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Ihmisen parechovirukset (HPeV:t) voivat aiheuttaa vakavia keskushermostoinfektioita
vastasyntyneille. Tyypin 3 HPeV on yleisin aiheuttaja, mutta Tauriaisen ryhma [0ysi
Suomesta 2012 lapsia, joille HPeV4 aiheutti vakavan yleisinfektion. Sitd, miten HPeV:t
aiheuttavat hermostoinfektioita, ei tunneta. Tarkoituksena on tutkia, miten sytokiinien
ilmeneminen infektoiduissa soluissa eroaa eri virustyyppien ja -alatyyppien valilla.
Tutkimme tata infektoimalla ihmisen keuhkoepiteelisoluja (A549) seka astrosyyttisoluja
(T98G) ihmisen parechoviruksilla: HPeV1-Harris, HPeV3, HPeV4-FI ja HPeV4-NL seka
kontrollina Coxsakievirus B3:lla (CV-B3). Osa viruksista oli aiheuttanut vakavia tauteja ja osa
lievia. Kaytimme kontrollina myos kaksinauhaista RNA:ta (Poly-IC), joka laukaisee
sytokiinien tuotannon. Infektoidut solut ja niiden kasvatusliemi kerattiin 24 h, 48 hja72 h
aikapisteissa. Maaritimme solujen ilmentamia sytokiineja kasvatusliemista Proteome
Profiler™ -kitilla. Tulosten perusteella valitsimme jatkotutkimusten sytokiinit. Niiden
tuotantoa mitattiin kvantitatiivisella RT-PCR analyysilla sekda immunofluoresenssi
varjayksella.

Kaikkien virusalatyyppien sytokiiniprofiilit vaihtelivat keskendan ja solulinjojen valilla.
HPeV3:n ja CV-B3:n vililla ndhtiin samankaltaisuutta. Suurimmat erot nahtiin interleukiini-
6:n (IL-6) tuotannossa: kaikki virukset estivdt sen tuottoa A549 soluissa mutta tehostivat
sitd T98G soluissa. Tutkimus on edelleen kdynnissa, joten tulokset ovat alustavia. Tulokset
viittaavat siihen, ettd HPeV:n sytokiiniprofiilit muistuttavat toisiaan ja CV-B3:n
sytokiiniprofiileja. Kaikkien virusten sytokiiniprofiilit erosivat joiltain osin toisistaan, mutta
vakavaa sairautta aiheuttaneiden virusten sytokiiniprofiilit eivdt eronneet huomattavasti
muiden virusten profiileista.
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Human parechoviruses (HPeVs) can cause severe central nervous system infections in new-
born babies. These are mostly caused by HPeV type 3, but in 2012 several cases where
HPeV4 caused sepsis like disease were discovered. So far there is little data on HPeV
induced cytokine profiles. The goal was to study which cytokines are induced by HPeVs and
how these cytokine profiles differ between virus types and isolates.

This was studied by infecting human lung epithelial cells A549 and astrocyte cells T98G with
two HPeV4 isolates, one HPeV3, one HPeV1 and as control we used Coxsackievirus B3 (CV-
B3). Some of these viruses had caused severe illness and others mild syptoms. Poly-IC was
also used as a control to see which cytokines are induced by dsRNA in the cell lines. Induced
cytokines were screened using Proteome Profiler™ Human Cytokine Array Kit from cell
culture supernatants. Selected cytokines were analyzed by gRT-PCR from extracted RNA of
infected cells, and by double staining infected cells, using antibodies against viral protein
or viral RNA and selected cytokines.

All virus isolates showed somewhat different cytokine profiles, which also differed between
cell lines. Similarities were seen between HPeVs and CV-B3. There were no clear difference
between cytokine profiles of virus types that caused severe or those that caused mild
illness.

Key words: Human parechovirus, astrocytes, lung cells, cytokines
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1 Lyhenteet
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acute disseminated enchephalomyelitis
akillinen hajapesakkeinen keskushermostotulehdus
bovine serum albumin

naudan seerumin albumiini
complementary deoxyribonucleic acid
RNA:sta kopioitu DNA

central nervous system
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4’,6-diamidino-2-phenylindole
dubelco’s modified eagle media
deoxyribonucleic acid
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interleukiini
IRES Internal ribosome entry site
sisdinen ribosomin sisdadankayntialue
Lv ljungan virus
MOl multiplicity of infection
solujen maardan verrattu virusmaara
MPeV Manhattan parechovirus
manhattanin parechovirus
NK-solut natural killer cells
luontaiset tappajasolut
PBS phosphate-buffered saline
fosfaattipuskuroitu suolaliuos
ORF open reading frame
avoin lukukeskus
PCR polymerase chain reaction
polymeraasiketjureaktio
RGD arginyl-glycyl-aspartic acid motif
arginiini-glysiini-aspartaamihappo alue
RNA ribonucleic acid
ribonukleiinihappo
rpm rounds per minute
kierrokset minuutissa
RT-qPCR real time gvantitative polymerase chain reaction
reaaliaikainen kvantitatiivinen polymeraasiketjureaktio
SEBV sebokele virus
TLR toll-like receptor
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2 Johdanto

2.1 Parecho- ja enterovirukset

Parechovirukset ovat pikornaviruksia, jotka usein aiheuttavat vatsatautia ja
hengitystieinfektioita alle kuusivuotiailla. lhmisen parechovirukset eli HPeV:t
aiheuttavat harvoin oireita aikuisilla, mutta alle puolivuotiaille ne voivat olla
hengenvaarallisia. HPeV infektio voi pahimmillaan johtaa aivokalvontulehdukseen,
aivokuumeeseen ja vakavaan yleisinfektioon eli sepsiksen kaltaiseen tilaan. (Olijve ja

muut 2018)

Ihmisen parechovirukset tunnistettiin ensikerran yli 50 vuotta sitten Amerikassa kesalla
puhjenneen vatsatautiepidemian yhteydessa. Tall6in loydettiin kaksi serotyypiltdan
erilaista virusta, jotka nimettiin echovirus 22:ksi ja 23:ksi sen perusteella, ettd niiden
taudinkuva ja morfologia viittasi echoviruksiin. (Wigand ja Sabin 1961) Kun naita viruksia
tutkittiin lisda, todettiin, ettd ne eroavat merkittavasti echoviruksista sekvenssinsa,
lisddntymismekanismin ja rakenteensa kautta. (Stanway ja muut 1994) Tdman vuoksi ne
uudelleenluokiteltiin, jolloin Pikornaviridae perheeseen lisatiin parechovirusten suku.
(Zell, Delwart, Gorbalenya, Hovi, King, Knowles, Lindberg, Pallansch, Palmenberg,
Reuter, Simmonds, Skern, Stanway, Yamashita, & Ictv Report Consortium 2017) Nama
parechovirukset jaetaan nykyisin neljaan lajiin: parechovirus A, B, C ja D:hen.
Parechovirus B kasittda ljungan virukset (LV), joita tunnetaan viisi genotyyppia.
Parechovirus C lajiin kuuluvat sebokele virukset (SEBV) ja parechovirus D:hen ferretti
parechovirukset (FPeV). Parechovirus A:ta (HPeV) tunnetaan nykyisin 19 genotyyppia ja
niita l6ydetaan jatkuvasti lisdd ympari maailman. Naiden lisdksi on olemassa toistaiseksi
luokittelematon manhattanin parechovirus (MPeV), joka infektoi rottia. (Lefkowitz ja

muut 2018) Tassa tutkimuksessa keskitytdaan parechovirus A:han.

Enterovirukset eli EV:t, jotka kuuluvat pikornaviruksiin, infektoivat ihmisia ja ovat usein
syyna lasten virustauteihin. Kuten parechovirukset myos enterovirukset voivat

aiheuttaa hengenvaarallisia keskushermostoinfektioita kuten aivokalvontulehdusta ja



aivokuumetta pienilld lapsilla. Enterovirukset jaetaan 7 lajiin eli enteroviruksiin A-D ja
rhinoviruksiin A-C (Zell ja muut 2017) A enteroviruksia on |0ydetty 25 eri genotyyppia,
joista osa aiheuttaa vain lievia tauteja kuten enterorokkoa, jonka yleisin aiheuttaja
Suomessa on CV-16 (Vuorinen Tytti 2011) Sen sijaan EV71, joka on kuuluu myos
enterovirus A:han, aiheuttaa pahimmillaan kuolemaan johtavan
keskushermostoinfektion. (Stanway ja muut 2010) Enterovirus B:td on |oydetty 63 eri
tyypid, joihin kuuluvat Coxsackievirus B eli CVB, jota kaytettiin tdssa tutkimuksessa
vertailukohtana. CVB:t aiheuttavat yleensa vain lievida tauteja, mutta voivat
pahimmillaan  saada  aikaan  sydanlihastulehduksen,  keuhkokuumeen ja

keskushermostoinfektioita. (Fields ja muut 2007)

2.1.1 Parechoviruksen rakenne, genomi ja sen muuntuminen

Pikornavirukset, joihin parechovirukset kuuluvat, ovat vaipattomia, yksinauhaisia ja
positiivissuuntaisia RNA viruksia. Positiivissuuntainen RNA voidaan kaantda suoraan
kayttokelpoiseksi proteiiniksi toisin kuin sen komplementaarinen nauha, jota kutsutaan
negatiivissuuntaiseksi RNA:ksi. HPeV:n n. 7300 nukleotidin genomia suojaa
symmetrinen, ikosahedraalinen kapsidi eli proteiinikuori, mistd muodostuu noin 28 nm
kokoinen virus. (Hyypia ja muut 1992) Tama kapsidi muodostuu 60 protomeerista eli
alayksikosta, jotka rakentuvat kolmesta polypeptidiketjusta VPO, VP1 ja VP3, jotka ovat
kooltaan noin 30 kDa (Kuva 1). Nama kolme proteiinia muodostuvat viruksen
lisadntymiskierron aikana yhdesta polyproteiinista, joka muokkautuu seka translaation

aikana ja sen jalkeen. Muiden pikornavirusten VPO leikataan viela VP2 ja VP4

Kuva 1: HPeV:n positiivissuuntaista RNA genomia suojaa ikosahedraalinen kapsidi.



polypeptidiketjuiksi ja niiden VP1 proteiinianalogin hydrofobinen tasku on vapaa toisin

kuin parechoviruksilla. (Shakeel ja muut 2016)

HPeV:n genomi on yksinauhainen positiivissuuntainen RNA, joka voidaan jakaa neljaan
alueeseen. Nama alueet ovat kaksi ei-transloitavaa aluetta 5’"UTR ja 3’'UTR, yksi avoin
lukukehys ORF, joka transloidaan kerralla yhtendiseksi polyproteiiniksi, sekda poly-A
hanta. ORF:sta tuotettu polyproteiini leikataan useiksi esiaste molekyyleiksi, jotka
lopulta muokataan rakenteellisiksi tai ei-rakenteellisiksi proteiineiksi. ORF jakautuu
kahtia ndiden kahden valilla arginiini-glysiini-aspartaamihappo alueen (RGD) kohdalla,
joka on VP1 alueen 3’-padssa. ORF:n 5'paalla koodataan rakenteellisia proteiineja, joista
muodostetaan pintaproteiinit VPO, VP1 ja VP3 kun taas ORF:n 3" pddhan jaavat ei-

rakenteellisten proteiinien koodit kuten kuvasta 2 voidaan havaita.(Faria ja muut 2009)

5-UTR 3-UTR
P1 P2 P3

-

Polyproteiini

|
Res | | -(AAAA)N

T o

L B

| D 1?
=

Kuva 2: HPeV:n genomin rakenne, proteiinia koodaava avoin lukukehys kédnnetddn
polyproteiiniksi, josta muokataan viruksen tarvitsemat rakenteelliset ja ei rakenteelliset
proteiinit.
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HPeV:n eri genotyypit voidaan tunnistaa VP1 alueen sekvenssin avulla. Tama johtuu
siitd, ettd VP1 alue muuntuu tehokkaasti (n. 1073 substituutiota paikkaa kohden
vuodessa). Esimerkiksi HPeV7 erilaistui HPeV3:sta noin 150 vuotta sitten. Parechovirus
A laji erilaistui yhteisesta esi-isastd arviolta 400 vuotta sitten ja kehittyi taméan jalkeen

erilaisiksi sukulinjoiksi. (Faria ja muut 2009)

Rekombinaatio eli uusien ominaisuuksien syntyminen virusten genomien yhdistyessa on
suurimmalle osalle HPeV:std evoluution tarkein tapa. Genomi muuntuu seka

pistemutaatioiden kautta etta rekombinaation kautta. Se vaikuttaa HPeV:n leviamiseen



ja infektiivisyyteen ja tapahtuu enterovirusten kaltaisella tiheydelld. HPeV3 sen sijaan
rekombinoituu vahan luultavasti biologisten esteiden wvuoksi. Esimerkiksi samana
vuonna eristetyista HPeV:t tyypeista 1, 4, 5 ja 6 puolet oli rekombinantteja kun taas
HPeV3:sta yksikaan ei ollut. Tahan saattaa myos vaikuttaa RGD motiivin puuttuminen
HPeV3:lta, mika muuttaa sen isantasolukriteereja. Tama johtaa sen ja muiden
genotyyppien yhteisinfektioiden vahenemiseen ja siten rekombinaation vahenemiseen.

