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Tama opinnaytetyd on saanut alkunsa tarpeesta kehittaa helposti annettavaa rokotetta COVID-19-
virusta vastaan. Tyd on projekti, jossa testataan, voidaanko SARS-CoV-2 viruksen piikkiproteiinin
rakenteeseen sisaltyvalle peptidille tuottaa vasta-aineita konstruktiolla, jossa peptidi on sidottu ei-
kovalenttisesti kantajaproteiiniin. Kayttdmamme peptidi on rakennettu niin, etta se sisaltdd SARS-
CoV-2:ssa esiintyvan neljan kodonin (12 nukleotidin) mutaation. Mutaatio voi auttaa piikin tiukkaa
sitoutumista ACE2 -reseptoreihin soluissa, joita esiintyy erityisesti ihmisen hengitysteissa. Mutaa-
tion kodonit ovat ccu-cgg-cgg-gca vastaten aminohappoja PRRA eli proliini-arginiini-arginiini-ala-
niini. Peptidin kumpaankin paahan kiinnitetdan biotiini. Reaktiota ja siinéd muodostunutta immuno-
geenia karakterisoidaan geelielektroforeesilla (SDS-PAGE).

Opinnaytetydssa on hyodynnetty alan aiempia tutkimuksia littyen streptavidiinin ominaisuuksiin ja
kayttdon kantajaproteiinina, seka ajantasaista tutkimustietoa koskien SARS-CoV-2 viruksen tartun-
tamekanismeja.

Toivottu tulos saavutettiin olosuhteissa, missa peptidi/streptavidiini suhde oli noin 0,4: 1. Tall6in
yksiketjuinen biotinyloitu peptidi muodostaa siimukan (loop), jonka keskella oleva mutatoitunut
kohta voi aiheuttaa vasta-aineen muodostumisen sen rakennetta kohtaan. Vasta-aine voisi siten
tunnistaa myds SARS-CoV-2 viruksen piikkiproteiinin ja sitoutua siihen. Tama puolestaan estaisi
piikkiproteiinin sitoutumisen ACE2 reseptoriin ja viruksen paasyn solun sisaan kaynnistamaan vi-
ruksen tuotannon.

Projektin menetelmaa ja konstruktiota voi hyddyntaa tulevaisuuden pandemioiden rokotekehityk-
sessa nopean rokotteen mallina, mahdollisesti nenasumutemuotoisen rokotteen muodossa. Talla
hetkella keskustelua on kéyty ainakin jo yhden ulkomaisen bioalan yrityksen kanssa liittyen projek-
tin jatkokehitykseen sisaltden menetelman testauksen rotilla.

Asiasanat: COVID-19, streptavidiini, biotiini, nendsumuterokote, piikkiproteiini
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This thesis originated from the need for a nasal vaccine for SARS-CoV2. It's a project that started
from the idea of producing antibodies against the spike protein of the SARS-CoV-2 structural pep-
tide with the construction of a non-covalent bond between the peptide and membrane transport
protein. Our peptide has been built to include four codons (12 nucleotides) of mutation of SARS-
CoV-2. That mutation can strengthen the binding between spike protein and ACE2-receptor in the
cells expressed in human airways. Codons of the mutation are ccu-cgg-cgg-gca corresponding
amino acids PRRA i.e., proline-arginine-arginine-alanine. Biotin is bound to both ends of the pep-
tide. Reaction and the formed immunogen are characterized by gel electrophoresis (SDS-PAGE).

Earlier research due to characteristics and use of streptavidin as a membrane transport protein has
been used in this project, as well as up-to-date research data from SARS-CoV-2 infection mecha-
nisms.

The sought-after result was achieved in the conditions where the peptide/streptavidin ratio was
approximately 0,4:1. Therefore single-rope biotinylated peptide forms a loop, in the middle of which
the mutated part can inflict the formation of antibodies against its structure. Hereby antibodies could
recognize the spike protein of SARS-CoV-2 and attach to it. This would prevent the attachment of
spike protein to the ACE2 receptor and infection of the cell.

The method and the construct of this project can be utilized in developing vaccines for future pan-
demics as a pattern for a fast vaccine, possibly in the form of nasal vaccination. To this day, there
has been conversation with a foreign company from the field of biology regarding further develop-
ment of the project, including testing the method with rats.
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1 JOHDANTO

Tama opinnaytetyd on saanut alkunsa tarpeesta kehittaa helposti annettavaa rokotetta COVID-19-
virusta vastaan. Hengitysteitse leviavia tauteja ja taudinaiheuttajia on ollut jo kauan ja niita ilmenee
varmasti lisda tulevaisuudessa. SARS (Severe Acute Respiratory Syndrome) ja MERS (Middle
East Respiratory Syndrome) olivat ensimmaiset koronavirukset ennen SARS-CoV-2 virusta, ja li-
saksi ihmisilla esiintyy hyvin yleisesti 229E, HKU1, NL63 ja OC43 -koronaviruksia vuosittain fluns-
sakausina (THL.fi 2021.)

