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Keltakuumevirus on flaviviruksiin kuuluva patogeeni, joka levidd ihmiseen hyttysenpiston vélityksella.
Arvioiden mukaan noin puolet maapallon videstdstd altistuu jatkuvasti riskille sairastua flavivirusten
levittimiin tauteihin, kuten zika, dengue- ja keltakuumeeseen. Ilmastonmuutoksen seurauksena
flavivirusten levittdimét taudit uhkaavat muodostua yhd merkittivimmaksi globaaliksi
terveysongelmaksi niitd levittdvien hyttysten levittdytyessd yhd laajemmille alueille. Flaviviruksia
vastaan ei ole toistaiseksi olemassa antiviraalista hoitokeinoa, ja tartuntojen levidmisen ehkdisemiseksi
tehokkain tdménhetkinen keino on rokotteet. Flaviviruksia vastaan on markkinoilla kuitenkin vain
muutamia rokotteita, ja niiden kéyttoon liittyy erilaisia haasteita. Keltakuumevirusrokote 17D on yksi
tehokkaimmista ja turvallisimmista tdhén mennessé kehitetyisti rokotteista, mutta ymmaérrys siitd, mihin
sen tehokkuus perustuu ja kuinka se muodostaa pitkdaikaisen immuunivasteen, on edelleen heikko.
17D-keltakuumevirusrokote  sisdltdd eldvdd heikennettyd keltakuumevirusta, joka aktivoi
immuunivasteen aiheuttamatta kuitenkaan itse keltakuumetautia. Immuunijirjestelmén altistuessa
vieraalle virusantigeenille, B-solut alkavat muutaman pdivdn kuluessa tuottamaan vasta-aineita
virusantigeenejd vastaan. Osa B-soluista erilaistuu vasta-aineita tuottaviksi plasmasoluiksi ja osa
muistisoluiksi, jotka muodostavat immunologisen muistin. Kohdatessaan saman patogeenin uudelleen,
immuunijirjestelméd kdynnistyy muistisolujen ansiosta nopeasti, mikd selittdd rokotteiden antaman
pitkdaikaisen suojan taudinaiheuttajaa vastaan. Tutkimus on osana EU:n rahoittamaa Yellow4Flavi-
projektia, jonka tavoitteena on tehokkaampien rokotteiden kehittiminen flaviviruksia vastaan. 17D-
keltakuumerokote on yksi tehokkaimmista rokotteista, minkd vuoksi sen toimintamekanismin
ymmaértdminen on avainasemassa tehokkaampien rokotteiden kehittimiseksi tulevaisuudessa.

B-solujen aktivaatio on olennainen osa hyvén rokotevasteen aikaansaamiseksi. B-solut tunnistavat
virusantigeenin B-solureseptoreilla ja ottavat antigeenin sisdénsa. B- solut prosessoivat virusantigeenit
endosomeissa ja esittelevit pilkotut antigeenit T-soluille, miké saa aikaan T-solujen aktivoitumisen ja
sytokiinierityksen, joka edistdd B-solujen erilaistumista korkea- affiniteettisia vasta-aineita tuottaviksi
plasmasoluiksi. Tutkimuksen tavoitteena on ymmaértdd, kuinka B-solut aktivoituvat kohdatessaan
keltakuumerokoteviruksen ja tutkia keltakuumevirusrokotekannan solunsisdistd litkenndintid B-solujen
endosomaalisessa verkostossa. Viruksen internalisaation tutkimiseksi valmistettiin surrogaattiantigeeni-
kompleksi, jolla voidaan seurata viruksen internalisaatiota ja solun sisdistd kuljetusta B-soluissa.
Surrogaattiantigeeni-kompleksi koostuu useista osista, joten sen toimivuuden varmistamiseksi
kompleksin eri osien testaaminen ja optimointi oli oleellista ennen kokonaisen kompleksin kéyttoa.
Viruskasvatukset ja surrogaattiantigeeni-kompleksin optimointi onnistuivat, mutta valmiin kompleksin
tai sen osien havaittiin kuitenkin muodostavan suuria aggregaatteja solujen ympdrille, eikd kompleksi
internalisoitunut  soluihin  odotetusti. Aggregoituminen on voinut tapahtua jo viruksen
puhdistusvaiheessa, tai my0s anti-keltakuumevirusvasta-aineen neutraloivasta vaikutuksesta.
Surrogaattiantigeeni-kompleksin optimointi osoittautui odotettua haastavammaksi, minkd vuoksi
viruksen internalisaatiota ei pdasty tutkimaan tarkemmin.

Avainsanat: B-solut, hankittu immuniteetti, rokotteet, keltakuume, flavivirukset



Siséllysluettelo

1

JOHDANTO ...ttt ettt ettt e et e bt e e ent e s st enseeneesneenseennenns 1
1.1  Immuunijérjestelman B-solut ..........ccoooiiiiiiiiiiie e 1
1.1.1  B-solureseptori ja vasta-aineet ..........cceevueerieesiieriieniieeieeiiee e eiee e eeeeseaeenee e 1
1.1.2  ANtiEenin tUNNISTUS . ....cccuiieriiiieeiieeeireeeteeeeteeesteeeireeeereessreessseeessneeesaseeensseeennns 4
1.2 B-soluvilitteisen immuunivasteen muodoStUMINEN .........cc.eeerveeeiieeriieeeieeeeieeeeaeeans 6
1.2.1  Antigeenin internalisaatio, prosessointi ja esittely ...........ccoeceviiiniiiiienienieenicen. 7
1.2.2  Yhteisty0 auttaja-T-solujen Kanssa .........ccccceevieriienieniiiniecieececeeee e 9
1.2.3  Hankitun immuniteetin hyodyntdminen rokotekehityksessa .............cccceveenneenne. 12
1.3 KeltaKuUmEVITUS.......eeiiiieeiie ettt e e e e ae e etae e et e e eveeesnseeenneas 12
1.3.1 Keltakuumeviruksen rakenne.............cccuveeeiieeiiieeciie e 13
1.3.2  Viruksen elinKierto ........cccueecuieriiiiiieniieeiieie ettt e 14
1.4 17D-keltakuumeViruSTOKOLE .......ccvveeeiieiieeiiieiie ettt ettt e et e sre e e seaeeaeessneenseens 15
1.4.1 Ristireagoivat vasta-aineet ..........cccvueeeriieeiieeeiieeciieeeieeeereeeereeeereeeseaeeeseaeeenes 18
1.5 TyOn tarkOTtUS .. .ceoueieiieiie ettt ettt ettt et e et e e bt e e eebeeeneeenne 19
AINEISTO JA MENETELMAT .....ooooviiiieeeeeeeeeeee et 20
2.1 SOlUL JA KASVALUS ..eouvieiiiciieciie ettt ettt ettt et et eebeeneesnbeeraens 20
2.2 17D-keltakuumeviruksen kasvatus ja puhdistus...........ccceevvvierciieniieeeie e 20
2.3 PlaKKItIIAUS ..eeecieieceieeeiee ettt ettt et e et e e et e e ebae e s naeeeeebeeesnbaeenseeennns 23
2.4 INTEKIOKOKEET ... .eetieiiieiiieiie ettt ettt et e e e e 24
2.4.1  Immunofluoresenssivarjdys ja konfokaalimikroskopia..........cccccceerevienuiriieennnns 25
2.5  17D-surrogaattiantigeeni-kompleksin valmistaminen............cccceevevveencieeencreeeneeeenne, 26
2.5.1 VaStaA-AINETESTE ...uveeieiieiiiie e et ettt e e e eeab e e eaeeesteeeebeeeenaeeenaneeennns 28
2.5.2  Vasta-aineen biotinylaatio ja sen toimivuuden testaus ..........c.cccceevvierueerveennnens 28
2.5.3  B-S0lujen aktivaatioteSti......ccueriieriierieeieeeieeieecteeieeete e seeeeaeeeeaeebeeeeneensaens 29
2.54  ENdOSOMIVATJAYS ...viieriiieeiiieeiieeeiieeesiteeesiteeestteeetreesseeessseeessseeessseeessseeensseesnsses 30

2.6 Surrogaattiantigeeni-kompleksin sitoutuminen B-solureseptoriin ja sen

INEEINALISAATIO ... eeeeeeeeeeeeeeeeee et e e e e e e e ee e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaees 31

2.7 SDS-PAGE ...t e 32



3 TULOKSET ...ttt sttt s e 33

3.1 ViruskasvatusSten tIEEIT .....eeueiruieiiieiieeiee ettt et 33
3.2 17D-keltakuumevirus ei infektoi B-soluja ..........cccccooiiiiiiiiiiiiiieeee 34
3.3 Anti-keltakuumevirusvasta-aineet SA ja 2D12 tunnistavat keltakuumeviruksen ..... 36
3.4  2DI2-vasta-aineen biotinylaatio ei vaikuta keltakuumeviruksen tunnistamiseen..... 37
3.5 B-solut internalisoivat streptavidiiniin konjugoidun anti-IgM:n............cccceeeveenneen. 40
3.6  B-solujen endoSOmMIVATJAYKSEL......ccuieeiuiieiiieeciie ettt sree e 41
3.7  Surrogaattiantigeeni-kompleksin sitoutuminen B-solureseptoriin ja viruksen
TNEETNALISAALIO ..ttt ettt sttt et sbe et e e st e bt et e bt e be e 42
3.8 SDS-PAGE ... ettt 44
4 TULOSTEN TARKASTELU....cceeitiieiiee ettt 46
4.1  Viruksen kasvatus ja pURAiStUS.......cccueeriiiiiiiiieiiieie et 46
4.2 17D-keltakuumevirus ei infektoi B-soluja .........c.cccceeiiiiniieiiiiniiiiieieceeeeee 47
4.3  Biotinylaation vaikutus vasta-aineen toimintaan............c.cceeeveereeereerveesieereesneennnns 48
4.4  Anti-IgM-kompleksin internalisaatio ..........c.cceecveeeriieeiiieeiiiecie e 49
4.5  Surrogaattiantigeeni-kompleksin sitoutuminen ja internalisaatio ........c..cc.ccecveveennee 50
4.6  Viruksen E-proteiinimddritys ja biotinylaatio ..........cccceeveeeiiienieeciienieeieeieeieeeens 52
4.7  JatkotutkimusmahdolliSUBAEt ...........cccueriiriiiiiiiieeeeee e 53
KIITOKSET ...ttt ettt ettt ettt e sttt e s et e bt et e enee st enbesseenseenseeneenseense e 55

LAHTEET ..o oo et e e e e e e e e e s e s e s e e s e e s e e s e ea s e s ees e s e s e eseeseeseeaeeaseseeesens 56



1 JOHDANTO

1.1 Immuunijdrjestelmdn B-solut

Immuunijirjestelmd on monimutkainen ja tarkasti sdddelty puolustusjérjestelmé, joka suojaa
elimistod erilaisilta taudinaiheuttajilta. Immuunijirjestelmi jaetaan luontaiseen ja hankittuun
immuniteettiin, jotka toimivat tiiviissd vuorovaikutuksessa keskendin. Elimiston kohdatessa
patogeenin kdynnistyy ensimmadisend luontainen eli synnynndinen immuniteetti, joka aiheuttaa
nopean, mutta epdspesifisen puolustusreaktion taudinaiheuttajaa vastaan. Hankittu eli
adaptiivinen immuniteetti, joka toimii aina spesifisesti tiettyd vierasta rakennetta vastaan,
kehittyy eldmédn aikana sitd mukaan, kun elimisto kohtaa erilaisia taudinaiheuttajia tai vieraita
molekyylejd. Hankitun immuniteetin toiminta perustuu B- ja T-lymfosyytteihin ja niiden

pitkdkestoiseen muistijilkeen kohdatusta taudinaiheuttajasta.

Hankittu immuniteetti jactaan humoraaliseen eli vasta-aineviélitteiseen immuniteettiin ja
soluvilitteiseen immuniteettiin. B-solut vastaavat humoraalisesta immuniteetista tuottamalla
vasta-aineita eli immunoglobuliineja, ja soluvilitteinen immuniteetti puolestaan perustuu
padosin T-solujen toimintaan, joilla on tirked merkitys erityisesti infektoituneiden solujen
tuhoamisessa ja muiden immuunisolujen toiminnan tehostamisessa. B-solujen tuottamat vasta-
aineet voivat myos aktivoida komplementtijérjestelmin, jonka tirked tehtdvd on edistdd

tulehdusreaktiota ja immuunijdrjestelman kdynnistymistd (Dunkelberger & Song, 2010).
1.1.1 B-solureseptori ja vasta-aineet

B-solut kehittyvit luuytimen hematopoieettisista kantasoluista ja ne myds kypsyvit
luuytimessd ennen siirtymistd imusuonia pitkin verenkiertoon ja sekundaarisiin imukudoksiin,
kuten esimerkiksi imusolmukkeisiin ja pernaan, joissa solut aktivoituvat kohdatessaan
antigeenin. Kulkeutumista imusolmukkeisiin ohjaa kemokiinigradientti, mink4 seurauksena B-
solut kulkeutuvat imusolmukkeen ulompaan kuorikerrokseen, jossa ne jarjestdytyvit

follikkeleiksi (Cyster, 2010).

B-solujen kypsyminen luuytimessa sisdltdd monimutkaisen geneettisen prosessin, somaattisen
rekombinaation, joka mahdollistaa kehon kyvyn tunnistaa ldhes rajattoman miérin erilaisia
taudinaiheuttajia (Petrova ym., 2018). Rekombinaatiossa B-solureseptorin (engl. B cell

receptor, BCR) raskas- ja kevytketjujen geenisegmentit (V, D ja J) yhdistyvét satunnaisesti,



mikd mahdollistaa reseptorin valtavan monimuotoisuuden ja mikd on edellytys B-solujen
spesifille antigeenitunnistukselle (Petrova ym., 2018). Jokainen B-solu tuottaa geneettisen
muokkauksen ansiosta ainutlaatuisen reseptorin, joka tunnistaa vain tietyn antigeenin, johon B-
solun pinnalla olevat B-solureseptorit eli vasta-aineet sitoutuvat. Kehittyvin B-solun reseptorin
affiniteetti eli sitoutumisvoimakkuus testataan luuytimessa. Jos reseptori sitoutuu voimakkaasti
elimiston omiin antigeeneihin, BCR:44 editoidaan uudelleen geneettisessd rekombinaatiossa,
jossa omiin antigeeneihin sitoutuva kevytketju korvataan uudella versiolla. Jos uusi reseptori ei
endd tunnista omia kudoksia, solu siirtyy verenkiertoon ja kypsyy valmiiksi B-soluksi. Jos BCR
tunnistaa omia rakenteita, nima autoreaktiiviset solut ohjataan apoptoosiin eli ohjelmoituun

solukuolemaan.

Aktivoituessaan B-solut erilaistuvat vasta-aineita tuottaviksi plasmasoluiksi ja muistisoluiksi,
jotka muodostavat niin sanotun immunologisen muistin, mikd mahdollistaa immuunivasteen
nopean ja tehokkaan kéynnistymisen elimiston kohdatessa saman taudinaiheuttajan uudelleen
(Bonilla & Oettgen, 2010). B-solun tuottamat liukoiset vasta-aineet tunnistavat saman
antigeenin  B-solureseptorin  kanssa.  Tuotettujen  vasta-aineiden  affiniteetin  eli
sitoutumisvoimakkuuden  kehittyminen  edellyttdd  B-solujen  aktivoitumista  B-
solufollikkeleissa, joissa kédynnistyy B-solujen jakautumiseen ja erilaistumiseen johtava

itukeskusreaktio (Stebegg ym., 2018).

Vasta-aineet koostuvat kahdesta identtisesti raskasketjusta ja kevytketjusta, jotka muodostavat
Y-kirjaimen muotoisen antigeeneja tunnistavan rakenteen (kuva 1). Yhdessd vasta-aineessa on
kaksi raskaan ja kaksi kevyen ketjun muodostamaa polysakkaridirunkoa, jotka ovat kiinni
toisissaan rikkisilloilla. Raskas- ja kevytketjut voidaan edelleen jakaa variaabeli- ja
vakioalueisiin. Kevytketju koostuu yhdestd variaabelialueesta ja yhdestd vakioalueesta, kun
taas raskasketju koostuu yhden variaabelialueen lisdksi kolmesta tai neljdstd vakioalueesta
(Chiu ym., 2019). Raskasketjun vakioalueet muodostavat keskendin vasta-aineen rungon, joka
madrdd vasta-aineen luokan. Kevytketjun ja raskasketjun variaabelialueet puolestaan vastaavat

antigeenin tunnistuksesta (Sela-Culang ym., 2013).
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Kuva 1. Vasta-aineen rakenne. Vasta-aine koostuu kahdesta identtisestd raskasketjusta ja
kevytketjusta, jotka ovat liittyneet toisiinsa rikkisilloilla. Raskasketjun vakioalue mairaa vasta-
aineen luokan, ja variaabelialueet vastaavat antigeenin tunnistuksesta. Kuva on tehty
BioRenderilld (biorender.com).

Vasta-aineiden spesifisyys perustuu B-solujen kypsymisvaiheessa kevyt- ja raskasketjuja
koodaavissa geeneissd tapahtuvaan geneettiseen rekombinaatioon ja myohemmin solujen
aktivoituessa somaattisiin hypermutaatioithin, joiden seurauksena muodostuu laaja kirjo
erilaisia antigeeneja tunnistavia vasta-aineita. Kevyt- ja raskasketjun variaabelialuetta
koodaavat geenit sijaitsevat kolmessa eri kromosomissa, joiden eri geenisegmentit yhdistyvit
somaattisessa rekombinaatiossa. Raskasketjun variaabelialue muodostuu V- D- ja J-
geenisegmentistd, jotka muodostavat VDJ-kompleksin B-solun kehittyessd pro-B-solusta pre-
B-soluksi (Lutz ym., 2011). Ennen geenialueiden yhteen liittymistd DNA-juoste katkaistaan
RAG-proteiinien toimesta (engl. recombination activating genes, RAG) ja geenisegmentit
liitetdén yhteen NHEJ-korjauksella (engl. non-homologous end joining, NHEJ) (Carmona &
Schatz, 2017). Liitosalueelle syntyy herkemmin mutaatioita nukleotidien satunnaisten lisdysten
tai deleetioiden johdosta, miki lisdd vasta-aineiden geneettistd vaihtelua entisestddn (Lu ym.,

2007).

Kevytketjun variaabelialue puolestaan koostuu ainoastaan V- ja J-geenisegmenteisti, ja ndiden
geenisegmenttien uudelleenjirjestdytyminen tapahtuu raskasketjun VDJ-geenisegmenttien
rekombinaation jilkeen. Kevytketju voi olla joko kappa- tai lambdatyyppinen, mikd myds lisdé
vasta-aineiden geneettistd diversiteettid, silld kappa- ja lambdaketjua koodaavat geenit
sijaitsevat eri kromosomeissa. Kevytketju muodostuu ensin kappatyyppiseksi, joka voi

rekombinaation epdonnistuessa vaihtua lambdatyyppiseksi kevytketjuksi (Smith ym., 2016).



Kypsdt B-solut ilmentdvét pinnallaan IgM- ja IgD-luokan vasta-aineita, mutta voivat
aktivoituessaan muuttaa raskasketjun vakioalueissa tapahtuvan geneettisen rekombinaation
seurauksena vasta-aineluokkaansa korkea-affiniteettiseksi IgG-, IgA- ja IgE-luokan vasta-
aineeksi. Luokanvaihto edellyttdd B-solujen ilmentiméd AID-entsyymid (engl. activation-
induced cytidine deaminase, AID), joka mahdollistaa geneettisen rekombinaation B-
solureseptorin raskasketjun vakioaluetta koodaavassa geenissd, minkd seurauksena vasta-
aineen isotyyppi muuttuu. Liséksi luokanvaihtoa ohjaavat myos auttaja-T-solujen erittdmat
sytokiinit (Stavnezer & Schrader, 2014). Immunoglobuliinin luokanvaihdon seurauksena B-
solun kyky tunnistaa sama antigeeni sdilyy, koska antigeenin tunnistava osa reseptorista on
pysynyt ennallaan, mutta B-solu kykenee sitomaan antigeeneja tehokkaammin ja tuottamaan

korkea-affiinisia vasta-aineita.

