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Tutkimuksen tausta ja tavoitteet: Tutkimuksen tavoitteena oli tuottaa ja puhdistaa [1,3-
glukosyylitransferaasia (f3Glc-T), jonka geeni oli alun perin 180ytynyt ohutsuolen epiteelisolujen
erilaistumista mallintavasta soluviljelmijirjestelmésti. Tutkimuksessa pyrittiin optimoimaan tuotto-
olosuhteita ja puhdistusjdrjestelmdd puhtaan B3Glc-T:n mahdollisimman suuren saannon
saavuttamiseksi kéytettdvissd olevilla resursseilla. Tuotettavaa proteiinia tarvittiin tdmén
ominaisuuksien kuten entsymaattisen aktiivisuuden ja rakenteen selvitykseen sekd proteiinin
tunnistavien vasta-aineiden testaukseen. Téysimittaisen 3Glc-T:n lisdksi tavoitteena oli tuottaa
myo6s lyhempédd, todennékoisesti helpommin kiteytyvdd aminoterminaaliseksi domeeniksi kutsuttua
aluetta. Tdmédn rakenteen teki mielenkiintoiseksi sen mahdollinen osallistuminen B3Glec-T:n
oligomerisoitumiseen, substraattien tunnistukseen tai oikean toimintaympériston tunnistukseen.

Tutkimusmenetelmiit: [B3Glc-T:a tuotettiin yhdistelméproteiinina bakulovirus-hyonteissolu-
tuottojirjestelméssd. B3Glc-T:n  aminoterminaalista domeenia tuottavat bakuloviruskannat
valmistettiin E. coli -bakteereissa paikkakohtaiseen transpositioon perustuvalla menetelmaélla.
Tuotetut proteiinit puhdistettiin affiniteettikromatografisesti niihin liitetyn avidiini- tai histidiini-
puhdistuskahvan avulla. Tuotetun proteiinin mdardd ja puhdistuksen tehokkuutta arvioitiin
immunoblottauksen ja Coomassie- sekd hopeavirjiysten perusteella.

Tutkimustulokset ja niiden tarkastelu: B3Glc-T:n tuottotasoja saatiin parannettua bakulovirus-
hyonteissolu-tuottojirjestelméédn liittyvien muuttujien arvojen optimoinnilla. Adherenttiviljelmét
tuottivat B3Glc-T:a elatusliuokseen noin 250 ng/ml:ssa, mutta suurin osa tuotetusta proteiinista jéi
eritysreitille ohjauksesta huolimatta solun sisélle. Suspensioviljelmilld saatiin runsas tuotto, mutta
3Glc-T:a tuottavan virusvaraston tiitterin laskun ja puhdistusvaiheessa esiintyneiden ongelmien
vuoksi kiteytykseen tarvittavaa madréa riittdvan puhdasta B3Glc-T:a ei onnistuttu tuottamaan. Kaksi
uutta bakuloviruskantaa valmistettiin paikkakohtaiseen transpositioon perustuvalla bakulovirusten
valmistusjirjestelmélld. Molempien kantojen avulla saatiin hyoOnteissoluissa kaynnistymiin
histidiini- tai avidiini-puhdistuskahvaan liitetyn B3Glc-T:n aminoterminaalisen domeenin tuotto.
Avidiini-puhdistuskahvaan sidottua proteiinia tuottavalla viruskannalla saatiin runsaita tuottoja,
mutta puhdistuksessa kdytetyn virheellisen liuoserdn vuoksi puhdistetun proteiinin saanto jai
vaatimattomaksi. Puhdistusmenetelmistd His-puhdistuskahvaan perustuvalla puhdistuksella
arvioitiin saavutetun noin 70 %:n puhtausasteen. Alustavien tulosten perusteella tétd
tehokkaammalta vaikutti Avd-puhdistuskahvaan perustuva puhdistusmenetelma.

Johtopiitokset: Bakulovirus-hyonteissolu-tuottojdrjestelmi soveltuu hyvin sekd tdysimittaisen
B3Glc-T:n ettd B3Gle-T:n aminoterminaalisen domeenin tuottoon. Tuottojen puhdistukseen valitut
menetelmat vaikuttivat myos tarkoitukseen sopivilta, mutta vaativat vield lisdoptimointia paremman
saannon ja rakenteenmééritykselle riittdvan puhtaustason saavuttamiseksi.
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Background and Aims: The aim of this study was to produce and purify recombinant 1,3-
glucosyltransferase (B3Glc-T), a novel enzyme that was originally discovered in a cell culture
system used to model differentiation of the intestinal epithelial cells. The recombinant protein was
needed for enzyme activity assays, antibody testing, and determination of its three-dimensional
structure. In addition to the full-length B3Glc-T, its N-terminal domain was produced. This novel
domain is interesting because it may be involved in the subcellular localization, substrate
recognition or oligomerization of the enzyme.

Methods: Recombinant B3Glc-T was produced in a baculovirus-insect cell expression system. New
baculovirus strains, which produce the N-terminal domain fused to a histidine or an avidin tag, were
generated using a site-specific transposition system. These recombinant proteins were purified with
affinity chromatographic methods based on their tags. The yield and purity were determined using
SDS-PAGE and Coomassie or silver staining.

Results and Discusion: Various parameters, such as the cell density at the time of infection and the
best time to harvest the cells, were studied and optimised in order to increase the amount of
recombinant protein. A signal sequence was used to direct the recombinant proteins to the secretory
pathway where they would acquire some post-translational modifications such as glycosylation.
However the amount of protein secreted into the medium was found to be low, estimated at about
250 ng/mL in adherent culture. The total amount of protein was much higher, but most of it was not
secreted and remained intracellular in both adherent and suspension cultures. Enough protein of
sufficient purity could not be obtained for crystallization studies because of problems with the titer
of the baculovirus stock and during purification. Two new baculovirus strains, which produced the
N-terminal domain of B3Glc-T fused to avidin or histidine tags, were generated. The strain
containing the avidin-tagged construct produced a good amount of protein, but the yields after
purification were small because of a faulty elution buffer, and these experiments need to be repeated
before more definite conclusions can be drawn The purification method based on the histidine tag
yielded protein whose purity was estimated to be about 70 %. According to preliminary results, the
avidin tag seems to be more efficient than the histidine tag in affinity purification.

Conclusions: The baculovirus-insect cell expression system is a good method for the production of
full-length B3Glc-T and its N-terminal domain. The methods used to purify the recombinat protein
are promising but further optimization is needed before enough pure protein can be produced for
structural analysis.
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1 Johdanto

Keliakia on tauti, jossa viljan sisdltdmé gluteeni-proteiini aiheuttaa periméltéédn alttiille henkildlle
ohutsuolen limakalvovaurion. Téstd johtuen ravintoaineiden imeytyminen ohutsuolesta hiiriintyy
(Collin ym., 2005). Keliaakikon vaurioituneessa ohutsuolessa epiteelisolut kasvavat ja erilaistuvat
normaalista poikkeavalla tavalla. Téstd syystd keliakiatutkimusryhméssd, missd timé pro gradu -
tutkimus tehtiin, oli luotu solumalli, jonka avulla ohutsuolen epiteelin erilaistumista voitiin tutkia

(Halttunen ym., 1996).

Tdmédn solumallin avulla etsittiin geenejd, joiden mRNA:n ilmentymistasot muuttuivat
epiteelisolujen erilaistuessa. Yhden tdssd kokeessa l0ydetyn ennestdéin tuntemattoman mRNA:n
havaittiin tarkemman analyysin ja sekvenssivertailujen perusteella olevan hyvin samankaltainen
B1,3-glykosyylitransferaasi-perheen entsyymien kanssa. Téstd syystd kyseinen proteiini nimettiin
”B3-glykosyylitransferaasin kaltaiseksi” (B3-glycosyltransferase-like, B3GTL) (Heinonen ym.,

2003). Tdmain proteiinin nimi kuitenkin vaihdettiin entsyymiaktiivisuuden selvittyd f3Glc-T:ksi.

Erilaisia glykosyylitransferaaseja on ithmisesté 16ydetty yli 200. Glykosyylitransferaasien tehtivi on
siirtdd sokeri aktivoidulta luovuttajamolekyyliltd vastaanottajamolekyylille, joka voi olla toinen
sokeri, proteiini tai lipidi. Suurin osa glykosyylitransferaaseista sijaitsee Golgin laitteessa tai
solulimakalvostossa, jossa ne osallistuvat proteiinien translaation jilkeiseen muokkaukseen
lisddmélld proteiineihin niiden aktiivisen toiminnan kannalta térkeitd sokeriryhmid tai
muokkaamalla proteiineihin jo liitettyjd sokereita ja sokeriketjuja. Sokeriketjujen muokkauksien
avulla glykosyylitransferaasit voivat osallistua esimerkiksi solujen véliseen tunnistukseen, solujen

litkkkumiseen ja kiinnittymiseen seki signaalinvélitykseen.

Tutkimuksessa, johon pro gradu —projekti liittyi, pyrittiin = selvittdmddn tdmén uuden
glykosyylitransferaasiksi oletetun proteiinin f3Glc-T:n entsymaattista aktiivisuutta, sijaintia solussa
sekd sen mahdollista vaikutusta ohutsuolen solujen erilaistumiseen. Tavoitteena oli lisdksi maérittad
B3Glc-T:n rakenne, jotta esimerkiksi B3Glc-T:lle sopivia substraatteja voitaisiin etsid my0ds
mallintamisen avulla. Edelld mainittuihin tutkimuksiin tarvittiin runsaasti puhdasta f3Glc-T:a, jota

tdssé pro gradu -projektissa oli tarkoitus tuottaa.



2 Kirjallisuuskatsaus

2.1 Tuotettava proteiini: p1,3-glukosyylitransferaasi

Tuotettavasta proteiinista oli tyon alkaessa julkaistu vain yksi artikkeli (Heinonen ym., 2003), jonka
tietoja kdytettiin tyon suunnitteluun. Téssd artikkelissa oli esitelty uusi geeni, jonka proteiinin
oletettiin sekvenssivertailujen perusteella olevan B3-glykosyylitransferaasien kaltainen entsyymi.
Pro gradu -tyon aikana kaksi ryhmad selvitti ja julkaisi timén entsyymin aktiivisuuden, jonka
perusteella proteiini nimettiin B3Glc-T:ksi eli tdydelliseltd nimeltdédn "UDP-glukoosi: fukoosi f1,3-
glukosyylitransferaasiksi”. Entsyymiaktiivisuuden lisdksi projektin aikana julkaistiin artikkelit,
joissa mutaation P3Glc-T:a ilmentdvdssd geenissd osoitettiin  aiheuttavan synnynndisen,

virheellisesta glykolysoinnista aiheutuvan taudin: Peters’ plus —oireyhtymén.

2.1.1 B3Glc-T-geenin tunnistus ja karakterisointi

B3Glc-T:n geeni 16ydettiin soluviljelmédmallista, jossa ohutsuolen epiteelisoluja (T84) erilaistettiin
TGF-B-kasvutekijian vaikutuksesta kryptan solujen kaltaisista erittdvistd soluista absorboiviksi ente-
rosyyteiksi (Halttunen ym., 1996). Tdmén mallin avulla tehdyssd kokeessa etsittiin differential
display PCR -menetelmilld (DD-PCR) geenejd, joiden ilmentyminen muuttui epiteelisolujen
erilaistuessa. Kokeen tuloksena kymmenen geenin mRNA:n ilmentymistasoissa havaittiin muutos
erilaistuneiden ja erilaistumattomien solujen viélilld (Lindfors ym., 2000). Néistd yhden ennestidin
tuntemattoman mRNA:n todettiin tarkemman analyysin ja tietokantavertailujen perusteella olevan
hyvin samankaltainen [1,3-glykosyylitransferaasi-perheen entsyymien kanssa. Tistd syystéd
kyseinen proteiini nimettiin ’B3-glykosyylitransferaasin kaltaiseksi” (33-glycosyltransferase-like,
B3GTL) (Heinonen ym., 2003). B3GTL:n nimi vaihdettiin B3Glc-T:ksi entsyymiaktiivisuuden

selvidmisen jalkeen.

B3Glc-T:n geeni sijaitsee ihmisen kromosomialueella 13q12.3. Geenin mRNA:ksi luettavan alueen
pituus on pisimméin loydetyn mRNA:n loppuun méadriteltynd 132 188 eméisparia, ja se sisdltdd 14
intronia ja 15 eksonia. (Heinonen ym., 2003.) Geeni ilmentdd 498 aminohaposta koostuvaa
proteiinia, jonka rakenne on tyypillinen glykosyylitransferaaseille. Rakenteeseen kuuluvat
aminoterminaalinen signaalisekvenssi (aminohapot 1-28), varsidomeeni (aminohapot 29-260) ja
katalyyttinen domeeni (aminohapot 261-498) (Sato ym., 2006). B3Glc-T:n nukleotidi- ja

aminohapposekvenssi on esitetty kuvassa 2.1.
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Kuva 2.1 B3Glc-T:n cDNA ja siitd oikeassa lukukehyksessd kddnnetty aminohapposekvenssi.
Alleviivauksella on sekvenssiin merkitty alun perin transmembraanidomeeniksi maééritelty alue,
jonka nykyisin oletetaan toimivan solulimakalvostoon ohjaavana signaalisekvenssind. Téahdn
sekvenssiin kuuluvat my0s neljd ensimmdiistd aminohappoa. Mustalla laatikolla on sekvenssiin
merkitty glykosyylitransferaasien aktiivisen kohdan DxD-motiivi, harmaalla laatikolla KDEL-
tyyppinen signaalisekvenssi ja vaaleilla laatikoilla tietokone-ohjelman avulla ennustetut mahdolliset
glykosylointikohdat. Katkoviivalla on merkitty katalyyttisen domeenin ja varsidomeenin sekvenssit,
joiden vililld on havaittu samankaltaisuutta. Kolme erilaista polyadenylaation aloituskohtaa on
merkitty alleviivauksilla ja mRNA:n kolme erilaista lopetuskohtaa a-, b- ja c-kirjaimilla. (Heinonen
ym., 2003.) Lisdksi kuvaan on vaalean harmaalla merkitty tydssd tuotettava aminoterminaaliseksi
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Useimmat glykosyylitransferaasit ovat tyypin II kalvoproteiineja, jotka kiinnittyvdt Golgin
laitteeseen tai solulimakalvostoon. Ensimmadisessd P3Glc-T-julkaisussa aminohappojen 4-28
oletettiin sekundaarirakenne-ennusteiden perusteella muodostavan transmembraanidomeenin.
Myohemmissd julkaisuissa tdméd ennuste kuitenkin osoitettiin vadrdksi, silld hiiren B3Glc-T:n
ortologilla tdma alue on liian lyhyt ollakseen tyypin II transmembraanidomeeni. Nykyisen oletuksen

mukaan tdmai alue on signaalipeptidi, joka ohjaa proteiinin solulimakalvostoon. (Sato ym., 2006.)

Kalvoihin kiinnittyvissd glykosyylitransferaaseissa varsidomeenien tehtdvd on antaa katalyyttiselle
domeenille tilaa liikkkua etddmmaéllad kalvosta. Téméin vuoksi varsidomeenin rakenne on yleensa
joustava ja siséltdd vihdn sekundaarirakenteita. (Breton ym., 2001.) B3Glc-T:n varsidomeeni ei ole
kovin tyypillinen, silld sen rakenne on ennusteiden perusteella globulaarinen, ja sekvenssivertailut
osoittavat varsidomeenin olevan paikoin samankaltainen katalyyttisen domeenin kanssa. Témén
alueen tehtdvd saattaakin liittyd oligomerisoitumiseen, substraattien tunnistukseen, oikean
toimintaympadriston tunnistukseen tai alueella voi myos olla omaa katalyyttistd aktiivisuutta
(Heinonen ym., 2003). Varsialueen aminohapoista 29-240 muodostuvaa aluetta nimitetddn tissa

tyOssd aminoterminaaliseksi domeeniksi.

Katalyyttisen domeenin rakenne glykosyylitransferaaseilla on harvoin ylldtyksellinen. Vaikka tima
alue eri glykosyylitransferaaseilla on aminohapposekvenssiltddn usein hyvin erilainen, voidaan
glykosyylitransferaasit ~ jakaa  katalyyttisen = domeenin rakenteen perusteella  kahteen
superperheeseen, GT-A ja GT-B. Kummankin superperheen sisilld glykosyylitransferaasien
katalyyttinen alue on hyvin konservoitunut. B3Glc-T kuuluu GT-A-superperheeseen, jolle on
tunnusomaista Rossmannin laskosta muistuttava B/a/p-kerrosrakenne. GT-A-superperheen jésenilld
tama rakenne paittyy entsyymin substraatin sitomisen kannalta olennaiseen DxD-motiiviin, jossa X
voi olla mikd tahansa aminohappo. Aktiivisessa rakenteessa DxD-motiiviin on sitoutuneena
kahdenarvoinen kationi, yleensd Mn”", joka sitoo substraatin oikeaan kohtaan entsyymii katalyysin
kdynnistymiseksi. (Breton ym., 2006.) DxD-motiivin lisédksi B3Glc-T:n katalyyttisen domeenin
aminohapposekvenssi sisdltdd kaikki B1,3-glykosyylitransferaasi-perheen jésenille tyypilliset 12

aminohappoa viidessd konservoituneessa motiivissa (Heinonen ym., 2003).

B3Glc-T:n aminohapposekvenssin neljd viimeistd karboksyylipddn aminohappoa muodostavat
KDEL-tyyppisen signaalisekvenssin (REEL), joka estdd proteiinin kulkeutumisen pois
solulimakalvostosta (Sato ym., 2006). B3Glc-T:n onkin osoitettu sijaitsevan solulimakalvostossa

kalvoihin sitoutumattomana entsyymind (Kozma ym., 2006). Thmisessd B3Glc-T:n mRNA:n on



todettu ilmentyvén kaikissa tdhdn asti tutkituissa kudoksissa. Ilmentymisen on kuitenkin havaittu
vaihtelevan kudostyypin mukaan, joten [3Glc-T-geenin oletetaan olevan voimakkaan
kudoskohtaisen sditelyn alaisena (Heinonen ym., 2003). Hiirestd on 3Glc-T:n ortologin muriinin
mRNA:n ilmentymistasoja mitattu aikuisen yksilon kudosten lisdksi myods kudosten eri
kehitysvaiheissa. Nididen tutkimusten perusteella muriinin ja todenndkdisesti myds P3Glc-T:n

voidaan olettaa olevan kudoskohtaisen sddtelyn lisdksi my0s kehitysvaihekohtaisesti sdédelty.

(Heinonen ym., 2006.)

2.1.2 B3Glc-T:n aktiivisuus

Glykosyylitransferaasit luokitellaan entsymaattisen aktiivisuutensa perusteella perheisiin (CAZY-
luokitus http://www.cazy.org/), joita vuonna 2008 oli 91. Jo ennen entsymaattisen aktiivisuuden
kokeellista selvitystd B3Glc-T voitiin médritelld katalyyttisen domeenin aminohapposekvenssin
perusteella kuuluvaksi GT31-perheeseen, jonka jdsenet liittdvit UDP-sokerin sokeriosan [B1,3-

sidoksella toiseen sokeriin (Heinonen ym., 2003).

Vuonna 2006 julkaistiin kaksi tutkimusta, joissa kummassakin osoitettiin B3Glc-T:n liittdvén
glukoosi-molekyylin 1,3—sidoksella trombospondiinin tyyppi 1:n mukaisessa toistojaksossa (TSR,
Thrombospondin Type 1 Repeat) sijaitsevaan O-linkitettyyn fukoosiin (Sato ym., 2006 ja Kozma
ym., 2006). Reaktion seurauksena muodostuva Glcf1,3Fuc-O-Ser/Thr-sokerointi on nisékdssoluille
epatyypillinen, silld sokeriketjun paittiva B-sidoksella ketjun edeltivddn sokeriin kiinnittynyt
glukoosi on erittdin harvinainen nisdkésproteiineihin liittyneissd sokereissa. Tdmén lisdksi myds
fukoosin paikka ketjun keskelld on poikkeuksellinen, silld yleensd fukoosit sijaitsevat sokeriketjujen

pdissd. (Moloney & Haltiwanger, 1999.)

Jo vuonna 1999 oli julkaistu tutkimus monissa kudoksissa ja useissa eri lajeissa tunnistetusta
entsymaattisesta aktiivisuudesta, jossa UDP-glukoosin glukoosi liittyi [B1,3-sidoksella O-
linkitettyyn fukoosiin. Tami tutkimustulos oli merkittdvé, silld kyseessd oli ensimméinen osoitus
entsyymistd, joka kykeni pidentdmédn O-linkitettyd fukoosia. (Moloney & Haltiwanger, 1999.)
Muutamaa vuotta myohemmin osoitettiin tdmdn O-linkitetyn disakkaridin Glu-Fuc-O-Ser/Thr
sijaitsevan verihiutaleiden trombospondiini-1 proteiinin (TSP-1) TSR-domeeneissa CXX(S/T)CG
sekvenssiin sitoutuneena. Sekvenssissd X on miki tahansa aminohappo ja S/T disakkaridin sitova

aminohappo. (Hofsteenge ym., 2001.)
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TSR-domeenit ovat noin 60 aminohapon pituisia kysteiinipitoisia domeeneja, joita on ldydetty
tdhdn mennessd yli 90:std ihmisen solukalvon tai solun ulkopuolisen véliaineen proteiinista
(Heinonen & Miki 2008). Kaikissa ndissé ei kuitenkaan ole disakkaridin muodostukseen tarvittavaa
sekvenssid, joka kolmen tutkitun disakkarin sisdltivin TSR-domeenin perusteella on laajennettu
edelld esitetystd trombospondiinin TSR-domeenien sekvenssistd WXsCX,3S/TCX,G sekvenssiksi

(Shao & Haltiwanger, 2003).

Glu-Fuc-O-Ser/Thr-disakkaridin muodostumisreitilli ennen B3Glc-T:n toimintaa proteiini O-
fukosyylitransferaasi 2 (POFUT2) tunnistaa TSR-domeenista jonkin edelld esitetyn sekvenssin
muodon ja liittdd fukoosin kyseisen kohdan treoniini tai seriini tdhteeseen. Tamén jdlkeen B3Glc-T
voi pidentdd sokeriketjua liittdmilld glukoosin fukoosiin. (Luo ym., 2006.) B3Glc-T:n lisdksi
tiedetddn vain yhden entsyymin O-fukoosi [1,3-N-asetyyliglukosaminyylitransferaasin (Radical
Fringe) kykenevin pidentdimédn O-linkitettyd fukoosia. Tdémé entsyymi lisdd EGF-toistojaksojen
(Epidermal Growth Factor repeats) O-linkitettyyn fukoosiin N-asetyyliglukosamiiniryhmin
(GlcNAc), minka jilkeen sokeriketju pidentyy muiden glukosyylitransferaasien toimesta yleensa

vield kahdella sokerilla tetrasakkaridiksi. (Moloney ym., 2000.)

Seka B3Gle-T ettd Radical Fringe kykenevat liittdimdédn UDP-sokerin fukoosiin vain mikali fukoosi
on sitoutunut oikeaan ympéristoon eli Radical Fringen tapauksessa EGF-toistojaksoon ja 33Glc-T:n
tapauksessa TSR-domeeniin (Luo ym., 2006). Radical Fringen ja B3Glc-T:n sekvenssien vililla oli
jo aiemmin havaittu heikkoa homologiaa, mutta nyt voitiin osoittaa myds entsyymien toiminnan
olevan samankaltainen. Radical Fringed on tutkittu huomattavasti 3Glc-T:a enemmin ja silld
tiedetddn olevan merkittdvid rooleja useissa signaalinvilitysjirjestelmissd. Tutkituin niistéd
signaalinvélitysreiteistd on yksilon kehityksessd térked Notch-signalointi. Tdma signaalireitti
kéynnistyy solukalvolla olevan Notch-proteiinin aktivoiduttua. Notchin aktivoitumista sdételevét
ligandit sitoutuvat Notch-proteiinin useisiin EGF-toistojaksoihin, joiden O-fukooseja voidaan
Radical Fringen avulla muokata ja titen estdd tai edistdd ligandien sitoutumista ja nidin vaikuttaa

koko Notch-signaloinnin sdételyyn. (Shao & Haltiwanger, 2003).

TSR-domeeneja  sisdltdvdat proteiinit osallistuvan solujen véliseen vuorovaikutukseen,
soluviliaineen organisoitumiseen ja solujen kulkeutumiseen. Myds yksilonkehityksessd niilld
proteiineilla on merkittdva rooli erityisesti verisuoniston ja hermojen muodostumisessa. Useiden

edelld kuvattujen toimintojen takana ovat vuorovaikutukset proteiinin TSR-domeenien kanssa.
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(Tucker, 2004.) Vield ei kuitenkaan ole tutkittu TSR-domeenissa sijaitsevan disakkaridin O-
fukosylointikohdan sokeroinnin vaikutusta TSR-domeenien vuorovaikutuksiin ligandien kanssa,
joten jdd wvield selvitettdviksi toimiiko [3Glc-T Fringen kaltaisena sddtelijand naissé
signaalireiteissd. f3Glc-T:n mutaatiosta aiheutuvat sairaudet ja epdmuodostumat Peters’ Plus —
oireyhtyméé sairastavilla potilailla kuitenkin kuvaavat aktiivisen B3Glc-T:n vilttiméattomyytta

monissa eri kudoksissa yksilon kehittyessa.

2.1.3 Peters’ plus —oireyhtyma

Peters’ plus —oireyhtymi on autosomaalisesti ja peittyvisti periytyva tauti, joka aiheutuu B3Glc-T-
geenin mutaation aiheuttamasta aktiivisen B3Glc-T:n puuttumisesta elimistossd yksilon kehityksen
aikana (Lesnik Oberstein ym. 2006). Peters’ plus —oireyhtymi on harvinainen ja tdhdn mennessi

raportoituja tapauksia on alle 70 (Heinonen & Miki 2008).

Peters’ plus -oireyhtyméi sairastavat henkilt ovat tyypillisesti lyhyité, ja heilld on lyhyet raajat,
mutta levedt kiddet ja jalat. Peters’ plus —oireyhtymidd sairastavien kehitys on viivéstynyttd niin
sikidkaudella kuin syntymén jilkeenkin, ja suurimmalla osalla potilaista on todettu eriasteista
henkistd jélkeenjddneisyyttd. Kaikilla tdhdn mennessd raportoiduilla Peters’ plus —oireyhtyméa
sairastavilla on havaittu synnynndinen silmén epidmuodostuma, joka suurimmalla osalla potilaista
on Peterin anomaliaksi nimitetty silmédn sarveiskalvon samentuma (Wenniger-Prick ym. 2002).
Peterin anomalian liséksi potilaiden silmien tyvikalvoissa on usein havaittu vaurioita, ja myds
silménpainetautia ja kaihia on esiintynyt joillakin potilailla. Peters’ plus -oireyhtymii sairastavalle
potilaalle ominaiset kasvonpiirteet ovat voimakas otsa, pieni leuka, epdimuodostuneet korvat, ohut
ylahuuli, kaukana toisistaan olevat silmdt ja matala hieman yléspédin kddntynyt nend, joka on
normaalia kauempana yldhuulesta. Usein potilailla on myds huuli- ja suuhalkio. Ndiden piirteiden
liséksi potilailla on raportoitu epdmuodostumia useimmissa sisdelimissé. Jossain tapauksissa Peters’
plus —oireyhtymin on havaittu johtavan niin vakaviin kehityksen héiridihin jo sikidkaudella, ettd ne

ovat aiheuttaneet sikion kuoleman. (Hennekam ym. 1993.)

Lesnik Oberstein ja kumppanit julkaisivat vuonna 2006 tutkimuksen, jossa he olivat etsineet
vertailevan genomisen hybridisaation (CGH, comparative genomic hybridization) avulla muutoksia
kahdenkymmenen Peters’ plus -oireyhtymidi sairastavan potilaan genomeista. Kahden aineistoon
kuuluvan veljen genomista tutkijat havaitsivat kromosomi 13:sta g-késivarren alueella hiavidmaén,
jonka myo6td kuusi geenid puuttui tdstd kromosomista. Kaikki ndmé geenit sekvensoitiin veljesten

toisesta kromosomi 13:sta, jossa hdvidmaii ei ollut tapahtunut. Sekvensointi osoitti pistemutaation

12



tapahtuneen [3Glc-T-geenissd. Pistemutaatiossa kahdeksannen intronin ensimmiinen G oli
muuttunut A:ksi, mikd aiheutti geenin kahdeksannen eksonin silmukoitumisen pois lopullisesta
mRNA:sta. Eksonin silmukoitumisesta puolestaan seurasi oikean lukukehyksen hdvidminen, jolloin

lopputuloksena oli entsyymi ilman toimivaa katalyyttista domeenia. (Lesnik Oberstein ym. 2006.)

Kaikista 20:sta potilaasta 16:n todettiin olevan homotsygoottisia timén mutaation suhteen. Neljasta
heterotsygootista kahdelta puuttui toinen alleeli kokonaan ja kahdella havaittiin tutkittua
pistemutaatiota sisdltiméattoméssd geenissd toinen pistemutaatio, joka sijaitsi intronissa viisi. Myos
tdmé pistemutaatio aiheutti virheellisen silmukoinnin ja lukukehyksen muutoksen, jonka vuoksi
toiminnallista entsyymid ei muodostunut. Ndiden tulosten perusteella voitiin siis osoittaa jokaisen
Peters’ plus —oireyhtymaista kdrsivan potilaan B3Glc-T -geenin molempien alleelien mutatoituneen

niin, ettd kyseinen yksild ei kyennyt tuottamaan aktiivista 3Glc-T:a. (Lesnik Oberstein ym. 2006.)

Edelld kuvatun tutkimuksen yhteydessi ei kuitenkaan 16ydetty glykosylaatiopuutteita Peters’ plus —
oireyhtymé3 sairastavista potilaista (Lesnik Oberstein ym. 2006). Syyna tihén oli, ettd tutkijat olivat
vertailleet O-linkitettyjen sokerirakenteiden sijaan N-linkitettyjd sokerirakenteita Peters’ plus —
oireyhtymai sairastavien ja terveiden henkildiden vilillé, silld tutkimuksen tekoaikaan ei B3Glc-T:n
aktiivisuutta vield tunnettu. Puutteellinen proteiinien glykosylointi Peters’ plus —oireyhtymaa
sairastavilla potilailla todistettiin Hessin ja kumppaneiden tini vuonna julkaistussa tutkimuksessa,
jossa aineistona kéytettiin neljda Peters’ plus —oireyhtymaé sairastavaa ja kolmea tervettd henkilGa.
Kaikilta tutkimukseen osallistuneilta analysoitiin massapektrometrian avulla verindytteistd
puhdistetut properdiini-proteiinit. N&md mittaukset osoittivat terveiden henkiléiden kaikissa
neljdssd properdiinin TSR-domeenissa olevan O-linkitetyn fukoosin, johon glukoosi oli B1,3-
sidoksella kiinnittynyt. Peters’ plus -potilailla sen sijaan kaikissa TSR-domeeneissa oli
kiinnittyneend ainoastaan O-linkitetty fukoosi. Tdméi tutkimustulos vahvistaa Peters’ plus —
oireyhtymén luokittelua yhdeksi synnynnéisistd glykosylaatiohdiridistd aiheutuvia tauteja (CDG,

congenital disorders of glycosylation). (Hess ym. 2008.).

