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Kasvin solukossa symbioosissa eldvit endofyyttisienet tuottavat suuren madran
bioaktiivisia aineita, joiden avulla ne muun muassa osallistuvat kasvin
immuunipuolustukseen ja tuholaisten torjuntaan. Maapallon kaikista
sienilajeista tunnetaan vain murto-osa ja niiden tuottamissa metaboliatuotteissa
on suuri potentiaali antiviraalisten yhdisteiden loytamiseksi. Tutkielmassa
etsittiin kuudesta eri endofyyttisienindytteestd antiviraalista vaikutusta HCov-
OC43-koronavirukselle ja CVA9-enterovirukselle. Molemmat virukset ovat
yksijuosteisia RNA-viruksia ja niitd vastaan on kehitetty vain muutamia
rokotteita. Kiytetyistd ndytteistd ei 1oydetty antiviraalista vaikutusta
koronavirukselle, mutta enterovirukselle yhdelld sienindytteelld (E12117 MY)
nahtiin antiviraalista vaikutusta erityisesti suuremmilla pitoisuuksilla. Taman
ndytteen vaikutusta CVA9-viruksen kapsidirakenteeseen ja kulkeutumista
soluissa tutkittiin lisdd. Sulamispistettd tutkimalla havaittiin virusta stabiloiva
vaikutus, joka néhtiin késittelyn jalkeen sulamispisteen nousuna. Stabilisaatiota
tuki myo6s koe, missd viruskapsidin reaaliaikaista avautumista tutkittiin. Koe
perustui SYBR Green II -virin sitoutumiseen viruksesta vapautuvaan RNA:han.
Tdamdn lisdksi radioaktiivisesti leimatun viruksen signaalia seuraamalla oletettiin
endofyyttisienindytteen vaikuttavan viruksen rakenteeseen aggregoivasti. Tatd
oletusta tuki my0s ldapivalaisuelektronimikroskoopilla otetut kuvat viruksesta.
E12117 MY -ndytteen vaikutusta CVAO9-viruksen kulkeutumiseen soluissa
tutkittiin konfokaalimikroskoopilla ja havaittiin, ettd néytteelld ei ollut siihen
vaikutusta. Yhdessd nama tulokset osoittavat, ettd endofyyttisienestd E12117 MY
16ytyy potentiaalista antiviraalista vaikutusta CVA9-virusta vastaan ja tdma
vaikutus perustuu viruksen lisddntyneeseen stabiilisuuteen. Sienindytteen
fraktiointi ja vaikuttavan yhdisteen tai yhdisteiden identifiointi voisi olla
seuraava tutkimusvaihe sienindytteen antiviraalisuutta tutkittaessa.
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Endophyte fungi live in symbiosis with host plants and produce numerous
bioactive compounds that contribute to the plants’ immune defense and
resistance to pests. Of all the fungi in the world, only a small fraction is known
or studied yet the metabolites they produce hold a significant potential for
discovering antiviral compounds. In this thesis, six endophyte samples and their
antiviral activity were studied with HCoV-OC43 coronavirus and CVA9
enterovirus, both of which are single stranded RNA viruses. From these samples
no antiviral activity was found against coronavirus. However, one sample
(E12117 MY) demonstrated potential antiviral activity against CVA9, particularly
at higher sample concentrations. The effects of E12117 MY on CVA9 capsid
structure and migration were investigated. Analysis of the capsid’s thermal
stability revealed a shift in the melting point post-treatment with endophyte
fungi sample, indicating stabilizing effect. This was further supported by in-
house developed real-time uncoating assay that was based on the binding of
SYBR Green Il stain to the released viral RNA. In addition, by following the signal
of radioactively labeled virus it was assumed that the endophyte sample
aggregated the viral particles. This result was supported by transmission electron
microscopy images taken of the viral particles. The effect of the E12117 MY
sample on the intracellular trafficking of the CVA9 virus was investigated using
confocal microscopy, revealing no impact. Collectively, these results demonstrate
that the fungi sample E12117 MY has antiviral activity against CVA9 and the
effect is based on increased stability of the virus. Further research could involve
fractionating the sample to identify the active compounds within the fungi
extract.
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1 JOHDANTO

1.1 Koronavirus HCoV-OC43

Koronavirukset kuuluvat Coronaviridae -heimoon ja Orthocoronavirinae-
alaheimoon. Ne jaotellaan vield neljagdn sukuun; alfa, beta, gamma ja delta
(International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV)). Beta-koronavirukset
jaotellaan vield 2a-c viruksiin, joista ihmisen koronavirus OC43 kuuluu 2a, SARS
2b ja MERS 2c jaokseen (ICTV ja Kim ja Lee 2023). HCoV-OC43 on yksi
yleisimmistd ihmistd infektoivista koronaviruksista (Ogimi ym. 2020), mutta
aiheuttaa SARS-virusta lievempid oireita ja se on luokiteltu epidemiaa
aiheuttavaksi, toisin kuin esimerkiksi SARS-CoV-2, joka on aiheuttanut
maailmanlaajuisen =~ Covid-19  pandemian  suurella  kuolleisuudella.
Koronavirukset infektoivat pisaratartunnan kautta hengitysteitd ja levidvit
keuhkoihin aiheuttaen vakavia hengitysoireita (V'kovski ym. 2021). HCoV-OC43
onkin siksi hyvd mallivirus tutkittaessa muita vaarallisempia ja vaikeasti
késiteltavid koronaviruksia (Kim ja Lee 2023).

Koronavirus (Kuva 1) on vaipallinen, yksijuosteinen RNA-virus, jonka
helikaalisen kapsidin sisdltd 16ytyy viruksen genomi. Genomi tuottaa kaksi isoa
avointa lukukehystd (eng. Open reading frame, ORF), jotka yhdessd koodaavat
16:ta ei-rakenteellista proteiinia, jotka vaikuttavat isantdsolun vasteen saitelyyn
(V’kovski ym. 2021). Rakenneproteiineja on nelja: S-piikkiproteiini, M-
kalvoproteiini, E-vaippaproteiini, sekd N-nukleokapsidiproteiini (V'kovski ym.
2021).

S-piikkiproteiinit sitoutuvat solukalvon reseptoreihin, kuten ACE2-
reseptoriin. ~ HCoV-OC43  on  todistettu  kiinnittyvdn  solukalvon
glykaanikerrokseen, esimerkiksi siaalihappoihin, kuten 9-O-asetyloitu
siaalihappoon (Hulswit ym. 2019) tai hepariinisulfaattiin (Szczpanski ym. 2019).
Reseptoriin kiinnittymisen jdlkeen viruspartikkelin sisddnotto tapahtuu
kaveolivilitteisesti dynamiinin avustamana (Owczarek ym. 2018). Endosomeista
genomi vapautuu, kun viruksen vaippa fuusioituu endosomin kalvojen kanssa
ja koronaviruksen RNA replikoidaan soluliman replikointialueilla (V'kovski ym.
2021). Nukleokapsidiproteiini (N) osallistuu transkription sddtelyyn ja
myShemmin RNA:n pakkaamiseen (Cologna ym. 2000, Wu ym. 2023). Samalla
se my0s estdd solun torjuntamekanismeja (Wu ym. 2023). Myos vaippaproteiini
(E) osallistuu viruksen kokoamiseen ja kypsymiseen. Kypsynyt virus vapautuu
solusta golginlaitteen kautta eksosytoosilla kuroutumalla (V'kovski ym. 2021).
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Kuva 1. Koronaviruksen elinkierto. Kuvaa on muokattu V’kovski ym. 2021 julkaisun
pohjalta. Koronaviruksen elinkierto voidaan jakaa kuuteen osaan. 1. Virus
sitoutuu solureseptoreihin piikkiproteiinien avulla. 2. Viruksen vaipan fuusio
endosomin kalvojen kanssa vapauttaa genomin soluun. 3. Virus-RNA
replikoidaan solun replikointialueella. 4. Proteiinien translaatio tuottaa 4
rakenneproteiinia, joista 3 ilmenevét ER-golgin pinnalla ja N-proteiini pakkaa
syntetisoidun virus-RNA:n nukleokapsidimuotoon. 5. Virus kypsyy, kun
rakenneproteiinit kertyvdt nukleokapsidin ympadrille. 6. Kypsynyt virus
vapautuu solusta kuroutumalla. Kuva on luotu BioRender.com avulla.

1.2 Coxsackievirus A9

Picornaviridae-heimoon ja enterovirusten sukuun kuuluva coxsackievirus A9
(CVAY9) on vaipaton, yksijuosteinen ja positiivisesti polarisoitunut RNA-virus
(+ssRNA). Muita enteroviruksia ovat esimerkiksi polio- ja echovirukset
(Ehrenfeld ym. 2010). Coxsackieviruksia on noin 29 serotyyppid, jotka infektoivat
ihmisid eikd yhtdkddn vastaan ole toistaiseksi kehitetty rokotetta (Tariq ja
Kyriakopoulos 2024). Poliorokotteiden lisdksi vain muutamille muille
picornaviruksille on kehitetty rokotteita (Baggen ym. 2018).

Enterovirus infektoi yldhengitysteiden soluja tai huonon kisihygienian
seurauksena suoliston soluja. Sekundddrisid infektioita voi tapahtua myos
muissa elimissad (Baggen ym. 2018). Enterovirukset aiheuttavat flunssan kaltaisia
oireita, mutta voivat myo6s aiheuttaa vakavia tauteja, kuten aivokalvon- ja
sydénlihastulehdusta (Laajala ym. 2020). Ne ovat usein yhteydessd kroonisiin



sairauksiin, kuten tyypin 1 diabetekseen ja valtimokovettumatautiin (Laajala ym.
2020).

