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Influenssa A -virukset (IAV) aiheuttavat pelkdstdin Euroopassa miljoonia sairastapauk-
sia ja kymmenid tuhansia kuolemia vuosittain. Toisinaan influenssaepidemat laajenevat
maailmanlaajuisiksi pandemioiksi, jolloin levidva influenssavirus sairastuttaa huomatta-
vasti suuremman osan véestostd ja sairaus voi olla poikkeuksellisen vakava verrattuna
tavalliseen vuosittaiseen kausi-influenssaan. Témén lisdksi IAV:t muuntuvat jatkuvasti,
mika johtaa joskus sithen, ettd virus saa kyvyn vaihtaa iséntdeldintd esimerkiksi linnusta
thmiseen. Jos lintuinfluenssavirus adaptoituu uuteen isdntdsoluun, pystyy se replikoitu-
maan siind tehokkaasti ja tuottamaan suuria méérid infektiivisid virioneja, jolloin tartun-
taketjut saattavat alkaa edetd nopeasti thmisten vilillad. Influenssan aiheuttamien yhteis-
kunnallisten vaikutusten sekd pandemioiden aiheuttaman jatkuvan uhan vuoksi influens-
saviruksissa tapahtuvien muutosten ja adaptiivisten mekanismien tunteminen on térkeaa,
koska se voi auttaa sekd uuteen influenssapandemiaan valmistautumisessa etti sithen no-
peasti ja oikein reagoimisessa.

Tamén pro gradu -tyon pddasiallisena tarkoituksena oli selvittdd, onko A/HIN1pdm09:n
replikaatiokyvyssi tapahtunut muutoksia kuluneen reilun kymmenen vuoden aikana siité,
kun virus ilmaantui influenssakaudella 2009-2010 ja aiheutti sikainfluenssaksi kutsutun
maailmanlaajuisen pandemian. Muutoksia havainnoitiin infektoimalla MDCK-, A549-
sekd Vero E6 -solut yhdeksilld eri IAV-kannalla. IAV-kantojen proteiiniekspressiota
sekd VRN A:n ja infektiivisten virionien tuottoa analysoitiin immunoblottaus-, RT-qPCR-
ja plakkititrausmenetelmilld. Saatuja tuloksia verrattiin vuoden 2009 pandeemisen virus-
kannan tuloksiin.

Tulosten perusteella A/HIN1pdm09-viruskannat replikoituivat suurimmaksi osaksi hi-
taammin verrattuna vuoden 2009 pandeemiseen IAV-kantaan, eivitkd tulokset siten an-
taneet yksiselitteisid viitteitdi A/HINI1pdm09-viruksessa kymmenen vuoden aikana tapah-
tuneesta adaptoitumisesta ihmiseen tai muutoksista replikaatiokyvyssd. Samalla tulok-
sista oli kuitenkin havaittavissa, ettd influenssakaudella 2019-2020 esiintyneen
A/H1N1pdm09-kannan replikoituminen oli tdssd tutkimuksessa tehokkaampaa kuin vuo-
den 2009 pandeemisen kannan replikoituminen. Ty0n toisena tarkoituksena oli samalla
antaa suuntaa tuleville tarkempien adaptaatiomekanismien selvittdmiseen tahtddville tut-
kimuksille, missi onnistuttiin hyvin.

ASIASANAT: Influenssa A -virus, A/HIN1pdm09, influenssapandemia, sikainfluenssa,
replikaatiosykli, adaptaatio
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1. JOHDANTO

1.1 Mité ovat virukset?

Virukset ovat mikroskooppisen pienid infektiivisid partikkeleja, jotka koostuvat padosin
geneettisestd materiaalista seké sitd suojaavasta proteiinikuoresta eli -kapsidista; yhdessi
nditd kutsutaan nukleokapsidiksi. Kapsidit voivat olla muodoltaan hyvin monenlaisia,
mutta padosin ne ovat joko helikaalisia eli sauvamaisia tai ikosahedraalisia eli lihes pyo-
reitd (kuva 1). Osalla viruksista on proteiinikapsidin ulkopuolella lipidivaippa ja sithen

kiinnittyneend erilaisia kalvoproteiineja.

Viruksen geneettinen materiaali eli genomi koostuu yhdestd tai useammasta nukleiini-
happomolekyylistd, joka voi olla yksi- tai kaksijuosteista DNA:ta tai RN A:ta. Yksijuos-
teinen genomi voi olla polaarisuudeltaan positiivis- tai negatiivissdikeistd tai molempia
eli ambisense-muotoista. Virusten genomi voi olla muodoltaan lineaarinen tai rengasmai-
nen, ja erityisesti RNA-virusten genomi on usein segmentoitunut useaksi erilliseksi mo-

lekyyliksi. (Pellett ym. 2014.)

Tupakan mosaiikkivirus Adenovirus Influenssavirus Bakteriofagi

Paa DNA

RNA Kapsidi DNA  RNA
Kapsidi

Hannén
suoja

Kapsidi Glykoproteiini Glykoproteiini Hantakuitu

Helikaalinen lkosahedraalinen Vaipallinen Yhdistelma eri muotoja

Kuva 1. Ulkomuodoltaan erilaisia viruksia. Suurin osa viruksista on symmetrialtaan
joko helikaalisia eli sauvamaisia tai ikosahedraalisia eli 1dhes pydredn muotoisia. Osalla
viruksista on nukleokapsidin lisdksi lipidivaippa ja sithen kiinnittyneend erilaisia kal-
voproteiineja. On myds olemassa viruksia, jotka koostuvat yhdistelmédstd eri muotoisia
osia. (Muokattu HMSC 2021).

Virukset luokitellaan niiden rakenteellisten ja genomisten ominaisuuksien perusteella pe-
rinteisesti viiteen taksonomiseen tasoon eli lahkoon, heimoon, alaheimoon, sukuun ja la-

jiin, mutta monitasoisempaa luokittelua on ehdotettu (Gorbalenya ym. 2020). Viruksia ei



nykykdsityksen mukaan luokitella kuuluvan mihinkddn elidkunnan domeeniin, sillé ne
eivit tiytd elion madritelméd; ne eivit kykene lisdéntymdan itsendisesti eivétkd tuotta-
maan tai varastoimaan energiaa eiké niilld ole omaa aineenvaihduntaa, vaan virusten toi-
minnot ja lisddntyminen perustuvat eldvien solujen infektoimiseen ja niissad loisimiseen.
Infektoidessaan iséntdsolun virus kaappaa suuren osan sen biologisesta koneistosta hal-
tuunsa tuottaakseen tarvitsemiaan entsyymeja ja virusrakennusyksikditi uusien viruspar-
tikkelien eli virionien tuottamiseksi ja kokoamiseksi. Muodostuneet lukuisat uudet virio-
nit vapautuvat lopulta ulos solusta, jolloin ne voivat edelleen infektoida viereisid soluja
kudoksessa. Virusta kutsutaan virioniksi, kun virus esiintyy sen infektiivisessd solunul-

koisessa muodossaan.

Viruksen monistumiseen tarvittavaa prosessia kutsutaan viruksen replikaatiosykliksi.
Usein isdntdsolun toimintojen kaappaaminen vahingoittaa solua tai tuhoaa sen, miké voi
aiheuttaa vahinkoa myos koko isdntdorganismille ja ilmeti siind erilaisina tauteina. Isdn-
tdsoluna voi toimia minkd tahansa eldvin organismin solu, kuten esimerkiksi bakteeri-,
kasvi- tai eldinsolu. Ihmisié infektoivia viruksia tunnetaan yli 20 heimoa ja yli 200 lajia,

ja niitd l6ydetdén lisdéd joka vuosi (Woolhouse ym. 2012).

1.2 Influenssa A -virukset

Erditd ihmisten kannalta merkittdvia viruksia ovat Orthomyxoviridae-heimoon kuuluvat
influenssa A-, B-, C- ja D -virukset. Influenssavirus 16ydettiin, kun IAV eristettiin vuonna
1931 siasta. Sen jidlkeen vuonna 1933 se eristettiin ensimmaisen kerran myds ihmisesta.
Influenssavirukset ovat zoonoottisia viruksia eli ne kykenevit tarttumaan isdntélajista toi-
seen. Influenssa B- ja C -viruksia esiintyy péddasiassa vain ihmisilld ja influenssa D -vi-
ruksia pddasiassa vain nautakarjalla, kun taas influenssa A -virukset (IAV) infektoivat
sekd ihmisid ettd useita muita eldinlajeja. (Simonsen ym. 1998; Kakkola ym. 2021; Wolff

& Veit 2021.)

Influenssa A -virionit ovat muodoltaan ikosahedraalisia, ldpimitaltaan 100-140 nm, ja
niilld on isdntdsolukalvolta perdisin oleva kaksoislipidikalvon muodostama vaippa (kuva
2B). I[AV-genomi on yksijuosteista negatiivissdikeisti RNA:ta, ja se on kooltaan noin 13
500 emésparia. Genomi on jakautunut kahdeksaan segmenttiin, jotka koodaavat viruksen
12 proteiinia, joista yhdeksin on virionin muodostavia rakenneproteiineja ja kolme muita

proteiineja (kuva 2A).



Polymeraasihappoproteiini (PA) sekd polymeraasiemisproteiini 1 (PB1) ja polyme-
raasiemdsproteiini 2 (PB2) muodostavat RNA-segmenttien 5’- ja 3’-pdihin sitoutuneet
polymeraasikompleksit (RdRp). RNA-segmenttejd paéllystad nukleoproteiini (NP), joka
yhdessd RdRp-kompleksin kanssa muodostaa ribonukleoproteiinikompleksin (RNP).
RNP-komplekseja suojaa kapsidin muodostava matriisiproteiini (M1), ja kapsidinulkoi-
seen lipidivaippaan ovat kiinnittyneet glykoproteiinit hemagglutiniini (HA) ja neurami-
nidaasi (NA) sekd ionikanavaproteiini (M2). Pienempi M2-proteiini transloidaan samasta

RNA-segmentistd kuin M 1-proteiini vaihtoehtoisen silmukoinnin avulla.

Muita kuin rakenneproteiineja ovat niin ikddn vaihtoehtoisella silmukoinnilla RNA-seg-
mentistd 8 transloitavat NS1- ja NS2-proteiinit. NS2:sta kdytetddn my6s nimeéd tumakul-
jetusproteiini (NEP). Ei-rakenneproteiinit PB1-F2 ja PA-X transloidaan ribosomaalisen
lukukehysvaihdoksen kautta samoista genomisegmenteistd kuin PB1 ja PA. (Kakkola
ym. 2021.)

A) B)
Segmentti1 3’ — I — 5' P82

Hemagglutiniini (HA)

Segmentti2 3’ — I — 5 P81

= PB1-F2
. . Neuraminidaasi (NA)
Segmentti 3 3’ —{I— 5 PA ]
[— ] PA-X
. lonikanavaproteiini (M2)
Segmenttid 3’ — S — 5’ HA
@ Matriisiproteiini (M1)
Segmentti 5 3’ — I ' NP S Lipidikalvo
L]
: T Tumakuljetusproteiini
Segmentti 6 3 5 NA L NEP)
YRNP
Segmentti 7 3’ —{— 5 M1 o §g’:n;m -
.- - — M2 ,PB2,
vRNA,
NP
Segmentti 8 3’ —E— 5 NS1
B-._-Em NEP

Kuva 2. IAV:n genomi, genomin koodaamat proteiinit ja virionin rakenne. A) [AV:n
kahdeksasta negatiivissdikeisestd RNA-segmentistd koostuva genomi koodaa yhteensi
12:ta proteiinia. Yhdeksén niistd on virionin rakenneproteiineja. B) Matriisiproteiini (M1)
muodostaa virionin kapsidin ja ionikanavaproteiini (M2) seka glykoproteiinit hemagglu-
tiniini (HA) ja neuraminidaasi (NA) ovat kiinnittyneet kapsidinulkoiseen lipidivaippaan.
Segmenttien RNA-juoste on kauttaaltaan nukleoproteiinin (NP) peittdma. Polymeraasi-
happoproteiini (PA) sekd polymeraasiemidsproteiinit (PB1 ja PB2) muodostavat segment-
tien 5°- ja 3’-pddhén kiinnittyneen polymeraasikompleksin (RdRp). Yhdessd RdRp-pro-
teiinien kanssa NP muodostaa ribonukleoproteiinikompleksin (RNP), johon jokainen yk-
sittdinen RNA-segmentti on pakattu. Kolme muuta genomin koodaamaa proteiinia ovat
ei-rakenneproteiini 1 (NS1), ei-rakenneproteiini 2 (NS2), joka tunnetaan myds nimella
tumakuljetusproteiini (NEP), sekd PB1-F2 ja PA-X. (Muokattu Kakkola ym. 2021).



[AV:n pinnan HA ja NA glykoproteiinit ovat oleellisia viruksen infektiokyvyn kannalta,
silld ne vuorovaikuttavat kohdesolun pinnan reseptoriproteiinien kanssa. HA on kol-
mesta, rakenteellisesti samanlaisesta monomeerista koostuva homotrimeeri. Monomee-
rissa on kaksi alayksikkod; sylinterin muotoinen varsi (HA2) seké sithen disulfidisidok-
silla kiinnittyt globulaarinen paa (HA1) (kuva 3). Globulaarisissa pdissi on siaalihappoa
sitovat kohdat, jotka yhdessd muodostavat isédntdsolun reseptoriproteiiniin sopivan resep-
toritaskun. NA on homotetrameeri, jonka monomeerit rakentuvat neljasti alayksikosta.
Néama alayksikot koostuvat katalyyttisesti aktiivisesta potkurin lapaa muistuttavasta kar-
jestd, lipidikalvon ulkoisesta varsiosasta, lipidikalvon ldpédisevistd osasta sekd sytoplas-
misesta hinndstd. NA:n péddasiallinen tehtdvd on pilkkoa siaalihapposidoksia. (Du ym.

2019.)

(HA1) ‘

Trans-
membraaninen
o0sa

Sytoplasminen
hanta

]~
o ' o

]
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Kuva 3. IAV:n pintaproteiinien hemagglutiniinin (HA) ja neuraminidaasin (NA)
rakenne. HA on homotrimeeri, jonka kolme monomeerid koostuvat globulaarisesta
paastd (HA1) seka sylinteriméisesta varresta (HA2). NA on homotetrameeri, jonka nelja
monomeerid koostuvat lapamaisesta padsti, sylinterin muotoisesta varresta, transmem-
braanisesta osasta sekd sytoplasmisesta hdannéstd. (Muokattu Du ym. 2019).

1.2.1 Influenssa A -virusalatyypit

[AV:t jactaan HA- ja NA-proteiinien rakenteen perusteella virusalatyyppeihin; esimer-
kiksi [AV-alatyypillda HINI on lipidikalvollaan HA-alatyyppi 1 ja NA-alatyyppi 1. Talld
hetkelld tunnetaan 18 HA:n alatyyppid (H1-H18) ja 11 NA:n alatyyppid (N1-N11), joista
teoriassa voi muodostua 198 erilaista HA- ja NA-alatyyppien yhdistelmii ja siten yhtd
monta erilaista IAV-alatyyppid. Tamén tutkielman kirjoitushetkelld kirjallisuudessa on

karakterisoitu 131 IAV-alatyyppia.



[AV-alatyypit jaectaan edelleen kantoihin, jotka on eristetty tietystd potilasniytteesta tie-
tyssd paikassa ja tiettynd ajankohtana. IAV-kannat nimetéén virussuvun, -alatyypin sekd
viruksen eristyspaikan ja -vuoden mukaan. Esimerkiksi puhuttaessa kannasta nimeltd
”A/New Caledonia/20/99(H1N1)” tarkoitetaan New Caledoniassa vuonna 1999 eristettyé
IAV-kantaa numero 20, joka on [AV-alatyypiltddn HIN1. Kannat jactaan vield kladeihin
ja subkladeihin. Tdma jako perustuu HA-proteiinin geneettiseen samankaltaisuuteen yh-

teisen, niin kutsutun virus-esi-isén kanssa. (CDC 2017; Kakkola ym. 2021.)

Ihmisiéd tehokkaimmin infektoimaan ja ithmisisté toisiin siirtyméén kykyenevien IAV:ten
HA-proteiinit ovat olleet alatyyppid H1, H2 ja H3. Padosin linnuissa infektioita aitheutta-
vien [AV:ten, joiden HA-proteiinit ovat alatyyppid HS, H6, H7, tai H9, tiedetdén aiheut-
taneen thmisissa yksittdisid sairastapauksia tai tapausten ryppditd. (Chen ym. 2014; WHO

2018a; Yang ym. 2020.)

1.2.2 Influenssa A -viruksen replikaatiosykli

Kuten muutkin virukset, my6s influenssavirukset tarvitsevat monistuakseen isdntdsolua
ja sen biologista koneistoa. IAV:n replikaatiosyklin ensimmdiset vaiheet ovat virionin
tarttuminen isdntdsoluun ja soluun tunkeutuminen (kuva 4). Virionin HA-pintaproteiinin
globulaariset pdit sitoutuvat isdntdsolun solukalvon glykoproteiinien ja -lipidien siaali-

happoon, mikd aktivoi endosytoosin eli virionin sisddnoton endosomin sisélla.
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Kuva 4. IAV:n replikaatiosykli infektoidussa solussa. A) Replikaatiosykli alkaa vi-
ruksen reseptorivilitteiselld endosytoosilld, jota seuraa B) virusgenomin vapautuminen
solun sytoplasmaan ja kuljetus tuman sisddn. C) Tumassa virusgenomisegmentit tran-
skriptoidaan mRNA:ksi, minké jalkeen mRNA-juosteet kuljetetaan ulos tumasta ja D)
transloidaan virusproteiineiksi solun sytoplasmassa. E) Osa tuottuneista virusproteii-
neista kuljetetaan suoraan solukalvolle ja osa tuman sisddn, missd myos F) virusgeno-
min replikaatio tapahtuu. G) Tuotetut genomireplikaatit ja virusproteiinit kuljetetaan
vRNP-komplekseina ulos tumasta ja solukalvolle, missd solussa tuotetuista vVRNA:sta ja
[IAV-proteiineista kootaan uusia virioneja. H) Lopuksi virionit vapautuvat solusta ulos
kuroutumalla. (Muokattu Krammer ym. 2018).

Endosomin alhainen pH (5-6) saa aikaan HA-proteiinin konformaatiomuutoksen niin,
ettd HA2-alayksikko paljastuu ja tarttuu endosomin kalvoon, jolloin virionin ja endo-
somin lipidikalvot fuusioituvat. Alhainen pH saa aikaan konformaatiomuutoksen myds
virionin lipidikalvon integraalisessa M2-ionikanavaproteiinissa, miké johtaa kanavan au-
keamiseen, protonien kulkeutumiseen virionin kapsidin sisélle ja virionin sisdisen pH las-
kuun. Tamin seurauksena VRNP-kompleksit vapautuvat viruskapsidin M 1-proteiineista

ja kulkeutuvat ulos endosomista solun sytoplasmaan.

