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ESIPUHE
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my0ds tyon ohjaajana. Tutkielman valvojana toimi professori Hannu Salovaara. Heidan
lisdksi ohjausryhmaan kuuluivat FT Paivi Kanerva ja ETM Xin Huang. Tyon aihe liittyi

viljateknologian proteiinien tutkimukseen.
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I JOHDANTO

Ohra on viljellyin viljakasvi Suomessa. Sitd kaytetadn pé&aosin rehuna, mallasohrana ja
etanolintuotannon raaka-aineena mutta my6s ihmisravintona. Vehna, ruis ja ohra sisaltavat
alkoholiliukoisia varastoproteiineja, prolamiineja. Ohran prolamiinit, joita kutsutaan
hordeiineiksi, jaetaan neljdén eri ryhmaan mm. koon ja rakenteen mukaan. Suurin osa
hordeiineista, noin 80-90 %, luokitellaan C- ja B-hordeiineiksi. Pienemmé&n osan
hordeiineista muodostavat D- ja y-hordeiinit. Koska ohra on diploidinen, sen proteiinien
geneettinen variaatio lajien valilla on pienempédd kuin esimerkiksi heksaploidisella
vehnélla. (Shewry 1993).

Ohran hordeiineista on tehty paljon tieteellistd tutkimusta, joka on keskittynyt hordeiinien
maaréan, laatuun, rakenteeseen tai lajien valisiin geneettisiin eroihin. Liséksi ohraa on

tutkittu paljon mallastuksen teknologian ndkdkulmasta mutta vain véhén keliakian kannalta.

Ohran prolamiineista noin 10-20 % on monomeeristd C-hordeiinia. Sen rakenne on
ainutlaatuinen viljojen proteiineista, silld se koostuu ldhes tdysin toistuvasta
aminohapposarjasta, jossa on runsaasti proliinia ja glutamiinia (Brett 2002). Koska tassa
proteiinissa ei ole lahes lainkaan rikki& sisaltdvia aminohappoja, se ei muodosta proteiinin

siséisia eik& proteiinin valisia kovalenttisia sidoksia.

Kuten vehnan prolamiinit, myds ohran prolamiinit voivat aiheuttaa keliakiaan liittyvan
limakalvovaurion (Méaki 2006). Keliakiapotilailla prolamiinit aiheuttavat ohutsuolen
limakalvolla  tulehdusreaktion, johon liittyy  suolinukkarakenteen h&viaminen.
Keliakiapotilaiden p&ahoitomuotona on elinikdinen gluteenin ja siis myods ohran

poistaminen ruokavaliosta.

Gluteenittomien ruokaleipien ja leivonnaisten resepteissa kaytetdan usein eri tarkkelyksiéa.
Talla hetkelld tuotteissa kaytetddn mm. teollisesti gluteenittomaksi puhdistettua
vehnatarkkelystd, kauraa tai maissia (Keliakialiitto 2012). Ohratarkkelys voisi olla osana
keliakiaa sairastavan ruokavaliota, mikali sen gluteenipitoisuus saataisiin alle EU:n
asettaman rajan vahdagluteeniselle tuotteelle. Ohratarkkelys siséltdd kuitenkin R5-
ELISA:Ila (enzyme linked immunosorbent assay) mitattuna gluteenia 320 mg/kg (Kanerva

2012), joka on enemman kuin sallittu enimmaisraja merkinnalle "erittdin vahéagluteeninen
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tuote” (100 mg/ kg) (EC 2009). Téasta johtuen ohratarkkelystd ei voi olla osana
keliakiapotilaiden ruokavaliossa.

Ohratédrkkelys voitaisiin saada gluteenittomaksi pilkkomalla sen siséltdmét hordeiinit.
Happiradikaalien tiedetddn pilkkovan biomolekyyleja, kun metalleja on I&sna.
Metallikatalysoidut oksidaatioreaktiot ovat olleet tehokkaita pilkkomaan mm. kollageenia
(Uchida ym. 1992). Liséksi on tutkittu oligopeptidien ja malli-polymeerien oksidaatiota,
jotka ovat osoittaneet oksidaation olevan tehokas pilkkomaan paljon proliinia siséltavia
proteiineja pieniksi peptideiksi (mm. Kato ym. 1992 ja Uchida ym. 1990). Helsingin
yliopiston elintarvike- ja ympéaristotieteiden laitoksella on tehty tutkimusta vehnan
prolamiinien pilkkoutumisesta metallikatalysoidussa oksidaatiossa. Tutkimuksissa vehnén
prolamiinien m&&ra oli saatu alenemaan metallikatalysoidun oksidaation vaikutuksesta
(Huang, 2012).

Taman maisteritutkielman kokeellisen osan tavoitteena oli ensinndkin kehitt&da
yksinkertainen ja tehokas menetelmd, jonka avulla B- ja C-hordeiinit voidaan erottaa
toisistaan. Tutkimuksen toisena tavoitteena oli selvittdd, miten metallikatalysoitu

oksidaatio muokkaa erotettuja hordeiineja.



Il KIRJALLISUUSTUTKIMUS

1 Obhra ja sen proteiinit

Ohra kuuluu heindkasvien Poaceae-heimoon, vehndn ja rukiin kanssa Triticeae-
sukuryhméén ja sukuun Hordeum (Nilan ja Ullrich 1993). Ohra on erottunut omaksi
lajikseen Triticeae-sukuryhméstd ensin ja on siten geneettisesti kaukaisempaa sukua
vehnélle kuin ruis, joka erottui vehndstd my6hemmin. Nykyinen ohra (Hordeum vulgare sp.
spontaneum) on jalostettu 30-40 000 vuotta sitten kasvaneesta villistd ohrasta (Hockett
2000). Ohra on péadasiassa diploidi mutta myos tetraploidisia ja heksaploidisia
ohralajikkeita esiintyy (Nilan ja Ullrich 1993). Ohran tdhk&ssé on pitk&t vihneet ja tahkyla
voi olla joko kaksitahoinen (H vulgare spontaneum) tai monitahoinen (esim. H. vulgare
agriocrithon). Monitahoinen ohra on ollut yleisempi viljellyista ohrista mutta 1700-luvulla
kaksitahoisen ohran viljely yleistyi ensin Lounais-Suomessa ja myohemmin, 1900—luvun
alussa, Eteld-Suomessa (MTT 2009).

Ohran jyvdssa on proteiinia noin 11 % jyvén kuiva-aineesta (Belitz ym. 2009). Ohran
proteiinit voidaan jaotella liukoisuutensa mukaan albumiineihin, globuliineihin,
prolamiineihin ja gluteliineihin (Osborne 1907). Albumiinit ovat vesiliukoisia ja ne
koaguloituvat l&mmodn vaikutuksesta (Shewry ja Casey 1999). Globuliinit liukenevat
laimeisiin suolaliuoksiin. Prolamiinit ovat liukoisia 70-prosenttiseen etanoliin ja gluteliinit
liukenevat heikkoihin happoihin tai emaksiin. Prolamiinit ovat padvarastoproteiineja
vehndssd, rukiissa ja ohrassa. Ohran prolamiineja kutsutaan hordeiineiksi. Ohran
proteiineista on noin 13 % albumiineja, 12 % globuliineja, 52 % hordeiineja ja 23 %
gluteliineja (Lookhart ja Bean 2000). Proteiiniryhmien pitoisuudet ja koostumukset voivat

kuitenkin hieman vaihdella ohran lajikkeiden vélilla ja kasvuolosuhteiden vaihdellessa.

Osbornen (1907) luokittelu on kuitenkin karkea, koska esimerkiksi jotkin proteiinit eivat
sovi mihink&&n edelld mainituista ryhmistd: vehndssd, rukiissa ja ohrassa on
glykoproteiineja, jotka liukenevat veteen mutta eivat koaguloidu ldmmon vaikutuksesta.
Osbornen mukaan voidaan siis jaotella proteiineja mutta tarkempaan tunnistukseen

tarvitaan muita analyyttisia menetelmia.
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2 Ohran hordeiinit

Ohran proteiineista 35-55 % on hordeiineja riippuen jyvéan typpipitoisuudesta (Shewry
1993). Hordeiinit voidaan jakaa neljdan eri ryhmé&an, joista p&aryhmat ovat B- ja C-
hordeiinit, sekd pienemmat ryhmat D- ja y- hordeiinit. Hordeiineista 70-80 % koostuu B-
hordeiineista ja 10-20 % C-hordeiineista. Loppuosa on D- (2-4 %) ja y-hordeiineja (ei

maéaritetty).

Hordeiinit voidaan luokitella myo6s rikkipitoisuuden mukaan (Shewry ja Casey 1999).
Ohran C-hordeiinit luokitellaan vaharikkisiin ja B- seka y-hordeiinit runsasrikkisiin
prolamiineihin. D-hordeiinit luokitellaan suurimoolimassaisiin prolamiineihin, joiden
rikkipitoisuus on vdhan ja runsaasti rikkid sisdltdvien prolamiinien Valilla.
Hordeiiniryhmien aminohappokoostumus on esitetty taulukossa 1. Kaikki ryhmat
koostuvat pdéasiassa glutamiinihaposta ja proliinista. Eniten vaihtelua ryhmien valilla on

seriinin, kysteiinin, fenyylialaniinin ja glysiinin pitoisuuksissa.

Taulukko 1. B-, C-, D- ja y-hordeiinien aminohappokoostumukset (mol %) (muokattu l&hteestd Shewry
1993).

Aminohappo

(lyhenne) B ¢ D Y
Asparagiinihappo 14 10 13 29
(D)

Treoniini (T) 2,1 1,0 8,1 2,6
Seriini (S) 4,7 4,6 9,7 5,6
Glutamiini (Q) 35,4 41,2 29,6 31,2
Proliini (P) 20,6 30,6 11,6 19,3
Glysiini (G) 1,5 0,3 15,7 4,2
Alaniini (A) 2,2 0,7 2,5 2,4
Kysteiini (C) 2,5 0 1,5 3,0
Valiini (V) 5,6 1,0 4,5 4,6
Metioniini (M) 0,6 0,2 0,2 1,2
Isoleusiini (I) 4,1 2,6 0,7 2,7
Leusiini (L) 7,0 3,6 3,3 7,8
Tyrosiini (YY) 2,5 2,3 3,9 1,9
Fenyylialaniini (F) 4,8 8,8 14 54
Histidiini (H) 2,1 1,1 3,4 1,8
Lysiini (K) 0,5 0,2 1,1 1,4

Arginiini (R) 2,4 0,8 1,5 2,3
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2.1 C-hordeiinit

C-hordeiinit, joita on noin 10-20 % ohran prolamiineista, ovat monomeerisia
polypeptideja. Ne siséltavat runsaasti proliinia, glutamiinia ja fenyylialaniinia mutta eivat
lainkaan kysteiinid (kuva 1, taulukko 1) (Shewry ja Casey 1999). Lisaksi niill4 on hyvin
vahan varautuneita aminohappoja. Toisin kuin muut hordeiinit, ne liukenevat taysin

alkoholiliuoksiin ilman pelkistinta.

coor
coo
*HeN—C——H
*HeN—C——H

CH,
CH,
C|>Hz coo
C
/ \ *H,N
HoN o)
Fenyylialaniini Glutamiini Proliini

Kuva 1. Fenyylialaniinin, glutamiinihapon ja proliinin kemialliset rakennekaavat.

C-hordeiinit on jaettu viiteen ryhmééan, C1-C5, joiden molekyylipainot ovat valilla 55—
77 000 g/mol ja niiss& on noin 290 aminohappoa (Entwistle 1988; Shewry ja Casey 1999).
C-hordeiini alkaa aminop&éstd 12 aminohapon ketjulla (ARQLNPSSQELQ, liite 1) ja
jatkuu kolmella pentapeptidirynmélla (kuva 2). Lyhyen aminopéan jalkeen proteiinirunko
jatkuu toistuvilla kahdeksan aminohapon sarjoilla: PQQPFPQQ (P=proliini, Q=glutamiini
ja F=fenyylialaniini). T&mé&n oktapeptidin aminohappojen suhde, 4Q:3P:1F on
yhdenmukainen ohran prolamiinien koostumuksen kanssa: 40 mol % Q: 30 mol % P: 8-9
mol % F. C-hordeiinin karboksyylip4& koostuu 11 aminohapon ketjusta: PYPQQTIWSMV.

19 20

s POOPFPO
““.-—‘ OOH
L SPOOS YLOGP YPONP PYPOOTIASAY (_,

ARCLNPSSOELD

Kuva 2. Kaavakuva C-hordeiinin rakenteesta, jossa NH, on aminopéad, S signaalipeptidi, PQQPFPQQ
toistuva aminohappoketju ja COOH karboksyylipaa (Shewry ym. 1995).
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C-hordeiinien oktapeptidien toistuva rakenne johtaa molekyylin erikoiseen sekundaariseen
rakenteeseen. Sauvamainen rakenne on p&dosin vain 10ysid B-kdadnnoksid ja
polyproliini 1l -rakennetta (kuva 3) (Tatham ym. 1985; Shewry ja Tatham 1990).
B-k&annoksessd proteiini runko Kkiertyy 180 °, taittuu ja stabiloituu vetysidoksilla
(Damodaran 2008). Polyproliini 11 -rakenteessa peptidisidokset ovat rungossa trans-
muodossa. Nama sekundaarirakenteet ovat tyypillisid paljon proliinia siséltaville
proteiineille. C-hordeiineissa ei ole proteiineille tyypillisia a-kdannoksié ja B-tasoja, koska
proliinin pitoisuus on suuri (joka toisena, kolmantena tai neljantend aminohappona)
(Tatham ym. 1985). Tama johtuu siitd, ettd proliinin rengasrakenne on osana peptidiketjun
runko-osaa, jolloin hiilen ja vedyn valinen vetysidos ei kierry ja tdten estdd o-kierteen
muodostumisen (Damodaran 2008). Koska C-hordeiineissa ei ole lainkaan kysteiinig,
niihin ei muodostu disulfidisidoksia peptidien sisélla tai valilla (Shewry 1993).

Kuva 3. C-hordeiinin mahdollinen sekundaarirakenne, jossa keskiosa on proteiinirungon p-k&annosta.
(muokattu l&hteestd Simpson 2001).