SARS-CoV eli edelld mainittu SARS ja SARS-CoV-2 virukset ovat keskenaan hyvin samankaltai-
sia. Taman vuoksi rokotesuunnittelussa ja siihen kaytettavien menetelmien kehittelyssa voidaan

hyodyntad myds SARS-viruksesta olemassa olevaa tietoa. (Uusi-Makela ym. 2020.)

Opinnaytety0 toteutetaan projektimuotoisena. Projektin tarkoituksena on selvittda, voidaanko
SARS-CoV-2 viruksen piikkiproteiinin (spike protein) rakenteeseen sisaltyvalle peptidille tuottaa
vasta-aineita konstruktiolla, jossa peptidi on sidottu ei-kovalenttisesti kantajaproteiiniin. Peptidi si-
saltaa mutaation, joka voi tutkimusten perusteella auttaa piikin tiukkaa sitoutumista ACE2-resepto-
reihin ihmisen hengitysteissa esiintyvissa soluissa (Corum & Zimmer, 2020). Reaktiota ja siina

muodostunutta immunogeenia karakterisoidaan geelielektroforeesilla (SDS-PAGE).

Onnistuessaan projektin tekniikkaa ja konstruktiota voisi hyddyntaa tulevaisuuden pandemioiden
rokotekehityksessa nopean rokotteen mallina, mahdollisesti nenasumutemuotoisen rokotteen

muodossa.



2 SARS-COV-2 VIRUS JA COVID-19 PANDEMIA

Uuden koronaviruksen SARS-COV-2:n aiheuttama COVID-19-tauti on vakavin pandemia yli sataan
vuoteen. Se sai alkunsa oletetusti vuoden 2019 joulukuussa Kiinan Wuhanissa, mista se levisi no-
peasti muualle maailmaan. Varmaa tietoa viruksen alkuperasta ei ole, joskin ehdotuksia ja teorioita
on ilmennyt salaliittoteorioihin asti. Selkein tautipiikki tilastoissa nékyy seuraavan vuoden tammi-
kuun puolen valin jalkeen, ja viralliseksi pandemiaksi tauti nimettin maailman terveysjarjesto
WHO:n toimesta 11.3.2020. Marraskuun 2022 alussa varmistettuja tautitapauksia maailmalla on yli
600 000 000, jonka liséksi koronaan liittyvia kuolemantapauksia on rekisterdity yli 6,5 miljoonaa.
Kuolleisuus on taten maailmanlaajuisesti noin prosentin luokkaa. Suomessa vastaavat luvut ovat
1,3 miljoonaa tartuntaa ja 6700 koronaan liittyvaé kuolemaa, kuolleisuuden ollessa n.0.5 %. (Anttila
2022; WHO 2022; Hovi 2020). Tassa vaiheessa pandemiaa laheskaan kaikki tapaukset eivat enaa
tallennu viralliseen rekisteriin, silla virallinen testaus on vahentynyt seka omailmoitus-sairaspoissa-
olokaytannot ja kotitestaus lisdantyneet. On myos hyvin mahdollista, etta virus on muuttunut en-
deemiseksi, ja SARS-CoV-2-viruksen aiheuttamia infektioita tulee esiintymaéan tulevina vuosina eri
maissa kausittain (Anttila 2022).

COVID-19 aiheuttaa padosin hengitystieinfektioita, johon kuuluu usein kuitenkin myds suolikana-
van oireilua kuten ripulia. ltdmisaika taudilla on 1-14 vuorokautta tartunnasta oireiden tai jatkotar-
tuttavuuden alkuun. Keskimaarainen itamisaika on noin 4-5 paivaa. Pelkkien oireiden perusteella
ei ole mahdollista paatella taudin aiheuttajaa, vaan se varmistetaan tarvittaessa laboratoriokokein.
Oireiden vakavuus vaihtelee yksildittain, ja tauti voi myds olla oireeton. Vakavassa tautimuodossa
voi ilmetd akuutti hengitysvaikeusoireyhtyma (ARDS), keuhkokuume tai muita komplikaatioita.
Usein vakavaan tautimuotoon sairastuneella on ollut jokin riskitekija, kuten korkea ika, sydan- ja

verisuonitauti tai puolustuskykya heikentava perussairaus. (Anttila 2022; THL 2022a&c.)

COVID-19-taudin vakavaa tautimuotoa vastaan on kehitetty lukuisia rokotteita useissa eri maissa,
ja Suomessakin rokotusohjelmaan on otettu rokotteita usealta eri valmistajalta. Rokotteita on an-
nettu maailmalla marraskuun 2022 alussa lahes 12,9 miljardia annosta, Suomessa rokotuskatta-
vuuden ollessa 1. ja 2. annoksen osalta lahes 80 %. Kolmannen rokotteen on saanut Suomessa
paalle 54 % vaestosta. (WHO 2022; THL 2022d.)



