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Useiden térkeiden in vitro -diagnostisten testien toimintaperiaate perustuu vasta-aineiden
kykyyn tunnistaa kohdeantigeeni ja sitoutua siihen spesifisesti. Antigeeneja on mahdollista
tuottaa korkealaatuisina rekombinanttiproteiineina, joita voidaan kayttaa testi- ja kontrolli-
antigeeneina laaketieteellisissa tutkimuksissa, diagnostiikassa ja diagnostisten testien laa-
dunvalvonnassa.

Rotavirus A on yleisin vauvojen ja pienten lasten vakavien ripulitautien aiheuttaja. Rotavi-
rusinfektion rutiinidiagnostiikka perustuu rotavirusantigeenin havaitsemiseen potilasnayt-
teissa. Rotaviruksen kapsidin immunogeeninen rakenneproteiini, virusproteiini 6 (VP6), on
hyvin konservoitunut eri rotavirus A -kantojen valilla, joten se sopii hyvin diagnostiseksi an-
tigeeniksi.

Tyon tavoitteena oli kehittdd rekombinanttisen VP6-antigeenin puhdistusmenetelméaa. VP6-
antigeeni tuotettiin Escherichia colissa (E. coli) fuusioproteiinina, jossa pieni ubikitiinin tyyp-
pinen modifikaattori (Small Ubiquitin-Like Modifier, SUMO) oli liitetty VP6-proteiiniin. Tuo-
tettu SUMO-VP6-fuusioproteiini puhdistettiin  nikkeli(Ni)-affiniteettikromatografialla kah-
dessa eri vaiheessa. Ensimmaisesséa vaiheessa SUMO-VP6-proteiini puhdistettiin lysaa-
tista. Toisessa vaiheessa fuusioproteiinin SUMO-osa pilkottiin fuusioproteiinista entsymaat-
tisesti, minka jalkeen VP6-proteiini erotettiin irronneesta SUMO-osasta. Lopputuotteen im-
munoreaktiivisuus maaritettiin fluoroimmunoanalyysilla (FIA) ja puhtaus natriumdodekyyli-
sulfaattipolyakryyliamidigeelielektroforeesilla (SDS-PAGE).

Tulosten perusteella VP6-antigeenin tuottaminen SUMO-VP6-fuusioproteiinina toimi hyvin,
mutta VP6-antigeenin puhdistaminen ei ollut taysin suoraviivaista. VP6-antigeenin luontai-
nen taipumus muodostaa trimeereja seka suurempia proteiininkomplekseja hankaloitti puh-
distusmenetelman optimointia. SUMO-VP6-fuusioproteiinin havaittiin eluoituvan gradientin
eri vaiheissa, mika todennékaisesti aiheutui muodostuneiden SUMO-VP6-proteiinikomplek-
sien siséltamien polyhistidiinihdntien erilaisista vuorovaikutuksista Ni-affiniteettipylvaan
kanssa. Epalineaarisen eluoitumisen vuoksi lopputuotteen saannon maksimoiminen puh-
tautta heikentdmatta oli haastavaa: lopputuotteessa havaittiin epapuhtauksia ja lopputuot-
teen immunoreaktiivisuus oli kontrolliin verrattuna selvasti heikompi.

Avainsanat rekombinanttiantigeeni, in vitro -diagnostiikka, rotavirus, VP6
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The principle of several important In Vitro diagnostic tests is based on the ability of anti-
bodies to recognize and specifically bind to the target antigen. Antigens can be produced
as high-quality recombinant proteins used as both test and control antigens in medical re-
search and diagnostics and as quality controls for diagnostic tests.

Rotavirus A is the most common cause of severe diarrhea in infants and young children.
Routine diagnostics of rotavirus infection is based on the detection of rotavirus antigen in
patient samples. The immunogenic structural protein of the rotavirus capsid, viral protein 6
(VP®6), is well conserved between different rotavirus A strains, therefore it is well suited as
a diagnostic antigen.

The purpose of this work was to develop a method for purifying the recombinant rotavirus
VP6 antigen. The VP6 antigen was produced in Escherichia coli (E. coli) as a fusion pro-
tein in which a small ubiquitin-like modifier (SUMO) was attached to the VP6 protein. The
produced SUMO-VPG6 fusion protein was purified by nickel (Ni) affinity chromatography in
two different steps. First, the SUMO-VP6 protein was purified from lysate. Second, the
SUMO tag of the fusion protein was digested enzymatically from the fusion protein, after
which the VP6 protein was separated from the separated SUMO tag. Immunoreactivity of
the final product was determined by fluoroimmunoassay (FIA) and purity by sodium do-
decyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE).

Based on the results, the production of the VP6 antigen as a SUMO-VP6 fusion protein
was successful, but purification of the VP6 antigen was not entirely straightforward. The
inherent tendency of the VP6 antigen to form trimers and larger protein complexes compli-
cated the optimization of the purification method. The SUMO-VP6 fusion protein was found
to elute at different stages of the gradient, which was probably due to different interactions
of the polyhistidine tags of the formed SUMO-VP6 protein complexes with the Ni affinity
column. Due to non-linear elution maximizing the yield of the final product without compro-
mising purity was challenging: impurities were detected in the final product and the immu-
noreactivity of the final product was significantly weaker than the control.

Keywords recombinant antigen, In Vitro diagnostics, rotavirus, VP6
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Lyhenteet

Azso Absorbanssi 280 nm:n aallonpituudella

DTT Ditiotreitoli

Eu Europium

EIA (Enzyme Immuno Assay) Entsyymi-immunomenetelméa

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) Entsyymiavusteinen immuno-

madritysmenetelméa

Fab (Antigen binding fragment) Antigeenia sitova osa

FIA Fluoroimmunoanalyysi

Hise-tag Kuuden histidiinitAhteen muodostama polyhistidiinihanta

IA Immunoanalyysi

Ig Immunoglobuliini

IPTG Isopropyyli-B-D-1-tiogalaktopyranosidi

IVD In Vitro -diagnostiikka

LFIA (Lateral Flow Immunoassay) Lateraaliseen virtaukseen perustuva immu-
noanalyysi

oD (Optical Density) Optinen tiheys

POC (Point of Care) Vieritestaus

RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) K&&nteistranskrip-
tiopolymeraasi-ketjureaktio
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RVA Rotavirus A

SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) Natrium-
dodekyylisulfaattipolyakryyliamidigeelielektroforeesi

SUMO (Small Ubiquitin-Like Madifier) Pieni ubikitiinin tyyppinen modifikaattori

ULP1 (Ubiquitin-Like spesific Protease 1) Ubikitiinin tyyppinen spesifinen prote-
aasi-1

VP6 Virusproteiini 6

BME B-merkaptoetanoli
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1 Johdanto

Rekombinanttiantigeenit ovat tarkeita bioreagensseja in vitro -diagnostiikassa (IVD). Re-
kombinanttiantigeeneja kaytetaan testi- ja kontrolliantigeeneind useissa diagnostisissa
testeissd ja Kliinisissa tutkimuksissa. Molekyylibiologisten tekniikoiden kehittyminen
viime vuosikymmenien aikana on mahdollistanut korkealaatuisten rekombinanttiantigee-
nien kehittdmisen. Laadukkaat rekombinanttiantigeenit puolestaan mahdollistavat hyvin
tarkkojen diagnostisten testien kehittdmisen.

Rotavirukset ovat yleisimpia ripulitautien aiheuttajia erityisesti pienilla lapsilla. Rotaviruk-
set aiheuttavat vuosittain infektioita maailmanlaajuisesti ja tyollistavét terveydenhuollon
ammattilaisia ympari maailmaa. Rotavirusinfektioon ei ole olemassa varsinaista hoito-
keinoa, mutta nopea diagnostiikka on tarkeda oikean hoidon kannalta. Rotavirusinfektio
voidaan osoittaa ulosteesta erilaisilla osoitusmenetelmilla, kuten entsyymi-immunome-
netelmilla (Enzyme Immunoassay, EIA), jotka perustuvat rotavirusantigeenin havaitse-
miseen potilasnaytteissd. Useimmat diagnostiset testit perustuvat VP6-antigeeniin, joka
on rotaviruksen immunogeeninen rakenneproteiini. Sitéd on mahdollista tuottaa korkea-

laatuisena rekombinanttiproteiinina kliinisen tutkimuksen ja IVD:n kayttoon.

Opinnaytetyd suoritettin Medix Biochemican tuotekehitystiimissa rekombinanttiryh-
massa, jossa tyon ohjaajana toimi ryhmanvetaja Suvi Eklin. Medix Biochemica on Mi-
nerva saation perustama in vitro -diagnostiikkaan erikoistunut terveysteknologian yritys,
joka perustettiin vuonna 1985. Yritys kehittaa, valmistaa ja markkinoi bioreagensseja ku-
ten monoklonaalisia vasta-aineita ja antigeeneja IVD-teollisuudelle. Medix Biochemican
tytaryhtié Actim Oy vastaa diagnostisten pikatestien valmistamisesta terveydenhuolto-
alan yrityksille ja julkiselle terveydenhuollolle. Tyon tavoitteena oli kehittéaé rotaviruksen
rekombinanttisen virusproteiini 6:n (VP6) puhdistusmenetelmé&é seké karakterisoida Es-
cherichia coli (E. coli) -bakteereissa tuotetun VP6-antigeenin puhtaus ja immunoreakiii-

Visuus.
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2 Teoreettinen tausta

2.1 Antigeeni-vasta-ainekompleksi

Antigeeni on mika tahansa molekyyli, jonka elimistén immuunipuolustus tunnistaa vie-
raaksi. Antigeenind voivat toimia proteiinit, sokerit, lipidit, hiilihydraatit, fosfolipidit ja
nukleiinihapot. Useimmiten antigeenit ovat polysakkarideja tai proteiineja, kuten toksii-
nimolekyylit tai bakteerien, virusten, sienten ja parasiittien pintarakenteet. Immunogee-
niksi kutsutaan yleensa suurta proteiinimolekyylia, joka kykenee sellaisenaan aikaan-
saamaan immuunivasteen. Antigeenit voivat olla myds pienia molekyyleja, hapteeneja,
jotka eivat pienen kokonsa takia kykene itsendisesti aktivoimaan immuunipuolustusta.
Sen sijaan hapteenin sitoutuminen suurempaan kantajamolekyyliin aktivoi immuunivas-
tetta. [1, s. 21.] Immunogeenien pinnassa on usein monia antigeenisia rakenteita, epi-
tooppeja, jotka toimivat vasta-aineiden sitoutumiskohtina. Suurempaan molekyyliin si-
toutunut hapteeni toimii kompleksin antigeenisena kohtana. [2, s. 102.]

