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ESIPUHE

Téata pro gradu -tutkielmaa tehdessani pysahdyin monta kertaa ihailemaan luontoa ja luonnon-
ilmidita. Paits niiden kauneus ja johdonmukaisuus, minuun teki vaikutuksen myos luonnon
tasapuolisuus: luonnonlait ovat kaikille kaikkialla samat ihmisten - tutkijoidenkin - tahdosta
riippumatta. Luonnonjérjestelmiin verrattunaihmisen luomat jarjestelmét kuten johtamis-, tie-
to-, analyysi- ja varsinkin talousjarjestelmét hairiéineen vaikuttivatkin usein kompel6ilta. Kui-
tenkin ihmisten itsensa kéyttdytymisessa saattoi havaita yhtaléisyyksia luonnonjérjestelmien
toiminnalle. Niin molekyylien kuin ihmistenkin valilla esiintyi erilaisia vuorovaikutuksia,
reaktioita, sidoksiajatasapainotiloja.

Tahdon kiittda kaikkia tutkielmani valmistumista edisténeita ihmisia Kunnioittavimmat Kii-
tokseni osoitan tyoni valvojalle elintarvikekemian professori Vieno Piiroselle neuvoista ja
opastuksesta tutkielman teossa seka koko opiskeluaikanani saamastani asiantuntevasta ja sel-
keadstd opetuksesta. Varsinkin tieteellisen viestinnén opeista oli paljon hy6tya tutkielmaa Kir-
joittaessani.

Tyon kokeellinen osuus suoritettiin 1.1.-30.6.2003 Valtion teknillisen tutkimuskeskuksen bio-
tekniikan tutkimusyksikon (VTT Biotekniikka) entsyymitekniikan tutkimusryhmassa. Tyo oli
osa EU-tutkimusprojektia Novel cross-linking enzymes and their consumer acceptance for
structure engineering of foods (CROSSENZ; QLRT-2001-02208). Kiitan ryhmapaallikko FT
Tapani Reinikaista mahdollisuudesta tytskennella entsyymitekniikkaryhméssa seké toimimi-
sesta tyoni ohjausryhmassa.

Tyoni varsinaista ohjagjaa erikoistutkija TKT Kristiina Kruusia kiitan vauhdikkaasta ja vaati-
vasta ohjauksesta sek& monipuolisista ja vaihtelevista haasteista. 1lman niité en olisi oppinut
tutkielmantekoprosessin aikana yhta paljon kemiaa enka elamaa.

VTT:n ohjausryhmaani kuuluneista tahdon kiittéé erityisesti erikoistutkija TkKT Marja-Leena
Niku-Paavolaa ja erikoistutkija FM Raija Lanttoa. He jaivat mieleeni hyvantuulisina, kannus-
tavina ja idearikkaina osagjina, joiden asiantuntemus riitti myds ideoiden kaytannon toteutta-
misen jérkiperaiseen suunnitteluun. Marja-Leena herédtti alunperin kiinnostukseni entsyymeita
jaVTT Biotekniikkaa kohtaan luennoidessaan yliopistolla elintarvike-entsymologian kurssia.
Han toimi minulle erinomaisena opettgjana myos gradutyota tehdessani. Raijalle olen kiitolli-
nen etenkin moniin menestyksellisiin kokeisiin johtaneista ideoista seka tyohoni liittyneista
tarkoista ja oikeaan osuneista huomioista. Kiitan myds tutkimuspaallikké TkT Johanna Buc-
hertia ja rynmapaallikké FT Karin Autiota toimimisesta tyoni ohjausryhmassa ja kiinnostuk-
sestatyotani kohtaan.

Y liopistonlehtori ETT Tuula Sontag-Strohmia kiitan tutkielmaa tehdessani ssaamastani asian-
tuntija-avusta etenkin viljaproteiineihin liittyneissa asioissa ja monista hyddyllisista neuvoista
tutkielman kirjoitusvaiheessa

Tutkija FM Helena Simolinia kiitan tyoni nestekromatografi-massaspektrometri -analyysien
kaytannon suorituksesta ja avusta tulosten tulkinnassa. Tutkija DI Martina Lilled kiitén tutus-
tuttamisestani viskositeettimittauksiin, vaikka tyohoni liittyen téta analytiikkaa el valitettavas-
ti ehdittyk&an kehittda esikokeita pidemmalle.

Tyoskentelyni VTT:lla goittui hetkeen, jolloin VTT:11& elettiin taloudellisesti vaikeita aikoja.
Joissain yksikoissa henkilostod uhkasivat lomautukset ja irtisanomiset, ja myds VTT Biotek-



niikka joutui osallistumaan saastéihin. Saatoin vain ihailla l[aboratoriohenkilokunnan myontei-
syytta vaikeassakin tilanteessa. He jaksoivat kaikesta huolimatta aina opastaa minua kaytéan-
non laboratoriotydskentelyssd, mistéa tahdon kiittda lampimasti heita kaikkia. Erityiskiitokset
ansaitsee tutkimusavustaja Outi Liehunen, joka perehdytti minut muun muassa elektroforee-
si-, spektrofotometri- ja hapenmittaudlaitteistojen kéyttdéon. Hanen asiantuntemuksensa, jous-
tavuutensa, huumorinsa seka kannustava, kypsa asenteensa asioihin oli monta kertaa aivan
ratkaisevaa paitsi laboratoriotditteni sujumisen my6s tydssgjaksamiseni kannalta.

Kiitan kaikkia entsyymitekniikkaryhman jésenia ja muutakin VTT Biotekniikan henkilokun-
taa seké yhteisessi kirjoitushuoneessamme, ns. B-talon Lastenkammarissa, ahertaneita opis-
kelijoita mukavasta ja valittomasta tyoskentelyilmapiirista.

Tahdon kiittéd myds kaikkia opettajiani hyvasta opetuksesta. Varsinkin soveltavan kemian ja
mikrobiologian laitoksen seka elintarviketeknologian laitoksen opettgjilta ssamani opetus an-
toi hyvét evadt taman tutkielman tekoon. Yliopistonlehtori ETT Velimatti Ollilaista tahdon
kiittéd lisaksi innostavasta opinto-ohjauksesta.

Kotivakeani kiitén opiskeluaikanani saamastani huollon tuesta. Kiitan myds siitg, etté elintar-
viketieteiden opintoja suunnitellessani koettelitte ja siten vahvistitte uskoani niihin. Kumme-
jani kiitan kiinnostuksesta opintojani kohtaan.

Y staviani ja opiskelijakollegoitani tutkija ETM Jarkko Hellstromig, elintarviket. yo Aki Paa-
sosta seké elintarviket. jafil. yo Petri Kyllia kiitan toimimisesta graduni "esitarkastgjina’. He
lukivat tarkkaavaisesti tekstiani jatekivét siihen monia arvokkaita parannusehdotuksia.

Viimeisend, mutta ei vahaisimpang, kiitan LK Satu Kurkelaa gradukésikirjoitukseni tasmalli-
sesta tarkastelusta elintarviketieteisiin perentyméttoman tutkijan nékokulmasta seka henkises-
tatuesta tutkielman vaativan viimeistelyvaiheen aikana.

Pro gradu -tutkielman tekeminen oli minulle monella tavalla opettavainen kokemus. Mieliku-
vat tutkimuksesta vaihtuivat omakohtaiseen kokemukseen tutkimuskeskuksessa tydskentelys-
ta Havaitsin, etta aivan kuten el tavallisessa arkielaméssakdan, tutkimustyossakaan kaikki el
aina sujunut suunnitelmien mukaan, asioihin ei voinut vaikuttaa niin paljon kuin olisi halun-
nut, elka turhankaan tyon tekemiselta voinut kokonaan vélttya. Kaikki tutkimus ei ollut niin
tieteelligtd, jatutkijatkin olivat lopultaihmisia siina missa muutkin omine yksilollisine toimin-
tatapoineen ja tunteineen kaikkineen.

Helsingissa lokakuussa 2003

Antti Knaapila
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1 JOHDANTO

Entsyymit ovat proteiingja, jotka spesifisesti katalysoivat kemiallisia reaktioita. Useat elamal-
le valttamattomét kemialliset reaktiot tapahtuvat elidissa riittdvan nopeasti juuri entsyymien
ansiosta. Entsyymeja esiintyykin kaikissa elidissa. Elintarvikeraaka-aineiden luontaiset ent-
syymit vaikuttavat elintarvikkeiden laatuun, ja niitéd voidaan myos tietoisesti hyddyntaa elin-
tarvikkeiden valmistuksessa (Whitaker, 1996). Elintarvikkeiden valmistusprosesseissa Vvoi-
daan haluttujen vaikutusten aikaansaamiseksi kayttéa myos kasvi- tai eléinperdisista materiaa-
leista eristettyja tai bioteknisesti mikrobeilla tuotettuja entsyymeja (James ja Simpson, 1996).

Bioteknisesti tuotettuja entsyymeja alettiin kayttda elintarviketeollisuudessa 1900-luvulla.
Niiden avulla voidaan muun muassa hajottaa laktoosi maidosta (laktaasil|a), juoksettaa juus-
toa (kymosiinilla), kirkastaa hedelmamehuja (pektinaaseilla), valmistaa tarkkelyksesta siirap-
pia (amylaaseilla) tai tehda suklaakonvehdin sisuksesta miellyttavan pehmea (invertaasilla)
(James ja Simpson, 1996). Elintarvikeraaka-aineiden ominaisuuksia ja elintarvikkeiden raken-
netta voidaan muokata myds ristisidoksia muodostavilla entsyymelilla. Ristisitovat entsyymit
katalysoivat kovalenttisten ristisidosten muodostumista biopolymeereihin, kuten proteiineihin
(Gerrard, 2002). Proteiinien ristisitomisen suhteen kiinnostavia entsyymeja ovat muun muassa

transglutaminaasi, tyrosinaasi jalakkaasi.

Transglutaminaasi (EC 2.3.2.13) on transferaasientsyymi, joka katalysoi primaaristen amii-
nien liittymista proteiinien glutamiinitahteisiin. Primaarisista amiinisubstraateista transgluta-
minaasi suosii peptidiketjuun liitetyn lysiinin sivuketjun aminoryhmaa. Luonnossa péaasialli-
nen transglutaminaasin katalysoima reaktio onkin proteiinien glutamiini- ja lysiinitéhteiden si-
vuketjujen liittyminen yhteen. Télla tavoin proteiinien valille muodostuvat isopeptidiristisi-
dokset lisdavét proteiinien lujuutta muun muassa verihyytymassg, ihossa ja hiuksissa (Folk ja
Finlayson, 1977). Transglutaminaaseja on eristetty niin eldimistd, kasveista kuin mikrobeista-
kin (Serafini-Fracassini ym., 1995).

Transglutaminaasin on havaittu ristisitovan useimpia elintarvikeproteiingja (Seguro ym.,
1996a). Glutamiini- jalysiinitahteita ympéardivien alueiden aminohappojérjestyksen on havait-
tu vaikuttavan ristisdoksen muodostumisnopeuteen (Folk, 1983). Proteiinin kelpoisuutta
transglutaminaasin substraatiksi el kuitenkaan voida ennustaa pelkastéén substraattiproteiinin
primaarirakenteen perusteella (Aeschlimann ja Paulsson, 1994), eiké edelleenk&an tdysin tun-

neta mekanismeja, joillatransglutaminaasit tunnistavat substraattinsa (Ariéns ym., 2002).
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Lakkaas (EC 1.10.3.2) on méaritelman mukaan para-difenoleja hapettava oksidoreduktaasi.
Lakkaasin substraattina toimivat difenolit voivat olla myos substituoituja, ja jotkin sienilak-
kaasit hapettavat myos substituoituja monofenolgja. Siten hyvin monet fenoliset yhdisteet
ovat lakkaasin substraatteja. Tyrosiini el kuitenkaan ole lakkaasin substraatti. Lakkaasin kata-
lysoimassa reaktiossa molekulaarinen happi toimii elektroniakseptorina ja pelkistyy vedeksi
fenolisen yhdisteen hapettuessa. Lakkaasi hapettaa difenolin semikinoniksi, vapaaksi fenoksi-
radikaaliksi, joka on erittdin reaktiivinen ja voi reagoida edelleen ei-entsymaattisesti hyvin
monien yhdisteiden kanssa. Lakkaasi voi myOs hapettaa semikinonin edelleen kinoniksi
(Mayer ja Staples, 2002; Flurkey, 2003). Fenolisten yhdisteiden lisaksi lakkaas hapettaa mui-
takin yhdisteitd, kuten diamiingja (Thurston, 1994).

Lakkaasit voidaan karkeasti jakaa toisistaan poikkeaviin sienten ja kasvien lakkaaseihin, joista
sienten lakkaasegja on tutkittu enemman. Sienissi lakkaaseja esiintyy yleisesti, mutta korkeam-
missa kasveissa paljon rajoitetummin. Kasveissa lakkaasi on mukana soluseinien lignifikaa-
tiossa, joskin entsyymin merkitysté siind el tarkasti tunneta. Valkolahottgjasienten lakkaasit
osallistuvat puiden ligniinin hajottamiseen, ja kasvitauteja aiheuttavien sienten lakkaasit suo-

jaavat sienia kasvien puolustusaineenvaihduntatuotteilta (Mayer ja Staples, 2002).

Lakkaasin sovellukset perustuvat usein lakkaasin kykyyn muodostaa vapaita radikaaleja, jotka
reagoivat hyvin monenlaisten yhdisteiden kanssa ja siten mahdollistavat lakkaasin monipuoli-
sen soveltamisen. Bioteknisesti tuotetun lakkaasin kayttéa on tutkittu muun muassa sellun
valkaisussa ja variaineiden poistossa jatevesista (Mayer ja Staples, 2002). Elintarvikkeiden
valmistuksessa lakkaasin soveltamista on tutkittu muun muassa viinin varastoinninaikaisten
vérin- ja maunmuutosten ehkaisyyn, oluen, viinin ja mehujen varastoinninaikaisen samentu-
misen ehkaisyyn, sokerijuurikaspektiinin geeliyttamiseen ja leivontaan (Minussi ym., 2002).
Sokerijuurikaspektiinin geeliyttamisessa (Norsker ym., 2000; Kuuva ym., 2003) ja leivonnas-
sa (Labat ym., 2001) lakkaasin arvellaan vaikuttavan lopputuotteeseen muodostamalla ristisi-
doksia polysakkarideihin fenolisen yhdisteen, ferulahapon, valityksella. Sen sijaan lakkaasin

kykya muodostaa ristisidoksia proteiineihin on tutkittu vain vahan.

Tyrosinaasilla on kahdenlaista entsymaattista aktiivisuutta: monofenolien hapettaminen orto-
difenoleiksi (EC 1.14.18.1) ja orto-difenolien hapettaminen edelleen orto-kinoneiksi (EC
1.10.3.1). Kummassakin reaktiossa fenolien hapettuessa molekulaarinen happi pelkistyy ve-
deksi. Muodostuneet kinonit ovat reaktiivisia ja voivat reagoida edelleen ei-entsymaattisesti

(Ramirez ym., 2003). Yleinen tyrosinaasin substraatti on tyrosiini, josta tyrosinaasin toimin-
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nan ja sen jalkeisten ei-entsymaattisten reaktioiden kautta muodostuu keltaisia ja punaisia feo-
melaniing a seka ruskeita ja mustia eumelaniingja (Marmol ja Beermann, 1996).

Tyrosinaasia esiintyy monissa kasveissa, sienissa ja eldimissd, kuten ihmisessa ja muissa ni-
sékkéissi. Tyrosinaasi aiheuttaa nisdkkadiden ruskettumista ja hedelmien ruskistumista (Mar-
mol ja Beermann, 1996; Ramirez ym., 2003). Joidenkin hedelmien, kuten omenien ja banaa-
nien, korjuun, varastoinnin ja prosessoinnin aiheuttamat mekaaniset vauriot edistavét tyrosi-
naasin ja sen substraattien pédsyéa toistensa luo ja siten hedelmien ja niista tehtyjen tuotteiden,
kuten mehujen, ruskistumista. Ei-toivottua ruskistumista voidaan ehkaistd muun muassa ha-
pen poistolla seka kuumennuskasittelylla tyrosinaasin inaktivoimiseksi. Joidenkin tuotteiden,
kuten kahvin, teen, kaakaon, rusinoiden ja kuivattujen luumujen valmistuksessa tyrosinaasin
aiheuttama ruskistuminen on kuitenkin toivottua (Ramirez ym., 2003).

Tyrosinaasin on havaittu hapettavan myos proteiinien tyrosiinitahteitd, kunhan ne ovat tyrosi-
naasin saavutettavissa olevissa asemissa (Cory ja Frieden, 1967). Tyrosinaasin toiminnan tu-
loksena on liséksi jo kauan sitten ehdotettu muodostuvan ristisidoksia proteiinien vdille (Dab-
bous, 1966). Ristisidosten on esitetty muodostuvan proteiineihin tyrosinaasin vaikutuksesta
gten, ettd tyrosinaasi hapettaa ensin proteiinin tyrosiinitdhteen orto-difenoliksi ja edelleen
orto-kinoniksi, joka voi reagoida ei-entsymaattisesti lysiinitéhteen aminoryhman tai kysteiini-
tahteen sulfhydryyliryhmén kanssa muodostaen ristisidoksen (Matheis ja Whitaker, 1984).
Ristisidoksen muodostuminen tyrosiini- ja kysteiinitéhteiden vélille on myéhemmin osoitettu
(Takasaki ja Kawakishi, 1997). Ristisidos voi tyrosinaasin vaikutuksesta muodostua myos
pienimolekyylisen fenolisen yhdisteen kiinnittyessa proteiinimolekyylien valiin. Talloin tyro-
Sinaasi hapettaa ensin fenolisen yhdisteen kinonimuotoon, joka sitten reagoi ei-entsymaeatti-
sesti protelinimolekyylien kanssa jaaden niihin kiinni (Matheis ja Whitaker, 1984). Monia
proteiingja on ristisidottu tyrosinaasilla sopivan fenolisen yhdisteen lasné ollessa, mutta ilman

sitd vain harvoja, esimerkiksi a-laktalbumiinia (Thalmann ja L 6tzbeyer, 2002).

Tutkielman kirjallisuusosan tavoitteena oli tehda katsaus transglutaminaasista ja sen kaytosta
elintarvikeproteiinien muokkaamisessa. Kokeellisen osan tavoitteena oli selvittaa lakkaasin ja
tyrosinaasin kykya muodostaa kovalenttisia ristisidoksia protelinimolekyylien vélille. Lis&ksi
tavoitteena oli selvittéé transglutaminaasin kykya ristisitoa vehnan gluteenin gliadiingja ja
gluteniinga.
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2 KIRJALLISUUSKATSAUS: TRANSGLUTAMINAAS

2.1 Historia

Jo 1950-luvulla havaittiin joissain elédinkudoksissa entsyymiaktiivisuutta, joka kalsiumionien
lasné ollessa liitti amiingja proteiineihin (Clarke, 1959). Mycek ym. (1959) nimesivét tdman
“amiinia liittavan systeemin” transglutaminaasiksi. Marsun maksa osoittautui jo varhain eri-
tyisen hyvéks transglutaminaasin l&hteeks (Clarke, 1959). Siksi suuri osa transglutaminaasin
perustutkimuksesta tehtiin 1960-, 1970- ja 1980-luvuilla marsun maksan transglutaminaasilla.
Toinen paljon tutkittu transglutaminaasi on entsyymi, joka tunnetaan myds nimell& veren hyy-
tymistekija X111 (Folk ja Chung, 1973; Folk jaFinlayson, 1977; Folk, 1983).

Pisano ym. (1968) todistivat aiemmin esitetyt epdilyt siita, ettd verihyytyman fibriiniin muo-
dostuu e-(y-glutamyyli)lysiiniristisidoksia hyytymistekija Xl11:n vaikutuksesta. Myohemmin
samoja rigtisidoksia on havaittu lukuisista muistakin proteiineista, mink&a perusteella myds
transglutaminaasia on oletettu esiintyvan eliokunnassa lagjasti (Folk, 1980). e-(y-glutamyyli)-
lysiiniristisidoksia el ilmeisesti muodostu eldvissa elidissa ilman entsymaattista katalyysia
(Loewy, 1984).

Nisdkasperaisia transglutaminaaseja, marsun maksasta eristettya transglutaminaasia ja naudan
veren hyytymistekija Xlll:a, kaytettiin transglutaminaasin sovellustenkin tutkimisessa aina
1990-luvun alkuvuosiin asti. Vuonna 1991 julkaistussa katsauksessaan Singh (1991) totes
transglutaminaasin padasiallisen lahteen olevan marsun maksa ja transglutaminaasin niukkuu-
den rgjoittavan tutkimusta. Vielda vuonna 1993 julkaistussa artikkelissaan Alexandre ym.
(1993) tutkivat vehnan gliadiinin kasittelya naudan veren hyytymistekija Xlll:lla ja totesivat
transglutaminaasin heikon saatavuuden olevan rajoite heidan esittémalleen sovellukselle veh-

ndproteiinien muokkaamisesta transglutaminaasilla

Jo alvan varhaisimmissa transglutaminaasin toimintaan liittyneissa tutkimuksissa 1950-luvul-
la havaittiin kaseiinin olevan hyva substraatti transglutaminaasille (Clarke, 1959). Seuraavina
vuosikymmenina nisakastransglutaminaaseilla saadut lupaavat tulokset elintarvikeproteiinien
ominaisuuksien parantamisesta transglutaminaasilla kannustivat transglutaminaasia tuottavien
mikrobien etsintdan ja transglutaminaasin bioteknisen massatuotannon aloittamiseen (Motoki
ja Seguro, 1998). Ando ym. (1989) seuloivatkin transglutaminaasintuottokykya yli 5000 maa-
peramikrobista ja havaitsivat Streptoverticillium -sukuun kuuluvan bakteerikannan kasvulie-

messa voimakasta transglutaminaasiaktiivisuutta. Tama oli ensimmainen mikrobitransgluta-
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minaasi, joka puhdistettiin ja jonka aktiivisuuden riippuvuutta olosuhteista selvitettiin (Ando
ym., 1989). Mydhemmin myds entsyymin primaarirakenne selvitettiin (Kanaji ym., 1993), si-
ta tuottanut mikrobikanta tunnistettiin Streptoverticillium mobaraense -bakteeriks (Washizu
ym., 1994) jaentsyymi kiteytettiin ja sen kolmiulotteinen rakenne selvitettiin (Kashiwagi ym.,
2002).

S mobaraense -transglutaminaasista tuli enssmméinen teollisuusmittakaavan kayttéon sovel-
tuva kaupallinen transglutaminaasi. 1990-luvulla japanilainen Ajinomoto Co yhdessa Amano
Pharmaceutical Co:n kanssa aloitti ensimmaisena maailmassa transglutaminaasin bioteknisen
massatuotannon fermentaatiotekniikalla S. mobaraense -bakteerin avulla (Kuraishi ym.,
1996). Transglutaminaasi on ollut Japanissa markkinoilla kevaasta 1993 lahtien (Nielsen,
1995) ja my6hemmin Euroopassa, my6s Suomessa. Viela 2000-luvun alussa Ajinomoton tuo-
te oli ainoa kaupallinen teollisuuskéayttoon tarkoitettu transglutaminaasi (Kuraishi ym., 2001).
Bioteknisesti tuotettua transglutaminaasia alettiin kayttaa elintarviketeollisuudessa ensimmai-
seks surimi-kalahyytelon valmistukseen Japanissa (Kuraishi ym., 2001). Mydhemmin mikro-
bitransglutaminaasia on hyodynnetty lukuisissa erilaisissa elintarvikesovelluksissa (Gerrard,
2002; de Jong ja Koppelman, 2002) ja transglutaminaasin kayttéon perustuvia elintarvikkei-

den valmistusmenetelmid on patentoitu kymmenittéin (Nielsen, 1995).

2.2 Luokittelu, nimitykset ja esiintyminen

Transglutaminaasin systemaattinen nimi on proteiini-glutamiini: amiini y-glutamyylitransfe-
raasi. Systemaattisen nimen méaérittelemia aminoasyylitransferaaseja kutsutaan muun muassa
yleisnimityksella transglutaminaasi (taulukko 1), mutta luonnossa esiintyville rakenteeltaan ja
ominaisuuksiltaan erilaisille transglutaminaasimuodoille on my6s omia tarkempia nimityksi-
aan (Folk ja Finlayson, 1977; Aeschlimann ja Paulsson, 1994; Griffin ym., 2002).

Taulukko 1. Transglutaminaasinimityksia.

EC-numero® EC23213

CAS-numero® 80146-85-6

Systemaattinen nimi Proteiini-glutamiini: amiini y-glutamyylitransferaas
Muitanimia Proteiini-glutamiini y-glutamyylitransferaas

R-glutaminyyli-peptidi: amiini y-glutamyylitransferaas
Transglutaminaas

TGaas

TG

@ Enzyme Commission, ¢ Chemical Abstract Service.
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Transglutaminaasit ovat luonnossa yleisesti esiintyvid entsyymejd, joita tavataan usein varsin-
kin eldinkudoksissa (Folk, 1983). Transglutaminaasgja on havaittu muun muassa plasmassa,
verihiutaleissa, maksassa ja ihossa (Folk ja Finlayson, 1977). Nisdkkaista on eristetty ja ka-
rakterisoitu kuusi erilaista transglutaminaasia (taulukko 2), joiden liséksi kaksi muuta (trans-
glutaminaasit Y ja Z) on tunnistettu genomin perusteella (Griffin ym., 2002). Transglutami-
naaseja on havaittu myos selkdrangattomissa (Aeschlimann ja Paulsson, 1994), kasveissa
(Serafini-Fracassini ym., 1995) ja mikrobeissa. Transglutaminaasia tuottaviksi mikrobeiksi on
todettu erédt Streptoverticillium (Ando ym., 1989; Tsai ym., 1996; Duran ym., 1998) ja
Bacillus (Kobayashi ym., 1998; Suzuki ym., 2000; de Barros Soares ym., 2003) -sukujen
bakteerit seka erdét Physarum (Klein ym., 1992), Pythium (Bech ym., 2002) ja Phytophthora
(Brunner ym., 2002) -sukujen homeet ja Saccharomyces cerevisiae -hiiva (Iranzo ym., 2002).

Taulukko 2. Nisakastransglutaminaasien nimityksia.

Transglutaminaasityyppi Synonyymejé ja lyhennyksia
Plasman transglutaminaasi (Veren hyytymis)tekija X111a*
Fibriini& stabiloiva tekija
Fibrinoligaas
Keratinosyyttien transglutaminaasi | tyypin transglutaminaasi

TGaas 1, TG 1, TGk

Kudosten transglutaminaasi [l tyypin transglutaminaas
Sytosolinen transglutaminaasi
Maksan transglutaminaas
Endotedlin transglutaminaas
Erytrosyyttien transglutaminaas
TGaas 2, TG 2, TG¢

Epidermaalinen transglutaminaas 111 tyypin transglutaminaasi
Hiustupen transglutaminaasi
TGaas 3, TG 3, TGe

Eturauhasen transglutaminaasi IV tyypin transglutaminaasi
Dorsaalinen eturauhasproteiini 1
Veskulaas
TGaas 4, TG4, TGp

Transglutaminaasi X V tyypin transglutaminaas
TGaas 5, TG5

@ TekijaXllla:n inaktiivista esiastetta kutsutaan tekija X11:ksi. Myods muualla elimistdssa kuin vapaana

plasmassa esiintyvistd samankaltai s sta transgl utaminaasei staja niiden esiastel sta kaytetéén vastaavasti
nimityksid tekija XlllajatekijaXxIlIl.
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2.3 Katalysoidut reaktiot

Transglutaminaasi katalysoi asyyliryhméansiirtoreaktioita, joissa on aina kaksi eri substraattia.
Toinen substraatti on asyylidonori eli asyyliryhman luovuttaja ja toinen asyyliakseptori eli
asyyliryhmén vastaanottaja. Reaktiossa syntyva tuote sisdltéd usein ristisidoksen ja sivutuot-
teena muodostuu lahes poikkeuksetta ammoniakkia. Tyypillisesti, joskaan ei aina, transgluta-
minaasin katalysoiman reaktion tuloksena muodostuu isopeptidiristisidoksia peptidiketjuissa
esiintyvien glutamiini- jalysiinitéhteiden vélille (Folk ja Finlayson, 1977; Folk, 1980).

Transglutaminaasin katalysoimissa reaktioissa asyylidonorina toimii tavallisesti peptidiket-
juun sidotun glutamiinitéhteen sivuketjun y-karboksamidiryhma ja asyyliakseptorina sopiva
primaarinen amiini (Folk, 1980). Vapaa glutamiini ei ole substraztti transglutaminaasille, vaan
glutamiinin on oltava peptidiketjun osana. Tama piirre erottaa transglutaminaasin muista glu-
tamiinin y-karboksamidiryhman reaktioita katalysoivista entsyymeista (Folk, 1983). Liséksi
glutamiinitahteen on oltava riittavan pitkan peptidiketjun osana, jotta glutamiini voisi toimia
subgtraattina transglutaminaasille. Esimerkiksi tripeptidi glysiini-glutamiini-glysiini e Andon
ym. (1989) mukaan ollut substraatti marsun maksan eika Streptoverticillium mobaraense
-bakteerin transglutaminaasille. Peptidiketjuun sitoutumisen liséksi glutamiinin on oltava L-

isomeeria kelvatakseen substraatiks transglutaminaasille (Folk, 1983).

Transglutaminaasin substraatiksi el kelpaa myoskdan peptidiin sidottu asparagiini, jonka ra-
kenteessa ainoa ero glutamiiniin verrattuna on yhta metyleeniryhmaa (-CH,-) lyhyempi sivu-
ketju (Folk ja Finlayson, 1977). Eristetyn transglutaminaasin on laboratoriokokeissa (in vitro)
havaittu kayttavan asyylidonorina myds joitakin alifaattisia amideja ja estereita (Folk ja
Chung, 1973; Folk ja Finlayson, 1977; Folk, 1983). Kuitenkin eli6issa (in vivo) transglutami-
naasin katalysoimissa reaktioissa asyylidonorina toimii todenngkdisesti ainoastaan peptidiket-
juun sidottu L-glutamiini (Folk, 1983).

Transglutaminaasin substraattispesifisyys asyyliakseptoreita kohtaan ei ole yhta ehdotonta
kuin asyylidonoreja kohtaan. Asyyliakseptorina voi toimia peptidiketjuun sidotun lysiinitéh-
teen sivuketjun e-aminoryhmé sekd monet primaariset amiinit, diamiinit ja polyamiinit (Folk,
1980; Folk, 1983). My06s vapaan lysiinin seka L- etta D-isomeerit kelpaavat asyyliakseptoreik-
s, mutta muut aminohapot eivét (Clarke ym., 1959). Monista vaihtoehdoista ilmeisesti biolo-
gisesti térkein ja paras akseptorisubstraatti transglutaminaasille on kuitenkin peptidiketjuun si-
dottu L-lysiini (Folk ja Finlayson, 1977; Folk, 1980). Siten transglutaminaasin biologisesti
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keskelsimmassa reaktiossa protelinin peptidiketjuun sidottu L-glutamiini reagoi saman tai toi-
sen proteiinimolekyylin peptidiketjuun sidotun L-lysiinin kanssa. Lysiinin ei tarvitse olla yhta
ehdottomasti L-isomeerié kuin glutamiinin, mutta transglutaminaasi kuitenkin suosii L-lysiinia
substraattina D-lysiiniin verrattuna, kun lysiini on peptidiketjuun sidottu (Folk, 1983). Peptidi-
ketjuun sidotun glutamiinin y-karboksamidiryhman reagoidessa peptidiketjuun sidotun lysii-
nin e-aminoryhman kanssa muodostuu aminohappotahteiden vadlille e-(y-glutamyyli)lysiini-
isopeptidisidos ja vapautuu ammoniakkia (kuva 1) (Folk ja Finlayson, 1977; Loewy, 1984).

| (@)
HC-CHZ-CHZ-&'Z-NHZ + NH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH
B y € o vy B

Proteiiniin sidottu glutamiini Proteiiniin sidottu lysiini

TG | |
® HC|I-CH2-CHz-&-N-CHZ-CHZ-CHZ-CHZ-C|IH + NH;
H

e-(y-glutamyyli)lysiinisidos Ammoniakki

Kuva 1. Biologisesti tarkein transglutaminaasin (TG) katalysoima resktio, e-(y-glutamyyli)lysiini-
sidoksen muodostuminen proteiiniin sidottujen glutamiinin jalysiinin vélille

L aboratoriokokeissa peptidiketjuun sidottuun glutamiiniin on marsun maksan transglutami-
naasin avulla onnistuttu liittdmaén myos monia primaarisia mono-, di- ja polyamiingja (Folk,
1980). Monet primaariset amiinit ovat myds mikrobitransglutaminaasien substraattgja. Esi-
merkiksi hydroksyyliamiinin, kadaveriinin ja histamiinin on in vitro havaittu olevan Strepto-
verticillium cinnamoneum -bakteerin transglutaminaasin substraattgja (Duran ym., 1998).
Luontaisten amiiniyhdisteiden putreskiinin, spermidiinin ja spermiinin on havaittu toimivan
transglutaminaasin substraatteina myos biologisissa jarjestelmissd (Serafini-Fracassini ym.,
1995). Primaaristen monoamiinien reagoidessa peptidiketjuun sidotun glutamiinin kanssa syn-
tyy peptidiketjuun sidotun glutamiinihapon monosubstituoituja y-amideja ja vapautuu ammo-

niakkia (kuva 2), muttaristisidosta toisen peptidiketjun kanssa ei muodostu (Folk, 1980).

| 0 TG
HC-CHZ-CHZ-('Z-N H, + NH.-R ® HC-CHZ-CHZ-ICII-I\II-R + NH;
H
Peptidiin sidottu glutamiini Primaarinen  Peptidiin sidotun glutamiinihapon  Ammoniakki
monoamiini monosubstituoitu y-amidi

Kuva 2. Primaarisen monoamiinin liittyminen peptidiketjuun sidottuun glutamiiniin transglutaminaa-
sin (TG) katalysoi mana.



16

Primaaristen di- ja polyamiinien liittyessa vain yhden aminoryhménsa avulla peptidiketjuun
sidottuun glutamiiniin syntyy peptidiin sidottuja N-(y-glutamyyli)amiinegja ja ammoniakkia
vapautuu (kuva 3, reaktio a). Jos muodostuneet peptidiketjuun sidotut N-(y-glutamyyli)amiinit
reagoivat vapaan aminoryhmansi kanssa edelleen toisen peptidiketjuun sidotun glutamiinin
kanssa, peptidiketjujen valille syntyy N,N-bis(y-glutamyyli)amiinisidos €li (y-glutamyyli)po-
lyamiinisidos (kuva 3, reaktio b) (Folk, 1980).

a)
Q TG 9
HC-CH,-CH,-C-NH, + NH;-R-NH, ® HC-CH2-CH>-C-N-R-NH>  +  NHs
H
Peptidiin sidottu glutamiini Primaarinen Peptidiin sidottu Ammoniakki
di- tai polyamiini N-(y-glutamyyli)amiini
b)
Q @
HC|:-CH2-CH2-C-NH2 + NHz-R-N-C-CH,-CH,-CH
H
Peptidiin sidottu glutamiini Peptidiin sidottu N-(y-glutamyyli)amiini
G| Q Q
® HC-CH;-CH,-C-N-R-N-C-CH,-CH,-CH  +  NH3
H H |
N, N-bis(y-glutamyyli)amiinisidos Ammoniakki
Putreskiini: R = -(CH,),-
Spermidiini: R = -(CHy)3-NH-(CHy)s-
Spermiini: R= '(CHz)g'NH-(CH2)4'NH-(CH2)3'

Kuva 3. Transglutaminaasin (TG) katalysoima primaaristen di- ja polyamiinien liittyminen peptidiket-
juun sidottuun glutamiiniin () ja muodostuneen N-(y-glutamyyli)amiinin liittyminen edelleen toiseen
peptidiketjuun sidottuun glutamiiniin, jolloin peptidiketjujen valille muodostuu N,N-bis(y-glutamyy-
li)amiinisidos (b).

Mikdli sopivaa primaarista amiinia el ole l&sna riittavasti, myos ves voi toimia reaktiossa
asyyliakseptorina. Veden reagoidessa peptidiketjuun sidotun glutamiinin kanssa transglutami-
naasin vaikutuksesta glutamiini deamidoituu (hydrolysoituu) glutamiinihapoks ja ammoniak-
kia vapautuu (kuva 4) (Folk ja Chung, 1985).
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TG
HC-CH,-CHp-C-NH,  + HO  ® HC-CH,-CH,-C-OH + NHs
Peptidiin sidottu glutamiini Vesi Peptidiin sidottu glutamiinihappo Ammoniakki

Kuva 4. Peptidiketjuun sidotun glutamiinin deamidoituminen glutamiinihapoksi transglutaminaasin
(TG) katalysoimana.

