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AvainsanatStreptococcus pneumonjaefektiomalli, Danio rerio

Streptococcus pneumoniaa merkittdva taudinaiheuttaja ihmisessa; vuasitta
yli miljoona lasta, paaasiassa kehitysmaissa, lkeupteeumokokki-infektioihin.
Serotyyppispesifiset pneumokokkirokotukset ovaterdineet invasiivisia
tautimuotoja, mutta toisaalta korvautumisilmion ridyinuiden serotyyppien
aiheuttamat taudit ovat lisaantyneet. Myds pneurkiokantibioottiresistenssi
lisdantyy uhkaavasti.

Pneumokokin ja sen virulenssitekijoiden tarkemmuakitisen myota voitaisiin
|6ytaa parempia hoitomuotoja ja ennaltaehkaisynetméi. Seeprakala on
monien edullisten ominaisuuksiensa vuoksi noussogituksi tutkimusmalliksi.
Viime vuosien aikana sita on kaytetty onnistuneesibs infektiomallina useille
ihmisen patogeeneille.

Tassa tutkimuksessa todettiin, etta pneumokokekig seeprakalan alkion
verenkiertoon aiheuttaa kalojen bakteeriannokserusuesta riippuvaisen
kuolleisuuden. Pneumokokki pystyy aiheuttamaanasagp taudin seeprakalan
alkioissa. Kalan alkioiden selviytyminen on riip@ista niiden
immuunipuolustuksen kyvysta eliminoida bakteerievidierrostaan. Seeprakala
pystyy siis puolustautumaan pneumokokkia vastaaeufokokin
mutanttikannat, esimerkiksi kapseliton muoto, dawdt heikentynytta
virulenssia. Injektoituna kalan alkioiden verenki®n pneumokokin
mutanttikannat aiheuttavat suuremman eloonjaénaisadtuin pneumokokin
villikanta. Seeprakalassa voidaan siis tutkia ny@sumokokin
virulenssitekijoita.
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1 JOHDANTO

1.1 Pneumokokki taudinaiheuttajana

Pneumokokki $treptococcus pneumonja@n Gram-positiivinen, pareittain
esiintyva kokkibakteeri (kuva 1). Pneumokokin vemsi aiheutuu padosin sen
pinnan polysakkaridikapselin kyvysta vastustaa $gtmosia. Polysakkarideja
tunnetaan 90 erilaista, joista kuitenkin vain 23detaan yleisina

taudinaiheuttajina. [1]

Kuva 1. Streptococcus pneumoniae [2]

Pneumokokki levida pisaratartuntana. Usein pneukialaheuttamissa
hengitystieinfektioissa virusinfektio on ensin vaittanut limakalvoa, jolloin
pneumokokki padsee helpommin tunkeutumaan ympérduidoksiin. Tata
kokkibakteeria esiintyykin nielun normaalifloorasgga 5-10 % terveista

aikuisista on oireettomia kantajia. [1]

Pneumokokki on merkittava taudinaiheuttaja ihmigeBokotteista ja
antibiooteista huolimatta yli miljoona lasta kuof@®eumokokki-infektioihin
vuosittain, suurin osa heista kehitysmaissa. Pn&okio on yleisin
hengitystieinfektioita ja lasten valikorvatulehdigkaiheuttava bakteeri. Se
aiheuttaa myos vakavampia infektioita, kuten vergthytysta ja
aivokalvotulehdusta. Aivokalvotulehduksessa ennastedelleen varsin synkka.
Harvinaisempia pneumokokin aiheuttamia tauteja sydéimen sisakalvon

tulehdus, markainen niveltulehdus ja vatsakalvéimiles. [1]



Vakavien pneumokokki-infektioiden ilmaantuvuus amisn lapsilla ja
vanhuksilla (kuva 2). Lasten alttius infektioilleltyy anatomisilla seikoilla seka
immuunijarjestelman kypsymattomyydella. Vanhuksetlpstaan sairastavat
infektioita immuunijarjestelman heikkenemisen jasaiden perustautien

altistamana. [1]
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Kuva 2. Pneumokokkitautien keskimaarainen ilmaantuvuas/ikmittain
Suomessa vuosina 1995-2004. [3]

