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COXSACKIEVIRUS A9-INFEKTIO A549- JA RD-
SOLUISSA

Taman opinnaytetydn tavoitteena on tarkastella RGD-alueen merkitysta pikornavirus CAV9:ssa.

Coxsackievirus A9 on pieni, yksisaikeinen RNA-virus, jonka genomia ympard6i proteiinikuori,
joka koostuu yhteensd kuudestakymmenestd VP1-, VP2-, VP3- ja VP4—proteiinialayksikosta.
CAV9:n pintarakenteen VP1l-proteiinissa sijaitseva RGD-alue on kolmen aminohapon
muodostama ketju, jonka avulla virus oletettavasti sitoutuu solupinnan aV-integriineihin.
Geneettisesti muokattu virus, CAV9-RGDdel, josta RGD-alue puuttuu, ei sitoudu aV-
integriineihin in vitro, eika siten infektoi mm. ihmisen keuhkoepiteelisoluja (A549), mutta
kykenee silti infektoimaan mm. RD-soluja ilman integriini-vélitteista sitoutumista.

RNA-viruksille on tyypillista, ettd ne muuntuvat pistemutaatioiden kautta nopeasti, ja tama
muuntumiskyky mabhdollistaa viruspopulaation sailymisen eri olosuhteissa. Infektion
aikaansaanut virus luo uuden populaation, minkéd takia virus pitdd méaaritella virusjoukkona,
jossa kullakin viruksella on hiukan toisistaan poikkeavat genomit. RNA-polymeraasi on
luonnostaan sopivan epatarkka syntetisoidessaan uusia genomeja. Tasta syysta tarkastelun
kohteeksi on valittu my6s virusgenomin ei-rakenteellinen alue 3D, jossa sijaitsee RNA-
polymeraasia koodaava geenialue.

Opinnaytetydssa tarkasteltin sekd CAV9- ettd CAV9-RGDdel-virusten lisdantymista A549- ja
RD-soluissa. Tutkimuksessa havaittiin hieman yllattden, ettd CAV9-RGDdel infektoi A549-soluja
ja alkoi lisaantya pasasoinnin edetessa yha nopeammin. Infektionopeuden lisdantymista
havainnoitin mm. tarkastelemalla sekvenssitason muutoksia VP1- ja 3D-alueissa ja
kuvantamalla virusinfektiota soluviljelmissa. Taman lisaksi tehtiin ns. integriini-sitoutumiskoe.

Tyo suoritettiin Turun yliopistolla, Virusopilla, ja tutkimusmenetelmina kaytettiin mm. soluviljelya,
virus-RNA:n eristystdq, RT-PCR:44, AGEa ja immunosytokemiaa. Lahes kaikki keratyt naytteet
saatiin valmiiksi sekvensointia varten, mutta sekvensointia ei aikataulullisista syista ehditty
tehda. In vitro integriini-sitoutumiskokeella osoitettiin, ettd CAV9-RGDdel-virus oli silynyt RGD-
alueen suhteen ennallaan. Alustavissa kuvantamiskokeissa havaittiin, etta infektiivisyys on
varhaisissa pasaaseissa matalampi kuin myéhaisemmissé pasaaseissa.
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THE INFECTION OF COXSACKIEVIRUS A9 IN
A549 AND RD CELLS

The purpose of this thesis was to study the role of the RGD motif in the picornavirus CAV9.

Coxsackievirus A9 is a small, single-stranded RNA virus whose genome is surrounded by a
protein capsid consisting of sixty VP1, VP2, VP3, and VP4 protein units. The VP1 surface
protein of CAV9 contains the RGD motif, a chain of three amino acids, which the virus
supposedly uses to bind to the extracellular domain of aV integrins. The genetically modified
strain of CAV9, CAV9-RGDdel, lacks the RGD motif and cannot bind to aV integrins in vitro but
is still able to infect some human cell lines, such as RD cells without integrin-mediated binding.

RNA viruses typically transform through frequently occurring point mutations, due to which it is
possible for a viral population to survive in various conditions. Because each infecting virus
creates a new viral population, viruses must be defined as viral groups, in which every virus has
a slightly differing genome. RNA polymerase is inherently inaccurate and creates divergent
copies of the viral genome. For this reason it was also chosen to study the non-structural 3D
area of the virus genome, which contains the RNA polymerase gene.

The main goal of this bachelor’s thesis was to study the growth of CAV9 and CAV9-RGDdel
viruses in A549 and RD cells. Surprisingly, our research revealed that CAV9-RGDdel infected
A549 cells and began to proliferate faster when passaged. The speed of infection rate was
demonstrated by examining changes in the VP1 and 3D sequences and by imaging viral
infections in cell cultures. Additionally, an integrin binding test was performed.

This thesis was carried out in the Department of Virology at the University of Turku. The
research methods included, among others, viral isolation, RT-PCR, AGE, and
immunocytochemistry. Almost all samples were prepared for sequencing but due to limited time
the sequencing could not be performed. The Integring binding test indicated that the RGD motif
of the CAV9-RGDdel virus remained the same. In the preliminary imaging tests it was discerned
that infecticity is lower in the earlier passages than in the later passages.

KEYWORDS:

CAV9, cell culture, pikornavirus, RGD maotif, Virus, VP1, A549 cells, RD cells
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KAYTETTY SANASTO

A549
AGE

BSA
CAV9
cDNA
DNA

FA

FCS
Nukleotidi
PBS
Proteaasi
RD

RNA
RNaasi-inhibiittori

RT-PCR

Ihmisen keuhkoepiteelikarsinoomasolulinja
Agaroosigeelielektroforeesi

Bovine serum albumin (naudan seerumin albumiini)
Coxsackievirus A9

Yksisadikeinen DNA-jakso, josta puuttuu intronit
Deoksiribonukleiinihappo

Formaliini PBS:ssa

Fetal calf serum (naudan sikibn seerumi)

DNA:n ja RNA:n rakenneyksikko

Phosphate buffered saline (fosfaattipuskuroitu suolaliuos)
Entsyymi, joka hajottaa proteiineja

Ihmisen lihassolulinja

Ribonukleiinihappo

Proteiini, joka estaa ribonukleaasien toimintaa

Kaanteistranskriptio-polymeraasiketjureaktio (eng. reverse
transcription polymerase chain reaction)



1 JOHDANTO

Pikornavirukset ovat pienia, halkaisijaltaan 18—-30 nm:n kokoisia yksisaikeisia
RNA-viruksia, joiden genomia ympaéaroi proteiinikuori. Kuori koostuu kuudesta-
kymmenesta VP1-, VP2-, VP3- ja VP4-proteiinialayksikosta. VP-proteiinit muo-
dostavat yhtendisen alayksikon siten, ettd kolme ensimmaista sijaitsevat virus-
partikkelin pinnalla ja VP4 kuoren sisapuolella. Liséksi viruksen genomiin kuu-
luu seitsemén ei-rakenteellista proteiinia (2A-3D). Naista 3D koodaa RNA-
polymeraasia, jota virus tarvitsee lisaantymiseen. (Airaksinen, 2000; Filman
ym., 1998; Hedman ym., 2010.)

Coxsackievirus A9 eli CAV9 kuuluu enterovirusten sukuun ja pikornavirusten
heimoon. Se on merkittava taudinaiheuttaja aina perinteisesta flunssasta kuolet-
taviin keskushermostoinfektoihin. CAV9:n pintarakenteen VP1-proteiinissa si-
jaitsee RGD-motiivi eli kolmen aminohapon muodostama ketju, jonka avulla
virus oletettavasti sitoutuu solupinnan integriineihin. Geneettisesti muokattu vi-
rus CAV9-RGDdel, jolta RGD-motiivi puuttuu, kykenee kuitenkin infektoimaan
joitakin solulinjoja ilman integriinivalitteistd sitoutumista. (Hedman ym., 2010;
Heikkila ym., 2009.)

RNA-viruksille, kuten CAV9:lle, on tyypillistd muuntua pistemutaatioiden kautta.
Tama ominaisuus varmistaa viruspopulaation sailymisen erilaisissa tilanteissa.
Kasite "quasispecies” tarkoittaa sita, etta virus pitda maaritella virusjoukkona,
jossa kullakin viruksella on hieman toisistaan poikkeava genomi. Infektion ai-
kaansaanut virus luo uuden "quasispecies”-populaation, silla RNA-polymeraasi
on luonnostaan epatarkka syntetisoidessaan genomin kopioita. (Lauring A. &
Andiano R., 2010.)

Aiemmat tutkimukset osoittavat, ettd CAV9 infektoi tehokkaasti keuhkoepiteeli-
karsinooma- eli A549-soluja, kun taas CAV9-RGDdel-infektio tapahtuu hitaasti
ja pienella tehokkuudella. Sen sijaan ihmisen lihas- eli RD-solut infektoituvat
tehokkaasti riippumatta siitd kummalla viruksella ne on infektoitu. Infektii-

visyysero selittyy osittain integriineilla: A549-solut ekspressoivat aV33- ja aV6-
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integriinejd, kun taas RD-solut ekspressoivat ainoastaan aVp3-integriineja.
CAV9-viruksen on aiemmin osoitettu suosivan aVp6-integriinia, mutta talla in-
tegriinilla ei nayta olevan merkitystd RD-soluihin tunkeutumisessa eli infektoitu-

minen tapahtuu ilman integriineja. (Heikkila ym., 2009.)