Vasta-aineen luokalla on merkitystd komplementtijirjestelmén ja fagosyyttien aktivaatiossa.
Komplementtijirjestelmén klassinen tie aktivoituu komplementtiproteiinien sitoutuessa vasta-
aineilla opsonoituihin vieraisiin rakenteisiin, erityisesti IgG-luokan IgG1- ja IgG3-alaluokan
vasta-aineilla pééllystettyihin rakenteisiin (Goldberg & Ackerman, 2020). Fagosyytit
puolestaan voivat sitoutua Fc-reseptoreillaan vasta-aineilla paillystettyihin rakenteisiin seké
komplementtiproteiineihin, mikd auttaa niitd mikrobien tunnistuksessa ja tuhoamisessa (Boero

ym., 2023).
1.1.2 Antigeenin tunnistus

Lymfosyytit tunnistavat reseptoreillaan spesifisesti vieraita rakenteita, joita kutsutaan
antigeeneiksi. Lymfosyytit tunnistavat aina vain tietyn antigeenin, mihin hankitun immuniteetin
monimuotoisuus ja spesifisyys perustuu. Antigeenin tunnistus on vélttimétontd lymfosyyttien
aktivoitumiselle, jonka seurauksena ne jakautuvat ja erilaistuvat. B-solut tunnistavat antigeenin
B-solureseptorillaan sekd liukoisessa muodossa ettd antigeenia esittelevin solun pinnalta
(Avalos & Ploegh, 2014; Frauwirth & Thompson, 2002). Liukoiset antigeenit kulkeutuvat
verenkierron mukana pernaan tai imusuonia pitkin imusolmukkeisiin, jossa naiivit B-solut
tunnistavat ne. Liukoisten antigeenien on kuitenkin oltava tarpeeksi pienid pddstddkseen

imusolmukkeisiin (Nolte ym., 2003).

Antigeenit voivat saapua imusolmukkeisiin myds antigeenia esittelevien solujen mukana
(Hughes ym., 2016). Dendriittisolut ovat keskeisimpid antigeenin kuljettajia ja esittelijoita

naiiveille lymfosyyteille. Imusolmukkeissa B-solujen aktivaation kannalta erityisen térkeitd



ovat follikulaariset dendriittisolut. Lisdksi imusolmukkeen subkapsulaarisen sinuksen
makrofagit kuljettavat ja esittelevit antigeeneja B-soluille joko suoraan tai follikulaaristen
dendriittisolujen vilitykselld (Heath ym., 2019). In vivo B-solut tunnistavat antigeeneja
ensisijaisesti antigeeneja esittelevien solujen pinnalta. Kwak ym. (2023) osoittivat, ettd
antigeeneja esittelevien solujen pinnalle sitoutuneet antigeenit aktivoivat B-soluissa
mekanosensitiivisen Piezol-kalsiumkanavan, mikd kdynnistid B-solujen aktivaatiolle
valttaimattdoman kalsiumionien virtauksen. He havaitsivat, ettd Piezol-ionikanavan toiminnan
estiminen heikensi merkittdvasti B-solujen aktivaatiota. Havainnot viittaavat siihen, ettd B-
solun aktivaatioon vaikuttaa antigeenin spesifisyyden ja affiniteetin lisdksi merkittdvésti myds

antigeenin esittelyn vélittdmét mekaaniset voimat.

B-solujen tunnistamat antigeenit voivat olla rakenteeltaan joko monovalentteja tai
multivalentteja. Monovalentit antigeenit siséltivdt vain yhdenlaisen epitoopin, johon B-
solureseptori voi sitoutua, kun taas multivalentit antigeenit koostuvat useista epitoopeista, ja ne
voivat samanaikaisesti sitoutua useisiin B-solureseptoreihin. Antigeenin valenssin
kokonaisvaltaista vaikutusta B solujen aktivaatioon ei vield tdysin tunneta, mutta tutkimukset
ovat osoittaneet, etti alhaisen valenssin antigeenit saavat usein aikaan heikomman B-
soluaktivaation korkean valenssin antigeeneihin verrattuna (Degn & Tolar, 2025; Kato ym.,
2020). Multivalentin antigeenin sitoutuminen edistéd B-solureseptorien yhteen kerddntymisté
ja signalointia, sekd myds edesauttaa B-solureseptori-antigeenikompleksin internalisaatiossa
(Bennett ym., 2015). Lisdéntyneen internalisaation seurauksena B-solut kykenevit esittelemain
antigeeneja tehokkaammin auttaja-T-soluille, mikd tehostaa edelleen pitkdkestoisen

immuniteetin muodostumista.

Antigeeni sitoutuu B-solureseptoriin joko liukoisessa muodossa tai antigeenia esittelevén solun
pinnalta, miki saa aikaan B-solun aktiinitukirangan uudelleenjéirjestdytymisen. Liu ym. (2012)
vertailivat antigeenia esittelevien solujen tai liukoisten antigeenien aikaansaamaa
aktiinitukirangan polymerisaatiota B-solureseptorin aktivoituessa. He osoittivat, ettd sekd solun
pinnalla esiteltdvid ettd liukoinen antigeeni saavat aikaan aktiinitukirangan polymerisaation,
mutta solun pinnalla esiteltdvd antigeeni indusoi aktiinitukirangan polymerisaatiota
tehokkaammin ja johti parempaan B-soluaktivaatioon kuin liukoinen antigeeni.
Aktiinitukirangan uudelleenjérjestiytymisen on my0s osoitettu olevan vélttdimitontd antigeeni-
reseptorikompleksin internalisaatiossa, ja sen inhiboinnin on todettu heikentévin antigeeni-
reseptorikompleksin kulkeutumista varhaisista endosomeista mydhdisiin endosomeihin ja

lysosomeihin (Brown & Song, 2001).



B-solun aktiinitukirangan uudelleenjirjestdytyminen on vilttimatontd immunologisen
synapsin muodostumiselle (Arana ym., 2008; Batista ym., 2001). Immunologinen synapsi on
liitoskohta, joka muodostuu antigeeneja esittelevin solun ja lymfosyytin vilille, ja sen
muodostuminen tehostaa lymfosyyttien aktivoitumista (Grakoui ym., 1999). B-solureseptorit
hyodyntdvdat myosiini-moottoriproteiineja  immunologisen  synapsin  rakenteellisessa
jarjestdytymisessd ja antigeenien kerddmisessd. Myosiini ja aktiini muodostavat dynaamisen
verkoston, joka kuljettaa B-solureseptorit kohti synapsin keskustaa. Tami keskittdminen on
edellytys korkea-affiniteettisten B-solureseptorimikroklustereiden endosytoosille (Natkanski
ym., 2013). Yuseff ym. (2011) osoittivat, ettid lysosomien fuusioituminen ja niiden sisdltdmien
happamien hydrolaasien vapautuminen immunologiseen synapsiin saa aikaan antigeenin
irtoamisen antigeenia esittelevdn solun pinnalta, mikd mahdollistaa myds antigeenien

internalisaation.

1.2 B-soluviilitteisen immuunivasteen muodostuminen

B-solut kiertdvit jatkuvasti verenkierron ja imunestekierron vililld. Kun B-solureseptoriin
sitoutuu sille spesifinen antigeeni imusolmukkeessa, kdynnistyy monivaiheinen solunsisdinen
signaalikaskadi, joka johtaa B-solun aktivoitumiseen ja vasta-aineiden tuotantoon. Tdma
prosessi tapahtuu pidasiassa imusolmukkeen follikkelialueella, jossa naiivit B-solut kohtaavat
antigeeneja ja vastaanottavat auttaja-T-soluilta jakautumista ja erilaistumista sédételevid

signaaleja (Notario & Kwak, 2022).

B-solureseptorin  kalvoon sitoutunut immunoglobuliini-molekyyli on sitoutunut ei-
kovalenttisesti CD79a ja CD79b transmembraanisista signalointialayksikoistd koostuvaan
CD79-heterodimeeriin, joka vastaa solunsisdisen signaloinnin aloituksesta (Sanchez ym., 1993;
Tkachenko ym., 2024). Lyn-kinaasi fosforyloi heterodimeerin sytoplasmisissa hinnissi olevat
ITAM-motiivit (engl. immunoreceptor tyrosine-based activation motif), minka jalkeen Syk-
kinaasi tunnistaa ne, aktivoituu ja muodostaa useiden muiden kinaasien ja adaptoriproteiinien
kanssa signalosomin (Wang ym., 2014). Signalosomi on vilttdmaton solun vasteiden kannalta,
silld se mahdollistaa muun muassa fosfolipaasi Cy2 (PLCy2), fosfatidyyli-inositoli-3-kinaasi
(PI3K), mitogeenia aktivoiva proteiinikinaasi (MAPK) ja tumatekijd kappa B (NF-xB) -
signalointireitit. N&iden reittien aktivoimat transkriptiotekijat sddtelevdt B-solujen
selviytymistd ja proliferaatiota, seki MHC II-molekyylien, kostimulatoristen molekyylien ja

kemokiinien ilmentymistd, minkd seurauksena



B- ja T-solujen vilinen vuorovaikutus lisddntyy (Pal Singh ym., 2018; Wen ym., 2019;
Baumgarth, 2021).

1.2.1 Antigeenin internalisaatio, prosessointi ja esittely

Antigeenin sitouduttua B-solureseptoriin B-solut aktivoituvat ja ottavat vieraan rakenteen
sisddnsd. B-solut pilkkovat antigeenin peptideiksi endosomeissa, ja liittdvét ne osaksi MHC-
proteiinikomplekseja (engl. major histocompatibility complex, MHC), jotka esitellddn CD4-
positiivisille auttaja-T-soluille (kuva 2) (Rastogi ym., 2022).

@ Auttaja-T-solu
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Kuva 2. Antigeenin prosessointi ja esittely MHC II-kompleksissa. B-solut internalisoivat
antigeenin endosomeihin ja prosessoivat ne pienemmiksi peptideiksi. Peptidit ladataan MHC
II-komplekseihin, jotka kuljetetaan solukalvolle ja esitellddn auttaja-T-soluille. Kuva on tehty
BioRenderilld (biorender.com).



Kirjallisuudessa parhaiten kuvattu mekanismi liukoisten antigeenien internalisaatioon on
klatriinivilitteinen endosytoosi (Malinova ym., 2021; McShane & Malinova, 2022). Antigeenin
sitoutuessa B-solureseptoriin reseptori aktivoituu ja reseptorin sytoplasmisen osan ITAM-
motiiviin sitoutuu adaptoriproteiini, joka sitoo klatriinia (Busman-Sahay ym., 2013). Src-
perheen  tyrosiinikinaasit ~ fosforyloivat  klatriinin ~ raskasketjun, = mikd  johtaa
klartiinipddllysteisten kuroumien syntymiseen (Stoddart ym., 2002). Klatriinien fosforylaatio
on tirked klatriinin kerddntymiselle solukalvon niille alueille, joissa aktivoituneet reseptorit
sijaitsevat. Dynamiini GTPaasi irrottaa klatriinipédéllysteiset kuroumat solukalvosta ja lopulta

klatriinipdallyste irtoaa vesikkelin fuusioituessa solun sisdisten endosomien kanssa.

Perinteisen ndkemyksen mukaan antigeeni internalisoidaan aluksi aikaisiin endosomeihin,
jotka kypsyvit mydhdisiksi endosomeiksi ja voivat edelleen fuusioitua lysosomien kanssa
(Hamalisto ym., 2024). Myohdisissd endosomeissa ja lysosomeissa pH:n lasku saa aikaan
antigeenin pilkkoutumisen pienemmiksi peptideiksi (Roche & Furuta, 2015). Pilkotut peptidit
liitetdén osaksi MHC II-proteiinikomplekseja (engl. major histocompatibility complex, MHC)
vesikkeleissd, joita kutsutaan MIIC-lokeroiksi (engl. MHC Class II Compartment). MHC II-
kompleksit ohjautuvat synteesinsd jilkeen solulimakalvostolle, jossa kompleksiin sitoutuu
invariantti ketjuproteiini li, joka estdd muiden peptidien ennenaikaisen sitoutumisen
kompleksiin sekd ohjaa MHC Il-komplekseja solulimakalvostolta kohti endosomaalisia ja

lysosomaalisia vesikkeleitd (Anderson & Roche, 2015; Cresswell, 1996).

Endosomien liitkenndintid solussa sditelevdt Rab-perheen pienet GTPaasit, jotka toimivat
samalla my06s markkerina endosomeille. Eri Rab-proteiinit paikantuvat spesifisesti tiettyihin
kalvorakenteisiin, kuten esimerkiksi Rab5-proteiinit varhaisiin endosomeihin ja Rab9-proteiinit
lokalisoituvat myohdisiin endosomeihin (Langemeyer ym., 2018). Lysosomit puolestaan
ilmentévdt Rab-proteiinien lisdksi LAMPI1- ja LAMP2-kalvoproteiineja, jotka suojaavat
lysosomeja niiden hajottavilta entsyymeiltd ja toimivat samalla lysosomien tyypillisind

markkereina (Zhang ym., 2023).

Solulimakalvostolla syntetisoidut MHC II-molekyylit kuljetetaan my6s MIIC-lokeroihin, jotka
sijaitsevat yleensi ldhelld tumaa. Osa néistd lokeroista sijaitsee kuitenkin ldhelld solukalvoa, ja
niitd kutsutaan varhaisiksi MIIC-lokeroiksi (Hernandez-Pérez ym., 2020). Varhaiset MIIC-
lokerot sisdltdvit sekd aikaisten etti myohdisten vesikkelien tunnuspiirteitd, ja niissd on
tarvittavat entsyymit antigeenien prosessointiin ja pilkottujen peptidien lataamiseen suoraan
MHC II-molekyyleihin (Hernandez-Pérez ym., 2020). Herndndez-Pérez ym. (2020) havaitsivat,

ettd B-solun pinnalla olevat MHC II-molekyylit voidaan internalisoida samanaikaisesti



antigeenin kanssa varhaisiin MIIC-lokeroihin ja ndin MHC II-molekyyleja voidaan kierrattaa

solun pinnalta, mikd mahdollistaa antigeenin nopean esittelyn auttaja-T-soluille.

Anderson ym. (2000) osoittivat, ettd auttaja-T-solujen tunnistaessa antigeenin MHC II-
kompleksissa, MHC II-kompleksit kerdéntyvit lipidilauttoihin, mikd edistdd antigeenin
esittelyd T-soluille. He myds havaitsivat, ettd lipidilauttojen muodostumisen estdminen
antigeenia esittelevin solun pinnalla inhiboi antigeenien esittelyda MHC II-komplekseissa.
MHC-kompleksien lisdksi lukuisten signalointimolekyylien kerddntyminen lipidilauttoihin
auttaa antigeenia esittelevdd B-solua saamaan aktivoitumiseensa vélttimittomid signaaleja

auttaja-T-solulta (Guo ym., 2003).

Osa aktivoituneista B-soluista siirtyy seuraavien pdivien aikana takaisin follikkeleihin, joissa
ne muodostavat itukeskuksia ja kdyvét ldpi somaattisia hypermutaatioita, luokanvaihtoa ja
parantavat affiniteettiaan. Itukeskuksissa B-solut erilaistuvat pitkdik&isiksi plasmasoluiksi ja
muistisoluiksi, jotka mahdollistavat nopean sekundaarivasteen elimiston kohdatessa saman
taudinaiheuttajan uudelleen. Lisdksi osa B-soluista erilaistuu jo varhaisessa vaiheessa
lyhytikdisiksi plasmablasteiksi, jotka tuottavat nopeasti suuria madrid vasta-aineita vierasta

antigeenia vastaan (Carter ym., 2017).
1.2.2 Yhteisty6 auttaja-T-solujen kanssa

Auttaja-T-solut tunnistavat MHC II-komplekseihin liitetyt peptidiantigeenit ja erittdvit
aktivoituessaan sytokiineja, jotka aktivoivat muita immuunijirjestelméin soluja, kuten B-soluja
ja CDS8-positiivisia tappaja-T-soluja, joiden tdrked tehtdvd on infektoituneiden solujen
tuhoaminen (Davis & Bjorkman, 1988). Auttaja-T-solujen on my0ds osoitettu aktivoivan

dendriittisoluja ja tehostavan niiden sytokiinituotantoa (Schulz ym., 2000).

Sekundaarisissa  imukudoksissa  follikulaariset ~B-solut tarvitsevat auttaja-T-soluja
aktivoituakseen ja tuottaakseen tehokkaan immuunivasteen. Auttaja-T-solut ovat kerdéntyneet
B-solufollikkeleihin =~ T-soluvyohykkeiden ldheisyyteen, mikd mahdollistaa tehokkaan
yhteistyon B-solujen kanssa (Pillai & Cariappa, 2009). Follikkelissa B-solun on esiteltivda MHC
II-kompleksissaan sama antigeeni auttaja-T-solulle kuin imusolmukkeeseen saapunut
dendriittisolu, joka on aiemmin aktivoinut naiivin T-solun (Heath ym., 2019). B-solut
ilmentdvit pinnallaan muun muassa CD40-reseptoreja ja B7-ligandeja, jotka vilittavat
kostimulatorisia  signaaleja, jotka  voimistavat T-solun aktivoitumista  B-solun

antigeeninesittelyn toimesta. CD40-reseptori ja B7-ligandi sitoutuvat auttaja-T-solun pinnan
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CD40-ligandeihin ja CD28-reseptoreihin (Howland ym., 2000), minkd seurauksena auttaja-T-
solut alkavat erittdmadn sytokiinejd, jotka edesauttavat B-solujen kerdéntymisté follikkeleihin

ja itukeskusten muodostumista (kuva 3) (Abos ym., 2020; Zotos ym., 2010).

Antigeeni

MHC II/T-solu-
reseptori

Itukeskusreaktiot Follikulaarinen

Auttaja-T-solu dendriittisolu ¥

B-solu

/a«\r\\‘e:“-‘ Muisti-B-solu

parantunt

Plasmasolu

B-solu

Somaattiset hypermutaatiot
Luokanvaihto

B-solufollikkeli

T-soluvychyke

Kuva 3. Itukeskusreaktiot. Sekundaarisissa imukudoksissa osa antigeenin tunnistaneista B-
soluista siirtyvdt itukeskuksiin, joissa ne kéyvidt ldpi somaattisia hypermutaatiota ja
luokanvaihtorekombinaatioita, minkd seurauksena niiden affiniteetti antigeenia kohtaan voi
joko parantua tai heikentyd. Parhaan affiniteetin omaavat B-solut saavat eniten
selviytymissignaaleja ja erilaistuvat muistisoluiksi ja plasmasoluiksi. Kuva on tehty
BioRenderilld (biorender.com).

Antigeenin esittely auttaja-T-solulle on valttaimétontd korkea-affiniteettisten vasta-aineiden
tuottamiseksi (Yuseff ym., 2013). Auttaja-T-solujen vilittdmét kostimulatoriset signaalit ja
sytokiinit, kuten IL-21 ja IL-4, edistdvit itukeskusten muodostumista ja vasta-aineiden
luokanvaihtoa, ja ne ovat usein vélttiméttomid B-solujen tdydelliselle aktivoitumiselle
(Shlomchik ym., 2019). Kun B-solu on saanut voimakkaan aktivaatiosignaalin, joka vaatii
yleensd auttaja-T-solun apua (erityisesti CD40-ligandin kautta), B-solut alkavat ilmentimaén
AlD-entsyymid, joka muuttaa DNA:n sytosiineja urasiileiksi. AID-entsyymin ilmentyminen
kaynnistdd itukeskuksessa somaattisen hypermutaation seka vasta-aineluokan vaihdon, minka
seurauksena osa B-soluista erilaistuu tuottamaan korkean affiniteetin vasta-aineita tiettyd
antigeenia vastaan (Martin & Scharff, 2002). Vasta-aineiden antigeenin tunnistavaa aluetta

koodaavissa variaabelialueen geeneissd tapahtuvien somaattisten hypermutaatioiden
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seurauksena osa B-soluista tunnistaa itukeskuksissa sijaitsevien follikulaaristen dedriittisolujen
esittelemdt antigeenin tehokkaammin, ja kykenevét siten endosytoimaan, prosessoimaan ja

esittelemddn sen paremmin T-soluille (De Silva & Klein, 2015).