Pneumokokkirokotteiden teho perustuu siihen, eatdderin kapselia vastaan
syntyneet vasta-aineet suojaavat vakavilta infdtdif4]. Suomessa aikuisille on
kaytossa pneumokokkipolysakkaridirokote, joka $#&8P3 yleisinta
kapselityyppid. Polysakkaridirokotteen on todetikd@sevan 50-80 % vakavista

pneumokokin aiheuttamista infektioista terveillduasilla. [5]

Alle 2-vuotiaiden elimistd ei muodosta vasta-aiagiheumokokin
kapselirakenteita vastaan. Lapsille tarkoitetussaumokokki-
konjugaattirokotteessa polysakkaridit onkin liggktintajaproteiiniin.
Kantajaproteiini lisaa rokotteen tehoa huomatta\ak 2-vuotiailla. 1.9.2010
Suomen kansalliseen rokotusohjelmaan lisattiiretagD-valenttinen
pneumokokki-konjugaattirokote [6]. Rokote antaajgaadkymmenta yleisinta
pneumokokki serotyyppia vastaan. Yhdysvaltalaisgkimuksen mukaan
konjugaattirokote estdd 97 % yleistyneista pneurkkikaudeista. Toisaalta

rokotteeseen kuulumattomien serotyyppien aiheuttémdimuodot saattavat



lisdantya. llmiota kutsutaan korvautumisilmioksrsype replacement) [7].
Konjugaattirokotteen suojateho lievia tulehduksaataan ei ole yhté hyva.
Tampereen seudulla vuonna 2001 tehdyssa tutkimsiksekotteen suojateho

pneumokokista johtuvia korvatulehduksia vastaar34l?o. [5]

Penisilliini on edelleen ensisijainen laéke pneuakik-infektioiden hoidossa.
Antibioottiresistenssi on viime aikoina lisaantymytolestuttavasti, ja se tekee
pneumokokista entista tarkedAmman tutkimuskohteeeumokokin
penisilliiniresistenssi perustuu muutoksiin bakieg@enisilliinia sitovissa
proteiineissa [1]. Bakteerin solukalvolla sijaitaggumppumekanismi pumppaa
ladketta aktiivisesti ulos ja nain lisda resisténfd]. Suurin osa penisilliinille
resistenteista pneumokokeista on resistentteja myilde mikrobilaékkeille,
kuten makrolideille, tetrasykliineille, sulfatringgiriimille ja kloramfenikolille

[1].

1.2 Seeprakala tutkimusmallina

Seeprakalalanio rerio) kuuluu leukakaloihin (kuva 3). Silla on seka
synnynnainen etta hankinnainen immuniteetti, joidezkanismit ovat sailyneet
evoluution aikana lahes muuttumattomina kaloistaiseen saakka. Seeprakalalla
on myos useita muita edullisia ominaisuuksia, joidasioista se on viime aikoina
noussut suosituksi mallieldaimeksi. Seeprakalaroakehitysta on helppo seurata,
silla kalanpoikanen kehittyy kohdun ulkopuolellaoja kehityksen alkuvaiheessa
lapinakyva. Lisdksi kehitys etenee nopeasti; kagtiknet ovat kehittyneet 48

tunnin kuluttua hedelmoityksesta. [9]

Kuva 3. Seeprakala ylhaalla vasemmalla 90 minuutin ikdése/lhdalla oikealla
kahden paivan ikdisend, alhaalla aikuisena [10]



Seeprakala on kooltaan pieri% cm). Se tulee sukukypséksi kolmen kuukauden
iassa, ja sen jalkeldisten tuotto on nopeaa: 20Dpdikasta viikossa. Edella
mainitut asiat mahdollistavat helpommin laajemmigtimukset seeprakalalla

kuin useimmilla muilla selk&rankaisilla elaimilléjten esimerkiksi hiirella. Lisaa
mielenkiintoa seeprakalatutkimuksiin tuo se, eti&psakalan geneettinen
manipulointi on suhteellisen helppoa. Myds eettisgt puoltavat seeprakalan
kayttoa tutkimusmallina. Yleisena periaatteenagulla, etta tutkimuksen
mallielaimeksi valitaan neurofysiologiselta kehggktdan mahdollisimman

alkeellinen laji. [9]

Seeprakalaa on jo aiemmin kaytetty kehitysbiolaggsseka biolaaketieteellisena
tutkimusmallina. Viime aikoina seeprakalan kayttjas immunologisessa
tutkimuksessa on lisdantynyt. Seeprakalaa on jtekigyinfektiomallina
esimerkiksi seuraaville ihmisessa tautia aiheuteamikrobeille:Pseudomonas

aeruginosd11], Staphylococcus auredi$2], Salmonella typhimuriurfi3].