Opinnaytetyon tarkoituksena on selvittaa, millaisia sekvenssitason muutoksia
CAV9:sséa ja CAV9-RGDdelissa tapahtuu, kun niitd pasasoidaan A549- ja RD-
soluissa valmistamalla puhdistetut PCR-tuotteet sekvensointia varten. Sek-
venssitarkastelun kohteena ovat VP1- ja 3D-alue. Lisdksi mitataan kummankin
viruksen infektiivisyyttd A549- ja RD-solulinjoissa, kuvataan infektioita immuno-

fluoresenssilla ja tehd&an integriinisitoutumiskoe.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jenny Tukiainen



2 VIRUKSET

Virukset ovat solunsisaisia parasiitteja, jotka eivat kykene lisaantymaan tai toi-
mimaan ilman isantaorganismia. Solun ulkopuolella ollessaan, ne voidaan luoki-
tella elottomiksi partikkeleiksi, joilla ei ole omaa aineenvaihduntaa tai kykya
reagoida arsykkeisiin. Virusten genomi on yksi- tai kaksisdikeistda DNA:ta tai
RNA:ta. Tdma on ominaisuus, joilla virukset eroavat muista organismeista, silla
niiden genomi koostuu kaksisadikeisesta DNA:sta. Virukset ovat halkaisijaltaan
25-1000 nm ja niiden muoto vaihtelee suuresti. Geenien maara vaihtelee nel-
jasta satoihin ja genomi voi olla jakautunut yhteen tai useampaan osaan kapsi-
din siséalla. RNA-virukset ovat kooltaan pienempia kuin DNA-virukset ja, niiden
genomien pituus ja geenien lukumaara ovat alhaisempia. Virusgenomin muoto
on joko lineaarinen tai rengasmainen. (Collier & Oxford, 2006; Hedman ym.,
2010; Heino & Vuento, 2010.)

Viruspartikkelin eli virionin rakenne koostuu yksinkertaisimmillaan genomia ym-
pardivasta proteiinikapsidista. Monilla viruksilla on liséksi lipidimembraanista ja
siina olevista proteiineista koostuva vaippa (eng. envelope), joka ymparoi prote-
iinikapsidia. Kapsidi on yhden tai useamman proteiinilajin muodostama kuori,
jonka tehtavand on suojata sen sisassa sijaitsevia nukleiininappoja ulkoisilta
tekijoilta, kuten nukleaaseilta, ja kiinnittdd virus isantasoluun infektion aikaan-
saamiseksi. Kapsidissa proteiinit ovat liittyneet toisiinsa muodostaen symmetri-
sen kuoren, joka on joko helikaalinen (eli sauvamainen) tai ikosahedraalinen (eli
pallomainen). Kuten muutkin organismit, virukset jaotellaan taksonomisesti la-
jeihin, sukuihin, heimoihin ja lahkoihin. Tamén lisaksi viruksilla on usein lajimaa-
ritelman alapuolella tyyppikantoja ja niitéa vastaavia Kliinisia isolaatteja. Takso-
nomia perustuu mm. rakenteeseen, genomiin, isantalajiin, solu- ja kudoshakui-
suuteen sekéd patogeenisyyteen. Genomirakenne on nykyisin keskeinen takso-
nominen maarittelija. (Hedman ym., 2010; Heino & Vuento, 2010; Solunetti,
2006.)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jenny Tukiainen
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Virukset hyddyntavat tehokkaasti isantaorganismiensa fysiologiaa seka raken-
teita. Tastd hyvana esimerkkind on isdntasolun valmiin proteiinisynteesikoneis-
ton kayttd. Lisaksi virukset ovat kehittyneet kayttdmaan samoja sisaéanmenoreit-
teja kuin solu itse kayttaa molekyylien kuljetuksessa. Nain ollen virukset kyke-
nevat kulkemaan solukalvojen lavitse ja kuljettamaan genominsa isantasolun
sytoplasmaan. Solujen sisdédn ne paasevat tunnistamalla sen pinnalla olevan
molekyylin eli reseptorin, joita voi viruksesta riippuen olla useita. Reseptorit ovat
solukalvojen normaaleja rakenneosia, kuten glykoproteiineja, lipideja seka hiili-
hydraatteja ja ne osallistuvat muihinkin tehtaviin kuten immuunimodulaatioihin,
viestin valitykseen ja solun kiinnittymiseen. (Baranowski ym., 2001; Marsh &
Helenius, 2006; Solunetti, 2006.)

Virukset kayttavat sisddnmenomekanisminaan solun omaa endosytoosikoneis-
toa, johon vaikuttavat hyvin monet tekijat seka solun pinnalla, plasmamembraa-
nilla ettéa sytoplasmassa. Vaikka tassa yhteydessa on tunnistettu tiettyja solu- ja
vesikkeliproteiineja, joiden avulla on sisddnmenoreiteille voitu antaa tunnistetta-
va nimi, kuten Klatriini-valitteinen endosytoosi, on talla hetkella selvaa, etta vi-
rukset kayttavat soluproteiineja hyvin eri tavoin hyvakseen, minka johdosta on
parempi lahinna kuvailla ne tekijat (proteiinit), jotka liittyvat virusinfektioon. On
kuitenkin selvaa, etté virusinfektio voidaan jaotella muutamiin keskeisiin vaihei-
siin. Viruksen pintaproteiinin tai -proteiinien on kyettava kiinnittymaan solupin-
nan reseptoreihin, jotta virusinfektio voi alkaa. Talléin kaynnistyy monivaiheinen
signaalinvalitysketju, jolloin solukalvo paastaa viruksen sisdansa. Viruksen kap-
sidi hajoaa ja genomi vapautuu. Jotta virus kykenee infektoimaan solun, tarvi-
taan myds muita solun makromolekyyleja, jotka mm. kuljettavat nukleiinihappo-
ja. Tavallisesti DNA-virusten nukleiinihapot kulkeutuvat tumaan, kun taas RNA-
virusten perima vapautuu suoraan sytoplasmaan. Replikaation alkaessa geenit
ilmentyvat ja uusien virusten kokoaminen alkaa. Lopulta virukset maturoituvat
eli kypsyvat ja ne vapautuvat solusta infektoiden muita soluja. Yhdesta solusta
vapautuu tuhansia viruksia, jotka infektoivat jalleen uuden is&ntasolun ja sykli
alkaa alusta. Yksinkertaistettu kuva viruksen lisdantymiskierrosta on esitetty
kuviossa 1. (Hedman ym., 2010; Heino & Vuento, 2010; Marsh & Helenius,
2006; Solunetti, 2006.)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jenny Tukiainen
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Kuvio 1. Viruksen lisdantyminen solussa. (Muokattu PB Learning)

2.1 Pikornavirukset

Pikornavirukset kasittavat 12 sukua, joista tarkeimmat ihmisia infektoivat viruk-
set ovat nimeltaan entero-, rino- ja parechoviruksia. Nykyisen taksonomisen
jaottelun mukaan enterovirukset kasittavat myos rinovirukset suku-tasolla, mutta
rinovirus-nimi esiintyy edelleen laji-tasolla. Enterovirukset jaetaan useisiin lajei-
hin, joista ihmisen enterovirus B -laji siséltaa kymmenia merkittavia viruksia,
jotka aiheuttavat mm. aivokalvon- ja sydantulehdusta. Rinovirukset puolestaan
ovat yleisia hengitystieinfektioiden aiheuttajia. Tunnetuimpia pikornavirusten
aiheuttamia tauteja lienevat poliomyeliitti (poliovirus), aivokalvontulehdus (ente-
rovirus) ja tavallinen flunssa (rinovirus). Pikornavirukset sietavat hyvin pH:n
vaihteluita, joten ne kykenevét infektoimaan hengityselinten lisaksi my6s ruuan-
sulatuselimiston kautta. Pikornavirusten (sero)tyyppeja tunnetaan yhteensa vyli
300. (Collier & Oxford, 2006; Hedman ym., 2010; Picornavirus Home.)

Pikornavirukset ovat pienikokoisia, vaipattomia RNA-viruksia, jotka ovat hal-
kaisijaltaan noin 18-30 nm. Viruksen RNA-perima suojaa tiivis ikosahedraali-

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jenny Tukiainen
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nen kapsidi, joka muodostuu 60 samanlaisesta yksikosta. Yhdessa rakenneyk-
sikdssa on aina nelja erilaista rakenneproteiinia: VP1, VP2, VP3 ja VP4. Naista
kolme ensimmaista muodostavat viruksen kuoren ulkopinnan ja VP4 on taman
kuoren sisédpinnalla. Selkeyttava kuva rakenneproteiinien asettumisesta on esi-
tetty kuviossa 2. Liséksi pikornaviruksilla on seitseman ei-rakenteellista proteii-
nia 2A-3D, joiden sijainti nakyy coxsackievirus A9:aéa kuvaavassa kuviossa 3.
(Airaksinen, 2000; Filman ym., 1998; ViralZone, 2011.)

Kuvio 2. Pikornaviruksen rakenteellisten proteiinien asettuminen. (Muokattu Ai-
raksinen, 2000; ViralZone, 2011.)

Pikornaviruksen genomi on yksisdikeinen RNA-molekyyli, joka koostuu suunnil-
leen 7500 emaksestd. Koska juoste on jo yksisdikeinen, se kykenee toimimaan
suoraan lahetti-RNA:na, joka koodittaa polyproteiinin tuoton. Polyproteiini puo-
lestaan pilkkoutuu edelleen toimintakykyisiksi proteiineiksi viruksen omien ent-
syymien kautta. Samanaikaisesti pikornavirukset hairitsevat solun omaa ai-
neenvaihduntaa genomin 2A-alueella sijaitsevalla proteaasilla. Kokonaisuudes-
saan pikornavirukset kykenevat siis valjastamaan solun omaksi virustehtaak-
seen. 3D-alueella sijaitseva RNA-polymeraasi tuottaa genomin kopioita, mutta
tekee myos virheitd, jolloin jokainen virusgenomi poikkeaa alkuperaisesta. Niis-

ta valikoituvat parhaiten lisaantyvat. (Hedman ym., 2010.)
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Kuvio 3. Coxsackievirus A9:n genomi. (Muokattu Airaksinen, 2000.)

