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VIRUSVASTA-AINEIDEN SEULONTA
SYNTEETTISISTA VASTA-AINEKIRJASTOISTA

Coxsackievirus A7 (CAV7) ja coxsackievirus A9 (CAV9) ovat molemmat pikornaviruksiin
kuuluvia, ihmiselle tautia aiheuttavia enteroviruksia. CAV7 on aiheuttanut muun muassa.
aivokalvontulehdusta ja halvausepidemioita, mutta on nykyisin melko harvinainen. CAV9 on
yleinen ihmispatogeeni, joka aiheuttaa lievien hengitystieinfektioiden lisdksi muun muassa
sydanlihas- ja aivokalvontulehduksia.

Taman tyon tarkoituksena oli optimoida enterovirusten puhdistusmenetelméaéa ja tarkastella
viruksen saantoa puhdistuksen eri vaiheissa sekd kayttda puhdistettuja viruksia faagi-vasta-
aineiden seulonnassa synteettisista scFv-kirjastoista.

Viruspuhdistuksessa sovellettiin  ultrasuodatusta viruksen osittaiseen puhdistukseen ja
konsentrointiin perinteisemméan PEG-saostuksen ja CsCl-gradienttiajon rinnalla. Puhdistuksen
eri vaiheista kerattiin naytteitd, joiden infektiivisyys maaritettin soluilla ja puhtaus geelilla.
Saatujen tulosten perusteella havaittiin, ettd ultrasuodatus nopeuttaa viruspuhdistusprosessia,
kun tarvitaan mahdollisimman infektiivistd viruspreparaattia ja virus on suhteellisen puhdasta
ultrasuodatuksen jalkeen.

Vasta-aineseulonnassa CAV9:lle ei onnistuttu 16ytaa hyvia sitojia vasta-ainekirjastosta, jolloin
paatettiin muutamien selektioiden jalkeen keskittyd ainoastaan CAV7:aan. CAV7:lle ldydettiin
muutamia hyvia sitojia, joita voisi jatkossa rikastaa uusilla pénnayskierroksilla. CAV7:lle
I6ydettyja sitojia voisi puhdistaa vasta-aineen testauksia varten. Pikornavirusvasta-aineita
voitaisiin ylipddnsa testata elavissd soluissa in vitro tai hiirissa in vivo, muun muassa
neutralisaatiotesteilla ja kokeilla siten virusinfektion estoa. Humaanivasta-ainekirjastot
mabhdollistavat virusvasta-aineiden kayton myos ihmisissa.
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SELECTION OF VIRAL ANTIBODIES FROM
PHAGE DISPLAY LIBRARY

Coxsackievirus A7 (CAV7) and coxsackievirus A9 (CAV9) are both members of the genus
Enterovirus in the family Picornaviridae. CAV7 has caused meningitis and flaccid paralysis but
today it is a rare type. CAV9 causes respiratory infections but also meningitis and myocarditis.

The objective of this study was to optimize enterovirus purification and examine virus yield
during the purification process. Purified viruses were used in binder selection against phage
display antibody library.

Coxsackievirus A9 was purified using PEG concentration and on cesium chloride gradient
centrifugation, and followed by dialysis of virus bands. Ultrafiltration was also tested in virus
concentration and purification. Samples were collected from each purification step, infectivity
was tested on cells and purity was checked by SDS-PAGE. PEG concentration resulted in
significant loss of particle infectivity. It was found that the total amount of recovered virus in the
ultrafiltrated concentrate was somewhat greater than in the ultracentrifuged virus preparation.

Phage scFvs were obtained after three rounds of selection against immobilized virus antigen.
The phage scFv gave low enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) values with CAV9. So
in further studies studies concentrated only on CAV7. A few good binders against CAV7 were
isolated from phage display library. In the future CAV7 binders could be enriched and purified
for antibody testing. Binding and ability to neutralize virus infection by picornavirus antibodies
could generally be tested in vitro on live cells or in vivo in mice. In general human antibody
libraries enable the use of virus antibodies in humans.
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Antibody library, enterovirus, picornavirus, phage display, virus purification
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KAYTETYT LYHENTEET
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1 JOHDANTO

Tybn tavoitteena oli optimoida enterovirusten puhdistusmenetelmaa ja
tarkastella viruksen saantoa puhdistuksen eri vaiheissa seka kayttaa

puhdistettuja viruksia vasta-aineiden seulonnassa.

Tydssa tuotettiin ja puhdistettiin kaksi enterovirustyyppia: coxsackievirus A7
(CAV7) ja coxsackievirus A9 (CAV9). Puhdistetuille viruksille yritettiin 16ytaa
vasta-ainekirjastosta  uusia  sitojia.  Tutkimuksessa  havaittiin, etta
puhdistusprosessissa haviaa huomattava maara virusta tai sen infektiivisyys
alenee merkittavasti etenkin PEG-saostuksen aikana. Virusta yritettiin
konsentroida pienempaén tilavuuteen kayttaen ultrasuodatusta vaihtoehtona
PEG-saostukselle. Vaikka viruksen ei pitdisi teoriassa lapaistd 1000 kDa:n
huokoskoon kalvoa, suurin osa viruksista kuitenkin teki nain. Kaytettdessa 300
kDa:n kalvoa havaittiin, ettéa virus pysyi kalvon pinnalla ja etta virus puhdistui
suodatuksen aikana. Tutkimuksen perusteella 300 kDa:n kalvo on soveltuva
sekd viruksen osittaiseen puhdistukseen ettd konsentrointiin. Osittainen
puhdistus ja konsentrointi on siten mahdollista tehdd my6s suoraan

virusinfektoiduista soluista ilman PEG-saostusta ja CsCl-ajoa.

Tutkimuksen toisessa osassa viruksiin sitoutuvia vasta-aineita seulottiin
bakteereissa liséttavasta synteettisesta vasta-ainekirjastosta, joka tuottaa
yksiketjuisia vasta-ainemolekyylejd (scFv) faagipartikkelin pinnalla (ns.
faaginayttotekniikka). Faagi-scFv-kirjastoa kaytettiin solukuopassa, johon oli
immobilisoitu kohdevirus, ja sitoutuneet faagit rikastettiin lisaamalla sitoutuneet
virukset bakteerisoluissa ja kierrattamalla niitda uudestaan hiukan eri
olosuhteissa viruskuopissa. Spesifiset kloonit identifioitin ELISA:lla (enzyme-

linked immunosorbent assay).

Tyon kokeellinen vaihe suoritettiin Turun yliopiston Virusopilla Dos. Petri Suden
ohjauksessa. Vasta-ainekirjasto oli valmistettu Turun yliopiston biotekniikan
laitoksella ja osa tybvaiheista suoritettiin biotekniikalla yhteistyossd FM Janne

Leivon kanssa.
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1.1 Pikornavirukset

Enterovirusten suku kuuluu lahkon Picornavirales heimoon picornaviridae.
Pikornavirukset ovat hyvin samankaltaisia sekd geneettisesti etta
rakenteellisesti. Pikornavirusten ryhmé&an kuuluu talla hetkellda 12 sukua, jotka
ovat Enterovirus, Cardiovirus, Aphthovirus, Hepatovirus, Parechovirus,
Erbovirus, Kobuvirus, Teschovirus, Sapelovirus, Senecavirus, Tremovirus ja
Avihepatovirus  (www.picornaviridae.com).  Pikornavirukset ovat pienia,
vaipattomia RNA-viruksia. Pikornavirusten rakenne on ikosaedrinen ja niiden
proteiinikuoren pinta koostuu VP1, VP2 ja VP3-proteiineista. Pikornavirukset
ovat yleisimpia taudinaiheuttajia, joten niilla on suuri taloudellinen ja
la&ketieteellinen merkitys. (Yla-Pelto, J.;& Susi, P. 2010)

Enterovirukset, joihin my6s coxsackievirukset kuuluvat, siséltavat kymmenia
ihmiselle  patogeenisia  tyyppeja.  Antigeenirakenteeltaan  |&hisukuisia
viruskantoja  kutsutaan  serotyypeiksi. lhmisessd tautia  aiheuttavat
enterovirusserotyypit jaotellaan perinteisesti polioviruksiin, coxsackie A -
viruksiin ja coxsackie B —viruksiin. Nykyisin kaytd0ssa olevassa, geneettisin
perustein tehdyssa, jaottelussa enterovirukset ryhmitellddn seitsemaan lajiin,
ihmisen enteroviruksiin A-D (HEV A-D) ja ihmisen rinoviruksiin A-C. (Hyypia ym.
2010)

CAV7 ja CAV9 ovat molemmat pikornaviruksiin kuuluvia, ihmiselle tautia
aiheuttavia enteroviruksia. Coxsackievirus A7 (CAV7) on yksi HEV A-lajin
serotyyppi. CAV7 on aiheuttanut mm. aivokalvontulehdusta ja halvauksia.
Kirjallisuudessa tunnetaan kolme CAV7-kantaa: Parker, USSR ja 275/58.
Parker- ja USSR-kannat on eristetty halvauspotilailta, 275/58-kanta

aivokalvontulehduspotilaalta. (Whitton ym. 2005. Nature Reviews)

Coxsackievirus A9 (CAV9) on yleinen ihmispatogeeni, joka aiheuttaa lievien
hengitystieinfektioiden lisdksi mm. sydénlihas- ja aivokalvontulehduksia. (Cui
ym. 2010. Virology Journal)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Mervi Laanti



1.2 Vasta-ainekirjasto

Tybssd kaytetyn vasta-ainekirjaston geenit oli kloonattu synteettisesti ja
kirjastoa oli muokattu siten, etta kirjastosta tuottui suuri maara erilaisia vasta-

aineita. Bakteriofageja kaytettiin vasta-aineiden tuottamiseksi bakteerisoluissa.