1.3 Seeprakalan immuunipuolustus

Seeprakalalla on sekd synnynnainen ettd hankinmam@&uniteetti.
Hahmontunnistusreseptorit kuuluvat synnynnaiseenumiteettiin ja ne
havaitsevat kalan elimistoon paésseen patogeesimerdiseksi. Seeprakalan
genomissa on vastine jokaiselle ihmisen hahmonstunsrieseptorille seka lisaksi
kaksi kalaspesifista reseptoria. Patogeenin sitouten reseptoriin kaynnistaa
tulehdusvalittdjaaineiden tuotannon. Tulehdus\ditiineet saavat aikaan akuutin
vaiheen proteiinien tuotannon lisaantymisen. Sdgpatia on I6ydetty vastineita
ihmisen akuutin vaiheen proteiineille, esimerkikstP ja seerumin amyloidi A.
Kuten ihmisella myds seeprakalalla synnynnaisenumteetin valittamaan
tulehdusreaktioon sisaltyy komplementin aktivaakiomplementin aktivaation
tavoite on rikkoa patogeenin solukalvo tai opsodia@atogeeni fagosytoosin
helpottamiseksi. Lisaksi seeprakalalla on ihmiseknofageja ja granulosyytteja
vastaavia soluja. [9]

Hankinnaisen immuniteetin soluista antigeenia@siit solut, kaloilla

monosyytit, makrofagit ja dendriittisolut [14], kiatavat patogeenin



ensimmaiseksi. Antigeenia esittelevien solujendedhd on fagosytoida
patogeeni ja hajottaa se peptideiksi. Patogeerptidiekulkeutuvat sitten
antigeenia esittelevien solujen pinnalle ja siteattMHC-molekyyleihin.
Seeprakalan hankinnaiseen immuniteettiin kuuluvga B-solut, joiden toiminta

muistuttaa ihmisen T- ja B-solujen toimintaa. [9]

Seeprakalan T-solut kypsyvat ja B-solut alkavataiiimmunoglobuliineja vasta
neljan viikon kuluttua hedelmaityksesta. Siihen g@tinnassa on vain
synnynnainen immuniteetti, joten seeprakalan immpuotustus tarjoaa
mahdollisuuden tutkia synnynnaisen ja hankinnaisenuniteetin mekanismeja
erikseen. Nisakasmalleissa synnynnaista ja hanistananmuniteettia ei paasta

tarkastelemaan erikseen, silla alkiot kehittyvétduan sisalla. [9]



2 TUTKIMUSMETODIT

2.1 Bakteerikanta ja kasvuolosuhteet

Tutkimuksessa kaytettiiBtreptococcus pneumonidd (TIGR4) kantaa ja sen
isogeenisia mutantteja. Bakteereja kasvatettiirpkan verimaljalla yon yli + 37

°C:ssa ja C@ssa (kuva 4).

Lampaan verimaljalla kasvaneet bakteerit liuotetti® ml THY:ta (Todd—Hewit
medium with 0.5 % yeast extract). Bakteerisuspeadiasvatettiin
lampdhuoneessa (+ 37 °C:ssa) kunnes suspensiorbabssi aallonpituudella
620 nanometria oli 0.4. Bakteerien erottelemisskspensiota sentrifugoitiin 10
minuuttia nopeudella 4 000 rpm. THY:sta erottunaittberimassa liuotettiin 0.2-

molaariseen kaliumkloridiin halutun laimennoksekaainsaamiseksi.

Kuva 4 Pneumokokkia elatusmaljalla [15]

2.2 Kalakannat ja alkioiden valmistelu

Jokaista tutkimuskertaa varten villityypin (AB) aikia seeprakaloja kudetettiin,
ja syntyneet alkiot kerattiin talteen kudetustaekkpohjalta. Tutkimusten aikana
seeprakalan alkioita sailytettiin E3-kasvatuslitessa lampdétilassa 28,5 °C (kuva
5).