2.1.1 Coxsackievirus A9

Coxsackievirukset jaetaan A- ja B-tyyppeihin ja ne kuuluvat pikornavi-
rusheimoon, enterovirusten sukuun ja ihmisen enterovirus A-D-lajeihin geno-
mista riippuen. A-serotyyppeja (CAV) on tunnistettu 23 kpl ja B-tyyppeja (CBV)
6 kpl. CAV9 on ihmispatogeeni aiheuttaen oireita aina flunssasta kuolettaviin
keskushermostoinfektioihin. Tutkittava coxsackievirus A9 on kuitenkin geneetti-
sesti lahempana CBV:ta kuin muita CAV-viruksia. CAV9 on siita erityinen pikor-
navirus, etta sen pintarakenteen VP1-proteiinin C-terminaalisessa osassa on
RGD-motiivi. Tama alue sitoutuu solupinnan integriineihin a,psz ja a,Bs, jotka
ovat primaarisia reseptoreja soluun kiinnittymisessa. Kuva CAV9:n genomira-

kenteesta on esitetty kuviossa 3. (Heikkila ym., 2009; Hendry ym., 1999.)

Integriinit ovat glykoproteiineja, jotka lavistavét solukalvon. Ne koostuvat 18 eri-
laisesta alfa- ja kahdeksasta beta-alayksikoista. Integriinit vuorovaikuttavat yh-
dessa solukalvon kanssa soluadheesiossa ja migraatiossa. Virukset kayttavat

solun integriineja paastakseen isantaorganismin sisaan. (Karttunen, 2010.)

RGD-alue on kolmen aminohapon arginiinin-glysiinin-aspargiinin (Arg-Gly-Asp)
muodostama ketju. Geneettisesti muokattu virus CAV9-RGDdel, jolta RGD-
motiivi puuttuu, kykenee myos infektoimaan joitakin solulinjoja, kuten RD-soluja,
oletettavasti ilman integriinivalitteista sitoutumista. TAma todistaa, etta kyseisel-
l& viruksella on erilaisia tapoja sitoutua ja infektoida soluja. CAV9-virusinfektiota
valittavat integriinien lisaksi ainakin beta2-mikroglobuliini- ja GRP78-proteiini.
(Buttinelli ym., 2003; Heikkild ym., 2009; Hendry ym., 1999.)
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2.2 RNA-virusten muuntuminen

Virukset kehittyvat jatkuvasti, jotta ne kykenisivat heikentdmaan isantasolun
puolustuskykya ja infektoimaan tehokkaammin. Virusten muuntautuminen on
jatkuvaa, joten solujen mahdollisuudet puolustautua néitd muutoksia vastaan
eivat ole yhta tehokkaita. Mutaatiotaajuus on RNA-viruksilla erityisen suuri, silla
viruksilta puuttuu kyky oikolukea genomia replikaation aikana. (Santti ym., 2000;
Duodecim, 2000.)

Pistemutaatio tarkoittaa yhden emaksen muuttumista DNA- tai RNA-jaksossa.
Yhdenkin emaksen muuntuminen tai poisjddminen saattaa vaikuttaa suuresti
viruksen toimintaan. Tavallisesti muutokset perimassa syntyvat pintaproteiineja
koodaavaan alueeseen, silla niissa sijaitsee viruksen isantaan sitoutumiseen ja
replikaatioon vaikuttavat proteiinit. Yksittdinen pistemutaatio viruskapsidia koo-
daavassa geenissa voi johtaa siihen, etta virus ei kykene tunnistamaan perin-
teista reseptoriaan tai vaihtoehtoisesti voi sitoutua uuteen reseptoriin. (Lauring
& Andiano, 2010; Duodecim, 2000.)

Useimmat RNA-virukset replikoituvat erittain suurella nopeudella ja epatarkasti,
joten ne myds ilmentavat merkittavad geneettistd moninaisuutta. Tasta johtuen
viruspopulaatio adaptoituu muuttuvaan ymparistoon ja kehittda vastustuskyvyn
esim. rokotteille. Kasite "quasispecies” tarkoittaa virusjoukkoa, jossa kullakin
viruksella on hieman toisistaan eroava genomi. Nama virukset kuitenkin luokitel-
laan samaksi virukseksi ja ne yhteisesti vaikuttavat viruksen ominaisuuksiin.
Infektion aikaansaanut virus luo uuden quasispecies-populaation. RNA-
polymeraasin epatarkkuuden vuoksi viruksella on kaytéssaan enemman vaihto-
ehtoja mm. virusreseptoreiksi infektioprosessin aikana. Téallaiset virusmuunnok-
set syntyvat taysin sattumanvaraisesti, ja niiden elinkelpoisuus selviaa elimis-
tossa. Parhaiten infektoivat virusmuodot menestyvat ja muut karsiutuvat. (Lau-
ring & Andiana, 2010; Duodecim, 2000.)

Virusviljelyprosessia, jossa virusta lisatddn solulinjoissa, kutsutaan pasasoin-
niksi. Kun pasasointia jatketaan toistuvasti samassa solulinjassa, virus tavalli-

sesti adaptoituu eli muuntuu ja sopeutuu ymparistoonsa. Erityisesti RNA-
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virusten periméssa tapahtuu sekvenssimuutoksia, jotka sopeuttavat virusta in-
fektoimaan paremmin verrattuna alkuperéiseen viruskantaan. Namé& muutokset
maarittavat viruksen tropismin eli niiden solujen kirjon, jotka virus kykenee infek-
toimaan (tunkeutumaan solun sisdan ja replikoitumaan). Tama maarittdd siten

myds viruksen patogeenisyyden. (Solunetti, 2006.)

2.3 Aiemmat tutkimukset

Aiemmissa tutkimuksissa on todistettu, ettd CAV9 infektoi tehokkaasti A549-
soluja, kun taas CAV9-RGDdel-virus ei kykene infektoimaan tai infektoi heikosti
samoja soluja. RD-solut sen sijaan infektoivat hyvin, rippumatta siitd, kummas-
ta viruksesta on kyse. Syy selittyy osittain erilaisella ei-integriinivalitteisella so-

luuntunkeutumismekanismilla. (Heikkila ym., 2009.)

A549-soluissa esiintyy seka aVp3- etta aVp6—integriinejd, kun taas RD-soluissa
esiintyy vain aVB3-integriineja. Naita integriineja CAV9 kayttaa infektoidessaan
isantasolun RGD-alueensa avulla. Aikaisemmassa tutkimuksessa on kaynyt
ilmi, ettd CAV9 sitoutuu tehokkaammin aVp6-integriiniin kuin aVB3-integriiniin.
Taman vuoksi tydssa on keskitytty enemman aV6-integriiniin. CAV9 ja CAV9-
RGDdel kykenevat infektoimaan RD-soluja tehokkaasti ilman naita integriineja.
(Heikkila ym., 2009.)

Opinnaytetydssa selvitetdaan, millaisia sekvenssimuutoksia virusten genomeissa
tapahtuu, kun niitd pasasoidaan samassa solulinjassa toistuvasti useita kertoja,
ja verrataan naitd muutoksia A549- ja RD-solulinjoissa pasasoitujen CAV9- ja
CAV9-RGDdel-virusten valilla.
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3 TUTKIMUSMENETELMAT

3.1 Soluviljely

Soluviljely tarkoittaa erilaisten eléin- ja kasvisolujen kasvattamista laboratorio-
olosuhteissa in vitro. Laboratoriossa kasvatettavat solut vaativat kasvaakseen
tarkoin maaritellyt olosuhteet ympariston mm. ravinteiden, lampdétilan ja pH-
arvon suhteen. Soluja voidaan kasvattaa seka kiinteélla alustalla ettd suspensi-
0ssa, mutta useimmat elainsolut vaativat kiintean kasvupinnan. Tallaiset solut
kasvavat yksisolukerroksina (eng. monolayer) esim. T-pullon pinnalla. (Tuomi,
2011))

Jotta soluja voidaan jatkuvasti kayttaa, tarvitsee niitéa jakaa tarvittaessa ja saan-
ndllisin valiajoin. Soluviljelman kasvu pysahtyy sen joutuessa konfluenssiin el
kontakti-inhibitioon, jolloin naapurisolut tulevat kosketuksiin toistensa kanssa ja
koko kasvualusta on solujen peitossa. Normaalista kudoksesta eristetyt solut
eivat kuitenkaan jakaannu loputtomasti, vaan pasasoinnin edetessa pitkalle ne
vanhenevat, eivatka jaksa lisaantyd endd aiempaan tapaan. Syopasolulinjoilla
sen sijaan on usein hairiintynyt solusykli, joten ne kykenevat jakaantumaan lo-

puttomasti. (Tuomi, 2011.)

Kun soluja infektoidaan viruksilla, viljelmalle aiheutuu viruksen lisdantymisesta
johtuvia muutoksia. Sytopaattinen vaikutus eli CPE (eng. cytopathic effect) tar-
koittaa virusinfektion aiheuttamia morfologisia muutoksia soluviljelmélle, kuten

pyoristymisté ja irtoamista.

3.1.1 Solulinjat A549 ja RD

Tutkimuksessa kéaytettiin kahta solulinjaa: ihmisen lihassydpasoluja (rhabdo-
myosarkooma) eli RD-soluja ja keuhkoepiteelikarsinoomasoluja eli A549-soluja.
Molemmat solulinjat ovat eldinsolulinjoja ja kasvavat siis yksisolukerroksina.

