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Bioteknologian tärkeimpiä vaatimuksia on pystyä eristämään tutkittava proteiini suuresta jou-
kosta muita proteiineja. Eristäminen tapahtuu usein erilaisilla kromatografisilla menetelmillä, mutta 
kohdeproteiini on myös mahdollista kalastaa proteiiniliuoksesta tarpeeksi spesifisen sitoutumisen 
avulla. Tällöin kohdeproteiini voidaan esimerkiksi kaapata biosensorille suoraan lysaatista tai poti-
lasnäytteestä. Riittävän spesifisen sidoksen aikaansaamiseksi proteiinin ja biosensorin syöttimole-
kyylin välille pitää syntyä tarpeeksi heikkoja ja vahvoja sidoksia.  

Avidiini on kananmunan valkuaisen proteiini, joka muodostaa voimakkaan, ei-kovalenttisen si-
doksen biotiinin kanssa. Biotiini on pieni molekyyli, joka voidaan liitää proteiineihin tai muihin mo-
lekyyleihin karboksyyliryhmästään kuitenkaan menettämättä sen sitoutumiskykyä avidiiniin. Tätä 
ominaisuutta on hyödynnetty erilaisten kohdemolekyylien sitomisessa niin biosensoreille kuin myös 
moniin erilaisiin materiaaleihin bioteknologisissa sovelluksissa. Avidiinissa on neljä biotiinin sito-
mispaikkaa, joka mahdollistaa sen sitoutumisen esimerkiksi biosensorille jättäen kuitenkin samaan 
proteiiniin vapaita sitoutumispaikkoja biotinyloiduille ligandeille. 

Biosensorille sitoutuneen avidiinin irrottaminen biotiinista on haastavaa, jos on tarvetta uudel-
leen käyttää samaa sensoria. Irrottaminen saattaa onnistua käyttämällä vahvoja kemikaaleja kuten 
happoja, jotka voivat vahingoittaa puolestaan itse sensoria tai tutkittavia molekyylejä. 

SwitchAvidiini on avidiinin mutanttiversio, jonka biotiininsitomiskyky on riippuvainen pH-arvosta. 
Sitä on siten mahdollista hyödyntää biosensoreissa avidiinin tavoin kuitenkaan tuhoamatta arvo-
kasta sensoria vahvoilla kemikaaleilla, koska se voidaan irrottaa sensorista alentamalla pH-arvoa. 
Biotinyloitu biosensorin pinta voidaan uudelleen käyttää lisäämällä sille uusi kerros SwitchAvidiinia 
neutraalissa tai emäksisessä pH:ssa. 

Toinen bioteknologisiin tutkimuksiin kehitetty proteiinien kiinnittämismenetelmä on SpyCatcher-
SpyTag proteiinipeptidi -pari, jotka voidaan liittää muihin proteiineihin molekyylibiologian keinoin. 
Menetelmässä SpyCatcher proteiinin ja SpyTag peptidin välille liuoksessa muodostuu spontaanisti 
kovalenttinen isopeptidisidos.  

Tässä työssä tutkittiin, voitaisiinko liittämällä SpyTag SwitchAvidiiniin, hyödyntää SwitchAvidii-
nin hallittavaa biotiinin sitomiskykyä ja SpyTagin ja SpyCatcherin välille muodostuvaa kovalenttista 
sidosta bioteknologisissa sovelluksissa. 

Tutkielmassa tarkasteltiin kolmea rekombinanttisella DNA-teknologialla valmistettua SwitchAvi-
din-SpyTag-fuusioproteiinia, joihin oli lisätty vaihteleva määrä (1, 3 tai 5 kappaletta) SpyTag pepti-
dejä C-terminaaliseen päähän. Fuusioproteiinit pyrittiin eristämään affiniteettikromatografialla 2-
iminobiotiiniresiinin avulla ja puhdistustulokset analysoitiin geelielektroforeesilla. Tulosten perus-
teella kaikki versiot onnistuttiin tuottamaan, mutta ne eivät sitoutuneet affiniteettikromatografiassa 
käytettyyn resiiniin. Fuusioproteiinin kykyä sitoa biotiinia tutkittiin eristyksen yhteydessä ja havain-
not varmistettiin myös fluoresenssispektrometrisillä mittauksilla. 

Tuotetut fuusioproteiinit eivät sitoneet 2-iminobiotiinia tai biotiinia, eikä SpyCatcher-SpyTag 
isopeptidisidos muodostunut koeputkessa. Oletettavasti SpyTag peptidi häiritsee SwitchAvidiinin 
biotiinin sitomiskykyä, joka tarkoittaa, ettei fuusioproteiini sovellu suunniteltuihin käyttötarkoituksiin. 
 
Avainsanat: avidiini, biotiini, SpyTag, SpyCatcher, streptavidiini, avidiini-biotiini teknologia, biosen-
sori, streptavidiini, SwitchAvidiini 
Tämän julkaisun alkuperäisyys on tarkastettu Turnitin OriginalityCheck –ohjelmalla. 
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1. JOHDANTO 

Laboratoriotutkimuksissa on usein tarpeen eristää ja havaita tiettyjä kohdemolekyylejä. Tyypillinen 

tapa tämän saavuttamiseksi ovat erilaiset biosensorit, joiden pinta on käsitelty siten, että siihen on 

mahdollista suoraan tai välillisesti sitouttaa tutkittava molekyyli. Yleinen bioteknologisissa analyy-

seissä käytetty biosensori perustuu biotiinimolekyylin ja avidiiniproteiinin välille muodostuvaan si-

dokseen. Biotiinia hyödyntävissä sensoreissa sensorin pinta on biotinyloitu, ja avidiinit sitoutuvat 

biotiinin välityksellä sensoriin. Sensoriin sitoutuneeseen avidiiniin jää vapaita sitoutumispaikkoja 

biotiinille, ja siihen on siten mahdollista liittää biotinyloitu syöttimolekyyli. Syöttimolekyyli puolestaan 

sitoo varsinaista biosensorimittauksen kohdemolekyyliä. (Zauner ym. 2016) 

Avidiinin ja biotiinin välinen sidos on ei-kovalenttinen, mutta erittäin luja. Tämän vuoksi avidiiniin 

sitoutuneen syöttimolekyylin vaihtaminen on haasteellista ja vaatii usein käsittelyä vahvoilla pus-

kuriliuoksilla ja pesuaineilla. Käytännössä on tyypillisesti tarpeellista korvata biosensori uudella, ja 

sitouttaa siihen uudelleen avidiinia ja syöttimolekyyliä. Tästä aiheutuu vaivaa ja kuluja. Ratkaisuna 

ongelmaan on avidiinista kehitetty geenitekniikan menetelmin vaihtoehtoisia versioita, joissa biotii-

nin sitoutumista on mahdollista hallita. (Zauner ym. 2016) 

SwitchAvidiini on avidiinimutantti, jonka biotiininsitomiskyky on riippuvainen pH-arvosta. Toisin sa-

noen se on mahdollista sitouttaa ja irrottaa biosensorista muuttamalla sen ympäristön pH-arvoa. 

SwitchAvidiinin toiminta-alue ei ole erityisen hapan tai emäksinen, joten tutkittavat molekyylit eivät 

vaurioidu ympäristön muuttuvan happamuuden tai emäksisyyden vaikutuksesta. Biotiinin ja 

SwitchAvidiinin muodostama sidos ei kuitenkaan ole kovalenttinen, ja sensorin huuhtelun yhtey-

dessä matalassa pH:ssa irtoaa kohde- ja syöttimolekyylin lisäksi SwitchAvidiini, jonka jälkeen sen-

sori voidaan taas aktivoida uudestaan SwitchAvidiinilla. (Taskinen ym. 2014) 

Menetelmää voitaisiin kehittää edelleen, jos SwitchAvidiiniin olisi mahdollista sitoa kovalenttisesti 

syöttimolekyylejä. SpyCatcher-SpyTag teknologia perustuu eräästä bakteerista eristettyyn prote-

iinidomeeniin, jonka rakennetta vahvistaa kahden aminohapon välinen isopeptidisidos. Domeeni 

on edelleen pilkottu kahteen osaan, jotka osallistuvat isopeptidisidoksen muodostumiseen. Osien 

yhdistäminen koeputkessa saa aikaan spontaanin isopeptidisidoksen osien välille. (Hatlem ym. 

2019) 

Liittämällä SpyTag SwitchAvidiiniin olisi teoriassa mahdollista sitouttaa SwitchAvidiini biosensoriin, 

jonka pintaan on kiinnitetty SpyCatchereita tai sitouttaa SwitchAvidiini biotiinilla päällystettyyn sen-

soriin ja sen jälkeen kalastaa SpyTagillä syöttimolekyyli, johon on liitetty SpyCatcher. Ensimmäi-

sessä tapauksessa SwitchAvidiini olisi siten sitoutunut kovalenttisesti sirun pintaan, ja sen käsittely 



5 

 

puskuriliuoksilla irrottaisi siihen sitoutuneet molekyylit irrottamatta kuitenkaan SwitchAvidiinia. Jäl-

kimmäisessä tapauksessa puolestaan syöttimolekyyli ei irtoa SwitchAvidiinista. Tässä kandidaa-

tintutkielmassa esitellään taustat, menetelmät ja tulokset SwitchAvidiini-SpyTag-fuusioproteii-

nituotteiden tuottamisesta, eristyksestä ja karakterisoinnista. 

2. TUTKIMUKSEN TAUSTAT 

2.1 Avidiini, SwitchAvidiini ja biotiini 

Avidiini on tetrameerisenä kompleksina esiintyvä glykoproteiini, jonka kukin identtinen alayksikkö 

on massaltaan 16,4 kDa, kompleksin ollessa siten 66 kDa kokoinen (Hermanson, 2013). Luon-

nossa avidiinia on havaittu lintujen munanjohtimissa ja munissa, sekä sammakoiden kudun hyyte-

lössä, joissa sen ajatellaan toimivan antimikrobiaalisena aineena (Green, 1975).  

