiinit eristetdan mstau solumateriaalista. Kaytettava
menetelma riippuu naytetyypistd, mutta paaperiaatteon solujen hellavarainen
rikkominen joko kemiallisesti tai mekaanisesti (Glealthcare 2010). Tavoitteena on
minimoida proteiinien kemiallinen muuntuminen ja arén vaheneminen, mika voi
vaaristaa tuloksia. Solumateriaalista eristetyt tgpnait ovat alttiita esimerkiksi

proteiineja pilkkoville entsyymeille eli proteaadéei Proteiineja voidaan suojella

hajoamiselta kemikaalien ja alhaisen lampétilan @@favulla.

Tunnetuin 2D-geelielektroforeesin ensimmaisesthessta on proteiinien isoelektrinen
fokusointi (IEF), joka perustuu proteiinien sahkiaukseen (O Farrell 1975). Proteiinit
ovat varautuneita joko positiivisesti tai negaspsti tai ne ovat varauksettomia riippuen
sivuketjujensa aminohappokoostumuksesta. Kun pndtailtistetaan sahkovirralle, ne
likkuvat varauksensa mukaan kohti isoelektrist&tgita (pl) eli pH-arvoa, jossa
proteiinin aminohappojen nettovaraus on nolla. |Edesessd pisteessa proteiini
pysahtyy paikoilleen eikd en&da liiku kohti katodiddia. Liikkumaton pH-

gradienttitekniikka (IPG eli immobilized pH gradignauttaa rajaamaan tutkittavia

proteiineja siten, ettd ne asettuvat tietylle ptiealle (Nawrocki ym. 1998) (Kuva 6).

2D-geelielektroforeesin toisessa vaiheessa kaytetaa
natriumdodekyylisulfaattipolyakryyliamidigeelielekforeesia  (SDS-PAGE), joka
erottelee proteiinit molekyylikoon perusteella (@ffell 1975). Proteiinin kulkema
matka sdhkokentassa riippuu molekyylin koostaa gienikokoiset proteiinit kulkevat

pidemmalle kuin suurikokoiset.

Kuva 6. Proteiinien isoelektriseen fokusointiin kaytettavia IPG-liuskoja.
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1.4.2 Proteiinien havaitseminen

Proteiinien havaitseminen vaatii erityisia varjayga kuvausmenetelmia seka
kuvankasittelyohjelman, jotka tunnistavat proteiifnlii ym. 1997). Proteiininaytteet
voidaan leimata etukateen ennen 2D-geelielektre®ee fluoresoivilla tai

radioaktiivisilla variaineilla, jolloin geelit kutaan fluorografisilla tai radiografisilla
menetelmilla. Vaihtoehtoisesti koko geeli voidaaarj&ta elektroforeesin jalkeen.
Talloin kaytetaan joko fluoresoivia tai fluoresoittuania vareja, kuten Coomassie- tai
hopeavarjaysta. Jalkikateen kaytettavat varit a@dspesifisia, joten niitd ei voida

kayttaa eri proteiininaytteiden erotteluun.

Fluoresoivien variaineiden kayttd mahdollistaa eiiaten spesifisen erottelun (Kuva
7). Varit toimivat fluorokromeina ja ne sitoutuvattkittavien proteiinien sisaltamiin
lysiiniaminohappoihin  (Amersham Biosciences 2003luorokromit absorboivat
valoenergiaa, minka seurauksena yhdisteen sis&ltahakitronit virittyvat perustilaa
korkeammalle energiatasolle. Viritystila purkautumopeasti. Samalla fluorokromi
emittoi energiaa nakyvina aallonpituuksina eli fiegenssina, joka kuvataan skannerilla.
Filtterien lapi kulkeva valo kasitelladan sahkoéumda ja muunnetaan analogiseksi
signaaliksi (Amersham Biosciences 2002b). Signaalilennetaan tietokoneelle

digitaaliseen muotoon.
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Kuva 7. Kaksiulotteisen erottelevan geelielektroforeesin vaiheet kaytettdaessa kolmea eri

fluoresoivaa variainetta (Amersham Biosciences 2003).

Skannerin havaitsemia digitaalisia signaaleja kH&dn kuvankasittelyohjelman avulla.
Signaaleista muodostetaan proteiinikartta, josskaifen tapla kuvaa yksittaista
proteiinia (Amersham Biosciences 2002b). Signaatmmakkuus on verrannollinen
proteiinimdaraan. Kartta kattaa tietyn organismintep&a hetkend tuottamat proteiinit.
Sen avulla voidaan selvittaa, miten solun proteomuttuu eri kasvuvaiheissa. Tama
puolestaan mahdollistaa olosuhteiden mukaan muatiuv proteiinimaarien

tunnistamisen.

1.5 TRANSKRIPTOMIIKKA

Transkriptomilla tarkoitetaan solun yhtend hetkamdttamaa RNA-populaatiota (Zhou
ym. 2004). Solun transkriptomit vaihtelevat olositién muuttuessa, aivan kuten
proteomit. Transkriptomiikan pyrkimyksena on tutkranskriptomien koostumusta ja
selvittda, miten transkriptiotuotteiden maard muutt solussa esimerkiksi eri
olosuhteissa tai kasvuvaiheissa. Tiedon avullaokathan genomin toimintaa ja
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vaikutusta solun fysiologisiin mekanismeihin. Tramstomeja tutkimalla on
mahdollista |0ytda esimerkiksi uusia geeneja ja et®RNA:iden (MRNA)

vaihtoehtoisia yhdistelmia (Cloonan ym. 2008).

Transkriptomit kuvastavat aktiivisten geenien taitaa (Zhou ym. 2004). Ne sisaltavat
informaation kulun kannalta tarkeitd mRNA-molekygle joiden avulla geenien
sisaltama tieto valittyy rakentuviin proteiineihinTranskriptomit toimivat siis
muodostettavien proteiinien esiasteena. Geeniemskrigtio ei kuitenkaan suoraan
korreloi lopullisten proteiinien maaraan, koska kista mMRNA-molekyyleista ei
muodosteta proteiineja (Gygi ym. 1999). Tahan amsaind RNA:n lyhytikaisyys ja

vaihtelu translaatiotehokkuudessa.

Transkriptomeja voidaan tutkia mikrosirumeneteldillla RNA-sekvensoinnilla.
Mikrosirumenetelmét mahdollistavat tuhansien geenidtdaikaisen tutkimisen ja
paljastavat aktiivisten geenien ilmentymisen RN#&elia (Zheng ja Zhao 2013).
Menetelmét perustuvat naytteen ja tunnettujen oliggteotidikoettimien valiseen
hybridisaatioon (Schena ym. 1995). Mikrosirumemateh heikkoutena on, etta
koettimet voivat sitoutua epaspesifisesti tutkiitaMDNA-juosteisiin (Okoniewski ja
Miller 2006). Menetelmien kayttd edellyttdd myosaeutkittavien nukleiinihappojen

emasjarjestys on tiedossa.

Mikrosirujen rinnalle on kehitetty 2000-luvulla RNA sekvensointiin perustuvia
menetelmid. Yleisperiaatteena on, ettd RNA-molakyylilkotaan ja kaannetdan
komplementaariseksi  DNA:ksi  (Rdduez-Ezpeleta ja  Aransay 2012).
Pilkkoutumistuotteista muodostetaan kirjasto jasfe@en emasjarjestys maaritetaan
sekvensoimalla. Yksittdisten transkriptien maarédsan selville, kun juosteiden
emasjarjestyksia verrataan keskendén. Mitd usearsamra sekvenssi tulee esille, sita
enemman transkriptia esiintyy. RNA:n sekvensoinperustuvat menetelmét antavat

tarkempaa tietoa transkriptomien koostumuksesta kilkrosirumenetelmat.
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1.5.1. RNA-naytteiden kasittelyn vaatimukset

Prokaryoottien RNA on varsin lyhytikaista. Esiméwdi Escherichia coli -solujen

lahetti-RNA:n keskim&arainen elinikd vaihtelee 3¥nuutin valilla (Bernstein ym.
2002). Hajoamisnopeuteen vaikuttavat sekd solualgnattd RNA:n irrottaminen
translaatiokoneistosta. Tarpeettomat molekyylitkgihan solun kayttéon RNA:ta
hajottavien entsyymien eli RNaasien toimesta. Mitipeammin RNA hajoaa, sita

vahemman syntyy uusia proteiineja (Selinger ym.3200

RNA-naytteiden kasittely edellyttdd huolellista dadtoriotydskentelyd, koska RNA on
altista pilkkoutumiselle ja kontaminoitumiselle. jEem mMRNA-molekyylien eristdminen
onkin hankalaa, koska RNaaseja esiintyy ympariatgssholla (Suominen ja Ollikka
2003). RNaasit ovat hyvin kestavia ja ne tuhoavdARa nopeasti, joten entsyymien
toimintaa taytyy hidastaa pitamalla naytteet kylgdasAutoklavointi ei yksistaan riita
inaktivoimaan RNaaseja, vaan laboratoriovalineety@asot on kasiteltdva RNaaseja
tuhoavilla reagensseilla. Tahan tarkoitukseen soval esimerkiksi
dietyylipyrokarbonaatti seka useat kaupalliset valeet.

1.5.2 Yksittaisten transkriptien tutkiminen

Yksittaisten geenien transkriptiota voidaan tutkia kaanteiskopioija-
polymeraasiketjureaktiolla eli RT-PCR:lla. Kaankeipioijaentsyymi poikkeaa DNA-
polymeraasista siten, ettd se kayttaa templaaRN#&:ta DNA:n sijaan (Temin ja
Mizutami 1970). Entsyymin avulla RNA muunnetaan kd@mentaariseksi DNA:KsI
(cDNA), mikd mahdollistaa lahetti-RNA-molekyylien avaitsemisen ja maaran

arvioinnin.

Ensimmaisessa vaiheessa kaanteiskopioijaentsyymetssoi RNA:n emasjarjestyksen
perusteella yksijuosteisen DNA-molekyylin. cDNA:gn$etisoinnissa voidaan kayttaa
joko geenispesifisia tai RNA:han satunnaisestiusiteia alukkeita (Invitrogen 2004).
Satunnaisalukkeet mahdollistavat sen, ettd koko RMA ka&&dnnetdan cDNA:Ksi.

Toisessa vaiheessa cDNA:ta monistetaan tavanomBiS&ireaktion avulla. PCR:ssa
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voidaan kayttdd geenispesifisia alukkeita, joidatataan halutun geenin ilmentymista
mRNA-tasolla.

1.6 STUDENTIN T-TESTI

Studentin t-testilla tarkoitetaan tilastollistati@sjolla mitataan normaalijakautuneiden
odotusarvojen valista eroa (Mellin 2006). Testi dattaa Studentin jakaumaa, joka on
pienen otoskoon analysointiin soveltuva todenndk@iskauma. Studentin t-testin
avulla voidaan tutkia havaintojen ja hypoteesin eletusten valistd yhteytta.
Havainnoista saadun tiedon perusteella hypotedsgitdaan joko paikkansapitavaksi tai

se hylataan.