[AV:n genomin transkriptio ja replikaatio tapahtuvat solun tumassa (kuva 4). Solun im-
portiinit eli tumakuljetusproteiinit tunnistavat VRNP-kompleksin muodostavien proteii-
nien (NP, PB1, PB2 ja PA) siséltdméit tumalokalisaatiosekvenssit ja kuljettavat komplek-
sit, ja niiden mukana viruksen genomisegmentit, sytoplasmasta tumaan. Isdntésolun rep-
likaatio- ja translaatiokoneistot eivit kykene lukemaan negatiivissdikeistd RNA:ta, minkd

vuoksi viruksen RNA-segmentit kddnnetddn tumassa positiivissdikeisiksi mRNA- ja



cRNA-juosteiksi viruksen polymeraasikompleksi RdRp:n katalysoimana. (Samji 2009.)
[AV:n replikaatio tapahtuu kahdessa vaiheessa. Ensimmaéisessd vaiheessa RdRp-komp-
leksi tekee VRN A-segmentille komplementaarisen cRNA-juosteen, josta muodostuu uu-
sien RdARp-kompleksien ja NP:ien kanssa cRNP. Toisessa vaiheessa cRNA-juoste toimii
templaattina RdRp-kompleksin katalysoidessa uusia VRN A-segmenttejd, joista kooste-
taan uusia VRNP:eja. (Fodor 2013.) Usean replikaatiokierroksen jilkeen tuottuneet
VRNP:t kuljetetaan ulos tumasta ja solukalvolle kuljetusrakkuloiden mukana (Amorim

ym. 2011).

Tumassa RdRp-kompleksi sitoutuu isédntdsolun omaan pre-mRNA-juosteeseen, katkaisee
sen 5’-cap-rakenteen ja kdyttdd sitd uuden virus-mRNA-juosteen transkriptioalukkeena.
Iséntdsolun tuottamien 5’-cap-rakenteiden kaappaamisesta virusgenomin transkriptiota
varten kédytetddn termid “cap-snatching”. Cap-snatching estdd solun omien proteiinien
translaatiota, koska mRNA:ta ei voida lukea ilman 5’°-cap-rakennetta. RdRp transkriptoi
vRNA-segmentin ja lisdd koodaavan mRNA-juosteen 3’-pddhdn poly(A)-hdnndn, eli
juoste polyadenyloituu. (Fodor 2013; Stubbs & te Velthuis 2014.) IAV:n genomin seg-
mentti 7 koodaa vaihtoehtoisen silmukoinnin ja siitd seuraavan lukukehysmuutoksen
avulla M1- ja M2-proteiinialayksikoitd ja segmentti 8 samalla mekanismilla NS1-ja NS2-
proteiinialayksikoitd, minkd vuoksi transkriptit viimeistellddn kayttden isdntdsolun spli-

seosomeja (Kakkola ym. 2021).

Valmiit virus-mRNA:t kuljetetaan tumasta ulos sytoplasmaan, jossa ne transloidaan pro-
teiineiksi sytosolin vapaissa ribosomeissa (PA, PA-X, PB1, PB2, NP, NS1, NS2 ja M1)
sekd karkeaan solulimakalvostoon kiinnittyneissa ribosomeissa (HA, NA ja M2). Vasta-
muodostuneet virusproteiinit kulkeutuvat sytoplasmasta tumaan solun importiinien kul-
jettamina tai passiivisella diffuusiolla. Tumassa ne séételevit muun muassa vVRNA:n tran-
skriptiota ja replikaatiota ja sekd virus- ettd isdntdsoluproteiinien tumakuljetusta. (Gao
ym. 2014; Li ym. 2015.) Ei-rakenteelliset proteiinit NS1, PB1-F2 ja PA-X estévit syn-
nynndiseen immuunipuolustukseen kuuluvia interferonien tuotantoa ja toimintaa. Koh-
desolussaan interferonit vaikuttavat spesifisten reseptorien kautta, aktivoivat antiviraali-
sesten geenien ilmentymistd ja estdvit replikaatiosyklin ja virusinfektion etenemisti. NS1
estdd interferonien tuottoa sekd toimii interferonien aktivoimien proteiinien inhibiittorina
ja vastavaikuttajana. (Price ym. 2000; Melén ym. 2007.) Myos PB1-F2 ja PA-X vaikut-
tavat isdntdsolun immuunivasteiden vaimentamiseen muun muassa inhiboimalla interfe-

ronien tuottoa ja aktivoimalla solun apoptoosimekanismeja (Klemm ym. 2018).



HA syntetoidaan HAO esiasteproteiinina, jonka isdntdsolun proteaasit pilkkovat HAI ja
HAZ2 alayksikdiksi. HAO-esiasteproteiinin pilkkoutuminen on vélttimatonta viruksen in-
fektiivisyyden kannalta, silld ilman toimivia HA-alayksikditd virus ei kykene sitoutumaan
iséntdsolun solukalvon reseptoriproteiineihin. Solulimakalvostossa HA-alayksikot koo-
taan trimeerimuotoon ja NA-alayksikot tetrameeriksi, ennen kuin ne kuljetetaan kuljetus-
rakkuloissa solukalvolle. (Stubbs & te Velthuis 2014; Kakkola ym. 2021.) Naille solukal-
voalueille kulkeutuvat tumasta VRNP:t sekd vapaissa ribosomeissa tuotetut ja tumaan kul-
jetetut virusproteiinit. Solukalvolla vRNP:istd ja ITAV-proteiineista kootaan uusia vi-
rioneja. Virionin kapsidin muodostavat M 1-proteiinit taivuttavat solun lipidikalvoa muo-
dostaen siitd suojavaipan kapsidin ympdérille ottaen samalla lipidikalvoon uponneet virus-
pintaproteiinit mukaansa. Lipidikalvon taipuminen johtaa virionien kuroutumiseen irti
isdntdsolusta. Virionin lipidikalvolla oleva NA katkaisee HA:n ja solun pintaproteiinien
viliset siaalihapposidokset, jolloin virioni pddsee kulkeutumaan solunulkoisessa nes-

teessd ja infektoimaan muita soluja. (O’Neill ym. 1998; Nayak ym. 2004.)

1.2.3 Influenssavirusten aiheuttama hengitystietulehdus eli influenssa

Influenssavirusten infektio ja monistuminen tapahtuvat hengitysteiden epiteelisoluissa,
mika aiheuttaa hengitysteiden tulehdusreaktion ja sairauden, jota kutsutaan influenssaksi.
Influenssavirusinfektio aikaansaa elimistdssa erilaisia immuunivasteita sekd solu- ja ku-
dosvaurioita, jotka aiheuttavat influenssalle tyypilliset yhtdkkisesti ilmaantuvat oireet ku-
ten korkea kuume, nuha ja nenédn tukkoisuus, kuiva yska, kurkkukipu, lihaskivut, vésy-
mys ja padnsarky. Erityisesti lapsilla saattaa esiintyé lisdksi ripulia ja pahoinvointia. Oi-
reet alkavat yleensd 1-4 paivaa altistumisesta ja kestévit tyypillisesti 1-2 viikkoa. Suuri

osa tartunnan saaneista ei kuitenkaan saa mink&énlaisia oireita. (WHO 2018b; THL

2020.)

Influenssavirukset aiheuttavat Euroopassa vuosittain arviolta 4-50 miljoonaa sairasta-
pausta ja 15 000—70 000 ennenaikaista kuolemaa. Influenssaan sairastunut on altis jilki-
taudeille, ja influenssaan liittyvét kuolemat johtuvatkin yleensé bakteeri-infektion aiheut-
tamasta jilkitaudista, kuten keuhkokuumeesta, tai ennestddn henkil61ld olleen perussai-
rauden oireiden pahenemisesta. Influenssaa ja sen jilkitauteja voi tehokkaasti ehkéistd

influenssarokotteella, oikealla yskintdtekniikalla ja hyvélla kasihygienalla. (THL 2020.)



Influenssavirukset levidvdt thmisestd toiseen pédasiassa ilmavélitteisend pisaratartuntana
tai kun ihminen koskettelee ensin viruspitoisia pintoja ja sen jilkeen kasvojaan, jolloin
virukset kulkeutuvat nendn tai suun limakalvoille ja sieltd pidemmaélle hengitysteihin. In-
fluenssavirukset levidvét kausittaisesti aiheuttaen vuotuisia epidemia-aaltoja ympéari maa-
ilmaa. Suomessa influenssakausi kestdd yleensd marraskuusta huhtikuuhun, tapausmai-
rien huipun ajoittuessa helmi-maaliskuun véliselle ajalle. Influenssaa aiheuttavat sekd A-
ettd B-influenssavirukset. [AV-alatyypit HIN1 ja H3N2 aiheuttavat yleensd suurimman
osan tapauksista, ja H3N2 aiheuttaa tyypillisesti hieman vakavammat oireet kuin HINTI.
Myoés influenssavirus C kykenee infektoimaan ihmisid, mutta se aitheuttaa yleensi vain

lievan taudin, eikd sen tiedetd aiheuttavan epidemioita. (Kaji ym. 2003; THL 2020.)

Influenssaepidemat voivat toisinaan laajeta jopa pandemioiksi. Influenssapandemiasta
puhutaan, kun verrattuna vuotuiseen kausi-influenssaan levidva virus sairastuttaa nor-
maalia huomattavasti suuremman osan véestosti, levidé jopa ympari maailman, ja sairaus
on poikkeuksellisen vakava verrattuna tavalliseen vuosittaiseen kausi-influenssaan. Pan-

demiajulistuksen tekee Maailman terveysjarjestd6 WHO. (Fimea 2020.)

1.3 Influenssa A -viruksen aiheuttamat pandemiat

Historiallisia kirjoituksia analysoimalla on pystytty paddtteleméén, ettd influenssapande-
miat ovat kiertdneet maailmaa kohtalaisella varmuudella ainakin keskiajalta asti ja toden-
nikoisesti kauemminkin (Franco-Paredes ym. 2009; Taubenberger & Morens 2009; Tog-
notti 2009). Viimeisen hieman yli sadan vuoden aikana on esiintynyt nelja influenssavi-
ruksen aiheuttamaa pandemiaa ja ne aiheuttaneet IAV:t ovat kaikki omanneet HA-pinta-

proteiinin alatyypiltddn H1, H2 tai H3 (kuva 5).
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Kuva 5. Viimeisen reilun sadan vuoden aikana esiintyneet IAV-pandemiat seki pan-
demiat aiheuttaneet virusalatyypit. Vuosien 1918-2020 vélilld maailmaa on kiertényt
kolme IAV-alatyyppid, jotka ovat sind aikana aiheuttaneet nelji pandemiaa. Pandemian
jilkeen ne ovat jadneet kiertdmddn vuosittaisina kausi-influenssaviruksina. Vuosina
1918-1957 ja 1977-2009 kiertdnyt HIN1 eroaa geneettisesti merkittdvésti vuonna 2009
ilmestyneestd H1N1-alatyypistd, minkd vuoksi se on esitetty kuvassa eri vérillda. (Muo-
kattu McCullers 2016).

Ensimmaéinen ja vakavin pandemioista oli vuosina 1918—1920 ympari maailman nopeasti
levinnyt HIN1-viruksen aiheuttama espanjantauti. Espanjantaudin sairasti arviolta 300
miljoonaa ihmisti ja tautiin menehtyi 20—50 miljoonaa ihmistd maailmanlaajuisesti. (Si-
monsen ym. 1998; Johnson & Mueller 2002; Franco-Paredes ym. 2009.) Suomessa es-
panjantaudin on arvioitu aiheuttaneen noin 20 000 kuolemaa, mutta vain hieman aiemmin
richuneeseen sisédllissotaan liittyvien kuolemien vuoksi tarkan méirén arvioiminen on
vaikeaa (Linnanmaiki 2005). Taudin alkuperéstd ei edelleenkédédn ole tdyttd varmuutta,
mutta sen uskottiin 1dhteneen liikkeelle Espanjasta, mistd juontuu pandemian nimitys. Es-
panjantaudin jidlkeen HIN1 jii kiertdmidn kausi-influenssana, kunnes katosi ihmisten
keskuudesta vuonna 1957. Virus ilmestyi uudelleen 1977 niin kutsutun moskovalaisen
influenssan muodossa ja jai kiertimdan maailmaa aiheuttaen vuotuista kausi-influenssaa.

(Zamstelskaja ym. 1978; Simonsen ym. 1998.)

Espanjantaudin jélkeen kului ldhes neljadkymmentd vuotta ennen seuraavaa influenssa-
pandemiaa, kunnes vuonna 1957 ihmisten keskuudessa alkoi jélleen kiertdd uudenlainen
[AV-alatyyppi, H2N2. Se syrjaytti kausi-influenssana kiertdineen H1N1-viruksen ja ai-
heutti maailmanlaajuisen pandemian, joka sai nimen aasialainen influenssa. Ensimmaéiset
sairastapaukset havaittiin Hong Kongissa. (Loosli & Langmuir 1961.) Aasialainen in-
fluenssa aiheutti arviolta 1-4 miljoonan ihmisen kuoleman maailmanlaajuisesti (Simon-
sen ym. 1998; Viboud ym. 2015). Suomessa epidemia oli pahimmillaan vuoden 1957

marraskuusta seuraavan vuoden tammikuuhun ja vaati yhteensid 1 800 ithmisen hengen



(Linnanméki 2005). H2N2 ei tiedetd vuoden 1968 jilkeen endd tartuttaneen ihmisié,

mutta virusreservi on sdilynyt linnuissa (Schiafer ym. 1993; Ma ym. 2014).

H2N2-alatyypin syrjdytti vain noin kymmenen vuotta aasialaisen influenssan jéilkeen,
vuosina 1968—1970, maailmalla levinnyt uusi pandemia. Se sai alkunsa Kaakkois-Aasi-
asta, ja ensimmadiset tautitapaukset l16ydettiin jalleen Hong Kongista. Talld kertaa tauti
nimettiin hongkongilaiseksi influenssaksi, ja kiertdnyt IAV oli alatyypiltddn H3N2. (Kil-
bourne 2006.) Epidemian aikana hongkongilaiseen influenssaan sairastui noin 70 % suo-
malaisesta aikuisvéestostd (Pyhéld 2000). Kuolemantapauksia Suomessa oli noin tuhat ja
suurin osa niistd tapahtui vasta taudin toisessa aallossa vuonna 1969 (Linnanmiki 2005).
Maailmanlaajuisesti pandemian seurauksena kuoli arvioiden mukaan noin miljoona ih-
mistd (Viboud ym. 1968; Simonsen ym. 1998). H3N2 jdi yhdessd vuonna 1977 uudelleen
ilmestyneen H1N1:n kanssa kiertdméén ihmisten vuotuisena kausi-influenssaviruksena

(Simonsen ym. 1998).

1.3.1 Vuoden 2009 sikainfluenssapandemia

Neljis ja viimeisin influenssaviruksen aiheuttama pandemia alkoi influenssakaudella
2009-2010, jolloin maailmaa kiersi jilleen IAV alatyypiltidn HIN1. Kyseessé oli kui-
tenkin geneettisesti uudenlainen virus, joka syrjaytti vuodesta 1977 asti kausi-influens-
sana kiertdneen HI1N1:n, mutta ei H3N2:ta, joka jéi edelleen kiertiméan uudentyyppisen
H1N1-viruksen rinnalle. Virus oli niin kutsuttu kolmoisreassortantti, joka koostui yhdis-
telmdsta sian, linnun ja ihmisen influenssavirusgeenejd. Tauti nimettiin sikainfluenssaksi,
koska virus muistutti eniten sian influenssavirusta: kahdeksasta RNA-genomisegmentista
viisi oli perdisin sian influenssaviruksesta, kaksi lintuinfluenssaviruksesta ja yksi ihmisen

influenssaviruksesta. (Garten ym. 2009.)

Sikainfluenssa l4hti liikkeelle Meksikosta, ja ensimmaiset sairastapaukset havaittiin huh-
tikuussa 2009 Yhdysvalloissa Kaliforniassa (CDC 2009). Suomessa ensimméinen viruk-
sen aiheuttama sairaustapaus varmistui toukokuussa 2009, ja varsinainen epidemia kdyn-
nistyi lokakuussa 2009. Arviolta 10 % suomalaisista sairastui sikainfluenssaan, 1600 jou-
tui sairaalahoitoon ja 44 heistd menehtyi. (Lyytikdinen ym. 2010; Lumio 2021.) Léhes
kaikilla menehtyneilld oli taustalla jokin pitkdaikaissairaus, joka altisti heidét si-
kainfluenssan vakavalle tautimuodolle (Lyytikdinen ym. 2011). Maailmanlaajuisesti si-

kainfluenssapandemia aiheutti arviolta 151 000—575 000 kuolemaa (Dawood ym. 2012).
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1.3.2 Influenssa A -viruksen aiheuttamat pandemian uhat

Viimeisen sadan vuoden aikana on ollut my0s hetkid, jolloin on peldtty uuden influessa-
pandemian alkavan. Esimerkiksi lintuinfluenssaviruksesta lahtevin pandemian alkua pe-
lastyttiin hetkellisesti vuosina 1997 ja 1999, kun ensin IAV-alatyyppi H5N1 ja sen jil-
keen alatyyppi HIN2 tarttui siipikarjasta ihmisiin aiheuttaen yksittdisid tautitapauksia
Kiinassa (CDC 1997; Peiris ym. 1999). Tartunnat jdivit kuitenkin paikallisiksi, koska
ndma lintujen IAV:t eivét levinneet tehokkaasti ihmisesti toiseen. Edelld mainitut lintuin-
fluenssavirukset ovat vield 1990- ja 2000-luvuillakin aiheuttaneet ihmisissd tartuntoja
(CDC 2018; Song & Qin 2020). Tadmaén lisdksi lintujen IAV alatyypiltian H7N9 on viime
vuosina noussut yhid kasvavaksi huolenaiheeksi sen aiheuttaessa Kiinassa toistuvia epi-

demioita ihmisissd (Zhou ym. 2020).

1.4. Influenssavirusten adaptaatio ja A/HIN1pdm09

1.4.1 Muuntelu influenssa A -viruksissa

Osa ihmisille uusien IAV-alatyyppien aiheuttamista tartunnoista jai paikallisiksi yksit-
tdistapauksiksi tai epidemioiksi, osan laajentuessa jopa miljoonia ihmisid sairastuttaviksi
pandemioiksi. Jotta pandemia puhkeaisi, tdytyy lintuinfluenssaviruksen kyetd ensin in-
fektoimaan sille uudentyyppinen isdntdsolu, jolloin se pystyy vaihtamaan isdntdeldinta
linnusta ithmiseen. Tdmén jidlkeen lintuinfluenssaviruksen tiytyy vield adaptoitua uuteen
iséntdsoluun eli kyeta replikoitumaan siiné tehokkaasti seka tuottamaan suuria méérié in-
fektiivisid virioneja. Vasta ndiden tapahtumien jialkeen on mahdollista, ettd tartuntaketjut

etenevét nopeasti ihmisestd toiseen.