(Benschop, K. S. M. ja muut 2008)

2.1.2 Parechovirusten elinkierto

HPeV:t replikoituvat padosin suolistokanavan ja hengitysteiden epiteelikudoksissa.
Yleensa infektio rajoittuu naihin, mutta ne voivat myds levita veren kautta muihin elimiin
kuten maksaan ja aivoihin, jotka toimivat niiden sekundaarisina replikaatiopaikkoina.
(Harvala ja muut 2010) Eri genotyypit suosivat eri solutyyppeja. Erddssa tutkimuksessa
HPeV3 replikoitui tehokkaammin hermosoluissa kuin HPeV1. Taman lisdksi vakavia
tauteja aiheuttaneet HPeV3:t replikoituivat tehokkaammin hermosoluissa kuin lievia
tauteja aiheuttaneet HPeV3:t. (Westerhuis ja muut 2012) Toisaalta Tauriaisen ryhmassa

tehdyt infektiokokeet eivat tukeneet ndita havaintoja. (Siponen ja muut, julkaisematon)

Parechoviruksen elinkierto alkaa, kun se tunkeutuu solun sisdan endosytoosin avulla.
Tahan se kayttaa aiemmin mainittua viruksen pinnalla olevaa kolmen aminohapon RGD
aluetta, jonka isantdsolun integriinit kuten aVB1 tunnistavat ja sitovat. Taman jalkeen
virus-integriini kompleksi otetaan solun sisdan klatriiniriippuvaisen endosytoosin kautta.
(Triantafilou ja muut 2005) Koska HPeV tyyppien 1, 2, 4, 5 ja 6 pintaproteiinit sisaltavat
kyseisen RGD alueen, kayttavat nama kaikki todenndkdisesti reseptorina solun
integriineja. Sen sijaan HPeV3:lla tdtd RGD motiivia ei ole, joten sen epailldan kayttdavan
jotain toista reseptoria padstdkseen solun sisédlle. (Al-Sunaidi ja muut 2007) Tama voi
vaikuttaa HPeV3:n isdantasolumieltymyksiin, mika taas selittdaa, miksi HPeV3 infektioilla
on erilainen epidemiologia ja kliiniset oireet kuin muilla HPeV genotyypeilla. (Benschop,

K. ja muut 2008) Toisaalta joiltain muiltakin yksittdisiltd HPeV 1, 5 varianteilta ja



tunnetuilta HPeV 7, 8, 10, 11, 13-15 kannoilta puuttuu myds RGD motiivi. (Olijve ja muut
2018)

Sitoutuminen integriiniin tekee viruksen proteiinikuoresta epadvakaan ja aloittaa
viruksen genomin vapauttamisen solulimaan. Viruksen paastya solulimaan 5°UTR:lla
sijaitseva sisdinen ribosomin sitoutumiskohta IRES ohjaa ribosomin sitoutumista lahelle
aloituskohdan kodonia. (Nateri ja muut 2000) Taman jilkeen tuotetaan viruksen
polyproteiini. Taman polyproteiinin pilkkoutuminen tapahtuu kolmevaiheisesti ja alkaa
polyproteiinin jakautumisella kolmeen P1-, P2-, ja P3-proteiiniin. 2AP™ ja 3CP™ proteaasit
pilkkovat nama kolme valivaiheen proteiineiksi ja lopullisiksi virusproteiineiksi. 2AP™
katkaisee polyproteiinin P1 ja P2 alueiden valista, kun 3CP™ |eikkaa P2 ja P3 proteiinit
toisistaan. Tamadn lisaksi 3CP™ pilkkoo myds pintaproteiinit sekda useita
valivaiheproteiineja lopullisiksi virusproteiineiksi. Tata havainnollistetaan kuvalla 2.
Kaikkiaan parechoviruksen polypeptidistd pilkotaan 3 pintaproteiinia ja 7 ei-
rakenteellista proteiinia, jotka ovat tarkeita viruksen elinkierrossa ja isantdsolun
hallitsemisessa. (van der Linden ja muut 2015) Esimerkiksi 3D on RNA riippuvainen RNA
polymeraasi, joka kopioi viruksen genomin replikaation aikana. 3D:n replikoima HPeV
genomi pakataan etukdteen rakennettuun prokapsidiin. Viruksen elinkierto tulee
loppuunsa, kun virusproteiinit aloittavat vesikkelien muodostumisen ja tehostavat
solukalvon lapaisevyytta. Tama johtaa solun hajotukseen, mikda vapauttaa virukset.

(Stanway ja Hyypia 1999) Tata viruksen elinkaarta havainnollistetaan kuvalla 3.

6-8 tunnin jalkeen HPeV1 on kaynyt lapi koko elinkiertonsa ja suurimmat muutokset
infektoidussa solussa ovat ribosomien haviaminen endoplasmiselta kalvostolta (ER),
ER:n laajentuminen ja Golgin laitteen hajoaminen. (Krogerus ja muut 2003) Toisin kuin
useat picornavirukset, HPeV:t eivat sammuta isantasolun omaa proteiinisynteesia. Tama
luultavasti johtuu siita, ettei sen 2A proteiinilla ole sellaista proteaasi aktiivisuutta, joka

estdisi normaalin solun cap-riippuvaisen translaation. (Samuilova ja muut 2004)
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Kuva 3: HPeVn elinkierto. HPeV pddisee iséintdsoluunsa endosytoosin avulla. Viruksen sitoutuminen
reseptoriinsa saa kapsidin hajoamaan, jolloin yksinauhainen RNA vapautuu. Tdstd RNA:sta tuotetaan
yksittdinen polyproteiini, josta muokataan kaikki viruksen tarvitsemat proteiinit. Viruksen genomi replikoidaan
negatiivissuuntaisen RNA:n kautta ja pakataan valmiiksi rakennetun prokapsidin sisdlle ennen isdntésolun
hajoamista ja virusten vapautumista.

2.1.3 Parechovirusinfektion taudinkuva ja levinneisyys

Useimmiten parechovirusinfektio jaad oireettomaksi. Lahes kaikilla aikuisilla loytyy
veresta vasta-aineita HPeV1:lle, mika kertoo aikaisemmasta HPeV infektiosta, joko
oireisesta tai oireettomasta. Pddsaantoisesti nama vasta-aineet pysyvat verenkierrossa
koko ian. Eri genotyyppien vasta-aine positiivisuus populaatiossa vaihtelevat alueiden
valilla, sen mukaan kuinka paljon kyseista virusta esiintyy. Esimerkiksi HPeV3 vasta-aine
positiivisuus aikuisissa on Tanskassa 10 % ja Japanissa 73 %, mika todenndkdisesti
heikentaa vastasyntyneen didiltdaan saamaa suojaa HPeV3 infektioita vastaan verrattuna
HPeV1 infektioihin. Japanissa napanuorasta otetun verindytteen vasta-aine positiivisuus
HPeV3:a kohtaan oli huomattavasti alhaisempi kuin HPeV1:std kohtaan. Taman lisaksi
vakavasta HPeV3 infektiosta karsivien vastasyntyneiden kohdennettu vasta-ainemaara
oli alhainen taudin alussa, mutta nousivat infektion edetessa. Tama kertoo neutraloivien
vasta-aineiden tarkeydestd, kun taistellaan HPeV3 infektiota vastaan. (Aizawa ja muut

2015)



Tautia aiheuttavia parechovirusinfektioita esiintyy usein vain alle kuusivuotiailla lapsilla,
jotka tall6in karsivat yleensd vatsataudista tai hengitystieinfektiosta. HPeV1 on
vastuussa suurimmasta osasta infektioita, jonka lisdksi myoés HPeV3, 4 ja 6 ovat
aiheuttaneet sairauksia. Alle 6 kuukauden ikaisilla lapsilla HPeV3 ja HPeV4 voivat
aiheuttaa vakavampi oireita aivokalvontulehduksesta vakavaan yleisinfektioon.
Vanhemmat lapset karsivat useammin vatsaoireista ja, mitda nuoremmasta vauvasta on
kyse, sitd enemman todetaan hengitystie- ja hermosto-oireita. (Chieochansin ja muut
2011) Ennenaikaisesti syntyneiden lasten on todettu olevan herkempia vaarallisille
HPeV3 infektioille. (Olijve ja muut 2018) Vuonna 2017 havaittiin ensimmainen aikuinen
potilas, joka karsi HPeV:n aiheuttamasta aivokalvontulehduksesta ja menehtyi sen
aiheuttamiin ongelmiin. Naytteen vahaisyyden vuoksi HPeV:ta ei tutkimuksessa pystytty
tyypittdmaan. (Chimunda ja muut 2018) HPeV6 infektoi useammin yli vuoden ikaisia ja
aiheuttaa vatsaoireita, mutta voi pahimmillaan johtaa myds keskushermostoinfektioon

ja verenmyrkytyksen kaltaiseen tilaan. (Chieochansin ja muut 2011)

Vatsatauti on vyleisin HPeV infektion aiheuttama tauti. Lahes kaikkien HPeV
genotyyppien on todettu aiheuttavan sita, mutta HPeV1 on todettu yleisimmaksi HPeV4
ja 6 lisdksi. HPeV:n aiheuttamaan vatsatautiin liittyy usein kuumeilua, oksentelua ja

ripuli. Ndma johtavat pahimmillaan nestehukkaan ja sairaalahoitoon. (Yip ja muut 2014)

Hengitystieinfektioita kuten keuhkokuumetta aiheuttavat suurimmaksi osaksi HPeV1, 3
ja 6 genotyypit. HPeV voidaan havaita seka yla- etta alahengitysteissa ja se aiheuttaa
oireita kuten yskaa ja akillista hengenahdistusta vaihtelevasti. (Sharp ja muut 2012)
Taman lisaksi potilailla, joiden ulostendyte on HPeV positiivinen, on todettu olevan
hengitystieoireita kuten yskaa, hengityksen pihinda ja tukkoisuutta. (Pham ja muut

2011)

Suurin osa vakavista HPeV infektioista oli HPeV3:n aiheuttamia, mutta joitakin yksittaisia
muiden genotyyppien aiheuttamia tapauksia on havaittu, kuten Suomessa 2012
l6ydetyt nelja HPeV4 tapausta. (Kolehmainen ja muut 2014) HPeV aiheuttaa vakavia
infektioita suurimmaksi osaksi alle puolivuotiaille vastasyntyneille, jotka tall6in karsivat
sepsiksen kaltaisesta tilasta ja keskushermostotulehduksista. Monet naista tapauksista

voidaan tunnistaa kuumeen, kiukkuisuuden ja ihottuman kautta sekad muiden sepsiksen

10



oireiden perusteella. Oireet muistuttavat enterovirusinfektion aiheuttamia oireita.

(Selvarangan ja muut 2011; Khatami ja muut 2015)

Pahimmillaan nama vakavat infektiot voivat aiheuttaa keskushermostotulehduksen.
HPeV:t ovat toiseksi yleisin aivokalvontulehduksen aiheuttaja Amerikassa ja Australiassa
heti enteroviruksen jalkeen. (Leber ja muut 2016; Britton, Philip ja muut 2016)
Kouristukset ovat yleisia oireita HPeV:n infektoidessa keskushermostoa, mutta myds
ihottuma on yleista. Infektio aiheuttaa myds muutoksia aivojen valkoisessa aineessa ja
kallonsisdista verenvuotoa erityisesti etuajassa syntyneilld vastasyntyneilld. Valkoisen
aineen muutokset voi aiheuttaa pitkaaikaisia ongelmia kuten kehityksen hidastumista ja
kehityshairioita. (Britton, Philip Neil ja muut 2016) HPeV infektio keskushermostossa voi
myo6s aiheuttaa akillisen velttohalvauksen. Sen on myds todettu liittyvan ADEM:n eli
akillisen hajapesakkeisen keskushermoston tulehduksen kehittymiseen. (Verboon-

Maciolek ja muut 2008; Kurz ja muut 2015)

HPeV infektiot ovat yleisid koko maailmassa. HPeV1 vaikuttaa hallitsevalta genotyypilta
yksittaista tutkimusta lukuun ottamatta, joiden mukaan HPeV15 I6ytyi suurimmasta
osasta potilaita Pakistanissa. Vallitseva HPeV tyyppi vaihtelee vuodenajan ja tutkittavien

maaran vuoksi. (Olijve ja muut 2018), (Alam ja muut 2013)

HPeV infektioiden esiintyvyys pitkin vuotta vaihtelee genotyypin mukaan. Esimerkiksi
HPeV1 tartuntoja ilmenee ympari vuoden, mutta ne yleistyvat kesalla tai syksylla,
riippuen missa tutkimus on tehty. Suomessa HPeV infektioita esiintyy selkeasti eniten
syksylla (Tauriainen ja muut 2007; Kolehmainen ja muut 2012) Sen sijaan HPeV3
infektioita puhkeaa runsaammin usein joka toinen vuosi, parillisina vuosina. On arveltu
tdman liittyvan virusten muuntautumiseen esim. rekombinaation avulla, mutta tata ei
ole vahvistettu. Voimakkaina HPeV3 vuosina erityisesti kesa- ja syyskaudella havaitaan

paljon infektioita. (van der Sanden, S. M. G. ja muut 2013)

HPeV infektio levida tehokkaasti lasten keskuudessa. Erityisesti alle kaksivuotiaiden on
todettu tartuttavan tautia, silld erdassa tutkimuksessa on todettu, ettd riski saada
vakava HPeV3 infektio on 11 kertainen, jos perheessa on alle 2 vuotias lapsi. (Nielsen ja
muut 2016) HPeV tarttuu sekd oireettomista ettd oireilevista kantajista ulosteen

valitykselld, silld virusten mdara on usein samankaltainen kummallakin kantajalla.
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Tartunnan saanut potilas erittad viruksia ulosteeseensa yli 50 paivaa. (Kolehmainen ja
muut 2012), (Tapia ja muut 2008) HPeV voi tarttua myos hengitysteiden valitykselld,
mutta tata on tutkittu vdahemman. Viruksia erittyy hengitysteiden kautta kahdesta

kolmeen viikkoa tartunnan jalkeen. (Sharp ja muut 2012)