Korkea-affiniteettisten vasta-aineiden tuotto on seurausta sattumanvaraisesta rekombinaatiosta
sekd auttaja-T-solujen signaalien johdosta tapahtuvasta positiivisesta valinnasta, minki
seurauksena korkea-affiniteettisia vasta-aineita tuottavat B-solut jakautuvat nopeammin
samalla kun heikomman affiniteetin vasta-aineita tuottavat B-solut karsiutuvat (Shlomchik ym.,
2019). Positiivisen valintapaineen seurauksena vain parhaiten antigeeneja tunnistavat ja sitovat
B-solut selvidvdt ja jakautuvat muistisoluiksi ja  plasmasoluiksi. Somaattisten
hypermutaatioiden seurauksena syntyneet elimiston omia antigeeneja tunnistavat B-solut
ohjataan negatiivisella selektiolla apoptoosiin tai vaihtoehtoisesti B-solut ohjataan uudelleen
somaattiseen rekombinaation (Sandel & Monroe, 1999). Mikéli B-solun vasta-ainereseptori ei

ole uudelleenmuokkauksen jilkeen endd autoreaktiivinen, solu vélttda apoptoosin.

Sekundaaristen imukudosten marginaalivyohykkeelld on erikoistunut B-solupopulaatio, joka
reagoi nopeasti verenkierron antigeeneihin ja aktivoituu usein ilman T-solujen apua, mika
mahdollistaa nopean immuunivasteen (Cerutti ym., 2013; Racine & Winslow, 2009). Tdma
tapahtuu esimerkiksi silloin, kun B-solureseptorit tunnistavat mikrobien toistuvia rakenteita,
kuten bakteerien polysakkarideja (Lesinski & Westerink, 2001). Polysakkaridirakenteet voivat
kuitenkin opsonoitua komplementtiproteiinien toimesta, mikd helpottaa B-soluja niiden
tunnistamisessa ja siten edesauttaa B-solujen aktivaatiota (Breukels ym., 2005). Ilman T-
solujen yhteistyotd B-soluaktivaatiosta seuraa yleensd vain heikkoaffiniteettisten IgM-vasta-
aineiden tuotanto, joka on kuitenkin oleellista vieraiden mikrobien neutralisoinnissa

(Ehrenstein & Notley, 2010).
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1.2.3 Hankitun immuniteetin hyddyntdminen rokotekehityksessi

Hankittu immuniteetti eli elimiston kyky tunnistaa ja muistaa tiettyjd taudinaiheuttajia on
keskeisessd  asemassa  rokotekehityksessd. Rokottamisessa on kyse aktiivisesta
immunisaatiosta, jossa elimistdssd kéaynnistetiin B-solujen vasta-ainetuotanto tietyn
taudinaiheuttajan antigeeneja vastaan. Rokotteena voidaan kéyttdaa esimerkiksi heikennettyé tai
inaktivoitua taudinaiheuttajaa, johon on voitu lisdtd adjuvantti, joka voimistaa antigeenin
aiheuttamaa immuunivastetta. Rokotteen siséltiméd antigeeni aktivoi B-solut, mikd johtaa
itukeskusreaktioiden muodostumiseen. Rokotuksen tavoitteena ei ole vain vasta-aineiden
tuottaminen, vaan pitkdkestoisen immunologisen muistin ja laajavaikutteisten vasta-aineiden
aikaansaaminen, jolloin elimistd reagoi nopeasti ja tehokkaasti, jos se kohtaa saman
taudinaiheuttajan uudelleen (Kréutler ym., 2017). B-solujen toiminnan ymmdirtdminen
molekyylitasolla on vélttimatonta, silld se mahdollistaa yksilollisempien ja tehokkaampien
rokotteiden suunnittelun. Tavoitteena on kehittdd rokotteita, jotka tarjoavat erittdin kestdvan

suojan ja jotka tunnistavat tehokkaasti myds muuntuvia viruksia.

Uusien rokotteiden kehittamisen ohella rokotekehitystyon tavoitteena voi olla myds olemassa
olevan rokotteen parantaminen. Esimerkiksi vaikka perinteinen keltakuumevirusrokote YF-
17D on erittdin tehokas, tutkijat kehittdvét uusia inaktivoituja ja eldvid heikennettyja
ehdokkaita. Viimeaikaiset tutkimukset osoittavat, ettd uudet ehdokkaat (kuten vYF-247)
tarjoavat vastaavan suojan kuin perinteinen rokote, mutta mahdollisesti modernimmalla
valmistustekniikalla ja paremmalla turvallisuusprofiililla (Esson ym., 2022). Uudet rokotteet
voivat siten vdahentdd entisestddn erittdin harvinaisia keltakuumerokotteeseen liittyvid vakavia

haittavaikutuksia.

1.3 Keltakuumevirus

Keltakuumevirus on RNA-virus, joka kuuluu flaviviruksiin. Flaviviruksiin kuuluu merkittava
joukko erilaisia taudinaiheuttajia, kuten dengue-, zika-, Linsi-Niilin- ja Japanin
aivotulehdusvirus sekd puutiaisaivokuumevirus. Keltakuumevirus kiertdd luonnossa hyttysten
ja kédellisten, erityisesti apinoiden vilityksell4, ja ihmiseen virus levidé tavallisimmin Aedes
aegypti suvun hyttysenpiston vilitykselld. Keltakuumevirusta esiintyy endeemisend Afrikassa
ja Eteld-Amerikassa trooppisilla ja subtrooppisilla alueilla (Figueiredo ym., 2020). Viime

vuosina epidemioita on kuitenkin esiintynyt myos ei-endeemisilld alueilla, seké alueilla, joilla
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virusta ei ollut aiemmin esiintynyt vuosikymmeniin. Vuosina 2016-2019 virus levisi
Brasiliassa ~ useisiin ~ kaupunkeihin  aiheuttaen  alueella  historian  suurimman
keltakuumevirusepidemian. Epidemia herétti huolta erityisesti viruksen siirtymisesté
sylvaattisesta eli luonnonvaraisesta kierrosta kaupunkiymparistoon, jolloin virus voisi levitd
ihmisiin urbaanikierron kautta entisté tehokkaammin (Figueiredo ym., 2020). Lisdksi ilmaston
lampenemisen seurauksena keltakuumevirus uhkaa levitd yhi pohjoisemmille alueille virusta
levittdvien hyttysten levittdytyessd yhd laajemmille alueille (Liu-Helmersson ym., 2019).
Arvioiden mukaan keltakuumevirukseen sairastuu vakavasti vuosittain 67 000—173 000

thmisti ja 31 000—-82 000 sairastumisista johtaa kuolemaan (Gaythorpe ym., 2021).

Suurin osa keltakuumevirustartunnoista paranee itsestddn ja aiheuttaa muutaman péivén jélkeen
infektiosta ainoastaan lievid flunssan kaltaisia oireita, kuten kuumetta, péainsirkya,
pahoinvointia ja visymystd. Osa tartunnoista voi kuitenkin kehittyd taudin vakavammaksi
muodoksi, jolloin oireina voi esiintyd korkeaa kuumetta, ihon ja silmien keltaisuutta,
verenvuotoa sekd elinvaurioita (Servadio ym., 2021). Keltakuumevirus infektoi erityisesti
maksasoluja, jolloin taudin vakavammassa muodossa seurauksena voi olla hengenvaarallinen
maksan vajaatoiminta, mistd my0s taudinkuvaan kuuluva keltaisuus johtuu (Pierson &
Diamond, 2020). Keltakuumeeseen ei ole olemassa antiviraalista hoitokeinoa, minkd vuoksi
tarkein tdménhetkinen keino ehkiistd tartuntoja on rokote (Bifani ym., 2023). Vaikka
keltakuumevirusrokote 17D on yksi tehokkaimmista ja turvallisimmista tdhdn mennessa
kehitetyistd rokotteista, rokotteen tehokkuuteen vaikuttavat molekulaariset mekanismit

tunnetaan huonosti (Bonaldo ym., 2014).

1.3.1 Keltakuumeviruksen rakenne

Flavivirukset ovat ryhma vaipallisia viruksia, joiden genomi koostuu yksijuosteisesta RNA:sta
(kuva 4). Flavivirusten rakenne on hyvin konservoitunut, ja niiden yksijuosteinen RNA-genomi
koodaa noin 3500 aminohapon mittaista prekursoripolypeptidiketjua, joka pilkotaan
kymmeneksi osaksi. Polypeptidiketju pilkotaan kolmeksi rakenneproteiiniksi, joita ovat
kapsidiproteiini (engl. capsid protein, C-proteiini), vaippaproteiini (engl. envelope protein, E-
proteiini) ja pre-membraaniproteiini (engl. pre-membrane protein, prM-proteiini), ja
seitsemédksi ei-rakenteelliseksi proteiiniksi (Slon Campos ym., 2018). C-proteiini osallistuu
viruksen nukleokapsidin muodostamiseen ja suojaa viruksen genomia. prM-proteiinin tehtiava
puolestaan on estdi epikypsén viruksen ennen aikainen fuusioituminen ja suojata E-proteiinia.

(Slon Campos ym., 2018; Zhao ym., 2021). Ei-rakenteelliset proteiinit osallistuvat muun
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muassa viruksen replikaatioon, ja virionien kokoamiseen ja isdntdsolun immuunijérjestelmén

vaistimiseen (Dutta & Langenburg, 2023).

Pre-membraaniproteiini Vaippaproteiini

Yksijuosteinen

RNA-genomi Kapsidiproteiini

Kuva 4. Keltakuumeviruksen rakenne. Keltakuumevirus koostuu kolmesta
rakenneproteiinista. Vaippaproteiini ja pre-membraariproteiini sijaitsevat viruksen pinnalla, ja
kapsidiproteiini ympérdi ja suojaa viruksen yksijuosteista RNA-genomia. Kuva on tehty
BioRenderilld (biorender.com).

E-proteiini on viruksen tarkein pintaproteiini, joka vastaa viruksen sitoutumisesta isédntdsoluun
sekd piddasiassa immuunivasteen muodostumisesta. E-proteiinilla on kolme rakenteellista
domeenia (EDI, EDII, EDIII), joista EDI vastaa E-proteiinin stabiilisuudesta, EDII viruksen
membraanifuusiosta fuusioluupin avulla ja EDIII viruksen kiinnittymisestd isdntdsoluun
(Zhang ym., 2017). E-proteiinit ovat jarjestdytyneet epdkypsdn viruksen pinnalle
trimeerirakenteiksi, jotka muuttavat konformaatiotaan dimeereiksi viruksen kypsyessd ja

happamuuden laskiessa solun endosomaalisessa verkostossa (Pierson & Kielian, 2013).

1.3.2 Viruksen elinkierto

Virus tarttuu iséntdsolun pintaan ja internalisoituu soluun reseptorivilitteiselld endosytoosilla
(Zhang ym., 2017). Aikaisten endosomien happamuus saa aikaan viruksen E-proteiinien
dimeerirakenteen hajoamisen ja uudelleenjirjestiytymisen trimeereiksi, jolloin viruksen
fuusioluuppi paljastuu mahdollistaen viruksen fuusioitumisen endosomin membraanin kanssa
(Allison ym., 1995). Fuusion seurauksena viruksen nukleokapsidi vapautuu solulimaan, jossa
viruksen genomi transloidaan ja virusproteiinien tuotanto kidynnistyy endoplasmakalvostolla.
Epékypsit viruspartikkelit kootaan endoplasmakalvostolla ja kuljetetaan transgolgista kohti

solukalvoa. Golgin alhainen pH saa aikaan epdkypsien viruspartikkelien kypsymisen
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infektiivisiksi. Epédkypséssd viruksessa E-proteiinit ovat jirjestdytyneet viruksen pinnalle
heterodimeereiksi, joihin on kiinnittyneend prM-proteiini. PrM-proteiini estdd viruksen
ennenaikaisen fuusion peittimaélld viruksen fuusioluupin. Viruksen kypsyessd prM-proteiini
pilkotaan happamassa ympéristdssé furiinin toimesta pr- ja M-proteiiniksi, mikd sallii E-
proteiinien jirjestdytymisen dimeereiksi ja viruksen muuttumisen infektiiviseksi (Stadler ym.,

1997). Kypsit ja infektiiviset viruspartikkelit kuljetetaan solusta ulos eksosytoosilla.

1.4 17D-keltakuumevirusrokote

17D-keltakuumevirusrokote sisdltdd eldvdd heikennettyd keltakuumevirusta, joka aktivoi
immuunivasteen aiheuttamatta itse keltakuumetautia. 1930-luvulla Max Theiler onnistui
viljelemddn vuonna 1927 eristettyd villityypin Asibi-keltakuumeviruskantaa kanan ja hiiren
alkioissa, jonka jdlkeen yli 850 miljoonaa 17D-keltakuumerokoteannosta on annettu
maailmanlaajuisesti (Gianchecchi ym., 2022). Yhden rokoteannoksen seurauksena 95 %
rokotetuista muodostaa immuniteetin keltakuumevirusta vastaan noin kymmenen pidivan

kuluessa (Barrett & Teuwen, 2009).

Rokote aktivoi immuunijdrjestelmin tehokkaasti ja indusoi pitkdkestoisen neutraloivien vasta-
aineiden tuotannon, joten se antaa pitkikestoisen ja voimakkaan suojan (Wieten ym., 2016).
Viimeaikaiset tutkimukset ovat kuitenkin osoittaneet, ettei rokote tehoa yhtd hyvin kaikkia
viruskantoja vastaan (Bibby ym., 2025). Rokotteen siséltimét vasta-aineet eivit esimerkiksi
tunnista uuden Brasiliassa levidvdn uuden keltakuumeviruskannan E-proteiinia yhtd
tehokkaasti kuin muiden kantojen, minkd uskotaan johtuvan mutaatioista viruksen E-
proteiinissa (Haslwanter ym., 2022). Vaikka 17D-keltakuumevirusrokote on yksi
tehokkaimmista ja turvallisimmista tdhdn mennessi kehitetyisti rokotteista, nykyinen rokote ei
endd vilttimattd suojaa yhté tehokkaasti kaikkia kiertdvid kantoja vastaan. Lisdksi ymmaérrys
siitd, mihin rokotteen tehokkuus perustuu ja kuinka pitkdaikainen immuunivaste muodostuu,

on edelleen heikko (Bonaldo ym., 2014).

17D-keltakuumerokotteen tehokkuus perustuu sen kykyyn aktivoida tehokkaasti sekid
synnynndinen ettd hankittu immuniteetti. Heikennetty keltakuumerokotevirus pystyy
replikoitumaan isdntdsoluissa, kuten makrofageissa ja dendriittisoluissa, jotka esittelevit
virusantigeeneja lymfosyyteille. Dendriittisolut esittelevdt prosessoimiaan virusantigeeneja
erityisesti auttaja-T-soluille, jotka puolestaan auttavat aktivoituneita B-soluja erilaistumaan ja

jakautumaan plasmasoluiksi ja muistisoluiksi (Heath ym., 2019). Cong ym. (2016) huomasivat,
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ettd villityypin virus ja rokotevirus saavat aikaan erilaiset sytokiinivasteet infektoidessa
makrofageja ja dendriittisoluja, ja ettd ainoastaan 17D-keltakuumeviruksen infektoimat
dendriittisolut pystyivét aktivoimaan auttaja-T-soluja in vitro. Auttaja-T-solujen aktivaation
seurauksena B-solut aktivoituvat tehokkaammin ja tuottavat siten paremman vasta-

ainevilitteisen immuniteetin virusta vastaan.

17D-keltakuumevirusrokotus saa aikaan neutraloivien vasta-aineiden tuoton, mikd estdi
viruksen péddsyn soluihin. Neutraloivat vasta-aineet kohdistuvat erityisesti viruksen E-
proteiinin EDIII-domeeniin, jolloin sitoutuvat vasta-aineet estivit viruksen kiinnittymisen
isdntdsoluun (Zhang ym., 2017). EDII-domeeniin sitoutuvat vasta-aineet puolestaan voivat
estavit viruksen fuusioitumisen endosomeihin, mutta tdhdn domeeniin kohdistuu myds suurin

osa ristireagoivista ja heikommin neutraloivista vasta-aineista (Deng ym., 2011).

Verenkierrossa havaitaan plasmablastien lisddntyminen noin 7-14 vuorokauden kuluttua
rokoteannoksen saamisesta. B-muistisolut havaitaan noin 14 vuorokauden jélkeen, ja niiden
mairé saavuttaa huippunsa noin 3—6 kuukauden kuluttua rokotuksesta (Wec ym., 2020). Aluksi
B-solut tuottavat [gM-vasta-aineita, jotka voidaan havaita verestd jo muutaman pdivin kuluttua
rokotteesta. Tyypillisesti heikko-affiiniset [gM-vasta-aineet saavuttavat huippunsa noin kahden
viikon jilkeen, jonka jidlkeen niiden pitoisuus veressd laskee. Itukeskusrektioiden myoté
muodostuvat neutraloivat IgG-vasta-aineet puolestaan ovat havaittavissa noin viikon jéilkeen
rokotuksesta, ja ne voivat sdilyd veressd ainakin 45 vuotta (Barrett & Teuwen, 2009), mika
tarjoaa pitkdkestoisen suojan virusta vastaan. Toisaalta Santos-Peral ym. (2024) havaitsivat,
ettd my0s IgM-vasta-aineet voivat sdilyd verenkierrossa useita vuosia rokotuksen jélkeen. I[gM-
vasta-aineet on aiemmin yhdistetty ensisijaisesti varhaiseen immuunivasteeseen, mutta
viimeaikaiset havainnot viittaavat siithen, ettd IgM-vasta-aineilla voi olla aiemmin oletettua
merkittdvampi rooli pitkdaikaisen vasta-ainevilitteisen immuniteetin ylldpidossa (Jacob-

Nascimento ym., 2025; Santos-Peral ym., 2024).

17D-keltakuumeviruksen ja villityypin keltakuumeviruksen vililld on havaittu geneettisii ja
rakenteellisia eroja, joilla on merkittdva vaikutus viruksen aikaansaamassa immuunivasteessa.
Villityypin  keltakuumeviruksen  replikoituessa  syntyy  herkésti  virheitd,  silld
keltakuumeviruksen RNA-polymeraasilta puuttuu oikolukutoiminto (Collins ym., 2018).
Viimeaikaisten sekvenssitutkimusten mukaan 17D-keltakuumerokotevirus on kuitenkin
geneettisesti villityyppid huomattavasti homogeenisempi, ja rokoteviruksen replikaation on

osoitettu olevan huomattavasti tarkempaa, minké arvellaan vaikuttavan rokotteen tehokkuuteen
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ja turvallisuuteen (Collins ym., 2018; Davis ym., 2019) Villityypin virukseen verrattuna 17D-
keltakuumeviruksen E-proteiiniin on kertynyt kahdeksan mutaatiota, jotka muuttavat viruksen
pintarakennetta (Fernandez-Garcia ym., 2016). Néiden rakenteellisten erojen myotd 17D-
keltakuumeviruksen fuusioluuppi ei myoskddn paljastu yhtd herkésti kuin villityypin
viruksessa. Tamaé tekee rokoteviruksesta stabiilimman ja vihentdé fuusioluuppiin kohdistuvien,
heikosti neutraloivien ja ristireagoivien vasta-aineiden muodostumista sekd sitoutumista

virukseen (Bibby ym., 2025).

Flavivirukset internalisoituvat soluun padsddntoisesti klatriinivilitteiselld endosytoosilla.
Fernandez-Garcia ym. (2016) kuitenkin havaitsivat, ettd 17D-keltakuumevirus kayttda
internalisaatiossa klatriinista riippumatonta reittid. He osoittivat, ettd viruksen kyky tunkeutua
isdntdsoluun oli muuttunut normaalista poikkeavaksi viruksen periméén tulleiden muutosten
vuoksi. Ndmd mutaatiot olivat seurausta rokoteviruksen heikentdmisestd. Fernandez-Garcia
ym. arvelivat poikkeavan internalisaatiomekanismin vaikuttavan rokotteen poikkeuksellisen
hyvain tehokkuuteen. Klatriinista riippumattoman internalisaation uskotaan johtavan viruksen
tehokkaampaan kuljetukseen endosomaalisessa verkostossa, ja myds suojaavan virioneita
hajoamiselta enemmin kuin klatriinivilitteinen reitti. Liséksi tutkimuksessa osoitettiin, ettd
17D-keltakuumevirus sitoutuu ja internalisoituu kohdesoluihin tehokkaammin kuin villityypin
keltakuumevirus. Tehokkaamman internalisaation uskotaan olevan yhteydessd myos 17D-
keltakuumeviruksen indusoimaan voimakkaampaan sytokiini- ja interferonivasteeseen

villityypin virukseen verrattuna.