Viruksen elinkierto (Kuva 2) alkaa reseptorivilitteiselld endosytoosilla.
Enteroviruksilla on laaja kirjo solureseptoreita, joista CVA9 reseptoreita ovat
esimerkiksi aVP3 -intergriini (Pozzetto ja Gaudin, 1999). Muita mahdollisia
reseptoreita ovat p2-microglobuliini ja MHC-1 antigeenit (Huttunen ym., 2014).
Vaikka enterovirukset kayttdvdat hyvin erilaisia reseptoreita solun sisddn
pddsemiseksi, monet sitd seuraavat infektiokulun vaiheet ovat enterovirusten
vdlilld saman kaltaisia. Kuitenkin monet elinkierron vaiheiden yksityiskohdat
ovat vield epéselvia.

CVA9n on osoitettu kayttdvan perinteisestd Kklatriinivalitteisesta
endosytoosireitistd poikkeavaa pH-neutraalia makropinosytoosia solun sisddn
pddsemiseksi (Myllynen ym., 2016, Huttunen ym. 2014). Genomi vapautetaan
endosomien tai multivesikkelien (eng. multivesicular bodies) kalvon huokosten
kautta solulimaan, jossa replikaatio ja proteiinien tuotto kdynnistyy (Huttunen
ym. 2014). +ssRNA:n translaatio tuottaa yhden ison polyproteiinin, joka
kasitellddn proteolyyttisesti jakamalla se kapsidiproteiineihin (VP0, VP1 ja VP3),
sekd replikaatioproteiineihin, jotka avustavat genomin replikaatioprosessissa.
Kapsidiproteiinit muodostavat yhdessda protomeerejd, jotka kokoontuvat
pentameereiksi ja lopulta provirioneiksi, jonne virus-RNA pakataan. Kypsa
virioni syntyy, kun VPO proteiini lohkotaan kapsidin VP2 ja VP4 proteiineiksi.
Virus vapautuu solusta lyyttisesti tai eksosytoosilla kuroutumalla (eng. budding)
(Baggen ym. 2018).
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Kuva 2. Enteroviruksen elinkierto. Kuva on muokattu Baggen ym. 2018 julkaisun pohjalta.
Enteroviruksen elinkierto voidaan jakaa seitsemddn vaiheeseen. 1. Virus
kiinnittyy solukalvon reseptoreihin. 2. Virus otetaan solun sisddn
reseptorivilitteisesti endosytoosilla. 3. Genomi vapautuu solulimaan
endosomin kalvon huokosen kautta. 4. Virus-RNA:n translaatio yhdeksi

polyproteiiniksi. =~ Polyproteiini ~ pilkotaan = rakenneproteiineihin  ja
replikaatioproteiineihin. 5. +ssRNA replikoidaan muodostamalla -ssRNA
vastinpari, joka puolestaan tuottaa uusia +ssRNA-juosteita. 6.

Rakenneproteiineista koottuun provirioniin pakataan virusgenomi. 7.
vapautuminen solusta tapahtuu lyyttisesti tai eksosytoosilla. Kuva on luotu
BioRender.com. avulla.

Enterovirusten kapsidin pinnalla havaitaan useita syvanteitd, jotka toimivat
reseptorin sitoutumisen paikkoina. Syvidnteiden pohjassa, hydrofobisessa
taskussa, on usein sitoutuneena lipidiosa, joka osallistuu viruspartikkelin
stabilointiin (Baggen ym. 2018). Kapsidin avautumisprosessissa lipidiosa irtoaa,
mikd vaikuttaa viruspartikkelin epéstabiilisuuteen ja vaikuttaa siten genomin
vapautumiseen (Marjomdki ym. 2015). Enterovirusten kiinnittymisen ja kapsidin
avautumisen vaélilldi on havaittu stabiileja ja infektoivia valimuotoisia
partikkeleita (135S) (Myllynen ym. 2016). Namd vélimuotoiset partikkelit
pystyvat yhd kiinnittymddn reseptoreihin, mutta niiden konformaatio on
muuttunut ja ne havaitaan radioaktiivisissa fraktioissa kevyempind, kuin natiivit,
kompaktit partikkelit (180S) (Ruokolainen ym. 2019). Niiden vdalikokoisten
partikkelien ympéarysmitta on myo6s natiivia partikkelia hiukan isompi. Tyhja
partikkeli (80S) on avautumisprosessin lopputulos, jolloin genomi on
vapautunut, eikd partikkeli ole endd infektiivinen (Baggen ym. 2018).
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1.3 Endofyyttisienet

On arvioitu, ettd vain noin 3-8 % maapallon sienilajeista on 16ydetty ja tutkittu
(Hawksworth ja Liicking 2017). Endofyyttisienet, jotka kuuluvat p&ddasiassa
kotelosieniin (Ascomycota), sekd kantasieniin (Basidiomycota), eldvit joko osan tai
koko elinkiertonsa ajan kasvin solukossa (Linnakoski ym. 2018, Omomowo ym.
2023). Endofyyttisienid ilmenee jokaisessa elinympaéristossd, missd kasvejakin
(Wen ym. 2022). Isdntdkasvi ja sieni luovat yhdessi monimutkaisen
voivat hyodyttdd isdntdkasvia (Omomowo ym. 2023). Sienten tuottamien
sekundéadristen metaboliatuotteiden tehtdvand on esimerkiksi kemiallinen
signalointi, abioottisten ja bioottisten stressitekijoiden hallitseminen sekd
puolustus muita mikro-organismeja vastaan (Linnakoski ym. 2018). Tallaisia
bioaktiivisten aineiden ryhmid ovat esimerkiksi polyfenolit, jotka sisdltdvit
rakenteessaan yhden tai useamman fenoliryhmén. Niitd ovat esimerkiksi
flavonoidit. Toinen iso bioaktiivisten aineiden ryhmid ovat emdiksiset ja
typpipitoiset alkaloidit, kuten terpenoidit (dos Santos ym. 2022, Laajala ym. 2020,
Wen ym. 2022). Sienet tuottavat noin 20000 erilaista sekund&arista
metaboliatuotetta (Paranagama ym. 2007), joten luonnollisten bioaktiivisten
aineiden tutkiminen onkin yksi mahdollinen véyld antiviraalisten aineiden
16ytamiseksi.

1.4 Antiviraaliset aineet

Antiviraaliksi aineeksi kutsutaan sellaista ainetta, joka vaikuttaa viruksen tai
isantdsolun toimintoihin infektiota estden. Antiviraalinen teho ei siis perustu
rokotteiden tapaan immunologiseen vasteeseen, vaan vaikutuksen luovat muut
mekanismit. Esimerkiksi kantasieniin kuuluvan lakkakddvan (Ganoderma
lucidum) bioaktiivisten triterpenoidien on osoitettu sitoutuvan enterovirus 71
kapsidin hydrofobiseen taskuun (Zhang ym. 2014). Triterpenoidien sitoutumisen
kapsidiin arvellaan estdvan joko viruksen kiinnittymistd solun reseptoriin tai
stabiloivan virusta estden genomin vapautumisen solussa (Zhang ym.
2014). Hydrofobiseen taskuun kiinnittyminen on yleensd dynaamista, joten
pitkédkestoisen vaikutuksen saavuttaminen on hankalaa (Linnakoski ym. 2018).

Epigallokatekiinigallaattin (EGCG), joka kuuluu polyfenoleihin, on ha-
vaittu inhiboivan enteroviruksen infektiokykyé sitoutumalla viruksen pinnan
hydrofobiseen taskuun, mutta my6s useaan muuhun kohtaan kapsidin pinnalla.
Tama sitoutuminen vahvistaa viruspartikkelin stabilaatiota, jolloin avautuminen
estyy (Reshamwala ym., 2021). Koronaviruksella EGCG:n on havaittu hdiritse-
vian ACE2-reseptorin ja S-piikkiproteiinin vuorovaikutusta (Tsvetkov ym. 2021),
sekd inhiboivan replikaatiolle tarkedn 3C-tyyppisen proteaasin toimintaa (Kato
ym. 2021).



Antiviraalisen yhdisteen vaikutus voi kohdistua viruksen jokaiseen elin-
kierron vaiheeseen tai vastaavasti isdntdsolun toimintoihin. Sopivan antiviraali-
sen yhdisteen 16ytaminen on silti haasteellista. Yhden haasteen luo se, etta virus-
ten infektiomekanismit eivit ole tdysin tunnettuja (Huttunen ym. 2014, Linna-
koski ym. 2018). Télloin antiviraalinen yhdiste ei valttamdttd inhiboi infektiota
kokonaan, jonka seurauksena muodostuu yhdisteelle resistenttejd viruskantoja.
Lisdksi haasteena on antiviraalin mahdollinen sytotoksinen vaikutus soluille
sekd epdtoivotut sivuvaikutukset (Wang ja Yang 2023). Lisdksi, jos vaikutus koh-
distuu solutoimintoihin, on huomioitava, ettd luonnollisia kalvoliikennereitteja
ei voida tdysin inhiboida. Jotta antiviraalisten tuotteiden kehittdminen olisi kan-
nattavaa, niiden pitdisi myos olla laaja-alaisesti toimivia eri viruslajeille (Wang ja
Yang 2023).

Nadistd edelld mainituista syistd johtuen kiinnostavia antiviraalisia tuotteita
ei ole tilld hetkelld kliinisessd kdytossd enteroviruksia vastaan (Zhang ym. 2014,
Linnakoski ym. 2018, Laajala ym. 2020). Esimerkiksi laajasti eri entero- ja rhinovi-
ruksia vastaan antiviraalista aktiivisuutta osoittanutta yhdistettd Pleconaril:a ei
hyvaksytty kayttoon sen aiheuttamien haittavaikutusten vuoksi (Pevear
ym.1999, Hayden ym. 2003).

