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Tiivistelma — Referat — Abstract

Arkeonit tunnetaan erilaisiin &ariolosuhteisiin sopeutuneina yksisoluisina elidind. Halofiiliset arkeonit menestyvat hyvin korkean
suolapitoisuuden ymparistdissa kuten suolajarvissa ja suolanrikastusaltaissa. Korkeasuolaisten ymparistdjen suolapitoisuus
vaihtelee merivetta korkeammasta aina suolan saturoitumiseen. Tallaisissa ympéristdissa halofiiliset arkeonit ovat dominoivia mikro-
organismeja, joiden solutiheys voi olla jopa 107 solua millilitrassa. Korkeissa suolapitoisuuksissa halofiilisten arkeonien ja bakteerien
luontaiset viholliset puuttuvat, joten virusten oletetaan olevan niiden evoluutiota muokkaavista tekijoistd merkittavimpia.

Tahan mennessa noin 130 arkeonien virusta on kuvailtu, joista 90 infektoi halofiilisia arkeoneja. Eristetyista viruksista
lukumaaraisesti suurin osa on hannallisia viruksia, jotka voidaan jakaa hannan ominaisuuksien mukaan kolmeen luokkaan: myo-,
sipho- ja podovirukset.

Arkeonivirusten infektiosykleja, niiden kayttamia iséntésolun reseptoreja tai lyysismekanismeja ei vielé juurikaan tunneta.
Arkeoniviruksiin verrattuna bakteriofaageja ja eukaryoottien viruksia on tutkittu huomattavasti enemmaén. Niille tunnetaan lukuisia
reseptorimolekyylejé ja niiden tavat iséntésolun lyysaukseen tunnetaan. Tutkittujen arkeonivirusten adsorptio, soluun tunkeutuminen
ja virionien vapauttaminen solusta muistuttavat paapiirteiltdan bakteriofaagien tai eukaryoottivirusten vastaavia mekanismeja.
Arkeonin ollessa monessa suhteessa erilainen iséntédorganismi, myds arkeoniviruksille on taytynyt kehittya erilaisia mekanismeja
infektiosyklin lapi saattamiseen. Joidenkin filamenttisten arkeonivirusten on havaittu kéyttavan reseptorinaan isantasolun pinnan
pilus -rakenteita ja joidenkin lipidivaipallisten arkeonivirusten tiedetdan adsorptoituvan suoraan iséntasolun pinnalle paapiirteittain
samoin kuin bakteerien tai eukaryoottien virukset. Isantasolujen lyysaamiseen tutkitut arkeonivirukset eivat hyddynna tunnettuja
lyysausmekanismeja. Virionien vapauttamisessa arkeoniviruksille on 18ydetty taysin uniikki mekanismi, viruksen indusoimat
pyramidit. Vuonna 2009 SIRV2-arkkiviruksen infektion yhteydessé iséntésolun pinnalle havaittiin muodostuvan pyramidin muotoisia
ulokkeita. Infektiosyklin lopussa ulokkeet aukeavat ja vapauttavat viruspartikkelit solusta. Tdméa on ensimmainen lyysismekanismi,
joka arkkivirukselle on kuvailtu.

Tassa tydssa tutkittiin Haloarcula vallismortis -haloarkeonia infektoivan Haloarcula tailed virus 1(HVTV-1) -viruksen elinkiertoa.
HVTV-1 on hannallinen siphovirus, jonka genomi on kaksijuosteinen DNA. Aikaisemmin HVTV-1-viruksesta on julkaistu viruksen
elinkierron kuvaus ja osoitettu, ettd se on infektiotyypiltaan lyyttinen. HVTV-1-viruksen geenisekvenssi, kapsidin 3D-rakenne ja
paaasiallinen kapsidiproteiini tunnetaan. HVTV-1 -viruksen infektion yhteydessa isantasolussa on havaittu viruksen tuottamia
suurikokoisia, pyoreita rakenteita, joilla on mahdollinen rooli viruksen elinkierrossa. Eldinsoluissa on infektion edetessé havaittu
muodostuvan virustehtaita. Talldin iséntésolussa tapahtuu uudelleenjarjestaytymista, joka johtaa replikaasiproteiinien,
virusgenomien ja replikaatioon tarvittavien iséannélta peraisin olevien proteiinien konsentroitumiseen ja nain ollen replikaation
tehostumiseen. HVTV-1-infektion tuottamat rakenteet arkeonisoluissa saattavat toimia samoissa tehtévissa, kuin eldinsolujen
virustehtaat. Naiden mollurarakenteiden merkitys infektiosyklissa saattaa olla myds virionien vapauttamisessa kuten aiemmin
mainituilla arkeoniviruksen indusoimilla pyramidirakenteilla

Taman tyon tavoitteena oli tutkia viruksen adsorptiota yksityiskohtaisemmin ja selvittimaén sen kayttadmia reseptoreita. Pyrittiin
myds selvittdmaan, misséa vaiheessa infektiosyklia viruksen indusoimat rakenteet ilmaantuvat soluihin, mista ne koostuvat ja mika
niiden merkitys viruksen infektiosyklille voisi olla.

Taman tydn perusteella voidaan sanoa, ettd HVTV-1-viruksen adsorptio on tehokasta ja jopa poikkeuksellisen nopeaa. Se
adsorptoituu hanténsa valitykselld iséntésolun pinnan arkellarakenteisiin. Yhteen arkellaan voi kiinnittyd useita viruksia, mutta
reseptorit eivat saturoidu. HVTV-1:n infektiosyklin solun sisdinen vaihe on pitk&: adsorptiosta virustuotannon alkuun kuluu viela
kahdeksan tuntia ja solut lyysaavat lopulta noin 12 tuntia infektion alusta. Noin kaksi tuntia ennen lyysausta iséntésolussa nahdaan
kaksi viruksen indusoimaa rakennetta, pyoreat mollurarakenteet ja laajat kalvoston nékdiset rakenteet. Samaan aikaan kun
virustuotanto kaynnistyy, tuotetaan soluissa my®s ainakin kahta viruksen indusoimaa tai koodaamaa proteiinia, joista toinen
identifioitiin ribonukleotidireduktaasiksi. Mikali tAma proteiini on osa mollura- tai kalvorakenteita, voidaan naiden rakenteiden olettaa
osallistuvan esim. virusten maturaatioon tai ilmestymisaikansa perusteella virusten vapauttamiseen solusta. Infektion
aikaansaamien erikoisten rakenteiden tutkimisessa riittaisi vield jatkossakin tydsarkaa, erityisesti toisenkin viruksen indusoiman
proteiinin identifioiminen ja mollurarakenteiden puhdistaminen ja tarkempi analysoiminen olisivat mielenkiintoisia haasteita.
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Archaea are known to thrive in different kinds of extreme habitats. Halophilic archaea are found in environments where the salt
concentration is high, like in salt lakes and solar salterns. The habitats of halophilic archaea have salt concentration varying from
higher than sea water to the saturation of salt. In high salinity habitats, the biodiversity is typically low and archaea are dominant micro-
organisms. The cell density of haloarchaea can be up to 107 cell/ml. When there are no predators for archaea and other halophilic
microbes, viruses are thought to be the driving agents for their evolution. To this date, 130 archaeal viruses are described and 90 of
them are known infect halophilic archaea. Most of the isolated haloarchaeal viruses are head-tailed. These head-tailed viruses can be
divided into three different groups by the properties of the tail structure. Those three types of head-tailed viruses are myo-, sipho- and
podoviruses.

The infection cycles, receptors or lysis mechanisms used by archaeal viruses are still poorly known. Few studied archaeal viruses use
seemingly similar strategies to attach to the surface of the host cell, to penetrate the cell surface and to release new virions, as
bacteriophages and viruses of eukaryotic cells do. Since archaeas differ so much from eukaryotic or bacterial cells, their viruses must
have developed different strategies to carry out their infection cycle. Several filamentous viruses of archaea are known to attach to the
pilus structures of their host cells and some of the enveloped archaeal viruses attach straight to the cell membrane of the host. These
strategies are seemingly similar to those used by bacteriophages and viruses of eukaryotic cells. Strikingly different mechanism to
release virions has been seen on SIRV-2, virus of a hyperthermophilic archaeon. The SIRV-2 infection induces pyramid shaped
extrusions on the surface of the host cells. In the end of the infection cycle these pyramids open and release new virions from the cell.
This is the first lysis mechanism described for an archaeal virus.

In this work, the infection cycle of a head-tailed virus infecting extremely halophilic Haloarcula vallismortis was studied. The Haloarcula
vallismortis tailed virus 1 (HVTV-1) is head-tailed siphovirus with a double stranded DNA genome. In previous studies the infection
cycle of HVTV-1 is described to be lytic. The genome sequence, 3D-structure of the capsid and the major capsid protein of HVTV-1 is
known. HVTV-1 infection has been seen to induce large, roundish structures on the surface of the infected cell. These structures may
have a role in the course of the infection cycle. Several animal viruses are known to cause massive rearrangements in the host cell so
that replication proteins, viral genome and the replication agents needed from the host are concentrated in specific locations. These
rearrangements facilitates and enhances the viral replication. The roundish structures induced by HVTV-1 might play the same role as
the virus factories of animal viruses do or these structures may be involved in the release of new virions in somewhat similar manner
as those virus induced pyramid structures. In this study two main goals were set: 1.) To explore the adsorption of HVTV-1 in more
details and see if the host cell receptor could be solved. 2.) To solve the possible role of the virus induced structure seen in the host
cell and to find out, in which point of the infection cycle those structures appear.

Based on this study, it can be said that the adsorption of HVTV-1 is efficient and very fast. The virus attaches to the archaella
structures of the host cell and the attachment is mediated by the tail of the virus. One archaella may serve as a receptor for several
viruses and they are not saturated. The intracellular phase of the infection cycle of HVTV-1 is long and the virus production starts 8
hours after infection. Virions are released when the host cells is lysed 12 hours after the infection. Two hours before the lysis, two virus
induced structural changes of the cell are seen. The roundish structures at the surface of the cell and wide areas in the cytoplasm filled
by a structure looking similar as lipid membranes. At the same time when the virus production begins, at least two virus induced or
coded proteins are produced in the cell. The other one of these proteins was identified and it is predicted to be the virus encoded
ribonucleotide reductase. Ribonucleotide reductase is an enzyme known to catalyse the synthesis of deoxyribonucleic acids from
ribonucleic acids. If the ribonucleotide reductase is a part of seen structures, the timing of their appearance and the known function of
the enzyme, could suggest those structures to play a role in the maturation or release of the virions. Many questions still remains and
there would be lot more details to study in the HVTV-1 infection. Especially interesting would be the identification of the other virus
induced protein, purifying those roundish structures and analysing them in more details.
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1.Johdanto

1.1. Arkeonit

Arkeonit ovat bakteerien ja eukaryoottien ohella elamén kolmas domeeni, joka erotettiin bakteerien
domeenista virallisesti vuonna 1990 (Woese ym., 1990). Carl Woese teki havainnon prokaryoottien
ribosomien pienen alayksikon ribonukleiinihapon (16S ribosomaalinen RNA, 16S rRNA) geenisekvenssien
eroavaisuuksista jo vuonna 1977 (Woese & Fox, 1977). H&n huomasi tuolloin, ettd 16S rRNA jakaa
prokaryootit kahteen selkedasti toisistaan eroavaan ryhmaan. Tasta havainnosta elaman uuden domeenin
tunnustamiseen kului kuitenkin yli kaksikymmentd vuotta, jolloin myds muita eroavaisuuksia arkeonien ja
bakteerien valilta 16ydettiin ja lopulta mikrobiologiyhteiso saatiin vakuuttumaan prokaryoottien domeenin
siséltavan kaksi toisistaan eroavaa ryhmé&a. N&ita perustavanlaatuisia eroavaisuuksia l6ytyi 16S rRNA:n
geenisekvenssin lisaksi mm. soluseinén rakenteesta, lipideistd, deoksiriboosinukleiinihapon (DNA)
prosessoimisesta ja geenien rakenteesta. Arkeonit muistuttavat metabolialtaan bakteereja, mutta niiden
DNA ja sen prosessoiminen puolestaan muistuttavat enemman eukaryoottien vastaavia jarjestelmia
(Cavicchioli, 2011). Lipideissé eroavaisuuksia l8ytyy mm. sidoksista. Bakteerien kuten eukaryoottienkin
kalvojen fosfolipideissé on suoria rasvahappoketjuja esterisidoksilla glyseroliin kiinnittyneing, kun taas
arkeonien lipideissa on isoprenoidi-tyyppisia hiilivetyketjuja esterisidoksilla kiinni glyserolissa. Arkeoneilla
esterisidos kiinnittyy glyseroli-1-fosfaattiin, kun taas bakteereilla ja eukaryooteilla glyseroli-3-fosfaattiin
(Jainym., 2014).

Arkeonit tunnetaan usein &ariolosuhteisiin sopeutuneina ja niiss& dominoivina organismeina,
ekstremofiileina. Arkeoneja tavataankin mm. soodajarvista (Sorokin ym., 2014), suolanrikastusaltaista
(Anton ym., 2000) ja kuumista lahteisté (Huang ym., 2011). Vaikka ensimmaéiset havainnot arkeonien ja
bakteerien eroista tehtiin metanogeeneilla ja halofiilisilla arkeoneilla, eivat kaikki arkeonit suinkaan ole
metabolialtaan erikoisia tai ekstremofiilejd, vaan niita eldd myos tavanomaisissa kasvuymparistoissa.
Viimeisen vuosikymmenen aikana arkeoneja onkin |6ydetty Iahes kaikista elinympéristgistd, joissa tavataan
my0s bakteereja (Cavicchioli, 2011). Edelleen arkeoneista tiedet&dn kuitenkin verrattain vahén. TAmé
johtuu osin useiden arkeonien vaatimista erikoisista kasvuolosuhteista, joiden vuoksi niiden kasittely ja
viljely laboratoriossa ei ole aina mahdollista sek& niiden viel& niin lyhyesta tutkimushistoriasta.

Alun perin arkeonien domeenissa oli vain kaksi paéjaksoa: Euryarchaeota (euryarkeonit) ja Crenarchaeota
(krenarkeonit) (Winker ja Woese, 1991), jotka sisélsivat krenarkeonien termofiilit ja hypertermofiilit sek&
euryarkeonien halofiilit ja metanogeeniset arkeonit. 16S rRNA-sekvenssivertailun liséksi viimevuosina
uudet, solujen viljelysta riippumattomat tekniikat ovat paljastaneet arkeonien domeenin olevan aiemmin
uskottua monimuotoisempi. Nykyisin arkeonien domeenissa on viisi tunnustettua paéjaksoa eli
krenarkeonien ja euryarkeonien rinnalle on hyvéksytty seuraavat paajaksot: Thaumarchaeota (Brochier-
Armanet ym., 2008), Korarchaeota (Elkins ym. 2008) ja Nanoarchaeota (Huber ym., 2002). Osa uusista, vield
karakterisoimattomistakin arkeoneista eroaa edelleen tunnetuista padjaksoista, ja arkeonien
fylogeneettiseen puuhun onkin ehdotettu uusia haaroja: Aigarchaeota (Nunouraym., 2011) ja
Geoarchaeota (Kozubal ym., 2013).

1.1.2. Arkeoneille tyypillisia pintarakenteita

Arkeonien ja bakteerien pintarakenteet eroavat toisistaan useilla tavoilla. Arkeonien soluseinéssé ei ole
bakteereille tyypillista peptidoglykaania ja l1ahes kaikilla arkeoneilla soluseinén uloimman rakenteen
muodostaa proteiineista rakentuva pintakerros, S-kerros (Surface layer (S-layer)) Albers & Meyer, 2011.
Tama proteiinikerros on kaksiulotteinen kiteinen rakenne, joka koostuu yhdesta tai useammasta
glykoproteiinista ja peittad koko solun (Fagan ym., 2014). S-kerros on kiinnittynyt solun ulkokalvoon



jalkamaisilla rakenteilla, jolloin kalvon ja soluseinan valiin muodostuu néenndinen periplasminen tila (Klingl,
2014). S-kerroksen proteiinit ovat yleensa vahvasti glykosyloituja. Glykosyloinnilla tarkoitetaan proteiinien
translaationjalkeistd muokkausta, jossa tiettyihin aminohappoihin kiinnitetdan sokerirakenteita (Schwarz &
Aebi, 2011). Glykosyloinnin on esitetty mahdollistavan joidenkin arkeonien selviytymisen &arimmaisissé
olosuhteissa. Sen arvellaan tietyill& arkeoneilla lisdéédvan proteiinien lAmmaonkestéavyyttd ja stabiloivan niiden
rakennetta, mutta koska kaikilla arkeoneilla proteiinien glykosylointia ei ole, se ei voi olla selviytymiselle
valttdméatonta (Jarrell ym., 2014). Arkeonien soluseinien S-kerroksissa on huomattavaa vaihtelua domeenin
sisélla. Kerros voi koostua pelkastaén proteiinista tai siiné voi olla useita polymeereja kuten polysakkarideja
ja bakteerien peptidoglykaania muistuttavaa pseudomureiinia. On myds muutamia arkeoneja, joilla ei ole
lainkaan taté pintakerrosta ja arkeoneja, joilla S-kerroksen ulkopuolella on liséksi viel& ulkokalvo (Albers &
Meyer, 2011, Rachel ym., 2002). S-kerros peptidoglykaaniseinén ohella 16ytyy hyvin laajasti mydos
bakteerien domeenista ja onkin pohdittu, voisiko téllainen proteiinikerros olla vanhinta alkuperéé edustava
solusein& (Fagan 2014).

S-kerros solun uloimpana kerroksena ilman peptidoglykaaniseinda erottaa arkeoneja bakteereista, mutta
arkeoneilla on havaittu my6s muita, domeenille taysin uniikkeja pintarakenteita (Albers & Meyer, 2011).
Tallaisia pintarakenteita ovat mm. hamit, bindosomit ja cannulae-rakenteet. Putkimaisia cannulae-
rakenteita on I6ydetty hypertermofiilisiltd Pyrodictium-suvun arkeoneilta. Nama arkeonit kasvavat
solunulkoisten putkimaisten rakenteiden verkostossa, jotka muodostuvat, kun solunjakautumisen
yhteydessa syntyvét uudet solut jadvét toistensa yhteyteen naiden putkien valityksella (Rieger ym., 1995).
Nama rakenteet ulottuvat solujen periplasmiseen tilaan, mutta eivat sytoplasmaan asti. Cannulae-
rakenteiden uskotaan olevan valttdmattomia solujen kasvulle, silld yhtdan Pyrodictium-suvun mutanttia
ilman naitd rakenteita ei ole I0ydetty. Niiden uskotaan liittyvéan joko ravinteiden kuljetukseen solujen valilla
tai solujen kiinnittymiseen (Nickell ym., 2003). Hami-rakenteen nimi tulee latinan kielen sanasta Hamus eli
koukku tai harppuuna, joka onkin varsin kuvaava nimi télle pintarakenteelle. Hamit ovat piluksen kaltaisia
1-3 pm pituisia rakenteita, joiden paissé on kolme haaraa (Moissl ym., 2005). Hami-rakenteita on loydetty
kylméssa, rikkipitoisessa suovedessé elavalta SM1-euryarkeonilta. SM1 eldé erikoisessa yhteisdssa tiettyjen
filamenttimaisten bakteerien kanssa muodostaen helminauhamaisia biofilmeja. Bakteerit muodostavat
“nauhan” helmien vélilla ja SM1-arkeonit muodostavat helmimaiset rakenteet. Téllaiset
helminauharakenteet kiinnittyvat toisesta paéastaén kiintedan kasvualustaan (Rudolph ym., 2001). Biofilmin
rakennetta tutkittaessa on huomattu, ettd SM1-arkeonit sijoittuvat toisistaan noin 4 um:n paahan eli juuri
vierekkaisten solujen hamien muodostamalle etéisyydelle. Hamien on néhty muodostavan kasvualustaan
laajoja ja tiheitd verkostoja ja niiden onkin esitetty olevan tarkeité biofilmin muodostamisessa seka solun
kiinnittymisessa kasvualustaansa (Henneberger ym., 2006, Moissl ym., 2002, Henneberger ym., 2006).
Bindosomi-rakenteita on 16ydetty Sulfolobales acidocaldarius —arkeonin pinnalta. Ne ovat suuria
proteiinikomplekseja, jotka ovat seké rakenteellisia komponentteja arkeonin S-kerroksessa etta tarkedssa
roolissa sokerin sisddnotossa arkeonisoluun (Albers ym., 1999, Zolghard ym.,2014).

Cannulae-, hami- ja bindosomi -rakenteiden liséksi arkeoneilta on 16ydetty piluksia ja arkeonien flagelloja.
Arkeonien flagellojen uudeksi nimeksi on ehdotettu arkellaa (archaella) (Albers & Jarrell 2015). Tahan
mennessé tutkittujen arkeonien pilukset ovat yhta poikkeusta lukuun ottamatta edustaneet tyypin IV
piluksia (Albers & Meyer, 2011). Bakteereilla tyypin IV pilukset toimivat useimmiten solun liikkumisessa
kasvualustansa pintaa pitkin, mutta arkeoneilla pilusten funktiot ovat hyvin erilaisia ja niiden rakenteissa on
eroja lajien vélilla (Craig ym., 2004, Albers & Meyer, 2011). Sulfolobales acidocaldarius —arkeonin pinnalla
on arkellojen liséksi my6s UV-valon indusoimia piluksia. UV-valon on huomattu aiheuttavan kyseisten
arkeonien aggregoitumista ja pilusten tiedetaan osallistuvat ndiden aggregaattien muodostamiseen (Frols
ym., 2008). 1ho670-kuidut ovat Ignococcus hospitalis -arkeonin hyvin hauraita, adhesiivisia piluksia, jotka
ovat jopa 20 um pitkia ja halkaisijaltaan 14 nm (Muller ym., 2009).



Pyorivalla liikkeelld solun uimisen mahdollistava arkella-rakenne on eniten tutkittu uloke arkeonien
soluseinassé. Arkellat vastaavat toiminnaltaan bakteerien flagelloja, mutta rakenteellisesti ne muistuttavat
enemman bakteerien tyypin IV piluksia (Albers & Jarrell, 2015). Tutkimustulosten pohjalta voidaankin
olettaa seké bakteerien ettd arkeonien uimisen kehittyneen itsenéisesti molemmissa domeeneissa (Lassak
ym., 2012). Kuten tyypin IV pilukset bakteereilla, myds arkellat rakentuvat signaalisekvenssin siséltavista
polypeptideistd, joita muokataan ennen liittdmista pilukseen. Tutkittujen arkeonien geenisekvensseista
I6ytyykin vahvistus bakteerien tyypin IV pilusten ja arkellojen yhteiselle evolutiiviselle taustalle: arkeonien
genomissa on homologi bakteerien geeneille, jotka koodaavat piluksen kokoamissysteemin tarkeité
proteiineja, sekd homologirakenne jalustassa toimivan membraaniproteiinin geenille (Bayley & Jarrel, 1998,
Peabody ym., 2003). Erona flagelloihin arkellat saavat energiansa adenosiinitrifosfaatista, kun taas flagellat
kayttavat protonigradienttia energialahteendan. Arkellat muodostuvat rakenneyksikdistg, joita lisatéén
rakenteen tyveen, kun taas flagellan rakenneyksikot kulkevat rakenteen sisélla olevaa onttoa kanavaa pitkin
flagellan kérkeen, jossa ne liitetéén kasvavaan rakenteeseen (Streief ym., 2008, Jarrell ym., 1996).

1.2. Halofiiliset arkeonit

1.2.1. Yleiskatsaus halofiilisiin arkeoneihin

Kaikki organismit tarvitsevat jossain méarin suolaa elddkseen. Korkea suolapitoisuus on kuitenkin
useimmille organismeille epéasuotuisa elinolosuhde, silla osmoottinen paine saa veden virtaamaan ulos
soluista ja korkean ionipitoisuuden vuoksi vapaan veden mééaré on niin alhainen, etteivat entsyymit toimi
normaalisti. Halofiiliset organismit ovat kuitenkin adaptoituneet korkeisiin suolapitoisuuksiin ja jopa
vaativat molaarisia pitoisuuksia suolaa kasvuun ja normaaliin metaboliaan (Pieper ym., 1998, Eisenberg
ym., 1992). Halofiilinen tarkoittaakin 'suolaa rakastavaa’ ja se on johdettu kreikan kielen sanasta hals, joka
tarkoittaa suolaa tai merta seka sanasta philos eli rakastava.

Kaikki halofiiliset arkeonit kuuluvat Euryarchaeota-péaéjaksoon (Oren, 2014). Halofiiliset arkeonit ovat
kuitenkin hyvin monimuotoinen ryhmaé: suurin osa halofiilisista arkeoneista kuuluu lahkoon Halobacteriales,
joka siséltaa vain yhden heimon Halobacteriaceae. My6s osa metanogeenisista arkeoneista on halofiilisia, ja
suurin osa niisté kuuluu lahkoon Methanosarcinales ja heimoon Methanosarcinaceae. Uuden pddjakson
Nanoarchaeota edustajien uskotaan myos olevan halofiilisia, silla ympéaristondytteista tehtyjen
metagenomianalyysien perusteella niita tavataan korkeasuolaisissa ympaéristdissa (Andrei ym., 2012).
Korkean suolapitoisuuden ymparist6issa halofiiliset arkeonit ovat dominoivia organismeja. Ne menestyvat
ymparistdissa, joissa suolapitoisuus voi vaihdella meriveden noin 0,6 molaarisesta aina noin 5 molaariseen
natriumkloridi-pitoisuuteen eli suolan saturoitumiseen (DasSarma & DasSarma, 2012). Korkeissa
suolapitoisuuksissa haloarkeonien solutiheys voi olla jopa yli 107 solua millilitrassa (Oren ym., 2002a, Burns
ym., 2004). Suurin osa tallaisista ympéaristgisté eristetyisté arkeoneista kuuluu Halorubrum-, Haloarcula-

ja Haloferax-sukuihin. Mikrobeista arkeonien lisdksi téllaisissa ymparistoissa tavataan halofiilisia bakteereja
jaainoana primaarituottajana yksisoluisia Dunalliella-levia (Oren 2002b). Korkean suolapitoisuuden
ymparistdille tyypillistd on my6s diversiteetin matala kompleksisuus seka korkeat virusmaéarat (Boujelben
ym., 2012, Garcia-Heredia ym., 2012). Halofiiliset arkeonit voidaan jakaa kasvuympéristonsa perusteella
kolmeen ryhmaan: darimmaiset, kohtalaiset ja lievat halofiilit. Aarimmaisten halofiilien kasvulle
optimaalinen natriumkloridi -pitoisuus on 3,4-5,1 M, kohtalaisten 0,85-3,4 M ja lievien halofiilien 0,2-0,85
M (Madigan ym., 2003).