Avidiinin kanssa homologisia proteiineja on eristetty lisäksi useista bakteereista, joista muutamia 

ovat bradaviini II ja streptavidiini (Helppolainen, 2009). Sammankonkudusta eristettyä avidiinia kut-

sutaan puolestaan xenavidiiniksi (Määttä ym. 2009). 

Avidiineja yhdistää rakenteen lisäksi niiden kyky sitoa biotiinia. Avidiinin tetrameerinen kompleksi 

sitoo neljä biotiinimolekyyliä ei-kovalenttisesti, mutta kuitenkin käytännössä lähes peruuttamatto-

masti. Avidiini-biotiinikompleksi (kuva 1) muodostuu nopeasti, ja muodostuttuaan biotiini ei irtoa 

helposti edes kemiallisten aineiden tai pH:n muutoksen vaikutuksesta. Avidiini-biotiinisidos on erit-

täin spesifi ja yksi vahvimmista luonnossa tavatuista ei-kovalenttisista sidoksista (dissosiaatiovakio 

Kd ≈10−15 M). (Jain ja Cheng, 2017)  

Voimakas sidos on olennainen avidiinin oletetulle biologiselle merkitykselle. Antimikrobiaalisen vai-

kutuksen uskotaan perustuvan siihen, että biotiinista aineenvaihdunnassaan riippuvaiset mikrobit 

eivät menesty avidiinin sitoessa kaiken vapaan biotiinin. (Green, 1975) 

Biotiini on pieni vesiliukoinen molekyyli, joka tunnetaan myös nimillä myös B7- ja H-vitamiini. Ai-

neenvaihduntaan biotiini osallistuu mm. toimimalla koentsyyminä tietyille karboksylaaseille ja vai-

kuttamalla geenien ilmentymiseen. (Riveron-Negrete ja Fernandez-Mejia, 2017) 

Yksi varhaisista havainnoista biotiinin biologisesta merkityksestä ja sen yhteydestä avidiiniin saatiin 

tutkimuksesta, jossa rottien ruokavalion ainoana proteiinilähteenä oli kuivattu munanvalkuainen - 

rotat kuolivat ennenaikaisesti ja niillä oli vakavia iho-oireita, karvattomuutta ja epänormaali ruumiin 
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muoto (Boas, 1927). Biolääketieteellisessä tutkimuksessa biotiini on erittäin tärkeä, sillä se on mah-

dollista liittää proteiineihin karboksyylihapporyhmästään, kuitenkaan heikentämättä merkittävästi 

sen sitoutumista avidiiniin tai häiritsemättä liitetyn proteiinin toimintaa (Chivers ym. 2010). 

 

Kuva 1. Avidiinien muodostama tetrameeri, johon on sitoutunut neljä biotiinimolekyyliä. Avidii-

nialayksiköt esitetty eri väreillä, ja ligandina sitoutunut biotiini violettina. (https://www.rcsb.org/3d-

view/1AVD, 26.3.2024) 

Erilaisia avidiineja on useita, ja niiden ominaisuuksissa on eroja. Streptomyces avidinii -bakteerista 

eristetystä streptaviidinista irtoavan biotiinin dissosioitumisaste on vapaan biotiinin tapauksessa 

noin sata kertaa suurempi kuin avidiinilla, mutta kun biotiini on konjugoitu toiseen molekyyliin, dis-

sosioitumisaste streptavidiinilla on noin sata kertaa pienempi kuin avidiinilla. Avidiinit sitovat biotii-

nia tiukasti ainoastaan, kun ne ovat muodostaneet tetrameerisen kompleksin, jossa alayksikköä 

kohden sitoutuu yksi biotiinimolekyyli. (Taskinen ym. 2014) 

SwitchAvidiini on avidiinimutantti, joka luotiin vaiheittain muokkaamalla avidiinin aminohappoketjua 

pyrkimyksenä tehdä biotiini-avidiinisidoksesta helpommin peruutettava. Johtuen avidiinin kyvystä 

sitoa biotiinia ainoastaan tetrameerisessa muodossa, tehtiin alayksiköiden väliseen rajapintaan 

aminohapon vaihdos, jossa 96. aminohappo metioniini korvattiin histidiinillä (M96H). Luotu avidii-

nimutantin tetrameerirakenne hajosi ja vapautti siten biotiinin, kun sen ympäristön pH-arvoa las-

kettiin miedon pesuaineen läsnäollessa. Konjugoituneen biotiinin sitoutumista pyrittiin paranta-

maan korvaamalla arginiini leusiinilla (R114L), joka esiintyy myös streptavidiinissa tällä kohdalla. 

Sekvenssiin tehtiin vielä kolme isoelektristä pistettä neutraloivaa muutosta (K9E, R124H ja K127E). 

Lopputuloksena saatu SwitchAvidiini sitoi hyvin konjugoitunutta biotiinia, ja se oli regeneroitavissa 

https://www.rcsb.org/3d-view/1AVD/1?preset=symmetry&symindex=0
https://www.rcsb.org/3d-view/1AVD/1?preset=symmetry&symindex=0
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kevyellä happo- ja pesuainekäsittelyllä. Peruutettavissa olevalla biotiinin sitomisella on laajoja käyt-

tökohteita biokemiallisissa analyyseissä, joissa tutkitaan biotinyloituja molekyylejä biosensorien 

avulla. (Taskinen ym. 2014) 

2.2 SpyTag ja SpyCatcher 

Elämän kannalta olennaiset makromolekyylit, proteiinit, ovat polymeerejä, jotka koostuvat amino-

hapoista. Aminohappoja yhdistää samanlainen runko, johon liittyy kullekin aminohapolle ominainen 

sivuketju. Proteiinien primäärinen rakenne, eli polymeerin aminohappojärjestys ketjussa, perustuu 

aminohappoyksiköiden välille muodostuviin kovalenttisiin alfa-peptidisidoksiin.  

Proteiinipolymeerillä on myös kolmiulotteinen tertiäärinen rakenne, joka on proteiinin toiminnan 

kannalta olennainen ja määräytyy aminohappojärjestyksen perusteella. Kolmiulotteinen rakenne 

muodostuu proteiinin rungon ja sivuketjujen heikoista vuorovaikutuksista toistensa ja ympäristön 

välillä. Heikkoja sidoksia ovat esimerkiksi vetysidokset ja Wan der Waalsin voimat. Proteiineilla on 

usein myös tertiääristä rakennetta vahvistavia sisäisiä kovalenttisia sidoksia, kuten kahden kysteii-

nin välille muodostuvat rikkisillat eli disulfidisidokset. (Haim ym. 2021) 

Streptococcus pyogenes on ihmiselle patogeeninen, yleinen bakteeri, joka elää muun muassa 

iholla ja kurkussa. Tyypillisiä sen aiheuttamia tauteja ovat iho- ja hengitystietulehdukset (Bessen 

ym. 2005, Siemens ja Lütticken, 2021). Ominaisuuksiltaan se on Gram-positiivinen, fakultatiivinen 

anaerobi ja elää usein vähähappisissa ympäristöissä (Gera ja McIver, 2013). Rikkisiltojen muodos-

tuminen on epäedullista vähähappisissa ympäristöissä, eivätkä sellaisessa ympäristössä elävät 

bakteerit siten pysty vahvistamaan proteiinirakenteitaan tehokkaasti niiden avulla. Vahvistaakseen 

proteiinirakenteita useat bakteerit ovat kehittäneet vaihtoehtoisia ratkaisuja rikkisilloille. (Zakeri ym. 

2012) 

Patogeenisilta bakteereilta on tunnistettu solukalvoltaan useita proteiineja, invasiineja, jotka ovat 

tärkeitä solun sisään tunkeutumisen kannalta taudinaiheuttamisen yhteydessä. S. pyogenes, kuten 

usea muu kokkibakteeri, ilmentää solukalvollaan invasiinia nimeltään FbaB. FbaB koostuu kol-

mesta domeenista, joiden välillä on järjestäytymätöntä aminohappoketjua. Yksi näistä domee-

neista on nimeltään CnaB2. Fbabin kolmiulotteisen rakenteen määrityksen yhteydessä havaittiin, 

että CnaB2 proteiinissa esiintyy kahden aminohapon sivuketjun välillä poikkeuksellinen sidos, jota 

kutsutaan isopeptidisidokseksi (kuva 2).  Sidos muodostuu asparagiinin ja lysiinin välille samassa 

domeenissa esiintyvän glutamaatin katalysoimana lujittaen rakennetta kuin rikkisilta. (Hagan ym. 

2010) 
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Kuva 2. CnaB2 domeenissa esiintyvä kahden beetalaskoksen välille muodostunut isopeptidisidos. 

(https://www.rcsb.org/structure/2x5p, 26.3.2024) 

FbaB pilkottiin, ja CnaB2 domeenia muokattiin edelleen pilkkomalla se kahteen osaan. Saaduista 

kappaleista suurempi oli noin 138 aminohapon kokoinen proteiinidomeeni, joka sisälsi asparagii-

nihapon ja katalyyttisen glutamaatin. Pienempi kappale oli noin 13 aminohapon kokoinen peptidi-

ketju, sisälsi isopeptidisidokseen osallistuvan lysiinin. Suurempi kappale nimettiin SpyCatcheriksi 

ja pienempi SpyTagiksi. Laboratoriokokeissa osoitettiin, että kun SpyCatcheria ja SpyTagia sekoi-

tettiin koeputkessa, muodostivat ne spontaanisti ja nopeasti pienilläkin pitoisuuksilla kovalenttisen 

isopeptidisidoksen SpyTagin lysiinin ja SpyCatcherin asparagiinihapon välille. (Hatlem ym. 2019) 

2.3 SwitchAvidin-SpyTag 

SwitchAvidin-SpyTag on fuusioproteiini, jossa SwitchAvidiinin C-terminaaliseen päähän liitettiin 

yksi tai useampia SpyTag peptidejä (kuva 3). Fuusioproteiini suunniteltiin tietokoneella ja luotiin 

DNA-rekombinanttiteknologialla yhdistämällä SwitchAvidiinia koodaavaan sekvenssiin SpyTagia 

koodaava sekvenssi, jotka sisällytettiin plasmidiin. SpyTagien ja SwitchAvidiinin sekvenssien välillä 

oli PAS-toistojaksoja. Lisäksi N-terminaaliseen päähän lisättiin signaalisekvenssi, joka ohjasi tuot-

tajabakteerin erittämään proteiinin solunulkoiseen tilaan. Signaalisekvenssi tyypillisesti poistetaan 

E. colin aineenvaihdunnassa translaation jälkeisenä muokkauksena (https://servi-

ces.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/, 21.4.2024). 

