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Puutiaisaivotulehdusvirus (engl. tick-borne encephalitis virus, TBEV) aiheuttaa ihmiselle
yleensa lievan kuumeisen infektion. Osa potilaista saa keskushermosto-oireisen vakavan
aivotulehduksen. Flaviviruksiin kuuluvalla TBE-viruksella on kolme alatyyppia: eurooppalainen,
siperialainen ja kaukoitdinen. Suomessa esiintyy eurooppalaista ja siperialaista alatyyppia. TBE-
virusta vastaan on rokote, jossa inaktivoidut TBE-virukset saavat aikaan immuunireaktion
viruksen E (envelope)-proteiinia vastaan. TBEV:n ei-rakenneproteiini 1 (engl. non-structural 1,
NS1) erittyy verenkiertoon virusinfektion aikana aiheuttaen kuoriproteiini (engl. envelope, E) -
immuniteetin lisdksi NS1-immunivasteen infektoituneilla henkildilla. Puutiaiset levittavat TBE-
virusta, joka on endeeminen 27 Euroopan maassa, ja ilmastonmuutoksen myota puutiaiset ja
TBEV leviavat uusille alueille. Suomessa TBEV-tapaukset ovat lAhes kolminkertaistuneet
verrattuna vuoteen 2015, myos rokotetuilla esiintyvat lapaisyinfektiot ovat lisdantyneet.
Rokotekattavuuden lisdantyessa olisi tarkeaa pystya erottamaan infektoituneet henkilot
rokotetuista.

Taman tutkimuksen tavoitteena oli tuottaa TBEV-proteiineja ja pystyttaa niiden avulla
serologiset menetelmat TBEV-infektion ja -rokotteiden aikaansaamien immuunivasteiden
analysoimista varten. Tutkimuksessa kaytettiin Expi293-suspensiosolujarjestelmaa NS1-
proteiinien tuottoon. E-proteiini tuotto oli tehty aiemmin yhteistydtahon toimesta. Tuotettujen
proteiinien puhtaus ja koko maaritettiin SDS-PAGE- ja immunoblottausmenetelmilld. NS1- ja E-
proteiinien immunogeenisuus ja vasta-aineiden esiintyvyys seeruminaytteissa maaritettiin
ELISA-testilla. Kontrollivasta-aineita varten immunisoitiin yksi kani NS1-proteiinilla ja toinen
kani kaupallisella TBEV-rokotteella.

CD383-sekreetiosignaalin avulla NS1-proteiini saatiin tuotettua liukoisena, mikad mahdollisti
proteiinien puhdistamisen. NS1- ja E-proteiiniin pohjautuen pystytettiin ELISA-maaritykset
proteiini-spesifisten vasta-ainevasteiden tunnistamiseksi. Kahden ELISA-maarityksen
yhdistelma mahdollisti infektoituneiden ja rokotettujen serologisen erottelun. Kanien
immunisaatiossa tuotetut anti-TBEV-rokote ja anti-NS1 antiseerumit tunnistavat spesifisti
kohdeproteiiniensa ja osoittautuivat siten sopiviksi kontrollireagensseiksi.

Avainsanat: TBEV, serologia, NS1, puutiaisaivotulehdusvirus, vasta-aineet
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2 Johdanto

Virukset ovat solunsiséisia loisia, jotka ovat taysin riippuvaisia solunsisaisesta
ymparistdsta uusien tarttuvien viruspartiikelien muodostamiseksi (Louten 2016).
Viruksien geneettinen materiaali muodostuu joko DNA:sta tai RNA:sta. Virukset
infektoivat ihmisia ja aiheuttavat erilaisia tauteja. Zoonooseiksi kutsutaan
taudinaiheuttajia, jotka siirtyvat selkdrankaisista elaimista ihmiseen (Rosenberg 2015).
Niveljalkaisten valittamia viruksia kutsutaan arboviruksiksi (Shope ja Meegan 1997).
Esimerkiksi hyttyset, punkit ja sdasket levittavat naita viruksia. Kaikki arbovirukset ovat

zoonooseja, mihin kuuluu esimerkiksi flavivirukset ja togavirukset.

2.1 Puutiaisaivotulehdusvirus (tick-borne encephalitis virus, TBEV)

Puutiaisaivotulehdusvirus eli TBEV aiheuttaa ihmiselle yleensa lievan infektion, johon
liittyy kuumeilua ja pdansarkya. Infektio voi kuitenkin levita aivoihin ja aiheuttaa vakavan
aivotulehduksen (Chiffi ja muut 2023). TBE-virus kuuluu flaviviruksiin esimerkiksi
keltakuumeviruksen, Lansi-Niilin viruksen ja dengueviruksen kanssa. TBE-viruksella on
kolme alatyyppia, jotka ovat eurooppalainen, siperialainen ja kaukoitainen (Kunze ja
muut 2022). Suomessa naista esiintyy eurooppalaista ja siperialaista alatyyppia
(Bogovic ja Strle 2015). Puutiaiset levittavat TBE-virusta, joka on endeeminen 27
Euroopan maassa (Kunze ja muut 2022). Tautitapaukset lisdantyvat ja niita raportoidaan
uusilta alueilta, minka takia TBEV:n aiheuttama tautitaakka on huomioon otettava
(Aregay ja muut 2024). Suomessa TBEV-tapaukset ovat lahes kolminkertaistuneet
verrattuna vuoteen 2015 ("Tartuntatautirekisterin tilastotietokanta—Tapaukset—THL
kuutio- ja tiivistekayttoliittyma” ei pvm.). Tautitapauksien ilmeneminen uusilta alueilta
voisi kertoa TBEV:t4 kantavien puutiaisten levidmisestd. Suomessa diagnosoituja TBEV-
tapauksia raportoi Terveyden ja Hyvinvoinninlaitos (THL). Kuvassa 1 nahdaan
kuntakohtaiset TBEV-tapaukset. Tapauksia raportoidaan eniten rannikkoalueilta
erityisesti Lounais- ja Etela-Suomen rannikoilta. TBEV-tapaus paikannetaan alueelle,

josta henkild on punkin saanut.
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Kuva 1. TBEV-tapaukset kunnittain Suomessa vuosina 2021-2025. Suomessa TBEV-tapaukset
painottuvat rannikkoseuduille: Lounais-Suomeen, Ahvenanmaalle ja Eteld-Suomeen ("Workbook: TBE-
rokotusohjelma” ei pvm., THL).

2.2 TBE-viruksen rakenne

TBE-viruksen genomi on yksijuosteinen positiivinen RNA (Lindenbach ja Rice 2003). Se
koodaa rakenneproteiineja ja ei-rakenne proteiineja. Rakenneproteiinit kuoriproteiini
(E), membraaniproteiini (M) ja kapsidiproteiini (C) koostavat viruspartikkelin (kuva 2.).
Rakenneproteiinit ja ei-rakenneproteiinit tuotetaan aluksi polyproteiinina (kuva 3.)
(Camarao ja muut 2023). Polyproteiinista pilkotaan toiminnallisiksi proteiineiksi kolme
rakenneproteiinia ja seitseman ei-rakenneproteiinia (NS-proteiinit, engl. non-structural
proteins: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B ja NS5). NS-proteiinit toimivat viruksen

replikaatiossa, patogeneesissa ja isannan immuunipuolustuksen vaistamisessa.
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Kuva 2. TBE-viruksen rakenne. TBEV partikkeli koostuu rakenneproteiineista, joita ovat envelope-,
membraani-, kapsidiproteiini. Memraani- ja envelope-proteiinit ovat kiinnittyneet lipidikalvoon, jonka
sisadpuolella kapsiproteiinit muodostavat kapsidin. Kapsidin suojaa sisalldan viruksen periméainesta,
joka on +RNA:ta. (Kuva tehty Biorenderilla)

2.2.1 TBE-viruksen proteiinien tehtavat

C-proteiini on polyproteiinin aminoterminaalisessa paassa (Rlzek ja muut 2020). N&in
ollen se tuotetaan ensimmaisena. Viruksen rakenteessa C-proteiini on
vuorovaikutuksessa RNA-genomin kanssa. Infektoituneessa solussa C-proteiinia

keraantyy endoplasmiseen retikulumiin (ER) lipidipisaroiden pintaan.

PrM glykoproteiini on M-proteiinin prekursori (Rlzek ja muut 2020). Sen tarkein tehtava
on kaperoniaktiivisuus. PrM tukee E-proteiinin laskostumista ja kypsymista. PrM ja E
muodostavat heterodimeerin, joka suojelee E-proteiinia fuusiolta ennen kypsymista.
PrM pilkotaan ennen solusta poistumista, minkéa jalkeen E-proteiini nousee
viruspartikkelin pinnalle. E-proteiini sitoutuu kohdesolujen pintareseptoreihin ja
aikaansaa tunkeutumisen isantasoluun. Nama ominaisuudet mahdollistavat TBE-
viruksen virulenssin. Lisaksi viruspartikkelin pinnalla oleva E-proteiini on tarkein kohde

immuunireaktion seurauksena syntyville vasta-aineille.

NS1 on glykoproteiini, joka on kiinnittyneena solukalvoon, mutta infektoitunut solu

erittda sita myos solun ulkopuolelle (Lindenbach ja Rice 2003). NS1 muodostaa NS4A:n
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ja NS4B:n seka viruksen replikaatiossa syntyvan kaksijuosteisen RNA:n (dsRNA) kanssa
flaviviruksille ominaisen replikaatiokompleksin (Muller ja Young 2013). NS1-proteiini
eritetaan liukoisena lipoproteiinina solun ulkoiseen tilaan, jossa se muokkaa
isantaelion immuunivastetta ja verisuonten lapaisevyytta (Puerta-Guardo ja muut
2016). NS2A on hydrofobinen transmembraaniproteiini, jonka uskotaan olevan
yhteydessa viruksen RNA:n 3’-paan proteiinia koodaamattomaan alueeseen (3’ UTR),
kuten myos C-prM-E ja NS2B-NS3-komplekseihin (Barnard ja muut 2021). Nama
vuorovaikutukset kuuluvat viruksen kokoamisprosessiin (Zhang ja muut 2016). NS2B
toimii kofaktorina seriiniproteaasi NS3:lle ja ankkuroi transmembraaniproteiinina NS3:n
ER-kalvolle. NS3 on entsyymi, joka katalysoi monenlaisia reaktioita (Luo ja muut 2008).
NS3:n tehtaviin kuuluvat viruksen polyproteiiniprekursorin katkaiseminen, toimiminen
helikaasina kaksijuosteiselle RNA:lle ennen replikaatiota ja RNA 5’-trifosfataasi
aktiivisuus RNA:n 5’-paan defosforylaatiota varten. Lisaksi NS3 toimii RNA-stimuloituna
nukleosiditrifosfataasina. NS4A on transmembraaniproteiini, jolla on keskeinen rooli
ER-kalvoston muokkauksessa ja sita kautta replikaatiokompleksin muodostuksessa
(Klaitong ja Smith 2021). NS4B kuuluu replikaatiokompleksiin ja on vuorovaikutuksessa
NS1:n, NS2B:n ja NS4A:n kanssa (Li ja Kang 2022). NS4B:n tarkea tehtava on tuoda NS3
ja NS5 kontaktiin virus-RNA:n kanssa. NS4A ja NS4B ovat mukana autofagosytoosissa ja
solun saatelyn muokkauksessa kuten solukuoleman estdmisessa ja virusinfektion
edistamisessa (Liang ja muut 2016). NS5 toimii polymeraasina, metyylitransferaasina ja
onvastuussa CAP-paan liittdmisesta virus-RNA:n padhan seka virus-RNA:n
replikaatiosta (Klema ja muut 2015). Lisaksi se inhiboi isdntasolun interferonien

valittamaa signalointia (Grant ja muut 2016).
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Kuva 3. TBE-viruksen proteiinit ja niiden toiminta. TBE-virusta koodaava genomi koostuu rakenteellisia
proteiineja koodaavasta osasta ja ei-rakenteellisia proteiineja koodaavasta osasta (Chiffi ja muut 2023;
Pustijanac ja muut 2023). TBE-viruksen genomin pituus on yksitoistatuhatta emasparia (11 kb).
Rakenteelliset ja ei-rakenteelliset proteiinit muodostavat polyproteiinin prekursorin, joka pilkotaan
toiminnallisiksi proteiineiksi. Proteiinien tehtavat viruksen elinkierrossa on mainittu kuvassa.

2.3 TBE-virusinfektion taudinkuva

Ihmiselld TBEV-infektion aiheuttama taudinkuva on kaksivaiheinen (Duodecim,
Terveyskirjasto). Ensin oireet alkavat kuumeiluna, epamaaraisina pahanolon ja
sairauden tuntemuksina. Tauti on kuitenkin useimmiten lievaoireinen ja toisen vaiheen
keskushermosto-oireet kehittyvat vain osalle potilaista (n. 20-30 %). Aivotulehduksessa
esiintyy neurologisia oireita, joita ovat kouristukset, tajunnanhairiét ja halvausoireet.
Lisaksi voi olla kuumetta, paansarkya, pahoinvointia ja niskajaykkyyttd. Suomessa TBE-
tapauksia on raportoitu yhteensa 1840 seurantavuosina 1995-2025
("Tartuntatautirekisterin tilastotietokanta—Tapaukset—THL kuutio- ja
tiivistekayttoliittyma” 13.11.25.). Naiden vuosien aikana tapauksien maara on kasvanut.
Vuonna 2015 tapauksia oli 68, kun taas vuonna 2024 tapauksia oli 196. Vuonna 2025

tapauksia oli jo 225 marraskuun alkuun mennessa.
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2.4 TBE-viruksen alatyypit

TBE-viruksen alatyypit ovat eurooppalainen, siperialainen ja kaukoitainen (Duodecim,
Terveyskirjasto). Eurooppalainen alatyyppi (TBEV-Eur) on yleinen lapi Euroopan ja myos
Venajan Eurooppaan kuuluvissa osissa (Gritsun, Frolova, ja muut 2003; Gritsun,
Lashkevich, ja muut 2003). Siperialaista (TBEV-Sib) ja kaukoitaista (TBEV-FE) tyyppia
tavataan paaasiassa Aasiassa. Esiintymisalueet ristedvat jonkin verran. Esimerkiksi
Baltian maissa ja Suomessa esiintyy sekad eurooppalaista ettd siperialaista alatyyppia.
Alatyypeista TBEV-FE aiheuttaa todennakoisimmin vakavan infektion. TBEV-Sib ja TBEV-
Eur aiheuttavat tavallisesti lievan tautimuodon. TBEV-Sib-alatyypin on havaittu
aiheuttavan joissakin tapauksissa myds pitkittyneen puutiaisaivotulehduksen, joka
johtuu kroonisesta virusinfektiosta. Vaikka todennakoisyys vakavaan infektioon eroaa
eri alatyypeilla, kaikilla alatyypeilla infektiot voivat johtaa myds vakavaan tautimuotoon
(Kaiser 2012). Taman takia alatyypin maaritykselld ei voida ennustaa infektion
vakavuutta. TBEV-infektiotapausten maara on ollut selvassa kasvussa vuosina 2015-
2020 ympari Eurooppaa (Kunze ja muut 2022). Tapauksia on raportoitu myods alueilta,
joiden on aiemmin ajateltu olevan vapaita TBE-viruksesta. Suomessa 2010-luvulta
lahtien tapauksia on raportoitu enenemassa maarin uusilta alueilta
("Tartuntatautirekisterin tilastotietokanta—Tapaukset—THL kuutio- ja
tiivistekayttoliittyma” 13.11.25.). Todennakadisia tekijoita tdhan ovat muutokset ihmisten
tavoissa, kuten lisdantynyt luonnossa liikkkuminen, TBE-viruksen kehittynyt
diagnostiikka, muutokset puutiaisten elinymparistoissa ja ilmastonmuutoksen
aiheuttamat vaikutukset, kuten ilmaston lampeneminen (Kunze ja muut 2022). Lisaksi
TBE:n tiedostaminen on lisdantynyt, ndin ollen hoitohenkilékunta tunnistaa taudinkuvan

paremmin.

