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Tadmin syventdvien opintojen kirjallisen tydn aiheena on Lymen borrelioosi. Lymen
borrelioosi on Borrelia burgdorferi bakteerin aiheuttama tauti, joka yleensa levidd
ihmiseen puutiaisen pureman vélitykselld. Lymen borrelioosia levittivid puutiaisia
esiintyy laajalti pohjoisella pallonpuoliskolla. Lymen borrelioosi voi aiheuttaa
monenlaisia oireita; yleisimmin ihoon, niveliin tai hermostoon. Selviytydkseen
thmiselimistdssd borrelia-bakteerit kdyttavit pinnallaan esiintyvié proteiineja
tarttuakseen iséntdelimiston soluihin. Tdman tutkimuksen aiheena oli tutkia borrelia-
bakteerien pinnalla esiintyvid Dbp-proteiineja. Tutkimuksessa pyrittiin selvittiméan
Dbp-proteiinien aminohapporakenteen merkitysti borrelia-bakteerien kyvylle tarttua
thmissoluihin. Borrelia-bakteerien pintaproteiinien ja niiden sitoutumismekanismien
tunteminen voi tulevaisuudessa auttaa kehittiméin rokotteita, uusia lddkkeitd tai
diagnostisia menetelmid Lymen borrelioosin hoitoon.

Tutkimusta varten tuotettiin bakteerikanta, jonka Dbp-proteiinien rakenne erosi
normaalista Dbp-proteiineista tutkittavan aminohapposekvenssin osalta. Timén
mutatoidun borrelia-kannan kykya sitoutua ithmissoluihin tutkittiin sitoutumiskokein.
Sitoutumiskokeissa kannan sitoutumiskykya verrattiin vastaavien normaaleja Dbp-
proteiineja pinnallaan omaavien kantojen kykyyn sitoutua samanlaisten solujen
pinnalle.

Sitoutumiskokeiden tulokset olivat vaihtelevia. Suuressa osassa Sitoutumiskokeen
toistoista mutatoidun kannan bakteerit sitoutuivat heitkommin thmissoluihin kuin
normaalia proteiinia pinnallaan ilmentdvét kannat. Oli siis ndhtdvissd suuntaus, ettd
mutaatio heikensi bakteerien sitoutumiskykyéd ihmissoluihin. Tdma viittaa, ettd
tutkimuksen aiheena oleva aminohapporakenne olisi tirkeéd borrelia-bakteerien
sitoutumiskyvysséd ihmissoluihin. Eri toistojen suuren vaihtelun ja negatiivisena
kontrollina toimineen kannan liian suuren sitoutumiskyvyn vuoksi tutkimuksen tulokset
eivit kuitenkaan ole tdysin luotettavia ja aiheesta tarvitaan lisdd tutkimusta.

Asiasanat: Lymen borrelioosi, patogeneesi, adheesio
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1 JOHDANTO

Lymen borrelioosi on Borrelia burgdorferi bakteerin aiheuttama infektiosairaus. Sitd
levittavét Ixodes-sukuun kuuluvat puutiaiset ja se on merkittdvin puutiaisten vélittima
infektio Suomessa. N4itd puutiaisia esiintyy laajasti Pohjois-Amerikassa ja Euraasian
mantereen pohjoisosissa. Suomessa borrelioosia levittdvid puutiaisia esiintyy pohjoista
Suomea lukuun ottamatta melkein koko maassa (Laaksonen ym. 2017). Borrelia-bakteerit
padsevit levidméédn ihmiseen puutiaisesta sen purressa ihmistd saadakseen veriaterian.
Puutiaisen purressa bakteeripitoista sylked padsee puremakohdan ihoon. Thosta borreliat
padsevit levidmddn muualle elimistéon verisuonia pitkin, kunnes ne tarttuvat verisuonen
pinnan soluihin ja tunkeutuvat solukon ldpi ympardivdin kudokseen aiheuttaen sielld taudin

oireet.

Kaikkien bakteerien pinnalla esiintyy adheesioproteiineja, joilla ne pystyvét tarttumaan
ympdriston komponentteihin. Borrelia-bakteerit tarvitsevat pinnallaan esiintyvia
adheesioproteiineja pystydkseen aiheuttamaan infektion isdnnén elimistossd. Niilld borrelia-
bakteerit tarttuvat muun muassa verisuonten endoteeliin ja néin saavat pyséytettyd vauhtinsa
verenkierrossa. Kirjallisuudessa tunnetaan monia borrelia-bakteerien adheesioproteiineja ja
useiden adheesioproteiinien tehtivi borrelioosin patogeneesissd on selvitetty (Caine ym.
2016). Silti tarkemmat iséntdsolujen komponentteihin sitoutuvat kohdat proteiinien pinnalla
ovat selvisti heikommin tunnettuja. Yksi tiarked adheesioproteiinityyppi borrelian levidmiselle
elimistdssd ovat Dbp-proteiinit, joita on kaksi muotoa DbpA ja DpbB. Niiden on todettu
vaikuttavan suuresti borrelian virulenssiin, eli kykyyn saada aikaan infektio isdntéelimistossa
(Shi ym. 2008, Salo ym. 2015). Molempien Dbp-proteiinien rakenne tunnetaan varsin tarkasti.

Myds Dbp-proteiinien vuorovaikutus isdntésolujen komponenttien kanssa tunnetaan.

Silti vield tarkempi tieto Dbp-proteiinien sitoutumiskohdan rakenteesta on tarpeen. Mité
tarkemmin borrelia-bakteerin pintaproteiinit tunnetaan, sitd paremmin tulevaisuudessa
voidaan kehittdd mahdollisia Lymen borrelioosin hoitoja, rokotteita tai uusia diagnostisia
menetelmid, jotka perustuvat ndihin molekyylitason vuorovaikutuksiin bakteerin ja
iséntdsolujen pintaproteiinien pinnalla. Tdmén tutkimuksen tarkoituksena oli selvittdd Dbp-
proteiineissa esiintyvien tiettyjen proteiinien adheesiolle tiarkeiksi arveltujen aminohappojen
merkitystd borrelia-bakteerien sitoutumiskykyyn isdntdelimiston soluihin. Ndiden
aminohappojen oletetaan sijaitsevan Dbp-proteiinien sitoutumiskohdassa. Ne osaltaan saavat
aikaan tarvittavan sédhkdisen varauksen sitoutumiskohdan pinnalle, joka mahdollistaa Dbp-

proteiinin sitoutumisen vastakappaleeseensa.



2 KIRJALLISUUSKATSAUS

2.1 Lymen borrelioosi

Lymen borrelioosi, jota voidaan my0ds kutsua nimelld Lymen tauti, on Suomessa varsin
yleinen infektiosairaus (Laaksonen ym. 2017). Borrelioosi on Ixodes-sukuun kuuluvien
puutiaisten levittima infektiosairaus (Stanek ym. 2012). Borrelioosin alkuvaiheessa infektion
oireina esiintyy punaista ihottumaa. Myohemmin bakteerien levitessa oireita voi kehittyd
moniin eri elimiin. Borrelioosia esiintyy maailmanlaajuisesti varsin laajalla alueella seka
Pohjois-Amerikassa, Aasiassa ettd Euroopassa. Euroopassa tautitaakka painottuu Keski-
Eurooppaan sekd Pohjoismaihin. (Schotthoefer ja Frost 2015.) Suomessa borrelioosia
levittdvid puutiaisia esiintyy melkein koko maassa Pohjois-Suomea ja Kainuuta lukuun
ottamatta. Suomi kuuluukin puutiaisten pohjoisimpiin elinympiristihin Euroopassa.
Puutiaisten on havaittu laajentaneen elinympéristédan pohjoisemmaksi, luultavasti
ilmastonmuutoksen seurauksena. Puutiaisten levittdytymisen seurauksena myds alue, jossa
borrelioosin voi saada, kasvaa, silld tautia aiheuttavia bakteereita on 16ydetty myos

levinneisyysalueen pohjoisosista kerdtyistd puutiaisista. (Laaksonen ym. 2017.)
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Kuva 1: Borrelioosia levittdvien puutiaisten levinneisyys maailmassa. Borrelioosin
esiintymisalue vastaa pitkalti puutiaisten levinneisyysaluetta. (Kuvan ldhde: Schotthoefer ja

Frost 2015.)



Suomessa borrelioositartuntoja tavataan useita tuhansia vuodessa. (Nyman ja Wahlberg
2018.) Borrelioosin myohéisvaiheen muotoa raportoidaan terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen
tartuntatautirekisteriin vuosittain noin 2 000 tapausta. Tartuntatautirekisterin
tilastotietokannassa on néhtavilla diagnosoitujen borrelioositartuntojen kasvu jo useamman
vuoden ajalta, joten borrelioosin kansanterveydellinen merkitys sairautena kasvaa jatkuvasti.