Studentin t-testin kaytto edellyttdd hypoteesidemeista testausjoukosta (Mellin 2006).
Havainnot puolestaan muodostavat satunnaisotoks@mka yhteensopivuutta
hypoteesiin testataan. Testausasetelmaa kuvaagastal sanotaan yleishypoteesiksi ja
se sisdltdd oletukset perusjoukosta ja sen jakdamsska otantamenetelmasta.
Testattavaa oletusta kutsutaan nollahypoteesiksisif@ pidetaan kiinni, mikali
havainnot tukevat oletusta. Yksinkertaisimmillaasilahypoteesi voi olla muotoa "on

sama” tai "eroa ei ole”. Nollahypoteesin vastakobtavaihtoehtoinen hypoteesi. Se

Nollahypoteesi hyvaksytdanp-arvon perusteella, joka toimii satunnaisvirheen
tunnuslukuna (Mellin 2006). Se on pienin merkitsestgso, jolla nollahypoteesi
voidaan hylata. Mita pienempp-arvo on, sitd vahvemmin havainnot osoittavat

nollahypoteesin olevan vaarassa.
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2 TUTKIMUKSEN TAVOITTEET

TyoOn tavoitteena oli selvittaa, mitednabaena 90 -syanobakteerin WT ja apkhnnan

proteomit ja apd-syntetaasigeenien ilmentyminen eroavat toisistabyd jakautui

kahteen osaan, joista esikokeen tarkoituksena plimoida kasvatusolosuhteet ja
kaytetyt menetelmat varsinaista kasvatuskoetta emartKantojen proteomeissa
tapahtuvia muutoksia seurattiin varsinaisen, kuiiggisen kasvatuskokeen avulla.
Samanaikaisesti seurattiin solujen proteiini- ja ARpitoisuuksien kehittymista ja
anabaenopeptilidigeenien ilmentymista. Tarkoitukseh kartoittaa kantojen valisia

eroja proteiinien tuotossa gpd-syntetaasigeenien ilmentymisessa.

3 MATERIAALIT JA MENETELMAT

3.1 Syanobakteerikannat

Tutkimuksessa kaytettiidnabaena 90 WT -kantaa ja siita tehtyd agdntaa, joka ei
tuota anabaenopeptilidejd. Kannat kuuluvat Helsingliopiston Elintarvike- ja

ymparistétieteiden laitoksen syanobakteerikantaktrkaan.

Kantoja esikasvatettiin 7 vrk, 100 rpm, +20 °C,-82,9 umol/sm? valaistuksessa
Climo Shaker -sekoittelijassa (Kuhner AG). Kantojemsvatukseen kaytettiin Z8X-
elatusainetta (Liite 1) (Kotai, 1972) ja Tissuetatg flask -soluviljelypulloja (Sarsted).

Tavoitteena oli mukauttaa solut kasvatuskokeidextingin olosuhteisiin.

3.2 Koeasetelma

3.2.1 Esikoe

Ennen varsinaisen kasvatuskokeen aloittamista \Tapd-kannan kasvua seurattiin
seitsemadn vuorokauden mittaisessa esikokeessa. oifl&dena oli seurata
jakaantumisvaiheen solujen kasvua ja optimoidaustaheen maara, solususpension

vahvuus sek& proteiini- ja RNA-naytteiden tilavulissdksi esikokeessa kartoitettiin
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villityyppi- ja mutanttikannasta eristettyjen protgen isoelektristd pistetta (pl).
Tarkoituksena oli selvittaa aluetta, jolle protezm pl:t sijoittuivat.

Kokeen alussa solutiheys (OD) laskettiin vastaamaanttua Olygarvoa kaavalla
Ci*V 1=C,*V ,, jossa

- C; = alkuperaisen soluviljelman OD

- V1 = alkuperaisen soluviljelman tilavuus

- C, = lopullisen soluvilielman OD

- V2 = lopullisen soluviljelméan tilavuus.

Esikokeessa WT- ja aplannan solususpension tilavuus oli 270 ml jagD,2
kokeen alussa. Proteiini-, RNA- ja solutiheysnatdtderattiin kolmena ajankohtana
(Taulukko 1). Molemmista kannoista tehtiin kaksinakkaisnaytetta, joita kaytettiin
biologisina replikaatteina.

Taulukko 1. Esikokeen aikana kerattyjen ndytteiden ottoajankohdat ja naytetilavuudet.

Nayte Vrk
0 3 7

solutiheys | 0,5 ml 0,5ml| 0,5ml

proteiini 2x50ml| 50 ml 50 ml

RNA 2x10ml| 10 mi 10 ml

3.2.2 Varsinainen kasvatuskoe

Varsinaisessa kasvatuskokeessa WT- ja -k@ohan kasvua seurattin kuuden
vuorokauden ajan. Kummastakin kannasta valmisiettilliset primaarisuspensiot,
jotka jaettiin soluviljelypulloihin.  Nain varmistiéin, ettd soluviljelmat olivat
tasalaatuisia lahtotilanteessa. Kantojen soluswsspen tilavuus oli 130 ml /
soluviljelypullo ja OQyp 0,2 kokeen alussa. Molemmista kannoista oli katnodogista

replikaattia.

Kasvatuskokeen aikanailjelmista kerattiin proteiini-, RNA- ja solutihepaytteet
(Taulukko 2). Naytteenotto ajoitettin samaan vikanadenaikaan ymparistotekijoista
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johtuvan vaihtelun minimoimiseksi. O vrk naytte&tt@iin suoraan primaarisuspensiosta
ja 1 — 6 vrk naytteet keréattiin soluviljelypullogst Proteiini- ja RNA-naytteiden
keraamista varten oli omat viljelypullot, jotta sl saatiin riittavasti jatkomaarityksia

varten. Kantojen solutiheytta seurattiin kaikissa\datuspulloissa.

Taulukko 2. Varsinaisen kasvatuskokeen aikana kerattyjen naytteiden ottoajankohdat ja
ndytetilavuudet.

Nayte Vrk

0 1 2 3 4 5 6
solutiheys 0,5 ml 0,5 mi 0,5 mi 0,5 mi 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml
proteiini 2x50ml | - - 50 ml - - 50 ml
RNA 2x50ml | - - 50 ml - - 50 ml

Tutkittujen kantojen akseenisuutta eli puhtautteeraista mikrobeista tutkittiin
puhtausviljelyilla. Puhtausviljelynaytteet otettii@ vrk, 4 vrk ja 6 vrk kohdalla.
Viljelyihin kaytettin R2A-elatusainemaljaa (LAB M)jolla osoitetaan vesinaytteissa
esiintyvat bakteerit (Reasoner ja Geldreich 198&lja jaettiin sektoreihin, ja pisara
solususpensiota levitettiin agarille kunkin sektokohdalle. Puhtausviljelymaljoja
kasvatettiin +20 °C 7 vrk. Kasvatuksen jalkeen pjaljtarkasteltiin silm&maaraisesti

bakteerikasvun havaitsemiseksi.

3.2 Naytteiden kasittely

3.2.1 Proteiininaytteet

Proteiinien eristdmista varten 50 ml syanobaktdgimdd sentrifugoitiin 7000 g, 8
min, +4 °C. Solut pidettiin jailla sentrifugointifeeiden valissa. Solut pestin 5 ml
pesupuskuria (50 mM HEPES NaOH pH 7,5; 30 mM Ggjfal sentrifugoitiin, kuten

edella. Pesu toistettiin 1,5 ml pesupuskuria, mifiéieen solususpensio siirrettiin
puhtaaseen muoviputkeen. Solut sentrifugoitiin 760® min, +4 °C ja supernatantti
poistettiin. Solut jd&dytettiin nestetypessa jdysdiitiin -80 °C.
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3.2.2 RNA-naytteet

RNA:n eristamista varten 50 ml syanobakteeriviljgérsentrifugoitiin 6000 g, 3 min,
+4 °C. Solut pidettiin jailla sentrifugointivaihezd vélissa. Supernatantti poistettiin, ja

nestetypessa ja sdilytettiin -80 °C.

3.3 Solutiheyden mittaaminen

Syanobakteerinaytteiden solutiheys mitattin 30 misisalla naytteenotosta
BioPhotometer-spektrofotometrilla (Eppendorf). Mits suoritettin muovikyvetissa
aallonpituudella 600 nm ja jokaisesta naytteestiiite kolme rinnakkaismittausta.
Taustanaytteena kaytettiin Z8X-elatusainetta.

3.4 Proteomien tutkiminen

Anabaena 90 -syanobakteerin WT- ja agkhnnan proteomeja tutkittin 2D-DIGE:n
avulla. Proteiinindytteitd kasiteltdessa kaytettiitriilisuojakasineitd, jotta valtyttiin

kontaminoimasta naytteitd mahdollista my6hempa&epneen tunnistusta hairitsevilla
keratiineilla. Menetelm&a varten proteiinit eriitetsyanobakteerisoluista ja leimattiin
fluoresoivilla vareilla. 2D-DIGE:n jalkeen proteien muodostama fluoresenssi
kuvattiin skannerilla, joka muuttaa fluoresenssigitdaliseksi signaaliksi. Naytteiden
sisaltdmista proteiineista muodostettiin signaalpamusteella kolmiulotteinen kartta,

mika mahdollisti proteiinimaarien vertailun ja stallisten analyysien tekemisen.

3.4.1 Proteiinien eristaminen

Esikokeen ja varsinaisen kasvatuskokeen prote@rigtettin aiemmin kerétyista ja
pakastetuista syanobakteerisoluista. Solut sulatgiillé ja niihin lisattiin 500 pul SPS
(sample preparation solution) -reagenssia (Liite R)lut pidettiin jailla tyévaiheiden
valissa, jotta valtyttin lampenemisen aiheuttamikemiallisilta muutoksilta. Solut
hajotettin 0,5 mm lasihelmilla (Scientific Induss) FastPrep-laitteessa (MP

Biomedicals) 5 m/s 30 s. Sakka sentrifugoitiin D8 @, 30 min, +4 °C, jolloin liukoiset
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proteiinit jaivat supernatanttiin. Supernatantfiséttiin puoli tilavuutta -20°C-asteista
DL-ditiotreitolitrikloorietikkahapposetonia eli DTTCA-asetonia (TCA 10%, VWR;
DTT 20 mM, Fluka Analytical; asetoni Sigma-Aldriciroteiinit saostettiin -20 °C yon
yli ja sentrifugoitin 20 000 g, 30 min, +4 °C. Rdti pestin DTT-asetonilla ja
ilmakuivattiin asetonin haihduttamiseksi. Protdiimesuspensoitin 200 ul SPS-
reagenssia ja sentrifugoitiin 20 000 g, 20 min,°®& Lopuksi supernatantti siirrettiin

puhtaaseen putkeen ja pakastettiin -80 °C.

3.4.2 Proteiinipitoisuuden maarittaminen

Syanobakteerisolujen sisaltdma proteiinipitoisuugamettin  2-D Quant Kit -
reagenssipakkauksen ohjetta mukaillen (Amershamditaces 2002a). Standardisuora
valmistettin ~ BSA-liuoksesta  (naudan  seerumin  allwin vastaamaan
proteiinipitoisuuksia 0-25 pg. Maaritykseen kaytetiytetilavuudet olivat 2l ja 5 ul.
Proteiinit saostettiin ep&apuhtauksien poistamisepakkauksen mukana tulleella
saostusliuoksella, minka jalkeen proteiinit liuttet kupariliuokseen. Kupari-ionit
sitoutuivat proteiineihin ja sitoutumattomat kupmit jaivat liuokseen. Naytteeseen
lisatty variaine muodosti varillisen yhdisteen vigigm kupari-ionien kanssa.
Varireaktion muodostama absorbanssi mitattiin itgskuoppalevylukijalla (Tecan
Group) aallonpituudella 480 nm. Muodostuneen vairtensiteetti oli kaantaen
verrannollinen naytteen proteiinipitoisuuteen. Stdindytteiden absorbansseista

piirrettiin standardisuora, johon verrattiin nayten absorbanssiarvoja.

