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TIVISTELMA

Torque teno -virus (TTV, TT-virus) on uusimpia |8ydettyja ihmisviruksiaja se on erittdin yleinen
taysin terveissdkin ihmisissi. Sitd kantaa ihmisistayli 80 % kantajan maantieteellisesta sijainnista tai
iastariippumatta. Viela e osata sanoa, aiheuttaako torque teno -virus tiettyja tauteja vai onko se osa
normaaliflooraa, miké olisi viruksista puhuttaessa tdysin uutta. Helsingin yliopiston virologian
laitoksella Haartman instituutissa toimiva professori Klaus Hedmanin tutkimusryhmé on kehitellyt
sopivia menetelmid TT-viruksen proteiinien tuottoon ja puhdistamiseen. Taman opinnaytetyon

Proteiinien tuottoon ja puhdistukseen valittiin mukaan TTV:n genomin koodittamista kuudesta
proteiinista oletettavasti kapsidiproteiinina toimiva ORF1-Arg (ORF1-proteiini, josta on poistettu
arginiinirikas alue) ja ei-rakenneproteinina toimiva ORF2/2. Proteiinit tuotettiin Sf9- jaHigh Five -
hyonteissoluissa, ja vektorina ekspressoinnissa oli baculovirus. Puhdistukseen kaytettiin
agaroosigeelielektroforeesia (AGE) ja vaihtoehtoisesti histidiiniaffiniteettikromatografiaa.

Proteiinien tuotossa optimoitiin solujen infektiossa kaytettévan baculoviruksen maaréa ja selvitettiin,
etta proteiingja saatiin tuotettua suunnilleen yhta paljon seka Sf9- ettéa High Five -soluissa. AGE-
menetelmalla saatiin puhdistettua ORF2/2-proteinia ja menetelmaa yritettiin kehitella niin, etta
saataisiin puhdistuksen yhteydessid enemman proteiingja talteen. Histidiiniaffiniteettipuhdistusta ei ollut
aikaisemmin kaytetty hyonteissoluissa tuotettujen TTV:n proteiinien puhdistukseen. Menetelméalla
saatiin tuotettua ORF1-proteiinia, mutta puhdistusmenetelma vaatii vielé kehittelya.

Taman opinndytetyon avulla saatiin menetelmien kehitystyota eteenpéin, ja havaittiin ongelmakohtia,
joihin tulee kiinnittéa jatkossa huomiota. Histidiiniaffiniteettipuhdistusta el viela saatu toimivaks ja
AGE:n kehittelya taytyy myos vield jatkaa. TTV:n puhdistettuja proteiingja tullaan kdyttaméaan apuna
mééritettéessd TTV:n mahdollista patogeenisuutta ja biologista merkitystd. Proteiinien avulla
kehitell&8n laboratoriomenetelmia TTV:n virusinfektioiden ja sairauksien |0ytéamiseen ja diagnosointiin
mm. tuottamalla proteiinien avulla spesifisid vastaaineita TTV:td vastaan. Opinndytety0ssa
puhdistettuja ORF2/2-proteiingja kaytettiin tutkimusryhméssa TTV-spesifisen T-soluimmuniteetin
tutkimiseen.
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ABSTRACT

Torqueteno virus (TTV, TT- virus) is one of the novel human viruses. It is not known yet, whether
TTV causes any diseases or whether it is part of the normal flora of humans. In the Department of
Virology at the Haartman institute at the University of Helsinki Klaus Hedman' s research group has
developed methods for expression and purification for proteins of torque teno virus. The purpose of this
final project was to optimize these methods.

Two proteins of TTV were chosen for the examination, those were the putative capsid protein ORF1
and the non-structural protein ORF2/2. The proteins were expressed in Sf9 and High Five insect cells
with baculovirus as a vector. The purification was performed by agarose gel electrophoresis (AGE) and
by histidine affinity chromatography.

In this study | found that Sf9 cells were as good as High Five cells for the expression of TTV proteins.
The purification of ORF2/2 was successful by the AGE method, but the method was quite labourous
and should be developed further. The purification of ORFL1 protein was successful by histidine affinity
chromatography, however, afew problems were encountered.

The purified proteins are used for research of TTV pathogenity. The purified ORF2/2 protein was
already used to sudy TTV specific T-cell immunity.

Keywords

torque teno virus, expression of proteins, purification of proteins




1 JOHDANTO

Torque teno -virus (TTV, TT-virus) on uusimpia |6ydettyja ihmisviruksia, ja virusta on
tutkittu ympari maailmaa kymmenen vuoden gjan. TTV on erittéin yleinen virus, jopa
yli 80 % ihmisistd kantaa sitd elimistbéssadn, mutta viela ei osata sanoa, aiheuttaako se
tiettyj& tauteja vai onko se osa ihmisen normaaliflooraa. Viruksen genomi on saatu tut-
kittua melko hyvin, mutta genomin koodaamien proteiinien tutkimus on vasta aussa
Viruksen tutkimusta hidastaa mm. se, ettel ole |6ydetty sopivia soluja, joissa TTV mo-
nistuisi. (Biagini ym. 2006: 298; Maggi ym. 2006; Tommiska — Kakkola — Hedman —
Soderlund-Venermo 2001: 19.)

Helsingin yliopiston virologian osastolla Haartman instituutissa toimivan professori
Klaus Hedmanin tutkimusryhma tutkii uusia ihmisviruksia ja yksi ndista viruksista on
TT-virus. Professori Hedmanin tutkimusryhman TTV -tutkimuksen tavoitteena on maa-
rittéd TTV:n biologinen ja patogeeninen merkitys. Tatd varten ryhmassa kehitellaan
menetelmia virusinfektioiden ja sairauksien [dytamiseen ja diagnosointiin. Muun muas-
sa TTV:n proteingja tarvitaan ndiden menetelmien kehittdmiseen, ja proteiinien avulla
voidaan tuottaa vasta-aineita tutkimustarkoituksiin seka kayttéa proteiingja antigeeneina
tutkittaessa B- ja T-soluvasteita. Nama soluvastetutkimukset liittyvét serodiagnostisten
menetelmien kehittelyyn.

Proteiinien tuotto ja puhdistaminen ovat arkipdivéa teollisuudessa ja tutkimuksessa.
Jokainen proteiini vaatii kuitenkin omanlaisten rakenteidensa ja ominaisuuksiensa
vuoksi erilaiset tuotto- ja puhdistusmenetelmét. Professori Hedmanin tutkimusryhmé on
kehitellyt sopivia menetelmi& mm. TT-viruksen proteiinien tuottoon ja puhdistukseen.
Menetelmét ovat olleet jo kaytdssa ja niitd haluttaisiin saada tehokkaammiksi. Taman
opinnaytetyon tarkoituksena on optimoida TT-viruksen proteiinien tuottoon ja puhdis-
tuksen valittuja menetelmia.

TT-viruksen genomin koodittamista kuudesta proteiinista tuottoon ja puhdistukseen on
valittu kaksi proteiinia. Nama proteiinit ovat oletettavasti kapsidiproteinina toimiva
ORF1-Arg (ORF1-proteiini, josta on poistettu arginiinirikas alue) ja ei-
rakenneproteiinina toimiva ORF2/2. Kaikkia kuutta proteiinia on jo saatu tuotettua E.
colissa jaltai hyonteissoluissa ja osaa proteiineista on jo puhdistettu. ORF1-Arg on mie-

lenkiinnon kohteena, koska sen oletetaan rakenneproteiinina synnyttavan immuunivas-
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teita, ja ORF2/2 valittiin, koska sitd on ollut helppo tuottaa soluissa. Valittuja proteiine-
ja tuotetaan Sf9- ja High Five -nimisissa hyonteissoluissa. Proteiinien tuotossa kéayte-
téén hyvaks vektorina toimivaa bakulovirusta, jonka genomiin on yhdistelm&DNA-
tekniikalla liitetty viruksen proteiinia koodaava osa. Proteiinien puhdistuksessa pyritdan
Saamaan proteiini erilleen muista solun partikkeleista, ja téssé tydssa siihen kéytetaan
kahta eri menetelmaé, agaroosigeelielektroforeesia (AGE) ja hitidiiniaffiniteettipuhdis-
tusta. AGE on aikaa vieva ja Siitd saatavien puhdistettujen proteiinien mééréa el ole ko-
tusta e ole ailkaisemmin kokeiltu hyonteisissa tuotettujen TTV:n proteiinien puhdistuk-
seen, jasita haluttaisiin kokeilla nyt ensimmaista kertaa.

2 TORQUE TENO -VIRUS

Torgue teno -virus on uusimpia loydettyja ihmisviruksia. Se |0ydettiin vuonna 1997
Japanista verensiirron jalkeista hepatiittia eli maksatulehdusta sairastaneen potilaan ve-
resta TTV on ensimmdinen ihmisvirus, jolla on rengasmainen, yksinauhainen DNA-
genomi. Virus on vaipaton, sen proteiinikuori (kapsidi) on todenndkoisesti muodoltaan
ikosahedraalinen ja DNA-juoste on negatiivisdikeinen. TTV on pieni virus, se on vain
noin 30 nm halkaisijaltaan ja sen DNA kasittéa 3.6-3.9 kiloemasté (kb). Kansainvédlisen
taksonomiakomitean (International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV) circo-
virustyoryhma on ehdottanut TT-viruksen kuuluvan perusteilla olevaan anellovirusten
sukuun. Tahan sukuun kuuluisi TT-virus, TTMV (torque teno mini -virus) ja elaimista
[Oydetyt TTV:n kaltaiset virukset. (Biagini - Bendielli 2004: 335-341; Biagini ym.
2006: 298; Hino 2002: 151; Tommiska ym. 2001: 19.)

Ei ole viela |0ydetty sopivia soluja, joissa TT-virus pystyisi monistumaan tehokkaasti ja
tama viivastyttdd TTV:n monistumisen ja sen geenien ilmentymisen tutkimista. Serolo-
gisiamenetelmié el myoskaan ole vield saatu kehiteltyd, joten TTV:n tutkimiseen kayte-
tyt menetelmét perustuvat ainoastaan DNA:n havaitsemiseen PCR (polymerase chain
reaction) -tekniikalla seerumista. (Maggi ym. 2006: 2571; Qiu ym. 2005: 6505.)



