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JOHDANTO

1 Epstein-Barr virus

1.1 Epstein-Barr viruksen tutkimuksen historiaa

Ensimmadisen sysdyksen Epstein-Barr viruksen (EBV) tutkimukselle antoi irlantilainen
kirurgi Dennis Burkitt, joka toimi 1950- ja 60-lukujen vaihteessa Ugandassa
lastenlddkdrind ja kiinnostui tietyilld alueilla lapsilla runsaana esiintyvddn leukaperin
kasvaimeen. Burkitt epdili kyseisen sairauden levidvdn malarian lailla hyonteisten
vilitykselld, silld sairauden maantieteellinen levinneisyys vastasi malarian levinneisyytta.
Burkitt julkisti tuloksensa seminaarissa Middlesex’n sairaalassa Lontoossa vuonna 1961,
jossa patologi M. Anthony Epstain oli kuulijana ja kiinnostui asiasta. Kyseistd sairautta

alettiin kutsua Burkittin lymfoomaksi (BL). (Sung ja Pagano, 2001)

Epstein pystyi tutkimusryhmineen, johon
kuuluivat Yvonne Barr ja Bert Achong,
ensimmadisind elektronimikroskopian avulla
kuvantamaan  herpesviruksen  kaltaisia
partikkeleja (kuva 1.1) Burkittin
lymfoomasoluniytteisti. (Epstein ym., 1964).
Myohemmin voitiin todeta, ettd l0ydetty
virus ei ollut miké&édn aikaisemmin tunnetuista
kolmesta herpesviruksesta (Hausen ym.,
1967). Téhdn perustuu myds viruksen
taksonominen nimi “ihmisen herpesvirus 4”

(human herpesvirus 4, HHV4). Biologiansa

perusteella herpesvirukset jaetaan kolmeen

Kuva 1.1: Elektronimikroskooppikuva eri alaryhmiin, ja EBV kuuluu HHVS-
Epstein-Barr Viruksesta

(Epstein ym. 1965)



viruksen kanssa Gammaherpesviridae —alaluokkaan. Molemmat infektoivat B-soluja.

Yhteensd herpesviruksia tunnetaan nykyéén 8 erilaista (Sung ja Pagano, 2001)

1970-luvun alussa alkoi olla jo selvéd, ettd kdytdnnossd jokainen Afrikan BL tapauksista
kantoi Epstein-Barr-viruksen genomia, ja virusta pidettiin erittdin merkittdvand tekijdnd
sairauden synnyssi. Myohemmin késitys on muokkautunut siten, ettd virusta pidetdin
suoran taudinaiheuttajan sijasta merkityksellisend osatekijind. Samalla kuitenkin
sairauksien joukko, joiden synnyssid EBV jollain tavoin on mukana, on merkittavésti
kasvanut. Kirjavuudestaan huolimatta kyseisilld sairauksilla on mitd ilmeisemmin

molekyylitasolla vahvoja samankaltaisuuksia. (Sung ja Pagano, 2001)

Epstein-Barr virusta tunnetaan kaksi eri tyyppid, joista ensimmaéistd tavataan pddasiassa
kehitysmaissa. Sielld suurin osa vdestdstd saa virustartunnan 3 ensimmaéisen elinvuotensa
aikana, ja kymmeneen ikdvuoteen mennessid 100 % ikéluokasta on infektoitunut viruksella.
Lansimaissa noin 95 % viestostd saa tartunnan jossain eldmédnsd vaiheessa, mutta
korkeamman hygienian vuoksi péddosin syljen vilitykselld levidva virustartunta ajoittuu

yleensé vasta varhaiselle aikuisidlle. (Rickinson ja Kieff, 2001b)

1.2 Epstein-Barr virus infektoi B-soluja

Epstein-Barr virus infektoi tehokkaasti B-lymfosyytteji. Muiden solutyyppien, kuten
nielun epiteelisolukon infektio on paljon tehottomampi ja toimii eri mekanismeilla kuin B-

solujen infektio (Borza ja Hutt-Fletcher, 2002).

Kuten muilla herpesviruksilla, myds EBV:IIA on amorfisesta proteiinitegumentisti
koostuva vaippa kapsidikuorensa ympérilld. Vaippaan on integroitunut gp 350/220
glykoproteiineja, jotka infektiossa tarttuvat kohdesolun (B-solun) CD2I-reseptoriin
johtaen viruksen pddsyyn solun sisddn (Nemerow ym, 1987). CD2I-reseptorin rakenne
julkaistiin vuonna 2000 (Prota ym.) ja gp350-ligandin vuonna 2006 (Szakonyi ym.).
[lmentdmailld adenovirusvektorin avulla CD21-reseptoria erilaisissa nisékéssoluissa, on
Epstein-Barr viruksen infektio my6s muihin kuin B-soluihin saatu keinotekoisesti

onnistumaan (Yang ym., 2000).
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anged DNA episome

Kuva 1.2: Epstein-Barr viruksen genomi, latentissa
infektiossa ilmentyvdt proteiinit. (Murray ja
Young, 2001)

Viruksen nukleokapsidi koostuu 162 kapsomeeristd, jotka ovat jérjestdytyneen
ikosaedraaliseen muotoon. Kapsidiproteiinit vastaavat kooltaan Herpes Simplex 1-viruksen
kuoriproteiineja. Liséksi vaipan ja nukleokapsidin vélissi on proteiinikerros.
Nukleokapsidin sisilld sijaitseva viruksen genomi on 172 kiloemésparia pitkd, lineaarinen
DNA genomi. Epstein-Barr viruksen capsidin liukenemisesta ja genomin siirtymisesté
tumaan ei tietoa toistaiseksi juuri ole saatavilla. Genomin molemmissa pédissd on 538
eméstd pitkdt toistojaksot, joiden vilitykselld genomi muodostaa episomin (kuva 1.2)
latentissa infektiossa. Lisdksi se sisdltdd 3000 emiksen pituisen toistojakson ldhelld 5’
paitd, joka jakaa genomin lyhyeeseen (12 000 emistd) ja pitkddn (134 000 emdistd)
sekvenssiin. (Rickinson ja Kieff, 2001a)

Herpesvirusten erityispiirre on niiden kyky muodostaa yksilon eliniin kestdva latentti
infektio kohdesoluissaan. Epstein-Barr virus kykenee muuttamaan normaalit B-solut
pysyviksi, latentisti infektoituneiksi lymfoomasolulinjoiksi in vitro. Jokaisesta
muuntuneesa B-solusta on l0ydettdvissd useita kromosomin ulkopuolisia, episomaalisia
virusgenomeja, jotka ilmentivét viruksen latenttiproteiineja. Latenttiproteiineihin kuuluvat
kuusi EBV nukleaarista antigeenia (EBNAI1, -2, -3A, -3B, -3C ja —-LP) sekd kolme

membraaniproteiinia (LMP1, -2A ja 2B). Latenttiproteiinien lisdksi solulinjat ilmentévit
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myds pienid, polyadenyloimattomia (jotka tdmén takia eivdt toimi koodina
proteiinisynteesissd) EBER1 ja EBER2 RNA-molekyylejd. Molekyylit ilmenevét kaikissa
latenssityypeissd, eikd niiden merkitys ei ole vield tdysin selvdd. (Rickinson & Kieff,

2001a)

Priméiri-infektiossa EBV infektoi suun ja nielun epiteelisolukkoa (kuva 1.3). Téssd
vaiheessa virus hajottaa isdntdsolunsa muodostaessaan uusia viruspartikkeleja, eli sykli on
lyyttinen. Lyyttisessd syklissd viruksen genomi pysyy lineaarisena. Primiéri-infektiossa
muodostuvat virukset puolestaan infektoivat imunesteen mukana epiteelisolukon ldpi
kulkevia B-soluja, joissa ne muodostavat latentin infektion. Latentisti infektoituneet solut
alkavat tuottaa virusperdisti RNA:ta, suurenevat, niiden geenien ilmeneminen aktivoituu,
ne aggregoituvat ja alkavat lopulta erittdd vasta-aineita pian infektion jdlkeen. 16 tuntia
virukselle altistumisen jidlkeen jokainen infektoitunut solu siséltdd yhden EBV episomin.
Latentti infektio johtaa B-solujen hallitsemattomaan jakautumiseen, jonka yksilon
soluvilitteinen immuunivaste saa kuriin tuhoamalla infektoituneita B-soluja. (Sung ja

Pagano, 2001, Rickinson ja Kieff, 2001a)

Viruksella infektoituneiden B-solujen méérd vaihtelee yksiloittdin. Méédrd pysyy melko
tasaisena ldpi eliniin yksilon immuunivasteen ja B-solujen jakautumisen vélisen
tasapainon ansiosta (Zou, 2006). Viruksen genomin kopioluku isdntdsoluissa pysyy
samana solusukupolvesta toiseen, ja genominsa monistamiseen virus kayttdd isédntdsolun
polymeraasia. Episomin ylldpitdmiseen jakautuvissa soluissa tarvitaan vain yhtd
virusperdistd proteiinia. Latentti infektio voidaan jakaa neljdén eri tyyppiin ilmenevien
proteiinien perusteella (Young ja Rickinson, 2004). Eri latenssityypit ovat tyypillisid eri
sairauksille, joissa EBV on osallisena (taulukko 1.1) (Zou 2006).

Taulukko 1.1: Latentissa infektiossa ilmenevdt virusproteiinit latenssityypin mukaan.

Latenssi O EBER 1 & 2 Terve kantaja
LMP2 a +/-
Latenssi I EBER 1 & 2 Burkittin lymfooma
EBNA1 NPC
Latenssi II EBER 1 & 2 NPC
EBNA1 Hodckinin sairaus
LMP1
LMP2b
Latenssi II1 EBER 1 & 2 AIDS-lymfoomat
EBNA1-6 Elinsiirtopotilaiden lymfoomat
LMP1 lymfoomasolulinjat in vitro

LMP2 a & b
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1.3 Epstein-Barr virus sybévan aiheuttajana

Nykytiedon valossa noin kuudesosa kaikista ihmisilld esiintyvistd sydvistd on jollain
tavoin virusten aiheuttamia. Epstein-Barr virus oli ensimmadinen, jonka yhteys sydvin
syntyyn kavi ilmeiseksi. Hepatiitti-virus aiheuttaa valtaosan maksasyovistd, aikuisten
leukemia on ihmisen t-solu leukemiavirustyypin 1 aiheuttama. Papilloomavirus, jolle on jo

rokotteita saatvilla, aiheuttaa tunnetusti kohdunkaulansyopdd. (Hamerschmidt ja Sudgen,

2004)

Viruksen ja sydvin synnyn vilinen yhteys ja mekanismi ei ole vield selvd, ja se mité
ilmeisemmin vaihtelee paljon syopétyypisté riippuen. Solumuutosten kehittyminen EBV:n
vaikutuksesta on monimutkainen prosessi, johon ottavat osaa monet viruksen tuottamat

proteiinit. Epstein-Barr viruksen onkogeenisin proteiini on LMPI1, tosin syd&pédsoluksi

Primaari-infektio

v Latentti infektio:
Nenanielun sydpa

g Jé%eiéhsg REOLA T L e RS

yysi - ' Sytolyyttinen infektio:
viruspartikkelien Oral hairy leukoplakia
levidminen
B-lymfosyytit: latentti
infektio
mononucleoosi

Lymfoomasydpasairau
det (latentti infektio)

Kuva 1.3: EBV infektio. Ensin virus infektoi nielun epiteelisolukkoa, jossa se muodostaa lyyttisen
syklin. Vapautuneet uudet viruspartikkelit infektoivat B-soluja latentisti. Tyypillisesti
EBYV johdannaiset syovdit ovat B-imusolusyépid, poikkeuksena epiteelisolukossa
esiintyvd latentti infektio, joka voi johtaa nendnielun syopddn. AIDS
potilaillaepiteelisolukon lyyttinen infektio voi olla erityisen voimakasta, ja johtaa suun
ia kielen ninnan”karvaisuuteen” (oval hairv leukonlakia) viruksen haiottaessa soluia
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muuttumiseen ihmisen B-imusolu pitdé liséksi altistaa ainakin neljdlle muullekin viruksen
koodaamalle proteiinille. On kuitenkin ilmeistd, ettd Epstein Barr viruksen nukelaarinen
proteiini 1 (EBNA1) inhiboi B-solujen normaaliin kehitykseen liittyvdad apoptoosia. (Rowe
ja Dickinson 2001)

EBV:n osallisuus syovdn synnyssd selittyy kyvylld muuttaa solujen normaali
jakautumissykli  hallitsemattomaksi,  jolloin  immuunipuolustuksen  heikentyessi
esimerkiksi HIV-positiivisilla tai elinsiirtopotilailla jatkuvasti jakautuvat B-solut alkavat
muodostaa sydpédkasvaimia (Zou, 2006). Suurin osa EBV-johdannaisista syovistd esiintyy
AIDS-potilailla tai muuten heikentyneen immuunivasteen omaavilla potilailla, kuten
elinsiirtopotilailla joilla oma immuunivaste ajetaan alas lddkitykselld hylkimisreaktion
estimiseksi. AIDS potilailla EBV syovit ilmenevit sairauden loppuvaiheessa ja johtavat

yleensi lopulta kuolemaan. (Sung ja Pagano 2001).

Tyypillisesti EBV on osallisena imusolmukesyovissd kuten Hodginin sairaudessa seké
Burkittin lymfoomassa. Afrikkalainen muoto Burkittin lymfoomasta on aina EBV

positiivinen ja aiheuttaa alueella suurimman osan lasten syOpdkuolemista. Saman

Taulukko 1.2: Tunnetuimat EBV johdannaiset syopdtyypit, EBVn genomin ilmeneminen syépdsoluissa
sekd muut svovdn syntvyn vaikuttavat, tunnetut tekijit. (Rowe ja Rickinson, 2001)

EBV-positiivisten tuumorien

Syo6pa esiintyvyys (%) Muut tunnetut tekijat
Burkittin lymfooma Endeeminen:95-100% c-myc geenin
Hajanainen: < 20 kromosomaalinen
AIDS: 30-40 translokaatio
Malaria
HIV (AIDS)
immunoblastien 100 heikentynyt immuunivaste
lymfoomat HIV (AIDS)
Hodgkinin sairaus Vaihtelee runsaasti ?
Nenanielun syopa (NPC) 100 Ymparistén ja ruokavalion

karsinogeenit
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sairauden Euroopassa ja Pohjois-Amerikassa esiintyvdssé muodossa vain harvoin
tuumorisoluista on 16ydettdvissi EBV episomi. Kiinassa on alueita, joissa nenénielun
syopd (nasopharyngeal carcinoma, NPC) on erds tirkeimmistd kuolinsyistd ja johon
aktiivisesti etsitddn hoitokeinoja. Tunnetuimmat syopityypit, joissa EBV:lI4 katsotaan

olevan merkitysté, on esitetty taulukossa 1.2.