[AV:ten adaptoituminen ympéristoon aiheuttaa niille valintapainetta, minkd seurauksena
[AV:issa ilmenee jatkuvasti uusia ominaisuuksia. [AV:ten muuntelu perustuu kahteen
mekanismiin: pistemutaatioihin ja reassortaatioon (kuva 6) (Mehle ym. 2012). Pistemu-
taatioita syntyy herkésti etenkin RNA-viruksilla. Tdmi on seurausta RNA-polyme-
raasientsyymin puuttuvasta oikolukukyvystd, mikd johtaa virheisiin virusgenomin repli-
kaatiossa. (Sanjuan & Domingo-Calap 2016.) IAV:lla mutaatioita tapahtuu erityisen pal-
jon ja niiden mutaatiotaajuus on selkeésti suurempi kuin influenssa B -viruksilla (Ya-

mashita ym. 1988; Nobusawa & Sato 2006).
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Kuva 6. IAV:issa tapahtuva muuntelu perustuu mutaatioihin (A) ja reassortaatioon
(B). A) IAV:t mukautuvat eli adaptoituvat jatkuvasti ympéristoonsd, miké aitheuttaa niissi
valintapainetta. Sen seurauksena [AV:issa tapahtuu muuntelua genomiin ajan myo6té ker-
tyvien mutaatioiden kautta. B) Reassortaatio on toinen tapa, jolla [AV:issa tapahtuu
muuntelua. Siind kaksi tai useampi IAV infektoi solun yhta aikaa, jolloin niiden genomi-
segmentit sekoittuvat ja yhdistyvit jélkeldisvirionissa uudenlaiseksi yhdistelmaksi.
(Muokattu Chromoscience 2020).

Reassortaatio on segmentoituneen genomin omaaville viruksille ominainen muuntumis-
tapa, vaikkakin sitd tapahtuu influenssaviruksilla pistemutaatioita harvemmin. Reassor-
taatio johtaa ilmi6on nimeltd antigeeninen vaihdos (engl. antigenic shift), josta seuraa
yleensd dkillisempid muutoksia IAV:issa kuin mutaatioissa. Reassortaatiossa solun sa-
manaikaisesti infektoineen kahden tai useamman IAV:n genomisegmentit sekoittuvat ja
yhdistyvit uudenlaiseksi yhdistelmaiksi solusta tuottuvaan jilkeldisvirioniin, joiden HA-
ja NA-proteiinit voivat muuntua niin paljon, ettd virus luokitellaan kokonaan uudeksi
[AV-alatyypiksi. Espanjantautia lukuun ottamatta kaikki edelld esitellyistd pandemioista
olivat reassortaation kautta muuntuneen [AV:n aiheuttamia. (Shao ym. 2017.) Kaikkien
télld hetkelld tunnettujen IAV-alatyyppien tiedetddn kiertdvén vesilintujen keskuudessa,
mikd muodostaa ehtyméttomin reservin IAV:ia. Timai reservi tarjoaa alustan uusien reas-
sortanttivirusten muodostumiselle ja uusien pandemioiden syntymiselle, mikéli virukset

pystyvit siirtyméén ihmiseen. (Reperant ym. 2012; CDC 2015.)
Reassortaatiossa tai mutaation kautta syntynyt IAV on ihmisen vastustuskyvylle suurelta

osin tdysin uudenlainen virus, joten virusinfektio aiheuttaa isdnndsséddn voimakkaan im-

muunireaktion ja virusvasta-aineiden muodostumisen. Viruksen tulee adaptoitua uuteen
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iséntddn, jotta virus ei ole liian patogeeninen. Jos virusinfektio johtaa tilanteeseen, jos-
saisantdeldimen voimakkaat oireet vaikuttavat isdntdeldimen litkkumiseen, ei virus valt-
tdméttd levid tehokkaasti vaestossd. Sen vuoksi luonnonvalinnan ja mutaatioiden kautta
virus adaptoituu ihmiseen, miké nékyy replikaatiokyvyn tehostumisena sekd immuunire-
aktioiden vélttelyn ja vaimentamisen kanssa tasapainotteluna. Néin virus ehtii infektoida
uusia ihmisid ennen viruksen tuhoutumista isdntdihmisen immuunipuolustuksen toimesta
tai vaihtoehtoisesti isdntdihmisen menehtymistéd. (Taubenberger & Kash 2010; Reperant

ym. 2012.)

1.4.2 Influenssa A -viruksissa tapahtuvan adaptaation mekanismit

Viruksen adaptaatio kohdentuu moniin virusinfektion aikaisiin tapahtumiin. Viruksen le-
vidmiselle on oleellista vdistdd isinndn puolustusjirjestelmd. [AV:n pintaproteiinit HA ja
NA ovat antigeenejd, jotka isdnndn puolustusjirjestelmd tunnistaa ja indusoi vasteet.
Tama aiheuttaa valintapainetta, josta seuraa mutaatioita HA- ja NA-proteiineissa. [Imiota

kutsutaan antigeeniseksi ajautumiseksi (engl. antigenic drift). (Carrat & Flahault 2007.)

Toinen tirked adaptaatiomekanismi on viruksen sitoutumiskyky solun pinnan molekyy-
leithin. Thmisen ylempien hengitysteiden epiteelisolut ilmentédvit solukalvollaan suurim-
maksi osaksi a-2,6-siaalihapposidosta, kun taas esimerkiksi linnut ilmentédvét pdiasiassa
a-2,3-siaalihapposidosta. Kun sopiva mutaatio yhtdkkid muuttaa HA:n sitoutumiskykyéa
siaalihapposidoksesta toiseen, saa lintujen influenssavirus kyvyn infektoida ihmisen hen-
gitystiesoluja ja vaihtaa siten uuteen isdntdeldimeen. (Broszeit ym. 2019.) Lisdksi HAO-
esiasteproteiinin tidytyy olla sen tyyppinen, ettd se pilkkoutuu isédntédeldimen proteaasien
toimesta HA1- ja HA2-alayksikdiksi, jotta se kykenee sitoutumaan solun pintareseptorei-
hin (Taubenberger 1998). Viruksen sitoutumisella solun pinnan reseptoreihin on vaiku-
tusta my0s uusien virionien solusta vapautumisessa. Esimerkiksi jos HA-proteiinin gly-
kaanirakenne on muuttunut, tdytyy myds NA-proteiinissa tapahtua muutoksia, jotta se
pystyy katkaisemaan HA:n ja solun pinnan reseptorien viliset sidokset virionin kuroutu-

essa ulos solusta (Long ym. 2019).
Lisdksi jotta uuden iséntdsolun infektio ei olisi viruksen elinkierron umpikuja, kuten vuo-

sien 1997 ja 1999 lintuinfluenssatapauksissa, [AV:n taytyy kyetd my0s replikoitumaan ja

tuottamaan uusia viruspartikkeleja tehokkaasti uudessa iséntdsolussa. Viruksen replikaa-
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tiokykyéd tehostavat mutaatiot ovat yksi IAV:lle vélttiméton adaptaatiomekanismi. Mu-
taatioita tapahtuu esimerkiksi RNA-polymeraasia ja luontaista immuunivastetta vaimen-
tavia ei-rakenteellisia proteiineja koodaavissa geeneissi. (CDC 2018; WHO 2018a; Long
ym. 2019.)

1.4.3 Influenssavirus A/HIN1/pdm09

[AV:ten reassortaatiota tapahtuu usein sioissa, sillé niiden ylempien hengitysteiden epi-
teelisoluissa ilmentyy sekd a-2,3 ettd a-2,6-siaalithapposidoksia. Tdméd mahdollistaa use-
amman erilaisen [AV-alatyypin infektion samassa kudoksessa. (Shao ym. 2017.) Nédin
tapahtui myos vuoden 2009 sikainfluenssapandemian synnyssd; geneettisesti tdysin uu-
denlainen HINT oli seurausta kahdesta erillisesté siassa tapahtuneesta reassortaatiotapah-

tumasta (kuva 7).

Ensimmaéisessa reassortaatiotapahtumassa sian oli infektoinut samaan aikaan niin sanottu
klassinen sikainfluenssavirus HIN1, pohjoisamerikkalaisen kehityslinjan lintuinfluens-
savirus HIN1 ja ihmisen kausi-influenssavirus H3N2, mistd tuloksena syntyi kolmois-
reassortanttivirus HIN2. Vuosia myohemmin HIN2 sattui infektoimaan sian samaan ai-
kaan eurooppalaisen kehityslinjan lintuinfluenssankaltaisen sikainfluenssavirustyypin
H1N1:n kanssa, misté reassortaation seurauksena syntyi vuoden 2009 pandemian aiheut-
tanut sikainfluenssavirus HIN1. Vuonna 2009 muodostuneesta sikainfluenssa-alatyypista

ja sen jélkeldisviruksista kdytetdén nimitystd A/HINI1pdm09.
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Reassortantti
A/H1N1pdm09

Klassinen sian influenssavirus H1N1
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Kuva 7. Vuoden 2009 sikainfluenssapandemian aiheuttaneen IAV/HIN1:n syntymi-
seen johtaneet kaksi erillistii reassortaatiotapahtumaa. Ensimméisessa reassortaa-
tiotapahtumassa siassa yhdistyi kolme eri isédntdeldimestéd perdisin olevaa IAV-alatyyp-
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pid, mikd johti kolmoisreassortanttivirus HIN2:n muodostumiseen. Toisessa reassortaa-
tiotapahtumassa HIN2 muodosti euraasialaisen sikainfluenssaviruksen kanssa jélkeldis-
viruksena vuoden 2009 sikainfluenssapandemian aiheuttaneen A/H1N1pdm09-viruksen.
(Muokattu Mancera Gracia 2017).

Tadmén uuden virusvariantin HA oli perua klassiselta sikainfluenssavirukselta, joka oli
vuoden 1918 espanjantaudin suora jilkeldinen. Kyseinen HA kykeni sitoutumaan tehok-
kaasti thmisen hengitysteiden soluihin, mutta oli kuitenkin niin erilainen aiempiin kausi-
influenssaa aiheuttaneisiin HIN1-viruksiin verrattuna, ettei espanjantaudin kokematto-
milla thmisilld ollut immuniteettia sitd vastaan. Tdméd mahdollisti uuden IAV-alatyypin

aitheuttaman maailmanlaajuisen pandemian. (Dawood ym. 2009; Elderfield ym. 2014.)

1.5 Tutkimuksen tarkoitus ja tutkimuskysymys

[AV-alatyyppi A/HIN1pdm09 on sikainfluenssapandemian jélkeen vuodesta toiseen jat-
kanut adaptoitumistaan ja evolutiivista kilpajuoksuaan ihmisten muodostamaa immuni-
teettia vastaan. Virus on jadnyt kiertimédén maailmaa yhtend kausi-influenssaviruksena,

aitheuttaen samalla vuotuisia influenssaepidemioita (Shao ym. 2017).

Elderfield ym. (2014) tekemassa tutkimuksessa havaittiin, etta Yhdistyneessd kuningas-
kunnassa kiertdneessd A/H1N1pdm09-viruksessa oli sikainfluenssapandemian kolmen
aallon aikana vuosina 2009-2011 valilld tapahtunut ihmiseen adaptoivia mutaatioita,
jotka johtivat viruksen replikaatiokyvyn tehostumiseen. Adaptaatiomekanismeja ei kui-

tenkaan tunneta vield kovin hyvin.

Edelld esitettyjen taustatietojen perusteella muodostuu tdmén tyon tutkimuskysymys:
onko A/HIN1pdm09-viruksen replikaatiokyvysséd havaittavissa muutoksia naiden reilun
kymmenen vuoden aikana viruksen ilmaantumisen jalkeen? Hypoteesina on, ettd joistain,
ellei kaikista, tutkittavista kannoista 10ytyy tyossd kéytettdvilld menetelmilld mitattavia
eroja. Tutkimuksen tarkoituksena on antaa suuntaa tarkempien adaptaatiomekanismien
selvittimiseen tdhtddville jatkotutkimuksille, joissa tullaan selvittdméén viruksen adap-

taatiota ja sen mekanismeja.
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2. AINEISTO JA MENETELMAT

2.1 Solulinjat ja soluviljely

Ty0Ossé kéytettiin kolmea eri solulinjaa eli Madin-Darbyn koiran munuaisepiteelisoluja
(engl. Madin-Darby Canine Kidney, MDCK), Vero E6 vihermarakatin munuaisepiteeli-
soluja sekid A549 ihmisen keuhkojen adenokarsinoomasoluja. Kaikki tydssa kaytetyt so-
lulinjat saatiin Turun yliopiston biolddketieteen laitoksen solukokoelmista. Solulinjoja yl-
lapidettiin soluviljelypulloissa +37 °C:n lampétilassa ja 5 % CO;-pitoisuudessa. Solujen
kasvatusmediumina kaytettiin DMEM:id (Lonza), joka sisdlsi 10 % lampdinaktivoitua
FBS:éa (Gibco), 1 % P/S-antibioottiseosta (Lonza) sekd 1 % Glutamaxia (Gibco). Soluja
siirrostettaessa ne pestiin PBS:114 (HyClone) ja irrottamiseen kasvatusalustasta kéaytettiin

0,25 % trypsiini-EDTA-liuosta (Lonza).

2.2 Influenssa A -virusten eristys ja kasvatus

Ty06ssd eristettiin ja kasvatettiin [AV-kannat vuoden 2020 influenssakaudella keratyista
seitseméstd [AV-positiivisesta potilasndytteestd, jotka saatiin Turun yliopistollisen sai-
raalan kliinisen mikrobiologian laboratoriosta (kuva 8 A). Naytetikut oli ndytteenoton jal-

keen sdilytetty universaalia siirtoliuosta (UTM-liuos) sisdltdvissd viruskuljetusputkissa.

IAV-kantojen kasvatusta varten MDCK-solut siirrostettiin 48-kuoppalevylle ja ne infek-
toitiin, kun solut olivat saavuttaneet 70—-80 % konfluenttisuuden (kuva 8B). Solut pestiin
kaksi kertaa PBS:114 ja niille lisittiin mediumia 250 ul/kuoppa sekd potilasniytettd 50
ul/kuoppa. Tdmédn ensimmadisen siirrostuksen jialkeen viruskasvatuksia siirrostettiin vield
kaksi kertaa siirtdmalld viruskasvatusta 50 ul/kuoppa uudelle MDCK-soluja sisdltdville
48-kuoppalevylle, jolle lisdttiin timén jilkeen myds mediumia 250 ul/kuoppa. Viruskas-
vatuksissa kaytettiin DMEM-mediumia (Lonza), johon oli lisétty 0,2 % BSA:ta (Sigma-
Aldrich), 1 % Glutamaxia (Gibco), 1 % P/S-antibioottiseosta (Lonza) ja 0,2 % TPCK-
trypsiinid (Sigma-Aldrich).

Jokaisella siirrostuskerralla viruskasvatuksia inkuboitiin 72-96 h (+37 °C, 5 % CO3). In-

kubaatioiden aikana soluja mikroskopoitiin pdivittdin ja kun soluissa havaittiin sytopaat-
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tinen efekti eli solujen joukkokuolema, todettiin virusten monistuneen tarpeeksi ja kasva-
tukset keréttiin. Kuolleet solut poistettiin sentrifugaatiolla (10 min, 500 rcf). Ne viruskas-
vatukset, jotka eivit vield kolmannella siirrostuskerrallakaan aiheuttaneet soluissa syto-

paattista efektid, luokiteltiin negatiivisiksi eikd niiden kasvatusta jatkettu.

Soluilla tehdyn kasvatuksen jilkeen sytopaattisen vaikutuksen aikaansaaneiden IAV-kas-
vatusten volyymia ja viruspitoisuutta eli tiitterid liséttiin jatkokasvattamalla viruksia he-
delmoittyneissd kananmunissa (kuva 8C). Kananmunat tilattiin LSK Poultry Oy:ltd. Mu-
nat inkuboitiin 11 pdivad luonnollisia haudontaolosuhteita imitoivassa kasvatuskaapissa
(Brinsea, Ova-Easy 380 Advance Series II Cabinet Incubator, +37,6 °C, ilmankosteus
30-45 %), ja kananmunia tarkasteltiin pdivittdin ldpivalaisulla. Ne munat, joissa ei niky-

nyt normaalia sikionkehitystd, hylattiin elinkelvottomina.

Inkubaation jdlkeen muniin injektoitiin MDCK-soluissa tehdyt viruskasvatukset. Virus-
kasvatukset laimennettiin PBS:11d (HyClone) laimennossuhteella 1:500 ja laimennoksiin
liséttiin 1 % P/S-antibioottiseosta (Lonza). [lmataskun ja sikion sijainti munassa havain-
noitiin ldpivalaisulla ja sijainnit merkittiin munan kuoreen. Kananmunan kuoreen tehtiin
kaksi pienté reikéé, toinen sikion vastapuolelle ja toinen ilmataskun kohdalle. Tamén jal-
keen viruslaimennosta injektoitiin allantoisnesteeseen sikion vastapuolelle tehdyn reién
kautta (noin 200 pl/muna) varoen pistimastd sikiotd. Kananmunaan lisdtyn nesteen ai-
heuttama paine padsi poistumaan ilmataskuun tehdyn reidn kautta. Injektion jalkeen kuo-

reen tehdyt reiét suljettiin pisaralla myrkytonté liimaa.

A)

Kuva 8. IAV:ten eristys ja kasvatus potilasniytteesti. IAV:t eristettiin ja kasvatettiin
[AV-positiivisista potilasniytteistd (A) ensin 48-kuoppalevyilld (B), joilla kasvoi
MDCK-soluja 70-80 % konfluenttisuudessa. Soluilla tehdyn kasvatuksen jdlkeen néyt-
teiden volyymid ja viruspitoisuutta eli tiitterid lisdttiin jatkokasvattamalla IAV:ia hedel-
moittyneissd kananmunissa (C). (Muokattu Pathlab 2019; Spackman & Killian 2020)
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Viruslaimennoksella injektoituja kananmunia inkuboitiin kasvatuskaapissa kolme péivaa
(+37,6 °C, ilmankosteus 30—45 %). Inkubaation jilkeen kananmunat siirrettiin tunniksi
pakkaseen (-20 °C), jolloin kananmunissa olevat verisuonet supistuivat ja munia oli siis-
timpi késitelld. Ndin my0s varmistettiin, etteivit sikiot ole endd elossa seuraavassa késit-
telyvaiheessa. Kananmunat avattiin varovasti ilmataskun puolelta ja viruspitoinen allan-
toisneste keréttiin neulalla injektioruiskuun. Allantoisnesteen sisdltima sakka poistettiin
sentrifugoimalla (500 rcf, 10 min), mink4 jilkeen viruskasvatukset jaettiin pienempiin
eriin ja pakastettiin (—80 °C). Kasvatusten tiitteri selvitettiin plakkititrausmenetelmalla

(kappale 2.3).

2.3 PlakKititraus

MDCK-solut kasvatettin 6-kuoppalevyilld, kunnes solut olivat saavuttaneet 70—80 %
konfluenttisuuden. Analysoitavista IAV-niytteistd tehtiin laimennossarjat 10107 vi-
ruskasvatusmediumiin (DMEM (Lonza), 0,2 % BSA (Sigma-Aldrich), 1 % Glutamax
(Gibco), 1 % P/S-antibioottiseos (Lonza), 0,2 % TPCK-trypsiini (Sigma-Aldrich) (Kuva
9).