2.1 Taudinaiheuttamiskyky

TT-virus on erittéin yleinen kaikkialla maailmassa ja sitd on myds taysin terveissa ihmi-
sissa. Yli 80 % ihmisistd kantaa verenkierrossaan erilaisia méaria kyseista virusta riip-
pumatta ihmisen maantieteellisesté asuinpaikasta, sukupuolesta, idstatai terveydentilas-
ta Usein ihmiset kantavat samaan aikaan monia genomin emasjarjestykseltdan paljon-
kin toisistaan eroavia virustyyppej& TTV:n on osoitettu voivan aiheuttaa aivan terveilla
ihmisill& kroonisen viremian eli virus jaa pysyvasti verenkiertoon. (Maggi ym. 2006;
Biagini ym. 2006: 303.)

Vield el osata sanoa luotettavasti, aiheuttaako TTV tiettyja sairauksia vai onko se osa
normaaliflooraa. Ihmisen normaaliflooraan el ole t&hén mennessa todettu kuuluvan yh-
téén viruslgjia, joten TTV olisi ndin sen ensimméainen edustaja. (Simmonds ym. 1999.)
Aikaisemmissa tutkimuksissa on esitetty hepatiitin, HIV-infektion, syévan seké diabe-
teksen olevan yhteydessa TT-virusinfektioon. On oletettavaa, etta raportoitu lisaéntynyt
TT-virusinfektioiden yleisyys edell& mainituissa ryhmissa on ollut vain ndennaistulos ja
kertoo siitd, etta kyseisten ryhmien potilailla on ollut korkeammat viruskuormitukset.
Taman tutkimuksen jalkeen on viela saatu viitteita Siita, etta TT-virus liittyy lasten nu-

haan ja akuutteihin ylempien hengitysteiden sairauksiin. (Biagini ym. 2006: 301-302.)

Talla hetkella gjatellaan, ettd TT-viruksella saattaa olla yhteytta joihinkin sairauksiin,
mutta el tiedetd vield mihin. Aikaisemminkin on ollut tapauksia, joissa viruksen ja sen
aiheuttaman taudin valisen syy-yhteyden selvittaminen on vienyt aikaa. B19-virus (par-
vovirus) 6ydettiin vuonna 1975 ja sen yhteys aplastiseen anemiaan havaittiin vasta
vuonna 1981. Anellovirusten moninaisuuteen voi verrata papilloomaviruksia, joita on
olemassa lahes sata eri tyyppid Ne ovat yleisid ihmisen epiteelisoluissa, ja eri virustyy-
pit alheuttavat samanaikaisia infektioita. Ja tiedetédn myds, etté vain tietyt virustyypit
aiheuttavat sairauksia, samalla tavalla saattaa olla myds TTV:n kohdalla. (Biagini ym.
2006: 302.)

2.2TTV:n genomi

Genomin tutkiminen on osoittanut, etta TT-virus on erittéin heterogeeninen. Silta on
|6ydetty jopa noin 40 eri genotyyppid, ja ne on jaoteltu viiteen selvasti erilaiseen fylo-
geneettiseen ryhmééan. (Maggi ym. 2006: 2571.) Ryhmien maantieteellinen jakautumi-
nen ei ole selvilla Erédssa tutkimuksessa mukana olleista TTV-infektion saaneista ih-
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misista yhden fylogeneettisen ryhman virusta oli 58 prosentilla tutkituista ja kahden tai
useamman fylogeneettisen ryhmén virusta 42 prosentilla. T&ma osoittaa, ettéa monen
ryhman yhtéaikaiset infektiot ovat yleisid. (Biagini 2006: 302; Devalle — Niel 2004:
166.)

2.3 TTV:ntuottamat proteiinit

On saatu selville, ettd TTV:n genomi tuottaa kolmea l&hetti-RNA:ta, joista saadaan
vaihtoehtoisilla translaation aloituskohdilla vahintéén kuusi eri proteiinia. Kolme |&het-
ti-RNA:taovat kooltaan 2.8, 1.2 ja 1.0 kb:ta. Tuotetuista proteiineista kaksi on 10ydetty
padasiassa tumasta, kaksi pédasiassa sytoplasmasta ja kaksi kaikkialta solua. Tasta ja-
kautumisesta voidaan péételld, ettd padosin tumasta 10ytyneet ORF2/2- ja ORF2/3-
proteiinit ovat oletettavasti osallisina genomin replikaatiossa ja ekspressoinnissa. ORF1-
ja ORF2-proteiinit esiintyivét padosin sytoplasmasta, ja tasta paétellen ne ovat oletetta-
vasti rakenneproteiinga. ORF1/1- ja ORFL1/2-proteiinit sijaitsivat tasaisesti seké syto-
plasmassa ettd tumassa. (Qiu ym. 2005: 6505-6510)

3 PROTEIINIEN TUOTTO JA PUHDISTUS

Proteiingja tuotetaan tieteellisen tutkimuksen kayttoon seka la8keteollisuudessa |a8k-
keiksi ja rokotteiksi. Liséksi proteiineihin kuuluvia entsyymejd tuotetaan pesuaine-,
rehu-, tarkkelys-, tekdtiili-, meijeri- ja elintarviketeollisuuden kayttoon. (Aittomaki ym.
2002: 112, 103, 105.) Tuotossa apuna on isantasolu, johon on geeniteknisesti (rekombi-
nantti- eli yhdistelm&DNA-tekniikalla) siirretty haluttua proteiinia koodittava geeni.
Tuotettuja proteiingja voidaan kutsua rekombinanttiproteiiniksi. lsantdna voi toimia
bakteeri-, eldin-, hiiva- tai homesolu. |séntésolua on muunneltu niin, etta se tuottaa suu-
ria méariajuuri haluttua proteiinia samalla kun se muodostaa omia proteiingjaan. Y hdis-
telm&DNA-tekniikka on mahdollistanut I&hes minka tahansa proteiinin tuoton. (Aitto-
maki ym. 2002: 71-72; Hatti-Kaul — Mattiasson 2003: ix.)

L &8keteollisuudessa tuotettavat proteiinit toimivat kasvutekijoing, korvaushoitona ja
spesifisia proteingja tai soluja tunnistavina molekyyleina Téllaisia ovat esimerkiksi
insuliini diabeteksen hoitoon, erytropoietiini anemian hoitoon seka interferonit ja inter-
leukiinit syévan hoitoon. (Aittoméaki ym. 2002: 103; Brown 2006: 310.) Rokotteiden
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valmistamisessa kéytetédn hyvaks rekombinanttiprotelingja siten, etta tutkitaan mika
osa (proteiini) viruksesta toimii antigeenina eli aiheuttaa immuunivasteen. Taman jal-
keen siirretdan tété osaa koodittava geeni isdntasoluun ja saadaan tuotettua néin anti-
geenia, jota voidaan kayttaa rokotteena. (Aittomaki ym. 2002: 105.)

Proteiinien tuottoon kuuluvat tyGvaiheet ovat isantasolujen kasvatus ravintoliuoksessa,
solujen hajotus, solun rippeiden ja proteiinien erottaminen toisistaan, haluttujen proteii-
nien puhdistus, uudelleen laskostaminen ja konsentrointi eli vakevointi. Soluja voidaan
kasvattaa joko soluviljelméassa tai fermentorissa, joka on massatuotantoon tarkoitettu
bioreaktori. (Hatti-Kaul — Mattiasson 2003: ix.) Proteiinit voivat erittya ulos solusta tai
jéé&da solun sisdlle, ja jos proteiini on solun sisdinen, taytyy solut hajottaa ennen kuin
padstaan jalkikasittelyyn. Solujen hajotuksessa kéaytettéavia mekaanisia menetelmid ovat
ultraganikasittely (sonikaatio), korkeapainehomogenisointi ja jauhaminen. Hiiva- ja
homesoluja hajotetaan jauhamalla. Ei-mekaanisia menetelmia ovat kuivaus, lam-
poshokki, osmoottisen paineen kayttd seka erilaisten kemikaalien ja entsyymien hyvak-
sikayttd. Solurippeiden erotus tapahtuu suodattamalla tai sentrifugoimalla ja proteiinin
puhdistamiseen kaytetdan yleensa kiteytystd, kalvosuodatusta tai kromatografiaa. (Ait-
tomaki ym. 2002: 183-184; Hatti-Kaul ym.2003: xii.)

4 SOLUVILJELY

Soluviljelyssa soluja kasvatetaan ja niiden annetaan jakautua in vitro eli elimiston ulko-
puolella pulloissa, maljoilla tai kuoppalevylla. Soluviljelyyn voidaan ottaa soluja léhes
mista tahansa kudoksesta, ja soluviljelmét luokitellaan primaarisoluviljelmiin ja solulin-
joihin. Primaariviljelman solut ovat perdisin suoraan kudoksesta, ja ne ovat jakautumis-
kykyisia yleensa vain rajallisen gjan. Solulinjaviljelmén solut ovat perédisin sytpakas-
vaimista tai muuntuneista soluista ja useimmat ndista viljelmista voivat jakautua ikui-
sesti. Solulinjojen solut voidaan saada my0ds primaariviljelmasta muuntamalla (trans-
formaatio) niitd. Transformaatio voidaan tehda kemiallisilla karsinogeeneillg, ionisoi-
valla séteilylla tai virusten avulla. Transformaatio voi tapahtua myos spontaanisti solu-
viljelméssa. (Aittomaki ym. 2002: 174-178; Davis 2002: 135-136.)