L aboratoriokokeissa tranglutaminaasin on havaittu katalysoivan myds reaktioita, joissa asyyli-
donorina toimii peptidiketjuun sidotun glutamiinin sijasta sopiva alifaattinen amiini (kuva 5,
reaktiot ajab), esteri (kuvab, reaktiot ¢ jad) tai niin sanottu aktiivinen esteri (kuva 5, reaktiot
e jaf). Kussakin tapauksessa asyyliakseptorina voi toimia primaarinen amiini (aminolyysi) tai
ves (hydrolyysi) (Folk, 1983).

a R-CO-NH, + R*“NH, ® R-CO-NH-R* + NHs;

b) R-CO-NH, + H,O0 ® R-COOH + NH;

¢ R-CO-O-R* + R-NH, ® RCO-NH-R* + R*-OH

d R-CO-O-R* + H,0 ® R-COOH + R?*OH

€ R%CO-O-C¢Hs-NO, + R:NH, ® R3*>CO-NH-R* + HO-CgH4-NO;
f)  R*-CO-O-C¢Hs-NO, + H,O0 ® R3*COOH + HO-CgHs-NO,

Kuva 5. Transglutaminaasin (TG) in vitro katalysoimia pienimolekyylisten substraattien aminolyysi-
jahydrolyysireaktioita (CsH, = 1,4-asemasta sidottu aromaattinen rengas).

Marsun maksan ja Physarum polycephalum -homeen transglutaminaaseilla on havaittu olevan
myds GTP:.n (guanosiditrifosfaatti) fosfaattiosia hydrolysoivaa aktiivisuutta (Wada ym.,
2002). Kudogtransglutaminaasi (TG 2) pystyy my6s ainakin in vitro hydrolysoimaan e (g-glu-
tamyyli)lysiinisidoksesta glutamiinihapon ja lysiinin vapaiks (Fesus ja Piacentini, 2002).

2.4 Reaktiomekanismi

Marsun maksan transglutaminaasin ja tekija Xlllan katalysoimien reaktioiden on havaittu
kunkin reaktion tapauksessa tapahtuvan muunnetulla double displacement €eli ping pong -me-
kanismilla. Reaktio kasittéa kaks vaihetta. Ensimmaisessa vaiheessa entsyymi muodostaa véa-
lituotteen ensimmaisen substraatin kanssa ja samalla vapautuu ensimméinen tuote (reaktion
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sivutuote). Toisessa vaiheessa ensimmaisessa vaiheessa muodostunut entsyymi-substraatti
-vélituote reagoi toisen substraatin kanssa, jolloin muodostuu toinen tuote (reaktion varsinai-
nen tuote) ja entsyymi vapautuu (kuva 6) (Folk, 1983).

A Q
Ee ™~ EQ

R

EA

A
A

H.O

FP >F
T P B

\ 4
T
W

E = entsyymi

A = asyylidonori

F = asyyli-entsyymi -valituote

P = ensimmainen tuote (yleensa NHs,)
B = asyyliakseptori (muu kuin H,0)

Q = isopeptidisidoksen siséltava tuote
R = hydrolyysituote

Kuva 6. Transglutaminaasin reaktiomekanismi. Jos muuta asyyliakseptoria kuin vetta (B) on tarpeek-
si, reaktio kulkee kuvion ulkokehaa pitkin. VVeden toimiessa asyyliakseptorina reaktio kulkee kuvion
vasenta osakehda pitkin ja toisena tuotteena syntyy isopeptidisidoksen sisdltdvan tuotteen (Q) sijasta
hydrolyysituotetta (R). Kaksikirjaimiset merkinnét tarkoittavat kyseisten yhdisteiden ei-kovalenttista
sitoutumista.

Reaktion ensimmai sess vaiheessa vapaan transglutaminaasientsyymin amidinsitomiskohtaan
liittyy asyylidonori, esimerkiks peptidiketjuun sidottu glutamiini. Transglutaminaasin kata-
lyyttisen kohdan vapaa sulfhydryyliryhmé (-SH) reagoi glutamiinitéhteen y-karboksamidiryh-
man kanssa, jolloin muodostuu kovalenttisesti sidottu asyyli-entsyymi -vélituote ja ensimmai-
nen tuote (kokonaisreaktion sivutuote) ammoniakki vapautuu. Transglutaminaasiin sidottu en-
simmaisen substraatin (asyylidonorin) asyyliosa vaikuttaa entsyymin kykyyn sitoa toinen
substraatti siten, etté asyyliakseptorina toimivatoinen substraatti voi sitoutua entsyymiin vasta
sen jalkeen kun entsyymi-asyyli -vélituote on muodostunut ja ensimmainen tuote vapautunut.
Mikali sopivaa primaarista amiinia on 1&sng, amiini toimii asyyliakseptorina ja sitoutuu trans-
glutaminaasin (asyyli-entsyymi -valituotteen) amiininsitomiskohtaan. Sen jalkeen asyylidono-
rin ja -akseptorin valille muodostuu isopeptidisidos (-CO-NH-), sidoksen sisdltéva yhdiste
(varsinainen reaktiotuote) vapautuu ja entsyymi palaa alkuperaiseen vapaaseen tilaansa (Folk,
1983; Aeschlimann ja Paulsson, 1994).
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Jos transglutaminaasille sopivaa primaarista amiinia el ole 1&sng, asyyli-entsyymi -vélituote
reagoi veden kanssa, jolloin muodostuu asyylidonorin hydrolyysituote ja entsyymi vapautuu.
Esimerkiksi proteiiniin sidotun glutamiinin tapauksessa glutamiinitéhde deamidoituu gluta-
miinihappotahteeksi. Asyyli-entsyymi -valituotetta el voi vesiliuoksissa kerdantya, silla ves
toimii tarvittaessa asyyliakseptorina transglutaminaasin kaikkien asyylidonorien tapauksessa
(Folk, 1983).

2.5 Rakenteet

Transglutaminaasin molekyylimuodot vaihtelevat monomeerisista entsyymeistéa moniyksik-
koisiin entsyymikomplekseihin ja sellaisenaan aktiivisista entsyymeista spesifisen proteolyy-
sin kautta aktivoituviin proentsyymeihin. Transglutaminaaseilla on kuitenkin myds yhteisia
rakennepiirteitd. Kaikillatransglutaminaaseilla on katalyyttisessé keskuk sessaan transglutami-
naasiaktiivisuudelle vélttaméaon vapaan sulfhydryyliryhmén omaava kysteiinitahde (Folk,
1980). Nisdkastransglutaminaaseilla katalyyttisen keskuksen kysteiinitahteen ympériston ami-
nohappojéarjestys on hyvin konservoitunut ja yleisesti glysiini-glutamiini-kysteiini-tryptofaa-
ni-valiini-fenyylialaniini (Ha ja luchi, 2003). Toistaiseksi vain harvojen mikrobitransglutami-
naasien primaarirakenne on selvitetty, mutta niidenkin on paételty sisédltavan katalyyttiselle
aktiivisuudelle valttamattoman kysteiinitahteen, koska sen kanssa palautumattomasti reagoi-
vat kemikaalit inhiboivat entsyymin (Kangji ym., 1993).

Plasmassa esiintyva veren hyytymistekija X111 (tekija Xl111) on tetrameeri, joka koostuu kah-
desta identtisesta pallomaisesta a-alayksikdsta ja kahdesta identtisestd nauhamaisesta b-alayk-
sikostd, jotka ovat kietoutuneet a-alayksikkdjen ympérille. Tetrameeristd, joka on inaktiivinen
proentsyymi, kaytetédn merkitdd apb,. Sen a-alayksikot voidaan spesifisella proteolyysilla
muuttaa katalyyttisesti aktiiviseen muotoon, joista kaytetéan merkintéd a .. Katalyyttisesti in-
aktiiviset b-alayksikot stabiloivat a-alayksikkoja ja veren hyytymisessa erkanevat a-alayksi-
koista niiden aktivoinnin jalkeen kalsiumionien (Ca?*) vaikutuksesta. Aktivoidusta tekija
Xl1:sta kéytetdan merkintééd Xllla. My6s muualla kuin plasmassa esiintyy transglutaminaase-
ja, joiden rakenne on plasman tekija XIl1:ssa esiintyvan a-alayksikoista muodostuneen dimee-
muotoja kutsutaan myos tekija Xlll:ks (Folk, 1983; Ichinose ym., 1990; Aeschlimann ja
Paulsson, 1994; Muszbek ym., 1999).
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Ihmisen tekija X111:n a-alayksikdt koostuvat 731 aminohappotdhteesta ja ovat molekyylimas-
saltaan noin 83 kDa. Plasmassa, verihiutaleissa ja istukassa esiintyvat muodot ovat kooltaan
identtisia a-alayksikot sisdltavét yhdeksan kysteiinitahdettd, joista mitkéan eivét ilmeisesti ole
mukana disulfidisidoksissa. Yksikot eivét sisdlla mydskaan hiilihydraattiosia, vaikka mahdol-
lisia N-glykosylaatiokohtia on kuusi (Ichinose ym., 1990). Tekija Xl1I1:n b-alayksikdt koostu-
vat 641 aminohappotahteesta ja siséltavét 8,5 % hiilihydraattia. Hiilihydraattiosineen kunkin
b-alayksikdn massa on noin 79,7 kDa. b-alayksikot sisiltavat myos disulfidisidoksia ja solun
ulkopuolelle eritettaville proteiineille tyypillisen leadersekvenssin, jota a-alayksikot elvét si-
sdlla aalayksikoista koostuneet tekija XllilI:t pysyvétkin solulimassa esimerkiksi verihiuta-
leissa. Jotkin kudokset kuitenkin erittavét a-alayksikoité suoraan vereen mekanismilla, jota ei
tunneta (I chinose, 1990; Aeschlimann ja Paulsson, 1994).

Kudosten transglutaminaasi (TGc) on yhdestd 685-691 aminohappotéhdettéa kéasittavasta poly-
peptidiketjusta muodostunut entsyymi, jonka molekyylimassa on noin 77 kDa. Entsyymi ei si-
sdlla disulfidisidoksia eika hiilihydraattiosia. Vaikka entsyymi el sisalla myoskaan leadersek-
venssig, entsyymin erittymisestd solunulkoiseen tilaan on viitteita (Aeschlimann ja Paulsson,
1994).

Keratinosyyttien transglutaminaasi (TGg) on noin 820 aminohappotahteestd koostunut mono-
meerinen entsyymi, jonka molekyylimassa on noin 89-90 kDa. Entsyymi esiintyy keratino-
syyttien solukalvossa soluliman puolella ja on kiinnittynyt solukalvoon rakenteeseensa liitty-
neiden rasvahappojen avulla. Epidermaalinen transglutaminaasi (TGg) kasittéa ihmisella ja
hiirelld 692 aminohappoyksikkda ja on molekyylimassaltaan noin 77 kDa. Entsyymi on mo-
nomeerinen ja vaatii proteolyyttista aktivaatiota toisin kuin keratinosyyttien transglutaminaa-
si. Eturauhasen transglutaminaasin (TGp) on rotalla havaittu olevan kahdesta 668 aminohap-
potéhdetta kasittavasta alayksikosta koostuva homodimeeri, jonka kokonaismolekyylimassa
on noin 150 kDa (Greenberg ym., 1991; Aeschlimann ja Paulsson, 1994).

Kangjin ym. (1993) mukaan Streptoverticillium mobaraense -bakteerin transglutaminaasi on
yhdesta 331 aminohappotahdettd kasittévasta polypeptidiketjusta koostunut monomeerinen
entsyymi, jonka molekyylimassa on noin 38 kDa. Entsyymissa el ole disulfidisidoksia ja se si-
sdltéd vain yhden kysteiinitdhteen, joka on vapaa ja vélttaméton entsyymin aktiivisuudelle.
Entsyymissa el mydskaan ole hiilihydraattiosia, vaikka siind on kaks mahdollista N-glykosy-
laatiokohtaa. Vaikka S, mobaraense -transglutaminaasin primaarirakenne on hyvin erilainen

kuin nisakastransglutaminaasien, entsyymien katalyyttisten keskusten sekundaarirakenteet
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muistuttavat toisiaan (Kanaji ym., 1993). Pasternack ym. (1998) havaitsivat S. mobaraense
-bakteerin erittavan transglutaminaasinsa kasvuliemeen inaktiivisena esiasteena. Bakteerin ha-
vaittiin mygs erittavan proteaasia, joka kasvuliemessa aktivoi transglutaminaasin irroittamalla
siitd 45 aminohapon pituisen aktivaatiopeptidin N-terminaalista. Kashiwagi ym. (2002) selvit-
tivit S mobaraense -transglutaminaasin kolmiulotteisen rakenteen ja havaitsivat sen olevan

tilvis jakiekkomainen jasisdltavan 11 a-heeliksia ja 8 b-laskosta.

Tsai ym. (1996) puhdistivat Streptoverticillium ladakanum -bakteerin tuottaman, monomeeri-
seks olettamansa transglutaminaasin ja méarittivat sille molekyylipainoksi 30,5 ja 37,5 kDa
méadritystavasta riippuen. Myohemmin myods Ho ym. (2000) eristivat molekyylimassaltaan
noin 40 kDa:in kokoisen S ladakanum -transglutaminaasin, mutta eivét tutkineet sen muita
rakenneominaisuuksia. Duran ym. (1998) havaitsivat Streptoverticillium cinnamoneum -bak-
teerin transglutaminaasin olevan monomeerinen, yhdesta 330 aminohappotahdetta sisdltavasta
polypeptidiketjusta koostunut entsyymi, jonka primaarirakenne muistutti S mobaraense
-transglutaminaasin rakennetta. S cinnamoneum -transglutaminaasin molekyylimassaksi méa-
ritettiin noin 38 kDa ja sen havaittiin sisdltavan vain yhden kysteiinitéhteen.

Klein ym. (1992) puhdistivat Physarum polycephalum -homeen tuottaman transglutaminaa-
sin, jonka havaittiin olevan molekyylimassaltaan noin 77 kDaiin kokoinen dimeeri. Sen
monomeeristen yksikoiden todettiin liikkuvan elektroforeesissa identtisesti ja olevan mole-
kyylimassoiltaan noin 40 kDa:in kokoisia. Kuitenkin Mottahedeh ja Marsh (1998) eristivét P.
polycephalum -homeen tuottaman monomeerisen transglutaminaasin, jonka molekyylimas-
saksi méadritettiin noin 100 kDa. Mottahedeh ja Marsh uskoivat myds, ettéd Kleinin ym. havait-
sema 40 kDain transglutaminaasimonomeeri olisikin ollut transglutaminaasin hajoamistuote
tal epdpuhtaus, ja totesivat, ettd Kleinin ym. havaitsema transglutaminaasidimeeri saattoi sen
djaan vastata heidan eriséamaansa transglutaminaasimonomeeria. Myohemmin Wada ym.
(2002) eristivéat P. polycephalum -homeen tuottaman, molekyylikooltaan noin 100 kDa:in mo-
nomeerisen transglutaminaasin, jonka arvioitiin olevan sama kuin Mottahedehin ja Marshin
(1998) eritdma. Wada ym. (2002) havaitsivat P. polycephalum -transglutaminaasin muistut-
tavan primaarirakenteeltaan nisékastransglutaminaaseja, varsinkin eturauhasen transglutami-
naasia (TG 4). Vaikka P. polycephalum -transglutaminaasin aminohappojarjestys ei yleisesti
ottaen ole kovin samanlainen kuin nisdkastransglutaminaasien, sen katalyyttista keskusta, kal-
siumionien sitomiskohtaa ja GTP:n sitomiskohtaa vastaavien alueiden havaittiin olevan hyvin

samankaltaisia nisakastransglutaminaasien kanssa. Sen sijaan P. polycephalum -transglutami-
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naasin primaarirakenteesta ei havaittu yhtéén bakteeritransglutaminaasien kanssa samankal-
taista aluetta.

Brunner ym. (2002) osoittivat Phytophthora sojae -kasvipatogeenisienen soluseinan erdan
glykoproteiinin transglutaminaasiksi, jonka molekyylimassaksi mééritettiin noin 42 kDa. Vas-
taavankaltaisia proteiingja havaittiin esiintyvan myos seuraavissa Phytophthora -suvun sienis-
s& P. cactorum, P. capsici, P. cinnamoni, P. cryptogea, P. drechderi, P. infestans, P.
nicotianae, P. palmivora ja P. parasitica. Brunnerin ym. mukaan Phytophthora -transglutami-
naasien primaarirakenne eroaa muista téhan asti tutkituista transglutaminaasei sta muuten pait-
s katalyyttisen keskuksen kysteiinitahteen ympéristoltéan, jonka aminohappojérjestys muis-
tuttaa jonkin verran nisdkastransglutaminaasien vastaavaa.

Suzuki ym. (2000) erigtivat Bacillus subtilis -bakteerin itidiga kaksi transglutaminaasia,
joiden molempien molekyylimassaksi méaritettiin 29 kDa. De Barros Soares ym. (2003)
eristivat Bacillus circulans -bakteerin transglutaminaasin, jonka molekyylikooks méaéritettiin
45 kDa. Bakteeriperdiset transglutaminaasit ovat yleisesti molekyylimassaltaan pienempiéa
kuin nisdkastransglutaminaasit. Homeiden transglutaminaasit muistuttavat molekyylimassal-
taan yleisesti ottaen enemman nisak&s- kuin bakteeritransglutaminaaseja. Y hteenveto trans-

glutaminaasien rakennepiirteist on taulukossa 3.

2.6 Aktiivisuuteen vaikuttavat tekijat
2.6.1 Substraatit

Transglutaminaasin katalysoimien reaktioiden reaktionopeuteen vaikuttaa seké asyylidonorin
etta -akseptorin rakenne. Peptidiketjuun sidottujen substraattien tapauksessa myds niiden vie-
reisilld aminohappotahteilld on vaikutusta (Folk, 1983). Eri transglutaminaasit voivat kayttéa
saman proteiinin eri glutamiinitahteita substraatikseen eri tehokkuuksilla, eivétka kaikki glu-
tamiinia ja lysiinia sisdltéavéa proteiinit toimi lainkaan substraatteina transglutaminaasille
(Aeschlimann ja Paulsson, 1994). Denaturoituminen ja proteolyysi saattavat kuitenkin edistéa

proteiinien toimimista transglutaminaasin substraatteina (Greenberg ym., 1991).

Entsyymin ja makromolekulaaristen substraattiproteiinien valisten vuorovaikutusten seurauk-
set elvat kuitenkaan valttamatta tule esiin pienimolekyylisilla peptideilld, joilla substraattien
rakenteen vaikutusta reaktionopeuteen on paljon tutkittu (Folk, 1983). Ariéns ym. (2002) tote-
sivat, ettd vaikka pienilla peptideillatehdyt tutkimukset ovat antaneet tietoa yksittaisten gluta-
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miini- ja lysiinitahteiden vieressa olevien aminohappotahteiden vaikutuksesta reaktioon, eivét
vuorovaikutukset, jotka ohjaavat kolmen makromolekyylin (kaksi substraattimolekyylia ja
entsyymi) asettumista ristisidoksen muodostumiseen johtavalla tavalla, ole selvilla Myds
Aeschlimann ja Paulsson (1994) huomauittivat, ettd vaikka proteiinin kelpoisuuteen substraa-
tiksi transglutaminaasille vaikuttaa ainakin jonkin verran glutamiinitahteiden 1&histén amino-
happojérjestys, ei jarjestyksessa ole voitu tutkittujen proteiinien perusteella havaita mitéén
yleistd sdéanndénmukaisuutta. Transglutaminaasille reaktiivisen glutamiinitahteen ympériston
aminohappojéarjestys voi olla monenlainen (taulukko 4), mutta silti kaikki glutamiinitéhteet ei-
vé natiiveissa proteiineissa valttamétta reagoi transglutaminaasin kanssa. Esimerkiksi kaseii-
neissa Cristensenin ym. (1996) mukaan as:- ja asy-kaseiinien 15 glutamiinitéhteesta 4, b-ka-
seiinin 14 glutamiinitdhteesta 4 ja k-kaseiinin 21 glutamiinitdhteesta 5 reagoi transglutami-

naasin kanssa.

Taulukko 3. Transglutaminaasien rakennepiirteita.

Transglutaminaasityyppi Alayksikkt-  Molekyyli- Monomeerin  Isoelekt-  Proteaasi-
rakenne massa (kDa) aminohappo-  roninen aktivaation
tahteiden piste (pl) tarve
lukumé&aréa

Nisékastransglutaminaasgja

TekijaXIll

Plasma Tetrameeri 320 a 731; - Kylla

(2by) b: 641

Verihiutale Dimeeri (&) 166 731 - Kylla
Kudosten transgl utaminaasi Monomeeri 77 685-691 - Ei
Keratinosyyttien transglutaminaasi ~ Monomeeri 90 820 - Ei
Epidermaalinen transglutaminaas Monomeeri 77 692 - Kylla
Eturauhasen transglutaminaas Dimeeri 150 668 - -

Mikrobitransglutaminaasga

Streptoverticillium mobaraense Monomeeri 37,9¢ 331 8,9 Kylla®
Streptoverticillium ladakanum Monomeeri ~ 30,5% 37,5¢ - 7.9 -
Sreptoverticillium cinnamoneum Monomeeri 37,6 330 >9 -
Bacillus subtilis Monomeeri 296 - - -
Bacilluscirculans Monomeeri 456 - 6,3 -
Physarum polycephalum Dimeeri 77¢ - - -
Physarum polycephalum Monomeeri  96% 101¢ - - -
Phytophthora sojae Monomeeri 42¢ - - -

M &ritetty massaspektrometrisesti.

@ M&zritetty geelisuodatuskromatogr afisesti.

@ M &ritetty natriumdodekyylisulfaatti-polyakryyliamidigeelielektroforeesilla (SDS-PAGE).
“ Mikrobi erittaa itse proteaasi aktivaati ossa tarvittavan proteaasin.

- =@ tietoa.
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Taulukko 4. Transglutaminaasille reaktiivisen glutamiinitdhteen (lihavoitu) ympéristén aminohappo-
jérjestys joissakin transglutaminaasin substraatti proteiineissa.

Proteiini Aminohappojarjestys reaktiivisen glutamiinitéhteen ympérilla
Kasdinga®
as-kasdini Glu-Gly-lle-His-Ala-GIn-GIn-Lys

Tyr-Lys-Val-Pro-Gln-Leu-Glu-lle-Va-Pro-Asn-Ser
His-GIn-Gly-Leu-Pro-GIn-Glu-Val-Leu-Asn-Glu-Asn-Leu-Leu
Glu-Pro-Méet-lle-Gly-Va-Asn-GIn-Glu-Leu-Ala-Tyr-Phe-Tyr-Pro
asp-kasdini Lys-lle-Ser-GIn-Arg
His-Tyr-Gln-Lys
Thr-Va-Tyr-Gln-His-GIn-Lys
b-kaseiini Ala-Va-Pro-Tyr-Pro-GIn-Arg
Ala-GIn-Thr-GIn-Ser-Leu-Val-Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-lle-Pro
Ser-Leu-Pro-GIn-Asn-lle-Pro-Pro-Leu-Thr-GIn-Thr-Pro-Val-Va
k-kassiini Va-GIn-Va-Thr-Ser-Thr-Ala-Val
Tyr-Tyr-GIn-GIn-Lys-Pro-Va-Ala-Leu
Met-Alalle-Pro-Pro-Lys-Lys-Asn-GIn-Asp-Lys-Thr-Glu-lle-Pro
Lys-lle-Ala-Lys-Tyr-lle-Pro-lle-GIn-Tyr-Val-Leu

Muita proteiingja®

Aktiini lle-Val-Gly-Arg-Pro-Arg-His-GIn-Gly-Val-Met-Val-Gly-Met-Gly

Kollageeni Il Gly-Gly-Cys-Ser-His-Leu-Gly-GIn-Ser-Tyr-Ala-Asp-Arg-Asp-Va

aminopeptidi

Hemogl obiini Asp-Leu-Ser-His-Gly-Ser-Ala-GIn-Va-Lys-Gly-His-Gly-Lys-Lys

(lampdédenaturoitu

a-ketju)

Glukagoni His-Ser-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr
Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-Gin-Asp-Phe-Val-GIn-Trp-Leu-Met

Insuliini (A-ketju) Gly-lle-Val-Glu-GIn-Cys-Cys-Ala-Ser-Vd-Cys-Ser
Ala-Ser-Va-Cys-Ser-Leu-Tyr-GIn-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys-Asn

b-endorfiini Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-GIn-Thr-Pro-Leu-Val-Thr-Leu-Phe

Fosfoglyseraatti- Gly-Va-Thr-Asp-Lys-lle-Ser-Gln-Val-Ser-Thr-Gly-Gly-Gly-Ala

kinaasi (His®™®

Gln -mutantti)

@ Cristensen ym., 1996, @ Coussons ym., 1991.

Primaarisessa amiinissa aminoryhman |ahell& olevien ryhmien hydrofobisuuden on havaittu
edistdvan amiinin toimimista transglutaminaasin substraattina. Duran ym. (1998) havaitsivat
Streptoverticillium cinnamoneum -transglutaminaasilla tekemisséan tutkimuksissa sellaisten
primaaristen amiinien olevan hyvia substraattega transglutaminaasille, joissa amiiniryhmaan
oli liittynyt neljasta kuuteen metyleeniryhmaa siséltava hiilivetyketju. Télaisia ovat esimer-
kiksi lysiini, spermiini, spermidiini, kadaveriini, butyyliamiini ja heksyyliamiini. Samoin hyd-
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rofobisen aromaattisen ryhman siséltéavien amiinien kuten bentsyyliamiinin ja fenyylietyyli-
amiinin havaittiin olevan hyvia substraatteja, kun taas negatiivisesti varatun ryhman amino-
ryhman lahella sisdltavét yhdisteet kuten glysiini ja 4-aminovoihappo eivét toimineet subst-
raatteina ollenkaan.

2.6.2 Aktivaattorit

Nisakkaiden transglutaminaasit tarvitsevat yleisesti aktivaattoreikseen kalsiumioneja (Ca’"),
mutta kasvien ja mikrobien transglutaminaaseista vain jotkin (Aeschlimann ja Paulsson,
1994). Ainakin marsun maksan transglutaminaasin tapauksessa kalsiumionit voitiin Clarken
ym. (1959) mukaan korvata strontiumioneilla (Sr*") ja vahéisemmassa méérin myds mangaa-
ni- (Mn?"), barium- (Ba®") ja magnesiumioneilla (Mg*"). Kasvien transglutaminaasien kal-
siumionien tarve vaihtelee entsyymista toiseen (Serafini-Fracassini ym., 1995). Myds mikro-
bitransglutaminaasit eroavat toisistaan kalsumionien tarpeen suhteen. Physarum
polycephalum- (Klein ym., 1992; Mottahedeh ja Marsh, 1998) ja Phytophthora sojae -homei-
den (Brunner ym., 2002) transglutaminaasien aktiivisuus on ehdottoman riippuvainen kal-
siumioneista. Kalsium- ja magnesiumionit aktivoivat myos Saccharomyces cerevisiae -hiivan
transgglutaminaasia (Iranzo ym., 2002). Sen sijaan transglutaminaasit Streptoverticillium -su-
vun bakteereista S mobaraense (Ando ym., 1989), S ladakanum (Tsa ym., 1996) ja S
cinnamoneum (Duran ym., 1998) eivét tarvitse kalsiumioneja aktivaattoreikseen, kuten eivat
my6dsk&an Bacillus -suvun bakteerien B. subtilis (Suzuki ym., 2000) ja B. circulans (de Barros

Soares ym., 2003) transglutaminaasit.

2.6.3 Inhibiittorit

Y leisesti ottaen transglutaminaasin katalyyttisen keskuksen sulfhydryyliryhmén hapettavat ja
sithen kiinnittyvéa yhdisteet inhiboivat transglutaminaasin, kun taas sulfhydryyliryhmén va-
paaksi pelkistavét pelkistimet, kuten merkaptoetanoli ja ditiotreitoli, yll&pitavét transglutami-
naasin aktiivisuutta (Ha ja luchi, 2003). Esimerkiks alkyyli-isosyanaatit (R-N=C=0) inhiboi-
vat transglutaminaasin reagoimalla spesifisesti sen katalyyttisen keskuksen kysteiinitéhteen
vapaan sulfhydryyliryhmén kanssa ja kiinnittymalla tioesterisidoksella entsyymiin (Folk ja
Finlayson, 1977). Jodoasetamidi (2 mM) ja p-kloromerkuribentseenisulfonihappo (1 mM) in-
hiboivat marsun maksan transglutaminaasin taydellisesti (Clarke ym. 1959). Andon ym.
(1989) mukaan N-etyylimaleimidi, monojodiasetaatti ja p-kloromerkuribentsoehappo inhiboi-
vat sekd marsun maksan transglutaminaasia etta S mobaraense -bakteerin transglutaminaasia

jaTsain ym. (1996) mukaan myds S. ladakanum -bakteerin transglutaminaasia. Muun muassa
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N-etyylimaleimidi inhiboi myés S cinnamoneum- (Duran ym., 1998), B. subtilis- (Suzuki
ym., 2000), ja B. circulans (de Barros Soares ym., 2003) -bakteerien seké P. polycephalum
-homeen (Klein ym., 1992; Mottahedeh ja Marsh, 1998) transglutaminaasit palautumatto-
masti.

Clarke ym. (1959) havaitsivat, ettd jotkin metalli-ionit, kuten kupari- (Cu?®"), elohopea-
(Hg®), sinkki- (Zn*") ja rautaionit (Fe**), inhiboivat marsun maksan transglutaminaasia kal-
siumionien lasna ollessakin. Kupari-ionien on havaittu inhiboivan kudosten transglutaminaa-
sia hapettamalla sen vapaita sulfhydryyliryhmia molekyylinsiséisiin disulfidisidoksiin, kun
taas sinkki-ionien on todettu inhiboivan tekija Xlllata ja kudosten transglutaminaasia kilpai-
lemalla kalsiumionien kanssa. Sinkki- ja kalsiumionipitoisuuksien suhteella saattaa olla mer-
kitysta transglutaminaasiaktiivisuuden saételyssa elidissa (Aeschlimann ja Paulsson, 1994).
Tsain ym. (1996) mukaan S ladakanum -transglutaminaasi inhiboitui lyijy- (Pb?"), sinkki- ja

kupari-ioneista yleisesti ottaen voimakkaammin kuin S. mobaraense -transglutaminaasi.

Kalsiumioneita sitovat yhdisteet kuten sitraatti, fosfaatti ja EDTA (etyleenidiamiinitetraetik-
kahappo) inhiboivat kalsiumioneista riippuvaisia transglutaminaaseja, mutta inhibiittorivaiku-
tus voidaan kumota yliméaralla kalsumiongja (Clarke ym., 1959; Ha ja luchi, 2003). Sen si-
jaan S. mobaraense -transglutaminaasin havaittiin olevan yhta aktiivinen kalsiumionien l&sna
ollessa kuin ilman niita, eikkda EDTA:Ila ollut inhiboivaa vaikutusta téhén transglutaminaasiin
(Ando ym., 1989), kuten ei myodskdan S ladakanum- (Tsal ym., 1996; Ho ym., 2000), B.
subtilis- (Suzuki ym., 2000) eika B. circulans (de Barros Soares ym., 2003) -transglutaminaa-

seihin.

Transglutaminaasin e-(y-glutamyyli)lysiinisidosten muodostamiskyvyn suhteen voidaan joi-
tain primaarisia amiingja, kuten hydroksyyliamiinia, monodansyylikadaveriinia, putreskiinia,
luchi, 2003). Klein ym. (1992) havaitsivat suurten putreskiini-, spermiini- ja spermidiinipitoi-
suuksien aiheuttavan myds transglutaminaasin substraatti-inhibiitiota. Lisaksi jotkin synteetti-
set yhdisteet, kuten 2-(3-[diallyyliamino]-propionyyli) bentsotiofeeni, inhiboivat transglutami-
naaseja non-kompetitiivisesti (Haja luchi, 2003).

Nukleosiditrifosfaatit, kuten GTP ja ATP (adenosiinitrifosfaatti) inhiboivat nisakkaden ku-
dogtransglutaminaasia (TG 2), nukleosididifosfaatit ja -monofosfaatit sen sijaan vain heikosti

ta elvét ollenkaan (Ha ja luchi, 2003). Wada ym. (2002) havaitsivat saman pétevan myos
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P. polycephalum -homeen transglutaminaasille. Lisdksi GTP:n inhiboivan vaikutuksen havait-
tiin olevan riippuvainen kalsiumionipitoisuudesta siten, ettd mita pienempi kalsiumionipitoi-

suus oli, sitd suurempi oli GTP:n inhiboiva vaikutus.

2.6.4 Lampdtilajavetyionipitoisuus

Aitotumallisten elididen (eukaryoottien), kuten nisakkéiden ja homeiden, transglutaminaasien
optimilampdtilat ovat yleensd matalampia kuin alkeistumallisten elididen (prokaryoottien),
kuten bakteerien, transglutaminaasien (taulukko 5). Tama tarkoittaa sita, etté alkeistumallisten
elididen transglutaminaasit ovat yleisesti lammonkestavampia kuin aitotumallisten. Clarke
ym. (1959) médrittivat marsun maksan transglutaminaasin optimilampétilaksi noin 30 °C,
Mottahedeh ja Marsh (1998) Physarum polycephalum -homeen transglutaminaasin optimi-
lampotilaksi 37 °C ja Bech ym. (2002) Phytophthora cactorum -homeen transglutaminaasin
optimilampatilaksi 45 °C. Ando ym. (1989) méarittivat S. mobaraense -transglutaminaasin
optimilampatilaksi noin 50 °C seka Tsali ym. (1996) saman S ladakanum -transglutaminaasil-
le ja Duran ym. (1998) S cinnamoneum -transglutaminaasille. Ho ym. (2000) mé&rittivéat
kuitenkin S. ladakanum -transglutaminaasin optimilampoétilaksi vain 40 °C. De Barros Soares
ym. (2003) maarittivat B. circulans -transglutaminaasille optimilampétilaksi 47 °C ja Suzuki

ym. (2000) B. subtilis-bakteerin itididen transglutaminaaseille jopa 60 °C.

Eléinten, kasvien ja aitotumallisten mikrobien, kuten homeiden, transglutaminaasien optimi-
aktiivisuus havaitaan yleensa lievasti emédksisissa oloissa. Bakteerien transglutaminaasien op-
timiaktiivisuus sen sijaan saavutetaan tavallisesti neutraalissa tai lievasti happamassa (tauluk-
ko 5). Clarken ym. (1959) mukaan marsun maksan transglutaminaasin optimi-pH-arvo oli
substraatista riippuen alueella 7,8-8,3. Kasvien transglutaminaasien optimi-pH-arvot ovat
aluedlla 7,6-8,5 (Serafini-Fracassini ym., 1995). Ando ym. (1989) maéarittivat optimi-pH-
alueeksi S mobaraense -transglutaminaasille alueen 6-7, Tsai ym. (1996) S. ladakanum
-transglutaminaasille alueen 5-7 ja Duran ym. (1998) S cinnamoneum -transglutaminaasille
alueen 5,5-6. De Barros Soares ym. (2003) méarittivat B. circulans -transglutaminaasin opti-
mi-pH-arvoksi 7. Suzuki ym. (2000) maarittivéat eristamilleen B. subtilis -bakteerin itididen
transglutaminaaseille bakteeritransglutaminaaseille poikkeuksellisen, eméksisella alueella ole-
van optimi-pH-arvon 8,2. Mottahedeh ja Marsh (1998) méaarittivéat P. polycephalum -homeen
transglutaminaasin optimi-pH-arvoksi 7,5. Bechin ym. (2002) tutkimien Pythium- ja Phyto-

phthora -sienien transglutaminaasien optimi-pH-arvot vaihtelivat valilla7,5-8,5.
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Taulukko 5. Transglutaminaasien aktiivisuuden riippuvuus lampdtilasta ja vetyionipitoisuudesta. Pro-
senttiosuudet viittaavat osuuksiin enimmaisaktiivisuudesta. Suluissa tietoja maaritysolosuhteista. kp =
[ampai naktivoitumisen nopeusvakio, hl = huoneenlampdtila.

Transglutaminaasi Optimildmpétila  Lampostakiili- Optimi-pH  pH-stabiilisuus
suus
Marsun maksan transglutaminaasi * n.30°C - 7,8-83 -
Mikrobitransglutaminaasea
Streptoverticillium mobar aense® n.50°C 100 %: 40 °C 6-7 5-9
(10 min, pH 6,0) 74 %: 50 °C (37 °C) (10 min, 37 °C)
(20 min, pH 7,0)
Streptoverticillium ladakanum® 50 °C kp = 6,2¢10* s* 57 > 90 %: 5-7
(10 min, pH 6,0) (50 °C) (25 °C) (30 min, 25 °C)
Streptoverticillium ladakanum® 40°C > 80 %: 40 °C 5,5 > 80 %: 5-7,5
(10 min, pH 6,0) > 50 %: 50 °C (37 °C) (30 min)
(30 min, pH 6,0)
Streptoverticillium cinnamoneum® 50 °C - 5,5-6,0 -
(20 min, pH 6,0)
Bacillus subtilis® 60 °C - 8,2 -
(PH 7,5) (37 °C)
Bacilluscirculans” 47°C > 90 %: 52 °C 7 > 90 %: 6-8
(5 min) (5 min)
Physarum polycephalum® 37°C 64 %: 44 °C 7.5 > 60 %: 6-8,5
(30min,pH7,5  22%: 51°C (23°C) (23°C)
(30 min, pH 7,5)
Pythiumirregulare® - - 8,5 -
(60 min, hi)
Pythium inter medi um® - - 7.5 -
(60 min, hi)
Pythium ulti mum® - - 8,0 -
(60 min, hi)
Phytophthora cactorum® 45°C - 8,5 -
(pH 7,9) (60 min, hi)
Phytophthora cryptogea® - - 7.5 -
(60 min, hi)

@ Clarkeym. (1959), ¢ Ando ym. (1989), © Tsai ym. §1996), “ Ho ym. (2000), © Duran ym. (1998),

® suzuki ym. (2000),  de Barros Soares ym. (2003),

- = ¢ tietoa.