Fernandez-Garcia ym. (2016) selvittivit myos 17D-keltakuumeviruksen ja villityypin viruksen
kulkeutumista endosomeissa. He havaitsivat, ettd sekd rokotevirus ettd villityypin virus
kulkeutuvat aikaisissa ja kierréttivissd endosomeissa ja séilyttivit tehokkaan infektiokyvyn.
Néiden endosomien normaalin toiminnan estdminen heikensi merkittavésti viruksen fuusiota ja
infektiivisyyttd, kun taas myohdisten vesikkelien toiminnan estdmiselld ei ollut vaikutusta.
Taméa viittaa siithen, ettd viruksen fuusioituminen tapahtuu jo aikaisissa tai kierrdttdvissa
endosomeissa, eikd virus vaadi kulkeutumista my6héisiin endosomeihin. On kuitenkin edelleen
epaselvdd, miten viruksen fuusio tarkalleen tapahtuu. Jotta viruksen fuusioluuppi paljastuu ja
virus fuusioituu soluun, tulee ympériston olla hapan. Fernandez-Garcia ym. (2016) selvittivét
happamuuden merkitystd viruskantojen fuusioitumiseen ja infektiivisyyteen estdmaélla
ATPaasi-protonipumpun toiminnan. Protonipumpun normaali toiminta on valttimatonta

aikaisten endosomien sisdllon happamoittamiseksi. Kun pumpun toiminta estettiin, molempien
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viruskantojen fuusioituminen ja infektiivisyys vdheni merkittidvisti. Tutkimus osoittaa, ettd

viruksen fuusiolle vélttiméton matala pH saavutetaan jo aikaisissa endosomeissa.
1.4.1 Ristireagoivat vasta-aineet

Flavivirukset ovat rakenteeltaan hyvin samankaltaisia, minkd vuoksi aiemmin muodostunut
immuunivaste tiettyd flavivirusta vastaan voi vaikuttaa myohempéén flavivirusinfektioon joko
vahvistamalla tai heikentdmilld immuunivastetta (Santos-Peral ym., 2024). Suurin osa
neutraloivista vasta-aineista tunnistaa viruksen E-proteiinin, jonka useat epitoopit ovat hyvin
konservoituneita eri flaviviruksilla (Zhang ym., 2017; Zhao ym., 2021). Ensimmaéisessa
infektiossa elimistd tuottaa vasta-aineita tiettyd flavivirusta vastaan ja toisessa infektiossa, jos
henkild saa tartunnan toisesta, samaa sukua olevasta viruksesta, ensimmaéisessa infektiossa
syntyneet vasta-aineet tunnistavat uuden viruksen, mutta ne sitoutuvat siithen heikosti eivitka
pysty neutraloimaan sitd tehokkaasti (Kulkarni, 2020). Heikko neutralointi voi tehostaa
viruksen péésya soluihin Fcy-reseptorivilitteiselld fagosytoosilla. Tatd ilmiotd kutsutaan vasta-
aineriippuvaiseksi infektion voimistumiseksi (engl. antibody dependent enhancement, ADE),
jossa ristireagoivat vasta-aineet helpottavat viruksen pédsyi soluihin ja pahentavat infektiota
(Mok & Chan, 2020). Jossain tapauksissa ADE-ilmi6 voi my0s tehostaa immuunivastetta, silla
ristireagoivien vasta-aineiden muodostamat immunokompleksit voivat lisdtd viruksen
sisdénottoa antigeenia esitteleviin soluihin kuten dendriittisoluihin ja makrofageihin, minka
seurauksena antigeenin esittely lymfosyyteille tehostuu (Mok & Chan, 2020). Chan ym. (2016)
osoittivat, ettd aiemmin annettu Japanin aivotulehdusrokote voi tehostaa 17D-
keltakuumevirusrokotteen aikaansaamaa immuunivastetta muodostuneiden ristireagoivien
vasta-aineiden ansiosta. Toisaalta aiemmin saadun TBE-rokotuksen (engl. Tick-Borne
Encephalitis, puutiaisaivokuumerokote) on osoitettu heikentdvin YFV-rokotuksesta syntyvaa
vasta-ainevastetta heikosti neutraloivien ja ristireagoivien vasta-aineiden muodostumisen

seurauksena (Santos-Peral ym., 2024).

17D-keltakuumerokote antaa nopean ja vahvan, jopa elinikdisen suojan keltakuumetta vastaan,
mutta rokotteen taustalla olevia solu- ja molekyylitason mekanismeja ei kuitenkaan vield
tunneta tarkasti. Erityisesti keltakuumevirusrokotteen indusoima B-soluaktivaatio ja sen
seurauksena kéynnistyvdn vasta-ainevilitteisen immuniteetin muodostuminen on vield
puutteellisesti ymmarrettyd (Sandberg ym., 2021). B-soluaktivaation taustalla olevien

mekanismien ymmaértiminen on avainasemassa uusien ja tehokkaampien rokotteiden



19

kehittamiseksi tulevaisuudessa, minkd vuoksi B-soluaktivaation tutkiminen on erityisen

tarkeaa.

1.5 Tyon tarkoitus

Tyon tarkoituksena on ymmartié, kuinka B-solut aktivoituvat keltakuumerokoteviruksella ja
tutkia keltakuumerokoteviruksen solunsisdistd litkenndintid B-solujen endosomaalisessa
verkostossa. Viruksen endosytoosia varten pystytetiin menetelmd, jonka avulla voidaan
seurata viruspartikkelien internalisaatiota. Viruspartikkelit sidotaan B-solureseptorille
spesifisiin vasta-aineisiin, joiden sitoutuminen saa B-solut aktivoitumaan ja ottamaan viruksen
sisddnsd B-solureseptorivilitteisesti. Koska tutkimuksessa ei ollut mahdollista kéyttda
transgeenistd YFV-spesifistd B-solulinjaa eikd potilasnéytteitd keltakuumeen sairastaneilta tai
17D-rokotetuilta henkildiltd, viruksen sitoutumista B-solureseptoriin ja sen internalisaatiota
soluissa pdddyttiin  selvittimddn surrogaattiantigeeni-kompleksilla. Tarkoituksena on
ymmartidd, kuinka keltakuumerokotevirus internalisoidaan ja prosessoidaan B-soluissa, ja
kuinka tdmd vaikuttaa virusantigeenin esittelyyn auttaja-T-soluille. B-soluaktivaatio on
keskeistd pitkdaikaisen immuunisuojan muodostumiselle, minkd vuoksi B-solujen toiminnan

ymmartaminen on tirkeédd tehokkaiden rokotteiden kehittamisessa.

Surrogaattiantigeeni-kompleksi koostuu usein useista osista, kuten varsinaisesta antigeenistd ja
sithen liitetystd merkkiaineesta ja ankkurimolekyylistid. Koska surrogaattiantigeeni-kompleksi
on monimutkainen biologinen kompleksi, osien erillinen testaaminen ja optimointi oli oleellista
ennen kokonaisen kompleksin kdyttdd internalisaatiotutkimuksissa. Ndin voidaan varmistua

kunkin osan toimivuudesta.

Aktivoidut B-solut fiksataan eri aikapisteissd ja inaktivoidut virukset sekd endosomaaliset
osastot varjdtédn spesifeilld markkereilla leimatuilla vasta-aineilla. Varjdaminen mahdollistaa
yksittéisten viruspartikkelien jéljittdmisen, ja markkerien avulla voidaan identifioida, milld
endosomaalisella osastolla virusantigeenien prosessointi ja lataaminen antigeenié esitteleviin
luokan II MHC-komplekseihin tapahtuu. Tulevaisuudessa tarkoitus on verrata B-
solureseptorivilitteistd rokoteviruksen ja villityypin viruksen internalisaatiota ja antigeenien
prosessointia ja esittelemistd T-soluille, ja ymmairtdd paremmin, miten virusantigeenien
rakenne vaikuttaa antigeenin prosessointiin ja antigeeninesittelyyn B-soluissa. Tutkimus on
osana EU:n rahoittamaa Yellow4Flavi-projektia, jonka tavoitteena on tehokkaampien

rokotteiden kehittdminen flaviviruksia vastaan.
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2 AINEISTO JA MENETELMAT

2.1 Solut ja kasvatus

Tutkimuksessa kaytettiin ihmisen lymfoomasta perdisin olevia Raji- ja Ramos-B-solulinjoja,
jotka kasvavat suspensiona kasvatusmediumissa. Raji-soluista kdytettiin sekd villityypin (wt)
linjaa (DSMZ) ettd Raji D1.3-solulinjaa (saatu Facundo Batistalta, Ragon Institute,
Yhdysvallat), joka ilmentdd transgeenistd HEL-spesifisti B-solureseptoria (engl. hen egg
lysozyme, HEL). HEL-spesifinen B-solureseptori mahdollistaa antigeenispesifisen B-solujen
aktivaation. Soluja kasvatettiin RPMI 1640-kasvatusmediumissa (Gibco), johon oli lisdtty 10
% naudan sikion seerumia (engl. fetal calf serum, FCS; Biowest), 2 mM L-glutamiinia (Gibco),
sekd 1x penisilliini/streptomysiini (100x, Euroclone). Soluja kasvatettiin T25-kasvatuspulloissa

noin 0,4 - 1,0 x 10%ml tiheydessi ja ylldpidettiin +37 °C:ssa 5 % CO: inkubaattorissa.

17D-virusinfektioissa ja viruskasvatuksissa kidytettiin VeroE6-solulinjaa (ATCC) ja SW13-
solulinjaa (saatu Anne Krugiltd, Ludwig Maximilians University, Saksa), jotka kasvavat
adherentteina eli kasvualustaansa kiinnittyneind. VeroE6-solut ovat perdisin afrikkalaisen
vihermarakatin munuaisepiteelistd ja SW13-solut ovat ithmisen lisdmunuaisen kuorikerroksen
karsinoomasoluja. VeroE6-soluja kasvatettiin DMEM-kasvatusmediumissa (Euroclone), johon
oli lisitty 10 % FCS, 2 mM L-glutamiinia sekd 1x penisilliini/streptomysiini. SW13-soluja
kasvatettiin MEM-kasvatusmediumissa (Gibco), johon oli lisdtty 10 % FCS, 1 % NEAA (engl.
non-essential amino acids, ei-vilttdmittomat aminohapot; Gibco), 1 % SP (engl. sodium
pyruvate, natriumpyruvaatti; Gibco) ja 1x penisilliini/streptomysiini. Soluja kasvatettiin T75-
ja T175-kasvatuspulloissa noin 1 x 10%ml tiheydessi ja ylldpidettiin +37 °C:ssa 5 % CO2

inkubaattorissa.
2.2 17D-keltakuumeviruksen kasvatus ja puhdistus

Tutkimuksessa kéytettiin 17D-keltakuumerokoteviruskantaa (engl. 17D yellow fever vaccine,
17D-YFV), joka saatiin Giovanna Barba-Spaethilta (Pasteur Instituutti, Pariisi, Ranska) (1,3 x
10® pfu/ml). Alkuperiisestd pl (engl. passage, pl) -viruseristi kasvatettiin omat viruserit
VeroE6- ja SWI13-soluissa. Ennen tyon aloitusta perehdyttiin keltakuumeviruksen
riskinarvioon ja suoritettiin koulutus bioturvallisuustason 2-laboratoriossa tydskentelyyn (engl.

biosafety laboratory 2, BSL2), silli BSL2-tason laboratorio vaaditaan 17D-YFV:lla
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tyoskentelyyn. Keltakuumerokotevirusta kisiteltdessd kéytettiin asianmukaisia suojavarusteita

ja ndytteet inaktivoitiin aina ennen siirtdmisti ulos BSL2-laboratoriosta.

17D-keltakuumeviruksen kasvatusta varten VeroE6-solut jaettiin T75-kasvatuspulloon ja
soluja kasvatettiin yon yli noin 70 % konfluenssiin (5 x 10° solua/plo). Kasvatusmedium
poistettiin ja soluille lisittiin 4 ml DMEM-infektiomediumia (DMEM, 2 % FCS, 2 mM L-
glutamiini, 1x penisilliini/streptomysiini). Solut infektoitiin 0,01 infektiokertoimella (eng.
multiplicity of infection, MOI) eli infektoivien virusten méérén suhde kohdesoluihin oli 1:100.
Viruksen annettiin kiinnittyd soluihin 1 h +37 °C:ssa 5 % COz pitoisuudessa, minké jédlkeen
soluille liséttiin 6 ml infektiomediumia ja inkubaatiota jatkettiin vield 72 h. Virusinfektion
aiheuttamia rakenteellisia muutoksia eli sytopaattisia vaikutuksia (engl. cytopathic effect, CPE)
soluihin arvioitiin tarkastelemalla soluja mikroskoopilla. Solujen kasvatusmedium kerittiin,
sentrifugoitiin (500 x g 5 min) ja virukset siséltivd supernatantti otettiin talteen. Virusten
pitoisuus selvitettiin titraamalla ja laskemalla viruspesékkeiden mééra laimennossarjasta (katso

luku 2.3).

Viruksen puhdistamista varten virusta kasvatettiin myds SW13-soluissa, joiden tiedetidin
infektoituvan keltakuumeviruksella. Viruksen p2-kasvatusta varten SW13-solut siirrettiin
kasvamaan infektiota edeltdvind pdiviand T75-pulloon ja solujen annettiin kasvaa yon yli noin
70 % konfluenssiin (5 x 10° solua/plo). Solujen kasvatusmediumin tilalle vaihdettiin MEM-
infektiomediumiin (2 % FCS, 1 % NEAA, 1 % SP, 1x penisilliini/streptomysiini) alkuperéisesta
pl-viruskasvatuksesta valmistettu viruslaimennos (MOI 0,1) ja soluja inkuboitiin 43 h +37
°C:ssa 5 % COq2 pitoisuudessa. Inkubaation jdlkeen sytopaattinen vaikutus havainnoitiin
mikroskoopilla ja solujen kasvatusmedium keréttiin, sentrifugoitiin (1000 x g 10 min) ja
virukset siséltdva supernatantti keréttiin talteen. Virusten pitoisuus selvitettiin titraamalla (luku

2.3).

Jotta virusta saatiin riittdvésti puhdistamista ja jatkotutkimuksia varten, SW13-soluissa
kasvatetulla p2-viruserilld (4,5 x 10° pfu/ml) infektoitiin suuri mi4rd SW13-soluja (12 kpl
T175-kasvatuspulloa) ja soluissa tuotettu virus konsentroitiin mahdollisimman korkean
viruspitoisuuden saavuttamiseksi (kuva 5). Infektiota edeltdvind pdivind SW13-solut jaettiin
T175-pulloihin (5 x 10° solua/pullo, 12 pulloa) ja annettiin kasvaa yoén yli noin 60 %
konfluenssiin. Kasvatusmedium poistettiin ja solut infektoitiin SW13-infektiomediumiin
valmistetulla viruslaimennoksella (MOI 0,01). Soluja inkuboitiin 48 h +37 °C:ssa 5 % CO2

pitoisuudessa, mink4 jélkeen sytopaattinen vaikutus havainnointiin mikroskoopilla.
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Kuva 5. 17D-keltakuumeviruksen kasvatuksen ja puhdistuksen vaiheet. Korkean
viruskonsentraation saamiseksi SW13-solut infektoitiin 17D-keltakuumeviruksella ja
viruspitoinen supernatantti kerdttiin talteen. Virus konsentroitiin PEG-saostuksella ja
puhdistettiin 20 % sukroosin lipi. Kuva on tehty BioRenderilla (biorender.com).

Kasvatusmedium kerittiin kun 50 % soluista ilmensi tyypillisid virusinfektion aiheuttamia
mikroskooppisia muutoksia tai vaurioita. Medium sentrifugoitiin (3000 x g 10 min +4 °C) ja
virusta sisdltdva supernatantti pipetoitiin falcon-putkiin, joihin lisdttiin TNE-puskuriin (20 mM
Tris HCL, 150 mM NaCl, 2mM EDTA, pH 8, ultrapuhdas H20) valmistettua 30 % PEG (engl.
polyethyleneglycol, PEG) -liuosta siten, ettd lopullinen PEG-pitoisuus putkissa oli 5 %. Putket
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olivat ravistelijassa yon yli +4 °C:ssa, minké jdlkeen putket sentrifugoitiin (4122 x g 2 h +4
°C). Viruspelletit resuspensoitiin kylmédédn TNE-puskuriin ja suspensiot keréttiin yhteen
putkeen  (lopputilavuus 12 ml).  Virukset puhdistettiin  ultrasentrifugaatiolla.
Ultrasentrifuugiputkiin liséttiin 0,5 ml 20 % sukroosi-liuosta (TNE-puskurissa), minké péille
pipetoitiin varovasti 4 ml virussuspensiota. Putkien tiyttimiseksi ja tasapainottamiseksi putkiin
lisdttiin vield noin 0,5 ml TNE-puskuria ja putket tasapainotettiin 0,01 g tarkkuudella, jonka
jilkeen ne sentrifugoitiin 2 h 35000 rpm +4 °C:ssa (maksimikithdytys, ei jarrutusta).
Fuugauksen jdlkeen supernatantti pipetoitiin varovasti pois ja viruspelletti resuspensoitiin TNE-

puskuriin (100 pl). Puhdistetun viruksen titteri mééritettiin plakkititrauksella (luku 2.3).

2.3 Plakkititraus

VeroE6- ja SW13-soluissa tuotettujen virusten pitoisuus eli titteri selvitettiin plakkititrauksella.
Plakkititraus perustuu viruksen kykyyn infektoida solut ja muodostaa nikyvii, paljaita kohtia
eli plakkeja konfluenttiin solukerrokseen. Virusinfektio johtaa isédntdsolun hajoamiseen eli
lyysiin ja solusta vapautuvat virukset infektoivat my0s viereisid soluja muodostaen tiiviiseen
solumattoon reién eli plakin. Jokaisen plakin oletetaan olevan perdisin yhdestd alkuperdisestad
infektiivisestd viruspartikkelista, koska kéytetty karboksyylimetyyliselluloosaseos, Avicel,
rajoittaa viruksen levidmistd mediumin vilitykselld, joten isdntdsolun hajoamisen jdlkeen virus
voi levitd vain ldhimpiin soluihin, mika johtaa selkeiden pyoreiden plakkien muodostumiseen.
Plakit visualisoidaan yleensd vérjadmailld eldvit solut esimerkiksi kristallivioletilla, jolloin
kuolleet solualueet eli plakit erottuvat kirkkaina kohtina. Plakkien maara lasketaan ja ndytteen

viruskonsentraatio méaritetadn seuraavalla kaavalla:

plakkien lukumaara

PFU/ml =

(Kaava 1)

Laimennoskerroin x soluille lisatyn virusliuoksen maara (ml)

Viruksen pitoisuus ilmoitetaan yksikkond PFU/ml (engl. plaque forming units per milliliter).

Titrauksessa iséntdsoluina kdytettiin VeroE6-soluja, jotka jaettiin titrausta edeltdvind pdivana
12-kuoppalevylle (450 000 solua/kuoppa). Tutkittavasta 17D-keltakuumevirusndytteesta
tehtiin DMEM-infektiomediumiin useita kymmenkertaisia laimennoksia, joita lisdttiin soluille
100 tai 200 pl, ja virusten annettiin kiinnittyd soluihin ja infektoida ne (kuva 6). Koska SW13-
soluissa kasvatetun viruksen ja puhdistetun viruksen titterin odotettiin olevan korkea,

viruseristd tehtiin 107'- 10® laimennossarja. VeroE6-soluissa kasvatetusta viruksesta tehtiin 10°
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. 10 laimennokset. Ennen viruslaimennosten lisdimisti VeroE6-solujen kasvatusmedium
poistettiin kuopilta. Kontrollina kiytettiin 17D-viruserdd (103- 10 laimennokset), jonka
pitoisuus tunnettiin. Soluja inkuboitiin 1 h +37 °C:ssa 5 % COz pitoisuudessa, jonka aikana
kuoppalevyd kiédnneltiin varovasti muutaman kerran solujen kuivumisen estdmiseksi.
Inkubaation jilkeen soluille lisdttiin 1 ml 2,4 % Avicel (Avicel® RC-591, FMC BioPolymer) -
MEM (1:1) -livosta, jossa oli 2 % FCS. Soluja inkuboitiin 5 pdivdd +37 °C:ssa ja 5 % CO2
pitoisuudessa, minkd jédlkeen solut fiksattiin 8 % formaldehydilld 30 minuuttia. Kuopat
tyhjennettiin, pohjassa kiinni olevat solut pestiin PBS:lld ja solut vérjittiin 1-2 min
kristallivioletilla (4 % formaldehydi, 1 % MeOH, 20 % EtOH, 0,1 % kristallivioletti (Sigma)).
Kristallivioletti poistettiin ja solut huuhdottiin vedelld ja annettiin kuivua ennen plakkien

manuaalista laskemista.