Fuusioproteiini tuotettiin Escherichia coli bakteereissa, joihin transformoitiin plasmidi (kuva 4 – 6) 

lämpöshokin avulla. 

https://www.rcsb.org/structure/2x5p
https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/
https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/
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Kuva 3. SwitchAvidin-SpyTagX1 fuusioproteiinin kolmiulotteinen rakenne ennustettuna 
AlphaFold palvelun avulla. 

3. MATERIAALIT JA MENETELMÄT 

Menetelmissä kuvataan paikoitellen toteutusta yhdelle näytteelle, mutta käytännössä kaikki kolme 

(SwitchAvidin-SpyTagX1, -X3 ja -X5) näytettä käsiteltiin identtisesti. Kappaleen 3 alaluvussa 1 ku-

vataan lopullista puhdistusyritystä, mutta vastaavia puhdistusyrityksiä tehtiin muutama kerta pienin 

muutoksin. Näiden muutosten pääasiallinen tarkoitus oli varmistaa, että ensimmäisen toteutuksen 

tulokset eivät olleet seurasta reagenssiin tai menetelmään liittyvästä syystä. 

Lisäksi tulosten tueksi suoritettiin analyysi uudella biotiiniresiinillä ja asteittain väkevämmällä (0,5, 

1, 2, 4 M) etikkahapolla eluoimalla, sekä ottamalla SDS-PAGEen näytteet myös resiinistä (kuva 9).  

Tutkimuksissa käytetyistä puskureista emäksinen puskuri (pH 11) oli 50 mM Na2CO3, 1 M NaCl. 

Happamamman TRIS puskurin pH-arvo oli 8. 
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3.1 Proteiinin puhdistus ja karakterisointi 

3.1.1 Proteiinin tuottaminen 

Fuusioproteiinien sekvenssit ja plasmidikartat (kuva 4 – 6) suunniteltiin SnapGene® 3.0.3 ohjel-

mistolla. Plasmidiin sisällytettiin lac repressori geeniekspression säätelyyn, sekä KanR jakso, jolla 

annettiin tuottajabakteereille kanamysiiniresistenssi. Tutkimukseen suunniteltiin kolme fuusiopro-

teiinia, jotka erosivat toisistaan siinä, montako SpyTag kopiota niihin oli liitetty. Ne nimettiin siten, 

että nimen loppuosa kertoi liitettyjen SpyTagien lukumäärän (SwitchAvidin-SpyTagX1, -X3 tai -X5). 

Plasmidit tuottivat bioteknologia-alan yritys GenScript Biotech annettujen plasmidikarttojen perus-

teella. 

 

 

Kuva 4. Osa SwitchAvidin-SpyTagX1 plasmidikartasta. 
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Kuva 5. SwitchAvidin-SpyTagX3 plasmidikartta, jossa on 3 SpyTagia. 
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Kuva 6. SwitchAvidin-SpyTagX5 plasmidikartta, jossa on 5 SpyTagia. 

Plasmidit (100 ng) transformoitiin Escherichia coli BL21-AI kannan bakteereihin tavanomaisella 

lämpöshokkiprotokollalla. Kyseistä bakteerikantaa käytetään yleisesti rekombinanttisten proteiinien 

tuotannossa (Bhawsinghka ym. 2020). Bakteereita pipetoitiin 20 µl ja 200 µl Luria-Bertani kanamy-

siini petrimaljoille. Maljoja inkuboitiin yön yli +37°C lämpötilassa.  

Viljelyn tuloksena saatiin bakteeripesäkkeitä, joista kahta viljeltiin erikseen edelleen viidessä milli-

litrassa Luria-Bertani kasvatusalustaa, jossa oli 50 µg/ml kanamysiiniä, 0,1 % glukoosia ja muu-

tama mikrolitra vaahdonestäjää Struktol J647. 

Viiden millilitran viljelmät istutettiin 900 millilitraan samaa Luria-Bertani kasvatusalustaa, ja niitä 

kasvatettiin sekoittaen +37°C lämpötilassa, kunnes saavutettiin OD600, eli riittävä bakteerien ai-

heuttama sameus. Fuusioproteiinin tuotto indusoitiin lisäämällä kasvatusalustaan isopropyyli-β-D-
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tiogalaktopyranosidia (IPTG) konsentraatioon 0,2 mM ja L-arabinoosia pitoisuuteen 0,2 %. In-

dusoinnin jälkeen proteiinituottoa jatkettiin +28°C yön yli. Tuotto pysäytettiin sentrifugoimalla kas-

vatusalustaa 5000 x g, jonka jälkeen muodostunut bakteeripelletti kerättiin. Saatu pelletti huuhdel-

tiin PBS ja säilöttiin -20°C:ssa. 

3.1.2 Bakteerisolujen lyysaus ultraäänellä 

Bakteeripelletti (5 grammaa) suspensoitiin 40 ml:aan puskuriliuosta (pH 11), johon lisättiin lysotsyy-

mientsyymiä ja proteaasiestäjää. Käytetty proteaasiestäjä oli ROCHEn kaupallinen valmiste cOmp-

lete Tablets Mini EASYpack, REF # 04 693 124 001. Solut lyysattiin ultraäänihomogenisaattorilla, 

joka huuhdeltiin käyttöjen välissä vedellä ja etanolilla. Ultraäänikäsittelyn aikana bakteerit olivat 

koeputkessa, joka oli jäävesihauteessa. Ultraääniohjelman asetukset olivat 2 sekuntia päällä, 5 

sekuntia pois päältä, ohjelman aika 5 minuuttia ja amplitudi 60 %. 

Lyysattu soluliuos tiivistettiin pelletiksi +4°C:seen jäähdytetyllä sentrifugilla asetuksilla 20 000 RCF 

10 minuutin ajan. Sentrifugoinnin seurauksena solujen jäämät erottuivat pelletiksi ja liukoiset pro-

teiinit jäivät nesteosaan, eli supernatanttiin. Näytteestä erottunut supernatantti siirrettiin uuteen 

koeputkeen fuusioproteiinin affiniteettikromatografialla suoritettavaa eristystä varten. 

3.1.3 Affiniteettikromatografia 

SwitchAvidin-SpyTagin erottelussa hyödynnettiin avidiineille ominaista piirrettä sitoutua biotiiniin, 

ja biotiinin rakenteeseen perustuvaan 2-iminobiotiiniin (kuva 7). Käytetty kaupallinen 2-iminobiotii-

niresiini oli Affilandin valmistama 2-iminobiotin sepharose™ 4 Fast Flow. 
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Kuva 7. Biotiinin (vasemmalla) ja 2-iminobiotiinin (oikealla) kemialliset rakenteet. Erona on, että 2-

iminobiotiinissa karbonyylihappi on korvattu typpiatomilla. Resiinipalloihin 2-iminobiotiini on liitetty 

karboksyyliryhmästä. (muokattu lähteistä https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/128878, 

26.3.2024, https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/171548, 26.3.2024) 

Kromatografisessa erottelussa käytettyä 2-iminobiotiiniresiiniä, eli separoosia, pestiin 10 ml laitta-

malla se kolonniin ja valuttamalla sen läpi ensin kertaalleen 20 ml 1 M NaOH-liuosta, jonka jälkeen 

sen läpi valutettiin kahdesti 20 ml Milli-Q® vettä ja kahdesti 20 ml puskuriliuosta (pH 11). 

Lyysausvaiheen jälkeen kerättyyn supernatanttiin, jonka pH oli emäksinen (pH 10), sekoitettiin 10 

ml pestyä 2-iminobiotiini resiiniä, jolloin kokonaistilavuudeksi saatiin 50 ml. Näyte laitettiin tunniksi 

tasosekoittajaan, joka oli +4°C lämpötilassa. Emäksisessä pH-arvossa SwitchAvidiini sitoutuu 2-

iminobiotiiniin (Taskinen ym. 2014).  

Supernatantin ja resiinin seos sentrifugoitiin 4300 x g 2 minuutin ajan. Erottunut nesteosa oli käy-

tännössä läpivirtausnäyte, missä ovat resiiniin sitoutumattomat proteiinit. Resiini siirrettiin kroma-

tografiakolonniin ja huuhdeltiin valuttamalla sen läpi 40 ml puskuriliuosta (pH 11), jolloin resiiniin 

mahdollisesti epäspesifisesti sitoutuneet molekyylit poistuivat huuhtelunesteen mukana. 

SDS-PAGEa varten otettiin näytteet lyysatusta soluseoksesta, supernatantista, resiinistä ennen ja 

jälkeen eluution sekä läpivirtaus-, huuhtelu- ja eluutiofraktioista. Eluutiofraktiot, joiden ajateltiin si-

sältävän tuotetun fuusioproteiinin, kerättiin kahden happokäsittelyn jälkeen. Happokäsittelyssä 

SwitchAvidin-SpyTag eluoitiin ensin 10 ml:lla 50 mM natriumasetaattiliuosta (pH 4,0), jonka jälkeen 

kerättiin toinen fraktio eluoimalla 10 ml:lla 0,5 M etikkahappoa. Eluutiofraktiot kerättiin koeputkiin, 

joissa oli valmiiksi 10 ml TRIS-puskuria, joka neutraloi näytteet. 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/128878
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/171548
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3.1.4 SDS-PAGE 

Natriumdodekyylisulfaattipolyakryyliamidigeelielektroforeesissa (SDS-PAGE) proteiinit eroteltiin 

niiden massan perusteella. Amidigeeli on huokoista, ja proteiinien kulkunopeus sen läpi riippuu 

niiden vuorovaikutuksista geelin kanssa. Suuremmalla proteiinilla on pientä proteiinia voimakkaam-

mat vuorovaikutukset geelin kanssa, jonka seurauksena sen kulkunopeus on pienempi. Elektrofo-

reesissa käytetty amidigeeli oli kaupallinen Bio-Radin valmistama 24-paikkainen Criterion TGX 

Stain-Free Precast Gel. 