Immuunivasteen aktivoituminen kaynnistyy, kun vasta-aine sitoutuu antigeeniin, jolloin
muodostuu antigeeni-vasta-ainekompleksi. Vasta-aineita kutsutaan myds immunoglobu-
lineiksi (Ig). Y-kirjaimen muotoisen Ig-molekyylin kasivarret muodostavat antigeenia si-
tovan osan (antigen binding fragment, Fab). [2, s. 94.] Antigeenin sitoutumiskohta on
stereokemiallisesti komplementaarinen siihen sitoutuvalle vasta-aineelle. Ig-molekyylin
Fab-osassa sijaitsevat raskas- ja kevytketjujen hypervariaabelit alueet, jotka ovat tar-
keita antigeenin sitomiskohtia. Aminohapposekvenssien vaihtelu Fab-osan hypervariaa-
beleilla alueilla vaikuttaa sitomiskohdan kolmiulotteiseen rakenteeseen ja siten eri anti-

geenien tunnistamiseen. [3.]

Antigeeni-vasta-ainekompleksin muodostumisessa syntyvat molekyylien véliset sidokset
ovat luonteeltaan ei-kovalenttisid. Useat sidokset antigeenin ja vasta-aineen vélilla var-
mistavat, ettd vasta-aine sitoutuu tiukasti ja spesifisesti antigeeniin. Erityisesti sitoutu-
miskohdan elektrostaattisten ja hydrofobisten vuorovaikutusten vaihtelut variaabeleilla
alueilla vaikuttavat eri vasta-aineiden affiniteettiin ja spesifisyyteen. [4.] Useiden tarkei-
den IVD-testien toimintaperiaate perustuu vasta-aineiden kykyyn tunnistaa kohdeanti-

geeni ja sitoutua siihen spesifisesti.
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2.2 Rekombinanttiantigeenien hyédyntaminen in vitro -diagnostiikassa

2.2.1 Rekombinanttiantigeeni

Molekyylibiologian, genomiikan, proteomiikan ja bioinformatiikan avulla on mahdollista
suunnitella uusia strategioita sensitiivisten ja spesifisten diagnostisten testien kehitta-
miseksi. Rekombinanttiantigeeni on molekyylibiologian menetelmilla tuotettu proteiini,
joita on mahdollista tuottaa suuria maarid prokaryootti- ja eukaryoottisoluissa. Yleisin
menetelma on siirtdd antigeenin geenisekvenssin sisaltava vektori sopivaan isantaso-

luun, kuten E. coliin. [5.]

Antigeenin tuottamista varten valitaan sopiva tuottosysteemi. Tuotettavan proteiinin gee-
nisekvenssin perusteella suunnitellaan DNA-konstrukti, joka liitetaan sopivaan vektoriin.
Suurin osa kaupallisista vektoreista on plasmideja, jotka siséaltavét tehokkaan promoot-
torialueen, joka ei tuota proteiinia normaaleissa kasvuolosuhteissa. Bakteriofagi T7:n
promoottori on yleisesti kaytetty rekombinanttiproteiinien tuottamiseen E. coli -baktee-
reissa. [5.] Proteiinin tuotto on mahdollista indusoida tehokkaasti esimerkiksi lisaamalla
kasvatusmediumiin geenin transkriptiota aktivoivaa biologista reagenssia. E. coli -tuot-
tosysteemeissa geenien transkriptiota saatelee laktoosin metaboliaan liittyva lac-ope-
roni, joka aktivoituu laktoosin lasna ollessa. Proteiinien ekpressio voidaan indusoida li-
saamalla kasvatusmediumiin isopropyyli-B-D-1-tiogalaktopyranosidia (IPTG), jonka mo-

lekyylirakenne muistuttaa lac-operonia aktivoivan allolaktoosin rakennetta.

Rekombinanttiantigeenien puhdistusta varten niiden C- tai N-terminaaliseen paahan on
usein liitetty puhdistusta helpottavia peptidisekvenssejd, kuten kuusi histidiinitdhdetta si-
saltava polyhistidiinihdnta (Hise-tag), jota hyodynnetaan nikkeli(Ni)-affiniteettikromato-
grafiassa. Histidiinin sivuketjun imidatsolirengas sitoo voimakkaasti kahdenarvoisia me-
talli-ioneja. Kun Hise-tagin sisaltava proteiini on kontaktissa kantajafaasin kanssa, johon
on immobilisoitu Ni?*-ioneja, histidiinitahteet kelatoivat metalli-ionit, jolloin proteiini sitou-

tuu pylvaaseen. [6.]

Y14 mainittuja tyokaluja hyodyntamalla on mahdollista tuottaa antigeeneja korkealaatui-
sina rekombinanttiproteiineina. Niitd voidaan hytdyntaa seka testi- ja kontrolliantigee-
neind ladketieteellisissa tutkimuksissa ja diagnostiikassa etta diagnostisten testien laa-

dunvalvonnassa.
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2.2.2 Diagnostiset antigeenit

Diagnostisten testien tarkoituksena on 10ytaé potilasnaytteista tutkittava antigeeni tai an-
tigeenia vastaan syntyneité vasta-aineita. Tutkittava antigeeni voi olla elimiston ulkopuo-
linen bakteeri-, virus-, sieni- tai parasiittiantigeeni, mutta se voi myos olla elimiston oma
proteiini kuten hormoni, sy6pa- tai tulehdusmarkkeri. Perinteiset diagnostiset menetel-
mat ovat immunoanalyyseja (IA), jotka perustuvat vasta-aineiden ja antigeenien valisiin
reaktioihin. IA-menetelmia kaytetaan kliinisessa diagnostiikassa yleensa seulontamene-
telmind. Yleisimpia kaytettyja 1A-menetelmia ovat immunosaostus, agglutinaatiotesti,
komplemettifiksaatio, immunofluoresenssitesti ja entsyymiavusteinen immunomaaritys-
menetelmad (Entsyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA). Useimmat diagnostiset

testit perustuvat ELISA-menetelméaan. [7.]

Diagnostiikassa kaytetyt rekombinanttiantigeenit voidaan jakaa kontrolliantigeeneihin,
jotka toimivat diagnostisten testien positiivisina kontrolleina ja serologisiin antigeeneihin,
jotka ovat serologisten testien testikomponentteja. Serodiagnostiikan periaatteena on
|0ytaa potilaan veresta tiettya antigeenid vastaan syntyneitd vasta-aineita. Serodiagnos-
tisten testien laatuun vaikuttavat niissa kayt antigeenit. Useiden virus-, bakteeri- ja para-
siitti-infektioiden diagnostiikka on hankalaa ja ty6lasta. Esimerkiksi testeissa kaytetyt vi-
raaliset antigeenit ovat usein peraisin kokonaisista virioneista valmistetuista lysaateista.
Ne saattavat sisaltdd viruksen iséntasolun proteiineja, jotka heikentavat testin spe-
sifisyytta. [8.] Natiivien antigeenien ongelmana on niiden sisaltdméa ei-antigeeninen ma-
teriaali, jolloin antigeenien laatu saattaa vaihdella ja testin standardisoiminen on hanka-
laa [9].

Epaspesifisten ja standardoimattomien antigeenien takia testien laatu karsii usein risti-
reaktioista muiden patogeenien kanssa, minka seurauksena uusittavuus eri laboratorioi-
den valilla on hankalaa. Kayttamalla rekombinanttiantigeenejd on mahdollista kehittda
hyvin sensitiivisia testausmenetelmia. Liséksi testien spesifisyyttda on mahdollista paran-

taa kayttdmalla eri rekombinanttiantigeenien yhdistelmia. [10.]

Nykyaan korkealaatuisten, puhtaiden ja homogeenisten kaupallisten rekombinanttianti-
geenien tuottaminen molekyylibiologisin menetelmin on mahdollistanut uusien nopeiden

ja kustannustehokkaampien testien kehittdmisen. Rekombinanttiantigeenien suuret pi-

metropolia.fi WM etropolia



toisuudet, tasalaatuisuus ja epaspesifisten osien puuttuminen mahdollistavat hyvin spe-
sifisten, sensitiivisten diagnostisten testien kehittamisen. [11; 12.] Kuvassa 1 on esitetty

ELISA-menetelmé&én perustuvan serodiagnostisen testin toimintaperiaate.

Leimattu vasta-aine

Vasta-aine "
'\

>

Rekombinanttiantigeeni

Kuva 1: Kun halutaan maarittaa potilasnaytteista vasta-aineita tiettya patogeenia vastaan, rekom-
binanttiantigeeni kiinnitetédén kiintedan alustaan tai kantajaan. Naytteessa olevat vasta-aineet si-
toutuvat antigeeniin. Syntynyt vasta-aine-antigeenikompleksi detektoidaan sekundaarisella lei-
matulla vasta-aineella.

Diagnostiikassa laadunvarmistus on erittain tarkeaa. Laadunvalvonnan tarkoituksena on
sisdisten kontrollien avulla varmistaa testien paivittainen toimivuus. Sisaisten kontrollien
avulla kliiniset laboratoriot seka vieritesteja (Point Of Care, POC) tekevét terveydenhuol-
lon toimipisteet varmistavat, etté diagnostisten testien tulokset ovat tilastollisesti luotet-
tavia ja uusittavia. [13.] Rekombinanttiantigeeneja voidaan luotettavasti kayttaa kontrol-
liantigeeneind seka laadunvalvonnassa ettd immunomenetelmien positiivisina kontrol-
leina. Positiiviset kontrollit toimivat testien laadunvarmistimina. Kontrollien tarkoituksena
on varmistaa, etta testit ja niissa kaytettavat reagenssit toimivat, ja siten ilmaista, etta
testin tulos on luotettava. liman positiivisia kontrolleja testien luotettavuus on heikompi.
[14.]

2.2.3 Vieritestit

POC-testit tarjoavat nopean diagnostisen tavan saada informaatiota potilaiden hoidosta.
POC-testien helppous, edullisuus ja nopeus ovat kasvattaneet niiden suosiota kliini-
sessd diagnostiikassa. POC-testi suoritetaan potilaan valitttmassa laheisyydessa. No-
peat diagnostiset testit tunnistavat antigeenit tai niitéd vastaan syntyneet vasta-aineet po-

tilasnaytteissa. [15.] Bakteeri-infektion diagnostiikka perinteisin viljelymenetelmin voi
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kestaa 48 tunnista 72 tuntiin. Vakavissa bakteeri-infektioissa potilaan selviytymisen kan-

nalta on tarkeaa aloittaa oikea antibioottihoito mahdollisimman nopeasti. [16.]