Useimpia kiinteista kudoksista otettuja soluja kasvatetaan kiintedlla alustalla, jolla solut

kasvavat yleensd yhtend kerroksena ja soluja kutsutaan taloin adherenteiksi soluiksi
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(Freshney 2005: 454). Hematopoesettiset (verisolut) ja jotkut transformoidut solut voivat
sen sjaan kasvaa irrallaan soluviljelynesteessd (suspensioviljelmd). Kiinted kasva
tusalusta on muovia, jonka séhkOvaraus on poistettu, tai se on lasia, jolla on negatiivi-
nen varaus. Kiintedlla alustalla viljeltéessa solujen téytyy kiinnittyd alustaansa ennen
kuin ne voivat alkaa liséantya. (Freshney 2005: 31-32.)

Useimmat adherentit soluviljelmét lopettavat jakautumisensa siina vaiheessa, kun kas-
vualusta on peittynyt kokonaan soluilla. Soluviljelmé taytyisi jakaa juuri vahan ennen
téta vaihetta. Jakaminen voidaan tehda niin, ettd otetaan kaikki solut jaettavasta soluvil-
jelmésta ja jaetaan ne useisiin viljelyastioihin tai voidaan ottaa vain osa soluista ja lait-
taa ne vastaavankokoiseen viljelyastiaan kuin akuperdisessa soluviljelmassa. Y leensa
tehdaén niin, ettd ylldpidetddn soluvarastoa yhdessd soluviljelypullossa ja kaytetdan
jaljelle jdévia soluja kokeisiin. (Davis 2002: 201.)

Solujen yll8pitoon tarvitaan in vivo -tilaa vastaavat olosuhteet. Tdhan kuuluvat oikea
happi- ja hiilidioksidipitoisuus, pH, osmolaliteetti ja oikeat ravinteet. Nama ominaisuu-
det on sB&detty sopivaksi kasvatusliuokseen (ravintoliuos, medium), jossa soluviljelméan
solut kasvavat. Kasvatusliuos on térkein yksittéinen tekija soluviljelyssa, koska se var-
mistaa solujen hengissa pysymisen ja jakautumisen. Se my0s takaa sellaisten kemiallis-
ten aineiden saannin, joita solu el itse pysty syntetisoimaan. Aikaisemmin kaytettiin
luonnollisia kasvatusliuoksia, kuten plasmaa, kudosnestettd, seerumia ja alkioita. Ny-
kyisin kun kasvatusliuoksien tarve on liséantynyt, on alettu valmistaa myos kemiallises-
ti kasvatusnesteita. (Davis 2002: 69-74; Freshney 2005: 115.) Kasvatusliuoksissa voi-
daan kéyttda seerumia, joka sisdltéd aminohappoja, vitamiinegja, kasvutekijoitd, prote-
iingja, hivenaineita, lipideja ja hormoneja. Lisaksi seerumi kelatoi (sitoo) raskasmetalle-
ja ja nostaa ravintoliuoksen puskurikapasiteettia. Kasvatusliuoksiin lisétéan yleensa

myos antibiootteja estamaan mikrobien kasvua. (Aittomaki ym. 2002: 176.)

Proteiinien tuotossa hyonteissolujen etuna nisdkassoluihin verrattuna on niiden kyky
tuottaa tehokkaasti rekombinanttiproteiingja. Tama tuottojarjestelma perustuu bakulovi-
ruksiin, jotka ovat yleisia hyonteisissd, mutta eivét yleensa tartu selkérankaisiin. Baku-
loviruksen genomi sisaltéa polyhedrin-nimisen geenin, jolla on erittéin vahva promoot-
tori (sédtelyalue) ja tdman ansiosta kyseisen geenin koodittamaa proteiinia tuotetaan
erittdin paljon. Samalla tavalla tapahtuu myds jos polyhedrin-geenin paikalle siirretééan
geeniteknisesti vieras geeni. (Brown 2006: 295; Cann 2001: 46-47.)
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Esimerkkeja soluviljelyissa kaytettavista hyonteissoluista ovat Sf9- ja High Five -solut.
High Five -solut ovat perdisin Trichoplusia nin munasarjan soluista ja Sf9-solut ovat
Spodoptera frugiperdan kotelovaiheen munasarjan soluista. (Biosciences Research As-

sosiation.)

5 ELEKTROFOREESI

Elektroforeesi erottelee sahkovirran avulla molekyylegatoisistaan. DNA:Ila on fosfaatti-
ryhmiensd ansiosta negatiivinen varaus, joten se liikkuu geelissd kohti positiivista vara-
usta. Elektroforeesgja on olemassa monenlaisia eri tarkoituksiin. Polyakryyliamidigee-
lielektroforeesi (PAGE ) on tarkoitettu pienien DNA-jaksojen erotteluun, ja keskikokoi-
sia DNA-partikkeleita voidaan analysoida agaroosigeelielektroforeesilla (AGE). Suuria
DNA-molekyyleja tai kokonaisia kromosomeja voidaan erotella pulssikenttéelektrofo-
reesilla (PFGE), ja proteinien tutkimiseen kaytetdan SDS (sodium dodecyl sulphate) -
PAGE:a. (Sambrook — Russel 2001: A8.40; Suominen — Ollikka 2003: 72.)

5.1 Agaroosigeelielektroforeesi

Agaroos on merilevastd saatu polysakkaridi, joka liukenee kuumennettaessa veteen ja
geeliytyy jaahtyessddn muodostaen verkkomaisen rakenteen. Tama verkkorakenne hi-
dastaa molekyylien kulkeutumista geeliss, jolloin pienemmét molekyylit liikkuvat sa
massa gjassa nopeammin pidemmalle kuin isommat molekyylit. N&in ndytteessa olevat
erikokoiset molekyylit pystytéan erottelemaan toisistaan niiden kulkeutuessa geelissa
koolleen ominaisen matkan ja muodostaen ndin oman vyohykkeen eli ”bandin”. Naméa
vyohykkeet saadaan ndkyviks véarjddmaélla ne DNA:n eméasten valiin tunkeutuvan eti-
diumbromidin avulla ja séteilyttamalla DNA-etidiumbromidikompleksia ultraviolettiva-
lolla. (Suominen — Ollikka 2003: 72.)

AGE:n gjolaite koostuu ataasta, jonka kummassakin pdassa on elektrodit. Altaaseen
laitetaan gjopuskuria ja geeli upotetaan siihen. Altaaseen laitettava puskuri on samaa
liuosta, johon myds agaroos liuotetaan. Agaroosin liuotus tapahtuu kiehauttamalla,
jonka jalkeen agaroosista valetaan geeli, johon ndytekammalla tehdaan ndytekolot néayt-
teitd varten. Naytteiden taytyy olla tiheampié kuin ajopuskuri, jotta ndyte painuisi nay-

tekoloon. Tamén vuoks ndytteeseen sekoitetaan naytepuskuria, joka sisdltdd usein gly-
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serolia Naytepuskurissa on myods variainetta, esimerkiksi bromfenolisinistd (bro-
mophenolblue, BPB), jotta gautumista voidaan seurata. Tiedetdan, ettd BPB kulkeutuu
samalla nopeudella kuin 300 emésparin pituinen, kaksinauhainen DNA. Geelille laite-
taan myos kokostandardi, joka sisdltéa tunnetun kokoisia molekyylegd, ja joiden muo-
dostamia vyohykkeitd voidaan verrata naytteen vyohykkeisiin. (Suominen — Ollikka
2003: 73.)

Agarooseja on olemassa markkinoilla monia erilaisia, kuten " low-melting/gelling- tem-
perature agarose’(LGT), joka sulaa ja jahmettyy ademmassa lampoétilassa kuin muut
agaroosit. Tata agaroosia kaytetéédn DNA:n eristémiseen geeliltd. LGT-geelin etu mui-
hin geeleihin verrattuna on se, etté geeli sulaa lampdtilassa (65 °C), joka e denaturoi
DNA:ta Nain pystytddn leikkaamaan geeliltd haluttu DNA-jakso, sulattamaan geeli
pois DNA:n ympérilta ja jatkokayttaméan DNA:ta. (Sambrook — Russel 2001: 5.29;
Suominen — Ollikka 2003: 72, 77.)

5.2 SDS-polyakryyliamidigeelielektroforeesi

SDS-polyakryyliamidigeelielektroforeesi (SDS-PAGE) on tarkoitettu proteiinien erotte-
luun ja siina kaytettava geeli on polyakryyliamidia. Naytepuskurin ja kuumennuksen
avulla proteiinit saadaan hgjotettua polypeptideiksi (proteiinin alayksikko), joihin SDS
tarttuu tehden polypeptidit negatiivisesti varautuneiksi. SDS tarttuu kaikkiin polypepti-
deihin samalla tavalla, joten sitoutuvan SDS:n méaara riippuu vain polypeptidin koosta.
SDS-polypeptidikompleksit siis gjautuvat geelissa proteiinin koon mukaan. (Sambrook
— Russel 2001: A8.40.)

SDS-PAGE-geelissd on kaksi osaa, ylageeli ja alageeli. Naytteen polypeptidi-SDS-
kompleksit ajautuvat ensin nopeasti yhteen kasaan ylageelin alaosaan geelin huokoisuu-
den vuoksi ja lahtevét t&std gjautumaan yhta aikaa alageeliin. Tama parantaa polypepti-
di-SDS-kompleksien erottelukykya. (Sambrook — Russel 2001: A8.40.) Geeli vérjataan
Coomassie Brilliant Blue -vérjayksella tai hopeasuoloilla. Coomassie Brilliant Blue
sitoutuu kaikkiin proteiineihin, mutta ei itse geeliin. Vari muodostaa proteiinin kanssa
vahvoja sidoksia, jotka ovat van der Waalsin voimia ja elektrostaattisia vuorovaikutuk-
sia NHs" -ryhmien kanssa. Y limaérginen vari poistetaan diffuusion avulla, ja lopuksi
geeli kuivataan kuivaudlaitteessa alipainetta kayttéen (Sambrook — Russel 2001: A8.46,
A8.50).