Naytteet (VeroE6) Kontrolli Naytteet (SW13)
N/

|

>

OG-
OG-
OO0
ololo]
DOO-
OO0

os]

a

Kuva 6. VeroE6- ja SW13-soluissa kasvatettujen viruserien plakkititraatio VeroE6-
soluissa. Viruseristd valmistettiin useita kymmenkertaisia laimennoksia. Kontrollina kdytettiin
17D-viruseri, josta tehtiin 10 -107 laimennokset ja jonka pitoisuus tunnettiin, seki pelkkii
infektiomediumia (mock). Kuva on tehty BioRenderilld (biorender.com).

2.4 Infektiokokeet

Ennen varsinaisia surrogaattiantigeeni-kompleksilla tehtdvid internalisaatiotutkimuksia
varmistettiin, etteivit B-solut infektoidu pelkdlld 17D-keltakuumeviruksella. Infektioissa
kiytettiin VeroE6-soluissa kasvatettua virusta (katso luku 2.2), josta tehtiin 1 x 10° pfu/ml
viruslaimennos RPMI 1640- ja DMEM-infektiomediumiin (RPMI 1640/DMEM, 2 % FCS, 2
mM L-glutamiini, 1x penisilliini/streptomysiini). Raji D1.3- ja Ramos-solut (600 000
solua/ndyte) resuspensoitiin 600 ul RPMI 1640-mediumiin tehtyyn viruslaimennokseen (MOI

1). Osa soluista resuspensoitiin pelkkdin RPMI 1640-infektiomediumiin (mock kontrolli).
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Positiivisena kontrollina kéytettiin VeroE6-soluja, joiden tiedetdén infektoituvan hyvin 17D-
keltakuumeviruksella. VeroE6-soluille, jotka oli infektiota edeltivdnd pidivdnd jaettu 24-
kuoppalevyille laitetun peitinlasin (13 mm) péélle (125 000 solua/kuoppa), lisdttiin 150 pl
DMEM-infektiomediumiin tehtyd viruslaimennosta (MOI 1) tai pelkkda DMEM-

infektiomediumia (mock kontrolli).

Viruksen annettiin kiinnittyd soluihin 1 h +37 °C:ssa 5 % COz pitoisuudessa, minka jilkeen
supernatantti (ns. inputmedium) kerittiin talteen sekd B-soluista ettd VeroE6-soluista. Keratyt
supernatantit puhdistettiin (450 x g 5 min) ja ndytteet pakastettiin -80°C:een. B-solut pestiin
PBS:114 (engl. phosphate buffered saline, fosfaattipuskuroitu suolaliuos), sentrifugoitiin (450 x
g 5 min) ja resuspensoitiin 400 pl RPMI-infektiomediumia, minka jilkeen solut jaettiin 24-
kuoppalevyille (100 pl/kuoppa) ja niille lisdttiin RPMI-infektiomediumia (400 pl/kuoppa).
Myds VeroE6-solut pestiin PBS:ll4, jonka jdlkeen soluille lisdttiin 500 pl DMEM-
infektiomediumia. Soluja inkuboitiin 24 h, 48 h ja 96 h. Supernatantit kerittiin talteen kustakin
aikapisteestd, ja niiden viruskonsentraatio madritettiin plakkititrauksella (luku 2.3).
Aikapisteistd 48 h ja 96 h valmistettiin myos ndytteet immunofluoresenssivérjdystd varten,

miké on kuvattu seuraavassa luvussa.
2.4.1 Immunofluoresenssivérjdys ja konfokaalimikroskopia

Ennen virjdystd infektiokokeen solut pestiin PBS:lld. B-solut resuspensoitiin 0.5% FCS-
PBS:idn (1 x 10° solua/ml) ja lisdttiin naudan plasman fibronektiinilli (4 pg/ml, Sigma)
paillystettyyn soluviljelykammioon (12-kuoppainen mikroskooppilasi, Fisher Scientific)
25 000 solua/kuoppa. Solujen annettiin kiinnittyd fibronektiiniin 30 min +37 °C:ssa. Kammiot
oli aikaisemmin kisitelty fibronektiinilaimennoksella (4 pg/ml PBS:ssé, 20 pl/kuoppa), jonka
annettiin kiinnittya lasiin 45 min huoneenldmmossd, minka jélkeen kuopat pestiin kaksi kertaa

PBS:114.

B-solut ja 24-kuoppalevylld peitinlasilla kasvaneet VeroE6-solut fiksattiin 4 %
paraformaldehydillda 30 min huoneenldmmdssd, minkd jdlkeen solut pestiin PBS:lld ja
permeabilisoitiin 30 min huoneenldmmossd 0,1 % saponiinilla (Calbiochem), joka oli
valmistettu 2 % naudan seerumista eristettyyn albumiiniin (engl. bovine serum albumin, BSA).
Solut varjattiin human-anti-YFV primaarivasta-aineella (5A, 3 pg/ml
permeabilisaatiopuskurissa) (saatu Anne Krugiltd, Ludwig Maximilians University, Saksa),

jonka annettiin sitoutua yon yli +4 °C:ssa valolta suojattuna. Reagoimaton primaarivasta-aine
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pestiin pois permeabilisaatiopuskurilla. Primaarivasta-aine tunnistettiin anti-human IgG1 Alexa
Fluor 647 sekundaarivasta-aineella (1:200 permeablisiaatipuskurissa) (Invitrogen) ja solujen
aktiinisdikeet virjéttiin Alexa Fluor 555 Phalloidinilla (1:200) (Life Technologies A34055).
Sekundaarivasta-aineen ja falloidiinin annettiin sitoutua 1 h huoneenlammdssé, minké jélkeen
sitoutumaton sekundaarivasta-aine ja falloidiini pestiin pois permeabilisaatiopuskurilla
kahdesti. Kammiolasin (B-solut) ja peitinlasin (VeroE6-solut) reunat kuivattiin kevyesti
kasipaperilla, minkd jilkeen petausaine (Fluoromount-G with DAPI, Invitrogen) pipetoitiin
solujen péille ja peitinlasi asetettiin varovasti kammiolasin péélle ja peitinlasi kdinnettiin
mikroskooppilasin (Superfrost Plus Microscope Slides, Fisher Scientific) pédlle. Naytteiden

annettiin kuivua huoneenldmmdssi 2 h, minka jélkeen ne sdilytettiin +4 °C:ssa.

Solut kuvattiin Leica Stellaris konfokaalimikroskoopilla 63X/1.40 o6ljyobjektiivilla Power
HyD-detektorilla (Leica Microsystems). Fluoroforit viritettiin 405 nm diodilaserilla seké
valkoisen valon laserilla, joka oli viritetty aallonpituuksille 553 nm ja 653 nm. Kuvat kasiteltiin

ImageJ2-ohjelmalla (NIH).

2.5 17D-surrogaattiantigeeni-kompleksin valmistaminen

Koska 17D-keltakuumevirus ei pysty infektoimaan Raji tai Ramos B-soluja, viruksen
sitoutumisen ja internalisaation tutkimiseksi valmistettiin surrogaattiantigeeni-kompleksi,
jonka B-solut kykenevét tunnistamaan B-solureseptorilla (kuva 7) ja mahdollisesti
internalisoimaan. Kompleksi rakentuu useasta eri osasta, minkd vuoksi osien erillinen

testaaminen ja optimointi oli oleellista ennen kokonaisen kompleksin kayttoa.
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anti-human IgG1

5A-anti-YFV

17D-YFV

bio-2D12-anti-YFV \r

streptavidiini AF488
klo -anti-lgM

BCR TT

Kuva 7. Surrogaattiantigeeni-kompleksi B-solureseptoriin Kiinnittyneenid. Viruksen
internalisaation tutkimiseksi valmistettiin surrogaattiantigeeni-kompleksi, jolla voidaan seurata
viruksen internalisaatiota ja solun sisdistd kuljetusta B-soluissa. B-solureseptoriin (BCR)
kiinnittynyt biotinyloitu anti-IgM-vasta-aine (bio-anti-IgM) sitoutuu spesifisesti BCR:d4dn ja
aktivoi B-solun. Biotiiniin sidottiin Alexa Fluor 488-fluoresenssileimattu streptavidiini
(streptavidiini AF488), joka liittdd yhteen bio-anti-IgM-vasta-aineen ja biotinyloidun 2D12-
anti-keltakuumevirusvasta-aineen  (bio-2D12-anti-YFV). 2D12-vasta-aineen  lisdksi
kompleksiin liitettiin 5A-anti-keltakuumevirusvasta-aine (5A-anti-YFV), jonka havaitsemiseen
kaytettiin fluoresenssileimattua sekundaarivasta-ainetta (anti-human IgGl), jonka avulla
viruskompleksi  pystytddn paikantamaan soluissa. Kuva on tehty BioRenderilld
(biorender.com).
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2.5.1 Vasta-ainetesti

Kahden keltakuumevirusvasta-aineen (human anti-YFV 5A ja mouse anti-YFV 2D12 (Biorad))
kykyd tunnistaa ja sitoutua 17D-keltakuumevirukseen testattiin virjddmalld infektoidut
VeroE6-solut. 5A-vasta-aineen toimivuus testattiin jo infektiokokeissa, joten sitd kiytettiin
kontrollina 2D12-vasta-aineen testauksessa. Solut oli jaettu infektiota edeltdvdnd paivind 24-
kuoppalevylli oleville peitinlaseille (0,8 x 10° solua/kuoppa) (13mm). VeroE6-solut
infektoitiin VeroE6-soluissa aiemmin kasvatetulla viruksella (katso kohta 2.2). DMEM-
infektiomediumiin valmistettiin 0,5 x 10® pfu/ml viruslaimennos ja puolet soluista infektoitiin
200 pl viruslaimennosta (MOI 1). Osalle soluista lisdttiin pelkdstdin infektiomediumia (mock
kontrolli). Viruksen annettiin kiinnittyd 1 h +37 °C:ssa 5 % COz pitoisuudessa, minké jélkeen
solut pestiin PBS:114. Soluille liséttiin infektiomediumia (500 pl) ja soluja kasvatettiin 48 h +37
°C:ssa 5 % COz pitoisuudessa. Solut pestiin PBS:114 ja ndytteet vérjattiin kuten aikaisemmin

esitetty luvussa 2.4.1.

5A-anti-YFV vasta-ainevirjiys tehtiin kuten 2.4.1 osiossa kerrottu. 2D12-primaarivasta-aine
(3pg/ml permeabilisaatiopuskurissa (Bio-Rad, 9801-8006)) tunnistettiin goat anti-mouse IgG
Alexa Fluor 546 (1:500) (Invitrogen, A-11030) sekundaarivasta-aineella ja solujen
aktiinisdikeet varjittiin Alexa Fluor 647 Phalloidiinilla (1:100) (Life Technologies A34055).
Solut kuvattiin Leica Stellaris konfokaalimikroskoopilla 63X/1.40 6ljyobjektiivilla Power
HyD-detektorilla (Leica Microsystems). Fluoroforit viritettiin 405 nm diodilaserilla sekd
valkoisen valon laserilla, joka oli viritetty aallonpituuksille 491 nm, 553 nm ja 653 nm. Kuvat

kasiteltiin ImageJ2-ohjelmalla (NIH).
2.5.2 Vasta-aineen biotinylaatio ja sen toimivuuden testaus

Jotta keltakuumeviruksen tunnistava vasta-aine saatiin osaksi surrogaattiantigeeni-kompleksia,
eli sitoutumaan streptavidiiniin, se piti biotinyloida. 2DI12-vasta-aine biotinyloitiin
kaupallisella Ez-link-Sulfo-NHS-LC-LC-biotinylaatiokitilld (Thermo Scientific) valmistajan
ohjeen mukaan. 2D12-vasta-aine (25 pl (0,5 mg)) liuotettiin PBS:ddn (471,7 pl) ja liuokseen
lisdttiin 10mM (3,3 pl) biotiinia 10-kertainen molaarinen ylimédéra. Seosta inkuboitiin 30 min
huoneenldmmaossd. Reagoimaton biotiini poistettiin Zeba™ Spin Desalting pylvaalld (2 ml,
Thermo Scientific). Biotinyloidun vasta-aineen konsentraatio mitattiin absorbanssiin

perustuvalla BCA Protein Assay Kitilld (Thermo Scientific, 23227) valmistajan ohjeen
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mukaisesti. Biotinyloidun 2D12-vasta-aineen sitoutuminen virukseen varmistettiin varjadmalla

infektoidut VeroE6-solut biotinyloidulla vasta-aineella kuten osiossa 2.5.1.

Biotinyloidun 2D12-vasta-aineen sitoutuminen streptavidiiniin varmistettiin streptavidiinilla
paillystetyilld helmilla (4.95 pm, Immuno Diagnostics/Bangs Lab, CP01006) ja
virtaussytometrilla. V-pohjaiselle 96-kuoppalevylle pipetoitiin 1 pl helmid (139 000 helmed) ja
100 pl biotinyloitua 2D12-vasta-ainelaimennosta (0,1-10 pg/ml), ja vasta-aineen annettiin
sitoutua helmiin 30 min huoneenldmmassa. Sitoutumaton vasta-aine pestiin pois PBS:114, johon
oli lisdtty 2 % BSA ja niytteet sentrifugoitiin (1000 x g 3 min) ennen virjdystd. Helmet
vérjattiin 20 min valolta suojattuna fluoresenssileimatulla Alexa Fluor 488 streptavidiinilla
(1:1000) (Invitrogen, S32354) ja 2D12-vasta-aineen tunnistavalla anti-mouse IgG Alexa Fluor
546 sekundaarivasta-aineella (1:200) (Invitrogen, A11030). Helmet pestiin kahdesti 2 %
BSA/PBS:114 (1000 x g 3 min) ja resuspensoitiin 120 pul PBS:44. Naytteet ajettiin LSRFortessa-
virtaussytometrilla (BD Bioscience) ja data analysoitiin FlowJo-ohjelmalla (versio 10, BD

Bioscience).
2.5.3 B-solujen aktivaatiotesti

Surrogaattiantigeeni-kompleksin B-solureseptoriin sitoutuvan biotinyloidun anti-IgM-vasta-
aineen toiminnallisuus testattiin aktivaatiotestilld. Biotinyloitu anti-IgM-vasta-aine sitoutuu B-
solureseptoriin ja aktivoi B-solun internalisoimaan B-solureseptoriin kiinnittyneen anti-IgM-
vasta-aineen. Ennen  reseptoriin  sitoutumista, anti-IgM-vasta-aineeseen liitettiin
fluoresenssileimattu streptavidiini, jotta voitiin seurata, miten vasta-aine siirtyy solun pinnalta

sen sisalle.

Raji D1.3-solut (1,2 x 10° solua) aktivoitiin 10 pg/ml goat full IgG anti-human IgM-BIOT-
vasta-aineella (SouthernBiotech) ja vasta-aineen annettiin sitoutua jdilld 10 min. Inkubaatio
jailla esti anti-IgM:n ennenaikaisen internalisaation ennen streptavidiinin sitoutumista.
Inkubaation jidlkeen sitoutumaton vasta-aine pestiin jadkylmalld PBS:114. Solut resuspensoitiin
100 pl (1pg/ml) Alexa Fluor 488 streptavidiinia (Invitrogen, S32354) ja inkuboitiin jéilld 10
min. Reagoimaton streptavidiini pestiin pois PBS:1l4. Solut resuspensoitiin 80 pl 0.5 %
FCS/PBS:din ja suspensiota (30 000 solua/20 pl kuoppa) pipetoitiin fibronektiinilla (4 pg/ml
PBS:ssd) paillystetylle mikroskooppilasille. Anti-IgM:n annettiin internalisoitua 10 min ja 45
min +37 °C:ssa 5 % COq pitoisuudessa. Osa soluista jatettiin aktivoimatta ja nditd soluja

kiytettiin kontrollisoluina.
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Solut fiksattiin 4 % paraformaldehydilld 15 min huoneenldmmdssé, minka jalkeen solut pestiin
PBS:114 ja permeabilisoitiin 30 min huoneenldmmdssa 0,1 % saponiinilla (Calbiochem), joka
oli valmistettu 2 % BSA:han. Solut vérjittiin rabbit anti-LAMP1 primaarivasta-aineella (1:200
permeabilisaatiopuskurissa) (Lysosome Marker, Abcam 1089375-7), jonka annettiin sitoutua
yon yli +4 ©°C:ssa valolta suojattuna. Reagoimaton primaarivasta-aine pestiin pois
permeabilisaatiopuskurilla. Primaarivasta-aine tunnistettiin donkey-anti-rabbit AF555 IgG
sekundaarivasta-aineella  (1:500  permeabilisaatiopuskurissa)  (Invitrogen, A31572).
Sekundaarivasta-ainetta inkuboitiin ndytteilldi 1 h huoneenlimmdssd, minkd jéilkeen
sitoutumaton sekundaarivasta-aine pestiin pois permeabilisaatiopuskurilla (kaksi kertaa).
Mikroskooppilasien reunat kuivattiin kevyesti kisipaperilla, minkd jidlkeen petausaine
(Fluoromount-G with DAPI, Invitrogen) pipetoitiin solujen péélle ja peitinlasi laitettiin
varovasti ndytteen péélle. Naytteiden annettiin kuivua huoneenldmmossa 2 h ja siirrettiin +4
°C. Naytteet kuvattiin kuten osiossa 2.5.1. Fluoroforit viritettiin 405 nm diodilaserilla seki

valkoisen valon laserilla, joka oli viritetty aallonpituuksille 491 nm ja 553 nm.
2.5.4 Endosomivirjiys

Surrogaattiantigeeni-kompleksin internalisaatiota oli tarkoitus seurata aikaisiin ja myohéisiin
vesikkeleihin sekd lysosomeihin sitoutuvilla vasta-aineilla (taulukko 1). Vasta-aineiden
toimivuus testattiin Raji-soluissa (wt). Solut resuspensoitiin 0.5 % FCS/PBS:édén ja pipetoitiin
fibronektiinilld (4 pg/ml PBS:ssd) padllystetylle mikroskooppilasille (30 000 solua/20 ul
kuoppa) ja annettiin kiinnittyd 30 min +37 °C:ssa 5 % COz pitoisuudessa. Solut fiksattiin 4 %
PFA:lla ja inkuboitiin 15 min huoneenldmmdossd. Solut pestiin PBS:11d ja permeabilisoitiin
permeabilisaatiopuskurilla 30 min huoneenldmmdssd. Vesikkelit virjéttiin primaarivasta-
aineilla (taulukko 1), joiden annettiin sitoutua yon yli +4 °C valolta suojattuna. Sitoutumaton
primaarivasta-aine pestiin pois ja solut virjattiin fluoresenssileimatulla sekundaarivasta-
aineella (taulukko 1) ja Alexa Fluor 555 Phalloidiiinilla (Life Technologies A34055) (1:200) 1
h huoneenldmmossd. Sitoutumaton sekundaarivasta-aine ja falloidiini pestiin pois
permeabilisaatiopuskurilla  kahdesti. Mikroskooppilasien reunat kuivattiin  kevyesti
késipaperilla, minkd jilkeen petausaine (Fluoromount-G with DAPI, Invitrogen) pipetoitiin
solujen paélle ja peitinlasi laitettiin varovasti nédytteen pédlle. Néytteiden annettiin kuivua
huoneenldmmdssd 2 h, minka jilkeen ne séilytettiin +4 °C:ssa. Néytteet kuvattiin kuten osiossa
2.5.1. Fluoroforit viritettiin 405 nm diodilaserilla sekd valkoisen valon laserilla, joka oli

viritetty aallonpituuksille 553 nm ja 653 nm.