Solut pestiin kahteen kertaan PBS:114 ja niille liséttiin [AV-ndytelaimennosta tai negatii-
vista kontrollia 200 ul /kuoppa. Negatiivisena kontrollina toimi pelkka viruskasvatusme-
dium ilman IAV-niytetta ja positiivisena kontrollina toimi omalla kuoppalevylldan plak-
kititrattu A/California/07/09(HIN1pdm09) -viruksen stokkikasvatus, jonka tiedettiin
aiempien kokeiden perusteella tuottavan selkeén tuloksen. Kuoppalevyja inkuboitiin tun-
nin ajan (+37 °C, 5 % CO.), minki aikana kuoppalevyja kallisteltiin kevyesti 15 minuutin
vilein solujen kuivumisen estdmiseksi. Inkubaation jalkeen kuoppiin liséttiin 2 ml Avi-
cel/MEM-livosta (MEM (Sigma-Aldrich), 2,4 m-% Avicel (FMC BioPolymer) liuotet-
tuna veteen, 0,2 % BSA (Sigma-Aldrich), 2 pg/ml TPCK-trypsiini (Sigma-Aldrich)). So-
luja inkuboitiin 72 h (+37 °C, 5 % CO»).

Inkubaation jilkeen jokaiseen kuoppaan liséttiin 10 % fosfaattipuskuroitua formaliinia
(FF-Chemicals) 5 ml/kuoppa, minka jélkeen kuoppalevyjd inkuboitiin huoneenlimmdsséi
véhintddn 30 minuuttia. Inkubaation jélkeen solut pestiin PBS:114 ja solut vérjéttiin lisda-
mélld kuopalle 1 ml kristalliviolettiliuosta (2,45 mM Crystal Violet (Merck), 3,6 % FA
(VWR Chemicals), 1 % MetOH (VWR Chemicals), 20 % EtOH (Altia Industrial)). Soluja
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inkuboitiin vériliuoksessa tunnin ajan, minka jélkeen kuopat huuhdeltiin vedelld ja niiden

annettiin kuivua huoneenlammaossa.

w
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Kuva 9. Plakkititrauksessa kiiytettyjen 6-kuoppalevyjen pipetointikaavio. Kuoppa-
levylle siirrostettiin MDCK-soluja ja ne infektoitiin 70—80 % konfluenttisuudessa virus-
kasvatusmediumiin sarjalaimennetulla (10'-107) IAV-niytteell4. Negatiivisena kontrol-
lina (engl. mock) kéytettiin pelkkdd viruskasvatusmediumia ilman IAV-néytetta.

Plakkititrattujen néytteiden tulokset eli virusten tiitterit perustuvat kuopalla olevassa kris-
tallivioletilla vérjatyssd solumatossa nakyviin reikiin eli plakkeihin, jotka kuolleet solut
ovat muodostaneet irrotessaan kuopan pohjasta. Kun virus infektoi solun, kuolee solu
lopulta, solussa tuottuneiden infektiokykyisten uusien virioneiden samalla edeten solu-
matossa viereisiin soluihin ja tuhoten yhd enemmén soluja. IAV-nédytteen tiitteri
(PFU/ml) maaritettiin laskemalla kuopilla oleviin vérjéttyihin solumattoihin muodostu-

neet reidt eli plakit ja kdyttdmalla seuraavaa kaavaa:

plakkien maara
PFU/ml =

laimennos x lisdatyn naytteen volyymi

Infektiokokeita analysoitaessa laskukaavasta saadut muilla IAV-kannoilla tehtyjen infek-
tiokokeiden kasvatusmedium-ndytteiden plakkititrausten luvut suhteutettiin kannalla

’09C tehdyn infektiokokeen kasvatusmedium-néytteen plakkititrauksesta saatuun lukuun.

2.4 Influenssa A -viruskannat

Tyossd kédytetyt yhdeksédn IAV-kantaa olivat perdisin seitsemdltd eri influenssakaudelta
(taulukko 1). Vuosien 1998—-1999 sekd 2009-2019 influenssakausien viruskannat oli eris-
tetty ja kasvatettu edelld kuvatuilla menetelmilld Ilkka Julkusen tutkimusryhméssa jo en-

nen tdmén tyon aloitusta. Influenssakauden 2019-2020 kahdesta IAV-kannasta jalkim-
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maéinen kasvatettiin osana tétd tyotd. Pandeeminen sikainfluenssavirus ilmaantui influens-
sakaudella 2009-2010. Tydssé kéytettiin tdltd influenssakaudelta kahta eri viruskantaa:
toinen oli eristetty kalifornialaiselta ja toinen suomalaiselta potilaalta. Tdméan tutkimuk-
sen vertailukohde oli kaliforniassa eristetty viruskanta (’09C). Kontrollikannaksi valittiin
influenssakauden 1998-1999 1AV-kanta (’99), joka on ennen sikainfluenssapandemiaa
kaytetty rokoteviruskanta. Tdmé kanta edustaa eri HIN1:n fylogeneettistd haaraa kuin
A/HIN1pdm09-kannat. Muiden influenssakausien kannat valittiin mahdollisimman ta-

saisin vuosivélein sen mukaan, mitd viruskantoja oli saatavilla.

Taulukko 1. Tyossi kiytetyt yhdeksin IAV-kantaa ja niiden lyhenne, influenssa-
kausi, jolloin kannat kiersivit seki kantojen kasvatusvuosi ja tiitteri. Influenssakau-
den 1998-1999 seki vuosien 2009-2019 influenssakausien IAV-kannat oli valmiiksi kas-
vatettu ennen tdmén tyon aloitusta. Influenssakauden 2019-2020 jialkimméinen [AV-
kanta kasvatettiin osana tétd tyotd. Influenssakaudella 2009-2010 ja sen jilkeen kierta-
neistd [AV-kannoista kiytetddn nimitystd HIN1pdmO09. Taulukossa lyhenteelld *09C tar-
koitetaan influenssakaudella 2009-2010 Kaliforniassa eristettyd niytettd ja lyhenteelld
"09F tarkoitetaan samalla influenssakaudella Suomessa eristettyd niytettd. Muiden kan-
tojen kohdalla niistd kdytetddn viruksen eristysvuoden lyhennettd. Kantojen tiitterit
(PFU/ml) on laskettu plakkititrausmenetelmélld (kappale 2.3).

Tiitteri

IAV-kanta Lyhenne | Influenssakausi | Kasvatusvuosi
(PFU/ml)
A/New Caledonia/20/99(HIN1) ’99 1998-1999 2014 1,15x108
A/California/07/09(H1N1pdm09) ’09C 2009-2010 2015 6,00x107
A/Finland/554/09(HIN1pdm09) ’09F 2009-2010 2014 1,15x107
A/Finland/1614/13(H1N1pdm09) ’13 2012-2013 2019 7,50x10°
A/Turku/42/14(HIN1pdm09) ’14 2013-2014 2014 1,50x107
A/Turku/577/16(HIN1pdm09) ’16 2015-2016 2019 5,60x107
A/Turku/822/18(HIN1pdm09) ’18 2017-2018 2019 3,25x107
A/Turku/107/19(HIN1pdm09) ’19 2019-2020 2019 1,00x108
A/Turku/124/20(HIN1pdm09) ’20 2019-2020 2020 3,25x10°
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2.5 Infektiokokeet

Infektiokokeet tehtiin 6-kuoppalevyilld, joille oli siirrostettu MDCK-, Vero E6- tai A549-
soluja (7x10e> solua/kuoppa). Infektiokoetoistoja tehtiin kolme jokaisella solulinjalla.
MDCK-soluilla tehdyissd infektioissa kasvatusmediumina kaytettiin vastaavaa liuosta
kuin viruskantojen kasvatuksessa. Tdstd poiketen Vero E6- sekd A549-solujen infekti-
oissa kdytetyn kasvatusmediumin TPCK-trypsiinipitoisuus oli 0,025 %. Solut infektoitiin
yhdelld IAV-kannalla/kuoppa (kuva 10). Kokeessa oli mukana negatiivinen kontrolli-
kuoppa, johon ei lisétty virusta. Infektiokokeessa tehtiin kaksi keskenédén identtistd kuop-

palevyd, toinen 24 tunnin ja toinen 48 tunnin kasvatusta varten.

00;
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Kuva 10. Infektiokokeissa kiytettyjen 6-kuoppalevyjen pipetointikaavio. Kuoppale-
vyille siirrostetut MDCK-, A549- tai Vero E6 -solut (7x10° solua/kuoppa) infektoitiin
yhdeksilld eri IAV-kannalla (MOI 0,1, taulukko 1). Yhteen kuoppaan ei lisdtty virusta ja
se toimi infektion negatiivisena kontrollina (engl. mock).

Solut pestiin kahteen kertaan PBS:114, minké jilkeen kuoppiin lisdttiin kutakin viruskan-
taa sen tiitterin mukaisesti niin, ettd MOI-luvuksi tuli 0,1 sekd kasvatusmediumia niin,
ettd yhteistilavuudeksi tuli 250 pl/kuoppa. Kuoppalevyja inkuboitiin 1 h ajan (+37 °C, 5
% CO.), minkd aikana levyji kallisteltiin kevyesti 15 minuutin vélein solujen kuivumisen
estdmiseksi. Inkubaation jdlkeen solut pestiin kahteen kertaan PBS:114 ja kuoppiin liséttiin
1 ml kasvatusmediumia. IAV-kannan A/California/07/09(H1N1pdm09) sisiltdvistd ndy-
tekuopasta otettiin talteen 100 pl kasvatusmediumia, joka pakastettiin (-80 °C) myohem-
min tehtdvad RT-qPCR-analyysid varten (kappale 2.7). Soluja inkuboitiin 24 h ja 48 tun-
tia (+37 °C, 5 % COy).

Kasvatusmedium ja solut keréttiin kuoppalevyilti molemmissa aikapisteissd. Kasvatus-

mediumista pelletoitiin kuolleet solut (500 rcf, 10 min) ja supernatantti jaettin kahteen

mikrosentrifuugiputkeen. Solupelletin pééltd pipetoitiin neste mahdollisimman tarkasti
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pois. Kuoppalevylld olevien solujen péille lisdttiin 150 pl 1X lyysispuskuria (Promega),
johon oli lisdtty 1X proteaasi-inhibiittoriseosta (Pierce). Solut kerittiin samoihin mik-
rosentrifuugiputkiin, joihin kuolleet solut oli pelletoitu. Kaikki kerétyt ndytteet pakastet-
tiin (—80 °C). Solulysaatit analysoitiin immunoblottauksella (kappale 2.6) ja kasvatusme-

dium analysoitiin RT-qPCR- (kappale 2.7) seké plakkitiraus-menetelmillé (kappale 2.3).

2.6 Immunoblottaus

Infektiokokeista kerdttyjen solunédytteiden NP- ja M1-proteiiniekspressiota analysoitiin
Western Blot -immunoblottausmenetelmélld. Proteiinit eroteltiin SDS-PAGE-menetel-
milld. Solulysaatteihin lisdttiin SDS-latauspuskuria (0,25 M Tris-HCI (BioRad), 15 %
SDS (Merck), 50 % glyseroli (Sigma-Aldrich), 25 % B-ME (Sigma-Aldrich), 0,01 % bro-
mofenolisininen (Merck)) laimennossuhteella 1:5, ja ndytteet kuumennettiin (5 min, +95
°C), minké jilkeen ndytteet sekd molekyylipainomarkkeri (Chameleon Duo, LI-COR
Biosciences) ajettiin Mini-PROTEAN TGX Any kD -polyakryyliamidigeeleille (BioRad)
SDS-ajopuskuriliuoksessa ((BioRad) 180 V, 45-60 min). Erotellut proteiinit siirrostettiin
puolikuivalla menetelmailld 0,2 um nitroselluloosakalvoille ((Amersham) 12 V, 30 min)
siirtopuskuriliuoksessa (25 mM Tris-emés (BioRad), 192 mM glysiini (Sigma-Aldrich),
20 % MetOH (VWR Chemicals)). Siirtoajon jilkeen kalvoja inkuboitiin vahintdén yhden
tunnin ajan TBST-liuoksessa (150 mM NaCl (Sigma-Aldrich), 10 mM Tris-HCI
(BioRad), 0,1 % Tween 20 (GBiosciences)), johon oli liuotettu 5 m-% rasvatonta maito-

jauhetta (Valio).

Inkubaation jilkeen membraanit pestiin kolmesti TBST:lld 10 minuutin ajan. Kalvot
vasta-ainevérjéttiin ensin primdirivasta-aineilla, jotka oli lisdtty 5 % maito-TBST:hen
(hiiressé tuotettu a-GAPDH (Santa Cruz) laimennossuhteella 1:1000, kanissa tuotettu o.-
M1 (THL) laimennossuhteella 1:500, kanissa tuotettu a-NP (THL) laimennossuhteella
1:500) ja annettiin inkuboitua huoneenldmmdossd yhden tunnin ajan. Sen jilkeen kalvot
pestiin kolmesti TBST:1l4 ja membraaneille lisdttiin sekundéérivasta-aineet 5 % maito-
TBST-liuoksessa (IRDye 800CW vuohessa tuotettu o-hiiri (LI-COR Biosciences) lai-
mennossuhteella 1:15 000, IRDye 680CW vuohessa tuotettu o-kani (LI-COR Bios-
ciences) laimennossuhteella 1:15 000) ja annettiin inkuboitua yhden tunnin ajan huoneen-
lammdssé ja valolta suojattuna. Témén jilkeen kalvot pestiin jilleen kolmesti TBST:114.

Lopuksi kalvot kuvattiin Image Studio -ohjelmalla (LI-COR Biosciences), minké jilkeen

24



signaalien intensiteetit kvantitoitiin ImageJ-ohjelmalla. Signaalien intensiteetit normali-
soitiin saman nédytteen GAPDH-vasta-aineen antaman intesiteetin perusteella. Kiytetty-
jenTAV-kantojen (taulukko 1) sekd mock-ndytteen normalisoidut arvot suhteutettiin vield

[AV-kannan *09C arvoihin 24 tunnin aikapisteessa.

Solujen ekspressoimien NP:n ja M1-proteiinien madrien vélisten erojen tilastollista mer-
kittdvyyttd mitattiin ensin yksisuuntaisella varianssianalyysilli (ANOVA). Seuraavaksi
varianssianalyysin ldpéisseet (P<0,05) ndyteryhmét analysoitiin Dunnettin post hoc -tes-
tilla. Lisdksi erojen tilastollista merkittdvyyttd mitattiin kaksisuuntaisilla kahden toisis-

taan riippumattoman otoksen Studentin t-testeill.

2.7 Kvantitatiivinen kéinteistranskriptaasi-PCR eli RT-qPCR

[AV:illa infektoitujen solujen kasvatusmediumiin tuottunutta VRNA:n méardd mitattiin
kvantitatiivisella kddnteistranskriptaasi-PCR:114 eli RT-qPCR:1l4. Infektiokokeista keré-
tyille supernatanteille (100 pl) tehtiin RN A-eristys RNeasy Plus Mini Kitilld (Qiagen)
kitin ohjeen mukaisesti. Lopuksi RN A-ndytteet pakastettiin (-80 °C). Ennen RT-qPCR:éda
RNA-néytteet sulatettiin jdilld ja tehtiin yksivaiheiselle RT-qPCR:lle optimoitu reaktio-
seos, joka sisidlsi sense-alukkeet (0,2 uM AM1s3 (Metabion)), antisense-alukkeet (0,2 uM
AMIlal (Metabion)), IAV:n M1-geenille spesifiset FAM-koettimet (0,2 uM (Metabion)),
mastermix-seoksen (1X PrimeDirect Probe RT-qPCR Mix (Takara)) sekd vettd lopputi-
lavuuteen. Reaktioseokseen lisdttiin RN A-ndyte (1:10) tai samassa suhteessa vesi, joka
toimi menetelman kontrollindytteend. Naytteet ajettiin RT-qPCR-sykliohjelmalla (Rotor-
Gene Q, 1x kddnteistranskriptio: +55 °C 10 min, denaturaatio +95 °C 15 sek ja 40x amp-
lifikaatio: +95 °C 5 sek, +60 °C 30 sek), jonka aikana koettimen emittoimaa fluoresenssia

mitattiin reaaliaikaisesti (kuva 11).

RT-qPCR-ajon jéilkeen signaaleille asetettiin manuaalisesti kynnysarvo, jotta saatiin sig-
naalikohtainen Ct-arvo eli se monistussyklien lukumaird, jossa RNA-kopioiden méaéra
1dhti eksponentiaalisesti kasvamaan. Siten Ct-arvo oli sitd pienempi, mitd enemmén niyte

lahtokohtaisesti sisdlsi vVRNA :ta.
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Kuva 11. Esimerkkikuva RT-qPCR-syKklilaitteen siséiltimin ohjelman (Rotor-Gene
Q) visualisoimasta RNA:n méairasti naytteissi. RT-qPCR-syklilaite mittaa ja visuali-
soi reaaliaikaisesti RNA-sekvenssiin sitoutuvan koettimen emittoimaa fluoresenssisig-
naalia. RNA-kopioiden méirin eksponentiaaliseen kasvuun vaadittavaa syklien maarda
kuvataan Ct-arvolla, joka saadaan asettamalla signaaleille manuaalinen kynnysarvo.
RNA-kopioiden middrd lihtee kasvamaan eksponentiaalisesti sitd pienemmaélld Ct-ar-
volla, mitd enemmaén niyte 1dhtokohtaisesti sisdltdd RNA:ta.

Jotta Ct-arvojen vertailuun tavallisimmin kaytetty metodi (AACT) olisi validi, tulisi mu-
kana olla sisdinen kontrolli eli tidssd tapauksessa solussa virusinfektiosta riippumattomasti
ekspressoituva geeni. Koska solujen ulkopuolelta ei téllaista kontrolligeenid voi detek-
toida, tisséd tutkimuksessa RT-qPCR-tulosten analysointiin kéytettiin ACt-arvoa. Jokai-
selle RNA-néytteelle laskettiin ACt-arvo suhteuttamalla kyseisen ndytteen Ct-arvo [AV-
kannalla *09C tehtyjen, 24 tunnin aikapisteessd kerdttyjen infektiokoetoistojen Ct-arvojen
keskiarvoon. Tamén jdlkeen ACt-arvot suhteutettiin vield kannalla *09C tehtyjen, 24 tun-

nin aikapisteessd kerdttyjen infektiokoetoistojen ACt-arvoihin.