Tyypillisid A549-soluja on esitetty kuvissa 1 ja 2. RD-solut ovat varttinanmuotoi-
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sia ja suuria monitumaisia soluja. RD-soluja on kuvattu kuvassa 3. (LGC Stan-
dards, 2011; A549.com.)

Kuvat 1 ja 2. Tyypilliset A549-solut. (A549.com.)

SN h,%m,:l A

N\‘, K‘; -

Kuva 3. Tyypilliset RD-solut. (Muokattu Jaianand ym., 2011.)

3.2 Virus-RNA:n eristys

Jotta viruksen genomia voitaisiin kasitella, se taytyy ensin eristda viruksen
muista osista sekd puhdistaa. Nukleiinihapot voidaan eristdd kudoksista tai so-
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luviljelmistd. Ensimmaisena solut hajotetaan, ja tama vaihe voidaan edelleen
jakaa mekaaniseen, kemialliseen ja entsymaattiseen vaiheeseen. Seuraavaksi
inaktivoidaan solujen nukleiininappoja hajottavat nukleaasit. Lopuksi virus-RNA
tai -DNA eristetddn suodattamalla tai saostamalla. RNA:ta eristettdessa on syy-
ta kayttdaa RNaasi-inhibiittoreita, jotteivat ribonukleaasit hajota RNA:ta. Ennen
PCR:44 on RNA kaanteistranskriptoitava DNA:ksi, jotta sen monistus onnistuisi

polymeraasiketjureaktiolla. (Solunetti, 2006; Suominen ym., 2010.)

3.3 RT-polymeraasiketjureaktio

Polymeraasiketjureaktiolla eli PCR:ll& tarkoitetaan DNA-jaksojen monistamista
eksponentiaalisesti korkeassa lampoétilassa kayttamalla polymeraasientsyymia.
Menetelméalld voidaan monistaa DNA:ta mista tahansa lahteestd: bakteereista,
viruksista, kasveista tai elaimistd. PCR:ll& monistetaan DNA-jaksoja, joita rajaa
kummastakin paasta tunnetut sekvenssit, alukkeet. Monistettavan DNA-jakson
sekvenssia ei sen sijaan tarvitse tuntea. DNA-polymeraasin on oltava kestava ja
stabiili korkeassakin lampotilassa. Lisdksi PCR:ssa tarvitaan malli-DNA:ta eli
templaattia ja DNA:n rakenneosia, nukleotideja. (Champe ym., 2008; Suominen
ym., 2010; Ulmanen ym., 2004.)

Alukkeet ovat lyhyitd, nukleotidisekvenssiltdéan tunnettuja yksinauhaisia DNA-
jaksoja, joiden pituus on noin 20-35 nukleotidia. Kaksi erilaista aluketta kiinnit-
tyy monistettavan DNA-jakson vastakkaisiin paihin, jolloin alukkeiden véliin jaa-
va jakso monistuu. RT-PCR (eng. reverse transcriptase—PCR) on PCR:n sovel-
lus, jossa RNA taytyy ensin kadantdd yksinauhaiseksi cDNA:ksi (eng. comple-
mentary DNA), jotta se voi toimia templaattina. cDNA:n ensimmainen yksijuos-
teinen nauha taytyy ensin syntetisoida kaanteiskopioijaentsyymilla (RT-
entsyymilla), jotta nauha monistuisi PCR:lla ja syntyisi kaksinauhaista cDNA:ta.
(Alberts ym., 2004; Champe ym., 2008; Suominen ym., 2010.)

PCR koostuu sykleista, joissa on kolme vaihetta: denaturointi, annealing ja pi-
dennysreaktio. Alussa templaatti denaturoidaan eli kaksinauhaisesta DNA:sta

tehdaan yksijuosteista erottamalla juosteet toisistaan kuumennuskasittelylla.
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Taman jalkeen alkaa annealing, jossa lampdétilaa lasketaan, jotta alukkeet pys-
tyvat kiinnittymaéan templaattiin. Taman jalkeen lampotilaa nostetaan jalleen el
alkaa pidennysreaktio, jolloin DNA-polymeraasi alkaa koota nukleotideja temp-
laatin mukaisesti lahtien 3’-paastd. Kun nauhan synteesi on valmis, alkaa jal-
leen denaturointi. Sykleja on tavallisesti 15—-40. (Champe ym., 2008; Suominen
ym., 2010.)

3.4 RNA:n puhdistus

Nukleiinihappojen puhdistukseen kaytetddn usein kaupallisia kitteja. Nukle-
linihapoissa on epéapuhtautena tavallisesti proteiineja. Puhdistusmenetelmi& on
useita, joista parhaiten soveltuva(t) valitaan tutkimukseen. Uuttaminen ja saos-
taminen, kromatografia, elektroforeesi ja dialyysi ovat yleisia puhdistustapoja.
(Solunetti, 2006.)

Tassa opinnaytetydssa puhdistamiseen valittin Macherey-Nagelin Nucleospin®
Extract Il —kitti, jossa kaytetaan spin-kolonneihin sidottua silikakalvoa. Menetel-
ma perustuu nukleiinihappojen sitoutumiseen silikaan kaotroopin lasna ollessa
korkeassa ionikonsentraatiossa. PCR:ssa& monistettu tai geelilta leikattu DNA-
vyOhyke liuotetaan puskuriin ja siirretddn pylvaaseen. Liuosta sentrifugoidaan ja
silikakalvoon tarttumaton aines valuu pylvaan pohjalle DNA:n sitoutuessa sili-
kaan. Seuraavaksi kalvoa pestddn etanolia sisaltavalla puskurilla, jolloin epa-
puhtauksista paastdan eroon. Lopuksi nukleiinihapot irrotetaan eluutiopuskurilla
sentrifugoimalla pieneen tilavuuteen steriilin putkeen. Tyypillinen nukleiinihap-
pojen puhdistus silikamenetelmélla on esitetty kuviossa 4. (Macherey-Nagel,
2008; Suominen ym., 2010.)
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DNA tai RNA -nayte
esim. PCR-tuote
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L

Sitominen puskuriin

Sentri-
fugointi =)
DNA:n/RNA:n
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i silikakalvolle
Sentri-
fugointi C =
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=, Eluutio
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fugointi o
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Kuvio 4. Tyypillinen nukleiinihnappojen puhdistus silikakalvomenetelmalla. (Muo-
kattu Favorgen, 2011.)

3.5 Agaroosigeelielektroforeesi

Agaroosigeelielektroforeesilla eli AGElla analysoidaan DNA:n kokoa. Parhaiten
AGE soveltuu keskikokoisille fragmenteille eli noin 0,1-50 kb:n kokoisille DNA-
paloille. Agaroosi on polysakkaridi, jota eristetddn merilevistd. Agaroosi liuote-
taan veteen kiehauttamalla ja jadhtyessaan alle 45 °C:n se jahmettyy geeliksi.
DNA:t ladataan geelin toiseen pd&dhaan ja sahkovirta asetetaan kulkemaan gee-
lilaatalla. DNA-fragmenttien kulkeutuminen AGEssa perustuu sahkévarauseroi-
hin. DNA ja RNA ovat negatiivisesti varautuneita johtuen happamista fosfaatti-
ryhmista eli ne kulkeutuvat s&hkovirrassa positiivista napaa kohti. Nukleiinihapot

erottuvat toisistaan geelilld, jonka verkkomainen rakenne paastaa pienikokoiset
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fragmentit kulkeutumaan sahkoévirrassa pidemmalle. Ajon aikana nukleiinihap-
pofragmentit erottuvat omiksi vyohykkeikseen ajettaessa ominaisella sahkovir-
ralla. (Alberts ym., 2004; Suominen ym., 2010; Ulmanen ym., 2004.)

DNA-vyohykkeet ovat nakymattomia, jos niita ei varjata tai leimata jotenkin.
Usein geelin lisatdan esimerkiksi etidiumbromidia, joka tunkeutuu nukleiinihap-
pojen emasten valiin ja UV-valossa emakset absorboivat ultraviolettisateita. Kun
etidiumbromidi saa emaskompleksilta energiaa, se fluoresoi oranssinpunaisena.
(Alberts ym., 2004; Suominen ym., 2010.)

3.6 Immunosytokemia

Immunosytokemialla tarkoitetaan sellaisia tekniikoita, joiden avulla havaitaan
merkattuja molekyyleja vasta-aineita kayttamalla, ja jotka hyédyntavat valo- tai
elektronimikroskooppia. Antigeeniin sitoutuu spesifisesti vasta-aine, joka visu-
alisoidaan merkkiaineella. Vasta-aineet ovat proteiineja, joita selkarankaisten
elimistd tuottaa infektioita vastaan. Ne sitoutuvat kohdemolekyyleihinsa, kuten
myrkkyihin, viruksiin ja bakteerien pintarakenteisiin. (Alberts ym., 2002; Heino &
Vuento, 2010; Solunetti, 2006.)

Vasta-ainevarjays voidaan tehda suoralla eli prim&arisella menetelmalla tai
epasuoralla eli sekundaarisella menetelmalla. Suorassa varjayksessa vasta-
aine on jo valmiiksi leimattu, joten haluttu antigeeni voidaan visualisoida jo yh-
della kasittelykerralla. Epasuorassa varjayksessa puolestaan kaytetddn kahta
merkkiainetta, joista ensimmainen ei sisélla leimaa, vaan se sitoutuu ainoastaan
spesifisesti antigeeniinsd. Toisessa varjayksessa lisatdan leiman sisaltava se-
kundaarinen vasta-aine, joka sitoutuu primaariseen vasta-aineeseen ja nain
visualisoi kohteen. Kumpikin varjaysperiaate on esitetty kuviossa 5. Epasuoran
varjayksen etuna on vahvempi signaali ja intensiivisempi varjaystulos. (Alberts
ym., 2002; Collier & Oxford, 2006; Solunetti, 2006.)
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= | [ b

Kuvio 5. a) Primaarisen vasta-aineen sitoutuminen. b) Sekundaarisen vasta-

aineen sitoutuminen. (Solunetti, 2006.)