31

Taulukko 1. Endosomivirjiyksissa kiaytetyt vasta-aineet

Primaarivasta-aine Laimennos Sekundaarivasta-aine Laimennos

goat anti-rabbit IgG (H+L) Alexa

Early rabbit anti-Rab5 (C8B1), 1:200 Fluor 647, Thermo, 2mg/ml 1:500
#3547, CellSig Tech

Late rabbit anti-Rab9, (D22A6), goat anti-rabbit IgG (H+L) Alexa

#5133, CellSig Tech 1:200 Fluor 647, Thermo, 2mg/ml 1:500
Lysosomal rabbit anti-LAMP1 goat anti-rabbit IgG (H+L) Alexa
Lysosomal Marker, Abcam 1:200 Fluor 647, Thermo, 2mg/ml 1:500

2.6 Surrogaattiantigeeni-kompleksin sitoutuminen B-solureseptoriin ja sen

internalisaatio

Surrogaattiantigeeni-kompleksin (kuva 7) sitoutumista B-solureseptoriin tutkittiin lisddmalla
Raji D1.3-soluille ensin biotinyloitu anti-IgM-vasta-aine ja fluoresenssileimattu streptavidiini
kuten esitetty edelld osiossa 2.5.3. Surrogaattiantigeeni-kompleksin sitoutumisen tutkimisessa
kiytettiin alkuperdisti pl 17D-keltakuumeviruskantaa (1,3 x 10% pfu/ml). Streptavidiinin
sitoutumisen jédlkeen solut pestiin PBS:114 ja ne resuspensoitiin biotinyloituun 2D12-vasta-
ainelaimennokseen (Bio-2D12) (1ng), jota oli inkuboitu 17D-YFV:n (400,000 pfu) kanssa 1 h
+37 °C:ssa 5 % CO2 pitoisuudessa. Soluja inkuboitiin Bio-2D12-17D-YFV liuoksessa (MOI
10) 30 min jailla. Osalle soluista lisdttiin pelkdstidén biotinyloitu 2D12-vasta-aine ilman virusta,
ja nditd soluja kéaytettiin kontrollisoluina. Inkubaation jidlkeen solut pestiin ja resuspensoitiin
0,5 % FCS/PBS:d4n ja pipetoitiin fibronektiinilldi (4 pg/ml PBS:ssd) pééllystetylle
mikroskooppilasille (20 000 solua/20 pl kuoppa) ja annettiin kiinnittyd 30 min jiilld. Solut
pestiin PBS:114 ja ndytteet varjattiin human 5A-anti-YFV-primaarivasta-aineella ja anti-human
IgG1 Alexa Fluor 647 sekundaarivasta-aineella sekd Alexa Fluor 555 Phalloidiinilla kuten 2.4.1

osiossa kerrottu. Naytteet kuvattiin kuten osiossa 2.5.1.

Viruksen internalisaation tutkimiseksi testattiin myos biotinyloidun 2D12-vasta-aineen
lisddmisté soluille ennen viruksen lisddamistd. Viruksen internalisaation tutkimisessa kaytettiin
SW13-soluista aiemmin eristetty ja puhdistettua viruserda (1 x 10° pfu/ml). Raji D1.3-soluille
lisdttiin ensin biotinyloitu anti-IgM-vasta-aine ja fluoresenssileimattu streptavidiini kuten

esitetty edelld osiossa 2.5.3, minkd jilkeen solut resuspensoitiin Bio-2D12-vasta-
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ainelaimennokseen (10 pg/ml), ja vasta-aineen annettiin sitoutua soluihin 10 min jilla.
Inkubaation jélkeen solut pestiin PBS:114 ja resuspensoitiin 0,5 % FCS/PBS:44n valmistettuun
viruslaimennokseen (MOI 50). Viruksen annettiin sitoutua soluihin jiilld 1 h. Inkubaation
jalkeen solut pestiin PBS:114 ja resuspensoitiin 0,5 % FCS/PBS:ién ja pipetoitiin fibronektiinilld
(4 ng/ml PBS:ssd) péaillystetylle mikroskooppilasille (25 000 solua/20 pl kuoppa). Soluja
inkuboitiin 10 min ja 45 min +37 °C:ssa 5 % COz pitoisuudessa, jonka jilkeen solut fiksattiin
30 min 4 % PFA:lla. Solut pestiin PBS:114 ja nidytteet vérjittiin 5SA-anti-YFV-primaarivasta-
aineella ja anti-human IgGl Alexa Fluor 647 sekundaarivasta-aineella kuten edelld. Solut
kuvattiin Leica Stellaris konfokaalimikroskoopilla 63X/1.40 dljyobjektiivilla (Leica
Microsystems) kuten osiossa 2.5.1. Kuvat kisiteltiin ImageJ2-ohjelmalla (NIH).

2.7 SDS-PAGE

Viruksen internalisaatiota paitettiin kokeilla my0ds yksinkertaistamalla surrogaattiantigeeni-
kompleksi jattdmaélla biotinyloitu 2D12-vasta-aine pois kompleksista ja biotinyloimalla 17D-
keltakuumevirus, jolloin se sitoutuisi  surrogaattiantigeeni-kompleksissa  suoraan

streptavidiiniin. Virus biotinyloitiin viruksen E-proteiinin méarén perusteella.

Viruksen E-proteiinin miéra selvitettiin SDS-PAGE-geelielektroforeesilla. SW13-soluissa
kasvatettu ja puhdistettu 17D-keltakuumevirus laimennettiin Laemmli-puskuriin (Biorad) (6,8
x 10® pfu/ml) ja pelkistettiin joko 50 mM ditioreitolilla (DTT) (Thermo Scientific) tai 5 % p-
merkaptoetanolilla (Thermo Scientific). Virusproteiinit denaturoitiin kuumentamalla néytteita
+95 °C:ssa 5 min, minki jilkeen niytteet sonikoitiin ammesokinaattorilla (Bioruptor®™ Plus)
korkeataajuisilla frekvensseilld (5 kertaa, 30 sek/kerta). Virusnaytteet (10 ul, 5 pl, 2,5 ul per
kaivo), BSA-standardit (0,8 pg, 0,4 pg, 0,2 pg per kaivo) ja molekyylipainomarkkeri
(ProteinTech PL0O0001) (3 pl/kaivo) pipetoitiin 10 % Mini-PROTEAN TGX SDS-PAGE-
geeliin (Bio-Rad) ja ndytteitd ajettiin geelilld Laemmli-puskurissa 10 min 100 V ja 30 min 150
V jannitteelld. Ajon jéilkeen geeli varjittiin PageBlue-vérilld (Thermo Scientific). Ennen
PageBlue-viriliuoksen lisddmistd geeli huuhdeltiin ultrapuhtaalla vedelld. Geeli inkuboitiin
vériliuoksessa yon yli huoneenlammdossd, huuhdeltiin ultrapuhtaalla vedelld ja kuvattiin
ChemiDoc-laitteella (Biorad). E-proteiinin pitoisuus médritettiin  geeliltd néytteiden

intensiteetin perusteella (ImageJ2, versio 2.9.0).
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3 TULOKSET

3.1 Viruskasvatusten titteri

Tyossd kasvatettiin  17D-YFV-viruserdt VeroE6- ja SW13-soluissa infektiokokeita ja
surrogaattiantigeeni-kompleksin kokoamista varten. Kuvassa 8 on esitetty VeroE6-soluissa
kasvatetun ja SW13-soluissa kasvatetun ja puhdistetun viruksen plakkititraus eli viruksen
aitheuttaman sytopaattisen efektin visuaalinen havainnointi. Plakkititrauksen perusteella
VeroE6-soluissa kasvatetun viruksen konsentraatio oli 1,4 x 10° pfu/ml (kuva 8A). SW13-
soluissa kasvatetun viruksen konsentraatio oli ennen puhdistusta 4,5 x 10° pfu/ml ja
puhdistuksen jilkeen viruksen konsentraatio oli 1 x 10° pfu/ml (kuva 8B) eli yli 200-kertainen
virustitteri verrattuna solukasvatuksiin. Tulos viittaa siihen, ettd sekd VeroE6- ettd SW13-solut
soveltuvat 17D-YFV-viruskannan monistamiseen, ja viruksen konsentrointi onnistuu kéytetylla

puhdistusprotokollalla.

VeroE6-viruskasvatus Kontrolli Mock SW13-viruskasvatus

l ) | ) (puhdistettu)

Kuva 8. VeroE6- ja SW13-soluissa kasvatetun viruksen plakkititraus. Konfluentit VeroE6-
solut infektoitiin VeroE6-soluissa (vasemmalla) kasvatetulla ja SW13-soluissa (oikealla)
kasvatetulla ja puhdistetulla viruserilld ja vérjéttiin kristallivioletilla. Viruksen muodostamat
plakit laskettiin laimennoksista, joissa plakkien méérd oli luotettavasti laskettavissa (VeroE6-
viruskasvatus: 10-*-laimennos; SW13-viruskasvatus: 10”-laimennos) ja viruksen konsentraatio
laskettiin sivulla 23 esitetylld kaavalla. VeroE6-soluissa kasvatetun viruksen konsentraatio oli
1,4 x 10° pfu/ml ja SW13-soluissa kasvatetun ja puhdistetun viruksen 1 x 10° pfu/ml.
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3.2 17D-keltakuumevirus ei infektoi B-soluja

Ennen surrogaattiantigeeni-kompleksilla tehtidvid kokeita haluttiin varmistaa, ettei B-solut
infektoidu 17D-YFV:Il4. Raji D1.3, Ramos ja VeroE6 (positiivinen kontrolli) soluviljelmisté
keréttiin 24, 48 ja 96 tunnin kuluttua 17D-keltakuumevirusinfektiosta supernatantit, jotka
mahdollisesti sisdlsivit infektiivisid viruspartikkeleita. Nditd supernatantteja kiytettiin VeroE6-

soluilla tehdyssé plakkititrauksessa.

VeroE6-soluilla tehdyssé virustitterianalyysissd B-soluilta keréttyjen kasvatusmediumien (24-
96 h) virustitteri oli huomattavasti alhaisempi kuin VeroE6-solujen titteri, mika viittaa siihen,
ettei 17D-YFV-rokotekanta ollut replikoitunut tehokkaasti Raji- tai Ramos-soluissa (kuva 9).
Titraustulokset ovat vertailukelpoisia, silld kuvassa esitetyssd input-aikapisteessa titrauksessa

kéytetyille VeroE6-soluille lisidtyn viruksen pitoisuus on kaikissa solulinjoissa ldhes sama.

107
106
10°
10*
102 e
10°

10!

Titteri (pfu/ml)

Input 24h 48h 96h
Aikapiste

—— RAMNMOS = Raji ~VeroE6

Kuva 9. Raji D1.3- Ramos- ja VeroE6-soluilta Kkerittyjen kasvatusmediumien
virustitterin muutos ajan funktiona. 17D-keltakuumeviruksella infektoiduilta soluilta
kerdttyjen kasvatusmediumien (24-96 h) infektiivisen viruksen madrd madritettiin
plakkititrauksella. B-soluilta keréttyjen kasvatusmediumien titteri oli huomattavasti alhaisempi
VeroE6-soluihin verrattuna.
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Titraustulos varmistettiin lisdksi immunofluoresenssimikroskopialla virjddmalld infektoidut
solut (48 ja 96 tunnin jdlkeen infektiosta) 5A-keltakuumevirusvasta-aineella. Kuvasta 10
ndhddin, ettei virus ole infektoinut B-soluja. VeroE6-soluissa (positiivinen kontrolli)
puolestaan odotetusti havaittiin 5A-anti-keltakuumevirusvasta-aineen (punainen) sitoutuminen
17D-keltakuumevirukseen. Vasemmalla esitetyt infektoimattomat solut (mock) eivit sitoneet
vasta-ainetta. Immunofluoresenssivérjdykselld saadut tulokset tukevat ndkemysta siité, etteivét

Raji D1.3 ja Ramos-solut infektoidu herkésti 17D-YFV:114 ainakaan kdytetylld virusmaaralla.

Mock 48h 96h

Ramos Raji D1.3

VeroE6

Kuva 10. Raji D1.3-, Ramos- ja VeroE6-solujen virjiys virusvasta-aineella 48 ja 96 tuntia
17D-YFV-infektion jilkeen. Solut infektoitiin 17D-keltakuumeviruksella (MOI 1) ja
véarjattiim - YFV:n  tunnistavalla ~ 5A-vasta-aineella ja  AF647-fluoresenssileimatulla
sekundaarivasta-aineella (punainen). Vasta-aineen sitoutuminen virukseen havaitaan VeroE6-
soluissa molemmissa aikapisteissd, kun taas Raji- ja Ramos-soluissa sitoutumista ei havaita.
Solujen aktiinisdikeet vérjdttiin Phalloidin AF555:1la (vihred) ja tumat DAPI:lla (sininen).
Kuvat on otettu monitasoskannauksena (Z-stack) Leica Stellaris konfokaalimikroskoopilla.
Mittakaavajana 10 pm.
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3.3 Anti-keltakuumevirusvasta-aineet 54 ja 2D12 tunnistavat

keltakuumeviruksen

SA- ja 2DI2-anti-keltakuumevirusvasta-aineiden kykyéd tunnistaa ja sitoutua 17D-
keltakuumevirukseen testattiin varjadmalla infektoidut VeroE6-solut vasta-aineilla. Kuvasta 11
ndhdddn, ettd molemmat virusvasta-aineet tunnistavat 17D-keltakuumeviruksen. Virukset ovat
lokalisoituneet VeroE6-solujen sytoplasmaan ja perinukleaariselle alueelle, jossa virukset
replikoituvat. Infektoiduissa soluissa havaitaan myos virusinfektoille tyypillinen sytopaattinen
efekti, minkd seurauksena solut ovat pyoristyneet ja osittain irronneet.

17D

Phalloidin

2D12

2D12 anti YFV

Kuva 11. S5A-ja 2D12-vasta-aineet sitoutuvat 17D-YFV:lld infektoiduihin VeroE6-
soluihin. VeroE6-solut infektoitiin 17D-keltakuumeviruksella (oikealla) ja varjittiin SA-vasta-
aineella ja anti-human AF647 sekundaarivasta-aineella (ylempi, punainen), sekid 2D12-vasta-
aineella ja anti-mouse AF546 sekundaarivasta-aineella (alempi, keltainen). Molempien vasta-
aineiden sitoutuminen virukseen havaitaan infektoiduissa VeroE6-soluissa. Vasemmalla
infektoimattomat VeroE6-solut, joissa ei ndhdé vasta-aineiden sitoutumista. SA-vasta-aineella
varjéttyjen solujen aktiinisdikeet vérjattiin Phalloidin AF555:11a (keltainen) ja 2D12-vasta-
aineella virjéttyjen solujen aktiinisdikeet Phalloidin AF647:1la (punainen). Tumat vérjdttiin
DAPI:lla (sininen). Kuvat on otettu monitasoskannauksena (Z-stack) Leica Stellaris
konfokaalimikroskoopilla. Mittakaavajana 30pm.
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3.4 2DI12-vasta-aineen biotinylaatio ei vaikuta keltakuumeviruksen

tunnistamiseen

Vasta-aineen biotinylaatio voi vaikuttaa negatiivisesti vasta-aineen toimintaan, kuten
esimerkiksi estdd vasta-aineen sitoutumisen epitooppiin. Varmistaaksemme ettei biotinylaatio
vaikuta 2D12-vasta-aineen kykyyn tunnistaa 17D-keltakuumevirusta, sen toimivuus testattiin
varjadmalld infektoidut VeroE6-solut biotinyloidulla vasta-aineella. Ennen véirjaysta
biotinyloidun 2D12-vasta-aineen pitoisuus madritettiin  BCA-menetelmalld. Néytteiden
absorbanssi mitattiin 562 nm aallonpituudella, ja standardisuoran ja biotinyloidun 2D12-vasta-

aineen absorbanssin perusteella pitoisuudeksi saatiin 1,14 mg/ml.

Kuvassa 12 ndhdddn, ettei biotinylaatio vaikuta vasta-aineen kykyyn tunnistaa 17D-
keltakuumevirusta. Biotinyloitu 2D12-vasta-aine sitoutuu 17D-keltakuumevirukseen ja 2D12-
vasta-aineelle spesifi fluoresenssileimattu sekundaarivasta-aine tunnistaa myds biotinyloidun

ja virukseen sitoutuneen 2D 12-vasta-aineen.

VeroE6

Kuva 12. 10x Bio-2D12-vasta-aine sitoutuu 17D-keltakuumeviruksella infektoiduihin
VeroE6-soluihin. Infektoimattomat ja 17D-keltakuumeviruksella infektoidut VeroE6-solut
varjattiin 10x biotinyloidulla 2D12-vasta-aineella ja AF546-fluoresenssileimatulla anti-mouse
sekundaarivasta-aineella. Infektoituneissa soluissa havaitaan biotinyloidun 2D12-vasta-aineen
sitoutuminen 17D-keltakuumevirukseen (keltainen). Solujen aktiinisdikeet vérjéttiin Phalloidin
AF647:11a (punainen) ja tumat DAPI:1lla (sininen). Kuvat on otettu monitasoskannauksena (Z-
stack) Leica Stellaris konfokaalimikroskoopilla. Mittakaavajana 30pum.
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Lisdksi varmistettiin virtaussytometrilla, ettd 2D12-vasta-aine todella on biotinyloitunut ja se
sitoutuu  tehokkaasti  streptavidiiniin, jotta vasta-ainetta voidaan kayttdd osana
surrogaattiantigeeni-kompleksia. Vasta-aineesta tehtiin 0,1, 1 ja 10 pg/ml laimennokset, ja
vasta-aineen annettiin sitoutua streptavidiinilla pdillystettyihin helmiin. Biotinyloitu 2D12-
vasta-aine varjattiin sekd Alexa Fluor 488-leimatulla streptavidiinilla (SA-Alexa Fluor 488) etta
Alexa Fluor 546-leimatulla sekundaarivasta-aineella. Kuvassa 13A on esitetty rajausstrategia
ja biotinyloidun 2D12-vasta-aineen (10ng/ml) sitoutuminen streptavidiinilla paallystettyihin
helmiin. Kuvasta nidhdédén, ettd ldhes kaikkiin streptavidiinilla pdillystettyihin helmiin oli
sitoutunut biotinyloitu 2D12-vasta-aine ja biotinyloituun 2D12-vasta-aineeseen oli sitoutunut
sekd fluoresenssileimattu sekundaarivasta-aine ettd streptavidiini (Q2 alueella 97,8 %
helmistd), mikd osoittaa, ettd vasta-aineeseen on konjugoitunut useampi aktiivinen
biotiinimolekyyli. Kontrollindytteend oli pelkkd PBS sekd myds PBS:a4d, johon oli lisdtty sama
maéra biotiinia kuin biotinyloituun vasta-aineeseen ja joka oli puhdistettu samalla tavalla kuin
biotinyloitu vasta-aine (mock). Kontrolleissa ei havaittu epdspesifistd streptavidiinin
sitoutumista, mikd viittaa siithen, ettd biotinylaatioreaktiossa reagoimaton biotiini oli saatu

onnistuneesti poistettua niytteistd kdytetyilld resiinipylviilla.

Histogrammista (kuva 13B) nidhdéén, ettd biotinyloitua vasta-ainetta sitoutuu SA-helmiin sitd
enemmain, mitd suurempi vasta-aineen pitoisuus on. PBS-kontrollin sekd resiinikolumnilla
suodatetun mock-nidytteen fluoresenssin intensiteetit olivat samat, minkéd vuoksi niiden kayrét

ovat kuvaajassa pééllekkéin.
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Kuva 13. Biotinyloitu 2D12-vasta-aine sitoutuu streptavidiiniin. Biotinyloidun 2D12-vasta-
aineen (0,1 pg/ml, 1 pg/ml, 10 pg/ml) annettiin sitoutua streptavidiinilla paillystettyihin
helmiin, minkd jilkeen ne vérjéttiin 2D12-vasta-aineen tunnistavalla anti-mouse AF546-
fluoresenssileimatulla sekundaarivasta-aineella ja AF488-fluoresenssileimatulla
streptavidiinilla (SA-Alexa Fluor 488). Kuvassa A on esitetty rajausstrategia, jossa ensin
tarkasteluun rajattiin streptavidiinilla pédllystetyt helmet (SA-helmet), minké jilkeen rajattiin
yksittdiset helmet. Kontrollina (mock) kiytettiin streptavidiinihelmid, joihin lisdttiin
resiinikolumneilla suodatettu PBS, johon oli ennen suodattamista lisétty sama médéré biotiinia
kuin biotinyloituun vasta-aineeseen. Kuvassa B on esitetty streptavidiinin sitoutuminen
ndytteisiin. Tulokset on normalisoitu tapahtumien maéralld jokaisessa ndytteessa.
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3.5 B-solut internalisoivat streptavidiiniin konjugoidun anti-IgM:n

Ennen surrogaattiantigeeni-kompleksikokeita Raji D1.3-soluissa testattiin miten B-
solureseptorille spesifinen biotinyloitu anti-IgM-vasta-aine ja siithen sitoutuva streptavidiini
internalisoituvat ja kulkeutuivat solussa. Biotinyloidun anti-IgM-vasta-aineen ja siihen
sitoutuvan fluoresenssileimatun Alexa Fluor 488 streptavidiinin annettiin internalisoitua, minka
jéilkeen solut fiksattiin ja vérjittiin lysosomin pintaproteiinin LAMP1 tunnistavalla vasta-

aineella ja fluoresenssileimatulla Alexa Fluor 647 sekundaarivasta-aineella.