1.3.1 Burkittin lymfooma on monen tekijan summa

Burkittin lymfooma on imusolujen syOpésairaus, jota esiintyy lapsilla endeemisesti
padasiassa Afrikassa ja Papua Uuden Guinean alueilla. Kyseisilld alueilla ilmenee
vuosittain 5-10 sairastumista joka 100 000 lasta kohden. USA:ssa ja Lénsi-Euroopassa
vastaava luku on yli 50-kertaa pienempi. Endeemisilld alueilla ilmenevissd lymfoomissa
Epstein-Barr virus infektio voidaan havaita kdytdnndssd 100 % tuumorisoluista, kun taas
muualla vastaava luku on vain 15 %. Téstd huolimatta viime vuosina on kuitenkin alettu
uskoa, ettd Epstein-Barr viruksella on silti varsin suuri merkitys my0ds lédnsimaissa

esiintyvissd BL tapauksissa. (Young ja Murray, 2003)

Denis Burkitt arveli malarialoision Plasmodium falciparumin levittdvin virusta, silld
lymfooman maantieteellinen ilmenemisalue korreloi loision esiintyvyyden kanssa. Néin ei
kuitenkaan nykytiedon valossa ole, vaan malarian uskotaan edesauttavan EBV:n
syOpdvaikutusta potilaassa. Samanaikaisesti tapahtuva EBV ja malarialoisiotartunta
aiheuttaa voimakkaan T-soluvilitteisen immuunivasteen heikentymisen. Téssd tilanteessa
kolmas tekiji, kuten kromosomimutaatio c-myc geenin kohdalla mitd ilmeisemmin johtaa
syopdkasvaimen muodostumiseen. Burkittin lymfooman syntyyn vaikuttavia tekijoitd on
esitetty kuvassa 1.4. Vield erds BL:n kehittymiseen johtava tekijd saattaa olla kasvi
Euphorbia tirucalli, jota kaytetddn ladkkeenomaisesti tietyissd Afrikan osissa. Kasvin
yhdisteiden epdillddn vahvistavan Epstein-Barr viruksen transformaatiota B-soluihin.

(Rowe ja Dickinson 2001)

BL on yleinen my6s HI-viruksen kantajilla kehittyneissd maissa, ja usein se on sairaus,

jonka perusteella HIV-kantajan todetaan sairastuneen AIDSiin.
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Kuva 1.4: B-solujen muuttuminen Burkittin ymfoomasoluiksi Epstein-Barr viruksen vaikutuksesta.
B-solun infektoiduttua viruksella se alkaa jakautua joutuen siten immuunipuolustuksen
kohteeksi. Malaria vihentdd immuunivastetta EBV-infektoituneita soluja kohtaan,
jolloin soluja alkaa kasaantua. c-myc-geenin translokaatio johtaa solujen jakutumiseen
ilman, ettd immuunivasteen tunnistettavissa olevia virusproteiineja ilmenee, jolloin
kasvaimen muodostuminen on mahdollista. (Ldhde: Hammerschmit ja Sudgen, 2004)

1.3.2 Hodgkinin sairaus on lansimaiden yleisin imusolmukesyopa

Hodgkinin sairaus (HD) on saanut nimensd brittildisen patologi Thomas Hodgkinin
mukaan, joka esitteli sairauden vuonna 1832 Lontoon lddketieteelliselle ja kirurgiselle
yhteisolle osoittamassaan artikkelissa. Sairautta esiintyy péddasiassa kehittyneissa
lansimaissa, joissa se on yleisin imusolmukkeiden sydopamuoto. Sen esiintyvyys on n.
2,5/100 000. Hodgkinin sairaudessa esiintyvid kliinisid oireita ovat mm. jatkuva kuumeilu,
yohikoilu, painon menetys ja imusolmuketulehdus. Hodgkinin lymfoomaa hoidetaan -ja on
hoidettu jo vuosia- péddasiassa kemoterapialla ja sddehoidolla. Kiinnostusta on heréttinyt
my0s immunoterapiamenetelmén kehittiminen, jossa syopikasvainta pyritddn hoitamaan
viruksen antigeeneille spesifisilld T-soluilla. Hoitoennuste on hyvi, keskiméarin 80 % HD

potilaista paranee. (Andersson, 2006)
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Hodgkinin sairaudessa tuumorikasvaimessa esiintyy pahalaatuisia Reed-Sternbergin soluja,
jotka ovat muita syOpdsoluja isompia ja niissd on lOydettdvissd usein kaksi tumaa.

Kasvaimen soluista nditd soluja on n. 1-2 %. (Rowe ja Dickinson, 2001)

Epstein-Barr viruksen on jo pitkddn uskottu olevan erds sairauden kehittymiseen
vaikuttava tekija, silld aiemmin sairastettu mononukleoosi kolminkertaistaa riskin sairastua
Hodgkinin  sairauteen verrattuna mononukleoosia sairastamattomaan  viestoon.
Lansimaissa sairaus esiintyy vain harvoin lapsilla, toisin kuin kehitysmaissa joissa lapsilla
esiintyvd HD on aikuisten sairautta yleisempi. Lansimaissa HD esiintyy tyypillisesti 25-35
vuotiailla, toinen tyypillinen sairastunut ikdryhmé on n. 45 ikdvuoden tietdmissd. (Rowe ja

Dickinson, 2001. Andersson, 2006)

Reed-Sternbergin solut eivit ilmennd kaikkia viruksen latenttiproteiineja, mutta sen sijaan
ne ilmentdvit huomattavia méiédrid LMPI1 proteiinia, joka on Epstein-Barr viruksen
onkogeenisuuden kannalta tdrkein proteiini. LMP1 proteiinin pitdisi kuitenkin olla
sytotoksisten T-lymfosyyttien tunnistettavissa, ja vield ei tiedetd, miksei Hodgkinin
sairaudessa soluvilitteinen immuunivaste tuhoa Reed-Sternbergin soluja. (Rowe ja

Dickinson, 2001)

1.3.3 Nenanielun syopa aiheuttaa suurimman osan Kaakkois-Aasian

syopakuolemista

Vuonna 2000 raportoitiin maailmanlaajuisesti 64 798 uutta nendnielun syOpétapausta,
joista 80 % Kiinassa. Nasopharyngeal carsinoma (NPC) eli nenénielun sy6pd on hyvin
yleinen my6s muualla Kaakkois-Aasiassa jossa se on yleisin syopétyyppi miehilld. NPCaa
esiintyy myos eskimoiden keskuudessa Alaskassa ja Gronlannissa. Muualla maailmassa
kyseinen syOpdtyyppi on verrattain harvinainen. Nendnielun syovén esiintyvyys kyseisilld
alueilla on n. 20/100 000 kun muualla maailmassa se on n. 1/100 000. My®s ldnsimaissa
kiinalaisilla maahanmuuttajilla syOpétyyppi on selvésti paikallista videstod yleisempi.
Toisen sukupolven maahanmuuttajien riski sairastua nendnielun sydpddn on edellistd
sukupolvea matalampi, mutta kuitenkin alkuperdisvédestdd korkeampi. Selvin
maantieteellisen ilmenemisensi takia syovan merkittdvind tekijoind pidetddan Epstein-Barr

viruksen lisdksi perimédéd sekd paikallisia olosuhteita, kuten ruokavaliota. Viimeisten 20
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vuoden aikana tautitapausten maédrd on selkedsti laskenut, joka on ehkid selitettdvissé

ympdristotekijoiden muutoksina. (Lo ym. 2004. Kieff ja Rickinson, 2001b. Ng ym. 2004)

Sairauden ja Epstein-Barr viruksen vélilld on nihtdvisséd selked yhteys, silld virus on ldsni
kdytdnnossd kaikissa endeemisilld alueilla 10ydetyissd kasvaimissa. Sairauden syntyyn
vaikuttavina ympdristotekijoind pidetdén padasiassa paikallista ruokavaliota, joka siséltda

runsaasti nitroamineja sisdltdvai suolattua kalaa. (Lo ym. 2004)

NPC on suun ja nielun epiteelisolukon sydp4, jossa EBV on muodostanut latentin infektion
epiteelisoluihin. Terveilld viruksen kantajilla EBV:td ei tavata latentisti epiteelisoluista,

eikd viruksen epiteelisolujen infektiomekanismista ole juuri tietoa. (Lo ym, 2004)

Kiinassa kuolleisuus nenénielun sy&pddn on niin merkittivéd, ettd EBV vasta-aineisiin
perustuvaa seulontaa on harjoitettu jo pitkddn. Seulonnan takana on tutkimus, jonka
mukaan sydvin diagnoosi ajoittuu 8-30 kk péddhin siitd kun seerumista on detektoitu
kohonneita pitoisuuksia IgA-vasta-aineita viruksen kapsidiproteiinille (VCA). Nykyisin
seulonnassa ollaan siirtyméssd RT-PCR menetelmiin, joilla saadaan tarkempi kuva taudin

etenemisestd immunologisiin menetelmiin verrattuna. (Lo ym. 2004)

1.3.4 Immuunivasteen heikentyminen indusoi EBV johdannaisten

sairauksien syntya

Tyypillisesti Epstein-Barr viruksella on suuri merkitys syovan kehittymiseen heikentyneen
immuunivasteen omaavilla potilailla. Téllaisia ovat esimerkiksi AIDS-potilaat,
elinsiirtopotilaat, joilla hylkimisreaktio pyritddn estdmdin heikentdmélld luonnollista
immuunivastetta sekd muut autoimmuunisairauksia sairastavilla potilailla. Terveilld
Epstein-Barr viruksen kantajilla infektio pysyy hiljaisena soluvilitteisen immuunivasteen
ansiosta. Immuunivasteen kuitenkin heikentyessi virusspesifisid T-soluja ei ole riittdvasti,
jolloin B-lymfosyyttien EBV-infektiosta johtuva jatkuva jakautuminen saattaa johtaa
syopédkasvaimen kehittymiseen. Onneksi kuitenkin useimmiten T-solujen toiminta pysyy

riittdvand. (Rowe ja Dickinson 2001)

Epstein-Barr viruksen ldsndolo on havaittu ldhes kaikilla B- lymfoomasyopid (post-

transplant lymphoproliferative disorders, PTLD) sairastavilla elinsiirrdnnéispotilailla. Riski
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sairastua  lymfoomasyopddn vaihtelee jonkun verran siirrdnndisestd riippuen.
Keuhkosiirrdnnédispotilaiden riski sairastua lymfoomasy0péén on arvioitu niinkin korkeaksi
kuin n. 5-10 %. Luuydinsiirtopotilailla lymfoomasydpé saa usein alkunsa infektoituneista,
luovutetuista B-soluista. Myds potilaan EBV infektion status toimenpidehetkelld vaikutta
lymfoomasydvén kehittymiseen. Mikéli potilas on EBV negatiivinen ennen toimenpidetti,
riski sairastua lymfoomasyopdin luuydinsiirron jdlkeen kasvaa moninkertaiseksi. (Kieff ja

Rickinson, 2001b)

HI-viruksen kantajilla on suurempi riski sairastua lymfoomasydpiin ja sydvin
esiintymiskirjo on myds huomattavasti suurempi kuin elinsiirtopotilailla. Keskimairin
puolet AIDS-potilailla esiintyvistd syOvistd ovat jollain tavoin yhteydessd Epstein-Barr

virukseen. (Kieff ja Rickinson, 2001b)

2000-luvulla on kiynyt selvéksi, ettd kuten muissakin autoimmuunisairauksissa, Epstein-
Barr viruksella on merkittdvd rooli my6s MS-taudin kehittymisessd. 99 % MS-taudin
sairastajista on EBV seropositiivisia. Mononukleoosin sairastaminen ja siten EBV
primdiri-infektion ajoittuminen ldhelle aikuisikdd on riski sairastua MS-tautiin. Lisdksi
EBNAI1-IgG vasta-aineiden korkea pitoisuus seerumissa ennustaa 36 Kkertaista riskid

sairastua MS-tautiin. (Pender ja Greer, 2007)

1.3.5 Mononukleoosi on lansimaissa tyypillinen teini-ian sairaus

Tavallisesti lapsuudessa saatu EBV infektio ei aiheuta juurikaan oireita. Nuorilla ja
aikuisilla Primééri-infektio aiheuttaa usein mononukleoosia (rauhaskuume, pusutauti,
infectious mononucleosis, IM). Lénsimaissa mononukleoosi on yleensd teini-ikdisten
sairaus, johon véestOstd sairastuu vuosittain noin 5/10000. Evolutiivisesti mononukleoosi
on verrattain uusi sairaus, joka on ilmennyt vasta hygienian paranemisen jélkeen, jolloin

virusinfektio ajoittuu mydhemmadlle idlle. (Rickinson ja Kieff, 2001b)

Primdiri EBV infektio johtaa voimakkaaseen soluvilitteiseen immuunivasteeseen, joka
nopeasti alkaa kontrolloida infektiota ja B-solujen jakautumista. EBV-spesifisten
muistisolujen miird on jopa 5 % kaikista verenkierron CD8'-soluista, myds viruksen

kantajilla joilla infektio ei ole johtanut akuuttiin mononukleoosiin.
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Mononukleoosin oireita ovat mm. kiped ja turvonnut kurkku, korkea kuume, hikoilu,
ruokahaluttomuus, péédnsidrky ja vdsymys. Tyypillinen oire on myds imusolmukkeiden
turpoaminen kaulalla ja niskassa. Joissain harvoissa tapauksissa turvotus on erittdin
voimakasta ja saattaa haitata myds hengitystd. Useilla potilailla on havaittavissa my0s
pernan ja maksan suurentumista. Hoitona mononukleoosiin kdytetddn vuodelepoa ja
kuumetta laskevaa ladkitystd. My0s asikloviiri -148kityksestd saattaa olla etua. Kun kuume
on laskenut, potilaille suositellaan nousemista ja jotain aktiviteetteja heti kun vointi niin
sallii. Raskasta liikuntaa ei kuitenkaan suositella ennen kuin suurentunut perna on

palautunut normaaliin kokoonsa.

