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2. Alkusanat
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etta jaksoivat katsella minua jopa puoli vuotta Kiitokset tekniselle henkilokunnalle:
eritysesti Sari Korhoselle, joka piti virustehtaan kaynnissé - se helpotti tyotani &arettoman
paljon, seka Riitta Tarkiaiselle, joka jaksoi vastailla kaikkiin kysymyksiini.

Lisdksi haluaisin kiittda vanhempiani tuesta, niin henkisestd, kuin taloudellisesta - he
antoivat minulle mahdollisuuden keskittya pelkastdan opiskeluihini. Erityiskiitos
mursulaumalle, joka piti minut jérjissani ja antoi muuta gjateltavaa.
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Arkit ovat sdlviytymisen mestareita; ne kykenevét eldmaén kylmissd ja kuumissa ol osuhteissa, happamissa
sekd emaksisissa ympéristoissé ja 88rimmaisissa suol apitoisuuksissa. Arkkeja infektoivat virukset tunnetaan
huonosti verrattuna eukaryoottisolujen ja bakteerien viruksin. Arkkiviruksille on yhteistd dsDNA genomi,
joka voi olla lineaarinen tai ympyrén muotoinen. Halorubrum membrane containing virus 1 (HMV1) on
halofiilinen ei suolaisten dinympéristdjen virus. Se erigettiin vuonna 2006 Trapanista, ete&-Italiasta,
suolanrikastusaltaasta yhdessa i sénténs, halofiilisen arkin, Halorubrum sp:n kanssa. Morfologialtaan HMV 1
on pleomorfinen, mikaon yleista suolaisten dinympéristdjen arkkiviruksilla.

Taman tutkimuksen tarkoituksena oli |8ytaa erilaisia ol osuhteita, joissa HMV 1-virioni hajoaa kontrolloidusti.
Hajotusten avulla pyritéan selvittdmaan proteiinien lokalisaatio virionissa seka pohtimaan niiden toimintaa.

Ennen hajotuksia tehtiin siilyvyyskokeita, joissa tutkittiin viruksen infektiivisyyden véhenemista erilaisissa
olosuhteissa, verrattuna kasittelemattémaén virukseen. Sdilyvyyskokeiden perugtedla valittiin parhaat
olosuhteet virionin hajottamiseks. Viruksia pidettiin eri hajotuskasittelyissa tunti, jonka jadlkeen proteiinit
erotdtiin litkkuvan vydhykkeen sentrifugaatiolla linesarisessa sakkaroosigradientissa Taman jakeen
protelinit analysoitiin trisiini-SDS-PAGEIlla. Lisiks hgjotetusta virionisga andysoitiin  glykoproteiinit
perjodihappo-schiff-reaktion avulla.

Parhaiksi hajotusol osuhteiksi osoittautuivat +60 °C-lampétilahgjotus alhaisen suolan puskurissa ja Nonidet
P40-detergenttihgjotus HMV 1-puskurissa. Lampétilahajotuksessa virionista irtosi suurin osa VP2 (virus
protein 2) -proteiinista. Detergentti sen sijaan hgjotti viruksen kokonaan: VP1 ja suurin osa VP2:sta
muuttuivat liukoisiksi. Lisaksi VP4 aggregoitui yhdessd VP3:n ja DNA:n kanssa sentrifuugiputken pohjalle,
minne kulkeutui myo6s pieni madra VP2:ta. Lampdtilahajotuksesta kerétyn, konsentroidun, valoa siroavan
vyobhykkeen hajottaminen NPA40-detergentilla aiheutti jéleen virionin téyddlisen hgjoamisen; VPL ja osa
V P2-proteiineista muttuivat liuokoisks. Tdlakertaa VP4 e aggregoitunut sentrifuugi putken pohjale.
Hajotusten perusteella voidaan todeta HMV 1:114 olevan lipidivaippa Lipidivaipan padasialiset proteiinit taas
ovat VP1 ja VP2, ndma proteiinit ovat myds glykosyloituneita. Myos VP3- ja VP4-proteiinien sjantia
virionissa pohditaan.
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The archaea are masters of survival, they are found in many extreme and hostile environments. They can be
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The aim of this study was to find suitable conditions for quantitative dissociation of the HMV1 virion. In
addition, the localization and function of the structural proteins were to be studied.
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0. Johdanto

6.1.  Arkit —selviytymisen mestar it

Eliot maapallolla ovat sopeutuneet selviytymaén mita vaativimmissa olosuhteissa
Kylmyys, kuumuus, suolaisuus, hapettomuus, matala tai korkea pH eivét ole esteita
elamélle - korkeintaan haasteita. Kolmesta domeenista arkit ovat selviytymisen mestareita,
niitd on kaikkialla: meressa (DeLong, E.F., 2005), meren sedimenteissa (Knittel, K. ym,,
2005), kasvien juurissa (Simon, H.M. ym., 2000), makeissa vesissa (Keough, B.P. ym,,
2003), maaperassa (Ochsenreiter, T. ym., 2003), soissa (Galand, P.E. ym., 2005) ja jopa
ihmisen suolistossa (Lepp, P.W. ym., 2004).

Vuonna 1977 esitettiin ettd elama jaettaisiin kolmeen domeeniin kahden sijasta, kun
huomattiin etta 16S-ribosomi-RNA:ta on kolmea eri tyyppid. Talloin kaikki uuteen arkki-
domeeniin sijoitetut mikrobit olivat metanogeengja (Woese, C.R. ja Fox, G.E., 1977).
Myds enssmmaiset arkit olivat metanogeenejd. Hapettomassa maailmassa arkit asuttivat
merenpohjia yhdessd sulfaatinpelkistgjabakteerien kanssa. Viimeisimpien tutkimusten
mukaan sulfaatin pelkistystd on ollut jo 3,5 miljardia vuotta sitten. Vanhimman,
Methanopyrus-sukuun kuuluvan arkkilgjin arvioidaan olevan noin 2,7 miljardia vuotta
vanha. (Shen, Y. ym., 2001; Michaelis, W. ym., 2002).

(Brochier, C. ym., 2005b; Auchtung, T. ym., 2006). Krenarkit jaetaan edelleen kuuteen
lahkoon, joissa on talla hetkella kuusi heimoa. Suurin osa krenarkeista on termofiileja ja
hypertermofiilgd, jotka elavdt &rimmaisissd lampdtiloissa. Euryarkit taas on jaettu
kahdeksaan luokkaan, joissa on kymmenen lahkoa. Termofiilga ja hypertermofiilgja
kuitenkin a&rimmaisia halofiilejd, jotka elavdt erittdin suolaisissa ympaistoissa ja
metanogeenejd, jotka tuottavat metaania. (ks. yleiskatsaus Gribaldo, S. ja Brochier-
Armanet, C, 2006; National Center of Microbial I nformation:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi Zname=Archaea
15.10.2007).



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?name=Archaea

Arkit voidaan jakaa kuuteen ryhmaan: halofiilit, hypertermofiilit, asidofiilit, nitrifioijat,
metanogeenit ja metaanin hapettgjat (ks. yleiskatsaus Valentine, D.L., 2007). Suurin osa
arkeista on aerobegja tai fakultatiivisesti anaerobeja. Haloarkeista Halobacterium
salinarium on autotrofi, eli se k&yttda auringonval oa energiantuotantoonsa. Asidofiilit sen
djaan ovat didita, jotka elavdt happamissa olosuhteissa. Arkeista asidofiilejd ovat
Acidianus- ja Sulfolobus-sukujen edustgjat. Acidianus-suvun arkit voivat pelkistéa
hapettomissa olosuhteissa rikkid. Sulfolobus-suvun edustgjat taas kayttavédt rautaa tai
molybdaattia elektronin vastaanottajana hapettomissa olosuhteissa. Haloferax denitrificans
pystyy pelkistdméan nitraattia, lopputuotteena pelkistysreaktiosta syntyy typpea
Methanobacterium-suvun metanogeenit ja osa rikin pelkistgista ovat obligaattga
anaerobeja (ks. yleiskatsaus Schéfer, G. ym., 1999).

Arkkien soluseind eroaa huomattavasti bakteerien soluseinérakenteista. Arkkien soluseina
el ssalla mureiinia, vaan pseudomureiinia, metanokondroitiinia, heterosakkaridia tai
glutaminyyliglykaania. Bakteereilla sen sijaan, muutamaa poikkeusta lukuun ottamatta,
mureiini on tarked osa soluseindd (Kandler, O. ja Konig, H., 1998). Arkkien lipidit voi
tunnistaa eetterisidoksista ja isoprenoidiketjuista kun taas bakteerien lipidit sisiltavét
esterisidoksia ja suoria rasvahappoketjuja (Koga, Y. ym., 1993). Soluseind on
ensimméinen puolustuslinja kamppailussa vaikeita olosuhteita vastaan. Arkkien
kehittyneet solusein& jalipidirakenteet tarjoavat mahdollisuuden selviytya niin suolaisissa,
kuumissa, kylmissg, kuin happamissa ja emaksisissakin elinympéristdissi.

Arkit ovat energiansdaston mestareita. Ne kykenevét hyddyntamaan ympéariston tarjoaman
vahan energian tehokkaasti. Juuri tdmén takia arkit ovat valloittaneet ekologiset lokerot,
joissa energiaa on vahan ja olosuhteet ovat vaikeat. Tallaisissa elinymparistdissa bakteerit
jaéévat alakynteen. Arkeilla taas on vaikeuksia, kun ympéarist6ssa on energiaa enemman;
niiden energiantuottomekanismit ovat niin konservoituneita, etteivat ne parjda bakteerien
sopeutuvaisemman metabolian kanssa, silloin kun ympéristd tarjoaiss mahdollisuuden

helpompaan energiantuottoon (Valentine, D.L., 2007).

Arkkien genomi on usein yhdessd isossa ja muutamassa pienemmassa replikonissa
Replikonit siséltavét elidlle tarkeita geenejd, tdman takia ne lasketaan usein kromosomeiksi
(Baliga, N. ym., 2004). Transkriptio- ja replikaatiokoneisto muistuttavat eukaryoottisolujen
vastaavia, replikaatiokoneistoon kuuluu DNA-polymeraaseja, DNA-ligaasi, luokan | jall
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topoisomeraasgja ja primaasi. My0s translaatio on samanlainen kuin eukaryoottisoluilla,

tosin yhtenevyyksi & bakteereidenkin kanssa l16ytyy (Ng, W. ym., 2000).

Morfologialtaan arkit muistuttavat bakteereita, elk& useimpia voi sen perusteella
erottaakaan bakteereista. Kuitenkin myo6s erikoisempia muotoja |6ytyy, kuten ohuet
nelionmuotoiset haloarkit (Walsby, A.E., 1980; Forterre, P. ym., 2002).

6.2. Halofiiliset arkit — suolaisten ymparistojen valtiaat

Merivedenhaihdutusaltaat ja suolagjarvet ovat usein vériltéan punaisia Tama johtuu siita,
ettd haloarkit hallitsevat erittéin suolaisia ekologisia lokeroita. Haloarkkien solukalvossa
on bakterioruberiinga seka bakteriorodopsiingja, jotka saavat aikaan veden punaisuuden.
Suolaiset elinympéristét tarjoavat hyvan elinympériston monille haloarkki- ja
halobakteerilgjeille, mik& johtuu hyvasta ravinnepitoisuudesta ja sadlistgjien vahyydesta.
Vaikka tallaiset elinympéristot kuulostavat karuilta, el&a niissa tiheitd mikrobiyhteisoja
(Oren, A., 2002).

Haloarkit kuuluvat Halobacteria-luokkaan, joka sisdltéa 28 haloarkkisukua. Halobacteria-
luokka vahvistettiin vuonna 2002 (Validaatiolista numero 85, 2002).