Kerättyjen näytteiden tilavuus oli 20 µl, ja solulyysinäytteestä tehtiin 1:10 laimennos puskuriliuok-

sella (pH 11). Näytteisiin (solulyysi-, supernatantti-, resiini-, läpivirtaus-, huuhtelu-, eluutio- ja kont-

rollinäyte) lisättiin 5 µl ajopuskuria ja niitä pidettiin +100°C lämpötilassa kymmenen minuuttia. Kä-

sittelyn seurauksena proteiinit varautuvat natriumdodekyylisulfaatin (SDS) vaikutuksesta negatiivi-

sesti ja niiden tertiäärinen rakenne hajoaa. Ajopuskurin 2-merkaptoetanoli pelkistää mahdolliset 

rikkisillat 

Kutakin lämpökäsiteltyä näytettä, sekä kontrolliksi valittua puhdasta SwitchAvidiinia, pipetoitiin ami-

diigeelin kaivoihin 5 µl. Lisäksi yhteen kaivoon pipetoitiin 5 µl molekyylipainomarkkeria, jossa on 

tunnetun kokoisia proteiineja, joiden perusteella voidaan arvioida geelillä havaittavissa olevien pro-

teiinien kokoja. Käytetty molekyylipainomarkkeri oli kaupallinen Thermo Scientificin valmistama Pa-

geRuler Plus Prestained Protein Ladder (tuote #26619). Ajon jälkeen geelit käsiteltiin ultravioletti-

valolla, ja kuvattiin (kappale 4.1). 

3.2 Biotiinin sitoutumisen määritys 

Analyysissä käytettiin 2-iminobiotiiniresiinin sijasta biotiiniresiiniä. SwitchAvidin-SpyTagia ei saatu 

kromatografisesti eristettyä, joten pyrittiin selvittämään, sitooko fuusioproteiini biotiinia lainkaan. 

Pidettiin mahdollisena, että järjestäytymättömänä aminohappoketjuna vapaasti liikkuva SpyTag 

saattaa häiritä biotiinin sitoutumista.  

Asian selvittämiseksi fuusioproteiinituotteet yritettiin puhdistaa biotiinihartsilla. Lisäksi fuusioprote-

iini SwitchAvidin-SpyTagX1 koetettiin liittää SpyCatcheriin ennen biotiiniresiiniin sitouttamista (kap-

pale 3.2.1). Sitoutumista pyrittiin tutkimaan myös fluoresoivan biotiinin avulla fluoresenssispektro-

metrialla (kappale 3.2.2).  

3.2.1 SwitchAvidin-SpyTag-SpyCatcher ja biotiiniresiini 

Tutkimusta varten siirrettiin 200 µl puhdasta biotiiniresiiniä 4 kappaleeseen 2 ml koeputkia. Lisäksi 

valmisteltiin yksi koeputki ilman resiiniä, johon laitettiin SwitchAvidin-SpyTagX1 tuotetta ja 1 mg 
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SpyCatcheria (Histag-SpyCatcher003). SwitchAvidin-SpyTagX1 ja SpyCatcher koeputkea inkuboi-

tiin huoneenlämmössä noin 10 minuuttia. 

Kutakin SwitchAvidin-SpyTag tuotetta (SwitchAvidin-SpyTagX1, -X3 ja -X5) laitettiin 1 ml omaan 

resiiniä sisältävään koeputkeensa. Käytännössä lisätty tuote oli affiniteettikromatografiassa kerätty 

läpivirtausnäyte (kappale 3.1.3), jossa fuusioproteiinituotteiden ajateltiin SDS-PAGEn perusteella 

olevan. Neljänteen resiiniputkeen lisättiin inkuboitua X1-SpyCatcheria. Resiini-näyteseoksia inku-

boitiin 10 minuuttia. 

Seuraavat vaiheet toteutettiin pieniin koeputkiin sopivan kromatografiakolonnin avulla. Alla on ku-

vattu yhden resiiniputken toteutus, mutta kaikki näytteet käsiteltiin identtisesti. Kaikki sentrifugoinnit 

on toteutettu ohjelmalla 3 min, 1000 x g. 

1. Näytettä pipetoitiin 0,6 ml kromatografiakolonniin, jonka jälkeen sitä sentrifugoitiin. Läpivir-

rannut neste kerättiin (Sn-näyte). 

2. Kolonniin pipetoitiin 500 mikrolitraa Na2CO3 -puskuria. 

3. Sentrifugoitiin ja otettiin nesteosa talteen (WASH-näyte). 

4. Otettiin näyte resiinistä ennen eluointia (RES-näyte). RES-näyte sekoitettiin 20 mikrolitraan 

Na2CO3. 

5. Pipetoitiin 200 mikrolitraa 0,5 M etikkahappoa kolonniin. 

6. Sentrifugoitiin ja otettiin nesteosa talteen (E1 näyte). 

7. Pipetoitiin 200 mikrolitraa 1 M etikkahappoa kolonniin 

8. Sentrifugoitiin ja otettiin nesteosa talteen (E2 näyte). 

9. Pipetoitiin 200 mikrolitraa 2 M etikkahappoa kolonniin. 

10. Sentrifugoitiin ja otettiin nesteosa talteen (E3 näyte). 

11. Pipetoitiin 200 mikrolitraa 4 M etikkahappoa kolonniin. 

12. Sentrifugoitiin ja otettiin nesteosa talteen (E4 näyte). 

Eluutioista mitattiin proteiinikonsentraatiot, ja päätettiin säilyttää ainoastaan E4 näyte. Muut kerätyt 

näytteet olivat supernatantti-, huuhtelu-, resiini-, ja eluutionäyte. Näytteet esikäsiteltiin SDS-PA-

GEen ajopuskurilla ja kuumentamalla, kuten kappaleessa 3.1.4 kuvataan. Näytteitä ajettiin SDS-

PAGEssa ensin 30 minuuttia 120 V jännitteessä, jonka jälkeen 10 minuuttia 300 V jännitteessä. 

Saatu geeli käsiteltiin UV-valolla ja kuvattiin (kuva 9). Positiivisena kontrollina käytettiin avidiinia. 

Tulokset on esitetty kappaleessa 4.1. 

3.2.2 Fluoresenssispektrometria 

Fluoresenssispektrometriassa hyödynnettiin fluoresoivaa biotiinimolekyyliä. Molekyyliä viritetään 

valolla, jonka aallonpituus on 490 nm, jolloin siitä emittoituu havaittavaa valoa aallonpituudella 524 
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nm. Kiinnittyessään syvälle avidiinin sitoutumiskohtaan fluoresoiva biotiini ei fluoresoi havaittavasti. 

Kokeita varten valmistettiin 50mM Na₃PO₄, 650 mM NaCl-liuos, jonka pH säädettiin vetykloridiha-

polla arvoon 7,0. 

Kuvatuissa analyysissä sekä fluoresoivan biotiinin että avidiinin konsentraatio oli 50 nM. Analyy-

sissä mitattiin ensin fluoresoivan biotiinin fluoresenssi, lisättiin avidiinia ja seurattiin, laskeeko fluo-

resenssi. Tämän jälkeen pyrittiin korvaamaan fluoresoiva biotiini avidiinin sitoutumiskohdassa li-

säämällä ylimäärä biotiinia, jonka pitäisi saada aikaan fluoresenssin nousu, kun osa fluoresoivasta 

biotiinista korvautuu tavallisella biotiinilla. Lisäksi tehtiin muutama koe, jossa fuusioproteiini ja kont-

rolli saturoitiin biotiinilla ennen fluoresoivan biotiiniin lisäystä. 

Kvartsikyvettiin pipetoitiin mittauksen aluksi 1 ml natriumfosfaattiliuosta, jonka jälkeen kyvettiin pi-

petoitiin fluoresoivaa biotiinia ja mitattiin fluoresenssia 60 sekuntia. Avidiininäytettä (fuusioproteiini 

tai kontrolli) lisättiin kontrollin kohdalla ennalta laskettu ja näytteiden kohdalla sopivaksi arivoitu 

määrä, jonka jälkeen mitattiin fluoresenssia 5 minuuttia. Lopuksi, jos havaittiin fluoresenssin laske-

van, lisättiin satakertainen ylimäärä biotiinia. 

Asetelmaltaan samanlainen analyysi suoritettiin myös SwitchAvidin-SpyTag tuotteille, jossa läpi-

virtausnäytettä lisättiin fluoresoivaan biotiiniin vähitellen ja seurattiin fluoresenssia. Yksi koe toteu-

tettiin myös biotiinilla saturoidulla avidiinilla. Tulokset fluoresenssimittauksista on esitetty kappa-

leessa 4.2. 