2.2 Immuniteetti

Ihmisen immuniteetti jakautuu synnynndiseen eli luontaiseen immuniteettiin ja
hankittuun eli adaptatiiviseen immuniteettiin. Synnynndinen immuniteetti aktivoituu
nopeasti virusinfektion tapahtuessa. Synnynndinen immuniteetti toimii ensisijaisesti
kehon luontaisten esteiden kautta kuten ihon, veri-aivoesteen, limakalvojen seka niiden
eritteiden ja varekarvojen kautta. Taman lisaksi joidenkin elinten kuten mahan matala
pH, entsyymit, detergentit ja kehon normaali mikrobisto toimivat osana synnynndisen
immuniteetin yleispuolustusta. Synnynndinen immuniteetti puolustaa kehoa myds
syojasolujen eli fagosyyttien toiminnan kautta, kun nama nielevat elimiston
taudinaiheuttajia ja tuhoavat ne. Fagosytit jakautuvat monosyytteihin ja
granulosyytteihin ja kulkeutuvat veren valitykselld tulehduspaikalle, jonne niita
houkuttelevat kemokiinit. Kemokiinit ovat proteiineja, joita synnynndinen immuniteetti
tuottaa komplementin avulla. Komplementti on signalointijarjestelma, joka
aktivoiduttuaan voimistuu, sillda sen proteiinit kykenevat aktivoimaan monia reitin
seuraavan vaiheen proteiineja. (Hanninen 2011) Tata komplementtijarjestelmaa
aktivoivat sytokiinit, joita synnynndinen immuniteetti tuottaa tunnistaessaan
virushyokkayksen Nama interferoni ja tulehdusta voimistavat sytokiinit aktivoivat myds
dendriittisoluja ja magrofageja sekda houkuttelevat tulehdusalueelle NK-soluja eli

luonnollisia tappajasoluja. (Dotzauer ja Kraemer 2012)

Mikali synnynndinen immuniteetti ei riita viruksen tuhoamiseen hankittu immuniteetti
kdynnistyy. Tama tapahtuu Th-solujen eli auttaja-T-solujen avulla. Hankittu
immuniteetti toimii lymfosyyttien ja vasta-aineiden avulla. Vasta-aineen on
tunnistettava spesifinen mikrobi, mikda tekee hankitun immuniteetin alkamisesta

huomattavasti hitaampaa. (Whitton ja muut 2010)
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Virusinfektio voi laukaista voimakkaan tulehdusreaktion, mika saa tulehduspaikan solut
tuottamaan runsaasti akuutin vaiheen proteiineja kuten interleukiineja. Nama aktivoivat
muita synnynndisen immuniteetin sytokiinien tuotantoa ja estavat joidenkin proteiinien
valmistuksen. Akuutin vaiheen proteiineja tuotetaan muissakin elimissa. Esimerkiksi
maksassa kaynnistyy CRP proteiinin tuotto, jolloin sen maara veressa saattaa kasvaa
jopa tuhatkertaiseksi. CRP on vastuussa komplementin klassisen reaktiotien
aktivoinnista, minka se tekee sitoutumalla kudosvaurion vapauttamiin nukleotideihin ja
solukalvolipideihin. C3 taas on proteiini, joka kiinnittyy mikrobien pintaan ja ndin aktivoi

leukosyytit, jolloin ne alkavat fagosytoimaan. (Hdanninen 2011)

Aiemmin mainitut sytokiinit valittavat viesteja kehon eri solujen vililla eli ne toimivat
valittajaaineina. Tama viestinvalitys voi toimia autokriinisesti, jolloin solu aktivoi itsensa,
parakriinisesti, jolloin solu viestii 1ahelldadn oleville soluille, tai endokriinisesti, jolloin
verenkierto valittaa sytokiinit eri kudoksessa olevalle kohdesolulle. Sytokiineja on lahes
kaksisataa ja niilla on monipuolisia tehtdvia kehon saatelyssa seka erityisesti
immuunipuolustuksen aktivoinnissa. Sytokiinit sdatelevat esimerkiksi valkosolujen
erilaistumista ja toimivat linkkind synnynnadisen ja hankitun immuniteetin valilla.
Sytokiinit voidaan lajitella muutamaan luokkaan niiden toiminnan ja merkityksen

perusteella. (Meri Seppo ja Julkunen llkka 2011)

Aiemmin mainitut kemokiinit eli soluja houkuttelevat kemotaktiset sytokiinit ovat yksi
ndista luokista. Ne houkuttelevat valkosoluja tulehduspaikalle kudoksiin. Jokainen
valkosolutyyppi ilmentaa tietylle kemokiinille spesifisia reseptoreja pinnallaan, jotka
sitoessaan ligandinsa aktivoivat solun muuttamaan morfologiaansa hyvin nopeasti.
Tama muutos mahdollistaa solun tunkeutumisen verisuonen lapi kudokseen ja suoraan

tulehdusalueelle. (Meri Seppo ja Julkunen llkka 2011)

Interleukiinit ovat toinen sytokiiniryhma, joiden merkitys korostuu erityisesti
tulehdusreaktion alkuvaiheessa. Ne saattavat olla tulehdusta voimistavia eli tulehdusta
voimistavia sytokiineja kuten IL-6 ja IL-8 tai tulehdusreaktiota hillitsevid eli anti-
inflammatorisia sytokiineja kuten IL-4 ja IL-10. Tulehdusta voimistavat sytokiinit
aktivoivat immuunipuolustuksen soluja esimerkiksi tuottamaan lisdd kemokiineja ja

tulehdusta voimistavia sytokiineja. Tulehdusreaktiota hillitsevat sytokiinit pyrkivat
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estamadan tulehdusta aiheuttamasta kudostuhoa. Ne vahentdvdt kohdesolujensa
sytokiinituotantoa ja voivat estdd tulehdusta voimistavien sytokiinien sitoutumisen
reseptoreihinsa sitoutumalla niihin itse tai sitoutumalla suoraan sytokiiniin. (Meri Seppo

ja Julkunen Ilkka 2011)

Ndiden lisdksi interferonit, jotka ovat vyksi sytokiiniryhmd, osallistuvat
immuunipuolustukseen varoittamalla virusinfektiosta ja tehostamalla solujen
puolustusta. Interferoneja on kolmea tyyppia; tyyppi |, tyyppi Il ja tyyppi lll. Interferonit
voimistavat antiviraalisten molekyylien tuottoa, estavat solujen kasvua ja jakautumista
seka lisaavat sydjasolujen aktiivisuutta. Ndin virusten lisddntyminen vahenee tai estyy

jopa kokonaan. (Meri Seppo ja Julkunen llkka 2011)

Nadiden lisaksi on olemassa Thl- ja Th2-sytokiineja, jotka ohjaavat hankittua
immuniteettia. Thl-sytokiinit kuten [IL-2 ja IL-12 vahvistavat soluvadlitteista
immuniteettia olemalla T- ja NK-solujen kasvutekijoitda ja osallistumalla Thl-solujen
erilaistumiseen. Th2-sytokiinit taas vahvistavat vasta-ainevilitteisen
immuunipuolustuksen toimintaa esimerkiksi IL-5 kautta, joka osallistuu Eosinofiilien
kasvuun ja aktivointiin. Myos IL-10, joka toimii tulehdusta vastustavana sytokiinina

hillitsemalla Th1-sytokiinien vaikutusta. (Meri Seppo ja Julkunen Ilkka 2011)

Sytokiinit toimivat usein myo6s kasvutekijoind ja ovat siten elintarkeitd esimerkiksi
valkosolujen erilaistumiselle ja lisaantymiselle. Kasvutekijasytokiinit kuten IL-3 ja IL-9
tehostavat kantasolujen kasvua ja erilaistumista luuytimessa seka erytropoietiini (epo)
sddtelee punasolujen valmistusta. Tasta syysta wuseita sytokiineja kaytetdan
ladkeaineina.  Esimerkiksi taman  erytropoietiinin  avulla voidaan hoitaa
punasoluanemiaa, silld se tehostaa punasolujen muodostumista. (Meri Seppo ja

Julkunen Ilkka 2011)

2.2.1 Parechovirusinfektio ja immuunipuollustus

Synnynndinen immuniteetti vastaa siis nopeasti spesifisiin viruskomponentteihin
tuottamalla sytokiineja. Tata synnynndisen immuniteetin vastetta sdadelldan Toll:n
kaltaisilla kalvoproteiineilla (TLR). TLR7 ja TLR8 reseptorit isdntdsolussa havaitsevat

viruksen, joka on paassyt solun sisdan. Naita TLR-proteiineja on runsaasti endosomien
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sisdpinnalla, jossa ne voivat tunnistaa viruksen yksinauhaisen RNA:n ja aktivoida
sytokiineja, jotka saatelevat ja voimistavat tulehdusta. Muun muassa HPeV:n
tapauksessa ne tekevat taman MyD88 sopeutumisproteiinin kautta, joka stimuloi NF-
KB:n ilmenemistd. NF-KB sitoutuu yhdessa muutaman muun sytokiinin kanssa tyypin |
IFN:n promoottorialueelle, mika johtaa tulehdusta voimistavien sytokiinien tuottoon.
(Triantafilou ja muut 2005) Taman TLR aktivaation on ehdotettu liittyvan
vastasyntyneiden hermostovammoihin HPeV:n infektoidessa keskushermostoa, silla se
saa aikaan axonien kasvua ja neronien apoptoosia eli hallittua solukuolemaa. (Hiscott

2007)

Hankitun immuniteetin vasta-aineiden on todettu usein kohdistuvat HPeV:n VP1 alueen
RGD motiiviin. Taman lisaksi HPeV:n VPO proteiinista on I6ydetty toinenkin alue, jonka
vasta-aineet tunnistavat. (Joki-Korpela ja muut 2000) Yhden tutkimuksen mukaan
kaikissa rakenneproteiineissa on immunogeenisia epitooppeja eli antigeenisia alueita.
(Annu Alho ja muut 2003) Ihmisen soluja apuna kdyttdaen on pystytty tuottamaan kahta
HPeV1:lle spesifista vasta-ainetta, AM18 ja AM28. AM18 tunnistaa RGD alueen ja tuhoaa
viruksen aggregoimalla sen ja estamalla integriineja sitoutumasta sen
pintaproteiineihin. AM28 sen sijaan estdada RNA:n vapautumisen viruksen sisalta
tunnistamalla kapsidiepitoopin, joka muodostuu VPO ja VP3 alueen silmukoista. (Shakeel

ja muut 2015)

2.2.2 Tutkimuksessa havaitut sytokiinit

IL-6 eli interleukiini 6 toimii tulehdusta voimistavana sytokiinina. Sita tuotetaan infektion
ja kudosvaurion aikana. Lisdksi se tehostaa immuunipuolustuksen akuutin faasin
vasteita, verisolujen erilaistumista eli hematopoieesia ja immuunireaktioita. Sita
sdadelldaan translaation ja transkription jalkeisten muokkausten kautta ja naiden
pettdessa IL-6 liittyy kroonisiin tulehduksiin ja autoimmuunisairauksiin. (Tanaka ja muut

2014)
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Interleukiini 8 (IL-8), joka tunnetaan myds nimelld CXCL-8, on sytokiini, joka houkuttelee
luokseen neutrofiileja ja aktivoi niitd. Monet kudokset ja makrofagit erittavat sita. Sita

saadelladn transkription avulla repression ja aktivaation kautta. (Bickel 1993)

CXCL12 on integriiniperheen alfakemokiini. Se toimii kemokiini reseptori 4:n ligandina ja
liittyy moniin solutoimintoihin kuten tulehdusreaktioon, hematopoieesiin ja sikion
kehittymiseen. Taman vuoksi CXCL12 aktiiviuus on tiukasti saddeltyad esimerkiksi ldhetti
RNA:n erilaisilla silmukoinneilla ja translaationjadlkeisten muokkausten avulla.(Okuyama

ja muut 2018)

CCL2 kuuluu C-C perheen kemokiineihin, joka houkuttelee luokseen monosyytteja ja
basofiileja. Sita erittavat esimerkiksi monosyytit, astrosyytit ja jotkin syopdsolut. Silla on
merkittdva rooli monissa immuunisairauksissa, joihin liittyy monosyyttien

tunkeutumista kuten psoriaasikseen. (O'Connor ja muut 2015)

CCL5 C-C kemokiini ligandi, jota tuottavat esimerkiksi T lymfosyytit, magrofagit ja tietyt
syopasolut. Se liittyy erityyppisten leukosyyttien kuten T solujen, eosinofiilien ja
makrofagien kutsumiseen tulehdusalueelle. CCL5 myos indusoi tiettyjen luontaisten
tappajasolujen aktivoinnin ja erilaistumisen, jotta ne tuottavat C-C kemokiineilla

aktivoitavia tappajasoluja.(Aldinucci ja Colombatti 2014)

Magrofaakioen migraation inhibiittoriproteiini MIF on cytokiini, jota monet kehon solut
kuten hermosolut erittavat. Se liittyy useisiin biologisiin prosesseihin kuten solujen
houkutteluun, sytokiiniaktiivisuuteen, reseptorien sitomiseen ja saatelytekijana
toimimiseen. MIF:lla on tdrked merkitys Alzheimerin taudissa ja kasvaimien

kehittymiselta puolustautumisessa.(Leyton-Jaimes ja muut 2018)

MxA eli myxovirus resistenssi proteiini 1 on interferoneihin perustuvan virusvastaisen
vasteen tarkea valittdja monia viruksia vastaan. Sitd saadelldaan tiukasti tyypin | ja lll
interferonien kautta ja silla on monia yhteisia ominaisuuksia suurien GTPaasien kanssa.
MxA antiviraalinen toimita perustuu sen rakenteeseen, joka sitoutuu sille herkkien

virusten pintaproteiineihin ja estaa niiden replikaation. (Haller ja Kochs 2011)

GAPDH eli glyseraldehydi-3-fosfaatti dehydrogenaasi on glygolyyttinen entsyymi, jota

pidetdan solun ylldpitkogeenina ja ndin ollen kdytetdan sisdisenad kontrollina useissa
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proteiineihin, mRNA:han ja DNA:han keskittyvissa tutkimuksissa. Silla on monipuolisia
tehtdvia energiametaboliassa ja jotkut tutkimukset viittaavat siihen, ettd se on yksi
solukuoleman saatelija. GAPDH:ta saadelldaan tiukasti transkription ja translaation
jalkeisten muokkausten kautta. (Zhang ja muut 2015) GAPDH:ta kaytettiin tydssa

kontrollina sytokiinien RT-qPCR analyyseissa.