2.5 TBE-viruksen vektori

TBE-viruksen tarkein vektori eli levittdja on nimen mukaisesti puutiainen (/xodes ricinus
ja Ixodes persulcatus) (Duodecim, Terveyskirjasto). Molemmat puutiaislajit kantavat
TBEV-Eur:ta ja TBEV-Sib:ta (Jaaskeldinen ja muut 2006). I.ricinus on kuitenkin
eurooppalaisen alatyypin paavektorija l.persulcatus siperialaisen. Puutiaisen

elamankierto koostuu neljasta vaiheesta: muna, toukka, nymfi ja aikuinen (Chiffi ja
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muut 2023). Kun toukka kuoriutuu munasta, se tarvitsee veriaterian siirtydkseen
seuraavaan kehitysvaiheeseen. Myos nymfista aikuiseksi kehittyminen vaatii
veriaterian. Puutiainen voi saada TBE-viruksen kuoriutumisen jalkeen missa
kehitysvaiheessa tahansa. Virus pysyy jakaantumiskelpoisena kehitysvaiheiden lapi ja
kulkee myos aikuiselta puutiaiselta muniin (kuva 4.). Pienet nisdkkaat saavat TBEV-
tartunnan sydomalla virusta kantavia toukkia ja nymfeja. Nama nisakkaat levittavat
virusta uusille puutiaisille, jotka ruokailevat kyseisesta nisdkkaasta. Vaikka nisakas ei
olisiviela vireeminen, puutiainen voi saada silta tartunnan, jos isdnnalla ruokailee
samaan aikaan tartunnan saanut puutiainen. Puutiaisia ja niiden mukana TBEV:ta
levittavat myos linnut (Mikryukova ja muut 2014). Puutiaiset voivat ruokailla myds
isommista eldaimista kuten lehmista, mutta niilla tartunta on lieva ja nadin ollen niiden
kautta TBE-viruksen leviaminen on vahaista (Chiffi ja muut 2023). Virus voi kuitenkin
siirtyd lehman tai vuohen verenkierrosta maitorauhaseen ja mahdollisesti infektoida
ihmisen, joka juo pastéroimatonta maitoa (Ruzek ja muut 2019). Ihminen voi saada
puutiaisen puremasta tartunnan ja taudin, mutta viruksen elinkierrossa ihminen ei enaa

levita sita eteenpain.
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Kuva 4. TBE-viruksen elinkierto luonnossa. Puutiainen toimii TBE-viruksen levittajana (Chiffi ja muut
2023). Puutiainen voi saada virustartunnan kolmessa kehitysvaiheessa ja virus kulkee puutiaisessa
transstadiaalisena siirtymisena eli kehitysvaiheesta toiseen. Transovariaalisesti aikuiselta tartunta siirtyy
sen munimiin muniin. Puutiaiset tartuttavat pienia nisdkkaita, jotka voivat infektoida uusia puutiaisia.
Ihmiseen paatyvan viruksen kierto ei jatku ihmisesté eteenpain. (Kuva tehty Biorenderilld perustana Chiffi
jamuut 2023)

2.6 TBEV:n patogeneesija elimiston immuunireaktio

TBE-viruksen on vaistettava monta puolustusjarjestelmaa ennen kuin se aiheuttaa
infektion ihmiskehossa (Wikel 2013). Ensimmainen elimistdn puolustusjarjestelman
este on iho, jonka virus ohittaa suoraan puutiaisen puremassa. Purema aiheuttaa
ihonalaisen injektion, jossa viruspartikkelit kulkevat punkin syljen mukana. Puutiaisen
syljessa on molekyyleja, jotka saatelevat ihmisen puolustusjarjestelmaa ja -reaktiota.
Esimerkiksi ne saatelevat kipuaistimusta, kutinaa, tulehdusta ja hankittua
immuniteettia. Ihonalaisessa kudoksessa virus aiheuttaa synnynnéaisen
immuunivasteen aktivoitumisen (Stibraniova ja muut 2025) ja infektoi paikallisesti
Langerhanssin soluja ja valkosoluja (Labuda ja muut 1996). Naiden solujen mukana
TBEV kulkeutuu imusolmukkeisiin. Siella viruksen jakautuminen jatkuu ja virus leviaa

verenkiertoon, mika aiheuttaa primaarisen viremian (Camarao ja muut 2023).

Viruksen on selvittava ihmisen immuunipuolustuksen pyrkimyksesta neutraloida ja

eliminoida viruspartikkeli (Camarao ja muut 2023). NS1-proteiini kiertda verenkierrossa
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akuutin infektion aikana. NS1-proteiini on mukana monessa mekanismissa, joilla virus
vaistad immuunijarjestelman ja tunkeutuu keskushermostoon. Esimerkiksi naihin
mekanismeihin kuuluu komplementti reaktion estdminen ja Toll-like-

reseptorivalitteisen signaalin estdminen.

Immuunijarjestelman solut havaitsevat NS1-proteiinin, mika aiheuttaa elimistossa NS1-
proteiinin kohdistuvan B-soluvasteen, jonka seurauksena muodostuu viruksen
tunnistavia vasta-aineita (Aregay ja muut 2024). Vasta-ainetuotannon lisaksi
virusaiheuttaa soluvalitteisid puolustusvasteita, joihin kuuluu T-soluvasteiden
aktivoituminen (Stibraniova ja muut 2025). Naiivit T-solut aktivoituvat ja erilaistuvat T-
auttaja-, -tappaja- ja -muistisoluiksi. T-auttajasolu tunnistaa infektoituneen solun ja
houkuttelee paikalle tuhoajasoluja. T-tappajasolut tunnistavat infektoituneen solun ja
tuhoavat sen. T-muistisolut sailyvat elimistossa pitkaan ja aiheuttavat nopean
puolustusreaktion seuraavan kerran, kun tunnistavat viruspartikkelin osia. NS1-
proteiineja eritetdan hexameereina ja proteiinin maara seerumissa on yhteydessa
taudin vakavuuteen (Aregay ja muut 2024). TBEV-infektiossa elimiston B-solut tuottavat

vasta-aineita NS1-proteiinin lisaksi E-proteiinia vastaan (Stibraniova ja muut 2025).

Jos virus pystyy vaistamaan immuunijarjestelmas, infektio leviaa periferaalisiin
kudoksiin ja elimiin aiheuttaen sekundaarisen infektion (Prokopowicz ja muut 1995).
Tassa kohtaa TBEV voi ylittdaa kolmannen suojajarjestelman, joka on veriaivoeste (Palus
jamuut 2017). Veriaivoeste suojaa keskushermostoa erottaen aivojen valitilan
verenkierrosta. Veriaivoesteen ylitys on kriittinen vaihe aivotulehduksen kehittymiselle

ja etenemiselle. Keskushermostossa TBEV alkaa infektoimaan hermosoluja.

2.7 Nykytilanne TBEV:n diagnhostiikassa

Virusdiagnostiikka perustuu viruksen nukleiinihappojen maaritykseen, virusantigeenien
tai virusvasta-aineiden tunnistamiseen seerumi- tai selkdydinnestenaytteesta (’Mita
laakarin on hyva tietaa virusdiagnostiikasta”, Aikakausikirja Duodecim 23.4.2026.).
PCR-menetelmalla voidaan maarittaa viruksen nukleiinihappoja, pikatestien avulla
voidaan tunnistaa viruksen antigeeneja ja virusvasta-aineita voi tunnistaa ELISA- ja

neutralisaatiomenetelmalla.
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Suomessa TBEV-infektio diagnosoidaan paaasiassa verinaytteesta tai harvoin aivo-
selkaydin nesteesta tutkittujen vasta-aineiden perusteella ("Puutiaisaivokuumeen ja
borrelioosin laboratorioloyddkset” 2021, Duodecim Terveyskirjasto). Vuonna 1956 on

vahvistettu ensimmainen puutiaisvalitteinen aivotulehdus Suomessa (S. Rytty 2024).

TBE-tapauksien maaritelmat vaihtelevat maan mukaan (Kunze ja muut 2022). Euroopan
tautienehkaisy ja -valvontakeskus (ECDC) on méaaritellyt, ettd TBE:n varmistaminen
vaatii oireita keskushermoston tulehduksesta. Tama ilmenee vain taudin toisessa
vaiheessa, jolloin lievemmat tautimuodot voivat jadda kokonaan diagnosoimatta tai
johtavat vaaraan diagnoosiin. Koska lievempi muoto ei taytd ECDC:n maaritelmaa, niita
ei kaikissa maissa ilmoiteta TBE-tapauksina. Tama johtaa TBE:n aliraportointiin.
Erityisesti lapsilla tauti on monesti lieva ja ndin ollen suurin osa lapsien TBE-taudeista

jad huomaamatta (M. E. A. Hansson ja muut 2011).

ELISA-testi on eniten kaytetty menetelma TBE-viruksen diagnostiikassa. Silld havaitaan
vasta-aineet TBE-virusta vastaan. ELISA-testi on kaytettavissa ympari Eurooppaa
(Prevention ja Control 2012). PCR-testit ja neutralisaatiotestit ovat myos mahdollisia,
mutta PCR-testin herkkyys on huono ja neutralisaatiotesti vaatii turvalaboratoriotilat
(BSL-3). PCR-testi rajoittuu lyhyeen ikkunaan viremian aikana (kuva 5.). Sita kaytetaan
erityisestiimmunosupressiopotilailla, joilla vasta-aineiden tuotanto on heikkoa.
Neutralisaatiotesti on kaytossa paaasiassa tutkimuksessa. TBE:n aikaisessa vaiheessa
TBEV-RNA voidaan havaita veresta (Erber ja muut 2019). Talldin ei ole vield vasta-aineet
TBE-virusta vastaan. Kun vasta-aineita muodostuu, virus-RNA:n havaitseminen ei usein

ole enda mahdollista perusterveilld potilailla.
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Kuva 5. TBEV-infektion kaksivaiheinen kulku. Lyhyen inkubaation jalkeen TBEV-aiheuttaa
kuumeinfektion, jonka aikana TBEV voidaan havaita PCR-diagnostiikan avulla (Holzmann 2003). Taudin
toisessa vaiheessa potilaalle tulee keskushermosto-oireita, jolloin diagnosointi tehdaan serologisten
testien avulla.

Aliraportointia voi tapahtua myos TBE-viruksen ja Lansi-Niilin viruksen (West Nile virus,
WNV) ristireagoinnin takia (Kunze ja muut 2022), koska alueilla, joissa sekd TBEV etta
WNV ovat endeemisia, vasta-aineet ristireagoivat ELISA-testissa. Ristireagointi on
mahdollista myos muiden flavivirusten kanssa. Tdma voi johtaa TBE:n vaaraan

diagnoaosiin.

Myds TBEV-alatyyppien aikaansaamassa immuunivasteessa on eroja. Kun TBEV-Eur
infektioissa vasta-aineita syntyy pian infektion jalkeen, TBEV-Sib- ja TBEV-Fe-
infektioissa (Erber ja muut 2019) seka lapaisyinfektioissa (Aregay ja muut 2024)
potilaalla ei valttamatta ole vield vasta-aineita virusta vastaan, kun han joutuu

sairaalaan. Tama voi johtaa vaaraan diagnoosiin maissa, joissa esiintyy naita

alatyyppeja.

2.8 TBEV-rokotteet

Joitakin virusinfektioita vastaan on kehitetty rokotteita, joissa ihmiseen yleisimmin
injektoidaan heikennetty virus tai viruksen osia (Kayser ja Ramzan 2021). Elimistossa
vieraat viruspartikkelit aiheuttavat immuunipuolustusreaktion, jonka seurauksena

elimistdossa muodostuu vasta-aineita virusta vastaan. Kun elimisto kohtaa seuravan
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kerran viruksen, immuunipuolustus reagoi virukseen nopeammin ja tehokkaammin,

mika voi estaa infektion tai estaa vakavan tautimuodon.

Euroopassa on saatavilla kaksi rokotetta TBE-virusta vastaan (Slon Campos ja muut
2018). Molemmissa rokotteissa inaktivoidut TBE-virukset aiheuttavat immunisaation
ihmisen immuunijarjestelmassa. Rokotteet aikaansaavat vasta-aineiden kehittymisen
paaasiassa viruksen E-proteiinia vastaan ja nain saatu immuunivaste toimii kaikkia
kolmea alatyyppia vastaan (Duodecim, Terveyskirjasto). Rokotteiden on raportoitu
muodostavan vasta-aineita mahdollisesti myos NS1-proteiinia vastaan, varsinkin
useampien tehosterokotteiden jalkeen, vaikka rokotteissa on kaytetty vain

viruspartikkelin proteiineja (Ackermann-Gaumann ja muut 2023).

TBEV-rokotukseen kuuluu kolme pistosta ensimmaisen vuoden aikana ja sen jalkeen
tehosterokotuksia kolmen ja viiden vuoden paasta (Chiffi ja muut 2023). Useamman
tutkimuksen mukaan molempien rokotteiden serokonversioaste on 92-100 %,
mitattuna ELISA:lla tai neutralisaatiotestilla (Kunze ja muut 2022). Rokotus on edelleen
tehokkain tapa suojautua TBE-viruksen aiheuttamalta taudilta. Rokotussuositukset
vaihtelevat eri maiden valilla, mutta myos maiden sisalla eri alueiden valilla. Suomessa
kansallisen rokotusohjelman mukaan ilmaista rokotusta suositellaan lounaisrannikolla,
Ahvenanmaalla, Turun saaristossa ja tietyilla alueilla Kaakkois-Suomessa asuville.
Nailla alueilla TBEV:n riski on korkea, ja muualla asuville suositellaan
omakustannerokotetta, jos liikkuu paljon riskialueen luonnossa tai asuu nailla alueilla
valiaikaisesti (Terveyden ja hyvinvoinnin laitos, THL). Tdma on seurausta TBE-viruksen
vaihtelevasta endeemisyydesta eri alueilla (Kunze ja muut 2022). Rokotekattavuus
vaihtelee todella paljon Euroopan eri maissa ja monessa maassa kattavuutta ei ole

tutkittu.