(Tartuntatautirekisterin tilastotietokanta - THL kuutio- ja tiivistekayttoliittyma)

2.1.1 Patogeneesi

Lymen borrelioosia aiheuttaa Borrelia burgdorferi sensu lato -sukuun kuuluvat bakteerit
(viitataan téstd eteenpdin termilld borrelia). Borreliat levidvét elimistoon Ixodes-sukuun
kuuluvien puutiaisten puremien vélitykselld, silld puutiaiset erittdvét puremaan ruokaillessaan
bakteeripitoista sylked. Euroopassa I. ricinus toimii padasiallisena borrelioosin tautivektorina,
kun Aasiassa puolestaan tautia levittda /. persulcatus. (Stanek ym. 2012.) Suomessa esiintyy
sekd I. ricinus ettd I. persulcatus puutiaisia (Laaksonen ym. 2017), johtuen siité, ettd Suomi

sijaitsee molempien puutiaislajien levinneisyysalueiden reunalla.

Borrelia-bakteerit sijaitsevat puutiaisten keskisuolessa, jossa niiden miéra lisddntyy
huomattavasti veriaterian aikana. Samalla bakteerit alkavat muun muassa tuottaa pinnalleen
proteiinia nimeltd outer surface protein C (OspC), jonka avulla bakteerit padsevét
tunkeutumaan puutiaisen sylkirauhasiin. Veriaterian aikana puutiainen ruiskuttaa
puremakohtaan sylkeddn, jonka mukana bakteerit padsevit ithoon. (Stanek ym. 2012, Borchers
ym. 2015.) My6s puutiaisen haavaan erittima sylki edistdd infektion syntymista, silld se
vaikuttaa muun muassa isdnnén verenhyytymiseen, fibrinolyysiin ja immuunivasteeseen
(Steere ym. 2016). Koska borrelioiden taytyy lisdéntyd veriaterian aikana ja sen jilkeen
tunkeutua puutiaisen sylkirauhasiin ennen kuin ne voivat pdésta nisdkkdén ithoon, borrelioiden
levidminen puutiaisen puremasta ithmiselimistoon kestéd noin 12-72 tuntia(Nyman ja

Wahlberg 2018).

Thosta bakteerit saattavat levitd verisuonten vélitykselld muuhun elimistoon. Borrelian
levitessd useat elimiston puolustusmekanismit aktivoituvat, mikd johtaa sekd synnynnéisen
ettd hankitun puolustusjérjestelmén reagoimiseen infektiota vastaan. Borrelia ei itse tuota
elimistolle haitallisia toksiineja, vaan Lymen borrelioosin oireet johtuvat isdntdelimiston
omasta tulehdusreaktiosta. Borrelia-bakteerit hakeutuvat elimistdssé levitessddn erityisesti
hermostoon, niveliin ja ihoon aiheuttaen oireita kyseisissd elimissé. Joskus borrelioosi voi

aiheuttaa oireita myds syddmessi tai silméssa. (Steere ym. 2016.)



Riskin bakteerien hematogeeniselle levidmiselle on huomattu riippuvan taudin aiheuttaneen
kannan geneettisestd taustasta. Tastd esimerkkind muun muassa OspC-proteiini, jota borrelia
tarvitsee tunkeutuakseen puutiaisen sylkirauhasiin. Sen erilaiset geneettiset tyypit vaikuttavat
sithen, padseekd infektio levidmadn vai jadko se paikalliseksi infektioksi thoon. (Wormser
ym. 2009.) My®6s elimiston tulehdusreaktion voimakkuus néyttié riippuvan infektion
aitheuttavasta kannasta, silld B. burgdorferi sensu stricto-lajin on havaittu aktivoivan elimiston

puolustusjirjestelmédd voimakkaammin kuin B. afzelii- tai B. garinii-lajin. (Strle ym. 2010.)

Kehon puolustusjérjestelmien aktivoitumisesta huolimatta kaikkia borrelia-bakteereita ei aina
saada tuhottua elimistdsti ja infektio voi kroonistua ilman hoitoa. Niiden selviytymista
elimistdssé auttaa esimerkiksi borrelioiden kyky sitoutua soluviliaineen eri komponentteihin
ja ndin piiloutua immuunijérjestelmin soluilta. (Cabello ym. 2007.) Borreliat kykenevit myos
estdmaiin tiettyjen tulehdusta aiheuttavien proteiinien tuottamista pinnalleen ja voivat muuttaa
muun muassa erddn pinnallaan olevan lipoproteiinin nimeltdén variable major protein-like
sequence expressed eli VISE antigeenisid ominaisuuksia. Néin borrelioiden pintaproteiinit
sekd niiden pinta muuttuvat elimiston puolustusjirjestelman mekanismeille vaikeammin
tunnistettavaksi ja niiden on mahdollista vélttd4 elimiston puolustusjirjestelmin huomio.

(Stanek ym. 2012.)

2.1.2  Diagnostiikka ja hoito

Lymen borrelioosin diagnostiikassa korostuu potilaan esitietojen merkitys. Jos tiedetédén, etta
potilas on oleskellut alueella, jossa on paljon puutiaisia, ja varsinkin jos hdnelld on tuore
puutiaisen purema, on hyvé ottaa huomioon borrelioosin mahdollisuus sopivien kliinisten

oireiden ilmetessa.

Lymen borrelioosin varhaista paikallista muotoa edustaa erythema migrans -ihottuma (EM).
Sen koko, muoto ja véritys voivat vaihdella ja joskus EM voi my®0s esiintyd monildiskdisend,
jolloin se luokitellaan jo borrelioosin levinneeksi muodoksi. Yli 5 cm:n kokoinen ihottuma
puutiaisen pureman ympdrilld vield vitkko pureman jédlkeen diagnosoidaan Lymen
borrelioosin aiheuttamaksi, eikd laboratoriokokeita tarvita. Harvinaisempi ihossa esiintyva
oire on lymfosytooma, joka voi kehittyd joko puutiaisen pureman kohdalle tai sen
laheisyyteen. (Oksi ym. 2010.) Se on yleisempi lapsipotilailla kuin aikuisilla. Diagnoosia
varten tutkitaan veren seerumista vasta-aineet, joita useimmiten on 16ydettavissi. Tarvittaessa,
esimerkiksi negatiivisen vasta-aineldydoksen tapauksessa, kudoksesta voidaan tehda

histologinen tai PCR-tutkimus. (Stanek ym. 2012.)



Levinneen borrelioosin diagnostiikassa kiytetddn muun muassa serologisia tutkimuksia.
Serologisissa tutkimuksissa analysoidaan padasiassa IgG-luokan vasta-aineita, silld [gM-
luokan vasta-aineisiin liittyy paljon epéspesifisyyttd. (Nyman ja Wahlberg 2018.) Lymen
neuroborrelioosi on levinneen borrelioosin yleisin ilmenemistapa. Se voi ilmetid jo erythema
migrans vaiheessa, mutta kehittyy yleensd kuuden kuukauden kuluessa puremasta.
Neuroborrelioosi ilmenee yleensa perifeerisend kasvohermohalvauksena,
aivokalvotulehduksena tai meningoradikuliittina. Myos enkefaliittia, myeliittia tai aivojen
suonten vaskuliittia voi ilmetd, mutta ne ovat harvinaisia. Lapsilla ilmenee 1dhinni perifeeristé
kasvohermohalvausta ja aivokalvotulehdusta (Stanek ym. 2012). My6haiseksi
neuroborrelioosi luokitellaan oireiden kestettyd yli puoli vuotta ilman hoitoa. Myohéisen
neuroborrelioosin tapauksessa on jo olemassa pysyvien vaurioiden mahdollisuus.(Nyman ja

Wabhlberg 2018.)

Neuroborrelioosin perifeeristen oireiden tapauksessa tutkitaan aivoselkidydinneste ja sen
vasta-aineet. Tosin negatiivinen tulos ei sulje pois neuroborrelioosia, silld aina
aivoselkdydinnesteessd ei havaita muutoksia. Keskushermoston borrelioosin tapauksessa
serologiset ja aivoselkdydinnesteen tutkimukset ovat valttdmattomat. Aivoselkidydinnesteen
lymfosytaarinen pleosytoosi on myds diagnostinen 10ydds.(Stanek ym. 2012.) Intratekaaliset
vasta-aineet sen sijaan nousevat joidenkin pdivien viiveelld ja sen lisdksi ne jadvit koholle
usein varsin pitkdksikin aikaa borrelioosin hoidon jélkeen, joten toistuvia infektioita on vaikea
havaita vasta-ainetutkimusten perusteella (Nyman ja Wahlberg, 2018). CXCL13 on
kemokiini, jonka pitoisuus aivo-selkidydinnesteessid nousee aiemmin kuin lymfosyyttien
maérd ja vasta-ainepitoisuudet. Sen pitoisuus laskee myds pian borrelioosin hoidon jilkeen.
Tdmén vuoksi CXCL13 on hyddyllinen markkeri akuutin neuroborrelioosin diagnostiikassa.

(Hytonen ym. 2014.)