3.4.3 Proteiininaytteiden pH-arvon mittaaminengataminen

Proteiinindytteiden pH mitattiin yleisindikaattqeH-paperilla (pH 0-14, Merck) ennen
naytteiden leimaamista. Naytettd pipetoitiimllsopivan indikaattorialueen kohdalle ja
tulos luettiin silméamaaraisesti vertaamalla naytteemuodostamaa varireaktiota
valmistajan vérikarttaan. Tarvittaessa naytteidéfrapvoksi saadettiin 8,5 100 mM
natriumhydroksidilla optimaalisen leimaustuloksemawuttamiseksi. Neutraalissa tai
lian happamassa ymparistossd (pH < 8,0) proteimitnautuvat heikosti ja liian
emaksisessa (pH > 8,5) proteiinit ylileimautuvaE(Bealthcare 2010).
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3.4.4 Proteiininaytteiden leimaaminen

Esikokeen ja varsinaisen kasvatuskokeen protdigmnattiin fluoresoivilla CyDye™
DIGE Fluor -syaanivareilla, jotka olivat keltain@y2, punainen Cy3 ja sininen Cy5 (5
nmol, GE Healthcare). Véariaineista valmistettiimtaiuokset (1 nmol/pl) anhydriseen
dimetyyliformamidiin (99,8 %, Sigma-Aldrich®), jd& laimennettiin kayttdreagenssit
(400 pmol/ul). Esikokeen sisdinen standardi valatiish sekoittamalla 25 ng jokaista
esikokeen proteiininaytettd keskenddn ja varsinaid@svatuskokeen standardi
vastaavasti sekoittamalla 25 ng jokaista varsimaisgsvatuskokeen proteiininaytetta
keskenddn. Nain valmistetut sisdiset standardinddiin keltaisella Cy2-varilla.
Esikokeen varsinaisista proteiininaytteista leimat60 ng 1 pllla ja varsinaisen
kasvatuskokeen naytteistda 50 ng Opd8la joko punaista Cy3- tai sinistd Cy5-varia
(Taulukko 3 ja 4). Rinnakkaisnaytteet varjattiinusaaisesti joko Cy3- tai Cy5-varilla.
Vari-nayteseokset sentrifugoitiin ja pidettiin Jail 30 min. Lopuksi varireaktio
pysaytettiin lysiiniliuoksella (10 mM, Sigma-Aldh®), joka sitoutui vapaiden

varimolekyylien NHS-esteriin.

3.4.5 Proteiinien isoelektrinen fokusointi

Isoelektrisessa fokusoinnissa (IEF) proteiinit lautuvat sdhkdkentdsséa pisteeseen,
jossa sivuketjujen aminohappojen nettovaraus olantitF-ajoon kaytettiin 24 cm ei-
lineaarisia Immobiline DryStrip -liuskoja (AmershaBiosciences), joissa pH-alueet
olivat edustettuina pituuden mukaan (Kuva 8). Hedasta eristettyjen proteiinien
isoelektriseen fokusointiin kaytettiin pH-alueell®8-11 suunniteltuja liuskoja ja
varsinaisesta kasvatuskokeesta eristetyille preéieé pH-alueelle 3-7 suunniteltuja
liuskoja. Liuskat kostutettiin 450 ul kostutuslit@®4 h (Liite 2) (GE Healthcare 2010).
Yhdelle liuskalle liséttiin kahta eri variaineillaimattua ja eri kannoista peraisin olevaa
proteiininaytettd 50 ng/nayte/liuska (Taulukko 3 4 Sisaistd standardia lisattiin
jokaiselle liuskalle 50 ng geelien keskinaisen aéuh mahdollistamiseksi.
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Immobilline DryStrip pH 3-11 ML Immobilline DryStrip pH 3-7 NL
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Kuva 8. Esikokeessa (pH 3-11 NL) ja varsinaisessa kasvatuskokeessa (pH 3-7 NL) kdytettyjen
IPG-liuskojen pH-alueiden jakaantuminen (Amersham Biosciences 2004).

Taulukko 3. Esikokeesta eristettyjen proteiinien leimaamiseen kaytetyt varit ja
rinnakkaisndytteiden (1 ja 2) sijoittuminen geeleissa.

Kaytetty vari ja geelin sisaltdmat naytteet

Geeli Cy3 Cy5

1 WT 1, 0 vrk apd 1, 3 vrk

2 apd 1, 0 vrk WT 1, 7 vrk

3 WT 1, 3vrk apd 2, 0 vrk

4 apd 2, 3vrk

5 apd 1, 7 vrk

6 apd 2, 7 vrk

Taulukko 4. Varsinaisesta kasvatuskokeesta eristettyjen proteiinien leimaamiseen kaytetyt varit

ja rinnakkaisnaytteiden (1-3) sijoittuminen geeleissa.

Kaytetty vari ja geelin sisaltdmat naytteet

Geeli Cy3 Cy5

1 WT 1, 0 vrk apd 1, 3 vrk

2 WT 1, 3 vrk apd 2, 6 vrk

3 apd 1, 0 vrk

4 apd 1, 6 vrk

5

6 apd 2, 3vrk WT 3, 6 vrk

7 WT 3, 0 vrk apd 2, 0 vrk

8 WT 3, 3vrk

9 WT 1, 6 vrk
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Esikokeen ja varsinaisen kasvatuskokeen proteiimseelektrinen fokusointi tehtiin
Ettan IPGphor 3 -analysaattorissa (GE Healthcadriegskat asetettiin laitteeseen siten,
ettd niiden positiivisesti varautunut péaa oli kohtiodia. Isoelektriseen fokusointiin
kaytettiin nelivaiheista ohjelmaa (Taulukko 5),9agasajannite ja gradientti vaihtelivat.
Tasajannitevaiheessa jannite pysyi tasaisena koksetetan ajan, mutta
gradienttivaiheessa jannite nousi vahitellen ametetolttimaarad vastaavaksi ennalta
maaritetyn ajan puitteissa. Isoelektrisen fokusminjilkeen liuskat tasapainotettiin
tasapainotuspuskurilla (GE Healthcare 2010), joatmistettiin 1 % DTT-liuos (Fluka
Analytical) ja 2,5 % jodoasetamidiliuos (AppliChesmnen kayttoa (Liite 2).

Taulukko 5. Esikokeen ja varsinaisen kasvatuskokeen proteiinien isoelektrisessa
fokusoinnissa kaytetty ohjelma.

Vaihe Jannite (V) Aika (h)
Tasajannite 1 300 3
Gradientti 1 1000 6
Gradientti 2 8000 3
Tasajannite 2 8000 4

3.4.6 Erotteleva geelielektroforeesi

Esikokeen ja varsinaisen kasvatuskokeen proteyttiiden elektroforeesia varten
valmistettiin 12 % akryyliamidigeelit 1 mm paksiisi (GE Healthcare 2010). 40 %
akryyliamidi (akryyliamidi/bis 29:1, Bio-Rad), 1,61 Tris (Trisma® base, Sigma) —
HCI (Hydrochloric acid, Merck) -puskuri pH 8,8, 1% natriumdodekyylisulfaatti
(Sigma) ja MilliQ-vesi sekoitettin magneettisekajassa (VWR™ VS-C7) 10
minuuttia. Kaasut poistettiin vesi-imulla, koskappa inhiboi polymerisoitumista.
Seosta jadhdytettin +4 °C yksi tunti tasaisen pwgisoitumisen edistamiseksi.
Ammoniumpersulfaatti (APS) (10 %, AppliChem) ja réehetyylietyleenidiamiini
(TEMED) (0,03 %, Bio-Rad) sekoitettiin nopeasti dkseen, minka jalkeen geelit
valettin 1 mm paksuisiksi fluoresoimattomien lasyjen valiin. Geelien pinnalle
lisattiin isopropanolia (30 % v/v) ilmakuplien ptasiseksi. Geelit peitettiin

parafilmilla kuivumisen estamiseksi ja jatettiitnfaettymaan yon vyli.
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Esikokeen ja varsinaisen kasvatuskokeen tasapauhdier-proteiiniliuskat asetettiin
geeleille ja peitettiin low melt -agaroosilla (09%) (Liite 2). Geelit siirrettiin Ettan
DALTsix -kasettiin (Amersham Biosciences). Ettarktfoforeesilaitteisto koottiin
siten, etta alakammio taytettiin 1x Tris/glysiildS (TGS) -puskurilla (Bio-Rad) ja
ylakammio 2x TGS-puskurilla. Laitteisto kytkettifbonsort EV261 -virtalahteeseen ja
MultiTemplll-jaahdyttimeen (GE Healthcare). Sahkoaksi sdadettiin 25 mA/geeli ja
tehoksi 1,5 W/geeli (GE Healthcare 2008). Geelgg#ie 17 tuntia.

3.4.7 Geelien kuvaus

Geelit kuvattiin skannerilla, jotta proteiinimaanaitiin analysoida tietokoneohjelman
avulla. Kuvaukseen kéaytettiin Typhoon TRIO Variaif®de Imager -skanneria (GE
Healthcare), jossa oli Typhoon Scanner Control elohisto (GE Healthcare).

Proteiineihin liitetyt fluoresoivat varit eksitani skannerin kolmella laserilla, joilla oli

eri aallonpituudet. Syntyville signaaleille kaytettseuraavia emissiofilttereita: 520 BP
(Cy2), 580 BP (Cy3) ja 670 BP (Cy5). Laserien teleosdadetty esikokeen geelien
kuvauksessa riittavasti, jotta saman geelin eriemdemittoituvat signaalit olisivat

poikenneet toisistaan enintdan 15 %. Laserien ts&adettin vasta varsinaisen
kasvatuskokeen yhteydessa tehdyssé esikuvauksessaatisesti kokeilemalla. Saman
geelin eri varien emittoituvien signaalien taytylaosaturoitumattomia ja ne saivat

poiketa toisistaan enintaan 15 %, jotta kuvat olkeskenaan vertailukelpoisia.

3.4.8 Geelien analysointi

Esikokeen ja varsinaisen kasvatuskokeen geelikavetlysoitin DeCyder™ 2D -
ohjelmalla (versio 7.0, GE Healthcare), joka tutamsproteiinit ja esittda niiden maarat
kolmiulotteisina  piikkeind.  Vertailugeeliksi  valitt  yksi tasalaatuinen ja
proteiinitaplien maaraltddn keskivertoinen geeliaikissa geelikuvissa esiintyvia
proteiineja ja niiden maaria verrattiin vertailufjee ja proteiinimaarista etsittiin
poikkeavuuksia. Proteiinimaarien mahdollisia eroswaksia testattin  ohjelman

suorittaman Studentin t-testin avulla varsinaisasmatuskokeen geeleissa.
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3.4.9 Geelien hopeavarjays ja kuivaus

Esikokeen ja varsinaisen kasvatuskokeen polyalagytiigeelit varjattiin kuvaamisen
jalkeen Silver Stain Plus -hopeavarilla (Liite Bid-Rad 2011). Menetelmé perustuu
aminohappoihin sitoutuvien hopeaionien pelkistymmnsenetalliseksi hopeaksi, minka
seurauksena proteiinit voidaan havaita geeleilttndnaaraisesti. Geelit varjattiin
kannellisissa muovilaatikoissa sekoittelijassa (VWK S-C7), 30 rpm. Ensin proteiinit
kiinnitettiin geeleihin kiinnitysliuoksella 20 minjonka jalkeen geelejd huuhdottiin
MilliQ-vedella 2 x 10 min. Sitten proteiinit varfiih hopeavariliuoksella 20 min ja
reaktio pysaytettiin etikkahappoliuoksella (5 %gr8a-Aldrich®). Kuivattamista varten
varjattyja geeleja kasiteltiin tunnin ajan liuoksasjoka sisalsi etanolia (20 %, Alko) ja
glyserolia (4 %, Merck). Geelit kuivattin kuivakehikkoon Kiristettyjen

sellofaanikalvojen (GE Healthcare) valissa yon vli.