2.9 Lapimurtoinfektiot

Vaikka TBEV-rokotteiden tehokkuus on tutkitusti yli 90 % kaiken ikaisilla,
lApimurtoinfektioita on raportoitu ympari Eurooppaa (Kunze ja muut 2022). Maailmalla
on raportoitu noin 15 000 kliinista TBE-virus tapausta, joista osa on ollut rokotetuilla (K.
E. Hansson ja muut 2020; Wagner ja muut 2020). Naista rokotettujen

lApimurtoinfektioista suurin osa on ollut vakavia tautitapauksia. Lapimurtoinfektioissa
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kohtalainen tai vakava tauti alkaa jo varhaisessa vaiheessa ja on suurempi
todennakdisyys vakavien neurologisten oireiden kehittymiselle kuin primaarisessa
infektiossa (Aregay ja muut 2024). Lapimurtoinfektioiden piirteitd ovat myohassa
kehittyva IgM-vaste ja TBEV-vasta-aineet selkaydinnaytteessa (Morgardt ja muut 2026).
Vakavissa lapimurtotapauksissa havaittiin matalammat NS1-spesifiset vasta-ainetasot

kuin infektioissa ilman rokotuksia (Aregay ja muut 2024).
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3 Tavoitteet

Taman tutkimuksen tavoitteena oli tuottaa TBEV:n proteiingja, joiden avulla voitiin
erottaa ja analysoida TBEV-infektion ja -rokotteen aikaansaamat immuunivasteet
henkildissa, jotka ovat sairaalahoidossa puutiaisen pureman jalkeisten neurologisten
oireiden takia (projekti Tick-borne diseases in central nervous system, TBD-in-CNS,
tutkimusyhteistyo professori Jukka Hytdsen kanssa, Turun yliopisto ja Varha).
Tutkimalla terveiden henkildiden (FinnHealth 2017) TBEV:lle altistuminen ja TBEV-
rokotusten aikaansaaman immuunivasteen selvitimme, kuinka suuri osuus otannasta
on mahdollisesti rokotettuja ja kuinka suurella osuudella on joskus ollut TBEV-infektio.
Kliinisen haasteen talla hetkella tuo infektion erottaminen rokotettujen
immuunivasteesta, joten tavoitteemme oli pystyttaa toimiva
nisakassolutuottojarjestelma, jolla TBEV:n NS1-proteiini saadaan tuotettua. Taman
proteiinin onnistuneella tuotolla mahdollistettiin sen kayttd vasta-ainetesteissa. E-
proteiini saatiin yhteistyokumppanilta (proessori. Olli Ritvos, Helsingin yliopisto) ja koko
viruksen osalta kaytdssamme oli kaupallinen diagnostinen kitti (EUROIMMUNE).
Tuotetuilla proteiineilla pystytettiin ELISA-menetelma, jolla voi todeta ihmisseerumeista
TBEV-vasta-aineet ja erottaa infektoituneet henkildt (E- ja NS1-proteiinin tunnistavia

vasta-aineita) vain rokotetuista henkildista (vain E-proteiinin tunnistavia vasta-aineita).
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4 Materiaalit ja menetelmat

4.1 Tutkimuslupa

Potilasnaytteiden kerddmiseen ja tutkimiseen haettiin tutkimuslupaa Varsinais-Suomen
hyvinvointilaitokselta (VARHA). Lupahakemusta varten valmisteltiin
tutkimussuunnitelma naytteiden tutkimiselle. Lupa haettiin osana tutkimusryhman
TBEV-projektia, jonka osana graduprojekti toteutettiin. TBEV-projektia varten kolmen
vuoden ajalta (elokuu 2025 - heinakuu 2028) on keratty ja keratadn seeruminaytteita
potilailta, jotka ovat tulleet keskushermosto-oireiden takia sairaalaan. Lupa haettiin 100
TBEV-positiiviselle ja 100 negatiiviselle naytteelle. Tassa tutkimuksessa etuliitteella inf.
javac merkityt naytteet ovat taman luvan alla. Tutkimuksessa kaytettiin myds THL:n
Finnterveys kohortin naytteita (108 naytetta), jotka on merkitty tutkimuksessa

naytenumeroin.
4.2 Potilasnaytteet

Kliiniseltd mikrobiologialta saatuja anonyymeja idn ja sukupuolen mukaan sovitettuja
seeruminaytteitd keskushermosto-oireisista TBEV-positiivisista ja TBEV-negatiivisista
potilaista kaytettiin menetelmien kehittdmiseen. Kontrollinaytteina kaytettiin TBEV-
negatiivisia seeruminaytteitad. Naytteiden mukana tullutta tietoa TBEV-rokotustaustasta

kaytettiin, jos sellainen oli merkitty. Naytteet tulivat anonyymeina ilman potilastietoja.

Terveyden- ja hyvinvoinnin laitoksen (THL) kanssa yhteistydsta saatiin kayttdon
seeruminaytteita terveilta henkildiltd. Vuonna 2017 kerattya tuhatta seeruminaytetta
(Lamppu ja muut 2025) testattiin kaupallisella (Anti-TBE Virus ELISA 2.0 (1gG),
EUROIMMUN) TBE-kokovirus testilla ja pystytetylla NS1-ELISA-testilla (108 naytetta).

4.3 InFusion kloonaus

Proteiinituotantoa varten TBEV:n eurooppalaisen alatyypin NS1-geeni (TBEV-Eur-NS1)
kloonattiin tuottovektoriin pcDNA 3.1-His. Alukkeen avulla NS1-geenin N-

terminaaliseen paahan lisattiin sekreetiosignaalipeptidi ja C-terminaaliseen paahan
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His-tagin sekvenssi puhdistusta varten. Sekreetiosignaaleja testattiin kahta erilaista:
CD33 (engl. cluster of differentiation 33) ja HSA (engl. human serum albumin).
Sekreetiosignaalipeptidi ohjaa proteiinin solun eritysjarjestelmaan. E-proteiinin lllI-
domeenin geeni kloonattiin samalla protokollalla pcDNA3.1-vektoriin kuin NS1-
proteiinin geeni ja tuottovektoriin kloonattiin myds CD33-sekreetiosignaalipeptidi.
PcDNAS.1-His vektori linearisoitiin BamH1-katkaisuentsyymin (Thermo Scientific)
avulla kahdesta plasmidista, joissa oli SARS-CoV-2 tai MERS-CoV S1-proteiinin geeni.
FastAP reagenssin (Thermo Scientific) avulla defosforyloitiin linearisoidun vektorin paat.
Reaktiossa kaytettiin Fast Digest -puskuria ja 5ug sirkulaarista pcDNA 3.1-His
plasmidia. Reaktioseosta inkuboitiin 10 min 37°C ja 15 min 65°C, jonka jalkeen seos
siirrettiin jaille. Linearisoitu vektori ajettiin agaroosigeelialektroforeesilla 1 %:lle geelille
TAE-puskurissa ja geelin variaineena kaytettiin Midori Greenia (NIPPON Genetics

EUROPE).

Linearisoitu vektori leikattiin geelilta ja puhdistettiin Macherey-Nagel NucleoSpin Gel
and PCR Clean-up kitin avulla. NS1-insertti amplifioitiin PCR-menetelmalla. PCR-
reaktioseos sisalsi CloneAmp Hifi PCR Premix, 5’paan ja 3’paan alukkeita 0.25uM (NS1-
inserttien alukkeet CD33-signaalin kanssa taulukossa 1, HSA-signaalin kanssa
taulukossa 2 ja E-proteiinin lll-domeenin alukkeet CD33-signaalin kanssa taulukossa 3),
TBEV-Eur-NS1-pcDNA3.1 90ng ja nukleaasi-vapaata vetta 25pul asti. PCR-reaktio
(Taulukko 4) ajettiin T100 Thermal Cycler-laitteella (Biorad).

Taulukko 1. TBEV-Eur-NS1-CD33-His-vektorin kloonausalukkeet.

Vektorin ylijdama, signaali, His-tag, insertin ylijaama
5’ paan aluke: 5’CACACTGGACTAGTATGGAGCTCCTGCTCCTCATC | Pituus: 86bp,

CTGGCCGCTGCTGCTGGCCTGCCGCTGGC Tm:84°C, GC:66 %,
AGCCGCCGGATCCACCATGGAC Tm (insertin

ylijaama): 45 °C

3’ paan aluke: 5’ GAGCTCGGATCCTCAATGATGATGATGATGA Pituus: 46bp,
TGGGCCACCACCATG Tm:72°C, GC:52 %,
Tm (insertin

ylijaama): 44 °C




Taulukko 2.TBEV-Eur-NS1-HSA-His-vektorin kloonausalukkeet

Vektorin ylijgdma, signaali, His-tag, insertin ylijadma
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5’ paan 5" CACACTGGACTAGTATGAAGTGGGT

Pituus:101bp,

aluke: AACCTTTATTTCCCTTCTITTITCTCTITAGCTCGGCTTATTCCAGGG | Tm:77, GC:47 %,

GTGTGTTTCGTCGAGGATCCACCATGGAC

Tm (insertin

ylijaama): 45

3’ paan 5’ GAGCTCGGATCCTCAATGATGATGATGA
aluke: TGATGGGCCACCACCATG

Pituus: 46bp,
Tm:72, GC:52 %,
Tm (insertin

ylijaama): 44

Taulukko 3. TBEV-Eur-E-DIII-CD33-His-vektorin kloonausalukkeet

Vektorin ylijdédma, signaali, His-tag, insertin ylijaama

5’ paan aluke:

5’ TGGACTAGTGGATCCATGGAGCTCCTGCTCCT

CATCCTGGCCGCTGCTGCTGGCCTGCCGCTGGCA

GCCGCCAAGGGCCTGACCTAC

Pituus: 87bp,
Tm:85°C, GC:67 %,
Tm (insertin

ylijadma): 49 °C

3’ paan aluke:

5’ GAGCTCGGATCCTCAGCTCAGTGATGATGA

TGGTGGTGGTGATGGGATCC

Pituus: 50bp,
Tm:74°C, GC:56 %,
Tm (insertin

ylijadma): 49 °C

Taulukko 4. PCR-reaktion kulku.

Lampdtila (°C) Aika (s) Lampdtila (°C) Aika (s)
98 10 98 10

45 10 60 10

72 6 72 6
Syklit x10 x24

PCR-reaktion tuote ajettiin agaroosigeelielektroforeesilla (1 % agaroosigeeli, Midori

Green) 1 tunti 110 V:n virralla. Nayte ladattiin geelille latauspuskurin kanssa (Loading

buffer, Thermo Scientific). Molekyylipainon standardina kaytettiin GeneRuler DNA

Ladder Mix (Thermo Scientific). PCR-fragmentti leikattiin UV-poydan paalla ja DNA
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puhdistettiin leikatusta agaroosigeelin palasta Macherey-Nagel NucleoSpin Gel and

PCR Clean-up kitin avulla.

Kloonausreaktiossa kaytetaan 200ng puhdistettua PCR fragmenttia ja 50ng linearisoitua
vektoria seka InFusion Entsyymi premixia (TAKARA). Reaktioseosta inkuboitiin 15
minuuttia 50°C:ssa ja siirrettiin sitten jaille, minka jalkeen reaktioseosta yhdistettiin
sulatettujen kompetenttien Stellar-solujen kanssa, jotka ovat E.coli HSTO08 -linjan
soluja. Nailla soluilla on korkea transformaatio tehokkuus. Liuosta inkuboitiin jailla 30
minuuttia. Soluille aiheutettiin lamposhokki 42°C vesihauteessa 45 sekuntia, jonka
aikana bakteerisolut ottavat plasmidit sisdansa. Sen jalkeen solut jaahdytettiin jailla
ennen kuin ne siirrettiin SOC-mediumiin ja inkubaattoriin tunniksi (37°C). Solukasvatus
levitettiin lopuksi luria broth (LB)-maljalle (ampisilliini 100ug/mLl) yon yli (37°C).
Seuraavana paivana kolme pesaketta poimittiin erikseen 10 ml:n LB-kasvatusliuokseen
(ampisilliini 100ug/ml), jossa solujen annettiin jakaantua yon yli (37°C). Kasvatuksesta
puhdistettiin plasmidit Miniprep kitilld (Thermo Scientific). Puhdistetuista plasmideista
lahetettiin nayte sekvensointiin (Eurofins). Sekvensoinnilla oikeaksi varmistettua NS1-
insertin sisaltavaa plasmidia monistettiin E.coli -kasvatuksessa (200 ml LB-mediumia,
ampisilliini 100ug/ml), josta se puhdistettiin Endofree maxiprep kitilla (Qiagen).

Plasmidien pitoisuudet puhdistetuista naytteita mitattiin spektrofotometrilla (DeNovix).

4.4 Proteiinituotanto nisdkassolussa

Proteiinituotto suoritettiin Expi293 expressio systeemilla (Thermo Scientific). Siina
Expi293 solut transfektoitiin ExpiFectamine 293 transfektiokitilla seerumivapaassa
mediumissa (Gibco ™ Expi293 ™ Expression medium). Expi293 soluihin transfektoitiin
TBEV-Eur-NS1-pcDNAS.1(-) myc-His plasmidia. NS1-proteiinien tuottumista liukoiseen
muotoon mahdollistettiin liittdmalla CD33- tai HSA-sekreetiosignaali NS1-geenin N-
terminaaliseen paahan. Expi293-soluihin transfektoitiin myés TBEV-Eur-E-DIII-CD33-
pcDNAS3.1(-) myc-His plasmidia, joten tuottoja tehtiin kokonaisuudessaan kolmella

erilaisella plasmidilla.

Edellisena paivana ennen transfektiota solut jaettiin 3 x 108 elavia soluja/mlja
seuravana paivana ennen transfektiota solut jaettiin uudelleen 3 x 10° elavia soluja/ml.

Transfektoitava plasmidi DNA (1 pg 25ul:ssa) laimennettiin Opti-MEM ™ | mediumiin ja
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erillddn laimennettiin ExpiFectamiini ™ 293 reagenssi Opti-MEM ™ mediumiin. Sitten
laimennoksia inkuboitiin 5 min huoneenlammassa, minka jalkeen ne yhdistettiin ja
inkuboitiin 10 min. Taman jalkeen yhdistetty liuos lisattiin soluille. Soluja inkuboitiin
37°C ja 8 % CO, tasosekoittajassa. Transfektoiduille soluille lisattiin tehosteet
(ExpiFectamine ™ 293 Transfection Enhancer 1 ja ExpiFectamine ™ 293 Transfection
Enhancer 2) seuraavana paivana. Tama tehosteet tukevat transfektiota ja
maksimaallista proteiinisaantoa. Solut kerattiin 4-5 paivan kuluttua transfektiosta, ja
kasvatusta sentrifugoitiin 500 x g, 5 min, +4°C:ssa. Tasta saatu nestemainen osa eli
mediumi sentrifugoitiin vield toisen kerran (1000 x g, 10 min, +4°C) jonka jalkeen
mediumi filtteroitiin ruiskufiltterilla (0.22pm). Solupelletti ja filtterdity mediumi
varastoitiin -20°C tai jatkettiin suoraan proteiinin puhdistukseen. Molempia proteiineja
puhdistettiin mediumista seka soluista, jotka hajotettiin lisaamalla lyysispuskuria (50
mM Tris-HCL, pH 7,5, 150mM NaCl, 1 % NP-40, 5 mM EDTA, proteaasi-inhibiittori (Roche
cOmplete), Pierce Universal -nukleaasi; 1 ml lyysispuskuria per 5,5 miljoonaa solua) ja
inkuboimalla 1 h jailla. Lysaatti sentrifugoitiin (3200 x g, 30min, huoneenlammadssa) ja
supernatantti filtteroitiin ruiskufiltterilla (0.22pum). Proteiini puhdistettiin lysaatin

supernatantista ilman valipakastusta.

4.5 Proteiinien puhdistus

Tuotetut proteiinit puhdistettiin HisPur Ni-NTA kromatografiakolumnilla (Thermo
scientific). Puskurin virtaus kolumniin tuotettiin peristalttisella pumpulla. Ensin kolumni
tasapainotettiin sitoutumispuskurilla (50mM NaHCO;, 300mM NaCl, 2.5mM imidatsoli,
pH 7,5). Filtterdity mediumi ja lysaatti laimennettiin 1:1 sitoutumispuskuriin niin, etta
lopullinen imidatsolin pitoisuus oli 2.5mM. Laimennettu NS1-proteiinia sisaltava
mediumi ja lysaatin supernatantti ajettiin kolumnin lapi. E-proteiinin lll-domeenin
puhdistuksessa mediumi ja lysaatti puhdistettiin erikseen. Ajonopeus oli Tmin/ml.
Yhdessa puhdistuksessa lapivietyyn mediumiin liuotettiin ureaa aggrekoituneiden
proteiinien denaturoimiseksi ja liukoistamiseksi, minka jalkeen liuos ajettiin kolumnin
lapi. Kolumni pestiin 10 x taytevoluumilla pesupuskuria (50mM NaHCO;, 300mM NaCl,

20mM imidatsoli, pH 8,0). Kolumniin sitoutunut proteiini eluoitiin kolmeen 1 ml
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fraktioon eluutiopuskurin avulla (50mM NaHCO3;, 300mM NaCl, 300mM imidatsoli, pH
8,0).

Kerattyjen NS1-proteiinifraktioiden eluutiopuskuri vaihdettiin fosfaattipuskuroituun
suolaliuokseen (engl. phosphate buffered saline, PBS). PBS:aan Vivaspin 2
sentrifugaalisella ultrafiltterilla (30K, Sartorius). Ensin proteiinin sisaltava fraktio ajettiin
filtterin lapi (3200 x g, 15min, 22°C), jonka jalkeen filtteriin jAanyt proteiini pestiin PBS:lla
kolme kertaa (3 x 1 ml, 3200 x g, 15 min, 22°C). Proteiini kerattiin filtterista 0,5 ml
PBS:4an (3200 x g, 5 min, HL). E-lll domeenin eluutiosta ensimmaisen fraktion puskuri
vaihdettiin 0,5 ml sentrifugaalisella filtterilla (3k, Amicon) valmistajan ohjeen mukaan.
Tuotetun proteiinin pitoisuus maaritettiin Bradfordin menetelmalld (Bio-rad) valmistajan
ohjeen mukaan. Standardisuoran pitoisuudet olivat 1,0 mg/ml, 0,75 mg/ml, 0,5 mg/ml,

0,25 mg/ml, 0,125 mg/ml, 0,0625 mg/ml, 0,03125 mg/mlja 0 mg/ml.