Suurin osa suolalammikoissa ja suolarikastusaltaissa tavaituista a&arimmaisista halofiileista
arkeista - arkeista jotka, vaativat suolaa eld8kseen - ovat morfologialtaan ohuita,
sauvamaisia tai nelion muotoisia ja niilla on kaasua sisdltavia rakkuloita. Ennen vuotta
2004 naita, Walsbyn arkeiksikin (Walsby, A.E., 1980) kutsuttuja arkkeja e oltu pystytty
lainkaan kasvattamaan laboratorio-olosuhteissa (Bolhuis, H. ym., 2004). Sittemmin
ensimmainen nelion muotoinen arkkilaji, joka saatiin kasvamaan laboratoriossa, sijoitettiin
Haloquadratum-sukuun ja nimettiin Haloquadratum walsbyiksi (Burns, D. ym., 2007).
Muiden haloarkkisukujen eliditd on pystytty kasvattamaan laboratorioissa jo paljon
alkaisemmin. Ne eivdt kuitenkaan ole [8heskéan niin yleisd luonnossa kuin
Haloquadratum-suvun jasenet, silla vuonna 1999 tehdyn tutkimuksen mukaan yli kaksi
kolmasosaa tutkittujen suolanrikastusaltaiden arkeista kuului Haloquadratum-sukuun ja
alle prosentti muihin, helpommin viljeltaviin haloarkkisukuihin, kuten Halorubrum,
Haloferax ja Haloarcula. Nama tulokset saatiin selville fluorescence in situ hybridization
(FISH) —menetelméan avulla (Anton, J. ym., 1999).
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Selviytyminen niin hapellisissa kuin hapettomissakin olosuhteissa on osoitus halofiilisten
arkkien monitaitoisuudesta. Halofiilisten arkkien solukalvolla on nelja erilaista
rodopsiinimolekyylig, joilla kaikilla on erityisroolinsa energiantuotannossa (ks
yleiskatsaus Spudich, J. ja Luecke, H., 2002). Solukalvo sisdltda vérilliset molekyylit,
saaden aikaan halofiilisille arkeille tunnusomaisen punaisen vérin. Téallaisia molekyyleja
ovat bakterioruberiini ja rodopsinit, jotka sisdltavét proteiiniosan ja pigmentin (Dworkin,
M. ym., 2006). Bakteriorodopsiini on protonipumppu, joka valon energian avulla syntetisoi
ATP:ta muodostamalla elektrokemiallisen gradientin solukalvolle. Taa gradienttia
tehostaa halorodopsiini pumppaamalla kloridi-ioneja sytoplasmaan (Schobert, B. ja Lanyi,
J., 1982). Aistirodopsiineiks (engl. Sensory Rhodopsin, SR) kutsuttuja solukalvon
proteiingja on kaksi erilaista muotoa: | jall. Ne ohjaavat arkkia valoa kohti tai siité pois.
SRI ohjaa arkkia kohti vihredé tai oranssia valoa, sen vaikutuksesta arkki myos hylkii UV-
aallonpituuksista valoa. SRIl taas saa solun vélttamdan sinista valoa. Esimerkki
valotaksiksesta on Halobacterium salinarium, joka on kemoheterotrofi hapellisissa
olosuhteissa. Aerobeissa olosuhteissa se pyrkii valttaméan liikaa valoa. Happipitoisuuden
laskiessa se muuttaa rodopsiiniproteiinien ekspressiota solun pinnalla siten, etta oranssia
valoa voidaan kayttaa energian l8hteend, samalla arkki pyrkii liikkumaan valoa kohti (ks.
yleiskatsaus Spudich, J.L., 1998).

Korkea suolapitoisuus aiheuttaa valintapaineen, mika on ailkaansaanut lukuisia sopeumia
halofiilisten arkkien soluseingssa ja solun sisdlla Jotta ympériston korkea NaCl-pitoisuus
el saisi arkkeja surkastumaan, taytyy ionipitoisuuden arkin sisdlla olla lahelléa ympéarison
vastaavaa. Taman ongelman arkit ratkaisevat tasapainottamalla osmoottisen paineen
suurella solunsisdisella K*-pitoisuudella. Arkit myds pumppaavat Cl™-ioneja solun sisiin
halorodopsiinin avulla, mika lagjentaa sytoplasmaa mahdollistaen siten solun kasvun seka
jakautumisen. Bakteereilla yleisempi tapa vastustaa ympériston korkeaa suolapitoisuutta
on tayttéd sytoplasma orgaanisilla yhdisteillg, kuten 3-glutamiinilla ja glysiini-betaiinilla.
Poikkeuksia toki l6ytyy; bakteerilajeja, jotka pumppaavat K* ja Cl-ioneja solun sisién
seka arkkilajeja, jotka tayttdvéat sytoplasmansa orgaanisilla yhdisteilla (Lai, M. ja
Gunsalus, R., 1992) (ks. yleiskatsaukset Oren, A. ym., 2002 sek& Moller, V. ja Oren, A.,
2003). Sytoplasman korkea KCI-pitoisuus suojaa DNA:ta yhdessd solukalvon

bakterioruberiinin kanssa. Suojaava vaikutus johtuu dgitd, ettda UV-valon aheuttama
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vapaiden radikaalien muodostuminen solun sisélla vahenee (Shahmohammadi, H.R. ym.,
1998).

Haloarkit voidaan erottaa halobakteereista soluseindn polaaristen lipidien perusteella.
Varsinkin soluseinén fosfolipidikoostumus on halofiilisilla arkeilla hyvin samankaltainen:
fosfatidyyliglyserofosfaatin metyyliesteri (PGP-Me) ja fosfatidyyliglyseroli (PG) |6ytyvét
kaikkien sukujen membraanista. Muutamilta haloarkeilta 16ytyy membraanistaan myos
fosfatidyyliglyserosulfaattia (PGS). Lisdksi arkkisuvuilla on joitain niille ominaisia
fosfolipidgja soluseinisséan (ks. yleiskatsaus Kamekura, M. ja Kates, M., 1999).
Glykolipidirakenteissa sen sijaan on suuria vaihteluja arkkiheimojen sisallg, mika helpottaa
sukujen taksonomista luokittelua. Halofiilisten arkkien solukalvon sisdltama PGP-Me
vastaa lipidikaksoiskalvon stabiloimisesta korkeissa suolapitoisuuksissa. Sen ansiosta
kaksoiskalvo ei lysdhda kasaan korkeissakaan NaCl-pitoisuuksissa. Suurin osa, 50 — 80
mol %, halofiilisten arkkien solukalvon polaarisista lipideistéa on PGP-Me:td, kun muilla
arkeilla sitd e ole solukalvolla ollenkaan (Tenchov, B. ym., 2006). Lisdks halofiilisten
arkkien solukalvo |&paisee huonosti Cl™ ja H* -iongja, miké on edellytys selviytymiselle
korkeissa suolapitoisuuksissa (van de Vossenberg, J.L. ym., 1999).

Myos haloarkkien proteiinien taytyy kestda sytoplasman korkeaa suolapitoisuutta. Taman
takia proteiinit siséltavdt normaalia enemman happamia aminohappoja, emaksisten
aminohappojen  pitoisuus taas on normaalia pienempi. Proteiinien suurella
seriinipitoisuudella haloarkit kompensoivat hydrofobisten aminohappojen vahyytté (Oren,
A. jaMana, L., 2002). Proteiinien pinnalle muodostuva negatiivinen varaus tekee, yhdessa
sytoplasman anionien kanssa, proteiineista vakaampia korkeissa suolapitoisuuksissa (Ebel,
C. ym., 2002).

6.3. Suolaiset elinymparistét kuhisevat eldmaa

Arkit hallitsevat kaikkein suolaisimpia elinympéristojé.  Suolanrikastusaltaissa, joita
kéytetéan suolan valmistuksessa, NaCl-pitoisuudet vaihtelevat 1,7 M:sta yli 5,0 M:iin.
Mitd enemman suolaa, sitd yksinkertaisempi on ravintoverkko ja sitd suurempi osa
eliostosta on halofiilisia arkkeja. Suolapitoisuuden nousu hidastaa elididen kasvua, koska
ne joutuvat kayttamaan paljon energiaa pelkastédan selviytymiseen. Saalistuksen puuttuessa
eliot kuitenkin kasvavat suuremmiksi, mink& ansiosta my6s biomassa on suurta kaikkein

suolaisimmissa altaissa, joita kutsutaan suolankiteytysaltaiksi (Pedros-Alio, C. ym., 2000).
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Arkit pystyvét selviytymadn jopa Kuolleessameressd, jossa korkean Mg®*-pitoisuuden ja
suolaisuuden takia on havaittu levakukintoja vain vuosina 1980-1982 ja 1992-1996.
Talloin runsaat sateet laimensivat jarven pinnan ionipitoisuutta, Dunaliella-leva kaytti
suolapitoisuuden alenemisen hyvékseen ja muodosti nopeasti kukintoja. Levasta
vapautunut glyseroli tarjosi hiilenléhteen halofiilisille arkeille, joiden maéra jérvessa
lisdantyi nopeasti. Suurin osa jarvestd |Oydetyista arkeista tunnistettiin Haloferax- ja
Halobaculum-sukujen edustajiksi. Vuosien 1994-1995 kukinnoissa havaittiin my6s suuri
maara viruksia, joiden arveltiin aiheuttaneen arkkikannan pienemisen (ks. yleiskatsaus
Oren, A., 1999).

Halofiilisia arkkegja esiintyy my6s Afrikan soodgarvisss, jotka suolaisuuden lisdksi ovat
emaksisia Téllaisissa elinympéristoissd kukoistavat haloalkalofiiliset arkkisuvut. 16S
rRNA-sekvenssien perusteella soodgjéarvien arkit muistuttavat léheisesti  mm.
Natronomonas pharaonista, Natrialba magadiitéa (Grant, S. ym., 1999). Muita suolaisia
elinympérist6ja, joista halofiilisia arkkeja on kyetty eristdmédn ovat Eteldnavan
suolajarvet, kuten Deep Lake (Bowman, J. ym., 2000) seka Egyptissa sijaitseva Solar Lake
(Cytryn, E. ym., 2000). Halofiilisia arkkeja on |0ydetty jopa kaivosten seiniltd New
Mexicosta (Vreeland, R.H. ym., 1998).

6.4. Halofiilisen Halorubrum-ar kkisuvun edustajat

Vuonna 1995 perustetun Halorubrum-suvun jasenet voidaan jakaa kahteen ryhméan;
haloalkalofiileihin ja halofiileihin. Hrr. vacuolatum ja Hrr. tibetense pystyvét kasvamaan
korkeassa pH:ssa — ne ovat haloalkalofiiliryhman edustajat (Feng, J. ym., 2004; Feng, J.
ym., 2005). Muut Halorubrum-suvun lgjit eivét pysty kasvamaan eméksisissa olosuhteissa.
Halorubrum-suku perustettiin, kun Hrr. saccharovorum, Hrr. sodomense, Hrr. trapanicum
NRC 34021 ja Hrr. lacusprofundi sirrettiin Hal obacterium-suvusta uuteen Halorubrum-
sukuun (McGenity, T.J. ja Grant, W.D., 1995). Halorubrum-suvun edustajilla on tarkea
rooli typen ja hiilen kierroissa (Ochsenreiter, T. ym., 2002). Yksi mielenkiintoisimmista
Halorubrum-suvun edustajista on psykrotrofinen haloarkki, Hrr. lacusprofundi. Se
eristettiin Etelanavan Deep Lake —suolagjarvesta vuonna 1988. Optimi kasvulampétila Hrr.
lacusprofundille on +31 - +36 °C, mutta muista halofiileista arkeista poiketen se pystyy
myos kasvamaan +4 °C:ssa. Parhaiten taméa arkki kasvaa Na'-konsentraatioissa, jotka ovat

25 ja 35 M vdlilla Syy siihen, ettéa Hrr. lacusprofundi pystyy kasvamaan niinkin
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kylméssa, |16ytyy solukalvon lipidirakenteesta, joka pystyy sdilyttdmé&an joustavuutensa
l[ampotiloissa, joissa normaali sytoplasmakalvo jahmettyisi ja menettéisi toimintakykynsa
(Franzmann ym., 1988).

6.5. Arkkgainfektoivat vir ukset

Virukset luokitellaan niiden morfologian, iséntien, genomin ja elinkierron mukaan.
Mé&aréltédn suurin tunnettu virusmorfologiaryhmé on prokaryootteja infektoivat faagit.
Suurin osa faageista, yli 96 %, on hannallisia (ks. yleiskatsaus Ackermann H.W., 2007).
International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) on koonnut luokitellut virukset
yhteen (Fraquet ym., 2005; ICTV: http://www.ncbi.nim.nih.gov/ICTVdb/). Virusten

tutkimuksessa on tarkedéd myos viruksen elinkierron selvittdminen. Virukset voivat olla
joko lyyttisa tai lysogeenisia Lyyttiset virukset virukset hajottavat isantasolun
purkautuessaan ulos siita. Lyyttisia viruksia kutsutaan myds virulenteiksi. Lysogeenisessa
elinkierrossa virukset integroituvat isanndn genomiin proviruksiks tai jédvét isdnnan
sytoplasmaan plasmidimuodossa. Ne voivat myohemmin aktivoitua ja muuttua lyyttisiksi
sopivissa olosuhteissa tai solun altistuttua esimerkiksi UV-valolle. Virukset, jotka
kykenevéa seka lyyttiseen, ettd lysogeeniseen elinkiertoon ovat temperaatteja. Jotkut
virukset pystyva myos tunkeutumaan ulos isantésolusta hajottamatta sitd, tdma tapahtuu
kuroutumalla solukalvon |1&pi (Campbell, N.A. ja Reece, J.B., 2002)

6.5.1.  Arkkivirusten luokittelu ja evoluutio

Arkkivirukset voidaan luokitella isdntésolun perusteella krenarkkeja infektoiviin seka
euryarkkeja infektoiviin viruksiin. Morfologian perusteella ne luokitellaan lisdksi viiteen
ryhmaan: fusiformisiin, eli sukkulan muotoisiin, pullon sekd pisaran muotoisiin,
lineaarisiin, pallomaisiin ja hanndllisiin (Fraquet ym., 2005; ICTV: http://www.ncbi.
nim.nih.gov/ICTVdb/). Enssimmaiset arkkeja infektoivat virukset |0ydettiin 1974 (Torsvik,
T. jaDundas, 1.D., 1974). Ne muistuttivat rakenteeltaan bakteereita infektoivia hanndllisia

faageja, minka takia pitkaén luultiinkin, ettd suurimmalla osalla arkkeja infektoivista
viruksista oliss myds ikosaedraalinen kapsidi ja supistuva héntd. Useat, n. 85 %
euryarkkeja infektoivista viruksista onkin morfologialtaan hannélisia Ne on sijoitettu
Myoviridae- ja Sphoviridae-heimoihin. (ks. yleiskatsaukset Prangishvili, D. ym., 2006a ja
Prangishvili, D. ym., 2006b). Krenarkkeja infektoivat arkkivirukset ovat sen sijaan


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/
http://www.ncbi.
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morfologialtaan paljon monimuotoisempia; ne onkin luokiteltu seitsemaén eri heimoon (ks.
yleiskatsaus Prangishvili, D. ym., 2006b).