Lievd mononukleoosi saattaa olla ohi muutamassa piivissd, mutta useimmiten sairaus
kestdd 2-3 viikkoa. Harvassa tapauksessa infektio saattaa muodostua krooniseksi, jota
kutsutaan krooniseksi mononukleoosiksi tai krooniseksi akuutiksi EBV infektioksi. Tdmén
sairauden ja Epstein-Barr viruksen yhteyttd ei olla kuitenkaan vield kiistattomasti
todistettu. Mononukleoosi on helposti diagnosoitavissa, eikd sitd yleensd diagnosoida
virheellisesti. Cytomegalovirus ja toxoplasma aiheuttavat kuitenkin samantapaisia oireita,

ja joskus EBV-infektio on mahdollista sekoittaa niihin. (Epstein, 2001)

1.4 Tulosten tulkinta on hankalaa EBV-diagnostiikassa

Epstein-Barr virusdiagnostiikan pédasiallisena tavoitteena on yleensd erottaa infektio
mahdollisista  muista  vastaavanlaisia  oireita  aiheuttavista  taudinaiheuttajista
(sytomegalovirus, HI-virus, rubellavirus, foxoplasma gondii) seki eritelld positiivisesta
néytteestd onko kyseessd primairi- vai aikaisempi infektio (Gértner ym. 2003). Pédasiassa
rutiinilaboratoriodiagnostiikkamenetelmit perustuvat viruksen antigeenejd kohtaan
muodostuneiden vasta-aineiden 16ytymiseen potilasseerumista ELISA-menetelmalld, mutta
myds muita menetelmid on kéytossd. Ralf Hess kisittelee erilaisia, myos harvoin kéytetyja

EBV-diagnostiikkamenetelmii katsausartikkelissaan (2004).

Ensimmaéinen mononukleoosin diagnostiikkaan kéytetty testi oli Paul-Bunnellin testi, jossa
potilaan seerumia sekoitetaan lampaan punasolujen kanssa. EBV infektio aiheuttaa
virusspesifisten IgM molekyylien muodostumisen, joilla taas on kyky muodostaa silmin

havaittavia komplekseja lampaiden punasolujen kanssa. Menetelma oli kédytossa vield 90-
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luvulla, mutta on myohemmin syrjdytynyt ELISA-testien kehittymisen myoti. (Weber ym.
1995).

EBV  diagnostiikan  standardimenetelmidnd on  pitkddn  pidetty  epédsuoraa
immunofluoresenssimenetelméd (IFA). Rutiinimenetelmiksi se on kuitenkin liian kallis,
vaivalloinen ja aikaa vievd, joten markkinoille onkin aktiivisesti kehitelty muihin
menetelmiin  perustuvia diagnostiikkakitteji. EBV:n diagnostiikassa tarkeimmét
detektoitavat vasta-aineet ovat IgG ja IgM vasta-aineet viruksen kuoriproteiinille (VCA),
sekd IgG vasta-aineet nukleaarisille antigeeneille 1 ja 2 (EBNAI ja EBNA2). Ndiden
perusteella voidaan mdrittdd, onko ndyte EBV negatiivinen tai positiivinen ja
jilkimmaisessd tapauksessa my0s onko kyseessd primiiri, aikaisempi vai uudelleen
aktivoitunut infektio. NPC riskiseulonnassa, ldhinnd Eteld-Kiinassa kéytetddn my0s
viruksen kapsidin IgA-vasta-aineiden detektiota seerumista. Positiivinen IgA-VCA tulos
verindytteestd ilmentdd kyseiselld alueella merkitsevisti kohonnutta riskid sairastua
kyseiseen syopétyyppiin. EBNAl-proteiinin vasta-aineiden detektio seerumista yhdessé
VCA IgG tai IgM-molekyylien kanssa sulkee pois akuutin infektion mahdollisuuden.
Mikéli tillainen vasta-aineyhdistelmé potilaalta 16ydetddn, on syytd epdilld viruksen
aktivoituneen uudelleen. Taulukossa 1.3 on yhteenveto merkittdvimmistdi EBV
diagnostiikassa kéytetyistd vasta-aineista ja niiden perusteella arvioitavissa oleva infektion

vaihe. (Girtner ym. 2003, Schenk ym. 2007, Ng ym. 2004).

EBV diagnostiikassa ongelmia aiheuttavat yksilolliset eroavaisuudet vasta-aineiden
muodostumisessa, viruksen uudelleen aktivoitumisen epdtarkka vasta-aineprofiili
seerumissa sekd mahdolliset akuutit virusinfektiot potilaalla (esimerkiksi muut
herpesvirukset) joiden tuottamat vasta-aineet hiiritsevit méadritystd. Esimerkiksi kaikilla
viruksen kantajilla EBNA1 IgG -molekyylejd ei aina esiinny ldpi eldmén, vaikka
suurimmalla osalla potilaista ndin onkin. EBNA-IgG vasta-aineiden muodostuminen
saattaa lakata mydOs yleisen immuunivasteen heikentymisen myo6td. Esimerkiksi AIDS-

potilailla vasta-aineisiin perustuvaa médritystd ei voida pitdd luotettavana (Gértner ym.,

2000).
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Lisédhaasteen EBV diagnostiikkaan antaa markkinoilla olevien testikittien valmistajien
kiyttdimd epdyhtendinen ja hdmmentdvd terminologia. Viruksen lyyttisen syklin
aktivoitumisesta on vain vdhdn tietoa tarjolla, ja se aiheuttaa diagnoosin tekoon
lisdongelmia. Tulosten tulkinta vaihtelee analysoivan laboratorion ja testivalmistajien

mukaan (Gértner ym., 2001).

VCA igG VCA IgM EBNA1 IgG Tulosten tulkinta
+ + - Akuutti infektio
+ - + Aikaisempi infektio
- - - Ei infektiota
+ - - Maarittelematon”
+ + + Maarittelematon”
- + - Maarittelematon”
- - + Ei mahdollinen

* Lisatutkimuksia tarvitaan diagnoosin varmistamiseksi

Taulukko 1.3: Serologisen profiilin EBV-spesifisten vasta-aineiden tulkintataulukko diagnoosin
tueksi (Hess, 2004)

1.5 EBYV johdannaisiin sairauksiin on kehitteilld useita

hoitomenetelmia

Imusolmukesy0vissd, joissa Epstein-Barr virus on osallisena, viruksen genomi 10ytyy ldhes
kaikista tuumorisoluista, mutta vain harvoista normaaleista soluista (Kieff ja Rickinson,
2001). Téastd johtuen voidaan Epstein-Barr virusta kiayttdd kohteena kehiteltdessé

hoitomenetelmii néille sairauksille (Israel ja Kennedy, 2003).

Epstein-Barr —viruksen latenssivaiheen geenituotteet ovat ilmeisesti osallisena
syopdsolujen jatkuvaan kasvuun. Ainakin EBV:n tuottamalla proteiinilla LMPI on
ilmeisen suuri onkogeeninen potentiaali, mutta myds muut latentit virusproteiinit ovat

merkityksellisid sydovin synnyn kannalta (Kieff ja Rickinson, 2001).

Erds mahdollinen hoitokeino on hyddyntdd EBV:n omia promootteri- ja
replikoitumisalueita  geeniterapiavektoreissa. Vuonna 2002 Li ym  kehittivét

adenovirusvektoriin lisdttyyn EBV OriP-alueeseen perustuvan nenénielun syévian (NPC)
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hoitoon kohdennetun geeniterapiamenetelmén, jonka avulla ilmennetéén joko sytotoksisia
tai inhiboivia proteiineja kohdesoluissa. Tutkimuksessa soluihin vietiin p53 geeni, jonka
ilmentdma tuote laukaisee kohdesolujen apoptoosin. Geeniterapiassa erityisen tdrkedd on
sen kohdentaminen oikeisiin soluihin. Epstein-Barr virus on osallisena ldhes kaikissa
nendnielun sydpitapauksissa, ja EBV latenssivaihe II on Idydettivissd kaikista NPC
tuumorisoluista, mutta ei ympdrdivistd kudoksesta. Téssd tapauksessa kohdentamiseen
kéytettiin viruksen OriP-aluetta, joka toimii vain viruksen EBNA1-proteiinia ilmentivissé
soluissa. Ongelman saattavat muodostaa kuitenkin “normaalit” B-solut, jotka kantavat
Epstein-Barr viruksen genomia mutta eivét ole sydpdsoluja. Yleenséd kuitenkin B-soluista
EBV:lla infektoituneita on kuitenkin vain 1-50 / 10°, jolloin geeniterapiavektorin
kohdentuminen my6s niihin soluithin ei vélttimattd muodostu ylittdméattdmaksi

ongelmaksi.

Toisenlaisena hoitokeinona voidaan pitdd EBV:n lyyttisen syklin induktiota, jolloin virus
replikoituessaan tuhoaa iséntdsolunsa, EBV-johdannaisessa syOvissd siis sy&pidsolun.
Induktioon voidaan kéyttdd viruksen varhaisia proteiineja (immediate-early proteins), jotka
toimivat toistensa sddtelytekijoind ja laukaisevat lyyttisen syklin. Lyyttisen syklin
seurauksena myoskin soluvilitteinen immuunivaste aktivoituu ja auttaa osaltaan
tuumorisolujen tuhoamisessa. Lyyttisen infektion syopdsoluja tuhoavaa vaikutusta tehostaa
gansikloviirihoito, joka my0s toimii lyyttisen syklin idusorina. Lisdksi lyyttisessé
vaiheessa viruksen tuottamat kinaasit muokkaavat gansikloviiristd aktiivista, sytotoksista

muotoa (Feng ym, 2004, Israel ja Kenney, 2003).

Viruksen DNA:ta demetyloiva agentti (DNA metyylitransferaasi-inhibiittori), kuten 5-
azacitidiini voi olla kayttokelpoinen EBV —johdannaisten sairauksien hoidossa.
Virusgenomin demetylaatio johtaa lyyttisen syklin virusporteiinien ilmentdmiseen ja sité
kautta soluvilitteisen immuunivasteen aktivoitumiseen. S5-azacitidiini on markkinoilla
kauppanimelld Vidaza (Pharmion), ja se on télld hetkelld kliinisissd testeissi NPCn,
Hodkinin sairauden ja AIDS-lymfoomien hoidon osalta. (Young ja Rickinson 2004, Chan
ym 2004, Ambinder ym 1999)

Hydroxyurea on mm. leukemian hoitoon kéytetty lddkeaine. Hydroxyureakésittelylld
ollaan saatu myds EBV positiivisista Burkittin lymfoomasoluista saatu viruksen episomi

katoamaan in vitro, jolloin my0s solujen hallitsematon jakautuminen pysédhtyi (Chodosh



23

ym. 1998). Hydroxyureahoidolla saatiin myds vuonna 2000 ja 2006 julkaistujen
tutkimusraporttien perusteella lupaavia tuloksia EBV-johdannaiseen
keskushermostosyopddn (primary lymphoma of the central nervous system, PCNSL)

sairastuneilla AIDS-potilailla (Slobod ym. 2000 ja Aboulafia ym. 2006)

Kehitteilld on my0s tarkemmin tiettyihin EBV:n tuottamiin porteiineihin kuten esimerkiksi
EBNA1-proteiiniin, joka esiintyy kaikissa EBV-positiivisessa syOpésoluissa. Kyseisen
proteiinin EBV episomaalista genomia ylldpitdvd funktio saattaa olla potentiaalinen
hoitojen kohde. Tétéd ldhestymistapaa ovat kdyttdneet ainakin Kirchmaier ja Sudgen 1997
ilmestyneessa tutkimuksessaan, jossa he kehittelivit EBNA1 —mutantteja, jotka kykenevit
sitoutumaan viruksen DNA:han kuten alkuperdinen proteiini mutta eivdt toimi
transkription ja replikaation aktivaattorina alkuperdisen tapaan. My0s muihin
virusproteiineihin kohdennettuja hotiomuotoja on kehitteilld, esim LMP1 —proteiini on
houkutteleva kohde sen onkogeenisen potentiaalin takia. Uusinta uutta EBV johdannaisten
syopien hoidossa on bortezomid (kauppanimeltdin Velcade, Millenium Pharmaceuticals).
Bortezomidin on todettu hiiritsevdn apoptoosin inhibiittoriproteiinien ilmentymista ja siten

auttavan syOpésolujen tuhoutumisessa. (Zou ym. 2007).

1.6 Maailman terveysjarjesté6 WHO tukee EBV rokotetutkimusta

Epstein-Barr virusrokotteella pyritddn péddasiassa taistelemaan nendnielun syopdd vastaan
(nasopharyngeal carcinoma, NPC), jonka esiintyvyys on suurimmassa osassa maailmaa
vain 1/100 000 mutta tietyilld alueilla, kuten Eteld-Kiinassa sekd eskimoiden ja
gronlantilaisten keskuudessa muodostaa paljon merkittivimmaan riskin esiintyvyyden

ollessa néissa véestdissd 20/100 000. (World Heath Organization 2007)

Maailman terveysjarjestd WHO tukee rokotteen kehitystd. EBV rokotteen kehittimiseen
on tihdn mennessd perehtynyt kolme eri projektia, joista yksi on keskeytynyt.
MedImmune, GSK ja Henogen kehittdvét yhteistydssd rokotetta, joka perustuu Epstein-
Barr viruksen vaipan proteiiniin gp350. Kyseinen proteiini on vastuussa viruksen
kohdesolun tunnistamisesta. Télld hetkelld tdmd rokote etenee faasi II vaiheessa.
Australiassa CLS yrityksen EBNA-3A peptidiin perustuva rokotetutkimus eteni faasi I
vaiheeseen, mutta on nykyisin keskeytettynd. Saksassa  kehitelliin MVA-LMP2A

rekombinattivirukseen  perustuva rokotetta Saksan kansallisessa terveyden ja
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ympdristontutkimuskeskuksessa, GSF:a. Tutkimus on tilld hetkelld prekliinisessé

vaiheessa. (World Health Organization 2006)

Tyon alla on myds perinteisistd rokotteista eroava ldhestymistapa, joka perustuu vasta-
aineiden sijasta soluvélitteiseen immuunivasteen aktivoimiseen. Menetelméssd ei pyrité
estimddn infektiota, vaan tuhoamaan infektoidut, viruspartikkeleja tuottavat solut

sytotoksisten T-solujen avulla ja siten vihentdmain infektion aiheuttamia oireita. (Epstein

2001)

2 Epstein-Barr Viruksen nukleaarinen antigeeni 1
(EBNA1)

2.1 EBNA1 rakenne ja toiminta

EBNA1 —proteiinin aminohapposekvenssi on esitelty liitteessd 1 (Baer ym. 1984).