2.3  Keskushermoston solut ja infektio

Aivot rakentuvat paaasiallisesti neuroneista ja gliasoluista. Gliasolut jaetaan seuraaviin
alaluokkiin: astrosyytti-, oligodendrosyytti- ja microglia soluihin. Neuronit vastaavat
kognitiivisista kyvyistda ja gliasolut tiedonvalityksesta. Astrosyytit tukevat muita
hermosoluja sekd aivo-veriesteen endoteelisoluja sekda ohjaa neuronien ja axonien
kasvua aivojen kehityksen aikana. Oligodendrosyytit kiertyvat axonien ja hermosolujen
ymparille eristden ne ympadristéstaan. Mikrogliasolut aktivoituvat tulehduksen tai
vaurion tapahtuessa esim. sytokiinien avulla ja toimivat kuten makrofakit syoden

taudinaiheuttajia ja esitellen vasta-aineita. (McKenzie ja muut 2018)

HPeV:n, ja muiden virusten aiheuttamat keskushermostoinfektiot ovat harvinaisia, silla
normaalisti toimiva immuunipuolustus ja veri-aivoesteen fysiologinen muuri estaa
taudinaiheuttajia paasemasta keskushermostoon. Silti HPeV infektio
keskushermostossa voi johtaa hermovaurioon, kehityshairidihin ja jopa kuolemaan. Silti
virus harvoin pddsee leviamadan varsinaiseen aivokudokseen vaan aiheuttaa
aivokalvontulehduksen infektoimalla aivoja ymparoivia kalvoja. Tama aktivoi
synnynndisen immuniteetin tuottamaan sytokiineja kuten INF-1:sta, milla hillitdan
viruksen replikoitumista ja ndin levidmista, kunnes hankittu immuniteetti aktivoituu.
Esimerkiksi vahingoittuneet hermosolut alkavat tuottaa INF-y ja IL-6, mika aktivoi ldhella

olevat solut kuten astrosyytit ja mikrogliasolut tuottamaan sytokiineja. (Griffin 2003)

Veri-aivoeste on kehon ensimmainen puolustuslinja keskushermostoinfektioita vastaan.
Se rakentuu hiussuonten endoteelikudoksesta, jonka endoteelisolut ovat pakkautuneet
huomattavasti tiukemmin kuin muualla kehossa, seka astrosyyttien ulokkeista. Nama

perivaskulaariset ulokkeet huolehtivat ravintoaineiden kulkeutumisesta hermosoluille,
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aineenvaihdunnan tuotteiden poistumisesta sekd kemiallisen tasapainon sdilymisesta.

(Pawlina ja Ross 2018)

Hiussuonten endoteelien vilille jaa rakoja, joiden kautta esimerkiksi ravinteet ja
ladkeaineet voivan kulkeutua. Veri-aivoeste sdatelee aineiden kulkua tiukasti ja vain
rasvaliukoiset seka pienet molekyylit kykenevat kulkeutumaan vapaasti sen lavitse.
Jotkin aineet mahtuvat kulkeutumaan endoteelisolujen véleistd niiden tiiviydesta
huolimatta, kun taas suuremmat molekyylit kuten sokeri ldapaisevat sen kulkemalla
endoteelisolujen lavitse. Tama tapahtuu erityisten kuljetusproteiinien kautta tai

vesikkelikuljetuksessa. (Jouko Savolainen ja Anne Mannila 2005)

Veri-aivoeste on ohuempi tai saattaa jopa puuttua kokonaan hormonisaatelyyn
liittyvista sirkumventikulaarisista elimistd, jotka reunustavat kolmatta ja neljatta
aivokammiota sekd kapylisakkeestd ja valiaivoista. (Pritchard & Alloway 1999).
Normaalissa tilassa taudinaiheuttajat eivat kykene kulkemaan veri-aivoesteen lavitse.
Kehon epanormaali tila kuten tulehdus, verenpaine, hapenpuute ja kasvaimet voivat
lisata veri-aivoesteen lapadisevyyttd. Voimakas tulehdus saattaa saada endoteelisolujen
tiiviit sidokset katkeamaan tai hairita tiukasti saadeltya vesikkelikuljetusta solujen lapi.
Tallainen hairid antaa taudinaiheuttajille ja useille muille tekijéille mahdollisuuden
kulkea vapaasti normaalisti lapadisemattoman esteen lapi keskushermostoon. (de Vries

ja muut 1997; Stamatovic ja muut 2008)

Alun perin ajateltiin, ettd veri-aivoesteen kehitys olisi vastasyntyneella vield kesken,
jolloin sen endoteelikudoksen l|dpdisevyys olisi suurempi. Tama selittdisi alle
puolivuotiaiden herkkyyden vakaville keskushermostoinfektioille, joita HPeV:kin
aiheuttaa. Nyttemmin on kuitenkin todettu, etta vastasyntyneiden aivo-verieste saattaa
olla jopa tiiviimpi kuin aikuisilla. Vaikuttaa silta, etta veri-aivoesteen endoteelikudoksen
tiiviit sidokset ja tiukasti sdadellyt kuljetusmekanismit kehittyvat jo varhaisessa

sikiovaiheessa. (Saunders ja muut 2012)

Aivo-veriesteen astrosyyteilld on tarkea rooli immuunipuolustuksen tiedottamisessa
keskushermoston infektoituessa. Choi ym. 2014). Tama tapahtuu sytokiinien
valitykselld, joita erittdvat myos keskushermoston makrofagit, aivojen endoteelisolut

sekd mikrogliasolut. (de Vries ja muut 1997) Taman lisdksi my6s neuronit saattavat
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tuottaa IL-6:sta tietyissa tilanteissa. Tama IL-6 sdatelee hermosolujen ja synapsien
toimintaa. (Gruol 2015) Naiden lisaksi keskushermostossa tuotetaan MCP-1 eli CCL2:sta,
joka liittyy keskushermostoinfektioihin, jotka aiheuttavat aivojen rappeutumista.
(Gerard ja Rollins 2001) Sita tuotetaan astrosyyteissd, neuroneissa ja migrogliasoluissa
pdadasiassa aivokuoressa ja hypotalamuksessa. Astrosyytit, mikrogliasolut ja aikuisten
neuronit tuottavat myds CXCL12:sta. (Banisadr ja muut 2003) Mikali sitd koodaava geeni
on vahingoittunut pikkuaivot ja hippocampus eivat kehity normaalisti. Tama viittaa
sithen, ettd CXCL12:sta on merkittava tekija neurogeneesissa eli hermojen kasvussa.

(Zou ja muut 1998; Lu ja muut 2002)
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2.4  Tutkimuksen tavoitteet

Tutkimuksessa selvitetdan, miten eri HPeV virusvariantit vaikuttavat astrosyytti- ja
keuhkoepiteelisolujen sytokiinituotantoon. Tarkoituksena on verrata toisiinsa HPeV4
kantoja, joista toinen on eristetty vakavasta keskushermostoinfektiosta karsineelta
lapselta ja toinen lievadoireiselta lapselta, ja selvitaa voiko solujen sytokiinituotannolla
olla kytkos virusten taudinaiheuttamiskykyyn. Taman lisdksi naitd verrataan HPeV1,
vakavan sairauden aiheuttaneeseen HPeV3:seen sekda enterovirus B tyypin CVB3

virukseen.

e Selvittdd keuhkoepiteelisolujen ja astrosyyttisolujen sytokiinituotannon
muutoksia HPeV infektion aikana.

e Vertailla eri HPeV tyyppien ja alatyyppien aiheuttaman infektion vaikutusta
solujen sytokiinituotantoon.

e Vertailla keuhkoepiteelisolujan ja astrosyyttisolujen sytokiinituotantoa ja sen
muutoksia HPeV infektion aikana.

e Loytaa mahdollinen tulehdusmarkkeri, joka kertoo HPeV:n

taudinaiheuttamiskyvysta
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3 Materiaalit ja menetelmat

3.1  Solulinjat

Varsinaisissa tutkimuksissa kaytettiin kahta ihmisen sydpdasolulinjaa: hermoperaisia
astrosyytteja (T98G) ja keuhkoepiteelisoluja (A549). T98G solulinjaa yllapidettiin RPMI
1640 kasvatusliemessd, johon oli lisatty 10 % vasikan sikion seerumia (Fetal bovine
serum FBS), I-glutamiini (10 pl/ml) sekd gentamysiinia (10 pg/ml). A549
keuhkoepiteelisoluja kasvatettiin DMEM-kasvatusliemessa, johon oli lisatty 10% FBS:aa,
[-glutamiinia ja gentamysiinia. FBS:n maaraa vaihdettiin kokeiden sitd vaatiessa, mutta
solulinjoja kasvatettiin aina + 37 °C I[ampdtilan ja 5 % hiilidioksidipitoisuuden

sailyttavassa inkubaattorissa.

Taulukko 1: Tutkimuksessa kdytetyt solulinjat

Nimi Elio Mediumi

A549 Ihminen Keuhko Epiteeli Karsinooma DMEM

T98G lhminen Aivo Fibroblasti/ Glioblastooma RPMI 1640
Astrosyytti multiformi

solumaarat optimoitiin tulosten vertailukelpoisuuden parantamiseksi ja tarvittavan
viruslaimennoksen laskemiseksi. Solumaton tuli olla konfluentti, eli tayttda kasvualusta
tasaisesti, yhden tai kolmen vuorokauden kuluttua solujen jakamisesta. Solumaaran
optimointi tehtiin sekd 24-kuoppalevylle, ettd 96-kuoppalevylle. Kuoppiin lisattiin eri
solumaaria kolmen rinnakkaisen sarjoissa 30 000 — 225 000 valiltd. Solujen annettiin
kiinnittyd kuoppien pohjaan ja mikroskopoitiin, jotta saatiin selville solujen maara
konfluentissa kuopassa. Kuopat mikroskopoitiin uudelleen vuorokauden ja kolmen
vuorokauden kuluttua, jolloin saatiin selville tasaisimman ja konfluenteimman
solumaton aikaansaanut solumaara. Taman perusteella valittiin taulukossa 2 nakyvat

solumaarat.
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Taulukko 2: Tarvittavat solumddrdt konfluenttiin kasvuston aikaansaamiseksi yhden tai

kolmen vuorokauden kulutta kasvatuksen aloittamisesta.

Solulinja 24-levy jaettu* 24-levy konfluentti 96-levy jaettu** 96-levy konfluentti

A549 210000 400 000 65 000 100 000
T98G 225000 352 000 50 000 100 000

* 24-kuoppalevylle pipetoitava maara soluja, jotta saavuttavat konfluentin kasvun 3 vrk:n kuluttua

** 96- kuoppalevylle pipetoitava maara soluja, jotta saavuttavat konfluentin kasvun 1 vrk:n kuluttua

3.2  Virukset

Tutkimuksessa soluja infektoitiin useilla ihmisen parechoviruksilla sekda CV-B3
coxsacieviruksella, jota kaytettiin vertailukohtana. Virusten tiedot on koottu taulukkoon
3. HPeV1-Harris on laboratorio-olosuhteisiin sopeutunut kanta, joka I6ydettiin 1956.
HPeV3 virusisolaatti oli eristetty vakavasta yleisinfektiosta karsineestd lapsesta
Hollannissa. Myos HPeV4-NL, on eristetty Hollannissa, mutta vain lievasti sairastuneelta
lapselta. HPeV4-Fl virusisolaatti on eristetty vuonna 2012 alle kahden kuukauden
ikdiselta padkaupunkiseutulaiselta lapselta, joka karsi vakavasta yleisinfektiosta.
Tutkimuksessa kaytettiin puhdistettuja viruskantoja. Kaikkien virusten koko genomi on

selvitetty ja ne l0ytyvat geenibankista (GenBank, NCBI).

Taulukko 3: Tutkimuksessa kdytetyt viruskannat.

Genotyyppi Maa Lyhenne Taudin vakavuus
Harris HPeV1 USA 1956 HPeV1-Harris Lieva
152037 HPeV3 Hollanti 2001 HPeV3 Vakava
K251176-02 HPeV4 Hollanti 2002 HPeV4-NL Lieva
FI112236 HPeV4 Suomi | 2012 HPeVA4-FI Vakava
Nancy CV-B3 USA 1949 CV-B3 ei tietoa
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3.3 Solujen infektiokokeet

Kokeet tehtiin tasapohjaisilla ja paallystamattomilla 24-kuoppalevyilla. Aikaisemmissa
testeissa sopiviksi todetut maarat soluja lisattiin kuoppiin. Solujen annettiin kiinnittya

kasvatusalustaan joko yon yli tai 3 vrk (+37 °C, 5% CO2).