Arkkivirusten tutkimus on viela lasten kengissa verrattuna eukaryoottien ja bakteerien
virusten tutkimukseen - vuoteen 2006 mennessd eukaryootteja infektoivia viruksia on
luokiteltu 104 eri heimoa, kun bakteereita infektoivia virusheimoja on 12 ja arkkea
infektoivia vain seitsemén (ks. yleiskatsaus Porter, K. ym., 2007). Virusten perima voi olla
joko DNA:ta tai RNA:ta Lisdksi perimd voi olla yksi- (engl. single-stranded, ss) tai
kaksijuosteista (engl. double-stranded, ds). Kaikkien tdhéan mennessa |0ydettyjen
arkkivirusten perima on kuitenkin dsDNA:ta, mik& saattaa viitata siihen, ettd muinaisten
arkkivirusten isanté oli hypertermofiili metanogeeni. T&t& olettamusta tukee se seikka, etta
RNA on paljon epavakaampaa korkeissa lampatiloissa, kuin DNA (ks. yleiskatsaukset
Brochier, C. ym., 2005a seké& Prangishvili, D. ym., 2006b)

Nykyaan gjatellaankin, ettd virukset ovat kehittyneet omana ryhménaan. Tamén hypoteesin
perustana on, ettd muinaiset virukset olisivat infektoineet LUCA:a (engl. Last Universal
Cellular Ancestor) ei kaikkien solujen kantamuotoa LUCA:n erilaistuessa eldméan
kolmeksi domeeniks - eukaryoottisoluiksi, bakteereiks ja arkeiksi, virukset olisivat
gjautuneet infektoimaan kaikkia kolmea domeenia Té&td teoriaa tukevat vastaavuudet
eukaryoottisoluja, bakteereita ja arkkeja infektoivien virusten rakenteissa; Sulfolubus
turreted icosahedral virus (STIV) —arkkivirus, PRD1-bakteriofaagi ja adenovirus
muistuttavat kaikki kapsidiltaan toisiaan. Erityisesti niiden péd&asiallisen kuoriproteiinin
rakenne on samankaltainen (ks. yleiskatsaukset Bamford, D. ym., 2005 seka Prangishvili,
D. ym., 2006a). Kaikillakolmellaviruksella olis siis voinut olla yhteinen kantamuoto.

6.5.2. Sukkulan muotoiset virukset

Sukkulan muotoisten eli fusiformisten virusten ryhmassd on sekd krenarkkeja etta
euryarkkeja infektoivia viruksia. Niita esiintyy sekd suolaisissa, ettd kuumissa ja
happamissa ympéristdissa - suolanrikastusaltaissa ja kuumissa lahteissa (Oren, A. ym,,
1997; Rice, G. ym., 2001). Hypertermofiilisd Sulfolobus-krenarkkeja infektoivat
Fuselloviridae-heimon virukset, jotka ovat morfologialtaan ja genomiltaan yhtendisia
Kaikilla on pieni hanté ja niill& on pituudeltaan samaa kokoluokkaa oleva dsDNA-genomi.
Fuselloviridae-heimoon kuuluvat Sulfolobus spindle-shaped virus 1 (SSV1) ja SSV2 ovat
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temperaatteja, eli ne voivat olla joko lyyttisa tai lysogeenisid Lyyttinen sykli voidaan
aiheuttaa UV-késittelylla (Martin, A. ym., 1984; Stedman, K. ym., 2003).

Acidianus two-tailed virus (ATV) on Bicaudaviridae-heimon ainoa edustgja. Sen
erikoisuutena on solun ulkopuolinen kehitys, jollaista el olla havaittu milld&&n muulla
viruksella. ATV infektoi Acidianus-suvun krenarkkeja, jotka hajoavat uusien virionien
tunkeutuessa ulos solusta. Virionit ovat sitruunan muotoisia tullessaan ulos solusta, eika
niilla ole hantda. Sopivissa olosuhteissa ne kasvattavat kaksi pitkéa hantda molempiin
napoihin, jotka saattavat toimia adsorptiossa isdntasoluun (Héring, M. ym., 2005a).

Euryarkkeja infektoivat Salterprovirus-sukuun kuuluvat haloarkkivirukset Haloarcula
hispanica virus 1 (Hisl) ja His2. Ne infektoivat nimensa mukaisesti Haloarcula-heimon
darimmaisia halofiileja euryarkkeja (Bath, C. ym., 2006). Haloarkkiviruksista kerrotaan
enemman kappaleessa 6.5.7. Néiden lisdksi euryarkeista on |0ydetty kaksi sukkulan
muotoista viruksen kaltaista partikkelia, VLP:t& (engl. Virus Like Particle) Vuonna 2003
eristettiin ensimmaisté kertaa hypertermofiilisesta euryarkista viruksen kaltainen partikkeli,
joka nimettiin  PAV1:ksi (Pyrococcus abyss virus 1) (Gedlin, C. ym., 2003).
Samankaltainen partikkeli oli aiemmin eristetty metanogeenisesta Methanococcus voltae-
kannasta (Wood, A. ym., 1989).

6.5.3. Pullon ja pisaran muotoiset virukset

Tahan  morfologiaryhméén  kuuluu  Ampullaviridae- ja  Guttaviridae-heimon
hypertermofiilisa krenarkkeja infektoivat Acidianus bottle-shaped virus (ABV) ja
Sulfolobus neozealandicus droplet-shaped virus (SNDV). ABV on morfologialtaan
ainutlaatuinen virusten maailmassa - se muistuttaa pulloa. Epétavallisesta rakenteesta on
hyotya infektoissa. Virionin suipon pdan proteiinirakenteet ovat epavakaampia kuin muut,
mika viittaa siihen, ettd DNA injektoidaan isdntasoluun suiposta paasta. Virionin toinen
puoli on levedmpi ja sen p&dssa on levymainen rakenne, jossa on ohuita rihmoja. Niiden

merkitysta el viel&a tunneta (Haring, M. ym., 2005b).

SNDV on pisaran muotoinen virus, jonka suipommassa pédssa on tihea muodostelma
ohuita rihmoja. Rihmojen on ehdotettu toimivan adsorptiossa isanté&soluun - niiden
valityksella virukset kiinnittyvét johonkin solun pinnan reseptoreista. SNDV:n genomi ei

integroidu isdnnan perimédan. Virukset tunkeutuvat ulos solusta vasta solun ollessa
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stationadrisessa kasvuvaiheessa, eli kasvun loputtua. Erikoista SNDV:n genomissa on sen
muokkaus metyyliryhmilla - SNDV on ainoa krenarkkeja infektoiva virus, jonka DNA on
metyloitu. Viruksen isénndn DNA sitévastoin ei ole muokattu metyyliryhmilla (Arnold, H.
ym., 2000b).

6.5.4. Lineaariset virukset

Lineaariset arkkivirukset infektoivat kuumissa olosuhteissa elévia krenarkkeja (Rice, G.
ym., 2001). Téllaisa ovat Sulfolobus, Acidianus ja Thermoproteus —sukujen krenarkit.
Lineaariset virukset jaetaan Rudiviridae- ja Lipothrixviridae-heimoihin. Rudiviridae-
heimon virukset ovat jaykkid, helikaalisia sauvoja. Lipothrixviridae-heimon edustajat sen
Sijaan ovat notkeita, pitkia ja filamenttimaisia (ks. yleiskatsaus Rachel, R. ym., 2002).
Lipothrixviridae-heimon virukset ovat myds vaipallisia Rudiviridae-heimoon kuuluvilla
viruksillaei sen sijaan ole lainkaan virionia ympar6ivaa vaippaa. Lineaarisillaviruksillaon
lineaarinen dsDNA-genomi (ks. yleiskatsaus Prangishvili, D. ja Garrett, R., 2005).

Rudiviridae-heimoon kuuluvat Sulfolubus idandicus rod-shaped virus 1 (SIRV1) jaSIRV2
seka Acidianus rod-shaped virus 1, ARV1 (ks. yleiskatsaus Prangishvili, D. ja Garrett, R.,
2005). SIRV1:n SIRV2:n sauvamaisen kapsidin paissa on kolme lyhytta rihmaa, joiden
merkityst e viela tunneta. SIRV1:n ja 2:n genomit eivét sisdlla integraasegja, mika on
tavallista lineaarisille arkkiviruksille. Ne eivdt mydskdan lyysaa isdntda Uusien virionien
purkauduttua ulos soluista isantia e pystyta enda infektoimaan samalla viruslgilla
(Prangishvili, D. ym., 1999). ARV 1 on morfologialtaan hyvin samankaltainen SIRV1:n ja
2:n kanssa - sauvamainen virus, jonka péissa kolme lyhyttd rihmaa. ARV 1:n arvellaan
kéyttavan rihmoja adsorptiossa iséntddn. Rudiviridae-heimon viruksia on eristeity
Islannista ja Itadiasta Myos pohjoisAmerikasta kuumista lahteista on [6ydetty
morfologialtaan samankaltaisia viruksia (Vestergaard, G. ym., 2005).

Lineaarisista arkkiviruksista Lipothrixviridae-heimon edustagjien kirjo on morfologialtaan
monipuolisin.  Eroavaisuuksia esiintyy  viruksen ydinosassa, genomissa ja
replikaatiokoneistossa, joiden perusteella heimo jaetaan neljédn  sukuun:
Alphalipothrixvirus, Betalipothrixvirus, Gammalipothrixvirus ja Deltalipothrixvirus. o-
lipothrixvirus-suvun ainoa jasen on Thermoproteus tenax virus 1, TTV 1. g-lipothrixvirus-
sukuun kuuluvat TTV2 ja TTV 3 seka Qulfolobus idandicus filamentous virus, SIFV (ks.
yleiskatsaus Prangishvili, D. ja Garrett, R., 2005). SIFV:n kapsidin paéssa on kuudesta
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rihmasta koostuva rakenne, joka avautuu iséntdsolun solukalvon havaitessaan. Taman
rakenteen avulla viruksen on ehdotettu tarttuvan isantasoluun infektion alussa. SIFV:n
virioni muistuttaa laheisesti TTV1:t4, 2:taja 3:a, kahden jalkimmaisen morfologiaa el olla
kuitenkaan viela tutkittu kovin yksityiskohtaisesti. Genomiltaan SIFV muistuttaa yll&ttavan
paljon SIRV 1:t4 molempien isdntakirjo on myds samankaltainen (Arnold, H. ym., 2000a).
y- ja o-lipothrixvirus-sukujen jasenet ovat Acidianus filamentous virus 1 (AFV1) jaAFV2
- molemmat muodostavat omat sukunsa. AFV1 on morfologialtaan filamenttimainen,
virionin paissa on kouria muistuttavat rakenteet, joiden avulla virus kiinnittyy isantasolun
varekarvoihin (Bettstetter, M. ym., 2003). AFV2 eroaa kaikista muista Lipothrixviridae-
heimon viruksista siing, etté se el sisdlla lainkaan lipideja vaipassaan. Néin se on sijoitettu
kokonaan omaan sukuunsa. Sen kapsidin paissd on pulloharjaa muistuttavat rakenteet,
joiden avulla AFV 2 adsorboituu isdntasoluun (Haring, M. ym., 2005c).