2.2 B-jay-hordeiini

B- ja y-hordeiinit luokitellaan runsasrikkisiin prolamiineihin ja ne ovat noin 80-
prosenttisesti samanlaisia (Shewry ja Casey 1999). B-hordeiineja on ohran prolamiineista
eniten, noin 70-80 %. B-hordeiinit ovat aggregoituvia proteiineja, eli ne voivat kasaantua
ja esimerkiksi saostua. Ne sisaltavat runsaasti glutamiinia ja proliinia seka suhteellisen
paljon kysteiinid ja leusiinia verrattuna C-, D- ja y-hordeiineihin (kuva 4). B-hordeiinit
voidaan jakaa kahteen alaryhmééan, B1- ja B3-hordeiineihin. Bl-hordeiinit ovat
molekyylipainoltaan suurempia, noin 45000 g/mol (noin 274 aminohappoa), ja
B3-hordeiinit pienempid, noin 36 000 g/mol (Tatham ym. 1990). B-hordeiinien
isoelektrinen piste on valilld 6,5-8,5 (Shewry ja Casey 1999).
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COO- COO-
|
HN—C—H *HaN—CH
|
CH, CH,
|
SH CH
H3C/ \CH3
Kysteiini Leusiini

Kuva 4. Kysteiinin ja leusiinin kemialliset rakennekaavat

B-hordeiineissa on kaksi rakenteellista osaa: noin puolet peptidirungosta on toistuvia
aminohapposarjoja sisaltdvdd aminopéatd ja puolet karboksyylipdéta, jossa ei ole selvia
toistuvia aminohappoketjuja (Shewry 1993). Aminopédétd ei ole pystytty madrittdmaén
Edmanin degradaation avulla mutta paan l&hell4 oleva runko koostuu paljon proliinia
sisdltavastd, toistuvasta tetrapeptidistd: PQQP (taulukko 2). Karboksyylipédén alueella on
vain véahan proliinia, paljon varautuneita aminohappoja ja se sisélt4d suurimman osan

proteiinin kysteiinista.

Taulukko 2. B1-, y,- ja vs- hordeiinien aminopdat ja toistuvat aminohapposarjat. (muokattu lahteestd
Shewry 1993).

B1-hordeiini Y2- hordeiini v3 -hordeiini
NH-QQQPF NH-EMQVNPSVQVQP ITTTTMQFN
PQQPI TQQQPYPE PSGLELER
PQQPQPY SQQPFISQ PQQLF
PQQPQPY SQQPFISQ PQWQPL
PQQPFP SQQQFPQ PQQPPF
PQQPF PQQPFPQQ LQQE
PQQPV PQQPFPQ PEQPY
PQQPQPY SQQQCLQQ PQQQPL
PQQPFP PQHQFPQ PQQQPF
PQQPF PTQQFPQR PQQPQL
PQQPPF PLLPFTH PHQHQF
WQQKPF PFLTFPDQ PQQL
PQQPPF -LL-PQP PQQQF
GLQ"™ PHQSFPQP PQQMPLQ
P-QSYPQP PQQQF
PLQPFPQP PQQMPL*
PQQKYPEQ

PQQPFPWQ™

B1- ja B3-hordeiineilla on samankaltaiset sekundaariset rakenteet: noin 39 % koko
proteiinin sekundaarirakenteesta on B-kdannostd, 28 % a-kierrettd ja 6-8 % p-tasoa (kuva
5) (Shewry 1993). Peptidin rungossa, jossa on toistuvia aminohapposarjoja, pé&osa
sekundaarirakenteesta on p-k&annoksia (58 %). Aminopadn alueella, jossa ei ole toistuvia
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peptidirakenteita, sekundaarirakenteesta suurin osa on a-heliksid ja B-kdannoksia (47 % ja
33 %).

Kuva 5. a-kierre, p-taso (Garlick 2008) ja B-kierre (Stryer 1981).

y-hordeiineja on ohrassa vain hyvin pienid madarid. Ne koostuvat suurimmaksi osaksi
glutamiinihaposta ja proliinista ja sisaltavat suhteellisesti paljon leusiinia ja valiinia
(Shewry ja Casey 1999). y-hordeiinit jaetaan ryhmiin y1, v2 ja ys, jotka eroavat hieman niin
aminohappokoostumukseltaan kuin molekyylipainoltaan. y-hordeiinien molekyylipainot
ovat valilla 36-44 000 g/mol ja ne koostuvat noin 250-300 aminohaposta.

v-hordeiiniryhmilla on jokaisella spesifinen aminopda (kuva 6). Aminopaa jatkuu
toistuvilla aminohappojen sarjoilla, joissa on runsaasti proliinia ja glutamiinia (Shewry ym.
1985). y-hordeiinien sekundaarirakenne on hyvin samankaltainen B-hordeiinien kanssa eli
se koostuu padosin B-k&annoksistd. Koska B- ja y-hordeiinit siséltavat kysteiinia (2,5 ja
3 %) ne voivat muodostaa disulfidisidoksia. B-, y1- ja y2-hordeiineissa sidokset voivat olla
molekyyliketjujen vélill4, kun taas y3-hordeiineissa sidokset ovat vain molekyyliketjun
sisalla.

13 286

1 POORFPOG B 13 C 14
NH, AR L COOH

R | |

SH SHSH SH SH SH SH SH  5H  SH

Kuva 6. Kaavakuva vy-hordeiinin rakenteesta, jossa N on aminoterminaali, PQQPFPQQ toistuva
aminohapposarja, A, B ja C muuttumattomana sdilyneet alueet, 12-14 valialueet ja SH kysteiinin sivuketju
(muokattu l&hteestd Shewry ym. 1999).
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2.3  D-hordeiinit

D-hordeiinit koostuvat padosin glutamiinista, glysiinistd, proliinista ja seriinisté (kuva 7)
(Shewry ja Casey 1999). Proliinin maara D-hordeiineissa on pienin verrattuna muihin
hordeiiniryhmiin. D-hordeiinien molekyylipaino on noin 80 000 g/mol ja ne koostuvat
noin 627-827 aminohaposta, joista noin 81-104 on aminopd&ssa ja 42 karboksyylipaassa.
Aminopad koostuu toistuvista aminohappo-sarjoista PGQGQQ (kuva 8). Néiden seassa on
lisaksi aminohapposekvenssi GYYPSXTSPQQ. D-hordeiinien karboksyylipda koostuu
toistuvista heksapeptideistda PHQGQQ ja niiden seassa 11 kertaa satunnaisesti esiintyvasta
tetrapeptidista TTVS. Karboksyyli- ja aminopdét sisaltdvat miltei kaiken D-hordeiinien
kysteiinistd. D-hordeiinien proteiinirungossa on kolme toistuvaa aminohapposekvenssié;
heksapeptidi (PGQGQQ), nonapeptidi (GYYPTSP/LQQ) ja joissakin D-hordeiineissa
esiintyva tripeptidi (GQQ).
coo-

*HaN——CH

H,C—OH

Seriini

Kuva 7. Seriinin kemiallinen rakennekaava.

110

NH>— PGQGQQ / GYYPTSP/LGG /GQQ |__COOH
. 7T | i
HS HS HS HS HS oS S HS HS HS
PHQGQQ/TTVS
PGQGQQ / GYYPSXTSPQQ

Kuva 8. Kaavakuva D-hordeiinin rakenteesta (muokattu lahteestd Shewry ym. 1999)

D-hordeiinien sekundaarirakenne on samankaltainen vehnan gluteniinin kanssa. Se on
sauvamainen, jonka karboksyyli- ja aminopdissa on runsaasti a-kierteitd, ja runko-osassa
sekd tetrapeptideissaé (TTVS) p-kd&nnoksid. D-hordeiinien sekundaarirakenteita
tasapainottaa molekyylien valiset disulfidisidokset sekd jonkin verran molekyylien sisdiset
disulfidisidokset (Shewry 1993).
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3 Proteiinien oksidaatio metallien avulla

3.1 Oksidaatioreaktiot

Oksidaatio on hapen radikaalien reaktioita molekyylien kanssa. Reaktiiviset happilajit ovat
erittdin reaktiivisia molekyylejé, atomeita tai ioneja, joilla on pariton méara elektroneja
uloimmalla elektronikuorella (Nogala-Kalucka ja Siger 2010). Reaktiivisia happilajeja ovat
mm. superoksidi, vetyperoksidi, hydroperoksyyli ja hydroksyyli (Taulukko 3). Nami
voivat muodostua mm. ionisoidun sateilyn, nédkyvan valon tai metallien katalysoimana
(Lund ja Baron 2010).

Oksidaatioreaktioita voi tapahtua joko molekyylin sidosten suoralla jakautumisella tai
elektronien siirtymisellda (Hawkins ja Davies 2001). Syntyneet radikaalit aiheuttavat monia
eri reaktioita aminohappojen, peptidien ja proteiinien kanssa. Naitd ovat mm. vedyn
irtoaminen, elektronin siirto ja lisdys, molekyylien uudelleen jarjestaytyminen,
fragmentaatio ja dimerisaatio. Reaktiot johtavat eri modifikaatioihin joko proteiinin
runkorakenteessa tai aminohappojen sivuketjuissa ja aiheuttavat peptidisidosten tai
proteiinien vélisten sidosten katkeamista. Oksidaatioreaktiot voivat muuttaa mm.
proteiinien hydrofobisuutta, konformaatiota, polymerisaatiota ja saostumista. Liséksi ne
aiheuttavat alkyylien, peroksyylien, alkoksiradikaalien, hydroperoksidien ja karbonyylien
muodostumista sek& muodostavat radikaaleja proteiinirunkoon tai aminohappojen

sivuketjuihin.

Taulukko 3. Reaktiiviset happilajit ja niiden kemialliset merkit (muokattu l&hteestd Halliwell ja Gutteridge
2007).

Reaktiiviset happilajit (Radikaalit)

Superoksidi 0,
Hydroperoksyyli HO,
Hydroksyyli OH’
Peroksyyli RO,

Alkoksyyli RO’
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Koska proteiinien aminohappojarjestys on monipuolinen, radikaalit voivat aiheuttaa
lukuisia reaktioita ja reaktioiden lopputuotteita. Radikaalien muodostuminen proteiineihin
ja peptideihin riippuu hyokkaavan radikaalin laadusta ja reaktiivisuudesta. Esimerkiksi
elektrofiiliset radikaalit (HO®, alkoksyyliradikaalit) hapettavat ensisijaisesti molekyyleja
kohdista, joissa elektronitiheys on suuri. Nukleofiiliset radikaalit (fenyylit ja hiili-keskeiset
radikaalit) hyokk&avét taas kohtiin, joissa on matala elektronitiheys.

Radikaaleja voi muodostua vetyperoksidista ja superoksidista Haber-Weissin reaktiolla
(yht&ld 1) (Haber ja Weiss 1934):

H,O, + Oz._ -0, + OH + OH (1)

On kuitenkin todistettu, ettd Haber—\Weiss -reaktion nopeus on niin hidas, ettei sill& ole
merkitysta radikaalien muodostumisessa biologisissa materiaaleissa (Koppenol ym. 1978).
Kun vetyperoksidin ja superoksidin reaktiota katalysoidaan metallilla (yhtalo 2 ja 3),

muodostuu hydroksyyliradikaalia, joka voi reagoida biologisten materiaalien kanssa.

M™+0, —»M™ +0, (2)
M® + H,0, - M™ + OH" + OH~ (3)

Tunnetuin  metallikatalysoitu oksidaatioreaktio on Fenton-reaktio, jossa reaktion

yhteydessé rauta hapettuu (yhtalé 4) (Halliwell ja Cutteridge 1984):
Fe’ + H,0, — Fe® + «OH + OH~ 4)
jossa Fe** voi reagoida edelleen vetyperoksidin kanssa (yhtald 5):
Fe** + H,0, —» Fe?* + 0, + H* (5)
Lisédksi voi tapahtua jatkoreaktioita (yhtalot 6-9):
«OH + H,0, — H,0 + H' + 0, (6)

0O, +Fe* - Fe? + 0, @)
*OH + Fe’* — Fe*" + OH~ (8)
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Fenton-reaktiossa k&ytetyn raudan lisdksi kupari voi toimia metallikatalysaattorina
radikaalien muodostumisessa (Halliwell ja Gutteridge 1984). Vetyperoksidin reaktio

kuparin kanssa on jopa nopeampaa kuin raudan kanssa. (yhtalot 9-11):

H,0,+ Cu** — Cu* + 0, + 2H" 9)
Cu* +0,;” - Cu" O, (10)
Cu* + H,0,— Cu?" + «OH + OH~ (11)

3.2 Proteiinien modifikaatiot hapettumisessa

3.2.1 Proteiinien metallikatalysoitu oksidaatio

Proteiinien oksidaatio on paikkariippuvainen reaktio, jossa esim. rauta tai kupari Kiinnittyy
proteiinin metallia sitovaan kohtaan. Sitoutunut metalli reagoi vetyperoksidin ja l&hella
olevan aminohapon kanssa. Ohrassa on rautaa 6 mg /100g ja kuparia 0,9 mg /100g kuiva-
ainetta kohden (Hockett 2000). Amicin ym. (1989) tutkimuksen mukaan erityisesti
histidiini, arginiini, lysiini ja proliini olivat herkkid metallikatalysoidulle oksidaatiolle.
Naiden aminohappojen herkkyys saattaa johtua niiden orientaatiosta proteiinirakenteessa,
jolloin ne helposti sitovat metalleja ja edesauttavat siten hapettumisen alkamista

proteiinissa.

Erés mahdollisuus proteiinin oksidaatioreaktiolle on esitetty kuvassa 9. Stadtmanin (1990)
mukaan reaktio alkaa siten, ettd lysiinin e-hiili toimii ligandina sitomalla raudan, jolloin
syntyy rauta-proteiini-kompleksi. Oksidaatio jatkuu rauta-proteiinikompleksin  ja
vetyperoksidin reaktiolla, jossa vetyperoksidi hajoaa radikaaleiksi (HO" ja HO). HO™
kiinnittyy rautaan ja rauta hapettuu Fe**:ksi. Hydroksyyliradikaali (HO®) sieppaa
vetyatomin lysiinin e-hiilestd, jolloin hiili muuttuu radikaaliksi. Lysiinin e-hiili-radikaali
on erittdin epastabiili, joten se reagoi nopeasti raudan kanssa luovuttaen parittoman
elektroninsa raudalle, jolloin se pelkistyy takaisin Fe?*:ksi. Oksidaatioreaktioiden jalkeen

lysiinin sivuketju muuttuu aldehydiksi raudan ja aminoryhman irrotessa kompleksista.
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Kuva 9. Proteiinien paikkaspesifinen oksidaatio raudan katalysoimana (muokattu l&hteesté
Stadtman 1990).

Lysiinin sivuketju koostuu hiilivetyketjusta (-CH,CH,CH,CH,NH;"), jonka aminoryhma
tekee sen hydrofiiliseksi. Hydrofiilisyyden takia lysiinin sivuketju osoittaa peptidiketjusta
ulospéin, jolloin se reagoi helposti metallien kanssa. Hordeiinin yleisimmé&t aminohapot,
glutamiini, fenyylialaniini ja proliini asettuvat proteiinin peptidirakenteeseen erilailla.
Proteiinissa proliinin rengasrakenne suuntaa peptidirakenteesta ulospéin (kuva 10) mutta
fenyylialaniini ja glutamiini suuntautuvat sisdanpdin. Koska proliini suuntautuu peptidissa

ulospéin, se voisi reagoida metallin kanssa samantapaisesti kuin lysiini.