Vasta-aineet ovat suuria valkuaisaineita eli glykoproteiineja, joita kutsutaan
yhteisnimella immunoglobuliinit. Kaikkien vasta-aineluokkien
immunoglobuliineilla  on sama  perusrakenne, johon kuuluu nelja
polypeptidiketjua, joista kaksi on identtista kevytta (L-) ketjua, ja kaksi identtista
raskasta (H-) ketjua. Ketjut ovat kiinnittyneet toisiinsa disulfidisidoksin. Fv-
molekyyli (vaihteleva alue) koostuu H-ketjun (raskaan ketjun) neljanneksesta ja
L-ketjun (kevyen ketjun) puolikkaasta, jotka pysyvat yhtendisena palana
epakovalentein sidoksin. Kuvassa 1 on esitetty vasta-ainemolekyylin rakenne
seka vasta-ainefragmenttien rakenteita. Vasta-aineet tarttuvat Fv-palan

valityksella antigeeniin, jonka takia Fv-palojen polypeptideissé on satoja erilaisia

aminohapposekvensseja. (Pini, A. & Bracci, L. 2000)

V /

"o

IgG Fab Fv SscFv

Kuva 1: Kokonainen vasta-ainemolekyyli (IgG) ja vasta-ainefragmentteja (Fab,
Fv ja single chain Fv). (Pini, A.;& Bracci, L. 2000)

Kloonaamalla vain vasta-aineen vaihtelevat geenit, pystytdan tuottamaan Fv-

fragmentteja. Fv-osaset saattavat kuitenkin irrota toisistaan, mik&a johtuu
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kovalenttisten sidosten tai muiden disulfidisidosten puutteesta kahden ketjun
valilla. Yhdistavan peptidia koodittavan geenin sijoittaminen VH- ja VL-geenien
valin mahdollistaa yksiketjuisen (single chain) Fv-fragmentin ilmentymisen.
scFv-molekyyli ei esiinny luonnossa, mutta se on stabiilimpi kuin Fv-molekyyli ja
siséltdd kuitenkin sen vasta-ainespesifisyyden ja laskostuksen. (Pini, A.;&
Bracci, L. 2000)

Luonnollista immuniteettijarjestelméa on mahdollista jaljitella ilmentamalla
vasta-ainefragmenttia faagipartikkelin pinnalla. Vasta-ainekirjastot seulotaan
faaginayttotekniikalla, jossa kaytetddn kolmea seulontakierrosta parhaiden
sitojien rikastamiseen. Puhdistettuja viruksia kaytetaan rikastettujen kirjastojen

seulontaan.

1.3 Faaginayttotekniikka

Faaginayttoteknilkkka on keskeinen menetelma seulottaessa uusia sitojia
sitojakirjastoista. Menetelmassa halutun proteiinin sekvenssi insertoidaan
vektoriin, josta sitd tuotetaan fuusioproteiinina faagin kuoriproteiinin kanssa.
Fuusioproteiini pakkautuu faagiin sen rakentuessa, jolloin fuusioproteiini
iimentyy faagin pinnalla. Vektori-DNA, joka koodaa proteiinia, pakkautuu
yksinauhaisena faagin sisdan, jolloin faagin fenotyyppi on yhteydessa
genotyyppiin. Geeneja pystytaan siten rikastamaan faagikirjastosta proteiinin

ominaisuuksien perusteella (Kuva 2). (Leivo, J. 2008)

Tybssa kaytettin E. colin M13-filamenttifaagia, joka soveltuu vasta-aineiden
nayttoon. Tybssa kaytetty humaanivasta-ainekirjasto oli valmistettu Turun
yliopiston Biotekniikan laitoksella MolBind-projektissa ja sen runkona toimi scFv
vasta-ainesekvenssi. Vasta-ainekirjasto oli rakennettu pIXpAK100-vektoriin ja

valmistetun kirjaston laajuus oli 3,11x10%. (Leivo, J. 2008)

M13-filamenttifaagin proteiinikuori muodostuu noin 2700 kappaleesta geeni
VIll:n koodaamaa pVlll-proteiinia seka filamentin paissa olevista plll-, pVI- ja

pIX-proteiineista. Tavallisesti tutkittavaa proteiinia tai sen osaa koodaavaa
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geenia litetaan joko plll- tai pVIll-geeniin, jolloin faagin proteiinivaippaan syntyy

vierasta proteiinia sisaltavia fuusioproteiineja. Taten faagin pinnalle tuotettu

kohdeproteiini on fyysisesti kytkeytynyt faagin sisalla olevaan sitd koodaavaan

geeniin. (Suominen, I. ym. 2010)

Kuvassa 2 on esitetty faaginayttotekniikkaan perustuvan vasta-aineseulonnan

periaate.

The pSEX-Phage Antibody Selection System

[ mononuclear cells

cDNA

—_ e
-_—
ANTIBODY-DNA

GEN-LIBRARY in pSEX
Electoparaton infok. coli
b Packaging into FPhage Farticles

r Polymerase Chain Reacton

t Resticton Digest Ligation
nito pSEX

scFv-
Fraimem B]” pSEX »i'ilh

p—
S

a!

Antibody Genes

'‘Phage-Antibody'

scFv-ANTIBODY

AFFINITY-SCREENING
on ANTIGEN
s Antigen
TP [
f 1 /m{_/
—
Subcloning into Expression
vectars - Froauction/Purification
RECOMBINANT MONOCLONAL

© S. Dubel, Heidelberg

Kuva 2: Faaginayttétekniikkaan perustuvan vasta-aineseulonnan periaatekuva

(Dubel & Heidelberg).

Antigeenispesifiset  kloonit  rikastetaan

sitoutumisella

immobilisoituun

antigeeniin, jota seuraa sitoutuneiden faagien eluutio ja monistus. Muutamien
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sitoutumisselektioiden (pannaysten) jalkeen (Kuva 3), spesifiset kloonit
identifioidaan ELISA:lla (enzyme-linked immunosorbent assay).

Pannayksessad kohdeproteiini kiinnitetd&dn (immobilisoidaan) kuoppalevyn
kuoppiin. Vasta-aineen epaspesifinen sitoutuminen estetadn tayttamalla kuopan
tyhjat kohdat blokkauspuskurilla. BSA:ta (naudan seerumin albumiinia) tai
puskuriin liuotettua rasvatonta maitojauhetta kaytetaan usein
blokkauspuskurina. Kuoppiin annostellaan taman jalkeen faagikirjastoa
siséltava liuos ja faagipartikkelit, joihin liittynyt proteiini sitoutuu tarpeeksi lujasti
kohdeproteiiniin, jaavat kiinni kuoppaan, kun muut huuhtoutuvat pesuilla pois.
(Suominen, I. ym. 2010) Kuvassa 3 on esitetty yksinkertaistettuna pannayksen

periaate.

lisataan

faagikirjasto pE— C/
> 2 NS
tutkittavalla viruksella

—0
pinnoitettu kuoppalevy C/
\) pesu

Kuva 3 : Kuoppalevyn pintaan kiinnittyvien fuusioproteiinia ekspressoivien
faagien seulonta eli pannays. (Suominen, I. ym. 2010)

Tyossa kohdeproteiinina kaytettiin puhdistettua coxsackievirus A7:4a (CAV7) ja
coxsackievirus A9:44 (CAV9). Selektioissa sitoutuneet faagipartikkelit eluoitiin

talteen ja keradtyt faagit saatiin monistettua infektoimalla niilla soluja, jotka
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edelleen tuottivat uusia faageja. Spesifiset sitojat saatiin rikastettua toistamalla

kerays-monistussyklia muutamia kertoja.
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2 AINEISTO JA MENETELMAT

Virusten tuotto,

kesto noin 3 vrk

Viruspuhdistus,
1-3 vrk

Tarkistetaan puhtaus geelilla o
Seulonta vasta-ainekirjastosta

ja infektiivisyys soluilla

Sitojien valinta ja testaus

Kuvio 1: Kaaviokuva tydvaiheista

Opinnaytety6 koostui kahdesta paavaiheesta, joissa ensimmaisessa oli
tavoitteena optimoida enterovirusten puhdistusmenetelméaa seka tarkastella
viruksen saantoa puhdistuksen eri vaiheissa ja toisessa vaiheessa kayttaa
puhdistettuja viruksia faagi-vasta-aineiden seulonnassa synteettisista scFv-

kirjastoista. Tydvaiheet on esitetty kaaviokuvana kuviossa 1.
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2.1 Virustuotto ja puhdistus

2.1.1 Menetelman periaate

Puhdistusprosessin tarkoituksena oli saada kaytt6on vasta-ainetestauksia
varten mahdollisimman puhdas ja infektiivinen preparaatti. Viruspuhdistus on
aikaa vieva prosessi ja viruksen infektiivisyys heikkenee puhdistuksen aikana.
Tarkoituksena oli kerata preparaatteja puhdistuksen eri vaiheista ja testata
niiden infektiivisyys suoralla titrauksella. Solujen pakastuksen ja sulatuksen
tarkoituksena oli hajottaa solut ja vapauttaa virus kasvatusliuokseen.
Perinteisen tiheysgradienttisentrifugointiin perustuvan Cesiumkloridi-gradientti
menetelman  rinnalla  kokeiltin ~ my®ds  ultrasuodatusta  virusnaytteen

konsentrointiin.