6.5.5. Pallon muotoiset virukset

Morfologialtaan pallon muotoisiin viruksiin kuuluu krenarkkeja ja euryarkkeja infektoivia
viruksia. Pallomaisia viruksia |6ytyy kuumista, happamista ja suolaisista elinymparistoista.
Globuloviridae-heimoon luokitellaan termofiilisia krenarkkeja infektoivat Pyrobaculum
spherical virus, PSV ja Thermoproteus tenax spherical virus 1, TTSV1. PSV on
ensimméinen |0ydetty Pyrobaculum-suvun krenarkkeja infektoiva virus. Se on ainoa
tunnettu pallon muotoinen DNA-virus, jolla on lipideja siséltéava vaippa. PSV e lyysaa
isantéd vaan tekee siitd kantgjan. PSV:n genomi on erikoinen — geenipankkia tutkittaessa
vain TTSV1:ta loytyy sekvenssihomologioita PSV:n kanssa, miltdan muulta tunnetulta
virukselta ei 10ydy samankaltaisuuksia sekvenssissa. Molempien genomit ovat lineaarista
dsDNA:ta ja virukset ovat my6s morfologialtaan samankaltaisia (Haring, M. ym., 2004,
Ahn, D. ym., 2006).

Kaks pallon muotoista virusta on viela luokittelemattomia; Sulfolobus turreted icosahedral
virus (STIV) ja Serpentine Lake hispanica 1 -virus (SH1). Mielenkiintoista ndissa
arkkiviruksissa on niiden kapsidin ikosaedraalinen morfologia. Kuten jo kappaleessa 3.5.1
mainittiin ikosaedraalisia viruksia esiintyy jokaisessa eldman kolmessa domeenissa, mika
on erityisen mielenkiintoista virusten evoluution kannalta (ks. yleiskatsaus Bamford, D.
ym., 2005). STIV infektoi kuumissa ja happamissa olosuhteissa eldvia Sulfolobus-suvun

krenarkkeja. Sen morfologiassa erityistda ovat mahdollisesti isdnnan tunnistuksessa ja
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infektiossa toimivat piikit, joita on kapsidin viisinkertaisissa symmetria-akseleissa (Rice,
G. ym,, 2004). SH1 on STIV:n tavoin ikosaedraalinen virus. Se infektoi halofiilisia
Haloarcula hispanica -euryarkkeja. SH1 pystyy infektoimaan myds Halorubrum-suvun
arkkeja. Lisdksi se on harvoja arkkiviruksia, jotka lyysaavat isénnan (Porter, K. ym,
2005). Halofiilisten arkkien viruksista kerrotaan liséa kappaleessa 6.5.7.

6.5.6. Hannalliset virukset

Virukset, joilla on ikosaedraalinen paa ja helikaalinen hanta on yleisin morfologiatyyppi
bakteereita infektoivilla bakteriofaageilla sekéa euryarkkeja infektoivilla viruksilla. Y htéan
hannallista krenarkkia infektoivaa virusta el tunneta (ks. yleiskatsaus Dyall-Smith, M. ym.,,
2003).

Myoviridae-heimoon kuuluvat arkkivirukset ¢oH ja ¢Chl. ¢H infektoi halofiilista
euryarkkia, Halobacterium salinariumia. Silla on lineaarinen dsDNA, joka el integroidu
isdnnan genomiin vaan sdilyy plasmidina isénndn solulimassa. @H-virionit lyysaavat
isAnndn tunkeutuessaan on ulos (Schnabel, H. ym., 1982; Schnabel, H., 1984). Ainoa
tunnettu haloalkalofiilisia arkkeja infektoiva virus on ¢Chl. Se on temperaatti virus joka
infektoi Natrialba magadiita. Morfologialtaan ¢Chl muistuttaa laheisesti ¢H:ta, myos
genomi on ¢H:n tapaan lineaarinen dsDNA, silld erotuksella, ettéa eChl:n perima pystyy
integroitumaan isannan genomiin. eChl:n hanta on supistumiskykyinen. Erikoinen piirre
¢Chl:n genomissa on, ettd se on Dam-metyloitu. Mielenkiintoista t&ssi on, ettd isdnnan
DNA ei ole muokattua. Metyloinnin merkitys voi olla suojautuminen isdnnan nukleaaseilta
(Witte, A. ym., 1997).

Sphoviridae-heimoon  kuuluvat  metanogeenista  arkkia,  Methanothermobacter
marburgensisia infektoivat virukset, yM1 ja sen deleetiomutantti wM2. Genomiltaan ndméa
hannalliset virukset ovat sirkulaarista dsDNA:ta, elinkierroltaan luultavasti temperaatteja,
vaikka integraasigeengjd el viela ollakaan tunnistettu (Pfister, P. ym., 1998). Viela
luokittelemattomia hannéllisia arkkiviruksia ovat halofiilisia euryarkkeja infektoivat HF1
ja HF2, jotka ovat tutkituimpia hannalisia arkkiviruksia. Ne eristettiin samasta
suolanrikastusaltaasta ja ovat morfologialtaan identtisid. HF1:n ja HF2:n elinkierrot ovat
lyyttisid, mutta niiden isantakirjo on taysin erilainen (Nuttall, S. ja Dyall-Smith, M., 1993).
Koska HF1:n ja HF2:n genomit ovat alkup&astdan taysin identtistd, mutta loppuosistaan
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vain 87 %:sti samankaltaista, on esitetty etta HF1 ja HF2 olisivat aikojen saatossa

rekombinoituneet kolmannen, HF-sukuisen viruksen kanssa (Tang, S. ym., 2004).

6.5.7. Halofiilisten arkkien virukset

Halofiilisia arkkeja infektoivia viruksia on morfologialtaan kolmea erilaista, kuten
aiemmissa kappaleissa on mainittu. Hannédlliset HF1 ja HF2 sekad ¢H ja ¢Chl edustavat
yhtd yleisimmistd virusmorfologioista virusen maallmassa. Suurin osa |Oydetyista
halofiilisia euryarkkeja infektoivista viruksista onkin hanndllisia Poikkeuksena ovat
Haloarcula-suvun arkkeja infektoivat virukset, sukkulan muotoiset Hisl ja His2, sek&

SH1, joka on morfologialtaan pallon muotoinen (ks. yleiskatsaus Ackermann H.W., 2007).

Suurin osa haloviruksista on lyyttisida, ¢Chl on yks harvoista temperaateista viruksista
(Witte, A. ym., 1997; yleiskatsaus Dyall-Smith, M. ym., 2003). Mielenkiintoinen
elinkierron muoto, jota on havaittu myds halofiilisilla arkeilla, on persistentti infektio.
Persistentin infektion avulla virus pystyy selviamaan suolapitoisuuden noususta pysymalla
solun sisdlla ja muuttumalla virulentimmaks vasta, kun olosuhteet muuttuvat
suotuisammiksi. Hisl:n ja His2:n arvioidaan olevan infektiotavaltaan persistentteja. Jotkut
haloviruksista, kuten ¢Chl pystyvét integroitumaan isanndn genomiin, toiset taas ovat
plasmidimuodossa isannan sisélla, esimerkkind oH (ks. yleiskatsaus Porter, K. ym., 2007).

Halofiilisten arkkien viruksia on 18ydetty niin Kuolleestamerestd, kuin suolalammikoista ja
suolanrikastusaltaista, jopa fermentoidusta kalakastikkeesta. Muutamat halovirukset ovat
loytyneet  laboratorioiden  arkkikannoista.  Halovirusten — merkitysta  suolaisten
elinympérist6jen ravintoverkoissa on tutkittu jonkin verran. Kuolleenmeren ravintoverkkoa
tutkittaessa havaittiin, etta haloviruksia on paljon enemman verrattuna halofiilisiin
arkkeihin ja halotoleranttethin bakteereihin. Saalistuksen ollessa olematonta, paatetiin, etta
virukset harventavat jarven arkkikantaa ja osallistuvat ndin orgaanisen hiilen ja typen
kiertoihin. Arveltiin myos etta virukset edistdva horisontaalista geenien siirtymista
halofiilisten bakteerien vdlilla (Oren, A. ym., 1997). Suolanrikastusaltaissa tilanne on
toinen, viruksilla el arvella olevan kovin suurta merkitysta arkkiyhteison koon
sédtelemisessa  (Pedros-Alio, C. ym., 2000). Tama voi kuitenkin muuttua
lahitulevaisuudessa, silld yhtédn virusta, joka infektoisi nelion muotoisia haloarkkeja ei ole
vield |0ydetty. Koska tamd arkkiryhma on selvasti yleisin 8&rimmaisen suolaisissa

elinympéristdissa, viruksen loytyminen saattais horjuttaa nykyisia nakemyksia
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suolanrikastusaltaiden ravintoverkon rakenteesta (ks. yleiskatsaus Dyall-Smith, M. ym.,,
2003).

6.6. Halorubrum membrane containing virus 1, HMV1

Trapanissa, Italiassa Sjaitsevasta suolanrikastusaltaasta eristettiin vuonna 2006 arkki,
jonka havaittiin 16S rRNA vertailujen perusteella olevan ldheista sukua Halorubrum
jeotgalin ja Halorubrum lacusprofundin kanssa. (Pietila, M. ym., késikirjoitus) Arkki
nimettiin Halorubrum PV6:ksi. Toisesta suolanrikastusaltaasta otetusta vesindytteesta
[6ydettiin virus, joka kykeni infektoimaan Halorubrum PV 6-kantaa. Tama virus nimettiin
Hal orubrum membrane containing virus 1:ksi (HMV 1). (Pietila, M., 2007).

Morfologialtaan HMV 1 on pleomorfinen. Partikkelit ovat kooltaan keskimé&rin 44 x 55
nm, joten HMV1 on varsin pieni verrattuna muihin arkkiviruksiin. Virusten havaittiin
olevan herkkia kloroformille, mik& viittasi siihen, etté partikkelit saattavat siséltéa lipideja.
Myos partikkelin tiheys, 1,29 g/ml (CsCl), viittasi lipidien olemassaoloon. HMV1:n
kapsidi koostuu neljésta proteiinista, kooltaan 12, 20, 70 ja 85 kDa (Pietild, M., 2007).

HMV 1:n infektion aikana eldvien solujen méaré ei vahene merkittavasti, eli solut eivét
lyysaa. Tamén voi selittda kaks selkkaa: joko yksittdiset solut tuottavat suuria méaéria
viruksia, jolloin vain pieni osa isdntdarkeista lyysaa, tai isdnnissa tapahtuu muutoksia, jotka
estavét virusten ulospédsyn kasvun stationédérivaiheessa. Nama syyt voivat peittéa HMV 1:n
virulenttisuuden. Yks varteenotettava vaihtoehto on myds persistentti infektio, jossa
isdnnasta vapautuu jatkuvasti pienia maaria viruksia. (Pietild, M., 2007)

HMV1:n perimd on muiden haloarkkivirusten tapaan DNA:ta (Pietila M. ym.,
kasikirjoitus).
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7. Tutkimuksen tar koitus

HMV 1 on uusi, halofiilista Halorubrum sp. arkkia infektoiva virus. Se on morfologialtaan
pleomorfinen. Aiemmissa tutkimuksissa on keskitytty viruksen puhdistuksen kehittémiseen
ja elinkierron tutkimiseen. Niissa HMV 1:1l& ehdotettiin olevan lipidivaippa ja virionin
todettiin  koostuvan neljastd rakenneproteiinista (Pietild, M., 2007). Naiden tietojen
varmistamiseksi tehtiin sarja hagjotustutkimuksia, joiden tarkoituksena oli selvittéd HMV 1-

virionin proteiinirakenne.

Haotustutkimukset muodostavat perustan virusten rakennetutkimukselle. Esimerkiksi
PM2:n virionin rakennetta pyrittiin tutkimaan hajotuksien avulla: PM2:n kapsidi hajotettiin
jéédytys-sulatuskasittelyn avulla ja kelatoimalla kalsiumiongja. Talloin viruksen DNA:ta
ymparoiva lipidirakenne paljastui. Samalla pystyttiin selvittaméén mitk& proteiineista
olivat yhteydessa lipidikalvoon (Kivelg H. ym., 2002). Vaikka hajotustutkimukset ovatkin
yleisa menetelmid virustutkimuksessa, halofiilisia arkkeja infektoivien virusten
hajotustutkimukset ovat harvinaisia. SH1:n virionin rakenne selvitettiin hajotustutkimusten
avulla vuonna 2006. Virus sagtiin hajotettua parhaiten urealla ja matalalla ionivahvuudel la.
Hajotustutkimuksen avulla voitiin olettaa mitk& proteiinit muodostavat kapsidin, samalla
huomattiin, ettd SH1:n kapsidi muistuttaa léheisesti PRD1:n vastaavaa (Kiveld, H. ym.,
2006).