3.3 Massaspektrometrinen analyysi 

SDS-PAGE geelistä valittiin kiinnostavia proteiinivyöhykkeitä (kuva 8), jotka leikattiin irti skalpellilla 

ja siirrettiin koeputkiin. Koeputket lähetettiin Oulun yliopistoon massaspektrometriseen analyysiin, 

jossa proteiinit pyrittiin tunnistamaan annetun SwitchAvidiini-SpyTag aminohapposekvenssin sekä 

tietokannoissa olevien sekvenssien perusteella. Massaspektrometriassa pyritään tunnistamaan jo-

kin tietty jakso aminohappoketjua, ja yhdistämään se tiettyyn proteiiniin. Lähetetyt näytteet tutkittiin 

MALDI tekniikalla, jossa proteiinit hajotetaan peptideiksi laserin avulla (Dreisewerd 2003). Massa-

spektrometrisen analyysin tuloksia on esitetty kappaleessa 4.3 ja liitteessä A.  
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4. TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU 

4.1 SDS-PAGE tulokset 

SDS-PAGE suoritettiin kaksi kertaa pienin muutoksin. Tulokset molemmista olivat kuitenkin yhte-

neviä. SwitchAvidiini-SpyTag-fuusioproteiinituotteiden teoreettiset molekyylimassat olivat välillä 

15–35 kDa (taulukko 1), johon vahvimmin näkyvät proteiinivyöhykkeet sijoittuvat molekyylimassal-

taan molemmissa ajoissa (kuva 8 ja 9). Kuvissa on syytä huomioida, että molekyylipainomarkkerin 

proteiinien sijoittuminen geelille kokonsa mukaan on vääristynyt, ja etenkin pienemmät proteiinit 

näyttävät edenneen geelillä liian vähän. Ilmeisintä virhe on SwitchAvidin-SpyTagX1 näytteen koh-

dalla (kuva 8), jossa proteiinivyöhykkeet ovat kallellaan. Todellisuudessa X1 tuote todennäköisesti 

sijoittuu 15 ja 25 kDa väliin, mutta kallistuma aiheuttaa virhettä, jonka takia näyttää, että se sijoittuu 

välille 10–15 kDa. 

Taulukko 1. Fuusioproteiinituotteiden ja tarkasteltujen proteiinien teoreettiset molekyylimassat, 

sekä niiden isoelektriset pisteet. 

 

Ensimmäisessä ajossa (kuva 8) havaittiin kolme vahvaa proteiinivyöhykettä välillä 15–35 kDa, joi-

den tiedetään massaspektrometrisen analyysin perusteella olevan SwitchAvidiini-SpyTagia. Kaik-

kien kolmen fuusioproteiinituotteen kohdalla proteiinivyöhykkeet esiintyvät pääasiallisesti superna-

tantti-, läpivirtaus-, ja huuhtelunäytteessä, eikä lähes lainkaan eluutiossa. Eluutionäytteissä havait-

tavat epäpuhtaudet sijoittuvat alle 20 kDa:n suuruusluokkaan, ja ovat todennäköisesti massaspekt-

rometrisen analyysin perusteella SwitchAvidiinia, joka oli todennäköisesti resiinistä peräisin oleva 

epäpuhtaus. Näyte 3 (Sample 3) vastaa myös kokonsa (taulukko 1) puolesta SwitchAvidiinia. 

 

Proteiini
Molekyylimassa 

(Da)
Isoelektrinen 

piste (pH)
SwitchAvidin-SpyTagX1 20051 8,95
SwitchAvidin-SpyTagX3 27095 9,23
SwitchAvidin-SpyTagX5 34139 9,35
SwitchAvidin 14617 -
Histag-SpyCatcher003 15151 -
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Kuva 8. SDS-PAGEn tulokset puhdistuksesta. Kuvaan on merkitty punaisilla laatikoilla massa-

spektrometriseen analyysiin lähetetyt näytteet (Sample 1–5). Laatikoiden oheen kirjoitetuissa ni-

missä on kerrottu näytteen epäilty SwitchAvidin-SpyTag tuote (X1, X3 tai X5). MW = molekyylipai-

nomarkkeri, P = solulyysinäyte, Sn = supernatanttinäyte, FT = läpivirtausnäyte, W = huuhtelunäyte, 

RES1 = resiininäyte ennen eluointia, E1 = eluutio natriumasetaatilla, E2 = eluutio etikkahapolla, 

RES2 = resiininäyte eluoinnin jälkeen. 

Toisen ajon tulokset olivat samankaltaiset (kuva 9), mutta menetelmissä käytettiin mm. uutta biotii-

niresiiniä, jonka vuoksi epäpuhtauksia ei ole eluutioissa havaittavissa. Vahvimmat proteiinivyöhyk-

keet, sijoittuvat välille 15–35 kDa, joka vastaa fuusioproteiinien kokoluokkaa (taulukko 1). Näytteitä 

ei testattu massaspektrometrisesti. Ajossa testattiin myös, miten SpyCatcherin lisääminen etukä-

teen vaikutti. Näytettä X1 SC inkuboitiin ennen ajoa 10 minuuttia, ja proteiinivyöhykkeiden perus-

teella isopeptidisidosta ei muodostunut (kuva 9). SwitchAvidin-SpyTagX1 ja SpyCatcherin yhteen-

laskettu molekyylimassa on noin 35 kDa, ja havaittavat proteiinivyöhykkeet ovat selvästi tätä pie-

nempiä, noin alueella 25–15 kDa. 
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Kuva 9. SDS-PAGE tulokset biotiinin sitoutumista selvittäneestä kokeesta (kappale 3.2.1). 

SwitchAvidiini-SpyTag fuusioproteiinit on merkitty tuotteen mukaan X1, X3 ja X5 kunkin tuotteen 

ensimmäiseen näytteeseen. SwitchAvidin-SpyTagX1, jota inkuboitiin SpyCatcherin kanssa, on 

merkitty X1 SC. MW = molekyylipainomarkkeri, +CTRL = positiivinen kontrolli (avidiini), FT = läpi-

virtausnäyte (ennen kromatografiaa, sillä fuusioproteiinituote oli aiemman puhdistusyrityksen läpi-

virtausnäytteessä), Sn = supernatanttinäyte (kolonnin läpi valuttamisen jälkeinen näyte), W = huuh-

telunäyte, RES = resiininäyte ennen eluointia, E4 = eluutio 4 M etikkahapolla.  

4.2 Fluoresenssispektrometrian tulokset 

Fluoresenssispektrometriassa suoritettiin viisi pääasiallista koetta. Kokeilla selvitettiin, sitovatko 

SwitchAvidiini-SpyTag fuusioproteiinit biotiinia. Kokeet tehtiin lisäämällä kyvetissä olevaan fluore-

soivaan biotiiniin kunkin fuusioproteiinin kromatografisen puhdistuksen läpivirtausnäytettä. Läpivir-

tausnäyte valittiin, koska se näytti sisältävän SwitchAvidin-SpyTagia SDS-PAGEn perusteella 

(kuva 8). Kokeissa esiintyvät lisäysten jälkeiset pienet laskut selittyvät todennäköisesti tilavuuden-

muutoksilla ja muilla tekijöillä, eivät niinkään fluoresoivan biotiinin sitoutumisella avidiiniin. Teoreet-

tinen tausta testattiin varmistamalla fluoresenssin lasku avidiinia lisättäessä. Avidiinin lisäys fluo-

resoivaan biotiiniin sai aikaan jyrkän fluoresenssin laskun, ja biotiinin lisäys fluoresenssin hitaan 

nousun (kuva 10). 
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Kuva 10. Avidiinin lisäys sai aikaan jyrkän laskun fluoresenssissa. Biotiinin lisäys saa aikaan fluo-

resenssin hitaan nousun. 

Toisessa kokeessa avidiini kyllästettiin biotiinilla etukäteen ennen lisäystä. Lisäyksellä ei ollut vai-

kutusta fluoresenssiin. Saman kokeen yhteydessä lisättiin biotiinilla kyllästettyä SwitchAvidin-

SpyTagX1 tuotteen läpivirtausnäytettä, jolla ei myöskään ollut vaikutusta fluoresenssiin. Molem-

pien kokeiden tulokset ovat samassa kuvassa (kuva 11). 

 

Kuva 11. Valmiiksi biotiinilla kyllästetty avidiini ei saa aikaan muutosta, kun se lisätään fluore-

soivaan biotiiniin. Myöskään kyllästetty SwitchAvidiini-SpyTagX1 tuotteen läpivirtausnäytteen (FT) 

lisääminen ei saa aikaan muutosta. 

SwitchAvidin-SpyTagien biotiininsitomiskyvyn puutteen varmistamiseksi toistettiin koe vielä erik-

seen kaikilla tuotteilla. Läpivirtausnäytteen lisäämisellä ei ollut vaikutusta fluoresenssiin minkään 

fuusioproteiinin kohdalla (kuva 12 – 14). 
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Kuva 12. SwitchAvidin-SpyTagX1 fuusioproteiinin lisäys fluoresoivaan biotiiniin ei saa aikaan muu-

tosta fluoresenssissa. 

 

Kuva 13. SwitchAvidiini-SpyTagX3 lisäys ei saanut aikaan muutosta fluoresenssissa. 
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Kuva 14. SwitchAvidiini-SpyTagX5 lisäys ei saanut aikaan muutosta fluoresenssissa. 

Viimeisenä kokeena testattiin eluutiofraktiota, jossa näkyi vahvahko proteiinivyöhyke SDS-PA-

GEssa (kuva 8). Massaspektrometrisen analyysin perusteella kyseessä oli SwitchAvidiini, joka oli 

todennäköisesti epäpuhtaus uudelleenkäytettävästä resiinistä. Eluutiofraktion lisääminen fluore-

soivaan biotiinin sai aikaan laskun fluoresenssissa, ja biotiiniylimäärän lisäys sai aikaan hitaan fluo-

resenssin nousun (kuva 15), kuten kontrollina käytetyn avidiinin tapauksessa toisessa kokeessa 

(kuva 10). Eluutionäyte sisälsi siis jonkinlaista avidiinia, joka pystyi sitomaan biotiinia. 

 

Kuva 15. SDS-PAGE geelillä (kuva 8) nimellä E1 olevaa näytettä lisättiin fluoresoivaan biotiiniin. 