Halofiilisia arkeoneja yhdist&é niiden tarve ympariston korkealle suolapitoisuudelle, mutta niiden
metabolioissa on suurta vaihtelua. Suurin osa halofiilisista arkeoneista on aerobisia tai fakultatiivisesti
anaerobeja kemo-organoheterotrofeja. Iso osa néista arkeoneista kayttaa padasiallisena hiilenlahteendan
aminohappoja, mutta osa pystyy hyddyntdméaan myas erilaisia hiilihydraatteja. Osa halofiilisista arkeoneista
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vaatii ympéristoltéén hyvinkin monipuolisia ravinteita kasvaakseen, kun taas osa pystyy viljeltédessa
kasvamaan yhdelld hiilenldhteelld ja kdyttamaan ammoniakkia typenlédhteend. Hapen ollessa
kasvuympéristdssa rajoittava tekija halofiiliset arkeonit voivat hyddyntaa vaihtoehtoisia
elektroniluovuttajia, muuttaa energiametaboliansa fermentoivaksi tai fotoheterotrofiseksi.
Fotoheterotrofiassa organismi tarvitsee edelleen hiilenldhteen ymparistdsta. Fotoautotrofista kasvua
arkeoneilla ei ole tavattu. Halofiiliset metanogeenit taas ovat taysin anaerobisia ja tuottavat
metaboliassaan metaania (Andrei ym., 2012). Tama on arkeonien domeenille taysin uniikki piirre, silla
minkdan muun tunnetun organismin ei tiedeta tuottavan energiametaboliassaan metaania (Babteste ym.,
2005).

Jotta elamé korkeissa suolapitoisuuksissa on mahdollista, halofiilisten arkeonien on taytynyt mukautua
vaativiin elinympédristdihin erilaisilla adaptaatioilla. Koska suurin osan halofiilisista arkeoneista on aerobisia
tai fakultatiivisesti anaerobisia, niiden on pysyteltava hapellisissa kasvuymparistoisséa. Happi kuitenkin
liukenee huonosti suolaiseen veteen, joten téllaisissa ympéristoissa eldvien arkeonien evoluutiossa on
kehittynyt tapoja tdmén ongelman ratkaisemiseksi. Useat halofiiliset arkeonit pystyvat likkumaan
ymparistdssaan uimalla arkella-rakenteiden (kappale 1.1.2) avulla ja ndin saavuttamaan happi- ja
ravinnepitoisuudeltaan sopivia ymparistdja (Nikhil ym., 2001)Tallaisissa korkeiden suolapitoisuuksien
vesiymparistoissa elévilla arkeoneilla on myds havaittu solujen sisélla erilaisia kaasuvesikkeleitd, joiden
avulla ne valttavat vajoamisen ja pysyvat helpommin happipitoisessa vesikerroksessa (Hechler & Pfeifer,
2009, Oren 2013). Veden pintakerroksissa pysyminen saa aikaan seuraavan elinympériston asettaman
haasteen: jatkuva altistuminen auringon UV-séteilylle. Halofiiliset arkeonit tuottavatkin solukalvoonsa
suuria maarid oranssin punertavia karotenoideja, joista suurin osa on C-so bakterioruberiineja (DasSarma &
DasSarma, 2012). Namé karotenoidit stimuloivat UV-vaurioista johtuvien tymiinidimeerien korjausta
(Crowley ym., 2006).

Suurin haaste halofiilisten arkeonien elinymparistdssa on kuitenkin korkea suolapitoisuus. Jotta
arkeonisolun on mahdollista pysyé koossa téllaisessa ymparisttssa, silla on oltava solua stabiloivia
rakenteita tai keinoja muilla tavoilla hallita osmoottista painetta. Sen taytyy myos pystyé pitdmaan ylla
solun toimintoja, vaikka tallaisessa ymparisttssa useiden keskeisten entsyymien toiminta normaalisti
estyisi. Arkeonisolujen pinnalla solujen rakennetta tukee proteiinien ja siihen liittyvien polymeerien
muodostama S-kerros (kappale 1.1.2). Halofiilisten arkeonien S-kerroksissa on havaittu eroja kohtalaisten-
ja aarimmaisten halofiilien valilla. Aarimmaisen halofiilisella Halobacterium salinarum -arkeonilla S-
kerroksen glykolysaatio on korkeampi ja glykoproteiineissa on sulfoituja glukuronihappotéhteitd. Naista
muutoksista johtuen S-kerros on tihedmmin varautunut ja timén uskotaan olevan adaptaatio
elinympéristdn suolapitoisuuteen (Mescher & Strominger, 1976, Eichler, 2003). Korkeissa
suolapitoisuuksissa eldvat arkeonit séételevat myos solunsiséisté ionikonsentraatiotaan vahentéékseen
osmoottista painetta. Monilla halofiilisilla arkeoneilla onkin solulimassaan molaarisia pitoisuuksia kalium- ja
kloridi-ioneja. Toinen keino séataa solulimaa ympériston kanssa isotonisemmaksi on syntetisoida
solulimaan pienié orgaanisia molekyyleja kuten glyserolia tai trehaloosia. Orgaanisten molekyylien kaytto
osmoottisen paineen tasaamiseen on kaytdsséa laajasti kaikissa domeeneissa, kun taas kalium- ja kloridi-
ionien molaariset pitoisuudet solulimassa ovat halofiilisille arkeoneille ominaisempaa (Oren, 2008).

Halofiilisilla arkeoneilla proteiinien pinnan on havaittu olevan negatiivisesti varautunut. Taman varauksen
saa aikaan happamien aminohappojen tai peptidien lisidminen proteiineihin. Negatiivisen varauksen
uskotaan séilyttavan proteiinirakenteen joustavuuden negatiivisten varausten hylkiessé toisiaan.
Halofiilisten arkeonien proteiineissa on my6s vahemman hydrofobisia aminohappoja. Tdaméan ominaisuuden
uskotaan tasapainottavan proteiineja, silla korkeasuolainen ympdristt voimistaa hydrofobisia voimia
proteiinien sisdll, silld vapaan veden mééré on véhaisempi. Sopeumana korkeisiin suolapitoisuuksiin osa
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haloarkeonien proteiineista laskostuu oikein vain, kun ympéristén suolapitoisuus on tarpeeksi korkea (Reed
ym., 2013).

1.2.2. Haloarcula -suku

Suvun nimi, Haloarcula, on johdettu kreikan kielen sanasta hals, joka tarkoittaa suolaa tai merta sek&
sanasta arcula, eli pieni laatikko. Haloarcula tarkoittaa siis sananmukaisesti suolaa vaativaa pienta
laatikkoa. Haloarcula on yksi noin viidestakymmenesté Halobacteriacea -heimoon luettavista suvuista
(Oren, 2014). Haloarcula-sukuun (Torreblanca ym., 1986) kuuluu 10 arkeonilajia, joiden solut ovat lyhyité ja
pleomorfisia sauvoja. Solujen morfologiassa on vaihtelua séannéllisen sauvamaisista kolmiomaisiin ja
epasaanndllisen muotoisiin sauvasoluihin (Oren ym., 2009). Haloarcula-kasvustot ovat punertavia niiden
tuottamien bakterioruberiinien ansiosta. Haloarcula-lajeilla on genomissaan vahintéan kaksi heterogeenista
16S rRNA geenid (Yang ym., 2007). Suurin osa Haloarcula -kannoista on liikkuvia (Oren ym., 2009). Kuten
kappaleessa 1.2.1 todettiin, enemmistd halofiilisista arkeoneista on aerobisia tai fakultatiivisesti
anaerobisia, eiké yksika&n Haloarcula-kanta tee tdhéan poikkeusta. Kannat pystyvat kasvamaan
anaerobisesti esimerkiksi silloin, kun kasvuymparistdssa on saatavilla nitraattia. Kaikki Haloarcula-suvun
kannat ovat adrimmaéisia halofiileja, joiden kasvulle optimaalinen NaCl-pitoisuus on 2,5-3,5 M. Korkea
suolapitoisuus on soluille valttaméattémyys, silla ne hajoavat tislatussa vedessa. Naiden kantojen
optimaalinen kasvu vaatii my6s magnesiumia ja sen optimipitoisuus kasvuympéristdssa on kannasta
riippuen 0,005-0,1 M. Energiametabolialtaan Haloarcula-suvun arkeonit ovat kemoheterotrofeja, jotka
pystyvéat hyddyntdmaén hiilenldhteenéén laajasti erilaisia substraatteja eivatka valttamétta tarvitse
aminohappoja kasvuunsa. Optimaalinen kasvulampétila vaihtelee kannan mukaan valilla 22 - 55 °C ja kasvu
on mahdollista pH-vélill4 6,5-9 (Oren ym., 2009, Oren 2008). Haloarcula vallismortis on Haloarcula -suvun
tyyppilaji ja se on eristetty suola-altaasta Kaliforniasta, Death Valleyn kansallispuistosta. Sen nimi,
vallismortis, tarkoittaa kuollutta laaksoa viitaten sen loyttpaikkaan. Har. vallismortis on gram-negatiivinen,
liikkuva arkeoni, jonka optimaalinen kasvulampdétila on 40 °C (Gonzalez ym., 1978).

1.3. Virukset

1.3.1. Virusten historia ja luokittelu

Virukset Idydettiin vuonna 1898, kun Loffler ja Frosch onnistuivat ensimmaising eristdmaan ja kuvailemaan
suodatettavan taudinaiheuttajan (Fenner, 2008). Jo kauan ennen sité olivat Martinus Beijerinck ja Dmitrii
Ivanovsky tutkineet toisistaan tietdmétta tupakka-kasvin mosaiikkitautia. Ensimmaisena tata kasvitautia oli
tutkinut ja kuvaillut Adolf Mayer, jonka ty6 innoitti Ivanovskyn ja Beijerinckin tutkimuksia (Lustig & Levine,
1992). Tupakan mosaiikkitaudissa kasvin lehtiin muodostuu tummia ja vaaleita laikkia mosaiikkimaiseen
tyyliin, ja siité se on my6s saanut kuvaavan nimensa (Harrison & Wilson, 1999). lvanovsky teki
tutkimuksissaan huomion, etté sairaasta kasvista otettu neste sairastuttaa injektoitaessa mygs terveen
kasvin. H&n myos totesi, ettd nesteen suodattaminen bakteerit poistavan suodattimen Iapi ei muuta
tilannetta. Ndama4 tulokset raportoitiin vuonna 1892 (lwanowski, 1989). Beijerinck oli myds tahollaan
kokeillut samanlaista suodatusta ja paatynyt lvanovskyn kanssa samaan havaintoon vuonna 1898.
Beijerinck teki kuitenkin myds toisen tarkedn havainnon siitd, etté tautia aiheuttava tekija lisaantyy elavassa
kasvissa eik& ole ainoastaan kemiallinen tekija (Beijerinck, 1898). Nimensa virukset ovat saaneet Louis
Pasteurilta, joka kehitti rabies-rokotteen jo vuonna 1885, mutta ei kuitenkaan osannut erottaa viruksia
muista taudinaiheuttajista. Han paatti kayttaa tasta rokotteessa vaikuttavasta tekijéasté latinankielista
nime4, virus, joka tarkoittaa myrkkya (Cann, 2005a). Nama virustutkimuksen alkumetrit loivat pohjan
virologialle, ja jo 1900-luvun alussa virukset olivat yleisesti tunnustettuja taudinaiheuttajia niin kasveissa
kuin eléimissékin (Lustig & Levine, 1992).
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Nyt, kun virusten I6ytdmisestéd on kulunut jo yli vuosisata, pystytdan virusmaailmaa tutkimaan hyvinkin
yksityiskohtaisesti. Virusten tiedetéén olevan obligaatteja solunsiséisid parasiitteja, joilla ei ole elaville
organismeille tyypillisté aineenvaihduntaa eik& proteiinien tuottamiseen tarvittavia ribosomeja (Rybicki,
1990). Virukset eivét siten pysty lisddntymaan ilman iséntésolua. Isantasolun ulkopuolella virukset ovatkin
yksinkertaisimmillaan vain nukleokapsideja, joissa proteiinikuori siséltéa kullekin virukselle tyypillisen
genomin (Pennazio, 2011). Viruksia arvellaan olevan maapallolla noin 10% ja niiden maaran arvioidaan
ylittdvan bakteerien ja arkeonien maaran noin 15-kertaisesti (Comeau ym., 2008, Suttle, 2007).
Mielenkiintoisia tutkimuskohteita ja haasteita modernille virologialle ovatkin mm. virusten alkuperan ja
evoluution selvittdminen, bakteriofagien eli bakteereja infektoivien virusten kaytt6 syépahoidoissa seké
virusten aiheuttamien tautiepidemioiden estdéminen.

Viruksia voidaan jaotella Baltimoren luokituksella, jossa virukset luokitellaan niiden genomin ja sen
replikaatiomekanismin mukaan seitsemaéan luokkaan: I) virukset, joiden genomi on kaksijuosteinen DNA-
molekyyli, Il) virukset, joilla genomi on yksijuosteinen DNA-molekyyli, I11) kaksijuosteiset RNA-virukset, IV)
positiivisséikeiset, yksijuosteiset RNA-virukset ja V) negatiivissdikeiset, yksijuosteiset RNA-virukset.
Luokkaan VI kuuluvat RNA-virukset, jotka replikoituvat DNA-vélivaiheen kautta ja luokkaan VII
kaksijuosteiset DNA-virukset, jotka replikoituvat RNA-vélivaiheen kautta. Luokkien VI ja VIl virukset
kayttavat replikaatiossaan kaanteista transkriptiota (Baltimore 1971, Temin & Baltimore, 1972). Baltimoren
luokitusjérjestelméssé ei kuitenkaan oteta replikaatiotavan ja genomin ohella huomioon muita viruksen
ominaisuuksia, evoluutiota tai virusten mahdollista yhteisté alkuperad. Virusten virallisesta luokituksesta
vastaa International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV), jonka tavoitteena on muodostaa viruksista
kansainvélisesti hyvaksytty taksonominen jarjestelma (King ym., 2012). ICTV luokittelee virukset sen
mukaan, mité iséntdorganismia ne infektoivat. Taman luokituksen jélkeen virukset jaetaan edelleen
Baltimoren luokituksen ja tiettyjen muiden ominaisuuksien mukaan. Valitettavasti jatkuvasti liséédntyva
tietomaard ja viruslajin méaéarittelemisen hankaluus on johtanut tilanteeseen, jossa suurta osaa viruksista ei
ole pystytty sijoittamaan vield mihink&an virusheimoon ICTV:n jarjestelméssa. Virusten luokittelua on
lahestytty myds rakenteen ndkokulmasta jakamalla virukset linjoihin (Abrescia ym., 2012). Viruspartikkelit
rakentuvat nukleiinihaposta, proteiinikapsidista seka joissakin tapauksissa lipidikalvosta, joka sijaitsee
kapsidin sisa- tai ulkopuolella (Voyles, 2002). Tallainen luokittelumalli perustuu siihen, etté proteiini voi
laskostua hyvin rajoitetuilla tavoilla muodostaakseen itsestéan jarjestéytyvén ja edelleen toiminnallisen
virionin eli viruspartikkelin. Tallaisen kapsidin muodostumista voidaan pitaa evolutiivisesti hyvin
harvinaisena tapahtumana ja sita kautta viruslinjoja yhdistavané tekijana. Kapsidin proteiinilaskokseen
perustuvalla luokittelulla pystyttéisiin jakamaan viruksia ryhmiin valittdmatta niiden infektoimista isdnnisté
eli samassa virusryhméssa voisi olla jopa eri domeenien isantid infektoivia viruksia.

1.3.2. Viruspartikkelien rakenne ja kokoaminen

Suhteutettuna virusten nopeaan evoluutioon ja oletettuun méaréan maapallolla virusten
kapsidimorfologiassa on vain vahén vaihtelua. Kapsidimorfologian perusteella virukset voidaan jakaa
neljaén luokkaan: ikosahedraalisiin ja helikaalisiin viruksiin, viruksiin joilla on ikosahedraalinen paa ja
helikaalinen hanté seka osittain symmetrisiin ja epdsymmetrisiin viruksiin. Suurin osa tunnetuista viruksista
on joko ikosahedraalisia tai helikaalisia. Monet eléinvirukset ja myds esimerkiksi bakteerien plasmavirukset
ovat epatyypillisia viruksia. Tallaisiin viruksiin kuuluu myds suuri joukko arkeoniviruksia, jotka ovat
morfologialtaan virusmaailmalle uniikkeja, kuten pullon ja sitruunan muotoiset virukset (Abrescia ym.,
2012, Pietild ym., 2014). Viruspartikkelit ovat metastabiileja rakenteita. Talla tarkoitetaan sit, etta
ekstrasellulaarisessa tilassa genomia suojaava ja kuljettava kapsidi on stabiili, mutta infektion yhteydessa
sen on pystyttdvd muuttamaan konformaatiotaan ja vapauttamaan genominsa nopeasti iséntasoluun.
Infektiivinen virioni ei siis ole saavuttanut pienimmé&n mahdollisen vapaan energian konformaatiota, vaan
saavuttaa sen vasta konformaatiomuutoksilla adsorption ja soluun tunkeutumisen yhteydessa. Metastabiili
viruskapsidi muodostuu identtisista rakenneproteiineista, jotka jarjestaytyvét siten, ettd proteiinien vlille
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muodostuu maksimaalisen kontakti. Kapsidirakenteen pysyvyyteen ja kokoamiseen vaikuttavat mm.
hydrofobiset ja elektrostaattiset vuorovaikutukset, joissa voidaan ndhd& muutoksia jo vain yhta
aminohappoa koodaavan sekvenssin mutaatioissa. Kapsidirakennetta voivat stabiloida myds disulfidi- ja
kovalenttiset sidokset. Erityisesti disulfidisidoksissa tapahtuvien muutosten uskotaan olevan merkittava
tekija virionin konformaatiomuutoksessa, jota tarvitaan adsorption ja soluun tunkeutumisen yhteydessé
(Mateu, 2013a).

Viruskapsidin kokoaminen on passiivinen tapahtuma, sill& ohjeet kokoamiseen on sisdéédnkoodattu
kapsidiproteiinien sekvenssiin. Kapsidisymmetrian rakentumisen perusperiaatteet ovat hyvin yksinkertaiset:
jokaisen alayksikon sitoutuminen viereisiin yksikdihin on identtistd. Tama4 johtaa lopulta automaattisesti
kapsidin rakenteen muodostumiseen. Tasta rakentumistavasta johtuen muodostuva kapsidi on
luonnollisesti virheettn rakennelma. Ikosahedraalisen kapsidin lahes pydreéd rakenne saadaan aikaan, kun
20-60 kDa kokoisia pa&asiallisia rakenneproteiineja on kapsidissa 60 tai sen moninkertoja. Pddasiallisten
kapsidiproteiinien lisaksi kapsidissa on myds sen stabiilisuutta tukevia rakenneproteiineja. Téllainen
jarjestaytyminen mahdollistaa suljetun kuoren rakentumisen, jossa on yksinkertaisimmillaan 20 pintatasoa
ja 12 napaa. Ikosahedrin rakentuminen noudattaa 2-3-5 -symmetriaa (Caspar & Klug, 1962, Mateu, 2013b
Voyles 2002). Helikaalisilla viruksilla proteiinikapsidi rakentuu suuresta maarasta identtisia
rakenneproteiineja. Rakenneproteiinit jarjestaytyvéat tiukasti vierekkain koko genomin pituudelta
muodostaen nukleokapsidin, joka on sylinterin muotoinen ja symmetrialtaan helikaalinen.
Rakenneproteiinit ovat jatkuvassa vuorovaikutuksessa genomin kanssa, joten kapsidin koko riippuu suoraan
genomin koosta. Helikaaliset virukset voivat olla rakenteeltaan joustavia tai hyvin jaykkié ja sauvamaisia
(Stubbs & Kendall, 2012). Useilla viruksilla on helikaalinen hantéarakenne kiinnittyneena ikosahedraaliseen
kapsidiin. Se on ontto, putkimainen rakenne, jonka l&pi virus ejektoi genominsa isantésolun kalvojen lapi.
Hant& toimii myds sopivan iséntasolun tunnistuksessa seké solun pintaan kiinnittymisessa (Leiman &
Shneider, 2012). Hannélliset virukset voidaan jaotella hanné&n pituuden ja supistumiskyvyn mukaan podo-,
sipho- ja myoviruksiin (Ackermann, 2003).

Osalla viruksista proteiinikapsidin pinnalla on vield lipidivaippa, joka on useimmiten perdaisin isdntésolun
kalvoista. Virus voikin saada lipidivaippansa vain kuroutumalla jostain isdntésolun kalvosta kuten
solukalvosta, tumakalvosta tai ulkokalvosta lapi (Brever, 1980). Se, misté kalvosta virus lipidivaippansa saa,
on virusspesifista (Welsch ym., 2007). Vain muutamien suurten eukaryoottivirusten tiedetdan syntetisoivan
itse lipideja (Claverie ym., 2009). Infektion aikana kalvolle, jonka I&pi virus silmikoituu, on kuljetettu
valmiiksi viruksen tarvitsemia integraalisia proteiineja (Suomalainen, 2002). N&iden proteiinien kalvon
ulkoinen osa toimii usein viruksen adsorptiossa iséntasolun pintaan ja kalvofuusiossa (Kielian &
Jungerwirth, 1990). Ulkopinnan proteiinien oligomeerit muodostavat usein virusten pintaan piikkimaisia
rakenteita. Integraalisten kalvoproteiinien sisdosat osallistuvat usein myas virionien lopullisen rakenteen
kokoamiseen. Viruksilla voi olla myds kapsidin siséinen lipidivaippa, jonka virus muodostaa isdntansa
kalvoista (Lucas, 2001). Er&illa viruksilla lipideja on ainoastaan rakenneproteiinin modifikaationa, ei niinkaan
yhtendisena lipidivaippana (Pietild ym., 2013c). Lipidivaipan, proteiinikapsidin ja genomin liséksi viruksista
voi l6ytyd mm. eri entsyymeja kuten esimerkiksi proteaaseja ja polymeraaseja (Poranen ym., 2002).

Virionien rakennetta voidaan tutkia useilla eri menetelmilld. Yleisimmin kdytetdan elektronimikroskopiaa ja
rontgenkristallografiaa. Rontgenkristallografia perustuu rontgensateiden hajontaan. Sita kdytetaan
kristallirakenteiden atomi- ja molekyylitason tutkimiseen. Réntgensateiden osuminen kristallirakenteeseen
aiheuttaa sen hajoamisen eri suuntiin. Eri atomitasoista hajoavat sateet analysoidaan, jolloin saadaan
tietoon atomien sidospituudet ja -kulmat, atomien paikat ja hilarakenne (Tang & Johnson, 2002). Korkean
resoluution rakenteen maarittadmiseksi voidaan kéayttdd myos kryo-elektronimikroskopiaa (kryo-EM), joka
on lapivalaisuelektronimikroskopian menetelma. Kryo-EM:lla pystytadn tutkimaan varjadmatonta ja
fiksaamatonta néytetta, joka on jaddytetty nestemaisellé typella tai etaanilla. TAssé menetelmassé ndytetta
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ei tarvitse kristallisoida, joten tutkiessa saastytaan kristallisoinnissa toisinaan tapahtuvilta
rakennemuutoksilta ja ndytettd tarvitaan vain pieni maara (Bai ym., 2015). Usein virionien
rakennetutkimuksissa kaytetaan useita eri menetelmia tarkimman tuloksen saavuttamiseksi (Caston &
Carrascosa, 2013).

1.3.2. Haloarkeonien virukset

Kuten kaikki muutkin solulliset eli6t myos arkeonit ovat alttiita virusinfektioille. Jo ennen kuin arkeonit
tunnistettiin omaksi domeenikseen, hannallisten virusten todettiin infektoivan erittain

halofiilisia Halobacterium-suvun jasenia (Prangishvili, 2013). Korkeissa suolapitoisuuksissa viruksen kaltaisia
partikkeleita voi olla jopa 1 x 10° kappaletta millilitrassa. Nykyisin arkeonien viruksia on kuvattu noin 130,
kun taas bakteerien viruksia tunnetaan huomattavasti suurempi joukko (Atanasova ym., 2015a).
Arkeonivirusten morfologioiden kirjo bakteerien viruksiin verrattuna on laaja: 29 luokiteltua arkeonivirusta
jakautuu jopa 15 virusheimoon, kun taas bakteerivirukset kuuluvat vain kymmeneen virusheimoon (Snyder
ym., 2015, Pietild ym., 2014). Jo verrattain lyhyen tutkimushistoriansa aikana arkeoneille on tunnistettu 15
eri morfotyyppid edustavaa virusta, kun vastaava luku bakteerien viruksille on 9. Arkeoneille tunnetaan
pisaran-, pullon-, basillin-, sauvan, spiraalin-, ikosahedrin- ja sitruunanmuotoisia viruksia. Lisaksi tunnettuja
morfotyyppeja ovat filamenttiset virukset seka pyoreat virukset, joilla on helikaalinen ydin. Hannélliset
ikosahedraaliset ja sitruunanmuotoiset virukset voidaan edelleen jakaa kolmeen eri tyyppiin hdnnén
ominaisuuksien perusteella. Monille arkeonivirusten morfotyypeille kuten ikosahedraalisille, lineaarisille ja
pleomorfisille viruksille 16ytyy vastaava morfotyyppi eukaryoottien tai bakteerien viruksista, mutta
arkeoniviruksista on 18ydetty koko virusmaailmalle myds taysin uniikkeja morfotyyppejé kuten pullon-,
sitruunan- ja pisaranmuotoisia viruksia (Pietila ym., 2014). Kaikki téhan mennessé tutkitut arkeonivirukset
ovat DNA-viruksia, joiden genomi on yksi- tai kaksijuosteinen, lineaarinen tai sirkulaarinen. Arkeoneja
infektoivia RNA-viruksia ei ainakaan toistaiseksi ole pystytty viljelemaan, mutta viimeaikaisissa
metagenomitutkimuksissa on l6ydetty selkeité viitteitd arkeonien RNA-virusten olemassaolosta (Bolduc
ym., 2012)

Tunnetuista noin 130 arkeoniviruksesta noin 90 infektoi halofiilisia arkeoneja (Atanasova ym., 2015a).
Korkean suolapitoisuuden vuoksi halofiilisten arkeonien elinymparistdssa ei virusten liséksi elé juurikaan
muita arkeonien luontaisia vihollisia, jolloin virusinfektiot ovat merkittava evoluutiota eteenpdin ajava
tekija (Oren, 2008, Rodriguez-Valera ym., 2009). Halofiiliset arkeonit ovatkin jatkuvassa vuorovaikutuksessa
virusten kanssa, sillé viruksia voi korkeissa suolapitoisuuksissa olla jopa 10-100 kertaa isdntésoluja
enemman (Porter ym., 2007). Halofiilisia arkeoneja infektoivat tutkitut virukset ovat morfotyypeiltdan
hannallisia viruksia, joilla on ikosahedraalinen kapsidi ja helikaalinen hanté, hdnnattomia ikosahedraalisia,
pleomorfisia ja sitruunan muotoisia viruksia. Myos lineaarisia viruksia on havaittu korkeiden
suolapitoisuuksien ympéristoissd, mutta niiden ei ole vield osoitettu infektoivan halofiilisia arkeoneja
(Atanasova ym., 2015a, Sime-Ngando ym., 2011).