5.2.1 Immunoblottaus

I mmunoblottauksessa tunnistetaan antigeeneja (yleensd proteiingja), jotka sitoutuvat
gpesifisen vasta-aineen kanssa. Proteiinit erotellaan ensin SDS-PAGE:lla ja siirretdan
sitten sdhkovirran avulla esimerkiksi nitroselluloosakalvolle. Kalvolta tukitaan kaikki
vapaana olevat proteiinien sitoutumiskohdat maidon proteiineilla, jonka jalkeen lisitéén
vasta-aine ja paikallistetaan lopuks antigeeni-vasta-aine-kompleks radioaktiivisella
aineella, vérillisella reaktiolla tai kemiluminisenssia hyvéks kayttéen. (Sambrook —
Russel 2001: A8:52.)

6 HISTIDIINIAFFINITEETTIPUHDISTUS

Proteiinien histidiiniaffiniteettipuhdistus (His-affiniteettipuhdistus) kuuluu affiniteetti-
kromatografiaan. Se perustuu IMAC (immobilized metal ion affinity chromatography) -
menetelméan, jossa metalli-ionit sitoutuvat proteiinien tiettyjen aminohapposivuketjujen
kanssa. Histidiiniaffiniteettikromatografiassa naméa aminohappoketjut ovat histidiingja,
joihin nikkeli-ionit liittyvét. Nikkeli-ionit on sidottu NTA:han (nitrolotriacetic acid) ja
nama yhdessa on liitetty agarooshelmiin. Histidiiniaffiniteettikromatografialla pysty-
téén puhdistamaan yhdiselmé&DNA-tekniikalla tuotettuja proteiingja, joiden alku- tai
loppupaahan on liitetty kuuden histidiinin ketju. (Hatti-Kaul ym. 2003: 105-106; Qiagen
2003: 19.)

Rekombinanttitekniikalla tuotetut proteiinit voivat kasautua solun sisélle liukenematto-
miks kasautumiksi. Useimmat kasautumissa olevat proteiinit saadaan liukoisiksi ennen
puhdistusta kayttamélla esimerkiksi 8 M ureaatai 6 M GUHCL :a (guanidiinihydroklori-
di) denaturoimaan proteiinit. His-affiniteettipuhdistusmenetelmalla voi puhdistaa prote-
iingja seka denaturoivissa (proteiinin muoto muuttunut) etta natiiveissa (luonnollinen)
olosuhteissa. (Qiagen 2003: 63.)

Puhtaamman tuloksen saamiseksi voidaan puhdistuksessa kéyttéa pienia méaria imidat-
solia ja B-merkaptoetanolia. Imidatsoli vahentdd muiden kuin halutun proteiinin kiinnit-
tymistd Ni-NTA-kompleksiin. Kuuden histidiinin ketju sitoutuu parhaiten ja epépuha-
tuksina toimivat proteiinit, joilla on yksittdinen histidiiniaminohappo, kilpailevat imi-

datsolin kanssa sitoutumisesta Ni-NTA:han. B-merkaptoetanoli est&a sellaisten proteii-
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nien puhdistumisen, jotka ovat kiinnittyneet haluttuun proteiiniin solun hajotuksen yh-
teydessa. (Qiagen 2003: 66.)

Puhdistus suoritetaan pylvadssa, jonka |api Ni-NTA-agaroosiin sekoitettu ndyte laske-
taan. Ni-NTA-agaroos ja siihen kiinnittyneet halutut proteiinit j&8vét pylvaaseen suo-
dattimen paélle kaiken muun valuessa suodattimen 18pi. Ni-NTA-agaroosin pesulla
paéstéan eroon epdpuhtauksista, joita alheuttavat sellaiset proteiinit, joilla on luonnos-
taan histidiiniaminohappo ja jotka kiinnittyvéat sen avulla NI-NTA:han. Nama proteiinit
saadaan poistettua pesun avulla, koska yleensa proteiineilla ei ole luonnostaan kuuden
histidiinin ketjua, joka kiinnittyy NI-NTA:han tiukimmin, ja [6yhasti Ni-NTA:han kiin-
nittyneet proteiinit irtoavat pesussa. Denaturoivassa puhdistuksessa pesuun kaytetéan
pesupuskuria, jonka vaikutus perustuu pH:hon, ja natiivipuhdistuksessa kaytetéén imi-
datsolia. Lopuksi haluttu proteiini eluoidaan eli poistetaan liuottimen avulla Ni-
NTA:sta. Denaturoivissa olosuhteissa tehtavassa puhdistuksessa eluointi suoritetaan
eluointipuskurilla, joka alentaa pH:ta ja saa ndin proteiinit irtoamaan Ni-NTA:sta. Na-
tilveissa olosuhteissa tehtdvadn eluointiin kdytetdan imidatsolia. (Qiagen 2003: 64, 70-
71)

7 TUTKIMUKSEN TARKOITUS

Tutkimuksen tavoitteena oli optimoida TT-viruksen proteiinien tuottoa ja puhdistusta.
Lahtokohtana oli se, etta kaytettavissa oli kaksi puhdistusmenetelméd (AGE- ja His
affiniteettipuhdistus) ja kaks puhdistettavaa proteiinia (ORF1-Arg- ja ORF2/2-
mutta puhdistusta haluttiin saada vaivattomammaks ja proteiingja haluttiin saada
enemman talteen puhdistuksesta. His-affiniteettipuhdistusta el ollut aikaisemmin kokeil-
tu hyonteissoluissa tuotettujen ORF1-Arg ja ORF2/2-proteiinien puhdistukseen. Prote-
iinien tuottoa myo6s optimoitiin jonkin verran Sf9- ja High Five -hyodnteissoluissa, mutta
p&dpaino optimoinnissa oli puhdistusmenetelmissa. Tarkoitus oli tutkimuksen avulla
saada tietoa siitd, mitka toimenpiteet vievéa puhdistusta tehokkaammaksi ja millaisiin

paasta.
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8 TYON SUORITUS

Tutkimuksessa tuotettiin torque teno -viruksen genotyyppi 6:n kahta proteiinia (tutki-
muksen vaiheet KUVIOSSA 1). Proteiinien tuotto aloitettiin infektoimalla Sf9- tai High
Five -solut bakuloviruksella, jonka genomiin oli liitetty ORF1-Arg- taa ORF2/2-

ta, ja SDS-PAGE:llaanalysoitiin, oliko soluissa tuottunut haluttua proteinia.

\
HY ONTEISSOLUJEN INFEKTOINTI
!
INFEKTOITUJEN SOLUJEN KERAYS > PROTEIINIEN TUOTTO
!
SDS-PAGE
J
l A
SOLUJEN HAJOTUS
!
AGE-/ HIS-AFFINITEETTIPUHDISTUS > PROTEIINIEN PUHDISTUS
!
SDS-PAGE
J
!

PROTEIINIEN KONSENTROINTI

!
PROTEIINIPITOISUUDEN MITTAUS

KUVIO 1. Tutkimuksen vaiheet.
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Kerdyt solut hajotettiin puhdistusta varten sonikaatiolla, ja tamén jalkeen oli vuorossa
proteiinien puhdistaminen AGE:lla tai vaihtoehtoisesti His-affiniteettikromatografialla
SDS-PAGE:lla analysoitiin, kuinka puhtaaksi proteiini oli saatu, ja lopuksi proteiini

konsentroitiin pienempé&an tilavuuteen ja mitattiin sen médra

8.1 Proteiinien tuotto

Proteiinien tuottoon kaytettiin bakuloviruksia, joiden genomiin oli yhdistelm&DNA-
tekniikalla liitetty joko TTV:n ORF1-Arg-proteiinia tai ORF2/2-proteiinia koodaava
DNA-jakso. Viruksia kutsuttiin ndin ollen rekombinanttibakuloviruksiksi. ORF1-Arg-
proteiinin DNA-jakson alusta oli poistettu arginiinia koodittava osa. Virusgenomiin oli
liitettynd lisdksi kuutta histidiini& sekéa GST-proteiinia (glutationi-S-transferaasi) koo-
daavat osat ennen TTV-proteinia koodaavia jaksoja. Kumpikin néistd osista tuli myds
vamiisiin ORF1-Arg- ja ORF2/2-proteiineihin. Sekd GST:ta etta histidiinia vastaan on
olemassa vasta-aine, jonka avulla tuotetut rekombinanttiproteiinit pystytdan havaitse-

maan.

ORF1-Arg- ja ORF2/2-proteiineihin geeniteknisesti liitetyn histidiiniosan avulla prote-
iingja pystytdan puhdistamaan histidiiniaffiniteettimenetelmall, jossa proteiineissa ole-
va kuuden histidiinin osa tarttuu kiinni nikkeliin ja ORF1-Arg- tai ORF2/2-proteiini
pystytdan ndin erottamaan solun muista proteiineista. Myds GST:n avulla voidaan puh-
distaa rekombinanttiproteiingja affiniteettimenetelmalla ja talla menetelmalla puhdistet-

taessa proteiinit eivét saa olla denaturoituneina.

ORF1-Arg- ja ORF2/2-proteiinien tuottoon kaytettiin Sf9- ja High Five -hyonteissoluja,
joita kasvatettiin soluviljelypulloissa. Solujen kasvua téytyi yll&pitéa jakamalla ne uu-
siin soluviljelypulloihin ennen kuin solujen kasvualustan tyhja tila loppui, jotta ne eivét
lopettaisi jakautumistaan ja kuolisi. Jakaminen tehtiin kaksi kertaa viikossa. Jakamis-
vaiheessa 0sa soluista siirrettiin uusiin pulloihin jatkamaan kasvuaan, ja osa soluista
otettiin  infektioon. Soluviljelyssd kaytetyn kasvatusliuoksen koostumus on
LIITTEESSA 4.

8.1.1 Sopivien hyodnteissolujen ja viruserien tesaus
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Tutkimus aloitettiin testaamalla, tuottuvatko ORF1-Arg- ja ORF2/2-proteiinit paremmin
Sf9- vai High Five -soluissa, ja kumpia soluja kannattaisi taméan kokeilun perusteella
kayttda jatkossa. Samalla kokeiltiin, milla bakuloviruserdlla (virusmedium) olisi paras
infektointikyky.