Havaittavissa oli selvä fluoresenssin lasku. Biotiinin lisäys sai aikaan fluoresenssin hitaan nousun. 
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4.3 Massaspektrometrian tulokset 

Massaspektrometriseen analyysiin lähetettiin viisi SDS-PAGEssa geelillä havaittavissa olevaa pro-

teiinivyöhykettä (kuva 8). Näytteet valittiin koon ja kromatografisen fraktion perusteella. Tuotettujen 

fuusioproteiinien teoreettinen massa (taulukko 1) vastasi kolmea geelillä voimakkaana näkyvää 

vyöhykettä (Sample 1, 2 ja 5) alueella 15–35 kDa. Useassa eluutiofraktiossa oli lisäksi havaitta-

vissa kaksi vyöhykettä, joista vahvimmat esimerkit lähetettiin myös analyysiin (Sample 3 ja 4). Mas-

saspektrometrisessä analyysissä on verrattu näytteitä SwitchAvidin-SpyTagX1 fuusioproteiinin 

sekvenssiin, joten SpyTageja on havaittavissa enimmillään yksi. Fuusioproteiinin aminohapposek-

venssin osat ovat signaalisekvenssi, SwitchAvidiinin sekvenssi ja SpyTagit. 

Signaalisekvenssi sijaitsee N-terminaalisessa päässä (MNKPSKFALA LAFAAVTASG VASA) ja 

SpyTag jakso C-terminaalisessa päässä (AHIVM VDAYKPTK), joiden välissä on SwitchAvidiini 

(QTVARKCSLT GEWTNDLGSN MTIGAVNSRG EFTGTYITAV TATSNEIKES PLHGTQNTIN 

KRTQPTFGFT VNWKFSESTT VFTGQCFIDR NGKEVLKTHW LLRSSVNDIG DDWKATLVGI 

NIFTRLHTQE E). SpyTagit on erotettu toisistaan ja muista sekvenssin osista PAS-jaksoilla. Sig-

naalisekvenssin ei periaatteessa pitäisi olla havaittavissa, sillä tuotossa käytetty bakteeri tyypilli-

sesti poistaa sen translaation jälkeisenä muokkauksena. 

Kaikista analysoiduista näytteistä löytyi avidiinia, ja varmasti ainakin näytteessä 5, jonka uskotaan 

olevan tuotetta SwitchAvidin-SpyTagX5, esiintyi myös SpyTag jakso (kuva 18). Muut oletetut fuu-

sioproteiininäytteet (Sample 1X1, Sample 3X3) todennäköisesti niin ikään sisälsivät SpyTag-jaksot, 

mutta niitä ei havaittu massaspektrometriassa (kuva 16 – 17). Laajemmat massaspektrometriset 

raportit on esitetty liitteessä A.  

 

Kuva 16. Näytteen 1 (Sample 1 X1) tulokset. Oletettu SwitchAvidin-SpyTagX1. Signaalipeptidin ja 

SwitchAvidiinin sekvenssi on havaittavissa, mutta SpyTagia ei havaittu. 
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Kuva 17. Näytteen 2 (Sample 2 X3) analyysin tulokset. Oletettu SwitchAvidin-SpyTagX3. Signaa-

lipeptidin ja SwitchAvidiinin sekvenssi on havaittavissa, mutta SpyTagia ei havaittu. 

 

 

Kuva 18. Näyte 5 (Sample 5 X5) analyysin tulokset. Oletettu SwitchAvidin-SpyTagX5 Analyysissä 

on havaittavissa signaalisekvenssi, SwitchAvidiinin sekvenssi ja SpyTag. 

Näytteet 3 ja 4 ovat sekvenssinsä perusteella SwitchAvidiinia. Niistä puuttuu N-terminaalisessa 

päässä fuusioproteiininäytteissä (kuva 16 – 18) havaittava E. colin signaalisekvenssi, eikä niissä 

ole havaittavaa SpyTagia (kuva 19 – 20). Todennäköisesti kyseessä ei siis ole kummankaan koh-

dalla fuusioproteiini SwitchAvidiini-SpyTag. 

 

Kuva 19. Näyte 3, jossa havaittavissa SwitchAvidiinin aminohapposekvenssi, mutta ei signaali- tai 

SpyTag-sekvenssiä. 

 

 



26 

 

 

Kuva 20. Näyte 4, jossa havaittavissa SwitchAvidiinin sekvenssi, mutta ei signaali- tai SpyTag-

sekvenssiä. 

5. YHTEENVETO JA POHDINTA 

Fuusioproteiinien tuotto Escherichia colin avulla onnistui odotetulla tavalla. SDS-PAGEssa oli ha-

vaittavissa selvät proteiinivyöhykkeet, jotka olivat kooltaan fuusioproteiineja vastaavia. Massa-

spektrometrinen analyysi vahvisti, että fuusioproteiinien tuotanto onnistui. 

Onnistuneesta tuotannosta huolimatta fuusioproteiinit eivät toimineet odotetulla tavalla. Ensim-

mäisten puhdistusten jälkeen vaikutti, että ne eivät sitoutuneet 2-iminobiotiiniresiiniin. Eristämistä 

kromatografisesti yritettiin erilaisilla eluenteilla ja myös täysin uudella biotiiniresiinillä. Tulosten pe-

rusteella varhaisimmassa puhdistusyrityksessä onnistuttiin eluoimaan uudelleenkäytettävästä re-

siinistä siihen aiemmassa puhdistuksessa jääneet SwitchAvidiinin jäänteet. Merkkejä fuusioprote-

iinien sitoutumisesta myöskään biotiiniresiiniin ei ollut, vaan ne olivat havaittavissa läpivirtausnäyt-

teissä ja muissa eluutiota edeltävissä fraktioissa. Fluoresenssispektrometria vahvisti, etteivät fuu-

sioproteiinit sitoneet biotiinia tai sen kaltaisia molekyylejä, kuten 2-iminobiotiinia tai fluoresoivaa 

biotiinia. 

Fuusioproteiinien mahdollinen käyttötarkoitus perustui osin niiden kykyyn sitoa biotiinia, joten niitä 

tuskin voidaan hyödyntää biosensoreissa. Toinen olennainen osa toimintaa oli SpyCatcher-

SpyTag sidoksen muodostuminen, joka myös näyttää syystä tai toisesta olleen estynyt. SwitchA-

vidin-SpyTagX1-fuusioproteiinin inkubointi SpyCatcherin kanssa ei näytä muodostaneen suurem-

paa proteiinia, joka olisi ollut havaittavana yksittäisenä X1 tuotetta kookkaampana vyöhykkeenä 

SDS-PAGEssa. Saattaa olla mahdollista, että isopeptidisidos muodostui mutta näytteen lämpö- ja 

kemikaalikäsittely ennen SDS-PAGEa hajotti isopeptidisidoksen. 

Syynä SwitchAvidiini-SpyTagin biotiinin sitomiskyvyn estymiselle voi olla järjestäytymätön SpyTag 

häntä, joka saattaa häiritä biotiinin pääsyä fuusioproteiinin sitoutumiskohtaan. Häntä saattaa myös 
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häiritä avidiinin tetrameerisen rakenteen muodostumista aiheuttamalla vuorovaikutusten heikenty-

mistä alayksiköiden rajapintojen välillä, jolloin biotiini ei kykene sitoutumaan kompleksiin. Sitomis-

kyvyssä ei ollut eroja eri fuusioproteiinien välillä, eli jo yksittäinen SpyTag sai aikaan sitomiskyvyn 

estymisen. Fuusioproteiinin SpyTag vaikutti myös muuttuneen kyvyttömäksi muodostaa SpyTag-

SpyCatcher isopeptidisidoksen, joten se saattaa olla osana fuusioproteiinin rakennetta siten, että 

sekä SwitchAvidiini että SpyTag menettävät toiminnallisuutensa.   

Fuusioproteiinissa on myös signaalipeptidi, jonka mahdollisesti epätäydellinen prosessointi saattaa 

osaltaan vaikuttaa tertiääriseen rakenteeseen, estää tetrameerirakenteen muodostumisen, tai olla 

esteenä sitoutumiskohdan lähistöllä. Tyypillisesti E. colin aineenvaihdunnassa signaalipeptidi pois-

tetaan lopputuotteesta ennen eritystä. Aiemmissa SwitchAvidiinin tuotannoissa signaalipeptidi pro-

teiinin sekvenssissä ei ole kuitenkaan vaikuttanut proteiinin toiminnallisuuteen. Toisaalta näissä 

tuotannoissa signaalipeptidi ei ollut mukana lopputuotteessa, kuten tämän tutkielman tapauksessa. 

Proteiinien toiminta on riippuvaista niiden tertiäärisestä rakenteesta, joten jonkinlainen rakenteelli-

nen este biotiinin sitoutumiselle on todennäköinen. Mallinnusohjelmilla tehdyissä proteiiniraken-

teen ennusteissa (kuva 3) SpyTageilla tai poistamattomalla signaalipeptidillä ei ole havaittavaa 

vaikutusta kolmiulotteiseen rakenteeseen. Signaalipeptidi on pienehkö verrattuna SpyTagiin PAS-

jaksoineen, joten SpyTag lienee todennäköisempi ongelmien aiheuttaja. 