Kuvasta 14 havaitaan, ettd 10 min jilkeen anti-IgM-streptavidiini-kompleksit klusteroituivat
Raji D1.3-solun pinnalle, ja 45 min jdlkeen kompleksit olivat internalisoituneet soluihin. Anti-
IgM-streptavidiini-kompleksien kolokalisaatiota lysosomien kanssa ei kuitenkaan voitu
luotettavasti todentaa, silld lysosomimarkkeri LAMPIl:n virjdys ei toiminut odotetusti.
LAMP1-signaali paikallistui lysosomien pistemdisen, vesikkeliméisen rakenteen sijasta
padosin solujen reunoille, minkd vuoksi havaitun kolokalisaation puuttumisen perusteella ei

voida tehdi johtopédatoksid kompleksien kulkeutumisesta lysosomeihin.

Yhdistetty

10 min

45 min

Kuva 14. Anti-IgM-vasta-aine saa aikaan B-solun aktivaation ja anti-IgM-streptavidiini-
kompleksin internalisaation. Raji D1.3-solut aktivoitiin biotinyloidulla SA-AF488
konjugoituneella anti-IgM-vasta-aineella (vihred) ja anti-IgM:n annettiin internalisoitua 10 ja
45 minuuttia. Solut vérjattiin lysosomaalisella LAMP1-markkerilla ja fluoresenssileimatulla
anti-rabbit sekundaarivasta-aineella (violetti). Kuvasta ndhdddn anti-IgM-streptavidiini-
kompleksin internalisaation eteneminen 10 min ja 45 min aikapisteissd. Kuvat on otettu solun
keskitasosta Leica Stellaris konfokaalimikroskoopilla. Mittakaavajana 10pm.
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3.6 B-solujen endosomivirjdykset

Viruksen internalisaation tutkiminen solussa perustuu viruksen ja solun endosomaalisten
rakenteiden samanaikaiseen visualisointiin. Endosomeilla on tirked merkitys internalisoitujen
molekyylien lajittelussa, kuljetuksessa ja prosessoinnissa, joten B-solujen endosomaalisen
reitin ja surrogaattiantigeeni-kompleksin kuljetuksen tarkempaan analysointiin oli tarkoitus
kiyttdd varhaisten endosomien ja myoOhdisten endosomien markkereita, sekd lysosomaalista
LAMPI1-virjaystd. Endosomien havainnointiin kéytettiin Rab5 (aikaiset endosomit) ja Rab9

(myd&hiiset endosomit) spesifisid vasta-aineita, joiden toimivuus testattiin Raji-soluissa (wt).

Kuvasta 15 ndhdéén, ettd endosomaaliset markkerit Rab5 ja Rab9 lokalisoituvat vain tietyille
alueille B-soluissa. Lysosomaalinen markkeri LAMP1 puolestaan lokalisoitui tasaisemmin

koko solun alueelle, mutta kuitenkin ldahelle solun pintaa.

Rab/LAMP DAPI Phalloidin Yhdistetty

Kuva 15. Rab5-, Rab9- ja LAMP1-markkerien lokalisaatio villityypin (wt) Raji-soluissa.
Varhaiset endosomit (Rab5), myohdiset endosomit (Rab9) ja lysosomit (LAMP1) virjattiin
AF647-fluoresenssileimatulla sekundaarivasta-aineella (punainen). Solujen aktiinisdikeet
varjattiin Phalloidin AF555:11a (vihred) ja tumat DAPI:lla (sininen). Kuvat on otettu solun
keskitasosta Leica Stellaris konfokaalimikroskoopilla. Mittakaavajana 10pm.
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3.7 Surrogaattiantigeeni-kompleksin sitoutuminen B-solureseptoriin ja

viruksen internalisaatio

17D-keltakuumeviruksen sitoutumista B-solureseptoriin tutkittiin  surrogaattiantigeeni-
kompleksilla. Raji D1.3-soluja inkuboitiin biotinyloidun anti-IgM-vasta-aineen ja siihen
sitoutuvan fluoresenssileimatun Alexa Fluor 488 streptavidiinin sekd etukéteen yhdistetyn
biotinyloidun 2D12-vasta-aineen ja 17D-keltakuumeviruksen kanssa. Kontrollisolut (mock)
kisiteltiin muuten samalla tavalla, mutta surrogaattiantigeeni-kompleksiin ei laitettu ollenkaan
virusta. B-soluun sitoutunut virus havainnoitiin 5A-anti-YFV ja Alexa Fluor 647

sekundaarivasta-aineella.

Kuten aikaisemmissa testeissd anti-IgM-streptavidiini-kompleksi sitoutui solun pintaan (vihred
signaali) sekd kontrollisoluissa ettd viruksella kisitellyissi soluissa (kuva 16). Suurimmassa
osassa soluista ei sen sijaan havaittu viruksen sitoutumista ollenkaan ja soluissa, joissa virusta
oli solun pinnalla (keltainen signaali), virus oli muodostanut suuria aggregaatteja (kuva 16).
Tdmd voi johtua 2D12-vasta-aineen ja viruksen inkuboinnista keskendén ennen soluille
lisddmistd, minka aikana neutraloiva 2D12-vasta-aine on aggregoinut viruksen. Kuvassa 16 on

esitetty solu, johon virusta on sitoutunut.

Streptavidiini

5A-anti YFV

Mock + 5A

17D + 5A

Kuva 16. 17D- Kkeltakuumeviruksen sitoutuminen B-solureseptoriin. Raji D1.3-solut
aktivoitiin  biotinylodulla anti-IgM-vasta-aineella ja vérjdttiin  fluoresenssileimatulla
streptavidiinilla (AF488, Invitrogen). Soluille liséttiin biotinyloidun 2D12-vasta-aineen kanssa
inkuboitu 17D-keltakuumevirus ja solut virjittiin SA-vasta-aineella ja fluoresenssileimatulla
anti-human-sekundaarivasta-aineella. Fluoresenssileimattu sekundaarivasta-aine (keltainen)
osoittaa viruksen sitoutumisen B-soluun. Vasemmalla on esitetty solu (mock), jolle on lisitty
pelkkd biotinyloitu 2D12-vasta-aine ilman virusta. Solujen aktiinisdikeet vérjittiin Phalloidin
AF555:11a (punainen) ja tumat DAPI:lla (sininen). Kuvat on otettu monitasoskannauksena (Z-
stack) Leica Stellaris konfokaalimikroskoopilla. Mittakaavajana 10um.
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17D-keltakuumeviruksen internalisaatiota Raji D1.3-soluihin tutkittiin kuten edelld, mutta
aggregaattien vdhentdmiseksi Dbiotinyloitu 2DI12-vasta-aine liséttiin  soluille ennen
surrogaattiantigeeni-kompleksiin ~ liitettyd  virusta.  Viruksen  lisddmisen  jélkeen
surrogaattiantigeeni-kompleksin annettiin internalisoitua 10 ja 45 minuutin ajan (kuva 17, B-
C). Kuvasta 17B n#dhdéddn, ettdi 10 minuutin jilkeen S5A-anti-YFV:hen sitoutuvan
fluoresenssileimatun sekundaarivasta-aineen (punainen) ja anti-IgM-streptavidiini-kompleksin
(vihred) signaalit lokalisoituvat solun sisélle, mikd viittaa siihen, ettd virus on sitoutuneena
surrogaattiantigeeni-kompleksiin ja internalisoitunut anti-IgM-streptavidiini-kompleksiin
kiinnittyneend (katso luku 3.5). Myohemmassé aikapisteessd (Kuva 17C) signaaleja ei havaita
samasta lokaatiosta, mika viittaa siithen, ettei virus ole internalisoitunut. Suurimmassa osassa
soluja viruksen sitoutumista ei havaittu ollenkaan, vaan solujen ymparilld oli kompleksista tai
sen osista muodostuneita aggregaatteja (Kuvat 17D ja E). Anti-IgM-streptavidiini-
kompleksista tuleva signaali ei kolokalisoidu aggregaatteihin, joten muodostuneet aggregaatit
koostuvat todennékoisesti pelkéstd viruksesta tai 2D12-vasta-aineesta ja viruksesta. Kuvassa
17A on esitetty kontrollisolut (Mock), joille oli lisdtty biotinyloitu 2D12-vasta-aine ilman

virusta.

A Mock (10min) B 10 min C 45 min

Phalloidin

Kuva 17. 17D-keltakuumeviruksen internalisaatio (A-C) ja surrogaattiantigeeni-
kompleksin aggregoituminen Raji D1.3-soluissa (D ja E). Solut aktivoitiin biotinylodulla
anti-I[gM-vasta-aineella ja vérjdttiin  fluoresenssileimatulla  streptavidiinilla  (AF488,
Invitrogen). Soluille lisdttiin biotinyloitu 2D12-vasta-aine ja 17D-keltakuumevirus ja solut
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varjéttiin  SA-vasta-aineella ja fluoresenssileimatulla anti-human-sekundaarivasta-aineella.
Fluoresenssileimattu sekundaarivasta-aine (punainen) osoittaa surrogaattiantigeeni-kompleksin
sijainnin solussa. (A) Kontrollisolut (mock (10 min)), joille lisattiin pelkké biotinyloitu 2D12-
vasta-aine ilman virusta. (B ja C) 17D-keltakuumeviruksen internalisaatio 10 ja 45 minuutin
aikapisteissd. Kuvissa on esitetty myds solun keskiosa yhdestd tasosta (nelio). (D ja E)
Fluoresenssileimattu sekundaarivasta-aine (punainen) osoittaa surrogaattiantigeeni-kompleksin
aggregoitumisen Raji D1.3-solujen ympdrille. Kaikissa kuvissa solujen aktiinisdikeet on
esitetty keltaisella (Phalloidin AF555) ja tumat siniselli (DAPI). Kuvat on otettu
monitasoskannauksena (Z-stack) Leica Stellaris konfokaalimikroskoopilla. Mittakaavajana 10
um (A-D) ja 50 um (E).

3.8 SDS-PAGE

Koska alkuperdisen surrogaattiantigeeni-kompleksin ei havaittu toimivan odotetusti,
kompleksin rakennetta péatettiin yksinkertaistaa. Virus paitettiin biotinyloida suoraan, jolloin
biotinyloitu 2D 12-vasta-aine voidaan jittdd kokonaan pois kompleksista. Biotinylaatiota varten
17D-keltakuumeviruksen E-proteiinin pitoisuus maédritettiin SDS-PAGE geeliltd (kuva 18).
Virusnéytteiden pelkistyksesséd kéytettiin kahta eri pelkistintd, B-merkaptoetanolia ja DTT:t4.
Koska DTT:Ild pelkistettyjen virusproteiinien (kaivot 5-7) intensiteetti oli huomattavasti
selkedmpi kuin B-merkaptoetanolilla pelkistetyissad ndytteissd (kaivot 2-4), E-proteiinin (noin
50 kDa) méddré analysoitiin DTT:114 pelkistetyistd virusndytteistd vertaamalla néytteitd BSA-
standardien (66 kDa) intensiteettiin (kaivot 8-10). Viruksen E-proteiinikonsentraatioksi saatiin
41,5 pg/ml. Geeliltd havaitaan myds muita virusproteiineja, kuten pre-membraaniproteiini (14
kDa), kapsidiproteiini (12 kDa) ja jonkin verran viruskasvatuksesta puhdistuneita muita

proteiineja.

Biotinylaation optimointi ja biotinyloidun viruksen liittiminen osaksi surrogaattiantigeeni-
kompleksia olisi edellyttinyt lisdaikaa, jota ei tdssé pro gradu -tydssd ollut kiytettavissd. Tamén

vuoksi biotinyloitua virusta ei ehditty testaamaan internalisaatiokokeissa.
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Kuva 18. SDS-PAGE-geeli 17D-YFV:n E-proteiinin pitoisuuden méiritysta varten. 10%
SDS-PAGE geeli ajettiin ja vérjattiin PageBlue-vérilld proteiinien visualisoimiseksi.
Ensimmadisessd ndytekaivossa (Ladder) on vérjatty molekyylipainomarkkeri (ProteinTech
PL00001), jonka koot on merkitty kilodaltoneina (kDa) vasempaan reunaan. Kaivot 2-4: [3-
merkaptoetanolilla pelkistetyt virusnéytteet (10 ul, 5 pl, 2,5 pl). Kaivot 5-7: DTT:114 pelkistetyt
virusndytteet (10 pl, 5 pl, 2,5 pl). Kaivot 8-10: BSA-strandardit (0,8 pg, 0,4 ng, 0,2 pg). E-
proteiinin pitoisuuden mééritykseen kdytetty proteiiniraita on rajattu punaisella.
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4 TULOSTEN TARKASTELU

Tutkimuksen tavoitteena oli selvittdd 17D-keltakuumeviruksen internalisaatiota ja
kulkeutumista B-soluissa. Internalisaation tutkimiseksi koottiin surrogaattiantigeeni-
kompleksi, silld kdytossd ei ollut potilasnéytteitd tai sopivaa B-solulinjaa, jolla olisi ollut
keltakuumevirukselle  spesifinen  B-solureseptori. B-solujen tiedetddn aktivoituvan
viruspartikkeleilla, jotka on kytketty B-solureseptorille spesifisiin vasta-aineisiin. Tadmén
vuoksi kompleksin sitoutumisen B-solureseptoreihin odotettiin johtavan B-solujen

aktivoitumiseen ja viruksen B-solureseptorivilitteiseen internalisaatioon.

Ennen kokonaisen kompleksin kayttod sen osat testattiin erikseen. Néin haluttiin varmistaa, etta
B-solun aktivoituminen ja antigeenin otto solun sisdlle johtuivat nimenomaan koko

kompleksista, eikd sen yksittdisten osien mahdollisista poikkeavuuksista tai toimintahdiridist.

Valmiin surrogaatti-antigeenikompleksin tai sen osien havaittiin kuitenkin muodostavan suuria
aggregaatteja solujen ympdrille, eikd kompleksi sitoutunut tai internalisoitunut soluihin
odotetusti. Liséksi viruksen kasvatus seké surrogaattiantigeeni-kompleksin eri osien toiminnan
optimointi osoittautui odotettua tydladmmaéksi ja haastavammaksi, minkd vuoksi viruksen

internalisaatiota ja prosessointia soluissa ei paésty tutkimaan tarkemmin.

4.1 Viruksen kasvatus ja puhdistus

Surrogaattiantigeeni-kompleksin kokoamista varten keltakuumeviruksesta kasvatettiin omat
viruserdt VeroE6- ja SW13-soluissa, jotka ovat yleisesti kéytettyjd keltakuumeviruksen
kasvatuksessa ja plakkititrauksissa ja jotka infektoituvat tehokkaasti keltakuumeviruksella.
Keltakuumevirus aiheuttaa Vero-soluissa voimakkaan sytopaattisen efektin, minkd vuoksi ne
sopivat hyvin kéytettdviksi plakkititrauksissa (Beasley ym., 2013). Lisdksi Vero-solut eivit
tuota interferoni-betaa (IFN-f), mink4 johdosta ne eivit kykene tehokkaasti estimiin viruksen
monistumista, mikd mahdollistaa korkeiden titterien saavuttamisen viruskasvatuksissa (Seéne

ym., 2022).

Tuoreessa tutkimuksessa osoitettiin, ettd SW13- ja VeroE6-solut ilmentévit pinnallaan LDLR-
reseptoreja, jotka toimivat keltakuumeviruksen sisdénpéédsyreseptoreina (Chong ym., 2026).
Aiemmassa tutkimuksessa (Xu ym. 2024) osoittivat Krimin-Kongon
verenvuotokuumeviruksella (engl. Crimean—Congo hemorrhagic fever, CCHF), ettd LDLR-

reseptorin miérd solun pinnalla korreloi suoraan viruksen kykyyn tunkeutua soluun. Erityisesti
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SW13-solut, jotka ovat ihmisen lisimunuaiskuoren karsinoomasoluja, ilmentdvdat LDLR:aa
erittdin runsaasti, mika tekee niisti erittdin alttiita infektioille (Xu ym., 2024). Koska CCHF ja
keltakuumevirus hyodyntévit samoja reseptoreita padstikseen solun sisdédn, LDLR-reseptorien
ilmentymistaso todenndkdisesti korreloi myos keltakuumeviruksen infektiotehokkuuteen

SW13- ja VeroE6-soluissa.

Korkean titterin saavuttamiseksi SW13-solut, joiden tiedetddn infektoituvan hyvin myos
korkeilla viruspitoisuuksilla, infektoitiin keltakuumeviruksella ja virus saostettiin PEG:114,
puhdistettiin ja konsentroitiin sukroosipedin l&pi. Puhdistetun viruksen tiedetdin muodostavan
herkésti aggregaatteja (Pradhan ym., 2022), joten virus resuspensoitiin TNE-puskuriin, jossa
viruksen rakenteen tiedetddn sdilyvdn hyvin. Koska aggregoituminen voi johtaa viruksen
tartuntakyvyn laskuun tai muuttaa sen kdyttaytymistd, sitd pyrittiin valttiméaén optimoimalla
puhdistusprosessin olosuhteita. Puhdistuksen jdlkeen saavutettiin korkea virustitteri, mutta
myOhemmin huomattiin, ettd puhdistettu virus muodosti aggregaatteja surrogaattiantigeeni-
kompleksissa.  Aggregaatit  saattoivat  johtua  tutkimuksessa  kidytetystdi = PEG-
saostusmenetelmastd. PEG:n etuna on se, ettd se nostaa viruspartikkelien pitoisuuden erittdin
korkeaksi, mutta toisaalta se lisdd aggregaattien muodostumista (Pons Royo & Jungbauer,

2025).

4.2 17D-keltakuumevirus ei infektoi B-soluja

Koska tavoitteena oli seurata surrogaattiantigeeni-kompleksin indusoimia tapahtumia B-
soluissa, tuli varmistua siitd, etteivit B-solut infektoidu pelkilla keltakuumeviruksella. Aiempi
tutkimustieto nimenomaan viittaa siihen, ettd B-solut (kuten Raji- tai Ramos-solut) eivét ole
alttiita virusinfektiolle, ei edes suurillakaan viruspitoisuuksilla (Perera-Lecoin ym., 2013; Gebo
ym., 2024). Esimerkiksi Raji-soluilla on tehokkaat antiviraaliset solunsisdiset
puolustusmekanismit, miki tekee niistd vaikeasti infektoituvia (Lam ym., 2020). Tdmén pro
gradu -tyon havainnot vahvistavat tété oletusta, silld infektiokokeen tulokset viittasivat siihen,
etteiviat Raji D1.3- eivitkd Ramos-B-solut infektoidu keltakuumeviruksellakaan. Vaikkakin
infektiokokeessa titteri nousi hieman B-soluissa 96 tuntia infektiosta, nousu oli marginaalinen
verrattuna kontrolleina kéytettyihin VeroE6-soluihin. B-soluilta kerittyjen kasvatusmediumien
titteri kasvoi aikapisteiden vililld vain noin satoja viruspartikkeleja, mikd voi johtua myds
soluihin kiinnittyneistd viruksista, jotka solujen hajotessa vapautuivat kasvatusmediumiin.

VeroE6-soluilta keridttyjen kasvatusmediumien titteri oli jokaisessa aikapisteessd B-soluihin
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verrattuna noin 1000-kertainen, mikd viittaa viruksen tehokkaaseen replikaatioon ainoastaan

VeroE6-soluissa.

Infektiokokeiden ja viruskasvatusten titterit méadritettiin plakkititrauksella, joka on yleisesti
kéytetty menetelma infektiivisten viruspartikkelien méérdn mittaamiseen. Menetelmé perustuu
viruksen kykyyn infektoida soluja ja muodostaa solukerrokseen nékyvid plakkeja, joiden
perusteella voidaan mairittdd viruksen pitoisuus naytteesséd. Plakkititraus on luotettava, mutta
hidas menetelmd, silli nidkyvien plakkien muodostuminen vie pdivid. Vaikka esimerkiksi
infektiokokeessa plakkititrauksista ei tehty replikaatteja, tulosta voidaan silti pitdd luotettavana,
silla plakkititraus on vakiintunut menetelmd ja tulokset tukivat johdonmukaisesti aiempia

tutkimushavaintoja B-solujen heikosta infektoituvuudesta.