Tiheysgradienttisentrifugointi  perustuu  soluelimien erilaiseen tiheyteen.
Menetelmassa koeputkeen pannaan Kkerroksittain tiettyd liuosta siten, etta
pohjalla on suurimmat tiheydet ja pinnalla pienimmat tiheydet, paallimmaiseksi
tulee koeliuos. Sentrifugoitaessa koeliuos jakautuu vyohykkeisiin tiheytensa
perusteella ja virusvybhyke voidaan kerata talteen, kun tiedetaan suunnilleen
kohta mihin se muodostuu. (Hiltunen ym. 2010. Tiheysgradienttisentrifugointi.

Galenos)

Ultrasuodatus perustuu siihen, etta kaytettyjen virusten lapimitta on noin 27 nm
ja molekyylipaino 10 000 000 Da, jolloin viruksen pitaisi jadda 1 000 000 Da:n
huokoskoon kalvon pinnalle. Muut solunosat lapaisevat kalvon, jolloin virus

konsentroituu ja puhdistuu osittain.

2.1.2 Solulinjat

Tybssa kaytetyt solut kasvoivat kasvatusalustaansa kiinnittyneina ja kasvatus
tapahtui +37 °C:ssa, jossa hiilidioksidipitoisuus oli 5 %. Tydssa kaytettyjen
solujen hoito-ohjeet ovat litteessa 2 ja tydssa kaytettyjen liuosten
valmistusohjeet ovat liitteessd 1. Tyossa kéaytettin ihmisen keuhkosyopa-

(A549) ja kohdunkaulansyopéasolulinjoja (HeLa).
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2.1.3 Tyon suoritus

Tybssad kaytetyt virukset puhdistettin  Cesiumkloridi-gradienttimenetelmalla
ultrasentrifugilla, jossa virus kerédantyy tiheytensa perusteella sille ominaiseen
vyohykkeeseen.  Lopuksi  preparaatti  dialysoitin  tai  konsentroitiin
ultrasuodattamalla. Viruspuhdistuksen eri vaiheista kerattiin naytteita, jotta
pystyttaisiin seuraamaan viruksen infektiivisyyden muutoksia
puhdistusprosessin  aikana. Vaihtoehtoisesti testattin myds suoraa
ultrasuodatusta viruspreparaatin konsentrointiin ja puhdistukseen sulatus-

jaadyksen jalkeen.

Solujen infektointihetkella solumaaran tuli olla noin 80-prosenttisesti konfluentti.
Medium vaihdettiin solupulloihin ennen infektiota (Roller-pulloihin noin 30 ml) .
Solut infektoitiin ennalta maaritetylla maaralla ns. ymppivirusta, jolla saatiin
sopiva MOIl-arvo (MOI = multiplicity of infection eli virusmaara verrattuna
soluméaaraan, yleensa 2-10 infektiossa). Virus laimennettin CAV9 1:300 ja
CAV7 1:500. Infektion etenemista seurattiin paivittain valomikroskoopilla. Solut
kerattiin, kun soluista oli irronneena noin 70-80 % ja loput soluista olivat
pyoristyneitd ja irtoamaisillaan. Kerdys tapahtui raaputtamalla kasvupintaa,
jolloin myds pullon pintaan viela kiinnittyneet, irtoamaisillaan olevat solut
irtautuivat mediumiin. Roller-pullojen sisalté (CAV7: 5 kpl Roller-pulloja, ~150m|
ja CAV9: 10 kpl Roller-pulloja, ~300ml) yhdistettiin ja pakastettiin -40 °C.

Pakastetut solut sulatettiin vesihauteessa, jonka lampdtila oli noin +30 °C,
samalla sekoittaen. Taman jalkeen solut pakastettiin uudelleen ja jaadytys-
sulatus toistettiin kertaalleen. Solut sentrifugoitiin seuraavaksi 8000 rpm, 20
min, +4 °C. Sentrifugoinnin jalkeen supernatantti PEG-saostettiin, (30% PEG
6000 PBS:aan liuotettuna), yon yli +4 °C:n kylmahuoneessa sekoituksessa.
PEG-saoste sentrifugoitin 6000 rpm, 30 min, +4 °C, jonka jalkeen syntynyt
pelletti suspensoitin  TNM-puskuriin. Suspensio siirrettiin  Falcon-putkeen ja
lisattiin detergentit: 120 yl DOC:ia (0,3% Natriumdeoksikolaatti) ja 0,6% NP-
40:ta (6 ul/ml liuoksen tilavuudesta). Suspensiota inkuboitiin sekoituksessa 30
min RT. Tamén jalkeen suspensio sentrifugoitin 2500 rpm, 5 min, +4/23°C.

Viruspuhdistuksen optimoimiseksi kaytettiin myohemmissa puhdistuksissa
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+23 °C:n lampdtilaa. Supernatantti ajettiin CsCl-gradientissa, jossa muovisiin
ultrasentrifuugiputkiin pipetoitiin pohjalle 5 ml 40-prosenttista CsCl-liuosta. jonka
padlle pipetoitiin varovasti 5 ml 15-prosenttista CsCl-liuosta ja paallimmaiseksi
noin 2 ml supernatanttia. Sentrifugoitiin ultrafuugilla (LKB 2331 Ultrospin 70)
kayttaen SW41-roottori, 30 000 rpm, o/n, +4°C. Putkiin muodostui ajon jalkeen
virusvyOhykkeet, jotka Kkeréttin talteen. Gradientit dialysoitin ja osa
konsentroitiin suoraan kayttden ultrasuodatuskalvoja. Konsentrointi tapahtui
kayttaen aluksi 1000 kDa:n huokoskoon ultrasuodatuskalvoja, jonka jalkeen
lApimennyt virusmassa suodatettiin uudelleen 300 kDa:n huokoskoolla. Kalvot
pestiin kahteen kertaan PBS+MgCly:lla ja lopuksi kalvoista suspensoitiin talteen
niihin jaanyt virus PBS+MgCl,:lla. Kalvon lapaisseestd materiaalista otettiin
naytteet. Ultrasuodatusta tehtiin my6s suoraan solulysaatista ilman PEG-

saostusta ja CsCl-ajoa.

Puhdistusprosessin aikana kerattiin eri vaiheista naytteitd, jotka ajettin SDS-
PAGE:lla. Geelistd voitiin paatella preparaatin puhtaus ja ettd puhdistettu
proteiini on oikean kokoinen, kun proteiinin paikkaa verrattiin vieressa olevan

proteiinistandardin (PageRuler™) proteiinikokoihin.

2.2 Suora titraus

2.2.1 Menetelman periaate

Suoran titrauksen tarkoituksena on testata viruksen kyky infektoida tietyn
solulinjan soluja. Menetelmé&ssa virusta pipetoidaan kuoppalevyn ensimmaéiseen
kuoppaan tietty maara, josta virusta laimennetaan seuraaviin kuoppiin
laimennossarjana. Virusten infektiivisyytta ja sytopaattista vaikutusta seurataan
haluttu aika vertaamalla infektoituja soluja kontrollisoluihin. Sytopaattiseksi
vaikutukseksi eli CPE:ksi kutsutaan virusinfektion soluviljelmalle aiheuttamia

solun morfologisia muutoksia, kuten pyo6ristymista ja laajentumista
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2.2.2 Tyon suoritus

Puhdistettujen virusnaytteiden infektiivisyys maaritettiin titraamalla
puhdistusprosessin eri vaiheessa kerattyja naytteitd A549-soluille 96-
kuoppalevylla. Infektion leviamista soluviljelméssa seurattiin paivittain. Tuloksiin

kirjattiin infektion etenemisaste kuopittain ja aika.

Konfluenteille soluille vaihdettiin medium (Vi; 100 ul) ennen suoraa titrausta.
Rivin ensimmaiseen kuoppaan pipetoitiin 10 yl (ultrasuodatettua CAV9:aa 1 ul)
viruspreparaattia ja sekoitettiin. Ensimmaisesta kuopasta pipetoitiin 10 pl liuosta
kuoppaan 2 ja jatkettiin 1:10 laimennosten tekoa seuraaviin kuoppiin. Pipettiin
vaihdettiin uusi karki joka kuopan jalkeen ja viimeisesta kuopasta poistettiin 10
I, jotta kaikissa kuopissa olisi sama tilavuus. Solukontrollit jatettiin ilman virusta
ja infektioita inkuboitiin +37 °C:ssa haluttu aika. Infektion etenemista seurattiin
paivittdin valomikroskoopilla. Lopulta kirjattiin ylos infektion etenemisaika
vuorokausina ja viimeinen kuoppa, mihin virusinfektion oli tana aikana edennyt

eli end-point.