Tyypillisestd, B95 EBV solulinjasta eristetty EBNA1 proteiini on 641 aminohapon
pituinen, noin 76 kDa kokoinen varautunut proteiini. Eri ldhteistd eristetyt EBNA1
proteiinit saattavat hieman vaihdella kooltaan, vaihtelevan pituisesta glysiini-alaniini
toistosekvenssistd johtuen. EBNAI1 sekvenssi voidaan jakaa eri domeeneihin niiden

aminohappokoostumuksen ja toiminnan perusteella (kuva 2.1). (Rickinson ja Kieff, 2001a)

2.1.1 Glysiini-arginiini —toistojakso vaikuttaa EBNA1 proteiinin

toimintaan

Proteiinin aminopééstd 10ytyy lyhyt, glysiinid ja arginiinia siséltdvd sekvenssi (RGG) (ah
61-82). Vastaavanlainen sekvenssi l0ytyy proteiinin keskiosasta (ah 325-376). Keskiosan
RGG sekvenssin merkitystd on tutkittu mm vuonna 2006 julkaistussa tutkimuksessa (Shire
ym.), jossa keskityttiin sekvenssin sisdlld esiintyvien = seriini-aminohappojen
fosforylaatioon sekd arginiini-aminohappojen metylaatioon. Tutkimuksen perusteella
voidaan todeta, ettd EBNAI1 proteiineilla esiintyy translaation jalkeistd muokkausta néilla

alueilla, ja ainakin proteiinin virusegenomia ylldpitdva toiminta isdntidsolun jakautuessa on
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Arg rich regions (RGG) \
1 “—> 641

USP7 DNA bin.ding and
binding dimerization
Gly-ala repeat sequence Nuclear sequence sequence
90-327 localization 436-450 459-607
signal
379-386

jotenkin riippuvainen ndisté alueista. RGG sekvenssin onkin todettu sitoutuvan jakautuvan,

meioosivaiheessa olevan solun kromosomeihin. (Shire ym., 2006)

2.1.2 Pitka glysiini-alaniini toistojakso estaa proteiinin hajotuksen

isantasoluissa

Aminopéddssd on my0s yli kahdensadan aminohapon pituinen glysiini-alaniini
toistosekvenssi (GAr). Kyseisen sekvenssin pituus vaihtelee 60-300 aminohapon vililld
EBV kannasta riippuen (Falk ym. 1995). Toisessa samana vuonna julkaistussa
tutkimuksessa (Levitskaya ym.) selvisi, ettd kyseiselld aminohappojaksolla saattaa olla

tarked rooli proteiinin puolustusmekanismissa solun proteaaseja vastaan.

Normaalisti soluissa proteasomit huolehtivat soluille vieraiden tai solun omien, véirin
laskostuneiden proteiinien pilkkomisesta. Téta kautta peptidifragmentit kulkeutuvat MHC-
[-molekyyleille T-solujen tunnistettaviksi, jolloin vieraat (virusperdiset) peptidifragmentit
saavat aikaan infektoituneen solun tuhoamisen soluvilitteisen immuunivasteen avulla.
Pilkottavat proteiinit merkitdén soluissa ubikitiinill4, joka toimii signaalina proteiinin
hajotusreitille. EBNAI-proteiinin  GAr sekvenssi ilmeisesti suojelee proteiinia
pilkkomiselta. Tatd on tutkittu mm. liittdmélla GAr sekvenssi proteiineihin, jotka
normaalisti pilkkoutuisivat kyseiselld hajotusreitilli mutta sekvenssin avulla vilttdvit

pilkkoutumisen. (Mingzeng ja Coffino 2004, Sharipo ym 1998).
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EBNAI1-proteiinia on keinotekoisesti ubikitinoitu, jolloin se on joutunut myds
proteasomaaliselle hajotusreitille ja sitd kautta prosessoitu ilmennettdviksi solun pinnalla
MHC-I- molekyylien vilitykselld (Tellam ym. 2001). Saman tutkimuksen tulosten
perusteella arveltiin my0s, GAr sekvenssi jollain tavoin inhiboi proteiinin ubikitinointia

vélttden siten proteasomaalisen hajoituksen.

Hieman erilainen ndkokulma GAr sekvenssin merkitykseen on Yin ym. tutkimuksessa
(2003), jossa pyrittiin osoittamaan, ettd GAr sekvenssin suojautumiskyky sytotoksisilta T-
soluilta johtuu ennemmin sekvenssin mRNAn translaatiota inhiboivasta vaikutuksesta.
Tdmén ndkokulman mukaan proteasomaalisen inhibition vaikutus ei yksinddn estéd
antigeenien padtymistd MHC-I solujen esittelemiksi, vaan myods ribosomeilta joutuu
hajotustuotteilta suoraan MHC molekyyleille, ja siten EBNAI1 translaatio viistimattad
johtaisi Tc-solujen tunnistukseen. Téllainen tutkimuksessa esitetty peptidin toimiminen
translaation inhibiittorina on harvinaista, ja erinomainen esimerkki virusten moninaisista
solujen  puolustusmekanismien  vilttelykeinoista. =~ GAr  sekvenssin  aiheuttama
soluvilitteisen immuunivasteen vilttdiminen saattaa selittdd myds sen, miten Burkittin
lymfoomassa syopidsolut selviytyvdt normaalin immuunivasteen omaavien potilaiden T-
solujen tunnistukselta ja siten tuhoutumiselta, muut EBV sy0péityypithdn ilmeneviét
padasiassa potilailla, joilla soluvilitteinen immuunivaste ei toimi normaalisti. GAr
sekvenssin késittelyyn liittyvdt menetelmét saattavat olla hyvin merkityksellisid, kun

etsitdédn tulevaisuuden hoitokeinoja Epstein-Barr virukseen liittyviin sairauksiin.

2.1.3 Keskella EBNA1 proteiinia on tumakuljetussekvenssi

GAr sekvenssin jdlkeen on toinen arginiinipitoinen sekvenssi, jota seuraa
tumakuljetussignaali (NLS, aminohapot 379-386). Tamén signaalin ansiosta solun
kuljetusmekanismit vievit EBNA1-proteiinin tumaan. Kokonaisuudessaan
tumakuljetussignaali  sisdltdd aminohapot Lysiini-Arginiini-Proliini-Arginiini-Seriini-
Proliini-Seriini-Seriini. Kitamuran tutkimus (2006) osoitti, ettd ndistd kaksi ensimmaisté

aminohappoa (Lys ja Arg) olivat vélttdmittomiad tumakuljetuksen onnistumiseksi.
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2.1.4 USP7-proteaasin sitoutumiskohta

EBNAI1 proteiinilla on monenlaista vuorovaikutusta myds isédntdsolun proteiinien kanssa.
Viime vuosina on mielenkiinto kohdistunut USP7-proteaasiin (ubigitone-spesific protease)
sitoutuvaan kohtaan (aminohapot 395-450). USP proteiineilla arvellaan olevan merkitysti
eukaryoottisolujen monissa biologisissa prosesseissa, kuten monisoluisten elididen solujen
viélisten interaktioiden séételytekijand. USP7-proteiini sitoutuu p53 proteiiniin, joka
tunnetaan ohjelmoidun solukuoleman (apoptoosin) siételytekijaind. EBNAT1 kilpailee
mahdollisesti kyseisen proteiinin kanssa sitoutumisessa USP7-proteiiniin tai inhiboi
muulla tavoin normaalin USP7-p53 kompleksin muodostumista ja siten hdiritsee normaalia
solukuolemaa. T&dméd saattaa aiheuttaa EBV infektiolle tyypillisen iséntdsolun
kuolemattomuuden ja siten mahdollisesti syopdkasvaimen kehittymisen. (Holowaty ym.

2003)

2.1.5 Dimerisoituva, DNA:han sitoutuva domeeni

Aivan proteiinin  karboksyylipddssd on
proteiinin toiminnan kannalta tdrkeimpéna
pidetty  domeeni, eli  dimeerisoituva
DNA:han sitoutuva kohta. Tdmid on myo0s
proteiinin ainoa domeeni, jonka
kolmiulotteinen rakenne on saatu selvitettya
(Bochkarev ym. 1995). Domeeni on n. 150
aminohappoa pitkd. Proteiini tarttuu sen
avulla episomaalisen EBV DNA:n oriP-
alueeseen ja  sddtelee siten DNA:n

kopioitumista tytirsoluihin.

Domeenin sisus  koostuu  kahdeksan

peptidijuosteen muodostamasta pB-tynnyristd
Kuva 2.2.: EBNA1-proteiinin dimerisoituva

ja sitd ympdroivistd kuudesta o-helixista. domeeni
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Sisin osa domeenia saa aikaan dimerisoitumisen, kun taas domeenin uloimmat osat ovat

vastuussa sen sitoutumisesta spesifiseen kohtaan DNA-juosteessa. (Cruickshank ym.,

2000)

3 Proteiinin tuotto ja puhdistus, EBNA1

3.1 Tuottosysteemit

EBNA 1-proteiinin tuottaminen saattaa olla hankalaa E.coli soluissa, silld proteiini siséltda
paljon kodoneja, jotka ovat harvinaisia E.colissa. Télloin proteiinin tuottotaso jdid yleensa
alhaiseksi. Téhdn mennessdé EBNA 1-proteiinista on tuotettu E.colissa vain dimerisoituva,
DNA:han sitoutuva osa, joka sisdltdd vain vdhdn harvinaisia kodoneita (Bochkarev ym.
1995). Duellman ja Burgess kertovat kuitenkin artikkelissaan (2005) tuottaneensa
kokonaista EBNA 1-proteiinia menestyksekkaisti E.coli BL21 (DE3) Rosetta2 solulinjassa.
Kyseinen solulinja sisdltid myos plasmidin, joka koodaa harvinaisien kodonien tRNAn
geenejd. Duellman ja Burgess arvioivat saavuttaneensa EBNAI1 tuottotasoksi 0,5-1 %
kokonaisproteiinimdéréstd. Proteiinin puhdistus suoritettiin tutkimuksessa C-terminukseen

liitetyn His-tagin avulla.

Prokaryoottisoluissa biologisesti aktiivisen EBNAI1 proteiinin tuotto saattaa olla
ongelmallista my0s siksi, ettd proteiini sisdltdd translaation jdlkeisid modifikaatioita, mm.
fosforylaatiota (Polvino-Bodnar 1988), joihin prokaryoottisolut eivédt kykene. Siitéd
huolimatta Duellmanin ja Burgessin tuottama EBNA1 oli aktiivista (se kykeni sitoutumaan
kohde-DNA:han). Tutkimuksessa tuotettua proteiinia kdytettiiln mm. monoklonaalisten

vasta-aineiden tuottoon.

Hyonteissoluissa EBNAIl-proteiinia on tuotettu varsin menestyksekkaésti. Erés
hyonteissolutuoton etuna on niiden kyky nisdkéssolujen kaltaisiin translaation jilkeisiin
modifikaatioithin, kuten fosforylaatioihin, ja tdlloin biologisesti aktiivisen proteiinin
saantoon on suurempi mahdollisuus kuin esim. prokaryoottisoluilla (Kost ym. 2005).
Ensimmadisen baculo-EBNA konstruktin esittelivit Frappier ja O’Donnell vuonna 1991. He

tuottivat EBNAI1 proteiinia hyonteisoluissa ja puhdistivat proteiinin ~ kéyttden
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affiniteettikromatografiaa. Tuloksena saatiin 1 mg homogeenista EBNA1 proteiinia/ 9 x
10* Sf9 hyonteissoluja. Samaa bakulovirusta kiytti myds Meij tutkimuksessaan (2000),
jossa pyrittiin  bioreaktoritason kasvatukseen ja proteiinin  puhdistusprosessin
tehostamiseen. Meij ym. tuottivat proteiinia 1 litran vetoisessa bioreaktorissa ja optimoivat

puhdistuksen yksivaiheiseksi, jolloin proteiinin saanto oli 0,8 mg/6 x 10’ Sf9 soluja.

Nisdkédssolujen kdyttod humaaniproteiinien tuotossa puoltaa niiden kyky translaation
jélkeisiin muokkauksiin, jolloin varmimmin saadaan tuloksena biologisesti aktiivista
proteiinia. EBNAT1-proteiinin tuotosta nisdkéssoluissa ei I0ytynyt kirjallisuudesta
mainintaa, johtuen todennékoisesti siitd, ettd vaivattomimmillakin tuottosysteemeilld kuten
E.coli ja baculovirussysteemit (Duellmann ja Burgess 2005, Frappier ja O’Donnel 1991 ja
Meij ym. 2000) ollaan saatu riittdvén tarkasti alkuperdisen kaltaista EBNA 1-proteiinia.

3.2 Proteiinin puhdistusmenetelmia

EBNA1 proteiinia voidaan puhdistaa tehokkaasti kayttdmidlld sen sitoutumiskykyé
spesifiseen DNA sekvenssiin. Tdtd ominaisuutta kdyttivdt hyvidkseen ainakin Meij ym.
tutkimuksessaan (2000) kehittdessddn yhden vaiheen puhdistussysteemin EBNAI-
proteiinille. Menetelmissi he kayttivdt FR-domeenin PCR-tuotetta sidottuna kromatorafia

pylvédseen.

EBNA 1-proteiinia on puhdistettu myos kokoon perustuvalla kromatografialla (Duellman ja
Burgess, 2005). Tavoitteena oli ennemmin proteiinin karakterisointi kuin puhdistaminen.
Prosessissa kéytettiin modifioitua EBNA1-muotoa, jonka monomeerin koko olisi n. 50
kDa, joten dimeerisen muodon kooksi oletettiin n. 100 kDa. Léhtokohtaisesti oletettiin, ettd
EBNAT1 on dimeerisessd muodossa. Vertailuproteiineina kéytettiin aldolaasia (158 kDa) ja
albumiinia (66 kDa), jotka eluoituivat fraktioithin 62-69 ja 74-78 ml, tdssé jarjestyksessd,
EBNA1 eluoituessa fraktioithin 62-66 ml. Téstd padtellen EBNA1 ilmenee joko

epdsymmetrisend dimeerind tai jonkinlaisena monomeerina.

Metalli-ionin ja histiidiinihdnnin vélistd sitoutumista on jo pitkddn kéytetty tehokkaana
proteiinien puhdistusmenetelménd (immobilized metal ion affinity chromatgraphy IMAC).
Menetelma perustuu histidiinin imidatsoliryhmien kykyyn sitoutua metalli-ioneihin.