Tutkimusten perusteella Peters’ plus —oireyhtymén perimmadiisend syynd voidaan pitdd mutaatiota
B3Glc-T-geenissd. Taudin fenotyyppiin vaikuttavat kuitenkin monet muutkin tekijdt, mistd
osoituksena on tdsmilleen saman mutaation B3Glc-T-geenissd omaavien Peters’ plus —oireyhtyméaa
sairastavien yksiloiden erilaiset taudinkuvat ja epdmuodostumat. (Lesnik Oberstein ym. 2006).

Viimeisten kahden vuoden aikana Peters’ plus —oireyhtymin syntyyn vaikuttavisti syistd on saatu
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paljon lisdi tietoa. Vield ei kuitenkaan tiedetd, mitkd ovat ne B3Glc-T:n kohdeproteiinit, jotka TSR-
domeenien puutteellisen glykolysoinnin vuoksi aiheuttavat Peters’ plus —oireyhtymié sairastavien

henkildiden fenotyypin.

2.2 Vierasperdisten proteiinien tuottoon kéaytetyt tuottoisdannat

Vierasperdisid proteiineja tuotetaan nykydidn monissa eri elidissd, kuten bakteereissa, hiivoissa,
homeissa sekd kasvi-, hyoOnteis- ja nisdkéssoluissa. Tuottoiséntdd péadtettdessd kannattaa
tuottojirjestelmien ominaisuuksia vertailla keskenéén, silld jokaisella jarjestelmélld on omat etunsa
ja rajoitteensa. Sopivan tuottoisdnnin valinnassa on olennaista huomioida minkélaista proteiinia,

kuinka paljon ja mihin tarkoitukseen aiotaan tuottaa.

Bakteerituottoisintien etuna on niiden kisittelyn ja kasvatuksen helppous sekd edullisuus.
Tarkkaan selvitetyn genetiikan ansiosta bakteereille on tarjolla yhd kasvava valikoima erilaisia
vektoreita, joiden avulla tuotettavan proteiinin geeni voidaan viedd bakteeriin tarkoituksen
mukaisen sddtelyn alaiseksi. Eukaryoottiperdisten proteiinien tuotossa bakteerituottoisdntien
ongelma on translaation jélkeisten muokkausten puuttuminen tuotetusta proteiinista. Proteiinin
laskostuminen on myds usein ongelmallista bakteerien pelkistdvissd oloissa, joissa esimerkiksi
rikkisidokset eivét pysty muodostumaan, eikd sopivia kaitsijaproteiineja valttimaittd ole paikalla.
(Baneyx, 2004.) Tyypillisesti tuotetut proteiinit kasautuvatkin toimimattomina sulkeumakappaleina
(inclusion bodies) bakteerien solulimaan. Kasautuneiden proteiinien palauttaminen oikeaan
toimintakuntoon edellyttddkin sulkeumakappaleiden liuottamista ja proteiinien uudelleen

laskostamista. (Gellissen, 2005).

Hiivatuottoisintis kiytetddn yleisesti eukaryoottiperdisten proteiinien tuotossa. Ne ovat bakteerien
tavoin kohtuullisen edullisia ja helppoja kasvattaa, mutta toisin kuin bakteereissa, hiivoissa tuotetut
proteiinit yleensd laskostuvat oikeaan toiminnalliseen muotoonsa. Hiivat kykenevét tekemédidn
nisdkédssolujen kaltaisesti suurimman osan translaation jilkeisistd muokkauksista. (Glick ym.,
2003). Hiivojen tapa glykosyloida proteiineja kuitenkin poikkeaa korkeampien eukaryoottien
tavasta, silld niiden N- ja O-linkitetyt sokeriketjut ovat yleensd huomattavasti pidempii ja siséltavét
enemmain mannoosia. Hiivoilla on my6s nisékissoluja herkempi taipumus glykosyloida proteiineja,
jolloin hiivassa tuotetussa proteiinissa saattaa sokeriryhmi olla liitettynd kohtaan, jossa sitd ei

todellisuudessa nisékédsproteiinissa olisi. (Baneyx, 2004.)
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Hometuottoisiintida on perinteisesti kéytetty teollisuuden tarvitsemien entsyymien tuottoon.
Homeiden etu on niiden luonnollinen kyky erittdd suuria médrid proteiinia kasvuliuokseen seké
kohtalaisen yksinkertainen ja edullinen kasvatus. (Nevalainen ym., 2005.) Ei-sieniperdiset
proteiinit tuottuvat kuitenkin toistaiseksi huonosti homeissa. Suurimpana syyné tuoton pienuuteen
pidetddn homeiden solun ulkopuolelle erittdmid proteaaseja, jotka hajottavat vierasperdisen
proteiinin. Tdmén vuoksi onkin kehitetty homekantoja, joissa proteaasien ilmentymistd on
vihennetty tai se on estetty kokonaan. (van den Hombergh ym., 1997.) Homeet kykenevét usein
laskostamaan nisdkdsperdiset proteiinit oikein, samoin suurin osa translaation jélkeisistd
muokkauksista tapahtuu nisékdssolujen kaltaisesti. Homeiden ongelma nisdkésproteiinien tuotossa
on ylemmistd eukaryooteista poikkeava sokerointi. Homeet kuitenkin kykenevit lyhentiméén N-
glykaaneja, toisin kuin hiivat, joten pitkid mannoosista muodostuvia sokeriketjuja ei homeilla
yleensd muodostu. Homeiden etuna hiivoihin verrattuna onkin, ettd ne harvoin hyperglykosyloivat

tuotettavaa proteiinia. (Maras ym.,1999.)

Hydonteissolut ovat yksi uusimmista tuottoisdnnistd. Bakulovirusten avulla infektoituna ne saadaan
hetkellisesti tuottamaan suuria méaérid vierasperdistd proteiinia (Smith ym., 1983b). Nisdkédssoluihin
verrattuna hyonteissolut ovat helpompia ja edullisempia ylldpitdd, mutta ne kuitenkin kykenevit
laskostamaan ja muokkaamaan tuotetut proteiinit ylempien aitotumallisten solujen kaltaisesti.
Virusinfektioon perustuvan tuoton ongelma on sen lyhytkestoisuus, jonka vuoksi
hyonteissolutuottoa on tehty myds pysyvian geeninsiirron avulla. Pysyvén tuottolinjan teko on
kuitenkin tyolds ja pitkdkestoinen prosessi. Lisdksi pysyvdn geeninsiirron avulla aikaansaadut
tuottotasot ovat olleet huomattavasti heikommat kuin virusinfektioon perustuvassa tuotossa.
(McCarroll & King, 1997.) Hyonteissolut O-glykosyloivat proteiinit nisdkédssolujen kaltaisesti,
mutta N-linkitettyjen kompleksisten sokerien muokkausreitit eroavat ndiden tuottoiséntien valilla.

(Kost ym., 2005.)

Kasvisolut ovat toinen uusista teollisuuden ja tutkimuksen hyddyntdmistd vierasperdisten
proteiinien tuottoisdnnistd. Kasvisolujen etuna on bakteerien kaltainen edullinen kasvatus ja ylldpito
synteettisessd elatusliuoksessa yhdistettynd korkeampien eukaryoottien translaation jélkeiseen
muokkauskoneistoon. Témidn lisdksi kasvit eivit sisdlld tunnettuja patogeenejd, jotka voisivat
saastuttaa lopputuotteen. (Hellwig ym., 2004.) Siirtogeenisten kasvien eduiksi voidaan laskea my0s
tuotetun proteiinin varastoinnin ja jakelun helppous, silld esimerkiksi vasta-aineiden on havaittu

sdilyvin toiminnallisina huoneenlimmdossd varastoiduissa siemenissd useita kuukausia. (Fischer &
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Emans, 2000). Ongelmana monilla kasvituottoisdnnilld on tuotettavan proteiinien alhaiset
ilmentymistasot ja uusien siirtogeenisten kasvilinjojen luontiprosessin pitkékestoisuus, silld usein
vasta kahden tai jopa yhdeksidn kuukauden kuluttua transformaatiosta voidaan tuotetun proteiinin
ominaisuuksia tarkastella. Kasvien translaation jalkeinen muokkaus tapahtuu hyvin samankaltaisesti
kuin nisdkkiilld. Suurin ero muokkauskoneistojen vililldi on Golgin laitteessa tapahtuvassa

kompleksisten N-glykaaniketjujen muokkauksessa. (Chen ym., 2005.)

Nisédkissoluilla proteiinin tuotto on vaativaa ja kallista. Muihin tuottoiséntiin verrattuna
nisdkissolujen jakautuminen on hitaampaa, solutiheys alhaisempi ja vierasperdisen proteiinin tuotto
solua kohden usein vihdiistd. Nisdkdssolut ovat lisdksi herkkid mekaanisille rasituksille, voivat
sisdltdd patogeenejd, sekd tarvitsevat kasvaakseen Kkalliita erikoiskasvuliuoksia. Jatkuvan
pitkdaikaisen tuottojérjestelmén luominen nisékédssoluissa on vaativaa, silld nisdkdssolujen
elinkykyisyyden ja tuotettavien proteiinien geenien aktiivisuuden tulee sdilyd koko tuottoprosessin
ajan. Naistd ongelmista ja heikkouksista huolimatta suurin osa terapeuttisista proteiineista
valmistetaan nisékdssoluissa, silld ne kykenevét tuottamaan luontaisessa toiminnallisessa muodossa
olevia, oikein laskostuneita ja muokattuja, vierasperdisid nisdkésproteiineja. (Gellissen, 2005.)
Pienid eroja erityisesti terminaalisissa sokereissa ja niiden kiinnittymisessd muuhun ketjuun tosin
esiintyy eri nisdkkédiden, saman nisdkkéén eri kudosten ja jopa saman nisdkk&in saman kudoksen

erilaisten fysiologisten tilojen vililld (Grabenhorst ym., 1999).

2.3 Bakulovirus-hyénteissolu-tuottojarjestelma

Viimeisten parin vuosikymmenen aikana hyonteissolut ovat saavuttaneet merkittivin aseman
vierasperdisten proteiinien tuottajana. Suurin vaikuttaja tdhdn on ollut 1983 julkaistu BEVS-
menetelmid (Baculovirus expression vector system), jonka avulla hyonteissolut saadaan hetkellisesti
tuottamaan suuria miérid vierasperdistd proteiinia (Smith ym., 1983b). BEVS-menetelmassé
hyonteissolut infektoidaan bakuloviruksilla, jotka sisdltivét tuotettavan proteiinin geenin erittdin
vahvan polyhedriinipromoottorin alaisuudessa. Solun sisélld tuotettavan proteiinin geenin madrd
moninkertaistuu, kun virus monistaa perimddnsd. Noin vuorokauden kuluttua infektiosta
polyhedriinipromoottori aktivoituu ja kaynnistdd vierasperdisen proteiinin runsaan tuoton.
Proteiinin tuotto on kuitenkin lyhytaikainen, silld viruksen vaikutuksesta hyonteissolut tuhoutuvat

jo noin 10 vuorokauden kuluttua infektiosta. (Invitrogen, 2002a.)
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2.3.1 Tuottojarjestelman edut ja ongelmat

BEVS-menetelmin ongelmana on virusten vaikutus solun normaaliin toimintaan. Vierasperdisen
proteiinin tuoton ollessa suurimmillaan lyyttisen syklin loppuvaiheessa on solun kunto kaikista
heikoimmillaan, silld virusproteiinien tuotanto on syrjdyttdnyt ldhes kokonaan solun omien
proteiinien tuotannon. Télldin solu ei endd pysty pitdmddn ylld tuotettavalle proteiinimédrille
riittdvad entsyymikapasiteettia eritys- ja muokkauskoneistossa. Téstd syystd tuotettujen proteiinien
muokkaus voi jdddd keskenerdiseksi ja eritysreitin ollessa tdynnd, osa tuotetusta proteiinista
kasautuu solun sisidlle. (Altmann ym., 1999.) Tuotetun vierasproteiinin médrdd vdhentdavit myds
proteaasit, joita vapautuu tuoton joka vaiheessa. Niitd muodostavat sekd iséntdsolu
puolustautuakseen bakulovirusta vastaan ettd bakulovirus tuhotakseen iséntdsolunsa osana lyyttista

jarjestelmaansd. (Ikonomou ym., 2003.)

Hyonteissolujen proteiininmuokkauskoneistoa on tutkittu ahkerasti, silld hyonteissolutuoton avulla
pyritddn tuottamaan myos terapeuttiseen kéyttoon tarkoitettuja proteiineja, joissa oikeanlainen
translaation jdlkeinen muokkaus on erityisen tdrkedi. Painopiste on ollut N-sokeroinnissa, silld siind
on havaittu merkittdvid eroavaisuuksia nisdkkdiden ja hyonteissolujen vililld. Sokeritdhteiden on
havaittu kiinnittyvin samoihin kohtiin peptidid ja ensimmaéisten solulimakalvostolla tapahtuvien
muokkausten olevan samankaltaisia. Kahdesta N-asetyyliglukosamiinista ja  useasta
mannoosiyksikostd koostuvien korkeamannoosisokerien (high-mannose-oligosaccharides) on myds
todettu rakentuvan Golgin laitteessa samaan tapaan hyonteis- ja nisdkéssoluissa, mutta
nisdkédsproteiineissa huomattavasti runsaammin esiintyvien kompleksisten sokerien muokkausreitit

eroavat ndilld tuottoisénnilli ratkaisevasti toisistaan. (Kost ym., 2005.)

Sokerinmuokkausketjun kohdassa, jossa GIcNAc-Mans-GIcNAc, :iin nisdkéssoluissa tyypillisesti
lisatdadn uusi GlcNAc, hyonteissolut poistavat viimeisenkin sokeriketjun pdéssi olevan GIcNAc:n.
Tédmin jélkeen nisdkdssoluissa sokeriin tyypillisesti liitetddn lisdd sokeriyksikoité ja ketjujen paihin
nisékdsproteiineille ominaiset sialihapot. HyoOnteissoluissa puolestaan sokeriketjua voidaan vield
entisestddn lyhentdd. Tuloksena erilaisesta muokkauksesta onkin, ettd hyonteissoluilla tuotetussa
nisdkédsproteiinissa on lyhyt sokeriyhdistelmé (paucimannose) kohdassa, jossa nisékdssokeroinnin
mukaisesti pitdisi olla kohtalaisen pitkd kompleksinen sokeri. (Jarvis, 2003.) Ketjujen pituuden
lisdksi ongelmallinen voi myds olla fukoosiryhmén sijainti, silld hydnteissolut voivat liittda

fukoosiryhmin asparagiiniin sitoutuneen N-asetyyliglukosamiinin eri hiileen kuin nisdkéssolut.
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Véiraan hiileen liitetyn fukoosin epdillidn voivan aiheuttaa allergisen reaktion, mikili kyseista

tuotetta kdytettdisiin terapiassa. (Altmann ym., 1999.)

Nisdkésperdisten proteiinien tuottoa on hyoOnteissoluissa pyritty tehostamaan parantamalla
kasvatusolosuhteita ja liuoksia, ottamalla kdyttoon uusia vield tuottavampia hyonteissolukantoja,
estimilld  proteaasien toimintaa sekd  ylituottamalla muokkauskoneiston proteiineja.
Nisidkésperdisten proteiinien sokeriketjujen muokkausta hyonteissolussa on pyritty muuntamaan
nisdkdssolujen tekemien muokkausten kaltaisiksi siirtdmélld hyonteissoluihin nisdkédstyyppisté
proteiinin muokkausta aiheuttavien entsyymien geeneji sekd poistamalla ja vaimentamalla
hyonteistyyppistd sokeriketjujen muokkausta edesauttavia geenejd. Néilld menetelmilld onkin
onnistuttu nostamaan tuottotasoja sekd tuottamaan proteiineja, joissa on nisékdssolujen kaltaisia

kompleksisia sokerirakenteita. (Jarvis, 2003.)

2.3.2 Bakulovirus

Bakulovirus-hyonteissolu-tuottojarjestelmissd bakuloviruksen tehtdvd on toimia vektorina, jonka
avulla tuotettavan proteiinin geeni saadaan vietyd hyoOnteissolun sisddn sekd monistettua ja
ilmennettyd sielld. Proteiinin tuoton lisdksi bakuloviruksia hyddynnetddn esimerkiksi
tuholaistorjunnassa  ja  lddketieteellisen tutkimuksen menetelmissd. Erds uusimmista
bakulovirussovelluksista tutkimuksen puolella on bakulovirus display —tekniikka, jota soveltamalla
bakuloviruksia voitaisiin hyodyntdd jopa geeniterapian apuvélineend. Paljon tutkimustyotd on
kuitenkin vield tehtdvdnd ennen kuin bakulovirusten kéyttd geeniterapiassa turvallisina tarkasti
kohdennettavina geeninsiirtovélineind olisi kdytdnnon sairaudenhoidon arkipdivda. (Matilainen,

2006.)

2.3.2.1 Bakulovirusten rakenne ja luokittelu

Bakulovirusten periméd koostuu rengasmaisesta kaksisdikeisestdi DNA:sta, jonka koko on téhin
mennessd sekvensoiduilla bakulovirustyypeilld todettu vaihtelevan 82 kiloemisparista 1dhes 180
kiloemispariin, ja sisdltdvin 90:std 180:een geenid. Bakulovirukset esiintyvit infektiosyklinsé
aikana kahdessa eri muodossa: niin kutsuttuina silmikoituina viruksina (BV, budded virus), joina ne
levidvit yksilon sisdlld solusta toiseen, ja okkluusiokappaleina (OB, occlusion bodys), joina ne
selvidvit yksilon ulkopuolisissa olosuhteissa ja kykenevit levidméédn yksilostd toiseen. (Okano ym.,

2006.)
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Bakulovirukset voidaan jakaa kahteen sukuun: nukleopolyhedroviruksiin ja granuloviruksiin.
Molempien sukujen silmikoidut virukset koostuvat viruksen genomista ja sitd ympardivistd sauvan
muotoisesta proteiinikuoresta, sekd tdtd nukleokapsidiksi kutsuttua rakennetta ympéardivésté
proteiinipitoisesta lipidivaipasta. Okkluusiokappaleiden ominaisuudet sen sijaan poikkeavat
bakulovirussukujen vililla. Granuloviruksilla okkluusiokappaleet koostuvat tyypillisesti yhdestd
virionista,  jota  ympdrdi granuliinista muodostunut kiteinen proteiinirakenne.
Nukleopolyhedroviruksilla okkluusiokappaleet voivat siséltdd yhden tai useamman virionin, joita
ympérdi polyhedriinistd muodostunut proteiinirakenne. Nukleopolyhedroviruksilla edelld kuvattua
rakennetta ympéroi lisdksi lipideistd ja glykoproteiineista muodostunut vaippa. Erilaisen
okkluusiorakenteen perusteella suvut voidaan morfologisesti erottaa toisistaan. Vain yhden virionin
okkluusiokappaleessaan siséltivit munanmuotoiset granulovirukset (300 nm x 500 nm), erottuvat
valomikroskoopilla tarkasteltaessa nimensd mukaisesti rakeisina ja kooltaan huomattavasti
monitahokkaan muotoisia nukleopolyhedroviruksia (150 nm x 1500 nm) pienempini. (Kalmakoff

& Ward, 2003.)

Tédmin hetkisen virusluokittelun mukaisesti nukleopolyhedrovirukset jaetaan kahteen ryhméién
MNP-viruksiin (Multiple-embedded nucleopolyhedrovirus) ja SNP-viruksiin (Single-embedded
nucleopolyhedrovirus).  SNP-virusten  okkluusiokappaleiden  virionit  koostuvat  yhdesté
nukleokapsidista ja sitd ympérdivdstd vaipasta, kun taas MNP-virusten okkluusiokappaleiden
virioneissa yksi vaippa ympéroi useita nukleokapsideita. Granuloviruksilla vastaavaa jaottelua ei

ole, silld niiden virionit koostuvat vain yhdestd nukleokapsidista ja sitd ympardivastd vaipasta.

Granuloviruksia on toistaiseksi 16ydetty vain perhossoluista (Lepidoptera).
Nukleopolyhedrovirukset sen sijaan ovat patogeenisid useammille niveljalkaisille, erityisesti
perhos- (Lepidoptera), pistidis- (Hymenoptera) ja kaksisiipislahkoille (Diptera). (Jehle ym., 2006.)
Yksittdisen bakulovirustyypin isédntékirjo on tyypillisesti hyvin kapea, ja yleensd yksi

bakulovirustyyppi kykeneekin infektoimaan vain muutamia l&heisesti toisilleen sukua olevia lajeja.

2.3.2.2 Infektiosykli

Infektiosykli voidaan jakaa kolmeen vaiheeseen: varhainen vaihe, my6hdinen vaihe ja erittdin
myoOhdinen vaihe. Vaiheet voidaan erottaa toisistaan hyOnteissolussa tapahtuvien muutosten ja

viruksen ilmentdmien geenien perusteella.
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Bakulovirusinfektio uudessa isdnndssd alkaa, kun hyoOnteistoukan ruuan mukana syOmaét
okkluusiokappaleet kulkeutuvat sen ruuansulatuskanavaan. Suolen alhaisen pH:n vaikutuksesta
okkluusiokappaleiden suojaavat proteiinirakenteet liukenevat vapauttaen pakatut virionit, jotka
kykenevit sulautumaan keskisuolen epiteelisolujen solukalvoon ja niin siirtimédan nukleokapsidit
solun sisdlle. Soluissa nukleokapsidit ohjautuvat tumaan, jossa viruksen DNA vapautuu. Talloin

solun oman geeninluentakoneiston avulla kdynnistyy viruksen varhaisten geenien ilmentyminen.

Varhaiset geenit voidaan jakaa kahteen ryhméén: varhaisiin vilittdomiin geeneihin ja varhaisiin
viivastettyihin geeneihin. Varhaisten vilittomien geenien Iluenta tapahtuu solun oman
geeninluentakoneiston avulla vélittodmasti viruksen genomin pééstyd tumaan. Viivdstettyjen geenien
luenta tapahtuu nimensd mukaisesti hieman myohemmin, silld luentaan tarvitaan varhaisten
vélittdmien geenien geenituotteita. Varhaisten geenien tuotteiden avulla estetdfin iséntdsolun
ajautuminen ohjelmoituun solukuolemaan, pysiytetdén solusykli sekd muokataan solun sisdisté ja
ulkoista ympdaristod viruksen kdyttoon sopivammaksi. Lisdksi varhaisten geenien tuotteita tarvitaan

myOhéisessd vaiheessa viruksen genomin monistamiseen ja mydhdisten geenien ilmentdmiseen.

(Kalmakoff & Ward, 2003.)

Myo6héinen vaihe méadritelldan alkaneeksi, kun viruksen oman DNA:n monistus kdynnistyy, yleensd
noin kuuden tunnin kuluttua infektiosta. Soluviljelyssd mydhéiseen vaiheeseen siirtyminen voidaan
havaita solujen ldpimitan kasvusta ja tuman laajentumisesta. Lisdksi solut lopettavat jakautumisen.
(Invitrogen, 2002.) Myohéisessd vaiheessa solu siirtyy kdyttdimaan geenien luentaan viruksen omaa
polymeraasia. Tamdn vuoksi solun omien geenien ilmentyminen estyy ja solun proteiinikoneisto
siirtyy ldhes yksinomaan viruksen kiyttdon. Myohdisessd vaiheessa tuotetaan erityisen runsaasti
nukleokapsidin ja vaipan rakenneproteiineja sekd genomin monistuksessa tarvittavia proteiineja.
Myohéisessd vaiheessa silmikoitujen virusten eritys on runsaimmillaan. Nukleokapsideita kootaan
tumassa ja kuljetetaan solulimaan, josta ne silmikoituvat solukalvon ldpi solun ulkopuolelle.
Silmikoitumisen yhteydessd nukleokapsidien ympaérille muodostuu solukalvosta vaippa. Tdma
sisédltdd viruksen levidmisen kannalta tirkeitd glykoproteiineja, jotka on viruksen toimesta tuotettu

ja kuljetettu solukalvolle ennen nukleokapsidin silmikoitumista. (Watson 2005).

Erittdin myo6hdinen vaihe, jota usein kutsutaan myds okkluusiovaiheeksi, alkaa yleensd noin
vuorokauden kuluttua infektiosta. Tunnusomaista erittdin mydhdiselle vaiheelle on
okkluusiokappaleiden muodostamiseen kdytettyjen geenien hyvin nopea ja voimakas ilmentdminen.

Erittdin mydhdisen vaiheen edetessd silmikoituneiden viruksien eritys solun ulkopuolelle vihenee,
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mutta okkluusiokappaleiden muodostus kiihtyy. Nukleokapsideita kasaantuu tumaan, jossa ne
ympiardidddn viruksen muokkaamalla tumakalvolla. Témin jidlkeen muodostunut virioni
koteloidaan bakulovirustyypin mukaisesti polyhedriini- tai granuliinikiderakenteen sisdén. Erittdin
myoOhdisen vaiheen lopussa tuma on tdynnd okkluusiokappaleita. Solujen kunto huononee
infektiosyklin loppua kohti ja viruksen tuottamat proteiinit (kitinaasi ja katepsiini) tuhoavat
viruksen infektoimaa eliotd. Seurauksena on solujen hajoaminen ja viruksen kantajan
nesteytyminen (liquefaction). Télldin tumaan pakatut okkluusiokappaleet vapautuvat voidakseen

infektoida uusia elioitd. (Kalmakoff & Ward, 2003.)

2.3.3 BEVS (Baculovirus Expression Vector System)

BEVS-menetelmdt ovat vakiintuneet yleisimméksi tavaksi tuottaa proteiineja hyonteissoluissa.
Tdssd tuottotekniikassa bakulovirusvektorin avulla saadaan aikaan hetkellinen hyvin runsas
vierasperdisen proteiinintuotto hydnteissoluissa. Seuraavissa kappaleissa esitelldéin proteiinin
tuottoon BEVS-menetelmilld tarvittavat komponentit ja BEVS-menetelmien kehitys. Luvun
lopuksi tarkastellaan hieman yksityiskohtaisemmin bakulovirusvektorin luontia paikkakohtaiseen
transpositioon perustuvan menetelmin avulla, joka télld hetkelld on kéytetyin menetelma

bakulovirusvektorien valmistukseen.

2.3.3.1 Kiytetty bakulovirustyyppi

Bakuloviruksiksi luokiteltavia virustyyppejd tunnetaan yli 600, kuitenkin ndistd vain muutamaa
kymmentd on aktiivisesti tutkittu (Szewczyk ym, 2006). Eniten tutkituin ja sovelletuin
bakuloviruksista on Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV), jonka

voidaankin katsoa saavuttaneen malliorganismin aseman bakulovirussovelluksissa.

Alun perin mielenkiintoa AcMNPV:n tutkimista kohtaan herétti sen patogeenisuus useille
perhoslahkon hyonteisille, jotka tuhosivat maanviljelijoiden satoja. Tutkimuksissa AcMNPV:n
havaittiin monistuvan in vitro tietyissd hyoOnteissoluissa, joita oli mahdollista kasvattaa
keinotekoisissa elatusliuoksissa. Tamd mahdollisti viruksen runsaan tuoton tuholaistorjunnan
sovelluksiin. AcCMNPV:n kayttokelpoisuutta lisdsi myds sen kyky infektoida kohtuullisen suurta
isantékirjoa, jota pystyttiin vield laajentamaan siirtdimadlld virukseen uusia geeneji AcMNPV:n
hyvédn rekombinaatiokapasiteetin ansiosta. ACMNPV:n avulla havaittiin myo6s olevan mahdollista
aiheuttaa hyonteissoluissa erilaisten, eri isénnistd perdisin olevien proteiinin tuottoa. Vaikka
AcMNPV:ta edelleen sovelletaan tuhohyonteistentorjunnassa, on AcMNPV tutkimuksen painopiste

siirtynyt vierasperdisten proteiinin tuottoon. (Taha ym., 1995.) Nykyisistd BEVS-menetelmista
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lahes kaikissa kéytetddnkin AcMNPV:ta vektorina, jonka avulla vierasproteiinintuotto

hyonteissolussa saadaan aikaan.

2.3.3.2 Kiytetyt hyonteissolulinjat

Hyonteissolulinjoja on luotu monien hyonteislajien erilaisista kudoksista ja kehitysasteista. BEVS-
menetelmin tuottosoluiksi néistd soveltuvat ne, joissa AcCMNPV kykenee monistumaan ja ndin
levittiméédn infektion koko tuottoympéristoon. Sopivien tuottosolujen valintakriteereind voidaan
pitdd myds solujen helppohoitoisuutta ja sopeutuvuutta, sekd tietysti kykyé tuottaa vierasperdisti

proteiinia viruksen ohjaamana mahdollisimman tehokkaasti ja oikein muokattuna.

Tyypillinen valinta olisi kdyttdd tarkoin tutkittuja Drosophila melanogaster -solulinjoja.
AcMNPV:a virusvektorina kiyttdvien BEVS-menetelmien avulla tapahtuvaan tuottoon D.
melanogaster ei kuitenkaan sovellu, silld se kuuluu kaksisiipislahkoon, jonka soluissa AcMNPV:t
eivit pysty monistumaan. Suosituimmat hyonteissolulinjat proteiinien tuotossa ovatkin eristetty
perhoslahkon Spodoptera frugiperda- ja Trichoplusia ni -yokkosiltd. S. frugiperda-solulinjoista
kdytetyimmat ovat solulinja Sf21, ja siitd eristetty Sf9-kanta. 7. ni —kannoista yleisimmin kaytdssa
ovat TN-368 ja BTI-TN-5B1-4, joista jalkimmiisen kannan soluja kutsutaan myos High-Five' -
soluiksi. (Baneyx, 2004.) Perinteisesti proteiinin tuottoon on kéytetty Sf9- ja Sf21-soluja, mutta
nykyisin High Five™ -solujen kiyttd tuottoisintini on yleistynyt, silld High Five™ -soluilla on
saatu aikaan Sf9-soluja suurempia vierasproteiinin tuottoja (Hink ym., 1991). Olemassa olevien
hyonteissolulinjojen liséksi uusia hyOnteistuottoiséintid testataan jatkuvasti, jotta saataisiin aikaan
vield suurempiin tuottoihin tai tuotettavalle proteiinille sopivampiin muokkauksiin kykenevii

solulinjoja. (Baneyx, 2004.)