2.3 SDS-PAGE

2.3.1 Menetelman periaate

SDS-PAGE eli natriumdodekyylisulfaattipolyakryyliamidigeelielektroforeesi on
analyysi- ja erottelumenetelmd, jossa proteiinit erottuvat koon perusteella ja
jonka avulla saadaan selville proteiinien molekyylipaino. Erotteluajo suoritetaan
vertikaalisessa kaksiosaisessa polyakryyliamidista valmistetussa slab-geelissa.
Ennen ajoa proteiinien konformaatio hajotetaan lisdamalla naytteeseen
pelkistavad merkaptoetanolia, joka hajottaa proteiinien rikkisillat seka anionista
detergenttia, natriumdodekyylisulfaattia (engl. sodium dodecyl sulphate, SDS).
SDS-molekyylit aiheuttavat suuren negatiivisen varauksen, joka peittaa
proteiinien alkuperdisen varauksen alleen, jolloin proteiinit liikkuvat geelissé

molekyylipainonsa mukaisesti. Natriumdodekyylisulfaatti (SDS) on detergentti,
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joka liuottaa hydrofobiset molekyylit. SDS aiheuttaa proteiinien
denaturoitumisen lammolla kasiteltdessa. Ajon jalkeen syntyneet vyohykkeet
paikannetaan varjaamalla geelit proteiinia sitovilla variaineilla, kuten
Coomassie blue. Tris toimii puskurina ja glyseroli tekee naytteista tiheita, jolloin
nayte painuu helpommin pohjalle, eika levid ajopuskurin sekaan. (Solunetti
[viitattu 31.1.2011])

SDS verhoaa polypeptidiketjut negatiivisella varauksella, joten proteiinit
kulkevat geelissa positiivista napaa kohti. Geelin huokosten kokoa voidaan
saadella erotettavien proteiinien koon mukaan. Toisin sanottuna, geelin
pitoisuus paatetaan sen perusteella, mitéd proteiinia halutaan erottaa. Geelin
detektioherkkyyteen voidaan siis vaikuttaa geelin pitoisuuden perusteella.
(Solunetti [viitattu 31.1.2011])

2.3.1.1 Tyobn suoritus

Virusnaytteet pipetoitiin eppendorf-putkiin 18 pl, joihin liséttiin 6 pul SDS-puskuria
(80 ul puskuria ja 20 yl merkaptoetanolia). Nayteliuoksia inkuboitiin +95 °C:ssa
15 minuuttia. Taman jalkeen naytteet pipetoitiin geelille (10 pl) ja suoritettiin ajo.
Proteiinit ajettiin kokoojageelin [&pi 140 voltilla, jonka jalkeen erotusajo ajettiin
200 voltin jannitteella proteiinien ollessa samalla lahtoviivalla. Varirintaman
edettya geelin alareunaan, ajo lopetettiin. Ajopuskurit laitettiin talteen, irrotettiin
geeli lasi- ja alumiinioksidilevysta spaattelia ja puskuriliuosta kayttaen. Geelin
vasen alareuna merkittiin, jotta tiedettiin miten pain geelin kuuluu olla. Ylageelin
yldosa poistettiin. Geelia varjattiin 15 min, jonka jalkeen tehtiin varinpoisto.
Ensimmaiseen vérinpoistoon laitettin  osa varinpoistoliuosta. Toiseen
vaiheeseen laitettin loput varinpoistoliuoksesta ja varjatty geeli jatettiin

vetokaappiin suljetussa astiassa. Geelin valmistusohjeet liitteessa 1.
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2.4 Vasta-aineen affiniteettipuhdistus

2.4.1 Menetelman periaate

mK6-vasta-ainetta puhdistettin A549-soluissa. Affiniteettipuhdistetun vasta-
aineen proteiinipitoisuus maaritettin  Bradford-menetelmélla. Vasta-aineelle
tehtiin sitoutumiskoe CAV9:aan, silla puhdistettua mK6-vasta-ainetta tultiin

kayttamaan immunofluorenssissa ensidvasta-aineena CAV9:lle.

2.4.2 Tyon suoritus

A549-soluja jaettiin  6-kuoppalevylle noin 500000 per kuoppa ja solut
kasvatettiin konfluenteiksi. Solut pestiin kylmalla PBS:lla levyn ollessa jdilla ja
fiksattiin 4-prosenttisella PBS:aan laimennetulla formaldehydilla 15 min RT.
Solut permeabilisoitin  seuraavaksi 0,2-prosenttisella PBS:4an laimennetulla
Tritonilla 5 min RT ja pestiin taméan jalkeen PBS:lla. mK6-vasta-aineesta tehtiin
1/10-laimennos 3-prosenttiseen BSA:han. Ensimmaiseen kuoppaan liséattiin
vasta-ainelaimennos ja inkuboitiin tunnin ajan ravistelijassa. Taman jalkeen
vasta-ainelaimennos siirrettiin  toiseen kuoppaan ja inkuboitin tunti ja
seuraavaksi kolmanteen kuoppaan. Lopuksi vasta-ainelaimennos suodatettiin
0,2 um suodattimella ja lisattiin 0,02 % NaNgj:a (1/200 liuoksen tilavuudesta 4 %
NaN3).

Bradfordin maarityksessa valmistettin 7 laimennosta, jotka edustivat vasta-
aineen arvioitua proteiinikonsentraatiota liuoksessa. Vertailuproteiinina kaytettiin
BSA:ita (naudan seerumin albumiinia). BSA-liuosten tuloksista tehtiin
standardisuora, johon maaritettdvan proteiiniliuoksen tuloksia verrattiin ja
maaritettin  konsentraatio. Vasta-aineen proteiinipitoisuudeksi maaritettiin
Bradford standardisuoralta noin 0,5 mg/ml. Vasta-aineelle tehtiin myos
sitoutumiskoe CAV9:aan in vitro, jolla haluttiin testata affiniteettipuhdistetun
spesifisen mK6-vasta-aineen sitoutuminen viruksiin. Vasta-aineen

sitoutumiskoe viruksiin in vitro —-menetelmaohije liitteessa 5.
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Affiniteettipuhdistettua mKe6-vasta-ainetta  kaytettin - immunofluorenssissa
ensidvasta-aineena CAV9:lle.

2.5 Immunosytokemia

2.5.1 Menetelman periaate

Immunosytokemia perustuu immunofluoresenssitekniikkaan, jossa selvitetaan
spesifisten vasta-aineiden avulla tutkimuksen kohteena olevan proteiinin
paikantumista. Yleensd immunofluorensenssitekniikassa vasta-ainevarjaykset
tehdaan kahdessa vaiheessa, ensit- ja toisiovasta-aineella. Tydssa haluttiin

selvittdd puhdistettujen virusnaytteiden kulkeutuminen soluun.

Immunofluoresenssitekniikoiden avulla voidaan osoittaa haluttuja antigeeneja
fiksatuista soluista kayttamalla vasta-aineita, joihin on liitetty fluoresoiva

merkkiaine.

2.5.2 Tyon suoritus

Tydssa oli tarkoitus seurata fluorensenssimikroskopian avulla
cesiumkloridigradienttimenetelmaa sekd ulrasuodatusmenetelmaa kayttaen
puhdistettujen CAV7 ja CAV9 preparaattien kykya kulkeutua soluun.
Virusnaytteet oli keratty puhdistusprossesin eri vaiheista ja mikroskoopilla
pyrittiin hahmottamaan viruksen infektoimiskykya ja puhtautta. Mikroskooppina
kaytettin  Turun  biotekniikan  keskuksen Zeiss Axiovert 200M —
fruoresenssimikroskooppia, jossa oli kaytéssa 10x vesiobjektiivi ja
GFP/Alexa488-filtteri.

(http://lwww.btk. fi/cell-imaging/instrumentation/fluorescence-microscopes/)

A549-soluja jaettiin mustille 96-kuoppalevyille 35 000 solua per kaivo. Solut
kasvatettin 80 % konfluenteiksi, jonka jalkeen solut infektoitin CAV9
puhdistusprosessin eri vaiheissa keratyilla preparaateilla, sekd CAV7 Parker

(011105) preparaatilla, joka on valmistettu Turun yliopiston virusopin
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laboratoriossa sakkaroosigradienttimenetelméé kayttaen. Taméan jalkeen solut
siirrettiin + 37 °C:een inkuboitumaan 6 tunniksi. Infektiossa kaytettiin 6 tunnin
aikapistetta, silla oletettiin, ettd siina virukset nakyvat soluissa selkeésti, mikali
kulkeutuminen soluihin on onnistunut. Virusta kaytettiin laimennoksilla: CAV9
1:100, 1:1000, 1:10000 ja CAV7 1:110, 1:1100.

Heti aikapisteen jalkeen levyt siirrettiin jaille ja pestiin kylmalla PBS:lla kaksi
kertaa, jonka jalkeen solut fiksattiin PBS-liuokseen, jossa oli 4 % formaldehydi
huoneenlammadssa ja permeabilisoitiin Triton-X100 —detergentilla. Solukalvon
permeabilisoinnin ansiosta vasta-aineet voivat kulkeutua solun sisdan ja solun

sisdosia voidaan tarkastella.

Kontrolleina epaspesifisen sitoutumisen havaitsemiseksi kaytettiin soluja, joissa
ei ollut virusinfektiota, mutta varjays tehtiin seké ensio- ettd toisiovasta-aineella
ja osalle vain toisiovasta-aineella. Ensidvasta-aineina kaytettin CAV9:lle
affiniteettipuhdistettua mK6-vasta-ainetta, laimennettuna 1:500 ja 1:2000, seka
CAVT:lle spesifista CAV7 vasta-ainetta, laimennettuna 1:2000. Toisiovasta-
aineena kaytettin CAV9:lle Alexa M488 (Invitrogen, mouse A-11001),
laimennettuna 1:200, ja CAV7:lle Alexa r488 (Invitrogen, Anti-rabbit A11008),
laimennettuna 1:200. Soluille tehtiin myds Hoechst-tumavarjays helpottamaan
solujen I6ytymistd mikroskoopilla, Hoechst-tumavari laimennettin 1:2000.
Vasta-aineet ja tumavari (Hoechst) laimennettiin PBS:aan, jossa oli 3 % BSA.