Eristetyistd halofiilisten arkeonien viruksista suurin osa on hénnallisié viruksia. Vaikka h&dnnallisia viruksia on
eristetty lukumaarallisesti eniten (Pietilda ym., 2014), on ymparistonaytteita tutkittaessa huomattu
hannéallisia viruksia olevan morfotyypeista vahiten. Tietyissd korkeasuolaisissa ymparistoissa hannallisten
haloarkeonivirusten osuus kaikista ndhdyista viruksen kaltaisista partikkeleista oli alle 1 % (Sime-Ngando
ym., 2011). Nama ristiriitaiset havainnot johtuvat arkeonien ja sitd my6den niitd infektoivien virusten
kasvatuksen haasteellisuudesta. Laboratorio-oloissa kasvamaan saadut arkeonit ja niiden virukset eivét siis
vastaa alkuperéisessa elinymparistossa vallitsevia suhteita. Arkeonien hannélliset virukset infektoivat
arkeoneja ainoastaan euryarkeonien padjaksosta. Ne muistuttavat morfologialtaan bakteerien hannallisia
viruksia ja niiltd on todettu 16ytyvan useita homologeja vastaavien bakteerivirusten geeneille (Luk ym.,
2014). Néin ollen ne luokitellaan, kuten bakteriofagitkin, h&dntarakenteen ominaisuuksien perusteella podo-
, myo- ja siphoviruksiin (Pietilda ym., 2014).
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Ikosahedraalisen morfotyypin haloarkeonivirukset ovat halkaisijaltaan 51-80 nm (Luk ym., 2014,
Prangishvili ym., 2006). Niilla on ikosahedraalisen proteiinikapsidin lisaksi isantésolun lipideista peraisin
oleva lipidivaippa proteiinikapsidin sisdpuolella. Tallaisia viruksia tunnetaan téalla hetkell& viisi, ja ne
infektoivat haloarkeoneja suvuista Haloarcula, Halorubrum ja Natrinema (Atanasova ym., 2015b).
Pleomorfisilla pleolipoviruksilla ei ole varsinaista proteiinikapsidia, vaan niiden membraanissa on kahta tai
kolmea pé&asiallista rakenneproteiinia. Osa néista proteiineista muodostaa piikki-rakenteita, joiden
oletetaan toimivan isdntésolun infektoinnissa ja toiset néista proteiineista ovat luultavasti
vuorovaikutuksessa genomin kanssa virionin kokoamisen aikana (Pietild ym., 2010 ja 2012). Pleolipovirukset
ovatkin spiraalin muotoisen Aeropyrum coil-shaped virus (ACV)-viruksen lisdksi ainoita tunnettuja
arkeoniviruksia, joiden genomi on yksijuosteinen DNA (Pina ym., 2011, Mochizuki ym., 2012). Halofiilisia
arkeoneja infektoivia, sittuunanmuotoisia viruksia on toistaiseksi onnistuttu eristdmaéan vain yksi, vaikka
niiden on todettu olevan morfotyypiltdan kaikista yleisimpid korkeissa suolapitoisuuksissa (Sime-Ngando
ym., 2011, Bath ym., 1998). Sitruunanmuotoisen viruskapsidin on arveltu olevan joustava
kapsidiproteiineihin tehtavan lipidimuokkauksen ansiosta (Pietild ym., 2013a).

Haloarkeonivirusten iséantékirjo vaihtelee virustyypin mukaan kuten muillakin viruksilla. Isdntékirjoa
tutkittaessa joidenkin eristettyjen myovirusten on todettu infektoivan haloarkeoneja hyvinkin laajasti.
Nama virukset pystyivéat infektoimaan arkeoneja jopa viidesté eri arkeonisuvusta. Muiden virustyyppien on
huomattu olevan huomattavasti isantaspesifisempid. Haloarkeonivirusten on todettu infektoivan myds
isdntésoluja, jotka on eristetty erilaisista korkean suolapitoisuuden ymparistgista, hyvinkin kaukaa
toisistaan (Atanasova ym., 2015a, Atanasova ym., 2012).

1.4. Virusten infektiosyklit

Infektiosyklin solunsiséisessa vaiheessa virus ottaa kdyttoonsa isdntésolulta tarvitsemansa solun toiminnot
ja alkaa tuottaa kopioita omasta genomistaan. Solu tuottaa viruksen komennossa my@s rakenneproteiineja,
joista uusia viruspartikkeleita kootaan ja joihin perintaines virusten kypsyessé pakataan. Uudet virionit
vapautuvat solusta infektiosylin paétteeksi ja ovat jalleen solun ulkopuolella elottomia partikkeleita (Cann,
2005b, Mateu 2013b)

1.4.1. Adsorptio

Viruksen infektiosykli voidaan jakaa kuteen osaan, joista ensimmainen on adsorptio (Voyles, 2002).
Adsorptiolla tarkoitetaan viruspartikkelin kiinnittymisté isdntasolun pinnan adheesiomolekyyleihin ja niiden
avustuksella varsinaiseen reseptoriin. Adheesiomolekyylit ovat pienid, varautuneita molekyyleja, joiden
avulla virukset paasevét konsentroitumaan solun pinnalle ennen spesifista sitoutumista varsinaiseen
reseptoriin (Boulant ym., 2015). Adsorptiossa viruksen pinnan tietyt proteiinit tunnistavat tietyt iséntasolun
pinnan rakenteet, jotka toimivat reseptoreina kiinnittymiselle (Poranen ym., 2002). Virusten adsorptio on
usein reseptorispesifista, mika tekee viruksista myos hyvin laji- ja soluspesifisid. Adsorption tehokkuus
vaihtelee virusten vélilla. Toiset virukset adsorptoituvat hyvin nopeasti, kun taas toisilla adsorptiota voi
viivyttaa esimerkiksi harvassa olevat tai vaikeammin saavutettavat reseptorit, ja osa viruksista tarvitsee
useamman eri reseptorin (Casasnovas, 2013, Sieczkarski & Whittaker, 2005). Adsorption tehokkuuteen
vaikuttaa myds mm. se, kuinka monta virusta yksi reseptori voi sitoa ja muodostuuko infektoituun soluun
superinfektioekskluusio (Adams, 1959, Folimonova, 2012). Superinfektioekskluusion muodostuminen
tapahtuu joissakin isdntésoluissa, kun ensimmainen virus on infektoinut solun. Tall6in tdmé& ensimmainen
virus indusoi superinfektioekskluusion muodostumisen eli sellaisia muutoksia solussa, ettei samaa lajia tai
hyvin laheisté sukua edustavat virukset pysty enédé infektoimaan samaa solua (Folimonova, 2012).
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1.4.2. Soluun tunkeutuminen

Solun pintaan adsorptoituneen viruksen infektiosykli jatkuu solun sisdan tunkeutumisella. Hannélliset
virukset ejektoivat genominsa soluseinén ja -kalvon lapi hantérakenteensa avulla ja tyhja kapsidi jaa
viruksen pinnalle (Leiman & Shneider, 2002). Osan hannéllisista viruksista tiedetéaén siirtdvéan genominsa
taysin entsyymien avulla, mutta osa hannéllisista viruksista tarvitsee genominsa ejektioon liséksi fysikaalista
voimaa tai paineesta saatavaa apua (Molineux ja Panja, 2013). Genomin ejektiomekanismien yksityiskohtia
ei vield tdysin tunneta, mutta siihen on esitetty kahta mallia: jatkuvuusmekaniikka ja hydrodynamiikka.
Jatkuvuusmekaniikan mallissa genomin tiiviin pakkautumisen kapsidiin on mitattu aiheuttavan paineen,
jonka voimalla genomi liikkuisi hédntdkanavaan reseptoriin sitoutumisen laukaisemana (Purohit ym., 2005).
Hydrodynamiikan mallissa oletetaan, etté reseptoriin sitoutuneen viruksen kapsidin lapi diffuntoituu vetta
osmoottisen gradientin vaikutuksesta ja hydrostaattinen paine saisi DNA:n ejektoitumaan héntdkanavaa
pitkin (Lemay ym., 2013). Hydrodynamiikan malli on saanut enemmaén tukea, mutta se ei yksin riitd koko
genomin ejektoimiseen. Uskotaan, ettd genomin loppuosa autetaan solun sisélle entsyymien vetdména
(Molineux ja Panja, 2013).

Useat hdnnattomat virukset hyddyntavat isdntésolun omaa, reseptorivalitteistéd endosytoosia, jossa ligandin
(tassa tapauksessa viruksen) sitoutuminen solun pinnan reseptoriin saa solun internalisoimaan tdman
kohdan solukalvostaan endosytoosirakkulaan. Tdma endosytoosireitti on tunnetussa virusmaailmassa
yleisin tapa soluun tunkeutumiseen (Boulant ym., 2015).

Lipidivaipalliset virukset voivat tunkeutua soluun endosytoosin ohella myds kalvofuusion avulla.
Lipidivaipan ja solun ulkokalvon tai endosytoosirakkulan kalvon fuusio vapauttaa viruksen kapsidin
sytoplasmaan. Kalvojen fuusioitumista valittvat viruksen ulkokalvon metastabiilit glykoproteiinit,
fusogeenit. Fusogeenien metastabiilin rakenteen muutoksista vapautuva energia mahdollistaa kalvofuusion
(Més & Melero, 2013). Harvinaisempi tapa soluun tunkeutumiseen on koko viruspartikkelin translokaatio
solukalvon l&pi isdntésolun kalvoproteiinien ja viruskapsidin toimesta (Cann, 2005b). T4té kutsutaan
endosytoosista riippumattomaksi, reseptorivélitteiseksi tunkeutumiseksi (Boulant ym., 2015). Kasvien
viruksilla adheesio ja soluun tunkeutuminen tapahtuu taysin eri tavalla isdntdorganismin ominaisuuksien
vuoksi. Kasvit eivat liiku, joten virusten levidvéat vektorien kantamana kasvien valilla. Kasvisoluja myds
ympard6i paksu soluseind, mika tekee soluun tunkeutumisesta suuremman haasteen kuin eléin-, bakteeri- ja
arkeonisoluilla. Kasveja infektoivien virusten infektiosykli alkaakin 1&hes aina vektorin avustamana, jolloin
seka kasvien vélilla liikkuminen etté soluseinan ylittdminen on ratkaistu. Kasviviruksen vektorina voi toimia
esim. sieni tai sukkulamato (Whitfield ym., 2015). Suurin osa kasvivirusten vektoreista on kasvia
ravintonaan kayttavia hyonteisia, joiden vaurioittaessa kasvin solukkoa, virus paésee siirtymaén suoraan
isantasoluun (Whitfield ym., 2015). My6s useiden eldinvirusten tiedetaén levidvan vektorin valityksella
(Reynolds ym.,2006).

1.4.3. Kapsidista kuoriutuminen ja replikaatio

Soluun tunkeuduttuaan viruksen on paljastettava genominsa, jotta sen replikaatio voi alkaa. Jos viruksesta
menee soluun genomin lisaksi kapsidi, infektiosyklin seuraava vaihe on kapsidista kuoriutuminen. Osa
eléinviruksista tarvitsee vielé kapsidiaan, silléa sen rakenteet vuorovaikuttavat solutukirangan kanssa ja
mahdollistavat viruksen lilkkkumisen siihen osaan solua, jossa sen replikaatio tapahtuu. Retrovirusten
kaéanteinen transkriptio voi tapahtua vain kapsidin sisalla, joten ne voivat luopua kapsidista vasta
transkription jalkeen (Cann, 2005b). Prokaryoottiviruksista mm. ¢p6-bakteriofagi kuoriutuu kapsidistaan
vasta solun sisélla (Olkkonen & Bamford, 1989). Kapsidista kuoriutumisen voivat saada aikaan mm.
reseptoriin sitoutumisesta tai proteaaseista johtuvat kapsidin konformaatiomuutokset, kemialliset tekijat
kuten pH:n lasku tai mekaaninen kapsidin hajotus solun moottoriproteiineja hyddyntamalla (Suomalainen
& Greber, 2013).
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Kun genomi on solussa, alkavat infektiosyklin seuraavat vaiheet: genomin replikaatio ja proteiinien tuotto.
Tassé infektion vaiheessa virus ottaa haltuunsa solun toiminnot ja keskittda ne replikoimaan genomiaan,
tuottamaan siihen tarvittavia molekyyleja seka kapsidin rakenneproteiineja (Goodwin ym., 2015). Kullakin
seitsemaélla virusluokalla (kappale 1.3.1) on oma replikaatiomekanisminsa. Kaksijuosteiset DNA-virukset
voivat replikoida genominsa joko tumassa tai solulimassa. Tumassa genominsa replikoivat
eukaryoottivirukset kayttavat isdntasolun replikaatiokoneistoa, kun taas solulimassa replikoituvilla viruksilla
on itselladn tarvitsemansa koneisto (Cann, 2005b). Eukaryoottien yksijuosteiset DNA-virukset replikoituvat
aina tumassa, jossa DNA-juosteelle luodaan vastinpari. Bakteerien ja arkeonien yksijuosteiset DNA-virukset
replikoituvat solulimassa (Voyles, 2002). Juosteelle tuotettua vastinparia kdytetadn uuden yksijuosteisen
DNA:n templaattina (Weigel & Seitz, 2006). Kaksijuosteisten RNA-virusten genomi on usein segmentoitunut
useaan patkaan. Jokainen RNA-segmentti replikoidaan RNA-riippuvaisen RNA-polymeraasin avulla, joka on
pakattuna RNA-viruksen kapsidissa (Poranen, 2002). Yksijuosteisilla RNA-viruksilla genomi on joko
positiivisessa(+) tai negatiivisessa(-) konfiguraatiossa. Vain +RNA-juostetta voidaan kayttaa lahetti-RNA:na
translaatiossa, joten -RNA:lle taytyy ensiksi valmistaa +RNA-vastinpari, jota sitten kdytetaan translaatioon ja
replikaation templaattina. Retrovirukset muuttavat yksijuosteisen +RNA-genominsa kéénteisella
transkriptaasilla DNA:ksi. DNA transkriptoidaan takaisin RNA:ksi vasta, kun uusia virioneja aletaan pakata.
Luokan seitseman virukset muuttavat isdntasolussa DNA-genominsa ensiksi RNA:ksi, jota kaytetdan
translaatioon ja replikaatioon. Replikoitu RNA-genomi muutetaan takaisin DNA:ksi k&anteisella
transkriptiolla vasta kapsidien sisalld virusten kypsyessa. Replikaatio voi tapahtua viruksesta ja isinnésté
riippuen joko tumassa tai solulimassa. Replikaation jélkeinen proteiinien tuotanto tapahtuu aina
isdntésolun solulimassa (Cann, 2005b).

1.4.4. Viruspartikkelien kokoamisesta solusta vapautumiseen

Kun genomia on replikoitu tarpeeksi ja rakenneproteiineja tuotettu, alkaa infektion seuraava vaihe: uusien
viruspartikkelien kokoaminen. Viruspartikkelin kokoaminen on tapahtuma, jossa kaikki valmiin virionin
kokoamiseen tarvittavat komponentit keratdan samaan paikkaan ja viruksen perusrakenne muodostuu
(Cann, 2005b). Uskotaan, etta virusten kokoaminen ja genomin pakkaus alkaa, kun viruksen proteiineja ja
genomimolekyylej& on kertynyt soluun kriittinen pitoisuus, joka laukaisee tapahtuman (Cann, 2005b).
Useissa virusinfektioissa solun sisédn muodostuu selvid osastoja, joihin viruksen rakennekomponentit
konsentroituvat. Téllaisia osastoja kutsutaan inkluusiokappaleiksi, jotka sijaitsevat eri viruslajeilla eri osissa
solua (Netherton ym., 2007). Virusproteiinien aminohapposekvenssiin on sisddnkoodattu niiden
kokoaminen partikkeleiksi, joten viruspartikkelin kokoaminen tuotetuista proteiineista on passiivinen
tapahtuma. Suurella osalla viruksia virionin kokoaminen vaatii kuitenkin myos laskostumista avustavia
proteiineja (Mateu, 2013). Perintbainestaan virukset usein muokkaavat ennen pakkaamista mm. liittamalla
nukleiinihapon péihin proteiineja (Bamford & Mindich, 1984).

Osa viruksista muuttuu infektiivisiksi vasta virusten pakkaamisen jalkeen tapahtuvan maturoitumisen
yhteydessa. Maturoituminen voi tapahtua esimerkiksi kapsidin rakenteen muutoksina tai siséisiné
rakennemuutoksina kuten nukleoproteiinien ja genomin vélisten vuorovaikutusten muutoksena (Mateu,
2013). Kaikilla viruksilla ei voida ndhdé selvaa eroa genomin pakkaamisen ja maturaation valilla ja osa
viruksista maturoituu vasta solusta vapautumisen jalkeen (Bradley & Johnson, 2014, Cann, 2005b).
Infektiosykli paattyy uusien virionien vapautumiseen solusta. Tahén infektion vaiheeseen viruksilla on
useita toisistaan poikkeavia menetelmid. Useat bakteriofagit hajottavat eli lyysaavat isantésolun
infektiosyklinsd paatteeksi (Weinbauer, 2004). Suuri osa lipidivaipallisista viruksista vapautuu kuroutumalla
solukalvosta, jolloin isantésolu ei aina kuole (Votteler & Sundquist, 2013). Virus voi ohjata solun myds
ohjelmoituun solukuolemaan eli apoptoosiin tai eksosytoimaan partikkeleita. Tunnetuin virus, joka indusoi
isdntésolun apoptoosin, on varmastikin human immunodeficiency virus (HIV) (Sinoussi ym., 1983,
Westendorp ym., 1995). Infektiosyklinsa partikkelien eksosytoosiin pdattdd mm. Vaccinia-virus, jota
kaytettiin rokotteena isorokon havittdmisessa (Smith & Law, 2004, Jacobs ym., 2009).
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Virusinfektion kulussa on suuria eroja erilaista infektiosyklin tyyppid hyédyntavien virusten valilla. Myds
saman viruslajin infektioissa voi olla vaihtelua esimerkiksi isantésolun tilasta ja ympariston stimuluksesta
johtuen. Lyyttisesséd infektiotyypissa isdntésolussa tuotetaan uusia virioneja ja sykli paattyy niiden
vapautumiseen solusta ja solun kuolemaan. Kantajatilaisessa infektiossa vain osasta infektoituneesta
isdntésolupopulaatiota vapautuu véhitellen virioneja. Kroonisessa infektiossa kaikista infektoituneista
soluista vapautuu virioneja vahitellen kuten latentissa infektiossa (Weinbauer, 2004). Kantajatilaisessa ja
kroonisessa infektiossa isantésolu pystyy edelleen jakautumaan ja replikoitunut viruksen genomi 16ytyy
my®s tytarsoluista, joissa infektio jatkuu edelleen (Ackermann & DuBow, 1987). Infektiosykli voi olla
tyypiltd&dn myos latentti, jolloin viruksen genomi joko integroituu isdntésolun genomiin tai pysyy solussa
erillisend episomina. Episomi on kromosomin ulkopuolinen DNA-rengas tai lineaarinen DNA-molekyyli.
Latentissa infektiosyklissé virusgenomi replikoituu isantésolun genomin tahdissa eikd infektiosta ole muita
merkkeja kuin soluissa latenttina pysyvéa virusgenomi. Sekd kantajatilainen etta latentti-infektio voi jatkua
talla tavalla pitkiékin aikoja, mutta esimerkiksi solun muuttunut tila voi laukaista syklin muuttumisen
lyyttiseksi, jolloin infektiosykli p&attyy virionien vapautumiseen (Cann, 2005b, Weinbauer, 2004).

1.4.5. Arkeonivirusten adsorptio ja soluun tunkeutuminen

Arkeonien virusinfektioiden kulku on paapiirteittdin sama kuin muillakin viruksilla (kappaleet 1.4.1-1.4.4),
mutta niiden molekulaarisia mekanismeja ei juurikaan viel& tunneta. Infektiosykli uudessa solussa alkaa
adsorptiolla, jolloin arkeonivirukset kohtaavat isdntésolun pinnan S-kerroksen ja muita muista soluista
eroavia pintarakenteita (kappale 1.1.2). Tiettyjen arkeonivirusten on havaittu adsorptoituvan iséntasolun
pinnan ulokkeisiin, kuten piluksiin ja arkelloihin, osan arkeoniviruksista tiedetddn adsorptoituvan suoraan
isdntésolun pinnalle (Bettstetter ym.,2003, Prangishvili ym., 2013, Prangishvili & Krupovic 2012). Erityisesti
filamenttisten arkeonivirusten on havaittu adsorptoituvan isdntésolun pinnan ulokkeisiin, kun taas
hypertermofiilisten arkeonien vaipalliset virukset ovat adsorptionsa aikana vuorovaikutuksessa suoraan
isdntésolun membraaneihin (Quemin ja Quax, 2015).

Genomin saattamista isantasolun sisdan arkeoniviruksilla ei vield juurikaan tunneta. Filamenttinen
Sulfolobus islandicus rod-shaped virus 2 (SIRV-2) adsorptoituu piluksen kérkeen. Mydhemmin partikkelien
on huomattu olevan sitoutuneena piluksen reunaan ja lopulta osittain hajonneita partikkeleita on néhty
solun pinnalla (Quemin ym., 2013). Sit4, kuinka piluksiin ja arkelloihin adsorptoituvan virukset siirtyvét
solun pinnalle ja vapauttavat genominsa soluun, ei vield tiedeta. Lipidivaipalliset arkeonivirukset saattavat
vapauttaa genominsa solun sisélle vaipallisten bakteeri- ja eukaryoottivirusten tapaan eli fuusioitumalla
isdntésolun solukalvoon. On my6s esitetty, ettd pullon muotoisella Acidianus bottle-shaped virus (ABV)
arkeoniviruksella (H&aring ym., 2005) tietyt rakenteet voisivat toimia genomin injektoimisessa soluun
bakteriofagien neulamaisen rakenteen tavoin (Quemin ja Quax, 2015).

1.4.7. Arkeonivirusten infektiotyypit

Suurin osa tunnetuista arkeonivirusten morfotyypeistd muodostaa infektiosyklissdan kroonisen,
kantajatilaisen infektion, jossa virioneja vapautuu ajan kuluessa, mutta iséntasolu ei kuole (kappale 1.4.4).
Useiden arkeonivirusten genomin tiedetd&dn myos koodaavan integraasia, jonka avulla ne voivat liittda
genominsa isdntasolun genomiin ja muodostaa latentin infektion (ks. kappale 1.4.4)(Pina ym., 2011).
Hannéllisten Caudovirales —heimon haloarkeonivirusten on kuitenkin todettu olevan infektiosykliltdan
lyyttisia (Pietilda ym., 2013b ja c, Nuttall & Dyall-Smith, 2002). Toistaiseksi ainoa spiraalinmuotoinen
arkeonivirus Aeropyrum coil-shaped virus (ACV) on myds infektiosykliltéén lyyttinen (Mochizuki ym., 2012).
Hann&ttomat ikosahedraaliset arkeonivirukset ovat padasiassa lyyttisia tai niiden infektiosykli on
indusoitavissa lyyttiseksi (Veesler ym., 2013, Jaakkola ym., 2012, Zhang ym., 2012, Bamford, 2005).
Sitruunanmuotoiset arkeonivirukset eivat useimmiten ole lyyttisid, mutta kasvattamalla iséntasoluja
epéasuotuisissa oloissa on néita viruksia saatu indusoitua myds lyyttiseen infektiosykliin (Mochizuki ym.,
2011, Xiang ym., 2005, Erdmann ym., 2014, Prangishvili ym., 2006, Pietild, 2013a Geslin ym., 2007). Tutkitut
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pleomorfiset, pullon- tai basillinmuotoiset arkeonivirukset eivat ole lyyttisia (Pietild ym., 2012, Haring ym.,
2005 Mochizuki ym., 2010). Sauvan-, pisaran- ja filamentinmuotoisten virusten on todettu muodostavan
kantajatilaisen infektion (Prangishvili ym., 1999, Mochizuki ym., 2011, Arnold ym., 2000, Bettstetter ym.,
2003).

Koska arkeonien geenisdatelysté ja geenien ilmentymisesta tiedetdén toistaiseksi hyvin vahan, on
arkeonivirusten infektiosyklin solunsiséisesta vaiheesta vain vihan tietoa. Geneettisten mallisysteemien
kehittdminen arkeonivirusten ja isdntien vuorovaikutusten tutkimiseksi mahdollistaisi arkeonivirusten
replikaatiosyklin yksityiskohtaisemman tutkimisen. Geneettisié virus-isantdmallisysteemeja on kehitetty
tall4 hetkella kolme kappaletta ja ne kaikki ovat Sulfolobus-isdnnille (Snyder ym., 2015). Nam4 systeemit
ovat tarjonneet uutta tietoa mm. proteiinirakenteista seka geenitoiminnasta ja sen saatelysta (Snyder ym.,
2011, Wirth ym., 2011, Happonen ym., 2013). Mallisysteemit ovat mahdollistaneet my®s virusvektorin
kehittdmisen sulfolobus —isannalle (Wirth ym., 2011, Stedman ym., 1999).