Kuten monet virukset, my6s SARS-CoV-2 on muuntautunut pandemian aikana useita kertoja, ja eri
variaatioilla on eroavaisuuksia keskenaan taudinkuvan ja leviamisnopeuden osalta. Esimerkkeja
varianteista ovat UK-, delta- ja omikronvariantit. Naista ainakin kahta jalkimmaista on todettu myos

rokotetuilla, joskin rokotteet ovat ehkaisseet vakavan tautimuodon esiintymista. (Anttila 2022.)



3 SARS-COV-2 VIRUKSEN TARTUNTAMEKANISMI

Virusten taytyy infektoida elava solu voidakseen lisdantya ja levita. Se tapahtuu sitoutumalla vas-
taanottavan solun pintakalvolla olevaan reseptoriin. Koronavirus tartuttaa solun sitoutuessaan pis-
tamalla koko genominsa sisaltavan, vajaan 30 000 nukleotidin pituisen RNA-juosteen sen sisdlle.
Vertailuna: ihmisen genomissa on yhteensa yli 3 biljoonaa nukleotidia. RNA sisaltaa kaiken tarvit-
tavan tiedon uusien virusten valmistamiseen ja kokoamiseen. Infektoitu solu lukee tdman informaa-

tion ja alkaa valmistaa virusta sen pohjalta. (Corum & Zimmer, 2020; Parkkila ym. 2021).

SARS-CoV-2 leviaa paaasiallisesti hengitysteitse pisara- ja aerosolitartuntana, mutta sen voi saada
myos kosketustartuntana pinnoilta tai esimerkiksi ulosteesta. Moni tekija vaikuttaa leviamiseen ja
tartuttavuuteen, kuten ympariston tilan ominaisuudet, kantajan viruseritys, altistumisen kesto ja
mahdolliset virusvariantit (Parkkila ym. 2021; THL 2022a).

Vuonna 2020 tiedemiehet olivat saaneet identifioitua koronaviruksen genomista geenit jopa 29 eri
proteiinille, joiden tehtavista osa on yha pimennossa mutta osa on pystytty maarittamaan. Naista

perehdymme tarkemmin tunnetuimpaan, S- eli piikkiproteiiniin. (Corum & Zimmer, 2020).

Rasvavaippa RNA-kierre

Piikkiproteiini

Muita viruksen
kuoriosan proteiineja

Kuva 1 Koronaviruksen rakenne. Mukaillen, Corum ym. 2020.
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3.1 S-proteiini eli piikkiproteiini

Koronaviruksen pinta rakentuu neljasta rakenneproteiinista: S, E, M ja N. Uloimman pintarakenteen
muodostamisen lisdksi ne myds auttavat virusta keraantymaan ja lisdédntymaan. SARS-CoV ja
SARS-CoV-2 virukset kayttavat S-proteiinia, eng. Spike protein, eli piikkiproteiinia apunaan tunkeu-
tuessaan kohdesoluun. S-proteiinit muodostavat nimensa mukaisesti piikkeja viruksen pinnalle ke-
raantymalla kolmen ryppaisiin. Tasta muodostuva kruunumainen rakenne onkin antanut koronavi-
rukselle nimens3, silléa korona tarkoittaa kruunua. Piikkimainen rakenne ankkuroituu ihmisen hen-
gitysteissa esiintyvaan ACE2-reseptoriin, joka toimii lukituslaitteena ja néin virus paasee tunkeutu-
maan soluun. Rokotekehittelyssa onkin pyritty estamaan tata piikin sitoutumista ihmissoluihin luo-
malla elimistdon vasta-aineita, jotka sitoutuvat piikkiproteiiniin estaen sen sitoutumisen reseptoriin

ja ndin ollen paasyn solun sisaan. (Corum & Zimmer, 2020).

3.2 ACE2-reseptori

Angiotensiinikonvertaasi 2 eli ACE2 on eri puolilla ihmisen elimistda, mukaan lukien hengitysteissa
ilmentyva entsyymi, joka tunnistaa koronaviruksen piikkiproteiinin reseptoriin sitoutuvan osan (bin-
ding domain, RBD). Koronaviruksen piikkiproteiinin littyessa ACE2:hen se lukkiutuu, jonka jalkeen
seriiniproteaasi (TMPRSS2) ja furiini auttavat piikkiproteiinia muokkautumaan ja virus paasee in-
fektoimaan solun. (Parkkila ym. 2021; Hovi 2020). Furiini on proproteiinikonvertaasi, joka taas on
ryhma entsyymeja, jotka katalysoivat muun muassa reseptorien aktivaatiota soluissa (Duodecim).
On myos tutkittu, ettd neuropiliini -niminen proteiini voi olla yhtena lisatekijana vauhdittamassa
SARS-CoV-2:n tunkeutumista soluun. (Parkkila ym. 2021; Hovi 2020). SARS-CoV-2 on todettu

kiinnittyvan edeltajaansa merkittavasti vahvemmin ACE2-reseptoriin (Medina-Enriquez ym. 2020.)
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<+— ACE2-reseptori

Kuva 2 Koronaviruksen piikkiproteiini sitoutuneena ACE2-reseptoriin. Mukaillen: Corum ym. 2020.