3.5 Transkriptien tutkiminen

Anabaena 90 -syanobakteerin WT- ja apgkhnnan transkripteja tutkittin cDNA:n
avulla. Esikokeen solunaytteita kaytettiin ainoastaRNA-eristyksen optimoinnissa.
Varsinaisen kasvatuskokeen tavoitteena oli selvitidabaenopeptilidisyntetaasigeenien
(apd) ilmentymistd molemmissa syanobakteerikannoissalur@ytteista eristettiin
RNA, joka kaannettin cDNA:ksi. cDNA:ta monistettii PCR-reaktioissa, joissa
kaytettiin eri apd-geeneja varten suunniteltuja alukkeita. PCR-tudéte esiintymista

tutkittiin agaroosigeelielektroforeesilla.

RNA:ta kasiteltdessa tyotasot ja pipetit pestiina@deja tuhoavalla RNase AWAY -
liuoksella (Molecular BioProducts). Eri tyovaiheasgaytettiin aseptisia valineita ja
reagensseja. Putket suljettiin pipetointien valjiapidettiin jailla RNA:n hajoamisen
minimoimiseksi. Tyoskenneltdessa kaytettiin sucgab@ita, jotka vaihdettiin riittavan

usein kontaminaation estamiseksi.
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3.5.1 RNA:n eristaminen

Esikokeen ja varsinaisen kasvatuskokeen vyhteyddessdtyista ja -80 °C:ssa
sdilytetyistd syanobakteerindytteista eristettinNAR RiboPure™ Bacteria -
reagenssipakkauksen (Life Technologies) avulla isfjan ohjetta mukaillen (Life
Technologies 2011). Esikokeen kaikkien aikapisteidsolut ja varsinaisen
kasvatuskokeen ensimmaisen aikapisteen solut ttuot850 ul RNAwz-liuosta (Life

Technologies). Varsinaisen kasvatuskokeen toiserkolanannen aikapisteen solut
liuotettiin 1050ul RNAwz-liuosta. Ohjeesta poiketen solut hajotettiin LygsMatrix -

putkissa (MP Bio) FastPrep®-laitteessa 5 m/s 40B@pernatanttia kasiteltiin 0,2
tilavuudella kloroformia (Molecular biology gradew pH, Amresco) 10 min +20 °C ja
sentrifugoitin 16 000 g, 5 min, +4 °C RNA:n erottiseksi DNA:sta ja muusta
orgaanisesta materiaalista. Ohjeen mukaisesti RINitdttiin etanoliin, sidottiin

silikakalvoon ja pestiin epapuhtauksien poistansseResty RNA eluoitiin kahdesti 50

ul eluutioliuosta.

3.5.2 Eristetyn RNA:n DNaasikasittely

Esikokeen ja varsinaisen kasvatuskokeen RNA-n&yétgioistettin DNA-jaamat RQ1-
DNaasientsyymilla (1 U/ul, Promega), joka pilkkoek& kaksi- ettd yksijuosteista
DNA:ta (Promega 2009). Esikokeen RNA kasiteltiin &ddientsyymilla kahdesti ja
varsinaisen kasvatuskokeen RNA Kkerran. Reaktiossokskaytettin 1x RQ1-

DNaasipuskuria (10x, Promega), 5 U DNaasia ja eépttRNA-pitoisuudesta riippuen
2-100 pg eristettya RNA-naytetta. Seoksen kokoiterstus oli 100 ul. Seosta

lAmmitettiin 30 min, +37 °C. Ohjeesta poiketen sacs kasitelty lopetusliuoksella,
koska RNA:n uutossa kaytetty fenoli-kloroformi itiaki deoksiribonukleiinihappoja

pilkkovan entsyymin lopetusliuoksen puolesta.

Entsyymikasittelyn jalkeen esikokeen ja varsinaidersvatuskokeen RNA-naytteet
uutettiin  happamalla fenoli-kloroformiliuoksella jaaostettiin etanolilla. RNA:n
uuttamisessa kaytettiin Phase lock gel -putkia i€y, jotka sentrifugoitiin ennen
kayttod 16 000 g, 30 s. Entsyymi-RNA-seos lisatjeeliputkeen ja sekoitettiin 100 pl
fenoli-kloroformi-isoamyylialkoholia (25:24:1, Amseo). Nayte sentrifugoitiin 16 000
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g, 5 min, +4 °C. Putken sisdltama geeli asettui RiNja fenoliliuoksen valiin, jolloin

RNA:n siséltanyt nestefaasi saatiin pipetoituaiifiterputkeen. RNA:n saostamiseksi
seokseen liséttiin 0,1 tilavuutta natriumasetag®iaM, Sigma) ja 2,5 tilavuutta 95 %
etanolia. RNA saostettiin vaihtoehtoisesti joko B4-20 °C tai 60 min -80 °C ja
sentrifugoitiin 12 000 g, 30 min, +4 °C. RNA-petlgtestiin 1000 ul 70 % etanolilla ja
sentrifugoitiin 10 min ajan, kuten edella. Pelldttivattiin vakuumissa ja liuotettiin 80

pl RNaasittomaan veteen.

3.5.3 DNA:n eristaminen

Anabaena 90 -syanobakteerin WT-kannan DNA:ta eristettii) -ZC:ssa sailytetyista
soluista DNeasy Plant Mini Kit -reagenssipakkaukg@magen) avulla valmistajan
ohjetta mukaillen (Qiagen 2012). Syanobakteerisotujlatettiin 50 ml, minka jalkeen
solut sentifugoitiin 8 min, 7000 g. Supernatantigpettiin, ja 1000 ul soluja kaytettiin
DNA:n eristykseen. Solut sekoitettiin 500 pul APl1sguria ja 6,5 pul RNaasi-liuosta.
Solut rikottin 0,5 mm lasihelmilla (Scientific lodtries) FastPrep-laitteessa (MP
Biomedicals) 5 m/s 40 s. Suspensiota l[ammitettlr6@ min, +65 °C ja sentrifugoitiin
14 000 g, 2 min. Supernatantti siirrettiin uuteartkpen ja DNA:n eristysta jatkettiin
ohjeen mukaan pakkauksen mukana tulleilla reagélas@@iagen 2012). WT-kannasta

eristettyd DNA:ta kaytettiin positiivisena kontiakh PCR-reaktioissa.

3.5.4 Nukleiinihappojen pitoisuuden ja puhtauder@mntéminen

Esikokeen ja varsinaisen kasvatuskokeen RNA-ndgteipitoisuus ja puhtaus seka
Anabaena 90 -syanobakteerin WT-kannasta eristetyn DNA:moipitus ja puhtaus
maaritettin  NanoDrop 1000 -spektrofotometrilla €Fmo Fisher Scientific)
aallonpituuksilla 260 nm ja 280 nm. Puhtaus mégirieA >sonn{A2s0nm -Suhteesta, joka
puhtaalla RNA:lla on 2,0 ja puhtaalla DNA:lla 1 Bupominen ja Ollikka, 2003). RNA-
mittauksessa taustanaytteena kaytettin RNaasitoetd# ja DNA-mittauksessa AE-

puskuriliuosta (Qiagen). Mittaukseen kaytettiipljoko RNA- tai DNA-naytetta.
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3.5.5 RNA:n kdantdminen cDNA:ksi

Varsinaisen kasvatuskokeen DNaasi-kasitellyt RNptie®t kaannettin cDNA:ksI,
jotta apd-geenien transkriptio voitiin testata PCR:lla. Kt#niseen kaytettiin
SuperScript™ Il Reverse Transcriptase -valmisreagipakkausta (Invitrogen)
valmistajan ohjeen mukaisesti (Invitrogen 2004).nktelméassa kaytettiin alukkeita,
jotka sitoutuivat satunnaisesti templaatteina teiimi RNA-molekyyleihin (Invitrogen
2004). Satunnaisalukkeista valmistettiin 15M kayttoliuos. RNA-naytteita kaytettiin
reaktioihin 500 ng. DNA-kontaminaation havaitserkfge jokaisesta naytteesta
valmistettiin negatiivinen kontrolli, RT(-)-reaktio johon ei lisatty
k&anteiskopioijaentsyymia. Ohjeesta poiketen RNa&Set -liuosta ei lisatty

reaktioseokseen, vaan se korvattiin RNaasittonvaitke!la.

3.5.6 16S rRNA PCR

Varsinaisen kasvatuskokeen RNA-naytteiden kaantameDNA:ksi ja naytteiden
mahdollista DNA-kontaminaatiota tutkittin 16S rRNAPCR:ll&. Menetelmassa
kaytettiin syanobakteereille spesifisia yleisalukkekoska 16S rRNA -geeneja esiintyy
syanobakteereiden genomissa useita (Nibel ym. 19Q@ytetyt alukkeet olivat
CYA359F 5'-GGG GAA TYT TCC GCA ATG GG-3', CYA781RA-GAC TAC TGG
GGT ATC TAA TCC CAT T-3" ja CYA781Rb 5-GAC TAC AGGGT ATC TAA
TCC CTT T-3". Alukkeista valmistettiin 10 pmpl/ kayttoreagenssit. R-alukkeista

valmistettiin seos, jossa a- ja b-alukkeiden pitodget olivat 5 pmojil.

Reaktioseokseen kaytettiin | Dynazyme-polymeraasientsyymille tarkoitettua 10 X
puskuriliuosta (Thermo Scientific), 0,pl dinukleotidiseosta (0,25 mM, Thermo
Scientific) ja 0,4 ul Dynazyme-polymeraasia (2 W/ Finnzymes). F-aluketta
(Oligomer), R-alukeseosta (Oligomer) ja cDNA:ta gigtiin 1 pl. Reaktiotilavuus
taytettiin 20 pl steriililla vedella. Positiivisena kontrollina Wéettin WT-kannasta

eristettyd DNA:ta ja negatiivisena vetta.

Monistusreaktiot tehtin C1000 Thermal Cycler PGRtéessa (Bio-Rad).
Alkudenaturaatiossa lampaétila nostettiin +94 °C & IMNA-juosteiden irrottamiseksi
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toisistaan, mutta muutoin denaturaatioaikana kéytet 30 s. Alukkeiden
kiinnittymiseksi lampdtila laskettin +58 °C, 30 ja pidennysvaiheessa lampdétila
nostettiin polymeraasille optimaaliseen +72 °C, 80Sykleja toistettiin 30 kertaa.

Loppupidennys toteutettiin +72 °C 10 min.

3.5.7 Alukkeiden suunnittelapd-syntetaasigeeneihin

Anabaena 90 -syanobakteeriapdA-, apdB-, apdC-, apdD-, apdE- ja apdF-geeneihin
suunniteltin F- ja R-alukkeet (Taulukko 6) Prime3jelmalla (Rozen ja Skaletsky
1998). Alukkeiden sitoutumisvoimakkuutta ja spesitta apd-geeneja kohtaan
testattin NetPrimer-ohjelmalla (Premier Biosoft 12). MutanttikannassaapdA-
alukeparin sitoutumiskohta sijaitsi toiminnallisteapd-syntetaasien muodostumisen

estavarinsertion jalkeen.

Taulukko 6. Anabaenopeptilidigeeneille suunniteltujen alukkeiden emasjarjestys, sijaintikohta
ja monistustuotteen koko.

Geeni | Aluke Emasjarjestys Sijainti Monistustuotte
geenissa en koko (bp)
apdA F 5'-GTA GTA CCG CAA GTG GCA CA-3’ 6295 148
R 5'-AGG GAG CGA CGG TCT ATT TT-3’ 6443
apdB F 5-CGA TCG CCT CTC AAG GTA AG-3’ 1653 148
R 5'-GGC AGC CAC AGT CTG ATG TA-3’ 1801
apdC F 5’-CAA GCC AAA ACA GGT TCG TT-3’ 1043 149
R 5-TGA AGG CTA CTG GGT TTG GA-3’ 894
apdD F 5-TGA TCA ATG CGT CCC AAG TA-3’ 2696 149
R 5"-AGG TTT AGC ACG GGG CTATC-3’ 2547
apdE F 5°-TCA AAT TCC ATC TGC ACA GC-3° 356 151
R 5'-GGT TTG GGA GCA ACT ACC AG-3’ 205
apdF F 5°-TTG ACC AAG ATG CTC GAC AG-3’ 642 155
R 5'-CGC TCA CTG GCC TTA GAA AT-3’ 487
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3.5.8 Anabaenopeptilidi-PCR

Seka WT- ja apekannan cDNA:ta monistettiin PCR:ssa kuudella ghak#la, jotka oli
suunniteltu sitoutumaan empd-geeneihin. Jokaista alukeparia varten tehtiin oma
reaktioseos. Reaktiot tehtiin samalla tavalla ktiBS rRNA PCR:ssa. Myds PCR-

ohjelma oli sama kuin 16S rRNA PCR:ss4, paitsiisgkindara nostettiin 35 kertaan.