Muilla TAV-kannoilla (taulukko 1) ja kannalla ’09C infektoitujen solujen tuottaman
VvRNA:n méirien vilisten erojen tilastollista merkittdvyyttd mitattiin ensin yksisuuntai-
sella varianssianalyysilli (ANOVA). Varianssianalyysin lapéisseet (P<0,05) ndyteryhmét

analysoitiin Dunnettin post hoc -testilla.
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3. TULOKSET

Téassd tyossd tutkittiin, onko maailmanlaajuisen pandemian influenssakaudella 2009—
2010 aiheuttaneessa influenssa A -viruksen (IAV) A/HIN1pdm09:n replikaatiokyvyssi
tapahtunut muutoksia kuluneen reilun kymmenen vuoden aikana. Muutoksia havainnoi-
tiin infektoimalla MDCK-, A549- sekd Vero E6 -soluja yhdeksilld eri IAV-kannalla,
jotka kiersivit influenssakaudella 1998—1999 (yksi kanta) tai vuosien 2009 ja 2020 vililla
(kahdeksan kantaa) (taulukko 1). Influenssakauden 2019-2020 kahdesta kaytetystd IAV-
kannasta jdlkimméinen (kanta ’20) eristettiin potilasniytteestd ja kasvatettiin ensin
MDCK-soluilla ja sitten kananmunissa osana tita tyotd. Kaikkiaan seitsemistd potilas-
ndytteestd eristetystd [AV-kannasta yksi [AV-kanta saatiin monistumaan tarpeeksi niin,
etti sen tiitteriksi saatiin plakkititrauksen perusteella yli 1x10°> PFU/ml, jolloin sitd voitiin

kayttdd infektiokokeissa.

Infektiokokeista kerittiin sekd solut ettd kasvatusmedium 24 ja 48 tunnin aikapisteissa.
Solulysaatit ja kasvatusmedium analysoitiin yhteensd kolmella eri menetelmilld, joilla
havainnoitiin virusten replikaatiosyklin eri vaiheita infektoiduissa soluissa. Immunoblot-
tauksella tarkasteltiin soluissa transloitujen IAV-proteiinin maaria, RT-qPCR:114 mitattiin
solujen ulkopuolisen VRNA:n mééraa ja plakkititrauksella kasvatusmediumista maaritet-
tiin solujen tuottamaa infektiokykyisten uusien virionien miardé. Jokaisessa edelld mai-
nitussa menetelméssd saadut tulokset suhteutettiin lukuihin, jotka saatiin influenssakau-
della 2009-2010 Kaliforniassa kiertédneelld pandeemisella [AV-kannalla (’09C) tehdyista

infektioista 24 tunnin aikapisteessé.

3.1 Influenssa A -virusproteiinien ekspressio

[AV:illa infektoiduissa soluissa ekspressoitujen NP:n sekd M1-proteiinien médard analy-
soitiin immunoblottauksella. Néytteiden latauskontrollina kéytettiin solussa IAV-infekti-
osta riippumattomasti ekspressoituvaa GAPDH-proteiinia, joka on yksi solun niin kutsu-
tuista ylldpitoproteiineista. Negatiivisena kontrollina (engl. mock) kéytettiin infektoimat-
tomia soluja. Tulokset jaettiin molemmissa aikapisteissé (24 tai 48 tuntia infektiosta) kol-
meen ryhméén: niihin, joilla infektoituina solut ekspressoivat proteiinia yhtd paljon,

enemmaén tai vihemmain kuin IAV-kannalla *09C infektoituina 24 tunnin aikapisteessa.
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Kuva 12. IAV:n NP:n ja M1-proteiinin ekspressio MDCK-soluissa. A) Yhdeksilla eri
[AV-kannalla (taulukko 1) infektoiduissa MDCK-soluissa ekspressoidut IAV-proteiinit
NP ja M1 seki solun yllapitoproteiini GAPDH nékyvit proteiiniraitoina vasta-ainevérja-
tyilld nitroselluloosakalvoilla sekéd 24 tunnin ettd 48 tunnin aikapisteissd. B) NP- sekd C)
MI-proteiiniraitojen keskiarvot ja keskihajonta (n=3) havainnollistettuna kuvaajamuo-
dossa. Kuvaajissa NP:n ja MI-proteiinin intensiteettiarvot on ensin normalisoitu
GAPDH:n intensiteettiarvoon, minka jidlkeen muiden [AV-kantojen sekd mock-nédytteen
normalisoidut arvot on suhteutettu IAV-kannan *09C arvoihin 24 tunnin aikapisteessa.
Muiden [AV-kantojen ja kannan *09C (24 h) vilisten erojen tilastollista merkittavyyttad
mitattiin yksisuuntaisella varianssianalyysilli (ANOVA) ja Dunnettin post hoc -testill4.
Erojen tilastollista merkittavyyttd mitattiin lisdksi kaksisuuntaisilla kahden toisistaan riip-
pumattoman otoksen Studentin t-testeilld. * P<0,05, ** P<0,01, *** P <0,001.

Immunoblottaustulokset osoittavat, ettd 24 tunnin kohdalla seitsemidn yhdeksésté ja 48
tunnin kohdalla kahdeksan yhdeksdstd IAV-kannalla infektoidusta MDCK-solunéyt-
teestd ekspressoi NP:a (kuva 12A). NP-ekspression jdddessd heikoksi ’16-kannan koh-
dalla molemmissa aikapisteissd, ’18-kannalla infektoidut solut tuottivat immunoblottaus-
kokeissa havaittavaa NP:a 48 tunnin kohdalla (kuva 12A). Kuten NP-ekspression koh-
dalla, myds M1-ekspressio on havaittavissa 24 tunnin kohdalla seitsemédssd yhdeksésta ja
48 tunnin kohdalla kahdeksassa yhdekséstd IAV-kannalla infektoidussa MDCK-solu-
nédytteestd (kuva 12A). NP-tuloksia mukaillen kannan ’16 kohdalla infektioajan kasvatta-

minen 24 tunnista 48 tuntiin ei nostanut M 1-ekspressiota havaittavalle tasolle (kuva 12A).

Verrattuna IAV-kannalla *09C infektoituihin soluihin, IAV-kannoilla 99, *09F ja ’14 in-
fektoidut solut ekspressoivat NP:a 24 tunnin kohdalla ldhes yhtéd vahvasti (kuvat 12A ja
B). Kannalla *20 infektoitujen solujen NP-ekspressio oli 24 tunnin aikapisteessd ldhes

kaksi kertaa voimakkaampaa verrattuna kannalla *09C infektoituihin soluihin. Kannoilla
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’13, ’16, ’18 ja ’19 infektoidut solut sen sijaan ekspressoivat samassa aikapisteessd NP:a

selkedsti kannalla 09C infektoituja soluja heikommin.

Kannoilla *13, ’18 ja ’19 infektoitujen solujen NP-ekspressio nousi 48 tunnin kohdalla
samalle tasolle tai hieman korkeammalle kuin kannalla *09C infektoitujen solujen eks-
pressio 24 tunnin aikapisteessi (kuvat 12A ja B). Kannan *09C NP-ekspressio ei noussut
keskimddriisesti ollenkaan 24 tunnin ja 48 tunnin aikapisteiden vililld. Kantojen *99 ja
"09F NP-ekspressio nousi 48 tunnin kohdalla verrattuna 24 tunnin aikapisteeseen. Samoja
aikapisteitd verrattaessa kannan ’14 NP-ekspressio nousi huomattavasti. Verrattuna kan-
taan ’09C 24 tunnin aikapisteessd kantojen '99 ja 14 NP:n ekspressio nousi 48 tunnin
aikapisteessd selkedsti korkeammaksi ja kannan *09F NP-ekspressio hieman korkeam-
maksi. My0Os kannan *20 NP-ekspressio nousi selkedsti 48 tunnin kohdalla verrattuna 24
tunnin aikapisteeseen, ekspression nousten 48 tunnin aikapisteessd jopa lahes kolminker-

taiseksi verrattuna kannan ’09C NP-ekspressioon 24 tunnin aikapisteessa.

Verrattuna kantaan ’09C M1-proteiinin ekspressio oli selkedsti matalampaa IAV-kan-
noilla ’13, °16, ’18 ja ’19 infektoiduilla MDCK-soluilla 24 tunnin aikapisteessd ja vain
hieman matalampaa kannoilla 99, 09F ja 14 infektoiduilla soluilla (kuvat 1A ja C).
Tassd aikapisteessd ainoastaan IAV-kanta *20 tuotti korkeamman M1-proteiinin ekspres-

sion kuin IAV-kannalla 09C infektoidut solut.

Kannalla *20 infektoitujen MDCK-solujen M 1-ekspressio nousi edelleen 48 tunnin aika-
pisteesséd verrattuna 24 tunnin aikapisteeseen (kuvat 12A ja C). Kannan *09C M1-eks-
pressio ei noussut 48 tunnin kohdalla verrattuna 24 tunnin aikapisteeseen, ja siten kanta
’20 ekspressoi M1-proteiinia kannalla 09C infektoituja soluja voimakkaammin myos 48
tunnin aikapisteessd. Kannalla *13 infektoitujen solujen M 1-ekspressio nousi selkeésti 48
tunnin kohdalla verrattuna 24 aikapisteeseen nousten samalla ldihelle kannan *09 ekspres-
siota 24 tunnin kohdalla. Sen sijaan kaikilla muilla kannoilla infektoidut solut ekspres-
soivat M1-proteiinia 48 tunnin aikapisteessd edelleen heikommin verrattuna kannalla
’09C infektoituihin soluihin 24 tunnin aikapisteessé, kannalla *09F infektoitujen solujen
ekspression pédstessd kuitenkin ldhelle kannalla *09C infektoituja solujen tasoa ja kan-

nalla ’16 infektoitujen solujen ekspression jadden erityisen paljon matalammaksi.
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Yhteenvetona voidaan todeta, ettdi MDCK-soluilla TAV-kannat 13, ’16, 18 ja *19 eks-
pressoivat sekd NP:a ettd M1-proteiinia molemmissa aikapisteissd padsdéntoisesti vé-
hemmaén kuin kanta ’09C 24 tunnin aikapisteessd. Kannat *99 ja 09F ekspressoivat mo-
lemmissa aikapisteissd NP:a yhtd paljon tai enemméan, mutta M1-proteiinia vihemmain
kuin *09C 24 tunnin aikapisteessd. Kannat *14 seké 20 ekspressoivat molemmissa aika-

pisteessd molempia proteiineja yhtd paljon tai vdhemmain kuin 09C 24 tunnin aikapis-

teessa.
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Kuva 13. IAV:n NP:n ja M1-proteiinin ekspressio A549-soluissa. A) Yhdeksélld eri
[AV-kannalla (taulukko 1) infektoiduissa A549-soluissa ekspressoidut IAV-proteiinit NP
ja M1 seké solun yllapitoproteiini GAPDH nékyvit proteiiniraitoina vasta-ainevarjatyilla
nitroselluloosakalvoilla sekéd 24 tunnin ettd 48 tunnin aikapisteissid. B) NP- sekd C) M1-
proteiiniraitojen keskiarvot ja keskihajonta (n=3) havainnollistettuna kuvaajamuodossa.
Kuvaajissa NP:n ja M1-proteiinin intensiteettiarvot on ensin normalisoitu GAPDH:n in-
tensiteettiarvoon, minkd jilkeen muiden IAV-kantojen sekd mock-niytteen normalisoi-
dut arvot on suhteutettu IAV-kannan *’09C arvoihin 24 tunnin aikapisteessd. Muiden [AV-
kantojen ja kannan *09C (24 h) vilisten erojen tilastollista merkittdvyyttd mitattiin yksi-
suuntaisella varianssianalyysilli (ANOVA) ja Dunnettin post hoc -testilld. Erojen tilas-
tollista merkittdvyyttd mitattiin lisdksi kaksisuuntaisilla kahden toisistaan riippumatto-
man otoksen Studentin t-testeilld. * P<0,05, ** P<0,01.

Kuusi yhdeksdstd IAV-kannasta tuotti infektoiduissa A549-soluissa havaittavan méiérin
NP:a (kuva 13A). Kannoilla 16, 18 ja ’19 infektoiduissa soluissa NP-ekspressio jéi hy-
vin matalaksi molemmissa aikapisteissi. MDCK-soluihin verrattuna IAV-infektoidut
A549-solut ndyttivdt ekspressoivan vihemmin M1 -proteiinia (kuvat 12A ja 13A), ja ky-
seinen proteiini oli havaittavissa ainoastaan kantojen ’09C, *09F, ’14 ja ’20 kohdalla

(kuva 13A).
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IAV-kannalla *09C tehtyihin infektioihin verrattuna kannoilla *13, 16, ’18 ja *19 tehdyt
infektiot tuottivat NP:n ekspressiota A549-soluissa huomattavasti heikommin ja kannalla
’14 hieman heikommin 24 tunnin aikapisteessd (kuva 12B). Samassa aikapisteessi kan-
noilla *99 ja 09F infektoidut solut ekspressoivat NP:a ldhes yhtd paljon ja kannalla *20

infektoidut solut noin 1,5 kertaa enemmaén kuin kannalla 09C infektoidut solut.

[AV-kannan 09C NP-ekspressio nousi 48 tunnin kohdalla vain hieman verrattuna 24
tunnin aikapisteeseen, mutta koska kannoilla *13, *16, ’18 ja ’19 infektoitujen A549-so-
lujen NP-ekspressio ei noussut 48 tunnin aikapisteessd lainkaan tai hyvin vihén verrat-
tuna 24 tunnin aikapisteeseen, ne jdivdt 48 tunnin aikapisteessd edelleen huomattavasti
alemmaksi verrattuna kannalla *09C infektoitujen solujen NP-ekspressioon 24 tunnin ai-
kapisteessd (kuva 12B). Kannoilla *09F ja ’14 infektoitujen solujen NP:n ekspressio nousi
48 tunnin kohdalla verrattuna 24 tunnin aikapisteeseen, nousten samalle tasolle tai hieman
korkeammalle kuin kannalla *09C infektoitujen solujen NP-ekspressio 24 tunnin aikapis-
teessd. Vain [AV-kannalla *20 infektoitujen solujen NP:n ekspressio nousi 48 tunnin ai-
kapisteessd selkedsti korkeammaksi verrattuna kannalla 09C infektoituihin soluihin 24

tunnin aikapisteessa.

A549-solut ekspressoivat M 1-proteiinia 24 tunnin aikapisteessi hieman voimakkaammin
vain [AV-kannalla 20 infektoituina verrattuna infektioon kannalla 09C (kuva 12C).
Muilla kannoilla infektoituina M1-ekspressio jdi samassa aikapisteessd selkeédsti kannan
’09C ekspressiota matalammaksi ja erityisesti kannoilla 13, *16 ja 18 ekspressio jdi 1a-

hes olemattomaksi.

A549-solujen M1-proteiinin ekspressio nousi hieman 48 tunnin aikapisteessd verrattuna
ekspressioon 24 tunnin aikapisteessi kannalla *09C tai *20 infektoituina, muilla kannoilla
infektoituina M1-ekspressio jii 48 tunnin aikapisteessd suunnilleen samalle tasolle tai

hieman matalammaksi kuin 24 tunnin aikapisteessd (kuva 12C).
Tiivistettynd voidaan sanoa, ettd A549-soluissa korkeampia tuloksia NP:n ja M1-proteii-

nin suhteen molemmissa aikapisteissd verrattuna kantaan *09C tuotti ainoastaan [AV-

kanta *20. Kannoilla 99, 09F ja ’14 infektoiduissa ndytteissd NP-ekspressio muistutti
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keskimddriisesti ’09C-kannan ekspressiota, mutta M 1-proteiinin ekspressio jai matalam-
maksi. Kaikilla muilla kannoilla sekd NP:n ettd M1-proteiinin ekspressio jii molemmissa

aikapisteissd matalammaksi kuin kannalla *09C infektoiduissa nédytteissa.
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Kuva 14. IAV:n NP:n ja M1-proteiinin ekspressio Vero E6 -soluissa. A) Yhdeksilla
eri [AV-kannalla (taulukko 1) infektoiduissa Vero E6 -soluissa ekspressoidut IAV-prote-
iinit NP ja M1 seki solun ylldpitoproteiini GAPDH nidkyvét proteiiniraitoina vasta-ai-
nevérjatyilld nitroselluloosakalvoilla sekd 24 tunnin ettid 48 tunnin aikapisteissd. B) NP-
sekd C) M1-proteiiniraitojen keskiarvot ja keskihajonta (n=3) havainnollistettuna kuvaa-
jamuodossa. Kuvaajissa NP:n ja M1-proteiinin intensiteettiarvot on ensin normalisoitu
GAPDH:n intensiteettiarvoon, minki jdlkeen muiden IAV-kantojen sekd mock-nédytteen
normalisoidut arvot on suhteutettu IAV-kannan *09C arvoihin 24 tunnin aikapisteessa.
Muiden [AV-kantojen ja kannan *09C (24 h) vilisten erojen tilastollista merkittavyyttad
mitattiin yksisuuntaisella varianssianalyysilli (ANOVA) ja Dunnettin post hoc -testill4.
Erojen tilastollista merkittdvyyttd mitattiin lisdksi kaksisuuntaisilla kahden toisistaan riip-
pumattoman otoksen Studentin t-testeilld. * P<0,05, ** P<0,01.

Kuten A549-solujen kohdalla, kannoilla *16, *18 ja ’19 infektoidut Vero E6 —solut eivit
tuottaneet havaittavia méérida NP-proteiinia kummassakaan valituista aikapisteissd (Kuva
14A). Lisdksi kannalla *13 infektoiduissa Vero E6 -soluissa NP-ekspressio jdi hyvin hei-
koksi myds 48 tunnin aikapisteessd. M1-ekspressio Vero E6 —soluissa muistuttaa myds
omalta osaltaan tilannetta A549-soluissa, joissa immunoblottauksessa havaittavaa prote-

iiniekspressiota oli vain kantojen *09C, *09F, *14 ja *20 kohdalla (kuvat 13A ja 14A).
NP:n ekspressio nousi 24 tunnin aikapisteessd korkeammalle infektoitaessa Vero E6 -

solut IAV-kannoilla 99, *09F tai ’20, verrattuna infektioon IAV-kannalla 09C (kuva

13B). Kannalla *13 tai ’14 infektoitujen solujen NP-ekspressio jdi keskimddrin hieman
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alemmaksi kuin kannalla *09C infektoitujen solujen ekspressio samassa aikapisteessd, ja

kantojen ’16, *18 ja *19 NP-ekspressio oli selkedsti kannan *09C ekspressiota matalampi.

Vain [AV-kannalla *20 infektoituna Vero E6 -solujen NP:n ekspressio kasvoi selkedsti
48 tunnin kuluttua infektiosta verrattuna 24 tunnin aikapisteeseen (kuva 13B). Siten kan-
nan ’20 NP-ekspressio oli 48 tunnin kohdalla edelleen kannan *09C 24 tunnin kohdalla
ekspressiota voimakkaampi. Kannalla *09C infektoitaessa solujen NP-ekspressio oli la-
hes samalla tasolla seké 24 ettd 48 tunnin aikapisteessi ja muilla kannoilla infektoitaessa
solujen NP-ekspressio oli 48 tunnin aikapisteessd matalampi kuin 24 tunnin aikapisteessa.
Tastd huolimatta kannalla 99 tai ’09F infektoidut solut ekspressoivat NP:a 48 tunnin
kohdalla edelleen enemmén, kuin kannalla *’09C infektoituna 24 tunnin aikapisteessi. Sen
sijaan etenkin kantojen ’16, *18 ja 19 NP-ekspressio oli soluissa lihes olematonta 48
tunnin kohdalla verrattuna kannan *09C NP:n ekspressioon 24 tunnin aikapisteessd. Kan-
tojen *13 sekd ’14 NP-ekspressio jii vield matalammaksi 48 tunnin kohdalla kuin 24 tun-
nin kohdalla verrattuna NP:n ekspressioon kannalla ’09C infektoiduissa Vero E6 -so-

luissa.