2.3.3.3 Kiytetyt promoottorit

BEVS-menetelmissd vierasproteiinin tuotto hyonteissolussa saadaan aikaan infektoimalla
hyonteissolut bakuloviruksella, joka siséltdd tuotettavan proteiinin geenin erittdin vahvan
promoottorin alaisuudessa. Kdytetyin promoottori AcCMNPV:n tapauksessa on polyhedriinigeenin
promoottori polh. Tdmi promoottori aktivoituu virusinfektion erittdin myohéisessd vaiheessa hyvin
tehokkaasti ja tuottaa viruksen okkluusiokappaleiden térkeintd rakennusainetta, polyhedriinia.
Virusinfektion loppuvaiheessa polyhedriinin osuuden kaikista solun proteiineista on havaittu voivan
nousta jopa yli 50-prosenttiin. Polyhedriinipromoottorin sddtelyn alaisuudessa tuotetuilla
vierasperdisilld proteiineilla ndin suurta tuottoa ei kuitenkaan ole saavutettu. (Baneyx, 2004.)

Toinen AcMNPV:n vierasproteiinien tuotantoon kiytetty promoottorivaihtoehto on erittdin
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myohdisessd vaiheessa voimakkaasti ilmennettdvin geenin p/( promoottori. Tdmédn geenin rooli
virusinfektiossa ei ole tdysin selvd, mutta sen arvellaan osallistuvan polyhedriinirakenteen

kypsymiseen seké infektoidun tuman hajoamiseen (Okano ym, 2006).

Molemmat edelld esitellyistd promoottoreista saavat aikaan proteiinin massiivisen tuoton erittdin
myOhdisessd vaiheessa viruksen infektiosyklid. Talloin solun proteiinien muokkauskoneisto on
todennékoisesti ehtinyt kérsid viruksen vaikutuksesta, joten proteiinien muokkaus ei vélttimatta
onnistu parhaalla mahdollisella tarkkuudella. Mikéli proteiinin oikea laskostuminen on erityisen
tarkedd eikd proteiinia tarvitse valttimattd tuottaa suuria méadrid, voidaan promoottorina kayttia
viruksen infektiosyklin varhaisessa vaiheessa aktivoituvia promoottoreja, tyypillisesti transkriptiota
sddtelevin iel/-geenin promoottoria. Talloin vierasproteiinin tuotto alkaa heti viruksen infektoitua

solun, jolloin muokkauskoneisto ei ole vield ehtinyt rapautua.

2.3.3.4 BEVS-menetelmin kehitys

Vuonna 1983 Smith, Fraser ja Summers julkaisivat tutkimuksen, jota voidaan pitdd BEVS-
menetelmén idean perustana. Tutkimuksessa tuotettiin AcMNPV:ia, joiden polyhedriinigeeniin oli
tehty erilaisia mutaatioita, 1dhinnd muutaman sadan emaésparin poistoja. Muunnosten vaikutuksesta
geeneistd  tuotetut mutatoituneet polyhedriinit eivit endd kyenneet muodostamaan
okkluusiokappaleisiin tarvittavaa kiteistd proteiinirakennetta. Kun néitd okkluusio-negatiivisia
viruskantoja tarkasteltiin, havaittiin niiden edelleen tuottavan infektoivaa virusta. Tdmén lisdksi
mutatoidun polyhedriinin tuottomiérdssd ei ollut eroa mutatoimattoman polyhedriinin tuottoon
verrattuna. Téstd voitiin tehdd johtop#itds, ettd tiettyjen polyhedriinigeenin osien tuhoaminen ei
vaikuta polyhedriinin ilmentdmisen sddtelyyn eikd siis proteiinin tuottotasoon. Nididen tulosten
perusteella my0s esitettiin, ettd polyhedriinigeenin voisi korvata muulla geenilld ja saada ndin
aikaan huomattava kyseisen geenin proteiinintuotto viruksen infektoimiskyvyn séilyessd ennallaan.

(Smith ym. 1983a.)

2.3.3.4.1 Ensimmdinen BEVS-menetelmilli tehty vierasperdisen proteiinin tuotto

Puoli vuotta edelld esitellyn artikkelin ilmestymisestd samat tutkijat julkaisivat uuden artikkelin,
jossa he todistivat vierasperdisen proteiinin tuoton todella tapahtuvan hydnteissoluissa
bakuloviruksen polyhedriinipromoottorin ohjaamana. Kokeessa luotiin AcMNPV-kanta, jossa
polyhedriinigeeni oli korvattu ihmisen B-interferonin geenilli. Kun Sf21-soluja infektoitiin timén
AcMNPV-kannan viruksilla, saatiin biologisesti aktiivista interferonia tuotettua suurempi maira

kuin milld&dn aiemmin kaytetylld tuottomenetelméilld. Kirjoittajat arvioivat tuotoksi 10 pg B-
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interferonia miljoonaa infektoitua solua kohti. Suuren tuottoméérén liséksi kirjoittajien mukaan 95
% tuotetusta proteiinista onnistuttiin kerddmisen helpottamiseksi erittdméddn ulos solusta.

Ensimmaéinen BEVS-menetelmin avulla tuotettu vierasproteiini oli luotu. (Smith ym., 1983a.)

Smithin ja kumppanien kéyttimadssd BEVS-menetelméssd [-interferonigeenin liittdiminen
AcMNPV:n genomiin tapahtui E. coli -pohjaisen siirtovektorin avulla, silld 130 kiloemésparin
kokoisesta AcCMNPV:n genomista ei tunnettu uniikkia leikkauskohtaa, johon tuotettavan proteiinin
geeni olisi voitu suoraan liittdd. Kiytetty siirtovektori sisélsi polyhedriinin promoottorialueen
sekvenssin, B-interferoni-geenin sekvenssin oikeassa lukukehyksessd promoottoriin ndhden seka
polyhedriinin lopetussekvenssin. Edelld kuvattu rakenne oli reunustettu villityypin AcMNPV:n
polyhedriinigeenid normaalisti ympéroivélld sekvenssilld. Lisédksi siirtovektori sisélsi tarvittavat

osat vektorin monistamiseen E. coli:ssa. (Smith ym.1983b.)

Proteiinin tuottoon ja viruksen monistukseen soveltuvat Sf21-solut transfektoitiin AcMNPV:n
genomilla ja siirtovektorilla. Télldin virusgenomin ja siirtovektorin geenid ympéardivien ACMNPV:n
genomille samanlaisten sekvenssien vililld saattoi tapahtua homologinen rekombinaatio, jonka
seurauksena AcMNPV:n polyhedriinigeeni korvautui siirtovektoriin rakennetulla sekvenssill4.
Homologisen rekombinaation onnistuminen havaittiin  okkluusio-negatiivisten  plakkien
ilmestymisend viljelymaljalle. P-interferonia tuottavan viruskannan muodostamiseksi niistd
plakeista poimittiin viruksia jatkopuhdistusta ja viruksen monistusta varten. (Smith ym., 1983b.)
Tyo6l4én edelld kuvatusta BEVS-menetelmasté teki homologisen rekombinaation tehottomuus, silld
vierasgeeni siirtyi alle prosenttiin viruksista. Lisdksi okkluusio-negatiivisten plakkien erottaminen
villityypin plakeista oli subjektiivista ja aikaa vievdd sekd vaati kokeneen arvioijan ja usein vield

varmistuksen esimerkiksi PCR:n avulla.

2.3.3.4.2 Menetelmdin tehostaminen

BEVS-menetelmédn potentiaali vierasperdisen proteiinin tuottosysteemind kiinnosti tutkijoita, ja
niinpd menetelmad pyrittiin kehittdimaan helpommaksi ja nopeammaksi. Ensimmaéinen kehitysaskel
oli siirtogeenin sisédltdmien virusplakkien helpompi tunnistus. Tétd varten rakennettiin uusi
siirtovektori, joka edellisessd kappaleessa mainittujen osien lisdksi sisdlsi reunustavien,
AcMNPV:lle homologisten sekvenssien sisdpuolella E. coli -bakteereista perdisin olevan -
galaktosidaasin geenin (LacZ) ja sen ilmentymistd sdételevin D. melanogaster —soluista periisin

olevan Asp70-geenin (heat shock-protein70) promoottorin. (Zuidema ym., 1990.)
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Hsp70-promoottorin oli aiemmissa Sf21-solulinjan kokeissa havaittu ilmentivén sdédtelynsé alaista
geenid koko virusinfektion ajan. Siirtovektorin mukaisessa rakenteessa timd promoottori sddteli nyt
LacZ-geenid, jonka tuote P-galaktosidaasi kykenee hydrolysoimaan X-gal:n (5-bromo-4-kloro-3-
indolyyli-beta-D-galaktopyranosidi) galaktoosiksi ja sinistd vérid ilmentdvédksi kromoforiksi. Kun
Sf21-soluihin transformoitiin villityypin AcMNPV:a ja edelld esiteltyd siirtovektoria, voitiin [3-
galaktosidaasin jatkuvan ilmentdmisen ansiosta erottaa tuotettavan proteiinin geenin siséltivistd
AcMNPV:sta kehittyneet plakit villityypin plakeista sinisen vérin perusteella X-gal:a sisdltidvissé

soluviljelmissa. (Zuidema ym., 1990).

Toinen optimoinnin kohde oli homologisen rekombinaation tehostaminen, silld edelld kuvatussa
tekniikassa vierasgeeni siirtyi vain alle prosenttiin kaikista soluviljelmdn AcMNPV:sta.
Homologisen rekombinaation tehokkuutta oli esimerkiksi hiiva- ja nisdkéssoluilla onnistuttu
kasvattamaan linearisoimalla genomiin liitettdvaksi aiottu sekvenssi. Tdhén ideaan perustuen myos
AcMNPV:n genomi pyrittiin linearisoimaan. Linearisointi ei kuitenkaan ollut suoraviivaisesti
tehtévissd, silli AcCMNPV:n suuren koon vuoksi jokainen genomin leikkaava katkaisuentsyymi
katkaisi genomin véhintddn kahdesta kohdasta. Katkaisuentsyymi Bsu36l:lle ei kuitenkaan 10ytynyt
genomin alueelta yhtddn katkaisukohtaa, joten AcCMNPV:n linearisoimiseksi rakennettiin
AcMNPV-kanta AcRP6-SC, johon polyhedriinigeenin keskelle luotiin leikkauskohta Bsu36l:lle.
(Kitts ym., 1990.)

Uuden kannan avulla voitiin tehdd infektointikoe AcMNPV:n lineaarisen ja rengasmaisen muodon
vililld. Kyvyn infektoida S. frugiperda-soluja havaittiin vihenevin 15-150-kertaisesti, kun viruksen
genomi linearisoitiin. Yhteistransfektoimalla Sf21-soluja lineaarisella AcMNPV:n genomilla ja
siirtovektorilla, havaittiin vierasgeenin siirtyneen 30 %:lle transfektoidun soluviljelmén
AcMNPV:sta. Prosenttiosuuden nousu selittyy osittain taustakohinan pienentymiselld, silld
lineaariset villityypin AcMNPV:t infektoivat iséntdsolujaan heikommin, joten vaikka
muodostuneiden tuotettavan geenin sisdltimien AcMNPV:n méédrd pysyisi ennallaan niiden
prosentuaalinen osuus viljelméssd olevista AcMNPV:sta kasvaa villityyppien vihentyessa.
Toisaalta homologisen rekombinaation avulla AcMNPV:n genomi saavuttaa rengasmaisen,
tehokkaammin infektoivan muotonsa takaisin, joten tdmén voisi olettaa suosivan homologisen

rekombinaation lisddntymisté transfektiossa. (Kitts ym., 1990.)

Muutamaa vuotta myohemmin julkaistiin edellistd tehokkaampi mydskin AcMNPV:n genomin

linearisointiin perustuva transfektiomenetelmd. Tdmin menetelmén avulla saavutetaan ldhes 100 %
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todenndkoisyys, ettd jokainen transfektion jélkeen soluviljelymaljalta 16ytyvéd plakki on perdisin
viruksesta, joka sisdltdi tuotettavan proteiinin geenin. Menetelmissd AcMNPV:n genomiin on luotu
kaksi Bsu36l-katkaisukohtaa polyhedriinigeenin molemmille puolille. Polyhedriinistd alavirtaan
oleva katkaisukohta sijaitsee viruksen genomin monistumisen kannalta oleellisessa geenissé, joten
Bsu36l-katkaisuentsyymilld késitelty AcMNPV:n genomi ei kykene infektoimaan iséntésolujaan.
Siirtovektori on puolestaan suunniteltu niin, ettd tuotettavan proteiinin geenin lisdksi sithen on
liitetty ne geenit, jotka Bsu36l-kisittelylld on tehty toimimattomiksi katkaistussa AcMNPV:n

genomissa.

Yhteistransfektiossa AcMNPV pystyy infektoimaan hyonteissolut vain, mikdli se ensin
homologisen rekombinaation avulla hankkii itselleen puuttuvan, genomin monistuksen kannalta
oleellisen, geenin loppuosan siirtovektorilta. Tdmén geenin loppuosan lisdksi AcCMNPV:n genomiin
siirtyvdt homologisessa rekombinaatiossa kaikki muutkin siirtovektorin homologisten alueiden
viliin liitetyt sekvenssit, kuten tuotettavan proteiinin geeni. Tdmin vuoksi hyonteissolumaljalla
kaikkien plakkeja muodostavien AcMNPV:n voidaan olettaa kdyneen Il4pi homologisen

rekombinaation ja siséltdvén tuotettavan proteiinin geenin. (Kitts & Possee 1993.)

2.3.3.5 Bakulovirusvektorin valmistus paikkakohtaisen transposition avulla

Edellisissd kappaleissa kuvattu bakulovirusvektorien luonti hyonteissoluissa AcMNPV:n genomin
ja siirtovektorin  homologiseen rekombinaatioon perustuen vaatii yleensd useampia
plakkipuhdistuskierroksia puhtaan viruslinjan saavuttamiseksi. Plakkipuhdistusten vuoksi uuden
bakulovirusvektorin luonti kestddkin useampia viikkoja. Luckow:n ja kumppanien vuonna 1993
julkaisema  uusi  paikkakohtaiseen  transpositioon  perustuva  tekniikka  nopeuttaa

rekombinanttivirusten luontiprosessia huomattavasti, silla siind plakkipuhdistus ei ole vélttdmaton.

2.3.3.5.1 Yleiskatsaus menetelmdiin

Luckown tekniikka perustuu sekd E. coli -bakteereissa, ettd hyoOnteissolussa monistumaan ja
toimimaan kykenevén sukkulavektorin (shuttle vector) kayttoon. Sukkulavektori sisdltdd
AcMNPV:n genomin, jonka polyhedriinigeeni on korvattu alueella, joka huolehtii sukkulavektorin
replikaatiosta E. coli -bakteereissa ja sisdltdd kohdan, johon tuotettavan proteiinin geeni voidaan
transposition avulla liittd4. Transposition jilkeen sopivien valintageenien perusteella E. coli-
viljelméstd voidaan poimia tuotettavan proteiinin geenin sisdltdvdt bakteeripesdkkeet
jatkokasvatukseen. Kasvatuksen jidlkeen sukkulavektorit eristetdén E. coli -bakteereista. Kaikki

sukkulavektorit sisdltdvét tuotettavan geenin osana bakuloviruksen genomia, joten niitd voidaan
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kayttdd heti hyonteissolujen infektoimiseen pienimuotoista proteiinintuottoa tai bakuloviruksen

monistusta varten. (Luckow ym., 1993.)

2.3.3.5.2 Sukkulavektorin valmistus

Sukkulavektori, jota usein myos kutsutaan bacmidiksi (baculovirus-plasmid hybridimolekyyli), on
tuotettu Smithin tekniikan mukaisesti AcMNPV:n genomin ja siirtovektorin homologisen
rekombinaation avulla. Siirtovektorin AcMNPV:n genomin osien kanssa homologisten sekvenssien
véliselle alueelle on liitetty kanamysiini-antibiootille vastustuskyvyn antava geeni, E. coli-
bakteerissa toimiva replikaation aloitusalue (ori) ja lacZa-geeni, jonka keskelle samassa
lukukehyksessd on sijoitettu transpositioon tarvittava attfTn7-elementti. Kun siirtovektori ja
villityypin AcMNPV yhteistransfektoidaan hyonteissoluihin ja okkluusionegatiivisten plakkien
tunnistukseen perustuen jatketaan plakkipuhdistuksia, saadaan lopulta aikaan AcMNPV-kanta,
jonka genomi on myds E. coli —bakteereissa monistumaan kykeneva sukkulavektori. (Luckow ym.,

1993.)

Valmistetulla AcMNPV-kannalla infektoiduista hyonteissoluista viruksen genomi voidaan eristii ja
transformoida E. coli -bakteereihin. Koska AcMNPV:n genomiin edelld kuvatussa homologisessa
rekombinaatiossa liitettiin miniF-plasmidilta perdisin oleva miniF-replikaation aloitusalue, kykenee
sukkulavektori nyt monistumaan my0s E. coli-soluissa. Replikaation lisdksi ori-alue huolehtii

bacmidin alhaisen kopiolukumadrdn sdilymisestd E. coli -bakteereissa. (Luckow ym., 1993.)

2.3.3.5.3 Transformaatioiden onnistumisen tarkistus

E. coli -kantana, johon sukkulavektorit siirrettiin, kdytettiin DH10B:td. Tdméd kanta ilmentdd (-
galaktosidaasin puutteellista muotoa (lacZAMI15), kun laktoosianalogi IPTG (isopropyyli-B-D-1-
tiogalaktopyranosidi) indusoi geenid. Puutteellinen muoto ei ole biologisesti aktiivinen, silld sen
aminohapot 11:sta 44:een puuttuvat. Mikili soluun siirretddn lacZa-geeni, kykenee tdmén geenin
tuote muodostamaan puutteellisen [-galaktosidaasin kanssa aktiivisen yhdistelmén. Koska
sukkulavektori sisdltdd /acZa-geenin, erottuvat IPTG:td ja X-gal:a siséltidvilld maljoilla sinisind ne

E. coli-pesidkkeet, jotka transformaatiossa ovat ottaneet sukkulavektorin sisddnsd. (Luckow ym.,

1993.)

Tuotettavan proteiinin geenin sukkulavektoriin siirtoa varten tulee E. coli-soluihin transformoida
vield kaksi muuta plasmidia: siirtovektori, jota usein kutsutaan my0s luovuttajavektoriksi, ja

avustajaplasmidi. Avustajaplasmidi siséltdd tetrasykliinille vastustuskyvyn antavan geenin ja
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transpositiossa tarvittavat geenit. Transpositioon kédytetddn transposoni 7:a (Tn7), silld se, toisin
kuin useimmat transposonit, liittyy hyvin paikkaspesifisesti tiettyyn kohdesekvenssiin (a#/Tn7).
Tédmi kohdesekvenssi on kertaalleen E. coli -bakteerien genomissa ja lisdksi se on liitetty
sukkulavektorin luonnissa keskelle /acZa-geenid. Transposition tapahtuessa sukkulavektoriin
lacZa-geenin lukukehys sekoittuu, ja geenin tuote ei endd kykene muodostamaan puutteellisen 3-
galaktosidaasin kanssa aktiivista muotoa, joten pesikkeen jidminen vaaleaksi kertoo onnistuneesta

transpositiosta sukkulavektoriin. (Luckow ym., 1993.)

2.3.3.5.4 Siirtovektorin valmistus

Siirtovektori rakennetaan varsin samaan tapaan kuin Smithin ja kumppanien tekniikassa.
Tuotettavan proteiinin geeni liitetddn vahvojen, mydhéisessd vaiheessa hyvin aktiivisten
polyhedriini- tai pl0-promoottorien sddtelyn alaisuuteen. Lisdksi siirtovektoriin liitetddn
tyypillisesti gentamysiinille vastustuskyvyn antava geeni. Koska edelld kuvatun rakenteen
liittdminen sukkulavektoriin perustuu homologisen rekombinaation sijaan transpositioon, Smithin
menetelmdssd  kdytettyji AcMNPV-sekvenssien kanssa homologisia alueita ei rakennelman
ympdérille tarvita, vaan ne korvataan transposaasi Tn7:n pééte-elementeilld Tn7L ja Tn7R. (Luckow

ym., 1993.)

2.3.3.5.5 Insertin siirto sukkulavektoriin

Tn7L- ja Tn7R-pdite-elementtien viliin siirtovektorissa muodostettua aluetta kutsutaan mini-
Tn7:ksi, joka pystyy avustajaplasmidin tarjoamien entsyymien avustuksella hyppddmiin
siirtovektorista  sopivaan atfTn7-sekvenssiin. Tuotettavan proteiinin  geeni tarvittavine
promoottoreineen saadaan ndin vietyi AcMNPV:n genomiin transfektoimalla sukkulavektorin ja
avustajaplasmidin siséltimdin E. coli -bakteeriin siirtovektori. Kuten edelldi on todettu,
transposition sukkulavektoriin voidaan todeta onnistuneen, mikdli IPTG:t4, X-gal:a, kanamysiinia,
gentamysiinid ja tetrasykliinid sisdltdviltdi maljoilta 16ytyy valkoisia pesdkkeitd. (Luckow ym.,

1993.)

2.3.3.5.6 Proteiinin tuotto

Proteiinin tuotto saadaan aikaiseksi, kun valkoisista pesédkkeistd kasvatetuista bakteeriviljelmisté
eristetdén sukkulavektorit ~ ja  niilld  transfektoidaan = hydnteissolut esimerkiksi
kalsiumfosfaattiyhteissaostusmenetelmilld,  jossa  solu  ottaa  endosytoosilla  sisddnsd
kalsiumfosfaattikompleksiin saostuneen DNA:n. Sukkulavektorin pdistyé solun sisddn AcMNPV:n

genomi aloittaa infektiosyklin ja uusia bakuloviruksia alkaa muodostua. Erittdin mydhéisen vaiheen
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alkaessa noin vuorokauden kuluttua infektiosta myos vierasproteiinin tuotto kidynnistyy. (Luckow

ym., 1993.)

Edelld kuvattua sukkulavektorin luomista ei tehdd joka kerta uutta proteiinia tuotettaessa, vaan
kerran luotua kantaa voidaan kéyttdd useiden proteiinien tuottoon. Lisdksi useat valmistajat
tarjoavat valmiita E. coli -kantoja, jotka siséltdvat sukkulavektorin ja avustajaplasmidit valmiina.
Yksi kdytetyimmistd kaupallisista paikkakohtaiseen transpositioon perustuvista menetelmistd on
Luckow’n ja kumppaneiden kéyttimaa koejédrjestelméé kohtalaisen tarkasti myotéilevad Invitrogenin
Bac-to-Bac® Baculovirus expression system. Siirtdjivektorin rakentaminen, transposointi
sukkulavektoriin ja hyonteissolujen transfektointi kuuluvat uuden vierasperiistd proteiinia tuottavan

bakulovirusvektorin luomisen tydvaiheisiin.
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3 Tutkimuksen tavoitteet

Pro gradu -tydon tavoitteena oli optimoida [3Glc-T:n tuottoa bakulovirus-hyonteissolu-
tuottojirjestelmédssd seki valita ja testata sopivat 3Glc-T:n puhdistukseen kdytettdvit menetelmat.
Tuoton optimoinnin ja tehokkaan puhdistusmenetelmén valinnan avulla oli tarkoitus tuottaa
mahdollisimman paljon riittdvdn puhdasta B3Glc-T:a tuottokustannusten kuitenkin pysyessé
kohtuullisina. Puhdasta B3Glc-T:a oli tarkoitus kdyttdd entsyymiaktiivisuuden mairitykseen, vasta-

aineiden testaukseen ja rakenteen méiéritykseen.

Tédmin lisdksi tyon tavoitteena oli valmistaa kaksi uutta bakuloviruskantaa, joiden avulla voitaisiin
tuottaa hyonteissoluissa kahteen erilaiseen puhdistuskahvaan histidiiniin ja avidiiniin liitettyd
B3Glc-T:n aminoterminaalista domeenia. Uusien viruskantojen avulla pyrittiin tuottamaan runsaasti
B3Glc-T:n aminoterminaalista domeenia, jotta sitd puhdistusprosessien jilkeenkin olisi riittavésti

rakenteen madritystd varten.

30



4 Menetelmat

Ty6 koostui kahdesta osaprojektista, joista toisessa tuotettiin ja puhdistettiin tdysimittaista 33Glc-
T:a ja toisessa sen aminoterminaalista domeenia (B3Glc-T:n aminohapot 29...240). Jilkimmdinen
projekteista oli vield jaettu proteiiniin liitetyn puhdistuskahvatyypin perusteella avidiini- ja

histidiiniprojekteiksi.

Tutkimustyo aloitettiin optimoimalla olosuhteita B3Glc-T:n tuoton tehostamiseksi, mutta pian
rinnalle otettiin my0s aminoterminaalisen domeenin tuottoon tihtddvit projektit. Jokaiseen
kolmesta projektista liittyy samoja tyOmenetelmid, mutta kaikista 10ytyy my0s joitakin vain

kyseisessd projektissa kiytettyjd menetelmia.

4.1 Bakuloviruskantojen valmistus

B3Glc-T:n aminoterminaalisen domeenin tuottamista varten suunniteltiin ja valmistettiin kaksi
bakuloviruskantaa, joista toinen tuotti histidiinikahvaan ja toinen avidiinikahvaan sidottua
aminoterminaalista domeenia. Tdysimittaisen 3Glc-T:n tuottamiseen uutta bakuloviruskantaa ei
tarvinnut valmistaa, silld tuottoon kéytettiin Christelle Bretonilta (Centre de Recherche sur les

Macromolecules Vegetales, Grenoble, Ranska) saatua valmista viruskantaa.

Uudet bakuloviruskannat luotiin mukaillen paikkakohtaiseen transpositioon perustuvaa Invitrogenin
Bac-to-Bac®-bakulovirusluontimenetelmii, jonka teoriatausta on esitelty kappaleessa 2.5.3.5.
Menetelmédssd rakennettiin ensin hyonteissoluissa tuotettavaksi aiottu DNA-insertti, joka liitettiin
siirtovektoriin. Siirtovektoreiden monistuksen jdlkeen oikean insertin sisdltdneitd siirtovektoreita
transformoitiin bakuloviruksen genomin siséltdviin E. coli —bakteereihin, joissa insertti siirtyi
plasmidista osaksi bakuloviruksen genomia transposition avulla. Virustuotto kdynnistyi, kun
hyonteissolujen péélle lisdttiin eristetyt bakulovirusgenomit ja ne solun sisdin kuljettava reagenssi.
Valmistetut virukset silmikoituivat elatusliuokseen, josta muodostui uusi virusvarasto. (Invitrogen,

2004.
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4.1.1 Siirtovektorien valmistus

Siirtovektorina kaytettiin Invitrogenin Bac-to-Bac® menetelmin mukaista FastBac™™1-plasmidia,

joka oli saatu Henri Nordlundilta (IMT, Tampere). FastBac'“1-plasmidin rakenne on esitetty

kuvassa 4.1.
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4.1.1.1 Inserttien valmistus

Kuva 4.1 Invitrogenin pFastBac'™1:n rakenne.
Plasmidi sisédltdd ampisilliinille vastustuskyvyn
antavan geenin, korkean kopioluvun sallivan
replikaation aloitusalueen pUC-orin ja fl-orin,
jonka aktivoinnin avulla plasmidista voidaan
monistaa yksinauhaista muotoa. Néiden lisdksi
plasmidi sisdltdd Tn7R- ja Tn7L-pdite-elementtien
vdliin ~ jddvdn  mini-Tn7-transposonin,  joka
myohemmaéssd  bakuloviruksen luontivaiheessa
siirretddn  transposition avulla bakuloviruksen
genomiin. Minitransposoni koostuu gentamysiini-
antibiootille vastustuskyvyn antavasta geenista,
polyhedriinipromoottorista  (Ppy), transkription
lopettavasta polyadenylaatiosekvenssistd (SV40
pA) sekd polylinkkerialueesta, johon rakennettu
insertti voidaan liittaa.

Uusien bakuloviruskantojen luonti aloitettiin inserttien suunnittelulla. Histidiinipuhdistuskahvaisen

proteiinin tuottoa varten valmistettiin His-insertti ja avidiinipuhdistuskahvaisen proteiinin tuottoa

varten Avd-insertti. Molemmat insertit rakennettiin polymeraasiketjureaktiomenetelmilld (PCR,

polymerase chain reaction) kéyttden taulukossa 4.1 esitettyd PCR-ohjelmaa. Hybridisaatiolampotila

valittiin jokaisessa PCR-reaktiossa kdytettyjen alukkeiden T-arvojen mukaan.

Taulukko 4.1 PCR-syklin vaiheet. PCR-ohjelmassa vaiheet 2-4 toistettiin 20 kertaa.

Vaihe Lampdtila/ °C| Aika
1. Alkudenaturaatio +94 3 min
2. Denaturaatio +94 1 min
3. Hybridisaatio +40...+70 1 min
4. Elongaatio +72 2 min
5. Loppupidennys +72 10 min
6. Loppuviilennys +4 0...24 h
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Inserttien valmistukseen kéytettiin PCR-reaktioseoksia, jotka koostuivat 1 uM Forward-alukkeesta,
1 uM Reverse-alukkeesta, 0,25 U Amplitaq Gold —polymeraasista (Applied Biosystems), noin 100
ng:sta templaattia, 10xPCR-puskurista (Applied Biosystems) ja 0,2 mM dNTP sekoituksesta, joka
oli valmistettu dATP-, dCTP-, dTTP- ja dGTP-nukleotideista (Fermentas). Kiytetyt alukkeet
tilattiin TAG Copenhagen A/S:Ita ja ne on esitetty taulukossa 4.2.

Taulukko 4.2 Ty0ssé kdytetyt alukkeet.

Aluke Sekvenssi

DIHisl 5° [|5’-CACCATCACCACCATCACCACCTGGTGCCCCGTGGTTCCTCTGAAGATACAAAGAAAGAG-3’

DIHisll 5° |5>-ATGGTGGTGTACATCTCCTACATCTACGCTGACCGTTGGCACCACCATCACCACCATCAC-3’

DIHisllI 5> |5’-CGCGGATCCATGAAGTTCCTGGTGAACGTGGCTCTGGTGTTCATGGTGGTG TACATCTCC-3’

DI3’Kpn  |5>-CGCGGTACCTTAAAACTCAGGCACTGGGGTCAG-3’

Avd5’BamHI |5’-CGCGGATCCATGGTGCACGCAACCTCCCCG-3’

DIS’GGS ~ |5°’-GGTGGCTCCCTGGTGCCCCGTGGTTCCTCTGAAGATACAAAGAAAGAG-3°

Avd3’GGS  |5’-GGGCACCAGGGAGCCACCGGAACCGCCCTCCTTCTGTGTGCGCAGGCG-3°

PCR-reaktioissa muodostuneet tuotteet eroteltiin agaroosigeelielektroforeesi-menetelmin avulla 1-
prosenttisella agaroosigeelillé, joka oli valmistettu Certified Molecular Biology agaroosista (Biorad)
ja 0,5xTBE-puskurista (45 mM Tris-emis, 45 mM boorihappo, 1| mM EDTA, pH 8.0) seka sisélsi
0,5 pul/ml etidiumbromidia. Naytepuskurina kiytettiin 6xLoading Dye Solutionia (Fermentas) ja
standardina Hyperladder I:std (Bioline). Oikean pituinen PCR-tuote puhdistettiin geelistd QIAquick

Gel Extraction —kitill4 (Qiagen), sen ohjeiden mukaisesti.