3.5.9 PCR-tuotteiden agaroosigeelielektroforeesi

PCR-tuotteiden koko ja RNA-naytteiden mahdollineNAdkontaminaatio tarkistettiin
agaroosigeelielektroforeesilla. 1,5 % geeli valptiin 0,5 x Tris-etikkahappo-EDTA-
eli TAE-puskuriin (Bio-Rad). 100 ml geeliin liséttiyksi tippa etidiumbromidia (0,625
mg/ml, Amresco)ukleiinihappojen tarkastelemiseksi UV-valossa. figiin liséattiin
latausvaria (DNA Loading dye 6x, Fermentas), ja Dkbkostandardina kaytettiin |
GeneRuler™ 100 bp -valmistetta (ud/ul, Fermentas). Geeleja ajettiin sahkdvirrassa,
kunnes DNA-kokostandardin juosteet erottuivat gtegan. Geelit kuvattiin UV-valossa

Bio-Rad-kuvauslaitteella, jossa kaytettiin Quan@ye -ohjelmaa (Bio-Rad).

4 TULOKSET

4.1 Esikoe

WT- ja apd-kannan solutiheydet poikkesivat toisistaan, sM&r-kanta jakautui
nopeammin kuin apekanta (Kuva 9). Seitsemannen vuorokauden kohd#llakannan
solutiheys oli puolitoistakertainen mutanttikantasrattuna. Kokeen alussa vallinnut
solutiheys (OD) 0,2 osoittautui sopivaksi kasvatwksloitustineydeksi, koska solut
alkoivat jakaantua siirrostuksen jalkeen. Alhai€dd:n vaarana oli, etta solut eivat olisi
lahteneet kasvuun, vaan kannat olisivat kuollegkédMalkusiirrostuksen OD olisi ollut
yli 0,2, kasvun ylaraja olisi tullut nopeammin \aet. Kokeen paattyessa solut olivat

eksponentiaalisen kasvun vaiheessa.
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Kuva 9. WT- ja apd™-kannan rinnakkaisnaytteiden (1 ja 2) solutiheys esikokeen aikana.

WT- ja apd-kannasta eristettiin proteiineja kaikissa kolmesigapisteessa (Kuva 10),
joten proteiinindytteiden tilavuudet todettiin téviksi varsinaista kasvatuskoetta varten.
WT-kannan proteiinipitoisuudet olivat korkeampiairkuapd-kannan, mika saattoi

johtua solutiheyseroista. Molempien kantojen pipigitoisuuksissa oli havaittavissa

selva lasku kolmannen vuorokauden kohdalla.
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Kuva 10. WT- ja apd™-kannan rinnakkaisndytteiden (1 ja 2) proteiinipitoisuudet esikokeen aikana.

Proteiinipitoisuudet on normalisoitu ODggg-arvoilla.
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WT- ja apdkannasta eristetyistd proteiineista enemmistéitijopH-alueelle 3-7
isoelektrisessé fokusoinnissa. Emaksisten proegiinmaard oli vahainen, joten
proteiinien isoelektriseen fokusointiin valittinagea-alainen IPG-liuska varsinaista
kasvatuskoetta varten. Yksittaisten proteiinien me&avalilla olevia eroja ei voitu
tutkia, koska rinnakkaisnaytteita oli lian vahaa geelien keskinainen laatu oli
epatasainen. Syyna tdhan oli, ettd geelien kuvaunkkéytettyjen lasereiden tehoa ei
saadetty riittdvasti, jotta saman geelin eri variemittoituvat signaalit olisivat

poikenneet toisistaan enintdan 15 %.

WT- ja apd-kannasta eristettin RNA:ta jokaisessa aikapisi@esnutta pitoisuudet
olivat alhaisia varsinkin kolmannen vuorokauden dadla (Kuva 11). Kokeen alussa
vallinneesta alhaisesta soluméaarasta huolimatta-RitbAsuudet olivat korkeimmillaan
ensimmaisessa aikapisteessd. RNA:n riittavd saahtssa vallinneeseen matalaan
solutiheyteen nahden huomioitiinkin esikokeessnsiettd ensimmaisessa aikapisteessa
kerattdvien RNA-naytteiden tilavuus kaksinkertdiste Varsinaista kasvatuskoetta

varten solunaytteiden tilavuus viisinkertaistetlliNA-saannon parantamiseksi.

RNA-pitoisuudet
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Kuva 11. WT- ja apd™-kannan rinnakkaisndytteiden (1 ja 2) RNA-pitoisuudet esikokeen aikana.
RNA-pitoisuudet on normalisoitu ODgy-arvoilla
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Esikokeessa kaytetyt menetelméat sopivat hyvin tetewn kasvatuskokeeseen, koska
jokaisesta aikapisteesta saatiin eristettya predgija RNA:ta. Esikokeen perusteella
varsinaisen kasvatuskokeen naytteenottoajankohdiftékoituivat 0, 3 ja 6 vrk ja
naytetilavuudeksi 130 ml. Kasvatuskoe péaatettipettaa kuudenteen vuorokauteen,
koska kaytetyn solususpension tilavuus kasvatusiggh rajoitti naytteiden keraamista
ja seurannan jatkamista. Kasvatuspulloissa kéaytedgiususpension tilavuus oli
muutoinkin rajallinen, koska tilavuuden kasvaesskophin alkoi muodostua biofilmia.
Proteomeja haluttiin vertailla nimenomaan vapaaaavéineista, jakaantumisvaiheen

soluista, eika biofilmimuodostelmista.

4.2 Varsinainen kasvatuskoe

WT- ja apdkannan solutiheydet lisdantyivat kasvatuskokeeatemsa (Kuva 12).
Kokeen lopussa molempien kantojen solutiheydet ablivnoin nelinkertaisia
alkutilanteeseen  verrattuna. Kolmannen vuorokaudenittauspiste jatettiin
huomioimatta mittausvirheen vuoksi ap@nnassa. Kolmannen vuorokauden lukema

saatiin toisen ja neljannen vuorokauden mittaukéskiarvoista.
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Kuva 12. WT- ja apd™-kannan rinnakkaisndytteiden (1, 2 ja 3) solutiheyden kehittyminen
varsinaisen kasvatuskokeen aikana proteiini (Prot.) - ja RNA-soluviljelypulloissa.
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Syanobakteeriviljelmien  puhtautta tutkittin  R2Aaglsainemaljoille  tehtyjen
puhtausviljelyiden perusteellaWT- ja apd-vilielmista otetuissa puhtausviljelyissa ei
havaittu bakteerikasvua, joten viljelmat olivat eésisia.Kaikki kasvu oli siis WT- ja apd

kannoista peraisin olevista soluista, joten proteija RNA-naytteitd voitiin kayttaa
jatkotutkimuksiin.

WT- ja apd-kannan proteiinipitoisuudet erosivat toisistaan karsvuvaiheissa (Kuva
13). Myo6s rinnakkaisnaytteiden tulokset poikkesivaisistaan (Taulukko 7). WT-
kannan proteiinipitoisuuksissa oli havaittavissaeenbista laskua kasvatuskokeen
edetessa, silla pitoisuudet olivat alimmillaan kenwden vuorokauden kohdalla. Sen

sijaan apdkannan proteiinipitoisuudet olivat alimmillaan kwnnen vuorokauden
kohdalla.
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Kuva 13. WT- ja apd’-kannan rinnakkaisndytteiden (1, 2 ja 3) proteiinipitoisuudet ODggo-
arvoilla normalisoituina.

Taulukko 7. WT- ja apd-kannan proteiinipitoisuuksien keskihajonnat aikapisteittain.
Kunkin aikapisteen kohdalla on huomioitu rinnakkaisnaytteet (1, 2 ja 3).

0 vrk 3vrk 6 vrk

WT 3,5 3,5 3,6
apd’ 10,3 4,0 4,0
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WT- ja apdkannan RNA-pitoisuudet poikkesivat toisistaan (Kud4). RNA-
pitoisuudet olivat kuitenkin yhdenmukaisia rinnaigkgiytteiden valilla, silla RNA-
naytteiden keskihajonnat olivat alhaisempia kuiotg@iminaytteiden (Taulukko 8). WT-
kannasta eristettiin RNA:ta keskimaarin 50 % eneminin apdkannasta. Molempien
kantojen RNA-pitoisuuksissa oli havaittavissa selagku kolmannen vuorokauden
kohdalla.
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Kuva 14. WT- ja apd’-kannan RNA-pitoisuudet rinnakkaisnaytteissa (1, 2 ja 3) ODggo-
arvoilla normalisoituina.

Taulukko 8. WT- ja apd-kannan RNA-pitoisuuksien keskihajonnat aikapisteittain.
Kunkin aikapisteen kohdalla on huomioitu rinnakkaisnaytteet (1, 2 ja 3).

0 vrk 3 vrk 6 vrk

WT 0,8 0,5 0,6
apd 0,6 0,3 0,4

Eristettyjen RNA-naytteiden puhtausastetta kuva®an{A2sonm -suhde oli naytteissa
arvojen 1,9 - 2,2 valilla (Taulukko 9). Arvot 2,@attivat naytteiden olevan puhtaita.
Arvot alle 2,0 osoittivat, ettd naytteissa esiinpyoteiineja tai fenolijgamia. Ne olivat
peraisin RNA:n eristyksesta ja naytteiden DNaagitadgsta. Arvot yli 2,0 olivat
puolestaan merkki siitd, ettd naytteissa esiintsasiilia tymiinin sijaan, mika on

tyypillista RNA:lle.
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Taulukko 9. RNA-ndytteiden puhtausarvot.

AZGOnm/AZSOnm
0 vrk 3 vrk 6 vrk
Nayte 1 2 3 1 2 3 1 2 3
WT 2,0 2,1 1,9 2,0 2,0 2,1 2,2 2,1 2,2
apd- 1,9 1,9 1,9 2,2 2,1 2,1 2,1 2,1 1,9

4.3 Proteiinien kvantitatiivinen esiintyminen

Proteiineja kvantitoitin DeCyder-ohjelman avull#/T- ja apd-kannan yksittaisten
proteiinien valisid ekspressiotason eroja verrattdisiinsa ohjelman suorittaman t-
testin avulla. Yksittadisten proteiinien eroja erikapisteissd ei voitu vertailla
rinnakkaisnaytteiden véahaisen maaran vuoksi, jotantojen kaikkia aikapisteita
verrattiin toisiinsa yhdessa. Geelit nro 1-5 jotiduthylkddmaan heikon laatunsa
vuoksi, koska osa proteiineista oli ajautunut wjeeleilta. Proteiinien ekspressiotason
eroja tutkittiinkin vain neljasta geelista (geelo 6-9). Taman seurauksena vain WT 6
vrk ja apd 3 vrk -naytteista oli kaytdossa kahdet rinnakkai&rntgkset. Muista naytteista

maarityksia oli vain yhdet.