Kuva 10. Proliinin rengasrakenne osoittaa peptidirungossa ulospdin.
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3.2.2 Oksidaatioreaktio proteiinirungossa ja proteiinien fragmentointi

Jos radikaali reagoi aminohapon o-hiilen tai proteiinirungon kanssa, irtoaa vetyioni ja
aminohapon rungon hiilestd syntyy radikaali (yht&lé 12) (Davies 2005). Tyypillisin ja
reaktiivisin radikaali tdhan reaktioon on hydroksyyliradikaali (HO") (Berlett ja Stadtman
1997) Aminohapon hiiliradikaali reagoi nopeasti hapen kanssa muodostaen
alkyyliperoksidiradikaalin (yhtalo 13).

Alkyyliperoksidiradikaali voi fragmentoitua kahden eri reaktion kautta. Se voi reagoida
hydroperoksyylin kanssa, jolloin aminohaposta muodostuu imiini. Imiini voidaan
hydrolysoida, jolloin sen peptidisidos hajoaa ja muodostuu amidi sekd
N-a-ketoasyylijohdannainen (yhtélé 14). Proteiinirungon fragmentoituminen voi tapahtua
my0s sitomalla jonkin toisen peptidin vetyatomi happimolekyyleihin, jolloin muodostuu
hydroperoksidi. Tama voi pilkkoutua pelkistymélld ensin alkoksyyliradikaaliksi ja sitten
fragmentoitua (yhtalo 15).

1 ] | I B
o - e A
g | g Gl (12)
0O R H H 0 R H
T 1II 0 0, If II- (8]
. e ————— . -
- ~.“.fn-?._J‘—rﬂ - ._"fN..}e.—rlu (13)
(] H OB 00 H
E H 4] Hie R 0 L0 B 0
T Sy T . 2 A R« N (14)
- Mo . B i J\I ap pe = ."_a-NII_ h S '?‘
O R 00 o R I (o] E n
E H 0 H pelkistys H 0
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3.2.3 Aminohappojen oksidaatio

Glutamiinihappo

Berlettin ja Stadtmanin mukaan (1997) reaktiiviset happilajit fragmentoivat ylla mainitulla
tavalla glutamiinihapon peptidiketjusta. Glutamyylin fragmentoitumisessa aminohapon
typpipédédyssa muodostuu oksaalihappo ja happopéédyssd N-pyruvyyli-johdannainen
(kuva 11).

Glutamyyli N-pyruvyyli- Oksaalihappo
johdannainen

(.)“ un' 0
R CONHCHCONHR,, ——4=4> R,CONH, * CH,COCONHR, * COOH + H,0,
(CHz) COOM
COOH

Kuva 11. Glutamyylin oksidaatio radikaalien kanssa, jossa lopputuotteina N-pyruvyyli, oksaalihappo ja
vetyperoksidi (muokattu lahteestd Berlett ja Stadtman 1997).

Fenyylialaniini

Lundin ja Baronin (2010) mukaan aromaattiset aminohapot, mm. tyrosiini, tryptofaani,
histidiini  ja fenyylialaniini, ovat herkkid oksidaatioreaktioille. Fenyylialaniinin
oksidaatiossa aromaattiseen renkaaseen liittyy hydroksyyliryhmd, jolloin voi syntya 3-m-

tyrosiini, 2-o-tyrosiini ja 4-hydroksifenyylialaniini (tyrosiini) (kuva 12).

"OH

NHz
“OH OH
O r 2-m-Tvr
8]
“OH "OH :
NHa I OH
_“OH NHz
Fhe \ & OH Z.o-dvr
(@]
“OH
NH3

HO

Hydroksifenyylialaniini

Kuva 12. Fenyylialaniinin reaktio hydroksyyliradikaalin kanssa, jolloin lopputuotteina syntyy 2-m-tyrosiini,
3-m-tyrosiini ja 4-hydroksifenyylialaniini (muokattu lahteestd Lund ja Baron 2010).
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Proliini

Proliinin  oksidaatioreaktiossa syntyy ensin hydroksiproliini (Amici ym. 1989) ja
glutamyylisemialdehydi (Kuva 13). Oksidaatioreaktion jatkuessa glutamyylisemialdehydi
hapettuu  pyroglutamiinihapoksi,  josta  voidaan  happohydrolyysilld  tuottaa
glutamiinihappoa. Proliinin lisédksi arginiinilla on samat lopputuotteet hajotessa ensin

glutamyylisemialdehydiksi.

Proliini

H
ﬁ ONHR!
CONHR!
HN

N
NHOCR?
- Arginiini

- /

ey Glutamyyli semialdehydi
5-hydroksiproliini

Hi
CONHR! e CWCONHR'
N - o
H TH
R20C
NaBH,
a,/ \ ©)

COR?

Pyroglutamiinihappo
H2C°H/P_>;CONHR‘ OQCONHR‘
TH N
R20C COR?
l HCI \ HCI
NH,
NH
22 (I:H H | ‘
N P c? cH
H4CO (o3 COOH
* Hz Hooc”” \ﬁ/ “cooH
2
5-hydroksi-2-aminovaleriinihappo ghutamiinihappo

Kuva 13. Proliinin ja arginiinin hapetusreaktioiden lopputuotteet (muokattu lahteestd Amici ym. 1989).

Uchida ym. (1990) tutkivat proliinia sisaltavien peptidien metallikatalysoitua oksidaatiota.
Tutkimuksessa havaittiin, ettd polyproliinin reagoidessa kuparin ja vetyperoksidin kanssa,
proliinin pitoisuus laski mutta hydroksiproliinin ja glutamiinihapon pitoisuuden kasvoivat
(Taulukko 4).
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Taulukko 4. Prolyylipeptidien kuparikatalysoidun oksidaation lopputuotteet (muokattu Idhteestd Uchida ym.
1990).

Substraatti Molaarinen suhde (%)

Proliini Glysiini  Glutamiini  Hydroksiproliini GABA
Poly(Pro-Gly-Pro)
natiivi 73,1 25,3 0,26 0,04 0,3
hapetettu Cu(l1)/H,0, 57,1 25,0 4,6 4,0 1,7
Poly-L-proliini
natiivi 99,4 - - - 0,01
hapetettu Cu(l1)/H,0, 80,8 - 4,1 10,0 0,9

*) Gamma-aminovoihappo

Uchidan ym. (1992) tutkimuksessa kollageenin siséltdmasta proliinista 30 % pilkkoutui
kuparikatalysoidussa oksidaatiossa, jossa oksidanttina kaytettiin vetyperoksidia. Proliinin
lisdksi histidiinin, fenyylialaniinin, lysiinin ja arginiinin pitoisuudet pienenivat
merkittavasti. Vaikka ndiden aminohappojen maarat pienenivét radikaalisti kasittelyssa,
hydroksiproliinin, asparagiinihapon ja glutamiinihapon pitoisuudet nousivat. Liséksi
tutkimuksessa havaittiin gamma-aminovoihapon (GABA) pitoisuuden nousu oksidaation
vaikutuksesta. Katon ym. (1992) mukaan suurin osa proliinista pilkkoutuu 2-pyrrolidoniksi
metallikatalysoidussa oksidaatiossa (kuva 14). Peptidissa poly(pro-gly-pro) proliinin
a-hiili sitoo vetyatomin, jolloin peptidirunko hajoaa. Talldin proliinista muodostuu
2-pyrrolidoni ja glysiinistd muodostuu uusi typpipédéty. 2-pyrrolidonista voi syntya
GABA:a happohydrolysoimalla.
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Kuva 14. Prolyylin oksidaation lopputuotteena syntyy 2-pyrrolidoni, joka voidaan happohydrolysoida
gamma-aminobutyyrihapoksi (Stadtman ja Levine 2003).

Muiden aminohappojen metallikatalysoitu oksidaatio

Berlettin ja Stadtmanin (1997) mukaan kysteiini ja metioniini ovat herkkid reagoimaan
kaikkien radikaalien kanssa. Jopa pienetkin mé&&rat kysteiinid proteiinissa saa aikaan
kysteiinin muuttumisen disulfideiksi ja metioniinin metioniinisulfoksidiksi (kuva 15).
Kysteiinin ja metioniinin oksidaatiotuotteet ovat ainoat, jotka ovat reversiibeleja reaktioita
eli ne voivat palata takaisin alkuperdiseen konformaatioonsa. Eri aminohappojen

metallikatalysoidun oksidaation lopputuotteet on esitetty taulukossa 5.

[oleloy
*HgN——CH

CH,

CH,

S——0

CH

Kuva 15. Metioniinisulfoksidin rakennekaava.
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Taulukko 5. Metallikatalysoitujen aminohappojen reaktioiden lopputuotteet (Berlett ja Stadtman 1997).

Aminohappo Lopputuote

Histidiini Aspargiinihappo, asparagiini, oksohistidiini
Arginiini v-glutamyylisemialdehydi

Lysiini a-amino-adipiinisemialdehydi

Treoniini Amino-ketobutyyrihappo

Tyrosiini Dityrosiini, 3,4-dihydroksifenyylialaniini
Kysteiini —S — S— (disulfidi), kysteiinihappo

Glutamiinihappo/glutamiini oksaalihappo, pyruvyylihappo

4 Menetelmét hordeiinien tutkimiseen

4.1 Hordeiinien uuttuminen

Kuten aikaisemmin todettiin, hordeiinit liukenevat alkoholiliuoksiin. Kaikki hordeiinit
voidaan uuttaa alkoholeilla mutta eri hordeiiniryhmien erottamiseen tarvitaan muita
menetelmid. Hordeiinien uuttumista on tutkittu mm. eri alkoholeilla pelkistimen kanssa tai
ilman ja eri lampétiloissa. Tuloksia on analysoitu natriumdodekyylisulfaattipolyakryyli-
amidigeelielektroforeesilla (SDS-PAGE), joka perustuu varautuneiden partikkeleiden ja
molekyylien liikkumiseen sdhkokentdssa (Westermeier ja Scheibe 2009). Menetelmaa
voidaan kayttdd vain varauksellisiin  komponentteihin, kuten nukleiinihappoihin,
proteiineihin ja peptideihin. Koska proteiinit ja peptidit ovat amfoteerisia molekyyleja
(voivat toimia sekd happona ettd eméksend), ne voidaan analysoida kationeina tai
anioneina kayttamalla emaksista tai hapanta puskuria. SDS-PAGE:ssa proteiinit k&sitelld&n
SDS:44 ja pelkistinta sisaltavalla puskurilla, jolloin pelkistin saa aikaan proteiinin
disulfidisidosten katkeamisen ja SDS peptidirungon oikenemisen (kuva 16). Liséksi SDS
paallystad proteiinit, jolloin proteiinit saavat negatiivisen varauksen. Negatiivinen varaus
saa molekyylit kulkemaan anodin suuntaan nopeudella, joka riippuu peptidin pituudesta.

Peptidien liikkuminen sdhkokentéssé on suoraan verrannollinen sen molekyylipainoon.
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Kuva 16. Kaavakuva SDS-PAGE:n toimintaperiaatteesta.

Shewry ym. (1980) tutkivat ohran hordeiinien uuttumista eri alkoholeihin ja analysoimalla
uuttumista SDS-PAGE:Ila. Tutkimuksessa havaittiin, ettd C-hordeiinit uuttuivat parhaiten
50-prosenttisella 2-propanolilla huoneenldmmossa ilman pelkistintd ja 60-prosenttisella
etanolilla pelkistimen (2 % p-merkaptoetanoli) kanssa (kuva 17). Naytteissg, jotka oli
uutettu etanolilla pelkistimen kanssa, oli kuitenkin hordeiinien kokonaisuuttuvuus
pienempi kuin muissa naytteissa. B-hordeiinit uuttuivat parhaiten alkoholilla, jossa oli

pelkistin ja lisaksi lampotilaa nostettu (60 °C).

Tutkimuksen mukaan uuttomenetelmd ja olosuhteet voivat my6ds muuttaa proteiinien
konformaatioita. B- ja C-hordeiinien erilainen uuttuminen alkoholilla, jossa oli pelkistinta,
johtui B-hordeiinin siséltdmasta kysteiinistd. Kysteiinin rikki& sisaltava sivuketju reagoi -
merkaptoetanolin kanssa, jolloin proteiinimolekyylin disulfidisidokset pilkkoutuivat ja
proteiinin liukoisuus kasvoi. Koska C-hordeiinissa ei ole kysteiinia eik& disulfidisidoksia,

B-merkaptoetanolin k&ytto ei vaikuttanut sen uuttuvuuteen.
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Kuva 17. SDS-PAGE ohran hordeiinien uuttomenetelmistd, joissa hordeiinit uutettu a: 50 % etanoli + 2 %
B-merkaptoetanoli (20 °C); h: 50 % 1-propanoli (20 °C); k: 60 % etanoli + 2 % B-merkaptoetanoli (4 °C) ja I
60 % etanoli + 2 % B-merkaptoetanoli (20 °C) (Shewry ym. 1980).

Samassa tutkimuksessa tutkittiin geelikromatografialla erotettuja ja
ioninvaihtokromatografialla puhdistettuja B- ja C-hordeiineja. Polypeptidien uuton
tehokkuus on esitetty kuvassa 18. loninvaihtokromatografialla saatiin erotettua B- ja
C-hordeiinit taysin.

Kuva 18. loninvaihtokromatografialla erotettujen B- ja C-hordeiinien SDS-PAGE-analyysi (muokattu
lahteestd Shewry ym. 1980).
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4.2 Proteiinien erotus geelisuodatuksella

Geelisuodatus perustuu proteiinien erottumiseen molekyylikoon perusteella. N&ytteet
laitetaan kolonniin, jossa on Sephadex-geelid. Sephadex siséltdd huokoista silikoniraetta,
joihin proteiinit kulkeutuvat. Koska pienet proteiinit mahtuvat huokosiin, niiden kulkema
matka on pidempi ja siksi kestad kauemmin kulkeutua geelin 1api. Naytteet keratdan sitd

mukaa, kun ne tulevat ulos geelikolonnista.

Jacksonin (1984) tutkimuksessa puhdistettiin vehnan eri gliadiiniryhmia geelisuodatuksella.
Kolonnin korkeus oli 81 cm, jossa geelind oli Sephadex G-100 (erotusalue 4000-
150 000 g/mol). Gliadiinindytteet laitettiin kolonnin, jossa ne tulivat noin 17 ml /h
vauhdilla kolonnin l&pi. L&pitulevaa naytettd kerattiin 7 ml fraktioissa ja niita tarkasteltiin

spektrometrilla (kuva 19).

A
275 nm

= yuttoprofiili

Kuva 19. Vehnén gliadiinien uuttoprofiili mitattuna spektrofotometrilla (275 nm). Piikit kuvassa vastaavat a)
HMW-gliadiineja, b) omegagliadiineja, c) alfa-, beta- ja gammagliadiineja, d) albumiineja ja e) ei-proteiini-
materiaalia (muokattu lahteestd Jackson 1984).