Usein kaytettyja hajotuskasittelyitd viruksilla ovat erilaiset detergenttikasittelyt. Erityisen
kaytannollisd detergenttikasittelyt ovat vaipallisten virusten rakennetutkimuksissa.
Detergenttien  lipidikalvoja rikkovat ominaisuudet johtuvat niiden rakenteesta;
detergenttimolekyylit ovat amfipaattisia, €li niilla on polaarinen osa ja hydrofobinen eli
vettd hylkiva hantdosa. Amfipaattisuuden ansiosta detergenttimolekyylit pyrkivat
muodostamaan miselleja, eli palloja, joissa hydrofobiset hannét pyrkivét pois veden
ulottuvilta ja kasautuvat toistensa l&heisyyteen muodostaen néin pallon ytimen. Samalla
polaariset paét pyrkivét veden ldheisyyteen ja muodogtavat pallon pinnan. Kohdatessaan
lipidikalvon detergenttimolekyylit sekoittavat kalvon rakenteen ja muodostavat yhdessa
kalvon lipidien kanssa misellgja (Garavito, R.M. ja Ferguson-Miller, S., 2001). Monia
proteaaseja, kuten trypsiinid, proteinaas K:ta ja pronaasia kaytetddn myos usein virionien
hajotuksissa. Muita hyvia keinoja virionin hajottamiseen ovat kaotrooppiset aineet, kuten
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urea sekd, varsinkin haofiilisilla viruksilla, matala inonivahvuus (Kivelg, H. ym., 2002,
Kivelg H. ym., 2006).

Hajotustutkimusten pyrkimyksena on 10yt&a kasittely, jossa virioni hajoaa kontrolloidusti.
Tama tarkoittaa sitd, etta virionista yritetdan irrottaa yksi proteiinilaji kerrallaan. Jos virus
hajoaa kokonaan, ei proteiinien sijantia virionissa voida arvioida. Hajotusten perustana
ovat sédilyvyystutkimukset, joissa tutkitaan viruksen infektiivisyyden laskua verrattuna
kasitteleméttomaan virukseen. Infektiivisyyden lasku viittaa viruksen inaktivaatioon, mika
taas johtuu mahdollisesti virionin hgoamisesta. Séilyvyystutkimusten avulla voidaan tehda
austavia madrityksid niistd aneista ja olosuhteista, jotka saavat alkaan virionin
hajoamisen.

Taman tyon tavoitteena on 10yt8a olosuhteet, joissa HMV 1-virioni hagjoaa kontrolloidusti.
Hajotuksista saatujen tietojen perusteella on tarkoitus tehda olettamuksia proteiinien
lokalisaatiosta viruspartikkelissa seka pohtia niiden toimintaa.
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8. Materiaali ja menetelmét

8.1.  Arkkijavirus

Isdnté, Halorubrum sp. ja sita infektoiva virus, HMV1 eristettiin vuonna 2006 |taliasta,
Trapanin kaupungissa sijaitsevasta suolanrikastusaltaasta (Pietild, M., 2007). Isantéa
kasvatettiin - aerobisesti +37 °C:ssa, ja sen kasvua nesteviljelmassa seurattiin
absorbanssimittauksilla 550 nm aallonpituudella Clormic-absorbanssimittarilla (Selecta
Clormic).

8.2. Kasvatusalustat

Kasvatusalustana kéytettiin muokattua kasvatusalustaa (MGM; 1000 ml sisdltés 5 ¢
peptoni [OXOID], 1 g hiivauute [Bacto] ja 768 ml 30 % [w/V] keinotekoinen suolaves,
pH 7,2), jonka perustana oli 30 % (w/V) keinotekoinen suolavedesi (SW). Suolavedesta
laimennettiin eri pitoisuudet MGM-kasvatusliemeen (23 %), MGM-maljoihin (20 %) ja
MGM-pehmyt agariin (18 %) (Nuttall, S. ja Dyall-Smith, M., 1993; The HaloHandBook:
http://www.microbiol.unimelb.edu.au/people/dyallsmith/HaloHandBook/). Viruspuskurina
kaytettiin HMV 1-puskuria, joka sisdltdd 1,5 M NaCl, 100 mM MgCl,, 1 mM CaCl,, 20
mM Tris-HCI pH 7,5. Vaihtoehtoisesti kaytettiin ahaisen suolan puskuria (50 mM NaCl,
100 mM MgClz, 1 mM CaCl,, 20 mM Tris-HCI pH 7,5). Kasvatusalustojen tarkemmat
valmistusohjeet |6ytyvét liitteesta 1.

8.3.  Viruksen maljakasvatus

Virussuspensiot laimennettiin 23 % MGM-liemeen tai HMV1-puskuriin. Kukin
viruslaimennos (100 pl) sekoitettiin isdntasolususpension (300 pl) ja pehmytagarin (3 ml)
kanssa, minka jakeen seos levitettiin MGM maljoille. Maljoja kasvatettiin kolme yota +37
°C:ssa. Haihtumisen vahentamiseksi maljat laitettiin kannellisiin rasioihin, joihin laitettiin
lisiksi vesiastia.

8.4.  Viruksen nestekasvatus ja puhdistus

Tatatyota varten HMV 1-virus saatiin valmiiksi puhdistettuna. Virus puhdistettiin aiemmin
méaritellyn  puhdistusmenetelméan mukaan  (Pietild, M. ym., ka&sikirjoitus).

Viruspuhdistukset suoritti Sari Korhonen. Eksponentiaalisen kasvuvaiheen Hrr. sp.-arkit
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23 % MGM-liemessi (solutiheys n. 4 x 10® solua/ml) pestiin kuolleiden solujen seka
soluriekaleiden poistamiseksi: arkit pelletoitiin (Sorval SLA 1500; 8000 rpm, 25 min, +10
°C) ja resuspensoitiin tuoreeseen 23 % MGM-liemeen. Taman jalkeen arkit infektoitiin
HMV1-viruksella MOI (infektiokerroin, virusten ja solujen suhde infektoissa engl.
multiplicity of infection) 25. Infektoituja viljelmid kasvatettiin aerobisesti +37 °C

ravistuksessa 24 h, minka jalkeen virukset olivat valmiita puhdistusta varten.

8.5. Sailyvyyskokeet

Sédilyvyyskokeissa mitattiin  viruksen infektiivisyyden inaktiivisuutta eri olosuhteissa
verrattuna  kasitteleméttomiin, eli  kontrolliviruksiin.  Kaikissa sdilyvyyskokeissa
kokonaistilavuutena oli 100 pl. Kokeiden jalkeen viruksista tehtiin sopivat laimennossarjat
MGM-liemeen, minka jalkeen laimennokset titrattiin.

Lampdtila- ja pH-kestdvyyskokeissa viruksia pidettiin eri  késittelyissa 30 min.
Viruslysaatti, jonka alkuperéinen tiitteri oli 1 x 10" pfu / ml, laimennettiin ennen kokeita
1:1000. Lampotilakokeissa kaytettin +20 — +60 °C lampdtiloja.  pH-kokeissa
viruslaimennosta pidettiin jailla pH 5,5 - 8,9:ssa Puskurina eméksisella pH-alueella (7,2 -
8,9) kaytettiin muokattua HMV 1-puskuria, joka sisdlsi 1,5 M NaCl, 20 mM MgCl,, 1mM
CaCly, 20 mM Tris-HCI. Happamalla pH-alueella (5,5-6,5) Tris-HCl:n tilalla kaytettiin 20
mM MESia

Detergenttisailyvyyskokeissa virussuspensiota, jonka tiitteri oli 1 x 10™ pfu / ml pidettiin
eri kasittelyissd 1 h huoneenlammadssa. Triton X-100 (BDH Chemicals, PA, USA) ja
Nonidet P40 (LKB, Bromma, Ruots) -kokeissa kéytettin 0,01 — 0,5% (V/V) -
konsentraatioita. HMV1:n sdilyvyys ureassa seka guanidiini hydrokloridissa (Fluka),
tutkittiin 1 - 4 M (V/V) pitoisuuksissa. BHT-kokeissa (butyloitu hydroksitolueeni) kaytetyt
detergenttipitoisuudet olivat 0,1 - 3,0 mM (V/V). Tutkimuksissa kéytetyt detergentit
liuotettiin HMV 1-puskuriin.

Suolasdilyvyyskokeissa tutkittiin virusten sdilyvyytta eri NaCl-pitoisuuksissa. Puskurina
kaytettiin HMV 1-puskuria, jonka NaCl-pitoisuutta vaihdeltiin. Virussuspensioiden (tiitteri
1 x 10* Pfu / ml) tiitterit mééritettiin eri aikapisteissa (3 h, 6 h, 24 h ja 48 h) +20 °C:ssi
Kaytetyt NaCl pitoisuudet olivat 0,5M; 1,0M; 1,2M;1,5M; 2,0M; 25M ja3,1 M..
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Jaddytyssulatuskokeissa verrattiin viruksen sdilyvyytta glyserolissa ja HMV 1-puskurissa.
Virussuspensio (tiitteri 1 x 10™ Pfu / ml) jaadytettiin pitamall4 niitéa -20 °C:ssa yon yli,
minkd jalkeen virukset sulatettiine Taman jalkeen sulatetuista viruksista tehtiin
laimennossarja, josta Sitten titrattiin sopivat laimennokset. Virukset jé&dytettiin uudelleen -
20 °C:ssa yon yli ja titraukset suoritettiin uudestaan kuten edellisena pdivana Kokeen
aikana virukset jadytettiin yhteensa kolme kertaa

8.6.  Viruksen hajotus

HMV1-viruksen hajottamiseksi kokeiltiin  useita olosuhteita. Hajotuskasittelyjen
yhteenveto on koottu taulukkoon 2.

Parhaiden hajotusolosuhteiden I6ytamiseksi virukset hgotettiin ensin  pienessa
mittakaavassa. Nain voitiin  kokeilla useampia kasittelyjA nopeammin. Pienen
mittakaavaavan hajotuksissa kéaytettiin 50 pg konsentroitua virusta yhta késittelya kohden.
Viruksia pidettiin eri hajotusolosuhteissa 1 h huoneenlammossd, minka jalkeen liukoiset
proteiinit eroteltiin liikkuvan vyohykkeen sentrifugaatiolla (Beckman SW50.1; 40 000
rpm, 1 h 28 min, +15 °C) lineaarisessa 5-20 % (w/V) sakkaaroosigradientissa. Gradientissa
kaytettiin samaa puskuria kuin haotuksessa oli aiemmin kaytetty. Osa hajotuksista
analysoitiin kayttamalla pidempaa sentrifugointia (40 000 rpm, 3 h, +15 °C, Beckman
SWH50.1), jotta hajotustuotteet saatiin erottumaan paremmin toisistaan.

Lupaavimmat hajotuskasittelyt toistettiin suuressa mittakaavassa, ndin saatiin selkeammét
tulokset. N&issd hajotuksissa kaytettiin 100 pg konsentroitua virusta yhtd kasittelya
kohden. Virukset laimennettiin HMV 1-puskuriin tai alhaisen suolan puskuriin. Taman
jalkeen seokseen liséttiin tarvittavat aineet hajotusolosuhteiden luomiseksi siten, etta
lopputilavuudeksi  tuli 360 pl. Viruksia kasiteltiin - hajotusolosuhteissa 1 h,
huoneenlammaossd, |ampotilahajotuksissa 1 h tietyssa lampdtilassa. Hajotuksen jalkeen
virukset analysoitiin lineaarisessa 5-20 % (w/V) sakkaroosigradientissa kayttéen samaa
puskuria kuin hgotuksissa. Kokelltiin myds SDS:n, guanidiini hydrokloridin, urean ja
Nonidet P40:n lisédmistad sakkaroosigradienttiin. Proteiinien erottelemiseksi tiheyden ja
aerodynaamisen pinta-alan perusteella, hajotetut virukset sentrifugoitiin (Sorvall TH641,
30000 rpm, 2 h 30 min, +15 °C). Paremman erottelun aikaansaamiseks kokeiltiin myos
proteiinien sentrifugoimista 35000 rpm, 3 h 40 min, +15 °C (Beckman SWA41Ti).
Proteiinit analysoitiin 14 % trisiini-SDS-PAGEssa.  Trigini-SDS-PAGE poikkeaa
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tavallisesta SDS-PAGEda siing, etta se erottelee paremmin pienia proteiingja (Schéagger, H
javon Jagow, G., 1987).

Y hdistelméhajotuksessa 100 ug konsentroitua HMV 1-virusta hgjotettiin ensin 1 h +60
°C:ssa, alhaisen suolan puskurissa. Hajonneet viruspartikkelit sentrifugoitiin liikkuvan
vyOhykkeen sentrifugaatiolla (Beckman SW41Ti; 35 000 rpm, 3 h 40 min, +15 °C) 5-20 %
(w/V) sakkaroosigradientissa, joka oli tehty alhaisen suolan puskuriin. Sentrifugoinnin
jalkeen sentrifuugiputkista keréttiin valoa siroava vyohyke, joka konsentroitiin samalla
tavalla, kuin virusta puhdistettaessa (kappale 8.5). Konsentroidun vydhykkeen partikkelit
hajotettiin 0,1 % (V/V) Nonidet P40ké&sittelylld, 1 huoneen 1&mmadsss, alhaisen suolan
puskurissa. Hajotetut viruspartikkelit ladattiin 5-20 % (w/V) sakkaroosigradienttiin
alhaisen suolan puskurissa ja sentrifugoitiin liikkuvan gradientin sentrifugaatiolla
(Beckman SWA41Ti; 35 000 rpm, 3 h 40 min, +15 °C). Taman jalkeen tulokset analysoitiin
samalla tavalla kuin muissakin hajotuksissa.