Vertailugeeliksi valittiin tasalaatuisin ja taplaamaltaan keskivertoinen geeli, johon
muista geeleistd tunnistettuja taplia verrattiimillkko 10). Keskimaarin geeleista
havaittiin 1430 taplad (n=4). Vertailugeelissa ragwista taplistd 64 - 67 % |oydettiin

vastine muista geeleista.

Taulukko 10. Geeleista kokonaisuudessaan havaittujen ja vertailugeeliad (V) vastaavien taplien
lukumaarat (lkm).

Geeli Ohjelman Vertailugeelia Geelin sisdltamat naytteet
nro tunnistamien vastaavien
taplien lkm taplien lkm

6 (V) 1402 1402 WT 3, 6 vrk ja apd 2, 3 vrk

7 1481 945 WT 3, 0 vrk jaapd 2, 0 vrk

8 1402 917 WT 3,3 vrkjaapd 3, 3vrk

9 1438 899 WT 1, 6 vrk ja apd™ 3, 6 vrk
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WT- ja apdkannan proteomit poikkesivat toisistaan. Kaikkiad® proteiinin
ekspressiotasossa havaittiin tilastollisesti meeki& ero kantojen valilla, koskearvo
oli < 0.05 (Taulukko 11). Naista viiden proteiinm&ara oli tilastollisesti erittain
merkitsevép-arvon ollessa < 0,01. Niiden proteiinien, joideaarssa oli tilastollisesti
merkitsevd ero WT- ja ap#annan valilla, osuus vertailugeelin taplien
kokonaismaarasta oli 1,2 %.

Taulukko 11. Proteiinit, joiden maarissa oli tilastollisesti merkitseva ero WT- ja apd™-kannan

valilla.
Proteiini  Kanta, jossa Ekspressiotason p-arvo
ekspressiotaso erotuskerroin
suurempi
1 WT 3,91 x 0,000014
2 apd 1,43 x 0,00072
3 apd 1,66 x 0,0053
4 apd 1,26 x 0,0054
5 apd 1,39 x 0,0081
6 apd 2,24 x 0,011
7 apd 1,80 x 0,014
8 apd 1,50 x 0,014
9 apd 1,29 x 0,014
10 apd 1,25 x 0,019
11 WT 2,24 X 0,022
12 WT 5,58 x 0,026
13 WT 4,32 x 0,027
14 apd 1,46 x 0,030
15 apd 1,31 x 0,034
16 WT 1,39 x 0,034
17 apd 1,39 x 0,038
18 WT 1,33 x 0,047




46

Tilastollisesti merkitsevin ero oli proteiinin 1 @d&ssa, jota esiintyi WT-kannassa
nelinkertainen maara apklantaan verrattuna (Kuva 15). Yksittaisten proiem maarat
olivat useammin koholla ap#fannassa, mutta niiden maarat olivat vain 1,5dkse&
WT-kantaan verrattuna. Sen sijaan WT-kannassa korgea pitoisuuksina esiintyvien

yksittaisten proteiinien maarat olivat kolminkesiai apd-kantaan verrattuna.
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0.3

0.2

0.1

-0.1

-0.2

Log Standardized Abundance
(o]

-0.3

0.4

T T T
L) [ar) L)
E E E

o o 0
e = e

Kuva 15. Proteiinin 1 maarat WT- ja apd” (m3) -kannassa aikapisteittdin (0, 3 ja 6).

Tutkitut geelit rajattiin pH-alueelle 4-6 (Kuva 16koska proteiinit erottuivat 2D-
DIGE:ssa valillinaisesti. Liséksi geeleissa oli #agoissa taplia ei pystytty erottamaan
toisistaan. Todennakoisesti nama alueet koostulwseista eri proteiinitaplista.
Proteiinien erottumista olisi voitu parantaa IEB- glektroforeesiajoja optimoimalla,
esimerkiksi ajoaikaa pidentamalla. Myos emaksiddrajueen poissulkeminen vaikutti
2D-DIGE:ssa esiintyneisiin proteiineihin ja niidemalisiin eroihin. pH-alueen
rajaaminen oli kuitenkin perusteltua, koska enertinistutkittavista proteiineista

haluttiin erottuvan tarkasti.

Tilastollisesti merkitsevasti eroavissa proteiisaigotka sijaitsivat geeleilla rinnakkain,
oli havaittavissa yhdenmukaisuutta. Mutanttikanaasg/T-kantaa korkeampina
pitoisuuksina esiintyvat proteiinit 4 ja 14 sek&6ja 17 sijoittuivat geelilla vierekkain.

Vastaavasti WT-kannassa &dntaa korkeampina pitoisuuksina esiintyvat piotei
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12 ja 13 olivat vierekkain. Rinnakkain sijaitsevatoteiinit olivat todenn&kdisesti

samojen proteiinien eri muotoja.

pl kasvaa—
gH 40 pH 60

Kuva 16. Geelikuva sisdisesta standardista, joka sisalsi WT- ja apd-kannasta eristetyt proteiinit.
Ekspressiotasoltaan tilastollisesti merkitsevasti eroavat proteiinit on ympyroity ja numeroitu
Taulukon 11 mukaisesti.
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4.4 cDNA-naytteiden puhtaus

WT- ja apd-kannan RNA-naytteiden DNA-kontaminaatiota tutkitti6S rRNA PCR:n
avulla. Menetelma osoitti RNA-naytteiden DNaasiktébyn toimivuuden. Kannoista
eristetyssd RNA:ssa ei ollut DNA-kontaminaatiotaska RT(-)-reaktioissa ei havaittu
monistumista (Kuva 17). Kaikki monistustuotteetvati peraisin cDNA:ksi kaannetysta
RNA:sta, koska RT+-reaktioissa havaittiin monistoem.

stand  WT WT  WT WT  WT  WT wr  oapd- apd apd- apd apd- apd
O vk O vk Gk 5wk & vk & vk DH4 0wk 0wk Sk 5wk &k & vk
ET+ RT- RT+ RT- RT+ RT- ET+  ET- ET+  FET- ET+  ET-

wesi stand

1000 bp

——
SO0TD  —

—-—— —— -_——
400 bp . — -— — -—

300 bp
200 bp

100tp

Kuva 17. WT- ja apd™-kannan cDNA:n monistuminen RT+ ja RT(-)-ndytteissd 16S rRNA
PCR:ssa. Stand = kokostandardi GeneRuler™ 100 bp.

4.5 Anabaenopeptilidisyntetaasigeenien ilmentyminen

Anabaenopeptilidisyntetaasigeenien ilmentymistakittiin  monistamalla cDNA-
naytteita spesifisilla alukkeilla. WT- ja apkbnnan kaikkiapd-geenit ilmentyivat
RNA-tasolla koko kokeen ajan, koskadA-, B-, C-, D-, E- ja F-geenit monistuivat
kaikissa kolmessa aikapisteessa (Kuva 18). Momigéet juosteiden koko oli noin 150

emasparia, mika vastasi alukkeiden monistamaataloBiNA:ssa.



apd A

stand WT WT WT  apd- apd- apd- wesi WT

Ovrk Svrk &vek Ovrk 5wk Gk DA
1000 bp
500 kg
J00bp =
200 bp —— - —— —
100 bp
apd
stand WT WT WT apd- apd- apd- wvesi WT
Ovrk vk 6wk Ovek 3wk &vek D4
1000 bp g
——
- -
— — — —
100tp [ e

apd E
stand WT WT WT apd- apd- apd- wvesi WT
Ok Svrk 6wk Qwrk 3wk &wk D4
1000 bp !
]
- -
1|:||:|bp .__4-_---__ -_—
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apd B
stand WT WT WT

1000 by '

100 bp

apdD
stand WT WT WT

1000 bp !I

-

100 bp

apd F
stand WT WT WT

1000 bp

100%bp

—— . —

apd- apd- apd- wesi WT
0wk 3wk &vrk Owk 3wk 6wk

DHA&

apd- apd- apd- wesi WT
Ovrk Swvrk &vek Owek Svwk &k

DML

apd- apd- apd- wesi WT
0wk 3wk &vrk Owvik 3wk 6wk

DHA

Kuva 18. WT- ja apd™-kannan kaikki kuusi apd-geenia ilmentyivat. Stand = kokostandardi

GeneRuler™ 100 bp.

5 TULOSTEN TARKASTELU

Tyon tarkoituksena oli selvittaAnabaena 90 -syanobakteerin WT- ja apkhnnan

proteomien valisia eroja jaapd-syntetaasigeenien

esikokeeseen ja varsinaiseen

kasvatuskokeeseen kokesssa

iimentymista. Tyo

jakautui

optimoitiin

kasvatusolosuhteet ja kaytetyt menetelmat vardmdiasvatuskoetta varten. Kantojen

proteomeissa tapahtuvia muutoksia gad-syntetaasigeenien ilmentymista vertailtiin

varsinaisen kasvatuskokeen aikana.
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5.1 WT- ja apd-kannan ominaisuudet esi- ja varsinaisessa kasvatkmkeessa

WT- ja apdkannan solutiheys kasvoi esikokeen aikana eriiitahEro korostui
kasvatuskokeen edetessa, silla seitsemannen vumiekaohdalla ero oli WT-kannan
eduksi yli 1,5-kertainen mutanttiin verrattuna. dsilpoikkesi aiemmista havainnoista,
silla WT- ja apdkannan on todettu kasvavan yhtélaisesti (Repka2@p@4). Toisaalta
soluja ei altistettu tdsséd kasvatuskokeessa fosfgi valon osalta vaihteleville
olosuhteille, kuten Repkan ym. (2004) tutkimuksessi&d saattoi vaikuttaa biomassan
maaradn. Esikokeessa havaittu ero saattoi seli@jiutilanteen epatasaisella
solutiheydelld, koska WT-kannan solutiheys oli ¢dithinteessa hieman korkeampi kuin

apd-kannan.

Myo6s varsinaisessa kasvatuskokeessa WT- ja-kagpthan solutineydet poikkesivat
toisistaan, silla kokeen lopussa agdnnan solutiheys oli korkeampi kuin WT-kannan.
Kolmannen vuorokauden kohdalla agdnnan solutihneydessa havaittiin muutoinkin
poikkeava nousu, jonka seurauksena kolmannen vaodan mittauspiste jatettiin
huomioimatta solutiheyskayrassa. §fmittaus ei valttamatta ollut riittavan tarkka
menetelma rihmamaisten syanobakteereiden solugmeyskurantaan, koska solut
asettuivat mittauskyvettiin epatasaisesti. Nayttasekoitettiin huolellisesti ennen
solutiheyden mittaamista, mutta solut laskeutuivapeasti kyvetin pohjalle. Solujen
epatasainen jakautuminen vaikutti kyvetin 1api lewi&n valoon ja nain ollen myds
absorbanssilukemiin.  Syanobakteerisolujen  biomasséisi voitu  maarittaa
vaihtoehtoisesti klorofylli a:n avulla (Garcia-Gal Abella 1986) tai solujen kuivapainon
mittaamisella (Repka ym. 2004). Eri mittausmeneigm tuloksia vertaamalla
biomassan vaihtelusta olisi saatu luotettavampiitysis kuin pelkilla ODRQoo

mittaustuloksilla.

Esikokeessa WT- ja aplannan proteiini- ja RNA-pitoisuudet laskivat ka@mmen

vuorokauden kohdalla. Samaan aikaan solujen jauEas¢ssa oli havaittavissa
vilvevaihe, minka takia transkriptio- ja translagfisot saattoivat laskea. Tulosten
perusteella solujen eksponentiaalinen kasvu alkgbhrammin kuin oli odotettavissa,
silla Anabaena 90 -solujen eksponentiaalisen kasvun on todetkavah uudessa
kasvuymparistéssa vuorokauden kuluttua siirroststksgRepka ym. 2004). Tassa

tydossd WT- ja apekanta sopeutuivat uusiin kasvuolosuhteisiin hitasm kuin
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aiemmissa tutkimuksissa, milla saattoi olla vaiktéu solujen RNA-synteesiin ja

proteiinien muodostumiseen.