Suurin osa POC-testeista perustuu lateraaliseen virtaukseen perustuvaan immunoanaly-
tikkaan (Lateral Flow Immunoassay, LFIA). LFIA:n periaate on yksinkertainen. Neste-
mainen nayte imeytyy kapillaarivoimien avulla polymeerisen testiliuskan eri vyohykkei-
den lapi. Samalla naytteen sisaltaméat analyytit reagoivat testin pintaan kiinnitettyjen

vasta-aineiden tai kanssa.

Tyypillinen LFIA-testi koostuu paallekkaisistd membraaneista, jotka on kiinnitetty testi-
liuskan tukialustaan. Nayte applikoidaan imukykyiselle naytetyynylle. Naytetyyny sisal-
taa puskureita ja suoloja, jotka edesauttavat analyytin vuorovaikutusta testin molekyylien
kanssa. Nayte etenee analyytille spesifisia konjugoituja vasta-aineita sisaltavan vyohyk-
keen lapi. Yleisimpia konjugaatteja ovat kolloidiset kulta- ja lateksi-mikropartikkelit. Kon-
jugoidut vasta-aineet sitoutuvat analyyttiin, ja syntynyt kompleksi kulkeutuu liuskan tes-
tialueelle. Testialue on yleensé nitroselluloosamembraani, johon on kiinnitetty analyytille
spesifisia vasta-aineita. Konjugoituneet vasta-aine-analyytti-kompleksit sitoutuvat testi-
alueelle immobilisoituihin vasta-aineisiin, jolloin testialueelle kerdantyvat konjugaatit
muodostavat nakyvan viivan. [17.]

Testiliuska sisaltad myos kontrollialueen, johon kiinnitetyt vasta-aineet sitovat testin kon-
jugoituneita vasta-aineita ilman analyyttid. LFIA-testien kontrolleina voidaan kayttaa
my06s rekombinanttiantigeeneja, jotka on kiinnitetty liuskan kontrollialueelle. Vapaat kon-
jugoidut vasta-aineet sitoutuvat immobilisoituihin antigeeneihin, jolloin muodostuu néa-
kyva viiva testin kontrollialueelle. Kontrolliviivan tarkoituksena on ilmaista, etta virtaus on
ollut riittdva ja testi onnistunut. [17.] Kuvassa 2 on esitetty LFIA:n toimintaperiaate. LFIA-
menetelm&an perustuvia POC-testeja voidaan hyddyntaa myds serologiassa, kun halu-
taan maarittaa potilaan veresta vasta-aineita kohdeantigeenille. Tallgin liuskan testialu-
eelle on kiinnitetty rekombinanttiantigeeneja, joihin potilasndytteessa olevat antigeenid

vastaan syntyneet vasta-aineet sitoutuvat. [18.]
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Kuva 2: LFIA:n toimintaperiaate. Analyytti etenee kapillaarivoimien kuljettamana ja sitoutuu kon-
jugoituihin vasta-aineisiin. Konjugoitu vasta-aine-analyytti-kompleksi etenee testialueelle ja sitou-
tuu testialueen immobilisoituihin vasta-aineisiin. Samaan aikaan kontrollialueen immobilisoidut
vasta-aineet tai antigeenit sitovat vapaita konjugoituja vasta-aineita, jolloin syntyy nékyva kont-
rolliviiva. [17.]

2.3 Rotavirus

2.3.1 Kliininen merkitys

Ripulitaudit ovat yksi suurin syy alle viisivuotiaiden lasten sairastumisen ja kuoleman ai-
heuttajista etenkin kehitysmaissa. Ripulitaudit aiheuttavat maailmanlaajuisesti yli
500 000 kuolemaa vuosittain. Rotavirus on yleisin vauvojen ja pienten lasten vakavien
ripulitautien aiheuttaja. [19.] Suomessa A-ryhman genotyypin | rotavirus aiheuttaa epi-
demioina pienten lasten ripulitautia loppuvuodesta keséakuuhun saakka. Teollistuneissa
maissa ripulitaudit ovat ongelma myds sairauden heikentamilla potilailla, jolloin sairaa-
lainfektiot ja -epidemiat erityisesti lastensairaaloissa ovat ongelmallisia. [20.] Rotaviruk-
set ovat hyvin yleisia. Esimerkiksi vuonna 2003 alle viisivuotiailla lapsilla raportoitiin 114

miljoonaa rotavirusinfektiota, joista 2,3 miljoonaa tapausta vaati sairaalahoitoa. [21.]

Rotavirukset ovat rengasmaisia Reoviridae-heimoon kuuluvia kaksijuosteisia RNA-viruk-

sia. Rotaviruksia on lI6ydetty 10 lajia (A-J), joista Rotavirus A (RVA) on yleisin infektioiden
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aiheuttaja. RVA:n genomi koostuu 11 dsRNA-segmentista, jotka koodaavat kuutta ra-
kenneproteiinia (VP1-4, VP6 ja VP7) ja kuutta ei-rakenneproteiinia (NSP1-NSP6). [19.]
Rotavirusten lajityypitys perustuu VP6-rakenneproteiinin antigeenisiin ominaisuuksiin
[20]. Rotavirukset jaetaan genotyyppeihin RNA-sekvenssien 4 ja 7 perusteella, jotka
koodaavat viruksen proteiineja VP4 ja VP7 [19]. Rotaviruksen rakenne on esitetty ku-

vassa 3.

Kuva 3: Rotaviruksen rakenne: a: Elektronimikroskooppikuva rotaviruksesta. Rotavirukset muis-
tuttavat pydreita rattaita (lat. rota = ratas). b: Rotaviruksilla on kolmikerroksinen proteiinikuori.
Sisimman kapsidin muodostaa viraalinen rakenneproteiini VP2 seka entsyymit VP1 ja VP3. Kes-
kimmaisen kuoren muodostaa VP6 ja uloimman VP7 ja VP4. [19.]

Rotavirusripulissa virusta erittyy suuria maaria ulosteiden mukana. Virus tarttuu paaasi-
assa uloste-suuteitse. Virus tarttuu herkasti, silla tartuttamiseen riittda vain muutama vi-
rus. [19.] Rotavirus lisdéntyy ohutsuolen villusten enterosyyteissa ja enteroendokriiniso-
luissa. Lisdantyessaan virus tuhoaa villusten epiteelisoluja, jolloin suolessa toimivien di-
sakkaridaasientsyymien aktiivisuus vahenee. Hiilihydraattien malabsorbtio aiheuttaa ve-
den kertymistd ohutsuoleen. [22.] Infektoituneet solut erittdvat NSP4-enterotoksiinia,
joka liséa sytoplasmisten Ca**-ionien maaraa ja aktivoi Ca?*-riippuvaiset kloridikanavat.
Kloridi-ionien erittyminen suolen luumeniin aiheuttaa osmoottista ripulia [23.]. Rotavirus-
infektion taudinkuvaan liittyy vetisen ripulin lisdksi kuume ja oksentelu. Tauti voi johtaa

nopeasti dehydraatioon, joka vaatii aktiivista hoitoa. [21.]

metropolia.fi ﬂfMetropolia



2.3.2 Diagnostiikka

Rotavirusinfektioon ei ole varsinaista hoitokeinoa. Rotavirusripuli paranee itsestdén noin
viikossa, ja hoitona on tehokas nesteytys. Nopea diagnoosi on kuitenkin tarkeda erityi-
sesti heikomman elintason maissa, jotta potilas voidaan eristaa tai kotiuttaa ja estéda nain
viruksen leviaminen. Nopea diagnoosi on my6s tarkeaa turhien antibioottikuurien valtta-
miseksi. [24.]

Rotavirusinfektion rutiinidiagnostiikka perustuu rotavirusantigeenin havaitsemiseen ulos-
tenaytteissa EIA- tai lateksiagglutinaatio-menetelmilla. Rotaviruspartikkelit on mahdol-
lista havaita ulostenaytteissd myds elektronimikroskoopilla. Elektronimikroskooppi on
nopein menetelma havaita rotavirukset naytteissa, mutta se on ty6las ja vihemman sen-
sitiivinen kuin EIA-menetelmd. [24.] K&anteistranskriptiopolymeraasi-ketjureaktio (Re-
verse Transcription-Chain Polymerase Reaction, RT-PCR) on hyvin sensitiivinen ja spe-
sifinen menetelma rotaviruksen viraalisen RNA:n havaitsemiseksi potilasnaytteista. RT-
PCR-menetelma ei kuitenkaan sovellu rutiinidiagnostiikkaan, ja sita kaytetaankin l[&ahinna
virusten genotyypityksessa rokote- ja epidemiologisissa tutkimuksissa. [19.]

Maailman terveysjarjest6 WHO suosittaa Rotaviruksen seulontamenetelméaksi sand-
wich-ELISA -menetelmaa, jossa rotavirusspesifiset vasta-aineet on kiinnitetty 96-kuop-
palevylle. Potilasndytteiden sisadltamat rotavirusantigeenit sitoutuvat vasta-aineisiin ja
syntynyt kompleksi detektoidaan entsyymiin konjukoiduilla rotavirusvasta-aineilla.
ELISA-menetelmé on hyvin sensitiivinen ja spesifinen ja helposti toteutettavissa rutiini-
diagnostiikassa. Vaihtoehtoisena menetelmana voidaan kayttaa lateksiagglutinaatiotes-
tia, jossa lateksipartikkelit ovat paallystetty rotavirusvasta-aineilla. Rotavirusantigeenin
havaitsemiseen kehitetyissd POC-testeissa hytdynnytetddn kumpaakin menetelmaa.
[25.] Suurin osa rotavirustesteista perustuu rotaviruksen VP6-antigeenin havaitsemiseen

potilasnaytteista [26].