[AV-kannalla *09F tai *20 infektoitaessa Vero E6 -solut ekspressoivat M1-proteiinia 24
tunnin kuluttua infektiosta voimakkaammin verrattuna kannalla *09C tehtyyn infektioon
samassa aikapisteesséd (kuva 13C). Kannoilla °99, *13, *14 tai ’16 infektoitacssa M1-eks-
pressio jii soluissa 24 tunnin aikapisteessd selvdsti matalammaksi, kuin infektoitaessa
solut kannalla *09C. Infektoitaessa solut kannoilla *18 tai ’19 ekspressio jdi 24 tunnin

aikapisteessi erityisen paljon matalammaksi verrattuna kannan *09C ekspressioon.

MI-proteiinin ekspressio oli selkedsti voimakkaampaa 48 tunnin aikapisteessd kuin 24
tunnin aikapisteessd, kun Vero E6 -solut oli infektoitu IAV-kannalla *09C (kuva 13C).
Myos kannoilla *09F, 14 tai ’20 infektoitaessa solujen M1-ekspressio kasvoi selkedsti
48 tunnin aikapisteessd verrattuna 24 tunnin aikapisteeseen. Kuitenkin vain kannoilla
"09F tai ’20 infektoitaessa solut ekspressoivat M1-proteiinia vahvemmin 48 tunnin koh-
dalla verrattuna kannan *09C ekspressioon 24 tunnin aikapisteessd. Solut kannalla *14
infektoidessa M1-ekspressio jdi keskimédrdisesti hieman matalammaksi 48 tunnin aika-
pisteessd, kuin kannalla *09C infektoidessa 24 tunnin aikapisteessid. Kantojen *99, *18 ja
’19 M1-proteiinin ekspressio oli joko ldhelle samaa tasoa seké 24 ettd 48 tunnin aikapis-
teessd tai nousi vain hieman 48 tunnin kohdalla verrattuna 24 tunnin aikapisteeseen. Sen

sijaan kannoilla *13 tai ’16 infektoidut solut ekspressoivat M 1-proteiinia jopa heikommin
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48 tunnin kuin 24 tunnin jidlkeen infektiosta. Siten kantojen *99, *13, 16, ’18 ja ’19 M1-
proteiinin ekspressio jii 48 tunnin aikapisteessd selkeésti heikommaksi, kuin solujen M1-

ekspressio 24 tunnin aikapisteessd infektoitaessa ne kannalla *09C.

Tiivistettynd voidaan todeta, ettd Vero E6 -soluissa IAV-kannat 13, ’16, *18 ja ’19 tuot-
tivat heikommin sekd NP:a ettd M1-proteiinia molemmissa aikapisteissad verrattuna kan-
taan '09C aikapisteessd 24 tuntia. Kannalla '99 infektoituna vain NP-ekspressio nousi
sekd 24 ettd 48 tunnin aikapisteessd korkeammaksi kuin kannalla *09C infektoituina 24
tunnin aikapisteessd, kun taas kannoilla 09F ja ’20 molempien proteiinien ekspressio
nousi soluissa molemmissa aikapisteissd korkeammaksi. Kannan ’14 proteiiniekspressio
jai muuten molemmissa aikapisteissd matalammaksi, paitsi 48 tunnin aikapisteessd M1-
proteiinin ekspressio nousi tilld kannalla Vero E6 -soluissa samalle tasolle kuin kannalla

’09C 24 tunnin aikapisteessé.

3.2 Influenssa A -virus-RNA:n tuotto

[AV:illa infektoitujen solujen kasvatusmediumiin tuotetun vRNA:n médra kvantitoitiin
kadnteistranskriptaasi-PCR:11d eli RT-qPCR:lld. Infektiokokeista kerétyistd superna-
tanteista eristettiin RNA, joka monistettiin yksivaiheisella RT-qPCR:1l4. IAV-kannat ja-
ettiin molemmissa aikapisteissd (24 tai 48 tuntia infektiosta) suhteutettujen ACt-arvojen
perusteella kolmeen ryhméén: niihin, joilla solut tuottavat vRNA:ta yhtd paljon, enem-

min tai vihemman kuin IAV-kannalla *’09C infektoidut solut 24 tunnin aikapisteessa.
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Kuva 15. MDCK-kasvatusmediumiin tuotetun vRNA:n mééri. RT-qPCR-menetel-
milld saatiin RN A-ndytteiden Ct-arvot, joista laskettujen ACt-arvojen avulla ndytteiden
vRNA:n mdardd voitiin havainnoida pylvdskuvaajassa. RNA:n keskiarvoiset maarit ja
hajonnat (n=3) on kuvaajassa ilmoitettu logaritmisella asteikolla (log'?). Muilla IAV-kan-
noilla (taulukko 1) infektoitujen MDCK-solujen tuottamat RN A:n méairien keskiarvot on
molemmissa aikapisteissd (24 ja 48 tuntia infektiosta) suhteutettu kannalla ’09C infektoi-
tujen MDCK-solujen tuottamaan vVRNA:n méérien keskiarvoon 24 tunnin aikapisteessa.
Kuvaajassa on esitetty myos kannalla 09C tehdyistd infektiokokeista O tunnin aikapis-
teessd kerdttyjen ndytteiden vVRNA:n keskiarvoinen méaird (vaaleanpunainen pylvis).
Muiden [AV-kantojen ja kannan *09C (24 h) vilisten erojen tilastollista merkittavyyttad
mitattiin yksisuuntaisella varianssianalyysilli (ANOVA) sekd Dunnettin post hoc -tes-
tilla.

[AV-kannalla *09C infektoitujen MDCK-solujen ulkopuolista vVRNA:ta oli havaittavissa
jo heti solujen infektoimisen jdlkeen eli 0 tunnin aikapisteessd, mutta méérd oli noin
10 000 kertaa pienempi verrattuna samalla kannalla tehdyn infektiokokeen 24 tunnin ai-
kapisteessd (kuva 15). Kannalla 20 infektoituina solut tuottivat 24 tunnin aikapisteessa
suunnilleen saman miirin vRNA:ta kuin kannalla *09C infektoituina eikd niiden valilla
el ollut tilastollisesti merkitsevdd eroa. Muilla kannoilla infektoituina solujen tuottama
VRNA:n miird jii merkitsevédsti alhaisemmaksi kuin kannalla 09C infektoituina, erojen
ollessa suurimmaksi osin noin 10—1000 kertaisia. Erityisen alhaiseksi maérd jdi kuitenkin
infektoitaessa solut kannalla 16 tai *18; erot olivat 24 tunnin kohdalla 1000—-10 000 ker-

taisia verrattuna solujen tuottamaan vVRNA:n médrdén infektoituna kannalla "09C.

MDCK-solut eivit tuottaneet VRNA:ta 48 tunnin kohdalla huomattavasti enempédé IAV-
kannalla "09C infektoituina kuin 24 tunnin jilkeen infektiosta. Kannalla *13 tai *20 infek-
toituina solut tuottivat 48 tunnin aikapisteessd hieman enemmén vRNA:ta kuin 24 tunnin

aikapisteessi kannalla 09C infektoituina, mutta ero ei ollut tilastollisesti merkitseva. Sen
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sijaan kannalla ’14 infektoituina solut tuottivat 48 tunnin aikapisteessd VRN A:ta merkit-
sevésti enemman verrattuna kannan *09C aikaansaamaan vRNA:n tuottoon 24 tunnin ai-
kapisteessd, ja ero oli noin kymmenkertainen. Muilla kannoilla infektoituina solujen
VvRNA:n tuotto jii 48 tunnin aikapisteessd endd noin 10—100 kertaa matalammaksi ver-
rattuna kannalla *09C infektoitujen solujen VRNA:n tuottoon 24 tunnin aikapisteessa, ei-

vitké erot olleet tilastollisesti merkitsevia.

Yhteenvetona voidaan sanoa, ettd MDCK-soluissa 24 tunnin aikapisteessd kanta 20
tuotti suunnilleen saman maardn vRNA:ta kuin kanta ’09C, kun taas muiden kantojen
tuottama VRNA:n miéré jai merkitsevasti alhaisemmaksi. Kantojen 13, 14, *19 ja °20
vRNA:n tuotto nousi korkeammaksi vasta 48 tunnin aikapisteessé verrattuna kannan *09C

vRNA:n tuottoon 24 tunnin aikapisteessa.
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Kuva 16. A549-kasvatusmediumiin tuotetun vRNA:n méidrid. RT-qPCR-menetel-
mélld saatiin RNA-ndytteiden Ct-arvot, joista laskettujen ACt-arvojen avulla niytteiden
VRNA:n méérdd voitiin havainnoida pylvéskuvaajassa. RNA:n keskiarvoiset mairét ja
hajonnat (n=3) on kuvaajassa ilmoitettu logaritmisella asteikolla (log'®). Muilla IAV-kan-
noilla (taulukko 1) infektoitujen A549-solujen tuottamat vVRNA:n méérien keskiarvot on
molemmissa aikapisteissd (24 ja 48 tuntia infektiosta) suhteutettu kannalla *09C infektoi-
tujen A549-solujen tuottamaan VRNA:n médrien keskiarvoon 24 tunnin aikapisteessa.
Kuvaajassa on esitetty myos kannalla *09C tehdyistd infektiokokeista 0 tunnin aikapis-
teessd kerdttyjen ndytteiden VRNA:n keskiarvoinen médrd (vaaleanpunainen pylvis).
Muiden IAV-kantojen ja kannan *09C (24 h) vilisten erojen tilastollista merkittavyytta
mitattiin yksisuuntaisella varianssianalyysilld (ANOVA) sekd Dunnettin post hoc -tes-
tilla.

A549-solujen tuottaman VRNA:n madrd oli 0 tunnin aikapisteessd infektiosta noin 100

kertaa matalampi kuin 24 tunnin aikapisteessd infektoitaessa solut IAV-kannalla *09C
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(kuva 16). Infektoituna kannalla ’20 solujen tuottaman vVRNA:n miéré oli 24 tunnin ai-
kapisteessd noin kymmenen kertaa korkeampi verrattuna infektioon tehtyni kannalla
’09C, ja ero oli tilastollisesti merkitsevd. Samassa aikapisteessd kannalla *99, *09F tai *14
solujen tuottaman vVRNA:n méairé oli 10—100 kertaa alhaisempi kuin kannalla *09C infek-
toituina. Kannalla *13, ’16, *18 tai ’19 infektoituina A549-solut tuottivat 24 tunnin kulut-
tua infektiosta noin 100—1000 kertaa vihemman vRNA:ta. Matalammilla solujen tuotta-
milla VRN A:n mairilld ei kuitenkaan ollut tilastollisesti merkittédvié eroa kannalla 09C

infektoitujen solujen tuottamaan vRNA:n méédradn 24 tunnin aikapisteessa.

A549-solujen ulkopuolisen VRNA:n méédrd nousi huomattavasti, mutta ei tilastollisesti
merkitsevisti 48 tunnin kohdalla verrattuna 24 tunnin aikapisteeseen, kun solut oli infek-
toitu kannalla ’09C. Solujen tuottaman VRNA:n madrd nousi 48 tunnin aikapisteessi
myo0s kannalla *20 infektoituina korkeammalle kuin 24 tunnin aikapisteessd infektoita-
essa solut kannalla 09C, mutta téllakaén erolla ei ollut tilastollista merkitsevyyttd. Muil-
lakin kannoilla infektoituina solujen tuottaman vRNA:n maird nousi 48 tunnin aikapis-
teessd verrattuna 24 tunnin aikapisteeseen, mutta yhdenkddn kannan tuottama mééra ei
noussut korkeammalle kuin kannan 09C tuottama méérd 24 tunnin kuluttua infektiosta.
Infektoitaessa solut kannalla *99, *09F tai 14 vRNA:n méérd jii vain alle kymmenen
kertaa matalammaksi, mutta infektoitaessa solut kannalla *13, ’16, 18 tai ’19 vRNA:n
madrd jai noin 10-1000 kertaa pienemmaksi kuin solujen tuottaman VRNA:n mééra 24
tunnin aikapisteessd kannalla 09C infektoituina. Eroilla ei ollut tilastollista merkit-

sevyytta.

Tiivistettynd voidaan sanoa, ettd A549-soluissa ainoastastaan kannan 20 vRNA:n tuotto
oli molemmissa aikapisteissd korkeampaa kuin kannan ’09C vRNA:n tuotto 24 tunnin
aikapisteessid. Muiden kantojen vVRNA:n tuotto jdi samaan vertailukohteeseen verrattuna

matalammaksi sekd 24 ettd 48 tunnin aikapisteissa.
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Kuva 17. Vero E6-kasvatusmediumiin tuotetun vRNA:n mééri. RT-qPCR-menetel-
mailld saatiin RNA-ndytteiden Ct-arvot, joista laskettujen ACt-arvojen avulla niytteiden
vRNA:n mdardd voitiin havainnoida pylvaskuvaajassa. RNA:n keskiarvoiset maérét ja
hajonnat (n=3) on kuvaajassa ilmoitettu logaritmisella asteikolla (log'?). Muilla IAV-kan-
noilla (taulukko 1) infektoitujen Vero E6-solujen tuottamat vVRNA:n méairien keskiarvot
on molemmissa aikapisteissd (24 ja 48 tuntia infektiosta) suhteutettu kannalla *09C in-
fektoitujen Vero E6-solujen tuottamaan vRNA:n méarien keskiarvoon 24 tunnin aikapis-
teessd. Kuvaajassa on esitetty myos kannalla 09C tehdyistd infektiokokeista 0 tunnin
aikapisteessi keréttyjen ndytteiden VRNA:n keskiarvoinen mééra (vaaleanpunainen pyl-
vds). Muiden IAV-kantojen ja kannan ’09C (24 h) vilisten erojen tilastollista merkitté-
vyyttd mitattiin yksisuuntaisella varianssianalyysilla (ANOVA) sekd Dunnettin post hoc
-testilla.

Kun [AV-kannalla *09C infektoitiin Vero E6 -soluja, jdi solujen tuottaman vVRNA:n méa-
rdn ero 0 tunnin aikapisteen ja 24 tunnin aikapisteen vililld todella pieneksi (kuva 17).
Infektoitaessa solut kannalla 99, *09F, 13 tai 14 oli solujen tuottaman VRNA:n maara
24 tunnin jdlkeen infektiosta alle kymmenen kertaa pienempi kuin infektoitaessa ne kan-
nalla ’09C. Kun solut infektoitiin kannalla 16, *18 tai 19, oli solujen tuottaman vRNA:n
madrd 48 tunnin aikapisteessd noin 1000—10 000 kertaa matalampi kuin 24 tunnin aika-
pisteesséd infektoituina kannalla *09C. Kannan ’20 soluissa tuottama VRNA:n tuotto oli
24 tunnin kohdalla noin seitsemén kertaa korkeampi kuin kannan *09C tuottama VRNA:n

maérd. Millddn edelld mainituista eroista ei ollut tilastollista merkitsevyytta.

Vero E6 -soluissa tuottuneen VRN A:n méara nousi sekd kannalla *99, 09C, °09F etta *20
infektoituina 48 tunnin aikapisteessd noin sata kertaa korkeammaksi kuin 24 tunnin aika-
pisteessd kannalla *09C infektoituina. Solujen tuottaman vVRNA:n mééra nousi 48 tunnin
kohdalla my0s kannalla *14 infektoituina verrattuna solujen tuottamaan vRNA:n midraan

24 tunnin aikapisteessd kannalla *09C infektoituina, mutta ero oli alle kymmenkertainen.

38



Alle kymmenenkertaiseksi jdi ero my0s infektoitaessa Vero E6 -solut kannalla *19 tai ’13,
joiden vVRNA:n tuotto 48 tunnin aikapisteessi oli kuitenkin matalampi verrattuna vVRNA:n
tuottoon 24 tunnin aikapisteessi kannalla *09C infektoiduissa soluissa. Infektoitaessa so-
lut kannalla 16 tai ’18 oli tuottuneen VRNA:n méérd 48 tunnin aikapisteessd 100—1000
kertaa matalampi verrattuna kannalla 09C infektoitujen solujen 24 tunnin aikapisteessi

tuottamaan VRNA:n midrddn. Edelld mainituista eroista ei 10ytynyt tilastollista merkit-

sevyytta.

Tiivistetysti voidaan sanoa, ettd Vero E6 -soluissa vain [AV-kanta *20 tuotti korkeampia
VRNA-médirid jo 24 tunnin aikapisteessd. Kannat ’99, *09F, ’14 ja *20 tuottivat vasta 48
tunnin aikapisteessd enemmén vRNA:ta kuin kanta *09C 24 tunnin aikapisteessd. Muut
kannat tuottivat molemmissa aikapisteissd vihemmian vRNA:ta kuin kanta *20C 24 tun-

nin aikapisteessa.

3.3 Infektiivisten influenssa A -virionien tuotto

[AV:illa infektoitujen solujen kasvatusmediumiin tuottuneiden infektiokykyisten virio-
nien madrdd mitattiin plakkititrauksella. Negatiivisena kontrollindytteend kdytettiin vi-
rusta sisdltimatontd kasvatusmediumia ja positiivisena kontrollina A/Califor-
nia/07/09(H1N1pdm09) -viruksen stokkikasvatusta, jonka tiedettiin aiempien kokeiden
perusteella tuottavan téssd kaytetyilld laimennoksilla helposti havaittavia tuloksia (kuva

18).

Kuva 18. Esimerkkikuva plakkititrausten positiivisesta kontrollista. MDCK-solut in-
fektoitiin sarjalaimennetulla (101-107) IAV-virusstokilla A/Califor-
nia/07/09(H1N1pdm09), jonka tiedettiin aiempien kokeiden perusteella muodostavan
ndilld laimennoksilla selkeésti havaittavia plakkeja. Vasemmalla alakulmassa kyseisen
plakkititrauksen sisdinen negatiivinen kontrolli.
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Kannalla ’09C tehdyn infektiokokeen kasvatusmediumista kerdtyn ndytteen plakki-
titrauksesta saatuun lukuun suhteutettuja tuloksia tarkastelemalla IAV-kannat voitiin ja-
kaa kolmeen kategoriaan: niihin, joilla infektoituina solut tuottivat infektiivisid virioneja

yhtd paljon, enemmaén tai vihemmain kuin [AV-kannalla *09C infektoituina 48 tunnin ku-

luttua infektiosta.
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Kuva 19. Plakkititraukset MDCK-soluilla tehdyistd infektiokokeista. Infektioko-
keista 48 tunnin aikapisteesséd keréttyjen kasvatusmediumien siséltimien virusten muo-
dostamat plakit, kun MDCK-solut oli infektoitu sarjalaimennetulla (10"'-107) IAV-kan-
nalla A) ’99, B) ’09C, C) ’09F, D) 13, E) ’14, F) 16, G) ’18, H) *19 tai I) ’20 (taulukko
1). J) plakkien perusteella lasketut IAV-kantakohtaiset tiitterit kuvaajamuodossa logarit-
misina arvoina ilmoitettuina (log'®) ja K) suhteutettuna IAV-kantaan *09C.