Varsinaisen ongelman selvittäminen vaatisi lisätutkimuksia esimerkiksi röntgenkristallografialla tai 

muulla vastaavalla menetelmällä, jolla olisi mahdollista määrittää fuusioproteiinin kolmiulotteinen 

rakenne. Tuotantoprotokollaa pitäisi mahdollisesti muuttaa, että signaalipeptidiä ei olisi lopputuot-

teessa. Alustavien kokeiden perusteella SwitchAvidin-SpyTag-fuusioproteiinilla ei ole käyttökoh-

teita biosensoreissa tai muissa bioteknologisissa menetelmissä. 
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LIITE A: MASSASPEKTROMETRISEN ANALYYSIN 

RAPORTIT 

Raportit ovat järjestyksessä näytteestä 1 näytteeseen 5, kuten kappaleen 4.1 kuvassa 8. 
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52 2664.272 15002.804 53 2683.229 2631.289 54 3494.139 1289.732
55 3509.112 1360.815 56 3530.925 5323.748 57 3546.920 4654.156
58 3552.812 2482.242 59 3562.939 1818.520 60 3568.805 3745.523
61 3579.847 2116.307 62 3584.826 2707.180 63 3845.238 865.116
64 3883.095 3467.774 65 3920.995 1187.849

Matched Sequences:
Unmatched
Peaks/MSMS Spectra
Tree hierarchy Meas. M/z Calc. MH+ Meas. Mr Calc. Mr Int.      z  Dev.(Da) Dev.(ppm) Score MascotScore MSMS Cov.(%) Rt(min)
 Range     P Sequence
peak 1         822.448   -         821.440  -        566.319   1+ -        -         -     -           -            -
           -
peak 3         836.437   -         835.429  -        519.101   1+ -        -         -     -           -            -
           -
peak 5         842.502   -         841.495  -        1269.119  1+ -        -         -     -           -            -
           -
peak 7         869.452   -         868.444  -        695.640   1+ -        -         -     -           -            -
           -
peak 11        1457.711  -         1456.703 -        1214.081  1+ -        -         -     -           -            -
           -
peak 12        1459.716  -         1458.708 -        877.674   1+ -        -         -     -           -            -
           -
peak 13        1576.792  -         1575.784 -        1061.543  1+ -        -         -     -           -            -
           -
peak 15        1668.911  -         1667.904 -        1703.470  1+ -        -         -     -           -            -
           -
peak 17        1803.842  -         1802.834 -        1816.670  1+ -        -         -     -           -            -
           -
peak 18        1858.101  -         1857.093 -        2364.500  1+ -        -         -     -           -            -
           -
peak 20        1879.733  -         1878.726 -        1796.554  1+ -        -         -     -           -            -
           -
peak 21        1881.845  -         1880.838 -        6208.803  1+ -        -         -     -           -            -
           -
peak 23        1908.842  -         1907.835 -        2056.766  1+ -        -         -     -           -            -
           -
peak 24        1913.832  -         1912.824 -        8421.554  1+ -        -         -     -           -            -
           -
peak 28        2024.934  -         2023.927 -        1727.622  1+ -        -         -     -           -            -
           -
peak 29        2040.882  -         2039.875 -        1782.329  1+ -        -         -     -           -            -
           -
peak 30        2046.843  -         2045.836 -        5679.720  1+ -        -         -     -           -            -
           -
peak 31        2070.713  -         2069.705 -        1580.269  1+ -        -         -     -           -            -
           -
peak 32        2117.119  -         2116.112 -        1702.058  1+ -        -         -     -           -            -
           -
peak 33        2126.480  -         2125.472 -        1627.647  1+ -        -         -     -           -            -
           -
peak 34        2158.135  -         2157.127 -        1511.391  1+ -        -         -     -           -            -
           -
peak 36        2195.966  -         2194.959 -        7911.635  1+ -        -         -     -           -            -
           -
peak 37        2239.093  -         2238.086 -        1595.187  1+ -        -         -     -           -            -
           -
peak 38        2437.130  -         2436.122 -        2509.760  1+ -        -         -     -           -            -
           -
peak 39        2445.673  -         2444.666 -        5446.702  1+ -        -         -     -           -            -
           -
peak 40        2453.166  -         2452.159 -        2856.397  1+ -        -         -     -           -            -
           -
peak 41        2465.090  -         2464.083 -        3636.626  1+ -        -         -     -           -            -
           -
peak 42        2468.027  -         2467.020 -        3079.429  1+ -        -         -     -           -            -
           -
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Sequence Name: SwitchAvidin-SpyTagX1
MH+ (mono): 1.008 MH+ (avg): 1.008
Threshold (a.i.): 0.000 Tolerance (Da): 1.000
Number of Peaks: 145 Above Threshold:
Assigned Peaks: Not assigned Peaks:
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Sequence data:

Unmatched

Intensity Coverage: 37.2 % (1037089 cnts) Sequence Coverage MS: 59.6%
Sequence Coverage MS/MS: 29.8% pI (isoelectric point): 9.7

Display Parameter:
Sequence Name: SwitchAvidin-SpyTagX1
MH+ (mono): 1.008 MH+ (avg): 1.008
Threshold (a.i.): 0.000 Tolerance (Da): 1.000
Number of Peaks: 145

Peaklist:
Peak Mass Intensity Peak Mass Intensity Peak Mass Intensity

1 824.445 1552.658 2 825.482 118313.436 3 829.466 3451.754
4 837.475 2001.784 5 839.469 2491.561 6 841.463 4547.312
7 842.504 9705.428 8 854.446 1312.029 9 855.426 1894.040

10 857.470 109353.842 11 863.448 2019.047 12 865.461 1423.739
13 869.465 4472.043 14 873.461 1946.771 15 882.503 10487.917
16 883.485 35340.549 17 896.473 1708.914 18 899.497 2049.274
19 914.484 4776.533 20 940.497 3142.327 21 996.445 1513.859
22 1045.546 2884.087 23 1073.523 1479.661 24 1204.707 43272.957
25 1227.553 1800.662 26 1235.566 4847.262 27 1261.720 7171.042
28 1293.581 4067.254 29 1335.755 1763.746 30 1367.769 2552.816
31 1425.739 5817.510 32 1438.738 6433.771 33 1447.694 2804.566
34 1457.720 17351.543 35 1463.660 2338.095 36 1479.683 7563.802
37 1483.745 4235.059 38 1495.676 4888.862 39 1505.690 2393.562
40 1515.747 2383.226 41 1576.800 3936.297 42 1579.732 3171.848
43 1580.630 3425.338 44 1594.831 130588.127 45 1602.815 3083.685
46 1635.829 3764.194 47 1651.847 29444.416 48 1708.846 5023.516
49 1774.724 4630.878 50 1803.829 9055.297 51 1819.656 4560.385
52 1837.830 4695.587 53 1850.831 4745.547 54 1858.103 17014.776
55 1869.732 4797.694 56 1876.798 7281.704 57 1879.731 14605.874
58 1894.862 605985.030 59 1897.887 76996.309 60 1906.891 5969.068
61 1908.871 7962.252 62 1910.839 4755.026 63 1913.855 42919.609
64 1921.864 6160.102 65 1932.829 6437.444 66 1950.386 5341.376
67 1951.885 85168.237 68 1970.839 5522.607 69 2003.040 41352.684
70 2021.920 5769.554 71 2024.977 21039.556 72 2040.945 12196.010
73 2060.045 11361.708 74 2081.991 7338.044 75 2097.960 5020.206
76 2194.997 24009.276 77 2205.280 6727.120 78 2251.997 4321.240
79 2362.182 5554.499 80 2417.053 7040.447 81 2420.111 8591.513
82 2428.656 12751.813 83 2435.097 22252.052 84 2437.055 11137.247
85 2445.679 40625.457 86 2450.081 12854.610 87 2453.171 17240.309
88 2459.636 10409.710 89 2461.728 10898.050 90 2465.161 10520.854
91 2467.090 25832.403 92 2475.154 9534.665 93 2477.651 21979.628
94 2480.181 13052.300 95 2483.088 30680.441 96 2486.119 10084.507
97 2493.097 16691.029 98 2496.261 10325.760 99 2499.121 49797.880

100 2503.705 19176.010 101 2511.152 11601.990 102 2515.111 33320.003
103 2523.129 11348.553 104 2526.099 10160.521 105 2531.126 25088.463
106 2541.113 20584.566 107 2546.240 18868.860 108 2557.141 20470.170
109 2563.156 9377.191 110 2571.106 9090.353 111 2573.792 12385.887
112 2574.745 11122.476 113 2588.696 7700.158 114 2596.201 11157.347
115 2603.195 7784.274 116 2605.706 13789.848 117 2610.209 8323.557
118 2613.198 8410.339 119 2621.173 8051.023 120 2625.207 8789.290
121 2628.216 14637.933 122 2631.712 10500.967 123 2643.167 12316.766
124 2659.199 15363.668 125 2661.769 7432.010 126 2664.285 32387.296
127 2685.226 10507.689 128 2700.193 5469.435 129 2719.203 4415.273
130 2722.284 5791.758 131 2750.201 4052.471 132 2834.250 9601.787
133 2845.767 6087.935 134 2846.959 5906.932 135 2849.453 143509.948
136 2868.279 3993.567 137 2871.377 72598.286 138 2887.343 40181.449
139 2906.469 19643.772 140 2928.387 9736.121 141 2944.361 5561.190
142 2963.449 2570.686 143 3463.743 1175.799 144 3579.845 1826.605
145 3635.823 1179.667

Matched Sequences:
Unmatched
Peaks/MSMS Spectra
Tree hierarchy Meas. M/z Calc. MH+ Meas. Mr Calc. Mr Int.       z  Dev.(Da) Dev.(ppm) Score MascotScore MSMS Cov.(%) Rt(min
) Range     P Sequence
peak 1         824.445   -         823.438  -        1552.658   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 3         829.466   -         828.459  -        3451.754   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 4         837.475   -         836.468  -        2001.784   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 5         839.469   -         838.461  -        2491.561   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 6         841.463   -         840.456  -        4547.312   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 7         842.504   -         841.497  -        9705.428   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 8         854.446   -         853.439  -        1312.029   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 9         855.426   -         854.419  -        1894.040   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 10        857.470   -         856.463  -        109353.842 1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 11        863.448   -         862.441  -        2019.047   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 12        865.461   -         864.454  -        1423.739   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 13        869.465   -         868.458  -        4472.043   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 14        873.461   -         872.454  -        1946.771   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 15        882.503   -         881.495  -        10487.917  1+ -        -         -     -           -            -
            -
MSMS 16        883.485   -         882.478  -        35340.549  1+ -        -         -     -           -            -
            -
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Sequence Name: SwitchAvidin-SpyTagX1
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Sequence data:

Unmatched

Intensity Coverage: 50.5 % (1069279 cnts) Sequence Coverage MS: 59.6%
Sequence Coverage MS/MS: 34.6% pI (isoelectric point): 9.7

Display Parameter:
Sequence Name: SwitchAvidin-SpyTagX1
MH+ (mono): 1.008 MH+ (avg): 1.008
Threshold (a.i.): 0.000 Tolerance (Da): 1.000
Number of Peaks: 121