Useat bakteerien virukset lyysaavat solun holiini-endolysiini mekanismilla. Holiini on viruksen koodaama
proteiini, joka muodostaa solukalvoon epaspesifisia aukkoja. Naiden aukkojen Iapi peptidoglykaaniseinalle
paasee kulkeutumaan endolysiinientsyymia. Muralyyttinen endolysiini hajottaa soluseindd ja néin ollen solu
hajoaa (Prangishvili ja Quax, 2011). On esitetty, ettd arkeonivirukset voisivat hyddyntéé holiineja ja niiden
avulla heikentdd solukalvoa. Arkeonien genomeista on 16ytynyt homologeja holiinia koodaaville geeneille,
mutta yhdenkaén sekvensoidun arkeoniviruksen ei ole todettu kantavan naitd geeneja (Pina ym., 2011).
Arkeoneilta ei ole I6ydetty S-kerrosta hajottavaa entsyymia.

Kahdella krenarkeoniviruksella, Sulfolobus turreted icosahedral virus 1 (STIV-1) ja SIRV-2, on havaittu taysin
uniikki mekanismi hajottaa isdntésolu ja vapauttaa virionit ymparist6on (Bize ym.,2009, Quax, 2011,
Prangishvili & Quax, 2011). Infektoidun solun pintaan muodostuu pyramidin kaltaisia ulokkeita (Virus-
Associated Pyramide, VAP), jotka aukeavat ja vapauttavat virukset isantésolun ulkopuolelle. Naissa
pyramidirakenteissa on seitseman sivua ja niiden kérjet osoittavat ulospéin solusta. Pyramidilla ei ole
pohjaa, ja niiden rakenne on ontto. Naité rakenteita on arvioitu muodostuvan infektoidun solun pinnalle
10-20 kappaletta. Pyramidirakenteet muodostuvat ainoastaan virusten koodaamasta SIRV2-P98- tai STIV1-
C92-proteiinista, ja ndma proteiinit jarjestaytyvat itsestaén seitsensivuiseksi pyramidirakenteeksi. Itsestdan
jarjestaytyvien pyramidirakenteiden I6ytyminen onkin johtanut ehdotukseen uudesta "virodomi”
nimityksesta viruksen koodaamille, autonomisille rakenteille, jotka eivat liity kapsidiin. Rekombinantti-P98
jarjestaytyy samalla tavalla myés hypertermofiilisessa Sulfolobus acidocaldarius -arkeonissa ja jopa
Escherichia coli -bakteerissa (Quax ym., 2011). Pyramidirakenteen aukeamista ei kuitenkaan ole havaittu
kuin STIV1- ja SIRV2-virusten alkuperaisissa isantasoluissa, joten STIV1-92- ja SIRV2-P98-proteiinien lisaksi
pyramidien aukeaminen ja virusten vapautuminen vaatinee myads jonkin toisen tekijén (Prangishvili ja Quax,
2011). Pyramidirakenteet tunkeutuvat isantésolun S-kerroksen ja solukalvon 1api, mutta eivat ennen
aukeamistaan aiheuta solun lyysaamista. Elektronimikroskopialla on néhty, ettd auenneet
pyramidirakenteet ovat yhé kiinni muilta osin ehjéssa soluseinéssa. Soluseind on kuitenkin en& vain tyhja
kuori, silla solun sisaltd on vapautunut pyramidirakenteiden kautta ymparist6on (Quax ym., 2011).
Pyramidirakenteita muodostuu iséntasolun pintaan infektiosyklin loppuvaiheessa, mutta kuitenkin ennen
viruskapsidien kokoamista (Chi-Yu Fu ym., 2010). Useiden pyramidien yhteydessa isantasolun sisdpuolella
on havaittu olevan tihed, pyt6redn mallinen kappale (intrapyramidal body, IPB), jonka merkitysta virusten
vapauttamiselle tai pyramidin muodostumiselle ei vield tunneta. IPB kappaleita on havaittu satunnaisesti
sijoittuneina myds infektoimattomissa soluissa, mutta infektoiduissa soluissa ne ovat aina olleet
pyramidirakenteen yhteydessa (Prangishvili ja Quax, 2011).

Kuten osa bakteeri- ja eukaryoottiviruksista, myds monet arkeoniviruksista vapauttavat virioneja solusta
ilman solun lyysausta. Taman infektiosyklin vaiheen yksityiskohtaisia mekanismeja arkeoneilla ei ole
kuvattu viel& lainkaan. On kuitenkin esitetty, etté lipidivaipalliset arkeonivirukset saattaisivat kuroutua
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solukalvon l&pi kuten useat eukaryoottien virukset (Quemin ja Quax, 2015). Esimerkiksi pleomorfisten
arkeonivirusten uskotaan vapautuvan kuroutumalla, sillé niiden lipidivaipan koostumus on sama kuin
isdntésoluilla (Pietild ym., 2010 ja 2012, Roine ym., 2010). Mekanismeja kuroutumisen takana tunnetaan
erityisesti eukaryoottiviruksilta. Niiden tiedetaan joko hyddyntavén isdntdsolun mekanismeja vesikkeleiden
muodostamiseen tai kdyttavan itsekoodaamiaan leikkausproteiineja solukalvoa lapéistessdan (Quemin ja
Quax, 2015). Muutaman eukaryoottiviruksen tiedetddn hyodyntévan isantdsolun omaa vesikkeleiden
muodostamiseen perustuvaa lajittelumekanismia (endosomal sorting in the multi vesicular body, ESCRT).
ESCRT-mekanismin homologiproteiinit osallistuvat useissa arkeonisoluissa solun jakautumiseen, mutta
niiden mahdollista roolia myds virusten kuroutumisessa on pohdittu (Makarova ym., 2010, Queim ja Quax,
2015).
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2. TyOn tausta ja tavoitteet

2.1. HVTV-1

Haloarcula vallismortis on &arimmaisen halofiilinen euryarkeoni, jota infektoiva virus, Haloarcula
vallismortis tailed virus 1 (HVTV-1), on h&dnnallinen siphovirus. Télle isdnnalle tunnetaan toinenkin
hannallinen virus, Haloarcula tailed virus 2 (HVTV-2), joka on myés siphovirus (Atanasova ym., 2012).
Siphovirusten hantarakenne on pitka ja supistumiskyvyton (Ackermann, 1999). Tassa tydssa tutkitaan
HVTV-1 —virusta, joka on yksi kolmesta hannéllisesta arkeoniviruksesta, joiden kapsidien kolmiulotteinen
rakenne on ratkaistu (Pietild ym., 2013Db, Pietild ym. 2013c). HVTV-1-viruksen kapsidin on todettu siséltavan
padasiallisen kapsidiproteiinin liséksi my6s koristeproteiinin. Tamé koristeproteiini todennakaisesti
muodostaa trimeerisia rakenteita jokaisen paéasiallisen kapsidiproteiini-heksameerin keskelle ja stabiloi
nain kapsidin rakennetta. Viruksen genomi on sekvensoitu ja siitd on tunnistettu padasiallista
kapsidiproteiinia koodaava geeni seka hannan rakenteisiin, virionin kokoamiseen, nukleotidimetaboliaan ja
DNA:n replikaatioon liittyvia geenejé. Viruksen genomi on kaksijuosteinen DNA-molekyyli, jonka on todettu
olevan homologinen Haloarcula californiae-arkeonia infektoiville Haloarcula californiae tailed virus 1
(HCTV-1) ja haloarcula californiae tailed virus 5 (HCTV-5) viruksille (Pietild ym., 2013b). Merkittavaa
samankaltaisuutta muiden virusten genomeihin ei ole havaittu (Sencilo & Roine, 2014). HVTV-1-viruksen
infektiosyklid on tutkittu tarkastelemalla infektoidun H. vallismortis-kasvatuksen turbiditeettia ja
virustiitterid tietyissa aikapisteissa. Naissd samoissa aikapisteissa kasvatuksesta on otettu myos naytteet,
joista valmistettiin ohutleikepreparaatteja elektronimikroskopialla tarkasteltaviksi. Tdmé&n aiemman
tutkimuksen perusteella tiedetédan, ettd HVTV-1-viruksen infektiosykli on lyyttinen, virusten adsorptio on
nopeaa ja syklin solunsiséinen vaihe on pitkd, noin 10-12 tuntia (Pietild ym., 2013b).

2.2. Tyon tavoitteet

Arkeonit ovat bakteereihin ja eukaryootteihin ndhden vahiten tutkittu elaman domeeni ja myo6s niiden
viruksia on tutkittu viel& verrattain vahan. Arkeoniviruksia on eristetty noin 130 (Atanasova ym., 2015a),
mutta niisté vain murto-osaa on tutkittu tarkemmin. Halofiiliset arkeonit elavat korkeissa
suolapitoisuuksissa ja niiden kasvattaminen laboratorio-oloissa voi olla hankalaa. Jos arkeoneja ei pystyté
viljelemaén, niitd infektoivien virusten yksityiskohtainen tutkiminen on haastavaa, ellei mahdotonta.
Haloarkeoneille on kuvattu téhan mennessa noin 90 virusta (Atanasova 2015a). T&st4 virusjoukosta vain
kouralliselle on tehty tarkempia tutkimuksia ja tietdmys niiden elinkierroista on vield hyvin vahaista.
Tietdmys erityisesti arkeonien hannallisista viruksista on vahaisté. Kaikki tunnetut hénnalliset
arkeonivirukset infektoivat euryarkeoneja ja useimmiten juuri halofiilisia arkeoneja. Tutkimustieto naista
viruksista on padosin genomitasoista ja vain kolmen viruksen, HVTV-1-, Halorubrum sodomense tailed virus
2 (HSTV-2) ja Haloarcula sinaiiensis tailed virus 1(HSTV-1) virionirakenteet on selvitetty (Pietild ym., 2013a,
Pietild ym., 2013b). Samassa tutkimuksessa on saatu myos tietoa néiden virusten infektiosykleista seka
genomeista.

HVTV-1-viruksen infektiosyklid on tutkittu aiemmin (Pietild ym., 2013b), ja samalla on havaittu, etté
infektoitujen solujen pintaan muodostuu pallomaisia mollurarakenteita (Maija Pietild, henkilékohtainen
tiedonanto). Nama erikoiset rakenteet havaittiin infektiosyklin loppuvaiheessa. Tdma mielenkiintoinen
havainto antoi kipinan télle tydlle, jonka tarkeimpia tavoitteita on HVTV-1-viruksen infektiosyklin
yksityiskohtaisempi tutkiminen.

Tassé tydssé on kaksi keskeisté osa-aluetta: 1) viruksen adsorption tarkempi tutkiminen seké 2)
mollurarakenteen analysoiminen. Adsorptiosta haluttiin selvittdd, kuinka nopeaa ja tehokasta se on seké
muodostuuko infektoituun soluun superinfektioekskluusio. Viruksen adsorptiota tarkasteltiin myds
lapivalaisuelektronimikroskopialla ja selvitettiin, mihin kohtaan solua virukset kiinnittyvat.
Mollurarakenteesta pyrittiin selvittdmaén, milloin ne muodostuvat ja mista ne koostuvat. Tydn tavoitteena
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oli ymmartaa mollurarakenteen merkitystd HVTV-1:n infektiosyklissa. Aiemmin STIV-1- ja SIRV-2-
arkeonivirusinfektioiden yhteydessé solujen solukalvoon on ndhty muodostuvan pyramidinmallisia
rakenteita, jotka infektiosyklin lopuksi avautuvat ja vapauttavat virionit solun ulkopuolelle (Prangishvili ja
Quax, 2011). Pyramidien sisdpuolella on ndhty myds pallomaisia rakenteita. Naita solun ulkopinnan
pyramidirakenteita on puhdistettu ultrasentrifugoinnilla, joten pyrittiin myds puhdistamaan
mollurarakenteita. Arkeonivirusten muita lyysismekanismeja ndiden pyramidirakenteiden liséksi ei vield
tunneta yksityiskohtaisesti, joten tassé tyGssa yhtend tavoitteena oli arvioida, voisivatko ndmé& mollurat
liittyd HVTV-1-viruksen lyysausmekanismiin.
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3. Materiaalit ja menetelmat

3.1. Virus- ja isdntakanta seké kasvatusalustat ja —olosuhteet

Ty0ssa kaytetty isdntakanta oli Haloarcula vallismortis ATCC 29715 (Torreblanca ym., 1986) ja tutkittava
virus HVTV-1 (Pietild ym., 2013, Atanasova ym., 2012). Har. vallismortis -kantaa kasvatettiin aerobisissa
olosuhteissa 37 °C:n [ampdtilassa.

Kaytettiin muokattuja kasvatusalustoja (modified growth media, MGM). Naiden kasvatusalustojen pohjana
oli 30 % (w/v) suolavesi, joka sisélsi 240 g NaCl, 30 g MgCl; - 6H20, 359 MgSO4 - 7H20, 7 g KCl, 5ml 1 M
CaCl; - 2H,0 ja 80 ml 1 M Tris-HCI (pH 7.2) litrassa vetta (The halohandbook, 2009,
http://www.haloarchaea.com/resources/halohandbook, sivut 11-15). Kasvatusalustojen valmistuksessa
suolavetté kaytettiin seuraavasti: MGM-liemessa oli 23 % (w/v), pehmytagarissa 18 % (w/v) ja maljoissa 20
% (w/v) suolavesi. Ohutleikenaytteité (kappale 3.5.3) varten isdntdkantaa kasvatettiin MGM-2-[N-
morpholino] ethanesulfonic acid (MES)-kasvatusliemessé. Tassa liemessa Tris-HCI oli korvattu 1 M MES-
puskurilla, jonka pH oli 6,7. Kasvatusalustojen valmistusohjeet ovat liitteessa 1.

Titraukset tehtiin sekoittamalla putkessa 300 pl station&arivaiheeseen kasvatettua iséntdkantaa, 100 pl
viruslaimennosta ja 3 ml MGM-pehmytagaria. Seos maljattiin MGM-maljoille ja kasvatettiin kolmen yon yli,
jolloin plakit olivat selke&sti nakyvissa.

3.2. Viruksen agarstokin valmistus

Agarstokit valmistettiin kuten Pietild ym., 2013b -julkaisussa. HVTV-1 maljattiin isdntédnsé kanssa sopivana
laimennoksena niin, ettd maljat olivat puoliksi syotyja eli semikonfluentteja. Semikonfluentit maljat
valmistettiin maljaamalla, kuten kappaleessa 3.1. on kerrottu. Sopiva laimennos madritettiin kokeilemalla
eri laimennoksia, jotka oli tehty MGM-liemeen.

Semikonfluenttien maljojen pehmytagar-kerros kaavittiin erlenmayer-pulloon, johon lisattiin 2 ml MGM-
lientd yht& kaavittua maljaa kohden. Seosta inkuboitiin 1,5 tuntia ravistelussa 37 °C:n [ampotilassa.
Inkuboinnin jalkeen pehmytagar seké isdntdkannan solut ja soluriekaleet kerattiin pois sentrifugoimalla
(Thermo Scientific F12 roottori, 10 000 rpm, 20 min, 4 °C). Supernatantti eli agarstokki titrattiin ja
sdilytettiin 4 °C:n lampotilassa.

3.3. HVTV-1-viruspartikkelien puhdistus

Viruksen puhdistus tehtiin kuten aiemmin on julkaistu (Pietild ym., 2013b). Virus kasvatettiin
nestekasvatuksessa, josta soluriekaleet poistettiin lyysauksen jélkeen ja virukset saostettiin. Saostetut
virukset puhdistettiin edelleen liikkuvan vyéhykkeen sentrifugoinnilla sakkaroosigradientissa seka
tasapainosentrifugoinnilla cesiumkloridigradientissa.

3.3.1. HVTV-1-nestekasvatus

Neljan yon yli kasvaneesta Har. vallismortis kasvatuksesta tehtiin nuorennokset tuoreeseen MGM-liemeen
niin, etta niiden absorbanssi aallonpituudella 550 nm oli 0,1. Nuorennoksia kasvatettiin ravistelussa
logaritmisen kasvunvaiheen puolivaliin (3x108 solua/ml) eli kunnes absorbanssiksi mitattiin 0,7 (n. 24 h).
Kasvatukset infektoitiin multiplicity of infection (MOI) -arvolla 10 eli jokaista isantasolua kohti lisattiin 10
infektiivistd virusta. Virusten annettiin adsorptoitua 30 min 37 °C:n l[ampdétilassa ilman ravistelua. Tdmén
jalkeen infektoidut kasvatukset siirrettiin yli yon ravisteluun samaan l&mpétilaan. Seuraavaksi
nestekasvatus kasiteltiin DNAse | -entsyymill& (Sigma-Aldrich) lisaamaélla sita kasvatuksiin 70 pg/ml ja
inkuboimalla ravistelussa 30 min 37 °C:n lampétilassa. Hajonneiden solujen riekaleet poistettiin
kasvatuksista sentrifugoimalla (Thermo Scientific F12 roottori, 8000 rpm, 30 min, 15 °C). Supernatantista
otettiin ndyte, josta titrattiin sopivat laimennokset puhdistuksen kulun seuraamiseksi.
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3.3.2. Virusten polyetyleeniglykolisaostus ja aggregaattien poistaminen virusnaytteesta
Viruspartikkelit saostettiin sentrifugoidusta nestekasvatuksesta polyetyleeniglykoli 6000:1la (PEG6000).
Kasvatukseen lisattiin 10 % (w/v) PEG6000, jonka annettiin liueta tunnin ajan 4 °C:ssa
magneettisekoituksessa. Saostetut viruspartikkelit kerattiin sentrifugoimalla (Thermo Scientific F12
roottori, 8000 rpm, 40 min, 15 °C). Supernatantti poistettiin ja siité otettu ndyte titrattiin.
Sentrifugointiputket huuhdeltiin 18 % suolavedelld seindmille mahdollisesti jadneen PEG:n poistamiseksi.
Viruspelletti liuotettiin 18 % suolaveteen yon yli jailla.

Liuotetut viruspartikkelit sentrifugoitiin aggregaattien poistamiseksi (Sorvall F28/50 -roottori, 9000 rpm, 10
min, 15 °C) ja supernatantti kerattiin talteen ja siité otettu nayte titrattiin.

3.3.3. Viruspartikkelien puhdistus gradienteissa ja konsentrointi

PEG-saostetut virukset puhdistettiin ensin liikkuvan vyéhykkeen sentrifugoinnilla sakkaroosigradienteissa.
Puhdistuksessa kaytettiin 5 ja 20 % (w/v) sakkaroosiliuoksia, jotka oli valmistettu 18 % suolaveteen. Naista
liuoksista valmistettiin lineaarisia sakkaroosigradientteja Sorvallin AH629 —putkiin Biocomp Gradientmaster
105 sekoittajalla kayttéden seuraavia asetuksia: 76/18/2:30 (kulma/nopeus/aika).

PEG-saostetut virukset pipetoitiin sakkaroosigradienttiputkien pinnalle ja sentrifugoitiin (Sorvall AH629
roottori, 24 000 rpm, 1 h 5 min, 15 °C). Sentrifugoinnin jalkeen valoa siroavat, sinertavat virusvyohykkeet (1
x puhdistettu virus) kerattiin gradienttiputkista pipetoimalla. Virusvythykkeesté otettiin nayte, joka
titrattiin.

Sakkaroosissa puhdistetut viruspartikkelit puhdistettiin edelleen tasapainosentrifugoinnilla
cesiumkloridissa. Tasapainosentrifugaatiossa kaytettiin cesiumkloridiliuosta, jonka tiheys oli 1,4 g/ml ja joka
oli valmistettu 18 % suolaveteen. AH629-putkiin laitettiin 26 ml cesiumkloridiliuosta. Liuoksen paélle
pipetoitiin 10 ml liikkuvan vy6hykkeen sentrifugoinnista kerattya virusnaytettd. Gradientteja sentrifugoitiin
(Sorvall AH629 roottori, 20 000 rpm, 20 h, 15 °C) ja valoa siroava virusvydhyke kerattiin. Keratysta
virusvyobhykkeesté otettiin ndyte titrausta varten. Vyohyke laimennettiin kaksinkertaiseen tilavuuteen 18 %
suolavedellg, jossa ei ollut natriumkloridia ja puhdistetut viruspartikkelit konsentroitiin (Sorvall T647.5-
roottori, 32 000 rpm, 3 h, 15 °C). Viruspelletin annettiin liueta yli yon jailla 9 % suolaveteen. Liuotetusta
viruspelletisté (2 x puhdistettu virus) otettiin ndyte titrausta varten.

3.4. Viruksen adsorption tutkiminen

3.4.1. Adsorptiotesti

Adsorptiotesti tehtiin aiempaa HVTV-1-tutkimusta (Pietild ym., 2013b) mukaillen. Testissa kaytettiin
logaritmisen kasvun vaiheessa olevia Har. vallismortis -soluja, joiden absorbanssi aallonpituudella 550 nm
oli 0,7. Kasvatusta otettiin 1 ml eli soluja noin 3x108, jotka infektoitiin 1500 infektiivisella HVTV-1-
partikkelilla. Kontrollina kdytettiin samaa tilavuutta MGM-lient, johon liséttiin 1500 viruspartikkelia.
Kontrollia ja infektoitua naytetta kasiteltiin tésté eteenpéin samalla tavalla. Infektion jalkeen néytteita
pidettiin 37 °C:n [Ampdtilassa ilman ravistelua. Ndisté otettiin 120 pl:n ndytteet 1, 5, 15, 30 ja 60 min
infektion jalkeen. Naytteista poistettiin solut sentrifugoimalla heti ndytteenoton jalkeen (Eppendorf
Centrifuge 5415 D, 13 000 rpm, 2 min, huoneenldmmadssa (RT)). Sitoutumattomien partikkelien osuus
selvitettiin titraamalla supernatantti. Titrausputkissa sekoitettiin 50 pl supernatanttia, 300 pl
isdntékasvatusta sekd 3 ml MGM-pehmytagaria. Jokaisesta aikapisteesta tehtiin rinnakkaiset titraukset.
Seokset maljattiin MGM-maljoille. Adsorptioprosentit laskettiin muodostuneista plakeista seuraavasti: 100
— [(testimaljan plakit/kontrollimaljan plakit)x100]. Adsorption nopeutta kuvaa sille laskettu adsorption rate-
luku, joka laskettiin seuraavan kaavan avulla: k = (2,3/Bt) x log(Po/P), jossa B on solujen konsentraatio, Po on
adsorptoitumattomien virusten osuus alussa, P on adsorptoitumattomien virusten osuus lopussa ja t on
aikavali (Adams, 1959).
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3.4.2. Reseptorisaturaatiokoe

Tama testi tehtiin Quemin ym., 2013 artikkelin esimerkin mukaan. Testissa kaytettiin logaritmisen kasvun
vaiheessa olevia Har. vallismortis -soluja ja ne infektoitiin kuudella eri MOI -arvolla, joista jokaista varten
otettiin 1 ml isantakasvatusta. Testatut MOIl-arvot olivat: 5x10°¢; 5x1073; 0,1; 1; 10 ja 50. Kasvatuksiin
lisattiin MGM-lienta niin, ettd kaikissa putkissa oli sama lopputilavuus kuin MOIl-arvolla 50 infektoidussa
putkessa. Jokaiselle MOl-arvolle laitettiin oma kontrolli, jossa 1 ml:an MGM-lientd lisattiin vastaava
virusméaara. Virusten annettiin adsorptoitua 37 °C:n lampétilassa ilman ravistelua 30 min. Kasvatuksista
poistettiin solut sentrifugoimalla (Eppendorf Centrifuge 5415 D, 13 000 rpm, 2 min, RT). Sitoutumattomien
virusten osuus selvitettiin titraamalla supernatanttia tai sen laimennosta taulukon 1 mukaan. Kaikkia
naytteitd ei voinut titrata sellaisenaan, vaan niité taytyi laimentaa, jotta eri MOl-arvoilla infektoitujen
kasvatusten tulokset olisivat vertailukelpoisia. Titraukset tehtiin muuten samoin kuin tavallisessa
adsorptiotestissa ja adsorptioprosentit laskettiin kuten edella.

MOI titrauksessa kaytetty laimennos | kdytetyn laimennoksen tilavuus
5x10°® - 50 pl
5x10°° 103 50 pl
0,1 10° 50 pl
1 10° 50 pl
10 10”7 50 pl
50 107 10 pl

Taulukko 1. Reseptorisaturaatiokokeen titrauksessa kéytetyn supernatantin tai sen laimennosten tilavuudet.

3.4.3. Superinfektiotesti

Superinfektiotesti tehtiin Quemin ym., 2013 julkaisun esimerkin mukaan. Testissa kéytettiin logaritmisen
kasvun vaiheessa olevia Har. vallismortis soluja. 15 ml:n kasvatus eli noin 4,5x10° isantasolua infektoitiin
MOI-arvolla 10. Virusten annettiin adsorptoitua 30 min ajan 37 °C:n lampdtilassa ilman ravistelua.
Kontrollina oli sama tilavuus isdntékasvatusta, johon lisattiin virusinfektiota vastaava tilavuus MGM-lient4.
Vapaat virukset poistettiin sentrifugoimalla (Sorvall F28/50 roottori, 10 000 rpm, 10 min, 20 °C).
Supernatantti poistettiin ja solupelletti resuspensoitiin 15 ml:n tilavuuteen MGM-lient&. Superinfektiota
varten 1 ml infektoitua isdntésolukasvatusta ja kontrollikasvatusta infektoitiin uudelleen 1500
viruspartikkelilla. Toisena kontrollina oli 1 ml MGM-lient§, johon lisattiin téssa vaiheessa myos 1500
viruspartikkelia. Virusten annettiin adsorptoitua kuten edelld. Infektoiduista kasvatuksista otettiin 120 pl:n
nayte, josta poistettiin solut sentrifugoimalla (Eppendorf Centrifuge 5415 D, 13 000 rpm, 2 min, RT).
Sitoutumattomien virusten osuus selvitettiin titraamalla supernatanteista 50 pl kuten adsorptiotestissé.