[AV-kannalla *09C infektoidut MDCK-solut tuottivat 48 tunnin kuluttua infektiosta uusia
infektiokykyisid virioneja tiitterilld 9,25x10° PFU/ml (kuva 18 J). Kannoilla *13 tai ’19
infektoidut solut tuottivat samassa aikapisteessd kymmenkantaisella logaritmisella
aseikolla (log!®) yhden arvon verran enemmin infektiokykyisid virioneja kuin kannalla
’09C infektoidut solut, eron ollessa siten ’13 ja *09C vililld melkein puolitoistakertainen
ja ’19 ja ’09C vililld yli viisinkertainen (kuva 18 K). Muilla kannoilla infektoidut solut
tuottivat vihemmaén virioneja kuin kannalla 09C infektoidut solut. Kannalla *14, 18 tai
’20 infektoitujen solujen tuottama virionien maérd pysyi samalla logaritmisella arvolla,
mutta oli kuitenkin 69 kertaa matalampi. Kannoilla *99 infektoitujen solujen tuottama
infektointikykyisten virionien mééri jii juuri ja juuri havaittavan alhaiseksi ja kannoilla
"09F tai ’16 infektoitaessa MDCK-solut eivit tuottaneet plakkititrauksessa havaittavia in-

fektointikykyisid virioneja 48 tunnin aikapisteessd lainkaan (kuva 18 C, F, J).
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Yhteenvetona voidaan todeta, ettd MDCK-soluissa infektiokykyisid virioneja tuottui kai-
killa muilla TAV-kannoilla paitsi kannoilla ’09F ja ’16. Kannat ’13 ja ’19 tuottivat
MDCK-soluissa enemmaén infektiokykyisié virioneja kuin kannalla *09C. Muiden IAV-

kantojen infektiokykyisten virionien tuotto jdi matalammaksi.

99 '09C'09F '13 '14 ‘16 '18 19 ‘20

Kuva 20. Plakkititraukset A549-soluilla tehdystia infektiokokeista. Infektiokokeista
48 tunnin aikapisteessé kerittyjen kasvatusmediumien siséltimien virusten muodostamat
plakit, kun A549-solut oli infektoitu sarjalaimennetulla (10"'-10") IAV-kannalla A) *99,
B) "09C, C) "09F, D) 13, E) ’14, F) ’16, G) 18, H) 19 tai I) *20 (ks. taulukko 1). J)
plakkien perusteella lasketut IAV-kantakohtaiset tiitterit kuvaajamuodossa logaritmisina
arvoina ilmoitettuina (log'?) ja K) suhteutettuna IAV-kantaan *09C.

[AV-kannalla 09C infektoitaessa A549-solut tuottivat 48 tunnin jilkeen uusia infek-
tiokykyisi virioneja tiitterilld 13,5x10° (kuva 19 J). Kaikilla muilla kannoilla infektoituna
solujen tuottamien uusien virionien tiitteri jai huomattavasti matalammaksi tai kokonaan
havaitsemattomaksi. Kannalla *20 infektoituina A549-solut tuottivat lihes kaksi kertaa
vihemmain infektiokykyisid virioneja ja kannalla ’14 infektoituina ero *09C kannalla in-
fektoituihin soluihin oli tuhatkertainen (kuva 19 K). Infektiokykyisten virionien tiitterit
jdivit ldhes havaitsemattomaksi, kun solut infektoitiin kannalla 99, *09F, ’16 tai ’19 ja
niiden ero kannalla ’09C infektoitujen solujen virionien tuottoon oli kymmenkantaisella
logaritmisella asteikolla (log'®) neljin tai viiden arvon suuruinen. Kannoilla *13 tai *18
infektoituina A549-solut eivit MDCK-soluilla tehdyn plakkititrauksen perusteella tuot-

taneet ollenkaan infektiokykyisid virioneja 48 tunnin kuluessa infektiosta (kuva 19 D, G,

0.
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Yhteenvetona voidaan sanoa, ettd A549-soluissa infektiivisid virioneja tuottui kaikilla
muilla IAV-kannoilla, paitsi kannoilla *13 ja ’18. Virionien tuotto jéi kaikilla kannoilla

matalammaksi kuin kannalla *09C.

S 0, .

99 '09C'09F '13 '14 '16 '18 '19 ‘20

Kuva 21. Plakkititraukset Vero E6 -soluilla tehdystid infektiokokeista. Infektioko-
keista 48 tunnin aikapisteesséd keréttyjen kasvatusmediumien sisdltimien virusten muo-
dostamat plakit, kun Vero E6 -solut oli infektoitu sarjalaimennetulla (10'-107%) IAV-
kannalla A) *99, B) "09C, C) "09F, D) ’13, E) ’14, F) *16, G) ’18, H) 19 tai I) *20 (ks.
taulukko 1).J) plakkien perusteella lasketut IAV-kantakohtaiset tiitterit kuvaajamuodossa
logaritmisina arvoina ilmoitettuina (log'®) ja K) suhteutettuna IAV-kantaan *09C.

Vero E6 -solut tuottivat infektiokykyisid virioneja plakkititrauksessa havaittavan mééran
48 tunnin jilkeen infektiosta vain kolmella IAV-kannalla infektoituina ja silloinkin tiitte-
rit jaivéat hyvin mataliksi (kuva 20 J). Kannalla *’09C infektoituina solut tuottivat virioneja
tiitterilld 2,8x10° PFU/ml. Verrattuna *09C soluissa tuottamaan tiitteriin, kahdella muulla
virioneja Vero E6 -soluissa tuottaneella kannalla tiitteri jai 1dhes puolitoista kertaa (°20)
tai yli viisi kertaa (’99) matalammaksi (kuva 20 K). Muilla kannoilla infektoituina Vero
E6 -solut eivit tuottaneet MDCK-soluilla tehdyn plakkititrauksen perusteella 48 tunnin
aikapisteessi infektiokykyisid virioneja lainkaan (kuva 20 A, C, D, E, F, G, H, J).

Tiivistetysti voidaan todeta, ettd infektiivisid virioneja tuottui Vero E6 -solut IAV-kan-

noilla ’99, *09C tai *20 infektoituna. Virionien tuotto jdi matalammaksi kaikilla kannoilla

verrattuna kantaan *09C.
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Kuva 22. Eri IAV-kantojen tuottamia ja fenotyypiltdiin erilaisia plakkeja. Plakkien
fenotyypit toistuivat samankaltaisina kaikilla kolmella solulinjalla (MDCK, A549, Vero
E6) tehtyjen infektiokokeiden ndytteiden plakkititrauksessa. A) IAV-kannoilla *99, *09C
tai 20 tehdyistd infektiokokeista 48 tunnin aikapisteen kohdalla kerdtyt ndytteet tuottivat
plakkititrauksissa keskenddn samankaltaisia, suuria ja selkeédrajaisia plakkeja. B) kan-
noilla "09F, *13, *14, ’16 tai ’18 tehdyistd infektiokokeista 48 tunnin aikapisteessi kerét-
tyjen néytteiden plakkititraukset tuottivat epdselkeidrajaisia ja utuisia plakkeja. C) kan-
nalla *19 tehdystd infektiokokeesta 48 tunnin aikapisteessé kerdtyn néytteen plakkititraus
tuotti selkedrajaisia, mutta pienid plakkeja.

Tuloksia tarkasteltaessa havaittiin myds eroja eri IAV-kannoilla tehdyistd infektioko-
keista saatujen plakkien fenotyypeissd (kuva 22). Plakkien fenotyyppien erot toistuivat
samanlaisina riippumatta siitd, milld kolmesta solulinjasta (MDCK, A549 tai Vero E6)
infektiokoe oli tehty. Selkeimmin fenotyyppien erot olivat kuitenkin havaittavissa plak-
kititrauksissa, joissa oli kadytetty MDCK-solulinjalla tehdyistd infektiokokeista saatuja
naytteitd. [AV-kannoilla ’99, *09C tai 20 tehdyistd infektiokokeista 48 tunnin aikapis-
teessd kerdtyt ndytteet tuottivat plakkititrauksissa keskenddn samantyyppisid, suuria ja
selkedrajaisia plakkeja. Sen sijaan kannoilla *13, *14 tai ’16 tehdyista infektiokokeista 48
tunnin aikapisteessd kerétyistd néytteistd tuottuneet plakit olivat utuisia ja epaselkedsti
rajautuneita. Kannalla *19 tehdyistd infektiokokeista 48 tunnin kohdalla kerdtyt niytteet

tuottivat plakkititrauksessa selkedrajaisia, mutta pienid plakkeja.

3.4 Tulosten yhteenveto

Kaikilla yhdeksélla tdsséd tyosséd kdytetylld [AV-kannalla tehtyjen infektiokokeiden tulok-
sista oli havaittavissa eroja verrattuna kannalla *09C tehtyjen infektiokokeiden tuloksiin
suurimmalla osalla kdytetyistd menetelmistd, mikd voidaan ndhdd koosteena tutkielman
liitteend olevassa taulukossa 3. IAV-kantojen viliset erot toistuivat paddsdintdisesti sa-
mankaltaisina kaikilla kolmella solulinjalla, mutta solulinjojen IAV-proteiinien, VRNA:n
ja virionien tuoton vélilld oli melko suuria eroja. Verrattuna IAV-kannalla *09C 24 tunnin
aikapisteessd saatuihin tuloksiin, eniten samankaltaisia tuloksia saatiin infektiokokeista,
jotka oli tehty kannoilla *99, *09F tai ’14. Muilla kannoilla tulokset olivat suurimmaksi
osaksi matalampia verrattuna kannalla 09C saatuihin tuloksiin, paitsi kannalla *20, jolla

saadut tulokset olivat korkeampia ldhes kaikilla menetelmilla.
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Taulukko 2. Tyossi kaytetyt yhdeksin IAV-kantaa ja niiden lyhenne, influenssa-
kausi, jolloin kannat kiersivit seki tyossa kiytettyjen kolmen menetelméin tulokset.
Influenssakaudella 2009-2010 ja sen jélkeen kiertdneistd IAV-kannoista kdytetddn nimi-
tystd HIN1pdm09. Taulukossa lyhenteelld *09C tarkoitetaan influenssakaudella 2009—
2010 Kaliforniassa eristettyd viruskantaa ja lyhenteelld *09F tarkoitetaan samalla in-
fluenssakaudella Suomessa eristettyd viruskantaa. Muiden kantojen kohdalla niistd kéy-
tetddn viruksen eristysvuoden lyhennetti. Infektiokokeista kerittiin niytteet 24 ja 48 tun-
nin aikapisteissd. Solulysaatit ja kasvatusmedium analysoitiin yhteensi kolmella eri me-
netelmdlld, joita olivat immunoblottaus, RT-qPCR ja plakkititraus. Influenssakausilla
1998-1999 tai 20092020 kierténeilld IAV-kannoilla tehdyistd infektioista saadut luvut
suhteutettiin lukuihin, jotka saatiin influenssakaudella 2009-2010 Kaliforniassa kierta-
neelld [AV-kannalla tehdyistd infektioista 24 tunnin aikapisteessd. Siten muiden [AV-
kantojen soluissa tuottamaa virusproteiinin ekspressiota sekd vVRNA:n ja infektiokykyis-
ten virionien tuottoa voitiin verrata vuoden 2009 pandeemisen A/HIN1pdm09-kannan
(’09C, alleviivattu) tuottamiin méériin. Kannalla *09C saatuihin tuloksiin verrattuna ma-
talammat tulokset on esitetty taulukossa punaisella, samantasoiset tulokset keltaisella ja
korkeammat tulokset vihredlla.

‘Western Blot Western Blot RT-qPCR RT-qPCR Plakki-
Influenssa-
IAV-kanta Lyhenne 24 h 48 h 24h 48h titraus
kausi
48h
MDCK MDCK MDCK MDCK MDCK M1 MDCK M1 MDCK
NP Ml NP M1
A/New Caledonia/20/99(HIN1) 59 19981999 | A S A9 EUASS Gk Gk LR
NP M1 NP Ml
Vero E6 Vero E6 Vero E6 Vero E6 Vero E6 M1 Vero E6 M1 Vero E6
NP Ml NP M1
MDCK MDCK MDCK MDCK MDCK M1 MDCK M1 MDCK
NP Ml NP Ml
AlCalifornia/07/09(HIN1pdm09) 09¢ 2000-2010 | A% A9 A A9 s ASIME A8
NP M1 NP M1
Vero E6 Vero E6 Vero E6 Vero E6 Vero E6 M1 Vero E6 M1 Vero E6
NP Ml NP Ml
MDCK MDCK MDCK MDCK MDCK M1 MDCK M1 MDCK
NP Ml NP M1
A/Fin/554/09(H1N1pdm09) “09F 20092010 | A FUANSEE A EHAS Lok LEach) L2
NP M1 NP Ml
Vero E6 Vero E6 Vero E6 Vero E6 Vero E6 M1 Vero E6 M1 Vero E6
NP M1 NP M1
MDCK MDCK MDCK MDCK MDCK M1 MDCK M1 MDCK
NP M1 NP Ml
A/Fin/1614/13(HIN1pdm09) 13 2012-2013 | A8 A ASE LEe) ] S S
NP Ml NP M1
Vero E6 Vero E6 Vero E6 Vero E6 Vero E6 M1 Vero E6 M1 Vero E6
NP M1 NP Ml
MDCK MDCK MDCK MDCK MDCK M1 MDCK M1 MDCK
NP Ml NP M1
AfTurku/42/14(HINIpdm09) ‘14 20132014 [EEESCREEEEERE A5 JEEEE L S L)
NP M1 NP Ml
Vero E6 Vero E6 Vero E6 Vero E6 Vero E6 M1 Vero E6 M1 Vero E6
NP Ml NP M1
MDCK MDCK MDCK MDCK MDCK M1 MDCK M1 MDCK
NP M1 NP Ml
A/Turkw/577/16(HIN1pdm09) ‘16 2015-2016 | 38 A ASE L) s el e
NP Ml NP M1
Vero E6 Vero E6 Vero E6 Vero E6 Vero E6 M1 Vero E6 M1 Vero E6
NP M1 NP Ml
MDCK MDCK MDCK MDCK MDCK M1 MDCK M1 MDCK
NP Ml NP M1
ATurku/822/18(HIN1pdm09) ‘18 20172015 [ Lok LEach) L2
NP M1 NP Ml
Vero E6 Vero E6 Vero E6 Vero E6 Vero E6 M1 Vero E6 M1 Vero E6
NP Ml NP M1
MDCK MDCK MDCK MDCK MDCK M1 MDCK M1 MDCK
NP M1 NP Ml
A/Turkw/107/19(HIN1pdm09) ‘19 2019-2020 | A3 A ASE LEe) ] il S
NP Ml NP M1
Vero E6 Vero E6 Vero E6 Vero E6 Vero E6 M1 Vero E6 M1 Vero E6
NP M1 NP Ml
MDCK MDCK MDCK MDCK MDCK M1 MDCK M1 MDCK
NP M1 NP M1
ATurku/124/20(H1N1pdm09) 20 20192020 | A [ AN LASE G ASE AERA CEiby) L)
NP Ml NP Ml
Vero E6 Vero E6 Vero E6 Vero E6 Vero E6 M1 Vero E6 M1 Vero E6
NP M1 NP M1
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4. POHDINTA

Influenssa A -virukset kykenevit infektoimaan ihmisen lisdksi useita muita eldinlajeja ja
on mahdollista, ettd esimerkiksi linnun influenssavirus saa viruksessa tapahtuvan muun-
telun kautta kyvyn tartuttaa uusia iséntdeldimii. Joskus influenssavirus muuntautuu siten,
ettd lajien véliset siirtymiset johtavat lopulta ihmisessd tapahtuvaan infektioon. In-
fluenssa A -viruksen isdntitropismi méaaraytyy viruksen ja isdntdsolun tekijoiden vélisten
lajikohtaisten vuorovaikutusten perusteella. Néitéd tekijoitd ovat viruksen kyky sitoutua
iséntdsoluun, viruksen soluun sisddn tunkeutuminen, viruksen RN A-genomin replikaa-
tiotehokkuus isdntdsolun tumassa, isdnnidn synnynndisten immuunivasteiden vélttdminen
ja siirtymistehokkuus yksiloiden vélilld. Kun uudessa influenssaviruksessa tapahtuu riit-
tavasti ihmissoluun adaptoivia mutaatioita niin, ettd se kykenee tarttumaan tehokkaasti
thmisten vélilld, voi tilanne johtaa pandemiaan. Ensimmaéisten pandemia-aaltojen aikana
suuri osa ihmisvaestOstd saa tartunnan ja sen seurauksena immuniteetin uudelle viruk-
selle, mutta ajan my6td pandeemisen viruksen muunnelmia ilmaantuu ja ne jatkavat le-

viamistdin kausi-influenssaviruksina.

Tassd tyossd tarkoituksena oli vertailevan tutkimuksen avulla havainnoida, onko
A/HIN1pdm09:n replikaatiokyvyssa havaittavissa muutoksia kuluneen reilun kymmenen
vuoden aikana siitd, kun virus ilmaantui influenssakaudella 2009-2010 ja aiheutti maail-
manlaajuisen pandemian, joka sai kutsumanimen sikainfluenssa. Muutoksia havainnoitiin
infektoimalla MDCK-, A549- sekd Vero E6 -soluja yhdeksilld eri IAV-kannalla, jotka
kiersivit influenssakaudella 1998—1999 (yksi kanta) tai vuosien 2009 ja 2020 vélilla (kah-
deksan kantaa) (taulukko 1). Infektiokokeista saatuja tuloksia analysoitiin immunblot-
tausmenetelmilld sekd RT-qPCR- ja plakkititrausmenetelmilld, minké jalkeen muiden
[AV-kantojen replikaatiokykyd verrattiin vuoden 2009 pandeemisen IAV-kannan *09C
replikaatiokykyyn.

4.1 Tyossa kiytettyjen solulinjojen vaikutus tuloksiin
Tuloksissa nihdddn melko suuriakin eroja tdssd tyOssd kiytettyjen solulinjojen valill.
Kanta *09F esimerkiksi replikoitui erityisen hyvin Vero E6 -soluissa, kun taas kannat *13,

’14 ja ’19 replikoituivat MDCK-soluissa paremin kuin muissa solulinjoissa. Erityisen hy-

vin solulinjojen véliset erot tulivat esille plakkititrauksessa, kuten siind, kuinka paljon
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heikommin Vero E6 -soluissa replikoituneet viruskannat muodostivat plakkeja verrattuna

MDCK- ja A549-soluissa replikoituneisiin viruskantoihin.