2.7 Biologinen merkitys

& Mottahedeh ja Marsh (1998), © Bech ym. (2002),

Nis&kastransglutaminaaseilla on monia erilaisia biologisia tehtévig, joista veren hyytymisteki-

jaXlll:n toiminnot tunnetaan parhaiten. S. mobaraense -bakteerin kaltaisten mikrobien trans-

glutaminaasien tarkka biologinen merkitys on tuntematon (Kangji ym., 1993), mutta niiden

arvellaan liittyvan solujen kasvuun ja erilaistumiseen (Pasternack ym., 1998). Kobayashi ym.

(1998) padttelivét Bacillus subtilis -bakteerin transglutaminaasin vahvistavan bakteerin itioi-

den kuorta ja lranzo ym. (2002) Saccharomyces cerevisiae -hiivan transglutaminaasin vahvis-

tavan hiivan soluseinda proteiingjaristisitomalla.
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2.7.1 Verihyytyman vahvistaminen

Veren hyytyminen on monimutkainen tapahtumasarja, jonka aikana aktivoituu veren hyyty-
mistekijoiks kutsuttuja entsyymeja. Reaktioketjun alkuvaiheissa yhden tekijan aktivoitumi-
nen saa sen pilkkomaan toisesta tekijésta pois osan, jonka seurauksena téma toinen tekija akti-
voituu ja aktivoi vastaavasti kolmannen tekijan ja niin edelleen (Nienstedt ym., 1999). Veren
hyytymistekija X111 on verenkierrossa kulkeva plasman transglutaminaasi, joka aktivoituna
osadlistuu veren hyytymisen viimeiseen vaiheeseen, verihyytyman vahvistamiseen (Lorand,
2001).

Veren hyytymisen alkuvaiheet johtavat trombiinin syntymiseen protrombiinista (Nienstedt
ym., 1999). Trombiini on entsyymi, joka muodostaa fibriinia fibrinogeenista pilkkomalla siita
pois fibrinopeptideja ja joka yhdessi kalsiumionien kanssa aktivoi hyytymistekija XI11:n. Fib-
rinogeeni on plasman proteiini, josta trombiinin toiminnan tuloksena syntyva fibriini muodos-
taa verihyytyman verkkomaisen rungon, johon jaa kiinni veren soluja. Muodostuttuaan fibrii-
nimonomeerit alkavat itsestddn muodostaa polymeerista fibriiniverkostoa, joka kuitenkin on
aluks 16yha, ennen kuin aktivoitu tekija XlI1, tekija Xllla, katalysoi e-(y-glutamyyli)lysiini-
rigtisidosten syntymista fibriiniséikeisiin. Ristisidokset vahvistavat fibriiniverkostoa ja tekevéat
sita liukenemattoman (kuva 7) (Nienstedt ym., 1999; Lorand, 2001). Ariénsin ym. (2002)
mukaan fibriinimolekyyleissd on monia mahdollisia e-(y-glutamyyli)lysiiniristisidosten muo-
dostumispaikkoja ja fibriinihyytyman rakenne seka tekija Xllla:n vaikutukset siihen ovat erit-

t&in monimutkaisia.

Tekija Xl
Trombiini
ca*
Trombiini Tekija Xllla
n Fibrinogeeni T: n Fibriini ———> (Fibriini), —— > Ristisidottu (fibriini),
ca*

Fibrinopeptidit

Kuva 7. Veren hyytymisen loppuvaiheet. Veren hyytymisen alkuvaiheet johtavat trombiinin muodos-
tumiseen. Trombiini aktivoi kalsiumionien kanssa tekija Xl111:n ja muodostaa fibrinogeenista fibriinia
Fibriini muodostaa verihyytyman, joka on aluksi 16yha ja pysyméton. Tekija Xllla:n toiminnan tul ok-
sena fibriiniin syntyy ristisidoksia ja hyytyma kiinteytyy.

Tekija Xlll:n aktivoimisessa on kolme vaihetta. Ensin trombiini hydrolysoi tekija Xl1il:n a

alayksikkgjen arginiini-37:n ja glysiini-38:n valisen peptidisidoksen. Fibriini, aktivoidun teki-
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ja Xll:n substraatti, kiihdyttdd huomattavasti ndiden niin sanottujen aktivaatiopeptidien leik-
kaamista (Lorand, 2001). Aiemmin aktivaatiopeptidien oletettiin irtoavan a-alayksikkojen yh-
teydestd, mutta myos vastakkaisesta on saatu viitteitd. Aktivaatiopeptidien leikkaaminen on
valttamatonta tekija Xl111:n aktivoimiseksi, mutta peptidien irtoamisesta a-alayksikkdjen yh-
teydestd ei ole varmaa tietoa (Ariéns ym., 2002). Seuraavassa vaiheessa tekija X111:n a-alayk-
sikot ja b-alayksikot erkanevat toisistaan kalsiumionien vaikutuksesta. Lopuksi kalsiumionit
aiheuttavat a-alayksikdiden katalyyttisen keskuksen kysteiinin sulfhydryyliryhman paljastu-
misen, jolloin muodostuu entsymaattisesti aktiivista tekija Xlllata (kuva 8) (Lorand, 2001).

Trombiini ca* ca*
ashs \i a’sbo \ia’Z >a*,
2 Aktivaatiopeptidia b,

Kuva 8. Tekija XllIl:n aktivoituminen veren hyytymisessa. Aluksi trombiini pilkkoo tetrameerisen te-
kija X1l1:n (agh,) kummastakin a-alayksikosta aktivaatiopeptidin. Sen jalkeen kalsiumionit aiheuttavat
a >~ ja by-dimeerien erkanemisen toisistaan ja & -alayksikkgjen katalyyttisten keskusten sulfhydryyli-
ryhmien paljastumisen, jolloin muodostuu entsymaatisesti aktiivista tekija Xlllata (a*,).

Trombiini, fibriini ja tekija X111 toimivat veren hyytymisen loppuvaiheessa kiinteassa vuoro-
vaikutuksessa keskendan. Kun trombiini on muuttanut 1-2 % fibrinogeenista fibriiniksi, tekija
XI1:n aktivoiminen trombiinilla voi ké&ynnistyd. Tekija Xllla alkaa stabiloida fibriinipoly-
meereja jo ennen kuin nékyvaa verihyytymaa on muodostunut, ja yli 90 % tekija Xlllasta jéa
verihyytymaan (Ariéns ym., 2002). Kalsiumionit ovat oleellisia seké tekija X111:n aktivoimi-
sessa ettd aktivoidun muodon toiminnassa (Lorand, 2001) sek& monessa veren hyytymisen ai-
kaisemmassa vaiheessa. Jos kalsium sidotaan veresta esimerkiksi etyleenidiamiinitetraetikka
hapolla (EDTA), veren hyytymista ei tapahdu (Nienstedt ym., 1999).

2.7.2 Muita merkityksia

Muiden transglutaminaasityyppien kuin tekija Xl111:n biologiset tehtéavéat evét ole taysin sel-
villa Vaikka kudosten transglutaminaasi oli ensimmainen transglutaminaasi, jonka ominai-
suudet selvitettiin, ja vaikka sitd esiintyy merkittéavia méaria useissa selkarankaisten kudoksis-
sa, on sen biologinen merkitys epaselva (Aeschlimann ja Paulsson, 1994). Kudosten transglu-
taminaasia todennakoisesti erittyy séadellysti solunulkoiseen tilaan, vaikka entsyymissa ei ole

eritettéville proteineille tyypillisté leadersekvenssid. Monien solun sisdisten ja ulkoisten pro-
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telinien on havaittu in vitro olevan substraatteja kudostransglutaminaasille. Sen on todettu
olevan mukana my6s apoptoosissa eli ohjelmoidussa solukuolemassa (Aeschlimann ja Pauls-
son, 1994; Griffin ym., 2002). Keratinosyyttien ja epidermaalisen transglutaminaasin on ha-
vaittu osallistuvan epiteelisolujen erilaistumiseen. Naiden entsyymien toiminnan tuloksena
syntyneet isopeptidiristisidokset todenndkoisesti lujittavat ihon ja karvojen proteiingja yhdes-
sa disulfidisidosten kanssa (Aeschlimann ja Paulsson, 1994).

Elimistdssa normaalia pienempi tai suurempi transglutaminaasiaktiivisuus voi aiheuttaa erilai-
sia tautitiloja. Mutaatioista johtuva tekija XI11:n aktiivisuuden puute aiheuttaa veren hyyty-
misgjan pitenemista. Kudosten transglutaminaasin poikkeuksellisen suurta aktiivisuutta on ha-
vaittu monien sairauksien yhteydessi. Téallaisia ovat esimerkiksi harmaakaihi, keliakia ja mo-
net hermostosairaudet, kuten Alzheimerin tauti ja Parkinsonin tauti. Usein ei kuitenkaan ole
selvad, mika merkitys epanormaalilla transglutaminaasiaktiivisuudella on (Cooper ym., 2002;
Kimym., 2002).

2.8 Kayttosovdluksia
2.8.1 Maitoproteiinien muokkaus ja maitotuotteiden valmistus

Johdanto

Maidon kaseiinien muokkauksesta transglutaminaasilla lienee julkaistu enemman tutkimustu-
loksia kuin mink&&n muun elintarvikeproteiiniryhman transglutaminaasikéasittelyistéa. Kaseii-
nin havaittiin olevan hyva substraatti transglutaminaasille jo 1950-luvulla (Clarke ym., 1959),
jatransglutaminaasin kayttta kaseiinin muokkauksessa ja kaselinia sisdltavien tuotteiden val-
mistuksessa tutkittiin vilkkaasti varsinkin kaupallisen mikrobitransglutaminaasin markkinoil-
letulon jalkeen 1990-luvulla (Lorenzen, 2002). Seuraavassa tarkastellaan transglutaminaasin
vaikutuksia maidon proteiineihin ja lyhyesti my6s transglutaminaasin kdytt6a maitotuotteiden
valmistuksessa. Lagjemmin transglutaminaasin kéyttda maitotuotesovelluksissa ovat kasitel-
leet muun muassa L orenzen ja Schlimme (1998) ja Lorenzen (2002).

Maidon proteiinit luokitellaan kaseiineihin ja heraproteiineihin. Kaseiinit luokitellaan edelleen
asi-, as-, b-, ¢ ja k-kaseiineihin. Heraproteiingja ovat puolestaan a-laktalbumiinit, b-lakto-
globuliinit, proteoosipeptonit, immunoglobuliinit ja seerumin albumiini. as;-, as-, b- ja k-ka-
selinit seké a-laktalbumiinit ja b-laktoglobuliinit syntetoituvat maitorauhasessa, kun taas im-

munoglobuliinit ja seerumin albumiini siirtyva maitoon verenkierrosta. g-kaseiinit ja proteoo-
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sipeptonit ovat b-kaseiinien proteolyysituotteita, jotka syntyvé maidon luontaisen proteaasin,
plasmiinin, vaikutuksesta. Kaseinaatit, esimerkiksi natriumkaseinaatti, on valmistettu hapolla
saostetusta kasalinista neutraloimalla sité eméksella ennen kuivausta (Swaisgood, 1996).

Maidon proteiineista 80 % on kaselingja ja loput 20 % heraproteiingja. Kaseiinit ja heraprote-
iinit voidaan erottaa toisistaan liukoisuuden perusteella. Toisin kuin heraproteiinit, kaseiinit
saostuvat happamassa (pH 4,6), minka takia esimerkiks juuston valmistuksessa kaseiinit
muodostavat sapostuman, kun taas heraproteiinit jéavéat liukoisina heraan. Kaselinit esiintyvéat
maidossa kalsiumfosfaatin kanssa pallomaisina miselleing, jotka alkaansaavat maidon valkoi-
suuden. Kaseiinimisellien pintaosissa on enimmakseen k-kaseiinegja ja sisdosissa a- ja b-kase-
iingja. asi-, @s>- ja b-kaselinit ovat kalsilumionien |asné ollessa erittéin niukkaliukoisia, koska
ne, toisin kuin k-kaseiinit, sisdltavét kalsiumioneja sitovia fosfoseriinitahteitd. Kaikkien tér-

keimpien maitoproteiinien primaarirakenne on selvitetty (Swaisgood, 1996).

Kasalinien muokkaus

Transglutaminaasin on havaittu ristisitovan eri kaseiingja ja vaikuttavan kaseiinia siséltavien
liuosten ominaisuuksiin (taulukko 6). Eri kaseiinityyppien valilla on havaittu eroja niiden toi-
mimisessa transglutaminaasin substraatina. Ikura ym. (1980a) havaitsi marsun maksan trans-
glutaminaasin ristisitovan tehokkaammin as;- ja b-kaseiingja kuin k-kaseiinia mutta Traoré ja
Meunier (1991) puolestaan tekija Xlllan ristisitovan b- ja k-kaseiinia tehokkaammin kuin a-
kaseiinia. Traoré ja Meunier ehdottivat erojen johtuvan entsyymien erilaisuudesta. Sharma
ym. (2001) tutkivat S mobaraense -transglutaminaasin vaikutuksia kaseiineihin niiden luon-
nollisessa olotilassa maidossa ja havaitsivat k-kaseiinin ristisitoutuvan tehokkaimmin ja b-ka-
seiinin toiseksi tehokkaimmin lampokasittelemétomassa maidossa. Sharma ym. esittivat k-

kaseiinin reaktiivisuuden johtuvan sen sijainnista kaseiinimisellien pintaosissa.
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Taulukko 6. Transglutaminaasin (TG) vaikutuksia kaseiineihin.

Tutkimus TG  Kasitellyt Keskeisimmét TG-késittelyn vaikutukset
proteiinit
Ikuraym., 1 as-, b-ja Kaikki kasdinit polymeroituivat, mutta as;-, b-kasdinit paljon te-
1980a k-kasdiinit hokkaammin kuin k-kaseiini.
Motoki ym., 1 as;- jak-ka-  ag;-kaseiinin liukoisuus parani pH-aluedla 4-6. k-kaseiinin liukoi-
1984 sainit suus & muuttunut. Emulsion stabiilisuus huononi kummankin kaseii-
nin tapauksessa.
Nioym., 1 asi-kasaiini as;-kasdiniliuoksen viskositeetti suureni, kun kaseiinipitoisuus oli
1985 3 %tai yli.
Nio ym., 1 as;-kasaiini TG-annosta suurennettaessa 5-prosenttisen as;-kasaiiniliuoksen vis-
1986a kositeetti suureni. Tarpeeks suurella TG-annoksella liuos gedliytyi.
Gedi e hagjonnut 100 °C:ssa. Kasdiini, jonka eaminoryhmien rea-
gointi TG:n kanssa oli estetty sukkinyloimalla ei gediytynyt.
Nioym., 1 asi-kasaiini as;-kasdinin ja soijadljyn emulsio (5% kaseiinia) gediytyi. Emul-
1986b Sio, joka tehtiin kasdinista, jonka lysiinitéhteiden e-aminoryhmien
reagointi TG:n kanssa oli estetty asetyloimallae gedliytynyt.
Motoki ym., 1 ag-kasdini  ag-kasdiinin, jonka eaminoryhmien reagointi TG:n kanssaoli estet-
1986 ty sitrakonyloimalla, glutamiinitdhteistéd 80 % deamidoitui glutamii-
nihappotdhteiks. Deamidointi laski kaseiinin isoelektrista pistetta ja
parans liukoisuutta pH-aluedlla 4,5-6.
Nonakaym., 2 as-kasdini  ag;-kasdiini polymeroitui ja 50 mg/ml -liuoksena myos gedliytyi.
1989
Traoréja 3 a-, b-ja Kaikki kaseiinit polymeroituivat, mutta b- ja k-kaseiinit tehokkaam-
Meunier, 1991 k-kasdiinit min kuin a-kassiini.
Nonakaym., 2 Natrium- 12,5-prosenttinen kaseinaattiliuos seka sen ja maissioljyn emulsio
1992 kaseinaatti gedliytyivat.
Sakamotoym., 2 Natrium- 10-prosenttinen kaseinaattiliuos gedliytyi. Gedin vahvuus suureni
1994 kaseinaatti TG-annosta lisattéesss, kunnes optimiannoksen ja keen alkoi pieneta.
Dickinson ja 2 Natrium- 8-prosenttinen kasei naattiliuos ja 4 % kaseinaattia sisdltanyt 6ljy-ves
Y amamoto, kaseinaatti -emulsio gedliytyivét. Kaseinaattipitoisuutta suurennettaessa geelien
1996 vahvuuden suurenivat huomattavasti.
Nonakaym., 2 Natrium- Gelatiinin kanssa késiteltyna kaseinaatin liukoisuus parani huomatta-
1997b kaseinaatti vasti pH-aluedlla 3,5-5.
Faargemand 2 Natrium- Kasginaatin ja as;- ja b-kasaiinien ristisitoutumista tapahtui emul-
ym., 1997a kaseinaetti,  sioiden dljy-ves -rajapinnoilla, mika vaikutti emulsioiden ominai-
as;- jab- suuksiin. Myés TG:n lisd@misgjankohdalla (ennen vai jalkeen emul-
kasaiinit sion muodostamisen) oli merkitysta.
Feagemandja 2 Natrium- Kasainaatti ristisitoutui 6ljy-vesi- ja ilma-ves -rajapinnoille adsor-
Murray, 1998 kaseinaatti boituneena.
Faargemand 2 Natrium- Kase naattiliuoksesta ja 6ljysta valmistetun emulsion stabiilisuus pa-
ym., 1998a kaseinaatti rani, kunhan kaseinaatin ristisitoutuminen e ollut liialista Koae-
senssi, kermoutuminen ja Ostwaldin kypsyminen vahenivét.
Feargemand 2 Natrium- Kaseinaatista ja as;- ja b-kaseiineigta valmigettujen emulsioiden ve-
ym., 1999a kaseinaatti,  si-0ljy rajapinnoilla tapahtui ristisitoutumista, mika vaikutti emul-
as;- jab- sioiden ominaisuuksiin.
kasaiinit

a

1 = marsun maksan transglutaminaasi, 2 = Srreptoverticillium mobaraense -transglutaminaas,

3 =tekija Xllla, 4 = Sreptomyces -transglutaminaasi.



Taulukko 6 (jatkoa).

Tutkimus TG  Kasitellyt K eskeisimmét TG-késittelyn vaikutukset
proteiinit
LiujaDamoda- 4 b-kaseiini b-kaseiini polymeroitui sitd suuremmiks tuotteiks, mité pidempi oli
ran, 1999 kasittelyaika. b-kaseiinin emulsionmuodostuskyky heikkeni, mutta
emulsioiden stabiilisuus parani kasittel yajan pidetessi.
Schorsch ym., 2 Kasaiini- Kasalinimisdlit rigisitoutuivat ja muodostivat geelin, kunhan olo-
2000a misellit suhteet olivat sopivat (Iampétila 50 °C ja pH alle 5,4). Happamuus

pienens TG:n aktiivisuutta, mutta véhens myds misellinen pintava-
rausta ja siten el ektrostaattista repul siota ja helpotti ndin gediytymis-
ta Mita suurempi oli kaseiinipitoisuus, sitéd vahvempi gedigtatuli.

Schorsch ym., 2 Kasaini- Verrattuna pelkastédn glukonodedtaaktonilla hapattamalla aikaan-
2000b misdllit saatuun kaseiinimiselligediin, TG:n lisdys aiheutti nopeamman gee-
liytymisen sekd vahvemman ja lammonkestévan geelin muodostumi-

Sharmaym., 2 Kassiini- TG-kasittelya eddtényt maidon lampokasittely (85 °C, 15 min) lisag
2001 misellit kasdiinien polymeroitumista TG:n vaikutuksesta. Lammittamétto-
(maidossa)  méssi maidossa k-kasdiini rigtisitoutui tehokkaimmin, esilammite-

tyssd b- ja k-kassiinit.

@1 = marsun maksan transglutaminaasi, 2 = Sreptoverticillium mobaraense -transglutaminaasi,

3 =tekija Xllla, 4 = Sreptomyces -transglutaminaasi.

Maitoa el voida geeliyttda sellaisenaan (pH 6,7) pelkélla transglutaminaasikasittelylla. Trans-
glutaminaasin havaittiin geeliyttavan maitoa vain silloin, kun sen happamuutta liséttiin. Hap-
pamassa kaseiinimisellien varaus neutraloituu ja misellien elektrostaattinen repulsio vahenee,
jolloin ne paésevéa ldhemméks toisiaan (Schorsch ym., 2000a ja 2000b). Schorsch ym.
(2000b) esittivat mallin transglutaminaasin toiminnasta kaseiinimisellidispersiossa. Sen mu-
kaan neutraaliin liuokseen lisdtty transglutaminaasi ristisitoo kaselinimolekyyleja kaseiinimi-
sellien pinnalla ja sisdlla Jos liuoksen pH-arvoa lasketaan liian nopeasti, transglutaminaasi ei
ehdi rigtisitoa misellien kaseiinia miselleissa ja geelista tulee heikko. Vahvempi geeli muo-
dostuu, jos transglutaminaasin annetaan toimia neutraalissa riittévan kauan tai jos liuos teh-
daén happamaksi hitaasti kayttamalla glukonodeltalaktonia. Transglutaminaasin toiminnalla
voidaan lujittaa kaselinimisellgé ja enkdista a- ja b-kaseiinien poisumista miselleista liuok-
sen pH-arvon laskiessa. Kun liuoksen pH-arvo on tarpeeksi alhainen, misellien varaukset
neutraloituvat ja transglutaminaasi alkaa muodostaa ristisidoksia toistensa laheisyyteen tullei-
den misellien vdlille. Schorschin ym. (2000b) mukaan transglutaminaasikasittelyn seurauk-
sena kaseiinigeeliin muodostuu kovalenttisia sidoksia ja siité tulee sen vuoks vahvempi kuin
perinteisilla tavoilla hapattamalla tai juoksettamalla valmistetuista geeleistd, joiden muodos-

tuessa syntyy vain heikkoja ei-kovalenttisia sidoksia.
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Heraproteiinien muokkaus

Transglutaminaasilla on vaikutuksia myds heraproteiineihin (taulukko 7). Juuston ja kaseinaa-
tin valmistuksessa sivutuotteena syntyvan heran kuiva-aineesta heraproteiingja on noin 15 %,
ja kiinnostus niiden kaytdn tehostamiseen on suuri (Feergemand ym., 1997b). Transglutami-
naasin on kuitenkin havaittu ristisitovan heraproteiingja yleisesti ottaen heikommin kuin kase-
iingja (Dickinson ja'Y amamoto, 1996). Kaseiinien heraproteiineja parempaa reaktiivisuutta on
selitetty kaseiinien epasdanndllisilla ja joustavilla rakenteilla, joissa lysiini- ja glutamiinitah-
teiden reaktiivisten ryhmien otaksutaan olevan helpommin tranglutaminaasin tavoitettavissa
kuin tiiviin pallomaisissa heraproteiineissa (Tanimoto ja Kinsella, 1988). Toisin kuin herapro-
telineissa, kasalineissa el juurikaan ole molekyylinsisaisia disulfidisidoksia as- ja k-kaseiinit

sisdltavét niitéa vain yhden, asi- ja b-kasalinit eivét yhtékaan (Swaisgood, 1996).

Useissa tutkimuksissa heraproteiingja onnistuttiin ristisitomaan transglutaminaasilla vain sil-
loin, kun reaktioseos sisdlsi myds ditiotreitolia (Tanimoto ja Kinsella, 1988; Nonaka ym.,
1989; Aboumahmoud ja Savello, 1990; Traoré ja Meunier, 1992). Ditiotreitoli, samoin kuin
merkaptoetanoli, avaa proteiinien disulfidisidokset (-S-S) pelkistaméllg, jolloin sidoksen
muodostamiseen osallistuneet sulfhydryyliryhmét (-SH) vapautuvat (Koningsberg, 1972). a-
laktalbumiinin rakennetta stabiloi nelja molekyylinsiséista disulfidisidosta ja b-laktoglobulii-
nin kaksi (Evans ja Gordon, 1980). Heraproteiinien molekyylinsisdisten disulfidisidosten ha-
jottamisen ja siitd ailheutuvan proteiinin kolmiulotteisen rakenteen muuttumisen on arveltu
olevan valttaméontd, jotta lysiini- ja glutamiinithteet tulisivat tranglutaminaasin ulottuville
(Aboumahmoud ja Savello, 1990). Dickinson ja Yamamoto (1996) havaitsivat kuitenkin
transglutaminaasin geeliyttdvan 13-prosenttisen b-laktoglobuliiniliuoksen ja 8 % b-laktoglo-
buliinia sisdltédvan 6ljy-vesi -emulsion ilman ditiotreitolin tai muun pelkistimen lasn&oloa
Vahvuudeltaan vastaavat geelit muodostuivat kuitenkin transglutaminaasikasittelylla jo 9-pro-
senttisesta natriumkaseinaattiliuoksesta ja 5% natriumkaseinaattia sisdltaneesta oljy-vesi
-emulsiosta. Feargemand ym. (1997b) havaitsivat transglutaminaasin polymeroivan ilman pel-
Kistinta heraproteiini-isolaatin a-laktalbumiinia, mutta e b-laktoglobuliinia. Ditiotreitoli pa-

ransi huomattavasti kummankin proteiinin reaktiivisuutta.
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Taulukko 7. Transglutaminaasin (TG) vaikutuksia heraproteiine hin.

Tutkimus TG"  Kasitellyt  Keskeismmét TG-kasittelyn vaikutukset
proteiinit®

Tanimoto ja 1 b-LG b-LG polymeroitui reaktioseoksen sisdltéessd 10 mM ditiotreitolia. b-

Kinsella, 1988 LG-liuoksen viskositeetti suureni, mutta vahvaa gedlia e muodostu-
nut. Ristisidottu 5-LG & saostunut kuumenettaessa kuten natiivi b-LG.

Nonakaym., 2 BSA BSA polymeroitui, jos reaktioseoksessa oli myds ditiotreitolia

1989 (10 mM).

Aboumahmoud 1 a-LA, a-LA ja b-LG polymeroituivat, kun reaktioseos sisdls 20 mM ditio-

ja Savello, 1990 b-LG treitolia. TG-kasittelyd edeltava |ampokéasittely (85 °C, 15min) hei-
kens proteiinien reaktiivisuutta.

Traoréja 3 a-LA, a-LA, b-LG ja BSA polymeroituivat, jos reaktioseos sisdlsi myos pel-

Meunier, 1992 b-LG, kistintd, kuten ditiotreitolia (10 mM). TG-késittelya eddtavan lampo-

BSA kasittelyn e havaittu parantavan proteiinien reaktiivisuutta.

Dickinson ja 2 b-LG 13-prosenttinen b-LG-liuos ja 8 % b-LG:a sisdltéva dljy-ves -emulsio

Y amamoato, gedliytyivét ilman ditiotreitolin tai muun pelkistimen lasnaoloa.

1996

Faargemand 4 WHI, WHPI:n sisdltamé a-LA polymeroitui jonkin verran ilman ditiotreitolia-

ym., 1997b b-LG kin, b-LG «i. Ditiotreitoli (20 mM) parans huomattavasti a-LA:n ja b-
LG:n reaktiivisuutta. 8-prosenttisen b-LG-liuos muuttui viskoosiks ja
lopulta gedliytyi ditiotreitolin 1&sné ol lessa.

Feagemandja 4 b-LG b-LG polymeroitui jagediytyi (ditiotreitolin 1&sné ollessa) tehokkaam-

Quigt, 1999 min ilman kalsiumionien 1&sn&oloa kuin niiden kanssa (5 mM).

Matsumura lja2 a-LA a-LA:n polymeroiminen (ditiotreitolin |asna ollessa) tapahtui aluksi

ym., 2000 nopeammin marsun maksan kuin S mobaraense -bakteerin TG:II&,
mutta lopulta jalkimmainen muodosti molekyylimassaltaan suurempia
polymeerga.

Wilcox ja 5 WPI WHPI:n proteiinit polymeroituivat, jos reaktioseoksessa oli myos ditio-

Swai sgood, treitolia (10mM) tai natriumbisulfasttia (100 mM). 8-prosenttisen

2002 WHPI-liuoksen viskositeetti suureni.

@1 = marsun maksan transglutaminaasi, 2 = Sreptoverticillium mobaraense -transglutaminaasi,

3 =tekija Xllla, 4 = Sreptomyces lydicus -transglutaminaasi, 5 = tarkemmin méarittelemattn
mikrobitransglutaminaas immobilisoituna.

a-LA = a-laktalbumiini, b-LG = b-laktoglobuliini, BSA = naudan seerumin albumiini, WPl = heraproteiini-
isol aatti.

Feargemand ja Qvist (1999) havaitsivat kalsiumionien héiritsevan b-laktoglobuliinin polyme-
roimista ja geeliyttamistd mikrobitransglutaminaasilla, joka el tarvinnut kalsiumioneja akti-
vaattoreikseen. Ditiotreitolin ja kalsumionien yhteisvaikutuksesta b-laktoglobuliini saostui,
mika vaikeutti sen reagoimista tranglutaminaasin kanssa. Vastaavasti Matsumura ym. (2000)
havaitsivat ditiotreitolin ja kalsiumionien vaikutuksesta tapahtuvan a-laktalbumiinin aggre-
goitumisen haittaavan a-laktalbumiinin ristisitomista transglutaminaasilla. Feagemand ja
Qvig (1999) esittivét, etta ailkaisemmissa kalsiumioneista riippuvaisilla transglutaminaaseilla
tehdyissa tutkimuksissa havaittu b-laktoglobuliinin geeliytyminen johtui todenndkdisesti p&&-
asiassa ditiotreitolin ja kalsiumionien aiheuttamista ei-kovalenttisista vuorovaikutuksista eiké
niinkdan transglutaminaasin aikaansaamista kovalenttisista ristisidoksista.
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Maitotuotteiden valmistus

Transglutaminaasin vaikutuksia maidon proteiineihin on tutkittu myos erilaisten tuotteiden,
kuten jogurtin ja biohajoavien kalvojen valmistuksessa (taulukko 8). Kaseiinista (Motoki ym.,
1987) ja heraproteiineista (Mahmoud ja Savello, 1993; Yildirim ja Hettiarachchy, 1998) ha-
vaittiin muodostuvan transglutaminaasin vaikutuksesta biohajoavia kalvoja, joiden liukoisuus
mien, kuten trypsiinin ja kymotrypsiinin, vaikutuksesta. Kalvojen valmistuksessa kéaytetty di-
tiotreitoli kuitenkin estéd néiden valmistusmenetelmien suoran soveltamisen elintarvikekayt-
to6on. Transglutaminaasin on havaittu ehkaisevan nesteen erottumista eli synereesia jogurtista
(Fexrgemand ym., 1999b; Lorenzen ym., 2002). Lorenzen ym. (2002) paéttelivét sen johtuvan
jogurtin proteiiniverkoston transglutaminaasin vaikutuksesta pienentyneesta huokoskoosta ja
Siten parantuneesta vedensidontakyvysta.

Transglutaminaasin havaittiin myos parantavan maidon lampostabiilisuutta ristisitomalla ka-
seiinimisellien proteiingja maidossa, mista voisi olla hy6tya voimakasta kuumennusta vaati-
vissa maitotuotteissa (O'Sullivan ym., 2002b). Esimerkiksi juuston valmistuksessa transgluta-
minaasista ei ehk& kuitenkaan ole hy6tyd, koska transglutaminaasin aiheuttama k-kaseiinin
ristisitoutuminen vaikeutti juuston juoksettamista ja koska transglutaminaasi saattaa proteo-
lyysia vaikeuttamalla haitata juuston normaalia kypsymistéa (O'Sullivan ym., 2002a).

2.8.2 Lihaproteiinien muokkaus ja lihatuotteiden valmistus

Transglutaminaasin kaytto lihateollisuudessa on yksi transglutaminaasin tutkituimmista sovel-
lusaloista (Nielsen, 1995). Seuraavassa tarkastellaan transglutaminaasin kayttoa lihaproteii-
nien muokkauksessa ja lihatuotteiden valmistuksessa kuitenkin vain lyhyesti. Lagjemmin ai-
hetta kasittelevat muun muassa Nielsen (1995), Motoki ja Seguro (1998), Kuraishi ym. (2001)
sekéa de Jong ja Koppelman (2002).
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Taulukko 8. Transglutaminaasin (TG) vaikutuksia maitoproteii nisovelluksissa.

Tutkimus TG Tutkittu sovellus  Keskeisimmat TG-kasittelyn vaikutukset
Motoki ym., 1 Biohgjoavakalvo  Yli 3-prosenttisesta kasaiiniliuoksesta muodostui kalvo, joka ei
1987 as;-kasdinista liuennut kaytettyihin liuottimiin (SDS, merkaptoetanoli, urea,
guanidiinihydrokloridi) eikd kuumaan (100 °C) veteen, mutta
hajos kymotrypsiinilla
Mahmoud ja 1 Biohajoavakalvo  3-prosenttisesta a-laktalbumiinista ja 5-prosenttisesta b-lakto-
Savello, 1993 hergproteiineista  globuliinista muodostui glyserolin kanssa kalvot, joiden liukoi-
suus liuottimiin vaihteli ja jotka hajosivat trypsinilla ja kymo-
trypsiinilla
Yildirim ja 1 Biohajoavakalvo  5-prosenttisesta heraproteiini-isolagtista tehdyn kalvon liukoi-
Hettiarachchy, heraproteiini- suus veteen (pH 3-8), SDS:d4n ja ureaan oli pienempi kuin il-
1998 isol aatista man TG:a tehdyn, mutta hajoavuus trypsiinilla ja kymotrypsii-
nillayhta hyva,
Faargemand 2 Jogurtti Jogurtin rakenne vahvistui ja nesteen erottuminen siita vaheni.
ym., 1999b Vahérasvaisen tai -proteiinisen jogurtin rakenteesta tuli aigtin-
varaisesti arvioituna samankatainen kuin perinteisen jogurtin.
Immym., 3 Rasvaton TG-kasitellysta rasvattomasta maidosta valmi stetusta maitojau-
2000 maitojauhe heesta kuumentamalla tai hapattamalla tehdyt gedlit olivat vah-
vempia ja sitoivat enemman vettd kuin vertailumaitojauheesta
tehdyt. Parhaat tulokset saatiin kohtuullisella TG-annoksella.
Lorenzen, 3 Rasvaton maito- Kaseinaatin vedensidontakyky suureni ja heraproteiini-isolaatin
2000 jauhe, natriumka-  l8Bmmonkestavyys parani. Kaseinaatin avulla tehdyn emulsion
seinaatti jahera- stabiilisuus parani. Tuotteiden vashdonmuodostusominai suudet
protelini-isolaatti  eivat parantunest.
Lauber ym., 3 Jogurtti Jogurtin rakenne vahvistui niin kauan kun kaseini polymeroi-
2000 tui (60 min).
Lorenzenym., 3 Jogurtti Jogurtin rakenne vahvistui ja nesteen erottuminen siita vaheni.
2002 Jogurtin aistinvaraisesti arvioidut ominaisuudet muuttuivat vé-
hemman jogurtille tyypillisiks.
O'sullivanym., 3 Maito (juuston Kasainimiselit stabiloituivat. Juuston juoksettaminen hidastui,
2002a valmistuksessa) elka onnistunut pitkan TG-kasittelyn jélkeen ol lenkaan.
O'sullivanym., 3 Maito (lampbsta-  Maidon |ampastabiilisuus (pH >6,7) parani todennakdisesti k-
2002b biilisuus, hyyty-  kasiinin ristisitoutumisen ja kaseiinimiselleista dissosioitumi-
misen estyminen  sen estymisen takia. Maidon lampokasittely (80 tai 90 °C:ssa)
kuumennettaessa)  ennen TG-kéasittelya voimisti sen vaikutusta, koska téllsin TG

ristisitoi [éampddenaturoitunutta b-laktoglobuliinia kaseiiniin.

@

mobaraense -transglutaminaasi.

1 = marsun maksan transglutaminaasi, 2 = Phytophtora cactorum -transglutaminaasi, 3 = Sreptoverticillium

Transglutaminaasilla voidaan rigtisitoa lihan rakenneproteiingja, kuten myosiinia ja aktiinia
(de Jong ja Koppelman, 2002). Nonaka ym. (1989) havaitsivat mikrobitransglutaminaasin po-
lymeroivan viiledssa (10 °C) kuitenkin vain janiksenlihan myosiinia, mutta ei aktiinia, ja
my6hemmissakin tutkimuksissa myosiinin on osoitettu olevan aktiinia parempi substraatti
transglutaminaasille. Ristisidosten muodostamisella voidaan vahvistaa esimerkiksi makkaran
proteiiniverkostoa, joskin liika ristisidostuminen johtaa liian lujan rakenteen muodostumiseen
(de Jong ja Koppelman, 2002). Transglutaminaasin avulla voidaan vahvistaa my6s kananlihaa

sisdltdvien makkaroiden rakennetta. Transglutaminaasi toimii makkaramassassa, kunnes val-
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mistusprosessissa tuotteen sisalampoétila ylittda 70 °C ja entsyymi inaktivoituu. Koska trans-
glutaminaasin muodostamat ristisidokset ovat hyvin stabiilgja, transglutaminaasin makkaran
rakennetta vahvistava vaikutus sdilyy myds makkaraa kuumennettaessa ja pakastettaessa.
Leikkelekinkun valmistuksessa transglutaminaasin on havaittu helpottavan kinkun siivutusta,
jolloin siivujen rikkoutuminen leikattaessa vahenee (Kuraishi ym. 2001).