Nivelborrelioosi kehittyy useimmiten muutaman viikon tai kuukauden kuluttua puutiaisen
pureman jadlkeen. Nivelborrelioosipotilailla on usein lievid yleisoireita, kuten limmonnousua
ja imusolmukemuutoksia, sekd nivelen ja sen ympériston kipuja. Nivelborrelioosi esiintyy
yleensd vain yhdessi isossa nivelessd, joka on turvonnut ja lammin. Oireet jatkuvat helposti
pitkddn aina vililld helpottaen ja sitten taas voimistuen. Muutaman vuoden oireilun kuluttua
nivelborrelioosi voi kuitenkin parantua itselldén. (Nyman ja Wahlberg 2018.) Nivelborrelioosi
kroonistuu muutamalla prosentilla sairastuneista (Oksi ym. 2010, Nyman ja Wahlberg, 2018).
Nivelborrelioosissa seerumin vasta-aineet ovat koholla. Liséksi voidaan tehda
erotusdiagnostisia tutkimuksia muun muassa kuvantamalla.(Stanek ym. 2012, Nyman ja

Wahlberg, 2018)



Levinneen vaiheen borrelioosin ihomuotona esiintyy acrodermatitis chronica atrophicansia
(ACA). ACA kehittyy usein kuukausien tai jopa vuosien padstd puutiaisen puremasta. Sitéd
esiintyy sinipunaisina leesioina ja fibroottisina kyhmyini yleensé raajojen ojentajalihasten
puolisella alueella. Tulehdusalue on alun perin turvonnut mutta ajan my6té atrofioituu.
Tulehdusalue voi olla kivulias ja ACA:n kanssa voi ilmetd myos paikallisia hermo- ja
niveloireita. Diagnostiikassa seerumin vasta-aineet ovat koholla. Tarvittaessa voidaan tehda

histologinen tutkimus tai PCR ihobiopsiasta. (Stanek ym. 2012, Nyman ja Wahlberg, 2018)

Lymen borrelioosi voi aiheuttaa myds tulehduksellisia oireita silméén tai rytmi- ja
johtumishiiriditi sekd myo- tai perikardiittia syddmeen, mutta nimé borrelioosin muodot ovat
harvinaisia Suomessa. Niiden diagnosointiin kiytetddn serologista tutkimusta. (Stanek ym.

2012.)

Borrelioosin diagnostiikassa on tarked pitdd mielessé oireiden mahdolliset muut
erotusdiagnostiset vaihtoehdot. Erythema migrans-ihottuman erotusdiagnostiikassa on
otettava huomioon mahdolliset hyonteisten pistot ja puremat, muut ihoinfektiot, allergiset tai
toksiset ihoreaktiot seké erythema annulare. Neuroborrelioosin kanssa samanlaisia oireita
aitheuttavat monet muut keskushermoston infektiot ja perifeerisen hermoston oireita
aiheuttavat muutkin perifeeriset hermovauriot. Erotusdiagnostiset vaihtoehdot ACA:ssa ovat
monet, silld se muistuttaa useita varsin yleisii sairauksia, esimerkiksi nivelreumaa.
Nivelborrelioosin tapauksessa monet muut tilat voivat aiheuttaa niveltulehdusta, muun

muassa virukset ja muut bakteerit, nivelpsoriaasi tai trauma.

Lymen borrelioosi on tirked hoitaa asianmukaisesti, silld se reagoi hyvin
mikrobilddkehoitoon. Ilman asianmukaista hoitoa infektio voi kroonistua, mutta itse infektio
saadaan tdllaisessakin tapauksessa hoidettua antibiooteilla. Turhia antibioottikuureja on
kuitenkin syytd valttad, ja pelkkd puutiaisenpurema ei olekaan syy méaaritd mikrobilddkkeita.
Paikallinen tautimuoto hoidetaan yleensd kahden viikon oraalisella amoksisilliini- tai
doksisykliini-kuurilla. Tarvittaessa hoitoa voidaan jatkaa viikolla. Taudin levinneeseen
muotoon suositellaan oraalista amoksisilliini- tai doksisykliini-hoitoa kolmeksi viikoksi.
Neuroborrelioosin tapauksessa hoitoa voidaan tarvittaessa jatkaa neljdén viikkoon saakka.
My®ohéisen neuroborrelioosin hoitona kdytetdan keftriaksonia suoneen annosteltuna kolmen

viikon ajan. (Nyman ja Wahlberg 2018.)



2.2 Borrelia burgdorferi sensu lato

Borreliat ovat gramnegatiivisia spirokeettabakteereita. Ne luokitellaan useimmiten
anaerobisiksi bakteereiksi, mutta ne kasvavat myos mikroaerobisessa ympéristossd (Hardy
ym. 1963, De Martino ym. 2006). Borrelia-lajit voivat aiheuttaa useita eri tauteja, ja yleisin
borrelioiden aiheuttama tauti ihmiselld on Lymen borrelioosi. Borrelioosia aiheuttavat alalajit,
jotka kuuluvat B. burgdorferi sensu lato -sukuun. Jotkin borrelia-lajit, kuten B. miyamotoi,
voivat puolestaan aiheuttaa toisintokuumetta. (Radolf ym. 2012, Nyman ja Wahlberg 2018.)
Borrelioiden levidmiselle tirkedsséd osassa ovat niiden isdnndt eli puutiaiset ja nisdkk&ét.
Niiden kiertokulku luonnossa on timén syyn takia vahvasti kytkoksissd puutiaisten

elaméankaareen.

2.2.1 Borrelian kiertokulku luonnossa

Borrelioosi on zoonosi, eli tauti, joka voi levitd eldinten ja ihmisten vililla. Borrelia-
bakteerien tapauksessa niilld voi olla hyvin erilaisia isdntid puutiaisista aina nisdkkdisiin
saakka, ja borrelia-bakteereilla onkin varsin monimutkainen kiertokulku luonnossa. Borrelian
geenien ilmentdminen muuttuu sen isdnndn mukaan. Puutiaisessa borreliat ilmentévit osittain
eri geenejéd kuin nisdkkiissa. (Steere ym. 2016.) Témén takia borrelian on mahdollista

levittdytyd ja lisddntyd niin erilaisissa isdnnissé (kuva 2).

Bakteereiden véli-isdntind toimivien puutiaisten eldménsykli koostuu neljésta vaiheesta.
Puutiaiset syovit sekd levittavit borrelioosia vain kerran jokaisessa vaiheessa. Puutiaiset
kiinnittyvét isdntdeldimeen muutamiksi péiviksi ja putoavat sitten maahan. Maaperdssa
puutiaiset hakeutuvat kosteaan paikkaan, jossa ne kuukausien aikana kehittyvét uudeksi
kehitysvaiheeksi. Munista kuoriutuneet toukat ja niistd kehittyneet nymfit, jotka ovat
puutiaisen kehitysvaiheista toukan ja sukukypsdn puutiaisen vililld, kiinnittyvat mieluiten
jyrsijoihin ja lintuihin. Aikuiset puutiaiset suosivat isidntind usein kookkaampia nisékkaité
kuten peuroja, hirvii tai thmisid. Mahdollinen borrelioositartunta esimerkiksi ihmiseen paisee

tapahtumaan puutiaisen ollessa kiinnittyneend isdntédnsa. (Stanek ym. 2012.)

Puutiaisten kehitysvaiheista nymfit ja aikuiset voivat levittdd borrelia-bakteereita. Toukat
eivit voi levittdd borrelioosia, silld niiden pitéé ensin saada borrelioositartunta veriaterian
mukana. Borrelioiden ei ole havaittu levidvin aikuisesta naaraspuutiaisesta muniin
transovariaalisesti. (Radolf ym. 2012.) Puutiaisista borrelioosin saaneet jyrsijit ja linnut
voivat levittidd borrelia-bakteereita eteenpdin niihin tartunnan jilkeen kiinnittyneisiin

puutiaisiin. Peurat ylldpitavét useilla alueilla puutiaiskantoja, silld niihin voi kiinnittyd



samanaikaisesti useita puutiaisia. Tdmén vuoksi borrelioositartunnan riski yleisesti ottaen on
suurempi alueilla, joilla esiintyy paljon peuroja. Ne eivit kuitenkaan itse levitd borrelia-
bakteereita uusiin puutiaisiin, silld borreliat eivét pysty selvidmddn peuran elimistossa pitkia

aikoja. (kuva 2). (Stanek ym. 2012, Kilpatrick ym. 2017)
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Kuva 2: Puutiaisen eldménkierto. Borrelian eldminkierto seuraa vahvasti puutiaisten

elaméankiertoa. Rasti isédntdeldimen pailld tarkoittaa, ettd eldin ei yleensa levitd borrelioosia

eteenpdin niissd ruokaileviin puutiaisiin. (Kuvan ldhde: Stanek ym. 2012.)

Puutiaisten elinkierrossa on selvi sykli vuodenaikojen mukaan. Tamé vaikuttaa myds
borrelioositartuntojen sykliméiseen esiintyvyyteen. Useimmat puutiaislajit aktivoituvat
alkukeviistd ja pysyvit aktiivisina aina syksyyn saakka. (Stanek ym. 2012.) Puutiaisten
maérd on siis suurimmillaan juuri samaan aikaan, kun ihmiset kulkevat luonnossa
aktiivisimmin. Borrelioositartuntoja havaitaankin eniten loppukevéaistd aina syksyyn saakka.
Taudin levinnyttd muotoa diagnosoidaan vield loppuvuodesta paljon, koska infektion

levidminen kestdd muutaman kuukauden ennen oireiden kehittymista.
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2.2.2 Alalajit ja kannat

Borrelioosia aiheuttavia borrelia-alalajeja on useita ja yhteisesti niistd kidytetdan nimitystd B.
burgdorferi sensu lato. Néisté alalajeista borrelioosia aiheuttavat erityisesti B. afzelii ja B.
garinii Euroopassa ja Aasiassa sekd B. burgdorferi sensu stricto Yhdysvalloissa. (Radolf ym.
2012.) Néiden alalajien liséksi useita muita alalajeja on 10ydetty. Ndihin lukeutuvat muun
muassa B. bavariensis, B. spielmanii ja B. valaisiana. Useimpien néisté alalajeista uskotaan

myo0s olevan patogeenisid. (Borchers ym. 2015.)