3.4.4. Adsorptionaytteiden valmistaminen elektronimikroskopiaa varten

Har. vallismortis -solujen negatiivivarjayksen optimoimiseksi logaritmisen kasvun vaiheeseen kasvatetut
solut keréttiin sentrifugoimalla (Eppendorf Centrifuge 5415 D, 5000 rpm, 5 min, 4 °C) ja resuspensoitiin
alkuperéiseen tilavuuteen 23 % suolavettd. Pesu toistettiin kuten edelld. Tydssé testattiin myds MGM-
liemeen resuspensoituja soluja, jotka késiteltiin kuten edelld, mutta 23 % suolaveden sijaan kaytettiin
MGM-lientd. Viruksen adsorptiota varten Har. vallismortis -soluja kasvatettiin logaritmisen kasvun
vaiheeseen ja infektoitiin MOI-arvolla 50. Adsorptio pysaytettiin aikapisteissa 1, 15 ja 30 min siirtamalla 1
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ml:n ndytteet jéille 4 °C lampdtilaan. Kontrollina oli kasvatus, johon lisdttiin virusstokkia vastaava tilavuus
MGM-lientd. Jokaisesta aikapisteesté valmistettiin kaksi ndytetta: pestyt ja pesemattdmat solut. Pestyjen
solujen néyte valmistettiin keradmalla solut 1 ml:n tilavuudesta sentrifugoimalla (Eppendorf Centrifuge
5415 D, 5000 rpm, 5 min, 4 °C) ja resuspensoimalla ne samaan tilavuuteen 23 % suolavettd. Pesu toistettiin
kuten edelld, mutta solujen konsentroimiseksi resuspensoitiin puoleen alkuperéisesté tilavuudesta.

3.5. HVTV-1-infektoitujen Har. vallismortis -solujen tuottaminen

3.5.1. HVTV-1/Har. vallismortis kasvukayran tarkistaminen

Neljan yon yli kasvaneesta Har. vallismortis -kasvatuksesta tehtiin nuorennokset tuoreeseen MGM-liemeen
niin, etta niiden absorbanssi aallonpituudella 550 nm oli 0,1. Nuorennoksia kasvatettiin ravistelussa
logaritmisen kasvunvaiheen puolivéliin (3x108 solua/ml) eli kunnes kasvatuksen absorbanssi oli 0,7.
Kasvatukset infektoitiin MOl-arvolla 10. Virusten annettiin adsorptoitua 30 min 37 °C:n [ampétilassa ilman
ravistelua, minka jalkeen vapaat virukset poistettiin sentrifugoimalla (Sorvall 600 roottori, 10 000 rpm, 10
min, 20 °C). Solut resuspensoitiin samaan tilavuuteen MGM -lientd kuin ennen sentrifugointia ja
sentrifugoitiin uudelleen kuten edell&. Pestyt solut resuspensoitiin jalleen samaan tilavuuteen tuoretta
MGM-lientd ja siirrettiin takaisin kasvamaan. Kasvatusten absorbanssia 550 nm:n aallonpituudella
seurattiin koko kasvatuksen ajan Selecta Clormic -laitteella. Virustuoton seuraamiseksi kasvatuksista
otettiin 1 ml:n ndytteet seuraavissa aikapisteissé: heti infektion jéalkeen, 5, 10, 12 ja 16 h infektion jalkeen ja
naytteet titrattiin. Kontrollikasvatusta ei infektoitu, vaan siihen lisattiin virusstokkia vastaava tilavuus MGM-
lienta.

3.5.2. HVTV-1/Har. vallismortis-naytteiden valmistaminen proteiinigeelielektroforeesia varten
HVTV1/H.vallismortis-kasvatus tehtiin samoin kuin kasvukayraa maaritettaessa (kappale 3.5.1) Naytteet,
2x1 ml, otettiin seuraavissa aikapisteissa: heti infektion jalkeen, eli O h, vapaiden virusten poistamisen
jalkeen, 5, 8, 10, 12, 14 ja 16 h infektion jalkeen. Naytteenottohetkella mitattiin myos kasvatuksen
absorbanssi 550 nm:n aallonpituudella. Seuraavaa kaavaa kayttéen kaikkiin proteiinindytteisiin saatiin sama
méaéra soluja: xx= (ndytteen ODss0/0,9) x 200 pl, yy= (xx/200) x 40 pl. Kaavassa xx tarkoittaa solupelletin
liuottamiseen kaytettya Tris-HCl-puskurin (pH 7,2) tilavuutta ja yy 7x ndytepuskurin tilavuutta. Aiemmin on
todettu, ettd Ass0=0,9, on sopiva vertailukohde.

Naytteet kasiteltiin seuraavalla tavalla:

1 a. Yhdestd 1 ml:n ndytteesta poistettiin solut ja soluriekaleet sentrifugoimalla (Eppendorf Centrifuge 5415
D, 13 000 rpm, 5 min, RT). Supernatantista otettiin 200 pl, johon sekoitettiin 40 pl 7x ndytepuskuria
(koostumus liitteessa 3). Pelletti resuspensoitiin xx pil:an 20 mM Tris-HCI (pH 7,2)-puskuria ja ndytteeseen
lisattiin vield yy pl:a 7x ndytepuskuria. Pellettindytteet vorteksoitiin kromosomaalisen DNA:n pilkkomiseksi.

1 b. Supernatanteista tehtiin myos TCA saostus (kappale 3.7.2). Sakat liuotettiin 1,5x néytepuskuriin, jonka
tilavuus laskettiin seuraavasti: [(xx/200) x 40 pl]/5. Liuotustilavuus oli siis viisi kertaa pienempi kuin
pellettindytteilld, koska myos lahtotilavuus oli samassa suhteessa pienempi.

2. Toisesta 1 ml:n ndytteestd otettiin xx pl, johon sekoitettiin yy pl 7x ndytepuskuria.

3.5.3. HVTV-1/Har. vallismortis —naytteiden valmistaminen ohutleikkeita varten

Kasvatus tehtiin samoin kuin kasvukayramaarityksessa (kappale 3.5.1), mutta kasvatukseen kaytettiin MES-
MGM-lientd. Kasvatuksesta madritettiin myds absorbanssi ja virustuotto samoin kuin Har. vallismortis
kasvukayraa tarkistaessa, jotta voitiin varmistua siitd, ettd virustuotto on normaali. HVTV-1/Har.vallismortis
MGM-MES kasvatuksesta otettiin 3 ml:n ndytteet samoissa aikapisteissa kuin geelindytteet oli otettu.
Naytteisiin lisattiin 3 ml 3 % (v/v) glutaraldehydia (Sigma-Aldrich) MGM-MES-liemessa ja inkuboitiin 20 min
huoneenldmmdssé. Glutaraldehydikasittely tehtiin ndytteiden fiksaamista varten. Solut kerattiin

27



sentrifugoimalla (Eppendorf Centrifuge 5810R, A-4-62-roottori, 4000 rpm, 10 min, 4 °C) ja muodostunut
solupelletti resuspensoitiin MES-MGM-liemeen. Solut pestiin kaksi kertaa sentrifugoimalla (Eppendorf
Centrifuge 5415 D, 5000 rpm, 5 min, 4 °C) ja resuspensoimalla MES-MGM-liemeen. Naytteet sentrifugoitiin
vield kerran kuten edell& solupelletin muodostamiseksi.

3.5.4. HVTV-1/Har. vallismortis -naytteiden valmistaminen lipidianalyysia varten

Har. vallismortis soluja kasvatettiin logaritmisen kasvun vaiheeseen ja infektoitiin MOIl-arvolla 10. Virusten
annettiin adsorptoitua 30 minuuttia 37 °C lampdétilassa, minké jalkeen kasvatukset siirrettiin ravisteluun.
Infektion annettiin jatkua 10 tunnin ajan. Kontrollina kdytettiin infektoimattomia kasvatuksia. Kasvatuksista
kerattiin solut sentrifugoimalla (Sorvall SA-600 roottori, 12 000 rpm, 15 min, 20 °C) Infektoiduista
kasvatuksista solujen kerddmiseen kaytettiin koko tilavuus. Kontrollikasvatuksista otettiin ndyte seuraavan
kaavan mukaan: (infektoidun kasvatuksen absorbanssi 550 nm/kontrollikasvatuksen absorbanssi 550 nm:n
aallonpituudella) x kasvatustilavuus. Solut resuspensoitiin 18 % suolaveteen.

3.5.5. Mollurarakenteiden puhdistus

Logaritmisen kasvuvaiheen Har. vallismortis -solut infektoitiin MOI-arvolla 10. Infektion annettiin jatkua 16
h ajan, minké jalkeen soluriekaleet poistettiin sentrifugoimalla (Thermo Scientific F12 roottori, 8000 rpm,
30 min, 15 °C). Supernatantista otettiin nayte lilkkkuvan vyohykkeen sentrifugointia varten ja loput
supernatantista jaettiin kahteen yhté suureen osaan. Toisen osan proteiinit saostettiin 5 ja toisen 10 %
PEG6000:Ila. Saostus, resuspensointi ja aggregaattien poisto tehtiin kuten aiemmin (kappale 3.3.2)

Aggregaattien poiston jalkeen 5 ja 10 % PEG-kasitellyt ndytteet sekd ennen PEG-saostusta otettu ndyte
puhdistettiin lilkkuvan vyohykkeen sentrifugoinnilla (TH641, 21 000 rpm, 15 min, 15 °C) 5-20 %
sakkaroosigradientissa, joka oli tehty 18 % suolaveteen. Gradienttien valmistuksessa kaytettiin Gradient
Masterin asetuksia 81,5/15/2:25 (kulma/nopeus/aika). 10 % PEG-kasitellyn ja kasittelemé&ttdméan naytteen
gradientit fraktioitiin 1 ml:n fraktioihin ja pelletti resuspensoitiin 18 % suolaveteen. Fraktiot ja
resuspensoitu pellettindyte saostettiin trikloorietikkahapolla (TCA) (kappale 3.7.2).

3.6. Elektronimikroskopia

2x puhdistetut viruspartikkelit (kappale 3.3.3) ja Har. vallismortis -solut (kappale 3.4.4) negatiivivarjattiin 1
% (w/v) kaliumfosfowolframaatilla (KPT) (pH 6,5) tai 3 % (w/v) uranyyliasetaatilla (UA) (pH 4,5) taulukon 2
mukaisesti. Adsorptiokasvatuksesta (kappale 3.4.4.) keratyt solunaytteet varjattiin 3 % (w/v) UA:lla (pH 4,5)
kayttden 10 sekunnin varjaysaikaa. Varjaykset suoritettiin pipetoimalla 2 pl ndytetta hilalle. Naytteen
annettiin adsorptoitua kahden minuutin ajan, mink jalkeen ndytteet varjattiin pitdmalla hilaa varipisaran
pinnalla valitun varjaysajan mukaisesti. Lopuksi hila kuivattiin imupaperilla. Har. vallismortis -soluista
(kappale 3.5.3) tehtiin ohutleikkeet elektronimikroskopian yksikdssa (Helsingin yliopisto, Biotekniikan
instituutti). Seka negatiivivarjatyt ndytteet ettd ohutleikendytteet tutkittiin JEOL JEM-1400-
elektronimikroskoopilla (kiihdytysjannite 80 kV).

Taulukko 2. Lapivalaisuelektronimikroskoopilla tutkittuihin ndytteisiin kokeillut negatiivivarit ja varjaysajat.

Nayte Kaytetty negatiivivari Varjaysaika
(sekuntia)

Har. vallismortis | UA 10ja 30

-solut

HVTV-1- UA jaKPT 30

partikkelit

28



3.7. Proteiinianalyysit

3.7.1. Proteiinipitoisuuden maarittaminen

Proteiinipitoisuuden méaarittdmiseen kaytettiin Bradfordin menetelmad (Bradford, 1976). Ensiksi
maadritettiin standardisuora naudan seerumin albumiinista (bovine serum albumine, BSA) tehdyll&
proteiiniliuoksella. BSA-liuoksen pitoisuus oli 2 mg/ml, josta 96-kuoppalevyn kuoppiin laimennettiin
standardikayraan kaytetyt maarat: 1, 2, 3 ja 4 pug. BSA laimennettiin deionisoituun veteen. Laimennoksia
pipetoitiin 100 pl kuoppalevyn kuoppiin ja lisattiin sama tilavuus Bradfordin reagenssia (koostumus
liitteessa 2). Standardiliuosten absorbanssit mitattiin Eppendorf BioPhotometer -laitteella 595 nm:n
aallonpituudella, ja ndisté tuloksista piirrettiin standardisuora. 2x puhdistetuista HVTV-1-partikkeleista
tehtiin deionisoituun veteen 1:10-, 1:50-, 1:100- ja 1:500 -laimennokset, joiden absorbanssit mitattiin kuten
edella. HVTV-1-ndytteen proteiinipitoisuus maaritettiin vertaamalla absorbanssia standardikéyréan.

3.7.2. Proteiinien TCA-saostus

2x puhdistettujen HVTV-1-viruspartikkelien (ks. kappale 3.3.), Har. vallismortis —solunéytteiden (ks. kappale
3.5.2.) ja mollurarakenteen puhdistuksen fraktioiden (ks. kappale 3.5.5.) proteiinit TCA-saostettiin.
Naytteisiin lisattiin 100 % (v/v) TCA:ta niin, etté loppupitoisuus oli 10 %. Naytteité inkuboitiin jailla 30 min ja
saostuneet proteiinit kerattiin sentrifugoimalla (Eppendorf Centrifuge 5415 D roottori, 13000 rpm, 30 min,
4 °C). Supernatantti poistettiin vesi-imulla ja pelletit liuotettiin 50 pl:an 1,5 kertaista ndytepuskuria
(koostumus liitteessa 3).

Saostus tehtiin 2x puhdistetun virusnaytteen 8, 10 ja 12 pg proteiinipitoisuuksille. Eppendorf-putkiin
laitettiin valittu pitoisuus virusndytettd ja ennen TCA-saostusta ndytetilavuus nostettiin 450 pl:an 9 %
suolavedella.

3.7.3. Geelielektroforeesit

Kaikkia geelindytteité keitettiin 5 min ajan ennen geeliin lataamista. Standardina geeleissa kaytettiin
PageRuler™ Unstained Protein Ladder —proteiinistandardia (Thermo Scientific). Elektroforeesin jalkeen
geeleja varjattiin noin tunnin ajan Coomassie Blue —varissa, minka jélkeen sitoutumaton vari poistettiin 10%
(v/v) etikkahapossa yon yli. Geelien valmistusohjeet ovat liitteessa 2.

2x puhdistetut, TCA-saostetut HVTV-1-partikkelit analysoitiin trisiini-natriumdodekyylisulfaatti-
polyakryyliamidigeelielektroforeesilla (trisiini-SDS-PAGE), jonka ylageelin akryyliamidipitoisuus oli 5 % (w/v)
ja erotusgeelin 14 % (w/v). Geelielektroforeesissa asetukset olivat 80 V, 60 mA, yli yon.

HVTV-1-infektoitujen solujen (kappale 3.5.2) proteiinikoostumuksen muutoksia eri aikapisteissé analysoitiin
trisiini-SDS-PAGE-geelissa, joissa ylageelin akryyliamidipitoisuus oli 5 % (w/v) ja erotusgeelin 8 % (w/v) tai
14 % (w/v). Seka supernatanteista etté pelleteista valmistetut ndytteet analysoitiin. Geelielektroforeesien
annettiin jatkua yli yon: 8 % geelit asetuksilla 60 V, 50 mA ja 14 % geelit 70 V, 60 mA. Infektoitujen solujen
proteiinikoostumuksia analysoitaessa virusstandardina kéytettiin 12 pug 2x puhdistettua, TCA-saostettua
HVTV-1-virusta.

Infektoidusta kasvatuksesta valmistettujen pellettindytteiden (kappale 3.5.2) sek& mollurapuhdistuksen
gradienttifraktioista valmistettujen naytteiden (kappale 3.5.5) proteiinikoostumusta analysoitiin SDS-PAGE-
geelill&, jonka ylageelin akryyliamidipitoisuus oli 5 % (w/v) ja erotusgeelin 8 % (w/v). Geelielektroforeesi
tehtiin asetuksilla 60 V, 30 mA, yli yon.

Massaspektrometria-analyysia varten solupellettindyte, joka oli tehty infektoidusta Har. vallismortis -
kasvatuksesta 16 tuntia infektion jalkeen (kappale 3.5.2), ladattiin 8 % SDS-PAGE-geeliin, jossa kaytettiin
standardina my6s PageRuler ™ Prestained Protein ladder -proteiinistandardia (Thermo Fischer). Tésta
geelista leikattiin palat, joissa tutkittavien proteiinien vyohykkeet olivat. Palat analysoitiinproteomiikan
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yksikdssa (Helsingin yliopisto, Biotekniikan instituutti), jossa niista tunnistettiin peptidisekvensseja.
Proteomiikan yksikdssa néitd sekvensseja verrattiin HVTV-1-viruksen ja Har. vallismortis -kannan genomien
peptidikirjastoihin.

3.8. Lipidianalyysit

3.8.1. Lipidien eristys

Kaikki lipidieristyksessa kaytetyt lasiputket huuhdeltiin ensiksi deionisoidulla vedell, sitten etanolilla,
metanolilla ja lopuksi kloroformilla. Naytteisiin, joiden tilavuus oli 450 pl, lisattiin 3 ml metanolia ja seos
vorteksoitiin. Seuraavaksi lisattiin 6 ml kloroformia ja sekoitettiin vorteksoimalla. Seoksia inkuboitiin
pimeé&ssa huoneenldmmadssa 30 min ajan, minka jalkeen naytteet sentrifugoitiin (Eppendorf S810R
roottorilla, 2500 rpm, 10 min, 22 °C). Supernatantit siirrettiin uusiin putkiin, joihin lisattiin 1,8 ml:a 18 %
suolavettd. Seos sentrifugoitiin kuten edelld. Muodostuneet yl&- ja alafaasit eroteltiin eri putkiin.

Putkiin, joihin ylafaasi pipetoitiin, lisattiin 86:14:1 -suhteessa sekoitettua kloroformi:metanoli:18 %
suolavesi-liuosta, seos sekoitettiin vorteksoimalla ja sentrifugoitiin kuten edelld. Muodostuneet alafaasit
yhdistettiin aiemmin eroteltuihin alafaaseihin. Nayteputkista haihdutettiin neste typpikaasulla lampimassé
vesihauteessa. Jaljelle jadneet pelletit resuspensoitiin 9:1 -suhteessa sekoitettuun kloroformi:metanoli-
liuokseen, noin 200 pl:n tilavuuteen per pelletti.

3.8.2. Ohutlevykromatografia

Ohutlevykromatografiassa kaytetty lasikammio huuhdeltiin ensiksi deionisoidulla vedell, sitten etanolilla,
metanolilla ja lopuksi kloroformilla. Kromatografialiuoksena kaytettiin 104 ml kloroformi:metanoli:90 %
etikkahappo —liuosta, joka oli sekoitettu suhteessa 65:4:35. Kammioon asetettiin imupaperi helpottamaan
tasapainottumista. Kammion annettiin tasapainottua 1,5 tunnin ajan.

Silikonilevy aktivoitiin 120 °C:n lampdtilassa tunnin ajan ja jadhdytettiin eksikaattorissa n. 15 min ajan.
Naytteet pipetoitiin levylle ja niiden annettiin kuivua. Kuivunut levy asetettiin kammioon ja
kromatografialiuoksen annettiin nousta 2 senttimetrin paédhan levyn ylareunasta. Naytteiden ajautumisen
jalkeen levy kuivattiin. Tamaén jalkeen se varjattiin lasikammiossa, jossa oli jodikiteiden muodostamaa
hoyrya.
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4. Tulokset

4.1. HVTV-1-viruksen adsorptio

4.1.1. Adsorption tutkiminen plakkitestilla - adsorptiotestit

Viruspartikkelien sitoutuminen isdntésolun pintaan on virusinfektion ensimmainen vaihe. Aiemmin on
selvitetty, ettd HVTV-1-viruksen adsorptio Har. vallismortis -soluihin on tehokasta (Pietild ym., 2013). Tassa
ty6ssé haluttiin selvittdd tarkemmin, kuinka nopeasti virus saavuttaa maksimaalisen adsorption.
Tavallisessa adsorptiotestissd solut infektoitiin HVTV-1-viruksella ja sitoutumattomien virusten maaraa
seurattiin tunnin ajan. Sitoutumattomien virusten maaraé selvitettiin poistamalla ndytteesta solut ja
titraamalla supernatantti, johon vapaat virukset olivat jddneet. Adsorptoituneiden virusten osuus nousi sita
korkeammaksi, mita pidempi aika infektiosta kului (kuva 1). Alussa adsorptoituneiden virusten osuus nousi
nopeasti, mutta 30 ja 60 min. aikapisteiden vélill& adsorptiota ei kuitenkaan endd merkittavasti tapahtunut.
Tunti infektion jalkeen 71 % viruksista oli adsorptoitunut. Adsorption nopeutta kuvaava, adsorption
nopeusvakio, oli aikapisteiden 0-1 min. vélilla 7x10° ml/min ja 1-5 min. valilla 5,5x10* ml/min.
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Kuva 1. HVTV-1-viruksen adsorptio Har. vallismortis -solujen pinnalle on tehokasta ja nopeaa. Sitoutuneiden
partikkelien maara selvitettiin eri aikapisteissa infektion jalkeen. Kuvaajan pisteiden virhemarginaalit muodostuvat
kolmen toiston vaihteluvalista.

Tassé tydssé haluttiin selvittdd myos, saturoituvatko Har. vallismortis -solun pinnalla olevat HVTV-1-
viruksen reseptorit. Reseptorisaturaatiota testattaessa virusten maara infektoitavaa solua kohden
nostettiin 107-kertaiseksi. Kuvasta 2 nahdaéan, etta kaikilla testatuilla MOI-arvoilla tulos oli samankaltainen:
hieman yli 60 % viruksista adsorboitui soluihin 30 min aikana.
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Kuva 2. Reseptorisaturaatiotesti. Har. vallismortis -solut infektoitiin eri MOI-arvoilla ja sitoutuneiden virusten maara
selvitettiin. Kuvaajan pisteiden virhemarginaalit muodostuvat kolmen toiston vaihteluvalista.

Tassé tydssé haluttiin selvittdd myos, saturoituvatko Har. vallismortis -solun pinnalla olevat HVTV-1-
viruksen kayttamat reseptorit. Reseptorisaturaatiota testattaessa virusten maara infektoitavaa solua
kohden nostettiin 107-kertaiseksi. Kuvasta 2 nahdaan, etta kaikilla testatuilla MOl-arvoilla tulos oli
samankaltainen: hieman yli 60 % viruksista adsorboitui soluihin 30 min aikana.

Superinfektiotestilld haluttiin selvittdd, muodostuuko iséantésoluun ns. superinfektioekskluusio eli, onko
kertaalleen infektoitu solu mahdollista infektoida vield uudelleen. Superinfektioekskluusio on ilmio, jossa
solun aiemmin infektoinut virus estdd saman tai hyvin laheisté sukua olevan viruksen uuden infektion
samaan soluun (Labrie ym., 2010). Superinfektiotestissa Har. vallismortis -solut infektoitiin MOI-arvolla 10
ja 30 min paésta sitoutumattomat virukset poistettiin, minka jalkeen solut infektoitiin uudelleen.
Kontrollikasvatuksena oli infektoitua kasvatusta vastaava Har. vallismortis -kasvatus, johon lisattiin
virusstokkia vastaava tilavuus MGM-lientd ensimmaisessé infektiossa, mutta joka muuten kasiteltiin
samalla tavalla. Seuraavaksi selvitettiin toisella infektiokerralla sitoutumattomien virusten mééara kuten
tavallisessa adsorptiotestissa. Tatd méaaraa verrattiin soluja siséltamattémaan MGM-naytteeseen, johon ol
lisatty 1500 viruspartikkelia, samoin kuin varsinaisten kasvatusten toisessa infektiossa. Mikéli yksik&dan
viruspartikkeli, joka lisattiin toisessa infektiovaiheessa, ei sitoudu, maljoilla olisi pitdnyt olla noin 200
plakkia. Superinfektiotestissa infektoidun kasvatuksen maljojen isdntdsolumatto oli kaikissa toistoissa taysin
syoty. Mikéli superinfektioekskluusio olisi muodostunut, eikd yksikaén virus toisessa infektoinnissa olisi
sitoutunut, olisi plakkeja testimaljalla téllin ollut noin 200 eli ne olisivat olleet erillising, laskettavina
plakkeina. Kontrollikasvatuksesta, jota ei ensimmaisessa vaiheessa infektoitu, plakkeja muodostui noin 200,
mika viittaisi siihen, ettd pestyihin soluihin ei sitoudu enéa viruksia. MGM-liemikontrollista plakkeja
muodostui noin 200 eli virukset sdilyivat infektiivising.
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4.1.2. Adsorption tutkiminen elektronimikroskopialla

Tasséa tyossé yhtena tavoitteena oli HVTV-1-viruksen adsorptiokohdan selvittdminen. Jotta tata pystyttiin
lapivalaisuelektronimikroskopialla tutkimaan, oli I6ydettéavd mikroskopianéytteiden valmistus- ja
varjaysmenetelma, joka sopisi mahdollisimman hyvin isdntésoluille. Lapivalaisuelektronimikroskoopilla
nahtiin, ettd uranyyliasetaattivérjays 10 sekunnin varjaysajalla (kuva 3B) sopii Har. vallismortis -soluille
pidempéaa varjaysaikaa paremmin (kuva 3). 23 % suolavedella pestyt ja siihen resuspensoidut seka 10
sekuntia uranyyliasetaatilla varjatyt Har. vallismortis -solut olivat muodoltaan sauvamaisia ja niissa oli pitkia
arkelloja (kuva 3B), kun taas 30 sekunnin vérjaysajalla solut olivat kulmikkaita (kuvaa ei esitetd). 23 %
MGM-liemeen resuspensoidut, 30 sekuntia samalla varilla varjatyt solut nékyivat myds kulmikkaina (kuva
3A), kun taas lyhyelld 10 sekunnin vérjaysajalla solut olivat sauvamaisia ja niissa nakyi myos arkelloja. 23 %
MGM-liemeen resuspensoitujen solujen taustalla oli paljon epépuhtauksia.
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Kuva 3. Har. vallismortis -soluja negatiivivarjattiin uranyyliasetaatilla I&pivalaisuelektronimikroskopiaa varten. A: Har.
vallismortis -solu MGM:ss& varjattyna 30 sekuntia UA:lla B: Har. vallismortis -solu suolavedessa vérjattyné 10 sekuntia
UA:lla.