Kuvassa 19 nakyvét piikit a, b ja ¢ puhdistettiin edelleen ja tutkittiin SDS-PAGE:lla
pelkistavisséd ja ei-pelkistavissa olosuhteissa. Pelkistimend toimi p-merkaptoetanoli.
Naytteet, jotka sisalsivat pelkistintd, sisalsivat vain vahéan ristikontaminaatiota muista
proteiiniryhmisté (kuva 20, urat 2—4). Naytteissa, joihin ei ollut lisatty pelkistintd, séilyivét

alkuperdisessé muodossaan aggregoituneina tai muodostivat juovan (kuva 20, ura 5).
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Kuva 20. SDS-PAGE fraktioiduista ja puhdistetuista vehnén alkoholiliuokoisista proteiineista. Kuvassa 1)
kokonaisgliadiini, 2) omegagliadiini (fraktio b), 3) HMW-gliadiini (fraktio a), 4) alfa-, beta- ja
gammagliadiinit (fraktio c¢), 5) HMW-gliadiini (fraktio a), 6) kokonaisgliadiini, 7) endospermin
kokonaisproteiinit ja 2-ME = B-merkaptoetanoli (muokattu lahteestd Jackson 1984)

4.3 Aggregoituvien proteiinien erotus

Jackson (1984) erotti vehndn gluteniineja saostamalla. Menetelmé&ssé proteiinit uutettiin
vehngjauhoista ensin etikkahapon, urean ja heksadesyyltrimetyyliammoniumbromidin
kanssa (AUC), minka jalkeen nayte sentrifugoitiin. Sentrifugoidusta naytteestd poistettiin
pohjalle jadnyt sakka ja supernatanttiin lisattiin ammoniumsulfaattia (ndyte 1, kuva 21).
Jéljelle jaanyt sakka sekoitettiin uudelleen AUC:114 ja siihen lisdttiin ammoniumsulfaattia.
Néyte sentrifugoitiin ja supernatantti erotettiin (ndyte 2) sakasta (ndyte 3). Néayte 3
liuotettiin etikkahappoon, josta supernatantin erotusta tutkittiin edelleen. Tutkimuksen

perusteella on paateltavissa, ettd menetelma voisi toimia hordeiinien erottamiseen.
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Kuva 21. Vehnan gluteniinien erotus sakkaamalla ammoniumsulfaatilla. Uurteet 1,5 ja 9: supernatantti,
ensimmaisen ammoniumsulfaatin lisaédmisen jalkeen. Uurteet 2, 4 ja 10: Supernatantti, johon oli lisatty kaksi
kertaa ammoniumsulfaattia. Uurteet 3, 4, 7, 8, 11 ja 12: Supernatantit, jotka oli eristetty
ammoniumsulfaattiaggregaation uutosta etikkahappoon. Kuvassa CS, Z ja C viittaavat tutkittuihin vehnan
lajikkeisiin (Jackson 1984).

4.4 Hordeiinien kaksiulotteinen elektroforeesi

Kaksiulotteinen elektroforeesi tarkoittaa analyysia, jossa ensin ajetaan geelissa
isoelektrinen fokusointi ja sen jadlkeen SDS-PAGE. Isoelektrinen fokusointi erottaa
proteiinit isoelektrisen pisteen perusteella, ja hordeiiniryhmilla pisteet ovat hieman eri
pH:ssa. Shewryn ym. (1999) mukaan B-hordeiinien isoelektrinen piste on valilla 6,5-8,5.
C-hordeiinien isoelektrinen piste on alle 7 (Shewry ym. 1978) Fokusoinnissa geeliin
muodostetaan sédhkokenttd, jossa ne liikkuvat varauksensa mukaisesti, joko anodia tali
katodia kohti (kuva 22). Proteiinit pyséhtyvat, kun niiden nettovaraus on nolla eli ne ovat
geelissd oman isoelektrisen pisteensa kohdalla.

Isoelektrisen fokusoinnin jalkeen samasta geelistda tehddan SDS-PAGE niin, ettd

fokusoinnissa erottuneet proteiinit erottuvat viela molekyylipainon mukaan.
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Kuva 22. Kaavakuva proteiinien kaksiulotteisesta PAGE:sta.

4.5 Proteiinien metallikatalysoidun oksidaation tutkiminen

Oksidaation vaikutusta proteiineihin on analysoitu pdadasiassa SDS-PAGE:lla ja
nestekromatografialla (HPLC). Uchida ym. (1992) tutkivat kollageenin metallikatalysoitua
oksidaatiota. Tutkimuksessa metalleina kaytettiin kuparia tai rautaa ja oksidanttina
vetyperoksidia tai L-askorbaattia. Sekd vetyperoksidilla (kuva 23) ettd L-askorbaatilla
(kuva 24) tehdyissd reaktioissa proteiinit olivat pilkkoutuneet 30 minuutin inkuboinnin
jalkeen, kun katalyyttind kaytettiin kuparia. Tutkimuksen mukaan tehokkain menetelmé oli
oksidaatio puoli tuntia kuparilla ja vetyperoksidilla, jolloin l&hes kaikki proteiinit olivat
pilkkoutuneet (kuva 23).
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Kuva 23. SDS-PAGE kollageenin metallikatalysoidusta (Cu/Fe) oksidaatiosta (H,O,) pH:ssa 7,4. Reaktiossa
kollageenia 0,5 mg, H,O, 5mM, Cu(ll) 0,05 mM, Fe(ll) 0,05mM, 1 ml 0,1 M natriumfosfaattipuskuri ja
lampétila 37 °C. a) kontrolli, b) Cu(ll) + H,0, 15 min, ¢) Cu(ll) + H,O, 30 min, d) kontrolli, €) Fe(ll) + H,0,
15 min ja f) Fe(Il) + H,0, 30 min (Uchida ym. 1992).
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Kuva 24. SDS-PAGE kollageenin metallikatalysoidusta oksidaatiosta pH:ssa 7,4. Reaktiossa kollageenia 0,5
mg, askorbaattia 5 mM, kuparia(ll) tai rautaa(ll) 0,05 mM ja 1 ml 0,1 M natriumfosfaattipuskuria ja
lampétila 37 °C. a) ja d) kontrollit, b) Cu(ll) + askorbaatti 15 min, ¢) Cu(ll) + askorbaatti 30 min, €) Fe(ll) +
askorbaatti (15 min) ja f) Fe(ll) + askorbaatti 30 min (Uchida ym. 1992).

HPLC on menetelmd, jonka avulla eri yhdisteitd voidaan tunnistaa tai erottaa.
Menetelméssa pieni maard naytettd injektoidaan kolonniin, jossa on hienojakoista
stationddrifaasia (Ball 2005). Nayte kulkee kolonnin I&pi korkean paineen avulla
nestemaisessa faasissa (kuva 25). Erottuneet komponentit havaitaan ja voidaan tunnistaa

monitorin avulla, joka mittaa esim. valon absorption.
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Kuva 25. Kaavakuva HPLC:n toimintaperiaatteesta (muokattu lahteestd Opetushallitus 2012).

Kokoekskluusiokromatografiassa (SE-HPLC) nayte erotetaan koon ja muodon mukaan

(Riekkola ja Hyotyldinen 2002). Pakkausmateriaalina kolonnissa kéytetddn erikokoisia

huokosia sisaltdvaa kiintead faasia, jonka avulla molekyylit erottuvat. Suuret molekyylit

eivat mahdu kiintedn faasin huokosiin, jolloin ne kulkeutuvat kolonnin I&pi liikkuvan

faasin mukana. Pienet molekyylit kulkeutuvat kiinte&dn faasin huokosiin ja liikkuvat siten

hitaammin kolonnin 1&pi. N&in erikokoiset molekyylit tulevat eri jarjestyksesta kolonnista

ulos ja niiden erilaiset moolimassajakaumat voidaan maarittaa.

Kato ym. (1992) tutkivat kollageenin ja polyproliinin hajoamista kuparikatalysoidulla

oksidaatiolla. Kollageenia késiteltiin oksidaatioreaktiossa 0, 4, 8 ja 24 tuntia, jonka jalkeen

ne tutkittiin ioninvaihtokromatografialla. Kollageenin isomolekyylisten proteiinien maara

aleni ja pienimolekyylisten proteiinien méaré kasvoi reaktioajan mukaan (kuva 26).
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Kuva 26. loninvaihtogromatogrammi kollageenin kuparikatalysoidun oksidaation vaikutuksesta (muokattu
lahteestd Kato ym.1992).

Polyproliinin metallioksidaatio aiheutti proliinin katoamisen miltei kokonaan ja tuotti
merkittdvan maarén glutamiinia, GABA:a ja tuntematonta ainetta (X), joka arveltiin olevan
hydroksiproliinia (kuva 27). Tutkimus vahvisti polyproliinien hajoamista oksidaatiossa

mm. glutamiiniksi ja GABA:Ksi.
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Kuva 27. Kromatogrammi polyproliinin kuparikatalysoidun oksidaatioreaktion lopputuotteista analysoituna
RP-HPLC:lI4 (reaktioaika 24 h). Kuvan yll4 ei-kasitelty polyproliini ja kuvan alla késitelty polyproliini, jossa
X = tuntematon aine, pro = polyproliini, asp = asparagiinihappo, glu = glutamiini, gly = glysiini, GABA =
gamma-aminovoihappo ja ammonia = ammoniakki (muokattu lahteestd Kato ym. 1992)
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Il KOKEELLINEN TUTKIMUS

Tutkielman kokeellisen osan tavoite oli kehittdd menetelmd, jolla saataisiin isoimmat
hordeiiniryhmat, B- ja C-hordeiinit, erotettua toisistaan ja tutkia miten metallikatalysoitu

oksidaatio vaikuttaa naihin hordeiineihin.

B- ja C hordeiinien erottaminen toisistaan perustui aiempiin tutkimuksiin, joissa uutettiin
joko ohran hordeiineja tai vehndn gliadiineja (Jackson 1984; Shewry ym. 1980).
Geelisuodatuksessa oli tavoitteena erotella erikokoiset hordeiinirynmét molekyylin koon
mukaan. Liséksi testattiin B-hordeiinien saostumista ammoniumsulfaatin avulla ja

uuttumista alkoholiliuoksiin.

5 Materiaalit

Raaka-aineena geelisuodatus- ja ammoniumsulfaattisaostus-kokeessa kaytettiin kaupallista,
monesta ohralajikkeesta koostuvaa ohrajauhoa (Myllyn Paras Oy, Hyvinkaa).
Uuttokokeissa raaka-aineena kaytettiin kuoretonta Jorma-ohraa (Villala, 2006). Jorma-ohra
valittiin  néytteeksi, koska sitd ei tarvinnut kuoria ennen jauhamista eikd sen
proteiinikoostumus poikennut merkittdvasti muista ohralajikkeista. Jyvat jauhettiin

kéayttamalla Brabender Quadrumat Junior -myllyé (1970, Saksa).

6 Menetelmat

6.1 Ohrajauhon esikasittely

Molemmille ohrajauhoille tehtiin natriumkloridiuutto (1:10 w/v) suolaliukoisen materiaalin
sekd suolan poistamiseksi. Uutto (20 °C, 20 min) tehtiin puolen litran sentrifugipulloissa
ravistelussa (Heidolph Unimax 1010 Incubator, Heidolph Instruments). Uuton jalkeen
pullot sentrifugoitiin (n. 12 400 g, 10 min, 20 °C, Sorvall Instruments RC5C, DuPaint,

USA) ja erottuva supernatantti poistettiin.

Jaljelle ja&neet sakat uutettiin  mRO-vedelld (1:10 w/v) vesiliukoisen materiaalin
poistamiseksi. Vesiuutto tehtiin samoin kuin natriumkloridiuutto: puolen litran
sentrifugipulloja uutettiin ravistelussa 20 min (20 °C). Uuton jalkeen pullot sentrifugoitiin

(n.16 400 g, 10 min, 20 °C) ja erottuva supernatantti poistettiin. Lopuksi sakka pakastettiin
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(-80 °C) ja pakkaskuivattiin. Esikasiteltyd ohrajauhoa valmistettiin tarpeen mukaan
tutkimuksia varten. Kaikissa kokeissa kaytettiin esikasiteltya ohrajauhoa.

6.2 SDS-PAGE

Kaikkia uuttoja tarkasteltiin SDS-PAGE:n avulla. SDS-PAGE:ssa kéytetty kehikko oli
XCell Surelock Mini Cell (Invitrogen, Life Technologies, USA) ja sahkolaite Bio-rad
Power Pac 300 (BioRad Laboratories, USA). Néaytteet valmistettiin sekoittamalla 40 pl
naytettd 60 ul:aan SDS-puskuria (0,76 g tris-base, 20 ml 10 % SDS, 12,5 ml glyseroli, 17,5
ml mQ-H,O, hyppysellinen bromofenolisinista (indicator pH 3-4,6, Merck, Saksa) pH 6,8),
jossa oli 2 % B-merkaptoetanolia. Néaytteitd kiehautettiin 5 minuuttia 100 °C:ssa (Grant
QBO2, Grant Instruments, UK) ja sentrifugoitiin 10 minuuttia (15 800 g, Eppendorf
Centrifuge 5415C, Hinz GmbH, Saksa). SDS-PAGE:n geelina kaytettiin NuPage Bis Tris
10 % Mini -geelid (12020211-1904, Invitrogen, Life Technologies, USA). Kuoppiin
pipetoitiin ndytettd 10 ul ja molekyylistandardia 4 pl (Novex Sharp Pre-Stained Proteins,
LC5800, Invitrogen, Life Technologies, USA), mink& jalkeen kehikkoon lisattiin ohjeiden
mukaan noin puoli litraa ajopuskuria (1 x MES SDS Running Buffer, NP0O002, Invitrogen,
Life Technologies, USA) ja 500 ul antioksidanttia (NuPage Antioxidant, NP0O0O5,
Invitrogen, UK). Jénnitteena ajossa kaytettiin 200 V (ajon alussa virta noin 100 mA) ja
ajoaika oli 35 minuuttia. Ajon jalkeen geelit jatettiin varjadytymaadn Coomassie Blue -
variliuokseen heilutuksessa yon yli. Yhden geelin varjaykseen kaytettavéssa variliuoksessa
oli 10 ml 0,5-prosenttista Coomassie Brilliant Blue R-250 varireagenssia, 30 ml 12-
prosenttista trikloorietikkahappoa ja 30 ml mQ-vettd. Vérireagenssissa oli 0,5 %

Coomassie Blue -vériainetta laimennettuna etanolilla.

6.3 Hordeiinien geelisuodatus

Kaupallista ohrajauhoa punnittiin 3 grammaa mittapulloon, johon liséttiin 30 ml 0,1 M
etikkahappoa. Naytettd uutettiin 30 min (50 °C) ravistelussa ja sentrifugoitiin 10 min
(12 400 g, 20 °C).