4.6 SDS-PAGE

Proteiinien puhtauden maarittamiseksi naytteet ajettiin SDS-PAGE-geelille (10 % Mini-
PROTEAN TGX Stain-Free Gels, Biorad). Puhdistuksen vaiheista eli filtterdidysta
mediumista, kolumnin lapi tulleesta supernatantista, pesusta ja eluutiosta otettiin 20 pl
nayte geelia varten. Naytteisiin lisattiin 1:5 latauspuskuri (0.05M Tris-HCL, pH 6.8, 3 %
SDS, 10 % glycerol, 5 % B-mercaptoethanol, 0,002 % bromophenol blue) ja naytetta
kuumennettiin 98°C:ssa 5 min:a. Naytteet ajettiin SDS-PAGE-geelille 15 min 120V ja 30
min 180V TGS-ajopuskurissa (25 mM Tris, 192mM glysiini, 0,1 % (w/v) SDS, pH 8.3,
Biorad). Molekyylipainon standardina kaytettiin Chameleon Duoa (Li-COR). Ajon jalkeen
geeli varjattiin PageBlue-proteiinivarjaysliuoksella (Thermo Scientific) yon yli

keinutuksessa. Ylimaarainen vari pestiin geelilta vedella seuraavana paivana.

4.7 Immunofluoresenssimaaritys

Immunofluoresenssimaarityksessa (engl. immunofluoresence assay) transfektoitiin
100ng TBEV-Eur-NS1-CD33-His-pcDNA3.1, TBEV-Eur-NS1-His-pcDNA3.1 ja SARS-CoV-
S1-His-pcDNA3.1 plasmidia per kuoppa 96-kuoppalevylle HUH-7-soluihin (ihmisen
maksasydvan solulinja), jotka oli kasvatettu Dulbecco’s Modified Eagle Mediumissa

(DMEM), johon lisatty 10 % naudan sikion seerumia (Fetal bovine serum,FBS), 100U/ml
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PenisilliiniStreptomysiinid ja 2mM L-glutamiinia, yén yli. Plasmidia inkuboitiin Opti-
MEM™-mediumissa (Gibco) Trans-IT LT1 (Mirus Bio) reagenssin (0,003ul/ng plasmidia)
kanssa 30 min. Sen jalkeen seos siirrettiin soluille, joita inkuboitiin yon yli 37°C, 5 %
CO.,. Seuraavana paivana solut kiinnitettiin 4 % formaldehydilla inkuboimalla 20 min.

Solut sailottiin PBS:aan +4°C:een.

Leimaamista varten solukalvojen lapaisevyytta parannettiin 0,1 % Triton-X-100:lla (Alfa
Aesar) PBS:ssa inkuboimalla 5 min. Primaarinen vasta-aine (kanin seerumi, anti-His-tag
mouse monoclonal IgG (Santa Cruz Biotechnology)) laimennettiin 3 % Bovine serum
albumin (BSA, ThermoFisher)/PBS liuokseen ja inkuboitiin soluilla 1 h, minka jalkeen
solut pestiin kolme kertaa 0,5 % BSA/PBS:lla. Sekundaarisena vasta-aineena kaytettiin
goat anti-rabbit Alexa Fluor 488 IgG:ta ja goat anti-mouse Alexa Fluor 488 IgG:ta
(Invitrogen), jotka laimennettiin 1:1000 3 % BSA/PBS liuokseen, johon lisattiin myos
1:2500 4’, 6-diamidino-2-fenyliindoli (DAPI, Invitrogen). Tata liuosta inkuboitiin soluilla
45 min pimeassa, minka jalkeen solut pestiin kolme kertaa 0,5 % BSA/PBS:lla. Solut
jatettiin viimeiseen pesuliuokseen ja kuvattiin EVOS FL (Life Technologies)

fluoresenssimikroskoopilla.

4.8 Immunoblottaus

TBEV-Eur-NS1-CD33-His-pcDNA3.1, TBEV-Eur-NS1-HSA-His-pcDNAS3.1 ja TBEV-Eur-
NS1-His-pcDNAS3.1 plasmideita transfektoitiin HEK293 soluihin (ihmisen alkion
munuaissolulinja). Kontrolleiksi HEK293-soluihin transfektoitiin joko SARS-CoV-S1-His-
pcDNAS3.1- tai SARS-CoV-N-His-pcDNAS3.1-plasmidia. Transfektio suoritetiin samalla
tavalla kuin immunofluoresenssimaarityksessa, mutta 6-kuoppalevylle. Seuraavana
paivana transfektiosta solut hajotettiin lyysispuskurilla (50 mM Tris-HCL, pH 7,5, 150mM
NaCl, 1 % NP-40, 5 mM EDTA, proteaasi inhibiittori (Roche cOmplete), Pierce Universal
Nukleaasi). Proteiinipitoisuus mitattiin lysaatista Bradford-menetelmalla (Bio-rad).
Naytteisiin lisattiin 1:5 latauspuskuria (0.05M Tris-HCL, pH 6.8, 3 % SDS, 10 % glycerol, 5
% B-mercaptoethanol, 0,002 % bromophenol blue). Seuraavaksi lysaatti ladattiin SDS-
PAGE-geelille, jota ajettiin 30 min 80V ja 1,5 h 120V ajopuskurissa (25 mM Tris, 192mM
glysiini, 0,1 % (w/v) SDS, pH 8.3, Biorad). Geeli siirrettiin siirrospuskuriin (25 mM Tris,
192mM glysiini, 20 % (w/v) metanoli, pH 8.3) ja polyvinyylifluoridi eli PVDF-membraani
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(Thermo Scientific) aktivoitiin 99 % metanolilla ja huuhdeltiin vedella. Geeli ja
membraani kasattiin siirrostustelineeseen, joka oli lapikasteltu siirrostuspuskurilla.
Proteiinien siirrostus geeliltd membraanille suoritettiin tdydessa tankissa (Mini-

PROTEANZ® Tetra-Veryical, Bio-rad) jailla yon yli 20V:ssa.

Seuraavana paivana membraani blokattiin 5 % rasvaton maito (Valio)/tris-buffered
saline with Tween-20 (TBST) liuoksella 1 h, minka jdlkeen membraani pestiin kerran
TBST:lla. Primaarivasta-aine (anti-His-tag hiiren monoklonaalinen IgG ja anti-
glyseraldehydi-3-fosfaattidehydrogenaasi (GAPDH) hiiren monoklonaalinen IgG, Santa
Cruz Biotechnology) laimennettiin 1:1000 5 % maito/TBST:n ja inkuboitiin membraanilla
1 h. Membraani pestiin kaksi kertaa TBST:lla. Sekundaarivasta-aine (IRDye®800CW Goat
anti-mouse, Li-Cor) laimennettiin 1:15 000 5 % maito/TBST:n ja inkuboitiin 45 min
pimeassa. Membraani pestiin kaksi kertaa TBST:lla ennen kuvantamista Odyssey-

fluoresenssimikroskoopilla (Li-Cor).

4.9 Entsyymivalitteinen immunosorbenttimaaritys (ELISA)

Kaupallista NS1-proteiinia (Native Antigen) kiinnitettiin 96-kuoppalevylle (Maxisorp.
Thermo Fisher) kaivoon 25ng (0,5ug/ml), oman tuotannon NS1-proteiinia 30ng
(0,6pg/ml), E-proteiinia 200ng (4ug/ml) ja E-lll domeenia 200ng (4pg/ml) PBS:ssa.
Pesupuskurina kaytettiin PBS-0,05 %Tween-20-liuosta (Fisher bioreagents).
Naytepuskurina kaytettiin 5 % sian seerumia (EuroClone) ja 0,1 % Tween-20 PBS:ssa.
Seeruminayte laimennettiin 1:300 naytepuskurin kanssa ja inkuboitiin +37°C 2 tuntia
kaivoissa. Levyt pestiin levypesurilla 3 x 400ul pesupuskuria per kaivo. Konjugaatista eli
IgG:hen sitoutuvasta leimatusta vasta-aineesta (polyklonaalinen rabbit Anti-Human
IgG/HRP, Agilent Technologies Singapore) valmistettiin 1:8000 laimennos, joka lisattiin
pestylle levylle. Konjugaattia inkuboitiin +37°C:ssa yksi tunti. Levy pestiin ja levylle
lisattiin substraattia (TMB ONE Ready-to-use subtraatti,4380 Kem-En-Tech). Levya
inkuboitiin 20 minuuttia pimeassa, minka jalkeen lisattiin pysaytysliuos, jona toimii 0,2
N-sulfaatti happo (0,1 M H.SO,). Kaivojen absorbanssit mitattiin Victor Nivo (Perking

Elmer) spektrofotometrilla 450 nm aallonpituudella.
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4.10 Kani-immunisaatio

Kaksi kania immunisoitiin yhteistydssa Turun yliopiston koe-elainkeskuksen (engl. the
University of Turku Central Animal Laboratory) kanssa. Tdman immunisaation
tutkimusprotokollan ja -menetelmat on tarkastanut ja hyvaksynyt Suomen
eldinkokeiden arviointilautakunta (lupanumero ESAVI/20869/2020). Kanien
immunisaation toteutti Turun yliopiston koe-elainkeskus. Immunisaatiolla tuotettiin
TBEV:n proteiineja vastaan vasta-aineita sisaltdvaa seerumia. Immunisaatiot tehtiin
TBEV-rokotteella (Ticovac, Pfizer) ja tassa tyossa tuotetulla TBEV-Eur-NS1-His
proteiinilla. Kaniin injektoitiin kolme kertaa 20 pg TBEV-Eur-NS1-proteiinia + AS03-
adjuvantti (GlaxoSmithKlunen) tai kaupallista TBEV-rokotetta ihmisen rokoteannoksen
verran kahden viikon intervallilla. Immunisaation lopuksi, 12 paivan kuluttua viimeisesta
immunisaatiosta, kaneilta kerattiin veret sydanpunktiolla anestesiassa Vacuette 4 ml
CAR Serum Clot Activator-putkiin (ref. 4542004). Seerumi erotettiin veresta ensin
huoneenldmmaossa 30-60 min seisottamalla, minka jalkeen sentrifugoimalla (10 min,
2000 x g, 22°C). Seerumi sailottiin -20°C:n. Immunisaation onnistuminen todennettiin

immunofluoresenssianalyysilla.
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5 Tulokset

Eurooppalaisen TBEV:n NS1-proteiinin tuottamiseksi NS1-geeni kloonattiin pcDNAS3.1-
tuottovektoriin ja transfektoitiin Expi293-suspensiosolulinjaan. Solut kerattiin kolme
paivaa transfektion jalkeen. Kasvatuksesta otettiin naytteet solujenkerayksen ja
lyysauksen yhteydessa. Solulysaatista erotettiin sentrifugoimalla liukoiset proteiinit ja
solumassa. Nama naytteet analysoitiin immunoblottausmenetelmalla proteiinien
tunnistamiseksi (kuva 6.). Positiivisena kontrollina kaytettiin SARS-CoV-2-viruksen
nukleokapsidi (N)-proteiinia ja negatiivisena kontrollina HEK293 -solulysaattia. SARS-
CoV-2-viruksen N-proteiini on 45-46 kDa ja tuottui HEK293-soluissa vahvasti, joten
kasvu olosuhteissa ei ollut ongelmia. HEK293-solulysaatissa ei havaittu proteiinia, joten
vasta-aineilla ei ole epaspesifista sitoutumista. TBEV-NS1-proteiini on kooltaan 50-56
kDa. NS1-proteiinia havaittiin lysaatissa ja solumassassa (Pellet). Koska NS1-proteiinia
ei havaittu Expi293-solukasvatuksen mediumissa tai supernatantissa, todettiin etta

NS1-proteiini ei tuotu liukoiseen muotoon.
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Chameleon
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Kuva 6. Immunoblottausanalyysi Expi293-kasvatukselle. TBEV-Eur-NS1-His-pcDNA3.1-plasmidi
transfektoitiin Expi293 soluihin ja kasvatus kerattiin 3 paivaa transfektion jalkeen. Naytteet analyysia
varten kerattiin solukasvatuksen mediumista (Medium), lyysatuista soluista (Lysate), sentrifugoidun
lysaatin supernatantista (Supernatant) ja pelletista (Pellet). NS1-proteiini on 50-56kDa. Positiivisena
kontrollina (Pos. control) toimi SARS—CoV-2 S1 -proteiini ja negatiivisena kontrollina (Neg. control)
HEK293-solulysaatti.
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5.1 Sekreetiosignaalin kloonaus

Jotta NS1-proteiinin puhdistus olisi mahdollista, piti proteiini saada liukoiseen
muotoon. Tasta syysta NS1-geenin N-terminaaliseen paahan kloonattiin
sekreetiosignaali. Kloonattiin kaksi eri tuottovektoria, joista toiseen kloonattiin CD33-
sekreetiosignaali ja toiseen HSA-sekreetiosignaali. Ensin tuottovektoria linearisoitiin
BamH1-restriktioentsyymilla ja vektori eristettiin agaroosigeelilta (kuva 7 A.). Geelilla
erottui vektorista irrotettu geeni (SARS tai MERS) ja linearisoitu vektori, mutta geelilla
nakyi myos muita, molekyylipainoltaan suurempia vektorin osia. PCR:lla tuotettiin kahta
inserttia, joissa NS1-geenin lisadksi on sekreetiosignaalina CD33 tai HSA. Taman
tuotteen koko on geelilla 1200bp (kuva 7.B.). Lisaksi tuotettiin insertti, jossa on E-
proteiinin lll-domeeni CD33-sekreetiosignaalin kanssa. Taman tuotteen koko on geelilla
457 bp (kuva 7.C.). PCR-tuotteet eristettiin geelilta ja inserttia CD33-signaalin kanssa
saatiin 245 ng/ul (10 pl), inserttia HSA-signaalin kanssa 195 ng/ pl (10 pl) ja E-DII
inserttia 123 ng/ pl (10 pl). Insertit kloonattiin pcDNA™3.1 (+) nisdkasexpressio

vektoreihin (Thermo Scientific) InFusion kloonaussysteemilla.
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Kuva 7. TBEV-Eur-NS1-CD33, TBEV-Eur-NS1-HSA ja TBEV-Eur-E-DIII-CD33 PCR-tuotteet ja
linearisoitu vektori InFusion kloonausta varten. A. BamH1-restriktioentsyymilla linearisoitu pcDNA™3.1
(+) nisdkasekspressiovektori on 5428bp. DNA osat noin 2000 bp kohdalla on irti leikatut MERS-CoV ja
SAR-CoV 2 S1-geenit. B. PCR-tuote NS1-insertin monistamisesta CD33- ja HSA-sekreetiosignaalien
kanssa (1200bp). C. PCR-tuote E-lll domeenin monistamisesta (460bp). GeneRuler on kaupallinen
kokostandardi.

Kloonausreaktion jalkeen plasmidit transformoitiin E.coli -bakteereihin, joissa niita

monistettiin proteiinin tuottoa varten. Puhdistettua TBEV-Eur-NS1-pcDNAS.1 plasmidia
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saatiin CD33-signaalilla 457 ng/pl (25 pl) ja HSA-signaalilla 301 ng/ul (25 pl).

Plasmidinaytteet lahetetiin sekvensointiin.