Kontrollina  kaytettin 100 pg konsentroitua HMV1-virusta, jota pidettiin
huoneenlammossa 1 h. Liikkuvan vyohykkeen sentrifugaatio ja proteiinien analysointi
kontrolliviruksilla suoritettiin samallatavalla, kuin hajotetuilla viruksilla

Taulukko 2. Kaytetyt hajotusolosuhteet, puskurit sekd sentrifugointien pituudet. Kaikissa kokeissa viruksa
kasiteltiin 1 h huoneenlammdssd, lukuun ottamatta |ampdtilahajotuksia, joissa viruksia kasiteltiin 1 h eri
[&mpdtiloissa.

Sentrifugoinnin

Hmv1- Alhaisen kesto, pitka/
Hajotus puskuri suolan puskuri | lyhyt
Detergenttihajotukset
0,05-0,2 % SDS (V/V) Kylla Kylla Molemmat
0,5 % Triton X-100 (V/V) Kylla Ei Lyhyt
0,1 % Nonidet P40 (V/V) Kylla Kylla Molemmat
L &mpdatilahajotukset
+50-+70°C Ei Kylla Molemmat
Muita ol osuhteita
pH 2 Kylla Ei Lyhyt
Jaadytyssulatus Kylla Ei Lyhyt
3 M Urea(V/V) Kylla Ei Lyhyt
2 M Guanidiini hydrokloridi
(VIV) Kylla Ei Lyhyt
Y hdistelméhajotus
+60 °C + 0,1 % Nonidet P40
(VIV) Ei Kylla Pitka
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Liikkuvan vyohykkeen sentrifugaation jalkeen fraktioiden viruspitoisuudet mitattiin
spektrofotomerilla (Eppendorf BioPhotometer) 260 nm:n aallonpituudella. Taméan jéalkeen
proteiinit saostettiin 10 % (V/V) trikloorietikkahapolla (TCA): naytteita pidettiin j&illa 30
minuuttia 10 % TCA:ssa, jonka jdlkeen ne sentrifugoitiin (13 000 rpm, 30 min, +4 °C) ja
proteiinisakka keréttiin talteen. Proteiinit liuotettiin 40 pl:aan 1,5 x ndytepuskuria (1000 pl
1,5 x naytepuskuri sisdltda: 500 pl 3 x ndytepuskuria, 50 pl 2-merkaptoetanolia, 450 pl
milliQ-vettd), keitettiin 5 minuuttia ja analysoitiin trisiini-SDS-PAGE-geelissa (110 V, 60
mA / geeli, n. 16 h). Elektroforeesin jalkeen proteiinit varjéttiin ServaBlau R-liuoksessa 1
h. Y lima&&rainen véri poistettiin 10 % (V/V) etikkahapolla yon yli.

8.7. Glykoproteiinien maaritys

Glykoproteiinit vérjéttiin GelCode® Glycoprotein Staining Kitin (Pierce Biotechnology
Rockford, IL, USA) avulla. Vérjays perustuu perjodihappo-schiff-reaktioon. HMV1-
virioneille tehtiin [ampotilahgjotus, minka jalkeen proteinit analysoitiin 15 % SDS-
PAGElla yhdessd positiivisen (piparjuuriperoksidaasi) ja negatiivisen (soijapavun
trypsiini-inhibiittori) kontrollin kanssa. Polyakryyliamidigeelin vérjdys tehtiin GelCode®

Glycoprotein Staining Kitin ohjeiden mukaan.

8.8. Elektronimikroskopia

Elektronimikroskopointia varten 100 ug konsentroituja HMV 1-viruksia lampokasiteltiin
+60 °C:ssa 1 h, minka jalkeen hajotustuotteet eroteltiin tiheyden perusteella liikkuvan
gradientin sentrifugaatiolla 5-20 % (w/V) lineaarisessa sakkaroosigradientissa. Valoa
sroava vyOhyke keréttiin talteen ja konsentroitiin Amicon Ultra 4 konsentraattorilla
(MWCO 100000) ohjeiden mukaan. Puskurina kaytettin  HMV1-puskuria.
L apivalaisuelektronimikroskopointia (TEM) varten viruskonsentraatista tehtiin sopivia
laimennoksia HMV1-puskuriin. 10 ul viruslaimennosta pipetoitiin hilalle, néytteen
annettiin  adsorboitua minuutin gan. Taman jalkeen nayte vaijéttin 1 % (V/V)
kaliumfosfowolframaatilla pH 6,5 ja annettiin véarjaytya 15 s, jonka jalkeen ylimaardinen
vari poistettiin - suodatinpaperilla.  Mikroskopointi  tehtiin - JEOL 1200 EX -

elektronimikroskoopilla. Mikroskopoinnin suoritti dosentti Elina Roine.
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0. Tulokset

9.1.  Sailyvyyskokeilla kartoitettiin tarvittavia hajotusolosuhteita

Ennen hajotuskasittelyja kartoitettiin HMV1:n sdilyvyys eri olosuhteissa (Kuva 1).
Havaittiin, ettd HMV 1 kesti hyvin pH:n muutoksa. 4 M guanidiini hydrokloridi aiheutti
viruksen infektiivisyyden satakertaisen putoamisen, mutta kokeillut pitoisuudet olivat liian
pienia virionin hajotukseen. Urea-késittelyissa suurin kokeiltu pitoisuus (4 M) aiheutti vain
pienen infektiivisyyden laskun. BHT-kasittelyilla e ollut vaikutusta viruksen

infektiivisyyteen.
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Kuva 1. HMV1-viruksen infektiivisyyden sdilyvyys. Viruksen sdilyvyys eri pH-arvoissa (A), urea- (B) ja
guanidiini hydrokloridi-pitoisuuksissa, M (C) sekd BHT-pitoisuuksissa, mM (D).
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Kuva 2. HMV1-viruksen infektiivisyyden sdilyvyys eri olosuhteissa. Panedeissa (A) ja (B) HMV1n
sdilyvyys TX-100:ssa ja Nonidet P40:ssa. Infektiivisyyden séilyvyys eri NaCl-pitoisuuksissa eri aikapisteissa
+15 °C:ssa (C). Infektiivisyyden sdilyvyys jaédytyssulatuskasittelyiden aikana HMV1-puskurissa seka
HMV 1-puskurissa, johon lisdtty 10 % (V/V) glyserali (D). Infektiivisyyden séilyvyys eri |ampétiloissa,
joissavirusta pidettiin 1 h (E).
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Detergentit sen sijaan hajottivat viruksen jo pienissd pitoisuuksissa, mika viittasi siihen,
ettd viruspartikkeli saattaa siséltéa lipidikalvon. Jo 0,01 % (V/V) pitoisuus Triton X-100:aa
jaNonidet P40:t& saivat HMV 1:n infektiivisyyden havidméaan (Kuva 2A jaB).

Virus kesti korkeita ionipitoisuuksia, mutta matalissa pitoisuuksissa se hgjosi. 1,0 M NaCl-
pitoisuuden kohdalla HMV 1:n infektiivisyys akoi laskea ja 0,5 M NaCl-konsentraatiossa
virus inaktivoitui kokonaan jo 24:n tunnin jadkeen (Kuva 2C). Tutkittaessa lampétilan
vaikutusta viruksen infektiivisyyteen, havaittiin etta infektiivisyys alkoi laskea +45 °C:ssa,
+60 °C:ssa infektiivisyys oli pudonnut ldhes puoleen alkuperdisesta. Alle +40 °C —
lampotiloissa viruksen infektiivisyys pysyi ennallaan (Kuva 2E). Jaadytyskokeissa
verrattiin infektiivisyytta HMV 1-puskurin ja HMV 1-puskurin, joka sisdlsi 10 % (V/V)
glyserolia, vélilla Virus vakuttaa sdilyvan hieman paremmin ilman glyserolia
Kokeilluilla pakastussulatuskasittelyjen maaralla el nayttanyt olevan vaikutusta viruksen
infektiivisyyteen (Kuva 2D).

Kestavyyskokeiden perusteella valittiin lupaavimmilta vaikuttaneet kasittelyt hajotuksia

varten.

9.2. Hajotusten tulosten perusteella voitiin arvioida proteinien

lokalisaatiota HM V 1-virionissa

Korkeassa ionipitoisuudessa Nonidet  P40-detergentti  haotti  HMV 1-viruksen
kontrolloidusti, matalassa ionipitoisuudessa samanlaisen hgoamisen sai akaan
lampokésittely.  Hajotusolosuhteina  kokeiltiin my0s  matalaa  ionipitoisuutta,
jéédytyssulatuskasittelyd, matalaa pH:ta, ureaa, guanidiini hydrokloridia sek& SDS ja
Triton X-100 —detergenttejd eri konsentraatioissa. Na&issa kokeissa proteiingja el
kuitenkaan saatu irrotettua kontrolloidusti liukoiseen muotoon, vaan virus hajos joko
taydellisesti tai vain pieni osa proteiineista irtosi virionista Triton X-100 haittasi
proteiinien gjautumista elektroforeesissa, VP4-proteiinin kohdalla liikkui oli iso, vériton
epdpuhtaus, jokaoli luultavasti Triton X-100:aa (tulosta e esitetty).

Kokeiltiin myds SDS:n, guanidiini hydrokloridin, urean ja Nonidet P40:n lisddmista 5-20
% sakkaroosigradienttiin, jotta estettdisiin mahdollinen hajonneiden virusten spontaani
uudelleen kokoaminen tai niiden aggregoituminen ja pystyttéisiin pitdmaan ylla sama

hajotusolosuhde myos sentrifugoinnin aikana. HMV 1-puskurin korkea suolapitoisuus
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vaikeutti kuitenkin kokeiltujen yhdisteiden liukenemista sakkaroosiin; ne aggregoituivat ja
estivat gradientin muodostumisen. Alhaisen suolan puskuriin Nonidet P40 ja SDS saatiin
liukenemaan. Suuret detergenttipitoisuudet haittasivat kuitenkin proteiinien liikkumista

elektroforeesissa ja polyakryyliamidigeelin resoluutio oli huono (tulosta ei esitetty).

A B C

PI Pl—— Pl——
vsv

KK }:‘ VSV KK | KK
VSV

poL| POl PO

Kuva 3. Vaoasiroavan vyohykkeen sijainti sentrifuugiputkessa eri kasittelyiden jélkeen. 60 °C —hajotus
(Beckman SWA41Ti; 35 000 rpm, 3 h 40 min, +15 °C) (A). Hajottamaton virus (Sorvall TH641; 30 000 rpm, 2
h 30 min, +15 °C) (B). NP40-kasitelty virus (Sorvall TH641; 30 000 rpm, 2 h 30 min, +15 °C) (C). Pl =
putken pinta, KK = putken keskikohta, PO = putken pohja, VSV = valoa siroava vyohyke

9.2.1. Lampokasittely irrotti viruspartikkelin pinnasta proteiinin

Ensmmaéisissa +60 °C -lampdtilahajotuskokeissa havaittiin, etta pieni osa VP2-proteiinista
muuttui liukoiseksi ja gjautui sentrifuugiputken yldosaan. Suurin osa V P2-proteiineista oli
kuitenkin pinnan ja virionin valisissa fraktioissa, minké& vuoksi el vield voitu olla varmoja,
oliko virus hagjonnut kontrolloidusti. Sentrifugaatiogjan pidennys toi toivotun tuloksen,
liukoiset proteiinit erottuivat paremmin valoa siroavasta vyohykkeesta VP1, osa VP2:sta
jaVP4 pysyivét edelleen yhdessa valoa siroavassa vyohykkeessa (kuva 4A). Valoa siroava
vyOhyke sentrifuugiputkessa oli edelleen samassa kohdassa, kuin kontrollissa (kuva 3).
Valoa siroavan vybhykkeen infektiivisyys oli kuitenkin merkittévasti pienempi, kuin
késitteleméttoman viruksen (tulosta el esitetty). Massaspektrometrinen analyysi osoitti, etta
viruskapsidista irronnut 70 kDa proteiini  (VP2) ja kapsidiin  kiinni  ja8nyt
molekyylipainoltaan vastaavan kokoinen proteiini olivat identtisia peptidimassoiltaan.
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Taméan tiedon perusteella todettiin, etta kyseessa on sama proteini, elkd kaksi
samankokoista proteiinia (Nisse Kalkkinen, suullinen tiedonanto).