Geelisuodatusputkeen (10 ml) laitettiin noin 4 ml Sephadex-geelid (G-50, erotusalue
1500-30 000 g/mol, Pharmacia Fine Medicals, Ruotsi), joka oli valmistettu sekoittamalla
Sephadex-jauhetta mRO-veteen silm&maaréisesti. Putkeen liséttiin noin 6 ml 0,1 M
etikkahappoa ja pinnan annettiin valua l&helle geelin yl&pintaa. Taméan jalkeen putkeen

lisattiin hordeiinindyte (10 ml) ja tippuvaa ndytettd kerattiin 1 ml erissé eppendorf-putkiin.
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Kun néytteen nestepinta oli l&hella Sephadex-geelin ylapintaa, putkeen lisdttiin noin 6 ml
0,1 M etikkahappoa. Néaytteita kerattiin yhteensa 16 ja ne analysoitiin SDS-PAGE:Ila kuten
kappaleessa 6.2.
Geelikromatografia tehtiin toisen kerran ylla esitetyll tavalla kayttdméalla geelind Bio-gel
P-200 (Bio-Rad Laboratories, USA), jonka erotusalue oli 30 000-200 000 g/mol. Néaytteité
kerattiin 0,5 ml eppendorf-putkiin ja analysoitiin SDS-PAGE:lla kuten kappaleessa 6.2.

6.4 Saostaminen ammoniumsulfaatilla

Kaupallista ohrajauhoa uutettiin 0,1 M etikkahappoon suhteessa 1:10 (w/v). Naytteitd
uutettiin ravistelussa (20 min, 50 °C) ja sentrifugoitiin 10 min (12 400g, 20 °C). Uutteiden
supernatantteihin lisattiin ammoniumsulfaattia, kunnes sen pitoisuus liuoksissa oli 90
mg/ml. Naytteitd uutettiin uudelleen ravistelussa 2 min (50 °C) ja sentrifugoitiin 10 min
(12 400 g, 20 °C). Sentrifugoitujen naytteiden supernatantit analysoitiin SDS-PAGE:lla
kuten kappaleessa 6.2.

6.5 Erottaminen uuttamalla

6.5.1 Kolmen ohralajikkeen uuttaminen

Koska kaupallinen ohra sisaltdd hordeiineja monista eri ohralajikkeista, haluttiin
hordeiinien uuttumista tutkia kolmella eri ohralajikkeella. Esikasittelemattomia (kasittely
esitelty kappaleessa 5.1) Jorma-, Kunnari- ja Inari-ohrajauhoja sek& késiteltyd Jorma-
ohrajauhoa uutettiin 55 %:lla 2-propanolilla (1:10 (w/v), 20 min, 50 °C). Uuton jalkeen
naytteet sentrifugoitiin (10 min, 15 800 g) ja supernatantit otettiin talteen ja uutto toistettiin
edelld mainitulla tavalla. Tdméan jalkeen sentrifugoitujen naytteiden sakat uutettiin 55 %:lla
2-propanolilla, josta 2 % oli B-merkaptoetanolia (20 min, 50 °C). Uutteet sentrifugoitiin ja
supernatantit otettiin talteen SDS-PAGE:a varten. Naytteet sekoitettiin SDS-puskuriin seké
B-merkaptoetanolin kanssa (5 %) ettd ilman. Ajo tehtiin kuten kappaleessa 6.2 mutta
ajopuskurina kaytettiin MOPS:ia (1 x MOPS SDS running buffer, 1088425, Invitrogen,
Life Technologies, USA) ja ajoaika oli 50 minuuttia.
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6.5.2 Hordeiinien uuttaminen eri alkoholeilla ja lampdotiloissa

Jorma-ohrajauhoa uutettiin suhteessa 1:10 (w/v) 55 %:lla 2-propanolilla, 50 %:lla 1-
propanolilla ja 50 %:lla etanolilla. Uuttoja tehtiin kolmessa eri lampdtilassa: 4 °C:ssa,
20 °C:ssa ja 50 °C:ssa (taulukko 6). Kaikkia naytteitd uutettiin ravistelussa 20 min, jonka
jalkeen ne sentrifugoitiin (10 min, 15 800 g). Kaikista naytteistd otettiin supernatantti
talteen SDS-PAGE:a varten. SDS-PAGE tehtiin kuten kappaleessa 6.2 (ajoaika 45
minuuttia, SDS-néytepuskurissa ei B-merkaptoetanolia).

Taulukko 6. Esikasitellyn ohran (Jorma) uutossa kaytetyt alkoholit ja uuttolampétilat.

Néyte Uutto Lampdtila
1 55 % 2-propanoli 4°C

2 55 % 2-propanoli 20 °C

3 55 % 2-propanoli 50 °C

4 naytteen 2 jaljelle ja&dneeseen sakkaan lisdttiin 55 % 4 °C

2-propanolia + 2 % 2-merkaptoetanolia

5 50 % 1- propanoli 4°C
6 50 % 1-propanoli 20 °C
7 50 % etanoli 4°C
8 50 % etanoli 20 °C
9 50 % etanoli 50 °C

6.5.3 Hordeiinien uuttaminen lampdokasittelyilld ja eri pH:ssa

Jorma-ohrajauhoa uutettiin kayttamalla lampokasittelyd uuton eri vaiheissa. Kaikki
naytteet uutettiin 55 %:1la 2-propanolilla suhteessa 1:10 (w/v). Uuttomenetelmat on koottu
taulukkoon 7. Uuttojen jalkeen naytteet sentrifugoitiin (15 800 g, 10 min) ja erottuneet
supernatantit analysoitiin SDS-PAGE:lla. SDS-PAGE suoritettiin kuten kappaleessa 6.2

mutta ajopuskurina oli MOPS ja ajoaika 50 min.
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Taulukko 7. Jorma-ohran 55 % 2-propanoli-uuton kuumennuskasittelyn menetelmat.

Néyte Uuttomenetelmd

1 Ohrajauho uutettiin veteen (1:10) ja kuumennettiin (3 min, 100 °C), jonka jalkeen
ndyte sentrifugoitiin ja sakka uutettiin 55 %:lla 2-propanolilla (50 °C, 20 min).

2 Ohrajauho uutettiin 55 %:lla 2-propanolilla 17 min (50 °C), jonka jalkeen nadytetta
uutettiin vielda 3 min 80 °C:ssa.

3 Ohrajauho uutettiin 20 min (50 °C) 55 %:lla 2-propanolilla, jonka jalkeen néyte
sentrifugoitiin. Erottuneen naytteen supernatantti kuumennettiin 80 °C:ssa 3 min.

4 Ohrajauhoa uutettiin 20 min (50 °C) 55 %:lla 2-propanolilla.

5 Ohrajauhoa uutettiin 20 min (50 °C) 55 %:lla 2-propanolilla, jonka jélkeen néytteet

saostettiin yon yli 4 °C:ssa.

Jorma-ohrajauhon hordeiinien saostumista tutkittiin eri pH:issa. Hordeiinit uutettiin
suhteessa 1:10 (w/v) 55 %:lla 2-propanolilla (20 min, 50 °C), jonka jalkeen nayte
sentrifugoitiin (10 min, 15 800 g). Uutteen supernatantista kerattiin 10 naytettd, joiden pH:t
séédettiin 0,1 M suolahapon (HCI) ja 0,05 M natriumhydroksidin (NaOH) avulla vélille
3,7-9,8 (taulukko 9). pH:n s&&don ja vorteksoinnin jalkeen naytteet sentrifugoitiin (10 min,
15 800 g) ja analysoitiin SDS-PAGE:lla kuten kappaleessa 6.2 (ajoaika 40 min).

Taulukko 9. Jorma-ohrajauhon uutto 55 % 2-propanolilla (suhteessa 1:10) ja uutteen pH.

Nayte pH

3,63
4,30
5,7
6,55
7,38
7,94
8,70
9,11
9,77
0 9,84

P OoO~NOoO Ul WN -

6.6 Hordeiinien isoelektristen pisteiden maaritys

Hordeiinien isoelektristd fokusointia varten Jorma-ohrajauhon hordeiinit uutettiin kahdella
eri tavalla. Ensimmaéisessa kokeessa uutto tehtiin 55 %:lla 2-propanolilla (1:10 (w/v),
50 °C, 20 min), jonka sentrifugoidusta (10 min, 15 800 g) uutteesta otettiin supernatantti
talteen. Jaljelle jéanyt sakka uutettiin 55 %:lla 2-propanolilla, joka sisalsi 2 % B-
merkaptoetanolia, (1:10 w/v, 50 °C, 20 min). Néaytteet sentrifugoitiin (10 min, 15 800 g) ja

erottunut supernatantti otettiin talteen.
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Toisessa menetelméssd ensimmaisen uuton (55 % 2-propanoli, 1:10 w/v, 20 min, 50 °C)
jalkeen sakka uutettiin vield kaksi kertaa 55 %:lla 2-propanolilla (1:10 w/v, 20 min, 50 °C,
sentrifugointi 10 min, 15 800 g), jotta kaikki C-hordeiini saataisiin uutettua pois. Tdman
jalkeen jaljelle ja&nyt sakka uutettiin 55 %:lla 2-propanolilla, josta 2 % oli
B-merkaptoetanolia (1:10 w/v, 20 min, 50 °C). Uute sentrifugoitiin (10 min, 15 800 g) ja
supernatantti otettiin talteen.

Kaksiulotteista elektroforeesia varten stripit (Immobiline Dry Stip, pH 3-10, 11 cm, 18-
1016-61, GE Healthcare, USA) rehydroitiin valmistajan ohjeiden mukaan yon yli
(DeStreak rehydration solution, 17-6003-19, GE Healthcare, USA ja IPG Buffer, pH 3-10,
17-6000-87, 99:1 v/v, GE Healthcare, USA) ja proteiinindytteet puhdistettiin 2-D Clean-
Up Kitin (Clean-Up Kit 2D, 80-6484-51, GE Healthcare, USA) ohjeiden mukaan:
hordeiinindytteitd pipetoitiin 220 pl ja uutettiin Clean-Up Kitin presipitanttiin (550 pl),
jonka jalkeen niiden annettiin inkuboitua 15 minuuttia. Taman jalkeen nayteputkiin
lisattiin 550 pl co-presipitanttia ja sentrifugoitiin (12 000 g, 4 °C, 5 min). Erottuneiden
naytteiden supernatantit poistettiin, sakkoihin liséttiin 40 ul co-presipitanttia, inkuboitiin (5
min), sentrifugoitiin edelld mainitulla tavalla ja supernatantit poistettiin. Jaljelle ja&neisiin
proteiinipelletteihin lisattiin 25 pl wvettd, 1 ml pesupuskuria ja 5 upl pesuliuosta ja
vorteksoitiin, kunnes pelletit olivat liuenneet. Naytteitd inkuboitiin 30 min pakkasessa (-
20 °C) ja vorteksoitiin aina 10 minuutin valein. Inkuboinnin jalkeen naytteet sentrifugoitiin
kuten aiemmin, ja erottuneet supernatantit poistettiin. Pellettien annettiin kuivua muutama
minuutti vetokaapissa, jonka jalkeen niihin lisattiin 30 pul rehydraatioliuosta, vorteksoitiin
ja annettiin inkuboitua muutama minuutti. Naytteisiin  lisattiin - vielda 1,5 pl
tributyylifosfiinia (TBF, 998-40-3, Sigma-aldrich, Saksa) ja noin 0,3 ul amfolyyttia (IPG
Buffer) ja sentrifugoitiin kuten edelld. N&ytteitd pipetoitiin ajotarjottimelle 15 ul ja
fokusoitiin ETTAN IPGphor -laitteella (GE Healthcare, USA). Fokusointiohjelma on

koottu taulukkoon 8.

Taulukko 8. Fokusointiohjelmassa kaytetyt jannitteet ja ajat.

Jannite [V] Jannite - Aika [Vh]
500 500

1000 800

6000 7000

6000 2200

500 max. 22 h
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Seuraavana péivand stripit tasapainotettiin ja tehtiin geeliajo. Stripit tasapainotettiin
inkuboimalla niitd kouruissa ensin 25 minuuttia puskurissa, jossa oli 4 ml TPB:t& (50 mM
tris-HCI (pH 6,8), 6 M urea, 2 % SDS, 20 % glyseroli), 80 mg ditriotreitolia (DTT) ja
hyppysellinen bromofenolisinistd. Inkuboinnin jalkeen stripit siirrettiin  puhtaisiin
kouruihin, joissa oli 4 ml TPB:t4 100 mg jodoasetamidia sekd hyppysellinen
bromofenolisinista. Strippien annettiin inkuboitua 25 minuuttia pimedssg, jonka jalkeen ne
siirrettiin geeleihin (12,5 % Tris-HCI, Bio-Rad Criterion Precast gel, 345-0102, BioRad
Laboratories, UK). Kehikkona kaytettiin Criterion Cell -systeemi& (Criterion Cell, Bio-Rad,
165-6001, Bio-Rad Laboratories, Italia) ja ajopuskurina 1 x TGS (25 mM, 192 mM
glysiini, 0,1 % SDS, pH 8,6). Ajoaika oli 1 tunti jannitteen ollessa 200 V (400 mA). Ajon
jalkeen geelit siirrettiin varjaytymadan Coomassie Blue-variliuokseen yon yli. Standardina

geelissa kaytettiin Novex® Sharp Pre-Stained Protein Standardia kuten kappaleessa 6.2.

6.7 Hordeiinien hapetuskokeet

6.7.1 Uutettujen hordeiinien esikasitteleminen

Jorma-ohrajauhon proteiinit, jotka oli uutettu 55 %:lla 2-propanolilla kappaleessa 5.2.3
esitetylla tavalla, sakattiin asetonilla oksidaatiota varten, koska alkoholi hairitsee
oksidaatioreaktioita. Uutteeseen lisattiin kylmaa asetonia (20 °C) suhteessa 1.5 ja
annettiin saostua tunnin ajan pakkasessa (-20 °C). Tamén jalkeen uute sentrifugoitiin,
supernatantit kaadettiin pois ja sakat jatettiin kuivumaan yon yli (40 °C). Seuraavana

paivand kuivunut hordeiini jauhettiin morttelissa.

6.7.2 Hordeiinien hapettaminen

Oksidaatio pH:ssa 4,5. Hordeiinien metallikatalysoitu oksidaatio perustui osin Katon ym.

(1992) tutkimuksessa tehtyyn hapetukseen. Oksidaatiota varten eppendorf-putkiin
punnittiin 2 mg kuivattua hordeiinia. Putkiin lisattiin 1 ml 0,05 mM kuparisulfaattia
(CuS0y), 0,05 mM rautasulfaattia (FeSO,) tai mQ-vettd (kaikissa pH 4,5) (taulukko 10).
Reaktio aloitettiin lisadmalla putkiin 100 pl joko 100 mM vetyperoksidia (H.O,) tai
100 mM askorbiinihappoa ja inkuboitiin ravistelussa 0, 2, ja 24 tuntia (40 °C).
Kontrollindytteisiin (0 h) ei lisatty vetyperoksidia tai askorbiinihappoa. Oksidaatioreaktiot
pysaytettiin lissdmalla naytteisiin 10 ul 10 mM etyleenidiamiinitetraetikkahappoa (EDTA).
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Kaikki naytteet analysoitiin SDS-PAGE:lla, joka tehtiin samoin kuin kappaleessa 6.2:
naytteisiin lisattiin 1ml SDS-ndytepuskuria (SDS-ndytepuskuri, jonka pH 8,5 ja jossa 2 %
DTT:td). Ajopuskurina kaytettiin MOPS:ia ja ajoaika oli 50 minuuttia (200 V, 100 mA).