Ty6 tehtiin liitteen 3 mukaisesti.

2.6 Faaginayttotekniikkaan perustuva vasta-aineseulonta

2.6.1 Menetelman periaate

Pannays tarkoittaa kuoppalevyn pintaan kiinnittyvien fuusioproteiinia
ekspressoivien faagien seulontaa. Virus kiinnitettin eli immobilisoitiin
kuoppalevyn kuoppiin, joihin annosteltin faagikirjastoa sisaltava liuos.

Faagipartikkelit, joihin liittynyt proteiini sitoutui lujasti virukseen, kiinnittyvat
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kuoppalevyyn ja muut huuhdottiin pesuilla pois. Kiinnittyneet faagipartikkelit
eluoitiin ja monistettiin in vivo E. colissa. Faagien tuottokasvatukset, selektiot
faagikirjastosta, kloonien sekvensoinnin ja faagistokkien valmistamisen suoritti
Janne Leivo. Kuviossa 2 on esitetty vasta-aineseulonnan paavaiheet. Vasta-

aineseulonnasta on esitetty myos liitteessa 6 yksityiskohtainen kuva (Kuva 9).

Materiaalien ja
reagenssien valmistus,
kesto 1vrk

Selektiot,
bakteerisolujen
infektointi ja maljaus,

1 vrk

[Faagltuottokasvatu kset,

1 vrk

Faagistokkien
valmistus, kloonien
identifiointi,

1 vrk

Sitojien testaus
(faagistokkien
immunoreaktiivisuus)
1 vrk

Kuvio 2: Kaaviokuva vasta-aineseulonnan vaiheista ja ohjeellisesta aikataulusta
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2.6.2 Levyjen pinnoitus

Mikrotiitterilevylle immobilisoitiin antigeeni, joka oli tassé tapauksessa virus,
joko CAV9 tai CAV7. Epaspesifinen sitoutuminen estettiin tayttdmalla kuopassa
olevat tyhjat kohdat 3 % rasvattomalla maitojauheella liuotettuna PBS:aan.
Levyjen pinnoituksen jalkeen sitoutumaton ja l6yhasti sitoutunut materiaali

pestiin pois.

Levyt immobilisoitiin kayttaen viruslaimennosta: CAV7 1:75 ja CAV79 1.25.
Laimennosliuoksena eli puskurina kaytettin PBS+MgCl,:a. Viruspitoisuutta
nostettiin viimeisissa selektioissa kymmenkertaiseksi sitojien rikastamiseksi ja
kokeiltiin myos korkean pH:n karbonaattipuskuria (0,1 M NaHCOg3, pH 9) PBS:n

sijasta.

2.6.3 Sitoutumisselektio

Antigeenipinnoitetut MaxiSorp-kuopat (CAV7 1:75 ja CAV9 1:25) pestiin
kertaalleen PBS+MgCl:lla, jonka jalkeen kuoppiin lisattiin faagistokkeja (CAV7
kierros 2 ja CAV9 kierros 1) 50 ul ja 150 pl PBS+ MgCl,:a. Faagien annettiin
sitoutua 30 min hitaassa ravistelussa, huoneenlampdétilassa. Kuopat pestiin
kolme kertaa PBS:lla ja kolme kertaa PBST (PBS+Tween). Viimeisen pesun
jalkeen sitoutuneet faagit irrotettiin kuopista, lisaamalla kuoppiin 25 pl trypsiinia.
Trypsiinin annettiin vaikuttaa 30 min hitaassa ravistelussa, RT, jonka jalkeen
faagit kerattiin  kuopista eppendorf-putkiin ja toimitettin Janne Leivolle
jatkokasittelya varten (solujen infektointi ja maljaus seka

faagituottokasvatukset).

CAV9-selektio

MaxiSorp-kuopille tehtiin vasta-ainepinnoitus anti-CAV9-IgG -vasta-aineella
(mK6), vasta-aine laimennettin 1:100 PBS:&&n, jonka jalkeen laimennosta
pipetoitiin 100 pl per kuoppa. Vasta-aineen annettiin sitoutua kuoppaan 60 min

hitaassa ravistelussa, huoneenlampdétilassa. Kuopat pestiin kolme kertaa
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PBS+MgClz:lla, jonka jalkeen kuoppiin lisattiin virus (CAV9, nayte E dialysoitu,
taulukko 1.) laimennettuna 1:10 PBS:aan. Viruksen annettiin sitoutua vasta-
aineeseen 60 min ravistelussa, huoneenlampdétilassa. Kuopat pestiin, kuten
edelld. Faagistokit (selektiokierrokselta 2: pAK200-AMB F 11 Grev X,/MB scFv
Lib(mix), 50 % glyserolissa, 1*E13 tfu/ml, 21.9.2009 HS ja 9plll R2) lisattiin
kuoppiin siten, ettd pAK200-faagia tuli kymmeneen kuoppaan ja 9plll-faagia
kahteen kuoppaan. Faagien annettiin sitoutua 30 min, hitaassa ravistelussa,
huoneenlampdtilassa, jonka jalkeen sitoutumattomat faagit poistettiin pesemalla
kuopat kuusi kertaa. Sitoutuneet faagit eluoitiin eli irrotettiin kuopasta lisdamalla
kuoppaan 25 pl trypsiinia ja antamalla sen vaikuttaa 30 min hitaassa

ravistelussa, RT, jonka jalkeen faagit kerattiin kuopista eppendorf-putkiin.

2.6.4 Spesifisten kloonien identifiointi ELISA:lla

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) toimii periaatteessa kuten ei-
kilpaileva immunomaaritys. ELISA-maarityksessa vasta-aine sitoutuu antigeenin
ja alkaalinen fosfataasi (AP) konjugoidun toisen vasta-aineen valiin.
Mittaustulosten perusteella pystytaan valitsemaan joukko sitojia, joita

rikastetaan uusilla seulontakierroksilla.

Menetelméassa antigeenipinnoitetut levyt pestiin kertaalleen, jonka jalkeen
kuoppiin pipetoitin 50 ul AP-scFv-fuusioproteiinia levylta kuoppalevyn
vastaaviin kuoppiin ja laimennettin 150 pyl PBS+MgCl,. Tamén jalkeen
inkuboitiin 60 min, hitaassa ravistelussa, RT, jonka jalkeen kuopat pestiin kolme
kertaa PBS+MgCl.:lla. Kuoppiin lisattiin 50 pyl pNPP-liuosta, jota inkuboitiin 37
°C:ssa vahintddn 30 min, kunnes kuopissa oli silmin havaittavissa
entsymaattinen varinmuodostus. Absorbanssi mitattiin Victor-monileimalukijalla

aallonpituudella 405 nm.
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2.6.5 Sitojien testaus

Faagistokkien  immunoreaktiivisuus testattin  ELISA:aan  pohjautuvalla
maarityksella.  Menetelmassa  antigeenilla  pinnoitetut  levyt  pestiin
PBS+MgCl.:lla, jonka jalkeen levyille lisattin faagistokkeja 1:10 ja 1:100
laimennoksina triplikaattina. Faagistokkeja inkuboitiin kuopissa hitaassa
ravistelussa 60 min, RT, jonka jalkeen kuopat pestiin kolme kertaa. Taméan
jalkeen lisattiin 100 yl europium leimattua markkerivasta-ainetta (Anti-M13-1gG)
ja inkuboitiin 60 min, hitaassa ravistelussa, RT, jonka jalkeen kuopat pestiin
kolme kertaa. Kuoppiin lisattiin entsymaattinen liuos (enhancement solution,
Delfia), jota inkuboitiin 10 min, hitaassa ravistelussa, RT. Lopuksi kuoppalevyt
analysoitiin mittaamalla levyjen fluoresenssia Victor-monileimalukijalla, jossa
mittausaika oli 1,0 sekuntia. Taustan aiheuttamaa fluoresenssia mitattiin
pelkalla blokkauspuskurilla pinnoitetuista naytteista jokaisen mittauksen

yhteydessa, mika huomioitiin tulosten laskennassa.
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3 TULOKSET

3.1 Viruspuhdistus

Tyon ensimmaisessd vaiheessa virukset puhdistettin  Cesiumkloridi-
gradienttimenetelmalla ultrasentrifugilla, jossa virus kerdéntyy tiheytensa
perusteella sille ominaiseen vyohykkeeseen. Lopuksi preparaatti dialysoitiin tai
konsentroitiin ultrasuodattamalla. Viruspuhdistuksen eri vaiheista keratyista
naytteistda maaritettin puhtaus SDS-PAGE:lla ja infektiivisyys soluilla, jotta
pystyttaisiin seuraamaan viruksen infektiivisyyden muutoksia
puhdistusprosessin aikana. Vaihtoehtoisesti testattin  myds ultrasuodatusta
viruspreparaatin  konsentrointiin ja puhdistukseen suoraan solulysaatista

sulatus-jaadytyksen jalkeen.