Ramirez-Suarez ja Xiong (2002) tutkivat mikrobitransglutaminaasin vaikutuksia myofibrilli-
ja heraproteiini-isolaatteihin ja niiden seokseen. Transglutaminaasi vahvisti myofibrilli-isolaa-
tista lammitettéessa muodostuvaa geelia, mutta e geeliyttéanyt lainkaan heraproteiini-isolaat-
tia. Proteiinien seoksesta transglutaminaasin ja lammityksen vaikutuksesta muodostunut geseli
oli myofibrilligeelia heikompaa, kun sen valmistuksessa kaytetty lampétila oli alle 75 °C.
Elektroforeesikokeiden perusteella paételtiin, ettd transglutaminaasi el muodosta ristisidoksia
heraproteiinien ja lihasproteiinien vélille. Lisdks transglutaminaasikasittelyn havaittiin tisla-
tussa vedessa muodostavan lihasproteiineista tiiviimpid, elektroforeesissa nopeammin liikku-
via molekyylgjd Taman arveltiin johtuvan transglutaminaasin proteiineihin muodostamista
molekyylinsisdisista ristisidoksista. Vaikutus kuitenkin vaheni asteittain reaktioseoksen suola-
pitoisuutta suurennettaessa, eiké sen havaittu vaikuttavan transglutaminaasin kykyyn muodos-
taa lihasproteiinien vdlille ritisidoksia ja vahvistaa lihasproteiinigeelid. Erityisesti myosiinin

raskaan ketjun havaittiin toimivan hyvana substraattina transglutaminaasille.

Transglutaminaasin avulla voidaan liittéa pienia lihanleikkuun téhdepaloja kestavasti yhteen.
Transglutaminaasi ei kuitenkaan liité lihanpaloja suoraan toisiinsa tarpeeksi lujasti ilman vali-
ainetta. Kun kaseinaattia kasitelléan transglutaminaasilla, siitd muodostuu viskoos "liima’,
jonka avulla lihanpalat voidaan kiinnittda yhteen niin, etté tuote kestéé viipaloinnin, pakasta-
misen ja paistamisen (Kuraishi ym., 2001). Kuraishi ym. (1997) tutkivat sianlihapalojen liitt&
migta toisiinsa mikrobitransglutaminaasilla. Koska transglutaminaasikésittelylla lihanpaloja ei
saatu kiinnitetyksi suoraan toisiinsa ilman huomattavaa suolamaaréa (3 %), tutkittiin eri prote-
iinilivosten kayttamista kiinnittamisen apuna. Transglutaminaasi liitti lihanpalat toisiinsa ka-
seinaatin mutta e soijaproteini-isolaatin, gelatiinin tai heraproteinien avulla. Paras tulos saa-
vutettiin kaseinaattimaardlla 0,5-1,0 % ja 2-5 tunnin kasittelygjalla jadkaappilampdtilassa
(+5 °C). On huomattavaa, etta transglutaminaasikasittely voitiin tehda tuotteen mikrobiologis-

talaatua yll dpitéen jadkaappilampotilassa.

Kaseiinin toimimista transglutaminaasin vaikutuksesta hyvana "liimana' lihapalojen yhteen

liittdmisessa voidaan selittda sillg, etta kaseiini on hyva substraatti transglutaminaasille ja sen
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on havaittu liittyvan tehokkaasti myosiiniin. Kurth ja Rogers (1984) tutkivat kaseiinin, glutee-
nin ja soijan globuliinien liittdmista myosiiniin naudan plasman transglutaminaasin avulla
Tehokkaimmin myosiiniin transglutaminaasin vaikutuksesta kiinnittyi kaseiini, mutta myos
gluteeniaja soijan globuliinia onnistuttiin liittamaan.

Japanilaisen surimi-kalahyytelon valmistuksessa kalan oman transglutaminaasiaktiivisuuden
tiedetéan vahvistavan geelin rakennetta ristisidoksia muodostamalla. Geelia voidaan edelleen
vahvistaa lisdtylla transglutaminaasilla (Motoki ja Seguro, 1998; de Jong ja Koppelman,
2002). Joseph ym. (1994) havaitsivat marsun maksan transglutaminaasin geeliyttavan surimin
aktomyosiinia, joka geeliytyi ilman liséttya transglutaminaasia vain huonosti. Myos Lee ym.
(1997a) havaitsivat kalan oman transglutaminaasin vaikuttavan kalageelin vahvuuteen ja lis&-
tylla mikrobitransglutaminaasilla voitavan edelleen liséta kalan myosiinin polymeroitumista
jageelin vahvuutta Lee ym. (1997b) totesivat myds seka kalan endogeenisen etta lisétyn mik-
robitransglutaminaasin lisédvan kalaproteiinigeelien elastisuutta. Tsa ym. (1996) havaitsivat
S ladakanum -transglutaminaasin vahvistavan makrillisurimin rakennetta, mikali entsyymia
e kaytetty liikaa, ja entsyymin polymeroivan tehokkaammin myosiinia kuin aktiinia. Samoin
Hsieh ym. (2002) havaitsivat mikrobitransglutaminaasin vahvistavan makrillista valmistetun
surimin rakennetta ja lisaksi osoittivat elektroforeesianalyysien perusteella transglutaminaasin

rigtisitovan lahinna myosiinia eika niinkaan aktiinia

Transglutaminaasin vaikutus surimiin riippuu siihen kaytetysta kalalgjista. Myos surimin val-
mistuksessa oikean kokoisen transglutaminaasiannoksen kaytté on tarkeda liiallisen ristisito-
misen valttamiseksi. Transglutaminaasi on lagjasti kaytdssa surimituotteiden valmistuksessa
Japanissa (Kuraishi ym., 2001).

Transglutaminaasin kaytolla voidaan korvata suolaa (natriumkloridia) ja fosfaatteja lihatuot-
teissa, silla transglutaminaasi parantaa vahasuolaisten ja fosfaatittomien lihatuotteiden raken-
netta ja vedensitomiskykya. Fosfaattia on kuitenkin vaikea kokonaan korvata transglutami-
naasilla (Kuraishi ym., 2001). Myds makkaroiden rasvan korvaamista transglutaminaasilla
ristisidotulla kaseinaatilla on tutkittu (Nielsen, 1995).

2.8.3 Gelatiinin muokkaus

Gelatiinin lammitetysta vesiliuoksesta muodostuu 18pindkyva, elastinen geeli, kun liuoksen

lampdtila laskee noin 35 °C:een alapuolelle. Uudelleen [ammitettéessa geeli hgjoaa, mika an-
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taa gelatiinigeelille sen ainutlaatuisen ominaisuuden "sulaa" suussa. Suhteellisen pienesta ly-
siinipitoisuudesta huolimatta gelatiini on hyva substraatti transglutaminaasille gelatiinin mole-
kulaarisen joustavuuden ansiosta, kunhan gelatiinin valmistuksen yhteydessa sen glutamiini-
tahteet elvat ole kemiallisesti muuttuneet glutamiinihappotéhteiksi (Babin ja Dickinson,
2001). Sakamoto ym. (1994) havaitsivatkin S. mobaraense -transglutaminaasin vahvistavan

tyyn rajaan asti. Liiallinen ristisidostaminen teki geelista hauraan.

Babin ja Dickinson (2001) tutkivat Streptomyces lydicus -transglutaminaasin vaikutuksia ge-
latiiniin ja havaitsivat transglutaminaasikésittelylla olevan joko gdatiinigeelia vahvistava ta
heikentava vaikutus kaytetyn transglutaminaasimaaran ja sen mukaan, tapahtuiko transgluta-
minaasin aiheuttama kovalenttisten ristisidosten muodostuminen padasiassa ennen vai jalkeen
gelatiinin luontaisen vetysidosten muodostumisen kautta tapahtuneen geeliytymisen. Jos gela-
tiiniliuosta lampokasiteltiin transglutaminaasin kanssa kauan ennen jadhdytyst, transglutami-
naasin muodostamat ristisidokset hairitsivét jaghdytyksessa luontaisen vetysidoksellisen gela-
tiiniverkoston muodostumista, ja geelista tuli heikompi kuin ilman transglutaminaasia tehdys-
ta Jos sen sijaan sopiva méara transglutaminaasia liséttiin [ammitettyyn gelatiiniliuokseen
vasta juuri ennen sen jaahdytystd, gelatiinin luontainen geeliytyminen tapahtui hairiéitta ja

transgglutaminaasi lisds muodostuneen geelin vahvuutta

2.8.4 Kananmunan proteiinien muokkaus

Clarken (1959) mukaan marsun maksan transglutaminaasi ei kiinnittényt amiiniyhdistetta (ka-
daveriinid) kananmunan albumiiniin kuten ei naudan seerumin albumiinikaan, eli albumiinit
eivat toimineet asyylidonorisubstraatteina transglutaminaasille. Ikura ym. (1984) asyloivat
malonihappoanhydridilla (maleyloivat) ovalbumiinin aminoryhmét, jolloin ovalbumiinin ra-
kenne muuttui niin, etta glutamiinitahteet pdasivéat paremmin esille. Maleyloinnin seurauksena
amiiniyhdistetta (histamiinia) ovalbumiiniin ja polymeroida sitd polyamiinin (spermiinin)

kanssa.

Nonakan ym. (1989) mukaan konalbumiini, kuten naudan seerumin albumiinikin, polymeroi-
tui transglutaminaasin vaikutuksesta vain ditiotreitolin 1&sné ollessa. Ditiotreitolin vaikutuk-
sen arveltiin johtuvan sen kyvysté hajottaa molekyylinsisdiset disulfidisidokset ja siten aiheut-

taa dbumiinien rakenteessa muutoksa, jotkatuovat suojattuna olleita glutamiini- ja lysiinitéh-
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teité transglutaminaasin ulottuville. My6éhemmin Nonaka ym. (19974) havaitsivat, ettd S mo-
baraense -transglutaminaasi kiinnittda ovalbumiiniin, kuten myos naudan seerumin albumii-
niin, amiiniyhdistettd (monodansyylikadaveriinia) korkeassa paineessa (400-600 mPa), mutta
el normaalipaineessa. Paineen arvioitiin vaikuttaneen albumiinien rakenteeseen niin, etta glu-
tamiinitahteita altistui transglutaminaasille.

Kato ym. (1991) tutkivat S. mobaraense -transglutaminaasin vaikutuksia kananmunan valku-
aisen ovomusiiniin, glykoproteliniin, joka koostuu vahahiilihydraatti sesta osasta, a-ovomusii-
nista ja runsashiilihydraattisesta osasta, b-ovomusiinista. Tranglutaminaasin havaittiin poly-
meroivan kumpaakin ovomusiinikomponenttia. Lisdksi transglutaminaasikésittelyn havaittiin
parantavan ovomusiinin emulgoimisominaisuuksia seka entuudestaankin erinomaista vaahtoa-

vuutta

Sakamoto ym. (1994) tutkivat S. mobaraense -transglutaminaasin vaikutusta kananmunan val-
kuaisesta ja keltuaisesta tehtyihin proteiinipitoisuudeltaan noin 10-prosenttisiin liuoksiin ja
havaitsivat kummankin lujittuvan transglutaminaasin vaikutuksesta. Valkuaisliuoksesta tuli
transglutaminaasikasittelyn seurauksena keltuaisliuosta vahvempi, mutta el niin vahvaa kuin
10-prosenttisesta gel atiiniliuoksesta muodostuneesta geelista.

2.8.5 Viljaproteiinien muokkaus ja viljatuotteiden valmistus

Johdanto

Transglutaminaasin kayttd leipomotuotteiden valmistuksessa on suhteellisen uutta verrattuna
hydrolysoivien entsyymien, kuten maltaan ja mikrobien a-amylaasin soveltamiseen, jota on
tehty leipomoteollisuudessa jo vuosikymmenid (Poza, 2002). Viljaproteiinien muokkausta
transglutaminaasilla ja transglutaminaasin kéyttoa leivonnassa on tutkittu enimmékseen vasta
1990-luvulta l&htien. Useimmat viljaproteiinien muokkausta transglutaminaasilla kasittelleet
tutkimukset ovat keskittyneet vehnan gluteeniproteiinien kasittelyyn. Tamé saattaa johtua sii-
ta, ettd vehnataikinaa leivottaessa gluteeniproteiinit muodostavat taikinaan gluteeniksi kutsu-
tun verkoston, joka saa aikaan vehnétaikinan ainutlaatuiset leivontaominaisuudet (Shewry
ym., 2003). Vaikka gluteeniproteinit sisdltavétkin erittdin paljon glutamiinia (kolmasosa tai
enemman kaikista aminohappotéhteistd), useimmat niista sisdltavét vain hyvin niukasti lysii-
nia (Kasardaym., 1976).
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siliukoisia proteiingja, globuliinit liukenevat laimeisiin suolaliuoksiin, gluteliinit laimeisiin
happo- tai emasliuoksiin ja prolamiinit yli 50-prosenttisiin etanoliliuoksiin (Mahler ja Cordes,
1968). Vehnan proteiinien tapauksessa etanoliliuokseen liukenevia proteiingja kutsutaan glia-
diineiks ja happoliuokseen liukenevia gluteniineiksi. Kuitenkin gluteniineiksi lasketaan jos-
kus kaikki veteen seké suola- ja etanoliliuoksiin liukenemattomat vehnégproteiinit, vaikka ne
eivét esimerkiksi laimeaan etikkahappoliuokseen liukenisikaan. Kasitetta gluteniini onkin vai-
keaa mazritella yksinkertaisesti (Kasarda ym., 1976).

Gluteeni voidaan erottaa vehnan ydinjauhoista ja vedesta sekoitetusta taikinasta peseméalla sita
vedell§, jolloin tarkkelys irtoaa veden mukana. Gluteenin kuivapainosta on noin 80 % proteii-
nia, 10-15 % hiilihydraatteja ja 5-10 % rasvaa (Kasarda ym., 1976). Gluteeniproteiinit on pe-
rinteisesti luokiteltu etanoliliuoksiin liukeneviin gliadiineihin ja etanoliliuoksiin liukenematto-
miin gluteniineihin. Molemmat ryhmét sisaltavét rakenteeltaan toisiaan muistuttavia proteii-
neja, ja ero niiden liukoisuudessa johtuu protelinimolekyylien erilaisista vuorovaikutuksista:
gliadiinien vélilla on vain ei-kovalenttisia sidoksia, kun taas gluteniinimonomeerit muodosta-
vat molekyylimassaltaan suuria polymeereja kovalenttisin disulfidisidoksin. Monomeereik-
seen pelkistetyt gluteniinit ovat liukoisia etanoliliuoksiin aivan kuten gliadiinit ja voidaan sen

vuoks mééritella yhdessa gliadiinien kanssa my6s prolamiineiksi (Shewry ym., 2003).

Gluteeniproteiineista yleensa suunnilleen yhta paljon on gliadiingja ja gluteniingja, joskin nii-
den méérien suhde vaihtelee vehnalgjikkeen ja kasvuolosuhteiden mukaan. Gliadiinit ja glute-
niinit eivét ole yksittéisia proteiingja, vaan proteiiniseoksia. Gluteeniproteiingja onkin yhteen-
kaksisuuntaisella elektroforeesilla, jossa isoelektrinen fokusointi on yhdistetty geelielektrofo-
reesiin. Gliadiinit on perinteisesti luokiteltu a-, b-, ¢ ja wegliadiineihin, joista a- ja b-gliadii-
nit ovat kuitenkin rakenteeltaan samankaltaisia ja nykyisin molemmat luokitellaankin tavalli-
sesti a-gliadiineiksi (Shewry ym., 2003). Erotukseksi muista a-gliadiineista aggregoituvia a-
gliadiingja nimitetdan A-gliadiineiksi. Ne muodostavat ei-kovalenttisin sidoksin kuitumaisia
aggregaatteja liuoksen pH-arvon ollessa yli 5 (Kasarda ym., 1976). Gluteniinien alayksikot
luokitellaan kahteen p&dryhmaan, pienen ja suuren molekyylimassan alayksikkdihin. Pienen
molekyylimassan alayksikot jaetaan edelleen B-, C- ja D-tyyppeihin. C-tyypin alayksikot
muistuttavat a- ja g-gliadiingja ja D-tyypin alayksikot uegliadiingja (Shewry ym., 2003).



Viljaproteiinien muokkaus

Ensimmaisia tutkimuksia, jossa viljaproteiinegja kasiteltiin transglutaminaasilla oli Ikuran ym.
(1981) tutkimus, jossa tutkittiin muun muassa gluteenin ravitsemuksellista t&ydentamista mar-
sun maksan transglutaminaasin avulla. Koska lysiini on gluteenin ravitsemuksellista arvoa ra-
joittava aminohappo, gluteenia yritettiin taydentda kiinnittdmalla siihen transglutaminaasin
avullavapaata lysiinia. Vaikka gluteeni oli reaktio-oloissa (pH 7,5) l&hes taydellisesti liukene-
maton, transglutaminaasin havaittiin kiinnittavan lysiinia tehokkaasti gluteeniin. Taman arvel-
tiin aiheutuvan glutamiinitdhteiden suuresta osuudesta gluteenissa. Kahden ja puolen tunnin
transglutaminaasikéasittelyn aikana gluteenin lysiinipitoisuus suurentui viisinkertaiseksi. Li-
séksl transglutaminaasin havaittiin muodostavan ristisidoksia gluteenimolekyylien vdlille.

Kurth ja Rogers (1984) tutkivat muun muassa gluteenin liittamist&d myosiiniin naudan plasman
transglutaminaasilla. Toisin kuin muiden tutkittujen proteiinien tapauksessa, gluteniinin rea-
goimiseen myosiinin kanssa vaikutti selvasti reaktioseoksen happamuus. Mita happamampi
seos oli tutkitulla pH-alueella (5,5-7,0), sitd vahemman gluteenia kiinnittyi myosiiniin trans-

glutaminaasin vaikutuksesta.

Iwami ja Y asumoto (1986) selvittivét eri elintarvikeproteinien kykya toimia asyylidonoreina
transglutaminaasin katalysoimassa reaktiossa. He kayttivét marsun maksan transglutaminaasia
kiinnittdméaan proteiineihin fluoresoivaa monodansyylikadaveriinia, joka toimi reaktiossa
asyyliakseptorina. Monodansyylikadaveriinin kiinnittymistehokkuuden perusteella vehnan
gliadiini oli tutkituista proteiineista paras asyylidonorisubstraatti transglutaminaasille ja veh-
nan gluteeni kokonaisuutena lahes yhta hyva. Kaseiini ja soijaproteiini-isolaatti olivat melko
hyvia asyylidonorga, mutta ovalbumiini ja varsinkin gelatiini ja maissin tseiini toimivat

asyylidonorisubstraatteina heikosti.

Myds Porta ym. (1990) tutkivat eri viljaproteiinien kykya toimia asyylidonoreina transgluta-
minaasin katalysoimassa reaktiossa. Hekin kayttivat marsun maksan transglutaminaasia, mut-
ta tutkittaviin proteiineihin kiinnitettiin reaktiossa asyyliakseptorina toiminutta radioaktiivista
spermidiinia Tulosten mukaan vehnan gluteliinit (gluteniinit) ja gliadiinit olivat parempia
asyyliryhman luovuttavia substraatteja transglutaminaasille kuin vehnan globuliinit tai kau-
ran, maissin jariisin prolamiinit. Porta ym. havaitsivat myods kaikkien tutkimiensa viljaproteii-
nien ja niiden hydrolysaattien polymeroituvan transglutaminaasin vaikutuksesta spermidiinin

lasna ollessa. Tama ei kuitenkaan todistanut proteiinien polymeroitumista transglutaminaasin
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vaikutuksesta myds ilman spermidiinid, koska transglutaminaasi voi muodostaa spermidiinin
avulla polyamiiniristisidoksia proteiinimolekyylien vélille.

Larré ym. (1993) havainnoivat marsun maksan transglutaminaasin vaikutuksia gliadiiniin.
Transglutaminaasin havaittiin kiinnitdvan tehokkaasti putreskiinia gliadiiniin ja siten gliadii-
nin olevan hyvé asyylidonorisubstraatti transglutaminaasille. IIman putreskiinia transglutami-
naasin todettiin deamidoivan gliadiinin glutamiinitahteitd glutamiinihappotahteiksi. Deami-
dointi johti gliadiinin isoelektrisen pisteen siirtymiseen happamampaan péin ja gliadiinin vesi-
liukoisuuden paranemiseen. Deamidoinnin lisaksi transglutaminaasin havaittiin myds polyme-
roivan gliadiinia pH-alueella 5-9, tehottomimmin kuitenkin happamassa. Gliadiinin harvojen
lysiinitahteiden paételtiin voivan osallistua transglutaminaasin katalysoimaan ristisidoksen-
muodostusreaktioon.

Alexandre ym. (1993) tutkivat vehnan ggliadiinin muokkausta naudan veren hyytymistekija
XllI:lla. My6s téssa tutkimuksessa havaittiin gliadiinin deamidoitumista (puolen tunnin trans-
glutaminaasikasittelyssd) ja sen liséksi polymeroitumista (24 tunnin kasittelyssd). Samoin
gliadiinin deamidoitumisen todettiin tassdkin parantavan gliadiinin vesiliukoisuutta ja ristisi-
dosten muodostumisen aiheuttavan sen polymeroitumista Myds ggliadiinin tapauksessa sen
kahden lysiinitéhteen péételtiin voivan toimia asyyliakseptorisubstraatteina transglutaminaa-
slle.

Vehnan gluteenin ja sen komponenttien, gluteniinien ja gliadiinien, toimiminen hyvina asyyli-
donoreina transglutaminaasin katalysoimassa reaktioissa Iwamin ja Y asumoton (1986), Por-
tan ym. (1990), Larrén ym. (19934) ja Alexandren ym. (1993) tutkimuksissa selittynee gluta-
miinitéhteiden suhteellisen suurella osuudella nédissa proteiineissa. Koska toisaalta lysiinitah-
teiden suhteellisen pieni osuus rajoittaa gluteeniproteiinien ravitsemuksellista arvoa, lwami ja
Y asumoto (1986) tutkivat lysiinin ja polylysiinin kiinnittamista gliadiiniin transglutaminaasin
avulla seka kiinnitetyn lysiinin hyvaksikaytettavyytta Transglutaminaasin havaittiin Kiinnitt&-
van gliadiiniin tehokkaasti polylysiinid mutta myds lysiinia Gliadiiniin liitetyn lysiinin pa&
teltiin rottakokeiden perusteella olevan myos ravitsemuksel lisesti hyvaksikaytettavissa.

Colas ym. (1993) tutkivat b-gliadiinin glykosyloimista marsun maksan transglutaminaasin
avulla Gliadiinin glutamiinitdhteisiin liitettiin transglutaminaasilla alkyyliamiinimonosakka-
ridia (6-aminoheksyyli-1-tio- b-D-galaktopyronosidi). Kun b-gliadiinin aminoryhmét oli alky-
loitu, sen glutamiinitéhteista glykosyloitui 15,7 %, mutta ilman alkylointia vain 6,1 %, koska
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silloin glutamiinitdhteet reagoivat myos lysiinitdhteiden aminoryhmien kanssa. Glykosylointi
parans b-gliadiinin liukoisuutta varsinkin pH-alueella, joka oli isoelektrisen pisteen (pH 6,3)
laheisyydessa, mutta el tehnyt gliadiinista yli 85-prosenttisesti liukenevaa.

Larré ym. (1998) tutkivat Streptoverticillium mobaraense -bakteerilla tuotetun transglutami-
naasin vaikutusta pelkistettyyn gluteeniin ja havaitsivat entsyymin polymeroivan gluteenin
monomeerisia proteiiniyksikkdjéa. Gluteeniproteiineista transglutaminaasin todettiin vaikutta-
van tehokkaimmin gluteniinin suuren molekyylimassan alayksikkoihin, mink& paételtiin joh-
tuvan ndiden proteiiniyksikdiden suuremmasta lysiinipitoisuudesta verrattuna gluteniinin pie-
nen molekyylimassan alayksikkoéihin ja gliadiineihin. Polymeroitumisen havaittiin huononta

van gluteeniproteiinien liukoisuutta.

My6hemmin Larré ym. (2000) tutkivat tarkemmin gluteenin eri komponenttien kykya toimia
S mobaraense -transglutaminaasin substraattina. Tulokset vahvistivat aikaisemman havain-
non, jonka mukaan kaikki gluteeniproteiinit ovat transglutaminaasin substraatteja, mutta glu-
teniinin suuren molekyylimassan alayksikot niisté parhaimpia. V oimakkaallakaan transgluta-
minaasikasittelylla el kaikkia pienen molekyylimassan alayksikkoja eikéa a- ja b-gliadiingja
saatu taysin ristisidottua. Myo6s Rosellin ym. (2003) tutkimusten tulokset osoittivat transgluta-
minaasin polymeroivan gluteeniproteiine sta padasiassa gluteniingja ja niista erityisesti suuren
molekyylimassan alayksikkoja. Larré ym. (2000) tutkivat myds transglutaminaasikasittelyn
vaikutusta gluteenin reologisiin ominaisuuksiin ja havaitsivat transglutaminaasin avulla ole-
van mahdollista muuntaa hyvin heikko gluteeni hyvin vahvaksi. Liséks transglutaminaasilla
késitellyn gluteenin havaittiin olevan lammonkestavampaa kuin kasitteleméttoman.

Gerrard ym. (2001) ottivat uuden ndkokulman tutkimuksessa eri vehndproteiinien kelpoisuu-
desta transglutaminaasin substraatiksi. Siind missa aikaisemmissa tutkimuksissa transglutami-
naasin aiheuttamaa proteiinien polymeroitumista oli tutkittu analysoimalla transglutaminaasil-
la késiteltyja proteiiniliuoksia, Gerrard ym. leipoivat todelliset leip& ja voisarvitaikinat mik-
robiperaisen transglutaminaasin kanssa ja uuttivat sitten taikinoista proteiinit analyysia varten.
Tulokset vahvistivat aiemmat havainnot gluteniinin suuren molekyylimassan alayksikkojen
toimimisesta hyvina substraatteina transglutaminaasille (Larré ym., 1998; Larré ym. 2000),
mutta uutena havaintona myds albumiineissa ja globuliineissa havaittiin proteineja, jotka po-
lymeroituivat transglutaminaasin vaikutuksesta. Vaikka vehnan albumiinit ja globuliinit eivét

ole yht& oleellisia taikinan muodostumisessa kuin gluteeniproteiinit, Gerrardin ym. (2001)
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mukaan néista pienista ja liukoisista proteiinei sta transglutaminaasin vaikutuksesta muodostu-
vat aggregaatit saattavat olla hyddyllisia lopputuotteen laadulle.

Babiker ym. (1996) tutkivat gluteenista happohydrolyysillatai proteaasikasittelylla aikaansaa-
dun peptidiseoksen polymeroimista Streptoverticillium cinnamoneum -bakteerilla tuotetun
transglutaminaasin avulla sekéa polymeroinnin vaikutusta seosten toiminnallisiin ominaisuuk-
sin. Transglutaminaasin havaittiin polymeroivan happohydrolyysilla sek& pepsiini-, kymo-
trypsiini tai papaiinikasittelylla gluteenista valmistettuja peptidiseoksia. Transglutaminaasiké-
sittely paransi peptidiseosten liukoisuutta ja teki alunperin sameista liuoksista Iapikuultavia.
Happohydrolyysilla saatua seosta lukuun ottamatta seoksista tuli liukoisia lagjalla pH-alueella
(pH 2-12). Liukoisuuden paranemisen arveltiin johtuvan glutamiinitéhteiden deamidoitumi-
sesta glutamiinihappotahteiksi seké hydrofobisten aminohappotahteiden suuntautumisesta po-
lymeereissi niiden sisdosiin. Transglutaminaasikasittelyn havaittiin myos parantavan pepti-
dien muuten huonoja emulsion- ja vaahdonmuodostusominaisuuksia seké poistavan peptidi-

seosten karvaan maun.

Basman ym. (2002) havainnoivat mikrobitransglutaminaasin kykya polymeroida vehné-, kau-
ra- ja soijgjauhojen proteiingja. Jauhoja ja niiden seoksia (vehnd-kaura ja vehnéa-soija) kasitel-
tiin vesiliuoksessa transglutaminaasin kanssa eri pituisia aikoja. Tulosten perusteella soijgjau-
hon proteiinit olivat parempia substraatteja transglutaminaasille kuin vehné ja kaurajauhojen,
joiden todettiin olevan kokonaisuutena yht& hyvid. Vehnén gluteniinin suuren molekyylimas-
san alayksikdiden havaittiin tassékin tutkimuksessa olevan hyvia substraatteja transglutami-
naasille. Ne eivat kuitenkaan vehné& ja soijajauhojen sekoituksessa polymeroituneet yhté no-
peasti kuin puhtaassa vehndjauhossa, minka arveltiin johtuvan soijaproteiinien paremmasta
kilpailukyvystd substraattina toimimisessa. Transglutaminaasilla pé&ételtiin olevan erityisen
voimakas kyky muokata molekyylikooltaan 66-84 kDa olevia soijan 7S-proteiingja. Ristisi-
dosten muodostumista eri jauhoista peréisin olevien proteiinien valille pidettiin epdvarmanaja

todettiin, ettd asian selvittamiseksi tarvitaan lisatutkimusta.

Siu ym. (20024a) tutkivat Streptoverticillium mobaraense -bakteerin transglutaminaasin vaiku-
tuksia kauran globuliiniin ja havaitsivat transglutaminaasin polymeroivan sitd. Liséks globu-
liinimonomeerin alayksikdista toisen, niin sanotun happaman polypeptidin (koko 36 kDa), ha-
vaittiin olevan parempi substraatti transglutaminaasille kuin toisen, niin sanotun emaksisen
polypeptidin (koko 22 kDa). Eron alayksikkdjen reaktiivisuuksissa arveltiin johtuvan globulii-
nin kolmiulotteisesta rakenteesta, jossa happamat polypeptidit peittdvét emaksisia polypepti-
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deja Globuliinin polymeroitumisen transglutaminaasin |&sné ollessa osoitettiin tapahtuvan ly-
siinitahteiden reagoimisen kautta, silla transglutaminaasi ei polymeroinut globuliinia, jossa ly-
siinitéhteiden e-aminoryhmien reagoiminen oli estetty sukkinyloimalla. Siten globuliinin po-
lymeroituminen tapahtui todennakdisesti transglutaminaasin katalysoiman e (g-glutamyy-
[)lysiiniristisidosten muodostumisen kautta. Muiden proteiinien, kuten kaseiinin ja b-lakto-
globuliinin, l&sndolon reaktioseoksessa havaittiin edistdvan kauran globuliinin ja varsinkin
sen happamien polypeptidien polymeroitumista. Transglutaminaasin aiheuttaman polymeroi-
tumisen osoitettiin myos liséavan kauran globuliinia sisaltavan seoksen viskositeettia,

Siu ym. (2002b) tutkivat S. mobaraense -transglutaminaasin vaikutusta myds kauran globulii-
nin liukoisuuteen ja toiminnallisiin ominaisuuksiin. Transglutaminaasikasittelyn havaittiin pa-
rantavan globuliinin liukoisuutta liuoksissa, joiden pH-arvo oli 4 tai 5, mutta huonontavan
liuoksissa, joiden pH-arvo oli 6-12. Transglutaminaasin todettiin myds parantavan globuliinin
veden- ja rasvansidontakykya, mutta huonontavan emulsionmuodostamiskykya ja emulsion
stabiilisuutta. Samoin transglutaminaasin vaikutuksesta globuliinien vaahtoutuvuus parani,
mutta vaahdon stabiilisuus huononi. Lisdks transglutaminaasin avulla voitiin 10-prosenttises-
ta globuliiniliuoksesta muodostaa geeli neutraaleissa oloissa, erotuksena lammon avulla ta-
pahtuvaan kauran globuliinien geeliyttamiseen, joka on mahdollista vain eméksisissi oloissa.
Kuten kauraproteiinien geeliyttdminen lammoll&, myos transglutaminaasi avusteinen geeliytté

minen vaati liuokseen lisdttya suolaa (0,2 M NaCl).

Viljatuotteiden valmistus

Transglutaminaasin kéytostd on todettu olevan hyotya joissain leivontasovelluksissa. Poza
(2002) mainitsee tallaisiksi muun muassa pakastetaikinoiden leivonnan, emulgaattoreiden ja
hapettimien korvaamisen leivonnassa ja runsaskuituisen leivan leivonnan. Transglutaminaasi
ristisitoo gluteeniproteiineja ja vahvistaa gluteenia. Siten transglutaminaasia kéyttéen leivotun
pakastetaikinan gluteeni on kestavampi jaakiteiden aiheuttamille vahingoille. Transglutami-
naasia voidaan kayttda samojen ominaisuuksien saavuttamiseksi taikinassa kuin emulgaatto-
reita ja hapettimia, kuten kaliumbromaattia, ja siten korvata niiden k&yttda Ruista sisdltavan
runsaskuituisen sekaleivan leivonnassa transglutaminaasin on havaittu muun muassa paranta-
van taikinan kasiteltdvyytta ja suurentavan leivan tilavuutta (Poza, 2002). Kuraishin ym.
(2001) mukaan entsyymien kéytosta pastan valmistuksessa on raportoitu vain vahan tutkimus-
tuloksia, vaikka transglutaminaasia kaytetdan Japanissa lagjasti pastan ja nuudeleiden raken-

teen parantamiseen.
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Gerrard ym. (1998) tutkivat mikrobitransglutaminaasin vaikutuksia vaalean vuokaleivan taiki-
naan ja paistettuun leipdan. Transglutaminaasin havaittiin vahentévan taikinan muodostumi-
seen tarvittavan sekoitustyon méaréd. Gerrardin ym. ndkemyksen mukaan leivonnassa teho-
kasta sekoitusta tarvitaan disulfidisidosten muodostumiseen taikinaan, joten ristisidosten muo-
dostuessa toisella mekanismilla transglutaminaasin vaikutuksesta sekoitusta el tarvita yhta
paljon, mistd aiheutuu kustannusséastéd. Transglutaminaasin havaittiin myds parantavan tai-
kinan vedensidontakykyd, jonka arveltiin johtuvan ristisidosten takia muuttuneesta gluteenin
rakenteesta tai gluteenin deamidaation vuoks suurentuneesta hydrofiilisyydestd. Siten myo6s
valmiin leivan kosteuspitoisuutta voitiin kasvattaa. Liséksi transglutaminaasi teki leipien si-

suksista vahvempia ja siten helpommin leikattavia ja voideltavia

Myohemmin Gerrard ym. (2000) tutkivat mikrobitransglutaminaasin vaikutuksia myds kauli-
tugta voitaikinasta valmigtettuihin rinkildihin ja hiivalla kohotettuihin voisarviin. Transgluta-
minaasin havaittiin lisédvan huomattavasti molempien leivonnaisten tilavuutta, voisarvien ta-
pauksessa tosin vain silloin kun taikinassa oli kaytetty myods kokojyvéjauhoja tai kun taikina
oli ensin pakastettu. Gerrardin ym. kasityksen mukaan transglutaminaasin aiheuttama taikinan
lujittuminen, joka aiheuttaa leivan tilavuuden pienenemistd, aiheuttikin kaulittujen voitaiki-
noiden tapauksessa paistettujen tuotteiden tilavuuden suurenemista. Gerrardin ym. mukaan
voitaikinakerrosten kaksiulotteinen lujittuminen ei haittaa taikinoiden paistonaikaista nouse-
migta silla tavalla kuin leipéaikinan kolmiulotteinen lujittuminen. Transglutaminaasin vaiku-
tus séilyi myds taikinan pakkasvarastoinnissa, silla transglutaminaasin kanssa lelvotusta ja pa-
kastetusta taikinasta paistetun leivonnaisen tilavuus oli aina suurempi kuin vastaavan ilman
transglutaminaasia leivotusta ja pakastetusta taikinasta leivotun leivonnaisen. Transglutami-

naasin paateltiin siten suojaavan pakastettuja taikinoita jéékiteiden vaikutuksilta.