Taulukko 10. Metallikatalysoidussa oksidaatiossa kéytetyt metalli- ja oksidanttiyhdistelmét.

reaktio (metalli + oksidantti) Néaytematriisin reaktioliuos (1ml)
F63+ + H>,0, FeSO,

Cu** + H,0, CuSO,

H,0; mQ-vesi (ei metallia)
askorbiinihappo mQ-vesi (ei metallia)

Cu®* + askorbiinihappo CuSO,

Fe** + askorbiinihappo FeSO,

Oksidaatio pH:ssa 7,5. Kuivattua hordeiinindytettd punnittiin eppendorf-putkiin 2 mg.
Néytteisiin lisattiin 1 ml 0,1 M fosfaattipuskuria (pH 7,4), jossa oli joko 0,05 mM kuparia,
0,05 mM rautaa tai ei lainkaan metallia (taulukko 11). Reaktiot aloitettiin lissdméalla 100 pl
joko 100 mM vetyperoksidia tai 100mM askorbiinihappoa ja annettiin inkuboitua
ravistelussa (40 °C) 0, 2 ja 24 tuntia. Reaktiot pysaytettiin lisaaméalld 10 pl 10 mM
EDTA:ta. Kontrollindytteen (oksidaatio O h) liséksi haluttiin tehdd kontrollit, joita
inkuboitiin 2 tuntia. Tarkoituksena oli tutkia, miten aika vaikuttaa proteiinin liukoisuuteen.
Néytteet tehtiin kuten oksidaatioreaktiot mutta niihin ei lisatty vetyperoksidia tai
askorbiinihappoa. Naytteet analysoitiin  SDS-PAGE:lla kuten kappaleessa 6.2:
Néaytepuskurin pH oli 8,5 ja siihen lisattiin 2 % DTT:t4, ajopuskurina kéytettiin MOPS:ia
ja ajoaika oli 50 minuuttia (200 V, 144 mA).

Taulukko 11. Oksidaatioreaktiot pH:ssa 7,4 ja niissa kéytetyt metallit.

Reaktio (metalli + oksidantti)  Kaytetyt metallit (1ml)

Fe’* + H,0, 0,1 M fosfaattipuskuri + 0,05 mM FeSO,
Cu®* + H,0, 0,1 M fosfaattipuskuri + 0,05 mM CuSO,
H,0; 0,1 M fosfaattipuskuri
askorbiinihappo 0,1 M fosfaattipuskuri
Cu?* + askorbiinihappo 0,1 M fosfaattipuskuri + 0,05 mM CuSO,
Fe®* + askorbiinihappo 0,1 M fosfaattipuskuri + 0,05 mM FeSO,

6.7.3 Oksidaatioreaktioiden analysoiminen kokoekskluusiokromatografilla

Oksidaatioreaktioita, jotka oli valmistettu kuten kappaleissa 5.8.1-3, analysoitiin lisaksi
SE-HPLC:llIa. Naiden metallikatalysoitujen oksidaatioreaktioiden liséksi tehtiin kontrolli,
jossa oli 2 mg naytettd, 1 ml mQ-H,O:ta (pH 4,5) ja 10 ul 10 mM EDTA:ta. EDTA:n
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lisdyksen jalkeen ndytteeseen lisattiin vield 100 pl 100 mM vetyperoksidia. Téata
kontrollindytettd inkuboitiin kaksi tuntia 40 °C:ssa, jotta proteiinien liukoisuus paranisi.
Analyysia varten naytteisiin lisattiin 1 ml HPLC-n&ytepuskuria (1,5 % SDS, 50 mM
natriumfosfaattia, pH 6,9), inkuboitiin 1 tunti 50 °C:ssa (naytteet, joiden pH oli 4,5) tai
yon yli 40 °C:ssa (naytteet, joiden pH oli 7,4) ja sentrifugoitiin (10 min, 15800 Q).
Néaytteiden supernatanttia sekoitettiin suhteessa 1:1 HPLC-ajopuskuriin (0,1 % SDS, 20 %
asetonitriili, 50 mM natriumfosfaatti, pH 6,9) ja sentrifugoitiin kuten aiemmin. Ennen
analysointia néytteet suodatettiin (Acrodisc 13 mm syringe filter, 0,45 pm nylon
membrane, Pall Life Sciences). Supernatanttia analysoitiin SE-HPLC:1I4, jossa ndytemé&éara
oli 100 ul, virtausnopeus 0,5 ml/min, ajoaika 120 minuuttia, paine noin 16 baria ja
absorbanssina 210 nm. Kokoekskluusiokromatografi-laitteisto koostui pumpusta (Waters
515 HPLC pump, USA), diodirivi-detektorista (Waters Photodiode array detector, USA) ja
naytteensyottajasta (Waters 717 plus autosampler). Erotusta varten proteiinikolonni
(Superdex 200 10/300 GL, GE Healthcare, USA) ja peptidikolonni (Superdex Peptide
10/300 GL, GE Healthcare, USA) olivat liitetty yhteen. Oksidaatioreaktioiden
kontrollindytteiden piikit kerattiin ajosta ja tunnistettiin SDS-PAGE:lla. Naytteitd kerattiin
SE-HPLC:ssa nékyvien piikkien mukaan niin, ettd kerdédminen aloitettiin kdyrén noustessa
ja lopetettiin, kun kayra palasi eteneméén vaakatasossa. Naytteitd kerattiin yhteensa viisi ja
ne konsentroitiin 60 °C:ssa (Speedvac Plus, SC 110A, Savant Instruments Inc, USA),
kunnes naytettd oli jaljelld endd alle 1 ml. Konsentroituihin naytteisiin lisattiin SDS-

naytepuskuria, jossa oli 2 % DTT:t4, suhteessa 1:1. Ajo suoritettiin kuten kappaleessa 6.2.
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7 TULOKSET

7.1 Geelisuodatus ja saostus

Geelisuodatuksella ei saatu erotettu C- ja B-hordeiineja. Hordeiinit eivat kulkeutuneet
Sephadex-geelin 1api molekyylin koon mukaan vaan kaikki hordeiinit kulkivat geelin lapi
yhtd aikaa (kuva 28). Vaikka ty0ssé kaytettiin kahta eri geelig, joiden erotusalueet olivat
1500-30 000 ja 30 000-200 000 g/mol, kumpikaan ei pystynyt erottamaan hordeiiniryhmia
toisistaan. SDS-PAGE:n geeliltd voitiin kuitenkin n&hda selvasti hordeiiniryhmien
molekyylipainot: D-hordeiinit nakyivat vyohykkeena noin 80 kDa alueella, C-hordeiinit
nakyivét kahtena ohuena ja yhtend paksuna vy6hykkeena valilla 50-60 kDa ja B-hordeiinit
paksuna vyohykkeend noin 35-45 kDa vélilla.

Kuva 28. 0,1 M etikkahappoon uutetun ja geelisuodatuksella (geelind Sephadex G-50) erotettu hordeiini.
Kuvassa kirjaimet viittaavat hordeiiniryhmiin. SDS-PAGE -geelissa proteiinit pelkistettyind.

Hordeiinien saostaminen ammoniumsulfaatilla ei erottanut C- ja B-hordeiineja (kuva 29).
B-hordeiinien lisaksi kaikki hordeiiniryhmét saostuivat.

Kuva 29. Kaupallisen ohran hordeiinit erotettuna saostamalla ammoniumsulfaatilla. Kuvassa nelja
rinnakkaista néytetta.
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7.2 Hordeiinien uuttuvuus

7.2.1 Ohralajikkeet

Hordeiineja uuttui parhaiten alkoholiliuokseen Jorma-ohralajikkeesta. Ohralajike Kunnarin
hordeiinit nayttivat hieman erilaisilta geelissd kuin muiden lajien hordeiinit ja Inari-
lajikkeen uuttuvuus vaikutti olevan hieman heikompi kuin Jorma-ohralla (kuva 30).
Kaikkien lajikkeiden hordeiinirynmét olivat kuitenkin ladhes samankokoisia. Ty0dssé
tutkittiin lisaksi, olisiko esiké&sittelylla vaikutusta Jorma-ohran hordeiinien uuttumiseen.
Esikasittelyssd ohrajauhosta poistettiin vesi- ja suolaliukoinen materiaali, jonka jalkeen
jauho pakkaskuivattiin. Esikasitellyn ja esikasittelemattoéméan Jorma-ohran D-hordeiinien
uuttuvuudessa oli havaittavissa pieni ero: kasittelemattoman Jorma-ohran sakasta ei
uuttunut D-hordeiineja. Lisaksi esikéasitellystd Jorma-ohrasta jai uuttumatta vahan C-
hordeiineja (ndyte 6). Naytteissa 5-8 ei havaittu juuri lainkaan C-hordeiineja mutta myos
B-hordeiinien ma&ra geelissa vaikutti olevan pienempi. Koska Jorma-ohralla oli hyvat
jauhamisominaisuudet (kuorettomuus) ja uuttuvuus, sitd paatettiin kayttdd muissa kokeissa

naytteena.
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Kuva 30. Eri ohralajikkeiden uuttuminen 55 %:lla 2-propanolilla ja ohrajauhon esikésittelyn vaikutus
uuttuvuuteen. Naytteet 1 ja 5) Kunnari, 2 ja 6) Esikasitelty Jorma-ohra, 3 ja 7) esikésittelematdn Jorma-ohra
ja 4 ja 8) Inari. Naytteet 1-4 uutettuna 55 %:lla 2-propanolilla ja néytteet 5-8 ensimmadisen uuton sakka
uutettuna 55 %:lla 2-propanolilla, jossa 2 % B-merkaptoetanolia. SDS-néytepuskurissa pelkistintd vain
naytteissa 5-8.
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7.2.2  Uuttolampdtila ja alkoholi

Tutkituilla alkoholeilla ei ollut merkittavad vaikutusta hordeiinien uuttumiseen (kuva 31).
Naytteessa 7, joka oli uutettu 4 °C:ssa 50-prosenttisella alkoholilla, kaikkien hordeiinien
uuttuminen oli hieman heikompaa kuin muissa uutteissa. Tama viittaa hordeiinien
uuttuvuuden heikkenemiseen lampdotilan laskiessa. Naytteessa 4, joka oli naytteestd 2
uutetun sakan uutto 55-prosenttisella 2-propanolilla, josta 2 % oli B-merkaptoetanolia,
havaittiin uuttumatta jadnyttd C-hordeiinia. Tulosten perusteella paatettiin my6hemmissé

uutoissa kayttaa alkoholiliuoksena 55-prosenttista 2-propanolia ja uuttolampdtilana 50 C°.
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Kuva 31. Hordeiinit uutettuina eri alkoholeihin eri lampétiloissa. Kuvassa hordeiinit uutettuna: 1) 55 %:lla
2-propanolilla, 4 °C, 2) 55 %:lla 2-propanolilla, 20 °C, 3) 55 %:lla 2-propanolilla, 50 °C, 4) ndytteestd 2
jaényt sakka uutettuna 55 %:lla 2-propanolilla + 2 % B-merkaptoetanoli, 4 °C, 5) 50 %:lla 1-propanolilla, 4
°C, 6) 50 %:lla 1-propanolilla, 20 °C, 7) 50 %:lla etanolilla, 4 °C, 8) 50 %:lla etanolilla, 20 °C ja 9) 50 %:lla
etanolilla, 50 °C. SDS-puskuriin ei lisétty pelkistinta.

Lampokasittelyilla ei ollut merkittdvéé eroa hordeiinien uuttumiseen (kuva 32). Kokeella
haluttiin ndhda, voisiko lIampokasittely saada B-hordeiinit saostumaan. Nayte 1, joka oli
ensin liuotettu veteen ja kuumennettu, kokonaisuuttuvuus alkoholiliuokseen oli hieman
heikompi kuin muissa naytteissé. Ohrajauhosta, joka oli uutettu (55 % 2-propanoli) ja sen
jalkeen ollut yon yli kylméssd (4 °C), oli saostunut B-hordeiineja vdhemman kuin
50 °C:ssa uutetuista jauhoista (kuva 36, sivulla 49). Hordeiinien liukoisuus oli kuitenkin

kokonaisuudessaan heikompaa matalassa lampétilassa.
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Kuva 32. Lampokasittelyn vaikutus ohran hordeiinien uuttuvuuteen. Nayte 1) Liuotettu ensin veteen (1:10),
jossa kiehautettu 3 min (100 °C) ja jonka jalkeen néyte sentrifugoitu ja sakka uutettu 55 %:lla 2-propanolilla
(50 °C, 20 min). Nayte 2) Uutto 55 %:lla 2-propanolilla 17 min (50 °C), jonka jalkeen ndytetta uutettu vield 3
min 80 °C:ssa. Nayte 3) Uutto 20 min (50 °C) 55 %:lla 2-propanolilla, jonka jalkeen ndyte sentrifugoitu.
Erottuneen ndytteen supernatantti kuumennettu 80 °C:ssa 3 min. Nayte 4) Uutto 20 min (50 °C) 55 %:lla 2-
propanolilla. SDS-puskuriin ei liséatty pelkistinta.

7.2.3 Hordeiinien isoelektristen pisteet ja pH

Hordeiinien, jotka olivat uutettu 55-prosenttisella 2-propanolilla, kaksiulotteisessa
elektroforeesissa nakyivat C-hordeiinit pH-alueella 5-7 (kuva 33). Uuttuneet B-hordeiinit

nékyivat pH-alueella 6,5-8,5.

w0 ‘ > 11
-
o

s

gk
Kuva 33. Uutetun (55 % 2-propanoli), esikésitellyn Jorma-ohran kaksiulotteinen elektroforeesi, jossa
ympyrditynd uuttuneet C-hordeiinit ja nauhana nakyvat B-hordeiinit.

Hordeiinien toisessa uutossa, jossa ensimmaisen uuton sakka uutettiin 55 %:lla 2-
propanolilla ja 2 %:lla oli B-merkaptoetanolilla, B-hordeiinit nakyivat selkedmmin pH-

alueella 6,5-8,5 ja D-hordeiinit pH-alueella 7-7,5 (kuva 34). B-hordeiinien eri proteiinien
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erottuminen oli parempi kuin ensimmaéisessa uutossa, silla proteiinien juovamaisuus oli

vahentynyt. Lisdksi geelissd nakyi uuttumatta jadneet C-hordeiinit, joskin ne nékyivéat

hieman heikommin kuin ensimmaéisessé geelissé.

Kuva 34. Uutetun (55 % 2-propanoli), esikasitellyn Jorma-ohran sakan supernatantti (sakka uutettu 55 %:lla
2-propanolilla, jossa 2 % B-merkaptoetanolia). Ympyrdidyissé alueissa D-, C- ja B-hordeiinit.

Kun esikasiteltyd ohrajauhoa pestiin 55 %:lla 2-propanolilla kaksi kertaa, jaljelle jadneesta
sakasta uuttui alkoholiliuokseen pelkistimen kanssa D-hordeiineja sekd hyvin vahan B-

hordeiineja (kuva 35). Kaikki C-hordeiinit olivat siis uuttuneet 55 %:lla 2-propanolilla.