A B

kDa — VSV HMV1
1 2 34 5 6 7 8 9 10 11 12 pel
kDa — YoV HMV1
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Kuva 4. HMV 1-virionin hajotus ja proteiinien erottelu liikkuvan vydhykkeen sentrifugaatiolla. Geelikuvien
vasemmalla puolella sijaitsevat proteiinistandardien mukaiset molekyylipainot. Oikealla puolella on esitetty
HMV 1-virionin proteiinit. Sentrifuugiputken fraktiot vasemmalta oikealle: (1) pinta, (pel) pelletti. Virukset
hajotettu 60 °C lampokasttelylla alhaisen suolan puskurissa ja proteiinit eroteltu pitkalla sentrifugaatiolla
(A). Virukset hgjotettu 0,1 % (V/V) Nonidet P40-kéasittelylla HMV 1-puskurissa ja proteiinit eroteltu lyhyella
sentrifugaatiolla (B). Gedikuvan yldpuolella on esitetty ylagedi vérjditynd etidium bromidilla DNA:n
sijainnin osoittamiseksi. vsv= valoa siroava vythyke



9.2.2. Kasittely NP40-deter gentilla aiheutti viruspartikkelin haj oamisen

0,1 % (V/V) Nonidet P40-detergenttikasittely irrotti VP1- ja VP2-proteiinit liukoisiksi.
Samalla VP4-proteiinit, joiden mukana litkkui my6s DNA ja pieni méard VP2:ta,
gjautuivat sentrifuugiputken pohjalle. Pieni osa VP2-proteiineista seka VP3 |0ytyivét
pohjafraktiosta. Liikkuvan vyohykkeen sentrifugaation jélkeen voitiin havaita, etta valoa

siroava vyohyke oli sentrifuugiputken yléosassa (Kuva 4B).

kDa HMV1 kDa HMV1
12 3456 7 8 91011 12pel. 1 2 3 45 67 8 910 11 12 pel. __
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Kuva 5. Konsentroidun, 60 °C lémpdkasitellyn HMV1-virionin hagjotus 0,1 % (V/V) Nonidet P40-
detergentilla. (A) Konsentroitu, 60 °C |ampokasitelty HMV 1-virioni. (B) Konsentroitu, 60 °C |ampokasitelty
HMV 1-virioni hgjotettu 0,1 % (V/V) Nonidet PA0-detergentilla. Tiedot esitetty, kuten kuvassa 3.

9.2.3. Lampokasitellyn viruspartikkelin hajotus NP40-detergentilla teki
VP1:n liukoiseksi

Kun +60 °C -hgotuksen valoa siroava vyohyke keréttiin, konsentroitiin ja sentrifugoitiin
liikkuvan vyohykkeen sentrifugaatiolla seka analysoitiin trisiini-SDS-PAGEssa, voitiin
havaita, ettd VP1 ja VP4 olivat edelleen valoa siroavassa vyohykkeessd. Myos osa VP2-
proteiineista oli edelleen kiinni virionissa (Kuva 5A). Kasittelemalla 1ampdtilahajotettu
virioni edelleen 0,1 % (V/V) NP40-detergentilléa alhaisessa ionipitoisuudessa, satiin siita
irrotettua VP1-proteiini sek& osa VP2-proteiinista liukoiseen fraktioon. Loput VP2-
proteiinista ja VP4-proteiini liikkuivat edelleen yhdesss, valoa siroavaa vyohyketta ei
sentrifuugiputkessa kuitenkaan endd ollut. T&ala kertaa Nonidet P40 -kasittely ei
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aiheuttanut VP4:n aggregoitumista sentrifuugiputken pohjalle. VP3-proteiinin sijaintia ei
pystytty havaitsemaan (kuva 5B).

9.3. Sokeriproteiinianalyysi

Sokeriproteiinianalyysia varten virukset lampokasiteltiin +60 °C:ssa, proteiinit eroteltiin
liikkuvan vybhykkeen sentrifugaatiolla ja tulokset analysoitiin SDS-PAGEIlla. Sokeriosia
sisdltavét proteiinit tunnistettiin GelCode® Glycoprotein Staining Kitin avulla. VP1- ja
V P2-proteiinien todettiin olevan glykosyloituneita, toisin kuin VP3:n jaVP4:n (kuva 6A).

A B

1 5 6 7 pos. neg. 1 5 6 7

Kuva 6. HMV1:n sokeriproteiinianadyysi ja |8pivalaisueektronimikroskooppikuva. (A) +60 °C-
lampdtilahgjotettu virioni, josta kerdtty fraktiot 1, 5, 6, 7. Fraktioiden proteiinit vérjétty ServaBlau R -
protelinivérilla (vasemmalla). Oikealla sokeriproteiinit vérjétty perjodihappo-schiff-reaktiolla.  pos=
positiivinen kontrolli, neg= negatiivinen kontrolli. (B) Konsentroitu +60 °C-lampétilahgjotuksen valoa
sircava vybhyke vérjaity 1 % kaliumfosfowolframaatilla. Vasemmassa ylékulmassa on esitetty laatikon
sisdlla oleva yksittéinen virioni suurennettuna. 1:10 laimennos, 25000 kertainen suurennos. Mittajanojen
pituudet: 100 nm isossa kuvassa, 15 nm suurennoksessa.

94. L ampdbhajotetun HMV 1-virionin elektr onimikr oskopia

+60 °C:ssa hgjotetun HMV 1-virionin valoa siroava vybhyke keréttiin ja konsentroitiin
[gpivalaisuelektronimikroskopointia varten. Naytteista 10ydettiin partikkeleita, joiden
havaittiin olevan pleomorfisia, kooltaan keskim&rin 40 x 50 nm. Joukossa oli myds
hajonneita virioneita (Kuva 6B)
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10. Tulosten tarkastelu

10.1. HMV1-virionin rakenne

Pietila (2007) osoitti, ettd HMV 1-virionin padasialliset proteiinit ovat VP2 jaVP4. Naiden,
ja virionin muiden proteiinien lokalisaation tukimiseksi tehtiin sarja hajotuskokeita, joita
edelsivét séilyvyyskokeet.

Sailyvyyskokeiden tulokset osoittivat, etté virus kestda hyvin pH:n vaihteluja seka eri urea-
konsentraatioita. Aiempien tutkimusten (Pietila, M., 2007) perusteella voitiin olettaa, etta
HMV 1-virionilla voisi olla membraani; pleoforminen muoto, kloroformiherkkyys ja
partikkelin tiheys viittasivat kaikki membraanin olemassaoloon. Detergenttialtistukset
vahvisavat entisestddn naita olettamuksia. Detergentit hajottavat  lipidikalvoja
muodostamalla miselleja yhdessa kalvon lipidimolekyylien kanssa (Garavito, R.M. ja
Ferguson-Miller, S., 2001). HMV1-viruksella detergenttikasittelyt —aiheuttavat
infektiivisyyden romahtamisen jo pienind konsentraatioina (Kuva 2A ja B).
Detergenttihajotuksista NP40-kéasittely oli ainoa, jonka perusteella pystyttiin arviomaan
proteiinien sijaintia virionissa. Muut detergentit tekivat kaikki proteiinit liukoisiks, elka
niiden sijaintia virionissa taloin pystytty pohtimaan.

NP-40-kasittelyssa havaittiin, ettd VP4 gautui gradientin pohjaan. Koska VP4 on kooltaan
melko pieni proteiini, voidaan pédételld, ettd se muodosti jonkinlaisia aggregaatteja (Kuva
4B). VP1 ja VP2 muuttuvat liukoisiksi detergenttikasittelyssd, taman perusteella niiden
voidaan péitella olevan kiinni HMV1:n lipidimembraanissa viruksen pinnalla. VP4:n

aggregoituminen viittas siihen, etta se ei sijaitse membraanissa.

Lampatilahagjotuksessa ainoa virionista irtoava proteiini on VP2. Pieni osa proteinista jéa
kuitenkin edelleen kiinni virioniin. Koska VP1 irtoaa virionista vain detergenttikasittelyll4,
voisi VPL1 sijaita tiukemmin lipikalvon sisdlla ja VP2 taas enemman lipidikalvon pinnalla
Lampdtilahajotuksessa virioniin kiinni jd8vét VP2-proteiinit ovat luultavasti kiinni VP1-
proteiineissa tai tiukemmin kiinni lipidikalvossa, kuin VP1. Toinen vaihtoehto on, etté osa
VP2 proteiineista on kiinni VP4-proteiineissa, tdhan viittaavat detergenttihagjotuksen
tulokset, jossa 0sa V P2:sta aggregoituu V P4:n kanssa gradientin pohjalle (Kuva4B). Tama
hypoteesi taytyy kuitenkin vieléa varmistaa massaspektrometrisilla analyyseilla, silla VP4:n

kanssa agautuva proteiini e vdattaméttd ole VP2, Myds yhdistetyssd |ampo- ja
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detergenttihajotuksessa osa VP2-proteiineista ja3 VP4:n yhteyteen, kun samaan aikaan
kaikki VP1-proteiinit irtoavat virionista (Kuva 5B).

Glykoproteiinianalyysi osoitti VP1:n jaVP2:n sisdltédvan sokeriosia (Kuva 6A). Tamatulos
tukee pddtelméd, ettd VP1 ja VP2 ovat membraaniproteiinegja, koska usein juuri viruksen
pinnan proteiinit ovat glykolysoituneita. Aiemmin tehdyissa tutkimuksissa on havaittu, etta
viruskapsidin muodostavat proteiinit sisdltdvat usein sokeriosia (Vigerust, D.J. ja
Shepherd, V.L., 2007). Erityisen tarkasti on tutkittu eukaryoottisolujen virusten
sokeriproteiingja.  Virukset  kayttavat isantdsolun  proteiinienmuokkauskoneistoa
sokeriosien lisd&&miseen. Sokeroitujen proteiinien on havaittu toimivan viruksen
adsorptiossa isAntasoluun, esimerkiksi reseptorin tunnistuksessa ja siihen kiinnittymisessa.
Lipidivaipassa kiinni olevien glykoproteiinien koostumusta muuttamalla virukset pystyvét
valtteleméan immunipuolustusta, mika on tyypillistéa HIV 1:lle ja influenssa A-virukselle.
Virukset kayttavat sokeriprotelingja myos fuusiossa isantasoluun (Vigerust, D.J. ja
Shepherd, V.L., 2007).

Koska lampohajotuksessa osa VP2:sta irtoaa virionista (Kuva 4A) ja séilyvyyskokeessa
viruksen infektiivisyys romahtaa +60 °C:n kohdalla (Kuva 2E), voidaan olettaa etta VP2
toimii infektion alkuvaiheessa. Usein virukset tunnistavat juuri glykolysoituneiden
proteiinien avulla isénndn solunpinnan reseptorit (Vigerust, D.J. ja Shepherd, V.L., 2007).
Lisdks konsentroidun 60 °C:n hajotuksen valoa siroavan vyohykkeen - eli viruksen, josta
suurin osa VP2:sta on poistettu — infektiivisyys oli todella pieni (tulosta el esitetty). Tama
viittaa edelleen siihen, ettd VP2:lla voisi ollarooli tarttumisessa isantésolun pintaan.

Nonidet P40 -kasittelysta saatujen tulosten perusteella voidaan arvioida parhaiten VP4:n
sijaintia jatoimintaa HMV 1-virionissa. Siina saatiin selville, ettd DNA kulkeutuu yhdessa
VP4:n kanssa sentrifuugiputken pohjalle. Vaikuttaa silta, etta VP4 vois olla DNA:han

sitoutuva proteiini, joitatarvitaan genomin replikaatiossa jatranskriptiossa

Virionin morfologian perusteella voidaan arvioida, mitk& proteiinit toimivat adsorptiossa
isantédn. Yleisia infektion alkuvaiheessa toimivia proteinirakenteita ovat virionin
pintaulokkeet, eli piikkirakenteet (Boer, R. ym., 2006). Pintaulokkeiden tutkimuksessa on
kaytetty butyloitua hydroksitolueenia eli BHT:ta (Wanda, P. ym., 1976). Sen on havaittu
vahentévan erityisesti sellaisten virusten infektiivisyyttd joilla on lipidipitoinen vaippa

BHT e kuitenkaan toimi detergenttien tavoin: se el riko viruksen lipidimembraania, vaan
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hajottaa proteini-proteiinisidoksia.  Tdlldisia sidoksia on muutamissa virusten
piikkirakenteissa (Li,T. ym., 1993). Yleensa jo pienet BHT-konsentraatiot aikaansaavat
infektiivisyyden rajun laskun, jos virionin piikeissd on proteini-proteiinisidoksia
Sailyvyyskokeiden tulokset osoittavat, ettd HMV1 e ole herkka BHT:lle kaytetyissa
konsentraatioissa (Kuva 1D). BHT ei siis hgjota HMV 1:n mahdollisia piikkeja ainakaan
ndissa olosuhteissa. Taman tuloksen perusteella voidaan olettaa, ettd VP1:n ja VP2:n
vdlilla ei ole proteiini-proteinisidoksia, se, onko jompikumpi piikkiproteini, selvida
lisdtutkimuksilla. On my6s mahdollista etta korkea suolapitoisuus on heikentényt BHT:n
kykya rikkoa proteiinien valisia sidoksia. Tulosten varmistamiseksi taytyisi viela kokeilla

korkeampia BHT-pitoisuuksia tai alhaisempaa suolapitoisuutta.