Kliinisissa tutkimuksissa, joissa mitataan immuunivastetta luonnollisessa rotavirusinfek-
tiossa sek& rokotetutkimuksissa, kaytetddn rekombinantti-VP6-antigeeniin perustuvaa
serodiagnostista immunomenetelmad. Menetelmassa mitataan rotaviruksen VP6-anti-
geenia vastaan syntyneitd IgA- ja IgG-vasta-aineita potilasnaytteista. [27.] Rokotuksen
jalkeen syntyneiden IgA-vasta-aineiden on havaittu kliinisissa tutkimuksissa korreloivan

rotavirusrokotteen tehokkuuden kanssa [28].
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2.3.3 VP6-antigeeni

VP6 on rotaviruksen keskimmaisen kapsidin rakenneproteiini. VP6 rakentuu 397 amino-
haposta ja sen teoreettinen molekyylipaino on 45 kDa. VP6 on rotavirusproteiineista kon-
servoitunein ja immunogeenisin seka maarallisesti suurin rotavirusproteiini. [29.] VP6 on
hyvin stabiili proteiini, joka muodostaa trimeereitd. pH ja ionivahvuus vaikuttavat VP6-
trimeerien jarjestaytymiseen erilaisiksi nanomuodostelmiksi, kuten pallomaisiksi ja put-

kimaisiksi rakenteiksi. [30, 31.] Kuvassa 4 on esitetty VP6:n sekd VP6-trimeerin rakenne.

Kuva 4: a) VP6-yksikon kolmiulotteinen rakenne b) VP6-trimeeri kuvattuna ylhaalta, c) edesta ja
d) alhaalta [29]

VP6-trimeerit muodostavat hydrofobisia sidoksia sisimméan kapsidin VP2-proteiinien
kanssa. VP6 ja VP2 muodostavat kaksikerroksisen rakenteen (Double Layered Particle,
DLP). [32.] Viruksen tunkeutuessa isantasoluun uloin kapsidikerros (VP4 ja VP7) irtoaa.
Soluun paassyt DLP on transkriptionaalisesti aktiivinen. [33.] VP6-proteiinin ja viruksen
transkriptiokoneiston elektrostaattiset vuorovaikutukset ovat valttamattomat mRNA-syn-
teesin kannalta [32]. Koska VP6-proteiini on hyvin konservoitunut eri RVA-kantojen va-

lill&, se sopii hyvin diagnostiseksi antigeeniksi.

metropolia.fi ﬂfMetropolia



11

2.4 Rekombinantti-VP6-antigeenin tuottaminen E. colissa

Rekombinanttiproteiinien tuottaminen E. coli -soluissa on vaivatonta ja kustannusteho-
kasta. Haittapuolena on monimutkaisempien useista alayksikoisté koostuvien proteiinien
vaarinlaskostuminen ja kerdantyminen sytoplasmaan yliekspression seurauksena. [34.]
Suurten multimeeristen proteiinien tuottaminen E. colissa vaatii lisdksi modulaattoreita,
jotka ohjaavat proteiinin laskostumista. Nykyaan onkin kehitetty uudenlainen ekspres-
siosysteemi, jossa pieni ubikitiinin tyyppinen modifikaattori (Small Ubiquitin-Like Mo-
difier, SUMO) liitetdan kohdeproteiiniin, mik& mahdollistaa rekombinanttiproteiinien te-
hokkaan ekspression E. colissa. [35.]

SUMO-proteiinin liittdminen eli SUMOlaatio on yleinen reversiibeli proteiinien postrans-
lationaalinen muokkaussysteemi eukaryoottisoluissa. SUMOIlaatiossa SUMO-proteiini
litetaan kovalenttisesti kohdeproteiinin. Myds virusinfektioissa isdntasoluun tunkeutunei-
den virusten proteiinit ovat isantasolun SUMOlaatiokoneiston kohteina. SUMOIlaation on
havaittu mm. saatelevan rotaviruksen replikaatiota ja viraalisten proteiinien tuottamista.
[36.]

Prokaryoottisoluissa ei ole vastaavaa SUMOIlaatiosysteemid, joten E. colissa vapaana
tuotetun VP6-proteiinin on havaittu olevan liukenematonta ja hairitsevan proteiinin tuot-
toa [34]. Vapaan VP6-proteiinin on havaittu muodostavan synteesin jalkeen suurempia
inkluusiokappaleita, jotka kertyvat sytoplasmaan [37]. VP6-proteiinin tuottaminen
SUMO-fuusioproteiinina sailyttaa proteiinin liukoisuuden ja parantaa siten fuusioproteii-
nin ekspressiota [29].
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3 Materiaalit ja menetelmat

3.1 SUMO-VP6-proteiinin tuottaminen E. coli -kasvatuksissa

3.1.1 Solukasvatukset

VP6-proteiini tuotettiin E. coli -soluissa solunsisdisena SUMO-fuusioproteiinina. SUMO-
VP6-proteiinin E. coli -tuottokanta oli valmiiksi transformoitu ja jaettu glyserolistokkeihin.
Tuottokasvatukset aloitettin 125 ml:n kasvatuksilla 250 ml:n Erlenmeyerpulloissa.
Glyserolistokista pipetoitiin 5 ul solususpensiota 125 ml:aan Luria-Bertani (LB) -kasva-
tusmediaa (50 g Bacto-tryptone, Bacto-yeast extract, 50 g NaCl, 5000 ml H2O), johon
lisattiin ampisilliinia (SIGMA) siten, ettd ampisilliinin loppukonsentraatio solukasvatuk-

sissa oli 100 pg/ml. Soluja kasvatettiin ravistelussa yon yli (37 °C, 180 rpm).

Yon yli -kasvatukset nuorennettiin 1:100 jakamalla 10 ml kasvatusta 1 litraan tuoretta
LB-mediumia 2 litran Erlenmayer-pulloihin. Kasvatuksiin lisattiin ampisilliinia (SIGMA)
siten, ettd ampisilliinin loppukonsentraatio solukasvatuksissa oli 100 pg/ml. Kasvatuksia
kasvatettiin ravistelussa (37 °C, 180 rpm).

3.1.2 Indusointi ja solujen harvestointi

Fuusioproteiinin tuotto kasvatuksissa indusoitiin IPTG:lla (SIGMA). Kasvatusten optista
tiheytta (optical density, OD) seurattiin mittaamalla kasvatusten absorbanssia spektrofo-
tometrilla 600 nm:ssa. Kasvatusten OD:n ollessa 0,6 proteiinin tuotto indusoitiin liséda-
malla kasvatuksiin IPTG (SIGMA) siten, ettd IPTG:n loppukonsentraatio kasvatuksissa
oli 0,25 mM. Induktion jalkeen kasvatusta jatkettiin yon yli ravistelussa (25 °C, 180 rpm).
Indusoinnin jalkeen solut kerattiin sentrifugoimalla (Sorvall Lynx 6000, Thermo Scientific)
15 minuuttia 10 000 g:n voimalla. Kasvatusmediumi kaadettiin pois ja solut kaavittiin las-

talla 50 ml:n Falcon-putkiin. Solumassat sailytettiin -80 °C:ssa.
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3.2 VP6-antigeenin puhdistaminen

3.2.1 Solujen lyysi

Koska SUMO-VP6-fuusioproteiini tuotettiin solunsisaisesti, puhdistusta varten solut ha-
jotettiin sonikoimalla (Bandelin Sonopuls GM70). Pullokasvatuksista saatu solumassa
liuotettiin lyysipuskuriin (20 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 20 mM imidatsoli, 5 mM fenyy-
limetaanisulfonyylifluoridi (PMSF), pH 7,5). Lyysipuskuria liséttiin 5 ml/1 g solumassaa.
Solususpensio sailytettiin jaissé. Solususpensiota sonikoitiin 10 sekunnin ajan 90 %:n
syklilla ja 70 %:n teholla. Kasittely toistettiin 10 kertaa ja sonikointien valilla suspension
annettiin jAdhtya jailla 10 sekunnin ajan. Sonikoitu solususpensio sentrifugoitiin (Sorvall
Lynx 6000, Thermo Scientific) 11 000 g:n voimalla (30 min., 4°C). Supernatantti kaadet-
tiin uuteen 50 ml:n Falcon-putkeen. Lopuksi saatu lysaatti suodatettiin 0,2 pum-steriili-

suodattimen lapi.

3.2.2 SUMO-VP6-fuusioproteiinin puhdistaminen solulysaatista

iinin puhdistettiin lysaatista Ni-affiniteettikromatografialla. Kaytetty pylvas oli 5 ml:n nik-
kelisefaarosipylvas HisTrap HP® (GE Healthcare, 17-5248-02). Puhdistus tehtiin huo-
neenlammossa AKTA pure -kromatografialaitteistolla (GE Healthcare). Ennen puhdis-
tusta pylvas tasapainotettiin ajamalla sen lapi viisi kolonnitilavuutta MQ-vetté ja sen jal-
keen viisi pylvastilavuutta tasapainotuspuskuria (20 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 20 mM
imidatsoli, pH 7,5). Suodatettu lysaatti pumpattiin pylvaaseen nopeudella 2 ml/min. Pyl-
vaaseen tarttumaton materiaali pestiin pois ajamalla pylvaan lapi noin 10 kolonnitila-
vuutta edellda mainittua tasapainotuspuskuria. Pesu lopetettiin, kun kromatogrammin ab-
sorbanssi 280 nm:ssa (Azso) ei endd laskenut. Pylvdaseen tarttunut SUMO-VP6-fuusio-
proteiini eluoitiin 12 kolonnitilavuudella, eli noin 60 mil:lla, eluutiopuskuria (20 mM Tris-
HCI, 500 mM imidatsoli, pH 7,5) ajonopeudella 4 ml/min ja eluutiopuskurin gradientilla O

— 100 %. Eluutiovaiheen alusta lahtien kerattiin 0,5 ml:n fraktiot.

Kromatogrammin perusteella keratyista fraktioista otettiin naytteet immunoreaktiivisuus-

testia ja natriumdodekyylisulfaattipolyakryyliamidigeelielektroforeesia (Sodium Dodecyl
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Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE) varten. Kromatogrammin pe-
rusteella SUMO-VP6-fuusioproteiinia sisaltavat fraktiot yhdistettiin pooliksi. Saadulle
SUMO-VP6 -poolille tehtiin puskurinvaihto dialysoimalla yhdistetyt naytteet tasapaino-
tuspuskuriin (20 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 20 mM imidatsoli, pH 7,5). Pooli siirrettiin
12-14 000 Da:n dialyysiletkuun (Medicell) ja annettiin dialysoitua vahintaan 20-kertai-
sessa tilavuudessa puskuria. Dialysointi suoritettiin jadkaappilampdtilassa hitaassa se-
koituksessa siten, etta dialyysissa kaytetty puskuri vaihdettiin kahdesti dialysoinnin ai-
kana ja dialyysiaika oli vahintédan 2 tuntia per puskuri. Dialyysin jalkeen SUMO-VP6-fuu-
sioproteiinin pitoisuus poolissa méaaéritettiin mittaamalla poolista otetun naytteen absor-
banssi 280 nm:ssa. Naytteen proteiinipitoisuus laskettiin kayttamalla Beer-Lambertin lain
kaavaa A = ¢b c, jossa A on absorbanssi, € yhdisteen molaarinen absorptiokerroin, b
valon kulkema matka (1 cm) ja ¢ konsentraatio. Proteiinipitoisuus saatiin, kun naytteen
absorbanssi jaettin SUMO-VP6-proteiinin molaarisella absorptiokertoimella, joka on
0,76. Talloin esimerkiksi 1 mg/ml SUMO-VP6-proteiinia antaa Azso-arvon 0,76. Dialysoi-
dusta poolista otettiin ndyte SDS-PAGE -analyysia varten.