Borrelian perima vaihtelee varsin paljon eri alalajien ja kantojen vélilld. Téasté johtuvat eri
alalajien aiheuttaman borrelioosin erilaiset taudinkuvat. Borrelian genomi koostuu yhdesta
lineaarisesta kromosomista, joka on varsin konservoitunut eri alalajien vililla. Sen sijaan
borrelian useat eri plasmidit, jotka my0s sisdltdvit huomattavan miirén geneettista tietoa,
voivat vaihdella huomattavasti seké eri alalajien ettd jopa saman alalajin kantojen vililla.

(Steere ym. 2016.)

B. burgdorferi sensu stricton on havaittu saavan elimistdssd aikaan suuremman
immuunivasteen sekd enemmén oireita ja todenndkdisemmén hematogeenisen levidmisen
kuin B. garinii tai B. afzelii. Voimakkaampi elimistdn reaktio johtuu siité, ettd B. burgdorferi
sensu stricto stimuloi elimiston makrofageja tuottamaan enemmaén sytokiineja ja kemokiineja.
B. garinii puolestaan aiheuttaa nopeamman taudin levidmisen kuin B. afzelii. (Strle ym. 2010)
Borrelian eri alalajit hakeutuvat myos tyypillisesti eri elimiin. B. afzelii jdé usein paikalliseksi
thoon ja voi aiheuttaa lymfosytooman. B. burgdorferi sensu stricto aiheuttaa useimmiten
nivelborrelioosia ja sydénoireita. B. garinii puolestaan hakeutuu helposti hermostoon ja

atheuttaa neuroborrelioosin. (Steere ym. 2016, Radolf ym. 2012.)

Borrelia-alalajit voidaan jakaa vield niiden sisdisiin kantoihin. Kliinisessé tydssd borrelia-
kannoilla ja niiden eroilla ei ole juurikaan merkitystd, mutta tieteellisessd tutkimuksessa
kéaytetddn useita laboratoriossa kasvatettuja kantoja, silld niiden ominaisuudet ja geneettinen
koodi tunnetaan tarkemmin kuin luonnon villityyppikantojen. Osa kannoista on vuosien
saatossa menettinyt infektiivisyytensd, silld bakteereja laboratorio-olosuhteissa pitkéén
kasvatettaessa plasmidit helposti katoavat niiden genomista. Osa kannoista puolestaan
muistuttaa vield melko paljon luonnon villityypin kantoja ja ne voivat aiheuttaa infektion

luonnossa esiintyvien kantojen tavoin.



2.2.3 Rakenne

Borreliat ovat gramnegatiivisia bakteereita, eli niitd verhoaa seka sisempi varsinainen
solukalvo ettd ulkoseind, joka koostuu fosfo- ja glykolipidien muodostamasta
kaksoiskalvosta. (Steere ym. 2016) Sisa- ja ulkokalvojen vilissd on gramnegatiivisille

bakteereille tyypillinen peptidoglykaanin muodostama ohut kerros. Borrelioiden
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periplasmisessa tilassa siséd- ja ulkokalvon vélissd on borrelioille tirkeitéd flagella-proteiineja.

Flagellan pdi on kiinnittyneend solun paityyn ja pyorii solun ympéri periplasmisessa tilassa.

Niéin flagella vastaa borrelioille tyypillisestd korkkiruuvimaisesta liikkeestd. (Charon ym.

2012.)

Borrelioiden ulkokalvolla sijaitsee pintaproteiineja. Nama proteiinit voivat esimerkiksi

vilittdd bakteereille viesteja tai auttaa bakteeria sitoutumaan ymparistonsa komponentteihin.

Osa néistd pintaproteiineista voi muuttaa rakennettaan ympériston olosuhteiden mukaan.
Tama pintaproteiinien muuntelu auttaa borrelioita sekd sopeutumaan uuteen isédntéén ettd

viltteleméén isdntdelimiston puolustusmekanismeja. (Steere ym. 2016.)

2.3 Borrelian adheesio

Kyetédkseen selviytyméén borrelioiden tarvitsee pystyd kiinnittymédén isdntéelididensa
soluihin eri puolilla elimistod. Ne voivat sitoutua myods solujen ulkopuolella olevan
soluviliaineen komponentteihin. Borrelioiden kyvyn sitoutua useisiin soluviliaineen
komponentteihin on havaittu muun muassa auttavan niitd piiloutumaan elimiston
puolustusjarjestelmiltd. Soluviliaineen komponentit peittdvét borreliat, joilloin elimiston
puolustuksen tunnistusmekanismit eivét tavoita borrelioita, ja toisaalta ne vihentavit
borrelioiden pinta-antigeenien ilmentymisti. (Cabello ym. 2007.) Samalla borrelioiden
adheesio on myds vilttdmétontd, jotta bakteerit padsevit tunkeutumaan verenkierrosta

kudoksiin.

2.3.1 Disseminaatio

Borrelioiden uskotaan levidvén elimistossd pddasiassa verenkierron mukana niin kutsutun
hematogeenisen disseminaation avulla. Borrelia litkkuu eteenpdin spiraalimaisen litkkeen
avulla ja se pystyy eteneméin sekd nestemaisessé faasissa ettd soluviliaineessa. Levitessdin
verenkierrossa borreliat tarttuvat aika ajoin verisuonia verhoavan endoteelisolukon pintaan.

Useimmat borreliat tarttuvat endoteeliin vain hetkellisesti ja jatkavat sitten matkaa
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verenkierron mukana. (Charon ym. 2012.) Osa borrelioista jdé kuitenkin pysyvisti paikoilleen
verisuonen pinnalle. Verisuonen pinnalta bakteerit tunkeutuvat endoteelisolujen 1api
soluvéliaineeseen, jossa ne puolestaan voivat aiheuttaa tulehduksen. Kuvassa 3 on esitetty

borrelioille tyypillinen tapa siirtyd verisuonista kudoksiin.
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Kuva 3: Borrelioiden hematogeeninen disseminaatio. Verisuonissa kiertivit borreliat
tarttuvat verisuonten pintaan ensin viliaikaisesti, jolloin ne pyorivét verisuonen pinnalla.
Uusien sidosten muodostuessa adheesioproteiinien ja niiden vastinkappaleiden vilille
borrelioiden liike muuttuu tasaisemmaksi ja niiden litke muuttuu rydmiviksi. Kun tarpeeksi
vahvoja sidoksia on syntynyt borrelioiden ja verisuonen pinnan vilille ja borreliat ovat
sitoutuneet soluun pintaan, borrelioiden litke pysédhtyy. Seuraavaksi borreliat hyodyntavit
spiraalimaista liikettddn ja adheesioproteiinejaan tyontyessdén verisuonen pinnan solujen

vilistd syvemmalle kudokseen.

2.3.2 Adheesioproteiinit

Erilaisille soluille on yhteisté, ettd niiden pinnalla esiintyy pintaproteiineja. Nailla
pintaproteiineilla voi olla useita eri tehtdvid. Ne voivat vilittdd solujen vélistd viestintda tai
aistia solun ympériston fysiologista tilaa sekd kiinnittdd solun ymparistoonsd. Myds
borrelialla on monia pintaproteiineja. Ne auttavat borrelioita selviytyméin veressa,

verisuonten pintaan sekd niiden disseminaatiota kudokseen. (Steere ym. 2016.)

Borrelioiden pintaproteiinien geenien ilmentyminen vaihtelee huomattavasti ympériston
olosuhteiden mukaan (Steere ym. 2016). Borreliat siis ilmentévit pinnallaan osittain eri

proteiineja puutiaisissa ja nisdkkdissd. Tdmé mahdollistaa borrelioiden selviytymisen niinkin



13

erilaisissa isdnnissd kuin puutiaiset ja nisdkkait ovat. Yksi tarked pintaproteiinien
ilmentymisen sddtelymekanismi borrelialla on RpoN-RpoS-signalointijérjestelma, joka on
vastuussa useiden virulenssille tiarkeiden tekijoiden kuten borrelian puutiaisissa olon aikana
ilmentyvén OspA:n (Outer surface protein A) ja nisdkkéédssd olemisen aikana ilmentyvén
OspC:n (Outer surface protein C) ilmentymisen sddtelystd. RpoN-RpoS-
signalointijirjestelmén on havaittu olevan vilttdméton borrelioiden infektoidessa hiiren.

(Caine ym. 2016.)