Koronavirukselle on sen sijaan muutamia kliinisessa kaytossa olevia antivi-
raalisia valmisteita. Yksi niistd on Paxlovid, joka hyvdksyttiin ensimmadisen ker-
ran vuonna 2021 SARS-CoV-2 hoitoon niilld potilailla, joilla oli kohonnut riski
sairastua tautiin vakavasti (WHO, Therapeutics and COVID-19: living guideline
2023). Antiviraalinen Paxlovid -lddkevalmiste koostuu kahdesta osasta: nir-
matrelvir ja ritonavir. Nirmatrelvir:in antiviraalinen vaikutus perustuu sen
SARS-CoV-2 proteaasia inhiboivaan vaikutukseen, joka estdd virusinfektiossa
replikaatiolle tarkeiden polyproteiinien pilkkoutumisen (Owen ym. 2021). Rito-
navir sen sijaan tehostaa vaikuttavan nirmatrlvir:in toimintaa (WHO, Thera-
peutics and COVID-19: living guideline 2023).

Useita tutkimuksia on tehty seké biologisista, ettd synteettisistd antiviraa-
lista potentiaalia ilmaisevista yhdisteistd. Taulukkoon 1 on kerdttynd muutamia
tallaisia yhdisteitd, joita on tutkittu entero- ja koronaviruksilla.
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Taulukko 1. Esimerkkejd tutkimuksista antiviraalisista yhdisteistd entero- ja
koronavirukselle
Yhdiste Yhdisteiden tyyppi Kohdevirus Kohde Léahde
Oxoglausiini ~ Alkaloidi CVB1, PV Replikaatio Arita ym. 2015
Suramin Bentsanilidi EV-A,EV-B  Viruskapsidi Ren ym. 2017,
Nishimura
ym. 2015
ST077124 Synteettinen EV-A71 Transkriptio ja repli- Min ym.2018
flavonoidi kaatio
GLTA Terpenoidi EV Viruskapsidi, avautu- Zhang ym.
minen, replikaatio 2014
EGCG Polyfenoli CoV, EV Transkriptio ja repli- Wang ja Yang,
kaatio 2023, Resham-
wala ym. 2021
Hesperidin ~ Flavanoniglykosidi CoV Reseptorin sitoutumi- Ovchyn-
nen nykova ym.
2022

1.5 Hypoteesit

Taman tutkielman tutkimuskysymyksend oli, 16ytyyko endofyyttisienistd perdi-
sin olevista eritteistd mahdollista antiviraalista vaikutusta korona- ja enterovi-
ruksille. Naytteind toimi sienistd perdisin olevat metaboliittiuutteet, sekd sieni-
rihmastosta tehdyt homogenaatit.

Tutkielman hypoteesit:

1. Kéytetyistd sienindytteistd loytyy antiviraalista vaikutusta tutkittavia
viruksia vastaan.

2. Antiviraalinen

stabiilisuuteen.

vaikutus

2 AINEISTO JA MENETELMAT

2.1 Solut ja virukset

perustuu

viruksen

lisdantyneeseen

Tutkimuksissa kaytettiin keuhkojen adenokarsinooman solulinjaa A549 (ATCC,
USA) ja keuhkojen fibroblastien MRC5 solulinjaa (ATCC, USA). A549 -soluja
kasvatettiin Dulbecco’s Modified Eagle mediassa (DMEM, Gibco, UK) ja MRCS5 -
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soluyja Minimum Essential mediassa (MEM, Gibco, UK). Molempiin
kasvatusliuoksiin oli lisitty 10 % FBS-seerumia (eng. Fetal Bovine Serum), 1 % L-
Glutamaxia (Gibco, UK) ja 1 % penisilliini/streptomysiini antibiootteja (Gibco,
UK). Soluja kasvatettiin 5 % suhteellisessa COz-pitoisuudessa ja +37 °C
lampotilassa. Solujen pesussa kaytettiin fosfaattipuskuroitua suolaliuosta (PBS,
eng. phosphate buffered saline) ja irrotuksessa 0,05 % trypsiinida (Gibco, UK).
Virusten kanssa kdytetty media oli antibiootitonta ja FBS-seerumin pitoisuus 1-
2%.

Kéytetyt viruslinjat olivat HCoV-OC43 (puhdistamaton erd #5; 7,43E+07
PFU/ml). CVA9-virukselle kaytettiin sekd puhdistettua ettd puhdistamatonta
virusta (Griggs-linja, ATCC). Puhtaat viruserdt olivat #14 (1,29E+10 PFU/ml,
proteiinipitoisuus= 1,28 mg/ml; 260/280= 1,70) seka #16 (1,09E+10 PFU/ml).
Puhdistamaton CVA9-era oli 6,72E+08 PFU/ml. Lisdksi kaytettiin
radioaktiivisesti leimattua CVA9-virusta (2,18E+07 PFU/ml, 1 pl= 7000 CPM,
Marjomden laboratorio). Koronavirusta tutkittiin kayttamélla MRC5-solulinjaa ja
vastaavasti enterovirusta A549-solulinjalla.

2.2 Endofyyttisienet

Endofyyttisieniuutteet saatiin Mainzin yliopistosta tohtori Anja Schiifflerilta (Dr.
Anja Schiiffler, Institut fiir Biotechnologie und Wirkstoff-Forschung gGmbH
(IBWF) Mainz). Naytteitd oli sekd sieniviljelméstd uutetusta liuoksesta (KF) ettd
sienirihmastosta tehdyistdi homogenaateista (MY). Sekd sieniviljelmdn uutteista
(KF) ettd sienirihmastosta (MY) oli Saksassa testattu sytotoksisuus Hela S3 -
soluilla (100 pg/ml).

Varpu Marjomden tutkimusryhmadssd oli alustavasti testattu ndytteiden
antiviraalinen tehokkuus kausikoronaviruksella HCoV-OC43 ja CVA9-
enteroviruksella. Ndiden testien perusteella valittiin kuusi
endofyyttisienindytettd (Taulukko 2) tdhdn tutkimukseen. Sytotoksisuus oli
testattu MRC5-fibroblastilla sekd A549-keuhkokarsinoomasoluilla (Reshamwala
ym. 2021). Endofyyttisienindytteitd sdilytettiin DMSO:hon liuotettuna 1 mg/ml
erissd -80 °C.

Taulukko 2. Viruksilla testattujen endofyyttisienien ndytekoodit

HCoV-OC43 CVA9
E12077 KF E12117 MY
E12105 MY E12118 MY
E13180 KF

E13180 MY
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2.3 Antiviraalisen vaikutuksen tutkiminen

Antiviraalisuutta tutkittiin valituilla endofyyttisienindytteilldi korona- ja
enteroviruksille. Tutkimus toteutettiin esikdsittelemalla viruksia
endofyyttisienindytteelld, jonka jdlkeen solut infektoitiin ja lopuksi solut
vdrjattiin kristallivioletilla. Varjattyjen solujen absorbanssiarvoja mittaamalla
voitiin havaita kasittelyn vaikutus kontrolleihin verrattuna.

2.3.1 Antiviraalinen vaikutus HCoV-OC43-koronavirukselle

Tutkimuksia varten MRC5-soluja viljeltiin 96-kuoppalevylle 15000 solua per
kaivo ja inkuboitiin +37 °C lampdétilassa sekd 5 % COz-pitoisuudessa yhden
pdivan ajan. Endofyyttsienindytteet (Taulukko 3) laimennettiin PBS-MgCl,-
puskuriin, jonka jdlkeen néytteisiin lisdttiin puhdistamatonta HCoV-OC43-
virusta (#5; 743E+07 PFU/ml). Kaytetyn viruksen pitoisuus optimoitiin
inkubointiaikaan sopivaksi. Lisdksi valmistettiin viruskontrolli ja solukontrollit
(Taulukko 3).

Taulukko 3. Endofyyttisieniendytteiden pitoisuudet

Nayte Sienipitoisuus (ng/ml)
Viruskontrolli -

Solukontrollit 0,1 1 10 100 200 500
Sienindyte 0,1 1 10 100 200 500

Naytteitd inkuboitiin +34 °C lampétilassa tunnin ajan, jonka jdlkeen seokset
laimennettiin mediaan niin, ettd lopullinen virusmaéé&rd vastasi soluissa MOI-
lukemaa 0,007. Tdamdn jdlkeen 96-kuoppamaljalla kasvatetuilta soluilta
poistettiin vanha kasvatusmedia ja ndyteseokset liséttiin soluille (100 ul). Soluja
inkuboitiin +34 °C lampétilassa ja 5 % COq-pitoisuudessa viisi pdivad, jonka
jalkeen solut vaérjattiin  kristalliviolettia siséltdvalld véariaineella (0,03 %
kristallivioletti, 2 % etanoli ja 36,5 % formaldehydi) ja pestiin kahdesti PBS-
liuoksella. Sen jdlkeen solut hajotettiin lysaattipuskurilla (0,8979 g
natriumsitraattia ja 1IN HCI 47,5 % etanolissa), jonka jdlkeen absorbanssiarvot
luettiin Victor X4 levylukijalla (PerkinElmer) 570 nm aallonpituudella (Liite 1).

2.3.2 Antiviraalinen vaikutus CV A9-enterovirukselle

Tutkimuksia varten A549-soluja viljeltiin 96-kuoppalevylle 12000 solua per kaivo
ja inkuboitiin kuten kappaleessa 2.3.1. Kdaytetyn CVA9-viruksen (#14; 6,72E+08
PFU/ml) pitoisuus optimoitiin inkubointiaikaan sopivaksi. Ndytteet ja kontrollit
valmistettiin kuten ylld (Taulukko 3).