3.2.3 Entsyymireaktio

SUMO-osan poistamiseksi SUMO-VP6-fuusioproteiinille tehtiin entsymaattinen digestio.
Pooliin lisattiin ubikitiinin tyyppista spesifistd proteaasi 1:t& (Ubiquitin-Like Spesific Pro-
teaase 1, ULP1, Certest, MT-25ULP1), joka hydrolysoi SUMO-osan ja VP6-proteiinin
valisen peptidisidoksen. ULP1-entsyymia liséttiin 100 pg per 5 mg SUMO-VP6-proteiinia.
Seokseen liséttiin ditiotreitolia (DTT, SIGMA) pitoisuuteen 5 mM. Seosta inkuboitiin 5
tuntia 30 C°:ssa, jonka jalkeen seos ajettiin heti pylvddseen. ULP1-proteaasi sisalsi Hise-
tagin, joten reaktio pysahtyi puhdistuksen jalkeen ULP1-proteaasin jaddessa pylvaa-
seen. Entsyymireaktion toimivuuden tarkistamiseksi inkuboinnin jalkeen otettiin nayte

SDS-PAGE-analyysia varten.

3.2.4 VP6-proteiinin erottaminen SUMO-osasta

VP6-proteiini erotettiin Ni-affiniteettikromatografialla irronneesta SUMO-osasta ja pilk-
koutumattomasta SUMO-VP6-fuusioproteiinista. Puhdistus tehtiin samalla pylvaalla kuin

aiemminkin. Erottaminen perustui siihen, ettd Hise-tagin siséltavat irronneet SUMO-osat
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ja pilkkoutumaton SUMO-VP6-fuusioproteiini jaavat pylvaaseen ja VP6-proteiini tulee

pylvaan lapi.

Entsyymikasitelty seos pumpattiin pylvaaseen nopeudella 2 ml/min. Fraktionkerays aloi-
tettiin heti ja pylvaan lapi tulleesta VP6-proteiinin sisaltdmasta lapivirtauksesta kerattiin
5 ml:n fraktiot. Kerays lopetettiin, kun kromatogrammin Aggo ei enda laskenut. Pylvaa-
seen tarttumaton materiaali pestiin noin 10 kolonnitilavuudella samalla tasapainotuspus-
kurilla kuin aiemmin. Pylvaaseen tarttunut materiaali eluoitin samalla eluutiopuskurilla
kuin aiemmin. Talla kertaa eluutio tehtiin eluutiopuskurin 100-prosenttisella konsentraa-
tiolla. Eluutiota jatkettiin, kunnes kromatogrammin Azgo ei enda laskenut. Eluoitunut ma-

teriaali kerattiin talteen 2 ml:n fraktioina.

Kromatogrammin perusteella VP6-proteiinin sisaltavat fraktiot yhdistettiin pooliksi ja sen
proteiinipitoisuus maaritettiin kuten edella. Seka pylvaan lapi tulleista ettéd eluoiduista
fraktioista otettiin ndytteet SDS-PAGE:a varten. Imidatsolin poistamiseksi lopputuote dia-
lysoitiin sailytyspuskuriin (20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1 mM DTT, pH 7,5) kuten
edellda, mutta talla kertaa niin, etta dialyysipuskuri vaihdettiin 3 kertaa. Dialysoidun lop-
putuotteen proteiinipitoisuus maaritettiin kuten edellda. Tuote konsentroitiin pitoisuuteen
0,9-1,1 mg/ml Amicon® 8050 -ultrasuodatuslaitteella (Merck Millipore) kayttamalla 10
kDa:n suodatinta (Merck Millipore). Konsentroitu lopputuote suodatettiin 0,2 um:n sterii-

lisuodattimen lapi. Lopputuotteen koko ja puhtaus analysoitiin SDS-PAGE:lla.

3.3 Analyysimenetelmét

3.3.1 PhastGel

Puhdistuksen eri vaiheista sek& lopputuotteesta otettuja naytteita pipetoitiin 10 pl Ep-
pendorf-putkiin, joihin lisattiin 10 pl 2 x naytepuskuria (20 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA, 5%
SDS, 0,02% bromofenolinsininen, 0,2 M DTT, pH 8,0). Naytteitda kuumennettiin 5 minuut-
tia 95 °C:ssa. Naytteet ajettiin PhastGel™ 10-15% -gradienttigeelilla (GE Healthcare, 17-
0540-01) ja SDS-puskuritripeilla (GE Healthcare, 17-0516-01). Kokostandardina oli
LMW-standardi (GE Healthcare, 17-0446-01). Ajossa kaytettiin automaattista elektrofo-

reesilaitetta (Pharmacia PhastSystem, GE Healthcare). Geelin varjays tehtiin Brilliant
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Blue R -varilla laitteen automaattisella varjaysohjelmalla. Varjaysliuos valmistettiin se-
koittamalla 1:1 varikantaliuosta (1 tabletti PhastGel™ Blue R (GE Healthcare, 170518-
01), 80 ml H20, 120 ml metanoli) ja 20-prosenttista etikkahappoa. Varjayksen jalkeen
ohjelma suoritti varinpoiston varinpoistoliuoksella (600 ml metanoli, 200 ml etikkahappo,
1200 ml H20) ja lopuksi geelid inkuboitiin sailytysliuoksessa (100 ml etikkahappo, 800
ml H2O, 50 ml glyseroli). Geelit kuvattiin BioSpectrum® 810 UV -kuvantamislaitteella

(Fisher Scientific) ja analyoitiin TotalLab Quant -ohjelmalla (Cleafer Scientific).

3.3.2 Immunoreaktiivisuus

Naytteiden ja fraktioiden immunoreaktiivisuus madritettiin Europium(Eu)-leimaan perus-
tuvalla fluoroimmunoanalyysimenetelmalla (FIA). Fraktioille tehtiin laimennokset valilla
1:100-1:100 000. Puhdistetuille VP6-antigeeneille valittiin kuusi laimennospistetta. Mak-
simipitoisuuksiksi valittiin 3 ja 5 pg/ml ja loput viisi pistetta saatiin laimentamalla aina 1:3

edellisesta laimennoksesta.

Testia varten 96-kuoppalevy (NUNC) koutattiin anti-rotavirus-VP6-vasta-aineella (MB,
11101). Vasta-aineen pitoisuus oli 3 pg/ml natrium-fosfaattipuskurissa (50 mM NaH.PO,
x 2H20, pH 6,5). Levy koutattiin pipetoimalla 100 pl/kuoppa ja inkuboimalla yli yon 4
°C:ssa. Kouttauksen jalkeen Kuopat blokattiin 1-prosenttisella naudan seerumin albumii-
nilla (Millipore) natrium-fosfaattipuskurissa, jota pipetoitiin 300 pl/kuoppa. Levyé inkuboi-
tiin 1 tunti huoneenlammaossa. Blokkauksen jalkeen kuopat pestiin kolme kertaa auto-
DELFIA Wash -pesupuskurilla (Perkin Elmer, B117-100). Naytteista ja kontrollista tehtiin
laimennokset Eu-puskuriin (50 mM Tris-HCI, 0,9 % NacCl, 0,05 % NaNs;, 0,5 % naudan
seerumin albumiini (BSA), 0,05 % naudan y-globuliini, 0,05 % Tween 20, 20 mg/ml diety-
leenitriamiinipentaetikkahappo (DTPA)) ja pipetoitiin 100 pl/kuoppa. Kontrollina oli VP6-
antigeeni (Certest, MT-26VP6). Nollandytteena oli pelkka Eu-puskuri. Naytteitd inkuboi-
tiin tunti ravistelussa, huoneen lAmmdossa, minka jalkeen kuopat pestiin kolme kertaa
pesupuskurilla (Perkin Elmer, B117-100).

Detektio tehtiin biotinyloidulla monoklonaalisella anti-rotavirus-VP6-vasta-aineella (Me-
dix Biochemica, 11101), josta tehtiin 1:2000-laimennos Eu-puskuriin. Laimennosta pipe-
toitiin 100 pl/kuoppa ja inkuboitiin 1 tunti huoneen lammadssa. Eu-leimatusta streptavidii-

nista (PerkinElmer, 1244-360) tehtiin 1:1000-laimennos Eu-puskuriin, jota pipetoitiin 100
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pl/kuoppa ja inkuboitiin 30 minuuttia huoneen lammaossa. Levy pestiin viisi kertaa pesu-
puskurilla (Perkin ElImer, B117-100). Kuoppiin lisattiin 200 ul enhancemet-liuosta (DEL-
FIA/auto/DELFIA Enhancement Solution, PerkinElmer B118-100) ja inkubointiin viisi mi-
nuuttia ravistelussa. Levy mitattiin EnVision Xcite -levynlukijalla (PerkinElmer). Levyn
mitauksessa kaytettiin aikaerotteista fluoresenssia. Kaytetty eksitaatioaallonpituus oli

340 nm ja emissioaallonpituus 615 nm.
Puhdistettujen lopputuotteiden immunoreaktiivisuudet suhteessa kontrolliin maaritettiin
kuten ylla. Analysointia varten naytteet ja kontrolli pipetoitiin levylle taulukon 1 osoitta-

malla tavalla. Tulokset analysoitiin WorkOut 2.5 -ohjelmalla (DazDag Solutions).