Virustiitteri  ilmoitetaan  yleisesti muodossa PFU/ml, milla mitataan
infektiokykyisen viruksen méaaraa. PFU/ml —arvon maarittamiseksi olisi kuitenkin
pitdnyt suorittaa viruksilla plakkititraus suoran titrauksen sijaan, jolloin arvot
olisivat olleet vertailukelpoisempia. CAV9-virus ei tuota laskettavia plakkeja
kaytetyissa A549-soluissa, joten tydssa paadyttiin kayttamaan suoraa titrausta
infektiivisyyden maaritykseen. Virukselle méaritettiin totaali-infektiivisyys (end-
point) eli viruspitoisuus viimeisessa kuopassa, johon infektio oli suorassa

titrauksessa edennyt tietyn aikavalin kuluessa.

Taulukkoon 1 on koottu CAV9 puhdistuksen aikana keratyista naytteista kootut
informaatiot. Virusmaara vaheni huomattavasti PEG-saostuksessa ja saanto oli
vain 7 % alkuperéaisesta maarasta. Taulukossa 1 on C- ja E-naytteiden valilla
havaittavissa epéloogisuutta, silla todenndkdisesti virus ei saily PEG-
saostuksessa kovin infektiivisend. PEG-saostetuissa soluissa oli myds
havaittavissa solujen erilaista hajoamista verrattuna muihin naytteisiin. PEG-
saostus vaikuttaa heikentavasti viruksen infektiivisyyteen ja lisaksi PEG-
saostuksen jalkeinen tilavuushéavikki oli huomattava, silla havikki oli noin 92%:n

luokkaa PEG-saostuksen jalkeen.
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Taulukko 1: CAV9 puhdistustaulukko. Infektiivisyys maaritetty 4 vuorokauden
kuluttua infektiosta. (A= kasittelemétdbn preparaatti, B=sulatus-jadhdytyksen
jalkeen sentrifugoinnin jalkeen keratty preparaatti, C=PEG-saostuksen jalkeen
keratty preparaatti, D=tilavuus CsCl-gradientin jalkeen, E=dialysoitu preparaatti,
F=ultrasuodatettavan preparaatin tilavuus, G=ultrasuodatettu (300 kDa)
preparaatti, H=300 kDa:n ultrasuodatuskalvon lapdaissyt preparaatti.
Totaali-infektiivyys on viruspitoisuus viimeisessa kuopassa (end-point), johon
infektio on levinnyt.

Totaali Tilavuus HavikKi
Otaall- avil |
Kokonaistilavuus | o verrattuna
infektiivisyys | [(V1-V2)/V1]x
(ml) _ lahtotilavuuteen
(end-point) 100%
(%)

A 300 10”7 100 % 0
B 260 10°® 87 % 13 %
C 20 10°® 7 % 92 %
D 6 2% 70 %
E 4 10°® 1 % 33 %
F 2 0,7 % 50 %
G 0,2 10°® 0,07 % 90 %
H 2 10* 0,7 % 0%
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Cesiumkloridigradienttiajon  aikana  virusmassa jai  sille  ominaiseen
vyOhykkeeseen, josta se kerattiin varovasti pipetilla talteen, kuvassa 4 on
havaittavissa muodostunut CAV9-vybhyke. Vyohykkeen tilavuudeksi saatiin
noin 6 ml, kun kustakin kuudesta putkesta kerattin noin millilitran verran
naytetta, nain pyrittin samaan virusvydhyke mahdollisimman hyvin talteen.
Virusvybhyke muodostui kussakin puhdistuksessa suunnilleen samaan
kohtaan, kuten kuvassa 4. Keratyt virusvyohykkeet dialysoitiin taman jalkeen,
eikd havikki muuttunut huomattavasti naiden vaiheiden valilla, kuten ei

myoskaan viruksen infektiivisyyden pitaisi muuttua.

Kuva 4: CsCl-gradienttimenetelmalla saatu CAV9-vyohyke.
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Kuva 5: SDS-PAGE geeli.

Naytteet: A. Kokostandardi. B. CAV9 PEG-saostettu nayte. C. CAV9 dialysoitu
nayte. D. CAV9 ultrasuodatettu (300,000 kDa) nayte. E. CAV7 PEG-saostettu
nayte. F. CAV7 CsCl-gradienttimenetelmén jalkeen keratty nayte. G. CAV7
dialysoitu nayte. H. HPEV1 dialysoitu nayte. Kokostandardina PageRuler™
Prestained Protein ladder, #SM0671.

SDS-PAGE proteiinigeelistd (Kuva 5) voidaan karkeasti havainnoida
viruspreparaatin puhdistumista. Puhtaimmissa naytteissa on havaittavissa vain
virusvyohykkeet, jotka ovat kuvan perusteella noin 70 kDa:n kokoisia. CAV9:n
proteiinien koot ovat kirjallisuudesta saatujen arvojen mukaan: VP1 proteiinilla
34 kDa, VP2 proteiini 29 kDa, VP3 26 kDa ja VP4 7,3 kDa.

Monien proteiinien liikkuvuuteen ja massaan vaikuttaa muutkin tekijat, kuin
proteiinin molekulaarinen paino, minkd vuoksi molekulaariseen massaan

perustuvaan identifiointiin ei kannata liikaa luottaa.

SDS-PAGE-kuva ei ole oikein looginen, koska samaa naytetyyppia edustavissa
naytteissd on hiukan erilaiset proteiinimdarat. 70 kDa:n proteiinit ovat joko
kapsidiproteiinien dimeerejd tai epapuhtauksia, jotka kulkeutuvat viruksen
mukana puhdistuksen aikana, koska kaikissa preparaateissa on samat

vyohykkeet.
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Paatelmind viruspuhdistuksesta voidaan todeta, etta virusma&ara véaheni
huomattavasti PEG-saostuksessa ja saanto oli vain noin 7% alkuperaisesta
maarasta. Taten pitdisi ehka kehittdd toinen saostusmenetelma, mika olisi

suotuisampi virukselle.

3.2 Immunosytokemia

Tybssa oli tarkoituksena seurata viruksen kykya kulkeutua soluun.
Mikroskoopilla pyrittin hahmottamaan viruksen infektoimiskykya ja puhtautta.
Kuvissa 6 ja 7 on nahtavissd CAV9 profiili A549-soluissa ja kuvassa 8 CAV7
profiili A549-soluissa, kuvissa tumat erottuvat sinisind ja virus vihertavana.
Kontrolleina kaytettiin soluja, joissa ei ollut virusinfektiota, mutta varjays tehtiin
seka ensio- ettad toisiovasta-aineella ja osalle vain toisiovasta-aineella. Kuvassa
6 on havaittavissa selke&d virusmaaran vaheneminen sulatus-jaadytyksen ja
dialysoidun naytteen valilla (Kuva 6, B-D). Kuvasta 6 voidaan myos havaita, etta
virus ei lapaise 300 kDa:n kalvon huokosia, silla soluissa ei ole virusinfektioita
(Kuva 6, E-F). Vertaamalla kuvan 6 dialysoitua ja ultrasuodatatettua naytetta
keskendan (Kuva 6, D-E) havaitaan, ettd ultrasuodatetussa naytteessd on
enemman infektoimiskykyisté virusta, mika saattaa johtua siitd, etta virusmassa
on konsentroitu pienempaan tilavuuteen. Taman perusteella ultrasuodatus 300
kDa:n huokoskoolla kaytettaessa Sartoriuksen ultrasuodatuskalvoja, on kelpo

menetelma viruksen konsentrointiin ja osittaiseen puhdistukseen.
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Kuva 6: CAV9-profiili A549-soluissa. A=Kontrollindyte, jossa soluille tehty
varjays sekd ensio- ettd toisiovasta-aineella. B=CAV9 sulatus-pakastuksen
jalkeinen nayte. C=CAV9 PEG-saostettu nayte. D=CAV9 CsCl-gradientin
jalkeen dialysoitu nayte. E=CAV9 ultrasuodatettu 300 kDa, CsCl-gradientin ja
dialyysin jalkeen. F=CAV9 300,000 kDa:n ultrasuodatuskalvosta l&pimennyt
nayte.
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-
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Kuva 7: CAV9-profiili A549-soluissa. A=CAV9 ultrasuodatettu 1 000 kDa:n
huokoskoolla. B=CAV9 ultrasuodatettu 300 kDa:n huokoskoolla. C=CAV9 1 000
kDa:n lapaissyt nayte. D=CAV9 300 kDa:n kalvon lapaissyt nayte. (A-D: Suora
ultrasuodatus sulatus-pakastuksen jalkeen).

Immunofluoresenssivarjays kuvien (Kuva 7: B ja D) perusteella pystytaan
havainnoimaan, ettd CAV9 jaa 300 kDa:n ultrasuodatuskalvon pinnalle, eika
lapéise sita. Viruksen ei pitaisi lapaistd 1 000 kDa:n huokoskokoa, silla virus on
kooltaan noin 10 000 kDa, mutta nayte kalvon lapaisseesta liuoksesta paljastaa,
ettd virusta on myds l|apimenneessd liuoksessa. Taméa saattaa johtua
kaytettyjen kalvojen rakenteellisista eroavaisuuksista tai mahdollisesti kalvot
ovat saattaneet rikkoutua sentrifugoinnin aikana osittain. Saatujen tulosten
perusteella kannattaa ultrasuodatus aloittaa suoraan 300 kDa:n
ultrasuodatuskalvoilla, kun kaytetddn Sartoriuksen kalvoja. Kuvassa 7 naytteet

A-D on ultrasuodatettu suoraan sulatus-pakastuksen jalkeen.
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Kuva 8: CAV7-profiili A549-soluissa. A=Kontrollindyte, jossa tumavari ja
seund&aérinen (r488) vasta-aine. B=CAV7 (Parker 011105) 1:110 laimennos.