Naytteitd inkuboitiin +37 °C ldampotilassa tunnin ajan, jonka jdlkeen
ndytteet laimennettiin mediaan niin, ettd lopullinen virusmdéra vastasi soluissa
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MOI-lukemaa 0,075. Taman jédlkeen soluilta poistettiin vanha kasvatusmedia ja
ndytteitd liséttiin soluille (100 pl). Soluja inkuboitiin +37 °C lampétilassa ja 5 %
COz-pitoisuudessa kaksi pdivdd, jonka jdlkeen solut vérjdttiin kristalliviolettia
sisdltdavalla variaineella, pestiin PBS-liuoksella ja hajotettiin lysaattipuskurilla.
Tdamdn jdlkeen absorbanssiarvot luettiin Victor X4 levylukijalla (PerkinElmer)
kuten ylla (Liite 1).

2.4 Endofyyttisieniuutteen vaikutus CVA9-viruksen kapsidin
stabiilisuuteen

Enterovirukselle tehtiin antiviraalisuuden osittamisen lisdksi useampi koe, jotka
tutkivat endofyyttiuutteen vaikutusta CVA9-viruksen kapsidin stabiilisuuteen ja
avautumiseen. Ndihin tutkimuksiin valittiin eniten antiviraalista aktiivisuutta
osoittanut ndyte E12117 MY.

24.1 Lampostabiilisuus

E12117 MY-sieniuutteen vaikutusta CVA9-viruksen ldmpostabiilisuuteen
tutkittiin kvantitatiivisen PCR-menetelmdn (qPCR) avulla. E12117 MY -
ndytteestd valmistettiin jdilld pidetylle PCR-levylle kaksi ndytettd (100 ja 200
ng/ml) PBS-MgCl-puskuriin. Néytteisiin lisdttiin puhdistettua CVA9-virusta
(#14; 1.29E+10 PFU/ml; proteiinipitoisuus= 1,28 mg/ml; 260/280= 1,70) siten,
ettd virusproteiinien mddrd ndytteissd oli 1 pg. Endofyyttisienindytteista
valmistettiin kaksi replikaattia ja lisdksi valmistettiin CVA9-viruskontrolli seka
E12117 MY -endofyyttisienikontrolli.

Kaikkia ndytteitd ja kontrolleja inkuboitiin +37 °C lampétilassa tunnin ajan,
jonka jdlkeen ndytekuoppiin lisdttiin 10 000x SYBR Green II fluoresoivaa
védriainetta laimennettuna 1:10 (Invitrogen). Fluoresenssin intensiteetti mitattiin
BioRad gqPCR laitteella (malli CFX96) +20-95 °C vdlilla 0,5 °C lampétilan
korotuksilla. Ajon alussa ndytettd lammitettiin +20 °C 30 minuutin ajan. Koe
toistettiin samalla puhdistetulla viruseralla.

24.2 Viruskapsidin avautuminen limpétilakokeen avulla

Kapsidin avautumista tutkittiin fluoresoivan SYBR Green II -viriaineen ja
RNAasi A:n (Sigma, R5500, 1 mg/ml in 150 nM NaCl, 17.1.2023 KK) avulla
Victor-levylukijalla. Mddritys perustui variaineen sitoutumiseen RNA:han, joka
vapautui avautuneesta viruskapsidista (Ruokolainen ym., 2019). Koetta varten
valmistettiin kaksi ndytettd joko RNAasi A:lla tai ilman ja niitd vastaavat
kontrollindytteet  pelkdllda =~ CVA9-viruksella (Taulukko 4). Kaytetyn
endofyyttisieniuutteen E12117 MY pitoisuus ndytteissa oli 200, 100, tai 10 ng/ml.
Jokaista ndytettd valmistettiin kolme rinnakkaista replikaattia.
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Taulukko 4. CVA9-viruksen kapsidin avautumista tutkivan kokeen naytteet

Nayte

E12117 MY + CVA9 + SYBR Green II + RN Aasi
E12117 MY + CVA9 + SYBR Green 11

CVA9 + SYBR Green I + RNAasi

CVA + SYBR Green II

BwW N R

Aluksi 10 000x SYBR Green II -védriaine laimennettiin tislattuun veteen 1:100 ja
endofyyttisienindytteestd tehtiin 1 mg/ml vililaimennos. Reagensseja lisattiin
jdilla pidettyyn 96-kuoppalevyn kuoppiin niin, ettd ensin PBS-MgClz-puskuriin
lisattiin ~ puhdistettua = CVA9-enterovirusta  (#14; 1.29E+10 PFU/ml;
proteiinipitoisuus=1,28 mg/ml; 260/280= 1,70). Virusta lisdttiin sen verran, etta
virusproteiinin méadrd ndytteessd oli 1 pg. Seuraavaksi kuoppiin lisdttiin
laimennettu SYBR Green II -vériaine ja RNAasi A (10 pg/ml) sekd lopuksi juuri
ennen mittausta sienindyte E12117 MY. Lopullinen néytetilavuus oli 50 pl.
Naytteet sekoitettiin varovasti ja kuplia vélttden, jonka jdlkeen levy mitattiin
Victor levylukijalla 3 minuutin vélein +37 °C lampétilassa noin tunnin ajan (Liite
2).

2.4.3 Vaikutus viruksen rakenteeseen radioaktiivisen gradientin avulla

E12117 MY -sieniuutteen vaikutusta CVAO9-viruksen kapsidirakenteeseen
tutkittiin radioaktiivisesti leimatun viruksen avulla. CVA9 metioniini/kysteiini
oli leimattu Marjomden laboratoriossa radioaktiivisella rikilld ([35S], 2,18E+07
PFU/ml, 1 pl= 7000 CPM).

E12117 MY -ndyte laimennettiin PBS-MgCl2-puskuriin kahteen eri
pitoisuuteen (100 ja 200 pg/ml) radioaktiivisesti leimatun viruksen kanssa.
Virusta lisdttiin niin, ettd leiman signaali oli 100 000 CPM. Liséksi valmistettiin
viruskontrolli, johon ei lisdtty endofyyttisientd. Naytteitd inkuboitiin +37 °C
lampdotilassa tunnin ajan.

Inkuboinnin jalkeen néytteisiin lisdttiin puskuria 1 ml tilavuuteen saakka.
Seuraavaksi valmistettiin 5-20 % sakkaroosigradientit ultrasentrifuugiputkiin
(Beckman Coulter, 14x18 mm, USA), joihin ndytteet ladattiin ja putket
tasapainotettiin puskurilla. Naytteitd sentrifugoitiin 35 000 rpm 2 tunnin ajan
Beckman Optima LE-80K ultrasentrifuugilla (SW 41, 41 000 rpm, Beckman,
Irlanti), jonka jalkeen ndytteet fraktioitiin pipetoimalla gradientin yldpinnalta 500
ul tuikenesteputkiin, joihin oli lisdtty 4 ml tuikenestettd (Ultima Gold ™ MYV,
Perkin Elmer, LOT 80-18141, USA). Lopuksi ndytteet mitattiin PerkinElmer
Liquid scintillator -laitteella. Koe toistettiin kahdesti.
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244 Lidpivalaisuelektronimikroskopia (TEM)

Uutteen vaikutusta CVAO9-virukseen pystyttiin  myos kvalitatiivisesti
havainnoimaan kuvaamalla endofyyttisienindytteelld Kkaisiteltyja viruksia
lapivalaisuelektronimikroskopialla (TEM). E12117 MY nédyte laimennettiin 200 ja
500 pg/ml pitoisuuksiin PBS-MgCl-puskuriin, johon lisdttiin puhdistettua
CVA9-enterovirusta (1,6E+10 PFU/ml). Lisdksi valmistettiin viruskontrolli
ilman endofyyttikasittelyd. Naytteitd inkuboitiin +37 °C lampdétilassa ja 5 % CO»-
pitoisuudessa tunnin ajan.

Formvad-péillystetyt kuparihilat késiteltiin plasmalaitteella (EMS/SC7620
Mini sputter coater, Electron Microscopy Sciences, USA), jonka jdlkeen hiloille
annosteltiin noin 5 ul ndytettd 30 sekunnin ajaksi. Ylimdarad imeytettiin hilalta
Whatmann 3MM imeytyspaperilla, jonka jdlkeen hilat varjattin 1 %
fosfovolframihapolla 10 sekunnin ajan (PTA, Sigma-Aldrich, Japani). Ylimé&ara
vdriainetta imeytettiin pois ja hilat siirrettiin kuivumaan hilakoteloon. Kuivat
ndytteet kuvattiin Jeol Jem 1400 ldpivalaisuelektronimikroskoopilla (Japani).
Kuvauksessa kéaytettiin LaBe-filamentin tuottamaa kenttdemissiositeilyd 80 kV
jannitteelld ja Quemsa CCD-kameraa.

2.5 CVA9-viruksen kulkeutuminen solussa

Endofyyttisieniuutteella kasitellyn CVA9:n kulkeutumista soluissa tutkittiin
konfokaalimikroskopialla immunoleimaamalla néytteistd viruksen VP1-
proteiini, sekd A549-soluista tuma ja endosomit.