Varsinaisessa kasvatuskokeessa proteiinipitoisaoksdotettiin  kasvavan kokeen
loppua kohti, koska kantojen solutiheys lisdantyKuudennen vuorokauden
proteiinisaantoa odotettin  kokeen korkeimmaksi, ska eksponentiaalisessa
kasvuvaiheessa olevat solut ovat muutoinkin herk&ni@jottamiskasittelyille kuin
stationdarivaineen solut (Ryssel ym. 2013). Paikd&audennen vuorokauden
proteiinisaanto oli kokeen alhaisin, mika saattelittya solujen hajoamattomuudella
eristysvaiheessa. Proteiinien eristykseen olisi twokéayttdd puolta pienempid
naytetilavuuksia toteutuneen sijaan, koska kaytetgigenssimaarat eivat valttamatta
olleet riittavia korkean solutiheyden naytteille meéelméan optimoinnista huolimatta.
Toisaalta WT- ja apekannan peptidipitoisuuksien on todettu olevan kasskokeissa
korkeimmillaan 13:nnesta vuorokaudesta eteenp&pK& ym. 2004). Nama muutokset

eivat valttamatta tulleet esille lyhyessa kasvatiskssa.

Varsinaisessa kasvatuskokeessa-&pdnan korkea solumaara selitti sen, etta soluista
eristetyt proteiinipitoisuudet olivat korkeammat ikuWT-solujen. Alhaiset RNA-
pitoisuudet apdkannassa olivat kuitenkin ristiriidassa proteiitosuuksien kanssa.
Naytteiden kerddminen eri kasvatuspulloista vaikattennakoisesti proteiini- ja RNA-
pitoisuuksissa havaittuihin eroihin kantojen valillProteiineja ja RNA:ta saatiin
kuitenkin eristettyd kaikissa aikapisteissa, jotk@ytetyt menetelmat soveltuivat

toteutettuihin kasvatuskokeisiin.

5.2 Proteomien erot

WT- ja apdkannan proteomien valisia eroja tutkittin kahtengzhmé&na
aikapistevertailun sijaan, koska rinnakkaisnay#sidtulokset olivat vaillinaisia.
Lopulliseen tarkasteluun ja tilastolliseen analyysialittiin nelja geelia alkuperaisen
yhdeksan geelin sijaan. Mikali proteomien vertailwlisi voitu tehda
alkuperaissuunnitelman mukaisten naytteiden valfidlemmista kannoista olisi ollut
kolme biologista replikaattia jokaisessa aikapistée Yksittaisten proteiinien erot

olisivat olleet talldin luotettavampia kuin parhamtaan kahden rinnakkaisnaytteen
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perusteella tehty tilastollinen analyysi. Eri ailsdgiden niputtaminen yhteen saattoi
tosin vaaristaa tuloksia, mikali jotakin proteiim@aiintyi tietyssa aikapisteessd enemman

kuin muissa.

Oletuksena oli, etta WT- ja apklannan proteomit poikkeaisivat toisistaan, kosgd-a
kanta ei tuota anabaenopeptilideja (Rouhiainen30600). 18 proteiinin maarassa olikin
tilastollisesti merkitseva ero kantojen valilla. sittéisten proteiinien maarat olivat
useimmin koholla apekannassa, mik&d voi selittyda kannan tuottamilla,
anabaenopeptilidejd korvaavilla yhdisteilla. Mutéainnan on todettu taydentavéan
anabaenopeptilidien puutetta anabaenopeptiiniendosiomisella (Repka ym. 2004).
Syynd on mahdollisesti se, ettd edella mainittypeptidien biologinen vaikutus on
samankaltainen (Namikoshi ja Rinehart, 1996). Aeabaeptilidien muodostamisen
tuomaa hyotya on kuitenkin vaikea arvioida, koskadigteiden merkitys
syanobakteereille on epéselva. Se hankaloittaa taasal myds apekannan

anabaenopeptilidien puutetta vastaan muodostungaidriden selvittamista.

Proteomien erot eivat kuitenkaan selittyneet suoraanabaenopeptilidien ja
anabaenopeptiinien eriavilla maarilla, koska 2D-BlGuosii yli 10 kDa kokoisten

proteiinien ilmaantumista (Barrios-Llerena ym. 2p07Anabaenopeptilidit ja

anabaenopeptiinit ovat kooltaan alle 1 kD (Fujii.yg002), joten molekyylit eivat

erottuneet 2D-DIGE:ssa. Geeleista havaittujen eapkokonaismaard jai muutoinkin
pienemmaksi kuin proteiineja oli teoreettisesti tetlavissa. WT-kannan genomista on
|6ydetty 4738 lukukehystd (Wang ym. 2012), jonkaupteella kannan tuottama
proteiinimadara tassa tyossa olisi voinut olla wilrkinkertainen havaittuihin tapliin

verrattuna. Kaikkia taplia ei kuitenkaan tarkastettanuaalisesti, jolla olisi varmistettu,
ettd kyseessa oli todellinen proteiini roskan sijadinoastaan ne proteiinitaplat
tarkistettiin, joiden maarassa oli tilastollisesterkitseva ero. Kaikki havaitut taplat
eivat siis valttamatta olleet proteiineja, jotertettujen proteiinien kokonaismaara jai
todennakoisesti alhaisemmaksi kuin havaittujen igaplmaara. Toisaalta myos
proteiinien  vaillinainen erottuminen saattoi Vvat#&s havaittujen taplien

kokonaismaaraa. Geeleilla havaitut laaja-alaisglatésisélsivat useita eri proteiineja,
jotka eivat erottuneet selkedsti toisistaan. DeGydgelma saattoi tulkita tallaisten
taplien sisaltavan yksittaisia proteiineja vahemrkém todellisuudessa oli. Proteiinien

horisontaalista erottumista olisi mahdollisesti gmaanut pidempi IEF-ajo.
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Geelielektroforeesiajoa  pidentamalla  olisi  puolasta saatu erilleen eri
molekyylimassaiset proteiinit.

Proteomien valisia eroja vertailtaessa oli syytarhioida, ettd osa taplien sisaltamista
proteiineista saattoi olla keskenaan samoja. Sgr@aiinia on havaittu esiintyvan eri
taplissd, koska proteiineja muunnellaan translaatjglkeen (Huang ym 2002).
Muokkauksen seurauksena proteiinien pl muuttuu, tanuholekyylipaino sailyy
ennallaan. Taman takia saman proteiinin eri muaakettuvat geelille rinnakkain.
Geeleissa rinnakkain esiintyvien téplien kohdalla toki huomioitava, ettd osa
proteiinien pl:n muutoksista saattoi johtua myosstgksen ja 2D-DIGE:n aikana
tapahtuneesta proteiinien hajoamisesta ja kems&Hdismuutoksista, eika yksistaan

translaation jalkeisistd muokkauksista.

Kaytetyt olosuhteet vaikuttivat muutoinkin prote@n erottumiseen. Emaksisen pH-
alueen poissulkeminen suosi esimerkiksi sytoplasprateiineja, koska niiden pl:n on
todettu olevan alhaisempi kuin solukalvon proteimi(Schwartz ym. 2001). Kaiken
kaikkiaan vain pieni osa WT- ja apkbBnnan todennadkdisistd proteiineista saatiin
eroteltua, silla solukalvon proteiineja ei erigtettlainkaan tassa tyossa.
Nestekromatografiin  liitetty massaspektrometrinennalygysi  olisi  soveltunut
laajamittaiseen proteiinien tunnistamiseen, sill&netelma erottelee pienikokoiset
peptidit ja solukalvoproteiinit paremmin kuin 2D-®E (Barrios-Llerena ym. 2007).
Siitd huolimatta 2D-DIGE:n kayttd6 oli perusteltu&oska menetelman avulla

proteomien eroja oli helppo visualisoida.

Tilastollisesti merkitsevien proteiinien tunnistam@n olisi ollut mielenkiintoista, koska
se olisi selvittanyt mahdollisia eroja kantojen emnvaihdunnassa. Hopeavarjattyja
geeleja ei kuitenkaan voitu hyodyntaa proteiinieistémiseen, koska proteiinitaplat
varjaantyivat geeleissa valillinaisesti. Tulos atiriitainen kirjallisuuden kanssa, koska
syanobakteereista peraisin olevia proteiinejatsigiél geeleja on varjatty onnistuneesti
hopeavarilla (Suzuki ym. 2006). Varjaysaika taggssa saattoi olla liian lyhyt, vaikka
geelit varjattiin valmistajan suositusten mukaiséBio-Rad 2011). Proteiinit eivat
kuitenkaan olleet identtisia, joten pidempi vargika olisi voinut parantaa
lopputulosta. Toinen mahdollinen syy heikkoon Wwiyéyyteen saattoi olla

kiinnitysvaiheesta peraisin olevat etikkahappojdamptka estavat proteiinien
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varjaytymista (Bio-Rad 2011). Kiinnostavien protéin visualisoiminen ja poimiminen
geeleiltd tunnistusta varten oli mahdotonta, josgm proteomien valisiin eroihin jai
avoimeksi. Maariltdan eriavat proteiinit liittyivébdennakadisesti tunnistamattomiin

aineenvaihduntareaktioihin.

Tulosten vertailua muihin tutkimuksiin rajoitti settdAnabaena 90 -kannan proteomeja
ei ole kartoitettu aiemmin. Sen sijaAnabaena variabilis -kannan proteomianalyysista
saadut tulokset ovat osoittaneet, etta yhdelta Dy@élilta on ollut tulkittavissa noin
470 proteiinitdplaa (Barrios-Llerena ym. 2007). S@dy0ssa yksi geeli sisélsi aina
kahdesta kannasta perdisin olevat proteiinit seddisen standardin, joten havaittujen
taplien kokonaisméaara saattoi olla sen takia karl@ii on huomioitava, etta kaikki
havaitut taplat eivat valttamatta olleet proteigmgisid. Vastaavanlaista proteomien
vertailua villityyppi- ja mutanttisyanobakteerikajgn valilla on tehty I[&hinna
Synechococcus-sukuun  kuuluvilla  syanobakteereilla, joiden solkgantumiseen
littyvid vasteita on vertailtu keskenaan (Koksharoym. 2007). Koksharovan ym.
(2007) tutkimuksessa kaytettiirSynechococcus-suvun Vvillityyppikantaa ja siita
valmistettuja, jakaantumaan kykenemattomia mutgntfeutkimuksessa todettiin, etta
44 proteiinin maarassa oli tilastollisesti merkv&esro villityypin ja mutanttien valilla.
Tassa tyossa kaytetty kapea-alainen IPG-liuskaosaselittaa sen, etta tilastollisesti

merkitsevasti eroavien proteiinien maara oli alkailVT- ja apdkannan valilla.

5.3 Anabaenopeptiliditranskriptien esiintyminen

RNA-naytteiden DNA-kontaminaatiota tutkittin 16 RMA PCR:n avulla. Alukkeiksi
valittin ~ syanobakteeriyleisalukkeet, @ koska 16S  fMR@keneja esiintyy
syanobakteereiden genomissa useita (Nubel ym. 1B®VA:n puhtauden tarkistaminen
olisi onnistunut myo6s apd-alukkeiden avulla, m&pd-syntetaasigeeneja esiintyy WT-
ja apd-kantojen genomissa vain kerran. Mikali juosteetsivht olleet heikkoja
agaroosigeelillda, RNA-naytteiden DNA-kontaminaatisi voinut jdada havaitsematta.
Jos kannat eivat olisi ilmenténeapd-syntetaasigeeneja, myds DNA-kontaminaatio
olisi jaanyt havaitsematta. 16S rRNA:n monistaminkmuutoinkin perusteltua, koska
rRNA:ta koodaavat geenit ovat vakaampia kuin pnoégh koodaavat geenit (Nibel
ym. 1997).
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RT(-) -naytteissa ei havaittu monistumista, joteNAdXkontaminaatiota ei esiintynyt.