HVTV-1-partikkelien reseptoreita Har. vallismortis -solujen pinnalla ei aiemmin ole tutkittu. Tassé ty6ssé
tarkoituksena oli selvittdd, mihin solun pinnan rakenteisiin virukset kiinnittyvat. Viruspartikkelien lisddmisen
jalkeen tutkittiin pestyja ja pesemattémia solundytteitd aikapisteisté 1, 15 ja 30 min infektion jélkeen.
Peseméattomat ndytteet otettiin suoraan infektoidusta kasvatuksesta, joten ne olivat MGM-liemessé. Osa
naytteista pestiin solujen konsentroimiseksi. Pestyissa néytteissa infektoidun kasvatuksen solut oli keréatty
sentrifugoimalla ja resuspensoitu 23 % suolaveteen. Lapivalaisuelektronimikroskopiassa seké pestyissa etta
peseméattoémissa naytteissa nahtiin viruksia kiinnittyneiné hannilldan solujen arkelloihin (kuva 4). Pestyissa
naytteissé (kuva 4 A ja B) arkelloja ja viruksia oli selvasti véhemman kuin peseméattomissa naytteissa (kuva 4
C ja D), joissa arkellat olivat pitkia ja niihin oli kiinnittyneind lukuisia viruksia. Viruksia ei nahty kiinnittyneind
solun ulkopinnalle. Pesemattomissa naytteissa oli taustalla enemmén epépuhtauksia verrattuna pestyihin
soluihin. Aikapisteissé 1 ja 15 minuuttia infektion jélkeen sitoutuneita viruksia havaittiin enemmaén kuin 30
min infektion jalkeen otetussa naytteessa.
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Kuva 4. HVTV-1-viruksen adsorptiota tutkittiin [&pivalaisuelektronimikroskopialla. Pestyisté naytteista 1 min (A) ja 15
min (B) infektion jalkeen otetuissa kuvissa viruksia nahdaan kiinnittyneina arkelloihin. Peseméattomissa néytteissa (C ja
D) arkellat olivat pidempid ja viruksia ndhtiin enemman. Peseméttomista ndytteista otetut kuvat ovat aikapisteesté 1
min infektion jalkeen. Elektronimikroskopiaa varten néytteet oli varjatty uranyyliasetaatilla, 10 sekunnin varjaysaikaa
kayttéen.

4.2. Mollurarakenteen tutkiminen

4.2.1. HVTV-1-viruspartikkelien puhdistus ja puhdistettujen partikkelien analysointi

Ty0Ossa pyrittiin tuottamaan puhtaita HVTV-1-viruspartikkeleita, jotta niit4 voitaisiin k&ytta kontrollina
mollurarakenteen proteiinianalyyseissa (kappale 3.2.5). Viruspartikkelien puhdistus suoritettiin kuten
aiemmin on julkaistu (Pietila ym., 2013b). Puhdistuksen aluksi yon yli kasvatettu, infektoitu nesteviljelméa
kasiteltiin DNAse I:114, minka jalkeen soluriekaleet poistettiin sentrifugoinnilla. Tamén vaiheen jalkeen
infektiivisten virusten maara oli tiittereiden perusteella korkea (taulukko 3).

Virukset saostettiin nestekasvatuksesta 10 % polyetyleeniglykolilla. PEG-saostuksen jalkeen viruspartikkelit
kerattiin sentrifugoimalla ja supernatantti ja pelletti otettiin talteen. Supernatantissa virussaanto edelliseen
puhdistusvaiheeseen verrattuna oli 0 % (taulukko 3). Liuotetusta pelletisté poistettiin aggregaatit ja
aggregaattien poiston jalkeen otetun néaytteen perusteella virussaanto oli 0,8 % (taulukko 3) eli kdytanndssa
infektiivisié viruksia ei saatu en&é kerattyd. Aggregaatteja ei titrattu.

Polyetyleeniglykolilla saostetut HVTV-1-viruspartikkelit puhdistettiin 5-20 % sakkaroosigradientissa
liikkuvan vyohykkeen sentrifugoinnilla. Sentrifugoinnin jalkeen gradientissa erottui kaksi valoa siroavaa
sinertavaa vyohyketta putken ylaosassa (kuva 5). Alempi vy6hyke oli voimakkaan sinertava ja sen pinnalla
oli vaaleamman sinertava vyohyke. Putken pohjalla oli my6s pieni haalean punainen pelletti. Alempi
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vyOhyke kerattiin ja siitd otettu ndyte titrattiin. Tiitterin perusteella laskettu virussaanto oli 0,002 %
(taulukko 3).

Sakkaroosigradientista keratty alempi vyohyke puhdistettiin edelleen tasapainosentrifugoinnilla
cesiumkloridigradientissa. Gradientissa erottui kolme vydhykettd: putken ylaosassa hyvin vaalea vyéhyke,
voimakas ohut vy6hyke aivan putken keskikohdassa ja aivan sen pinnalla nékynyt ohut vydhyke. Putken
keskiosan voimakas vyOhyke keréttiin, mutta infektiivisten virusten saanto oli 0 % (taulukko 3).

A B

Kuva 5. HVTV-1-partikkeleita puhdistettiin sakkaroosigradientissa ja edelleen cesiumkloridigradientissa.
Sakkaroosigradientissa (A) néhtiin kaksi vyohyketta ja pieni haalean punertava pelletti. Cesiumkloridigradientissa (B)
yksi vydhyke oli putken yldosassa ja kaksi vyohykettd aivan putken keskitasossa.

Viruspartikkelit konsentroitiin sentrifugoimalla. Konsentroidun, 2x puhdistetun HVTV-1-néytteen
infektiivisten virusten saanto oli 0 % (taulukko 3).
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Taulukko 3. Viruspuhdistuksen eri vaiheissa kerattyjen naytteiden titrausten tulokset ja niista lasketut infektiivisten

virusten saannot.

Puhdistusvaihe Tilavuus (ml) Tiitteri pfu/mi Yhteensa pfu:ja | Saanto (%)
(pfu = plakin muodostava
yksikkd, plague forming
unit)
DNAse késittelyn 975 2,4x10% 2,34x10%
jalkeinen supernatantti
PEG-saostuksen 975 0 0 0
jalkeinen supernatantti
PEG-saostetut virukset 45 4x10% 1,8x10" 0,8
aggregaattien poiston
jalkeen
1x vy6hyke 23 17,5x10° 4,0x108 0,002
sakkaroosigradientissa
(kuva 5A)
2x vybhyke 5 0 0 0
cesiumkloridigradientissa
(kuva 5B)
Konsentroitu 2 x virus 0,15 6x10° ox10* 0

2x puhdistetun HVTV-1-viruksen proteiinipitoisuudeksi maaritettiin noin 12 mg/ml. Puhdistetun viruksen

proteiinikoostumus analysoitiin proteiinigeelielektroforeesilla. 12 pg:a puhdistettuja HVTV-1-
viruspartikkeleita ajettiin 8 % SDS-PAGE-geelissa (kuva 6). Proteiinikoostumuksessa nakyy kaksi

eroavaisuutta verrattuna aiemmin néhtyihin tuloksiin (Pietild ym., 2013b). Noin 45 kiloDaltonin (kDa)
kokoisen paaasiallisen kapsidiproteiinin alapuolelta puuttui yksi proteiinivydhyke. Liséksi ndytteessa oli 30
kDa:n kokoinen proteiini, joka aiemmin on jaanyt 1x puhdistukseen eli vain sakkaroosissa puhdistettuihin

naytteisiin.
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Kuva 6. 2x puhdistettu HVTV-1-virus analysoitiin 8 % SDS-PAGE-geelissa. A: Aliemmassa tutkimuksessa (Pietild ym.,
2013b) 1 x ja 2x puhdistuksesta nahdyt proteiinikoostumukset. B: Tassa tydssa tehdysta 2 x puhdistuksesta nahty
proteiinikoostumus. Erot proteiinivydhykkeissa merkitty nuolilla.

Elektronimikroskopialla tarkasteltuina puhdistetut HVTV-1-viruspartikkelit varjaytyivat
kaliumfosfowolframaatilla ja 30 sekunnin varjaysajalla hyvin. Kuvasta 7A voi néhda viruksen pinnan
“decoration”-proteiineja (Pietila ym., 2013b). Myds muutamalla viruksella oleva hénté nékyy selvasti.
Uranyyliasetaatilla varjatyt viruspartikkelit nékyivat epaselvésti ja varjaytyivat huonommin eika pienia
pinnan rakenteita pystynyt erottamaan (kuva 7B). Molemmissa varjayksissa suurimmassa osassa
partikkeleita ei nahty hantaa, mutta ei myoskaan irrallisia hantid. Kuvasta 7A nahdaan myos kapsidin
pintakerroksen nékyvén selvésti vaaleana tumman sisdosan ymparilld. TAma viittaisi siihen, etté vari on
paassyt kapsidin sisdén ja genomi on purkautunut ulos kapsideista.

Kuva 7. HVTV-1-viruksia varjattiin negatiivivéreilla lapivalaisuelektronimikroskopiaa varten. A: HVTV-1-partikkeleita
véarjattyna kaliumfosfowolframaatilla. B: HVTV-1-partikkeleita varjattyna uranyyliasetaatilla.
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4.2.2. HVTV-1-viruksella infektoitujen Har. vallismortis —solujen kasvukayra
HVTV-1/Har.vallismortis -kasvukayra on méaritetty jo aiemmin (Pietild ym., 2013b). Tassa tydssé
tarkistettiin ensin, ettd Har. vallismortis kasvoi normaalisti ja HVTV-1 -infektiosykli toimi kuten aiemmin.
Kasvukayrésté (kuva 8) nahdaan, ettd isdéntdkannan solut ovat logaritmisen kasvunvaiheen puolivélissa 20-
30 tunnin kuluttua kasvatuksen alusta. Infektiosta absorbanssin laskuun eli solujen lyysaamiseen kuluu noin
12 tuntia.
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Kuva 8. HVTV-1/Har.vallismortis-kasvukéyra. Kuvassa néhdaan infektoidussa- ja kontrollikasvatuksessa tapahtuvat
turbiditeetin muutokset. Infektoitu kasvatus merkitty mustilla ympyraillé ja infektoimaton kasvatus valkoisilla.

Ohutleikenaytteiden tekoa varten selvitettiin, toimiiko HVTV-1-viruksen elinkierto samalla tavalla MGM-
MES-liemessé kuin se toimii tavallisessa MGM-liemessd. Normaalissa MGM-kasvualustassa on puskurina
Tris-HCI (pH 7,2), kun taas MGM-MES-alustassa MES (pH 6,2). MGM-liemen Tris-HCl-puskuri reagoi
ohutleikkeiden valmistuksessa kaytettavan fiksatiivin kanssa, joten jos MGM-MES-liemikasvatus toimii, ei
naytteista tarvitse erikseen pesté puskuria pois. Absorbanssia seuraamalla voitiin todeta, ettéd Har.
vallismortis kasvaa sekd MGM-liemessé ettd MGM-MES-liemessé yhta hyvin (kuva 9). Infektion jalkeen
absorbanssin lasku eli solujen lyysaaminen tapahtui samaan aikaan molemmissa kasvatusliemissé (kuva 9).
Infektion jélkeen virusten tuottoa seurattiin, jotta voitiin varmistua virustuotannon olevan samaa luokkaa.
Tiitterit jaivat MGM-MES-liemessa hieman alhaisemmiksi, mutta merkittavaa eroa ei ollut (kuva 9).

38



1,6
g 1,4 N
PN
ek A L 100
nre 10 .
@ 1,2 ARINSNCE
1,0 /2
s
0,8 AL - 10
AT
0,6 4 /)'\ ' -
- v
v7 7)" .. Y Ywv
0,4- “ "\““. L 10
s
0,2- 5
& .
010 T T T T 1(7
o] 10 20 30 40 50 60

Aika (h)
Kuva 9. HVTV-1/Har. vallismortis -kasvukayréa ja virustuottoa tutkitiin MGM- ja MGM-MES-liemissd. Kolmiot kuvaavat
MGM-kasvatusta ja ympyrat MGM-MES-kasvatusta. Valkoisella on merkitty kontrollikasvatukset ja mustalla
infektoidut kasvatukset. Pylvaat kuvaavat tiitterié eri aikapisteissa: harmaat pylvaat kuvaavat MGM-MES-kasvatusta ja
mustat tavallista MGM-kasvatusta. 30 min infektion jalkeen solut pestiin, mik& selittd4 absorbanssin laskun.

4.2 3. Infektoitujen solujen ohutleikkeiden elektronimikroskopia

Ohutleikkeiden lapivalaisuelektronimikroskopialla haluttiin selvittda, missé vaiheessa infektion jalkeen
solujen sisélla ndhdéén viruspartikkeleita ja milloin aiemmassa tutkimuksessa ndhdyt mollurarakenteet
muodostuvat (M. K. Pietild, julkaisematon data). Jostain syysta ohutleikkeiden valmistamiseen kéytetty
kasvatuksen lyysaus viivastyi noin kahdella tunnilla eli solut hajosivat vasta noin 14 h infektion jalkeen.
Tutkittiin ndytteet, jotka oli otettu heti infektion jalkeen (eli 0 h), vapaiden virusten poiston jéalkeen (n. 1 h),
5,8, 10, 12, 14 ja 16 h infektion jalkeen. Ohutleikendytteissd, jotka otettiin heti infektion jalkeen, vapaiden
virusten poiston jalkeen ja viisi tuntia infektiosta, ei havaittu muutoksia soluissa eikd viruksia solujen siséll&
(kuvia ei esitetd). 8 h infektion jalkeen muutamissa soluissa nékyi taysia viruspartikkeleita (kuva 10E). 10
tuntia infektion jélkeen (kuva 10A) useissa soluissa oli ndhtavissa seka tyhjia etté taysia viruspartikkeleita.
12, 14 ja 16 tuntia infektion jalkeen otetuissa ndytteissd nakyi seké tyhjia ettd taysia viruspartikkeleita,
solujen sisélle muodostuneita kalvoston nékdisié rakenteita ja solujen pinnalla tummia, pyoreité
“molluroita” (kuva 10B, C ja D). Mollurarakenteita, joiden halkaisija oli arviolta 150 nm, havaittiin olevan
solun pinnalla keskim&arin vain yksi. Kaikissa infektoiduissa soluissa ei néhty tita rakennetta. Kalvostoja ja
mollurarakenteita ei havaittu infektoimattomissa soluissa (kuva 10F).
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Kuva 10. Infektoiduista Har. vallismortis —soluista valmistettiin ohutleikenaytteitd, joita tutkittiin
elektronimikroskopialla. HVTV-1-partikkeleilla infektoiduissa Har. vallismortis -solujen ohutleikkeissa nékyy 10 h
infektion jélkeen (A) tyhjié ja téysia viruspartikkeleita. 12, 14 ja 16 h infektion jélkeen (B,C ja D) soluissa nékyi myos
mollurarakenteita seka kalvoston nakoisia rakenteita. Kuvassa A harmaa nuoli osoittaa taytta viruspartikkelia ja musta
nuoli tyhjaa partikkelia. Kuvassa C harmaa nuoli osoittaa mollurarakennetta ja musta nuoli kalvoston nakoista
rakennetta. Viruspartikkeleita nakyi muutamissa soluissa ensimmaisen kerran jo 8 h infektiosta (E). Kuvassa E nuoli
osoittaa solussa havaittua viruspartikkelia. Kontrollisoluissa ei néhty mollura- tai kalvostorakenteita (F).

4.2.4. Infektoitujen solujen proteiini- ja lipidianalyysit

Infektoidusta ja infektoimattomasta kasvatuksesta kerattiin ndytteitd muutoin samoista aikapisteista kuin
ohutleikkeitd varten, mutta 0 h néytetté ei otettu. Trisiini-SDS-PAGE-geelissé analysoitiin
solupellettindytteet sek& TCA-saostetut supernatanttindytteet (kappale 3.5.2.), jotta voitiin verrata
proteiinikoostumuksen muutoksia. Saostamattomia supernatanttindytteité ja késittelemattomia
kasvatusnaytteité ei analysoitu, silla ne muodostivat sakkaa eivatka liikkuneet geelielektroforeesissa
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kunnolla. Analysoiduista geeleisté pystyttiin ndkemaan myds, milloin viruksen rakenneproteiinien tuotto
alkaa vertaamalla solunéytettd 2x puhdistettuun virukseen. Solupellettien 8 % Trisiini-SDS-PAGE-geeleissa
(kuva 11) ndhd&én viruksen pééasiallisen kapsidiproteiinin, n. 50 kDa, muodostuminen 8 h infektion jélkeen
otetussa ndytteessa. 8 h infektion jélkeen soluissa on tuotettu myos 200 ja 130 kDa:n kokoisia proteiineja,
joita ei ndy kontrollindytteissa eivatka ne vastaa virusstandardin proteiineja. Supernatanttindytteita
analysoitiin geelielektroforeesilla, jotta nahtaisiin, onko kasvualustaan vapautuneissa proteiineissa eroja
infektoidun ja infektoimattoman kasvatuksen valilla. TCA-saostetuista supernatanteista ajetuissa 14 %
trisiini-SDS-PAGE -geeleissé (kuva 12) infektoidussa kasvatuksessa proteiineja nahdaan geelissé vasta
lyysauksen jalkeen otetuissa ndytteissa. Lyysaus tapahtui noin 12 h infektion jalkeen. Lyysauksen jalkeen
geelissa nakyi lukuisia proteiinivyohykkeitd, mutta niist& pystyttiin erottamaan paaasiallisen
kapsidiproteiinin vyéhyke seké& aiemmin 8 % trisiini-SDS-PAGE-geeleissa (kuva 11) havaittu 130 kDa:n
kokoinen proteiini.

= -

e e
kba T St1 2 3 4. T
200- - Al 1 e
150— < - - -
120~
100—

85—

70—

60—

50— -

40~ . 48

30—

25— -

20~ =i

15— -

10- . . - 10

Kuva 11. 8 % Trisiini-SDS-PAGE-geeleissa analysoidut, kasvatuksista valmistetut solupellettindytteet. Musta nuoli
osoittaa 200 kDa:n, ja harmaa nuoli 130 kDa:n kokoiset uudet proteiinivythykkeet sekd valkoinen nuoli viruksen
pééasiallisen kapsidiproteiinin vydhykkeet.

Naytteiden jarjestys geelissa: 2 x HVTV-1, molekyylipainostandardi, 1. heti vapaiden virusten poiston jélkeen otettu
néyte, 2. 5 h infektion alusta, 3. 8 h infektion alusta, 4. 10 h infektion alusta, 2x HVTV-1, molekyylipainostandardi, 5. 12
h infektion alusta, 6. 14 h infektion alusta, 7. 16 h infektion alusta. Varsinaisen ndytteen oikealla puolella on aina
saman aikapisteen infektoimaton kontrolli.
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Kuva 12. 14 % Trisiini-SDS-PAGE —geeleissa ajetut, TCA-saostetut supernatanttindytteet. Proteiinivyohykkeet nékyvat
supernatantissa vasta 12 h infektion jalkeen. Viruksen padasiallinen kapsidiproteiini on merkitty nuolella. Néytteiden
jarjestys geelissé vasemmalta oikealle: molekyylipainostandardi, 2 x HVTV-1, 1. heti vapaiden virusten poiston jalkeen
otettu néyte, 3. 5 hinfektion alusta, 5. 8 h infektion alusta, 7. 10 h infektion alusta, molekyylipainostandardi, 2 x
HVTV-1, 9. 12 hinfektion alusta, 11. 14 h infektion alusta, 13. 16 h infektion alusta. Varsinaisen naytteen oikealla
puolella on aina saman aikapisteen infektoimaton kontrolli.

Seuraavaksi haluttiin tutkia, mitd geenituotteita infektoiduissa soluissa aletaan tuottaa 8 h infektion
jalkeen, kun geelissd havaittiin uusia proteiineja (kuva 11). Geelipalasta, joka sisélsi 130 kDa:n
proteiinivy6hykkeen, tunnistettiin massaspektrometriaa kdyttdmalla peptidisekvensseja.
Peptidisekvensseja verrattiin HVTV-1-viruksen ja Har. vallismortis -kannan genomien peptidikirjastoihin ja
saatiin osumia lukuisiin eri proteiineihin. Taulukko tuloksista on liitteessa 5. Vastaavuuksia saatiin sekd
viruksen ettd isdnnén proteiineihin. Eniten tunnistettuja peptideja 16ytyi HVTV-1-viruksen geenituotteesta
21, jonka on ennustettu olevan ribonukleotidien reduktaasi (Pietild ym., 2013b). Myds
ribonukleotidireduktaasin ennustettu molekyylipaino tasmaa.

Ty0Ossa testattiin, onko mollurarakenteita mahdollista puhdistaa kuten aiemmin tutkittuja arkeonien
pyramidirakenteita (kappale 1.4.7). Puhdistukseen kaytetty Har. vallismortis -kasvatus oli infektoitu 16
tuntia aiemmin. Kasvatus, josta solut ja soluriekaleet oli poistettu, saostettiin polyetyleeniglykolilla (PEG)
seuraavasti: osa saostettiin 5 ja toinen osa 10 % PEG:|I4 ja kasvatuksesta otettiin myds saostamaton néyte.
Saostuksen jalkeen putken pohjalle muodostunut pelletti oli 5 % PEG:II4 kasitellyssa ndytteessa pieni kun
taas 10 % PEG-saostetun naytteen pelletti oli huomattavasti suurempi. Sakkaroosigradienttiin
sentrifugoitiin saostamaton, 5 ja 10 % PEG-késitellyt ndytteet. Saostamattomasta néytteestd ei gradientissa
muodostunut nakyvaa vyohyketta toisin kuin 5 ja 10 % PEG-kasitellyisté (kuva 12). 5 % PEG-saostetusta
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naytteesta ajetussa gradientissa nékyi putken yldosassa n. 1 cm levyinen sinertdvan harmaa vyéhyke. 10 %
PEG-saostetusta ndytteestd ajetussa gradientissa nékyi vyohyke samassa kohdassa, mutta se olin. 1,5 cm
leved. Molemmissa putkissa nakyi myos pieni pelletti.

A B

Kuva 13. Mollurarakenteen puhdistaminen sakkaroosigradientissa. PEG-ké&sitellyista supernatanteista ajetuissa
sokerigradienteissa nahtiin sinertdvan harmaat vyohykkeet, 10 % PEG —késitellysta (B) levedmpi kuin 5 % PEG-
kasitellysta (A).

Kun sakkaroosigradientit PEG-saostamattomasta sekd 10 % PEG-saostetusta ndytteesta fraktioitiin ja
ajettiin 8 % SDS-PAGE-geeliin, néhtiin proteiinivydhykkeitd padosin putken pinnasta otetuissa fraktioissa
seka liuotetusta pelletista (kuva 14). Saostamattoman nadytteen gradientissa nékyi selvésti 50 kDa:n
kokoinen pa&asiallinen kapsidiproteiini neljasséd ensimmaisessa fraktiossa seké liuotetussa pelletissé (kuva
14). 10 % PEG-saostetun ndytteen gradientissa nahtiin selvésti enemman proteiineja, joista yksi oli 130
kDa:n proteiini fraktioissa 1 ja 2 (kuva 14B). Proteiinivyohykkeité néhtiin kaikissa fraktioissa, mutta eniten
niité oli fraktioissa 1-6 ja liuotetussa pelletissd. Padasiallisen kapsidiproteiinin vyohyke nékyi voimakkaana.

43



Kuva 14. Mollurarakenteen puhdistamisessa keréttyjen sokerigradienttifraktioiden analysointi 8 % SDS-PAGE-geelissa.
Geeleissa ndhdaén kasitteleméttdoman (A) ja 10 % PEG-kasitellyn ndytteen (B) sokerigradientin fraktiot. Fraktiot on
numeroitu kerdysjarjestyksen mukaan eli fraktio 1. on putken pinnasta ja fraktio 13. putken pohjasta.
Molekyylipainostandardi on geelissé A viimeisessa kaivossa ja geelissa B ensimmaisessa kaivossa. 2 x HVTV-1 on
geelissd A ensimmaisessa kaivossa ja geelissa B viimeisessa kaivossa.

Ohutlevykromatografialla tutkittiin HVTV-1-infektion mahdollisesti aiheuttamia lipidikoostumuksen
muutoksia Har. vallismortis -soluissa. Ohutlevykromatografian perusteella voitaisiin paatella,
muodostuvatko infektion aiheuttaman rakenteet (mollurat ja kalvoston ndkoiset rakenteet) mahdollisesti
lipideista. 16 h infektion jalkeen otetuista ndytteisté tehdyssa lipidien ohutlevykromatografiassa (kuva 14)
néhtiin seka infektoiduissa etté infektoimattomissa kontrollindytteissa kuusi vyohykettd, mutta ei
merkittavia eroja.
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Kuva 15. Infektoitujen solujen lipidikoostumuksen muutoksia tutkittiin ohutlevykromatografialla. Lipidien
ohutlevykromatografiassa kaikista ndytteist& néhtiin kuusi vyohykettd, jotka on merkitty kuvaan nuolilla. Mustat
nuolet osoittavat alkuperéisessa kuvassa ndhtyja vyohyketta, joita mustavalkoisessa kuvassa ei saatu nékyméaan.
Naytteet: 1. 9 ml infektoidusta kasvatuksesta valmistettu néyte, 2. ja vastaava nayte infektoimattomasta
kasvatuksesta, 3. 14 ml infektoidusta kasvatuksesta valmistettu néyte ja 4. ja vastaava ndyte infektoimattomasta
kasvatuksesta.
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5. Tulosten tarkastelu

5.1. Adsorptio

Adsorptio on virusten infektiosyklin ensimmaéinen ja usein rajoittavin vaihe. Adsorption tehokkuuteen ja
nopeuteen vaikuttavat useat tekijat kuten reseptorien mééaré ja saavutettavuus solun pinnalla, mahdollisen
superinfektioekskluusion muodostuminen ja reseptorien saturoituminen (Poranen ym., 2002, Folimonova
2012). HVTV-1-viruksen adsorption nopeutta on tutkittu aiemmin (Pietild ym., 2013Db) ja tassa tydssa saadut
tulokset vastaavat aiempaa. HVTV-1-viruksen infektiosyklin aiemmassa tutkimuksessa adsorptiota on
tarkasteltu kuitenkin vain aikapisteissé 15, 30 ja 60 min infektion jalkeen. Tama tutkimus antaa
yksityiskohtaisempaa tietoa viruksen adsorption alusta, silld adsorptiota mitattiin 1, 5, 15, 30 ja 60 min
aikapisteissa. Merkittavin osuus adsorptiosta tapahtuukin jo ensimmaisten minuuttien aikana.
Adsorptiotestin tuloksista (kuva 1) ndhdaan, ettd HVTV-1-viruksen adsorptio Har. vallismortis -soluihin oli
hyvin nopeaa. Jo minuutin kuluttua infektion alusta yli 30 % viruksista oli adsorptoitunut ja korkeimmillaan
adsorptoituneita viruksia oli noin 70 %. Adsorption nopeudessa ja tehokkuudessa on suurta vaihtelua
halofiilisia prokaryootteja infektoivien hannallisten virusten vélilla. L&hes kaikilla haloarkeoniviruksilla,
joiden adsorptiota on tutkittu, adsorptio solun pintaan kestda jopa muutamia tunteja (Kukkaro & Bamford,
2009). Poikkeuksena muihin aiemmin tutkittuihin haloarkeoniviruksiin on hypertermofiilisen, Sulfolobus
islandicus -arkeonin SIRV-2-virus (kappale 1.4.5), jonka adsorptio on hyvin nopeaa (Quemin ym., 2013).
Tasséa tyossé tutkitun HVTV-1-viruksen adsorptiota isdntésolun pinnalle ndyttaisi tapahtuvan noin puolen
tunnin ajan infektion alusta. Viimeisten aikapisteiden, 30 ja 60 min, valilla merkittdvaa adsorptoitumista ei
end tapahdu. Tahan havaintoon pohjautuen tydn muissa adsorptiotesteissa kéytettiin puolen tunnin
adsorptioaikaa. Adsorption nopeutta kuvaavan vakion (adsorption rate constant) mukaan nopeimmin
adsorptiota tapahtuu 0-1 min aikavélilla eli heti solujen infektoinnin jalkeen. Talla aikavalilla adsorptiovakio
oli 7x10° ml/min eli adsorptio oli nopeaa. Aiemmin HVTV-1-viruksen adsorptiovakioksi aikavélilla 0-15 min.
on laskettu 3,1 x 10°1% (Pietila ym. 2013b). Aiemmin tutkittujen haloarkeonivirusten adsorptiovakiot ovat
padasiassa vaihdelleet valilla 1 x 1071%- 2,9 x 10713 ml/min (Luk ym., 2014, Kukkaro & Bamford, 2009, Pietila
ym., 2013b). SIRV-2-viruksen adsorptio on nopeaa ja sen adsorption vakioksi onkin maéaritetty 2 x 108
ml/min (Quemin ym., 2013), joten kuin SIRV-2-viruksen, myos HVTV-1-virionien adsorptio on jopa
poikkeuksellisen nopeaa.