5.2 Proteiinituotto

5.2.1 Sekreetiosignaalien testaus HEK293-soluissa

NS1-proteiinia CD33- tai HSA-sekreetiosignaalien kanssa tuottavat plasmidit
transfektoitiin HEK293 soluihin. Haluttiin selvittaa, tuottuuko NS1-proteiinia
sekreetiosignaalien kanssa ja tuottuuko se liukoisena ennen kuin tuottovektori viedaan
proteiinituottoon Expi293-solulinjalla. Haluttiin myos selvittaa, kumpi signaali toimii
paremmin, ja jatkaa vain silla proteiinintuottoon. Plasmideja transfektoitiin HEK293-
soluihin 2500ng ja 1250ng, koska jos 2500ng on liikaa, 1250ng:lla transfektio voisi
onnistua ja jos 1250ng on lilan vahan 2500ng voisi olla tarpeeksi. Tavoitteena oli
selvittaa voiko solu tuottaa proteiinia sekreetiosignaalin kanssa liukoisena.
Solukasvatuksien medium-naytteissa ei ole NS1-proteiinia (kuva 8.). HSA-
sekreetiosignaalin kanssa NS1-proteiini ei havaittu myoskaan lysaatissa. CD33-
sekreetiosignaalin kanssa, kun plasmidia oli transfektoitu 2500ng, NS1-proteiinia

tuottuu lysaattiin eli solun sisalle (nuoli kuvassa 6).
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Kuva 8. NS1-proteiinin tuoton testaus HEK293-soluissa. HEK293-soluihin transfektoitiin eri
pitoisuuksilla (2500ng tai 1250ng) TBEV-EU-NS1-pcDNA3.1 tuottovektoria CD33- ja HSA-
sekreetiosignaalien kanssa. NS1-proteiinin tuotto analysoitiin sekd mediumista etta lysaatista.
Latauskontrollina kaytettiin GAPDH:ta, jonka koko on 36-37 kDa ja NS1-proteiini on noin 50kDa kokoinen.

Chameleon protein ladder toimii kokostandardina.

5.2.2 Transfektioreagenssin testaus

Sekreetiosignaaleista vain CD33:n kanssa proteiini tuottui HEK293-solulinjassa (kuva
8.), joten sen valittiin jatkotutkimuksiin. TBEV-Eur-NS1-CD33-pcDNAS.1-plasmidin
transfektion tehokkuutta testattiin vertailemalla TranslT-reagenssia ja
Liopfectamiinia®3000 eri plasmidipitoisuuksilla (kuva 9.). Transfektio optimoitiin
mahdollisimman korkean transfektiotehokkuuden saavuttamiseksi, jotta
proteiinintuottoon osallistuisi mahdollisimman suuri osa soluista. NS1-proteiinia
sekreetiosignaalilla ja ilman signaalia tuottavia plasmideja transfektoitiin HEK293 -
soluihin. Solut analysoitiin immunofluoresenssimenetelmalla, jossa varjatyt solut
mikroskopoitiin ja noin 30 000 solusta arvoitiin transfektoituneiden solujen maara. NS1-
proteiini seka sekreetiosignaalilla etta ilman tuottui paremmin TransIT:ll& kuin
Lipofectamiini 3000:lla. Suurin transfektiotehokkuus TBEV-Eur-NS1-CD33-plasmidilla
saavutettiin TransIT-reagenssilla, kun kaytettiin 50-100ng plasmidia (merkitty punaisella
ruudulla kuvassa 9). Silloinkin vain kymmenia soluja oli transfektoitunut, mutta
Lipofectamiini 3000:lla transfektoituneita soluja oli vain yksittaisia. Kun kaytettiin
plasmidia ilman sekreetiosignaalia paras transfektiotehokkuus saavutettiin 100-200ng
plasmidia. Positiivisena kontrollina toiminut SARS-CoV-S1-pcDNAS.1 transfektoitui

myods paremmin TransIT reagenssilla kuin Lipofectamiini 3000:lla.
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Kuva 9.Transfektioreagenssien testaus. HEK293-soluihin transfektoitiin eri maaria (200ng, 100ng, 50ng,
25ngja 12,5ng) TBEV-Eur-NS1-plasmidia sekd CD33- sekreetiosignaalin kanssa etta ilman. Positiivisena
kontrollina kaytettiin SARS- CoV-2 S1-proteiinia tuottavaa plasmidia. Analyysissa solujen tumat varjattiin
siniseksi DAPI:lla ja NS1-proteiini His-tagin tunnistavalla immunofluoresenssimenetelmalla vihreaksi.
Kuvat otettiin EVOS fluoresenssimikroskoopilla (Life technologies) x10 suurennuksella. Vasemman
ylakulman kuvassa nakyva mittakaava on 400pum.

5.2.3 NS1-proteiinituoton optimointi HEK293-soluissa

NS1-proteiinin tuotto CD33-sekreetiosignaalin kanssa valittiin jatkokokeisiin ja NS1-
proteiinin tuottoa pyrittiin lisdamaan selvittamalla optimaalinen kerayspaiva. TBEV-EU-
NS1-CD33-His-pcDNAS3.1 transfektoitiin HEK293-soluihin 25-solukasvatuspullossa ja
kasvatusmediumia kerattiin 3., 4., 6., 7. paivana. Lisaksi TBEV-EU-NS1-CD33-His-
pcDNAS.1-transfektoituja soluja kerattiin yksi kuoppa per paiva 6-kuoppalevylta.

Keratyista naytteista analysoitiin NS1-proteiinin tuotto immunoblotilla (kuva 10.).
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Positiivisena kontrollina kaytettiin SARS-CoV-2 S1-proteiinia tuottavaa plasmidia ja
negatiivisena kontrollina transfektoimattomia HEK-soluja. SARS-CoV-2 S1-proteiini
tuottui hyvin solunsisapuolelle. HEK-solu lysaatissa ei ollut polyhistidiinia sisaltavia
proteiineja, mika vahvisti, etta transfektoitujen solujen naytteissa oli NS1-proteiinia.
Tulosten perusteella NS1-proteiini tuottuu CD33-sekreetiosignaalin kanssa mediumiin.
NS1-proteiinia tuottuu kuitenkin huomattavasti enemman solulysaattiin. NS1-proteiinia
oli eniten naytteessa, joka oli keratty nelja paivaa transfektion jalkeen. Mydhemmin

keratyissa naytteissa NS1-proteiinin maara oli pienempi.
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Kuva 10. NS1-proteiinituotannon testaus HEK293-soluilla. HEK293-soluissa tuotettiin NS1-proteiinia
CD33-sekreetiosignaalin kanssa. T25-pullon kasvatuksesta kerattiin mediuminaytteita ja 6-kuoppalevylta
solulysaattindytteita eri aikapisteista (3., 4., 6., 7.pva). NS1-proteiini on noin 50kDa. Latauskontrollina
toimii GAPDH (36-37 kDa), positiivisena kontrollina SARS-CoV-2 S1 proteiini (100-130 kDa) ja
negatiivisena HEK-solulysaatti. Chameleon protein ladder toimii kokostandardina.

5.2.4 NS1-proteiinin tuotto Expi293-tuottosysteemissa

Serologisia menetelmia varten tarvitaan suuria maaria puhdistettua NS1-proteiinia.
Tulokset osoittivat, etta TBEV-EU-NS1-CD33-plasmidista NS1-proteiinia tuottuu
HEK293-soluissa myos mediumiin, joten seuraavaksi TBEV-EU-NS1-CD33-plasmidi
transfektoitiin Expi293-solulinjaan. Tma tuottosysteemi on optimoitu proteiinien
suuren maaran tuottamiseen. TBEV-EU-NS1-CD33-plasmidilla transfektoituja Expi293-
soluja ja mediumia kerattiin kolmannesta paivasta eteenpain tuoton seuraamiseksi.
Suurin osa kasvatuksesta kerattiin viisi paivaa transfektion jalkeen (HEK293-

kasvatuksen perusteella) ja pieni osuus jatettiin viela kasvamaan seitsemanteen
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paivaan asti. Jokaisen paivan naytteet analysoitiin immunoblotilla (kuva 11.).
Transfektion jalkeisena paivana (Day1) mediumissa ei havaittu NS1-proteiinia, mutta
lysaatissa NS1-proteiinia oli havaittavissa (nuoli kuvassa 11). NS1-proteiinia tuottui
paivasta kolme alkaen mediumiin, mutta proteiinin maara ei kasvanut tuotannon
edetessa kolmannesta paivasta eteenpain. Lysaatissa proteiinin maara kasvoi
viidenteen paivaan asti, kunnes se laski huomattavasti. Membraanilta varjattiin myos
GAPDH, joka toimi latauskontrollina. Mediuminaytteissa ei ollut GAPDH:ta, koska se on
solunsisainen entsyymi eika erity ulkopuolelle. Lysaattindytteissa GAPDH nakyi
odotetusti. Naiden tulosten perusteella myohemmisséa tuotoissa solut ja medium

kerattaan viisi paivaa transfektion jalkeen.
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Kuva 11. NS1-proteiinin tuotto Expi293-soluissa ja tuoton optimointi. Expi293-soluihin transfektoitiin
TBEV-Eur-NS1-CD33-pcDNA3.1 tuottovektori. Kasvatuksesta otettiin ndytteet ensimmaisena paivana ja
3-7 paivaa transfektiosta. NS1-proteiini on noin 50kDa. Latauskontrollina GAPDH (36-37kDa).
Chameleon protein ladder toimii kokostandardina.

5.3 NS1-proteiinin ja E-proteiinin lll-domeenin puhdistus

5.3.1 Spinnikolumni

Expi293-tuotosta puhdistettiin NS1-proteiineja spinnattavan anti-His-kolumnin avulla.
Puhdistuksen arviointia varten prosessin erivaiheista otettiin naytteita, joita analysoitiin
SDS-PAGE-geelilla (kuva 12.). Tassa puhdistuksessa kolumnin lapi vietiin sekd mediumi

etta supernatantti lysaatista. Kuvaan nuolella merkitty NS1-proteiini havaittiin
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puhdistuksen jokaisessa vaiheessa. NS1-proteiinia tuli kolumnista ulos lapivirtaavan
medium (Flow through kuvassa 12) mukana ja pesujen (Wash kuvassa 12) yhteydessa.
Eluutiossa (Elution 1-3 kuvassa 12) havaittiin myds monia muita proteiineja NS1-

proteiinin lisaksi. Tulosten perusteella NS1-proteiini ei sitoudu tehokkaasti kolumniin.
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Kuva 12. NS1-proteiinin puhdistus kasvatusmediumista ja Expi293-solulysaatista. NS1-proteiinia
puhdistettiin His-tagiin perustuvalla nikkeli-spinkolumnilla. Kasvatuksen kerdyksen yhteydessa otettiin
naytteet solujen kasvatusmediumista (Medium), lysaatista (Lysate), lysaatin nestefaasista (Supernatant)
ja kiinteasta faasista (Pellet). Naytteita otettiin puhdistuksen eri vaiheista: kolumnin lapiviety medium
(Flow through medium) ja lysaatin nestefaasi (Flow through supernatant), kolumnin pesut (Wash 1ja 2) ja
eluoidut fraktionaytteet (Elution 1-3). NS1-proteiini on noin 50 kDa. Chameleon protein ladder toimii
kokostandardina.

5.3.2 Pakattu kromatografiakolumni

Jotta NS1-proteiini ei tulisi kolumnista mediumin mukana ulos, vaihdettiin
puhdistukseen pakattu anti-His kromatografiakolumni. Medium pumpattiin
peristalttisella pumpulla kolumnin l&pi. Pumppaamisella hidastettiin liuoksen
lapivirtausnopeutta verrattuna spinnikolumniin. Hitaammalla virtauksella pyrittiin
parantamaan NS1-proteiinin sitoutumista kolumniin. Samalla testattiin parantaako
urean lisdaminen naytteeseen NS1-proteiinin sitoutumista kolumniin. Puhdistuksen eri
vaiheiden naytteet analysoitiin SDS-PAGE-geelilla (kuva 13.). Tuloksista voitiin havaita,
etta lapivietyyn mediumiin (Flow through kuvassa 13) ja pesuun (Wash kuvassa 13) jai
edelleen NS1-proteiinia, mutta suurin osa proteiinista kuitenkin irtosi kolumnista vasta
eluutioon (Elution 1-3). Urean lisattiin lapivietyyn mediumiin (Flow through+ urea=

Medium+urea kuvassa 13) ja ajettiin uudelleen kolumnin lapi. NS1-proteiinin saanto jai



38

niin matalaksi, etta sita ei voinut maarittaa. NS1-proteiinin saanto oli ilman ureaa 75 pg

kolmen paivan kasvatuksesta, jonka alussa soluja oli 75 miljoonaa.

urea

kDa [ |

Chameleon
protein ladder
Flow through
Wash

Elution 1
Elution 2
Elution 3
Medium+urea
Flow through
Wash

Elution 1
Elution 2
Elution 3

Kuva 13. NS1-proteiinin puhdistus pakatulla kromatografiakolumnilla. NS1-proteiinia puhdistettiin
kasvatusmediumista urean kanssa ja ilman. Naytteita otettiin puhdistuksen eri vaiheista: kolumnin
lapiviety medium (Flow through), kolumnin pesut (Wash) ja eluoidut fraktionaytteet (Elution 1-3). NS1-
proteiini on noin 50 kDa (merkitty kuvaan nuolella). Ureaa sisaltdvat naytteet merkattu kuvan ylapuolelle.
Chameleon protein ladder toimii kokostandardina.

Seuraavassa NS1-proteiinin tuotossa proteiinia puhdistettiin sekd mediumista etta
lysaatista. Talla tavoin saatiin NS1-proteiinia 0,155 mg kolmen péivan kasvatuksesta,
jonka alussa soluja oli 75 miljoonaa. Kuten kuvasta 14 voi havaita, NS1-proteiini eluoitui
suoraan ensimmaiseen fraktioon (Elution 1 kuvassa 14) ja vain pieni osa proteiinia jai
lapivietyyn mediumiin (Flow through M kuvassa 14), supernatanttiin (Flow through Sup)

tai pesuliuokseen (Wash kuvassa 14).
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Kuva 14. NS1-proteiinin puhdistus mediumista ja lysaatista. NS1-proteiinituoton kerayksen
yhteydessa otettiin naytteet solujen kasvatusmediumista (Medium), lysaatin nestefaasista (Sup from
Lysate). Naytteita otettiin puhdistuksen eri vaiheista: kolumnin lapiviety medium (Flow through M) ja
lysaatin nestefaasi (Flow through Sup), kolumnin pesu (Wash) ja eluoidut fraktionaytteet (Elution 1 ja 2).
Puhdistuksen eri vaiheista otetut naytteet ajettiin SDS-PAGE-geelille. NS1-proteiini on noin 50 kDa.
Chameleon protein ladder toimii kokostandardina.

ELISA-testia varten tuotettiin E-proteiini lll-domeeni, johon rokotuksen ja infektion
aikaan saamat vasta-aineet E-proteiinia vastaan voisivat sitoutua. E-proteiinista
tuotettiin vain lll-domeeni, koska koko viruksen tuotannossa on ollut aiemmin haasteita
ja sen saanto on jaanyt alhaiseksi yhteistyokumppaneillamme. E-proteiinin IlI-
domeenin geenin sisaltava tuottovektori CD33-signaalin kanssa transfektoitiin Expi293-
soluihin. Tuotto suoritettiin NS1-proteiinille optimoidulla protokollalla. Kuvasta 15
voitiin havaita, etta lll-domeeni (12kDa) tuottui lahinna mediumiin (medium kuvassa
15). Lisaksi eluutiossa (Elution 1 kuvassa 15) ei nakynyt suurempia epapuhtauksia, kun
puhdistus tehtiin pakatulla anti-His kromatografiakolumnilla samalla tavoin kuin NS1-

puhdistus. E-proteiinin lll-domeenia saatiin tuotettua 0,225 mg 75 miljoonalla solulla.
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Kuva 15. E-proteiinin lll-domeenin puhdistus pakatulla anti-His-kolumnilla. E-proteiinin lll-domeenia
puhdistettiin erikseen kasvatusmediumista (Medium), lysaatista (Lysate). Geelilld analysoitiin myds
lysaatin nestefaasi (Supernatant) ja kiinteafaasi (Pellet). Naytteita otettiin puhdistuksen eri vaiheista:
kolumnin lapiviety medium (Flow through M) ja lysaatin nestefaasi (Flow through Sup), kolumnin pesut
(Wash/ Wash(sup)) ja eluoidut fraktionaytteet (Elution 1-3/ Elution 1-3 (sup)). E-proteiinin lll-domeeni on
12 kDa kokoinen. Chameleon protein ladder toimii kokostandardina.