Solut infektoitiin lisdamalla virusta sen veran, ettd kutakin solua kohden oli viisi
infektiivista virusta (MOI 5). Kaytettiin kasvatusliuosta, joka sisalsi 2 % FBS:3a normaalin
10 % sijaan, silla solujen ei haluttu enaa kasvavan. Virusten annettiin kiinnittya soluihin
(+#37 °C, 5 % CO2), minka jalkeen kasvatusliuos vaihdettiin, jolloin padstiin eroon
kiinnittymattomista  viruksista. Infektoimattomille kontrollisoluille lisattiin
virussuspension sijaan pelkkda kasvatusliuosta (2% FBS). Infektioiden etenemista
seurattiin mikroskopoimalla soluja. Viruksen kasvun voi havaita virusten aikaansaaman
sytopaattisen efektin perusteella, eli solut pyoristyvat vahitellen ja kuolevat, jolloin ne
irtoavat kuoppien pohjalta. Infektioiden annettiin edeta ja naytteita kerattiin 6 h, 24 h,
48 h ja 72 h kuluttua infektiosta. Kasvatusliemet otettiin talteen ja osasta kuopista
irrotettiin  solut manuaalisesti raaputtamalla. Naytteet pakastettin —70°C
jatkotutkimuksia varten. Toisten kuoppien solut kiinnitettiin pohjiin 4 %:lla
formaldehydilla. Positiivisena vertailukohtana soluihin transformoitiin  poly-IC
vksinauhaista RNA:ta lipofektamiini 2000 reagenssin avulla valmistajan ohjeiden
mukaan. (Liite 1) Tasta kerattiin naytteet samaan tapaan mutta vain 6h ja 24h kuluttua

transformoinnista.

3.4  Sytokiinimaaritykset

Proteome Profiler: Keratystd kasvatusliuoksesta mitattiin infektion aikana solujen
erittdmat sytokiinit Proteome Profiler™ —kitilla (R&D Systems) sen ohjeita noudattaen.
(Liite 2) Proteome Profiler™ testi tehtiin tuoreista pakastamattomista naytteista. Kitin
nitroselluloosamembraani ja siihen kiinnitetyt sytokiinikohtaiset vasta-aineet peitettiin

nayteliuoksella, joka koostui puskuri 4:std (500 pl), puskuri 5:std (500 ul),

23



kasvatuslieminaytteesta (500 ul) ja biotinoloiduista vasta-aineista (15 pl). Membraania
inkuboitiin keinuttelussa yon yli (+4 °C), jonka jdlkeen ndyteliuos pestiin pois, jotta
sitoutumattomat vasta-aineet poistuisivat. Membraaniin kiinnittyneet sytokiinit
havainnoitiin niihin sitoutuneilla biotinoloiduilla vasta-aineilla streptavidin-HRP:N ja
kemiluminesenssin avulla. Taman havaitsemiseen kaytettiin Odysseyn Li-Cor —laitetta,

jonka antamia kuvia analysoitiin ImageStudio ja GIMP ohjelmilla.

Taman lisaksi selvitettiin, kuinka paljon sytokiineja solut olivat tuottaneet suhteessa
aikaan (6 h, 24 h, 48 h ja 72 h), joka infektiosta oli kulunut. Tata testattiin infektoimalla
A549 soluja HPeV1-Harriksella. Kuuden tunnin kuluttua infektiosta ei havaittu
sytokiinituotantoa, mutta seuraavissa aikapisteissa sytokiinimaara nousi ajan funktiona.
Koska kuuden tunnin aikapisteessa ei havaittu merkittavaa sytokiinituotantoa, se

paatettiin hylata.

Kvantitatiivinen sytokiini RT-PCR: Jotta sytokiineja voitiin tutkia reaaliaikaisella
kvantitatiivisella polymeraasiketjureaktiolla (RT-gPCR), infektiokokeissa keratyista
solundytteista eristettiin RNA RNeasy Mini kitilla (Qiagen) valmistajan ohjeiden mukaan.
(Liite 3) RNA pitoisuus mitattiin DS-11 spektrometrilla (Denovix) ja rinnakkaiset ndytteet
vhdistettiin jatkotutkimuksia varten. RNA:t kopioitiin cDNA:ksi High capacity RNA-to-
cDNA kitilla (appliedbiosystems) valmistajan ohjeita noudattaen. (Liite 4) Taman kitin
primerit (oligo d(T)16) ja sekalaisia oktameereja) tulivat sen puskurin mukana. cDNA
ndytteet sdilytettiin -20°C kunnes niilla ajettiin RT-qPCR TagMan Gene Expression
Master Mix-kittid (appliedbiosystems) kadyttden valmistajan ohjeiden mukaan, paitsi
kdyttaen pienempaa lopputilavuutta 20 pl:aa 50 pl:n sijaan vahentaen Master Mix:n
maaraa 25 pl:sta 10 pl:aan. (Liite 5) RT-gPCR ajettiin Rotor-Gene Q (Qiagen) laitteella,
taulukon 4 esittamalla ohjelmalla. Testattavia sytokiineja olivat IL-6, 1I-8, CXCL12, CCL2,
CCL5, MIF, MxA ja kontrollina kaytetty GAPDH. RT-qPCR tuloksista saadut Ct arvot
normalisoitiin kayttden AACt menetelmaa, silla perinteista standardikayraa ei ollut

saatavilla.
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Taulukko 4: RT-qPCR:ssé kédytetyn ohjelman vaiheet.

Vaihe Lampdétila Aika Toistot

50 °C 2 min

1 1
95 °C 10 min
95 °C 15s

2 40
60 °C 1 min

3 4°C oo

Immunofluoresenssivdrjdys: Solujen infektion aikana erittdmia sytokiineja tutkittiin
myo6s immunofluoresenssivarjdyksella (IF-varjays), jossa kaytetdan hyvaksi leimattuja
spesifisia vatsa-aineita. Kaytetyt vasta-aineet on koottu taulukoihin 5 ja 6. Tama
aloitettiin viljelemalla A549 (65 000 s/k) ja T98G (50 000 s/k) soluja tasapohjaisella 96-
kuoppalevylld yon yli, minka jalkeen ne infektoitiin kuten aiemmin kayttdaen MOI 5
virusmaaraa. Kiinnitettiin solut kuten aiemmin 24 tunnin, 48 tunnin ja 72 tunnin kuluttua
infektiosta. Solut kasiteltiin 0,1 %:lla Triton-X100:lla 10 min huoneenlammadssa, jotta
solukalvot muuttuvat ldapdisemattomaksi ja vasta-aineet paasevat solujen sisadan.
Taman jalkeen pestiin kolmesti PBS:lla ja lisattiin primaarivasta-aineet, jotka oli
laimennettu PBS-puskuriin, johon oli lisatty 3 % BSA:ta. Mikali sytokiinin tunnistava
vasta-aine oli tuotettu kanissa, kdytettiin viruksen havaitsemiseen hiiriessa tuotettua
vasta-ainetta. Kun taas sytokiinin vasta-aineen ollessa hiiressa tuotettua vasta-ainetta,
kaytettiin viruksen tunnistamiseen kanissa tuotettua vasta-ainetta. Levyja inkuboitiin
keinuttelussa 1,5 h ja pestiin kolmesti PBS:II3. Seuraavaksi lisattiin anti-kani tai anti-hiiri
sekundaarivasta-aine, jotka oli laimennettu samaan BSA-  PBS-puskuriin.
Sekundaarivasta-ainetta inkuboitiin levyilla 45 min ravistelussa valolta suojattuna, silla
ndiden fluoresenssileima on valonarka. Taman jalkeen kiinnittymaton sekundaarivasta-
aine pestiin pois kolmesti PBS:lld ja lisattiin tumavari (DAPI), joka oli laimennettu
(1/3000) BSA-PBS-puskuriin. Inkuboitiin 10 min ravistelussa valolta suojattuna, minka
jalkeen levyja pestiin vield kolmesti PBS:Ild. Kolmannen pesun jidlkeen kuopat
tyhjennettiin ja taytettiin sdilytysliuoksella (PBS) ja siirrettiin parafilmiin kaarittyna ja

valolta suojattuna -20 °C sdilytykseen kuvantamiseen saakka. Levyt mikroskopoitiin ja
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kuvattiin Evos FL Auto Cell Imaging Systems fluoresenssimikroskoopilla (Thermo Fisher

Scientific).

Taulukko 5: Sytokiineja tunnistavat vasta-aineet ja niiden kanssa kéytetyt

sekundddrivasta-aineet, sekd kédytetyt laimennokset.

Vasta-aine Primdari Laimennos Sekundaari Laimennos
MxA Kani 1:5000 Alexa 568 anti-kani 1:400
MIF Kani 1:1000 Alexa 568 anti-kani = 1:400
IL-6 Kani 1:200 Alexa 568 anti-kani 1:400
CXCL12 Hiiri 1:100 Alexa 568 anti-hiiri = 1:400
IL-8 Hiiri 1:50 Alexa 568 anti-hiiri  1:400
CCL2 Hiiri 1:400 Alexa 568 anti-hiiri | 1:400

Taulukko 6: Virusvasta-aineet, sekundddrivasta-aineet ja kdytetyt laimennokset.

Vasta-aine Tunnistus- Primddri Laimennos Sekundadri Laimennos
kohta

mab) dsRNA* Hiiri 1:400 Alexa 488 anti-hiiri 1:400

K316 Pinta- Kani 1:200 Alexa 488 anti-kani = 1:400
proteiinit

* Kaksinauhainen RNA

3.5 Viruspitoisuuden maaritys

Tulosten oikeudellisuuden takaamiseksi oli tarkedd, ettd varmistettiin solujen
infektoituminen. Tahan kdytettiin kolme menetelmaa: IF-varjdysta suoraan soluista,
infektiivisyys titrausta (TCID50) ja RT-PCR:3a levyilta keratyista kasvatusliemista. Nain

varmistuttiin siitd, etta virukset olivat onnistuneesti infektoineet solut.

Immunofluoresenssivarjdys suoritettiin  kuten sytokiini-immunofluoresenssivarjays,
mutta ainoastaan virukseen kohdistuvia vasta-aineita kdyttden, jotka nakyvat

taulukossa 6.
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Immunofluoresenssivarjdayksen lisdksi infektio varmistettiin TCID50 titrauksella, johon
kaytettiin kerattyja kasvatusliuosnaytteitd. Tama tehtiin 96-kuoppalevylla infektoiden
A549-soluja (350 000 s/k) aiemmin infektoitujen solujen kasvatusliuosnaytteillda 1/10
laimennossarjalla. Koe suoritettiin lisddamalla levylle ensin 100 ul kasvatusliuosta (2 %
FBS) ja sekoittamalla siihen viruslaimennos. Taman jalkeen lisattiin solut 1:1 suhteessa
(100 ul) aloittaen laimeimman kasvatusliuoslaimennoksen sisaltavista kuopista, jotta
mahdollinen virusten siirtyminen olisi vahaista. Levyja inkuboitiin 7 vuorokautta 37 °C, 5
% CO2 mikroskopoiden levya sytopaattisen efektin varalta 5 vuorokauden ja 7
vuorokauden kuluttua. Kun sytopaattinen efekti havaittiin, voitiin laskea viruksen
TCID50 arvo, jonka perusteella saatiin selville, paljonko infektiokykyista virusta oli

naytteessa.

Naiden lisdksi RT-qPCR:3a kaytettiin selvittdmaan solujen tuottamaa virusmaara. Virus-
RNA eristettiin kasvatusliuosnaytteistd Viral RNA mini spin -kitin (QlAamp) avulla
valmistaja ohjeita noudattaen. (Liite 6) Tastd RNA:sta kopioitiin cDNA:ksi liitteen 7
protokollan perusteella. Reaktiota inkuboitiin tunnin ajan + 42 °C. Tatd cDNA:ta
kaytettiin yhdessa alukkeiden (parechovirukselle HPeV-F30 ja HPeV-F31 tai
enterovirukselle ENRI (3+) ja ENRI (4-), Maxima SYBR Green:n/KAPA SYBR FASR Universal
Mix:n kanssa. RT-gPCR monistus tehtiin Rotor Gene PCR-laitteetta kayttaen RT-qPCR-

ohjelmaa. (Liite 8)
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4 Tulokset

4.1  Sytokiiniprofiilin testaus Proteome Profilerilla

Tutkimuksessa selvitettiin, mitd sytokiineja solut tuottavat parechovirusinfekton
seurauksena ja miten eri virusvarianttien indusoimat sytokiinituotannot eroavat
toisistaan. Lisdksi haluttiin, ettd toinen solulinjoista edustaisi astrosyyttisoluja, jotka
olivat tutkimuksen padkohteena. Vertailusolukkona haluttiin kayttaa solulinjaa, jolta on

kaytetty aikaisemmissa tutkimuksissa.

Solun ulkopuolelle eritettyja sytokiineja tutkittiin Proteome Profiler™ Human Cytokine
Array —kitilla (R&D Systems), jonka perusteella valittiin, mitd sytokiineja tutkittiin
tarkemmin. Proteome Profiler™-testin avulla voitiin tunnistaan 36 ihmisen eri sytokiinia
ja maarittaa niiden pitoisuuksien suhteet toisiinsa. Testin toiminta perustuu
sytokiinispesifisiin vasta-aineisiin, jotka on kiinnitetty nitroselluloosamembraanille
parittaisiksi tapliksi. Naytteen sytokiinit kiinnittyvat naihin vasta-aineisiin, minka jalkeen
ne havaitaan biotinyloidulla vasta-aineella ja Streptavidin-

HRP/kemiluminesenssireaktiolla. Tata havainnollistetaan kuvalla 4.