Kuva 5. Kalanpoikasia petrimaljalla [16]

2.3 Injektointi

Injektointia varten 48-50 tunnin ikdiset kalanpai&bkuorittiin pinsettien avulla
mekaanisesti pois korionkalvon sisalta, elleivabheet jo itsestaan kuoriutuneet.
Kalanpoikaset nukutettiin puskuroidulla 0,02 % amella. Ennen injektointia
bakteeriliuokseen lisattiin 70 kilodaltonin rhodandiextran merkkiainetta
varillisen liuoksen aikaansaamiseksi. Jokaisengs®h verenkiertoon injektoitiin
1 nl bakteeriliuosta niin, ettd noin 24 poikasenmga injektoitiin samaa
bakteeriliuosta sisaltavalla lasisella mikrokagitiaeulalla. Poikasiin injektoidun
bakteerin maaraa kontrolloitiin injektoimalla samaara bakteeria 100 pl:aan
kaliumkloridia, joka sitten laitettiin kasvamaamtismaljalle. Yon yli kasvaneet

bakteerit voitiin laskea elatusmaljoilta.

2.4 Alkioiden seuranta

Injektoinnin jalkeen kalanpoikaset laitettiin E3ededla taytetyille kuoppalevyille
28,5 °C:seen, kukin omaan kuoppaansa. Kalanpoikasieattiin kahdesti
paivassa neljan vuorokauden ajan. Joka seuransédiikdruolleiden poikasten
maara kirjattiin ylos. Kalanpoikanen merkittiin Kleeksi, mikali sen sydan ei

mikroskoopilla katsottuna endé lyonyt eika se rgagdkosketukseen.

2.5 Bakteerimaarien laskenta infektoiduista kaloish

Kustakin ryhmasta keréttiin talteen viisi kalan@ska saanndllisin aikavalein: 2,
7, 20 ja 48 tunnin kuluttua injektiosta. Keraamigihkeen kalanpoikaset
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nukutettiin tricainella. Yksittaiset poikaset honeogsoitiin pipetoimalla liuosta,
joka sisélsi 200 pl PBS:&a ja 1 % triton-X:aa, yatss. Homogenisoinnin jalkeen
liuoksesta tehtiin sarjalaimennos PBS:aan ja laimokeet maljattiin verimaljoille.
Verimaljoja inkuboitiin yon yli + 37 °C:ssa ja G@sa, jonka jalkeen
bakteerimaaréat laskettiin maljoilta.

2.6 Tilastolliset menetelmat

Tulokset analysoitiin kayttaen yleisia tilastolisnenetelmia. Kuolleisuuden
analysointiin kaytettiin ns. logrank-testia. Bakiggiarien eroja testattiin
varianssianalyysilla. P-arvoa alle 0,05 pidettilastollisesti merkittavana. Kaikki
data analysoitiin kayttden Graph Pad Prism 5,0hatig¢oa.



3 TULOKSET

3.1 Pneumokokin aiheuttama infektio seeprakalassa

Pneumokokki ei ole seeprakalalle luontainen patoigséla esimerkiksi
seeprakalan kasvulampdtila ei ole pneumokokillénogdlinen. Tutkimuksen
tavoitteena oli selvittdd pneumokokin taudinaihemiskykya seeprakalassa.
Erisuuruisia annoksia pneumokokin T4-kantaa injgiktokahden paivan ikaisten
alkioiden verenkiertoon. Kaliumkloridia kaytettikontrolliliuoksena.

Injektoinnin jalkeen kalan alkioita seurattiin eflg@dmisasteen selvittamiseksi.
Tutkimuksessa havaittiin eloonjadmisasteen riippuagektoidun
bakteeriannoksen suuruudesta (kuva 6). Useideimtusiten perusteella havaittu
keskimaarainen eloonjaéneiden osuus kaikista tusks kaloista 100 pmy
(pesakettda muodostavaa yksikkda)/alkio annoksélé9d%, 1 000 pmy/alkio
annoksella 15 % ja 10 000 pmy/alkio annoksella 3% 0,0001).
Kontrolliryhmassa eloonjaamisaste oli 100 %. Naitldasten perusteella voidaan