Koksel ym. (2001) selvittivat bakteeriperdisen transglutaminaasin vaikutusta taikinan reolo-
giaominaisuuksiin, kun jauhoissa oli Eurygaster-suvun hyonteisten proteaasien pilkkomaa
gluteenia. Transglutaminaasin havaittiin vahvistavan hyonteisproteaasien heikentdmaa glutee-
nia ja parantavan taikinan reologiaominaisuuksia. Vaikutuksen paateltiin johtuvan todenn&
koisesti transglutaminaasin kyvystéa vaikuttaa gluteniinin suuren molekyylimassan alayksikoi-
hin, joihin my6s hydnteisproteaasilla on suuri vaikutus. Transglutaminaasin pé&ételtiin siten
parantavan mahdollisuuksia kayttéa leivontaan siihen muuten kelpaamattomia, hyonteisten
ennen sadonkorjuuta proteaaseillaan vioittamia vehngjauhoja, mutta todettiin myds lopputu-

loksena saatavien leipien tutkimisen tarve.
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Tseng ja La (2002) tutkivat mikrobitransglutaminaasin vaikutusta taikinoihin, jotka oli lei-
vottu vehnédnjyvien eri osista saaduista jauhoista. Yleisesti ottaen transglutaminaasi lisasi tai-
kinoiden venytyskestavyytta (engl. resistance to extension) ja vahens niiden joustavuutta
(engl. extensibility) ja tarttuvuutta (engl. stickiness). Muutosten méérissa oli jauhokohtaisia
eroja, jotkatodenndkdisesti johtuivat jauhojen erilaisista koostumuksista. Lisdks Tseng jaLal
tutkivat transglutaminaasin vaikutusta jyvan eri osista saaduista jauhoista eristettyihin glutee-
nifraktioihin ja havaitsivat transglutaminaasin polymeroivan kaikkien fraktioiden gluteenia

2.8.6 Soija- ja herneproteiinien muokkaus

My0Gs soijan ja herneen eri proteinien ristisitomista transglutaminaasilla on tutkittu, ja niiden
on havaittu toimivan transglutaminaasin substraatteina vaihtelevassa maérin. lkura ym.
(1980b) tutkivat marsun maksan transglutaminaasin vaikutuksia soijapapujen padvarastopro-
telineihin, 7S ja 11S-proteiineihin ja niiden alayksikkdihin. Transglutaminaasi vaikutti ylei-
sesti ottaen tehokkaammin 11S-proteiineihin kuin 7S-proteiineihin. Elektroforeesianalyysien
perusteella transglutaminaasi polymeroi kaikkia 7S-proteiinien pddalayksikdita (52, 72 ja
80 kDa). 11S-proteiinien alayksikoista transglutaminaasi ristisitoi kuitenkin vain happamia
alayksikdita (36 ja40 kDa), mutta el lainkaan emaksista alayksikkda (20 kDa).

Nonaka ym. (1989) havaitsivat S. mobaraense -bakteerilla tuotetun transglutaminaasin poly-
meroivan soijan 7S ja 11S-globuliinga ja geeliyttavan niitd sisdltavét (50 mg/ml) liuokset.
Sakamoton ym. (1994) mukaan S. mobaraense -transglutaminaasi geeliytti 10-prosenttisen
soijaproteiini-isolaattiliuoksen, joka el geeliytynyt pelkésta lammityksesta edes 75 °C:ssa
Soijaproteinigeeli oli kuitenkin paljon heikompi kuin proteinipitoisuudeltaan vastaavista ka

seinaatti- ja gelatiiniliuoksista transglutaminaasin avulla muodostetut geelit.

Kang ym. (1994) havaitsivat soijan glysiniinin (11S-proteiinien) kuumennuskasittelyn (0,5-
2 min 100 °C:ssa) lisddvan transglutaminaasin ulottuvilla olevien lysiini- ja glutamiinitéhtei-
den maarda glysiniiniss ja transglutaminaasin muodostavan enemman e (g-glutamyyli)lysii-
niristisidoksia kuumennuskasiteltyyn kuin kasittelemattomaan glysiniiniin. Glysiniinin happa-
mien alayksikdiden havaittiin olevan parempia substraattgja transglutaminaasille kuin emak-
sisten, mutta kuumennuskésittelyn parantavan molempien reaktiivisuutta. Glysiniiniliuos
myo6s geeliytyi transglutaminaasin muodostamien ristisidosten vaikutuksesta ja glysiniinin
transglutaminaasikésittelya edeltdva kuumennuskasittely vaikutti geelin ominaisuuksiin. Gly-
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siniinistd el muodostunut geeli, jos sen lysiinitahteiden e aminoryhmien reagoiminen trans-

glutaminaasin kanssa estettiin asetyloimalla tai sukkinyloimalla

Walshin ym. (2003) tulokset vahvistivat aiemmat havainnot (Ikura ym., 1980b; Kang ym.,
1994) siitg, ettd soijan 7S-globuliinit ja 11S-globuliinien happamat alayksikot ovat hyvia
substraattga transglutaminaasille, mutta 11S-globuliinien eméksiset alayksikot eivat. Walsh
ym. pitivét tulosta odotettuna, silla 11S-globuliinien happamat alayksikot siséltéavéat suhteelli-
sesti enemman glutamiinia ja lysiinid kuin emaksiset aayksikot.

Babiker (2000) tutki mikrobitransglutaminaasin vaikutuksia soijaproteiinin ja siitd kymotryp-
siinilla valmistetun hydrolysaatin toiminnallisiin ominaisuuksiin. Transglutaminaasikasittely
vaikutti soijaproteiinin ja sen hydrolysaatin liukoisuuteen sek& emulsioiden ja vaahtojen omi-
naisuuksiin, mutta vaikutukset eivét olleet kovin suuria, paitsi transglutaminaasin parantaessa
soijaproteiinista valmistetun vaahdon pysyvyytta Transglutaminaasin avulla voitiin myos val-
mistaa vahva geeli soijaproteiinista, mutta el sen hydrolysaatista.

Mizuno ym. (2000) havaitsivat transglutaminaasikasittelyn alentavan soijaproteiinin lasisiirty-
malampotilaa (Tg). Transglutaminaasilla ristisidotun soijaproteiinin lasisiirtymalampatila oli
kaikilla tutkituilla kosteuspitoisuuksilla alhaisempi kuin kasitteleméttoman proteiinin. Trans-
glutaminaasikasitellyn soijaproteiinin havaittiin myds sisdltavan suhteellisesti enemman sidot-
tua vetta kuin kasittelemétoman, minka arvioitiin selittdvan lasisiirtymaampétilan laskun,

vaikka ristisitoutuminen yleensa vaikuttaa péinvastai seen suuntaan.

Walsh ym. (2003) tutkivat mikrobitransglutaminaasi- ja proteinaasikasittelyjen ja niiden yh-
distelmien vaikutuksia soijaproteiini-isolaatin liukoisuuteen, joka méaaritettiin naytteen liukoi-
sessa muodossa olevan typen médrén suhteena ndytteen kokonaistypen méaardan. Nain
méadritettynd soijaproteiini-isolaatti oli liukoista neutraalissa, mutta liukoisuus pieneni rajusti
happamuuden kasvaessa. Liuoksissa, joiden pH-arvo oli alle 5, soijaproteiinin liukoisuus oli
enda alle 20 % siitd, mitd se oli neutraalissa, elka pelkka transglutaminaasikasittely juurikaan
muuttanut liukoisuutta paitsi hyvin happamassa (pH 3), jossa se paransi Sita. Sen sijaan trans-
glutaminaasi- ja hydrolyysikasittelyjen yhdistelmét paransivat johdonmukaisesti soijaproteii-
ni-isolaatin liukoisuutta happamissa liuoksissa (pH alle 5), joissa se oli késittelyjen jéalkeen

40-60 % kasitteleméattoman soijaproteiini-isolaatin liukoisuudesta neutraalissa liuoksessa.
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Larré ym. (1992) selvittivat marsun maksan transglutaminaasin vaikutuksia herneen 11S-pro-
teiiniin (legumiiniin), joka on heksameeri, jonka monomeerit koostuvat disulfidisidoksella toi-
siinsa liittyneista happamasta ja eméksisesta polypeptidista. Vaikka legumiini sisaltéé suhteel-
lisen paljon glutamiini- ja lysiinitahteitd, sen havaittiin olevan huono substraatti transglutami-
naasille. Taman arveltiin johtuvan legumiinin tiiviin pallomaisesta rakenteesta. Legumiinin
sitrakonyloinnin (asyloinnin) havaittiin kuitenkin parantavan sen kykya toimia asyylidonori-
substraattina transglutaminaasille, koska sitrakonylointi aiheutti legumiinin dissosioitumisen
monomeereiksi. Koska toisaalta asylointi estéa legumiinin lysiinitdhteiden reagoimista trans-
glutaminaasin kanssa, transglutaminaasikasitelyn seurauksena muodostui sitd vahemman risti-

sidoksia, mita suurempi oli legumiinin asylointiaste.

Myohemmin Larré ym. (1993b) tutkivat tarkemmin legumiinin polymeroimista transglutami-
naasilla ja havaitsivat dissosioitumattoman, heksameerisen legumiinin happamien polypepti-
dien olevan parempia substraatteja transglutaminaasille kuin eméksisten polypeptidien. T&
man arveltiin johtuvan legumiinin rakenteesta, jossa happamat polypeptidit peittévat emaksi-
sia Sitrakonyloinnin seurauksena dissosioituneen legumiinin monomeerien happamat ja

emaksiset polypeptidit ristisitoutuivat transglutaminaasin vaikutuksesta lahes yhta hyvin.

2.8.7 Muitadintarvikesovelluksia

Transglutaminaasin soveltuvuutta on tutkittu my6s muun muassa proteiinien ravitsemukselli-
sen arvon parantamiseen ja keskendan erilaisten proteiinien liittamiseen toisiinsa. Ikura ym.
(1981) tutkivat mahdollisuutta téydentaa elintarvikeproteiingja aminohapoilla marsun maksan
transglutaminaasin avulla. Koska vapaiden aminohappojen a-karboksyyliryhma estéa niiden
a-aminoryhmien toimimisen asyyliakseptorisubstraatteina transglutaminaasille ja siten ami-
nohappojen liittdmisen proteiineihin a-aminoryhmistdan, kaytettiin taydentamisessa L-metio-
niinin etyyliesterig, joka toimi substraattina transglutaminaasille. Metioniini on ihmisen ravit-
semuksessa valttaméton ja maito- seka soijaproteiineissa niiden ravitsemuksellista arvoa ra-
joittava aminohappo. Siksi transglutaminaasilla yritettiin liittda metioniinin etyyliesteria as-
ja b-kaseiineihin seké soijan 7S- ja 11S-proteiineihin. Ndiden proteiinien metioniinipitoisuu-
det suurenivat kahden tunnin transglutaminaasikasittelyssa vastaavasti 2,0-, 1,5-, 2,4- ja 3,5
kertaisiksi. Samalla tapahtui kuitenkin myds proteiinien ristisitoutumista. Kaseiinit polyme-

roituivat tehokkaammin kuin soijaproteiinit.
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Myohemmin lkura ym. (1984) tutkivat metioniinin etyyliesterin liittamistd marsun maksan
transglutaminaasin avulla my6s asi- ja b-kaseiineihin, joiden aminoryhmien reagoiminen
transglutaminaasin kanssa oli estetty asyloimalla ne malonihappoanhydridilla (maleyloimal-
[d). Tranglutaminaasi liitti maleyloituihin kaseiineihin enemman metioniinin etyyliesteria kuin
maleyloimattomiin, eivatkd maleyloidut kaseiinit polymeroituneet transglutaminaasin vaiku-
tuksesta.

Motoki ja Nio (1983) tutkivat eri elintarvikeproteiinien liittamisté asetyloituun as;-kaseiiniin
marsun maksan transglutaminaasilla ja havaitsivat transglutaminaasin avulla olevan mahdol-
lista ristisitoa eri lahteisté perdisin olevia proteiingja toisiinsa. Transglutaminaasi ei polyme-
roinut as;-kaselinia, jonka eaminoryhmét oli asetyloitu eivétka voineet siten toimia asyyliak-
septorisubstraateina transglutaminaasille. Asetyloidun kaseiinin glutamiinithteet toimivat
kuitenkin asyylidonorisubstraatteina transglutaminaasille ja transglutaminaasilla voitiin poly-
meroida asetyloitua ag;-kaseiinia k-kasaiinin, b-laktoglobuliinin sekd soijan 7S- ja 11S-glo-
buliinien kanssa, joiden lysiinitéhteet toimivat reaktioissa asyyliakseptorisubstraatteina.

Kato ym. (1991) tutkivat kananmunan valkuaisen ovomusiinin liittamistd S mobaraense
-transglutaminaasin avulla as;-kaseiiniin ja soijan 11S-globuliiniin. Asetyloidut as;-kaseiini
ja soijan 11S-globuliini, jotka eivét voi lysinitdhteiden eaminoryhmien asetyloinnin takia
muodostaa transglutaminaasin vaikutuksesta homopolymeerejd, polymeroituivat kuitenkin
transglutaminaasikasittelyssa ovomusiinin kanssa. Muodostuneen ovomusiini-11S-globuliini
-polymeerin vaahtoutuvuus oli huomattavasti parempi kuin sen léhtéaineiden seoksen tai ovo-

musiini-as;-kaseiini -polymeerin.

Yildrim ym. (1996) ja Yildrim ja Hettiarachchy (1997) tutkivat heraproteiinien ja soijan 11S-
globuliinin liittéamist& toisiinsa transglutaminaasin avulla ja muodostuneen polymeerin toimin-
nallisia ominaisuuksia. Yildrim ym. (1996) késittelivat marsun maksan transglutaminaasilla
heraproteiini-isolaatin ja soijan 11S-globuliinin seosta ditiotreitolin 1&sné ollessa ja havaitsivat
varsinkin a-laktalbumiinin ja 11S-globuliinin happaman alayksikon polymeroituvan. Trans-
glutaminaasin vaikutuksesta muodostuneiden polymeerien emulsionmuodostuskyky ja emul-
sion stabiilisuus eivét olleet [ahtbaineita parempia. Sen sijaan polymeerin vaahdonmuodostus-
kyky oli hyva ja etenkin vaahdon stabiilisuus [ahtGaineita parempi, kananmunan albumiinin
luokkaa. My6hemmin Yildrim ja Hettiarachchy (1997) osoittivat, etta transglutaminaasin
avulla on todella mahdollista liittda 11S-globuliinin happamia alayksikkoja a-laktalbumiiniin
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ja b-laktoglobuliiniin. Proteiinit, joiden lysiinitéhteiden eaminoryhmét oli asetyloitu, eivét
polymeroituneet transglutaminaasin avulla, kuten asetyloimattomat proteiinit tekivat (ditio-
treitolin [asné ollessa). Asetyloidun 11S-globuliinin happamat alayksikot kuitenkin polyme-
roituivat transglutaminaasin vaikutuksesta erikseen sekéd a-laktalbumiinin etta b-laktoglobu-
liinin kanssa. Muodostuneiden heteropolymeerien lammonkestavyys oli 1&htdaineita parempi,
joten niiden otaksuttiin myds pysyvan liukoisina korkeammissa lampétiloissa kuin |&htomate-
riaalien. Siks muodostuneen polymeerin arveltiin olevan hyddyllinen korkeaa lampdtilaa vaa-
tivissa elintarvikeprosesseissa.

2.9 Kayton ravitsemuksellinen merkitys

Mikrobitransglutaminaasin kayton yleistyminen on heréttanyt kiinnostuksen myos kayton ter-
veys- jaravitsemusvaikutuksiin. Transglutaminaasientsyymi itsessdan on todettu turvalliseksi.
Sen ei havaittu olevan akuutisti toksinen eik& mutageeninen (Bernard ym., 1998). Elintarvike-
proteiinien isopeptidiristisidoksilla el ole mydskaan havaittu olevan toksisia vaikutuksia, oli-
vatpa ristisidokset sitten transglutaminaasin toiminnan (Seguro ym., 1996b) tai voimakkaan
kuumennuskasittelyn seurauksena muodostuneita (Otterburn, 1983). Motoki ja Seguro (1998)
esittivét isopeptidisidosten turvallisuuden tueks oletuksen, jonka mukaan ihminen on ruoan
[ammittamisen keksimisesta lahtien saanut ravinnostaan isopeptidisidoksia, jotka ovat muo-
dostuneet elintarvikeraaka-aineiden luontaisten transglutaminaasien toimiessa ruoanvalmis-

tuksen aikana.

Transglutaminaasin katalysoimaan ristisidoksenmuodostusreaktioon osallistuvista aminoha
poista kuitenkin toinen, lysiini, on ihmiselle valttdméon aminohappo, jota on saatava ravin-
nosta hyvaksikaytettdvassa muodossa (Mutanen ja Voutilainen, 2000). Tavanomaiset ruoan-
sulatusentsyymit eivét hajota e(gglutamyyli)lysiiniristisidosta suolessa, mihin perustuen néi-
den isopeptidisidosten on esitetty huonontavan proteiinien sulavuutta ja lysiinin hyvaksikay-
tettévyytta (Damodaran, 1996). Hurrell ym. (1976) havaitsivat voimakkaan kuumennuksen ai-
heuttamien isopeptidisidosten hidastavan proteiinien hgjoamista rottien ruoansulatuksessa,
mutta isopeptidisidosten lysiinin olevan silti hyvaksikaytettavissa yhta hyvin kuin muut ami-
nohapot. Yasumoton ja Suzukin (1990) mukaan e-(y-glutamyyli)lysiinidipeptidi imeytyi ro-
tilla suolesta verenkiertoon ja hajotettiin padasiassa munuaisessa. Seguro ym. (1996b) tutkivat
mikrobitransglutaminaasilla ristisidotun kaseiinin lysiinin hyvaksikaytettavyytta rotilla ja ha-

vaitsivat noin 99 % kaseiinin e-(y-glutamyyli)lysiinidipeptideistd imeytyvan. Lysiinin arvel-
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tiin vapautuvan dipeptideistéa munuaisessa ja olevan hyvaksikaytettavissa, koska ristisidotulla
kaseiinillaruokitut rotat kasvoivat yhta hyvin kuin tavanomaisella kaseiinilla ruokitut rotat.

Kahden entsyymin on todettu hajottavan in vitro glutamiinin ja lysiinin valisen sidoksen &-(y-
glutamyyli)lysiinidipeptidissa ja vapauttavan lysiinin. Fink ym. (1980) havaitsivat puhdista-
mansa ja g-glutamyyliamiinisyklotransferaasiksi nimedmansa entsyymin hajottavan e-(y-glu-
tamyyli)lysiinidipeptidin lysiiniksi ja 5-okso-L-proliiniksi (pyroglutamiinihappo, 5-pyrrolido-
ni-2-karboksyylihappo). Tutkituista janiksen kudoksista munuainen sisalsi eniten g-glutamyy-
liamiinisyklotransferaasiaktiivisuutta. Seguro ym. (1995) puolestaan havaitsivat g-glutamyyli-
transpeptidaasin (EC 2.3.2.2) pilkkovan e-(y-glutamyyli)lysiinidipeptidin lysiiniks ja gluta-
miinihapoksi. Motoki ja Seguro (1998) péaattelivatkin, ettd vaikka ruoansulatusentsyymit eivét
hajotakaan suolistossa ¢-(y-glutamyyli)lysiini-isodipeptidejd, peptidit saattavat imeytya ja nii-
den sisdltdma lysiini vapautua suolen soluissa, munuaisissa tai muualla elimistossi g-gluta-

myyliamiinisyklotransferaasin ja g-glutamyylitranspeptidaasin vaikutuksesta.

2.10 Yhteenveto

Transglutaminaasit ovat transferaasientsyymejg, joita esiintyy niin elaimissg, kasveissa kuin
mikrobeissakin. Transglutaminaasi katalysoi ristisidosten muodostumista proteiinien gluta-
miini- ja lysiinitéhteiden valille. Muodostuvat e-(y-glutamyyli)lysiini-isopeptidisidokset anta-
vat lujuutta proteiineille muun muassa verihyytymassa ja ihossa. Lisdksi transglutaminaasi ka-
talysoi monien primaaristen mono-, di- ja polyamiinien liittymista peptidiketjuun sidottuun
glutamiiniin. Sopivan amiinin puuttuessa transglutaminaasi hydrolysoi peptidiin sidotun glu-
tamiinin glutamiinihapoksi.

Transglutaminaasien rakenteissa on eroja, mutta kaikissa on aktiivisuudelle valttamaton kys-
telinin vapaa sulfhydryyliryhmé katalyyttisessa keskuksessa. Nisdkkaiden ja aitotumallisten
mikrobien transglutaminaasit muistuttavat toisiaan erityisesti siing, etta molemmat tarvitsevat
aktivaattorelkseen kalsiumiongja. Alkeistumallisten mikrobien transglutaminaasit sen sijaan
ovat kalsumioneista riippumattomia, ja niiden optimaalinen aktiivisuus saavutetaan yleensa
korkeammassa lampotilassa ja matalammassa pH-arvossa kuin aitotumallisten eliéiden trans-
glutaminaasien. Alkeistumallisten elididen transglutaminaasit ovat myos tavallisesti molekyy-

limassaltaan pienempia kuin aitotumallisten.
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Proteiinin toimimiseen transglutaminaasin substragttina vaikuttaa proteiinin lysiini- ja gluta-
miinitahteiden maéran lisdksi proteiinin rakenne. Joustavien proteiinien, kuten kaseiinien, on
havaittu olevan parempia substraattgja transglutaminaasille kuin tiiviin pallomaisten ja disulfi-
disidoksilla stabiloitujen proteinien, kuten heraproteinien. Transglutaminaasilla voidaan ris-
tisitoa monia elintarvikeproteiingja ja vaikuttaa niiden toiminnallisiin ominaisuuksiin. Trans-
glutaminaasin vaikutuksia elintarvikeproteiineihin on tutkittu paljon ja tutkimusta on ulotettu
viime vuosina perustutkimuksesta sovelluksiin. Transglutaminaasilla ristisidottujen proteii-
nien lysiinin on paételty olevan elimiston hyvaksikaytettavissa, vaikka ruoansulatusentsyymit

eivét hajotakaan ¢-(y-glutamyyli)lysiinisidoksia suolessa.
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3 KOKEELLINEN TUTKIMUS

3.1 Tavoitteet

Tutkimuksen tavoitteena oli selvittda lakkaasin ja tyrosinaasin kykya muodostaa kovalenttisia
ristisidoksia proteiinimolekyylien vélille. Tavoitteena oli myds tutkia fenolisten happojen vai-
kutusta lakkaasin ja tyrosinaasin kykyyn ristisitoa proteiingja. Tavoitteena oli havainnoida
lakkaasin ja tyrosinaasin kykya rigtisitoa valittuja malliprotelingja ja verrata néiden entsyy-
mien kykya rigtisitoa proteiingja transglutaminaasin ristisitomiskykyyn. Aminohappoja ja
peptideja kayttamalla oli tavoitteena selvittdd, voiko lakkaasi muodostaa ristisidoksen kahden
kysteiinitdhteen ja tyrosinaasi kahden tyrosiinitahteen vélille. Lisdksi tavoitteena oli selvittéa
transglutaminaasin kykya ristisitoa vehnan gluteenin gliadiingja ja gluteniingja

3.2 Materiaalit ja menetelmat
3.2.1 Entsyymit

Tutkimuksessa kaytettiin lakkaasia, tyrosinaasia ja transglutaminaasia (taulukko 9). Lakkaasit
olivat VTT Biotekniikassa tuotettuja ja puhdistettuja, kun taas tyrosinaasit ja transglutaminaa-
s olivat kaupallisia tuotteita. Tyrosinaasivalmisteita kaytettiin sellaisinaan 0,1 M natriumfos-
faattipuskuriin (pH 7) liuotettuina. Kaytetty transglutaminaasi oli sen sijaan puhdistettu kau-
pallisesta transglutaminaasivalmisteesta VTT Biotekniikassa geelisuodatuskromatografisesti.

Entsyymiliuoksista madritettiin ennen niiden kayttoa entsyymiaktiivisuudet (taulukko 9), joi-
den perusteella laskettiin entsyymaattisissa kasittelyissa tarvittavat entsyymimaérét. Entsyy-
miaktiivisuudet méaritettiin kohdassa 3.2.5 kuvatuilla menetelmilla Lakkaasiaktiivisuuksien
méaarittaminen el kuitenkaan kuulunut téhan tyohon. Entsyymiliuosten proteiinipitoisuudet
(taulukko 9) oli valmiiksi méaritetty tai laskettiin liuotetun entsyymimééran perusteella. Ent-
syymiliuosten aktiivisuusmaaritysten ja kéyton valisen gjan liuoksia séilytettiin pakastettuina

(-20 °C), paitsi lakkaasiliuoksia, joita sailytettiin ja8kaappilampétilassa (+8 °C).
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Taulukko 9. Tutkimuksessa kaytetyt entsyymit seka kaytettyjen entsyymiliuosten aktiivisuudet ja pro-
teiinipitoisuudet.

Entsyyminnimi ja  Valmistajajava mistusmaa Entsyymin alkupera Aktiivisuus  Proteiini-
EC-numero(t) seka tuotenimi tai -numero (nkat/ml) pitoisuus
(mg/ml)

Lakkaas VTT Biotekniikka, Suomi Trametes hirsuta -home 12370 51
EC1.10.3.2 ThL /H 275/ fr 3¢

Lakkaas VTT Biotekniikka, Suomi Melanocar pus albomyces 4910 10,1
EC1.10.3.2 rMaL / G 465/ P2 -home®

Tyrosinaas Sigma Chemical Co., USA Agaricus bisporus -sieni 420 8,3
EC1.10.3.1ja T-7766°
EC1.14.181

Tyrosinaas Fluka Chemie GmbH, Sveitss  Agaricus bisporus -sieni 1460 5,0
EC1.10.3.1ja 93989
EC1.14.181

Transglutaminaasi Ajinomoato Co., Japani Sreptoverticillium 250 1,1
EC 23213 Activa® WM® mobaraense -bakteeri

* Sitraattipuskurissa (pH 5).

¢ Asetaattipuskurissa (pH 5).

@ Jauhemainen tuote liuotettiin ennen aktiivisuusmagritystd 0,1 M natriumfosfaattipuskuriin (pH 7).

E“ Kaupallista tuotetta puhdistettu VTT Biotekniikassa; puhdiste 50 mM tris-HCl:ssd (pH 7).

5

Entsyymi tuotettu siirtogeenisella Trichoderma reesel -homed la.

3.2.2 Substraatit

Tutkimuksessa kaytettiin entsyymeille seuraavia substraatteja:

Proteiinit
- Kauraproteiinit, jotka uutettiin kohdassa 3.2.7 kuvatulla tavalla kauraydinjauhoista (Polar-
mills, Suomi)

- Gluteniini ja gliadiini, jotka eristettiin kohdassa 3.2.7 kuvatulla tavalla kaupallisesta vehné-
gluteenista, joka sisélsi noin 80 % proteiinia ja 7 % rasvaa (Sigma Chemical Co.; St.
Louis, MO, USA)

- Kaselini; 98 % (CN biosciences, inc.; La Jolla, CA, USA)
- Naudan seerumin albumiini (BSA); 96-99 % (Sigma Chemical Co.; St. Louis, MO, USA)

Peptidit
Annettujen ohjeiden mukaan valmistetut synteettiset peptidit (Biokemis-Charlock Enterprises

- Poly-L-tyrosiini; vah. 95 %, keskimaarainen polymeroitumisaste 90
- Seriini-tyrosiini-treoniini (Ser-Tyr-Thr)
- Tyrosiini-seriini-treoniini (Tyr-Ser-Thr)
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Aminohapot jafenoliset hapot

- L-tyrosiini (Sigma Chemical Co.; St. Louis, MO, USA)

- L-kystelini (Sigma Chemical Co.; St. Louis, MO, USA)

- Ferulahappo (trans-4-hydroksi-3-metoksikanelihappo) (Extrasynthese; Genay, Ranska)

- Kahvihappo (3,4-dihydroksikanelihappo) (Extrasynthese; Genay, Ranska)

- Vanilliinihappo (4-hydroksi-3-metoksibentsoehappo) (Aldrich-Chemie; Steinheim, Saksa)

- para-kumariininappo (p-kumariinihappo, 4-hydroksikanelihappo) (Sigma-Aldrich Co; St.
Louis, MO, USA)

3.2.3 Muut reagenssit

Tutkimuksessa kaytettiin entsyymien ja niiden substraattien lisdksi seuraavia reagensseja:

- Gliadiini (vertailugliadiini gluteenin fraktioinnin onnistumisen arvioinnissa); raakagliadiini
vehnan gluteenista (Sigma Chemical Co.; St. Louis, MO, USA)

- Natriumtetraboraatti-10-hydraatti; vah. 99,5 % (Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,;
Seelze, Saksa)

- Natriumdivetyfosfaattimonohydraatti; 99,0-102,0 % (Merck KGaA; Darmstadt, Saksa)

- Dinatriumvetyfosfaatti-12- hydraatti; 99-101 % (RdH Laborchemikalien GmbH & Co KG;
Seelze, Saksa)

- Sitruunahappomonohydraatti; 99,5-101% (Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,;
Seelze, Saksa)

- Natriumkloridi; vah. 99,8 % (Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH; Seelze, Saksa)
- Etanoli; 94,0 % (96,1til.-%), ETAX A (Primalco Oy; Rajamaki, Suomi)

- Etanoli; ETAX B Tekninen etanoli (Primalco Oy; Rajaméki, Suomi)

- Asetoni; vah. 99,5 % (Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH; Seelze, Saksa)

- Lowryn A-reagenssi (0,1 M natriumhydroksidia ja 0,19 M natriumkarbonaattia tislatussa
vedessd)

- Bio-Rad DC Protein Assay -reagenssi sarjan reagenssit:
-Bio-Rad DC Protein Assay Reagent A (Bio-Rad Laboratories; Hercules, CA, USA)
-Bio-Rad DC Protein Assay Reagent B (Bio-Rad Laboratories; Hercules, CA, USA)

- Polyakryyliamidigeelien vérjaysliuos. Gel Code® Blue Stain Reagent (Pierce; Rockford, IL,
USA)

- Molekyylimassastandardit SDS-PAGE:ssa: Prestained Protein Marker, Broad Range, Pre-
mixed Format, P7708S; sisdltda seuraavia proteiingja (suluissa vastaava molekyylimassa
kilodaltoneina): aprotiniini (6,5), lysotsyymi (16,5), b-laktoglobuliini A (25), trioosifos-
faatti-isomeraas (32,5), addolaasi (47,5), glutamiinidehydrogenaasi (62), M BP-paramyo-
siini (83) ja MBP-b-galaktosidaas (175) (New England BioLabs Inc.; Beverly, MA,
USA)
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- Molekyylimassastandardit GPC:ss& (suluissa vastaava molekyylimassa kilodaltoneina):
ribonukleaasi A (13,7), ovalbumiini (43), BSA (67), ferritiini (440) ja Blue dextran 2000
(2000) (Amersham Pharmacia Biotech UK Limited; Buckinghamshire, Englanti)

- Merkaptoetanoli (2-merkaptoetanoli); >99 % (Fluka Chemie AG; Buchs, Sveitsi)
- Ditiotreitoli (DTT); vah. 98 % (Sigma-Aldrich Co.; St. Louis, MO, USA)

- Glyseroli; véh. 99,5 % (Merck KGaA; Darmstadt, Saksa)

- Bromofenolisininen (Merck KGaA ; Darmstadt, Saksa)

- SDS (natriumdodekyylisulfaatti, lauryylisulfaatin natriumsuola); n. 95 % (Sigma Chemical
Co.; St. Louis, MO, USA)

- Glysiini; vah. 99,7 % (Merck KGaA; Darmstadt, Saksa)

- Tris (tris(hydroksimetyyli)aminometaani); vah. 99,9 % (Sigma Chemical Co.; St. Louis,
MO, USA)

- L-DOPA (L-3,4-dihydroksifenyylialaniini) (Sigma-Aldrich Co.; St. Louis, MO, USA)

- Karbobentsoksiglutaminyyliglysiini (Na-CBZ-GIn-Gly) (Sigma-Aldrich Co.; S. Louis,
MO, USA)

- Hydroksyyliamiinihydrokloridi; vah. 99,8 % (Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH;
Seelze, Saksa)

- Kalsiumklorididihydraatti; vah. 99 % (Riedel-de Hden AG; Seelze, Saksa)

- EDTA (etyleenidiamiinitetraetikkahappo), n. 99 % (Sigma Chemical Co.; St. Louis, MO,
USA)

- Rauta(lll)kloridi; >98 % (Merck; Schuchardt, Saksq)

- Trikloorietikkahappo; vah. 99,5 % (Merck; Darmstadt, Saksa)

- Natriumhydroksidi (kiinted); 98,9 % (Eka Chemicals AB; Bohus, Ruotsi)

- Natriumhydroksidi (liuos); 1,0 mol/l (Oy FF-Chemicals Ab; Y li-1i, Suomi)

- Suolahappo; vah. 37 % (Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH; Seelze, Saksa)
- Suolahappo; 1,0 mol/l (Oy FF-Chemicals Ab; Y li-li, Suomi)

- Tidlattu vesi (tehty Autostills four-plus -vedentislauslaitteella)

- Maxima ultra pure water (tehty maxima an -vedenkasittelylaitteella; USF Elga; Bucks, Eng-
lanti)

3.2.4 Laitteet javalineet

Tutkimuksessa kaytettiin seuraavia laitteitaja valineita

- Lapasekoitin: Heidolph RZR 2101 electronic (Heidolph; Saksa)

- Sentrifuugi: Sorvall® RC 12 BP, roottorilla H-12000 (Sorvall Products, L.P.; Newtown, CT,
USA)

- Sentrifuugi: Sorvall® Instruments RC-5C, roottoreilla GSA ja SS-34 (Du Pond Company;
Newtown, CT, USA)

- Poytésentrifuugi: Biofuge stratos (Kendro Laboratory Products; Osterrode, Saksa)
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- Mikrosentrifuugi (eppendorfputkia varten): Biofuge fresco (Heraeus Instruments; Osterode,
Saksa)

- Mikrosentrifuugi (1,5 ml:n eppendorfputkia varten): Biofuge A (Heraeus Sepatech GmbH)
- Magneettisekoitin
- Spektrofotometri: Hitachi U-2000 Spectrophotometer (Hitachi)

- Spektrofotometri: Perkin Elmer Lambda 20 UV/VIS Spectrometer (Perkin-Elmer Corp.;
Norwalk, CT, USA), liitettyna tietokoneeseen, jossa spektrofotometria ohjaava ohjelma

- Elektroforeesigjokammio: Bio-Rad Ready Gel Cell (Bio-Rad Laboratories; Hercules, CA,
USA)

- Elektroforeesivirtaldhde: LKB Bromma 2301 macrodrive 1 Power Supply (LKB Produkter
AB; Bromma, Ruotsi)

- Polyakryyliamidigeelit (SDS-PAGE:a varten): Bio-Rad Ready Gels, 12 % akryyliamidi tris-
HCIl:ssd, 10 kuoppaa/geeli, kuopan koko 30 m (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA)

- Tasoravistelija: Heidolph DSG 304 (Heidolph; Saksa)
- Vakuumi-imulaitteisto
- Imusuodatudlaitteisto (Millipore; Bedford, MA, USA)

- Kalvosuodattimet gjoliuosten suodattamista varten: Duraporeo membrane filters; 0,45 um,
HVLP (Millipore; Bedford, MA, USA)

- Suodatinpaperit: 597 1/2 Folded Filters, halk. 320 mm (Schleicher & Schuell GmbH,;
Dassel, Saksa)

- Imusuodatussuodatinpaperit: Whatman® filter papers 1; halk. 90 mm (Whatman Inter-
national Ltd; Maidstone, Englanti)

- Ruiskusuodattimet: FP 30/0,45 CA-S; 0,45 um (Schleicher & Schuell GmbH; Dassel, Sak-
sa)

- Kalvosuodatusvakevdintilaite: Amicon® 8050 (Amicon div.; Beverly, MA, USA)

- Kalvosuodatusvakevointikalvot: Amicon® Ultrafiltration Membranes; polyeetterisulfoni,
NMWL 10000, halk. 44,5 mm (Millipore Corporation; Bedford, MA, USA)

- Vesihaude:

-Lammitin: T Lauda (Lauda Dr. R. Wobser GmbH & Co KG; Lauda-Kdningshofen, Sak-
sa)

-Magnesttisekoitin: Variomago Electronicrihrer Multipoint HP (H+P Labortechnik
GmbH; Minchen, Saksa)

- Geelisuodatuskromatografilaitteisto gluteniinin fraktioinnissa:
-Pumppu: Pump P-50 (Pharmacia Biotech)
-Pylvas: XK 50; halk. 5 cm, pit. 82 cm, tilav. n. 1600 ml (Pharmacia Biotech)

-Pylvaan téyte (geeli): Sephacryl S 100 HR; optimaalinen erotusalue 1000-100000
(pallomaisilla proteiineilla), stabiili pH-alueella 2-11 (Pharmacia LKB Biotechnology;
Uppsala, Ruots)

-UV-detektori: Single Path Monitor UV-1, Optical unit + Control unit (Pharmacia)

-Piirturi (Pharmacia)
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-Fraktionkerddj& Waters Fraction Collector (Waters)
- Geelisuodatuskromatografilaitteisto entsyymireaktioseosten anal ysoinnissa:

-Esipakattu pylvas. Superdex 200 HR 10/30; halk. 10 mm, pit. 300 mm, tilav. n. 24 ml,
optimaalinen erotusalue 10000-600000 (pallomaisilla proteiineilla), stabiili pH-alueella
3-12 (Amersham Pharmacia Biotech AB; Uppsala, Ruots)

-Akta purifier -nestekromatografi: P-900 -pumppu, INV-907 -néytteensyottdja ja UV-900
UV -detektori (Amersham Pharmacia Biotech AB; Uppsala, Ruotsi)

-Tietokone, jossa laitteistoa ohjaava Unicorn 4.0 -ohjelma (Amersham Pharmacia Bio-
tech AB; Uppsala, Ruots)

- Nestekromatografi-massaspektrometrilaittei so:

-Massaspektrometri: Quattro Micro -kolmoiskvadrupolimassaspektrometri (Micromass;
UK)

-HPLC-laitteisto: HT-Alliance 2795, PDA 996 -diodirividetektorilla (Waters;, Milford,
MA, USA) ja Xterra MS C18 -kolonnilla, halk. 2,1 mm, pit. 100 mm, partikkelikoko
3,5 um (Waters)

- Hapenmittaudlaitteisto: Orion DO Sensor Link Model PLM 800 varustettuna Orion DO
Probe 081010 -elektrodilla (Orion Research, Inc.; Beverly, MA, USA), liitettynd
tietokoneeseen, jossa laitteistoa ohjaava ohjelma

- Pyo6rohaihdutin: Bichi Rotavapor-R (Bichi Laboratoriums-technik AB; Flavil, Sveitsi)

- Pakkaskuivain: Christ alpha 2-4 (Martin Christ; Osterode, Saksa) varustettuna V acuubrand
RZ 2 -vakuumipumpulla (Vacuubrand GmbH+CO; Wertheim, Saksa)

- Tasoskanneri: Hewlett Packard ScanJet 6200C (Hewlett Packard) liitettyna tietokoneeseen,
jossa HP PrecisionScan Pro -kuvanskannausohjelma

- Densitometri: Bio-Rad GS-710 Calibrated Imaging Densitometer (Bio-Rad Laboratories)
liitettynd tietokoneeseen, jossa laitetta ohjaava Quantity One 4.3 -ohjelma (Bio-Rad
Laboratories)

- Geelienkuivauskehikko (SDS-PAGE -gedlien kuivaamista varten): GelAir Drying Frame
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)

- Sellofaanikalvot (SDS-PAGE -geelien kuivaamista varten): GelAir Cellophane Support
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)

3.2.5 Entsyymiaktiivisuusmaaritykset

Transglutaminaasiaktiivisuuden maarittaminen

suuden maaritysohjeen (VTT Biotekniikka, 2002a) mukaan. Transglutaminaasindytteita
inkuboitiin 37 °C:ssa karbobentsoksiglutaminyyliglysiinia (Na-CBZ-GIn-Gly) ja hydroksyy-
l[iamiinia 50 mM tris-HCI -puskurissa (pH 6,0) sisdltavan substraattiliuoksen kanssa 10 mi-
nuuttia, jonka jalkeen ndytteisiin lisattiin hapanta ferrikloridireagenssia, jonka happamuus kat-
kaisi entsyymireaktion. Ferrikloridireagenssi reagoi samalla reaktioseokseen transglutaminaa-

sin vaikutuksesta karbobentsoksiglutaminyyliglysiinistd ja hydroksyyliamiinista syntyneen
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hydroksamaatin kanssa, jolloin muodostui vérillinen kompleksi, jonka absorbanssia mitattiin
spektrofotometrilla (Hitachi U-2000) aallonpituudella 525 nm. Transglutaminaasi aktiivisuu-
det laskettiin saatujen absorbanssiarvojen perusteella kaavalla

transglutaminazsiakt ivisuus (nkat/m) = 2 V<K
eDtVnl
missa A = naytteen absorbanssi aallonpituudella 525 nm

V ok = reaktioseoksen kokonaistilavuus (1 ml)

k = néytteen laimennuskerroin

e = reaktiotuotteen molaarinen absorptiokerroin (340 | / (mol*cm))
Dt = reaktioaika (600 )

V,, = entsyyminaytteen tilavuus (0,1 ml)

| = kyvetin leveys valotien kohdalla (1 cm).