4.1.1.1.1 His- insertti

His-insertti ~ koostui ~ puhdistuskahvana  toimivasta  histidiini-motiivista, B3Glc-T:n
aminoterminaalisesta domeenista ja ndiden viliin sijoitetusta trombiini-katkaisuentsyymin
tunnistussekvenssistd, jota voitiin kayttdd His-puhdistuskahvan irrottamiseen puhdistetusta
proteiinista. Insertti sisdlsi myods melittiini-signaalin, jonka tehtdvd oli ohjata tuotettu proteiini
eritysreitille. Melittiinin, histidiini-motiivin ja trombiini-katkaisukohdan sekvenssit optimoitiin
hyonteissolutuoton kannalta mahdollisimman suotuisaksi S. frugiperda —solujen Kazukan kodonin
kayttotaulukon (http://www.kazusa.or.jp/codon/) perusteella. Insertin pdihin  suunniteltiin
tunnistussekvenssit BamHI- ja Kpnl-katkaisuentsyymeille, joiden avulla insertti voitiin liittda
FastBac'™1-vektorin MCS-alueelle. Liitteessi 1 on yhteenveto His-insertin osista sekd niiden

sekvensseistd ja sijainnista insertissa.
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B3Gle-T:n aminoterminaalinen domeeni

5 3

B

R RERAR RN RN AR RN N AR RR NN NRRAR RN RAERRRNNNE RN RRREERANE RREE RN

3 5
PCRI

5 3

e o

s i , DI3'Kpn
sis 3 Wp
{rombiini
3 Kpn
3 ylim™ o

DIHISI_SI LAl LU L ULl L Ll L Ll L L Ll L L L L L L L Ll L L L UL L]
o

3

a E . - .
I £ B3Gle-T:n aminoterminaalinen domeeni
5 & 5 3
O o R N R RN R EEEEEEEEEEEEE
ISR R RN RN R TR R R RN SRR RN R RN RN R RN R RN NN R R RN R ENERER RN R ENEEREEREREENRE ERRRENNERRERRRNENNET]
3 e = :5°
5% g
e B
“©
PCRII
5 3
B R RN E R EEEEEEEEEEEEEE)
5' 3' llllLlIIIIJJJllLLIIIIIJllq'
> -
melittiini DI3'Kpn
3
. '
DIHIS[I—S L L L L Lttt L L L L L L L L L L L L]
3’ 5
T Z 2 B3Gle-T:n aminoterminaalinen domeeni
5 £ % B 3
T T T T T T T T T T e T T T T T T T e T T e e T T T T T T T T rTrTrrrrT
TSN EN RN R RN NN N TR RN R RNEN NS RN RN RNENE RN ER RN ENEE TR RN ERN SN NER RN RNE TN RN RN ENNENER NI RN ENNETRNRERNENERRRRRRNNNET!
: R
o
oo
PCR III
5 3
T T T T T T T T T T T T T e T T T T T T T T e T T T T T e T T T T T T T T T T T T T T T T T T T e rTrTrrT
5 Y ARERRERRRERRRNER R RRREEY
. 5
3 ylim. ¥ o€ . -
BamHI DI3Kpn
3
DIHisIII_5*
— [IEEEE RN E RN R R R RN R RN EREENRERRREENENEERRREENEERERR RN ENNE ERRRERNENRERRRRRENEERERREREENNE ERRRERE SRR RRRRNERERRERE
3 5
- E . 3
= = = T £ . . : : .
> = ) 2 2 B3Glc-T:n aminoterminaalinen domeenti
5 ™ [sa] =) o5 B 3
T T T T T T T T T e T T T e T e T T e T T T T T T rrTTrrrTT
[T IR NI N RN TR NI NI R R RN NS TR R R RERE NN TR RN ENT SRR EREN NN SRR EREN RN IR ENEETENREERENE NN SN REENEN NS RIRRENENTE NN RRENNET]
3 g3 g5
S R
-

Kuva 4.2 His-insertin rakentaminen kolmen perdkkiisen PCR:n avulla. Kuvaan on merkitty PCR-
reaktioissa kdytetyt alukkeet ja mitd sekvenssin osia ne aminoterminaaliseen domeeniin lisddvit.
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His-insertin rakentamiseen kiytettiin SES-PCR-menetelmid (stepwise elongation of sequence
PCR), jossa insertin luominen perustui templaatin pidentdmiseen alukkeiden avulla useissa PCR-
reaktioissa. Ensimmaistd reaktiota lukuunottamatta templaattina kiytettiin edellisen PCR:n tuotetta,
jota pidennettiin alukkeiden avulla, kunnes kaikki liitettédvit sekvenssit oli lisdtty. (Majunder, 1992).

Kaavakuva His-insertin rakentamisesta SES-PCR:n avulla on esitetty kuvassa 4.2.

His-insertissd aminoterminaalisen domeenin sekvenssid pidennettiin 123 nukleotidilla 5’-padsté ja
12 nukleotidilla 3’-pédstd. 5’-paén pidennys tehtiin kolmella PCR-reaktiolla ja kéytettyjen 5’-pddn
alukkeiden pituus oli 60 nukleotidia, joista 20 nukleotidid sitoutui templaattiin ja 40 nukleotidia
muodosti uutta sekvenssid. 3’-pddn alukkeena kiytettiin kaikissa PCR-reaktioissa samaa aluketta,
jonka avulla jo ensimmdisen PCR-reaktion aikana luotiin 3’-pddhdn tarvittavat lisdykset.
Ensimmadisessd PCR:ssd templaattina toimi B3Glc-T-geenin sisdltivd plasmidi (p441). Jokaisesta
kuvassa 4.2 kuvatusta PCR:std tehtiin kaksi PCR-reaktiota, joissa kiytettiin eri
hybridisaatiolampétiloja Forward- ja Reverse-alukkeiden erisuuruisten Tgy-arvojen vuoksi.
Taulukossa 4.3 on esitetty kaikissa kuudessa PCR-reaktiossa kidytetyt templaatit, alukkeet,
hybridisaatioldampdtilat ja PCR-tuotteen pituus. PCR-reaktioon kéytetty reaktioseos ja lampdsykli

olivat kappaleessa 4.1.1.1 esitetyn mukaiset.

Taulukko 4.3 His-insertin valmistukseen kiytetyt PCR-reaktiot

PCR-reaktio] Templaatti |Forward-aluke|Reverse-aluke|Pituus| Ty /°C Ty /°C
PCRI p441 DIHisl 5° DI3’Kpn 687 +40 +58
PCRII |PCR I:ntuote| DIHisll 5° | DI3’Kpn | 729 +55 +70
PCR Il |PCR II:n tuote| DIHisIIl 5° | DI3’Kpn 771 +55 +70

Jokaisessa PCR-reaktiossa muodostuneen puhdistetun lopputuotteen pidentyminen varmistettiin ja
kolmannen PCR-reaktion lopputuotteen pitoisuus arvioitiin agaroosigeelielektroforeesin avulla.
Pitoisuuden = mdidritys  tehtiin  vertaamalla  lopputuotteen = vyOhykkeen  paksuutta
standardivyohykkeiden paksuuteen. Silmé@maardisen vertailun perusteella His-insertin pitoisuudeksi

arvioitiin noin 30 ng/ul.

4.1.1.1.2 Avd-insertti

Avd-insertti koostui aminoterminaalisen domeenin sekvenssistd ja puhdistuskahvan muodostavan
avidiinin sekvenssistd, josta transkription lopetuskodoni oli poistettu. Lopetuskodoni sen sijaan
liséttiin aminoterminaalisen domeenin loppuun, jotta transkriptio pééttyi tahén. Erillista eritysreitille

ohjaavaa signaalisekvenssid ei inserttiin tarvittu, silld avidiini-geeni sisdltda eritysreitille ohjaavan
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signaalin. Avidiinin ja aminoterminaalisen domeenin véliin luotiin kuudesta pienestd aminohaposta
koostuva linkkerialue, joka antaa avidiinille ja aminoterminaaliselle domeenille tilaa laskostua ja
litkkua toisistaan vélittdmaittd. Linkkerialueen liséksi avidiinin ja aminoterminaalisen domeenin
véliiin suunniteltiin leikkauskohta trombiini-entsyymille. Tdmé toimi samoin kuin His-insertissékin
eli trombiini-kédsittelyn avulla avidiini voitiin leikata irti tuotetusta proteiinista. Insertin pdihin
suunniteltiin  BamHI- ja Kpnl-katkaisuentsyymien tunnistuskohdat. Liitteessd 2 on esitetty

yhteenveto kaikista Avd-insertin osista, niiden sekvensseistd ja sijainnista insertissa.

Avd-insertin rakennustekniikaksi valittiin neljan alukkeen menetelmi. Tdssd menetelmissd ensin
monistettiin f3Glc-T:n aminoterminaalista domeenia sekd avidiinia omissa PCR-reaktioissaan.
Monistuksissa kiytettyjen alukkeiden avulla avidiinin 3’-pd&hdn muodostettiin sekvenssi, joka
kykeni pariutumaan aminoterminaalisen domeenin 5’-pddhdn alukkeiden avulla muodostetun
sekvenssin kanssa. Tdéméd monistusvaihe (PCR I) on esitetty kuvan 4.3 yldosasassa. Seuraavaan
PCR-reaktioon (PCR 1II) liséttiin kummankin edelld kuvatun PCR-reaktion puhdistettuja
lopputuotteita, jolloin ne kykenivdt hybridisoitumaan toistensa kanssa ja toimimaan seki
templaatteina ettd alukkeina ja ndin muodostamaan sekd B3Glc-T:n aminoterminaalisen domeenin
ettd avidiinin sisédltivin Avd-insertin. Templaattialukkeiden lisdksi PCR-reaktioseokseen liséttiin
Avd5’BamHI- ja DI3’Kpn-alukkeet, jotka monistivat sekd templaattialukkeita ettd niiden

muodostamaa tiysimittaista Avd-inserttid. Tdma rakennusvaihe on esitetty kuvan 4.3 alaosassa.

Aminoterminaalisen domeenin monistuksessa templaattina kéytettiin 33Glc-T-geenin sisdltivaa
441-plasmidia. Avidiinin monistuksessa kaytettiin avidiini-geenin sisdltdvdd plasmidia, joka oli
saatu Henri Nordlundilta (IMT, Tampere). Taulukossa 4.4 on esitetty Avd-insertin valmistuksessa
kéytettyjen PCR-reaktioiden templaatit, alukkeet, hybridisaatioldmpétilat sekd monistettavan alueen
pituus. PCR-reaktioihin kiytetyt reaktioseokset ja lamposyklit olivat kappaleessa 4.1.1.1 esitetyn

mukaiset.

Taulukko 4.4 Avd-insertin valmistukseen kéytetyt PCR-reaktiot

PCR-reaktio Templaatti  |Forward-aluke|Reverse-aluke|Pituus| Ty /°C Ty /°C
PCR law p441 Avd5’BamHI| Avd3’GGS | 687 +40 +58
PCR Iap pAvd DI5S’GGS DI3’Kpn | 492 +60 +60

PCRIl |PCR I:n tuotteet/Avd5S’BamHI| DI3’Kpn | 1149 | +55 +70
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Avidiini B3Gle-T:n aminoterminaalinen domeeni
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Kuva 4.3 Avd-insertin luonti neljdn alukkeen menetelmélld kéyttden templaattina avidiini-geenin
siséltdvaa plasmidia ja B3Glc-T-geenin siséltdvaa plasmidia.

PCR-reaktiossa muodostuneiden lopputuotteiden pituudet tarkistettiin ja PCR II:n lopputuotteen
pitoisuus arvioitiin agaroosigeelielektroforeesin avulla samoin kuin His-insertin yhteydessd on

esitetty. Silmédmaéardisen arvion mukaan Avd-insertin pitoisuus oli noin 2,4 ng/ul.

™1 siirtovektoriin

4.1.1.2 Inserttien liittAminen FastBac
FastBac™1-plasmidi sekd Avd- ja His-insertit pilkottiin BamHI- ja Kpnl —katkaisuentsyymeilld
(Fermentas) valmistajan suositusten mukaisesti. Pilkkoutuneet plasmidit késiteltiin valmistajan
ohjeiden mukaisesti vasikan ohutsuolen alkaalisella fosfataasilla (CIAP) (Fermentas), jotta plasmidi
ei endd yhdistyisi itsensi kanssa. Avd- ja His-inserttiliuoksien sekd pFastBac™™ 1-plasmidiliuoksen
tilavuudet pienennettiin ja edellisten vaiheiden puskurit poistettiin puskurien vaihdon avulla, joka
tehtiin QIAquick PCR Purification —kitin (Qiagen) ohjeiden mukaisesti. Insertit liitettiin

pFastBac™1-plasmideihin Quick T4 DNA -ligaasin (New England Biolabs) avulla.
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4.1.1.3 Siirtovektorin transformointi soluun ja virheettomien kloonien valinta

FastBac™1-siirtovektorit transformoitiin One Shot®*TOP10 —bakteereihin (Invitrogen) Invitrogenin
ohjeiden mukaisesti. His-insertin ja Avd-insertin sisdltdimét transformoidut bakteerit maljattiin
kumpikin omalle ampisilliinia sisdltdville LB agar —maljalle (10 g/l tryptoni, 5 g/l hiivauute, 10 g/
NaCl, 15 g/l bacto-agar, 100 mg/l ampisilliini) ja annettiin kasvaa yon yli +37 °C lampdétilassa.
Seuraavana pidivand kummaltakin transformaatiomaljalta poimittiin yksittdisid bakteeripesdkkeité

puhdasviljelmiksi uusille ampisilliinia siséltidville LB agar —maljoille.

Alustava etsintd oikean insertin sisdltdvistd bakteeripesdkkeistd tehtiin pesdke-PCR-menetelmin
avulla. Edelld muodostetuista puhdasviljelmistd poimittiin 15 Avd-insertin ja 15 His-insertin
oletettavasti sisdltivdd pesdkettd, joista vedettiin viiva ampisilliinia sisédltivéille LB-maljalle.
Positiivisena kontrollina kéytettiin bakteeripesdkettd, joka sisélsi B3Glc-T-geenin p441-vektorissa.
Viivasiirrostettujen bakteerien annettiin kasvaa yon yli +37 °C lampdtilassa. Seuraavana péivana
maljan jokaisesta viivasta poimittiin bakteereita ja ne sekoitettiin templaatiksi pesdke-PCR:n
reaktioseokseen, joka koostui 1 uM Forward-alukkeesta, 1 uM Reverse-alukkeesta, 10xpuskurista

DyNazyme DNA polymeraasille (Finnzymes) ja 0,2 mM dNTP sekoituksesta (Fermentas).

Forward-alukkeena Avd-insertin tunnistamiseen kaytettiin Avd5’BamHI-aluketta ja His-insertin
tunnistamiseen DIHisl 5’-aluketta. Reverse-alukkeena kéytettiin molemmille DI3’Kpn-aluketta.
Bakteerit hajotettiin kuumentamalla reaktioseosta +99 °C:n lampdtilassa 10 minuuttia. Lopullinen
reaktioseos sisilsi 0,4 U/ul:ssa DyNAzyme™ II DNA polymeraasia (Finnzymes), joka liséttiin
reaktioliuokseen juuri ennen PCR-lampdsyklin aloittamista. PCR-ohjelma oli syklien lukuméérii ja
hybridisaatiovaiheen ldmpdétilaa sekd kestoaikaa lukuunottamatta sama kuin taulukossa 4.1 on
esitetty. Syklien lukumédridnd pesidke-PCR-ohjelmassa oli 30, hybridisaatiovaiheen kestona kaksi
minuuttia ja hybridisaatiolimpdétilana +55 °C:ta. PCR-reaktioissa muodostuneet tuotteet tarkistettiin

agaroosigeelielektroforeesin avulla.

Insertin sisdltdvien plasmidien monistusta varten insertin sisdltdvistd bakteeripesdkkeistd tehtiin 5
ml:n kasvatukset ampisilliinia sisdltdvédssd LB-elatusliuoksessa (10 g/l tryptoni, 5 g/l hiivauute, 10
g/l NaCl, 100 mg/l ampisilliini). Bakteeriviljelmistd plasmidit eristettiin QIAprep Spin miniprep -

kitin (Qiagen) ohjeiden mukaisesti.
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Inserttien sekvenssien virheettomyys tarkastettiin 16-kapillaarisella ABI PRISM 3100 —
sekvensaattorilla (Applied Biosystems) kéyttien Big Dye Terminator v3.1 Cycle sequencing —kittid
(Applied Biosystems). Syklinen sekvensointi tehtiin Applied Biosystemsin ohjeiden mukaisesti.
Muodostunut DNA puhdistettiin ja saostettiin etanoli/natriumasetaattisaostuksella, jonka jilkeen
natriumasetaattisuola poistettiin pelleteistd pesemilld ne 70-prosenttisella etanolilla. Puhdistettu
DNA livotettiin 12,5 pl:aan  formamidia (Applied Biosystems) ja ennen sekvensointia
kuumennettiin viisi minuuttia +96 °C limpdtilassa. Sekvensointiin kiytettiin kahta pFastBac' 1-
vektorin kanssa pariutuvaa aluketta, joiden perusteella voitiin todeta oliko insertti liittynyt

pFastBac "l:een oikein. Niiden lisdksi sekvensointiin kéytettiin useita aminoterminaaliseen

domeeniin sitoutuvia alukkeita, jotta koko insertti saatiin sekvensoitua.

Oikean insertin sekvensoinnin mukaan siséltédvistd bakteeripesikkeistd tehtiin kaksi 5 ml:n LB-
elatusliuosviljelméé, joista toisen bakteereista muodostettiin glyserolivarasto liuottamalla bakteerit
50 % glyseroli — 50 % NaCl —liuokseen ja varastoimalla ne —70 °C ldmpdtilaan. Toisen viljelmén
bakteereista eristettiin  bakulovirusluontimenetelmén seuraavassa vaiheessa siirtovektoreina

kiytettivit FastBac'™1-plasmidit QIAprep Spin miniprep-kitin (Qiagen) ohjeiden mukaisesti.

4.1.2 Siirtovektorin transformointi DH10Bac™-bakteereihin

Bac-to-Bac®  -bakulovirusluontimenetelméssd  siirtovektorit transformoitiin ~ kompetentteihin
DH10Bac™ E. coli -bakteereihin, jotka sisilsivit muokatun bakuloviruksen genomin
sukkulavektorina eli bacmidina. DH10Bac'™-bakteereissa siirtovektorin mini-Tn7-transposoni

siirtyi avustajaplasmidien tuottamien entsyymien avulla bacmidiin.

Transformaatiovaihetta varten DH10Bac™™-bakteereja siirrostettiin glyserolivarastosta tetrasykliinia
ja kanamysiinid siséltidville LB-maljalle ja kasvatettin +37 °C lampétilassa yon yli.
Antibioottivalinnan perusteella maljalla kykenivdt kasvamaan vain ne bakteerit, jotka sisdlsivét
vastustuskyvyn tetrasykliinille antavan geenin avustajaplasmideissa sekd kanamysiinille
vastustuskyvyn antavan geenin bacmidissa. Seuraavana pdivdnd bakteereille tehtiin
kalsiumkloridiin perustuva transformaatio. Bakteerit maljattiin kanamysiinid, tetrasykliinid ja
gentamysiinid sisdltdville maljoille, joihin liséttiin Bluo-gal-vériainetta ja IPTG:ta. Pystyédkseen
kasvamaan néitd antibiootteja sisdltdvdlld maljalla DHI10Bac-bakteerien tuli siséltdd
sukkulavektorin ja avustajaplasmidien lisdksi myo0s siirtovektori, joka sisdlsi gentamysiinille
vastuskyvyn antavan geenin. Bakteerien annettiin kasvaa maljalla +37 °C ldmpétilassa yon yli.

Seuraavana pdivdnd maljat siirrettiin +4 °C:n ldmpdtilaan, jotta [-galaktosidaasin Bluo-Gal:sta
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tuottamaa sinistd varid ehtisi muodostua. Jatkokasvatukseen valittiin ne pesékkeet, jotka eivét olleet
kehittineet sinistd virid, silld niissd transpositio siirtovektorista sukkulavektoriin oli tapahtunut ja

aiheuttanut LacZa-geenin lukukehyksen héiriintymisen ja 3-galaktosidaasin toimimattomuuden.

Valkoisia pesdkkeitd viivasiirrostettiin uudelle kanamysiini-, gentamysiini- ja tetrasykliini-
antibioottia sekd IPTG:td ja Bluo-gal:a siséltidville maljalle, jotta voitiin varmistaa poimitun
pesdkkeen olevan valkoinen. Maljalle siirrostettiin my0s kontrolliksi yksi sininen peséke.
Bakteerien annettiin kasvaa yon yli +37 °C:n lampdétilassa sekd kaksi pdivdd +4 °C:n lampotilassa.
Valkoisiksi osoittautuneista bakteereita tehtiin 5 ml:n liemiviljelmét antibiootteja siséltdvassd LB-
elatusliuoksessa, josta 1 ml kdytettiin bacmidin eristdmistd varten ja lopuista 4 ml:sta muodostettiin
glyserolivarastot lisddmalld 4 ml steriloitua glyserolia putkiin ja varastoimalla putket —20 °C

lampdatilaan.

4.1.3 Bacmidin eristaminen ja hydnteissolujen transfektio

Bacmidit eristettiin kdyttden suurten plasmidien eristimiseen kehitellyn menetelmén bacmideille
soveltuvaa muunnelmaa Invitrogenin Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System -oppaan
(Invitrogen, 2004) ohjeiden mukaisesti. Transfektiot tehtiin kuusikuoppalevyilld solutiheydelld
miljoona solua ml:ssa kasvavilla Sf9-hyonteissoluilla. Transfektioon kaytettiin yhtd kuoppaa
kohden 10 pl eristettyja bacmideita. Bacmidit sekoitettiin 9 pl:an Invitrogenin Cellfectin®-
reagenssia, jonka muodostamiin kationisiin lipidirakenteisiin bacmidit pystyivét sitoutumaan ja néin
Cellfectin®-reagenssin mukana kulkeutumaan soluun. Cellfectin®-bacmid-liuosta inkuboitiin puoli

tuntia laminaarissa, jonka jilkeen liuokseen lisattiin 0,8 ml SFX-Insect™"-elatusliuosta (HyClone).

Sf9-soluja sisiltivistd kuopista poistettiin elatusliuos ja tilalle laitettiin Cellfectin®-bacmid-liuos,
jonka annettiin vaikuttaa soluihin 5 tunnin ajan +28 °C ldmpotilassa. Tamédn jélkeen kuopista
poistettiin Cellfectin®-bacmid-liuos ja 2 ml SFX-Insect'"-elatusliuosta lisitiin jokaiseen kuoppaan.
Virusten annettiin monistua kolme vuorokautta, minkd jidlkeen solut irrotettiin kuopista ja
muodostuneet suspensiot siirrettiin Eppendorf-putkiin, joita sentrifugoitiin 5 minuutin ajan 100 x g
voimalla. Sentrifugoinnissa solut pelletoituivat, mutta solun ulkopuolelle silmikoituneet virukset
jdivdat supernatanttiin. Uuteen putkeen siirretty supernatantti muodosti valmistetun viruksen

primaarivaraston.
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4.2 Proteiinin tuottoon kaytetyt solut ja niiden viljely

Tyosséd kéytettiin kahta hyonteissolulinjaa: Sf9-solulinjaa, joka oli saatu Christian Oker-Blomilta
(Jyviskyldn yliopisto) sekd High Five™ —solulinjaa (Invitrogen). High Five™ -soluja viljeltiin
lahinnd vierasproteiinin tuottoa varten, kun taas Sf9-soluja kiytettiin tuoton lisdksi myds muihin

tarkoituksiin, kuten viruksen monistukseen ja plakkimaarityksiin.

4.2.1 Kasvatusolosuhteet

Molempien solulinjojen solut kykenivét kasvamaan sekd kiinnittyneiné alustaan (adherenttiviljely)
ettd vapaana solususpensiossa. Proteiinituottoihin kiytettiin molemmin tavoin kasvavia
soluviljelmid. Adherenttiviljelmid kasvatettiin 50 ml:n (kiinnittymispinta-ala 25 c¢m?®) ja 250 ml:n
(kiinnittymispinta-ala 75 cm?®) soluviljelypulloissa (DB Falcon). Joitakin kokeita tehtiin myds
kuusikuoppalevyilld (DB Falcon), joissa yhden kuopan sitoutumispinta-ala oli 9,6 cm?. Kasvatukset

tehtiin +28 °C lampdatilassa Sanyo MCO-17AIC inkubaattorissa.

Solususpensioviljelyd tehtiin kahdella eri jéirjestelmélld. Toinen perustui sekoittavaan
inkubaattoriin, jonka limpotilaa ja sekoitusnopeutta voitiin sdddelld. Inkubaattorissa soluja voitiin
kasvattaa tavallisissa Erlenmeyer-pulloissa. Toisessa solususpensioviljelyjdrjestelméssd soluja
viljeltiin  tavallisessa inkubaattorissa, mutta erityisesti kasvatusta varten suunnitelluissa
spinneripulloissa. Liuoksen liikkuvuus, ja ndin suspension sdilyvyys, saatiin ndissd pulloissa aikaan
soluliuosta  sekoittavalla magneettisella propellilla. Tédmin pyOrimisnopeutta sdddeltiin
spinneripullon alle asetetun magneettisekoittajan avulla. Pydrimisnopeutena spinnerikasvatuksissa
kaytettiin 800 kierrosta minuutissa. Tdssd nopeudessa koko solususpensio pysyi liikkeessé, mutta ei
aiheuttanut vield solususpension vaahtoutumista. Sekoittavalla inkubaattorilla oli mahdollista tehda
useita kasvatuksia yhtd aikaa, spinneripullomenetelméssd sen sijaan inkubaattorin pienen koon

vuoksi vain yhden tuoton kerrallaan tekeminen oli mahdollista.

Kasvatuksiin kiytettiin seerumia sisiltimitontd SFX-Insect'“-elatusliuosta (HyClone), paitsi
avidiinikahvaan sitoutuneen proteiinin tuoton aikana, jolloin normaalisti biotiinid sisdltivd SFX-

Insect -elatusliuos vaihdettiin biotiinittomaksi SFX-Insect' V-elatusliuokseksi (HyClone).

4.2.2 Soluviljelman yllapito
High Five™- ja Sf9-solulinjan soluja oli aiemmin pakastettu nestetyppeen 10-prosenttisessa

dimetyylisulfoksidissa (DMSO). Solut sulatettiin +28 ©°C:een lammitetyssd vesihauteessa ja
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siirrettiin 50 ml:n soluviljelypulloon, joka sisdlsi 5 ml +28 °C:een lammitettya elatusliuosta. Solujen
annettiin kiinnittyd soluviljelypullon pohjalle 45 minuutin ajan +28 °C lampétilassa. Solujen
kiinnittymisen jidlkeen DMSO:ta sisdltdvd elatusliuos vaihdettiin uuteen +28 °C:n ldmpdiseen

elatusliuokseen. Vuorokauden kuluttua elatuslivos vaihdettiin vield kerran.

Soluviljelmid ylldpidettiin 50 ml soluviljelypulloissa. Soluviljelmédn kasvettua konfluentiksi se
jaettiin uusiin soluviljelypulloihin. Yleensd kiytettiin jakosuhdetta 1:2, jolloin uuteen pulloon
siirrettiin 2 ml soluja ja 4 ml elatusliuosta, mutta kayttGtarpeiden mukaan jakosuhteita muuteltiin.

Soluja kiytettiin korkeintaan 30:n jaon ajan.

Solujen lukuméérd viljelméssd selvitettiin valomikroskoopin ja laskukammion eli hemosytometrin
avulla. Solujen laskentaa wvarten tarvittava ndyte voitiin ottaa suoraan elatusliuoksesta
suspensioviljelmissd. Adherenttiviljelmissd néytteenottoa edelsi solujen irroitus alustastaan.
Naytteet vérjéttiin Trypan Blue —viriaineliuoksella (Sigma-Aldrich), jolloin liuos ja kuolleet solut
véarjaytyivat siniseksi, mutta ehjit solut jdivdt vaaleiksi. Trypan Blue -vériaineliuoksen ja
solususpension sekoitussuhde valittiin arvioidun solutiheyden perusteella. Tavoitteena oli saada
laskettavaan liuokseen sopiva solutiheys eli noin 20-50 solua yhtd laskentaruutua eli 100 nl kohti.
Ruutuja laskettiin véhintddn kymmenen ja tutkittavan ndytteen solutiheys madriteltiin laskettujen

ruutujen soluméddrien keskiarvona.

4.3 Viruksen monistus ja tiitterin tarkistus

4.3.1 Viruksen monistus

Uusien luotujen viruskantojen primaarivarasto sisélsi vain 2 ml virusta, joten ennen isompien
proteiinituottojen tekemistd piti luotua virusta monistaa. Virusten monistuksessa isdntdsoluina
kaytettiin Sf9-soluja. Soluviljelmi infektoitiin vahaiselld maarilla viruksia, jotta virusinfektio levisi
hitaasti, ja ndin elatusliuokseen ehti silmikoitua soluista enemman viruksia. Virusten monistuksessa
MOI-arvona (Multiplicity of infection) kéytettiin 0,1:td, eli infektiohetkelld kymmenté

hyonteissolua kohti oli liuoksessa yksi virus.
Virusten monistusta tehtiin sekd solususpensio- ettd adherenttiviljelmissd. Solut kasvatettiin

logaritmisen kasvun vaiheeseen, jossa solutiheys mairitettiin ja viljelmé infektoitiin. Infektointiin

kéytettdvan virusliuoksen tilavuus valittiin infektoitavien solujen miérdn, valitun MOI-arvon ja
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kdytetyn virusliuoksen tiitterin perusteella. Aminoterminaalista domeenia tuottavilla viruksilla
infektoituja soluja kasvatettiin inkubaattorissa kolme vuorokautta ja B3Glc-T:a tuottavia kuusi

vuorokautta johtuen eri tutkimusryhmien erilaisista kaytdnnoista.

Inkubaation jilkeen solususpensio tai adherenttiviljelmissd elatuslivos kerittiin putkiin. B3Glc-T:a
tuottaneilla viruksilla ndmé putket toimivat suoraan virusvarastona, eli ne siirrettiin +4 °C:n
lampétilaan odottamaan plakkimééritystd. Aminoterminaalista domeenia tuottavien virusten
monistustuotosta keréttyjd putkia sentrifugoitiin 10 minuuttia 800 x g voimalla ja muodostunut

supernatantti siirrettiin virusvarastoksi +4 °C:n ldmpétilaan.