Aluksi A549-soluja viljeltiin peitinlaseille 48 000 solua per lasi ja inkuboitiin
4-kuoppamaljoilla +37 °C lampdtilassa ja 5 % CO»-pitoisuudessa yhden pdivan
ajan. Seuraavaksi puhdistettua CVA9-virusta (#16, 1,09E+10 PFU/ml)
laimennettiin niin, ettd ndytetiitteri oli 7,52E+06 PFU/ml ja MOI=100.
Endofyyttisieniuutteesta E12117 MY valmistettiin 100 ja 200 pg/ml ndytteet
DMEM:iin (1 % FBS), johon virus liséttiin. Néytteitd ja viruskontrollia inkuboitiin
+37 °C tunnin ajan, jonka jdlkeen vanha media poistettiin soluilta ja 1 ml naytetta
lisattiin soluille. Soluja inkuboitiin kuuden tunnin ajan, jonka jidlkeen peitinlasit
pestiin kolmesti minuutin ajan 0,5 % BSA-PBS-liuoksella. Pesujen jdlkeen solut
kiinnitettiin 30 minuutin ajan 4 % paraformaldehydilld huoneenlammossa.
Kiinnityksen jdlkeen peitinlaseille lisdttiin puhdasta PBS-liuosta ja lasit sdilottiin
+4 °C lampotilassa.

Seuraavaksi kiinnitetyt solut immunoleimattiin kuvaamista varten.
Leimausta varten kiinnitetyt ndytteet permeabilisoitiin huoneenlammossa 0,2 %
TritonX-100-liuoksella 5 minuutin ajan, jonka jdlkeen nadytekuoppiin lisdttiin
puhdasta PBS-liuosta. Seuraavaksi priméddrivasta-aineet laimennettiin 3 % BSA-
PBS-liuoksella. Jokaiselle nédytteelle valmistettiin kaksi rinnakkaista peitinlasia
molemmilla primddrivasta-aineilla. Immunoleimauksessa kaytettiin sekda EEA1
(aikaiset endosomit) ettd CD63 (mychdiset endosomit) hiiren priméarivasta-
ainetta ja CVA9-viruksen VP1 kanin primdérivasta-ainetta (Taulukko 5). CVA9-
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viruksen proteiinia leimaavaa VP1 laimennettiin 1:1500 ja vastaavasti EEA1 2,5
ng/ml, sekd CD63 2,45 png/ml. Laimennettuja vasta-aineita lisdttiin peitinlaseille
40 pl ja inkuboitiin tunnin ajan huoneenldmmossd. Tamén jdlkeen ndytteitad
pestiin kolmesti PBS-liuoksella 5 minuutin ajan.

Seuraavaksi sekundddrisistd vasta-aineista (Taulukko 5) valmistettiin 1:200
laimennokset BSA-PBS-liuokseen ja jaettiin peitinlaseille. Samoja sekundaarisia
vasta-aineita kdytettiin sekd EEA1 ja CD63 primédrivasta-aineille. Peitinlaseja
inkuboitiin valolta suojattuna huoneenldmpdétilassa 30 minuutin ajan, jonka
jilkeen lasit pestiin kahdesti PBS:ld, kuten edelld. Peitinlasit asetettiin
mikroskooppilaseille Prolong Dapi-asennusliuoksen (Sigma) avulla ja sdilottiin
+4 °C lampéotilassa.

Naytteet kuvattiin Nikon A1R konfokaalimikroskoopilla (Liite 3) ja kuvat
kasiteltiin Fiji Image]-ohjelmistolla.

Taulukko 5. Immunoleimauksessa kdytetyt vasta-aineet

Priméériset Valmistaja Nimi Pitoisuus Erédtiedot

vasta-aineet

EEA1 BD Transduction Purified mouse-anti- 250 ug/ml LOT 52897

laboratories EEA1

CD63 Mousex CD63 concentrate 490mg/ml  LOT
antibody 41081030

CVA9 VP1 Merja Roivanen CVA9 rabbit VP1 an- 861
tibody

Sekundéériset

vasta-aineet

Goat anti-mouse Life Technologies. =~ Alexa Fluor 488 1 mg/ml #A11029

488

Goat anti-rabbit Life Technologies. ~ Alexa Fluor 546 1 mg/ml #A11010

546

2.6 Aineiston analyysi

Aineisto analysoitiin kédyttden GraphPad Prism ohjelmaa (versio 10.2.0.
Windows, USA). Data esitettiin keskiarvona £ SEM. Parittaiset vertailut tehtiin
yksisuuntaisella =~ Anovalla ja  Bonferroni-testilli, jossa tilastollisen
merkitsevyyden raja-arvo oli p<0,05 (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 ja

**** p < 0,0001). Lisdksi kuvia analysoitiin ja muokattiin Fiji Image] ohjelmalla
(Schindelin ym. 2012) yhdistamalla eri fluoresenssikanavat.
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3 TULOKSET

3.1 Endofyyttisienien antiviraalinen teho

Tutkielman  tavoitteena  oli  selvittdd, 16ytyyko  kuudesta  eri
endofyyttisienindytteestd antiviraalista vaikutusta CVA9-enterovirukselle ja
HCoV-OC43-koronavirukselle. Endofyyttisieniuutteiden antiviraalista
vaikutusta tutkittiin esikdsittelemdlld virusta endofyyttisienindytteelld ja
infektoimalla solut Kkaisittelyn jdlkeen. Infektoituneet solut varjattiin
kristallivioletilla ja kuolleet solut pestiin pois ndytekaivoista. Mittaamalla eldvien
solujen absorbanssi saatiin kasitys endofyyttisienindytekasittelyn vaikutuksesta
infektion etenemiseen vertaamalla késiteltyjen solujen absorbanssiarvoja virus-
ja solukontrolleihin. Yksisuuntaisella Anova-testilld, sekd Bonferronin testilld
tehtiin parittaiset vertailut eri ndytepitoisuuksien ja viruskontrollin sekd virus- ja
solukontrollin valilla.

Kuvasta 3. ndhd&ddan, ettd kaytetyt endofyyttindytteet (4 kpl) eivit
vaikuttaneet HCoV-OC43-koronaviruksen infektiokykyyn juuri lainkaan, vaan
eldvien solujen osuus mittauksissa oli sama viruskontrollin kanssa viruksen
sienikdsittelystd riippumatta. Samalla huomattiin, ettd kdytetyt ndytteet kaikissa
pitoisuuksissa eivét ole olleet soluille toksisia (Kuva 3). Tama tarkoittaa, ettd
ndytteiden mahdolliset toksiset vaikutukset eivdt ole peittineet
endofyyttisienten vaikutusta infektiivisyyteen tehden tuloksista luotettavat. Koe
toistettiin kolmesti tuloksen varmistamiseksi, mutta antiviraalista vaikutusta ei
ndilld sienindytteilld huomattu HCoV-OC43-virukselle, silld tilastollisesti
merkittdvdd eroa ndytteiden ja viruskontrollin vélilld ei havaittu (p> 0,05), paitsi
kun virusta oli kasitelty 500 pg/ml pitoisella E13180 MY -nédytteelld (jolloin
****p<0,0001), sekd 10 pg/ml pitoisella E13180 KF -néytteelld (jolloin *p<0,05)
(Kuva 3).
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Kuva 3. Endofyyttisienten antiviraalinen teho testattuna HCoV-OC43-viruksella. Eri
endofyyttisienipitoisuuksia inkuboitiin 1 h HCoV-OC43-viruksen kanssa, jonka
jalkeen virusta inkuboitiin MRC5-soluissa 5 vrk. Kuvaaja (A-D) néyttavat
solujen eldvyyden kristalliviolettivarjayksen jdlkeen (Y-akselilla Absorbanssi
570 nm). Samojen sienipitoisuuksien vaikutus soluihin ilman virusta 5 vrkin
jilkeen ndkyvdt kuvaajissa (E-H). Kuvaajissa punaisella on merkitty
viruskontrolli ilman endofyyttisienindytettd ja siniselld solukontrolli ilman
virusta tai endofyyttisientd. Parittaiset vertailut tehtiin Bonferroni- testilld
viruskontrollia vastaan (* p < 0.05, ** p <0.01, *** p < 0.001 ja **** p < 0.0001).
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Endofyyttisienten antiviraalista vaikutusta tutkittiin vastaavasti myds CVA9-
viruksella. Kéytettyjd endofyyttisienindytteitd oli kaksi, joilla tehtyjen alustavien
kokeiden perusteella nahtiin, ettd 1 ng/ml pitoisella E12117 MY-néaytteelld oli
positiivinen vaikutus infektoitujen solujen eldvyyteen (**p<0,01). Bonferronin
testin perusteella E12118 MY -ndytteen kohdalla merkittdvdd eroa
viruskontrolliin ei ollut yhdelldkddn endofyyttisienipitoisuudella (ns, p>0,05)
(Kuva 4).
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Kuva 4. Endofyyttisienten antiviraalinen teho testattuna CVA9-viruksella. Eri
endofyyttisienipitoisuuksia inkuboitiin 1 h CVA9-viruksen kanssa, jonka
jdlkeen virusta inkuboitiin A549-soluissa 2 vrk. Kuvaajat (A-B) nédyttdvit solujen
elavyyden kristalliviolettivdrjayksen jdlkeen. Samojen sienipitoisuuksien
vaikutus soluihin ilman virusta 2 vrkin jidlkeen ndkyy kuvaajissa (C-D) (Y-
akselilla Absorbanssi 570 nm). Kuvaajissa punaisella on merkitty viruskontrolli
ilman endofyyttisienindytettd ja siniselld solukontrolli ilman virusta tai
endofyyttisientd. Parittaiset vertailut tehtiin Bonferroni- testilld viruskontrollia
vastaan (* p <0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 ja **** p < 0.0001)
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Taman alustavan kokeen perusteella E12117 MY -ndytteelld tehtiin
jatkotutkimuksia, jolloin havaittiin, ettd suuremmilla nédytepitoisuuksilla
sieniuutteella E12117 MY oli positiivinen vaikutus solujen eldvyyteen, kun
CVA9-virusta oli esikdsitelty tdlld ndytteelld. Paras vaikutus havaittiin, kun
CVAO-virusta oli esikédsitelty 200 pg/ml endofyyttisienindytepitoisuudella,
jolloin havaittu tilastollinen vaikutus oli suurin (****p<0,0001) (Kuva 3).
Havaittiin myds, ettd vastaavia tuloksia ei saatu toisella CVA9-virusta vastaan
testatun endofyyttisienindytteen E12118 MY kanssa, vaikka sienindytteen
pitoisuutta viruksen esikasittelyssa oli lisdtty (Kuva 5).