Tyrosinaasiaktiivisuuden maérittdminen

Tyrosinaasiaktiivisuusmaaritykset tehtiin VTT Biotekniikan tyrosinaasiaktiivisuuden maéri-
tysohjeen (VTT Biotekniikka, 2002b) mukaan. Tyrosinaasindytteita inkuboitiin 40 °C:ssa L-
DOPA:aa (L-3,4-dihydroksifenyylialaniini) 0,1 M natriumfosfaattipuskurissa sisdltavan subst-
raattiliuoksen (pH 7,0) kanssa, jolloin tyrosinaasi hapetti L-DOPA:n DOPA-kinoniksi, joka
muuttui edelleen ei-entsymaattisesti vérilliseks dopakromiksi. Dopakromin muodostumista
seurattiin spektrofotometrilla (Perkin Elmer Lambda 20) valittomésti entsyymilisayksen jal-
keen 20 sekunnin mittausvalein 3 minuutin ajan aallonpituudella 475 nm. Tulokset laskettiin
sellaisten entsyymilaimennosten perusteella, jotka aiheuttivat 60 sekunnin aikana absorbans-
sin kasvun noin 0,2 absorbanssiyksikolla. Absorbanssin kasvun lineaariselta osalta maéritetyn
absorbanssin kasvunopeuden perusteella tyrosinaasi aktiivisuus laskettiin kaavalla

tyrosinaasiaktiivisu us (nkat/ml) = DA Viakk
eDt Vnl
missa DA = naytteen absorbanssin lineaarinen muutos aallonpituudella 475 nm

V ok = reaktioseoksen kokonaistilavuus (ml)

k = néytteen laimennuskerroin

e = reaktiotuotteen molaarinen absorptiokerroin (3400 | / (mol*cm))
Dt = aika, jolta DA méadritetty (s)

V, = entsyyminaytteen tilavuus (ml)

| = kyvetin leveys valotien kohdalla (1 cm).
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Lakkaasiaktiivisuusméadritykset tehtiin VTT Biotekniikan lakkaasiaktiivisuuden méaritysoh-
jeen (VTT Biotekniikka, 1992) mukaan. M &ritys perustui lakkaasindytteiden kasittelyyn huo-
neenlammaossa 2,2'-atsinodietyylibentstiatsoliini-6-sulfonaatin (ABTS) kanssa 25 mM sukki-
naattipuskurissa (pH 4,5), jolloin lakkaasi hapetti ABTS:n tummanvihredks kationiradikaa-
liksi, jonka aiheuttamaa valon absorptiota mitattiin spektrofotometrilla aallonpituudella
436 nm. Lakkaasiaktiivisuudet laskettiin saatujen absorbanssiarvojen perusteella. Lakkaasiak-
tilvisuusmaéaritysten suorittaminen ei kuulunut téhan tyohon.

Kauraproteiiniuutteen ja gluteniinieristyksen proteiinipitoisuudet maéritettiin Bio-Rad DC
Protein Assay -proteiinipitoisuudenmaéritysreagenssisarjalla. Ennen médritysta naytteista
saostettiin proteiinit 10-15 % trikloorietikkahapolla. Trikloorietikkahappoa liséttiin ndyttee-
seen siihen nahden kolminkertainen tilavuus, minka jalkeen seoksen annettiin seista jadkaap-
pilampdtilassa 30 minuuttia. Taman jalkeen saostuneet proteiinit otettiin talteen sentrifugoi-
malla (Biofuge stratos; 15 min, 3000 rpm), ja proteiinisakka liuotettiin alkuperdista naytetila-
vuutta vastaavaan tilavuuteen Lowryn A-reagenssia (sis. 0,1 M NaOH). Nain saadusta liuok-
sesta maaritettiin proteiinipitoisuus reagenssisarjan ohjeiden mukaan, paits etta kaikissa vai-

heissa kaytettiin ohjeisiin verrattuna puolia nestetilavuuksia

Proteiinipitoisuuden méadritys reagenssisarjalla perustui vérireaktioon, jonka voimakkuutta
mitattiin spektrofotometrilla (Hitachi U-2000) aallonpituudella 750 nm. Menetelméssa péa-
asiassa proteiinien tyrosiini ja tryptofaani, mutta myos kysteiini, kystiini ja histidiini aiheutta-
vat varin muodostumista. Standardiproteiiniliuoksina kaytettiin naudan seerumin albumiinista
vamigettuja liuoksia (0,15; 0,3; 0,75 ja 1,5 mg/ml). Naytteiden proteiinipitoisuuksien laske-
miseen kaytettiin tulokset sellaisista ndytelaimennoksista, joiden absorbanssi oli suunnilleen
alueella 0,15-0,4 absorbanssiyksikkda. Proteiinipitoisuus laskettiin vahintddn kahden rinnak-

kaisméérityksen keskiarvona.

3.2.7 Substraattien valmistus

Kauraproteiinien uutto

Kauraproteiiniuute valmistettiin uuttamalla 400 g kauraydinjauhoja kahdella litralla 10 mM
natriumtetraboraattipuskuria (pH 9,1), joka sisélsi 1 M natriumkloridia. Jauhoja uutettiin pus-
kuriliuoksella kaks tuntia huoneenlammadssa lapasekoittimella sekoittaen (74 rpm), jonka jal-
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keen uute erotettiin seoksesta sentrifugoimalla (Sorvallo RC 12 BP roottorilla H-12000;
20min, 4000 rpm). Sentrifugoimalla erotettu uute suodatettiin  paperisuodattimella
(Schleicher & Schuell 597 1/2 Folded Filters) ja pakastettiin (-20 °C). Uutteesta méaritettiin
proteiinipitoisuus reagenssisarjalla (Bio-Rad DC Protein Assay) kohdassa 3.2.6 kuvatulla ta-
valla

Gluteenin fraktiointi uuttamalla

Gluteenia fraktioitiin pagkomponenteikseen gliadiiniks ja gluteniiniksi kahdesti (fraktioinnit
1 ja2). Kummankin fraktioinnin kaikki uutot tehtiin magneetti sekoituksessa huoneenlammaos-
si. Lahtéaineena kaytettiin kaupallista gluteenivalmistetta, joka sisdlsi valmistajan mukaan
noin 80 % proteiinia ja 7 % rasvaa. Fraktioinnista 1 otettiin talteen vain gluteniini, jonka
alayksikkoja fraktioitiin edelleen geelisuodatuskromatografisesti. Fraktioinnista 2 otettiin tal-
teen seka gliadiini etté gluteniini, joita molempiakéasiteltiin transglutaminaasilla

Fraktioinnissa 1 uutettiin 100 g gluteenia ensin 1250 ml:lla 0,5 M natriumkloridiliuosta yon
yli. Seos sentrifugoitiin (Sorvallo Instruments RC-5C roottorilla GSA; 10 min, 4000 rpm) ja
saatua sakkaa uutettiin 2000 ml:l1la 0,5 M natriumkloridiliuosta kolme tuntia. Seos sentrifugoi-
tiin (5 min, 3000 rpm), jonka jalkeen sakkaa alettiin uuttaa 50 % (v/v) etanoliliuoksella. Eta-
noliuutto tehtiin sakalle yhteensd viisi kertaa. Kullakin kerralla etanoliliuosta kaytettiin
1000 ml. Uutot kestivét lyhimmill&&n 1 h 20 min ja pissmmilléén yon yli. Uuttojen valissa
seos sentrifugoitiin (5-30 min, 2000-4000 rpm; aika piteni ja kierrosnopeus suureni uutojen
edetessd), ja saatu sakka otettiin seuraavaan uuttoon. Viidennen etanoliuuton jalkeen sentrifu-
goimalla saatua sakkaa pidettiin gluteniinina. Saatuun gluteniiniin lisdttiin 1000 ml 0,1 M
etikkahappoliuosta ja seos pakastettiin (-20 °C). Nan saatua gluteniiniliuosta kaytettiin néyt-

teena gluteniinin geelisuodatuskromatografisessa fraktioinnissa.

Fraktioinnissa 2 uutettiin 5 g gluteenia ensin kahdesti 100 ml:lla asetonia. Ensimmaéinen uutto
kesti tunnin jatoinen kolme tuntia. Uuttojen jalkeen seos sentrifugoitiin (Sorvle Instruments
RC-5C roottorilla GSA; 5 min, 2000 rpm ja 10 min, 4000 rpm) ja sakka otettiin uuteen uut-
toon. Jalkimmaisen asetoniuuton jalkeen sakkaa uutettiin vastaavasti kaks kertaa 50 ml:lla
0,5M natriumkloridiliuosta. Ensimméinen natriumkloridiuutto kesti yon yli ja toinen seitse-
man tuntia. Uuttojen jalkeen seos sentrifugoitiin (5 min, 2000 rpm) ja sakka otettiin uuteen
uuttoon. Natriumkloridiuuttojen jdlkeen sakkaa alettiin uuttaa 50 % (v/v) etanoliliuoksella.
Etanoliuuttoja tehtiin yhteensa viisi, joista jokaisessa kaytettiin 50 ml etanoliliuosta. Uutot

kestivét lyhimmilldan tunnin ja pismmilléan yon yli. Kunkin uuton jélkeen seos sentrifugoi-
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tiin (5-15 min, 2500-6000 rpm; aika piteni ja kierrosnopeus suureni uuttojen edetessd). Sakka
otettiin uuteen uuttoon ja etanoliuute keréttiin talteen. Viimeisen etanoliuuton jalkeen jaljelle

jaénytta sakkaa pidettiin gluteniinina.

Fraktioinnista 2 saadun gluteniinin proteiinipitoisuus maaritettiin reagenssisarjalla (Bio-Rad
DC Protein Assay) kohdassa 3.2.6 kuvatulla tavalla. Ennen proteiinipitoisuuden méaritysta
gluteniini pelkistettiin 1% (w/w) ditiotreitolilla. 50 pl gluteniiniliuosta lisdttiin 5 ml:aan
0,1 M etikkahappoa, joka sisdlsi 50 mg ditiotreitolia. Sen jalkeen seosta lammitettiin kiehu-
vassa vesihauteessa viisi minuuttia. Proteiinipitoisuus mééritettiin néin saadusta liuoksesta.

Fraktioinnissa 2 kerétyista etanoliuutteista haihdutettiin etanolia pois pyodréhaihduttimella
40 °C:ssa, jonka jalkeen jaénnosliuos pakastettiin (-80 °C). Jaétynyt liuos pakkaskuivattiin.
Pakkaskuivauksella saatua kuivaa jaannosta pidettiin puhtaana gliadiinina. Siita tehtyjen liu-
osten proteiinipitoisuus laskettiin liuotetun gliadiinin massan perusteella. Fraktioinnin 2 on-
nistumista tutkittiin SDS-PAGE -analyysilla kohdassa 3.2.9 kuvatulla tavalla. Kaavamainen

yhteenveto fraktioinnista 2 on esitetty kuvassa 9.

Raakagluteeni
(sis. n. 80 % proteiiniaja 7 % rasvaa)

Uutto kahdesti N
asetonilla :> uute hyléttiin

usakka

Uutto kahdesti N

0,5M NaCl:lla :> uute hyléttiin
iLsakka

Uutto viidesti ite:> Etanolin haihdutus etanoliuuitteesta

50 % etanolilla jajéénnoksen pakkaskuivaus

iLsakka iLkui va uutej8annos

Gluteniini Gliadiini

Kuva 9. Gluteenin fraktiointi gluteniiniks jagliadiiniksi (fraktiointi 2).
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Gluteniinin geelisuodatuskromatografinen fraktiointi

Gluteenin fraktioinnista 1 saatua gluteniinia fraktioitiin edelleen geelisuodatuskromatografi-
sesti. Ennen geelisuodatuskromatografiapylvaaseen syottéa gluteniini hajotettiin monomee-
reikseen katkaisemalla monomeerien véaliset rikkisidokset pelkistamalla. 10 ml gluteniini-
liuosta pelkistettiin liséamalla se ditiotreitoliliuokseen (1 g ditiotreitolia 90 ml:ssa 0,1 M etik-
kahappoa [pH 2,8]) ja lammittamalla seosta kiehuvassa vesihauteessa viisi minuuttia ja sen
jalkeen 50 °C:een vesihauteessa kolme tuntia. Seoksessa oli siten 1 % (w/w) ditiotreitolia, jo-
ka vastaa ditiotreitolipitoisuutta 65 mM. Lampokasittelyn jalkeen seos sentrifugoitiin
(Sorvallo Instruments RC-5C roottorilla SS-34; 16000 rpm, 15 min) ja liuos suodatettiin ruis-
kusuodattimella (0,45 pm). N&in saatua liuosta imettiin pumpun kautta geelisuodatuspylvas-
seen 50 ml (n. 3 % pylvaan tilavuudesta).

Gedlisuodatuskromatografilaitteisto koostui pumpusta, geelisuodatuspylvééstd (Pharmacia
XK 50, pituus 82 cm, tilavuus n. 1600 ml, tayte Sephacryl S-100 HR), UV-detektorista, piir-
turista ja fraktionkerégjasta. Laitteistoa ohjattiin kasikayttoisesti ja tulostiedot kerdtiin piirtu-
rilla paperille. Geelisuodatuskromatografia-gjo tehtiin huoneenlammaossa. Ajoliuoksena kay-
tettiin 0,1 M etikkahappoliuosta (pH n. 3), joka sisdlss 1 mM ditiotreitolia. Ajoliuoksen te-
koon Kkaytettiin puhdistettua vettd, liuos suodatettiin imusuodatuksella kalvosuodatinta
(0,45 pum) kayttéen ja siitd poistettiin liuennutta ilmaa vakuumi-imulaitteistolla ennen kéyttoa.
Ajoliuoksen virtausnopeus oli 2,5 ml/min. Proteiinien detektointi tapahtui UV-detektorilla
aallonpituudella 280 nm.

Kolonnin 18pi tulleesta gjoliuoksesta alettiin kerdta fraktioita, kun naytteensy6ton jalkeen
300 ml gjoliuosta (n. 20 % pylvaan tilavuudesta) oli tullut pylvaasta Fraktioita kerdttiin
120 kpl ja fraktion koko oli 10 ml (kerdysaika 4 min/fraktio, yhteensa 8 h). Ajosta saadun
kromatogrammin perusteella fraktiot 25-30, 31-37 ja 38-45 yhdistettiin. Y hdistettyja fraktioita
vakevaitiin  kalvosuodatusvakevdinnilla noin kymmenkertaiseen vékevyyteen fraktioiden
SDS-PAGE -analyysia varten, joka tehtiin kohdassa 3.2.9 kuvatulla tavalla.

3.2.8 Malliproteinien entsymaattiset késittelyt

Malliproteiinien entsymaattiset kasittelyt ja reaktioseosten analysointitavat kéyvét ilmi taulu-
kosta 10. Entsyymeilla kasiteltiin joko pelkkéa malliproteiiniatal sen ja fenolisen hapon seos-
ta Entsyymikasittelyjen aikana ndytteitd inkuboitiin vesihauteessa lampotilassa 40 °C. Nayt-

teité sekoitettiin inkuboinnin aikana magneettisekoituksella (250 rpm). Lakkaasia sisdlténeet
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reaktioseokset puskuroitiin 0,1 M natriumsitraattipuskurilla pH-arvoon 5. Tyrosinaasia sisal-
taneet reaktioseokset puskuroitiin 0,1 M natriumfosfaattipuskurilla pH-arvoon 7, kuten myos
transglutaminaasia sisdltaneet reaktioseokset lukuun ottamatta gluteniiniatai gliadiinia sisalté
neita reaktioseoksia, jotka puskuroitiin 0,1 M natriumasetaattipuskurilla pH-arvoon 4,5. Ver-
tallunaytteitd (substraattiliuoksia ilman entsyymid) kasiteltiin kaikissa néytesarjoissa kuten
vastaavia entsyymia sisélténeita naytteitd. Rinnakkaisnaytteita ei tehty.

Gluteniini- ja gliadiiniliuokset pelkistettiin ennen niiden transglutaminaasikasittelya 1 %
(w/w) ditiotreitolia sisdltdneessd 0,1 M natriumasetaattipuskurissa (pH 4,5) kuumentamalla
seosta kiehuvassa vedessa vahintdan viisi minuuttia. Muita substraatteja kuin gluteniinia ja
gliadiinia kéytettiin entsyymikasittelyihin sellaisenaan. Substraattiproteiinipitoisuudet reaktio-
seoksissa olivat 1-3 mg/ml ja fenolisen hapon pitoisuudet 0,5-5 mM. Entsyymiannosten koko
vaihteli vélilla 100-10000 nkat entsyymia/ g substraattia. Vastaavat entsyymiliuosten kaytto-
maaréat laskettiin maéritettyjen entsyymiaktiivisuuksien (taulukko 9) perusteella. Naytteiden
inkubointigjat vaihtelivat 15 minuutista 23 tuntiin. Heti inkuboinnin jalkeen ndytteita kuumen-
nettiin kiehuvassa vedessa viisi minuuttia entsyymien inaktivoimiseksi ja entsyymireaktioiden

katkaisemiseksi. Reaktioseoksia analysoitiin entsyymikasittelyjen jalkeen laimentamattomina.

3.2.9 Malliproteinien reaktioseosten analyysimenetelmét

Natriumdodekyylisulfaatti-polyakryyliamidigeeliel ektroforeesi (SDS-PAGE)

Naytteiden analysointi SDS-PAGE:lla tehtiin Laemmlin (1970) menetelmélla Naytteet kasi-
teltiin SDS-PAGE -agjoa varten sekoittamalla yksi osa néytepuskuria ja kaksi osaa naytetta ja
kuumentamalla seosta kiehuvassa vesihauteessa vahintdan viisi minuuttia. Myds molekyyli-
massastandardi [ampokéasiteltiin, mutta siihen el lisdtty néytepuskuria. Lampokasittelyn jal-
keen nayteputket sentrifugoitiin lyhyesti kaiken nesteen saamiseksi putkien pohjalle. Valitto-
masti sen jalkeen nédytteet ja molekyylimassastandardi pipetoitiin polyakryyliamidigeelille.
Y hteen geelin kuoppaan pipetoitiin 18 pl néytetta tai 20 pl molekyylimassastandardia. Elekt-
roforeesigjoliuosta kaytettiin gjolaitteessa 350 ml. Elektroforeesigjoissa jannitteen ylérajaase-
tusoli 200 V javirran 100 mA. Ajoaika oli noin puoli tuntia. Rinnakkaisnytteita ei tehty.



Taulukko 10. Malliproteiineille tehdyt entsyymikésittelyt ja reaktioseosten analysointitavat.

Malliproteiini Malliproteiini- Fenolinenhappo  Fenolisen hapon  Entsyymi  Entsyymiannokset ~ Reaktio- Reaktiogjat (h) Reakti oseoksen
pitoisuus pitoisuudet (nkat/g) seoksen pH analysointitapa
(mg/ml) (mM)

Kauraproteiinit 1,25 - - ThL 100 ja 1000 5 2jal6 SDS-PAGE
Kauraproteiinit 1,25 - - MaL 100 ja 1000 5 2jal6 SDS-PAGE
Kauraproteiinit 1,25 - - TYR(S) 100ja1000 7 2jal6 SDS-PAGE
Kauraproteinit 1,25 - - TG 1000 ja 10000 7 2jal6 SDS-PAGE
Kauraproteiinit 1,25 Ferulahappo 0,5ja5 ThL 1000 5 16 SDS-PAGE jaGPC
Kauraproteiinit 1,25 Kahvihappo 0,5ja5 ThL 1000 5 16 SDS-PAGE jaGPC
Kauraproteiinit 1,25 Vanilliinihappo 0,5ja5 ThL 1000 5 16 SDS-PAGE jaGPC
Kauraproteinit 1,25 p-kumariinihappo  0,5ja5 ThL 1000 5 16 SDS-PAGE jaGPC
Kasdini 1,25 - - ThL 1000 5 0,25;2ja18 SDS-PAGE
Kasaiini 1,25 - - MaL 1000 5 0,25; 2jal18 SDS-PAGE
Kasaiini 1,25 - - TYR(S) 1000 7 0,25; 2ja18 SDS-PAGE
Kasaini 1,25 - - TG 1000 7 0,25;2jal18 SDS-PAGE
Kasaiini 1,25 Ferulahappo 0,5;2ja5 ThL 1000 5 2ja20 SDS-PAGE
Kasaiini 1 Ferulahappo 0,5 ThL 1000 5 0,25;0,5; 1; 2,4ja22 SDSPAGE jaGPC
BSA 1 - - ThL 1000 5 2ja20 SDS-PAGE

BSA 1 - - TYR(S) 1000 7 2ja20 SDS-PAGE

BSA 1 Ferulahappo 0,5 ThL 1000 5 2ja20 SDS-PAGE

BSA 1 Ferulahappo 0,5 TYR(S) 1000 7 2ja20 SDS-PAGE

ThL = Trametes hirsuta -lakkaas
MaL = Melanocar pus albomyces -lakkaas

TYR (S) =tyrosinaas (Sigman valmistama)
TG = transglutaminaasi

SDS-PAGE = natriumdodekyylisulfaatti-pol yakryyliamidigedliel ektrof orees
GPC = gedisuodatuskromatografia
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Taulukko 10 (jatkoa).

Malliproteiini Malliproteiini- Fenolinenhappo  Fenolisen hapon  Entsyymi  Entsyymiannokset ~ Reaktio- Reaktiogjat (h) Reakti oseoksen
pitoisuus pitoisuudet (nkat/g) seoksen pH analysointitapa
(mg/ml) (mM)

Gluteniini 3 - - TG 1000 4,5 lja22 SDS-PAGE

Gluteniini 3 - - TG 1000, 2000 ja4000 4,5 16,5 SDS-PAGE

Gluteniini 3 - - TG 100ja 1000 4,5 0,25; 1; 4ja23 SDS-PAGE

Gliadiini 3 - - TG 1000 4.5 lja22 SDS-PAGE

Gliadiini 3 - - TG 1000, 2000 ja4000 4,5 16,5 SDS-PAGE

ThL = Trametes hirsuta -lakkaas

MaL = Melanocar pus albomyces -lakkaas
TYR (S) =tyrosinaas (Sigman valmistama)
TG = transglutaminaasi

SDS-PAGE = natriumdodekyylisulfaatti-pol yakryyliamidigedliel ektrof orees
GPC = gedisuodatuskromatografia
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Naytepuskuria varten valmistettiin liuosta, joka sisdlsi 30 % (v/v) glyserolia ja 0,003 % (w/w)
bromofenolisinistéd 0,367 M tris-HCI -puskuriliuoksessa (pH 6,8). Liuos pakastettiin ja tarvit-
tava médra sulatettiin kayttopaivana Juuri ennen kayttéa 350 pl:aa liuosta kohti liséttiin
20 mg SDS:84 (natriumdodekyylisulfaattia) ja tarvittaessa pelkistimeks 150 pl merkaptoeta-
nolia. Elektroforeesigjoliuos valmistettiin juuri ennen gjoa tekemalla valmiista kantaliuoksesta
kymmenkertainen laimennos tislattuun veteen. Laimennettu gjoliuos sisélsi 1,9 M glysiinig,
0,25 M trisiia (trighydroksimetyylilaminometaania) ja 35 mM SDS:&4.

Elektroforeesigjon jalkeen geelia pestiin tislatulla vedella kolme kertaa vahintdan viisi mi-
nuuttia. Vesipesun jalkeen geeli jétettiin varjaytymaén Coomassie Blue -varia sisiltavaan vér-
jaysliuokseen yoksi. Véarjayksen jalkeen geelista pestiin ylimaaréinen taustavéri tislatulla ve-
delld useita kertoja vettd vaihtaen. Geeli jatettiin pesuun vield seuraavaksi yoksi. Kaikki pesut
ja varjaykset tehtiin tasoravistelussa. Ylimaéréisen vérin pois pesun jalkeen geeli skannatiin
seka tavallisella tasoskannerilla ettéa densitometrilla. Lopuksi geeli kuivattiin huoneenlammoés-
sé sellofaanikalvojen valissa geelienkuivauskehikkoa apuna kayttéen. Geeleja analysoitiin se-
ka silmamééraisesti ettd densitometrin avulla. Geelilla nékyneita proteinivydhykkeita vastaa-
vat molekyylimassat mééritettiin geelin molekyylimassastandardin vyohykkeiden perusteella
densitometrin ohjelmalla. Densitometrilla mé&aritettiin myods vyohykkeiden voimakkuuksia

(optinen tiheys).

Gedlisuodatuskromatografia (GPC)

Geelisuodatuskromatografilaitteisto koostui Akta purifier -laitteiston pumpusta, ndytteensyGt-
tgasta ja UV-detektorista, seké laitteistoon kytketysta geelisuodatuspylvéésta (esipakattu
Superdex 200 HR 10/30). Laiteistoa ohjattiin jatulostiedot keréttiin laitteistoon liitetylla tieto-
koneellaja sen Unicorn 4.0 -ohjelmalla

Ennen geelisuodatuspylvédseen injektointia kaikki naytteet suodatettiin 0,45 pum:n ruiskusuo-
dattimilla. Jos nayte sellaisenaan tukki suodattimen, nayte sentrifugoitiin (eppendorfputkille
Biofuge fresco, 10 min, 13000 rpm; koeputkille Biofuge stratos, 10 min, 4000 rpm) ja saatua
liuosta suodatettiin ja kaytettiin ndytteenda. Injektointitilavuus oli 100 pl jainjektointi tapahtui
100 pl:n naytesilmukkaa kayttaen automaattisesti.

Ajoliuoksena kéaytettiin 0,1 M natriumasetaattipuskuria (pH 5), joka siséls 0,15 M natrium-
kloridia. Ajoliuoksen virtausnopeus oli 0,5 mi/min. Ajo pé&atettiin tarpeen mukaan 2-3 pyl-
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vaan tilavuutta vastaavan agjoliuosmééran tultua pylvaasta ulos naytteensytton jalkeen. Ajoai-
ka kaytetylla pylvaalla ja virtausnopeudella oli siten 1 h 36 min - 2 h 24 min.

3.2.10 Lakkaasin jatyrosinaasin katalysoimien reaktioiden seuranta happielektrodilla

Hapenkulutusmittauksissa seurattiin lakkaasin ja tyrosinaasin aiheuttamaa substraattiliuoksen
happipitoisuuden pienenemista entsyymilisdyksen jalkeen, kun ilman hapen liukeneminen
reaktioseokseen oli estetty. Reaktioseoksen substraatin ja entsyymin méardt seka mittausgjat
eri kokeissa on esitetty taulukossa 11. Reaktioseosten entsyymimaarét valittiin niin, ettéa ha-
penkulutusnopeus oli kohtuullinen ja vakio riittdvan kauan. Reaktioseosten substraattimaarét
valittiin siten, etta substraatin kulumisesta aiheutuva substraattipitoisuuden pieneneminen ei
rajoittanut reaktiota kohtuulliseen aikaan.

Mittaukset suoritettiin happielektrodilla reaktioastiana kaytetysta erlenmayerpullosta, joka en-
volla. Entsyymi liséttiin substraattiliuokseen elektrodin kauluksen kautta. Elektrodi asetettiin
paikoilleen kaulukseensa ja happimittaus aloitettiin valittomasti entsyymilisdyksen jélkeen.
Mittaukset tehtiin huoneenldmmossa ja reaktioseosta sekoitettiin mittausten atkana magneetti-
sekoituksella (250 rpm). Happielektrodilla mitattuja reaktioseoksen happipitoisuusarvoja ke-
réttiin automaattisesti 15 tai 30 s.n vélein. Mitattujen happipitoisuuksien perusteella laskettiin
entsyymin aiheuttama hapenkulutusnopeus aikavéliltg, jolla happipitoisuuden pienenemisno-

peus (hapenkulutusnopeus) oli vakio. Rinnakkaismaarityksid ei tehty.

Taulukko 11. Lakkaasin ja tyrosinaasin katalysoimien reaktioiden seuranta happielektrodilla.

Substraetti Substraatti-  Entsyymi Entsyymiannokset  Reaktio- Mittausaika (ent-
pitoisuus seoksen pH syymin lisdyksestd)

Ferulahappo 5mM ThL 5 nkat/ml 5 30 min
Kahvihappo 5mM ThL 5 nkat/ml 5 30 min
Vanilliinihappo 5mM ThL 5 nkat/ml 5 30 min
p-kumariinihappo 5 mM ThL 5 nkat/ml 5 30 min
L-kysteiini 5mM ThL 5,10ja20 nkat/ml 5 30 min
Ferulahappo 5mM TYR(S) 5 nkat/ml 7 20 min
Poly-L-tyrosiini 1 mg/ml TYR(S) 1000 nkat/g 7 60 min
L-tyrosiini 25mM TYR(F) 10 nkat/ml 7 45 min
Poly-L-tyrosiini 1 mg/ml TYR(F) 20 nkat/ml 7 150 min

ThL = Trametes hirsuta -lakkaas
TYR (S) =tyrosinaas (Sigman valmistama)
TYR (F) =tyrosinaas (Flukan valmistama)
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3.2.11 Lakkaasin ja tyrosinaasin katalysoimien reaktioiden reaktiotuotteiden analysointi
nestekromatografia-massaspektrometriala (LC-MS) ja UV/VIS-spektrofotometrialla

Nestekromatografia-massaspektrometria (LC-MS)

LC-MS:ll1a analysoitiin lakkaasilla késiteltya L-kysteiinia ja tyrosinaasilla késiteltyja synteet-
tisia tripeptideja (taulukko 12). Lakkaasikasittelyt tehtiin 10 mM ammoniumasetaattipuskuris-
sa (pH 5) jatyrosinaasikésittelyt 0,1 M natriumfosfaattipuskurissa. Entsyymikasittelyn jalkeen
ndytteistd osa lampokasiteltiin ja osaan lisdttiin vahvaa eméstéa entsyymin inaktivoimiseksi.
Synteettisa tripeptideja siséltaneitd reaktioseoksia el kasitelty entsyymin inaktivoimiseksi.
Naytteista tehtiin tyypillisesti kaksi rinnakkai sndytetta.

lonisaatiotapana kaytettiin kummassakin tapauksessa positiivista elektrosprayta, sumutuskaa-
suna typpea (N2) ja massa-alueena aluetta 50-400 m/z. Néytteet laimennettiin 0,1 % muura-
haishappo - 50 % asetonitriililiuokseen. Kysteiinid sisdltaneitd reaktioseoksia analysoitiin
massaspektrometrilla kayttden naytteensy6ttéon ruiskupumppua. Kysteiinia sisiltaneista reak-
tioseoksista mééritettiin kysteiinipitoisuus ja yhdessa kokeessa myos kystiinipitoisuus. Massa-
spektrometria kaytettiin myos anal ysoitavien komponenttien tunnistukseen.

Synteettisia tripeptideja sisaltaneitd reaktioseoksia analysoitiin LC-MS:ll1a kayttéen massa-
spektrometria yhdistettynd C18 -kolonnilla varustettuun HPL C-laitteistoon. Reaktioseosten
komponentteja erotettiin toisistaan HPLC:l1& (gradienttiajo muurahai shappo-vesi-asetonitriili
-seoksilla) ja tunnigtettiin HPLC:hen liitetylla massaspektrometrilla, jossa ionisaatiomenetel-
mana kaytettiin negatiivista elektrosprayta ja sumutuskaasuna typpea. Massaspektri mitattiin
alueelta 200-1200 mvz. LC-MS -analyysien k&ytannon suoritus ei kuulunut téhan tyohon.

UV/VI1S-spektrofotometria

UV/VIS-spektrofotometrilla analysoitiin tyrosinaasin vaikutusta synteettisiin tripeptideihin
(taulukko 12). Tripeptidiliuoksista mitattiin 0,1 M natriumfosfaattipuskurissa (pH 7) tehdyn
tyrosinaasikasittelyn jalkeen spektrofotometrilla (Perkin Elmer Lambda 20) valon absorptio-
spektri aallonpituusalueelta 190-1100 nm. Mittauksessa kaytettiin kvartsikyvettgd ja laite
nollattiin kaytetylla reaktiopuskurilla.
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Taulukko 12. Reaktioseokset, joiden tuotteita analysoitiin nestekromatografia-massaspektrometrialla
(LC-MS) jaUV/VIS-spektrofotometrialla

Substraeatti Substraatti-  Entsyymi  Entsyymiannokset  Reaktio- Reaktiogjat Reaktioseoksen
pitoisuus (nkat/ml) seoksen (h) analysointitapa
(mM) pH
L-kysteiini 10 ThL 2ja20 5 n. 20 LC-MS
L-kysteiini 10 ThL 20ja100 5 20 LC-MS
L-kysteiini 10 ThL 200 5 18 LC-MS
Ser-Tyr-Thr 5 TYR(F) 10 7 18,5 UV/VISja
LC-MS
Tyr-Ser-Thr 5 TYR(F) 10 7 18,5 UV/VISja
LC-MS
Ser-Tyr-Thrja 2,5 TYR(F) 10 7 18,5 UV/VISja
Tyr-Ser-Thr kumpaakin LC-MS

ThL = Trametes hirsuta -lakkaas
TYR (F) =tyrosinaas (Flukan valmistama)

3.3 Tulokset
3.3.1 Proteinien eristys

Kauraproteiinit

Kauraproteiiniuutetta saatiin talteen 1660 ml eli 83 % uuttoon kaytetystd nestetilavuudesta.
Uutteen proteiinipitoisuudeksi maaritettiin 6,8 mg/ml. Siten proteiinia saatiin uutetuksi yh-
teensd 11,3 g, joka on 2,8 % lahtGaineena kaytetyn kauraydinjauhon massasta (400 g). Jos
jauhon oletetaan sisdltdneen saman verran proteiinia kuin kaurahiutaleet eli 13,5 % (Oksman-
Caldentey ym., 1999), jauhon proteiinista saatiin uutettua 21 %. Suodatettu uute oli kellerta-
vaa ja sameaa, mutta silmin tarkasteltuna homogeenista.