Taulukko 1: Naytteiden pipetointitaulukko immunoreaktiivisuusanalyysia varten.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
REF REF REF REF REF REF
MAX MAX MAX MAX MAX MAX
Ref Ref Ref Ref Ref Ref Ref Ref Ref Ref
Llaim2 | Laim2 | Laim3 | Laim3 | Laim4 | Laim4 | Laim5 | Laim5 | Laim6 | Laim6
Test Test Test Test Test Test Test Test Test Test
Llaim2 | Llaim2 | Laim3 | Laim3 | Laim4 | Laim4 | Laim5 | Laim5 | Laim6 | Laim6

EP EP EP EP
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4 Tulokset

4.1 SUMO-VP6-fuusioproteiinin erottaminen solulysaatista

Solukasvatuksista saatiin noin 6 g solumassaa, joka suspensoitiin 30 ml:aan lyysipusku-
ria. SUMO-VP6-fuusioproteiini puhdistettiin lysaatista Ni-affiniteettipylvaalla. Kuvassa 5

on SUMO-VP6-fuusioproteiinin eluutiokromatogrammi.
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Kuva 5: SUMO-VP6-fuusioproteiinin eluutiokromatogrammi. Kromatogrammiin merkittyjen koh-
tien 1-7 fraktioista otettiin naytteet SDS-PAGE-analyysia ja immunoreaktiivisuusmaarityksia var-
ten.

Yhden selke&n eluutiopiikin sijaan kromatogrammissa nakyi useampi piikki. Jotta nah-
taisiin missa kohtaa SUMO-VP6 eluoituu, kromatogrammin perusteella valituista frakti-
oista (kuvassa 5 kohdat 1-7) otettiin noin 50 pl:n naytteet. Naytteille tehtiin immunore-
aktiivisuusmaaritykset ja SDS-PAGE-analyysi. Kuvassa 6 nékyy puhdistusfraktiot SDS-
PAGE-geelilla.
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Kuva 6: Eluutiofraktioiden SDS-PAGE-analyysi PhastGel™ Blue R -varjatylla PhastGel 10-15%
-gradienttigeelilla. Naytteet 1-7 on geelilla numerojarjestyksesséd vasemmalta oikealle lukien,
esim. nayte 1 on geelilla kohdassa 1.

SUMO-VP6-fuusioproteiinin tarkka koko ei ollut tiedossa. Keskimaarin SUMO-osat ovat
noin 12 kDa:n kokoisia pienia proteiineja. VP6 on kooltaan 45 kDa, joten yhdessé Hiss-
tagin (1 kDa) kanssa SUMO-VP6-proteiinin koko olisi arviolta noin 58 kDa. Aikaisem-

missa tutkimuksissa SUMO-VP6:n on havaittu ajautuvan noin 55 kDa:n kohdalle [29].

SDS-PAGE-analyysin perusteella ensimmainen piikki (ndyte 1) kromatogrammissa on
luultavasti hairiopiikki, joka aiheutui todennédkoisesti sytttdletkun vaihtamisesta. Nayt-
teessa 2 on paljon epdpuhtautta ja selked vydhyke 75 kDa:n kohdalla, joka ei todenna-
koisesti ole SUMO-VP6. Naytteessa 3 nakyy selked vybhyke 69 kDa:n kohdalla. Nayt-
teissa 4—7 nakyy vyohykkeet noin 65 kDa:n kohdalla, mika on todennakoisesti SUMO-
VP6. Lisdksi naytteessa 4 nakyy myds toinen vythyke noin 69 kDa:n kohdalla. Nayt-
teissa 4 ja 5 nakyy paljon erikokoisia epapuhtauksia seka vahvat vyohykkeet 19 kDa
kohdalla, jotka ovat todennakoisesti vapaata SUMO-proteiinia, jota solut ovat tuottaneet

ylim&arin.

SDS-PAGE:n perusteella nayte 1 ei sisaltanyt juurikaan proteiinia, joten immunoreaktii-
visuusmaaritykset tehtiin naytteille 2—7. Kuvassa 7 on naytteiden immunoreaktiivisuuk-
sista laimennoksilla 1:100-1:100 000 piirretyt kuvaajat.
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Kuva 7: Eluutiofraktioiden immunoreaktiivisuudet. Eluutiokromatogrammin kohdista 2—7 otetuista
naytteista tehtiin laimennokset valilla 1:100-1:100 000 ja niiden immunoreaktiivisuudet méaaritet-
tiin FIA-menetelmalla.

SUMO-osan ei pitéisi oleellisesti vaikuttaa SUMO-VP6-fuusioproteiinin immunoreaktiivi-
suuteen. Kaikissa naytteissa oli havaittavissa immunoreaktiivisuutta, mutta naytteet 4—7
olivat selkeimmin immunoreaktiivisia. Naytteesséd 6 oli selvasti eniten immunoreaktiivi-
suutta. SDS-PAGE:ssa naytteessa 6 oli vahva vyohyke noin 65 kDa:n kohdalla. Tulosten
perusteella noin 65 kDa:n kohdalla olevat vy6hykkeet ovat SUMO-VP6-proteiinia. Koska
tassé vaiheessa ei ollut viela taysin varmaa, mitka fraktiot sisalsivat SUMO-VP6-fuusio-

proteiinin, fraktiot 1B10-2C2 (kuva 5) yhdistettiin proteiinin saannon maksimoimiseksi.

4.2 VP6-proteiinin erottaminen SUMO-osasta

ULP1-entsyymireaktion jalkeen VP6-proteiini erotettiin pilkkoutuneesta SUMO-osasta ja
pilkkoutumattomasta SUMO-VP6-fuusioproteiinista ajamalla entsyymikasitelty pooli uu-
destaan Ni-affiniteettipylvaan lapi. Koska entsyymireaktiossa VP6-proteiinista on irron-
nut Hise-tagin sisaltavd SUMO-o0sa, vapaa VP6-proteiini tulee suoraan pylvaan lapi, kun
taas irronneet SUMO-osat ja pilkkoutumattomat SUMO-VP6-fuusioproteiinit jaavat pyl-
vaaseen. Fraktioiden kerays aloitettiin heti naytteensyotosta. Pylvaan lapi tulleet fraktiot

sisélsivat VP6-proteiinin. Kuvassa 8 on VP6-proteiinin puhdistuskromatogrammi.
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Kuva 8: Entsyymikasitellyn poolin puhdistuskromatogrammi. Fraktiot 1A2-1C3 sisélsivat 1api tul-
leen VP6-proteiinin ja fraktiot 1C5-1A5 pylvaaseen tarttuneet SUMO-tagit ja pilkkoutumattomat
SUMO-VP6-fuusioproteiinit.

Puhdistuskromatogrammin perusteella fraktiot 1A2—1C3 sisalsivat suoraan pylvaan lapi
tulleen vapaan VP6-proteiinin ja ne yhdistettiin. Fraktiot LC5—-1A5 ovat pylvaasta eluoidut
fraktiot, ja ne sisalsivat irronneet SUMO-osat ja pilkkoutumattomat SUMO-VP6-proteiinit.
Puhdistuksen eri vaiheissa otetut naytteet analysoitin SDS-PAGE:lla, joka on esitetty

kuvassa 9.
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Kuva 9: Puhdistusnaytteiden SDS-PAGE-analyysi PhastGel™ Blue R -varjatylla PhastGel 10-
15% -gradienttigeelilld: 1: Ensimmaisen puhdistusvaiheen jalkeen yhdistetyt fraktiot, 2: Entsyymi-
kasitelty pooli, 3: Entsyymireaktion jalkeen pylvaan lapi tulleet fraktiot. 4: Eluutiofraktio 1A1, 5:
Eluutiofraktio 1A2, 6: Eluutiofraktio 1A3, 7: Konsentroitu ja suodatettu lopputuote (VP6).

Geelilta nahdaan, etta ensimmaisen puhdistusvaiheen jalkeen yhdistetyt fraktiot sisalta-
vat SUMO-VP6-proteiinin: geelilla nékyy selva vydhyke noin 59 kDa:n kohdalla. Liséksi
havaitaan vyohyke noin 17 kDa:n kohdalla, joka on todennakdisesti ylituotettua SUMO-
proteiinia. Lisaksi geelilla nakyy heikompi vyohyke noin 62 kDa:n kohdalla.

ULP1-entsyymikasittelyn jalkeen SUMO-VP6-fuusioproteiini on pilkkoutunut vapaaksi
VP6-proteiiniksi ja SUMO-osaksi. Geeliltd ndhdaan, ettd SUMO-VP6-proteiinin vydhyke
noin 59 kDa:n kohdalla on havinnyt ja geelille on ilmestynyt noin 41 kDa:n vyohyke, joka
on luultavasti VP6-proteiini. Lisaksi geelilla nakyy noin 17 kDa:n vydhyke, joka on toden-
nakoisesti pilkkoutunut SUMO-osa. Geelilla naky edelleen hieman SUMO-VP6-fuusio-
proteiinia suurempi proteiini noin 62 kDa:n kohdalla, mik& on todennékdisesti epépuh-
tautta. Entsyymireaktion jalkeen suoraan pylvaan lapi tulleista fraktioista SUMO-osat
ovat havinneet, mutta VP6-proteiinin lisksi geelilla ndkyy edelleen sama epapuhtaus
noin 62 kDa:n kohdalla.

Eluutiofraktiot sisalsivat paljon epapuhtauksia, jotka ovat todennakdisesti pylvadseen
heikoilla vuorovaikutuksilla sitoutuneita proteiineja. Eluutiofraktioissa nakyy geelilla voi-

makkaat vyohykkeet 17 kDa:n kohdalla, jotka ovat pilkkoutunutta SUMO-o0saa.
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Tulosten perusteella entsyymireaktio vaikuttaisi toimineen. Siit& huolimatta lopputuot-
teessa havaitaan VP6-proteiinin vyohykkeen (n. 42 kDa) lisdksi suurempi epapuhtaus
noin 62 kDa:n kohdalla, joka voi mahdollisesti olla pilkkoutumatonta SUMO-VP6-fuusio-
proteiinia. SUMO-VP6-proteiinin olisi pitanyt jadda pylvaaseen puhdistuksen toisessa
vaiheessa, mutta on hyvin mahdollista, etta pylvdaseen on tarttunut niin paljon vapaata
SUMO-osaa, etta pieni osa pilkkoutumattomasta SUMO-VP6-proteiinista on paassyt pyl-
vaan lapi.

Taman tarkistamiseksi lopputuote ajettiin toisen kerran pylvaan lapi, jolloin SUMO-VP6-
fuusioproteiinin pitaisi jAada pylvaaseen. Kuvassa 10 on esitetty ajon kromatogrammi.
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Kuva 10: Lopputuotteen puhdistuskromatogrammi. Fraktiot 1A3-1B3 sisaltavat pylvaaseen tart-
tumatonta VP6-proteiinia. Eluutiovaiheen fraktiot 1C2—-1A1 ovat pylvaastéa eluoituneita epapuh-
tauksia.