E12117 MY

* Kk k

*kk
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Absorbanssi 570 nm

E12218 MY

Absorbanssi 570 nm

Kuva 5. Suurempien endofyyttisienipitoisuuksien antiviraalinen teho testattuna CVA9-
viruksella. Kuvaajassa A kolme suurinta pitoisuutta (100, 200 ja 500 pg/ml)
ylittivat raja-arvon p<0,05. Kuvaajassa (A-B) solujen eldvyys 2 vrk infektion
jalkeen kristallivioletilla varjattynd. Kuvaajissa punaisella on merkitty
viruskontrolli ilman endofyyttisienindytettd ja siniselld solukontrolli ilman
virusta tai endofyyttisientd. Parittaiset vertailut tehtiin Bonferroni- testilld
viruskontrollia vastaan (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 ja **** p < 0.0001).
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3.2 Endofyyttisienen vaikutus enteroviruksen stabiilisuuteen ja
avautumiseen

Alustavien antiviraalikokeiden jdlkeen valittiin ndyte E12117 MY
lisdtutkimuksiin, joissa pyrittiin havainnoimaan endofyyttisienen vaikutusta
CVA9-viruksen stabiilisuuteen ja avautumiseen. Endofyyttisienindytteen
vaikutusta virukseen tutkittiin qPCR:44 hyodyntden. PCR-laite mittasi SYBR
Green II -vidriaineen fluoresenssia lampotilan noustessa +25 asteesta +90
asteeseen saakka 0,5 asteen lampotilannousuilla. Lampoétilan nousun avulla
voitiin laskea se lampotila, missd 50 % viruksista oli avautunut. Tama niin
sanottu sulamispiste voitiin havaita fluoresenssin mddrdn nousuna, kun
viruskapsidi avautui ja RNA vapautui partikkelista. Fluoresenssi havaittiin, kun
vériaine sitoutui RNA:han.

Sulamispistettd kuvaava kdyrd muodostettiin suhteellisen fluoresenssin
derivaatan suhteessa lampétilan derivaattaan [d(RFU)/dT] (Kuva 6A). Tassa
havaittiin, ettd endofyyttisienelld E12117 MY kdsitelty virus avautui hieman
myochemmin kuin viruskontrolli, mikd ndkyy piikin siirtymdnd ldmpétilaa
kuvaavalla x-akselilla. Saman tuloksen antoi kuvan 6B sulamiskdyrd, josta
havaittiin, ettd viruskontrollin avautumispiste oli alhaisemmassa lampdotilassa
kuin endofyyttisienelld kasitellyn viruksen. Endofyyttisienindytteelld kéasitellyn
viruksen sulamispisteet olivat 200 pg/ml ndytepitoisuudella kasiteltynd
Tm=53,5 °C ja 100 pg/ml ndytepitoisuudella Tm=53 °C verrattuna
kontrollindytteen lampotilaan Tm=50 °C.
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Kuva 6. Endofyyttisienen E12117 MY vaikutus CVA9-viruksen sulamispisteeseen.
Kuvaajassa A sulamislampétila (Tm) on mééritetty suhteellisen fluoresenssin
(RFU) derivaattana lampétilan (T) suhteen. Kuvaajassa B viruksen sulaminen on
kuvattu fluoresenssin (RFU) nousuna lampétilan (T) suhteen. Nuolet kuvaavat
sulamislampotilaa Tm kuvaajissa A-B. Punainen kdyrd osoittaa CVA9-
viruskontrollin, musta ja harmaa E12117 MY -késitellyn viruksen fluoresenssin
muutokset lampdétilan suhteen.

Samaa periaatetta SYBR Green II -vériaineen sitoutumisesta johtuvaa
fluoresenssia hyodynnettiin reaaliaikaisesti kapsidin avautumista tutkivassa
kokeessa. E12117 MY -endofyyttisienindytteelld késitellystd CVA9-viruksesta
mitattiin +37 °C lampétilassa fluoresenssi kolmen minuutin vilein tunnin ajan,
jonka jdlkeen fluoresenssin muutoksesta pystyttiin tutkimaan kapsidin
avautuminen. Kuvassa 7 kontrolliviruksen fluoresenssia seuraamalla
avautumista ei nahty, silld viruksen ei pitdisi avautua stabiloivassa PBS-MgCls-
puskurissa (Ruokolainen ym. 2019). Samalla havaitaan, ettd endofyyttisienellad
kasitellyn viruksen ja ndytteen, johon oli lisdtty RNAasi A:ta, fluoresenssiarvot
olivat hyvin samankaltaiset (Kuva 7). Toisin sanoen viruskapsidin avautumista
ei havaittu kasittelyn seurauksena. Pienimmalla
endofyyttisienindytepitoisuudella (10 ng/ml) kasitellyn viruksen fluoresenssissa
havaittiin pientd vaihtelua noin 30 minuutin kohdasta alkaen, mikad indikoi
viruksen avautumista.
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Kuva 7. Endofyyttisienen

avautumisesta

E12117 MY vaikutus CVA9-viruksen kapsidin avautumiseen
reaaliaikaisessa avautumiskokeessa. Y-akselilla OD 570 nm ilmoittaa SYBR
Green II:n fluoresenssin intensiteetin ajan (min) suhteen. Kuvaajissa (A-D)
ndytteiden (+ RNAasi A) vilinen ero kertoo CVA9-viruksen kapsidin
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3.3 Endofyyttisienen vaikutukset enteroviruksen rakenteeseen

Radioaktiivisesti  leimatun viruksen signaalia seuraamalla voidaan
sakkaroosifraktioista erottaa tyhjentyneet (80S), vilikokoiset/ osittain avautuneet
(135S) ja kompaktit (S180) viruspartikkelit (Myllynen ym. 2016). Partikkelit
jakautuivat tyypillisesti tdllaisissa gradienteissa niin, ettd alkupddan fraktioihin 1-
12 jaavat kevyimmat hajonneet partikkelit ja kapsidin osat. Valikokoiset ja ehjit
partikkelit l16ytyivét fraktioista 13-18 (Myllynen ym. 2016).

Kuvassa 8 viruskontrollista huomattiin sen sisdltdvan vélikokoisia ja
kompakteja viruspartikkeleita (fraktiot 13-18). Kun virusta oli inkuboitu 100
png/ml E12117 MY -ndytteelld signaalipiikki siirtyi fraktioihin 18-20, mistd
voidaan pddtelld ndytteen sisdltivan aggregoituneita viruksia. Kokeessa 200
ng/ml pitoisella E12117 MY -sienindytteelld kasitellyn ndytteen signaali havisi
fraktioinnissa ldhes kokonaan todenndkoisesti johtuen vield suuremmista
aggregaateista (Kuva 8) (Reshamwala ym. 2021).

-0~ 100 png/ml
-#- 200 ng/ml
—4— CVA9 kontrolli

Fraktio

Kuva 8. Radioaktiivisen CVA9-viruspartikkelien signaali E12117 MY kiésittelyn jalkeen. Y-
akselilla radioaktiivisen signaalin intensiteetti (CPM) ja x-akselilla
sakkaroosigradienttifraktiot. Alkupdan fraktioista 16ytyy kaikista kevyimmat
partikkelit, kun taas loppupéddstd raskaimmat.

25



Radioaktiivisuuskokeen lisaksi CVA9-viruksen rakennetta ja
endofyyttisienindytteen =~ E12117 MY  vaikutusta  sithen  tutkittiin
lapivalaisuelektronimikroskoopilla ~ (Kuva  9). CVA9-  virusndytteet
negatiivivarjattiin PTA-liuoksella, jonka ansiosta viruspartikkelit ndkyivt
kuvissa vaaleina tummempaa taustaa vasten. Avautuneissa rakenteissa variaine
oli pddssyt viruksen sisddn ja tdmd ndhtiin tummana pisteend partikkelin sisalla.

Kontrollindytteessda (Kuva 9A) vaaleat ehjit viruspartikkelit ovat
jakautuneet hilalle tasaisesti. Kuvassa ndhtiin my6s tummana vériainejaamid.
Kuvassa 9B endofyyttisienindytteelld (200 pg/ml E12117 MY) késitellyt virukset
olivat pddsddantoisesti ehjid kuten kontrollissa, vaikka joitain laajenneita
partikkeleita sekd tyhjid viruskapsideja havaittiin. Kuvassa 9C suurimmalla
ndytepitoisuudella (500 pg/ml E12117 MY) késitellyt virukset muodostivat
pienid aggregaatteja. Tédllainen virusaggregaatti on suurennettu Kuvaan 10.
Kuvasta 10 voidaan havaita CVA9- viruksen isokahedraaninen rakenne selkeésti.
Kuvassa ndkyy myos avautuneita partikkeleita, joiden sisdlld variaine ndkyy
tummana.
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Kuva 9. Lapivalaisuelektronimikroskooppikuvia negatiivivarjatyista CVA9-viruksista.
Kuvassa A kisittelemadton CVA9-viruskontrolli. Kuvassa B 200 pg/ml ja
kuvassa C 500 pg/ml E12117 MY -sienindytteelld Kkasiteltyja CVA9-
viruspartikkeleita. Kuvissa mustalla nuolella on osoitettu viriainejaamat seka
muut artefaktit ja valkoisella avautuneet viruspartikkelit. Aggregaatteja on
ympyrditynd kuvassa C.
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Kuva 10. Suurennos ldpivalaisuelektronimikroskooppikuvasta, jossa on 500 pg/ml E12117
MY sienindytteelld kasiteltyd CVA9-viruksia. Valkoisilla nuolilla on osoitettu
avautuneita viruspartikkeleita ja ympyroitynd virusaggregaatti.