Osa borrelioiden pintaproteiineista ovat tarkeitd tekijoitd borrelioiden virulenssia varten eli
niitd tarvitaan, jotta borreliat voivat infektoida esimerkiksi nisdkkdan. Ndmé pintaproteiinit
voivat sitoutua useisiin soluvéliaineen komponentteihin kuten fibronektiiniin ja
glykosaminoglykaaneihin (GAG). Yksi tarked luokka borrelian virulenssitekijoissd ovat sen
adheesioproteiinit. Borrelian pintaproteiineista véhintdankin 19 vélittdd adheesiota. (Caine
ym. 2016.) Koska borrelia on solunulkoinen bakteeri, on vuorovaikutus solunulkoisten
komponenttien kanssa sille erittdin tirkedd. Adheesioproteiinit ovat avainasemassa, kun
borreliat sitoutuvat muun muassa verisuonten endoteelisolukkoon ja tunkeutuvat
soluviliaineeseen. Borrelioiden kyky litkkua soluvéliaineessa ja sen jilkeen tarttua
soluviliaineen komponentteihin mahdollistaa niiden disseminaation ja hengissd pysymisen
soluviliaineessa.(Liang ym. 2004.) Useita borrelioiden pintaproteiineja on tutkittu in vitro

kokeissa, joista saadaan suuntaa antavaa ndyttod niiden merkityksesti (Caine ym. 2016).

2.4 Dekoriinia sitovat proteiinit

Aiemmissa tutkimuksissa borrelioiden on huomattu hakeutuvan usein kudoksiin, jotka
sisdltdavit paljon kollageenia. Sittemmin borrelioiden on havaittu sitoutuvan kuitenkin
kollageenisdikeiden sijaan sen kanssa esiintyvadn dekoriiniin. (Guo ym. 1995.) Dekoriini on
proteoglykaani, jota esiintyy usein soluviliaineessa kollageeniséikeisiin sitoutuneena (Scott ja
Orford 1981). Siti esiintyy monissa kudoksissa ja sitd on huomattavia méérid ihossa,
verisuonten siledlihassoluissa ja jénteissd (Jarvelainen ym. 1991). Dekoriini on siis
soluviliaineen komponentti, johon sitoutuminen auttaa bakteeria selviytymiin kudoksessa.
Borrelioiden dekoriiniin sitoutuvia proteiineja, joita kutsutaan Dbp-proteiineiksi (Decorin
binding proteins), on olemassa kaksi melko paljon toisiaan muistuttavaa muotoa; DbpA ja
DbpB. Ne sitoutuvat dekoriinin ja sen GAG-sivuketjuihin kuten dermataanisulfaattiin

(Fischer ym. 2003).
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DbpA:n ja DbpB:n on havaittu sitoutuvan dekoriinin lisdksi my0s toiseen proteoglykaaniin
nimeltd biglykaani. Erityisesti verisuonten endoteelisolut ilmentédvit biglykaania. Dekoriinia
verisuonten endoteeli ei sen sijaan ndytd ilmentidvéan. Dbp-proteiinien kyky sitoutua
biglykaaniin voi siis osaltaan selittdd sen, miten borreliat alun perin kykenevét sitoutumaan
verisuonten pintaan ennen kuin ne paisevit sidekudokseen, jossa esiintyy dekoriinia. (Salo

ym. 2016.)

DbpB:n on havaittu olevan geneettisesti hyvin konservoitunut eri borrelia-kantojen kesken.
Sen sijaan DbpA:n rakenteen on huomattu vaihtelevan melko paljon riippuen borrelia-
kannasta ja DbpA:n geneettinen koodi on samalainen vain 58 % eri kantojen vililld. (Roberts
ym. 1998.) Ndma geneettiset vaihtelut DbpA:ssa vaikuttavat eri kantojen DbpA:n
affiniteettiin dekoriinia kohtaan. Tutkimuksissa on havaittu, ettd B. gariniin DbpA ja sitd
kautta my0s B. garinii-bakteerit sitoutuvat voimakkaimmin dekoriiniin. My6s B. burgdorferi
sensu stricto sitoutuu dekoriiniin huomattavalla affiniteettilla. (Benoit ym. 2011, Salo ym.
2011.) B. afzeliin DbpA:n affiniteetti dekoriiniin on puolestaan havaittu olevan varsin
olematon (Salo ym. 2011). Toisessa tutkimuksessa taas B. afzeliin DbpA sitoutui dekoriiniin
melko hyvin, mutta dermataanisulfaattiin se sitoutui varsin heikosti (Benoit ym. 2011).
Dermataanisulfaatti vaikuttaa siis olevan DbpA:n sitoutumiskohta dekoriiniin. B. afzeliilla
saattaa siis olla eri sitoutumiskohta dekoriiniin kuin muilla alalajeilla, joka voi vaikuttaa sen
adheesion voimakkuuteen. Erot DbpA:n rakenteessa kantojen vélilld selittavét ainakin

osittain, miksi borrelian eri kannat hakeutuvat eri kudoksiin (Lin ym. 2014).

2.4.1 Rooli patogeneesissd

Hiirikokeissa on havaittu, ettd suurimmat borrelia-pitoisuudet hiirilla 16ytyivét paljon
dekoriinia sisdltavistd kudoksista kuten ihosta ja nivelistd. Kun mitattiin borrelia-pitoisuuksia
kudoksista hiiriltd, jotka eivét ilmennd dekoriinia, nimé kudokset eivét endi siséltineet
suurempia bakteeripitoisuuksia kuin kudokset, jotka yleensi eivit sisdlld paljoa dekoriinia.
(Liang ym. 2004.) Lisiksi borrelia-kannat, joilta puuttui joko DbpA:n, DbpB:n tai molempien
tuotanto saavat isdnndssa aikaan selvésti heikomman infektion kuin molempia Dbp-
proteiineja tuottavat kannat (Shi ym. 2008). Dbp-proteiinien puutoksen on myos havaittu
estdvén borrelioita aiheuttamasta nivelborrelioosia hiirille ja lyhentévin nivelinfektion kestoa
(Salo ym. 2015). Dbp-proteiinit ndyttidvat siis auttavan bakteereita selviytymédn elimistdssa ja
ndin edistdvin infektion jatkumista sen levinneessd vaiheessa. Tdmin syyn takia borrelioiden

on vaikea saada aikaan levinnyttd infektiota ilman Dbp-proteiineja.
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2.4.2 Rakenne

Liukoinen DbpA koostuu viidesti helikaalisesta osasta, joita yhdistdvit vihemman
jarjestaytyneet alueet (kuva 4). Proteiinia pitdéd koossa vahva hydrofobisten emésten
muodostama sisdosa. Lisdksi DbpA:ssa on joustavammin litkkuvat C- ja N-terminaaliset
hinnit ja helikaalisia osia yhdistévit véliosat, joista C-terminaalisen padn ja helikaalisia osia

1 ja 2 yhdistévin ketjun uskotaan osallistuvan DbpA:n vuorovaikutukseen GAG-ketjujen
kanssa (Wang 2012, Morgan ym. 2015). DbpA:n pinnan kokonaisvaraus on heikosti hapan.
Sen pinnalla on kuitenkin eméksisten aminohappojen muodostama alue, johon kuuluu muun
muassa C-terminaalinen hénti sekd monia aminohappoja, joiden tiedetddn olevan tirkeita
DbpA:n kyvyssi sitoutua GAG-ketjuihin. Monet niista tarkeistd aminohapoista ovat lysiineja.
(Wang 2012.) Vaikka DbpA:n rakenne vaihtelee borrelia-lajien vililla melko paljon, GAG-
ketjuja sitova osa on sdilynyt useissa lajeissa varsin samanlaisena ja vain pienid eroja voidaan
havaita eri lajien DbpA-proteiinin GAG-ketjuja sitovan kohdan genomeissa (Morgan ja Wang

2015).

DbpB:n rakenteen méédraavistd DNA-sekvenssistd 40 % on yhtédldinen DbpA:n DNA-
sekvenssin kanssa. Vaikka DbpA:n sekvenssi saattaa olla varsin erilainen eri borrelia-lajien
vililla, DbpB:n sekvenssi on sen sijaan hyvin samanlainen riippumatta borrelia-lajista
(Roberts ym. 1998). DbpB:n rakenne vastaa melko hyvin DbpA:n rakennetta. Sekin koostuu
viidestd helikaalisesta osasta, joita sitovat yhteen joustavammat ketjut (kuva 4). Kuitenkin
DbpB:n helikaaliset osat 1 ja 5 ovat lyhyemmit ja C-terminaalisen hdnnén ei-jirjestaytynyt
osa on pidempi. C-terminaalinen hinté sisiltdd monia proteiinin GAG-ketjuihin sitoutumiseen
tarkeitd emiksisid aminohappoja. Vaikka DbpB sitoo GAG-ketjuja suurin piirtein yhté
voimakkaasti kuin DbpA, sen sitoutumiskohdat eivit ole DbpA:n kanssa yhtenevid. DbpB:n
GAG-ketjuihin sitoutumisessa tirkein kohta on sen lysiinirikas C-terminaalinen hénté. (Feng

ja Wang 2015.)