ACE2 on osa valtimopainetta saatelevaa reniini-angiotensiinijarjestelmaa (RAS), jossa se toimii
antagonistina ACElle. RAS-jarjestelm@ huolehtii naiden kahden tasapainosta, ja onkin epailty, etta
viruksen tunkeutuessa isantasoluun ACE2-molekyylit kuluvat, joka johtaa epéatasapainoon
ACE/ACE2 valilla. Tama olisi mahdollisesti osaltaan kytkoksissa vakavan tautimuodon oireiston,
kuten ARDS:n syntyyn. (Medina-Enriquez ym. 2020; Tseng ym. 2020). ACE2lla on lukuisia muita
tehtavia reseptorina toimimisen lisaksi ja sita esiintyy perati 72 eri solutyypissa, ja itse asiassa
hengitysteissa sita esiintyy suhteessa vahiten. Vaikka COVID-19 tarttuukin padosin hengitysteitse,
se voi taten vaikuttaa muuallakin elimistéssa. ACE2:ta esiintyy runsaiten suolen pintaepiteeliso-
luissa, jonka vuoksi yksi koronan mahdollisista oireista on ripuli. (Barker & Parkkila 2020; Medina-
Enriquez ym. 2020).
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4 PROJEKTIN TAVOITTEET JA TOTEUTUS

Tama opinnaytetyd on osaprojekti, missa valmistetaan immunogeeni, joka rakentuu peptidista ja
kantajaproteiinista siten, ettd molekyylien sitoutumiseen kaytetaan hyvaksi molekyylien kykya si-

toutua lahes kovalenttisesti.

Kantajaproteiinina projektissa kaytetaan Streptavidiinia. Kantajaproteiinin tehtdvana rokotekehitte-
lyssé on esitella antigeeni elimiston puolustusjarjestelmélle, jotta pitkakestoinen immunologinen
muisti heréisi sita taudinaiheuttajaa vastaan, jota rokotteella on tarkoitus estaa (THL 2022b). Strep-
tavidiini on biotiinia sitova proteiini, joka on peraisin Streptomyces avidiini -bakteerista. Se sitoo
nelja moolia biotiinia yhta proteiinimoolia kohti hyvin suurella affiniteetilla (dissosiatiovakio Kd. on
noin 10-14). Streptavidiini-biotiini kompleksi on hyvin pysyva laajalla pH- ja lampdtila-alueella.
(Rockland).

Villlityypin Streptavidiini (tetravalentti)

Maantellyt divalentit

Cis-divalentti (1,2) Trans-divalentti (1,3)
U”(I?gnaer:rda;: ‘ ' ‘ ?Z—DDiTuakseli

Kuva 3 Streptavidiinin sitoutumiskohdat biotiiniin. Mukaillen: Michael Fairhead 2013.
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Kuvassa 3 nahtavilla streptavidiinien periaate. Ylimpana alayksikoiden numerointi streptavidiinitet-
rameerissa, kukin monomeeri omalla varilladn ja biotiini avaruusrakenteena (proteiinidatabankki
PDB ID: 3RY2). Alempana on esitetty biotiinin sitoutumiskohdat 1,2 ja 1,3 (biotiiniin sitoutuneet
monomeerit vihrealld, ei-sitoutuneet monomeerit sinisella) joista kay ilmi biotiinikarboksyyliryhméan

hiilien suhteellinen suuntautuminen ja etéisyydet. (Fairhead 2013.)

41  Tutkimuskysymykset

Projektin tavoitteina on:

1. Selvittda, voidaanko SARS-CoV-2 viruksen piikkiproteiinin (spike protein) rakenteeseen
sisaltyvalle peptidille tuottaa vasta-aineita konstruktiolla, jossa peptidi on sidottu ei-kova-
lenttisesti kantajaproteiiniin.

2. Selvittad, liittyyko peptidi streptavidiiniin halutunlaisesti

3. Jos liittyy, niin mika on optimaalinen suhde naiden valilla

4. Saada karakterisoitua reaktiota ja siina muodostunutta immunogeenia geelielektroforee-
silla (SDS-PAGE), eli saada reaktiot nakymaan luettavaan muotoon geelille.

5. Tulosten perusteella testata jatkohankkeessa immunogeenia in vivo

4.2 Opinnaytetyon toteutus

Projekti toteutettiin opinnaytetydna Oulun ammattikorkeakoulussa. Opinnaytetyd koostui menetel-
man suunnittelusta, laboratoriotydskentelysta seka tulosten raportoinnista. Opinnaytetydprosessiin
osallistuivat ohjaavat opettajat seka projektin tilaaja BioOption toimitusjohtaja, sairaalakemisti Simo
Rasi (FL).
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5 MENETELMAN PERIAATE