Virionin proteiinesta VP3 oli vaikein tutkittava. Tama johtuu dSiitd ettd sen madra
viruksessa on pieni. Hajotustutkimuksissa vain Nonidet-detergenttihgjotuksessa voitiin
havaita VP3:n aggregoituvan sentrifuugiputken pohjalle yhdessa VP4:n kanssa. Muissa
hajotustutkimuksessa VP3:a e havaittu lainkaan. Koska my6s osa VP2:sta aggregoituu
sentrifuugiputken pohjalle NP40-hajotuksessa, voisi VP3 olla yhteydessa niihin VP2-
proteiineihin, joilla on vuorovaikutussuhde VP4-proteiinien kanssa (Kuva 4B). Koska
VP3:n md&ra HMV1-virionissa on niin pieni, sSitd on vakea havaita muissa
hajotustutkimuksissa ilman sen aggretoitumista. Muissa hgotuskokeissa VP3 liikkuu
mahdollisesti yhdessd VP4:n kanssa, €li se jakautuu useampaan fraktioon, jolloin sitd on
vaikea havaita polyakryyliamidigeeleista Viruksen maarda hajotustutkimuksissa pitéa
lisdta, jotta voidaan paremmin tutkia VP3:n liikkumista erilaisissa olosuhteissa
Vaihtoehtoisesti voidaan kokeilla herkempaa proteiinien vérjaysmenetelmad, téllainen

voisi olla hopeanitraattivarjays.
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Kuva 7. Arvio HMV 1-virionin hajoamisesta eri olosuhteissa. Ehja HMV 1-virioni (A). Hajotus Nonidet P40-
detergentilla (B), +60 °C lampdkasittelylla (C). Konsentroidun +60 °C lampokasitellyn virionin hajotus
Nonidet P40-detergentilla (D). 1=VP1 2=V P2 3=VP4 4=DNA 5=lipidikalvo

10.2. Yhteenveto

Tutkimuksen tavoitteena oli selvittéd uuden, haofiilista Halorubrum sp. —arkkia
infektoivan HMV 1-viruksen virionin rakenne hajotuskokeiden avulla. Hajotusolosuhteet
valittiin - sdilyvyyskokeiden perusteella, joissa tutkittiin viruksen infektiivisyyden
muutoksia. Parhaiksi hajotuskésittelyiksi osoittautuvat Nonidet P40-detergenttikésittely,
seka 60 °C-lampdtilakasittely. Suoritettujen hajotuskokeiden perusteella tehtiin seuraavat
paatelmét: 1) HMV sisdlté lipidivaipan 2) VP1 ja VP2 ovat kiinni lipidivaipassa 3) VP2
toimii mahdollisesti adsorptiossa isantésoluun 4) VP4 saattaa olla DNA:han sitoutuva
proteiini 5) VP1:n jaVP2:n vélillaei ole proteiini-proteiinisidoksia. Hajotusten vaikutuksia

HMV 1-virioniin on arvioitu kuvassa 7.

10.3. Jatkotutkimukset

Tahan asti tehdyilla tutkimuksilla on pystytty l6ytdmé&an toimiva puhdistusmenetelmé
HMV1lle, saatu tietoa sen elinkierrosta ja virionin rakenteesta (Pietild, M., 2007).
Tutkittavaa ja oivallettavaa on viela paljon jajela
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Jatkotutkimuksista ensiarvoisen térked on genomin sekvensoiminen, jolloin pystyt&&n
yhdistdmaan proteiini sitéd koodaavaan geeniin. Nain voidaan selvittéa proteiinien tehtévét
virionissa.

Tulevaisuuden haasteeksi jé& myos viruksen lipidivaipan koostumuksen selvittaminen.
Ainakin puhdistetun ja konsentroidun viruksen véri viittaa sihen, etta HMV1 saa
lipidivaippansa iséanndltd - molemmat ovat punaisia Lipidien analysointimenetelmaa
HMV 1:lle taytyy vield parantaa riittdvan tarkkojen tuloksien saamiseksi. Lisaksi viruksen
elinkierto taytyy selvittéd entist tarkemmin - onko se lyyttinen vai lysogeeninen? Yksi
vaihtoehto voisi olla persistentti infektio, mika on yleinen elinkierron muoto monilla
halofiilisia arkkegja infektoivilla viruksilla (Porter, K. ym., 2007).

Selvitettavad on myos edelleen viruksen proteiinirakenteessa. VP3:n rooli téytyy tutkia
tarkemmin. Mielenkiintoista on selvittda, ovatko polyakryyliamidigeeleissa esiintyvét isot,
150 kDan kokoiset bandit, viruksen proteiinga vai pelkkia ep&puhtauksia.
Massaspektrometriset analyysit, yhdessa genomin sekvensoimisen kanssa tarjoavat
ratkaisun tdhan ongelmaan. Naiden proteiinikandidaattien tutkimusta helpottavat myds
uudet hgjotustutkimukset. Lisdksi DNA:n liikkumista el pystytty selvittaméan NPA40-
hajotusta lukuunottamatta. Jotta voidaan varmistaa, etta VP4 todella on DNA:han sitoutuva
proteiini, taytyy selvittad, miten DNA liikkuu esimerkiksi 1ampdtilahajotuksissa.

Vasta ndiden tutkimusten jdlkeen HMV1 voi |6ytéd oman paikkansa arkkivirusten
maailmasta — maailmasta, jonka tutkimus voi antaa vastauksia useisiin virusten evoluutiota

koskeviin kysymyksiin.
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12.  Liitteet

12.1. Liitel. Kasvatusalustat ja puskurit

Liuosten ja kasvatusalustojen vamistusohjeet perustuvat The Halohandbook 2006:ssa
esitettyihin - ohjeisiin.  (The HaloHandBook: http://www.microbiol.unimelb.edu.au/
people/dyall smith/HaloHandBook/)

23% (W/V) MGM-liemi (pH 7,2)

1 litra
peptoni (OXOID) 59
hiivauute (Bacto) 1lg
30 % (w/V) suolaves, pH 7,2 768 ml (tehty kraanaveteen)

Liuota magneettisekoituksessa. Tayta tilavuus kylmalla kraanavedella Autoklavoi
sokeriohjelmalla (15Ib, 30 min)

18 % M GM -pehmytagar, pH 7,2

1 litra
peptoni (OXOID) 59
hiivauute (Bacto) 1lg
agar (Bacto) 49
30 % suolavesi, pH 7,2 600 ml (tehty kraanaveteen)
kraanavetta 400 ml

Mittaa aineet kattilaan ja keitd, kunnes agar sulaa. Autoklavoi sokeriohjelmalla

20% MGM-maljat (pH 7,2)

1 litra
peptoni (OXOID) 59
hiivauute (Bacto) 1lg
agar (Bacto) 149
20 % suolavesi, pH 7,2 666 ml (tehty kraanaveteen)
kraanavetta 334 ml

Mittaa aineet kattilaan ja keitd, kunnes agar sulaa. Autoklavoi sokeriohjelmalla


http://www.microbiol.unimelb.edu.au/

30 % suolaves M GM -alustojen valmistukseen
1. Punnitse

1 litra
NaCl 2409
MgCl,-6H,0 309
MgSO,-7H,0 3549
KCI 79
1M TrissHCI, pH 7,2 80 ml

2. Liuota kylméén kraanaveteen magneettisekoituksessa.
3. Liséda CaCl, teriilistda 1 M CaCl,-liuoksesta

1 litra
1M CaCl, 5ml

4. Taytatilavuus kylméalla kraanavedel |a.
5. Séilytd +4 °C:ssa.

30 % suolaves puskureiden valmistukseen
1. Punnitse

1 litra
NaCl 2409
MgCl,-6H,0 309
MgSO,-7H,0 3549
KCl 79
1M TrisHCI, pH 7,2 80 ml

2. Liuota geriiliin milliQ-veteen magneetti sekoituksessa.
3. Lisda CaCl; teriilistd 1 M CaCl,-liuoksesta

1 litra
1M CaCl, 5ml

4. Taytatilavuus steriililla milliQ-vedella.
5. Suodata 0,2 pm suodattimen 18pi.
6. Séilytd +4 °C:ssa.



HMV1-puskuri

5M NaCl

1M MgCl,

1M CaCl,

1M TrisHCI, pH 7,5
Taytatilavuus steriililla milliQ-vedella.

Alhaisen suolan puskuri

5M NaCl

1 M MgCl,

1M CaCl,

1M TrisHCI, pH 7,5
Taytatilavuus steriililla milliQ-vedella

Sakkaroosliuokset HMV 1-puskurissa

5M NaCl

1 M MgCl,

1M CaCl,

1M TrisHCI, pH 7,5

sakkaroosi
Taytatilavuus steriililla milliQ-vedella

1 litra

300 ml

100 ml

1ml

20 ml

50 g (5 % sakkaroosi) tai 200 g (20 %)

Sakkaroosliuokset alhaisen suolan puskurissa

5M NaCl

1M MgCl,

1M CaCl,

1M TrisHCI, pH 7,5

sakkaroosi
Taytatilavuus steriililla milliQ-vedella

1litra

10 ml

100 ml

1ml

20 ml

50 g (5 % sakkaroosi) tai 200 g (20 %)
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12.2. Liite 2. Proteinigeelielektroforees

14 % trisiini-SDS-PAGE

Y hteen geeliin (~15x17 cm) 14 % erotusgeeli
AB? 16,3 ml

Glyseroli 469
Gedlipuskuri 11,6 mi

Ves 4,5 ml

TEMED® 12 pl

10 % APS® 117 ul

50

5 % ylageeli
1,7ml
2,5ml

58 ml

12 ul

100

& AB; akryyliamidi-monomeeriseos (30 % (w/V) akryyliamidi ja 0,8 % (w/V)

bisakryyliamidi)

® TEMED; N,N,N’ N’ -tetrametyylietyleeniamiini

¢ APS; ammoniumpersul faatti

Gedlipuskuri (pH 8,45)  Anodipuskuri (pH 8,9) Katodipuskuri

3 M Tris-base 0,2 M Tris-base 0,1 M Tris-base
0,3 % SDS 0,1 M Trisiini

0,1 % SDS
3 x naytepuskuri
ylempi geelipuskuri 10 ml ylempi geelipuskuri:
10 % SDS 10 ml 30 g Tris-base
05MEDTAY(pH 7,5 0,4 ml 30 g NaH,PO,-H-0
B-merkaptoetanoli 1ml taydenna tilavuus 500 ml milliQ
87 % glyseroli 10 ml vedella
bromifenolisininen 10 mg

9EDTA,; etyleenidiamiinitetraetikkahappo

Serva Blau R —proteiinivéri
0,04 % (w/V) ServaBlau R
25 % (V/V) isopropanoli
10 % (V/V) etikkahappo




12.3.

A

Liite 3. Haj otusten fraktioiden proteiinipitoisuudet

B

0,60 0,14
—=e— Kontrolli Y [e} 60 C konsentoitu val oa siroava vychyke
Y —-¥— 0,1% TX-100 012 \ —-w— 60 C konsentroitu val oa siroava vyohyke hajotettu NP40:11a
\ ’ !
0g0-— . |
0,20— | — 0,10 \
\
‘ |
2 015 | *& 2 0,08 - \
\
N \ N
5 A 5 \
0,10 \ 0,06 [ \
\ \
\ X
005 -  _ - 0,04 [
v —— ¥ ~ AN — —y.
Y vy —F— ¥ = B
000 002} J
T T T T T T T 0,00 T T T T T T
1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Pd 1 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12 pd
Fraktio Fraktio
0,10 0,20
°Q
0,08 |
015
0,06
2 0,10
3
Q o0o4f a
O O
0,05
0,02 |
0,00
0,00 |
—o— 0,1 % NP40
—x— 60C 0. 02%SDS
T T T T T T T T T T T T T T T T T
1 2 4 5 6 7 8 9 10 1 12 Pd 1 2 3 4 5 6 7 9 10 11 12 pel
Fraktio

Fraktio

Kuva 8. Hajotusten fraktioiden absorbanssit mitattu 260 nm allonpituudella. Virionit hgjotettu TX-100:11a

HMV 1-puskurissa (A). Konsentroidun, valoa sroavan vyohykkeen fraktioiden proteiinipitoisuudet

alhaisen suolan puskurissa ja konsentroitu, valoa siroava vythyke hgjotettu NP40:Il& ahaisen suolan

puskurissa (B). Virionit hgjotettu 60 °C:ssa alhaisen suolan puskurissa (C) sekd NP40-detergentilla ja
SDS:11aHMV 1-puskurissa (D).
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12.4. Liite 4. Gradienttisekoittajan asetukset
Aika Nopeus

Roottori (min) Kulma (°) | (rpm)

Sw41

Alhaisen suolan puskuri 2,25 81,5 15

HMV 1-puskuri 3 81,5 14

SW50.1

Alhaisen suolan puskuri 2,60 86,5 25

HMV 1-puskuri 0,47 77,5 15
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