Tuotettujen NS1-proteiinin ja E-proteiinin lll-domeenin puhtautta arvioitiin ajamalla
sama maara kaikkia tuotettuja proteiineja (13.12,18.2 keratyt NS1-proteiinit ja tuotettu
E-proteiinin lll-domeeni 2pg, (pl. NS1 28.1 1ug)) SDS-PAGE-geelille. Lisaksi mukana oli
E-proteiini, joka saatiin yhteistydsta professori Olli Ritvoksen kanssa (Helsingin
yliopisto) (E (Ritvos) kuvassa 16). Kuvasta voitiin havaita, ettd aikaisemmin tuotettujen
NS1-proteiinien maarat olivat vahaisempia kuin uusimman tuoton. E-proteiini lll-
domeenin naytteessa ei havaittu epapuhtauksia ja proteiinia oli ldhes yhta paljon kuin
puhdistuksen jalkeen (Kuva 16.). E-proteiinin (53-60 kDa) naytteessa havaittiin
samankokoisia epapuhtauksia kuin NS1-proteiineilla. Geelille ladattavan proteiinin
maara laskettiin puhdistuksen jalkeen mitatun pitoisuuden perusteella. Tuotetuilla

proteiineilla paatettiin jatkaa ELISA-testien pystyttamiseen.
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Kuva 16. Tuotettujen proteiininen puhtauden arviointi. Yhteistyosta saatua kokonaista E-proteiinia,
tuotettua E-proteiinin lll-domeenia ja kolmen NS1-tuoton proteiineja ajettiin SDS-PAGE-geelille. Muita
proteiineja ajettiin 2pg (E (Ritvos), E-DIII, NS1(13.12), NS1(18.2) paitsi NS1(28.1) ajettiin 1ug. Ladattava
proteiinimaara laskettiin pitoisuuksista, jotka oli maaritetty heti proteiinin puhdistuksen jalkeen.
Chameleon protein ladder toimii kokostandardina.

5.4 ELISA-testin pystyttaminen

ELISA-testissa potilasseerumin TBEV:n E- ja NS1-proteiineja tunnistavat vasta-aineet
sitoutuvat testilevyjen kaivojen pohjaan kiinnitettyihin tuottamiimme E- ja NS1-
proteiineihin. TBEV-rokote aiheuttaa vasta-aineita erityisesti E-proteiinia vastaan, joten
rokotettujen seerumit erotetaan ELISA:ssa testaamalla vasta-aineiden sitoutumista E-
proteiiniin. TBEV:n infektio puolestaan aiheuttaa vasta-aineita seka E- etta NS1-
proteiinia vastaan, joten infektoituneiden henkildiden seerumindytteet erotetaan

testaamalla ELISA:ssa vasta-aineiden sitoutuminen E-proteiinin lisaksi NS1-proteiiniin.
5.4.1 NS1-proteiiniin perustuvan ELISA:n pystyttdminen

Puhdistetun NS1-proteiinin toimivuutta ELISA-testissa mitattiin vertaamalla omaa
tuotettua NS1-proteiinia kaupalliseen NS1-proteiiniin (kuva 17). Testissa kaytettiin
TBEV-infektoituneiden seerumeita, jotka saatiin Turun yliopistollisen keskussairaalan
(TYKS) kliinisen mikrobiologian diagnostiikasta. Potilasseerumit oli diagnosoitu TBEV

positiivisiksi Euroimmunen ELISA-testilla. Aikaisemmin tehdyn kaupalliseen NS1-
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proteiiniin perustuvan ELISA-testauksen perusteella valittiin yksi vahvasti NS1-vasta-
aine positiivinen ja kaksi matalampaa positiivista seeruminaytetta. Kontrollina kaytettiin
TBEV-rokotettujen henkildiden naytteita, joissa ei ollut aiemmin havaittu NS1-vastetta
seka TBEV:n osalta negatiivisia naytteita. Kaupallista NS1-proteiinia kiinnitettiin ELISA-
levyn kaivoihin aikaisemmin optimoidun pitoisuuden verran (0,5 pg/ml). Tuotettua NS1-
proteiinia kiinnitettiin 20 % enemman (0,6 pg/ml), koska proteiininaytteessa havaittiin
epapuhtauksia ja pyrittiin saamaan NS1-vasta-aineiden absorbanssiarvot samalle
tasolle kuin kaytettaessa puhdasta kaupallista NS1-proteiinia. Tuloksien perusteella
puskuria tai TBEV-negatiivisia seeruminaytteita (neg1 ja neg2 kuvassa 17) kaytettaessa
NS1-antigeeniin ei sitoutunut vasta-aineita. Tdma testin tausta osoittautui yhta
matalaksi kaytettdessa antigeenina tuotettua ja kaupallista NS1-proteiinia. Positiivisten
potilasnaytteiden (Inf2, Inf6 ja Inf9 kuvassa 17) absorbanssiarvot erottuivat selvasti
negatiivisien arvoista, kun seerumien vasta-aineiden sitoutumista tutkittiin kaupalliseen
NS1-proteiiniin. Kun NS1-vasta-aineiden sitoutumista tutkittiin itse tuotettuun NS1-
proteiiniin, absorbanssiarvot olivat matalammat kuin kaupallisen, mutta erottuivat
negatiivisien naytteiden tuloksista. Infektoituneen, naytenumerolla 9, absorbanssiarvot
olivat selvasti korkeammat kuin muilla infektoituneilla. Tulos erottui selvasti sekd

kaupallisen ettd oman NS1-proteiinin kanssa tehdyista analyyseista.
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Kuva 17. Tuotetun NS1-proteiinin testaus ELISA:ssa kaupallisen proteiinin rinnalla. TBEV-
infektoituneiden seeruminaytteiden (Inf 2, 6, 9) vasta-aineiden sitoutumista testattiin kaupalliseen ja itse
tuotettuun NS1-proteiinin. Lisdksi testattiin rokotettujen henkildiden (vac 6 ja 12) vasta-aineiden
sitoutumista NS1-proteiineihin. Negatiivisina kontrolleina kaytettiin (neg 1 ja 2) kokonaan TBEV-
negatiivisia seeruminaytteita.
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NS1-proteiinia tuotettiin lisda jatkoanalyyseja varten ja uutta proteiinia testattiin ELISA-
menetelmalla aikaisempien tuottojen rinnalla (kuva 18). NS1-vasta-ainepositiiviset
naytteet antoivat huomattavasti alhaisemmat absorbanssiarvot, kun antigeenina
kaytettiin ensimmaisen tuoton NS1-proteiinia. Absorbanssiarvot pysyivat matalina
huolimatta NS1-antigeenin maaran kasvattamisesta 0,5ug:sta 0,6ug:aan.
Absorbanssiarvot olivat korkeammat, kun antigeenina kaytettiin uutta tuotettua NS1-
proteiinia, mutta ne eivat ylla samalle tasolle kuin kaupallista NS1-proteiinia
kaytettdessa. Absorbanssiarvot olivat myos huomattavasti alhaisemmat kuin aiemmin
tehdyssa analyysissa (kuva 17.) samalla proteiinilla. Absorbanssiarvo arvot laskivst yli
2,5:std noin yhteen (ODusonm). Absorbanssiarvot uuden tuoton NS1-proteiinia
kaytettaessa oli yli 2,5 (ODgssonm), kuten vanhemman tuoton NS1-proteiini

absorbanssiarvot arvot edellisessa ELISA-analyysissa.
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Kuva 18. NS1-ELISA:ssa uuden NS1-tuoton proteiinin testaus. Ensimmaisen tuoton NS1-proteiineja
kaytettiin kahdella eri pitoisuudella ja uutta NS1-proteiinia verrattiin kaupalliseen ja ensimmaisen tuoton
proteiineihin. TBEV-infektoituneiden seerumindaytteiden (Inf 2, 6, 9) vasta-aineiden sitoutumista testattiin
kaupalliseen ja itse tuotettuun NS1-proteiinin. Lisaksi testattiin rokotettujen henkildiden (vac 6 ja 12)
vasta-aineiden sitoutumista NS1-proteiiniin. Negatiivisina kontrolleina kaytettiin (neg 1 ja 2) kokonaan
TBEV-negatiivisia seeruminaytteita.

NS1-proteiinin antigeenisuuden palauttamiseksi proteiininaytetta sonikoitiin ennen
kiinnittamista ELISA-levyn kaivoon. Sonikoidut ja sonikoimattomat NS1-proteiinit
testattiin rinnan ELISA:ssa kahdella seeruminaytteella, joista toinen oli vahva NS1-
vasta-ainepositiivinen ja toinen NS1-vasta-ainenegatiivinen (kuva 19.). Uudesta
tuotosta puhdistetun pakastamattoman proteiinin kanssa absorbanssiarvossa ei

havaittu muutosta verrattuna sonikoituun saman tuoton proteiinin absorbanssiarvoon.
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Ensimmaisen tuoton proteiinilla absorbanssiarvot olivat 2 (OD 450nm) molemmin puolin,
mika erottui selvasti negatiivisista absorbanssiarvoista (vac 12 kuvassa 19) ja taustasta
(Puskuri kuvassa 19). Proteiinilla saatiin korkeampi absorbanssiarvo sonikoidusta
naytteesta verrattuna sonikoimattomaan (noin 2 ->2,5 OD 4s0nm), mutta ero ei ole
merkittava. Kaupallisen NS1-proteiinin kanssa absorbanssiarvo jai alle kahden, vaikka
aikaisemmissa samalla protokollalla tehdyissa analyyseissa arvo oli noin 3,5 (kuva 18 ja
17). Itse tuotettu NS1-proteiinia voi kayttaa ELISA-testissa, koska infektoituneiden
potilasseerumien NS1-vasta-aineet tunnistavat sen. NS1-proteiinin varastointi
ongelman vuoksi itse tuotettua proteiinia tulee kayttaa heti puhdistuksen jalkeen ilman
pakastamista. Itse tuottamalla NS1-proteiineilla voidaan tutkia NS1-vasta-
ainestatuksen osalta tuntemattomia naytteita jatkossa, koska silla NS1-ELISA-testissa

saadaan negatiivisista tuloksista selvasti eroavat absorbanssiarvot.
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Kuva 19. Sonikoinnin vaikutus NS1-proteiinin toimintaan ELISA:ssa. Ensimmaisen tuoton NS1-
proteiinia ja toisen tuoton NS1-proteiinia verrattiin sonikoituna ja sonikoimattomana kaupalliseen NS1-
proteiiniin. Vasta-aineena kaytettiin vahvasti NS1-vasta-ainepositiivisen potilaan seeruminaytetta (Inf.9).
Lisaksi testattiin rokotetun henkildn (vac 12) vasta-aineiden sitoutumista NS1-proteiiniin.

5.4.2 E-proteiiniin perustuvan ELISA:n pystyttdminen

E-proteiiniin sitoutuvien vasta-aineiden sitoutumista tutkittiin E-proteiinin lll-domeeniin.
ELISA-analyysi tehtiin, jotta saatiin selville, sitoutuvatko koko E-proteiinin tunnistavat
vasta-aineet itse tuotettuun lll-domeeniin ja voiko lll-domeenia kayttaa koko proteiinin
sijaan potilasnaytteiden analysoimiseen. Tuotettua E-proteiinin lll-domeenia testattiin

ELISA:ssa kokonaisen E-proteiinin rinnalla (kuva 20). Analyysiin valittiin aikaisempien
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testien perusteella E-proteiinia vahvasti, keskivahvasti ja heikosti tunnistavia
seeruminaytteita. Kontrollina kaytettiin seeruminaytteita, joissa ei ole E-vasta-aineita.
E-proteiinin lll-domeenia kiinnitettiin ELISA-levyn kaivoihin pienemmalla pitoisuudella
kuin kokonaista E-proteiinia, koska se on kooltaan kokonaista paljon pienempi.
Vahvasta positiivisesta naytteessa absorbanssiarvo oli vain 1 (OD 4s0nm) tasolla
kokonaisella E-proteiinilla, mika oli ollut aiemmissa tutkimuksissa korkeampi. Muutkin
positiiviset naytteet (Nayte 70, vac 16, Nayte 28 ja Nayte 26 kuvassa 20) antoivat vain
alle 0,5 (OD 4sonm) arvoja koko E-proteiinin kanssa. Positiivisilla naytteilla [ll-domeenin

absorbanssiarvot olivat negatiivisten naytteiden tasolla (neg 2 ja 44 kuvassa 20).
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Kuva 20. E-proteiinin lll-domeenin vertailu koko E-proteiiniin ELISA-testissé. Tuotettu E-proteiinin -
domeenin testaus rokotettujen potilaiden seeruminaytteiden kanssa ELISA-testissa. E-proteiini vasta-
aineita sisaltavat naytteet vac 12, nayte 70, vac16, nayte 28 ja nadyte 26. Negatiivisia naytteitd ovat neg 2 ja
neg 44, jotka ovat kokonaan TBEV-negatiivisia.

Analyysi toistettiin useammalla E-proteiinia vahvasti tunnistavalla seeruminaytteella
(kuva 21). Lisaksi E-proteiinin lll-domeenia kiinnitettiin kaivoihin sama pitoisuus kuin
kokonaista E-proteiinia. lll-Domeeni kanssa vahvat anti-E-vasta-aine-positiiviset (va9,
vac10, vac12, vac5h ja vac6 kuvassa 21) naytteet saivat saman tasoisia
absorbanssiarvoja negatiivisten naytteiden (neg 1 ja neg 6 kuvassa 21) kanssa. Vac 5
naytteen kohonneen absorbanssiarvon uskottiin tulevan proteiinin epapuhtauksista.
Tulos oli samanlainen kuin aikaisemmassa ELISA-analyysissa (kuva 20). Kokonaisen E-
proteiini kanssa korkein absorbanssiarvo oli noin 3,5 (OD 4s0nm) ja muut positiiviset olivat

vahan alle 3 (OD ss0nm) Vahvoilla positiivisilla rokotettujen potilaiden naytteilla (vac
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kuvassa 21). Vac 12 (kuva 21) naytteen absorbanssiarvo olivat puolet korkeampi kuin
edellisessa E-proteiini-ELISA:ssa (kuva 20). Koska E-proteiinivasta-aineet eivat sitoudu
irralliseen lll-domeeniin, ELISA-testissa lll-domeenia ei voi kayttda antigeenina.
Rokotettujen henkildiden E-proteiini vasta-aineet sitoutuvat yhteistydkumppaniemme

tuottamaan kokonaiseen E-proteiiniin, joten sita voidaan kayttaa ELISA-testissa.

E-ELISA
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Kuva 21. E-proteiinin lll-domeenin testaus ELISA-testissa koko E-proteiinin rinnalla. E-proteiinin llI-
domeenin kiinnityspitoisuutta kasvatettiin edelliseen ELISA-testiin verrattuna. Naytteina kaytettiin paljon
E-proteiinia tunnistavia vasta-aineita sisaltavia seerumeita (vac 5, 6, 9,10 ja 12). Negatiivisina kontrolleina
kaytettiin (neg 1 ja 6) kokonaan TBEV-negatiivisia seeruminaytteita.

5.4.3 Seerumiaineiston analyysi NS1-ELISA:lla

Terveiden henkildiden seerumindytesarjasta haluttiin selvittada mahdolliset
infektoituneiden seeruminaytteet. Seeruminaytteet analysoitiin ensin koko virukseen
sitoutuvien vasta-aineiden varalta aineiston rajaamiseksi rokotettuihin tai
infektoituneisiin ja TBEV-negatiivisiin. Seeruminen vasta-aineet koko virusta vastaan
tukittiin TYKS:n kliinisen mikrobiologian kayttamalla ELISA-testilla. Naytteista 10 % oli
positiivisia koko viruksen suhteen (99/1000). Koko virukselle vasta-aineita sisaltavista
seerumindaytteista valittiin 68 ja negatiivisista valittiin 40 (EUROIMMUNE kuvassa 22 A.).
EUROIMMUNE-testilla yli mittausasteikon menevien tulosten arvoksi asetettiin 200
RU/ml ja alle mittausasteikon jaaville naytteille annettiin arvoksi 1 RU/ml graafisen

esityksen muodistamiseksi.