Sekd DbpA:n ettd DbpB:n kohdalla on havaittu, ettd proteiinien dekoriiniin sitoutuva osa
siséltdd paljon lysiinejd. Tdmaén takia voidaan olettaa, ettd lysiinit ovat térkeitd Dbp-
proteiinien kyvyssi sitoutua dekoriiniin. Lysiinien 82, 163 ja 170 esimerkiksi tiedetddn olevan
ratkaisevassa roolissa DbpA:n kyvyssé sitoa dekoriinia (Brown ym. 1999). On havaittu, ettd
borreliat, joilla on mutaatio kyseisissd DbpA:n lysiineissd, eivit pysty aiheuttamaan infektiota

hiirissa (Fortune ym. 2014).
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DbpA DbpB

Kuva 4: DbpA;n ja DbpB;n rakenne. Molemmat proteiinit koostuvat viidestd helikaalisesta
osasta, joita yhdistdvit joustavammat ketjut. (Kuva mukaillen l14hteistd Feng ja Wang 2015

sekd Feng 2012)

2.5 Tutkimuksen tavoitteet

Tassé tydssa tutkimuksen kohteena oli muutama Dbp-proteiinien adheesiossa
merkitykselliseksi oletettu lysiini; lysiinit 78, 80 ja 82 DbpA:ssa ja 79 DbpB:ssd. Ndiden
lysiinien merkitystd borrelian kyvylle sitoutua verisuonen endoteeliin tutkittiin tyon
menetelméosiossa esitetyin metodein niin sanotun lysiinimutanttikannan avulla.
Lysiinimutanttikannan Dbp-proteiineissa kyseiset lysiinit on korvattu kemiallisesti eri tavalla
kayttaytyvilla aminohapolla eli alaniinilla, jolloin sitoutuminen ei ole mahdollista muutetun

aminohappojirjestyksen kohdalla.

3 AINEISTO JA MENETELMAT

3.1 Borrelia-kannat

Eri borrelia-kantoja voidaan kayttda tutkimuksessa hyddyksi kasvattamalla niité
kasvatusliuoksessa ja tutkimalla kasvatettujen bakteerien ominaisuuksia. Borrelia-bakteerit
ovat varsin vaativia kasvatusolosuhteidensa suhteen. Taémén vuoksi borrelia-bakteereita
kasvatetaan erikseen niiden kasvatukseen kehitetyssid Barbour-Stoenner-Kelly-II-
kasvatusliuoksessa (BSK-II-kasvatusliuoksessa) (Barbour 1984). Ne eivit myos kesti liian

korkeita ldmpdtiloja, silld jo 39 °C:ssa niiden kasvu alkaa hidastua. Borrelioita tuleekin
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kasvattaa +30-37 °C:ssa. Bakteerikasvatuksiin lisdtdén antibiootteja, joita kasvatettavat
bakteerit kestdvat, mutta jotka tappavat mahdolliset muut mikrobit kasvatuksesta. Néin

kasvatuksessa saadaan aikaan positiivinen selektio borrelia-bakteereita kohtaan.

Tutkimuksessa kéytettiin negatiivisena kontrollina B313+pBSV2-kantaa (viitataan tésti
eteenpdin nimelld B313), joka siséltdd geeninkuljetusvektorin muttei dbpA tai dbpB-geeneja.
B313-kanta, joka on saatu Thomas Kamradtilta (Deutches Rheuma- Forschungszentrum,
Berliini, Saksa), on B. burgdorferi sensu stricto-alalajista perdisin oleva kanta, jonka genomi
siséltdd varsin vihin plasmideja. Tdémén vuoksi sen pinnalta puuttuu useita
adheesioproteiineja (Sadziene ym. 1992, Sadziene ym. 1993). Positiivisena kontrollina
kéytettiin B. garinii SKB40-kantaa (Bg40), joka on potilasniytteestd eristetty villityypin
kanta. Sen pinnalla on kaikki borrelian pinnalta normaalisti 16ytyvit pintaproteiinit.
B313+pBSV2/Bg40DbpAB-kanta (B313/DbpABwt) siséltda B. gariniilta periisin olevan
normaalin DbpA:ta ja DbpB:td koodaavan vektorin. B313+pME22/Bg40 DbpAB/DbpA
K78/80/82A DbpB K79A -kanta (lysiinimutantti) puolestaan sisdltdd DbpA- ja DbpB-

proteiinien mutatoidut muodot.

Bakteerikantoja kasvatettiin BSKII-kasvatusliuoksessa +33 °C:ssa. B313, B313/DbpABwt- ja
lysiinimutanttikantojen kasvatusliuokseen liséttiin kanamysiinid (c=200pug/ml) ja Bg40-kanta

kasvatettiin ilman antibiootteja.

DbpA ja DbpB proteiineja koodaavan plasmidin vienti B313-kantaan esitetdén Salon ym.
artikkelissa (2011). Mutatoituja Dbp-proteiineja koodaava plasmidi vietiin puolestaan B313-
kantaan elektroporaation avulla. Bakteerit laskettiin ja sentrifugoitiin pelletiksi. Timén
jéalkeen seokseen lisdttiin proteiineja koodaavan DNA:n siséltdva plasmidi ja bakteereille
suoritettiin elektroporaatio. Bakteereita kasvatettiin ensin ilman antibiootteja ja toisesta

siirrostuksesta ldhtien 96-kuoppalevylla, jolle liséttiin kanamysiinid (c=200pg/ml).

3.2 Plasmidiprofilointi

Koska bakteereilla on suuri mairéd geneettistd informaatiota plasmideissa ja geneettisti
muuntelua esiintyy huomattavan paljon juuri plasmidien osalta, on tirkeéd voida varmistaa,
ettd bakteerit eivét ole menettineet mitdin geneettisti tietoa ajan myd6td. Varsinkin
bakteerikannat, joita on pasasoitu kasvatuksessa useita kertoja, alkavat usein menettaa
plasmideja. Tdmin vuoksi bakteerien geneettinen koodi on syytd kartoittaa ja verrata tuloksia

referenssitietoihin. Bakteerien genomista voidaan monistaa PCR-menetelmailla (polymerase
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chain reaction) plasmidit kdyttimalld plasmidispesifisid alukkeita ja ajaa ne agaroosigeelille,

josta eripituiset DNA-fragmentit voidaan havainnoida.

Tutkimuksessa kéytettyjen borrelia-kantojen geneettinen sislto tarkistettiin analysoimalla
kantojen sisdltdmat plasmidit multiplex-PCR:114. Multiplex-PCR suoritettiin protokollalla,
jonka Bunikis ym. esittdvat artikkelissaan (2011). Reaktioon kdytettiin Qiagenin Multiplex
PCR kittid ja artikkelissa kuvattuja primereita (metabion international AG, Steinkirchen,

Germany). PCR:n lopputuotteet ajettiin 2,5 % agaroosigeelille ja vérjattiin Midori greenilla.

3.3 Napalaskimon endoteelisolut

Bakteerien vaikutusta eldinsoluihin voidaan tutkia eristimaélld ja kasvattamalla eldinsoluja ja
seuraamalla niiden vuorovaikutusta bakteerien kanssa. Eldinsoluja kasvatetaan esimerkiksi
nestefaasissa tai kasvatuspullon pohjalla riippuen solutyypin vaatimista olosuhteista. Solut
tarvitsevat kasvaakseen kasvatusliuosta, josta ne saavat tarvitsemiaan ravinteita. Lisdksi
solukasvatukset ovat erittdin herkkid kontaminaatioille, joten bakteereja tappavat antibiootit
ovat tarpeen. Solut kayttidvit véhitellen jakaantuessaan kasvatusliuoksen ravinteet ja tayttavat
kasvatuspullon tarjoaman tilan. Sen vuoksi soluja tiytyy jakaa sdénnollisesti. Jakaessa solut
irrotetaan pullon pohjasta ja jaetaan uusiin kasvatuspulloihin, joihin lisétddn
kasvatusmediumia. Néin solulinjat pysyvét elinvoimaisina. Tosin ithmisesté eristetyt
primaarisolulinjat eivit pysty jakautumaan ikuisesti, vaan niiden solulinjan kasvuvauhti

laskee ajan myota ja tdméan takia samaa primaarisolulinjaa voidaan kayttdd vain rajatun ajan.

Tutkimuksessa kéytettiin ihmiskudoksista perdisin olevia napalaskimon endoteelisoluja
(HUVEC). HUVEC-solut saatiin valmiiksi eristettyna professori Sirpa Jalkasen
laboratoriosta. HUVEC-soluja kasvatettiin EGM-2 kasvatusliuoksessa (Lonza, Basel,
Switzerland), joka sisédlsi 100 pg/ml streptomysiinid ja 100 U/ml penisilliinid. Soluja

kasvatettiin +37 °C, 5 % COz ja ne siirrostettiin kahdesti viikossa.

3.4 Western blot -analyysi

Western blot -analyysi on tapa selvittdd, tuottavatko bakteerikasvatukset tutkittuja proteiineja
esimerkiksi pinnalleen tai kasvatusliuokseensa. Bakteerikasvatuksesta otettu ndyte ajetaan bis-
tris geelille, jolloin erikokoiset proteiinit ajautuvat geelilld eri matkan ja ovat ndin
erotettavissa toisistaan. Proteiinit siirretdén nitroselluloosakalvolle. Kalvon paille lisdtddn

primaarivasta-aine, joka tarttuu spesifisti tutkittuun proteiiniin. Primaarivasta-aineeseen
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sidotaan puolestaan sekundaarivasta-aine, joka voidaan saada kemiallisen reaktion avulla
ndkymadn erityiskameralla kuvatessa. Ndin tuotetussa kuvassa ndkyvét vain proteiinit, joihin
primaarivasta-aine on sitoutunut. Samalle geelille ajetun referenssindytteen avulla proteiinien
massat voidaan madrittdd ja kun tutkitun proteiinin massa tiedetddn, tutkittu proteiini voidaan
tunnistaa muiden epdspesifisten proteiinien seasta. Ndin saadaan tietdd, tuottaako

bakteerikanta tutkittua proteiinia.