Kuva 35. Kaksiulotteinen elektroforeesi Jorma-ohrajauhosta, joka oli ensin pesty kaksi kertaa 55 %:lla 2-
propanolilla, jonka proteiinit uutettu 55 %:lla 2-propanolilla, jossa 2 % B-merkaptoetanolia.
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pH:lla ei ollut suurta vaikutusta hordeiinien uuttumiseen. Vaikka kaksiulotteisen
elektroforeesin tulosten mukaan B- ja C-hordeiineilla oli erilaiset isoelektristen pisteiden

alueet, B-hordeiinit eivat saostuneet oman isoelektrisen pisteen alueella (kuva 36).
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Kuva 36. Hordeiinien uuttuminen eri lampétiloissa ja liukoisuus eri pH:issa. Geelissa 1) ja 2) uutto 55 %:lla

2-propanolilla (50 °C), 3) ja 4) 2 y6té 55 %:lla 2-propanolilla uuttuneen ndytteen supernatantti, 5) pH 3,68,
6) pH 4,30, 7) pH 5,7, 8) pH 6,55, 9) pH 7,38, 10) pH 7,94, 11) pH 8,70, 12) pH 9,11, 13) pH 9,77, 14) pH
9,84. Geelissa naytteet pelkistettyina.

7.3 Hordeiinien hapettuminen

7.3.1 Hordeiinien pilkkoutuminen hapetuksessa

Hordeiinit pilkkoutuivat metallikatalysoidussa oksidaatiossa, kun metallina kaytettiin
kuparia ja oksidanttina vetyperoksidia (kuva 37). Vetyperoksidin lisaksi askorbiinihappo
toimi hyvin oksidanttina kuparikatalysoidussa reaktiossa (kuva 38). Rauta toimi paremmin
katalysaattorina askorbiinihapolla tehdyissa oksidaatioissa kuin vetyperoksidilla tehdyissa
oksidaatioissa. IIman metallia oksidaatioreaktio oli hyvin hidasta: 24 tunnin inkuboinnin
jalkeen geelissa nahtiin vain vahaista proteiinien pilkkoutumista.

Oksidaatioreaktioihin  vaikutti  selvasti  hordeiinin  Kkasittely ennen reaktioita.
Hordeiinindytteen saostus ja kuivaus huononsivat naytteen liukenemista uudelleen ja tdma

saattoi vaikeuttaa oksidaatioreaktioiden tapahtumista proteiineissa.
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Kuva 37. 55 %:lla 2-propanolilla uutettujen hordeiinien metallikatalysoitu oksidaatio vetyperoksidilla pH:ssa
4,5. Kuvassa 1-3: kuparikatalysoitu oksidaatio, jossa inkubointiaika ndytteessa 0 h, 2 h ja 24h. Numerot 4-6:
rautakatalysoitu oksidaatio, joissa inkubointiajat olivat 4, 5 ja 24 h. Numerot 7-9: oksidaatio ilman metallia,
joissa inkubointiajat olivat 0,2 ja 24 h. Geelissa néytteet pelkistettyina.
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Kuvassa 38. 55 %:lla 2-propanolilla uutettujen hordeiinien metallikatalysoitu oksidaatio askorbiinihapolla
pH:ssa 4,5. Numerot 1-3: kuparikatalysoitu oksidaatio, jossa inkubointiajat olivat vasemmalta lahtien 0,2 ja
24 tuntia. Numerot 4-6: rautakatalysoitu oksidaatio, joissa inkubointiajat olivat 0, 2 ja 24 tuntia. Numerot 7-
9: oksidaatio ilman metallia, joissa inkubointiaikoina 0, 2 ja 24 tuntia. Geelissa naytteet pelkistettyina.

Tehokkain oksidaatiomenetelma pH:ssa 7,4 oli reaktio, jossa kaytettiin metallina kuparia ja
oksidanttina vetyperoksidia (kuva 39). Néytteessd, jota oli inkuboitu 24 tuntia, proteiinit
olivat hajonneet miltei taysin. Kuparikatalysoidussa oksidaatiossa havaittiin 2 tuntia
inkuboidussa naytteessa aggregoitumista, mik& nékyi geelissd geelikuopan varjaytymisesta
siniseksi (= proteiinit, jotka olivat jadneet ndytekuoppaan). Esikokeissa havaittiin, etta
kontrollindytteet (0 h inkubointi) eivat nédkyneet kunnolla SDS-PAGE -geeleissa, jolloin

paatettiin tehd& kontrollindyte, jota inkuboitiin 2 h. Tdma paransi hordeiinien liukenemista
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ja ne nakyivat paremmin geeleissa. Rautakatalysoitu oksidaatio vetyperoksidin kanssa
vaikutti pilkkovan proteiineja hitaammin. Rautakatalysoidussa oksidaatioissa, jota oli
inkuboitu 2 tuntia, proteiinien maéra vaikutti olevan isompi kuin kontrollindytteissa. pH:Ila
oli merkitystd hordeiinien oksidaatioon askorbiinihapolla (kuva 40). Emaksinen pH oli

selvasti tehokkaampi askorbiinihapolla tehdyssé oksidaatiossa kuin hapan pH.

Kuva 39. 55 %:lla 2-propanolilla uutettujen hordeiinien metallikatalysoitu oksidaatio. Kuvassa 1-4:
Kuparikatalysoitu oksidaatio, joissa 1) kontrolli, 0 h, 2) kontrolli 2 h 3) oksidaatio 2 h, 4) oksidaatio 24 h.
Numerot 5-8: rautakatalysoitu oksidaatio, joissa 5) kontrolli 0 h, 6) kontrolli 2 h, 7) oksidaatio 2 h ja 8)
oksidaatio 24 h. Kuvassa nuoli osoittaa proteiineja, jotka nakyvét geelin "taskussa”. Geelissa naytteet
pelkistettyina.

Kuva 40. 55 %:lla 2-propanolilla uutettujen hordeiinien metallikatalysoitu oksidaatio askorbiinihapolla
pH:ssa 7,4. Kuvassa numerot 1-4: kuparikatalysoitu oksidaatio, joissa 1) kontrolli O h, 2) kontrolli 2 h, 3)
oksidaatio 2 h ja 4) oksidaatio 24 h. Numerot 5-8: rautakatalysoitu oksidaatio, joissa 5) kontrolli O h, 6)
kontrolli 2 h, 7) oksidaatio 2 h ja 8) oksidaatio 24 h. Geelissa naytteet pelkistettyind.
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7.3.2 Hordeiinien hapetuksen analysointi kokoekskluusiokromatografilla

Kaikissa oksidaatioreaktioissa suurten hordeiinien maaré laski. SE-HPLC tuki siis tuloksia,
joita saatiin SDS-PAGE:lla. Kontrollindytteista kerattiin SE-HPLC:ssd néakyvét piikit,
jotka konsentroitiin ja analysoitiin SDS-PAGE:lla. SDS-PAGE:n geelin mukaan SE-
HPLC:ssd nékyva ensimmaéinen piikki oli B-hordeiineja (ei kuvaa). Koska piikit tulevat
ulos suuruusjarjestyksessd, suurimmat molekyylit ensin, péateltiin ensimmaisen piikin
olevan aggregoituneita B-hordeiineja. Tdmén jalkeen ns. kaksoispiikki oli SDS-PAGE:n
mukaan C-hordeiineja. Kaksoispiikin oikean reunan “olkap4dd” ja noin 25 ml

eluutiotilavuuden kohdalla oleva piikki oli B-hordeiineja.

Piikki, joka nakyi kaikissa ndytteissa noin 45 ml:n eluutiotilavuuden kohdalla, nakyi myos
kontrollissa, johon oli lisatty vetyperoksidia (ei kuvaa). Tuloksen mukaan kuvissa nghtdva
viimeinen piikki ei ollut hordeiinien pilkkoutumistuotteita vaan aiheutui reaktiossa

kaytetysta vetyperoksidista.

SE-HPLC:n tulosten mukaan kuparikatalysoitu oksidaatio vetyperoksidilla (pH 4,5)
pilkkoi tehokkaimmin prolamiineja (kuva 41). Jo kahden tunnin inkuboinnin jalkeen
aggregoituneet B-hordeiinit olivat hdvinneet (piikki 15 ml:n eluutiotilavuuden kohdalla) ja
tilalle tullut piikki noin 40 ml:n eluutiotilavuuden kohdalle. Reaktio oli selvasti edennyt 24
tunnin inkuboinnin aikana ja lisdksi oli muodostunut enemman erikokoisia proteiineja
(noin 25-35 ml:n eluutiotilavuus). Taméa viittaa hordeiinien pilkkoutumiseen, jossa
pilkkoutumistuotteet nahddidn ndissd kohdissa virtausnopeutta (ne siis kulkeutuvat
hitaammin kolonnissa pienen kokonsa takia). Kuitenkaan pienten peptidien ja
aminohappojen maara ei ollut kasvanut 24 tunnin inkuboinnin aikana. Kuparikatalysoitu
oksidaatio vetyperoksidilla pH:ssa 7,4 oli hyvin samankaltainen kuin pH:ssa 4,5.
Neutraalissa pH:ssa isokokoisia proteiineja oli kuitenkin enemman (noin 20-30 ml:n
eluutiotilavuuden kohdalla) ja reaktiotuotteita hieman v&hemman (noin 40 ml

eluutiotilavuuden kohdalla).
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Kuva 41. SE-HPLC ohran 55 %:lla 2-propanolilla uutetuista hordeiineista, joita oli hapetettu kayttdmalla
oksidanttina vetyperoksidia ja metallikatalyyttind kuparia pH:ssa 4,5. Ylemmassa kuvassa reaktion pH 7,4 ja
alemmassa 4,5. Oksidaatioreaktioiden inkubointiajat olivat 0 (kontrolli), 2 ja 24 tuntia. Absorbanssit
detektoitiin aallonpituudella 210 nm. Kuvassa Aggr B = aggregoituneita B-hordeiineja ja C = C-hordeiineja,
B = B-hordeiineja ja H,O, = vetyperoksidia.

SE-HPLC tuki SDS-PAGE:lla analysoituja  rautakatalysoidun  vetyperoksidi-
oksidaatioreaktioiden tuloksia (kuva 42). Rauta ei siis ollut yhta tehokas metallikatalyytti
kuin kupari. Rauta kuitenkin pilkkoi hordeiineja hieman enemman, kun pH oli hapan (4,5).
Kuvasta havaittiin myos, etta eri pH:issa kontrollien piikit olivat hieman erikokoiset. T&méa

saattoi johtua hordeiinien erilaisesta liukenemisesta happamaan ja neutraaliin liuokseen.
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Kuva 42. SE-HPLC ohran 55 %:lla 2-propanolilla uutetuista hordeiineista, joita oli hapetettu k&yttamalla
oksidanttina vetyperoksidia ja metallikatalyyttind rautaa sek& pH:na joko 4,5 tai 7,4. Absorbanssit
detektoitiin aallonpituudella 210 nm.

Askorbiinihappo oli pilkkonut hordeiineja selvasti eri tavalla kuin vetyperoksidi.
Askorbiinihapolla tehdyissé oksidaatioissa oli vield 24 tunnin inkuboinnin jalkeen jaljella
suurikokoisia proteiineja. Lisaksi reaktioissa ndytti vaikuttavan enemman pH kuin kaytetty
metalli. Kuten vetyperoksidilla tehdyissa reaktioissa, myds ndissé reaktioissa viimeiset
kaksi piikkia (noin 38-40 ml:n eluutiotilavuuden kohdalla) johtuivat askorbiinihaposta,

eivatka siis olleet oksidaation reaktiotuotteita.

Kupari-askorbiinihappo-reaktiossa oli erikoista se, etteivat kahden tunnin inkuboinnin
jalkeen ollut aggregoituneet B-hordeiinit ja C-hordeiinit pilkkoutuneet juuri lainkaan (kuva

43). Liséksi reaktioissa ei ndhty reaktiotuotteita kuten vetyperoksidilla tehdyissa reaktiossa.
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Kuva 43. SE-HPLC ohran 55 %:lla 2-propanolilla uutetuista hordeiineista, joita oli hapetettu kayttamalla
oksidanttina askorbiinihappoa ja metallikatalyyttind kuparia pH:ssa 7,4. Oksidaatioreaktioiden inkubointiajat
olivat 0 (kontrolli), 2 ja 24 tuntia. Absorbanssit detektoitiin aallonpituudella 210 nm.

Rauta-askorbiinihappo-reaktio pH:ssa 7,4 oli samankaltainen kuin kupari-askorbiinihapolla
tehty oksidaatio (kuva 44). Tassa reaktioissa oksidaatio oli edennyt 2 tunnin inkuboinnin
jalkeen hieman enemmén kuin kuparikatalysoidussa reaktiossa. 24 tunnin inkuboinnin
jalkeen aggregoituneita B-hordeiineja ja C-hordeiineja oli jaljelld enemman kuin

kuparikatalysoidussa reaktiossa.
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Kuva 44. SE-HPLC ohran 55 %:lla 2-propanolilla uutetuista hordeiineista, joita oli hapetettu kayttamalla
oksidanttina askorbiinihappoa ja metallikatalyyttind rautaa pH:ssa 7,4. Oksidaatioreaktioiden inkubointiajat
olivat 0 (kontrolli), 2 ja 24 tuntia. Absorbanssit detektoitiin aallonpituudella 210 nm.
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Happamassa pH:ssa tehtyjen askorbiinihappo-oksidaatioreaktioiden tulokset olivat
samantyyppisid kaytettdessd kuparia ja rautaa (kuva 45), joskin raudalla suurempi osa
hordeiineista pilkkoutui. Naissa reaktioissa aggregoituneiden B- ja C-hordeiinien piikit

nayttivat pienentyneen 2 tunnin inkuboinnin jalkeen, jonka jélkeen reaktion eteneminen

hidastui.
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Kuva 45. SE-HPLC ohran 55 %:lla 2-propanolilla uutetuista hordeiineista, jotka oli hapetettu kayttamalla
oksidanttina askorbiinihappoa ja katalyyttind kuparia (ylld) ja rautaa (alla). Reaktioissa inkubointiaikoina
olivat 0 (kontrolli), 2 ja 24 tuntia sekd pH 4,5.



57
8 POHDINTA

Taman tutkimuksen tavoitteena oli erottaa ohran B- ja C-hordeiinit toisistaan ja tutkia
metallikatalysoidun oksidaation vaikutusta ndihin hordeiineihin. Hordeiiniryhmien
erottaminen osoittautui kuitenkin haasteelliseksi. Mik&an tutkittu menetelmé ei erottanut

taydellisesti B- hordeiineja ja C-hordeiineja.

Kokeissa kaytettiin aikaisemmin muissa tutkimuksissa esiintyvid hordeiinien
erotusmenetelmi&: geelisuodatusta ja saostusta. Menetelmat eivéat kuitenkaan erottaneet
hordeiiniryhmid. Schmitt (1979) totesikin, ettd ohran hordeiinit eivat erotu
geelisuodatuksessa molekyylipainon mukaan, koska ne adsorboituvat kolonnimatriisiin.
Ammoniumsulfaattisaostuksessa, jossa tavoitteena oli saostaa ohran B-hordeiinit,

saostuivatkin kaikki hordeiinit eik& B- ja C-hordeiiniryhmid siis saatu erilleen.