Virusmedium sisdlt8a proteiinien tuotossa kaytettavia bakuloviruksia. Kun virusmedium
lisitdan soluviljelmaén, siind olevat virukset infektoivat solut eli menevét solujen sisdan
jamonistuvat sielld samalla kun ne tuottavat omia proteiingjaan ja rekombinanttiprote-
iingja. Monistuneet virukset tulevat ulos solusta kasvatusliuokseen. Viruksia saadaan
varastoon seuraavia infektioita varten, kun monistuneita viruksia sisaltava kasvatusliuos
(seuraava virusmediumerd) otetaan talteen samalla kun infektoituneet solut ker&tdan
kolmen paivan jalkeen infektoinnista.

Sf9-soluja laitettiin kasvamaan 25 cm?-kokoisiin soluviljelypulloihin 3 miljoonaa solua
per pullo ja vastaavasti High Five -soluja laitettiin 1,5 miljoonaa per pullo. Kasvatusliu-
odtatuli joka soluviljelypulloon 3 ml. Solujen annettiin kiinnitty& pohjaan 15 minuuttia,
jonka jélkeen pulloista otettiin pois 2 ml mediumia. Téaman jélkeen lisattiin kuhunkin
pulloon 300 pl virusmediumia, joka sisélsi tutkimuksessa kaytettavia rekombinanttiba-
kuloviruksia. Tyossd kokelltiin neljéa eri eréa (eri-ikaisia viruksia) ORF1-Arg- ja
ORF2/2-virusmediumeja seka Sf9- ettd High Five -soluille. Pullot laitettiin sekoittgjalle
tunniksi ja sen jalkeen tunniksi poydalle. Kummassakin vaiheessa solut olivat huoneen-
lammossi. Sen jalkeen medium pipetoitiin pois ja tilalle laitettiin 4 ml puhdasta me-
diumia. Soluviljelypullot vietiin [ampodkaappiin (ilman hiilidioksidiosapainetta) kolmek-
s vuorokaudeksi +27 °C:een. Solujen kerdys on kuvattu LIITTEESSA 1.

SDS-PAGE:lla analysoitiin, oliko infektoiduissa soluissa tuottunut ORF1-Arg- ja
ORF2/2-proteiingja. SDS-PAGE:ssa kaytettavien geelien koostumus on kuvattu
LIITTEESSA 2 ja liuosten koostumus LIITTEESSA 3. PBS:&in (phosphate buffered
saline) suspensoitujen (tarkoittaa kiintedn aineen ja nesteen sekoittamista keskendan)
solujen sekaan pipetoitiin ndytepuskurina toimivaa LSB:ta (Laemmli Sample Buffer)
siten, etta solujen konsentraatioksi tuli 5 milj. solua/ml. Nayte ja LSB sekoitettiin ja
laitettiin kuivahauteeseen eli ”lampoblokkiin® 100 °C:een 5 minuutiksi. Kuumennus ja
L SB saivat naytteen proteiinit denaturoitumaan ja LSB:n siséltama SDS tarttui denatu-
roituneisiin proteiineihin. Naytetta pipetoitiin SDS-PAGE-geelille 10ul/néytekolo. Ajo-
puskurina kaytettiin Tupla Running-nimista puskuria. Geelit laitettiin gautumaan ago-
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laitteeseen (25 mA/geeli) noin 30 minuutiksi. Kun geelin ja LSB:n sisdltama bromo-
fenolisininen oli gjautunut noin millimetrin pd&hén alareunasta, geelit otettiin pois ajo-
laitteesta ja ne vérjétiin Coomassien Brilliant Blue-véaria sisdltavdla Fast stain-

liuoksellajaliika véri poistettiin Destain-liuoksella.

Naytteista tehtiin viela immunoblottaus, jossa véarjdaméttoman SDS-PAGE-geelin pro-
telinit siirrettiin sdhkovirran avulla nitroselluloosakalvolle, jolta ORF1-Arg ja ORF2/2-
proteiinit saatiin nakyviks vasta-aineen avulla. Primaarisena vasta-aineena (tarttuu pro-
telineihin) kaytettiin hiiressa tuotettua anti-GST (GST:t4 vastaan tuotettu) Ab-1:ta
(LabVision) ja sekundaarisena vasta-aineena (tarttuu primaariseen vasta-aineeseen) kay-
tettiin HRP (horseradish peroxidase, piparjuuriperoksidaasi) -konjugoitua, kanissa tuo-
tettua anti-mouse (hiirta vastaan tuotettu) 1gG:ta (DAKO). Antigeenin ja vasta-aineiden
kompleksi havainnoitiin diaminobentsidiinin (DAB) ja peroksidaasin muodostaman

vérireaktion avulla.

8.2 AGE-puhdistus

Proteiinien puhdistus AGE-menetelmélla perustuu samaan periaatteeseen kuin DNA:n
eristaminen agaroosigeeliltd. AGE:lla saatiin ORF1-Arg- ja ORF2/2-proteiinit eroteltua
ndytteessa olevista muun kokoisista proteiineista ja muista partikkeleista. Proteiinien
puhdistuksessa gettiin naytteet low-melting-temperature -agaroosigeeleilla (Cambrex)
pystysuunnassa ja leikattiin ORF1-Arg- tai ORF2/2-proteiinia siséltavét geelipalat oike-
an kokostandardin osoittamasta kohdasta.

AGE-puhdistus tehtiin ORF1-Arg- ja ORF2/2-proteiineille. Puhdistusta kokeiltiin ensin
noin puoli vuotta pakkasessa (-70 °C:ssa) olleilla infektoiduilla Sf9-soluilla. Valmistet-
tiin 5 % agaroosigeeli liuottamalla 3,5 g agaroosijauhetta 70 ml:aan puskuria (ilman
SDS:45) (AGE:ssa kaytettavien liuosten koostumus LIITTEESSA 3), ja liuos laitettiin
pulloon. Tama maara riitti kuudelle gedlille. Puskuri oli ilman SDS:84, koska néin val-
tettiin lilka kuohuaminen agaroosin liukenemisen yhteydessa. Agaroosijauhe liuotettiin
puskuriin mikroaaltouunissa kuumentamalla liuosta taydella teholla 30 sekuntia kerral-
laan muutamia kertoja valilla jédhdytellen heiluttelemalla. Pullo laitettiin kuumaan ve-
teen styrox-laatikkoon, jotta geeli ei jahmettyisi pulloon. Geeli valettiin ruiskun avulla
pellin jalasin valiin. Niiden valissa reunoilla oli muoviset liuskat (speisserit), jotka jét-

tivét tilaa geelille. Pelti jalasi oli kiinnitetty puristimien avullatoisiinsa ja niiden véalissa
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oli myds naytekampa. Geelin annettiin jahmettya ja naytekampa otettiin sen jalkeen
pois.

8.2.1 Naytteiden esivamistelu

Solujen joukkoon pipetoitiin proteaasi-inhibiittoria (protease inhibitor coctail, PIC,
Roche), jolla varmistettiin, ettel solun hajotuksessa solun sisdlta vapautuvat proteaasit
hajota naytteen proteiingja. 7x PIC:i& laitettiin putkeen 100 pl ja naytetta 600 ul. Nay-
tetta otettiin 20 pl talteen my6hempda SDS-PAGE:a varten. Solundytteestd nahdaan,
kuinka paljon haluttuja proteiingja on puhdistuksen lahtOvaiheessa. Solu/PIC-liuoksen
solut rikottiin sonikaattorilla, jonka toiminta perustuu ultraddneen. Putkia pidettiin soni-
kaattorissa 4 kertaa 10 sekuntia, ja joka valissd putkia jadhdyteltiin 30 sekuntia, koska
ultradani tuottaa lampoa ja se e ole hyvaks néytteille. Rikotut solut sentrifugoitiin
(13 000 rpm, 5 min, +4 °C). Supernatantista eli sentrifugoinnin jalkeen pohjasakan paal-
le j&aneesta nestekerroksesta otettiin 20 pl ndyte putkeen SDS-PAGE:a varten. Loppu
supernatantti heitettiin pois, silla ORF1-Arg- ja ORF2/2-proteiinit eivét ole liukoisessa
muodossa vaan pohjalle j88véssa pohjasakassa eli pelletissd. Tassa tapahtui proteiinien
raakapuhdistus, koska pois heitetyn supernatantin mukana saatiin naytteesta pois kaikki
liukoiset proteiinit. Putken pohjalla ollut pelletti suspensoitiin 300 pl LSB:ta ja 300 pl
PBS:&4 ja laitettiin kuivahauteeseen 100 °C:een 5 minuutiksi. Geelit asetettiin gjolait-
teeseen ja kammioon kaadettiin ajopuskuria (SDS lisétty). Geelilla kaytettiin vérillista
kokogtandardia (Amersham Biosciences), jonka sekaan liséttiin 1:1 LSB:ta. Téta pipe-
toitiin geelilla olevaan pienempéan naytekoloon 16 pl ja naytettéd pipetoitiin geelin
isompaan naytekoloon 200 pl. Geelit laitettiin ajautumaan noin 50 minuutiksi (20
mA/geeli).

8.2.2 Geelin késittely ajon jalkeen

Geeligta leikattiin irti nelja palaa silté kohtaa, johon halutut proteiinit olivat ajautunest.
Oikean kohdan osoitti kokostandardi. ORF2/2-proteiini oli gjautunut punaisen (66 kDa)
kokogtandardin kohdalle ja ORF1-Arg ruskean (97 kDa) kokostandardin kohdalle. Néil-
ta kohdilta leikattiin nelja palaa, joiden kunkin paino oli n. 100 mg. Geelipalat laitettiin
kukin omaan putkeen ja niihin liséttiin 1 ml resuspensioliuosta. Putkia kuumennettiin 10
minuuttia kuivahauteessa 70 °C:ssa, jotta geeli sulaisi resuspensioliuoksen joukkoon.
Putkia sekoitettiin kaksi kertaa téna aikana. Lopuksi putket laitettiin jéille 30 minuutiksi



16
ja varmistettiin, ettd ndytteet olivat jahmettyneet téna aikana hyvin. Lopuksi naytteet
vietiin pakastimeen -70 °C:een.