Proteiiniin liitetddn 6-8 histidiinin pituinen jakso, jolla proteiini puhdistetaan expression
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jilkeen muista soluproteiineista. Kromatografiamatriksista proteiini irrotetaan joko
eluoimalla vapaalla imidatsolilla tai kdyttdmélld histidiinihdnnén ja proteiinin véliin
liitettyd entsymaattista katkaisukohtaa (esim. thrombiini) (Porath 1992). Menetelmai ei ole
hinnaltaan erityisen edullinen, mutta silli saadaan puhdistettua proteiinia nopeasti ja

tehokkaasti, jopa pelkéstiddn yhdelld puhdistusstepillda (Meij ym. 2000).
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TUTKIMUKSEN TARKOITUS

Tamé tutkimuksen tarkoituksena oli kehittdd bakuloviruskonstrukti, jolla EBNAI-
proteiinin tuotto hyonteissoluissa olisi mahdollista. Tuotettu proteiini oli tarkoitus
puhdistaa metalli-ioni affiniteettikromatografialla ja tuloksena saatu proteiini kdyttdd EBV-

diagnostiikkakiteissa.

Tdmén tyon kirjallisessa osassa perehdyttiin Epstein-Barr viruksen merkitykseen
taudinaiheuttajana ja syOpdd aihuttavana viruksena. Johdannossa sivutaan myds EBV
diagnostiikkaa. Lisdksi perehdytddn Epstein-Barr viruksen nukleaariseen antigeeniin 1

(EBNAI) ja sen toimintaan, rakenteeseen ja ominaisuuksiin.



32

MATERIAALIT JA MENETELMAT

4 EBNA1-geenikonstruktin liittaminen pFastBac™

vektoriin

pFastBac™ vektorin avulla pystytddn vieméédn haluttu kohdegeeni osaksi baculoviruksen
genomia. EBNA-geeni eristettiin Kanadasta Lori Frappierilta saadusta bakuloviruksesta
(bEBNA1) PCR-reaktioiden avulla. Kohdegeenistd oli jo valmiiksi poistettu gly-ala

toistosekvenssi (emisparit 90-327). Geenin nukleotidiskvenssi on esitetty liitteend 1.
4.1 Virus-DNA:n eristys

Bakuloviruksen DNA eristettiin hyonteissolukasvatuksesta, joka oli infektoitu viruksella 3-
4 vuorokautta aikaisemmin. Solut ja solujddmét poistettiin  sentrifugoimalla.
Viruspartikkelit ultrasentrifugoitiin saadusta supernatantista putken pohjalle, jonka jilkeen

poistettiin supernatantti ja liuotettiin viruspelletti 0,1 x TE-puskuriin.

Eristetyt virukset siirrettiin DNA uuttoa varten eppendorf-putkeen ja siihen liséttiin
natriumdodekyylisulfaattia siten, ettd pitoisuudeksi tuli 2 %. Putkeen lisdttiin my6s fenolia.
Néin muodostetut kaksi faasia erotettiin sekoituksen jilkeen sentrifugoimalla, jonka
jilkeen ylafaasisiirrettiin uuteen eppendorf-putkeen ja siihen liséttiin fenoli-kloroformi-
isoamyylialkoholia (25:24:1). Jdlleen sekoitettiin ja sentrifugoitiin, jonka jdlkeen yldfaasi
siirrettiin uuteen eppendorf-putkeen. Yléfaasiin liséttiin kloroformi-isoamyylialkoholia
(24:1), ja sekoituksen jilkeen faasit eroteltiin jdlleen sentrifugoimalla. Yléfaasi siirrettiin
taas uuteen koeputkeen, ja sekaan lisdttiin natriumkloridia siten, ettd sen pitoisuus oli 0,2
M, sekd jadkylméd etanolia. DNA:n annettiin saostua —20 °C:ssa yon yli. Seuraavana
pdivand saostunut DNA sentrifugoitiin putken pohjalle ja pestiin 70 % etanolilla. Pesun
jilkeen pelletti kuivattiin huoneenldmmosséd etanolijddmien poistamiseksi, jonka jilkeen

DNA jilleen liuotettiin 0,1 x TE-puskuriin. Eristettyd DNA:ta sdilytettiin + 4 °C:ssa.
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4.2 PCR-reaktiot

Koska tavoitteena oli tehdd kolme erilaista konstruktia, piti kohdeproteiinin
genisekvenssiin lisdtd erilaiset restriktioentsyymin tunnistuskohdat. Kaikissa liitoksissa
kaytettiin eri restriktioentsyymid, jotta valtyttdisiin védriltd positiivisilta tuloksilta.
Restriktriokohdat liitettiin kohdeproteiinin geenisekvenssiin erilaisia PCR-alukkeita
kayttden. Alukkeet tilattiin TAG Copenhagenilta, ja niiden sekvenssit on esitetty

taulukossa 4.1 (restriktioentsyymien tunnistuskohdat merkitty nuolella).

Alukkeen 1 restriktioenstyymin tunnistuskohtaa kaytettiin puhdistussekvenssin (6xHis)
siséltdvian oligonukleotidin liittimiseen EBNA1-geenin 5’ pddhén ja vastaavasti aluketta 3
oligonukleotidin liittimiseen 3’-paddhan. Alukkeiden 2 ja 4 sisdltimii restriktioentsyymien
tunnistuskohtia kéytettiin kohdegeenin viemiseen plasmidiin geenin 5’- ja 3’-pdissd tdssé
jarjestyksessd. Muodostuneet PCR-tuotteet nimettiin primerien mukaan siten, ettd geeni,
joka sisdlsi 6xHis-tagin 5’-péddssd nimettiin EBNA1 (1,4) -konstruktiksi, 3’-péddssd oleva
puhdistustagillinen geeni sai nimen EBNA1 (2,3) ja 6xHis lisdttynd geenin molempiin
pdihin on yhtd kuin EBNA1 (1,3). PCR-raktioseoksen koostumus on esitetty taulukossa
4.2, ja kdytetyn puskurin koostumus liitteessd 1. Reaktioissa kdytetty PCR-sykli on esitetty

taulukossa 4.3.

Taulukko 4.1: PCR-alukkeet.

Aluke Nukleotidisekvenssi Restriktioents.
Primer 1 5’-CGT ACG A'AG CTT TCT GAC GAG GGG CCA GG-3’ HindIII
Primer 2 5’-CGT AGC G'AA TTC ATG TCT GAC GAG GGG CC-3’ EcoRI

Primer 3 5’-CGC CTA C'TC GAG CTC CTG CCC TTC CTC AC-3’ Xhol

Primer 4 5’-GCA AGT G'CG GCC GCT CAC TCC TGC CCT TCC TC-3’ Notl
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PCR reaktiotuotteet ajettiin reaktion jdlkeen agaroosigeelielektroforeesissa oikeiden PCR
tuotteiden toteamiseksi. PCR-tuotteet eristettiin geeliltd kdyttden GFX™ PCR DNA and

Gel Band Purification Kittid (Amersham Biosciences).

Taulukko 4.2: PCR-reaktioseos Taulukko 4.3: PCR-sykli
Sykli toistettiin kohdasta 4 kohtaan 2 35 kertaa.
5’ aluke 1,5 ul
1° 94 °C 3 min
3’ aluke 1,5 ul
2° 94 °C 45
templaatti DNA 3,0 ul
3° 61/65°C* 45s
10 x puskuri 5,0 ul
P 4° 72°C 1 min
dNTP sekoitus 1 mM 5,0 ul o o .
5 72°C 10 min
DMSO 3,0 ul
U u 6° 4°C o0
H,0 25,0 ul # Annealing ldmpdtila riippui kdytetyistd
alukkeista.  Reaktiolle, jossa  kdytettiin
D I ) | alukkeita 1 ja 3, annealing limpétila oli 61
ynazymell-entsyymi 1,0 u °C, muut reaktiot toimivat paremmin
annealing-limpotilassa 65 °C.
Yhteensi 50 ul

4.2.1 Agaroosigeelielektroforeesi

PCR-tuotteet tarkistettiin agaroosigeelielektroforeesilla. AGE ajossa kiytettiin 0,8 %
agaroosigeelid, johon oli valmistusvaiheessa lisdtty etidiumbromidia siten, ettd sen

lopullinen pitoisuus geelissd oli 5 ug/ml. Geelin koostumus on esitetty taulukossa 4.4.

4.3 Digestiot

4.3.1 PCR-tuotteiden digestointi

PCR tuotteet piti digestoida ennen ligaatiota kohessiivisten pdiden muodostamiseksi.
Digestioissa kdytettiin MBI Fermentasin restriktioentsyymejé ja puskureita. Digestointiin
kaytetyt reaktioseokset on esitetty EBNA1 (1,3) ja EBNAI (1,4) osalta taulukossa 4.5.
Konstruktin EBNA1 (2,3) digestioreaktion komponentit ovat taulukossa 4.6. Viimeinen

x35
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reaktio piti jakaa kahteen osaan, silld entsyymeille ei 10ytynyt yhteistd puskuria. Télloin

reaktiotuote piti vélilld puhdistaa ja jatkaa puhdistuksen jéilkeen reaktiolla 2°.

Kaikkia reaktioita inkuboitiin + 37 °C:ssa yon yli. Inkuboinnin jdlkeen reaktiotuotteet
puhdistettiin entsyymeisté ja pilkotuista DNA patkistda GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification Kitilld (Amersham Biosciences). Valmiita digestiotuotteita sdilytettiin + 4

°C:ssa.

Taulukko 4.5: EBNAI (1,3) ja EBNAI (1,4) digestioreaktioseos

EBNALI (1,3) EBNALI (1,4)
PCR-tuote 52 ul PCR-tuote 46 nl
HindIII lul EcoRI 1wl
Xhol 1wl Xhol 1wl
R" 10 x puskuri 6 ul Y ‘tango 2 x puskuri 12 ul
60 ul 60 ul
Taulukko 4.6: EBNA (2,3) digestioreaktioseos
Reaktio 1° Reaktio 2°
PCR-tuote 53 ul 1° reaktiosta puhdistettu DNA 26 ul
HindIII lul Notl 1wl
R" 10 x puskuri 6 ul O" 10 x puskuri 3ul
60 ul 60 ul

4.3.2 Plasmidien digestiot

Kloonauksessa kdytetyt plasmidit pBluescript ja pFastBacl digestoitiin EcoRI ja Notl
restriktioentsyymeilld insertin lisdystd varten. Reaktioseoksen koostumus on esitetty
taulukossa 4.7. Reaktiota inkuboitiin + 37 °C:ssa n. 2,5 tuntia. Inkuboinnin jélkeen

reaktioseos ajettiin agaroosigeelilld digestion onnistumisen toteamiseksi.
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4.3.3 Tarkistusdigestiot

pFastBac™ vektorin transformaatio JM109 solujen jatkokasvatuksista varmistettiin
tarkastusdigestiolla. Plasmidit eristettiin kasvatuksista Macherey-Nalgel
plasmidineristyskitin avulla. Digestio EBNA1 (1,3) insertin siséltiville vektorille tehtiin
Hind III ja Xhol restriktioentsyymeilld yhdessd ja erikseen (1°, 2° ja 3°) talukon 4.9
mukaisesti, ja EBNA1 (2,3) insertin siséltdvdn plasmidin tarkastusdigestio pelkélld EcoRI
entsyymilld taulukossa 4.8. Digestion annettiin tapahtua + 37 °C:ssa n. 2,5 tuntia, jonka
jilkeen se ajettiin agaroosigeelilld. Lopullinen varmistus tehtiin vield sekvensoimalla

plasmidi.

Taulukko 4.4. AGE-geelin koostumus

Agaroosi 1,6 g
TAE-puskuri 200 ml
Etidiumbromidi (10 mg/ml) 10 ul
Taulukko 4.7: Plasmidien digestiot Taulukko 4.8: EBNAI (2,3)
pFastBac ™tarkistusdigestio

Plasmidia 20 wl

Plasmidia 17 wl
EcoRI 0,5 ul

EcoRI 1ul
Notl 0,5 ul

0" 10 kuri 2 ul
0" 10 x puskuri Sul X puskdlt "

50 ul 20 wl
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Taulukko 4.9:EBNAI (1,3) pFastBac ™ tarkistusdigestio

1° 2° 3°
Plasmidia Sul Sul Sul
HindIII 1ul 1wl
Xhol 1ul 2 ul
R" 10 x puskuri 2 ul 2 ul 2 ul
H,O 11wl 12 ul 12 ul
20 wl 20 wl 20 wl

4.4 Ligaatiot

4.4.1 Oligojen pariuttaminen

Puhdistustagi eli polyhistidiinisekvenssi liitettiin kohdegeeniin oligonukleotidin avulla.
Oligot tilattiin TAG Copenhagenilta yksijuosteisena DNA:na, ja ne liuotettiin valmistajan
ohjeen mukaisesti veteen, jolloin niiden pitoisuudeksi saatiin 100 uM. Oligojen sekvenssi
on esitetty taulukossa 4.10. Sekvenssi siséltdd puhdistukseen kéytettdvan histidiinihdnnén,
tunnistuskohdan thrombiini-entsyymille His-tagin poistamiseksi tarvittaessa sekéd
restriktioentsyymin tunnistuskohdan. Yksijuosteiset oligot piti pariuttaa keskenddn
kaksijuosteisen DNA:n ja kohessiivisten pdiden muodostamiseksi. Kohessiivisten pédiden
avulla oligonukleotidit ligatoitiin kohdegeeniin ja plasmideihin. Oligojen pariuttamiseen
kiytetty reaktioseos on esitetty taulukossa 4.11. Reaktioseos lammitettiin 100 °C:n, jossa
se pidettiin 10 minuuttia. Tdmén jdlkeen sen annettiin hitaasti jd&hty4 huoneenldmpdiseksi.

Pariutettuja oligoja séilytettiin + 4 °C:ssa.
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Taulukko 4.10: Oligonukleotidit
His-tagia kodaavat jaksot merkitty kursiivilla, stop-kodonit punaisella. Trombiini-entsyymin tunnistuskohta
on merkitty siniselld.