Koska uuttamista on kaytetty monessa aikaisemmassa tutkimuksessa hordeiinien
erotusmenetelména (Schmitt 1979; Shewry ym. 1978; Marchylo ym. 1980 ja Peltonen ym.
1994), haluttiin t&ssékin tyossa tutkia hordeiiniryhmien uuttumista. Uuttamisella saatiinkin
hordeiiniryhmat erilleen melko hyvin, silld C-hordeiinit ja vain osa B-hordeiineista
uuttuivat. Tastd uutosta jaljelle jadneessa sakassa oli loput B-hordeiinit ja D-hordeiinit.

Néiden tulosten perusteella haluttiin syventya ja kehittda hordeiiniryhmien uuttoa.

Eri obhralajikkeiden uuttuvuutta tutkittiin - uuttamalla kolmea ohralajiketta mutta
ohralajikkeiden valilla ei ollut merkittdvad eroa uuttumisessa alkoholiliuoksiin. Koska
kuorettoman Jorma-ohran proteiinit olivat samankaltaisia kuin muissa lajikkeissa, sen
uuttuvuus oli hyva ja se oli kuorettomuuden takia yksinkertainen jauhaa, pééatettiin lajiketta

kéyttaa nadytemateriaalina.

Paras erottamiseen kaytettdva alkoholi haluttiin  varmistaa vertailemalla eri
alkoholiliuoksia. B- ja C-hordeiineja ei saatu erotettua eri alkoholeihin kuten Shewryn
(1980) tutkimuksessa. Taman tyon tulosten perusteella 55 % 2-propanoli 50 °C:n
lampotilassa uutti parhaiten C-hordeiinit mutta mukana oli myds B-hordeiineja. Jéljelle
jadneestd sakasta uuttuivat loput B-hordeiinit ja D-hordeiinit, kun uutossa kaytettiin
pelkistintd. Eri uuttolampdétiloilla ei tdmén tutkimuksen mukaan ollut merkittdvaa eroa
hordeiiniryhmien erottumiseen. Uuttolampdétilan nosto nadytti kasvattavan vain hieman
hordeiinien saantoa. Myoskaan kuumentamalla uutteita polymeerisia B- ja D-hordeiineja ei

saatu saostumaan eikd hordeiiniryhmi siten erottumaan toisistaan.
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Shewryn ym. (1999) mukaan B-hordeiinien isoelektrinen piste on valilla 6,5-8,5. Tama
voitiin vahvistaa tydssd tehdylla kaksiulotteisella elektroforeesilla. Tulosten mukaan
C-hordeiinien isoelektrinen piste oli Valilla 5-7. Toisin kuin Shewryn (1987)
tutkimuksessa, tdman tutkimuksen kaksiulotteisen elektroforeesin tuloksista havaittiin, etta
B- ja C-hordeiinien isoelektriset pisteet olivat osittain paéllekkdain. Koska B- ja C-
hordeiineilla oli kuitenkin suurimmilta osin eri isoelektriset pisteet, haluttiin tutkia my6s
pH:n vaikutusta uuttumiseen. Hordeiinien isoelektrisen pisteen alueella oleva pH voisi
saada aikaan B-hordeiinien saostumisen ja siten uutteeseen olisi voinut j&&d& vain
C-hordeiineja. B-hordeiinien saostumista tutkittiinkin s&&tdmallad uuttoliuoksen pH:ta
happamasta eméksiseen. Tulosten mukaan pH:lla ei kuitenkaan ollut vaikutusta B-

hordeiinien saostumiseen vaan molemmat hordeiiniryhmét (B ja C) pysyivat liukoisina.

Kaksiulotteisen elektroforeesin tulokset osoittivat, ettd uuttamalla hordeiineja useamman
kerran alkoholilla ilman pelkistintd, lahes kaikki B-hordeiinit uuttuivat. Sakkaan oli jaanyt
vain muutama yksittdinen B-hordeiini ja D-hordeiinit, jotka tarvitsivat pelkistimen

liuetakseen.

Tutkimuksen tulosten perusteella ohran hordeiiniryhmien erottaminen uuttomenetelmilla
oli haasteellista. Vaikka B- ja C-hordeiinien rakenne, molekyylipaino ja kemialliset
ominaisuudet eroavat paljon, niiden kayttdytyminen uutoissa oli samanlaista.
Kirjallisuudessa  hordeiinirynmat on saatu erotettua kayttamalla pé&dasiassa
ioninvaihtokromatografiaa mutta tassa tyossa haluttiin 10yt&é yksinkertaisempi ja erotettua
hordeiiniryhmd4 maéarallisesti enemman tuottava menetelmd. B- ja C-hordeiinien
erottamista, esimerkiksi perustuen proteiinien varauksiin, pitdisi tutkia. Tutkimuksen
toiseen osaan, hordeiinien pilkkomiseen metallikatalysoidulla oksidaatiolla, pé&éatettiin
kayttdad naytettd, jossa hordeiinit olivat uutettu 55 %:lla 2-propanolilla 50 °C:n

l&mpotilassa.

Hordeiinien metallikatalysoitua oksidaatiota tutkittiin kayttdmalla metalleina kuparia ja
rautaa ja oksidanttina vetyperoksidia ja askorbiinihappoa. Ennen metallikatalysoitua
oksidaatiota hordeiinindyte saostettiin ja kuivattiin. Kuivattu hordeiinindyte oli aluksi
erittédin séhkoistd eikd se liuennut helposti oksidaatioissa kaytettdvaan fosfaattipuskuriin
eikd erotuksessa kéaytettyyn ajoliuokseen (pH 7,4). Kun néayte oli saanut olla muutaman
viikon, s&hkdisyys oli selvasti vahentynyt ja liukoisuus naytti parantuneen. Kuivattu
hordeiinindyte ei kuitenkaan liuennut taysin kaytettyihin fosfaattipuskureihin, joten

oksidaatio saattoi olla hitaampaa néaytteen liukenemattomuuden takia.
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Hordeiinien metallikatalysoitu oksidaatio suoritettiin sek& pH:ssa 4,5 ettd pH:ssa 7,4.
N&ma pH:t valittiin, koska metallikatalysoidun oksidaation on havaittu pilkkovan hyvin -
glukaania, kun pH oli 4,5 (Kiveld 2001) ja kollageenia, kun pH oli 7,5 (Kato 1992).

Erikoista SE-HPLC:n tuloksissa oli ensimmaéinen ja kooltaan suurin piikki, joka osoittautui
SDS-PAGE:n tulosten mukaan B hordeiineiksi. Koska SE-HPLC:ssa molekyylit kulkevat
kolonnin I&pi suuruusjérjestyksessd, ensimmaisen piikin pééateltiin olevan aggregoituneita
B-hordeiineja. Liséksi aggregoituneiden B-hordeiinien l4dsn&olo ndytteessd kumosi
oletuksen siit4, ettd alkoholiliuokseen uuttuisi ilman pelkistintd vain monomeerisia
hordeiineja vaan mukana uuttuu myos aggregoituneita B-hordeiineja. Tiedet&an, ettd osa B
hordeiineista ovatkin aggregoituneina ja 0sa monomeereind mutta syy erilaisiin
rakenteisiin on epéselvd. Field ym. (1983) esittdd yhdeksi syyksi eroavaisuudet B-
hordeiinin primaarirakenteessa: kysteiinin paikka tai orientoituminen voi vaikuttaa

myonteisesti tai kielteisesti aggregoitumiseen.

Kaikissa tutkituissa metallikatalysoiduissa oksidaatioreaktioissa oli tapahtunut suurien
proteiinien (B- ja C-hordeiinien) muokkautumista. Sekd SDS-PAGE:n ett4d SE-HPLC:n
tulosten mukaan proteiineja oli pilkkoutunut, kun metallina kaytettiin kuparia ja
oksidanttina vetyperoksidia. Useassa tutkimuksessa viitataankin kuparin toimivan
paremmin katalyyttind kuin raudan oksidaatioreaktioissa (Uchida ym. 1992; Headlam ja
Davies 2004). pH:lla ei nayttanyt olevan vaikutusta pilkkoutumiseen, joskin hapan pH
(4,5) naytti olevan hieman tehokkaampi. SE-HPLC.n tulosten mukaan ndytteessé oli enda
hyvin vahan suurikokoisia proteiineja, kun niit4 oli hapetettu kuparilla ja vetyperoksidilla
24 tuntia. Tama voitiin havaita my6s SDS-PAGE:n tuloksista, joissa 24 tunnin inkuboinnin
jalkeen proteiineja ei ndkynyt endd juuri lainkaan. SE-HPLC:n tuloksista oli havaittavissa
reaktion lopputuotteita piikking, joka né&kyi noin 40 ml:n eluutiotilavuuden alueella.
Reaktion lopputuotteet saattoivat olla noin oligopeptidien tai aminohappojen kokoisia
molekyyleja. Téat4d tukee Uchidan ym (1992) tutkimus, jossa kollageenin
kuparikatalysoidun oksidaatiossa havaittiin proteiinien pitoisuuden lasku ja aminohappojen

pitoisuuden nousu.

SE-HPLC osoitti myds askorbiinihapon ja vetyperoksidin toimivan eri tavoin oksidanttina.
Askorbiinihapolla tehdyissé reaktioissa oli 24 tunnin inkuboinnin jalkeen jaljellda C-
hordeiineja ja jopa aggregoituneita B-hordeiineja mutta ei havaittavia reaktiotuotteita.
SDS-PAGE:n tuloksissa oli havaittavissa ajan suhteen voimistuvaa suttaantumista kaikissa

askorbiinihapolla tehdyissd reaktioissa. Suttaantuminen viittasi  proteiiniketjujen
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muutoksiin, jolloin ne eivét kulkeneet yhtendisesti geelissd. Koska SE-HPLC:n tuloksissa
ei ollut havaittavissa hordeiinien pilkkoutumista, on mahdollista, ettd askorbiinihappo
saikin hordeiinit aggregoitumaan suuremmiksi kuin SEC-HPLC:n ja SDS-PAGE:n
erotusalueet. Kanon ym. (1987) mukaan hapetus askorbiinihapolla ja kuparilla sai aikaan
my0s kollageenin aggregoitumista. Toisin kuin Kanon ym. (1987) tutkimuksessa,
askorbiinihappo sai aikaan aggregoitumista my0s happamassa pH:ssa ja raudalla

katalysoiduissa reaktioissa.

Oksidaatioreaktioissa oli havaittavissa vield 24 tunnin inkuboinnin jalkeen hordeiineja ja
siksi prolamiinien kvantitatiivisia tutkimuksia ei tehty. Jotta oksidaation vaikutusta
saataisiin tehostettua, pitéisi menetelman olosuhteita edelleen optimoida. Olisi tarpeellista
selvittdd mahdollisimman hyvat olosuhteet kuparikatalysoidulle oksidaatiolle ja analysoida
reaktiossa syntyneet reaktiotuotteet: mitd oligopeptideja ja aminohappoja reaktioissa
muodostuu. Oksidaatioon voisi yhdistad esimerkiksi entsyymeilld tapahtuvaan proteiinien
muokkaukseen, jotta hordeiinien pilkkoutuminen tehostuisi. Olisi myds mielenkiintoista
tutkia askorbiinihapon vaikutusta hordeiineihin: aggregoituvatko kaikki hordeiinit ja

tapahtuuko reaktioissa myos pilkkoutumista my6hemmassa reaktiovaiheessa.

Taman tutkimuksen tulosten perusteella metallikatalysoitu oksidaatio pilkkoi tehokkaasti
2-propanolilla uutettuja ohran hordeiineja, kun katalyyttind ké&ytettiin kuparia ja
oksidanttina vetyperoksidia.
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Taman maisterintutkielman tavoitteena oli erottaa ohran B- ja C-hordeiinit ja tutkia, miten
metallikatalysoitu oksidaatio muokkaa erotettua hordeiinia. B- ja C-hordeiinien
erottaminen kaytetyilld menetelmilld osoittautui haasteelliseksi. Parhaalla menetelmélld,
uutolla 55 %:lla 2-propanolilla 50 °C:n lampdtilassa, saatiin erotettua pdadasiassa

C-hordeiineja, joskin mukana oli my6s B-hordeiineja.

Uutettuja hordeiineja tutkittiin - metallikatalysoidussa oksidaatiossa neutraalissa ja
happamassa pH:ssa. Oksidaatioreaktioissa kaytettiin metalleina kuparia tai rautaa ja
oksidanttina vetyperoksidia tai askorbiinihappoa. Reaktioita analysoitiin SDS-PAGE:lla ja
SE-HPLC:II&. Kaikki reaktiot muokkasivat hordeiineja. Tulosten mukaan reaktiossa, jossa
metallina oli kaytetty kuparia ja oksidanttina vetyperoksidia, oli suurimolekyylisten
hordeiinien madrd laskenut. T&ss& reaktioissa oli havaittavissa reaktiotuotteina pienia
peptidejd, oligopeptidejd ja aminohappoja. Kuparikatalysoidussa oksidaatiossa
vetyperoksidilla pH:lla ei vaikuttanut olevan suurta merkitystd. SE-HPLC:n tulosten
mukaan suurin osa 55-prosenttisella 2-propanolilla uuttuneista B-hordeiineista olivat
aggregoituneina. Koska aggregoituneiden B-hordeiinien molekyylipaino oli hyvin suuri, ne
eivat ndkyneet SDS-PAGE:ssa ilman pelkistintd. Oksidaatioreaktioissa nédma

aggregoituneet B-hordeiinit pilkkoutuivat jo kahden tunnin inkuboinnin aikana.

Askorbiinihappo ja vetyperoksidi vaikuttivat eri tavoin hordeiinien hapettumiseen. Kun
oksidanttina kaytettiin askorbiinihappoa, reaktiossa oli jaljelld 24 tunnin inkuboinnin
jalkeen C- ja B-hordeiinien kokoisia proteiineja ja hyvin vahan pilkkoutumisen
lopputuotteita. Ta&ma viittasi siihen, ettd askorbiinihappo aiheutti hordeiinien

aggregoitumista eika pilkkoutumista.

Tulosten mukaan reaktiossa, jossa metallina ké&ytettiin kuparia ja oksidanttina
vetyperoksidia, 55-prosenttisella 2-propanolilla  uutetuissa hordeiineissa tapahtui

muokkautumista ja proteiinien pilkkoutumista.
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Aminchappojen lyhenteet

Aminohappo

Lyhenne

Glysiini

Alaniini

Valiini

Leusiini
Isoleusiini
Proliini
Fenyylialaniini
Tyrosiini
Tryptofaani
Seriini

Treoniini
Kysteiini
Metioniini
Arginiini
Histidiini
Lysiini
Asparagiinihappo
Glutamiinihappo
Asparagiini
Glutamiini
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