Koko virus ELISA:n jalkeen analysoitiin valituista naytteista vasta-ainepositiivisuutta
NS1-proteiinille eli erotettiin infektoituneiden naytteet vain rokotettujen naytteista tassa

tydssa pystytetylld NS1-ELISA-testilla. Testissd seeruminaytteet analysoitiin rinnakkain
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kaupallisen ja itse tuotetun NS1-proteiinin kanssa. Kaupallisen NS1-proteiinin kanssa
kaksi seeruminaytetta saivat selvasti muita korkeammat absorbanssiarvot ja viiden
naytteen tulokset olivat negatiivisiin absorbanssiarvoihin verrattuna korkeampia (Anti-
NS1 1gG (Kaupallinen NS1) kuvassa 22 B.). Itse tuotetun NS1-proteiinin kanssa myds
kaksi seeruminaytetta saivat selvasti korkeimmat absorbanssiarvot ja viiden naytteet
arvot erottuivat negatiivisten naytteiden tuloksista (Anti-NS1 1gG (oma NS1) kuvassa 22
C). Kun verrattiin absorbanssiarvoja kaupallisen ja oman NS1-proteiinin valilla,
huomattiin, ettd samalla seeruminaytteella tulokset ovat suhteellisen samantasoisia
kummallakin proteiinilla (kaup. vs. oma NS1 kuvassa 22 D.) Seerumindaytteiden tuloksia
verrattiin myds kontrollinaytteisiin, joita oli TBEV-infektoituneiden korkea NS1-
positiivinen nayte ja matalampi NS1-positiivinen nayte seka rokotetun NS1-negatiivinen
nayte (merkattu punaisella laatikolla kuvassa 22 E.). Verrattuna positiivisiin
kontrolleihin kaupallisen ja itse tuotetun NS1-proteiinin kanssa korkean tuloksen
saaneiden naytteiden absorbanssiarvot jaivat korkean ja matalamman positiivisen
kontrollin tulosten valiin. Viisi seerumindytteen tulokset olivat lahes matalamman
positiivisen kontrollin absorbanssiarvojen tasolla. Naiden havaintojen perusteella koko
TBEV-positiivisista naytteita 10 %:a oli NS1-positiivisia (7/68) ja koko
seeruminaytesarjaan suhteutettuna NS1-positiivisia oli 0,7 % (7/1000). NS1-antigeeniin
perustuvan tassa tyossa pystytetyn ELISA-menetelman avulla NS1-vasta-aineita

pystytaan tunnistamaan.
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Kuva 22. NS1-serologinen testaus Finnterveys -ndytesarjan seerumindytteille. Vuonna 2017 keratysta
seerumiaineistosta kaytettiin 68 TBEV-positiivista ja 40 TBEV-negatiivista ndytetta (A.). Ne analysoitiin
NS1-ELISA:ssa kayttaen tuotettua ja kaupallista NS1-proteiinia antigeenina. NS1-proteiini tulokset
eroteltiin sen perusteella, onko ne koko TBEV-positiivisia (pos) vai negatiivisia (neg) (B. ja C). Samasta
potilasnaytteesta saatujen absorbanssiarvojen vertaaminen itse tuotetulla ja kaupallisella NS1-
proteiinilla (D.). NS1-kuvattiin myos samassa kuvaajassa verrattuna korkean positiiviseen kontrolliin,
keskikorkeaan positiiviseen kontrolliin ja negatiiviseen kontrolliin (E).

5.4.4 Immunisoitujen kanien antiseerumien testaus

TBE-virusinfektioiden tunnistamiseksi eri analyyseissa haluttiin viruksen ja NS1-
proteiinin tunnistavia vasta-aineita. Niiden tuottamiseksi yksi kani immunisoitiin
ihmisen TBEV-rokotteella ja yksi eurooppalaiselle NS1-proteiinilla. Immunisoitujen
kanien seerumeita analysoitiin immunofluoresenssimaarityksella seerumien
verifioimiseksi. Tavoite oli tutkia tunnistavatko kanien seerumien vasta-aineet TBEV:lla
infektoidut solut. TBEV on luokan 3 patogeeni ja sen kanssa tydskentely vaatii
bioturvallisuustason 3 (BSL 3) laboratorion. Infektiot suoritettiin muun henkildéstén
toimesta ja tassa tydssa kaytettiin infektoituja soluja, jotka oli inaktivoitu fiksaamalla
formaldehydilla. A549- ja Vero-solut infektoitiin TBEV:n eurooppalaisella ja
siperialaisella alatyypilla eri pitoisuuksilla 24 h ja 48 h ajan (kuva 23-24.). Vaikka kani

immunisoitiin eurooppalaisen TBEV:n NS1-proteiinilla, kanin seerumin vasta-aineet
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tunnistavat seka eurooppalaisella etta siperialaisella TBEV:ll4 infektoidut solut. Anti-
NS1-seerumi tunnisti infektion huomattavasti paremmin kuin anti-rokote-seerumi, jolla
kaytettiin paljon vahvempaa laimennosta (1:200 vs. 1:1000). TBEV infektoi A549-solut
tehokkaammin kuin VeroE6-solut mika oli selkeasti nahtavissa 48 tunnin kohdalla:
A549-soluissa TBE-viruksen laimennos 1:100000 sai aikaan lahes tdyden infektion, kun
taas VeroE6-soluissa vastaavassa aikapisteessa solut infektoituivat ainoastaan 1:10
viruslaimennoksella. TBEV:n siperialainen alatyyppi infektoi molempia solutyyppeja

tehokkaammin kuin eurooppalainen.

TBEV Eur infektio A549-soluissa
1:10 1:100 1:1000 1:10 000 1:100 000 1:1 000 000

Anti-NS1
1:1000

24h B

48h &

Anti-vac
1:200
24h

TBEV Sib infektio A549-soluissa MOCK A549-solut
1:10 1:100 1:1000 1:10 000 1:100 000 1:1 000 000
Anti-NS1 Anti-NS1
1:1000 1:1000
24h 24h
48h § 48h
Anti-vac Anti-vac
1:200 1:200
24h 24h
48h 48h

Kuva 23. NS1- ja TBEV-rokoteimmunisoitujen kanien seerumien analysointi TBEV-infektoiduilla
Ab549-soluilla. Kani immunisoitiin eurooppalaisella NS1-proteiinilla ja toinen kaupallisella Ticovac-
rokotteella. Anti-NS1-seerumia testattiin 1:1000 laimennoksella ja anti-rokote-seerumia 1:200 TBEV:n
siperialaisella tai eurooppalaisella alatyypilld infektoituihin soluihin (viruslaimennokset 1:10-1:1000000).
Vasta-aineiden havaitsemiseen kaytettiin immunofluoresenssimaaritysta. Kuvat otettiin EVOS
fluoresenssimikroskoopilla (Life technologies) x10 suurennuksella. Ensimmaisessa MOCK kuvassa
nakyva mittakaava on 400pm.



50

TBEV Eur infektio VeroE6-soluissa

1:10 1:100 1:1000 1:10 000 1:100 000
Anti-NS1
1:1000
24h
48h
Anti-vac
1:200
24h
- ---
TBEV Sib infektio VeroE6-soluissa MOCK VeroE6-solut
1:10 1:100 1:1000 1:10 000
Anti-NS1 Anti-NS1
1:1000 1:1000
24h 24h
48h - --- h
Anti-vac Anti-vac
i 1:200
1:200 oan i
48h
48h

Kuva 24. NS1- ja TBEV-rokoteimmunisoitujen kanien seerumien analysointi TBEV-infektoiduilla
VeroE6-soluilla. Kani immunisoitiin eurooppalaisella NS1-proteiinilla ja toinen kaupallisella Ticovac-
rokotteella. Anti-NS1-seerumia testattiin 1:1000 laimennoksella ja anti-rokote-seerumia 1:200 TBEV:n
siperialaisella tai eurooppalaisella alatyypilld infektoituihin soluihin (viruslaimennokset 1:10-1:1000000).
Vasta-aineiden havaitsemiseen kaytettiin immunofluoresenssimaaritysta. Kuvat otettiin EVOS
fluoresenssimikroskoopilla (Life technologies) x10 suurennuksella. Ensimmaisessd MOCK kuvassa
nakyva mittakaava on 400pm.

Lisaksi tutkittiin tunnistavatko kaneista saadut seerumit NS1-proteiinin sita
ekspressoivissa HUH7-soluista (kuva 25.). NS1-vasta-aineita sisaltavan kaniseerumin
varjayksesta havaittiin vain muutama varjaytynyt solu. Minka takia todettiin, etta anti-

NS1-seerumitunnistaa heikosti HUH7-soluissa ekspressoitua NS1-proteiinia. Kun Anti-
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rokote-seerumin varjayksesta havaittiin, etta transfektoimattomien solujen perusteella
taustaa oli paljon eika siita NS1-spesifisyytta erotu. Transfektoimattoman kuvan solujen
epailtiin kuitenkin transfektoituneen vahingossa, koska kuvassa havaittiin spesifista
sitoutumista. HA-tagin avulla varjatyista soluista havaittiin, etta HA-tagatty NS1-
proteiini oli tuottunut HUH7-soluissa ja transfektiotehokkuus oli arviolta 30-40 %. HA-
varjayksen perusteella muissakin naytteissa oli transfektoituneita soluja, mutta vasta-

aineet eivat sitoudu NS1-proteiiniin.

Kanien immunisaatiosta saatiin seerumeita, jotka tunnistavat TBEV-infektion A549- ja
VeroE9-soluissa. Seka rokotevasta-aineita etta NS1-vasta-aineita sisaltava seerumeita

voidaan kayttaa infektion tunnistavina reagensseina tulevissa analyyseissa.

TBEV NS1 transfektoitu Huh7-soluihin
Eur Sib Mock

Anti-NS1
1:1000

Anti-vac
1:200

Anti-HA
1:1000

Kuva 25. NS1- ja TBEV-rokoteimmunisoitujen kanien seerumien analysointi TBEV NS1-proteiinia
ilmentavilla HUH7-soluilla. Kani immunisoitiin eurooppalaisella NS1-proteiinilla ja toinen kaupallisella
Ticovac-rokotteella. Anti-NS1-seerumia testattiin 1:1000 laimennoksella ja anti-rokote-seerumia 1:200
laimennoksilla. Transfektion positiivisena kontrollina kaytettiin anti-HA-vasta-ainetta. Vasta-aineet
havaittiin immunofluoresenssimaarityksella. Kuvat otettiin EVOS fluoresenssimikroskoopilla (Life
technologies) x10 suurennuksella. Oikean ylakulman kuvassa nakyva mittakaava on 400pum.
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6 Tulosten tarkastelu

Tyon tarkoitus oli pystyttda NS1-proteiiniin perustuva ELISA-testi, jonka avulla voidaan
erottaa TBEV-infektion aiheuttava immuunivaste rokotteen aiheuttamasta vasteesta.
Tydssa saatiin tuotettua NS1-proteiinia nisakassolujarjestelméassa. Puhdistetun
proteiinin avulla immunisoitiin kani, josta saatiin TBEV-infektion tunnistavia vasta-
aineita jatkotutkimuksia varten. Puhdistetulla proteiinilla saatiin pystytettya ELISA-testi,

joka tunnistaa infektoituneen henkilon NS1-vasta-aineet.

6.1.1 NS1-proteiinin ja E-proteiinin lll-domeenin tuotanto

Expi293-soluilla NS1-proteiinin ensimmainen tuotto tehtiin pcDNA3.1 vektorissa. NS1-
geenin C-terminaaliseen paahan kloonattiin His-tagi puhdistusta varten. Keratyn
solukasvatuksen analyysista selvisi, etta solut ovat tuottaneet NS1-proteiinia. Solu ei
eritd NS1-proteiinia solun ulkopuolelle, eikd NS1-proteiini tuotu liukoiseen muotoon
solun sisélle vaan sitoutunee solun rakenteisiin. Vaikkakin on osoitettu, ettd NS1-
proteiini erittyy elimistossa verenkiertoon, tuottosolu ei eritd NS1-proteiinia (Camarao
ja muut 2023). Proteiinituotannossa kaytetyt HEK293-solut ovat munuaissoluista
johdettuja ja TBEV infektoi ihonalaiskudoksessa soluja, joista NS1-proteiinia erittyy.

Naiden solujen erot voivat selittad, miksi HEK293-solut eivat erita NS1-proteiinia.

Flavivirusten rekombinanttien NS1-proteiinin tuottaminen liukoiseen muotoon vaatii
sekreetiosignaalin ja kirjallisuuden mukaan siihen on kaytetty CD33- ja HSA-
sekreetiosignaalipeptidia (Camarao ja muut 2023). Ndma molemmat signaalisekvenssit
kloonattiin NS1-geeniin N-terminaaliseen paahan. Signaalipeptidien toimivuutta
kokeiltiin HEK293-soluissa. Solut eivat tuota kummallakaan sekreetiosignaalilla
proteiinia solun ulkopuolelle mediumiin. Kuitenkin CD33-signaalilla solu tuottaa NS1-

proteiinia solun sisalle.

Proteiinituotannon tehostamiseksi testasimme myos toista transfektioreagenssia.
Tahan asti kaytimme TranslIT-reagenssia, mutta kokeilimme transfektiotehokkuutta
myos Lipofectamiinilla, kun plasmidi pitoisuutta muutettiin. Korkein
transfektiotehokkuus saavutettiin, kun TranslT-reagenssin kanssa 10 000 solulle

transfektoitiin 100ng plasmidia. Skaalattuna sama maara isompiin tuottoihin tarkoittaisi
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10ug per miljoonaa solua. Optimoitu transfektio mahdollistaa suuremman
proteiinisaannon tuotannosta, kun suurempi osuus soluista tuottaa haluttua proteiinia.
Transfektion optimointi ei vaikuta yksittdisen solun proteiinituotantoon. Optimoitu
transfektio pitoisuus otettiin kayttoon, kun TBEV-Eur-NS1-CD33-pcDNAS.1

transfektoitiin uudelleen HEK293-soluihin.

Seuraavassa HEK293-solutuotannossa testattiin tuotannon optimaalisen
tuottopituuden vaikutusta NS1-proteiini eritykseen. Solu tuottaa NS1-proteiinia
mediumiin, mutta proteiinin maara ei kasva mediumissa kolmannesta paivasta
eteenpain. Aikaisempaan tuottoon verrattuna mediumit kerattiin T25-pullon
solukasvatuksesta, kun aikaisemmin naytteet olivat 6-kuoppalevylta keratty. NS1-
proteiini on voinut tuottua mediumiin myos aikaisemmassa tuotossa, mutta 6-
kuoppalevyllda mediumiin tuottuu NS1-proteiinia niin vahan, etta sita ei havaita
immunoblotanalyysissa. Solut eivat eritd NS1-proteiini kolmannen paivan jalkeen,
mutta sitad tuottuu solun sisalle viela neljdntena paivana. Kuudennesta paivasta
eteenpain NS1-proteiinin maara laskee solun sisalla eli solu alkaa hajottaa NS1-
proteiinia. Solu tuottaa ulkopuolelle huomattavasti vahemman proteiinia kuin solun
sisalle ja erittdaminen loppuu ja suuremmat maarat proteiinia jaavat solun sisalle.
Taman voisi selittaa NS1-proteiinin eritysreitin saturoituminen, kun proteiinin pitoisuus

solussa kasvaa erityksen saately estaa reitin toiminnan.

Samalla tavoin Expi293-solutuotannossa kuin HEK293-soluilla mediumiin erittyy
kolmanteen paivadn mennessa proteiinia, ja sen jalkeen proteiinin maara ei kasva
mediumissa. Expi293-solujarjestelman valmistajan (Thermo Fisher Scientific) mukaan
suurella tuotantotasolla erityseritti voi saturoitua monimutkaisten proteiinien tai vasta-
aineiden tuotannossa tai jos kayttaa aineenvaihduntaa tehostavia aineita. Solun sisalle
tuottuvan liukoisen proteiinin maaran perusteella viisi pdivaa on optimaalinen

proteiinituoton pituus Expi293-soluilla.