Kuvassa 8 on CAV7-profiili A549-soluissa, samalta kuoppalevyltd kaytettiin
muita kuoppia pannayksessa, joten kuvantamalla haluttiin varmistaa viruksen

kulkeutuminen soluun.

3.3 Vasta-aineen sitoutumiskoe

Tulokset eivat juurikaan eronneet taustasta. Viruksen sitoutuminen vasta-
aineeseen oli heikkoa. Joko viruspreparaatin infektiivisyys oli heikentynyt tai
sitten vasta-aine ei toiminut halutulla tavalla kohdevirukselle. Levyjen o/n + 5 °C
immobilisoinnissa virusnaytteet olivat nousseet mikrotiitterilevyn kuopista
peitinkalvolle, joka saattoi vaikuttaa levyjen paallystamiseen. Lisaksi tydssa on
voinut sattua virheité vaikkakin tyd tehtiin taysin ty6ohjetta noudattaen tai sitten

jotkin reagenssit ovat saattaneet kontaminoitua.

3.4 Vasta-aineseulonta vasta-ainekirjastosta

Toisen  seulontakierroksen  sitojia  pyrittin - parantamaan  nostamalla
viruspitoisuutta levyn paallystamisessa seka kayttdmalla karbonaatti-puskuria

PBS:n sijaan laimennoksissa toisen kierroksen seulonnoissa.
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Karbonaattipuskurilla ei havaittu olevan vaikutusta, silla sita vertailtin yhdessa

PBS:n kanssa.

3.4.1 Spesifisten kloonien identifiointi ELISA:lla

Liitteess&a 6 on mittaustuloksia CAV7 spesifisten kloonien identifioinnista, jossa
kuviossa 7 ja 8 on esitetty eri kertoina tehtyja maarityksia, joiden perusteella
valittiin sitojat jatkokasittelyyn. Kuviossa 8 on havaittavissa muutamia hyvia
sitojia, joiden absorbanssin arvot ovat moninkertaiset verrattuna taustaan,
etenkin kuopassa G11 oleva klooni, joka suurella todennakoisyydella valikoitiin
rikastettavaksi uusilla seulonnoilla. Kuviossa 7 tehty maaritys jai opinnaytetyon
tyovaiheeseen kaytettdvissa olevan ajan puitteissa viimeiseksi maaritykseksi.
Liitteessé 7 on kuviossa 9 esitetty vastaava kaavio CAV9:n osalta, kuviosta
puuttuu tausta-arvot. Tausta mitattiin erilliseltd levyltd ja taustan absorbanssi
asettui noin 0,05-arvoon. Kuviossa 9 on havaittavissa yksi erittain hyva sitoja,

klooni kuopassa C10.

3.4.2 Sitojien testaus

CAVO:lla ei saatu tarpeeksi korkeita mittaustuloksia (Kuvio 3) ja mittausarvot
jaivat jatkuvasti taustan alapuolelle, mika saattoi johtua siita, etta faagipartikkelit
sitoutuivat blokkauspuskuriin ja partikkelit kasaantuivat isoiksi ryppéaiksi.
Kuviossa 3 eri laimennosten valiset erot ovat kuitenkin loogiset. CAV9:lle tehtiin
viela kolmas seulontakierros, mutta tulokset eivat juurikaan poikenneet toisesta
kierroksesta. Kaytetylle CAV9-preparaatille tehtiin useita testauksia ja
infektiivisyys maéaritettiin soluilla, mutta tastéd huolimatta virukselle ei |0ydetty
hyvid sitojia vasta-ainekirjastosta. Taman vuoksi paadyttiin lopulta jattamaan
CAV9 pois seulonnoista ja jatkettiin ainoastaan CAV7:la. Liitteessa 6 on
mittaustuloksia joiden perusteella identifioitiin spesifiset kloonit ja siten valittiin

sitojat, joita rikastettiin uusilla pannayskierroksilla.
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Kuvio 3: CAV9 toisen seulontakierroksen tulosten vertailu eri laimennoksilla.

CAV7:n sitojia testattin useaan otteeseen ja seulonnoissa palattiin usein
lahtbpisteeseen ja tehtiin erindisia muutoksia muun muassa puskurin
valinnassa ja viruspitoisuudessa, jotta parhaat sitojat saataisiin valikoitua.
Vertailussa toisen seulontakierroksen tuloksista (Kuvio 4) voidaan havaita, etta
ensimmaiselld kerralla tulokset ovat jadneet melko mataliksi, mihin saattoi
osaltaan vaikuttaa maarittajan kokemattomuus ja erindiset

huolimattomuusvirheet tai liian matala viruspitoisuus kuoppien pinnoituksessa.
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Kuvio 4: CAV7 toisen seulontakierroksen tulosten vertailu.

Kuviossa 5 on esitetty CAV7 kolmannen seulontakierroksen tulosten vertailua.
Kuviossa 4 ja 5 esitetyt (a) ja (b) maaritykset ovat samaa sarjaa, siten etta
toisen seulontakierroksen (a) méaaritys on kuviossa 5 rikastettu kolme kierrosta
ja tulosten vertailussa havaitaan selkea nousu. (b)-mé&éarityksen kohdalla
tuloksissa toisen ja kolmannen seulontakierroksen valilla ei ole havaittavissa

yhta suurta nousua.
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Kuvio 5: CAV7 kolmannen seulontakierroksen tulosten vertailu.
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Kuvio 6: CAV7 seulontakierrosten 1-3 vélinen vertailu.
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CAVT:lla ensimmaisen ja toisen seulontakierroksen valilla on havaittavissa

selkeda ero ja ilmeisesti hyvia sitojia on onnistuttu rikastamaan (Kuvio 5).

Seulontakierroksien  vertailussa havaitaan, etta sidontakyky nousee
huomattavasti toisella seulontakierroksella (Kuvio 6), mutta ei enda niink&an

kierroksella kolme.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Mervi Laanti



39

4 TULOSTEN TARKASTELU

4.1 Viruspuhdistus

Ultrasuodatus nopeuttaisi viruspuhdistusprosessia, kun tarvitaan
mahdollisimman infektiivistd viruspreparaattia. Viruksen pitéisi kuitenkin jaada
1 000 000 Da:n kalvon pinnalle, eika lapaista sita, kuten kokeissa havaittiin, silla
virus on molekyylipainoltaan noin 10 000 000 Da. Tama tosin saattoi johtua
kalvon rakenteellisista muutoksista tai valmistusvirheista. Kaytettdessa
Sartoriuksen ultrasuodatuskalvoja, kannattaa ilmeisesta aloittaa ultrasuodatus
suoraan 300 000 Da:n huokoskoolla, jolloin paastaan eroon suurimmassa
osasta solunosia. Tassa on kuitenkin vaarana, ettd kalvon huokoset tukkiutuvat
ja rikkoutuvat. Tukkiutumista voitaisiin ehkéistéa huuhtelemalla virusmassaa

sentrifugointien valisséa esimerkiksi PBS:II&.

PEG-saostus vaikuttaa heikentavasti viruksen infektiivisyyteen ja lisdksi PEG-
saostuksen jalkeinen tilavuushavikki oli huomattava. Taten pitaisi ehka kehittaa
toinen saostusmenetelma, mika olisi suotuisampi virukselle. Ammoniumsulfaatti
on Yyleisesti kaytetty saostusmenetelmd, joka saattaisi olla potentiaalinen

vaihtoehto PEG-saostukselle.

4.2 Vasta-aineseulonta

Vasta-aineseulonnoissa loydettiin viimeisessa CAV7-maarityksessa vasta-
ainekirjastosta klooneja, jotka sitoivat tehokkaasti CAV7-antigeeneja. Loydettyja
klooneja voisi tulevaisuudessa rikastaa uusilla pa&nnayskierroksilla. CAV7:lle
loydettyja sitojia voisi rikastaa ja mybhemmassa vaiheessa puhdistaa vasta-
aineen testauksia varten. Pikornavirusvasta-aineita voitaisiin testata elavissa
soluissa in vitro tai hiirissd in vivo muun muassa suorittamalla
neutralisaatiotestejd ja siten tutkia virusinfektion estoa elavassa solussa.
Ihmisvasta-ainekirjastot mahdollistavat virusvasta-aineiden kayton myos

ihmisessa.
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CAV9 pannayksesta loydettiin ELISA-maarityksell& vain muutamia hyva sitojia
ja naitd pyrittiin rikastaa uusilla pannayskierroksilla. CAV9-maarityksessa
havaittu yhden kloonin korkea absorbanssilukema saattaisi myds mahdollisesti
johtua kontaminaatiosta tai muusta kuopan pohjalla olevasta epdpuhtaudesta.
CAV9-seulonnat aloitettin my6s uudestaan alusta ja viruspitoisuutta nostettiin
noin 10-kertaiseksi, mutta naillakdan muutoksilla ei onnistuttu l6ytdd CAV9:lle
spesifisia sitojia. CAV9-maarityksissa kaytettiin tydn ensimmaisessa vaiheessa
puhdistettua virusymppia, jolloin on mahdollista, ettd sen infektiivisyys on
heikentynyt puhdistuksen aikana tai samasta puhdistusvaiheesta keréttyjen
naytteiden valilla on eroa. Pakastettujen virusymppien jatkuvat sulatukset

testauksia varten saattavat myos heikentaa viruksen infektiivisyytta.
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Liuosten valmistusohjeet