4.3.2 Plakkimaaritys

Plakkiméddrityksen (plaque assay) avulla mééritettiin virusliuoksen tiitteri. Plakkimé&érityksessa
virussuspensiosta tehtiin laimennussarja, jonka eri viruspitoisuuksilla maljalla kasvavia
hyonteissoluja infektoitiin. Solujen ja virusten liikkuvuutta maljalla rajoitettiin  valamalla
agaroosigeeli niiden pdille. Yhdestd viruksesta alkanut virusinfektio ndkyi maljalla muutaman
viikon pédstd plakkina eli vaaleana alueena, jossa oli hajonneita soluja. Viruksen tiitteri voitiin
laskea maljojen plakkien lukumaiiréstd, kun tiedettiin milld virusliuoksen laimennoksella kyseiset

maljat oli infektoitu.

Tutkittavasta virussuspensiosta tehdystd laimennossarjasta kiytettiin yleensd 10, 10° ja 107
laimennoksia, silld viruksen tiitterin oletettiin olevan noin 10° virusta/ml. Plakkiméritykset tehtiin
40—prosenttisesti konfluentteina viljelmina kasvavilla S9-soluilla, joita viljeltiin pohjapinta-alaltaan
21 cm’® kokoisilla maljoilla (Cellstar). Maljojen elatusliuos korvattiin 1 ml:lla laimennossarjan
virusliuosta, jonka annettiin vaikuttaa soluihin tunnin ajan keinuttajalla. Tdmin jélkeen virusliuos
poistettiin ja maljalle valettiin 1,25-prosenttinen agaroosiliuos, joka oli valmistettu lisidmalla 2,5-
prosenttiseen  SeaPlaque®-agaroosiliuokseen (Cambrex Bio Science Rockland, Inc.) 1:1
elatuslivosta. Maljojen annettiin jadhmetty4 laminaarissa noin puoli tuntia, jonka jélkeen ne siirrettiin

+ 28 °C lampéotilaan.

Noin kahden viikon péista plakit yleensi erottuivat maljoilta, mutta laskenta suoritettiin usein vasta
kuukaudenkin kuluttua, jotta kaikki plakit ehtivdt kehittyd. Maljoilta laskettiin, kuinka monta
infektoivaa virusyksikkod kyseisessd laimennoksessa oli ollut, eli montako plakkia ne olivat

maljalle tuottaneet. Yleensd samoilla viruslaimennospitoisuuksilla infektoitiin useampia maljoja ja
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lopullinen tiitteri laskettiin niiden keskiarvona. Negatiivisena kontrollina kdytettiin maljaa, joka
infektoitiin viruslaimennoksen sijaan vedelld. Positiivisena kontrollina toimi jonkin virusliuoksen

laimennos, jonka tiitteri jo tiedettiin.

4.4 Proteiinintuotto ja tunnistus

4.4.1 Proteiinin tuotto

Proteiinin tuottoon kéytettiin sekd adherenteissa ettd suspensioviljelmissd kasvavia Sf9- ja High
Five™-soluja. Proteiinin tuotto kdynnistettiin infektoimalla logaritmisen kasvun vaiheessa olevat
solut. Erilaisia MOI-arvoja testattiin, mutta yleensd solut infektoitiin MOI-arvolla viisi, jolloin
virusten miiré oli siis viisinkertainen infektoitavien solujen miirdin ndhden. Suurta virusmairaa
kayttdimalld pyrittiin infektoimaan kaikki solut samaan aikaan, jotta myds proteiinin tuotto
kdynnistyisi suunnilleen yhtéaikaisesti kaikissa viljelmin soluissa. Proteiinin tuotto soluissa
kéynnistyi bakuloviruksen polh-promoottorin aktivoiduttua noin vuorokauden kuluttua infektiosta.

Tamaén jilkeen tuotettu proteiini voitiin kerédtd sopivaksi katsottuna paivéna.

Suspensioviljelmien kerdyksessa solut ja elatusliuos eroteltiin sentrifugoimalla 800 x g voimalla 10
minuuttia. Supernatantit sdilottiin joko —20 °C:n lampdtilaan, mikéli niistd oli tarkoitus puhdistaa
tuotettua proteiinia tai +4 °C:en ldmpodtilaan, mikédli niitd kaytettiin  virusvarastona.
Sentrifugoinnissa muodostuneet pelletit varastoitiin —20 °C ldmpétilaan tuotetun proteiinin
puhdistusta varten. Ennen sentrifugointia solususpensioista otettiin 0,5 ml néytteet, jotka myds
sentrifugoitiin 800 x g voimalla 10 minuutin ajan. Néistd ndytteistd voitiin analysoida, kuinka hyvin

proteiinin tuotto oli onnistunut

Adherenttiviljelmistd kerdttiin vain elatusliuokset, joita sentrifugoitiin 800 x g voimalla 10
minuuttia. Supernatantit sdilottiin +4 °C:n tai —20 °C:n lampoétilaan kéyttotarkoituksen mukaisesti.
Ennen supernatanttiputken pakastusta siitd otettiin 0,5 ml ndyte elatusliuokseen eritetyn

proteiiniméérén arviointia varten.

4.4.2 Tuoton analysointi
Naytteiden  sisdltdmdt proteiinit eroteltiin  ensin  kokonsa perusteella ~SDS-PAGE:n

(natriumdodekyylisulfaattipolyakryyliamidigeelielektroforeesi) avulla, jonka jédlkeen tuotettu
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proteiini  tunnistettiin  ja tuoton mddrd arvioitiin  vasta-ainetunnistukseen perustuvan

immunoblottauksen avulla.

SDS-PAGE tehtiin Xcell SureLock™ Mini-Cell —ajolaitteessa (Invitrogen) kiyttden 10-prosenttista
Novex” tris-glysiini-valmisgeeleji (Invitrogen). Puskureina kéytettiin Tris-glysiini-ajopuskuria (25
mM Tris-emiés, 192 mM glysiini, 0,1% SDS, pH 8,3) ja Tris-glysiini-ndytepuskuria (63 mM Tris
HCL, 10 % glyseroli, 2 % SDS, 0,0025 % Bromofenolisininen, pH 6,8). Molekyylistandardeina
kéytettiin virjaiimatontd Precision Protein™ -standardia (Bio-Rad), virjittyd Kaleidoscope-
standardia (Bio-Rad) ja virjittyd PageRuler' ™ —standardia (Fermentas). SDS-PAGE tehtiin Xcell

SureLock™ Mini-Cell —ajolaitteen ohjeiden mukaisesti.

Immunoblottauksessa proteiinit siirrettiin  Xcell ™ Blot Modulesiirtolaitteen (Invitrogen)
ohjeiden mukaisesti geelilti Hybond™ —C Extra nitroselluloosakalvolle (GE healthcare Life
Sciences). Siirtopuskurina kéytetiin Tris-glysiini-siirtopuskuria (12 mM Tris-emis, 96 mM glysiini,

20 % metanoli, pH 8,3), siirtoaikana 1,5 tuntia ja siirtojannitteend 25 V.

Ennen vasta-aineisiin perustuvaa proteiinin tunnistusta kalvolla olevat vapaat sitoutumiskohdat
taytettiin (blokattiin) S5-prosenttisella maitoliuoksella, joka oli valmistettu PBST:hen (137 mM
NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPO4, 1,8 mM KH,PO,4, 0,005% Tween-20). Kalvon annettiin
blokkautua maitoliuoksessa sekoittajalla +4 °C:n ldmpdétilassa vdhintdén tunnin, mutta usein yon
yli. Blokkauksen jélkeen kalvoa pestiin kahdella kymmenen minuutin PBST- tai TBST-pesulla
(20mM Tris-HCI, 0,5 M NaCl, 0,005% Tween-20).

4.4.2.1 Histidiinipuhdistuskahvan tunnistus

Primaarisena vasta-aineena histidiinipuhdistuskahvan siséltéville proteiineille kiytettiin kanissa
ztuotettua polyklonaalista His-probe-vasta-ainetta (H-15) (Santa Cruz), joka laimennettiin 1:200 5-
prosenttiseen PBST-maitoon. Primaarisen vasta-aineen annettiin sitoutua +4 °C lampotilassa
vahintdin kahden tunnin ajan, jonka jdlkeen primaarinen vasta-aine pestiin pois kahdella kymmenen
minuutin PBST-pesulla. Sekundaarisena vasta-aineena kiytettiin siassa tuotettua HRP:Il4
(horseradish peroxidase) leimattua AntiRabbit-vasta-ainetta (DAKO), jota laimennettiin 5-
prosenttiseen PBST-maitoon 1:3000. Kalvoa inkuboitiin tdssd vasta-aineliuoksessa +4 °C:n
lampdatilassa sekoittajalla noin kaksi tuntia, jonka jilkeen sitoutumaton sekundaarinen vasta-aine

huuhdeltiin kalvolta kahdella kymmenen minuutin PBST-pesulla.

45



Immunoblottauksen visualisointiin kéytettiin Amersham ECL Plus™ -tunnistusreagensseja
(Amersham Bioscience). Tdméd visualisointimenetelmé perustui sekundaariseen vasta-aineeseen
liitettyyn HRP-leimaan, joka tunnistusreagensseista tehdyn kehitysliuoksen siséltdmien peroksidien
kanssa kykeni muuttamaan kehitysliuoksessa olevia Lumigen PS-3 Acridan -molekyylejé niin, ettd
ne ldhettivit valoa, joka voitiin tallentaa filmille. Filmin annettiin valottua kehitysyksikossa oletetun
proteiinin tuottotason mukaan minuutista 15 minuuttiin. Tdmén jdlkeen filmi kehitettiin SRX-

101 A—kehityslaitteessa (Konica Minolta).

4.4.2.2 Avidiinipuhdistuskahvan tunnistus

Avidiinipuhdistuskahvan tunnistamisessa primaarisena vasta-aineena kdytettiin kanissa tuotettua
polyklonaalista anti-avidiinia (DAKO). Anti-avidiini laimennettiin 1:6000 5-prosenttiseen TBST-
maitoon. Kalvoa inkuboitiin vasta-aineliuoksessa keinuttajalla +22 °C:n lampdtilassa noin tunti,
jonka jilkeen kalvoa pestiin neljdlld viiden minuutin TBST-pesulla. Sekundaarisena vasta-aineena
kaytettiin GAR-AP:ta (goat anti-rabbit alkaline phosphatase) (Bio-Rad), jota laimennettiin 1:2000
5-prosenttiseen TBST-maitoon. My0s timén vasta-aineen annettiin sitoutua tunti huoneenldmmaossa

keinuttajalla, jonka jélkeen kalvoa pestiin neljilla viiden minuutin TBST-pesulla.

Avidiinipuhdistuskahvan  tunnistukseen ja visualisointiin  kdytettiin  menetelmédd, jossa
sekundaariseen vasta-aineeseen liitetty alkaalinen fosfataasi hydrolysoi sille virjiysliuoksen avulla
substraatiksi tarjottuja BCIP-molekyylejd (5-bromo-4-kloro-3-indolyylifosfaatti), poistaen niistd
fosfaattiryhmén. Tdmén jdlkeen vérjdysliuoksen toinen molekyyli NBT (Nitro-Blue-Tetrazolium)
kykenee liittdiméén kaksi BCIP:n fosfaatitonta muotoa yhteen, jolloin tuloksena kalvolle muodostuu
violetinsininen sakka. Ennen tunnistusta kalvon annettiin tasapainottua viisi minuuttia APA-
puskurissa (0,1 M NaHCOs3, 1 mM MgCl,-6H,0). Virireaktio saatiin kdynnistymédén kaatamalla
kalvon pdille APA-puskuria, joka sisdlsi 300 pg/ml NBT:td (Sigma) ja 150 pg/ml BCIP:4 (Sigma).
Virireaktio pysdytettiin tislatulla vedella.

4.4.3 Tuotetun proteiinin puhdistus

Tuotetut proteiinit puhdistettiin affiniteettikromatografiamenetelmilld niiden puhdistuskahvojen
avulla. Puhdistuksen jidlkeen tuotetun proteiinin saantoa ja puhtautta arvioitiin immunoblottauksen

sekd Coomassie- ja hopeavérjdysten avulla.

46



4.4.3.1 Histidiinikahvaisten proteiinien puhdistus

Histidiinikahvaisten ~ proteiinien  puhdistus tapahtui Invitrogenin ~ ProBond™
puhdistusjdrjestelmilld. Puhdistusjirjestelmi oli optimoitu puhdistamaan solun sisélle tuotettua
proteiinia, ja timin vuoksi ProBond™-puhdistusjérjestelméin ohjeiden mukaisesti resiiniin voitiin
kerrallaan sitouttaa vain 8 ml proteiiniliuosta. Hyonteissolutuotossa proteiini oli kuitenkin tarkoitus
erittdd soluliuokseen, jolloin kerédtyn proteiiniliuoksen tilavuus oli huomattavasti 8§ ml:a suurempi.

Tadmaén vuoksi kerdtyn liuoksen tilavuutta pienennettiin ammoniumsulfaattisaostuksen avulla.

Ammoniumsulfaatin kylldisyysprosentiksi saostuksessa valittiin 75 %. Tdmédn kylldisyystason
saavuttamiseksi tarvittava mééra kiintedd ammoniumsulfaattia lisattiin elatusliuokseen hitaasti koko
ajan liuosta sekoittaen. Sakkautumisen annettiin tapahtua yon yli +4 °C:n lampétilassa. Saostuneet
proteiinit eroteltiin sentrifugoimalla 30 minuuttia 5000 x g:n voimalla. Muodostuneiden pellettien

annettiin liueta tunnin ajan jiilld 1 ml:an ProBond™

-puhdistusjérjestelmin sitoutumispuskuria.

Proteiinia puhdistettiin myds solun sisiltd, jolloin ProBond™™-puhdistusjirjestelmad edelsi
hyénteissolujen hajotus, joka tehtiin ProBond™-puhdistusjérjestelmén ohjeiden mukaisesti. Seki
solujen hajottamisen ettdi ammoniumsulfaattisaostuksen lopputuloksena muodostuneet tuotettua
proteiinia sisdltdvdt liuokset puhdistettiin liikkumattoman metallin affiniteettikromatografiaan
perustuvan ProBond™-puhdistusjirjestelmén ohjeiden mukaisesti. Puhdistuksessa muodostuneet

fraktiot sdilottiin —20 °C lampdotilaan.

4.4.3.2 Avidiinikahvaisten proteiinien puhdistus

Avidiinikahvaisten proteiinien puhdistus perustui avidiinin spesifiseen, mutta pH-riippuvaiseen
sitoutumiseen 2-iminobiotiiniin. Avidiini sitoutuu 2-iminobiotiiniin vahvasti pH:n ollessa 9-11,
mutta pH:n aleneminen neljdin muutti 2-iminobiotiinin rakenteen niin, ettd avidiini irtosi 2-

iminobiotiinista. Tadssé tydssd puhdistusresiininid kdytettiin agaroosiin sidottua 2-iminobiotiinia.

Tuotetut avidiinikahvan sisdltdvit proteiinit puhdistettiin ainoastaan solun siséstd. Puhdistus
aloitettiin liuottamalla tuottoviljelméstd kolmantena péivdnd kerdtyistd soluista sentrifugoinnin
avulla muodostettu pelletti 60 ml HilloI-puskuria (50 mM Tris-HCL, 150 mM NaCl, 1 % Triton-
X100 ja 2 mM EDTA). Tamin puskurin annettiin hajottaa soluja jdilld noin puoli tuntia, jonka
jilkeen soluja sonikoitiin Sonics WibraVellTM -laitteella kaksi kertaa 134 s:n ajan 40 %:m

amplitudilla ”1 s on /1 s off” —ohjelmalla.
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Solurippeet pelletoitiin sentrifugoimalla 15 minuuttia 15000 x g:n voimalla +4 °C ldmpdétilassa.
Muodostunut sakka liuotettiin 30 ml:aan pH11-puskuria (50 mM Na,COs;, 1 M NaCl) ja liuoksesta
otettiin analyysia varten nidyte. My0s supernatantista otettiin ndyte ennen kuin sithen liséttiin 60 ml
pH11-puskuria. Liuoksen pH sédédettiin 1 M NaOH:n avulla noin 11:sta. Liuokseen siirrettiin 2 ml
pH11-liuoksessa tasapainotettua 2-iminobiotiiniresiinid (Affiland 2-iminobiotin-Sepharose”™ 4 Fast
Flow), ja avidiinikahvaisten proteiinien annettiin sitoutua siithen tunnin ajan +4 °C limpdtilassa
keinuttajalla. Tamén jdlkeen 2-iminobiotiini ja sithen sitoutuneet proteiinit pelletoitiin
sentrifugoimalla viisi minuuttia 1500 x g voimalla. Muodostuneesta supernatantista otettiin nayte
analyysia varten. Resiinid pestiin pH11-puskurilla kolme kertaa kaatamalla putket tiyteet puskuria,
sentrifugoimalla 5 minuuttia 15000 x g:n voimalla ja tdmin jilkeen kaatamalla supernatantit pois.
Viimeiselld kerralla putkiin jétettiin jonkin verran puskuria, jotta resiini saatiin siirrettya

pylvéiseen.

Pylvéddseen siirron jidlkeen pHI1-puskurin annettiin valua pois pylvédstd. Proteiinin eluointi
aloitettiin lisdamalla pylvddn yldosaan 1 ml pH4-puskuria (50 mM NH4COOH;, pH 4) ja
kerddmaélld pylvddn alaosasta 1 ml:n fraktio. Tatd toistettiin kunnes 10 fraktiota oli kerétty.
Jokaisesta fraktiosta otettiin 20 ul ndytteet SDS-PAGE-analyysia varten. Fraktioiden

proteiinipitoisuus mitattiin NanoDropin ND-1000-spektrofotometrilla.

4.4.3.3 Puhdistuksen analyysit

Puhdistuksista saadut fraktiot analysoitiin immunoblottauksen avulla. Puhdistuksen vaiheista
otetuista ndytteitd voitiin immunoblottauskuvan perusteella arvioida, paljonko tuotettua proteiinia
oli menetetty puhdistuksen eri vaiheissa. Virjiyksid kaytettiin mééritteleméédn kuinka puhdas tuote
oli, eli kuinka paljon puhdistetussa fraktiossa oli muita kuin tuotettua proteiinia.
Virjdysmenetelmind kaytettiin  Coomassie-vériaineeseen perustuvaa menetelmés, jossa SDS-
PAGE-geeli virjattiin metanolista, jddetikkahaposta ja vedestd tilavuussuhteissa 45:10:45 seké 0,1-
prosenttisesta Coomassie Brilliant Blue R-250 —viriaineesta koostuvalla liuoksella ja véri poistettiin
vérinpoistoliuoksella, joka sisdlsi metanolia, jadetikkahappoa ja vettd tilavuussuhteissa 10:10:80.
Coomassie-varjayksen lisdksi kéytettiin herkempdd hopeavérjdystd, jossa SDS-PAGE-geeli

varjattiin Silver Stain Plus -hopeavirjayskitin (Bio-Radin) ohjeiden mukaisesti.
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5 Tulokset
5.1 Té&ysimittaisen f3Glc-T:n tuoton optimointi

B3Glc-T-projektissa pyrittiin tuottamaan ja puhdistamaan 3Glc-T:a. Tuotetusta B3Glc-T:sta oli
kuitenkin ensimmadiset 28 aminohappoa jdtetty pois, silld ndiden oletettiin sekundaarirakenne-
ennusteiden perusteella muodostavan proteiinin elatusliuokseen erittymistd mahdollisesti haittaavan
transmembraanidomeenin. TyoOn aikana julkaistuissa artikkeleissa timé ennuste kuitenkin osoitettiin
vadrdksi ja nykyisin N-terminaalisen pdin oletetaan toimivan solulimakalvostoon ohjaavana
signaalisekvenssind, joka solulimakalvostolla leikkaantuu lopullisesta proteiinista pois. Tédmén

perusteella tuotettu B3Glc-T siis sisélsi kaikki muokatun 33Glc-T:n aminohapot.

Tuottoisdntind  kéytettiin ~ Sf9- ja  High Five™ -hyonteissoluja, jotka infektoitiin
polyhedriinipromoottorin séételyn alaisen f3Glc-T-geenin sisdltdvilld bakuloviruksilla. Tuotettava
polypeptidi sisdlsi B3Glc-T:n aminohappojen lisdksi proteiinin eritysreitille ohjaavan melittiini—
signaalisekvenssin ja X-press- sekd 6xHis-puhdistuskahvat. Sopivia arvoja B3Glc-T:n tuottoon
liittyville muuttujille kuten ldmpétilalle ja infektointihetken solutiheydelle mdééritettiin ensin
adherenttiviljelmissa, silli ndissd kokeiden teko oli solususpensiota edullisempaa ja niitd oli
helpompi toteuttaa. Liséksi kokeita voitiin tehdd useampi yhtdaikaa, mikd mahdollisti tietyn
muuttujan  vaikutuksen tutkimisen muiden muuttujien arvojen  sdilyessd  samoina.
Adherenttiviljelmissd optimoinnin jilkeen siirryttiin testaamaan optimoitujen arvojen sopivuutta
suspensioviljelmiin. Muuttujien erilaisten arvojen vaikutusta [B3Glc-T:n tuottoon arvioitiin
immunoblottauksen avulla, jossa P3Glc-T:n His-puhdistuskahvan tunnistavana vasta-aineena
kaytettiin H-15:t4. Vasta-aineena testattiin my0s antiXpress-vasta-ainetta (Invitrogen). Titd vasta-

ainetta ei kuitenkaan kédytetty, silld se toimi immunoblottauksessa epaspesifisemmin kuin H-15.
5.1.1 Optimointi adherenttiviljelmissa

5.1.1.1 PB3Gle-T:n kerdyspéivin valinta

Tuotettu proteiini pyrittiin kerddméén elatusliuoksesta silloin, kun sen méérd oli suurimmillaan.
Solut tuottivat elatusliuokseen lisdd P3Glc-T:a hyonteissoluinfektion edetessd, mutta samalla
solujen kunto huononi ja proteiinia pilkkovia proteaaseja vapautui enemmin elatusliuokseen, mika
puolestaan véhensi proteiinin méédrdd liuoksessa. Parhaan kerdyspdivan valitsemiseksi tehtiin

koetuottoja, joissa immunoblottauksen avulla analysoitiin pdivittdin elatusliuoksesta kerdtyt
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ndytteet. Pdivdnd nolla otettua ndytettd kaytettiin negatiivisena kontrollina, ja positiivisena

kontrollina toimi B3Glc-T:a siséltdva ndyte.

Kuva 5.1 Immunoblotti 3Glc-T:n midrdn muutoksista elatusliuoksessa kolmannesta seitseménteen
péivdin infektion jilkeen adherentissa High Five'™ —soluviljelmissd, joka oli infektoitu MOI-
arvolla viisi solutiheyden ollessa 1 milj. solua/ml. Kuvaan on merkitty vyohykkeiden yldpuolelle
ndytteenottopdivin numero. Infektointipdivd on méairitelty paivéksi nolla.

Vyohykkeiden paksuutta kuvasta 5.1 vertailemalla voidaan suurimman méiérdn 3Glc-T:a todeta
elatusliuoksessa olevan viidentend pdivana infektion jalkeen. Tétd tulosta vahvistaa kuva 5.2, jossa
kahden eri tuottokokeen tulosten perusteella voidaan tuoton havaita olevan suurimmillaan
neljdnnestd kuudenteen pdivadn. Ndiden kokeiden tulosten perusteella viidettd pdivdd infektion

jélkeen voitiin pitdd suotuisimpana pdivina kerita elatusliuos adherenttiviljelmasta.

5.1.1.2 Optimaalisin infektointihetken solutiheys

Suurimman tuoton aiheuttavaa infektointihetken solutiheyttd etsittiin infektoimalla samalla MOI-
arvolla eri solutiheyksissi kasvavia High Five™ -soluviljelmi. Infektointihetken vertailutiheyksina
kéytettiin 0,5 miljoonaa, 1 miljoonaa ja 1,5 miljoonaa solua millilitrassa elatusliuosta. Kuvassa 5.2
on péivittdin kerdtyt ndytteet solutiheydelld 1,0 ja 1,5 milj. solua/ml infektoiduista soluviljelmista.
Kuvasta voidaan havaita matalammassa solutiheydessd infektoidun soluviljelmédn tuottaneen
huomattavasti enemméin proteiinia kuin korkeammassa solutiheydessd infektoidun viljelmén.
Samanlainen vertailu infektointihetken solutiheyksien 0,5 milj. solua/ml ja 1 milj. solua/ml vililla

osoitti solutiheydelld 1 milj. solua/ml infektoidun viljelméin tuottavan enemmaén 33Glc-T:a.

Kaikilla kolmella vertailtavalla solutiheydelld infektoitujen soluviljelmien tuottaman P3Glc-T:n
miird kolmantena pdivdna infektion jilkeen on esitetty kuvassa 5.3. Kuvasta voidaan havaita
solutiheydelld 1 milj. solua/ml infektoidun soluviljelmén tuottaneen eniten B3Glc-T:a kaikkiin
kuvassa esitettyihin fraktioithin. Tétd havaintoa vahvistaa my6s kuvassa 5.4 esitetyn tuottokokeen

tulokset. Vertailluista kolmesta infektointihetken solutiheydestd voitiin adherenttiviljelmissi
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optimointikokeiden tulosten perusteella pitdd ihanteellisimpana 1 milj. solua/ml. Ero solutiheydelld

0,5 milj. solua/ml infektoituun soluviljelméén ei ollut kuitenkaan suuri.

d 4 D6 3.4 5.6

| || |
(I} I
1 milj. solua/ml 1,5 milj. solua/ml

Kuva 5.2. Immunoblotti B3Glc-T:n médrdn muutoksista elatusliuoksessa adherenttiviljelména
kasvaneissa High Five™ —hyonteissoluissa, jotka on infektoitu MOI-arvolla 10. Viljelmien
solutiheys infektointihetkelldi on ollut 1 milj. solua/ml tai 1,5 milj. solua/ml. Kuvaan on
vyOhykkeiden ylidpuolelle merkitty niytteenottopdivin numero (infektointipdivdi = 0) ja
vyohykkeiden alapuolelle soluviljelmén infektointihetken solutiheys.

5.1.1.3 Tuotetun B3Glc-T:n sijainti soluviljelmissi

Tuotettavaan B3Glec-T:in oli liitetty melittiini-signaali, jonka avulla B3Glc-T ohjattiin
hyonteissolussa eritysreitille, jotta translaation jilkeiset muokkaukset tapahtuisivat mahdollisimman
oikein. Tdmin vuoksi suurimman osan tuotetusta proteiinista oletettiin kulkeutuvan solun
ulkopuolelle. Suspensiotuotoissa, joiden tuloksia késitelldin myohemmin, havaittiin suuren osan
B3Glc-T:sta kuitenkin jédévin solun sisdlle. Timdn havainnon jidlkeen adherenttiviljelmien avulla
tutkittiin -~ B3Glc-T:n sijaintia soluviljelmissd kéyttden eri solulinjoja, ldmpdtiloja ja

infektointihetken solutiheyksia.

B3Glc-T:n sijainnin tutkimista varten infektoiduista soluviljelmistd muodostettiin kerdyspdivina
kolme fraktiota: supernatantti, supernatantin pelletti ja pelletti. Supernatantiksi nimetty fraktio
sisdlsi kaiken B3Glec-T:n, joka oli eritetty ulos solusta. Fraktio oli saatu kerddmailld elatusliuoksen
sentrifugoinnissa muodostunut supernatantti omaksi fraktiokseen. Supernatantin pelletti -ndyte
kuvasi B3Glc-T:n méadrdd soluviljelmédn pohjalta irronneissa soluissa. Supernatantin pelletti
muodostettiin liuottamalla elatusliuoksen sentrifugoinnin yhteydessd muodostunut pelletti samaan
tilavuuteen, kuin mité elatusliuosta alunperin oli ollut. Ndin supernatantin pelletin B3Glc-T:n maara
saatiin analyysissa vertailukelpoiseksi supernatantin B3Gle-T:n mddrdn kanssa. Pelletiksi
puolestaan kutsuttiin fraktiota, joka muodostui kun elatusliuoksen kerdyksen jéilkeen pohjaan
jédneet solut irrotettiin samaan tilavuuteen elatusliuosta kuin supernatanttifraktion tilavuus oli.

Tasta fraktiosta voitiin todeta f3Glc-T:n mééra solujen sisélla.
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Kuva 5.3 Immunoblotti tuotetun B3Glc-T:n sijainnista adherenteissa High Five™ -soluviljelmissa
kolmantena péivani infektion jdlkeen, kun solutiheydelld 0,5 milj. solua/ml, 1,0 milj. solua/ml ja
1,5 milj. solua/ml kasvavia viljelmid oli infektoitu MOI-arvolla 5. Jokaisesta ndytteestd on erikseen
analysoitu elatusliuoksessa oleva B3Glc-T:n miird (supernatantti), kiinnittyneiden solujen sisaltima
B3Glc-T:n méaard (pelletti) sekd maljan pohjalta irronneiden solujen sisdltdma B3Glc-T:n méard
(supernatantin pelletti). Kuvaan on vyohykkeiden yldpuolelle merkitty, mistd soluviljelmédn osasta
kyseisen kaivon ndyte on perdisin (S = supernatantti, P = pelletti ja SP = supernatantin pelletti).
Vyohykkeiden alapuolelle on merkitty infektointihetken solutiheys, eli kuinka monta miljoonaa
solua millilitrassa soluviljelma on siséltinyt infektointihetkella.

Kuvissa 5.3, 5.4 ja 5.5 on analysoitu tuotetun proteiinin sijaintia kuusikuoppalevyviljelmissé
infektion jidlkeen kolmantena pédivand kerdtyistd néytteistd. Tulosten perusteella suurimman osan
tuotetusta B3Glc-T:n médristd voidaan todeta sijaitsevan solun sisilld, toiseksi suurimman osuuden
supernatantti-fraktiossa ja pienimmén supernatantin pelletti —fraktiossa. Téllainen jakautuminen on
selvidsti havaittavissa kuvissa 5.4 ja 5.5. Kuvassa 5.3 supernatantin pelletin fraktiossa on ldhes yhta
paljon B3Glc-T:a kuin solun sisdisessékin fraktiossa. Tdmé johtuu todenndkdisesti soluviljelymaljan
kasittelystd, silli High Five'™ -solut irtosivat hyvin helposti alustastaan. Tilloin pienempikin
tardhdys viljelméssd lisdsi solujen méédrda elatusliuoksessa ja titen pienensi pelletin ja samalla

kasvatti supernatantin pelletin 3Glc-T:n miédrdd analyysissa.

5.1.1.4 Tuottosolulinjan vertailu
Tuotetun proteiinin médra eri solulinjoissa vaihtelee tuotettavan proteiinin mukaan, joten paremmin
B3Glc-T:lle soveltuvan tuottosolulinjan valitsemiseksi vertailtiin yleisimmin hydnteissolutuotossa

kéytettyjen Sf9- ja High Five™ —solulinjojen p3Glc-T:n tuottoa kuusikuoppalevyviljelmissa.