4.3 Biotinylaation vaikutus vasta-aineen toimintaan

Surrogaattiantigeeni-kompleksi koostui useista eri vasta-aineista. Naistd kaksi, SA- ja 2D12
olivat monoklonaalisia vasta-aineita, jotka tunnistavat keltakuumeviruksen E-proteiinin. 2D12-
vasta-aine, jota kiytettiin surrogaattiantigeeni-kompleksissa yhdistimddn B-solureseptoriin
sitoutuva anti-IgM ja virus (kuva 7), biotinyloitiin. Biotinylaatio voi muuttaa vasta-aineen
rakennetta tai biotiini voi kiinnittyd vasta-aineen antigeenin tunnistavaan osaan eli
paratooppiin, jolloin antigeenin sitoutuminen vasta-aineeseen voi estyd. Lisdksi biotinylaatio
voi vaikuttaan vasta-aineen sitoutumisaffiniteettiin ja heikentdd sen sitoutumisvoimakkuutta,
vaikka spesifisyys sdilyisikin ennallaan (Coé€lho ym., 2019). Sitoutumiskyky voi myds muuttua
niin, ettei vasta-aine tunnistaa antigeenia endé yhti tarkasti, tai vaihtoehtoisesti vasta-aine voi
ristireagoida toisten samankaltaisten molekyylien kanssa. 2D12-vasta-aine biotinyloitiin NHS-
biotiinilla, jonka on raportoitu vaikuttavan vasta-aineen spesifisyyteen (Panyutich ym., 1993).
Panyutich ym. osoittivat, ettd erityisesti NHS-biotinylaation seurauksena vasta-aineen

spesifisyys voi muuttua ja se voi ristireagoida samankaltaisten molekyylien kanssa.

Koska biotiini voi vaikuttaa vasta-aineen kykyyn sitoutua antigeeniin, biotinyloidun 2D12-
vasta-aineen toiminnallisuus varmistettiin infektoiduilla VeroE6-soluilla
immunofluoresenssivirjiykselld ja virtaussytometrialla. Immunofluoresenssivirjiys osoitti,
ettd biotinyloitu 2D12-vasta-aine tunnisti viruksen tehokkaasti myos biotinylaation jélkeen,
eikd biotinylointi heikentdnyt sekundaarivasta-aineen kykyéd tunnistaa 2D12-vasta-ainetta.
Lisdksi virtaussytometria-analyysi varmisti, ettd streptavidiini sitoutui tehokkaasti

biotinyloituun 2D12-vasta-aineeseen.
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4.4 Anti-IgM-kompleksin internalisaatio

B-solureseptoriin ~ sitoutuvat  anti-IgM-vasta-aineet ovat keskeisid tydkaluja B-
solututkimuksessa, silld ne simuloivat B-solujen aktivointia ilman varsinaista tautia aiheuttavaa
antigeenia. Anti-IgM sitoutuu useaan B-solureseptoriin samanaikaisesti ja muodostaa
ristisidoksia, minka seurauksena B-solut aktivoituvat voimakkaasti (Packard & Cambier, 2013;
Reth & Wienands, 1997). Ristisidoksia muodostavat I[gM-kompleksit internalisoituvat myds
nopeammin kuin monovalentit ligandit, mutta toisaalta liian suuret kompleksit voivat jadda
solun pinnalle tai ohjautua solussa tavanomaisista poikkeaviin endosytoosireitteihin (Roberts
ym., 2020). Biotinyloitu anti-I[gM-vasta-aine ja siihen liitetty streptavidiini voivat myos
muodostaa suuria komplekseja, miké heikentdd I[gM:n kykya sitoutua B-solureseptoriin, minka
seurauksena kompleksin endosytoosi soluun voi hidastua. Aikaisemmat tutkimukset ovat
kuitenkin osoittaneet, ettd biotinyloidun anti-IgM-vasta-aineen ja streptavidiinin muodostama
multimeerinen kompleksi indusoi solussa voimakkaamman B-solureseptorivélitteisen

signaloinnin ja B-soluaktivaation liukoisiin vasta-aineisiin verrattuna (Pone ym., 2022).

Ennen kokonaisen surrogaattiantigeeni-kompleksin internalisaatiokokeita testattiin miten B-
solureseptorille spesifinen biotinyloitu anti-IgM-vasta-aine ja sithen sitoutuva streptavidiini
internalisoituvat ja kulkeutuvat solussa. B-solut virjittiin lysosomin pintaproteiinin
tunnistavalla LAMP1-markkerilla, jotta konfokaalimikroskopialla voitiin seurata, kulkeutuuko
biotinyloitu anti-IgM ja streptavidiini lysosomeihin. Mikroskopia-analyysi osoitti, ettd alussa
(10 minuutin aikapisteessd) kompleksit olivat vield paddsddntdisesti klusteroituneet solun
pinnalle, mikd voi viitata siithen, ettd kompleksi sitoutui spesifisti solun pinnan reseptoreihin
ennen sisddnottoa. Myohemmaissé aikapisteessd (45 min) kompleksit olivat internalisoituneet,
mutta analyysissd ei havaittu LAMP1-signaalin ja kompleksin pééllekkdisyyttd, mika viittaisi
sithen, etteivdt kompleksit kulkeutuneet lysosomeihin. Kompleksin kolokalisaatiota
lysosomien kanssa ei voida kuitenkaan luotettavasti todentaa LAMP1-virjdyksen perusteella,

silli LAMP1-signaali ei selkedsti kolokalisoitunut lysosomeihin.

Normaalisti B-solureseptoriin sitoutunut antigeeni kulkeutuu ensin aikaisiin endosomeihin,
jotka myShemmin kypsyvét myohdisiksi endosomeiksi, ja fuusioituvat lysosomien kanssa.
Internalisaatio aikaisiin endosomeihin tapahtuu yleensé nopeasti, jopa minuuteissa (Lloyd ym.,
2017), mutta vesikkelien kypsyminen vaatii kuitenkin pidemmain ajan (Vire ym., 2011). Vire

ym. havaitsivat, ettd 45 minuuttia internalisaatiosta suurin osa IgM-komplekseista oli
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lokalisoitunut aikaisiin endosomeihin ja vasta 60 minuutin jélkeen suurin osa IgM:std oli
lokalisoitunut lysosomeihin, mikd voi selittdd sen, ettei tdssd tutkimuksessa kolokalisaatiota

havaittu vield varhaisessa vaiheessa.

Huomionarvoista on, ettd mikroskopia-analyysi osoitti LAMPI1-signaalin lokalisoituvan
poikkeuksellisesti  solujen reunoille, kun taas tyypillisesti lysosomit keskittyvét
perinukleaarisesti tuman ldheisyyteen. Koska lysosomimarkkeerin lokalisaatio poikkesi
odotetusta, internalisoituneiden anti-IgM-kompleksien ja lysosomien vilisen kolokalisaation
puuttumista 45 minuutin kohdalla on tulkittava varovasti. On mahdollista, ettd LAMP1-signaali
edustaa epdspesifistd sitoutumista solukalvolle tai puutteellista permeabilisaatiota
varjaysprosessin aikana, mikd vaikeuttaa varman johtopditdksen tekemistd kompleksien

todellisesta lokaatiosta.

Yhteenvetona voidaan todeta, ettd jos signaali on todellinen, kolokalisaation puute viittaa
sithen, ettd kompleksit sijaitsevat vield muissa solunsisiisissd vesikkeleissd, kuten varhaisissa
tai myohdisissd endosomeissa. Tadma olisi linjassa Viren ym. (2011) havainnon kanssa, ettd
IgM-kompleksin kulkeutuminen lysosomien entsymaattiseen ympéristoon saattaa vaatia
pidemmain seuranta-ajan. Mikéli signaali edustaa virheellistd virjdystd, on mahdollista, ettd
anti-IgM-kompleksit ovat todellisuudessa edenneet lysosomeihin, mutta niitd ei voitu havaita

markkerin toimimattomuuden vuoksi.

4.5 Surrogaattiantigeeni-kompleksin sitoutuminen ja internalisaatio

Tutkimuksessa kaytettiin surrogaattiantigeeni-kompleksia simuloimaan
keltakuumerokoteviruksen solunsisdisté liikenndintid B-solujen endosomaalisessa verkostossa.
Tavoitteena oli selvittdd, miten virus internalisoidaan ja prosessoidaan antigeenin esittelya
varten. Anti-IgM:n sitoutuminen B-solureseptoriin tulisi kdynnistdd surrogaattiantigeeni-
kompleksin nopean internalisaation, josta seuraa antigeenin prosessointi ja esittely auttaja-T-
soluille, mika on vélttdmatontd adaptiivisen immuunivasteen kdynnistymiselle eli tehokkaan B-
soluaktivaation ja rokotevasteen muodostumiselle. Internalisaation jilkeen antigeeni pilkotaan
lysosomeissa pienemmiksi peptideiksi, minkd jidlkeen peptidit esitelliatn MHC II-
komplekseissa auttaja-T-soluille. Antigeenin internalisaatio ja kulkeutuminen lysosomeihin on
erityisen kriittistd rokotteen tehon kannalta, silld antigeenin pilkkoutuminen lysosomeissa
mahdollistaa antigeenin esittelyn auttaja-T-soluille, mikd on vélttimatontd pitkdkestoisen

immunologisen muistin muodostumiselle (Martinez-Riafio ym., 2018). Mikéli antigeenin



51

kulkeutuminen lysosomeihin hiiriintyy tai antigeeni poistuu lysosomeista ennenaikaisesti,

antigeenin esittely auttaja-T-soluille voi heikentyai ja rokotteen kokonaisteho voi laskea.

Surrogaattiantigeeni-kompleksin sitoutumista B-solureseptoriin ja kompleksin internalisaatiota
tutkittaessa havaittiin, ettd kompleksi tai sen osat aggregoituvat solujen pinnalle. Valtaosassa
soluista ei havaittu lainkaan spesifistd sitoutumista. Soluissa, joissa sitoutumista havaittiin,
viruskompleksi oli muodostanut suuria aggregaatteja, eivitkd biotinyloituun IgM:iin
sitoutuneesta streptavidiini-AF488:sta ja 5A-vasta-aineeseen sitoutuvasta sekundaarivasta-
aineesta (AF647-IgG) havaitut spesifiset signaalit lokalisoituneet samaan kohtaan. On
mahdollista, ettd virukseen sitoutuva biotinyloitu 2D12-vasta-aine ei sitoutunut tehokkaasti B-
solureseptoriin sitoutuvaan anti-IlgM-streptavidiini-kompleksiin, eikd surrogaattiantigeeni-

kompleksi siten rakentunut oikealla tavalla.

Tdméd on kuitenkin ristiriidassa virtaussytometria-analyysin kanssa, joka osoitti, ettd
biotinyloitu 2D12-vasta-aine sitoutui tehokkaasti streptavidiinilla pédillystettyihin helmiin.
Tiedetddn kuitenkin, ettd vaikka streptavidiini-biotiini-vuorovaikutus on erittdin vahva, sen
toiminta eldvisséd soluissa on herkka hiirioille, joten biotinyloidun 2D12-vasta-aineen ja anti-
IgM-streptavidiini-kompleksin heikko sitoutuminen soluissa voi johtua menetelmillisten

ongelmien lisdksi myds biologisista tekijoista.

Viruksen aggregoituminen ja se, ettd surrogaattiantigeeni-kompleksi ei rakentunut oikealla
tavalla voi johtua useasta eri tekijdstd. Ensinnédkin internalisaatiossa kdytettiin puhdistettua
virusta. Virusten puhdistusprosessit, kuten ultrasentrifugointi, altistavat viruspartikkelit
mekaaniselle stressille, miké voi johtaa virusten aggregoitumiseen jo ennen niiden joutumista
kosketuksiin solujen kanssa. Myds puhdistuksessa kiytetyt puskurit tai jadmét voivat muuttaa
viruksen pintavarausta, mikéd edistdd aggregoitumista. Toiseksi kompleksin kokoamisen aikana
solut ovat pitkié aikoja jdilla, mikd voi heikentdd solujen viabiliteettia ja kykyd internalisoida
kompleksia. Kompleksin kokoamista olisi mielenkiintoista testata koeputkessa, jolloin valmis
kompleksi voitaisiin antaa soluille kerralla, jolloin inkubaatioajat ja pesuvaiheet vihenisivit,
eikd solujen viabiliteetti heikentyisi. Tdtd hankaloitti kuitenkin tyoskentely BSL2-tason
laboratoriossa, silld virusndytteet oli fiksattava aina ennen siirtymistd muihin tiloihin, eikd
kaikkia reagensseja ja laitteita voitu siirtdd laboratorioiden vililld. Kolmanneksi néytteet
fiksattiin 4 % PFA:lla, joka on yleisesti kéytetty fiksatiivi immunofluoresenssivérjayksissa,
mutta sen on raportoitu aitheuttavan ongelmia vasta-aineiden sitoutumisessa sekd muutoksia
solun morfologiassa (Richter ym., 2018). Fiksaus voi peittdd tai muuttaa vasta-aineiden

tunnistamia epitooppeja, jolloin vasta-aineen sitoutuminen antigeeniin heikkenee ja
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immunofluoresenssivirjiyksissd havaittava signaali voi heikentyé. Toisaalta soluja fiksattiin
enintddn 30 minuuttia, eikd ndin lyhyen fiksaation ole tutkimusten mukaan havaittu heikentidvén

vasta-ainesignaalin voimakkuutta (Richter ym., 2018).

Kompleksin aggregoituminen voi myds johtua vasta-aineen neutraloivasta vaikutuksesta.
Kayttimdmme 2D12-vasta-aine tunnistaa keltakuumeviruksen E-proteiinin, ja silld on todettu
olevan neutraloiva vaikutus virusta vastaan (Schlesinger ym., 1984). Neutraloiva vasta-aine voi
aggregoida viruspartikkeleita, jolloin viruksen kiinnittyminen soluihin voi estyd (Burton,
2023). Neutralisaation seurauksena aggregoitunut virus ei pysty sitoutumaan B-solureseptoriin

yhtd tehokkaasti, miki voi selittdd viruksen véhiisen sitoutumisen soluihin.

Néyttdisi siltd, ettd anti-IgM-streptavidiini-kompleksi on padosin sitoutunut solun pintaan, joten
aggregaatio-ongelma ei koske koko surrogaattikompleksia, vaan todenndkoisesti virusta ja
vasta-aineita. Antigeenin ja vasta-aineen suhdetta on vaikea optimoida niin, ettei synny
hallitsemattoman suuria aggregaatteja. Vaikka surrogaattiantigeeni-kompleksi olisi saatu
koottua oikealla tavalla, se on varsin suuri soluille internalisoitavaksi. Toisaalta B-solujen
tiedetddn kykenevin internalisoimaan suuriakin rakenteita IgM-reseptorin vilitykselld
(Verstegen ym., 2019). Kaiken kaikkiaan pro gradu -tyd osoittaa sen, ettd kompleksin osien
erillinen optimointi ei takaa kokonaisen kompleksin toimivuutta. Puhdistetun viruksen ja
muiden surrogaattiantigeeni-kompleksin osien vilinen dynaaminen vuorovaikutus on kriittinen
vaithe, joka tulisi varmistaa ennen varsinaisia solukokeita, jotta valtytddn vaariltd

johtopéétoksilta.

4.6 Viruksen E-proteiinimddritys ja biotinylaatio

Koska surrogaattiantigeeni-kompleksi ei toiminut odotetusti, pdidtimme yksinkertaistaa
kompleksin rakennetta. Tarkoituksena oli biotinyloida virus, jolloin se sitoutuisi suoraan
streptavidiiniin, eikd 2D12-vasta-ainetta ei tarvittaisi ollenkaan. Biotinylaatiota varten viruksen
E-proteiinin méédrd maéritettiin SDS-PAGE-geeliltd. E-proteiinin liséksi geeliltd havaittiin
kuitenkin useita muitakin proteiineja, jotka ovat perdisin viruksesta tai viruskasvatuksen aikana
hajonneista soluista (kuva 18). Biotinylaatiossa tulisi ottaa huomioon my&s muiden proteiinien
madrd, ja laskea sopiva biotinylaatioaste virukselle. Tdssd pro gradu -tydssd viruksen
biotinylaatiota ei kuitenkaan ehditty ajanpuutteen vuoksi optimoimaan, eikd yksinkertaistetun

kompleksin sitoutumista ja internalisaatiota ehditty testaamaan B-soluissa.
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4.7 Jatkotutkimusmahdollisuudet

Jotta viltytddn vadriltd johtopdatoksiltd, surrogaattiantigeeni-kompleksin muodostumista ja sen
laatua on analysoitava huolellisesti. Viruksen aggregoituminen on voinut tapahtua jo viruksen
puhdistuksen aikana, mikd on voinut vaikuttaa ratkaisevasti kompleksin muodostumiseen.
Viruksen puhdistamista eri PEG- tai sukroosipitoisuuksilla olisi mielenkiintoista kokeilla
uudelleen, jotta nihtdisiin, onko ndiden reagenssien pitoisuuksilla vaikutusta viruksen
aggregoitumiseen. Esimerkiksi PEG:n liian korkea pitoisuus pakottaa viruspartikkelit
lahemmads toisiaan, mika voi johtaa viruspartikkelien pysyviin aggregoitumiseen (Wélchli ym.,
2020). Korkea pitoisuus saostaa myds ndytteen epdpuhtauksia, kuten iséntdsolun proteiineja,
jotka voivat yhdistdd viruspartikkelit toisiinsa pysyviksi aggregaateiksi. Virusten
puhdistamisessa voisi kéyttdd my0s sukroosigradienttia, jolloin virus puhdistuu kahden

sukroosipitoisuuden rajapintaan ja suurin osa epapuhtauksista ajautuu gradientissa eri kohtaan.

Pro gradu -ty0ssé yritettiin myos yksinkertaistaa kompleksin rakennetta biotinyloimalla virus
ja poistamalla rakenteesta 2D12-vasta-aine. Ajanpuutteen vuoksi tdtd prosessia ei kuitenkaan
ehditty optimoimaan. Jatkossa olisi mielenkiintoista testata miten pienempi kompleksi
kayttiytyisi sitoutumis- ja internalisaatiokokeissa. Yksinkertaisempi rakenne ei ole kuitenkaan
ongelmaton, silldi NHS-menetelmilld biotiini kiinnittyy usein viruksen pinnan lysiini-
aminohappoihin, mikd poistaa positiivisia varauksia ja voi aiheuttaa spontaania

aggregoitumista (Duran-Meza ym., 2021).

B-solujen aktivoitumista surrogaattiantigeeni-kompleksin sitoutumisen seurauksena voitaisiin
tutkia myoOs mittaamalla B-solureseptorin vilittimien signaaliteiden fosforylaatiokaskadeja
Western blot -menetelmélla. Liséksi B-solujen aktivaatiota voitaisiin tutkia mittaamalla solujen
sisdistd kalsiumvirtausta virtaussytometrialla. Tutkimuksessa oli tarkoitus myods verrata
viruksen internalisaation jilkeistd prosessointia ja esittelyd rokoteviruksen ja villityypin
viruksen vélilld, mutta téssd pro-gradu -tutkielmassa se ei ollut mahdollista, silld villityypin

keltakuumeviruksella tydskentely vaatisi BSL3-tason laboratorion.

Tutkimuksessa kdytetyn 17D-keltakuumeviruksen kasvatus ja surrogaattiantigeeni-kompleksin
optimointi osoittautui odotettua haastavammaksi, miké rajoitti mahdollisuuksia tutkia viruksen
solunsisdistd kulkeutumista yksityiskohtaisesti. Seuraavaksi olisi mielenkiintoista selvittia,
miten B-solut prosessoivat ja esittelevdat 17D-keltakuumevirusta auttaja-T-soluille, kunhan
kompleksin muodostuminen ja sen sitoutuminen ja internalisaatio saadaan optimoitua. Tdma

on immunologisesti mielenkiintoista, koska 17D-keltakuumevirusrokote on yksi maailman
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tehokkaimmista rokotteista, ja sen kyky aktivoida auttaja-T-soluja on avainasemassa

pitkédkestoisen suojan luomisessa.
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