Kromatogrammin perusteella pylvaasta suoraan lapi tulleet VP6-proteiinin sisaltavat
fraktiot 1A3-1B3 yhdistettiin ja siiti otettiin nayte SDS-PAGE-analyysia varten. Kroma-
togrammista ndhdaan, ettd lopputuote sisalsi jonkin verran epapuhtauksia, silla eluutio-
vaiheessa kromatogrammissa havaitaan selkea piikki. Myds epapuhtauksia sisaltavat
eluoidut fraktiot 1C2-1A1 yhdistettiin ja siitd otettiin ndyte SDS-PAGE-analyysia varten.
SDS-PAGE-naytteet tehtiin seké 2 x naytepuskuriin ettd 5 x naytepuskuriin, koska nayt-

teiden proteiinipitoisuus ei ollut selvilla. SDS-PAGE-geeli on esitetty kuvassa 11.
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Kuva 11: Puhdistusnaytteiden SDS-PAGE-analyysi PhastGel™ Blue R -varjatylla PhastGel 10-
15% -gradienttigeelilla: 1: Pylvaan lapi tulleet fraktiot 2 x naytepuskurissa, 2: Pylvaan lapi tulleet
fraktiot 5 x naytepuskurissa, 3: Eluutiofraktiot 2 x naytepuskurissa, 4: Eluutiofraktiot 5 x naytepus-
kurissa

Siitd huolimatta, ettd lopputuote ajettiin uudestaan Ni-affiniteettipylvaan lapi, SDS-
PAGE-geelilla nakyy edelleen VP6-proteiinin vydhykkeen (42 kDa) liséksi noin 62 kDa:n
epapuhtaus, joka tuskin on SUMO-VP6-fuusioproteiini. Eluutiofraktioiden perusteella
nahdaan ettd, jonkin verran epapuhtauksia jai pylvaaseen, erityisesti 85 kDa:n epapuh-

taus naytti havinneen.

4.3 VP6-antigeenin puhdistusmenetelman kehitys

Koska ensimmaisessa puhdistuksessa lopputuotteeseen jai selva epapuhtaus, VP6-an-
tigeenin puhdistusmenetelmaa pyrittiin parantamaan, silla bioreagensseina kaytettavien
rekombinanttiantigeenien on oltava ehdottoman puhtaita ja homologisia. SUMO-VP6-
fuusioproteiinin puhdistaminen solulysaatista tehtiin kuten aiemminkin, jotta nahtaisiin
vastaako SUMO-VP6-proteiinin eluutiokromatogrammi aikaisempaa. Kuvassa 12 on esi-

tetty SUMO-VP6-fuusioproteiinin eluutiokromatogrammi
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Kuva 12: SUMO-VP6-proteiinin eluutiokromatogrammi. Ensimmaisen piikin (1) sisaltavat fraktiot
1B1-1C8 ja toisen leveamman piikin (2) siséltéavat fraktiot 1C9—-2A9 yhdistettiin erikseen.

SUMO-VP6-fuusiproteiinin eluutiogromatogrammi vastasi muodoltaan ensimmaisen

puhdistuksen kromatogrammia lukuun ottamatta hairiopiikkid, joka onnistuttiin poista-

maan. Eluutiofraktiot yhdistettiin siten, ettd ensimmaisen piikin (kuva 12, kohta 1) sisal-

tavat fraktiot 1B1-1C8 ja toisen levedmman piikin (kuva 12, kohta 2) sisaltavat fraktiot

1C9-2A9 yhdistettiin erikseen, koska ensimmaisessa puhdistuksessa havaittu epapuh-

taus saattoi aiheutua siitd, etta ensimmaisen puhdistuksen kromatogrammin (kuva 5)

toisen piikin sisaltavat fraktiot sisalsivatkin SUMO-VP6-proteiinin liséksi pylvaaseen 16y-

hasti sitoutunutta ja saman kokoista epapuhtautta. Yhdistetyista fraktioista otettiin nayt-

teet, jotka analysoitiin SDS-PAGE-geelilla, joka on esitetty kuvassa 13.

metropolia.fi

ﬂ7 Metropolia



26

Kuva 13: Puhdistusnaytteiden SDS-PAGE-analyysi PhastGel™ Blue R -varjatylla PhastGel 10—
15% -gradienttigeelilld. 1: Ensimmaisen piikin sisaltavat fraktiot 1B1-1C8. 2: Toisen piikin siséal-
tavat fraktiot 1C9—2A9.

Geeliltd ndhdaan, ettd kromatogrammin ensimmainen piikki sisdltéda paljon epapuhtauk-
sia, mukaan luettuna aikaisemmassa puhdistuksessa nékyneen 62 kDa:n epapuhtau-
den. Toisen eluutiopiikin sisaltdvassa poolissa nahdaan SUMO-VP6-fuusioproteiini noin
60 kDa:n kohdalla. Kuten myds ensimmaisessa puhdistuksessa, geelilla nédkyy myos
vyOhyke noin 19 kDa:n kohdalla, joka on todennékdisesti ylituotettua SUMO-proteiinia.
SDS-PAGE:n perusteella ensimmaisen piikin sisaltdva pooli havitettiin ja puhdistusta jat-
kettiin SUMO-VP6-fuusioproteiinin sisaltavalla poolilla.

Entsyymikasittely suoritettin SUMO-VP6-fuusioproteiinin sisaltavélle poolille kuten en-
simmaisessa puhdistuksessa. Entsyymireaktion jalkeen pooli ajettiin Ni-affiniteettipyl-

vaan lapi. Ajon kromatogrammi on esitetty kuvassa 14.
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Kuva 14: Entsyymikasitellyn poolin puhdistuskromatogrammi. Fraktiot 1A3—2A5 sisalsivat lapitul-

leen VP6-proteiinin ja fraktiot 2B3—-2C3 pylvaaseen tarttuneet SUMO-osat ja pilkkoutumattomat
SUMO-VP6-fuusioproteiinit.

Kromatogrammin perusteella lapi tulleet VP6-proteiinin sisaltavat fraktiot 1A3-2A5 yh-
distettiin. Pylvaaseen jadnyt materiaali eluoitiin ja eluoituneen materiaalin sisaltamat
fraktiot 2B3-2C3 yhdistettiin. Naytteet entsyymikasitellysta poolista, yhdistetyista eluu-
tiofraktioista sekad dialysoidusta ja konsentroidusta lopputuotteesta analysoitin SDS-
PAGE:lla, joka on esitetty kuvassa 15.
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Kuva 15: Puhdistusnaytteiden SDS-PAGE-analyysi PhastGel™ Blue R -varjatylla PhastGel 10—
15% -gradienttigeelilld.1: Entsyymik&sitelty pooli, 2: Eluutiofraktiot 2B3-2C3, 3: Puhdistettu, dia-
lysoitu ja konsentroitu lopputuote

Kuvassa 15 olevalta geeliltd ndhdaan, ettd entsyymireaktio on toiminut. Aikaisemmassa
SDS-PAGE:ssa (kuva 13) nakyva SUMO-VP6-fuusioproteiinin vyohyke 60 kDa:n koh-
dalta on havinnyt ja geelilla n&kyy VP6-proteiinin vyohyke 42 kDa:n kohdalla ja irronneen
SUMO-osan vyohyke 19 kDa:n kohdalla. Eluutiofraktioissa nakyy paljon epapuhtauksia
seka irronnutta SUMO-osaa. Lisaksi nédkyy myods voimakas vythyke noin 42 kDa:n koh-
dalla, joka on joko VP6 tai saman kokoinen epapuhtaus. Huolimatta ensimmaisen puh-
distusvaiheen eluutiofraktioiden erilaisesta yhdistamisesta, geelilla ndhdaan edelleen
sama epapuhtaus noin 62 kDa:n kohdalla. SDS-PAGE:n perusteella epapuhtauden
maara suhteessa VP6-proteiinin on kuitenkin vahentynyt, silla epapuhtautena nakyva
vybhyke ei ole niin voimakas verrattuna VP6-proteiinin vydhykkeeseen kuin ensimmai-

sessa puhdistuksessa.

4.4 VP6-antigeenin immunoreaktiivisuus

4.4.1 Immunoreaktiivisuusmaaritykset

Kuuden pisteen immunoreaktiivisuustestia varten puhdistetuille VP6-antigeeneille tehtiin
immunoreaktiivisuusmaarityksia eri laimennoksissa. Tarkoituksena oli I16ytdd maksimipi-

toisuus, jossa immunoreaktiivisuus saavuttaa maksimiarvon ja kuusi laimennospistetta
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siten, ettd saadaan sigmoidaalinen kayra, jonka lineaariselta osalta voidaan verrata an-
tigeenin pitoisuuksia testattavien naytteiden valilla. Kuvassa 16 on esitetty puhdistetun
VP6-antigeenin immunoreaktiivisuus eri laimennospisteissa. Kuvissa 17 ja 18 on esitetty
menetelman kehittamisen jalkeen puhdistetun VP6-antigeenin immunoreaktiivisuus eri

laimennospisteissa.

Puhdistetun VP6-antigeenin immunoreaktiivisuus
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Kuva 16: Puhdistetun VP6-antigeenin immunoreaktiivisuus. Maksimipitoisuutena oli 3 pg/ml.

Puhdistetun VP6-antigeenin immunoreaktiivisuus
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Kuva 17: Puhdistetun VP6-antigeenin immunoreaktiivisuus menetelmékehityksen jalkeen. Mak-
simipitoisuutena oli 3 pg/ml.
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Puhdistetun VP6-antigeenin immunoreaktiivisuus
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Kuva 18: Puhdistetun VP6-antigeenin immunoreaktiivisuus menetelmakehityksen jalkeen Maksi-
mipitoisuutena oli 5 pug/ml

Immunoreaktiivisuustestien perusteella valittin VP6-antigeenin maksimipitoisuudeksi 5

pg/ml ja 6 laimennospistetta laimentamalla 1:3 alkaen pitoisuudesta 4 pug/mil.

4.4.2 Kuuden pisteen immunoreaktiivisuustesti

Kuuden pisteen immunoreaktiivisuustestilla maéaritettiin puhdistetuille VP6-antigeeneille
IC50-arvot suhteessa kontrolliin. Kontrollina oli kaupallinen rekombinantti-VP6 (Cer-
Test). IC50-arvo kuvaa antigeenin pitoisuutta, kun antigeenin sitoutuminen vasta-ainee-
seen saavuttaa puolet maksimista. Kuvassa 19 on WorkOut 2.5 -analyysiohjelmalla saa-
dut sitomiskuvaajat, joista ohjelma laski IC50-arvot. Mitd pienempi IC50 arvo, sita pie-
nempi pitoisuus tarvitaan saavuttamaan maksimaalinen sitoutuminen ja sita parempi on

antigeenin immunoreaktiivisuus.
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Kuva 19: WorkOut 2.5 -ohjelmalla saadut sitomiskuvaajat kontrollille ja VP6-antigeenin puhdis-

tuserille. Kontrolli: VP6-ag, Certest, RDR-198: VP6-antigeeni, RDR-200: VP6-antigeeni menetel-
mékehityksen jalkeen.