Yhden solulinjavertailukokeen tulos on esitetty kuvassa 5.4. Kuvasta voidaan havaita +28 °C
lampétilassa solutiheydelld 0,5 milj. solua/ml infektoitujen Sf9- ja High Five™ —soluviljelmien
elatusliuokseen erittyneen suunnilleen yhtdpaljon B3Glc-T:a. Solujen sisdisessd fraktiossa B3Glc-
T:a on kuitenkin tuottunut enemmén High Five™ —soluviljelmissi. Solutiheydelld 1 milj. solua/ml

infektoiduissa soluviljelmissd havaitaan High Five™ —solujen tuottaneen seki erittdneen p3Gle-T:a
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elatusliuokseen huomattavasti Sf9-soluja enemmain. Téassd kokeessa solutiheydelld 1 milj. solua/ml
infektoitujen Sf9-solujen B3Glc-T:n tuotto oli kuitenkin normaalisti havaittua vahdisempii, joten
solulinjojen vertailu kyseiselld solutiheydelld tidmdn kokeen perusteella ei anna oikeaa kuvaa

solulinjojen B3Glc-T:n tuottotehokkuuden eroista.

Kuva. 5.4 Immunoblotti adherenteissa Sf9- ja High Five™ -soluviljelmissi tuotetusta B3Glc-T:n
madrdstd kolmantena pédivénd infektion jilkeen, kun solutiheydelld 0,5 milj. solua/ml ja 1,0 milj.
solua/ml kasvavat viljelmdt on infektoitu MOI-arvolla viisi. Jokaisesta ndytteestd on erikseen
analysoitu elatusliuoksessa oleva B3Glc-T:n maard (supernatantti), kiinnittyneiden solujen sisiltima
B3Glc-T:t madrd (pelletti) ja maljan pohjalta irronneiden solujen sisdltimid B3Glc-T:t mééra
(supernatantin pelletti). Kuvaan on vydhykkeiden yldpuolelle merkitty mistd soluviljelmén osasta
kyseisen kaivon ndyte on perdisin (S = supernatantti, P = pelletti ja SP = supernatantin pelletti).
Néiden kirjainten yldpuolelle on merkitty infektointihetken solutiheys ja alapuolelle, misti
solulinjasta kyseinen ndyte on perdisin.

Edelld kuvattua koetta tyypillisemmat tulokset solutiheydessd 1 milj. solua/ml infektoitujen S9- ja
High Five™ —soluviljelmien B3Glc-T:n tuotosta on esitetty kuvassa 5.5. Kun kuvasta tarkastellaan
+28 °C:n lampétilassa tehtyjen tuottokokeiden tuloksia, havaitaan High Five ™ -solujen tuottavan
Sf9-soluja enemmain B3Gle-T:a jokaiseen tutkittuun fraktioon, mutta ero ei kuitenkaan ole niin
suuri kuin kuvassa 5.4. Kuvan 5.5 mukainen ero oli havaittavissa useammissa kokeissa, joten
niiden perusteella voitiin High Five'™ —solujen todeta tuottavan ja erittivin solun ulkopuolelle
enemmin B3Glc-T:a kaikissa tutkituissa lampétiloissa sekd infektointihetken solutiheyksissd kuin

Sf9-solujen.

5.1.1.5 Kasvatuslimpotilan vertailu

Lampdtilan vaikutusta proteiinin tuottoon testattiin kuusikuoppalevyilld kasvavilla Sf9- ja High
Five™ —soluviljelmilli. Molempien solulinjojen kasvatuslimpétilaksi suositeltiin +28 °C:sta.
Proteiinin tuottoa alemassa ldmpotilassa haluttiin kuitenkin kokeilla, silld solujen kasvattaminen
huoneenldmmossd olisi mahdollistanut useamman spinneripullokasvatuksen kerrallaan. Tdmin
liséksi lampdotilan laskun ajateltiin hidastavan solujen toimintaa, jolloin B3Glc-T:n muokkaukselle

ja erittdmiselle ulos solusta jdisi enemméin aikaa. Tdmén perusteella solusta uloserittyneen B3Glc-
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T:n méérdn ajateltiin kasvavan solun sisédlle jadvaidn osuuteen verrattuna. Kuvasta 5.5 kuitenkin
havaitaan solun sisdisen ja ulkoisen B3Glc-T:n suhteellisten osuuksien sdilyvén ldhes samanlaisina
+28 °C:n ldmpdtilassa kuin +22 °C:n ldmpdtilassakin. Solunsisdisen B3Glc-T:n méédrdd on
immunobloteista hieman vaikea tarkasti maarittdd, koska fraktion nidytteistd ajautunut vyohyke ei

ole kovin tarkkarajainen.

B3Glc-T:n tuottomddrien osalta koe osoitti, etti High Five'™ —solut tuottivat P3Glc-T:a
molemmissa testatuissa ldmp6tiloissa yhtd hyvin. Sf9-soluilla sen sijaan +22 °C:n ldmpdtilassa
kasvavat solut tuottivat huomattavasti vihemmaén B3Glc-T:a kuin +28 °C:n ldmpdétilassa kasvavat

solut.

Kuva 5.5 Immunoblotti adherenteissa +28 °C:n tai +22 °C:n lampdtiloissa kasvatetuissa Sf9- tai
High Five™ -soluviljelmissi tuotetusta B3Glc-T:n méiristd kolmantena paivini infektion jilkeen,
kun solutiheydelld 1,0 milj. solua/ml oleva soluviljelmd on infektoitu MOI-arvolla 5. Jokaisesta
ndytteestd on erikseen analysoitu elatusliuoksessa oleva B3Gle-T:n méddrd (supernatantti),
kiinnittyneiden solujen sisdltimd P3Glc-T:n méadrd (pelletti) sekd maljan pohjalta irronneiden
solujen sisdltdmi B3Glc-T:n midrd (supernatantin pelletti). Kuvaan on vyohykkeiden yldpuolelle
merkitty kasvatuslampétilat ja niiden yldpuolelle, mistd soluviljelméin fraktiosta on kyse (S =
supernatantti, P = pelletti ja SP = supernatantin pelletti). Vyohykkeiden alapuolelle on merkitty
misti solulinjasta kyseinen niyte on perdisin.

5.1.2 B3Glc-T:n tuotto suspensioviljelmissa

5.1.2.1 High Five™ —solujen kasvatus suspensiossa
Adherenttiviljelméikokeiden perusteella lampdtilan lasku optimaalisesta +28 °C:sta +22 °C:een ei
vaikuttanut High Five™-solujen tuottamaan B3Glc-T:n misrdsn. Tamin tuloksen perusteella

ensimmadisid spinnerikasvatuskokeiluja tehtiin sekd +22 °C:n ettd +28 °C:n lampdtilassa. Ndiden

54



kasvatusten aikana tarkkailtiin silmdmadrdisesti mahdollisia muutoksia solususpensiossa ja otettiin

paivittdin ndytteitd, joista laskettiin solutiheys seki jakautuvien solujen maara.

Ensimmaisid suspensioviljelyjd varten High Five™ -soluja kasvatettiin kahdessa isossa (75 mm?)
soluviljelypullossa, joista ne siirrettiin 100 ml elatusliuosta sisdltivdidn spinneripulloon.
Aloitussolutiheydeksi tuli tdlloin noin 300 000 solua/ml. Kuvassa 5.6 on tyypillinen kasvukdyra
solususpensioon alle 500 000 solua/ml alkusolutiheydelld siirretyilli High Five™-soluilla. Seka
+28 °Cmn ettd +22°C:n ldmpdtiloissa kasvatetuissa solususpensioissa havaittiin vuorokauden
kestdva viivevaihe (lag-vaihe) ennen kuin adherentista viljelmaésti siirretyt solut alkoivat jakaantua
suspensioviljelméssd. Viivevaiheen jidlkeen solujen méédrdn havaittiin  kaksinkertaistuvan
vuorokaudessa noin kolmen vuorokauden ajan, kunnes jakaantuminen taas hidastui.
Jakaantumisnopeus oli hieman alhaisempi +22 °C lampdétilassa kasvatetussa solususpensiossa kuin

+28 °C:een lampotilassa kasvatetussa.

Solutiheyden muutos suspensiokasvatuksessa
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Kuva 5.6. Solutiheyden muutos solususpensiokasvatuksessa +22 °C:n ldmpdétilassa neljén
vuorokauden aikana solujen siirrosta adherenttiviljelméastd suspensioon.

Suspensiossa soluja voitiin ylldpitdd siirtdmédlld vanhasta suspensiosta riittdvasti soluja uuteen
lammitettyyn elatusliuokseen. Eri solusiirtomddriin perustuvien kokeiden perusteella havaittiin
solujen lukuméérdan kaksinkertaistuvan ilman viivevaihetta, mikdli wuuden kasvatuksen
lahtdsolutiheys oli noin 700 000 solua/ml. Tatd voitiin pitdd my0s proteiinituottoon sopivana
infektointihetken solutiheyden alarajana, silld télloin solut varmasti olivat logaritmisen kasvun

vaiheessa.
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Eri ldmpotiloissa kasvatetut viljelmét poikkesivat toisistaan kasvunopeuden lisdksi myds
jakautuvien solujen suhteellisessa maddrdssd, silld +22 °C:n  ldmpotilassa kasvatetussa
solususpensiossa jakautumisvaiheessa olevien solujen osuus kaikista soluista oli ensimmdisien
pdivien aikana ldhes 50 % lasketuista soluista. Vastaavanlaista ilmiotd ei ollut havaittavissa +28
°C:n lampétilassa kasvatetussa soluviljelméssd, vaan jakautuvien solujen médird oli normaali, eli
noin 20 % kaikista soluista. Jakautuvien solujen suuren osuuden epdiltiin aiheutuvan solun
jakautumisen pysdhtymisestd mitoosin loppuvaiheeseen, ei niinkddn siitd, ettd jakautumista
tapahtuisi enemmain. Ndiden erojen lisdksi +22 °C:n lampoétilassa kasvatetussa viljelméassi havaittiin
huomattavasti enemmain solukekoja, jotka sisélsivdt kymmenistd satoihin kasaantuneita soluja.
Néiden havaintojen perusteella proteiinin tuotto solususpensiossa péétettiin tehdd +28 °C

lampdatilassa, silld solut nédyttivét jakautuvan ja kasvavan normaalimmin tdssa lampdatilassa.

5.1.2.2 B3Gle-T:n tuoton optimointi solususpensioviljelmiissi

B3Glc-T:n ihanteellisen kerdyspédivian madritystid varten solutiheydelld 1,5 milj. solua /ml kasvava
viljelmé infektoitiin MOI-arvolla viisi. Nama arvot oli valittu Invitrogenin soluviljelyohjeen
suositusarvojen mukaisesti. Solususpensiosta keridttiin ndytteet infektoinnin jilkeen seitsemén
pdivan ajalta, ja ne analysoitiin immunoblottauksen avulla. Tuotettu proteiini keréttiin
seitsemantend paivind mahdollista puhdistusta varten. Kuvasta 5.7 voidaan havaita solususpension
sisdltdneen eniten proteiinia neljdntend ja viidentend péivénd, joten timén kokeen perusteella myds
solususpensioviljelmissd kuten adherenttiviljelmissédkin  viides pdivd vaikutti sopivalta

kerdyspaivalta.

Kuva 5.7 Immunoblotti High Five™ -solususpension P3Gle-T:n médristd seitsemind péivind
infektion jdlkeen. Kasvatuslampdtilana kokeessa kaytettiin +28 °C, infektiohetken solutiheytend 1,5
milj. solua/ml ja MOIl-arvona viittd. Kuvaan on vydhykkeiden yldpuolelle merkitty
ndytteenottopdivin numero (infektointipdiva = 0).

Seuraavasta suspensioviljelmistd proteiinit kerdttiin edellisen tuloksen perusteella viidentend

pdivand. Solususpensio sentrifugoitiin ammoniumsulfaattisaostusta varten, ja saostettavaksi aiotusta
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supernatantista otettiin ndyte. Naytteen B3Glc-T:n pitoisuus tarkistettiin immunoblottauksella, joka
paljasti, ettei tutkittu ndyte sisdltdnyt havaittavaa mairdd B3Glc-T:a, vaan tuotettu proteiini oli
sentrifugoinnin yhteydessd todennékdisesti jadnyt pellettiin. Tétd oletusta testattiin adherenteissa
kuusikuoppalevyviljelmissé, joiden tulokset on esitelty adherenttituottojen yhteydessd kappaleessa
5.1.1.3. Néiden kokeiden lisdksi B3Glc-T:n sijaintia tutkittiin my0ds suspensioviljelméssd. Téssa
kokeessa solutiheydelld 1,5 milj. solua/ml kasvava suspensioviljelmé infektoitiin MOI-arvolla viisi.
Infektion jdlkeen viljelmistd keréttiin pdivittdin néytteet, jotka késiteltiin sentrifugoimalla solut
pohjaan. Sentrifugoinnissa muodostuneet supernatantit siirrettiin omaksi fraktioikseen, jotka siis
sisélsivdt soluliuokseen eritetyn [B3Glc-T:n. Toisen fraktion muodostivat sentrifugoinnissa
pelletoituneet solususpension solut, jotka liuotettiin supernatanttifraktion suuruiseen tilavuuteen
elatusliuosta. Kuvassa 5.8 on tulokset tistd tuottokokeesta, jotka vahvistavat adherenttituotoista
saatua havaintoa eli suurin osa tuotetun 3Glc-T:n madrdstd jad solujen sisélle. Kuvasta voidaan
my0s havaita supernatanttindytteiden B3Glc-T:n médrdn laskeneen jo neljintend pdivédnd, joten
elatusliuoksesta keritylle B3Glc-T:lle otollisempi kerdyspdiva tdimén kokeen perusteella on kolmas

tai jopa toinen paiva.

P S 'P § P S P0S

Kuva. 5.8 Immunoblotti High Five™ -solususpension B3Glc-T:n médrdstd neljind péivind
infektion jilkeen. Jokaisesta nédytteestd on erikseen analysoitu elatusliuoksessa olevan B3Glc-T:n
médrd (supernatantti) ja solujen sisdltdmd B3Gle-T:n madrd (pelletti). Kasvatuslimpdtilana
kokeessa on kiytetty +28 °C, solutiheytend infektiohetkelld 1,5 milj. solua/ml sekd MOI-arvona
viittd. Kuvaan on vyohykkeiden ylidpuolelle merkitty ndytteenottopdivin numero (infektointipaiva =
0) ja vyohykkeiden alapuolelle fraktio, josta ndyte on perdisin ( S = supernatantti ja P = pelletti).

Soluviljelmén infektointia eri solutiheyksilli kokeiltiin  my06s solususpensioviljelmissé.
Ensimmdiset  suspensioviljelmdt  infektoitiin  solutiheydelld 1,5 milj. solua/ml.
Adherenttiviljelmédkokeet olivat kuitenkin osoittaneet tuottavimman infektointihetken solutiheyden
olevan noin 1 milj. solua/ml. Tédmin perusteella suspensioviljelmd kokeiltiin infektoida
solutiheydelld 700 000 solua/ml. Suspensiosta otettiin joka pdivd ndyte, josta sentrifugoinnilla

erotettiin solut ja elatusliuos omiksi fraktioikseen. Immunoblottauksen tulokset néisti fraktioista on
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esitetty kuvassa 5.9. Kuvasta voidaan havaita B3Glc-T:n méadrdn téssd kokeessa olleen

suurimmillaan jo toisen pdivin kohdalla ja neljdnteen paivdan mennessd vahenevin huomattavasti.

Kuvan 5.9 fraktioita voidaan verrata kuvassa 5.8 esitettyihin korkeammalla solutiheydelld
infektoidun soluviljelmédn fraktioihin. Té&min vertailun tuloksena voitaisiin alemmalla
solutiheydelld infektoituneen todeta tuottaneen P3Glc-T:a enemmén infektion ensimmaiisind
pdivind. Vertailu kahden immunoblotin vililld ei kuitenkaan ole kovin luotettavaa, vaikka
immunoblotit on tehty samalla tekniikalla ja nidytetilavuuksilla. Tuottavimman infektointihetken
solutiheyden luotettavampi méadritys olisikin vaatinut useampia tuottoja eri solutiheyksilld. Néiden
kokeiden tulosten perusteella noin 1 milj. solua/ml oleva solutiheys infektointihetkelld olisi tuoton

kannalta ihanteellinen my0s suspensioviljelmissa.

Kuva. 5.9 Immunoblotti High Five'™ -solususpension B3Glc-T:n médrdstd viitend péivind
infektion jdlkeen. Jokaisesta néytteestd on erikseen analysoitu elatusliuoksessa oleva B3Glc-T:n
médrd (supernatantti) ja solujen sisdltdmd B3Gle-T:n madrd (pelletti). Kasvatusldmpdtilana
kokeessa on kdytetty +28 °C, solutiheytend infektiohetkelld 0,7 milj. solua/ml sekd MOI-arvona
viittd. Kuvaan on vy6hykkeiden yldpuolelle merkitty ndytteenottopdivin numero (infektiopdiva = 0)
ja vyohykkeiden alapuolelle fraktio, josta ndyte on perdisin ( S = supernatantti ja P = pelletti).

Suspensioviljelyn optimoinnin teki ongelmalliseksi tulosten vaihtelevuus, silld vaikka tuotot
pyrittiin tekemédéin samalla tavoin, tuottomairét saattoivat olla vaihtelevan suuruisia. Erddnd syyni
tdhin saattoi olla kdytettyjen solujen eri ylldpitoajat, eli montako jakoa niille oli tehty. My®s solujen
eri pakastuserien vélilld mahdollisesti oli vaihtelua. Todennékdisin syy eroille saattoi aiheutua
kaytetyistd virusvarastoista, silld tuottoihin kdytettiin useasta eri virusmonistuksesta perdisin olevia
virusliuoksia. Néiden virusliuosten tiitterit vaihtelivat, jolloin virusliuosta jouduttiin kasvatuksiin

lisddamaén eri tilavuuksia.
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5.2 pB3Glc-T:n puhdistus

Suurimman osan tuotetusta [B3Glc-T:sta tiedettiin optimointikokeiden tulosten perusteella
sijaitsevan kerdyshetkelld solujen sisélli ja vain noin neljdsosan tdstd mdadrdstd erittyvin
elatusliuokseen. Téstd huolimatta B3Glc-T péétettiin puhdistaa elatusliuoksesta, silld nédin haluttiin
varmistaa, ettd tuotettu proteiini oli kulkenut proteiinin muokkauskoneiston lépi ja timén ansiosta
saavuttanut mahdollisimman oikean, aktiivisen muotonsa. Solun siséltd eristetystd B3Glc-T:sta
samaa ei voitu varmuudella sanoa, silld todennékdisesti kyseinen fraktio sisdlsi useassa eri
muokkausvaiheessa olevia, sekd kokonaan muokkaamattomia B3Glc-T-molekyylejd. Kaikki
erilaiset B3Glc-T:n muodot kuitenkin puhdistuivat nikkelipylvédseen perustuvassa puhdistuksessa

ja niiden ldsnéolo olisi saattanut vaikeuttaa rakenteenmadritysta.

Solun sisdlld olevien sokeroimattomien [3Glc-T-muotojen olemassa oloa vahvistivat
immunoblottauskuvat, joissa pelleteistd otetuista ndytteistd havaittiin oikean kokoisen B3Glc-T -
vyohykkeen alapuolella toinen vyohyke. Téllainen vyohyke erottuu selkedsti esimerkiksi kuvan 5.8
ensimmdisen paivan pelletistd otetussa nédytteessd. Téatd kevyempéd proteiinia ei ole havaittavissa
yhdessékdin supernatantista analysoidussa néytteessd, eikd sitd myodskddn ole infektiohetkelld
otetuissa pellettindytteissd. Néin voidaan olettaa, ettei kyseinen vydhyke ole perdisin solun omista

proteiineista, vaan todennikoisesti sisdltdd B3Glc-T:n sokeroimatonta muotoa.

Elatusliuoksesta puhdistettaessa liuoksen tilavuus tuli pienentdd ennen puhdistuspylviiseen siirtoa.
Elatusliuoksen konsentrointi tehtiin ammoniumsulfaattisaostuksella. Tdmé vaihe osoittautui
puhdistuksen ongelmallisimmaksi, silld B3Glc-T:n saanto vdheni saostuksen aikana usein
huomattavasti. Erityisesti solususpensioviljelmistd kerittyjen elatusliuosten B3Glc-T:n hévikki oli
saostuksen aikana erittdin suuri. Havikin aiheuttajaksi epdiltiin proteaaseja, vaikka alunperin
proteaasien ajateltiin menettdvin toiminnallisen muotonsa ammoniumsulfaattisaostuksessa kadytetyn
korkean suolapitoisuuden vuoksi. B3Glc-T:n hévikkid pyrittiin - vdhentdméén lyhentdmélla
inkubaatioaikaa sekd tekemdilld saostus jddhauteella +4 °C:en ldmpdtilassa. Niiden lisdksi
ammoniumsulfaatin sekoitusnopeutta liuokseen vaihdeltiin. Muutosten ei havaittu aiheuttavan
suuria eroja saostuksen lopputulokseen ja havikki jdi suspensiotuotoilla niin suureksi ettei

ammoniumsulfaattisaostuksen jidlkeen kannattanut jatkaa B3Glc-T:n puhdistusta.
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Adherenttiviljelmistd keréttyjen tuottojen puhdistuksessa ammoniumsulfaattisaostuksen todettiin
toimivan suunnitellusti. Kahden adherenttiviljelmasta kerdtyn elatusliuoksen
ammoniumsulfaattisaostuksen tulokset ovat kuvassa 5.10. Kuvasta voidaan havaita suolasaostuksen
toimineen, silld supernatanttiniytteissd ei ole havaittavissa B3Glc-T:a, mutta pellettindytteissi
B3Glc-T:a sen sijaan on alkuperdistd liuosta enemmén. Havinneen B3Glc-T:n miirdd on kuvasta
hieman vaikea arvioida. Jos hévioti ei olisi tapahtunut, tulisi P1- ja P2- ndytteiden vydhykkeiden

olla noin 20 kertaa suurempia kuin ndytevyohykkeiden.

Kuva 5.10 Immunoblotti kahden adherenttiviljelmasta kerdtyn tuoton
ammoniumsulfaattisaostuksista. N1 ja N2 ovat kahdesta 20 ml:n adheesiotuoton elatusliuoksesta
otetut ndytteet ennen ammoniumsulfaattisaostusta. S1 ja S2 ovat ammoniumsulfaattisaostuksen
jilkeisen sentrifugoinnin  supernatanteista otetut niytteet. P1 ja P2 ovat niytteet
ammoniumsulfaattisaostuksen jdlkeisestd sentrifugoinnista muodostuneista pelleteistd, jotka on
livotettu 1 ml:an ProBond™ —pylviin sitouttamispuskuria. Kaikki niytteet olivat tilavuudeltaan
100 ul, ja niaytetilavuus SDS-page geelilld oli 15 ul. Vyohykkeet eivét ajautuneet geelilld tdysin
samalle korkeudelle, koska geeli védntyili ajon aikana niytteiden suuren suolapitoisuuden vuoksi.

Ammoniumsulfaattisaostuksen jdlkeen adherenttiviljelmistd perdisin olevan B3Glc-T:a siséltidvin
liuoksen puhdistusta jatkettiin Invitrogenin ProBond™-puhdistusjirjestelmalld. Nikkeliresiiniin
sitoutumattomasta liuoksesta seké sitouttamisen jilkeen resiinille tehdyistd pesuista otettiin naytteet.
Kuvassa 5.11 on yhden puhdistuksen analysointia varten tehty immunoblotti. Kuvasta voidaan
ndhdd, ettd B3Glc-T:a ei ole havaittavissa resiiniin sitoutumattomassa fraktiossa, eli pylvddn
voidaan olettaa sitoneen kaiken liuoksessa olleen B3Glc-T:n. Myo6skéddn pesufraktioissa ei ole
B3Glc-T:a, mikd osoittaa tuotetun proteiinin pysyneen pylvddssd kaikkien pesujen ajan.
Puhdistuksen lopputuloksena muodostuneita fraktioita tarkastelemalla voidaan todeta suurimman

osan 3Glc-T:sta eluoituneen yhteen yhden millilitran fraktioon.

Puhdistuksen tehokkuutta arvioitiin Coomassie-virjiyksen avulla. Coomassie-viriaineella vérjatyn

geelin perusteella ProBond™

-jarjestelmd ndytti toimineen tehokkaasti, silld liuoksesta ennen
puhdistusta otetussa ndytteessd oli huomattavan paljon erikokoisia proteiineja samoin kuin resiiniin

sitoutumattomassa fraktiossa ja ensimmadisestd pesuliuoksesta otetuissa ndytteissd. Puhdistetusta
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fraktiosta 2 otetussa néytteessa oli sen sijaan havaittavissa vain yksi proteiini, joka molekyylipainon

mukaan todennikdisesti sisélsi B3Glc-T:a.

N ES P, P, P, F1 F2 F3 F4 F5

Kuva 5.11 Immunoblotti puhdistuksen vaiheista ProBond™-puhdistusjirjestelmin avulla. Kuvaan

on N:114 merkitty puhdistettava ammoniumsulfaattisaostuksesta tullut niyte, jonka tilavuus oli 3,1
ml. ES:llId on kuvaan merkitty ndyte resiiniin sitoutumattomasta fraktiosta. Fraktio siis kuvaa
B3Gle-T:n méaardd, joka ei ole sitoutunut pylvddseen sitouttamisen aikana. PI, PII ja PIII ovat
niytteet resiinin pesuliuoksista pesujen jilkeen. FI - F5 ovat néytteet pylvaista eluoituneista 1 ml:n
fraktioista.

Kuva 5.12 Hopeavirjiayskuva ProBond"-puhdistusjirjestelmén tuloksena muodostuneesta
puhdistetusta fraktiosta 2 sekd sen pitoisuuden méérittimistd varten laaditusta BSA-
standardisuorasta. Kuvaan on F2:lla merkitty kaivo, johon 10 ul puhdistettua niytettd on pipetoitu.
BSA-standardisuoran kaivojen ylidpuolelle on merkitty grammamaiirit, paljonko kyseisessé
kaivossa on BSA:ta.

Tarkempi arvio puhdistetun fraktion puhtaudesta tehtiin hopeavirjdyksen avulla. Samalla pyrittiin
arvioimaan B3Glc-T:n maidrdd puhdistetussa fraktiossa. Tatd varten BSA:sta (bovine serum
albumin) tehtiin laimennossarja, jonka avulla hopeavérjdttiville geelille muodostettiin

standardisuora. Puhdistetun B3Glc-T:a siséltivdn fraktion pitoisuus mdidritettiin vertaamalla
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puhdistetun fraktion niytteestdi muodostuneen vyohykkeen paksuutta BSA-vyOhykkeiden

paksuuteen. Kuvassa 5.12 on hopeavirjiyksen tulokset.

Standardisuoraan kdytetty BSA ei ollut puhdasta, mikd hankaloittaa pitoisuuden arviointia. Kuvan
perusteella voidaan puhdistetun B3Glc-T:n méarian kaivossa F2 arvioida olevan vihintddan 100 ng.
Tédmin arvion perusteella puhdistetussa 1 ml ndytteesséd oli noin 10 pg B3Gle-T:a. Taméd madré oli
saatu puhdistamalla B3Glc-T kahdesta adherenttiviljelmidstd, joiden elatusliuoksen tilavuus oli
yhteensd 40 ml. Adherentissa soluviljelmissd oli siis kerdyspdivdnd ollut noin 250 ng/ml
elatusliuokseen erittynyttd B3Glc-T:a. Puhdistetun fraktion proteiineista kuvan 5.12 perusteella

arvioitiin vahintdan 70 %:n olevan f3Glc-T:a.

5.3 B3Glc-T:n aminoterminaalista domeenia tuottavien bakulovirus-

vektorien valmistus
Toisessa osaprojektissa valmistettiin kaksi uutta bakulovirusvektoria, joiden avulla oli mahdollista
tuottaa B3Glc-T:n aminoterminaalista domeenia. Toiseen tuotettavaan aminoterminaaliseen

domeeniin lisdttiin 8xHis-puhdistuskahva ja toiseen avidiini-puhdistuskahva.

5.3.1 Inserttien rakennus

Insertit muodostettiin PCR-tekniikoiden avulla. His-puhdistuskahvan siséltidva insertti luotiin SES-
PCR-tekniikan avulla. Téassd tekniikassa inserttid pidennettiin useammassa PCR-reaktiossa
alukkeiden avulla kunnes insertti sisdlsi tavoitellun sekvenssin, kuten kappaleessa 4.1.1.1.1 on
esitetty. Kuvassa 5.13 on néytteet kaikkien insertin muodostukseen kiytettyjen PCR-reaktioiden
puhdistetuista lopputuotteista. Kuvasta voidaan havaita oikean kokoisen insertin asteittainen

pidentyminen joka PCR-reaktiossa.

55°C 70°C

- -

Kuva 5.13 His-insertin luonti SES-PCR:n avulla. Geelilld on 5 pl jokaisen inserttid pidentdneen
PCR-reaktion puhdistettua lopputuotetta. Kuvaan on ndiden vyohykkeiden yldpuolelle merkitty
kunkin PCR-reaktion jérjestysluku roomalaisin numeroin. Kuvassa on myos PCR IIl:n kahdessa eri
hybridisaatioldmpdétilassa tehdyn PCR-reaktion lopputuotteet ennen puhdistusta. Vyohykkeiden
ylapuolelle on merkitty kyseisessd PCR-reaktiossa kdytetty hybridisaatiolampétila.
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Avidiini-puhdistuskahvan sisdltdva insertti luotiin neljan alukkeen menetelmall, jonka kuvaus on
kappaleessa 4.1.1.1.2. Kuvassa 5.14 on esitetty tdmén insertin luomista varten tehtyjen PCR-
reaktioiden puhdistetut PCR-tuotteet. Kuvasta voidaan havaita PCR II -reaktion lopputuotteen
olevan suunnitelman mukaisesti kummassakin PCR I:ssi muodostuneiden lopputuotteiden

pituuksien summan pituinen.

Kuva 5.14 Avd-insertin luonti neljan alukkeen menetelmélld. Kuvatulla geelilld on 5 pl kunkin
Avd-insertin luontiin kdytetyn PCR-reaktion puhdistettuja lopputuotteita. Kuvaan on Iap:lld
merkitty aminoterminaalista domeenia monistaneen PCR-reaktion puhdistettua lopputuotetta
sisdltdvd kaivo ja Iayq:1ld avidiinia monistaneen PCR-reaktion puhdistettua lopputuotetta sisdltdva
kaivo. Roomalaisella numerolla II on kuvaan merkitty kaivo, jossa on ndyte PCR Il-reaktion
puhdistetusta lopputuotteesta.