Kayttamamme peptidi on rakennettu niin, etta se sisaltaa SARS-CoV-2:ssa esiintyvan neljan ko-
donin (12 nukleotidin) mutaation. Mutaatio voi auttaa piikin tiukkaa sitoutumista ACE2 -reseptorei-
hin soluissa, joita esiintyy erityisesti ihmisen hengitysteissa. Mutaation kodonit ovat ccu-cgg-cgg-
gca vastaten aminohappoja PRRA eli proliini-arginiini-arginiini-alaniini. (Corum & Zimmer, 2020).
Peptidin kokonaispituudeksi oli alun perin valittu 69 aminohappoa, joista 19 ah on ennen mutaatiota
ja 36 ah mutaation jalkeen. Peptidia jouduttiin kuitenkin lyhentaméan tuotantoteknisten syiden
vuoksi 36 aminohappoon, niin etta 16 ah on ennen mutaatiota ja 16 ah mutaation jalkeen. Peptidin

kumpaankin paahan kiinnitetdan biotiini. Lopullinen muoto on siis:

Biotin-GGGGGICASYQTQTNSPRRARSVASQSIIAYGGGGG-Lys (Biotin).
Villlityypin Streptavidiini (tetravalentti)

1 QL3052

@ 36 aminohappoa + biofiinin

7% 1% ja Lys(biotiini) sisaltavan
’ peptidin toivotut
; vaihtoehtoiset sitoutumiset
'ﬂ 2! -J s

Maantellyt divalentit
Cis-divalentti (1,2) Trans-divalentti (1,3)

Ulkonevat
ligandit

A

’ ‘ # 2-poimuakseli

Kuva 4 Tavoittelemamme sitoutumiset. Peptidin pituus; 35 kpl C-N sidoksia (a’ 1,32A) + Biotin ja
Lys (Biotin) on noin 47 A, joka mahdollistaisi kummatkin sitoutumisen vaihtoehdot. Mukaillen,
Michael Fairhead 2013.
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51 SDS-PAGE

SDS-PAGE (natriumdodekyylisulfaattipolyakryyliamidigeelielektroforeesi) on geelielektroforeesiin
perustuva proteiinien erottelu- ja analyysimenetelma, jossa suoritetaan proteiinien erotteluajo kak-
siosaisessa polyakryyliamidigeelissa elektroforeesin avulla, joka erottelee proteiinit niiden koon pe-
rusteella. Proteiinit varjataan tulosten visuaalisen tarkastelun mahdollistamiseksi. (Solunetti,
2006a).

5.2 Nenasumutemuotoinen rokote

Nenasumutemuotoisen rokotteen ideana on annostella rokote suoraan sinne, missa sita tarvitaan
ja missa mahdollinen tartuntakin tapahtuisi: suoraan hengitysteihin. (Waltz 2022.) Nenasumute-
muotoiset rokotteet ovat myds helpompia antaa kuin injektoitavat rokotteet: niiden antoon ei valtta-

matta vaadita koulutettua henkilokuntaa (Ekholm 2022).

Niin kuin injektoitavien rokotteidenkin kohdalla, my6s nenasumuterokotteiden toimintaperiaatteissa
ja menetelmissa on eroja. Talld hetkellda Suomessa on kaytossa lapsille (2-18 v) annettava in-
fluenssarokote Fluenz Tetra, jossa kaytetaan heikennettyja influenssaviruksia (THL 2022a). Taméan
lisdksi Rokote Laboratories Finland Oy on kehittdmassa COVID-19 tautia vastaan nenasumute-
muotoista rokotetta FINCoVac (Ekholm 2022). Maailmalla on useita tutkimuksia kaynnissa, ja jois-

sakin maissa on yksittaisia nenasumutemuotoisia koronarokotteita otettu testaukseen.
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6 MENETELMAN TESTAAMINEN

Menetelmaa testattiin neljalla eri sekoitussuhteella streptavidiinin ja peptidin valilla in vitro ja reak-

tiot karakterisoitiin geelielektroforeesilla (SDS-PAGE).

Ensin valmistimme laimennokset streptavidiinista ja peptidista jokaista neljaa haluttua reaktiota
kohden. Emme olleet varmoja, miten streptavidiini reagoisi keittdmiseen, joten teimme seka keitetyt

ettd keittdmattomat versiot. Nama oli liuotettu eri paivina.

Streptavidiini (2,5 mg/putki) liuotettiin 100 pl:aan vetta ja siirrettiin putkeen, jossa 900 pl fosfaatti-

puskuria. Tasta tehtiin laimennos 1:10 jolloin saadaan pitoisuus 0,25 mg / ml. Tata pitoisuutta kay-

tettiin kaikissa reaktioissa.

Peptidi (1 mg) liuotettiin millilitraan fosfaattipuskuria, josta tehtiin laimennokset fosfaattipuskuriin

taulukon mukaisesti (taulukko 1).

Taulukko 1: Peptidin laimennokset

Reaktio | Laimennossuhde | Peptidi + fosfaattipuskuri Pitoisuus

I 1:100 10 pl +990 pl 0,010 mg/ml
| 1:40 25 pl + 975 pl 0,025 mg/ml
Il 1:20 50 pl + 950 pl 0,050 mg/ml
\Y 1:10 100 pl + 900 pl 0,100 mg/ml

Naista tehtiin reaktioliuokset seuraavan taulukon mukaisesti (taulukko 2).