Seuraavana péaivana naytteet sulatettiin jaiden paélla ja sentrifugoitiin (13 000 rpm, 30
min, +4 °C). Supernatantti otettiin sentrifugoinnin jalkeen talteen. Sen pipetointi taytyi
tehda suhteellisen nopeasti, silla geeli alkoi vahitellen nousta pohjalta pintaan, ja geelia

ei ollut tarkoitus pipetoida mukaan.

SDS-PAGE:n avulla anaysoitiin, oliko proteiinien puhdistus onnistunut. Sit varten
pipetoitiin 20 pl naytettd ja 10 pl LSB:ta putkeen, jota kuumennettiin 5 minuuttia kui-
vahauteessa 100 °C:ssa. Naytetta pipetoitiin geelin naytekoloon 20 ul ja kokostandardia
(GE Healthcare) 3 ul. Geelille laitettiin myos ne kaksi naytettd, jotka otettiin talteen
puhdistuksen aikana (solut ja supernatantti).

8.2.3 AGE-puhdistuksen kehittely

Seuraavalla kerralla AGE-puhdistusta muutettiin niin, etta geelilta leikattavien neljan
palan kokoa suurennettiin noin 150 mg:aan. Kokeiltiin, josko nain saataisiin gedlilta
enemman ORF2/2-proteiinegja talteen. Resuspensioliuosta liséttiin kunkin palan jouk-
koon 1,5 ml ja geelit sulatettiin normaaliin tapaan kuivahauteessa 70 °C:ssa. Taman
pakastimeen -70 °C:een. Seuraavana paivana nadytteiden sentrifugoinnin jalkeen huo-
mattiin, etté geeli ei ollut sulanut téysin edellisend paivana Supernatantti otettiin kui-
tenkin talteen, liséttiin osittain sulaneiden geelien paalle 1,5 ml resuspensioliuogta ja
kuumennettiin ndytteet talla kertaa vesihauteessa 70 °C:een. Vain osittaiseen sulamiseen
epéiltiin olevan syyna se, ettdisomman kokonsa vuoksi osa geelista oli j&anyt kuivahau-
teesssa olevan kolon yl&puolelle, eika ollut ndin kuumentunut. Taman takia otettiin
ka&yttoon vesihaude, jossa geelit saatiin kokonaan kuumenemaan ja sulamaan.

Kaikkien kolmen AGE-puhdistuksen ORF2/2-proteiinit konsentroitiin sentrifugoitavalla
suodattimella (Millipore, Centricon Plus-20) ja proteiinin lopullinen maara mitattiin

Piercen BCA-proteiininmaaritysmenetelmalla

8.3 Higtidiiniaffiniteettipuhdistus
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SfO-soluissa tuotettuja ORF1-Arg- ja GST-proteiingja (kuuden higtidiinin osan sisalté-
vd) puhdistettiin histidiiniaffiniteettikromatografialla (The QI Aexpressionist, protokolla
nro. 17, Qiagen). Tuotettaessa TTV:n proteiingja hyonteissoluissa, nama proteiinit
muodostavat solunsisdisig, liukenemattomia kasautumia. Proteiinit taytyi taman vuoksi
puhdistaa denaturoivissa olosuhteissa, jotta ne saatiin kasautumista liukoiseen muotoon.
GST-proteiinia puhdistettiin, koska sitd haluttiin kayttdd myohemmin negatiivisena
kontrollina tutkittaessa TTV:n T-soluvasteita. ORF1-Arg:ia puhdistettiin 8 ml ja GST:t&
4 ml (kummassakin ndytteessa pitoisuus 20 milj. solua/ml). Molempia naytteita laimen-
nettiin 4 ml:lla PBS:84 ja solut rikottiin sonikaattorilla Varmistettiin mikroskoopilla,
ettd ainakin suurin osa soluista oli hagjonnut. Nayte sentrifugoitiin (12 000 g, 10 min, + 4
°C). Supernatantti heitettiin  pois ja pelletti suspensoitiin  imidatsolia ja p-
merkaptoetanolia sisdltdvaan puskuri A:han (pH 8.0) (puhdistuksessa kaytettavien pus-
kurien koostumus LIITTEESSA 5). Puskuri A teki solunsisiisissa kasautumissa olevat
proteiinit liukoisiksi sen siséltdman guanidiinihydrokloridin ansiosta. Puskuri A.ta lisét-
tiln ORF1-Arg-naytteelle 11,5 ml ja GST-naytteelle 7,7 ml. Naytteet sentrifugoitiin
(12 000 g, 10 min, +4 °C) ja supernatantti otettiin talteen. Liséttiin 50 prosenttista Ni-
NTA-agaroosia ORF1-Arg-néytteelle 5,7 ml ja GST-naytteelle 3,8 ml. Naytteet laitet-
tiin tunniksi sekoittgalle, jonka  jalkeen nayte siirrettiin His
affiniteettipuhdistuspylvédseen. Agaroos pestiin pesupuskurilla (pH 6.3), joka sisdlsi B-
merkaptoetanolia ja imidatsolia. Pesupuskuria laitettiin ORF1-Arg-naytteeseen 24 ml ja
GST-naytteeseen 16 ml. Lopuksi ORF1-Arg-proteiini ja GST irroitettiin agaroosista
laskemalla pH:ta eluointipuskurilla (pH 4.5). Sita liséattiin ORF1-Arg:lle 30 ml ja
GST:lle 12 ml. Agaroos el saanut kuivua missdan vaiheessa, joten pylvaassa taytyi olla
koko gan jonkin verran nestetta. ORF1-Arg:in suodattimesta 18pi mennyt eluointipus-
kuri otettiin talteen viiteen putkeen, joten eluointipuskurista saatiin viisi fraktiota (0saa),
ja jokaiseen fraktioon tuli 6 ml puskuria. GST:n eluointipuskuri otettiin kahteen put-
keen. Lopuksi viela otettiin ndyte agaroosista huuhtelemalla sitd PBS:I1& Tasta nayt-
teesté ndhdaan, onko proteiinia jaanyt eluoinnin jalkeen kiinni agaroosiin. Nama nayt-
teet analysoitiin SDS-PAGE:lla

Seuraavaksi proteiingja konsentroitiin sentrifugoitavalla suodattimella (Millipore, Cent-
ricon Plus-20), jonka koko oli 5 NMWL:aa. Se tarkoittaa, etta kaikki 5 kilodaltonia
(kDa) isommat molekyylit eivdt mene suodattimen lavitse. Suodattimen koko valitaan
niin, etta konsentroitava proteiini el p&ase suodattimesta Igpi. Konsentrointiin otettiin
His-affiniteettikromatografialla puhdistetut ORF1-Arg- ja GST-proteiinit. Konsentrointi
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el sujunut loppuun asti odotetulla tavalla, vaan suodattimet menivéat tukkoon. Naytteista
otettiin talteen osa, joka oli mennyt suodattimesta 18pi ja osa joka el ollut mennyt |&pi
(eli jossa konsentroitavien proteiinien taytyisi olla). Naistd naytteista mitattiin prote-
iinipitoisuudet Piercen BCA-proteiininméaritysmenetelmalla. Lisaksi ndytteet analysoi-
tiin SDS-PAGE:lla

Seuraavalla kerralla His-affiniteettipuhdistuksessa oli mukana Sf9-soluissa tuotettua
GST-proteiinia ja High Five -soluissa tuotettua ORF1-Arg-proteiinia. Talla kertaa el
kaytetty B-merkaptoetanolia eiké imidatsolia puskuri A:ssaja pesupuskurissa. Puhdistet-
tiin 8 ml ORF1-Arg-proteiniaja 2,7 ml GST-proteiinia (kummassakin ndytteessa pitoi-
suus 20 milj. solua/ml). Puhdistus suoritettiin samoin kuin edellisella kerralla, ja myds
pylvaan 1&pi menneesta pesupuskurista otettiin SDS-PAGE-geelille ndyte, josta nahtiin,
oliko pesupuskurin mukana irronnut GST- ja ORF1-Arg-proteiinia. Talla kertaa prote-
iingja e konsentroitu vaan tehtiin ainoastaan dialysointi Piercen dialysointikasetilla,
jolla saatiin  proteiinit  natiiviin - muotoonsa poistamalla naytteistda His
affiniteettipuhdistuksen puskureista peréisin oleva proteiingja denaturoiva urea. Dia-
lysointiin otettiin mukaan vain GST.

9 TULOKSET JA NIIDEN TULKINTA

Seuraavassa on esitetty optimoinnin tulokset ja pohdittu optimoinnissa eteen tulleiden
ongelmien syita.

9.1 Proteiinien tuotto

Fast stain -vérjayksen perusteella proteiinit nayttivét tuottuvan yhtéa hyvin seké Sfo- etta
High Five -soluissa. Tamén vérjayksen perusteella ei voitu kuitenkaan olla varmoja,
oliko geelilla oleva vydhyke juuri haluttu proteiini. T&man vuoks naytteista tehtiin vie-
& immunoblottaus, jolla saatiin varjattya proteiinit spesifisesti rekombinanttiproteiinei-
hin sitoutuvan GST-vasta-aineen avulla. Fast gtain —vérjayksen ja immunoblottauksen
geelit ovat KUVIOISSA 2 ja 3.

Immunoblottaus vahvisti, etta ORF1-Arg- ja ORF2/2- proteiinit tuottuivat yhta hyvin
seka Sf9- ettd High Five-soluissa. ORF1-Arg- ja ORF2/2-vy6hykkeiden alapuolella
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nakyi myos haaleampia vyohykkeita. Ne johtuivat Siitd, etta solussa proteiinien raken-
tumisvaiheessa on syntynyt jostain syystd myos sellasia ORF1-Arg- ja ORF2/2 -
proteiingja, jotka eivét ole muodostuneet kokonaisiksi. Jokaisen ORF1-Arg- ja ORF2/2-
proteiinin alkuun on kuitenkin rakentunut GST-proteiini. ORF2/2-proteiini naytti tuot-
tuvan kummissakin soluissa paremmin kuin ORF1-Arg. Viruserien kesken e ollut
huomattavia eroja tuottokyvyssid. Péitettiin valita ORF2/2-virusemediumeista 3. vi-
ruserdn ja ORF1-Arg-virusmediumeista 4. viruseran, koska ndiden viruserien tuotto
naytti hieman paremmalta kuin muiden erien. Naita viruseria kaytettiin seuraavissa so-
lujen infektioissa.