MDCK-solulinja on influenssatutkimuksessa eniten kiytetty solulinja (Takada ym. 2019;
ATCC 2021). Koska virusstokit oli kasvatettu ennen kananmunakasvatusta MDCK-so-
luissa, niiden tiedettiin jo ennen infektiokokeita replikoituvan ndissé soluissa hyvin. Siten
oletettiin, etté kaikilla tissd tyossd kdytetyilld menetelmillé saataisiin mitattavia tuloksia
kolmesta solulinjasta ainakin MDCK-soluilla, mikd osoittautuikin paikkansa pitdviksi.
Kaikilla kolmella menetelmédlld mitattuna erot viruskantojen vélilld olivat pienimpid

MDCK-soluilla tehdyisté infektioista saaduissa tuloksissa.

Myos A549-soluja kdytetddn yleisesti virustutkimuksessa ja koska ne ovat ihmisen keuh-
koepiteelisoluja, ne sopivat erityisen hyvin hengitystievirusten tutkimiseen. Ty0ssé kéy-
tetyt viruskannat replikoituivatkin tehokkaasti tdssd solulinjassa. Tulokset olivat padosin
samansuuntaisia kuin ne tulokset, joita saatiin MDCK-soluilla tehdyisté infektiokokeista,

mutta viruskantojen vililld erot olivat A549-soluissa korostuneempia.

Vero E6 -solulinja on my6s yleisesti virustutkimuksessa kéytetty solulinja, mutta téssa
tyossd [AV-kantojen havaittiin replikoituvan kyseisissé soluissa heikosti. IAV:ten kasva-
tustehosta Vero E6 -solulinjassa on ristiriitaista tietoa; Govorkova ym. (1995) on havain-
nut virusten kasvavan hyvin Vero E6 -soluissa, kun taas esimerkiksi Zuhairi ym. (2012)
tekemaissé tutkimuksessa IAV:t replikoituvat kyseisissa soluissa heikosti. Tdmén tyon tu-
lokset tukevat Zuharin tutkimuksia; infektiokokeissa ldhes kaikkien testattujen IAV-kan-
tojen havaittiin replikoituvan Vero E6 -soluissa heikosti. Sekd Kaverin & Webster (1995)
ettd Govorkova ym. (1995) tekeméssa tutkimuksessa todettiin, ettd kasvatusmediumiin
lisdtylld trypsiinilld on merkitystd Vero E6 -solujen kykyyn endosytoida ja tuottaa IAV:ia.
Téssd tydssd Vero E6 -solujen kasvatusmediumiin liséttiin trypsiinid vain infektiokokeen
alussa, joten trypsiinin merkitystd viruksen védhiiseen replikaatioon ei voida tdysin pois-
sulkea. Toisaalta Zuhairi ym. (2012) tutkimuksessa trypsiinin ei havaittu tehostavan
[AV:ien replikaatiokykyd Vero E6 -soluissa. Zuhairi ym. (2012) tutkimus viittaa heikon
[AV:ien replikaatiokyvyn Vero E6 —soluissa johtuvan siitd, ettd solut ekspressoivat a-

2,6-s1aalihapposidoksen sisdltdavid reseptoreita vain vihdisesti solukalvoillaan.
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Yhteenvetona voidaan todeta, ettd kaikki viruskannat eivét ndytd olevan yhtd hyvin mu-
kautuvia eri solulinjoihin, mika johtunee siitd, ettd eri isdnnéstd perdisin olevissa solulin-
joissa on vaihtelua glykosylaatiokoneistossa, aineenvaihdunnassa, entsyymiaktiivisuuk-

sissa ja proteomitasoissa (Schwarzer ym. 2009; Ritter ym. 2010).

4.2 Erot A/HIN1pdm09-viruskantojen replikaatiokyvyssi

[AV-kantojen replikaatiokyvyssé havaittavat tehostumiseen viittaavat muutokset voisivat
indikoida A/H1N1pdm09-viruksen adaptoituneen ihmiseen vuosien kuluessa. Tiedetdin,
ettd IAV:n adaptoituessa thmiseen vihitellen antigeenisen ajautumisen kautta sen repli-
kaatiokyky tehostuu, patogeenisten ominaisuuksien vaihdellessa riippuen mutaatioiden

tyypistd (Carrat & Flahault 2007; Reperant ym. 2012; Elderfield ym. 2014).

Elderfield ym. havaitsivat, ettd Yhdistyneessd kuningaskunnassa kiertdneessa
A/H1IN1pdm09-viruksessa tapahtui juuri tillaisia replikaatiokykyé tehostavia mutaatioita
viruksen kiertdessd kolmena epidemia-aaltona influenssakausien 2009-2011 aikana. Mu-
taatioita tapahtui viruksen NS-proteiinia koodaavassa geenisegmentissd, mika johti NS1-
proteiinin tehokkaampaan kykyyn vaimentaa iséntdsolun interferonivasteita ja siten vi-
ruksen tehokkaampaan immuunivasteen véistdmiseen. Mutaatiot HA- ja NA-proteiineja
koodaavissa geeneissd taas johtivat siithen, ettéd virus kykeni sitoutumaan aiempaa parem-
min a-2,6-siaalihapporeseptoreihin ja siten infektoimaan entistd tehokkaammin ihmisen
hengitysteiden soluja. PA-geenissa tapahtunut pistemutaatio johti viruksen kohonneeseen
polymeraasiaktiivisuuteen ja siten tehokkaampaan transkriptio- ja replikaatiokykyyn.
Naiden kumulatiivisten mutaatioiden ansiosta A/H1N1pdm09 replikoitui jo kolmannessa
tautiaallossa vuonna 2011 tehokkaammin ja aiheutti my0s enemman vakavia tautitapauk-

sia kuin pandemian alussa vuonna 2009.

Téssd tutkimuksessa vuoden 2009 jilkeen kiertédneissd A/HIN1pdm09-kannoissa ei ha-
vaittu selkeitd, edelld kuvattuja replikaation tehostumiseen viittaavia suoralinjaisia muu-
toksia. Influenssakausina 2009-2010, 2013-2014 ja 2019-2020 kierténeet
A/H1IN1pdm09-kannat *09F, 14 ja 19 tuottivat suurimmaksi osin vasta 48 aikapisteen
kohdalla yhti korkeita tai korkeampia tuloksia kuin vertailukanta >09C 24 tunnin aikapis-
teessd. Tdma péti sekd proteiiniekspressioon ettd VRNA:n tuottoon kaikilla kolmella so-
lulinjalla. My0s plakkititrauksessa, lukuun ottamatta kannan ’19 tuloksia, muut kannat

tuottivat vertailukantaa *09C matalampia tuloksia. Toisin sanoen kannat *09F, *14 ja ’19
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olivat jonkin verran hitaampia replikoitumaan kuin kanta 09C. On tirkeéé todeta, ettd

’09C-viruskanta on valittu rokotevirukseksi juuri sen hyvén lisdédntymiskyvyn takia.

Ainoastaan kanta *20, joka myds kiersi influenssakaudella 2019-2020, tuotti kaikilla so-
lulinjoilla yhtd korkeita tai korkeampia VRNA- ja proteiiniméérid verrattuna kantaan
’09C. Tamai on kiinnostava tulos, joka viittaa siithen, ettd replikaatiokyvyn tehostumista
on kuitenkin todellakin tapahtunut vuosien aikana. Téhén johtopéatokseen ei kuitenkaan
taysin sovi plakkititrauksen havainto, ettd kanta 20 tuotti kaikissa solulinjoissa selkeésti
kantaa ’09C vdhemmain plakkeja eli vihemman infektiivisid virioneja. Tdma tarkoittaa
siis sitd, ettd kanta *20 replikoitui kantaa ’09C hitaammin. Lisdksi on yllattivaa, ettd
A549- ja Vero E6 -solulinjoilla kantaa ’09C hitaammin replikoitunut kanta 19 on eris-
tetty ja kasvatettu samalla influenssakaudella eristetystd potilasndytteestd kuin suurim-
maksi osin tehokkaasti replikoituva kanta *20. Siten kannan ’20 tehokkaassa replikaa-
tiokyvyssd kyse saattaa tosiasiassa olla yksittdisen potilasndytteestd eristetyn
A/HIN1pdm09-viruskannan yksilollisistd ominaisuuksista. Lisdksi influenssakauden
2017-2018 kanta 18 tuotti vield kantaa *19 vihdisempid viruksen RNA ja proteiiniméa-
rid kaikilla menetelmilld ja kaikissa solulinjoissa tarkasteltuna. Influenssakaudella 2012—
2013 kiertdnyt kanta ’13 tuotti niin ik&&n hyvin paljon matalampia tuloksia kuin kanta
’09C kaikilla muilla solulinjoilla, paitsi MDCK:illa. Siten voidaan sanoa, ettd kannat *13
ja ’18 olivat selkedsti hitaampia replikoitumaan kuin kanta *09C. Kuten kannan ’20 koh-
dalla, my6s kantojen ’13 ja ’18 kohdalla saattaa kyse kuitenkin olla yksittédisten potilas-

naytteistd eristettyjen viruskantojen poikkeavista ominaisuuksista.

Tulosten analyysin aikana herési epdily, ettd influenssakauden 2015-2016 IAV-kannan
’16 stokkikasvatuksen tiitteri ei pitdnyt paikkaansa, joten stokkikasvatuksen tiitteri tar-
kistettiin plakkititrauksella. Tulos osoitti virustiitterin olleen huomattavasti alhaisempi
kuin mitd oli alun perin ilmoitettu. Ilmoittettua matalamman tiitterin vuoksi infektioko-
keisiin laskettu MOI-arvo ei todellisuudessa ollut 16 viruskannan kohdalla sama kuin
muilla viruskannoilla, vaan selkedsti matalampi. Tami saattaa selittdd ainakin osittain
kannan ’16 havaitut erittdin matalat arvot infektiokokeissa kaikilla kolmella solulinjalla.
Joka tapauksessa kannalla *16 tehdyistd infektiokokeista saadut tulokset eivit ole vertai-
lukelpoisia muiden kantojen kanssa, mink& vuoksi ne on jétetty pois tarkemmasta tulosten
pohdinnasta. Kantojen viliset teknisistd seikoista johtuvat erot pyrittiin muutoin mini-

moimaan muun muassa siten, ettd kaikki IAV-stokit sulatettiin yhtd monta kertaa, koska
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jokainen uudelleenpakastus- ja sulatuskerta saattaa vaikuttaa virusstokin tiitterid alenta-

vasti (Greiff ym. 1954; Nazir ym. 2010).

Kannalla *09F tehdyistd infektioista analysoidut tulokset ovat kokonaisuutena mielen-
kiintoiset, silld kanta on kerétty pandemian alussa samalla influenssakaudella kuin kanta
’09C. Ainoa ero kantojen vililld on se, ettd *09C on eristetty Kaliforniassa ja *09F Hel-
singissd. TyOssd saatuja tuloksia voitaisiin siten my0s verrata kannan 09C:n sijaan yhta
hyvin kantaan "09F, etenkin koska tydssd kdytetyt influenssakauden 2009-2010 jilkeen-
kin kiertédneet viruskannat oli kerédtty joko Helsingissi tai Turussa. Kantaan *09C verrat-
tuna O9F tuotti IAV-proteiineja sekd vRNA:ta selkedsti heikommin A549-soluissa ja toi-
saalta Vero E6 -soluissa proteiinituotto oli selkeédsti korkeampi. Ehké suurin kantojen vi-
linen ero havaittiin plakkititrauksessa, jonka tulosten mukaan kanta *09F ei tuota ollen-
kaan infektiivisid viruksia MDCK- tai Vero E6 -soluissa. A549-soluissakin plakit olivat
hidin tuskin havaittavia, kun taas kanta *09C tuotti selkeitd ja suuria plakkeja kaikissa

solulinjoissa.

Influenssakaudella 1998—1999 kiertdnyt IAV-kanta *99 valittiin tutkimukseen mukaan,
koska sen tiedettiin rokotekantaviruksena replikoituvan tehokkaasti. Liséksi kanta on
H1NI1-influenssavirus ajalta ennen vuoden 2009 pandemiaa ja edustaa siten eri fyloge-
neettistd haaraa kuin A/H1N1pdm09-viruskannat. Kanta *99 ekspressoi immunoblottauk-
sen perusteella NP-proteiinia jo 24 tunnin aikapisteessd ja edelleen 48 tunnin aikapis-
teessd yhté tehokkaasti tai jopa tehokkaammin kuin kanta *09C. Kuitenkin sekd M1-eks-
pression ettd virionien tuoton perusteella *99 replikoitui hitaammin kuin kanta *09C. Ai-
noastaan Vero E6 -soluissa VRNA:n tuotto oli korkeampaa kuin kannalla *09C, mutta

vasta 48 tunnin aikapisteessa.

4.3 Plakkien fenotyypit

Plakkititrauksessa osa kannoista tuotti fenotyypiltdéin pienempid ja rajoiltaan episelke-
dampid plakkeja kuin kanta *09C. Utuisten ja epédselkedrajaisten plakkien fenotyyppiin vai-
kuttaa useampi tekijé, joiden tarkempi analyysi vaatii plakkimorfologiaan keskittyneita
lisdtutkimuksia. Yleisesti voidaan kuitenkin todeta, ettd plakkien suuri miéra kertoo néyt-
teen siséltdvin paljon virioneja kun taas plakkien pieni koko viittaa hitaampaan replikoi-

tumiseen tai ongelmiin viruksen levidmisessd solusta toiseen verrattuna kantaan *09C.
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Tamai saattaa johtua siité, ettd ne ovat mahdollisesti olleet HA- ja NA-proteiineiltaan eri-

laisia kuin *09C tai muut isoja plakkeja tuottaneet kannat (Cattoli ym. 2003).
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4.4 Jatkotutkimusmahdollisuudet

Tamén vertailevan tutkimuksen tarkoituksena oli tuoda esiin eroja vuoden 2009 jilkeen
kiertdneissd A/H1NI1pdm09-kannoissa verrattuna vuoden 2009 pandeemiseen kantaan
luoden samalla pohjaa jatkotutkimuksille. Replikaatiotehokkuuden ja adaptaatiomekanis-
mien tarkempaa havainnointia voitaisiin seuraavaksi tehdd tutkimuksissa, joissa tarkas-
tellaan A/H1N1pdm09-viruskantojen kinetiikkaa sekd solulinjoilla, kuten AS549- tai
MDCK-soluilla, ettd ihmisen verestd eristetyilld primdirisoluilla, kuten dendriitti- ja
makrofagisoluilla. Priméarisolujen avulla voidaan tarkastella eri kantojen thmisessa he-
rattdimdd immuunivastetta, mik antaa suuntaa antavaa tietoa viruksen patogeenisuudesta.
Tarkasteltavat aikapisteet voisivat olla esimerkiksi 0, 12, 24, 48 seké 72 tuntia infektiosta.
Analysoitaessa timdn tyon infektiokokeiden tuloksia RT-qPCR:lld havaittiin, ettd heti
solujen infektoimisen jdlkeen eli 0 tunnin aikapisteessd kannalta ’09C kerétyssa ndyteessi
oli havaittavissa VRNA:ta. Koska replikaatiosykli ei ole téssd ajassa vield ehtinyt edetd
sithen, ettd uutta virusmateriaalia olisi jo tuottunut, on kyseessa kasvatusmediumiin PBS-
pesujen jilkeen jddneistd stokkikasvatuksesta perdisin olevista viruksista. Tamd vVRNA
tulisi huomioida tulosten analyysissa niiden todellisena lihtotasona, minkd vuoksi olisi
hyodyllistd kerdtd ndyte jokaiselta viruskannalta tastd aikapisteestd. Tdmén tyon tulosten
perusteella voidaan valita jatkotutkimukseen mielenkiintoisimmat tarkasteltavat influens-

sakaudet, joita voisivat olla esimerkiksi kaudet 2009-2010, 2013-2014 ja 2019-2020.

Tarkedd lisdtietoa saadaan myos siitd, jos seuraavaksi tidssd ty0ssd kdytettyjen virusten
sekvenssejd vertaillaan niihin samalla influenssakaudella esiintyneisiin viruskantoihin,
joista on julkaistu koko viruksen sekvenssi. Siten saadaan viitteitd siitd, kuinka hyvin
tissd tyossd kdytetty viruskanta edustaa kyseiselld influenssakaudella maailmaa kierta-
neitd A/HIN1pdm09-kantoja. Liséksi genotyyppauksen avulla voitaisiin havainnoida esi-
merkiksi kantojen NS-, HA-, NA-, ja PA-geenien rakennetta, mahdollisia eroavaisuuksia
kantojen vililld ja samankaltaisuuksia Elderfield ym. (2014) 16ytdmiin geneettisiin muu-

toksiin A/HIN1pdm09-kannoissa.

Téssd tyossd replikaatiosyklid tarkasteltiin kahdesta eri ndkokulmasta: kuinka hyvin
[AV:t replikoituvat solun sisélld ja kuinka hyvin ne tuottavat uusia jélkeldisvirioneja ulos
solusta. Kuitenkin koska soluun siséllepddsy on yksi tirked viruksen tropismia rajoittava

tekijd ja siten tdrked adaptaatiomekanismien kohde, voisi tétékin replikaatiosyklin vai-
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hetta tarkastella jatkotutkimuksissa tarkemmin (Reperant ym. 2012). Viruksen soluun si-
sdllepddsyn analysoimiseen eri aikapisteissd voitaisiin kdyttdad esimerkiksi epdsuoraa im-

munofluoresenssia eli [FA-menetelméé (engl. indirect immunofluorescence assay).

4.5 Tutkimustulosten merkitys

Influenssa on sekéd kansanterveydellisesti ettd -taloudellisesti merkittdva tauti: IAV ai-
heuttaa pelkdstdan Euroopassa ihmisissa vuosittain miljoonia sairastapauksia ja kymme-
nid tuhansia kuolemia, ja lisdksi useista linnuissa esiintyneistd tautitapauksista seuran-
neita miljoonien siipikarjalintujen teurastuksia maailmanlaajuisesti (Alexander 2007;
THL 2020). TAV:issa tapahtuvan jatkuvan antigeenisen muuntumisen seurauksena on
olemassa riski sithen, ettd IAV saa reassortaation seurauksena kyvyn siirtyd linnuista tai
sioista thmiseen, jossa virus saattaa olla erittdin korkeapatogeeninen. Samalla on ole-
massa riski maailmanlaajuisen pandemian syntyyn. Pandemiaan johtavien antigeenisten
muutosten on arvioitu tapahtuvan tyypillisesti 10—40 vuoden vilein, mikd tismia viimei-

sen sadan vuoden aikana tapahtuneiden pandemioiden aikajanaan (Potter 2001).

Influenssan aiheuttamien yhteiskunnallisten vaikutusten sekd pandemioiden aiheuttaman
jatkuvan uhan vuoksi IAV:issa tapahtuvien muutosten ja adaptiivisten mekanismien tun-
teminen on tidrkeédd, koska se voi auttaa sekd uuteen influenssapandemiaan valmistautu-
misessa ettd sellaisen alkaessa sithen nopeasti ja oikein reagoimisessa. Vaikka
A/H1N1pdm09:ssé tapahtuneista adaptaatiosta ei tdssa tyossid saatu yksiselitteistd havain-
toa, antoivat tulokset onnistuneesti pohjaa tuleville tutkimuksille, joissa pyritddn selvitta-

madn adaptaation mekanismeja tarkemmin.
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