Tuloksen perusteella voitiin todeta, etta RNA-ngéiglen DNaasikasittely oli riittava.

Mikali naytteet olisivat sisdltaneet DNA-jdamiapd-PCR:std saadut positiiviset
tulokset olisivat kuvastaneet mahdollistapd-syntetaasigeenien ilmentymisen lisaksi
my0s DNA-kontaminaatiota. Sen sijaan RT+ -naytteisdi monistumista, jonka

perusteella RNA:n eristiminen ja kdantaminen cDNAkaanteiskopioijaentsyymin

avulla onnistuivat. Tuloksen perusteella cDNA-néyét voitiin  kayttaa apd-

syntetaasigeenien ilmentymisen tutkimiseen.

WT- ja apdkannan kykya muodostaa anabaenopeptilideja onitttutlaiemmin
(Rouhiainen ym. 2000), muttaapd-syntetaasigeenien ilmentymisestd ei ole
tutkimustietoa. Taman tyon perusteella WT- ja “dqhnan kaikki kuusiapd-
syntetaasigeenia ilmentyivat. Juosteiden koko axggeelielektroforeesissa vastasi
alukkeiden monistamaa aluetta cDNA:sta. Juosteidahvuuden perusteella ei
kuitenkaan voitu arvioida yksittaisten transkriptimaaraé, koska polyakryyliamidigeeli
ei ollut riittavan tarkka transkriptien kvantitaiseen analysointiin. Kantojen valisia
eroja transkriptien tuottomaarissa olisi voitu tatkvantitativisen PCR:n avulla.
Menetelmalla olisi saatu selvillgpdA-geenin sisdltaman insertin vaikutus akdnnan
tuottamien transkriptien maaraan, mika olisi pafjaat mahdollisia eroja WT- ja apd

kannan transkriptien tuotossa.

Insertin ajateltiin estdvan ainakapdA-geenin toimintaa, jotempd-syntetaasigeenien
iimentyminen apdkannassa oli yllattdvaa. Kloramfenikoli-O-asetirdnsferaasigeeni
ei kuitenkaan ollut estepd-transkriptien muodostumiselle. KantojepdA-geeniin
sitoutuva aluke suunniteltiin siten, etta se Kiityni apdA-geenin loppuosaan, apd
kannassa insertin jalkeen. Talla varmistettin s apdA-geenin ilmentyminen
havaittiin kokonaisuudessaaapdA-geeni olisi voinut muodostaa mRNA:ta inserttiin
saakka, jonka jalkeen geenin ilmentyminen olisidygnyt mutaation takia. Mikali
aluke olisi suunniteltuapdA-geenin alkuun, vaillinainen ilmentyminen olisiajéyt
paljastumatta. Tosin on mahdollista, ettd insevdikutti tuotettujen transkriptien
maaraan. Siitda huolimatta agdnta ei voi koostaa transkripteista toimivia
anabaenopeptilidisyntetaaseja, jolloin anabaendpkgt muodostuminen estyy. Tata
tukee havainto, ettd apklannan ei ole havaittu muodostavan anabaenomkyp#li90A
ja 90B, toisin kuin WT-kannan (Rouhiainen ym. 2Q00)



56

6 JOHTOPAATOKSET

Tassa tyossa vertailtitAnabaena 90 -syanobakteerin WT ja apkannan proteomien
valisia eroja ja anabaenopeptilidisyntetaasigeemli@entymista. Kantojen proteomit
poikkesivat toisistaan, mika Vviittaa eroihin kaeto] aineenvaihdunnassa.
Anabaenopeptilidisyntetaasigeenit ilmentyivat mate@ssa kannoissa, joteapdA-
geenissa sijaitseva insertti ei vaikuttanut dg@hnan kykyyn tuottaapd-transkripteja.
Toimivien apd-syntetaasien puute agkhnnassa saa kuitenkin aikaan vasteita, jotka

poikkeavat WT-kannasta. Tama selittda kantojereprokeissa havaittuja eroja.

Tekniset hankaluudet estivat proteomien vertailuragapisteiden valilla, joten eroja
tarkasteltiin yleisesti WT ja ap#annan valilla. Kokeen toistaminen useammilla
rinnakkaisnaytteilla olisi paikallaan, jotta tulest paikkansapitavyydesta saataisiin
lisdvarmuutta. Rinnakkaisnaytteet mahdollistaisingtos kantojensisdisen ja -valisen
aikapistevertailun, mika antaisi jatkossa arvokasitftoa yksittdisten proteiinien

vaihtelusta eri aikapisteissa. Kasvatuskoetta alikit myds mahdollista taydentaa
bioaktiivisten yhdisteiden analysoinnilla, mika spliselventanyt eroja esimerkiksi
kantojen tuottamissa anabaenopeptiinien ja anapaptbdien maarissd. Tydssa
paadyttin  kuitenkin  keskittymdan kantojen proteemi ja apd-transkriptien

iimentymisen tutkimiseen ja menetelmien omaksunnisee

Proteomiikassa kaytettavien menetelmien hallitsemion avainasemassa, koska eri
tyOvaiheita on useita ja monet niistd vaativat ty@isi. TyOvaiheissa esiintyvia
epakohtia on mahdollista havaita kokemuksen myat@®ghtia niihin vaihtoehtoisia
ratkaisuja. Menetelmien optimointi valittuja oloseita vastaaviksi on myods tarkeaa,
jotta menetelmat sopivat kayttotarkoitukseensasdalta olisi ollut mielekasta perehtya
muiden tyOtapoihin ja toteuttaa menetelmia eri vslajien ohjeistuksella. Nyt
tyovaiheet suoritettin  GE Healthcaren ja Amershdiosciencesin ohjeistuksia

mukaillen, koska kaytossa olleet laitteet ja reagérolivat heidan valmistamiaan.

Tulokset antoivat kuitenkin viitteita siita, ettdTwja apd-kannan proteomien vertailu
oli perusteltua. Jatkoa ajatellen tilastollisesarhkitsevien proteiinien tunnistaminen ja
apd-transkriptien maaran analysointi olisi oleellidie paljastaisivat syita WT- ja apd

kannan proteomien eroavaisuuksiin ja antaisivatiesoaAnabaena 90 -syanobakteerin
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aineenvaihdunnasta. Tiedon avulla olisi mahdolligippia ymmartdmaan niita
mekanismeja, joilla Anabaena 90 -syanobakteerikanta saatelee bioaktiivisten
yhdisteiden tuottoa. Tama lisaisi mahdollisesti mydietdmysta molekyylien

merkityksesta tuottajalleen.
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LITTEET

LIITE 1: Z8X-elatusaineen valmistaminen (Kotai 1972

Kantaliuos Z8XI

MgSOy-7H,0 2,5 g
CaCh-2H,0 3,7 g
NaCl 32,1 ¢

H,O 1000 ml

Kantaliuos Z8lI

KoHPO, -:3H0 2,5 g
NaCOs;2,1 g
H>O 1000 ml

Kantaliuos Z8llII

Fe-liuos: EDTA:Na-2H,0-liuos:
FeCk-6H0 2,8 g EDTA39¢
0,1 M NaCl 100 mi 0,1 M NaOH 100 ml

10 ml Fe-liuosta sekoitettiin 900 ml MilliQ-vettdoukkoon lisattiin 9,5 ml EDTA-

liuosta ja taytettiin 2000 ml asti.

Hivenaineliuos

Kantaliuokset:

1. NaWQ,-2H,0 0,330 g/100 ml

2. (NH4)6M07024' H,O 0,880 g/lOO ml
3. KBr 1.200 g/100 m|

4. KJ 0,830 g/100 ml

5.ZnSQ-7H,0 2,870 g/100 ml

6. Cd(NQ),-4H,0 1,550 g/100 ml

7. Co(NQ),-6H0 1,460 g/100 ml

8. CuSQ-5H,0 1,250 g/100 ml

9. (NH4)2Ni(SOy)2-6H,0 1,980 g/100 ml
10. Cr(NQ)3-9H,0 0,410 g/100 ml

11. V,05 0,089 g/l

12. Al(SQOy)3K SOy 2410 4,740 g/100 ml

Liuoksia 1-10 sekoitettiin 1 ml ja liuoksia 11 j& 10 ml 700 ml MilliQ-vetta. Liuos

taytettiin 1000 ml asti MilliQ-vedell& ja sailytett valolta suojattuna.
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Z8X-elatusaine

Z8XI 5 ml
Z8l1 5 ml
Z8I1I1 5 ml

hivenaineliuos 5 ml

250 ml MilliQ-vetta kuplitettiin hiilidioksidilla,jotta ravinteet eivat sakanneet. Veteen
lisattiin kantaliuokset ja hivenaineliuos. Liuog/tgttiin 500 ml asti MilliQ-vedella ja

autoklavaoitiin.
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LIITE 2: Proteomiikassa kaytetyt liuokset (GE Healre 2010)

Kostutusliuos

TMurea?2lg

2 M tiourea 7,6 g

4% CHAPS 2 g

1 % bromfenolisininen 20l
MilliQ-vesi 50 ml

Aineet punnittiin, sekoitettiin keskendan ja jastfi,5 ml putkiin. Putket pakastettiin -
20 °C. Putkiin lisattiin 30 mg DTT:ta ja 30 IPG-puskuria (pH 4-7) ennen kayttoa.

Low melt -agaroosi 0,5 %

Agaroosi 0,5 g
10 x TGS-puskuri 100 ml
1 % bromfenolisininen 200l

Agar punnittiin ja sulatettiin puskuriin. Lopukseakseen lisattiin bromfenolisininen ja
seos jaettin 2 ml putkiin. Putkia sailytettin meenlammaossa. Agar sulatettiin

mikroaaltouunissa ennen kayttoa.

SPS-reagenssi

7Murea2lg

2 M tiourea 7,6 g

4% CHAPS 2 g

30 mM Tris-emés 182 g
MilliQ-vesi 50 ml

Aineet punnittiin ja liuotettiin MilliQ-veteen. Lioksen pH sdadettiin 8,5 0,1 M
NaOH:lla. Liuos jaettiin 1,5 ml putkiin ja pakadtet -20 °C.

Tasapainotusliuos

6 M urea 144,2 g

75 mM Tris-emas-HCI pH 8,8
30 % glyseroli 168,4 g

2% SDS 8,09

1 % bromfenolisininen 80l

Aineet punnittiin ja liuotettiin keskendan. Liuasejtiin 50 ml putkiin ja pakastettiin -20

°C . Liuoksista valmistettiin DTT-tasapainostupus&ya jodoasetamidipuskuria juuri
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ennen kayttbd.  DTT-liuos valmistettiin lisddmal@5 g DTT:ta / putki ja
jodoasetamidiliuos lisdamalla 1,25 g jodoasetaniigiatki.
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LIITE 3: Hopeavarjays yhdelle isolle geelille (GQmb ja Chavko 1987)

Kiinnitysliuos

Metanoli 200 ml 50 % v/v
Etikkahappo 40 ml 10 % v/v
Fiksatiivi 40 ml 10 % v/v
MilliQ-vesi 120 ml 30 % v/v

Hopeavariliuos

MilliQ-vesi 50 ml
Hopealiuos 7,5 ml
Pelkistysliuos 7,5 ml
Kehitysliuos 7,5 ml
Varinmuodostusliuos 75 ml

Hopea-, pelkistys- ja kehitysliuos sekoitettiin N@Ql-veteen magneettisekoittajassa.
Varinmuodostusliuos lisattiin edellisten joukkoamiji ennen kayttoa.

Pysaytysliuos
Etikkahappo 200 ml 5 % v/v