Tarvittaessa voidaan kayttdd myos vasta-aineita, joissa on fluoresoivia merkki-
aineita eli fluorokromeja. Sama nayte voidaan kasitella usealla eri (varisella)
fluorokromilla, jolloin voidaan visualisoida useampia antigeeneja kayttamalla
erilaisia suodattimia. (Heino & Vuento, 2010; Solunetti, 2006.)
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4 TUTKIMUKSEN TOTEUTUS

Tutkimustyd alkoi RD- ja Ab549-solujen viljelysta seka CAV9:n ja CAV9-
RGDdelin virustitrauksista kyseisilla soluilla. Seuraavana vuorossa oli RNA:n
eristaminen, cDNA:n valmistus ja RT-reaktiot, RT-PCR, tuotteiden puhdistus
kaupallisella kitilla sekd agaroosigeelielektroforeesiajo. TyOvaiheiden jarjestys
on esitetty kuviossa 6. Naiden liséksi tehtiin integriinien sitoutumiskoe ja infekti-

on kuvaus immunofluoresenssimikroskopialla.

Soluviljely

Virustitraus

RNA:n eristys

Infektion
) ) kuvaus
cDNA ja RT-reaktio
RT-PCR
Virusten
Puhdistus sitoutumis-
koe
AGE

Kuvio 6. Tutkimuksen eteneminen.
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4.1 Soluviljely

Tyo6ssa viljeltiin kahta eri solulinjaa RD- ja A549-soluja. Kumpaakin kasvatettiin
inkubaattorissa +37 °C:ssa alhaisessa CO,-pitoisuudessa T75-pulloissa ja
kuoppalevyissa seka jaettiin aina tarvittaessa solujen kasvettua konfluenssiin
noin kaksi kertaa viikossa. Soluja kasvatettin DMEM-mediumissa (Dulbecco’s
modified Eagle’s medium), johon lisattin 10 % FCS:aa, 2 mM glutamiinia ja
gentamysiinia. Solut jaettiin suhteessa 1:10 (2 ml soluja ja 20 ml mediumia),
jolloin medium imettiin pois, soluja huuhdeltiin pienella maaralla PBS:aa ja irro-
tettiin trypsiinilla. Trypsiinin peitossa olevia soluja inkuboitiin, kunnes solut néa-
kyivat mikroskoopissa pyodreina ja irronneina. Lopuksi soluja purskuteltin me-
diumilla, jotta solut olisivat varmasti irronneita. Solutiheys laskettiin Burker-
kammion avulla valomikroskoopilla sekoittamalla soluja ja variainetta, jolloin
kuolleet solut varjaytyivat tummiksi ja elavat pysyivat haaleina seuraavalla kaa-

valla:

Solutiheys = Solumaara (keskiarvo/ruutu) x Laimennoskerroin x 10*

Solut jaettiin uusiin T75-pulloihin seka 96-kuoppalevyihin siten, ettéd konsentraa-

tioksi saatiin 200 000 solua/ml.

4.2 End-point-virustitraus

Tyo6vaiheen tarkoituksena oli verrata A549- ja RD-soluissa kasvaneiden ja pa-
sasoitujen CAV9- ja CAV9-RGDdel-kantojen infektiivisyytta.

Solut jaettiin 96-kuoppalevyille ja annettiin kasvaa konfluenssiin. Vanha medium
poistettiin ja uutta mediumia (DMEM + 7 % FCS + gentamysiini) pipetoitiin 90 ul
jokaiseen kuoppaan. 10 ul virusnaytetta pipetoitiin 1. sarakkeen kaivoihin A-H
eli ykkdskaivoihin. Viruksia pipetoitiin edellisesta kaivosta aina seuraavaan kai-
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voon 10 pl. Nain saatiin viruslaimennossarja 10"-10™?, Viruksia inkuboitiin tunti
+37 °C:ssa alhaisessa CO,-pitoisuudessa, jonka jalkeen virusmedium poistet-
tiin. A549-solut huuhdeltiin PBS:lla 3 kertaa ja DMEMia lisattin 200 pl/kaivo,
RD-soluihin liséttiin suoraan DMEMia 200 pl/kaivo. Soluja viljeltiin 48 h ja CPE:t

laskettiin valomikroskoopilla silmamaaraisesti.

4.3 Virus-RNA:n eristys

RNA eristettiin E.Z.N.A.™-kitilla (Omega bio-tek, 2007) ohjeen mukaisesti. 150
pl virusnaytettad pipetoitiin 500 pl:aan QVL—carrier RNA -liuosta ja sekoitettiin
vorteksoimalla 30 s. Taman jalkeen lisattiin 350 ul absoluuttista etanolia ja vor-
teksoitiin uudelleen. Nayte siirrettiin HiBind RNA —kolonniin, jota sentrifugoitiin,
kunnes nayte oli imeytynyt siihen. Kolonnia pestiin etanolilla laimennetulla
RWB-puskurilla ja sentrifugoitiin kuivaksi. RNA eluoitiin irti kayttamalla 50 pl
DEPC-kasiteltya vettd. Eristettyja RNA-naytteitd sailytettin -70 °C:ssa.
(E.Z.N.A., 2007.)

4.4 RT-PCR

Viruksista eristettin RNA, jota kaytetaan cDNA:n tekemiseen RT-reaktiossa.
Pipetointivaiheet on esitetty taulukossa 1. RT-reaktion aikaansaamiseksi
cDNA:t asetettiin lampdblokkiin +42 °C:seen 60 min ja jatkettiin suoraan PCR-
reaktioon. Mikali tyota ei jatkettu suoraan eteenpdin, naytteet pakastettiin (-20
°C).
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Taulukko 1. cDNA:n tekemiseen tarvittava seos.

Reagenssi Tilavuus pl (suluissa lopullinen
konsentraatio)
5 x ImProm Il —puskuri 2(1x)
25 mM MgCl, 1 (2,5 mM)
10 mM dNTP 0,5 (0,5 mM)
RNaasi-inhibiittori 0,5
RT-entsyymi: ImProm Il 0,5
Primeri 10 uM OAS/IAS 1(1um)
RNA 4,5
Yhteenséa 10

RT-reaktion jalkeen tyota jatkettiin pipetoimalla naytteet PCR-reaktio-seokseen.
Pipetointivaiheet on esitetty taulukossa 2. Yhdestd RT-tuotteesta syntyi aina 2
PCR-naytetta, silla reaktiossa kaytettiin sekd 3D- ettd VP1-alueille suunnattuja
alukkeita. 3D-alueille kaytettiin OS/OAS- (outer sense/outer antisense) alukkeita
ja VP1-alueille IS/IAS- (inner sense/inner antisense) alukkeita, joiden sekvenssit
ovat taulukossa 3. Lisdksi naiden alukkeiden sijainnit ja suunnat genomissa on
esitetty kuviossa 7. PCR-ajoissa oli mukana myds negatiivinen kontrolli.

Taulukko 2. PCR-reaktion seos.

Reagenssi Maara (ul)
RT-reaktiosta 5
ddH20 11,75
10 x puskuri 2,5
10 mM dNTP 0,5
10 uM 5'-aluke 2,5
10 uM 3’-aluke 2,5
Dynazyme 0,25
Yhteenséa 25
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Taulukko 3. 3Dpol- ja VP1-alukkeiden sekvenssit. (Muokattu McWilliam Leitch

ym., 2009).
Orientaatio Sijainti Sekvenssi
3Dpol OS 5790 bp | GGY GGY ACH CCC CAN AAR AGA ATG CT
TCRTCY TTB ACR TAD GTY ACC ATT
3Dpol OAS 6440 bp |GG
CTTGTG CTT TGT GTC GGC RTG YAA
VP1 IS 2392bp |[YGAYTT YTC WG
VP1 IAS 3477bp |TCATCC CACACRCAVTTYTGC CARTC

5"UTE. VP4 VPl VP3 WPl

A B X 3A 3B iC iD 3 UIR

vPed |

VP1

3Dpol | |||| polyA-hanta

VEA-1S:2392 DD wle

30-05:5790 bp ==

o= \VP1-IAS: 3477 bp = 3D-0AS: 6440 bp

Kuvio 7. Alukkeiden sijainnit ja suunnat CAV9:n genomirakenteessa.

PCR-reaktion valmistuttua jatkettin suoraan PCR-ajoon PCR-laitteella (Ge-

neAmp® PCR System 9700) seuraavalla ohjelmalla (taulukko 4):

Taulukko 4. PCR-ajo-olosuhteet.

PCR-ajo-olosuhteet
Lampatila Aika Sykli
95 °C 3 min
95 °C 30s
50 °C 1 min x40
72 °C 2 min
72 °C 5 min
4°C o0

Ajon jalkeen naytteet pakastettiin (-20 °C), mikali ei jatkettu suoraan puhdistuk-

seen.
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4.5 PCR-tuotteiden puhdistus

PCR-tuotteet puhdistettiin kayttamalla DNA NucleoSpin —kittia. PCR-nayte se-
koitettiin NT-puskuriin ja ladattiin kolonniin sentrifugoimalla. Kolonnin silikakal-
voon kiinnittynyttda PCR-tuotetta pestiin NT3-puskurilla ja lopuksi kuivattiin sent-
rifugoimalla. DNA eluoitiin irti puhtaaseen eppendorf-putkeen eluutiopuskurilla,
inkuboimalla huoneenlammaossa seka sentrifugoimalla. (Macherey-Nagel, 2008)

4.6 Agaroosigeelielektroforeesi

Puhdistetuista PCR-tuotteista 5 pl ajettiin 1-prosenttiselle agaroosigeelille. Geeli
valmistettiin punnitsemalla 1,0 g agaroosia ja lisddmalla se 100 ml:aan 1 x TAE-
puskuria. Liuosta kuumennettiin mikrossa sekoittamalla valilla, kunnes agaroosi
oli liuennut puskuriin ja vari oli taysin kirkas. Liuosta jaahdytettiin noin +50
°C:seen ja siihen lisattiin 5 pl etidiumbromidia (10 mg/ml). Sekoituksen jalkeen
liuos kaadettiin ajo-altaaseen, geeliin asetettiin tarvittava mé&ard kampoja ja
geelin annettiin jahmettya vahintaan 30 min.