Gluteniini jagliadiini

Kun gluteenin fraktioinnista 1 saatua gluteniinia fraktioitiin edelleen geelisuodatuskromato-
grafisesti, gluteniinin alayksikot erottuivat toisistaan vain vahan. GPC-kromatogrammissa
gluteniinit antoivat vain yhden levean piikin (kuva 10). Piikin eri osia vastanneet yhdistetyt
fraktiot antoivat SDS-PAGE -analyysissi erilaiset alayksikkojen osuudet. Piikin alkuosaa vas-
taavassa yhdistetyssa fraktiossa (I yhdistetty fraktio) oli enemman suuren molekyylimassan
alayksikoita (vyohykkeet 85, 109 ja 126 kDa) kuin piikin loppuosaa vastaavassa yhdistetyssa
fraktiossa (111 yhdistetty fraktio), mutta pienen (30-40 kDa) ja keskisuuren (vy6hykkeet 48 ja
54 kDa) molekyylimassan alayksikot puuttuivat. Piikin keskiosaa vastaava yhdistetty fraktio
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(I yhdistetty fraktio) nayttdd SDS-PAGE:ssa hyvin samantapaiselta kuin naytteena kaytetty
pelkistetty gluteniini (kuva 11).
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Kuva 10. Alayksikéikseen pelkistetyn gluteniinin GPC-kromatogrammi gluteniinin GPC-fraktioinnis-
ta
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Kuva 11. Pdkistetyn gluteniinin GPC-fraktioinnissa kerdttyjen fraktioiden SDS-PAGE -analyysi.
Néaytteet kasitelty SDS-PAGE:ssa pelkistimen kanssa. 1 = molekyylimassastandardi, 2 = pelkistetty
gluteniini (gluteniinin GPC-fraktioinnin [&htdaine), 3 = | yhdistetty fraktio (piikin alkuosaa vastaavat
fraktiot 25-30), 4 = 1l yhdistetty fraktio (piikin keskiosaa vastaavat fraktiot 31-37), 5 = 11l yhdistetty
fraktio (piikin loppuosaa vastaavat fraktiot 38-45).

Gluteenin fraktioinnissa 2 saatiin talteen 23 ml gluteniinijd8nndsta, jonka proteiinipitoisuu-
deks méaritettiin 57 mg/ml. Olettaen uuttojddnndksen olleen puhdasta gluteniinia, saatiin glu-
teniinia talteen 1,3 g. Jos gluteenin fraktioinnin etanoliuutteiden pakkaskuivausdanntksen
oletetaan olleen puhdasta gliadiinia, saatiin gliadiinia talteen 0,67 g. Jos oletetaan, etta frak-
tioinnin lahtdaineena kéaytetty gluteenivalmiste sisdlsi yhté paljon gluteniinia ja gliadiinia, ku-
ten gluteeni yleensd suunnilleen sisaltéa (Shewry, 2003), fraktioinnissa gluteniinin saanto oli
65 % ja gliadiinin 34 %.
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Gluteenin fraktioinnin 2 onnistumisen tutkimiseksi tehdyn SDS-PAGE -analyysin tulos on
esitetty kuvassa 12. Eristetyssa gliadiinissa oli véhemman suuren molekyylimassan alayksi-
koita (85, 109 ja 126 kDa) kuin kaupallisessa gliadiinivalmisteessa. Eristetyssi gluteniinissa
oli samansuuruisia alayksikoita kuin lahtGaineena kaytetyssa gluteenissa lukuunottamatta
59 kDa:n suuruista alayksik6a.

2k 4_ R LT € ,9‘,_ 1 = molekyylimassastandardi

kDa 2 = gluteeni (fraktioinnin |ahtdaine)
175 ” pekistimella
83 . == 3 = gluteeni ilman pelkistinta
235 z - . 4 = gluteniini pelkistimella

’ - — ¥ : 5 = gluteniini ilman pelkistinta
25 - "W e 6 = gliadiini pelkistimelld
25 7 = gliadiini ilman pelkistinta
165 . 8 = kaupallinen gliadiini
6.5 pelkistimella

9 = kaupallinen gliadiini ilman
pakistinta

Kuva 12. Gluteenin fraktiointi 2:n SDS-PAGE -analyysi. Néaytteet késitelty SDS-PAGE:ssa pelkisti-
men kanssa tai ilman.

3.3.2 Lakkaasin jatyrosinaasin vaikutukset malliproteiineihin ilman fenolisia happoja

Tutkimuksessa kaytetyt T. hirsuta ja M. albomyces -lakkaasit sek& A. bisporus -tyrosinaasi ei-
va saaneet aikaan kaytettyjen malliproteiinien (kauraproteiinit, kaseiini ja BSA) ristisitoutu-
misesta kertovaa molekyylimassan kasvua SDS-PAGE:|la tutkittuna. Seké pelkistimen (mer-
kaptoetanolin) kanssa etta ilman pelkistinta tehdyt SDS-PAGE -analyysit antoivat ristisitoutu-
misen suhteen saman tuloksen. Sen sijaan ndissa kokeissa vertailuentsyyminé kaytetty trans-
glutaminaasi aiheutti malliproteiinien ristisitoutumista kaikissa tutkituissa tapauksissa. Kaura-
proteiinien kasittelysta lakkaaseilla tehty SDS-PAGE -analyys pelkistimen kanssa on esitetty
kuvassa 13 ja ilman pelkistintd kuvassa 14. Kauraproteiinien kasittelysta tyrosinaasilla ja
transglutaminaasilla pelkistimen kanssa tehty SDS-PAGE -analyysi on esitetty kuvassa 15.
Y hteenveto kokeiden tuloksista on esitetty taulukossa 13.
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1 = kauraprot. (vertailundyte)

2 = molekyylimassastandardi

3 = kauraprot. + ThL 100 nkat/g (2 h)

4 = kauraprot. + ThL 100 nkat/g (16 h)

5 = kauraprot. + ThL 1000 nkat/g (2 h)

6 = kauraprot. + ThL 1000 nkat/g (16 h)
7 = kauraprot. + MaL 100 nkat/g (2 h)

8 = kauraprot. + MaL 100 nkat/g (16 h)

9 = kauraprot. + MaL 1000 nkat/g (2 h)
10 = kauraprot. + MaL 1000 nkat/g (16 h)

Kuva 13. Lakkaaseilla kasiteltyjen kauraproteiinien SDS-PAGE -analyysi, kun naytteet kéasitelty SDS-
PAGE:ssa pelkistimen kanssa. ThL = T. hirsuta -lakkaasi, MaL = M. albomyces -lakkaasi.

kDa

175
83
62
47,5

32,5
25

1 = molekyylimassastandardi

2 = kauraprot. (vertailundyte)

3 = kauraprot. + ThL 1000 nkat/g (2 h)
4 = kauraprot. + ThL 1000 nkat/g (16 h)
5 = kauraprot. + MaL 1000 nkat/g (2 h)
6 = kauraprot. + MaL 1000 nkat/g (16 h)
7 = kauraprot. (vertailundyte)

Kuva 14. Lakkaasella kasiteltyjen kauraproteiinien SDS-PAGE -analyysi, kun naytteet kéasitelty SDS-
PAGE:ssailman pelkistintd. ThL = T. hirsuta -lakkaasi, MalL = M. albomyces -lakkaasi.

kDa
175
83
62
475
32,5

25

— — —

-

1 = molekyylimassastandardi

2 = kauraprot. (vertailundyte)

3 = kauraprot. + TG 1000 nkat/g (2 h)

4 = kauraprot. + TG 1000 nkat/g (16 h)
5 = kauraprot. + TG 10000 nkat/g (16 h)
6 = kauraprot. + TYR 100 nkat/g (2 h)

7 = kauraprot. + TYR 100 nkat/g (16 h)
8 = kauraprot. + TYR 1000 nkat/g (2 h)
9 = kauraprot. + TYR 1000 nkat/g (16 h)

Kuva 15. Transglutaminaasilla ja tyrosinaasilla kasiteltyjen kauraproteiinien SDS-PAGE -analyysi,
kun naytteet kasitelty SDS-PAGE:ssa ped kistimen kanssa. TG = transglutaminaasi, TYR = tyrosinaasi.
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Taulukko 13. Malliproteiinien kasittely lakkaaseilla ja tyrosinaasilla (vertailuentsyymina transgluta-
minaasi). Ristisidosten muodostuminen malliproteinien vélille pelkistimen kanssa tehdyn SDS-
PAGE:n perustedla silmamaéréisesti arvioituna: - = @ lainkaan, + = véhan, ++ = jonkin verran, +++ =
paljon. Tyhjié kohtia vastaavia kasittelyja e tehty.

Entsyymi Entsyymi-  Kauraproteiinien  Kasdinin kasittely BSA:n kadittely
annos kasittely
(nkat/g) 2h  16h 025h 2h  18h  2h  20h
T. hirsuta -lakkaasi 100 - -
T. hirsuta -lakkaasi 1000 -¢ -a _a el _a i i
M. albomyces -lakkaasi 100 - -
M. albomyces -lakkaasi 1000 -@ -a @ -a .a
Tyrosinaas 100 -G -@
Tyrosinaas 1000 -@ -a - - . . .
Transglutaminaas 1000 ++ ++ ++ +++ +++
Transglutaminaas 10000 @ ++

* Naytteesta tehtiin SDS-PAGE -analyysi myos ilman pelkistint, mika antoi saman tuloksen.
® Nayte vahingoittui analyysissi.

3.3.3 Lakkaasin jatyrosinaasin vaikutukset aminohappoihin ja peptideihin

Kysteiinin hapettuminen kystiiniks lakkaasin vaikutuksesta

T. hirsuta -lakkaasi aiheutti kysteiinia sisdltaneen reaktioseoksen happipitoisuuden hyvin hi-
dasta pienenemista. Kasiteltdessa 5 mM L-kysteiiniliuosta eri méérilla lakkaasia huoneenlam-
mdssa hapenkulutusnopeuksiksi méaritettiin entsyymiannoksilla 5, 10 ja 20 nkat/ml vastaa-
vasti 0,9; 0,6 ja 2,2 umol/(min*1).

LC-MS -analyysien mukaan lakkaasi aiheutti reaktioseosten kysteiinipitoisuuden pienenemi-
sen ja kystiinin, kysteiinin dimeeriksi hapettuneen muodon, muodostumisen. Kokeessa jossa
lakkaasiannos oli 200 nkat/ml, reaktioseokseen muodostui kasittelyn aikana sakkaa. Lakkaa-
Sia sisdlténeen reaktioseoksen kysteiinipitoisuudeksi mééritettiin 0,2 mM (2 % alkuperdisestd)
jalakkaasia sisltaméttoman vertailundytteen 8,6 mM (86 % alkuperdisestd). Sakasta mitattiin
massaspektri, jossa havaittiin piikki kystiinia (molekyylimassa 240,3) positiivisessa ionisaa-
tiossa vastaavalla massaluvulla 241. Kokeissa, joissa lakkaasiannos oli pienempi (2, 20 tai
100 nkt/ml), saatiin samansuuntaisia mutta ei yhta selviatuloksia.
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Syntesettisten peptidien hapettuminen tyrosinaasin vaikutuksesta

Toinen tyrosinaasivalmisteista (Flukan) aiheutti 1 mg/ml poly-L-tyrosiinia sisdltaneen reaktio-
seoksen happipitoisuuden hidasta pienenemistd, toinen (Sigman) el. Flukan tyrosinaasi ai-
kaansa 2,5 mM (0,453 mg/ml) vapaata L-tyrosiinia sisdténeessa reaktioseoksessa paljon
nopeamman happipitoisuuden pienenemisen kuin poly-L-tyrosiinia sisdltaneessa (kuva 16).
naasiannoksella 20 nkat/ml. Puolta pienempi tyrosinaasiannos (10 nkat/ml) sai aikaan mono-
meerista L-tyrosiinia sisdlténeessd liuoksessa happipitoisuuden pienenemisen nopeudella
8,1 pmol/(min*1I).

A
o

(mg/l)

O P, N W H» 01 O N O O

Happipitoisuus reaktioseoksessa

0 30 60 90 120 150
Aika entsyymin lisdyksesta (min)

—aA— polytyrosiini + tyrosinaasi (Sigma) —m— polytyrosiini + tyrosinaasi (Fluka)
—e— tyrosiini + tyrosinaasi (Fluka)

Kuva 16. Tyros naasien ai heuttama hapenkulutus polytyrosiinia ja tyrosinia siséltaneiss liuoksissa.

Kasiteltéessa synteettisia tripeptideja (seriini-tyrosiini-treoniini ja tyrosiini-seriini-treoniini)
sisdltavia liuoksia Flukan tyrosinaasilla reaktioseoksen vari muuttui vahitellen rusehtavaksi.
Yon yli jatkuneen entsyymikéasittelyn jalkeen reaktioseoksista mitatuista UV/V1S-spektreista
havaittiin absorption siirtyminen selvasti nékyvéan valon aallonpituusalueelle. Tyrosinaasin ai-
heuttama seriini-tyrosiini-treoniini -liuoksen absorption muutos on esitetty kuvassa 17. Tyro-
siini-seriini-treoniini -liuoksen ja molempia tripeptidej& siséltéaneen liuoksen absorption muu-

tos tyrosinaasin vaikutuksesta oli vastaavanlainen.
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Kuva 17. Seriini-tyrosiini-treoniini -liuoksen ja vastaavan tyrosinaasikasitellyn liuoksen UV/VIS-
spektrit. Tyrosinaasikasittelyn seurauksena liuos absorboi sdhkdmagnesttista séteilyd myds ndkyvan
valon aallonpituusaluedla (380-760 nm).

Synteettisten tripeptidien tyrosinaasilla kasitellyista reaktioseoksista mitatuissa massaspekt-
reissa ei havaittu peptididimeereja vastaavilla massaluvuilla esiintyvia piikkeja, joiden signaa-
lin voimakkuus olisi ollut suurempi kuin vertailundytteiss. Siten LC-MS -analyysien perus-
teella missdan tutkituista seoksista el havaittu peptidien keskinéista ristisitoutumista. Peptidin
tyrosiini-seriini-treoniini tyrosiinilla kasitellyn reaktioseoksen kromatogrammissa nékyi vain
lahtGaineen piikki. Sen sijaan peptidin seriini-tyrosiini-treoniini tapauksessa tyrosinaasilla k&
sitellysta reaktioseoksesta voitiin HPL C:ll& erottaa kolme piikkia (retentiogjat 8,0; 8,4 ja 9,0
min), jotka massaspektrien perusteella sisélsivét vastaavasti padasiassa molekyylimassaltaan
369,4; 381,4 ja 338,4 olevia yhdisteitd. Molekyylimassa 369,4 vastaa tarkasti seriini-tyrosiini-
treoniini -tripeptidin alkuperaistd molekyylimassaa. Molekyylimassaltaan 381,4 ja 338,4 ol-
leet yhdisteet olivat todennakdisesti tripeptidista muodostuneita varillisia hapettumistuotteita.

3.3.4 Lakkaasin ja tyrosinaasin vaikutukset malliproteiineihin fenolisten happojen lasna
ollessa

Fenolisten happojen hapettuminen

T. hirsuta -lakkaasi aiheutti liuenneen hapen nopeaa kulumista kahvihappoa, vanilliinihappoa
ja p-kumariinihappoa siséltaneista reaktioseoksista (kuva 18). T. hirsuta -lakkaasi ja Sigman
A. bisporus -tyrosinaasi aiheuttivat nopean happipitoisuuden pienemisen ferulahappoa sisilté
neista reaktioseoksista (kuva 19). Happipitoisuuden pienenemisen lineaariselta osalta laske-
tuista hapenkulutusnopeuksista on esitetty yhteenveto taulukossa 14.
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—x— kahvihappo
—e—\anilliinihappo
—&— p-kumariinihappo

Happipitoisuus reaktioseoksessa (mg/l)

O T T T 1
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Aika entsyymin lisdyksesta (min)

Kuva 18. Happipitoisuuden pieneneminen lakkaasin (5 nkat/ml) vaikutuksesta kahvihappo-, vanilliini-
happo- ja p-kumariinihappoliuoksissa.

—e— ferulahappo
—m— ferulahappo + lakkaasi

—a— ferulahappo + tyrosinaasi

Happipitoisuus reaktioseoksessa
(ma/l)

0 2 4 6 8 10

Aika entsyymin lisdyksesta (min)
Kuva 19. Happipitoisuuden pieneneminen lakkaasin ja tyrosinaasin vaikutuksesta ferulahappoliuok-

sessa. Entsyymiannos kummassakin tapauksessa 5 nkat/ml.

Taulukko 14. T. hirsuta -lakkaasin ja A. bisporus -tyrosinaasin aiheuttama hapenkulutus fenolisia
happoja sisdltaneissi reakti oseoksissa huoneenlampotil assa.

Entsyymi® Substraatti Hapenkul utusnopeus® (pumol/(min*1))
Lakkaas Ferulahappo 47
Lakkaas Kahvihappo 53
Lakkaas Vanilliinihappo 47
Lakkaas p-kumariinihappo 38
Tyrosinaas Ferulahappo 161

® Entsyymiannos 5 nkat/ml.
@ Substraattipitoisuus 5 mM.
@ M é&zritetty reaktion osalta, jolla happipitoisuuden pienenemisnopeus vakio.
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Malliproteinien risisitoutuminen fenolisten happojen lasné ollessa

Malliproteiinien entsyymireaktioseosten SDS-PAGE -analyysien mukaan T. hirsuta -lakkaasi
ristisitoi fenolisten happojen lasné ollessa kaikkia tutkittuja malliproteiingja (kauraproteiinit,
kaseiini, BSA). Kauraproteiinien tapauksessa lakkaasi aikaansai ristisitoutumista kaikkien tut-
kittujen fenolisten happojen (ferulahappo, kahvihappo, vanilliinihappo, p-kumariinihappo)
lasné ollessa, mutta kahvihappo ja ferulahappo vaikuttivat tehokkaimmin. Kasiteltdessa kaura-
proteiingja lakkaasilla kahvihapon kanssa, geeliin mahtuvia (molekyylimassa alle 1000 kDa)
kauraproteiingja ei havaittu juuri lainkaan kasittelyn jalkeen kummassakaan kahvihappoa si-
séltaneessd (0,5 ja 5 mM) reaktioseoksessa. Ferula- ja vanilliinihappojen tapauksessa alkupe-
réiset pelkistimen kanssa tehdyssa SDS-PAGE:ssa nakyvét kauraproteiinivyohykkeet (25 ja
42 kDa) olivat havinneet 1dhes kokonaan happopitoisuudella 5 mM, mutta eivét pitoisuudella
0,5 mM, ja p-kumariinihapon tapauksessa alkuperaisen kokoisia kauraproteiingja oli selvasti
jajella molemmissa p-kumariinihappoa sisdltaneissa reaktioseoksissa. Molekyylimassaltaan
100-300 kDa:n kokoiseksi yhdistyneité kauraproteiingja havaittiin eniten p-kumariinihapon ja
ferulahapon kanssa lakkaasikasitellyissa kauraproteiiniliuoksissa, mutta kahvihapon kanssa
kasitellyissa el juuri ollenkaan. Kéytetyt fenoliset hapot elvét aiheuttaneet kauraproteiinien

ristisitoutumista ilman lakkaasia (kuvat 20 ja 21).

1234567 8 910 1 _ 1eyylimassastandardi

kDa 2 = kauraprot. + ferulah. (5 mM)
175 3 = kauraprot. + ferulah. (0,5mM) + ThL
83 4 = kauraprot. + ferulah. (5 mM) + ThL
25 . 5 = ferulah. (5 mM) + ThL

’ 6 = kauraprot. (vertailundyte)

7 = kauraprot. + p-kumariinih. (5 mM)

325 8 = kauraprot. + p-kumariinih. (0,5 mM) + ThL
25 9 = kauraprot. + p-kumariinih. (5 mM) + ThL

10 = p-kumariinih. (5 mM) + ThL

Kuva 20. T. hirsuta -lakkaasilla (ThL, 1000 nkat/g, 16 h) ferulahapon tai p-kumariinihapon l&sné ol-
lessa kasitdtyjen kauraproteiinien SDS-PAGE -analyysi. Naytteet kasitelty SDS-PAGE:ssa pelkisti-
men kanssa.
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1 23 456 7 89 10
~ b v —_— 1 = kauraprot. (vertailundyte)

kDa 2 = molekyylimassastandardi

175 - 3 = kauraprot. + kahvih. (5 mM)

83 4 = kauraprot. + kahvih. (0,5mM) + ThL

62 5 = kauraprot. + kahvih. (5 mM) + ThL

475 6 = kahvih. (5 mM) + ThL
7 = kauraprot. + vanillinih. (5 mM)

325 8 = kauraprot. + vanilliinih. (0,5 mM) + ThL
9 = kauraprot. + vanilliinih. (5 mM) + ThL

25 10 = vanilliinih. (5 mM) + ThL

Kuva 21. T. hirsuta -lakkaasilla (ThL, 1000 nkat/g, 16 h) kahvihapon tai vanilliinihapon I&sna ollessa
kasiteltyjen kauraproteiinien SDS-PAGE -analyysi. Nayttegt kasitelty SDS-PAGE:ssa pelkistimen
kanssa.

Kasiteltdessa kaseiinia T. hirsuta -lakkaasilla ferulahapon (0,5 mM) l&sna ollessa havaittiin
SDS-PAGE -analyysissa kaselinien (paavyohykkeet 30, 34 ja 36 kDa) liittyvan ensin 100-
200 kDa:in kokoisiksi oligomeereiks ja edelleen kéasittelyn jatkuessa niin suuriks polymee-
reiksi, etta ne eivét kulkeutuneet geeliin siséén (> 1000 kDa). Lakkaasin vaikutus kaseiiniin
riippui reaktiogjasta siten, etta reaktioseoksessa alkoi olla geelissa liikkumatonta kaseiinipoly-
meeria 0,5 h:n kasittelyn jalkeen ja yon yli jatkuneen késittelyn jalkeen l8hes kaikki kaseiini
oli polymeroitunut geeliin paégsemattomaan kokoon (kuva 22).

123 4 56 78 910

kDa o - - 1 = molekyylimassastandardi

175 2 = kasdiini (vertallunayte)

e : 3 = kasdiini + lakkaasi

62 4 = kasdiini + ferulah. + ThL (0 h)

475 5 = kasdiini + ferulah. + ThL (0,25 h)
6 = kasdiini + ferulah. + ThL (0,5 h)

325 sSSsme e 7 = kasdiini + ferulah, + ThL (1 h)

165 8 = kasdiini + ferulah. + ThL (2 h)

6,5 9 = kasdini + ferulah. + ThL (4 h)

10 = kasdini + ferulah. + ThL (22 h)

Kuva 22. T. hirsuta -lakkaasilla (ThL, 1000 nkat/g) ferulahapon (0,5 mM) lasna ollessa kasitellyn ka-
salinin SDS-PAGE -analyysi: lakkaasin vaikutuksen riippuvuus reaktiogjasta. Naytteet kasitelty SDS-
PAGE:ssa pelkistimen kanssa.

SDS-PAGE -analyysin mukaan reaktioseoksen ferulahappopitoisuus vaikutti T. hirsuta -lak-

keskimméinen edisti lakkaasin toimintaa tehokkaammin kuin pienin kummallakin kaytetyista
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késittelyagjoista (2 h ja 22 h). Suurimmalla tutkitulla ferulahappomééralla lakkaasi ei ristisito-
nut kaseiinia havaittavasti kahden tunnin entsyymikésittelyn aikana, mutta 22 tunnin kasitte-
lyssa kyllakin. Ferulahappo ei aiheuttanut kaseiinin ristisitoutumista ilman lakkaasia (kuva
23).

1 2 3 45 67 879 10

KDa N — 1 = mol ekyylimassastandardi
2 = kasdiini (vertaillunayte)

175 3 = kasdini + ferulah. (5 mM)
83 4 = kasdini + ThL
25 . 5 = kasdini + ferulah. (0,5 mM) + ThL

’ 6 = kasdini + ferulah. (2 mM) + ThL
325 ::- B9 7 = kasdiini + ferulah. (5 mM) + ThL
25 - 8 = kasdiini + ferulah. (0,5 mM) + ThL

9 =kasdini + ferulah. (2 mM) + ThL,
10 = kasdini + ferulah. (5 mM) + ThL

Kuva 23. T. hirsuta -lakkaasilla (ThL, 1000 nkat/g) ferulahapon lasna ollessa kasitellyn kaseainin
SDS-PAGE -analyysi: lakkaasin vaikutuksen riippuvuus ferulahappopitoisuudesta ja reaktioajasta.
Naytteet kasitelty SDS-PAGE:ssa pelkistimen kanssa.

SDS-PAGE:n perusteella seka T. hirsuta -lakkaasi etta A. bisporus -tyrosinaasi saivat aikaan
BSA:n (65 kDa) ristisitoutumista ferulahappoa sisaltaneissa reaktioseoksissa. Lakkaas aiheut-
ti BSA:n polymeroitumista niin suureksi, etté reaktiotuote ei lilkkunut geelissa. Tyrosinaasin
vaikutuksesta pienen molekyylimassan alueella (20-50 kDa) vyohykkeet heikkenivét ja suu-
ren molekyylimassan vyohykkeet (88, 190 ja 280 kDa) vahvistuivat (kuva 24).

12 345678910 _eayylimssasandardi

kDa 2=BSA + ThL (2 h)

175 . 3=BSA+ThL (20h)

83 - 4 =BSA + ferulah. + ThL (2 h)

255 " o ————— 5= BSA + ferulah. + ThL (20 h)
' : 6 = BSA (vertailundyte)

25 7=BSA+TYR(2h)

25 8=BSA + TYR (20 h)

16,5 9=BSA + ferulah. + TYR (2 h)

6.5 10 = BSA + ferulah. + TYR (20 h)

Kuva 24. T. hirsuta -lakkaasilla (ThL, 1000 nkat/g) ja A. bisporus -tyrosinaasilla (TYR, 1000 nkat/g)
ferulahapon (0,5 mM) kanssa késitelyn BSA:n SDS-PAGE -analyysi. Nayttegt késitdty SDS-
PAGE:ssa pelkistimen kanssa.
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Y hteenveto malliproteiinien fenolisten happojen kanssa tehtyjen entsyymikésittelyjen SDS-
PAGE -analyysien tuloksista on esitetty taulukossa 15. Malliproteiinien niukkaliukoisuus
haittas entsyymireaktioseosten analysointia GPC:114, ja reaktioseoksista tehtyjen GPC-ana-
lyysien tulokset olivat huonolaatuisia. T. hirsuta -lakkaasilla fenolisten happojen kanssa kasi-
teltyjen kauraproteiinien reaktioseoksista tehtyjen GPC-analyysien kromatogrammeissa hallit-
sevien piikkien retentiogjat vastasivat hyvin pienta proteiinikokoa (ale 10 kDa), signaalit oli-
vat heikkoja ja tulosten toistettavuus oli huono. Lakkaasilla ferulahapon kanssa kasitellyn ka-
seiinin reaktioseoksista tehtyjen GPC-ajojen kromatogrammeissa el ndy lainkaan kaselinin
molekyylikokoa vastaavia piikkeja, vaan muutama hyvin pienta molekyylikokoa (luokkaa
10 kDa) vastaava pieni piikki. Mita kauemmin reaktioseosta oli [ampokésitelty, sita suurempi
pylvéaseen pidattyméatonta kokoa (yli 1000 kDa) vastaava piikki sen kromatogrammissa oli.

Muut piikit kromatogrammeissa elvét kuitenkaan vastaavasti pienentyneet.

3.3.5 Transglutaminaasin vaikutukset gluteniiniin jagliadiiniin

Kasiteltéessa eristettya gluteniinia ja gliadiinia transglutaminaasilla havaittiin gluteniinin ole-
van reaktiivisempaa kuin gliadiinin. SDS-PAGE -analyysissa gluteniinin suuren molekyyli-
massan alayksikkoja vastaavat vyohykkeet (85, 109 ja 126 kDa) heikkenivét transglutaminaa-
sin vaikutuksesta selvimmin (kuva 25). Varsinkin suurella entsyymiannoksella (4000 nkat/g)
myo6s gluteniinin pienen molekyylimassan alayksikk6ja vastaavat vyohykkeet heikkenivét.
Sen sijaan transglutaminaasilla ei ollut edes suurella entsyymiannoksella havaittavaa vaiku-
tusta gliadiiniproteiineihin lukuun ottamatta 59 kDa:in kokoista alayksikkdd, jota vastaava
vyohyke katosi (kuva 26).
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Taulukko 15. Malliproteiinien kasittely T. hirsuta -lakkaasilla ja A. bisporus -tyros naasilla fenolisten
happojen 18sné ollessa. Ristisidosten muodostuminen malliproteiinien vdille pelkistimen kanssa teh-
dyn SDS-PAGE:n perusteella silméméaéréisesti arvioituna: - = ei lainkaan, + = vahan, ++ = jonkin ver-
ran, +++ = paljon. Tyhji& kohtia vastaavia kasittelyja ei tehty.

Malliproteiini Fenolinen happo  Fenolisen Kasittelyaika  Kasttely Kéasittely
hapon (h) T. hirsuta A. bisporus
pitoisuus -lakkaasilla -tyrosinaasilla
(mM) (1000 nkat/ml) (1000 nkat/ml)

Kauraproteiinit Ferulahappo 0,5 16 +@

Kauraproteiinit Ferulahappo 5 16 ++ @

Kauraproteiinit K ahvihappo 0,5 16 ++ @

Kauraproteiinit K ahvihappo 5 16 ++ @

Kauraproteiinit ~ Vanilliinihappo 0,5 16 +@

Kauraproteiinit ~ Vanilliinihappo 5 16 ++ @

Kauraproteiinit p-kumariinihappo 0,5 16 +@

Kauraproteiinit p-kumariinihappo 5 16 +@

Kasdini Ferulahappo 0,5 2 +@

Kasdiini Ferulahappo 0,5 20 ++ @

Kasdini Ferulahappo 2 2 ++ @

Kasdini Ferulahappo 2 20 +++ @

Kasdiini Ferulahappo 5 2 +@

Kasdiini Ferulahappo 5 20 +++ @

Kasdini Ferulahappo 0,5 0,25 -

Kasaiini Ferulahappo 0,5 0,5

Kasaiini Ferulahappo 0,5 1

Kasdini Ferulahappo 0,5 2 ++

Kasdini Ferulahappo 0,5 4 ++

Kasdini Ferulahappo 0,5 22 +++

BSA Ferulahappo 0,5 2 ++

BSA Ferulahappo 0,5 20 ++

* K okeesta tehtiin SDS-PAGE -analyysi myés ilman pelkistints, miké antoi saman tul oksen.

2 39% 6 2 8910

kDa

175
83
62
47,5

32,5
25

kDa

175
83
62
47,5

325
25

1 = mol ekyylimassastandardi

2 = gluteeni

3 = gluteniini (vertailunayte)

4 = gluteniini + TG (1 h)

5 =gluteniini + TG (22 h)
6 = kaupallinen vertailugliadiini
7 = gliadiini (vertailundyte)

8 = gliadiini + TG (L h)
9 = gliadiini + TG (22 h)

10 = molekyylimassastandardi

Kuva 25. Transglutaminaasilla (TG, 1000 nkat/g) kasitellyn gluteniinin ja gliadiinin SDS-PAGE -ana-
lyysi. Naytteet kasitelty SDS-PAGE:ssa pel kistimen kanssa.



87

oa 1234567809

1 = molekyylimassastandardi

175 2 = gliadiini (vertailundyte)
gg .- 3 =gliadiini + TG 1000 nkat/g

44“

4 = gliadiini + TG 2000 nkat/g

4 5 = gliadiini + TG 4000 nkat/g
325 6 = gluteniini (vertailunayte)
25 7 = gluteniini + TG 1000 nkat/g
éﬁj 8 = gluteniini + TG 2000 nkat/g
’ 9 = gluteniini + TG 4000 nkat/g
Alayksikkd  gliadiini gluteniini
(kD3 2 3 4 5 6 7 8 9

126 - - - - 100 - - -

109 - - - - 100 - - -

85 - - - - 100 - - -

59 100 - - - - - - -

52 100 82 82 88 - - - -

51 - - - - 100 80 57 49

47 100 88 75 88 - - - -

45 100 84 61 53

41 100 92 88 100 - - -
38 100 89 83 94 100 92 67 53
35 100 89 86 100 100 - 62 50

Kuva 26. Transglutaminaasin (TG) maaran vaikutus gluteniinin ja gliadiinin ristisitoutumiseen (reak-
tioaika 17 h). Ylla pelkistimen kanssa tenty SDS-PAGE -analyysi ja alla geelin p&avyohykkei den suh-
tedlliset voimakkuudet (optinen tiheys) vertailundytteeseen verrattuna (prosentteina vertailundytteen
vastaavan vythykkeen voimakkuudesta) densitometrianal yysin perusteella (- = vydhyke el erotu).

Transglutaminaasiannoksella ja kasittelyn kestogalla oli SDS-PAGE:n perusteella selva vai-
kutus gluteniiniproteiinien ristisitoutumiseen.  Kaytettdessd transglutaminaasiannosta
100 nkat/g eivét edes gluteniinin suuren molekyylimassan alayksikkoja vastaavat vyohykkeet
olleet kokonaan havinneet 23 h:n transglutaminaasikésittelyn jéalkeen, kun taas annoksella
1000 nkat/g nama vyohykkeet olivat jo 1 h:n jélkeen l&hes kokonaan kadonneet (kuva 27).
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- 1 = mol ekyylimassastandardi

kDa 2 = gluteniini (vertailunayte)
175 3 = gluteniini + TG 100 nkat/g (0,25 h)
83 ' 4 = gluteniini + TG 100 nkat/g (1 h)
g§ . 5 = gluteniini + TG 100 nkat/g (4 h)

’ 6 = gluteniini + TG 100 nkat/g (23 h)
325 7 = gluteniini + TG 1000 nkat/g (0,25 h)
25 8 = gluteniini + TG 1000 nkat/g (1 h)

- 9 = gluteniini + TG 1000 nkat/g (4 h)
10 = gluteniini + TG 1000 nkat/g (23 h)

Alaykskké 2 3 4 5 6 7 8 9 10
(kDa)

126 100 119 111 114 106 142 103 75 64
109 100 119 105 111 97 135 97 - -
85 100 113 103 103 82 100 77 - -
51 100 109 94 112 88 127 88 79 64
45 100 108 97 117 94 133 8 81 61
38 100 109 97 119 94 144 91 91 69
35 100 107 95 114 83 131 79 86 66

Kuva 27. Transglutaminaasin (TG) maaran ja reaktiogjan vaikutus gluteniinin ristisitoutumiseen. Ylla
pelkistimen kanssa tehty SDS-PAGE -analyys ja alla gedin paévyohykkeiden suhtedlliset voimak-
kuudet (optinen tiheys) vertailundytteeseen verrattuna (prosentteina vertailundytteen vastaavan vyo-
hykkeen voimakkuudesta) densitometrianalyysin perusteella (- = vyohyke ei erotu).

3.4 Pohdinta
3.4.1 Malliproteiinien valmistus

Kauraydinjauhoista eméksisella (pH 9,1) puskuriliuoksella uutetut ja liuokseen jaaneet prote-
iinit olivat ilmeisesti padosin kauran albumiineja, globuliingja ja prolamiingja. Man ja Har-
walkarin (1984) mukaan kauran albumiineista ja globuliineista yli 95 % ja prolamiineistakin
noin 90 % on liukoisena ndin emaksisissa oloissa, mutta gluteliineista vain noin 35 %. Koska
globuliinien osuus kauran proteiineista on noin 70-80 % (Oksman-Caldentey ym., 1999), uut-
teen protelineista todenndkdisesti valtaosa oli globuliingja

Kauraproteiiniuutteen entsyymikasittelyt tehtiin liuoksissa, joiden pH-arvot olivat 5ja7. Talla
pH-alueella kauran globuliineista on Man ja Harwalkarin (1984) mukaan liukoisena vain noin
10 %. Siten kauraproteiiniuutteesta reaktioseoksiin muodostunut sakka oli ilmeisesti saostu-
nutta kauran globuliinia. Reaktioseosten SDS-PAGE -analyyseissa voitiin silti havaita vyo-

hykkeitd, joiden molekyylimassat vastasivat kauran globuliingja. Kauran globuliinit ovat ra-
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kenteeltaan heksameerej, jotka koostuvat kuudesta molekyylikooltaan noin 50-70 kDain ala-
yksikosta Namakoostuvat edelleen a- ja b-alayksikoistg, joita kutsutaan myds happamaksi ja
emaksiseksi polypeptidiks ja joiden molekyylimassat ovat vastaavasti noin 33-38 kDa ja 22-
24 kDa (Oksman-Caldentey ym., 1999). IIman pelkistinta tehdyissd SDS-PAGE -analyyseissa
havaittiin globuliinimonomeeria vastaava vyohyke (noin 65 kDa) (kuva 14) ja pelkistimella
tehdyissa SDS-PAGE -analyyseissd vastaavasti globuliinimonomeerin toisistaan irronneita a-
ja b-alayksikkoja vastaavat vyohykkeet (noin 25 ja 40 kDa) (kuva 13). Nama muodostuivat
todenndkdisesti SDS-PAGE:n naytepuskurin pelkistimen (merkaptoetanoli) katkaistessa ala-
yksikdiden vélisen disulfidisidoksen. Havainnot vahvistivat kasitysta siita, etta tutkimuksessa
kasitellyt kauraproteiinit olivat p&8asiassa kauran globuliinga.