Oligonukleotidi Sekvenssi

5’ oligo coding 5’-AA TTC ATG CAT CAT CAT CAT CAT CAT AGC AGC GGC A-3’

5’ oligo noncoding 3’-G TAC GTA GTA GTA GTA GTA GTA TCG TCG CCG TT CGA-5’

3’ oligo coding 5’-TC GAG AGC AGC GGC CAC CAC CAC CAC CAC CAC TGA GC-3°

3’ oligo noncoding 3’-C TCG TCG CCG GTG GTG GTG GTG GTG GTG ACT CGC CGG -5’

Taulukko 4.11: Oligojen pariuttamiseen kdytetty reaktioseos

Oligo A 1wl
Oligo B 1wl
H,0 98 ul

100 wl

4.4.2 Ligaatiot pBluescript® plasmidiin

Alakloonausvektorina kiytettiin MBI Fermentasin pBluescript® 11 SK-plasmidia, jonka
geenikartta on kuvassa 4.1. Kuvassa on myo0s esitetty eri EBNAI-konstruktien
kaavamainen sijoittaminen vektoriin. Ligaatiot alakloonausvektoriin tehtiin lisddmaélla
kaikki tarvittavat DNA juosteet (EBNA-1, oligot ja plasmidi) samaan reaktioseokseen.
Tarkoitus oli tuottaa suuri madrd valmista inserttid pienemmasséd plasmidissa jotta ligaatio
suurempaan pFastBac™ vektoriin onnistuisi varmemmin. Reaktioseos EBNA1 (1,3)-
konstruktille on esitetty taulukossa 4.12. Kahdelle muulle konstruktille kiytetty reaktioseos
on esitetty taulukossa 4.13. Reaktioiden annettiin tapahtua iltapdivdn ajan

huoneenldmmdssé, jonka jilkeen ne siirrettiin +4 °C:seen 2-3 vrk ajaksi.
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2,3) 1,4) 1,3)

SIHX 9
SIHX 9

ampicilling

IVNgd

[ 'pBluescript Il SK (+)
' 3.0kb

IvVNgd
IvVNgd

STHX 9

SIHX 9

Kuva 4.1: pBluescript® plasmidi.

4.4.3 Insertin sisdltavan pFastBac™ | vektorin valmistus

pBluescript® plasmidista eristetty ja digestoitu insertti ligatoitiin pFastBac™ I-vektoriin
(kuva 3.2), jonka avulla halutun proteiinin geeni oli mahdollista liittd4 osaksi
baculoviruksen genomia. Ligaation reaktioseos on esitetty taulukossa 3.12. Ligaation
annettiin tapahtua aluksi huoneenldmmdssd, jonka jilkeen se siirrettiin jédkaappiin

muutamaksi vuorokaudeksi.

Taulukko 4.12: Ligaatiot pBluescript ®-plasmidiin

EBNALI (1,3) EBNAI (1,4)ja(2,3)

Digestoitu plasmidi 2 ul Digestoitu plasmidi 2 ul
EBNAI1 3ul EBNAI1 4 ul
5’ paén oligo 1,5 ul Oligo 2 ul
3’ pdén oligo 1,5ul 10 x puskuri 1wl
10 x puskuri 1ul T4 DNA ligaasi 1ul
T4 DNA ligaasi 1wl

10 wl 10 wl
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6xHis EBNAI | 6xHis Taulukko 4.13: Insertin ligaatio pFastBac ™-
vektoriin
EBNAI1 | 6xHis
Digestoitu pFastBacl 4 ul
T4 DNA ligaasi 2 ul
Insertti 8 ul
10 x ligaatiopuskuri 2 ul
20 wl

pFastBac™1
4775 bp

Kuva 4.2: pFastBac ™-vektori

5 Transformaatiot

5.1 Plasmidin transformaatio JM109 soluihin

Transformaatiossa kéytettiin kompetentteja IM109 soluja, joita sdilytettiin — 70 °C:ssa.
Pakastimesta solut siirrettiin suoraan jdille, jossa niiden annettiin sulaa. Solut jaettiin
eppendorf-putkiin 30 mikrolitran eriin. Kuhunkin putkeen liséttiin  0,5-1,0 ul
ligaatioreaktioseosta. Tdmén jilkeen putkia inkuboitiin jdilld 30 minuuttia. Inkuboinnin
jalkeen soluille tehtiin lampdsokkikésittely, jossa niitd pidettiin + 42 °C vesihauteella 40
sekuntia. Seuraavaksi putkiin lisdttiin SOC kasvatusliuosta ja solut jatettiin kasvamaan +
37 °C ravisteluun. Tunnin ravistelun jilkeen kasvustot levitettiin LBy, maljoille ja niitd
inkuboitiin + 37 °C:ssa yon yli. Seuraavana péivénd saaduista pesiakkeistd tehtiin pesike-

PCR varmistamaan, ettd pesdke sisélsi my0s halutun insertin.
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5.2 Pesdke-PCR

Transformaatiossa saaduista pesdkkeistd valittiin 20 pesékettd pesdke-PCR tarkastelua
varten. Pesdke otettiin maljalta siirrostussilmukkaan, joka upotettiin PCR reaktioseokseen
ja siité vield viivasiirrostuksena maljalle, josta jatkokasvatus oli mahdollista tehdd, mikali
PCR tulos olisi positiivinen (kuva 5.1). Pesike-PCR reaktioseos on esitetty taulukossa 5.1.
Alukkeina  kiytettiin  samoja  alukkeita  kuin EBNAIl-geenin eristimiseen
bakulovirusgenomista (taulukko 4.1), ja myo0s kéytetty reaktiosykli oli sama (taulukko
4.3). Reaktion jidlkeen PCR tuotteet ajettiin agaroosigeelilld positiivisten pesidkkeiden

toteamiseksi. Positiivisista tuloksista valittiin parhaimmat jatkokasvatukseen.

Kuva 5.1: Pesdke-PCR

Taulukko 5.1: Pescke-PCR reaktioseos

5’ aluke (20 pmol) 0,5 ul
3’ aluke (20 pmol) 0,5 ul
10 x puskuri 3,0ul
dNTP sekoitus 10 mM 1,0 ul
DMSO 2,0 ul
H,0 21,0 ul
Dynazymell-entsyymi 1,0 ul

30 ul
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5.3 Halutun plasmidin siséltdvien pesakkeiden jatkokasvatus ja

plasmidien puhdistus kasvatuksesta

Pesdkkeet, joista pesike-PCR:ssd saatiin positiivinen tulos, valittiin jatkokasvatukseen.
Jatkokasvatus tehtiin liukoisessa LB mediumissa, johon oli lisdtty ampisilliinia siten, ettd
sen lopullinen pitoisuus mediumissa oli 50 ug/ml. Kasvatus tehtiin ravistelussa, + 37 °C

yon yli.

Seuraavana paivéand kasvatuksesta eristettiin plasmidi Macherey-Nagel
plasmidineristyskitin avulla. Eristetylle plasmidille tehtiin digestio (taulukko 5.2), jossa

insertti pilkottiin pBluescriptista jatkoligaatiota varten.

Digestion annettiin tapahtua + 37 °C:ssa 3 tuntia, jonka jilkeen digestiotuotteet ajettiin
agaroosigeelielektroforeesilla. Insertti eristettiin geeliltd kaupallista geelieristyskittid

kayttden.

Taulukko 5.2: EBNA1-konstruktin digestio plasmidista:

Puhdistettu plasmidi 30 ul
EcoRI 1wl
Notl 1wl
0" 10 x puskuri 4 ul
H,O 4 ul
60 ul

6 Bakuloviruksen valmistus

6.1 Bacmid DNA:n tuotto ja eristys

Edellisend péivdana laitettiin DHC10 bakteereja kasvamaan LB maljalle, joka sisélsi
tetramysiini ja kanamysiini antibiootteja. Maljaa inkuboitiin yon yli + 37 °C:ssa.

Seuraavana pdivind kasvatetut solut tehtiin kompetenteiksi suspensoimalla niitd



43

jadkylmain kalsiumkloridiin. Kompetenteille soluille liséttiin insertin sisdltivdd pFastBacl
plasmidia, jonka jidlkeen seosta inkuboitiin jdilla 30 minuuttia. Tdméan jdlkeen soluille
annettiin lamposokki + 37 °C 2 minuuttia, jonka jilkeen solut jéddhdytettiin jélleen
jadhauteessa. Putkeen liséttiin SOC kasvatusliuosta ja sitd inkuboitiin + 37 °C:ssa
ravistelussa nelji tuntia. Kasvatuksen jéilkeen solut levitettiin LB maljoille, jotka sisdlsivét
tetra-, kana- ja gentamysiinid sekd IPTG:td ja BluoGalia. Maljoja inkuboitiin kaksi pdivaa
+ 37 °C:ssa, jonka jélkeen tarkasteltiin muodostuneiden pesikkeiden véreja.
Jatkokasvatukseen valittiin valkoiset pesdkkeet. Valituille pesédkkeille tehtiin jatkokasvatus
LB mediumissa, johon oli lisitty tetra-, kana- ja gentamysiinid. Kasvatusta inkuboitiin + 37
°C:ssa 24 tuntia. Kasvatuksen jdlkeen solut sentrifugoitiin pohjaan ja supernatantti
poistettiin. Solupelletti liuotettiin SOLI liuokseen. Putkeen liséttiin SOLII liuosta, joka
hajotti solut ja vapautti DNA:n. Viiden minuutin inkuboinnin jélkeen liséttiin tipoittain ja
samalla varovasti sekoittaen SOLIII liuosta. Putkea inkuboitiin jdilld kymmenen minuuttia,
jonka jélkeen se sentrifugoitiin. Supernatantti siirrettiin uuteen putkeen ja siihen liséttiin
isopropanolia DNA:n saostamista varten. DNA:n annettiin saostua jdilla 10 minuuttia,
jonka jédlkeen se pelletoitiin putken pohjalle sentrifugoimalla. Pelletti pestiin 70 %
etanolilla ja annettiin kuivua huoneenldmmdossd. Lopuksi Bacmid-DNA liuotettiin TE

puskuriin ja sdilytettiin + 4 °C:ssa.
6.2 Bac-to-bac® systeemi

Bakulovirus valmistettiin transfektoimalla viruksen genomi hyonteissolun sisddn. Aluksi
maljattiin 1 x 10° solua maljalle, ja odotettiin kunnes ne olivat kiinnittyneet pohjaan. Silld
aikaa valmistettiin transfektioon kaytetysta lipofektiinista laimennos
hyonteissolumediumiin,  sekd  liuos, joka  sisdlsi Bacmid DNAta  sekd
hyonteissolumediumia. 45 minuutin inkubaation jélkeen ndma laimennokset yhdistettiin ja

niitd inkuboitiin huoneenlammossa vield 15 minuuttia.

Pohjaan kiinnittyneiltd hyonteissoluilta poistettiin mediumi, ja tilalle lisdttiin medium, joka
sisélsi lipofektiini-DNA kompleksin. Soluja inkuboitiin + 28 °C:ssa viisi tuntia. Puolen
tunnin vélein varmistettiin, ettdi medium oli levittynyt tasaisesti solukerroksen péaille.
inkubaation jilkeen soluille lisdttiin normaalia mediumia ja kasvatusta jatkettiin vield 72

tuntia.
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Kasvatuksen jdlkeen soluja tarkasteltiin mikroskopoimalla. Mikili solut vaikuttivat
infektoituneilta, kerittiin virus ja tehtiin jatkoinfektio. Jatkoinfektiossa siirrostettiin 2 x 10°
solua soluviljelypulloon 5 ml:ssa hyonteissolumediumia. Solut infektoidaan 100
mikrolitralla transfektiosta saadulla virusmediumilla, ja inkuboidaan 3-4 wvrk.
Mikroskopoinnissa hyvin infektoituneelta néyttavistd kasvatuksesta tehtiin virusstokki ja

soluista tehtiin SDS-page ja immunoblottaus kohdeproteiinin detektoimiseksi.

7 Proteiinin tuotto ja puhdistus

7.1 Metalli-ioni affiniteettikromatografia

Affiniteettikromatografia perustuu kohdemolekyylin reversiibeliin sitoutumiseen ligandiin,
joka on kovalenttisesti kiinnitetty matrixiin. Affiniteettikromatografian onnistumiseksi
vaaditaan usein kohdemolekyylin biologisen aktiivisuuden sekd rakenteen varsin tarkkaa
tietdmysta, jotta erotteluolosuhteet voidaan méidritelld sopiviksi.
Affiniteettikromatografiassa kéytettdvd ligandi riippuu puhdistettavasta molekyylista.
Entsyymien puhdistamiseen voidaan kéyttdd esimerkiksi kohde-entsyymin substraattia.
Affiniteettkromatografialla voidaan periaatteessa saavuttaa absoluuttinen puhtausaste juuri

kohdemolekyylin ja ligandin vililld tapahtuvan spesifisen sitoutumisen ansiosta.

Metalli-ioni  affiniteettikromatografiassa kiytetddn matrixiin sidottua metalli-ionia

(esimerkiksi nikkeli, sinkki, kupari tai koboltti)
7.2 SDS-page ja immunoblottaus

SDS-Pagessa kéytettin 12 % geelid, jonka koostumus esitetty taulukossa 7.1. Geelit
valettiin 1,5 mm:n paksuisiksi ja ajoon kéytettiin BioRadin MiniProtean
geelielektroforeesilaitetta. Ajoon kéytettiin 80-160 V jannitettd. Néytteisiin pyrittiin
saamaan n. 2 x 10° solua, joiden péille lisattiin 200 ul niytepuskuria. Néytteet keitettiin

(95 °C, 5 min) ennen ajoa.

Immunoblottauksessa toiselta SDS-page geeliltd siirettiin proteiinit nitroselluloosakalvolle

BioRadin blottauslaittistolla. Proteiinien siirtdmisen jdlkeen kalvoa pestiin 3 x 5 min TBS



45

Tween-liuoksella. Kohdeproteiini detektoitiin nitroselluloosakalvolta immunologisesti
polyhistidiinihdnnélle spesifisen vasta-aineen avulla (6xHis Monoclonan ab, 1:5000,
Clontech, Palo Alto, CA, USA). Vasta-aineliuoskésittely kesti tunnin, jonka jélkeen
toistettiin jélleen TBS-tween-pesut 3 x 5 min. Sekundédrisend vasta-aineen kdytettiin Goat
Anti-Mouse-vasta-ainetta (1:3000, Bio-Rad). Myos sekundéériselld vasta-aineella késittely
kesti tunnin, jonka jidlkeen toistettiin jdlleen pesut TBS-Tweenilldi. Lopuksi kalvoa
kasiteltiin APA-puskurilla viiden minuutin ajan detektion mahdollistamiseksi. Vasta-

aineissa kéytettiin maitojauhetta 0,5 g/10 ml epéspesifisen sitoutumisen estdmiseksi.