Taulukko 2: Reaktioliuokset

Reaktio | Streptavidiini (025 | Peptidi mg/ml | Liuos
mg/ml)

I 200 0,010 200 pl

| 200 0,025 200 pl

1l 200 pl 0,050 200 pl

\Y 200 pl 0,100 200 pl
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Néista reaktioliuoksista pipetoimme 50 pl reaktioliuosta ja 50 pl naytepuskuria. Puskurina kay-
timme Laemmlin naytepuskuria, joka siséltaa 62.5mM Tris-HCL, pH 6.8, 25 % glyserolia, 2 % SDS
ja 0.01 % Bromophenolin sinista. Kaytimme proteiinistandardina BioRadin Precision Plus Proteii-
nistandardeja (kuva 1).

Kuva 5: Proteiinistandardit, BioRad laboratories.

Kuva 6: Geelit Bio Radin valutelineissé
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Teimme nelja geelia, jotta saisimme my0s harjoitusgeeleja. Valmiiden geelien laadun perusteella
valitsimme kaytettavat kaivot ja testattavat reaktiot, ja naytteet pipetoitiin kaivoihin. Kayttoon vali-

koituivat geelit 2, 3 ja 4. Varsinaisten geelien pipetointikaaviot ovat nahtavilla tulosraportissa.

Ajoimme geeleja 170V noin 45 minuuttia. Ajon jalkeen geelit varjattin 30 min Coomassie brilliant
blue -liuoksessa, jonka jalkeen ne siirrettiin varinpoistoliuokseen. Tassa vaiheessa vyohykkeet
eivat juuri erottuneet, ja jatimme geelit liuoksen vaihdon jalkeen viela yon yli varinpoistoon. Aamulla

vyohykkeet erottuivatkin oikein selvasti, ja geelit saatiin kuvattua.
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7 TULOKSET

Varsinaisiksi geeleiksi valikoituivat geelit 3 ja 4. Geeli 4 naytteet keitettiin, ja geeli 3:sen naytteet
jatettiin keittamatta. Taten saatiin vertailtua keittdmisen vaikutusta ja termostabiiliutta biotinyloidun
peptidin ja streptavidiinin valilla, silla aiemman tiedon perusteella streptavidiini ei yksinaan kesta yli
70 asteen lampétilaa (Fairhead ym. 2014).

Kuva 5: Geeli 3

Geeli 3: Naytteita ei ole keitetty. Tulokset pipetointijarjestyksen mukaisesti:

Standardi Precision Plus Standardi.

Peptidi, liuotettu 18.5.  Molekyylipaino noin 6kDa. Yksi paksu viiva, koska nayte otettiin
pitoisuudesta 1mg/ml.

Streptavidiini Molekyylipaino noin 66 kDa. Yksi viiva.

I Reaktio |. Peptidi/streptavidiini -suhde noin 0,4:1. Kaksi viivaa, joista

alempi streptavidiini ja ylempi streptavidiini + yksi peptidimolekyyli.

Il Reaktio II. Peptidi/streptavidiini -suhde noin 1:1. Lahes ekvivalenttinen

suhde. Kaksi selvaa ja kaksi heikkoa viivaa. Alin selva viiva streptavidiini,
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toinen selva viiva streptavidiini + yksi peptidi molekyyli, alempi heikko viiva
streptavidiini + kaksi peptidimolekyylia, ylin hyvin heikko viiva streptavi-
diini + kaksi peptidimolekyylia, joista toinen on lisaksi kiinnittynyt toiseen

streptavidiiniin.

Sama kuin seuraava.

Reaktio Ill. Peptidi/streptavidiini -suhde noin 2:1. Yksi selva ja kolme hei-
kompaa viivaa. Selva viiva streptavidiini, alin heikko viiva streptavidiini +
yksi peptidi molekyyli, toinen heikko viiva streptavidiini + kaksi peptidi-
molekyylia, ylin heikko viiva streptavidiini + kaksi peptidimolekyylia, joista

toinen peptidi on lisaksi kiinnittynyt toiseen streptavidiiniin.

Reaktio IV. Peptidi/streptavidiini -suhde noin 4:1. Yksi selva ja kaksi hei-
kompaa viivaa. Selvé viiva streptavidiini, alempi heikko viiva streptavidiini
+ kaksi peptidimolekyylia, ylin heikko viiva streptavidiini + kaksi peptidi-
molekyylia, joista toinen peptidi on lisaksi kiinnittynyt toiseen streptavidii-

niin.
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Kuva 7: Geeli 4

Geeli 4: Keitetyt naytteet. Tulokset pipetointijarjestyksen mukaisesti:

Standardi vasemmassa reunassa

Pepditi, liuotettu 19.5

Precision Plus Standardi, ks. kuva 1.

Nayte otettu pitoisuudesta 1mg/ml. Yksi paksu viiva ja
toinen ohut, joka iimeisesti kontaminaatio viereisesta

kaivosta.