todeta, ettda pneumokokki pystyy aiheuttamaan imviasn ja tappavan infektion

seeprakalassa.
1004 ) —— Kontrolli
—— T4 10000 pmy/alkio
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Kuva 6. Streptococcus Pneumoniaen injektointi seeprakalkion verenkiertoon
aiheuttaa tappavan infektion. Seeprakalan alkioidEronjaamisaste eri suuruisia
bakteeriannoksia seka kontrolliliuosta kaytettaesadva on havainnollistava

esimerkki yksittaisen tutkimuksen tuloksista.
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Bakteerimaaran mahdollisen lisddntymisen selvitahksi injektoidut kalat
homogenisoitiin ja bakteerin maarat laskettiin &sd@i aikapisteessa. Seka 100
pmy/alkio annoksella ettd 1 000 pmy/alkio annoksbkHvaittiin bakteerimaaran
logaritminen kasvu seeprakalan alkiossa (kuva m@umokokki pystyy siis

lisddntymaan seeprakalan alkiossa.

106+ 106+
1054 1054
o 10%- o 1044
.8 =
= 105 <. 10°
> T = T
: &
102+ 1024
10" 10"+
100 T T T T 100 L] 1 1 )
2 7 24 48 2 7 24 48
Aika injektion jilkeen (h) Aika injektion jélkeen (h)

Kuva 7. Streptococcus Pneumoniae pystyy lisdantymaanaedpn alkiossa.
Peséakkeita muodostavien yksikdiden maara ajan ifumkinjektioannoksilla 100

pmy/alkio (A) ja 1 000 pmy/alkio (B).

Yksittaisista seeprakalan alkioista laskettiin leakim&aria myos tutkittaessa,
pystyyko seeprakala puolustautumaan pneumokokistaan. Seka kuolleita etta
elavia kalan alkioita kaytettiin. Alkioiden eloogjinen on riippuvaista niiden
immuunipuolustuksen kyvysta havittaa bakteeri edtgstaan. 48 tunnin kuluttua
injektiosta kalan alkiot olivat jakautuneet kahtegnmaan; ne olivat joko
havittaneet bakteerin elimistostaan tai kuolleeték8). Injektion jalkeen

bakteerimaarat kasvavat selvasti kuolevissa kageaspienenevéat eloonjaavissa

kaloissa jp < 0,001).
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Kuva 8. Seeprakalan alkioiden selviytyminen infektiogfgpuu niiden kyvysta
havittaa bakteeri elimistostaan. Pesakkeita muaosh yksikbiden méaara ajan
funktiona. 48 tunnin kohdalla kalat ovat jakautunleghteen ryhméén; ne ovat
joko kuolleita tai havittaneet bakteerin elimisti#sh ja hengissa. Kuva on
havainnollistava esimerkki yksittaisen tutkimukaéaksista

3.2 Bakteerien ominaisuudet, jotka vaikuttavat virdenssiin

kalassa

Taman tutkimuksen aikaisemmat tulokset osoittaaté, pneumokokki pystyy
kasvamaan ja lisdantymaan seké aiheuttamaan tapfawiin seeprakalan
alkioissa. Taudinaiheuttamiskykyyn osallistuvieruienssitekijoiden
selvittamiseksi tdssé& mallissa tutkimuksen alkstéiiin Streptococcus

Pneumoniaemutanttikannoilla.

Pneumokokille tyypillinen polysakkaridikapseli est&hokkaasti fagosytoosia. Se
on pneumokokin tarkein virulenssitekija inmises&dpselittomia pneumokokkeja
pidetdaén avirulentteina [1]. Kapselin tarkeydewvisigimiseksi tdssa mallissa
seeprakalan alkioihin injektoitiin pneumokokin kafi®nta mutanttia, T4R:aa.
T4R:ll4 injektoitujen kalan alkioiden eloonjaamisasastasi kontrollirynméan
eloonjaamisastetta (kuva 9). Pneumokokin kapseiitanto osoittautui siis

avirulentiksi myos seeprakalassa.

Myds pneumokokin erittamalla toksiinilla, pneumaiygld, on havaittu olevan

merkitystd pneumokokin taudinaiheuttamiskyvyssagig on pneumokokin



12

mutantti, jolta puuttuu kyky erittdd pneumolysiiniagAply-bakteerilla
injektoitujen kalan alkioiden eloonjaamisaste arkeampi kuin villilla
bakteerilla injektoitujen kalan alkioiden (kuva 9amén perusteella voidaan

sanoa, ettd pneumolysiini on merkittava viruleressid myos seeprakalassa.