Har. vallismortis -solujen pinnalla olevien HVTV-1 -reseptorien mahdollista saturoitumista testattiin 30
minuutin adsorptioajalla. Talla testilla on mahdollista saada viitteita reseptorien méarésté ja siitd, sitovatko
reseptorit mahdollisesti useita viruksia kerralla. Tdmén testin tuloksista (kuva 2) nahdééan, ettd infektioon
kaytettyjen HVTV-1-partikkelien maaraa nostettaessa alun MOI 5 x 10°%:sta aina MOI 50:en ei
adsorptoitumattomien virusten osuus nouse. Tulos viittaisi siihen, etta reseptorit eivat saturoidu eli solujen
pinnalla on todennékdisesti paljon reseptoreja tai vaihtoehtoisesti samaan reseptoriin voi sitoutua
samanaikaisesti lukuisia viruksia. HVTV-1-viruksen adsorption ollessa nopeaa ei tulos ollut yllattava, vaan
adsorption nopeus viittaa myds reseptorien helppoon saavutettavuuteen.

Kun adsorptiokohtaa tutkittiin lapivalaisuelektronimikroskopialla, nahtiin, ettd HVTV-1-viruspartikkelit
sitoutuivat hantarakenteillaan Har. vallismortis -solujen pinnalla nékyviin pitkiin arkellamaisiin rakenteisiin
(kuva 4). Parhaiten tdma oli ndht&vissa kasittelemattomissé néytteissa, joissa arkellat olivat pitkié ja niihin
oli kiinnittyneend useita viruksia. Pestyissa naytteissa viruksia nakyi vdhemman ja arkellat olivat ilmeisesti
katkeilleet. Pestyjen solujen pinnalla nékyi vain lyhyita ulokkeita ja useissa soluissa ei niitakaan.
Reseptorisaturaatiokokeen tulokset ja lapivalaisumikroskopialla néhty virusten adsorptoituminen tukevat
toisiaan, silla arkelloja oli solujen pinnalla useampia ja arkelloihin ndhtiin kiinnittyvan useita viruksia (kuva
4). Samanlaisia tuloksia on saatu aiemmin SIRV-2-viruksen adsorptiota tutkittaessa. My@s sen adsorptio on
nopeaa ja sen reseptorina toimii isintasolun arkellarakenteet, jotka eivét saturoidu (Quemin ym., 2013).
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Superinfektiotestin tarkoituksena oli selvittad, voidaanko jo kertaalleen infektoitu solu infektoida uudelleen
samalla viruksella vai muodostuuko soluun superinfektioekskluusio. Talla tarkoitetaan tilannetta, jossa
virusinfektio tekee solusta resistentin uudelleeninfektoitumiselle samalla tai hyvin [heista sukua olevalla
viruksella. Tutkituista arkeonien viruksista vain SIRV-2 muodostaa superinfektioekskluusion (Quemin ym.,
2013). Superinfektioekskluusio nakyisi tuloksissa adsorptoituneiden virusten pienentyvand maarana. Jos
ekskluusiota ei muodostu, ei adsorptioprosenteissa pitéisi nakya merkittavia muutoksia. Testin tuloksista ei
kuitenkaan voitu tehda johtopaatoksid kumpaankaan suuntaan. Sille, etté isdntdsolumatto oli taysin syoty,
ei |6ydetty varmaa selitystd. Kontrollisolut eivat hajonneet. Se, ettd isdéntdsolumatto oli taysin syoéty, voisi
viitata virusten reversiibeliin sitoutumiseen ensimmaisessa infektiossa, jolloin jo infektoituun soluun
sitoutuneet virukset voisivat irrota ja infektoida uusia soluja. Lysogeenisen viruksen indusoitumista
isdntésolusta pidan epatodennakoisend. Uusia viruksia olisi tdytynyt vapautua suuria maaria, jotta koko
isdntésolumatto olisi syoty, eikd testissa kulunut aika riittéisi uusien virionien muodostamiseen ja
vapautumiseen. Tdmén asian tarkempi selvittdminen vaatisi lisdé tutkimusta, jota tdman tyon puitteissa ei
pystytty tekemé&an. Kontrollista plakkeja muodostui noin 200 viitaten siihen, ettd yksikaén partikkeli ei
sitoutuisi pestyihin soluihin. Tamén tuloksen voi selittia Iapivalaisuelektronimikroskopiasta keratylla
tiedolla: HVTV-1-viruksen reseptorit eli solun pinnan arkellarakenteet irtoavat pesujen yhteydessa.

5.2. HVTV-1-viruspartikkelien puhdistus

HVTV-1-partikkeleita puhdistettiin kontrolliksi virustuotannon ja viruksen indusoimien rakennemuutosten
tutkimiseen geelielektroforeesilla. Viruksen infektiivisyytta ja viruspuhdistuksen toimivuutta seurattiin
ottamalla naytteitd puhdistuksen eri vaiheista ja titraamalla ndytteet (taulukko 3). Puhdistusvaiheista
haluttiin tietoa, jotta mahdolliset ongelmakohdat on helpompi tunnistaa. Tuloksista ndhdéén, etta viruksen
infektiivisyys katosi PEG-saostuksen aikana. Tassa tydssa liikkuvan vyohykkeen sentrifugoinnissa
sokerigradienttiin muodostui kaksi vy6hyketté putken yldosaan (kuva 5). Keratty alempi vyOhyke jai
cesiumkloridigradientissa putken keskiosaan (kuva 5). Aiemmissa puhdistuksissa infektiivista virusta
sisdltdneen vydhykkeen on ndhty ajautuvan putken alaosaan molemmissa gradienttisentrifugoinneissa
(Maija Pietila, henkilokohtainen tiedonanto). Kun téssa tyssa puhdistetut HVTV-1-partikkelit analysoitiin
SDS-PAGE-geelissa, néhtiin niille tyypillinen proteiinikoostumus kahta poikkeusta lukuun ottamatta (kuva
6). Puhdistetun viruksen proteiinikoostumuksesta puuttui n. 40 kDa:n kokoinen proteiini kokonaan ja
toisaalta puhdistettuun ndytteeseen oli jadnyt n. 30 kDa:n kokoinen epapuhtaus, joka aiemmissa
puhdistuksissa oli jaényt sokerigradienttiin. Epdpuhtaus oli luultavasti perdisin sokerigradientin ylemmasta
vyohykkeestd, joka ei erottunut kunnolla kerétysta, alemmasta vyéhykkeesta. Proteiinigeelielektroforeesi
kuitenkin osoittaa, ettd 2x puhdistettu HVTV-1-ndyte koostuu viruspartikkeleista, vaikka ne eivét olekaan
infektiivisia.

Kun puhdistettuja viruspartikkeleita tutkittiin lapivalaisuelektronimikroskoopilla (kuva 3), nahtiin, etté lahes
kaikilta viruksilta puuttui hanté eiké irrallisia hantia havaittu. Kun viel& huomioidaan, ettd virukset
menettivat infektiivisyytensd, voidaan pohtia, onko SDS-PAGE-geelistd puuttuva proteiinivyéhyke
mahdollisesti viruksen hantaproteiini tai yksi niista. Toisaalta l&pivalaisuelektronimikroskopialla n&htiin
mya@s, etta negatiivivari oli paassyt kapsidin sisdan ja genomi oli purkautunut ulos kapsideista. TAmén
havainnon perusteella puuttuva proteiinivydhyke voi olla my6s nukleoproteiini. Proteiinivydhyke voi
tietenkin olla myds jokin muu rakenneproteiini, jonka puuttumista ei lapivalaisuelektronimikroskoopilla
voitu havaita.

Haasteista huolimatta télla puhdistuksella saatiin puhdasta virusta geelistandardiksi. Tata puhdistettua
virusta voidaan infektiivisyyden menetyksestd huolimatta kéayttaa geelistandardina, sillé siitd ndhdéén
padasiallinen kapsidiproteiini, johon vertaamalla ndytteiden viruspitoisuutta voidaan arvioida.
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Proteiinikoostumuksessa ei mydskaén ole niin suuria eroja, etté ne vaikuttaisivat tulosten tulkintaan. Syyta
sille, miksi viruspuhdistus ei onnistunut normaalisti, ei tiedetd. Vastaava puhdistustulos on saatu
aiemminkin, jolloin kerattyjen partikkelien infektiivisyys oli myés havinnyt (M. K. Pietild, henkilokohtainen
tiedonanto).

5.3. HVTV-1-infektiosykli

Solut infektoitiin logaritmisessa kasvuvaiheessa aiempaa tutkimusta mukaillen (Pietilda ym., 2013b).
Tutkittujen hannallisten haloarkeonivirusten infektiosykleissé solunsisdisen ajan on havaittu olevan melko
pitka (Pietilda ym., 2013 b). HVTV-1- infektion alusta solujen hajoamiseen kului noin 12 tuntia el

infektiosyklin solunsiséinen vaihe on pitké ja kasvukayré vastaa aiemmin saatuja tuloksia (Pietild ym.,
2013b).

Jotta voitiin tutkia infektion etenemista isantésolussa adsorption jalkeen, infektoiduista soluista
valmistettiin ohutleikendytteité seuraavissa aikapisteissa: heti infektion jalkeen, eli 0 h, vapaiden virusten
poistamisen jélkeen (n. 1 h) sek& 5, 8, 10, 12, 14 ja 16 h infektion jalkeen. Aiemmassa tutkimuksessa (Pietila
ym., 2013b) ohutleikkeet oli valmistettu aikapisteista 0, 5, 10 ja 12 h infektion jalkeen, joten tassa tydssa
tarkasteltavat naytteet antavat yksityiskohtaisempaa tietoa infektion solunsisaisen syklin kulusta.
Ohutleikkeisté haluttiin selvitti, missé aikapisteessa viruskapsideja nakyy solujen siséllé ja missé
infektiosyklin vaiheessa erikoinen mollurarakenne muodostuu isdntésoluihin.
Lapivalaisuelektronimikroskopialla selvitettiin, ettd osassa soluja voidaan ndhda viruspartikkeleita jo 8 h
infektion jélkeen. 10 h infektion jalkeen sekd my&hemmissa aikapisteissé (kuva 10) solujen sisélla nahtiin
tyhjia ja taysia partikkeleita. Tyhji& partikkeleita nékyi soluissa vield viimeisissakin aikapisteissa viitaten
siihen, ettei kaikkia kapsideja pakata ennen lyysisté. Viruksen adsorptio tapahtuu siis hyvin nopeasti
infektion jalkeen, mutta virustuoton kdynnistymiseen kuluu vield 8 tuntia. Elektronimikroskopialla saatua
tietoa virustuotannon kaynnistymisesté tukee myos se, etta trisiini-SDS-PAGE-geeleissa (kuva 11) viruksen
padasiallisen kapsidiproteiinin vyohyke tulee nakyviin 8 h infektion jélkeen otetusta néytteesta.

5.4. Infektoiduissa soluissa elektronimikroskopialla nédkyvat rakenteelliset

muutokset ja niiden analysointi

Aiemman tutkimuksen yhteydessd HVTV-1-viruksella infektoitujen Har. vallismortis -solujen pintaan on
EM:lla havaittu muodostuvan ulkonevia mollurarakenteita (Maija Pietild, henkilokohtainen tiedonanto).
Tasséa tydssé havaittiin, ettd 12 h infektion jalkeen osaan soluista oli muodostunut myds tummiksi
varjaytyvia mollurarakenteita. Mollurarakenteita nahtiin siis noin 2 tuntia ennen solujen lyysausta, silla
téssa kasvatuksessa lyysaus viivastyi ja tapahtui vasta 14 h infektion jalkeen. Ndm4 rakenteet olivat pyoreitd
ja sijaitsivat solun sisalla aivan soluseindssé kiinni. Tallaisten rakenteiden muodostuminen infektoituun
soluun virustuotannon ollessa jo selvasti kynnissa voisi viitata niiden tarpeellisuuteen joko virusten
maturoitumisessa tai uusien virionien vapautumisessa. Valitettavasti kaytetylla
ohutleikendytemenetelmaélld on mahdollista ndhdé vain ehjat solut, joten epaselvéksi jad mita
mollurarakenteelle tapahtuu lyysiksen yhteydessa. Aukeaako rakenne mahdollisesti solun sisélle tai
ulkopuolelle, kuten viruksen indusoimat pyramidirakenteet (kappale 1.4.7), rikkooko se mahdollisesti
isdntésolun seinén, jaako se lyysiksen yhteydessé kiinni soluseindan vai irtoaako se solusta? Ohutleikkeiden
elektronimikroskopiassa ei kuitenkaan nahty auenneita mollurarakenteita. Téssa ty6ssa analysoitiin vain
kokonaisia soluja, joten ei tiedetd, mit& molluralle lyysanneissa soluissa tapahtuu. Tarkemman tiedon
saamiseksi olisi hyva tutkia myos soluriekaleet. 12, 14 ja 16 h infektion jalkeen otetuissa néytteissa nakyy
mya@s, kuinka solun sisélle on muodostunut laajoja alueita, jotka ndyttavéat kalvorakenteelta. Téllaisia
rakenteita nékyi vain soluissa, joissa oli sisalla my6s viruskapsideja, joten voidaan olettaa, ettd muutos
johtuu virusinfektiosta.
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Isdntésoluissa ndkyvat muutokset voivat olla yhteydessé virusten vapauttamiseen solusta, mutta ne voisivat
toisaalta olla myds eukaryoottisolujen virustehtaita vastaavia rakenteita. Useat eukaryoottisoluja
infektoivat virukset aiheuttavat infektoidussa solussa laajaa solutukirangan, soluelinten ja membraanien
uudelleenjarjestaytymistad, mikd mahdollistaa viruksen tehokkaamman replikaation ja uusien virusten
kokoamisen suotuisassa mikroympéristdssa. Virustehdaiden tiedet&én antavan suojaa isdntasolun
antiviraalisilta suojamekanismeilta seké& konsentroivan replikaatioon ja virusten maturoitumiseen
tarvittavia resursseja (Netherton ja Wileman, 2011). Virustehtaat ovat hyvin komplekseja ja dynaamisia
rakenteita, jotka muuttuvat infektionsyklin vaiheiden mukaan (Novoa ym., 2005). TAmén tyon tulosten
perusteella en usko, ettd mollurarakenteet tai kalvostot ovat virustehtaita. Elektronimikroskopialla ei
havaittu, ettd viruspartikkeleita olisi konsentroitunut erityisesti ndiden rakenteiden l&heisyyteen tai niiden
sisélle. Mollurat ja kalvostot myds muodostuvat vasta, kun tdysia viruspartikkeleita on jo tuotettu solun
sisalle.

Ohutleikkeiden kontrasti syntyy niita valmistettaessa kédytettavésta fiksatiivista, osmiumtetroksidista.
Varsinaisina véreina jalkivarjayksessé kaytettiin uranyyliasetaattia ja lyijysitraattia. N&illa vareilla ja
fiksatiivilla ndytteista varjaytyvat soluseind, membraanit, nukleiinihapot, nukleoproteiinit,
fosfolipoproteiinit, proteiinit, ribonukleoproteiinit, ribosomit, virusten pinnat ja lipidit (M. Lindman,
tiedoksianto. Elektronimikroskopian yksikkd, Helsingin yliopisto). Tamén tiedon perusteella ohutleikkeissa
nahdyt molemmat viruksen indusoimat rakennemuutokset voisivat periaatteessa olla kalvostoa, proteiinia
tai DNA:han liittyvi rakenteita.

Trisiini-SDS-PAGEssa (kuva 11) nahdaan virusinfektion aiheuttamia proteiinimuutoksia aikaisimmillaan 8
tuntia infektion jalkeen solupellettindytteissd. Nama n. 200 ja 130 kDa:n kokoiset proteiinivyéhykkeet
voimistuvat myéhemmin otetuissa néytteissa. Kyseisid vyohykkeita ei muodostu infektoimattomista
soluista, eika niitd ndy mydskaan puhdistetuissa HVTV-1-partikkeleissa, joten niiden voidaan olettaa olevan
perdisin infektion solussa aiheuttamista muutoksista. Kyseiset proteiinit saattavat olla osa mollura- ja
kalvorakenteita. Se, ettéd vyohykkeet nékyvat geelissé haaleina jo ennen kuin kumpaakaan muodostuvaa
rakennetta ndhdaan elektronimikroskopialla, voi selittyd silla, etta kyseisié proteiineja on jo tuotettu, mutta
niité ei ole viel& jarjestetty solun sisalla nékyviksi rakenteiksi. Trisiini-SDS-PAGE-geeli ajettiin myods
infektoidusta kasvatuksesta valmistetuille supernatanttindytteille (kuva 12). N&ista geeleistad ndhdaan, etté
kyseiset proteiinit 16ytyvat supernatantista vasta solujen lyysattua, eli niit4 ei eriteté solusta
kasvuympéristoon.

Tasséa tydssé selvitettiin myds, olisiko mollurarakenteita mahdollista saada puhdistettua erilleen, kuten
SIRV-2-viruksen indusoimia pyramidirakenteita (kappale 1.4.7). Puhdistus tehtiin kasvatukselle, jonka
infektoinnista oli kulunut 16 tuntia. Kasvatuksesta poistettiin soluriekaleet ja supernatantille tehtiin PEG-
saostus. Saostamaton ja saostettu néyte ajettiin sakkaroosigradientteihin, jotka fraktioitiin
geelielektroforeesianalyysia varten. Fraktioidut sakkaroosigradientit ajettiin SDS-PAGE-geelissa (kuva 14),
josta néhtiin, ettd 10 % PEG-saostetussa naytteessd 130 kDa:n kokoinen proteiini ajautui fraktioissa 2 ja 3,
gradientin pinnasta alaspéin laskien. Se ei télla menetelmalla kuitenkaan puhdistunut erilleen, vaan ajautui
samassa fraktiossa lukuisten muiden proteiinien kanssa. 200 kDa:n kokoista proteiinia ei néhda fraktioista
ajetuissa geeleissa lainkaan. Jatkossa puhdistuksessa voisi kokeilla pidempé&é sentrifugointiaikaa ja
mollurarakenteen puhdistamista solu- ja soluriekalepelletistd, sill& geelielektroforeesin perusteella suurin
osa 130 kDa:n proteiinista oli siella.

130 kDa:n proteiinille tehtiin massaspektrometria-analyysi, jonka tuloksista (liite 4) ndhdaan, etta
vyohykkeen kohdalla geelissé on useita eri proteiineja. Selkeésti eniten osumia oli HVTV-1-viruksen
geenituotteeseen 21, jonka on ennustettu olevan ribonukleotidireduktaasi (Pietilda ym., 2013b).
Ribonukleotidireduktaasi on entsyymi, joka katalysoi deoksiribonukleiininappojen synteesin
ribonukleeiinihapoista eli se mahdollistaa DNA-synteesin ja voi osallistua DNA:n korjaukseen (Berg ym.,

49



2006). Jos 130 kDa proteiini liittyy mollura- tai kalvorakenteisiin, timén tiedon valossa voisi olettaa ndiden
rakenteiden olevan alueita, joihin viruksen DNA-synteesi on keskittynyt. Jos ndin on, miten selittyvét jo
ennen ndiden rakenteiden ilmestymista nahtéavéat tdydet virionit? Ehk& DNA-synteesin keskittyminen tietylle
alueelle tehostaa virus-DNA:n tuottoa, mutta ei kuitenkaan ole vélttamatonté. Nain ollen téysia viruksia
voisi olla valmiina jo ennen toimintojen keskittamista tietyille alueille isdntdsolussa. Todennakodisempéana
vaihtoehtona pidén kuitenkin sitg, ettd infektion loppupuolella muodostuvat rakenteet liittyvat virustuoton
sijaan virusten maturoitumiseen ja ribonukleotidireduktaasi osallistuisi esimerkiksi maturoitumiseen
liittyvaan genomimuokkaukseen.

Toinen rakennemuutos solun sisélla naytti kalvostolta, joten ohutlevykromatografialla analysoitiin myos
infektoidussa solussa mahdollisesti tapahtuvat muutokset lipidikoostumuksessa. Merkittavid muutoksia ei
kuitenkaan havaittu, joten kalvostot rakentuvat samoista lipideisté kuin infektoimattomien solujen kalvot,
jos ne ovat lipidikalvoja.

5.5. Yhteenveto ja jatkossa tutkittavaa

Tassé tyossé selvitettiin HVTV-1-infektion kulkua Har. vallismortis -soluissa. HVTV-1-viruksen adsorption
todettiin olevan tehokasta ja tutkittujen haloarkeonivirusten keskuudessa jopa poikkeuksellisen nopeaa.
HVTV-1-partikkelien havaittiin kiinnittyvan reseptoriinsa hannallaan ja reseptoreina todettiin toimivan
isdntésolun pinnan arkellarakenteet. Yhteen arkellaan voi kiinnittyd useita viruksia eivatka reseptorit
saturoidu edes korkeilla MOIl-arvoilla. Arkellojen todettiin olevan hauraita rakenteita, jotka katkeilevat ja
irtoavat solun pinnasta helposti. Vaikka HVTV-1:n adsorptio tapahtuu nopeasti, on sen infektiosyklin solun
siséinen aika pitkd. Virustuotanto soluissa alkaa vasta noin kahdeksan tuntia infektion jalkeen, jolloin
viruspartikkeleita havaitaan osassa soluja. Virukset vapautuvat lyysaamalla vasta noin 12 tuntia infektion
jalkeen, kuten on aiemmin todettu (Pietild ym., 2013b).

HVTV-1 -infektio indusoi isdntésolussa kahden erikoisen rakenteen muodostumisen. Solun sisélle, aivan
solusein&an kiinni, muodostuu py6red, halkaisijaltaan noin 150 nm:n kokoinen mollurarakenne. Soluihin
muodostuu myds laajoja kalvostonnakaisia rakenteita. Molemmat rakenteet havaitaan soluissa
ensimmaista kertaa noin kaksi tuntia ennen solujen lyysausta. Samaan aikaan, kun ndma rakenteet
ilmaantuvat soluihin, ndhdé&an infektoitujen solujen proteiinikoostumuksessa kaksi muutosta. Virusinfektio
saa aikaan 130 ja 200 kDa:n kokoisten proteiinien tuoton soluissa. 130 kDa:n kokoinen proteiini
identifioitiin ribonukleotidireduktaasiksi, joka on viruksen geenituote. Ribonukleotidireduktaasi katalysoi
DNA synteesin ribonukleeiinihapoista ja voi osallistua DNA:n korjaukseen. Naiden viruksen indusoimien
rakenteiden merkitysta infektiosyklille ei voida tdmén tyon perusteella sanoa varmasti. Kuitenkin erityisesti
mollurarakenteen ilmestyminen soluseindn yhteyteen juuri ennen lyysausta, antaisi viitteita sen
merkityksestd joko virusten maturoitumisessa tai iséntasolun lyysaamisessa.

Jos adsorptiota haluaisi jatkossa tutkia tarkemmin ja varmistua adsorptiokohdasta, voisi
lapivalaisuelektronimikroskopialla tarkastella néytteitd, joissa on vain infektiivisid HVTV-1-partikkeleita ja
puhdistettua arkellaa. Arkella-rakenteita saisi todennakoisesti puhdistettua melko helposti
sentrifugointimenetelmilla.

Mollurarakenteen puhdistamista olisi myds mielenkiintoista yrittéa vielé eri menetelmilla. Myos
soluriekaleiden tarkastelu elektronimikroskopialla voisi tuoda lisatietoa siitd, mitd mollurarakenteelle
solujen lyysatessa tapahtuu. Mollurarakenteen puhdistamista voisi olla jarkevaa yrittaa
solupellettindytteistd, silla geelielektroforeesien perusteella viruksen indusoimaa 130 kDa:n kokoista
proteiinia jad4 enemman pellettiin kuin supernatanttiin. Mikali mollurarakenne saataisiin puhdistettua, sita
voisi tarkastella my6s immuno-elektronimikroskopialla. Jatkossa myds viruksen indusoimaa 200 kDa
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kokoista proteiinia voisi tutkia tarkemmin tekemalld sille massaspektrometria-analyysi, kuten toiselle
viruksen indusoimalle proteiinille tehtiin.
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Liitteet

Liite 1, Kasvatusalustojen valmistusohjeet

23 % (w/v) MGM-liemi (pH, 7,2)

1 litraan:

peptoni (OXOID) 5¢

hiivauute (Bacto) 1g

30% (w/v) suolavesi 768 ml

kraanavesi tédydenna tilavuus litraan

20 % (w/v) MGM-maljat (pH 7,2)

1 litraan:

peptoni (OXOID) 5¢
hiivauute (Bacto) 1lg
agar (Bacto) l4¢
30 % (w/v) suolavesi 666 ml
kraanavesi 334 ml

18 % (w/v) MGM-pehmytagar (pH 7,2)

1 litraan:

peptoni (OXOID) 5¢
hiivauute (Bacto) 1lg
agar (Bacto) 44

30 % (w/v) suolavesi 600 ml
kraanavesi 400 ml

Liite 2, Bradfordin reagenssin koostumus:

0,2 g Coomassie Brilliant blue G 250 (MERCK)
100 ml ETAX A etanoli 94,0 % 96,0 til. %

200 ml orto-Phosphoris acid 85 % p.a.