Sitomiskuvaajien perusteella ensimmaisessa puhdistuksessa saadun VP6-antigeenin
immunoreaktiivisuus oli 30 % kontrollista. Menetelmékehityksen jalkeen immunoreaktii-
visuus oli 46 % kontrollista. Immunoreaktiivisuus oli selvasti parantunut menetelméakehi-
tyksen ansiosta. SDS-PAGE:ssa nakynyt epapuhtaus lopputuotteessa todennakdisesti
heikentaa immunoreaktiivisuutta. SDS-PAGE:n perusteella toisessa puhdistuseréssa oli
vahemman epépuhtautta suhteessa VP6-proteiinin, mika nékyy parempana immunore-

aktiivisuutena.
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5 Pohdintajajohtopaatokset

Opinnaytetyon tarkoituksena oli kehittda VP6-antigeenin puhdistusmenetelmaa. Tassa
tydssa SUMO-VP6-fuusioproteiinin tuottaminen E. colissa toimi hyvin, mutta sen puhdis-
taminen ei ollut aivan yksiselitteistda. SUMO-VP6-proteiinin eluutiokromatogrammissa
havaittiin useampi piikki ja tulosten perusteella SUMO-VP6-fuusioproteiini eluoituu use-
ammassa kohdassa. TAma saattaa aiheutua VP6-proteiinin taipumuksesta muodostaa
trimeereja ja suurempia komplekseja. [30; 31.] Osa SUMO-fuusioproteiinista saattaa
muodostaa erilaisia komplekseja, mikéa voi vaikuttaa fuusioproteiinin ja siihen liitetyn
Hiss-tagin vuorovaikutukseen Ni-affiniteettipylvdan kanssa, jolloin osa fuusioproteiinista
on heikommin sitoutunutta ja eluoituu eri vaiheessa. Tata tukee havainto, ettd gradientin
alussa eluoituneissa fraktioissa oli immunoreaktiivisuutta. Vaikka SUMOlaatio edistaa
VP6-proteiinin liukoisuutta, aikaisemmassa tutkimuksessa on havaittu, ettd noin 20 %

tuotetusta fuusioproteiinista on kuitenkin liukenematonta. [29.]

SUMO-VP6-fuusioproteiinin eluoituminen gradientin eri vaiheissa tekee fraktioiden yh-
distimisestad haastavaa. Molemmissa lopputuotteissa nakynyt epapuhtaus aiheutui to-
dennékoisesti liian laajalla skaalalla tehdysta fraktioiden yhdistdmisestéa. Tulosten perus-
teella eluutiopuskurin noin 50 %:n ja sitd suuremmalla gradientilla eluoituvat fraktiot ovat
puhtaimpia. Gradientin alussa eluoituneet fraktiot todennakoisesti sisélsivat SUMO-VP6-
fuusioproteiinin lisksi pylvaaseen loyhasti sitoutunutta ja saman kokoista epéapuhtautta,
jota on vaikea erottaa SDS-PAGE-geeliltda SUMO-VP6-fuusioproteiinista. Koska epapuh-
taus on kooltaan samaa luokkaa kuin SUMO-VP6-fuusioproteiini, se havaitaan SDS-
PAGE:ssa vasta entsyymireaktion jalkeen, kun SUMO-VP6-fuusioproteiinin vyohyke ha-
vidd. SUMO-VP6-fuusioproteiinin vydhykkeen ylapuolella (kuva 13) vaikuttaisikin olevan
toinen heikosti havaittavissa oleva vyohyke, joka on selvasti havaittavissa vasta entsyy-
mireaktion jalkeen (kuva 15). SDS-PAGE-analyysin liséksi fraktiot olisi mahdollista ana-
lysoida immunoblottauksella kayttamalla anti-Hise- tai anti-VP6-vasta-ainetta, jolloin voi-

taisiin tarkemmin osoittaa, mitka fraktiot todella sisaltavat SUMO-VP6-fuusioproteiinin.

Epapuhtaus haittasi proteiinipitoisuuden maéaritysta, joka tehtiin mittaamalla naytteiden
absorbanssi aallonpituudella 280 nm. Ep&puhtautena oleva proteiini lisaa naytteen ab-
sorbanssia, jolloin saadaan tulokseksi liian suuria pitoisuuksia. T&man vuoksi SUMO-
osan irrottamiseksi SUMO-VP6-fuusioproteiinista lisdtyn ULP1-entsyymin pitoisuus oli

todenné&kadisesti lilan suuri. ULP1-entsyymi on kuitenkin hyvin spesifinen proteaasi, silla
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se tunnistaa SUMO-osan tertidérirakenteen aminohapposekvenssin sijaan, joten sen yli-
maara ei todennakdisesti aiheuta epaspesifista pilkkoutumista. [38.] Entsyymireaktio vai-
kuttikin toimivan hyvin, silla SDS-PAGE:n perusteella irronnut SUMO-o0sa jai tehokkaasti

pylvaaseen puhdistuksen toisessa vaiheessa.

Puhdistetun VP6-antigeenin proteiinipitoisuuden maaritysta vaikeutti epapuhtauden li-
saksi lisatty DTT, joka toimii puskurissa pelkistimend, jolloin se itse hapettuu. Hapettu-
neena DTT absorboi aallonpituudella 280 nm. [39.] Tamén takia spektrofotometrin nol-
lauksessa kaytetyn nollanaytteen pitéisi sisaltdd vastaava maara hapettunutta DTT:ia.
Nollanéyte ei sisalla proteiinia, jolloin lisdtyn DTT:n hapettumisaste on eri kuin nayt-
teessa. Esimerkiksi entsyymireaktion jalkeisessé proteiinimaarityksessa proteiinipitoi-
suus vaikutti lisd&dntyneen, mika aiheutui naytteeseen lisdtyn DTT:n hapettumisesta.

Lopputuotteen proteiininm&arityksessé DTT:n vaikutus huomioitiin siten, ettd nollanayt-
teend kaytettiin viimeisessa dialyysissa kaytettya sailytyspuskuria. Dialyysissa kaytetyn
puskurin sisaltdaman DTT:n hapettumisaste oli sama kuin lopputuotteessa, koska nayt-
teen proteiinien kanssa vuorovaikutuksessa ollut ja siten hapettunut DTT péaésee liikku-
maan dialyysikalvon lapi, jolloin nollandytteena kaytetyn puskurin sisaltaman hapettu-
neen DTT:n maara on kutakuinkin sama kuin naytteessa. Vaihtoehtoisena pelkistimena
olisi mahdollista kayttda B-merkaptoetanolia (BME). BME:a ja DTT:a kaytetaan samaan
tarkoitukseen, mutta ne eroavat kemiallisilta ominaisuuksiltaan. BME on helposti haih-
tuva ja myrkyllinen yhdiste. Liséksi BME:lla on voimakas ja epamiellyttava tuoksu. BME:n
kayttaminen pelkistimena edellyttaisi, etta tuotetta kasitellaan vetokaapissa. Koska BME
haihtuu liuoksista helposti, sen pitoisuus muuttuu ajan kanssa, mika saattaa vaikuttaa
sen pelkistyskykyyn. Naiden ominaisuuksien takia BME ei sovellu kaytettavaksi kaupal-

lisissa bioreagensseissa.

Puhdistuksen viimeisessa vaiheessa VP6 konsentroitiin pitoisuuteen 1 mg/ml, minka jal-
keen lopputuote suodatettiin 0,2 pm:n steriilisuodattimella. Kummassakin puhdistuk-
sessa VP6-antigeenin pitoisuus laski suodatuksen jéalkeen noin 30 %. Korkean VP6-an-
tigeenin pitoisuuden on havaittu olevan tarkeaa multimeeristen rakenteiden muodostu-
miselle. VP6:n on havaittu muodostavan suuremmissa pitoisuuksissa multimeerisia ra-
kenteita sek& in vivo ettd in vitro [40] ja lisksi kykenevan muodostamaan myds epéa-

saannollisia partikkeleita [41]. Vaikka sailytyspuskuriin lisatyn DTT:n tarkoituksena on
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estaa rikkisiltojen muodostuminen VP6-monomeerien valilla ja siten suurempien komp-
leksien muodostuminen, pitoisuuden vaheneminen suodatuksessa saattaa hyvinkin ai-
heutua siita, ettd konsentroinnin aikana on paassyt muodostumaan suurempia VP6-

komplekseja.

Yll& mainittujen seikkojen vuoksi VP6-antigeenin puhdistaminen on haastavaa. SUMO-
VP6-proteiinin puhdistusta Ni-affiniteettikromatografialla voi kokeilla parantaa mm. lisaa-
malla NaCl:n pitoisuutta, miké vahentaisi elektrostaattisia vuorovaikutuksia ja siten epa-
puhtauksien epaspesifista sitoutumista pylvaaseen. NaCl-pitoisuuden lisaaminen saat-
taisi vahentéd&d myos heikommin sitoutuvien VP6-kompleksien jaamista pylvaaseen, jol-
loin saanto heikkenee. My6s hitaammalla eluutionopeudella on mahdollista saada epa-
puhtaudet erottumaan selkedmmin, jolloin maksimoidaan saanto heikentamatta puh-
tautta. Lisdksi lopputuotteen konsentroinnissa voisi olla perusteltua jaada alhaisempaan
pitoisuuteen, jolloin minimoitaisiin suurempien VP6-kompleksien muodostuminen ja lop-

putuotteen havikki suodatuksessa.

VP6-antigeenin puhdistusta ja tuottoa voi olla mahdollista parantaa kayttamalla vaihto-
ehtoista tuotto-organismia. Vaikka E. coli on heterologisten proteiinien tuottamisessa
yleisimmin kaytetty iséntd, naiden proteiinien on havaittu muodostavan suurempia in-
kluusiokappaleita, jotka vaikeuttavat proteiinien puhdistamista. Sen sijaan metylotroop-
pisten hiivojen, kuten Pichia pastoriksen ja Hanensula polymorphan, suuren skaalan fer-
mentoinnin on havaittu olevan tehokas tapa tuottaa rotaviruksen VP6-proteiinia suurina

pitoisuuksina. [34.]
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