5.3.2 Bakulovirusten valmistus

Insertit liitettiin FastBac™1

-vektoreihin, jotka transformoitiin bakteereihin. Bakteeriviljelmistd
jatkokasvatukseen valittiin muutama oikean insertin siséltdnyt peséke. Valinta tehtiin peséike-PCR:n
avulla. Avd-insertin sisdltdville bakteereille tehdyn pesdke-PCR-reaktioiden tuloksena
muodostuneiden DNA-tuotteiden geeliajon tulos on esitetty kuvassa 5.15. Vastaavanlainen tulos
saatiin my0s bakteeripesidkkeistd, jotka sisdlsivdt His-insertin. Tétd kuvaa ei ole esitetty.
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5.15 Pesdke-PCR bakteeriviljelméstd. PCR on tehty kdyttien Avd-insertin alueelta monistavia
alukkeita Kuvaan on merkitty negatiivisen kontrollin kaivo NK:lla ja tarkistettujen pesdkkeiden
kaivot numeroilla 1-14.
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Kuvasta 5.15 voidaan todeta suurimman osan bakteeripesédkkeistd siséltineen insertin. Ainoastaan
pesikkeistd 11 ja 14 insertti puuttui. Jatkokasvatukseen valittiin kolme pesikettd, 7, 8 ja 12, joiden
PCR-tuotteet olivat toisiinsa ndhden ajautuneet hieman eri kohtaan geelid. Sekvensoinnin tuloksena
pesdkkeen 12 insertistd 10ydettiin havidma (deleetio). Pesdkkeiden 7 ja 8 sisdltdmét insertit todettiin
virheettomiksi. His-insertin siséltimistd bakteeripesidkkeistd viisi valittiin jatkoon. Sekvensoinnin
tuloksena jatkoon valituista His-inserteistd kolmessa havaittiin pistemutaatio ja yhdessd deleetio.
Uusien bakulovirusten luontiprosessia jatkettiin virheettdmén insertin sisdltdvilld kolmella

bakteerikannalla.

Virheettomin insertin sisédltdvien bakteerikantojen avulla muodostettiin uusien bakuloviruskantojen
primaarivarastot, joiden tiitterit selvitettiin plakkiméddritys avulla. Avidiini-puhdistuskahvaan
liitettyd proteiinia tuottavan viruksen primaarivaraston tiitteri oli noin 1 x 10’. Histidiini-
puhdistuskahvaan liitettyd proteiinia tuottavan viruksen primaarivaraston tiitteri oli huomattavasti

alhaisempi, noin 1 x 10°.

5.4 Aminoterminaalisen domeenin tuotto ja puhdistus

5.4.1 Avidiini-puhdistuskahvaisen proteiinin tuotto ja puhdistus

Avidiini-puhdistuskahvaisen aminoterminaalisen domeenin ensimmaéinen isompi tuotto tehtiin 150
ml:n Sf9-soluviljelméssd, joka infektoitiin solutiheydelld 2 milj. solua/ml. Tuoton péiasiallisena
tarkoituksena oli tuottaa lisdd virusta. Tdmin takia tuoton MOI-arvo pidettiin matalana noin 0,5:ss4.
Tuotto kerdttiin kolmantena pdivénd infektiosta. Solususpensiosta sentrifugoimalla muodostunut
supernatantti sdilottiin virusvarastoksi +4 °C:n lampétilaan ja solupelletistd puhdistettiin proteiini 2-

iminobiotiinipylvédn avulla. Kuvassa 5.16 on puhdistuksen eri vaiheista otetut néytteet.

70 S P ES

55

35

Kuva 5.16 Avidiinikahvaisen aminoterminaalisen domeenin puhdistuksen vaiheet. Kuvaan on
merkitty S:1l& solujen hajotuksen jdlkeisen sentrifugoinnin supernatantista otettu néyte.
Sentrifugoinnissa muodostuneesta pelletistd otettu néyte, joka on liuotettu supernatantin kanssa
vertailukelpoiseen tilavuuteen, on merkitty kuvaan tunnuksella P. Tunnuksella ES on merkitty néyte
2-iminobiotiiniresiiniin ~ sitoutumattomasta fraktiosta. Myds tdmin ndytteen tilavuus on
vertailukelpoinen S ja P ndytteiden kanssa.
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Tuotettavan proteiinin molekyylipainoksi oli laskettu 39,5 kD:a. Kuvasta 5.16 voidaan havaita
tuotetun proteiinin olevan suunnilleen tdmidn kokoinen. Kuvan avulla voidaan piitelld tuotetun
proteiinin saannon pienentyneen puhdistuksen aikana huomattavasti, silld yli puolet tuotetusta
proteiinista on jadnyt puhdistuksen vaiheisiin. Sonikoinnin jdlkeen tehdyn sentrifugoinnin pelletissi
tuotettua proteiinia on yhtéd paljon kuin liukoisessa fraktiossakin. Tdmén perusteella voitiin olettaa
solun sisille tuottuneesta proteiiniméérastd 50 % jaidneen solurippeiden sisddn pellettiin ja néin pois
lopullisesta puhtaan proteiinin saannosta. Kuvan 5.16 perusteella 2-iminobiotiiniin sitoutumattoman
proteiinin mddrin voidaan todeta olevan myds kohtalaisen suuri, minkd perusteella kdytetyn 2-

iminobiotiinin mairin oletettiin olleen liian pieni sitouttamaan kaikki tuotettu proteiini.

Puhdistuksen tuloksena muodostuneiden fraktioiden sisdltdmdt B3Glc-T:n aminoterminaalisen
domeenin médrit on esitetty kuvassa 5.17. Kuvasta voidaan havaita toisen fraktion sisdltdvin eniten
B3Glc-T:n aminoterminaalista domeenia. Fraktioiden proteiinipitoisuus mitattiin myds NanoDrop-
spektrofotometrilla, jonka tuloksien mukaan toinen fraktio sisdlsi proteiinia 160 ng/ul. Tdmén

perustella suspensioviljelméssa oli kerdyspaiviana ollut noin 1 pg/ml:ssa B3Glc-T:a.

1 2 3 4 S 6
e ﬂﬁ

Kuva 5.17 Immunoblottikuva avidiinikahvaisen aminoterminaalisen domeenin puhdistuksen
lopputuloksena muodostuneista fraktioista. Fraktiot ovat numeroitu eluoitumisjirjestyksessa.

Fraktion kaksi siséltimidn B3Glc-T:n aminoterminaalisen domeenin méérdd voitiin pitdd varsin
lupaavana tulevia tuottoja ajatellen, silld kyseessd oli vasta viruksen monistustuotto, ja kuten
kuvasta 5.16 havaitaan, osa tuotetusta proteiinista oli jadnyt puhdistusreitin varrelle. Fraktio 2
lahetettiin kiteytyskokeiluihin, vaikka se sisélsikin aminoterminaalisessa domeenissa kiinni olevan
avidiini-puhdistuskahvan, joka todenndkdisesti haittasi kiteytystd. Tuotettua proteiinia ei kuitenkaan

onnistuttu téstd ndytteestd kiteyttimaén.
Seuraavissa tuotoissa tilavuutta kasvatettiin noin 500 ml:an ja MOI-arvoa viiteen. Ensimmaisen

tuoton perusteella solujen hajotusta tehostettiin ja 2-iminobiotiinin madrdd liséttiin. Niistd

parannuksista huolimatta lopullisen puhdistetun proteiinin mééré ei seuraavassa tuotossa kasvanut.
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Isoja tuottoja tehtiin kaksi. Ndiden tuottojen puhdistuksen vaiheista analysoidut néytteet osoittivat
solujen hajotuksen toimivan yhi huonosti, silld hajotuksen sentrifugoinnin jélkeisessd pelletissd oli
edelleen ldhes yhtd paljon B3Glc-T:a kuin puhdistuspylvédédseen sitoutettavassa supernatantissa.
Tamaén liséksi 2-iminobiotiiniresiiniin sitoutumattomasta fraktiosta otetut niytteet osoittivat hyvin
suuren maérdn proteiinia jddneen sitoutumatta pylvidseen. Todellinen syy huonoihin tuottomédiriin
selvisi vasta projektin loppumisen jilkeen, silld tdlloin oli havaittu kéytetyn eluutiopuskurin pH:n
olevan huomattavasti arvoa 4 korkeampi. Koska 2-iminobiotiiniin sidotun avidiini-kahvaisen
proteiinin eluointi pylvédstd perustuu pH:n laskuun, ei kokeissa kiytetty eluointipuskuri ollut

irrottanut B3Glc-T:n aminoterminaalista domeenia pylvaésta.

5.4.2 His-puhdistuskahvaisen proteiinin tuotto ja puhdistus

His-puhdistuskahvaista aminoterminaalista domeenia tuottavalla bakuloviruksella tehtiin yksi 50
ml:n monistustuotto. Hyonteissolut pyrittiin infektoimaan MOI-arvolla 0,1. Todellisuudessa MOI-
arvo oli kuitenkin ldhempénd 0,01, silld plakkipuhdistuksen tulos myShemmin osoitti viruksen
tiitterin olleen oletettua alhaisempi. Proteiinin tuotosta otettiin péivittdin niytteet, joista
sentrifugoimalla eroteltiin solut ja elatusliuos tuottoanalyysid varten. Solususpensio kerittiin

kolmantena péivéna.

Kasvatuksen aikana otetuista nidytteistd analysoitiin B3Glc-T:n aminoterminaalisen domeenin
médrd. Solunsisdisessd fraktiossa tuotettua proteiinia oli havaittavissa jokaisen kasvatuspdivin
ndytteessd, mutta verrattuna aiemmin esiteltyihin B3Glc-T:n tuottoihin proteiinia oli tuottunut hyvin
véhin. Elatusliuoksessa tuotettua proteiinia ei ollut havaittavissa yhtenidkdan péivina.

Koska elatusliuos ei sisdltainyt immunoblottauksessa havaittavia maérid tuotettua proteiinia, oli
proteiinin puhdistus mahdollista ainoastaan solun sisddn tuottuneesta proteiinista. Kuvasta 5.18
havaitaan hajotuksen toimineen heikosti, silld yli puolet tuotetusta proteiinistdi on jddnyt
solupellettiin hajotuksen jdlkeen. Solujen hajotuksesta muodostunut supernatantti kuitenkin
puhdistettiin Invitrogenin ProBond™-puhdistusjirjestelmdn mukaisesti. Kuvasta 5.18 voidaan
ndhdi sitouttamisen jilkeisessd ndytteessd olevan huomattavan paljon sitoutumatonta B3Glc-T:n
aminoterminaalista domeenia. Vastaavaa ilmiotd ei ollut havaittavissa B3Glc-T:n elatusliuoksesta
tehdyissd puhdistuksissa. Tdmén epdiltiin aiheutuvan pylvddn vanhentumisesta, proteiinin
puhdistamisesta solujen sisdstd elatusliuoksen sijaan tai 8xHis-puhdistuskahvan heikommasta
sitoutumisesta pylvddseen verrattuna 6xHis-puhdistuskahvaan, jota kéytettiin B3Glc-T:n

puhdistuksessa. Oletukset olisivat kuitenkin vaatineet uuden puhdistuksen ennen kuin varmempia
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johtopéétoksid olisi voitu tehdd. Puhdistettu fraktio kuitenkin edelleen eluoitui ldhes kokonaan

yhteen millilitran fraktioon.

Kuva 5.18 Immunoblottauskuva histidiini-puhdistuskahvaisen aminoterminaalisen domeenin
puhdistuksen vaiheista. Kuvaan on merkitty S:l1la solujen hajotuksen jélkeisen sentrifugoinnin
supernatantista otettu ndyte. Sentrifugoinnissa muodostuneen pelletin ndyte, joka on liuotettu
supernatantin kanssa vertailukelpoiseen tilavuuteen, on merkitty kuvaan tunnuksella P. Tunnuksella
ES on merkitty nikkeliresiiniin sitoutumattomasta fraktiosta otettu néyte, jonka tilavuus on myds
vertailukelpoinen S- ja P-ndytteiden kanssa. Nididen lisdksi kuvassa on nikkeliresiinin pesuista
otetut naytteet PI ja PII sekd puhdistuksen lopputuloksena muodostuneista 1 ml fraktioista otetut
ndytteet F1-F4. Positiivisena kontrollina (PK) immunoblottaukselle on kiytetty f3Glc-T:n tuotoista
perdisin olevaa ndytettd.

Kuvasta voidaan kuitenkin todeta uuden viruskannan tuottaneen oikean kokoista proteiinia, silld
His-puhdistuskahvaan liitetyn aminoterminaalisen domeenin arvioitu molekyylipaino oli 33,5 kD.
Posititvisena kontrollina kuvassa 5.18 on kéytetty tdysimittaista B3Glc-T:n tuotoista ennen
puhdistusta otettua nédytettd. Tdmén nédytteen B3Glc-T:n pitoisuus on kuvan mukaan suurempi kuin
aminoterminaalisen domeenin puhdistuksen jdlkeisen fraktion. Taminkin vertailun perusteella

tuottotaso on matala, mutta osasyynd tdhidn todennékoisesti oli viruksien vahyys infektiohetkella.

5.4.3 Tuottojen ja puhdistusten vertailu

Kuvassa 5.19 on hopeavirjidysgeeli, jossa on néytteitd sekd avidiini- ettd histidiinikahvaisen
proteiinin tuotosta ja puhdistetuista fraktioista. Menetelmien paremmuusvertailu puhdistetun
proteiinin méérddn perustuen ei ole kovin jarkevdd nididen tulosten perusteella, silld 8xHis-
puhdistuskahvaisen aminoterminaalisen domeenin tuotto ehdittiin tekemdin vain kerran ja sekin
lilan pienelld virusméérdlld. Avidiini-puhdistuskahvaisen proteiinin tuotto sen sijaan toimi hyvin,
mutta eluointipuskurin ~ vddrdin pH:n vuoksi suurin osa tuotetusta proteiinista  jai
puhdistuspylviddseen. Ndiden syiden vuoksi puhdistetun fraktion proteiinimdédra on todennédkoisesti
kummallakin tuottotavalla tehtynd vain pieni osa siitd madrdstd, mitd molempien

bakulovirusvektorien avulla olisi mahdollista tuottaa.
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Kuva 5.19. Hopeavirjdysgeeli aminoterminaalisen domeenin tuotoista ja puhdistuksista sekd
histidiini- ettd avidiini-puhdistuskahvojen avulla. Kuvaan on Avd:11d merkitty kaivo, joka sisdltad 5
pul 1 mg/ml avidiinia sisdltdvad liuosta. Muita naytteitd kaivossa on 20 pl. Nayg on nédyte avidiini-
puhdistuskahvaisen aminoterminaalisen domeenin solujen hajotuksen jalkeisestd supernatantista. F4
ja Fs ovat Nayg -ndytteestd puhdistuksen jilkeen muodostuneet fraktiot, joissa immunoblottauksen
mukaan oli eniten proteiinia. Nyis on puolestaan niyte His-puhdistuskahvaisen aminoterminaalisen
domeenin solujen hajotuksen jéalkeisestd supernatantista. F, ja F3 ovat Nys-ndytteestd puhdistuksen
jilkeen muodostuneet fraktiot, joissa immunoblottauksen mukaan oli eniten proteiinia. Nuoli
osoittaa tuotetun proteiinin vyohyketta.

Hopeavirjiysgeeliltd voitiin  havaita avidiini-puhdistuskahvaan sidotun aminoterminaalisen
domeenin suuri tuotettu midrd Na.g-ndytteessd, joka tosin kuvasta ndkyy hieman heikosti.
Vastaavanlaista suurta vyOhykettd ei ole havaittavissa His-puhdistuskahvaisen proteiinin
tuottoliuoksessa. Tamén lisdksi kuvasta voidaan vertailla puhdistusmenetelmien tehokkuutta. 2-
iminobiotiinilld  puhdistetussa  avidiini-puhdistuskahvaisen = aminoterminaalisen = domeenin
puhdistetussa fraktiossa ei ole havaittavissa muita vyohykkeitd, kun taas nikkeliresiinin avulla
puhdistetussa fraktiossa on tuotetun proteiinin liséksi muitakin proteiineja. Kuva kuitenkin osoittaa
His-puhdistuskahvaisen proteiinin puhdistuvan, silld alkuperdisessd elatusliuoksesta otetussa
ndytteessd aminoterminaalisen domeenin vyohyke ei erotu, mutta puhdistetussa fraktiossa se on
selkedsti havaittavissa. Avidiinipuhdistuksen kohdalla on kuitenkin otettava huomioon, ettd
proteiini oli eluoitu pylvéasti vairélla pH:lla, joten tuotetun proteiinin lisidksi todenidkdisesti myds
muut mahdollisesti pylvddseen kiinnittyneet proteiinit eivit olisi eluoituneet puhdistettuun fraktioon

vaan jddneet kiinni pylvdéseen, eivitka titen nikyisi kuvassa.
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6 Pohdinta

Tutkimusprojektin tavoitteena oli tuottaa ja puhdistaa B3Glc-T:a sekd luoda kaksi uutta
bakuloviruskantaa, joiden avulla voitaisiin tuottaa B3Glc-T:n aminoterminaalista domeenia. Téssa
kappaleessa arvioidaan kuinka hyvin tavoitteissa onnistuttiin, kdyddén ldpi ongelmakohtia sekd
pohditaan, mitéd tydssé olisi ollut syytd tehdé toisin. Néiden lisdksi esitetdén lyhyet visiot, miten
jokaista projektia olisi jatkettu, mikali tutkimus B3Glc-T:n parissa olisi tutkimusryhmaéssé jatkunut.
Viimeisend esitetddn lyhyt katsaus B3Glc-T:n ymparilld maailmalla tapahtuneeseen tutkimukseen

projektin aikana.
6.1 Tdaysimittaisen f3Glc-T:n tuoton ja puhdistuksen optimointi

6.1.1 Taysimittaisen 3Glc-T:n tuoton optimointi

B3Glc-T:n tuoton optimointi aloitettiin adherenttiviljelmissd, joissa testattiin tuottoon liittyvien
muuttujien erilaisten arvojen vaikutusta tuottomadriin. Adherenttiviljelmissd oli mahdollista tehda
useampia rinnakkaisia kokeita, jolloin tietyn muuttujan eri arvoja voitiin testata muiden muuttujien
arvojen pysyessd samoina. Lisdksi adherenttiviljelmét olivat usein pienid, jolloin kallista
elatuslivosta kului vdhén. Adherenttiviljelmétuottojen tuloksista saatiin paljon tietoa B3Glc-T:n

tuottumisesta Sf9- ja High Five'™ —soluviljelmissa.

Rakenteen madritystd varten P3Glc-T:a tarvittiin enemmin kuin pohjapinta-alaltaan 75 mm?
soluviljelypulloihin perustuvissa adherenttiviljelmissd oli kdytdnnollistd tuottaa. Tdmén wvuoksi
B3Glc-T:a siirryttiin ~ tuottamaan  suspensioviljelmissd, joissa tuottoliuoksen tilavuuden
kasvattaminen  satoithin  millilitrothin  oli  huomattavasti  helpompaa.  Suspensio- ja
adherenttiviljelmissd solut kuitenkin kidyttdytyivdt hieman eritavoin, joten adherenttiviljelmissa
tehtyjen optimointien tuloksia ei voitu suoraan soveltaa suspensioviljelmiin. Tuoton optimointiin
adherenttiviljelmissd kéytettiin kuitenkin tydssd huomattavasti aikaa. Kenties olisikin ollut
hyodyllisempdd kéyttdd enemmén resursseja adherenttituottojen sijaan pienimuotoisten
suspensiotuottojen tekemiseen, jolloin tulokset ja havainnot olisivat olleet ldhes suoraan

sovellettavissa isompiin suspensiotuottoihin.

Adherenttiviljelmilld tehdyissd tuottokokeissa kéytettiin f3Glc-T:a tuottavaa virusliuosta, jonka

tiitteri oli noin 5 x 10”. Tétd virusliuosta ei kuitenkaan ollut riittdvisti isojen solususpensiotuottojen
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infektoimiseen riittdvian suurella MOI-arvolla. Virusta tuotettiin lisdd sekd solususpensiotuotoissa
ettd adherenttiviljelmissd. Plakkipuhdistusten perusteella havaittiin, ettd uusien virustuottojen
tiitterit jaivét alhaisemmiksi kuin virustuottojen infektointiin kéytetyn virusliuoksen. Témén liséksi
erityisesti solususpensioissa tuotettujen virusliuosten tiitterien todettiin alenevan nopeasti
sdilytyksen aikana. Alhaisten tiitterien seurauksena tuottoihin piti lisdtd riittivin MOI-arvon
saavuttamiseksi suurempia madrid viruslivosta. Koska virusliuos oli keritty virustuotosta
kuudentena piivédnid infektion jédlkeen, se todenndkdisesti sisdlsi huomattavia méérid proteaaseja,
jotka my0s osaltaan saattoivat vaikuttaa tiitterien pienenemiseen sdilytyksen aikana. Suurentuneiden
virusliuosten tilavuuksien vuoksi virusliuoksen siséltdmid proteaaseja padsi tuottoliuokseen entisté

enemmaén, mikd mahdollisesti vihensi elatusliuokseen tuotetun B3Glc-T:n maaria.

Edellistd oletusta vahvistivat havainnot, joissa 1,5 milj. solua/ml:ssa infektointihetkelld sisdltineet
solususpensiot, joihin siis oli siirretty huomattavasti enemmén proteaasipitoista virusliuosta tuoton
kannalta tehokkaan MOI-arvon saavuttamiseksi, ndyttivit kahden eri immunoblotin vertailussa
tuottavan vidhemmén [3Glc-T:a kuin 0,7 milj. solua/ml:ssa infektiohetkelld sisdltdneet
soluviljelmit. Kirjallisuuden mukaan suositeltava infektointihetken solutiheys on kuitenkin 1,5 - 2
milj. solua/ml, joten kokeissa paremman tuoton saavuttaminen alhaisemmalla infektointihetken
solutiheydelld saattoi siis johtua siitd, ettd proteaasipitoista virusliuosta oli tuottoon kiytetty

vihemman.

Toisaalta adherenttiviljelmékokeiden tulosten perusteella solutiheydelld 0,5 milj. solua/ml
infektoidut viljelmaét tuottivat B3Glc-T:a suurempia mairid kuin solutiheydelld 1,5 milj. solua/ml
infektoidut viljelmit. Namé tuotot oli tehty kiyttden korkeatiitteristd virusliuosta, jolloin viljelmiin
lisdtyn virusliuoksen tilavuuksissa ei ollut suuria eroja. Nédiden havaintojen perusteella suurempi
tuotto solutiheydelld 0,7 milj. solua/ml infektoiduissa suspensioviljelmissé saattoi johtua siitd, ettd
B3Glc-T:n tuotoissa alhaisempi solutiheys infektiohetkelld sai aikaan paremman tuoton, tai siitd,
ettd alhaisemmilla solutiheyksilld virusliuosta tarvittiin vihemméin. Tulos saattoi aiheutua myos
molempien edelld esitettyjen seikkojen yhteisvaikutuksesta. Tuottoja olisikin edelld mainitun
ongelman takia kannattanut tehdd hieman alemmilla infektointihetken solutiheyksilld tai
alhaisemmilla MOI-arvoilla. Toinen ratkaisu mahdollisesti proteaaseista aiheutuvaan proteiinien

hajoamiseen olisi ollut proteaasi-inhibiittorien kaytto virusliuoksissa.
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Alkuperdisend syynd oletettuun proteaasien kasvaneeseen méédrddn solususpensiossa oli
infektointiin kéytetyn virusliuoksen tilavuuden kasvu, joka puolestaan aiheutui virusliuoksen
tiitterin alenemisesta. Tété olisi voitu estdd sdilyttdimalla virusvarastoja, joita ei aktiivisesti kdytetty,
—20 °C:n lampdtilassa. Talloin pakastuksen ja sulatuksen yhteydessa tiitteri olisi todennédkdisesti
pienentynyt hieman, mutta sdilynyt pitkdaikaisessa varastoinnissa silti korkeampana kuin +4 °C:n
lampdtilassa varastoituna, kuten tydsséd tehtiin. Virukset olisi myos kannattanut kerétd liuoksesta
aiemmin, silld silmikoituneiden viruksien tuotto on yleensd suurimmillaan jo vuorokauden kuluttua
infektiosta. Mikéli virusliuos olisi kerétty esimerkiksi kolmantena péivdand olisi elatusliuos
todennékoisesti sisdltinyt vihemmin proteaaseja, koska solut eivit olisi olleet niin kérsineitd kuin

kuudentena péivinad keréttiessa.

B3Glc-T:a tuotettiin seitseméssd solususpensiotuotossa. Kaikissa niissd proteiinia tuottui
kohtalaisen paljon, mutta osassa kerdyspdivian liian myoOhdinen valinta johti siihen, ettd kerdtyn
proteiinin maarad jai vdhdiseksi. Nididen tuottojen jilkeen pidettiin pidempi tauko, jonka jilkeen
proteiinituotot eivdt endd onnistuneet. Plakkimddritysten perusteella syyksi todettiin
bakulovirusvarastojen laskenut tiitteri, joka ei enid ollut edes 1 x 10°. Niin alhaisella tiitterilld
tuottoja ei kannattanut tehdd, silld virusliuosta olisi riittdvin MOI-arvon aikaansaamiseksi tarvittu

infektioon l&hes yhté paljon kuin infektoitavaa solususpensiotakin oli.

Todennékoisesti paras ratkaisu alhaisista tiittereistd aiheutuviin ongelmiin olisi ollut viruksen
uudelleen luominen bacmideista alkaen, mutta koska virus oli tuotu valmiina, ei viruksen luomiseen
tarvittavaa bacmidia tai edes bacmidin luomiseen tarvittavaa siirtovektoria ollut kiytettdvissa.
Ainoaksi vaihtoehdoksi uudistaa virusta jdi plakkipuhdistukseen perustuva menetelmé, joka olisi
ollut pitkékestoinen ja tydlds prosessi. Tdhdn prosessiin ei ryhdytty, silla B3Glc-T-projektin
tiedettiin tutkimusryhméssd loppuvan. Tadmén lisdksi B3Glc-T:n kiteytyksen onnistuminen olisi
ollut varsin epdvarmaa sen oletetun liitkkuvan rakenteen vuoksi, joten projektin loppuaika

keskityttiin aminoterminaalisten domeenien tuottamiseen.

6.1.2 Taysimittaisen p3Glc-T:n puhdistuksen optimointi

B3Glc-T:n puhdistuksessa suurin ongelmakohta oli elatusliuoksen sisdltaimédn B3Gle-T:n
konsentrointi ammoniumsulfaattisaostuksella, jonka aikana 33Glc-T:n méérd viheni huomattavasti
erityisesti suspensiotuotoista perdisin olevista liuoksista. B3Glc-T:n hdvikin saostuksen aikana

saattoivat  aiheuttaa  proteaasit, silld  B3Glc-T:n  ei  havaittu  jddvin  mihinkdin
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ammoniumsulfaattisaostuksen vaiheeseen. Proteaasi-inhibiittorien kayttod aluksi viltettiin, silla
proteaasien ajateltiin menettdvin toimintakykynsd suuressa suolapitoisuudessa. Proteaasien
toiminnan osoittamiseksi suunniteltiin kuitenkin koe, joka toteutettiin liian véhiiselld B3Glc-T:n
madrélld. Tami koe olisi ehdottomasti kannattanut uusia. Kokeen tuloksen perusteella olisi voitu
todeta onko proteaasi-inhibiittoreista apua. Toinen mahdollinen selitys hédvinneelle proteiinille
saattaisi olla proteiinin sakkautuminen saostusputkien seindmille. Tami yritettiin kuitenkin

huomioida jo tyon aikana huuhtomalla putken seindmét pelletin liuotuksen yhteydessa.

Ammoniumsulfaattisaostuksessa inkubaatioaikaa yritettiin optimoida mahdollisemman lyhyeksi,
jotta proteiinin hajoamiselle suolasaostuksessa jdisi mahdollisimman véhidn aikaa. Voimakkaan
suolapitoisuuden vuoksi ndistd kokeista otettuja ndytteitéd oli kuitenkin vaikea analysoida, sillda SDS-
PAGE-geelid ajettaessa virta nousi matalasta jannitteestd huolimatta liian korkeaksi virtaldhteelle,
jos suolapitoisia ndytteitd oli monta samalla geelilld. Ammoniumsulfaattisaostusta olisi voitu
optimoida myo0s suolapitoisuuden osalta, jolloin ammoniumsulfaattisaostus olisi toiminut
konsentroinnin lisdksi myods ensimmadisend puhdistusvaiheena. Tdssd puhdistusvaiheessa B3Glc-T:a

hydrofiilisemmat proteiinit olisi voitu poistaa puhdistettavasta liuoksesta.

Ammoniumsulfaattisaostusta tarvittiin elatusliuoksen siséltimén B3Glc-T:n konsentroimiseen
riittdvin pieneen tilaan, jotta se mahtui sitoutettavaksi nikkeli-kelatiini-resiinid siséltdvdin
ProBond™-pylviiseen. Eris mahdollisuus valttaa ongelmalliseksi osoittautunut
ammoniumsulfaattisaostus olisi ollut nikkeli-kelatiini-resiinin ~siirtdiminen pylvdian sijasta
solususpensiosta sentrifugoinnin avulla erotetun supernatantin sisaltdvddn putkeen. Sitouttamisen
jilkeen nikkeli-kelatiini-resiini, johon His-puhdistuskahvaiset proteiinit olivat tarttuneet, olisi
sentrifugoinnin avulla voitu pelletoida ja siirtdd muodostunut sakka pylvéddseen, jossa proteiinin
puhdistusta  olisi jatkettu ProBond'™-puhdistusjirjestelmdn  mukaisesti.  Supernatanttiin
sentrifugoinnin jidlkeen jadvan P3Glc-T:n médrdn perusteella olisi voitu arvioida, kuinka hyvin
nikkeli-kelatiini-resiini oli onnistunut B3Glc-T:a elatusliuoksesta sitomaan eli arvioida menetelmén

toimivuutta.

Toinen mahdollisuus vilttdd ammoniumsulfaattisaostus ja todennékdoisesti lisdtd B3Glc-T:n saantoa
olisi ollut B3Glc-T:n puhdistus solun sisdltd. Talloin puhdistettuun fraktioon olisi todenndkdisesti
tullut myds kiteytystd mahdollisesti haittaavia eri muokkausvaiheissa olevia proteiineja, kuten

kappaleessa 5.2 on esitetty. Puhdistusta solujen siséltd olisi silti kannattanut kokeilla, silld
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jokaisessa tuotossa 3Glc-T:n miira solujen sisdlld oli tulosten perusteella huomattavasti suurempi

kuin elatusliuoksessa.