Ajoa varten naytteet varjattiin 6 x latauspuskurilla (litteessa 1), sekoitamalla 5
pl:aan naytetta 1 pl puskuria ja vorteksoimalla. Markkeriksi valittin GeneRuler™
1 kb Plus DNA Ladder (liitteessa 2). Geelia ajettiin noin 100 V jannitteella vahin-
taan tunti, jonka jalkeen geeli kuvattiin UV-valossa. Markkerin vydhykkeita ver-
rattiin naytteista saatuihin vydhykkeisiin ja nain saatiin selville, mitkd naytteista
olivat monistuneet ja puhdistuneet. Naytteet sail6ttiin -20 °C:seen odottamaan

sekvensointia.

4.7 Virusten sitoutumiskoe

Sitoutumiskokeessa testattin A549-soluissa pasasoitujen CAV9-RGDdel-
virusten sitoutumista integriineihin. Kontrollina kaytettiin villityypin CAV9:aa.

Tutkimuksessa kaytettiin  mikrotiitterilevyja, jotka oli paallystetty aVp6-

integriinilla kayttden BSA:ta kontrollina. Levyja inkuboitiin yon yli +4 °C:ssa.
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Taman jalkeen kuoppia pestiin kolme kertaa PBS + 1 mM MgCl,, liséttiin 1 %
BSA PBS:ss4, jossa oli mukana 1 mM MgCl; ja inkuboitin 1 h huoneenlam-
maossa. Kuopat pestiin jalleen PBS + 1mM MgCl,. Viruksia liséttiin kahdessa eri
konsentraatiossa 1:50 ja 1:10, inkuboitiin 1h +37 °C:ssa ja pestiin kuopat. Seu-
raavaksi liséttiin virusspesifistda monoklonaalista hiiri-antiseerumia (CAV9-K6)
laimennettuna 1:500 ja inkuboitiin 1 h +37 °C:ssa. Kuopat pestiin jalleen ja lisat-
tiin peroksidaasikonjugoitua (HRP) anti-hiirivasta-ainetta laimennettuna 1:10
000 ja inkuboitin 1 h huoneenlammdssa. Kuopat pestiin, lisattin TMB-
substraattipuskuria ja inkuboitiin 15 min valolta suojattuna. Lopuksi reaktio py-
saytettiin 0,45 M H,SO4 ja mitattiin ODgsonm.

4.8 Infektion kiinnitys ja kuvaus

Tyo6ssa kuvattiin infektion etenemista A549-soluissa.

Mustaan kuoppalevyyn jaettiin A549-soluja ja inkuboitiin, kunnes ne olivat va-
hintédn 50 %:sesti konfluentteja. Kuoppien pesuun kaytettiin solumediumia,
jossa oli 1 % FCS + gentamysiini. Viruslaimennukset tehtiin samaan mediumiin,
jonka jalkeen levyja inkuboitiin jailla, jotta virus tarttuisi solun pintaan. Viruksen
poiston jalkeen lisattiin esilammitettya solumediumia ja inkuboitin 6 h +37
°C:ssa. Aikapisteet tehtiin pesemalla PBS:lla ja kiinnittamalla 4 % FA:lla ja 0,2
% Triton X-100:114. Kasiteltyja kuoppia sailytettiin PBS:ssa ja levy asetettiin jaa-
kaappiin varjaysta varten.

Hoechst- ja vasta-ainelaimennokset tehtiin steriilisuodatettuun PBS-liuokseen,
jossa oli 3 % BSA. Kuopista poistettiin sailytysliuoksena ollut PBS ja lisattiin
primaariset vasta-aineet (CAV9-K6) laimennettuna 1:500. Levya inkuboitiin 1 h,
pestiin kuopat PBS:ll& ja lisattiin sekundaarinen vasta-aine (Alexa-488) laimen-
nettuna 1:500, joka n&kyy kuvissa vihreana. Inkuboinnin jalkeen pestiin PBS:II4,
lisattiin Hoechst-tumavari laimennettuna 1:2000 (né&kyy kuvissa sinisend), pes-

tiin ja sailytettiin PBS:ssa pimedassa, folioon kaarittyna jdékaapissa.

Infektiot kuvattiin Turun yliopiston Biotekniikan keskuksen Zeiss AxioVert —

fluoresenssimikroskoopilla suurennuskertoimella 40.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jenny Tukiainen



30

5 TULOKSET JA ARVIOINTI

Opinnaytetydssa tarkasteltiin, miten CAV9 ja geneettisesti modifioitu CAV9-
RGDdel infektoivat RD- ja A549-soluja. Koska virusinfektio A549-soluissa ta-
pahtuu integriinivalitteisesti ja RD-soluissa puolestaan ilman integriineja, oli

mahdollista seurata muutoksia myos reseptorikaytossa.

5.1 Pasasointinaytteet

Tyossa kaytettiin CAV9- ja CAV9-RGDdel-virusnaytteita, jotka olivat kahtena eri
vuonna kerattyina pasasointisarjoina. Merkkien selitykset on esitetty taulukossa
5. Pasasoinnissa virusta oli infektoitu solulinjaan. Infektion tapahduttua (1 h pi-
petoinnista), kuoppa pestiin PBS:ll& pipetoidun viruksen poistamiseksi ja infek-
tiota seurattiin valomikroskoopilla, kunnes nakyva virusinfektio oli havaittavissa.
Taman jalkeen muodostunut virus-solunayte kerattiin kuopasta ja laimennettiin
1:10 000 ja infektoitiin uuteen solukuoppaan. Tata jatkettiin vahintaan 12 kertaa

(kuoppaa).

Taulukko 5. Merkkien selitykset.

Merkkien selitykset
08/09 Kerdysvuosi
RCAV CAV9 RD:ssa
RRGD CAV9-RGDdel RD:sséa
ACAV CAV9 A549:ssa
ARGD CAV9-RGDdel A549:ssa
1/2/3/4/5/6/8/9/10/12 Pasasointinumero
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5.2 RNA:n eristys, RT-PCR ja AGE-analyysi

Virusnaytteista eristettiin RNA, tuotettiin RT-PCR:lla 3D- ja VP1-alueista PCR-
tuotteet, jotka puhdistettiin kitilla ja analysoitiin lopuksi agaroosigeelielektrofo-
reesilla. Naytteitd oli yhteensa 128 kpl, joista saatiin tuotettua ja puhdistettua
yhteensa 126 kpl VP1- ja 3Dpol-PCR-tuotetta sekvensointia varten (Taulukko
6). Virusten pasasointisarjoista tutkimukseen valittin pasaasit 1, 2, 3, 4/5, 6,
8/9, 10, 12 kasiteltaviksi naytteiksi, silla kaikkien naytteiden tutkiminen ei

aikatauluun olisi mahtunut. Kuvaesimerkki agaroosigeelielektroforeesiajosta on

esitetty kuvassa 4. Kuvan geelilla on ajettu vuoden 2009 sarjoista kuusi eri nay-
tettda (ARGD, RRGD, RCAV) ja vasemmassa laidassa on GeneRuler™ 1 kb

DNA ladder (liite 1), joiden avulla naytteiden kokoa voidaan arvioida.

Kuva 4. Kuvaesimerkki agaroosigeeliajosta. 1. 1 kb DNA Ladder, 2. 09-ARGD/2
VP1, 3. 09-ARGD/3 VP1, 4. 09-ARGD/6 VP1, 5. 09-RCAV/12 3, 6. 09-
RRGD/10 VP1, 7. 09-RRGD/12 VP1.
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Taulukko 6. Tutkimusnaytteet.