Gluteenista eristetty gliadiini oli kaupallista gliadiinivalmistetta puhtaampaa, silla SDS-PAGE
-analyysin mukaan eristetty gliadiini ei sisdltanyt gluteniinin suuren molekyylimassan alayksi-
koita kuten kaupallinen gliadiini (kuva 12). Gluteenin fraktioinnissa gluteniiniks ja gliadii-
niksi esiintyi kuitenkin joitain teknisid ongelmia. Riippumatta siitd, oliko gluteenia uutettu en-
sin asetonilla rasvojen poistamiseksi, gluteenista muodostui ensimméisen suolaliuoksella uu-
ton jalkeisessd sentrifugoinnissa erittéin tiivis, kumimainen sakka. Koska sakka oli joustavaa
ja sitkedd, sitd oli vaikea hajottaa lusikalla uuteen uuttoliuokseen. Etanoliuutot kuitenkin
muuttivat vahitellen sakan rakennetta. Mita useampaan kertaan gluteenia oli uutettu etanoli-
liuoksella, sitd irtonaisemmaksi sakan rakenne tuli. Siksi suolaliuoksella uuttojen ja ensim-
maisten etanoliuuttojen jalkeen sentrifugoinneissa kaytettiin pienempia kierrosnopeuksia ja
lyhyempia aikoja kuin viimeisten etanoliuuttojen jalkeen. Etanoliuuttojen myéta gluteenijain-
noksesta tuli myos yha enemman nestetta pidattava. Viimeisissa (viidensissd) etanoliuutoissa
gluteeni muodosti uuttoliuoksen kanssa niin puuromaisen seoksen, etté sen pitdminen kaut-
taaltaan liikkeessd magneettisekoituksella astian pohjalla pyorineen magneettisauvan avulla ei
enda onnistunut. Tasté seoksestaoli myos vaikeaa saada nestetta erottumaan sentrifugoimalla,
joten sakkaan, jota pidettiin gluteniinina, jai paljon liuosta viimeisesta etanoliuutosta. Siksi
gluteniinisakan proteiinipitoisuus méadritettiin. Sen sijaan etanoliuutteen kuivattua jaannosta

pidettiin puhtaana proteiinina (gliadiining), eikd sen pitoisuutta erikseen méaritetty.

Gluteniinin proteinipitoisuuden méarittamisessa oli niin ikéan ongelmia. Gluteniini oli sellai-
senaan polymeerimuodossa erittéin niukkaliukoista, eika liuennut edes 0,1 M natriumhydrok-
sdia sisdltdvaan Lowryn A-reagenssiin. Kaytetylla reagenssisarjalla tehtévéa proteiinipitoi-
suusmadritysta varten naytteen pitda kuitenkin olla liukoisessa muodossa. Siksi gluteniinin

liukoisuutta parannettiin hajottamalla gluteniini monomeereikseen pelkistamalla sita ditiotre-
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tolilla 0,1 M etikkahappoliuoksessa lammittéen. Tall6in gluteniini ilmeisesti pddosin liukeni-
kin, mutta liuoksen proteiinipitoisuutta el voitu méarittéa reagenssisarjalla suoraan tasté liuok-
sesta, koska sen sisdltama ditiotreitoli (65 mM) héiritsi analyysia erittain voimakkaasti. Jotta
ditiotreitolista olisi paasty eroon, proteinit saostettiin liuoksesta trikloorietikkahapolla. Saatu
sakka onnistuttiin liuottamaan Lowryn A-reagenssiin ja tasta liuoksesta mittaamaan proteiini-
pitoisuus reagenssisarjalla.

Gluteniinin niukkaliukoisuus oli ongelma my6s gluteniinin geelisuodatuskromatografisessa
analyysissa, koska geelisuodatuspylvadseen syottettavan ndytteen on oltava ehdottomasti liu-
koisessa muodossa. Gluteniinin alayksikkojen geelisuodatuskromatografista fraktiointia var-
ten gluteniininayte jouduttiin liukoisuuden parantamiseksi pelkistdmaan ditiotreitolilla etikka-
happoliuokseen samallatavalla kuin proteiinipitoisuuden maarittamisté varten. Jotta gluteniini
olisi pysynyt liukoisena my6s geelisuodatuspylvaasss, ajoliuoksena kaytettiin 1 mM ditiotrei-
tolia sisaltavaa etikkahappoliuosta. Taméan ajoliuoksen happamuus (pH 2,8) kutenkin asetti ra-
joituksia kaytetylle geelisuodatushartsille, jonka oli kestettéava kyseistd happamuutta, kuten
kaytetty pylvasmateriaali (Sephacryl S-100 HR) teki.

Kéytetty menetelma gluteniinin liuottamiseksi ja liukoisena pitamiseksi geelisuodatuskroma
tografia-gjossa osoittautui toimivaksi. Alunperin niukkaliukoinen néayte ei tukkinut geelisuo-
datuspylvastg, toisin kuin Virtanen (2000) raportoi analysoidessaan gluteenia ja Salminen
(2002) analysoidessaan kauraproteiingja. Ditiotreitoli vaikuttaa paremmalta niukkaliuokoisen
proteiinin liukoisuuden parantamisessa kuin samaan tarkoitukseen kaytetty 2-prosenttinen
SDS, joka Virtasen (2000) mukaan aiheutti geelisuodatuspylvaan tukkeutumista, tai DM SO
(dimetyylisulfoksidi), joka Virtasen mukaan nékyi UV-detektiolla kromatogrammissa hyvin

voimakkaana ja peitti varsinaiset gluteenipiikit.

Gluteniinin alayksik6itd ei onnistuttu tdysin erottamaan toisistaan kaytetylla geelisuodatuskro-
matografisella menetelmalld, mutta jonkin verran erottumista kuitenkin tapahtui, mika havait-
tiin pylvéan 18pi tulleesta gjoliuoksesta keréttyjen fraktioiden SDS-PAGE -analyysissa (kuva
11).

3.4.2 Malliproteinien ristisitominen lakkaasillajatyrosinaasilla

T. hirsuta- ja M. albomyces -homeiden lakkaasit sek& A. bisporus -sienen eli herkkusienen

tyrosinaasi eivdt SDS-PAGE -analyysien perusteella rigtisitoneet malliproteiingja ilman feno-
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lisen hapon lasnéoloa reaktioseoksessa, vaikka olosuhteet (lampdtila ja happamuus) pidettiin
kokeissa suotuisina entsyymien toiminnalle. Vertailuentsyymina kaytetty transglutaminaasi

sen sijaan ristisitoi odotetusti kauraproteiingja ja kaseiinia.

Malliproteiinien alkuperdisid molekyylimassoja vastaavien vyohykkeiden heikkenemisté ja
néitd suurempia molekyylimassoja vastaavien vyohykkeiden vahvistumista SDS-PAGE:ssa
pidettiin osoituksena kovalenttisten ristisidosten muodostumisesta proteiinimolekyylien v&
lille, koska naytteet késiteltiin SDS-PAGE -gjoa varten ei-kovalenttiset sidokset hajottavalla
SDSlla Koska ndytteenkasittelyssa kaytetty merkaptoetanoli hajottaa proteiinienvalisia kova
lenttisia disulfidisidoksia, joita lakkaasin gjateltiin mahdollisesti muodostavan, SDS-PAGE
-analyyseja tehtiin myds ilman merkaptoetanolia. Kuitenkin seka pelkistimena kaytetyn mer-
kaptoetanolin kanssa etta ilman sita tehdyt SDS-PAGE -analyysit antoivat ristisitoutumisen
suhteen saman tuloksen, joten lakkaasin ei havaittu muodostavan disulfidisidoksia malliprote-

iinien vélille.

Lakkaasin kykya muodostaa disulfidisidoksia kysteiinin sivuketjujen valille tutkittiin kasitte-
lemélla lakkaasilla vapaata L-kysteiinia. Hapenkulutuskokeissa T. hirsuta -lakkaasin todettiin
pienentédvan reaktioseoksen happipitoisuutta ja néin todennakdisesti hapettavan kysteiinia,
mutta erittain hitaasti. Tulos oli odotettu, silla myds Virtanen (2000) havaits T. hirsuta -lak-
kaasin kuluttavan happea kysteiinia siséltavassa liuoksessa. Toisaalta Figueroa-Espinozan ym.
(1998) tutkimusten mukaan kysteiini el toiminut substraattina Pycnoporus cinnabarinus -lak-
kaasille. Johanneksen ja Majcherczykin (2000) mukaan kystelinid oli vanhastaan pidetty jopa
lakkaasin inhibiittorina, mutta he osoittivat, etta kasitys oli virheellinen ja johtui kysteiinin ai-
heuttamista hairidista kolorimetrisissa lakkaasiaktiivisuusméarityksissg, jolloin niill&a saatiin

virheellisesti liian pienid tuloksia.

LC-MS -analyysit tukivat havaintoa kysteiinin toimimisesta lakkaasin substraatting, vaikka
tuloksissa olikin epavarmuutta analyyttisten ongelmien, muun muassa kysteiinin spontaanin
hapettumisen vuoksi. Reaktioseosten kysteiinipitoisuuden havaittiin pienenevan lakkaasin
vaikutuksesta, ja reaktioseoksiin muodostuvan sakkaa, jonka LC-MS osoitti kystiiniksi. Siten
LC-MS -analyysien tulosten perusteella todettiin lakkaasin hapettavan vapaata kysteiinia di-
meeriseksi kystiiniksi, jossa kaksi kysteiinimolekyylié on liittynyt toisiinsa disulfidisidoksel-
la. Koska kuitenkaan malliproteiinien vélille ei SDS-PAGE -analyyseissa havaittu syntyvan

disulfidisidoksia lakkaasin vaikutuksesta, on todennakoistd, ettd malliproteiineissa ei ollut
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kysteiinitahteiden vapaita sulfhydryyliryhmia kohdissa, jotka olisivat olleet lakkaasin tavoitet-
tavissa, tai lakkaasi el pysty hapettamaan peptiketjuun sidottua kysteiinia.

Thalmannin ja L 6tzbeyerin (2002) mukaan tyrosinaasin on havaittu ristisitovan proteiingja &
hinn& pienimolekyylisten fenolisten yhdisteiden l&sna ollessa ja omassa tutkimuksessaankin
he osoittivat tyrosinaasin ristisitovan ilman fenolisen yhdisteen lasnéoloa kayttamistéan malli-
proteiineista vain a-laktalbumiinia. Siten oli odotettavissa, etta téssa tyossa kaytettyja malli-
protelingja el onnistuttu ristisitomaan tyrosinaasilla ilman fenolista happoa. Tyrosinaasille
substraattina toimivien tyrosiinitéhteiden sivuketjut olivat malliproteiineissa todennakdisesti
entsyymin ulottumattomissa tai hapetetut tyrosiinitéhteet eivét jostain syysta reagoineet edel-
leen lysiini- eivétka kystelinitahteiden kanssa ristisidoksia muodostaen.

Synteettisia mallipeptideja kayttamalla selvitettiin tyrosinaasin kykya hapettaa peptidiketjuun
sidottua tyrosiinia. Hapenkulutuskokeiden mukaan tyrosinaasivalmiste, joka hapetti L-tyrosii-
nia, hapetti myos poly-L-tyrosiinia, joskin paljon hitaammin. Erot hapenkulutusnopeuksissa
saattavat osaks selittyd koeolosuhteiden eroilla ja polytyrosiinin niukkaliukoisuudella. Kui-
tenkin vaikuttaa siltg, etta tyrosiinitéhde voi toimia substraattina tyrosinaasille seka vapaana
etta toisten tyrosiinitdhteiden ympérdimana.

Tyrosinaasivalmisteella, jolla oli aktiivisuutta tyrosiinia kohtaan, oli vaikutusta myds tyrosii-
nia sisdltaneisiin synteettisiin tripeptideihin (Ser-Tyr-Thr ja Tyr-Ser-Thr). Peptideja sisdlté&
neet liuokset muuttuivat tyrosinaasikasittelyssa vérittomista vérillisiksi (rusehtaviksi). Taméa
todettiin myds naytteista mitatuista valon absorptiospektreista. Vaikkatyrosinaasi biologisissa
jarjestelmissa aiheuttaakin ruskettumista ilmeisesti [ahinn& vapaata L-tyrosiinia hapettamalla
(Marmol ja Beermann, 1996), Jee ym. (2000) osoittivat tyrosinaasin ailkaansaavan myos tyro-
siinia sisdltavasta lysiini-tyrosiini-lysiini -tripeptidisté ruskeata tuotetta. Siten tyrosiinia sisil-
taneiden tripeptidien muuttuminen rusehtaviksi tyrosinaasin vaikutuksesta t&ssa tyossa oli
odotettavissa. Tulos osoitti, etta tyrosinaasi voi kayttéa substraattinaan tyrosiinitdhdettd, joka
on hydrofiilisten aminohappojen seriinin ja treoniinin |&heisyydessa silla tavalla kuin tydssé

kéaytetyissa peptideissa.

Vaikka tyrosinaasikasittely teki tripeptidiliuoksista vérillisia ilmeisesti tyrosiinitahteita hapet-
tamalla, LC-MS -analyyseissa el kuitenkaan havaittu peptidien keskindista ristisitoutumista
tyrosinaasin vaikutuksesta. Peptidien ei siis havaittu liittyvan toisiinsa tyrosiinitahteista. Tulos

0N sopusoinnussa havaintojen kanssa, joiden mukaan proteiinin tyrosiinitéhde voi muodostaa
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ristisidoksen vain lysiini- (Matheis ja Whitaker, 1984) tai kysteiinitdhteen (Takasaki ja
Kawakishi, 1997) kanssa. Toisaalta Jee ym. (2000) kasittelivét tyrosinaasilla lysiini-tyrosiini-
lysiini -peptidid ja havaitsivat reaktiotuotteiden happohydrolysaatista dityrosiinia, kahden ty-
rosiinin toisiinsa kovalenttisesti sitoutunutta muotoa. Jeen ym. mukaan aikaisemmin ei ollut
raportoitu tyrosiinia sisdltévien peptidien ristisitomista, joten he olivat todenndkdisesti ensim-
maisia, jotka esittivét dityrosiinisidoksia muodostuvan peptidien tyrosiinitdhteiden véalille ty-
rosinaasin vaikutuksesta. Aiemmin dityrosiiniristisidoksia on havaittu 1&hinn& proteiineissa,
joita on késitelty peroksidaasilla (EC 1.11.1.7) vetyperoksidin kanssa (Matheis ja Whitaker,
1984). Taman tyon tulosten perusteella vaikuttaa siltd, etta tyrosinaasi voi kéayttda tyrosiinia
sisdltavia tripeptideja substraattinaan ja muodostaa niista vérillisia tuotteita ilman etta pepti-

dien valille muodostuu ristisidoksia.

Malliproteiinien lakkaasi- ja tyrosinaasikésittelyissa kaytettyjen fenolisten happojen toimises-
ta ndiden entsyymien substraatteina varmistuttiin hapenkulutuskokein. T. hirsuta -lakkaas ha-
petti kaikkia kaytettyja fenolisia happoja. Siten kahvi-, ferula-, vanilliini- ja para-kumariini-
hapon todettiin olevan lakkaasin substraatteja. Samoin tyrosinaasin havaittiin hapettavan te-
hokkaasti ferulahappoa, jonka siten todettiin olevan hyva substraatti tyrosinaasille. Tulos oli
lakkaasin osalta odotettu, silla esimerkiks Flurkey (2003) listasi kaikki edell& mainitut fenoli-
set hapot lakkaasin substraateiksi. Sen sijaan Matheis ja Whitaker (1984) eivét pitaneet ferula-
happoa tyrosinaasin substraattina. Koska hapenkulutuskokeissa ei tehty rinnakkaismaarityk-
sig, tulosten toistettavuutta on vaikea arvioida. Siten myos fenolisten happojen paremmuus-
jarjestysta substraatteina voi hapenkulutuskokeiden perusteella pitéa |ahinnd suuntaa-antava-

na

SDS-PAGE -analyysien mukaan yhdessa fenolisen hapon kanssa kaytettynd T. hirsuta -lak-
kaasi aikaansal kaikkien malliproteiinien (kauraproteiinit, kaseiini ja BSA) molekyylimasso-
jen suurenemista, mista voitiin paétella lakkaasin muodostavan proteiinimolekyylien vélille

kovalenttisiaristisidoksia.

SDS-PAGE -analyysien tuloksia el kuitenkaan onnistuttu varmistamaan GPC:l1&. Kauraprote-
iinit todennakdisesti suurimmaks osaks sakkautuivat reaktioseoksessa, minka takia valtaosa
niistd menetettiin GPC-analyysia edelténeessi naytteenk&sittelyssa (sentrifugoinnissa ja suo-
datuksessa). Tama selittéa kauraproteiinien tapauksessa epamaaraiset GPC-tulokset. Kauran
globuliinit ovat niukkaliukoisia (Ma ja Harwalkar, 1984), mik& odotetusti vaikeutti GPC-ana-
lyysia Siu ym. (2002a) totesivat, etté he eivét kayttaneet GPC:ta transglutaminaasilla polyme-
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roimiensa kauran globuliinien analysoimiseen, koska kauran globuliinien polymeerien liukoi-
suus oli erittdin pieni, eiké proteiinia voinut taydellisesti liuottaa edes 0,5 % SDS:éantai 6 M
ureaan. Myos Salminen (2002) raportoi ongelmista kauraproteiinien GPC-analyysei ssa.

Kaseiinia sisdltaneiden reaktioseosten tapauksessa vertailundytteissa oli sakkaa, mutta lakkaa-
silla ferulahapon lasna ollessa kéasitellyt kaseiiniliuokset olivat kuitenkin liukoisia. Kunkin
entsyymireaktioseoksen GPC-kromatogrammissa havaittiin vain yksi merkittava piikki, joka
vastasi pylvaaseen pidattyméatonta kokoa olevaa (> 1000 kDa) proteiinia, joka todenndkoisesti
johtui lakkaasin ja ferulahapon vaikutuksesta polymeroituneesta kasdlinista. Piikin suurenemi-
nen jarjestelmallisesti ndytteen entsyymikasittelyn keston pidetessi saattoi johtua kaseiinipo-
lymeeriin liittyneen ferulahapon méarén suurenemisesta. Koska kromatogrammeissa el néky-
nyt muita piikkeja, on mahdollista, etta polymeroitumaton kaseiini olisi hajonnut reaktioseok-

sista niiden séilytyksen aikana.

Figueroa-Espinoza ym. (1998) esittivat hypoteesin, jonka mukaan lakkaasi voi vélillisesti ha-
pettaa kysteiinin kystiiniksi hapettamalla ensin ferulahapon vastaavaksi radikaaliksi, joka sit-
ten hapettaa kaksi kysteiinimolekyylid disulfidisidoksen sisaltavéksi kystiiniksi. Tassa tutki-
muksessa proteiinimolekyylien valille muodostuneet ristisidokset eivét kuitenkaan olleet aina-
kaan pelkastéan disulfidisidoksia, koska malliproteiinien polymeroituminen havaittiin mah-
dolliset disulfidisidokset pelkistamalla hajottavan pelkistimen (merkaptoetanolin) kanssa teh-
dyissa SDS-PAGE -anayyseissa.

Proteiinienvaliset ristisidokset muodostuivat kuitenkin jollakin tapaa fenolisten happojen vé&
littdmana, koska lakkaasi muodogti ristisidoksia vain silloin kun reaktioseoksessa oli lakkaa-
sin substraateiks todettuja fenolisia happoja. Figueroa-Espinozan ym. (1998) mukaan ferula-
haposta lakkaasin vaikutuksesta muodostuva fenoksiradikaali ei kuitenkaan voi liittya kysteli-
nin, lysiinin jatyrosiinin sivuketjujen tioli-, amino- jatyrosyyliryhmiin. Lakkaasikasittelyn ai-
kaansaaman proteiinien valisen ristisidoksen rakennetta el tiettavasti ole tutkittu, eiké raken-

netta pystyta tdmankaan tyon tulosten perusteella téysin paattelemaan.

Proteiinien ristisitomista lakkaasilla on tutkittu varsin vahan. Feargemand ym. (1998b) tutkivat
hergproteiinien ristisitomista Polyporus pinsitus -lakkaasilla ja havaitsivat lakkaasin aikaan-
saavan lahinna a-laktalbumiinin polymeroitumista, mutta vain fenolisen hapon, klorogeeniha-
pon, lasné ollessa. Feargemandin ym. havainnot ovat siten yhdenmukaiset tdmén tutkimuksen
tulosten kanssa, vaikka he kayttivétkin eri malliproteiingja ja fenolista happoa. Myo6skaan
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Feargemand ym. eivét ottaneet kantaa siihen, mill&a mekanismilla lakkaasin aikaansaama pro-
telinien ristisitominen fenolisen hapon lasna ollessa tapahtuu.

Lakkaasin aiheuttamaa ristisidosten muodostumista on tutkittu feruloituja arabinoksylaaneja
sisdltavien mallisysteemien kanssa enemman kuin puhtaasti proteiinimalleilla. Tama johtunee
Siitd, ettd esimerkiksi vehna ja ruis sisdltéva runsaasti feruloitua arabinoksylaania (Micard
ym, 2000), hiilihydraattia, jossa on luonnostaan estertitymalla kiinnittynytta lakkaasin subst-
raattina toimivaa ferulahappoa. Vehnan vedelld uuttuvaa arabinoksylaanifraktiota (water-
extractable arabinoxylans, WEAX) onkin kasitelty lakkaasilla monissa tutkimuksissa, joista
osassa on tutkittu myos mahdollisuutta ristisitoa feruloitua arabinoksylaania proteiineihin.
Figueroa-Espinoza ym. (1999) tutkivat WEAX:in geeliytymista pelkistettyjen proteiinien las-
na ollessa Pycnoporus cinnabarinus -lakkaasin avulla ja totesivat, ettel tulosten perusteella
voi paatella feruloitujen arabinoksylaanien kiinnittyvan proteiinien sulfhydryyliryhmiin lak-
kaasin vaikutuksesta. Lisaks Figueroa-Espinoza ja Rouau (1999) totesivat, etta kahvihappoa
el voi kayttdd muodostamaan kovalenttista siltaa arabinoksylaaniin kiinnittyneen ferulahapon
ja proteinin kysteiinitdhteen valille P. cinnabarinus -lakkaasin avulla. He paéttelivét myos,
etta proteiinin tyrosiinitdhteesta tyrosinaasin avulla muodostettua L-DOPA:aa el onnistuta lak-
kaasin avulla kiinnittdméaan ferulahappoon feruloidussa arabinoksylaanissa. Myodskaan L abat
ym. (2001) eivét havainneet kovalenttisten ristisidosten muodostumista feruloitujen arabino-

ksylaanien ja vehnéan gluteeniproteiinien valille ké&siteltydan niitd P. cinnabarinus -lakkaasilla.

Kauraproteiinien molekyylimassojen muuttumisen tehokkuus lakkaasin ja fenolisen hapon
vaikutuksesta oli suoraan verrannollinen lakkaasin aiheuttamaan hapenkulutusnopeuteen fe-
nolista happoa hapetettaessa. Kahvihappo, jonka tapauksessa hapenkulutusnopeus oli suurin
(taulukko 14), sai lakkaasin vaikuttamaan kauraproteiineihin tehokkaimmin: SDS-PAGE:ssa
kauraproteiinien alkuperéiset vyohykkeet olivat kokonaan kadonneet kummallakin kaytetylla
kahvihappopitoisuudella (0,5 ja 5 mM) (kuva 21). Sen sijaan ferulahapon ja vanilliinihapon
tapauksessa kauraproteiinien alkuperdiset vyohykkeet olivat hévinneet vain pitoisuudella
5mM (kuvat 20 ja 21). p-kumariinihappo, jonka tapauksessa hapenkulutusnopeus oli pienin,
el aiheuttanut kauraproteiinien lakkaasikéasittelyssa alkuperdisten kauraproteiinivyohykkeiden
katoamista edes pitoisuudella 5 mM (kuva 20). Siten fenolisen hapon pé&ételtiin tehostavan
lakkaasin alkaansaamaa proteiinien rigtisitomista Sité tehokkaammin, mita parempi substraatti
fenolinen happo oli lakkaasille. Muiden malliproteiinien lakkaasikasittelyihin valittiin kuiten-

kin vain ferulahappo.
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Tyrosinaas aikaansal ferulahapon kanssa BSA:n ja mahdollisesti k&ytetyn BSA-valmisteen
epépuhtauksina sisdltdmien muiden proteiinien ristisitoutumista. Toisin kuin lakkaasi, joka ai-
heutti malliproteiinien polymeroitumista lopulta niin suuriksi, etteivéat ne SDS-PAGE:ssa
pa&&sseet geeliin sisdan, tyrosinaasin vaikutuksesta muodostui vain oligomeerejd, jotka liikkui-
vat geelissa (kuva 24). Ero lakkaasin ja tyrosinaasin vaikutuksissa saattaa selittya entsyymien
erilaisilla toimintamekanismeilla. Lakkaasi muodostaa fenolisesta substraatistaan, téssa ta-
pauksessa ferulahaposta, radikaalin (Flurkey, 2003), joka reagoi proteiinin kanssa todenndk6i-
sesti rajummin ja epaspesifisesmmin kuin ferulahaposta tyrosinaasin vaikutuksesta muodostu-
va kinoni, joka reagoinee ldhinn& vain protelinien amino- ja sulfhydryyliryhmien kanssa
(Matheis ja Whitaker, 1984).

Toisin kuin lakkaasin, tyrosinaasin on osoitettu ristisitovan proteiinegja ilman fenolisen yhdis-
teen lasndoloa (Matheis ja Whitaker, 1984; Thalmann ja Lotzbeyer, 2002). Tiettyja proteiine-
ja, kuten b-laktoglobuliinia, lysotsyymia (Thalmann ja L6tzbeyer, 2002) ja taméan tutkimuk-
sen perusteella BSA:ta onnistuttiin kuitenkin ristisitomaan tyrosinaasilla vain fenolisen hapon
l&snaollessa. Tyrosinaas hapettama fenolinen yhdiste kytkeytyy ei-entsymaattisessa reaktios-
sa kovalenttisesti proteiinimolekyylien véliin (Matheis ja Whitaker, 1984; Strauss ja Gibson,
2003), jolloin proteiinimolekyylien ei tarvitse tulla niin l1&helle toisiaan kuin silloin jos niiden
vdlille muodostuis ristisidos suoraan aminohappotdhteiden sivuketjujen kautta. Tama toden-
nakoisesti helpottaa ristisidosten muodostumista.

Sopivat fenoliset yhdisteet vaikuttavat olevan valttaméttomia tai ainakin hyodyllisia elintarvi-
keproteiinien ristisitomiseksi lakkaasilla ja tyrosinaasilla. Elintarvikeraaka-aineiden luonnos-
taan sisaltamét fenoliset yhdisteet saatavat mahdollistaa lakkaasin ja tyrosinaasin toiminnan
proteiinien ristisitomiseksi elintarvikkeissa ilman lisdaineita. Straussin ja Gibsonin (2003) tut-
kimuksessa kahvin ja rypaemehun fenolisten yhdisteiden péételtiin muodostavan ristisidoksia
gelatiiniin ilman entsyymejakin, kun seoksia hapetettiin kuplittamalla niitéa happikaasulla.

Lakkaasin ja tyrosinaasin elintarvikekayttoa gjateltaessa on proteinien ristisitomisen lisaksi
huomattava myos ndiden hapettavien entsyymien muut mahdolliset vaikutukset elintarvik-
keissa. Lakkaasi jatyrosinaasi saattavat fenolisia yhdisteita hapettaessaan muodostaa vérillisia
tuotteita, mik& huomattiin téssakin tyossa reaktioseosten varin muuttumisena. Myos Flurkey
(2003) huomauitti, etté lakkaasi voi fenolisia yhdisteita hapettamalla aiheuttaa ruskistumista,
joka vahent&a tuotteen miellyttavyytta Lisaksi entsyymit saattavat hapettaa elintarvikkeen ra-

vitsemuksel lisesti tarkeita yhdisteita tai aikaansaada tuotteeseen virhehajuja ja -makuja. Feno-
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lisen yhdisteen puuttuessa lakkaasi esimerkiksi hapettaa askorbiinihappoa (C-vitamiini)
(Flurkey, 2003). Varsinkin lakkaasin katalysoiman hapetusreaktion primaarisina tuotteina
syntyvét vapaat fenoksiradikaalit ovat erittéin reaktiivisia ja saattavat kdynnista rasvojen ha-
pettumiseen johtavan autoksidaatioketjureaktion. Norsker ym. (2000) raportoivat sokerijuuri-
kaspektiinin geeliyttdmiseen kaytetyn lakkaasin aiheuttaneen muun muassa maitotuotteessa
virhehajun, jonka epéiltiin atheutuneen lipidien hapettumisesta. Tyrosinaasi lieneekin lakkaa-
sia haitattomampi epéaspesifisen hapettumisen suhteen, silld tyrosinaasin katalysoimassa reak-
tiossa el synny vapaitaradikaaleja.

3.4.3 Gluteniinin jagliadiinin ristisitominen transglutaminaasilla

Gluteniini ja gliadiini pyrittiin saamaan mahdollisimman hyvin liuotettua entsyymireaktio-
seoksiin, jotta substraattien liukenemattomuus el haittaisi entsyymin toimintaa. Esikokeiden
perusteella gluteniinin pystyi liuottamaan pelkistamalla 0,1 M etikkahappoliuokseen, jonka
pH oli noin 3, mutta liuoksen pH-arvoa nostettaessa gluteniinin liukoisuus selvasti huononi.
Transglutaminaasilla ei kuitenkaan ole aktiivisuutta liuoksessa, jonka pH on 3 (Seguro ym.,
1996a), joten transglutaminaasikasittely oli tehtéva véhemman happamassa liuoksessa senkin
uhalla, etté taloin substraattien liukenemattomuus saattaisi hairita entsyymireaktioita. Komp-
romissina paadyttiin tekemaan transglutaminaasikéasittelyt gluteniinille ja gliadiinille natrium-
asetaattipuskuriliuoksessa, jonka pH oli 4,5. Téssa happamuudessa transglutaminaasin aktiivi-
suus oli vain noin puolet siitd, mité se on parhaimmillaan neutraalissa liuoksessa (Seguro ym.,
1996a) ja gluteniinista liuenneena vain osa laskennallisesti reaktioseoksessa kaytetysta prote-

iinimé&arasta (3 mg/ml).

Gluteniinin pelkistdmiseen kéaytetyn ja reaktioseokseen jaaneen ditiotreitolin vaikutus trans-
glutaminaasin aktiivisuuteen tarkistettiin ja todettiin, etta reaktioseoksen sisdltdma 65 mMv
ditiotreitoli ei vahentanyt transglutaminaasin aktiivisuutta, vaan pikemminkin hivenen lisasi
Sita Tama saattaa johtua ditiotreitolin kyvysta pelkistda transglutaminaasin katalyyttiselle ak-
tilvisuudelle valttamaton sulfhydryyliryhma vapaaksi mahdollisista siihen kiinnittyneista ent-
syymia inaktivoivista yhdisteistd. Samankaltaisen pdatelman tekivdt myos Wilcox ja Swais-

good (2002) 10 mM ditiotreitolin vaikutuksesta transglutaminaasin aktiivisuuteen.

Vaikka reaktioseoksen happamuus ja gluteniinin huonoliukoisuus todenndkdisesti haittasi
transglutaminaasin toimintaa, voitiin SDS-PAGE:lla kuitenkin havaita transglutaminaasin vai-

kutuksia substraatteihin (kuvat 25, 26 ja 27). Gluteniinin havaittiin olevan transglutaminaasil-
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le reaktiivisempaa kuin gliadiinin, mika havaitiin geeleista seka silmamaaraisesti tarkasteltuna
etta densitometrilla mitattujen vyohykkeiden intensiteettien (optinen tiheys) perusteella. Glu-
teniinin suuren molekyylimassan alayksikkoja vastaavat vyohykkeet (85, 109 ja 126 kDa)
heikkenivét transglutaminaasin vaikutuksesta nopeimmin ja selvimmin.

Densitometrianalyysiin toi kuitenkin epavarmuutta vaihtelu geelille pipetoidun naytteen méa-
réssa ja naytekaistaleen leveydessa. Vyohykkeet olivat eri levyisia eri kaistaleissa, mika vai-
kutti vyohykkeiden intensiteetteihin. Lisdks vyohykkeet kaareutuivat varsinkin geelin laitim-
maisissa kaistaleissa. Vain selvasti erottuneiden ja tunnistettujen vyohykkeiden intensiteetin
vertailu on mielekastd, koska esimerkiksi epaméaraiset ja hyvin lagjalle levittyvét vyohykkeet
geelin ylaosassa (suurta molekyylimassaa vastaavalla alueella) alkuperdisten gluteniinin suu-
ren molekyylimassan alayksikkojen kohdalla saattoivat téssé tapauksessa olla peréaisin pienen
molekyylimassan alayksikkdjen polymeroitumisesta. Koska SDS-PAGE:ssa el tehty rinnak-
kaisméaarityksig, densitometrilla mééritettyjen vyohykkeiden intensiteettien hajontaa ei tiede-
ta, elka tuloksia ole mielekéasta kasitella tilastollisesti. Siten densitometrianalyysin tuloksia
(kuvat 26 ja 27) voidaan pitéa lahinna suuntaa-antavina ja geelien siimaméaéraista analyysia

tukevina.

Larrén ym. (2000) mukaan gluteniinin suuren molekyylimassan alayksikét ovat parempia
substraattga transglutaminaasille kuin gluteniinin pienen molekyylimassan alayksikot jaglia-
diini. He p&ittdivét, etta gluteniinin suuren molekyylimassan alayksikot olivat parempia
substraattegja transglutaminaasille kuin pienen molekyylimassan alayksikot sen vuoksi, etta
suuren molekyylimassan alayksikét sisdltavat enemman lysiinid. Gluteniinin suuren molekyy-
limassan alayksikk®jen on havaittu olevan hyvia substraatteja transglutaminaasille myds mo-
nissa muissa gluteenia, vehngjauhoja tai siité leivottua taikinaa analysoineissa tutkimuksissa
(Larré ym. 1998; Gerrard ym., 2001; Basman ym., 2002; Rosell ym., 2003). Samoin kuin
Larré ym. (2000), havaittiin my0Os t&ssi tydssa transglutaminaasin vaikutuksen olevan sité voi-

makkaampi, mita suurempi oli entsyymiannos (kuva 26) ja késittelyaika (kuva 27).
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4 PAATELMAT

Trametes hirsuta- ja Melanocarpus albomyces -homeiden lakkaasit sek& Agaricus bisporus
-sienen eli herkkusienen tyrosinaasi eiva yksinaan saaneet aikaan kovalenttisia ristisidoksia
kauran globuliiniin, maidon kaseiiniin eivatka naudan seerumin albumiiniin (BSA). Ferula-
happo, kahvihappo, vanilliinihappo ja para-kumariinihappo ovat T. hirsuta -lakkaasin subst-
raatteja ja yhdessa jokaisen niistd kanssa lakkaasi muodosti ristisidoksia kauran globuliiniin.
Ferulahapon lasnd ollessa T. hirsuta -lakkaasi ristisitoi myos kaseiiniaja BSA:ta. Ferulahappo
on A. bisporus -tyrosinaasin substraatti ja yhdessa sen kanssa tyrosinaasi ristisitoi BSA :ta.

T. hirsuta -lakkaasi rigtisitoi proteiingja substraattinaan toimineen fenolisen hapon lasné olles-
sa kaikissa tutkituissa tapauksissa. Siten on todenndkoistd, etté lakkaasit yleisestikin muodos-
tavat ristisidoksia proteiinimolekyylien vadlille, jos lakkaasia kaytetdan yhdessa sellaisen feno-
lisen yhdisteen kanssa, joka on sen substraatti. Lakkaasin ja fenolisen hapon yhteisvai kutukse-
na proteiinimolekyylien véalille muodostuneet ristisidokset eivét olleet ainakaan pelké&stéan di-
aulfidisidoksia. On mahdollista, ettd lakkaasin hapettama fenolinen yhdiste aikaansaa proteii-
nien ristisitoutumisen hapettamalla ne toisiinsa kiinnittyviksi molekyyleiksi tai kiinnittymalla
itse protelinimolekyylien véliin. Ristisidoksen tarkan rakenteen ja muodostumismekanismin

selvittdmiseksi tarvitaan kuitenkin jatkotutkimuksia.

Tutkitut lakkaasit ja tyrosinaasi ovat ristisitovina entsyymeind samanlaisia sen suhteen, etta ne
eivét, toisin kuin transglutaminaasi, sellaisenaan muodostaneet ristisidoksia tutkittujen malli-
proteiinien vélille. BSA:n ja ferulahapon kanssa tutkittuna lakkaasin aiheuttama ristisitominen
oli tehokkaampaa kuin tyrosinaasin, mika johtunee entsyymien erilaisista toimintamekanis-
meista. Tyrosinaasin ja varsinkin lakkaasin elintarvikekaytt6a harkittaessa on huomioitava so-
pivan fenolisen yhdisteen tarve proteinien ristisitomiseksi. Lisdksi on huomioitava ndiden ha-
pettavien entsyymien mahdolliset haitalliset sivuvaikutukset elintarvikkeissa, kuten varinmuu-
tokset, virhehajujen muodostuminen ja ravitsemuksellisesti arvokkaiden yhdisteiden hapettu-

minen.

Sreptoverticillium mobaraense -bakteerin transglutaminaasi ristisitoi vehnan gluteeniprote-
iineigta tehokkaammin gluteniingja kuin gliadiingja. Transglutaminaasi ristisitoi tehokkaasti
seka gluteniinin pienen ettd suuren molekyylimassan alayksikditd, mutta e juuri lainkaan

gliadiingja
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