ProBond™-puhdistusjirjestelmé toimi kohtalaisen tehokkaasti, mutta puhdistettuun fraktioon jii
hopeavirjayskuvien perusteella 3Glc-T:n lisdksi muitakin proteiineja. Nédiden sitoutumista nikkeli-
kelatiini-resiiniin olisi todennékoisesti voitu vihentdd lisddmélld sitouttamispuskuriin imidatsolia,
joka olisi kilpaillut heikommin pylvéddseen sitoutuvien proteiinien kanssa. Puhdistuksia tehtiin
kuitenkin vain muutama, joten erilaisten imidatsolipitoisuuksien vaikutusta ei testattu.
Todenndkdisesti imidatsolipitoisuuksien optimointi ei yksindén riittdisi kiteytystd varten tarpeeksi
puhtaan proteiiniliuoksen tuottamiseen vaan ProBond"-puhdistusjirjestelmén jilkeen tarvittaisiin
vield toinen puhdistusprosessi. Hopeavirjdyksen mukaan B3Gle-T:n liséksi elatusliuoksesta
puhdistuneet proteiinit ovat kuitenkin erikokoisia kuin B3Glc-T, mikd todennékdisesti helpottaisi
jatkopuhdistuksia. Erddnd jatkopuhdistusvaihtoehtona suunniteltiin kéytettdvaksi FPLC—ajoa (Fast
protein liquid chromatography).

6.1.3 Yhteenveto 33Glc-T projektista ja sen tulevaisuuden visiot

Adherenttiviljelmissé testattiin erilaisten muuttujien arvojen vaikutusta f3Glc-T:n tuottoon. Nédiden
kokeiden perusteella maariteltiin  adherentille B3Glc-T:a tuottavalle viljelmille paras
elatusliuokseen eritetyn tuoton kerdyspdivd sekd suositeltava infektointihetken solutiheys.
Adherenttiviljelmétuottojen avulla tutkittiin my0ds tuotetun B3Glc-T:n sijaintia viljelmédssd sekd
vertailtiin Sf9- ja High Five™ -solujen P3Gle-T:n tuottoa kolmella erilaisella infektointihetken

solutiheydelld kahdessa eri ldmpdtilassa.

B3Glc-T:a tuotettiin  myds solususpensiossa, mutta lilan mydhédisen kerdyspdivdn tai
ammoniumsulfaattisaostuksen aikana esiintyneiden ongelmien vuoksi puhdistettavaksi aiotusta
liuoksesta B3Glc-T kadotettiin ennen varsinaista puhdistusvaihetta. Projektin loppupuolella uusia
tuottoja ei voitu endd tehdd, silld kéytettyjen virusliuosten tiitterit olivat laskeneet liian alhaisiksi

riittavian MOI-arvon saavuttamiseen kohtuullisella maaralla virusliuosta.

Adherenttiviljelmistd kerdtyistd tuotoista hdvikki ammoniumsulfaattisaostuksen aikana B3Glc-T:n
oli pienempi kuin suspensioviljelmistd kerityistd tuotoista, joten adherenttiviljelmien tuotoista
periisin ammoniumsulfaattisaostetuilla liuoksilla voitiin testata ProBond"V-puhdistusjirjestelmin

toimivuutta.  ProBond'“-puhdistusjirjestelmidn  todettiin  toimivan  kohtuullisesti, mutta
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puhdistettuun fraktioon havaittiin jddvan B3Glc-T:n lisdksi muitakin proteiineja. Kiteytykseen

vaadittavan puhtausprosentin saavuttamiseksi lisdpuhdistuksia olisi vield tarvittu.

Mikali projekti olisi jatkunut, bakuloviruskanta olisi uudistettu plakkipuhdistuksen avulla. Tdmin
jédlkeen uutta, toivottavasti korkeatiitteristd virusliuosta olisi tuotettu kerralla runsaasti, jotta samaa
virusliuosta olisi voitu kdyttdd useissa solususpensiotuotoissa. Virus olisi kerétty virustuotoista
viimeistddn kolmantena pdivdnd ja osa tuotetusta virusliuoksesta olisi pakastettu myohempdd
kayttod varten. f3Glc-T:n substraattien selvidmisen mydtéd tuotetulle proteiinille olisi voitu tehda
entsymaattisen aktiivisuuden mééritys, jonka avulla olisi selvinnyt tuottuuko proteiini aktiivisessa

muodossaan.

Ammoniumsulfaattisaostukseen liittyvien B3Gle-T:n hévididen selvittdmiseen suunniteltu
proteaasi-inhibiittorikoe olisi tehty ja sen tulosten pohjalta pohdittu proteaasien vaikutusta ja niiden
mahdollisen toiminnan estdmistd. Myos nikkeli-kelatiini-resiinin =~ kykyd sitoa  His-
puhdistuskahvaisia proteiineja ProBond™™-puhdistusjirjestelmin ohjeiden mukaista tilavuutta
suuremmasta tilavuudesta olisi my0s testattu, jolloin ammoniumsulfaattisaostukselta olisi voitu
vilttyd. Edellisten parannusten lisiksi ProBond “-puhdistusta olisi optimoitu erilaisia
sitouttamispuskurin ja pesupuskureiden imidatsolipitoisuuksia testaamalla. Mikdli niilla
parannuksilla olisi onnistuttu tuottamaan muutama milligramma l&dhes puhdasta B3Glc-T:a, olisi

tdma livos lahetetty kiteytettavaksi.

6.2 [3Glc-T:n aminoterminaalisen domeenin tuotto ja puhdistus

6.2.1 B3Glc-T:n aminoterminaalista domeenia tuottavien bakulovirus-
vektorien luonti
Tyon toisessa osassa B3Glc-T:n aminoterminaalisen domeenin tuottoa varten luotiin kaksi uutta
bakuloviruskantaa, joista toisen aminoterminaaliseen domeeniin liitettiin His-puhdistuskahva ja
toiseen avidiini-puhdistuskahva. Bakulovirusvektorit luotiin Invitrogenin Bac-to-Bac®-menetelmii
mukaillen, jossa tuotettavan proteiinin geeni saatiin bakuloviruksen genomiin siirtovektoreiden
avulla Bakuloviruskannan luontia varten SES-PCR:n ja neljdn alukkeen PCR -menetelmén avulla
valmistettiin insertit, jotka sisdlsivdt puhdistuskahvan ja tuotettavan proteiinin sekvenssin. PCR-
menetelmat sekd niissd kdytetyt alukkeet toimivat hyvin, silla kumpaakin inserttid saatiin tuotetuksi

riittavasti siirtovektoriin liittdmista varten.
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Siirtovektorien sisdltimien inserttien sekvensointi osoitti kahdeksasta sekvensoidusta insertistd
viiden olevan mutatoitunut. Tdma oletettavasti johtui inserttien rakennukseen kdytetystd Amplitaq
Gold —entsyymistd, jonka sijaan olisi ollut parempi kdyttdd polymeraasia, jolla on

oikolukuominaisuus. T#ll6in mutaatioiden miird todennékoisesti olisi vihentynyt.

Molempien uusien bakulovirusvarastojen tiitterit arvioitiin plakkiméérityksen avulla ja tiittereiksi
saatiin His-puhdistuskahvaista proteiinia tuottavalle virukselle 1 x10° ja avidiini-puhdistuskahvaista
proteiinia tuottavalle virukselle 1 x10”. His-puhdistuskahvaan liitetty4 aminoterminaalista domeenia
tuottavan viruksen tiitteri oli hieman alhainen, joten viruksen luontia uudelleen harkittiin. Toisaalta
virusten monistustuoton avulla olisi mahdollisesti voitu saada aikaan korkeatiitterisempi

virusvarasto tiastikin bakuloviruksesta.

6.2.2 Avidiini-puhdistuskahvaan liitetyn (3Glc-T:n aminoterminaalisen
domeenin tuotto ja puhdistus
Avidiini-puhdistuskahvaan liitetty B3Gle-T:n aminoterminaalinen domeeni puhdistettiin solun
sisdltd, jolloin tuotetun proteiinin kerdédmiseksi solut tuli ensin hajottaa. Ensimmaéisen tuoton saanto
oli noin 160 pg eli solususpensioviljelmé oli tuottanut proteiinia noin 1 pg:n millilitrassa. Tama oli
varsin hyvé tulos, silli ensimmaiinen tuotto oli tehty ldhinnd uuden bakuloviruksen monistusta ja
tiitterin parannusta varten. Tdmén vuoksi tuotossa oli kdytetty viruksen monistukseen sopivaa MOI-
arvoa, joka oli huomattavasti proteiinin tuotolle optimaalista MOI-arvoa alempi. Tdmin lisdksi
puhtaan proteiinin saantoa vihensi liian kevyt solujen hajotus, jonka vuoksi huomattava osa
tuotetusta proteiinista jdi solujen sisddn sekd sitouttamisen epdonnistuminen oletettavasti liian

vahaisen 2-iminobiotiinin mairan vuoksi.

Seuraavissa tuotoissa MOI-arvoa kasvatettiin, solujen hajotusta tehostettiin ja 2-iminobiotiinin
médrdd lisdttiin. Tuotetun proteiinin méiédra puhdistetussa fraktiossa ei kuitenkaan kasvanut, silld
kaytetyn eluutiopuskurin pH oli liian korkea irrottaakseen avidiinin 2-iminobiotiinista. Tamai selvisi
kuitenkin vasta tuottoprojektin jo péityttyd. Ennen syyn selvidmistd puhdistuksen vaiheista
otettujen néytteiden perusteella 2-iminobiotiinin miirén oletettiin olevan liian alhainen, silld 2-
iminobiotiinin lisdyksestd huolimatta resiiniin sitoutumattoman tuotetun proteiinin miird oli
huomattavan suuri. Koska kaikissa puhdistuksissa kdytettiin samaa resiinid, oli todellinen syy
huonoon sitoutumiseen se, ettd resiinin avidiinia sitovat kohdat olivat jo edellisissd puhdistuksessa

tdyttyneet, eivitkd vadrin eluutiopuskurin pH:n vuoksi olleet vapautuneet eluoinnin yhteydessa.
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Sf9—solujen tuottaman aminoterminaalisen domeenin tuottotasot olivat kuitenkin hyvit, jopa
epdoptimaalisesti tuotettuna. Tdmén lisdksi 2-iminobiotiinipylvddn avulla puhdistettu fraktio sisélsi
hyvin puhdasta B3Glc-T:n aminoterminaalista domeenia. Tdmén asian arviointiin kdytettiin vaaralla
pH:lla eluoitua fraktiota, joten puhdistettuun fraktioon ei todennikdisesti eluoitunut pylvaistd sinne
mahdollisesti sitoutuneet proteiinit, joten tulosta ei voi pitdd kovin luotettavana. Oikealla puskurilla
eluoituna B3Glc-T:n aminoterminaalista domeenia olisi todennédkoisesti saatu tuotettua riittdvasti
rakenteen mairitystd varten. Avidiinin ldsniolo tuotetussa proteiinissa olisi voinut haitata kiteytysta,
joten avidiinin irrottamiseen aminoterminaalisesta domeenista olisi kdytetty Thrombin
CleanCleave ™-kittid (Sigma). CleanCleave “-kitin tuloksena muodostuneesta liuoksesta olisi
poistettu leikatut avidiinit todennndkdisesti biotiinipylvadn avulla, jonka jédlkeen aminoterminaalista

domeenia sisdltdvé liuos olisi ollut valmis kiteytykseen.

6.2.3 8xHis-puhdistuskahvaan liitetyn B3Glc-T:n aminoterminaalisen

domeenin tuotto ja puhdistus
His-puhdistuskahvaan  liitetylld ~ B3Glc-T:n  aminoterminaalista =~ domeenia  tuottavalla
bakuloviruksella tehtiin vain yksi isompi tuotto, jonka paitarkoitus oli monistaa virusta. Tuotto
tehtiin hyvin pienelld MOI-arvolla, silli myohemmin plakkiméaritykset osoittivat kiytetyn viruksen
tiitterin olevan oletettua alhaisempi. Monistustuotossa tuottui proteiinia, mutta tuottotasot olivat
huomattavasti heikommat kuin avidiini-puhdistuskahvan siséltdvdd aminoterminaalista domeenia

tuottavalla viruksella.

Heikosta tuotosta huolimatta tuotettu proteiini puhdistettiin solun siséltd. Solujen hajotukseen
kéytettiin jaddytys-lammitys-syklid, joka ei kuitenkaan hajottanut soluja kovin tehokkaasti, silld
solujen sisddn jdi suuri maddrd tuotettua proteiinia. Sonikointi olisi voinut toimia téssd vaiheessa
tehokkaampana solujen hajotusmenetelména. Hajotuksen jélkeen ProBond™-
puhdistusjdrjestelmilld tehdyn puhdistuksen todettiin puhdistavan tuotettua aminoterminaalista
domeenia liuoksesta, mutta samoin kuin f3Glc-T:n puhdistuksessa lopulliseen fraktioon jéi tuotetun

proteiinin lisdksi muitakin proteiineja, jotka vaatisivat lisdpuhdistuksia kiteytystd varten riittdvédn

puhtauden saavuttamiseksi.

Puhdistusprosessissa  nikkeli-kelatiini-resiiniin ~ sitoutuksen jidlkeen liuokseen jdi resiiniin
sitoutumatonta tuotettua proteiinia, toisin kuin [3Glc-T:n tuotoissa. Syy pylvddseen

sitoutumattoman proteiinin mairddn olisi mielenkiintoista selvittdd. B3Glc-T:n puhdistamisella
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solun siséltd selvidisi aiheuttaako solun siséltd puhdistaminen sitoutumattoman proteiinin mairian
kasvun vai esiintyykd havaittu sitoutumisongelma ainoastaan aminoterminaalisen domeenin

tuottojen yhteydessa.

Yhden tuoton perusteella ei voida tehdd kovin vahvoja péaatelmia 8xHis-puhdistuskahvaan liitettya
B3Glc-T:n aminoterminaalista domeenia tuottavan viruskannan proteiinin tuottotehokkuudesta.
Viruksen alhaisen tiitterin vuoksi voisi kuitenkin olla hyddyllistd luoda virus uudelleen. Toisaalta
monistustuoton elatusliuoksen tiitterid ei projektin loppumisen vuoksi tarkistettu, joten se saattaisi

olla viruksen primaarivarastoliuosta korkeampi.

6.2.4 Yhteenveto [3Glc-T:n aminoterminaalisten domeenien tuotosta ja

puhdistuksesta seka naiden projektien tulevaisuuden visiot
Aminoterminaalisten domeenien tuottoon tdhtddvédssd projektissa valmistettiin kaksi uutta
bakulovirusvektoria, joista kummankin avulla saatiin tuotetuksi aminoterminaalista domeenia.
Avidiini-puhdistuskahvan siséltdvdd proteiinia tuottavalla viruksella saatiin aikaan kohtalaisen
suuret tuotot, mutta puhdistus epdonnistui véidrdssd pH:ssa olevan eluointipuskurin vuoksi.
Proteiinin tuottotasot hyonteissolussa olivat kuitenkin niin hyvit, ettd luultavasti kiteytykseen
riittdvd madrd proteiinia olisi saatu tuotettua oikean eluointipuskurin avulla. Ainoasta oikealla
eluointipuskurilla tehdystd proteiinituotosta ldhetettiin ~ avidiini-puhdistuskahvaan liittynyt
aminoterminaalista domeenia sisédltivd puhdistettu fraktio kiteytettdvdksi, mutta kiteytys ei
onnistunut. His-puhdistuskahvan sisdltdvia proteiinia tuottavalla viruksella ehdittiin tekeméédn vain
yksi tuotto, jonka perusteella oikeankokoisen proteiinin todettiin tuottuvan, mutta tuottotasot eivét
olleet hyvét. Suurimpana syynd tdhdn pidettiin liian alhaista MOI-arvoa hyonteissolujen

infektoinnissa.

Mikili projektia olisi jatkettu, olisi avidiinipuhdistuskahvaan liitettyd aminoterminaalista domeenia
tuottavalla viruksella tehty iso tuotto, jonka jokaisesta puhdistuksen vaiheesta olisi otettu niytteet.
Naiiden néytteiden perusteella olisi paételty, tuleeko solujen hajotusta yhd tehostaa ja sitoutuuko
suurin osa tuotetusta proteiinista nyt 2-iminobiotiiniresiiniin. Puhdistuksen jilkeen tulosfraktiot,
jotka sisiltavit eniten tuotettua proteiinia, olisi kisitelty CleanCleave " -pakilla. Tamin kisittelyn
jilkeen avidiini olisi poistettu muodostuneesta liuoksesta todenndkdisesti biotiiniin perustuvalla

puhdistuksella ja muodostunut liuos lahetetty kiteytettdvaksi.
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His-puhdistuskahvaan liitetyn aminoterminaalisen domeenin tuotto olisi todenndkoisesti jadnyt
hieman taka-alalle, silld avidiiniin sidotun aminoterminaalisen domeenin tuotot ja puhdistukset
vaikuttivat huomattavasti lupaavimmilta aminoterminaalisen domeenin rakenteen méadritysté varten.
Jos His-puhdistuskahvaan liitetyn aminoterminaalisen domeenin tuottoa olisi kuitenkin jatkettu,
olisi seuraava vaihe ollut monistustuotossa muodostuneen elatusliuoksen tiitterin tarkistus. Mikéli
tiitteri  tdssdkin liuoksessa olisi ollut yhtd alhainen kuin primaarivarastossa, olisi virus
todennikoisesti luotu uudelleen. Jos proteiinin tuotto vanhalla tai uudella viruksella olisi onnistunut,
olisi aminoterminaalista domeenia yritetty puhdistaa sekd elatusliuoksesta ettd solujen sisélta.
ProBond™-puhdistusjirjestelmdn  lisaksi  olisi  todennikdisesti  jouduttu  kéyttiméiin

lisdpuhdistuksia, jotta proteiiniliuos olisi saatu riittdvén puhtaaksi kiteytystd varten.

6.3 Tuntemattomasta proteiinista f3Glc-T:ksi

Pro gradu —ty0ssd erddnd tavoitteena oli tuottaa uutta proteiinia, jonka mRNA-tasojen oli
ohutsuolen  epiteelisoluissa ~ havaittu ~ muuttuvan  TGF-B-kasvutekijin  vaikutuksesta.
Sekvenssivertailujen perusteella timédn proteiinin oletettiin olevan P1,3-glykosyylitransferaasi,
jonka ennustettiin sijaitsevan kiinnittyneend Golgin kalvorakenteisiin useiden muiden
glykosyylitransferaasien tavoin. Tuotettavan proteiinin mRNA:n oli osoitettu ilmentyvin monissa
kudoksissa ja mahdollisia ortologeja olevan useissa eri lajeista, joten proteiinilla voitiin olettaa

olevan perustavanlaatuinen tehtdva monisoluisissa elidissa.

Tuotettua ja puhdistettua proteiinia oli tarkoitus kdyttdd entsymaattisen aktiivisuuden selvitykseen,
vasta-aineiden testaukseen ja rakenteen mairitykseen. Testattujen ja toimivien vasta-aineiden avulla
oli tarkoitus madrittdd proteiinin sijainti solun siséssd sekéd sen ilmentymistd kudoksissa. Tuotetun
proteiinin  kdyttotarkoituksista kaksi ensin mainittua kuitenkin menettivit pédasiallisen
merkityksensd, silld pro gradu -tyon aikana kaksi ryhméé julkaisivat artikkelit, joissa tuotettava
proteiini vahvistettiin todella B1,3-glykosyylitransferaasiksi ja sen entsymaattiseksi aktiivisuudeksi
kokeellisesti osoitettiin UDP-glukoosin liittdiminen TSR-domeeneihin liittyneisiin fukooseihin.
Entsymaattisen aktiivisuuden lisdksi julkaisuissa esitettiin timédn aktiivisuutensa mukaan “UDP-
glukoosi: fukoosi PB1,3-glukosyylitransferaasiksi” eli 3Glc-T:ksi nimetyn proteiinin sijaitsevan
solulimakalvostossa ~ kalvoon  sitoutumattomana  entsyymind, ei  suinkaan  Golgin

membraaniproteiinina, kuten aiemmin oli ennustettu.
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Entsymaattisen aktiivisuuden lisdksi tyon aikana julkaistiin artikkeli, jossa synnynndisen Peters’
plus -oireyhtymén osoitettiin aiheutuvan pistemutaatioista 3Glc-T:n geenissd. Tétd oireyhtymida
sairastavien henkildiden hyvin erityyppiset monissa kudoksissa ilmenevit epamuodostumat ja
kehityksen héiriot vahvistivat késitystd B3Glc-T:n olennaisesta roolista monien kudosten

kehityksessa.

Vasta edelld mainittujen artikkeleiden mydta kasitys B3Glc-T:n tehtidvistd ja merkityksestd yksilolle
alkoi avautua, mutta edelleen B3Glc-T:n sddtelemidt toiminnot Glef1,3Fuc-O-Ser/Thr-sokeroinnin
vilitykselld ovat selvittdméttd. Téhdn selvitystyohon B3Glc-T:n tai edes sen aminoterminaalisen
domeenin rakenne olisivat voineet antaa merkittavad lisdtietoa. Myds tulevaisuudessa B3Glc-T:n
madritetylle rakenteelle olisi todenndkdisesti kdyttoad erityisesti, jos B3Glc-T:n rooli osoittautuu yhta
merkittdviksi solujen vélisessd viestinndssd kuin sekvenssiltddn ja entsyymiaktiivisuudeltaan

samankaltaisen Notch-signalointia sddtelevin Fringen.
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7 Johtopaatokset

Bakulovirus-hyonteissolu-tuottojdrjestelma soveltuu sekd tdysimittaisen B3Glc-T:n ettd f3Glc-T:n
aminoterminaalisen domeenin tuottoon. Optimointikokeiden perusteella B3Glc-T:n tuotto kannattaa
tehdd +28 °C:n lampotilassa kasvatetuilla High Five™ —soluviljelmilld, jotka infektoidaan
solutiheyden ollessa noin 700 solua ml:ssa, ja kerdtd kolmantena pdivdnd infektoinnista. Oikean
laskostumisen varmistamiseksi f3Glc-T on hyvé ohjata eritysreitin kautta elatusliuokseen, mutta
tyOssd havaittiin eritysreitille ohjauksesta huolimatta suurimman osan tuotetusta proteiinista jaidvéan
solun sisddn. Tédmédn perusteella suuremman B3Glc-T:n tuoton saavuttamiseksi puhdistusta
kannattaisi kokeilla solujen sisélti, vaikka télldin kiteytystd mahdollisesti haittaavien B3Glc-T:n eri

muokkausasteiden mééra puhdistetussa liuoksessa kasvaisi.

Puhdistusmenetelménd [B3Glc-T:lle testattiin vain nikkeli-resiinipylvdstd. Témén puhdistus-
menetelmin avulla konsentroidusta elatusliuoksesta saatiin aikaan fraktio, jonka proteiineista noin
70 % oli B3Glc-T:a. Tdmé puhtaustaso riittdd entsymaattisen aktiivisuuden maiérityksiin ja vasta-

aineiden testaukseen, mutta rakennemaidritystd varten ainakin yksi lisdpuhdistus olisi tarpeellinen

Paikkakohtaiseen transpositioon perustuvan bakulovirusluontimenetelmin avulla valmistettiin kaksi
uutta bakuloviruskantaa, joiden avulla saatiin aikaan hyonteissoluissa histidiini- ja avidiini-
puhdistuskahvaan liitetyn f3Glc-T:n aminoterminaalisen domeenin tuotto. Avd-kahvaista proteiinia
tuottavalla viruksella saatiin aikaan hyvéd tuottotaso, mutta puhdistusprosessissa kéytetyn
virheellisen liuoksen vuoksi proteiini jdi puhdistuspylvidseen. Oikeita liuoksia kédyttdmalld olisi
hyvin todenndkdistd saada aikaan kiteytykseen tarvittava miédrd puhdasta proteiinia. Heikon His-
puhdistuskahvaisen proteiinin tuoton ja molempien proteiinien puhdistusvaiheiden ongelmien

vuoksi puhdistusmenetelmien vilisen vertailun tekemiseen ei saatu riittdvin tasavertaista aineistoa.

Tutkimusty0ssd saatiin tuotettua runsaasti sekd tdysimittaista B3Glc-T:a ettd B3Gle-T:n
aminoterminaalista domeenia, mutta puhdistusprosesseissa esiintyneiden ongelmien takia
kumpaakaan néisti ei tdimén tutkimuksen puitteissa onnistuttu tuottamaan kiteytykseen vaadittavaa
madrdd. Tuotetun proteiinin kéyttokohteista tutkimuksen aikana muut tutkimusryhmit julkaisivat
B3Glc-T:n entsymaattisen aktiivisuuden ja sijainnin solussa, mutta rakenteen mdiiritys séilyi
relevanttina tavoitteena koko projektin ajan, eikd B3Glc-T:n tai sen domeenien rakennetta ole

vieldkdan julkaistu.
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LIITE 1. His-insertin rakenne.

5

Paikka Nimi Sekvenssi Tarkoitus

1-3 3 ylimaaraista nukleotidia cgce Helpottaa katkaisuentsyymin
sitoutumista.

4-9 BamHI:n leikkauskohta ggatcc Tarjoaa BamHI-katkaisuentsyymille
tédman tunnistaman leikkauskohdan
(5'-g'gatcc-3').
Tarvitaan liitettdessa insertti samalla
katkaisuentsyymilla kasiteltyyn
FastBac1-siirtovektoriin.

10-72 Melittiini-ohjaussignaali atgaagttcctggtgaacgtggcet Ohjaa valmistuvan peptidin
ctggtgttcatggtggtgtacatct eritysreitille, leikataan pois valmiista
cctacatctacget proteiinista.

73-81 3AH:a ohjausignaalin jalkeen gaccgttgg Varmistaa signaalipeptidin
katkaisuentsyymin sitoutuminen
peptidiin (ei tod.nak. valttamaton
0sa).

82-105 Histidiini-motiivi caccaccatcaccaccatcaccac Muodostaa proteiinin tunnistukseen ja
puhdistukseen kaytettavan
histidiinipuhdistuskahvan.

106-123 Trombiinin leikkauskohta ctggtgcccegtggttee Muodostaa tuotetussa peptidissa
proteiinin katkaisuentsyymi trombiinin
tunnistaman aminohapposekvenssin.
Tarvitaan irrottamaan histidiinikahva
tuotetusta proteiinista.

124-759 Aminoterminaalinen domeeni tctgaagatacaaagaaagaggtca Muodostaa tuotettavan proteiinin.

agcagtctcaggatttggagaaaag
tggtatatcaaggaaaaatgacata
gacttaaaaggaattgtattcgtca
tccagagtcaaagtaattcttttca
tgcaaagagagcagagcagttaaaa
aaaagcatcttaaagcaggctgcag
atcttacacaggagctccccagtgt
cctccteccttcatcagetggectaaa
caagaaggtgcatggaccatacttc
cgttgttaccgcacttttctgtaac
atatagcagaaattcatcttggatt
ttcttctgtgaagaagagacaagaa
tacagattccaaaactcttggaaac
cctcagaagatatgacccctctaag
gaatggtttttgggaaaagcattac
atgatgaagaagctacaataattca
ccattatgccttttccgagaatccet
acagtttttaagtatccagactttg
ctgcaggctgggccttaagtattcce
acttgtaaacaagcttaccaagaga
ctaaagagtgaatccttgaaatccg
actttacaatagatttaaaacatga
gattgccctctacatctgggacaaa
ggcggaggacctcccctgaccccag
tgcctgagttt

760-762 Lopetuskodoni taa Lopettaa geenin luennan tahan
kohtaan.

763-768 Kpnl:n leikkauskohta ggtacc Tarjoaa Kpnl-katkaisuentsyymille
taman tunnistaman leikkauskohdan
(5'-ggtac'c-3').

Tarvitaan liitettdessa insertti samalla
katkaisuentsyymilla kasiteltyyn
FastBac1-siirtovektoriin.

769-771 3 ylimaaraista nukleotidia gcg Helpottaa katkaisuentsyymin

sitoutumista.
3
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LIITE 2. Avd-insertin rakenne.

Sekvenssi

Tarkoitus

1-3 3 ylimaaraista nukleotidia cgc Helpottaa katkaisuentsyymin
| | sitoutumista.

4-9 BamHlI:n leikkauskohta ggatcc Tarjoaa BamHI-katkaisuentsyymille
téman tunnistaman leikkauskohdan
(5'-g'gatcc-3').
Tarvitaan liitettdessa insertti samalla
katkaisuentsyymilla kasiteltyyn
FastBac1-siirtovektoriin.

10-465 Avidiini atggtgcacgcaacctccecgetge Muodostaa proteiinin tunnistukseen
tgctgctgctgctgctcagectgge ja puhdistukseen kaytettavan
tetggtggetcccggectetetgee avidiinipuhdistuskahvan.
agaaagtgctcgctgactgggaaat Ohjaa valmistuvan peptidin
ggaccaacgatctgggctccaacat eritysreitille.
gaccatcggggctgtgaacagcaga
ggtgaattcacaggcacctacatca
cagccgtaacagccacatcaaatga
gatcaaagagtcaccactgcatggg
acacaaaacaccatcaacaagagga
cccagcccacctttggecttcacegt
caattggaagttttcagagtccacc
actgtcttcacgggccagtgcttca
tagacaggaatgggaaggaggtcct
gaagaccatgtggctgctgcggtca
agtgttaatgacattggtgatgact
ggaaagctaccagggtcggcatcaa
catcttcactcgcctgecgcacacag
aaggag

466-483 Linkkerialue ggcggttceggtggetece Antaa avidiinille ja
aminoterminaaliselle domeenille tilaa
laskostua ja liikkua toisistaan
huolimatta.

484-501 Trombiinin leikkauskohta ctggtgcccegtggttece Muodostaa tuotetussa peptidissa
proteiinin katkaisuentsyymi trombiinin
tunnistaman aminohapposekvenssin.
Tarvitaan irrottamaan avidiinikahva
tuotetusta proteiinista.

502-1137 Aminoterminaalinen domeeni atggtgcacgcaacctcccegetge Muodostaa tuotettavan proteiinin.
tgctgctgctgectgetcagectgge
tctggtggctcececggectctetgece
agaaagtgctcgctgactgggaaat
ggaccaacgatctgggctccaacat
gaccatcggggctgtgaacagcaga
ggtgaattcacaggcacctacatca
cagccgtaacagccacatcaaatga
gatcaaagagtcaccactgcatggg
acacaaaacaccatcaacaagagga
cccagcccacctttggcttcaccgt
caattggaagttttcagagtccacc
actgtcttcacgggccagtgcttca
tagacaggaatgggaaggaggtcct
gaagaccatgtggctgctgcggtca
agtgttaatgacattggtgatgact
ggaaagctaccagggtcggcatcaa
catcttcactcgcctgegcacacag
aaggag
1138-1140 Lopetuskodoni taa Lopettaa geenin luennan tahan
| | kohtaan.
1141-1146 Kpnl:n leikkauskohta ggtacc Tarjoaa Kpnl-katkaisuentsyymille
té&man tunnistaman leikkauskohdan
(5'-ggtac'c-3').
Tarvitaan liitettdessa insertti samalla
katkaisuentsyymilla kasiteltyyn
FastBac1-siirtovektoriin.
3 ylimaaraista nukleotidia gcg Helpottaa katkaisuentsyymin

1147-1149 |

sitoutumista.

3
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