Reaktio I. Peptidi/streptavidiini -suhde noin 0,4:1. Kaksi
viivaa, joista alempi streptavidiinin hajoamistuote ja

ylempi heikko viiva streptavidiini + peptidi molekyyli.

Reaktio Il. Peptidi/streptavidiini -suhde noin 1:1. Lahes
ekvivalenttinen suhde. Kaksi viivaa, joista alempi
streptavidiinin hajoamistuote ja ylempi viiva streptavidiini

+ peptidi molekyyli.

Reaktio IIl. Peptidi/streptavidiini -suhde noin 2:1. Kaksi

vivaa, joista alempi (heikompi, kuin edelld)

21



streptavidiinin hajoamistuote ja ylempi viiva (vahvempi

kuin edelld) streptavidiini + peptidi molekyyli.

v Reaktio IV. Peptidi/streptavidiini -suhde noin 4:1. Kaksi
viivaa, joista alempi (hyvin heikko) streptavidiinin
hajoamistuote ja ylempi viiva (hyvin vahva) streptavidiini

+ peptidi molekyyli.

Tulokset nayttavat, etta streptavidiini kestaa yhdessa biotinyloidun peptidin kanssa ainakin 5 mi-
nuutin keittdmisen. Taman selittdd hyvin Michael Fairheadin ym. (2014) artikkeli, jossa kerrottiin,

ettd Streptavidiinin thermostabiilisuus Tm 73 astetta C apo-SA:lle ja 112 astetta C biotin-SA:lle.

Taten selvisi myos vastaukset tutkimuskysymyksiimme:

1. SARS-CoV-2 viruksen piikkiproteiinin rakenteeseen sisaltyvélle peptidille voidaan tuottaa
vasta-aineita konstruktiolla, jossa peptidi on sidottu ei-kovalenttisesti kantajaproteiiniin.

2. Peptidi liittyy streptavidiiniin.

3. Optimaalinen peptidi/streptavidiini suhde oli noin 0,4: 1.

4, Reaktio ja siind muodostunut immunogeeni saatiin karakterisoitua geelielektroforeesilla
niin, etta optimaalisessa suhteessa geelilla tuli nakyviin kaksi viivaa.

5. Projektin tulosten perusteella on mahdollista testata jatkohankkeessa immunogeenia in

vivo
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8 JOHTOPAATOKSET JA JATKOKEHITTELY

Geelilla 3 on luettavissa selkeita sidoksia streptavidiinin ja biotinyloidun peptidin valilla. Toivottu
tulos saavutettiin reaktio yhden olosuhteissa, missa peptidi/streptavidiini suhde oli noin 0,4: 1. Gee-
lilla havaintaan kaksi viivaa, joista alempi streptavidiini ja ylempi streptavidiini + yksi peptidi mole-
kyyli. Talla 1ahtoaineiden suhteella on todennakdisesti paras mahdollisuus saada aikaan molekyy-
lirakenne, missa biotinyloitu peptidi on molemmista paista kiinni streptavidiinissa. Talldin yksiket-
juinen biotinyloitu peptidi muodostaa silmukan (loop), jonka keskella oleva mutatoitunut kohta voi
aiheuttaa vasta-aineen muodostumisen sen rakennetta kohtaan. Vasta-aine voisi siten tunnistaa
myds SARS-CoV-2 viruksen piikkiproteiinin ja sitoutua siihen. Tama puolestaan estéisi piikkiprote-
iinin sitoutumisen ACE2 reseptoriin ja viruksen paasyn solun sisdan kaynnistamaan viruksen tuo-

tannon.

Tarkasteltaessa geelia 4 voidaan todeta, etta oletetusti streptavidiini ei ole yksistaan kestanyt keit-
tamista. Vastaavasti, kuten geelilla 3, myos geelilla 4 on luettavissa selkeita sidoksia streptavidiinin
ja biotinyloidun peptidin valilla. Kun vertaa peptidi/streptavidiini -sidosten ja streptavidiinin ha-
joamistuotteiden viivoja keskenaan, voidaan huomata, etta niiden suhde on kaantaen verrannolli-
nen toisiinsa nahden. Mita enemman peptidin maara reaktiossa kasvaa, sita vahemman muodos-

tuu streptavidiinin hajoamistuotteita eli sitd paremmin streptavidiini kestaa keittamisen.

Tulosten perusteella aikaan saatua konstruktiota olisi mahdollista hyodyntda nopean rokotteen
mallina. Talla hetkelld keskustelua on kayty ainakin jo yhden ulkomaisen bioalan yrityksen kanssa
littyen projektin jatkokehitykseen sisaltden sumutteen valmistamisen ja testaukseen rotilla. Julkai-

semme taman projektin vapaaseen jatkokehittelyyn tuleville timeille.
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LITTEET

Keskeista kasitteistoa - Liite 1
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KESKEISTA KASITTEISTOA LITE 1

Affiniteetti (affinity): Immun. antigeeni-vasta-ainesidoksen voimakkuus / reseptorin ja sen ligandin

taipumus sitoutua toinen toiseensa (Duodecim a).