Nitroselluloosamembraani

Havaitsemisvasta-aine

Substraatti Valoa
\ 3
Streptavidin-HRP
P~ \ Biotiini

®

A\ i/ Tutkittava sytokiini

—Kiinnittymisvasta-aine

Nitroselluloosamembraani

Kuva 4: Proteome Profiler menetelmdn toimintaperiaate. Sytokiinit tunnistavat
nitroselluloosamembraanille kiinnitetyt spesifiset vasta-aineet. Kiinnittyneet sytokiinit havaitaan
biotinoloidun vasta-aineen ja Streptavidin-HRP:n avulla. Signaali saadaan kemiluminesenssina.
(Kuva muokattu ldhteestd www.rndsystems.com)
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Tuotetut sytokiinit ndhddan tummentuneina taplind. Taplien tummuus korreloi
sytokiinin madran mukaan. Nama kuvattiin LiCor Odyssey Fc kuvantamislaitteella. Kitin
mukana tulleen viitekuvan (Liite 9) mukaan selvitettiin, mika tapla tarkoittaa mitakin
sytokiinia. Taulukko 7 nayttaa tutkimuksessa havaitut sytokiinit ja kertoo milla varilla ne

on kuvissa korostettu.

Taulukko 7: Proteome Profiler tuloskuvissa kdytetyt sytokiinikorosturvdrit.

MIF
Serpin E1
CXCCL1/GRO a

IL-8
MCP-1
IL-6

CXCL12/SDF-1

R

IL-16

CD40 ligand/TNFSF5 - 48h
CXCLL11/I-TAC

IL-1ra

IL-21 24h

CCL1/i--309

STREM-1
IP-10/ CXCL10
IL-13

6h oo [=+] =]

ICAM/CD54 [
Kuva 5: A549 solujen erittdmien sytokiinien mddrd kasvoi

mitd kauemmin infektiosta HPeV1-Harris:ksella oli kulunut.

Ennen wuseamman viruksen kayttéa tutkittiin, miten aika vaikutti solujen
sytokiinituotantoon tekemdlld Proteome Profiler™ maaritys eri aikapistendytteista
HPeV1-Harris infektoidun A549:n naytteistd, minka tulokset nakyvat kuvassa 7
Aikaisimmassa 6 tunnin aikapisteessa ei juurikaan nay viela sytokiinituotantoa, mutta jo
24 tunnin aikapisteessa sytokiinien maara on selkeytynyt. Tuotettujen sytokiinien maara
kasvaa ajan kuluessa ja 72 tunnin kuluttua niitd on eniten. Kun naytteet yhdistetdaan
kuuden tunnin aikapisteen alhainen sytokiinipitoisuus saattaa heikentaa tuloksia, joten

se paatettiin jatkossa hylata.
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Seuraavaksi A549 ja T98G soluja infektoitiin useilla eri viruksilla. Kasvatusliuos- ja
solundytteet kerattiin 24, 48 ja 72 tunnin aikapisteissa. Kasvatusliuosnaytteista tehtiin
Proteome Profiler™ -testi, jonka tulosten perusteella valittiin sytokiinit, joita tutkittiin

RT-gPCR:n avulla.

A549 infektoitumaton solu tuottaa viitta sytokiinia: MIF, Serpin E1, IL-8, IL-6 ja CXCCL1,
minka voi havaita kuvasta 8. HPeV4-Fi ja CV-B3 heikentavat IL-8 ja IL-6:n tuotantoa niin,
ettd IL-8 ei voida enda havaita kummankaan infektoimissa soluissa ja IL-6 haviaa CV-
B3:lla infektoiduilta soluilta, jotka sen sijaan tuottava IL-1ra:ta. HPeV4-NL infektion
aikaansaama sytokiiniprofiili on lahimpana infektoitumatonta kontrollia. HPeV3 infektio
saa A549:t tuottamaan monipuolisen sytokiiniprofiilin ja lisda infektoitumattomassa
kontrollissa esiintyneiden sytokiinien tuotantoa. Kaikki infektiot voimistavat Serpin E1:n

tuotantoa.

CV-B3

HPeV4-Fi

SK.

HPeV3

Kuva 6: Eri virusten indusoimat sytokiiniprofiilit A549 soluissa. Alin
membraani on aikaisemmasta erdstd, minkd vuoksi sen
sytokiinitdpldt ovat eri jdrjestyksessd.
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T98G solut tuottavat neljaa sytokiinia ilman infektiota: MIF, IL-13, IL-6 ja IL-21, minka voi

nahda kuvasta 9. HPeV4-NL infektoitujen T98G:den sytokiiniprofiili on jalleen [ahimpana
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Kuva 7: Eri virusten indusoimat sytokiiniprofiilit T98G soluissa.
solukontrollia. HPeV3 ja CV-B3 infektoidut T98G:t antavat hyvin samankaltaiset
sytokiiniprofiilit, joissa IL-13 on korvautunut IL-8:lla ja CXCL12:sta. Niissa solukontrollin
tuottamien sytokiinien maard on myos lisdantynyt. HPeV4-Fi infektio saa T98G:t
tuottamaan monipuolisesti sytokiineja ja sailyttdmaan kaikki infektoimattoman
kontrollin tuottamat sytokiinit. Myods se voimistaan sytokiinien tuotantoa

infektoimattomaan kontrolliin verrattuna.

Positiivisena kontrollina kdytettiin kaksinauhaista RNA:ta (dsRNA), jota ei luonnostaan

esiinny soluissa ja siksi solu tulkitsee sen vieraaksi, esim. virukseksi. Tata tutkittiin Poly-
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IC:n avulla, joka transfektoitiin soluun lipofektamiini 2000 reagenssin avulla. Poly-IC:n
rakenne on samankaltainen kaksinauhaisen RNA:n kanssa, vaikka se rakentuu
inosiinihapon ja sytidyylihapon polymeereista. Nain sitd voidaan kayttaa
vertailukohtana tilanteeseen, jossa viraaliset RNA nauhat muodostavat kaksinauhaista
RNA:ta replikoituessaan. Solu reagoi Poly-IC:hen kuten se reagoisi virusinfektiossa solun
sisalla muodostuvaan kaksinauhaiseen RNA:han. Poly-IC ei pysty estamadan solujen
proteiinituotantoa, joten se ei saa aikaan sytokiinien hiljentymista, mita virukset voivat

tehda.

Poly-IC sai solut tuottamaan sytokiineja runsaammin ja monipuolisemmin, minka voi
havaita kuvasta 10. Eri solulinjojen sytokiiniprofiilit ovat samankaltaiset poly-IC:n
lasndollessa lukuunottamatta IL-1ra:ta, jota T98G tuotti. Taman lisaksi vain A549 tuotti

Serpin-E1:sta poly-IC:n ldsna ollessa.
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Kuva 8: Poly-IC:n tuottamat sytokiinit A549 ja T98 soluissa. A549 ja T98G ndiytteet on
transformoitu poly-IC:lld, A549 SK ja T98G SK ovat solukontrolleja.
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4.2  Sytokiini RT-qPCR

Irrotetuista soluista eristettiin RNA, minka jalkeen rinnakkaiset nadytteet poolattiin.
Nadiden poolattujen nadytteiden RNA muutettiin ¢cDNA:ksi, mista ajettiin RT-qPCR.
Tulokset, jotka RT-qPCR:std saatiin, normalisoitiin AACt menetelmalld, silla
tavanomaista standardikdyraa ei ollut saatavilla. AACt menetelmdssa nadytteen ja
kontrollin dataa verrataan ensin vertailugeenin dataan, jotta normalisoidaan muuttujat
ndytteiden maaran ja laadun valilla. Naitd normalisoituja arvoja, joita kutsutaan ACt
arvoiksi, verrataan sitten toisiinsa, jolloin saadaan AACt arvot. Nama laskutoimitukset

suoritetaan tassa yhteydessa nain:

ACt(sytokiini-infektio) = Ct nayte(sytokiini-infektio) — Ct vertailu (GAPDH-infektio)
ACt (sytokiini-solu) = Ct ndyte(sytokiini-solu) — Ct vertailu (GAPDH-solu)

AACt (sytokiini-infektio) = ACt (sytokiini-infektio) - ACt (sytokiini-solu)

GAPDH:ta kaytettiin vertailugeeninag, silla se on solun yllapitogeeni. AACt menetelman
avulla eri solulinjojen naytteita, jotka oli infektoitu eri viruksilla, voitiin verrata toisiinsa.
Tulokset esitetdaan logio skaalassa, jossa 1 kuvastaa infektoimattoman solukontrollin
tasoa. Taman lisdksi kokoomakuvissa naytetyt tulokset ovat eri aikapisteista laskettuja

keskiarvoja.

A549 solut tuottivat korkeampia sytokiinitasoja infektion seurauksena. Ainoastaan IL-
6:n tapauksessa infektio vahensi solujen sytokiinituotantoa. Poly-IC, joka toimii
kontrollina, sai aikaan voimakkaimmat sytokiinituotannon lisdyksen. Taman lisaksi my0os

CV-B3 lisasi erityisesti IL-8 ja CCL5:n tuotantoa. Muiden virusten infektiot aiheuttivat
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toisiinsa verrattuja samankaltaisia muutoksia A549:n sytokiinituotannossa. Tulokset

kuvasta 11.
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Kuva 9: Sytokiinitasojen muutokset A549 soluissa infektion seurauksena.

Cv-B3

CCL5

Kuten A549:11a myos T98G:lld sytokiinituotanto kasvoi infektion seurauksena. IL-6

sytokiini eroaa jalleen muista, silla sita solut tuottivat huomattavasti enemman. Taman

lisdksi Poly-IC sai jalleen solut tuottamaan enemman sytokiineja. T98G:Ila eri virusten

valilla on nahtdvissa enemman eroja. Erityisesti IL-8 ja CCL5 tuotanto vaihtelee eri

virusinfektioiden valilla. CXCL12 tuotanto ei muutu juuri lainkaan. Nama tulokset ovat

nahtavilld kuvassa 12.
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Kuva 10: Sytokiinitasojen muutokset T98G soluissa infektion seurauksena.
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IL-6 tuotannossa havaittiin suurimmat erot. A549:la sen tuotanto vidheni
parhaimmillaan Iahes tuhannesosaan, kun taas T98G:llad sen tuotanto kasvoi keskimaarin
500 kertaiseksi. Poly-IC kasittelyn jalkeen molemmat solulinjat tuottivat enemman IL-
6:sta, mutta T98G soluissa huomattavasti vdahemman kuin virukset. Eri virustyyppien
infektio aiheuttaa samansuuntaisen sytokiinituotannon muutoksen solulinjassa. IL-6:n

tuotannon muutoksia havainnollistetaan kuvalla 13.
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Kuva 11: IL-6 tuotannon muutokset A549 ja T98G soluissa.
IL-8:n tuotannon muutokset olivat myds mielenkiintoisia. T98G:n kohdalla IL-8:n
tuotanto oli ensin vahdisempaa ja kasvoi, mitd pidempaan infektio oli ollut kdynnissa.
Tama sama efekti havaitaan myos A549:lld, mutta HPeV4-Fl infektio sai solut

kayttaytymaan painvastoin. Taman nakee kuvasta 14.
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Kuva 12: IL-8:n tuotannon muutokset A549 ja T98G soluissa.

Mikali verrataan eri virustyyppien aiheuttamien infektioiden vaikutuksia toisiinsa,
havaitaan, etta sytokiinituotanto reagoi yleensd samaan tapaan. Esimerkiksi
verrattaessa kahta eri HPeV4 isolaattia toisiinsa huomataan, ettd muutokset sytokiinien

tuotannossa ovat usein samansuuntaisia, vaikka niiden voimakkuus voi vaihdella.
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Erojakin 10ytyy kuten CCL5:n tuotannon muutoksissa. HPeV4-Fl infektio vahentda sen
tuotantoa, kun taas HPeV4-NL infektio lisaa sita. Joitain eroja havaitaan myos CXCL12 ja

MIF:n kohdalla. Tulokset esitetty kuvassa 15.

Nadiden tulosten ja aiempien Proteome Profiler tulosten perusteella valittiin sytokiinit
immunofluoresenssitesteihin. Valituiksi tulivat kaikki muut paitsi CCL5. MxA, MIF ja CCL2
kayttaytyivat samankaltaisesta A549 soluja infektoidessa, mutta erosivat toisistaan

paljon T98G soluilla.
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Kuva 13: HPeV4 infektioilla on keskenddn samankaltaiset vaikutukset kummankin
solulinjan sytokiinituotantoon.
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4.3  Sytokiini-immunofluoresenssivarjays

Solujen infektiota ja niiden erittdmida sytokiineja  tutkittiin  epdsuoralla
immunofluoresenssilla, jossa ensimmaisessa vaiheessa kiinnitetdan vatsa-aine (pimaari)
haluttuun sytokiiniin tai virukseen ja toisessa vaiheessa kiinnitetdadan edellisen vasta-
aineen tunnistava leimattu vasta-aine (sekundaari), jonka avulla voidaan havainnoida
sytokiinia tuottavat solut. Sytokiinit tunnistavat primaarivasta-aineet oli tuotettu joko
hiiressa tai kanissa ja niiden sekundaarivasta-aine valittiin sen mukaan joko anti-hiireksi
tai anti-kaniksi. Sytokiinin sekundaarivasta-aineen fuoresoiva leiman variksi valittiin
punainen (aallonpituus 568). Viruksen varjaysta varten kadytettiin leimattua anti-kani tai
anti-hiiri  vasta-ainetta, variksi valittiin  vihred (aallonpituus 488). Mikali
sytokiinivarjaysessa  kaytettiin  kanissa  tuotettua  vasta-ainetta, kaytettiin
virusvarjayksessa hiiressa tuotettua monoklonaalista vasta-ainetta (mabj2), joka
tunnistaa kaksinauhaisen RNA:n, jota parechovirus tuottaa lisddantyessdaan. Mikali
sytokiinivarjaysessa  kaytettiin  hiiressa  tuotettua vasta-ainetta, kaytettiin
virusvarjayksessa polyklonaalista kanin antiseerumia (K316), joka tunnistaa HPeV
pintaproteiineja. Taman lisaksi tumat varjattiin DAPI:lla, jotta nahtdisiin, missa solu on.
Taman varjayksen kuvia voitiin osittain verrata RT-gPCR:n tuloksiin, vaikka varjays antoi

tuloksia proteiinitasolla RT-gPCR:n RNA tason sijaan.