VALMIIT TUOT-

VALMIIT TUOT-

VIRUS TEET VIRUS TEET
09-RCAV/1 3D + VP1 08-RCAV/1 3D + VP1
09-RCAV/2 3D + VP1 08-RCAV/2 3D + VP1
09-RCAV/3 3D + VP1 08-RCAV/3 3D + VP1
09-RCAV/4 3D + VP1 08-RCAV/4 3D + VP1
09-RCAV/6 3D + VP1 08-RCAV/6 3D + VP1
09-RCAV/8 3D + VP1 08-RCAV/8 3D + VP1
08-RCAV/10 3D + VP1 08-RCAV/10 3D + VP1
09-RCAV/12 3D + VP1 08-RCAV/12 3D + VP1
09-RRGD/1 3D + VP1 08-RRGD/1 3D + VP1
09-RRGD/2 3D + VP1 08-RRGD/2 3D + VP1
09-RRGD/3 3D + VP1 08-RRGD/3 3D + VP1
09-RRGD/4 3D + VP1 08-RRGD/4 3D + VP1
09-RRGD/6 3D + VP1 08-RRGD/6 3D + VP1
09-RRGD/8 3D + VP1 08-RRGD/8 3D + VP1
09-RRGD/10 3D + VP1 08-RRGD/10 3D + VP1
09-RRGD/12 3D + VP1 08-RRGD/12 3D + VP1
09-ACAV/1 3D + VP1 08-ACAV/1 3D + VP1
09-ACAV/2 3D + VP1 08-ACAV/2 3D + VP1
09-ACAV/3 3D + VP1 08-ACAV/3 3D + VP1
09-ACAV/4 3D + VP1 08-ACAV/4 3D + VP1
09-ACAV/6 3D + VP1 08-ACAV/6 3D + VP1
09-ACAV/9 3D + VP1 08-ACAV/9 3D + VP1
09-ACAV/10 3D + VP1 08-ACAV/10 3D + VP1
09-ACAV/12 3D + VP1 08-ACAV/12 3D + VP1

Molemmat puuttu-
09-ARGD/1 vat! 08-ARGD/1 3D + VP1
09-ARGD/2 3D + VP1 08-ARGD/2 3D + VP1
09-ARGD/3 3D + VP1 08-ARGD/3 3D + VP1
09-ARGD/5 3D + VP1 08-ARGD/5 3D + VP1
09-ARGD/6 3D + VP1 08-ARGD/6 3D + VP1
09-ARGD/8 3D + VP1 08-ARGD/8 3D + VP1
09-ARGD/10 3D + VP1 08-ARGD/10 3D + VP1
09-ARGD/12 3D + VP1 08-ARGD/12 3D + VP1
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5.3 Integriinien sitoutumiskoe

Integriinien sitoutumiskuvaaja
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Kuvio 8. Integriinien sitoutumiskoe.

Aiemmin on osoitettu, ettd CAV9-RGDdel ei kykene tarttumaan aV3- ja aV[36-
integriineihin in vitro ja A549-infektiokokeissa virus ei ole kasvanut ollenkaan tai
ainakaan samalla tavalla kuin natiivi CAV9-virus. Viruspasasoinnin aikana teh-
tiin havainto, ettda CAV9-RGDdel viruksen kasvunopeus kuitenkin lisdantyi pa-
sasointien edetessa A549-soluissa saavuttaen natiivin viruksen lisaantymista-
son hyvin nopeasti. Jotta voitiin olla varmoja, ettei lisdantynyt infektiivisyys joh-
tunut viruksen muuntumisesta siihen suuntaan, etta se kykenisi sitoutumaan
integriineihin, RGD-alueen puuttumisesta huolimatta, virusta testattiin integriini-
en sitoutumiskokeessa. aVB6-integriini sitoutettiin kuoppalevyn pohjaan ja virus-
ta inkuboitiin kuopassa. Sitoutuminen mitattiin Victor- ja Multiscan-laitteilla pe-
rustuen leimattujen vasta-aineiden sitoutumisesta aiheutuvaan fluoresenssiin.
Integriinien sitoutumiskokeessa ei havaittu RGDdel-viruksen (ARGD) sitoutu-
mista rilppumatta pasaasinumerosta (Kuvio 8). Sitoutumisen puute nakyy alhai-

sena absorbanssina, joka on jopa kontrollin tasolla joissakin naytteissa. Sen
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sijaan natiivi virus (ACAV) A549-soluissa kykenee heti kasvavassa maarin si-

toutumaan integriiniin pasaasin noustessa.

Laimennos 1:10 antoi hieman suuremman absorbanssin kuin 1:50 laimennos,
mika kertoo siita, etta pienemmassa laimennoksessa on enemman integriineihin
sitoutunutta virusta eli koe toimii odotetusti. Pienet erot selittyvat eri virusmaaril-
l& (infektiivisyyserolla) naytteissa ja epatarkalla pipetoinnilla. Koe osoitti siis sel-
vasti, ettei pasasoitu RGDdel-virus edelleenkaan sitoudu aVp6-integriineihin.
Tama tulos tullaan myéhemmin varmentamaan sekvensoimalla VP1-geenin
RGD-alue ja odotuksena on, ettéd sekvenssista puuttuu RGD. Mittaustulokset

loytyvat liitteesta 3.

5.4 Virustitraus ja immunofluoresenssi

Kaikkien pasasoitujen virusnaytteiden infektiivisyys mitattiin infektoimalla niilla
RD-soluihin eli tehtiin ns. end-point-titraus. Tama tehtiin siksi, ettd RD-soluissa
oletuksena oli, etta virukset infektoivat hyvin, kun taas A549-soluissa havaittiin
eroja infektiivisyydessa. Talloin RD-infektiivisyytta voidaan kayttdd mittaamaan
virusten suhteellista, keskinaista infektiivisyyttad, jotta A549-infektiossa infektiivi-
sen viruksen maara on sama. Titraustulokset on esitetty taulukossa 7. Tahdella
(*) merkityt on titrattu A549-soluissa, kaikki muut RD-soluissa. Taulukosta huo-
mataan, ettd RD-soluissa viljellyt CAV9- ja CAV9-RGDdel-virukset (RCAV ja
RRGD) kasvavat lahes yhta hyvin, mik& tukee aiemmista tutkimuksissa vahvis-
tunutta olettamusta, ettd CAV9-infektio RD-soluissa on rippumaton RGD-
alueesta ja siten viruksen kyvysta sitoutua integriineihin. A549-soluissa kasvate-
tut virukset (ACAV ja ARGD) sen sijaan eivat kasvaneet yhta hyvin kuin RD-
soluissa kasvatetut. Nailla soluilla alhaisilla pasaaseilla sytopaattinen efekti ei
etene kovinkaan pitkalle, mutta pasaasinumeron kasvaessa infektiivisyys kas-
vaa huomattavasti alkutilanteeseen verrattuna. Tama todistaa, etté virukset so-
peutuvat ymparistoonsa, kun niitd pasasoidaan samassa solulinjassa. Virusten
genomissa on siis tapahtunut muutoksia, jonka vuoksi infektiivisyys on myo-

hemmisséa pasaaseissa korkeampi.
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Nayte CPE (viimeinen kaivo) Nayte CPE (viimeinen kaivo)
08-RRGD/1 10 09-RRGD/1 >12
08-RRGD/2 9 09-RRGD/2 >12
08-RRGD/3 7 09-RRGD/3 10
08-RRGD/4 6 09-RRGD/4 >12
08-RRGD/6 10 09-RRGD/6 >12
08-RRGD/8 9 09-RRGD/8 >12
08-RRGD/10 >12 09-RRGD/10 >12
08-RRGD/12 >12 09-RRGD/12 11
08-RCAV/1 12 09-RCAV/1 9
08-RCAV/2 >12 09-RCAV/2 >12
08-RCAV/3 >12 09-RCAV/3 10
08-RCAV/4 >12 09-RCAV/4 >12
08-RCAV/6 >12 09-RCAV/6 >12
08-RCAV/8 12 09-RCAV/8 >12
08-RCAV/10 >12 08-RCAV/10 <12
08-RCAV/12 >12 09-RCAV/12 >12
08-ACAV/1 5 09-ACAV/1 5,6 5%
08-ACAV/2 6 09-ACAV/2 8, 6*
08-ACAV/3 8 09-ACAV/3 10, 6*
08-ACAV/4 8 09-ACAV/4 10, 7*
08-ACAV/6 7 09-ACAV/6 6, 6*
08-ACAV/9 7 09-ACAV/9 6, 6*
08-ACAV/10 10 09-ACAV/10 8, 7*
08-ACAV/12 10 09-ACAV/12 8, 6*
08-ARGD/1 09-ARGD/1
08-ARGD/2 09-ARGD/2
08-ARGD/3 09-ARGD/3
08-ARGD/5 09-ARGD/5
08-ARGD/6 09-ARGD/6
08-ARGD/8 09-ARGD/8
08-ARGD/10 09-ARGD/10
08-ARGD/12 09-ARGD/12

Titraustuloksen avulla oli siis mahdollista maarittaa infektiivisen viruksen maara

siten, etta se on sama eri pasasointindytteiden valill&.

Virusten muuntunut kasvunopeus haluttiin esittdd myos kuvantamalla ja taman

vuoksi naytteita kuvattiin immunofluoresenssimikroskoopilla. Kuvasarja on esi-

tetty kuvassa 6. Kuvassa siniset ovat tumia ja vihreéat ovat viruksia, jotka ovat

infektoineet soluja. Mielenkiintoista oli, ettd ARGD/2-viruksella infektoituja soluja
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havaittiin jo 6 tuntia infektiosta, vaikka infektionopeus oli alhaisilla pasaaseilla
todella hidas. Sen sijaan mydhaisempi pasaasi (ARGD/10; Kuva 6. B.) oli 6
tunnin kohdalla hyvin infektiivinen. Koska molempia viruksia oli kokeessa kay-
tetty sellainen maara, etta niiden infektiivisyys oli sama RD-soluissa, oli tama
merkki siitd, etta viruksen infektionopeus oli muuttunut. Kontrollina kaytetyt RD-
virukset infektoivat samalla tavalla pasaasinumerosta riippumatta (kuva 6. C ja
D.). Taman perusteella CAV9-RGDdel-virus muuntuu pasasoinnin edetessa,

mutta muuntuminen ei perustu lisdédntyneeseen kykyyn sitoutua integriineihin

vaan johonkin muuhun tekijaan.

Kuva 5. Immunofluoresenssikuvasarja. A. ARGD/2, B. ARGD/10, C. RCAV/2,
D. RCAV/10.