3.4 Endofyyttisienen vaikutukset enterovirukseen solutasolla

Sen lisdksi, ettd antiviraalista aktiivisuutta osoittaneen endofyyttisienen E12117
MY vaikutusta CVA9-viruksen stabiilisuuteen tutkittiin, haluttiin myos seurata
CVAO-infektiota endofyyttisienikasittelyn jdlkeen. Infektiota tutkittiin
kvalitatiivisesti kuvaamalla CVA9-viruksella infektoituja soluja Nikon A1R
konfokaalimikroskoopilla (Liite 3). Kun CVA9-virusta oli esikasitelty E12117
MY-endofyyttisienindytteelld, solut infektoitiin ja fiksattiin kuusi tuntia infektion
aloittamisen jdlkeen. Soluista varjattiin immunoleimaamalla tumat ja endosomit
sekd CVA9-viruksen kapsidiproteiini.

Tutkielmassa kuvattiin soluja, joissa CVA9-virusta oli esikésitelty joko 100
tai 200 pg/ml pitoisella E12117 MY endofyyttindytteelld. Lisdksi kuvattiin
kasittelemattomid infektoituneita soluja sekd solukontrolleja ilman virusta tai
endofyyttisienindytettd. Kuvat késiteltiin Fiji Image] ohjelmistolla, jolla eri
kanavat yhdistettiin.
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Kuvassa 11 ndhddan CVA9-viruskapsidin punainen VP1-leima, Dapi-
leimalla sininen tuma ja vihrednd endosomit. EEA1 leimasi varhaiset ja CD63
myohdiset endosomit. Huomattiin, ettd CD63 oli EEA1 leimaa kirkkaampi.
Ensimmadisessd sarakkeessa kuvassa 11 ndhdédan solukontrollit, joissa ei havaittu

infektiota,

vaan pelkdstddn tuma ja kirkkaana vihredlld myohdiset endosomit.

Seuraavassa sarakkeessa soluja oli infektoitu CVA9-viruksella, joka nahddan
hyvin kirkkaana punaisena védrind solujen sisdlld. Virusta ei silti havaittu ko-
lokalisoituneena endosomien kanssa (Huttunen ym. 2014). Viimeisend kuvassa
11 ndhddan, kun CVA9-virusta oli inkuboitu E12117 MY -ndytteen kanssa ennen

infektiota,

ettd kasittely ei ollut ehkdissyt virusten pddsyd solujen sisdan.

Ndissdkaddn kuvissa virusten lokalisaatiota endosomeihin ei néhty.

CD63

LELA1

Ab49 kontrolli CVA9 kontrolli E12117 MY

Kuva 11. Endofyyttisienindytteen vaikutus CVA9-viruksen infektioon A549-soluissa.

Kuvissa vihred viari (EEA1, CD63), punainen (CVA9-kapsidi VP1) ja sininen
(DAPI). Ylemmalld rivilld soluista endosomit on varjatty CD63-vérilld ja
alemmalla EEA1-varilld. Solukontrollissa (A549 kontrolli) ei ndhda lainkaan
viruksia. CVA9-viruskontrollissa infektio on edennyt normaalisti ja solut ovat
taiynnd viruksen VPIl-leimalla véarjdytyneita kohtia. E12117 MY -
endofyyttisienikésittely ei ole estdnyt viruksen pddsyd solujen sisddan. Kuvassa
VP1-virid havaitaankin solujen sislla.
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4 TULOSTEN TARKASTELU

Luontaiset bioaktiiviset yhdisteet, kuten kasvien ja sienten tuottamat sekundaa-
riset metaboliatuotteet, vaikuttavat entero- ja koronavirusten elinkiertoon infek-
tiota estden. Usein vaikutuksen luo viruksen lisddntynyt stabiilisuus (Zhang ym.
2014) tai yhdisteiden vaikutus virusten elinkierron eri vaiheisiin, kuten replikaa-
tioon (Kato ym. 2021, Arita ym. 2015, Wang ja Yang, 2023). Antiviraalisia yhdis-
teitd, joilla olisi kohdevirukseen riittdva inhiboiva vaikutus ilman epatoivottuja
sivuvaikutuksia, on hankala 16ytda. Sienten tuottamien yli 20 000 bioaktiivisten
metaboliatuotteiden (Paranagama ym. 2007) joukosta on todenndkoistd havaita
yhdisteitd, joilla antiviraalinen vaikutus on mahdollista saada aikaiseksi. Siksi
ndytteiden seulonta on ensimmadinen tdrked vaihe antiviraalisia yhdisteitd tutkit-
taessa.

Tutkielmassa kuudesta endofyyttisienindytteestd etsittiin antiviraalista
vaikutusta korona- ja enteroviruksille, jotka ovat laajasti elinyhteistissa kiertavia
viruksia ja voivat aiheuttaa vakavia oireita (V'kovski ym. 2021, Laajala ym. 2020).
Tutkielmassa CVA9-virusta vastaan loydettiin antiviraalista vaikutusta
osoittanut endofyyttisienindyte, kun taas yhdelldkdan HCoV-OC43-virusta
vastaan testatulla ndytteelld ei ollut infektiota estdvadad vaikutusta.

4.1 Endofyyttisienten vaikutus CVA9-virusinfektioon

Tutkimuksessa havaittiin E12117 MY -endofyyttisienen antiviraalinen vaikutus
CVA9-enterovirusta vastaan. Eri sienindytteiden vaikutusta enterovirusten in-
fektioon on tutkittu aikaiseminkin esimerkiksi Zhang ym. (2014) tutkimuksessa,
jossa infektiota estdvad vaikutus perustui ndytteiden viruksen avautumista esta-
vddn toimintaan. Zhang ym. tutkimuksessa vaikutusmekanismia tutkittiin kol-
mella eri toimintatavalla, jotka olivat solujen esikésittely ndytteelld ennen infek-
tiota, virusten esikésittely nadytteelld ennen infektiota ja solujen kaisittely nayt-
teelld infektion jdlkeen. Heiddn tuloksissaan havaittiin antiviraalista vaikutusta
kasittelystd riippumatta (Zhang ym. 2014).

Tdssd gradututkielmassa antiviraalista vaikutusta tutkittiin ainoastaan
esikdsittelemalld viruksia endofyyttisienelld. Menetelmd valikoitui hypoteesin
mukaan, jossa ajateltiin, ettd antiviraalinen vaikutus perustuu viruksen
lisdéntyneeseen stabiilisuuteen. CVA9-viruksen pinnan syvénteet eli
hydrofobiset taskut toimivat reseptoriin kiinnittymisen kohtina. Ndihin
syvédnteisiin on usein kiinnittyneend lipidiosa, joka vaikuttaa viruksen
stabiilisuuteen. Lipidiosan irtoaminen reseptoriin kiinnittymisen seurauksena
vaikuttaa osaltaan kapsidirakenteen avautumisen prosessiin (Baggen ym., 2018,
Marjomdki ym., 2015). Reshamwala:n ym. (2021) tutkimuksessa antiviraalinen
yhdiste sitoutui viruksen pinnalla hydrofobisen taskun lisdksi muihin kapsidin
kohtiin. Kun viruskapsidi ei lisddntyneen stabilaation vuoksi avaudu, mydskaan
infektio ei etene, vaikka virus olisi onnistunut sitoutumaan solun pinnalle ja
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pddtymaddn solun sisdisiin endosomeihin, kuten tdssad tutkimuksessa havaittiin
(Kuva 11) (Huttunen ym., 2014). Yksi gradututkielman vahvuutena oli useampi
samaa ilmiotd kuvaava tutkimusmenetelmd, jotka vahvistivat ja tukivat saatuja
tuloksia, jotka olivat endofyyttisienindytteen E12117 MY antiviraalinen ja
stabiloiva vaikutus CVA9-virukselle.

Stabilaation lisdksi tutkielmassa havaittiin CVA9-viruksen kerddntymista
ryppdiksi  erityisesti  ldpivalaisuelektronimikroskooppikuvissa.  Viruksia
aggregoi esimerkiksi biologisen materiaalin sitoutuminen, muutokset pH:ssa,
sekd suolapitoisuuden muutokset (Gerba ja Betancourt 2017). Radioaktiivisesti
leimatun ~ CVA9  signaalia  seuraamalla  havaittiin ~ suurimmalla
endofyyttisienindytepitoisuudella kasitellyn viruksen signaalin héavidmista
fraktioinnissa. Samankaltaisia tuloksia signaalin h&dvidmisestd on raportoitu
esimerkiksi Reshamwala:n ym. (2021) tutkimuksessa, jossa arveltiin viruksen
muodostaneen aggregaatteja ja titen kerdytyneen nayteputken reunamille, josta
fraktioinnin yhteydessd virusta ei siirry mittaukseen.