Varjayskuvista ndkee, ettd A549 solut tuottivat keskimaarin suuremman pitoisuuden
sytokiineja kuin T98G solut. Lisdksi virukset lisdantyivat paremmin A549 soluissa.
Molemmilla solulinjoilla havaitaan, ettad sytokiinia tuottavat seka infektoituneet etta
infektoitumattomat solut. Taman lisdksi on nahtavilla myo6s soluja, jotka eivat tuota

sytokiinia infektiosta huolimatta.

Esimerkkikuvasarjassa (kuva 16), jossa punaisella on varjatty sytokiini IL-8 ja vihrealla
viruksen kaksinauhainen RNA, verrataan HPeV4-NL infektion vaikutuksia eri
aikapisteissa kummassakin solulinjassa. A549 soluilla RT-gPCR tulosten mukaan
sytokiinituotanto kasvaa ajan funktiona. IF-varjayksissa ei ndy selkeaa IL-8 tuotannon

lisdystd. T98G:n kohdalla IL-8 tuotannossa on havaittavissa samankaltainen kasvu ajan
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kuluessa RT-gPCR menetelmalla, mutta IF-varjayskuvissa ei nay selkeda punaisen varin

voimistumista.

IF-varjayksen tulokset erosivat useiden sytokiinien kohdalla RT-qPCR:n tuloksista. Vaikka
selkedd sytokiinitasojen nousua havaittiin RT-gPCR:Il3, niin IF-varjaystulokset eivat
vahvistaneet tuloksia. Esimerkiksi IL-6:n tuotannon vahentymista ei havaittu lainkaan
toisin kuin RT-gPCR antoi olettaa kuvassa 13. CCL2 ja CXCL12 tuotantoa ei havaittu
juurikaan. Sen sijaan MxA:n, MIF:n ja IL-8:n tuotanto vaikutti suurimmaksi osaksi
yhtenevdiselta RT-qPCR:n antaman tulosten kanssa. Esimerkiksi MxA:n tuotannon
yhtenevaisyydet voidaan havaita kuvasta 17. HPeV1-Harriksen ja HPeV4-Fl:n kohdalla
MxA:n tuotanto sdilyy ldahes muuttumattomana eri aikapisteiden valilla, mika nakyy seka
kuvissa etta RT-gPCR tuloksissa. MxA:n tuotanto kasvaa ajan kuluessa muilla viruksilla ja
Poly-IC:Ila. Taman nakee parhaiten CV-B3 infektion yhteydessa. Poly-IC saa A549 solut
tuottamaan runsaasti MxA:ta, joka nakyy kirkkaana punaisena varind, verrattuna

solukontrolleihin.

T98G solujen sytokiinituotanto oli heikkoa ja viruksen kyky infektoida naita soluja on
heikompi kuin A549 solujen. Kuten A549:1l3 osa T98G:n IF-varjdyskuvista ei antanut
yhtenevaisia tuloksia RT-qPCR:n tulosten kanssa. T98G naytti varjdystulosten
perusteella tuottavan kohtuullisesti CCL2 ja CXCL12, mutta viruksen kasvusta ei voitu
varmistua, joten tulokset eivat ole luotettavia. IL-6 sytokiinia havaittiin runsaasti, mutta
siitdkaan huolimatta sen tuotanto ei nayttanyt moninkertaistuvan kuten RT-gPCR:n
tulokset antaisivat olettaa. Myos T98G:Ila MxA, MIF ja IL-8 antoivat eniten RT-qPCR
vahvistavia tuloksia. Kuvassa 18 havainnollistetaan MxA:n tuotannon muutoksia T98G
soluissa, jotka vahvistavat RT-gPCR:n tuloksia kuten A549:114. T98G:n MxA:n tuotanto ei
juurikaan muutu HPeV4-NL ja HPeV3 infektion vaikutuksesta. IF-varjayksessa HPeV1-
Harris infektoitujen T98G:n MxA tuotanto kasvoi 72 tunnin aikapisteessa verrattuna 24
tunnin aikapisteeseen. RT-gqPCR tuloksissa tapahtuu samankaltainen kasvu, mutta ei
yhta voimakkaana kuin, mitda mikroskooppikuvat antaisivat olettaa. HPeV4-Fl ja CV-B3
infektioiden kohdalla on sama tilanne, mutta toisin p&in, eli RT-gPCR tuloksissa
sytokiinitasot nousivat. Poly-IC saa T98G:t tuottamaan MxA:ta solukontrollia

runsaammin.
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Kuva 14: IL-8:n tuotanto ajan funktiona. Y-akseli kertoo sytokiinituotannon muutoksista.
HPeV4-NL:lla infektoidut A549 ja T98G solut. IF-vérjdyskuvissa nékyy sytokiini punaisella,
virus vihredlld ja solujen tumat siniselld. Alla samat tulokset RT-qPCR mdidirityksistd.
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Kuva 15: A549 solujen MxA tuotannon muutokset. Y-akseli kertoo sytokiinituotannon
muutoksista. Vasemmalla IF-vdrjétyt solut (punainen = sytokiini, vihred => virus, sininen =
tuma). Oikealla samat tulokset mddritettynd RT-qPCR:Ild.
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Kuva 16: T98G solujen MxA tuotannon muutokset. Y-akseli kertoo sytokiinituotannon muutoksesta
Vasemmalla IF-vérjétyt solut (punainen = sytokiini, vihreéd = virus, sininen = tuma). Oikealla samat tulokset
mddritettynd RT-qPCR:Ilé.
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Kuvissa 19 ja 20 verrataan kahden eri isolaatin, HPeV4-Fl ja HPeV4-NL, MxA:n ja MIF:n
tuotantoa IF-varjayskuvina ja RT-qPCR tuloksina. MxA:n kohdalla havaitaan, etta sita
tuotetaan joissain virusta sisdltavissa soluissa, mutta myos soluissa niiden lahistolla.
MIF:n kohdalla on toisin ja infektoituneet solut tuottavat sita runsaasti, jolloin siniseksi
varjatyn tuman ymparisto ndyttaa vihrean tai punaisen sijaan keltaiselta. HPeV4-Fl:lla
infektoidut A549 solut ndyttaisivat tuottavan enemman MxA:ta ja MIF:a kuin HPeV4-

NL:lla infektoidut, mika tukee RT-gPCR:sta saatuja tuloksia.

HPeV4-Fl

A549 24h
Virus
Sytokiini
Tumat

Kuva 18: MixA:n ja MIF:n tuotto infektoiduissa A549 soluissa kahden eri
HPeV4 variantin seurauksena. Immunofluoresenssivdrjéys 24 tunnin kuluttua
infektiosta.
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Kuva 17: MixA:n ja MIF:n tuotto infektoiduissa A549 soluissa RT-qPCR
menetelmdlld mddritettynd.
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4.4  Viruspitoisuuden madrittiminen

Vaikka aikaisemmin on todettu, etta kaikki tyossa kadytetyt virukset infektoivat valittuja
solulinjoja, niin tulosten luotettavuuden varmistamiseksi on tarkistettava jokaisen
infektiokokeen onnistuminen. Tama tehtiin kolmella eri menetelmalla RT-gPCR

menetelmalla, TCID50 titraukslla ja IF-varjayksella.

TCID50 titraus (tissue culture infective dose) perustuu virusliuoksesta tehtdvaan
laimennossarjaan, jolla haetaan laimeinta virusliuosta, jossa viela virus kykenee
aiheuttamaan infektion soluissa. Infektoituneet solut tunnistetaan virusten
aiheuttamasta sytopaattisesta efektistd. Sytopaattinen efekti voidaan havaita
mikroskoopilla solujen pyoristymisend ja irtoamisena kasvatusalustastaan. HPeV3:n
TCID50 on haastavampaa, silla HPeV3 ei aiheuta selvasti havaittavaa sytopaattista
efektia, jolloin soluista ei paallisin puolin voi ndhda onko infektio onnistunut ja viruksen
lisadntyminen taytyy varmistaa joko IF-varjayksella tai RT-gPCR menetelmalla. TCID50
titraus kertoo virusmaaran, jolla puolet soluista infektoituvat. TCID50 titrauksen tulokset
on esitetty taulukossa 8. Titrausten perusteella nayttaisi silta, ettei HPeV3 infektoineet
T98G soluja, kun taas RT-qPCR tulosten perusteella virus naytti kasvavan (Taulukko 9).
Seka titrausten, etta RT-qPCR tulosten perusteella HPeV4-Fl ei ndyttanyt infektoivan
A549-soluja. Toisaalta IF-varjatyissa soluissa havaittiin HPeV4-Fl kasvavan (Kuva 21 ja

22) kummassakin solukossa.

Taulukko 8: Infektiivisen viruksen mdédré TCID50 titrauksella mddritettynd.

Virus T98G TCID>°/ml A549 TCID5%/ml
HPeV1-Harris 1,58E+03 2,31E+08
HPeV3 0 1,58E+02
HPeV4-FI 1,58E+02 0

HPeV4-NL 8,89E+10 2,81E+09
Cv-B3 2,81E+04 1,58E+11

Infektiosta varmistuttiin myos RT-qPCR:n avulla. Tama tehtiin kasvatuskokeista

keratyista kasvatusliemista eristetysta virus-RNA:sta RT-gqPCR:Ila ja selvittamalla saadut
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kynnysarvot eli Ct arvot. Nama Ct arvot ndkyvat taulukossa 10, mistad voidaan havaita,
ettd kaikissa ndytteissa oli virusta lukuun ottamatta HPeV4-Fl:lld infektoitua A549

solunaytetta.

Taulukko 9: Viruksen mddrd RT-qPCR:n tulokset.

Virus T98G Ct A549 Ct
HPeV1-Harris 27,89 26,92
HPeV3 16,61 29,07
HPeV4-FI 32,72 -
HPeV4-NL 19,51 31,74
Cv-B3 26,23 11,89

Solujen infektoituminen varmistettiin myos IF-varjayksella. Tassa varjayksessa mabJ2
vasta-aine varjasi kaksinauhaisen RNA:n, joka nakyy kuvissa vihredana. Virusproteiinit
taas varjattiin antiseerumilla K316, joka on kuvassa punaisella. Tumat varjattiin DAPI:lla,
jonka nakyy sinisena. Esimerkkina tastda on HPeV4-NL:lla infektoidut A549 solut kuvassa
25. Solukontrollissa (SK) on nahtavilla ainoastaan tumat sinisena, mutta jo 24 tunnin
kuluttu infektiosta voidaan nahda punaisella varjattya virusproteiinia ja vihrealla
varjattya kaksinauhaista RNA:ta. 48 ja 72 tunnin kuluttua infektiosta viruksen maara
kasvaa entisestadan. Taman lisdksi kuvassa 24 ndkee kuinka 72 tunnin kuluttua kaikki
virukset lukuunottamatta HPeV4-Fl:td ovat onnistuneesti infektoineet solut. CV-B3:n

kohdalla infektio oli edennyt niin nopeasti, ettd suurin osa soluista oli irronnut.
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Kuva 19: Eri viruksilla infektoidut A549 solut 72 tunnin kuluttua infektoinnista. Viruksen kaksinauhainen RNA ja
proteiinit ovat néhtdvillé IF-vérjdyskuvissa vihredlld ja punaisella.
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Kuva 20: Viruksen, HPeV4-NL, kaksinauhainen RNA ja proteiinit lisGdntyvdt ajan kuluessa infektoiduissa A549
soluissa.
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Tama varjdys toistettiin T98G soluilla, minkd tulokset ndhddan kuvasta 23. Siitd on
selvasti nahtavilla, etta vain HPeV3, HPeV4-NL ja CV-B3 olivat onnistuneesti infektoineet
solut. Sen sijaan HPeV1-Harris ja HPeV4-Fl infektiot eivdt ndyttaneet onnistuneilta, silla

virus-RNA:ta tai -proteiinia ei ole nahtavilla.

HPeV1-Harris mAb)2 HPeV3 mAbJ2

HPeV4-FI mAbl2 HPeV4A-NL mAbJ2 CV-B3 mAbJ2

Kuva 21: Eri viruksilla infektoidut T98G solut 72 tunnin kuluttua infektoinnista. Viruksen kaksinauhainen RNA ja
proteiinit ovat ndhtdavilld IF-vérjdyskuvissa vihredlld ja punaisella.
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5 Tulosten tarkastelu

Tutkimuksessa havaittiin  A549 keuhkoepiteelisolujan ja T98G astrosyyttisolujen
sytokiinituotannon muuttuvan, kun ne infektoituvat HPeV:lla. A549:t ja T98G:t tuottivat
sytokiineja yhtda monipuolisesti. Sen sijaan A549 solujen todettiin tuottavan suurempi
pitoisuus sytokiineja. Solulinjojen sytokiiniprofiilit olivat osittain erilaiset, mika viittaa

siihen, etta niiden kyky tuottaa sytokiineja on erilainen.