Kun saatiin selville, mitka viruserdt tuottivat parhaiten proteiingja, kokeiltiin seuraavak-
s, mika médra nditd ORF1- Arg- ja ORF2/2-viruserié solujen infektiossa olisi optimaa-
linen. Sf9- ja High Five —soluja infektoitiin eri marilla virusmediumeja, ja kokeilusta
kévi ilmi, etté optimaalisin proteiinin tuotto saatiin infektoimalla solut 100-300 pl:lla
virusmediumia/3 miljoonaa Sf9-solua tai 100-300 pl:lla virusmediumia/l.5 miljoonaa

High Five -solua.

ORF2/2 ORF1-Arg ORF1-Arg ORF2/2 ‘
St 1.2 3 4 1 2 3 4 4 3 2 1 4 3 2 1 @ St

—— y
TR e e g e G —

11

KUVIO 2. Vasemmalla on Fast stain —vérjéty SDS-PAGE-geeli High Five -soluissa
tuotetuista ORF1-Arg- ja ORF2/2-proteiineista. Numerot osoittavat eri virusmediume-
rid Ylimman nuolen kohdalla on ORF1-Arg-proteiinia vastaava kokostandardi (St.) ja
alemman nuolen kohdalla ORF2/2-proteiinia vastaava kokostandardi. Oikealla on sa
moista naytteista tehty immunoblottaus.
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KUVIO 3. Sf9-soluissa tuotettujen ORF1-Arg- ja ORF2/2-proteiinien vyohykkeet. (Ks.
KUVIO 2. kuvatekstia.)

9.2 AGE-puhdistus, proteiinien konsentrointi ja pitoisuuden maaritys

Proteiinien puhdistuksen jalkeen tehtavassa SDS-PAGE:ssa nahdéén, kuinka puhdasta
proteiini on eli onko geelilla vydhykkeitd myods muualla kuin halutun proteiinin kohdal-
la AGE-puhdistuksen jalkeisessd SDS-PAGE:ssa ndhdéén, onko gedlipalat leikattu oi-
keilta kohdilta AGE-geelig, eli onko SDS-PAGE-geelilla ylip&dtdan vyohyketta oikean
proteiinin kohdalla.

AGE-puhdistukseen valittu ORF2/2-proteiini oli puhdistunut hyvin, ja SDS-PAGE-
geeliltd (KUVIO 4) nahtiin, ettd keskimmaisissi paloissa oli proteiinia eniten, joten pa-
lat oli leikattu juuri oikeasta kohtaa geelid. Solunaytteeseen oli laitettu liikaa soluja, elka
gedlilta pystynyt néin ollen erottamaan erillisia vyohykkeitd. SDS-PAGE-geelille laitet-
tavaks solunaytteen soluméaréksi optimoitiin mydhemmin 20 000 solua/néytekolo.
Solujen hajotuksen ja sentrifugoinnin jalkeen otetussa supernatanttindytteessa el ollut

proteiinia, joten kaikki proteiini oli pelletissa niin kuin pitikin olla
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KUVIO 4. SDS-PAGE-geeli ORF2/2:n AGE-puhdistuksesta. 1. pala tarkoittaa ylinta
AGE-geelilta leikattua palaa ja 4. pala alinta palaa. Solundytteesta (Solut) téytyis nah-
da, kuinka paljon soluissa on ORF2/2-proteiinia puhdistuksen l&ht6tilanteessa, mutta
tagta geelista sitd el voi kunnolla havainnoida, silla ndytekoloon on laitettu liikaa soluja.
Supernatanttindytteessa (Supern.) ei ndy ORF2/2-proteiinin vyohyketta.

ORF1-Arg-proteiinin SDS-PAGE-geelilla proteiinia el ndkynyt geelipaloista otetuissa
naytteissa lainkaan, joten ORF1-Arg el ollut puhdistunut. Joko geelipalat oli leikattu
vaarilta kohdilta AGE-geelia tai proteiinia e ollut ndytteessa ollenkaan, vaan se oli ha
jonnut essimerkiks pakastuksen yhteydessd. SDS-PAGE-geelin solunédytteesta ei pysty-
nyt tarkistamaan, oliko ORF1-Arg-proteinia ylipaégtaan ollut soluissa, silléa solunéyttee-
seen oli laitettu liikaa soluja geelille ja nain ollen yksittdisia vyohykkeita on vaikea ha-
vainnoida. Jalkimmainen vaihtoehto olisi varteenotettavampi, koska aikaisemmin on
havaittu, etta proteiinit saattavat kérsid ja hajota pitkdaikaisen pakastamisen vuoks.
Edellinen vaihtoehto voidaan lahes taysin pois sulkea, silla geelipalat oli leikattu luotet-
tavasti oikean kokostandardin osoittamasta kohdasta, ja palat oli leikattu niin lagjalta
alueelta, ettd ainakin jossakin niista olisi taytynyt olla proteiinia.

Seuraavalla kerralla tehdyssa A GE-puhdistuksessa ORF2/2-proteiinia oli irronnut gee-
listd, vaikka geeli el ollut téysin sulanut kuumennuksen yhteydessa. Proteiini oli lisdksi
puhdasta. Sen sijaan proteiinia el ollut ndytteesss, joka otettiin talteen sen jalkeen, kun
huonosti sulaneet geelit oli kuumennettu ja sentrifugoitu uudelleen. Tama johtui oletet-
tavasti Sitd, ettd ndytteet paasivét laimenemaan liian paljon uuden resuspensioliuoksen
lisd@misen yhteydessa. Resuspensioliuosta liséttiin 1,5 ml huolimatta siitg, etta jokaisen
koeputken pohjalle oli jaanyt hieman vanhaa resuspensioliuosta edellisen supernatantin
pois pipetoinnin jalkeen. Isompien geelipalojen leikkaamista kokeiltiin viela yhden ker-
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ran, mutta silloin kokeilu kariutui teknisiin ongelmiin, ja ORF2/2-proteiinia saatiin puh-
distettua vain véahan. Ei siis saatu selville olisiko isompien geelipalojen leikkaamisella

saatu talteen enemman proteiinia geelilta

ORF2/2-proteiinin  konsentrointi onnistui hyvin ja proteiinin lopullinen méard oli
192 pg/ml.

9.3 Higtidiiniaffiniteettipuhdistus, konsentrointi ja pitoisuuden mééritys
Sf9-soluissa tuotettujen ORF1-Arg- ja GST-proteiinien His-affiniteettipuhdistus oli on-

nistunut (KUVI1O 5). ORF1-Arg- proteiini oli puhdistunut hyvin, mutta sitd oli j&&nyt

my06s agaroodin. GST:ta el sen sijaan ollut j&anyt agaroosin kiinni.

ORF1-Arg GST
1 2 3 Agar. St. 1 2 Agar. St

-

KUVIO 5. SDS-PAGE-gesli ORF1-Arg- ja  GST-proteiinin His
affiniteettipuhdistuksesta. Geelilla on néaytteet ORF1-Arg-proteiinin ensimmaisestd,
toisesta ja kolmannesta fraktiosta sekd nayte agaroosista (Agar.). GST:gt& on néyte
kummastakin fraktiosta sekd ndyte agaroosista.

Puhdistettujen ORF1-Arg- ja GST-proteiinien konsentroinnin jélkeen tehdyssa prote-
iininmaarityksessa saatiin selville, ettéd puhdistuksessa kaytettyjen puskurien sisaltama
Protelinimittaustuloksiin ei siis voinut luottaa, koska [-merkaptoetanoli ja imidatsoli

vaarigivét tuloksia

Konsentroinnin jélkeen tehdyssd SDS-PAGE-geelissa oli vain pieni vy6hyke ORF1-
Arg-néytteesss, joka oli otettu talteen konsentraatiossa osasta, joka e ollut mennyt suo-
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dattimen 1&pi (jossa konsentroitujen proteiinien taytyisi olla). Vastaavassa GST-
ndytteessa el nakynyt vyohyketta ollenkaan. Proteiinit olivat havinneet konsentroinnin
aikana. His-affiniteettikromatografian jalkeen ei ole aikaisemmin kaytetty 5 NMWL:n
suodatinta, joka on valmistettu eri materiaalista kuin muun kokoiset suodattimet. Ajatel-
tiin, ettd olisiko mahdollisesti suodattimen materiaali haurastunut puhdistuksessa kaytet-
tavien puskurien vuoksi ja padstanyt proteiinit l&vitseen. Mutta nain ei ollut voinut kéy-
da, silla suodattimen 18pi menneista ndytteista tehdyssi SDS-PAGE-geelissa el ndkynyt
ORF1-Arg- eikd GST-proteiinien vyohykkeitd. Varteenotettavimmaksi vaihtoehdoksi
ja, etta proteiinit olivat jadneet kiinni suodattimeen, joka el siis ollut suotavaa.

Toisessa His-affiniteettipuhdistuksessa ORF1-Arg-proteiinin puhdistus e onnistunut
odotetulla tavalla. SDS-PAGE-geelista ndhtiin etta ORF1-Arg-proteiinia oli irronnut
eluointipuskuriin vain vahan jokaisessa eluoinnissa ja suurin osa proteiinista oli jaényt
kiinni Ni-NTA-agaroosiin. Muutoksena edelliseen puhdistuskertaan oli, etta puhdistuk-
sessa el kaytetty B-merkaptoetanolia eikd imidatsolia, ja proteiini oli tuotettu High Five-
soluissa Sf9-solujen sijasta. Ajanpuutteen vuoksi koetta ei ehditty toistaa, jotta olisi tie-
detty, johtuiko epdonnistuminen mahdollisesti Siita, ettd e kaytetty p-merkaptoetanolia
eikd imidatsoliata siitg, ettd proteliinit oli tuotettu High Five -soluissa vai oliko kokees-
sa tapahtunut jotain muuta essimerkiks oliko agaroosi padassyt kuivumaan kesken suori-

tuksen.