Taulukko 7.1: SDS-page, geelin koostumus

Erotteleva geeli Konsentroiva geeli
H,O 13,2 ml 6,8 ml
30 % akryyliamidimix 14 ml 1,7 ml
1,5 M Tris pH 8,8 10 ml 1,25 ml
10 % SDS 0,4 ml 0,1 ml
10 % APS 0,4 ml 0,1 ml

TEMED 0,016 ml 0,01 ml
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TULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU

Seuraavassa on esitetty tyon eri vaiheissa saatuja tuloksia. Kappaleessa 8 on kaikkiin
konstrukteihin tarvittavien PCR-reaktioiden tulokset, jonka jdlkeen kunkin konstruktin

kohdalla saadut tulokset esitetddn erikseen kappaleissa 9, 10 ja 11.

8 PCR-reaktiot

EBNA1 (1,4), (2,3) ja (1,3) konstrukteja varten tarvittiin sopivat PCR-tuotteet, joihin
alukkeiden avulla saatiin liitettyd tarvittavat restriktioentsyymikohdat. PCR-tuotteiden
tulokset kuvassa 8.1. Geelille pipetoidut kontrollireaktiot primeri ilman templaattia ja

templaatti ilman primereita eivit antaneet bandeja.

PCR-reaktiot onnistuivat hyvin, ja niiden pohjalta ldhdettiin kehittelemdén toimivaa,

EBNA1-proteiinia puhdistushintineen koodaavaa bakulovirusta.

Kuva 8.1. PCR reaktiot

Kaivo 1: MW 500 bp O’Range Ruler, MBI Fermentas
Kaivo 2: PCR-tuote, EBNAI (1-3)

Kaivo 3: PCR-tuote, EBNAI (1-4)

Kaivo 4: PCR-tuote, EBNAI (2-3)

Kaivo 5: MW 100 bp O’Range Ruler, MBI Fermentas
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9 6xHis-EBNA1 (1,4)

PCR-tuotteen liittdminen pBluescript-plasmidiin tehtiin kuten kappaleessa 4.4.2 on
esitetty. Plasmidit transformoitiin JM109 soluithin ja maljattiin  LBamp-alustoille.
Muodostuneista pesdkkeistd tehtiin pesidke-PCR, jonka tulokset on esitetty kuvassa 9.1.
Mikéddn pesdkkeistd ei antanut positiivista tulosta, mutta huolestuttavampaa oli se, etté
negatiivinen kontrolli antoi positiivisen tuloksen (kuvassa ympyroity siniselld). Tésté
johtuen péitettiin konstruktin 1-4 transformaatio JM 109-soluihin tehdd uudestaan. Se ei
kuitenkaan auttanut, vaan uudessakaan pesidke-PCR:ssé ei saatu positiivisi tuloksia (kuva
9.2). Lopulta tdmén konstruktin valmistaminen péétettiin jittdd tdhin ja keskittyd muihin,

jotka tdssd vaiheessa antoivat lupaavampia tuloksia.

11 %e3@d S o6 7.,8 910 1F*12 13 1415

| 48i08"
Ly S

a
!

Kuva 9.1: Pesdke-PCR EBNAI (1,4) Kuva 9.2: Pesike-PCR EBNAI (1,4)

YLA-JA ALARIVI YLA- JA ALARIVI

Kaivot 1 ja 15: MW MBI Fermentas Gene Kaivot 1 ja 15: MW MBI Fermentas
Ruler 1 kb DNA ladder Gene Ruler 1 kb DNA ladder

Kaivo 2: Positiivinen kontrolli Kaivo 2: Positiivinen kontrolli

Kaivo 3: Negatiivinen kontrolli Kaivo 3: Negatiivinen kontrolli

Kaivot 4-14: Néytteet Kaivot 4-14: NdiytteetEBNAI-6xHis
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10 EBNA1-6xHis (2,3)

10.1 Pesédke-PCR

JM109-soluihin viety pBluescript®-EBNAI (2,3) konstruktin pesike-PCR tulokset on
esitetty kuvassa 10.1. Tulosten perusteella jatkokasvatukseen valittiin pesikkeet 3 ja 15
(kuvassa ympyrdity punaisella). Geelille pipetoitiin kontrolliksi myods valmista inserttid,
jonka perusteella voitiin varmistaa, ettd pesdke-PCR tuote on oikean kokoista (kuvassa
ympyrdity siniselld). Jatkokasvatuksen jdlkeen insertti digestoitiin ulos plasmidista EcoRI
ja Notl-restriktioentsyymien avulla. Digestoinnin tulos ndkyy kuvassa 10.2. Kuvien
perusteella voidaan todeta, ettdi kohdegeenin ligaatio plasmidiin onnistui hyvin, ja

jatkokasvatukseen valitut pesdkkeet sisélsivit insertin.

Kuva 10.1: Pesdke-PCR EBNAI (2,3)

YLARIVI:

Kaivot 1 ja 15: MW MBI Fermentas Gene Ruler 1
kb DNA ladder

Kaivo 2: Positiivinen kontrolli

Kaivot 3-13: Pesdke-PCR 1-11

Kaivo 14: Pelkkd insertti 2-3

ALARIVI:

Kaivot 1 ja 15: MW MBI Fermentas Gene Ruler 1
kb DNA ladder

Kaivo 2: Positiivinen kontrolli

Kaivo 3: Negatiivinen kontrolli

Kaivot 4-12: Pesdke-PCR 12-20

Kaivo 13: Tyhji

Kaivo 14: Pelkkd insertti 2-3

=

G A3 14 15

Kuva 10.2: Digestio pBluescript-EBNAI (2-3)

Kaivo 1: MW MBI Fermentas Gene Ruler 1 kb DNA ladder
Kaivo 2: Digestoitu pBluescript-EBNAI (2-3)

Kaivo 3: pBluescript-EBNA1 (2-3) digestoitu EcoRI

Kaivo 4: pBluescript-EBNAI1 (2-3) digestoitu Notl

Plasmidi

;s

Insertti
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10.2Ligaatio pFastBac™-plasmidiin

Geelilti eristetty insertti EBNAI (2,3) liitettiin pFastBac™" I-plasmidiin kuten kappaleessa
4.4.3 on kuvattu. Tuloksena LB,m, maljauksella saatiin yhteensd 30 pesékettd. Pesidkkeistd
valittiin 8 kasvatettavaksi LB-mediumissa. Plasmidien puhdistuksen jdlkeen tehtiin
tarkastusdigestio (kuva 10.3) varmistamaan, ettd valitut pesidkkeet varmasti sisélsivét
plasmidin halutulla insertilld. Konstruktin sisdltdma insertti myos sekvensoitiin (16.1.2003,
Jarno Horhd), aminohapposekvenssi on esitetty liitteend 2. Aminohapposekvenssi oli

odotetun kaltainen. Onnistuneiden pFastBac™ I[-EBNA1-6xHis (2,3) konstruktien kanssa

jatkettiin bacmidin, eli kohdegeenin sisiltdvéin baculovirusgenomin valmistukseen.

10.3Bacmid DNAnN tuotto

Kuva 10.3: Tarkistusdigestio, konstrukti EBNAI (2,3)
Kaivo 1 ja 6: MW MBI Fermentas Gene Ruler 1 kb DNA ladder
Kaivo 2: pilkottu pFastBac-plasmidi (EcoRI)
Kaivo 3: Pilkottu pFastBac-plasmidi (EcoRI ja Notl)
Kaivot 4 ja 5: pFastBac-EBNAI (2-3), pilkottu EcoRI
o PFastBac™koko: 4775 bp (kaivo 2), n. 4740 bp (kaivo 3)

5C..

Bacmid-kasvatuksista valittiin 6 valkoista pesdkettd  jatkokasvatukseen.
Viivasiirrostuksella varmistettiin, ettd pesidkkeet olivat varmasti valkoisia, jonka jélkeen
Bacmid-DNA eristettiin kasvatuksista ja tarkastettiin PCR:1l4, ettd se varmasti sisilsi
insertin. Tarkistus-PCR-tuotteiden ajo geelilli on néhtdvissd kuvassa 10.4. Monistuneet

EBNA1-sekvenssit ndkyvit kuvasta selvésti, joten bacmid voidaan todeta onnistuneeksi.
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Kuva 10.4: EBNAI (2,3) Bacmidin PCR-tarkistus.
Kaivo 9 ja 10: positiiviset kontrollit.

Kaivot 11-13: Bacmid-EBNAI (2,3) PCR

Kaivo 14: Alkuperdinen BaculoEBNAI

10.4 Baculovirus-EBNA1 (2,3)

Seuraavaksi tarkastetulla Bacmid-EBNA1 (2,3)-DNA:lla transfektoitiin sf9 hyonteissoluja.
Muodostuneesta viruksesta tehtiin virusstockit pakastimeen myohempdd infektiota ja

proteiinin tuottoa varten. Viruskonstruktin toimivuus tarkastettiin immunoblottauksella.

Blottauksen tuloksena voitiin todeta, ettd virus tuottaa EBNA1-proteiinia. Tuottomédri oli

kuitenkin varsin vdhdinen, eikd proteiinin puhdistus onnistunut toivotulla tavalla. Saanto

11 6xHis-EBNA1-6xHis (1,3)

11.1Ligaatio pBluescript®-plasmidiin

Polymeraasiketjureaktiolla virustemplaatista monistettu EBNAI ligatoitiin pBluescript®-
plasmidiin ja transformoitiin tdmén jdlkeen JM109-soluihin. My6s kontrollitransfomraatio

(pelkki digestoitu pBluescript®) antoi pesikkeiti, joten voidaan paitelld, ettei digestio ollut

taydellinen.
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Pesiike-PCR tulokset EBNAI1 (1,3) pBluescript® plasmidille on esitetty kuvassa 11.1.
Tulosten perusteella jatkokasvatukseen ja digestoitavaksi wvalittiin viisi pesédkettd

(pesdkkeet 10, 11, 13, 17 ja 19, kuva 11.1)

Kuva 11.1: Pesdke-PCR EBNAI (2-3)

Kaivot 1, 15, 16 ja 25: MW MBI
Gene Ruler, 1 kb DNA
ladder

Kaivot 2-14: Ndytteet 1-13

Kaivot 17-23: Naytteet 14-20

Kaivo 24: Positiivinen kontrolli

Niyte 10 Nayte 11 Niyte 13

Niyte 19

\

™ I'

11.2Ligaatio pFastBac'"I-vektoriin

Valittujen  pesdkkeiden  jatkokasvatuksen  jédlkeen tarkistettiin digestiolla
agaroosigeelielektroforeesilla pesdkkeistd 10, 11 ja 13, ettd ne todella sisdlsivit
halutunlaisen plasmidin (kuva 11.2). Kuvan perusteella voitiin todeta, ettd digestointi antoi
vahvan, pBluescriptin kokoisen bandin (n. 3000 bp). Myods alempana on havaittavissa
heikompia, pienempid bandeja jotka viittaavat inserttiin. Digestoimattomat plasmidit
kulkeutuivat geelilld pidemmalle superkierteisen konformaationsa vuoksi, paitsi pesikkeen
13 plasmidi, joka jostain syystd ndkyy geelilld ylempdnd. Téstd eteenpdin jatkokasvatukset

LBa-mediumissa tehtiin kdyttden pesékettd 10.
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Kuva 11.2: pBluescript® 6xHis-EBNA1-6xHis
konstruktin tarkistus
Kaivot 1 ja 11: MW MBI Fermantas Gene Ruler
1 kb DNA ladder
10 000 Kaivot 2-4: Pesdikkeistd 10, 11 ja 13 eristettu
plasmidi, digestoitu Notl ja EcoRI-
entsyymeilld
Kaivot 5-7: Pesdikkeistd 10, 11 ja 13 eristetty
3000 plasmidi, digestoitu Hindlll ja Xhol-
entsyymeilld
2000 Kaivot 8-10: Pesdkkeistd 10, 11 ja 13 eristetyt
plasmidit, digestoimaton

Plasmidin puhdistus kasvatuksista tehtiin NucleoSpin-kitilld (Macherey-Nalgel) ja niisté
digestoitiin insertti ulos, jonka jdlkeen se liitettiin pFastBac™ I-vektoriin. Saadut
konstruktin sisdltavit plasmidit transformoitiin JM109-soluihin, jonka jdlkeen ne maljattiin
LBa-maljoille. Tuloksena maljauksesta saatiin 1 pesdke. Pesdke jatkokasvatettiin LBamp
mediumissa, jonka jilkeen tehtiin plasmidin eristys sekd tarkistusdigestio jonka tulokset
ajettiin geelilld. Digestiossa pesdke vaikutti 1&hinnd pBluescript-kontaminaatiolta, joten
siitd el ollut syytd jatkaa eteenpdn. Palattiin pesike-PCR:n perusteella tehtyihin
jatkokasvatuksiin. Insertti ligatoitiin uudelleen pFastBac'™I-vektoriin joka transformoitiin
JM109-soluithin, mutta jélleen tulokseksi saatiin
ainoastaan 1  pesdke. Jatkokasvatuksessa ja
tarkistusdigestiossa selvisi, ettd pesdke ei sisélld

haluttua konstruktia (kuvall.3).

Ligaatiot ja transformaatiot toistettiin vield useasti,
mutta aina tulokseksi saatiin pelkkdd plasmidia,
inserttid vain havidvén vdhdn. Konstruktia yritettiin
saada onnistumaan tekemélld vaiheet alusta alkaen
uudestaan, alkuperdisistd PCR-reaktioista alkaen,

mutta aina yhtd huonoin tuloksin.

Kuva 11.3: pFastBac™ 6xHis-

Lopulta lukuisten turhien yritysten jdlkeen yritettiin EBNA1-6xHis
konstruktin
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toisenlaista ldhestymistapaa ongelmaan: valmiista pFastBac™ I-EBNAI1-6xHis (2,3)-
konstruktista voitaisiin digestoida pois EBNAIl-geeni, jéttden His-tag plasmidiin
(restriktioentsyymeilld EcoRI ja Xhol-entsyymejd). Digestoituun plasmidiin ligatoidaan

alkupédin oligo sekd PCR tuotteena virustemplaatista saatu EBNA1 (1,3)-geeni.

Lopulta rajoittavaksi tekijéksi osoittautui kuitenkin aika. Koska kunnollisia eiki erityisen
lupaavia tuloksia konstruktin toimimisesta ei ollut, lopulta pdéddyttiin tuottamaan proteiinia

Lori Frappierilta saadulla valmiilla viruksella. (Frappier ja O’Donnel, 1991)
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YHTEENVETO JA POHDINTA

Epstein-Barr virusta on tutkittu jo yli 40 vuotta. Se on kuitenkin edelleen haastava ja

mielenkiintoinen tutkimuskohde.