IL-6 oli tutkituista sytokiineista mielenkiintoisin. Se indusoitui voimakkaasti T98G:IIa ja
repressoitui A549:11a. Nain voimakas ero on mahdollinen, mutta kokeet tulisi uusia, jotta
tuloksesta voitaisiin varmistua. Muiden sytokiinien tuotannon muutokset jdivat alle
kymmenkertaisiksi, eivatka antaneet selkeita tuloksia. Tassa vaiheessa tutkimusta on
vaikeaa sanoa, minka tasoinen sytokiinituotannon muutos on merkittava. Lisaksi IF-
varjdyskuvien perusteella vain noin 10 % soluista oli infektoitunut, mika merkittavasti
laimentaa sytokiinien maarda. Todellisuudessa yksittdisten infektoituneiden solujen
sytokiinituotannon muutokset saattavat olla aivan eri tasolla. Tama tarkoittaa sitd, etta
solujen infektioprosentti saattaa vaikuttaa tuloksiin. Infektiossa kaytettiin MOI 5 eli
jokaista solua kohden oli viisi virusta. Naille viruksille annettiin tunti aikaa kiinnittya
ennen niiden pesemista pois, jotta infektio kehittyisi samaa tahtia kaikissa soluissa.
Virusmaaran kasvattaminen ei siis valttamatta olisi muuttanut infektioprosenttia, mutta

viruksille olisi voinut antaa enemman aikaa kiinnittya solujen pintarakenteisiin.

Kontrollina toiminut CV-B3 oli viruksista infektiivisin erityisesti A549:113, mutta myds
suurin osa HPeV:sta infektoi selvasti molempia solulinjoja. Ainoastaan HPeV4-Fl infektio
vaikuttaa epdonnistuneen viruspitoisuuden maaritysten perusteella. Tasta ei kuitenkaan
ole taytta varmuutta silla HPeV1-Fl infektoitujen solujen sytokiinituotannon muutokset
olivat samankaltaisia RT-qPCR tuloksissa kuin muilla viruksilla. Taman perusteella voisi
olettaa, etta infektio on onnistunut. Namakin kokeet olisi toistettava, jotta tuloksista

saataisiin varmuus.

Tulosten perusteella eri virustyyppien infektio saa aikaan samankaltaisen muutoksen
solujen sytokiinituotannossa. Tutkimuksessa pyrittiin myods selvittdamaan eroavatko

vakavampia tauteja aiheuttavien virustyyppien aikaansaamat sytokiinivasteet jotenkin
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lievempda sairautta aiheuttaneiden virustyyppien aikaansaamista sytokiinivasteista.
Selkeita eroja vakavaa tai lievaa sairautta aiheuttavien virusten valilla ei havaittu. Tassa
tutkimuksessa ei pystytty tunnistamaan yksittaista sytokiinia tai sytokiiniprofiilia, jonka
avulla viruksinfektion voisi tunnistaa. HPeV:n taudinaiheuttamiskyvystd kertovaa
tulehdusmarkkeria ei siis [0ydetty. Tulehdusmarkkerin kehitystyota varten olisi tulokset

toistettava ja kaytava lapi useampia sytokiineja.

Tutkimus on alkuvaiheessa ja naytteet, joilla testit tehtiin, oli poolattu cDNA:n
valmistusvaiheessa. Tama tarkoittaa, etta tuloksille ei kykene tekemaan tilastollisia
analyyseja. Kokeet olisi toistettava poolaamatta rinnakkaisia naytteita, jotta saataisiin
vertailtavia tuloksia. Taman lisaksi IF-varjayksissa solut kasvoivat ryppadind eivatka
tasaisena mattona kuopan pohjalla, minka lisdaksi soluja myos irtosi runsaasti. Taman
vuoksi IF-varjaykset erityisesti sytokiinien osalta tulisi uusia selkedampien ja tarkempien
kuvien saamiseksi seka tulosten varmistamiseksi. Eri menetelmilla saadut tulokset eivat
kaikilta osin tue toisiaan, mikd hankaloittaa tulosten tulkitsemista. Kokeet uusimalla

niiden tuloksista saataisiin suurempi varmuus.
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7 Liitteet

Liite 1

Poly-IC:n tranfektoiminen Lipofektamiini 2000 reagenssin avulla.

v

Liite 2

Vaihdettiin soluille antibiootiton kasvatusliuos.

Laimennettiin Poly-IC 50 ul OptiMem | reduced Serum Medium ilman seerumia
ja inkuboitiin 5 min huoneenlammadssa.

Laimennettiin Lipofektamiini 2000 50 ul OptiMem 1 kasvatusliuosta ja
inkuboitiin 5 min huoneenlammadssa.

Yhdistettiin nama laimennokset ja inkuboitiin 20 min huoneenlammadssa.
Lisattiin 100 ul ndytetta solujen kasvatusliuokseen.

Inkuboitiin 6 tai 24 tunnin ajan ennen naytteiden keruuta.

Proteome Profiler ™ Human Cytokine Array -kitin (R&D Systems) kaytto

kasvatusliuoksen sytokiinien maarittamiseksi.

Kitin nitroselluloosamembraania inkuboidaan 2 ml:ssa Array Buffer 4:sta
ravistelussa 1h ja huoneenlammaossa.
Nayteliuos valmistetaan sekoittamalla ja inkuboimalla sitda 1 h
huoneenlamma@ssa.
Array Buffer 4 500
Array Buffer 5 500

o UV-sateilylla inaktivoitua kasvatusliuosnaytetta 500 pl

e Sytokiinit tunnistavien biotinyloitujen vasta-aineiden seos 15 pl
Korvataan nitroselluloosamembraanilla oleva Array Buffer 4 nayteliuoksella ja
inkuboidaan membraania yon yli +4 °C.
Nayteliuos poistetaan ja membraania pestdan kolmesti 1xWash Buffer -
pesuliuoksella 10 min ravistelussa huoneenlammagssa.
Array Buffer 5:l1a laimennetaan Streptavidin-HRP -liuos (1:2000) ja membraania
inkuboidaan siind 30 min ravistelussa huoneenlammassa.
Membraania pestdan kuten kohdassa 4.
Kemiluminesenssireagenssit sekoitetaan 1:1 ja membraania inkuboidaan 1
ml:ssa tata seosta 1 min huoneenlammaossa.
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Liite 3
RNA:n eristys RNeasy Mini kitilld (Qiagen)

1. Lisataan kerattyyn solundytepellettiin 350 pul RLT-puskuria

Lisataan 350 pl 70 % etanolia ja sekoitetaan pipetoimalla edestakaisin
Siirretdan 700 pl ndytetta kitin mukana tulevaan RNeasy Mini pyorityskolonniin,
joka asetetaan 2 ml kerdysputkeen.

Sentrifugoidaan 15 s 10 000 g. Heitetdan neste pois keraysputkesta.

Lisatdaan 700 pl RW1-puskuria ja sentrifugoidaan 15 s 10 000 g.

Pestdan lisdamalla 500 pl RPE-puskuria ja sentrifugoidaan 15 s 10 000 g.
Pestdan lisdamalla 500 pl RPE-puskuria ja sentrifugoidaan 2 min 10 000 g.
Siirretdan RNeasy mini pyorityskolonni puhtaaseen 2 ml keraysputkeen ja
sentrifugoidaan 1 min 10 000 g membraanin kuivaamiseksi.

9. Eluoidaan kahdesti 30 ul RNaasi vapaalla vedelld 1 min 10 000 g.

w N
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Liite 4
c¢DNA:n valmistus RNA:sta High Capacity RNA-to-cDNA kitilld (appliedbiosystems)

1. Valmistetaan reaktioliuos oheisen taulukon mukaan.

Spinnattiin putket

3. Inkuboitiin reaktiota 60 min 37 °C ja pysaytettiin reaktio lammittamalla putkia 5
min 95 °C ja jaahdytettiin sitten 4 °C

4. Sailottiin—20 °C

N

Ainesosa (VEETER(T) ‘
2x RT-puskuri 10

20x Entsyymisekoitus 1

RNA niyte 9
Nukleaasivapaa vesi 0

Yhteensa 20
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Liite 5

Sytokiini-RT-qPCR ndytteiden valmistelu ja RT-qPCR ohjelma

1. Valmistetaan reaktioliuos oheisen taulukon mukaan.
2. Ajettiin RT-qPCR oheisen taulukon kertoman ohjelman mukaan.
Ainesosa (EETER(TL)
2x Master Mix 10
20x Expression Assay 1
cDNA ndyte 5
Steriili vesi 4
Yhteensa 20

Lampotila Kerrat

DNA:n alkudenaturaatio 10 min 95 °C x1
DNA:n denaturaatio 15s 95°C
Sytokiinitunnistimen sitoutuminen ja ketjun | 1 min 60 ° x40

pidentyminen

Liite 6

RNA:n eristaiminen Qiagenin QlAamp® Viral RNA mini spin -kitilla

NouswN

o

10.
11.

140 pl virusnaytetta sekoitetaan 15 s vorteksoinnilla 560 ul ALV-puskuria, johon
on lisatty Carrier RNA

Inkuboidaan 10 min huoneenlammadssa

Lisataan 560 pl 99%:sta etanolia ja sekoitetaan vorteksoiden

Siirretdan 630 pl naytetta QlAamp column -putkeen.

Sentrifugoidaan 1 min 8000 rpm

Toistetaan vaiheet 4 ja 5.

Pylvddn membraani pestddn 500 pl:lla AW1-puskurilla, joka sisaltdada 99 %
etanolia.

Sentrifugoidaan 1 min 8000 rpm

Pylvadan membraani pestaan AW2-puskurilla.

Sentrifugoidaan 3 min 13200 rpm.

RNA eluoidaan pylvddn memraanilta 60 pl:lla AVE-liuosta, jonka annetaan
inkuboitua 1 min ennen sentrifugointia 1 min 8000 rpm.
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Liite 7
cDNA:n valmistaminen kasvatusliuosnaytteista eristetysta viruksen RNA:sta.

Valmistettiin oheisen taulukon perusteella nayteliuos.
Inkuboitiin 60 min 37 °C

Inkuboitiin 15 min 70 °C

Sdilytettiin +4 °C

Reagenssi \EETE]

PwnNeE

RNA nayte 5ul
M-MLV RT transkriptaasientsyymi 0,1 ul
5 xM-MLV RT reaktiopuskuri 4 ul
Rnaasi RiboLock RI 0,1 ul
dNTP (10 mM) 4 ul
Reverse aluke 0,4 ul
Steriili vesi 6,4 pl
Yhteensa 20 ul
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Liite 8

RT-gPCR naytteiden valmistus, alukkeet ja RT-qPCR ohjelma

1. Valmistettiin ndyteliuos oheisen taulukon mukaan.
2. Ajettiin RT-qPCR oheisen taulukon ohjelmalla.

Sitoutumis lampétila Sekvenssi

HPeV-F31 Reverse 54,5 °C
HPeV-K30 Forward | 54,5 °C
ENRI (4-) Reverse 54,5 °C
ENRI (3+) Forward 54,5 °C

Reagenssi

3’- CTGGGGCCAAAAGCCA -5’

3’- GGTACCTTCTGGGCATCCTTC -5’

3’- GAAACACGGACACCCAAAGTA -5’

3’- CGGCCCCTGAATGCGGCTAA -5

Maxima SYBR Green / KAPA SYBR FAST Universal Mix 12,5 ul

aluke Fw (10 pmol/ul) ENRI: 3+ / HPeV: K30

aluke Re (10 pmol/pl) ENRI: (4-) / HPeV: F31

Templaatti DNA (cDNA)
Steriili vesi

Yhteensa

Vaihe

1. DNA:n alkudenaturaatio

2. DNA:n denaturaatio

3. Alukkeiden sitoutuminen

4. Ketjujen pidentyminen

5. Ketjujen lopullinen pidentyminen

6. Naytteen sailonta.

Maara
0,5 ul
0,5 ul
5,0 ul
6,5 pl
25 ul
Aika Lampétila Toistot
5 95°C
_ x1
min
10s 95°C
20s 60°C x45
20s | 72°C
72°C>95°C,0,5°C/s x1
o 4°C
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Liite 9

Proteome Profiler membraanin sytokiinikartta ja membraanikaavio.

Pisteet Vaihtoehtoiset pisteet Kohde
Al, A2 - Referenssi
A3, A4 Al3, A14 CCL1
A5, A6 D9, D10 CCL2
A7, A8 D13,D14 MIP-1a
A9, A10 E3, E4 CCL5
All, A12 A5, A6 TNFSF5
Al13,A14 A3, A4 C5a
Al5, Al6 All, A12 CXCL1
Al7,A18 D5, D6 CXCL10
A19, A20 - Referenssi
B3, B4 D7, D8 CXCL11
B5, B6 E5, E6 CXCL12
B7, B8 A7, A8 G-CSF
B9, B10 A9, A10 GM-CSF
B11, B12 A1l5, Al16 CD54
B13, B14 Al7, Al18 IFN-y
B15, B16 B3, B4 IL-1a
B17,B18 B5, B6 IL-1B
C3,C4 B7, B8 IL-1ra
C5, C6 B9, B10 IL-2
C7,C8 B11, B12 IL-4

C9, C10 B13, B14 IL-5
C11, C12 B15, B16 IL-6
C13,C14 B17, B18 IL-8
C15, C16 C3,C4 IL-10
C17,C18 C5, C6 IL12p70
D3, D4 C7,C8 IL-13
D5, D6 C9, C10 IL-16
D7, D8 C11,C12 IL-17A
D9, D10 C13,C14 IL-17E
D11, D12 - IL-18
D13, D14 - IL-21
D15, D16 C17,C18 IL-27

D17,D18

D3, D4

IL-32a
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El, E2
E3, E4
ES, E6
E7, E8
E9, E1
E19, E

=

El, E2
D11, D12
D17, D18
E7, E8
0 E9, E10
20 E19, E20

Referenssi

MIF

Serpin E1

TNF-1

TREM-1

Negatiivinen kontrolli

Proteome Profiler membraanin koordinaatit
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00001000000,
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