Toisessa His-affiniteettipuhdistuksessa GST puhdistui hyvin, mutta sité ja kiinni Ni-
NTA-agaroosiin yhta paljon kuin sité irtos eluointipuskuriin. Nén ollen seuraavilla
kerroilla ndytetta taytyisi eluoida suuremmalla maaralla eluointipuskuria, jotta saataisiin
proteiinia irtoamaan enemman Ni-NTA-agaroosista. SDS-PAGE-geelilld ndhtiin myos,
ettei pesupuskurin mukana ollut irronnut GST-proteiinia, joten puhdistus vaikutti talta
0osin onnistuneelta. Puhdistettu GST-proteiini dialysoitiin, ja dialysoinnin jalkeen mitat-
tu GST-proteiinikonsentraatio oli 32 pg/ml.

10 POHDINTA

Tutkimuksen tarkoituksena oli optimoida torque teno -viruksen ORF1-Arg- ja ORF2/2-
proteiinien tuottoa Sf9- ja High Five -hyonteissoluissa seka puhdistusta AGE- ja His-
affiniteettipuhdistuksella. ORF1-Arg- ja ORF2/2-proteiinien tuotto ja puhdistus osoit-
tautuivat aikaa vievaksi tyoksi, ja myds menetelmien kehittelyyn mennyt aika oli mitta-
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va. Optimoinnissa saatiin kuitenkin kehitysaskelia aikaan. Kehittelyssa taytyy aina
muuttaa vain yhté asiaa kerrallaan, jotta tiedettdisiin mik& on kunkin muuttujan osuus
lopputulokseen. Muuttamalla jotain osatekijda laboratoriomenetelméssa lopputulos voi
olla edullinen tai epdedullinen, mutta kokeiluun menee kuitenkin sama aika, oli lopputu-
los sitten kumpi tahansa. Néin tutkimuksessa edetaan.

Tutkimuksen suoritus ja tulokset on kirjoitettu empiirisen tutkimuksen aikana kirjoite-
tun paivakirjan perusteella, ja ne on pyritty kirjoittamaan niin tarkasti, etta ne ovat tois-
tettavissa myohemmin. Toistettavuutta olisi voitu nostaa toistamalla kaikki laboratorio-
kokeet, mutta koska menetelmét olivat aikaa vievia, el téllaiseen ollut mahdollisuutta

L uotettavuutta lis8a se, ettd ongelmatilanteet on selvitetty ja niiden syité on pohdittu.

ORF1-Arg- ja ORF2/2-proteiinien tuotossa hyonteissoluissa e ilmennyt ongelmia, ja
proteiingja saatiin tuotettua riittavia maéaria. Proteiinien tuotto onnistui yhtéa hyvin Sf9-
kuin High Five -hyonteissoluissa. Tuottoa kehiteltiin testaamalla optimaalisin virusera
jainfektioon kaytettavan virusmediumin maaréd. Proteiinien tuotto el juuri vaadi enem-
pa&a kehittelytyotd, vaan jatkossa kannattaa keskittya puhdistusmenetelmien kehittelyyn,
koska niissa havaittiin ongelmia ja niita taytyis saada tehokkaammiksi.

AGE-puhdistus oli tyolas ja aikaa vievd menetelma proteiinien puhdistukseen. Mene-
telman tyolayden vuoksi sitd haluttiin kehitella niin, ettd saataisiin mahdollisimman
paljon proteiinia talteen geelilta ja ndin saataisiin puhdistuksesta kaikki hy6ty irti. Tassa
el kuitenkaan aivan onnistuttu. ORF2/2-proteiingja saatiin kuitenkin puhdistettua.

Tutkimusryhma oli k&yttanyt hyonteissoluissa tuotettujen TTV:n proteiinien puhdistuk-
seen aiemmin AGE-puhdistusta, ja haluttiin kokeilla, onnistuisiko puhdistus myds jolla-
kin toisella menetelmélla. Kokeiluun valittiin histidiiniaffiniteettipuhdistus, jonka suori-
tus kesti vain yhden paivan, kun AGE-puhdistus vei aikaa kaksi péivaa ja oli paljon
tyoldampi menetelma johtuen esimerkiksi geelien valamisesta ja leikkaamisesta. His-
affiniteettipuhdistus ei kuitenkaan sujunut téysin vaivattomasti. Silla saatiin kylla en-
simmaisella kokeilukerralla puhdistettua ORF1-Arg- ja GST- proteiinia, mutta oletetta-
vasti puhdistuksessa kaytetyt puskurit hdiritsivét proteiinin jatkokasittelya niin, etta pro-
telini menetettiin. Seuraavalla kerralla puhdistuksen puskureissa kaytettiin sellaista
koostumusta, jonka ei gateltu hairitsevan proteiinin jatkokasittelya, mutta puhdistus ei

toiminut tala tavalla. Joka tapauksessa oli positiivista, ettéd His-affiniteettimenetelmalla
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saatiin ylipaétéan puhdistettua TTV:n proteiingja. Menetelmalla saadaan varmasti jat-
kossa hyvia puhdistustuloksia, kunhan vain sité kehitell88n lisd ja se saadaan sovellet-
tuatoimivaks juuri torque teno -viruksen proteiinien puhdistukseen. Histidiiniaffiniteet-
tikromatografia on tervetullut vaihtoento AGE-puhdistukselle sen nopeuden ja vaivat-

tomuuden ansiosta.

Taman opinnaytetyon avulla saatiin menetelmien kehitystyota eteenpéin, ja havaittiin
ongelmakohtia, joihin tulee kiinnittda jatkossa huomiota. Tyossa puhdistettujen proteii-
nien avulla saatiin TTV-tutkimusta menemaan eteenpéin: tutkimusryhmassa tutkittiin
puhdistetuilla GST- ja ORF2/2-proteiineilla T-soluvasteita. Myds puhdistettua ORF1-
Arg- proteiinia olis oletettuna kapsidiproteiinina ollut mielenkiintoista saada T-
soluimmuniteettitutkimukseen, mutta se ehditéaén tehda tutkimusryhmaéssa myohemmin,
kunhan ORF1-Arg-proteiinia saadaan puhdistettua.

Opinndytetytta tehdessa opin paljon uutta tieteellisen tutkimuksen tekemisestd. Sain
kuvan siitd, miten pienin askelin tutkimusmaailmassa mennaén eteenpain ja miten pitké&
janteista tyota perustutkimus vaatii. Oli kiehtovaa olla mukana tekeméssa tutkimusta,
jolla on merkitystd myds kansainvalisesti. Ty6ta tehdessa harjaannuin lukemaan tutki-

musartikkeleita ja |6ytadméaan niista oleellisen tiedon.
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LITE1
INFEKTOITUJEN SOLUJEN KERAYS:

-Irrota solut pohjasta taputtelemalla pulloa.

-Kerda pullon medium sopivan kokoiseen putkeen (Eppendorf tai Falcon).
-Sentrifugoi 5000-10 000 g 10 min.

-Heita supernatantti pois.

-Suspensoi pelletti PBS:8an, niin ettéa solujen pitoisuudeksi tulee 20 milj. solua/ml.



LIITE?2
10 % SDS-PAGE-GEELIEN OHJE:

Riittda 10 geelille.

Alageeli:

30 % Akryyliamidi-bis 20,212 ml
3 M Tris, pH 8,8 7,5ml
H-O 32,388 ml
20 % SDS 300 pl
TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine) 38 pl
10% APS (ammoniumpersulfaatti) 200 pl

Y lageeli:

30 % Akryyliamidi-bis 4ml

1M Tris, pH 6,8 5ml

H20 30ml

20 % SDS 200 pl
TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine) 40 pl

10 % APS (ammoniumpersul faatti) 200 pl

BPB (Bromofenolisininen), kyllastetty 67 pl



ELEKTROFOREESIEN LIUOKSIA:

LSB:

Tris 151g
SDS 49
Glyseroli 2049

B -merkaptoetanoli 109
Bromofenolisininen 4mg
Lisatty H,O 100 ml
FAST STAIN:

Etikkahappo 100 ml
| sopropyylialkoholi 200 ml
H.O 650 ml
Coomassie Brilliant Blue 1lg
DESTAIN:

Etikkahappo 150 ml
H.O 1450 mi
Metanoli 400 ml

TUPLA RUNNING (SDS-PAGE:N AJOPUSKURI):

Tris 30g
Glysiini 144 g
SDS 50
H.O 51

RESUSPENSIOLIUOS:

50 mM Tris,pH 8
1 mM EDTA

50 mM

Lisdtty 1 L H,O

AGE:N AJOPUSKURI:

90 mM Tris

90 mM Boorihappo
(0,1 % SDS)
Lisdtty 1L H,O

LIITES



KASVATUSLIUOKSEN KOOSTUMUS:

BioWhittaker: Insect Xpress 500 ml
Lisétty:
50 ml FCS (fetal calf serum), suodatettu

5 ml glutamiini — penisilliini - streptomysiini
5 ul fungizone (sienimyrkky)

LIITE4



LIITES
HISTAG-PUHDISTUK SESSA KAYTETTAVIA LIUOKSIA:

Puskuri A:

100 mM NaHzPO4

10 mM Tris

6 M GuHCI (guanidiinihydrokloridi)
pH 8.0

Voidaan lisita

15 mM Imidatsoli
15 mM B-merkaptoetanoli

Pesupuskuri C:

100 mM NaH,POq4
10 mM Tris

8 M Urea

pH 6.3

Voidaan lisita

15 mM Imidatsoli
15 mM B-merkaptoetanoli

Eluointipuskuri E:

100 mM NaH,PO4
10 mM Tris

8 M Urea

pH 4.5