Bakteerikantojen kykya tuottaa DbpA:ta ja DbpB:té selvitettiin kyseiselld Western blot -
analyysilld. Borrelia-kannoista tuotettiin ndytteet, jotka ajettiin 10 % bis-tris geelille (Life
Technologies, Carlsbad, California, USA) MES-ajopuskurissa (Life Technologies). Geelin
proteiinit siirrettiin elektroforeesin avulla nitroselluloosakalvolle kiyttden NuPAGE transfer
puskuria (Life Technologies), joka sisélsi 20 % metanolia. Kalvoa pidettiin yon yli +4 °C
fosfaattipuskuroidussa suolaliuoksessa (phosphate-buffered saline, PBS), joka sisélsi 5 %
rasvatonta maitojauhetta ja 0,05 % Tweenid (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA).
Primaarivasta-aineina kdytettiin anti-DbpA-, anti-DbpB- seké anti-flagella-vasta-ainetta
(p41). Sekundaarivasta-aineena kdytettiin goat-anti-rabbit-IgG-HRP:t4 (Santa Gruz
Biotechnology, Dallas, Texas, USA). Proteiinien havaitsemista varten kalvot kuvattiin
Odyssey Licor -kameralla kdyttien ECL-reagensseja (WesternBright Sirius, Advansta, San
Jose, California, USA).

3.5 Sitoutumiskokeet

Eri borrelia-kantojen kykyé sitoutua suoraan eldinsoluihin tutkittiin sitoutumiskokeella, jossa
borrelioiden annettiin kiinnittyd kuoppalevylld kasvatettuihin HUVEC-soluihin. Koska
borrelia-kantojen Dbp-proteiinit olivat toisistaan poikkeavia, niiden kyky kiinnittya soluihin
saattaa olla erilainen. Soluihin kiinnittyneiden bakteereiden méadrid vertaamalla eri kantojen

sitoutumiskykyé soluihin voitiin tutkia. Sitoutumiskoe toistettiin nelji kertaa.

Borrelia-kasvatuksista valmistettiin pelletti sentrifugoimalla. Syntynyt bakteeripelletti
varjattiin carboxyfluoresein succinimidyl ester -soluvérilld (CFSE-viri, Molecular probes,
Eugene, Oregon, USA), jonka pitoisuus oli 10 pM. Borreliat pestiin kahdesti PBS:lla, joka
sisélsi 5 % naudan sikiostid eristettyd seerumia (fetal bovine serum, FBS) virin sitoutumisen
lopettamiseksi. Lopulta borreliat laimennettiin PBS:een, jossa oli 0,25 % naudan seerumista
eristettyd albumiinia (bovine serum albumin, BSA), ja séilytettiin pimedsséd niiden

kayttdmiseen saakka.
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Sitoutumiskoetta varten HUVEC-soluja siirrettiin kasvamaan 96-kuoppalevylle. Solut
kiinnitettiin kuoppien pohjalle -20 °C asetonilla ja niiden tumat varjittiin 4°,6-diamino-2-
fenyylindolilla (DAPI, Life Technologies), jota oli 1:2000 PBS:ssa. Solujen aktiinifilamentit
varjéttiin 568 Alexa Fluor Falloidiinilla (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad,
USA), joka laimennettiin PBS:een 2,5 %:n pitoisuuteen. Solut sdilytettiin pimeéssi, kunnes

niitd kdytettiin sitoutumiskokeessa.

CFSE-virjityt borreliat lisdttiin HUVEC-solujen péélle ja niiden annettiin sitoutua soluihin
+37 °C lampdétilassa. Soluihin sitoutumattomat bakteerit pestiin pois, jotta vain solujen

pinnassa kiinnittyneend olevat borreliat ndhtiin kuvauksen jalkeen.

Analysointia varten kaivot kuvattiin EVOS FL Auto Imaging System -kameralla (Thermo
Fisher Scientific). Jokaisesta kaivosta otettiin 1-4 kuvaa, jotka analysoitiin Image J-
ohjelmalla. Kuvista laskettiin solujen mairét niiden tumien perusteella ja kuvissa ndkyvien
borrelioiden méirét. Eri kantojen kuvissa ndkyvien bakteerien méérié verrattiin toisiinsa
Kruskal-Wallisin testilld ja monivertailut suoritettiin Steel-Dwass metodilla. Analyysit

suoritettiin JMP pro 13 -ohjelmalla (SAS Institute, Cary, Pohjois-Carolina, Yhdysvallat).

4 TULOKSET

4.1 Plasmidiprofilointi

Tutkimuksessa kéytettyjen borrelia-kantojen geneettinen sisilto tarkastettiin
plasmidiprofiloinnilla. Koska kaikki kannat ovat B313-kantoja, joihin osaan on tarkoituksella
lisatty plasmideja esimerkiksi DbpAB-proteiinien tuottamiseksi, voitiin tuloksia verrata
suoraan ryhméssdmme aiemmin saatuihin saman kannan plasmidiprofilointituloksiin.
Aikaisempiin tuloksiin verrattuna kaikki kannat sisélsivit juuri ne plasmidit, jotka ne olivat
alemmin siséltdneet (taulukko 1). Kantojen periméssé ei ollut siis tapahtunut muutoksia.
Tama tarkoittaa, ettd sitoutumiskokeissa ndhtdvét erot eivit johtuisi ainakaan muutoksista

borrelioiden genomissa.
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Taulukko 1: Borrelia-kantojen plasmidiprofiilit. B313- ja B313/DbpABwt-kannat sisélsivit
lineaarisen plasmidin 17 ja sirkulaariset plasmidit 26, 32-4 ja 32-3. Lysiinimutanttikannan
kaksi eri kloonia sisélsivit molemmat lineaarisen plasmidin 17 ja sirkulaarisen plasmidin 26.

Namaé tulokset vastaavat kannoista aiemmin tehtyjd plasmidiprofilointeja.

Plasmidi
Kanta
Ip 17 cp 26 cp 32-4 | cp 32-3
B313 X X X X
B313/DbpABwt X X X X
Lysiinimutantti klooni 2 | x X
Lysiinimutantti klooni 3 | x X

4.2 Western blot -analyysi

Western blot -analyysissé kaikki borrelia-kannat sitoivat p41-vasta-ainetta. Koska kaikissa
kannoissa on samanlainen flagella-proteiinia koodaava geeni, voidaan bakteerimééria, joita

kaytettiin Western blot -analyysiin, hyvin vertailla p41-vasta-aineen sitoutumisen maériin.

B313-kantaan sitoutui runsaasti p41-vasta-ainetta. Sen sijaan kuvasta 5 nékee, ettd siithen ei
sitoutunut anti-DbpA- eikd anti-DbpB-vasta-aineita. Kanta ei siis ekspressoi DbpA:ta tai
DbpB:ti ja siséltidd vain geeninkuljetusvektorin. Kantaa voidaan sen takia kayttdi
negatiivisena kontrollina, kun tutkitaan Dbp-proteiinien vaikutusta bakteerien kykyyn sitoutua

iséntdsolujen pinnalle.

B313/DbpABwt-kanta ilmensi flagella-proteiinia suurin piirtein saman verran kuin B313-
kanta, joten bakteereja oli ndytteessd myos likimain sama madrd. Villityypin kanta sitoi hyvin
runsaasti sekd anti-DbpA- ettd anti DbpB-vasta-aineita (kuva 5). Kannan bakteerit tuottavat
siis pinnalleen runsaasti molempia proteiineja. Koska villityypin kanta ilmentéda DbpA:n ja
DbpB:n luonnossa esiintyvdd muotoa normaalisti voidaan kantaa kayttdd tutkimuksissa

positiivisena verrokkina mutatoituihin kantoihin verrattuna.

Lysiinimutanttikantoja alun perin tuottaessa saatiin aikaan useita klooneja. Kuten kuvasta 5
ndkee, klooni 2 ei kasvanut kunnolla, silld kaikissa bakteereissa tuotettavaa flagella-proteiinia
ei juurikaan ole. Tdmén vuoksi péétettiin jatkaa kloonilla numero 3. Molemmat
lysiinimutanttikannat ilmensivit kuitenkin western blot -analyysin mukaan DbpA:ta ja

DbpB:td saman verran kuin B313/DbpABwt-kanta. Koska villityypin kannan ja
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lysiinimutanttikannan DbpA- ja DbpB-méérit ovat samanlaiset, bakteereissa oleva Dbp-

proteiinien mutaatio ei vaikuta borrelioiden kykyyn tuottaa Dbp-proteiineja pinnalleen.

DbpA

DbpB

Kuva 5: Western blot -analyysi. B313-kanta sitoi western blot -analyysissa pelkéstién anti-
flagelliinia (p41). Se ei tuota Dbp-proteiineja. B313/DbpABwt-kanta sitoi kaikkia vasta-
aineita. Lysiinimutanttikantojen molemmat kloonit sitoivat suhteessa yhté paljon anti-
DbpA:ta ja anti-DbpB:td kuin villityypin kanta. Lysiinimutanttikannoista klooni 3 kasvoi

huomattavasti paremmin kuin klooni 2, joka ei sitonut juurikaan anti-flagelliinia.