Sen lisdksi, ettd tutkimuksessa havaittiin endofyyttisienindytteen infektiota
estivd vaikutus, havaittiin, ettd pelkkd ndyte ei vaikuttanut soluihin
sytotoksisesti. Tamd osaltaan tekee tutkitusta ndytteestd mielenkiintoisen
jatkotutkimuksia ajatellen. Mahdollinen ldhestymistapa olisi fraktioida
endofyyttisienindytteestd yhdisteitda molekyylipainon mukaisiin fraktioihin ja
tehdd vastaavat antiviraalikokeet niilld fraktioilla. T4lld tavoin voidaan erottaa
ne fraktiot, joissa antiviraalista vaikutus ilmenee ja mahdollisesti eristda
vaikutuksen aikaan saavat yhdisteet. Lee:n ym. tutkimuksessa Phellinus pini-
sienestd oli eristetty kaksi polysakkaridia, joiden antiviraalinen vaikutus
tutkittiin coxsackie B3-viruksella ja herpesviruksella (Lee ym. 2010). Heiddn
tutkimuksessaan kdytettiin taméan gradututkielman tavoin kahta RNA-virusta,
joista toinen oli vaipallinen ja toinen vaipaton, tutkimaan sienindytteen
antiviraalista vaikutusta. He havaitsivat, ettd sieniperdiset polysakkaridit
inhiboivat molempien virusten infektiota (Lee ym. 2010). Koska tdssa
gradututkielmassa kaytetyistd endofyyttisienindytteistd ei ollut saatavilla tietoa
esimerkiksi sienikaaresta tai mahdollisista metaboliiteista, E12117 My-néaytetta
on tdarkedd tutkia lisdd ja tunnistaa mahdolliset vaikuttavat yhdisteet. Yhdisteita
tunnistamalla  molekyylitason  vaikutusmekanismeja, kuten nédytteen
sitoutumiskohtaa kapsidin pinnalla, on mahdollista havaita tarkemmin. Ndiden
mekanismien tuntemien on tdrkedd, jotta mahdollisten haittavaikutusten
syntyminen voidaan ehkdistd. Samalla tunnistamalla néytteiden vilisid eroja
voidaan tunnistaa, miksi toinen CVA9-virusta vastaan testatuista ndytteista
toimi halutulla tavalla ja toinen ei.
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4.2 Endofyyttisienindytteiden vaikutus HCoV-OC43 -virusinfek-
tioon

Endofyyttisienindytteet oli valittu tutkimukseen Marjoméden tutkimusryhméassa
tehtyjen alustavien testitulosten perusteella, joissa kaikilla naytteilld ndhtiin po-
tentiaalisia vaikutuksia virusinfektion ehkdisemisessd. Kuitenkin tutkielman ai-
kana kaytetyilld neljdllda endofyyttisienindytteelld ei ollut antiviraalista vaiku-
tusta tutkittua HCoV-OC43-virusta vastaan. Pitkdkestoisen ja stabiilin antiviraa-
lisen vaikutuksen aikaansaaminen on ollut yksi antiviraalisten tuotteiden tutki-
muksen haasteista, jossa tdimd tutkielma ei ollut poikkeus (Zhang ym. 2014, Lin-
nakoski ym. 2018, Laajala ym. 2020).

Endofyyttisienindytteitd oli sdilytetty ennen tutkimuksen aloitusta
pakkasessa -80 °C wuseita kuukausia ensimmdisten seulontakokeiden ja
antiviraalikokeiden vililld. Joitain tutkimuksia kasvien, marjojen ja hedelmien
bioaktiivisten tuotteiden sdilytyksestd on tehty ja usein vastakkaisilla tuloksilla.
Puupponen-Pimia:n ym. (2003) tutkimuksessa tutkittiin kasvien kuitujen,
mineraalien, antioksidanttien ja muiden bioaktiivisten aineiden sdilyvyytta
pakastuksessa. Puupponen-Pimid:n ym. tutkimuksessa bioaktiivisten aineiden
sdilyvyys riippui kasvilajista, mutta yleisesti antioksidanttien ja kasvien
tuottamien fenolisten yhdisteiden mddrd viheni huomattavasti, kun niitd oli
sdilytetty - 20 °C pakkasessa 6, 12 tai 18 kuukautta (Puupponen-Pimid ym. 2003).
Bernas ja Jaworska (2016) tutkivat pakastuksen vaikutusta Agaricus bisporus -
sienen laatuun sen vitamiinipitoisuutta seuraamalla sdilytyksen yhteydessa.
Heiddan tutkimuksessaan havaittiin sienen vitamiiniméddrien laskevan, kun
pakastussdilytys oli kestdnyt yli 6 kuukautta indikoiden sienen laadun
heikkenemistd (Bernas ja Jaworska 2016). Toisaalta taas Cellin ym. (2016)
katsausartikkelissa todettiin, ettd hedelmien ja hedelmituotteiden fenolisten
yhdisteiden maara sdilyy samankaltaisena tai jopa lisddntyy pakastuksen aikana
(Celli ym. 2016). Toisissa tutkimuksissa havaittiin  korkeamman
pakastuslampotilan (-20 °C) vaikuttavan yhdisteiden hajoamiseen enemmain,
kuin matalampi sdilytyslampétila (-70 °C) (Chaovanalikit ja Wrolstad 2004).

Tdssd gradututkielmassa endofyyttisienindytteitd sdilytettiin DMSO:ssa ja
pakastettiin nopeasti -80 asteeseen, minkd pitdisi estdd ndytteiden laadun
heikkenemistd sdilytyksessd. Biologisen vaikutuksen aikaansaamiseen liittyy
monia tekijoitd, kuten kaytettyjen solujen, virusten ja endofyyttisienindytteiden
laatu. Sdilytys voi olla yksi osatekija tdssd tutkielmassa havaituissa
endofyyttisienindytteiden vaikutuksissa HCoV-OC43-virusta vastaan (Kuva 3),
missd jonkin tasoista positiivista eroa viruskontrolliin ndhden havaittiin
muutamilla ndytepitoisuuksilla.
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5 PAATELMAT

Yleisesti kiertdvien virusinfektioiden, kuten entero- ja koronatartuntojen,
estimiseksi tarvitaan rokotteiden rinnalla tehokkaita rinnakkaisvalmisteita.
Monia kasveja ja sienid on jo pitkddan kaytetty lddkinnéllisissd tarkoituksissa ja
niiden tuottamista metaboliatuotteista loydetddn yhd enemmidn mahdollisia
potentiaalisia antiviraalisia yhdisteitd. Sienten tuottamien bioaktiivisten
yhdisteiden ryhmit ovat laajoja ja toimivat luontaisesti mikrobi-infektioiden
ehkdisijoind. Kun sopiva yhdiste 16ytyy, on lisdksi tarked selvittdd antiviraalisen
vaikutuksen luovat molekyylitason mekanismit, jotta mahdolliset
haittavaikutukset, kuten resistenssien viruskantojen syntyminen, voidaan
ehkdistd. Yhdisteelld pitdisi myos olla laaja-alaisesti vaikutusta eri viruslajeille,
jotta antiviraalisen yhdisteen kaytto olisi kannattavaa. Tastd syystd tutkimukset
virusten elinkierrosta ja niithin vaikuttavista tekijoistd ovat oleellisia.

Téssd tutkielmassa pystyttiin osoittamaan, ettd endofyyttisienistd on mah-
dollista 16ytdd infektiota estdvad vaikutusta CVA9-enterovirukselle ja ettd ha-
vaittu vaikutus perustuu viruksen lisddntyneeseen stabiilisuuteen. Endofyytti-
sienindytteen E12117 MY vaikutusta muille enteroviruksille on kannattavaa tut-
kia, silld ndyte ei ilmaissut toksisia vaikutuksia soluille. Endofyyttisienet tuotta-
vat runsaasti erilaisia bioaktiivisia yhdisteitd, joten on todenndkoistd, ettd nayt-
teestd 16ytyy aktiivisia yhdisteitd myos muille enteroviruslajeille ja mahdollisesti
muille vaipattomille RN A-viruksille. Tulevaisuudessa endofyyttindytteen frakti-
oinnilla saadaan selville tarkemmin, mitka ovat ne tekijdt, jotka aiheuttavat tassa
tutkielmassa havaitut vaikutukset CVA9-virusta vastaan.
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LIITE 1. VICTOR X4 -LEVYLUKIJAN MITTAUSASETUKSIA
ANTIVIRAALI- JA SYTOTOKSISUUSKOKEISSA

Taulukko 6. Antiviraalisuus- ja sytotoksisuuskokeiden Viktor X4-levylukijan asetukset

Asetus

Viriaineen nimi A570/630
Levytyyppi Generic 8x12
Toistojen madra 1

Toistojen vélinen viive Os
CW-lamppu filtteri A4
Mittausaika 01s
Absorbanssi Nékyva
Exsitaatio apertuuri N/A
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LIITE 2. VICTOR X4 -LEVYLUKIJAN ASETUKSET CVA9 AVAU-
TUMISKOKEESSA

Taulukko 7. Avautumiskokeen Viktor X4-levylukijan asetukset

Asetus

Levytyyppi Generic 8x12
Toistojen madra 22

Toistojen vélinen viive 170 s
Emissiofiltteri D615
Mittausaika 01s
Emissio apertuuri Normaali
CW-Lamppu filtteri P570
CW-Lamppu energia 10320
Eksitaatio apertuuri N/A
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LIITE 3. NIKON A1R KUVAUSASETUKSET

Taulukko 8. Nikon A1R konfokaalimikroskoopin kuvausasetukset

Asetus

Laseri

Filtterin emissio
Objektiivi
Ohjelma

405 nm diodilaser, 488 nm multilinjainen Argon-laser, 561 nm
Sapphire laser
BP 450/5, 482/35 and 540/30

CFI plan Apo VC 60xH (N.A 1.4, WD 0.13, oil immersion)
NIS Elements AR 5.21.03 NIKON imaging software
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