Aminohappo (amino acid): Peptidiketjujen ja proteiinien rakenneosina esiintyvia orgaanisia mole-

kyyleja (Duodecim b).

Antigeeni (antigen): Aiheuttaa elimistdssa vasta-aineiden eli immunoglobuliinien muodostumisen

tai soluvélitteisen immuunivasteen (Duodecim c).

Biotiini_(biotin): B-vitamiiniryhmaan kuuluva, kaikissa elavissa soluissa esiintyva, aineenvaihdun-
nassa tarkeisiin karboksylaatioreaktioihin osallistuva koentsyymi eli orgaaninen yhdiste (Duodecim
d). Tassa projektissa biotiini litetaan peptidin paihin, jotta kantajaproteiini voisi siihen sitoutua.

Endeeminen (endemic): Paikallisesti jatkuvasti esiintyva, jollekin alueelle ominainen (tauti). (Duo-

decim t).

Geelielektroforeesi: Elektroforeesi on menetelma, jolla sahkoisesti varautuneita molekyyleja erote-

taan toisistaan niiden erilaisen sahkokentassa liikkumisen perusteella. Menetelmalla on useita ala-
lajeja, ja tassa tydssa kaytamme geelielekiroforeesia. Siina eroteltavat molekyylit likkuvat eraéan-

laisessa hyytelossa eli geelissa sahkovirran avulla. (Duodecim d)

Hapteeni (hapten): Tavallisesti pienimolekyylinen orgaaninen yhdiste, joka toimii immunogeenina
vain liittyneend suurempaan molekyyliin eli kantajaproteiiniin. Pystyy kuitenkin yksin reagoimaan
syntyneen vasta-aineen kanssa (Duodecim f).

Immunogeeni (immunogen): Antigeeni, joka stimuloi suoraan vasta-ainemuodostusta (Duodecim

9).
Kantajaproteiini (carrier protein): Proteiini, johon liittynyt hapteeni pystyy toimimaan immunogee-

nina. (Duodecim h). Tassa projektissa kantajaproteiinina toimii streptavidiini.

Kodoni (codon): Geneettisen informaation pienin yksikkd, DNA-molekyylissa (ja lahetti-RNA-mole-
kyylissa) oleva kolmen perakkaisen nukleotidin ryhma, jonka mukaan tietty aminohappo liittyy muo-
dostuvaan peptidiketjuun translaatiossa. (Duodecim i). Kodoneita on erityyppisid sen mukaan,
missa kohden peptidiketjua ne toimivat ja miké on niiden tehtéva (aloituskodoni, lopetuskodoni).
Kovalenttisidos (covalent bond): Kovalenttinen sidos on kahden atomin vélinen voimakas sidos,

joka perustuu kahden, neljan tai kuuden elektronin jakautumiseen atomien valilla siten, etta niista
tulee kummankin atomin yhteisia (Duodecim j).

Mutaatio (mutation): Yhdesséa tai useammassa geenissa tapahtunut rakenteellinen muutos, joka

voi sukusolussa ollessaan siirtya jalkelaisille (Duodecim k).
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Nukleosidi (nucleoside): Nukleiininapon rakenneyksikko, sisaltda puriini- tai pyrimidiiniemaksen ja

pentoosisokerin. (Duodecim I; Solunetti 2006b.)
Nukleotidi (nucleotide): Nukleosidi, johon on liittynyt liséksi fosfaattiryhma. (Duodecim m; Solunetti
2006b.)

Peptidi (peptide): Peptidisidoksilla toisiinsa liittyneiden aminohappojen ketju (Duodecim n).

Proteiini (protein): Yhdesta tai useammasta peptidiketjusta muodostunut suurimolekyylinen yhdiste

eli makromolekyyli, valkuaisaine (Duodecim o).

Reseptori (receptor): Tassa tyossa: virusreseptori. Solun pinnan makromolekyyli, joka sitoo viruk-

sen spesifisella tavalla (solun infektoitumisen edellytys) (Duodecim p.)

RNA (ribonucleic acid): Ribonukleiininapot ovat proteiinisynteesissa toimivia, neljasta ribonukleoti-

dista (AMP, CMP, GMP, UMP) rakentuvia polymeereja. Monien virusten perinnéllinen aines on
RNA:ta, kuten myds tydssamme késiteltavan SARS-CoV-2:n. (Duodecim q).

Streptavidiini: Biotiinia sitova proteiini, joka on peraisin Streptomyces avidiini bakteerista. Toimii
tassa projektissa kantajaproteiinina.

Vasta-aine (antibody): Immuunijarjestelman tietyn antigeenin vaikutuksesta tuottama proteiini, joka

reagoi spesifisesti juuri tdman antigeenin kanssa (ja tekee sen usein tehottomaksi) (Duodecim r).
Tassa projektissa halutaan tuottaa vasta-aineita SARS-CoV-2 piikkiproteiinin rakenteeseen sisal-

tyvalle peptidille.
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