1004 ! = Kontrolli
. = T4
% = T4Aply
g — T4R
‘2 504
8 I
3
m
S
0 ] 1 v
0 24 48 72
Adika injektion jdlkeen (h)

Kuva 9. T4R- ja T4lply-pneumokokkimutanttien aiheuttamat infektiottova
lievempia kuin villin kannan aiheuttamat infektidmR:lla seka
kontrolliliuoksella injektoitujen kalojen eloonjadsaste on 100 %, joten kayréat
menevéat kuvassa paallekkain. Kuva on havainnolissesimerkki yksittaisen

tutkimuksen tuloksista.
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4 POHDINTA

Seeprakala on melko uusi tutkimusmalli infektiobgibn ja immunologian osa-
alueilla. Sita on kuitenkin jo kaytetty tutkimusra seuraaville ihmisessa tautia
aiheuttaville mikrobeillePseudomonas aeruginoghl], Staphylococcus aureus
[12], Salmonella typhimuriurfiL3]. Tarkeda ihmispatogeertdreptococcus
pneumoniaet&i ole seeprakalamallissa kuitenkaan viela twtkifssa
tutkimuksessa osoitettiin, etta seeprakalan akiedidaan kayttaa tutkittaessa
seka luonnollisen immuunipuolustuksen mekanismegupmokokkia vastaan etta

pneumokokin virulenssitekijoita.

Pneumokokki on kasvuolosuhteiltaan herkkd bakt&eritarvitsee oikeanlaisen
kasvualustan ja -lampdtilan. Tasta huolimatta praokki kasvoi hyvin THY-
kasvualustalla 28,5 °C:n lampotilassa. Lisaksi pmekokki lisaantyi seeprakalan

alkioissa.

Tama tutkimus osoittaa bakteeriannoksen suuruudggpavaisen kuolleisuuden
seeprakalojen keskuudessa. Annoksella 100 pmy/kilatieisuus oli suunnilleen
50 %, kun taas annoksella 10 000 pmy/alkio kualiessoli suunnilleen 100 % 48

tunnin sisalla.

Seeprakalan immuunipuolustus on hyvin samankaltaimaisen
immuunipuolustuksen kanssa. Tassa tutkimuksesdarkag kahden paivan
ikaisia seeprakalan alkioita. Kahden péaivan iasspkaloilla on kaytéssaan
ainoastaan luonnollinen immuunipuolustus, jonkanglasyytit ja makrofagit ovat
toiminnassa. Aikaisemmissa tutkimuksissa on ogaitetta seeprakalan
selviytyminen systeemisista infektiosta riippuudagtoivista soluista. Tassa
tutkimuksessa bakteerimarat kasvoivat kuolevissankalkioissa, kun taas
eloonjadavissa kalan alkioissa ne laskivat. Tamauagpeella voi olettaa, etta
seeprakalan luonnollisen immuniteetin fagosytosatit pystyvét eliminoimaan
bakteeria kalan verenkierrosta.

Aikaisempien tutkimusten perusteella seeprakalaanatidaan kayttad myos

arvioimaan patogeenin virulenssitekijoiden merkidyg assa tutkimuksessa
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osoitettiin, ettd pneumokokin mutanttikannoillaekgoiduilla kaloilla on suurempi
eloonjddmisaste kuin villin kannan bakteereillzktpiduilla kaloilla.
Pneumokokin kapseliton muoto osoittautui avirulesitiMyos pneumokokin
mutantti, jolta puuttui pneumolysiini, osoitti heitynyttd virulenssia. Naiden
tulosten perusteella voidaan paatella, ettd sealmatallia voidaan kayttaa

Streptococcus Pneumoniaeinulenssitekijoiden tutkimiseen.

Seeprakalan helpon geneettisen manipuloinnin vuoksiuunipuolustuksen
mekanismeja voidaan jatkossa tutkia tarkemmin tésglssa. Esimerkiksi
geeninhiljennystekniikalla voitaisiin hiljentaéa fain immuunipuolustuksen
kannalta keskeisid geeneja ja tutkia naiden geanekitysta

immuunipuolustukselle.
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