Peaklist:
Peak Mass Intensity Peak Mass Intensity Peak Mass Intensity

1 825.475 61333.225 2 838.433 1634.739 3 842.507 50341.936
4 850.440 1548.380 5 854.449 1572.836 6 857.465 69416.447
7 863.454 3218.365 8 869.468 4230.313 9 873.419 1687.413

10 880.480 1860.715 11 883.469 17971.663 12 895.417 1861.139
13 897.456 2264.094 14 915.470 2244.499 15 946.504 1840.709
16 996.466 1605.197 17 999.479 2265.610 18 1025.506 1969.682
19 1045.549 11944.471 20 1155.088 2309.221 21 1179.591 2583.458
22 1204.696 31566.437 23 1235.562 11737.421 24 1272.997 2075.452
25 1293.581 6285.307 26 1307.664 2737.730 27 1423.626 2475.618
28 1425.713 3801.375 29 1438.740 18524.514 30 1447.749 5634.445
31 1457.714 20323.718 32 1461.679 3670.267 33 1473.697 3076.192
34 1475.707 5056.646 35 1479.685 7678.077 36 1483.731 4003.847
37 1495.653 7740.595 38 1505.750 16502.005 39 1527.700 8769.164
40 1543.665 10152.909 41 1558.160 3428.806 42 1576.783 4840.724
43 1578.746 4152.803 44 1580.611 7795.019 45 1594.830 275369.049
46 1602.443 2904.230 47 1632.792 6640.940 48 1634.816 5394.488
49 1656.754 3881.640 50 1687.850 7172.192 51 1765.718 3260.720
52 1774.705 4246.345 53 1791.692 4390.413 54 1803.821 8876.694
55 1819.682 4109.391 56 1822.693 8707.462 57 1837.831 8769.790
58 1850.813 5485.459 59 1858.083 12930.435 60 1876.800 4193.848
61 1879.713 10600.354 62 1894.856 541721.599 63 1897.874 53517.764
64 1906.841 5597.193 65 1909.855 7567.657 66 1913.843 24579.237
67 1918.536 4550.312 68 1932.833 9537.179 69 1956.786 4802.809
70 1971.774 4275.548 71 1986.847 4341.055 72 2003.030 88979.834
73 2024.968 33124.984 74 2040.943 35431.149 75 2046.849 50066.006
76 2159.058 3281.429 77 2194.988 18636.134 78 2362.135 3710.986
79 2383.929 6929.114 80 2428.621 5508.397 81 2442.075 5860.312
82 2445.647 16082.345 83 2458.165 5794.385 84 2460.642 8754.795
85 2461.674 8046.816 86 2467.046 7297.959 87 2477.639 25003.917
88 2483.064 11852.861 89 2485.889 5536.854 90 2499.088 24392.681
91 2501.147 10875.635 92 2503.657 10791.546 93 2512.120 7877.502
94 2515.082 33625.110 95 2531.111 31975.016 96 2541.087 11578.681
97 2546.095 6378.439 98 2557.115 13907.678 99 2573.472 4805.697

100 2586.252 4775.474 101 2605.684 14194.444 102 2612.152 5129.402
103 2625.177 5475.240 104 2628.163 7891.003 105 2631.671 6238.592
106 2643.166 10748.956 107 2646.139 4378.079 108 2652.126 4282.176
109 2659.212 15499.985 110 2664.257 14934.373 111 2669.171 6106.006
112 2675.207 4399.123 113 2685.204 7509.413 114 2699.154 3122.343
115 2704.147 2801.454 116 2849.410 13356.938 117 2871.330 5759.975
118 2887.301 5922.785 119 2911.303 1707.545 120 3312.302 1176.010
121 3579.788 897.555

Matched Sequences:
Unmatched
Peaks/MSMS Spectra
Tree hierarchy Meas. M/z Calc. MH+ Meas. Mr Calc. Mr Int.       z  Dev.(Da) Dev.(ppm) Score MascotScore MSMS Cov.(%) Rt(min
) Range     P Sequence
peak 2         838.433   -         837.426  -        1634.739   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 3         842.507   -         841.500  -        50341.936  1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 4         850.440   -         849.433  -        1548.380   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 5         854.449   -         853.441  -        1572.836   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 6         857.465   -         856.457  -        69416.447  1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 7         863.454   -         862.446  -        3218.365   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 8         869.468   -         868.460  -        4230.313   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 9         873.419   -         872.412  -        1687.413   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 10        880.480   -         879.473  -        1860.715   1+ -        -         -     -           -            -
            -
MSMS 11        883.469   -         882.462  -        17971.663  1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 12        895.417   -         894.410  -        1861.139   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 13        897.456   -         896.449  -        2264.094   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 14        915.470   -         914.463  -        2244.499   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 15        946.504   -         945.497  -        1840.709   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 16        996.466   -         995.459  -        1605.197   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 17        999.479   -         998.472  -        2265.610   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 18        1025.506  -         1024.499 -        1969.682   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 19        1045.549  -         1044.542 -        11944.471  1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 20        1155.088  -         1154.080 -        2309.221   1+ -        -         -     -           -            -
            -
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Sequence Name: SwitchAvidin-SpyTagX1
MH+ (mono): 1.008 MH+ (avg): 1.008
Threshold (a.i.): 0.000 Tolerance (Da): 1.000
Number of Peaks: 80 Above Threshold:
Assigned Peaks: Not assigned Peaks:
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Sequence data:

Unmatched

Intensity Coverage: 37.5 % (270898 cnts) Sequence Coverage MS: 70.7%
Sequence Coverage MS/MS: 41.0% pI (isoelectric point): 9.7

Display Parameter:
Sequence Name: SwitchAvidin-SpyTagX1
MH+ (mono): 1.008 MH+ (avg): 1.008
Threshold (a.i.): 0.000 Tolerance (Da): 1.000
Number of Peaks: 80

Peaklist:
Peak Mass Intensity Peak Mass Intensity Peak Mass Intensity

1 825.463 19759.396 2 837.473 1681.274 3 841.443 1107.352
4 857.448 2816.571 5 883.459 3857.420 6 1028.569 1814.603
7 1187.474 2163.239 8 1198.704 1496.433 9 1204.687 38590.110

10 1219.317 2713.030 11 1227.629 2293.470 12 1233.597 15521.257
13 1267.593 1236.033 14 1410.703 1411.215 15 1449.705 1619.738
16 1484.740 1592.621 17 1584.803 3262.729 18 1594.795 12782.780
19 1627.842 2619.374 20 1743.813 4485.992 21 1759.925 3635.708
22 1780.914 9132.894 23 1796.926 4496.178 24 1803.842 10289.111
25 1858.028 4076.242 26 1880.797 6282.892 27 1882.825 6028.041
28 1894.841 124055.253 29 1908.847 3808.327 30 1913.812 13375.954
31 1961.996 45560.130 32 1964.925 35191.184 33 1968.488 3219.936
34 2042.881 3091.429 35 2046.833 9321.552 36 2117.138 27160.745
37 2126.462 2631.912 38 2186.643 4637.764 39 2193.137 20458.751
40 2195.944 8602.256 41 2204.044 7070.473 42 2223.937 11669.937
43 2239.972 4470.635 44 2324.036 3398.797 45 2437.172 5088.377
46 2445.662 7797.792 47 2451.029 4293.517 48 2465.050 7298.065
49 2467.995 6383.943 50 2483.070 31879.551 51 2499.079 7706.355
52 2503.030 5136.790 53 2539.092 4313.669 54 2542.102 6710.260
55 2573.750 4917.506 56 2611.150 12599.148 57 2628.180 4788.139
58 2651.177 4601.137 59 2664.249 16083.794 60 2684.254 4569.695
61 2692.283 4263.382 62 2709.753 4162.197 63 2729.272 5175.211
64 2872.423 3120.835 65 3000.041 2469.098 66 3494.118 2804.999
67 3530.936 10013.573 68 3543.765 3060.281 69 3546.884 9810.380
70 3552.770 7815.053 71 3558.568 3333.628 72 3562.936 3642.435
73 3565.972 3125.529 74 3568.779 11259.031 75 3579.826 4090.580
76 3584.792 6539.525 77 3590.899 2804.575 78 3883.048 3066.368
79 3905.122 1379.314 80 3920.883 1747.770

Matched Sequences:
Unmatched
Peaks/MSMS Spectra
Tree hierarchy Meas. M/z Calc. MH+ Meas. Mr Calc. Mr Int.       z  Dev.(Da) Dev.(ppm) Score MascotScore MSMS Cov.(%) Rt(min
) Range     P Sequence
peak 3         841.443   -         840.436  -        1107.352   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 4         857.448   -         856.441  -        2816.571   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 5         883.459   -         882.452  -        3857.420   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 7         1187.474  -         1186.466 -        2163.239   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 8         1198.704  -         1197.696 -        1496.433   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 10        1219.317  -         1218.310 -        2713.030   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 11        1227.629  -         1226.621 -        2293.470   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 13        1267.593  -         1266.586 -        1236.033   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 14        1410.703  -         1409.696 -        1411.215   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 15        1449.705  -         1448.698 -        1619.738   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 16        1484.740  -         1483.732 -        1592.621   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 17        1584.803  -         1583.795 -        3262.729   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 19        1627.842  -         1626.835 -        2619.374   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 20        1743.813  -         1742.806 -        4485.992   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 25        1858.028  -         1857.021 -        4076.242   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 26        1880.797  -         1879.790 -        6282.892   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 27        1882.825  -         1881.818 -        6028.041   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 29        1908.847  -         1907.840 -        3808.327   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 30        1913.812  -         1912.805 -        13375.954  1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 33        1968.488  -         1967.480 -        3219.936   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 34        2042.881  -         2041.873 -        3091.429   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 35        2046.833  -         2045.826 -        9321.552   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 37        2126.462  -         2125.455 -        2631.912   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 38        2186.643  -         2185.636 -        4637.764   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 40        2195.944  -         2194.936 -        8602.256   1+ -        -         -     -           -            -
            -
peak 41        2204.044  -         2203.036 -        7070.473   1+ -        -         -     -           -            -
            -