Tulosten perusteella proteiinituoton alussa solu tuottaa NS1-proteiinia mediumiin,
mutta myohemmin vaikka solun sisdpuolella proteiinina maara kasvaa, solu ei enaa
erita proteiinia. Tdaman takia NS1-proteiinia puhdistettiin myds lysaatista, jolloin

kohdeproteiini taytyy puhdistaa kaikkien solun proteiinien seasta ja epapuhtauksien
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mahdollisuus on todenndkdisempdaa. NS1-proteiini saatiin kuitenkin tarpeeksi
puhtaaksi ELISA-testia varten. Proteiininpuhdistuksessa NS1-proteiini ei sitoutunut
kunnolla ensin kokeiltuun spinkolumniin. Tulosten perusteella suurin osa NS1-
proteiinista tuli mediumin mukana suoraan kolumnin lapi ja lisaa irtosi pesuliuoksen
mukana. Pakatulla kromatografiakolumnilla proteiinista saatiin suurempi osuus
kiinnittymaan kolumniin niin, etta se irtosi vasta eluutiossa. Pakatulla kromatografia
kolumnilla mediumi pumpattiin peristaattisella pumpulla kolumniin, jolloin mediumin
lapikulku nopeus oli paljon hitaampi kuin spinnikolumnilla ja proteiinilla olienemman
aikaa sitoutua kolumniin. Myds sitoutumispuskuri matalampi imidatsolipitoisuus
edesauttaa proteiini sitoutumista, koska imidatsoli kilpailee kolumniin sitoutumisesta
His-tagin kanssa (Crowe ja muut 1996). Pesupuskurin imidatsolipitoisuutta myos
laskettiin, jotta pesupuskuri ei irrota NS1-proteiinia kolumnista. Tama kuitenkin silla
riskilla, etta proteiini ei puhdistu optimaalisesti. Imidatsoli on hellavaraisempi kolumnin
puhdistamiseen ja eluointiin kuin pH:n muutos, koska jalkimmainen voi vahingoittaa
proteiinia (Crowe ja muut 1994). Mediumista proteiinin puhdistaminen olisi helpompaa
jatuote puhtaampaa, koska mediumissa on vihemman mahdollisia epapuhtauksia,

mutta NS1-proteiinin saanto jai matalaksi pelkdsta mediumista.

6.1.2 NS1-serologisen ELISA-testin pystyttaminen

NS1-ELISA-testissa kaupallista NS1-proteiinia verrattiin itse tuotettuun NS1-proteiiniin.
Itse tuotetun NS1-proteiini kanssa absorbanssiarvojen erot eri seeruminaytteiden valilla
on yhta suuret kuin kaupallisella proteiinilla. Positiivisilla seeruminaytteillad kaupallista
proteiinia kayttden absorbanssiarvot ovat korkeampia, vaikka proteiinin
kiinnityspitoisuus oli 20 % pienempi itse tuotetulla proteiinilla. Itse tuotetussa NS1-
proteiinissa epapuhtaudet laskevat NS1-proteiinin todellista pitoisuutta. Itse tuotettu
NS1-proteiini voi myds laskostua epasuosiollisesti tuottojarjestelmassa, mika voisi
laskea anti-NS1-vasta-aineiden aviditeettia proteiinia kohtaan. Esimerkiksi His-tag tai
sekreetiosignaalipeptidi saattavat hairita proteiinin laskostumista, mika voi laskea

vasta-aineiden sitoutumistehokkuutta.

Kahta eri NS1-proteiini tuotantoeraa testattiin rinnakkain ELISA-testissa, jotta

tuottokertojen tasalaatuisuus voitaisiin varmistaa. Vaikka testi suoritettiin samoilla
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seeruminaytteilld kuin edellinen NS1-ELISA, vanhan tuoton proteiinit antoivat
huomattavasti matalampia tuloksia, kun taas uuden tuotannon proteiinit antoivat
samantasoisia tuloksia kuin vanhemmat NS1-proteiinit edellisessa ELISA-testauksessa.
Kuten aikaisempi SDS-PAGE-geeli kaikista proteiinituotoista, ELISA-testin tulos viittaa
siihen, etta proteiini joko hajoaa tai aggregoituu pakastuksen aikana. Aggregaattien
purkamiseksi kokeiltiin proteiinin sonikointia. Testauksessa sonikoitiin naytteet seka
uudesta NS1-tuotannosta ettd vanhemmasta tuotosta. Uuden tuotannon proteiineilla
sonikoinnilla ei absorbanssiarvoihin ollut juuri vaikutusta, koska proteiini analysoitiin
heti puhdistuksen jalkeen eika proteiinit ole vield hajonneet tai aggregoituneet.
Vanhemman NS1-proteiinin sonikoiminen nosti absorbanssiarvoa vahan, mutta ei
merkittavasti. Tulos viittaisi siihen, etta aggregoitumista ei juuri tapahdu, vaan proteiini
hajoaa pakastuksessa. Yksi ratkaisu proteiinin sailyvyyden parantamiseen on
proteiinindytteen jakaminen pienempiin eriin ennen pakastusta, jotta naytteelle ei tule

useampaa sulatusta ja pakastusta, mika viela edesauttaisi proteiinien hajoamista.

6.1.3 E-proteiinin lll-domeenin antigeenisuuden testaaminen

E-proteiinin lll-domeenia tuotettiin, jotta se voisi toimia antigeenina anti-E-vasta-
aineiden tunnistamisessa koko E-proteiinin sijaan. E-proteiinista tuotettiin vain Ill-
domeeni, koska sita vastaa muodostuu vasta-aineita seka infektiossa etta rokotuksessa
(Aregay ja muut 2024). Tama tehtiin mahdollisena ratkaisuna E-proteiinin tuotto-
ongelmiin. Lisaksi lll-domeenin avulla voisi olla mahdollista erottaa TBEV-alaluokkien
muodostamat vasta-aineet. Lisaksi E-proteiinin lll-domeeni tuottui suurimmaksi osaksi

mediumiin ja puhdistuu paremmin kuin NS1-proteiini.

E-proteiinin lll-domeenia testattiin ELISA:ssa verraten kokonaiseen E-proteiiniin. IlI-
domeenia kaytettdessa positiivisten naytteiden antamat absorbanssiarvot olivat
samalla tasolla negatiivisten naytteiden kanssa. Tama viittaisi siihen, etta anti-E-vasta-
aineet eivat sitoudu lll-domeeniin ELISA-testissa. lll-domeeni on vain 12kDa, minka
takia vasta-aine ei valttdmatta paase sitoutumaan kuopan pohjaan kiinnitettyyn
proteiiniin. Pienia proteiineja kiinnittyy kuopanpohjalle maarallisesti enemman kuin
isoja, koska proteiinia kiinnitetaan massan perusteella. Pienia proteiineja voi olla niin

tiiviisti, ettd suhteessa paljon isommat vasta-aineet eivat mahdu sitoutumaan
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antigeenina toimivaan proteiiniin. lll-domeeni voi myos laskostua eri tavalla itsekseen
kuin koko E-proteiinissa, minka takia vasta-aineet eivat ole enaa sitoudu spesifisesti
proteiiniin. Tahan ratkaisuna voisi olla alustaproteiini, joka esittelisi lll-domeenia vasta-
aineille. Kbnenkamp ja muut 2022 tutkimuksessa E-proteiinin lll-domeenia on kaytetty
antigeenina lusiferaasi-immunopresipitaatiojarjestelmassa lusiferaasin kanssa
fuusioproteiinina. Tutkimuksessa Beck ja muut 2015 E-proteiinin lll-domeeni on
tuotettu rekombinanttina stabiloivan SNAP-tagin (Covalys BioSciences AG) kanssa ja
todettu toimivaksi antigeeniksi esimerkiksi neutralisaatiotestissa ja ELISA:ssa. E-
proteiinin lll-domeeni on tuotettu myos rekombinanttina NusA-tagin kanssa, mutta
analyyseissa on havaittu reaktiivisuutta NusA-tagia kohtaan (lkawa-Yoshida ja muut
2011). Naiden tutkimuksien perusteella alustaproteiini tulee testata myos erikseen,
jotta testista saadaan vain oikeita positiivisia tuloksia. ELISA:ssa alustaproteiinina voisi
toimia myds esimerkiksi His-tagin sitova vasta-aine, joka on kiinnitetty kuopan pohjaan.
Jokin naista vaihtoehdoista voisi mahdollistaa vasta-aineiden sitoutumisen E-proteiinin

Ill-domeeniin.

6.1.4 Potilasnaytesarjan analysoiminen NS1-serologisella testilla

THL:n aineistosta testattiin 68 TBEV-positiivista seeruminaytetta NS1-ELISA-testilla.
Kahdesta naytteesta loytyi selvasti NS1-vasta-aineita ja viiden naytteen tulos erosi
negatiivisista naytteista. Kokovirukselle positiiviset, mutta NS1-negatiiviset naytteet,
ovat mahdollisesti rokotettujen henkildiden seeruminaytteita, koska naytteet on keratty
vuonna 2017, jolloin Suomessa on ollut rokotusohjelma TBEV:ta vastaan. Seitseman
NS1-positiivista naytetta ovat mahdollisesti infektoituneiden henkildiden
seeruminaytteita. Taman perusteella 10 % kokoviruspositiivisista on infektoituneita ja
0,7 % infektoituneita 1000 terveen henkildn otannasta. NS1-seroprevalenssi tulokset
ovat samalla tasoilla kuin esimerkiksi tutkimuksessa Bréchet ja muut 2025.
Lapimurtoinfektioita ei pystytd havaitsemaan pystytetylla NS1-serologisella testilla,
koska lapimurtoinfektion vaste antaa saman tuloksen testisséa kuin vain infektoituneen
vaste (E- ja NS1-positiivinen). Kuitenkin TBEV-rokotustietojen ja NS1-serologisen-testin
avulla voisi tunnistaa lapimurtoinfektion. Kaupallisen ja oman NS1-proteiinin vertailun

perusteella itse tuotettu NS1-proteiini on yhta hyva NS1-vasta-aineiden testaukseen
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kuin kaupallinen NS1-proteiini. Lisdksi NS1-proteiinin kiinnittdmispitoisuuden
optimoinnilla voidaan saataa tulosten tasoa taustasignaalin rajoissa niin, etta

positiiviset eroavat mahdollisimman selkeasti negatiivisista.

NS1-serologisen testin optimointia varten tarvittaisiin testausta suuremmalla
positiivisten seeruminaytteiden paneelilla, jonka avulla voisi maarittaa testille raja-
arvot. Tama kuitenkin sen rajoissa, etta taustan absorbanssiarvot pysyvat alhaisina.
Kuten tutkimuksessa Girl ja muut 2020, NS1-serologiselle testille pitaa tehda
sensitiivisyys- ja spesifisyysmaaritykset ennen kuin se saadaan kliiniseen kayttoon. Girl
ja muut 2020 tutkimuksessa NS1 IgG ELISA-testille sensitiivisyydeksi saatiin 98,53 % ja
spesifisyydeksi 93,81 %. Tutkimuksessa paadyttiin siihen, etta testi on epidemiologinen
tyokalu, koska tuloksiin ei vaikuta TBEV-rokotus. Sensitiivisyyden ja spesifisyyden
lisaksi tarvitaan tutkimuksia siita, kuinka kauan NS1-proteiiniin sitoutuvat vasta-aineet
sailyvat infektion jalkeen. Lisaksi suuren naytemaaran kanssa tulisi testata testin

ristireaktiivisuutta muiden flavivirusten kanssa (Aregay ja muut 2024).

Pystyttamamme NS1-serologisen testin periaate on tehty sille pohjalle, ettd TBEV-
rokotukset eivat aiheuta NS1-vastetta vaan ainoastaan E-proteiinivastetta.
Rokotuksissa kaytetaan inaktivoituja viruspartikkeleita, jotka on inaktivoitu esimerkiksi
formalehydilla, kuten Ticovac-rokotteessa (Pfizer). Inaktivoitu viruspartikkeli ei infektoi
soluja, joten NS1-proteiinia ei eriteta verenkiertoon. Jos rokotteeseen on jaanyt
infektoivia viruksia, tai jos rokoteviruksen kasvatuksesta on rokotteeseen paatynyt NS1-
proteiineja, silloin NS1-vaste on mahdollinen. Ruotsalaisessa tutkimuksessa 50
rokotetun seurantanaytteista (Albinsson ja muut 2018) kolme oli positiivisia toisen ja
kolmannen rokotuksen jalkeen. Tassa on mahdollisuus, etta henkilé on saanut infektion
kesken rokotussarjan, mutta NS1-serologinentulos on todella maltillinen. Artikkelissa
on kuitenkin tultu paatelmaan, etta rokote ei aiheuta NS1-vastetta, koska epailladn

altistumista virukselle kesken rokotusohjelman.

6.1.5 TBEV-infektion tunnistaminen immunisoitujen kanien seerumeilla

Kanien immunisaatiosta saadut antiseerumit tunnistavat TBEV-infektion, seka Sib etta
Eur. Immunisaatiossa kaytettiin Eur-proteiineja, mutta antiseerumit tunnistavat myos

TBEV:n siperialaisen alatyypin viruksella infektoidut solut. Taman perusteella ainakin
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osa epitoopeista, joita vastaan vasta-aineita syntyy, ovat TBEV:n eurooppalaisen ja
siperialaisen alatyypin virukselle yhteisia. Levanov ja muut 2015 tutkimuksessa
siperialaisen ja eurooppalaisen TBEV:n infektio pystyttiin erottamaan serologisella
testilla, joka perustui IgM-vasteeseen. Siina paateltiin, etta erottelu perustuu
todennakdisesti siihen, etta IgM-epitoopit ovat eri tavoin esilld eri alatyypin viruksilla.
Freimane ja muut 2025 tutkimuksessa alatyypit erotellaan eri tasoisen anti-NS1-

vasteen avulla.

Immunofluoresenssitutkimusten tuloksien perusteella A549-solut infektoituvat TBEV:Ll&
paremmin kuin VeroE6-solut, joten A549-soluja on parempi kayttaa tulevaisuudessa
esimerkiksi neutralisaatiotestissa tai TBEV-infektiokokeissa viruksen replikaation
kuvaamiseen. Anti-NS1-seerumi toimii paremmin kuin anti-rokote-seerumi infektion
tunnistamiseen ja sitad voidaan kayttda myds neutralisaation tunnistamiseen

immunofluoresenssimaarityksella.
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7 Paatelmat

Tutkimuksessa pystytettiin liukoisten TBEV-NS1- ja E-Dlll-proteiinien tuottojarjestelma
onnistuneesti. Tuotettuihin rekombinanttiproteiineihin perustuva ELISA-testi pystytettiin
tunnistamaan TBEV-infektion immuunivaste. E-proteiinin lll-domeeni ei sellaisenaan
toimi antigeenina ELISA-testissa, koska anti-E-vasta-aineet eivat sitoudu siihen, joten
sen kaytto vaatii edelleen kehittamista. Itse tuotetun NS1-ELISA-testia verrattiin
referenssimateriaalin ja testi todettiin yhta toimivaksi. ltse-tuotetun NS1-proteiinin
sailytyshaasteen ratkaisu mahdollistaisi testin tehokkaamman kayton. Naiden lisaksi,
tyossa testattiin kaneissa tuotettuja antiseerumeita NS1-proteiinia ja TBEV-rokotetta
vastaan, jotka toimivat referenssimateriaalina ja tyokaluna TBEV-tutkimukseen ja
serologisten testien pystyttamiseen. Antiseerumeilla voidaan tunnistaa sekd TBEV:n

eurooppalaisen etta siperialaisen alatyypin viruksen antigeeneja.

TBEV-NS1-serologinen menetelma vaatii optimointia ja spesifisyyden seka
sensitiivisyyden tutkimuksia. Diagnostiikassa menetelma tukisi nykyisia diagnostisia
menetelmia, uudessa kliinisessa tilanteessa endeemisilld alueilla, joissa suuri osa
vaestdsta on rokotettu. Kliinisessa kaytossa ELISA-testilla pystyisi tukemaan TBEV-
infektiodiagnoosia TBEV-rokotetulla potilaalla. Infektoituneen ihmisseerumin vasta-
aineiden odotetaan sitoutuvan seka E-proteiiniin, ettd NS1 proteiiniin. Potilaiden
seeruminaytteiden avulla optimoidulla ELISA-testilla voisi tunnistaa potilaista rokotetut

jainfektoituneet.
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