Sitoutumiskokeen, virustitrauksen ja immunofluoresenssikuvien tulokset ovat

siten yhdenmukaiset.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jenny Tukiainen



37

6 PAATELMAT

Tydssa onnistuttiin hyvin. Lahes kaikki naytteet saatiin valmiiksi sekvensointia
varten. Ainoastaan 09-ARGD/1:sta ei saatu 3D- tai VP1-alueista tuotettua PCR-
tuotetta useista yrityksista huolimatta. Pipetointivirhe tms. on todennékdisesti
tapahtunut virus-RNA:n eristysvaiheessa, vaikka tamakin toistettiin kahdesti.
Reagensseissa ei ollut vikaa, silla kaytdssé oli koko ajan samat reagenssit, joilla
muut ndytteet saatiin onnistumaan. Kyseisen naytteen infektiivisyys on kuitenkin
jopa paremmalla tasolla, kuin rinnakkaisella 08-naytteelld, joten virusta nayt-

teessa on riittamiin.

Seuraavaksi tydssa on vuorossa valmistuneiden PCR-tuotteiden, 126 kpl, sek-
vensointi, jota ei rajallisen ajan puitteissa ehditty tehda. Kun naytteet saadaan
sekvensoitua, voidaan tarkastella mahdollisia muutoksia genomissa ja niiden
laajuutta. Mielenkiintoisinta on tietdd, miten laajoja muutoksia ovat ja sijaitse-
vatko ne sellaisella alueella, joka vaikuttaa lisddntymiseen. Jatkotutkimuksissa
voidaan tarkemmin selvittaa, mitd muuta infektiomekanismia (reseptoria) CAV9

kykenee kayttamaan.

Kaikki 3D-alueet on monistettu OS/OAS-kohdistuneilla alukkeilla, kun taas VP1-
alueissa on kaytetty IS/IAS-kohdistuneita alukkeita. Tama johtuu siita, etta en-
simmaisissa PCR-tuotteissa ainoastaan 3D-alue monistui uloimmilla alukkeilla,
jolloin VP1-alueeseen taytyi kokeilla sisempadé aluketta. Alkuperdisena ideana
oli monistaa kumpikin alue ulommalla alukkeella pidemman sekvenssin vuoksi,
mutta koska nama alukkeet ovat erittéin lahella toisiaan (kuvio 7), ei sisemman

alukkeen kaytolla ole kaytanndssa merkitysta sekvensointia ajatellen.

Agaroosigeelielektroforeesin avulla néhtiin, mitka naytteet olivat syntetisoituneet
ja puhdistuneet kitilla. PCR-tuotteet olivat onnistuneesti syntetisoituneet, kun
3D-alueen koko on noin 600 bp ja VP1-alueen noin 1200 bp.

Titraustulokset osoittavat kaikkien naytteiden olevan infektiivisid. Lisaksi niista
huomattiin, ettd CAV9-RGDdel-virukset A549-soluissa (ARGD) eivat alhaisilla
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pasaasinumeroilla infektoineet kovinkaan tehokkaasti, mutta pasaasiluvun
noustessa kohosi myos infektiivisyys. TAma todistaa, etta viruksessa taytyy ta-

pahtua sellaisia sekvenssimuutoksia, jotka vaikeuttavat infektiivisyyteen.

Sitoutumiskokeen tulokset osoittavat ettd, CAV9 kykenee infektoimaan myo6s

ilman primaarista aVp6-integriiniadn, kuten olettamus oli.

Tutkimustulosten perusteella coxsackievirus A9 kykenee muuntumaan tilan-
teessa, missa se ei voi kayttda primaarista integriini-reseptoriaan infektoidak-
seen kohdesolun. Koska CAV9-RGDdel on geneettisesti muokattu virus, jota ei
l6ydy luonnosta, on mahdollista, ettd luonnollisissa kohde-eldimissaan, virus ei
kykene lisdantymaéan tehokkaasti. Tata voidaan testata esimerkiksi koe-

elaimissa (hiirissa), joita on kaytetty eldinmallina CAV9-infektiossa.
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6X DNA Loading Dye

% Fermenfas

LIFE BCIENCES
CERTIFICATE OF AMALYSIS

6X DNA Loading Dve

#R0611 ax1mi

Lot:

Store: at room temperature or at 4°C for periods
up to 12 months. For longer periods, store at -20°C.

In total 5 vials.

1S0O1S0

S [SE R TE &

www.fermentas.com

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jenny Tukiainen

Liite 1

Description
6% ONA Loading Dye is used for loading DNA markers
and samples on agarose or polyacrylamide gels, It
contains two dyes, bromophenol blue and xylena cyanol
FF, for easy visual tracking of DN& migration during
electrophoresis.

Composition
10 M Tris-HCI (pH 7.6) 0.03% bromaophenol blue,
0.03% wylene cyanol FF, 60% glycerol 60 mb EDTA.

Nofe

& [n 1% agarose gels bromophenol blue comigrates
with ~300 bp fragment and xylene cyanol FF — with
~4000 bp fragment.

& Add 1/6 volume of 6X DNA Loading Dye to your DNA
sample.

Quality authorized by: # Jurgita Zilinskiane

ERODUCT USE LIMITATION,

This procuict s developed, cesigned and 5o Sucushvely Tor resesrch purposes and In it
125 only. The oLt was not testad for wse I dagnosbcs of for oy development, nor s 1
sutabie for sminktration i humans o snimaks.

FAgSES (MG T WWAN JENmBITs oo 0r Materta) Sates 58 Shest of e proouct.
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GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder

&2 Fermentas

IIFF ANIFNCFA

CERTIFICATE OF ANALYSIS

GeneRuler
1kb DNA Ladder Plus

#SM1332 1250 (25x50)ug

(for 2500 applications)
Lot:

Concentration: 0.5/l
Supplied with: 10x1ml 6 Loading Dye Solution

Store at -20°C.

n total 35 vigls.

HOUES,
wanw, ferm endas.com

O JA2ENIARISH

Protocol For Loading

Prepare a loading mixture for the Smm agarose gel kane™:
DNA Ladder 1l
6X Loading Dye Solution Tl

Deionized water 4yl
H
Step1:  Mix gently
Step 2:  Load on the gel
*For gels with other lane widths, the components of the misture
should be scaled either up or down. Use 0.2pl (0. 7pg) of DNA
Ladder per Tmm of lane.

Recommendations

= [0 not heat before loading.

« [ilute your DNA sample with the 6X Loading Dye Solution
(#R0OB11, supplied with the Ladder): mix 1 volume of the
dye solution with 5 wolumes of the DNA sample;

= |oad the same volumes of the ONA sample and the DNA
Ladder;

= For quantification, adjust the concentration of the sample to
equalize it approximately with the amount of DNA in the
nearest band of the Ladder.

= \isualize DNA by staining with ethidium bromide or with
SYBR® Green |

O 1AENAARIER]
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Description
GeneRuler™ kb DNA Ladder Plus is designed for the sizing
and quantification of DNA fragments in agarose gels.
The Ladder is composed of fifteen chromatography-purified
individual DNA fragments (in base pairs): 20000, 10000,
7000, 5000, 4000, 3000, 2000, 1500, 1000, 700, 500,
400, 300, 200, T5. It comtains three reference bands
(5000, 1500 and 500 bp) for easy orientation.
The Ladder is dissoved in TE buffer.

Storage Buffer (TE buffer)
10mM Tris-HCI {pH 7.6), TmM EDTA.
6X Loading Dye Solution

10mM Tris-HCI (pH 7.6), 0.03% bromophenol biue,
(0.03% xylena cyanol FF, 60% glycerol and G0mM EDTA.

QUALITY CONTROL ASSAY DATA
Well-defined bands are formed during agarose gel
electrophoresis,

The absence of nucleases is confirmed by a direct nuclease
activity assay.

Quality authorized by: % Jurgita Zilinskiene

GeneRuler™ 1kb DNA Ladder Plus

bp npfiSpg %
0000 20 4
0000 2 4
7000 20 A4
5000 75 15
000 20 4
—3000 0 4
W0 W 4
1500 80 16
00 2§
R S
00 75 15
{0 25 a
w5
0w/ 5
w2 &

1% Topision  LE G0 Agarose (AR0401),
0.5pgane, Bom length gel, 15 TAE, MWem, 45min

Note. Formation of diffused bands of small DNA fragments is a feature
of aganose gel electropharesis.

ERODUCT USE LNATATION,

This produd & developed, designed and sold exdusively for ressar fipurpases and in
i use iy, The product wes not iested for wse in dagnistics or for dnag development,
nor 5 it suilabie for sdministration In humans or animals.

Plaase refer io ww Jermentes com for Material Safaty Data Shest of the produdt.
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Integriinien sitoutumiskokeen tulokset

Multiscan Viktor

Nayte aVpe6 ei integriinia aVB6 | eiintegriiniad
1:50 08-ARGD/1 0,129 0,101 0,123 0,100
1:50 08-ARGD/4 0,153 0,224 0,146 0,214
1:50 08-ARGD/8 0,117 0,073 0,107 0,068
1:50 08-ARGD/12 0,145 0,076 0,137 0,072
1:10 08-ARGD/1 0,128 0,208 0,120 0,195
1:10 08-ARGD/4 0,135 0,242 0,128 0,229
1:10 08-ARGD/8 0,294 0,103 0,287 0,101
1:10 08-ARGD/12 0,119 0,081 0,113 0,078
1:50 08-ACAV/1 0,465 0,104 0,456 0,102
1:50 08-ACAV/4 0,425 0,081 0,417 0,078
1:50 08-ACAV/8 0,634 0,128 0,621 0,125
1:50 08-ACAV/12 0,408 0,081 0,401 0,075
1:10 08-ACAV/1 0,853 0,080 0,841 0,073
1:10 08-ACAV/4 1,000 0,069 0,980 0,065
1:10 08-ACAV/8 1,037 0,091 1,102 0,090
1:10 08-ACAV/12 0,958 0,077 0,949 0,074
Kontrolli 0,136 0,071 0,134 0,068

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Jenny Tukiainen

Liite 3