7%FCS+BME+gentamycin

BME
FCS
gentamycin

1000 ml
70 ml
200 pl

7%FCS+HAM F12+gentamycin

HAM F12
FCS
gentamycin

TNM-puskuri

Tris-HCI
NacCl
MgC|2
H,O

1000 ml
70 ml
200 ul

1mil

15 ml
33 ul
84 mi

Fosfaattipuskuroitu suolaliuos (PBS)

10x konsentraatti

NaCl
KCI

Na,H PO4*2H20

KH2PO4
dH,O

800 g
209
144 g
24 ¢
10 dm?®

Liite 1

Liuota reagenssit veteen ja tayta lopputilavuudeksi 10 litraa. Yksinkertainen
kayttdliuos valmistetaan laimentamalla 10-kertaisesta liuoksesta. Yksinkertaisen
kayttdliuoksen pH on 7,4. Liuos autoklavoidaan 121 °C 16 min, jonka jalkeen
sdilytys huoneenlampadtilassa.

3% BSA PBS-liuoksessa

BSA-jauhe
PBS

Punnitse Bovine albumin-jauhe ja liuota se mittapullossa PBS:aan. Tayta

39
100 ml

mittapullo merkkiin saakka.
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3% Maito PBS-liuoksessa

Rasvaton maitojauhe 3 g
PBS 100 ml

Punnitse maitojauhe ja liuota se mittapullossa PBS:&an. Tayta mittapullo
merkkiin saakka.

PBS+1mM MqgCI2

PBS 100 ml
3M MgCl, 33 ul

SDS-PAGE geelin valu

Alageeli:

4,2 ml H,O

2,5 ml 4 x Separation buffer (1,5 M Tris, pH 6,8 + SDS)

3,15 ml 40 % Acrylamid/Bis, BIO-RAD

50 pl 10 % APS (ammoniumperoxodisulfat, Merck)

5 yl TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine, Sigma)

Liite 1

Seos suspensoidaan pipetilla ja pipetoidaan lasien valiin. H,O tulee paalle.

Annetaan jahmettyd 1 h huoneenlammadssa.

Ylageeli:

1,6 ml H,O

0,625 ul 4 % Stcking buffer (Tris-HCI pH 8,8 + SDS)
245 pl 40 % Acrylamid

12,5 ul 10 % APS

2,5 ul TEMED

Seos suspensoidaan pipetilla ja pipetoidaan lasien valiin, alageelin paalle.

Asetetaan erottelukampa ja annetaan jahmettyd 1 h huoneenlammaossa.
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Liite 2

Soluviljelyssa kaytetyt liuokset ja solujen hoito

Solulinja Kasvatusliuos Solujen irrotus Jakosuhde
A549 7 %FCS+HAMF12+gentamycin 0,25%trypsiini/0,02%versenel:1 1:4
HelLa O-S 7 %FCS+BME+gentamycin 0,02% versene 1:10

Kasvata soluja +37 °C:ssa CO,-kaapissa. Ennen solujen irrotusta huuhtele solut
PBS-liuoksella. Mediumina kaytettiin A549 solulle DMEM-mediumia, johon
lisatty 7 % FCS ja gentamysiini 0,2mI/1000ml seka vaihtoehtoisesti HAM F12 —
mediumia, johon lisatty 7 % FCS ja gentamysiini 0,2mlI/1000ml. HelLa-soluille
mediumina kaytettin BME-mediumia, johon lisatty 7 % FCS ja gentamysiini
0,2ml/1000ml.
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Liite 3

Solujen fiksaus seka vasta-aine- ja tumavarjaykset

Pese solut kaksi kertaa jaakylmalla PBS-liuoksella. Poista PBS ja fiksaa solut
pipetoimalla kuoppiin 100 pl 4 % formaldehydia PBS-liuoksessa. Inkuboi 15
minuuttia huoneenlammaossa. Poista formaldehydi ja lisdaa kuoppiin 100 pl 0,2 %
Triton X100 PBS-liuoksessa solujen permeabilisoimiseksi ja inkuboi viisi
minuuttia. Poista Triton ja pese solut kaksi kertaa PBS-liuoksella. Lisaa soluille

200 pl PBS-liuosta ja varastoi +4 °C:een.

Ennen vasta-ainevarjayksia poista kuopista PBS. Tee vasta-ainelaimennokset 3
% BSA:han PBS-liuoksessa. Tee primaarivasta-ainevarjays (50 ul/kuoppa) ja
inkuboi huoneenlammadssa tunti. Poista laimennos ja pese kuopat kolme kertaa
PBS:lla. Lisdd sekundéaaristd vasta-ainelaimennosta (50 p/kuoppa) ja inboi
tunnin ajan huoneenlammossa, valolta suojattuna. Pese kuopat kolme kertaa
PBS:lla ja tee tarvittaessa tumavarjays Hoechst-varilla, joka laimennetaan 3 %
BSA:han. Lisdd Hoechst-varilaimennosta (50 pl/kuoppa) ja inkuboi 10 minuuttia
huoneenlammadssa, valolta suojattuna. Toistettiin  pesut, kuten edelld ja
sailytettiin levyt +4 °C:ssa valolta suojattuna.
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Liite 4

Vasta-aineiden sitoutumiskoe viruksiin in vitro

Kaytettdvat materiaalit:

Mikrotiitterilevy: Costar 3590 High binding 96 well
Laimennosneste: 1 % BSA, 1mM MgCl,, PBS
Pesuliuos: 1 mM MgCl,, PBS

Substraattipuskuri: TMB (tetramethylbenzidine)

Paallysta mikrotiitterilevy halutulla maaralla virusta, kayttden BSA:ta kontrollina,
50 pl per kuoppa. Tee viruslaimennokset PBS + 1 mM MgCl,. Inkuboi yon yli +
4 °C. Pese kuopat kolme kertaa PBS + 1 mM MgCl,, 200 ul / kuoppa. Lisaa
kuopille 2 % BSA PBS:ssé, jossa mukana 1 mM MgCl,, 200 ul / kuoppa ja
inkuboi 1 tunti huoneenlampdétilassa. Pese kuopat kolme kertaa, kuten edella.
Lisaa CAV9-K6-spesifista antiseerumia laimennuksessa 1:1000
laimennosnesteessad, 100 y / kuoppa, ja inkuboi 1 tunti huoneenlammaossa.
Pese kuopat kolme kertaa. Lisda peroksidaasikonjugoitu (HRP) anti-hiiri vasta-
aine (esim. 1:1000 - 1:10 000, 100 pl / kuoppa) ja inkuboi 1 tunti
huoneenlammossa. Pese kuopat kolme kertaa. Lisaa TMB-substraattipuskuria
100 ul / kuoppa ja inkuboi valolta suojattuna 5-15 min. Pysayta reaktio (esim.
0,45 M H,SO,) 100 ul / kuoppa. Mittaa OD4s0nm.
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Vasta-aineseulonnan periaate Liite 5

— —————— e

E. cali IM13KO7Aplil e
(helperphage packaging cell line) " deleted pll
( wt plll gene

*inducate production of wt plil
*genomic Ampresistence marker

«contains phage DNA with deleted plll .
and intergenic region b
. ,__.E.cdigalome
praciuce phage
PSEX phagemid Hyperphage
(antibody gene library) (infectious M13KO7 Aplil helperphage)
. A:roduces scFv:plll fusion potein - offspring not infectious
« has intergenic region for packaging * povides Kanamcin resistence
i el il wtplll  phage genome with deleted plli
scFv
intergenic antibody r d
rgg'on . gene 5
MI3KO78p il )
plll gene '
\ #ansiect / infect
Y, FPilus /
£ E. coll IpSEX81]
Plasmid (phagemid packaging cell)

% . cmct,ains FF;Pfl:alsmid
. - poduces F-Pili
el - Confains PSEX81 phagemid

oduce phage
\ scFv antbody gene phage antibody
l library
_ A » contains scFvgene

»dspays scFv

( PSEX ) ) «no wt pll exce

SN NN in fusion to sckv

panning + elution with potease

eluted phage
wt plll phenotype antibody

= contains scFvgene
= wt plil phenotype for

0 ir_nél ri}w:‘tgcijl?n
( : ) * povides Ampicillin
\\\"SEX resistence

© Stefan Diibel

Kuva 9: Vasta-aineseulonnan periaate (S. Dubel)
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CAV7 spesifisten kloonien identifiointi ELISA:lla

Liite 6
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Kuvio 7: CAV7 spesifisten vasta-ainekloonien identifiointi (maaritys tehty 20.1.2010)
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Liite 6
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Kuvio 8: CAV7 spesifisten vasta-ainekloonien identifiointi (maaritys tehty 26.2.2010)
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CAV?9 spesifisten kloonien identifiointi ELISA:lla Liite 7

AP-ELISA, CAV 9 12.2.2010
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Kuvio 9: CAV9 spesifisten vasta-ainekloonien identifiointi (maaritys tehty 12.2.2010)
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