4.3 Sitoutumiskokeet

Sitoutumiskokeiden avulla tutkittiin eri borrelia-kantojen kykya kiinnittyi HUVEC-solujen
pinnalle. Bakteerien mairié eri kantojen kaivoissa verrattiin toisiinsa jokaisessa toistossa
erikseen (kuva 6). Lysiinimutanttikanta sitoutui tilastollisesti merkitsevasti vihemmaén kuin
Bg40-kanta kaikissa toistoissa, joissa Bg40-kantaa kiytettiin, eli toistoissa yksi, kolme ja
nelji. Toistossa kaksi Bg40-kantaa ei pystytty kiyttdméén, silld bakteerit eivét lisddntyneet
kasvatuksessa kunnolla. Liséksi lysiinimutanttikanta sitoutui tilastollisesti merkitsevésti
vihemmaén kuin B313- ja B313/DbpABwt-kanta toistoissa kolme ja neljd. B313-kanta sitoutui

puolestaan soluihin tilastollisesti merkitsevasti vihemmén kuin Bg40-kanta toistossa yksi.

Borrelioiden sitoutumismaéérien havaittiin vaihtelevan melko paljon seki eri kantojen vélilld
ettd yksittdisen kannan sisillé eri toistoissa. Téstd syystd tuloksista ei voinut tehdé selkeda
johtopddtdstd, mutta havaittavissa oli suuntaus, ettd lysiinimutanttikanta sitoutui heikoiten

kaikista kannoista.
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Kuva 6: Bakteerikantojen sitoutuminen HUVEC-soluihin. Kokeen ensimmaisessé toistossa
lysiinimutantti- ja B313-kannan sitoutuminen erosi tilastollisesti merkitsevisti Bg40-kannan
sitoutumisesta. Toisessa toistossa ei saatu tilastollisesti merkitsevid eroja kantojen
sitoutumisen vilille. Kolmannessa ja neljinnessé toistossa lysiinimutanttikannan sitoutuminen
erosi kaikkien muiden kantojen sitoutumisesta tilastollisesti merkittédvasti. Huomioitaessa
kaikki toistot ndhtdvissd oli suuntaus, jonka mukaan lysiinimutanttikanta sitoutui heikoiten

HUVEC-soluihin.

5 POHDINTA

Dekoriinia sitovien proteiinien tiedetdin olevan tirkeédssé roolissa borrelia-bakteerien
adheesiossa verisuonten endoteeliin ja ndin omalta osaltaan mahdollistavan borrelioiden
pédsyn kudoksiin. Dbp-proteiineissa havaittujen monissa kannoissa esiintyneiden lysiini-
aminohappojen merkitys adheesiossa on kuitenkin vield episelva. Niiden uskotaan olevan
tarkedssd roolissa Dbp-proteiinien sitoutumiskyvylle, silld ne sijaitsevat siind Dbp-proteiinin

osassa, joka vastaa proteiinin kiinnittymisestd dekoriiniin. Tdmén tyon tarkoituksena oli



24

selvittdd ndiden lysiinien merkitystd borrelioiden adheesiokyvylle. Tété varten tuotettiin
borrelia-kanta, joka ekspressoi pinnallaan kyseisten lysiinien kannalta muunneltuja Dbp-
proteiineja ja kannan borrelioiden kykya sitoutua ihmisesté peréisin oleviin verisuonen
endoteelisoluihin verrattiin normaaleja Dbp-proteiineja tuottavien kantojen sitoutumiseen.
Sitoutumiskokeiden tulokset kuitenkin olivat varsin vaihtelevia. Syy vaihteleviin tuloksiin ei
luultavasti ole borrelioiden perimén muutoksissa, silld ennen kokeita varmistettiin niiden
geneettinen sisdlto, joka oli kaikissa kannoissa entisenlainen. Borrelia-kannat eiviat myoskain
tuota Dbp-proteiineja eri méérid, silld Western blot -analyysin mukaan proteiinien tuotanto on

samanlaista jokaisessa kannassa.

Yksi suurta vaihtelua tuloksiin tuova toisto oli toisto kaksi. Toistossa kaksi villityypin Bg40-
kanta ei lahtenyt kasvamaan, joten toistoon ei saatu ollenkaan positiivista kontrollia. Toiston
tulokset olivat lisdksi melkein vastakkaisia muihin toistoihin verrattuna. Sitoutumiskokeissa
tirkeintd oli vertailu pelkkia villityypin Dbp-proteiineja tuottavan B313/DbpABwt-kannan ja
mutatoituja proteiineja tuottavan lysiinimutanttikannan vélilld. Muissa toistoissa
lysiinimutanttikanta sitoutui soluihin heikommin kuin B313/DbpABwt-kanta, mutta toistossa
kaksi tulos oli pdinvastainen. Lysiinimutanttikanta sitoutui soluihin vahvemmin. Mitédn

tilastollisia merkityksid ei kuitenkaan esiintynyt toistossa kaksi eri kantojen viélilla.

Lisiksi jokaisessa toistossa oli havaittavissa B313-kannan varsin vahva sitoutuminen
verrattuna aikaisempiin tutkimuksiin. Aiemmin B313-kannan sitoutumisen on havaittu olevan
hyvin vdhdistd, mitd voisikin olettaa perustuen siithen, ettd kannan borrelioiden pinnalla ei ole
juuri ollenkaan adheesioproteiineja (Salo ym. 2011, Salo ym. 2016). Verrattuna aikaisemmin
havaittuithin B313-kannan sitoutumisaffiniteetteihin oli B313-kannan sitoutuminen
sitoutumiskokeissa liian suurta. Tdémén vuoksi negatiivista kontrollia ei voida pitdé tdysin
luotettavana ja koko kokeen luotettavuus kérsii. Syy B313-kannan liialliselle sitoutumiselle
tuskin on geneettinen, silld kannan plasmidit kartoitettiin samalla muiden kantojen
plasmidiprofiloinnin kanssa. B313-kannan liiallisen sitoutumisen takia koeprotokollaa tulee
arvioida uudelleen ja mahdollisesti kehittdd, jotta luotettavampia tuloksia saataisiin. Samaa
koeprotokollaa on kuitenkin kéytetty aiemmin menestyksekkédasti (Salo ym. 2016), joten

ongelma saattaa johtua myds jostain muusta tuntemattomasta tekijést.

Saattaa olla mahdollista, ettd myos HUVEC-solujen erilaisuus on voinut vaikuttaa
sitoutumiskokeiden tuloksiin. HUVEC-solut saadaan eri ihmisluovuttajilta, joten
luovuttajahenkild vaihtelee toistoissa. Toistoissa yksi ja kaksi kdytettiin samalta luovuttajalta
saatuja HUVEC-soluja ja toistoissa kolme ja neljd puolestaan kéytettiin toiselta luovuttajalta

saatuja HUVEC-soluja. Nama eri luovuttajalta saadut HUVEC-solut saattavat erota toisistaan
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ja esimerkiksi ekspressoida hiukan erilasin molekyylejd pinnallaan. Ndma erilaiset solujen
pintamolekyylit saattavat puolestaan vaikuttaa borrelioiden kykyyn sitoutua solujen pintaan,
jolloin eri luovuttajilta saaduilla soluilla saadaan erilaisia tuloksia. Myds solulinjan
siirrostamisten méaéré, eli kuinka monta kertaa solut on jaettu uuteen kasvatukseen niiden
eristyksen jdlkeen, saattaa vaikuttaa sitoutumiskokeiden tuloksiin. Toistoissa yksi ja kolme
soluja ei ollut vield siirrostettu kovin montaa kertaa, kun toistoissa kaksi ja neljd solujen
siirrostamisten madrd oli puolestaan suurempi. Useammin siirrostettuihin soluihin on ehtinyt
kertyd jo enemmin mutaatioita kuin vasta muutaman kerran siirrostettuihin soluihin. Muun
muassa kudoksesta eristetyn solulinja solujen kasvukyky alkaa huonontua vihitellen, miti
useamman kerran solut siirrostetaan. Nama muutokset HUVEC-soluissa voivat siis myos

aiheuttaa vaihteluja sitoutumiskokeiden tuloksiin.

Vaikka sitoutumiskokeissa ei nikynyt selkedé eroa lysiinimutanttikannan ja B313/DbpABwt-
kannan vililld, oli kaikki neljd toistoa huomioidessa nihtédvissé jonkinlainen suuntaus
lysiinimutanttikannan borrelioiden heikommasta sitoutumiskyvystd muihin kantoihin
verrattuna. Tdma voisi viitata siihen, ettd tutkimuksen aiheena olevat konservoituneet lysiinit
saattavat hyvinkin olla merkityksellisia Dbp-proteiinien vélittiméassi borrelioiden adheesiossa
verisuonten endoteelisoluihin. Lisdd tutkimusta ndiden lysiinien merkityksestid Dbp-
proteiineissa tarvitaan ennen kuin lysiinien rooli borrelioiden adheesiossa voidaan vahvistaa,
mutta tima tutkimus antaa selkeitd viitteitd siitd, ettd aiheen tutkiminen tulevaisuudessa on

tarpeen.
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