Téassd tyodssd keskityttiin yhteen viruksen toiminnan kannalta tirkeimmistd proteiineista.
EBNA1-proteiinilla on suuri merkitys virusdiagnostiikassa, esimerkiksi selvitettdessé
potilaan virusinfektion vaihetta. Tavoitteena oli muodostaa bakuloviruskonstrukti, jolla
olisi mahdollista tuottaa proteiinia riittdvin tehokkaasti ja riittdvin puhtaana diagnostista
kittid varten. Tavoitteeseen pddsemiseksi paitettiin kokeilla puhdistussekvenssin liittdmisté
joko proteiinin amino- tai karboksyylipddhén sekd liséksi konstruktia, jossa sekvenssi on

liitettynd proteiinin molempiin péihin.

Yrityksistd edes kohtuullisesti onnistui kuitenkin vain konstrukti, jossa puhdistussekvenssi
liitettiin proteiinin aminopddhdn. Muut konstruktit epdonnistuivat jo melko aikaisessa
vaiheessa, joten emme tiedd, miten puhdistustagi karboksyylipdd vaikuttanut mm.

proteiinin kolmiuloitteiseen laskostumiseen ja siten sen kéytettdvyyteen diagnostiikassa.

6xHis-EBNAT1 (1,4) konstruktin ongelmat ilmenivét jo heti alussa kun pBuescript-ligaation
jélkeen pesdke-PCR ei tuottanut lainkaan positiivisia tuloksia. Tdmi antoi aiheen olettaa,
ettei geenin ligaatio ensimmdiiseen plasmidiin onnistunut. Koska EBNA1-6xHis (2,3)
konstrukti kuitenkin onnistui kyseisessd vaiheessa aivan hyvin, herdd epdiilys, onko
ensimmdisend mainitun konstruktin oligonukleotidien, PCR-alukkeiden ja nditd
yhdistdvissd restriktioentsyymin tunnistuskohtien suunnittelussa tehty jonkinlainen virhe,
joka teki geenin liittdmisen plasmidiin mahdottomaksi. Tamén tyyppinen suunnitteluvirhe
huomattiin kuitenkin vain konstruktin 6xHis-EBNA1-6xHis (1,3) kohdalla, jolloin
pilkkominen jouduttiin  tekemifin kahdessa vaiheessa entsyymien erilaisten

puskurivaatimusten takia.

Ylldttden konstruktin  EBNA1 (1,3) monimutkainen ligaatio pBluescript-plasmidiin
onnistui ja pesdke-PCR:ssi saatiin positiivisia tuloksia. Tdmén konstruktin kehittely tyssési

kuitenkin, kun sen liittiminen pFastBac ™I- plasmidiin ei syysti tai toisesta onnistunut.
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Tamé projektin jidlkeen EBNA1-proteiinia tuotettiin alkuperdiselld konstruktilla, jossa
puhdistussekvenssi oli liitettynd proteiinin aminopéddhin. Proteiinin tuotto onnistui
riittdvidssd madrin, joskin sen puhdistaminen on edelleen hankalaa mutta kuitenkin
mahdollista. Diagnostiikkakitti, jossa tuotettu proteiini on kéytossd on esitelty artikkelissa

Schenk ym., 2007.

EBNA1 on tumaan kulkeutuva proteiini, joten sen vaikeaa puhdistusprosessia saattaisi
helpottaa tumakuljetussignaalin poistaminen. Tdssd proteiinissa tumakuljetussignaali
sijaitsee kuitenkin keskelld proteiinia, joten sen muokkaaminen on hankalaa ja siitd saattaa
atheutua hankaluuksia proteiinin oikeaan laskotumiseen ja siten sen toiminnallisiin

ominaisuuksiin.

Epstein-Barr virusta tutkitaan aktiivisesti, ja uusimman tiedon mukaan se saattaa olla erés
tekijd myos MS-taudin taustalla. Vield ei tiedetd, kuinka pitkédksi lista sairauksista joissa
EBV on osallisena, vield kasvaa. Kun tietimys viruksen infektiomekanismeista lisdantyy,
my0s EBV-diagnostiikan merkitys kasvaa. Télld hetkelld EBV seulonnalla on suuri
merkitys Kaakkois-Aasiassa nendnielun sydvin riskin arvioinnissa, ja ehké jonain pédiviana
my0ds lidnsimaissa voidaan potilaan EBV statuksen perusteella arvioida riskid sairastua

esimerkiksi imusolmukesydpédn tai MS-tautiin.

EBNAI1- proteiinin erikoisominaisuuksia osataan valjastaa hyOtykdyttoon. Sen kykyéd
sitoutua viruksen DNA:n oriP-alueeseen ja siten ylldpitdd geenid kohdesolussa on kaytetty

proteiinin tuoton tehostamiseen nisékassolulinjoissa.

Liséksi EBNA1 proteiinin merkitys viruksen genomin ylldpitimiseksi kohdesoluissa on
kiistaton. Sen kyky viistdd elimiston puolustusjédrjestelmid saattaa hyvinkin olla

tulevaisuudessa uusien, tehokkaiden syOpéldakkeiden kohde.
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LITTEET

LIITE 1: EBNA1 aminohapposekvenssi

151
166
181
196
211
226
241
256
271
286
301
316
331
346
361
376
391
406
421
436
451
466
481
496
511
526
541
556
571
586
601
616
631

1
Met
Glu
Pro
Gly
Gly
Arg
Ala
Gly
Ala
Ala
Gly
Ala
Ala
Ala
Gly
Gly
Gly
Gly
Ala
Gly
Gly
Gly
Arg
Gly
Ala
Arg
Ser
Phe
Gly
Gln
Arg
Gly
Ile
Arg
Gly
Leu
Phe
Glu
Phe
Lys
Asp
Gly
Gly

2
Ser
Lys
Gln
Arg
Ser
Pro
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Ala
Ala
Gly
Gly
Ala
Gly
Ala
Gly
Arg
Arg
Gly
Gly
His
Gly
Gly
Gly
Lys
Ala
Thr
Gly
Ala
Gly
Ser
Ala
Pro
Asp
Ala
Asp

3
Asp
Gly
Arg
Gly
Gly
Ser
Ala
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Ala
Ala
Gly
Gly
Ala
Gly
Gly
Ala
Gly
Gly
Gly
Gly
Glu
Ser
Pro
Pro
Pro
Gln
His
Glu
Thr
Ser
Ile
Met
Ile
Glu
Ala
Gly
Ala
Gly

4
Glu
Asp
Arg
Arg
Pro
Cys
Gly
Ala
Ala
Ala
Ala
Ala
Ala
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Ala
Gly
Ala
Ser
Gly
Gly
Lys
Pro
Val
Asp
Ala
Gly
Arg
Gly
Asp
Lys
Pro
Ala
Val
Val
Pro
Val
Ala
Asp

5
Gly
Thr
Gly
Gly
Arg
Ile
Ala
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Ala
Ala
Ala
Gly
Ala
Gly
Ala
Gly
Gly
Ser
Ser
Arg
Pro
Gly
Gly
Asp
Asp
Gly
Leu
Glu
Thr
Gln
Pro
Cys
Leu
Thr
Asp
Glu
Glu

6
Pro
Ser
Gly
Gly
His
Gly
Gly
Ala
Ala
Gly
Gly
Ala
Ala
Gly
Gly
Gly
Gly
Ala
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Arg
Pro
Arg
Glu
Glu
Asp
Gly
Gln
Arg
Gly
Ser
Cys
Gly
Tyr
Lys
Cys
Leu
Gly
Gly

7
Gly
Gly
Asp
Gly
Arg
Cys
Gly
Gly
Gly
Ala
Ala
Gly
Gly
Ala
Gly
Ala
Ala
Gly
Gly
Ala
Gly
Ala
Arg
Gly
Glu
Arg
Arg
Ala
Pro
Pro
Gly
Gly
Ala
Thr
Leu
Arg
Pro
Phe
Asp
Asn
Pro
Asp
Glu

8
Thr
Pro
Asn
Arg
Asp
Lys
Ala
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Ala
Gly
Gly
Ala
Ala
Gly
Ala
Gly
Gly
Arg
Arg
Ser
Pro
Asp
Asp
Gly
Arg
Gly
Leu
Trp
Tyr
Leu
Gly
Met
Ala
Ile
Pro
Asp
Glu

9
Gly
Glu
His
Pro
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Ala
Ala
Gly
Gly
Ala
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Ala
Arg
Arg
Ala
Pro
Pro
Tyr
Val
Glu
Arg
Ser
Leu
Val
Asn
Thr
Pro
Val
Ile
Arg
Trp
Gly
Gly

10
Pro
Gly
Gly
Gly
Val
Thr
Ala
Ala
Ala
Gly
Gly
Ala
Ala
Gly
Ala
Ala
Ala
Gly
Ala
Ala
Gly
Gly
Gly
Gly
Arg
Ser
Pro
Phe
Pro
Gly
Lys
Asn
Ala
Ala
Leu
Pro
Gln
Phe
Lys
Val
Phe
Asp
Gln

11
Gly
Ser
Arg
Ala
Arg
His
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Ala
Gly
Gly
Ala
Gly
Gly
Arg
Gly
Ser
Gly
Glu
Pro
Pro
Lys
Pro
Arg
Gly
Arg
Leu
Pro
Leu
Asp
Thr
Pro
Asp
Glu

12
Asn
Gly
Gly
Pro
Arg
Gly
Gly
Gly
Ala
Gly
Gly
Ala
Gly
Ala
Gly
Ala
Gly
Gly
Gly
Ala
Gly
Gly
Ser
Gly
Arg
Gln
Arg
Tyr
Gly
Ser
Gly
Lys
Ser
Val
Arg
Ser
Gly
Gln
Leu
Val
Pro
Gly

13
Gly
Gly
Arg
Gly
Pro
Gly
Ala
Ala
Gly
Ala
Ala
Gly
Ala
Gly
Gly
Gly
Ala
Gly
Gly
Gly
Ala
Gly
Gly
Arg
Gly
Ser
Arg
His
Ala
Thr
Gly
Phe
His
Phe
Gly
Arg
Pro
Thr
Val
Cys
Met
Asp

14
Leu
Ser
Gly
Gly
Gln
Thr
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
Ala
Gly
Gly
Ala
Ala
Gly
Gly
Arg
Gly
Glu
Arg
Ser
Pro
Gln
Ile
Gly
Trp
Glu
Val
Val
Thr
Leu
Leu
His
Met
Ser
Val
Glu

15
Gly
Gly
Arg
Ser
Lys
Gly
Ala
Gly
Gly
Ala
Gly
Gly
Gly
Ala
Gly
Ala
Ala
Gly
Gly
Ala
Gly
Gly
Arg
Arg
Gly
Ser
Phe
Glu
Glu
Pro
Phe
Asn
Glu
Tyr
Ala
Pro
Arg
Ile
Thr
Phe
Glu
Gly

105
120
135
150
165
180
195
210
225
240
255
270
285
300
315
330
345
360
375
390
405
420
435
450
465
480
495
510
525
540
555
570
585
600
615
630
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LIITE 2: LIUOKSET JA REAGENSSIT

SOL I
15 mM Tris pH 8
10 mM EDTA

RNAase

SOL II
0,2 M NaOH

1 % SDS

SOL III

K-asetaatti 3 M pH 5,5

0,8 % agaroosigeeli
0,8 g agaroosi, analyysilaatu, Promega/100 ml TAE-puskuria
1,6,ml 10 mg/ml etidiumbromidi, Sigma

Agaroosi liuotetaan puskuriin keittdmalld. Livos jadhdytettiin alle 60 °C:ksi, jonka jélkeen

liséttiin etidiumbromidi. Agaroosiliuos valettiin geelimuottiin jdhmettymaén.



Blottauspuskuri
25 mM Tris
192 mM glysiini

200 ml 20 % metanoli

Elektrodiastiapuskuri (pH 8§,3)
30,3 g Tris base
144,0 g glysiini

10,0 g SDS

10 x latauspuskuri DNA:lle

5 mg bromofenolisini, Sigma
5 mg ksyleenisyanoli

300 mg Ficoll 400

Liuoksen tilavuus sdadettiin vedelld 1 ml:ksi

LB (Luria Bertani)-liuos
10 g Bacto-tryptoni

5 g Bacto-hiivauute

10g NaCl

Liuoksen tilavuus sdéddettiin vedelld litraksi ja pH sdédettiin 7,5
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LB-ampisilliini-maljat
LB-liuos jossa 0,8 til-% agaria ja 50 ug/ml ampisilliinia

10 % SDS-Page

Ajogeeli:

6,6 ml 30 % akryyliamidi, Bio-Rad

2,8 ml Tris, pH 8,8

0,2 ml 10% SDS (natriumdodekyylisulfaatti)

10,4 ml H,O

133,2 ul 100 mg/ml APS (ammoniumpersulfaatti), Bio-Rad

20 ul TEMED (N,N,N’, N’-Tetrametyylietyleenidiamiini), Bio-Rad

Konsentrointigeeli--:

2 ml 30 % akryyliamidi,Bio-Rad
2,8 ml 0,5 M Tris, pH 6,8

0,2 ml 10 % SDS

9,9 ml H,O

137 ul APS

20 ul TEMED
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Néytteet pipetoitiin kaivoihin, ja proteiinit ajettiin konsentrointigeelin ldpi 100 V:lla ja

ajogeelin ldpi 180 V:lla

2 x SDS-PAGE-nédytepuskuri (denaturoiva)
3,55 ml H,O

1,25 ml 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8

2,5 ml glyseroli

2,0ml 10 5 % SDS

0,2 ml 0,5 % bromofenolinsini

Lisétddn 50 ul merkaptoetanolia 950 ul:aan ndytepuskuria

SOC

10 mM NaCl

2,5 mM KCl

2 % baktotryptoni
0,5 % hiivauute
48,6 ml H,O

Liuos autoklavoidaan ja jddhtyneeseen liemeen lisdtdén 250 ul 10 Mm MgCl, ja 500 ul 20

mM glukoosia steriilisti



50 x TAE kantaliuos

242 g Tris

57,1 ml etikkahappo

100 ml 0,5 M EDTA pH 8

Liuokseen liséttiin vettd, kunnes kokonaistilavuus oli 1 1. Liuos autoklavoitiin.

1 x TBS

20 mM Tris

0,5 M NaCl

1,5 M Tris-HCI (pH 8,8)
27,23 g Tris Base

80 ml H,O

Asetettiin pH 8,8:aan 6 N HCl:1la. Lisattiin vettd lopulliseen tilavuuteen 150 ml

0,5 M Tris-HCI (pH 6,8)
6 g Tris base
60 ml HzO

Asetettiin pH 6 N HCl:1la. Lisittiin vettd lopulliseen tilavuuteen 100 ml
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