700 ml tislattua RO-vetta
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Liite 3, Proteiinigeelielektroforeesi
14 % ja 8 % Trisiini-SDS-PAGE

Yksi geeli (n. 15 x 17 cm) 14 % erotusgeeli 8 % erotusgeeli 5 % ylageeli
30/8 % AB? 16,3 ml 9,6 ml 1,7mi
Glyseroli 469 469 -
Geelipuskuri 11,6 ml 11,6 ml 2,5ml
Vesi 45ml 11,2 ml 5,8ml
TEMED? 12 12 0w
10 % APS3® 117 117 100 pl
Geelipuskuri Anodipuskuri Katodipuskuri
3,0 M Tris-base 0,2 M Tris-base 0,1 M Tris-base
0,3 % SDS 0,1 M Trisiini
0,1 % SDS

8 % SDS-PAGE
Yksi geeli (n. 15 x 17 cm) 8 % erotusgeeli 5 % ylageeli
40 % AB* 7mi -
1:4 puskuri 10,5 ml -
Vesi 17,5 ml -
MR Spacer - 10ml
TEMED 20,5 pl 10w
10 % APS 200 pl 100 pl
lla geelipuskuri lIb geelipuskuri
3 M Tris-base 30 g Tris-base30 g Tris-base

30 g NaH2PO4*H20

Taydenna tilavuus 500 ml deionisoidulla vedell&.
1:4 puskuri MR Spacer
100 ml 3M Tris-base (pH 8,6) 62,5 ml 40% AB*
4 mi 10% SDS 62,5 ml [1b geelipuskuri
100 ml vesi 5ml 10 % SDS

tilavuus taytetédan 500 ml vedell&.
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3 x naytepuskuri:

[1b geelipuskuri
10 % SDS

0,5M EDTA (pH 7,5)(etyleenidiamiinitetraetikkahappo)

2-merkaptoetanoli
87 % glyseroli
Bromfenolisini

10ml
10ml
0,4 ml
0,1 ml
10ml
10 mg

1,5 x ndytepuskuri valmistetaan laimentamalla 3x ndytepuskuria tislatulla deionisoidulla vedelld 1:2 ja
lisaamaélla 2-merkamptoetanolia 50 pl/ 1,0 ml valmista néytepuskuria.

1 30/8 % AB; akryyliamidi-monomeeriseos: 30 % (w/v) akryyliamidi, 0,8 % (w/v) bisakryyliamidi

2TEMED; N,N,N’, N’ —tetrametyylietyleenidiamiini

3 APS; ammoniumpersulfaatti

* 40 % AB; akryyliamidi-monomeeriseos: 40 % (w/v) akryyliamidi , bisakryyliamidi 37,5:1.(Bio-Rad)

Liite 4, massa-analyysin tulokset
Virusperdiset proteiinit lihavoitu.

Kuvaus Osumia Kattavuus | Proteiineja | Uniikkeja | Peptidit Molekyylipaino
peptideja [kDa]

Ribonucleoside-diphosphate reductase 1170,81 | 59,21 1 43 44 110,3

OS=Halovirus HVTV-1 GN=21 PE=3 SV=1 -

[L7THS3_9VIRU]

Elongation factor 2 OS=Haloarcula vallismortis ATCC 29715 268,63 65,52 2 33 33 80,3

GN=fusA PE=3 SV=1 - [M0JSTO_HALVA]

Ribonucleoside-diphosphate reductase OS=Haloarcula 288,70 45,64 1 33 34 1135

vallismortis ATCC 29715 GN=C437_10973 PE=3 SV=1 -

[MOJE54_HALVA]

Alanine--tRNA ligase OS=Haloarcula vallismortis ATCC 29715 220,79 44,44 1 29 29 102,8

GN=alaS PE=3 SV=1 - [M0J752_HALVA]

DNA-directed RNA polymerase OS=Haloarcula vallismortis 151,25 42,00 1 29 29 108,9

ATCC 29715 GN=C437_03207 PE=3 SV=1 - [MOJPH8_HALVA]

MCP domain-containing signal transducer OS=Haloarcula 154,41 35,19 1 20 20 85,4

vallismortis ATCC 29715 GN=C437_10231 PE=4 SV=1 -

[M0JG95_HALVA]

UvrABC system protein A OS=Haloarcula vallismortis ATCC 119,72 4451 1 31 31 109,1

29715 GN=uvrA PE=3 SV=1 - [MOJTNO_HALVA]

Valine--tRNA ligase OS=Haloarcula vallismortis ATCC 29715 118,93 33,04 1 19 19 103,2

GN=valS PE=3 SV=1 - [M0JC71_HALVA]

Uncharacterized protein OS=Halovirus HVTV-1 104,38 | 26,43 1 20 20 118,5

GN=113 PE=4 SV=1 - [L7TNQ7_9VIRU]

Uncharacterized protein OS=Haloarcula vallismortis ATCC 107,58 21,93 1 12 12 95,6

29715 GN=C437_06723 PE=4 SV=1 - [MOJLX7_HALVA]

Leucyl-tRNA ligase OS=Haloarcula vallismortis ATCC 29715 81,46 28,81 1 20 20 100,5

GN=leuS PE=3 SV=1 - [MOJKZO_HALVA]

Putative nuclease/nucleic acid binding OB-fold tRNA/helicase- | 80,71 26,73 1 15 15 78,4

type OS=Haloarcula vallismortis ATCC 29715 GN=C437_16491

PE=4 SV=1 - [M0J202_HALVA]

Phosphoenolpyruvate carboxylase OS=Haloarcula vallismortis | 65,15 28,84 1 19 19 102,9

ATCC 29715 GN=C437_10666 PE=3 SV=1 - [M0JGG6_HALVA]

Type 2 DNA topoisomerase 6 subunit B OS=Haloarcula 61,89 29,52 1 17 17 87,4

vallismortis ATCC 29715 GN=top6B PE=3 SV=1 -

[MOJLZ8_HALVA]

Zeta toxin OS=Halovirus HVTV-1 GN=115 PE=4 52,19 16,45 1 17 17 146,2

SV=1- [L7TGZ4 9VIRU]
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Transmembrane oligosaccharyl transferase OS=Haloarcula 65,84 17,67 11 11 103,7
vallismortis ATCC 29715 GN=C437_04636 PE=4 SV=1 -

[MOJQE1_HALVA]

MCP domain-containing signal transducer OS=Haloarcula 73,15 25,24 9 13 78,5
vallismortis ATCC 29715 GN=C437_19957 PE=4 SV=1 -

[MOIZA7_HALVA]

DNA polymerase OS=Halovirus HVTV-1 GN=91 46,28 21,36 14 14 104,0
PE=3 SV=1 - [L7TKF2_9VIRU]

Transducer protein cosT/halobacterial transducer protein IV 42,54 19,51 11 11 85,8
OS=Haloarcula vallismortis ATCC 29715 GN=C437_01460 PE=4

SV=1 - [M0JT59_HALVA]

Uncharacterized protein OS=Haloarcula vallismortis ATCC 40,51 18,84 10 10 90,1
29715 GN=C437_07348 PE=4 SV=1 - [MOJMB1_HALVA]

Putative oxidoreductase OS=Haloarcula vallismortis ATCC 32,37 16,77 12 12 110,0
29715 GN=C437_12835 PE=4 SV=1 - [M0JC09_HALVA]

MCP domain-containing signal transducer OS=Haloarcula 34,44 17,74 10 10 84,9
vallismortis ATCC 29715 GN=C437_03192 PE=4 SV=1 -

[MOJST9_HALVA]

Cobalamin biosynthesis protein OS=Haloarcula vallismortis 26,92 8,57 10 10 142,0
ATCC 29715 GN=C437_17507 PE=4 SV=1 - [MOIYU5_HALVA]

Glutamyl-tRNA(GIn) amidotransferase subunit E 31,36 21,19 9 9 67,8
OS=Haloarcula vallismortis ATCC 29715 GN=gatE PE=3 SV=1 -

[MOIYH2_HALVA]

Uncharacterized protein OS=Haloarcula vallismortis ATCC 23,61 10,54 7 7 102,8
29715 GN=C437_07907 PE=4 SV=1 - [MOJM04_HALVA]

Cytochrome-like protein Fbr OS=Haloarcula vallismortis ATCC 28,16 9,37 5 5 83,4
29715 GN=C437_01395 PE=4 SV=1 - [MOJV68_HALVA]

DNA gyrase subunit A OS=Haloarcula vallismortis ATCC 29715 18,57 10,67 8 8 90,3
GN=gyrA PE=3 SV=1 - [M0JQC3_HALVA]

Chaperone protein DnaK OS=Haloarcula vallismortis ATCC 22,16 13,41 7 7 68,4
29715 GN=dnaK PE=3 SV=1 - [MOIVNO_HALVA]

DNA polymerase OS=Haloarcula vallismortis ATCC 29715 18,41 7,49 6 6 106,9
GN=C437_11923 PE=3 SV=1 - [M0OJCU9_HALVA]

DNA topoisomerase 1 OS=Haloarcula vallismortis ATCC 29715 21,57 9,55 6 6 91,7
GN=topA PE=3 SV=1 - [MOJCE8_HALVA]

Uncharacterized protein OS=Haloarcula vallismortis ATCC 26,12 15,34 6 6 63,1
29715 GN=C437_05005 PE=4 SV=1 - [M0JQ77_HALVA]

MCP domain-containing signal transducer OS=Haloarcula 19,27 14,18 7 7 84,3
vallismortis ATCC 29715 GN=C437_05735 PE=4 SV=1 -

[M0JIQ5_HALVA]

Trll protein OS=Haloarcula vallismortis GN=trll PE=4 SV=1 - 24,89 9,96 2 7 82,5
[QOUXSO_HALVA]

Type Il secretion system protein OS=Haloarcula vallismortis 12,70 9,88 6 6 94.4
ATCC 29715 GN=C437_07483 PE=4 SV=1 - [MOJIF6_HALVA]

Isoleucine--tRNA ligase OS=Haloarcula vallismortis ATCC 15,84 6,61 5 5 1219
29715 GN=ileS PE=3 SV=1 - [M0J6Z3_HALVA]

UvrD/REP helicase OS=Haloarcula vallismortis ATCC 29715 13,83 5,36 5 6 129,0
GN=C437_02132 PE=4 SV=1 - [MOJNR3_HALVA]

Dipeptide ABC transporter dipeptide-binding protein 13,19 8,94 4 4 67,6
OS=Haloarcula vallismortis ATCC 29715 GN=C437_18772 PE=4

Sv=1 - [MOIVW4_HALVA]

Methionine--tRNA ligase OS=Haloarcula vallismortis ATCC 12,95 8,33 5 5 81,8
29715 GN=metG PE=3 SV=1 - [M0OJCC7_HALVA]

Aconitate hydratase OS=Haloarcula vallismortis ATCC 29715 13,77 10,65 5 5 70,7
GN=C437_02167 PE=4 SV=1 - [M0JS37_HALVA]

Chemotaxis protein CheA OS=Haloarcula vallismortis ATCC 13,08 6,94 4 4 71,8
29715 GN=C437_02367 PE=4 SV=1 - [M0JS78_HALVA]

Cell division control protein 48 OS=Haloarcula vallismortis 12,74 7,40 4 4 83,1
ATCC 29715 GN=C437_15681 PE=3 SV=1 - [M0J1G2_HALVA]

Prohead protease OS=Halovirus HVTV-1 GN=119 | 13,20 9,11 4 4 70,5
PE=4 SV=1 - [L7TJC6_9VIRU]

von Willebrand factor type A OS=Halovirus 8,55 6,33 4 4 82,0
HVTV-1 GN=57 PE=4 SV=1 - [L7THWO0_9VIRU]

Cytochrome c oxidase subunit | OS=Haloarcula vallismortis 10,05 5,34 2 2 61,3
ATCC 29715 GN=C437_03621 PE=3 SV=1 - [MOJMW5_HALVA]

MCP domain-containing signal transducer OS=Haloarcula 13,92 9,11 4 4 67,7

vallismortis ATCC 29715 GN=C437_13630 PE=4 SV=1 -
[MOJBK6_HALVA]
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MCP domain-containing signal transducer OS=Haloarcula 7,04 5,31 63,0
vallismortis ATCC 29715 GN=C437_16481 PE=4 SV=1 -

[MOIYV8_HALVA]

Uncharacterized protein OS=Haloarcula vallismortis ATCC 9,52 4,48 94.4
29715 GN=C437_06718 PE=4 SV=1 - [MOJKX6_HALVA]

Uncharacterized protein OS=Haloarcula vallismortis ATCC 10,93 8,86 52,7
29715 GN=C437_16686 PE=4 SV=1 - [M0J168_HALVA]

Oxidoreductase OS=Haloarcula vallismortis ATCC 29715 7,99 421 1113
GN=C437_02922 PE=4 SV=1 - [MOJTE2_HALVA]

Major capsid protein OS=Halovirus HVTV-1 6,22 6,56 50,8
GN=120 PE=4 SV=1 - [L7TGZ9_9VIRU]

Cation-transporting ATPase OS=Haloarcula vallismortis ATCC 3,79 1,74 90,8
29715 GN=C437_05260 PE=4 SV=1 - [MOJLI6_HALVA]

DNA polymerase Il large subunit OS=Haloarcula vallismortis 3,98 0,93 154,2
ATCC 29715 GN=polC PE=3 SV=1 - [M0J3J8_HALVA]

Thermosome alpha subunit OS=Haloarcula vallismortis ATCC 4,12 6,74 53,6
29715 GN=C437_11848 PE=3 SV=1 - [MOJCT5_HALVA]

Uncharacterized protein OS=Haloarcula vallismortis ATCC 5,62 3,37 75,1
29715 GN=C437_02567 PE=4 SV=1 - [M0JSD2_HALVA]

Bifunctional malic enzyme 3,48 4,40 814
oxidoreductase/phosphotransacetylase OS=Haloarcula

vallismortis ATCC 29715 GN=C437_11578 PE=4 SV=1 -

[M0JC92_HALVA]

Phosphoribosylformylglycinamidine synthase 2 OS=Haloarcula | 4,71 3,74 75,9
vallismortis ATCC 29715 GN=purL PE=3 SV=1 -

[MOJM20_HALVA]

Heterodisulfide reductase OS=Haloarcula vallismortis ATCC 5,42 3,60 77,3
29715 GN=C437_14507 PE=4 SV=1 - [M0J605_HALVA]

Iron-binding protein OS=Haloarcula vallismortis ATCC 29715 5,44 10,18 41,0
GN=C437_16191 PE=4 SV=1 - [M0J1S2_HALVA]

Cell division control protein 48 OS=Haloarcula vallismortis 4,97 2,83 81,8
ATCC 29715 GN=C437_16821 PE=3 SV=1 - [M0J027_HALVA]

Thermosome subunit alpha OS=Haloarcula vallismortis ATCC 5,15 6,79 58,4
29715 GN=C437_08402 PE=3 SV=1 - [MOJHUO_HALVA]

Phosphoenolpyruvate synthase OS=Haloarcula vallismortis 4,09 3,12 83,2
ATCC 29715 GN=C437_11758 PE=4 SV=1 - [MOJEI7_HALVA]

Uncharacterized protein OS=Haloarcula vallismortis ATCC 6,13 3,59 67,3
29715 GN=C437_19142 PE=4 SV=1 - [MOIYOO_HALVA]

YonJ-like protein OS=Halovirus HVTV-1 GN=34 1,77 2,09 48,7
PE=4 SV=1- [L7TGT3_9VIRU]

Cytochrome c oxidase polypeptide | OS=Haloarcula 1,79 1,85 65,4
vallismortis ATCC 29715 GN=C437_07363 PE=3 SV=1 -

[M0JJ14_HALVA]

Ferredoxin-nitrite reductase OS=Haloarcula vallismortis ATCC 1,94 3,06 65,4
29715 GN=C437_14422 PE=4 SV=1 - [M0J485_HALVA]

Uncharacterized protein OS=Haloarcula vallismortis ATCC 1,96 0,97 96,6
29715 GN=C437_17662 PE=4 SV=1 - [MOIVA2_HALVA]

Uncharacterized protein OS=Haloarcula vallismortis ATCC 1,65 4,32 49,3
29715 GN=C437_18597 PE=4 SV=1 - [MOIVS6_HALVA]

Uncharacterized protein OS=Haloarcula vallismortis ATCC 2,11 6,98 235
29715 GN=C437_12570 PE=4 SV=1 - [M0J932_HALVA]

A-type ATP synthase subunit | OS=Haloarcula vallismortis 1,77 1,21 80,6
ATCC 29715 GN=C437_18107 PE=4 SV=1 - [MOIXE4_HALVA]

MCP domain-containing signal transducer OS=Haloarcula 2,53 2,56 57,5
vallismortis ATCC 29715 GN=C437_12158 PE=4 SV=1 -

[MOJESO_HALVA]

Chromosome partition protein Smc OS=Haloarcula 2,19 2,18 134,7
vallismortis ATCC 29715 GN=smc PE=3 SV=1 -

[M0JG31_HALVA]

Uncharacterized protein OS=Haloarcula vallismortis ATCC 1,67 1,40 106,4
29715 GN=C437_11993 PE=4 SV=1 - [MOJGK7_HALVA]

ABC transporter permease OS=Haloarcula vallismortis ATCC 1,71 4,51 40,6
29715 GN=C437_09183 PE=4 SV=1 - [MOJEN9_HALVA]

Elongation factor 1-alpha OS=Haloarcula vallismortis ATCC 3,29 3,09 457
29715 GN=tuf PE=3 SV=1 - [MOJSR8_HALVA]

Uncharacterized protein OS=Haloarcula vallismortis ATCC 1,65 15,94 15,1

29715 GN=C437_09683 PE=4 SV=1 - [MOJH64_HALVA]
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Archaeosine tRNA-ribosyltransferase OS=Haloarcula 1,65 1,01 65,9
vallismortis ATCC 29715 GN=C437_18602 PE=4 SV=1 -

[MOIVGO_HALVA]

Uncharacterized protein OS=Haloarcula vallismortis ATCC 2,36 4,31 442
29715 GN=C437_14467 PE=4 SV=1 - [MOJ7T1_HALVA]

Transcription initiation factor 11B OS=Haloarcula vallismortis 1,71 2,48 36,1
ATCC 29715 GN=tfb PE=3 SV=1 - [MOJMY8_HALVA]

Protein-export membrane protein SecF OS=Haloarcula 2,09 5,92 31,1
vallismortis ATCC 29715 GN=secF PE=3 SV=1 -

[MOIVC4_HALVA]

Phosphoglucomutase/phosphomannomutase OS=Haloarcula 0,00 10,11 48,0
vallismortis ATCC 29715 GN=C437_04571 PE=3 SV=1 -

[MOJMF1_HALVA]

Serine--tRNA ligase OS=Haloarcula vallismortis ATCC 29715 1,65 2,17 52,2
GN=serS PE=3 SV=1 - [MOIN70_HALVA]

Membrane protein Pan1 OS=Haloarcula vallismortis ATCC 1,69 3,66 419
29715 GN=C437_06908 PE=4 SV=1 - [M0JJ57_HALVA]

Succinyl-CoA synthetase OS=Haloarcula vallismortis ATCC 2,12 2,00 74,2
29715 GN=C437_16106 PE=4 SV=1 - [M0J1Q5_HALVA]

Uncharacterized protein OS=Haloarcula vallismortis ATCC 1,71 3,44 31,3
29715 GN=C437_14929 PE=4 SV=1 - [M0J6H8_HALVA]

Protease HtpX homolog OS=Haloarcula vallismortis ATCC 2,03 9,25 32,6
29715 GN=htpX PE=3 SV=1 - [M0JL17_HALVA]

Uncharacterized protein OS=Haloarcula vallismortis ATCC 1,88 1,37 116,5
29715 GN=C437_00100 PE=4 SV=1 - [MOJUX8_HALVA]

Trehalose utilization protein OS=Haloarcula vallismortis ATCC 1,96 3,47 29,0
29715 GN=C437_12825 PE=4 SV=1 - [M0OJBW8_HALVA]

50S ribosomal protein L15e OS=Haloarcula vallismortis ATCC 3,27 7,14 224
29715 GN=rpl15e PE=3 SV=1 - [MOJQH2_HALVA]

Putative ski2-type helicase OS=Haloarcula vallismortis ATCC 1,87 2,13 86,7
29715 GN=C437_06250 PE=3 SV=1 - [MOJP66_HALVA]

Alkylhydroperoxidase AhpD family core domain-containing 1,71 4,74 215
protein OS=Haloarcula vallismortis ATCC 29715

GN=C437_17772 PE=4 SV=1 - [M0OIX90_HALVA]

Retinal pigment epithelial membrane protein OS=Haloarcula 2,44 4,53 53,7
vallismortis ATCC 29715 GN=C437_12790 PE=4 SV=1 -

[MO0JCZ9_HALVA]

AP-endonuclease/AP-lyase OS=Haloarcula vallismortis ATCC 1,68 4,35 35,7
29715 GN=C437_09118 PE=4 SV=1 - [MOJHX7_HALVA]

ATPase OS=Haloarcula vallismortis ATCC 29715 1,86 0,93 119,9
GN=C437_07932 PE=4 SV=1 - [MOJM09_HALVA]

Uncharacterized protein OS=Haloarcula vallismortis ATCC 2,28 7,47 25,6
29715 GN=C437_01175 PE=4 SV=1 - [MOJR86_HALVA]

Uncharacterized protein OS=Haloarcula vallismortis ATCC 2,74 2,69 73,5
29715 GN=C437_17852 PE=4 SV=1 - [MOIY28_HALVA]

Uncharacterized protein OS=Haloarcula vallismortis ATCC 1,81 9,04 20,6
29715 GN=C437_19492 PE=4 SV=1 - [MOIWC8_HALVA]

4-aminobutyrate aminotransferase OS=Haloarcula vallismortis | 1,72 2,05 48,2
ATCC 29715 GN=C437_02002 PE=3 SV=1 - [M0JS55_HALVA]

Cytochrome b(C-terminal)/b6 OS=Haloarcula vallismortis 1,66 3,54 28,6
ATCC 29715 GN=C437_15201 PE=4 SV=1 - [M0J096_HALVA]

3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase OS=Haloarcula vallismortis | 4,44 2,14 70,7
ATCC 29715 GN=C437_08631 PE=3 SV=1 - [MOJIFO_HALVA]

Shikimate kinase OS=Haloarcula vallismortis ATCC 29715 1,64 2,74 304
GN=aroK PE=3 SV=1 - [M0J274_HALVA]

Dihydroorotase OS=Haloarcula vallismortis ATCC 29715 1,93 3,58 48,0
GN=C437_12730 PE=4 SV=1 - [M0JB14_HALVA]

Uncharacterized protein OS=Haloarcula vallismortis ATCC 2,09 5,08 21,2
29715 GN=C437_16131 PE=4 SV=1 - [MOIYM9_HALVA]

Proteasome-activating nucleotidase OS=Haloarcula 1,67 3,71 455
vallismortis ATCC 29715 GN=pan PE=3 SV=1 -

[MOIW62_HALVA]

DNA binding protein OS=Haloarcula vallismortis ATCC 29715 1,64 6,19 20,5
GN=C437_14522 PE=4 SV=1 - [M0OJ4A3_HALVA]

Uncharacterized protein OS=Haloarcula vallismortis ATCC 2,49 1,53 80,3
29715 GN=C437_16451 PE=4 SV=1 - [M0IZ91_HALVA]

Glycosyltransferase OS=Haloarcula vallismortis ATCC 29715 2,27 9,75 36,1

GN=C437_04965 PE=4 SV=1 - [MOJKZ6_HALVA]
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MCP domain-containing signal transducer OS=Haloarcula
vallismortis ATCC 29715 GN=C437_06579 PE=4 SV=1 -
[MOJJTO_HALVA]

2,67

2,47

59,9

Light and oxygen sensing histidine kinase OS=Haloarcula
vallismortis ATCC 29715 GN=C437_05180 PE=4 SV=1 -
[M0JQCO_HALVA]

2,02

2,16

144,1

Threonine--tRNA ligase OS=Haloarcula vallismortis ATCC
29715 GN=thrS PE=3 SV=1 - [MOIW02_HALVA]

2,54

1,56

73,7

Phosphomethylpyrimidine synthase OS=Haloarcula
vallismortis ATCC 29715 GN=thiC PE=3 SV=1 -
[MOJQR5_HALVA]

1,79

2,92

52,0

Uncharacterized protein OS=Haloarcula vallismortis ATCC
29715 GN=C437_06673 PE=4 SV=1 - [MOJLW7_HALVA]

1,89

1,33

136,8

NADH dehydrogenase/oxidoreductase OS=Haloarcula
vallismortis ATCC 29715 GN=C437_17151 PE=3 SV=1 -
[M0J150_HALVA]

1,92

1,96

64,0

NADH dehydrogenase subunit L (Ubiquinone) OS=Haloarcula
vallismortis ATCC 29715 GN=C437_17121 PE=4 SV=1 -
[M0J092_HALVA]

3,19

1,58

74,8

NADH dehydrogenase subunit N (Ubiquinone) OS=Haloarcula
vallismortis ATCC 29715 GN=C437_17111 PE=3 SV=1 -
[MOIX53_HALVA]

2,18

2,33

53,5

Extracellular solute-binding protein family 5 OS=Haloarcula
vallismortis ATCC 29715 GN=C437_01225 PE=4 SV=1 -
[MOJRA9_HALVA]

1,64

1,38

62,2

V-type ATP synthase subunit C OS=Haloarcula vallismortis
ATCC 29715 GN=atpC PE=3 SV=1 - [MOIVI3_HALVA]

1,88

2,24

40,4

71




72



